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摘　要：以凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）为研究对象，采用慢性富集方式，测定了５６ｄ内不同浓度梯度、
不同溶解态下的铜对凡纳滨对虾体内不同器官组织所含免疫活性物质影响。实验分为５组，分别为无铜添加
的对照组；两组分别使用０．１５ｍ２铜板／ｍ３和０．３０ｍ２铜板／ｍ３的ＬＣ６９１１型耐腐蚀合金铜作为络合Ｃ铜源；
另外两组定量添加与络合铜组释放铜量匹配的ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ。结果表明：（１）在无养殖生物的水体中，实验

用ＬＣ６９１１型耐腐蚀合金铜平铺２ｍ３玻璃钢桶底，铜板在海水中４８ｈ释放总铜与铜板面积呈正比关系。（２）
络合铜实验组在两种浓度梯度下均能使铜蓝蛋白（ＣＰ）、还原态酚氧化酶（ＰＯＸ）和金属硫蛋白（ＭＴ）活性提
升，且实验结束时显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。（３）虾血淋巴中溶菌酶活性在２种不同溶解态铜的实验组
中，实验结束时均表现出与对照组呈显著性差异（Ｐ＜０．０５），两种不同溶解态铜之间以及不同水平之间都没
有达到显著性差异。在鳃组织中络合铜实验组的溶菌酶活性与对照组之间均无显著性差异（Ｐ＞０．０５），而
Ｃｕ２＋组的溶菌酶活性出现显著下降（Ｐ＜０．０５）。（４）长期养殖生长数据表明，在实验结束时各实验组与对照
组之间生长效果并不显著。养殖水体使用络合铜对凡纳滨对虾免疫活性及生长效果的提升较 Ｃｕ２＋更为突
出，用量低于０．３ｍ２铜板／ｍ３长期使用不会对凡纳滨对虾免疫系统造成损伤。
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　　铜（Ｃｕ）是甲壳动物体内重要的金属元素之
一。由铜和蛋白或抗氧化酶等活性物质组成的

含铜蛋白或含铜酶在电子转移、氧气输送、底物

的氧化还原、调节物质吸收等过程中都起着重要

的生理功能，甲壳动物在生长、免疫过程中以铜

为中心原子的血蓝蛋白至关重要［１２］，生物体内

或环境中过高或过低的铜都会对生物体形成胁

迫或造成缺乏症［３］。可见研究铜对甲壳动物生

长代谢以及免疫生理的影响，在生产过程中对于

指导铜的规范使用具有实际意义。

铜作为重要的工业原料，在许多领域中都有

着广泛的应用。目前铜合金也被运用于水产养

殖中，例如，用于散热或船舶制造的 ＬＣ６９１１型耐
腐蚀铜合金，目前已经有研究者将这种铜合金板

放置在养殖池底部，利用铜合金板本身存在的电

位差来抑制或杀灭细菌和原生动物［４５］。 ＋２价

是铜在自然环境中以离子形式存在的主要形式，

在海水弱碱性条件下，铜会与 ＯＨ－、ＣＯ３
２－、Ｓ２－

等形成多种络合物以及螯合物。铜合金在海水

中可以通过电离、氧化还原反应来释放铜离子，

而海水中会通过络合反应使铜离子保持在一个

相对稳定的范围内［６］。当络合物不足时，则海水

中会出现过量的铜离子。多项研究表明，虽然铜

对生命活动必不可少，但过量的离子铜容易引起

代谢失衡，进而引发中毒［７］，相比之下络合铜不

仅能够维持甲壳类生命活动且安全可控。将

ＬＣ６９１１型铜板放置在海水中，其自然释放铜极其
缓慢，释放的铜通过海水中阴离子的络合作用产

生络合铜，保持水体中一定量的络合铜对养殖生

物具有极积的生态学意义。

水产动物饲料中铜添加的相关实验已有报

道［８］，但在养殖水体中不同形态的铜对甲壳动物
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生理生态的影响还知之甚少。本研究以凡纳滨

