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摘要! 在基础饲料中添加不同水平蛋氨酸锌&添加水平分别为 %$"%$&"% EU gKAbU)并饲喂凡

纳滨对虾!养殖 &@ R后!取样测定对虾鳃组织中Z677受体E+,-和溶菌酶E+,-的表达水平

以及肝胰腺$肌肉和血淋巴中超氧化物歧化酶&1)?)和溶菌酶&.1g)活性!并进行溶藻弧菌

人工急性感染试验" 结果表明!凡纳滨对虾肝胰腺及肌肉中锌蓄积水平随饲料锌添加量的增

加而显著增加&&n%8%")!肝胰腺中锌蓄积更明显" 添加 "% EU gKAbU组&锌含量为 #!8$" EU

gKAbU饲料)对虾鳃组织中的Z677受体 E+,-和溶菌酶 E+,-表达量均显著高于未添加锌

组和添加 &"% EU gKAbU组&&n%8%")" 添加 "% EU gKAbU组对虾肌肉$肝胰腺和血淋巴中溶

菌酶活性显著高于未添加锌组&&n%8%")" 添加 "% EU gKAbU 组对虾肝胰腺和血淋巴中的

1)?活性也显著高于未添加锌组!但与添加 &"% EU gKAbU 组无显著差异" 而肌肉中 1)?活

性在添加 &"% EU gKAbU组中最高" 经溶藻弧菌人工急性感染后!添加 "% EU gKAbU组对虾半

致死时间和全致死时间大于未添加锌组和添加 &"% EU gKAbU组" 本研究表明!相比摄食未添

加锌组饲料和添加 &"% EU gKAbU组饲料!凡纳滨对虾的免疫抗菌机能在摄取添加 "% EU gKA

bU&锌含量为 #!8$" EU gKAbU饲料)饲料时得到改善"

关键词! 凡纳滨对虾# 蛋氨酸锌# Z677受体E+,-# 溶菌酶E+,-# 超氧化物歧化酶# 溶菌酶

中图分类号! 1=<!'''''''文献标志码%-

''凡纳滨对虾#D)%->/3#/0".#33#2/)$是世界

主要养殖对虾之一"也是我国主要对虾养殖品

种( $%%# 年全国养殖凡纳滨对虾的产量约达 "%

万吨( 在集约化养殖过程中"传染性疾病#主要

是弧菌病"病毒病$的暴发是制约对虾养殖效益

的主要因素( 由于使用药物防病可能存在药物

残留及病菌耐药性等风险"通过营养途径改善

机体的免疫机能并由此提高机体的抗病能力是

营养饲料学的重要发展方向和研究热点( 有关

凡纳滨对虾的营养免疫研究"已有报道主要集

中在维生素*& ;@+

)多糖*" ;#+

)中草药*>+等免疫添

加剂*= ;&%+对机体抗病能力及免疫相关指标的影

响( 饲料中微量元素与对虾免疫机能的关系研

究刚刚起步( 锌是维持生物体生理活性的必需

营养素( 已知动物中有超过 !%% 种不同的锌依

赖性酶*&&+

( 锌是酶的组成成分或酶的激活剂"

参与体内营养与能量代谢*&& ;&!+

"其中锌指蛋白

是生物体内调控细胞分裂)核酸代谢)?,-和

+,-合成的一类重要的含锌酶*&@ ;&<+

( 缺锌会

导致鱼和虾增长缓慢"免疫机能下降"死亡率升

高*&#+

( 对虾等甲壳类不具备特异性免疫机能"

仅具备非特异性免疫机能( 溶菌酶是机体重要

的非特异性免疫因子"其活性是表征机体对细

菌性病原抵抗能力的重要指标*&>+

( 对虾类的
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Z677受体#X677OJHJYX6O$和果蝇 Z677受体极为相

