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　　摘要：为研究喂食当归多糖对点带石斑鱼抗氧化酶活力及相关基因表达的影响，将水提醇沉法提取的当归多糖按
０、２０００、４０００、６０００、８０００ｍｇ／ｋｇ添加到饲料中，喂食４２ｄ后，测定血浆和肝胰脏中ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活
力，以及抗氧化相关基因ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ的表达量。结果表明，喂食２０００～６０００ｍｇ／ｋｇ组血浆 ＣｕＺｎ－
ＳＯＤ酶活力比对照组显著降低，６０００ｍｇ／ｋｇ组肝胰脏 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力和基因表达量显著高于对照组，２０００、
４０００ｍｇ／ｋｇ组比对照组显著降低；血浆Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力在２０００ｍｇ／ｋｇ时显著降低，肝胰脏Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力均显著
高于对照组，在２０００ｍｇ／ｋｇ时达到最大值，Ｍｎ－ＳＯＤ基因表达量在 ２０００、８０００ｍｇ／ｋｇ时明显低于对照组，在
６０００ｍｇ／ｋｇ时明显高于对照组；血浆ＣＡＴ活力在８０００ｍｇ／ｋｇ时显著低于对照组，在２０００、６０００ｍｇ／ｋｇ时肝胰脏
ＣＡＴ活力显著高于对照组，ＣＡＴ基因表达量在６０００ｍｇ／ｋｇ时显著高于对照组。由此得出，喂食当归多糖对点带石斑
鱼抗氧化酶活力及其基因表达量有影响，连续喂食 ６０００ｍｇ／ｋｇ当归多糖 ４２ｄ能显著提高肝胰脏 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、
Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活力和 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ基因表达量，从而提高点带石斑鱼抗氧化能力。
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　　点带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｍａｌａｂａｒｉｃｕｓ）隶属鲈形目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 科（Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ），广泛分布于中国东南沿海。
点带石斑鱼对环境适应性强、肉质鲜美，含有丰富的高不饱和

脂肪酸，是一种低脂肪、高蛋白的上等食用鱼［１］，被中国港澳

地区推为中国四大名鱼之一，素有“海鸡肉”之称。伴随着石

斑鱼集约化养殖的兴起，石斑鱼健康水平下降，细菌性、病毒

性疾病频发［２－３］。而常用的化学消毒剂和抗生素等药物，不

仅导致病原微生物产生耐药性［４］，而且少量药物也残留在石

斑鱼体内［５］，对人体健康有潜在的危害。

许多中草药多糖具有生物安全、可降解、环境友好等优

点，能提高水产动物免疫力和抗病力，在水产养殖业中受到广

泛关注［６］，抗氧化系统是非特异性免疫的重要组成部分，较

强的抗氧化能力有助于机体免疫力的提高。研究发现，中草

药多糖可通过调节抗氧化酶活性和相关抗氧化基因的表达，

来提高对抗活性氧自由基的能力，饲料中添加牛膝多糖

（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａ）能提高草鱼（Ｇｒａｓｓｃａｒｐ）ＳＯＤ、ＣＡＴ活
力，降低ＭＤＡ含量［７］。对拟穴青蟹（ＳｃｙｌｌａＰａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）注
射大黄多糖（ＲｈｅｕｍｐａｌｍａｔｕｍＬ）后发现，过氧化氢酶、过氧化
物还原酶、酚氧化酶原等免疫基因分别在血细胞和肝胰腺中

明显上调，推测可能与拟穴青蟹免疫增强有关［８］。

当归多糖（Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＡＳＰ）是伞形科
植物当归的主要活性成分之一［９］。研究发现，当归多糖能通

过提高血液白细胞的吞噬能力和头肾白细胞的增殖能力，并

促进点带石斑鱼的呼吸爆发活力、吞噬活力、降低迟缓爱德华

菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）攻毒后试验鱼的累计死亡率来提高点
带石斑鱼的非特异性免疫力和抗病力［１０－１１］。通过激活

ＴＬＲ２２及其下游相关基因Ｔｏｌｌ样接头蛋白ＴＲＩＦ，干扰素调节
因子ＩＲＦ３主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）与肿瘤坏死因子
（ＴＮＦ－α）、白介素 －８（ＩＬ－８）的方式调节石斑鱼的免疫功
能［１２］。改善抗氧化能力是多糖调节机体免疫力的机理之

