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饲料中铜离子对斑节对虾血细胞组成、活性和免疫功能的影响 

冼健安, 王安利 

(华南师范大学 生命科学学院, 广东省水产健康安全养殖重点实验室, 生态与环境科学广东普通高校重点实
验室, 广东 广州, 510631) 

摘要: 以不同铜离子添加量(0, 10, 25, 40, 55 和 110 mg/kg)的饲料喂养斑节对虾(Penaeus monodon)8 周, 

测定对虾的血细胞总数(THC), 并应用流式细胞术测定血细胞中含颗粒细胞(小颗粒细胞和大颗粒细胞)

的比例、血细胞凋亡率、活性氧(ROS)含量和酯酶活性。结果显示, 当铜添加量为 10~55 mg/kg 时, 与

对照组相比, 对虾的 THC、血细胞凋亡率、ROS 含量和酯酶活性均没有显著的变化(P>0.05); 铜添加

量为 25~110 mg/kg 时, 含颗粒细胞的比例显著提高(P<0.05); 铜添加量为 110 mg/kg 时, ROS 含量显著

高于其他组(P<0.05), 血细胞凋亡率高于 25 和 55 mg/kg 组(P<0.05), THC 低于 55 mg/kg 组(P<0.05), 酯

酶活性低于 25mg/kg 组(P<0.05)。这些结果表明, 适宜的饲料铜含量有利于两类颗粒细胞的生成; 铜添

加过量(110 mg/kg)会诱导血细胞 ROS 的产生, 造成氧化损伤, 从而导致凋亡率上升和 THC 下降。综上

所述 , 在本实验日粮条件下 , 针对斑节对虾的血细胞功能 , 其饲料中铜适宜添加含量范围为

25~55mg/kg。  
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铜是虾体内多种重要酶和蛋白质的组成成分 , 
包括起免疫识别和调理作用的酚氧化酶(PO)、起抗
氧化作用的铜锌超氧化物歧化酶(Cu, Zn-SOD)以及
起携氧作用的血蓝蛋白 [1]。Lee 等 [1]已对斑节对虾

(Penaeus monodon)幼虾的生长和免疫的铜需求量进
行了研究 , 但其使用的饲料蛋白源为酪蛋白 , 缺乏
应用价值。因此本研究以商业化蛋白源作为饲料原

料对斑节对虾的铜需求量进行研究, 以期为生产应
用提供指导。 

以往的研究表明, 在饲料中添加适量的铜离子, 
能够显著提高虾类的生长性能和免疫功能[2-5]。在这

些研究中 , 关于铜对虾类免疫功能的影响 , 均以体
液免疫指标为主, 如 PO 和 SOD 活性等。虾类只有
非特异性免疫 , 可分为细胞免疫和体液免疫 , 均主
要依赖于其血细胞[6]。因此, 准确测定血细胞功能的
变化有利于全面、准确地评价虾体的免疫水平。但

是 , 由于研究技术的限制等原因 , 目前铜离子对虾
类细胞免疫影响的研究甚少, 仅 Lee等[1]研究了铜对

血细胞总数(THC)和超氧阴离子(O2
−)含量的影响。 

流式细胞术(flow cytometry, FCM)是一种快速、
准确地检测单个细胞功能的先进技术, 此技术为细
胞水平的研究提供了便捷、可靠的检测平台, 近年来

已逐步应用于虾类血细胞免疫和病理学 [7-12]和环境

毒理学 [13-16]的研究中, 但在虾类营养免疫学中的应
用仍未开展。本研究首次应用 FCM研究饲料铜离子
对虾类血细胞组成、活性和免疫功能的影响, 为铜在
虾类饲料中的添加应用提供细胞免疫学的理论依据, 
并为 FCM在水产动物营养免疫学中的推广应用奠定
基础。  

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 
斑节对虾购自广东省珠海市某私人养殖场。对

虾购入后在实验室系统中驯养 1 周以适应环境, 驯
养期间投喂基础饲料(表 1)。养殖桶为圆形塑料桶, 
放水约 200L, 每个饲料组 3 个重复。初始平均体质
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量为(2.98 ± 0.04) g的对虾随机分配到养殖桶中, 每
桶放养 35尾。 

 

