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酶传感器将酶作为敏感元件，把酶催化反应过程中的物理或化学信号转化为电信号

以检测被测物。由于反应的高效性与专一性，酶在生物传感器的研究中被应用广泛。

本文通过对辣根过氧化物酶(Horseradish peroxidase，简称HRP，EC 1．11．1．7)催化

过氧化氢氧化苯酚的反应体系进行数值模拟，研究了酶传感器检测的生化基础。模拟得

到：

1)反应方程的求解必须考虑其刚性问题，对于刚性方程，应该使用ODEl5S。

2)催化反应中间复合物HRP—I与HRP—II随时间变化的动力学曲线，并能确定其存

在的时间。

3)多组不同浓度下的反应过程曲线，对比了不同浓度下的反应速率，结果表明数

值模拟能有效的减少实验次数与缩短实验周期。

温度和pH对酶传感器测量精度影响较大，为了减少酶传感器在实际测量中的误差，

指明了当前研究中将温度和pH值两个相关因素单独考虑的局限性。准确得到综合考虑

了不同温度、pH值条件下，聚硫堇和纳米金固定辣根过氧化物酶传感器响应电流的特

征，结果表明：

1)单因素离散试验点分析，不能准确得到酶传感器的最适工作条件。综合考虑温

度和pH值，该酶传感器最适工作条件在40--45。C之间，最佳pH值在5．3—5．7

之间；

2)以温度、pH值与响应电流之间的函数关系作为传感器校正，以及实现线性化处

理和非线性补偿电路的基础，能够提高酶传感器的测量精度，扩大使用范围。

复合酶传感器可以对同一样品多个指标同时进行检测，对各单一指标进行处理以获

得综合性指标。免疫力是由多指标共同表达的一个综合性指标，通过对中华米虾

(Caridina denticulata sinensis)投喂硒含量分别为0、0．1 5、0．30、0．45、0．60、0．75(}tg／g)

的饲料，研究了硒对中华米虾体内超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，SOD)、过氧化

氢酶(Catalase,CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase，GPX)等抗氧化酶活性

的影响，并探讨了其可能的作用机制。结果表明：

1)中华米虾体内抗氧化酶具有协同效应，并且对硒表现出明显的剂量效应；
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2)当饲料中添加硒浓度为0．441ag／g时，虾体内SOD、CAT的活性均为最高；当硒

浓度为0．481ag／g时，GPX活性最高。

分析了当前甲壳动物免疫力研究指标，指出目前对免疫力进行评判存在的两个缺

陷：1)不能综合反映免疫力水平变化。2)采用不同评判指标得到的结论无法进行科学客

观比较。在此基础上，定义了免疫力综合指数，规定了计算方法，明确了两种计算权重

的步骤方法，即层次分析法和主成分分析法。通过对文献数据的实际计算，阐明了计算

方法的具体步骤，得到了免疫力综合指数，以定量数据表明试验结果对免疫力的影响，

为客观评价所采取的试验措施提供量化结果。

关键词酶传感器辣根过氧化物酶免疫力综合指数层次分析主成分分析
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Enzyme sensor converts physical and chemical signals，which formed in catalytical

reaction，into electrical signals，to detect objects under test．As sensitive components，enzyme

has been widely studied because of the efficiency and specificity in reaction．

By simulating Horseradish Peroxidase catalyzing reaction of H202 oxidizing phenol，the

biochemical fundamental of enzyme sensor were studied．The result indicated that：

1)Stiffness could not be ignored，and when solving stiffness equations，ODE 1 5S was

adapted．

2)Obtained the dynamic curves of HRP and its intermediate compounds HRP-I and

HRP-II concentrations vary over time，and assured the lifetime of HRP．I and

HRP．II．

3)The dynamic curves at different substrate concentrations were obtained．and reactive

velocities were compared，which showed sim ulation could greatly reduce the times

of experiment and shorten the experiment cycle．

In order to reduce the error signal，ponied out isolated considered temperature and pH

value was inconsequently in the actual measurement．Under different temperature and pH，

simulated accordingly current of the biosensor,which based on Au colloids and poly(thionine)

as matrixes，the detecting system of the biosensor was studied．The result indicated that：

1)The function expressions of accordingly current changed with temperature and pH

varied were gained，the 40—45。C and pH was between 5．3—5．7 which was the best

operating conditions．At discrete test points，only analyzed a single factor could not

get the optimum working conditions．

2)The function，which current response to temperature and pH value，as the foundation

to calibrate enzyme sensor,improve the measurement accuracy and expand the

detective scope of enzyme sensor．

Complex enzyme sensor could detect a number of indicators at the same time．A

comprehensive index could be obtained after processed．Immunity was a comprehensive

index that expressed by many indicators．The effects of selenium supplementation dietary on

the activity of enzymic antioxidant in Caridina denticulata sinensis were studied in the

experiment，and based on the dynamic process，the mechanism was also investigated．The
selenium supplementation dietary are 0，0．1 5，0．30，0．45，0．60 and 0．75I_tg／g．The results
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showed that suitable concentration of selenium in the diet can enhance the activity of enzym ic

antioxidant system significantly,and it represented the dose effect obviously．SOD，CAT,and

GPX structured a cooperative system．The experiment demonstrated that the activity of SOD，

CAT．and GPX in C d sinensis can reach the maximum when the concentration of selenium

in the diet is 0．44I．tg／g，0．44I_tg／g，0．48I．tg／g．

Through the analysis of the current research index，in comprehensive immunity

evaluation two defects were pointed out,1)The state of immunity change was not

comprehensively reflected；2)Using different evaluation indexes could not be compared．

Given this，the comprehensive index of immunity was indicated，and the calculation mahod

was defined，analytic hierarchy process and principal component analysis were used to

calculate the weight of each index．Based on the literature data，expounded the steps of the

calculation method，and obtained the immunity comprehensive index．The effect of

experiment results on immunity showed by amount，the quantitative index to evaluate the

immunity was offered．

Keywords Enzyme sensor Horseradish peroxidase Immunity comprehensive index

Analytic hierarchy process Principal component analysis
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第l章绪论

第1章绪论

传感器是能感受规定的被测量并按照一定规律转换成可用输出信号的器件或装置。

通常由敏感元件和转换元件组成。其中，敏感元件是指传感器中能直接感受被测量的部

分，转换元件指传感器中能将敏感元件输出转换为适于传输和测量的电信号部分【¨。生

物传感器是一种利用生物材料作为敏感元件的新型传感器，集生物学、化学、物理学、

信息科学于一体。其最大特点是能在分子水平识别待测物质12弓J。由于生物传感器具有

检测方便、快速、装置简单、价格低廉、选择性优异、应用面广等众多优点，因而成为

传感器研究的重要分支。不仅在临床诊断、药物筛选、毒物监测等方面有着极其广泛的

应用前景，而且在医学发展中也是有举足轻重的作用14-5】。

根据生物传感器敏感元件的不同，可以分为酶传感器、微生物传感器、免疫传感器、

细胞传感器、组织传感器以及类脂类和DNA传感器。酶传感器是将酶作为敏感元件，

把酶反应过程中的物理或化学信号转化为电信号以检测被测物。由于酶反应具有专一

性，高效性，在生物传感器的研究中被广泛应用。1962年，Clark用透析膜将葡萄糖氧

化酶包埋在氧电极表面，氧浓度下降与溶液中的葡萄糖浓度相关，输出信号为电流，得

到第一个酶传感器，并证实了生物化学物质无试剂分析的可能性【6J。自此，吸引了众多

科学家对酶传感器的研究与应用。

然而，酶传感器产生的信号非常微弱，容易受到多方面因素的影响。传感器的响应

电流容易受到环境条件如温度、pH值、固定化以及酶自身活性变化的影响。另外，测

量电路和A／D转化元件都使传感器的输出信号带有一定的非线性。

1．1国内外研究进展

酶传感器的研究大致经历了三个发展阶段：第一阶段主要是利用电化学电极与固定

了酶的非活性基质膜制成的简单的传感器，这类传感器容易受到氧的制约，且其灵敏度

容易受到氧电极灵敏度的影响。以固定葡萄糖氧化酶的葡萄糖传感器为例，其响应机理

是利用氧来作为酶的氧化还原活性中心的电子受体，氧在葡萄糖氧化酶作用下，催化氧

化葡萄糖，生成H202。由于还原态葡萄糖氧化酶的氧化还原活性中心在酶分子内部，

得不到可测量的电信号。可以通过测量反应物中氧的减少量或生成物中H202的产生量
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这_两种方法获得电信号l 7I。

