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摘要 在不同浓度氯化铵作用条件下对中国对虾“黄海 1号”群体和 中国对虾野生群体的存 活率， 

血清中的溶茵酶(LSZ)、酚氧化酶(P0)、超氧化物歧化酶(SOD)、碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷酸酶 

(ACP)活力变化进行了测定。发现“黄海 1号”的 24、48和 72 h的半数致死浓度(LC 。)及安全浓度 

均高于野生群体；氯化铵浓度为 8 mg／l 时，“黄海 1号”体 内的碱性磷酸酶、酸性磷 酸酶活力极显著 

低于野生群体(尸<O．O1)；氯化铵浓度为 16 mg／L时，“黄海 1号”体 内的溶菌酶活力显著高于野生 

群体(P<0．05)，酸性磷酸酶活力显著低于野生群体 (P<O．05)；氯化铵浓度为 32mg／L时，“黄海 1 

号”体 内的溶茵酶 、酚氧化酶活力极显著高于野生群体 (P<O．01)，超氧化物歧化酶活力显著 高于野 

生群体(P<O．O5)，酸性磷酸酶活力显著低 于野生群体(P<O．05)；氯化铵浓度为 64mg／I 时，选育群 

体“黄海 1号”体 内的超氧化物歧化酶 活力显著高于野 生群体 (P<O．O5)；氯化铵 浓度 为 128mg／L 

时，两群体的各项免疫指标都未出现明显差异。比较发现，随着氯化铵浓度的上升，选育群体 中国对 

虾“黄海 1号”几种与抗病力相关的生理指标都表现 出了其比野生群体优 良的特性。 
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wi1d population of Fe Pr0 P 口 s c ，2s 5，when they were exposed to different concentra— 

tions of Ammonia—N ，were studied．The result showed that the 24hLC5o，48hLC50，72hLCjo and 

safe c0ncentration of“Huanghai No． 1’’were higher than the wIld population． W hen ammoni— 

um chloride was 8 mg／L in the culture system，the alkaline phosphatase and acid phosphatase 

activities of‘‘Huanghai No． 1"were much lower than the wild population of F． f̂ P s (P< 

0．0 1)． When the concentration of ammonium chloride was 1 6 mg／L in the culture water，lyso一 

国家科技支撑计划(2Oo6BADO1A13)、国家 自然科学基金项 目(4O7o6O52)和青岛市科技计划项目(O7 2—3—5_jch)共同资助 

*通讯作者 E—mai1：Jiupjng@ ysfrj．ac．cn 

收稿 日期 ：2[)(】7—12—27；接受 日期 ：2008一O3一O4 

作者简介：哈承旭(1981一)，女，硕士研究生，主要从事海洋生物遗传育种研究。E_mail：ning『linghaoO1@yaho0．com cn．， l：(O532)8582329l一8O6 



第 1期 哈承旭等 ：氯化铵对“黄海 1号”中国对虾免疫相关酶类的影响 35 

zyme activity of“Huanghai No． 1”was higher than the wild population (P< 0．05)and alkaline 

phosphatase and acid phosphatase activity of‘‘Huanghai No．1”was lower than the wild popula— 

tion(P<O．O5)．When the concentration of ammonium chloride was 32mg／L in the culture wa— 

ter，lysozyme and phenoloxidase activity of“Huanghai No． 1”was much higher(P< O．01)and 

superoxide dismutase activity of“Huanghai No．1"was higher(P< O．O5)than the wild popula— 

tion，and phosphatase and acid phosphatase activities of“Huanghai No．1"were lower than the 

wild population(P<O．O5)．When the c0ncentration of ammonium chloride was 64mg／L in the 

culture water，superoxide dismutase activity of“Huanghai No．1’’was much higher than the wi1d 

population(P<O．O1)．When the concentration of ammonium chloride was 1 28mg／L in the cul— 

ture water，there were no obvious differences between the two populations． It was suggested 

