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摘要：以脊尾白虾( Exopalaemon carinicauda) 糠虾幼体为实验材料，研究底泥浸出液对抗氧化解毒酶和基因表达的影响。用

长江口水域的底泥浸出液与过滤海水按等比例间距稀释成 4 个体积浓度水平（1∶4，1∶2，1∶1，1.5∶1），以过滤海水为

对照组，每一个浓度组设 3 个平行样本，进行 20 d 的毒性实验。结果表明：实验进行 20 d，底泥浸出液对糠虾幼体肌肉组

织 CAT 酶活性有一定的诱导作用，浸出液浓度与 CAT 酶活性表现出正相关的剂量效应关系。实验开始 10 d，不同浸出液胁

迫下，GST 酶活性均出现增加受到诱导，实验 20 d 后，GST 酶活性下降受到抑制作用，但不同浸出液浓度胁迫下抑制和诱

导效应关系不明显。虾类肌肉组织 3 种基因（CAT、GSTD 和 HSP70）表达量基本都表现为实验开始 10 d 时升高，而实验

20 d 后表达量下降，仅为 10 d 数值的百分之一左右，表明底泥浸出液对 CAT、GSTD 和 HSP70 的 3 种基因的 mRNA 转录

水平表达在一定时间内有一定的诱导作用，但胁迫时间过长时，则产生较明显的抑制作用。 
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海洋工程建设诸如航道和港口施工过程中的
疏浚和挖抛泥作业，会导致局部水域悬浮物升高。
而过高的悬浮物，则会使水体的浑浊度增加，减少
水体的光合作用，并妨碍水体的自净能力[1-3]。由此
产生一系列的负效应，悬浮物沉降后的掩埋作用，
造成水体中各生物类群如浮游植物、浮游动物及鱼
类的生理、行为、繁殖、生长等方面的影响[4]。 

关于悬沙或底泥浸出液对水生生物的相关研
究已有不少[5-9], 已有研究表明，疏浚泥悬浮液对浮
游甲壳类的致毒效应十分明显[10]。作为甲壳动物的
脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)，一般生活在泥
沙底质的浅海或河口附近，盐度不超过 29 的海域
或近岸河口及半咸淡水域中均能捕获。目前有关脊
尾白虾的研究基本上都集中在生物资源特性和生
活习性等方面，但对于脊尾白虾的环境生态学影响
却未见报道。本文通过研究底泥浸出液对脊尾白虾
的氧化还原酶活力（CAT 和 GST）以及 CAT、GST

和 HSP70 的 mRNA 转录水平表达变化情况，分析
了底泥浸出液对脊尾白虾的免疫毒性机制，旨在为
今后港口疏浚建设可能带来渔业生物的环境影响
采取相应的修复对策提供参考依据。 

1  材料与方法 
实验对象来自当地外海捕捞的抱卵脊尾白虾

亲体经土塘孵化后的糠虾幼体（M2），平均体重
(0.296 2±0.091) g。实验用水均来自当地过滤海水，
采用室内半静水实验方法进行。实验底泥采自长江
口水域的底泥沉积物，将底泥与海水按 1∶4 体积
比例混合激烈搅拌 30 min，离心分离后用 0. 45 µm

滤膜过滤, 取其滤出液，既为浸出液[8]。 

以浸出液与过滤海水按一定体积比例混合稀
释成 4 个实验浓度水平（V（浸出原液）∶V（海水））
分别为 A(1∶4)，B(1∶2)，C(1∶1)，D(1.5∶1)。
同时以过滤海水作为对照组，每一个浓度组设 3 个
平行样本。每天 100%换水一次，上下午各投饵一
次。控制实验温度为 22 ℃左右，温度变幅不超过
2.0 ℃，pH 为 7~8，并保持实验用水溶解氧为饱和
溶氧的 60 %以上。实验共进行 20 d。分别于实验开
始后的第 10 d 和第 20 d 随机抽取糠虾幼体肌肉组
织，进行 CAT 和 GST 抗氧化还原酶的活性测定和
CAT 和 GST 的 mRNA 的表达量以及 HSP70 的表达
量分析。 