第二阶段研究者在固定生物材料的同时，加入媒介体来促进电子传递的过程，提高

测定的灵敏度。此阶段的传感器在电子传递过程中不涉及到氧的参与，因此避免了氧对

传感器测量灵敏度以及准确度的影响。常用的媒介质有有二茂铁及其衍生物、铁氰酸盐、

有机介体等18】。

第三阶段的生物传感器是把生物活性物质直接固定在电子元件上，生物分子与电极

间的电子交换不再经过动态媒介参与，而直接进行电子传递、感知和放大界面物质的变

化，从而把生物识别和信号的转换处理结合在一起用。与前两个阶段的酶传感器相比，

此阶段的酶传感器既不需要氧分子，也不需要媒介体作为电子传递体，而是使酶的氧化

还原中心直接与电极间进行电子传递，从而提高反应器的响应速度和灵敏度。中国科学

院长春应用化学研究所董邵俊研究组用直接电化学方法研究了辣根过氧化物酶的氧化

还原性质【61。可以直接用于进行电化学反应的酶和蛋白质类有氧化还原酶类，肌红蛋白，

血红蛋白和细胞色素C等。

随着生物传感器研究的不断深入，研究人员现致力于以下几个方面的研究：(1)新材

料的开发与利用，如纳米材料的应用使传感器灵敏度更高，便携性更好；(2)采用新的固

定化技术一直是研究的热点；(3)可以协同分析多种物质的复合酶传感器以及传感器的集

成化是现代传感器要达到的目标；(4)生物传感器的活体实时监测在突发性、重症疾病的

监护中的应用，可以避免破坏性取样和测定时间的迟滞；(5)虽然酶电极生化分析仪，

BOD测定仪，手持式血糖测定仪，SPR分析仪和各类生物芯片已经得到应用，但生物

传感器所占的市场份额还不大，生物传感器的市场化是当前研究的另一个热点。

1．2生物传感器的一般特性

生物传感器的输入一输出关系是传感器的基本特性。生物传感器的不同内部结构参

数决定它具有的不同外部特性，因此测量误差也与内部结构参数密切联系。生物传感器

所测量的物理量根据其是否随时间变化，可以分为稳态信号和动态信号，所以生物传感

器的输出特性分为静态特性和动态特性。由于不同生物传感器所固定的生物材料，以及

选取的固定方法不同，静态特性和动态特性也表现出不同的特点，对测量结果的影响也

不相同。
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1．2．1生物传感器的静态特性

生物传感器在稳态信号作用下，其输入一输出关系称为静态特性。衡量静态特性的

指标有线性度、灵敏度、迟滞和重复性。

线性度是指生物传感器输入与输出之间的线性程度。如果生物传感器的输入一输出

特性是线性的，则可以简化传感器的理论分析和设计计算，为标定和数据处理带来方便，

避免了非线性补偿环节。由于生物材料不稳定以及在电子传递过程中容易受到环境条件

的影响，实际的输出信号常带有一定的非线性。在应用中，通过拟合方法得到输入输出

量的拟合曲线，从而使生物传感器的测量带来一定的非线性误差。

灵敏度是指生物传感器在稳态情况下，输出变化与输入变化的比值。在线性传感器

中，灵敏度就是它静态特性的斜率，而非线性传感器的灵敏度随时间发生变化。酶催化

的反应具有高度灵敏性，因此是作为传感器的良好材料。

迟滞在酶传感器中的产生，是由于电子在传递过程中，电子受到固定化或者溶液介

质的阻碍作用，而使对应于同一大小的输入信号，正反行程的输出信号大小不相等。

重复性是指在对同一信号进行多次测量时，生物传感器的输出信号的特征曲线不一

致的程度。在酶传感器的使用中，常伴随酶的失活或者部分失活，因此酶传感器在使用

一段时间后要重新进行校正。

1．2．2生物传感器的动态特性

在测定静态信号时，生物传感器的输入一输出特性之间存在一一对应的关系。但在

生物传感器的实际使用过程中，被测信号随时间变化。而生物传感器对动态信号的测量，

不仅需要精确地测量信号值的大小，还要记录信号变化与时间的关系。

研究动态特性可以从时域和频域两个方面采用顺态响应法和频率响应法来分析。由

于输入信号的时间函数形式多种多样，在时域内研究生物传感器的响应特性时，只能研

究几种特定的输入时间函数，如阶越函数、脉冲函数和斜坡函数等的响应特性。在频域

内一般采用正弦函数得到频率响应特性【l】。

1．3酶的固定化

酶的固定化主要是应用物理或化学方法将溶液酶转化为不溶于水的可以重复利用

的固定态酶。其主要目的是在不妨碍被分析物自由扩散的情况下，将酶等限制在一定空

．1．
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间。与游离态酶相比，固定化酶具有一系列的优点：(1)酶可以从反应物中分离，重复使

用，降低成本；(2)大多数酶经过固定化后，其稳定性增加：(3)减少其他物质的干扰；(4)

便于实现生产的连续化和自动化。固定化方法有【6】：

1．3．1基本方法

适合生物传感器的常用固定化方法分为6种：夹心法、包埋法、吸附法、共价结合

法、交联法和微胶囊法。

夹心法是将活性材料封闭在双层滤膜之间，固定酶的膜类型为超滤膜或透析膜。这

种方法操作简单，不需要任何化学处理，固定生物量大，响应速度较快，重现性好。

吸附法是经非水溶性载体物理吸附或离子结合作用，如配位键和疏水作用等固定生

物敏感元件。吸附的牢固程度与溶液的pH值、离子强度、温度、溶剂性质和种类以及

酶浓度有关。吸附过程一般不需要化学试剂，对蛋白质分子活性影响较小，但蛋白质分

子容易脱落。

凝胶包埋法是将生物材料包埋并固定在高分子聚合物三维空间网状结构基质中，主

要用于固定酶分子和细胞。其特点是不产生化学修饰，对生物分子活性影响较小，膜的

孑L径和几何形状可任意控制，被包埋物不易渗漏，底物分子可以在膜中任意扩散：缺点

是分子量大的底物在凝胶网格内扩散较困难。

共价键合法是使生物活性分子通过共价键，直接或间接与不溶性载体结合而固定的

方法。其特点是结合牢固，蛋白质分子不易脱落，载体不易被生物降解，使用寿命长；

缺点是操作步骤较多，酶活性可能因为化学修饰而降低，制备具有高活性的固定化酶比

较困难。

交联法是借助具有两个功能基团的双功能试剂，使蛋白质结合到惰性载体或蛋白质

分子彼此交联成网状结构。广泛用于酶膜和免疫分子膜制备，操作简单，结构牢固，但

在进行固定化时需要严格控制pH值，一般在蛋白质的等电点附近操作，交联剂浓度要

严格控制。

微胶囊法包埋生物活性材料或指示分子，主要采用脂质双分子层组成的内部结构为

水相的闭合囊泡。自20世纪60年代以来，一直作为细胞膜研究的人工模式系统，现广

泛地作为药物分子载体用于治疗。

．4．
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1．3．2 LB膜技术

LB膜的基本原理是生物分子在洁净的水表面展开后形成水不溶性液态单分子膜，

小心压缩表面积使液态膜逐渐成为一个分子厚度的拟固态膜。利用LB膜技术制作酶膜

主要有两个优点：一是酶膜可以制得很薄，厚度和层数可以精确控制：二是可以获得高

密度的酶分子膜，由此可能协调响应速度和响应活性这对矛盾。但酶分子多溶于水，难

以在水相中成膜。

1-3．3光平版印刷技术

光平版印刷术是利用照相原理与化学腐蚀相结合，在工件表面制取精密、细微和复

杂薄层图形。广泛用于印刷电路和集成电路的制作以及印刷制版等过程，其基本原理是

利用光刻胶感光后因光化学反应而固化的特点将掩模板上的图形刻制到被加工表面上。

1．4影响酶传感器特性的因素

在酶传感器中，温度和缓冲液pH值常使敏感原件酶发生不可逆失活。反应速率随

温度升高而加快，但在较高的温度下由于酶的失活作用，反应速率反而下降。在电阻应

变式酶传感器中，温度一方面引起电阻变化，另一方面对酶反应产生影响，当二者数量

级相同时，测量精度无法保证；在电容式传感器中，当介电常数的温度系数不为零时，

则引起传感器电容值的改变，从而造成温度附加误差。当pH值改变时，酶的解离状态

发生变化，具有催化活性的酶分子数量随之变化，从而影响反应速率。

另外，由于固定化酶内扩散和外扩散的作用，影响了底物与酶的接触，底物需要通

过固定介质才能与酶发生反应；同时，在反应过程中电子的传递受到一定程度的阻碍，

从而增大了酶传感器的测量误差。

再者，生物传感器的输出信号非常弱，需要有信号调节电路和转换电路将其放大并

转换成容易传输、处理、记录和显示的形式，在电路的设计以及信号转换过程中，不可

避免的引起误差。

上述各影响因素使酶传感器输出信号带有一定程度的非线性，影响了测量的灵敏度

和精确度。
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1．5研究目的和意义

酶传感器是最早出现的生物传感器，目前研究集中在对新技术、新材料和新方法的

开发与利用。

新生物材料的应用，如DNA在一定程度上提高了传感器的精确度；新的固定化技

术，如纳米技术对提高酶传感器的灵敏度做出了突出贡献，但当前对酶传感器中敏感材

料的基本特性研究并不多见。辣根过氧化物酶活性稳定，价格低廉容易得到，在酶传感

器、生物修复以及生物降解等研究中广泛应用。因此，反应的动力学机制对研究酶降解

有机污染物及检测有毒物质的研究有重要意义。本文通过数值模拟研究了辣根过氧化物

酶催化H202氧化苯酚的反应，得到了中间产物的变化规律，以及底物浓度与反应时间

之间的关系。并探讨了在温度和pH值综合影响下，聚硫堇和纳米金固定辣根过氧化物

酶传感器的响应特征，得到了该酶传感器最佳的工作条件。

在实际生产中，被测信号往往并不是单一的稳定信号。为了适应实际测量的需要，

复合酶传感器的研究是当前研究的热点之一。多种酶以及酶与其它生物材料的联合固定

提高了酶传感器的检测效率。但是为了避免生物材料或被测信号相互干扰，复合传感器

对固定的敏感材料以及被测物有严格的要求。

另外，对多指标评价系统的研究并没有明确标准。通过对动物营养免疫研究，发现

在甲壳动物免疫力评价中，存在着不同指标间不能进行科学比较，以及不能综合反应免

疫力变化情况的问题。本文从动力学角度探讨了饲料中硒对中华米虾抗氧化酶系统的可

能作用机制；定义了甲壳动物免疫力综合指标，并确定了数学表达式为权重累加形式，

给出了计算权重的两种方法：一是根据评价者主观上对各指标的重视程度来决定权重的

层次分析法；一是根据各指标的联系程度或各指标所提供的贡献量来决定指标的权重的

主成分分析法。为复合酶传感器进行多指标系统测量的定量研究提供了数学基础。
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第2章辣根过氧化物酶反应动力学的数值模拟

