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亚硝酸盐胁迫对罗氏沼虾血细胞及其
抗氧化酶活力的影响
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摘要: 【背景】亚硝酸盐是虾类集约化养殖过程中最常见的毒性污染物之一ꎬ研究亚硝酸盐胁迫对罗氏沼虾血细胞的毒性

以及抗氧化酶在抗胁迫防御中的作用ꎬ能够为罗氏沼虾养殖过程中的亚硝酸盐中毒防治提供理论参考ꎮ 【方法】以不同浓

度(０、１、５ 和 １０ ｍｇＬ－１)的亚硝态氮(ＮＯ２
－ ￣Ｎ)对罗氏沼虾进行胁迫ꎬ于胁迫后的 ０、６、１２、２４ 和 ４８ ｈ 取样ꎬ应用流式细胞术

检测血细胞活性氧(ＲＯＳ)含量和细胞凋亡率ꎬ同时测定血细胞总数(ＴＨＣ)和胞内抗氧化酶活力ꎮ 【结果】１ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ

在 ４８ ｈ 内对血细胞 ＲＯＳ 含量、凋亡率和 ＴＨＣ 均无显著影响ꎮ ５ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ２４ ｈꎬ血细胞 ＲＯＳ 含量显著上升ꎬＴＨＣ

显著下降ꎬ胁迫 ４８ ｈ 凋亡率显著提高ꎮ １０ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ６ ｈꎬ血细胞 ＲＯＳ 含量和凋亡率均显著上升ꎬ胁迫 １２ ｈ ＴＨＣ

显著下降ꎮ 血细胞的超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)和谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＰｘ)的活力均不同程度地被

ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫所诱导ꎬＣＡＴ 活力主要在胁迫前期提高ꎬ而 ＧＰｘ 活力在胁迫后期提高ꎮ 【结论与意义】亚硝酸盐存在浓度和时

间毒性效应ꎬ一定浓度的亚硝酸盐会诱导虾血细胞产生 ＲＯＳꎬ这些 ＲＯＳ 的过量产生诱导了血细胞发生凋亡ꎬ继而导致 ＴＨＣ
下降ꎬ这一氧化胁迫过程可能是亚硝酸盐对罗氏沼虾产生细胞毒性的重要机制之一ꎮ 抗氧化酶活力的诱导表明抗氧化酶

在亚硝酸盐胁迫过程中发挥防御作用ꎮ
关键词: 亚硝酸盐ꎻ 罗氏沼虾ꎻ 血细胞ꎻ 氧化胁迫ꎻ 抗氧化活力
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－ ￣Ｎ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕ￣
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ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ＴＨＣ ｄｅｃｌｉｎｅ. Ｔｈｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｎ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ. Ｔｈｅ ｉｎ￣
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　 　 水产动物主要以氨氮的形式排泄氮废物ꎬ在亚

硝化细菌的作用下ꎬ氨氮会转变为毒性更强的亚硝

酸盐ꎮ 随着养殖周期的延长ꎬ水环境中的亚硝酸盐

浓度也相应增高(寇红岩等ꎬ２０１４)ꎮ 亚硝酸盐是水

产养殖过程中最常见的环境毒性因子之一ꎬ尤其对

现代的集约化高密度养殖影响更大ꎮ 亚硝酸盐对

虾类的毒性影响主要集中在半致死浓度、组织结

构、生理生化代谢和免疫酶活性的影响等方面(胡
贤德等ꎬ２００９ꎻ 胡义波等ꎬ２００５ꎻ 黄翔鹄等ꎬ２００６ꎻ 吕

晓燕等ꎬ ２０１０ꎻ 彭自然等ꎬ ２００４ꎻ Ｔｓｅｎｇ ＆ Ｃｈｅｎꎬ
２００４ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)ꎮ 研究显示ꎬ水体中较高

含量的亚硝酸盐会趋向于在虾的血淋巴中积累(寇
红岩等ꎬ２０１４ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９２)ꎮ 因此ꎬ亚硝酸盐

胁迫对虾血细胞会产生直接影响ꎬ但目前针对亚硝

酸盐对虾类血细胞毒性影响的研究甚少ꎮ Ｘｉａｎ ｅｔ
ａｌ. (２０１１)的研究表明ꎬ亚硝酸盐胁迫会对斑节对

虾 Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ (Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ)的血细胞产生氧化

