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摘要! 为了解 4K的免疫机制!以中国对虾为实验动物!对其投喂添加不同 4K含量"$\%

$7"\%%\%#\#的饲料!进行存活率%G+(0%3,]%-_V酶活性及]-*%+.C

,

U表达水平的比较$

结果发现'"%# 饲喂4K的不同处理组提高了中国对虾的存活率%G+(0%3,]及-_V活性!其中

%\添加组存活率达 <$7#B\!显著高于其他组$ "## 4K可以调节]-*%+.C

,

U在血清及鳃中的

表达水平$ %\添加组血清%鳃中]-*的表达水平相对于各自的对照组表现出显著性差异"<n

$7$"#$ ]-*%+.C

,

U在组织中的表达趋势并不一致$ %\组血清中+.C

,

U的表达水平高于对照

组!其他两组的表达水平始终位于对照组之下!而 #\添加组鳃中的表达水平高于其他三组!说明

4K可以调节这两个免疫基因的表达!在中国对虾的免疫应答中发挥重要作用$

关键词! 中国对虾& 4K& 存活率& 非特异免疫因子& ]-*& +.C

,

U

中图分类号! ^>B;& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&对虾养殖业作为我国海水养殖业的支柱产

业!自 %<<! 年全国养殖对虾因感染白斑综合征病

毒"MNGO8SP5OSHRLQ5E8YGQWS!g004#而发生大规

模暴发性流行病以来!对虾养殖业受到了严重的

打击) 虽然抗生素和其他化学药物可用来防治虾

类的急性感染!但从使用抗生素等药物的安全性&

抗药性以及食品安全性等方面考虑!兼之药物不

能有效地解决虾类疾病防治问题!因而!通过饲喂

免疫增强剂提高对虾免疫能力是提高对虾抗病力

和存活率的一个重要措施'%(

) 4K在机体内参与

生长&发育&繁殖等多种生理反应!通过增强细胞

吞噬能力&促进抗体的产生&参与抗氧化酶系反应

等方式增强对应激及病原体的抵抗能力'# :?(

!是

一种机体不可缺少的维生素及重要的抗氧化增强

剂) 4K对抗炎反应有一定的辅助作用!李桂兰

等'"(对阿司匹林维生素K酯的抗炎作用研究中发

现!这种复合酯的效果较好于单独使用抗炎药物!

减轻了对胃肠的刺激性) 王慧敏等';(发现大剂

量的 4K可以减少真菌在大鼠体内的繁殖!减轻

炎症反应) ]566样受 体 " ]566C6GZ8Q8K8PO5QS!

]-*S#是一类与免疫相关的跨膜受体蛋白!是进

化中比较保守的一个受体家族!可以在炎症组织

中表达!并可以成为预防及治疗炎症时的一种潜

在靶目标'>(

) 通过下游的信号通路激活 +.C

,

U

"RWK68FQTFKO5QC

,

U#使之进入细胞核诱导 G+(0

"GRLWKG968RGOQGK5IGL8SHRONFS8#等炎症因子启动

炎症反应%还可以提高吞噬细胞的吞噬活性!增强

对细菌&真菌等的防御能力!在抗感染免疫方面起

到重要作用) +.C

,

U是位于细胞浆中的一个重

要的快反应转录因子!它可以调节的蛋白包括细

胞因子&趋化因子&免疫受体&转录因子&氧化应激

相关酶等!参与炎症和免疫反应以及对病毒感染

的反应等'B :<(

) 目前!4K对 ]-*及其通路因子

影响的研究尚未见报道) 本试验将不同浓度 4K

投喂给中国对虾"R-""-&,;-"%-)'14("-"'('#!通

过测定存活率&非特异酶活力等指标寻求免疫效

果较好的 4K添加浓度!并希望从分子水平讨论

4K与]-*&+.C

,

UE*+,表达量的关系)
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%&材料与方法

"#"$饲料配制

4K"活性成分为 !"\#购买于金得利饲料厂!

按照 $7"\&%\&#\的比例添加到基础饲料原料中

"表 %#!配制成三种免疫试验饲料) 各原料分别粉

碎过 ;$目筛!准确称量后逐级充分混合!以 %\的

褐藻酸钠作为粘合剂!加适量水用小型绞肉机挤压

制成颗粒饲料!晒干后于 ? `冰箱中保存备用)

表 "$基础饲料成分及含量

)*+#"$'31.320;037*7<937;-7;34+*2*:4--<

成分 K5EP5SGOG5R

含量"\#

K5RO8RO

花生粉 XQ5WRLRWOT65WQ #"

豆粉 98FR T65WQ %$

面粉T65WQ >

鱼粉TGSN E8F6 ?"

