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摘要! 应用实时荧光定量 6-$技术!结合生物酶和代谢产物测定!研究了氨氮急性胁迫对红

螯光壳螯虾幼虾代谢及免疫系统的毒性影响及其毒后恢复情况$ 实验首先进行 / E 的氨氮胁

迫!取样后剩余虾移入曝气自来水进行 0 E 的毒后恢复实验$ 结果表明!/ E 氨氮胁迫后!肌肉

&-6%&R6%*"4活性表达均受到显著影响!随着氨氮浓度的升高酶活性分别降低!最高浓度

组"36 8D5'#降低为对照组的 06>%6:>和 61>$ 线粒体 Q<*"4%胞外 -25P<*"4的8$%&

表达量也随着氨氮浓度增加而下降!最高浓度组降低至对照组的 68>和 6:>$ -&F% O6N活

性以及 O6N和 O*F的 8$%&表达量变化不显著$ 肝胰腺中可溶性蛋白和甘油三酯含量随

着氨氮浓度升高而降低!最高浓度组分别降低至对照组的 01>和 78>!&*F活性在 31 8D5'

浓度组显著升高至对照组的 3/9>$ 0 E 恢复期过后!&-6和 &R6活性以及各代谢指标恢复

到正常水平&而 *"4和 O6N活性高于对照组$ 各抗氧化基因的表达量都不同程度高于对照

组$ 实验表明!高浓度氨氮胁迫能抑制部分免疫相关酶的活性及基因表达!对免疫系统造成损

害$ 氨氮胁迫下!红螯光壳螯虾动员蛋白质和脂肪来供能应对胁迫$ 0 E 的恢复时间不足以

让红螯光壳螯虾从胁迫中完全恢复!其肌肉仍处于轻度氧化应激状态$

关键词! 红螯光壳螯虾& 氨氮& 胁迫& 免疫& 基因表达& 代谢

中图分类号! ?30:13& *83019 4444444文献标志码'&

44红螯光壳螯虾#9'1$%!D,%<$(&%$()%+,-$原产

于澳大利亚"俗称澳洲淡水龙虾"隶属于甲壳纲

#-A2CH9=@9$( 十 足 目 # 4@=9L/E9$( 拟 螯 虾 科

#69A9CH9=:E9@$(光壳虾属#9'1$%!$+ 红螯光壳螯

虾个体大"生长快"当年苗种人工养殖 9 <6 个月

即可达到 62 <3:2 D"同时肉质鲜美(出肉率高"因

此具有广泛的养殖前景
)3*

+

氨氮是水产养殖系统中最常见的污染物+ 养

殖密度过大"投饵过多"滥用杀菌剂等问题都易使

水体中的代谢产物(有机物含量剧增"造成氨氮的

不断累积"进而对水生动物产生毒害作用
)1 5/*

+

已有大量研究证实"氨氮胁迫能致使水生动物免

疫力下降"代谢机能紊乱"病原的敏感性提高"直

接或间接地影响其生长"并最终影响产量
)1"9*

+

研究氨氮对水产动物的胁迫及其毒后恢复情况"

有助于预防氨氮毒性作用对产量的负面影响+ 目

前研究氨氮胁迫对甲壳动物免疫和代谢系统的影

响已有不少文献报道"但大都侧重于免疫系统相

关酶活性的影响"有关氨氮对甲壳动物免疫基因

转录水平的毒性影响以及氨氮胁迫后的恢复情

况"国内外报道较少+ 因此"实验以红螯光壳螯虾

为实验对象"研究了氨氮急性胁迫及毒后恢复对
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其免疫和代谢相关指标及免疫基因表达的影响"

旨在探讨氨氮对红螯光壳螯虾的毒害机制"为红

螯光壳螯虾的健康养殖提供理论依据+

34材料与方法

!"!#实验材料

实验用虾购自浙江省湖州淡水水产研究所"

在室内可控水循环系统#由大连汇新设备开发有

限公司制造$中驯养 / 周"19 G 不间断微充氧"循

环过滤"紫外杀菌"水温#16 B217$Y+ 每日日投

饵为虾体质量的 7>"8!22 和 30!22 分别投喂当

日投饵量的 92>和 62>+ 驯养结束后"挑选个体

健康"附肢完整且反应灵敏的红螯光壳螯虾幼虾"

