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温度突变和非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C和caspase-3的影响
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摘要: 采用酶联免疫吸附(ELISA)法, 研究了温度突变(16℃←22℃→28℃)和非离子氨胁迫 (0.1 mg·L–1←0→0.5 mg·L–1)后, 淡水养殖凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)细胞色素C (cyt-C) 含量和天冬氨酸–半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)活性的变化规律, 并与海水养殖条件下的相关指标进行了比较。结果显示: (1) 温度突变5 d, 淡水和海水养殖凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均显著高于突变前的水平(P<0.05)。(2) 温度突变后, 淡水养殖对虾血淋巴caspase-3活性显著升高 (P<0.05), 而海水养殖对虾血淋巴caspase-3活性在低温突变后无显著变化 (P>0.05), 在高温突变后显著升高 (P<0.05); 淡水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性在低温突变后显著升高 (P<0.05), 在高温突变后呈无规则波动, 海水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性在温度突变后无显著变化 (P>0.05)。(3) 淡水和海水养殖对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C在0.1 mg·L–1非离子氨胁迫后显著升高(P<0.05), 而在0.5 mg·L–1非离子氨胁迫后则呈现先升高后下降的趋势。(4) 0.1 mg·L–1非离子氨胁迫后, 淡水和海水养殖对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均显著升高 (P<0.05); 0.5 mg·L–1非离子氨胁迫后, 淡水和海水养殖对虾血淋巴caspase-3活性先升高后显著降低, 而肝胰腺caspase-3活性则持续升高。实验结果表明, 温度和非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C和caspase-3均有显著影响; 与海水养殖条件相比, 淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C和caspase-3受低温突变的影响更加显著, 而两种养殖条件对虾对非离子氨胁迫的响应规律基本相似。
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细胞凋亡(apoptosis)是受基因调控的主动的生理性细胞自杀行为[1], 不仅对生物体的生长发育具有重要的意义, 还是一种生理性保护机制, 当机体受到外来刺激时, 通过细胞凋亡来清除体内多余、衰老和受损伤的细胞, 以保持机体内环境平衡和维持正常生理活动[2–5]。在无脊椎动物中细胞凋亡还是免疫应答的一个效应因子[6–7], 环境胁迫如温度刺激、pH变化以及有毒物质等均能诱导对虾细胞凋亡, 从而导致细胞死亡[8–9]。caspase(cysteinylaspartate specific proteinase)又称天冬氨酸-半胱氨酸蛋白酶, 是执行动物细胞凋亡的主要蛋白酶家族, 通常情况下以无活性的酶原(procaspase)形式存在于活细胞中, 当受到凋亡刺激时被激活成具有活性的caspase, 在不同的凋亡阶段发挥重要作用[10]。其中以caspase-3最为重要, caspase-3 是细胞凋亡的执行者之一, caspase-3的激活标志着细胞凋亡进入了不可逆转的阶段[11–13]。细胞色素C(cytochrome-C, cyt-C)是重要的凋亡起始因子, cyt-C的释放介导线粒体凋亡途径的发生[14–17]。
凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)因具有适盐范围广、生长速度快、适宜集约化养殖等特性, 已成为中国大陆重要的水产养殖虾类之一[19–20]。近几年, 关于凡纳滨对虾在不同水环境中生理生态的变化规律已有了一定的研究[21–23], 这推动了凡纳滨对虾淡化养殖技术不断发展, 从而使得凡纳滨对虾淡水集约化养殖产量逐年增加。然而同海水养殖一样, 淡水养殖过程中对虾同样面临水温突变和非离子氨胁迫等环境问题, 而水温突变和非离子氨胁迫均能造成甲壳动物体内自由基代谢紊乱, 导致产生大量的自由基, 从而损害机体细胞和组织正常的生理机能, 降低机体免疫防御能力, 诱发病害, 影响养殖产量[24–28]。目前, 关于淡水养殖下凡纳滨对虾对环境胁迫的生理响应研究还未见详细报道。血淋巴是对虾非特异免疫系统的核心组分, 血淋巴既是细胞免疫的承担者, 又是体液免疫因子的提供者[29]; 对虾肝胰腺不仅是机体消化系统重要的组成部分, 其还在降解有毒物质的过程中发挥重要作用, 是对虾机体较易患病的组织, 同时也有研究者认为其是血蓝蛋白的合成场所, 所以肝胰腺与能量储存及免疫调节等功能关系密切[30–33]。本研究以凡纳滨对虾为实验材料, 探讨淡水养殖条件下温度和非离子氨胁迫后对虾血淋巴和肝胰腺中cyt-C含量和caspase-3活性的变化规律, 并与海水环境下对虾对胁迫条件的生理响应进行比较, 以期丰富淡水养殖条件下凡纳滨对虾的生理生态学内容, 并为凡纳滨对虾淡水养殖产业的发展提供参考。
1  材料与方法

