
摘 要：为了研究氨氮毒性作用对脊尾白虾（Exopalaemon carinicauda）抗氧化及脂质过氧化作用的影响，将脊尾白虾暴露于低浓度
氨氮（4.79依0.12）mg·L-1、中浓度氨氮（9.05依0.18）mg·L-1、中高浓度氨氮（17.64依0.25）mg·L-1和高浓度氨氮（34.87依0.46）mg·L-1中 72
h，于胁迫后 1、3、6、12、24、48、72 h测定血淋巴和肝胰腺中超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、
丙二醛（MDA）含量以及 GPx基因相对表达量，结果显示：除低浓度氨氮组外，氨氮胁迫 6~24 h，脊尾白虾血淋巴和肝胰腺组织 SOD、
CAT活力都有不同程度的升高，胁迫 48~72 h上述指标则均被抑制；氨氮胁迫过程中血淋巴 GPx活力和 GPx基因表达显著高于对照
组（P<0.05），而肝胰腺中 GPx基因表达在 48~72 h有所下降；血淋巴和肝胰腺中MDA含量随着胁迫时间的延长呈现上升的趋势，且上
述指标在肝胰腺中的活力较血淋巴高。实验结果表明，氨氮胁迫 3~24 h对脊尾白虾 SOD和 CAT活力具有一定的诱导作用，但胁迫
48~72 h则抑制其活性；脂质过氧化产物MDA含量在整个胁迫过程中有增加的趋势；肝胰腺可能是脊尾白虾主要的氨氮代谢中心。
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Abstract：Ammonia is a common toxic substance in the aquaculture environment. However, there is little information about the effects of
ammonia on antioxidant system and lipid peroxidation in ridgetail white prawn Exopalaemon carinicauda. In this study, the prawns were ex原
posed to different concentrations of ammonia（4.79依0.12）mg·L-1,（9.05依0.18）mg·L-1,（17.64依0.25）mg·L-1, and（34.87依0.46）mg·L-1 for
up to 72 h. Activities of superoxide dismutase（SOD）, catalase（CAT）, and glutathione peroxidase（GPx）, malondialdehyde（MDA）content,
and GPx gene expression were assessed in haemocytes and hepatopancreas at 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 h after ammonia stresses. In all am原
monia stresses except low concentration, activities of SOD and CAT in haemocytes and hepatopancreas increased between 6h to 24 h after
ammonia stresses, but reduced at 48 h and 72 h, as compared with the control. The GPx activity and GPx gene expression in haemocytes
were significantly higher in the treatments than in the control（P<0.05）, but the expression level of GPx gene in hepatopancreas decreased
under ammonia stresses. Contents of MDA in haemocytes and hepatopancreas gradually increased with increasing ammonia stresses, with
higher MDA in hepatopancreas than in haemocytes. The results also showed that SOD and CAT in E. carinicauda were induced at 3~24 h,
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氨氮是水产养殖环境中最常见的有毒物质，是甲

壳动物养殖环境中重要的胁迫因子，高浓度氨氮对动

物有致死作用，即使低于致死浓度的氨氮对机体生理

功能也有显著影响[1-2]。研究发现环境胁迫因子（如水
体 pH、温度、盐度、氨氮等）变化诱导的生理效应可能
经由氧化还原途径实现[3-5]，当机体受到氨氮连续刺激
且超过机体调节阈值时，机体抗氧化系统受到破坏，

部分抗氧化物质含量及酶活性降低，机体清除自由基

的能力下降[6]，脂质过氧化产物急剧增加，导致机体产
生氧化损伤。由于甲壳动物缺乏特异性免疫，所以对

其免疫功能的研究主要集中在抗氧化能力方面，众多

研究表明，抗氧化酶活性以及丙二醛含量已成为评价

生物体健康状况的重要指标[7-9]。
脊尾白虾（Exopalaemon carinicauda）是中国黄、

渤海重要的底栖经济虾类[10]，近年来，随着沿海滩涂
的开发，养殖面积迅速扩大，已成为池塘单养以及与

鱼、蟹、贝类等混养的重要经济虾类[11-13]。养殖过程中
特别是高密度养殖条件下，氨氮已成为影响虾类正常

生理代谢的重要环境因素之一。目前已经证实氨氮胁

迫对凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）[14]、中国明对
虾（Fenneropenaeus chinensis）[15]、斑节对虾（Penaeus
monodon）[16]、日本沼虾（Macrobrachium nipponense）[17]

和中华绒螯蟹（Eriocheir sinensis）[18]等抗氧化及免疫
功能均有不同程度的影响。但氨氮胁迫对脊尾白虾抗

氧化系统的影响以及量效关系缺乏相应的基础数据。

本实验通过分析氨氮胁迫对脊尾白虾体内超氧化物

歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化
物酶（GPx）、丙二醛（MDA）含量及 GPx基因表达的变
化，从体内抗氧化酶活力、脂质过氧化产物以及基因