鱼油TGSN 5G6 "

+F1A(

?

1#1

#

(

$7#

+F

#

1A(

?

1%#1

#

(

$7!

复合维生素"不含4K#EW6OGCYGOFEGR"MGON5WO4K#

%

$7"

玉米粉K5QR T65WQ "

鱼油膏TGSN 5GROE8RO #

注$

%复合维生素成分参照艾春香等'%$(

)

每 %$$ X复合维生素"不含 4K#中含$4

U%

$7%" X!4

U#

$7!>" X!

4

U!

%7$ X!4

U"

%7$ X!4

U;

$7? X!4

U>

$7$? X!4

U%%

$7% X!4

U%#

$7$%

X!4

,

$7$$? X!4

=!

$7$B> " X!4

2

%7%#" X!4

[

$7$" X!肌醇 %$7$ X!

纤维素 B"7;; X)

+5O8S$VW6OGCYGOFEGR GRXQ8LG8ROMFSQ8T8Q8L O5 ,/-*%2A

'%$(

7

2FKN %$$ X EW6OGYGOFEGR"8IK6WLGRX 4K#K5ROFGRS$4

U%

$7%" X!4

U#

$7!>" X!4

U!

%7$ X!4

U"

%7$ X!4

U;

$7? X!4

U>

$7$? X!4

U%%

$7% X!

4

U%#

$7$% X!4

,

$7$$? X!4

=!

$7$B> " X!4

2

%7%#" X!4

[

$7$" X!

GR5SGO56%$7$ X!K866W65S8B"7;; X7

"#%$试验动物分组及样品处理

中国对虾取自山东青岛胶州宝荣水产科技发

展有限公司!体重"%!7"" q!7$B# X!体长"%$7"? q

%7#%# KE) 对虾饲养于 #$$ -的 A43桶中!养殖

海水水温 #; m!$ `!水溶氧 " EX@-以上!P1

>7B mB7?!盐度 ##)

试验前按照完全随机的原则!将试验用虾分

成四组!分别为对照组 "$\#&低 "$7"\#&中

"%\#&高"#\#浓度组!每组 %$ 桶!每桶 #$ 尾!

暂养一周) 正式饲养试验时!各试验组分别投喂

含不同浓度4K的饲料!每日投喂 ? 次!日投饵量

约为 #$ X@ZX虾) 各组分别在试验的第 %&!&;&<&

%#&%" 天取样) 用纱布擦干头胸甲表面海水!然

后用 >"\酒精棉球擦拭虾体!取血液和鳃组织)

酶活测定样品处理$血液抽取后 ? ` " $$$

Q@EGR离心 %$ EGR!取上清至无菌离心管中! :#$

`冰箱中保存) 鳃组织经液氮研磨后取等质量样

品放入离心管中!加入 %$ 倍的 $7% E56@-磷酸钾

盐缓冲液!离心后取上清检测非特异免疫酶活力)

基因表达样品处理$血液抽取后放入 %7" E-

无 *+,酶离心管中!? ` " $$$ Q@EGR 离心 %$

EGR!弃上清!加入 % E-]QGe56!震荡使沉淀悬浮!

放入液氮中保存) 鳃组织直接放入无 *+,酶离

心管!液氮保存)

"#!$存活率检测

试验期间每天记录各组死亡对虾数!根据以

下公式计算各个取样点中国对虾的存活率)

7"\# o% :'+

O

%

f+

O

!

f22 f+

O

%"

(@P总

c%$$

式中$7 为存活率!+为对虾死亡数!O为取样时

间!P总为试验组对虾总数)

"#A$非特异性免疫指标检测

利用考马斯亮蓝法测定组织蛋白含量)

采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒

检测诱导型一氧化氮合成酶 "/RLWKG968RGOQGK

5IGL8SHRONFS8! G+(0#&过氧化氢酶 "3FO86FS8!

