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有机污染对中国对虾体内外环境

影响的研究
‘

丁美丽 林 林 李光友 朱谨钊

( 中国科学院海洋研究所
,

青岛 2仅刃71 )

提要 于 l叨4一 l卯5 年分二批以人工配合饵料作为有机污染源
,

进行有机污染对中国对虾

体内外环境影响的研究
。

结果表明 : 1
.

经 1侧
,

试验池水中 1) O 含量明显降低
,

而 C O D,

N H 3 一 N
,

N O Z 一N 等迅速增加
,

分别是对照池的 2
·

5
,

2. 1
,

11. 3 倍; H ZS 含量经 28d 后为对

照组 2
.

1倍 ; 同时
,

试验组各菌群的密度也分别比对照组增加 2 一 3 个数量级
。

2
.

试验组

虾的超氧化物歧化酶
、

酚氧化酶及溶菌酶的活性 比对照组显著下降
。

3
.

病理切片观察表

明
,

试验池虾的肝胰腺
、

鳃
、

中肠等处有明显病变
,

且肝胰腺中细小样病毒包涵体增多
,

而对照池情况与本底近似
。

上述结果表明
,

养殖水体有机污染引起水质恶化
,

使虾体内与

抗病有关酶的活性下降
,

促使疾病发生
。

关键词 中国对虾 有机污染 内环境 免疫水平

近年来虾病暴发
,

许多学者已注意到与环境有关(张金城
,

19 94
;
岑丰

,

1994)
。

在

我国对虾养殖环境中有机污染是普遍存在的
,

是主要污染源
。

因此深人开展有机污染对

养殖环境质量的影响
,

以及环境恶化对虾体内环境的影响是防治对虾病害的重要问题
。

在对虾养殖过程中
,

有机污染主要是投饵过多而造成的(陈于望
,

1991 )
,

有关残饵过多

引起水质变化已有零星资料(许金树等
,

1991 ;
陈于望

,

199 1)
,

但水环境的恶化又通过

什么途径引起虾体内环境的变化
,

迄今尚未见报道
。

本研究以中国对虾为材料
,

选用残

饵作为污染源
,

以养殖水体中几个主要理化和微生物因子作为外环境指标
,

并选用几个

重要酶的活性变化作为虾体内环境变化的主要指标
,

进行有机污染对虾体内外环境影响

的研究
,

以期能对有机污染导致对虾病害暴发有进一步的认识
。

1 材料与方法

1
.

1 试验对虾

试验于 19 94 一 19 95 年进行
。

中国对虾(Pe na eus ch in en s动
,

第一批试验材料 由本

所开放实验室提供 12 条
,

平均体长 sc m
。

这批虾肝胰腺上皮细胞有少量细小样病毒感

染
,

但无明显发病迹象
。

第二批试验材料系青岛市上马镇对虾养殖场提供 的越冬亲 虾
,

平均体长 12 em
。

*

国家攀登计划 B 资助项目
,

PD B 一 6 一 7 一 2
。

丁美丽
,

女
,

出生于 19 35 年 3 月
,

研究员
。

在组织病理学方面承蒙王文兴教授赐教
,

谨志谢忱
。

收稿日期
: 1男 5年 11 月 25 日

,

接受日期
: 1惭 年 5月 22 日

。
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L Z 试验用海水与饵料

取自本所经沉淀
、

过滤的海水
。

所用饵料由青岛上马镇对虾养殖场提供
。

1
.

3 试验方法

二批试验都在 0
.

24m
,
水体长方型水泥池中进行

。

第一批试验是在 19 94 年 8 月 22 日

一 9 月 21 日进行的
,

每池放养 sc m 左右中国对虾 12 尾
,

试验温度为 29 一 22 ℃
。

第

二批试验于 199 5 年 4 月 4 日 一 4 月 19 日进行
,

放养 12c m 左右亲虾 5 尾
,

温度为

2 8 ℃ 左右
。

每批试验设试验池和对照池各一个
,

通气
,

日投饵早
、

晚各一次
,

每天换

水
。

试验池与对照池不同之处是 : 前者投饵量为后者的 2 倍
,

不吸底
,

并定期取表层水

样
,

作理化及微生物因子分析
。

在试验结束前各池均取样
,

测定
、

分析虾体内一些酶的

活性
,

并作病理切片观察病理变化
。

1
.

3
.