表达水平探讨脊尾白虾对氨氮胁迫的生理应答反应，

以期为脊尾白虾健康养殖提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
脊尾白虾购自山东昌邑海丰水产养殖有限责任

公司，选择体质量为（3.67依0.25）g健康、规格一致的脊
尾白虾成虾，暂养于 200 L的白色 PVC桶内，每天投
喂基础饲料 3次，连续充气，10 d后开始正式试验。

1.2 实验方法
1.2.1 实验设计

NH+4 -N浓度设置参考 Chen[19]和钟硕良等[20]测定
海水养殖池塘底层水的氨氮浓度（0~46 mg·L-1 和
0.01~29.3 mg·L-1）以及梁俊平[21]报道的脊尾白虾成虾
72 h半致死质量浓度（140.28 mg·L-1）确定，用浓度为
20 g·L-1的 NH4Cl调整不同实验组的氨氮浓度。水样
经过 0.45 滋m滤膜过滤后采用奈氏试剂法 [22]测定各
梯度实际氨氮浓度，分别为对照组（0.28依0.07）mg·L-1、
低浓度氨氮组（4.79依0.12）mg·L-1、中浓度氨氮组
（9.05依0.18）mg·L-1、中高浓度氨氮组（17.64依0.25）mg·
L-1和高浓度氨氮组（34.87依0.46）mg·L-1。每组 6个平
行，其中 3个平行用于统计死亡率，另外 3个平行用
于取样。每个平行 15尾虾，每天上午 8：00和下午
16：00进行全换水，并加入相应氨氮浓度的养殖海
水。实验期间水温（20.57依0.21）益，盐度 30.18依0.29，
pH8.13，溶解氧在 7.0 mg·L-1以上，实验期间不投饵。
1.2.2 样品采集与处理

于氨氮胁迫后 1、3、6、12、24、48、72 h 分别从每
个平行取样组随机挑取 2尾虾，即每个时间点取 6尾
虾，用事先准备好的一次性注射器吸取 0.2 mL预冷
的抗凝剂，从脊尾白虾头胸甲基部抽取 0.2 mL血淋
巴，配制成 1颐1的抗凝血，4000伊g（4 益）离心 10 min，
取上清，置于-20 益冰箱保存，用于后续酶活检测；在
原离心管中加入 1 mL Trizol（Invitrogen）于-80 益保
存，用于血淋巴细胞总 RNA提取。肝胰腺样经液氮研
磨成细粉后取 50 mg加入 450 滋L生理盐水，配制成
1颐10（W /V）的溶液，用于后续酶活测定，剩余研磨的组
织样品取 50~100 mg加入 1.5 mL离心管（内含 1 mL
Trizol）中，放入-80 益冰箱用于总 RNA提取。
1.2.3 SOD、CAT、GPx酶活力和 MDA含量测定

按照南京建成生物工程研究所试剂盒说明书测

定 SOD、CAT、GPx活力和 MDA含量。
1.3 GPx基因的表达分析
1.3.1 引物设计

脊尾白虾 GPx特异性引物参考文献[23]，根据脊
尾白虾 茁-actin基因 cDNA序列，用 Primer Primer5.0
设计荧光定量 PCR特异性扩增引物，上述引物合成

but inhibited at 48~72 h after ammonia stresses and that lipid peroxidative product MDA increased under ammonia stresses. The hep原
atopancreas might be a sensitive tissue to ammonia stress.
Keywords：Exopalaemon carinicauda; ammonia stress; superoxide dismutase（SOD）; catalase（CAT）; glutathione peroxidase（GPx）;

malonaldehyde（MDA）
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表 2 急性氨氮胁迫对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 SOD活力的影响
Table 2 Activity of SOD in hemolymph and hepatopancreas of E. carinicauda after acute ammonia stresses

由上海生工生物工程有限公司完成，其序列见表 1。
1.3.2 RNA提取

按照实验室建立的 RNA提取方法[24]提取总RNA，
核酸定量仪（Thermo Scientific）检测 RNA含量和纯
度，1.5%非变性琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。
1.3.3 cDNA第一链的合成

血细胞和肝胰腺总 RNA经过 RNA-free的 DNA
酶消化后，按照 M-MLV（TaKaRa）说明书进行反转录
合成 cDNA第一链，-20 益保存备用。
1.3.4 荧光定量 PCR扩增

采用 Real-time PCR（SYBR Green）2-吟吟Ct相对定
量法，按照 SYBR R Premix Ex TaqTM域（TaKaRa）试剂
盒说明书进行 PCR扩增。反应体积为 10 滋L，反应体
系为：5.0 滋L SYBR R Premix Ex TaqTM域（2伊），3.0 滋L
RNA-Free water，0.2 滋L Rox reference Dye域（50伊），上、
下游引物各 0.4 滋L（10 滋mol·L-1），将上述试剂在 1.5
mL离心管内混匀后，分装入 96孔 PCR板（Applied
Biosystems）中，最后加入模板 cDNA 1.0 滋L。反应程序
为：95 益 30 s；95 益 5 s，60 益30 s，40个循环；95 益 15
s，60 益 1 min，95 益 15 s。每个样品 3个重复，加样完

