
书书书

第３５卷第２期
２０１４年　３月

水 生 态 学 杂 志

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｅｃｏｌｏｇｙ
Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２
Ｍａｒ．　 ２０１４

　　收稿日期：２０１３－１０－３１

基金项目：广西自然科学基金项目（２０１１ＧＸＮＳＦＤ０１８０２０）；广西

科学研究与技术开发计划项目（桂科合１１４００１０１７）；现代农业产业

技术体系建设专项 （ＣＡＲＳ４７）。

通讯作者：蒋伟明。Ｅｍａｉｌ：４４５３１４９６０＠ｑｑ．ｃｏｍ

作者简介：彭金霞，１９８１年生，女，安徽潜山人，博士，助理研究

员，主要从事海水养殖品种遗传育种与分子辅助育种研究。Ｅｍａｉｌ：

ｐｅｎｇｊｉｎｘｉａ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

基于卵黄蛋白原基因表达的水丝蚓促熟南美白对虾研究

彭金霞，胡睿宇，陈晓汉，蒋小珍，韦嫔媛，李咏梅，陈秀荔，蒋伟明

（广西壮族自治区水产科学研究院，广西水产遗传育种与健康养殖重点实验室，南宁　５３００２１）

摘要：针对传统海产亲虾饵料易感染或携带与对虾共患病毒，给育种和苗种繁育工作带来巨大生物安全隐患的问

题，以淡水品种水丝蚓作为替代饵料进行南美白对虾亲虾催熟试验，并以卵黄蛋白原基因的表达水平变化验证饵

料的催熟效果。设水丝蚓、水丝蚓组合饵料、商业亲虾饲料及传统沙蚕组合饵料等４个饵料组合，分别投喂南美
白对虾后备亲虾，测定繁殖性能相关参数，并通过荧光定量ＰＣＲ技术对各亲虾肝胰腺和卵巢中ＶＴＧ的表达水平
的变化进行了追踪研究。结果显示，水丝蚓组的性腺增重最高，达１４７５％，连续产卵率最大，平均为７２．０８％，与
传统沙蚕组合饵料组无显著差异性（Ｐ＞０．０５）。南美白对虾肝胰腺和卵巢组织中均存在 ＶＴＧｍＲＮＡ，在肝胰腺
和卵巢中均呈先上升后下降的表达模式；ＶＴＧｍＲＮＡ的表达量能够一定程度上反映对虾的繁殖性能，有希望发
展成为亲虾繁殖性能选育指标；水丝蚓在促进亲虾性腺发育方面效果较传统沙蚕饵料组合好，在改善亲虾产卵效

果方面基本与沙蚕组合相当，可作为沙蚕替代饵料用于南美白对虾的亲虾强化培育和催熟。
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　　南美白对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）是我国水产
养殖的主导品种，目前广泛使用的亲虾催熟饵料主

要为富含ＥＰＡ和ＤＨＡ等不饱和脂肪酸的沙蚕（Ｎｅ
ｒｅｉｓｓｕｃｃｉｎｅａ），并配合鱿鱼、牡蛎等天然生物饵料，能
达到较好的催熟效果。但沙蚕、鱿鱼、牡蛎等与南美

白对虾均为海水物种，易感染或携带与对虾共有的

病毒，使对虾育种和苗种繁育存在巨大的生物安全

隐患（杜少波 等，２００２；Ａｌａｖａｅｔａｌ，１９９３；纪丽丽
等，２００８；刘向辉 等，２００２）。因此，迫切需要进行南
美白对虾安全、优质、高效的亲虾催熟饵料的开发。

