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摘要：为了探讨急性氨氮胁迫对黄颡鱼组织中抗氧化酶活性及HSP70和HSP90基因
mRNA表达水平的影响，实验随机挑选了360尾黄颡鱼[初体质量(17.25 ± 0.05) g]，分别暴
露于含有0(对照)、5.70(低浓度组)、28.50(中浓度组)和57.00 (高浓度组) mg/L总氨氮浓度
的水体中，进行96 h的急性胁迫实验。实验开始后，分别于0、12、24、48和96 h取样。
结果显示，氨氮胁迫发生后，低、中浓度组实验鱼肝脏中超氧化物歧化酶(SOD)活性呈
先升高后降低趋势，而高浓度组则持续降低；低、中、高浓度组实验鱼肝脏中丙二醛
(MDA)含量在胁迫开始后显著升高；3 h时，高浓度组实验鱼肝脏中SOD活性达到最低，
而MDA含量最高；24 h后，高浓度组实验鱼肝脏中过氧化氢酶 (CAT)活性显著升高；
低、中、高浓度组实验鱼肝脏中HSP70基因的mRNA表达量呈先降低后升高趋势，而鳃
中HSP70基因表达量持续升高，但脑中HSP70基因在0 h后显著降低；氨氮胁迫3 h
时，低、中、高浓度组实验鱼肝脏和脑中HSP70基因表达量显著低于对照组，而在鳃中
正好相反；相比HSP70基因，高氨氮浓度组实验鱼肝脏和鳃中HSP90基因的mRNA表达量
在24 h时达到最高。研究表明，不同浓度的氨氮胁迫会对黄颡鱼抗氧化酶活性造成不同
程度的抑制，原因与丙二醛的积累量有关；相比HSP90基因，黄颡鱼HSP70基因的表达
量在氨氮胁迫发生后迅速上调，这种生理调控机制提示HSP70在应对急性氨氮胁迫时发
挥着更重要的作用。
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随着集约化水产养殖业的迅猛发展，养殖

水体中氨氮超标已成为一种常态化的环境问

题，绝大多数鱼类对非离子态氨 (NH3)非常敏

感，高浓度的NH3在鱼体内大量蓄积会引起呼吸

过速、过度兴奋、抽搐甚至死亡 [1-4]。在哺乳类

高血氨症的研究中发现，NH3在大脑中过度积

累，会造成星状胶质细胞肿胀，使得N-甲基-D-

天冬氨酸(NMDA)受体和Ca2+依赖一氧化氮合成

酶途径过度激活，继而产生大量活性自由基(ROS)，

造成功能细胞氧化损伤 [5]。因此，探究鱼类氨中

毒的致病机制显得十分重要，尤其是氨中毒 [6 ]

与氧化损伤之间的内在联系。

先前的研究表明，环境胁迫(如热应激、重

金属、氨氮及病害等)会促进动物体内热休克蛋

白(HSPs)的合成，HSPs通过阻止蛋白折叠、降解

变性蛋白等途径，有效地降低应激对机体造成

的损伤 [7-10]。此外，HSPs还参与机体抗氧化物酶

活性的调控，通过抑制自由基生成关键酶活性
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减少ROS的产生[11]。HSPs按其表观分子量可划分

为多种类型，如 HSP47、 HSP60、 HSP70和

HSP90等。其中，HSP70 在正常细胞中不表达或

表达量很少，但在应激条件下会迅速增加[12]；而

HSP90通过调节一大类多肽底物的折叠，也可以

在应激条件下增加热降解蛋白质的再活化比例[13]。

研究表明，HSP70和HSP90与清除变性蛋白、维

持胞内蛋白质稳态、防止或减少细胞受损、促

进应激细胞恢复等多种生理功能有关 [14]。Cara
等[15]发现，金头鲷(Sparus aurata)和虹鳟(Oncorhynchus
mykiss)在饥饿胁迫发生后，鱼体内HSP70基因的