对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）为实验对象，采用目
前在养殖过程中作为抑制原生动物或杀菌的

ＬＣ６９１１型铜板为释放络合铜源的材料，并以五水
硫酸铜（ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ）作为对比，另设空白对
照，研究养殖８周内不同实验时长、不同添加形
式以及不同添加量铜对生长和不同器官免疫相

关酶活性的影响，旨在探讨在水体中使用铜合金

（ＬＣ６９１１型铜板）作为铜源，以提升凡纳滨对虾
免疫功能的可行性，对今后的生产和研究提供参

考数据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验在中国水产科学研究院东海水产研究

所福鼎研究中心内进行。凡纳滨对虾购自福建

福鼎康太利养殖场，体长（９．０±０．９）ｃｍ，体质量
（１１．５±２．３）ｇ。实验海水经自然沉淀、砂滤、蛋
白质分离器分离后使用，处理后的海水经检测离

子铜含量低于 １×１０－６ｍｇ／Ｌ，总铜含量（３．１×
１０－５±１．２１×１０－６）ｍｇ／Ｌ，盐度２６．０±０．８。

实验用饲料为正大牌对虾饲料，其中主要成

份：粗蛋白≥４２％、粗脂肪≥４％、粗纤维≤５％、
粗灰分≤１６％、赖氨酸≥２．１％、水分≤１２％，为
避免饲料中铜含量溶入水中造成干扰，使用

ＥＤＴＡ处理，参照董晓慧等［８］的方法，将饲料经

ＥＤＴＡ溶液浸泡处理后重新烘干备用。实验用
ＬＣ６９１１型铜板由国际铜业协会提供，根据实验池
的大小，将厚度 ０．１ｃｍ的铜板裁成 ５０ｃｍ×６０
ｃｍ的小块储存备用。硫酸铜为 ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，
分析纯（上海国药集团化学试剂有限公司）。

１．２　实验设计
１．２．１　ＬＣ６９１１铜合金在海水中铜释放量

用直径２ｍ、深１ｍ的玻璃钢圆桶９个，每桶
加入２ｍ３处理过的海水，实验设０．３ｍ２铜板实
验组和０．６ｍ２铜板实验组与空白组，即按水体计
算分别为０．１５ｍ２铜板／ｍ３和０．３ｍ２铜板／ｍ３，
铜板铺设时不重叠，可移动。实验设 ３组平行，
水温（２７±１．０）℃，盐度 ２６．０±０．８，不间断充
气，不换水。分别在 ０、１、２、４、８、１２、２４、３６、４８、
６０、７２和９６ｈ取各平行水样，用 Ｃｕ２＋离子计（雷
磁ＰＸＳＪ—２１６Ｆ型离子计）测定水体 Ｃｕ２＋含量以
及水体总铜含量。总铜含量测定参照李登新［９］

的方法：将水样降温至２５℃，用盐酸滴定至水体
ｐＨ５．２后再用离子计测 Ｃｕ２＋浓度，２５℃ Ｋｓｐ
［Ｃｕ（ＯＨ）２］＝２．２×１０

－２０。

１．２．２　养殖实验设计
根据第１．２．１节的实验结果，在２ｍ３的海水

中，每０．３ｍ２铜板４８ｈ内的释放总铜量为（３．
７００±０．２４５）×１０－４ｍｇ／Ｌ。参照中华人民共和国
农业部颁发的海水水质标准［９］和刘存岐等［１０］对

中国对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）养殖实验中海水添
加铜浓度梯度［１０１１］，实验设５个实验组，其中分
为对照组、两个铜板实验组和两个添加 ＣｕＳＯ４·
５Ｈ２Ｏ的Ｃｕ

