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黄曲霉毒素B1对凡纳滨对虾幼虾肝胰腺抗氧化酶的损伤机制

解    伟，  郭    冉*，  夏    辉，  王小瑞，  李赵嘉，  
李垚垚，  王美雪，  沈庆洲

(河北农业大学海洋学院，河北 秦皇岛    066003)

摘要：为考察黄曲霉毒素B1对凡纳滨对虾幼虾抗氧化酶的损伤机制，选取体质量为
(0.3±0.02) g的凡纳滨对虾进行实验，实验组饲喂含2000 μg/kg AFB1的饲料，对照组饲喂
无AFB1饲料，每组设3个平行，共养殖4周，每隔4天进行1次取样，测定肝胰腺抗氧化酶
指标。结果显示，幼虾在摄入高浓度AFB1后，第8天实验组体内SOD显著低于对照组，
连续饲喂2周后机体内的SOD活性显著下降，实验组酶活性极显著低于对照组；同时
CAT活性随着时间的推移呈现下降的趋势，且每个阶段之间差异显著，20 d后虽有上升
趋势，但与初始相比显著降低，第8天之后，实验组CAT活性均低于对照组，在第8、16和
24天酶活性极显著低于对照组。GSH-Px活性整体均低于对照组，且机体自我修复能力下
降。同时脂质过氧化物MDA的含量在16 d后出现显著增加，同时实验组MDA含量极显著
高于对照组，且继续呈现增加趋势。研究表明高浓度AFB1对凡纳滨对虾抗氧化酶的影
响因酶种类而异，同时对肝胰腺的损伤持续增加，在4周内便会造成肝胰腺的严重损伤。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)作为优良

的虾类养殖品种，于1988年引入我国，因营养要

求低、生长速率快等优点已在我国沿海地区进

行了大规模的人工养殖。然而目前制约养殖生

产的问题日渐突出，其中最重要的是虾肝病的

发生，除肝胰腺坏死性细菌(NHPB)和一些支原

体等会导致肝胰腺病变 [1]，配合饲料的营养不均

衡和饲料中霉菌毒素作用也是肝病产生的主要

因素。对虾配合饲料中，利用植物蛋白代替鱼

粉等动物蛋白已经成为趋势，大量的豆粕、花

生粕等在高温高湿的条件下储藏易引起黄曲霉

菌(Aspergillus flavus)和寄生曲霉菌(A. parasiticus)
的生长，产生黄曲霉毒素。黄曲霉毒素是一类

毒性极强的物质，具有致癌和致突变的作用，

根据其化学结构分为4种：B1、B2、G1和G2。

AFB1(黄曲霉毒素B1，aflatoxin)是最常见也是其

中毒性最强的毒素 [2 ]，其毒效相当于氰化钾的

10倍，三氧化二砷的60倍。我国水产品饲料受

AFB1污染程度广泛，这种现状对水产动物养殖

造成极大威胁。更严重的是在水产动物组织中

已检测出AFB1的残留，这对消费者的公共卫生

健康产生潜在危害。El-Sayed等 [3 ]发现，AFB1

以180 μg/kg的浓度投喂舌齿鲈 (Dicentrarchus
labrax)6周后，其肌肉中的AFB1浓度可达到5
μg/kg。黄莹等 [4]研究AFB1对异育银鲫(Carassius
auratus gibelio)成鱼的毒性作用时发现，投喂含

500 μg/kg的AFB1饲料56 d后，AFB1会在其肝脏内

积累，且与毒素剂量呈正相关，同时在成鱼肌

肉和性腺中的积累分别达到0.46和2.29 μg/kg。世

界各国均对食品中AFB1的限量值做出相关规定，

日本检验检疫措施规定进口食品中不得检出AFB1，

欧盟食品中AFB1的限量范围为0~12 μg/kg，我国
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的食品标准规定AFB1的限量范围为5~20 μg/kg，
这些限量值的规定只涉及玉米(Zea mays)、花生

