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慢性氨氮暴露诱发黄颡鱼幼鱼谷氨酰胺积累%

氧化损伤及免疫抑制的研究
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#宁波大学海洋学院"浙江 宁波5/41244$

摘要! 为了研究慢性氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼生长性能%大脑谷氨酰胺积累%肝脏抗氧化酶活

性%非特异性免疫应答及抗嗜水气单胞菌感染能力的影响!实验挑选初始体质量为 "4108 C

3131#D 的健康黄颡鱼幼鱼 493 尾!开展为期 17 B 的慢性氨氮胁迫实验$ 结果表明!实验鱼的

终末体质量%增重及饲料效率!氨氮组与对照组无显著性差异!但肝体比氨氮组显著高于对照

组&氨氮组实验鱼大脑中氨氮和谷氨酰胺含量显著高于对照组!但谷氨酸含量各组间无显著性

差异&氨氮组实验鱼肝脏中超氧化物歧化酶%过氧化物酶及谷胱甘肽过氧化物酶活性显著低于

对照组!但硫代巴比妥酸反应物含量氨氮组显著高于对照组&氨氮组实验鱼肝脏中溶菌酶活

性%头肾巨噬细胞吞噬指数和呼吸爆发显著低于对照组&感染嗜水气单胞菌 48 B 后!氨氮组和

对照组实验鱼累计死亡率无显著性差异$ 研究表明!黄颡鱼幼鱼遭受亚致死浓度的慢性氨氮

胁迫!能够导致大脑中谷氨酰胺含量升高&氨氮组黄颡鱼肝脏中硫代巴比妥酸反应物的过度积

累表明!应激产生的大量自由基并不能被机体自身的抗氧化酶体系完全清除&亚致死浓度的慢

性氨氮胁迫会对黄颡鱼幼鱼的免疫应答体系造成抑制$

关键词! 黄颡鱼& 氨氮& 生长性能& 氧化损伤& 免疫抑制

中图分类号! *071555555555555 文献标志码'&

55多年来"我国水产品养殖总产量一直居于世

界首位) 然而"随着规模化集约养殖业的发展"养

殖密度过高&投喂方式粗放&配合饲料营养不均

衡"使得养殖水体中氨氮超标成为一种常态化的

环境问题
'4(

) 氨氮在水环境中通常以离子态

#%+

=

8

$和非离子态#%+

/

$形式存在"绝大多数硬

骨鱼对 %+

/

非常敏感) %+

/

在鱼体内过度积累

会抑制生长"扰乱膜电位和离子平衡"导致鳃组织

病变"肝脏器官衰竭及免疫抑制"干扰中枢神经系

统"致使呼吸过速&过度兴奋&昏厥&抽搐甚至死

亡
'2(

) 早期研究认为"鱼类氨中毒与哺乳动物肝

性脑病的致病机制相同"都是由于大脑中谷氨酰

胺积累造成星状胶质细胞肿胀"使得颅内压升高

导致死亡
'/(

) 然而"最近有研究指出"鱼类的颅

骨构造与哺乳类相比具有较多间隙"能够耐受较

强颅内压"因此颅内压升高并不是导致鱼类氨中

毒死亡的主要原因
'8(

) 针对鱼类氨中毒致死原

因的争论已成为研究的热点"基于已有研究证据"

愈来愈多的学者倾向于认为"鱼类氨中毒致死可

能与星状胶质细胞肿胀诱发的氧化损伤和免疫抑

制有关
'1(

)

已有资料表明"哺乳类大脑星状胶质细胞肿

胀"会造成 %:甲基:5:天冬氨酸 #%25&$受体和

-3

2 =

依赖一氧化氮合成酶途径过度激活"产生大

量活性氮#$%*$和活性氧#$"*$"造成机体氧化

损伤
'7(

"典型症状包括!神经元退化引起生理和

行为异常&三羧酸循环紊乱阻断能量代谢&蛋白质

氧化6脂质过氧化加速醛酮类物质积累"最终中毒

死亡
':(

) 相比之下"鱼类应激氧化损伤研究相对

滞 后) 初 步 研 究 表 明" 薄 氏 大 弹 涂 鱼
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#O0,:026"6-,.*8A0<<-/"+$ 浸泡于含 9 ;;/06'

