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绿原酸诱导凡纳滨对虾抗氧化功能及抵御低盐度胁迫的响应
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摘要: 选择健康、均匀, 体质量为(6.74 ± 0.08) g的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei),  将360尾随机分为4组, 分别投喂含有0 mg/kg、100 mg/kg、200 mg/kg和400 mg/kg绿原酸的饲料28 d, 随后将对虾从盐度为32的天然海水直接转移至盐度为10的海水中暴露72 h, 测定对虾肝胰腺TAS、GPx、CAT活力和GPx、CAT基因表达水平。结果显示, 在天然海水养殖条件下, 绿原酸对凡纳滨对虾肝胰腺TAS、GPx活性无明显影响, 但投喂含有绿原酸的饲料28 d, 对虾肝胰腺GPx、CAT和GPx、CAT基因表达水平显著高于D0组(P<0.05), 以D2组GPx活性和GPx、CAT基因表达水平最高, 分别为164.29 U/mgprot和1.61、2.14倍。低盐度胁迫24 h, D0组对虾抗氧化反应表现在TAS、GPx活性和GPx基因表达水平较28 d显著升高(P<0.05), 分别增加了31.30%、27.96%和170%, 而绿原酸各组对虾肝胰腺TAS、GPx活性和GPx基因表达水平显著低于D0组(P<0.05), 说明绿原酸可有效缓解低盐度胁迫下对虾抗氧化系统酶活性的剧烈波动。低盐度胁迫72 h, 绿原酸各组对虾肝胰腺TAS、GPx、CAT活性及CAT基因表达水平均明显高于D0组。上述结果表明绿原酸能够诱导凡纳滨对虾的抗氧化系统功能, 在凡纳滨对虾抵抗低盐度胁迫中发挥着重要的作用。本研究旨为开发绿色植物提取物在对虾养殖中的应用, 解决盐度胁迫对机体造成的氧化损伤提供理论依据。
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盐度作为重要的环境因素之一, 影响养殖对虾的新陈代谢、生长、存活率、渗透压调节以及免疫系统功能[13], 并会由于自然因素或人为因素而发生变化[4]。虽然凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)对于低盐度养殖水环境具有极强的适应能力[5], 但是盐度骤变可对养殖对虾造成胁迫, 从而降低对虾对于环境的适应性[6]。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造成生物体内有氧代谢异常, 即活性氧自由基大量积累而引起机体的氧化损伤[7]。研究发现盐度胁迫对海湾扇贝(Argopecten irradians)、军曹鱼(Rachycentron canadum)、长蛸(Octopus variabilis)以及锯缘青蟹(Scylla serrata)的抗氧化系统酶活性具有显著的影响, 可能造成机体的氧化胁迫[811]。

绿原酸(chlorogenic acid)又名咖啡鞣酸, 是由咖啡酸和奎尼酸生成的缩酚酸[12], 对机体的生理作用主要表现在清除体内活性氧自由基和抗氧化作用、调节糖/脂肪的代谢活性等[13]。绿原酸通过增加血液中谷胱甘肽含量而增强抗氧化系统的功能[14], 也能诱导巨噬细胞培养上清液中抗氧化酶GPx活性的增强[15], 其清除超氧阴离子和羟自由基的能力优于Vc[16]。绿原酸诱导中华鳖(Trionyx sinensis)和建鲤(Cyprinus carpio var. jian)的抗氧化系统功能已有相关的报道[1718], 但未见在凡纳滨对虾的研究。本研究通过分析绿原酸对凡纳滨对虾肝胰腺组织总抗氧化能力(total antioxidant status, TAS)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase, GPx)、过氧化氢酶(Catalase, CAT)的活力及GPx、CAT基因表达的变化情况, 探讨绿原酸对凡纳滨对虾养殖过程及低盐度胁迫条件下肝胰腺组织抗氧化系统功能的影响, 为开发绿色植物提取物在对虾养殖中的应用, 解决盐度胁迫对机体造成的氧化损伤提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  试验材料

试验用4种饲料(D0~D3)的配方和成分分析见表1, D0为基础饲料, 在基础饲料中分别添加100 mg/kg(D1), 200 mg/kg(D2)和400 mg/kg(D3)绿原酸(购自陕西森弗高科实业有限公司, 纯度90.15%)。配合饲料的所有原料成分都粉碎后用60目的筛过滤, 将各种饲料原料干粉按照表1所示配方中的比例准确称量、混合并在搅拌机中搅拌混匀, 然后加入鱼油和大豆磷脂再搅拌5 min。最后加入去离子水(每kg干粉加250 mL), 继续搅拌5 min分钟, 最后用双螺杆条机制成1.5 mm直径的颗粒饲料, 在空调房晾干后20℃冰箱中保存备用。
1.2  试验用虾及饲养管理