CAT 和 GST 抗氧化还原酶的活性测定均采用
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南京建成生物工程研究所的专用试剂盒进行。在实
验条件下每分钟每毫克蛋白使酶增加 0.001 为 1 个
酶活力单位（U·mg-1prot）。 

mRNA 表达的测定：采用 qRT-PCR 法提取脊
尾白虾糠虾幼体肌肉组织的 Total RNA。RNA 质量
和含量检测用分光光度计分析。取 5 μg Total RNA

用 Dnase I 消化纯化基因组 DNA，电泳检测消化纯
化基因组 DNA 前后的 RNA 的质量。1 μg 消化纯化
后的RNA采用RNA PCR kit(AMV)Ver. 3.0 (TaKaRa)

进行第一链 cDNA合成。引物采用Primer 5.0软件，
按照 Real-time PCR 要求进行设计 3 个内参照基因
的引物对(表1)。采用SYBR Prime Script TMRT-PCR

试剂盒进行测定，具体实验步骤按照说明书进行，
反应体系为 20 μL。反应程序为 95 ℃变性 1 min；
随后的 40 个循环包括 95 ℃5 s、55 ℃10 s、72 ℃

10 s。反应过程由测定仪软件自动设定，每个样品
重复 3 次。RT-PCR 的结果数据用仪器自带的
Sequence Detection software version 1.3.1 软件处理，
参照 2001 年 Livark 等提出的相对标准曲线法
2-△△CT 对相对定量的结果进行分析[11]。 

实验结果计算及处理采用 Excel 软件；数据统
计分析方法采用 SPSS 19.0 软件，使用单因素方差
分析法（One-Way ANOVA）进行组间差异显著性
检验，P＜0.05 表示有显著性差异。 

2  结果分析 
2.1  底泥浸出液对脊尾白虾糠虾幼体肌肉组织细
胞的抗氧化酶影响 

底泥浸出液对虾肌肉组织 GST 酶活性影响见
图 1。由图 1 看出，实验 10 d，各处理组的虾肌肉
组织 GST 酶活性都出现一个明显上升的趋势，但与
对照组相比无显著性差异(P>0.05)。实验 20 d，各
处理组的虾肌肉组织 GST 酶活性又呈现小幅下降
的趋势，与对照组相比，达到显著性水平(P<0.05)，
但各处理组间的虾肌肉组织 GST 酶活性差异性均
不显著(P>0.05)。各处理组浓度与酶活性的大小对
应关系不强。 

底泥浸出液对虾肌肉组织 CAT 酶活性影响见
图 2。由图 2 可以看出，各处理组的虾肌肉组织 CAT

酶活性实验开始后均出现逐步上升的趋势，对照组

酶活性上升的幅度小于处理组。与实验初期的 10 d

相比，实验 20 d 后各实验组的酶活性上升幅度逐步
减小。各处理组与对照组相比均无显著性差异
(P>0.05)。同时，各处理组间的虾肌肉组织 CAT 酶
活性也未有明显地差异性(P>0.05)。从各处理组的
酶活性来看，相同时间段，呈现出一定的剂量效应
正相关关系，既浸出液浓度越大，酶活性越高。 

2.2  底泥浸出液对脊尾白虾糠虾幼体肌肉组织细
胞的基因 mRNA 的转录水平表达量 

实验开始 10 d，悬沙浸出液对脊尾白虾糠虾幼
体肌肉组织细胞 CAT 的 mRNA 表达相对于对照组
均不显著（P >0.05）（图 3）。各处理组肌肉组织
细胞 CAT 的 mRNA 表达均呈一定的上升趋势。其
中 1∶4 的处理组肌肉组织细胞上升最为明显。实
验进行 20 d 后，各处理组 CAT 的 mRNA 表达均出

表 1  实时荧光定量 PCR 的检测基因和内参照基因的引物 

Table 1  Primer pairs for real-time fluorescent quantitative PCR to detect transcriptions of target and internal reference genes 