２＋组，Ａ组为空白对照，Ｂ组为 ０．１５
ｍ２铜板／ｍ３水体，Ｃ组为０．３ｍ２铜板／ｍ３水体，
Ｄ组为０．２５ｍｇＣｕ２＋／Ｌ水体，Ｅ组为 ０．５０ｍｇ
Ｃｕ２＋／Ｌ水体，均设 ３个重复。实验用容器与第
１．２．１节所述相同，每重复分别放置４０尾虾。实
验开始前暂养１周。暂养和实验期间环境条件
均为水温（２８．０±１．１）℃，盐度２６．０±０．８，不间
断充气，每隔４８ｈ换水１０％，每次换水后将重叠
铜板重新铺开，向Ｄ、Ｅ组中补充因换水而降低浓
度的ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ。为避免饲料中的铜溶于水
中干扰实验，实验开始后采用经 ＥＤＴＡ处理后的
实验饲料。投饵时均使用虾料筐，避免饲料接触

容器底部的铜板，投饵１ｈ后清除虾料筐中的残
饵并虹吸出桶底的粪便。投料量约为虾体质量

的６％。
１．３　采样方法

饲养期间，在０、２、４、８、１６、３２、５６ｄ取样，每
重复实验取三尾，测量虾体长和体质量，随后用１
ｍＬ的注射针自对虾胸下动脉抽取血淋巴，再解
剖后取鳃以及肝胰脏后半部分，取得样品置离心

管内，－８０℃冷冻保存待测。
１．４　免疫活性蛋白及酶活力的测定

实验所测免疫相关蛋白及酶活性包括血蓝

蛋白（ＣＰ）、溶菌酶（ＬＺＭ）、还原态酚氧化酶
（ＰＯＸ）以及金属硫蛋白（ＭＴ）。其中 ＣＰ采用比
色法、ＬＺＭ采用比浊法、ＭＴ以及 ＰＯＸ使用酶联
免疫法（Ｅｌｉｓａ）检测。实验所涉及免疫相关酶及
蛋白类指标使用南京建成生物科技有限公司的

试剂盒进行测定，具体方法参见说明书。

１．５　数据处理
除预实验的数据外，其他实验数据处理均进

行统计学分析。分析使用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９软件，

６７
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使用单因素 ＡＮＯＶＡ对组间进行差异显著性分
析；Ｄｕｃａｎ氏法进行方差齐次性检验。Ｐ＜０．０５
表示差异具有显著性。

２　结果

２．１　无养殖生物条件下 ＬＣ６９１１铜合金在海水
中释放结果

在无养殖生物条件下，０．１５ｍ２铜板／ｍ３和
０．３ｍ２铜板／ｍ３的水体中 Ｃｕ２＋含量均低于１×
１０－８ｍｇ／Ｌ，可以忽略不计。２４ｈ内铜板单位水体

的总铜释放量随时间呈正比（表１），达２４ｈ至９６
ｈ，０．１５ｍ２铜板／ｍ３和０．３ｍ２铜板／ｍ３释放总铜
量分别稳定在１．７５×１０－１～２．１８×１０－１（ｍｇ／Ｌ）
和３．２７×１０－１～６．４７×１０－１（ｍｇ／Ｌ）的水平。实
验期内未放置铜板的空白组测定的总铜量值稳

定在（３．１８×１０－５±６．８８×１０－７）ｍｇ／Ｌ。
２．２　水体中二种溶解态铜对凡纳滨对虾生长指
标的影响

实验期间，各实验组和对照组中的凡纳滨对

虾生长情况如表２、３所示。各组在同一时间内生

表１　０．１５ｍ２／ｍ３和０．３０ｍ２／ｍ３铜板实验组随时间释放的总铜含量
Ｔａｂ．１　ＴｏｔａｌＣｕｒｅｌｅａｓｅｏｆ０．１５ｍ２ｃｏｐｐｅｒｐｌａｔｅ／ｍ３ａｎｄ０．３０ｍ２ｃｏｐｐｅｒｐｌａｔｅ／ｍ３