试验用凡纳滨对虾均在中国水产科学研究院南海水产研究所深圳试验基地暂养, 选择健康、
表1  试验基础饲料配方组成

Tab.1  Composition of the basal diet
                                                               %

	基础饲料成分

ingredient of basal diet
	比例

percentage
	组分

composition
	组别 group

	
	
	
	D0
	D1
	D2
	D3

	鱼粉 fish meal
	25
	基础饲料 basal diet
	100
	99.99
	99.98
	99.96

	豆粕 soybean meal
	18
	绿原酸含量chlorogenic acid content
	0
	0.01
	0.02
	0.04

	花生麸 peanut bran
	16.4
	营养成分nutritional composition
	
	
	
	

	面粉 flour
	23
	粗蛋白 crude protein
	39.74
	39.74
	39.64
	39.70

	啤酒酵母 beer yeast
	5
	粗脂肪 lipid
	7.31
	7.38
	7.20
	7.40

	虾头粉 krill meal
	5
	粗灰分 ash
	11.21
	11.17
	11.25
	11.33

	大豆磷脂 soybean lecithin
	1
	水分 mositure
	9.65
	9.80
	9.75
	9.61

	鱼油 fish oil
	1
	
	
	
	
	

	豆油 soybean oil
	1
	
	
	
	
	

	氯化胆碱 choline chloride
	0.5
	
	
	
	
	

	磷酸二氢钙 monocalcium phosphate
	1
	
	
	
	
	

	抗坏血酸酯ascorbic phosphate ester
	0.1
	
	
	
	
	

	多维预混料vitamin premix a)
	1
	
	
	
	
	

	微量矿物元素预混料

mineral premix b)
	1
	
	
	
	
	

	海藻酸钠 sodium alginate
	1
	
	
	
	
	

	总量 total
	100
	
	
	
	
	


注: a) 多维组成(单位g/kg): VA 2.5; VD 6.25; VE 75; VB 10.25; VB3 5.0; VB6 0.75; VB12 2.5; VB5 2.5; 叶酸 0.25; 生物素 2.5; 肌醇 379; 纤维素 500.

b) 多矿组成(单位g/kg): KCl 90; KI 0.04; NaCl 40; CuSO4·5H2O 3; ZnSO4·7H2O 4; CoSO4·7H2O 0.02; FeSO4·7H2O 20; MnSO4·H2O 3; MgSO4·7H2O 124; Ca(HPO4)2·2H2O 500; CaCO3 215.

Note: a) Vitamin premix (g/kg diet): VA 2.5; VD 6.25; VE 75; VB 10.25; VB3 5.0; VB6 0.75; VB12 2.5; VB5 2.5; folic acid 0.25; biotin 2.5; inositol 379; cellulose 500.

b) Mineral premix (g/kg diet): KCl 90; KI 0.04; NaCl 40; CuSO4·5H2O 3; ZnSO4·7H2O 4; CoSO4·7H2O 0.02; FeSO4·7H2O 20; MnSO4·H2O 3; MgSO4·7H2O 124; Ca(HPO4)2·2H2O 500; CaCO3 215.

均匀, 体质量为(6.74 ± 0.08) g的对虾。360尾凡纳滨对虾随机分至12个玻璃钢纤维桶中(500 L, 底面直径0.5 m2, 每试验组3个桶, 每桶30尾对虾)。实验期间养殖水体的温度和盐度分别为 (25.4±0.5)℃和32~34, 每隔2 d换水1/3。投饵量按照每桶对虾总初体质量的6%, 每天投喂3次, 分别为8:00、17:00和22:00, 养殖周期28 d, 记录养殖对虾的成活率。每个养殖桶内设置饵料台, 每天投喂饲料1个小时后, 观察投饵台中饲料情况, 并根据天气、摄食情况调整投喂量。养殖实验所用的凡纳滨对虾先使用D0饲料驯化1周, 待摄食正常后开始试验。

1.3  低盐度胁迫试验

凡纳滨对虾养殖28 d后, 进行72 h的低盐度胁迫试验。养殖试验结束时每个玻璃钢纤维桶中随机取15尾对虾转移至调整好的盐度为10的水体中, 分别在盐度胁迫后的第24小时、48小时和72小时取样, 每桶取3尾对虾, 用于抗氧化系统酶活性和抗氧化基因表达情况的分析。

