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摘 要 研 究了pH胁迫对 日本对虾血清非特异性免疫因子及对虾肌 肉RNA／DNA 比值的影响。 

结果表明，低 pH 胁迫组(pH 7．2)和高 pH 胁迫组(pH 9．2)总一氧化氮合成酶(TNOS)活力分别在 

3、l2 h时达到最大；而诱导型一氧化氮合成酶(INOS)活力在 3 h时达到最大值 ，随着胁迫时间的延 

长 ，酶活 力逐 渐 降低 ，至 72 h趋 于稳 定 ，并表现 出高 pH 变化 免 疫适应 能力较 差的现 象。两 pH 胁迫 

组酚氧化酶(PO)活力呈现峰值变化 ，在 12 h时达到最大值 ，之后逐渐降低，至 72 h后趋于稳定。溶 

菌酶(LZM)、超氧化物歧化酶(S0D)及谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—PX)活力随着 PH 胁迫时间的增 

加而降低 ，同样表现出高 PH 变化免疫适应能力较差的现 象。另外，pH 胁迫条件下 日本对虾的肌 肉 

RNA／DNA比值显著低于正常对照组 日本对虾肌 肉的 RNA／DNA 比值 ，这可能是 由于pH胁迫影响 

了对虾体 内的物质代 谢所致 。 
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ABSTRCT 

Effects of pH stress Oil noll—specific immune factors and 

RNA／DNA ratio of Marsupenaeus japonicus 
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Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Qingdao 266071) 

The effects of pH stress on non—specific immune factors and the RNA／DNA ratio 

Ol Marsupenaeus japonicus were investigated．It was found that the activity Of total nitric oxide 

synthase(TNOS)in M．japonicus of low pH group(pH 7．2)and high pH group(pH 9．2) 

reached the maximum at 3 h and 1 2 h，respectively． The activity of inducible nitric oxide syn— 

thase(INOS)in pH stress groups reached the maximum at 3h，then gradually declined and sta— 

bilized at 72h．The activity changes of phenoloxidase(PO)in M ．japonicus under both the low 

and high pH conditions showed that they reached the peak value at 1 2h，gradually decreased 
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thereafter，and became stable after 7 2 h．Activities of lysozyme，superoxide dismutase，and glutathi— 

one peroxidase in M．japonicus decreased gradually under p H stress．The changes of non specific im— 

mune enzymatic activity showed that the immune adaptive activity in M．japonicus exposed to the high 

pH stress was lower than those exposed to the low pH stress．Moreover。the RNA／DNA ratio in the 

muscle of M-japonicus under the pH stress conditions was significantly lower than that of the control 