时间

Ｔｉｍｅ／ｈ
０．１５ｍ２铜板／ｍ３释放总铜量

ＴｏｔａｌＣｕｒｅｌｅａｓｅｏｆ０．１５ｍ２ｃｏｐｐｅｒｐｌａｔｅ／ｍ３／（ｍｇ／Ｌ）
０．３ｍ２铜板／ｍ３释放总铜量

ＴｏｔａｌＣｕｒｅｌｅａｓｅｏｆ０．３ｍ２ｃｏｐｐｅｒｐｌａｔｅ／ｍ３／（ｍｇ／Ｌ）
０ ３．１８×１０－５±６．８８×１０－７ ３．２８×１０－５±３．６４×１０－６

１ ２．２４×１０－４±１．３６×１０－５ ６．４０×１０－４±８．９２×１０－６

２ １．２３×１０－４±２．５９×１０－７ １．５７×１０－３±９．８０×１０－６

４ ８．１８×１０－３±３．２８×１０－５ ９．９８×１０－３±１．５３×１０－４

８ ９．０５×１０－３±１．７４×１０－４ ６．２０×１０－２±２．１５×１０－４

１２ １．７２×１０－２±９．７８×１０－４ ９．５７×１０－２±６．６８×１０－４

２４ ２．１８×１０－１±３．３４×１０－３ ３．２７×１０－１±２．１３×１０－４

３６ ２．１６×１０－１±９．７８×１０－３ ５．４２×１０－１±９．３３×１０－５

４８ ２．４５×１０－１±３．７０×１０－４ ４．７２×１０－１±２．５１×１０－４

６０ １．７５×１０－１±１．０９×１０－３ ６．７４×１０－１±１．１１×１０－４

７２ ２．０６×１０－１±９．７８×１０－４ ５．１０×１０－１±６．４０×１０－５

９６ １．９９×１０－１±３．５２×１０－３ ４．９６×１０－１±２．２５×１０－４

表２　不同处理条件下凡纳滨对虾体长随时间变化
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈｇｒｏｗｔｈｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ

时间

Ｔｉｍｅ／ｄ
体长 Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
０ １２．３±０．３ｄ １２．１±０．５ｃ １１．９±０．５ｄ １２．２±０．１ｄ １２．２±０．３ｃ

２ １２．７±０．５ｃｄ １２．５±０．２ｂｃ １３．３±０．７ｂｃ １２．８±０．４ｃｄ １２．５±０．３ｃ

４ １２．９±０．３ｂｃ １２．９±０．５ｃ １２．９±０．４ｃ １３．４±０．６ｂｃ １３．４±０．４ｂ

８ １３．９±０．２ａｂｃ １４．５±０．４ａ １４．０±０．９ａｂ １３．６±０．２ｂｃ １３．６±０．５ｂ

１６ １４．３±０．５ａｂ １４．５±０．６ａ １４．４±０．４ａ １３．９±０．７ｂ １４．０±０．５ｂ

３２ １４．３±０．３Ｂａｂ １４．３±０．３Ｂａ １４．６±０．２Ｂａ １５．１±０．３Ａａ １４．９±０．６ＡＢａ

５６ １４．５±０．２ａ １４．８±０．２ａ １４．８±０．６ａ １５．０±０．８ａ １５．１±０．２ａ

注：数据上标小写字母表示同一组不同时间的显著性差异；大写字母表示同一时间不同组间的显著性差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｏｎｔｈｅｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；Ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）

表３　不同处理条件下凡纳滨对虾体质量随时间变化
Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｂｏｄｙｍａｓｓｇｒｏｗｔｈｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ

时间

Ｔｉｍｅ／ｄ
体质量 Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｇ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
０ １４．１±０．８ｄ １４．４±０．３ｄ １４．３±０．３ｄ １３．９±０．７ｃ １３．７±０．３ｄ