似"而在进化更高级的脊椎动物中则广泛存在

Z677样受体#X677D7GbJOJHJYX6OL"Z.+L$( Z677受

体是机体非特异性免疫的重要组成部分"Z677受

体在免疫应答中发挥重要作用"负责将异物入

侵的信号从细胞外传递到细胞内并由此介导细

胞产生一系列的免疫反应*&= ;$&+

"i-,Q等*$$+报

道了凡纳滨对虾 Z677受体基因的序列"发现凡

纳滨对虾 Z677受体在血细胞及鳃中的表达量

高"其次是血淋巴"而肠"肌肉及肝胰脏中的表

达水平较低( 有关饲料维生素水平对凡纳滨对

虾 Z677受体影响有见报道*$+

"而关于饲料中锌

水平对凡纳滨对虾溶菌酶 E+,-和 Z677受体

E+,-表达的影响尚未见报道(

本文研究了饲料中不同锌添加水平对凡纳

滨对虾体内锌蓄积的影响"同时检测了对虾 Z677

受体基因和溶菌酶基因的表达水平以及溶菌酶

活性和超氧化物歧化酶#L9YJO6hGRJRGLE9XFLJ"

1)?$活性"并对不同水平锌饲料处理的对虾进

行了弧菌人工急性感染试验"旨在探讨饲料锌

水平对虾类的免疫抗病机能的影响"为虾类营

养免疫学及安全水产品生产提供理论依据(

&'材料与方法

!"!#试验饲料的制作及凡纳滨对虾的饲养

试验用饲料原料购自上海农好饲料有限公

司( 蛋氨酸锌购自上海华亭化工有限公司( 根据

凡纳滨对虾的营养需求"设计基础饲料配方如表

&( 实验饲料设 ! 个处理"分别在基础饲料中添加

%)"%)&"% EU gKAbU 饲料的蛋氨酸锌( 将过 >%

目筛的各实验饲料原料按配方用逐级扩大法混合

均匀"加工成 &8" V$8% EE的颗粒"置于 @ `冰

柜中保存备用(

试验用对虾取自上海青浦练塘渔珠场的一

凡纳滨对虾养殖塘( 挑选规格整齐*#>8!& t

%8!@$ HE+)活力好的幼虾 @"% 尾"转移到 = 个

同一水池的网箱#<% HE "̂% HE &̂$% HE$中"

每箱放养虾 "% 尾( 以基础饲料适应性养殖一周

后"分别投喂 ! 种试验饲料"每种饲料设 ! 个平

行( 养殖期间连续充气"水温#!$ t&$ `( 每

日投喂 ! 种试验饲料 @ 次"日投喂率约为体重的

"P( 养殖期间保持水体氨氮
(

%8! EUA."Y2o

##8> t%8"$(

表 !#试验用基础饲料配方及营养组成

2'0"!#28-./1(-).-/7:'/)=(5Y.6'7-956=5:.7.5/54

78-0.:';45(6?;'().-745(-Y=-(.6-/7

原料名称

GKUOJRGJKX

配比AP

OFXG6

原料名称

GKUOJRGJKX

配比AP

OFXG6

菜籽粕

OFYJLJJR ROJUL

&% 酵母 :JFLX "

鱼粉NGLIEJF7 $# 磷脂油7JHGXIGK &

面粉cIJFXN769O &#8>

氯化胆碱

HI67GKJHI76OGRJ

%8"

大豆粕

L6:TJFK EJF7

&" 虾糠LIOGEY TOFK "

花生粕

YJFK9XEJF7

&&

不含锌复合矿物质&

EGKJOF7EGhX9OJ

%8"

甜菜碱

6h:KJ9OGKJ

!