group，supposedly due to the effects of pH stress on metabolism of M japonicus． 

KEY WORDS pH stress M arsupenaeus japonicus Non specific immune factors 

RNA／DNA 

对虾是海水养殖的重要品种 ，目前我国养殖对虾的主要品种有 ：中国对虾 F nPr0 删ne“5 chinensis、凡纳 

滨对虾 、日本对虾 Marsupenaeusjaponicus、斑节对虾 、长毛对虾 、墨吉对虾等。日本对虾是在中国对虾遭到流 

行病害以后 ，以其适温性广、生长迅速、抗病力强 、耐干露等优点在我国北方沿海地区得到迅速发展 ，养殖规模 

不断扩大，全国年产量达 5万 t。但 由于水体环境因子 、自身免疫水平及病原微生物等多种因素的影响，日本对 

虾养殖成活率偏低 ，已成为提高养殖效益的制约因素(管越强等 2008；齐 彦等 2000)。 

水体的酸碱度作为水环境生态平衡 的指标 ，是水 中化学性状和生命活动 的综合反映。pH 对海水鱼虾类 

的直接影响表现为酸性过强可使鱼虾血液 pH值下降，从而削弱其载氧能力，造成缺氧症 ，影响虾的矿化作用 ， 

而且低 pH会增加铁离子 、硫离子等物质的毒性 ；反之 ，碱性过强 的水会加剧水 中的氨氮毒害作用(Walton et 

a1． 1982；Zimmer et a1． 1987)。国内外关于 pH 对养殖对虾免疫功能的影响已有相关的研究报道(Wang 

et a1． 2009；Zhou et a1． 2009；潘鲁青等 2002；哈承旭等 2009)，但是大多以凡纳滨对虾为研究对象，而 

日本对虾作为 目前一种重要的经济品种则很少有相关研究 。核糖核酸与脱氧核糖核酸的比值 (RNA／DNA)是 

动物体 内蛋 白质合成能力的一种生理指标 ，其作为生长指标在水产动物中进行 了广泛研究。Bulow(1981)、 

Mastafa(1977)和 Buckly(1979)分别对一些鲤科鱼类以及蓝鳃太阳鱼、红点鲑 、小 口鲈等鱼类 的肌肉、肝脏 中 

的 RNA／DNA 比值与摄食、生长的关系作 了研究。结果表明，RNA／DNA 的比值与鱼类生长呈正相关 ，并确 

认这一指标是评定鱼类近期及长期生长性能的良好指标 (陈庆堂等 2008)，另外也有利用 RNA／DNA 比值研 

究有毒物质(Goolish et a1． 1984)、温度(Mathers et a1． 1993)、盐度 (Imsland et a1． 2002)变化对水生生 

物生长的影响，但是对其 比值产生变化的机制和机理还缺乏深入研究。本文研究 了 pH胁迫对 日本对虾血清 

非特异性免疫因子和肌肉 RNA／DNA 比值 的影响 ，为寻找与 pH胁迫直接相关的免疫指标提供一定的科学依 

据 ，同时探讨用 RNA／DNA 比值作为评价环境因子变化对 日本对虾生长限制指标的 可行性 ，井为研究 RNA／ 

DNA 比值变化的机制与机理提供一定 的数据支持。 

1 材料与方法 

1．1 实验 材料 

实验用 日本对虾取 自山东青岛宝荣水产科技发展有限公司，体色正常 ，健康活泼 ，生物学体长为 7．2±0．7 

cm，体重为 5．3--+-1．8 g。实验开始前用正常养殖海水暂养 7 d，养殖海水取 自山东胶州市附近近海，15 d沉淀、 

过滤后使用 ，经检测水体盐度为 20±1，pH 为 8．2，温度为 29．84-0．2℃，连续充气 ，日换水 1次 ，换水量 1／3～ 

1／2，投喂对虾配合饲料 。 

1．2 实验方 法 

1．2．1 pH 浓度 梯度 的设 置 

实验设置对照组和实验组 ，对照组使用正常养殖海水 ，pH值为 8．2，低 pH组和高 pH组分别设定为 7．2、 

9．2，分别通过 向正常养殖海水中添加 1．0mol／L HC1或 1．0mol／I NaOH溶液来调节 ，水体的实际 pH值使用 
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上海三信仪表公司 EC5O0型 pH计测定，实验期 间 pH变化幅度为 -o．1。 

