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氨氮胁迫下不同食性鱼类仔鱼抗氧化和非特异性免疫的差异响应

吴雪阳1*    郭红会1*    况    宇1    张    策1    杨    慧1    汤    蓉1, 2, 3, 4
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摘要: 为探究氨氮胁迫对不同食性鱼类的影响, 研究选取不同食性的4种鱼类(鲢Hypophthalmichthys molitrix、
草鱼Ctenopharyngodon idella、团头鲂Megalobrama amblycephala和黄颡鱼Pelteobagrus fulvidraco)仔鱼为研

究对象, 探讨不同浓度氨氮(0、1、2和3 mg/L)短期胁迫(96h)对其生长、抗氧化和非特异性免疫响应的影响

及其分子机制。结果显示: (1)氨氮胁迫导致4种仔鱼的体长生长速度呈现剂量依赖性减缓; (2)不同浓度氨氮

导致4种仔鱼体内T-AOC、CAT和GPx含量显著降低(P<0.05), 2和3 mg/L氨氮暴露显著降低了草鱼、团头鲂

和黄颡鱼仔鱼体内SOD活力(P<0.05), 仅检测到黄颡鱼gpx及鲢sod转录水平出现显著性下调(P<0.05); (3)在不

同浓度氨氮胁迫下, 4种仔鱼相关免疫基因转录水平均呈现一定的上调, 仅鲢il1β转录水平显著下降(P<0.05),
相对地草鱼仔鱼LYZ含量显著性下降, 黄颡鱼仔鱼LYZ含量在2 mg/L氨氮组显著性上升(P<0.05)。双因素方

差分析显示, 氨氮对所有抗氧化酶、免疫指标及免疫相关基因有显著影响, 不同种仔鱼之间T-AOC、CAT、
GPx和C3及基因cuznsod、gpx、il1β和c3之间差异显著(P<0.05), 但鱼种和氨氮互作效应仅对C3和基因gpx、
tnfα、il1β、c3影响显著(P<0.05)。研究表明, 高浓度氨氮急性胁迫引起仔鱼生长迟缓和氧化应激, 降低了其

抗氧化性能, 削弱了其非特异免疫防御机能。相比较而言, 肉食性的黄颡鱼仔鱼对氨氮的耐受性较其他几种

仔鱼弱, 草食性的团头鲂和草鱼仔鱼居中, 而鲢仔鱼对氨氮的耐受性较强。
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近年来, 我国极为重视水产养殖环境污染和发

展之间关系, 并以绿色发展为理念, 积极通过实施

“五大行动”推进水产绿色健康养殖。氨氮是鱼类

蛋白质分解代谢的最终产物, 主要通过鳃排泄到周

围环境中
[1—3]

。水体中氨氮以离子氨(NH4
＋)和非离

子氨(NH3)两种形式存在, 其中, NH3具有很好的脂

溶性, 能够自由地穿过生物膜, 对鱼类毒性较大; 而
NH4

＋
只能通过离子交换进入生物体内, 对鱼类的

毒性相对较小
[4]
。随着集约化养殖的发展, 大量残

饵及粪便在水体中积累并转化为氨氮, 使得养殖环

境中氨氮含量迅速升高。高浓度的氨氮对鱼类的

发育、生长和繁殖造成严重威胁, 特别是在鱼类的

早期生长阶段
[5—7]

。为解决氨氮对水产绿色健康养

殖发展的制约, 氨氮胁迫对鱼类应激和健康的影响

越来越受到人们的关注。

氨氮最先通过鳃上皮细胞进入鳃组织, 使鳃组

织严重病变, 导致鳃组织出现坏死、溶血、血红蛋

白缺乏、耗氧量减少和呼吸障碍
[8, 9]

。进入体内的

氨氮可以直接影响生物体内物质代谢以及损伤神

经系统, 从而引起应激反应影响机体的健康
[3, 10, 11]

。

氨氮也可影响细胞内的NO和Ca2+
浓度, 导致自由基

的产生, 进而使得DNA和类固醇组件损伤、酶失活

和脂质过氧化等, 最终造成生物体各种生理病变
[12—16]

。

近年来研究表明, 氨氮对鱼类抗氧化系统的影响根
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据鱼种类和氨暴露浓度不同而有所差异: 氨氮暴露

会导致鱼类体内超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢

酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)活性激活, 抵
抗氨氮氧化胁迫

[17—20]; 氨氮暴露也可抑制鱼体抗氧

化系统, 使得SOD和CAT活力随着氨氮浓度的升高

而下降
[21]

。此外, 当鱼类处于应激状态, 其特异性

和非特异性免疫防御体系的功能也会受到不同程

度的影响, 导致机体对各类病原敏感性的升高
[22—25]

。

大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼在氨氮暴露后,
肿瘤坏死因子α(TNFα)和白细胞介素1β(IL1β)基因

表达水平均显著性上调, 溶菌酶(LYZ)表达水平显

著性下调, 干扰先天性免疫反应
[26]

。相似地, 氨氮

暴露可诱导河豚(Takifugu obscurus)肝脏中B细胞因

子、tnfα、il-6和il-12的转录表达水平升高
[27]

。氨

氮暴露也可以提高鱼体内LYZ活力和补体(C3, C4)
含量以及免疫球蛋白水平, 促进机体免疫应答

[28, 29]
。

综上所述, 氨氮作为重要的水环境因子, 其对鱼类

抗氧化系统和免疫系统的危害不可忽视。鱼类早

期的生命阶段比成鱼对外界环境因子的影响更加

敏感, 特别是其抗氧化和免疫系统还处于较低水平
[30]
。

然而, 目前关于氨氮对鱼类的抗氧化和免疫的影响

主要集中在幼鱼和成鱼阶段, 关于刚孵化出膜的仔

鱼对氨氮胁迫响应机制的研究还非常缺乏, 特别

是不同种类的仔鱼暴露在氨氮环境中响应差异的

研究。

鲢(Hypophthalmichthys molitrix)、草鱼(Cteno-
pharyngodon idella)、团头鲂(Megalobrama ambly-
cephala)和黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)都是我