that the anti—disease abnity of selected“Huanghai No．1’’was better than the wnd population at 

a range of low concentrations of Ammonia—N． 

KEY WoRDS ‘‘H uanghai No．1’’FP Pro e，2nP“s f̂ 犯 s Ammonia—N 

Lysozyme Phenoloxidase Super0xide dismutase 

对虾养殖业的发展 已成为海水养殖业中最具有代表性的产业之一。良种的选择和培育是水产养殖业增产 

的有效途径。对虾类经济价值很高，受利润和市场需求的驱动 ，世界对虾渔业发展迅速(邓景耀 1998)。中国 

水产科学研究院黄海水产研究所 自 1997年 4月开始进行中国对虾 ”e，一。 a “s c 删s s快速生长群体的 

选育研究，得到了生长速度快、抗逆能力强的新品种，并经过国家水产原良种审定委员会的审定，被命名为“黄 

海 1号”。“黄海 1号”的选育成功 ，为中国对虾养殖提供 了重要的品种保障 ，建立的技术和获得的经验也为其 

他海水养殖动物的育种研究提供了可借鉴的经验和技术(李 健等 2OO5)。自中国对虾进行人工选育的研究 

工作开展以来 ，已分别从形态特征(李朝霞等 2o06)、同工酶(李 健等 2OO3)、分子标记如 RAPD(何玉英等 

2OO4)、SSR(张天时等 2OO5)和 AFLP(李朝霞等(2O06))方面对选育群体的遗传结构进行了检测 ，研究结果 

为中国对虾重要经济性状的分子标记筛选以及分子标记辅助育种提供了理论依据和指导，但对于其抵抗不良 

环境的能力尚未做系统的研究。 

对虾防御系统由细胞防御和体液防御系统组成，以非特异性免疫为主。氨态氮是对虾生长环境中最常见 

的毒性物质，Chen等(1994、1992、1991)认为对虾在氨氮浓度不断升高的环境中，其抗病力逐渐下降，对病原体 

易感性提高 ，疾病易发生。氨分子具有相当高的脂溶性 ，能穿透细胞膜毒害组织 ；虾池中氨的积累会增加虾的 

蜕皮次数 ，减缓生长，增加耗氧量 ，影响对虾的氨排泄系统和渗透调节系统(聂月美等 2OO6)。 

本实验采用常规毒性实验生物学的方法 ，以野生群体为对照，对“黄海 1号”中国对虾进行氯化铵梯度攻 

毒 ，计算其半致死浓度及安全浓度 ，并对 72h后血清 中的溶菌酶(LSZ)及血清、肝胰腺 和肌 肉中的酚氧化酶 

(PO)、超氧化物歧化酶(SOD)、碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷酸酶(ACP)活力变化进行了测定，以检测选育新品 

种“黄海 1号”的抗逆能力，为育种工作的进一步深入开展提供理论依据和数据支持。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

