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摘要：为探究盐度胁迫对尼罗罗非鱼免疫的影响，对体质量(35.0±5.0) g的尼罗罗非鱼进
行了急性和慢性的盐度胁迫实验，对免疫相关指标进行了检测和分析。在急性盐度胁迫
中，设置0、5和15盐度组，分别在胁迫后6、12、24、48和96 h进行取样，检测血清SOD、
CAT、GSH-Px和AKP的活性。在慢性实验中，设置0、10、20和30盐度组，胁迫8周后检
测血清SOD、CAT、GSH-Px和AKP活性，并进行了无乳链球菌易感性实验。结果显示：
①血清中SOD活性在急性盐度胁迫6、12和24 h时都有随盐度上升而上升的趋势，但在
96 h时盐度15组酶活性显著低于盐度5组；在慢性盐度胁迫下，各组的酶活性呈现出随着
盐度升高而显著性下降的趋势。②血清CAT活性在急性盐度胁迫下12和24 h时呈现出随
着盐度升高而显著下降的趋势；在慢性胁迫下不存在显著性差异。③血清中GSH-Px活
性在急性和慢性胁迫后，均呈现随着盐度升高而降低的趋势。④血清AKP活性在胁迫后
6 h随盐度升高呈现出显著下降趋势；在慢性盐度胁迫下，盐度20组显著低于其他实验组。
⑤尼罗罗非鱼对无乳链球菌易感性实验中，盐度10组的易感性和盐度0组之间无显著差
异，盐度20和30组的易感性高于盐度0组。研究表明，两种盐度胁迫均会引起免疫相关
指标的变化，急性盐度胁迫实验表明，盐度5和15可导致尼罗罗非鱼机体氧化损伤，但
尼罗罗非鱼可以逐渐适应这一变化；慢性盐度胁迫实验表明，盐度高于20会抑制尼罗罗
非鱼多种免疫指标活性，造成其对无乳链球菌的易感性升高。
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在水产养殖中，养殖鱼类时刻要受到环境

的影响。环境对鱼类生存产生的压力被称为环

境胁迫。环境胁迫可以分为急性胁迫和慢性胁

迫，而环境中能造成胁迫的因子，被称为环境

胁迫因子 [1]。环境胁迫因子可以显著影响鱼类的

生理状态，盐度就是其中一种重要的环境胁迫

因子，可以显著地影响鱼类的免疫水平，造成

多种免疫因子的变化 [2-3]，导致鱼类对致病菌易

感性的变化[4-5]。

鱼类属于低等脊椎动物，其特异性免疫系

统相比于高等脊椎动物较不完善，而非特异性

免疫在鱼类对抗病原体侵染的过程中发挥重要

作用。其中，鱼体内的超氧化物歧化酶 (SOD)、
过氧化氢酶 (CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-
Px)和碱性磷酸酶(AKP)起到关键作用，其活性可

以反映机体的免疫水平，是重要的机体免疫指

标 [6]，已有研究表明，环境因素会显著影响这些

酶的活性，造成机体免疫力的变化[7]。

文章编号: 1000-0615(2020)06-0978-09 水产学报, 2020, 44(6): 978−986

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20190911984

 
 

收稿日期：2019-09-22        修回日期：2019-11-17

资助项目：现代农业产业技术体系专项(CARS-46)；现代农业人才支撑计划(2016-2020)；广东省科技计划(2012B020308001)