1.4  抗氧化系统酶活性的测定

抗氧化防御系统的功能主要是通过检测抗氧化系统酶活性而实现, 采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒检测总抗氧化能力(total antioxidant status, TAS)、谷胱甘肽过氧化物酶(glu​tathi​one peroxidase, GPx)和过氧化氢酶(cata​lase, CAT)的活力。
1.4.1  样品采集及制备  在28 d的养殖过程中, 分别在养殖的第7、14、21和28天从每个玻璃钢桶中随机选取3尾对虾, 用纱布擦干头胸甲表面海水, 然后用75%酒精棉球擦拭虾体, 在冰浴条件下, 用小剪刀和镊子取出对虾肝胰腺, 将样品平均分为两部分, 获得对虾的肝胰腺组织立即保


存于液氮中。

将上述液氮中保存的一份肝胰腺组织转移至80℃冰箱, 在冰上解冻后加入10倍体积的0.1 mol/L磷酸钾盐缓冲液(pH 6.4), 低温匀浆、离心(4℃, 3 000 r/min, 10 min), 取上清液用于抗氧化系统酶活性的测定。

1.4.2  样品分析  TAS活性采用FRAP法, 每分钟每毫克组织蛋白, 使反应体系的吸光度(OD), 每增加0.01时, 为1个TAS单位(U/mg prot)。

GSH-Px酶活性测定采用DTNB法, 每毫克蛋白质每分钟扣除非酶反应的作用, 使反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L为1个酶活力单位(U)。

CAT酶活性测定采用可见光法, 每毫克组织蛋白每秒钟分解1 μmol H2O2的量为1个活力单位(U/mg prot)。

1.5  抗氧化系统酶基因的表达分析

1.5.1  样品制备  将上述液氮保存的另一份样品从液氮中取出, 在研钵中加入液氮进行肝胰腺组织研磨, 获得的样品粉末取0.05 mg与1 mL TRIzol(Invitrogen)迅速混匀, 根据TRIzol的说明书提取对虾肝胰腺总RNA。提取获得的总RNA是用RQ1 RNase-Free DNase(Promega)去除样品中残留的DNA, 然后使用M-MLV(Promega)反转录酶将RNA反转录为cDNA。

1.5.2    引物设计  根据GenBank中提交的cDNA全序列设计抗氧化酶的特异性引物, CAT(AY51​8322), GPx(AY973252), -actin(AF​3​0​0​​705)。使用Primer Primer 5.0软件设计引物, 引物序列详见表2。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。
1.5.3  实时荧光定量PCR反应  应用实时定量PCR技术, 以cDNA为模板, 凡纳滨对虾-actin
表2  Real-time PCR扩增的特异性引物
Tab.2  Primers used for real-time PCR amplification
	基因名称

cDNA
	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
	TCAGCGTTTGGTGGAGAA
	GCCTGGCTCATCTTTATC
	147

	GPx
	AGGGACTTCCACCAGATG
	CAACAACTCCCCTTCGGTA
	117

	-actin
	GCCCATCTACGAGGGATA
	GGTGGTCGTGAAGGTGTAA
	121


为管家基因检测抗氧化酶基因CAT和GPx的相对表达水平, 利用Real-time PCR (SYBR Green) 
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相对定量方法, 按照SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ(TaKaRa)试剂盒说明书进行操作, 反应体系如下: 反应总体积共10 μL, 0.6 μL cDNA, 5 μL SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ(2×)(TaKaRa), 0.4 μL正向引物(10 μmol/L), 0.4 μL反向引物(10 μmol/L),  3.6 μL RNase Free ddH2O(TaKaRa)。将样品在PCR管内混匀后分装入384孔PCR板(Roche)中, 瞬时离心后放入Roche LightCycler 480荧光定量PCR仪中进行PCR扩增, 反应条件: 95℃预变性5 min; 循环条件为95℃ 10 s, 60℃ 20 s, 72℃ 10 s, 共40个循环; 融解曲线条件为95℃ 5 s, 65℃ 1 min, 97℃ 连续。反应完成后, 用LightCycler® 480 Software v1.5.0软件分析结果。

1.6  统计分析

所得数据均以平均值±标准差(
[image: image2.wmf]x

±SD)表示, 用SPSS16.0统计软件进行one-way ANOVA分析, Duncan’s法进行多重比较, P<0.05表示差异显著。
2  结果与分析
2.1  绿原酸对养殖对虾存活率的影响

结果如表3所示, 养殖28 d, 各组之间的存活率无显著性差异(P＞0.05), 其中D1和D2组对虾的成活率高于D0组和D3组, 以D3组对虾的存活率最低。
表3  绿原酸对凡纳滨对虾存活率的影响

Tab. 3  Effects of chlorogenic acid on the survival of Litopenaeus vannamei
          n=30; 
[image: image3.wmf]x

±SD
	养殖时间/d culture time
	组别 group

	
	D0
	D1
	D2
	D3

	28
	98.89±1.92 a
	100.00±0.00 a
	100.00±0.00 a
	98.15±3.21 a


注: 同列肩标“a”表示无显著差异(P>0.05).
Note: “a” means without significant difference (P>0.05). 

