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盐度对凡纳滨对虾体组织蛋白质积累、氨基酸组成和转氨酶活性的影响
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摘要 :本文研究了低、中和高三个盐度水平 (分别为 3‰、17‰和 32‰)对凡纳滨对虾 (L itopenaeus vannam ei)各组织

蛋白质的积累、肌肉谷草转氨酶和谷丙转氨酶活力、肌肉总氨基酸和游离氨基酸组成和含量的影响。结果显示 ,经

过 50d不同盐度水平的试验 ,低盐度组对虾的肝胰腺和血淋巴中可溶性蛋白质含量显著高于中、高盐度组 ( p <

0105) ,而肌肉中可溶性蛋白质含量在各处理组间无显著性差异 ;低、高盐度均导致肌肉中谷丙转氨酶和谷草转氨

酶活力升高 ,但是各处理间的差异不显著 ;低、高盐度组凡纳滨对虾肌肉总氨基酸和总必需氨基酸含量均显著高于

中盐度组 ( p < 0105) ,中、低盐度处理组非必需氨基酸含量差异不显著 ,而低盐度组对虾肌肉中蛋氨酸、丝氨酸、半

胱氨酸和脯氨酸含量均显著低于中盐度组 ( p < 0105) ,其中脯氨酸为常见的 5种主要渗透调节氨基酸之一 ;低、高

盐度组对虾肌肉总游离氨基酸含量显著高于中盐度组 ( p < 0105) ,而盐度对机体绝大部分肌肉游离氨基酸含量的

影响不显著 ( p > 0105)。结果显示 ,当环境盐度偏离凡纳滨对虾最适生长盐度时 ,其可通过在肝胰腺和血淋巴蛋白

质积累及提高自身转氨酶活力 ,来获得机体在渗透调节供能时所需的氨基酸 ,而这些氨基酸以脯氨酸为主。
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　　海水养殖品种的淡化养殖 ,一方面可以减轻海

水养殖对沿岸海洋环境的污染 ,避免病害传播 ,另一

方面也促进了内陆水产养殖业的发展。目前 ,凡纳

滨对虾的淡化养殖在美国、泰国及厄瓜多尔等国家

发展迅速 [ 1 ] ,已成为内陆养殖的一个亮点。而凡纳

滨对虾内陆养殖面临的首要问题就是对盐度的适应

性。盐度是影响水产动物机体生理反应的重要环境

因子之一 ,不同盐度下水产动物表现出不同的适应

状态。以往有关盐度对凡纳滨对虾影响的研究主要

集中在最适盐度探讨 [ 2—4 ]、不同淡化方式对幼虾存

活和生长的影响 [ 5 ]、盐度对能量收支及转换的影

响 [ 6 ]、对虾的呼吸代谢 [ 7, 8 ]、营养需求 [ 8 ]、对渗透调

节的影响因子 [ 10 ]、免疫力及抗逆性 [ 4, 11, 12 ]及相关病

害学 [ 13 ]等方面。然而 ,迄今为止 ,关于凡纳滨对虾

对不同盐度尤其是低盐度的生理适应及相关基础生

理学的研究还较为缺乏。从以往的研究来看 ,低盐

度凡纳滨对虾养殖存在“三低”现象 ,即生长、成活

和免疫力或抗逆性低。因此 ,要提高凡纳滨对虾在

低盐度下的生长率、成活率和免疫力或抗逆性 ,必须

在了解盐度对凡纳滨对虾的生理影响的基础上 ,进

一步探讨凡纳滨对虾的渗透压调节机制。

研究表明 ,很多氨基酸均被甲壳动物大量用于

调节渗透压 ,而这些氨基酸大部分来自于饵料中的

蛋白质 [ 14 ]。氨基酸中的甘氨酸、谷氨酸、脯氨酸、丙

氨酸和牛磺酸在大多数甲壳动物中起着重要调节作

用 ,但不同甲壳动物在渗透调节过程中起主要作用

的氨基酸种类却不尽相同 [ 15, 16 ]。目前 ,有关不同盐

度环境下 ,凡纳滨对虾对蛋白质及氨基酸的利用、积

累和代谢的相关研究尚未见有详细的报道。

本文测定了不同盐度下凡纳滨对虾肝胰泉、肌

肉和血淋巴中可溶性蛋白质含量、肌肉谷草转氨酶

和谷丙转氨酶活力及肌肉总氨基酸和游离氨基酸含
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量 ,分析了盐度对凡纳滨对虾体蛋白质积累的影响

