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温度和盐度对西藏拟溞抗氧化酶和脂质过氧化作用的
影响

亢玉静,赵摇 文*,魏摇 杰
大连海洋大学 水产与生命学院,辽宁省水生生物学重点实验室,大连摇 116023

摘要:采用实验生态学方法,研究了温度(T= 16、19、22、25、28益)、盐度(S = 5、10、15、20、25)对西藏拟溞总超氧化物歧化酶(T鄄
SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH鄄PX)活力以及脂质过氧化产物丙二醛(MDA)含量的影响。 结果表明:温度和盐度能够诱导

西藏拟溞抗氧化应激反应,胁迫 24h 后,SOD、GPX 活性及 MDA 含量在 28益、盐度 20 时均达到最高值,分别为(37.18依1.97) U
mg-1 滋g-1、(75.1依9.96) U mg-1 滋g-1和(12.24依2.12) nmol mg-1 滋g-1;48h 后,高温低盐组(25—28益、5—10)和高温高盐组(25—
28益、20—25)SOD、GPX 活性及 MDA 含量显著高于其他处理组(P<0郾 05),在 28益,盐度 5 时均达到最大值,分别为(19.25依
3郾 48) U mg-1 滋g-1、(59.95依4.66) U mg-1 滋g-1和(4.98依0郾 66) nmol mg-1 滋g-1;温度、盐度以及这两个因子之间对西藏拟溞体内

SOD、GPX 活性和 MDA 含量均有极显著影响(P<0郾 01)。
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Effects of temperature and salinity on the activities of antioxidant enzymes and
lipid peroxidation of Daphniopsis tibetana Sars
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Abstract: The experiment was designed to evaluate the effects of temperature (16,19,22,25,28益) and salinity (5,10,
15,20,25) on the activity of total superoxide dismutase(T鄄SOD), glutathione peroxidase(GSH鄄PX) and maleic dialdehyde
(MDA) of Daphniopsis tibetana Sars by means of the experimental ecology method under the laboratory conditions. The
results showed that stress responses to temperature and salinity were induced in the D. tibetana.The activities of SOD,GPX
and the content of MDA increased with temperature and salinity raised. After 24h鄄stress, the maxima were (37.18依1.97)U
mg-1 滋g-1,(75.10依9.96)U mg-1 滋g-1 and (12.24依2.12)nmol mg-1 滋g-1, respectively, when the temperature and salinity
simultaneously reached 28益 and 20;48 hours later, the activities of SOD,GPX and the content of MDA in the groups of
high temperature of 25 and 28益 except for those held at salinity of 15 were significantly higher than the others. While the
maxima of (19.25依3.48) U mg-1 滋g-1, (59.95依4.66) U mg-1 滋g-1, (4.98依0郾 66) nmol mg-1 滋g-1, respectively,were
observed in the group of temperature of 28益 and salinity of 5. The above results indicated that there were significant affects
of temperature and salinity on the antioxidant enzymatic activities(SOD, GPX) and lipid peroxidation(MDA) in D.tibetana
(P<0郾 01).
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dialdehyde.

西藏拟溞(Daphniopsis tibetana Sars,1903)隶属溞科(Daphniidae)拟溞属 Daphniopsis,是一种冷水性盐水

枝角类,在我国主要分布于西藏、青海、新疆等高海拔、高寒、贫营养型盐水水体。 分布水体多为碳酸盐型,水
温-2—18益、盐度 2.7—35、pH8.7—10郾 4[1鄄6]。 枝角类作为海洋经济动物养殖中的一种新的活饵料,国内外学

者已对其进行了一系列的研究,其中蒙古裸腹溞(Moina mongolica Daday)在海水中的大量培养和投喂试验获

得了一定的成效[1],但该溞属喜暖性种类,在北方低水温期培养需升温而有其局限性,而西藏拟溞虽发育期

比较长,繁殖力也低于蒙古裸腹溞,但仍高于海产桡足类,其耐低温性可弥补上述缺憾,比较适合北方多数海

产鱼、虾类育苗期的水温条件,有望成为海水鱼、虾苗种阶段的活饵料[7]。 目前,国内外对西藏拟溞的自然分

布[1]、生物学特征[1]、形态构造[8]、生活习性[9]、染色体核型[10]、耗氧率[7] 和排氨率[11] 等方面进行了研究,但
有关于西藏拟溞对环境因子(温度、盐度、pH 等)胁迫的生物抗性与细胞内保护酶系统的研究尚未见报道。
环境胁迫可造成机体自由基代谢紊乱,体内活性氧含量及抗氧化酶活性发生变化,产生应激反应,若长期处于