通信作者：李文笙，E-mail：lsslws@mail.sysu.edu.cn

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn


尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)，属于鲈

形目(Perciformes)，丽鱼科(Cichlidae)，是一种广

盐性鱼类，能在不同盐度的水体中存活。尼罗

罗非鱼是我国重要的出口水产品，具有很高的

经济价值。近年来，无乳链球菌 (Streptococcus
agalatiae)病的暴发给罗非鱼产业带来极大损失[8]。

已有的研究表明，氨氮等环境胁迫因子可以抑

制尼罗罗非鱼免疫相关指标的活性，提高尼罗

罗非鱼对海豚链球菌 (S. iniae)的易感性 [9]。这表

明环境胁迫因子与链球菌病等养殖常见疾病的

暴发存在一定的相关性，这可能是由于环境胁

迫因子抑制尼罗罗非鱼的机体免疫力而导致的。

因此，阐明环境因子对罗非鱼免疫水平的影响，

对水产养殖业具有重要的意义。目前关于盐度

对尼罗罗非鱼影响的研究，主要集中于耐盐性

和生长速率方面，有关盐度对尼罗罗非鱼免疫

影响的研究还比较缺乏。因此，本研究从急性

和慢性两个角度，对盐度胁迫下尼罗罗非鱼的

血清SOD、CAT、GSH-Px和AKP活性这几项免疫

指标，以及慢性盐度胁迫下罗非鱼对于无乳链

球菌的易感性进行探究，试图揭示盐度对尼罗

罗非鱼免疫相关指标的影响，为尼罗罗非鱼的

咸水养殖提供一定的参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用尼罗罗非鱼来自广东罗非鱼良种场，

种质来源相同，体表无损伤、活力正常。实验

用鱼的体质量规格为(35.0±5.0) g，全雄。实验在

室内流水养殖系统内进行。实验开始前在淡水

中驯养1周使其适应环境，每日饱食投喂2次。实

验所使用的盐水为曝气的淡水和海水晶调配而

成，用YSI的Pro1030盐度计进行校准。

1.2    实验设计

急性盐度胁迫实验　　实验设置盐度0(对
照组)、5和15组，每个实验组设置5个取样时间

点，每个时间点取10尾鱼。实验开始前，将罗非

鱼随机分配到不同养殖桶内(直径200 cm，高100
cm)，每组60尾，在淡水中暂养10 d。实验开始

后，盐度5和15组直接升高水体盐度至目标盐度，

盐度0组作为对照维持不变。分别在转移至实验

盐度后6、12、24、48和96 h进行取样。每个实

验组的每个时间点随机取10尾鱼。

慢性盐度胁迫实验　　实验设置盐度0(对
照组)、10、20和30组，每组3个平行，每个平行

100尾。实验开始前，随机将各组罗非鱼分配到

12个室内养殖桶中 (直径200 cm，高100 cm)，每

个桶100尾鱼，在淡水中暂养10 d，期间采用饱

食投喂的方式每日投喂2次。实验开始后，将12
个桶随机编为4个实验组，采用逐步增加盐度的

方式进行驯化，驯化方式如表1。在达到实验组

设置的盐度后开始为期8周的实验。实验期间采

用饱食投喂的方式每日投喂2次，每次30 min，
并统计摄食量。实验期间关闭水循环系统，通

过增氧机和每日换水1/3来维持水质稳定，每日

检测水质，确保氨氮不高于1.5 mg/L，亚硝酸盐

不高于0.25 mg/L，pH为6.8~8.0，溶解氧含量不

低于3 mg/L，水质采用广州三晟环保科技有限公

司的水质检测试剂盒进行检测。实验结束后取

样。每个实验组取3个平行，每个平行取10尾鱼。

攻毒实验　　慢性盐度胁迫下养殖8周后，

从慢性胁迫10、20和30组以及对照组(0组)各组中

的每个平行随机挑选规格均匀，与整体平均体

质量相同的鱼20尾，随机分为攻毒组和对照组。

具体实验分组设计与实验鱼规格见表2。实验使

用无乳链球菌株(THN0901)来自中山大学李安兴

教授实验室。菌株接种于脑—心浸出液(BHI)培
养基平板，并在28 °C下培养24 h，后挑取单克隆

进入BHI液体培养基，在28 °C条件下扩大培养

12 h后，按照新旧培养基100∶1的比例扩大培养

10 h，得到的菌株在5 000 r/min下离心5 min，所

得菌体沉淀使用生理盐水重悬。无乳链球菌悬

液使用稀释涂布平板法进行计数。攻毒实验按

照每尾5.0×107 CFU的菌体量进行注射，对照组

注射生理盐水。统计注射后14 d的死亡率。

1.3    检测与分析

血清免疫指标检测　　采用静脉取血，取

表 1    慢性盐度实验盐度胁迫驯化方式

Tab. 1    Salinity acclimatization of chronic salinity stress

盐度组

salinity
group

第1天
day 1

第2天
day 2

第3天
day 3

第4天
day 4

第5天
day 5

第6天
day 6

  0 0   0   0   0   0   0 

10 0   0   0   0   5 10 

20 0   0   5 10 15 20 

30 5 10 15 20 25 30 

6 期 蔡    然，等：盐度胁迫对尼罗罗非鱼免疫相关指标的影响 979

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


1 mL罗非鱼血液，室温下在7 500 r/min离心10 min，
分离上清液，用于后续检测。本研究使用WST-1
法检测SOD活性；使用可见光法检测CAT活性；