胁迫作用ꎬ从而诱导血细胞凋亡ꎬ并导致血细胞总

数(ｔｏｔａｌ ｈａｅｍｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔꎬＴＨＣ)下降ꎬ因而推测亚硝

酸盐胁迫对淡水虾类可能也具有相同的细胞毒性

机制ꎮ 因此ꎬ 本研究以罗氏沼虾 Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ (ｄｅ Ｍａｎ)为研究对象ꎬ分析亚硝酸盐对

淡水虾类血细胞的影响ꎻ另外ꎬ为探讨虾血细胞如

何通过调节抗氧化活力进行抗亚硝酸盐防御ꎬ本研

究还测定了血细胞中 ３ 类主要抗氧化酶活力的变

化ꎬ以期为罗氏沼虾养殖过程中的亚硝酸盐胁迫防

治提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

罗氏沼虾购于广东省广州市黄沙水产交易市

场ꎬ室内[ ｐＨ ７.９ ~ ８.０ꎬ温度(２４±２)℃ꎬ不间断曝

气]驯养ꎬ每天 ７:００ 和 １７:００ 投喂商业罗氏沼虾成

虾饵料(粗蛋白 ３０％ꎬ粗脂肪 ３％)２ 次ꎬ试验前停食

１ ｄꎮ 驯养 １ 周后ꎬ选取附肢完整、无病患、活力强的

个体作为试验用虾ꎬ平均体重(１１.１６±１.３４) ｇꎮ

１.２　 亚硝酸盐胁迫

以 ＮａＮＯ２ 作为亚硝酸氮源ꎬ设置 ３ 个 ＮＯ２
－ ￣Ｎ

胁迫浓度:１、５ 和 １０ ｍｇＬ－１ꎬ不添加组为对照组ꎬ
每组 ３ 个平行ꎮ 每个养殖桶(直径 ６５ ｃｍ 的圆形塑

料桶)放水 １８０ Ｌꎬ每桶放养罗氏沼虾 ３５ 尾ꎮ 试验

水源为经曝气 １ 周的自来水ꎬ未测出亚硝酸氮ꎬ其
他水体条件与驯养时的条件一致ꎬ胁迫试验期间不

投饵ꎬ为保证试验期间的亚硝酸氮浓度ꎬ每 ２４ ｈ 换

取相应 ＮＯ２
－ ￣Ｎ 浓度的水一次ꎬ换水量为 ５０％ꎮ 在

胁迫的 ０、６、１２、２４ 和 ４８ ｈ 取样测定ꎮ

１.３　 血细胞指标测定

１.３.１　 血细胞悬液的制备与血细胞总数测定 　 用

２.５ ｍＬ 的一次性注射器吸取 ４００ μＬ 预冷的抗凝剂

(葡萄糖 ２０.５ ｇＬ－１ꎬ柠檬酸钠 ８ ｇＬ－１ꎬ氯化钠４.２
ｇＬ－１ꎬｐＨ ７.５)ꎬ从虾的围心腔抽取等量血淋巴ꎬ将
血淋巴转移到离心管中ꎬ取 ２０ μＬ 到血细胞计数板

中ꎬ用光学显微镜观察计数测定 ＴＨＣꎻ剩余血淋巴

用预冷的抗凝剂调整细胞浓度至 １×１０６ 个ｍＬ－１ꎬ
制备的血细胞悬液用于流式细胞术指标的测定ꎮ
１.３.２ 　 流式细胞仪 　 所用流式细胞仪为美国 ＢＤ
公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒꎬ应用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ 软件 ( Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ￣ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ Ｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｓａｎ Ｊｏｓｅꎬ ＣＡ)
进行试验数据的获取和分析ꎮ 用绿色荧光通道(第
一荧光通道ꎬＦＬ１)获取 ＤＣＦ 和 ＦＩＴＣ 的荧光数据ꎬ
用橙黄色荧光通道(第二荧光通道ꎬＦＬ２)获取 ＰＩ 的
荧光数据ꎮ 每个样品均获取细胞数 １００００ 个ꎮ
１.３.３　 血细胞活性氧含量　 以 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 为荧光标

记探针测定血细胞活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ) 含量ꎮ 分别取血细胞悬液 ２００ μＬꎬ 加入