应激状态会导致机体免疫防御能力下降,从而影响生物正常生长。 抗氧化酶具有消除机体氧自由基的功能,
对增强吞噬细胞防御能力和机体免疫功能有重要作用[12]。 因此,研究西藏拟溞抗氧化效应对于探索其环境

适应机制和提高机体抗氧化免疫能力具有重要意义。 本文研究了温度和盐度对西藏拟溞总超氧化物歧化酶

(T鄄SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)活力以及脂质过氧化产物丙二醛(MDA)的影响,旨在为西藏拟溞室内

驯化及规模化培养条件、作为海水环境监测生物的可行性提供参考。

1摇 材料与方法

1.1摇 试验材料

试验所用的西藏拟溞系于 2007 年 6 月采自西藏那曲的纳木卡错,驯化培养于盐度 15 的稀释海水中,以
混合饵料为食物。 试验前挑选 300 只相对同步、体格健壮的带卵成溞,在温度 16益、盐度为 15 的稀释海水中

培养,待孤雌生殖第一代后,将幼溞挑出,继续培养幼溞,如此反复,以获得试验所需的同步性良好的成溞,避
免由于个体差异对试验结果产生影响。
1.2摇 试验条件

试验用水来源于大连黑石礁近海,经沉淀、砂滤、300 目筛绢网过滤、煮沸消毒,用纯水调整到试验所需盐

度。 所有试验均用 250mL 烧杯,装入 200 mL 培养液,每烧杯放入成溞 20 只。 温度以光照培养箱控制,光照

强度为 1500lx,光周期为 12 L 颐12 D。 培养期间用混合饵料(蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa):盐生杜氏

藻(Dunaliella salina):牟氏角毛藻(Chaetoceros muelleri):湛江等鞭金藻( Isochrysis zhanjiangensis)= 1颐1颐1颐2)作
为饵料投喂。 将配好的饵料,用淡水稀释 1 倍后进行投喂,饵料浓度约为 8.5—9.5伊106个 / mL。 试验所用个体

均为 20 日龄成溞,其平均体长为(1.75依0郾 05) mm。
1.3摇 试验设计

根据西藏拟溞对温度及盐度的耐受范围,本试验设计温度分为 16、19、22、25益和 28益,盐度分为 5、10、
15、20、25 五个梯度,胁迫时间为 24h 和 48h,共 50 个处理组,每一处理组设置 3 个重复。 将在温度 16益,盐度

15 下培养出来的同步成溞(平均体长为(1.75依0郾 05)mm)放入 250mL 烧杯,每个烧杯 20 只,培养液 200mL,试
验在光照培养箱中进行,温度变幅在依0郾 5益以内,试验过程中不投饵。 试验结束后,将溞从烧杯中挑出,用滤

纸吸除体表的水分,放入 2mL 离心管中,经电子天平称得最终体质量(精确至 0郾 0001g)。
1.4摇 粗酶液制备

用移液枪量取 0郾 5mL 预冷(4益)的匀浆介质(pH 7.36,浓度 0郾 01mol / L 的 PBS 缓冲液)加入装有溞体的

2mL 离心管中,在冰浴的条件下进行超生波破碎(400 安培,5s 每次,间隔 10s 反复 3—5 次),低温高速离心

(4益,10000r / min,10min),上清液备用。
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1.5摇 酶活测定

采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定 T鄄SOD、GPX 活性和 MDA、蛋白质含量,操作步骤按试

剂盒说明进行。
SOD 活性的测定摇 采用黄嘌呤氧化酶法测定,SOD 活性定义:每毫克组织蛋白在 1mL 反应液中 SOD 抑

制率达 50郾 0%时所对应的 SOD 量为 1 个 SOD 活力单位(U)。
GPX 活性的测定摇 采用二硫代二硝基苯甲酸(DTNB)消耗法测定,GPX 活性定义:每毫克蛋白质,每分钟

