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摘要: 研究了 pH胁迫对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)抗氧化系统的影响, 将中国明对虾暴露于 pH7.0、9.0

的水体中 148 h, 于胁迫后 0、3、12、24、48、72、96、120、148 h测定鳃、肝胰腺、肌肉和血淋巴总抗氧化活力

(T-AOC)、抗超氧阴离子活力、过氧化氢酶(CAT)活力和 CAT、过氧化物还原酶(Prx)基因表达的影响, 以 pH8.2 作

为对照。结果显示, pH胁迫 12~24 h, 对虾各组织 T-AOC、抗超氧阴离子、CAT酶活力及 CAT基因表达均增加, pH

胁迫 120~148 h上述指标受到抑制。对虾肝胰腺和肌肉 Prx基因表达随胁迫时间增加逐渐升高, 鳃和血淋巴 Prx基

因表达随胁迫时间增加呈下降趋势。高 pH(9.0)胁迫时, 对虾鳃抗氧化系统酶活力及基因表达水平达峰时间较其他

3 个组织明显缩短; 而低 pH(7.0)胁迫时, 对虾肝胰腺抗氧化系统酶活力比其他组织变化快。实验结果表明, pH 胁

迫 3~24 h对中国明对虾抗氧化系统酶活力及相关基因表达有一定的诱导效果, 但胁迫 120~148 h则抑制其抗氧化

系统功能, 可能会导致中国明对虾机体的氧化损伤; 中国明对虾鳃和肝胰腺分别对高、低 pH胁迫较敏感。 
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pH值是一种易于变化的养殖水环境因子, 对

水质及水生生物有多方面的影响, 如 pH 值的剧

烈变化可抑制对虾免疫系统功能, 降低对虾的抗

感染能力 [1−2]。研究认为环境胁迫因子 (如水体

pH、温度、盐度等)变化诱导的生理效应可能经由

氧化还原途径实现 [3−5], 即环境胁迫因子造成生

物体内有氧代谢异常, 活性氧自由基大量积累而

引起机体氧化损伤[6]。由此可将抗氧化系统作为

评估 pH 胁迫对生物体产生氧化胁迫效应的一类

生物标志物。pH胁迫对水生生物抗氧化系统有较

明显的影响。高 pH 值胁迫显著增加海洋卡盾藻

(Chattonella marina)和栉孔扇贝(Chlamys farreri)

体内活性氧自由基含量[7−8]; 高、低 pH胁迫均导致

背角无齿蚌(Anodonta woodiana Lea)抗氧化酶活

性降低 [9], 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)血

淋巴活性氧含量、肝胰腺抗氧化酶、铁蛋白基因

表达水平的升高及血淋巴细胞的DNA损伤[10−11]。 

中国明对虾 (Fenneropenaeus chinensis)是中

国重要的经济养殖虾类之一[12], 与其他水生生物

一样, 中国明对虾养殖过程中亦面临众多环境胁

迫因子的威胁, 目前已证实 pH胁迫对扇贝、凡纳

滨对虾等生长、免疫功能均有不同程度影响, 但

pH 胁迫对中国明对虾特别是对其抗氧化系统的

影响目前尚缺乏相应的基础数据, 本研究通过分

析 pH 胁迫对中国明对虾体内总抗氧化活力

(T-AOC)、抗超氧阴离子、CAT活力及 CAT、Prx

基因表达的变化情况, 从体内抗氧化系统酶活力

和基因表达的角度, 探讨不同时间段内中国明对
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虾应对 pH 胁迫的反应机制, 以期为健康养殖和