表 1  基础饲料的组成 
Tab.1  Composition of the basal diet  

原料 含量(%) 营养成分 含量(%)
鱼粉 30.0 粗蛋白 41.12 
豆粕 4.0 粗脂肪 8.23 
菜籽粕 18.0 灰分 9.15 
玉米蛋白粉 20.0   
面粉 20.0   
卵磷脂 1.0   
鱼油 3.0   
维生素 C 0.1   
维生素预混料 a 0.5   
矿物质预混料 b 2.0   
α-纤维素 1.4   
维生素预混料 a: 广州飞禧特水产科技有限公司产品; 矿物质预混料 b(每
kg饲料): ZnSO4·7H2O, 0.817 g; CaCO3, 3.28 g; NaH2PO, 2.96 g; KH2PO4, 
6.752 g; CaCl2, 1.3328 g; MgSO4·7H2O, 1.6 g; KCl, 0.448 g; 
AlCl3·6H2O, 0.0192 g; MnSO4·4H2O, 0.229 g; FeSO4·7H2O, 1.8 g; 
CoCl2, 0.0282 g; KI, 0.036 g。添加 α-纤维素至 20 g 

 
DCFH-DA(2’,7’-dichlorofluorescin diacetate) 和

FDA(fluorescein diacetate)购自 Sigma公司。Annexin 
V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购自 Invitrogen 公司。其
他试剂为国产分析纯。 

1.2  饲料的制备 
基础饲料的组成和营养成分见表 1。以硫酸铜

(CuSO4·5H2O)为铜源, 设置 6个饲料组, 分别添加铜
离子含量为 0(基础饲料, 对照组), 10, 25, 40, 55和
110 mg/kg 饲料, 实际测得饲料中的铜离子含量分
别为 6.57、15.8、30.7、45.8、61.9和 115 mg/kg 饲
料。各饲料原料进行粉碎, 过 60 目筛, 然后加入脂
肪源和水进行混合, 用饲料机制成颗粒饲料, 60℃烘
箱烘干后, 置于−10℃保存备用。 

1.3  对虾的养殖 
对虾的养殖在室内循环过滤系统中进行。养殖

盐度为 20, 温度为 22~28℃, pH 7.9~8.0, 养殖期间不
间断充氧, 溶氧量为 6.5~6.9mg/L。每日投喂量为对
虾体质量的 4%, 每两周称质量调整投喂量, 每日投
喂 3次, 分别于 8:30, 11:30和 18:00投喂。养殖周期
为 8周。 

1.4  血细胞悬液的制备和血细胞总数的测定 
养殖 8 周后进行取样。用 2.5mL 一次性注射器

吸取预冷的抗凝剂(葡萄糖 20.5 g/L, 柠檬酸钠 8 g/L, 
氯化钠 4.2 g/L, pH 7.5), 然后从虾的围心腔抽取等量
的血淋巴, 取 20μL 到血细胞计数板上, 用光学显微
镜观察计数测定 THC。余下的血淋巴用预冷的抗凝
剂调整细胞浓度约为 1×106个/mL, 用于 FCM指标的
检测。 

1.5  流式细胞仪 
实验所用流式细胞仪是美国 BD(Becton Dick-

inson)公司生产的 FACSCalibur, 应用 CellQuest软件
(Becton Dickinson Immuno-cytometry Systems, San 
Jose, CA)进行实验数据的获取和分析。DCF、FDA
和Annexin V-FITC通过第一荧光通道(FL1)获取荧光
数据, PI 通过第二荧光通道(FL2)获取荧光数据。每
个样品的细胞获取数为 10000个。 

1.6  含颗粒细胞的比例 
稀释血淋巴用 200 目筛网过滤后直接上机进行血

细胞分群检测。以 FSC为横坐标、SSC为纵坐标作散
点图, 在散点图上设门划分各个细胞亚群, 分析含颗
粒细胞(大颗粒细胞和小颗粒细胞)比例的变化[10]。 

1.7  细胞凋亡率的测定 
以 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒(Invitr-

ogen)检测血细胞的凋亡率[7]。实验操作按照试剂盒

说明书的步骤进行。血细胞先离心重悬于 1×Annexin 
V 结合缓冲液中, 调整细胞浓度约 3×106 个/ mL, 每
100 µL血细胞悬液加入 5 µL Annexin V-FITC和 10 µL 
PI 工作液 , 避光染色 15 min, 再加入 400 µL 
1×Annexin V结合缓冲液, 200目筛网过滤后立即上
机检测。以 Annexin V-FITC 荧光强度为横坐标, PI
荧光强度为纵坐标作散点图 , 设门划分细胞类群 : 
活细胞(Annexin V-FITC−/PI−)位于左下象限 , 前期
凋亡细胞(Annexin V-FITC+/PI−)位于右下象限 , 后
期凋亡细胞和死细胞(Annexin V-FITC+/PI+)位于右
上象限, 分析各类细胞的比例, 凋亡率为前期凋亡、
后期凋亡和死亡细胞所占的总比例。 