水丝蚓（Ｌｉｍｎｏｄｒｉｌｕｓｈｏｆｆｍｅｉｓｔｅｒｉ），又称丝蚯蚓，
俗称“红线虫”、“沙子虫”、“红虫”等，在分类地位、

生活习性以及组织结构上与沙蚕相似。研究表明，

水丝蚓的蛋白质、不饱和脂肪酸含量也很丰富，其干

品蛋白质含量达到６２％，脂肪含量１８％以上，特别
是其不饱和脂肪酸一般占到了脂肪总量的５８％以
上，而且，其氨基酸和脂肪酸组成也与沙蚕、牡蛎的

相似（Ｗｏｕｔｅｒｓｅｔａｌ，２００１；韩志泉 等，２００１；张琳

等，１９９７）。水丝蚓为淡水生物，与海水养殖的对虾
发生病原交叉感染的几率低，生物安全性高，且近年

来已形成规模化养殖。因此，如能以水丝蚓替代沙

蚕作为南美白对虾亲虾催熟的饵料，可规避鲜活饵

料传染病毒的风险，同时可大幅降低亲虾培育成本。

卵黄物质的形成与积累是卵生动物卵子发生过

程中的重要事件。在卵巢成熟过程中，卵母细胞中

会快速积累大量的卵黄蛋白前体———卵黄蛋白原

（Ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，ＶＴＧ），然后分裂形成成熟卵黄蛋白
（Ｖｉｔｅｌｌｉｎ，Ｖｔ）。卵黄蛋白是卵黄物质的最主要成
分，为卵母细胞和胚胎的发育提供大量营养，行使着

重要的生物学功能（Ｒｏｄｇｅｒｓ，１９９３）。肝胰腺和卵
巢都是对虾卵黄蛋白原的合成场所，但在发育的不

同阶段，其表达水平呈动态变化（Ｙａｎｏｅｔａｌ，１９８７；
Ｂｒｏｗｄｙｅｔａｌ，１９９０；Ｆａｉｎｚｉｌｂｅｒｅｔａｌ，１９９２；Ｃｈａｌｌｇｅｔ
ａｌ，１９９５；Ｃｅｌｉａｅｔａｌ，２００２）。已有研究证实，眼柄
摘除前成虾肝胰腺中 ＶＴＧ含量反映了雌虾卵巢的
发育程度，因此ＶＴＧ基因被认为是控制繁殖性状的
重要基因（Ｊａｓｍａｎｉｅｔａｌ，２０００；Ａｒｃｏｓｅｔａｌ，２００３；
Ｔｓｕｔｓｕｉｅｔａｌ，２００５；Ｏｋｕｍｕｒａｅｔａｌ，２００７；Ｒａｖｉｖｅｔ
ａｌ，２００６；Ｉｂａｒｒａｅｔａｌ，２００７）。南美白对虾中也已克
隆获得１个 ＶＴＧ基因，且其肝胰腺中 ＶＴＧ含量与
对虾的平均卵径大小具显著遗传相关性（Ｉｂａｒｒａｅｔ
ａｌ，２００９）。

作者于２０１１年６月１９日至８月２３日期间，研
究比较了４种饵料进行南美白对虾亲虾培育催熟的



效果，并通过荧光定量ＰＣＲ试验对４种组合的亲虾
饵料强化培育和催熟南美白对虾过程中 ＶＴＧ的表
达水平的变化进行了追踪研究，以ＶＴＧ表达量的变
化辅助判断各组饵料的催熟效果。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验亲虾为广西 ＳＰＦ南美白对虾良种场后备

亲虾。４种组合的亲虾饵料分别为商品亲虾饲料
（Ａ）、水丝蚓组合饵料（Ｂ）、水丝蚓（Ｃ）和沙蚕组合
饵料（Ｄ）。

分别于营养强化培育前（样品编号 Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、
Ｄ１）、强化培育后第 １０天（样品编号 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、
Ｄ２）、第２０天（样品编号编号Ａ３、Ｂ３、Ｃ３、Ｄ３）、第３０
天（样品编号Ａ４、Ｂ４、Ｃ４、Ｄ４）各取样１次，摘除单侧
眼柄促熟手术后第３天（样品编号 Ａ５、Ｂ５、Ｃ５、Ｄ５）
取样１次。每次每组挑选３尾发育一致的雌虾分别
取其肝胰腺和卵巢样品适量，编号后于 ＲＮＡｌａｔｅｒ中
保存用于ＲＮＡ提取。
１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ抽提　ＲＮＡ抽提按照ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡＩ
ｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）说明书进行。每个样品取
约１００ｍｇ于１ｍＬ裂解液中匀浆，吸取１７５μＬ匀浆
液与３５０μＬＳＶＲＮＡＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ混匀，７０℃水浴
３ｍｉｎ后，置离心机，以１２０００转／ｍｉｎ速率离心，将
上清液吸出加入２００μＬ９５％乙醇中混匀，转入收集
管上的 ＲＮＡ吸附柱中，离心后再向柱中加入 ＲＮＡ
ＷａｓｈｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ６００μＬ，离心漂洗后，将ＤＮａｓｅＩ消
化液加到柱子的膜上，室温孵育２０ｍｉｎ；终止反应
后，以６００μＬ、２５０μＬＲＮＡＷａｓｈｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ各漂洗
１遍，加入５０μＬ无ＲＮＡ酶的双蒸水洗脱获ＲＮＡ溶
液。１．２％琼脂糖凝胶电泳分析 ＲＮＡ完整性，用紫
外分光光度计测定ＲＮＡ到Ａ２６０和Ａ２８０值，用于判断
ＲＮＡ的纯度并计算浓度，提取的 ＲＮＡ的 Ａ２６０／Ａ２８０
值均在１．８～２．０。
１．２．２　逆转录　所有样品的 ＲＮＡ均以 Ｒａｎｄｏｍ引
物反转录合成第一链 ｃＤＮＡ：取 １００ｎｇ～２μｇ总
ＲＮＡ和 １μｇ随机引物于 ＰＣＲ管中，７０℃变性
５ｍｉｎ，迅速置冰上冷却；然后向管中加入０．５ｍＭ
ｄＮＴＰ，２００单位的 ＭＭＬＶ逆转录酶，２５单位 ＲＮＡ
酶抑 制 剂 （ｒＲＮａｓｉｎ ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ）及
２．５μＬ１０×ＭＭＬＶ缓冲液，补 ＤＥＰＣ处理水至总
体积 ２５μＬ。混匀，４２℃孵育 １ｈ，然后 ７０℃加热
１０ｍｉｎ终止反应。将逆转录产物稀释５～１０倍，以