%+

8

-0的水体中 42 @ 后"大脑和鳃组织中抗氧化

酶活性受到抑制"还原型谷胱甘肽含量减少"脂质

过氧化产物增多
'9(

) 尼罗罗非鱼 #5/:036/0.+8

(+,0"+3*8$经过 :3 B 氨氮#43 ;D6'$刺激后"机体

自身的抗氧化酶体系并不能完全清除应激产生的

自由基"组织中蛋白质氧化和脂质过氧化造成的

肝功能衰竭可能是导致死亡的主要原因
'0(

) 瓦

氏黄颡鱼#>:,":0A-)/*8E-36:,,+$在 41 B 急性氨氮

#11:3 ;D6'$刺激后"血红蛋白含量下降"超氧化

物歧化酶&谷胱甘肽过氧化物酶活性受到抑制"丙

二醛迅速积累"同时"肝脏溶菌酶活性&头肾巨噬

细胞吞噬指数和呼吸爆发&血清免疫球蛋白含量

下降
'43(

) 虽然学者们相继开展了诸多有益的探

索"然而"鱼类氨中毒致死机制迄今尚不十分

清楚)

黄颡鱼#>;@*,E+</-30$是我国重要的经济养

殖鱼类"为杂食偏肉食性"在我国长江和珠江流域

自然水体中分布较为广泛"其肌肉中含有人体所

需的多种必需氨基酸"尤其是没有肌间刺的优点"

深受广大消费者的喜爱) 据/234/ 中国渔业统计

年鉴0

'4(

发布的权威数据"截至 2342 年底"全国

黄颡鱼产量达到 27 万 E"年增幅超过 49K"已成

为我国重要淡水养殖种类之一) 本研究评估了慢

性氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼生长性能&大脑谷氨酰

胺积累&肝脏抗氧化酶活性&非特异性免疫应答及

抗嗜水气单胞菌 #':/0.0(-867</026+,-$感染能

力的影响"为鱼类氨中毒致死机制的深入研究提

供理论依据)

45材料与方法

!"!#养殖管理及取样

黄颡鱼幼鱼#4108 C3131$ D 购自浙江嘉兴"

养殖实验在宁波大学校内基地进行) 暂养 /3 B

后"挑选大小均匀&体格健壮的鱼苗"随机分配到

7 个 /33 '塑料养殖桶中#每个处理设置 / 个重

复$"每桶 /3 尾) 参考斑点叉尾 # N:"-,*/*8

2*(:"-*8$的氨氮安全浓度
'44(

"设定实验组总氨氮

浓度为 1171 <1193 ;D6'#非离子氨 3143 <3142

;D6'"=+717 <:13$"对照组总氨氮浓度为 3134

;D6'#非离子氨 A31334 ;D6'$"胁迫周期为

17 B"投喂商业饲料#天邦牌 3 号黄颡鱼料$) 期

望氨氮浓度通过预配 %+

8

-0#43 D6'$母液每隔

: @进行调整"总氨氮浓度测定采用纳氏试剂

法
'0(

"通过计算获得非离子氨浓度
'42(

) 养殖过程

中"养殖用水为除氯自来水"日换水量为总体积的

46/"水温 2: <20 Q"溶氧#:194 C314/$;D6'"亚

硝酸盐 A311 ;D6'"保持自然光照)

养殖结束后"禁食 28 @"分别称取每桶鱼总重

并记录存活数) 每桶随机挑选 1 尾实验鱼"2*:

222 麻醉后解剖获得大脑"液氮保存"测定氨氮&

谷氨酰胺及谷氨酸含量%称取肝脏重量"计算肝体

比" 623 Q保存"测定抗氧化酶及非特异性免疫

酶活性%无菌条件下获取头肾"测定巨噬细胞吞噬

指数及呼吸爆发程度)

!"$#氨氮%谷氨酰胺和谷氨酸含量分析

称取 311 D 大脑样品"液氮中研磨成粉末"加

入 7K的三氯乙酸 28 333 M6;<C 匀浆 / 次"每次

23 ?

