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密度胁迫对凡纳滨对虾稚虾免疫指标及生长的影响
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摘要 : 将体长为( 3. 59 ±0. 26) cm的凡纳滨对虾( Litopenaeus vannamei) 按 1 800 尾·m- 3
、1 500 尾·m - 3

和 1 200 尾

·m- 3
的密度分别饲养在注水 0. 3 m3

的圆形玻璃纤维桶( 容量为 0. 5 m3 ) 中 30 d, 检测了基本水质因子、对虾肝

胰腺和肌肉组织中的酚氧化酶( PO) 活力、超氧化物歧化酶 ( SOD) 活力、抗菌活力 ( Ua) 、碱性磷酸酶 ( AKP) 活

力、体质量增长和成活率 , 研究了不同放养密度对凡纳滨对虾稚虾免疫指标及生长的影响。统计分析发现 , 试

验过程中水体理化因子均在适宜范围 , 各处理间水质因子的差异不显著 ; 对虾的 PO活力、Ua和 AKP活力均随

着密度的增加而降低 , SOD活力则反之 ; 对虾的体质量增长、体质量特定增长率和成活率随着密度的增加而降

低, 成活率差异显著( P < 0. 05) 。结果表明, 凡纳滨对虾 ( 体长 < 4. 8 cm或体质量 < 1. 2 g) 在密度为 1 200 ～

1 800尾·m- 3
时, 密度胁迫可明显影响其免疫指标和生长。
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Effects of stocking density on immune parameters and
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Abstract: In order to investigate the effects of different stocking density on the immune parameters and growth of juvenile Litopenaeus

vannamei, we cultured the shrimps [ body length ( 3. 59±0. 26) cm] in 0. 3 m3 fiberglass tanks ( water volume 0. 5 m3 ) at 1 800 ind

·m - 3 , 1 500 ind·m - 3 and 1 200 ind·m- 3 , respectively, for 30 d to determine the phenoloxidase ( PO) activity, superoxide dis-

mutase ( SOD) activity, antibacterial activity ( Ua) , alkaline phosphatase ( AKP) activity in hepatopancreas and muscle, as well as

weight gain, survival and basic water quality factors. It is showed that the physical and chemical factors vary within suitable range with

no significant difference. The PO activity, Ua and AKP activity in the muscle of shrimp reduce while SOD activity increases with the

increase of stocking density. The weight gain, special weight growth rate ( SGRw ) and survival reduce with the increasing stocking

density with significant difference in survival ( P < 0. 05) . The results indicate that stocking density may obivously affect the growth and

immune parameters of juvenile L. vannamei ( body length < 4. 8 cm or body weight < 1. 2 g) when stocking density is within 1 200 ～
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1 800 ind·m- 3 .

