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急性氨氮暴露对大弹涂鱼炎性反应相关基因表达的影响
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摘要：为研究急性氨氮胁迫对大弹涂鱼炎性反应相关基因表达的影响，实验挑选初始体
质量为(15.14±0.05) g的健康大弹涂鱼幼鱼180尾，进行96 h的急性氨氮胁迫实验。结果显
示，大弹涂鱼96 h氨氮半致死浓度为8.99 mg/L总氨氮(0.11 mg/L非离子氨，T-AN)；氨氮
胁迫后TNF基因的mRNA表达量分别于12和96 h时显著上调，96 h时表达量达到0 h时的
2倍；IL-1基因的mRNA表达量12 h时显著上调，为0 h时表达量的6倍；氨氮胁迫后IL-6基
因的mRNA表达量分别于12和96 h时显著上调，表达量达到0 h时的1.5倍；氨氮胁迫后IL-
8基因的mRNA表达量在24 h时出现显著下调。研究表明，大弹涂鱼96 h氨氮半致死浓度
为8.99 mg/L总氨氮；半致死浓度的氨氮胁迫48 h后，TNF、 IL-1、 IL-6和 IL-8基因的
mRNA表达量持续升高，推测过度炎性应激可能是导致鱼类氨中毒死亡的原因之一。
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鱼类氨中毒与哺乳动物肝性脑病的致病机

制相同，都是因为大脑中高含量的非离子态氨

氮(NH3)在谷氨酰胺合成酶(GS)催化下合成大量

的谷氨酰胺，使得星状胶质细胞肿胀引起颅内

高压导致死亡 [1]，长期以来，该假说得到大多数

学者的认可。但近年来，Van Der Linden等 [2]针对

这一观点提出了质疑，他们发现鲤(Cyprinus car-
pio)受到氨氮胁迫后，谷氨酰胺积累量远超过哺

乳类的致死浓度，大脑体积扩大了6.5%却未发现

动物死亡，组织学证据表明，鱼类颅骨结构较

之哺乳类具有更多的颅内间隙，能够耐受更强

的颅内压，因此推测颅内压升高可能并不是导

致鱼类氨中毒死亡的主要原因。

有研究表明，向大弹涂鱼 (Boleophthalmus
pectinirostris)腹腔中注射不同浓度的醋酸铵后，

其大脑中氨氮和谷氨酰胺含量在胁迫初期经历

快速升高后，由于受到机体适应性调节机制的

调控，能够达到饱和状态。然而，机体适应性

调节过程产生的代谢产物却能够诱发某些生理

应激反应(或病理过程)，如氧化损伤、炎性过激

等，可能才是导致鱼类死亡的真正原因 [3]。长期

以来，受到技术条件限制，鱼类氨中毒致死机

制并不十分清楚。近年来，随着水生动物研究

手段的不断革新，有新的证据表明，鱼类氨中

毒与机体过度的炎性反应有关。参与炎性反应

各阶段的基因受到NF-κB信号通路的调控，包括

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8、iNOS、COX2、趋化

因子、黏附分子及集落刺激因子等，NF-κB信号

通路能够激活线粒体自噬及细胞凋亡，推测这

可能是鱼类氨中毒致死的主要原因之一[4]。

大弹涂鱼隶属于弹涂鱼科(Periophthalmidae)，
为暖水广温、广盐两栖性鱼类，在中国福建、

浙江、江苏、台湾等地沿海分布较为广泛 [5]。由

于大弹涂鱼具有较强氨氮耐受能力的特质，使

其成为开展本研究绝佳的实验对象。本实验评

估了急性氨氮胁迫对大弹涂鱼炎性反应相关基

因表达的影响，以期查明炎性反应与鱼类氨中

毒致死之间可能的联系。
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1    材料与方法

1.1    96 h氨氮半致死浓度(LC50)确定

随机挑选180尾体质量为(12.58±0.12) g的健

康活泼的大弹涂鱼，分配到18个100 L塑料养殖

桶中(n=10)(93 cm×60 cm×25 cm)。设置6个氨氮浓

度处理组(每个处理设置3个重复)：0(对照)、3、
6、9、12和15 mg/L NH4Cl。实验过程中，每隔24 h
更换1次处理液，每隔7 h用YSI ProPlus多参数水