3,]#活性)

以溶壁微球菌"VGK5K5KKWS6HS568GZOGKWS#冻

干粉"南京建成生物工程所研究生产#为底物!按

照=FR 1W6OEFQZ的方法!利用 <; 孔酶标板在 ">$

RE处检测溶菌酶"-HS5eHE8!-_V#活性)

"#I$)Q(1(?@定量检测

]QGe56法提取血液和鳃的总 *+,!利用

=RFS8去除*+,中的=+,!然后 *+,反转录合

成K=+,) 应用实时定量 A3*技术!以 K=+,为

模板!中国对虾 %B0Q*+,

'%%( 为管家基因检测

]-*&+.C

,

U的表达变化量!利用 #

:

--

3O法进行相

对定量分析!公式如下$

-

3O样本 o 3O目的基因 : 3O管家基因% -

3O对照 o

3O目的基因 :3O管家基因%--3Oo

-

3O样本 :

-

3O对照%目的

基因的表达量 o#

:

--

3O

"#B$数据统计

采用0A00%;7$!2l32-分析软件进行单因

子方差分析和=WRKFR氏多重检验)

#&结果

%#"$不同浓度的Y9对中国对虾存活率的影响

根据公式计算出试验各组在各个时间点中国

#*!
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对虾的存活率!由表 # 可知!4K添加组之间存活

率差异不明显"<p$7$"#%中浓度组的存活率始

终高于其他各组!在第 %" 天显著高于对照组

"<n$7$"#)

表 %$不同浓度的Y9对中国对虾存活率的影响

)*+#%$[44-9;23428..:-1-7;*:<044-/-7;:-Z-:Y93728/Z0Z*:34',07-2-2,/01. _

试验时间"L#OGE8

% ! ; < %# %"

对照K5ROQ56 <>7" q"7#> <%7#" q%$7#< BB7>" q%$7<? B" q%#7<% B$ q%"7B% >%7#"

q#$7?"

9

低65M <>7## q"7"% <"7B! q;7#" <%7;> qB7B? <%7;> qB7B? BB7B< q>7"% B;7%%

q<7>>

F

中EGLL68 %$$ q$7$$ <B7;% q?7%> <"7B! qB7B? <?7?? q%%7$# <!7$; q%%7$# <$7#B

q%$7?#

F

高 NGXN <;7#" q;7$? <" q;7?" <!7>" q;7"< <#7" q;7?" <%7#" qB7?? B;7#"

q<7##

F

%#%$不同浓度的 Y9对中国对虾血清"鳃 0?dN

活性的影响

不同浓度的4K对中国对虾血清&鳃G+(0活

性的影响见图 % 和图 #) 4K添加组的 G+(0的活

性在中国对虾血清和鳃中的活性均高于对照组)

血清中除第 %# 天 G+(0活性略高于低浓度组外!

对照组的 G+(0活性均低于其他三组%中浓度组

G+(0活性在前 < 天均保持较高水平!在第 < 天活

力达到最高!并且显著高于这一时间点的其他三

组"<n$7$"#%而在鳃中!中&高组试验的后期活

性高于前期!且最高值出现在第 < 天)

图 "$不同浓度Y9对中国对虾血清0?dN活性影响

506#"$[44-9;234Y9370?dN072-/8134',07-2-2,/01.

图 %$不同浓度Y9对中国对虾鳃0?dN活性影响

506#%$[44-9;234Y9370?dN0760::34',07-2-2,/01.

%#!$不同浓度的 Y9对中国对虾血清"鳃 '@)

活性的影响

不同浓度的4K对中国对虾血清&鳃 3,]活

性的影响见图 ! 和图 ?) 各组血清中3,]活性呈

先升高后降低的趋势!且低&中&高浓度组3,]活

性始终高于对照组) 中&高浓度组在同一时间点

3,]活性差异不显著"<p$7$"#!在第 < 天活性

达到最高时中浓度组略高于高浓度组) 鳃组织中

各组3,]活性随时间变化趋势与血清相似!中浓

度组在第 ; 天达到最高值)

图 !$不同浓度Y9对中国对虾血清'@)活性影响

506#!$[44-9;234Y937'@)072-/8134',07-2-2,/01.

%#A$不同浓度的 Y9对中国对虾血清"鳃 Q̂ ]

活性的影响

不同浓度的 4K对中国对虾血清&鳃 -_V活

性的影响见图 " 和图 ;) 血清中中浓度组 -_V

活性在第 %# 天达到最高!且显著高于其他组

"<n$7$"#) 而在鳃中!中浓度组在试验的第 ;

天-_V活性就达到了最高!显著高于其他三组

"<n$7$"#) ; 天后中&高浓度组活性都保持较高

水平!但两组间差异不显著"<p$7$"#)

%#I$不同浓度的 Y9对血清"鳃 )Q(1(?@表

达水平的影响

不同浓度的 4K对血清和鳃 ]-*E*+,相

!*!
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,

U表达量的影响 &&

对表达量的比较结果见图 > 和图 B)

图 A$不同浓度Y9对中国对虾鳃'@)活性影响

506#A$[44-9;234Y937'@)0760::34',07-2-2,/01.

