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硫化物胁迫对凡纳滨对虾血细胞的毒性影响

汪　蕾１，张秀霞２，冼健安２
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摘要：硫化物是水产养殖过程中常见的水体污染物之一。为探讨水体硫化物胁迫对虾类血细胞的毒性影响，以不

同浓度（０．５ｍｇ／Ｌ，２．０ｍｇ／Ｌ）的硫化物对凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）进行胁迫，于胁迫后６、１２、２４和４８ｈ
取血淋巴，应用流式细胞术测定血细胞的总数（ＴＨＣ）、活性氧（ＲＯＳ）含量、一氧化氮（ＮＯ）含量以及凋亡率。结果
显示，经０．５ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫４８ｈ后，对虾ＴＨＣ显著下降至１１７８×１０６个／ｍＬ，为对照组的７２７％（Ｐ＜０．０５），
ＲＯＳ含量为对照组的２２５．２％（Ｐ＜０．０５），血细胞凋亡率显著上升至７．４２％（Ｐ＜０．０５）；经２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫
６ｈ开始，对虾ＴＨＣ呈现显著的下降（Ｐ＜０．０５），血细胞ＲＯＳ含量和凋亡率显著提高（Ｐ＜０．０５）；表明硫化物胁迫
刺激对虾血细胞产生大量ＲＯＳ，诱导血细胞凋亡，从而导致ＴＨＣ下降，这一过程可能是硫化物导致虾类细胞免疫
下降的重要机制；随着硫化物浓度的升高，其细胞毒性作用明显提高。血细胞 ＮＯ含量在２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫
１２和４８ｈ时显著升高（Ｐ＜０．０５），推测ＮＯ可能在硫化物胁迫防御调控中起着信号因子的作用。
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　　硫化物是水产养殖中常见的水体污染物之一。
养殖池塘中的硫化物主要有２个来源：一是硫酸盐
在硫酸盐还原菌的作用下异化还原而形成；二是水

产动物的代谢物、残饵等有机质中的含硫氨基酸被

微生物分解利用而产生的。硫化物对水产动物具有

较强的毒性，其毒性研究主要还集中在急性致死浓

度上，多种虾类的硫化物半致死浓度已有研究报道，

如日本沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）（管越强等，
２０１１）、斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）（杨世平等，
２０１４）、日本对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）和克氏原螯虾
（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）（於叶兵等，２０１１）。研究表
明，较低浓度的硫化物胁迫也会抑制虾类的免疫力

（Ｃｈｅｎｇｅｔａｌ，２００７；Ｈｓｕｅｔａｌ，２００７；管越强等，
２０１１；余静等，２０１１；许燕等，２０１４）、干扰正常的
呼吸和能量代谢（管越强等，２００９），对虾类的养殖

产生不利影响；张吕平等（２００８）研究了凡纳滨对虾
（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）集约化养殖过程中的水质变
化，认为Ｈ２Ｓ≥０．１ｍｇ／Ｌ时会引发凡纳滨对虾大量
死亡或病害流行。

血细胞在虾类免疫过程中发挥重要作用，但硫

化物对血细胞的毒性影响机制仍不明确。因此本研

究应用流式细胞术（ＦＣＭ）从细胞水平上分析水体
硫化物胁迫对凡纳滨对虾血细胞的毒性影响，以期

探讨硫化物对虾类的细胞毒性机制，为进一步研究

如何提高虾类抗硫化物胁迫能力以及虾类养殖过程

中的硫化物防控提供理论基础。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂
凡纳滨对虾购自广东省广州市番禺区某养殖

场。对虾平均体重为（８．３２±０．７２）ｇ，在实验室环
境条件下进行驯养，养殖用水为稀释海水，盐度２０，
ｐＨ７．９～８．０，温度２２～２４℃，一直保持曝气，并进
行循环过滤。驯养１周后，选取健康无病患、附肢完
整、处于蜕皮间期的对虾进行实验。

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，２′，７′ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔ
（ＤＣＦＨＤＡ），ＤＡＦＦＭＤＡ购自Ｓｉｇｍａ公司，Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
其它试剂为国产分析纯。