2．1引言

生化反应动力学是研究生化反应过程的速率及其影响因素的科学。目前，对反应速

率及影响因素的研究，多数以经验的方法为主。但随着学科间的融合与发展，采用数值

模拟的方法来进行研究正迅速发展起来【9J。为了研究辅酶重建对基于酶促反应的光学生

物传感器性能的影响作用，Jenna Rickus【10】等人(2005)通过建立模型，以数值积分的方

式，研究了酶传感器的灵敏度、响应时间等性能参数。为了考察膜反应器的一系列性能，

Elio E．Gonza In】等(2007)建立了一个简便而易用的数值模拟方法，模拟了反应器的相关

特性，并取得了很好的效果。2006年，Nobuyoshiil21等详细探究了多酶反应体系的动态

模拟，并给出了以糖酵解酶反应为实例的对比结果。2007年lO月，Mafia J．Schilstra[13】

对复杂生化过程的数值模拟方法进行了研究，指明了生化反应的数值模拟应遵循的基本

理念与基本规律等。

与相关学科的融合，使得对生化反应过程的研究更加方便、灵活。通过采用数值模

拟的方法，可使用几个关键的变量来代替复杂的反应过程，并将微观现象与宏观现象联

系起来，以预测反应的结果，检测并发现可能被忽略掉的变量与参数，甚至搞清楚反应

的机理【91。基于此，本文以水相中辣根过氧化物酶催化H202与苯酚反应为代表，对反应

从开始进行直到到达稳定状态进行了模拟，并由此探讨了生化反应数值模拟时存在的问

题及得到的结论。

2．2酶促反应的基本方程

1913年，Michaelis．Menten等人提出了酶催化反应历程114】。酶(E)与底物(S)先成中

间化合物(ES)，然后中间化合物再进一步分解为产物，并释放出酶(E)。

s+Ez兰兰兰Es—j泣一E+P (2．1)
k_l

式中，k-i,k+．，k收——各级反应速率常数

HRP是以铁卟啉为辅基的血红素蛋白，在H202存在时，它能够催化一系列底物发

生反应。其催化反应过程包含多种中间化合物的形成，首先是HRP的血红素基团经过

两电子氧化而成为化合物HRP．I，然后化合物HRP．1与底物发生反应形成化合物HRP．II，
．7．
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化合物HRP．II可以还原为HRP状态。HRP．I与HI冲．1I均在很短的时间内形成，并且滞

留的时间非常短f15】，随即参加下一步的反应。本文忽略了各逆反应的发生，并假定了酶

在反应过程中不失活，反应条件稳定。由此，上述反应体系的反应过程包括以下三个步

骤【16】：

HRP+H202—!屿HRP-I (2．2)

HRP-I+AH2—兰q HRP—II+*AH (2．3)

HRP—II+AH2山HPR+·AH (2．4)

式中，HRP——游离态酶；AH：——苯酚；·AH——苯酚脱氢产物。

上述反应过程，改用微分方程表示，则参与反应的各物质的反应速率为：

了d[HRP]：一t。．[HRP¨H202】+k．【HRP．II]．[AH2】 (2．5)
nl

—d[H_RP-I]：t。．[HRP]．【H202卜‘：．[HRP．I】．[AH2】 (2．6)

—d—[H——R=P—-一II]：k,2．[HRP—I】．【AH2卜k+3．[HRP—111．[AH2】 (2．7)

—d—[A—-H一2]：一缸2．[HRP—I】．[AH2卜t3．[HRP—II】．[AH：】 (2．8)
／／t

坐掣：k．[HRP—I】．[AH2]+t3．[HRP—II]．[AH2】 (2．9)

—d[_H202]：一k。．[HRP]．【H202】 (2．10)

式中，【HRP】——游离态酶的浓度；【H：O：卜一过氧化氢的浓度；【HRP—I卜一中间产
物I的浓度；【HRP—II】——中间产物II的浓度；【AH：】——苯酚的浓度；【·AH卜一苯
酚脱氧产物的浓度。

2．3方程求解

在方程(5)一(10)所表述的反应体系中，因变量[HRP．I】、【HRP—II】与【·AH]随自变量

【HRP]、【H202]与[AH2]的变化而变化。因此，可以通过改变HRP、H202与AH2的浓度

比例来探讨底物浓度与酶浓度变化对反应动力学的影响。由于【HFuP．I】与【HRP-II】相对

[HRP]、【H202】变化极快【15l，因此该反应体系的方程属于刚性方程组。经验证，上述反

应体系的刚性方程组不能通过龙格库塔法【17lODE45进行有效求解，本文采用ODEl5S

求解并得到了反应过程中各组分的动力学曲线。

．R．
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pH值在5—9之问时，t。与pH值无关，k，扎只因底物的不同而变化。各级反应的

速率常数分别源于文献f16】：

tl=1．Oxl07tool～·s～； (2．11)

k=2．76x 106mol～·J～； (2．12)

k=2．85x105tool～·s～； (2．13)

为了验证模拟的可靠性，这里采用了和文献中相同的浓度，即当HRP、H202与AH2

的初始浓度分别为5．0x10。6mol·L-1，5．0x10‘4m01．L．1，5．0×10～mol·L-1时，对反应进行模拟，

得到HRP、HRP．1与HRP．II的浓度变化曲线(如图2．1与图2．2所示)。

；、
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图2．1 HRP，HRP．1与HRP．II浓度随时问变化

Fig．2．1 Concentrations ofHRP,HRP一1 and HRP-llvary over time
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图2．2 HRP．II浓度随时间变化

Fig．2．2 Concentration of HRP—II varies over time

在反应体系中AH2是氢供体底物，H202是氢受体底物。对没有引入任何氢供体底物

HRP与H202反应生成HRP．I，继而生成HRP—II这一现象是许多研究中都得到证型18】。改

变AH2初始反应物浓度，当HRP，H202与AH2的初始浓度分别为5．0×10～mol·U1，

5．0×10’4tool·L-1，5．0x10-4mol·L1时获得另外一组浓度变化曲线(如图2．3所示)。

图2．3 HRP、HRP—l与HRP—II浓度随时间变化

Fig．2．3 Concentrations of HRP、HRP-i and HRP—II vary OVer time

-lO．

一．．一．10E。口。世矮一一．m叱工

一一_1．pE、bo避疑正叱工

一『1．Io∈、bo越蟥H．d叱工

一一-]．pE．oo隧避一I-正叱工
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2．4结果与讨论

通过对微分方程组的求解，得到了HRP以及其中间产物HRP．I与HRP—II自反应开

始直到到达稳定阶段的浓度变化曲线(如图2．1，2．2，2．3所示)。陈建波等Il 5J采用停留光谱

法检测到HRP催化H202氧化联苯胺的反应体系中吸收光谱的变化，证实中间复合物在

0．0025s内迅速形成，并在O．005s后消失(如图2．4所示)。与模拟结果基本一致，中间

复合物在反应的开始阶段迅速产生，并达到平衡，反应完成后消失。

通过模拟，可知当HRP，H202与AH2的初始浓度分别为5．0×10由mol／L，5．0x10-4

mol／L，5．Oxl0‘7 mol／L时，HPR浓度在反应初始阶段降低，这是由于游离酶与底物结合

成中间复合物，因此HRP．I与HRP．II浓度升高，并且在反应进行1．5x10-3s时HRP与

HRP．I浓度不再变化，HRP．II浓度继续缓慢上升(如图2．1所示)。当反应时间达到0．5s

时，HRP．II浓度不再变化，达到稳定(如图2．2所示)，此时未与底物结合的游离酶以

及两种中间复合物的浓度和，等于初始加入的酶的浓度，模拟结果符合Briggs-Haldane方

型91。由于AH2浓度较低限制了第二步反应的进行，因此反应体系中HRP．I浓度要高于

HRP．II。这说明，数值模拟严格遵循着B．H方程，能够准确的再现生化反应的过程。

图4不同波长下吸光度随时间的变化曲线(摘自文献15)

Fig．4 The variation in absorbance different wave—lengths(see ref．1 5)

提高AH2浓度为HRP的100倍，其反应过程如图2．3所示，由图可知，随着AH2

浓度与HRP浓度比值的提高，HRP．I与AH2的反应速率逐渐加快。在反应过程中，HRP

浓度逐渐降低，HRP．I浓度随着反应的进行先升后降，在0．5x10‘3S时出现峰值，其原因
．1l一

孑曼夏IJ2五■．1童
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可能是由于屯。高于k，即生成HRP．I的速率高于HRP一11，所以在反应初始阶段，HI心一I

有短暂的积累，随着反应的进行，HRP．I被下一级反应消耗，浓度逐渐降低；而HRP-II

逐渐升高，最终三者在4．5x10-3s左右达到稳定，浓度不再变化。和前边的反应对比可知，

当增大AH2浓度后，反应达到稳定的时间要远远低于增大浓度前的反应体系。

目前，在对酶反应动力学及其中间产物研究过程中，多数采用分光光度法对反应过

程中的中间产物进行浓度的分析，以探求生化反应的机制。陈海明118】等采用停流快速混

合技术，利用快速扫描紫外可见分光光度计得到HRP催化过氧化氢氧化苯酚聚合过程

的瞬态光谱数据。对该测量数据矩阵用正交投影及遗传算法解析后，确定体系中含有

HRP及其中间复合物，并且当HRP与底物以l：100的比例混合时检测到大量HRP．II，

而由于HRP．I存在时间较短不易检测到。陈建波【l5J等用停流法探讨了25。C时辣根过氧

化物酶氧化联苯胺反应过程中HRP．I在0．005s后基本完全消失。本文通过设定相同的模

拟条件，模拟结果与上述文献通过光谱分析得到的结果基本一致。此外，本模拟可设定

不同的浓度值，能够更加方便的研究浓度的逐渐变化与反应速率的关系，而不必在实际

中对每一个浓度的都进行试验，可节约大量的试验时间与费用，图2．5、2．6给出了不同

AH2和H202浓度下的反应过程曲线。
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图2．5不同AH2浓度下[HRP—I】变化

1——【AH21=5．0×1 0～mol／L，2-—一【AH2]--5．0×1 0击mol／L，

3—fAH2】=5．0×1 0-’mol／L，4_——1AH2】=5．0×1 0．4 mol／L．

Fig．2．5 The variation of[HRP—I】at different【AH2】
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2．5结论
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图2．6不同H202浓度F[HRP-I】变化

l——【H202】=5．0x l 0～mol／L，2一【H202】=5．0×1 0击mol／L，

3——【H202】-5．Ox 10。5 mol／L，4一【H202】_5．0×10．4 moFL．

Fig．2．6 The variation of【HRP—I】at different【H202】concentrations

通过具体模拟辣根过氧化酶的反应，本文得到了模拟生化反应动力学的基本结论：

1．在使用龙格库塔法求解生化反应动力学的微分方程时，要首先确定方程的刚性问

题，即反应体系的方程是否属刚性体系。ODE45工具模块不适用于解决刚性的系统，

应采用ODEl5S。

2．模拟计算所得到结果符合Briggs-Haldane理论方程，并与文献中的实验结果一

致，表明对生化反应进行的数值模拟可行、可信，为通过计算机的数值模拟研究生化反

应提供了新思路。此外，通过模拟，可明确得到HRP．I与HRP．II的存在时间，并且随

着增加底物浓度，可准确计算反应时间缩短了多少。

3．利用数值模型对生化反应进行研究，可有效的减少实验次数，大量缩减实验时间，

优化反应的最佳浓度，获得不同浓度梯度下的反应过程，事半功倍的描述浓度连续变化

情况下的反应。
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第3章温度、pH值对生物传感器检测范围的影响