'4/(

) 匀浆液于 8 Q环境中 43 333 M6;<C 离心

41 ;<C) 参考 SAMD;A4AM等
'48(

报道的方法测定氨

氮含量"以新配 %+

8

-0为对照品) 参考 )= 等
'4/(

报道的方法"采用 *@>;3B\> '-:7&氨基酸自动

分析仪#岛津公司"日本$"测定谷氨酰胺和谷氨

酸含量)

!":#抗氧化酶活性及脂质过氧化分析

称取 314 D 肝脏样品"放入预冷的磷酸缓冲

液#13 ;;/06'"=+:18$中匀浆"匀浆液于 8 Q环

境中 2 333 M6;<C 离心 41 ;<C 分离上清液备测)

超氧化物歧化酶活性测定参考 SA3>9@3;= 等
'41(

报道的方法%过氧化物酶活性测定参考 &AR<

'47(

报

道的方法%谷胱甘肽过氧化物酶活性测定参考

(0/@X等
'4:(

报道的方法%硫代巴比妥酸反应物测

定参考 S>ADA等
'49(

报道的方法) 所有测试分析

均采用商业试剂盒#南京建成生物工程研究所$"

操作步骤严格按照说明书进行)

!";#溶菌酶活性%吞噬指数和呼吸爆发分析

称取 314 D 肝脏样品"放入预冷的磷酸缓冲

液#13 ;;/06'"=+:18$中匀浆"匀浆液于 8 Q环

境中 2 333 M6;<C 离心 41 ;<C"分离上清液备测)

溶菌酶活性测定参考 +>0E;3MN 等
'40(

报道的方

法) 测试分析采用商业试剂盒#南京建成生物工

程研究所$"操作步骤严格按照说明书进行)

无菌条件下获取实验鱼头肾组织"置于 ':41

#G<R9/ $ 培 养 基 中 ' 含 433 )#6;' 青 霉 素

#*<D;3$&433

!

D6;'链霉素#*<D;3$&43 )#6;'

肝素#*<D;3$和 2K的小牛血清 #+4-0/CA$("挤

02:
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压通过 433

!

; 金属筛网"将细胞悬液置于

/8K614K的 HAM9/00#*<D;3$溶液中"进行不连续

梯度密度离心#8 Q"733 M6;<C 离心 1 ;<C$"分离

获得的巨噬细胞用 ':41 培养基冲洗 2 次"调整细

胞浓度为 4 @43

:

-(#6;'"成活率用 3134K台盼

蓝测定"确保成活率 B01K) 吞噬指数测定参考

H>0?8/MB 等
'23(

报道的方法%呼吸爆发测定参考

*E/0AC 等
'24(

报道的方法)

!"?#细菌感染

采用营养琼脂培养基复壮冻藏的嗜水气单胞

菌"/3 Q光照培养 89 @) 调整菌液浓度达 4 @43

9

-(#6;'备用) 胁迫实验结束后"每桶随机挑选 23

尾鱼"腹腔注射 314 ;'浓度为 4 @43

7

-(#6;'

#4 @43

1

-(#6尾$的菌液) 每天 2次记录死亡情况"

捞出死鱼) 攻毒实验持续 48 B 至无实验鱼死亡)

!"B#计算方法和统计分析

存活率 #?>MU<U30M3EA"K$ ?433K @存活尾

数6初始尾数

增重#PA<D@ED3<C"D$ ?末体质量 6初体质量

饲料效率#8AAB A88<9<AC94$ ?#末体质量 6初

体质量$ 6干饲料消耗量

肝体比 # @A=3E/?/;3E<9<CBAF"K$ ?433K @

肝重6末体质量

实验数据采用 "检验进行统计学处理"结果

以平均值 C标准误#;A3C C*,$表示"差异显著性

设置 >A3131) 所有分析均采用 *H**491313

#-@<93D/"#*&$在 T<CB/P?操作系统中进行)