抗逆品种选育提供理论依据。 

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 (11.2±0.4) cm, 体质量(17.6±1.9) 

g, 暂养于 PVC桶(容积 200 L)中, 每日投喂蛤肉 4

次, 连续充气, 1周后开始试验。 

1.2  实验方法 

1.2.1  实验设置  实验共设 3 组, 分别为对照组

(pH 8.2)、低 pH胁迫组(pH 7.0)、高 pH 胁迫组(pH 

9.0), 每组 8 个平行, 每个平行 10 尾对虾。分别

使用 HCl 和 NaOH 调整 pH 值至 7.0 和 9.0 

(METTLER TOLEDO SG2型 pH计测定)。实验期

间水温(27~30) , ℃ 盐度(19)相对稳定。pH胁迫后

第 0、3、12、24、48、72、96、120 和 148 h 分

别从每个实验组随机挑选取 6尾对虾取样。 

1.2.2  样品处理  用 1 mL 一次性注射器吸取 0.5 

mL预冷(4 )℃ 的抗凝剂[13], 从对虾的围心腔抽取

0.5 mL 的血淋巴液, 混合均匀后加入 1 mL 无

RNA酶的 1.5 mL 离心管中, 离心(4 , 800℃  g, 15 

min), 取上清(抗氧化酶活性测定)置–80 ℃冰箱保

存; 血淋巴细胞(总 RNA 提取)加入 0.5 mL 的

TRIzol(Invitrogen), 置–80 ℃冰箱保存。鳃、肝胰

腺、肌肉加液氮研磨成粉末, 取 50 mg 样品迅速

转至 1.5 mL离心管(内含 1 mL TRIzol液), 置–80 

℃冰箱保存用于总 RNA提取; 剩余组织样品(肝、

鳃和肌肉), 按照 1:10(W/V)加入预冷 PBS 缓冲溶

液(pH 6.4)放置冰上以玻璃匀浆器匀浆, 离心(4 , ℃

800 g, 10 min)取上清液置–80 ℃冰箱保存用于组

织抗氧化酶活测定。 

1.2.3  抗氧化酶活性的测定  T-AOC、抗超氧阴离

子能力、CAT活性测定均根据试剂盒说明书进行

(试剂盒购自南京建成生物工程研究所)。其中 37 

℃时, 每分钟每毫克组织蛋白使反应体系的吸光

度(OD)值每增加 0.01时, 定义为 1个总抗氧化能

力(T-AOC)单位; 每克组织蛋白在 37 ℃反应 40 

min所抑制的超氧阴离子自由基相当于 1 mg的维

生素 C 所抑制的超氧阴离子自由基的变化值为 1

个活力单位; 每毫克组织蛋白每秒钟分解 1 μmol

的 H2O2的量为 1 个 CAT 活力单位。组织蛋白含

量采用考马斯亮蓝法测定[14]。 

1.3  抗氧化酶基因的表达分析   

1.3.1  引物设计  根据中国明对虾 CAT、过氧化

物还原酶(Prx)cDNA序列, 以 Primer Primer 5.0设

计 Real-time PCR 扩增特异性引物, 中国明对虾

18S rRNA扩增引物参照文献[15], 引物序列详见

表 1。引物合成和 cDNA 序列测定委托上海生工

生物工程有限公司完成。 

1.3.2  RNA的提取和 cDNA第一链的合成  将保

存于–80℃冰箱的样品取出后于冰上融化 , 并按

照 TRIzol 试剂说明书提取总 RNA, RNA 沉淀用

DEPC 水溶解, 用核酸定量仪(Thermo Scientific)

测定 260 nm和 280 nm处的吸收值, 检测 RNA的

产量和纯度, 并使用 1%琼脂糖凝胶进行 RNA 非

变性电泳检测 RNA 的完整性。取等量(2 μg)的

RNA, 按照 M-MLV(Promega)说明书反转录各组

织的总 RNA, 合成 cDNA第一链。 

1.3.3  Real-time PCR扩增  采用 Real-time PCR 

(SYBR Green)2△△Ct相对定量方法, 按照 SYBR® 

Premix Ex TaqTM (TaKaRa)Ⅱ 试剂盒说明书进行

操作 , 反应体系如下 : 反应总体积共 20 μL, 

SYBR® Premix Ex TaqTM (2×) 10.0Ⅱ  μL, Rox 
reference Dye  (50×) 0.4Ⅱ  μL, Forward primer (10 