βａｃｔｉｎ基因作内参，ＰＣＲ调整至各样品 ｃＤＮＡ模板
浓度一致。同时以基因组ＤＮＡ作为对照，扩增相同
循环数，以排除基因组ＤＮＡ的污染。
１．２．３　荧光定量 ＰＣＲ　采用含 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＤｙｅ
荧光染料的 ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ，在 ＡＢＩ
７５００ｆａｓｔ仪器中进行荧光定量 ＰＣＲ。反应体系：
１．０μＬｃＤＮＡ，１０μＬ２×ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤｑＰＣＲＭｉｘ
（ｃｏｎｔａｉｎＲＯＸ），０．５μＬ每条引物（０．２μＭ），补足水
至总体积２０μＬ（每个样品重复３管）。反应条件：
预变性：９４℃ ３０ｓ，４０个循环：９４℃ １０ｓ，５６℃ ３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，７２℃ １０ｍｉｎ。
１．２．４　数据分析　用 ＯｐｔｉｃｏｎＭｏｎｉｔｏｒ２软件对数
据进行分析，以βａｃｔｉｎ的表达量为内参，用２－△△ＣＴ

方法计算目的基因相对于 βａｃｔｉｎ的表达量（Ｌｉｖａｋ
ｅｔａｌ，２００１）。

２　结果与分析

２．１　不同饵料组合亲虾繁殖性能比较
对比亲虾单侧眼柄摘除前后的性腺发育情况，

发现不同组的亲虾性腺均有所发育，但其发育程度

不一。水丝蚓组的亲虾性腺发育最好，依次为沙蚕

组合饵料组和水丝蚓组合饵料组，商品亲虾饲料组

最差。方差分析表明，Ｃ组、Ｄ组、Ｂ组亲虾的性腺
增重率差异不显著（Ｐ＞０．０５），均与 Ａ组的差异显
著（Ｐ＜０．０５）。

不同饵料组亲虾的连续产卵率有较大差异。水

丝蚓组的连续成熟产卵个体最多，连续产卵率也最

大；水丝蚓组合饵料组的连续产卵率次之；商品亲虾

饲料组的连续产卵率最小。各组亲虾的繁殖性能见

表１。
２．２　ＶＴＧｍＲＮＡ表达变化

将营养强化前的后备亲虾卵巢中的 ＶＴＧｍＲ
ＮＡ含量定义为１倍，计算得到其他各组肝胰腺和卵
巢样品的 ＶＴＧｍＲＮＡ相对表达量。在确保生物安
全的前提下，沙蚕组合是目前生产应用中催熟效果

最好的饵料组合，因此在沙蚕组合强化培育和催熟

的不同阶段取样检测 ＶＴＧｍＲＮＡ表达量的变化。
结果显示：亲虾饵料投喂２０ｄ后，肝胰腺和卵巢中
ＶＴＧｍＲＮＡ都被诱导而大量表达，肝胰腺和卵巢中
ＶＴＧｍＲＮＡ均呈现先上升后下调的表达模式，肝胰
腺中表达量在强化培育第２０天达到最高值，而卵巢
中在强化培育第３０天时达到最高值（图１），此时卵
巢中ＶＴＧｍＲＮＡ除了卵巢自身合成外，应该还有部
分是发育前期肝胰腺中合成的 ＶＴＧｍＲＮＡ逐步转
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运到卵巢中的。而剪眼柄后是亲虾快速成熟期，