25结果

氨氮 胁 迫 17 B 后" 实 验 鱼 存 活 率 高 于

911:4K"处理组之间无显著性差异 #>B3131 $

#表 4$) 终末体质量&增重及饵料效率"氨氮组与

对照组之间无显著性差异#>B3131$) 氨氮组实

验鱼肝体比显著高于对照组#>A3131$)

表 !#氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼生长性能和存活率的影响

%&'"!#(AA+9053A&..3/-& +)*354,+3/2,3K07*+,A3,.&/9+&/654,N-N&13A84N+/-1+O+113K9&0A-57

处理组

EMA3E;ACE

终末体质量6D

8<C30PA<D@E

增重6D

PA<D@ED3<C

饲料效率

8AAB A88<9<AC94

脏体比6K

@A=3E/?/;3E<9<CBAF

存活率6K

?>MU<U30M3EA

氨氮组 3;;/C<3 42139 C2128 44149 C2128 4188 C317/

3111 C3137

R

911:4 C:148

对照组 9/CEM/0 4/188 C/14: 4211/ C/14: 41:/ C31//

3149 C3138

3

08178 C11/7

注!同列不同小写字母表示组间差异显著#>A3131$ "下同

%/EA?!E@AB<88AMACE?>=AM?9M<=E?/8E@A?3;A9/0>;C U30>A?3MA?<DC<8<93CE04 B<88AMACE#>A3131$ "E@A?3;A3?E@A8/00/P<CD

55氨氮组实验鱼大脑中氨氮和谷氨酰胺含量显

著高于对照组#>A3131$ #表 2$) 然而"大脑中

的谷氨酸含量在各处理组之间未检测出显著性差

异#>B3131$)

氨氮组实验鱼肝脏中超氧化物歧化酶&过氧

化物酶及谷胱甘肽过氧化物酶活性显著低于对照

组#>A3131$ #表 /$) 然而"肝脏中硫代巴比妥

酸反应物含量"氨氮组实验鱼显著高于对照组

#>A3131$)

表 $#氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼大脑中氨氮%

谷氨酰胺及谷氨酸含量的影响

%&'"$#(AA+9053A&..3/-& +)*354,+3/&..3/-&#

2140&.-/+&/62140&.&0+93/0+/05-/07+

',&-/3A84N+/-1+O+113K9&0A-57

处理组

EMA3E;ACE

氨氮6

#

!

;/06D$

3;;/C<3

谷氨酰胺6

#

!

;/06D$

D0>E3;<CA

谷氨酸6

#

!

;/06D$

D0>E3;3EA

氨氮组 3;;/C<3

421:3 C3189

R

2918: C3187

R

9170 C3127

对照组 9/CEM/0

318/ C3189

3

3130 C313/

3

9178 C3131

表 :#氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼肝脏抗氧化酶活性和过氧化物含量的影响

%&'":#(AA+9053A&..3/-& +)*354,+3/&/0-3)-6&/0+/UO.+5&90-N-0-+5&/6

*+,3)-6+93/0+/05-/07+1-N+,3A84N+/-1+O+113K9&0A-57

处理组

EMA3E;ACE

超氧化物歧化酶6

##6;D =M/E$

?>=AM/F<BA

B<?;>E3?A

过氧化物酶6

##6;D =M/E$

93E303?A

谷胱甘肽过氧化物酶6

##6;D =M/E$

D0>E3E@</CA

=AM/F<B3?A

硫代巴比妥酸反应物6

# C;/06;D =M/E$

E@</R3MR<E>M<939<B

MA39E<UA?>R?E3C9A?

氨氮组 3;;/C<3

0711: C21/8

3

/2144 C3107

3

/3017/ C2174

3

:913/ C31//

R

对照组 9/CEM/0

437198 C817/

R

/9110 C4131

R

/:91:8 C2194

R

12123 C3104

3

3/:
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55氨氮组实验鱼肝脏中溶菌酶活性"头肾巨噬

细胞吞噬指数和呼吸爆发显著低于对照组 #>A

3131$ #表 8$) 感染嗜水气单胞菌 48 B 后"氨氮

组和对照组实验鱼累计死亡率无显著性差异

#>B3131$)