μmol/L) 0.8 μL, Reverse primer (10 μmol/L) 0.8 μL, 

cDNA 1.0 μL, dd H2O 7 μL。将样品在 PCR管内混

匀后分装入 96孔 PCR板(Axygen)中, 瞬时离心后

放入 ABI 7500荧光定量 PCR仪中进行 PCR扩增, 

反应程序为: 95℃预变性 30 s ; 循环条件为 95  ℃

5 s, 60℃ 34 s, 共 40个循环; 熔解曲线条件为 95℃ 

15 s, 60  1℃  min, 95  15℃  s, 60  15℃  s。反应完成后, 

用 ABI 7500 system分析软件分析结果。 

1.3   统计分析   

所得数据均以平均值±标准差( x ±SD)表示 , 

用 SPSS 16.0进行方差分析, P<0.05表示差异显著。 
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2  结果与分析 

2.1  pH胁迫对中国明对虾抗氧化酶活力的影响 

2.1.1  pH 胁迫对中国明对虾 T-AOC 的影响  正

常 pH 条件下, 中国明对虾各组织总抗氧化活力

(T-AOC)存在组织差异性, 由大到小依次为肝胰

腺、鳃、肌肉、血淋巴。pH 胁迫后对虾各组织

T-AOC整体呈现先升高后降低的变化趋势, 其中

pH7.0 胁迫组, 中国明对虾肝胰腺 T-AOC 在胁

迫后 3 h即达峰值, 肌肉和血淋巴 T-AOC均在胁

迫后 24 h 达最大值(P<0.05), 之后逐渐降低; pH 

9.0 胁迫组, 中国明对虾鳃、肌肉 T-AOC 活力达 

峰时间分别为 12 h 和 3 h, 早于肝胰腺和血淋巴

(图 1)。 

2.1.2  pH 胁迫对中国明对虾抗超氧阴离子活力的

影响  正常 pH 条件下对虾各组织抗超氧阴离子

能力从大到小依次为鳃、肝胰腺、肌肉、血淋巴。

pH 胁迫后中国明对虾各组织抗超氧阴离子活力

整体呈现先升高后降低的变化趋势。pH7.0 胁迫

条件下, 中国明对虾肝胰腺、肌肉和血淋巴抗超

氧阴离子活力均在 24 h最高(P<0.05); pH9.0胁迫

组, 中国明对虾鳃、肝胰腺、肌肉组织和血淋巴

抗超氧阴离子活力分别于 12 h、24 h、72 h和 48 h

达峰值(P<0.05), 之后逐渐降低(图 2)。 

 
表 1  Real-time PCR 扩增的特异性引物 

Tab. 1  Primers used for real-time PCR amplification 

基因名称 
gene 

正向引物(5′-3′) 
forward primer(5′-3′) 

反向引物(5′-3′) 
reverse primer(5′-3′) 

产物大小/bp 
size of production 

CAT ACTCCCATTGCTGTTCGT ATCCCAATTTCCTTCTTCTG 114 

Prx CACCTTTGTCTGCCCCACT GCAACCACTTCGCATCCA 219 

18S rRNA AGTAGCCGCCCTGGTTGTAGAC TTCTCCATGTCGTCCCAGT 218 

 

 
 

图 1  中国明对虾不同组织总抗氧化能力(T-AOC)随 pH胁迫时间的变化情况 

A. 鳃; B. 肝胰腺; C. 肌肉; D. 血淋巴. *表示与对照组(pH8.2)相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Changes of total antioxidation activity (T-AOC) in different Fenneropenaeus chinensis tissues after exposure to pH stress 
A. gill; B. hepatopancreas; C. muscle; D. haemocyte. *means significant difference between pH stress groups and control group 

(pH8.2) at 0.05 level. 
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图 2 中国明对虾不同组织抗超氧阴离子能力随 pH胁迫时间的变化情况 

A. 鳃; B. 肝胰腺; C. 肌肉; D. 血淋巴. *表示与对照组(pH8.2)相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Changes of anti-superoxide anion activity in different Fenneropenaeus chinensis tissues after exposure to pH stress 
A. gill; B. hepatopancreas; C. muscle; D. haemocyte. *means significant difference between pH stress groups and control group 

(pH8.2) at 0.05 level. 