国重要的经济养殖鱼类, 它们因其肉质鲜美、生长

速度快、经济价值高而受到人民的青睐, 其人工繁

殖对满足水产养殖需求至关重要
[31]

。其中, 鲢为滤

食杂食性, 产漂流性卵; 草鱼和团头鲂均为草食性,
但草鱼产漂流性卵, 团头鲂产黏性卵; 黄颡鱼为肉

食性, 产沉性卵。由于它们的食性不同, 使得它们

成为开展本研究绝佳的实验对象。本研究从免疫

与抗氧化的角度, 探讨氨氮对鲢、草鱼、团头鲂和

黄颡鱼仔鱼氧化应激和免疫的影响及其分子机制

的差异, 以期探究鱼类早期发育过程中的氧化应激

和免疫系统在鱼类抵抗外源环境因子影响中的响

应模式, 为全面评估和解析氨氮对鱼类的危害以及

苗种培育技术提升提供一定的理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

鲢、草鱼、团头鲂和黄颡鱼仔鱼 (出膜后

24h)由湖南省田家湖渔业科技有限责任公司提供;

实验所用的塑料鱼缸(32 cm×22 cm×17 cm)和培养

皿 (直径1 0  c m )购自武汉迪跃生物 ;  游标卡尺

(0—150 mm, 上海恒量量具有限公司); HQ40D水质

分析仪(哈希, 美国); 总蛋白浓度, 补体C3、溶菌酶

(LYZ)、总抗氧化能力(T-AOC)、丙二醛(MDA)的
含量及谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)、超氧化物歧化

酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)的活力所用检测试剂

盒购自南京建成生物工程研究所; TRIzol试剂购自

TaKaRa(中国大连); Hifair® Ⅲ 1st Strand cDNA
Synthesis SuperMix for qPCR (gDNA digeater
plus)和HifairTM qPCR SYB® Green Mater Mix (No
Rox)的试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公司。

氯化铵(NH4Cl, 国药, 99.5%), MS-222购自Sigma-
Aldrich公司(美国), 其他所用试剂均为分析纯。 

1.2    半致死浓度测定

半致死浓度(LC50)测定实验在湖南省华容县田

家湖渔业科技有限责任公司进行。选用基地驯化

多年的成鱼亲本(鲢、草鱼、团头鲂和黄颡鱼)分别

进行人工催产受精, 采集同一批健康孵化出膜的仔

鱼作为实验对象。制备1 g/L的氨标准储备液(氯化

铵配制), 分别稀释成1、2、4、6、8 和10 mg/L共
6个浓度组的氨氮溶液(以总氨氮计) ,  对照组为

24h曝气自来水。半致死浓度测定选用直径100 mm
培养皿, 每个培养皿放入100条仔鱼, 每个浓度5个
平行 ,  分别在暴露前(0)和暴露后3h、6h、12h、
24h、48h、72h和96h记录各个浓度组的死亡数量,
最后利用SPSS 22.0计算半致死浓度。 

1.3    氨氮暴露实验

根据半致死浓度结果, 设置1个对照组和3个暴

露组, 氨氮浓度分别为0 (24h 曝气自来水), 1 mg/L
(25% LC50), 2 mg/L (50% LC50), 3 mg/L (75% LC50),
每个浓度组3个平行培养缸。每个缸放入1500条鱼

苗, 暴露96h后进行样品的采集, 实验期间每24h更
换相同浓度的NH4Cl溶液, 使浓度保持在设置浓度

的±20%以内, 并每隔3h查看, 及时利用胶头滴管吸

出死亡的鱼苗, 防止污染实验缸水环境。实验期间

鲢和草鱼水温为(24±0.2)℃, 团头鲂和黄颡鱼水温

为(25.1±0.2)℃左右 ,  溶解氧均>5 mg/L, pH为

8.8±0.2, 根据Emerson等[32]
描述的方法计算实际水

体中非离子氨(NH3)浓度:
非离子氨(NH3)=总氨氮/[1+10(pKa-pH)]

式中, pKa=0.09018+2729.92/T(T=273+t℃)。
采集样品前用浓度为200 mg/L的MS-222麻醉

实验仔鱼, 每个浓度组随机取40尾仔鱼利用游标卡

尺测量体长。对每个浓度组, 随机选取200条仔鱼

混合在一起作为1个平行样 ,  液氮速冻后保存于
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–80℃用作酶活性和蛋白含量检测, 共6个平行; 随
机选取20条仔鱼混在一起作为1个平行样, 放入液

氮速冻后保存于–80℃冰箱中保存, 用于RNA提取

和基因表达测定, 共6个平行。 

1.4    抗氧化和免疫指标测定

采用南京建成生物工程研究所生化试剂盒测

定匀浆中补体C3、LYZ、T-AOC、MDA的含量及

GPx、SOD和CAT的活力。 

1.5    基因表达水平测定

采用RNAiso Plus试剂(TaKaRa, 大连)提取总

RNA, 利用PrimeScriptTM RT Reagent Kit with
gDNA Eraser (TaKaRa, 大连)反转录成cDNA, 用于

实时荧光定量PCR分析。qPCR的引物序列运用

Primer Premier 5.0软件设计和参考相关文献(表 1)。
根据试剂盒操作说明 ,  利用SYBR Premix  Ex
TaqⅡ(TaKaRa, 大连)进行qPCR反应, 扩增程序为:
95℃预变性5min, 然后变性95℃ 10s, 退火58℃ 20s,
延伸72℃ 20s, 共40个循环。实验采用 β-actin作为