(Arachis hypogaea)、豆类及其相关制品，但在水

产品中AFB1的限量值并未引起国内研究人员的

足够重视。

目前在水产动物中对AFB1的研究主要集中

在鱼类。不同鱼类对AFB1的敏感程度不同，冷

水鱼类要比温水性鱼类对AFB1更敏感 [4]，对黄曲

霉毒素最敏感的是虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[5]。

这种不同的敏感程度受生物转化过程中来源于

不同基因的酶的作用 [6]。相对于其他甲壳动物和

硬骨鱼类，凡纳滨对虾受AFB1毒性影响较小 [7]。

肝脏是黄曲霉毒素的靶器官，研究表明，AFB1

进入机体后会增加体内活性氧 (ROS)的形成 [8]，

同时由于生物膜磷脂中的多聚不饱和脂肪酸较

易受到ROS自由基的攻击，产生脂质过氧化反

应，造成过氧化脂质的含量升高，主要产物是

脂质过氧化物丙二醛(MDA)，因此自由基对机体

细胞损伤的严重程度可以通过MDA含量的高低

体现。这种脂质过氧化反应遇到超氧化物歧化

酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)等抗氧化物质或产生

损伤效应后终止。机体抗氧化酶组成抵抗自由

基损伤的第一道防线，主要有SOD、谷胱甘肽过

氧化氢酶(GSH-Px)和过氧化氢酶(CAT)等，SOD
可通过歧化反应消除超氧阴离子，其活力间接

反映了机体清除氧自由基的能力[9]，过氧化氢(H2O2)
可以在CAT和GSH-Px的共同作用下转化为水和

分子氧，降低自由基对于细胞的氧化损伤。本实

验参考王静等[10]的研究，选取致死率最高的AFB1

(浓度2000 μg/kg)饲料进行实验，研究高浓度黄曲

霉毒素对虾的抗氧化系统造成损伤的动态过

程，为黄曲霉毒素中毒机理的研究提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验对象

凡纳滨对虾虾苗由河北沧州黄骅鑫海生物

技术公司提供，在实验室水族箱“标粗”，实验开

始前用随机抽样方法选出长势良好且健壮无病

的虾苗，平均体长1.5 cm，体质量为(0.3±0.02) g，
放入水族箱内以配合饲料作为饵料暂养10 d后进

行实验。

1.2    实验方法

以酪蛋白和明胶为蛋白源，鱼油、玉米油

和卵磷脂为脂肪源，配制基础饲料(表1)。并在

基础饲料中添加AFB1，浓度为2000 μg/kg。测得

饲料中AFB1实际浓度为1922.8 μg/kg。实验中

AFB1标准品购买于Sigma。各种原料经过粉碎、

过80目筛后按比例混合(微量成分采取逐级扩大

法混合均匀 )，加入鱼油与玉米油后进行搅拌，

边搅拌边加入30%水，于双螺杆压条机［(华中

理工大学监制，F-26(Ⅱ)］中制成1.5 mm直径的

表 1    基础饲料的配方及营养组成

Tab. 1    Formulation and composition of
 experimental diets %

项目

items
含量

content

原料　ingredient

酪蛋白　casein 44.00

明胶　gelatin 10.00

纤维素　cellulose 12.90

玉米淀粉　corn starch 20.00

鱼油　fish oil 3.50

玉米油　corn oil 3.50

卵磷脂　lecithin 0.50

维生素预混料　vitamin mixture1) 2.00

矿物盐预混料　mineral mixture2) 0.50

氯化胆碱　choline 0.50

VC磷酸酯　ascorbic phosphate ester 0.50

诱食剂　attractant 0.10

羧甲基纤维素钠　sodium carboxymethylcellulose 2.00

合计　total 100.00

饲料成分组成　proximate analysis

粗蛋白　crude protein 45.63

粗脂肪　crude lipid 6.33

灰分　ash 3.21

注：1)每kg维生素预混料含有氯化胆碱55.5 g，肌醇 22.2 g，泛酸钙

8.3 g，V C 11.1 g，VB1 2.2 g，VB2 5.6 g，VB6 0.6 g，VK 0.6 g，
叶酸 0.2 g，VB12 0.12 g，生物素 0.06 g，醋酸-α-生育酚4.4 g，纤维

素 888.7 g
2)每kg矿物盐预混料含有Ca (H2PO4)2·2H2O 122.9 g，乳酸钙 474.2
g，NaH2PO4·2H2O 42.0 g，NaCl 32.2 g，K2SO4 163.8 g，KCl 65.8
g，FeSO4·7H2O 10.7 g，柠檬酸铁  38.3 g，MgSO4·7H2O 44.2 g，
ZnSO4 4.7 g，MnSO4·H2O 0.33 g，CuSO4·5H2O 0.22 g，CoCl·6H2O
0.43 g，KIO4 0.22 g
Notes: 1) one kg of vitaminl premix contained the following: choline
chloride 55.5 g, inositol 22.2 g, Ca-pantothenate 8.3 g, VC 11.1 g, VB1
2.2 g, VB2 5.6 g, VB6 0.6 g, VK 0.6 g, folic acid 0.2 g, VB12 0.12 g,
biotin 0.06 g, tocopherol acetate 4.4 g, cellulose 888.7 g
2) one kg of mineral premix contained the following: Ca (H2PO4)2·2H2O
122.9 g, calcium lactate 474.2 g, NaH2PO4·2H2O 42.0 g, NaCl 32.2 g,
K2SO4 163.8 g, KCl 65.8 g, FeSO4·7H2O 10.7 g, ferric citrate 38.3 g,
MgSO4·7H2O 44.2 g, ZnSO4 4.7 g, MnSO4·H2O 0.33 g, CuSO4·5H2O
0.22 g, CoCl·6H2O 0.43 g, KIO4 0.22 g
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颗粒饲料，60 °C烘箱中熟化4 h后晾干，置于