 

2.1.3  pH胁迫对中国明对虾 CAT活力的影响 

正常 pH 条件下, 中国明对虾各组织 CAT 活力从

大到小依次为肝胰腺、鳃、肌肉、血淋巴。pH胁

迫后, 中国明对虾各组织 CAT活性整体呈现先升

高后降低的变化趋势。pH7.0胁迫组, 中国明对虾

鳃、肝胰腺、肌肉组织和血淋巴 CAT活力分别于

96 h、12 h、24 h 和 24 h 达峰值(P<0.05), 之后逐

渐降低; pH9.0胁迫组, 中国明对虾鳃、肌肉组织

CAT 活力均在 3 h 最高, 而肝胰腺和血淋巴 CAT

活力则在 24 h 达峰值(P<0.05), 之后逐渐降低(图 

3)。 

2.2  pH胁迫对中国明对虾抗氧化酶基因表达的影响 

2.2.1  pH胁迫对中国明对虾CAT基因表达的影响          

pH7.0胁迫条件下, 中国明对虾鳃、肌肉和血淋

巴 CAT基因表达整体呈现先升高、后降低、再升

高、再降低的波浪式变化趋势, 均在 72 h 达峰值

(P<0.05), 肝胰腺 CAT 基因表达水平均显著高于

对照组(P<0.05), 且于 12 h达峰值(P<0.05); pH9.0

胁迫组, 中国明对虾鳃、肝胰腺、肌肉组织和血

淋巴 CAT基因表达水平整体呈现先升高、后降低、

再升高的变化趋势, 分别于 3 h、72 h、24 h和 24 

h达峰值(P<0.05, 图 4)。 

2.2.2  pH胁迫对中国明对虾 Prx基因表达的影响   

pH7.0 胁迫组, 中国明对虾鳃和肝胰腺 Prx 基

因表达呈现先降低、后升高的变化趋势, 均在 120 

h达峰值(P<0.05), 肌肉 Prx基因表达水平基本显

著高于对照组(P<0.05), 且于 72 h达峰值(P<0.05), 

血淋巴Prx基因表达水平 12 h达峰值(P<0.05), 之

后逐渐降低; pH9.0胁迫组, 中国明对虾鳃和肌肉

组织 Prx 基因表达水平基本呈现先升高、后降低

的变化趋势, 分别于 3 h和 120 h达峰值(P<0.05), 

肝胰腺和血淋巴 Prx 基因表达水平呈现先降低后

升高的变化趋势, 分别于 148 h和 96 h达峰值(P< 

0.05, 图 5)。 

3  讨论 

活性氧(氧自由基)主要包括超氧阴离子(O2
)、

羟自由基和 H2O2, 其中超氧阴离子的寿命最长
[16],  
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图 3  中国明对虾不同组织 CAT活性随 pH胁迫时间的变化情况 

A. 鳃; B. 肝胰腺; C. 肌肉; D. 血淋巴. *表示与对照组(pH8.2)相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Changes of catalase activity in different Fenneropenaeus chinensis tissues after exposure to pH stress 
A. gill; B. hepatopancreas; C. muscle; D. haemocyte. *means significant difference between pH stress groups and control group 

(pH8.2) at 0.05 level. 
 

 
 

图 4  中国明对虾不同组织 CAT基因相对表达水平随 pH胁迫时间的变化情况 

A. 鳃; B. 肝胰腺; C. 肌肉; D. 血淋巴. *表示与对照组(pH8.2)相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Relative expression of catalase gene in different Fenneropenaeus chinensis tissues after exposure to pH stress 
A. gill; B. hepatopancreas; C. muscle; D. haemocyte. *means significant difference between pH stress groups and control  

group (pH8.2) at 0.05 level. 
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图 5  中国明对虾不同组织 Prx基因相对表达水平随 pH胁迫时间的变化情况 

A. 鳃; B. 肝胰腺; C. 肌肉; D. 血淋巴. *表示与对照组(pH8.2)相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Relative expression of peroxiredoxin gene in different Fenneropenaeus chinensis tissues after exposure to pH stress 
A. gill; B. hepatopancreas; C. muscle; D. haemocyte. *means significant difference between pH stress groups and control group 

(pH8.2) at 0.05 level. 