扣除非酶反应的作用,使反应体系中 GSH 浓度降低 1滋mol / L 为 1 个酶活力单位(U)。
MDA 含量的测定摇 采用硫代巴比妥酸法测定,过氧化脂质降解产物中的丙二醛(MDA)可与硫代巴比妥

酸(TBA)缩合,形成红色产物,在 532nm 处有最大吸收峰,从而计算 MDA 含量。
可溶性蛋白含量的测定摇 采用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量。

1.6摇 数据处理

采用 SPSS18.0 统计软件进行数据处理和分析。 数据结果为平均值依标准误差(Mean依S.D.)表示,P<0郾 05
为差异显著,P<0郾 01 为差异极显著。

2摇 结果

图 1摇 温度和盐度对西藏拟溞 SOD 活性的影响

Fig.1摇 Effect of temperature and salinity on the SOD activity of Daphniopsis tibetana Sars
小写字母不同表示同一盐度下不同温度处理组差异显著(P<0郾 05);大写字母不同表示同一温度下不同盐度处理组差异显著(P<0郾 05);
SOD:超氧化物歧化酶 Superoxide dismutase

2.1摇 温度和盐度对西藏拟溞 SOD 活性的影响

温度和盐度对西藏拟溞 SOD 活性的影响示于图 1。 从图 1 可见,温度和盐度对西藏拟溞体内 SOD 活性
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均有显著影响(P<0郾 05)。 胁迫 24h 后,同一盐度下,西藏拟溞 SOD 活性随着温度的升高而升高,25益和 28益
与其他处理组相比,差异显著(P<0郾 05),在温度 28益、盐度 20 时 SOD 活性最高,为(37.18依1.97) U mg-1

滋g-1,其中盐度为 15 时,随着温度的升高,西藏拟溞 SOD 活性变化不明显,范围(1.67依0郾 76)—(3.27依0郾 1) U
mg-1 滋g-1。 而在温度分别为 25益、28益时,随着盐度的升高,溞体内 SOD 活性变化幅度较为明显,其范围分别

为(3.27依0郾 1)—(10郾 78依2.98) U mg-1 滋g-1,(1.67依0郾 76)—(37.18依1.97) U mg-1 滋g-1;在低温组,随着盐度的

升高其 SOD 活性变化较小。 胁迫 48h 后,西藏拟溞 SOD 活性随着温度和盐度的改变与 24h 有相同的趋势,在
盐度 5,28益时,SOD 活性达到最高(19.25依3.48) U mg-1 滋g-1,在相同温度、盐度条件下,随着胁迫时间的延

长,西藏拟溞 SOD 活性变化不明显(图 1)。
2.2摇 温度和盐度对西藏拟溞 GPX 活性的影响

温度和盐度影响西藏拟溞体内 GPX 活性(图 2)。 胁迫 24h 后,当盐度为 20 及 25 时,随着温度的升高,
西藏拟溞体内 GPX 活性呈先降低后升高的趋势,变化较为明显,其范围分别(7.92依2.75)—(75.1依9.96) U
mg-1 滋g-1、(8.07依0郾 98)—(31.65 依1.7) U mg-1 滋g-1,而其他处理组 GPX 活性随着温度的升高而呈现先降低

后升高再降低的趋势;同一温度下,随着盐度的升高,溞体内 GPX 活性呈现先升高后降低的趋势。 在温度

28益,盐度 20 时达到最高值(75.1依9.96) U mg-1 滋g-1,其中温度为 16益时,随着盐度的升高,GPX 活性变化不

明显。 胁迫 48h 后,同一盐度下,西藏拟溞 GPX 活性随着温度的升高呈先降低后升高趋势,盐度 5,温度 25益
和 28益时,GPX 活性显著高于其他处理组(P<0郾 05);同一温度下,盐度的升降能够引起 GPX 活性的显著改

变(P<0郾 05)。 在相同的温度、盐度条件下,随着胁迫时间的延长,高温低盐组(25—28益、5—10)GPX 活性显

著增强,其他处理组变化不明显(图 2)。

图 2摇 温度和盐度对西藏拟溞 GPX 活性的影响

Fig.2摇 Effect of temperature and salinity on the GPX activity of Daphniopsis tibetana Sars
GPX:谷胱甘肽过氧化物酶 Glutathione peroxidase
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2.3摇 温度和盐度对西藏拟溞 MDA 含量的影响