实验在 200 I 的塑料桶中进行，每桶分别放养健康的日本对虾 15尾，每个 pH梯度均设 6个平行组 。在 

pH 突变后 o、3、6、12、24、36、48、72、96 h进行取样 ，每次取样尾数为 8尾 ，整个实验过程不换水，及时剔除死亡 

个体并记录尾数。 

1．2．2 样 品制备 

用 1 ml无菌注射器从对虾的腹节处取血淋 巴，低温离心(4℃ ，3 000r／rain)10 rain，血清用于酶活指标测 

定 ；取适量肌 肉一2O℃保存 ，用于 RNA／D A比值测定 。 

1．3 血清非特异性免疫因子的测定 

1．3．1 一氧化 氮合 成酶(NOS)的测定 

采用南京建成生物工程研究所试剂盒的测定方法进行测定。定义每毫升血清每分钟生成 1 nmol NO为 1 

个酶活力单位。 

1．3．2 酚氧化 酶(P0)活 力的测定 

以 L-DOPA为底物 ，按照雷质文等(2001)改进 Ashida(1 971)的方法测定。 

lI 3．3 溶茵酶 (LZM)活力 的测定 

以溶壁微球菌为底物，采用王 雷等(1 995)改进的方法进行 。 

1．3．4 超 氧化物歧 化酶 (SOD)活 力的测定 

采用南京建成生物二r程研究所试剂盒的测定方法进行测定。定义每毫升反应液中 s()D抑制率达 5O 时 

所对应的 SOD量为 1个 SOD活力单位(U)。 

1．3．5 谷 胱甘肽过 氧化物 酶(GSH—PX)活 力的测定 

采用南京建成生物工程研究所试剂盒的测定方法进行测定。规定每 0．1 ml血清在 37℃反应 5 min，扣除 

非酶促反应作用，使反应体系中还原型谷胱甘肽(GSH)浓度降低 1umol／I 为 1个酶活力单位 。 

1．4 肌肉RNA／DNA的测定 

采用 Buckly(1995)和梁萌青等(2008)改进的方法 。 

1．5 数 据分析 

利用 SPSS 11．5和 Excel软件进行数据处理 、单因素方差分析 。 

2 结果与分析 

2．1 不同 pH处理对 日本对虾存活率的影响 

不同 pH处理 日本对虾的存活率见表 1。南表 1可以看 ，随着 pH胁迫时间的延长 ，试验组 日本对虾的 

存活率有所下降，但差异不显著。低 pH胁迫组 24 h存活率开始下降，并趋于稳定 ；高 pH胁迫组 48 h存活率 

开始逐渐降低 ，两 pH胁迫组存活率大小差异不显著。 

表 1 不 同 pH处理 Et本对虾的存活率(~／co) 

Table 1 The survival rate of Marsupenaeus japonicus at different pH ( ) 
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2．2 pH胁迫对 日本对虾血清非特异性免疫因子的影响 

2．2．1 pH 胁迫对 日本对虾血清一氧化氮合成酶活力的影响 

日本对虾血清总一氧化氮合成酶 (TNOS)和诱导型一氧化氮合成酶(INOS)活力的测定结果分别见 图 1 

和图 2。结果表明，与对照组 PH 8．2相 比，PH 7．2胁迫组 TNOS活力与对照组相比变化幅度不大 ，总体呈现 

先短暂升高又逐渐下降的趋势 ，3 h时酶活力达到最大值 ，与对照组差异显著(P<0．05)，6～48 h时酶活力逐 

渐下降，但与对照组差异不显著 ，72 h以后酶活力变化显著(P<0．05)；pH 9．2胁迫组 TNOS总体也呈现先升 

高后逐渐下降的趋势 ，12 h达到最大值与对照组差异极显著(P<0．01)，12 h后血清 TNOS活力逐渐下降，与 

对照组相比差异显著(P％0．05)。pH胁迫后 INOS活力与 TNOS变化趋势相似 ，pH 7．2组 INOS活力与对 

照组相 比变化幅度不大，总体呈现先增后减的趋势 ，36 h达到最大值 ，随后逐渐下降 ；pH 9．2组也呈现先增后 

减的趋势 ，3 h达到最大值 ，与对照组相比差异极显著 (P％0．01)，之后 INOS酶活力急剧下降。 

0 3 6 12 24 36 48 72 96 

采样时间Sampling time(h) 

图 1 不 同时 间、不同 pH处理 日本对虾血清 TNOS活力 

Fig．1 TNOS activity in blood serum of M_japoni~1AS 

at different time with different P H treatment 

O 3 6 12 24 36 48 72 96 

采样时间Sampling time fh) 

图 2 不 同时间、不同 pH处理 kl本 对虾血清 INOS活力 

Fig．2 INOS activity in blood serum of-M_japonicus 

at different time with different pH treatment 

2．2．2 pH胁迫对 日本对虾血清酚氧化酶活力的影响 

日本对虾血清 PO活力的测定结果见图 3。结果显示 ，与对照组相比，两 pH胁迫组酶活力逐渐增强，均在 

12 h达到最高峰 ，与对照组差异极显著(P<0．01)，随着胁迫时间的延长 ，PO活力逐渐下降 ，两 pH 胁迫组酶 

活力在 48 h降低至对照组水平 ，96 h显著低于对照组(P％0．05)。 

2．2．3 pH胁迫对 日本对虾血清溶茵酶活力的影响 

日本对虾血清 I ZM 活力测定结果见图 4。结果表明，与对照组 pH 8．2相比，pH 7．2、pH 9．2胁迫组 0 h 

I．ZM 活力变化差异不显著，随着 pH胁迫时间的延长 ，LZM 活力逐渐下降且与对照组差异极显著(_P<0．01)。 

2．2．4 PH胁迫对 日本对虾血清超氧化物歧化酶活力的影响 

日本对虾血清 SOD活力的测定结果见图 5。结果表 明，pH胁迫组 0 h SOD活力与对照组的差异不显著， 

{ 

羹差 
錾 

0 3 6 l2 24 36 48 72 96 

采样时 间Sampling time(h) 

