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维生素 C和酸应激对中华鳖幼鳖血清
补体 C3 和 C4 含量的影响 3

周显青①②　牛翠娟①33 　孙儒泳①

( ①北京师范大学生命科学学院生物多样性与生态工程教育部重点实验室 , 北京 100875)

( ②首都医科大学实验动物科学部 , 北京 100054)

摘 　要 　为研究维生素 C 对中华鳖 ( Pelodiscus sinensis) 血清补体 C3 和 C4 的影响及其在酸应激条件下的变化 ,

我们设置了 6 个实验组 , 饵料中维生素 C 的添加量依次为 0、250、500、2 500、5 000和10 000 mg/ kg ,喂食 4 周

后取其血清 , 用透射比浊法测定酸应激前后中华鳖血清补体 C3 和 C4 的含量。结果表明 , 维生素 C 添加量为

250 mg/ kg 时 , 血清补体 C3 的含量与对照组间没有明显不同 ; 维生素 C 添加量为 500、2 500、5 000和

10 000 mg/ kg的 4 组 , 血清补体 C3 的含量明显高于对照组和维生素 C 添加量为 250 mg/ kg 组 ; 维生素 C 添加量

为 500 mg/ kg 的一组 , 血清补体 C4 含量明显高于其它 5 组 ; 维生素 C 添加量为 250 mg/ kg 组明显高于

10 000 mg/ kg组。酸应激后 , 补体 C3 的含量没有明显下降 , 将维生素 C 添加量为 0、250 和 500 mg/ kg 的三组并

为一组处理 , 则应激后有明显下降。维生素 C 添加量为 0、250 和 500 mg/ kg 的 3 组 , 血清补体 C4 的含量在酸

应激后明显下降 , 而维生素 C 添加量为 2 500、5 000 和10 000 mg/ kg的 3 组 , 应激后血清补体 C4 没有明显变

化。维生素 C 和酸应激对中华鳖血清补体 C3 和 C4 含量的影响没有交互作用。这说明 , 维生素 C 在一定剂量范

围内 , 能提高中华鳖血清补体 C3 和 C4 的水平 , 酸应激能导致其含量降低 , 而高剂量的维生素 C 对其下降有颉

颃作用 [动物学报 49 (6) : 769～774 , 2003 ]。
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Effects of vitamin C and acid2stress on serum complement C3 and C4

level in juvenile sof t2shelled turtles ( Pelodiscus sinensis) 3
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Abstract 　This study was conducted to investigated the effects of dietary vitamin C on serum complement C3 and C4 in
stressed and unstressed juvenile soft2shelled turtle. The turtles were fed with vitamin C supplementation at dosages of 0 ,
250 , 500 , 2 500 , 5 000 and 10 000 mg/ kg diets , respectively for 4 weeks. Blood was collected from turtles and levels of
serum complement C3 and C4 analyzed by the transmission colorimetric method. Levels of serum complement C3 between
the control group and the group supplemented vitamin C at 250 mg/ kg diet showed no significant difference. The levels of
serum complement C3 in the four groups supplemented with vitamin C at 500 , 2 500 , 5 000 and 10 000 mg/ kg diet were
significantly higher compared with the control group . The level of serum complement C4 in the group supplemented vita2
min C at 500 mg/ kg diet was distinctly higher than the other five groups , and in the group supplemented with vitamin C
at 250 mg/ kg diet was higher than 10 000 mg/ kg group . After acid stress , the complement C3 levels had no significant
difference compared with the ones of before stress , while there was a significant decrease after stress when the three



groups supplemented vitamin C at 0 , 250 and 500 mg/ kg diet were put together to analyze. The levels of serum comple2
ment C4 in the three groups supplemented with vitamin C at 0 , 250 and 500 mg/ kg diet decreased significantly , while the
other groups at 2 500 , 5 000 and 10 000 mg/ kg diet had no significant difference after acid stress. No interaction effects
of vitamin C and acid2stress on the levels of serum complement C3 and C4 were observed. These results suggest that vita2
min C seems to have an upper and lower threshold for improving levels of serum complement C3 and C4 in turtles , and
acid stress decreases the their levels , while the high dosage vitamin C can prevent this decline [ Acta Zoologica S inica 49
(6) : 769 - 774 , 2003 ] .
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　　维生素是机体维持正常生理功能所必需的有