和凡纳滨对虾在不同盐度下的生理适应。

1　材料与方法

111　试验动物驯化、分组和管理　试验用幼虾购自

海南文昌市会文虾苗场。所购幼虾先在实验室暂养

1周 ,暂养条件为水温 (2915 ±015)℃、pH (813 ±

012) ,盐度 22‰。然后用经充分曝气的自来水调节

盐度 ,进行驯化 ,盐度调节范围为 2‰ / d。当分别调

至目标盐度 (为低盐度 3‰、中盐度 17‰和高盐度

32‰)并稳定后 ,开始试验。试验每一处理设 4个

平行 ,每个缸 ( 60cm ×50cm ×50cm )放虾 40尾 (体

重 (01016 ±01005) g)。驯化和正式试验期间投喂

营养成分为蛋白质 40102%、粗脂肪 815%、水分

1012%和灰分 12%的商用饲料。每天饱食 2次 ,分

别在早 8: 00和 20: 00,采用饱食投喂法 ,投食量根

据对虾的摄食情况进行适当调整 ,试验为期 50d。

试验期间每天用温度计测定水温 ,用折射计进

行测定水体盐度 ,并进行调节 ,每周不定期用溶氧仪

和便携式 pH计测定水体溶解氧和 pH2—3次 ,氨氮

采用试剂盒快速测定。养殖期间 ,水温为 2719—

2915℃,溶解氧为 5163—6164 mg/L,总氨氮 <

0101mg/L , pH (813 ±012)。

112　取样　试验结束时 ,凡纳滨对虾禁食 24h。各

处理组所有对虾冰浴麻醉之后 ,用 1mL针头从对虾

第五胸肢的基部直插入心脏取血。取血后 ,立即将

血淋巴与预冷的抗凝剂按 1∶2混匀 ,抗凝剂配方参

考文献 [ 17 ]。混匀后 4℃下离心 15m in,转速为

7000 r/m in。离心后 ,取上清液进行可溶性蛋白质的

测定。取血后立即将对虾解剖 ,取出肝胰腺 ,并分离

腹部肌肉 ,置于 - 70℃冷藏备用。

113　样品分析　用玻璃匀浆器将对虾肝胰腺和肌

肉组织按 1 /10 (w / v)的比例在预冷的 pH714磷酸

钾缓冲液中进行充分匀浆。匀浆后 , 4℃冷冻离心

15m in,转速为 7000 r/m in。离心后 ,取上清液进行可

溶性蛋白质含量和转氨酶活力的测定 ,每处理组测

定 5个样品。

肝胰腺和肌肉匀浆液均先稀释 50倍 ,血淋巴稀

释 300倍后 ,再进行可溶性蛋白质测定。采用福林

酚法 [ 18 ]进行测定 ,以小牛血清蛋白为标准蛋白做标

准曲线。

谷草 ( GOT)和谷丙转氨酶 ( GPT)的活力测定采

用南京建成生物工程研究所试剂盒进行测定。两种

酶活力均定义为生成产物 1m in内使 NADH氧化成

NAD +而引起吸光度每下降 01001为一个活力单

位 ,两种酶比活力单位均用活力 /mg蛋白 (U /mg

p rotein)表示。

取各处理组对虾肌肉 015g,样品经真空液氮冷

冻干燥后 ,用 6N盐酸 (含 011%的苯酚 ) 110℃水解

22h,然后用日立 835250型氨基酸自动分析仪测定

氨基酸含量 ,每处理组测定 3个样品。

取各处理组对虾肌肉湿重 013g按 1∶5 (w /v)比

例用预冷的 dddH2O充分匀浆后 ,于 - 4℃离心

15m in,转速为 7000r/m in。将上清液与 10%磺基乙酸

1∶1混合均匀 ,再于 - 4℃离心 15m in,转速为 7000r/