使用比色法检测GSH-Px活性；使用微板法检测

AKP活性。实验中使用的试剂盒均来自南京建成

生物工程研究所。

数据分析　　实验数据采用SPSS 17软件进

行单因素方差分析 (One-Way  ANOWA)。使用

LSD法进行多重比较分析，结果使用平均值±标
准误(mean±SE)表示，P<0.05为存在显著性差异。

2    结果

2.1    急性和慢性盐度胁迫对尼罗罗非鱼抗氧

化系统免疫相关因子的影响

血清SOD活性在急性盐度胁迫处理后6和12 h
均有随盐度升高而显著性上调的趋势 (P<0.05)，
在96 h时，盐度15组SOD活性相较于盐度5组显

著性降低(P<0.05)；在慢性盐度胁迫下，盐度30
组的SOD活性相较于其他组显著性降低(P<0.05)
(图1)。血清CAT活性在急性盐度胁迫后12和24 h
时均出现随盐度升高而显著性降低的趋势 (P<
0.05)，之后各组间不存在显著性差异 (P>0.05)；
在慢性盐度胁迫下，各组之间不存在显著性差

异(P>0.05)(图2)。血清GSH-Px活性在急性胁迫后

6 h出现随盐度升高而显著性下降的趋势(P<0.05)，
12 h时盐度5组活性显著低于0组 (P<0.05)；在慢

性盐度胁迫下，各实验组GSH-Px活性呈现出随

盐度升高而降低的趋势，盐度30组显著低于其他

组(P<0.05)(图3)。
 

2.2    急性和慢性盐度胁迫对尼罗罗非鱼血清

AKP活性的影响

血清AKP活性在急性盐度胁迫后6 h有随盐

度升高而显著性下降的趋势(P<0.05)，之后各组

之间无显著性变化 (P>0.05)；慢性盐度胁迫下，

盐度20组AKP活性相较于其他各组显著性下降

(P<0.05)(图4)。

2.3    慢性盐度胁迫对尼罗罗非鱼无乳链球菌

易感性的影响

慢性盐度胁迫下，尼罗罗非鱼对无乳链球
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图 1    盐度胁迫下血清SOD活性变化

(a)急性盐度胁迫；(b)慢性盐度胁迫。(a)图中不同字母代表同一时间点不同盐度组之间存在显著性差异(P<0.05)，(b)图中不同字母代表

不同盐度组之间存在显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 1    Activity of serum SOD under salinity stress
(a) acute salinity stress; (b) chronic salinity stress. In figure (a), different letters indicate significant differences between different salinity groups at the
same time(P<0.05); in figure (b), different letters indicate significant differences between different salinity groups (P<0.05), the same below

表 2    攻毒实验分组设计(平均体质量)
Tab. 2       Experimental design of S. agalactiae

　　injection(average body weight) g

组别

group
盐度+链球菌

salinity+S. agal
盐度+PBS

salinity+PBS
0+链球菌

0+S. agal 0+PBS

A(10&0) 245.1±3.1 244.8±2.1 245.9±2.6 245.6±1.8

B(20&0) 205.0±2.7 204.7±1.9 204.0±2.5 204.2±3.0

C(30&0) 175.6±3.0 175.0±3.3 175.2±2.1 175.3±1.8

注：组别中A、B和C后括号中的数字代表各实验组中的实验盐度

Notes:  the  numbers  in  brackets  after  A,  B,  and  C  represent  the
experimental salinity for each group
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图 2    盐度胁迫下血清CAT活性变化

Fig. 2    Activity of serum CAT under salinity stress

G
S

H
-P

x
/(

U
/m

L
)

G
S

H
-P

X
/(

U
/m

L
)