1.1  实验虾的来源及暂养

实验所用凡纳滨对虾源于青岛胶州养虾场(盐度18~20), 实验用对虾为体色透明、健康活泼的个体, 体长(8.69±0.27) cm。对虾运回实验室后, 于室内玻璃钢水槽(7 000 L)中暂养7 d, 暂养水体的盐度为18, 水温 (22.0±0.5)℃, 光照周期14L︰10D, 连续充气, 每天换水1/2, 每天6: 00和18: 00定时投喂人工配合饲料, 饲料化学成份为水分(8.41 ± 0.06)%、粗蛋白(43.39 ± 0.22)%、脂肪(9.74 ± 0.30)%、灰分(9.9l±0.05)%。

1.2  实验虾的驯化

对虾适应实验室条件后, 取500尾对虾, 每天换水时加入适量海水升高盐度2~3逐渐驯化至盐度30。另取500尾对虾, 每天换水时加入适量淡水降低盐度2~3逐渐驯化至盐度5, 然后每天降低盐度0.5~1, 直到盐度为0。对虾驯化至目标盐度后继续饲养30 d至实验开始。驯化期间的养殖用水为砂滤自然海水和曝气的自来水, 其他养殖条件与暂养期间的相同。

1.3  实验设计

1.3.1  温度胁迫实验  淡水(盐度0)和海水(盐度30)条件下的温度胁迫实验设计皆为16℃(低温突变组)、22℃(对照组)和28℃(高温突变组), 实验水温通过制冷水机、恒温加热棒和控温仪控制, 温度波动幅度不超过0.5℃。实验容器皆为60 L的玻璃钢水槽, 将在22℃下驯化好的对虾分别放入水温16℃和28℃的玻璃钢水槽中。每个突变温度有20个水槽, 每个水槽放5尾对虾。实验期间连续充气, 每天6: 00和18: 00定时投喂人工配合饲料两次, 24 h换水1次。在温度突变后1 d、2 d、3 d、4 d和5 d取样, 每个温度组随机选取10尾处于蜕皮间期的对虾取样。另外, 实验前在22℃下取10尾处于蜕皮间期的对虾, 作为0 h的样本。

1.3.2  非离子氨胁迫实验  淡水(盐度0)和海水(盐度30)条件下的非离子氨胁迫实验设计皆为0.1 mg·L–1(低浓度组)、0.5 mg·L–1(高浓度组)和对照组(因对照组中未检出非离子氨含量, 设为0 mg·L–1)。实验容器皆为60 L的玻璃钢水槽, 将对照组条件下驯化好的对虾分别放入非离子氨浓度为0.1 mg·L–1和0.5 mg·L–1的水体中。每个浓度组有20个水槽, 每个水槽放5尾对虾。实验期间水温为(22.0± 0.5)℃, 每天6: 00和18: 00适量投喂人工配合饲料, 投饵后2 h吸出残饵和粪便并全部换水, 因实验过程中不充气, 故每2~3 h监测水温、pH、溶解氧和氨氮浓度。如发现氨氮和非离子氨浓度出现变化, 则通过换水方式调节, 以保持水体非离子氨浓度不变以及充足的溶解氧。在非离子氨胁迫后1 d、2 d、3 d、4 d和5 d取样, 每个浓度组随机选10尾处于蜕皮间期的对虾取样。实验前在对照组中取10尾处于蜕皮间期对虾, 作为0 h的样本。

