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摘要：为评价不同 pH 水平和昼夜变化幅度对凡纳滨对虾成活率的影响，采用单因素实
验设计，实验Ⅰ设 4 个 pH 水平：6.6(P1)、7.6(P2)、8.6(P3) 和 9.6(P4)，以温室养殖池塘
内的平均 pH 水平 (8.2) 为对照 (P0)；实验Ⅱ设 3 个 pH 昼夜变化幅度：7.5~8.2(PV1)、7.5~
9.5(PV2) 和 7.5~10.0(PV3)，以养殖池塘的平均 pH 昼夜变化幅度 (7.5~8.7) 为对照 (PV0)。
结果显示，环境 pH 水平可显著影响对虾成活率、血淋巴颗粒细胞数以及血淋巴中超氧
化物歧化酶 (SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)、谷胱甘肽还原酶 (GR)、过氧化氢酶
(CAT)、酚氧化酶 (PO) 和诱导型一氧化氮合酶 (iNOS) 的活性。P4 水槽内对虾成活率显
著低于 P0、P1、P2 和 P3 水槽，同时其血淋巴 SOD、GSH-Px、GR、CAT、PO 和 iNOS
的活性较后者不同程度地下降。pH 昼夜变化幅度可显著影响对虾成活率、血淋巴 SOD、
GSH-Px、GR 和 CAT 活性，但对血淋巴谷胱甘肽含量无显著影响。PV2 和 PV3 水槽内
对虾成活率显著低于 PV0 和 PV1 水槽，同时其血淋巴 SOD、GSH-Px、GR 和 CAT 活性
较后者不同程度地降低。研究表明，环境 pH 水平及昼夜变化幅度可显著影响凡纳滨对
虾的成活率。鉴于对虾死亡率变化伴随血淋巴 SOD、GSH-Px、CAT 和 PO 活性的变化，
初步认为对虾死亡与 pH 胁迫产生的应激有关。因此，调控 pH 应是对虾池塘养殖水质
管理中的一项重要措施。
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水产养殖生产的效益与养殖环境状况密切

相关，当环境恶化时养殖动物生长停滞、免疫

功能下降，同时病原生物数量增加，病害频发[1]。

在水产养殖池塘中，各种环境因子随养殖时间

延长和季节交替呈现长期变化趋势，同时部分

环境因子，如溶解氧 (DO) 和 pH，每天随池塘生

物群落代谢的昼夜变化而表现出节律性波动 [2]。

例如，水中 DO 含量和 pH 水平从清晨到傍晚随

浮游植物光合作用增强而逐渐上升，从傍晚至

次日清晨随浮游植物光合作用减弱而逐渐下降。

了解环境因子昼夜变化规律及其对水产养殖动

物健康和生长的影响对于完善池塘养殖管理措

施具有指导作用。

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 是世界上

养殖产量最大的对虾品种。2018 年，我国凡纳

滨对虾养殖产量为 111.75 万 t，占对虾养殖产量

的 79% 以上 [3]。目前，我国凡纳滨对虾养殖生产

中面临的主要问题是病害难以预见，养殖风险

较大。尽管普遍认为养殖环境恶化是诱发病害

并造成凡纳滨对虾大量死亡的重要原因，但究

竟哪些环境因子恶化导致对虾死亡尚无定论。

研究表明，pH 是影响凡纳滨对虾生长的环境因

子之一 [4]。在一些对虾养殖池塘中，pH 昼夜变

化幅度可超过 3.5 (6.6~10.2)[2]，而 pH 过高或过低

均会对各种水生生物，包括养殖动物、浮游生

物和细菌等产生负面影响 [5]。李云梦等 [6]2016 年
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发现绍兴部分滩涂围垦养殖池塘中凡纳滨对虾