mRNA表达量显著上调；刘波等 [16]报道，尼罗罗

非鱼 (Oreochromis niloticus)暴露于低温水环境

(9 °C)中12 h后，肝脏中HSP70基因的mRNA表达

量显著上调；周彦静 [17]发现，虹鳟的鳃、中肾、

脑、心脏和肌肉中HSP90基因的mRNA表达量随

着环境温度的升高呈逐步上调的趋势。相比而

言，鲜有研究报道氨氮胁迫下鱼类组织中HSPs
基因表达量的变化情况，鱼类HSPs基因在氨中

毒机制中的作用迄今尚不清楚。

黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)隶属鲇形目

(Siluriformes)、鲿科(Bagridae)，其肉质鲜美，含

有人体所需的多种必需氨基酸，深受广大消费

者的喜爱。据2018年《中国渔业统计年鉴》发布

的权威数据，截止2017年底，全国黄颡鱼产量达

到48万t，年增幅超过10.5%，已成为我国重要的

淡水养殖种类之一[18]。由于其具有较强的氨氮耐

受力，从而成为本研究绝佳的实验对象。本实

验通过分析急性氨氮胁迫对黄颡鱼肝脏中抗氧

化酶的活性，以及对肝脏、鳃和脑中HSP70和
HSP90基因mRNA表达量的影响，为鱼类氨中毒

致死机制的深入研究提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    养殖管理及取样

黄颡鱼购自浙江湖州，暂养7 d后，挑选360
尾大小均匀的实验鱼[(17.25 ± 0.05) g]，随机分配

到12个300 L塑料养殖桶中，每桶30尾鱼。共设

置4个氨氮处理组：0(对照 )、5.70(安全浓度 )、
28.50(半致死浓度)和57.00 mg/L总氨氮(T-AN)，
胁迫周期为96 h，期间停止投喂实验饲料。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纳氏试剂法[19]。养殖过

程中，养殖用水为除氯自来水，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，pH 6.4~6.6，亚硝酸盐<0.5 mg/L，保持自

然光照。

实验开始后，分别于0、12、24、48和96 h
取样，每次每桶随机挑选3尾实验鱼，MS-222麻
醉后解剖获取肝脏、鳃和脑组织，液氮速冻后

−80 °C保存，用于相关基因的mRNA表达量分

析，剩余肝脏−20 °C保存，用于酶活性的检测。

1.2    抗氧化酶活性及脂质过氧化分析

称重肝脏样品0.1 g，在预冷的磷酸缓冲液

(50 mmol/L, pH 7.4)中匀浆，匀浆液于4 °C环境中

2 000×g离心15 min，分离上清液备测。超氧化物

歧化酶(SOD)活性测定参考Beauchamp等[20]报道的

方法；过氧化物酶 (CAT)活性测定参考Aebi [21 ]

报道的方法；丙二醛(MDA)含量通过硫代巴比妥

酸反应测定，参考Buege等 [22]报道的方法。所有

测试均采用南京建成生物工程研究所的商业试

剂盒分析，操作步骤严格按照说明书进行。

1.3    基因mRNA表达量分析

总 R N A 的 提 取 采 用 R N A i s o  P l u s 试 剂

(TaKaRa，大连)，利用Prime ScriptTM PT reagent
Kit with gDNA Eraser(TaKaRa，大连)反转录成

cDNA用于实时荧光定量PCR分析。利用Primer
Premier 5.0软件设计引物 (表1)。实时荧光定量

PCR(SYBR Premix Ex Taq II，TaKaRa，大连)扩增

程序为95 °C预变性5 min，40个循环包括95 °C 20 s，
57 °C 25 s，72 °C 25 s。采用2−ΔΔCt法分析基因相对

表达量[23]。

1.4    数据分析

实验数据采用双因素方差分析 (Two-Way
ANOVA)，如果各处理组间差异显著(P<0.05)，则

进行Tukey氏多重比较。所有分析均采用SPSS 18.0.0
软件(Chicago, USA)在Windows操作系统中进行。

2    结果

2.1    黄颡鱼肝脏中SOD、CAT及MDA的变化

胁迫过程中，对照组实验鱼肝脏中的SOD、

C A T活性及 M D A含量均未发生显著性变化

(P>0.05)；随胁迫持续，低、中浓度组实验鱼肝

脏中的SOD活性呈先升高后降低趋势，最高值分

别出现在6和3 h；高浓度组随着胁迫的发生呈持

续降低趋势(P<0.05)；高浓度组实验鱼肝脏中的
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CAT活性在24 h时达到最高(P<0.05)，而其他实验