成后瞬时离心收集液体在管底，在 ABI 7500 Fast荧
光定量 PCR仪中进行扩增，反应完成后采用 2-吟吟Ct法
计算 GPx基因的相对表达量。
1.4 统计分析

所得的数据以平均值依标准差（mean依SD）表示，
用 SPSS17.0统计软件进行单因素方差分析（one-way
ANOVA），经 Duncan忆s检验法进行统计分析，P<0.05
表示差异显著。

2 结果与分析

2.1 氨氮胁迫对脊尾白虾成活率的影响
实验结果显示脊尾白虾成活率均在 95%以上，且

各组之间无显著性差异（P>0.05）。
2.2 氨氮胁迫对脊尾白虾抗氧化酶活力的影响
2.2.1 对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 SOD活力的影响

由表 2可知，随着氨氮浓度的增加和胁迫时间的
延长，脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 SOD活力呈现先上
升后下降的趋势。不同氨氮浓度组血淋巴和肝胰腺

SOD活力随着胁迫时间的延长逐渐增强，在第 6 h与
对照组均具有显著性差异（P<0.05），而在第 72 h各氨

表 1 本研究所用的特异性引物
Table 1 Primers used in this study

基因 Gene 正向引物（5忆-3忆）Forword primer（5忆-3忆） 反向引物（5忆-3忆）Reverse primer（5忆-3忆）
GPx AAGTATGTTCGCCCAGGAAATA TGAGCTTCTGACCCATTAACAG

茁-actin AAGGCTAACAGGGAGAAGATGA ACCAGAGGCATACAGGGACAG

注：同列内不同小写字母表示不同氨氮胁迫组同一时间点差异显著（P<0.05）；同行中不同大写字母表示同一氨氮胁迫组不同时间点差异显著
（P<0.05）。下同。

Note：Values with different small letters in the same column indicate significant differences between different ammonia stresses（P<0.05）；Values with dif原
ferent capital letters in the same line indicate significant differences between different times（P<0.05）. The same below.

器官 Organ 浓度/mg·L-1
Concentration

胁迫时间（Stress time）/h
1 3 6 12 24 48 72

血淋巴 0.28依0.07 14.70依0.42a/A 15.12依0.16a/A 15.14依0.13a/A 13.99依0.25a/A 14.29依0.23a/A 12.84依0.36a/A 13.97依0.10a/A
Hemolymph 4.79依0.12 16.20依2.05a/AB 19.03依2.64b/B 27.27依1.65b/C 15.92依0.64b/AB 5.76依0.07b/D 12.64依1.57a/A 11.30依1.61b/A

9.05依0.18 15.27依0.54a/A 20.46依0.41b/B 24.59依1.70b/C 11.08依0.38a/D 15.16依0.39c/D 11.11依0.43a/D 11.61依0.30b/D
17.64依0.25 21.64依0.21b/A 26.06依0.86c/B 23.93依1.19b/C 16.02依0.26c/D 14.89依0.72c/DE 14.04依0.55a/E 10.72依0.26c/F
34.87依0.46 26.10依0.49b/A 31.40依0.09d/B 33.40依0.38c/C 24.58依1.30d/D 28.55依0.37d/E 13.13依0.42a/F 8.54依0.16d/G

肝胰腺 0.28依0.07 13.29依0.47a/A 13.44依0.73a/A 17.67依0.65a/B 14.32依1.12a/A 15.27依1.19a/A 17.14依0.14a/A 21.78依0.29a/C
Hepatopancreas 4.79依0.12 13.05依2.81a/AB 11.28依0.26a/AB 29.65依0.69b/C 14.55依0.49a/BD 9.39依1.86b/A 17.51依3.97a/DE 18.50依0.88b/E

9.05依0.18 18.65依2.17b/A 16.28依3.49b/A 35.45依1.83c/B 32.46依0.46b/BC 23.93依0.24c/D 29.53依0.27b/C 20.96依0.73c/E
17.64依0.25 13.32依1.29a/A 18.50依1.73b/B 27.93依2.53d/C 33.38依0.41b/D 27.97依0.43d/C 26.91依4.24b/C 20.42依0.11c/B
34.87依0.46 11.17依0.61a/A 5.69依3.25c/B 68.05依0.98e/C 54.24依0.13c/D 37.31依0.84e/E 34.41依0.75c/F 16.41依0.34d/G
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表 3 急性氨氮胁迫对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 CAT活力的影响
Table 3 Activity of CAT in hemolymph and hepatopancreas of E. carinicauda after acute ammonia stresses

氮处理组显著低于对照组（P<0.05）。随着胁迫时间的
延长，同一氨氮浓度组血淋巴 SOD活力呈现先上升
后下降的变化趋势，中高浓度氨氮组和高浓度氨氮组

SOD活力显著升高，在 1~24 h均显著高于对照组（P<
0.05），之后逐渐下降，至 72 h 显著低于对照组（P<
0.05）。肝胰腺低浓度氨氮组和中浓度氨氮组呈现先
升高后降低再升高的变化趋势，而中高浓度氨氮组和