120

60

80

100

40

20

0

300

350

150

200

250

100

50

0
6 12 24 48 0 10 20 3096

时间/h
time

(a) (b)

a
b

ab
ab

abb b

a
a

a
a

a

a a a aa
a a

盐度
salinity

盐度0　salinity 0

盐度5　salinity 5

盐度15　salinity 15

 
图 3    盐度胁迫下血清GSH-Px活性变化

Fig. 3    Activity of serum GSH-Px under salinity stress
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图 4    盐度胁迫下血清AKP活性变化

Fig. 4    Activity of serum AKP under salinity stress
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菌易感性的实验结果显示，10+S. agal组攻毒后

14 d死亡率与0+S. agal组之间无显著性差异；20+
S. agal组攻毒后14 d死亡率显著性高于0+S. agal组，

30+S. agal组攻毒后14 d死亡率高于0+S. agal组，

但不存在显著性差异(图5)。

3    讨论

尼罗罗非鱼属于广盐性鱼类，对盐度具有

一定的适应能力，可以在一定盐度范围内存活。

已有的研究表明，在急性盐度胁迫下，尼罗罗

非鱼致死盐度为17~20[10]；而经过逐步升高盐度

的驯化过程，尼罗罗非鱼可以在海水盐度(盐度

34)下生存 [11]。因此，本研究选择在急性胁迫下

设置0、5和15等3个盐度，在慢性胁迫下设置0、
10、20和30等4个盐度，是具有科学依据的。

鱼类作为低等脊椎动物，其特异性免疫系

统发育较不完善，非特异性免疫系统发挥着重

要的作用。其中，抗氧化系统起到很重要的作

用。抗氧化系统主要由SOD、CAT和GSH-Px等
组成，用于应对机体的氧化压力。SOD是一种重

要的抗氧化酶，能够清除机体内部的ROS，将其

转化为H2O2，随后，在GSH-Px和CAT等酶的作

用下继续分解成水 [12]。SOD、CAT和GSH-Px的活

性与鱼类抵御外界疾病的能力息息相关，是重

要的免疫指标[13]。本研究的结果表明，急性和慢

性盐度胁迫都可以对罗非鱼的抗氧化酶产生影

响。急性盐度胁迫中，尼罗罗非鱼SOD活性的先

升高后恢复和CAT以及GSH-Px活性的先下降后

恢复，说明盐度胁迫最开始的时候尼罗罗非鱼

机体内可能产生大量H2O2以应对这种胁迫。三

种指标都在96 h时恢复至没有差异的水平，表明

尼罗罗非鱼在从急性盐度胁迫向慢性盐度胁迫

转变的过程中，机体可以逐步适应盐度5和15的
水体环境。对云纹石斑鱼 (Epinephelus moara)进
行急性低盐胁迫6 h后，其SOD和CAT的活性发

生了显著下降 [14]，花鲈 (Lateolabrax maculatus)在
急性盐度胁迫1 d后SOD和CAT活性显著升高，

但到了11和21 d时就恢复至正常水平 [2]。以上结

果表明鱼类的抗氧化系统在急性盐度胁迫中的

作用较为复杂，在不同鱼类中表现出一定的差

异，其原因需要进一步的研究。但可以肯定的

是，抗氧化系统中的多种抗氧化酶对于盐度变

化具有敏感性，表明其在急性盐度胁迫中可能

起到重要的作用[15]。慢性盐度胁迫中，罗非鱼的
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图 5    不同盐度下尼罗罗非鱼腹腔注射感染

无乳链球菌后14 d的累计死亡率

(a)  A组攻毒实验累计死亡率； (b)  B组攻毒实验累计死亡率；

(c) C组攻毒实验累计死亡率。不同字母表明同一时间点各组之

间存在显著性差异(P<0.05)

Fig. 5    Cumulative mortality (%) of O. niloticus at
different salinity for 14 d post the challenge of
intraperitoneal injection with S. agalactiae

(a)  cumulative  mortality  of  group  A  in  the  challenge  experiment;  (b)
cumulative mortality of group B in the challenge experiment; (c) cumu-
lative mortality of group C in the challenge experiment. Different letters
indicate  significant  difference  between  different  groups  at  the  same
time(P<0.05)
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SOD和 GSH-Px活 性 都 在 盐 度 30下 显 著 降 低