机化合物 , 具有多方面的生理功能。饵料中添加维

生素 C 能明显提高中国对虾 ( Penaeus chinensis )

对副溶血弧菌感染的抵抗力 , 降低其死亡率 (王伟

庆等 , 1996) ; 增强虹鳟 ( O ncorhynchus mykiss )

巨噬细胞的吞噬活动、血清补体的活性以及特异性

抗体的反应 (Verlhac et al . , 1996) ; 促进金头鲷

( S parus aurata) 巨噬细胞的呼吸爆发 (Ortuno et

al . , 2001) 以及中华鳖血细胞的吞噬作用、血清

溶菌活力和杀菌活力 ( Zhou et al . , 2002) ; 抑制

小鼠肿瘤的生长 , 提高其对癌症的免疫力 ( Sarna

et al . , 1993) 。日粮中添加维生素 C 不仅可以使

热应激引起的鸡血浆中下降的维生素 C 和蛋白质

及升高的血浆钠和皮质类固醇恢复到或接近正常水

平 , 而且还能减轻热应激所致的甲状腺减小及功能

降低 , 有利于维持鸡的正常生理功能 , 增强对高温

的耐受性 (文杰 , 1997) 。在对人的研究中发现 ,

维生素 C 能预防伤风感冒或减轻感冒病症 ( Hemi2
la , 1997) , 促进淋巴细胞的增殖和转化 ( Dela2
fuente et al . , 1986) 。而关于维生素 C 对两栖和爬