质测量仪(美国金泉公司，美国)分别测定各桶中

的氨氮浓度，用10 g/L的NH4Cl母液调节至设定

的表观浓度，观察实验鱼的中毒症状并记录死

亡数目(用玻棒触动无任何反应即为死亡)，及时

去除死亡动物。

1.2    实验管理及取样

大弹涂鱼(15.14±0.05) g购自浙江宁波，毒性

实验在宁波大学校内基地进行。暂养30 d后，挑

选大小均匀、体格健壮的鱼，随机分配到6个300 L
塑料养殖桶中(每个处理设置3个重复)，每桶30尾
鱼。氨氮处理组总氨氮(TA-N)浓度为96 h LC50

(8.99 mg/L TA-N)，对照组总氨氮浓度为0.01 mg/L
(非离子氨<0.001 mg/L，UIA-N)，胁迫周期为96 h。
期望氨氮浓度通过预配NH4Cl (10 g/L)母液每隔

7 h进行调整，总氨氮浓度测定采用YSI ProPlus多
参数水质测量仪，通过计算获得非离子氨浓度。毒

性实验过程中，海水盐度为16，日换水量为总体

积的1/3，水温24~26 °C，溶解氧(7.81±0.13) mg/L，
亚硝酸盐<0.5 mg/L，保持自然光照。整个毒性

实验过程中，不投喂食物。

实验结束后，每桶随机挑选 5尾实验鱼，

MS-222麻醉后解剖获得肝脏，液氮保存，用于

分析炎性反应相关基因mRNA表达。

1.3    总RNA提取和cDNA合成

取0.5 g肝脏组织于RNAiso Plus (大连宝生物

工程有限公司)中匀浆，加入匀浆液1/5体积的氯

仿，12 000 r/min，4 °C离心15 min，取上清液加

入到等体积的异丙醇中，12 000 r/min，4 °C离心

10 min，弃上清液，加入75 %乙醇清洗2遍，

弃上清液，干燥后溶于适量DEPC水中。采用

Nanadrop 2000(赛默飞世尔科技有限公司，美

国)测定RNA浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳分析

RNA完整度。取1 μL总RNA，使用TransScript
All-in-one First-Strand cDNA Synthesis SuperMix for

qPCR (One-Step gDNA Removal)试剂盒(北京全式

金生物技术有限公司)进行第一链cDNA的合成。

1.4    mRNA组织表达量测定

2¡¢¢Ct

基于前期工作获得的大弹涂鱼转录组数据

库中tumor necrosis factor (TNF), interleukin-1(IL-
1)，IL-6和IL-8序列片段，以β-肌动蛋白为内参基

因(β-actin)，采用Primer 5.0 软件设计引物，引物

序列见表1，所用引物均由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。实时荧光定量PCR反应体系

(20 μL)：10 μL TransStart Tip Green qPCR Super-
Mix (2×)、0.4 μL正向引物、0.4 μL反向引物、0.4 μL
cDNA模板、8.8 μL无菌水。反应条件为94 °C，

2 min，1个循环； 94 °C，30 s；55 °C，30 s；72 °C，

30 s，40个循环；72 °C，10 min，1个循环，每个

反应进行3次重复。将cDNA模板以5为单位进行

6个梯度的稀释，用于制作目的基因和内参基因

的标准曲线。采用相对定量 法 [6]计算目的

基因的相对表达量。

1.5    统计分析

大弹涂鱼96 h氨氮半致死浓度(LC50)计算采

用Probit分析法；不同氨氮浓度(C)处理组之间的

mRNA表达差异采用 t检验进行统计学处理；不

同取样时间(t)之间的mRNA表达差异采用单因素

方差分析(One-Way ANOVA)，如果F检验呈显著

性，随后采用Tukey氏多重比较进行差异分析，

差异显著性设置P<0.05。所有分析均采用SPSS
18.0.0软件在Windows操作系统中进行。

表 1    本研究用到的引物序列

Tab. 1    Sequence of primers used in this study

引物名称

primer
引物序列

sequence (5′-3′)
大小/bp　

size

TNF-F CTAATGGACAAGGCGTGGAC 224

TNF-R GTGTCTGTGGAGAGCGTTGA

IL1-F TGTCACAAACCTCGCTTCTAC 160

IL1-R TTCCCATCATCCTCTAACCAT

IL6-F GATACACTCTGCCGAGGTGAG 236

IL6-R CCTGGAGCAAGCACTATTGG

IL8-F GTCTGCACAGCCACATCAGT 256

IL8-R GCGATGACGTCTGGAGAGTT

β-actin-F GAGCGTGGCTACTCTTTCA 200

β-actin-R GGAGGCAGCAGTGTTCAT
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安全浓度(C)=0.1×96 h LC50