复合维生素$

_GXFEGK EGhX9OJ

&

大豆油

L6:TJFK 6G7

&8" 胆固醇HI67JLXJO67$ %8$

鱼油NGLI 6G7 &8"

营养组成 =(5Y.6'7-956=5:.7.5/%a ./B-7B-.187&

粗蛋白

HO9RJYO6XJGK

@$8!> t

%8@"

水分E6GLX9OJ

#8"$ t

%8<#

粗脂肪HO9RJNFX

#8@% t

%8"=

灰分FLI

=8&" t

%8&=

注!#&$复合矿物元素的配方#UAbU$"4F#2

$

B)

@

$$ $!8"",F47&"

\2

$

B)

@

&%"]U1)

@

0#2

$

)@"/J1)

@

0#2

$

)%8"%!"]K1)

@

0

2

$

)%8%<$"\0%8&",F

$

1J)

!

%8&"4647

$

%8%$$'#$$复合维生素采

用商品对虾多维(

,6XJL!#&$ ]GKJOF7EGhX9OJH6KLGLXJR 6NRGJX# UAbU$"4F#2

$

B)

@

$

$ $!8"",F47&"\2

$

B)

@

&%"]U1)

@

0 #2

$

)

@

"/J1)

@

0 #2

$

)

%8"%!"]K1)

@

02

$

)%8%<$"\0%8&",F

$

1J)

!

%8&"4647

$

%8%$$'

#$$ -H6EEJOHGF7H6EY69KR _GXFEGK YOJEGh8

!"$#样品的采集

用实验饲料养殖 &@ R 后"每箱随机取 &% 尾

虾"分别抽取血淋巴液"去壳取其肌肉和肝胰腺

;$% `保存"分别用于测定溶菌酶和 1)?活性

以及锌含量( 同时取对虾鳃组织置于液氮速冻

后"转移至 ;>% `保存"用于测定鳃组织中 Z677

受体E+,-和溶菌酶E+,-表达情况(

!"%#饲料"肌肉和肝胰腺组织中锌含量的测定

将肝胰腺)肌肉及饲料烘干至恒重后"取适量

放入消化管中"加硝酸与高氯酸混合液#@r&$&%

E.加热消解至溶液清亮透明"再加 &% V$% E.

的蒸馏水继续蒸煮 &" EGK"去除样品液中的硝酸(

冷却后定容至 &%% E.的容量瓶中待测( 以不加

样品的空白消解液作空白对照"用原子吸收分光

光度法测定锌含量"每个样品平行测定 ! 次(

!"O#溶藻弧菌%D%<#%+ "$?%1+$)(%&.*&人工急性感

染试验

养殖实验 &@ R之后"从各箱中分别挑取处于蜕

!()*
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皮间期的对虾 &%尾"每尾幼虾从尾部腹肌分别注射

浓度为 #8&$ &̂%

#

4/*AE.的溶藻弧菌菌液 !%

"

.(

以注射 !%

"

.无菌生理盐水组#摄食商品饲料$为阴

性对照( 注射后分别暂养在 &$个水族箱中"攻毒后

$@ I内连续观察并统计对虾死亡情况(

!"C#溶菌酶%]Nc&和超氧化物歧化酶%NTD&活

性测定

将待测样品置于冰水浴中"加入 = 倍体积

BC1#Y2为 <8@$匀浆"匀浆液经 ! %%% OAEGK离心

&" EGK"取上清液 @ `保存用于.1g活性和1)?

活性测定( 溶菌酶活性测定参照黄旭雄等*$!+的

方法进行"1)?活性测定采用南京建成生物工程

研究所的1)?试剂盒进行( 以标准蛋白为参照"

使用南京建成考马斯亮蓝试剂盒直接测定匀浆液

的蛋白浓度(

!"Z#25;;受体6HAE和溶菌酶6HAE的表达检测

将;>% `冻存的对虾鳃组织用 ZOGe67按试

剂盒#ZF\F+F$说明书提取总 +,-( 所提取的

+,-的)?

$<%KE

A)?