ＶＴＧｍＲＮＡ在肝胰腺和卵巢中的表达量均不太高，
此阶段应主要进行 ＶＴＧｍＲＮＡ的翻译和加工形成
成熟卵黄蛋白。

表１　亲虾的繁殖性能
Ｔａｂ．１　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｐａｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓ

组别 性腺增重率／％ 产卵量／万粒 平均产卵次数／次 连续产卵率／％

商品亲虾饲料 ６７５．００±３１８．１９ｂ ９．７８±０．０９Ａｂ １．６７±０．０４Ｃｃ ２９．２９±１．０１ＢｂＣ

水丝蚓组合饵料 １１００．００±０．０１ａｂ １１．４８±０．１０Ａ １．８８±０．０４Ｂｃ ６２．９９±１１．９４ＡＢａ

水丝蚓 １４７５．００±１０６．０６ａ １０．６３±０．９２Ａ ２．３３±０．１７ＡＢｂ ７２．０８±０．９２Ａ

沙蚕组合饵料 １４００．００±１４１．４２ａ １２．５９±１．９８Ａａ ２．７９±０．０６Ａａ ５６．２５±８．８４ＡＢａ

　　注：“数值±数值”表示２个平行试验组的“平均数±标准差”；同一列数值中有不同上标小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓ“ｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ”ｏｆｔｈｅｔｗｏｐａｒａｌｌｅｌｔｒｉａｌｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍａｌｌｌｅｔ

ｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．

图１　ＶＴＧｍＲＮＡ在亲虾肝胰腺和卵巢中的表达
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＴＧｍＲＮＡｉｎ
ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓａｎｄｏｖａｒｙｏｆｐａｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓ

２．３　ＶＴＧｍＲＮＡ表达量
养殖１３月龄、体长（１３．８７±０．５８）ｃｍ、体重

（３３．８７±４．２３）ｇ的健壮后备亲虾用亲虾饵料强化
培育第２０天，其性腺进入第一轮快速生长期，此时
卵母细胞中卵黄开始积累，肝胰腺和卵巢中 ＶＴＧ
ｍＲＮＡ均进入高丰度表达状态（图２）。而到了培育
第３０天，卵母细胞进一步发育，双层滤泡细胞发育
成熟，大量合成 ＶＴＧｍＲＮＡ，卵巢中表达量达到最
大值，而肝胰腺中的表达量较培育第２０天有所下降
（图３）。剪眼柄后，雌虾进入快速成熟期，卵母细胞
中卵黄形成速度最快，此时因蛋白质的快速合成消

图２　强化培育第２０天ＶＴＧｍＲＮＡ在肝胰腺
和卵巢中的表达

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＴＧｍＲＮＡｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ
ａｎｄｏｖａｒｙｏｆｐａｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓｏｎｔｈｅ２０ｔｈｄａｙａｆｔｅｒ

ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ

耗ＶＴＧｍＲＮＡ的速度快于其ｍＲＮＡ合成，肝胰腺和
卵巢中ＶＴＧｍＲＮＡ含量都呈降低趋势（图４）。

图３　强化培育第３０天ＶＴＧｍＲＮＡ在肝胰腺
和卵巢中的表达

Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＴＧｍＲＮＡｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ
ａｎｄｏｖａｒｙｏｆｐａｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓｏｎｔｈｅ３０ｔｈｄａｙ

ａｆｔｅｒｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ

图４　摘除眼柄第３天ＶＴＧｍＲＮＡ在肝胰腺和卵巢中的表达
Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＴＧｍＲＮＡｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

ａｎｄｏｖａｒｙｏｆｐａｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓｏｎｔｈｅ３ｒｄｄａｙ
ａｆｔｅｒｅｙｅｓｔａｌｋａｂｌａｔｉｏｎ

３　讨论

３．１　ＶＴＧｍＲＮＡ有望成为南美白对虾繁殖性能
选育的指标

在４种饵料组的试验中，南美白对虾肝胰腺和
卵巢中 ＶＴＧｍＲＮＡ表达量基本与观察到的催熟结
果相一致，水丝蚓组合饵料、水丝蚓和沙蚕组合饵料

组培育后南美白对虾 ＶＴＧｍＲＮＡ表达量明显高于
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商品亲虾饲料组，性腺增重率、连续产卵率及其他繁