大量死亡时水体的 pH 在上午往往超过 8.4，推测

对虾死亡可能与 pH 过高有关，但其观点尚未得

到实验检验。有关 pH 水平对水生动物存活和代

谢的影响方面已积累了较多的资料，其中涉及

pH 昼夜变化幅度的影响报道尚不多见 [1, 5]。本实

验报道了不同 pH水平及昼夜变化幅度下舟山温

室池塘养殖凡纳滨对虾的成活率、血淋巴细胞

数以及血淋巴中抗氧化酶和代谢酶的活性，目

的是明确环境 pH 对凡纳滨对虾存活和健康的影

响，为改进对虾池塘养殖水质管理技术提供科

学依据。

1    材料与方法

1.1    凡纳滨对虾与养殖系统

实验于 2018 年 8 月 15 日—2018 年 10 月 30
日在浙江省舟山市水产研究所朱家尖实验场进

行。实验场内自东向西建有 6 个温室大棚，每个

大棚内建有 1 口长 40 m、宽 20 m、四周向中心

逐渐加深 (最大水深为 2 m) 的水泥池。每个池塘

的进水口位于南侧，排水口位于池塘中心，东

南角和西北角各配置一台水车式增氧机，池底

沿南北方向平行铺设 5 排 (间距约 3 m) 的纳米增

氧管 (由罗兹鼓风机供气)。实验所用的凡纳滨对

虾捕自其中一口温室养殖池塘 (2018 年 5 月 30 日

放养虾苗，虾苗密度为 400 尾 /m2)。该池塘养殖

管理措施：每天 06:00、11:00、16:00 和 21:00 分

别向池塘内投喂浙江天邦饲料股份有限公司生

产的对虾配合饲料 (粗蛋白含量为 43%，脂肪含

量为 7%)，09:00 向池塘内泼洒 1 次 EM 菌；每天

开动水车式增氧机 20 h(每次投喂配合饲料时关

闭水车式增氧机 1 h)，每天开动底增氧系统 24 h。
所用养殖系统由 40 个聚乙烯 (PE) 圆桶形水

槽 (直径 50 cm，高 80 cm，容积 150 L)、供水系

统 (潜水泵、PVC 水管和阀门) 和增氧系统 (漩涡

式气泵、PVC 气管、阀门和气石) 组成。所用的

海水为经过沉淀和砂滤的海水，水温为 (28.2±
1.5) °C，盐度为 30±1。

1.2    实验设计

设计 2 个单因素实验 (Ⅰ和Ⅱ)，分别检验

pH 水平和昼夜变化幅度的影响。实验Ⅰ中设 5
个pH 水平：6.6(P1)、7.6(P2)、8.6(P3) 和9.6(P4)，以

养殖池塘内平均 pH 水平 (8.2) 为对照 (P0)。实验

Ⅱ设 3 个 pH 昼夜变化幅度：7.5~8.2(PV1)、7.5~

9.5(PV2) 和 7.5~10.0(PV3)，以养殖池塘的平均

pH 昼夜变化幅度 (7.5~8.7) 为对照 (PV0)。温室池

塘内 pH 水平和昼夜变化幅度按如下方法确定：

选择 6 口池塘，从 05:00 至 19:00 隔 1 h 测定每口

池塘内的 pH，以 6 口池塘一天中 pH 平均值为池

塘平均 pH 水平，以一天中 pH 的最高值和最低

值之差为昼夜变化幅度。

1.3    实验过程和采样

　　实验Ⅰ　　不同 pH 水平下凡纳滨对虾成活

率、血淋巴细胞计数、血淋巴抗氧化酶和代谢

酶活性的测定。

实验前从温室池塘中捕捞并挑选出 3 000 尾

体长相近、健康的对虾，暂养在 10 个 PE 圆桶形

水槽 (直径 90 cm，高 100 cm，容积为 500 L) 中，

每天 06:00、12:00 和 18:00 投喂对虾配合饲料，

18:30 换水 (换水量约为 200 L)。1 周后将对虾从

暂养水槽捕出，随机放入 30 个实验水槽中 (对虾

密度为 80 尾 /水槽 )。分别用 HCl(浓度 4  mol/L)
或 NaOH(浓度 4 mol/L) 在 1 周内将 24 个实验水

槽内的 pH 逐渐调至 6.6±0.1(P1)、7.6±0.1(P2)、8.6±
0.1(P3) 和 9.6±0.1(P4)。剩余 6 个水槽内不进行 pH
调节作为对照 (P0)。待水槽内 pH 稳定后将对虾

驯养 1 周。调节 pH 后水槽停止流水以免 pH 发生

明显变化。

实验Ⅰ时间为 28 d。实验开始时将对虾从

每个水槽内依次捕出，分批称重，随机放入与

驯养水槽 pH 相同的水槽中 (密度为 50 尾/水槽)。
每个 pH 水平设 6 个重复。对虾初始体质量为

(9.58±3.45) g(平均值±标准差，n=30)。实验期间，

每天 06:00、12:00 和 18:00 向各个水槽内投喂对

虾配合饲料 (投喂量相当于对虾体质量的 4%)，
投喂饲料后 1 h(19:00) 用虹吸方法清除水槽内的

对虾残饵和粪便，然后用预先调节 pH 的砂滤海

水分别更换 P1、P2、P3 和 P4 水槽内约 1/2 的海

水 (新海水的 pH 分别为 6.6、7.6、8.6 和 9.6)，用

未经 pH 调节的砂滤海水更换 P0 水槽内的海水。

每天 06:00、09:00、12:00、15:00 和 18:00 测定各

个水槽内水温、DO 和 pH，发现 pH 超出设计水

平的± 0.1 则立即添加 4 mol/L 的 HCl 或 4 mol/L
的 NaOH 调至设计水平。每天用抄网检查实验水

槽底部对虾的死亡情况，发现死虾随时记录并

测量死虾的体长和体质量。实验Ⅰ期间水槽内

24 h 连续充气，水温为 (28.1±1.8) °C，盐度为 30±1。
实验开始当天 (0 d) 及之后的第 7、14、21

和 28 天，从每个水槽内随机捕捞 4 尾对虾，用 1 mL
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无菌注射器分别从虾头胸连接处的腹侧抽取两

份血淋巴样品。1 份血淋巴样品 (0.5 mL) 用于分

析各种酶的活性 (注射器内预先加入 0.5 mL 抗凝

剂，抗凝剂成分：柠檬酸钠 7.949 g/L，氯化钠

19.6  g/L，葡萄糖 22.8  g/L， EDTA-Na2 3.3  g/L)，
另 1 份血淋巴样品 (0.5 mL) 用于血细胞计数 (注
射器内预先加入 0.5 mL 甲醛溶液)。用于分析酶