１．２　硫化物胁迫
以硫化钠作为硫化物来源，配制硫浓度为１ｇ／Ｌ

的硫化钠溶液，用于调节水体硫化物浓度。根据参

考文献（Ｈｓｕｅｔａｌ，２００７），设置硫化物胁迫浓度为
０．５ｍｇ／Ｌ和２．０ｍｇ／Ｌ，不添加组为对照组，硫化物
浓度采用亚甲基蓝分光光度法进行测定，实测浓度

分 别 为 （０４６ ±００４） ｍｇ／Ｌ 和 （１９４ ±
０．０８）ｍｇ／Ｌ。每组设３个平行，每个养殖桶（直径
７０ｃｍ的塑料圆桶）加入盐度２０的水１８０Ｌ，放养对
虾２０尾。为保证硫化物浓度恒定，根据实际测定的
浓度每６ｈ换水１次，换水量约为５０％。分别在胁
迫的０、６、１２、２４、４８ｈ进行取样。
１．３　血细胞悬液的制备

用２．５ｍＬ一次性注射器吸取３００Ｌ预冷的抗
凝剂（葡萄糖２０．５ｇ／Ｌ，柠檬酸钠８ｇ／Ｌ，氯化钠４．２
ｇ／Ｌ，ｐＨ７．５）。从虾的围心腔抽取等量的血淋巴，
加４倍预冷的抗凝剂调整细胞浓度为 １×１０６个／
ｍＬ。
１．４　流式细胞仪

所用流式细胞仪为美国 ＢＤ公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉ
ｂｕｒ，应用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＩｍｍｕｎｏ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙＳｙｓｔｅｍｓ，ＳａｎＪｏｓｅ，ＣＡ）进行实验数据的获
取和分析。用绿色荧光通道（第一荧光通道，ＦＬ１）
获取ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ、ＤＣＦ、ＤＡＦＦＭ和ＦＩＴＣ的荧光数
据；通过橙黄色荧光通道（第二荧光通道，ＦＬ２）获取
ＰＩ的荧光数据。
１．５　血细胞总数

血细胞总数（Ｔｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ，ＴＨＣ）根据
先前的实验方法进行测定。取血细胞悬液２００μＬ，
加入终浓度为１０×的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，室温避光孵育
６０ｍｉｎ，经２００目筛网过滤后上机，每个样品上样
１ｍｉｎ，根据划定的完整细胞区域分析记录完整细胞
的个数，每个样品读取３次。根据仪器上样速度和
公式计算ＴＨＣ（冼健安等，２０１５）。
１．６　活性氧含量

以 ＤＣＦＨＤＡ为标记探针检测活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量的变化 （冼健安等，
２０１２ａ）。取血细胞悬液 ２００μＬ，加入终浓度为
１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ，混匀后室温避光孵育３０ｍｉｎ，
经２００目筛网过滤后上机检测。每个样品的细胞获
取数为１００００个。结果以 ＤＣＦ荧光量（ＦＬ１）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平均荧光量，ＤＣＦ荧光量与胞内 ＲＯＳ
含量成正比。

１．７　一氧化氮含量
以 ＤＡＦＦＭ ＤＡ为标记探针检测一氧化氮

（ＮＯ）含量的变化（Ｘｉａｎｅｔａｌ，２０１３）。取血细胞悬
液２００μＬ，加入终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＡＦＦＭ
ＤＡ，混匀后室温避光孵育６０ｍｉｎ，经２００目筛网过
滤后上机检测。每个样品的细胞获取数为 １００００
个。结果以ＤＡＦＦＭ荧光量（ＦＬ１）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