m in。取上清 ,直接上样 ,用日立 835250型氨基酸自

动分析仪测定氨基酸含量 ,每处理组测定 3个样品。

114　统计分析　数据以平均值 ±标准误 (Mean ±

S1E1) 表示 ,试验结果用 SPSS 1410软件包进行处

理 ,在单因素方差分析的基础上 ,采用 Duncan多重

比较法检验组间差异 ( p = 0105)。

2　结　果

211　盐度对凡纳滨对虾各组织可溶性蛋白质含量

的影响　

图 1显示不同盐度下凡纳滨对虾肝胰腺、肌肉

和血淋巴中可溶性蛋白质的含量。可以看出 ,低盐

度下凡纳滨对虾肝胰腺和血淋巴中总可溶性蛋白质

含量显著高于中、高盐度下凡纳滨对虾相应组织的

可溶性蛋白质含量 ( p < 0105) ,但肌肉组织中可溶

性蛋白质含量与其他处理组对虾无显著性差异

( p > 0105)。而中、高盐度组之间对虾各组织可溶

性蛋白质含量均无显著性差异 ( p > 0105)。

图 1　不同盐度下凡纳滨对虾各组织可溶性蛋白质含量

Fig11　Total soluble p rotein content in tissues of L1vannam ei at

different salinities

图中同一组织柱形上不同上标字母代表有显著差异 ( p < 0105)

The different superscrip ts of the bars in the same tissue are significantly

　　　　　　 different ( p < 0105)
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212　盐度对凡纳滨对虾肌肉转氨酶活力的影响　

图 2显示不同盐度下凡纳滨对虾肌肉谷草转氨

酶和谷丙转氨酶的比活力。高、低盐度都在一定程

度上引起了凡纳滨对虾肌肉转氨酶比活力的升高 ,

　　　　　　

图 2　不同盐度下凡纳滨对虾肌肉谷草和谷丙转氨酶活力

Fig12　GOT and GPT activities of L1vannam ei at different salinities

但统计分析表明 ,与中盐度凡纳滨对虾肌肉两种酶

比活力相比 ,均无显著性差异 ( p > 0105)。

213　盐度对凡纳滨对虾肌肉氨基酸组成和含

量的影响　

表 1显示不同盐度下凡纳滨对虾肌肉总氨基

酸、必需和非必需氨基的含量。可以看出低、高盐度

组凡纳滨对虾肌肉总氨基酸和必需氨基酸含量均显

著高于中盐度组 ( p < 0105) ,而中、低两盐度处理组

非必需氨基酸含量差异不显著 ( p > 0105)。其中 ,

低、高盐度组对虾肌肉总氨基酸中的蛋氨酸、亮氨

酸、赖氨酸、精氨酸和谷氨酸含量均显著高于中盐度

组。在所有的氨基酸中 ,谷氨酸、亮氨酸、精氨酸和

天冬氨酸占的比例最高 ,其含量均超过 115mg/

100mg组织湿重。值的注意的是 ,虽然低盐度组总

氨基酸含量高于中盐度组对虾 ,但是其缬氨酸、丝氨

酸、半胱氨酸和脯氨酸均显著低于中盐度组 ( p <

0105)。

表 1　不同盐度下凡纳滨对虾肌肉总氨基酸含量 (mg/100mg组织湿重 )

Tab11　Total am ino acids in muscles of L1vannam ei at different salinities (mg/100mg wet tissue)