内参基因, 2–∆∆Ct
方法计算相对表达量(R)[33]

。 

1.6    数据分析与处理

实验数据采用使用SPSS 22.0(Chicago, USA)对
体长指标进行单因素方差分析(One-Way ANOVA),
随后采用Duncan进行多重比较。采用双因素方差

分析(Two-Way ANOVA)方法对实验中其他数据

(T-AOC、MDA、SOD、CAT、GPx、LYZ、C3及
相关的基因)进行分析, 随后采用Duncan进行多重

比较, 差异显著水平均设为P<0.05。 

2    结果
 

2.1    四种仔鱼氨氮的半致死浓度

经SPSS分析, 鲢仔鱼96h总氨暴露的LC50为

4.089 mg/L (NH3为0.697 mg/L), 草鱼仔鱼为4.276 mg/L
(NH3为0.801 mg/L), 团头鲂仔鱼为3.718 mg/L
(NH3为1.142 mg/L), 黄颡鱼仔鱼为3.699 mg/L
(NH3为1.136 mg/L)。 

2.2    氨氮暴露对4种仔鱼的体长的影响

在氨氮暴露后, 4种不同鱼类仔鱼的体长随着

氨氮暴露浓度增加而降低(图 1)。与对照组相比,
所有氨氮暴露组中鲢、草鱼和黄颡鱼仔鱼体长均

显著降低(P<0.05), 其最高降幅依次为7.31%、18.71%
和10.32%; 而团头鲂仔鱼体长显著降低仅出现在

2和3 mg/L氨氮处理组(P<0.05), 最高下降了5.22%。 

2.3    氨氮对4种仔鱼氧化和抗氧化指标的影响

氨氮暴露导致4种不同鱼类仔鱼的T-AOC活力

降低(图 2A)。与对照组相比, 2和3 mg/L氨氮胁迫

导致鲢仔鱼、草鱼仔鱼和团头鲂仔鱼的T-AOC显

著降低(P<0.05), 其最高降幅分别为9.02%、17.36%
和22.62%; 所有氨氮处理组中黄颡鱼仔鱼T-AOC均
显著降低(P<0.05), 最高下降了19.43%。相对地, 氨
氮暴露仅导致团头鲂仔鱼体内MDA含量显著性升

高(P<0.05; 图 2B)。
鲢仔鱼SOD活力在氨氮暴露后升高, 但没有表

现出显著性变化(P>0.05), 但2和3 mg/L氨氮胁迫显

著降低了草鱼仔鱼、团头鲂仔鱼和黄颡鱼仔鱼体

内SOD活性, 其最高降幅分别为17.81%、14.79%和

23.98% (P<0.05; 图 3A)。在基因水平上, 2和3 mg/L
氨氮处理导致鲢仔鱼cuznsod表达水平的显著性下

调(P<0.05; 图 3B)。
如图 3C所示, 氨氮胁迫导致4种仔鱼的CAT活

力降低。与对照组相比, 3 mg/L氨氮处理组中鲢仔

鱼和黄颡鱼仔鱼体内CAT活性分别降低了41.14%和

64.12% (P<0.05), 而草鱼仔鱼和团头鲂仔鱼CAT活
性在2和3 mg/L氨氮组均显著下降, 最高降幅分别为

45.01%和47.12% (P<0.05)。氨氮的胁迫并未造成

4种仔鱼cat转录水平发生显著改变(P>0.05; 图 3D)。
4种仔鱼GPx的活性在氨氮胁迫后均降低(图 3E)。

与对照组相比,  1和2 mg/L氨氮处理导致鲢仔鱼

GPx活性显著性降低了34.48%和23.21% (P<0.05);
2和3 mg/L氨氮处理导致草鱼仔鱼GPx活性显著降

低了27.51%和43.12% (P<0.05); 而团头鲂仔鱼GPx
活性仅在3 mg/L氨氮处理组显著降低了55.73% (P<
0.05); 仅黄颡鱼仔鱼GPx活性在3个处理组中均显著

性降低, 最高降幅为56.04% (P<0.05)。与对照相比,
仅黄颡鱼基因gpx转录水平在3个氨氮处理组均显著

性下调(P<0.05), 且降幅超过52.23% (图 3F)。 

2.4    氨氮对4种仔鱼非特异性免疫指标的影响

与对照组相比, 氨氮暴露导致草鱼仔鱼体内

LYZ含量显著降低(P<0.05), 但未造成鲢仔鱼和团

头鲂仔鱼体内LYZ含量出现显著性变化(P>0.05)。
然而, 2 mg/L处理组黄颡鱼仔鱼LYZ含量增加显著

(P<0.05; 图 4A)。如图 4B所示, 氨氮暴露对鲢、草

鱼、团头鲂和黄颡鱼4种仔鱼体内补体C3含量均无

显著性影响(P>0.05)。
在氨氮暴露后, 除了鲢仔鱼il1β基因表达呈现

下降趋势, 4种鱼仔鱼所有检测基因(il1β、 tnfα和
c3)均呈现上升趋势(图 5)。与对照组相比, 3 mg/L
氨氮暴露导致tnfα基因表达在鲢、草鱼、团头鲂和