活性的血淋巴取样后转入 1.5 mL 灭菌离心管并

立即保存在液氮中；用于血细胞计数的血淋巴

取样后转入 1.5 mL 灭菌离心管并立即保存在加

有碎冰的保温箱内。血淋巴取样后，在每个实

验水槽中心水面下 30 cm 处采集 100 mL 水样。

所取的样品当天运回位于浙江大学舟山校区的

实验室，保存在液氮 (分析酶活性的血淋巴样

品) 或 4 °C冰箱 (用于计数血细胞的血淋巴样品和

水样) 中。在取样后的 3 d 内完成有关水化学指

标 (总碱度、TAN、NO2-N、NO3-N、CODMn) 和
Chl. a 的分析。

　　实验Ⅱ　　不同 pH 昼夜变化幅度下凡纳滨

对虾成活率、血淋巴谷胱甘肽含量和抗氧化酶

活性的测定。

实验Ⅱ时间为 5 d。实验前从温室池塘内捕

捞并挑选出 1 200 尾健康的对虾，在 30 个实验水

槽中暂养 1 周 (对虾密度为 40 尾 /水槽 )，每天

06:00、12:00 和 18:00 投喂对虾配合饲料。实验

开始时将暂养的对虾捕出，分批称重后随机放

入 24 个实验水槽中 (对虾密度为 20 尾/水槽)，每

个 pH 昼夜变化幅度设 6 个重复。对虾初始体质

量为 (8.43±4.60) g(平均值±标准差，n=24)。实验

期间，每天上午 (06:00~09:00) 通过添加 4 mol/L
的 HCl 或 4 mol/L 的 NaOH 分别将 PV1、PV2 和

PV3 水槽内的 pH 调至 7.5，傍晚 (15:00) 将 PV1、
PV2 和 PV3 水槽内的 pH 分别调至 8.2、 9.5 和

10.0。实验Ⅱ中对虾饲料投喂、充气和监测水温、

DO 与 pH 的方法与实验Ⅰ相同，但实验水槽不

换水、不清除对虾残饵和粪便。实验Ⅱ期间水

温为 (27.2±2.9)  °C，盐度为 30±1， DO 为 (6.96±
1.67) mg/L。

实验开始和结束时分别从每个实验水槽内

随机捕捞 10 尾对虾，采取血淋巴样品用于分析

谷胱甘肽含量和抗氧化酶活性。在每个实验水

槽中取 100 mL 水样。对虾血淋巴和水样的采取

和保存方法同实验Ⅰ。

1.4    样品分析

实验Ⅰ中测定对虾血淋巴超氧化物歧化酶

(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)、过氧化

氢酶 (CAT)、谷胱甘肽还原酶 (GR)、酚氧化酶

(PO) 和诱导型一氧化氮合酶 (iNOS) 活性，计数

血淋巴总细胞数、透明细胞数、半颗粒细胞数

和颗粒细胞数，测定实验水槽内的总碱度、氨

态氮 (TAN)、亚硝态氮 (NO2-N)、硝酸态氮 (NO3-
N)、化学耗氧量 (CODMn) 和 Chl. a 含量。实验Ⅱ

中测定对虾血淋巴总谷胱甘肽 (T-GSH)、氧化型

谷胱甘肽 (GSSG) 和还原型谷胱甘肽 (GSH) 含量，

测定血淋巴 SOD、GSH-Px、CAT 和 GR 活性，

测定实验水槽内的总碱度、TAN、NO2-N、NO3-
N、CODMn 和 Chl. a 含量。

将对虾血淋巴在 4 °C 下离心 (3 000 r/min)10
min 后取血浆，利用试剂盒方法 (南京建成生物

工程研究所，中国 ) 测定 SOD、CAT、GSH-Px、
GR、PO 和 iNOS 活性以及 T-GSH、GSSG 和 GSH
含量。在 Nikon 80i 显微镜 (10×40) 下用血球计数

板计数血淋巴总细胞数、透明细胞数、半颗粒

细胞数和颗粒细胞数。实验水槽内的 pH 用 Met-
tler-Toledo EF30 型 pH 计 (Mettler-Toledo，Switzerl-
and) 测定；水温和溶解氧 (DO) 用 YSI 58 溶氧仪

(Yellow Spring Inc.，USA) 测定；TAN、NO2-N 和

NO3-N 用 SKALAR San++连续流动分析仪 (Skalar
Analytical，Netherlands) 测定；总碱度[7] 和CODMn

[8]

按照相关监测规范方法测定。用 Turner 10-005 型

荧光计 (Turner Designs Inc.，USA) 测定水样荧光

值，根据 Chl. a 浓度 (μg/L) 与荧光值 (x) 回归方程

(Chl. a=114.00x–1.524 5，R2=0.999) 计算Chl. a 浓度。

1.5    数据分析

根据下列公式计算 SOD、CAT、GSH-Px、GR
和 iNOS 活性：

SOD 活性 (U/mL)=
DT×D0×[(AC–AC0)–(AT–AT0)]/50%/(AC–AC0)

GSH-Px 活性=
[(OD1–OD2)/(ODS–OD0)]×CS×DT×D0

CAT 活性 (U/mL)=
(ODC–ODT)×271×(1/60×V)×D0

GR 活性 (U/L)=
[(At=30 s–At=2.5 min)/(6.22×R)]/V/T×1 000

iNOS 活性 (U/mL)= [(ODiNOST–ODiNOS0)/38.3×
10−6]×[(2.51+V)/V]×[1/(R×T)]/1 000
式中，DT 和 D0 分别为样品测试和测试前反应体

系的稀释倍数；V(mL) 为样品体积；R(cm) 为比

色皿光程；T(min) 为反应时间；AC、AC0、AT 和
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AT0 分别为 450 nm 波长下对照、对照空白、样品

和样品空白的吸光度；OD1、OD2、ODS 和 OD0

分别为 412 nm 波长下非酶管、酶管、标准管和

空白管的吸光度；CS 为标准管的 GSH 浓度；ODC

和 ODT 分别为 405 nm 波长下对照管和样品管的

吸光度；At=30 s 和 At=2.5 min 分别为 340 nm 波长下

样品管反应 30 s 和 2 min 时的吸光度；ODiNOST

和 ODiNOS0 分别为 530 nm 波长下样品管和空白管

的吸光度。

采用单因素方差分析 (ANOVA) 分别检验不

同 pH 水平或昼夜变化幅度下凡纳滨对虾成活率、

血淋巴谷胱甘肽 (T-GSH、GSSG 和 GSH) 含量、

血淋巴抗氧化酶 (SOD、CAT、GSH-Px、GR) 活
性和代谢酶 (PO 和 iNOS) 活性以及血淋巴细胞

数 (总细胞数、透明细胞数、半颗粒细胞数和

颗粒细胞数 ) 的差异。当差异显著时进一步用

Duncan 氏方法比较各处理之间的差异。用斯皮

尔曼相关分析 (SCA) 分别检验不同 pH 水平和昼

夜变化幅度下对虾成活率与各项生理指标间的

关系。所有数据分析前先经过 lg(x+1) 转换。利

用 R 软件 (版本 3.4.2) 中的 Corrplot 数据包完成

SCA，利用 SPSS 软件 (版本 12.00) 完成 ANOVA
和 Duncan 氏检验，利用 GraphPad Prism(版本 7.0)
绘图。取 P < 0.05 为差异显著性水平。