总氨基酸

Total am ino acids

盐度 Salinity

3‰ 17‰ 32‰

必需氨基酸 EAA 91263 ±01066b 81648 ±01001a 91683 ±01120c

苏氨酸 Threonine 01555 ±01001 01550 ±01008 01567 ±01019

蛋氨酸 Methionine 11153 ±01003b 11100 ±01001a 11252 ±01020c

缬氨酸 Valine 01261 ±01011a 01340 ±01001b 01347 ±01012b

异亮氨酸 Isoleucine 11105 ±01033 01923 ±01005 11053 ±01056

亮氨酸 Leucine 11947 ±01022b 11814 ±01035a 21052 ±01049b

苯丙氨酸 Phenylalanine 01717 ±01019a 01677 ±01001a 01778 ±01019b

组氨酸 H istidine 01260 ±01004a 01288 ±01004a 01322 ±01016b

赖氨酸 Lysine 11467 ±01028b 11364 ±01012a 11509 ±01001b

精氨酸 A rginine 11801 ±01027b 11596 ±01001a 11805 ±01025b

非必需氨基酸 NEAA 71956 ±01045a 71768 ±01124a 81470 ±01178b

天冬氨酸 A spartic acid 11601 ±01012 11468 ±01176 11719 ±01037

丝氨酸 Serine 01462 ±01008a 01493 ±01002b 01516 ±01009b

谷氨酸 Glutam ic acid 21418 ±01036b 21242 ±01023a 21587 ±01060c

甘氨酸 Glycine 11363 ±01029 11283 ±01030 11347 ±01104

丙氨酸 A lanine 01865 ±01021a 01919 ±01014a 01961 ±01022b

半胱氨酸 Cysteine 01056 ±01003a 01082 ±01002b 01063 ±01001c

酪氨酸 Tyrosine 01492 ±01007a 01513 ±01009a 01573 ±01005b

脯氨酸 Proline 01700 ±01000a 01770 ±01003b 01707 ±01014a

总氨基酸 TAA 171218 ±01021b 161416 ±01124a 181153 ±01298c

　　注 :表中同一行数据上不同上标字母代表有显著差异 ( p < 0105)

Note: The different superscrip ts of the same row values are significantly different ( p < 0105)
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　　不同盐度下凡纳滨对虾肌肉游离氨基酸的含量

和组成 (表 2)。肌肉中游离氨基酸与总氨基酸的模

式表现不同。低、高盐度下对虾总游离氨基酸含量

显著高于中盐度对虾 ( p < 0105) ,而必需氨基酸及

非必需氨基酸总量虽然也有升高的趋势 ,但是差异

并不显著 ( p > 0105)。所有游离氨基酸中 ,除低盐

度下对虾游离赖氨酸含量显著高于其他两处理组外

( p < 0105) ,其他各种游离氨基酸在各组之间均无

显著差异 ( p > 0105)。

表 2　不同盐度下凡纳滨对虾肌肉游离氨基酸含量 (mg/100mg湿组织 )

Tab12　Free am ino acids in muscles of L1vannam ei at different salinities (mg/100mg wet tissue)

游离氨基酸

Free am ino acids

盐度 Salinity

3‰ 17‰ 32‰

必需氨基酸 EAA 01492 ±01051 01451 ±01029 01519 ±01039

苏氨酸 Threonine 01096 ±01035 01080 ±01022 01098 ±01019

缬氨酸 Valine 01019 ±01004 01012 ±01001 01014 ±01001

蛋氨酸 Methionine 01007 ±01003 01003 ±01000 01006 ±01001

异亮氨酸 Isoleucine 01012 ±01002 01007 ±01001 01010 ±01002

亮氨酸 Leucine 01009 ±01006 01009 ±01000 01012 ±01001

苯丙氨酸 Phenylalanine 01014 ±01002 01014 ±01002 01016 ±01001

组氨酸 H istidine 01028 ±01003 01027 ±01006 01025 ±01002

赖氨酸 Lysine 01042 ±01007b 01027 ±01005a 01022 ±01002a

精氨酸 A rginine 01264 ±01010 01273 ±01005 01316 ±01017

非必需氨基酸 NEAA 11011 ±01074 01945 ±01037 11019 ±01030

牛磺酸 Taurine 01047 ±01004 01050 ±01008 01049 ±01001

天冬氨酸 A spartic acid 01029 ±01009 01032 ±01009 01041 ±01017

丝氨酸 Serine 01048 ±01012 01033 ±01007 01030 ±01001

谷氨酸 Glutam ic acid 01092 ±01015 01076 ±01005 01087 ±01007

甘氨酸 Glycine 01366 ±01007 0135 ±01002 01354 ±01009

丙氨酸 A lanine 01154 ±01048 01153 ±01033 01201 ±01019

酪氨酸 Tyrosine 01008 ±01004 01004 ±01004 01010 ±01002

脯氨酸 Proline 01267 ±01013 01247 ±01012 01248 ±01009

总氨基酸 TAA 11503 ±01032a 11397 ±01014b 11538 ±01008a

　　注 :表中同一行数据上不同上标字母代表有显著差异 ( p < 0105)

Note: The different superscrip ts of the same row values are significantly different ( p < 0105)

