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低氧胁迫对日本沼虾呼吸代谢和

抗氧化能力的影响

管越强，李利，王慧春，王志丽
(河北大学生命科学学院，河北保定071002)

摘 要：为阐明低氧胁迫对日本沼虾呼吸代谢和氧化代谢的影响，并初步探讨其作用机制及日本沼虾的

抗氧化响应机制，将日本沼虾暴露于低氧((2土0．2)mg／L，8 h)而后恢复常氧水平((7±o．2)mg／L，

2．5 h)．结果显示：与对照组(保持常氧水平)相比，随着低氧暴露时间延长，日本沼虾肝胰腺和肌肉组织细胞

色素氧化酶(CCO)和琥珀酸脱氢酶(SDH)活力显著下降(p<0．05)，延胡索酸还原酶(FRD)和乳酸脱氢酶

(LDH)活力显著上升(p<0．05)；总抗氧化能力(T-AoC)和过氧化氢酶(CAT)活力显著上升(p<0．05)，超

氧化物歧化酶(SoD)活力显著下降(P<0．05)．恢复常氧阶段，CC0，SDH，FRD，LDH，CAT和SoD活力逐

渐恢复到正常水平，T—AOC在恢复常氧1 h时显著降低(户<o．05)，而后恢复到正常水平．低氧胁迫使得有

氧代谢减弱，无氧代谢增强，以维持机体能量需求；T-AOC和CAT活力增加而SOD活力降低，是日本沼虾

适应低氧环境所采取的一种抗氧化策略．
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Effects of Hypoxia on Respiratory Metabolism and

Antioxidant Capability of Macrobrachium nipponense

GUAN Yue—qiang，LI Li，WANG Hui-chun，WANG Zhi—li

(College of Life Sciences，Hebei University，Baoding 071002，China)

Abstract：The effects of hypoxia stress on respiratory metabolism and oxidant metabolism Of Macro—

brachium nipponense were investigated，while the mechanism and the antioxidant response mechanism were

primarily discussed．Adult shrimp were exposed to hypoxia((2士0．2)mg／L，8 h)，followed by reoxygen—

ation((7士0．2)mg／L，2．5 h)．The results indicated that，with the duration of hypoxia exposure，activities

of cytochrome C oxidase(CCO)and succinate dehydrogenase(SDH)of M．nipponense’s hepatopancreas and

muscle tissues were significantly lower compared with the control group(normoxia level)(户<O．05)．Mean—

while，fumarate reductase(FRD)and lactate dehydrogenase(LDH)activities were significantly higher corn—

pared with the control group(p<O．05)．Total antioxidant capability(T-AOC)and catalase(CAT)activities

significantly increased(P<0．05)，but superoxide dismutase(SOD)activities significantly decreased(户<

0．05)．Activities of CCO，SDH，FRD，LDH，CAT and SOD gradually returned to the normallevel during

reoxygenation，T-AOC significantly decreased in the first hour of recovery(户<0．05)，then returned to
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control level．It indicated that the level of aerobic metabolism decreased while that of anaerobic metabolism

increased which could maintain energy supply under hypoxia stress；Increment of T—AOC，CAT activities

and decrease of SOD activities might be a antioxidant strategy to adapt hypoxia environment．

Key words：hypoxia；Macrobrachium nipponense；respiratory metabolic enzyme；antioxidant capability

溶解氧(dissolved oxygen，DO)作为水生动物赖以生存的前提条件，是影响水生动物生长、呼吸、物质和

能量代谢等的重要环境因子．水环境中周期性低氧或连续性低氧是常见现象．一般而言，甲壳纲十足目动物

(如虾蟹类)较其他水生动物对低氧环境的耐受性差，且生产养殖过程中虾池的DO值一般不能低于

3 mg／L[¨．近年来，国内外学者已就低氧对虾蟹类代谢反应：糖原和乳酸浓度，各种能量贮存物质的浓

度[2-3]，血淋巴渗透压[3-5]和免疫反应[5_73等方面作了大量研究，但关于低氧胁迫对于虾类的呼吸代谢过程

中关键酶的活力有何影响尚未见到文献报道，对于虾类抗氧化体系的影响报道也不多见，de Oliveira[81等以

过氧化氢酶(CAT)，超氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽孓转移酶活力等为指标，探讨了低氧胁迫对颗粒张

