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塔玛亚历山大藻对中国明对虾鳃组织的氧化胁迫和对Caspase基因(FcCasp)表达的影响

梁忠秀, 李健, 任海, 葛倩倩, 葛红星, 李吉涛 

中国水产科学研究院 黄海水产研究所, 山东 青岛 266071

摘要: 选择在中国分离得到的一株能产生麻痹性贝毒(Paralytic Shellfish Poison, PSP)的赤潮甲藻塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense) ATHK株, 研究其对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)鳃组织氧化胁迫和Caspase基因(FcCasp)表达的影响。将中国明对虾分别暴露于200 cells/mL 和1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻中, 于胁迫后3、6、12、24、48、72和96 h测定鳃的超氧化物歧化酶(SOD)活性、谷胱甘肽硫转移酶(GST)活性、丙二醛(MDA)含量和FcCasp基因相对表达量, 以不加藻的过滤海水作为对照。结果表明, 在200 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, SOD活性、GST活性、MDA含量和FcCasp相对表达量均随取样时间推移表现出先上升后下降的趋势。而在1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, SOD活性随时间增加呈现先升高后降低的趋势, 在24~96 h 被显著抑制(P<0.05), GST活性除3和48 h外均被显著抑制(P<0.05), MDA含量和FcCasp相对表达量均整体表现上升的趋势, 呈现出一定的时间效应。相关性分析显示, 塔玛亚历山大藻胁迫下, 中国明对虾鳃的MDA含量和FcCasp相对表达量呈正相关(P<0.05)。实验结果表明, 塔玛亚历山大藻可破坏中国明对虾氧化−抗氧化系统的平衡, 引发对虾鳃组织的脂质过氧化(LPO), 造成其氧化损伤, 从而导致FcCasp表达的上调。本实验结果为将SOD活性、GST活性和MDA含量作为生物标志物, 用于评价塔玛亚历山大藻胁迫提供了依据, 同时也为研究塔玛亚历山大藻对中国明对虾的危害机制提供了参考。
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中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)是中国北方海水主要养殖品种[1]。浮游微藻是对虾养殖池塘微生态环境中的重要成分[2], 虾池中不同发育时期的对虾均直接或间接地以微藻为饵料[3]。但出现在对虾养殖池中的有害赤潮藻会产生毒素[4−5], 影响对虾生理、代谢等机能。有毒赤潮甲藻塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)是一种典型的麻痹性贝毒(Paralytic Shellfish Poison, PSP) 产毒藻[6], 能通过多种方式导致海洋生物死亡或发生其他生理变化[7−8]。从抗氧化防御系统的角度来研究赤潮有毒藻对养殖动物的毒性作用机制一直是一个备受关注的问题[9−10], 可将抗氧化系统作为生物标志物来评估环境胁迫对生物体产生的氧化胁迫效应[11]。鳃组织被认为在抗氧化防御方面发挥的作用最弱[12], 因此从鳃组织来考察有毒藻对养殖生物的氧化胁迫一直被忽视[13]。超氧化物歧化酶(SOD)是反映机体清除自由基能力的标志性抗氧化酶[14]。谷胱甘肽硫转移酶(GST)不仅是解毒系统第二阶段的解毒酶, 而且还是抗氧化系统中的重要酶, 其活性高低间接反映机体清除自由基的能力[15]。丙二醛(MDA)是脂质过氧化的终产物, 是反映机体氧化应激损伤的指标之一[16]。氧化胁迫可诱导细胞凋亡[17−18]。Caspases (cystei​nylas​partate specific proteinases)是调节细胞凋亡通路中的关键蛋白[19], 该基因在对虾组织的过量表达可导致细胞凋亡形态特征出现[20]。目前已发现塔玛亚历山大藻对鱼类的抗氧化系统可产生不同程度的影响[21], 但其对对虾抗氧化系统的影响, 及由此产生的凋亡相关基因的表达方面尚未见报道。

本研究通过分析塔玛亚历山大藻对中国明对虾鳃SOD活性、GST活性、MDA含量和Caspase基因(FcCasp)表达的影响, 探讨塔玛亚历山大藻对中国明对虾的致毒机制, 以期为对虾健康养殖提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