黄颡鱼仔鱼体内分别显著升高了206.12%、79.67%、

416.44%和267.18%(P<0.05)。同时, 3 mg/L氨氮暴

露导致草鱼和团头鲂仔鱼体内il1β基因表达显著上

升55.41%和2701.84%; 鲢体内显著下降51.17%(P<0.05);
而黄颡鱼仔鱼体内il1β基因表达在2和3 mg/L暴露
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下显著增加205%和773.68% (P<0.05)。3 mg/L氨氮

诱导黄颡鱼仔鱼c3基因表达显著上升275.43%, 而
2和3 mg/L氨氮均在鲢、团头鲂和草鱼仔鱼中诱导

c3表达显著升高(P<0.05), 其最高涨幅分别为177.04%、

374.61%和112.99%。 

2.5    氨氮和鱼的种类双因素对仔鱼抗氧化酶和先

天性免疫指标的影响

双因素方差分析结果显示, 氨氮对所有抗氧化

酶活性、免疫指标以及免疫相关基因均有显著影

响(P<0.05), 不同种类仔鱼(鲢、草鱼、团头鲂和黄

颡鱼)的T-AOC、CAT、GPx、C3和基因sod、
gpx、il1β、c3之间差异显著(P<0.05), 而鱼种和氨

氮互作效应仅对C3和基因gpx、tnfα、il1β、c3影响

显著(P<0.05; 表 2)。对于交互作用显著的指标, 我
们通过单因素方差分析进一步解析了同一氨暴露

下鱼种之间的差异 (表 3), 结果显示: 在无氨氮的对

表 1    实时荧光定量PCR引物序列

Tab. 1    Primer sequences for qPCR

鱼种
Species

目的基因
Target gene

引物序列
Primer sequences (5′—3′)

登录号/参考文献
Accession number/Reference

草鱼
C. i.

白细胞介素1β(il1β) CACAACCTTCCCACCAAT
GCCGTGCTAATAAACCATC

JQ692172

肿瘤坏死因子α (tnfα) GGAGACAAACTGCTCACCGA
TGACTGCAGTGGAAGCTCAG

HQ696609

补体3(c3) ACGGCCTTTGTTGTGATTGC
TTGGTCAGTCGTGGAAGTCG

AY374472

过氧化氢酶(cat) GAAGTTCTACACCGATGAGG
CCAGAAATCCCAAACCAT

FJ560431

谷胱甘肽过氧化物酶(gpx) GGGCTGGTTATTCTGGGC
AGGCGATGTCATTCCTGTTC

EU828796

铜锌超氧化物歧化酶(cuznsod) TTGGAGACAATACAAATGGGTG
CATCGGAATCGGCAGTCA

GU901214

肌动蛋白(β-actin) CTCGCTCTGCAGGTATGGAG
TTCATTGTGCTAGGGGCCAG

M25013

鲢
H. m.

白细胞介素1β(il1β) TCTGATGAGATGGGCTGCTC
CTGGCACATTTCCACCTGCTC

[34]

肿瘤坏死因子α (tnfα) CAAACCGGAGACAGACTGCT
TTGCAGTGGAAGCTCAGGAG

FJ913063

补体3(c3) CGCTTGTGAAGGCCAAAGAC
CCTGTGTGGTACCAGAACCG

AM773827

过氧化氢酶(cat) TGAGTCTGGGTCGGCAGATA
TCCGGATCCTTCAGGTGAGT

HM230689

谷胱甘肽过氧化物酶(gpx) GAGCCCAAATCCCAGCTTCT
CGGGCCAATGAGGAACTTCT

EU108012

铜锌超氧化物歧化酶(cuznsod) TCTCGGGTGAAATCACTGGC
TGATGCAGCCGTTTGTGTTG

HM469964

肌动蛋白(β-actin) TGGATCGGAGGTTCCATCCT
TGGTCCAGACTCGTCGTACT

AF301605

团头鲂
M. a.

白细胞介素1β (il1β) ACGATAAGACCAGCACGACC
CTGTTTCCGTCTCTCAGCGT

KF515511

肿瘤坏死因子α (tnfα) TCCAAGGCAGCCATCCATTT
GCCTGAAGAGAAAGCCTGGT

KF515512

补体3(c3) ACGGCCTTTGTTGTGATTGC
CGTCATCGCAACAGCGTAAG

KP192115

过氧化氢酶(cat) GTTTCCGTCCTTCATCCACTCT
GACCAGTTTGAAAGTGTGCGAT

KF378714

谷胱甘肽过氧化物酶(gpx) CTTTTGTCCTTGAAGTATGTCC
CTTGAGGAAGACGAAGAGAGGG

KF378713

铜锌超氧化物歧化酶(cuznsod) TCAGCGTGAACCATCCACAA
GACAACAGACCGGCCAAGTA

KF479046

肌动蛋白(β-actin) ACCCACACCGTGCCCATCTA
CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

AY170122

黄颡鱼
P. f.

白细胞介素1β (il1β) TGGAATGGAGCGCTTCCTTT
GAACCAGCCCGGGTATTTCA

JQ730738

肿瘤坏死因子α(tnfα) ATCAGGTGAACGCTGATGCT
GTGTTGAGGGAAGGGGTCTG

XM027141814

补体3(c3) GGTGTCGGAAGGTGTGCTAA
CTGACCAGCCACCATGATGT

XM027136454

过氧化氢酶(cat) AAGGCAACCCTGTCTACTGC
TTGTACAGGTCACGGATGGC

KX455919

谷胱甘肽过氧化物酶(gpx) TATGACCTGCGTGCTACCAC
TGGTGCCTCATAGTGATGCC

XM027155811

铜锌超氧化物歧化酶(cuznsod) TTGGAGACAATACAAATGGGTG
CATCGGAATCGGCAGTCA

XM027176836

肌动蛋白(β-actin) GTACCACCATGTACCCTGGC
GTGCCTTTCATTCAGCCACC

EU161065
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照组, 鲢和草鱼仔鱼体内C3含量显著高于黄颡鱼和