高浓度氨氮组 3~48 h 均显著高于对照组（P<0.05），
但是 72 h SOD活力受到显著抑制（P<0.05）。
2.2.2 对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 CAT活力的影响

如表 3所示，氨氮胁迫后脊尾白虾血淋巴和肝胰
腺组织 CAT活性存在组织差异性，肝胰腺明显高于
血淋巴，且各氨氮处理组在 72 h时均显著低于对照
组（P<0.05）。随着胁迫时间的延长，血淋巴低浓度和
中浓度氨氮组均出现先升高后降低再升高的波浪式

变化，而中高浓度和高浓度组均出现先升高后下降的

变化趋势，最大值分别出现在 12 h和 6 h，均显著高
于对照组（P<0.05），之后逐渐下降。高浓度氨氮组随
着氨氮胁迫时间的延长，呈现先升高后降低的变化趋

势，在胁迫 6 h时达到最大值，与对照组差异显著（P<
0.05）。不同氨氮浓度组中，肝胰腺低浓度氨氮组和中
浓度氨氮组 CAT活力最大值分别出现在 24 h和 6 h，
与对照组相比具有显著性差异（P<0.05）。中高浓度和
高浓度氨氮组 CAT活力在 1~48 h 均显著高于对照
组（P<0.05），至 72 h CAT活力被显著抑制（P<0.05）。
2.2.3 对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 GPx活力的影响

如表 4所示，不同浓度氨氮组对脊尾白虾血淋巴
和肝胰腺 GPx 活力的影响快速显现且维持时间较
长，在胁迫 72 h时均显著高于对照组（P<0.05）。随着

胁迫时间的延长，血淋巴低浓度氨氮组呈现先升高后

降低再升高的变化趋势，除 1 h和 12 h与对照组无显
著性差异外（P跃0.05），其他时间点均具有显著性差异
（P<0.05）。中浓度组除 1 h外，其他时间点均与对照
组有显著性差异（P<0.05），而中高浓度氨氮组和高浓
度氨氮组在整个胁迫过程中均与对照组有显著性差

异（P<0.05）。低浓度氨氮组肝胰腺 GPx活力出现先升
高后降低再升高的变化趋势，除 1 h和 3 h外，其他时
间点均与对照组有显著性差异（P<0.05）。对于中浓度
氨氮组、中高浓度氨氮组和高浓度氨氮组而言，除 48
h中浓度氨氮组外，其他组均与对照组具有显著性差
异（P<0.05）。
2.2.4 对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 MDA含量的影响

如表 5所示，氨氮胁迫过程中，脊尾白虾肝胰腺
中 MDA含量明显高于血淋巴。高浓度氨氮组血淋巴
在 3~72 h 与对照组均有显著性差异（P<0.05），其他
氨氮组血淋巴变化规律不明显。随着胁迫时间的延

长，中浓度氨氮组和中高浓度氨氮组 MDA含量在 72
h与对照组差异显著（P<0.05），除 1 h低浓度氨氮组
外，其他浓度组肝胰腺与对照组在各时间点均具有显

著性差异（P<0.05），且表现出随着氨氮浓度的增加和
胁迫时间的延长，MDA含量随之增加的变化趋势。
2.3 氨氮胁迫对脊尾白虾 GPx基因表达的影响

由表 6可知，各氨氮处理组血淋巴中 GPx基因
相对表达量高于肝胰腺且表现出明显的时效性，除低

浓度氨氮组外，其他浓度氨氮组血淋巴 GPx基因相
对表达量均呈现出先升高后降低再升高的变化趋势，

在 1~12 h显著高于对照组（P<0.05）。不同浓度氨氮
组肝胰腺 GPx基因相对表达量总体呈现先上升后下

器官 Organ 浓度/mg·L-1
Concentration

胁迫时间（Stress time）/h
1 3 6 12 24 48 72

血淋巴 0.28依0.07 1.76依0.34a/A 2.33依0.57a/A 2.50依0.32a/A 2.48依0.56a/A 2.68依0.67ab/A 1.90依0.30ab/A 2.10依0.50a/A
Hemolymph 4.79依0.12 1.70依0.07a/A 2.94依0.15ab/B 1.90依0.04b/A 5.50依0.05b/C 1.79依0.19c/A 1.83依0.49ab/A 1.13依0.10b/D

9.05依0.18 2.20依0.02ab/A 3.34依0.37bc/B 2.74依0.10a/C 2.34依0.25a/A 3.05依0.31b/BC 1.72依0.25ab/D 1.58依0.04c/D
17.64依0.25 2.02依0.03ab/A 3.59依0.17c/B 2.72依0.13a/C 4.90依0.25c/D 2.03依0.34ac/A 2.26依0.16b/A 1.90依0.12ac/A
34.87依0.46 2.45依0.52b/A 2.50依0.20a/A 4.87依0.04c/B 4.03依0.13d/B 2.77依0.07b/A 1.51依0.25a/D 0.86依0.03b/E