中国明对虾购自山东青岛宝荣水产科技发展有限公司, 体长(6.8±0.3) cm, 体质量(3.6±0.2) g。对虾暂养于实验室200 L的PVC桶中, 每日投喂3次人工配合饵料, 连续充气, 1周后开始实验。

塔玛亚历山大藻(ATHK株)(由中国科学院海洋研究所提供)采用 f/2 配方培养液, 置于光照培养箱中培养, 培养温度(20±1)℃, 光照强度3 000 lx, 光暗比为14 h︰10 h。

1.2  塔玛亚历山大藻暴露实验

将指数生长期(9 000 cells/mL)的塔玛亚历山大藻培养液用过滤海水分别稀释到200 cells/mL和1000 cells/mL, 将中国明对虾暴露在上述2个浓度的稀释液中进行实验, 以正常饲养状态下的中国明对虾作为对照。每组设3个平行, 每个平行随机放30尾对虾。实验在100 L的塑料整理箱中进行, 海水经500目的筛绢过滤, 盐度30, 水温22~25℃, 24 h充气。塔玛亚历山大藻暴露后第3、6、12、24、48、72和96小时分别从每组中随机选取6尾对虾取样。
1.3  样品处理 
对虾的鳃组织加液氮研磨成粉末, 取50 mg样品迅速转移至1.5 mL离心管(内含1.0 mL TRIzol液), 漩涡震荡, 混匀后置–80℃保存, 用于总RNA提取。另取50 mg样品转移至1.5 mL离心管中, 以1︰10加入预冷PBS缓冲液(pH 6.4), 混匀、离心后取上清液用于SOD活性、GST活性、MDA含量和蛋白含量的测定。

1.4  SOD、GST活性和MDA含量的测定

采用南京建成生物研究所研制的试剂盒进行SOD活性、GST活性和MDA含量的测定。组织蛋白含量采用考马斯亮蓝法测定[22]。

1.5  FcCasp表达量检测

总RNA提取和cDNA合成: 总RNA的提取方法参考Trizol使用说明书, 提取的总RNA用快速核酸/蛋白分析仪进行纯度和浓度测定, 用MOPS琼脂糖电泳检测总RNA的完整性。在合成cDNA之前, 用 DNase I. RNase-free去除总 RNA 中残留的基因组 DNA。cDNA合成方法参考Reverse transcriptase M-MLV使用说明书。

荧光定量PCR: 根据GenBank中中国明对虾FcCasp (GU597089)和β-actin(DQ205426.1)基因序列, 利用Primer 5.0软件设计特异引物FcCasp F/R和actin F/R (表1), β-actin为内参基因。荧光定量PCR扩增体系及反应程序参考SYBR® Premix Ex TaqTM II说明书。采用
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法进行相对定量分析。

表1  实验中所用引物序列

Tab.1  Primer sequences used in this study

	引物primer
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)

	FcCasp-F
	GCTTGTTATGTGGGCTTCCTAC

	FcCasp-R
	CACTTCCCTGCTGACTTTGAG

	actin-F
	AGTAGCCGCCCTGGTTGTAGAC

	actin-R
	TTCTCCATGTCGTCCCAGT


1.6  统计分析

实验数据以平均值±标准差(
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±SD)表示。采用SPSS 16.0软件进行方差分析, 当P<0.05, 认为差异显著。

2  结果与分析

2.1  塔玛亚历山大藻对中国明对虾鳃组织SOD、GST活性和MDA含量的影响

如图1所示, 中国明对虾鳃的 SOD 活性在200 cells/mL和1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, 均迅速上升, 分别在12 h和6 h达最大值。之后200 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫组鳃的 SOD 活性虽有所下降, 但仍显著高于对照组(P<0.05); 而1000 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫组鳃的 SOD活性急剧下降, 24~96 h显著低于对照组(P<0.05)。