非离子氨浓度用氯化铵溶液调控。实验前用干燥的氯化铵配成50 g·L–1储备液备用, 根据实验用水的pH、盐度和温度, 利用以下公式, 求出非离子氨(NH3–Nm)在总氨氮(NH3–Nt)中所占的比例, 并确定每个浓度所需氯化铵储备液的体积: 

pKaS.T =9.24+0.003091S+0.0324(298-T)[34]
NH3–Nm (%)=100/(1+10
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式中:  T表示绝对温度( T=273℃+t), t为摄氏温度; S代表盐度; pKaS.T为电离常数。

1.4  样品的采集与分析

取样时, 用1 mL无菌采血器, 按照血淋巴与抗凝剂(30 mmol·L–1 柠檬酸钠, 0.34 mol·L–1 氯化钠, 10 mmol·L–1 EDTA, 0.12 mol·L–1 葡萄糖, pH 7.55, 渗透压 780 mOsmּkg–1)1︰1(体积比)的比例, 从随机挑选的对虾腹面血窦中采集血淋巴。由于单尾对虾的血淋巴量不足以测定全部免疫指标, 因此将每一时间点的10尾对虾血淋巴两两合并, 作为1个样品, 每一时间点共有5个重复。所取抗凝血, 经过两次离心(12 000 g, 4℃, 15 min)去除线粒体, 取上清液用于cyt-C和caspase-3的测定。取完血淋巴的对虾, 迅速在冰盘上解剖, 取肝胰腺装入玻璃匀浆器中, 加入9倍的4℃生理盐水(0.86%), 制成10 %组织匀浆液, 匀浆液经过两次离心(12 000 g, 4℃, 15 min)去除线粒体, 取上清液用于cyt-C和caspase-3的测定。

cyt-C和caspase-3采用ELISE检测试剂盒测定, 往预先包被cyt-C和caspase-3抗体的包被微孔中, 依次加入标本、标准品、辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗体, 经温育并彻底洗涤后, 以底物四甲基联苯胺(TMB)进行显色。TMB在过氧化物酶作用下呈现蓝色, 并在酸的作用下最终转变为黄色, 其颜色的深浅和样品中cyt-C含量和caspase-3活性呈正相关。经酶标仪在450 nm波长下测定吸光度(OD值)后, 计算样品中cyt-C含量和caspase-3活性。

1.5  数据处理与分析

实验中所得结果以平均值±标准误(
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)表示。所得数据分析采用SPSS16.0统计软件, 通过多因素方差分析(Three-way ANOVA)及SNK多重比较分析处理, 以P<0.05作为差异显著水平。海水与淡水间的差异通过Independent-samples t test分析处理, 以P<0.05作为差异显著水平。

2  结果与分析

2.1  温度突变对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性的影响  

2.1.1  温度突变对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量的影响  温度突变对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量的影响见图1(a~f)。恒温22℃条件下, 两种养殖条件对虾cyt-C含量随时间变化均不显著(P>0.05); 3 d和4 d时, 海水对虾肝胰腺cyt-C含量显著高于淡水对虾(P＜0.05), 而在其他时间点, 两种养殖条件对虾之间cyt-C含量差异不显著(P>0.05)。低温突变后, 两种养殖条件对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均呈升高趋势, 5 d时, cyt-C含量均显著高于突变前的水平(P＜0.05)。高温突变后1~4 d, 淡水养殖对虾血淋巴cyt-C含量略有波动, 在突变后5 d则显著升高(P＜0.05); 海水养殖对虾血淋巴cyt-C含量在高温突变3 d后显著上升(P＜0.05)。在高温突变1 d时, 两种养殖条件对虾肝胰腺cyt-C含量均显著升高(P＜0.05), 淡水养殖对虾cyt-C含量在2~5 d基本达到稳定; 而海水养殖对虾肝胰腺cyt-C含量在突变后的2~5 d仍呈现逐渐升高的趋势, 但是差异不显著(P>0.05)。t检验结果表明, 在低温突变2 d、3 d和5 d以及高温突变的1 d和2 d, 淡水养殖对虾血淋巴cyt-C含量显著高于海水养殖对虾(P＜0.05); 而在低温突变后1 d, 淡水养殖对虾肝胰腺cyt-C含量显著高于海水养殖对虾(P＜0.05)。

