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摘要：为探究益生菌对氨氮胁迫下半滑舌鳎的非特异性免疫酶活、血液生化指标及相关基
因表达是否具有调节作用，实验首先选用枯草芽孢杆菌 Y2 益生菌对半滑舌鳎进行饲喂，
然后对半滑舌鳎进行氨氮胁迫，胁迫过程中持续饲喂 Y2 并对相关指标进行监测。其中宏
观生长指标结果显示，氨氮胁迫组半滑舌鳎体质量、体长低于非氨氮胁迫组，在氨氮胁迫
及非氨氮胁迫条件下 Y2 组舌鳎体质量、体长高于空白对照组。免疫酶活测定结果显示，
氨氮胁迫后半滑舌鳎血清过氧化氢酶 (CAT)、酸性磷酸酶 (ACP)、过氧化物酶 (POD)、碱
性磷酸酶 (AKP) 活性均有所升高；在氨氮胁迫及非氨氮胁迫条件下饲喂 Y2 菌株的 2 组
ACP、CAT 和 POD 活性均高于其相应对空白照组。血液相关生化指标结果显示，非氨氮
胁迫 Y2 组半滑舌鳎血清中白蛋白 (ALB) 和球蛋白 (GLB) 含量略高于空白对照组，白蛋白
与球蛋白比值 (A/G) 较高，甘油三酯 (TG)、胆固醇 (CHO) 含量差异较小；氨氮胁迫对照
组舌鳎血清中 ALB、CHO 含量下降，GLB 含量略有升高，血清中总蛋白 (TP) 及总脂肪呈
下降趋势，且 A/G 降低，而氨氮胁迫 Y2 组比空白组舌鳎血清中 ALB、TG 及 CHO 含量升
高，导致 A/G 升高。同时氨氮胁迫使血清中丙二醛 (MDA)、谷草转氨酶 (AST) 及谷丙转
氨酶 (ALT) 的含量显著升高，Y2 在氨氮胁迫及非氨氮胁迫条件下均可以降低 MDA、AST
及 ALT 的含量。相关基因表达结果显示，氨氮胁迫使半滑舌鳎肠、肝脏、肌肉及鳃组织
热休克蛋白基因 (HSP70) 及血红蛋白 α1 基因 (Hb-α1) 表达量升高，且 HSP70 的表达量 Y2
组高于空白组，其中在肝脏组织中上调最明显，相反，氨氮胁迫下 Y2 组的 Hb-α1 表达量
下降，在肝脏及肌肉组织中下降最明显。此外氨氮胁迫使半滑舌鳎相应组织中生长因子基
因 (IGF) 的表达量均降低，但在氨氮及非氨氮胁迫条件下 Y2 组的 IGF 表达量均高于其空
白对照组。综上，Y2 可以改善氨氮胁迫对半滑舌鳎的免疫能力、血液生化指标、氧气运
输、应激能力及生长等造成的多方面影响，降低氨氮胁迫对半滑舌鳎造成的负面作用，在
水产养殖行业中具有良好的应用前景。
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半滑舌鳎  (Cynoglossus semilaevis) 隶属舌鳎

科  (Cynoglossidae) 舌鳎属  (Cynoglossus)，是我国

本土特有的大型底栖名贵海水，目前，半滑舌鳎

养殖业已在我国沿海地区迅速发展，并取得显著
 
 

收稿日期：2020-11-01        修回日期：2021-04-10
资助项目：天津市人才发展特殊支持计划高层次创新创业团队项目 (ITTFRS2017007)；天津市高等学校创新团队

建设规划项目 (TD13-5076)
第一作者：张晶晶 (照片)，从事水生动物微生态及免疫研究，E-mail：2235729161@qq.com
通信作者：左志晗，从事肠道微生物对水产动物生长及免疫调节作用方面的研究，E-mail：zhihanzuo@163.com；

