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摘要：研究了饲料铜离子含量对亚硝酸盐胁迫下斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）血细胞参数的影响。向斑节对虾投
喂不同铜离子添加量（０、１０、２５、４０、５５、１１０ｍｇ／ｋｇ）的饲料８周后，进行２４ｈ的２０ｍｇ／Ｌ亚硝酸氮胁迫，取样测定
对虾的血细胞总数（ＴＨＣ）、血细胞活性氧（ＲＯＳ）含量和血细胞凋亡率。结果显示，经亚硝酸盐胁迫后，２５～５５
ｍｇ／ｋｇ饲料组对虾能保持较高的ＴＨＣ以及较低的血细胞 ＲＯＳ含量和凋亡率；１１０ｍｇ／ｋｇ饲料组对虾的 ＴＨＣ最
低，血细胞ＲＯＳ含量和凋亡率均最高，研究表明，饲料中添加２５～５５ｍｇ／ｋｇ的铜离子能有效降低亚硝酸盐胁迫对
血细胞造成的氧化损害，但过量添加（１１０ｍｇ／ｋｇ）反而对血细胞造成更为严重的损害。
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　　亚硝酸盐是虾类养殖中最常见的胁迫因子之
一，具有较强的毒性。关于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（Ｔｓｅｎｇｅｔａｌ，
２００４；Ｗａｎｇｅｔａｌ，２００４；黄翔鹄等，２００６；吕晓燕
等，２０１０；於叶兵等，２０１１）。血细胞在虾类的生理
和免疫过程中均起着十分重要的作用（Ｊｏｈａｎｓｓｏｎｅｔ
ａｌ，２０００；冼健安等，２０１２ａ），其数量的下降会导致
虾类免疫功能和抗病力下降，甚至死亡（Ｔｓｅｎｇｅｔａｌ，
２００４）；另外，研究还发现，环境亚硝酸盐含量的升
高会导致其在虾的血淋巴中富集（Ｃｈｅｎｇ＆Ｃｈｅｎ，
２００１），因此亚硝酸盐对血细胞的影响值得关注。
笔者在前期工作中，应用流式细胞术（Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙ，ＦＣＭ）研究了亚硝酸盐对斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ）血细胞的毒性影响，结果表明，氧化胁迫
是亚硝酸盐的细胞毒性机制之一（Ｘｉａｎｅｔａｌ，
２０１１）。因此，笔者推测从营养角度提高对虾的抗
氧化活性，可能有利于提高对虾的抗亚硝酸盐能力。

铜是虾体内多种重要酶和蛋白质的组成成分，

包括起抗氧化作用的铜锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ，Ｚｎ
ＳＯＤ）（Ｌｅｅ＆Ｓｈｉａｕ，２００２）。多种水产动物包括虾
类的研究均显示，饲料中添加适宜含量的铜离子可

显著提高机体的抗氧化活力（郭志勋等，２００３；Ｌｉｎ
ｅｔａｌ，２００６；董晓慧等，２００７；Ｗａｎｇｅｔａｌ，２００９ａ；
周萌等，２０１０）；因此，本研究以斑节对虾为研究对
象，探讨饲料中铜离子对亚硝酸盐胁迫下血细胞的

保护作用，旨在为解决亚硝酸盐对虾类毒害作用的

问题提供更为环保健康的营养调控手段，为铜离子

在对虾饲料中的合理添加提供理论依据和参考。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂
斑节对虾购自广东省珠海市某养殖场。对虾在

室内循环过滤系统中驯养１周以适应环境，驯养期
间投喂基础饲料。ＤＣＦＨＤＡ（２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
凋亡检测试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，其它试剂为国
产分析纯。

１．２　饲料的制备
基础饲料的组成和营养成分见表１。以五水硫

酸铜（ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ）作为铜源，设置６个不同铜添
加量的饲料组：０（基础饲料，对照组）、１０、２５、４０、
５５、１１０ｍｇ／ｋｇ，应用电感耦合等离子体原子发射光
谱法测得饲料中的实际铜离子含量分别为 ６．５７、
１５．８、３０．７、４５．８、６１．９、１１５ｍｇ／ｋｇ。各饲料原料进
行粉碎，过６０目筛，然后加入脂肪源和水进行混合，