多因素方差分析表明, 养殖条件、温度变化和变化时间对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均有显著影响(P＜0.05), 但是三者的交互作用不明显(P＞0.05)。
2.1.2  温度突变对淡水养殖凡纳滨对虾caspase- 3活性的影响  温度突变对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性的影响见图2(a~f)。恒温
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图1  温度突变对凡纳滨对虾cyt-C含量的影响

a~c: 血淋巴cyt-C含量分别在22℃(对照组)、22℃→16℃(低温突变组)和22℃→28℃(高温突变组)下的变化; d~f: 肝胰腺cyt-C含量分别在22℃(对照组)、22℃→16℃(低温突变组)和22℃→28℃(高温突变组)下的变化; n=4;
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±SE; “*”表示相同的时间下, 海水和淡水养殖对虾的差异显著; 不同的小写字母表示海水养殖对虾不同时间的差异显著, 不同的大写字母表示淡水养殖对
虾不同时间的差异显著.

Fig.1  Effects of temperature variation on cyt-C content of L. vannamei

The cyt-C contents of heamolymph and hepatopancreas are showed in figure 1(a-c) and (d-f) respectively; n=4;
[image: image5.wmf]x

±SE. ‘*’ means the significant difference between seawater and freshwater shrimps at the same stress time. Different lowercase letters mean significant differences among different exposure times in seawater group, whereas different capital letters mean significant differences among 
different exposure times in freshwater group. 

22℃条件下, 两种养殖条件对虾caspase-3活性随时间变化均不显著(P>0.05); 5 d时, 淡水对虾肝胰腺caspase-3活性显著高于海水对虾(P<0.05), 而其他时间点淡水和海水养殖对虾之间caspase-3活性无显著差异(P>0.05)。低温突变1~4 d, 淡水养殖对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均持续升高, 5 d时略有下降, 但仍显著高于胁迫前的水平(P<0.05); 低温突变后, 海水养殖对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均略有升高, 但变化并不显著(P>0.05)。高温突变后, 淡水和海水养殖对虾血淋巴caspase-3活性均在高温突变后1 d显著升高(P<0.05), 在突变后2~5 d, caspase-3活性无显著变化(P>0.05); 高温突变后, 淡水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性在3 d时显著升高(P<0.05), 随后下降, 5 d时基本恢复到胁迫前的水平, 而海水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性则无显著变化(P>0.05)。t检验结果显示, 在低温突变后的3 d、4 d和5 d以及高温突变后5 d时, 淡水养殖对虾血淋巴caspase-3活性显著高于海水养殖对虾(P<0.05); 而在低温突变后的  3 d、4 d和5 d以及高温突变后3 d, 淡水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性显著高于海水养殖对虾(P<0.05)。

多因素方差分析表明, 养殖条件、温度变化和变化时间对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均有显著影响(P<0.05), 三者的交互作用对肝胰腺caspase-3活性影响显著(P<0.05)。
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图2  温度突变对凡纳滨对虾caspase-3活性的影响

a~c: 血淋巴caspase-3活性分别在22℃(对照组)、22℃→16℃(低温突变组)和22℃→28℃(高温突变组)下的变化; d~f: 肝胰腺caspase-3活性分别在22℃(对照组)、22℃→16℃(低温突变组)和22℃→28℃(高温突变组)下的变化; n=4;
[image: image7.wmf]x

±SE; “*”表示相同的时间下, 海水和淡水养殖对虾的差异显著; 不同的小写字母表示海水养殖对虾不同时间的差异显著, 不同大写字母表示
淡水养殖对虾不同时间的差异显著.

Fig.2  Effects of temperature variation on caspase-3 activity of L. vannamei

The caspase-3 activities of heamolymph and hepatopancreas are showed in figure 2(a–c) and (d–f) respectively. n=4;
[image: image8.wmf]x

±SE. ‘*’ means the significant difference between seawater and freshwater shrimps at the same stress time. Different lowercase letters mean significant differences among different exposure times in seawater group, whereas different capital letters mean significant
differences among different exposure times in freshwater group.