3　讨　论

本研究发现 ,不同盐度下凡纳滨对虾各组织蛋

白质的积累程度不同 ,低盐度下凡纳滨对虾肝胰腺

和血淋巴组织中可溶性蛋白显著高于中、高盐度组。

甲壳动物的肝胰腺被认为是哺乳动物肝和胰腺的同

源器官 [ 19 ]
,是代谢反应进行的主要场所 ,其主要功

能包括分泌酶、吸收营养物质和存储及卵黄发生等。

肝胰腺对营养物质的蓄积可反映机体对营养物质的

需求 [ 20 ]。低盐度下 ,凡纳滨对虾肝胰腺组织中积累

足量的蛋白质 ,在一定程度上反映了低盐度下蛋白

质营养对保障对虾正常生理机能的重要性。在渗透

胁迫下 ,对虾需要调动体内大量营养物质 ,一方面可

以提供足够的能量用于渗透调节 ,另一方面争取获

得尽可能快的生长速度。已有研究表明 ,多种氨基

酸参与并被用于渗透压调节 [ 14 ]。因此 ,低盐度下凡

纳滨对虾肝胰腺积累的大量蛋白质 ,以保障机体分

解蛋白质以获得足够的游离氨基酸来调节机体的渗

透 ,这是对虾对低盐环境的一种适应。此外 ,肝胰腺

还一直被认为是血淋巴中血蓝蛋白的合成场所 [ 14 ] ,

本研究发现的低盐度下凡纳滨对虾血淋巴组织中蛋

白质含量的显著升高可能与肝胰腺蛋白质大量合成

和积累有关。对虾血淋巴组织中的蛋白质作为能量

存储物质 ,其含量高低对对虾渗透调节起着至关重

要的作用 [ 14 ]。因此 ,低盐度下凡纳滨对虾血淋巴中

高含量的蛋白质也是凡纳滨对虾对低盐度的另一生

化适应 ,在渗透调节过程中能量供应方面也为凡纳

滨对虾提供了一定的营养或必要的能量。
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为了进一步探讨何种氨基酸在凡纳滨对虾渗透