Key words: Litopenaeus vannamei; stocking density; immune parameters; growth

  近年来, 随着凡纳滨对虾养殖规模的扩大, 多

造养殖技术在华南对虾养殖区得到广泛推广。为了

提高养殖虾苗的成活率和加强多造养殖的时间合理

衔接, 众多养殖户进行虾苗中间标粗培育( 中间标

粗培育或称中间暂养, 是指将个体较小的虾苗放入

水体面积不大的水域中, 经过一段时间高密度的饲

养培育使虾苗长到一定规格, 再移入养成池继续饲

养的一种过渡生产措施) 。随着标粗虾苗密度的增

加, 其发病几率及死亡率必然升高, 因此, 研究不

同标粗密度条件下凡纳滨对虾的免疫指标及生长,

对虾苗标粗密度的合理选择有重要意义。目前, 环

境理化因子
[ 1 - 5 ]
对对虾免疫指标影响的研究较多,

有关密度对对虾生长影响
[ 6 - 11 ]
及密度对较大规格

(体长 > 5 cm) 凡纳滨对虾非特异性免疫因子影

响
[ 12]
也已有报道, 然而未见有凡纳滨对虾稚虾密

度与其免疫指标关系的研究。此试验借助流水养殖

措施维持水质因子良好, 探索密度胁迫对凡纳滨对

虾稚虾免疫指标及生长的影响, 为虾苗标粗密度的

合理选择提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

凡纳滨对虾购于海南省三亚某种苗场, 运回中

国水产科学研究院南海水产研究所三亚安游试验基

地, 培育至 3 ～4 cm时运抵陵水实验站。

1.2 试验设计

试验于 0. 5 m
3
圆形玻璃纤维桶中 ( 注水 0. 3

m3 ) 进行。选择大小均匀、健康的对虾 [ 体长为

( 3. 59 ±0. 26) cm, 体质量为 ( 0. 56 ±0. 11) g] , 设

置 1 800 尾·m- 3( D1) 、1 500 尾·m- 3 ( D2) 、1 200

尾·m- 3 ( D3) 3 个养殖密度, 每个处理 3 个平行。

试验时间从 2010 年 6 月 17 日至 2010 年 7 月 16

日, 共 30 d, 试验开始与结束时取凡纳滨对虾样

品。

1.3 日常管理

试验中投喂恒兴饲料公司生产的对虾 1
#
饲料,

每天投喂 2 次( 7�00 和 19�00) , 日投饵量为对虾湿

质量的 5%左右, 根据对虾的摄食情况适当调整。

连续充气增氧, 流水养殖, 日换水量在 200% 左

右。

1.4 指标测定

试验开始与结束时每桶取 5 尾对虾。分别取肌

肉与肝胰腺组织 0. 1 g, 然后将每组样品混合一起

置于研磨器中, 加入 0. 5 mL 的 PBS缓冲液 ( pH

7. 4) 低温匀浆, 4 ℃、6 000 r·min - 1
离心 10 min,

取上清液, 放入 - 80 ℃超低温冰箱内保存待测。

酚氧化酶( PO) 活力的测试以 L-DOPA( Sigma)

为底物, 参照 ASHIDA
[ 1 3]
和王雷等

[ 14]
的方法进行;

超氧化物歧化酶 ( SOD) 活力采用邓碧玉等
[ 15]
改良

的连苯三酚自氧化法测试; 抗菌活力 ( Ua) 以大肠

杆菌菌悬液为底物, 参照 HUHMARK等 [ 16 ]
改进的

方法测试; 碱性磷酸酶 ( AKP) 活力采用磷酸苯二

钠法
[ 1 7]
测试; 蛋白浓度采用 BRADFORD

[ 18 ]
的考马

斯亮蓝法测试, 以牛血清蛋白做标准。

试验过程中每天采用 PHB-3 型便携式 pH计测

定 pH; YSI-550 便携式溶氧仪测定溶解氧 ( DO) 和

水温; WYY-Ⅱ便携式折射盐度计测量盐度 ( S) 。

每 5 d取水样按照国家相关标准 [ 19 ]
用次溴酸盐氧

化法测定氨氮 ( NH +
4 -N) , 用萘乙二胺光度法测定

亚硝酸盐氮( NO
-

2 -N) 。

试验结束时每桶取 15 尾对虾进行体质量增长

和体质量特定增长率的测定。体质量增长的计算公

式为 W( g) = y2 - y1 , 体质量特定增长率的计算公

式为 SGR( % /d) = 100 ×( lny2 - lny1 ) /t, 式中 y2

和 y1 表示试验开始和结束时对虾的体质量, t为试

验持续的天数。然后排水收虾, 记录成活数目, 计

算成活率。

1.5 数据处理采用

用 SPSS 13. 0 软件进行单因素方差分析, 用

Excel 2003 软件作图。

2 结果与分析

2.1 水质因子的变化

整个试验过程中水体理化因子均在适宜范围。

水温随天气变化在 28. 16 ～30. 86 ℃之间波动, 盐

度约为 35, pH 为 7. 83 ～8. 30, 溶解氧 ( DO) 的质

量浓度为 4. 13 ～4. 93 mg·L- 1 , ρ( NH +
4 -N) 和 ρ

( NO
-

2 -N) 也一直处在安全阈值以下, 且各处理间

差异不显著( 图 1) 。
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图 1 试验过程中氨氮( a) 和亚硝酸盐氮( b) 的变化