2.2  非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性的影响

2.2.1  非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量的影响  非离子氨胁迫对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量的影响见图3 (a~f)。对照组条件下, 淡水和海水养殖对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量随时间变化均不显著(P>0.05); 3 d和4 d时, 海水对虾肝胰腺cyt-C含量显著高于淡水对虾(P<0.05), 而在其他时间点, 两种养殖条件对虾之间cyt-C含量差异不显著(P>0.05)。0.1 mg·L-1非离子氨胁迫后, 两种养殖条件对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均有所升高, 实验结束时(5 d), cyt-C含量均显著高于胁迫前的水平(P<0.05)。0.5 mg·L–1非离子氨胁迫后, 两种养殖条件对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量变化趋势相似, 均呈现先升高后降低的趋势。淡水对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量分别在胁迫后2 d和3 d升到最高点, 随后则明显降低, 5 d时, 血淋巴cyt-C含量显著低于胁迫前的水平(P<0.05), 而肝胰腺cyt-C含量则与胁迫前无显著差异(P>0.05); 海水对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均在胁迫后1 d达到峰值, 随后下降, 5 d时的cyt-C含量均与胁迫前无显著差异(P>0.05)。t检验结果显示, 在0.1 mg·L–1非离子氨胁迫3 d时以及0.5 mg·L–1浓度胁迫3 d和5 d时, 淡水养殖对虾血淋巴cyt-C含量显著低于海水养殖对虾(P<0.05); 而在非离子氨胁迫期间, 两种养殖条件对虾肝胰腺cyt-C含量无显著差异(P>0.05)。
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图3  非离子氨胁迫对凡纳滨对虾cyt-C含量的影响

a~c: 血淋巴cyt-C 含量分别在0 mg·L–1(对照组)、0.1 mg·L–1(低浓度组)和0.5 mg·L–1(高浓度组)的变化. d~f: 肝胰腺cyt-C 含量分别在0 mg·L–1(对照组)、0.1 mg·L–1(低浓度组)和0.5 mg·L–1(高浓度组)的变化; n=4;
[image: image10.wmf]x

±SE; “*”表示相同的时间下, 海水和淡水养殖对虾的差异显著; 不同的小写字母表示海水养殖对虾不同时间的差异显著, 不同的大写字母表示淡水养殖对虾不同时
间的差异显著.

Fig.3  Effects of NH3 –N on cyt-C content of L. vannamei

The cyt-C contents of heamolymph and hepatopancreas are showed in figure 3 (a–c) and (d–f) respectively. n=4;
[image: image11.wmf]x

±SE. ‘*’ means the significant difference between seawater and freshwater shrimps at the same stress time. Different lowercase letters mean significant differences among different exposure times in seawater group, whereas different capital letters mean significant differences among
different exposure times in freshwater group.

多因素方差分析显示, 非离子氨浓度和胁迫时间对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C含量均具有显著影响(P<0.05), 养殖条件对凡纳滨对虾肝胰腺cyt-C含量影响显著(P<0.05)而对血淋巴cyt-C含量影响不显著(P>0.05), 三者的交互作用对血淋巴和肝胰腺cyt-C含量影响均不显著(P> 0.05)。
2.2.2  非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cas​pa​se-3活性的影响  非离子氨胁迫对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性的影响见图4(a~f)。对照组条件下, 淡水和海水养殖对虾caspase-3活性随时间变化均不显著(P>0.05), 且两种养殖条件对虾之间无显著差异(P>0.05)。0.1 mg·L–1非离子氨胁迫后, 两种养殖条件对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均显著升高。(P<0.05)。0.5 mg·L–1非离子氨胁迫后, 淡水和海水养殖对虾血淋巴caspase-3活性均在胁迫后2 d升到最高, 随后大幅降低, 胁迫后5 d基本恢复到突变前的水平; 而两种养殖条件对虾肝胰腺caspase-3活性均在0.5 mg·L–1非离子氨胁迫后显著升高(P<0.05)。t检验结果显示, 0.1 mg·L–1非离子氨胁迫下, 淡水和海水养殖对虾血淋巴caspase-3活性无显著差异(P>0.05), 0.5 mg·L–1非离子氨胁迫3 d和4 d, 淡水养殖对虾血淋巴caspase-3活性显著低于海水养殖对虾(P<0.05); 而0.1 mg·L–1非离子氨胁迫1 d、2 d、3 d、4 d和5 d以及0.5 mg·L–1非离子氨胁迫1 d、2 d、4 d和5 d, 淡水养殖对虾肝胰腺caspase-3活性显著高于海水养殖对虾(P<0.05)。
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图4  非离子氨胁迫对凡纳滨对虾caspase-3活性的影响