用饲料机压制成颗粒饲料，６０℃烘箱烘干后，置于
－１０℃保存备用。

表１　基础饲料组成 ％

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｓａｌｆｅｅｄ

原料 含量 营养成分 含量

鱼粉 ３０ 粗蛋白 ４１．１２
豆粕 ４ 粗脂肪 ８．２３

菜籽粕 １８ 灰分 ９．１５

玉米蛋白粉 ２０

面粉 ２０

卵磷脂 １

鱼油 ３

维生素Ｃ ０．１

维生素预混料ａ ０．５

矿物质预混料ｂ ２

α纤维素 １．４

　　注：ａ维生素预混料来自广州飞禧特水产科技有限公司产品。ｂ

矿物质预混料（每 ｋｇ饲料）：ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．８１７ｇ；ＣａＣＯ３，

３．２８ｇ；ＮａＨ２ＰＯ，２．９６ｇ；ＫＨ２ＰＯ４，６．７５２ｇ；ＣａＣｌ２，１．３３２８ｇ；Ｍｇ

ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．６ｇ；ＫＣｌ，０．４４８ｇ；ＡｌＣｌ３·６Ｈ２Ｏ，０．０１９２ｇ；ＭｎＳＯ４
·４Ｈ２Ｏ，０．２２９ｇ；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．８ｇ；ＣｏＣｌ２，０．０２８２ｇ；ＫＩ，

０．０３６ｇ。添加α纤维素至２０ｇ。

１．３　对虾养殖
对虾养殖在室内循环过滤系统中进行。养殖器

皿为圆形塑料桶，放水约２００Ｌ，每个饲料组设３个
重复。对虾的平均初始体重为（２．９８±０．０４）ｇ，每
桶随机放养 ３５尾。养殖盐度为 ２０，温度为 ２２～
２８℃，ｐＨ７．９～８．０，养殖期间不间断充氧，溶氧量为
６．５～６．９ｍｇ／Ｌ。投喂量约为对虾体重的４％，每日
投饵３次，分别于８∶３０、１１∶３０和１８∶００进行投
喂。养殖时间为８周。
１．４　亚硝酸盐胁迫

对经不同铜含量饲料投喂８周后的斑节对虾进
行亚硝酸盐胁迫，养殖后的各饲料组对虾平均末重

为６．０～６．９ｇ，各组间对虾平均末重没有显著差异，
每个饲料组设置３个重复，随机选取投喂８周后的
斑节对虾，每桶放养对虾５尾。以 ＮａＮＯ２作为亚硝
酸氮源，ＮＯ２Ｎ胁迫浓度设为２０ｍｇ／Ｌ。水体条件
与养殖实验一致，胁迫实验期间不投饵，２４ｈ后取
样测定。

１．５　血细胞悬液的制备与血细胞总数测定
用２．５ｍＬ一次性注射器吸取３００Ｌ预冷的抗

凝剂（葡萄糖２０．５ｇ／Ｌ，柠檬酸钠８ｇ／Ｌ，氯化钠４．２
ｇ／Ｌ，ｐＨ７．５），然后从虾的围心腔抽取等量的血淋
巴，将血淋巴转移到离心管中，取２０Ｌ到血细胞计
数板中，用光学显微镜观察计数测定血细胞总数

（Ｔｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ，ＴＨＣ）；余下的血淋巴用预
冷抗凝剂调整细胞浓度约为１×１０６个／ｍＬ，制备的
血细胞悬液用于流式细胞术指标的测定。

１．６　流式细胞仪
所用流式细胞仪为美国 ＢＤ公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉ

ｂｕｒ，应用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＩｍｍｕｎｏ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙＳｙｓｔｅｍｓ，ＳａｎＪｏｓｅ，ＣＡ）进行实验数据的获
取和分析。用绿色荧光通道（第一荧光通道，ＦＬ１）
获取 ＤＣＦ和 ＦＩＴＣ的荧光数据，用橙黄色荧光通道
（第二荧光通道，ＦＬ２）获取 ＰＩ的荧光数据。每个样
品均获取细胞数１００００个。
１．７　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（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量（冼健安等，
２０１２ｂ）。分别取血细胞悬液 ２００μＬ，加入 １０μＭ
ＤＣＦＨＤＡ避光孵育３０ｍｉｎ，经２００目筛网过滤后，
上流式细胞仪检测。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，分析细

胞的ＤＣＦ平均荧光强度，胞内的 ＲＯＳ含量与 ＤＣＦ
平均荧光强度成正比。

１．８　血细胞凋亡率
以ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒测定血

细胞凋亡率（冼健安等，２０１２ｃ）。血细胞悬液进行
离心，血细胞重悬于１ｘＡｎｎｅｘｉｎＶ结合缓冲液中，使
细胞浓度约为３×１０６个／ｍＬ，每１００μＬ血细胞悬
液加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ工作液，避
光染色１５ｍｉｎ后，再加入４００μＬ１ｘＡｎｎｅｘｉｎＶ结合
缓冲液，２００目筛网过滤后立即上流式细胞仪检测。
以ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ荧光强度为横坐标，ＰＩ荧光强度
为纵坐标作双参数散点图，设十字门划分细胞类群：