组在胁迫过程中无显著性差异 (P>0.05)；低、

中、高浓度组实验鱼肝脏中的MDA含量在整个

胁迫过程中均呈显著升高趋势(P<0.05)。氨氮胁迫0 h
时，低、中、高浓度组实验鱼肝脏中的SOD、CAT

活性及MDA含量在各处理组间无显著性差异

(P>0.05)；氨氮胁迫24 h时，中浓度组实验鱼肝

脏中的SOD活性显著高于其他组(P<0.05)；氨氮

胁迫3 h时，中浓度组实验鱼肝脏中的MDA含量

最高(P<0.05)(表2)。

2.2    黄颡鱼HSP70和HSP90基因mRNA的表达

对照组实验鱼肝脏、脑和鳃中HSP70基因

的mRNA表达量在各对照组间无显著性差异(P>

0.05)；低、中、高浓度组实验鱼肝脏中HSP70基

因的mRNA表达量呈先降低后升高的趋势，最低

值出现在6 h时(P<0.05)；低、中、高浓度组实验

鱼脑中HSP70基因的mRNA在0 h时表达量最高

( P < 0 . 0 5 )； 低 、 中 、 高 浓 度 组 实 验 鱼 鳃 中

HSP70基因的mRNA表达量呈持续升高的趋势

(P<0.05)。氨氮胁迫3 h时，低、中、高浓度组实

验鱼肝脏和脑中HSP70基因的mRNA表达量显著

表 1    本实验用到的引物序列

Tab. 1    Sequence of primers used in this study

目的基因

aim gene
正向引物 (5′-3′)

forward primer (5′-3′)
反向引物 (3′-5′)

reverse primer (3′-5′)
大小/bp

size

HSP70 GGCTTGCCTTTGGGAGTC GATTGGTCGGCGATTTGA 253

HSP90 TCTCAAGTGCCCAGTTACAT CGTCCAGTGGTGCTTTAGGT 241

β-actin TTCGCTGGAGATGATGCT CGTGCTCAATGGGGTACT 136

表 2    不同氨氮浓度暴露96 h对黄颡鱼肝脏中抗氧化酶活性及脂质过氧化程度的影响

Tab. 2    Liver antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation levels at different time in P. fulvidraco during
96-hours exposure to different concentration of environmental ammonia

组别  
groups 

胁迫时间/h　stress time

0 3 6 12 24 48 96

超氧化物

歧化酶/(U/mg port)
superoxide dismutase

对照组

control
295.33±7.89   297.12±15.44B 291.25±9.18B   296.44±13.28B 298.12±10.05B 287.66±7.76B   285.32±21.01B 

低浓度组

low
298.55±11.26a 312.68±15.98Bc 385.46±18.82Dd 311.22±15.46Cb 308.65±13.33Cb 311.66±21.25Cb 309.78±18.78Cb

中浓度组

middle
295.66±15.12a 356.78±10.66Cc 333.45±9.87Cb  331.98±4.98Db  329.54±21.21Db 333.66±19.12Db 321.98±22.63Db

高浓度组

high
292.33±11.12b 198.76±9.89Aa  191.22±15.55Aa 199.24±12.16Aa 196.31±13.56Aa 199.21±11.98Aa 195.98±15.16Aa

过氧化氢酶/(U/mg prot)
catalase

对照组

control
    3.09±0.81       3.08±0.25        3.12±0.33        2.99±0.76        3.05±0.94        2.98±0.24        2.96±0.35    

低浓度组

low
    2.99±0.58       3.12±0.72        2.97±0.46        2.92±0.59        2.96±0.81        2.90±0.71        2.96±0.68    

中浓度组

middle
    3.15±0.12       2.93±0.98        3.99±0.64        3.52±0.58        3.14±0.32        3.33±0.73        3.36±0.45    

高浓度组

high
    2.98±0.53a      3.05±0.46a       3.12±0.38a       2.99±0.65a       3.24±0.25b       3.30±0.78b       3.28±0.98b   

丙二醛/(nmol/mg prot)
malondialdehyde

对照组

control
    1.66±0.31a      1.68±0.24Aa      1.65±0.11Aa      1.71±0.18Aa      1.68±0.51Aa      1.82±0.31 Ab     1.88±0.12Ab  

低浓度组

low
    1.78±0.21a      1.99±0.38Bb      2.01±0.66Bb      2.05±0.45Bb      2.09±0.11Bb      2.41±0.32Bc      2.55±0.95Bd  

中浓度组

middle
    1.55±0.01a      2.22±0.15Cb      2.21±0.33Cb      2.25±0.78Cb      2.29±0.16Cb      2.31±0.28Bb      2.27±0.47Bb  