口蟹(Chasmagnathus granulata)的影响．Zenteno-Savin[91等报道了低氧对凡纳滨对虾(Litopenaeus van—

namei)肌肉、肝胰腺和鳃超氧阴离子(0。一·)的产生及总抗氧化能力(T-AOC)的影响．日本沼虾(Macro—

brachium nipponense)又称青虾，广泛分布于我国各地淡水水域，是我国养殖面积最大、产量最高的淡水经济

虾类．本实验以日本沼虾为实验材料，研究低氧对其肝胰腺和肌肉呼吸代谢酶活力和抗氧化能力的影响，旨

在探讨低氧胁迫对呼吸代谢和氧化代谢的影响，从而有助于阐明低氧胁迫对甲壳动物呼吸代谢的影响机制

及其本身的抗氧化适应机制，为水产养殖提供参考．

1 拣料与麦法

1．1实验材料

实验所用日本沼虾购于河北省保定市白洋淀，体长为(4．0士0．5)cm，选择健康活泼的个体置于实验室

水族缸中暂养1周．水温25℃，连续充气，DO质量浓度为(7．o士0．2)mg／L，日换水1次，换水量为总体的

1／3～1／2，每天早晚各投喂饵料1次，实验前2 d停食．

1．2实验设计

实验组和对照组各设3个平行水槽．每个水槽(50 cm×20 cm×30 cm)放30尾El本沼虾，水温25℃．实

验组与对照组DO质量浓度分别为(2．0±0．2)和(7．0士0．2)mg／L，实验过程中每隔20 rain用Hanna

HI 9143型便携式溶氧仪(Hanna公司，意大利)监测水槽中DO质量浓度．通过充氮气，充空气以调节水中

的DO质量浓度，使其维持在设定范围内．实验期间日本沼虾无死亡现象．取样时间为0，2，4，6，8，8．5，9．5

和10．5 h．前5个取样时刻为低氧阶段，后3个时刻为复氧阶段．

1．3实验方法

取日本沼虾肝胰腺和肌肉各0．2 g，置于1．5 mL离心管中，迅速放到液氮中，而后转入--80℃冰箱保存

2～3 d后测定．肝胰腺组织加入4倍体积预冷匀浆缓冲液(pH 7．4)，剪碎，超声波冰浴匀浆，于4℃下

4 000 r／rain离心10 rain，取上清液，4℃下10 000 r／rain离心20 min，上清液分装用于抗氧化能力测定，沉

淀中富含线粒体，再以匀浆缓冲液重悬，超声波破碎线粒体，匀浆液用于琥珀酸脱氢酶(sDH．)，细胞色素氧

化酶(CCO)和延胡索酸还原酶(FRD)活力测定；肌肉组织加入10倍体积预冷匀浆缓冲液(pH 7．4)，其他操

作同上，上清液除测定抗氧化能力外，还测定乳酸脱氢酶(LDH)活力．

1．3．1 呼吸代谢酶活力的测定

SDH活力采用2，6一二氯酚靛酚还原法测定(试剂盒购于南京建成生物工程研究所)；CCO活力的测定

参照Affonso[103的方法；FRD活力测定参考Xiao[11]等的方法；LDH活力测定参考Worthington的方法．酶

活力单位均为U／mg，代表组织匀浆液中每mg蛋白质中含有的酶活力单位数．

万方数据



第3期 管越强等：低氧胁迫对日本沼虾呼吸代谢和抗氧化能力的影响

1．3．2抗氧化能力的测定

T-AOC(铁还原法)和SOD(羟胺还原法)活力采用试剂盒(南京建成生物工程研究所)测定；CAT活力

采用钼酸铵比色法测定．线粒体或组织中的蛋白含量用考马斯亮蓝法n23测定，以牛血清白蛋白(BSA)为标

准蛋白作蛋白含量标准曲线．

1．4数据分析