 
可从产生位置扩散至较远的靶位置[17]。适量的活

性氧对机体具有一定的保护作用, 但过量的活性

氧可导致氧化胁迫[18]。体内抗氧化系统由非酶类

及酶促体系组成, 后者包括过氧化氢酶、过氧化

物还原酶等, 机体通过抗氧化系统清除过量的活

性氧, 保护各组织免受氧化损伤[19]。 

3.1  pH胁迫对中国明对虾 T-AOC、抗超氧阴离子

和 CAT活力的影响 

本实验发现中国明对虾抗氧化酶活力存在组

织差异性, 肝胰腺T-AOC和CAT活力明显高于其

他 3个组织, 与三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)

的研究报道相一致[20]。这可能与不同组织的功能

定位有关。由于活性氧伴随物质代谢过程而产生, 

因此代谢强度愈大, 产生的活性氧越多。肝胰腺

作为对虾蛋白质、脂类等营养物质的代谢中心, 需

要更强的抗氧化体系清除肝胰腺中的多余活性氧。 

pH胁迫 3 h后对虾各组织 T-AOC、抗超氧阴

离子和 CAT 活力升高, 可能是 pH 的突然变化诱

导中国明对虾体内活性氧增加, 对虾组织反馈性

增强抗氧化系统酶活力 , 以清除多余的活性氧 ; 

各项指标基本在 12~24 h 达峰值, 这与 Stebbing

提出的“毒物兴奋效应”表现类似[21]。但 pH 胁迫

中国明对虾 148 h, 各组织 T-AOC、抗超氧阴离子

和 CAT 活力均低于对照组, 说明长时间 pH 胁迫

抑制了对虾抗氧化系统酶活力。据报道, 活性氧

过度积累可破坏细胞电子传递链、线粒体膜电位

及 ATP 能量产生, 进而导致细胞的呼吸障碍, 严

重时甚至引起细胞的凋亡或者坏死, 机体抗氧化

能力明显降低[22−23]。但长时间 pH 胁迫是否造成

中国明对虾各组织细胞凋亡或坏死, 仍需通过组

织切片证实。 

实验还发现, 中国明对虾肝胰腺和鳃抗氧化

系统酶活力分别在低 pH(7.0)和高 pH(9.0)胁迫时

最先达到峰值, 说明对虾不同组织对 pH 胁迫的

敏感程度存在差异。低 pH 环境下, 对虾血淋巴

pH降低, 血蓝蛋白与氧气的结合能力下降[24], 可 
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能引起组织缺氧, 进而导致参与电子转运的黄素