高浓度组

high
    1.65±0.59a      3.81±0.78Db      3.83±0.32Db      3.89±0.13Db      3.81±0.82Db      3.85±0.68Cb      3.81±0.45Cb  

注：同列不同大写字母表示氨氮浓度影响显著(P<0.05)，同行不同小写字母表示胁迫时间影响显著(P<0.05)，下同

Notes: the different capital letters of the same column values have significant effect of ammonia levels (P<0.05), the different lowercase letters superscripts of the
same line values have significant effect of stress times (P<0.05), the same below
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低于对照组，而鳃中HSP70基因的mRNA表达量

却显著高于对照组(P<0.05)(图1)。
对照组实验鱼肝脏、脑和鳃中HSP90基因的

mRNA表达量在各对照组间无显著性差异 (P>
0.05)；高浓度组实验鱼肝脏和鳃中HSP90基因的

mRNA表达量在24 h时达到最高 (P<0.05)；低、

中、高浓度组实验鱼脑中HSP90基因的mRNA表

达量在各处理组间无显著性差异(P>0.05)。氨氮

胁迫24 h时，高浓度组实验鱼肝脏和鳃中HSP90
基因的mRNA表达量显著高于其他组(P>0.05)(图2)。

3    讨论

养殖生产过程中，水体中氨氮超标，极易

造成养殖鱼类大规模死亡，以往的研究提示，

氧化应激可能是导致鱼类氨中毒死亡的重要因

素之一 [24-26]。氨氮应激会导致鱼体内产生大量的

ROS，尽管鱼类能够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

化物酶等清除多余的ROS，但清除效率往往会受

到胁迫持续时间和胁迫强度的影响。本研究发

现，由于毒性效应，低、中浓度组实验鱼肝脏

中SOD活性于胁迫6 h内呈短暂升高趋势，但随

着毒性的不断增强，SOD活性于6 h后逐渐受到

抑制，在高浓度组实验鱼肝脏中，SOD活性在整

个胁迫过程中始终呈现显著的下降趋势，这与Li
等 [ 2 7 ]报道的高浓度氨氮胁迫下黄颡鱼肝脏中

SOD活性逐渐降低的结果是一致的，原因可能与

氨氮胁迫过程中有毒物质(如MDA)积累量超过机

体的耐受上限有关。本研究还发现，高浓度组

实验鱼肝脏中CAT的活性于24 h时显著升高，而

SOD活性早在3 h时已发生显著变化，这可能与

不同类型的抗氧化酶在组织中的分布差异有关，

SOD在肝脏中的分布较CAT多 [28]。此外，Li等 [29]

提出，抗氧化酶活性的变化往往受到组织中MDA
积累量的影响。在本研究中，实验鱼肝脏中

MDA含量在3 h时迅速达到最高，进一步验证了

Li等 [29]的发现。这种现象在其他鱼类中也有报

道：鲻(Mugil cephalus)暴露在3.0 mg/L氨氮浓度

下15 d，实验鱼肝脏中MDA含量是对照组的5倍[30]；

高温胁迫下，吉富罗非鱼 (GIFT O. niloticus)肝脏

中MDA含量随着胁迫时间的延长而升高 [31]；黄

颡鱼肝脏中MDA含量随着氨氮胁迫时间的延长

而呈逐渐升高的趋势[32]。

HSPs作为避免生物体遭受氧化应激伤害的
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图 1    不同氨氮浓度暴露96 h对黄颡鱼肝脏、脑和鳃

中HSP70基因mRNA表达水平的影响

不同小写字母表示同一氨氮处理组随胁迫时间影响显著(P<0.05)，
不同大写字母表示同一时间处理组之间影响显著(P<0.05)

Fig. 1    mRNA expression levels of HSP70 in
the liver, brain and gills of P. fulvidraco during
96 h exposure to different concentration of

environmental ammonia
Different lower-case letters indicate that the same ammonia nitrogen
treatment group has a significant effect with stress time (P<0.05), and
different upper-case letters indicate that the effect is significant between
the treatment groups at the same time (P<0.05),the same below
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一种自我保护系统，在细胞内具有抗氧化的生