2    结果

2.1    不同 pH值下凡纳滨对虾成活率、血淋巴

细胞计数以及抗氧化酶和代谢酶活性

实验Ⅰ期间 P0、P1、P2、P3 和 P4 水槽内

对虾成活率分别为 84%±3%、79%±4%、77%±4%、

81%±9% 和 31%±2%，不同 pH 水平下对虾成活

率存在显著差异 (ANOVA，P < 0.05)。P4 水槽内

对虾成活率显著低于P0、P1、P2 和P3 水槽 (Duncan
氏，P < 0.05)；P0 水槽内对虾成活率显著高于

P1 和 P2 水槽 (Duncan，P < 0.05)，但与 P3 水槽

无显著差异 (Duncan 氏，P > 0.05)。从图 1可见，

在所检验的 pH 范围内 (6.6~9.6)，对虾成活率与
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图 1    不同 pH值下凡纳滨对虾成活率、抗氧化酶和

代谢酶活性的关系

红色表示显著负相关，蓝色表示显著正相关，白色表示相关性不显著，下同

Fig. 1    Correlation between survival of L. vannamei, activity of antioxidant enzymes and
metabolism enzymes at different pH

The red color indicates negative correlation, the blue color indicates positive correlation, and the white color indicates no significant correlation, the same below
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pH 水平呈显著负相关 (SCA，r=−0.74，P < 0.05)。
pH 水平对血淋巴总细胞数、透明细胞数及

半颗粒细胞数无显著影响 (ANOVA，P > 0.05)，
但显著影响颗粒细胞数 (ANOVA，P < 0.05)。P1
和 P2 水槽内对虾的颗粒细胞数明显少于 P0、P3
和 P4 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。从图 2 可见，

实验期间 P2 和 P3 水槽内对虾血淋巴总细胞数、

透明细胞数、半颗粒细胞数和颗粒细胞数未随

时间延长而发生显著变化 (ANOVA，P > 0.05)，
但 P0 水槽内对虾血淋巴总细胞数、半颗粒细胞

数和颗粒细胞数在第 28 天明显减少 (Duncan 氏，

P < 0.05)，P1 水槽内对虾血淋巴总细胞数和透明

细胞数在第 21 天明显减少 (Duncan氏，P < 0.05)，

P4 水槽内对虾血淋巴总细胞数和透明细胞数在

第 14 天明显减少 (Duncan氏，P < 0.05)。与 P0 水

槽相比，P1、P2、P3 和 P4 水槽内对虾血淋巴总

细胞数从实验后的第 7 天起明显减少 (Duncan 氏，

P < 0.05)；P1 水槽内对虾血淋巴透明细胞数从第

14 天起明显减少 (Duncan 氏，P < 0.05)，半颗粒

细胞数和颗粒细胞数在第 0、7、14、21 和 28 天

时明显减少 (Duncan 氏，P < 0.05)；P2 水槽内对

虾血淋巴透明细胞数从第 21 天起明显减少 (Duncan
氏，P < 0.05)，半颗粒细胞数在第 0、7、14 和

21 天时明显减少 (Duncan 氏，P < 0.05)；P3 水槽

内对虾血淋巴半颗粒细胞数在第 0 和 7 天时明显

减少 (Duncan氏，P < 0.05)，颗粒细胞数在第 21
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图 2    不同 pH值下凡纳滨对虾血淋巴细胞数

P0. 对照；P1. pH 6.6；P2. pH 7.6；P3. pH 8.6；P4. pH 9.6。数据表示为平均值±标准差。字母表示 Duncan 氏检验结果，小写字母表示同

一处理组在不同采样时间的差异，大写字母表示同一时间不同处理组的差异。字母不同表示存在显著差异 (P < 0.05)，下同

Fig. 2    Hemolymph cell count of L. vannamei at different pH levels
P0. Control; P1. pH 6.6; P2. pH 7.6; P3. pH 8.6; P4. pH 9.6. Data are expressed as mean ± SD. Letters indicate the results of Duncan’ s
test. The small letters reflect the difference for the same treatment between different sampling days, and the capital letters reflect the
difference between different treatments on the same sampling day. The data with different letters are significant different at P < 0.05,
the same below
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和 28 天时显著增加；P4 水槽内对虾血淋巴透明

细胞数从第 14 天起明显减少 (Duncan 氏， P <
0.05)，半颗粒细胞数在第 7 和 14 天时明显减少

(Duncan 氏，P < 0.05)。

对虾成活率分别与 GSH-Px、CAT 和 PO 活

性呈显著正相关 (SCA，P < 0.05)，但对虾血淋

巴 SOD、CAT、GSH-Px、GR、PO 和 iNOS 活性

与 pH 水平不相关 (SCA，P > 0.05)。pH 水平可显

著影响对虾血淋巴 SOD、GSH-Px、CAT、GR、

PO 和 iNOS 活性 (ANOVA，P <  0.05)  (图 3)。P3

水槽内对虾血淋巴 SOD 活性显著高于 P1、P2 和

P4 水槽 (Duncan 氏，P <  0.05)；P2 水槽 SOD 活

性显著高于 P1 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)；P1 水

槽 SOD活性显著高于 P4 水槽 (Duncan 氏， P <

0.05)。P3 水槽内对虾血淋巴 GSH-Px 活性显著高

于 P0、P1、P2 和 P4 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。
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图 3    不同 pH值下凡纳滨对虾抗氧化酶和代谢酶活性

Fig. 3    Activity of antioxidant enzymes and metabolism enzymes of L. vannamei at different pH levels
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P0 水槽内对虾血淋巴 GR 活性显著高于 P1 和 P4
水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。P2 和 P3 水槽内对虾