团头鲂仔鱼(P<0.05), 而基因gpx、tnfα、il1β和c3
mRNA表达水平在4种仔鱼间没有显著差异; 在低

浓度氨氮(1 mg/L)处理条件下, 黄颡鱼仔鱼c3和
tnfα转录水平显著低于鲢和草鱼仔鱼, 其il1β基因转

录水平显著低于鲢和团头鲂仔鱼(P<0.05), 而在高

浓度氨氮(3 mg/L)处理下, 黄颡鱼仔鱼c3转录水平

显著高于鲢和团头鲂仔鱼, il1β转录水平显著高于

鲢和草鱼仔鱼, tnfα基因转录水平显著高于草鱼仔

鱼(P<0.05; 表 3)。 

3    讨论
 

3.1    氨氮胁迫对仔鱼生长的影响

苗种培育是制约养殖后期发展的重要阶段, 在
保障人工繁殖鱼苗孵化率的同时, 需要特别重视出

膜后仔鱼的生长发育。其中, 仔鱼的生长发育是评

价人工繁殖是否成功以及优良品种选育的重要时

期, 因为仔鱼往往对外界环境较为敏感, 易受到环

境因素(氨氮、亚硝酸盐和温度)的影响, 例如氨氮

进入鱼体后能破坏脑中枢神经系统, 影响鱼的摄食

和食物吸收, 进而抑制鱼的生长
[15, 21, 35, 36]

。Foss等[35]

发现, 长期氨氮胁迫导致大菱鲆幼鱼特定生长率和

增重率降低。Li 等[15]
研究指出, 高浓度氨氮(26.88 mg/

L)暴露明显抑制了黄颡鱼的摄食、生长及饲料转

化效率。在本实验中, 氨氮暴露使4种仔鱼体长生

长显著减缓, 且随着氨氮浓度升高体长呈现剂量依

赖性下降, 表明氨氮胁迫对鱼类早期生长发育造成

一定的负面影响, 其中氨氮暴露对生长影响最显著

的是草鱼和黄颡鱼。相似地, 尼罗罗非鱼(Oreochromis
niloticus)受精卵暴露于0.05—0.6 mg/L的氨氮20d
和60d后, 死亡率与对照组相比显著性上升, 且高浓

度氨氮暴露时, 仔鱼表现出各种生理反应, 其中包

括体长生长减缓, 脊柱弯曲、卵黄囊缩小等
[36]

。

Segner和Verreth[37]
研究也指出, 鱼卵较大的鱼类(例

如鲑)可以维持较长时间的卵黄囊期, 可以支持其

生长至较大的仔鱼。相比之下, 卵和仔鱼较小的海

鱼品种, 在外源喂养开始时器官发育不完全
[38, 39]

。 

3.2    氨氮胁迫对仔鱼氧化和抗氧化系统的影响

鱼类的生长和鱼体的健康密不可分, 而鱼类抗

氧化系统和氧化系统之间的平衡往往是评价鱼类

健康的重要指标, 因为多种环境污染物的毒性机制

之一是过量生成的活性氧(ROS)引起氧化应激
[40—42]

。

MDA是脂质过氧化的重要标志之一。此外，T-AOC
是衡量机体抗氧化酶系统和非酶系统功能强弱的

综合性指标。MDA和T-AOC水平的动态变化可以

充分反应机体氧化应激状态
[43, 44]

。急性氨氮暴露

能导致罗非鱼肌肉和肝脏ROS含量增加, 并造成相

应的氧化损伤
[17], 且高浓度氨氮易导致鱼体内MDA

的积累
[18, 45]

。在本研究中, 随着氨氮浓度升高, 4种
鱼体内T-AOC含量显著降低, 而MDA含量都有一

定的上升, 表明氨氮的暴露导致鱼体抗氧化能力的

减弱, 造成了氧化应激损伤。抗氧化能力在不同种

类的鱼之间会有很大的差异, 这可能与它们对引起
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图 1   氨氮暴露对4种仔鱼体长的影响

Fig. 1   Effects of total ammonia nitrogen on body length of four
species of fish larvae
结果以均值±标准误(n=40)的形式表示, 不同字母代表组间差异

显著(P<0.05); 下同

Data are shown as mean±SE (n=40), different small letters mean
significant differences among different treatment groups (P<0.05).
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图 2    氨氮暴露对4种仔鱼总抗氧化能力(A)和丙二醛(B)的影响

Fig. 2    Effects of total ammonia nitrogen on total antioxidant capacity (A) and malondialdehyde (B) of four species of fish larvae (n=6)
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图 3    氨氮暴露对4种仔鱼抗氧化酶含量和基因表达的影响

Fig. 3    Effects of total ammonia nitrogen on antioxidant enzymatic activity and gene expression of four species of fish larvae (n=6)
A. 超氧化物歧化酶; B. 铜锌超氧化物歧化酶基因表达; C. 过氧化氢酶; D. 过氧化氢酶基因表达; E. 谷胱甘肽过氧化物酶; F. 谷胱甘肽

过氧化物酶基因表达

A. Superoxide dismutase (SOD) activity; B. The relavtive expression of cuznsod; C. Catalase (CAT) activity; D. The relavtive expression of
cat; E. Glutathione peroxidase (GPx) activity; F. The relavtive expression of gpx
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图 4    氨氮暴露对4种仔鱼溶菌酶和补体C3含量的影响