3．1引言

生物传感器是分析生物技术的一个重要应用领域，是一个典型的多学科交叉产物，

它结合了生命科学、分析化学、物理学和信息科学及其相关技术，能够对所需要检测的

物质进行快速分析和追蹦6】。自20世纪80年代起，国际上对生物传感器进行了广泛的

研究和探索，近些年来，已经研制出一系列在环境监测、临床检验和生化分析等方面具

有实用价值的生物传感器【19也01。其中，以酶传感器的研究最为广泛。酶传感器是以酶作

为生物敏感基元，通过各种物理、化学型信号转换器捕捉目标物与敏感基元之间的反应

后，将反应用离散或连续的电信号表达出来，从而得出被测物的浓度12¨。

酶自身具有不稳定性，容易受到环境温度、缓冲液pH值以及固定化等诸多因素的

影响，因此酶传感器输出常带有一定的非线性信号。当前研究中，常采用附加设备控制

温度和pH值，将传感器的工作条件控制在酶催化反应的最佳条件，以此减弱温度和pH

值对测量的影响，这种处理方法增加了制作工艺的复杂性，并且在实际应用中容易受到

工作环境限制。在生物传感器最佳工作条件研究中，国内外学者只对单因素条件进行了

探讨，并设定离散试验点进行比较，没有考虑温度和pH值共同作用时以及非试验点的

响应值，不能得到传感器的精确工作条件。上述问题影响了对传感器性能的研究，降低

了传感器的敏感性与测量精度。要提高系统测试的精度，扩大酶传感器在生产实践中的

应用范围，就必须降低温度、pH值对测量结果的影响，将输出信号进行线性化处理或

者非线性补偿。本文采用最小二乘多项式和三次样条插值拟合处理数据，得N--者与响

应电流之间的函数关系，并且研究了温度、pH值同时变化对辣根过氧化物酶传感器的

影响，设计了生物传感器的检测系统。

3．2非线性信号的产生与处理

在酶传感器中，温度和缓冲液pH值常使敏感原件酶发生不可逆失活。在一定的温

度范围内，酶催化反应速率常数与温度的关系符合Arrhenius方程‘91，即：

k=Aexp(一E／RT) (3．1)
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式中：A——指前凶子；Ea——反应活化能；R——气体常数；T——绝对温度。由

(3．1)式可知，反应速率随温度升高而加快，但在较高的温度下由于酶的失活作用，反应

速率反而下降。在电阻应变式酶传感器中，温度一方面引起电阻变化，另一方面对酶反

应产生影响，当二者数量级相同时，测量精度无法保证；在电容式传感器中，当介电常

数的温度系数不为零时，则引起传感器电容值的改变，从而造成温度附加误差。当pH

值改变时，酶的解离状态发生变化，具有催化活性的酶分子数量随之变化，从而影响反

应速率。上述各影响因素使生物传感器输出信号带有一定程度的非线性，影响了测量的

灵敏度和精确度。

酶传感器中对输出的非线性信号线性化处理，可以采用函数运算法和可变电压源电

桥法。当传感器的系统特性可以用简单的函数关系表示时，则把其运算规则存入系统的

微处理器，每一个参量都可以通过计算得到相应的物理量。桥路补偿是温度补偿的常用

方法，不平衡单臂电桥已经广泛的应用于自动化仪表的传感器线路中，传感器的输出电

阻信号与被测物理量或化学参数呈线性关系，电桥的输出信号能反映出被测物理量或化

学量的变化122J。

生物传感器是受多因素影响的复杂系统，很难用简单的函数关系进行表达。桥路补

偿法会增加电路的复杂性，为传感器的制作增加困难。生物传感器的非线性信号无法用

线性化的方法消除非线性误差时，可以选取适当的拟合函数，并把能实现拟合函数的电

路作为传感器电路的一部分，在补偿范围内实现生物传感器的线性化。

3．3温度、pH值变化对传感器的单独影响

石银涛等对聚硫堇和纳米金固定辣根过氧化物酶传感器最优化条件进行了探讨【231。

分别在20、25、30、37、45、50、55。C测得酶传感器响应电流值，得到最适温度为45。C，

传感器对H202的响应在2．15×10。6_1．43×10之mol／L范围内呈良好的线性关系，检出限

为2．00×10～mol／L，相关系数为0．998。

本文对传感器响应电流随温度变化进行最d"----乘多项式与三次样条插值拟合，分别

得到两条拟合曲线(图3．1)，从图中可以看出，在拟合基点25。C一50℃之间，随温度升高，

响应电流先升高再降低，响应电流最大值出现在40。C一45℃之间。并得到响应电流与温

度变化的函数关系为：
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I=／‘(丁)

=1．494×lO一7丁6—3．2628×10—5丁5+0．0029T4 (3．2)

一O．1 350T3+3．4548T2—46．0600T+25 1．8247

式中：I——响应电流；卜温度。

图3．1温度对响应电流的影响

Fig．3．1 Effect ofthe Temperature on the Current Response ofthe Sensor

在pH值分别为4．5、5．0、5．5、6．0、6．5、7．0和7．5的缓冲液条件下，得到响应电流随

pH值变化曲线[231，得到最佳工作pH值为5．5。

采用同样拟合方法得到响应电流随pH值变化的拟合曲线(图3．2)，从图中得到，pH

值在4．5—6．8之间，响应电流的最大值出现在5．4--6．5之间。并得到响应电流随pH变

化的函数为：

I=f(pH)

=0．6239 1 pH6—22．7753pH5+344．496 1 pH4-2762．8695pH3 (3．3)

+12386．749pH2—29421．9612pH+28916．356

式中：I——响应电流。

-16．
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图3．2 pH对响应电流的影响

Fig．3．2 Effect ofthe pH on the Current Response ofthe Sensor

3．4结果与讨论

石银涛等【231通过对不同温度和pHT传感器的响应电流测定得到最佳工作条件为

45℃，pH值为5．5。本文通过最小二乘多项式和三次样条插值拟合，得到酶传感器响应

电流随温度、pH值变化曲线(如图3．1、3．2所示)，并得到该酶传感器最佳测定温度为40

--45℃之间，最佳pH值在5．3—5．7之间。由图中可以得到，在一定的范围内响应电流随

温度、pH值的增加而增大，但是到达一定程度，响应电流均下降。而在基点的两端，两

条拟合曲线变化趋势均存在误差。通过三次样条插值拟合得到单调曲线，而最小二乘多

项式拟合得到的曲线均是先下降再上升。其可能原因是数据量较少，拟合带来的误差，

也可能是酶催化反应过程中，温度矛1]pH值变化影响过氧化氢自身分解，从而响应电流发

生变化。

目前，国内外文献中对生物传感器工作条件的研究，仅对单一条件进行探讨，如干

宁等对过氧化氢酶传感器优化条件的研究f24】，并不能准确得到传感器的最佳工作条件。

本文认为，温度和pH值存在着一定关系，二者并不是独立变量。当前研究中将温

．17．
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度和pH值单独考虑并不合理。温度和pH值共同影响电流的变化，当其中一个条件固

定所得到的函数是电流对另一条件的偏导数，公式(3．2)、(3．3)分别为电流I对pH值和

温度T的偏导函数，即：

券=1．494×10。7n3．2628×10。no．0029TT

4

(3．4)a U·卅

一O．1350T3+3．4548T2—46．0600T+251．8247

翥_o．6239 lpH6-22．7753pH5+344．496
lpH4-2762．8695pH3(3．5)8pH U．))

+12386．749∥2—29421．9612pH+28916．356

根据式(3．4)，(3．5)得到I和T、pH值的三维关系图(图3．3)，并得到其在各面上的投

影图(图3．4)。由图(3．3)可以得到，I随T，pH变化轨迹为空间一条曲带；由图(3．4)中曲

带在各平面的投影得到，当同时考虑T和pH对I的影响时，传感器的最佳工作条件为

温度32．5℃，pH值为5．5左右。

3．6

3．4

3．2

《
3
—

3

2．8

2．6

6．5

图3．3 T'pH和I三维关系图

Fi93．3 Effect of the pH and Temperature on the Current Response of the Sensor

．18-
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图3．4 T’pH和I关系各面投影图

Fi93．4 Projection on every iehnoqraphy

为了消除温度和pH值对生物传感器测量精度以及敏感性的影响，目前研究中采用

附加设备固定温度、pH值，使传感器在理想的状况下进行工作，限制传感器的使用范

围，为实际应用带来不变。并且附加设备对传感器工作条件的控制，增加了制作工艺的

繁琐。另外，环境温度的变化给实际监测带来较大的测量误差。本文通过上述两种方法

拟合，得到响应电流由于受到工作温度，pH值影响，输出信号呈现出一定非线性。并

且得到酶催化反应与温度、pH值之间的变化曲线和函数关系，在25．33。C，pH值在5-6

之间两条拟合曲线一致。

将函数(3．4)和(3．5)或者实现数据拟合的算法存入传感器的微处理器中，在生物传感

器每次使用校正过程中，根据实际情况得到被测物与响应电流的线性关系，以减少温度、

pH变化对测量结果带来的误差，其检测系统示意图(如图3．5)所示。
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匝耍囤专匪圣圈专匪要噩匡囹一匹圜

图3．5生物传感器检测系统

Fig．3．5 The detecting system ofbiosensor

另外，可以将实现拟合算法的电路作为传感器电路设计一部分，对所得到的信号进

行非线性补偿，基本实现被测物与响应电流的线性化，减少酶传感器带来的非线性误差

监测系统示意图，如图3．6所示。

匿匹圈j匪垂圜号匿要翌疆囹j匿壅二互亘匡雯噩圃

图3．6生物传感器检测系统

Fig．3．6 The detecting system ofbiosensor

上述两个系统，可以将此生物传感器的工作范围扩大为25．33"C，pH值在5-6之间，

并且减弱了温度、pH值对输出信号的影响。

若将数据拟合算法存入传感器的微处理器，则可以制作如图3．7、3．8的人机交互界

面。根据实际条件进行设定，得到最终的测量结果。如图3．7所示，实际设定pH值为

5．8，经过处理得到其电流响应值为4．015：tA。
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图3 7 oH值拟台的人机交互界面