血淋巴 CAT 活性显著高于 P4 水槽 (Duncan 氏，

P < 0.05)。P3 水槽内对虾血淋巴 PO 活性显著高

于 P0、P1、P2 水槽，而 P0、P1 和 P2 水槽 PO 活

性显著高于 P4 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。P3 水

槽内对虾血淋巴 iNOS活性显著高于 P0 和 P2 水

槽，P0 和 P2 水槽 iNOS活性显著高于 P1 和 P4 水

槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。从图 3 可见，对虾血

淋巴 SOD、GSH-Px、CAT、GR、PO 和 iNOS 活

性随时间而变化 (ANOVA，P < 0.05)。P0 水槽内

对虾血淋巴中 SOD 活性在实验后的第 14 天达到

最大值，之后降低 (Duncan 氏，P < 0.05)；P1 水

槽内对虾血淋巴中的 CAT、GR 和 PO 活性在第

7 天显著降低，GSH-Px 活性在第 14 天显著降低

(Duncan 氏，P < 0.05)；P2 水槽 CAT 活性在第 7
天 显 著 降 低 ， iNOS 活 性 在 第 14天 显 著 降 低

(Duncan 氏 ， P <  0.05)； P3 水 槽 SOD、 CAT、
GSH-Px、GR 活性在第 14 天达到最大值，随后

降低 (Duncan 氏，P < 0.05)， iNOS 和 PO 活性在

第 7 天显著增加 (Duncan 氏，P < 0.05)；P4 水槽

CAT 活性在第 7 天显著降低，GSH-Px 活性在第

14 天显著降低，iNOS 活性在第 7 天达到最大值，

随后降低 (Duncan 氏，P < 0.05)。与 P0 水槽相比，

P1 水槽从第 7 天起 SOD、CAT 和 PO 活性显著

降低，第 7 和 14 天时 GSH-Px 活性显著降低，

第 14 天起 GR 活性显著降低 (Duncan 氏，P < 0.05)；
P2 水槽第 28 天起 SOD 活性显著增加，第 7 天

起 CAT 和 PO活性显著降低，第 7 和 14 天时 GSH-
Px 显著降低 (Duncan 氏，P <  0.05)； P3 水槽第

28 天起 SOD 活性显著增加，第 7 天起 CAT 和

PO 活性显著增加 (Duncan 氏，P < 0.05)；P4 水槽

第 7 天起 SOD、CAT、GR 和 PO活性显著降低，

第 7 和 14 天时 GSH-Px 活性显著降低 (Duncan 氏，

P < 0.05)。

2.2    不同 pH昼夜变化幅度下凡纳滨对虾成活

率、血淋巴谷胱甘肽含量与抗氧化酶活性

实验Ⅱ期间 PV0、PV1、PV2 和 PV3 水槽内

对虾成活率分别为 78%±4%、 80%±11%、 47%±
20% 和 2%±3%，pH 昼夜变化幅度增加可显著降

低对虾成活率 (ANOVA，P < 0.05)。PV0 和 PV1
水槽内对虾成活率显著高于 PV2 和 PV3 水槽

(Duncan 氏，P < 0.05)。从图 4 可见，对虾成活率

与 pH 昼夜变化幅度呈显著负相关 (SCA，r=−0.86，

P < 0.05)。
对虾血淋巴 T-GSH、GSH 和 GSSG 含量与

pH 昼夜变化幅度相关性不显著 (SCA，P > 0.05)，
但 SOD、GSH-Px、GR 和 CAT 活性与 pH 昼夜变

化幅度呈显著负相关 (SCA，P < 0.05)。对虾成活

率与 CAT活性呈显著正相关 (SCA，P < 0.05)，但

与 T-GSH、GSH和 GSSG 含量以及 SOD、GSH-
Px 和 GR 活性均不相关 (SCA，P > 0.05)。GSH、

GSSH 和 T-GSH 含量与 GSH-Px 和 GR 活性不相

关 (SCA，P > 0.05) (图 4)。pH 昼夜变化幅度对 T-
GSH、GSSG 和 GSH 含量无显著影响 (ANOVA，

P > 0.05)，但可显著影响 SOD、GSH-Px、GR 和

CAT 活性 (ANOVA，P < 0.05) (表 1)。PV1 水槽

内对虾血淋巴 SOD和 GR 活性显著高于 PV2 和

PV3 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)，GSH-Px 活性显

著高于PV2 和PV3 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)，CAT
活性显著高于 PV3 水槽 (Duncan 氏，P <  0.05)。
与 PV0 水槽相比，PV1 水槽内对虾血淋巴 SOD
和 GR 活性高于后者，GSH-Px 和 CAT 活性与后

者无显著差异 (Duncan 氏，P < 0.05)。PV2 和 PV3
水槽内对虾血淋巴 GSH-Px 和 CAT 活性均低于 PV0
水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)，同时其 SOD、GSH-Px
和 GR 活性均低于 PV1 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。

2.3    不同 pH值和昼夜变化幅度对水质的影响

实验Ⅰ中，不同 pH 值下实验水槽内总碱

度、TAN、NO2-N、CODMn 或 Chl. a 存在显著差

异 (ANOVA，P < 0.05)，但NO3-N 差异不显著 (ANO-
VA，P > 0.05)。从图5 可见，TAN、NO2-N 和NO3-N
在实验开始后的第 7 天显著增加，Chl. a 在第 14
天显著增加 (Duncan 氏，P < 0.05)。与 P0 水槽相

比，P1 水槽内 TAN 从第 7 天起显著降低，CODMn

显著增加；总碱度和 NO2-N 从第 21 天起显著降

低；Chl. a 在第 14 天时显著降低，第 21 和 28 天

时显著增加 (Duncan 氏，P < 0.05)。P2 水槽内 TAN
从第 14 天起显著增加；总碱度从第 21 天起显著

增加；Chl. a 从第 14 天起显著降低；NO2-N 第

14 和 21 天时显著降低 (Duncan 氏，P < 0.05)。P3
水槽内总碱度第 0 天起显著增加；TAN 和 CODMn

第 7 天时显著降低；NO2-N 第 14 天时显著降低，

第 28 天时显著增加；Chl. a 从第 21 天起显著增

加 (Duncan 氏，P < 0.05)。P4 水槽内总碱度在第

0、7 和 14 天时显著增加；TAN 和 NO2-N 在第 7
天时显著降低； NO3-N 在第 14 天时显著增加

(Duncan 氏，P < 0.05)。
实验Ⅱ中，不同 pH 昼夜变化幅度显著影响
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水体总碱度、TAN 和 CODMn，但对 NO2-N、NO3-
N 和 Chl. a 含量无显著影响 (ANOVA，P > 0.05，
表 2)。实验期间 PV1、PV2 和 PV3 水槽内总碱度