2.2  绿原酸对凡纳滨对虾肝胰腺抗氧化系统酶活力的影响

2.2.1  凡纳滨对虾肝胰腺TAS活力的变化  由表4可以看出, 投喂4种饲料养殖对虾0~28 d, 各组对虾肝胰腺TAS活力无显著性差异(P>0.05), 除了养殖28 d, D3组肝胰腺TAS活力显著低于D0和D1组(P<0.05)。低盐度胁迫24~72 h, 添加绿原酸各组肝胰腺TAS活性逐渐升高, D0组呈现先升高后降低再升高的变化过程。低盐度胁迫24 h, D0组TAS活力较28 d提高了31.30%, D1、D2和D3组TAS活力较28 d分别提高了12.87%、18.97%和31.95%, D2和D3组TAS活性显著低于D0组(P<0.05)。胁迫48 h, 各绿原酸组TAS活性均高于对照组, 但无显著性差异(P>0.05)。胁迫72 h, 各绿原酸组TAS活性均高于对照组, 其中D2组显著高于D0组(P<0.05)。低盐度胁迫24~72 h, 各组TAS活性较28 d均明显升高: 胁迫24 h,  D0和D3组TAS活性较28 d显著升高(P<0.05); 胁迫48 h, D2和D3组TAS活性较28 d显著升高(P<0.05); 胁迫72 h, 各组TAS活性较28 d均显著升高(P<0.05)。
2.2.2  凡纳滨对虾GPx活力的变化  如表5所示, 投喂4种饲料养殖对虾0~21 d, 各组对虾肝胰腺GPx活力无显著性差异(P>0.05), 养殖28 d时D2和D3组GPx活力显著高于D0组(P<0.05)。低盐度胁迫24~72 h, 各组肝胰腺GPx活性基本呈现逐渐升高的变化过程。低盐度胁迫24 h, D0组GPx活力较28 d提高了27.96%, D1、D2和D3组GPx活力较28 d分别降低了5.93%、32.07%和19.23%, D2和D3组GPx活力显著低于D0组(P<0.05)。胁迫48 h, 添加绿原酸各组GPx活力均低于D0组, 但均无显著性差异(P>0.05)。胁迫72 h, D2和D3组GPx活力均高于对照组, 其中D2组显著高于D0(P<0.05)。低盐度胁迫

表4  凡纳滨对虾投喂4种饲料养殖28 d和低盐度胁迫后对肝胰腺TAS活力的影响

Tab. 4  Effects of four experimental diets on TAS activity in hepatopancreas of L. vannamei during the 28 d rearing period and after the low-salinity stress
n=30; 
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±SD; U/mg prot
	分组group
	养殖天数/d rearing period

	
	0
	7
	14
	21
	28

	D0
	5.42±0.39a
	5.57±0.35a
	4.99±0.63a
	5.22±0.09a
	4.92±0.33abA

	D1
	5.58±0.12a
	5.16±0.51a
	4.92±0.78a
	4.87±0.15a
	5.05±0.21bA

	D2
	5.46±0.11a
	5.47±0.27a
	4.66±0.10a
	5.18±0.27a
	4.48±0.33acA

	D3
	5.39±0.11a
	4.89±0.30a
	4.78±0.24a
	5.04±0.26a
	4.10±0.84cA

	分组group
	低盐度胁迫时间/h  low-salinity stress period

	
	24
	48
	72

	D0
	6.46±0.49aC
	5.43±0.24aAB
	6.21±0.58aBC

	D1
	5.70±0.08abA
	6.24±0.85aAB
	7.42±0.96abB

	D2
	5.33±0.36bAB
	6.11±0.30aB
	8.43±0.74bC

	D3
	5.41±0.06bB
	5.97±0.93aB
	7.25±0.35abC


注: 同列肩标不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 同行肩标不同大写字母表示同28 d组与胁迫后不同时间点差异显著(P<0.05).

Note: Data in the same column with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05); Data in the same row with different capital letter superscripts mean significant difference between the same treatment group of rearing 28 d and different time point of low-salinity stress (P<0.05).
表5  凡纳滨对虾投喂4种饲料养殖28 d和低盐度胁迫后对肝胰腺GPx活力的影响

Tab. 5  Effects of four experimental diets on GPx activity in hepatopancreas of L. vannamei during the 28 d rearing period and after the low-salinity stress
n=30; 
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±SD; U/mg prot