Fig. 4    Effects of total ammonia nitrogen on the contents of lysozyme (A) and complement C3 (B) of four species of fish larvae (n=6)
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氧化损伤的外源污染物的抵抗力不同有关
[46, 47]

。

通过显著性分析和双因素方差分析发现, 不同仔鱼

之间T-AOC含量差异显著, 并且氨氮对于不同仔鱼

T-AOC含量均具有显著抑制作用, 其中对黄颡鱼仔

鱼T-AOC削弱程度最大, 其次是团头鲂仔鱼, 初步

表明鲢和草鱼仔鱼的氨耐受性较强。

细胞内ROS水平由相互作用的抗氧化防御体

系协同控制
[17, 48], 抗氧化酶活性的增加表明氧化应

激的发生和清除生成的ROS的适应性反应, 而其活

性的降低则暗示其抗氧化防御能力的破坏。在本

实验中, 氨氮暴露导致4种仔鱼的抗氧化酶SOD、

CAT和GPx的活性和基因转录水平出现不同程度

的下降, 进一步证实氨氮的暴露造成了氧化应激损

伤, 进而削弱了其抗氧化能力。我们研究还发现,
氨氮暴露后4种仔鱼中仅鲢仔鱼体内SOD含量未出

现显著性变化, 而CAT和GPx 活力显著性降低, 表
明鲢仔鱼不依赖SOD作为抵抗氨介导的ROS。与

我们结果相似的, 刚孵化鲢体内SOD的活力在NH3

(0.06—0.264 mg/L)暴露3d和7d后没有受到显著影

响
[ 3 1 ]

。本实验中草鱼、团头鲂和黄颡鱼仔鱼的

SOD、CAT和GPx均显著性下降, 且黄颡鱼gpx基因

的转录水平在氨氮暴露后也显著下调, 表明这3种
鱼的抗氧化酶SOD、CAT和GPx都参与氨氮胁迫

下ROS的清除。Chen等[49]
研究发现, 氨氮(NH3:

0.176—0.879 mg/L)暴露草鱼卵至神经胚和孵化, 可
使其SOD水平显著下降。Zhang等[50]

研究结果揭

示, 20 mg/L总氨氮长期暴露导致团头鲂幼鱼(14.27±
0.01) g肝脏中SOD、CAT和GPx活性显著降低。同

样, 黄颡鱼在氨氮暴露后其SOD、CAT和GPx活力

也显著性下降
[15, 21]

。在正常情况下, 细胞内ROS可
被SOD分解为H2O2, CAT和GPx可催化H2O2形成水

和分子态氧, 所以SOD在抗氧化防御过程中起到首

要地位
[51, 52]

。本实验发现, 氨氮处理后鲢仔鱼体内

SOD活性显著高于其他3种仔鱼, 这可能是鲢仔鱼

较其他3种仔鱼耐氨氮性强的原因。双因素方差分

析进一步显示, 与对照组相比, 氨氮胁迫导致黄颡

鱼仔鱼抗氧化酶降低的程度最大, 其次是草鱼和团

头鲂仔鱼, 另一方面4种仔鱼自身之间抗氧化酶CAT
和GPx活性就有显著差异, 而不同鱼抗氧化应激的

响应能力可能与它们食性相关
[53, 54]

。姜丹莉
[54]

研

究发现, 草食性草鱼和肉食性青鱼捕捞后肝脏糖含

量下降, 而杂食性银鲫(Carassiusautatus gibelio)捕
捞后肝糖原含量未发生显著变化, 其血浆葡萄糖和

乳酸浓度增幅较小, 表明银鲫的捕捞应激反应强度

低于草鱼和青鱼。综上所述, 在氨氮暴露下, 鲢仔

鱼抗氧化能力最高, 耐氨氮能力最强; 黄颡鱼仔鱼

抗氧化能力最低, 耐氨氮能力最低。 

3.3    氨氮胁迫对仔鱼免疫系统的影响

鱼类生活的水环境病原体复杂多变, 病原体会

增加宿主免疫系统功能障碍, 因此集约化养殖中氨

氮对鱼类免疫影响已成为热点问题
[29, 55], 而鱼类先

天性免疫被认为是抵抗外界病原体的第一道防线
[56, 57]

。

溶菌酶在生物体中广泛存在, 其转录水平或者活力

是鱼类先天免疫的重要指标。章琼
[60]

研究报道,
72h氨氮(20 mg/L)急性胁迫导致团头鲂成鱼鳃组织

中溶菌酶基因表达量显著下降, 免疫系统功能减

弱。相似地, 急性氨氮暴露也造成瓦氏黄颡鱼成鱼
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图 5   氨氮暴露对4种仔鱼相关基因表达量的影响

Fig. 5   Effects of ammonia nitrogen on relative mRNA expression
of four species of fish larvae (n=6)
A. 肿瘤坏死因子α基因表达; B. 白细胞介素1β基因表达; C. 补
体3基因表达

A. The relative expression of tnfα; B. The relative expression of
il1β; C. The relative expression of c3 (P<0.05)
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血清中溶菌酶含量显著性降低, 导致免疫系统功能

减弱
[61]

。同样, 长期氨氮(5.56—5.80 mg/L)暴露导

致黄颡鱼幼鱼(1.94±0.05) g肝脏中溶菌酶活性显著

降低
[62]

。相反, 黄颡鱼在氨氮(5.70 mg/L)3h短期急

性暴露后, 肝脏中溶菌酶呈现显著性上升
[15]