肝胰腺 0.28依0.07 14.54依2.32a/A 13.54依1.53a/A 17.14依1.69a/A 14.64依2.01a/A 16.06依1.50a/A 16.60依1.68a/A 16.80依0.18a/A
Hepatopancreas 4.79依0.12 17.88依1.17a/AB 15.42依1.97ab/A 18.96依1.54a/BC 19.11依2.03ab/BC 22.82依1.56bc/D 22.02依1.51a/CD 11.59依0.29b/E

9.05依0.18 17.77依1.40a/AB 22.73依1.56c/CD 27.03依1.26b/E 19.69依2.04ab/BC 20.20依2.56ab/D 14.89依0.64a/A 9.20依0.33c/F
17.64依0.25 23.96依1.76b/A 27.76依2.78d/AB 23.96依1.10ab/A 23.29依2.34b/A 26.35依1.62c/AB 33.65依2.55b/C 12.02依0.99b/D
34.87依0.46 29.46依1.94b/A 31.45依1.17d/A 32.91依1.09c/A 36.01依2.25c/AB 41.23依2.87d/B 34.70依2.77b/AB 8.39依0.64c/C
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表 4 急性氨氮胁迫对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 GPx活力的影响
Table 4 Activity of GPx in hemolymph and hepatopancreas of E. carinicauda after acute ammonia stresses

器官 Organ 浓度/mg·L-1
Concentration

胁迫时间（Stress time）/h
1 3 6 12 24 48 72

血淋巴 0.28依0.07 33.05依0.59a/A 29.52依3.36a/A 27.83依1.98a/B 30.62依0.70a/A 31.23依0.12a/A 32.96依1.04a/A 29.84依2.12a/A
Hemolymph 4.79依0.12 32.85依0.18a/A 31.71依0.09ab/A 33.20依0.12b/A 30.97依1.01a/A 33.46依1.20a/A 37.60依0.05b/B 38.16依0.07b/B

9.05依0.18 30.91依0.48a/A 36.82依0.04b/B 40.37依0.32c/C 32.13依0.76a/D 33.96依0.60b/E 39.84依0.27c/C 54.29依0.27c/F
17.64依0.25 37.76依1.69b/A 37.78依1.11c/A 38.93依0.24d/A 38.73依0.03c/A 43.13依0.67c/B 61.01依1.43d/C 43.68依0.11d/B
34.87依0.46 57.59依2.30c/AB 56.37依0.34d/A 56.80依0.90e/AB 59.75依0.33d/C 70.57依0.21d/D 39.34依0.84c/E 58.53依0.24e/BC

肝胰腺 0.28依0.07 32.66依0.05a/A 33.23依0.33a/A 32.69依0.37a/A 31.53依0.16a/A 31.92依1.14a/A 33.72依0.58ab/A 35.44依2.66a/A
Hepatopancreas 4.79依0.12 38.25依0.80b/A 32.36依1.50a/B 41.57依0.60b/C 44.79依1.02b/D 38.74依1.82b/A 41.17依2.94a/C 51.83依0.64b/E

9.05依0.18 40.54依2.63b/AB 44.39依0.09b/B 51.65依0.76c/C 39.01依1.08c/AB 36.74依1.17bc/A 29.50依4.59b/D 44.67依0.51c/B
17.64依0.25 52.68依0.42c/AB 49.00依1.07c/BC 56.41依1.52d/B 40.06依1.41c/D 36.18依0.49c/D 42.84依1.22b/BD 50.39依0.68d/AB
34.87依0.46 53.12依0.18c/A 52.95依1.32d/A 47.33依2.80e/B 90.26依0.97d/C 56.19依1.56d/D 63.44依1.57c/E 51.33依0.81cd/A

器官 Organ 浓度/mg·L-1
Concentration

胁迫时间（Stress time）/h
1 3 6 12 24 48 72

血淋巴 0.28依0.07 0.31依0.03a/A 0.30依0.01a/A 0.39依0.08a/A 0.37依0.01a/A 0.32依0.05a/A 0.36依0.02a/A 0.24依0.06a/A
Hemolymph 4.79依0.12 0.28依0.01a/A 0.36依0.06ab/AB 0.34依0.07a/AB 0.45依0.10a/B 0.59依0.04a/C 0.36依0.04a/AB 0.28依0.05ab/A

9.05依0.18 0.33依0.07ab/A 0.45依0.07bc/AB 0.42依0.07a/AB 0.50依0.11a/B 0.37依0.11a/AB 0.34依0.05a/AB 0.37依0.11bcAB
17.64依0.25 0.41依0.07bc/A 0.40依0.02bc/A 0.47依0.12a/AB 0.61依0.19a/B 0.53依0.06a/AB 0.36依0.05a/A 0.49依0.10c/AB
34.87依0.46 0.49依0.06c/A 0.50依0.09c/A 0.97依0.10b/BC 0.99依0.12b/C 0.87依0.08b/BCD 0.72依0.07b/D 0.83依0.02d/CD