1.8  活性氧(reactive oxygen species, ROS)
含量的测定 
以 DCFH-DA 为标记探针检测 ROS 含量的变

化 [13]。分别取血细胞悬液 200 µL, 加入 10µmol/L 
DCFH-DA避光孵育 30 min, 经 200目筛网过滤后上
机检测。结果以 DCF 荧光量为横坐标, 细胞数量为
纵坐标的单参数直方图显示, 分析细胞的 DCF 平均
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荧光量。 

1.9  非特异性酯酶活力的测定 
以 FDA为标记探针检测非特异性酯酶活力的变

化。取血细胞悬液 200 µL, 加入 5 µmol/L FDA避光
孵育 30 min, 用 200目筛网过滤后上机检测。结果以
FDA 荧光量为横坐标, 细胞数量为纵坐标的单参数
直方图显示, 分析细胞的 FDA平均荧光量。 

1.10  统计分析 
实验数据利用 SPSS 13.0进行统计分析, 结果显

示为平均值 ± 标准差(Mean ± SD), P<0.05确认为差
异性显著。 

2  结果 

2.1  血细胞总数 
结果如图 1所示, 55 mg/kg添加组的 THC最高, 

为 167.22×105 个/mL, 显著高于 110 mg/kg 添加组
(P<0.05), 110 mg/kg 添加组的 THC 最低 , 为
104.33×105个/mL。0~55 mg/kg各添加组之间没有显
著差异(P<0.05)。 

 

图 1  不同铜添加饲料组对虾的血细胞总数 
Fig. 1  Total haemocyte count of shrimp fed with diets con-

taining different levels of supplemental copper 
不同的上标字母表示组间差异性显著(P<0.05),下同 
Dissimilar superscripts indicate significant differences between 
treatments (P<0.05),the same as fig.2-fig.5 

 

2.2  含颗粒细胞的比例 
结果如图 2 所示, 对照组对虾的含颗粒细胞(大

颗粒细胞和小颗粒细胞)的比例为 79.38%, 显著低于
25~110 mg/kg添加组(P<0.05)。55 mg/kg添加组对虾
的含颗粒细胞的比例最高, 为 89.60%, 显著高于对
照组和 10 mg/kg添加组(P<0.05)。 

 

图 2  不同铜添加饲料组对虾的含颗粒细胞比例 
Fig. 2  Percentage of granular-containedhaemocytes of shr-

imp fed with diets containing different levels of 
supplemental copper 

 

2.3  血细胞凋亡率 
结果如图 3所示, 0~55 mg/kg添加组对虾的血细

胞凋亡率为 4.0%~5.1%, 110 mg/kg添加组对虾的血
细胞凋亡率最高, 为 7.54%, 显著高于 25 和 55 mg/kg
添加组(P<0.05), 与对照组的差异不显著(P>0.05)。 

 

图 3  不同铜添加饲料组对虾的血细胞凋亡率 
Fig. 3  Apoptotic haemocyte ratio of shrimp fed with diets 

containing different levels of supplemental copper 
 

2.4  ROS 含量 
结果如图 4所示, 110 mg/kg添加组对虾血细胞

的非诱导性 ROS含量最高, 为 276.4, 显著高于其他
浓度组(P<0.05), 是对照组的 1.37倍, 是ROS含量最
低组(10 mg/kg添加组)的 1.77倍。0~55 mg/kg各添
加组之间没有显著差异(P>0.05)。 

2.5  非特异性酯酶活性 
结果如图 5所示, 110 mg/kg添加组对虾的酯酶活

性最低, 显著低于 25 mg/kg 添加组(P<0.05), 与对照 
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图 4  不同铜添加饲料组对虾血细胞的活性氧含量 
Fig. 4  ROS production in haemocytes of shrimp fed with 

diets containing different levels of supplemental 
copper 

 

图 5  不同铜添加饲料组对虾血细胞的酯酶活性 
Fig. 5  Esterase activity inhaemocytes of shrimp fed with 

diets containing different levels of supplemental 
copper 

 

组和其他添加组之间没有显著差异(P>0.05)。25 mg/kg
添加组酯酶活性最高, 0~55 mg/kg 各添加组之间没
有显著差异(P>0.05)。 

 