“黄海 l号”第 11代中国对虾及中国对虾野生群体均取 自山东省昌邑海丰水产养殖责任有限公司，暂养 5 

～ 7d，连续充气，并投喂对虾配合饲料。 

1．2 实验方法 
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1．2．1 实验设 置 

根据预实验结果 ，每个群体设 6个浓度组 ，分别为 0、8、16、32、64和 128mg／L，每组设 3个平行 。实验水体 

O．1m。，选择体长(11．O±2．0)cm，体重(16．0±1．2)g的个体 ，24h换水 1次 ，换水量为 10O ，加入氯化铵使之 

达相应的浓度 ，及时剔除死亡个体 ，记录 24、48和 72 h对虾成活尾数。分别于 72h每个浓度处理各平行组选 

取两尾(即每浓度 6尾)对虾取血。海水盐度 29，pH 为 8．2，水温(29±2)℃。 

1．2．2 半致死浓度的计算 

使用线形内插法求出氯化铵盐对选育群体及野生群体 24、48和 72 h的半致死浓度(Lc 。)，并按公式 sc 

一48 hLC 。×0．3／(24h LC 。／48 h LC 。)。(杨启超等 2o06)计算安全浓度。 

1．2．3 各 组织样 品的制备 

用 lml一次性注射器从对虾的心脏、胸足基部和腹节等处抽取 O．5～1m1血淋巴，注入洁净无菌 的 1．5 ml 

塑料离心管中，置于冰盒中，待其凝 固后 5 O00 r／min，4℃离心 1O min，析出蓝色血清，一2O℃放置备用 。 

1．2．4 抗 逆指标 的测定 

(1)溶菌活力的测定 

以溶壁微球菌为底物 ，采用 Hultmark等(198O)和王 雷等(1995)改进的方法进行 。 

(2)酚氧化酶(Po)活力的测定 

以 L—D0PA为底物，采用改进的 Ashida等(1971)的方法在 96孔酶标板中进行。 

(3)超氧化物歧化酶(SOD)、碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷酸酶(AcP)活力测定 

使用南京建成生物工程研究所第一分所提供的超氧化物歧化酶(SOD)、碱性磷酸酶(AKP)及酸性磷酸酶 

(ACP)测定试剂盒进行测定并计算酶活。 

1．2．5 数 据处理 

对实验所得的各项免疫相关酶活力进行数据分析处理 。 

2 结果 

2．1 急性攻毒后的半致死浓度 

随着氯化铵浓度的升高 ，对对虾 的毒性逐渐加强 ，统计发现“黄海 1号”中国对 虾的 24h LC 。、48h LC 。、 

72h LC 。及安全浓度均高于野生群体(表 1)。 

2．2 氯化铵对选 育群体组织溶菌 

活力的影响 

随着氯化铵浓度的升高，选育 

群体血清中溶菌酶活力均呈下降的 

趋势 ，但下降的幅度 明显低于野生 

群体 。氯化铵浓度在 16mg／L时， 

选育群体“黄海 1号”血清中溶菌酶 

表 1 野生群体及选育群体“黄海 1号”的半致死浓度及安全浓度 

Table 1 The LC5o and safe c0ncentrations of selected“Huanghai 

No． 1”and wild F．ĉ inPns如 populations 

活力降低了 5．3O ，野生群体降低 了 9．66 ，差异显著(．￡一2．89，P—O．017<O．05)；在浓度为 32mg／L，选育 

群体和野生群体血清中溶菌酶活力分别降低了 22．76％和 29．14％，差异极显著 (￡一3．95，P一0．oO3<O．O1) 

(表 2)。 

2．3 氯化铵对选育群体酚氧化酶(Po)活力的影响 

选育群体“黄海 1号”及野生群体血清酚氧化酶活力随着氯化铵浓度的升高呈现下降的趋势。野生群体下 

降的幅度要大于选育群体，氯化铵浓度为 32mg／L时，差异最大，选育群体和野生群体血清中 Po活力分别下 

降了 48．65 和 69．57 ，差异极显著(f一4．304，P一0．O03<O．O1)(表 3)。 
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P。 —  —  —  

注 ：A为 P<0．O1，差异极显著 ；B为 P<O．O5，差异显著 ；C为 P>O．O5，差异不显著 

表 3 氯化铵作用条件下 “黄海 1号”中国对虾和野生群体的酚氧化酶活力(U／mg)(M 士SD) 

Table 3 Phenolo]【idase(Po)activity of selected“Huanghai Nn 1”and ld F．曲 ” 妇populati0nS exposed t0 amm0ni N(U／n堰)(M ±SD) 