肝胰腺 0.28依0.07 35.39依0.72ab/A 26.96依0.15aBC 35.59依1.94a/A 22.09依1.10a/D 23.99依1.56a/BD 27.54依4.03a/BC 15.22依0.25a/E
Hepatopancreas 4.79依0.12 32.57依0.28a/A 34.01依4.86b/A 49.48依0.28b/B 46.24依0.89b/BC 38.44依0.48b/D 54.84依2.23b/E 42.69依1.05b/C

9.05依0.18 41.13依6.52b/A 34.38依0.48b/B 44.28依1.35c/A 61.43依2.46c/C 70.47依0.80c/D 51.044依0.79b/E 64.35依1.92c/C
17.64依0.25 51.94依1.68c/A 60.61依0.88c/B 74.01依0.41c/B 64.48依2.25c/D 75.10依0.31c/C 68.21依0.04c/E 65.85依0.56c/D
34.87依0.46 69.30依0.59d/A 76.68依6.67d/B 91.11依0.51d/C 84.70依2.62d/DE 88.90依4.84d/CE 105.14依0.74d/F 81.39依1.62d/BD

表 5 急性氨氮胁迫对脊尾白虾血淋巴和肝胰腺 MDA含量的影响
Table 5 Contents of MDA in hemolymph and hepatopancreas of E. carinicauda after acute ammonia stresses

降再上升的变化趋势，高浓度氨氮组在 3 h达到最大
值，之后逐渐下降，72 h与对照组无显著性差异（P跃
0.05），而其他氨氮浓度组 1~48 h变化规律不明显，但
是在 72 h与对照组具有显著性差异（P<0.05）。
3 讨论

梁俊平等[21]研究氨氮对脊尾白虾幼虾和成虾的
毒性试验发现，脊尾白虾成虾的安全质量浓度为

12.09 mg·L-1，远高于中国明对虾[25]的 3.51 mg·L-1，日
本囊对虾[26]的 5.27 mg·L-1，斑节对虾[19]的 4.26 mg·L-1

和凡纳滨对虾[27]的 4.4 mg·L-1。上述结果说明脊尾白
虾耐受氨氮浓度远高于其他虾类。氨氮作为重要的环

境胁迫因子，能够导致生物体内有氧代谢异常，活性

氧自由基大量积累而引起氧化损伤[28]。超氧化物歧化
酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和过氧化物酶等构成的
酶系统发挥了重要的抗氧化功能，保护机体免受氧化

损伤[29]。大量研究证明：SOD、CAT和 GPx相互协同清
除各种氧自由基。超氧自由基的增加，可以诱导 SOD
活性的增加，催化超氧自由基的歧化反应，而生成

H2O2，进而被生物体内的 GPx、CAT和 Prx等一系列
抗氧化酶催化生成无害的 H2O与O2[30]。过多的活性氧
导致机体的脂质过氧化程度加剧，脂质过氧化产物增

加，MDA作为脂质过氧化产物之一，其含量间接反映
机体细胞的损伤程度[31]。因此，本实验通过分析上述
指标在体内的变化，反映脊尾白虾抗氨氮能力。

3.1 氨氮胁迫对脊尾白虾 SOD、CAT、GPx活力及脂质
过氧化产物 MDA含量的影响

脊尾白虾不同抗氧化酶活力存在组织差异性，肝

胰腺 SOD、CAT、GPx活力和 MDA含量明显高于血淋
巴，推测可能与不同组织的功能定位有关，由于活性

氧伴随着代谢过程而产生，代谢强度越大，产生的活

性氧越多，而肝胰腺作为重要的代谢中心，需要更强

任 海，等：急性氨氮胁迫对脊尾白虾（Exopalaemon carinicauda）抗氧化系统酶活力及 GPx基因表达的影响 651
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器官 Organ 浓度/mg·L-1
Concentration

胁迫时间（Stress time）/h
1 3 6 12 24 48 72

血淋巴 0.28依0.07 1.00依0.06a/A 0.98依0.23a/A 1.09依0.13a/A 0.79依0.28a/A 0.86依0.24a/A 1.26依0.05a/A 1.00依0.09a/A
Hemolymph 4.79依0.12 1.31依0.15a/AB 1.31依0.07a/AB 0.98依0.11a/A 2.49依0.33b/C 3.17依0.07b/D 2.18依0.23b/C 1.61依0.68ab/B

9.05依0.18 4.76依0.44b/A 2.54依0.51b/BCD 2.85依1.30b/CD 1.97依0.53bc/BC 2.85依0.85b/CD 1.42依0.18a/B 3.63依0.33c/AC
17.64依0.25 5.33依1.23b/A 3.24依0.99bc/C 1.97依0.64ab/D 4.04依0.57d/AC 1.61依0.77a/D 0.90依0.04c/C 2.72依0.27d/DE
34.87依0.46 3.03依0.66c/A 3.85依0.28c/B 1.83依0.13ab/CD 1.42依0.17c/C 1.35依0.14a/C 0.79依0.02c/E 2.07依0.05b/D