。在本

研究中, 氨氮暴露后鲢和团头鲂仔鱼LYZ含量没有

显著变化, 但草鱼鲂仔鱼中显著下降, 而黄颡鱼中

显著升高, 可见氨氮胁迫导致4种仔鱼呈现差异性

免疫响应, 草鱼表现为免疫反应抑制, 黄颡鱼表现

为免疫反应兴奋, 而鲢和团头鲂免疫反应未受影

响。本实验双因素方差分析显示, 氨氮对LYZ含量

影响显著, 但是4种仔鱼体内LYZ之间没有显著差

异。鱼类的补体可裂解外界细胞, 对外来生物产生

调节作用, 其中补体C3在补体级联反应中起着核心

作用
[58, 59]

。在本研究中, 氨氮暴露未导致C3含量在

4种仔鱼中出现显著变化, 但c3基因表达呈现显著

升高。相似地 ,  高浓度氨氮(10 mg/L)急性胁迫

24h后, 团头鲂成鱼血清中C3和C4含量没有显著变

化
[63]

。同样, 在24h急性氨暴露后, 草鱼成鱼血清中

C3含量无显著变化
[64]

。综合以上结果表明, 氨氮暴

露下4种仔鱼通过提高C3基因表达量维持体内

C3含量恒定。

细胞因子家族中il1β和tnfα被视为重要的促炎

细胞因子, 在受到外界损伤时作为几种免疫反应的

中间因素参与炎症反应
[65—68]

。氨氮(10 mg/L)急性

胁迫导致鲫(Carassius auratus)肝脏中tnfα和il1β表

表 2   氨氮和鱼的种类双因素对仔鱼抗氧化酶和先天性免疫指

标的影响

Tab. 2   Effects of ammonia and species on antioxidant enzyme of
different feeding habits fish larvae

指标Index

主效应 P值Major impact P-value
鱼种类

Fish
species

氨氮浓度
Ammonia

concentration

鱼种类×氨氮浓度
Fish species×Ammonia

concentration
总抗氧化T-AOC <0.001 <0.001 0.150
丙二醛MDA 0.288 0.037 0.916
超氧化物歧化酶
SOD 0.972 <0.001 0.149

过氧化氢酶CAT <0.001 0.003 0.080
谷胱甘肽过氧化
物酶GPx <0.001 <0.001 0.087

溶菌酶LYZ 0.315 <0.001 0.219
补体3C3 0.001 <0.001 0.027
铜/锌超氧化物
歧化酶基因
cuzusod

0.001 0.540 0.113

过氧化氢酶基因
cat 0.158 0.580 0.302

谷胱甘肽过氧化
物酶基因gpx <0.001 0.673 0.015

肿瘤坏死因子
α基因tnfα 0.124 <0.001 0.001

白细胞介素1β基
因il1β <0.001 <0.001 <0.001

补体3基因c3 <0.001 <0.001 <0.001

表 3    氨氮暴露下4种仔鱼之间C3含量及基因c3、gpx、il1β和tnfα转录水平变化

Tab. 3    The changes of C3 levels and c3, il1β, tnfα translation among four species of fish larvae after ammonia exposure

指标Index 氨氮
Ammonia nitrogen (mg/L)

鱼种Species
鲢 H.m. 草鱼 C.i. 团头鲂 M.a. 黄颡鱼 P.f.

补体3含量
C3

0 179.01±17.61a 212.13±27.95a 105.94±3.51b 92.35±0.69b

1 146.38±12.48b 211.40±16.76a 129.45±17.20bc 81.05±7.02c

2 171.57±10.33b 244.82±35.29a 115.24±6.20bc 75.99±1.29 c

3 138.91±5.61ab 207.25±38.14a 122.51±26.30b 82.44±4.14b

补体3基因
c3

0 1.03±0.10 1.19±0.25 1.01±0.04 1.25±0.36

1 1.43±0.26ab 1.74±0.05a 1.15±0.11bc 0.70±0.07c

2 2.85±0.33 3.07±0.24 2.15±0.26 2.06±0.58

3 2.37±0.23bc 3.99±0.80ab 2.12±0.19c 4.69±1.02a

谷胱甘肽过氧化物酶
gpx

0 1.05±0.15 1.01±0.09 1.04±0.16 1.04±0.12

1 1.11±0.22a 0.94±0.07b 1.23±0.16b 0.50±0.14b

2 1.49±0.22a 1.16±0.03b 1.23±0.12b 0.33±0.06b

3 1.45±0.25a 1.18±0.06b 1.39±0.05b 0.30±0.09b

白细胞介素1β基因
il1β

0 1.16±0.30 0.96±0.31 1.07±0.12 1.02±0.44

1 0.89±0.11a 0.29±0.09b 0.94±0.25a 0.40±0.04b

2 0.88±0.12b 0.94±0.25b 3.04±0.47a 4.21±1.19a

3 0.57±0.05c 2.12±0.30c 29.98±5.31a 12.06±2.78b

肿瘤坏死因子α基因
tnfα

0 1.04±0.15 1.14±0.28 1.20±0.24 1.07±0.48

1 0.95±0.18a 1.23±0.11a 0.88±0.09ab 0.49±0.21b

2 1.68±0.38 1.48±0.23 0.73±0.35 1.81±0.79

3 3.79±1.15ab 2.05±0.28b 6.20±1.14a 5.47±1.40a
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达升高
[66], 表明机体发生了炎症反应。同样, 急性

氨氮暴露也可诱导河豚(Takifugu obscurus)和翘嘴

鳜(Siniperca chuatsi)肝脏中tnfα表达升高
[70, 71]

。此

外, 急性96h氨氮(0.14和0.28 mg/L)胁迫导致黄颡鱼

头肾巨噬细胞il1和tnf基因相对表达量显著下降
[72]