ＤＡＦＦＭ平均荧光量，ＤＡＦＦＭ荧光量与胞内ＮＯ含
量成正比。

１．８　血细胞凋亡率
采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒检测

血细胞的凋亡率（冼健安等，２０１３）。血淋巴取出
后，进行离心然后重悬于１ｘＡｎｎｅｘｉｎＶ结合缓冲液
中，调整细胞浓度约３×１０６个／ｍＬ，每１００μＬ血细
胞悬液加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ工作
液，避光染色１５ｍｉｎ，再加入４００μＬ１ｘＡｎｎｅｘｉｎＶ
结合缓冲液，２００目筛网过滤后立即上机检测，每个
样品的细胞获取数为１００００个。结果以ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ荧光强度（ＦＬ１）为横坐标，ＰＩ荧光强度（ＦＬ２）
为纵坐标的散点图显示。

用十字门划分各类细胞的区域：活细胞（Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）位于左下象限，前期凋亡细胞（Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋／ＰＩ）位于右下象限，后期凋亡细胞
和死细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋／ＰＩ＋）位于右上象限，
分析各象限细胞占总细胞数的比例。细胞总凋亡和

死亡率为前期凋亡、后期凋亡和死亡细胞（右下 ＋
右上象限）所占的比例。

１．９　统计分析
实验结果显示为平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）。

实验数据利用ＳＰＳＳ１９．０进行统计单因素方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），设定Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果

２．１　血细胞总数
血细胞总数结果如图 １所示。初始 ＴＨＣ为

（１５９３±１２０）×１０６个／ｍＬ，经０．５ｍｇ／Ｌ硫化物胁
迫 ４８ｈ后，对 虾 ＴＨＣ为 （１１７８±１２４）×
１０６个／ｍＬ，呈现显著下降（Ｐ＜０．０５），为对照组的
７２．７％；经 ２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫 ６ｈ开始，对虾
ＴＨＣ呈现显著下降（Ｐ＜０．０５），在胁迫１２ｈ时达到
最低值（１０．２５±１４２）×１０６个／ｍＬ，为对照组的
６６．３％，随后有一定的回升，在４８ｈ时为对照组的
７７．５％。
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图１　凡纳滨对虾经不同浓度硫化物胁迫后
的血细胞总数（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉａｆｔｅｒ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｓｕｌｆｉｄｅ

２．２　ＲＯＳ含量
血细胞胞内 ＲＯＳ含量变化如图 ２所示。经

０．５ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫４８ｈ后，ＲＯＳ含量显著升高至
对照组的２２５．２％（Ｐ＜０．０５）；２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁
迫组，对虾血细胞 ＲＯＳ含量在 ６ｈ开始显著提高
（Ｐ＜０．０５），在 １２ｈ时达到最大值，为对照组的
３３５．３％，在４８ｈ时略有下降，但仍显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。

图２　凡纳滨对虾经不同浓度硫化物胁迫后的

血细胞活性氧含量（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．２　ＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｓｕｌｆｉｄｅ

２．３　ＮＯ含量
血细胞胞内 ＮＯ含量变化如图 ３所示。

０．５ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫对血细胞ＮＯ含量没有显著的
影响（Ｐ＞０．０５）；２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫组中，对虾血
细胞 ＮＯ含量分别在 １２ｈ和 ４８ｈ有显著提高
（Ｐ＜０．０５），分 别 达 到 对 照 组 的 １４０３％ 和
１３４８％。
２．４　血细胞凋亡率

血细胞凋亡率变化如图４所示。对照组凋亡率
在３．３６％～４．３４％，０．５ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫组对虾的
血细 胞 凋 亡 率 在 ４８ｈ显 著 上 升 至 ７４２％
（Ｐ＜０．０５）；２０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫组血细胞凋亡率

在６ｈ开始有显著上升，在２４ｈ时达到最高值，为
９．５５％（Ｐ＜０．０５）。

图３　凡纳滨对虾经不同浓度硫化物胁迫后的
血细胞一氧化氮含量（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．３　ＮＯｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ
ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｓｕｌｆｉｄｅ

图４　凡纳滨对虾经不同浓度硫化物胁迫后的
血细胞凋亡率（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｈａｅｍｏｃｙｔｅｒａｔｉｏｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉａｆｔｅｒ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｓｕｌｆｉｄｅ

３　讨论

３．１　硫化物对虾类的毒性影响
养殖池塘中的硫分为无机硫和有机硫，硫酸盐

和硫化物是无机硫的主要形式，硫化物的含量虽然

不足总硫含量的１％，但却是总硫中毒性最强的（冯
奇飞等，２０１４）。多种虾类的硫化物半致死浓度已
有报道，硫化物对克氏原螯虾幼虾的 ２４ｈＬＣ５０为
１２．９６ｍｇ／Ｌ（於叶兵等，２０１１），对斑节对虾（盐度
２０）为１１．３ｍｇ／Ｌ（杨世平等，２０１４），对日本沼虾为
２２．５ｍｇ／Ｌ（管越强等，２０１１）。我国渔业水质标准
（ＧＢ／Ｔ１１６０７１９８９）规定，硫化物含量在水体中应低
于０．２ｍｇ／Ｌ，虽然半致死浓度远高于该标准规定的
浓度，但研究表明较低浓度的硫化物也会对虾类产

生毒害作用，包括抑制生长、造成免疫力下降和代谢

紊乱等（Ｃｈｅｎｇｅｔａｌ，２００７；Ｈｓｕｅｔａｌ，２００７；管越强
等，２００９；许燕等，２０１４）。

血细胞在虾类的细胞免疫和体液免疫过程中均
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发挥重要作用（Ｊｏｈａｎｓｓｏｎｅｔａｌ，２０００），但由于技术
手段缺乏等原因，针对环境胁迫细胞毒性机制的研

究仍不够深入，一般仅以显微技术分析ＴＨＣ和吞噬
活力的变化。虾类的循环血细胞密度容易受到环境

胁迫（Ｌｏｒｅｎｚｏｎｅｔａｌ，２００１）或病原体感染（Ｌｉｅｔａｌ，
２００８）的影响，因此常以 ＴＨＣ作为虾类免疫水平的
重要指标。

一般认为 ＴＨＣ呈现显著下降是虾类免疫力下
降的一种体现。以往的研究表明，各类环境因子胁

迫均会导致虾类 ＴＨＣ下降，如低温（Ｌｉｅｔａｌ，
２０１４）、重金属（Ｌｏｒｅｎｚｏｎｅｔａｌ，２００１）、亚硝酸盐
（Ｘｉａｎｅｔａｌ，２０１１）等，在硫化物胁迫的研究中也有
报道（Ｃｈｅｎｇｅｔａｌ，２００７；Ｈｓｕｅｔａｌ，２００７；管越强
等，２０１１）。本研究应用ＦＣＭ测定的结果与以往的
研究结果一致，表明硫化物胁迫作用下，对虾的免疫

力受到了抑制；毒性作用呈现出明显的剂量效应，硫

化物浓度较低（０．５ｍｇ／Ｌ）时，在胁迫４８ｈ才呈现
ＴＨＣ下降；而浓度达到２．０ｍｇ／Ｌ时，对虾ＴＨＣ在胁
迫后６ｈ即显著下降。
３．２　硫化物产生细胞毒性的机制

研究认为，氧化胁迫是环境胁迫的普遍毒性作

用机理之一，这在亚硝酸盐（Ｘｉａｎｅｔａｌ，２０１１）、Ｃｄ２＋

（冼健安等，２０１２ｂ）、Ｃｕ２＋（Ｘｉａｎｅｔａｌ，２０１０）等胁迫
研究中已得到了证实。凡纳滨对虾、日本囊对虾和

日本沼虾的相关研究结果均显示，硫化物胁迫可诱

导虾体ＳＯＤ活力的提高 （Ｃｈｅｎｇｅｔａｌ，２００７；Ｈｓｕｅｔ
ａｌ，２００７；管越强等，２０１１），这些结果也表明硫化
物胁迫对虾体的氧化平衡产生影响，可能对虾体造