体质量#37 B1$ D+ 正式实验开始前 19 G 停止喂

食"实验过程中不进行任何投喂+ 在玻璃缸水槽

中养殖实验"每组 / 个平行"每个平行放入 8 只

虾+ 所用水为 1 E 曝气自来水"不进行充气"溶解

氧浓度 712 8D5'左右"水温#16 B217$Y"L+为

017 B217+ 氨氮质量浓度通过 32 D5'%+

9

-0母

液进行调节+ 根据 86 G 半致死浓度
)7*

"实验共设

置 9 个浓度组#总氨氮 F&%=9(:(31 和 36 8D5

'$和 3 个对照组+ 在实验过程中"每隔 : 小时用

奈氏试剂法测定并调整氨氮浓度"每隔 19 小时更

新全部实验溶液+ / E 后每组各取出 / 只虾"冰上

解剖"取其腹部肌肉存于 502 Y冰箱备用+ 同时

各组溶液都更换为曝气自来水"并恢复投饵+ 0 E

后"再次取样"方法同上+

!"$#免疫和代谢相关酶活和物质含量的测定

取出冰冻肌肉"按照 3I32 的比例与生理盐水

混合匀浆"/ 722 A58:< 离心后取上清"进行酶活

和代谢产物测定+ 酸性磷 酸 酶 &-6# #58D

LA/H$(碱性磷酸酶 &R6##58D LA/H$(总超氧化物

歧化酶 *"4##58D LA/H$(过氧化氢酶 -&F##5

8D LA/H$(谷胱甘肽过氧化物酶 O6N# #58D

LA/H$(谷丙转氨酶 &'F##58D LA/H$(谷草转氨酶

&*F##58D LA/H$活力及甘油三酯#8D5'$(胆固

醇#8D5'$(尿素#8D5'$(蛋白质含量#8D5'$用

南京建成公司试剂盒测定"测定方法及单位参照

试剂盒说明书+

!";#KNG的提取

用 $%&:C/ 602C#F9R9$9$提取红螯光壳螯虾

肌肉部分的 $%&"以生物分光光度计测定 $%&

浓度"以总 $%&为模板"应用 6A:8@*=A:LHFQ $F

试剂盒#F9R9$9$合成 =4%&"合成的 =4%&存于

512 Y备用+

!"%#免疫相关基因的表达分析

根据红螯光壳螯虾免疫相关基因的 =4%&设

计目的基因引物和内参基因引物 #表 3 $"按照

*X$W6A@8:I ,I #%D

FQ

#F9R9$9$ 试剂盒进行

$@907H:8@6-$分析"12

"

'体系中包括!*XW$

OA@@< 32

"

'(上下游引物 # 32

"

8/05'$ 各 217

"

'(EE+

1

":

"

'+ 反应条件为 87 Y /2 C3 循环"

87 Y 7 C"72 Y /2 C92 循环"每个样品重复 / 次+

结果采用 1

5

&&

9

H计算方法
)6*

+

表 !#实验中用到的引物及其序列

&'("!#)314+35>5+71,.*+03+5+,.5.>7/

引物

D@<@

引物序列#7Z7/Z$

C@T2@<=@C

!

J%&+() (!&F-&-FO-F-FOO-F--FO-F&--

$!-OO&-F-OF-OF&-F--F--FFOO

=Q<*"4

#胞质$

(!-FO-&O--&OFOFFOO&OFO&&

$!&&OOO&&F-&O&--OFO&OFO&F-

8Q<*"4

#线粒体$

(!-O-F-O-F--O-O&FFOOFFO

$!FOOFOOFOFFFOO&OFO&FO-&OFFO

@I-25P<*"4

#胞外$

(!OFF&O-OO-&O&-FOO&&-F-F&-

$!-&O-OFOO-OFF-F&&OF-&F&OO

O6N (!OFO&&-OO-&F-&&FO&O&&-&&

$!OO-FFO--&FF--F&--O&FF&

O*F (!O&FF&FO&FO&O--&FF-OO

$!-O--FF-FOFF--FO-OFF&

!"?#数据分析

实验数据用 Q:=A/C/BH,I=@0作初步处理"

*6**软件包#版本 3612$进行处理+ 单因素方差

分析#"<@7S93 &%".&$后"采用 42<=9< 氏多重

比较法检验组间差异#2>2127$+ 所测结果以 /

个平行组数据的平均值 B标准误 #8@9< B*,$

表示+

14结果

$"!#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯

虾免疫相关酶活的影响

氨氮胁迫 / E 后"肌肉 &-6和&R6活性发生

显著变化#2>2127$+ &-6和 &R6随着氨氮浓

度的升高而降低+ 在 31 8D5'浓度组"&-6显著

低于对照组#2>2127$'在 36 8D5'浓度组"&-6

和 &R6活性均显著降低为对照组的 06>和 6:>

#2>2127$+ 经过 0 E 的恢复时间"各浓度组肌肉

中 &-6和 &R6活性都恢复到正常水平+ / E 后"