２ １４．９±０．５ｃｄ １４．８±０．９ｃｄ １５．２±０．３ｄ １４．０±０．６ｃ １４．１±１．１ｄ

４ １５．６±０．６ｂｃｄ １４．０±１．０ｄ １４．９±１．０ｄ １４．９±１．２ｂｃ １５．１±０．７ｃｄ

８ １５．９±０．４ｂｃ １６．１±０．６ｃ １５．８±０．３ｃｄ １６．０±０．９ｂｃ １５．４±０．４ｃｄ

１６ １６．８±１．０Ｂｂｃ １８．１±０．６ＡＢｂ １８．３±０．９Ａｂｃ １６．２±０．８Ｂｂ １６．８±０．３Ｂｂｃ

３２ １７．２±０．７Ｂａｂ １９．０±０．７ＡＢｂ ２０．６±１．７Ａａｂ １６．９±１．６Ｂｂ １８．１±１．６ＡＢｂ

５６ １９．７±１．６ＡＢａ ２１．６±１．６Ａａ ２２．３±３．５Ａａ １９．２±１．７Ｂａ ２１．０±１．６Ａａ

注：数据上标小写字母表示同一组不同时间的显著性差异；大写字母表示同一时间不同组间的显著性差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｏｎｔｈｅｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐ；Ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）
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长无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。虾体质量随实验时
长增加变化明显，０ｄ与５６ｄ相比差异显著（Ｐ＜
０．０５）。实验期间除采样外，各实验组、对照组凡
纳滨对虾存活率１００％，无死亡现象。
２．３　水体中二种溶解态铜对凡纳滨对虾血淋巴
中铜蓝蛋白含量的影响

凡纳滨对虾血淋巴中铜蓝蛋白（ＣＰ）在实验
周期内变化规律见图 １。未添加铜的对照组中
ＣＰ在实验过程中变化不显著（Ｐ＞０．０５），铜板实
验组在４ｄ起并至实验结束始终与对照组呈显著
性差异（Ｐ＜０．０５），而不同添加量之间差异不显
著（Ｐ＞０．０５）；Ｃｕ２＋组同样在４ｄ时与对照组呈
显著性差异（Ｐ＜０．０５），但随实验时间的延长 ＣＰ
含量下降，至实验结束与对照组差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。Ｃｕ２＋高添加量组与铜板实验组在实验结
束时也均呈显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　不同处理条件下凡纳滨
对虾血淋巴中ＣＰ含量变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣＰｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎ
Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｈａｅｍｏｌｙｍｐｈ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４　水体中二种溶解态铜对凡纳滨对虾不同组
织中金属硫蛋白（ＭＴ）含量的影响

在实验周期内铜板实验组血淋巴中的金属

硫蛋白（ＭＴ）含量基本稳定上升，４ｄ起与对照组
呈显著差异（Ｐ＜０．０５）；而高浓度 Ｃｕ２＋组在第２
天就出现显著差异，但随实验延长 ＭＴ含量不断
下降，且低添加量组在第４天起各取样时间点均
与对照组之间差异不显著，见图２。
　　在肝胰脏中，２种添加组不同浓度的实验组
均呈上升态势（图３），实验结束时２种添加形式
的ＭＴ含量均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），且２
种添加形态的实验组之间也差异显著（Ｐ＜
０．０５），表现为铜板实验组中的ＭＴ含量高于硫酸
铜添加组，Ｃｕ２＋组高于对照组。

２．５　水体中二种溶解态铜对凡纳滨对虾不同组
织中免疫相关酶活性的影响

还原态酚氧化酶（ＰＯＸ）活性在血淋巴中变
化规律明显（图４），对照组在实验过程中各取样
点之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｃｕ２＋组显示呈上
升趋势，且在１６ｄ时开始与对照组呈显著性差异
（Ｐ＜０．０５）：铜板实验组 ＰＯＸ活性呈波动变化，
分别在２ｄ和３２ｄ与对照组呈显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。５６ｄ时铜板实验组中的ＰＯＸ活性降至低

