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摘要: 为探讨亚硝酸盐氮胁迫对凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)急性肝胰腺坏死综合征(Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome, AHPNS)发生的影响, 设置1个凡纳滨对虾对照组和4个不同亚硝酸盐氮质量浓度 (2.0、4.0、6.0和10.0 mg/L) 胁迫组, 亚硝酸盐氮暴露20 d, 于凡纳滨对虾后腹肌注射副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)进行感染。观察到在感染后9~24 h各实验组出现死亡高峰, 濒死对虾表现出与AHPN相同的临床症状, 48 h后, 各实验组对虾不再出现死亡, 对照组和各实验组对虾累计死亡率分别为0、4%、8%、16%和24%。其中, 4.0 mg/L实验组对虾累计死亡率与2.0 mg/L实验组差异不显著(P>0.05), 但显著低于6.0和10.0 mg/L实验组(P<0.05)。感染副溶血弧菌后, 对照组、2.0和4.0 mg/L组凡纳滨对虾血清ALT活性先上升后下降, 6.0和10 .0 mg/L实验组血清谷丙转氨酶(ALT)活性持续上升。对照组和2.0 mg/L实验组对虾血清谷草转氨酶(AST)活性先上升, 96 h后开始下降, 4.0、6.0和10.0 mg/L实验组AST活性持续升高。对照组、2.0和4.0 mg/L实验组对虾ALP活性呈现先升高后降低的趋势, 6.0和10.0 mg/L实验组对虾碱性磷酸酶(ALP)活性持续降低。对照组对虾溶菌酶(LSZ)活性在各取样时间点显著高于6.0和10.0 mg/L实验组(P<0.05), 而与2.0和4.0 mg/L实验组差异不显著(P>0.05)。结果表明, 亚硝酸盐氮胁迫能降低凡纳滨对虾的免疫力, 增加其对副溶血弧菌的易感性。为预防AHPNS的暴发, 养殖水体中亚硝酸盐氮质量浓度应控制在4.0 mg/L以下。
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自2009年以来, 凡纳滨对虾(Litopenaeus van​n​amei)急性肝胰腺坏死综合征 (acute hepatopancreas necrosis syndrome, AHPNS)或早期死亡综合征 (early mortality syndrome, EMS)在亚洲地区暴发并蔓延, 造成养殖对虾大量死亡[1]。Light​ner等[2]对AHPNS的症状(昏睡、厌食、生长缓慢、颜色苍白、软壳等)进行了精确的描述, 并认为该病主要以肝胰腺坏死为主要病理特征。黄捷[3]认为, AHPNS暴发的原因可能是病毒感染引起对虾免疫系统损坏, 导致急性肝胰腺坏死, 从而发生细菌继发性感染。FAO报道副溶血弧菌是其致病菌[4]。副溶血弧菌广泛分布于自然海区, 是一种条件致病菌, 当虾蟹类长期在不良的环境条件、受伤或遭遇胁迫刺激时, 副溶血弧菌会诱发疾病甚至死亡。亚硝酸盐氮是养殖水体中最主要的污染物之一, 亚硝酸盐氮的升高可能直接抑制对虾免疫力[5−6], 引起对虾肝胰腺坏死[7], 使对虾对病原菌的易感性增加[8]。然而, 关于养殖水体中亚硝酸盐氮胁迫对对虾AHPNS的暴发发病的影响目前鲜有报道。
谷丙转氨酶(ALT/GPT)和谷草转氨酶(AST/ GOT)主要分布于肝细胞的线粒体中, 是重要的氨基转移酶[9−10]。血清中ALT和AST活性可以作为评价鱼类肝损伤程度的指标[11−12]。溶酶体参与防御吞噬的过程中, 需要多种酶的调控与参与, 碱性磷酸酶(ALP)和溶菌酶(LSZ)等作为溶酶体酶的重要组成部分, 在甲壳动物非特异性免疫应答中起着重要作用[13−14]。但目前关于凡纳滨对虾暴发AHPNS后机体转氨酶及溶酶体酶应答机制的研究还未见报道。
本研究探讨了亚硝酸盐氮的变化对凡纳滨对虾免疫相关因子和对副溶血弧菌易感性的影响, 为研究凡纳滨对虾AHPNS暴发的环境机理提供相关资料, 也为通过调控养殖环境防治该病的暴发提供理论依据。