注：A为 P<O．01，差异极显著；B为 P<0．O5，差 异显著 ；C为 P>O．05，差异不显著 

2．4 氯化铵对选育群体超氧化物歧化酶(SoD)活力的影响 

随着氯化铵浓度的上升，两群体血清组织内的 SOD活力 出现差异。两群体 SOD活力总趋势都表现为先 

上升后降低 ，未攻毒时两群体血清组织内的 SOD活力表现差异不显著 ；氯化铵浓度分别为 8和 16 mg／L时， 

两群体 S0D活力均上升，未出现显著差异 ；氯化铵浓度为 32mg／L时，选育群体“黄海 1号”S0D活力上升 ，野 

生群体酶恬力值下降，分别升高和降低了 6．01 为 8．17 ，差异显著(￡一2．91，P一0．025<O．05)；攻毒浓度 

达到 64mg／l 时，选育群体和野生群体血清组织 内 s0D活力均开始降低 ，分别降低了 8．21 和 15．8O％(￡一 

3．494，P—O．OO6<O．01)差异极显著(表 4)。 

表 4 氯化铵作用条件下 “黄海 l号”中国对虾及野生群体 的超氧化物歧化酶活力(U／mg)(M 士SD) 

TabIe 4 Supe∞xide dismutase(S0D)activity of selected“Huanghai No．1”and wild F．c nens s 

populati0ns exp0sed to amm0nia—N (U／mg)(M ±SD) 

注：A为 P<O．O1，差异极显著 ；B为 P<O．O5，差异显著 ；C为 P>0．O5，差异不显著 

2．5 氯化铵对选育群体碱性磷酸酶活力(AKP)的影响 

随着氯化铵浓度的上升 ，两群体血清组织 内的 AKP活力逐渐升高，选育群体“黄海 1号”上升的幅度明显 

要低于野生群体。氯化铵浓度为 8mg／L时 ，差异最明显 ，选育群体“黄海 1号”和野生群体血清组织内AKP活 

力分别上升了 32。94 9／6和 46．28 ，差异极显著(f一7．86，P—O．0O1<0．O1)(表 5)。 
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黄海 1号 

Huanghai 

No．1 血清 

野生群体 Hemolymph 

Wi1d 0 

population 

1．17± 0．O2 1．56±O．O3 2．02±O．O3 2．O4士0．O30 2．16±O．O5 2．2O±O
．
O5c 

1．16± O．O3 1．7O±O．O3 2．O6±O．O5 2．O8±O．O3 2．14±O．O10 2．16±O．O1 

注：A为 P<0．O1，差异极显著 ；B为 P<O．O5，差异显著 ；C为 P>O．O5，差异不显著 

2．6 氯化铵对选育群体酸性磷酸酶(ACP)活力的影响 

随着氯化铵浓度的上升 ，两群体血清组织内的 ACP活力逐渐升高。氯化铵浓度为 8mg／L时，选育群体 

“黄海 1号”和野生群体血清组织 ACP活力分别上升了 17．11 9／6和 48．7％，差异极显著(f一4．189，P—O．O02 

<O．01)；氯化铵浓度为 16mg／L时，两群体血清组织 ACP活力分别上升了 152．63％和 2O1．28％(￡一3．213，P 

一0．027<O．O5)差异显著 ；氯化铵浓度为 32 mg／L时，两群体血清组织 ACP酶活力分别上升 了 227．63 和 

301．28 ，差异显著( 一2．925，P一0．O2<O．O5)(表 6)。 

表 6 氯化铵作用条件下 中国对虾“黄海 1号”和野生群体 的酸性磷酸酶活力(U／mg)(M 士SD) 

TabIe 6 Acid phosphatase(ACP)activity of selected“Huanghai No．1”and w．1d F．ĉ P 5 5 

p0puIati。ns exposure to ammonia—N (U／mg)(M ±SD) 

注：A为 P<0．Ol，差异极显著 ；B为 P<O．05，差异显著 ；C为 P>0．05，差异不显著 

3 讨论 

3．1 溶菌酶(LSz)和酚氧化酶(Po) 