成了氧化胁迫。为证实这一推论，本研究应用 ＦＣＭ
测定了血细胞胞内 ＲＯＳ含量的变化，结果显示经
２．０ｍｇ／Ｌ硫化物胁迫１２ｈ后，胞内 ＲＯＳ含量达到
了对照组的３３５．３％，表明硫化物胁迫诱导血细胞
产生大量ＲＯＳ，对血细胞造成氧化胁迫作用。硫化
物对ＲＯＳ含量的影响也呈现明显的浓度效应，即低
浓度时（０．５ｍｇ／Ｌ），ＲＯＳ含量在胁迫４８ｈ后呈现显
著提高；高浓度（２．０ｍｇ／Ｌ）时，ＲＯＳ含量在胁迫６ｈ
就显著提高。

活性氮（ＲＮＳ）与ＲＯＳ相似，也是具有高度氧化
性的自由基，虽然它们在机体抗菌防御中发挥重要

作用，但过量时会对机体自身造成氧化损伤。一些

研究显示，环境胁迫也会诱导ＮＯ的大量产生，对机
体造成氧化胁迫威胁（郭慧等，２０１５）。本研究也测
定了硫化物胁迫下对虾血细胞胞内 ＮＯ含量的变
化，结果显示 ＮＯ含量仅在２０ｍｇ／Ｌ胁迫浓度下才

有显著提高，且相对ＲＯＳ而言，提高程度较少，最高
时仅为对照组的１４０．３％；而０．５ｍｇ／Ｌ低浓度硫化
物胁迫对ＮＯ含量未造成显著影响。这些结果表明
在硫化物胁迫作用下，ＲＯＳ是主要造成虾体氧化损
伤的自由基。ＮＯ的另一重要作用是作为机体内重
要的信号因子，因此推测少量提高的 ＮＯ可能只是
作为信号因子，在抗硫化物胁迫调控过程中发挥作

用，其具体作用仍有待进一步的研究。

ＲＯＳ被认为是诱导细胞发生凋亡的重要因素
之一（Ｏｒｒｅｎｉｕｓ，２００７）。本研究结果显示，经不同浓
度硫化物胁迫后，对虾血细胞凋亡率呈现不同程度

的提高，其变化规律基本与ＲＯＳ含量的变化规律相
吻合，表明硫化物胁迫诱导血细胞产生过量的

ＲＯＳ，造成氧化胁迫，从而诱导了血细胞发生凋亡。
在时间和浓度效应上，凋亡率与ＴＨＣ的变化也存在
明显的关联性，２．０ｍｇ／Ｌ胁迫浓度下，凋亡率在６ｈ
开始显著提高，此时 ＴＨＣ也开始显著下降；
０．５ｍｇ／Ｌ浓度下，凋亡率在 ４８ｈ开始显著提高，
ＴＨＣ也在此时呈现显著降低，表明ＴＨＣ的下降是由
于血细胞凋亡率的上升。细胞凋亡不同于细胞坏

死，它是为维持内环境稳定而自发的有序的死亡，在

机体去除不需要的或异常的细胞中起着重要作用

（Ｅｌｍｏｒｅ，２００７）；因此推测在硫化物胁迫下发生的
血细胞凋亡，可能是机体为了清除被氧化损伤的血

细胞而自发的一种保护性调节策略。

诱导氧化胁迫和细胞凋亡的现象在其它一些环

境胁迫研究中也有发现。镉离子胁迫诱导河南华溪

蟹（Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎｈｅｎａｎｅｎｓｅ）鳃组织中Ｈ２Ｏ２的大量产
生，导致鳃组织脂质过氧化程度以及凋亡率显著提

高（Ｗａｎｇｅｔａｌ，２０１３）。急性酸性胁迫诱导罗非鱼
（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）血细胞产生大量ＲＯＳ，导致血
细胞ＤＮＡ损伤并诱导发生凋亡（Ｍａｉｅｔａｌ，２０１０）。
本研究结果也显示，硫化物胁迫诱导虾血细胞产生