表 ;#氨氮胁迫对黄颡鱼幼鱼非特异性免疫应答和累计死亡率的影响

%&'";#(AA+9053A&..3/-& +)*354,+3//3/5*+9-A-9-..4/+,+5*3/5+&/6

94.41&0-N+.3,0&1-0O 3A84N+/-1+O+113K9&0A-57

处理组

EMA3E;ACE

溶菌酶6##6D =M/E$

04?/\4;A

吞噬指数6K

=@3D/94E<9<CBAF

呼吸爆发6K

MA?=<M3E/M4 R>M?E

累计死亡率6K

9>;>03E<UA;/ME30<E4

氨氮组 3;;/C<3

274111 C417/

3

7141 C313:

3

:21/9 C3120

3

:3133 C9177

对照组 9/CEM/0

/23189 C811/

R

71:9 C3130

R

::120 C318/

R

791// C219:

/5讨论

经过 17 B 摄食生长实验"对照组黄颡鱼存活

率超过 08178K"表明养殖系统完全适合黄颡鱼

研究工作的开展) 虽然氨氮组存活率#911:4K$

略低于对照组"但并未发现统计学意义上的显著

性差异"这与前人的研究结果一致
'0(

) 有研究报

道"氨氮胁迫会影响鱼类的饵料利用"导致生长性

能下降"种类涉及花狼鱼#'(-/6+36-8.+(0/$

'22(

&

大菱鲆#&3026"6-,.*8.-D+.*8$

'2/(

及大西洋庸鲽

##+220),088*86+220),088*8$

'28(

等) 然而"本研究

发现"亚致死浓度#11:3 ;D6'$的氨氮并没有影

响 黄 颡 鱼 的 增 重 和 饵 料 效 率" 在 鳙

##72026"6-,.7"678(0A+,+8$的研究中有过类似的

报道
'21(

) 氨氮胁迫对鱼类生长性能影响的差异"

可能与实验鱼的种类&大小及胁迫程度有关)

鱼类内源性 %+

/

由肝脏联合脱氨基作用产

生"是氨基酸代谢的主要终产物之一"正常生理条

件下"大部分#:3K<03K$经鳃释放到环境中"但

高浓度的氨氮环境会阻断鱼类内源性 %+

/

排泄"

同时"外源性 %+

/

顺浓度梯度经鳃和皮肤涌入"

在体内大量积累
'27(

) 在本研究中"亚致死浓度氨

氮刺激 17 B 后"黄颡鱼大脑中氨氮含量 #421:3

!

;/06D$为对照组的 /3 倍) 过量的 %+

/

在鱼类

大脑中"经谷氨酰胺合成酶催化"能够与谷氨酸大

量合成谷氨酰胺
'2:(

) 本研究发现"氨氮组实验鱼

大脑中谷氨酰胺含量 #2918:

!

;/06D$显著高于

对照组 #3130

!

;/06D$) *;3ME

'/(

提出鱼类氨中

毒与哺乳动物肝性脑病的致病机制相同"由于谷

氨酰胺具有的胶体渗透性"造成了脑细胞外液大

量涌入"星状胶质细胞肿胀使得颅内压升高而导

致死亡) 但 .3C 等
'8(

发现鲤#=72/+(*83-/2+0$受

到胁迫后"由于星状胶质细胞肿胀"大脑体积扩大

了 711K"却未发现动物死亡"他推测颅内高压并

不是导致鱼类氨中毒死亡的直接原因) 在本研究

中"氨氮组黄颡鱼大脑中谷氨酰胺含量已远超过

哺乳动物大脑谷氨酰胺的致死浓度
'4/(

"但存活率

与对照组无显著性差异"该结果较好地支持了

.3C 等的观点
'8(

) 此外"前人的研究已证实"氨氮

刺激下"鱼类依赖于生理适应性调节机制!阻断外

源性 %+

/

流入&减少内源性 %+

/

产生&抑制谷氨

酰胺合成酶活性"促使鱼类大脑中谷氨酰胺含量

达到+饱和,"继而缓解星状胶质细胞肿胀
'29(

) 在

本研究中"由于受到 +适应性调节,的影响"氨氮

与谷氨酸合成谷氨酰胺的途径受到抑制"检测发

现"氨氮组黄颡鱼大脑中谷氨酸含量与对照组无

显著性差异) 类似的发现在其他鱼类研究中屡有

报 道" 如 金 鱼 # =-/-88+*8 -*/-"*8$& 泥 鳅

#C+8)*/(*8-()*+,,+3-*<-"*8$及黄鳝 #C0(02":/*8

-,A*8$等
'1(

)