孙金生，从事水生经济甲壳动物神经内分泌学、重要水产养殖动物病害的发生与免疫防治方面的研究，

E-mail：skysjs@tjnu.edu.cn

文章编号: 1000-0615(2022)05-0857-13 水产学报, 2022, 46(5): 857−869

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20201112469

中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

https://www.china-fishery.cn


的经济效益和社会效益[1-3]。近年来，随着半滑舌

鳎高密度集约化养殖，导致动物疾病频发，其中

水产养殖动物残饵和排泄物的氨化作用是诱发鱼

病的主要环境因子。鱼类经常会受到持续性的氨

氮胁迫，水体中氨氮浓度可在短时间内急剧升高，

从而会对水产养殖生物造成急性氨氮胁迫伤害[4-5]。

氨氮在水体中通常以离子氨 (NH4
+) 和非离子氨

(NH3) 2 种形式存在。非离子氨毒性较强，由于其

分子半径较小、脂溶性较强，极易通过鳃等组织

器官进入机体，使体内产生大量自由基而出现氧

化应激现象[6-8]，严重时会引起水产动物组织发生

病变、抗氧化防御系统发生紊乱以及呼吸、排泄

功能受损[9-10]，最终导致水产动物摄食量下降、生

长受阻，甚至出现大规模死亡。因此，如何缓解

水体氨氮对水产动物的毒性是目前亟待解决的问

题之一[11]。

益生菌是一类通过定殖在生物体内，改变宿

主体内菌群组成并对宿主有益的活性微生物，因

其具有降低养殖动物发病率，同时不会导致药物

残留而对人体健康产生不利影响的特点，现已成

为水产养殖业中新的研究热点[12]。芽孢杆菌 (Bacillus)
是益生菌中常见的菌种之一，被广泛用于水产养

殖中。芽孢杆菌在水生动物肠道中可产生大量的

水解酶类，补充动物肠道内源性酶的缺乏，提高

饲料利用率，从而促进动物生长；芽孢杆菌可以

促进多种益生菌增殖以抵抗外来病原菌的入侵和

定殖；还可以作为免疫促进剂，增强鱼的非特异

性免疫功能[13-15]。

实验用枯草芽孢杆菌 (B. subtilis)Y2 分离于健

康半滑舌鳎肠道，以饲料添加的形式对半滑舌鳎

进行 60 d 的饲喂，随后将饲喂 60 d 的半滑舌鳎的

空白组与实验组进行为期 20 d 的氨氮胁迫实验，

探究 Y2 菌株对半滑舌鳎在氨氮胁迫条件下的血

清非特异性免疫酶活、血液生化指标以及相关基

因表达量的影响，以评价 Y2 菌株是否具有缓解

氨氮胁迫对半滑舌鳎机体造成的负面作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验动物：半滑舌鳎由天津市海发珍品实业

发展有限公司提供。

益生菌：枯草芽孢杆菌 Y2 为本实验室前期

从健康半滑舌鳎肠道中分离获得的菌株，其对哈

维 氏 弧 菌  (Vibrio  harveyi)、 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

(Edwardsiella  tarda)、金黄色葡萄球菌  (Staphylo-
coccus aureus)、鳗弧菌  (V. anguillarum)、杀鲑气

单胞菌  (Aeromonas salmonicida)、副溶血性弧菌

(V. parahaemolyticus) 均具拮抗作用，其中对鳗弧

菌抑菌效果最为明显，且其抑菌活性主要来源于

外泌物质。

试剂盒：酸性磷酸酶 (ACP)、丙二醛 (MDA)、
碱性磷酸酶 (AKP) 采用南京建成科技有限公司测

定试剂盒测定；过氧化氢酶 (CAT)、过氧化物酶

(POD) 采用苏州科铭技术有限责任公司测定试剂

盒测定。 

1.2    氨氮胁迫后半滑舌鳎生长指标的测定

称取氨氮胁迫前后不同处理组半滑舌鳎的体

长及体质量，并计算此期间半滑舌鳎体长及体质

量的增长率公式如下：

体长增长率=(L0−L1) / L1 × 100%；

体质量增长率= (W0−W1) / W1 × 100%
式中，L0 与 W0 为氨氮胁迫前半滑舌鳎体长 (cm)
与体质量 (g)；L1 与 W1 为氨氮胁迫后半滑舌鳎体

长与体质量。 

1.3    半滑舌鳎半致死浓度的测定

实验前期以空白对照组半滑舌鳎为实验材

料进行氨氮胁迫预实验，以 24 h 未见死亡的浓度

为最小氨氮浓度，以 24 h 全部死亡的浓度为最大

浓度，最终确定 5 组实验浓度分别为 0.123 30、
15.464 26、32.890 04、54.791 56 和 85.890 56 mg/L。
按照该浓度将半滑舌鳎分为 5 组，每组 6 尾，并

设置 3 个平行，对 24、48 和 96 h 半滑舌鳎的死亡

率进行统计，计算半致死浓度，计算方法参照葛

建龙等[16] 所用方法。

采用纳氏试剂分光光度法测定水体氨氮浓度。 

1.4    半滑舌鳎的养殖

取体长  (15±5) cm 健康半滑舌鳎 120 尾随机

分为 2 组 (饲料中添加 Y2 菌株发酵液实验组和只

添加无菌培养基的空白对照组)，每组 60 尾，设

3 个平行，进行为期 60 d 的养殖实验。随后将饲

喂 60 d 的半滑舌鳎的空白对照组和 Y2 组分别分

为无氨氮组和氨氮胁迫组 (即非氨氮胁迫空白对照

组、非氨氮胁迫 Y2 组、氨氮胁迫空白组、氨氮
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胁迫 Y2 组，每组 30 尾，并设 3 个平行) 进行为