活细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）位于左下象限，前期
凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋／ＰＩ－）位于右下象限，
后期凋亡细胞和死细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋／ＰＩ＋）
位于右上象限。分析各类细胞的比例，凋亡率为前

期凋亡、后期凋亡和死亡细胞所占的比例，即右下象

限和右上象限细胞所占的比例。

１．９　统计分析
实验数据利用 ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，结果

显示为平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ），Ｐ＜０．０５确认
为差异性显著。

２　结果

２．１　血细胞总数
ＴＨＣ结 果 见 图 １。经 亚 硝 酸 盐 胁 迫 后，
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１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的 ＴＨＣ最低，为 ９２．３×
１０５个／ｍＬ。２５ｍｇ／ｋｇ和４０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的
ＴＨＣ较 高，分 别 为 １３２２×１０５和 １３４５×
１０５个／ｍＬ，显著高于１０ｍｇ／ｋｇ和１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加
组（Ｐ＜０．０５）。

图１　投喂不同铜饲料的斑节对虾经亚硝酸氮
胁迫后的血细胞总数

Ｆｉｇ．１　Ｔｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ（ＴＨＣ）ｏｆＰ．ｍｏｎｏｄｏｎｆｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｐｐｅｒｆｅｅｄａｆｔｅｒｎｉｔｒｉｔｅｓｔｒｅｓｓ

２．２　血细胞活性氧含量
血细胞活性氧含量（ＲＯＳ）的测定结果见图２。

经亚硝酸盐胁迫后，１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的血
细胞ＲＯＳ含量最高，为１８８．８，显著高于其它铜添加
组（Ｐ＜０．０５）；０和１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组次之；２５～
５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的血细胞 ＲＯＳ含量均较低，
显著低于０、１０和１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组（Ｐ＜０．０５）。

图２　投喂不同铜饲料的斑节对虾经亚硝酸氮
胁迫后的血细胞活性氧含量

Ｆｉｇ．２ＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔｉｎｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆＰ．ｍｏｎｏｄｏｎｆｅｄｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｐｐｅｒｆｅｅｄａｆｔｅｒｎｉｔｒｉｔｅｓｔｒｅｓｓ

２．３　血细胞凋亡率
血细胞凋亡率的测定结果见图３。经亚硝酸盐

胁迫后，１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的血细胞凋亡率
最高，为１３．７％，显著高于１０～５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组
（Ｐ＜０．０５）。０～５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组各组间没有显
著差异（Ｐ＞０．０５），血细胞凋亡率在 ８．３％ ～
１０．７％。

图３　投喂不同铜饲料的斑节对虾经亚硝酸氮
胁迫后的血细胞凋亡率
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｐｐｅｒｆｅｅｄａｆｔｅｒｎｉｔｒｉｔｅｓｔｒｅｓｓ

３　讨论

３．１　环境因子胁迫对虾血细胞总数的影响
血细胞在虾类的细胞免疫和体液免疫过程中均

起着十分重要的作用，包括包囊作用、吞噬、细胞毒

活性以及储存和释放酚氧化酶原系统等（Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ
ｅｔａｌ，２０００）。由于血细胞在虾类免疫功能中的重
要性，血细胞总数（ＴＨＣ）常作为重要的细胞指标来
反映虾体的健康状态（Ｌｅｅ＆Ｓｈｉａｕ，２００２；Ｔｓｅｎｇ＆
Ｃｈｅｎ，２００４）。研究认为血细胞数量具有一定的阀
值，低于该阀值对虾类可能是致命的（Ｌｏｒｅｎｚｏｎｅｔ
ａｌ，１９９９）。各种环境因子的胁迫均会导致虾类
ＴＨＣ的下降，其中包括亚硝酸盐（Ｔｓｅｎｇ＆Ｃｈｅｎ，
２００４；黄翔鹄等，２００６）。笔者前期的研究显示，斑
节对虾经２０ｍｇ／Ｌ亚硝酸盐胁迫２４ｈ后，ＴＨＣ由最
初的１５０×１０５个／ｍＬ下降至１１２×１０５个／ｍＬ（Ｘｉａｎ
ｅｔａｌ，２０１１）。在本研究中，经亚硝酸盐胁迫后，２５
～５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾保持了较高的 ＴＨＣ，其
中，２５ｍｇ／ｋｇ和 ４０ｍｇ／ｋｇ铜添加组可分别达到
１３２．２×１０５ 个／ｍＬ和 １３４．５×１０５ 个／ｍＬ，而
１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的 ＴＨＣ最低，仅有９２３×
１０５个／ｍＬ；结果表明，饲料中添加２５～５５ｍｇ／ｋｇ铜
离子可使在亚硝酸盐胁迫下的对虾血细胞数量维持