行动物补体的研究迄今未见报道。

补体是存在于人和动物血清中的一组不耐热的

具有酶活性的糖蛋白。补体系统是非特异性免疫中

极为重要的组成部分之一 , 在正常情况下 , 以无活

性的酶前体 (酶原) 形式存在 , 当受到激活后 , 补

体各成分便按一定顺序呈现连锁酶促反应 , 参与机

体的防御功能和机体的自稳状态。C4 参与补体经

典途径的激活过程 , 而 C3 在补体激活的经典途径

和替代途径中都起作用 (李国平等 , 2000) 。补体

在机体抵抗病原菌的感染和炎症反应方面起着重要

作用 (Lambris , 1989) , 但它很少被用来分析应激

对免疫的影响。中华鳖 ( Pelodiscus sinensis) 是我

国重要的经济动物 , 在人工养殖过程中经常面临水

质污染和疾病蔓延等问题 , 对中华鳖的生长和存活

极为不利。如果能通过维生素 C 的添加 , 提高中

华鳖体内补体的含量 , 增强其在应激条件下维持体

内平衡的能力 , 进而提高其对新环境的适应能力和

对疾病的抵抗力 , 这不仅能提高经济效益 , 而且能

为维生素 C 的营养生理研究提供基础数据 , 弥补

中华鳖在这方面的研究空白。鉴于这种情况 , 我们

决定在饵料中添加维生素 C , 以水质 p H 为应激

源 , 探讨维生素 C 对应激和非应激状态下中华鳖

血清补体 C3 和 C4 的影响。

1 　材料与方法

111 　实验动物和驯化

实验用中华鳖幼鳖购于北京顺义县天竺甲鱼养

殖场 , 买回后饲养于实验室玻璃缸内。每天下午

6 : 00 投食 1 次 , 将饵料加少量水合成面团后投

喂 , 投饵量以使动物达到饱足并有少量剩余为准。

投饵 2 h 后 , 取出剩余饵料 , 并进行换水 , 所换水

为预先加温至 30 ±1 ℃的水。水温控制在 30 ±1 ℃,

光照为实验室自然光照。在此条件下驯养 3 周 , 使

其适应实验室环境条件后再开始实验。驯养期间所

用饲料为北京佳伟生物技术有限公司生产的全价稚

鳖饲料 , 其营养成分和能值见周显青等 (1998) 。

112 　实验设计和方法

选 72 只健康的中华鳖幼鳖 , 其体重范围在

10314～21410 g。由于幼鳖外观上难以区分雌雄 ,

因此本研究不分性别。将 72 只中华鳖随机分成 6

组 , 每组 12 只分设 2 个平行 , 每个平行 6 只置于

60 cm ×30 cm ×40 cm 的玻璃缸中。6 组动物所喂

的饵料除了维生素 C 的含量不同外 , 其它营养成

分与驯化时相同。6 组饵料中添加的维生素 C 的纯

含 量 依 次 为 0、250、500、2 500、5 000 和

10 000 mg/ kg。所用维生素 C 为日本武田公司生产

的包被维生素 C (维生素 C 含量为 90 %) 。实验期

间饵料存放在 - 20 ℃的冰箱中 , 每天喂食前 4 h 从

冰箱内取出放在室温下平衡至室温后再投喂。其它

实验条件与驯化时相同。实验持续 4 周后 , 每缸取

一半幼鳖断头处死 , 收集血液 , 在 4 ℃条件下离心

制备血清。之后用盐酸将缸中水从 p H≈719 调至

p H≈510 , 24 h 后将另一半中华鳖处死作同样的处

理。
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113 　补体 C3 和 C4 含量的测定和分析

采用伊利康生物技术有限公司生产的试剂盒 ,

分别按要求加入各试剂及血清后 , 在 37 ℃水浴 10

min , 用透射比浊法在 722 型紫外分光光度计 340

nm 波长处读取测定管和标准管的光密度值 (A) ,

以计算补体 C3、C4 的含量。

实验所得数据采用 Statistica 统计软件包进行

统计分析 , P < 0105 为差异显著 , 结果表示为平均

值 ±标准差。

2 　结　果

211 　血清补体 C3 含量的变化

双因素方差分析表明 , 维生素 C 对中华鳖幼

鳖血清补体 C3 的含量有明显影响 ( F5 ,64 =

171641 , P < 0101) 。L SD 多重比较表明 , 维生素 C

添加量为 250 mg/ kg 时 , 血清补体 C3 的含量与对

照组间没有明显不同 ( P > 0105) ; 维生素 C 添加

量为 500、2 500、5 000和 10 000 mg/ kg的 4 组 ,

血清补体 C3 的含量明显高于对照组和维生素 C 添

加量为 250 mg/ kg 组 ( P < 0105) ; 维生素 C 添加

量为 2 500 mg/ kg 时 , 血清补体 C3 含量最高 , 之

后随维生素 C 添加量的增加出现降低的趋势 (图

1) 。

图 1 　维生素 C对中华鳖幼鳖血清补体 C3 含量

的影响 (平均值 ±标准差)

Fig. 1 　Effects of vitamin C on content of serum

complement C3 in juvenile soft2shelled

turtles ( Mean ±SD)

LSD 多重比较 , 柱上方的不同字母表示不同剂量组间差异显著

[LSD multiple range test , different letters above the bars indicate

significant difference among different dose groups ( P < 0105) ]

双因素方差分析表明 , 酸应激对中华鳖幼鳖

血清补体 C3 的含量有明显影响 ( F1 ,64 = 61875 , P

< 0105) 。t 检验表明 , 血清补体 C3 的含量在酸应

激后没有明显变化 (从对照组到最高剂量组 , 其 t

值依次为 : t1 , 9 = 21165、 t1 ,8 = 21007、 t1 ,9 =

11554) 、 t1 ,9 = 01281、 t1 ,9 = 01239、 t1 ,8 = 01751 ,

所有的 P > 0105) 。由于维生素 C 添加量为 0、250

和 500 mg/ kg 的三组间没有显著差异 , 将它们并

为一组处理 , 则应激后有明显下降 ( P < 0101) 。

维生素 C 添加量在 0～5 000 mg/ kg时 , 随着

维生素 C 剂量的增加 , 在应激前后血清补体 C3 之

差有逐渐减少的趋势 , 并在维生素 C 添加量为

5 000 mg/ kg时最小 , 在10 000 mg/ kg一组这个差

值又有增大的趋势。维生素 C 和酸应激对中华鳖血

清补体 C3 含量的影响没有交互作用 ( F5 ,64 =

01398 , P < 01848) 。

212 　中华鳖幼鳖血清补体 C4 含量的变化

维生素 C 对中华鳖幼鳖血清补体 C4 含量有明

显影响 ( F5 ,66 = 81079 , P < 0101) 。L SD 多重比较

表明 , 维生素 C 添加量为 500 mg/ kg 的一组 , 血

清补体 C4 含量明显高于其它 5 组 ( P < 0105) ;