(P<0.05)，说明慢性盐度胁迫下盐度30时显著抑

制了罗非鱼抗氧化系统的活性，对其免疫能力

造成负面影响。这一结果与以往的研究结果类

似，即慢性盐度胁迫可以降低罗非鱼肝脏和肠

道的多种抗氧化相关酶活性 [16-17]。Zeng等 [18]发现

大黄鱼(Larimichthys crocea)在慢性盐度胁迫中通

过Nrf2-keap1通路降低了SOD等酶的活性，这为

后续对其潜在的相关分子机制进行研究提供了

参考。

AKP作为体内巨噬细胞溶酶体的标志酶，

能够催化生物分子脱去磷酸基团，参与钙磷代

谢，是一种重要的免疫指标[19]。本研究发现，尼

罗罗非鱼在急性盐度胁迫下6 h时的AKP活性显

著下降 (P<0.05)，说明急性盐度胁迫可以抑制

AKP活性；而96 h时恢复至正常水平，说明罗非

鱼在从急性转向慢性盐度胁迫的过程中可以逐

步适应盐度5和15的水体环境，这一结果与SOD
和CAT等的结果类似。而在慢性盐度胁迫下，罗

非鱼在盐度 20和 30时， AKP活性显著降低 (P<
0.05)，说明盐度20及以上的水体对其活性造成了

影响。与之类似的，大黄鱼在受到盐度胁迫后8
和10周均出现AKP活性的下调 [20]。水生生物AKP
活性的下降与其对于疾病的易感性息息相关，

仿刺参(Apostichopus japonicus)在接受低渗胁迫后，

其AKP活性降低，并对灿烂弧菌(Vibrio splendidus
NB13)的易感性提高；在添加伊萨酵母C21后，

其AKP活性升高，对疾病的抵抗力增强 [21]。以上

结果表明，盐度5和15的急性胁迫会造成罗非鱼

短暂的AKP活性下调，但是罗非鱼可以逐渐适应

5和15的盐度，使AKP恢复至正常水平；盐度20
以上的慢性胁迫可以抑制AKP活性，增加其感染

疾病的风险。

无乳链球菌，又称为B族链球菌，是一种革

兰氏阳性菌，可以通过水源和食源传播，对罗

非鱼产业具有极大的危害性，近年来已有多次

罗非鱼链球菌病暴发的报道[22]。本课题选择无乳

链球菌易感性作为不同盐度下罗非鱼免疫力高

低的综合指标，具有一定的现实意义。已有的

研究表明，盐度变化可以使水生动物对于疾病

的易感性产生巨大的影响。例如赤点石斑鱼(E.
coioides)在盐度从34降到6和20时，对溶藻弧菌

(V. alginolyticus)的易感性显著升高 [4]；浅纹鳗鲇

(Pangasianodon hypophthalmus)在盐度10相较于盐

度0下，对爱德华氏菌 (Edwardsiella ictaluri)的易

感性降低 [5]。由于尼罗罗非鱼在不同盐度下的生

长速率存在差异[23]，因此初始体质量相同的尼罗

罗非鱼在慢性盐度胁迫下养殖一段时间后，体

质量必然出现差异，而无乳链球菌对于 100 g
左右的罗非鱼侵染能力更强，且不存在体质量

和菌剂量的线性关系 [24]，因此本实验选择对10、
20和30盐度下的罗非鱼实验组都分别设置同等规

格的0盐度对照组。结果表明，盐度20和30下的

罗非鱼累计死亡率均高于对照组，而盐度10下罗

非鱼的死亡率略低于对照组，说明在慢性胁迫

下，盐度20和30的环境提高了罗非鱼对无乳链球

菌的易感性，而盐度10组则没有这一现象。Chang
等[25]的研究结果与本研究结果类似，他们从斑点

叉尾鮰 (Ictalurus punctatus)中分离得到一株链球

菌，并注射进不同盐度下的尼罗罗非鱼体内，

发现相较于盐度0，盐度15会导致罗非鱼对链球

菌易感性的升高。已有的研究表明，SOD、CAT
等作为重要的免疫因子，其活性的下降与水生

生物对疾病的易感性存在一定的关联性。例如

在氨氮胁迫下，SOD、AKP活性的下调导致了罗

非鱼对于海豚链球菌易感性的增加 [9]。结合本实

验在慢性盐度胁迫下，SOD、GSH-Px和AKP活
性均随着盐度升高而降低这一结果，提示慢性

盐度胁迫下SOD、CAT、GSH-Px和AKP等免疫相

关酶活性的降低是尼罗罗非鱼对无乳链球菌易

感性升高的关键因素。然而更深层的分子机制

有待进一步探究。

4    结论

急性盐度胁迫实验中，盐度5和15的水体在

胁迫初期会刺激SOD活性的上调，抑制GSH-Px、
CAT和AKP的活性，可能会对尼罗罗非鱼机体造

成氧化压力和疾病增加的风险；罗非鱼在盐度

胁迫从急性转为慢性的过程中可以逐渐适应盐

度5和15的水体，多种指标恢复至正常水平。

慢性盐度胁迫实验中，在盐度高于20时，

盐度胁迫会抑制血清中SOD、GSH-Px和AKP的
活性，造成免疫抑制。同时，盐度20以上的水体增加

了罗非鱼对于无乳链球菌的易感性。在实际生

产中会增加疾病暴发的风险。因此尼罗罗非鱼

长期的咸水养殖建议在盐度低于20的水体中进行。
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Effects of salinity stress on immune-related parameters of
the Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

CAI Ran ,     CHEN Limin ,     XIN Ying ,     ZHAO Zaoya ,     YU Xiaozheng ,    
HUANG Jinfeng ,     LIAO Zongzhen ,     LI Wensheng *

(State Key Laboratory of Biocontrol,
Institute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Province Key Laboratory for Aquatic Economic Animals,