Fig. 1 Variation in ammonia ( a) and nitrite ( b) content during experiment

2.2 密度胁迫对不同组织免疫指标的影响

2. 2. 1 PO活力  试验结束时对虾肝胰腺 PO活

力均低于试验开始时, D3 肝胰腺 PO活力显著高

于 D2 和 D1( P <0. 01) , D2 高于 D1, 但差异不显

著。试验对虾肌肉 PO活力未检出( 图 2) 。

2. 2. 2 SOD活力  试验结束时对虾 SOD活力基

本高于试验开始时(除 D2 肝胰腺外) , D1 和 D3 肝

胰腺和肌肉 SOD活力均显著高于 D2( P < 0. 01) ,

而 D3 高于 D1, 但差异不显著( 图 3) 。

2. 2. 3 Ua  试验结束时对虾肝胰腺和肌肉 Ua

均比试验开始时低。试验结束时 D3 对虾肝胰腺 Ua

显著高于 D2 和 D1( P <0. 01) , D2 高于 D1 但差异

不显著; 而各肌肉 Ua高低相近, D1 低于 D2, D3

略低于 D2 但高于 D1, 差异均不显著( 图 4) 。

2. 2. 4 AKP活力  试验结束时肝胰腺 AKP活力

比试验开始时低。试验结束时 D1 对虾肝胰腺 AKP

活力显著高于 D2 和 D3( P < 0. 01) , D3 高于 D2,

但差异不显著; D3 肌肉 AKP活力高于 D2, D2 高

于 D1, 差异均极显著( P <0. 01) ( 图 5) 。

图 2 凡纳滨对虾肝胰腺酚氧化酶活力

同一次采样组间标有不同字母者表示差异显著

( P < 0. 01 ) , 标有相同字母者表示差异不显著 , 后图同此

Fig. 2 PO activity in hepatopancreas of L. vannamei

Values with different letters on the same sampling day indicate

significant difference ( P < 0. 01) , while those with the

same letters indicate no significant difference.

The same case in the following figures.

图 3 凡纳滨对虾肝胰腺( a)和肌肉( b) 的超氧化物歧化酶活力

Fig. 3 SOD activity in hepatopancreas ( a) and muscle ( b) of L. vannamei
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图 4 凡纳滨对虾肝胰腺( a) 和肌肉( b)的抗菌活力

Fig. 4 Ua in hepatopancreas ( a) and muscle ( b) of L. vannamei

图 5 凡纳滨对虾肝胰腺( a)和肌肉( b) 的碱性磷酸酶活力

Fig. 5 AKP activity in hepatopancreas ( a) and muscle ( b) of L. vannamei

表 1 密度胁迫对凡纳滨对虾生长的影响( X±SD)

Tab.1 Effects of stocking density on growth of L. vannamei

处理 /尾·m - 3

treatment
成活率 /%

survival
体质量增长 / g

weight gain
体质量特定增长率 /%

special weight growth rate

1 800( D1) 64. 6±0. 3a 0. 55 ±0. 02 a 2. 26±0. 07a

1 500( D2) 77. 6±0. 9b 0. 55 ±0. 04 a 2. 27±0. 11a

1 200( D3) 85. 4±2. 2c 0. 67 ±0. 11 a 2. 60±0. 31a

 

注 : 同一列中不同字母表示处理间差异显著 ( P < 0. 05)

 Note: Values with different superscripts in the same row indicate significant difference ( P < 0. 05) .

2.3 密度胁迫对生长的影响

凡纳滨对虾的成活率、体质量增长和体质量特

定增长率均随着密度的降低而增加, 各处理的成活

率差异显著( P <0. 05) , 体质量增长和体质量特定

增长率差异未达到显著水平( 表 1) 。试验结束时对

虾实际密度分别为( 1 163 ±5) 尾·m- 3( D1) 、( 1 163

±14) 尾·m- 3 ( D2) 和( 1 025 ±26) 尾·m- 3 ( D3) , 对

虾的体长和体质量分别为 ( 4. 53 ±0. 39) cm 和

( 1. 15±0. 29) g。

3 讨论

对虾类甲壳动物主要以非特异性免疫为主, 在

许多环境胁迫条件下, PO、SOD、Ua、AKP和酸

性磷酸酶( ACP) 在免疫抗病力方面起着重要作用,
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其活力常用作对虾健康评价的指标。