维生素 C 添加量为 250 mg/ kg 一组明显高于

10 000 mg/ kg组 ( P < 0105) 。由图 2 可以看出 ,

高剂量的维生素 C 对血清补体 C4 的合成有抑制倾

向。

图 2 　维生素 C对中华鳖幼鳖血清补体 C4 含量的

影响 (平均值 ±标准差)

Fig. 2 　Effects of vitamin C on content of serum

complement C4 in juvenile soft2shelled

turtles ( Mean ±SD)

LSD 多重比较 , 柱上方的不同字母表示不同剂量组间差异显著

[LSD multiple range test , different letters above the bars indicate

significant difference among different dose groups ( P < 0105) ]

酸应激对中华鳖幼鳖血清补体 C4 含量有明显

影响 ( F1 ,66 = 291137 , P < 0101) 。 t 检验表明 ,

酸应激后 , 维生素 C 添加量为 0、250 和 500 mg/

kg 的三组 , 血清补体 C4 的含量明显下降 ( t1 , 9 =

1776 期 周显青等 : 维生素 C 和酸应激对中华鳖幼鳖血清补体 C3 和 C4 含量的影响
　　



3109、t1 ,10 = 21787、 t1 , 9 = 21305 , 三组的 P <

0105 ) , 维 生 素 C 添 加 量 为 2 500、5 000 和

10 000 mg/ kg的三组在应激后没有明显变化 ( t1 ,10

= 11393、 t1 , 9 = 11839、 t1 , 8 = 11888 , 三组的 P

> 0105) (图 3) 。这表明 , 高剂量的维生素 C 对酸

应激所致的不利影响有颉颃作用。

维生素 C 和酸应激对中华鳖血清补体 C4 含量

的影响没有交互作用 ( F5 , 66 = 01418 , P <

01834) 。

图 3 　酸应激对中华鳖幼鳖血清补体 C4 含量的

影响 (平均值 ±标准差)

Fig. 3 　Effects of acid2stresse on content of serum

complement C4 in juvenile soft2shelled

turtles ( Mean ±SD)

t 检验 , 柱上方的星号 ( 3 ) 表示酸应激前后同一剂量组间差

异显著 [ t2test , the asterisks ( 3 ) above the bars indicate signifi2

cant difference per dose groups before and after acid2stress ( P <

0105) ]

3 　讨　论

311 　维生素 C对中华鳖幼鳖血清补体 C3 和 C4 的

影响

许多研究证明 , 维生素 C 能促进补体的活性

和补体的合成。维生素 C 添加量为1 000 mg/ kg和

4 000 mg/ kg 时 , 能明显提高虹鳟替代途径的补体

活性 , 但对经典途径的补体活性没有影响 ( Verl2
hac et al . , 1996 ) , 即使用维生素 C 添加量为

1 000 mg/ kg的饵料喂两个月 , 也没有提高虹鳟和

大西洋鲑经典途径的补体活性 ( Verlhac et al . ,

1994) 。而维生素 C 添加量为3 000 mg/ kg时 , 却

能明显提高斑　经典途径的补体活性 (Li et al . ,

1985) , 这与 Hardie et al . (1991) 对大西洋鲑的

研究结果相似。在豚鼠的研究中发现 , 在饮水中添

加维生素 C 50 mg/ 100 g 体重时 , 能明显提高其血

清 C1q 的含量 , 低于此值 , 对 C1q 的合成没有影

响 (Johnston et al . , 1987) 。C1q 是经典补体激活

途径的第一个成分 , 是机体血液中对抵抗病原菌感

染起关键作用的一组蛋白质 ( Porter et al . ,

1978) 。本实验发现 , 维生素 C 添加量在2 500～

10 000 mg/ kg时 , 能促进中华鳖血清补体 C3 的合

成 , 在此范围之下 , 对补体 C3 的产生没有影响 ;