１０ μｍｏｌＬ－１ ＤＣＦＨ￣ＤＡ 避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ经 ２００
目筛网过滤后ꎬ上流式细胞仪检测ꎮ 结果以 ＤＣＦ
荧光强度为横坐标、细胞数量为纵坐标的单参数直

方图显示ꎬ分析细胞的 ＤＣＦ 平均荧光强度ꎬ胞内的

ＲＯＳ 含量与 ＤＣＦ 平均荧光强度成正比(冼健安等ꎬ
２０１２ａ)ꎮ
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１.３.４　 血细胞凋亡率　 以 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋亡

检测试剂盒测定血细胞凋亡率ꎮ 血细胞悬液进行

离心ꎬ血细胞重悬于 １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合缓冲液中ꎬ
使细胞浓度约为 ３×１０６ 个ｍＬ－１ꎬ每 １００ μＬ 血细

胞悬液加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ ＰＩ 工作

液ꎬ避光染色 １５ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ４００ μＬ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
结合缓冲液ꎬ２００ 目筛网过滤后立即上流式细胞仪

检测ꎮ 以 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 荧光强度为横坐标ꎬＰＩ 荧
光强度为纵坐标作双参数散点图ꎬ设十字门划分细

胞类群:活细胞(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ－ / ＰＩ－)位于左下

象限ꎬ前期凋亡细胞(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ＋ / ＰＩ－)位于

右下象限ꎬ后期凋亡细胞和死细胞(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ
＋ / ＰＩ＋)位于右上象限ꎮ 分析各类细胞的比例ꎬ凋亡

率为前期凋亡、后期凋亡和死亡细胞所占的比例ꎬ
即右下象限和右上象限细胞所占的比例(冼健安

等ꎬ２０１２ｂ)ꎮ

１.４　 胞内抗氧化酶活力测定

１.４.１　 血细胞匀浆液的制备 　 如上述所取虾的血

淋巴在 ４ ℃ 下以 ３０００ ｒｍｉｎ－１ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎬ以等量生理盐水重悬血细胞ꎬ在冰浴中进行超

声波破碎(匀浆 ３ ｓꎬ间歇 ８ ｓꎬ次数 １０ 次)ꎬ再将匀

浆液离心(４ ℃、３０００ ｒｍｉｎ－１ꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ上清液为

待测液ꎮ
１.４.２　 酶活力测定　 采用南京建成生物工程研究

所生产的试剂盒分别测定 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＰｘ 活力ꎮ
按照说明书步骤进行操作并计算酶活力ꎮ

１.５　 统计分析

试验数据利用 ＳＰＳＳ １３.０ 进行单因素方差分

析ꎬ结果显示为平均值±标准差(Ｍｅａｎ±ＳＤ)ꎬＰ<０.０５
确认为差异性显著ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 血细胞总数

罗氏沼虾的初始 ＴＨＣ 为(３６.４１±３.４８) ×１０５ 个

ｍＬ－１ꎮ 在试验的 ４８ ｈ 内ꎬ１ ｍｇＬ－１ＮＯ２
－￣Ｎ 胁迫对

罗氏沼虾的 ＴＨＣ 无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ ５ ｍｇＬ－１

ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ２４ 和 ４８ ｈꎬ１０ ｍｇＬ－１ ＮＯ２

－ ￣Ｎ 胁迫

１２、２４ 和 ４８ ｈꎬＴＨＣ 均显著下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 胁迫

４８ ｈꎬ５ 和 １０ ｍｇＬ－１的 ＴＨＣ 分别下降至(２７.４９±
１.５１)×１０５ 和(２５.７０±２.６８)×１０５ 个ｍＬ－１(图 １)ꎮ

图 １　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞总数
Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｔａｌ ｈａｅｍｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

２.２　 血细胞活性氧含量

在试验的 ４８ ｈ 内ꎬ１ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫对罗

氏沼虾的 ＲＯＳ 无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ ５ ｍｇＬ－１

ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ２４ 和 ４８ ｈꎬ１０ ｍｇＬ－１ ＮＯ２

－ ￣Ｎ 胁迫

６、１２、２４ 和 ４８ ｈꎬ虾血细胞 ＲＯＳ 含量显著升高(Ｐ<
０.０５)(图 ２)ꎮ

２.３　 血细胞凋亡率

罗氏沼虾的初始血细胞凋亡率为 ０.９５％ꎮ 在

４８ ｈ 内ꎬ１ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫对血细胞凋亡率无

显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ ５ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－￣Ｎ 胁迫 ４８ ｈꎬ血