溶菌酶广泛存在于各种动物的血细胞和血液中，在免疫活动中发挥着重要作用(樊甄姣等 2OO6)。溶菌 

酶是吞噬细胞杀菌的物质基础，当吞噬细胞对异物颗粒进行吞噬和包囊后，细胞内的溶酶体会与异物进行融 

合 ，发生脱颗粒现象，外来人侵的微生物可以被其 中的溶菌酶等直接杀死 ，随后再进一步将它们水解消化 ，并将 

水解消化后的残渣排出细胞外。王 雷等(1995)在以溶壁微球菌 M站r0cocc“ z so e 站“s冻干粉作为底物 

进行实验时发现，正常中国对虾的血淋巴中具有较强的溶菌活力 ，而濒死中国对虾血淋 巴的溶菌活性基本丧 

失 。由此认为 ，溶菌活力可以作为检测对虾机体免疫功能状态的一个有价值的参考。王 雷等(1995)认为溶 

菌活力的测定不仅可作为免疫指标 ，而且对机体功能状态的衡量也是一个有价值 的参考。 

酚氧化酶原系统是防御中心 ，具有识别异物 、全面启动防御机制的功能 ，酚氧化酶是甲壳动物 的酚氧化酶 

原激活系统的产物。SoderheII等(1990)发现 ，酚氧化酶还具有将酚催化为黑色素的作用 ，黑色素及其中间代 

谢产物可以杀死微生物等，有重要的防御功能。王 雷等 (1995)、丁美丽等(1997)和刘 恒等(1998)以 L一 
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DOPA为底物，根据酚氧化酶催化的产物在 49Onm处的吸光值来衡量对虾抗病力的大小。 

本实验研究发现“黄海 1号”及野生群体经氯化铵浓度梯度攻毒后体 内的溶菌酶活力及酚氧化酶活力都呈 

现下降的趋势 ，表明对虾在有氨氮胁迫 的环境中，影响对虾呼吸、离子调节(NH／Na)和氮代谢等相关生理功 

能和溶菌能力及酚氧化酶值降低 ，这也与孙舰军等(1999)的研究结果一致 ，但姜令绪等(2OO4)发现，随着氨氮 

浓度升高，南美白对虾 P n “s咖” amei的溶菌活力显著降低(P< 0．05)，PO活力显著升高；吴中华(1999) 

报道，亚硝酸盐导致对虾体内的P0、溶菌酶的活性下降，使虾体内的自由基过氧化物增多，抵抗能力下降，代 

谢紊乱 ，生理功能失调 ；Cheng等(2OO2、2O03)研究也发现，随着氨氮水平的升高 ，7d后罗氏沼虾 M＆∞ c “ 

r0s erg 血细胞酚氧化酶活力和溶菌能力明显降低，对病原菌 LncfofDcf“s gnr n 的易感性提高。分析本 

实验结果，“黄海 1号”两项免疫相关指标下降的幅度明显小于野生群体 ，分析认为虽然“黄海 1号”并未进行 

过特定的抗氨氮个体筛选，但首先高强度筛选时，选择的对虾就不仅个体大而且活力强，其次在育苗时还进行 

了特定病原检测，这样就进一步淘汰了一些活力差的个体 ，因此选育得到的个体在受到不良胁迫时溶菌能力及 

酚氧化酶调节机制都强于野生群体。 

3．2 超氧化物歧化酶 (SOD) 