一［１３］，通过体外试验证实当归多糖能够有效清除对生物体毒

性强、危害大的超氧阴离子自由基和羟基自由基，抑制脂质过

氧化［１４］，但当归多糖对鱼类抗氧化能力方面的研究较少，本试

验研究当归多糖对点带石斑鱼ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ抗
氧化活力以及相关基因 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴｍＲＮＡ
的表达量的影响，为揭示当归多糖调节点带石斑鱼抗氧化能

力的机理提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用点带石斑鱼（８９．６１±２．０８）ｇ由天津市海发珍品

实业发展有限公司提供。当归购于天津市当地中草药市场，

产地甘肃。本试验采用水提醇沉的方法［１５］提取当归多糖

（ＡＳＰ）。
１．２　试验设计

选择健康且大小相近的点带石斑鱼４５０尾鱼随机分配到
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１５个玻璃钢水槽（８６ｃｍ×６２ｃｍ×４５．５ｃｍ），每个水槽 ３０
尾，将ＡＳＰ按０、２０００、４０００、６０００、８０００ｍｇ／ｋｇ添加到基础
饲料（表１）中，每种饲料喂食３槽试验鱼，连续投喂４２ｄ后
采样。每组每次采样１２尾，取样前停食２４ｈ，取样鱼用 ＭＳ－
２２２麻醉，用０．２ｍＬ无菌注射器尾静脉取血，用８％肝素钠抗

凝，收集血浆（４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ）；将采血后的试
验鱼进行解剖，取肝胰脏，－８０℃冰箱中保存。测定血浆和
肝胰脏 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活力和 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、
Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ基因表达量。

表１　试验饵料配方及其营养成分

组号

原料配方（ｇ／ｋｇ） 营养成分（％）

鱼粉 豆粕 虾粉 小麦粉
复合

维生素

复合

矿物质
鱼油 豆油

当归

多糖

羧甲基

纤维素
粗蛋白 粗脂肪 粗灰分 水分

１ ６２０ １２０ ５０ １２０ ２０ ２０ ３０ １０ ０ １０ ５２．９１ １０．５８ １４．４７ ８．６６
２ ６２０ １２０ ５０ １２０ ２０ ２０ ３０ １０ ２ ８ ５３．１９ １０．９２ １３．６４ ８．５８
３ ６２０ １２０ ５０ １２０ ２０ ２０ ３０ １０ ４ ６ ５３．６２ １０．４６ １５．１１ ８．２
４ ６２０ １２０ ５０ １２０ ２０ ２０ ３０ １０ ６ ４ ５４．４１ １０．３７ １４．７５ ８．３
５ ６２０ １２０ ５０ １２０ ２０ ２０ ３０ １０ ８ ２ ５４．８１ １０．７６ １４．２１ ８．５３

１．３　试验条件和日常管理
试验水槽安置在石斑鱼室内工厂化养殖的水泥池中。试

验用海水为石斑鱼循环水养殖用水，海水经生物包处理、充纯

氧，紫外线消毒后，以０．３～０．８ｍ／ｓ流速流入饲养水槽，过多
的海水从出水管溢出，不再使用。试验期间水质条件为：水温

２６．５～２７．８℃，盐度２３％～２６％，溶氧量８．２４～８．５２ｍｇ／Ｌ，
ｐＨ值７．２～８．６，铵态氮（ＮＨ４

＋－Ｎ）含量０．００９～０．０１１ｍｇ／Ｌ，
亚硝态氮（ＮＯ２－Ｎ）０．０２３～０．０２８ｍｇ／Ｌ。每日 ０８：００和
１６：００各投喂１次，每次饱食投喂，并避免产生残饵。
１．４　抗氧化指标

血浆及肝胰脏中的超氧化物歧化酶（ＣｕＺｎ－ＳＯＤ和
Ｍｎ－ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性采用南京建成生物研究
所生产的试剂盒测定。

１．５　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成
用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（大连宝生物工程有限公司）提取肝胰脏中

的总 ＲＮＡ。用反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）合成ｃＤＮＡ第１条链，反应依据产品说明
书进行。经测浓度后的样本按个人要求选择反转录的用量，