a~c: 血淋巴caspase-3活性分别在0 mg·L–1(对照组)、0.1 mg·L–1(低浓度组)和0.5 mg·L–1(高浓度组)的变化. d~f: 肝胰腺caspase-3活性分别在0 mg·L–1(对照组)、0.1 mg·L–1(低浓度组)和0.5 mg·L–1(高浓度组)的变化; n=4;
[image: image13.wmf]x

±SE; “*”表示相同的时间下, 海水和淡水养殖对虾的差异显著; 不同的小写字母表示海水养殖对虾不同时间的差异显著, 不同的大写字母表示淡水养殖对虾不同
时间的差异显著.

Fig.4  Effects of NH3 –N on caspase-3 activity of L. vannamei

The caspase-3 activities of heamolymph and hepatopancreas are showed in figure 4(a-c) and (d-f) respectively. n=4;
[image: image14.wmf]x

±SE. ‘*’ means the significant difference between seawater and freshwater shrimps at the same stress time. Different lowercase letters mean significant differences among different exposure times in seawater group, whereas different capital letters mean significant 
differences among different exposure times in freshwater group.

多因素方差分析显示, 养殖条件、非离子氨浓度和胁迫时间对凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺caspase-3活性均具有显著影响(P<0.05), 三者的交互作用对血淋巴caspase-3活性影响显著(P<0.05), 但对肝胰腺caspase-3活性影响不显著(P>0.05)。

3  讨论

3.1  温度突变对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性的影响

研究表明, 线粒体cyt-C 的释放不仅可诱导依赖于caspase的细胞凋亡[35–36]。同时在非依赖于caspase的凋亡途径中也起到一定的作用, cyt-C不仅是线粒体呼吸链中传递电子的重要载体, 而且还对H2O2的产生具有强烈的抑制性[37], 当cyt-C从线粒体释放到细胞浆后, 电子便从呼吸链中逃逸出来, 并与O2发生反应产生超氧阴离子(O–2), 超氧阴离子能转变为H2O2和其他活性氧分子, 活性氧分子过量生成会对机体产生毒性, 不仅能使脂质发生过氧化而损害生物膜及其功能、蛋白质发生氧化而使酶活性丧失, 而且能够对DNA造成氧化损伤, 当细胞受到损害程度过大就会诱发细胞凋亡或坏死[38–39]。Chang等[8]研究发现, 当温度从28℃下降到22℃后2 d和7 d, 凡纳滨对虾血细胞凋亡率显著升高, 同时caspase-3活性及mRNA的表达均显著高于对照组(28℃), 说明低温突变可以诱发凡纳滨对虾血细胞凋亡。本实验中, 温度突变后淡水和海水养殖凡纳滨对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C和caspase-3均有不同程度的升高, 说明温度骤升和骤降均能诱导cyt-C的释放, 从而激活细胞凋亡的执行因子— caspase-3, 进而引发细胞凋亡。温度突变尤其是低温突变后, 淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性变化幅度远大于海水养殖对虾, 说明淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性更易受温度突变影响, 且低温突变对淡水养殖凡纳滨对虾机体的损害程度更加明显, 这可能与凡纳滨对虾自然海区栖息水温有关, 本实验的低温突变温度远低于其自然栖息水温25~32℃[40], 水体盐度与温度变化幅度也会影响凡纳滨对虾对温度突变的耐受性, 当起始温度为22℃时, 海水养殖凡纳滨对虾低温突变幅度均不宜超过10℃, 而淡水养殖凡纳滨对虾低温突变幅度不宜超过5℃[41]。此外, 低温胁迫通过影响生物体的循环生理和营养代谢从而对机体的诸多方面造成更严重的损伤[42]。水温降低会使对虾体内的各种生化反应速度和生理活动强度下降, 致使呼吸和代谢减缓, 研究表明温度与对虾心率、耗氧率和排氨率呈正相关[43–44], 说明低温胁迫使对虾心率减慢、血液流速下降, 对机体造成缺氧伤害。低温胁迫还会使凡纳滨对虾体内血糖含量持续上升, 血糖是许多生理调节的最后步骤, 若机体持续维持高血糖积累, 则表明机体代谢机制受损[45]。温度突变不仅会直接影响对虾免疫系统及免疫因子[46], 还会通过降低对虾的抗氧化能力间接损害免疫系统[47]。生物体受到逆境胁迫时, 体内活性氧代谢的平衡被打破, 如不及时消除就会造成生物体活性氧伤害[48], 同时还会导致机体生物合成机制被破坏或细胞组分变成异物, 诱发细胞凋亡的发生。