图２　不同处理条件下凡纳滨对虾
血淋巴内ＭＴ含量变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＴｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉｈａｅｍｏｌｙｍｐｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图３　不同处理条件下凡纳滨对虾
肝胰脏内ＭＴ含量变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＭＴｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图４　不同处理条件下凡纳滨对虾
血淋巴ＰＯＸ含量变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＯＸｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉｈａｅｍｏｌｙｍｐｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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于Ｃｕ２＋组，与对照组有显著性差异。
　　虾肝胰脏中 ＰＯＸ活性在实验组中呈波状上
升态势，均在３２ｄ时达到与对照组之间显著性差
异（Ｐ＜０．０５）。

图５　不同处理条件下凡纳滨对虾
肝胰脏ＰＯＸ含量变化

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＯＸｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎ
Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　在肝胰脏中对照组的血清溶菌酶含量不随
时间而发生变化，而２种不同溶解态铜的实验组
中，虾血淋巴溶菌酶活性均随时间而发生变化，

第１６天开始与对照组相比均有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。２种不同溶解态铜之间以及不同水平之
间都没有达到显著性差异（图６）。

图６　不同处理条件下凡纳滨对虾
血淋巴ＬＺＭ含量变化

Ｆｉｇ．６　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＬＺＭ ｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎ
Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｈａｅｍｏｌｙｍｐｈ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　在鳃组织中实验第８天实验组与对照组之
间均无显著性差异（Ｐ＞０．０５），随后 Ｃｕ２＋组的溶
菌酶活性出现显著下降（Ｐ＜０．０５），不同添加量
之间无差异；而铜板实验组溶菌酶活性与对照组

之间在不同取样时间点之间始终差异不显著。

见图７。

图７　不同处理条件下凡纳滨对虾
鳃ＬＺＭ含量变化

Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＬＺＭ ｃｏｎｔｅｎｔｌｅｖｅｌｉｎ
Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｇｉｌｌ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论

３．１　铜源控制方法分析
海水中理化环境复杂多变，铜含量不能只通

过离子含量来进行判定，铜在海水中也能通过结

合ＯＨ－、Ｓ２－和小分子蛋白等产生络合物或难溶
解的螯合物沉积。由于不同化学组成的铜对生

物的作用机理并不相同［１２］，因此，Ｃｕ２＋组实验采
用铜源控制法，即只以拟合络合态铜实验组释放

的总铜计算 ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ添加量，不计算
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ添加组水体中离子铜的含量，由于
水体内Ｃｕ２＋的缓慢螯合沉积，换水期间依据测定
值补充 ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ能够减少养殖实验水体
Ｃｕ２＋流失。该方法能尽可能控制实验变量的准
确，确保实验期间影响络合态铜实验组释放的主

要为络合铜，影响 Ｃｕ２＋组主要因子为 Ｃｕ２＋。水
滴在铜金属表面时接触角为８２°，大于其他常见
金属，这就意味着金属铜接触水时不易产生亲和

作用，也就提高了其本身耐蚀性［１３］。电化学原理

认为，铜合金在遇海水时产生的抗腐蚀膜能够有

效抑制铜的腐蚀［１４］，因此水体总铜含量缓慢升高

且量不易超标［１５］。本实验数据表明，以 ＬＣ６９１１
型铜合金在海水中自然释放为例，水体中放置铜

板，其释放总铜含量低于０．５ｍｇ／Ｌ均以络合铜
形式存在。因此，该方法不仅提供甲壳类生命活

动所需铜，还可以有效避免Ｃｕ２＋对水生生物所产
生的急性毒性影响，从而能够作为一种合理的水

产用铜方法。养殖实验中以无养殖生物下铜板

释放铜为参考，合理调控水中使用铜板面积以及

换水时段，使实验中水体用铜量符合国内外养殖
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水标准［１１１５］，并能够对凡纳滨对虾的免疫功能产