	分组group
	养殖天数/d   rearing period

	
	0
	7
	14
	21
	28

	D0
	160.96±3.17a
	180.81±8.59a
	173.25±34.11a
	171.05±26.28a
	127.54±13.86aA

	D1
	160.96±3.17a
	154.34±33.15a
	171.83±16.14a
	185.93±21.43a
	142.40±5.47abA

	D2
	160.96±3.17a
	190.18±36.34a
	150.65±8.29a
	182.91±48.49a
	164.29±8.47cA

	D3
	160.96±3.17a
	140.41±21.45a
	166.20±5.08a
	154.21±6.11a
	152.21±6.11bcAB

	分组group
	低盐度胁迫时间/h   low-salinity stress period

	
	24
	48
	72

	D0
	163.20±0.20aAB
	187.20±16.75aB
	177.76±38.08abB

	D1
	133.95±14.97abA
	167.41±31.59aA
	162.35±29.61aA

	D2
	111.60±3.99bB
	165.14±34.30aA
	218.35±14.71bC

	D3
	122.94±35.86bA
	150.38±27.61aAB
	183.01±19.47abB


注: 同列肩标不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 同行肩标不同大写字母表示同28 d组与胁迫后不同时间点差异显著(P<0.05).
Note: Data in the same column with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05); Data in the same row with different capital letter superscripts mean significant difference between the same treatment group of rearing 28d and different time point of low-salinity stress (P<0.05).

24~72 h, 各组GPx活力基本呈现逐渐升高的过程: 胁迫24 h, D2组GPx活力较28 d显著降低(P<0.05); 胁迫48 h, D0组GPx活力较28 d显著升高(P<0.05); 胁迫72 h, D0、D2和D3组GPx活力较28 d均显著升高(P<0.05)。
2.2.3  凡纳滨对虾CAT活力的变化  由表6所示, 投喂4种饲料养殖对虾7~28 d, 绿原酸组对虾肝胰腺CAT活力高于D0组, 其中D1组对虾CAT活力在养殖7 d和21~28 d显著高于D0组(P<0.05), D2组对虾CAT活力在养殖7~14 d显著高于D0组(P<
表6  凡纳滨对虾投喂4种饲料养殖28 d和低盐度胁迫后对肝胰腺CAT活力的影响
Tab. 6  Effect of four experimental diets on CAT activity in hepatopancreas of L. vannamei during the 28 d rearing period and after the low-salinity stress
n=30; 
[image: image6.wmf]x

±SD; U/mg prot

	分组group
	养殖天数/d   rearing period
	低盐度胁迫时间/h low-salinity stress period

	
	0
	7
	14
	21
	28
	24
	48
	72

	D0
	4.48±0.35a
	4.71±0.13a
	5.34±0.21a
	4.53±0.36a
	4.79±0.46aA
	2.32±0.27aB
	4.90±0.04aA
	3.63±0.71aC

	D1
	4.32±0.19a
	5.27±0.11b
	5.51±0.35a
	5.74±0.78b
	5.79±0.61bA
	3.99±0.27bB
	2.69±0.24bC
	4.41±0.35bB

	D2
	4.30±0.15a
	5.31±0.31b
	7.26±0.16b
	4.87±0.30ab
	4.87±0.31aA
	4.49±0.01cAB
	4.00±0.56cB
	3.22±0.19aC

	D3
	4.29±0.21a
	4.77±0.35a
	5.19±0.25a
	5.69±0.19b
	5.25±0.15abA
	4.77±0.15cB
	6.41±0.31dC
	6.19±0.27cC


注: 同列肩标不同小写字母表示差异显著 (P<0.05); 同行肩标不同大写字母表示同28 d组与胁迫后不同时间点差异显著 (P<0.05).
Note: Data in the same column with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05); Data in the same row with different capital letter superscripts mean significant difference between the same treatment group of rearing 28 d and different time point of low-salinity stress (P<0.05).

0.05), D3组对虾CAT活力在养殖21 d显著高于D0组(P<0.05)。低盐度胁迫24 h, 各组对虾肝胰腺CAT活性较28 d明显降低, D0组CAT活力较28 d降低了51.57%, D1、D2和D3组CAT活力较28 d分别降低了31.09%、7.80%和9.14%, 添加绿原酸各组对虾CAT活力均显著高于D0组(P<0.05)。胁迫48 h, D1和D2组CAT活力均显著低于D0组(P<0.05), D3组CAT活力显著高于D0组(P<0.05)。胁迫72 h, D1和D3组CAT活力均显著高于D0组(P<0.05)。低盐度胁迫24~72 h, 各组变化无明显的规律性: 胁迫24 h, 各组CAT活力较28 d显著降低(P<0.05); 胁迫48 h, D1和D2组CAT活力较28 d显著降低(P<0.05), 而D3组CAT活力较28 d显著升高(P<0.05); 胁迫72 h, D0、D1和D2组CAT活力较28 d显著降低(P<0.05), 而D3组CAT活力较28 d显著升高(P<0.05)。
2.3  绿原酸对凡纳滨对虾肝胰腺抗氧化酶基因表达的影响