1  材料与方法
1.1  实验材料
实验用凡纳滨对虾购自青岛市宝荣水产科技发展有限公司, 平均体质量(1.76±0.07) g, 体长(5.45±0.18) cm。室内暂养2 d后开始进行亚硝酸盐氮胁迫实验。对虾饲养于PVC桶(容积200 L)中, 每桶分别投放40尾。每天按照体质量的4%投饵, 分早、中、晚3次投喂。实验海水为经过沉淀、曝气后的地下海水, 亚硝酸盐氮质量浓度0.02 mg/L, 水温(26±2)℃, 盐度28.50±0.35, pH 7.79± 0.17。采用气石连续充气, 溶解氧保持在5.5 mg/L以上。
1.2  实验方法

1.2.1  亚硝酸盐氮胁迫  根据养殖水体中通常的亚硝酸盐氮浓度和亚硝酸盐氮对凡纳滨对虾的安全浓度[15−16], 采用单因子实验设计, 设置了1个对照组(0.02 mg/L)和4个不同质量浓度亚硝酸盐氮实验组, 即2.0、4.0、6.0和10.0 mg/L, 每组6个平行。各梯度使用1g/L NaNO2溶液调节。实验期间, 为避免水体中亚硝酸盐氮浓度出现较大波动, 投喂后3 h吸污, 每隔24 h换水1次, 换水量为50%, 并使用实验室光度计(photoLab S12, 德国)按时监测水体中亚硝酸盐氮浓度并及时调整。各实验组养殖条件与暂养期间相同, 亚硝酸盐氮胁迫实验进行20 d后开始进行感染实验。
1.2.2  副溶血弧菌培养及活菌攻毒  副溶血弧菌分离自患AHPNS的凡纳滨对虾肝胰腺。将副溶血弧菌接种在2216E液体培养基中, 28℃、150 r/min条件下培养8~10 h, 用PBS缓冲液梯度稀释菌液进行预实验。根据预实验结果, 确定副溶血弧菌注射浓度约为6.7×106CFU/mL, 每尾虾注射剂量为15 μL。注射后对照组和各实验组对虾随机分为6个平行组, 其中3个平行组(各25尾对虾)分别于0、3、6、9、12、24、48、72、96和120 h统计累计死亡率, 另3个平行组(各40尾对虾)每组分别于0、6、12、24、48、72、96和120 h随机取对虾3尾, 用于血清和肝胰腺生化指标的测定。
1.3  样品制备与测定

用1.0 mL无菌注射器从对虾头胸甲后插入围心腔抽取血淋巴[17], 4℃条件下5 000 r/min离心10 min取上清, 用于谷草转氨酶(AST/GOT)、谷丙转氨酶(ALT/GPT)活性的测定。解剖后取对虾肝胰腺, 于液氮中研磨, 按质量(g)︰体积(mL)=1︰9的比例加入PBS(4℃), 2 500 r/min, 离心10 min, 取上清液用于碱性磷酸酶(AKP)和溶菌酶(LSZ)活性的测定。
AST活性、ALT活性、AKP活性及LSZ活性均采用南京建成生物研究所研制的试剂盒进行测定。
1.4  数据统计
实验结果以平均值±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD)表示, 采用SPSS 17.0进行单因素方差分析, 当P<0.05时认为差异显著。
2  结果与分析
2.1  亚硝酸盐氮对凡纳滨对虾感染副溶血弧菌的影响
亚硝酸盐氮暴露下, 凡纳滨对虾人工感染副溶血弧菌后的死亡情况如图1所示。亚硝酸盐氮胁迫实验结束后, 发现随着亚硝酸盐氮浓度的升高, 对虾的活动能力和自净能力下降。人工感染副溶血弧菌后, 对照组没有出现死亡对虾; 在同一取样时间点, 随着亚硝酸盐氮质量浓度的增加, 各实验组对虾死亡率增加。感染6 h后, 各实验组多数凡纳滨对虾趴伏于桶底, 厌食, 10.0 mg/L实验组开始出现死亡, 濒死对虾体色呈白色并微红, 软壳, 解剖后肝胰腺呈淡白色。9~24 h内, 各实验组对虾死亡出现高峰。48 h后, 各实验组对虾不再死亡, 对照组和各实验组对虾累计死亡率分别为0、4%、8%、16%和24%。其中, 4.0 mg/L实验组对虾累积死亡率和2.0 mg/L实验组差异性不显著(P>0.05), 但显著低于6.0和10.0 mg/L实验组(P<0.05)。感染后72 h, 存活对虾活动开始增强, 摄食率增加。

2.2  经亚硝酸盐氮胁迫的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后的血清转氨酶活性