显著高于 PV0 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)；PV2
和 PV3 水槽内 TAN 显著低于 PV0 和 PV1 水槽

(Duncan 氏， P <  0.05)； PV0、 PV1 和 PV2 水槽

内CODMn 显著高于PV3 水槽 (Duncan 氏，P < 0.05)。

3    讨论

3.1    pH值对凡纳滨对虾存活率、血淋巴细胞

数、血淋巴中抗氧化酶活性和代谢酶活性的影响

李云梦等[6] 推测 pH 过高可能是导致 2016 年

绍兴市部分滩涂围垦池塘内凡纳滨对虾大量死

亡的重要原因。本实验Ⅰ结果显示P4 水槽内 (pH 9.6)

表 1    不同 pH昼夜变化幅度下凡纳滨对虾血淋巴中谷胱甘肽含量和抗氧化酶活性

Tab. 1    Glutathione content and activity of antioxidant enzymes of L. vannamei at
different amplitude of pH diel variation

PV0 PV1 PV2 PV3

总谷胱甘肽/(μmol/L)　T-GSH   5.84±3.99   3.39±0.42    2.77±0.46 2.05±0.16

氧化型谷胱甘肽/(μmol/L)　GSSG   0.75±0.21   0.94±0.88    0.78±0.33 0.38±0.00

还原型谷胱甘肽/(μmol/L)　GSH   2.02±0.52   4.33±3.94    1.21±0.58 1.30±2.56

超氧化物歧化酶/(U/mL)　SOD   3.98±1.45b   8.52±4.42a    3.75±1.44b 2.06±0.62b

谷胱甘肽过氧化物酶/(活力单位)　GSH-Px 22.64±7.14a 36.48±20.35a 12.89±6.68b 5.09±6.17b

谷胱甘肽还原酶/(U/L)　GR 13.67±7.38b 33.49±23.64a 10.45±3.35b 6.43±6.82b

过氧化氢酶/(U/mg Hb)　CAT   1.98±1.00a   2.43±0.39a    1.86±0.49a 0.18±0.13b

注：PV0. 对照，pH 7.5~8.7；PV1. pH 7.5~8.2；PV2. pH 7.5~9.5；PV3. pH 7.5~10.0。数据表示为平均值±标准差。同行字母表示Duncan氏检验

结果，字母不同表示处理间存在显著差异(P < 0.05)，下同

Notes: PV0. control, pH 7.5-8.7; PV1. pH 7.5-8.2; PV2. pH 7.5-9.5; PV3. pH 7.5-10.0. Data are expressed as mean ± SD. Letters indicate the results of
Duncan’s test, the data with different letters in the same row are significantly different at P < 0.05, the same below
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图 4    不同 pH昼夜变化幅度下凡纳滨对虾成活率、谷胱甘肽含量与抗氧化酶活性的关系

Fig. 4    Correlation between survival of L. vannamei, glutathione content and activity of
antioxidant enzymes at different amplitude of pH diel variation
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对虾平均成活率远远低于 P1、P2 和 P3 水槽 (pH
6.6~8.6)，表明环境 pH 达到 9.6 可导致凡纳滨对

虾大量死亡，这一结果在一定程度上证实了李

云梦等 [6] 关于 pH 过高可能导致凡纳滨对虾大量

死亡的猜测。P1 和 P2 水槽内 (pH 6.6~7.6) 对虾

成活率略低于 P0 和 P3 水槽 (pH 8.2~8.6)，表明环

境 pH 值过低也不利于凡纳滨对虾生活。

甲壳动物血淋巴透明细胞具有吞噬作用，

而颗粒细胞和半颗粒细胞具有包囊和凝集的作

用 [9-10]。处于应激状态时，甲壳动物血淋巴细胞

数往往发生变化 [11]。当环境 pH 过高 (pH 10.1) 或
过低 (pH 6.5) 时凡纳滨对虾血淋巴总细胞数、透

明细胞及颗粒细胞数均明显降低 [1]。相比之下，

当环境 pH > 8 时，凡纳滨对虾血淋巴总细胞数、
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图 5    不同 pH值下水化学因子的变化

Fig. 5    Variation in chemical water quality at different pH levels
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透明细胞数和颗粒细胞数均明显多于其在 pH < 7
时 [12-13]。本实验Ⅰ中，P1(pH 6.6) 和 P4(pH 9.6) 水
槽内对虾血淋巴透明细胞数、半颗粒细胞数和

颗粒细胞数随时间延长而显著减少，但 P0、P2
和 P3 水槽内对虾上述各类血淋巴细胞数未发生

明显改变 (P0 水槽内对虾血淋巴半颗粒细胞数和

颗粒细胞数仅在实验结束时明显减少)，表明环

境 pH 过高 (≥9.6) 或过低 (≤6.6) 会导致凡纳滨

对虾血淋巴透明细胞数、半颗粒细胞数和颗粒

细胞数减少。P4 水槽内对虾血淋巴透明细胞数

和总细胞数在第 14 天明显减少，而 P1 水槽内对

虾血淋巴透明细胞数和总细胞数在第 21 天明显

减少，表明高 pH 对凡纳滨对虾血淋巴透明细胞

数的影响可能较低 pH 更甚。实验结束时所有处

理组各类血淋巴细胞数均较实验开始时呈现出

不同程度的减少，初步推测这一现象与实验期

间养殖系统内 TAN、NO2-N 和有机质等养殖废

物积累所导致的凡纳滨对虾应激有关。Moul-
lac 等 [14] 和 Liu 等 [15] 报道水温、盐度、溶解氧以

及氮含量等环境因子变化可影响凡纳滨对虾和

细角滨对虾 (Litopenaeus stylirostris) 血淋巴细胞

数量。

甲壳动物颗粒细胞和半颗粒细胞中存在酚

氧化酶原 (proPO)[16]，当受到胁迫时，proPO 可转

化为 PO 并发挥免疫功能 [17]。对虾血淋巴细胞数

与 PO 活性相关 [18]。生物受到损伤时表达 iNOS，
其进一步催化产生对病毒、细菌、真菌和寄生

虫等病原体具有杀灭作用的 NO[19]。中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis) 患白斑综合征 (WSSV)
后，其体内 iNOS 活性降低 [20]。本实验Ⅰ中，凡