基因名称 引物序列 PCR 产物长度/bp 

GSTd 

β-actin 

Forward primers：5 ' - TGCCAAAGCACTGTCTGGTG-3′ 

Reverse primers：5 ' - TTCCCTGGGCGAACATACTTC-3 

126 

CAT 

β-actin 

Forward primers：5 ' - ACTCCCATTGCTGTTCGT-3′ 

Reverse primers：5 ' - GCAACCACTTCGCATCCA-3 

114 

HSP70 

β-actin 

Forward primers：5 ' - TCGCCTTCACAGACACMGAGC -3′ 

Reverse primers：5 ' - GGGTCACGTCCAACAGCAAC -3 

94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  底泥悬浮液对脊尾白虾肌肉组织 GST 酶活性的影响变化 

Fig.1  Changes of GST activity in muscles of Exopalaemon carinicauda 

mysis larvae were exposed the lixivium from ooze mud 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  底泥悬浮液对脊尾白虾肌肉组织 CAT 酶活性的影响变化 

Fig.2  Changes of CAT activity in muscles of Exopalaemon carinicauda 
mysis larvae were exposed the lixivium from ooze mud 
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现明显地下降，数值仅为实验开始 10 d 后的百分之
一左右，同样对照组表达量也有所下降（图 3）。
处理组（1.5∶1）表达量相对于对照组达到显著水
平（P <0.05），但其他 3 个处理组的 mRNA 表达
与对照组之间无显著性差异（P>0.05）。但从相对
表达量值的大小来看，CAT 的 mRNA 相对表达量
数值与底泥浸出液浓度基本呈一定的负相关性。 

    实验开始 10 d 后，各处理组的虾肌肉组织细胞
GSTD1 的 mRNA 表达均呈一定的上升趋势，其中
V（浸出原液）∶V（海水）为 1∶4 的处理组 GSTD1

的 mRNA 相对表达量增加最为明显（图 4）。3 个
低浓度处理组虾肌肉组织细胞 GSTD1 的 mRNA 表
达相对于对照组均不显著（P >0.05），高浓度(1∶
4)处理组相对量则达到显著差异（P<0.05）。实验
进行到后期 20 d，各处理组的虾肌肉组织 GSTD1

的 mRNA 表达均出现明显地下降，数值仅为前期
10 d 后的百分之一左右，甚至千分之一左右，而对
照组则小幅增加。各处理组相对于对照组均较显著

（P<0.05），尤其是 1.5∶1 处理组的虾肌肉组织
GSTD1 的 mRNA 表达与对照组达到极其显著水平

（P<0.01），但其他 3 个处理组之间差异性不显著。
GSTD1 的 mRNA 相对表达量数值与实验浓度在实
验前 10 d 基本呈一定的负相关性。 

底泥浸出液对脊尾白虾糠虾幼体肌肉组织细
胞 HSP70 的 mRNA 表达相对于对照组均不显著

（P>0.05，图 5）。实验初期 10 d 后，各处理组肌
肉组织细胞 HSP70 的 mRNA 表达量基本呈一定的
上升趋势。其中 1∶4 的处理组肌肉组织细胞
HSP70 的 mRNA 上升最为明显。实验进行的后期
20 d，对照组的肌肉组织细胞 HSP70 的 mRNA 表
达量出现一定的下降趋势。而各处理组肌肉组织细
胞 HSP70 的 mRNA 表达均出现明显地下降，数值
仅为 10 d后的百分之一左右，甚至千分之一左右，
各处理组与对照组之间无显著性差异（P>0.05）。
实验 10 d 内，HSP70 的 mRNA 相对表达量数值与
浸出液浓度没有相关性，但实验 20 d 后两者有一
定的负相关性。 