中国明对虾鳃的 GST 活性在200 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, 整体呈现先升高后降低的变化趋势(图1), 24 h和72 h处于对照组水平, 96 h被显著抑制(P<0.05), 其余时间点均显著高于对照组(P<0.05)。而在1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, 鳃的 GST 活性除3 h和48 h外均被显著抑制(P<0.05)。

中国明对虾鳃的MDA含量在200 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下在12 h内无显著增加(P>0.05, 图1), 24~48 h显著高于对照组(P<0.05), 72 h恢复至对照组水平(P>0.05)后在96 h又显著升高(P<0.05)。在1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻胁迫下, 鳃的MDA含量整体呈现时间依赖性增加的现象, 除3 h外, 其他时间点均显著高于对照组 (P<0.05)。

2.2  塔玛亚历山大藻对中国明对虾FcCasp基因表达量的影响

暴露在200 cells/mL塔玛亚历山大藻中, 中国明对虾鳃的FcCasp表达量整体呈现先升高后降低再升高的变化趋势(图2), 即在48 h和96 h出现两个表达高峰。而暴露在1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻中, 鳃的FcCasp表达量整体呈现升高的变化趋势, 在各时间点均显著高于对照组(P<0.05)。

2.3  中国明对虾鳃组织MDA含量和FcCasp 相对表达量的相关性分析

中国明对虾在塔玛亚历山大藻胁迫下鳃组织MDA含量和FcCasp基因相对表达量的相关系数(R2)为0.866 3, MDA含量和FcCasp 相对表达量呈正相关(P<0.05, 图3)。
3  讨论

机体抗氧化防御系统通过清除活性氧自由基
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图1  塔玛亚历山大藻暴露下中国明对虾鳃组织SOD、GST活性和MDA含量

*表示与对照组相比差异显著(P<0.05).

Fig.1  SOD, GST activities and MDA content in gill of Fenneropenaeus chinensis exposed to Alexandrium tamarense

*means significant difference compared with that of control at 0.05 level.

防止组织过氧化损伤, 其成分的改变可以作为机体受到氧化胁迫的指示[23]。超氧阴离子(O2)是主要的自由基, SOD 的作用是把O2转化成过氧化
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图2  塔玛亚历山大藻暴露下中国明对虾鳃组织FcCasp相对表达量

*表示与对照组相比差异显著(P<0.05).

Fig. 2  Relative expression of FcCasp in gill of Fenneropenaeus chinensis exposed to Alexandrium tamarense
*means significant difference compared with that of control at 0.05 level.
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图3  中国明对虾鳃组织MDA含量和FcCasp 相对表达量相关性分析

*表示与对照组相比差异显著(P<0.05).
Fig. 3  Correlation between MDA content and FcCasp relative expression level in gill of Fenneropenaeus chinensis exposed to Alexandrium tamarense

*means significant difference compared with that of control at 0.05 level.
氢(H2O2)和O2, 是保护机体免受
[image: image6.wmf]2