二核腺苷酸(FADH)、半醌辅酶 I(NADH)得不到氧

化而堆积, 而 NADH 是有效的电子供体, 可使溶

解在脂膜中的氧分子单价还原, 导致活性氧的大

量产生[25], 由此推测作为能量与物质代谢中心的

肝胰腺, 在低 pH 导致的缺氧条件下可能较其他

组织产生更多的活性氧, 因而对低 pH 胁迫比较

灵敏。鳃具有呼吸、渗透和酸碱平衡等重要功能[26], 

甲壳动物 40%~90%的含氨分泌物以氨氮形式通

过鳃排出[27], pH 值升高使水体 OH−增多, 促使

NH4
+向毒性更强的 NH3转化, NH3可直接进入鳃

上皮细胞, 一方面影响体内氨氮通过鳃排出; 另

一方面直接对鳃组织造成损伤[28−29]。这可能是中

国明对虾鳃组织对高 pH胁迫敏感的原因之一。 

3.2  pH胁迫对中国明对虾CAT和 Prx基因表达的

影响 

CAT 通过还原 H2O2发挥抗氧化作用。pH 胁

迫初期对虾各组织 CAT 基因表达量增加, 分别在

24~72 h 达最高值 , 但肝胰腺 (pH 7.0)和鳃 (pH 

9.0)CAT基因表达量分别在 12 h和 3 h达峰值, 这

与 CAT 酶活性变化特性比较吻合, 推测 pH 胁迫

后 3~12 h对虾肝胰腺和鳃产生大量 H2O2。Wang

等 [10]研究发现, 高 pH(9.3)胁迫对凡纳滨对虾肝

胰腺 CAT 基因表达无明显影响, 但本实验发现高

pH胁迫可显著改变中国明对虾 CAT基因表达水平, 

原因可能与实验动物品种及胁迫水平不同有关。 

Prx 具有分解 H2O2和过氧化物的作用, 并间

接调节细胞内的信号传递 [30−31]。实验结果表明, 

pH胁迫后, 中国明对虾各组织 Prx基因表达水平

72~148 h 达到峰值, 比 CAT 基因表达达峰时间延

后 24~72 h, 推测长期 pH 胁迫后各组织积累了大

量的 H2O2, 当细胞内 H2O2浓度较高时, 部分 Prx

就形成没有过氧化酶活性的环状十聚体, 而是作

为分子伴侣保护其他功能蛋白分子[32−33]。为了降

低 pH 胁迫对中国明对虾造成的氧化损伤, 各组

织 Prx基因转录要保持在一定水平内, 所以 pH胁

迫中国明对虾 148 h后各组织Prx基因表达仍然处

于较高水平。 

综上所述, 高、低 pH胁迫均影响中国明对虾

抗氧化系统酶活力及基因表达水平, 并表现出一

定的时间规律性。pH 胁迫 3~24 h 能够诱导抗氧

化系统的功能, 增强机体对活性氧的清除, 短期

pH 胁迫可能具有一定的积极作用, 如 pH 周期性

向碱性环境方向波动能促进凡纳滨对虾的生长[35]。

但长时间 pH 胁迫则会抑制中国明对虾抗氧化系

统功能, 可能是 pH 胁迫导致机体产生的活性氧

超出了抗氧化系统所能调节的范围, 由此造成各

组织器官的氧化损伤。因此在实际养殖生产中要

避免中国明对虾长期处于 pH胁迫环境。 
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Effects of pH stress on antioxidant system enzyme activities and gene 
expression of Fenneropenaeus chinensis  
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Abstract: Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis, is an important mariculture species in China. Recently de-
teriorated pond environment due to intensive culture caused increased incidence of stress-induced diseases. It is 
well known that environmental stress can induce oxidative stress. However, there is little information about the 
effects of pH changes on antioxidant system of Chinese shrimp. In this study, Chinese shrimps were exposed to 
water of pH7.0 and 9.0 for 148 h and pH8.2 was set as control. Total antioxidation activity(T-AOC), 
anti-superoxide anion activity, catalase (CAT) activity and the expression CAT, peroxiredoxin (Prx) gene were 
analyzed in gill, hepatopancreas, muscle and haemocytes of Chinese shrimp after 0 h, 3 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 
96 h, 120 h and 148 h exposure. The T-AOC, anti-superoxide anion activity, CAT activity and the gene expression 

of CAT in different tissues increased within 1214 h of pH stress. However, they were inhibited in the extending 
periods of pH stress time. The Prx gene expression in heaptopancreas and muscle gradually increased, but de-
creased in gill and haemocytes with pH stress time prolonging. The enzyme activities and gene expression of an-
tioxidant system in gills first reached its highest level in pH 9.0 group, faster than other tissues in 9.0 group. And 
the antioxidant enzyme activities in hepatopancreas in pH 7.0 group changed faster than in other tissues. The re-
sults indicate that the antioxidant enzyme activities and gene expression of Chinese shrimp were induced by 
short-term pH stress which is the response to oxidative stress, while they were inhibited with pH stress time pro-
longing. It was shown that long time neutral and alkaline-induced oxidative stress probably caused the antioxidant 
defense system injury in Chinese shrimp. Gills and hepatopancreas could be the sensitive tissues to high and low 
pH stress, respectively. 

Key words: Fenneropenaeus chinensis; pH stress; total antioxidation activity(T-AOC); anti-superoxide anion; 
catalase (CAT); peroxiredoxin (Prx) 
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