纳滨对虾血淋巴颗粒细胞数或半颗粒细胞数与

PO 活性相关性不显著，但 PO 活性与对虾成活

率以及血淋巴 SOD、GSH-Px、GR、CAT 和 iNOS

活性呈显著正相关，表明这一指标可能与凡纳

滨对虾存活率和氧化应激状态存在密切的关系。

与 PO 相比，血淋巴 iNOS 活性仅与 PO 和 GSH-
Px 活性呈正相关，而与对虾成活率以及 SOD、GR
和 CAT 活性不相关，表明这一指标对凡纳滨对

虾存活状态的指示作用弱于 PO 活性。

O¡
2

甲壳动物体内的 SOD、 CAT、 GSH-Px 和

GR 等抗氧化酶可减轻各种氧自由基 (ROS) 所诱

导的氧化应激损伤，其中，SOD 可将超氧自由

基 ( ) 转化为 H2O2，而 GSH-Px 和 CAT 进一步

将 H2O2 转化为 H2O
[21]。本实验Ⅰ中，不同 pH 值

下凡纳滨对虾成活率与血淋巴中的 PO、GSH-Px
和 CAT 活性呈显著正相关，表明 PO、GSH-Px
和 CAT 活性升高对凡纳滨对虾可产生保护作用，

降低其死亡率。甲壳动物体内 SOD、CAT、GSH-
Px 和 GR 等抗氧化酶活性和免疫功能与环境间存

在密切的关系。环境 pH 过高或过低时中国明对

虾体内总抗氧化能力  (T-AOC)、SOD 和 CAT 活

性降低 [22]。罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergii)
在受到氨氮胁迫时其体内的 SOD 和 PO 活性下

降[23]。Li 等[1] 报道当水体 pH 为 6.5 和 10.5 时，凡

纳滨对虾体内 SOD 活性在 6~24 h 内显著下降，

并且高 pH 下对虾体内与免疫相关的酶的活性急

剧下降，死亡率大幅升高。本实验Ⅰ中，P4 水

槽 (pH 9.6) 内凡纳滨对虾血淋巴 SOD、GSH-Px
和 CAT 活性表现为先升高，随后逐渐下降的趋

势 (第 14 天 SOD 活性高于第 7 天)。这一结果与

有关生物体受到胁迫后其体内抗氧化酶活性增

加的观点一致[23]。

3.2    pH昼夜变化幅度对凡纳滨对虾存活率、

血淋巴谷胱甘肽含量和抗氧化酶活性的影响

实验Ⅱ结果表明，pH 昼夜变化幅度可影响

表 2    不同 pH昼夜变化幅度下水化学因子的变化

Tab. 2    Variation in chemical water quality at different amplitude of pH diel variation

PV0 PV1 PV2 PV3

总碱度/(mg CaCO3/L)　total alkalinity 170.83±19.03c 131.77±27.56b 400.78±39.72a 445.31±37.56a

氨态氮/(mg/L)　TAN     1.89±0.17a      1.98±0.15a      1.71±0.18b      1.30±0.37c  

亚硝酸态氮/(mg/L)　NO2-N     0.04±0.03       0.10±0.11       0.07±0.06       0.04±0.04   

硝酸态氮/(mg/L)　NO3-N     0.30±0.12       0.74±0.65       0.59±0.39       0.35±0.21   

化学耗氧量/(mg/L)　CODMn   16.99±1.07a    16.72±0.51a    16.12±0.60a      3.86±0.43b  

叶绿素a/(μg/L)　Chl. a   64.21±12.25   63.21±17.67   45.48±18.26   35.99±27.55 
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凡纳滨对虾成活率。PV2(pH 7.5~9.5) 和 PV3(pH=
7.5~10.0) 水槽内对虾成活率明显低于 PV0(pH 7.5~
8.7) 和 PV1(pH 7.5~8.2) 水槽，表明一天中最高