超氧化物歧化酶(SoD)是重要的抗氧化酶之一 ，在清除自由基 、防止 自由基对生物分子损伤方面有十分重 

要的作用。近年来研究表明，S0D活性与生物的免疫水平密切相关，可用它们 的活性变化作为机体非特异性 

免疫指标 ，甚至定量指标(黄鹤忠等 2O06)。健康的生物体其体 内的 自由基处于一动态的平衡状态中，当受到 

外界的刺激后 ，其活性会在一定范围内升高，但达到特定强度后降低，因为生物有机体在受到环境胁迫后常能 

引发应激反应 。这是机体在经历了一段应激之后而产生的一种保护机制，但生物若持续地处于应激状态或应 

激强度加大时 ，机体的免疫功能会受到抑制，SOD活性降低 ，导致生物代谢混乱，正常生理功能失调，体 内免疫 

水平下降对各种病原的敏感性升高(樊甄姣等 2OO5)。 

实验表明，无论是选育群体还是野生群体当其受到低浓度的氯化铵刺激后其 SOD活性都会升高，但选育 

群体在逆境下 SOD酶调节机制明显要 比野生群体强 ，攻毒浓度达到 32mg／L，选育群体“黄海 1号”S0D活力 

值上升，野生群体酶活力值下降，浓度再升高两群体内 s0D活性都下降 ，但明显选育群体要 比野生群体下降速 

度慢。低幅度的氯化铵浓度作用后，对虾体内的 S0D活力有所上升，这也支持了 Stebbing(1982)所说的“毒物 

兴奋效应”，即低毒物胁迫下出现的免疫力增益现象，这是机体产生的一种保护性反应，借此维持机体的 自身平 

衡来克服胁迫 ；而高幅度的氯化铵作用后 ，对虾体内的 SOD酶活性显著下降。同时能看出，对虾体内的 SOD 

的升高与降低的幅度能反映出虾体的抗病能力差异，即选育群体高于野生群个体 。 

3．3 酸性磷酸酶(AKP)和碱性磷酸酶(ACP) 

在甲壳动物的免疫反应中，碱性磷酸酶和酸性磷酸酶均为磷酸单酯酶 ，起着重要的作用。碱性磷酸酶是一 

种重要的代谢调控酶，直接参与磷酸基团的转移及钙磷代谢 ，作为 甲壳动物溶酶体酶的重要组分在免疫反应中 

发挥作用。酸性磷酸酶在甲壳动物体内也是吞噬溶酶体的重要组成部分 ，在血细胞进行吞噬和包囊反应中，会 

伴随有酸性磷酸酶的释放，可通过水解作用将表面带有磷酸酯的异物破坏或降解(王 明等 20O5)。吴 垠 

等(1998)研究发现，患病的中国对虾血清碱性磷酸酶活力明显高于正常虾，且不同发病期变化幅度不 同，发病 

初期血清升高幅度为 54．78 ，至重症期，病虾碱性磷酸酶活力升高的幅度增至 82．3 ～ 93．7 9／6。王 碉等 

(2OO5)认为，在氨态氮作用下，罗氏沼虾肝胰腺细胞逐渐坏死 。引起细胞和溶酶体破裂，酸性磷酸酶和碱性磷酸 

酶渗出，因而表现出较高的活力。 

随着氯化铵浓度的升高“黄海 1号”及野生群体血清组织 AKP、ACP活性都表现 出同样 的上升趋势。但 

研究发现，在低浓度的氯化铵条件下选育群体两种酶上升幅度要比野生群体低，与野生群体 出现显著的差异 ， 

但当氯化铵浓度达一定的值后两群体体内的酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性值差异并不显著。分析其原因，认 

为可能既是中国对虾处于突变环境中为维持 自身酸碱平衡和离子平衡而采取的一种主动调节措施，既是机体 

的防御反应，也是一种被动的病理显示。当水体中氯化铵浓度达到一定值后，对虾处于一种病理状态 ，超出了 
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机体的免疫调节限度，就会导致免疫系统的受损 ，并最终导致机体死亡，即使是优 良的选育品种也表现不出任 

何优势。 

综上所述，通过两群体血清组织中溶菌酶、酚氧化酶 、超氧化物歧化酶 、酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活力的检 

测 ，比较发现，在低浓度氯化铵存在的不良的水体环境中，选育群体中国对虾“黄海 1号”几种与抗病力相关的 

生理指标都表现出了其比野生群体优 良的特性 ，从而也说明了经过种群筛选、种群延续保护及苗种培育和养 

成，病原检测后所选育出的中国对虾“黄海 1号”新品种抗氯化铵胁迫 的能力较强 。 
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