生影响。

３．２　不同溶解态铜对凡纳滨对虾生长影响
研究表明，饲料中添加 １５ｍｇ／ｋｇＣｕ２＋有利

于降低凡纳滨对虾的饵料系数并提高生长率［１６］。

也有学者认为饲料中添加铜生物利用率为有机

铜＞络合铜 ＞离子铜［１７］。王维娜等［１８］认为，

Ｃｕ２＋本底值为９．５μｇ／Ｌ，外加Ｃｕ２＋浓度为２μｇ／
Ｌ时，日本沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）的摄食
率最高，达到８５．９％。本实验与常规的生产养殖
相比，生长偏慢，除了选用虾的个体较大，还与实

验的容积有关。

３．３　不同溶解态铜对免疫活性物质影响
大多数动物体内负责携氧的蛋白为血红蛋

白，其负责结合氧的中心原子为铁（Ｆｅ），部分甲
壳类以及软体动物体内负责携氧的为血蓝蛋白

（ＣＰ），而血蓝蛋白负责携氧的中心原子是铜［１７］，

软体动物和甲壳类中铜蓝蛋白即血蓝蛋白。对

甲壳类而言，血蓝蛋白（ＣＰ）不仅具有输氧功能，
还能控制甲壳类脱皮、角质层固化、黑色素合

成［１９］。关于血蓝蛋白对凡纳滨对虾的生长脱壳

的影响还有待于进料一步的实验。ＣＰ能合成酚
氧化酶（ＰＯ）、假性血蓝蛋白。有长期实验结果表
明，水体内９８ｄ长期含有 Ｃｕ２＋０．３ｍｇ／Ｌ与无铜
作为对照，凡纳滨对虾酚氧化酶活力略有下降但

差异并不显著（Ｐ＜０．０５）［２０］。本实验结果表明，
水体中总铜含量相同的情况下，离子态铜实验组

４ｄ内可使凡纳滨对虾血淋巴中 ＣＰ含量能够迅
速升高。１６ｄ以后，添加０．５ｍｇ／Ｌ离子铜会使
凡纳滨对虾 ＣＰ含量逐渐降低并趋于对照组，而
络合态铜实验组采用释放络合铜的方法可以使

凡纳滨对虾体内ＣＰ含量保持长期缓慢提升。由
此推测，同含量不同化学形态的铜均能提升凡纳

滨对虾血淋巴中 ＣＰ含量。离子态铜可短期见
效，但当水体中Ｃｕ２＋含量长期处于高于０．５ｍｇ／
Ｌ时不利于凡纳滨对虾 ＣＰ合成。络合态铜产生
的络合铜会更有利于凡纳滨对虾 ＣＰ合成，在本
实验条件下，水体总铜含量低于０．５ｍｇ／Ｌ时不
会产生副作用。

目前为止未发现甲壳类具备非特异性免疫

物质，其常见免疫应答因子为溶菌酶（ＬＺＭ）、酚
氧化酶（ＰＯ）和金属硫蛋白（ＭＴ）等［２１２２］。金属

硫蛋白（ＭＴ）与许多细胞功能相关，包括基因表

达、细胞凋亡、增殖和分化，是重要的生物金属中

毒指示指标和解毒指标［２３２４］。ＭＴ激活有两种可
能：一种是摄入金属含量过高引发，当实验生物

长期处于高金属含量水体中时，该免疫活性蛋白

活性表现为先升高，后因机体金属含量过高会导

致解毒能力下降［２５］；另一种表现为机体受某种有

益因子刺激提升 ＭＴ活性，这种情况不会因长期
添加该特定浓度的影响因子造成机体损伤引发

的ＭＴ活力下降。李湘萍等［２６］研究表明，长期实

验对比凡纳滨对虾在循环水条件下以 ＣｕＳＯ４·
５Ｈ２Ｏ为铜源添加铜０．８ｍｇ／Ｌ和静水条件下添
加等量ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，循环水条件下凡纳滨对虾
ＭＴ活力下降远低于静水组。分析认为循环水条
件下换水量很低，长期 Ｃｕ２＋会转化成络合铜成
分，造成实验结果差异。本研究表明，凡纳滨对