图 3 不同时间 、不 同 pH 处理 日本对虾血清 P()活力 

Fig．3 PO activity in blood serum of M ．japonicus 

at different time with different pH treatment 

薹萝 
爨 

0 3 6 12 24 36 48 72 96 

采样时间 Sampling time(h) 

图 4 不同 pH对 日本对虾血清溶菌酶活力的影响 

Fig．4 The effect of pH on Lysozyme activity in blood 

serum of M．japonicus at different time 
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3 h以后与对照组相比，pH 7．2和 pH 9．2胁迫组差异达到极显著水平(P<0．01)，随着 pH胁迫时间的延长 ， 

SOD活力逐渐下降，3 h时两个 pH胁迫组的 SOD活力最低。 

2．2．5 pH 胁迫 对 日本对虾 血清谷胱 甘肽过 氧化物酶 活力的 影响 

日本对虾血清 GSH—PX活力的测定结果见图 6。结果显示 ，两绀 pH变化后 GSH PX酶活力均急剧下 

降，与对照组差异极显著(P<O．01)；且 pH 9．2组显著低于 pH 7．2组。 

j 一  霎 j 一  蓬蠹 三篓
． ． ． ． ． 鍪 ： ． 

3．1 pH对 日本对虾血清非特异性免疫因子的影响 

养殖水体是水产动物的生活环境 ，水体不仅直接影响水产 

动物 自身的免疫能力，还会影响水体中饵料生物的组成、数量和 

分布，pH作为水环境生态平衡的指标 ，pH 的变化不仅直接影 

响对虾的代谢机能，而且还会影响氨氮、硫化氢和重金属离子等 

环境因子，从而间接影响对虾的生长、免疫和存活 (Chen et“z． 

1989；潘鲁青等 2002)。本试验中，随着 pH胁迫时间的延长， 

试验组 日本对虾的存活率下降，从宏观角度直接反应m pH胁 

迫对 日本对虾的存活有一定影响。 

本 实验 中总一氧化 氦合成 酶 和 导 型 一 氧化 氮合 成 酶 、酚 

氧化酶活力都是随着 pH胁迫时间的延长先升高后降低。这可 

能是由于 pH胁迫后 ，通过刺激巨噬细胞数量增多等方式诱导 

] — 

巨 一。 
0 j 6 12 24 j6 4 72 96 

采样时间Samplingtime(h) 

图 7 不同 pH对 日本对虾肌 肉 

RNA／DNA比值的影响 

Fig．7 The effect of different P H on the ratio 

of RNA／DNA in musle of M． “ponicus 

NOS系统表达，从而产生大量的一氧化氮(NO)来对抗环境胁迫 ，但随着胁迫时间的延长，细胞可能受到损失， 

也可能通过置换酶活性巾心的必需金属或结合到酶分子中的咪唑基、巯綦、氨基、肽基等功能基团而降低酶的 

活性或者导致 NOS酶失活(I gnarro 1 995)。这与吴天利等 (2008)研究报道的镉胁迫对凡纳滨对虾血清中 

NOS的影响结果相似。酚氧化酶活力先上升后降低并且表现出对高 pH胁迫的免疫适应性较差的现象，这表 

明 pH胁迫激活 日本对虾体内的酚氧化酶原系统，但当这种胁迫达到一定强度后会导致生物代谢混乱，故又出 

现下降的趋势。I i等(2008)研究发现鳗弧 菌感染后 的凡纳滨对虾酚氧化酶活力下降，Ai等(2008)报道 了 

WSSV感染后 的凡纳滨对虾血清酚氧化酶原活力下调 ，而本研究中的酚氧化酶活力则是先升高又恢复到正常 

4  2  O  8 6  4  2  0  

1  1  l  0 0  0  0  
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水平 ，由此可推断外界病原感染和 pH胁迫对虾体 的酚氧化酶原系统激活机制不 同，这正好与 S6derhall等 