。

在本研究中, 3 mg/L氨氮处理导致4种仔鱼体内

tnfα基因表达量均显著升高, 且其在鲢和草鱼仔鱼

体内的涨幅低于团头鲂和黄颡鱼仔鱼, 表明团头鲂

和黄颡鱼仔鱼可能较其他两种仔鱼对氨耐受性

弱。与tnfα表达结果相似, 氨氮暴露导致草鱼仔

鱼、团头鲂仔鱼和黄颡鱼仔鱼il1β表达显著升高,
且黄颡鱼仔鱼中il1β表达对氨胁迫表现更加敏感,
但鲢仔鱼体内il1β表达显著下降。双因素方差分析

表明, 同一氨氮浓度下4种仔鱼之间tnfα 和il1β表达

存在显著差异, 黄颡鱼仔鱼体内免疫炎症因子(tnfα
和il1β)在低浓度氨氮(1 mg/L)下表达量较低, 但在

高浓度氨氮(3 mg/L)条件下表达量较高, 而鲢和草

鱼仔鱼却表现出相反趋势。由此可见, 氨氮暴露干

扰了4种仔鱼免疫反应, 引发炎症反应, 其中黄颡鱼

仔鱼和团头鲂仔鱼较其他两种仔鱼对氨耐受性更弱。 

4    结论

氨氮胁迫导致4种不同食性鱼类仔鱼产生氧化

应激和免疫炎症响应, 损害机体内酶的平衡, 降低

仔鱼的抗氧化能力和先天性免疫功能, 影响基因的

转录水平和酶的合成, 导致生长迟缓甚至死亡。在

抗氧化和免疫对氨氮耐受性方面, 鲢仔鱼的抗性最

强, 其次是草鱼和团头鲂仔鱼, 而黄颡鱼仔鱼抵抗

力较弱。鉴于此, 苗种培育阶段应该重视水体中氨

氮浓度控制, 特别是在肉食性黄颡鱼仔鱼的培育过程。
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ANTIOXIDANT AND NON-SPECIFIC IMMUNE RESPONSES OF FOUR SPECIES
OF FISH LARVAE UNDER AMMONIA STRESS

WU Xue-Yang1, GUO Hong-Hui1, KUANG Yu1, ZHANG Ce1, YANG Hui1, TANG Rong1, 2, 3, 4,
ZHANG Xi1, 2, 3, 4, LI Da-Peng1, 2, 3, 4 and LI Li1, 2, 3, 4

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Engineering Research Center of Green
Development for Conventional Aquatic Biological Industry in the Yangtze River Economic Belt, Ministry of Education, Wuhan

430070, China; 3. Hubei Provincial Engineering Laboratory for Pond Aquaculture, Wuhan 430070, China; 4. Freshwater
Aquaculture Collaborative Innovation Center of Hubei Province, Wuhan 430070, China)

Abstract: Ammonia, a ubiquitous pollutant in the aquatic system, has been proved to be high toxic to fish. The early
life state of fish is acturally more sensitive to the influence of external environmental factors than adult fish since its an-
tioxidant and immune systems are in lower level. However, there are limited information on difference responses of dif-
ferent species of fish larvae to ammonia stress. Aim to explore the effects of ammonia on the antioxidant and non-spe-
cific immune response of different species of fish larvae, four different feed-habits species of fish larvae (omnivory sil-
ver carp Hypophthalmichthys molitrix, herbivorous grass carp Ctenopharyngodon idella, Wuchang bream Megalo-
brama amblycephala and predacity yellow catfish Pelteobagrus fulvidraco) were selected and exposed to different con-
centrations of total ammonia nitrogen (0, 1 mg/L, 2 mg/L and 3 mg/L) for 96h. The results showed that acute ammonia
exposue caused significant decrease of body length on four species of fish larvae in a dependent-concentration manner
(P<0.05). Meantime, ammonia exposure significant decreased levels of total antioxidant capacity (T-AOC), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GPx) in four species of fish larvae (P<0.05). Also, 2 and 3 mg/L ammonia signifi-
cantly reduced the activities of superoxde dismutase (SOD) in the larves of grass carp, Wuchang bream and yellow cat-
fish (P<0.05). As for antioxidative-related genes, significant decrease of transcriptional levels were only detected in
yellow catfish gpx and silver carp sod after ammonia exposure (P<0.05). In terms of immune parmameters, ammonia
exposure significantly up-regulated transcriptional levels of immune-related genes in four species of fish larvae except
silver carp interleukin1β (il1β) (P<0.05). By contrast, significant decrease of lysozyme contents were observed in grass
carp larvae after ammonia exposure, and significant increase of lysozyme contents were detected in yellow catfish lar-
vae exposed to 2 mg/L ammonia (P<0.05). The results of two-way ANOVA also confirmed that ammonia could caused
to varying degree changes for all parameters including antioxidant enzymes, immune indexes and immune-related gene
expression in four species of fish larvae (P<0.05). There were significant differences on levels of T-AOC, CAT, GPx,
C3 and the gene expression levels of cuznsod, gpx, il1β, c3 among four species of fish larvae. However, interactive ef-
fects of ammonia and species were only observed on C3 contents and the expression of genes gpx, tnfα, il1β and c3
(P<0.05). In summary, ammonia exposure caused oxidative stress, decreased the antioxidant capacities and disturbed
innate immune responses in four species of fish larvae, which led to growth retardation. Among four species of fish lar-
vae, the predacity yellow catfish was the weakest to ammonia tolerance, the herbivorous Wuchang bream and grass
carp is the next, and omnivory silver carp were the strongest.

Key words: Ammonia-nitrogen exposure; Feeding habits; Larvae; Oxidative stress; Tolerance; Non-specific immune
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