细胞凋亡率显著升高至 ３.３６％(Ｐ<０.０５)ꎮ １０ ｍｇＬ－１

ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ６ ｈꎬ血细胞凋亡率开始显著提高(Ｐ<

０.０５)ꎬ在 ２４ ｈ 达到最高值ꎬ为 ６.７５％(图 ３)ꎮ
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图 ２　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞活性氧含量
Ｆｉｇ.２　 ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈａｅｍｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 ３　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞凋亡率
Ｆｉｇ.３　 Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｈａｅｍｏｃｙｔｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

２.４　 血细胞 ＳＯＤ 活力

如图 ４ 所示ꎬ１、５ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ６ ｈꎬ

ＳＯＤ 活力显著提高(Ｐ<０.０５)ꎬ随后恢复至对照组

水平(Ｐ>０.０５)ꎮ １０ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫时ꎬＳＯＤ

活力在胁迫的 １２ 和 ２４ ｈ 有显著提高(Ｐ<０.０５)ꎬ随
后下降至对照组水平(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.５　 血细胞 ＣＡＴ 活力

图 ５ 所示ꎬ１ ｍｇＬ－１ＮＯ２
－￣Ｎ 胁迫 １２ ｈꎬ５ ｍｇＬ－１

ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫 ２４ ｈꎬＣＡＴ 活力呈现显著上升 (Ｐ <

０.０５)ꎮ １０ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫时ꎬＣＡＴ 活力在胁

迫的 ６、１２ 和 ２４ ｈ 均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ在
４８ ｈ 时下降至对照组水平(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.６　 血细胞 ＧＰｘ 活力

如图 ６ 所示ꎬ在胁迫的 ６ ｈ 时ꎬ各胁迫组的 ＧＰｘ
活力与对照组之间均无显著差异(Ｐ> ０. ０５)ꎮ 经

１ ｍｇＬ－１ ＮＯ２
－ ￣Ｎ 胁迫后ꎬＧＰｘ 活力在 ４８ ｈ 呈现显

著上升(Ｐ<０.０５)ꎻ５ ｍｇＬ－１胁迫组的 ＧＰｘ 活力在

２４ 和 ４８ ｈ 显著上升(Ｐ<０.０５)ꎻ１０ ｍｇＬ－１胁迫组

的 ＧＰｘ 活力在 １２ 和 ２４ ｈ 显著上升(Ｐ<０.０５)ꎬ在
４８ ｈ下降至对照组水平(Ｐ>０.０５)ꎮ
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图 ４　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞 ＳＯＤ 活力
Ｆｉｇ.４　 ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｈａｅｍｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 ５　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞 ＣＡＴ 活力
Ｆｉｇ.５　 ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｈａｅｍｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 ６　 亚硝酸盐胁迫下罗氏沼虾的血细胞 ＧＰｘ 活力
Ｆｉｇ.６　 ＧＰｘ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｈａｅｍｏｃｙｔｅｓ ｏｆ Ｍ. ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｉｔｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中相同胁迫时间内的不同小写字母表示各处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.
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３　 讨论
３.１　 亚硝酸盐对血细胞的影响

虾类为无脊椎动物ꎬ一般被认为仅具先天性免

疫ꎬ血细胞在其生理和免疫过程中起着十分重要的

作用(Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 虾类的循环血细胞数

量ꎬ即 ＴＨＣꎬ对外界环境十分敏感ꎮ 研究显示ꎬ各类

环境因子胁迫ꎬ如氨氮 ( Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ￣Ｒａｍｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)、亚硝酸盐(Ｔｓｅｎｇ ＆ Ｃｈｅｎꎬ２００４ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)、重金属(Ｌｏｒｅｎｚｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)、硫化物(Ｃｈｅｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)和盐度(Ｗａｎｇ ＆ Ｃｈｅｎꎬ２００６)等ꎬ均会导

致 ＴＨＣ 下降ꎬ从而使虾的免疫力下降ꎮ 当外界亚硝

酸盐含量较高时ꎬ亚硝酸盐趋向于进入虾血淋巴中

并积累(寇红岩等ꎬ２０１４ꎻ Ｃｈｅｎ ＆ Ｃｈｅｎꎬ１９９２ꎻ Ｃｈｅｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ此时亚硝酸盐直接接触并作用于血细