Fig 3 7 Simulatethe elecuie cunⅢofdifferent oH

囤3．8温度拟合的人机交互界而

Fig 3 8 Simulatethe electric cunem oftemperature
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3．5结论

通过对试验数据的拟合，本文得到在酶传感器研制和使用过程中的基本结论：

1．对单个因素的离散试验点进行分析，并不能准确的得到酶传感器的最适工作条

件。通过拟合，得到基于聚硫堇和纳米金同定辣根过氧化物酶的生物传感器，理

论最佳工作条件是：温度在25．33。C之间，pH值在5-6之间。

2． 以温度、pH值与响应电流之间的函数关系作为传感器校正，以及实现线性化处

理和非线性补偿电路的基础，能够提高酶传感器的测量精度，扩大使用范围。
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第4章硒对中华米虾抗氧化酶系统作用机制的探讨

4．1引言

硒是生命体必需的微量元素，在机体中主要以硒代半胱氨酸形式存在，主要用作谷

胱甘肽过氧化物酶(GPX)的活性成分。GPX是机体主要的过氧化物酶之一，能清除机体

内脂质过氧化物，使细胞膜上的不饱和脂肪酸免受自由基的伤害【25筇】。此外，硒还具有

催化、构建和调节的基本生物学功能，在动物营养中己逐步得到广泛的研究和应用f27。291。

硒是构成脱磺酸酶的组分，能促进甲状腺的代谢，从而促进动物的生长【301。据报道f3l】，

在异育银鲫基础饲料中添加亚硒酸钠和有机硒均可促进其生长。在一些淡水鱼和海产虾

类中，硒可以拮抗汞、铬等有毒元素，对生物体起到保护作用。硒还可以通过影响过氧

化物酶的活性对鱼的肉质、色素沉积及肌肉组织等产生作用【321。在虾的饲料中添加适量

的微量元素可提高其自身的免疫力和抗病力，实现健康养殖【33】。

利用营养学的方法提高养殖动物的免疫力和抗病力，是实现健康养殖、生产绿色水

产品和保证水产养殖业可持续发展的重要途径。研制和开发具有免疫功能的饲料以及增

强免疫功能的饲料添加剂，借此通过饲料途径改善动物的免疫机能，提高动物的抗病及

抗应激能力，对促进水产养殖业和饲料工业的发展具有重要意义。目前，关于微量营养

元素对机体作用影响的研究较多，而对其作用机理的探讨并不多见。本文以中华米虾为

研究对象，探讨了饲料中不同硒含量对中华米虾抗氧化酶系统的影响，以及其可能的作

用机制。

4．2试验材料

试验前将中华米虾驯化7d，然后选择体长相近(1．7—2．1 cm)的健康虾随机分组，分

别养殖于玻璃缸(60cm×60cm×30cm)内，每缸70只．试验期间每天早9：00、晚19：00各

投饵1次，投喂量为虾体重的5％，每次投饵前清除缸底的残饵和排泄物，并记录死亡和

蜕皮虾数。试验所用基础饲料参照王宏伟【34J等报道试验中所用饲料。养殖1个月，每缸

随机取10只虾，5只虾为一个样品，每个样品平行测定2次，分别测定虾肌肉中SOD、CAT、

GPX的活性。饲料中硒含量分别0、0．15、0．30、0．45、0．60、0．75pg／g。
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4．3试验方法

4．3．1酶活性的测定

取出中华米虾样品，用解剖刀和镊子迅速取背部肌肉0．1009，准确称重后加入20

倍体积的磷酸钠缓冲液(pH6．5)，冰浴下进行超声波匀浆(工作时间5s，间隙时间8s，

次数20 times)，然后将匀浆液放入冷冻离心机中，低温高速离-L,(-4"C一0℃，10000r／min，

离心20min)，取上清。采用静天玉、赵晓瑜等改进的邻苯三酚自氧化法方法测定SOD

活力[35】；采用社忠斌用钼酸铵间接测定过氧化氢的方法【361测定CAT活力。

取出中华米虾样品，用解剖刀和镊子迅速取背部肌肉0．1009，准确称重后加入20

倍体积的蔗糖一嘶s缓冲液，冰浴下进行超声波匀浆(工作时间5s，间隙时间8s，次数

20 times)，然后将匀浆液放入冷冻离心机中，低温高速离心(0*C，12000r／rain，离心

25min)，取上清液，采用DTNB直接法测定GPX活力[37,38】。

4．3．2蛋白含量测定

蛋白质含量的测定参照王重庆的方法进行f”1。取20I．tL酶液，加入80I．tL浓度为

O．15mol／L的NaCl溶液，然后再加入考马斯亮蓝染液5mL，摇匀，静置2min，倒入lcm

比色皿中，在20min—lh内于595nm处比色，测OD值。以100肛L 0．15moi／L的NaCI

溶液和5mL考马斯亮蓝染液作空白对照。

4．3．3酶比活测定

每毫克蛋白所具有的酶活力定义为该酶的比活力(u／mg)。即酶比活=器。
4．4结果与讨论

在自然条件下，三种抗氧化酶的活性在机体复杂调控网络的控制下，呈现一种平衡

状态。用试验饲料投喂中华米虾30d后，三种抗氧化酶的活性随硒的添加量的不同达到

重新的平衡状态。并且各种酶的活性变化趋势基本一致，即随着硒添加量的增加活性先

升高再降低，硒的添加量为0．45p．g／g的试验组酶活性显著高于其它试验组(尸<0．05)。

通过对试验数据进行拟合表明：硒的添加量为0．44I．tg／g时，SOD，CAT的比活上升到最

大，硒的添加量为0．48p,g／g时，GPX活性最大；而硒的浓度再升高时，三种酶活性均
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成下降趋势(如图4．1所示)。
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饲料中Se浓度(pg／g)

图4．1饲料中硒对中华米虾肌肉中抗氧化酶活性的影响

Fig．4．1 The effect ofdietary Selenium on the activity ofenzymic antioxidant

in the muscles of C．d．sinensis

机体在代谢过程中会产生大量超氧阴离子，这是代谢所必需的，但是o：．作为强氧

化剂会引起蛋白质与核酸变性、多糖降解及过氧化脂质的生成，从而对生物体造成损伤，

降低机体的免疫力。所以必须及时清除机体内多余的o：．，以保持良好的免疫状态。

生物体的抗氧化系统主要由酶和非酶体系组成，抗氧化酶主要包括SOD、CAT和

GPX等。其中SOD作为抗氧化系统的第一道防线，能够直接清除o；．，使之转化成02

和H202，其活性与水生生物的免疫水平密切相关，在增强吞噬细胞防御能力和整个机

体的免疫功能方面都发挥着重要作用【40】。SOD活性越高，清除自由基的能力越划411。

王雷等研究也表明了SOD的活性与水生动物的免疫水平密切相判421。CAT是一种含铁

氧化酶，在机体内与D．氨基酸氧化酶、尿酸氧化酶、黄嘌呤氧化酶、L．Q．羟基酸氧化

酶等产生过氧化氢的酶类相偶联，使过氧化氢分解为水和分子氧，是防御机制上的重要

酶类，也是初级抗氧化系统的主要成分1431。GPX是机体主要的过氧化物酶之一，能清

除机体内脂质过氧化物，保护细胞膜免受自由基对膜上不饱和脂肪酸的伤引261。在细胞



内GPX能够清除有害的过氧化代谢产物，阻断脂质过氧化链反应，从而保护细胞膜结

构和功能的完整，在生物体的抗氧化防御系统中占有重要地位。酶活性与其对应的机体

表现出来的功能，以及饲料添加剂与酶活性的关系并不明确【441。

硒对有机体的SOD与CAT活性没有直接作用，图4．2表示了硒对中华米虾抗氧化

酶系统的作用机制。

。＆

J，

啄』一H202{墨茎芸卜。l—旦坠坐。非反应性产物

图4．2 Se对中华米虾抗氧化酶系统的作用机制

Fig 4．2 Mechanism ofselenium on Antioxidant System

图中：一表示反应方向，巧、％、巧、圪表示酶催化反应速率。根据图4．2得到

中华米虾体内O：．与H202变化的方程为：

器__(㈧)×[。1 (4．1)

帮邶鳓吩【H202】(H202浓度较低) (4．2)

等邺阳坳【H202】(H202浓麟高) (4．3)

Hamilton等研究表明，当食物中硒超过4．6p．g／g时会影响到剃刀鲸幼体的存活率【4引。

高铭宇等证实饲料中添加适量的硒可明显提高SOD和GPX的活力，硒缺乏或过量都会

使抗氧化酶活性降低，自由基代谢紊乱，脂质过氧化增强，丙二醛(MDA)含量增高。并

认为其发生机制可能与SOD活力变化相关，硒与SOD结构稳定性有关，硒缺乏其稳定

性降低，活力必然下降；过量的硒必然影响其它金属元素的摄入，也会导致活性降低ml。

邓岳松等研究表明过量的硒对鱼类的毒害作用可能机制是攻击特定的脱氢酶系统，尤其

是琥珀酸脱氢酶：高浓度的硒化合物可产生活性氧自由基进而损伤生物组织【471。

本试验中，随着饲料中硒浓度的不断升高，SOD，GPX和CAT表现出了相同的变
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化趋势，即随着硒添加量的增高，酶活性先升高再下降。从反应动力学角度考虑其可能

的机制是：硒作为GPX的活性中心，米虾对硒的摄入势必增加GPX的活性，而酶催化

底物反应速率与其活性成正比，因此K增大。在正常的中华米虾体内H202与ROOH处

于较低水平的平衡，由方程(4．2)可知，K增大导致H202的瞬时浓度下降。要维持体内

的平衡系统，则K增大，导致SOD被激活，活性增高。随着K的增大，GPX的清除能

力不足以维持体内H202与ROOH的平衡，体内H202浓度升高，由方程(4．3)可知，CAT

被激活，活性增强，圪增大以便维持平衡。试验结果表明随着硒浓度增大，当硒浓度大

于0．44pg／g时SOD，CAT活性下降，当浓度大于0．48pg／g时GPX活性下降，其可能

原因是高浓度的硒表现出其毒性，使酶的结构发生改变，．活性降低。

硒对SOD、GPX和CAT活性影响的机制也可能是硒的摄入扰乱了机体的平衡，产

生大量的o；．，由于自身免疫系统的作用，促使其清除机制的加强。由方程(4．1)可知，

这势必导致K，K的升高，即SOD与GPX活性的增高。而H202的大量积累，由方(4．3)