如图2 所示, 经亚硝酸盐氮胁迫20 d的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后, 在同一采样时间点, 随着亚硝酸盐氮暴露浓度的增加, ALT和AST活性呈现增强的趋势。
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图1  副溶血弧菌攻毒后对照组及各浓度亚硝酸盐氮胁迫组凡纳滨对虾的累汁死亡率

Fig.1  Accumulative mortality rate of the control and nitrite nitrogen stressed Litopenaeus vannamei after being challenged by 
Vibrio parahaemolyticus
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图2  副溶血弧菌攻毒后对照组及各浓度亚硝酸盐氮胁迫组凡纳滨血清转氨酶活性变化
同一时间点不同处理组标有不同字母的两项间差异显著(P<0.05).
Fig.2  Serum transaminase acitvity of the control and nitrite nitrogen stressed Litopenaeus vannamei after being challenged by
 Vibrio parahaemolyticus

Experimental groups with different letters on the same time after challenge are significantly different(P<0.05).
感染副溶血弧菌后, 随着时间的延长, 对照组、2.0和4.0 mg/L实验组凡纳滨对虾血清中ALT活性呈现先上升后下降的趋势, 6.0和10.0 mg/L实验组呈现持续上升的趋势。120 h后各实验组血清ALT活性均高于感染初始时(0 h), 分别为11.3、11.6、13.8、16.7和19.5 U/L, 其中对照组、2.0和4.0 mg/L实验组对虾血清ALT活性显著低于10.0 mg/L实验组(P<0.05)。感染副溶血弧菌后对照组和2.0 mg/L实验组对虾血清AST活性于96 h后开始下降, 4.0、6.0和10.0 mg/L实验组持续上升, 120 h后各实验组对虾血清AST活性随着亚硝酸盐氮浓度的增大而呈现升高的趋势, 分别为120、116、121、134、140和161 U/L。
2.3  经亚硝酸盐氮胁迫的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后的肝胰腺溶酶体酶活性
如图3所示, , 经亚硝酸盐氮胁迫20 d的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后, 各实验组ALP、LSZ活性随着亚硝酸盐氮浓度的升高而呈现降低的趋势。

感染副溶血弧菌后, 对照组、2.0和4.0 mg/L实验组对虾ALP活性呈现先升高后降低的趋势, 6.0和10.0 mg/L实验组对虾ALP活性持续降低。各取样时间点, 对照组对虾ALP活性高于其他实验组, 且在同一取样时间点, ALP活性随着亚硝酸盐氮浓度的升高而降低。感染副溶血弧菌后, 各实验组对虾LSZ活性呈现先上升后下降的趋势。对照组对虾LSZ活性在各取样时间点显著高于6.0和10.0 mg/L实验组(P<0.05), 而与2.0和4.0 mg/L实验组差异性不显著(P>0.05)。

3  讨论
3.1  亚硝酸盐氮胁迫对凡纳滨对虾感染副溶血弧菌的影响
感染副溶血弧菌6 h后对照组对虾活动状况与感染前差别不明显, 而4.0、6.0和10.0实验组
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图3  副溶血弧菌对经亚硝酸盐氮胁迫的凡纳滨对虾肝胰腺溶酶体酶活性的影响
同一时间点不同处理组标有不同字母的两项间差异显著(P<0.05).