胞ꎬ因此应重视亚硝酸盐的血细胞毒性影响研究ꎮ
关于亚硝酸盐如何导致 ＴＨＣ 下降ꎬＸｉａｎ ｅｔ ａｌ.(２０１１)
借助 ＦＣＭ 在斑节对虾上做了初步研究ꎮ 本研究以

淡水虾罗氏沼虾为研究对象ꎬ也得到了相似的结果ꎬ
表明亚硝酸盐对淡水虾类的血细胞也具有相同的氧

化胁迫毒性机制ꎮ 另外ꎬ研究还发现ꎬ亚硝酸盐对罗氏

沼虾血细胞的毒性影响具有明显的浓度和时间效应ꎮ
当 ＮＯ２

－￣Ｎ 浓度为 １ ｍｇＬ－１时ꎬ在试验的 ４８ ｈ 内ꎬ并

未发现对细胞指标有显著的影响ꎻ浓度为 ５ ｍｇＬ－１

时ꎬ细胞指标在胁迫后期出现显著的变化ꎻ而浓度为

１０ ｍｇＬ－１时ꎬ细胞指标在前期即发生显著变化ꎮ
一般认为ꎬ由于 Ｃｌ－与 ＮＯ２－会竞争鳃上的吸收

位点ꎬ盐度越高ꎬＣｌ－ 的含量就越高ꎬ竞争吸收进入

虾体内的 ＮＯ２－就越少ꎬ因此水体盐度越高ꎬ虾对亚

硝酸盐的耐受能力越强(胡贤德等ꎬ２００９)ꎬ因而海

水虾类的亚硝酸盐耐受能力普遍高于淡水虾类(寇
红岩等ꎬ２０１４)ꎮ 这在血细胞指标的变化上也有一

定的体现ꎬ在斑节对虾的研究中ꎬＮＯ２
－ ￣Ｎ 浓度达到

１０ ｍｇＬ－１时ꎬ血细胞指标的显著变化也仅在胁迫

后期才开始发生ꎻ浓度达到 ２０ ｍｇＬ－１时ꎬ血细胞

指标在前期即开始有显著变化(Ｘｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ
相比较之下ꎬ罗氏沼虾血细胞对外界亚硝酸盐浓度

更为敏感ꎬ耐受能力较斑节对虾低ꎮ 为使罗氏沼虾

的胁迫响应更为显著ꎬ根据预试验结果ꎬ本研究选

定了较高的亚硝酸氮浓度ꎮ 试验过程中发现ꎬ经 ５
和 １０ ｍｇＬ－１胁迫 ２４ ｈꎬ罗氏沼虾的活动变得迟钝

缓慢ꎬ但 ４８ ｈ 试验过程中未出现死亡个体ꎮ

３.２　 亚硝酸盐对抗氧化酶活力的影响

抗氧化酶是机体内清除过量 ＲＯＳ 的重要工

具ꎬ在正常生理状态下ꎬＲＯＳ 的产生和清除在抗氧

化酶以及其他抗氧化物质的作用下处于良好的动

态平衡中ꎻ当机体受到环境胁迫时ꎬ这种动态平衡

往往会被打破ꎬ机体容易受到氧化损伤ꎬ此时抗氧

化酶活力的调动是机体进行抗氧化防御的重要手

段ꎮ 研究显示ꎬ环境胁迫如温度、ｐＨ、氨氮等会诱导

虾类抗氧化酶基因表达水平或酶活力提高ꎬ以进行

抗氧化防御(蒋琦辰等ꎬ２０１３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻ
Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎻ但当环境胁迫程度较高或胁迫

时间延长时ꎬ抗氧化系统不足以控制 ＲＯＳ 的过量

产生ꎬ细胞便会受到氧化损伤ꎬ导致抗氧化体系反

而受到破坏ꎬ抗氧化酶转录水平或酶活力会呈现出

被抑制的状态 (刘晓华等ꎬ ２００７ꎻ 王玥等ꎬ ２００５ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 在较多的亚硝酸盐胁迫研究