Guangdong Province Important Economic Fish Healthy Breeding Engineering Technology Research Center,
School of Life Science, Sun Yat-sen University, Guangzhou    510275, China)

Abstract: In order to explore the effects of salinity stress on the immunity of the Nile tilapia (Oreochromis niloti-
cus), we conducted acute and chronic salinity stress experiments on tilapia with body weight of (35±5) g and some
immune-related parameters of the serum were tested. In acute salinity stress, the salinities of 0, 5 and 15 were set,
and the enzyme activities of SOD, CAT, GSH-Px and AKP in serum were detected by sampling at 6, 12, 24, 48
and 96 h after stress respectively. In the chronic experiment, four salinity levels of 0, 10, 20 and 30 were set, and
the enzyme activity of SOD, CAT, GSH-Px and AKP in serum was detected after 8 weeks of stress. The results
showed that: SOD activity in serum increased with salinity at 6, 12 and 24 h under acute salinity stress, but at 96 h,
enzyme activity in the salinity 15 group was significantly lower than that in 5 group. Under chronic salinity stress,
the  enzyme  activity  of  each  group  decreased  significantly  with  the  increase  of  salinity.  CAT  activity  in  serum
decreased significantly with the increase of salinity at 12 h and 24 h under acute salinity stress, and there was no
significant difference after that. GSH-Px activity in serum decreased significantly with the increase of salinity at 6,
12  and  48  h  after  stress.  AKP  activity  in  serum  significantly  decreased  with  the  increase  of  salinity  at  6h  after
stress. Under chronic stress, the 20 group was significantly lower than the other groups. In the experiment of sus-
ceptibility to Streptococcus agalatiae after chronic stress, the susceptibility of the salinity 10 group to S. agalatiae
had no obvious difference compared with 0, the susceptibility of 20 and 30 groups were higher than 0 group. This
study  showed  that  both  kinds  of  stress  could  cause  changes  in  immune-related  indicators:  acute  salinity  stress
experiment showed that the salinities of 5 and 15 caused oxidative damage to the tilapia, but tilapia could gradu-
ally adapt to this change. Chronic salinity stress experiment showed that salinity above 20 could inhibit the activ-
ity of many immune indicators of tilapia, resulting in increased susceptibility to S. agalatiae.

Key words: Oreochromis niloticus; Streptococcus agalatiae; salinity; stress; immune-related parameters
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