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摘　要：　为研究饲料中添加毕赤酵母表达的翻译控制肿瘤蛋白ｆｏｒｔｉｌｉｎ对凡纳滨对虾免疫反应和抗白斑综合征病毒
（ＷＳＳＶ）感染能力的影响。以酵母表达上清冻干粉和酵母培养物冻干粉２种形式在基础饲料中分别添加１００ｍｇ／ｋｇ的重

组ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白和空质粒重组蛋白，制成４种实验饲料，以基础饲料作为空白对照，设计５个实验组：基础饲料组（Ｃ）、酵母

表达上清冻干粉组（Ｐ－１）、酵母培养物冻干粉组（Ｐ－２）、ｆｏｒｔｉｌｉｎ酵母上清冻干粉组（Ｆ－１）和ｆｏｒｔｉｌｉｎ酵母培养冻干粉组（Ｆ－２）。

用５种饲料分别饲喂初始体重（４．８７±０．２６）ｇ的凡纳滨对虾２０ｄ，随后进行 ＷＳＳＶ攻毒实验。养殖实验表明，Ｆ－１组和Ｆ－２
组中凡纳滨对虾血淋巴的血细胞数（ＴＨＣ）、呼吸爆发活性（ＲＢ）和血清酚氧化酶活性（ＰＯ）显著高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。Ｆ－２
组的ＴＨＣ、ＲＢ、ＰＯ和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性均显著高于Ｐ－２组（Ｐ＜０．０５）。Ｆ－１组的ＰＯ和一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活性

显著高于Ｐ－１组（Ｐ＜０．０５）。攻毒实验显示，饲料中添加ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白显著降低了凡纳滨对虾的死亡率（Ｐ＜０．０５）：Ｆ－１和

Ｆ－２组的累计死亡率分别为１９．２％和１５．４％，Ｐ－１和Ｐ－２组的累计死亡率分别为５６．０％和４７．８％，Ｃ组累计死亡率为

８４．６％。研究结果表明，凡纳滨对虾摄食添加重组ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的饲料后，对虾的免疫力和抗 ＷＳＳＶ感染的能力显著增强。
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　　凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ　ｖａｎｎａｍｅｉ）又称南美白
对虾，是目前中国养殖产量最高的对虾品种。２０１３年
中国凡纳滨对虾养殖总产量达到１４２．９９万ｔ，占全国
虾养殖总产量的５１．４％［１］。但是，白斑综合征病毒
（ＷＳＳＶ）病的频繁发生给对虾养殖造成重大经济损失，

这是限制凡纳滨对虾养殖业持续稳定发展的主要因素

之一［２］。

Ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白也称翻译控制肿瘤蛋白（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ－
ａｌｌｙ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｔｕｍｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＣＴＰ），是一种广泛表
达、高度保守的真核蛋白，最初在小鼠艾氏腹水肿瘤细
胞和红白血病细胞中发现。该蛋白的 ｍＲＮＡ是以一
种ｍＲＮＡ－蛋白复合体的形式存在，表达量在肿瘤细胞
中高于正常细胞，并且它的表达还在翻译水平上受到
高度的调控［３－４］。在哺乳动物中，ＴＣＴＰ具有钙离子结

合功能［５］、微管蛋白结合功能［６］、参与细胞应激及细胞
凋亡的功能［７］等。动物界中ｆｏｒｔｉｌｉｎ氨基酸序列相当保
守［７］，对虾ｆｏｒｔｉｌｉｎ与人类ｆｏｒｔｉｌｉｎ有６４％的氨基酸是
一致的。目前，研究者们已经克隆到多种对虾的ｆｏｒｔｉｌ－
ｉｎ／ＴＣＴＰ基因［８－１０］，并指出ｆｏｒｔｉｌｉｎ参与对虾抗白斑综
合征病毒（Ｗｈｉｔｅ　ｓｐｏｔ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ，ＷＳＳＶ）的反应，