3  讨论 

3.1  饲料铜离子对血细胞数量和组成的影响 
THC 是反映虾体免疫水平的重要指标, 各种内

在和外在因素均会影响虾类血细胞的数量, 如饲料
蛋白质水平[17]、亚硝酸盐胁迫[14]、重金属胁迫[18]、

病原体感染[19-20]等。研究表明当 THC下降到低于一
定的阈值时, 便会导致虾的死亡[18-19]。因此, 一定数
量的血细胞是维持虾体正常生理和免疫过程所必需

的。 Lee 等 [1]的研究结果显示饲料中铜含量为

11.87~32.67 mg/kg能显著提高斑节对虾的 THC。但
在本研究中 , 与对照组相比 , 各铜添加组对虾的

THC 未见显著变化。推测产生不同结果的原因可能主
要有两点: (1) 两研究所用对虾的虾龄不同; (2) 两研
究中的饲料蛋白源差异较大。Lee等[1]的研究以酪蛋

白为唯一的饲料蛋白源 , 蛋白质成分单一 , 基础铜
含量较低(不添加组为 0.92 mg/kg), 其铜缺乏所带来
的对 THC 的负面影响可能较为显著; 而本研究中则
选用鱼粉、豆粕等商业用蛋白源, 基础铜含量较高
(6.57 mg/kg)。 

虽然各铜添加组与对照组对虾的 THC差异不显
著, 但仍可发现 110 mg/kg添加组对虾的 THC最低, 
且显著低于 THC最高的 55 mg/kg添加组, 此结果表
明饲料中过量的铜离子可能对血细胞的数量造成一

定的威胁。Lee等[1]的研究也发现饲料中过量的铜离

子(实际含量 152.8 mg/kg)会导致血细胞数量的下降。 
根据血细胞的大小和内含颗粒的情况, 虾类的

血细胞可分为 3类: 透明细胞、小颗粒细胞和大颗粒
细胞[9, 21]。3类血细胞的功能有一定的分工, 其中两
类颗粒细胞胞质中均含有颗粒, 是酚氧化酶原系统
储存的位置[22]。研究发现, 各种内在和外在因素都会
影响虾类血细胞的组成比例, 如蜕皮[23]、温度[24]和

盐度[25]胁迫、浸泡和注射免疫刺激剂[10,26]等, 各类细
胞的组成比例可能在一定程度上反映了机体的免疫

状态。两类颗粒细胞均大于透明细胞, 且含有颗粒, 
性质和功能较为相似 [10], 在本研究中作者将两类颗
粒细胞定义为含颗粒细胞, 分析饲料铜离子含量对
其比例的影响。结果显示当铜添加量≥25 mg/kg时, 
含颗粒细胞的比例显著提高。此结果表明一定含量

的饲料铜离子可诱导颗粒细胞的产生, 这可能与含
颗粒细胞的功能有关, 其胞质中的颗粒是酚氧化酶
原系统合成和储存的位置, 而酚氧化酶是一种铜蛋
白 , 其合成必须有铜离子的参与 , 铜的缺乏可能会
阻碍颗粒的形成, 从而阻碍颗粒细胞的生成。过量添
加的铜离子(110 mg/kg)对含颗粒细胞的比例没有造
成负面的影响, 但结合 THC 的结果, 其含颗粒细胞
的绝对数量仍相对较少。这些结果也显示, 含颗粒细
胞的比例可作为衡量饲料中铜离子适宜含量的指

标。从本研究的结果来看, 在本实验日粮条件下, 饲
料铜离子的适宜添加范围应为 25~55 mg/kg。 

3.2  饲料铜离子对血细胞活性的影响 
以往的研究显示, 在正常生理状态下, 虾体血细

胞中存在一定比例的凋亡细胞, 这可能是血细胞新陈
代谢的正常表现[7]。研究也发现, 当虾受到环境胁迫



 

44 海洋科学  / 2013年  / 第 37卷  / 第 12期 

或病原体感染时, 血细胞的凋亡率会显著上升[14, 27]。

这些研究表明血细胞凋亡状况是反映虾体免疫水平

的敏感指标。本研究首次研究饲料不同铜离子水平

对血细胞凋亡的影响, 结果显示各铜添加组与对照
组之间没有显著差异, 但可发现 110 mg/kg的铜添加
过量组的凋亡率提高, 显著高于 25和 55 mg/kg添加
组。此结果与 THC 的结果较吻合, 表明过量的铜离
子可能对血细胞产生一定的毒性作用, 诱导血细胞
凋亡, 从而造成 THC下降。 