１０μＬ反应体系中保证总 ＲＮＡ的量在 ５００ｎｇ以下。在
２００μＬ离心管中加入２μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ和
个人所需的 ＲＮＡ模板溶液，最后用 ｄｄＨ２Ｏ将溶液补齐至
１０μＬ。反应条件：３７℃保温１５ｍｉｎ，８５℃保温５ｓ，然后置于
４℃下保存备用。
１．６　肝胰脏 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴｍＲＮＡ表达水平
测定

１．６．１　引物设计　根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ已上传的斜带石斑鱼的
ＣＡＴ序列（ＡＹ７３５００９．１）、Ｍｎ－ＳＯＤ序列（ＡＹ７３５００７．１）、
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ序列（ＡＹ０３５８５４．１）和已上传的赤点石斑鱼的
β－ａｃｔｉｎ序列（ＨＱ００７２５１．１），利用序列间的保守区域设计用
于实时荧光定量 ＰＣＲ的引物（表２），引物由苏州金唯智生物
科技有限公司合成。

１．６．２　实时荧光定量 ＰＣＲ　按照 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＤｉｍｅｒ
ＥｒａｓｅｒＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒说明书操作。ＰＣＲ扩增体
系为２０μＬ，包括１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ、０．５μＬ
上游引物、０．５μＬ下游引物、２μＬｃＤＮＡ和７μＬｄｄＨ２Ｏ。

ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，退火
６０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环４０次。

表２　引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）

β－ａｃｔｉｎ－Ｆ ＧＴＧＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡ ５８．３
β－ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＧＣＴＣＣＴＣＡＧＧＧＧＣＡＡＣＴＣＴ ５８．３
ＣＡＴ－Ｆ ＧＧＧＣＧＴＴＴＧＧＴＴＡＣＴＴＴＧ ５８．３
ＣＡＴ－Ｒ ＧＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＡＧＣＡＡＴＡ ５８．３
Ｍｎ－ＳＯＤ－Ｆ ＧＡＧＡＡＧＧＡＧＡＧＣＧＧＡＡＧＡ ５２．１
Ｍｎ－ＳＯＤ－Ｒ ＣＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＣＧＴＧ ５２．１
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ－Ｆ ＧＡＣＣＴＧＧＧＡＡＡＴＧＴＧＡＣＴ ５６．４
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ－Ｒ ＧＧＴＣＡＴＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣＡＴ ５６．４

１．７　数据统计
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴｍＲＮＡ的表达以β－ａｃｔｉｎ为

内参，参照对照组ｍＲＮＡ表达量，应用２－ΔΔＣｔ计算ｍＲＮＡ的相
对表达量。数据采用用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，作单因素方差
分析，采用Ｄｕｎｃａｎｓ法进行多重比较，Ｐ＜０．０５表示差异显
著。数据用“平均值±标准差”表示（ｎ＝３）。

２　试验结果与分析

２．１　提取的ＲＮＡ质量
测定的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值在１．８～２．１之间，可以说明

提取的ＲＮＡ纯度较高，符合试验要求。琼脂糖凝胶电泳５Ｓ
ｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ、２８ＳｒＲＮＡ３条条带清晰完整（图１）。

２．２　ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力及基因
由图 ２－Ａ、图 ２－Ｂ可知，喂食 ４２ｄ后，血浆

８０００ｍｇ／ｋｇ组与处理组差异不显著，其他组显著低于对照
组；肝胰脏ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力在６０００ｍｇ／ｋｇ处理组显著高
于对照组，其他组显著低于对照组。

由图２－Ｃ可知，喂食 ４２ｄ后，随 ＡＳＰ添加量的升高，
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ基因表达量先降低后升高再降低，６０００ｍｇ／ｋｇ
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明显高于对照组，２０００、４０００ｍｇ／ｋｇ明显低于对照组。
２．３　Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力以及基因

由图３－Ａ、图３－Ｂ可知，喂食４２ｄ后，随ＡＳＰ添加量的
升高，血浆处理组 Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力先降低后升高再降低，
２０００ｍｇ／ｋｇ组明显低于对照组，其他组与对照组无显著差

异；肝胰脏Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力先升高后降低再升高，各处理组
均明显高于对照组，在２０００ｍｇ／ｋｇ达到最大值。