增强对虾抗 ＷＳＳＶ感染的能力［１１］。斑节对虾肌肉注
射 ＷＳＳＶ后，对虾的Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ基因表达量上调［８］，

给斑节对虾注射重组Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白后，进行 ＷＳＳＶ
攻毒，存活率高达８０％～１００％，且通过巢式ＰＣＲ检测
发现，濒死对虾血淋巴的 ＷＳＳＶ水平比存活对虾的高
很多［１２］。Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ在昆虫细胞系中的过表达研究发
现ｆｏｒｔｉｌｉｎ 可以通过信号通路和转录控制来干扰

ＷＳＳＶ的繁殖［１１］，但是具体的机制还不清楚。凡纳滨
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对虾的ｆｏｒｔｉｌｉｎ／ＴＣＴＰ基因也早已被克隆提交到ＮＣＢＩ
中（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ３０５６２５．１），但关于该基因所表达的
蛋白抗 ＷＳＳＶ感染的研究却不多。
近年来，关于抗 ＷＳＳＶ蛋白疫苗和抗病毒蛋白的

研究很多［１３－１４］，这些都归功于重组蛋白体外表达的简
便性和经济性。毕赤酵母表达系统是一种高效、安全
的真核表达系统，具有表达外源蛋白用于规模化生产
的优势。在对虾的规模化集约养殖过程中，难以通过
注射的方式为对虾提供ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白来达到抗病的目
的。投喂饲料是对虾养殖的日常行为，以饲料为载体
使养殖动物口服活性制剂，具有使用范围广、养殖成本
低、可行性好等优点。本研究拟探讨投喂含有毕赤酵
母表达的ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的饲料，对凡纳滨对虾免疫反应
和抗病力的影响，以期为ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白在凡纳滨对虾配
合饲料中的使用提供基础数据。

１　材料与方法

１．１重组蛋白干粉的制备
参照 周 怡 等 的 方 法［１５］，得 到 重 组 酵 母 Ｘ３３／

ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ和空载酵母Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡ。简单
来说，根据Ｇｅｎｂａｎｋ中ｆｏｒｔｉｌｉｎ的基因序列设计引物，

ＰＣＲ扩增得到凡纳滨对虾ｆｏｒｔｉｌｉｎ目的基因片段，将

ｆｏｒｔｉｌｉｎ基因连接到表达载体ｐＧＡＰＺαＡ中，获得酵母
重组表达载体ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ，以ｐＧＡＰＺαＡ空载
体作为对照，转化Ｘ－３３毕赤酵母细胞。对阳性重组酵
母表达产物的上清液进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析和

质谱分析，来证明毕赤酵母能够成功表达ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋
白。
取 Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ 和 Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ

菌液分别接种于１Ｌ的 ＹＰＤ培养基（１％酵母提取物，

２％蛋白胨，２％葡萄糖）中，在温度３０℃和转速２２０
ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养约７２ｈ。培养结束后，取出

５００ｍＬ收集酵母培养物，剩余的５００ｍＬ酵母培养物在
温度为４℃和转速为１０　０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３ｍｉｎ
后，收集酵母表达上清液。随后将酵母培养物和酵母
表达上清液均于液氮中速冻后储存在－８０℃冰箱，然后
冷冻干燥成干粉。

１．２实验饲料的制作
饲料中蛋白源主要是白鱼粉、豆粕和花生粕，脂肪

源主要是鱼油和大豆卵磷脂，具体基础饲料配方见表

１。在基础饲料中分别添加ｐＧＡＰＺαＡ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组酵
母的表达上清干粉和酵母培养物干粉，添加浓度为