可知CAT被激活。随着硒浓度的升高，其毒性进一步增强，酶活性受到影响，呈下降

趋势。

由图4．1可以发现，GPX活性下降所对应的硒浓度要高于SOD，CAT。可能是因为

硒离子大量摄入，会影响虾体对其它金属离子的吸收，而这些离子影响到SOD和CAT

的结构。由于硒是GPX的活性中心，GPX对硒表现出更高的适应性。

甲壳动物作为生物进化链上较低等的动物，其本身的免疫系统也是较初级的，并且

环境胁迫对其免疫系统的影响较为显著。细胞免疫、体液免疫及模式识别蛋白是甲壳动

物免疫的最重要手段。目前，就饲料添加剂对甲壳动物免疫力影n向的各个研究中，只考

虑单一指标独自的变化，而生物体自身是一个完整的相互作用与影响的有机整体，应该

就其各个指标进行综合考察。为了更准确的讨论饲料添加剂对甲壳动物免疫力的影响，

我们提出如下免疫力影响系数公式(公式详解见下章：甲壳动物免疫力综合指标定量研

究)：

‰=喜co,％导 @4，

式中：‰——影响力系数，Jm疗一一试验组，Im。，——空白对照组，q一一各指

标权重。试验中，中华米虾摄入微量元素硒，对生物体整体产生影响。根据公式(4．4)，
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中华米虾免疫力由多个指标衡量，肌肉中抗氧化物酶指标作为其中一部分，并／I、--ZH‘匕I-．直接

得到饲料添加剂与中华米虾免疫力的关系，本试验中单一指标硒对肌肉中抗氧化酶活性

影响显著，只可以作为饲料营养免疫学的参考。

4．5结论

通过对投喂不同硒含量的饲料中华米虾肌肉内SOD、CAT和GPX活性的测定，以

及对其可能的作用机制进行分析，得到以下结论：

1．不同浓度的硒对中华米虾肌肉中抗氧化酶的作用存在着明显的剂量效应。并且

当饲料中浓度在0．44p,g／g时，肌肉中的SOD和CAT表现为最大活性，当浓度

为0．48p,g／g时GPX活性最高。

2．SOD、CAT、GPX三种酶作为清除活性氧的一个系统，其作用具有协同性。在

相同的浓度梯度下，这三种酶所表现的活力变化趋势基本相同。

3．饲料中硒对中华米虾肌肉内SOD、CAT、GPX三种酶活性的作用机制有两种可

能：一种是抗氧化能力的提高，另一种可能是自身免疫系统发生的免疫反应。’
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第五章甲壳动物免疫力综合指标定量研究

5．1引言

现代免疫学148J认为，免疫是机体识别和排除抗原性异物的一种保护性功能，在正常

条件下，它对机体有利；在异常条件下，也可损害机体。甲壳动物属于进化链上较低等

生物，其本身免疫系统较为初级，并且环境胁迫对其免疫系统的影响较为显著，因此成

为研究、比较发育免疫学理想的试验材料。甲壳动物是当前养殖业的重点之一，其免疫

防病的研究，是当前水产养殖中比较活跃的一个领域，而选择一个合适的指标进行科学

正确的评价甲壳动物免疫状况，则是有效开展免疫防病治病的前提【491。

目前，用于衡量甲壳动物免疫机能的指标包括两个方面，1)细胞免疫；2)体液免疫。

饲料添加剂作为免疫系统激活剂，在甲壳动物营养免疫学中己被广泛研究，尽管已有多

种指标用于衡量甲壳动物的免疫水平，但由于缺少一个科学有效的指标评价系统，因此

并不能准确地综合评价甲壳动物的免疫状态。本文认为，免疫力是一个综合性指标，是

甲壳动物机体功能的综合表现。目前采用的不同测定评价指标，只是这个综合指标的一

部分，或者这个综合指标中表现特征较为明显的部分，不能全面体现免疫力水平。此外，

由于选择的评价指标不同，无法比较不同免疫指标之间的差异，比如测定酚氧化酶活性

与测得的细胞吞噬能力这两个指标之间不能进行比较。因此，目前这种多指标评判免疫

力的方法，存在着十分明显的缺陷，一是不能综合反映免疫力水平，二是由不同评判指

标得到的结论无法直接进行科学客观比较。

为了综合反映甲壳动物的免疫力水平，尤其是某测定指标数量改变后甲壳动物免疫

力水平的变化，以及为了满足不同评价指标所得结论的客观比较，本文提出了一种新的

甲壳动物免疫力水平评价方法，即甲壳动物免疫力综合指数法。该方法认为甲壳动物免

疫力水平是一个综合指标，它是细胞吞噬、包囊等作用以及各种免疫性酶的综合函数，

通过给定不同的权重，以定量的方法，将上述指标进行融合处理，得到免疫力综合指数

计算表达式，从而可以使用明确的数值结果表达免疫力水平的变化，给出免疫力是否发

生变化的量化值，使不同指标之间的评判更加客观与合理。
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5．2确定免疫指标

在甲壳动物免疫学研究中，许多学者对细胞免疫和体液免疫不同方面的指标进行了

单独研究。为了量化测定指标对免疫水平的影响，根据当前甲壳动物免疫学研究结果，

将影响免疫力水平的试验测定指标按照如图5．1所示划分为三个层次，即总评价目标、

指标层、措施层。

总评价目标是指要研究的免疫力综合指数，也是免疫力水平的最终量化结果。指标

层是指试验测定的不同指标，包括细胞吞噬、包囊作用、结节形成、凝血作用、酚氧化

酶系统、抗菌肽、活性氧和凝集素等。措施层是指试验者采取的不同试验方法，例如添

加某种微量元素以提高机体免疫力等。

为了量化评价结果，定义免疫力综合指数为上述诸方面指标特征的函数。引入数学

的表达方式，则其具体表达为：

‰=F(xl，x2，x3，．．．，吒) (5．1)

式中，‰——免疫力综合指数；薯一一评价指标分量，即吞噬作用、包囊作用、

结节作用、凝血作用、分氧化酶系统、抗菌肽、活性氧、凝集素等；

总评价目标

指标层

措施层

图5．1免疫力指标体系层次结构

Fig．5．1 Hiberarchy of immunity index system
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5．3选择指标表达形式

在甲壳动物营养免疫学研究中，由于添加剂的影响，各种指标会发生不同变化，这

些变化直接或间接反映了机体生理状况，共同决定着机体各方面的功能。将免疫指标具

体量化，可以采用不同的数学表达形式，比如幂乘形式、多项式形式和权重累加形式。

在影响甲壳动物免疫力各指标中，各指标之间相互影响成倍增加的关系并不明确，幂乘

形式的表示方法受到一定的限制，并且幂乘表达式的最终计算结果，其量纲可能会非常

复杂或者不一致。多项式形式同样存在量纲复杂、各项不统一、不能直接进行比较和计

算的问题。基于上述存在的问题，考虑到各指标共同决定免疫力的大小和它们之间的相

互作用关系，以及简单适用的原则，本文采用权重累加形式具体定义免疫力综合指数如

下：

铲喜q訾 旺2，

式中：1111疗——加入添加剂后试验组中各指标测得值。Inlm——未加入添加剂的空

白对照组中各指标测得值。@——各指标变化对免疫力水平产生影响的权重，为无量纲

系数。

兰等兰堕是试验过程中各指标相对于空白对照试验组变化的百分比，采用这种表
1n10，

达形式将各指标无量纲化，使各指标之间可以进行求和计算。‰为免疫力综合指数，

由定义可知为无量纲数，便于指标的计算和不同措施之间进行比较。当‰>0时，添加

剂提高了机体免疫力；当‰=0时，机体免疫力没有变化；当‰<O时，机体免疫力下

降。‰数值的取正、取零、取负，分别表征了免疫力的提高、不变或降低，而‰数值

的大小则表征了免疫力变化幅度的大小。

5．4指标权重确定方法

从上述定义与分析可知，免疫力综合指数表征着免疫力水平的提高和降低，也可用

来比较免疫力水平变化幅度的大小，它是细胞免疫和体液免疫的综合。为了确定各指标

值的权重，本文采用多指标综合评价的方法加以确定。

在多指标综合评价中，确定指标权重的方法主要有主观赋权法和客观赋权法。主观
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赋权法是根据评价者主观上对各指标的重视程度来决定权重的方法；客观赋权法所依据

的赋权信息来源于客观试验，它根据各指标的联系程度或各指标所提供的贡献量来决定

指标的权重。本文认为，层次分析法㈣是一种比较有效的主观赋权法，而主成分分析【511

则是有效的客观赋权法。

层次分析法的基本思想是将复杂问题分解为各个组成元素，将这些元素按照支配关

系分组，形成有序递阶层次结构，根据一定比例标度，通过两两比较将判断定量化，形

成比较判断矩阵，计算各个层次不同元素之间的相对重要性，在此基础之上进行定性和

定量分析。该方法是一种层次权重评价分析方法，它利用较少的定量信息使评价的思维

过程数学化，从而为多目标、多准则或无结构特性的复杂评价问题提供简便的方法，尤

其适合于对评价结果难于直接准确计量的场合。在实际的操作中，层次分析法包含以下

步骤：

(1)在确定评价目标后，对影响目标评价的因素进行分类，建立一个多层次结构；

(2)比较同一层次中各因素对上一层次同一个因素的相对重要性，构造成对比较矩

阵；

(3)通过计算，检验成对比较矩阵的一致性，必要时对成对比较矩阵进行修改，以

达到可以接受的一致性；

(4)在符合一致性检验的前提下，找出与成对比较矩阵最大特征值相对应的特征向

量，确定每个因素对上一层次该因素的权重；

(5)计算各因素对于系统目标的总排序权重并评价。

层次分析法的整个过程体现了人的判断思维的基本特征，即分解、判断与综合，定

性与定量相结合，是一种十分有效的系统分析方法。

主成分分析法也称主分量分析，旨在利用降维思想，把多指标转化为少数几个综合

指标。它把给定的一组相关变量通过线性变换转成另一组不相关的变量，这些新的变量

按照方差依次递减的顺序排列。在数学变换中保持变量的总方差不变，使第一变量具有

最大的方差，称为第一主成分，第二变量的方差次大，并且和第一变量不相关，称为第

二主成分。依次类推，N个变量就有N个主成分。一般说来，指标值对原始数据负载的

信息量越大，指标权重越大，由此确定各指标的权重。主成分分析的一般步骤：

(1)数据标准化；
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(2)求相关系数矩阵；

(3)进行一系列正交变换，使非对角线上的数置0，加到主对角上；

(4)得特征根(即相应那个主成分引起变异的方差)，并按照从大到小的顺序把特征根

排列；

(5)求各个特征根对应的特征向量；

(6)计算每个特征根的贡献率，根据特征根及其特征向量解释主成分评价意义。

5．5层次分析应用验证

为了阐明上述免疫力综合指数的应用，本文以刘石林【52】的论文数据为例加以说明。

刘石林在试验中，对凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)分别投喂不同剂量的鲜活蚯蚓

和冰冻蚯蚓，根据免疫指标的变化，确定了投喂的最佳浓度。同时对中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis)也投喂不同剂量的鲜活蚯蚓，研究了不同免疫指标变化。