3.3  饲料铜离子对血细胞免疫功能的影响 
酯酶是溶酶体酶的一种, 参与降解被血细胞吞

噬的病原体、异物和坏死细胞等, 广泛存在于各类细
胞的细胞质中 [28]。FDA 能自由通过完整的细胞膜, 
在胞内被酯酶酶切而产生荧光性、膜不通透性的产

物 , 这种荧光物质能存留于细胞膜完好的细胞内 , 
但在细胞膜不完整的死细胞中很快散失, 通过检测
FDA 荧光强度便可反映细胞的酯酶活性和细胞膜完
整性。本研究结果显示, 各铜添加组与对照组之间的
酯酶活性没有显著差异, 仅 110 mg/kg添加组显著低
于 25 mg/kg添加组, 与 THC和血细胞凋亡率的结果
较一致, 因此铜过量组酯酶活性的下降可能是凋亡
细胞数量的增加所导致的。 

ROS是一类具有强氧化性的物质, 包括 O2
−、过

氧化氢(H2O2)、羟自由基[·OH] 和单线态氧(·O2)等, 
在免疫杀菌过程中起着十分重要的作用[29]。Lee等[1]

研究了铜对斑节对虾血细胞 O2
−含量的影响, 各铜添

加组与对照组之间没有显著差异, 但铜过量组(实际
含量 152.8 mg/kg)低于 11.87~32.67 mg/kg组, 该作者
认为此结果表明 11.87~32.67 mg/kg铜离子在一定程
度上提高了虾体的免疫功能。但 O2

−只是 ROS 的其
中一种 , 仅测定其含量不能全面地反映机体的
ROS 抗菌水平。因此 , 作者建立了应用 FCM 测定
虾类血细胞总 ROS 含量的方法 [13]。另一方面 , ROS
会被各种环境胁迫所诱导, 从而对机体自身造成氧
化伤害[16]。因此, 有学者认为, ROS的少量提高才是
免疫水平提高的表现, ROS 的过量提高则是受到胁
迫的表现[30-31]。但是, 如何界定其含量是否过高, 目
前仍没有定论。因此, 目前仅以 ROS 含量的变化较
难反映机体的真实状态, 应结合其他指标综合探讨。
本研究结果显示 , 110mg/kg 添加组对虾的血细胞
ROS 含量显著提高, 表明过量的铜离子诱导了血细
胞 ROS的产生。在该铜浓度下, 细胞活性和 THC均
最低, 表明此提高的 ROS 含量可能超过了血细胞的

承受能力 , 对细胞产生一定的氧化损伤 , 诱导细胞
的凋亡。 

3.4  流式细胞术的应用 
由于技术限制等原因, 以往虾类营养免疫学研

究均以体液免疫研究为主[3-4, 17, 32-33], 本研究充分展
示了 FCM在虾类细胞免疫研究中的适用性和优越性, 
其推广应用将填补虾类营养免疫学在细胞免疫方面

的空白, 并可更全面、综合地反映机体的免疫水平以
及进行营养免疫学评价。 
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Abstract: The black tigershrimps (Penaeus monodon) were fed with diets supplemented copper at different con-

centrations (0, 10, 25, 40, 55 and 110 mg/kg) for 8-week, and the total haemocyte count (THC), percentage of cells 

contained granular, apoptotic cell ratio, reactive oxygen species (ROS) production and esterase activity were ana-

lyzed. The results showed that THC, apoptotic cell ratio, ROS production and esterase activity were not affected by 

10~55 mg/kg supplemental Cu, compared to the control group. Percentage of cells contained granular was signifi-

cantly increased when the shrimpswere fed with diets containing 10~55 mg/kg supplemental Cu. In shrimps fed 

with diets containing 110 mg/kg supplemental Cu, the ROS production in haemocytes was significantly increased, 

and the apoptotic cell ratio was higher than that of the shrimps fed with diets supplemented with 25 and 55 mg/kg Cu, 

while THC was lower than that of the shrimps fed with diets supplemented with 55 mg/kg Cu, and the esterase activity 

was lower than that of the shrimps fed with diets supplemented with 25 mg/kg Cu. These results indicate that 

adequatedietary Cu concentration could increase the number of cells contained granular. Excess supplemental Cu 

(110 mg/kg) will induce the production of ROS in haemocytes, and then induce apoptosis and THC decreaseby 

oxidative damage.In conclusion, the adequate supplemental Cu concentration in diet for haemocyte functions in P. 

monodon is 25~55 mg/kg. 
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 
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