(1979)的研究报道一致。另有报道低浓度 Ca。。。诱导酚氧化酶激活系统(Golla—Galvcin et a1． 1997)，由此推 

测甲壳动物 的酚氧化酶原激活系统可能存在多种激活机制。因此 ，关于 pH胁迫对 日本对虾相关方面的研究 

还有待进一步深入。 

本研究 中 LZM、SOD和 GSH—PX酶活力随着 pH 胁迫时间延长逐渐降低 。LZM 广泛存在于各种动物的 

血细胞和血液中，是吞噬细胞杀菌的物质基础 。王 雷等(1995)研究发现 ，正常 中国对虾血淋巴中的 LZM 活 

力较强 ，而濒死对虾血淋巴的溶菌活性基本丧失 。黄旭雄等(2007)报道弧菌攻击 中国对虾后 LZM 活性相 比 

对照组有不 同程度的下降。潘鲁青等(2002)也报道了 LZM 活力随着 pH突变的增加而逐渐降低 。这些都与 

本实验的研究结果一致 。说明 pH条件 的改变使 日本对虾的抗菌能力下降 ，对病原菌的易感性提高。SOD广 

泛存在于真核生物体内，是生物体 防御氧化损伤 的重要抗氧化酶类 。在 哈承旭等(2009b)的研究报道 中，pH 

8．4胁迫 72 h后“黄海 1号”中国对虾 SOD活力显著高于对照组，但随着 pH值的继续增大 ，中国对虾的 SOD 

活力出现下降，说明应激强度加大时 ，对虾机体的免疫功能受到抑制 ，正常生理功能失调 ，体内免疫水平下降， 

导致 SOD活力降低，本实验中低和高 pH应激组 SOD活力随着应激时间的增加逐渐下降，正好与上述结果相 

似 ，由于日本对虾持续处于较强的 pH 应激状态 ，导致生物代谢混乱，机体的免疫保护能力受到抑制 ，SOD活 

性降低(哈承旭等 2009a)。 

GSH PX是机体内广泛存在的一种重要 的催化过氧化氢分解的酶，它特异地催化还原型谷胱甘肽(GSH) 

对过氧化氢的还原反应 ，可以起到保护细胞膜结构和功能完整的作用(王 雷等 1994)。本实验中，GSH～PX 

活力随着胁迫时间延长而降低 ，可能是 由于 pH 的突变使得对虾血液中的 GSH降低 ，而 GSH是组织 中主要 

的非蛋白质 的巯基化合物 ，并且是 GSH-PX和谷胱甘肽硫转移酶(GST)两种酶的底物，为这两种酶分解过氧 

化氢所必需 ，并且 GSH能稳定含巯基 的酶和防止血红蛋 白及其他因子受氧化损伤。所以 GSH 含量的降低会 

促使许多化学物质或环境 因素产生 中毒作用或加重其中毒作用 ，从而增加氧化损伤(张昌颖 1978)。 

从 以上的研究结果分析可知，日本对虾血清 PO、LSZ、SOD和 GSH PX活力对 pH胁迫较敏感，可以作为 

反应 日本对虾抵御 pH刺激的免疫防御指标 ，从高 、低 pH 的变化还可 以得 出日本对虾表现出高 pH 免疫适应 

能力较差的现象 。 

3．2 pH胁迫对 日本对虾肌肉 RNA／DNA比值的影响 

关于 RNA／DNA比值的研究 ，刘存歧等 (2006)认 为，用 RNA／DNA指标 能较好指示 日本沼虾的生长状 

况，而且虾体肌肉RNA／DNA比值变化较肝胰腺 RNA／DNA变化显著，虾体肌肉内的RNA／DNA比值能更 

好地评价虾体的生长情况 。梁萌青等(2008)也测得凡纳滨对虾肌肉中的 RNA 和 DNA含量 比较稳定 ，而且 

RNA／DNA 比值与生长呈正相关。本实验 中随着 pH突变时间的增加 ，日本对虾肌肉 RNA／DNA比值逐渐降 

低 。这可能是 由于养殖水体 pH 的突变 ，扰乱了对虾机体的新陈代谢 ，对虾 自身为了维持正常的生命活动不得 

不耗用能量来抵抗环境的胁迫毒害，从而用于合成蛋 白质的能量减少 ，使 RNA／DNA 比值降低 。这反映出 pH 

胁迫对 日本对虾生长的抑制 ，但是对于 RNA／DNA 比值变化 的机制和机理尚未有精确 的定论 ，还有待进一步 

深 入研 究 。 
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