虾肝胰腺和血淋巴中ＭＴ含量与水体内不同溶解
态铜密切相关。当水体含铜低于 ０．５ｍｇ／Ｌ时，
以络合铜存在的铜会对ＭＴ活力产生稳定高效的
增益效果；以Ｃｕ２＋存在的铜虽短期内对 ＭＴ活力
有所提升但长期使用会产生负面影响。

有学者［２７］认为，对节肢类动物而言，其 ＣＰ
是来源于５亿５０００万年前的原始的还原态酚氧
化酶（ＰＯＸ）分化而成，这种 ＰＯＸ不同于现今的
ＰＯＸ，而现今节肢动物体内的 ＰＯＸ又是由 ＣＰ分
化形成，这些酶辅基均含铜，参与甲壳类主要的

免疫应答。也有研究［２８］认为在一定条件下，ＰＯＸ
和ＣＰ之间能够相互转换，ＣＰ可经胰蛋白酶催化
形成ＰＯＸ，而ＰＯＸ是一种激活状态下的 ＣＰ。本
文研究针对参与免疫应答最主要的还原态酚氧

化酶（ＰＯＸ）进行测定，结果发现血淋巴内ＰＯＸ变
动趋势与ＣＰ基本相同，都是在短期内 Ｃｕ２＋组活
性迅速升高，长期内效果不显著。但其变动幅度

远高于ＣＰ，实验组与对照组最大差值达２．５倍左
右。此外肝胰腺内随铜含量增加以及铜添加方

式的不同变化该指标仅是波动幅度增大，但与各

实验组之间差异均不显著。本实验结果可一定

程度上证实这一观点，ＰＯＸ与 ＣＰ浓度之间存在
一定关联，可相互转化，且当水体存在 Ｃｕ２＋作为
铜源时，ＰＯＸ活力能很快产生变化，络合铜为铜
源时变化趋于平稳上升。长期实验影响下数据

分析认为ＰＯＸ更易受总铜浓度影响，当水体内总
铜含量长期高于０．５ｍｇ／Ｌ时也会对ＰＯＸ活力产
生抑制。肝胰腺作为重要的存铜器官，其ＰＯＸ活
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力的波动表明养殖水体总铜含量长期处于 ０．５
ｍｇ／Ｌ时肝胰腺调节能力不会受影响，即不会使
肝胰腺的免疫应答能力受损。

溶菌酶（ＬＺＭ）作为凡纳滨对虾用以抵御有
害细菌入侵的重要屏障，由吞噬细胞合成，能水

解细菌细胞壁中黏肽的乙酰氨基多糖并使之裂

解，减少侵入体内有害细菌含量［２９］。鳃是虾机体

与水环境交流的主要器官，也是防止有害细菌入

侵的第一道屏障，对比两种溶解态铜的添加方

式，４ｄ内两种溶解态的铜均能提升虾鳃 ＬＺＭ活
性，１６ｄ以后，不同水平的离子态铜实验组的鳃
ＬＺＭ活性均出现显著性下降，实验结束时均低于
对照组１倍以上，低于络合态铜实验组１．５倍左
右。而血淋巴中 ＬＺＭ活性各实验组随时间的延
长，均显著高于对照组，几乎不受不同溶解态铜

影响。由于凡纳滨对虾本身吸收铜后以 ＣＰ形态
存储，并能够促进 ＬＺＭ合成，因此可以推测血淋
巴内ＬＺＭ活性不受水体中离子铜浓度的影响，且
随血淋巴中的ＣＰ含量增加而增高其活性。水体
中如果始终保持离子态的铜，则对鳃ＬＺＭ活性造
成抑制。

４　结论

海水养殖凡纳滨对虾过程中，养殖水体存在

较低浓度的络合铜能使凡纳滨对虾针对其他重

金属污染的抵御能力得到增强，水体中长期添加

Ｃｕ２＋效果不良甚至能产生负面影响不利于养殖
生产。以铜板自然析出的方法获得的络合铜相

对更安全，合理用量在每立方水体为０．１５～０．３０
ｍ２之间。
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