Fig.3  Lysosomal enzyme activity in hepatopancreas of the control and nitrite nitrogen stressed Litopenaeus vannamei after being challenged by Vibrio parahaemolyticus
Experimental groups with different letters on the same time after challenge are significantly different(P<0.05).
凡纳滨对虾多数趴伏于桶底、厌食, 10.0 mg/L实验组对虾开始死亡。濒死对虾体色呈白色并微红, 软壳, 肝胰腺呈淡白色等, 与患AHPNS凡纳滨对虾的临床症状相同[2], 表明亚硝酸盐氮胁迫是导致凡纳滨对虾AHPNS暴发的诱因之一。亚硝酸盐氮长期胁迫下的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后, 大量对虾发病和死亡, 这可能是因为副溶血弧菌是条件致病菌, 当对虾长期生长在不良的环境条件、受伤或遭遇胁迫时, 会诱发疾病甚至死亡[18−19]。本实验发现, 对虾感染副溶血弧菌9~24 h内出现死亡高峰, 48 h后对虾死亡较少, 这与翟秀梅等[20]报道的凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后48~72 h出现死亡高峰的结论不一致, 这可能是因为本实验中凡纳滨对虾感染副溶血弧菌前经过较长时间亚硝酸盐氮胁迫, 导致机体免疫力降低的缘故。本实验中, 120 h各实验组对虾累计死亡率分别为0、4%、8%、16%和24%, 说明与对照组相比较, 凡纳滨对虾在亚硝酸盐氮慢性胁迫下, 抗病力降低, 对副溶血弧菌易感性增强。本实验还发现, 感染副溶血弧菌48 h后, 4.0 mg/L实验组对虾累积死亡率和2.0 mg/L实验组差异性不显著(P>0.05), 但显著低于6.0 mg/L和10.0 mg/L实验组(P<0.05), 表明亚硝酸盐氮是导致凡纳滨对虾AHPNS暴发的重要原因之一, 参考亚硝酸盐氮对凡纳滨对虾的安全浓度[15], 建议为预防AHPNS的暴发, 养殖水体中亚硝酸盐氮质量浓度应控制在4.0 mg/L以下。
3.2  副溶血弧菌对经亚硝酸盐氮胁迫的凡纳滨对虾血清转氨酶的影响
谷丙转氨酶(ALT/GPT)和谷草转氨酶(AST/GOT)主要分布于肝细胞线粒体中, 是重要的氨基转移酶[9−10]。正常情况下, 血清中ALT和AST活性低且相对恒定, 但当肝胰腺发生损伤时, 细胞内的转氨酶大量释放出来进入血液中, 导致血清中转氨酶活性的升高[21]。高明辉[22]认为亚硝酸盐氮暴露引起异育银鲫肝损伤, 导致血清中ALT和AST活性上升。因此, 血清中ALT和AST活性可以作为评价鱼类肝损伤程度的指标[13−14]。
本实验中, 人工感染副溶血弧菌前, 随着亚硝酸盐氮暴露浓度的增加和暴露时间的延长, 凡纳滨对虾血清中ALT和AST活性均出现不同程度的增加, 表明慢性亚硝酸盐氮暴露对凡纳滨对虾肝胰腺有一定程度的损伤。人工感染副溶血弧菌后, 凡纳滨对虾血清中ALT和AST活性均升高, 这可能是因为弧菌感染导致机体肝损伤, 引起血清中ALT、AST等转氨酶活性均升高[23−25], 对虾表现出AHPNS典型病理特征[2], 表明亚硝酸盐胁迫造成凡纳滨对虾肝胰腺损伤后继发感染副溶血弧菌, 可能引起凡纳滨对虾AHPNS的暴发, 这与黄捷[3]关于AHPNS的暴发是由于病毒感染导致急性肝胰腺坏死后细菌继发性感染所致这一结论也是一致的。
感染副溶血弧菌后, 随着时间的延长, 对照组、2.0和4.0 mg/L实验组凡纳滨对虾血清中ALT呈现先上升后下降, 6.0和10.0 mg/L呈现持续上升的趋势, 120 h后对照组、2.0和4.0 mg/L实验组对虾血清ALT活性显著低于10.0 mg/L实验组(P<0.05), 表明随着亚硝酸盐氮暴露浓度的提高, 副溶血弧菌对肝胰腺的损伤愈加严重。感染副溶血弧菌后对照组和2.0 mg/L实验组对虾血清AST活性96 h后开始下降, 4.0, 6.0和10.0 mg/L实验组持续上升, 120 h后各实验组对虾血清AST活性均高于感染前, 表明感染副溶血弧菌可导致对虾的肝胰腺严重损伤。本实验还发现, 感染120 h后各实验组对虾血清AST活性随着亚硝酸盐氮浓度的增大而呈现升高的趋势, 表明经高浓度亚硝酸盐氮胁迫的对虾受到副溶血弧菌感染后, 对虾肝胰腺损伤更严重。本实验表明, 凡纳滨对虾长期在高浓度亚硝酸盐氮(4.0 mg/L以上)胁迫后感染副溶血弧菌会对肝胰腺造成较严重的损伤。