–20 °C冰箱中保存备用。室内实验中玻璃水箱的

规格为长×宽×高=60 cm×40 cm×50 cm，每箱投放

70尾幼虾，养殖密度约为583尾/m3。实验组投喂

含有AFB1(2000 μg/kg) 的饲料，对照组投喂无

AFB1的基础饲料，每组设3个平行，共计  6 箱。

投喂量为虾总重量的  6 % ~ 7 %，每天 7 : 0 0、

12:00和19:00 投喂，用虹吸法清除粪便后更换1/3
海水，及时巡查各箱，拣出死虾。养殖用水为

经过滤、消毒的天然海水，盐度为30，连续充

气，养殖期间水温控制在(28±0.1) °C，总氨氮为

(1.0±0.1) mg/L。

1.3    样品采集和指标测定

实验期间，每隔4天进行1次取样，从每箱

随机取5尾虾，取其肝胰腺，加入缓冲液置于冰

水环境中，充分匀浆后冷冻离心得上清液进行

测定。采用考马斯亮蓝染色法测定肝胰腺总蛋

白含量；采用黄嘌呤氧化酶法测定SOD活性；采

用硫代巴比妥酸法测定MDA含量；采用钼酸铵

比色法测定CAT；GSH-Px采用二硫代二硝基甲

酸方法测定。测定上述指标均采用购买于南京

建成生物工程研究所的试剂盒。使用酶联免疫

吸附法(ELISA)测定饲料中的AFB1含量，试剂盒

购于上海佑隆生物科技公司。

1.4    实验结果分析

实验结果数据统计使用SPSS 17.0分析软件，

先进行单因子方差分析(One-Way ANOVA)，若数

据间差异显著(P<0.05)，再采用Duncan氏多重比

较法进行多重比较。同时采用 t检验的方法对同

一时间点的不同组之间进行差异显著性分析。

2    结果

2.1    AFB1对肝胰腺SOD活性的影响

与对照组相比，在第8天实验组的SOD活性

显著(P<0.05)低于对照组，16 d后出现极显著差

异(P<0.01)，整个阶段实验组酶活性均低于对照

组。对照组SOD活性随时间推移无差异显著性

(P>0.05)，实验组的SOD活性在前2周并未出现显

著性变化，2周后出现显著下降(P<0.05)，同时实

验组酶活性极显著低于对照组(P<0.01)(图1)。

2.2    AFB1对肝胰腺内MDA含量的影响

实验组MDA含量在投喂1周后便高于对照

组，但二者并不存在显著性差异(P>0.05)。实验

期间前8 d，实验组MDA含量无显著性差异，投

喂16 d后显著增加(P<0.05)，同时实验组的MDA
含量极显著高于对照组(P<0.01)，且实验组MDA
含量整体呈现上升趋势(图2)。

2.3    AFB1对肝胰腺CAT活性的影响

对照组CAT活性在养殖期间呈现先上升后

下降再上升的趋势，但第24天与第4天的酶活性

没有显著性差异。实验组CAT活性随着时间推移

呈现下降趋势，且每个阶段之间差异显著(P<0.05)，

 
图 1    AFB1对凡纳滨对虾肝胰腺SOD活性的影响

数据点标注不同字母表示差异显著(P<0.05)。*.同一时间点两组之间差异显著(P<0.05)，**.差异极显著(P<0.01)。下同

Fig. 1    The SOD activity of L. vannamei hepatopancreas fed with AFB1

Value points with different letters mean significant difference (P<0.05).The two sets of figures at the same time with asterisk mean significant difference
(P<0.05), binary star means extremely difference (P<0.01).The same below
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20天后虽有上升趋势，但仍显著低于初始水平