0623
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氨氮胁迫对肌肉总 *"4活性具有显著影响#2>

2127$+ :(31 和 36 8D5'浓度组的总 *"4活性

显著低于 9 8D5'浓度组和对照组 #2>2127$+

氨氮胁迫对 -&F和 O6N的活性影响不显著+

0 E恢复后"受过氨氮胁迫的各组"总 *"4活性显

著高于对照组#2>2127$"O6N活性也有一定程

度升高#2>2127$"-&F依然没有显著变化 #表

1$+

表 $#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯虾相关免疫酶活性的影响

&'("$#G2>.++66+2.-6'44-,1' +S0-5>3+',71.50-5.<+S0-5>3+3+2-@+3/ -,.*+

'2.1@1.1+5144>,+<3+:'.+7+,X/4+51,:"D'%;+.,%+./%&'(

酶

@<V38@

处理

H@9H8@<H

总氨氮浓度5#8D5'$4=/<=@<HA9H:/< /BH/H90988/<:9

2 9 : 31 36

&-6 / E 胁迫
37109 B2189

9J

36129 B2163

J

39199 B21/8

9J

3/162 B21:6

9=

3112/ B219:

=

/ E 胁迫 @0 E 恢复 3711: B21/7 371:3 B3122 361/8 B2172 3612/ B216: 36166 B2109

&R6 / E 胁迫
3317: B2167

9

3113/ B2189

9

32182 B2113

9

:112 B21:2

J

01:8 B21/8

J

/ E 胁迫 @0 E 恢复 33197 B21/0 3313/ B2196 31129 B2178 321:1 B21/9 31162 B21:3

*"4 / E 胁迫
3/122 B2182

9

3/162 B2183

9

8187 B21:0

J

8167 B2192

J

:12/ B2178

J

/ E 胁迫 @0 E 恢复
31163 B21:6

9

391/6 B2109

9J

37108 B2171

J

361/8 B2192

J

371/3 B2191

J

-&F / E 胁迫 913: B2199 /171 B2199 /181 B2197 /13: B21/6 /116 B21/8

/ E 胁迫 @0 E 恢复 /180 B21// 9170 B219/ /1:/ B21/7 9192 B21/9 7127 B2171

O6N / E 胁迫 /102 B2110 9118 B2161 /19/ B1132 9191 B/193 91/: B9199

/ E 胁迫 @0 E 恢复
/182 B21/9

9

9173 B211/

9J

9187 B2112

J

9168 B2119

9J

7138 B211/

J

注!表中同行数据后标注不同小写字母表示差异显著#2>2127$ + 以下同此+

%/H@C!Q@9<CK:HG E:BB@A@<HC2L@AC=A:LHCK:HG:< HG@C98@0:<@9A@C:D<:B:=9<H03 E:BB@A@<H#2>2127$1FG@C98@9CHG@B/00/K:<D1

$"$#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯

虾抗氧化基因表达的影响

/ E 氨氮胁迫对实验组中肌肉各抗氧化基因

的表达均有显著影响 #2>2127$+ 9 8D5'浓度

组的 =Q<*"4表达显著升高#2>2127$"其他各

组差异不显著+ 各氨氮处理组的 8Q<*"4表达

显著降低 #2>2127$"@I-25P<*"4的表达也随

着氨氮浓度的升高而下降 #2>2127$+ O6N和

O*F的表达受到氨氮胁迫的影响不显著+ 0 E 恢

复后"各抗氧化酶的基因表达量都有不同程度的

升高#2>2127"表 /$+

表 ;#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯虾免疫基因 4KNG相对表达量的影响

&'(";#G2>.++66+2.-6'44-,1' +S0-5>3+',71.50-5.<+S0-5>3+3+2-@+3/ -,.*+

4KNG+S03+551-,-6144>,+<3+:'.+78+,+51,:"D'%;+.,%+./%&'(

基因

D@<@

处理

HA@9H8@<H

总氨氮浓度5#8D5'$4=/<=@<HA9H:/< /BH/H90988/<:9

2 9 : 31 36

=Q<*"4 / E 胁迫
3123 B2131

9

3166 B2131

J

3191 B2130

9J

3192 B2132

9J

3138 B2120

9

/ E 胁迫 @0 E 恢复 3122 B2137 3130 B2121 311/ B213/ 21:6 B212/ 2181 B2123

8Q<*"4 / E 胁迫
3123 B2133

9

2166 B2121

J

2101 B2121

J

2161 B2129

J

2168 B2126

J

/ E 胁迫 @0 E 恢复
3123 B2132

9

1171 B212/

J=

11:1 B2136

=E

11/9 B2139

J

1181 B2133

E

@I-25P<*"4 / E 胁迫
3123 B212:

9J

3130 B2131

J

21:2 B2133

9=

2168 B2132

=

216: B212:

=

/ E 胁迫 @0 E 恢复
3123 B2128

9

3132 B2136

9J

3197 B213/

9J=

3162 B2119

J=

31:: B2138

=

O6N / E 胁迫 3123 B2128 2187 B212: 2106 B2131 21:/ B2132 3119 B213/

/ E 胁迫 @0 E 恢复
3123 B2132

9

1119 B21/7

J

3182 B212:

J

/182 B21/:

=

1198 B2130

J

O*F / E 胁迫 3123 B2120 3113 B219/ 21:6 B2131 3127 B213/ 3107 B2112

/ E 胁迫 @0 E 恢复
3121 B2137

9

3198 B2119

9

1186 B212:

J

3103 B2131

9

/193 B2171

J

:623
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$";#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯

虾代谢相关指标的影响

/ E 氨氮胁迫后"肝胰腺中可溶解蛋白的含量

随着氨氮浓度的升高而下降"最高浓度组显著低

于对照组#2>2127$+ 肝胰腺甘油三酯的含量也

是最高浓度组显著降低+ &*F活性在 31 8D5'

浓度组显著升高至对照组的 3/9> #2>2127$+

尿素含量随着氨氮浓度的增加而升高"但差异尚

不显著#2=2126$+ 其他各指标的变化受氨氮影

响不显著#表 9$+ 经过 0 E 恢复后"所有所测代

谢指标在各处理组及对照组之间均无显著差异+

表 %#氨氮急性胁迫及其毒后恢复对红螯光壳螯虾代谢相关指标的影响

&'("%#G2>.++66+2.-6'44-,1' +S0-5>3+',71.50-5.<+S0-5>3+3+2-@+3/ -,

4+.'(-:120'3'4+.+351,:"D'%;+.,%+./%&'(

代谢

8@H9J/0:C8

处理

HA@9H8@<H

总氨氮浓度5#8D5'$4=/<=@<HA9H:/< /BH/H90988/<:9

2 9 : 31 36

可溶解蛋白 46 / E 胁迫
01:0 B21/1

9J

:132 B2113

9

619/ B2103

J=

0122 B2192

9J=

7102 B2162

=

/ E 胁迫 @0 E 恢复 0162 B21/1 6160 B2197 011/ B211/ 0190 B2196 01:/ B2118

甘油三脂 FO / E 胁迫
2111 B2121

9

2111 B2121

9

213: B212/

9J

2137 B2121

9J

213/ B2123

J

/ E 胁迫 @0 E 恢复 211/ B2121 2113 B212/ 213: B2121 213: B2121 2130 B212/

胆固醇 -+" / E 胁迫 2137 B2121 2137 B2121 213/ B212/ 2136 B2121 2133 B2122

/ E 胁迫 @0 E 恢复 2137 B2123 2137 B2121 2131 B2123 2131 B2123 2136 B2123

尿素 W#% / E 胁迫 2186 B213/ 3123 B2133 3126 B2117 3196 B2131 3177 B2132

/ E 胁迫 @0 E 恢复 2108 B212: 210: B2126 2183 B2132 2167 B2120 2178 B2127

&'F / E 胁迫 021/3 B0167 03137 B71:7 :0160 B:107 323103 B33182 07126 B6196

/ E 胁迫 @0 E 恢复 0118: B7180 :31:2 B6123 06130 B1179 0/101 B:186 661:/ B719:

&*F / E 胁迫
3:6183 B3112:

9

382119 B7163

9

13711/ B3112/

9J

198167 B3/1/9

J

1191:9 B39161

9J

/ E 胁迫 @0 E 恢复 13/1/: B0160 3:713: B32199 3:6183 B33199 388116 B32199 132188 B371/9