$>%KE

值为 &8= V$8%( 参照凡

纳滨对虾Z677受体基因#QJKCFKb!?W=$!@$@8&$

和溶菌酶基因#QJKCFKb!-i&#%&$<8$$设计了荧

光定量引物"同时设计
$

DFHXGK 引物作为内标"所

有引物均由上海生工生物技术有限公司合成#表

$$( 采用荧光定量 B4+方法检测"按照 1iC+

BOEGJ1HOGYX

Z]

+ZDB4+\GX说明书将提出的总

+,-先反转录为 H?,-"再采用 1iC+

+

QOJJK 0

嵌合荧光法进行 +JF7DXGEJB4+反应"B4+程序

为 =" `)$% L"一个循环'=" `)!L"<% `)!%L"共

!< 个循环'=" `熔解曲线检测反应特异性( 每个

复孔设置参照基因
$

X#*%)3( 根据 $

;

))

<

X计算法进

行相对定量分析鳃中溶菌酶 E+,-和 Z677受体

E+,-的相对表达量(

表 $#凡纳滨对虾溶菌酶目的基因#25;;受体基因与

!

E"&(%1参照基因引物序列

2'0"$#F(.6-(='.(:45(;*:5@*6-#25;;(-9-=75('/)

!

E"&(%11-/-:45(/0,"11"2-%

引物 YOGEJO 序列LJ[9JKHJ

$

X#*%)3D1W/ 4Q4Q-44Z4-4-Q-4Z-44Z

$

X#*%)3D1W+ 4Z4QZ-QQ-4ZZ4Z44-Q4Q

.:L6e:EJD1W/ QZZ44Q-Z4ZQ-ZQZ44Q-ZQ

.:L6e:EJD1W+ --Q44-444-QQ4-Q--Z-Q

Z677OJHJYX6OD1W/ ZQ-Q-Q-ZQ444-4ZQ44ZQ

Z677OJHJYX6OD1W+ 4Q4ZZQ--QQZZZQZQ-QQQ-Q

!"P#数据统计

试验结果用平均数t标准差表示"使用1B11

&#8% 分析软件对数据进行单因素方差分析"

?9KHFK氏法进行多重比较"检验处理间的差异显

著性#&n%8%"$(

$'结果

$"!#饲料锌添加量对养殖凡纳滨对虾组织中锌

蓄积的影响

蛋氨酸锌添加量为 % 时"饲料中锌的水平为

$>8#! EUAbU"随着蛋氨酸锌添加量的增加"饲料

中锌含量的成比例显著升高#&n%8%"$ #表 !$(

饲料锌水平显著影响养殖凡纳滨对虾的肝胰腺和

肌肉的锌含量#&n%8%"$( 对虾组织中的锌含量

随饲料锌水平的增加而显著增加( 锌在对虾肝胰

腺中的蓄积量明显高于其在肌肉中的蓄积量(

表 %#不同饲料中锌含量及其饲喂后

凡纳滨对虾肌肉和肝胰腺中锌含量

2'0"%#28-95/7-/7:54@./9./).44-(-/74--):'/)

6?:9;-'/);.K-(54/0,"11"2-%B8.98

7(-'7-)B.7878-4--): 61 c/d<1

组别

UO69Y

饲料锌含量

H6KXJKX6N

eGKHGK

NJJR

肌肉锌含量

H6KXJKX6N

eGKHGK

E9LH7J

肝胰腺锌含量

H6KXJKX6N

eGKHGK

IJYFX6YFKHOJFL

%

$>8#! t$8@$

F

"=8"< t"8"!

F

=>8&@ t<8"%

F

"%

#!8$" t$8#

T

<>8&@ t@8">

T

&$&8= t"8#!