1 水质理化因子的测定

D O
,

用碘量法 ; CO D
,

用碱性高锰酸钾法 ; N O Z一 N
,

用蔡乙二胺分光光度法 ;

氨氮
,

用次澳酸盐氧化法 ; H ZS
,

用对氨基二甲基苯胺比色法定量测定 ; 定性检测是采

用
“

醋酸铅滤纸条
”

法
。

1
.

3
.

2 微生物因子测定

选用MPN 三管法检测总异养
、

弧菌
、

硫酸盐还原菌
、

氨化细菌及产 H多细菌的菌

量
。

弧菌用 TC BS 培养基
。

硫酸盐还原菌培养基 : 乳酸钠 sm l; N a ZSO 4 ,

0
.

59
; N H刀

,

19 ; 〔滋0 2 ,

0
·

19 , K ZH PO ; ,

0
·

59 ,
M g S0 4 ,

29 ;
硫酸亚铁钱

,

0
·

59 ;
酵母膏

,

19 ;
陈海

水
,

1 0( X) m 1; p H = 7. 4
。

总异养菌
、

氨化细菌
、

产 H
Z
S 细菌培养基 : 蛋白陈

,

8g
;
胧氨

酸
,

0
.

19 ; N a ZSO ; ,

0
·

19 ;
牛肉膏

,

59 ;
酵母膏

,

19 ,
陈海水

,

l 0(冷m l; p H = 7
·

4 ;
用醋

酸铅试纸和红石蕊试纸分别测定产 H ZS 细菌与氨化细菌
。

1
.

4 酶活性测定

从中国对虾心脏取血
,

置于 EP pe nd or f管中于 4 ℃ 过夜
,

将析出的蓝色血清倾出
,

作测定用
。

肝胰腺或肌肉匀浆 : 取每组中国对虾各 3 尾
,

取肝胰腺或肌肉称重
,

加磷酸

盐缓冲液
,

匀浆
,

在 0 ℃ 下 以 10 以洲〕r /而n 速度离心 15m in
。

取上清液作为粗酶液进行

各项测定
。

溶菌活力测定
,

按 H ul tm 盯k 等(转引自王雷
,

199 5) 的方法进行测定
。

超氧化物歧

化酶(so D )活力测定 ; 参照邓碧玉等(199 1) 改良的连苯三酚自氧化法
。

酚氧化酶(PO )

活力测定
,

以 L 一 d o p a 为底物比色法测定
。

1
.

5 组织病理观察

取中国对虾待测组织
,

经 D av id so n 液固定
、

包埋
、

切片
、

染色
,

光镜检查
。

2 结果

2
.

1 饵料对水体生态环境的影响

结果表明
,

在试验过程中
,

水体中 CO D
,

N H 3一 N
,

N O Z一 N 含量
,

试验池比对照

池显著提高
,

D O 减少
,

见表 1
。

试验进行至第 10 天
,

试验池中上述三项浓度分别比本

底提高 2
.

1
,

36 0与 127
.

6 倍
,

比对照池分别高 2
.

5
,

2
.

1 和 11
.

3 倍 ; 而对照池 CO D 一直波

动在本底水平
,

N H 3一 N 与 N O Z一N 分别提高 16
·

3 和 10 .4 倍
。

经 28d 试验池 H ZS 含量

为对照池 2
.

1倍
。

二组虽都连续通气
,

对照组溶氧始终波动在本底水平
,

稍有上升
,

而
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试验组在逐步下降
。

微生物丰度随着试验进程
,

试验池中各类菌群量迅速增加
,

经 10d 后总异养菌
、

弧

菌
、

硫酸盐还原菌
、

氨化细菌及产 H ZS 细菌分别比本底增加了 2 一 6 个数量级
,

比同

期对照池分别增加 2 一 3 个数量级
,

见表 2
。

表明在有机污染情况下
,

虾池生态因子发

生一系列变化
,

水质恶化
。

表 1 有机污染对水质理化因子的影响结果 (第一批试验) (m g /L)

T ab
.

1 E fTe
ets o f o r邵n lc p o uu rio n o n

明ua ti c p hysieoc 比而cal fac tor s
(I

s t 『oun
te st)(m g / L)

日日期期 水温温 C O DDD 以))) PHHH N H 〕一 NNN N 0
2 一NNN 城SSS

(((年
.

月
.

日))) ( oC ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) 试试试试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组

111华科
.

能
.