本文采用前述两种方法分别求得各指标权重，计算得到免疫力综合指数。

在凡纳滨对虾投喂鲜活蚯蚓的试验中，刘石林测定了抗菌活力(A)、溶菌活力03)、

酚氧化酶活力(C)和血细胞数(D)(见表5．1)，认为添加蚯蚓后试验组的免疫力水平显著高

于单独投喂人工饲料的试验组伊<0．05)。

以上述四个指标为依据，按照免疫力综合指数计算公式。得：

s。m=F∽B，c，翻

=哆訾+％訾 @3，

+娣—Imc-—Imoc+％—IlnD-—IIn0D
。Inloc “ImoD

表5．1凡纳滨对虾血清中抗菌活力、溶菌活力、酚氧化酶活力和血液中血细胞数量的测定结果

Tab．5．1 The activities ofantibacterial，bacteriolytic，phenoloxidase in the haemolymph and the total

hemocyte count ofL．vannamei in different treatments(see ref．52)．

对虾的免疫系统是一个复杂的系统，对指标的相对重要程度做出判断很易出现失

误。为了正确估计各指标的影响，对各指标做出正确排序，按照层次分析法要求，每次
-33-
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取两个凶子进行比较，得到对免疫力水平影响的相对大小比值。全部指标两两对比后得

到比较判断矩阵。对判断矩阵进行处理，得到对应于判断矩阵最大特征值丸。的特征向

量w，经归一化后即为同一层次相应因素对于上一层次某因素相对重要性的排序权值。

在对虾免疫过程中，血细胞通过对病原进行吞噬、包囊、形成肉芽肿等防御反应，

清除血窦中的异己颗粒，同时部分血细胞还具有存储和释放酚氧化酶原激活系统的功

能。酚氧化酶原系统是对虾重要的防御和识别系统，而抗菌酶和溶菌酶则主要存在于血

细胞和血淋巴中，以清除机体侵入的微生物。由此，本文认为：在试验中血细胞数较其

它指标更能反映免疫水平，酚氧化酶系统次之，而抗菌酶与溶菌酶则同等重要。采用Saaty

等建议引用数字1～9及其倒数作为标度【50J，得到如下比较矩阵：

3 3 l

5 5 3

(5．4)

虽然采用上述方法构造成对比较矩阵能减少其它因素的干扰，并能较客观地反映出

一对因子影响力的差别，但综合考虑全部比较结果时，难免包含一定程度的非一致性，

Saaty对此给出了一致性检验的方法。Saaty定义了一致性指标a和相应的平均随机一致

性指标脚，定义式分别为

a=生旱 (5．5)

R／：—兄'm_ax--n (5．6)
门一l

式中，k——判断矩阵最大特征值；‰——最大特征根的平均值；XiJn=1，．．．，9，

Saaty给出了脚的值，如表5．2所示。

●一4●一4

l

l

l

l
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表5．2 n对应的彤值
Tab．5．2 Value of RI correspond to n(see ref．50)．

而计算一致性比例CR采用下式：

CR：旦
彤 (5．7)

通过Matlab计算并检验，得到矩阵一致性可以接受，上述四个指标的权重分别为

0．091 l，0．0911，0．2508和0．5670，代入免疫力指标公式得到添加鲜活蚯蚓后的免疫力

综合指数为0．5003。即Elm>0，免疫力活性增强，这与刘石林做出的试验结论一致。

在添加冰冻蚯蚓的试验中，刘石林对表5．3所示指标进行了测定，依据上述方法得

到各个指标的权重值分别为0．2722，0．0793，0．0793，0．0793和0．4899，计算其免疫力

综合指数为1．1936。

表5．3凡纳滨对虾血清中CAT,ACP,AKP,溶菌活力和血液中血细胞数量的测定结果

Tab．5．3 Activities of CAT,ACP,AKP．bacteriolytic in the haemolymph and the total hemocyte count of

L．vannamei in different treatments(see ref．52)．

当投喂的饵料中冰冻蚯蚓占1／4时，刘石林认为凡那滨对虾免疫力指标可得到显著

提高(氏0．05)，并认为在实际的规模养殖中能替代鲜活蚯蚓。他在不同的试验组中，对

相同研究对像的不同指标进行了测定，但并未对两组数据中不同指标所表达的免疫力水

平状况进行科学有效地分析与比较。本文通过上述计算，得到二者的免疫力综合指数分

别为0．5003和1．1936，通过具体数值的比较，可以明确得知，对于提高凡纳滨对虾免疫

力效果，冰冻蚯蚓要好于鲜活蚯蚓，这与刘石林的结论一致，也证明了本文给出的方法

正确、可行。
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刘石林【52J对中幽明对虾投喂小同剂量的鲜活蚯蚓，并对CAT，SOD，ACP和AKP

活性进行测定，测定结果见表5．4。

表5．4中国明对虾样液中CAT,SOD,ACP和AKP活性的测定结果

Tab．5．4 Activities ofCAT,SOD．ACP and AKP in F chinensis muscles under

di行erent treatments(see ref．52)．

在本试验中只有CAT活性升高，而其它指标均出现不同程度的下降。刘石林认为，

该组数据与前两组产生差异源于试验对象不同，前两组试验采用的是非健康状态的凡那

滨对虾，而本组试验采用的是健康状态但个体较小的中国明对虾。他认为这些变化不影

响对虾健康，本组添加的鲜活蚯蚓对健康中国明对虾免疫力提高不明显，但并未给出免

疫力变化的明确判断。

根据前述方法，本文计算得到免疫力综合指数量。=0．2810>0，明确确定免疫力提高，

但由于￡。值较小，说明免疫力提高效果不如前两组试验明显。本文认为，由上述不同

测定指标得到的结果互相矛盾，不能直接用来进行比较，也不能对免疫力变化做出判断。

但通过公式计算，得到免疫力综合指数‘。>0，且数值上小于前两组。由此可以明确得

知，和蚯蚓对凡那滨对虾的影响程度相比，中国明对虾的免疫力水平提高不明显。

5．6主成分分析应用验证

为了研究冰冻蚯蚓对凡纳滨对虾免疫指标的影响，刘石林根据蚯蚓添加量不同设置

了5个试验组。表5．5列出了测定的各个指标。
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表5．5凡纳滨对虾血清中CAT,ACP,AKP溶菌活力和血液中血细胞数量的测定结果

Tab．5．5 Activities of CAT,ACP,AKP,bacteriolytic in the haemolymph and the total hemocyte count of

L．vannamei in different treatments(see ref．52)．

根据上表，我们得到数据矩阵：

0．27 77．59 47．44

0．36 72．65 54．40

1．07 107．75 77．23

O．6l 122．73 99．43

0．93 157．13 92．82

通过计算得到各指标相关系数矩阵：

9．40

18．40

27．26

32．68

32．17

1290．00

1479．80

1700．30

1924．10

1905．00

1．0000 0．7224 0．6702 0．7552 0．70 l 3

0．7224 1．0000 0．88 1 3 0．8472 0．8823

0．6702 0．88 l 3 1．0000 0．9662 0．9873

0．7552 0．8472 0．9662 1．0000 0．99 l 4

0．7013 0．8823 0．9873 0．9914 1．0000

(5．8)

(5．9)

编程计算，求出各特征值，并按大小顺序排列，然后求出各特征值的特征向量。(5．9)式

的特征值按降序排列为：

五=【4．3803 0．4177 o．1809 0．0212 0．0000】 (5．10)

特征值所对应的特征向量为：

0．3883 0．8969 0．1346 0．1414 0．0815

0．4432．0．0257．0．8753-0．1621-0．1021

0．463 1．0．3273 0．11 75 0．7956—0．1778

0．4677．0．129l 0．4036．0．5147-0．5804

0．4687．0．2665 0．1975．0．2364 0．7839

．．37．．

(5．11)
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在主成分分析中，当特征值累计贡献率达到85％--95％时，其埘应为第一、第二，⋯

第m个主成分，选取第一主成分对应的特征向量，将向量各元素平方作为其权重值，得

到相应的权重。通过计算，第一主成分的贡献率达到87．61％，第二主成分的累计贡献

率达到95．96％。得各指标的权重分别为O．1508、0．1964、0．2145、0．2187和0．2197。将

试验数据及计算得到的权重值代入式(5．2)，得到投喂不同冰冻蚯蚓含量的凡那滨对虾免

疫力综合指数为0．3110、1．1433、1．1889和1．0885。

刘石林认为当冰冻蚯蚓含量为l／4时，能够显著的提高凡那滨对虾免疫力(尸<0．05)，

但并未对其最佳投喂措施进行分析比较。通过计算得知，当蚯蚓的添加量为3／8时，免

疫力综合指数值最大，本文认为其最适添加量为蚯蚓含量占3／8。

5．7饲喂中草药后中华绒鳌蟹(Eriocheir sinensis)免疫力综合指数计算

刘丽平【53】等研究了复方中草药对中华绒鳌蟹免疫因子的影响，结果表明中草药添

加组蟹的噬菌活性与对照组存在显著差异(P<0．05)；溶菌酶活性，酚氧化酶活性与对

照组差异极显著(P<0．01)；抗菌酶活性，过氧化物酶活性差异不显著(P>O．05)，但均

值比对照饲料组高，说明该中草药制剂的添加能明显提高中华绒鳌蟹的免疫水平(表

5．6)。

表5．6饲喂中草药后免疫指标

Tab．5．6 Immunity index after fed with Chinese herbal medicine as additive to normal food(see ref．53)．