3.3  副溶血弧菌对经亚硝酸盐氮胁迫的凡纳滨对虾肝胰腺溶酶体酶活性的影响
溶酶体参与防御吞噬过程中, 需要多种酶的调控与参与。碱性磷酸酶(ALP)和溶菌酶(LSZ)等作为溶酶体酶的重要组成部分, 在甲壳动物非特异性免疫应答中起着重要作用。
ALP是甲壳动物中重要的磷酸单酯酶。作为机体内巨噬细胞溶酶体的重要组分, ALP能够杀死入侵的病原菌, 并能够加速异物的降解, 在免疫反应中发挥重要作用[11]。陈家长等[26]认为亚硝酸盐氮能够抑制罗非鱼的ALP活性, 王国江[27]也得到类似结论。人工感染副溶血弧菌前, 凡纳滨对虾肝胰腺中ALP活性随着亚硝酸盐氮浓度的升高呈降低趋势, 表明亚硝酸盐氮长期胁迫抑制对虾ALP活性。感染副溶血弧菌后, 对照组、2.0和4.0 mg/L实验组对虾ALP活性呈现先上升后下降再上升的趋势, 而6.0和10 .0 mg/L实验组对虾感染副溶血弧菌后, ALP活性呈现持续降低的趋势, 表明亚硝酸盐氮长期胁迫影响了对虾对副溶血弧菌侵染的防御反应。同时, 本实验还发现, 4.0、6.0和10.0 mg/L各实验组凡纳滨对虾肝胰腺中ALP活性在实验期间均低于对照组, 且在同一取样时间下随着亚硝酸盐氮浓度的升高而降低, 这可能是因为高浓度的亚硝酸盐氮抑制了机体ALP对副溶血弧菌的应激机制。
LSZ是一种碱性球蛋白, 能够水解细菌的细胞壁, 是吞噬细胞杀菌的物质基础, 在甲壳动物的非特异性免疫中起着重要作用, 机体发生炎症、感染或组织损伤等病变可以引起溶菌酶活性的改变[12]。本实验中, 感染副溶血弧菌前, 各实验组对虾肝胰腺LSZ活性随着亚硝酸盐氮暴露浓度的升高而降低, 表明慢性亚硝酸盐氮暴露可以降低凡纳滨对虾的LSZ活性。感染副溶血弧菌后, 各实验组凡纳滨对虾肝胰腺LSZ均呈现先升高后降低的趋势。感染后6~24 h, 各实验组对虾LSZ活性升高, 这可能是因为副溶血弧菌刺激机体产生免疫反应, LSZ基因的表达量显著上调[28], 促进机体中抗菌蛋白和溶菌蛋白的合成, 故机体LSZ活性升高。感染后48 h, 各实验组对虾LSZ活性开始降低, 可能是副溶血弧菌导致机体机体细胞的代谢紊乱, 破坏了LSZ合成机制。本实验还发现, 对照组对虾LSZ活性在各取样时间点均显著高于6.0和10.0 mg/L实验组(P<0.05), 而与2.0和4.0 mg/L实验组差异性不显著(P>0.05), 表明低浓度亚硝酸盐氮不会显著抑制机体LSZ活性, 但高浓度亚硝酸盐氮暴露能显著抑制LSZ活性, 这可能是因为高浓度的亚硝酸盐氮抑制了机体中LSZ合成机制。另外, 本实验中凡纳滨对虾暴露于高浓度亚硝酸盐氮中死亡率较高, 这也可能与对虾经亚硝酸盐氮长期胁迫导致溶酶体酶活性降低, 影响了对虾非特异性免疫应答有关。本实验表明, 亚硝酸盐氮浓度超过4.0 mg/L, 对虾溶酶体酶活性就会受到抑制, 影响溶酶体对入侵副溶血弧菌的吞噬作用, 增强其对副溶血弧菌易感性。
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Susceptibility of Litopenaeus vannamei to Vibrio parahaemolyticus: The influence of environmental nitrite nitrogen
GE Hongxing1, 2, LI Jian2, CHEN Ping2, GE Qianqian2, LIANG Zhongxiu2, LI Dongli2, WANG Ying2
1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;
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Abstract: Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome (AHPNS) or Early Mortality Syndrome (EMS), first reported officially in China in 2010, has caused large-scale die-offs of cultivated shrimp in several countries in Asia. The causative agent of the disease is Vibrio parahaemolyticus, a strain