2222 2 7
.

000 3
.

702 3
.

70222 6 9 76 6
.

97666 8
.

2 8
.

222 0. 俐2 0. 以222 0. 田5 0. 田555 刀刀

0008
.

2 777 26
.

888 5
.

84 1 3
.

5 3777 5
.

7 62 7
.

19888 7
.

6 8乃乃 1
.

5义 0
.

7 2888 0 翻3 0 05 777 + 3) 一一

的的
.

0 111 劝
.

888 7
.

7 13 3
.

0 3666 5
.

9 5 1 6
.

6 7666 7
.

6 8 000 2
.

6 18 0
.

5 8888 0
.

(叉沼 0
.

J粥粥 0
.

515 0
.

2如如

的的
.

1222 22
.

555 7
,

2加 2
.

四777 5
.

7 07 7
,

!刃22222222222

的的
.

1999 22
.

555 5 (关旧 1
.

麟5555555555555

l) 上午伪
:

图 测定(表 2 同); 2) 定性测定未检出 ; 3) 定性测定为阳性
。

表 2

Tab
.

2 E ffe
CtS

有机污染对水体微生物因子的影响结果(第一批试验 )(ce ll

o f o r步川 Ic POll ut ion
o n 明uat ie 而

c r o 玩ol o g c日 fac tor s
(I

st 『o
叩

/ m l)

te st)(ce ll / m l)

日日期期 水温温 总异养菌菌 弧菌菌 氨化细菌菌 产 H多细菌菌 硫酸盐还原菌菌

(((年
.

月
.

日 ))) (℃ ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) 试试试试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组 试验组 对照组组

1119乡1
.

朋
.

2222 2 7
.

000 1
.

9 x l04 l
.

g x l0444 9
.

O x l0 9
,

o x looo 3
.

o x l任 3
.

o x l任任 3
.

o x l少 3
.

o x l作作 1
.

s x lo l
.

s x looo

呢呢
.

2666 2 6
.

888 5
.

0 x l05 2
.

s x lJJJ 1
.

s x l护 5
.

o x l任任 9刀 x l驴 3
.

o x l印印 9
.

o x lJ l
.

s x l0444 5
.

0 x l04 l
.

g x l少少

的的 0111 2 6 888 5
.

O x l于 5
.

o x l于于 5
.

o x lJ 8
.

0 x l000 5
.

o x lJ 5
.

o x lJJJ 5
,

0 x IJ 5
.

0 x l0555 5
.

0 x l03 l
.

s x looo

的的 1999 22
.

555 9
.

o x l护 5
.

0 x l0444 5
.

o x l印 l
.

g x l印印 1
.

g x l护 5
,

o x l介介 1
.

9 x l任 5
.

0 x 10444 5
一

0 x l护 5 0 x l000

2
.

2 溶菌酶
、

PO 及 5 O D 活力的测定结果

二批试验结果基本一致
,

列于表 3
。

试验池同对照池相比
,

溶菌酶活性下降 26 %一

86 %
,

PO 下降 53 %
,

SO D 下降 25 %
。

表明生长在过量残饵环境中的中国对虾
,

无论是

scln 的虾还是亲虾
,

它们的一些酶活性都显著下降
。

此外
,

还取上马镇对虾养殖场虾

池中健康虾与病虾分析了 PO
、

溶菌酶及血细胞数
,

结果表明健康虾的分别为 1
.

23
,

o
.

n

及 2
.

3 x 106c
e ll /

c m , ;
病虾的为0

.

86
,

0
.

04 及 l
·

15 x lo 6c e ll / c m
, ,

后者也都明显低于前

者
。

2
.

3 组织病理变化

第一批试验进行到第 14 天
,

试验组中国对虾肝胰腺外膜大部变白
,

而对照组未见
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表 3 有机污染对中国对虾 PO
,

S O D 及溶菌酶活力的影响

T a b
.

3 Effe e t o f o rg 田u e Po llu ti o n o n P
.

ch 如朗s台 1气〕
,

SO D an d lysoz ym e ac tiv itie s

组组别别 R 〕活力力 so D 活力力 溶菌酶活力力

试试验组组 2
.

砧砧 1 13
.

卯 222 0
.

0 1印一 0刀7田田

对对照组组 5
.

6888 巧 1
.

87000 0
.