3.2  非离子氨胁迫对淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性的影响

王芸[9]研究了氨氮胁迫后caspase基因在中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)不同组织中的表达规律, 发现氨氮胁迫后caspase 基因在鳃、肝胰腺和肌肉组织中呈现先升高后降低的变化过程, 而血淋巴细胞 caspase 基因表达水平呈现先升高后降低再升高的波浪式变化过程。氨氮质量浓度从 0 到 5.857 mg·L–1 时, 对中国对虾各组织caspase 基因表达基本无影响; 当氨氮浓度从 5.857 mg·L–1到 8.625 mg·L–1 时, 对虾各组织caspase 基因表达水平显著升高。本研究中, 低浓度非离子氨胁迫后淡水和海水对虾血淋巴和肝胰腺cyt-C和caspase-3均有不同程度的升高, 而高浓度胁迫后两种养殖对虾血淋巴cyt-C和caspase-3先升高后降低, 可能是由于一段时间高浓度非离子氨胁迫已经使组织中部分细胞凋亡, 健康细胞所占总细胞比例下降, 使得cyt-C和caspase-3均显著下降, 也可能高浓度非离子氨使得细胞内ATP浓度下降到无法维持细胞存活的水平, 细胞凋亡不能正常发生, 同时机体又需要清除受损细胞来减少机体能量的消耗, 所以细胞坏死作为凋亡的“替补”方式被细胞采用。此外, 非离子氨胁迫后对虾血淋巴cyt-C含量和caspase-3活性变化规律与肝胰腺不同, 血淋巴对非离子氨的敏感性高于肝胰腺, 说明对虾对非离子氨胁迫响应具有组织特异性, 可能是与不同组织应对非离子氨毒性的功能不同有关。由于对虾是开放式循环系统, 所以非离子氨很容易接触到血细胞, 透过细胞膜对血细胞产生直接毒害作用, 而且当水体中非离子氨浓度过高时, 会抑制生物体自身氨的排泄, 血液中氨浓度升高会导致血蓝蛋白含量下降, 从而降低血液载氧能力, 使细胞和组织处于缺氧环境, 造成细胞损伤。本研究中, 非离子氨胁迫后, 淡水和海水养殖凡纳滨对虾cyt-C和caspase-3变化规律相似, 可能是长期淡水驯化消除了对虾机体细胞凋亡调控机制对非离子氨胁迫响应的差异性, 也有可能是本实验所设的非离子氨浓度过高, 对凡纳滨对虾产生了较强的毒性, 对其细胞凋亡产生了严重的影响, 从而掩盖了不同养殖条件对细胞凋亡影响的差异。