数据采用SPSSll．5统计软件的单因素方差分析(One-Way ANOVA)方法比较各种酶在实验开始后不

同时刻与对照组的活力是否具有显著差异．首先进行Levene方差齐性检验，若具有齐性，采用LSD检验进

行多重比较．采用卜检验比较对照组肝胰腺与肌肉组织相应酶活力．以p<o．05作为差异显著水平．

2 结果

2．1 日本沼虾呼吸代谢酶的活力变化

表1显示，随着低氧暴露时间的延长，SDH和CCO活力逐渐降低．低氧暴露4，6，8 h时，肝胰腺SDH

和CCO活力显著低于对照组(夕<o．05)，且8 h时两者活力达到最低值；低氧暴露6，8 h时，肌肉SDH和

CCO活力显著低于对照组(p<0．05)，8 h时两者活力达到最低值．在复氧阶段，8．5 h时肝胰腺和肌肉SDH

和CCO活力虽略高于8 h，但仍与对照组有显著差异(户<0．05)，9．5，10．5 h时，SDH和CCO活力逐渐增

加，与对照组数值接近，无显著差异(夕>0．05)．

FRD和LDH活力随着低氧暴露时间的延长逐渐增加．低氧暴露4，6，8 h时，肝胰腺FRD活力与对照

组有显著差异(p<o．05)，且8 h时FRD活力达到最大值；低氧暴露6，8 h时，肌肉FRD和LDH活力与对

照组有显著差异(户<O．05)，8 h时FRD和LDH活力达到最大值．在复氧阶段，8．5 h时肝胰腺和肌肉FRD

活力虽略低于8 h，但仍显著高于对照组(p<o．05)．9．5，lO．5 h时，FRD活力与对照组无显著差异．对于肌

肉LDH而言，8．5，9．5 h时，其活力仍显著高于对照组，10．5 h时，LDH活力接近对照组．此外对照组日本

沼虾肝胰腺组织的呼吸代谢酶SDH，CCO和FRD活力显著高于肌肉中相应呼吸代谢酶活力(声<o．05)．

表1低氧对日本沼虾组织呼吸代谢酶潘力的影晌

Tab．1 Effects of hypoxia on respiratory metabolic enzyme activities in the tissues of M．nipponense

U／mg

对照

肝胰腺

SDH 3．90土o．09 3．95士o．19 3．79士o．25 3．45±o．11‘2．86士o．14’1．97士o．07+．2．704-o．13’3．70士o．19 3．84±o．19

cc0 7．52士o．12 7．36士o．35 7．12士o．32 5．60士o．26。4．86士o．36’3．62士o．27·4．25士o．22’ 7．04士o．12 7．51士o．14

FRD 1．23士0．13 1．22士O．09 1．39士0．09 1．68士0．19。2．50士0．08’3．06±0．15·1．82士0．12’1．34士0．17 1．23士0．10

肌肉

SDH 2．83士0．14 2．86士0．10 2．68士O．08 2．62士0．05 2．38士0．08-1．83士0．08·2．18士0．11。 2．67±0．07 2．84土0．10

cc0 3．92士0．21 3．91士0．25 3．．74士0．26 3．63士0．12 2．82士0．17-2．48士0．05·3．14士0．10‘ 3．69士0．20 3．90士0．28

FRD 0．72士0．04 0．74士0．01 0．78士0．03 0．79士0．04 0．95士0．06。1．20士0．07·1．10士0．05。0．79士0．01 0．78士0．17