(P<0.05)。第8天之后，实验组CAT活性均低于对

照组，在第8、16和24天酶活性极显著低于对照

组(P<0.01)(图3)。

2.4    AFB1对肝胰腺GSH-Px活性的影响

实验组和对照组GSH-Px有相同的变化趋

势，实验组GSH-Px活性整体低于对照组，但仅

有第12天时出现极显著降低(P<0.01)，第24天显

著性降低(P<0.05)。随着时间的延长，实验组酶

活性较初始状态显著降低(P<0.05)，且后4天实验

组酶活性的恢复速率低于对照组(图4)。

3    讨论

黄曲霉毒素是前致癌物，其靶器官是肝脏，

其本身不具有致癌能力，在体内被活化物质激

活后才具致癌性。AFB1进入机体后主要在肝微

粒体内进行代谢 [11]，被细胞色素P450酶激活，部

分会转化为毒性较小的AFM1和AFQ1，另一部分

进行环氧化作用代谢后转变成AFB1-8, 9-环氧化

物(AFB-8, 9-epoxide, AFBO)，AFBO具有亲电性，

极易攻击酶蛋白等大分子中亲核的氮、氧和硫

等，使酶失活的同时产生大量的自由基，进而

攻击周围蛋白质和核酸，造成酶蛋白失活、DNA
损伤等。机体内自由基若不及时清除，会造成

机体免疫力下降和细胞凋亡[12]。研究报道将AFB1

与大鼠肝细胞孵育后，肝细胞代谢AFB1过程中

会产生大量的ROS，对细胞造成氧化损伤和细胞

毒性[13]。AFB1作用细胞后，会使得细胞内的ROS
增加，线粒体膜通透性增加 [14]。由于线粒体是

 
图 2    AFB1对凡纳滨对虾肝胰腺MDA含量的影响

Fig. 2    The MDA content of L.vannamei hepatopancreas fed with AFB1

 
图 3    AFB1对凡纳滨对虾肝胰腺CAT活性的影响

Fig. 3    The CAT activity of L. vannamei hepatopancreas fed with AFB1

3 期 解    伟，等：黄曲霉毒素B1对凡纳滨对虾幼虾肝胰腺抗氧化酶的损伤机制 451

 