3  讨论与结论 
3.1  脊尾白虾糠虾幼体在底泥浸出液的胁迫下氧
化还原酶的响应机制 

过氧化氢酶是生物体内重要的抗氧化防御性
功能酶类。在环境胁迫等逆境情况下，生物体内广
泛存在活性氧爆发现象,导致自由基增多,使细胞膜
产生过氧化,导致细胞膜的破坏和损伤，机体老化，
抗病力下降[12]。因此当生物体遭受外界干扰时，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[13]。本实验结果发现，实验开始 10 d

后，各底泥浸出液处理组的虾肌肉组织中 CAT 的活
性均升高，且都高于对照组的酶活性。这可能是由
于浸出液的变化诱导虾肌肉组织中的活性氧增加，
使得虾体响应性地增强了抗氧化系统的酶活力。随
着实验的延续，活性的增量逐步减少，表明在长时

 
 

图 4  底泥悬浮液对脊尾白虾肌肉组织 GSTD1 酶 mRNA 

表达量的影响变化 

Fig.4  Changes of GSTD1 mRNA expression level in muscles of 

Exopalaemon carinicauda mysis larvae  

were exposed the lixivium from ooze mud 

 

图 3  底泥悬浮液对脊尾白虾肌肉组织 CAT 酶 mRNA 表达量的影响变化 

Fig.3  Changes of CAT mRNA expression level in muscles of 

Exopalaemon carinicauda mysis larvae  

were exposed the lixivium from ooze mud 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  底泥悬浮液对脊尾白虾肌肉组织 HSP70 的 

mRNA 表达量影响变化 

Fig.5  Changes of HSP70 mRNA expression level in muscles of 

Exopalaemon carinicauda mysis larvae 

were exposed the lixivium from ooze mud 
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间的浸出液胁迫下，机体的适应性逐步增强，活性
氧产生量下降，致使酶活性能力逐步弱化。CAT 酶
能催化参与活性氧代谢过程，以 CAT 酶活力作为指
标在一定程度上能够反映出机体在胁迫环境下的
免疫力[14]。本实验结果显示出了浸出液浓度与 CAT

酶活性正相关的剂量效应对应关系，表征了糠虾幼
体在外界刺激下，所反应出的免疫能力。 

为避免受到内源或外源化学物质，尤其是毒性
物质的侵害，生物体内存在一套代谢此类物质的解
毒酶系统，谷胱甘肽转移酶(GST)便是该酶系统的
重要组成部分之一。谷胱甘肽转移酶在机体的解毒
代谢和抗氧化中起重要作用。该酶系在生物体对内
源性和外源性有毒物质的降解过程中均起着重要
作用，其主要功能是催化谷胱甘肽(GSH)的巯基与
一些亲电子类有毒物质(如杀虫剂、醌类化合物、α, 

β-不饱和羰基化合物及过氧化物等)进行轭合反应，
从而保护一些蛋白质免受损伤，达到解毒目的[15-17]。
本实验结果显示出在浸出液的刺激下，实验开始 10 

d 后，各浓度组 GST 酶活性都有所增加，同对照组
相比活性增量相对较弱，表明了生物体对外源毒性
的侵害反应表现出一定的诱导作用，但到了实验 20 

d 后，各处理组的酶活性有一定程度下降，而对照
组酶活力表现出明显地增加，表明浸出液对 GST

的酶活性抑制作用进一步增强。由于生物体种类不
同，对外界环境的应激反应亦有所不同，加之环境
中污染物种类和浓度的差异性以及胁迫时间的长
短等因素，使得生物体的 GST 活性表现出诱导或抑
制等多种情形。曾有研究报道溴氰聚酯对罗非鱼谷
胱甘肽转移酶的活性显示出先诱导后抑制[18]，与本
实验的结果相一致。 

3.2  底泥浸出液对脊尾白虾糠虾幼体免疫指标的

影响 
CAT通过还原H2O2发挥抗氧化作用[19]。本实验

研究表明，CAT的mRNA的相对表达量在实验前期
10 d，有一个较明显地增加，但随着实验时间的延
续，相对表达量出现较明显地下降，这种变化趋势
与本实验中CAT酶活性的变化特性基本吻合。既外
界刺激下，大量活性氧产生，致使CAT的基因的
mRNA转录水平表达量迅速增加。但随着适应性地
逐步增强，活性氧物质伴随代谢过程而产生，因此
活性氧的量值下降，CAT酶参与氧代谢的量也逐步
下降，使得表达量有所降低。CAT酶活性的升高，
依赖基因转录与蛋白质合成。实验发现高浓度的浸
出液可较显著地改变CAT基因的mRNA转录水平。 