NH+
4非离子氨(NH3)=[ +NH3]/[10(pKa-pH)+1]

式中，pKa=0.090 18+2 729.92/T(开氏温度)

2    结果

大弹涂鱼中毒后，运动减少，反应迟钝，

身体翻转并伴有抽搐等行为，用玻棒触动无任

何反应即认定为死亡。大弹涂鱼在氨氮中暴露

24、48、72和96 h后，其总氨氮的LC50值分别为

18.92、16.36、11.73和8.99 mg/L，而非离子氨的

LC50值分别为0.21、0.19、0.17和0.11 mg/L (表2)。
随着暴露时间的延长，LC50值不断减少，24 h
LC50值是96 h LC50值的2倍多。

对照组实验鱼肝脏中TNF基因的mRNA表达

量在96 h处理时间内无显著性变化(P>0.05，图1)。
氨氮组实验鱼肝脏中TNF基因的mRNA表达量受

到氨氮毒性的影响。氨氮胁迫后TNF基因的mRNA
表达量分别于12和96 h时显著上调，96 h时表达

量达到0 h时的2倍(P<0.05)。
对照组实验鱼肝脏中IL-1基因的mRNA表达

量在96 h处理时间内无显著性变化(P>0.05，图2)。
氨氮组实验鱼肝脏中IL-1基因的mRNA表达量受

到氨氮毒性的影响。0~6 h时表达量无显著性差

异(P>0.05)。12 h时表达量显著上调，为0 h时表达

量的6倍(P<0.05)。随后，表达量逐渐降低，但96 h
时，表达量再次升高至0 h时表达量的2倍(P<0.05)。

对照组实验鱼肝脏中IL-6基因的mRNA表达

量在96 h处理时间内无显著性变化(P>0.05，图3)。
氨氮组实验鱼肝脏中IL-6基因的mRNA表达量受

到氨氮胁迫后IL-6基因的mRNA表达量呈下降趋

势，最低值出现在24 h时(P<0.05)。然而，IL-6基
因的mRNA表达量分别于12和96 h时出现2次显著

性上调，表达量达到0 h时的1.5倍。

对照组实验鱼肝脏中IL-8基因的mRNA表达

量在96 h处理时间内无显著性变化(P<0.05，图4)。
氨氮组实验鱼肝脏中IL-8基因的mRNA表达量受

到氨氮胁迫后IL-8基因的mRNA表达量呈上升趋

势。但在24 h时出现显著下调，表达量仅为0 h时
的1/3(P<0.05)。

3    讨论

鱼类对于氨氮胁迫的耐受性差异较大，尤

其是一些能够排泄尿素的鱼类，对氨氮的耐受
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图 1    氨氮暴露对大弹涂鱼肝脏TNF基因

相对表达量的影响

不同字母表示氨氮暴露时间的影响存在显著性差异(P<0.05)；星

号(*)表示氨氮水平的影响存在显著性差异(P<0.05)；下同

Fig. 1    Effects of ammonia exposure on
the expression of TNF in B. pectinirostris

Different letters indicate a significant effect of ammonia exposure time
(P<0.05); asterisk (*) indicate a significant effect of ammonia levels
(P<0.05); the same below
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图 2    氨氮暴露对大弹涂鱼肝脏IL-1基因

相对表达量的影响

Fig. 2    Effects of ammonia exposure on
the expression of IL-1 in B. pectinirostris