http://www.scxuebao.cn



ROS的主要产生部位，同时也是对ROS极其敏感

的部位，ROS的增加会对线粒体造成氧化损伤，

进而易造成细胞凋亡 [15]。生理条件下ROS在不断

产生的同时也被机体抗氧化系统不断地清除，

一旦ROS产生过多，打破机体抗氧化机能的平

衡，便会对机体细胞造成损伤。SOD作为机体清

除氧自由基的重要酶类，能维持细胞内的氧自

由基维持低量无害的状态，对机体的氧化与抗

氧化平衡起着至关重要的作用 , 其活性的高低间

接反映了机体清除氧自由基的能力。本研究中，

SOD活性先小幅增加，然后显著下降。当机体处

于O2
– ·的动态平衡中，O2

– ·的增加会诱导SOD
活性的增强，而一旦O2

–·超过动态平衡，引起线

粒体的溶解，就会造成SOD活性下降 [16]。第8天
实验组中SOD活性显著低于对照组可能与CAT活

性的显著下降有关，SOD将O2
–·转化为H2O2后，

H2O2会被CAT清除，但由于CAT活性的降低使

SOD受到H2O2的攻击，导致酶活性下降。因为

H2O2/羟基自由基系统可以造成SOD蛋白氨基酸

残基的氧化，变成羰基从而降低SOD活性 [17]。未

被清除的ROS会攻击细胞膜脂质，发生脂质过氧

化，造成膜通透性和流动性的改变，导致机体

的氧化应激损伤[18]。水产动物机体内高不饱和脂

肪酸的含量高于其他动物，其细胞膜更易受到

自由基的攻击 [19]，MDA作为多不饱和脂质氧化

损伤的产物，其含量的增加说明对虾体内的抗

氧化系统一直受到AFB1的损伤，本实验中MDA
的含量在投喂第16天后出现显著增加(P<0.05)，
且持续上升，同时SOD活性出现显著降低的趋

势，说明随着AFB1的持续摄入，凡纳滨对虾机

体清除自由基体系的动态平衡遭到破坏，自由

基攻击多不饱和脂肪酸的双键造成脂质过氧化，

进而使MDA含量上升。李赵嘉等[20]将高浓度AFB1

饲喂凡纳滨对虾8周后也发现SOD活性与MDA含

量呈负相关。对虾摄入AFB1后其肝胰腺内CAT
活性在第8天即出现显著下降(P<0.05)，且前20天
一直呈下降趋势，原因可能与AFB1造成细胞内

ROS含量增加有关，当细胞内H2O2浓度超出CAT
清除能力时，CAT的构象将以恒定的速率变为无

活性的稳定状态，酶的活性逐渐降低[21]。另一个

原因可能与细胞膜受到损伤有关，CAT作为与膜

相关的酶 [ 2 2 ]，受到 A F B 1的影响，主要因为

AFB1产生的自由基及其代谢产物攻击生物大分

子导致病变，造成大分子之间发生非正常的交

联、聚合，进而造成膜系统的损伤 [23]。CAT在高

浓度的H2O2作用下会发生可逆的抑制作用，主

要是与酶催化机制中形成的Compound Ⅲ有关[24]，

这有可能是后期CAT活性能暂时恢复的原因之

一。实验组第8天SOD和CAT活性的显著降低表

明SOD和CAT可能共同组成凡纳滨对虾抗氧化系

统在抵抗AFB1破坏时的首要防线。实验组GSH-Px
活性与对照组保持相同的趋势，但在第12天实验

组的GSH-Px极显著低于对照组，表明AFB1对凡

纳滨对虾抗氧化酶的损伤与酶的种类有关。

G S H - P x在机体内以 G S H为底物，将有害的

H2O2及有机氢过氧化物 (ROOH)还原为无害物

质，保护细胞膜的完整性，而AFB1会造成肝脏

内GSH的含量下降 [25]，酶底物浓度的下降可能是

造成实验组GSH-Px活性普遍低于对照组的原因

之一。由于CAT主要存在于微粒体中，GSH-Px

 
图 4    AFB1对凡纳滨对虾肝胰腺GSH-Px活性的影响

Fig. 4    The GSH-Px activity of L. vannamei hepatopancreas fed with AFB1
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能协助CAT清除胞浆和线粒体中的H2O2
[26]，本实

验中后期GSH-Px与CAT活性均呈现上升趋势，

可能与CAT和GSH-Px相互协作有关。但是由于

受AFB1的影响，实验组酶活性的恢复速率较

低，表明机体的自主修复能力已经受到损伤。

综上所述，饲料中2000 μg/kg的AFB1会对凡

纳滨对虾幼虾肝胰腺造成连续性损伤。并且AFB1

对凡纳滨对虾抗氧化酶的影响因酶种类的不同

存在差异，2000 μg/kg的AFB1饲料在4周内便会

对凡纳滨对虾肝胰腺造成严重破坏。
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Damage mechanism of aflatoxin B1 on antioxidant enzyme in hepatopancreas of
juvenile Litopenaeus vannamei

XIE Wei ,     GUO Ran *,     XIA Hui ,     WANG Xiaorui ,     LI Zhaojia ,    
LI Yaoyao ,     WANG Meixue ,     SHEN Qingzhou

(Ocean College, Agriculture University of Hebei, Qinhuangdao    066003, China)

Abstract: Some antioxidant enzymes in hepatopancreas were examined to evaluate the damage of the dietary
AFB1 on antioxidant enzyme in hepatopancreas of juvenile Litopenaeus vannamei. Two kinds of diets (control diet
and test diet containing 2000 μg/kg of aflatoxin B1) were fed to the shrimp [with body weight (0.3±0.02) g] for 4
weeks.  420 shrimps were selected randomly to 6 aquariums (40 cm ×50 cm ×60 cm).The activity of  some
antioxidant enzymes in hepatopancreas were determined every four days. The results showed that the activity of
SOD of test group was significantly lower than that in control group on the 8th day. In two weeks the activity of
SOD decreased significantly, and the activity of test group was significantly lower than that in control group. The
activity of CAT significantly decreased in each stage. After 8 days, the activity of CAT in test group was lower
than control group, especially, the activity of test group was significantly lower than control group on the 8th, 16th
and 24th days. Although there was a rising trend after 20 days, the CAT activity showed significant decline from
the original value.The activity of GSH-Px was lower than that in the control group, with the ability of repairing
themselves decreasing. The content of MDA increased significantly after 16 days and there was a rising trend.
Meanwhile, the content of MDA in test group was significantly higher than that in control group. These results
indicate that the damage of high concentrations of AFB1  on antioxidant enzyme in L. vannamei  varies with
different enzymes, and the damage on hepatopancreas continues to increase, causing severe hepatopancreas
damage only in 4 weeks.
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