对其试验中所得数据应用主成分分析法进行计算得到各指标的贡献率为0．1667，免

疫力综合指数为0．4242，即免疫力综合指数大于零，免疫力提高，与原作者研究结果一

致。
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5．8免疫力综合指数在哺乳动物中的应用

张红城【矧等研究了小鼠投喂蜂王浆咀嚼片含量分别为0，0．167，0．333，0．999 g／kg

的饲料30d后，对小鼠进行碳廓清，ConA诱导的小鼠淋巴细胞转化，迟发育变态反应

(DTH)以及腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验，对进行了脏／体比值，半数溶血值(HC50)，

抗体生成细胞数，NK细胞活性进行测定，得到表5．7数据。

表5．7小鼠各免疫指标试验值

Tab．5．7 Experimental value of immunity indexes about mice(see ref．54)．

该组数据包括3个试验组和1个对照组的10个指标，通过上表得到原始数据矩阵：

14．76 0．50 0．36 0．25 O．Ol 2．92

14．47 0．51 0．31 0．29 0．02 36．00

l 5．02 0．52 O．3 l 0．34 0．02 50．80

l 4．99 0．53 O．32 0．35 O．02 54．60

l 59．00 5．33 27．60 52．60

l 66．50 5．67 28．00 61．30

1 72．60 6．2 1 28．60 68．40

l 76．40 6．60 29．70 75．40

通过计算得到各指标相关系数矩阵：

1．0000 0．5565 0．541 9 0．6568 0．3839 0．45 l 3 0．591 8 0．6935 0．6470 0．5985

0．5565 1．0000 0．9952 0．9738 0．9785 0．9545 0．9936 0．9842 0．9582 0．9986

0．54 1 9 0．9952 1．0000 0．9846 0．9835 0．9786 0．998 l 0．9747 0．9274 0．9936

0．6568 0．9738 0．9846 1．0000 0．9389 0．967 l 0．9925 0．9785 0．9066 0．9805

0．3839 0．9785 0．9835 0．9389 1．0000 0．9726 0．9705 0．9275 0．8934 0．9676

0．45 l 3 0．9545 0．9786 0．9671 0．9726 1．0000 0．9728 0．91 61 0．8306 0．9498

0．59 l 8 0．9936 0．998 l 0．9925 0．9705 0．9728 1．0000 0．9838 0．9328 0．9952

0．6935 0．9842 0．9747 0．9785 0．9275 0．916l 0．9838 1．0000 0．9729 0．9918

0．6470 0．9582 0．9274 0．9066 0．8934 0．8306 0．9328 0．9729 1．0000 0．9626

0．5985 0．9986 0．9936 0．9805 0．9676 0．9498 0．9952 0．99 l 8 0．9626 1．0000

．39．

(5．12)

(5．13)
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计算的得到矩阵5．13的特征向量，并按降序排列，得N-

【9．0715 0．7641 o．1644 0 0 0 0 0 0 0】 (5．14)

特征值所对应的特征向量为：

0．207 l 0．8885 0．2 1 20 0．1 383 0．2247 0．2040 0．069 11 0．0493 0．0632 0．0095

0．3304．0．0869．0．1537．0．4153 0．1320 0．1564 0．3128—0．0814 0．2056 0．7060

0．3300-0．1 193 0．0768-0．3762 0．0996 0．2793-0．5872 0．2503 0．3942—0．2800

0．3286 0．0402 0．3393．0．1 727．0．1 738-0．27l 8．O．1 868-0．7706．0．09 l 5—0．0632

0．3 l 90．0．3 l 53．0．0475 0．2983 0．4734 0．2959 0．4024-0．2523 0．0732-0．4059

0．3 l 74—0．2398 0．5055 0．5693．0．1 909．0．1 0 l 9．0．0552 0．2594 0．2068 0．3 1 93

0．3313．0．0512 0．1 127．0．1569．0．4027 0．4266 0．1437 0．2147-0．6557-0．0962

0．3297 0．1l 62．0．1 446．0．1 823．0．3228-0．4962 0．4423 0．2598 0．2862—0．3578

O．3 l 62 0．1 1 4 1．0．7098 0．4072．0．2909 0．0896．0．2954-0．1687 0．0355 0．0867

O．33 1 5．0．0297．0．1 223．0．0092 0．5293．0．4976．0．22 l 2 0．2475．0．4780 0．0862

(5．15)

通过计算得到第一主成分的贡献率为90．71％，第二主成分的累计贡献率达到

98．36％。第一主成分在判断小鼠免疫力是否提高有着举足轻重的作用；第二主成分的贡

献率为7．65％，它所代表的生物学意义远不及第一主成分，但是比率和排在其后的主成

分相比，仍占有较重要的地位。另外，蜂王浆对小鼠免疫力的影响是非线性的，包括特

异性免疫和非特异性两类指标，体现的意义不能由一两个性状指标简单构成，而主要是

由那些在第一主成分特征向量分量绝对值较大的性状，综合产生的效果。表5．8为第一

主成分和第二主成分中各指标所对应的向量分量。

第一主成分特征向量各性状分量的值中，脾脏／体重、淋巴细胞转化能力、胸腺／体

重、增重、抗体生成细胞数和DTH的绝对值较大，其余四项指标的分量值较小。对这

些分量绝对值较大的性状进行分析比较，可以看出小鼠的状态变化有两个不同的倾向

性。一个方向为体重增加，脏／体比值增大、淋巴细胞转化能力增强，抗体生成细胞数增

加，DTH反应明显；另一个为相反方向。并且从矩阵5．13得到，这些指标之间有较大

的正相关。脾脏和胸腺分别是特异性免疫的中枢免疫器官和外周免疫器官，淋巴细胞转

化能力，抗体生成细胞数以及DTH均是衡量特异性免疫的重要指标。

-40．
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表5．8主成分对应的各向量分量

Tab．5．8 Component of every vector of principal constituent．

第二主成分特征向量各性状分量的值中NK细胞活性，HCso，吞噬鸡红细胞和增重

指标的绝对值较大。说明在第一主成分发生分化的基础上，小鼠的状态在这四个性状上

又发生分化。NK细胞活性为评测特异性免疫的重要指标，HC50，吞噬鸡红细胞为评测

非特异性免疫的重要指标，并且从矩阵5．13得到，这些指标之间有较大的正相关。

非特异性免疫是长期进化过程中先天形成的，而特异性免疫是生物体后天接受刺激

获得的，通过主成分分析有效的区分开了两种免疫力指标。通过主成分分析得到，在投

喂不同剂量的蜂王浆咀嚼片的试验中，小鼠特异性免疫指标在评价其免疫力水平中有重

要作用，在特异性免疫能力增强的同时非特异性也得到增强。

因此，对于哺乳动物甲壳动物免疫力综合指数公式同样适用。计算得到各指标的权

重值分别为：0．04289、0．1092、0．1089、0．1080、0．1018、0．1007、0．1098、0．1087、0．09998、

0．1099，代入式5．2得到3个试验组免疫力综合指数分别为1．295、1．861、2．028。结果

与张红城【54】等研究结果一致，蜂王浆能够增强小鼠的免疫力。并且通过免疫力综合指数

公式计算得到当投喂蜂王浆浓度为0．999 g／kg时，免疫力提高幅度最大。

另外，通过分析各指标权重值得到，当前研究中将体重增加作为评价免疫力提高的

重要指标并不合理。
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5．9结论

在甲壳动物免疫力水平的研究中，通过不同指标的改变来确定免疫力水平的变化，

是目前常见的研究思路，这存在着两个方面的缺陷：1)，免疫力是甲壳动物机体功能的

一个综合性指标，目前采用的不同测定评价指标，只是这个综合指标的一部分，或者这

个综合指标中表现特征较为明显的部分，不能全面体现免疫力水平。2)，由不同测定指

标得到的结论无法直接进行科学客观比较。

为了解决上述问题，提出了建立免疫力综合指数的解决方法，并就此进行了定义，

探讨并确定了该指数的具体表达形式为权重累积和的形式。在具体计算指标权重的方法

上，使用了层次分析和主成分分析两种方法。通过文献资料试验数据的具体验证，证实

了免疫力综合指数能够清晰的界定免疫力水平的变化，为甲壳动物免疫水平研究提供了

量化思路。

通过分析蜂王浆对小鼠免疫力的影响得到，主成分分析能够区分特异性免疫和非特

异性免疫指标。因此，免疫力综合指数对于哺乳动物同样适用。
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第6章结语及展望

6．1全文总结

本文通过对辣根过氧化物酶反应动力学的数值模拟，研究了酶传感器的生化反应基

础。得到了辣根过氧化物酶催化H202氧化苯酚反应过程中，中间化合物的变化规律，

并通过改变底物浓度得到了底物浓度对反应时间的影响，为酶传感器的构建提供了理论

基础。

指明了在对酶传感器研究过程中，非线性信号产生的原因。并且明确了酶反应过程

中，温度和pH值具有相关性，不能单独考虑。综合考虑了在温度和pH值的共同影响

下，聚硫堇和纳米金固定辣根过氧化物酶传感器的响应特征，并设计其检测系统。

另外，可以同时对同一样品多指标进行测量的复合酶传感器，是酶传感器研究热点

之一。当前对于多指标系统的评价，存在着明显缺陷。通过对饲料中硒对中华米虾抗氧

化酶系统作用机制的研究，指明饲料对酶活性影响的不确定性，以及酶活性与免疫力之

间关系的不确定性。并且定量研究了甲壳动物免疫力，定义了甲壳动物免疫力综合指数，

并确定了采用权重累加的数学表达式，分别给出了层次分析法和主成分分析法两种计算

权重的方法，为复合酶传感器测量的多指标系统评价提供了量化方法。

6．2展望

酶传感器的研究是当前分析仪器研究的热点之一。由于时间和实验室客观条件的限

制，以及个人能力的不足，只是从酶传感器的生化基础，对其非线性信号产生的部分原

因进行了分析，并进行了数学模拟。如果能和具体酶传感器的开发与研制相结合，将更

加完善。另外在对多指标系统评价的研究中，免疫力综合指数定义式还有待改进和继续

完善，以使其继续推广。这都有待于在今后工作中，进一步深入研究。
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