肝胰腺 0.28依0.07 1.00依0.01a/A 1.01依0.04a/A 1.08依0.01a/A 0.89依0.25a/A 0.87依0.01a/A 0.88依0.11a/A 0.88依0.05a/A
Hepatopancreas 4.79依0.12 1.01依0.03a/A 1.22依0.03ab/B 1.02依0.04a/A 0.52依0.09b/C 1.00依0.01ab/A 0.74依0.01b/D 1.05依0.06b/A

9.05依0.18 0.96依0.01a/A 1.34依0.04b/B 1.22依0.01a/C 1.01依0.07ac/A 0.76依0.12a/D 0.72依0.03b/D 0.66依0.02c/D
17.64依0.25 1.07依0.16a/A 0.96依0.01a/A 0.98依0.30a/A 0.96依0.02ac/A 1.49依0.03c/B 0.62依0.02c/C 0.48依0.01d/C
34.87依0.46 0.97依0.02a/A 1.64依0.05c/B 1.52依0.03b/C 1.12依0.05c/D 1.04依0.02b/E 0.61依0.01c/F 0.87依0.03a/G

表 6急性氨氮胁迫对脊尾白虾血淋巴细胞和肝胰腺 GPx基因相对表达水平的影响
Table 6 Relative GPx expression levels in haemocytes and hepatopancreas of E. carinicauda after acute ammonia stresses

的抗氧化系统清除多余的活性氧[32]。
SOD是生物体内抗氧化防御性的功能酶，是活性

氧自由基的天然消除剂，可以清除好氧生物生命代谢

过程中产生的超氧阴离子，是维持机体细胞正常代谢

的重要抗氧化酶。本实验发现，中高浓度氨氮组和高

浓度氨氮组血淋巴和肝胰腺 SOD活力呈现先上升后
下降的变化趋势，在 72 h时各氨氮处理组均显著低
于对照组（P<0.05），并且高浓度氨氮组血淋巴和肝胰
腺 SOD活力在 6~24 h显著高于其他氨氮处理组，而
在 72 h显著低于其他氨氮处理组（P<0.05）。有研究
认为短时间内活性氧自由基的增加导致 SOD活力增
高以维持组织抗氧化水平的平衡，表现出应对外界胁

迫的生理调节，短期内表现出积极的作用，但长时间

氨氮胁迫使机体调节氨氮胁迫的能力越来越弱，对虾

体内会出现过多的自由基而抑制 SOD活力。低浓度
氨氮组和中浓度氨氮组肝胰腺呈现先升高后降低再

升高的变化趋势，这一现象与泥鳅在重金属胁迫下肝

脏 SOD活性的变化趋势相一致[33]。刘洋等[34]认为造成
这种变化的原因可能是较低浓度的氨氮在胁迫初期

对 SOD活性有诱导作用，这种诱导作用是由活性氧
自由基的增加所引起的机体代偿性增多所致。在氨氮

胁迫后期有所回升，说明低浓度的氨氮胁迫并没有对

肝脏产生不可逆的毒害作用。

CAT是生物体内酶系统中重要的抗氧化酶之一，
可催化 H2O2降解为 H2O和 O2，从而防止机体氧化损
伤。实验结果显示肝胰腺 CAT活力明显高于血淋巴，
可能与肝胰腺是主要的解毒代谢器官有关。氨氮胁迫

后血淋巴和肝胰腺 CAT活力呈现先升高后降低的变
化趋势，和 SOD活力变化趋势相似，这可能与这两种

酶所行使的功能有关。强俊等[35]认为一定氨氮浓度
下，机体通过增加代谢来应对环境胁迫，氧自由基的

产生也随之增加，SOD与 CAT活力的增加可视为生
物体对新陈代谢的适应，减轻脂质过氧化损伤。中高

浓度组和高浓度组肝胰腺 CAT活力在 1~48 h 显著
高于对照组（P<0.05），在 72 h显著低于对照组（P<0.05），
分析原因可能是氨氮剧烈变化诱导脊尾白虾体内活

性氧增加，对虾免疫组织反馈性增强抗氧化系统酶活

力以对抗外界环境变化产生多余的活性氧。这可能与

低浓度条件下毒物的一种增益效应有关，Stebbing [36]

称其为“毒物兴奋效应”。随着氨氮胁迫时间的延长，

血淋巴和肝胰腺 SOD和 CAT活力逐渐下降，在 72 h
均显著低于对照组（P<0.05），洪美玲等[7]认为随着氨
氮胁迫时间的延长，氨氮的增益效应消失，导致机体

抗氧化酶活性下降，与姜会民[37]报道的氨氮胁迫对黄
河鲤幼鱼肝胰脏、肾脏抗氧化性的影响以及强俊等[35]