实验结果发现，GSTD的mRNA的相对表达量
也存在一个时间效应关系，开始时表达量逐步增强，
随后表达量又明显下降。尤其是高浓度组(1.5∶1)

相对表达量这种变化趋势与对照组相比，差异性十
分显著。表明在高浓度的胁迫下，诱导机体的解毒
能力增加。但随着长时间的应激刺激下，机体的解
毒能力逐步受到抑制，与实验中GSTD酶活性的变
化情况基本一致。  

热休克蛋白 HSP70 是广泛存在于细胞内、高度
保守的可溶性蛋白，生物受到应激刺激后热休克蛋
白表达迅速增加，赋予生物抵抗环境的胁迫能力[20]。
研究表明，HSP70 与生物的环境适应能力密切相关
[21-22]。本实验中糠虾肌肉组织中 HSP70 的基因表达
量在实验 10 d 后虽然有所增加，但未显出明显的剂
量效应关系；实验进行到 20 d 后，相对表达量有一
定的下降，与对照组相比均不显著。表明热休克蛋
白对于底泥浸出液的毒性胁迫不敏感。这可能与肌
肉组织的功能定位有关[23]。 

3.3  结论 
底泥浸出液对糠虾幼体肌肉组织CAT酶活性有

一定的诱导作用，浸出液浓度与CAT酶活性表现出
正相关关系。GST酶活性则是先诱导后抑制作用，
剂量效应的关系不明显。 

虾类肌肉组织3种基因表达量基本都表现为先
升高后下降的趋势，表明底泥浸出液对3种基因表
达有一定的诱导效果，但胁迫的时间过长则抑制其
表达水平。尤其是CAT和GST的基因表达水平趋势
与对应的酶活性变化趋势基本一致。CAT和GST的
表达量的变化均表现出一定的剂量效应关系，而
HSP70的表达量剂量效应关系不明显，表明CAT和
GST两种酶和基因更能表征脊尾白虾幼体对底泥浸
出液的毒性胁迫的应激响应。 
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Effects of lixivium from ooze mud exposure on activity of antioxidant enzymes 
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Abstract: The object of this study was to evaluate the effects of lixivium from ooze mud in the Changjiang estuary on antioxidant 

detoxifying enzymes activity in muscles of Exopalaemon carinicauda Mysis larvae and expressions of relative genes. The mysis 

larvae were exposed to different the volume ratio of lixivium from ooze mud and natural seawater levels：0 (natural seawater or 

control), 1∶4, 1∶2, 1∶1 and 1.5∶1 for 20 d and sampled randomly at 0 d,10 d and 20 d. The results indicated that in order to 

reduce the harm to the organism, antioxidant detoxifying enzymes like CAT and GST were response to overcome harmful 

environment and preventing toxicosis after forced by the lixivium from oonze mud. When Mysis larvae were exposed the lixivium, 

the activity of CAT would significantly rise in muscles. The concentration of the lixivium had significant positive correlation with the 

activity of CAT. Moreover, the activity of GST would significantly rise in 10 d, while the active was inhibited in 20 d. The 

dose-response relationship was not obvious. Detected the mRNA expression level of CAT, GST and HSP70, we found that the CAT, 

GST and HSP70 expression level in muscles of Exopalaemon carinicauda mysis larvae was all increasing in 10 d, while the 

expression level was decreasing in 20d. There was synchronization between the changes of enzyme activities of CAT and mRNA 

expression level changes of relative genes. 

Key words: lixivium; Exopalaemon carinicauda Mysis larvae; antioxidant detoxifying enzymes activity; gene expression  

 