O

-

伤害的重要抗氧化酶之一[14]。本研究发现, 200 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, 中国明对虾鳃的SOD活性在各时间点均显著增加, 1 000 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, SOD活性也出现先上升的趋势, 这表明中国明对虾鳃组织在塔玛亚历山大藻胁迫下产生了大量的
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, 从而诱导SOD 的活性升高。谭志军[21]通过对花鲈(Lateolabrax japonicus)腹腔连续注射低剂量的塔玛亚历山大藻毒素粗提液发现, 花鲈鳃SOD 酶活性持续升高, 毒素粗提液对SOD的诱导具有累加效应, 这与本研究中200 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, 中国明对虾鳃SOD活性的变化相似; 但 1 000 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, SOD活性在24~96 h被抑制, 这可能是随着时间的延长, 
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大量积累, SOD 被快速消耗使得其含量下降, 大量
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歧化过程中生成的H2O2抑制了SOD活性[24]。SOD活性被抑制可能就是过多
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损伤的结果[25]。
GST具有清除体内自由基及解毒双重功能, 参与催化有机过氧化物为相应的醇。本实验中, 200 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, 中国明对虾鳃的GST活性先升高后降低。而1 000 cells/mL 塔玛亚历山大藻胁迫下, GST活性被显著抑制。此结果表明, 中国明对虾鳃的GST活性在塔玛亚历山大藻胁迫下表现一定的剂量效应, 这说明塔玛亚历山大藻对鳃组织的GST酶活性的诱导是有限度的, 超过一定的浓度会抑制GST的活性。200 cells/mL和1 000 cells/mL塔玛亚历山大藻对中国明对虾鳃的GST活性呈现不同的作用效果, 可能与塔玛亚历山大藻细胞的密度不同和对两个浓度稀释时加入了不同的培养液有关。梁忠秀[26]研究发现, 塔玛亚历山大藻细胞和去藻的培养液对虾类均具有致毒作用, 毒性作用随其密度升高而增强, 颜天等[27]、谭志军等[6]和王雪虹等[28]也得到类似的结果。GST活性的升高, 一方面可能是因为GST参与了塔玛亚历山大藻所产有毒物质的代谢及解毒过程[29−30]。所用塔玛亚历山大藻(ATHK)细胞中PSP毒素成分中含有膝沟藻毒素(GTX1、2、3、4), 约占PSP毒素总含量的54.84%[31]。江天久等[32]发现中国龙虾(Panulirus stimpsoni)在对PSP代谢过程中发生了GTX2,3向GTX1,4 转换的过程, 这种还原转化在双壳类和甲壳类的动态代谢中常有发生[33−34], 而这种化学转化可能与生物体内谷胱甘肽诱导相关。而GTX转换成STX也需要谷胱甘肽的参与[35−36]。另一方面可能是塔玛亚历山大藻毒素在中国明对虾体内的代谢过程中出现过多自由基, 对虾组织相应地增强了抗氧化系统酶活性, 以清除多余的自由基。而GST活性的抑制可能是对虾在高浓度塔玛亚历山大藻作用下受到了氧化胁迫所致。GST活性被抑制, 可影响机体的解毒功能[37], 另外可能增加生物对需经GST代谢的外源性毒物的敏感性[38]。
MDA 作为机体脂质过氧化作用的终产物, 其含量可间接反映机体的脂质过氧化水平以及机体细胞受自由基攻击的严重程度[39]。陈洋[40]研究发现米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)未知毒素能使哺乳类细胞MDA含量明显升高; Creppy等[41]研究也发现腹泻性贝毒的主要组分大田软海绵酸(Okadaic acid, OA)能促进人肠内皮细胞发生脂质过氧化; Ana等[42]研究证实微囊藻可导致罗非鱼(Oreochromis niloticus)组织出现脂质过氧化的现象; Estrada等[43]研究显示有毒裸甲藻(Gymnod​inium catenatum)可诱导扇贝(Nodipecten subnod​osus)氧化胁迫, 导致过氧化脂质(LPO)增加。本实验中, MDA含量和塔玛亚历山大藻暴露表现出一定的浓度−效应关系, 这可能与塔玛亚历山大藻诱导的氧化应激有关, 在 200 cells/mL 组, MDA含量在12 h内没有显著增加, 这可能是因为抗氧化酶被迅速诱导, 生成的活性氧被有效清除, 但随着抗氧化酶活性下降, 活性氧迅速累积, 而发生了脂质过氧化, 导致MDA含量在24和48 h显著升高。在 1 000 cells/mL组, MDA含量表现为时间依赖性增加的现象, 且24~96 h表现为更为迅速的增加, 这与SOD和GST活性被抑制的时间范围相吻合, 这可能是因为能清除活性氧的抗氧化酶活性被抑制, 导致机体内活性氧更迅速累积, 从而加剧膜脂过氧化作用。此外, GST可以与MDA结合, 从而保护机体[44], 而1 000 cells/mL组的GST被显著抑制, 也可能是MDA增加的一个原因。