殖性能也均高于商品亲虾饲料组，说明 ＶＴＧｍＲＮＡ
能够反映对虾的繁殖性能，有希望成为亲虾繁殖性

能选育指标。

３．２　ＶＴＧｍＲＮＡ在南美白对虾肝胰腺和卵巢中
呈动态表达

虾的卵黄蛋白原合成部位，已报道的有肝胰腺

和卵巢，但不同研究者得出的结果不一致。日本对

虾的卵巢是卵黄蛋白的合成场所，而肝胰腺抽提液

与卵黄蛋白抗体没有沉淀反应，所以肝胰腺被认为

不参与卵黄的合成（Ｙａｎｏｅｔａｌ，１９８７）；Ｂｒｏｗｄｖ等
（１９９０）的研究结果表明卵巢是短沟对虾唯一的卵
黄蛋白原合成部位；Ｆａｉｎｚｉｌｂｅｒ等（１９９２）研究认为卵
巢是短沟对虾主要的卵黄蛋白原合成场所，处于卵

黄合成早期雌体的肝胰腺也有合成卵黄蛋白原的功

能，但其合成量低于合成总蛋白量的１５％ ，对卵黄
发生的作用较小。Ｃｈａｎｇ和 Ｊｅｎｇ（１９９５）在中国对
虾的血淋巴中发现一种卵黄蛋白原，说明中国对虾

也可能存在着外源性合成部位。印度对虾在卵巢发

育早期，肝胰腺和性腺中 ＶＴＧ表达均呈上升趋势，
而在卵巢发育晚期呈下降趋势，但卵巢中卵黄蛋白

含量仍在快速增加，说明肝胰腺能合成卵黄蛋白原，

但成熟卵黄蛋白不仅仅依靠肝胰腺合成（Ｖａｚｑｕｅｚ
Ｂｏｕｃａｒｄ，ｅｔａｌ，２００２）。

本研究通过荧光定量ＰＣＲ试验发现，南美白对
虾肝胰腺和卵巢组织中均存在 ＶＴＧｍＲＮＡ，在肝胰
腺和卵巢中的表达趋势都是随着卵巢发育先上升后

下降，肝胰腺中检测到的 ＶＴＧ低于卵巢，且肝胰腺
中ＶＴＧ比卵巢中早１０ｄ达到峰值。在卵巢发育早
期，ＶＴＧｍＲＮＡ主要合成场所滤泡细胞尚未发育成
熟，肝胰腺合成 ＶＴＧｍＲＮＡ占较大比例，推测 ＶＴＧ
ｍＲＮＡ在肝胰腺合成后转运到卵巢中，供应卵黄物
质的合成，而到了较晚期滤泡细胞发育成熟后，ＶＴＧ
ｍＲＮＡ主要由滤泡细胞合成，肝胰腺中表达量逐步
下降。

３．３　水丝蚓可作为南美白对虾亲虾强化培育和催
熟的饵料

对水丝蚓组合饵料、水丝蚓和沙蚕组合饵料３
组数据进行比较分析，结果支持水丝蚓可作为沙蚕

替代饵料用于南美白对虾苗种生产中的亲虾强化培

育和催熟。水丝蚓组合饵料组水丝蚓投喂量小于水

丝蚓组，南美白对虾的繁殖性能不如水丝蚓组，说明

水丝蚓确实具有促熟营养成分，并在促熟过程中呈

剂量效应。

水丝蚓和沙蚕为近缘物种，可能含有相近的可

促熟的营养成分。从试验结果看，水丝蚓组和沙蚕

组合饵料组的南美白对虾繁殖性能也最接近。水丝

蚓组比沙蚕组合饵料组南美白对虾性腺
!

重率大、

产卵快但连续产卵次数不够多，可能与 ＶＴＧｍＲＮＡ
的在肝胰腺中的快速回落、后续供给不足有关（陈

泳先，２０１２）。
商品亲虾饲料组雌虾虽在肝胰腺重、肝胰腺指

数和肝胰腺增重方面有更大的优势，但性腺重、性腺

指数和性腺增重方面却没有相应的优势；同时肝胰

腺和卵巢中与繁殖性能密切相关的 ＶＴＧ基因的表
达量也很低，可见其营养成分主要还是作用于促进

虾体肌肉或肝胰腺的生长。这说明商品亲虾饲料缺

少某种成分来促进雌虾体内营养物质转化为性腺发

育所需的物质。
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