T

&"%

&#@8@> t!8$

H

#"8"% t@8&"

H

&<&8&" t@8$$

H

注!同一列中不同的上标字母表示差异性显著#&n%8%"$(

,6XJL!]JFKLGK XIJLFEJH679EK cGXI FRGNNJOJKXL9YJOLHOGYX7JXXJOL

GKRGHFXJRGNNJOJKHJFX&n%8%"8

$"$#饲料锌添加水平对凡纳滨对虾肌肉"肝胰腺

和血淋巴NTD和溶菌酶活性的影响

随着饲料锌添加量的增高"肌肉)肝胰腺)血

淋巴中溶菌酶活性先升高后下降趋势"添加 "%

EU gKAbU组显著高于未添加锌组#&n%8%"$"但

是与添加 &"% EU gKAbU 组无显著差异#表 @$(

1)?活性也随饲料锌添加量的增加而升高( 肌

肉1)?活性在未添加锌组和添加 "% EU gKAbU

组之间无显著差异"两者皆显著低于 &"% EU gKA

bU组#&n%8%"$( 肝胰腺和血淋巴中 1)?活性

在 "% EU gKAbU组和 &"% EU gKAbU 组显著高于

未添加锌组#&n%8%"$""% EU gKAbU 组和 &"%

EU gKAbU组差异不显著#&m%8%"$#表 @$(

$()*
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表 O#不同锌添加水平饲料喂养的凡纳滨对虾肌肉"肝胰腺和血液的NTD和溶菌酶活性

2'0"O#M44-97:54@./9:?==;-6-/7'7.5/544--)5/NTD#;*:5@*6-'97.K.7.-:./8-='75='/9(-':#8-65;*6=8'/)

6?:9;-54/0,"11"2-%7(-'7-)B.7878-4--): Vd61 =(57

组别

UO69Y

溶菌酶比活力 7:L6e:EJFHXG_GX:

肌肉

E9LH7J

肝胰腺

IJYFX6YFKHOJFL

血淋巴

IFJE67:EYI

1)?比活 1)?FHXG_GX:

肌肉

E9LH7J

肝胰腺

IJYFX6YFKHOJFL

血淋巴

IFJE67:EYI

%

$8<& t%8<@

F

@8&& t%8>%

F

@8>! t&8$<

F

&!8"< t&8""

F

&@8$$ t&8"#

F

&!8"> t&8!<

F

"%

@8$# t&8!@

T

"8<% t%8@!

T

<8<" t%8>@

T

&@8&@ t&8!<

F

&<8%@ t&8"@

T

&"8@$ t%8#=

T

&"%

!8== t%8="

FT

@8#@ t%8<!

FT

"8!% t%8"<

FT

&"8@< t&8!#

T

&<8@# t&8%&

T

&"8<> t%8$=

T

注!同一列中不同的上标字母表示差异性显著#&n%8%"$(

,6XJL!]JFKLGK XIJLFEJH679EK cGXI RGNNJOJKXL9YJOLHOGYX7JXXJOLGKRGHFXJRGNNJOJKHJFX&n%8%"8

$"%#饲料锌添加水平对凡纳滨对虾 25;;受体

6HAE和溶菌酶6HAE表达的影响

饲料锌添加水平对凡纳滨对虾溶菌酶E+,-

和Z677受体E+,-表达水平有显著影响( 随着饲

料锌水平升高"鳃组织中溶菌酶E+,-和Z677受

体E+,-表达水平出现先上调后下调的趋势#图

&$( 添加 "% EU gKAbU组溶菌酶E+,-表达水平

比未添加锌组显著提高了 &#&P#&n%8%"$"添加

&"% EU gKAbU 组和未添加锌组没有显著性差异

#&m%8%"$( 添加 "% EU gKAbU 组和添加 &"% EU

gKAbU组Z677受体E+,-表水平分别比未添加锌

组显著提高了$@%P和<>P#&n%8%"$"但添加&"%

EU gKAbU 组 Z677受体 E+,-表水平比添加 "%

EU gKAbU组显著降低了 &#$P#&n%8%"$(

图 !#饲喂不同锌添加量的凡纳滨对虾鳃组织中

溶菌酶6HAE和25;;受体6HAE相对表达

不同上标字母表示差异性显著#&n%8%"$(

I.1"!#]*:5@*6-6HAE'/)25;;(-9-=75(6HAE

-Y=(-::.5/;-K-;:./1.;;5478-:8(.6=4-)B.78

).44-(-/7@./9:?==;-6-/7'7.5/544--)