由图３－Ｃ可知，喂食４２ｄ后，Ｍｎ－ＳＯＤ基因表达量在
６０００ｍｇ／ｋｇ明显大于对照组及其他组，在２０００、８０００ｍｇ／ｋｇ
明显低于对照组。

２．４　ＣＡＴ抗氧化酶活力以及基因
由图４－Ａ、图４－Ｂ可知，喂食４２ｄ后，血浆ＣＡＴ酶活力

在 ８０００ｍｇ／ｋｇ明显小于对照组，其他组与对照组差异不显
著；肝胰脏中各处理组随ＡＳＰ添加量的升高ＣＡＴ酶活力先升

高后降低，２０００、６０００ｍｇ／ｋｇ处理组显著高于对照组，其他
组与对照组差异不显著。

由图４－Ｃ可知，喂食４２ｄ后，６０００ｍｇ／ｋｇ组 ＣＡＴ基因
表达量显著高于对照组，其他组与对照组差异不显著。

３　讨论

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）作为活性氧清除剂参与清除体
内自由基，与水生生物的免疫水平密切相关，对于增强整个机

体的免疫功能具有重要作用［１６］。研究发现，汪开毓等以鲫鱼

（Ｃｒｕｃａｉｎｃａｒｐ）为研究对象，投喂无花果（Ｆｉｃｕｓｃａｒｉｃａ）多糖后
可显著提高其血液ＳＯＤ活性［１７］；白东清等证实，长期投喂黄

芪（Ａｓｔｒａｇｌｕｓｓｅｕ）多糖可显著黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）
头肾和肌肉中 ＳＯＤ酶活力［１８］；李春震等对黑鲷（Ｓｐａｒｕｓ

ｉｎａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ）投喂不同浓度的人参多糖饲料后发现，人参多
糖能显著提高黑鲷ＳＯＤ基因表达量［１９］。本试验中，随着ＡＳＰ
添加量的升高，肝胰脏ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力及其基因表达量均
呈现先降低后升高再降低的趋势，肝胰脏 Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力
呈现先升高后降低再升高，Ｍｎ－ＳＯＤ基因表达量先降低后升
高再降低，综合来看，添加量在６０００ｍｇ／ｋｇ时肝胰脏ＣｕＺｎ－
ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力和基因表达量明显高于对照组，这与
高颖晖等报道的小鼠补充壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ），能够增加力竭运
动小鼠肝组织ＳＯＤ酶活性和基因表达量活性的研究结果［２０］
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一致，基因表达量可以提高其编码蛋白的表达量，从而提高相

应酶活力［２１］，当归多糖可通过上调ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ基
因表达来提高点带石斑鱼 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ酶活力，促
进机体免疫机制保护机体免受损伤。研究发现，ＡＳＰ添加量
在２０００、４０００ｍｇ／ｋｇ时，血浆、肝胰脏 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力和
基因表达量均明显小于对照组，推测是当归多糖浓度过低，无

法达到对基因表达所需的浓度范围，对抗氧化系统的产生干

扰，从而抑制了 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ基因的表达，使 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ
ｍＲＮＡ转录水平降低，进而使 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ蛋白合成减少，
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ酶活力降低。

过氧化氢酶（ＣＡＴ）是机体内不需要特殊供体而能够执行
的第一道抗氧化防线任务的重要抗氧化酶。试验结果显示，

喂食当归多糖６０００ｍｇ／ｋｇ时能显著提高肝胰脏ＣＡＴ酶活力
和ＣＡＴ表达量，与ＳＯＤ结果一致，这可能与两者之间的功能
有关，ＳＯＤ和 ＣＡＴ是反映有机体抗氧化能力的２个重要指
标，前者催化超氧化物歧化为过氧化氢，后者催化过氧化氢还

原成水和氧，两者酶活力具有一定的同步性［２２］，活性氧产生

后，ＣＡＴ活力量随 ＳＯＤ活力及其反应产物的增加而相应提
高，将过氧化氢还原，从而降低组织过氧化损伤。类似地，血

鹦鹉摄食牛膝（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａ）多糖后，罗非鱼摄食黄
芪多糖后，ＳＯＤ和ＣＡＴ活力也表现出一致性［２３－２４］。

综上所述，当归多糖能显著影响点带石斑鱼肝胰脏

ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活力，并且在６０００ｍｇ／ｋｇ显
著上调ＣｕＺｎ－ＳＯＤ、Ｍｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ基因的表达量。
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