愈来愈多的学者倾向于认为"鱼类氨中毒致

死可能与机体氧化损伤和免疫抑制有关
'1(

) 星

状胶质细胞肿胀会造成 %:甲基:5:天冬氨酸受体

和 -3

2 =

依赖一氧化氮合成酶途径过度激活"产生

大量活性氮和活性氧"而对于这些有害自由基的

清除"鱼类主要依靠自身抗氧化酶体系"如超氧化

物歧化酶&过氧化物酶及谷胱甘肽过氧化物酶等)

然而"应激产生的大量自由基并不能被机体的抗

氧化酶体系完全清除"自由基过度积累会破坏组

织蛋白质结构&加剧细胞膜脂质过氧化程度&加速

醛酮类物质积累
'49(

) 在本研究中"氨氮胁迫造成

了过氧化产物过度积累"氨氮组实验鱼肝脏中硫

代巴比妥酸反应物显著高于对照组) 醛酮类物质

能够与蛋白和核酸等发生交联聚合"使得抗氧化

酶活性逐渐丧失
'49(

) 检测发现"氨氮组实验鱼肝

脏中超氧化物歧化酶&过氧化物酶及谷胱甘肽过

4/:
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氧化物酶活性显著低于对照组) 此外"醛酮类物

质过度积累还会导致细胞毒性和器官衰竭
'20(

)

本研究发现"氨氮组实验鱼的肝体比显著高于对

照组"这是因为醛酮类物质过度积累诱发了肝脏

器官组织水肿"而相关组织学证据在罗非鱼研究

中已见报道
'2(

)

'<等
'43(

报道"为期 41 B 的急性氨氮胁迫降

低了瓦氏黄颡鱼溶菌酶活性&头肾巨噬细胞吞噬

指数&呼吸爆发及血液中免疫球蛋白含量) 本研

究也获得了相同的结果"氨氮组实验鱼肝脏中溶

菌酶活性&头肾巨噬细胞吞噬指数和呼吸爆发显

著低于对照组) 鱼类遭受氨氮刺激后"外围淋巴

组织中会产生大量免疫抑制因子"随着胁迫程度

加剧"免疫抑制因子会被逐渐释放到血液中"影响

淋巴细胞和巨噬细胞的含量和活性"使得免疫应

答受到抑制
'/3(

) 此外"本研究发现"亚致死浓度

的氨氮胁迫"并未对黄颡鱼的抗细菌感染能力造

成影响"氨氮组实验鱼感染嗜水气单胞菌 48 B

后"累计死亡率与对照组无显著性差异) 然而"由

于受到实验鱼种类&大小&感染菌株毒力及环境温

度等影响"要彻底阐明氨氮胁迫对鱼类抗细菌感

染能力的影响机制"尚需要更多的证据)

85结论

本研究结果显示"黄颡鱼幼鱼遭受亚致死浓

度的慢性氨氮胁迫"能够导致大脑中谷氨酰胺含

量升高%氨氮组黄颡鱼肝脏中硫代巴比妥酸反应

物的过度积累表明"应激产生的大量自由基并不

能被机体自身的抗氧化酶体系完全清除%亚致死

浓度的慢性氨氮胁迫会对黄颡鱼幼鱼的免疫应答

体系造成抑制) 鱼类氨中毒致死是多因素共同作

用的结果"通过深入探究环境氨氮刺激与机体氧

化损伤及免疫抑制之间的内在联系"可以为弄清

氨氮刺激导致黄颡鱼死亡的根本原因提供理论依

据"也将使人们对鱼类适应不良环境的生理应对

策略有一个全新的认识)
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