5F79JLcGXI FRGNNJOJKXL9YJOLHOGYX7JXXJOGKRGHFXJRGNNJOJKHJFX

&n%8%"8

$"O#溶藻弧菌人工急性感染后全致死时间和半

致死时间

在急性感染溶藻弧菌后"阴性对照组在注射

生理盐水后 $@ I 内的累积死亡率为 "8#P"而其

他组 $@ I内累计死亡率皆为 &%%P( 添加 "% EU

gKAbU组累计死亡率在第 &! 小时为 !<8#P"而未

添加组为 <<8#P"添加 &"% EU gKAbU 组为

<!8#P#图 $$( 添加 "% EU gKAbU组全致死时间

和半致死时间均高于未添加锌组和添加 &"% EU

gKAbU组#图 !$(

图 $#摄食不同锌添加水平饲料的凡纳滨对虾

人工急性感染溶藻弧菌后的死亡曲线

I.1"$#M44-97:54@./9:?==;-6-/7'7.5/544--)5/

9?6?;'7.K-:?(K.K';('7-/0,"11"2-%'47-(

0-./1 ./4-97-)B.78D0"$?%1+$)(%&.*

图 %#摄食不同锌添加水平饲料的凡纳滨对虾人工急性

感染溶藻弧菌后的半致死时间和全致死时间

I.1"%#28-8';4'/)956=;-7-;-78';7.6-5478-

:8(.6=4-)).44-(-/7@./9:?==;-6-/7'7.5/54

4--)'47-(0-./1 ./4-97-)B.78D0"$?%1+$)(%&.*

%()*
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# 期 郭腾飞"等!饲料锌添加水平对凡纳滨对虾免疫抗菌机能和溶菌酶E+,-及Z677受体E+,-表达的影响 ''

!'讨论

锌是动物的必需微量营养元素"人食物中含

锌的最高允许量为 @% V<% EUAbU"畜禽的饲料中

最适含量为 <% V&%% EUAbU"动物饲料锌含量过

高过低都会出现不良反应*$@+

( 对鱼类饲料中最

适宜锌含量报道也很多"不同鱼类最适宜锌含量

不相同*$" ;$<+

( 在对虾饲料中最适宜锌含量研究

结果各不相同"杨原志等*$#+认为凡纳滨对虾饲料

中蛋氨酸锌添加量为 @% V<% EUAbU 时可满足需

要"硫酸锌添加量在 &%% EUAbU时效果最好"过高

和过低会导致生长变慢"过高会导致锌中毒"血淋

巴中酚氧化酶活性降低( 120-*等*$>+发现斑节

对虾增重率随着饲料锌添加量增加而增加"在饲

料锌水平为 !" V@> EUAbU 时增长率和非特异性

免疫最好"饲料锌含量过高和过低时生长受阻"导

致血细胞密度降低和 1)?活性降低( ?-501

等*$=+报道"纯日粮中锌添加量大于或等于 &"