１００ｍｇ／ｋｇ。同时，制作ｐＧＡＰＺαＡ重组酵母的上清干
粉和酵母培养物干粉添加的饲料组，添加浓度也为

１００ｍｇ／ｋｇ。具体实验饲料设计见表２。

表１基础饲料配方

Ｔａｂｌｅ　１Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｓａｌ　ｄｉｅｔ

原料

Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

含量（干重）

Ｃｏｎｔｅｎｔ（ＤＷ）／％
白鱼粉 Ｗｈｉｔｅ　ｆｉｓｈ　ｍｅａｌ　１ ２５

豆粕Ｓｏｙｂｅａｎ　ｍｅａｌ　 １８

花生粕Ｐｅａｎｕｔ　ｍｅａｌ　 １４

虾壳粉Ｓｈｒｉｍｐ　ｓｈｅｌｌ　ｍｅａｌ　 ５

鱿鱼内脏粉Ｓｑｕｉｄ　ｖｉｓｃｅｒａ　ｍｅａｌ　 ５

鱼油Ｆｉｓｈ　ｏｉｌ　 １

大豆卵磷脂Ｓｏｙｂｅａｎ　ｌｅｃｉｔｈｉｎ　 ２

脱壳素 Ｍｏｌｔ　ｈｏｒｍｏｎｅ　 ０．１

氯化胆碱Ｃｈｏｌｉｎｅ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ　 ０．３

抗氧化剂Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　 ０．０５

防霉剂 Ｍｏｌｄ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　 ０．１

维生素Ｃ磷酸酯Ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　 ０．０５

磷酸二氢钙Ｄｉｂａｓｉｃ　ｃａｌｃｉｕｍ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　 ０．３７

维生素预混料 Ｖｉｔａｍｉｎ　ｐｒｅｍｉｘ２　 ０．５

矿物质预混料 Ｍｉｎｅｒａｌ　ｐｒｅｍｉｘ３　 １

合计 Ｔｏｔａｌ　 １００．０

注：１白鱼粉 Ｗｈｉｔｅ　ｆｉｓｈ　ｍｅａｌ：粗蛋白Ｃｒｕｄｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　６７．５％，粗脂肪Ｃｒｕｄｅ

ｌｉｐｉｄ　７．８％，均为干物质基础Ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｂａｓｉｓ。
２维生素预混料Ｖｉｔａｍｉｎ　ｐｒｅｍｉｘ（ｍｇ／ｋｇ）：盐酸硫胺素Ｔｈｉａｍｉｎ　９０ｍｇ；核

黄素Ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ　１５０ｍｇ；盐酸吡哆醇Ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ　ＨＣｌ　２１０ｍｇ；ＶＢ１２０．０３

ｍｇ；ＶＫ３５０ｍｇ；肌醇Ｉｎｏｓｉｔｏｌ　６００ｍｇ；泛酸钙Ｃａｌｃｉｕｍ　ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ　１５０

ｍｇ；尼克酸Ｎｉａｃｉｎ　ａｃｉｄ　６００ｍｇ；叶酸Ｆｏｌｉｃ　ａｃｉｄ　１５ｍｇ；生物素Ｂｉｏｔｉｎ　１．２０

ｍｇ；醋酸视黄醇Ｒｅｔｉｎｏｌ　ａｃｅｔａｔｅ　３２ｍｇ；ＶＤ３１２ｍｇ；ＶＥ　１２０ｍｇ；乙氧基喹

啉Ｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎ　１５０ｍｇ。
３矿物质预混料 Ｍｉｎｅｒａｌ　ｐｒｅｍｉｘ（ｍｇ／ｋｇ）：ＫＩ　０．８ｍｇ；ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
（１％）４０ｍｇ；ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　１００ｍｇ；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　４５０ｍｇ；ＺｎＳＯ４·

Ｈ２Ｏ　２５０ ｍｇ；ＭｎＳＯ４· Ｈ２Ｏ　６０ ｍｇ；ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ　４　０００ ｍｇ；

Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２·Ｈ２Ｏ　１０　６００ｍｇ。

表２　各实验处理饲料组成

Ｔａｂｌｅ　２　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｉｅｔｓ

实验处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
实验饲料

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｄｉｅｔｓ

Ｃ 基础饲料

Ｐ－１ 基础饲料＋ｐＧＡＰＺαＡ酵母上清冻干粉

Ｐ－２ 基础饲料＋ｐＧＡＰＺαＡ酵母培养物冻干粉

Ｆ－１
基础饲料＋ ｐＧＡＰＺαＡ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ的酵母上清
冻干粉

Ｆ－２
基础饲料＋ｐＧＡＰＺαＡ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ的酵母培养物
冻干粉

１．３实验动物与饲养管理
实验用凡纳滨对虾为同一批孵化的虾苗，购于青

岛宝荣水产科技发展有限公司。正式实验前，虾苗放于
室内海水系统中暂养，期间饲喂基础饲料。暂养１０ｄ
后，挑选个体大小均匀的健康对虾（体长５～６ｃｍ，体重
（４．８７±０．２６）ｇ）随机分配到中国海洋大学水产馆室内
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海水养殖系统中的１５只容积为５０Ｌ的玻璃缸中进行
养殖实验。共设置５个处理，每个处理３个重复，每个
重复１２尾虾。Ｂａｉ等给凡纳滨对虾连续投喂β－葡聚糖
或甘草酸等单一的免疫增强剂，发现作用有效期为２０ｄ
左右，更长的投喂会造成对虾免疫疲劳［１６］，因此本养殖
实验持续２０ｄ。初始投饵量为对虾体重的５％～１０％，
然后根据对虾的实际摄食情况对投饵量进行适当的调

整。每天分别在６：００、１１：００和１８：００喂饲对虾，投喂

２ｈ后吸去残饵和粪便。在养殖过程中需要连续充气，
海水盐度为３０～３２，海水温度控制在２４～２８℃，ｐＨ 为

７．８～８．２，水中溶解氧不低于６．５ｍｇ／Ｌ。

１．４攻毒实验
养殖实验结束后进行 ＷＳＳＶ攻毒实验。参照Ｘｉｅ

等的方法［１７］提取病毒并做了一定得调整，取 ＷＳＳＶ攻
毒后病虾的血淋巴及鳃，鳃组织匀浆液和血淋巴离心
后收集上清，将该上清在４℃条件下，３０　０００　ｇ离心３０
ｍｉｎ，收集病毒颗粒沉淀，用ＰＢＳ缓冲液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４，０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，

ｐＨ＝７．２）重悬，即得到 ＷＳＳＶ病毒的母液，于－８０℃
保存。用ＰＢＳ缓冲液稀释病毒为１０－１～１０－６，预实验
确定合适 ＷＳＳＶ病毒攻毒浓度为１×１０－５，通过肌肉
注射感染凡纳滨对虾，每尾对虾注射５０μＬ病毒稀释
液。攻毒后继续投喂相应的实验饲料（Ｃ、Ｐ－１、Ｐ－２、Ｆ－１
和Ｆ－２），对应的攻毒实验组分别是 Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＷＳＳＶ、

Ｐ－１、Ｐ－２、Ｆ－１和Ｆ－２，持续喂养１０ｄ。同时以注射等量

ＰＢＳ的实验组（Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＰＢＳ）作为阴性对照，投喂基础饲
料。攻毒实验期间日常管理与养殖实验期间相同。攻毒
实验结束后，对凡纳滨对虾的累计死亡率进行统计。
累积死亡率＝Ｄｔ／Ｄ０×１００％。

式中Ｄ０和Ｄｔ分别为攻毒实验对虾初始尾数和累计死
亡尾数。

１．５对虾样品采集与分析

１．５．１对虾血淋巴的采集　　养殖实验结束后，从每个
重复中随机取出３尾对虾，经过７５％的酒精消毒后，用
无菌注射器自腹血窦进行取血。吸取对虾血淋巴抗凝剂
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ·Ｎａ２，４５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＨＥＰＥＳ，ｐＨ＝７．３，调节渗透压至

８５０ｍＯｓｍ／ｋｇ）［１８］至抗凝剂与血淋巴的体积比为２∶１，
混匀后即得到抗凝血。血细胞计数和呼吸爆发活性的测
定用抗凝血，而酚氧化酶活力、总超氧化物歧化酶活力和
一氧化氮合酶的活力用经离心后收集的血清。