报道的氨氮与拥挤胁迫对吉富品系尼罗罗非鱼幼鱼

生长和肝脏抗氧化指标的联合影响结果相似。樊甄

姣等[38]研究也发现，适当的氨氮刺激可增加胞内外活
性氧的含量，增加栉孔扇贝（Chlamys farreri）的 SOD
与 CAT活力，但较高浓度氨氮可以明显抑制抗氧化
酶活力。

GPx广泛存在于动植物等有机体中，是抗氧化防
御的重要组成部分，可以有效清除机体产生过多的活

性氧，维持机体的内环境平衡[39]。本实验结果显示与
CAT活力相比，不同时间点 GPx活性一直处于较高
的水平，分析原因可能是 CAT和 GPx在清除自由基
过程中起到协同作用，且作用底物都是 H2O2，但由于
CAT对H2O2的亲和力较弱 [40]，而 GPx 可以单独清除
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脂质过氧化物和其他有机氢过氧化物的缘故[41]。本实
验结果表明，高浓度氨氮胁迫后血淋巴中 GPx活力
在短时间内上升较快且始终处于较高的水平，而在肝

胰腺中的最大值出现在 12 h，推测可能是由于血淋巴
中 GPx活性对氨氮刺激短时间内较肝胰腺敏感，并
通过激活抗氧化酶 GPx清除产生的活性氧自由基[23]。
GPx在氨氮胁迫下更多的是进入血淋巴，这样可以更
有效、更直接地清除自由基，该结果与曾媛媛等[42]对
拟穴青蟹（Scylla paramamosain）的研究报道相一致。

丙二醛（MDA）作为脂质过氧化产物，可反应机
体脂质过氧化程度，间接反应出机体细胞受自由基攻

击的损伤程度[14]。本实验发现不同浓度氨氮胁迫后，
肝胰腺 MDA含量明显大于血淋巴，其原因可能与肝
胰腺是脊尾白虾主要的代谢组织有关，该结果与姜会

民[37]报道的氨氮胁迫对黄河鲤幼鱼肝胰脏、肾脏抗氧
化性的影响结果一致。本实验还发现，MDA在肝胰腺
和高浓度氨氮胁迫的血淋巴中都有不同程度的升高，

除 1 h外，均显著高于对照组（P<0.05）。推测可能是
由于水中氨氮浓度的增加，导致脊尾白虾脂质过氧化

作用增强，而作为机体脂质过氧化产物的 MDA，其含
量可间接反映出机体的脂质过氧化水平以及机体细

胞受自由基攻击的严重程度。由于组织中产生过多的

活性氧，一方面机体通过提高自身的抗氧化酶活力来

清除过多的活性氧，另一方面过多的活性氧对机体造

成氧化损伤，破坏细胞电子传递链、线粒体膜电位及

ATP能量产生，进而导致细胞的呼吸障碍，严重时引
起细胞凋亡或坏死[43-45]。这也进一步提示氨氮胁迫下
丙二醛的积累可能是氨氮对脊尾白虾产生毒害作用

的主要原因之一。本研究中氨氮胁迫能否导致脊尾白

虾肝胰腺组织损伤以及细胞凋亡，后续实验将会进一

步验证。

3.2 氨氮胁迫对脊尾白虾 GPx基因表达的影响
GPx是生物机体内抗氧化防御系统的重要组成

部分，是生物体内重要的活性氧自由基清除剂[46-47]。本
实验结果发现，除低浓度氨氮组外，其他氨氮组胁迫

初期脊尾白虾血淋巴细胞 GPx基因相对表达量明显
上调，与对照组相比具有显著性差异（P<0.05），推测
可能是机体为了降低氨氮对脊尾白虾造成的氧化损

伤使 GPx基因转录水平保持在一定水平，所以氨氮
胁迫 72 h血淋巴细胞 GPx基因保持在较高的水平。
另外，本研究结果显示脊尾白虾血淋巴细胞中 GPx
基因相对表达量明显高于肝胰腺，这与段亚飞[23]研究
的脊尾白虾 GPx基因结果一致，但是与吴成龙[48]研究

的皱纹盘鲍 GPx基因以及李美玉等[49]研究的脊尾白
虾 ferritin基因结果相反，这可能与不同基因在组织
当中的功能定位有关。

4 结论

高、低浓度氨氮胁迫组均能影响脊尾白虾抗氧化

酶活力及其基因表达水平，并且导致脂质过氧化产物

MDA含量的增加，表现出一定的时间量效关系。氨氮
胁迫初期能够诱导机体抗氧化酶系统酶活力变化，促

使机体清除过多的活性氧自由基，短期内表现出积极

的作用，但是随着胁迫时间的延长，氨氮抑制了机体

的抗氧化酶活性，造成机体组织脂质过氧化加剧。氨

氮胁迫下抗氧化酶系统的破坏和脂质过氧化加剧可

能是氨氮对脊尾白虾产生毒害作用的重要原因。为

此，在实际养殖过程中控制养殖水体中的氨氮浓度，

能够有效预防对虾疾病的发生。
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