EUAbU时"凡纳滨对虾增重最快"锌添加量大于

$%% EUAbU 时才能克服饲料中植酸的不良影响(

刘发义等*!%+认为"尽管添加锌对中国对虾没有明

显的促生长作用"饲料中添加适量的锌仍较好"其

添加量为 &%% V$%% EUAbU 为宜( 饲料锌含量过

高会造成动物锌中毒和环境污染"锌缺乏会导致

生长受阻(

本研究的结果表明"饲料中的锌水平显著影

响养殖凡纳滨对虾肝胰腺和肌肉中锌的蓄积量(

对虾组织中锌的蓄积水平随其所摄食饲料锌水平

的增加而升高( 120-*等*$>+报道了斑节对虾

#&/3#/0"2-3-E-3$肝胰腺和全身锌含量随着所

摄取饲料的锌水平升高而增加( 杨原志等*$#+报

道了凡纳滨对虾肌肉中锌含量随着饲料锌水平增

加而呈现升高的趋势"但肝胰腺中锌含量会随着

饲料锌水平增加而显著升高( S*等*!&+将凡纳

滨对虾养殖在不同锌水平水体中发现肝胰腺中锌

浓度随水体锌浓度升高而显著升高"而肌肉中升

高不显著( 本研究的结果还表明饲料中的锌在对

虾不同组织中的蓄积程度不同( 肝胰腺中锌的蓄

积量明显比肌肉中高( 阮金山等*!$+发现锌在长

毛对虾#&/3#/0">/3)*)((#%0"$体内的蓄积分布存

在组织差异性"肝胰腺蓄积量最高"鳃和肠次之"

肌肉最低"外壳次低( 饲料锌在对虾肌肉及肝胰

腺中蓄积量的差异与肝胰腺的生理功能密切相

关( 肝胰腺是对虾重要的消化器官"同时还是机

体消化吸收的营养物质在体内转化和贮存的重要

器官"此外还是机体有毒物质重要的分解器官(

当锌摄入不足时"肝胰腺中蓄积的锌释放出来"满

足机体新陈代谢需要'当摄入过量时"锌可以通过

在肝胰腺中的积累而降低它的整体毒性"肝胰腺

在此发挥解毒功能(

锌是机体体内多种金属酶的组成成分或激活

因子"参与机体许多生理生化代谢过程( 锌也是

超氧化物歧化酶的重要组成部分*!!+

( 1)?是机

体重要的抗氧化酶"能消除体内自由基( 当 1)?

活性降低时"生物体内自由基过多"势必扰乱破坏

一些重要的生化过程"导致代谢紊乱"生理功能失

调及免疫机能下降( 李光友等*!@+研究表明"溶解

氧)Y2)温度)重金属等都会使水生生物体内1)?

活性发生显著变化( 俞亚东等*!"+研究表明 gK

$ a

影响罗氏沼虾鳃中 1)?活性"随着水体中 gK

$ a

浓度的升高"鳃中 1)?活性先升高"超过最佳浓

度后开始下降( 本研究发现饲料锌水平显著影响

虾组织中1)?活性( 随着饲料中锌水平提高"虾

肌肉)肝胰腺和血淋巴中1)?酶活性也随之显著

升高( 摄食未添加蛋氨酸锌组饲料的对虾血淋巴

和肝胰腺中1)?活性显著降低"暗示低锌可能抑

制了超氧化物歧化酶正常表达或使其活性受阻(

而摄食 "% EU gKAbU 组和 &"% EU gKAbU 组饲料

的凡纳滨对虾血液和肝胰腺中 1)?活性差异不

显著"其原因一方面可能是过量锌蓄积降低了对

虾体内超氧根离子#)

$ ;

$的产生而间接降低了

1)?活性( 120-*等*$>+研究发现饲料中锌水平

为 !" V@> EU gKAbU 时"养殖斑节对虾体内超氧

根离子#)

$ ;

$水平最高( 过高或过低的饲料锌水

平均会降低对虾体内超氧根离子#)

$ ;

$水平( 超

氧根离子#)

$ ;