而维生素 C 的添加量为 500 mg/ kg 时 , 能明显提

高补体 C4 的含量 , 高于此剂量反而有抑制的倾

向。上述这些结果表明 , 维生素 C 只有在一定剂

量范围内才能促进补体的活性和补体的合成 , 这个

剂量在不同的动物可能不同 ; 促进补体 C4 合成的

维生素 C 需要量低于促进补体 C3 合成的需要量。

312 　维生素 C对酸应激中华鳖血清补体 C3 和 C4

含量的影响

从极少的研究报导来看 , 应激对补体的活性和

含量起抑制作用。Sunyer et al . (1995) 发现 , 每

天给金头鲷 ( S parus aurata) 8 min 的网捕刺激 ,

连续处理 16 天后 , 经典和替代补体途径的溶血活

性和补体 C3 的含量在应激后都有明显下降。赤鲷

( Pagrus pagrus) 在应激胁迫条件下 2 天 , 替代补

体途径的溶血活性明显下降 ( Rotllant et al . ,

1997) 。本实验表明 , 低剂量的三组即 0、250 和

500 mg/ kg 合为一组处理 , 酸应激后血清补体 C3

的含量有明显下降 ; 补体 C4 在这三组分别都有明

显下 降。而 高 剂 量 的 三 组 ( 2 500、5 000 和

10 000 mg/ kg) , 补体 C3 和 C4 在酸应激前后都没

有明显变化。这说明 , 酸应激对中华鳖有免疫抑制

影响 , 同时说明 , 酸应激能激活经典途径和替代途

径 , 消耗补体 , 使血中补体 C3 和 C4 水平下降 ;

而高剂量的维生素 C 对酸应激引起的补体 C3 和 C4

含量的下降有颉颃作用 , 能缓解应激造成的不利影

响。维生素 C 的抗酸应激作用可能与下列因素有

关 : (1) 维生素 C 的抗氧化作用。在应激状态下

体内自由基产生的增多和抗氧化剂的减少 , 在体内

能导致氧化应激 (Umegaki et al . , 1997) , 对细胞

膜造成氧化损伤 , 影响细胞功能的正常发挥

(Nunes et al . , 1997) 。维生素 C 具有抗氧化作用 ,

可能防止了酸应激过程中合成补体的细胞 (如肝细

胞和巨噬细胞等) 的过氧化损伤 , 维持了其细胞膜

结构完整和功能的正常发挥。同时 , 由于维生素 C

的抗氧化作用 , 抑制了补体的活化。补体的活化常

与氧自由基相伴而生 , 协同作用 , 增强炎症反应 ,

而硒和其它抗氧化物等能抑制补体的活化 , 清除氧

自由基 , 进而抑制炎症的应答反应 (候健存等 ,
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2000) 。随着维生素 C 剂量的增加 , 酸应激后中华

鳖肝脏中维生素 C 的下降有逐渐增大的趋势 , 这

些消耗掉的维生素 C 可能被用来缓解了应激造成

的免疫机能的下降 ( Zhou et al . , 2003) 。 (2) 应

激后皮质醇的变化。我们的工作表明 , 维生素 C

对酸应激所致的皮质醇含量的升高有抑制作用 , 但

补体含量的变化与皮质醇的变化并不完全相符 , 血

清皮质醇只有对照组在酸应激后有明显升高 , 其它

5 组在应激前后都没有明显变化 ( Zhou et al . ,

2003) 。补体的合成受多种因素调节 , 包括多种激

素等 (杨汉春 , 1996) 。

综上所述 , 维生素 C 对中华鳖补体 C3 和 C4

的合成有促进作用 ; 酸应激能导致其下降 , 这意味

着中华鳖在应激状态下将增加对疾病感染的敏感

性 ; 高剂量的维生素 C 对酸应激所致的血清补体

C3 和 C4 含量的下降有颉顽作用。这表明 , 高剂量

的维生素 C 对酸应激所致的中华鳖生理功能的紊

乱有调整作用 , 能提高其维持体内平衡的能力 , 增

强其对新环境的适应能力 , 降低对应激的敏感性。
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