LDH 179．12士9．03 178．34士6．27 189．9士4．54 216．62士5．35·275．25士9．56’331．94士10．2-264士4．94。210．29士4．75’177．31士8．65

酶活力值=平均值士标准差(Mean5：SD)，雄；4；’表示与对照组差异显著(户<o．05)．

2．2 日本沼虾抗氧化能力的变化

表2显示，随着低氧暴露时间的延长，T—AOC和CAT活力逐渐增加．低氧暴露4，6，8 h时，肝胰腺p

AOC和CAT活力显著高于对照组(户<o．05)，且8 h时两者达到最大值．低氧暴露6，8 h时，肌肉T-AOC
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和CAT活力显著高于对照组(户<o．05)，同样在8 h时两者达到最大值．在复氧阶段，8．5 h时肝胰腺和肌

肉T-AOC和CAT活力虽略低于8 h，但与对照组仍有显著差异(夕<o．05)．肝胰腺T-AOC在9．5 h时，仍

显著高于对照组，10．5 h时肝胰腺T—AOC接近对照组，肌肉T_AOC在9．5，10．5 h时与对照组均无显著差

异(痧>o．05)．9．5，10．5 h时肝胰腺和肌肉CAT活力与对照组无显著差异(户>o．05)．

SOD活力随着低氧暴露时间的延长逐渐下降．低氧暴露4，6，8 h时，肝胰腺SOD活力与对照组有显著

差异(夕<o．05)，且8 h时SOD活力降至最低．低氧暴露6，8 h时，肌肉SOD活力显著低于对照组cp<

0．05)，8 h时SOD活力降至最低．在复氧阶段，8．5 h时SOD活力虽略高于8 h，但仍显著低于对照组(夕<

0．05)，9．5，10．5 h时，SOD活力逐渐增加，与对照组无显著差异．此外，日本沼虾肝胰腺组织的T—AOC，

CAT和SOD活力均显著高于肌肉中相应抗氧化指标(乡<o．05)．

表2低氯对日本沼虾组织抗氯化能力的影响

Tab．2 Effects of hypoxia and reoxygenation oR antioxidant capability in the tissues of M．nipponense

U／rag

对照

肝胰腺

T’AoC 3．53士o．14 3．68士o．09 3．72士o．08 4．30士o．12。4．70士0．13。5．50士o．16。4．56士o．13’ 3．08芷0．14 3．68士0．09

CAT 26．05士0．48 26．32士0．56 27．78士1．24 33．38士1．10。35．76士1．32。40．31士2．15。34．09士0．75。27．85士0．33 26．08士1．24

SOD 15．31士0．37 15．55士0．40 15．06士0．85 14．23士0．27。12．54士0．69。8．17土0．45’10．09士0．48‘14．72士0．20 15．42土0．21

肌肉

T_AoC 0．98士0．07 0．98士0．12 1．05士0．08 1．10士0．01 1．37士0．05·1．60士0．08。1．31士0．06。0．87士0．02 1．00士0．06

CAT 4．98士0．18 4．96士0．13 5．12士0．17 5．32士0．II 5．83士0．14。6．58士0．13‘6．06士0．10。5．21士0．11 4．96土0．11

SoD 8．29士0．27 8．28士0．38 8．06士0．49 7．96士0．17 7．19士0．17。6．54士0．26’7．06士0．17’ 7．97士0．10 8．22士0．34