温度和盐度对西藏拟溞 MDA 含量有显著影响(P<0郾 05)(图 3)。 胁迫 24h 后,同一盐度,MDA 含量随着

温度的升高呈先降低后升高的趋势,其中,当温度为 28益,盐度为 20 时 MDA 含量最高(12.24依2.12) nmol
mg-1 滋g-1;最小值为(0郾 26依0郾 02) nmol mg-1 滋g-1,对应的温度为 22益,盐度 25。 另外,盐度为 20 时,MDA 含

量随着温度的升高而升高的幅度最大,范围(0郾 43依0郾 13)—(12.24依2.12) nmol mg-1 滋g-1,盐度为 15 时,溞体

内 MDA 含量随着温度超过 25益而急剧降低(3.41依0郾 53)—(0郾 74依0郾 1) nmol mg-1 滋g-1;同一温度下,MDA 含

量随着盐度的升高而先升高后降低,温度为 16益时,随着盐度的升高,溞体内 MDA 含量变化不明显。 胁迫

48h 后,同一盐度,随着温度的升高 MDA 含量先降低后升高,盐度 15 时,MDA 含量随着温度的升高变化不明

显;高于 16益,同一温度下,随着盐度的升高,MDA 含量均有显著变化(P<0郾 05),在 28益,盐度为 5 时达到最

高值(4.98依0郾 66) nmol mg-1 滋g-1。 在相同温度、盐度下,随着时间的延长,在高温组(25—28益)盐度改变,
MDA 含量有所降低,其他处理组变化不明显,其中在 28益,盐度为 25 时,西藏拟溞全部死亡(图 3)。

图 3摇 温度和盐度对西藏拟溞 MDA 含量的影响

Fig.3摇 Effect of temperature and salinity on the MDA content of Daphniopsis tibetana Sars
MDA:丙二醛 Maleic dialdehyde

2.4摇 西藏拟溞体内抗氧化酶活性方差分析

由表 1 统计分析结果所示,经双因子方差分析,温度、盐度以及这两个因子之间的交互作用对西藏拟溞 SOD、
GPX 活性和MDA 含量影响极显著(P<0郾 01)。
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表 1摇 温度和盐度对西藏拟溞 SOD、GPX 活性和 MDA 含量影响的统计分析结果

Table 1摇 Results of two鄄way ANOVA of the SOD、GPX and MDA for Daphniopsis tibetana Sars in different temperature and salinity

变异来源
Source

超氧化物歧化酶
Superoxide dismutase SOD

平方和
Square
sum

均方
Mean
square

F

谷胱甘肽过氧化物酶
Glutathione peroxidase GPX

平方和
Square
sum

均方
Mean
square

F

丙二醛
Maleic dialdehyde MDA

平方和
Square
sum

均方
Mean
square

F

温度 Temperature 3336.611 834.153 258.317** 14794.121 3698.53 305.207** 219.258 54.814 128.549**

盐度 Salinity 836.855 209.214 64.788** 859.528 214.882 17.732** 19.039 4.760 11.162**

温度伊盐度 Temperature伊Salinity 1465.268 91.579 28.360** 8656.607 541.038 44.647** 144.114 9.007 21.123**

误差 Inaccuracy 316.460 3.229 1187.573 12.118 41.788 0郾 426
摇 摇 **为差异极显著(P<0郾 01)