物活性，当暴露于环境应激中，机体通过激活

热休克基因合成HSPs[33-35]。细胞内HSP70基因表

达水平的提高，可以减少H2O2对细胞膜造成的

损伤[36]。本研究发现，高、中、低氨氮处理组黄

颡鱼肝脏中HSP70基因的mRNA表达量均在6 h后

呈现出显著上升趋势，表明HSP70基因在面对氨

氮胁迫时可以快速做出应答。辛苑茹等[37]对急性

高温胁迫下虹鳟幼鱼HSPs基因表达变化的检测

中也获得了类似的结果。本研究还发现，高、

中、低浓度组黄颡鱼脑中HSP70基因的mRNA表

达量于胁迫发生后均迅速降低，这是因为血液

中过量的NH3突破了血脑屏障，对脑组织造成了

损伤，影响到HSP70基因的转录，这与哺乳类氨

中毒引起脑损伤的结果一致 [38]。以往的研究发

现，当环境胁迫发生时，鱼类鳃组织中HSP70基
因的表达量能够在较短的时间内迅速上调 [39-40]，

这与本研究中的结果一致：高、中、低实验组

黄颡鱼鳃中HSP70基因的mRNA表达量在3 h时迅

速达到最高值，这种机体的自我保护机制，能

够在很大程度上减少环境应激在短时间内对组

织造成的伤害。相对HSP70，HSP90基因对于环

境胁迫的发生并不敏感，只有当应激较为剧烈

时才会诱导HSP90基因的转录 [41]，本研究进一步

证实了这个现象：高浓度组黄颡鱼肝脏和鳃中

HSP90基因的mRNA表达量于胁迫发生24 h后才

出现显著上调。此外，以往有研究提出，鱼类

脑组织中HSP90表达量更易受到外界环境的影

响[42]。Dietz等[43]证实，冬季当温度从18 °C升高到

28 °C时，虾虎鱼脑组织中HSP90合成量增加，夏

季温度上升到32 °C后，HSP90基因才开始表达。

然而，在本研究中，高、中、低浓度组黄颡鱼

脑中HSP90基因的表达量始终没有发生变化，这

可能与胁迫强度或时间有关。

综上所述，不同浓度的氨氮胁迫会对黄颡

鱼抗氧化酶活性造成不同程度的抑制，原因与

丙二醛的积累量有关；相比HSP90基因，黄颡鱼

HSP70基因的表达量在氨氮胁迫发生后迅速上

调，而这种生理调控机制提示HSP70在应对急性

氨氮胁迫时发挥着更重要的作用。
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图 2    不同氨氮浓度暴露96 h对黄颡鱼肝脏中肝脏、

脑和鳃中HSP90基因mRNA表达水平的影响

Fig. 2    mRNA expression levels of HSP90 in
the liver, brain and gills of P. fulvidraco during
96 h exposure to different concentration of

environmental ammonia
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SUN Liying ,     ZHANG Muzi ,     LI Ming *,     YUAN Lixia ,     WANG Rixin
(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: This study was carried out to test the effect of acute ammonia stress on antioxidant enzyme activity and
mRNA expression levels of HSP70 and HSP90 genes in tissues of Pelteobagrus fulvidraco, and 360 P. fulvidraco
[(17.25 ± 0.05) g] were randomly exposed to ammonia: 0 (control), 5.70, 28.50 and 57.00 mg/L total ammonia
concentrations for 96 h, respectively. Experimental fish were sampled at 0, 12, 24, 48 and 96 h. The results showed
that the superoxide dismutase (SOD) activity in liver of fish in low and medium concentration groups increased
from 0 to 6 h, and then gradually decreased, but high concentration group continued to decrease. Malondialdehyde
(MDA) content in liver of fish in low, medium and high concentration groups was significantly increased
throughout the 96-h period; at hour 3, SOD activity in liver of fish in high concentration group was the lowest,
while MDA content was the highest. Liver catalase activity increased significantly at hour 24. In low, medium and
high concentration groups, the mRNA expression of HSP70 in liver of fish decreased from 0 to 6 h, and then
gradually increased, and that in gill of fish continued to increase, but that in brain of fish continued to decreased.
The mRNA expression of HSP70 in liver and brain of fish was significantly lower than that of control group at
hour 3, but that in gills is opposite. Compared with HSP70, the mRNA expression of HSP90 in liver and gill of fish
in high concentration group reached the highest value at hour 24. The results showed that the antioxidant enzymes
activity was inhibited by different concentrations of ammonia, and the reason is related to the accumulation of
MDA. Compared with HSP90, the mRNA expression of HSP70 in P. fulvidraco was rapidly up-regulated after the
occurrence of ammonia stress, and this physiological regulation mechanism suggests that HSP70 plays a more
important role in the response to acute ammonia stress.
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