pH 达到 9.5 即可导致对虾成活率明显下降，这

与实验Ⅰ的结果一致。PV2 和 PV3 水槽内对虾

血淋巴 GSH-Px 活性显著低于 PV0 和 PV1 水槽，

其 CAT 活性显著低于 PV0 水槽；PV3 水槽内对

虾血淋巴 CAT 活性显著低于 PV1 水槽。这些结

果表明，当 pH 昼夜变化幅度达到 2.0~2.5 时，可

导致对虾血淋巴 GSH-Px 和 CAT 活性下降。考虑

到 PV3 水槽内对虾成活率较低的事实，初步推

测对虾死亡率升高在一定程度上与血淋巴 GSH-
Px 和 CAT 活性较低有关。研究表明环境 pH 变

化可影响凡纳滨对虾肝胰腺中 SOD、GSH-Px 和

CAT 基因表达 [24]，而 pH 波动会使对虾体内产生

大量自由基并导致 DNA损伤 [25-28]。此外，尽管

PV0、PV1、PV2 和 PV3 水槽间对虾血淋巴 GSH-
Px 和 GR 活性存在显著差异，但不同水槽间对虾

血淋巴 T-GSH、GSSG 和 GSH 含量无显著差异，

并且 GSH、GSSH 和 T-GSH 含量与 GSH-Px 或 GR
活性不相关。这些结果表明血淋巴 GSH-Px 和

GR 活性的变化可能只是改变 GSSG 与 GSH 之间

的转换速率。本实验Ⅱ中，凡纳滨对虾成活率

与其血淋巴 CAT 活性呈正相关，与血淋巴 T-
GSH、GSH 和 GSSG 含量以及 SOD、GSH-Px 和

GR 活性不相关。实验Ⅰ中，凡纳滨对虾成活率

与血淋巴 GSH-Px 和 CAT 活性呈正相关，与 SOD
和 GR 活性不相关。这些结果表明，不同 pH 值

和变化幅度下凡纳滨对虾成活率与体内血淋巴

GSH-Px 和 CAT 活性存在一定的联系，即当环境

pH 水平较高 (≥9.6) 或变化幅度较大 (≥2.0)时，

对虾成活率、血淋巴 GSH-Px 和 CAT 活性均相对

较低。这一现象是否表明对虾成活率与其血淋

巴 GSH-Px 和 CAT 活性存在因果关系尚不能定论，

值得进一步研究。

3.3    不同 pH值和昼夜变化幅度对凡纳滨对虾

养殖环境的影响

HCO¡
3 CO2¡

3

水体 pH 变化在很大程度上取决于水中碳酸

盐体系 (CO2+ + )[2]。浮游植物光合作

用和水生生物呼吸作用均可改变水体 CO2 浓度，

前者消耗 CO2，使 pH 升高；后者产生 CO2，使

pH 降低。此外，对虾活动、降雨、溶解性有机

质积累等都可对养虾池塘水体的 pH 产生影响[29-30]。

pH 变化可影响水体微生物代谢，进一步引起 TAN

和 NO2-N 含量的变化[31]。例如，细菌Nitrosomonas
和 Nitrobacter 适宜生长的 pH 范围为 7.0~9.0 [32-33]。

其 中 硝 化 细 菌 Nitrosomona  eutropha和 N.  euro-
paea 的最适 pH 为 7.4~7.8[34]。氨氧化细菌 (Nit-
rosomonas sp.、 Nitrosospira sp.、 Nitrobacter sp.和
Nitrospira genera) 的氨氧化速率在 pH 为 8.0 时最

高，当 pH 降低到 7.0 时氨氧化速率下降 [35]。李

云梦等 [6] 和张瑜斌等 [36] 报道对虾养殖池塘中 pH
与 TAN 和 NO2N 呈负相关。本实验Ⅰ中，P0、
P1、P2、P3 和 P4 水槽内 TAN、NO2-N、NO3-N、

CODMn和 Chl. a 浓度随对虾养殖时间延长而升高，

且不同 pH 下总碱度、 TAN、 NO2-N、 NO3-N、

CODMn 和 Chl. a 存在显著差异。实验Ⅱ中，不

同 pH 昼夜变化幅度显著影响水体总碱度、TAN
和 CODMn。考虑到实验Ⅰ期间所有水槽内 TAN
浓度 (<2.0  mg/L) 始终低于对虾养殖池塘中的

TAN 浓度 [3, 5]，NO2-N 浓度 (<1.0 mg/L) 远远低于

NO2-N 产生毒害作用时的浓度 (25.7 mg/L)[36]；实

验Ⅱ期间对虾成活率较低的水槽 (PV3) 内 TAN
和 CODMn 明显低于成活率相对较高的水槽 (PV0
和 PV1)，初步认为增加 pH 昼夜变化幅度所导致

的养殖环境变化可能不是造成对虾成活率下降

的主要原因。

3.4    结论

环境 pH 水平和昼夜变化幅度可显著影响池

塘养殖凡纳滨对虾成活率。当 pH≥9.5 或昼夜

pH 最高值超过 9.5 时，对虾死亡率显著增加，

同时伴随对虾血淋巴 SOD、GSH-Px、CAT 和 PO
活性的变化。这一现象表明高 pH 胁迫的确是导

致池塘养殖凡纳滨对虾死亡的重要原因。因此，

建议将调控 pH 作为凡纳滨对虾池塘养殖环境管

理的一项措施。
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Effect of pH variation on survival of Litopenaeus vannamei reared in
ponds and its physiological mechanisms

LU Lingzi ,     WANG Yan *,     HASAN Md Mehadi
(Ocean College, Zhejiang University, Zhoushan    316200, China)

Abstract:  Generally,  pH in the ponds of Litopenaeus vannamei farming exhibits  long term trend as  well  as  diel
variation. Understanding the effect of pH variation on survival of L. vannamei is critical for improving water qual-
ity management in commercial white shrimp farming. In the present study, two independent experiments each with
single factor design were conducted to evaluate the effects of pH level and amplitude of pH diel variation on sur-
vival of L. vannamei. Meanwhile, the physiological mechanisms were analyzed. In experimental I, four pH levels
(6.6, 7.6, 8.6 and 9.6) were evaluated, and the average pH level (8.2) observed in commercial ponds was used as
control. In experimental II, three amplitude of pH diel variation (7.5−8.2, 7.5−9.5, 7.5−10.0) were evaluated, and
the average amplitude of pH diel variation (7.5−8.7) observed in commercial ponds was used as control. The res-
ults showed that pH level can significantly affect survival of L. vannamei, hemolymph cell count, and activities of
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathionereductase (GR), catalase (CAT), phen-
oloxidase  (PO)  and  inducible  nitric  oxide  synthase  (iNOS) in  vivo.  Mortality  of L.  vannamei significantly
increased, while activities of SOD, GSH-Px, GR, CAT, PO and iNOS declined, when environmental pH climbed
from 7.6 to 9.6. On the other hand, amplitude of diel pH variation can significantly affect survival of L. vannamei
and activities  of  antioxidant  enzymes (SOD,  GSH-Px,  GR and CAT),  but  did  not  result  in  significant  change in
glutathione content.  Mortality of L. vannamei significantly increased,  while activities  of  SOD, GSH-Px,  GR and
CAT decreased, when amplitude of diel pH variation was extended from 7.5−8.2 to 7.5−10.0. This study reveals
that pH level and amplitude of diel pH variation are important environmental factors responsible for survival of L.
vannamei,  and  stress  induced  by  unsuitable  pH should  be  the  physiology  mechanism since  high  mortality  of L.
vannamei was accompanied by the change in activities of SOD, GSH-Px, CAT and PO. According to the present
study, it is recommended that proper pH control should be listed as an important content for environmental man-
agement in L. vannamei pond farming.

Key words: Litopenaeus vannamei; pH; survival rate; antioxidant enzyme; hemolymph cell; glutathione
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