$具有杀菌作用"但过多的超氧根

离子在杀菌的同时也会对自身的组织产生破坏作

用"因此机体必须动用包括1)?在内的抗氧化防

御机制有效地控制和清除多余的氧自由基( 另一

方面也可能是过高的锌蓄积诱导锌指蛋白负调控

抑制1)?基因的表达(

溶菌酶能破坏细菌细胞壁"是对虾免疫防御

体系重要组成部分*!<+

( 凡纳滨对虾溶菌酶基因

全长序列已见报道*!#+

( 对虾在感染哈维氏弧菌

#Q):')- +#'./,)$)溶藻弧菌后"其溶菌酶基因的表

达会显著上调*!> ;@&+

( 本研究表明"饲料锌水平显

&()*
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著影响凡纳滨对虾组织溶菌酶活力和鳃组织中溶

菌酶基因 E+,-表达量( 无论是溶菌酶活性还

是溶菌酶基因 E+,-表达量"均在摄食添加 "%

EU gKAbU组饲料的对虾中得到显著增强或上调(

无脊椎动物受微生物入侵时"机体借助

BQ+BD1-和Q,CBD& 复合物与病原微生物上病

原相关的分子模式#YFXI6UJKDFLL6HGFXJR E67JH97FO

YFXXJOK"B-]B$结合后激活 1YFXe7J蛋白"被活化

的1YFXe7J蛋白与Z677受体结合"将异物入侵的信

号从胞外传递到胞内"从而引起胞内信号级联反

应"释放出类似于 ,/DbC样蛋白的核转录因子"

进入细胞核调节抗菌肽基因的表达*&= ;$&+

( 因此"

对虾Z677受体基因的表达水平在一定程度上可

以反映机体异物入侵信号能否及时传递并产生相

应免疫反应( 多种对虾体内的 Z677受体基因已

得到研究*$$"@$ ;@"+

"i-,Q等*$$+研究表明凡纳滨

对虾Z677受体在血细胞及鳃中的表达量高"其次

是血淋巴"而肠"肌肉及肝胰脏中的表达水平较

低( 凡纳滨对虾 Z677受体不参与独立双链 +,-

病毒免疫反应"但弧菌感染之后 Z677受体的表达

能升高*@! ;@"+

"表明凡纳滨对虾 Z677受体参与细

菌感染的机体免疫反应( 本研究中饲料锌水平为

#!8$" EUAbU#蛋氨酸锌添加量 "% EU gKAbU$时"

Z677受体表达量显著高于高锌和低锌组"表明饲

料中的锌水平会影响凡纳滨对虾细胞免疫反应中

异物入侵信号的传递(

Z677受体介导的免疫反应必须受到严格的调

控"持续激活状态可长时间高表达免疫细胞的效

应因子"导致机体产生慢性炎症)自身免疫紊乱和

其他免疫相关疾病( 正常生理状态下"机体存在

着多种Z677受体的负调控机制"以维持免疫反应

的平衡( 抑制性锌指蛋白#-$%$是参与Z677受体

调控的重要蛋白"锌指蛋白 -$% 过度升高或降低

可以负调控 ,/D

*

C样蛋白的核转录因子的过度

活化"从而负调控免疫基因转录*@< ;"%+

( 本研究

中"与添加 % EU gKAbU组相比"添加 % EU gKAbU

组和 &"% EU gKAbU组对虾溶菌酶基因和 Z677受

体基因表达相对下调"推测其机制可能与锌指蛋

白-$% 相关(

用溶藻弧菌人工急性感染试验凡纳滨对虾"

阴性对照组 $@ I 内一直维持在 "8#P"尽管因攻

毒剂量及细菌毒力等原因"各试验组在感染后 $@

I内均出现了 &%%P的死亡"但死亡的进程#"%P

致死时间和 &%%P致死时间$表明摄食 "% EU gKA

bU组饲料的凡纳滨对虾表现出相对强的抗弧菌

能力"其抗菌能力与检测的溶菌酶活性"溶菌酶基

因E+,-表达量和Z677受体 E+,-表达量变化

相吻合(

综上所述"饲料中锌添加水平对凡纳滨对虾

的免疫抗病机能及 Z677受体 E+,-和溶菌酶

E+,-表达具有显著影响"相比未添加锌组饲料

和添加 &"% EU gKAbU组饲料"凡纳滨对虾的免疫

抗病机能在摄取添加 "% EU gKAbU#饲料锌含量

在 #!8$" EUAbU$ 饲料时得到改善"Z677受体

E+,-和溶菌酶E+,-表达量最高(
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