/4讨论

&-6是在酸性条件下催化磷酸单酯水解的

酶"在免疫防御中可作为细胞吞噬作用的重要组

成部分"破坏和消除侵入体内的异物'&R6是一

种膜结合蛋白"它在机体的骨化过程"营养物质的

消化(吸收和转运过程中以及细胞调控过程中起

重要作用+ 因此这两种酶的活性变化能够一定程

度指示机体的免疫状况
)0 5:*

+ 实验中"/ E 胁迫后

随着氨氮浓度的升高"其活性的变化相似"高浓度

组 &-6及 &R6的浓度都有显著降低"与吕晓燕

等
)8*

关于亚硝酸盐对红螯光壳螯虾肌肉的影响

结果相似+ 而在 0 E 恢复后"&-6和 &R6的都恢

复到正常水平"表明氨氮对红螯光壳螯虾磷脂酶

的毒性作用具有可恢复性+

由于甲壳动物缺乏特异性免疫"所以其抗氧

化系统显得尤为重要+ 生物在受到外界胁迫时"

可促使机体细胞内线粒体(微粒体和胞浆的酶系

统和非酶系统反应"还原产生活性氧和氧自由基"

不及时清除会造成生物体活性氧损伤
)32*

+ *"4

和 -&F是生物体内两种相互关联的抗氧化酶"可

联合清除活性氧自由基
)33*

+ *"4分布广泛"根

据所结合金属离子的不同"可将 *"4分为 6 种"

甲壳动物体内已发现的共 / 种!两种 Q<*"4#线

粒体型 8Q<*"4(胞质型 =Q<*"4$和胞外型的

@I-25P<*"4

)31*

+ 已有研究表明"氨氮胁迫能够

导致水生动物体内自由基的生成
)3/ 539*

+ 实验中"

在氨氮胁迫下 9 8D5'浓度组胞质 Q<*"4的表

达显著升高"这可能体现了 %毒物兴奋效应&"是

机体对外界胁迫的主动调节机制
)37*

+ 肌肉中的

总 *"4活性在高浓度组显著降低+ 而与此同时"

线粒体 Q<*"4和胞外 -25P<*"4的 8$%&表

达也都有不同程度的降低"表明氨氮胁迫对细胞

造成的氧化损伤"使其基因表达量下降+ 值得注

意的是"自由基的性质极为活泼"过多的自由基将

会攻击各种生物大分子"引起 4%&损伤(蛋白变

性(脂质过氧化等一系列氧化损伤
)36*

"因此酶活

水平降低幅度可能将进一步大于其基因表达水

平+ -&F的活性在本实验中变化不显著"可能其

活性对于氨氮不敏感+ 经过 0 E 恢复后"氨氮胁

迫组的 *"4活性高于正常水平"表明肌肉中依然

存在着未被清除的自由基+ 同时 8Q<*"4表达
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水平较高"这可能是由于线粒体更多的参与了机

体氧化损伤的修复+ O6N则是机体内广泛存在

的另一种重要的催化过氧化氢分解的酶
)30*

+ 经

过 0 E 的恢复后"各组 O6N基因表达都高于对照

组"O6N的活性也高于对照组+ 表明机体处于轻

度的应激状态"O6N与 *"4协同作用清理依然

存在的自由基+ O*F能够通过催化谷胱甘肽与一

些外源化合物结合"降低其毒性
)3:*

+ 本实验中"

O*F活性及其基因表达的变化规律与O6N相似"

与 +@D9V:等
)39*

报道的氨氮对罗非鱼的影响一

致"表明 O*F也参与了氨氮的解毒作用+

蛋白质和脂类是生物体内两种重要的能源物

质
)38*

+ / E 氨氮胁迫后"肝胰腺中甘油三酯的含

量在不断减少"这说明机体还通过加速脂肪分解

来满足能量需要"已有部分研究也表明虾类在应

对氨氮胁迫时可通过提高脂肪的分解来满足机体

的能量需要
)12 513*

+ 本实验结果表明"红螯光壳螯

虾还可通过蛋白质的分解来供能应对氨氮胁迫+

&'F和 &*F是机体中较为典型的两种转氨酶"其

活性高低一定程度反映机体氨基的转移活力
)11*

+

实验中肝胰腺 &*F胁迫后有一定程度升高"提示

蛋白质分解后伴随着的氨基酸代谢的增强+ 0 E

恢复时间后"代谢指标均恢复到正常水平"说明评

价氨氮的毒后恢复情况"免疫相关指标可能优于

代谢指标+ 实验表明"高浓度氨氮胁迫还能抑制

部分免疫相关酶的活性及基因表达"对免疫系统

造成损害+ 氨氮胁迫下"红螯光壳螯虾能够动员

蛋白质和脂肪来供能应对胁迫"但 0 E 的恢复时

间不足以让红螯光壳螯虾从胁迫中完全恢复"即

便在低浓度组"其肌肉也处于轻度氧化应激状态+

由于红螯光壳螯虾对氨氮毒性较为敏感"生产中

应当注意水质监测和管理"防范低浓度氨氮的毒

性影响+
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