3摇 讨论

3.1摇 温度和盐度对西藏拟溞抗氧化酶和脂质过氧化作用的影响

环境因子(如水温,盐度,溶氧、pH、重金属等)是影响水生生物生存生长和发育的一个重要因素,温度的

改变可造成机体自由基代谢紊乱,自由基在体内大量积累,从而损害机体细胞和组织正常的生理机能和免疫

防御能力,导致体内其他生理生化指标发生改变,进一步表明机体的受损程度。 SOD 能消除生物体在新陈代

谢过程中产生的有害物质,是生物体内清除自由基的首要物质。 在 SOD 的催化下机体内 O-·
2 能够转化为

H2O2,但是依然会对机体造成一定的氧化损伤。 因此, 生物体内还要依靠谷胱甘肽过氧化物酶 GPX 清除体

内过量的 H2O2。 SOD 活性的高低间接反应了机体消除氧自由基的能力,而 MDA 的高低又间接反应了机体细

胞受自由基攻击的严重程度。 有研究表明,当生物体受到轻度逆境胁迫时,SOD 活性往往升高,而当受到重

度逆境胁迫时,SOD 活性通常降低,使生物体内积累过量的活性氧,从而导致生物体的伤害[13鄄14]。 本实验表

明,SOD 活性随着温度的升高而逐渐升高,GPX 活性和 MDA 含量有相同的变化趋势,随着温度的升高呈先下

降后升高,胁迫 24h 三者均在 28益时达到最高。 说明西藏拟溞随温度的升高有一定的氧化应激反应,温度越

高,活性氧产生就越多,为了维持体内氧自由基的平衡,SOD 活性随之增加,消除活性氧自由基的能力增强,
从而减少氧自由基对生物膜的攻击,因而导致机体 MDA 含量的降低,超过一定的适应范围后,温度升高虽然

诱导了机体抗氧化酶的生成,但同时 MDA 含量的增加,说明高温对西藏拟溞造成了一定的机体损伤。 王巧

晗等[15]研究了温度 2、7、13、16 和 20益对西藏拟溞生长、生殖的影响,结果表明,随温度的升高,体长增长速度

明显增加,但是寿命明显缩短,说明高于最适温度机体代谢改变会影响其正常生长。 赵文等人曾在实验室条

件下设置温度(3依0郾 5)益、(8依0郾 5)益、(14依0郾 5)益、(20依0郾 5)益、(22依0郾 5)益测定西藏拟溞耗氧率[7]、排氨

率[11]。 结果表明,在试验条件下该溞的个体耗氧率( IO)、比耗氧率(SO)及排氨率(NR)均随温度升高而升

高,说明温度升高,动物组织的活动增强,体内各种生化反应速度有所改变,导致其呼吸代谢增强。 刘鸿艳[16]

等通过高温胁迫对隆线溞抗氧化酶活性的影响发现,温度对隆线溞抗氧化酶活性影响显著,随温度的升高

SOD 活性显著下降,CAT 活性呈先上升后下降趋势,而 POD 活性截然相反,随温度的升高显著提升。 本试验

结果与以上相符合,在温度升高时,在短时间内动物机体会产生一定的应激反应,通过改变自身的生理生化反

应而维持机体平衡。
盐度作为影响海洋无脊椎动物生存、生长和发育的一个重要环境因子,能够直接影响动物体内渗透压和

离子浓度的调节[17]。 西藏拟溞是一种能进行低渗和高渗双向调节的广盐性盐水枝角类,调节机制较为复杂。
王巧晗等[15]通过盐度(5、10、15、20、25)对西藏拟溞存活、生长、繁殖的影响发现,盐度 10,15 组生长最快,寿
命长于其他组,说明在最适盐度范围内,机体体内各器官的活动代谢处于平衡状态,盐度改变能够影响西藏拟

溞的生长发育。 赵文等人曾在实验室条件下设置盐度 5、10、15、20 和 25 测定西藏拟溞耗氧率[7]、排氨率[11]。
结果表明,该溞的个体耗氧率(IO)、比耗氧率(SO)及排氨率(NR)均随盐度升高而升高,说明随着盐度的升

高,西藏拟溞的呼吸代谢增强。 本试验结果发现,GPX 活性和 MDA 含量变化趋势相同,随着盐度的升高呈先
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上升后下降趋势,在盐度 20 时达到最大值,而 SOD 活性随着盐度的升高呈先降低后上升趋势,在盐度 15 时