大量ＲＯＳ，血细胞凋亡率上升，ＴＨＣ显著下降，表明
诱导氧化胁迫继而导致血细胞凋亡及数量下降可能

是硫化物对虾类血细胞产生细胞毒性的重要机制之

一。由此可见，即使在较低的浓度下，硫化物也会对

虾类血细胞产生毒性影响，抑制其细胞免疫功能，导

致机体免疫力下降，这一影响具有明显的剂量和时

间效应；随着养殖时间的延长，硫化物浓度也逐渐升

高（甘居利等，２００５），可能成为疾病爆发的重要隐
患；硫化物与氨氮等其它污染物还存在毒性叠加作

用（吴进锋等，２００６）。因此，此类现象在水产养殖
过程中不容忽视。
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－４７２．

ＭａｉＷＪ，ＹａｎＪＬ，ＷａｎｇＬ，ｅｔａｌ，２０１０．Ａｃｕｔｅａｃｉｄｉｃｅｘｐｏ
ｓｕｒｅｉｎｄｕｃｅｓｐ５３ｍｅｄｉａｔｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄＤＮＡｄａｍ
ａｇｅｉｎｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａ
ｑｕａｔｉｃＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，１００：２７１－２８１．

ＯｒｒｅｎｉｕｓＳ，２００７．Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅ
ｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂｏｌｉｓｍＲｅｖｉｅｗｓ，３９：４４３
－４５５．

ＷａｎｇＪ，ＺｈａｎｇＰ，ＳｈｅｎＱ，ｅｔａｌ，２０１３．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔａｔｅａｎｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｔｈｅｇｉｌｌｏｆ
ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｃｒａｂＳｉｎｏｐｏｔａｍｏｎｈｅｎａｎｅｎｓ［Ｊ］．ＰｌｏｓＯＮＥ，８
（５）：１－９．

ＸｉａｎＪＡ，ＷａｎｇＡＬ，ＹｅＣＸ，ｅｔａｌ，２０１０．Ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃａｃｔｉｖｉ
ｔｙ，ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｂｕｒｓｔ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｆｒｅｅＣａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｒａｔｉｏｏｆｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｃｋｔｉｇｅｒ
ｓｈｒｉｍｐ，Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎｕｎｄｅｒａｃｕｔｅｃｏｐｐｅｒｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．
ＣｏｍｐＢｉｏｃｈｅｍＰｈｙｓｉｏｌＣ，１５２：１８２－１８８．

ＸｉａｎＪＡ，ＷａｎｇＡＬ，ＣｈｅｎＸＤ，ｅｔａｌ，２０１１．Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ
ｎｉｔｒｉｔｅｏｎｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆｔｈｅｔｉｇｅｒｓｈｒｉｍｐ，Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎ
ｏｄｏｎ，ｕｓｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，
３１７：２４０－２４４．

ＸｉａｎＪＡ，ＧｕｏＨ，ＬｉＢ，ｅｔａｌ，２０１３．Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｉｎｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｓｈｒｉｍｐｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３５：

２０３２－２０３９．　　　　　　　　　　

（责任编辑　万月华）

１０１２０１７第３期　　　　　　　　　　　汪　蕾等，硫化物胁迫对凡纳滨对虾血细胞的毒性影响



ＴｏｘｉｃＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳｕｌｆｉｄｅｏｎＨａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ

ＷＡＮＧＬｅｉ１，ＺＨＡＮＧＸｉｕｘｉａ２，ＸＩＡＮＪｉａｎａｎ２

（１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ　５１０６３１，Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ；
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｒｏｐｉｃａｌＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＴｒｏｐｉｃａｌ

ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｉｋｏｕ　５７１１０１，Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｗａｔｅｒｐｏｌｌｕｔａｎｔｓｉｎｓｈｒｉｍｐｆａｒｍｉｎｇｐｏｎｄｓａｎｄｉｓｈｉｇｈｌｙｔｏｘｉｃｔｏｓｈｒｉｍｐ．Ｉｎ
ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｌｆｉｄｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｎｔｈｅｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆｓｈｒｉｍｐａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｅｄｔｈｅｔｏｘｉｃｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍ，ａｉｍｉｎｇｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｓｕｌｆｉｄｅｐｏｌｌｕｔｉｏｎｉｎｓｈｒｉｍｐｆａｒｍｓ．Ｌｉｔｏｐｅ
ｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ（８．３２±０．７２）ｇ，ｃｏｍｍｏｎｌｙｋｎｏｗｎａｓｗｈｉｔｅｓｈｒｉｍｐ，ｗｅｒｅａｃｃｌｉｍａｔｅｄｆｏｒａｗｅｅｋａｔ２２－２４℃，ｐＨ
７．９－８．０ａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙｏｆ２０ｇ／ｋｇ．Ｈｅａｌｔｈｙｓｈｒｉｍｐｗｅｒｅｔｈｅｎｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｌｆｉｄｅｅｘｐｏｓｕｒｅｓ（０，
０．５ａｎｄ２．０ｍｇ／Ｌ），ｗｉｔｈ２０ｓｈｒｉｍｐｐｅｒｇｒｏｕｐａｎｄｅａｃｈｇｒｏｕｐｉｎｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ．Ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｉｎｓｈｒｉｍｐｂｒｅｅｄｉｎｇ
ｂａｒｒｅｌｓ，ｆｏｒ６，１２，２４ａｎｄ４８ｈ，ｔｈｅｔｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ（ＴＨＣ），ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，
ＮＯｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｒａｔｉｏｏｆｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）．ＴｈｅＴＨＣｏｆ
ｔｈｅｓｈｒｉｍｐｗａｓｉｎｉｔｉａｌｌｙ（１５９．３±１２．０）×１０５ ｃｅｌｌｓ／ｍＬａｎｄｔｈｅｃｏｕｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｔｏ１１７８×
１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬａｆｔｅｒ４８ｈｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ０．５ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ（７２．７％ ｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓｈｒｉｍｐＴＨＣ
ａｌｓｏｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｔｅｒ６ｈｒａｔ２．０ｍｇ／Ｌ，ｒｅａｃｈｉｎｇｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｖａｌｕｅａｆｔｅｒ１２ｈ（６６．３％ ｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ）ａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｓｌｏｗｌｙｔｏ７７．５％ ｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ４８ｈ．Ａｆｔｅｒ４８ｈｒａｔ０．５ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ，ＲＯＳ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｗａｓ２２５．２％ ｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｔ２．０ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）ａｆｔｅｒ６ｈ，ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅａｆｔｅｒ１２ｈ（３３５．３％ ｏｆｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ）．ＮｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＮＯａｔ０．５ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ，ｂｕｔＮＯｄｉｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
（Ｐ＜０．０５）ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ２．０ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅｆｏｒ１２（１４０．３％ ｏｆｃｏｎｔｒｏｌ）ａｎｄ４８ｈ（１３４．８％ ｏｆｃｏｎｔｒｏｌ）．Ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓ３．３６％ －４．３４％，ｒｏｓｅｔｏ７．４２％（Ｐ＜０．０５）ａｆｔｅｒ４８ｈａｔ
０５ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ，ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｓｔａｔ９．５５％（Ｐ＜０．０５）ａｆｔｅｒ２４ｈｒａｔ２．０ｍｇ／Ｌｓｕｌｆｉｄｅ．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅ
ｔｈａｔｓｕｌｆｉｄｅｅｘｐｏｓｕｒｅｃａｕｓｅｓａｎｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＲＯＳａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｒａｔｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈａｅｍｏｃｙｔｅｓ，ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｔｈｅＴＨＣａｎｄｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ．Ｔｈｉｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓｌｉｋｅｌｙｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒ
ｔｈｅｏｂｓｅｒｖｅｄｄｅｃｌｉｎｅｉｎｓｈｒｉｍｐｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｕｌｆｉｄｅｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｔｈｅｒｅｉｓａｃｌｅａｒｄｏｓｅｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｕｌｆｉｄｅ；ｈａｅｍｏｃｙｔｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ
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