2.3.1  凡纳滨对虾肝胰腺GPx基因的表达变化 

从图1所知, 在正常海水养殖条件下投喂4种饲料7~28 d, D1和D2组对虾肝胰腺GPx基因表达水平均显著高于D0组(P<0.05), 说明添加绿原酸能够诱导肝胰腺GPx基因表达水平的升高。低盐度胁迫24~72 h, 各组凡纳滨对虾肝胰腺GPx基因表达水平逐渐升高。低盐度胁迫24 h, D0组GPx基因表达水平较28 d提高了169.72%, D1、D2和D3组GPx基因表达水平较28 d分别提高了67.23%、30.73%和41.60%, 并且D2和D3组肝胰腺GPx基因表达水平均显著低于D0组(P<0.05)。胁迫48 h, 各组GPx基因表达水平较24 h明显升高, 但是添加绿原酸各组GPx基因表达水平均显著低于D0组(P<0.05)。胁迫72 h, D3组GPx基因表达水平显著高于其他各组(P<0.05), 而D1和D2组GPx基因表达水平均低于D0组, 但与D0组之间无显著行差异(P>0.05)。
2.3.2  凡纳滨对虾肝胰腺CAT基因的表达变化
结果见图2。在正常海水养殖条件下投喂4种饲料7~21 d, 各绿原酸添加组对虾肝胰腺CAT基因表达水平均显著低于D0组(P<0.05); 养殖28 d, D2和D3组CAT基因表达水平均显著高于D0和D1组(P<0.05)。低盐度胁迫24~72 h, D0和D1组CAT基因表达水平呈现先升高后降低的变化趋势, 而D2和D3组CAT基因表达水平呈现逐渐升高的变化过程。低盐度胁迫24 h, D0组CAT基因表达水平较28 d降低了74.93%, D1、D2和D3组CAT基因表达水平较28 d分别降低了75.18%、80.71和79.53%, 并且D2和D3组肝胰腺CAT基因表达水平均显著高于D0组(P<0.05)。胁迫48 h, 各组CAT基因表达水平较24 h明显升高, D3组CAT基因表达水平显著低于D0组(P<0.05), D2组CAT基因表达水平显著高于其他各组(P<0.05)。胁迫72 h, 各组之间CAT基因表达水平无显著性差异(P＞0.05), 除了D2组CAT基因表达水平仍然显著高于其他各组(P<0.05)。
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图1  凡纳滨对虾投喂4种饲料养殖28 d (第1阶段)和低盐度胁迫后(第2阶段)对肝胰腺GPx基因表达的影响

Fig. 1  Effects of four experimental diets on GPx gene expression of hepatopancreas of L.vannamei both during the 28 d rearing period (first experimental stage) and after the low-salinity stress (second experimental stage)
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图2  凡纳滨对虾投喂4种饲料养殖28 d (第1阶段)和低盐度胁迫后(第2阶段)对肝胰腺CAT基因表达的影响

Fig. 2  Effect of four experimental diets on CAT gene expression of hepatopancreas of L.vannamei both during the 28 d rearing period (first experimental stage) and after the low-salinity stress (second experimental stage)
3  讨论

目前评价有机体的氧化胁迫状态有多种方法, 通常被推荐的方法主要有以下3种: 1) 活性氧自由基水平(ROS); 2) 由ROS损伤的大分子物质; 3)主要的ROS防御体系, 如抗氧化酶体系[19]。由于ROS非常活泼, 难于检测, 使用此种方法检测机体的氧化胁迫状态复杂而困难。因此本研究采用监测几种相互关联的生物标志物联合评估机体的抗氧化胁迫状态就成为最合适的评价方法。试验选取了非酶促和酶促抗氧化系统中的TAS、GPx和CAT作为评价氧化胁迫状态的评价指标。