图 I$不同浓度Y9对中国对虾血清 Q̂ ]活性影响

506#I$[44-9;234Y937Q̂ ] 072-/8134',07-2-2,/01.

图 B$不同浓度Y9对中国对虾鳃 Q̂ ]活性影响

506#B$[44-9;234Y937Q̂ ] 0760::34',07-2-2,/01.

&&在试验的前 %# 天!血清对照组 ]-*E*+,

相对表达量低于其他三组!第 < 天各组 ]-*

E*+,相对表达量都较低) 第 %# 天时!对照组始

终保持较低水平!但其他三个试验组的 ]-*

E*+,相对表达量较对照组表现出极显著差异

性"<n$7$"#!中浓度的相对表达量最高!达

<7"%) 鳃组织中对照组 ]-*E*+,相对表达量

除第 ; 天高于中浓度组外!其他时间点均低于其

他三个试验组!在第 %# 天!高&中&低试验组的表

达量显著高于对照组"<n$7$"#)

图 J$不同浓度Y9对中国对虾血清

)Q(1(?@表达量的影响

506#J$[44-9;234Y937)Q(1(?@07

2-/8134',07-2-2,/01.

图 K$不同浓度Y9对中国对虾鳃

)Q(1(?@表达量的影响

506#K$[44-9;234Y937)Q(1(?@07

60::34',07-2-2,/01.

%#B$不同浓度的 Y9对血清"鳃 ?5L

"

O1(?@

表达水平的影响

+.C

,

UE*+,在血清和鳃中的表达变化见

图 < 和图 %$) 血清中低&高浓度组+.C

,

UE*+,

表达量在整个试验期间始终低于对照组!中等浓

度组除了第 %# 天低于对照组外!其他时间点表达

量均高于对照组) 中浓度组 +.C

,

UE*+,相对

表达量从第 ; 天逐渐升高!第 < 天出现峰值而后

开始降低) 而在鳃组织中!低&中浓度组 +.C

,

U

E*+,相对表达量始终低于对照组!高浓度组的

+.C

,

UE*+,相对表达量在试验开始后迅速升

高!第 ! 天达到最高值!显著高于对照组 "<n

$7$"#!而后开始降低)

$*!
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图 H$不同浓度Y9对中国对虾血清

?5L

"

O表达量的影响

506#H$[44-9;234Y937?5L

"

O07

2-/8134',07-2-2,/01.

图 "S$不同浓度Y9对中国对虾鳃

?5L

"

O1(?@表达量的影响

506#"S$[44-9;234Y937?5L

"

O1(?@07

60::34',07-2-2,/01.

!&讨论

!#"$Y9对中国对虾存活率及非特异酶活性的

影响

4K是一种常见的饲料添加剂!在对虾机体内

参与多种生化反应!起到营养及免疫增强的作用)

由于对虾体内缺乏合成 4K的酶!因此只能通过

在饲料中添加获得) 适量的添加 4K可以促进机

体生长发育!并能提高水产动物的存活率及非特

异酶活力'%# :%"(

) 秦志华等'%;(建议中国对虾稚虾

4KC# :聚磷酸酯适宜添加量为 ! $$$ EX@ZX 可以

很好地提高免疫水平) 宋理平等'!(对中国对虾

幼虾的研究发现!添加 $7$!$\&$7$?" $\ 4K可

以显著提高3,]活性!添加 $7$%"\后显著提高

了-_V活性) +,4,**2等'%>(认为虹鳟饲料中

4K添加量为最适生长量的 " 倍和 %$ 倍时能明显

促进抗体的产生!并在 %$ 倍时产生抗体最多明显

提高了免疫水平) 这与本试验的研究结果相似)

本试验中 4K添加组的免疫水平高于对照组%中

浓度组中国对虾的存活率最高为 <$7#B\%中&高

浓度4K添加组在血清及鳃组织中 3,]&-_V活

性保持在较高水平!且中浓度组的活性最高) 4K

激发的免疫反应可能受到体内维生素 3库的影

响'%B(

!过高或过低的 4K对免疫应答起到抑制作

用) 通过4K的反馈抑制调节 4K库与组织中 4K

的含量!进而影响免疫水平的高低) 本试验发现!