PO是酚氧化酶原激活系统识别异物和免疫反

应的起点, 其活力高低影响着对虾免疫系统对进入

体内的异物反应速度和强度, 以及激活后续反应如

凝集、吞噬、黑化等作用的效率
[ 2 0]

, 在对虾体液

免疫中占极其重要的地位。外来物质入侵被血细胞

包裹后, 机体会产生一系列高活性氧物质来杀死清

除异物, 但同时会对正常细胞产生危害; SOD是

一种超氧负离子或羟自由基诱导酶, 能清除体内多

余的高活性氧物质, 使其形成和消除处于一种动态

平衡, 进而免除对生物体的伤害
[ 21]

; Ua为血细胞

产生的抗菌肽和抗菌蛋白所特有, 在体液免疫中起

着防御病原微生物入侵的作用; AKP 是溶酶体酶

的重要组成部分, 直接参与磷酸化代谢和转移, 因

此磷酸酶在对虾免疫方面具有重要作用。此试验结

束时测试的免疫指标中, 总体上是 PO 活力、Ua

和 AKP活力随着密度的增加而降低, 而 SOD活力

随着密度的增加而升高。结果表明, 密度胁迫对凡

纳滨对虾稚虾不同免疫指标的影响效果不同, 这与

李玉全等
[ 12]
的研究结果相一致。笔者推测, 当对

虾受到密度胁迫时其免疫相关酶 PO、AKP和 SOD

等的表达降低, 而杀死清除异物的超氧负离子或羟

自由基升高, 因此, SOD表达随之升高以清除体

内过多的高活性氧物质, 免除对虾体的伤害。此研

究发现试验结束时 PO活力、Ua和 AKP活力大体

低于试验开始, 而 SOD反之。此时由于对虾生长,

其相对密度均有所增加, 进一步证实随着密度增加

对虾 PO活力、Ua 和 AKP活力降低, SOD活力升

高。此研究还发现, 对虾的体质量增长、体质量特

定增长率和成活率随着密度的增加而降低。其中

D3 的 SOD活力高于 D2, 并超出 D1, 可能是试验

结束时 D1 和 D2 密度降低幅度较大致使胁迫有较

大程度缓解, 以及由于 D3 对虾生长密度相对增加

较大导致胁迫加剧的外在表现。D1 肝胰腺 AKP活

力高于 D2, 且超过 D3, 原因可能是试验结束时

D1 密度降低幅度较大而导致密度胁迫有较大程度

缓解的直观表现。

高密度养殖条件下, 养殖系统中残饵和排泄物

分解产生 NH
+

4 -N等有毒物质, 另一方面生物呼吸

和有机物氧化分解消耗水体中的 DO, 降低 DO含

量, 影响对虾的生长、成活
[ 6 ]
和免疫抗病力。然

而此试验各处理间 DO、NH
+

4 -N和 NO
-

2 -N等水质

因子均在适宜范围内, 没有显著差异, 表明密度胁

迫是影响对虾免疫指标和生长的主要因素。关于密

度胁迫引起凡纳滨对虾稚虾免疫指标及生长的差

异, 推测可能是由于对虾相对活动空间较小、种内

竞争激烈所致, 相关机制还有待进一步研究。

综上所述, 凡纳滨对虾稚虾 ( 体长 < 4. 8 cm,

体质量 < 1. 2 g) 养殖密度为 1 200 ～1 800 尾·m
- 3
时

密度胁迫明显影响免疫指标及生长。随着密度增

加, 对虾 PO活力、Ua和 AKP活力等免疫指标及

体质量增长、体质量特定增长率和成活率降低,

SOD活力升高。因此, 凡纳滨对虾标粗培育时应

选择适当的养殖密度以提高免疫抗病力, 降低密度

胁迫对对虾生长和成活率的影响。
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