在较高的水平。

Ｌｅｅ＆Ｓｈｉａｕ（２００２）研究发现，不同的铜水平饲
料对斑节对虾的血细胞数量产生影响，在酪蛋白为

蛋白源的配合饲料中添加１０～３０ｍｇ／ｋｇ的铜离子
（实际含量为１１．８７～３２．６７ｍｇ／ｋｇ）可显著提高斑
节对虾的 ＴＨＣ。笔者前期的研究工作得出了不同
的结果，与不添加铜离子的对照组相比，商业基础饲

料中添加铜离子对斑节对虾的ＴＨＣ没有显著影响。
产生不同结果的主要原因可能是饲料蛋白源组成的
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差异。因此也表明在本研究中，不同水平的铜离子

对ＴＨＣ影响的差异是在胁迫过程中才产生的。
３．２　饲料铜离子水平对血细胞活性氧的胁迫作用

研究表明，亚硝酸盐会导致血细胞活性氧

（ＲＯＳ）含量过度上升，氧化胁迫是亚硝酸盐作用下
血细胞损伤、凋亡以及数量下降的主要原因（Ｘｉａｎｅｔ
ａｌ，２０１１）。在本研究中，经亚硝酸盐胁迫后，各铜
饲料组对虾的血细胞表现出了不同的 ＲＯＳ水平。
２５～５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的血细胞 ＲＯＳ含量较
低，０和１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组次之，１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加
组最高。该结果与ＴＨＣ的结果较吻合，表明饲料中
添加２５～５５ｍｇ／ｋｇ铜离子可有效地抑制亚硝酸盐
胁迫所诱导的 ＲＯＳ，从而降低氧化胁迫程度，使血
细胞维持较高的数量。亚硝酸盐胁迫下，１１０ｍｇ／ｋｇ
铜添加组的ＲＯＳ水平比其它饲料组高，表明该浓度
的铜离子可能因过量而产生毒性，此ＲＯＳ水平是亚
硝酸盐和过量饲料铜离子共同胁迫作用的结果，这

可能也是该铜添加组在胁迫下ＴＨＣ最低的原因。
３．３　饲料铜的添加量与抗氧化酶活力

机体内存在抗氧化系统，用以清除过多的

ＲＯＳ，避免细胞受到氧化损伤。抗氧化酶在机体抗
氧化防御过程中起着重要的作用，其中包括超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和谷胱甘肽过
氧化物酶（ＧＰｘ）等（Ｗａｎｇｅｔａｌ，２００９ｂ）。通过营养
调控的手段提高机体的抗氧化活力已得到了证实；

其中，铜离子是铜锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ，Ｚｎ－
ＳＯＤ）的组成成分。研究显示，饲料中添加适量的铜
离子可显著提高凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）
的ＳＯＤ活力，其中在铜添加量为３０ｍｇ／ｋｇ时 ＳＯＤ
活力最高（郭志勋等，２００３）。因此，本研究中，２５～
５５ｍｇ／ｋｇ的铜添加量可有效地抑制亚硝酸盐胁迫
下的ＲＯＳ上升，可能是通过提高 ＳＯＤ的活力来实
现的。

３．４　饲料铜的添加量与血细胞凋亡率
前期的研究显示，经 ２０ｍｇ／Ｌ亚硝酸盐胁迫

２４ｈ后，斑节对虾的血细胞凋亡率由最初的３．５８％
上升至１０．１７％（Ｘｉａｎｅｔａｌ，２０１１）。本研究结果显
示，经亚硝酸盐胁迫后，１１０ｍｇ／ｋｇ铜添加组对虾的
血细胞凋亡率最高，达到了１３．７％，进一步表明该
浓度的铜添加量对血细胞产生了毒性，该结果是亚

硝酸盐和过量铜离子共同毒性作用所致；１０～
５５ｍｇ／ｋｇ铜添加组均保持了较低的凋亡率，但与对
照组的差异不显著。因此相比而言，ＴＨＣ是虾类血
细胞对亚硝酸盐胁迫更为敏感的指标。

综上所述，在基础饲料中添加２５～５５ｍｇ／ｋｇ铜
离子对亚硝酸盐胁迫下的斑节对虾血细胞起到了一

定的保护作用，从而可提高对虾的亚硝酸盐耐受能

力；但铜离子也是一种重金属元素，饲料中过量添加

铜离子会抑制虾类的生长和体液免疫功能（Ｌｅｅ＆
Ｓｈｉａｕ，２００２；郭志勋等，２００３；刘伟等，２００８）；本研
究结果进一步表明饲料中添加过量铜离子不利于对

虾血细胞的亚硝酸盐耐受能力。因此，配合饲料的

组成不但影响生长、代谢和免疫水平，对虾类的抗胁

迫能力也起到了重要作用。在往后的研究中应更关

注营养对水产动物抗胁迫能力的影响，进一步优化

饲料配方。
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