中ꎬ不论以肝胰腺、鳃、血清还是以肌肉为研究对

象ꎬ往往都表现出对抗氧化酶活力的抑制性(黄翔

鹄等ꎬ２００６ꎻ 吕晓燕等ꎬ２０１０ꎻ 王玥等ꎬ２００５)ꎬ这与

胁迫浓度和时间有一定关系ꎬ另外可能由于亚硝酸

盐自身也具有强氧化性ꎬ相比温度、ｐＨ 等环境因

子ꎬ对抗氧化酶具有更强的破坏性ꎮ 当凡纳滨对虾

Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ (Ｂｏｏｎｅ)受亚硝酸盐胁迫时ꎬ
其血细胞中的 Ｍｎ￣ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＰｘ 和硫氧还蛋白的

转录水平均被不同程度地诱导提高 (Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ 本研究中ꎬ为了探讨血细胞对亚硝酸盐胁

迫作出的胞内抗氧化响应ꎬ测定了血细胞胞内的抗

氧化酶活力ꎮ 结果显示ꎬ胞内的 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＰｘ
活力均不同程度地升高ꎬ与凡纳滨对虾的表达量研

究结果相似ꎬ表明血细胞调动了胞内的抗氧化酶体

系以对抗亚硝酸盐胁迫带来的氧化威胁ꎮ
如本试验所述ꎬ在 １ ｍｇＬ－１最低浓度胁迫时ꎬ

ＴＨＣ、ＲＯＳ 含量和凋亡率均未发生显著变化ꎬ但 ３
类抗氧化酶的活力却有一定程度的提高ꎬ表明在此

亚硝酸盐浓度下ꎬ血细胞通过调动胞内的抗氧化酶

体系ꎬ维持了胞内的氧化与抗氧化动态平衡ꎬ保护

血细胞免受损伤ꎬ因此在 ＴＨＣ 等细胞指标上没有

体现出胁迫响应变化ꎮ 随着亚硝酸盐浓度的提高ꎬ
虽然抗氧化酶活力也被诱导提高ꎬ但细胞指标也出

现了显著的负面变化ꎬ表明此时被激活提高的抗氧

化酶体系不足以对抗高浓度亚硝酸盐造成的氧化

胁迫ꎬ导致血细胞受到氧化损伤ꎮ
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ＣＡＴ 和 ＧＰｘ 均是清除 Ｈ２Ｏ２ 的抗氧化酶ꎮ 在

本研究中ꎬＣＡＴ 和 ＧＰｘ 活力的变化体现了一定的时

间效应ꎬＣＡＴ 活力主要在胁迫前期被诱导提高ꎬ而
ＧＰｘ 活力的提高主要出现在胁迫后期ꎮ 这些结果

表明ꎬＣＡＴ 和 ＧＰｘ 具有协同作用ꎬ在亚硝酸盐胁迫

时ꎬ罗氏沼虾血细胞优先调动了 ＣＡＴ 进行 Ｈ２Ｏ２ 的

清除ꎬ而随着胁迫时间的延长ꎬＧＰｘ 成为清除 Ｈ２Ｏ２

的主力ꎮ 关于 ＣＡＴ 和 ＧＰｘ 的协同作用ꎬ在其他一

些环境因子胁迫过程中也有相似的体现(Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

本研究结果显示了抗氧化酶在抗亚硝酸盐胁

迫过程中扮演着重要角色ꎮ 营养学研究表明ꎬ在饲

料中添加适量的营养素或添加剂可提高水产动物

的抗氧化活力ꎬ尤其是铜、锰等与抗氧化酶组成相

关的矿物元素(郭志勋等ꎬ２００３ꎻ 王宏伟等ꎬ２００８)ꎬ
以及维生素 Ｃ、Ｅ 等自身具有抗氧化能力的物质

(秦志华等ꎬ２００７ꎻ 周立斌等ꎬ２００９)ꎮ 因此ꎬ在饲料

中添加适量的这些营养素或添加剂可能有助于提

高虾类的抗亚硝酸盐胁迫能力ꎬ这在一些初步的研

究中已有体现(冼健安等ꎬ２０１３)ꎬ更广泛的证据还

有待进一步研究ꎮ 通过营养学角度提高虾类的抗

亚硝酸盐胁迫能力ꎬ可更安全、便捷地降低养殖风

险、减少用药ꎬ是发展可持续生态养殖的理想途径ꎮ
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