MDA能与膜上蛋白质反应, 使膜通透性增加, 引起膜渗漏, 从而使细胞器结构与功能发生紊乱[45]。此外MDA还可以和DNA反应, 造成DNA损伤[46]。脂质过氧化产物在组织内的积累可诱导细胞发生凋亡[47−49]。Caspases是调节细胞凋亡通路中的关键蛋白[50]。Phongdara等[51]研究证实从墨吉对虾(Penaeus merguiensis)克隆得到Caspase基因, 经表达得到的Caspase蛋白具有与人类相同的Caspase-3酶活性, 其在细胞凋亡中起至关重要的作用。Leu等[52]研究发现斑节对虾(Penaeus monodon)Caspase基因过量表达导致SF-9细胞凋亡的形态学特征出现。本研究中, 两个塔玛亚历山大藻浓度组的中国明对虾鳃的Caspase基因都呈现一定程度的上调表达, 这表明塔玛亚历山大藻胁迫可能会诱导中国明对虾鳃组织细胞凋亡。相关性分析显示, MDA含量和Caspase基因表达水平呈线性相关, 这表明了LPO在细胞凋亡诱导中的作用[48]。

本实验结果提示, 塔玛亚历山大藻可破坏中国明对虾氧化−抗氧化系统的平衡, 引发对虾鳃组织的脂质过氧化, 造成其氧化损伤, 从而导致Caspase基因表达的上调。中国明对虾鳃组织中SOD活性、GST活性和MDA含量对塔玛亚历山大藻的变化有积极的响应, 其随藻浓度及其作用时间的不同而发生不同的变化, 在作为有毒藻暴露的生物标记物方面有较好的应用前景。ROS作为指示机体受到氧化胁迫最直接的指标, 需进一步研究。另外尽管塔玛亚历山大藻胁迫可诱导凋亡相关基因的表达, 但能证实细胞凋亡的其他证据如形态学等也有待进一步研究。
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Toxic dinoflagellate Alexandrium tamarense induces oxidative stress and up-regulae Caspase gene (FcCasp) expression in gills of Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis

LIANG Zhongxiu, LI Jian, REN Hai, GE Qianqian, GE Hongxing, LI Jitao

Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China
Abstract: Toxic microalgae outbreaks have caused significant economic losses in the Chinese aquaculture industry, including the aquaculture of shrimp. Blooms that involve phycotoxins, especially paralytic shellfish poison(PSP), are dangerous, harm the shrimps and cause losses in marine production. Previous studies mainly focused on the toxic effects on shellfish and fish, rather than shrimp. This study investigated the inductive effect of the toxic dinoflagellate Alexandrium tamarense(ATHK), a producer of PSP, on oxidative stress and the expression of a caspase gene (FcCasp) in the gills of the Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis, an important mariculture species in China. F. chinensis individuals were exposed to 200 and 1 000 cells/mL of A. tamarense, and F. chinensis individuals cultured with filtered seawater were set as control. Superoxide dismutase (SOD) activity, glutathione S-transferase (GST) activity, malonyldialdehyde (MDA) content and FcCasp expression in the gills were analyzed at 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h after exposure. The results showed that SOD activity, GST activity, MDA content and FcCasp expression exposed to 200 cells/mL of A. tamarense generally increased at first and then decreased with increasing exposure time. However, when exposed to 1000 cells/mL of A. tamarense, SOD activity increased and then decreased with increasing exposure time, and was significantly(P<0.05) inhibited between 24 and 96 h. GST activity was significantly(P<0.05) inhibited, except at 3- and 48 h-post treatment. The changes in SOD and GST activities of F. chinensis in this study suggest that these enzymes were actively involved in the detoxification process in gills of F. chinensis. The MDA content and FcCasp expression of F. chinensis exposed to 1 000 cells/mL of A. tamarense increased with increased exposure time, and displayed a time-dependent response relationship. The FcCasp transcript level in the gills of F. chinensis exposed to A. tamarense was positively and linearly correlated with the MDA content. The current study revealed that exposure to A. tamarense influenced the antioxidative status of F. chinensis, causing lipid peroxidation (LPO) and upregulation of FcCasp in gills of the shrimp. The findings from this study demonstrated that SOD, GST and MDA were sensitive and suitable potential oxidative biomarkers of F. chinensis and other aquatic invertebrates exposed to A. tamarense in the short term. Further studies are needed to clarify the mechanism of toxicity of A. tamarense to aquatic invertebrates.
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