１．５．２对虾免疫指标的测定　　血细胞计数：取２０μＬ
抗凝血滴在血球计数板上，在普通光学显微镜（×２００）
下直接计数，然后折算出每毫升对虾血淋巴中血细胞
的数量。
酚氧化酶（ＰＯ）活性的测定：血清ＰＯ活性的测定

参考 Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ－Ｌóｐｅｚ等的方法［１９］，以实验条件下每
分钟每毫升血淋巴上清液对应的吸光值（４９２ｎｍ）增加

０．００１为一个酶活力单位。
呼吸爆发（ＲＢ）活性的测定：参考 Ｓｏｎｇ 等的方

法［２０］，以实验条件下每１０６ 个血淋巴细胞对应的吸光
值（６３０ｎｍ）来表示ＲＢ活性。
总超氧化物歧化酶（Ｔ－ＳＯＤ）活性的测定：血清Ｔ－

ＳＯＤ活力的测定采用黄嘌呤氧化酶法，使用南京建成
试剂盒测定。ＳＯＤ活性定义为每毫升反应液中ＳＯＤ
抑制率达到５０％时所对应的ＳＯＤ量为一个ＳＯＤ活力
单位。
一氧化氮合酶（ＮＯＳ）活性的测定：血清ＮＯＳ活力

的测定采用化学比色法，使用南京建成试剂盒测定，

ＮＯＳ活力定义为每毫升样品每分钟生成１ｎｍｏｌ一氧
化氮为一个酶活力单位。

１．６数据统计分析
用ＳＰＳＳ统计软件对实验各处理的数据进行单因

素方差分析，当不同处理之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）
时，采用 Ｔｕｋｅｙ检验进行多重比较。所有数值用平均
值±标准误表示。

２　实验结果

２．１重组酵母表达上清ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测
如图１所示，经考马斯亮蓝Ｒ－２５０染色后，与空载

质粒 ｐＧＡＰＺαＡ 的酵母发酵上清相比，重组酵母

ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ发酵上清明显存在大小约为３０ｋＤａ
的目的蛋白条带（箭头标识）。质谱分析结果表明得到
了ｆｏｒｔｉｌｉｎ肽段序列（见表３），说明ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白成功分
泌到发酵上清中。

（泳道１：蛋白质分子量标准（９７．２、６６．４、４４．３、２９．０和２０．１ｋＤａ）；泳道

２～４：Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ；泳道５：Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ。Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍａｒｋｅｒｓ（９７．２、６６．４、４４．３、２９．０和２０．１ｋＤａ）；Ｌａｎｅ

２～４：Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ－Ｆｏｒｔｉｌｉｎ；Ｌａｎｅ　５：Ｘ－３３／ｐＧＡＰＺαＡ．）

图１　重组酵母发酵上清ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｐ．Ｐａｓｔｏｒｉｓ

４３
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表３　Ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白质谱检测 Ｍａｓｃｏｔ分析结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｍａｓｃｏｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＭＳ／ＭＳ　ａｂｏｕｔ　Ｆｏｒｔｉｌｉｎ

基因登录号

Ｇｅｎｅ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．

蛋白质名称

Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｎａｍｅ

Ｍａｓｃｏｔ分值

Ｍａｓｃｏｔ　ｓｃｏｒｅ

覆盖率／％

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

等电点

Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｐｏｉｎｔ

匹配肽段数目／条

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍａｔｃｈｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ

Ｇｉ｜２１３０５３７８ ＴＣＴＰ　 １６９　 ３２　 ４．３９　 ３

２．２血细胞计数
由表４可知，各处理组间血细胞数量有显著差异

（Ｐ＜０．０５），所有酵母培养物及上清处理组（Ｐ－１、Ｐ－２、

Ｆ－１和Ｆ－２）血细胞数均显著高于基础饲料组（Ｃ）。Ｆ－２
组血细胞数（２．４８×１０７　ｃｅｌｌ／ｍＬ）显著高于Ｐ－２和Ｐ－１
组（Ｐ＜０．０５）。Ｆ－１组血细胞数也显著高于 Ｐ－２组
（Ｐ＜０．０５），而其它组间的血细胞数没有显著差异。