达到最小值,说明盐度的升降能够引起西藏拟溞体内抗氧化酶及 MDA 含量的变化。 有研究表明,抗氧化酶

活力能够随代谢率和耗氧率的增加而升高[18],本试验结果与之相符,外界盐度的改变,使西藏拟溞体内产生

过多的活性氧自由基,为保护体内细胞免受氧化损伤,抗氧化酶活力升高。 GPX 活性变化趋势与 SOD 活性相

反,说明在低盐度条件下 GPX 发挥主要作用,在高盐度下 SOD 起主导作用,这可能与西藏拟溞对于低渗和高

渗调节的机制有关。 在低盐度下,机体出现了一定的氧化损伤,可能是因为西藏拟溞对低盐度较为敏感,体内

产生的大量活性氧自由基超过了抗氧化酶的清除能力。 在高盐度下,MDA 含量有所降低,可能是由于 SOD
的大量合成,清除了机体产生的大部分氧自由基,因而细胞内生成的脂质过氧化物较少,对西藏拟溞的氧化损

伤有所降低。 通过目前对西藏拟溞所做的研究发现,尽管西藏拟溞能够在低盐以及高盐条件下生长一段时

间,但是会导致机体自由基代谢紊乱,影响其健康生长发育。
3.2摇 温度和盐度交互作用对西藏拟溞抗氧化酶和脂质过氧化作用的影响

以往的研究多集中于温度和盐度对西藏拟溞生长生殖的影响,关于温盐交互作用对其抗氧化酶的研究还

尚未见报道。 通过本试验统计分析结果显示,温度、盐度以及两个因子交互作用对西藏拟溞体内 SOD、GPX
活性和 MDA 含量均有极显著影响(P<0郾 01),说明西藏拟溞体内抗氧化酶活力不仅与温度密切相关,还与盐

度有关。 在本研究范围内,温度 16益时,随着盐度的改变以及胁迫时间的延长,西藏拟溞体内抗氧化酶活性

和 MDA 含量变化相对不明显,可能是与温度较低有关;在 19—22益,低盐或是高盐条件下,西藏拟溞体内

SOD、GPX 活性以及 MDA 含量均相对较低,这与王巧晗等[15]的相关研究结果不一致,分析其原因是经过多年

的实验室条件驯化,随着四季温度的改变,遗传基因可能有所变化,改变了原始的特性;通过本试验还发现,随
着胁迫时间的延长,高温低盐环境下,西藏拟溞体内 SOD、GPX 活性以及 MDA 含量均有明显增加,在高温高

盐环境(28益,盐度 25)下,西藏拟溞全部死亡,说明超过一定的温度盐度后,随着时间的延长,虽然机体内抗

氧化酶活性增强,但是仍然无法避免机体损伤甚至造成死亡现象。
在试验过程中选择不投饵,是因为考虑到饵料生物体内也含有 SOD、GPX 和 MDA,而温度和盐度的改变

也会影响西藏拟溞的摄食率,从而可能会导致机体内的生理生化指标发生变化,通过预实验发现,西藏拟溞在

饥饿 48h 后仍然能够进行正常的生理活动,因此为了避免饵料对结果的影响,选择试验过程中不投饵。
综上,通过本试验可以反映出西藏拟溞体内 SOD、GPX 活性以及 MDA 含量能够反映对水体温度和盐度

的敏感性。 结果发现,高温条件下,盐度改变能够引起 SOD、GPX 活性和 MDA 含量的显著升高,随着时间的

延长,低温条件下,盐度的改变,西藏拟溞 SOD、GPX 活性以及 MDA 含量较少,高温低盐及高温高盐促进了

GPX 的合成,但同时也增加了 MDA 含量,说明对机体造成了一定的氧化损伤,在 28益,盐度 25 胁迫 48h 后,
西藏拟溞全部死亡。 由此可以看出,西藏拟溞对低温条件下盐度的升降有更强的适应能力,能够存活一段时

间;而对高温条件下,盐度的大幅度改变的适应力较差。 西藏拟溞在短时间内能够通过调动体内抗氧化酶活

性等生理机制来缓解对外界环境的改变,但是随着温度的升高以及盐度的改变,机体各机能会受到抑制,从而

影响其生长发育乃至存活。 因此,在今后大规模培养的过程中应避免长时间的温度升高以及盐度的大幅度升

降,要注意保持水体温度和盐度的稳定。 通过本试验对西藏拟溞在温度和盐度胁迫不同时间后生理变化的研

究,为环境因子对其他枝角类抗氧化酶系统的影响提供了数据和资料,并且为今后做较为系统的研究奠定了

基础。
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