1以 2一 0
,

11 1000

变化
。

第 28 天取中国对虾经组织切片
、

镜检
,

观察到试验组的肝胰腺上皮细胞内细小

样病毒形成的核内包涵体(图版 工 : 1箭头所示)数量比本底增加近一倍
,

且部分肝胰腺

有坏死和融合现象 ; 而对照组中国对虾的肝胰腺内细小样病毒包涵体的数量
,

同本底相

近
。

试验组中国对虾步足周围和鳃部发现有大量原生动物附生(图版 I : 2 一 3 箭头

所示 ) ; 对照组的中国对虾仅在鳃盖下发现有少量原生动物
。

第二批试验经 巧d 后
,

试

验虾鳃部有严重炎症
,

有的鳃丝完全坏死 ; 对照虾的鳃部仅有部分角质层增厚
。

(图

版 I : 4 一 5) 试验组的中国对虾的中肠粘膜上皮细胞大量坏死
、

脱落 ; 而对照组仅

在肠壁处发现有轻微炎症
。

(图版 工 : 6 一 7
,

箭头所示 )

上述结果表明
:
试验组虾与对照组的相 比

,

不仅三种酶活性明显下降
,

并且在虾体

组织中也有病理变化
。

3 讨论与结语

3
.

1 SO D 活性对疾病发生的影响

对虾疾病发生是由病原体
、

虾体及环境三者共同作用的结果
。

没有病原体存在
,

生

物性疾病当然不会发生
,

但有病原体存在时
,

虾病也不一定发生
,

要视病原体数量及致

病能力
,

还取决于虾体抗病力及环境因素
。

其中环境因素起着重要作用
,

它不仅影响虾

体抗病能力也影响病原体数量
。

因此生活在有污染物的胁迫环境中
,

虾体往往容易患

病
。

目前有许多学者用自由基伤害来阐明污染对生物的伤害进而导致疾病发生(Mali ns

e t a l
. ,

19 83 ;
李永棋等

,

199 1 ;
唐学玺等

,

1995 ;

Zh
o u e t a l

. ,

1995)
。

健康的生物体
,

其内环境中自由基的产生与消除处于动态平衡
。

有些酶主要是 SO D 具有消除自由基的

功能
,

当 SO D 酶活性降低时
,

生物体内会出现自由基量过多
,

势必扰乱
、

破坏一些体

内重要生化过程
,

导致代谢混乱
、

正常生理功能失调
、

体内免疫水平下降
、

潜在的病原

被激活
、

许多疾病也逐步产生和形成(Ch
u ng

,

1992
;
Max

,

19 87 )
。

上述机理的阐明适于

本研究中国对虾致病原因的解释
。

3
.

2 PO 等酶活性对疾病发生的影响

另外一些酶活性
,

对疾病发生也有密切关系
,

如 PO 与中国对虾血细胞吞 噬
、

包

囊
,

血淋巴抗菌活性以及外源物质的识别有密切关系(肪der hall
,

1982)
。

它在整个防御

机制全面启动中起着关键作用(宋宏红等
,

19 9 5)
。

溶菌酶能水解微生物细胞壁中粘多

醋
,

而破坏细胞结构
。

这些酶的活性的强弱
,

反映出虾体抵御疾病能力的高低
。

本试验结果也符合上述情况
。

在中国对虾外环境中
,

由于残饵不断积累
,

促使各类

微生物大量繁殖
,

包括病原微生物
,

微生物代谢活动不仅消耗大量溶氧
,

也产生许多有
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毒物质等
,

导致外环境恶化
。

本研究表明
,

生活在这样污染压力下的中国对虾受多种因

子综合影响
,

特别是 N H : 一N
,

N O Z 一N 和 H ZS 浓度显著提高
,

促使体内一 些重要酶活

性如 so D
,

PO 及溶菌酶明显下降
,

致使虾体抗疾病能力降低
。

因此
,

在降低了上述几

种酶活性的虾体中有明显病变出现
,

肝胰腺部分坏死或鳃部
、

中肠严重炎症
。

而对照池

虾
,

水环境中理
、

化及微生物因子变化远远低于试验池
,

因而三种酶活性仍维持在正常

水平
,

各组织没有明显病变发生
。

表明在适宜养殖条件下
,

中国对虾内外环境不会发生

明显变化
,

疾病一般也不易发生
。

因此
,

采取有效措施
,

改善养殖环境
,

消除有机污染

是 目前防止中国对虾疾病发生的重要途径
。
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