表 2    急性氨氮胁迫下大弹涂鱼的半致死浓度

Tab. 2       LC50 of B. pectinirostris in acute
          ammonia exposure mg/L

胁迫时间/h
exposure time

氨氮　ambient ammonia

总氨氮

TA-N
非离子氨

UIA-N

24 18.92±1.35 0.21±0.04

48 16.36±0.98 0.19±0.05

72 11.73±0.74 0.17±0.02

96 8.99±1.03 0.11±0.04
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强度达到哺乳动物致死浓度4倍以上，它们可以

通过鸟氨酸循环(ornithine cycle)将体内多余的尿

素排出体外，也能够通过谷氨酰胺合成酶合成

谷氨酸盐等途径代谢出多余的氨氮。本研究发现，

大弹涂鱼96 h氨氮半致死浓度(LC50)为8.99 mg/L
T-AN。与以往的研究进行比较发现，大弹涂鱼

对氨氮的耐受力低于史氏鲟(Acipenser schrencki)
10.2 mg/L T-AN (体质量3.60 g)[7]、大黄鱼(Lar-
imichthys crocea)12.45 mg/L T-AN (体质量31.54 g)[8]、

团头鲂(Megalobrama amblycephala)56.49 mg/L T-
AN (体质量14.27 g)[9]、中华鲟(A. sinensis)0.39 mg/L
UIA-N (体质量0.07 g)[10]和暗纹东方鲀(Takifugu
obscurus)0.46 mg/L UIA-N (体质量0.11 g)[11]；但高

于鲢(Hypophthalmichthys molitrix)0.35 mg/L T-AN
(体质量1.96 g)、鳙(Aristichthys nobilis)0.33 mg/L
T-AN (体质量1.96 g)、鲫(Carassius auratus)0.73 mg/L
T-AN (体质量1.96 g)[12]、泥鳅(Misgurnus anguilli-
caudatus)3.19 mg/L T-AN (体质量7.30 g)[13]和斜带

石斑鱼(Epinephelus coioides)5.13 mg/L T-AN (体质

量19.30 g)[14]。大弹涂鱼较高的氨氮耐受力，可

能与其栖息于滩涂的特殊生活方式有关。尽管

在进行鱼类氨氮半致死浓度研究时，不同的种

类、大小、实验管理条件及操作严谨程度等，

都可能造成结果的差异，但是从已有研究来看，

海水鱼类对氨氮的耐受能力要强于淡水鱼类[15]。

已有资料表明，由于受到生理适应性机制

的调节，哺乳类大脑星状胶质细胞和小神经胶

质细胞肿胀产生的代谢物，会大量释放促炎性

细胞因子，如白细胞介素-1、肿瘤坏死因子α和
干扰素γ等，诱发炎性反应甚至免疫抑制，损伤

大脑血管内皮细胞和神经胶质细胞，导致肝肾

功能衰竭，机体死亡[16]。相比之下，鱼类由氨氮

刺激引起炎性反应的研究较少，仅有的研究表

明，急性或周期性氨氮刺激能够诱发虹鳟(Onco-
rhynchus mykiss)、大西洋比目鱼(Hippoglossus hip-
poglossus)和瓦氏黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)的
炎性反应，主要表现为血液中白细胞数骤升，

并伴有溶菌酶活性下降和免疫球蛋白含量减少

等免疫抑制现象 [17-19]。本研究发现，大弹涂鱼肝

脏中TNF、IL-1、IL-6和IL-8基因的mRNA表达量

均在氨氮胁迫后12 h时显著上调，这与毒性兴奋

效应(hormesis)有关。氨氮胁迫发生后，大弹涂

鱼体内血氨含量处于持续升高的趋势，在胁迫

初期，低剂量氨氮对鱼体内稳态的微干扰作

用，启动了一系列修复和维持机制，如转录因

子和激酶的激活，增加细胞保护和修复性蛋白

的表达(如抗氧化酶、伴侣蛋白、生长因子、免

疫因子等)，也就是说，低剂量致毒因素对生物

体是有益的 [20]。在本研究中，氨氮胁迫12 h后，

大弹涂鱼肝脏中TNF、 IL-1、 IL-6和 IL-8基因的

mRNA表达量显著下调。Li等 [21]提出，在毒性胁

迫初期，为了防止过度炎性反应对细胞或组织

造成伤害，鱼类往往能够通过“生理适应性调节

机制”调控促炎性因子(如TNF和IL等)的释放，同

时，他们还发现免疫抑制是一个逐渐积累的过

程，可能与促炎性因子的过度积累有关。Ip等 [22]