酶活力值=平均值土标准差(Mean士SD)，(卯=4)，’表示与对照组差异显著(p<o．05)．

3 讨论

3．1低氧对日本沼虾呼吸代谢酶活力的影响

SDH和CCO是有氧代谢中很重要的2种酶，其活力大小能够反映有氧代谢水平[13--14]．无氧代谢过程

中重要酶类有FRD和LDH．FRD与SDH在结构上非常相似[15。，其作用与SDH相反，无氧或缺氧时催化

延胡索酸还原成琥珀酸，这种无氧代谢方式也可提供ATP[1引，在低等海洋或淡水无脊椎动物中存在这种代

谢方式口7_18。．LDH可催化丙酮酸和乳酸之间的相互转化，是机体无氧代谢的标志酶，其活力大小在一定程

度上反映了无氧代谢能力的高低n 9。．

本实验中SDH和CCO活力随着暴露时间延长而下降，FRD和LDH活力增加．复氧阶段呼吸代谢酶

活力逐渐接近对照组水平．张志峰[2们等在研究硫化物对单环刺蟠(Urechis unicinctus)呼吸代谢的影响中发

现，随着硫化物暴露时问延长，虫体SDH，CCO的活力下降，FRD活力显著增加，推测体内可能存在将延胡

索酸还原成琥珀酸的无氧代谢方式．低氧胁迫导致肌肉LDH活力增加，意味着肌肉中生成更多的乳酸，通

过乳酸发酵为机体供能．Mauro[2玎等发现低氧环境下罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)血淋巴乳酸浓

度显著升高．RacottaEzz3等报道低氧胁迫(1．5～2．5 mg／L，3 d)导致凡纳滨对虾(L．。vannamei)血淋巴乳酸

浓度显著增加，为对照组乳酸浓度的4倍左右．但Zenteno-Savin[9]等研究结果与此有些区别，发现低氧胁迫

对凡纳滨对虾体内的乳酸浓度无显著影响，但在复氧初期肝胰腺和肌肉中的乳酸浓度显著增加．但上述报道

均证明低氧胁迫会导致乳酸浓度升高，其原因可能是由于LDH活力升高，将更多的丙酮酸转化为乳酸所
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致．乳酸浓度升高提示乳酸发酵反应加剧，将产生更多的ATP，从而缓解由于有氧呼吸受阻而导致的ATP

不足的状况．

3．2低氧对日本沼虾抗氧化能力的影响

在生物体正常生理条件下，自由基和活性氧不断产生又不断被清除，从而避免对机体造成氧化损害，其

清除机理主要依靠体内的抗氧化防御体系，CAT和SOD等抗氧化酶是其中重要环节．本实验中‘CAT活力

随着低氧胁迫时间的延长而增加，而SOD活力降低．其原因可能是低氧环境下过多的Oz一·被SOD还原生

成H。0：，0。一·的减少导致SOD活力的降低，H。O。的生成促进了CAT活力升高．SOD活性的高低间接反

映了机体清除O。一·的能力，其活性与水生生物的免疫水平密切相关，在增强吞噬细胞防御能力和整个机

体免疫功能方面均发挥重要作用乜引．T-AOC随着低氧胁迫时间的延长显著增加，复氧初期肝胰腺的■

AOC显著低于对照组水平．本实验中T-AOC，SOD和CAT活力结果说明低氧胁迫及复氧阶段对日本沼虾

抗氧化体系有显著影响．以上结果与de Oliveira[8]等和Zenteno-Savin[91等的报道一致，证明低氧胁迫或胁迫

后的复氧阶段机体的抗氧化能力发生显著变化，这可能是生物体为了适应低氧而后又复氧(间歇性缺氧)所

采取的一种抗氧化策略．

此外，日本沼虾不同组织的呼吸代谢酶和抗氧化酶的活力不同，对低氧胁迫的敏感程度也不同．不论是

呼吸代谢酶还是抗氧化指标，活力均以肝胰腺较高．与肌肉相比，肝胰腺组织的各种酶对低氧胁迫更敏感．

Arun[2妇等报道了罗氏沼虾(M．rosenbergii)不同组织SOD活力：肝胰腺>鳃>肌肉；CAT活力：肝胰腺>肌

肉>鳃．这说明了肝胰腺与肌肉、鳃组织相比，是机体对外界刺激反应最早、最敏感，也是最早出现损伤的

组织．
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