添加 %\4K的中浓度组可以显著提高中国对虾

的存活率及非特异免疫能力) 诱导型一氧化氮合

成酶"G+(0#在正常的生理情况下表达量很低!但

接受病原或免疫刺激物刺激后活性会升高并在

-:精氨酸作为底物的情况下会长时间催化产生

大量的+(!通过非特异性杀伤细菌&真菌及病毒

等参与抗炎反应'%< :#%(

) 本试验以 4K作为免疫

刺激物发现!在血清中4K添加组 G+(0在试验前

九天的活性显著高于对照组!试验后期差异不明

显%鳃中 4K添加组 G+(0活性始终高于对照组!

说明4K可以在一定程度上提高 G+(0活性) 姜

国建等'##(研究发现血细胞遭受破坏后!对虾血细

胞中的+(0活性会显著下降) 4K可以提高细胞

数量及活性'?!#!(

!进而使 G+(0活性增强) 在接

受刺激后G+(0需要经过一段时间的转录诱导才

能释放出+(!使得免疫保护作用滞后'#?(

) 4K对

血清 G+(0活性的提高早于鳃组织!推测血清中

+(的释放可能早于鳃!血液的免疫保护能力高

于鳃)

!#%$Y9与中国对虾血清"鳃 )Q("?5L

"

O表达

量变化的关系

]-*S是近 %$ 年来微生物致病机制研究的一

个重要进展!是一类参与机体免疫应答反应的重

要分子!在炎症及抗病毒免疫反应中发挥重要作

用) ]-*在对虾中的研究已经陆续开展'#" :!?(

)

外界病原微生物作为外源性配体可以引起对虾各

组织中的]566样受体的表达水平发生变化!引发

免疫反应) 有研究发现机体内的过氧化物可以产

生]-*的内源性配体!激活 ]-*

'!"(

) 4K对氧自

由基的清除影响]-*内源性配体的数量!间接影

响]-*的表达水平)

本试验用 4K对中国对虾进行免疫!试验前

期中浓度组血清中]-*的表达量逐渐降低!到了

后期又有所增高) 而鳃中]-*除最后一天外!其

%*!
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U表达量的影响 &&

他时间]-*的表达水平均高于对照组!且中浓度

处理组 ]-*的表达水平始终保持在较高水平)

4K在提高细胞免疫及体液免疫的同时!一定程度

上抵抗病原体的入侵!降低了组织中病原体与

]-*蛋白的结合进而降低了表达水平) 鳃直接

与外界环境接触!可能受到外源性和内源性配体

的双重影响!使得 4K免疫组的 ]-*表达水平始

终高于对照组) 此外!]-*还可能受到其他内源

性配体的影响!组织中配体的数量及活化程度的

不同间接的影响着]-*的表达水平) 因此!对虾

组织之间免疫功能的差异可能造成了血清和鳃中

的免疫因子活性的不同) ]-*不仅能激活 +.C

,

U!促进细胞因子的合成!还可以激活 V,A[信

号通路!对细胞的增殖&转化和死亡产生影响!将

机体的免疫水平保持在适度水平'!;(

) +.C

,

U作

为]-*信号通路下游一个重要的传导因子!表达

趋势与]-*存在一定差别) 血清中!中浓度组的

表达水平高于对照组!其他两组均低于对照组水

平!且最高值出现在第九天!早于 ]-*的第 %#

天) 鳃组织中!]-*和+.C

,

U均在高浓度组表达

水平较高!但+.C

,

U的表达水平在第 ; 天后下降

到对照组水平以下) ]-*&+.C

,

U虽然位于同一

信号通路中!但是因子的表达水平并不一定表现

出正相关性!调控可能还受到其他因素的调控!如

接头蛋白和配体的种类& ]-*S的负性调节

等'!> :!<(

) +.C

,

U和]-*之间还可能受到某种正

反馈的调节机制的调控'?$(

) 氧自由基对 +.C

,

U

的激活也有一定影响'?%(

) 本试验中4K对自由基

的清除也在一定程度上影响了 +.C

,

U的表达水

平) 4K作为一种重要的免疫增强剂可以清除机

体内氧自由基!促进抗氧化酶的活性!并参与

]-*C+.C

,

U的调控!促进细胞因子&炎症因子的

释放!对生物机体的免疫调节具有重要作用)

]-*C+.C

,

U对机体免疫因子的调控及外界因子

对通路中各种因子影响的研究还有待我们做进一

步深入的研究与探索)
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