发现，氨氮胁迫持续发生时，外源性NH3浓度梯
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图 3    氨氮暴露对大弹涂鱼肝脏IL-6基因

相对表达量的影响

Fig. 3    Effects of ammonia exposure on
the expression of IL-6 in B. pectinirostris
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图 4    氨氮暴露对大弹涂鱼肝脏IL-8基因

相对表达量的影响

Fig. 4    Effects of ammonia exposure on
the expression of IL-8 in B. pectinirostris
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度经鳃和皮肤大量涌入，在组织中(如血液、肝

脏、大脑)过度积累会破坏血脑屏障(blood brain
barrier)，从而导致星状胶质细胞肿胀(astrocyte
swelling)及生理代谢紊乱等，这与本实验结果一

致，大弹涂鱼肝脏中TNF、 IL-1和 IL-6基因的

mRNA表达量分别在氨氮胁迫24和48 h后出现明

显的持续上调趋势。这也解释了Li等 [21]提出的

“氨氮胁迫下免疫抑制是由于促炎性因子过度积

累导致”的假说，必须指出，促炎性因子是诱发

线粒体自噬和细胞凋亡的重要诱因。在高等动

物研究中发现，静息状态下，p50与p65结合成二

聚体，当受到促炎性因子信号持续刺激时，在I-
κB催化下，p50/p65二聚体通过核转位直接转移

定位到线粒体上，与Bcl-2家族中含有多个结构

域的蛋白结合后，使促凋亡蛋白Bax和Bak游离

下来并活化，Blc-2家族蛋白能控制线粒体膜的

通透性，从而调节细胞色素c使其从线粒体中释

放出来，诱导Caspases级联反应，触发细胞凋

亡[23]。本研究结果提示，受到TNF、IL-1、IL-6和
IL-8等促炎性因子持续的信号刺激，可能诱发细

胞凋亡，甚至机体死亡。本研究还发现，大弹

涂鱼肝脏中TNF、IL-1和IL-6基因的mRNA表达量

在氨氮胁迫96 h时仍显著高于对照组，该结果与

Li等 [21]观察到的瓦氏黄颡鱼溶菌酶、碱性磷酸

酶、酸性磷酸酶活性及呼吸爆发在氨氮暴露第

7天时才出现显著下降一致。

本实验结果表明，大弹涂鱼96 h氨氮半致死

浓度为8.99 mg/L T-AN。半致死浓度的氨氮胁迫48 h
后，TNF、IL-1、IL-6和IL-8基因的mRNA表达量

持续升高，推测过度炎性应激可能是导致鱼类

氨中毒死亡的主要原因之一。
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Effects of acute ammonia exposure on gene involved in
inflammation of mudskipper

SONG Meize 1,     LI Ming 2,     LI Jian 1,     YUAN Lixia 2,     WANG Rixin 2,     SHI Ge 1*

(1. Marine Sciences Technology College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316000, China;
2. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: A study was carried out to test the effects of acute ammonia exposure on gene involved in inflammation
of mudskipper Boleophthalmus pectinirostris. The mudskipper (15.14±0.05) g were randomly allocated to 2
groups (control group and exposure group) in triplicate for 96 h ammonia exposure. The 96 h lethal concentration
50 (LC50) of ammonia in mudskipper is 8.99 mg/L total ammonia nitrogen (TAN; 0.11 mg/L non-ionic ammonia);
Fish exposed to ammonia showed the mRNA expression of TNF increased significantly by 2-fold for 96 h; The
mRNA expression of IL-1 increased significantly by 6-fold for 12 h; And the mRNA expression of IL-6 increased
significantly by 1.5 fold for 12 h and 96 h; however, the mRNA expression of IL-8 decreased significantly for 24 h.
This study indicated that the 96 h LC50 of ammonia in mudskipper is 8.99 mg/L TAN; The mRNA expression of
TNF, IL-1, IL-6, IL-8 increased significantly after fish exposed to ammonia for 48 h; The inflammation is con-
sidered as one of major causes of fish ammonia poisoning.
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