２．３酚氧化酶活性
由表４可知，Ｆ－２和Ｆ－１组酚氧化酶活性显著高于

Ｃ、Ｐ－２和Ｐ－１组（Ｐ＜０．０５），其他各组之间均无显著差
异。

２．４呼吸爆发活性
由表４可知，Ｆ－２和Ｆ－１组呼吸爆发活性显著高于

Ｃ组，并且Ｆ－２组呼吸爆发活性也显著高于Ｐ－２和Ｐ－１
组（Ｐ＜０．０５）；Ｐ－２和Ｐ－１组与 Ｃ组却无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）；其它酵母培养物和上清处理组间的呼吸爆
发活性没有显著差异。

２．５超氧化物歧化酶活性
由表４可知，Ｆ－２和Ｆ－１组超氧化物歧化酶活性显

著高于Ｐ－２组（Ｐ＜０．０５），其他各组之间没有出现显著
性差异。

２．６一氧化氮合酶活性
由表４可知，Ｆ－１组一氧化氮合酶活性显著高于其

他各个处理组（Ｐ－１，Ｐ－２，Ｆ－２和Ｃ）（Ｐ＜０．０５），其他各
组之间均无显著性差异。

表４　饲料中添加ｆｏｒｔｉｌｉｎ对凡纳滨对虾免疫反应的影响（平均值±标准误）

Ｔａｂｌｅ　４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｅｔａｒｙ　ｆｏｒｔｉｌｉｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｏｆ　Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉ（Ｍｅａｎ±ＳＥ）

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

血细胞数

Ｈｅｍｏｃｙｔｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ
／１０７ｃｅｌｌ·ｍＬ－１

酚氧化酶活性

ＰＯ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
／Ｕ·ｍＬ－１

呼吸爆发活性

ＲＢ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
（ＯＤ６３０）

超氧化物歧化酶活性

ＳＯＤ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
／Ｕ·ｍＬ－１

一氧化氮合酶活性

ＮＯＳ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
／Ｕ·ｍＬ－１

Ｃ　 １．７４±０．０７２ａ ５０．７８±２．２１９ａ １．４２±０．０３８ａ ４１．８１±０．６４３ａｂ　 ４．８４±０．０８８ａ

Ｐ－１　 ２．１２±０．０４４ｂｃ　 ５２．９１±４．２６２ａ １．４７±０．０４２ａｂ　 ４１．１９±０．７７３ａｂ　 ５．０８±０．１３６ａ

Ｐ－２　 ２．１±０．０５９ｂ　 ５６．１０±３．２４９ａ １．５１±０．０４８ａｂ　 ３９．３３±０．４３１ａ ５．１２±０．０７１ａ

Ｆ－１　 ２．４１±０．０９５ｃｄ　 ７２．５９±３．９７８ｂ　 １．６０±０．０３７ｂｃ　 ４３．４７±０．９４７ｂ　 ５．７２±０．１１９ｂ

Ｆ－２　 ２．４８±０．０４５ｄ　 ７５．４９±２．５３１ｂ　 １．６９±０．０３ｃ　 ４３．４０±０．４６９ｂ　 ５．１２±０．１１６ａ

注：表中同一列数据中具有相同上标字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｍｅａｎｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｃｏｌｕｍｎ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ　ｈａｖｅ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＞０．０５）．