动物机体内的抗氧化系统包括酶类和非酶类的清除机制, 酶类系统主要包括GPx、CAT等, 清除ROS(超氧阴离子自由基、羟自由基和过氧化氢等)主要由GPx、CAT等酶促体系完成, 过氧化氢通过GPx和CAT分解成水和氧气, 避免ROS对细胞的损伤[20]。根据报道在海洋水生动物中通常与生物活性物质转运有关的器官, 如消化腺的抗氧化系统酶活性处于较高水平[21]。本研究以凡纳滨对虾肝胰腺组织抗氧化系统酶活性作为评价指标, 投喂基础饲料的对虾肝胰腺TAS和GPx的活性均处于正常的活性范围, 例如凡纳滨对虾养殖于350 L的玻璃钢纤维桶中, 其中对照组肝胰腺的TAS活性范围为4.45~5.73 U/mgprot[22], 这与本试验D0组0~28 d对虾肝胰腺TAS的平均活性范围为4.92~5.57 U/mgprot基本相一致。另外Liu等[23]研究表明, 凡纳滨对虾养殖于500 L的玻璃钢纤维桶中, 其中对照组肝胰腺GPx活性范围为150~180 U/mgprot。这与本试验D0组0~28 d对虾肝胰腺GPx的平均活性范围为141.82~ 182.72 U/mgprot基本一致。这些结果充分表明本试验D0组凡纳滨对虾处于健康状态, 并未受到任何的氧化胁迫而引起的抗氧化系统活性异常或者特异性组织损伤等。

健康的凡纳滨对虾投喂含有绿原酸的饲料0~21 d, 肝胰腺TAS和GPx活性与D0组之间无显著性差异, 说明在正常养殖条件或者无任何胁迫条件下, 绿原酸对养殖对虾肝胰腺TAS和GPx活性无明显的作用, 这与几丁质和壳聚糖的研究结果相反[24]。但养殖28 d, D2和D3组GPx活性显著高于D0组, 这与益生菌的研究结果相一致[19]。另外投喂含有绿原酸的饲料7~28 d, D1、D2和D3组CAT活性均高于D0组, 说明绿原酸能够提高凡纳滨对虾肝胰腺CAT的活性。研究表明, 许多生物活性物质诱导抗氧化系统酶的活性是在细胞内通过DNA转录而诱导特异性mRNA的表达水平, 从而mRNA通过翻译在细胞浆内诱导各种酶蛋白掺入内质网和核膜内[25]。在正常海水养殖7~28 d, D1和D2组对虾肝胰腺GPx基因表达水平均显著高于D0组, 这与GPx酶活性的变化相一致, 如14~28 d, D1和D2组GPx酶活性高于对照组, 这说明绿原酸诱导凡纳滨对虾肝胰腺GPx酶的活性, 可能是通过诱导肝胰腺GPx基因表达实现的。绿原酸作为生物活性物质, 具有多种生理活性, 其中以抗氧化功能表现的最为突出, Chen等研究表明绿原酸清除活性氧自由基的能力比VE强[26]。因此我们推测绿原酸在凡纳滨对虾体内发挥抗氧化作用可能是通过增强对虾对于摄入饲料的消化、吸收和利用, 从而增强对饲料中抗氧化物质的积累。

胁迫耐受性试验通常用来评价养殖对虾的健康情况以及营养状况[27]。本研究结果表明低盐度胁迫24 h, D0组对虾肝胰腺TAS、GPx活性和GPx基因表达较28 d显著升高, 而CAT活性以及CAT基因表达水平较28 d显著降低, 这说明低盐度胁迫后对虾抗氧化系统酶活性发生明显的变化。TAS是非酶促抗氧化体系的代表, TAS和GPx活性的升高说明机体处于氧化胁迫状态; 而CAT是酶促抗氧化系统的主要成员, 它的活性降低可能伴随着清除体内过量的H2O2有关[3]。另外, CAT活性的降低可能与机体脂质过氧化作用有关[28]。因此盐度骤变能够对养殖对虾造成氧化胁迫效应, 这与Liu等[29]的研究结果一致。

有关绿原酸抵抗氧化胁迫效应已有相关的报导, 如绿原酸保护SH-SY5Y细胞抵抗H2O2胁迫以及在小鼠肝局部缺血/再灌注损伤中的保护作用[3031]。本实验中低盐度胁迫24 h, D0组对虾肝胰腺TAS、GPx活性和GPx基因表达水平均显著高于D2和D3组, 且D0组TAS、GPx活性和GPx基因表达较绿原酸添加组变化幅度最大, 这说明绿原酸能够有效缓解低盐度胁迫下对虾抗氧化系统酶活性的剧烈变化, 主要表现在抑制各组TAS、GPx活性以及GPx基因表达水平的显著提高, 事实上抗氧化系统酶活性的降低一定伴随着氧化胁迫状态的缓解和活性氧自由基水平的降低, 这就是所谓的氧化胁迫状态越低则机体抗氧化系统酶活性越低[32]。例如Liñán-Cabello等[33]报道一些潜在的抗氧化剂如类胡萝卜素抑制机体抗氧化系统酶的活性, 说明对虾摄取越多数量和种类的类胡萝卜素, 则机体的抗氧化酶活性越低。另外, 绿原酸作为天然的抗氧化剂, 可以直接清除羟自由基和超氧阴离子等自由基的活性, 保护组织免受氧化作用的损伤。研究表明绿原酸口服后在小肠内几乎以原型吸收(水解成咖啡酸的量约为1%)[34], 所以推测低盐度胁迫下机体产生过多的活性氧自由基直接被原型绿原酸消除, 从而有效降低胁迫初期机体的活性氧自由基水平, 因此导致绿原酸组对虾抗氧化系统酶活性明显低于对照组。另外, CAT能够迅速分解H2O2, 降低机体H2O2的含量, 同时也使H2O2不至于与O2·反应生成破坏性更强的OH·自由基[35]。低盐度胁迫24 h, 添加绿原酸各组对虾肝胰腺CAT活性和CAT基因表达水平均显著高于D0组, 由此可见绿原酸通过诱导CAT基因表达水平的升高而增强CAT的活性, 从而保护细胞免受活性氧的损伤。