关于环境胁迫与细胞凋亡的关系, 普遍认为由环境胁迫诱导产生的毒性作用可能通过调节和诱导细胞凋亡和氧化还原信号而得到调节[49–52]。Wang等[53]研究表明, 凡纳滨对虾caspase 基因表达水平与活性氧自由基的产生有关。Franco等[54]指出氧化胁迫是调节由环境因子导致的细胞凋亡通路中的中心元素。目前关于细胞对环境胁迫的响应机理还没有很明确的解释。关于甲壳动物细胞水平上的环境胁迫响应机理还有待进一步的研究。
总体来说, 与海水养殖凡纳滨对虾相比, 淡水养殖凡纳滨对虾cyt-C含量和caspase-3活性受温度突变尤其是低温突变的影响更加显著, 对低温突变的耐受能力低于海水养殖凡纳滨对虾。非离子氨胁迫后, 淡水和海水养殖凡纳滨对虾cyt-C和caspase-3变化规律相似, 低浓度非离子氨诱导cyt-C释放, 激活细胞内caspase-3, 促使细胞凋亡发生, 清除体内受损细胞, 而长时间高浓度非离子氨胁迫会影响对虾机体正常的细胞凋亡过程, 从而使生物体选择其他细胞死亡方式来清除机体内受损细胞。关于非离子氨胁迫对不同养殖条件凡纳滨对虾细胞凋亡的影响机制还需要进一步的研究。在凡纳滨对虾的养殖过程中, 尽量降低非离子氨浓度, 并且避免水温剧烈变化, 特别是凡纳滨对虾淡水养殖中, 要防止水温骤降对养殖对虾造成危害。
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Effects of abrupt change in temperature and non-ionic ammonia on the cyt-C and caspase-3 of Litopenaeus vannamei in freshwater

JIA Xuying1, 2, ZHANG Dan1, LU Yunliang1, WANG Fang1, DONG Shuanglin1
1. The Key Laboratory of Mariculture of Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China;

2. Guangxi Key Laboratory for Marine Biotechnology, Guangxi Institute of Oceanology, Beihai 536000, China
Abstract: To investigate the effect of temperature variation and non-ionic ammonia stresses on the apoptosis of Litopenaeus vannamei cultured in freshwater, changes of cyt-C content and caspase-3 activity were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) methods after acute temperature variation (16℃←22℃→28℃) and non-ionic ammonia (NH3–N) stress (0.1 mg·L–1←0→0.5 mg·L–1), and compared with those of seawater shrimps. It was found that: (1) Thermal stresses significantly increased the cyt-C content in heamolymph and hepatopancreas of both freshwater and seawater shrimps within 5 d (P<0.05); three-way ANOVA analysis results showed that culture condition, thermal stress and exposure time all had a significant impact on cyt-C content in shrimps (P<0.05) although their interaction was not significant (P>0.05). (2) In freshwater shrimps, the caspase-3 activity in heamolymph and hepatopancreas changed significantly after thermal stresses, and increased significantly at 5 d compared to that before experiment (0 d) (P<0.05), except the heamolymph after hyperthermal stress, which was different to those in seawater shrimps; culture condition, thermal stress and exposure time all had a significant impact on caspase-3 activity of shrimps and the interaction among them was significant (P<0.05). (3) Under the stress of 0.1 mg·L–1 concentration of NH3–N, the cyt-C content of heamolymph and hepatopancreas increased significantly in both freshwater and seawater groups (P<0.05), while at 0.5 mg·L–1 concentration, cyt-C content in freshwater and seawater shrimps showed a similar change trend: cyt-C content increased significantly within 2–3 d and then decreased to initial levels; NH3–N stress and exposure time significantly affected cyt-C content but only cyt-C content in hepatopancreas was significantly affected by culture condition and interaction among them was significant(P<0.05). (4) Change trend of caspase-3 activity in heamolymph and hepatopancreas of freshwater and seawater shrimps were similar with those of cyt-C contents, only except hepatopancreas caspase-3 activity kept rising; culture condition, NH3–N stress and exposure time significantly affected caspase-3 activity and caspase-3 activity in heamolymph was significantly affected by their interaction (P<0.05). It can be concluded from our study that the L. vannamei in freshwater had a worse adaptive capacity than the ones in seawater under hypothermal stress; the L. vannamei in freshwater showed a similar change of cyt–C content and caspase-3 activity with that in seawater in response to NH3–N stress. Temperature variation and NH3–N stress could significantly affect cyt-C content and caspase-3 activity in heamolymph and hepatopancreas of L. vannamei. So shrimps farmers should control NH3–N concentration and avert that water temperature fluctuate dramatically especially in freshwater L. vannamei culture. 
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