２．７攻毒结果
病毒感染实验的数据及分析结果见图２，表明基础

饲料中添加重组蛋白ｐＧＡＰＺαＡ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ提高了 ＷＳＳＶ
攻毒后凡纳滨对虾的存活率。从图中可知，凡纳滨对
虾攻毒后５～８ｄ死亡率大幅度增加，之后趋于稳定状
态。与基础饲料攻毒组（Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＷＳＳＶ）相比，给凡纳
滨对虾喂食含有ｐＧＡＰＺαＡ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白的饲料
后，可显著提高其抵抗 ＷＳＳＶ侵染的能力（Ｐ＜０．０５），
其中 Ｆ－１和 Ｆ－２组的累计死亡率分别为１９．２％和

１５．４％；Ｐ－２组同样显著提高了对虾病毒感染后的存
活率（Ｐ＜０．０５），而Ｐ－１组却无显著性差异，Ｐ－１和Ｐ－２
的累计死亡率分别为５６．０％和４７．８％，然而基础饲

图２　ＷＳＳＶ攻毒后凡纳滨对虾的累积死亡率

Ｆｉｇ．２　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｓｈｒｉｍｐ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｗｉｔｈ　ＷＳＳＶ

料组（Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＷＳＳＶ）攻毒后累计死亡率高达８４．６％。

Ｆ－１组的累计死亡率显著性低于Ｐ－１组（Ｐ＜０．０５），而

５３
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Ｆ－２组的累计死亡率虽然低于Ｐ－２组，却未出现显著性
差异，说明ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白对提高对虾抗 ＷＳＳＶ侵染具有
重要作用。

３　讨论

研究表明，对虾血细胞数与虾体健康状况密切相
关。葡聚糖、脂多糖、灭活哈维氏弧菌和灭活鳗弧菌等
免疫增强剂能显著提高对虾的总血细胞数量［２１－２２］。本
研究饲料中添加１００ｍｇ／ｋｇ的ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白显著
提高了凡纳滨对虾血细胞数，表明ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白可
能通过提高对虾血细胞数量来调节对虾细胞免疫。本
实验同时还发现与基础饲料Ｃ组相比，Ｐ－１和Ｐ－２组的
血细胞数显著增高，而Ｆ－１组的血细胞数虽然高于Ｐ－１
组，但并未出现显著性的差异。这说明毕赤酵母本身
也是一种免疫增强剂，这点在Ｂｕｒｇｅｎｔｓ等的研究中也
有体现［２３］。

酚氧化酶活性的高低反映着对虾的免疫状态［２４］，
病原体的入侵可以激活虾体的酚氧化酶原系统，从而
杀死包括病毒在内的病原微生物，从而达到免疫的效
果［２５－２７］。本研究中ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白能显著提高凡纳
滨对虾血清中ＰＯ活性，该结果与血细胞数的相符，均
说明对虾血清ＰＯ活性的增强以及血细胞数目的增多
可以看作是对虾免疫力增强的体现。而且无论是发酵
上清组还是酵母培养物组，含有ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的实验组
的ＰＯ活性均显著高于空载组，而Ｐ－１和Ｐ－２组的ＰＯ
活性与空白对照组无显著性差异，说明ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白作
为外源物激活了酚氧化酶活性。
当对虾等甲壳动物受到外界病原刺激时，吞噬细

胞会激活磷酸己糖支路代谢，从而引发呼吸爆发，产生
大量活性氧，继而杀灭被吞噬的病原，这是吞噬作用消
除入侵机体的病原的重要机制［２８］。本研究发现ｆｏｒｔｉｌｉｎ
重组蛋白能显著提高凡纳滨对虾血细胞的呼吸爆发活