调节中起重要的作用 ,本研究进一步分析了各盐度

下凡纳滨对虾肌肉总氨基酸和游离氨基酸的含量和

组成。结果发现 ,低盐度下凡纳滨对虾肌肉中的总

氨基酸显著高于中盐度组 ,其缬氨酸、丝氨酸、半胱

氨酸和脯氨酸均显著低于中盐度组 ,而低、高盐度下

凡纳滨对虾肌肉中这四种氨基酸的游离形式却均在

一定程度上高于中盐度处理组 ,提示这四种氨基酸

可能在凡纳滨对虾渗透调节中起着重要的作用。目

前已经公认可以起渗透调节作用的氨基酸主要有谷

氨酸、丙氨酸、甘氨酸、脯氨酸和牛磺酸 [ 21 ]。结合本

试验结果 ,可以推断脯氨酸是凡纳滨对虾渗透调节

中起重要作用的一种氨基酸。至于其他几种相关的

氨基酸是否在凡纳滨对虾渗透调节中起重要作用 ,

尚需进一步研究。

目前对组织中用于机体渗透调节的游离氨基酸

含量升高的解析主要有两种观点 , Hochachka和

Somero
[ 22 ]认为机体为了获得足够的游离氨基酸用

于调节渗透压 ,在一定程度上降低了从头合成途径

的效率 ,从而使机体组织中的某些游离氨基酸积累

升高。而 Geoffrion, et a l.
[ 23 ]从能量学的角度认为机

体在渗透胁迫下 ,体内游离氨基酸的动态变化与机

体的能量消耗相关 ,在高渗胁迫下 ,游离氨基酸的形

成主要来自体内蛋白质的降解。鉴于此 ,本研究测

定了各处理组凡纳滨对虾肌肉谷草转氨酶和谷丙转

氨酶的活力 ,结果发现 ,长期生活在低、高盐度下的

凡纳滨对虾谷草和谷丙两种转氨酶活力均有升高的

趋势。由于转氨酶是组织中将一种氨基酸的氨基转

运到另一种氨基酸上的一类酶 ,其活性高低可以在

一定程度反映机体氨基的转移活力 [ 24 ]。由此可见

高、低盐度均提高了凡纳滨对虾机体体内氨基转运

活力。所以 ,作者推测凡纳滨对虾为了在高、低盐度

下渗透调节 ,已经动员出机体积累的大量的蛋白质 ,

转化成游离氨基酸为渗透调节供能 [ 25 ]。综合本研

究结果 ,可以初步认为凡纳滨对虾在低、高盐度下体

内游离氨基酸的升高主要来自于体内蛋白质的降

解 ,且相类似的研究结论可见于 Silvia et a l.
[ 26 ]的研

究中。

综上所述 ,在低、高盐度的慢性胁迫下 ,凡纳滨

对虾为了维持渗透压稳定和获得较快的生长速度 ,

机体已经产生了一定的适应性生理、生化变化 ,其中

肝胰腺和血淋巴作为蛋白质储存场所 ,表现出大量

积累用于分解形成游离氨基酸的可溶性蛋白质的趋

势 ,并通过转氨酶活力的升高 ,加速机体氨基转运速

度 ,为机体在一定程度上提供了用于渗透调节供能

的特定氨基酸 ,而这些氨基酸中 ,脯氨酸起着相对重

要的作用。
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Abstract: Shrimp farm ing in inland saline water has been undertaken in many parts of the world. Particularly, the culture

of white shrimp, L itopenaeus vannam ei, has becom ing a rap id growing industry due to its tolerance to a wide range of salin2
ity from 1‰ to 50‰. A lthough L. vannam ei are euryhaline and able to tolerance a wide range of salinity, a salinity change

does alter its growth performance and physiological responses. And even the op timal salinity for the growth of white shrimp s

is controversial, research on L. vannam ei at low salinity is still lim ited. The physiological responses are believed to be es2
sential to assess the animal performance at different environmental conditions. Therefore, it is necessary to conduct further

investigation on the physiology of L. vannam ei at low salinity for inland saline water farm ing.

The objective of this study was to further exp lore the adap tive mechanism s of white shrimp to different salinities in

p roviding extra energy for osmoregulation at various salinities, and to exp lore which am ino acids are the main osmolytes for

L. vannam ei. Therefore, shrimp s which have been acclimated at 3. 0‰, 17. 0‰ and 32. 0‰ respectively with four rep li2
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cates for 50 days were used to analyze the soluble p rotein of different tissues, muscle am ino acid p rofile and contents,

Glatam ic oxalacetic transferase ( GOT) and Glutamat Pyruvat Transferase ( GPT) activities. During the experimental peri2
od, the shrimp were fed with a commercial feed containing 40. 02% p rotein, 8. 5% crude lip id, 12. 0% ash, and 10. 2%

moisture, and Recirculation system s were used in the experiment. The results showed that shrimp s at 3. 0‰ had signifi2
cantly higher soluble p rotein content of hepatopancreases and heamolymph than those at both 17. 0‰ and 32. 0‰ ( p < 0.

05) , while no significant differences were observed in the tissue of muscle ( p > 0. 05) . Low salinity 3. 0‰ and high salin2
ity 32‰ led to the slight increase of both GOT and GPT activities in muscle though without significant differences ( p > 0.

05) comparing with 17. 0‰ treatment. Shrimp s at 3. 0‰ and 32. 0‰ had significant higher levels of total am ino acids and

total essential am ino acids in muscle than those at 17. 0‰ ( p < 0. 05) , and non essential am ino acids in shrimp s at 3. 0‰

and 17. 0‰ showed no obvious differences. However, the total muscle methionine, serine, cysteine and p roline contents of

shrimp s at 3. 0‰ were significantly lower than those at 17. 0‰ ( p < 0. 05) , and among which the p raline is one of the

main five osmolyte am ino acids for aquatic animals. Most muscle free am ino acids were not different significantly among all

the treatments ( p > 0. 05) .

A ll these results indicated that under salinities away from its op timal salinity, the white shrimp ensured them selves to

have sufficient am ino acids for osmoregulation by accumulating p rotein in the hepatopancreas and heamolymphs, and accel2
erating the am ino transfer speed by increasing Glatam ic oxalacetic transferase and Glutamat Pyruvat Transferase activities.

Besides, the results also revealed that as one the main five osmolyte am ino acids, the am ino acid of p roline is the main one

among these am ino acids which p lay important roles for osmoregulation for L. vannam ei.

Key words: Salinity; L itopeneaus vannam ei; Protein; Am ino acids; Am ino transferase