of a bacterium commonly found in brackish coastal waters around the globe. To reduce the impact of the disease, it is important to understand how environmental factors, such as nitrite nitrogen levels, affect the pathogenicity of V. parahaemolyticus to Litopenaeus vannamei. We evaluated the effect of environmental nitrite levels on immune-related enzymes (glutamic-pyruvic transaminase, ALT; glutamic oxalacetic transaminase, AST; alkaline phosphates, ALP; lysozyme, LSZ) in L. vannamei exposed to V. parahaemolyticus. L. vannamei were reared in 2.0, 4.0, 6.0, 10.0 mg/L nitrite for 20 d. The shrimp in the treatment and control groups were then challenged by V. parahaemolyticus. The moribund shrimp were anorectic and the hepatopancreas of deceased shrimp was pale to white and atrophied. The cumulative mortality peaked 48 h after exposure to V. parahaemolyticus and was 0, 4%, 8%, 16%, and 24% under exposure of 0.0, 2.0, 4.0, 6.0, 10.0 mg/L nitrite, respectively. ALT activity increased initially in the control, 2.0, and 4.0 mg/L groups then decreased, whereas activity continued to increase in the 6.0 and 10.0 mg/L groups. The activity of AST in the control and 2.0 mg/L groups increased and then decreased, whereas levels continued to increase in the 4.0, 6.0, and 10.0 mg/L groups. In the control, 2.0 and 4.0 mg/L groups, the activity of ALP increased initially before returning to normal levels, whereas levels continued to decrease in the 6.0 and 10.0 mg/L groups. LSZ activity was significantly higher in the control than in the 6.0 and 10.0 mg/L groups. Our results suggest that exposure to high nitrite nitrogen concentrations can inhibit the immune response of L. vannamei and increase its susceptibility to V. parahaemolyticus, resulting in an increase in mortality. Thus, it is important to regulate the concentration of nitrite nitrogen in the aquatic environment to prevent the break out of AHPNS.
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