性，说明ｆｏｒｔｉｌｉｎ激活了呼吸爆发途径，但具体机制尚
不清楚。这与周怡等进行的对虾血细胞体外培养实验
证明ｆｏｒｔｉｌｉｎ不能激活活性氧生成的结果不一致［２１］，这
可能是因为体外细胞实验与体内实际情况存在差异。
呼吸爆发途径的激活会产生活性氧，但是大量活性氧
对机体本身也会造成一定的氧化危害［２９］，超氧化物歧
化酶可催化活性氧生成对机体无害的物质，从而消除
活性氧对机体细胞的直接毒害［３０］，以达到增强对虾免
疫力的目的。本研究发现ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白可以提高
凡纳滨对虾血清超氧化物歧化酶活性，但差异不显著，
猜测ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白提高ＲＯ活性产生的活性氧并未对机
体产生损伤，因此不需要提高ＳＯＤ活性消除活性氧来
保护机体细胞，这可能是由于ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白虽然是外源
物质，但是并不像病原物那样引起机体强烈免疫应急 。

但是空载酵母培养物组的ＳＯＤ活性却显著低于ｆｏｒｔｉｌｉｎ
的２个实验组，是否说明ｆｏｒｔｉｌｉｎ在提高ＳＯＤ活性方面
也具有重要作用，还需进一步确认。一氧化氮合酶系
统在对虾疾病感染的早期起到一定防御作用［３１］，ＮＯＳ
也是对虾免疫相关的重要活性酶。本实验中，ｆｏｒｔｉｌｉｎ
重组蛋白可以提高 ＮＯＳ的活性，特别是ｆｏｒｔｉｌｉｎ冻干
上清组，显著高于基础饲料组和空载实验组，说明ｆｏｒ－
ｔｉｌｉｎ蛋白可以通过作用于一氧化氮合酶系统来提高对
虾的免疫能力。

ＷＳＳＶ注射感染的实验结果与酶活免疫反应的结
果一致，饲料中添加１００ｍｇ／ｋｇ的ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白增
强了凡纳滨对虾的免疫力，提高了 ＷＳＳＶ感染后对凡
纳滨对虾的存活率。Ｔｏｎｇａｎｕｎｔ等给斑节对虾饲喂含
原核表达的Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的饲料，ＷＳＳＶ攻毒后存
活率仅有１０％ ［１０］，本实验中Ｆ－１组凡纳滨对虾的存活
率高达８０．８％，可能因为实验中使用的是未纯化重组
蛋白，酵母本身具有一定的免疫增强及抗病作用，且酵
母表达蛋白的活性要优于原核表达蛋白，同时也可能
与实验对虾品种的不同及投喂周期长短的不同有关。

Ｓｉｎｔｈｕｊａｒｏｅｎ等研究发现，给凡纳滨对虾饲喂３ｄ含

１％和５％毕赤酵母表达的Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ重组蛋白饲料
后，进行 ＷＳＳＶ注射攻毒，最终存活率分别为６６．７％
和９１．７％ ［３２］。本实验也得到了相似的结果，饲喂Ｆ－２
组的存活率为 ８４．６％，与 ５％ 的 Ｐｍ－ｆｏｒｔｉｌｉｎ 组 的

９１．７％的存活率相比，本研究中ｆｏｒｔｉｌｉｎ组的存活率稍
低。究其原因，可能是由于ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的来源不同，
或饲料中ｆｏｒｔｉｌｉｎ的添加量不同而造成，具体原因尚有
待进一步研究。从本研究中可知，对虾累计死亡率：

Ｆ－２＜Ｆ－１＜Ｐ－２，说明添加ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白能够增强对虾抗

ＷＳＳＶ感染的能力。但同时这３组之间并无显著性的
差异，这表明酵母培养物中的一些成分可能同样具有
增强对虾免疫力的作用，具体原因还需进一步研究。
尽管如此，本研究仍然能为对虾抗 ＷＳＳＶ的研究提供
一定的基础数据。
总的来说，饲料中添加１００ｍｇ／ｋｇ的重组ｆｏｒｔｉｌｉｎ

蛋白可以通过提高总血细胞数、酚氧化酶活性和呼吸
爆发活力以提高凡纳滨对虾的免疫力，同时提高其

ＷＳＳＶ感染后的存活率。然而，凡纳滨对虾饲料中重
组ｆｏｒｔｉｌｉｎ蛋白的最适使用量尚待进一步研究。
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