低盐度胁迫72 h, 绿原酸各组对虾肝胰腺TAS、GPx、CAT活性及CAT基因表达水平均高于D0组, 其中D2组对虾肝胰腺TAS、GPx活性显著高于D0组(P<0.05), 说明低盐度胁迫后期绿原酸发挥其抗氧化功能, 增强对虾肝胰腺抗氧化系统酶的活性, 这与VE和Vc作为饲料添加剂的研究结果相一致[29, 36]。因此饲料中添加绿原酸相比于对照组能够增强凡纳滨对虾对于急性低盐度胁迫的抵抗能力。另外低盐度胁迫72 h, D2组对虾肝胰腺TAS、GPx活性及CAT基因表达水平均显著高于其余各组, D3组对虾肝胰腺TAS、GPx、CAT活性及GPx和CAT基因表达水平均高于D0组, 说明添加适量的绿原酸如200~400 mg/kg能够有效保护机体免受氧化胁迫。

综上所述, 绿原酸能够诱导凡纳滨对虾抗氧化系统功能, 例如凡纳滨对虾投喂含有绿原酸的饲料28 d, 机体的抗氧化系统功能明显增强, 表现在添加绿原酸各组对虾肝胰腺TAS、GPx、CAT活性以及GPx、CAT基因表达水平均高于D0组。更重要的是绿原酸在凡纳滨对虾抵抗低盐度胁迫发挥着重要的作用, 表现在: 低盐度胁迫初期绿原酸能够有效缓解凡纳滨对虾抗氧化系统酶活性的剧烈变化; 低盐度胁迫后期绿原酸能够增强对虾肝胰腺抗氧化系统酶活性和基因表达水平。
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Antioxidant activity and resistance to low-salinity stress in Litopenaeus vannamei induced by chlorogenic acid 
WANG Yun1, LI Jian2, LI Zheng3, NIU Jin1, WANG Jun1, HUANG Zhong1, LIN Heizhao1
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Abstract: To investigate the effects of chlorogenic acid on the antioxidant activity and resistance to low-salinity stress in Litopenaeus vannamei, 360 shrimps were randomly divided into four groups and fed four diets containing 0, 100, 200 and 400 mg chlorogenic acid/kg(diet). After feeding for 28 days, all shrimps were subjected to an acute salinity change from 32 to 10 for 72 h. Total antioxidant status (TAS), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) levels, and expression of the GPx and CAT genes in the hepatopancreas of L. vannamei, were analyzed. The results demonstrated that supplemental chlorogenic acid had no effect on TAS or on GPx activity in the hepatopancreas when shrimp were cultured in natural seawater. Compared with the D0 control group, however, dietary supplemental chlorogenic acid significantly increased GPx and CAT activities, and expression of the GPx and CAT gene in the hepatopancreas after feeding the shrimp for 28 days (P<0.05). GPx activity and gene expressions of GPx and CAT in the D2 group [200 mg (chlorogenic acid)/kg(diet) ] were higher than in the other groups, at 164.29 U/mg(prot) and 1.61 and 2.14 fold, respectively. After low-salinity stress for 24 h, the antioxidant response was characterized by higher TAS, greater GPx activity and higher gene expression of GPx in the hepatopancreas compared with levels found at 28 days (P<0.05), i.e. an increase of 31.30%, 27.96% and 170%, respectively. Moreover, TAS, GPx activity and GPx gene expression in the hepatopancreas in shrimp that were fed diets supplemented with chlorogenic acid were lower than those of the D0 group (P<0.05). The results indicate that chlorogenic acid could effectively inhibit dramatic changes in antioxidant enzyme system activities of shrimp exposed to low-salinity stress. After low-salinity stress for 72 h, TAS, GPx and CAT activities and GPx gene expression in the hepatopancreas of shrimp that were fed chlorogenic acid were higher than the D0 group. In conclusion, chlorogenic acid induces antioxidant system activity and plays an important role in resistance to low-salinity stress in L. vannamei.
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