期 20 d 的氨氮胁迫实验，每 4 h 测定水中氨氮含

量并补足氯化铵保持氨氮浓度为 5 mg/L。氨氮胁

迫过程中 Y2 组持续饲喂益生菌。 

1.5    饲料的制备方法

Y2 活化后，测定菌液 OD600 计算菌液浓度，

将菌液混匀至饲料中使饲料中，Y2 含量为 1×107

CFU/g，待饲料较为干燥时加入质量分数为 10%
海藻酸钠溶液，使海藻酸钠溶液完全包裹饲料，

避免溶失情况，最好现配现用，制备的饲料放于

4 °C 冰箱保存备用，不超过 48 h。对照组饲料中

加入等量 TSB 液体培养基及海藻酸钠，操作与上

述实验组相同。所用饲料为三通生物工程 (潍坊)
有限公司生产的“海童海水鱼配合饲料”成品饲料。 

1.6    氨氮胁迫后半滑舌鳎血清免疫酶活的测定

每组随机取 3 尾氨氮胁迫 20 d 的半滑舌鳎，

通过试剂盒测定血清免疫酶活。 

1.7    氨氮胁迫后半滑舌鳎血清生化指标的测定

每个样本取 300 μL 送于中国医学科学院放射

医学研究所测定血清中血脂、蛋白、谷草转氨酶

(AST)、谷丙转氨酶 (ALT) 等血清生化指标。

血清中丙二醛采用试剂盒检测。 

1.8    总 RNA提取

根据 TRIzol 试剂盒说明书，对半滑舌鳎肠、

鳃、肌肉及肝脏组织的总 RNA 进行提取，将提取

的 RNA 以 1% 琼脂糖凝胶电泳，检测 RNA 降解

情况，并用微量核酸蛋白测定仪 (NanoDrop2000，
Thermo Fisher) 测定 RNA 浓度，其余 RNA 于−80 °C
保存用于后续反转录实验。 

1.9    组织 RNA的反转录

采用反转录试剂盒 (购于南京诺唯赞生物科

技股份有限公司) 按照说明书进行各组分加样，将

预混后的组分充分混匀后，加到 200 μL 离心管中，

然后加入 RNA，使反应体系中 RNA 的量为 2 μg，
最后以无酶水补齐体系。反转录程序设定为 42 °C
15 min，70 °C 15 min。 

1.10    相关基因表达量的检测

选取半滑舌鳎 GAPDH 为内参基因，对各组

织的热休克蛋白 70 基因 (HSP70)、血红蛋白 α1 基

因  (Hb-α1) 及生长因子基因  (IGF) 进行定量 PCR

检测，引物见表 1；加样体系：引物-F 和引物-R
各 0.4 μL，各组织的 cDNA 2 μL，2×AceQ qPCR
SYBR  Green  Master  Mix  10  μL， Nuclease-Free
Water 7.2 μL；定量程序设定：95 °C 5 min，95 °C
10 s；60 °C 30 s，95 °C 15 s，40 个循环；60 °C
1  min， 95  °C  15  s； 40  °C  30  s。经定量后利用

2−△△CT 法计算半滑舌鳎基因的相对表达量，并利用

统计学分析各组数据之间差异的显著性。 

2    结果
 

2.1    半滑舌鳎氨氮半致死浓度的测定

以 氨 氮 浓 度 分 别 为 0.123  30、 15.464  26、
32.890 04、54.791 56 及 85.890 56 mg/L 胁迫半滑

舌鳎，发现氨氮浓度为 85.890 56 mg/L 组半滑舌

鳎随时间持续 (24 h 内) 出现急性中毒症状，表现

为沿池壁不断游动，焦躁不安，受惊后快速游动

或跃出水面，平衡能力逐渐丧失，出现鱼体侧翻

现象，最后死亡。随着氨氮胁迫时间的延长及氨

氮浓度的升高，半滑舌鳎死亡率逐渐增高，经计

算得出 96 h 氨氮半致死浓度为 32.60 mg/L，安全

浓度为 3.26 mg/L。 

2.2    氨氮胁迫后半滑舌鳎生长指标的测定

通过分析氨氮胁迫期间不同处理组半滑舌鳎

的体长及体质量增长率发现，氨氮胁迫 2 组较非

氨氮胁迫 2 组半滑舌鳎体长及体质量增长率明显

降低，且氨氮胁迫组中 Y2 组半滑舌鳎体质量增

长率略高于空白对照组；非氨氮胁迫中的 Y2 组

体长及体质量相对于空白对照组增加显著 (P<0.05)。
(图 1) 

表 1    半滑舌鳎相关基因表达分析所用引物

Tab. 1    Primers used for analysis of expression of related
genes of C. semilaevis

引物  
primers

引物序列 (5′-3′)
primer sequences

GAPDH：F GAAGGGCATTCTGGGATACACT

R TCAAAGATGGAGGAGCGGC

Hb-α1： F AACCAAGACCTACTCCACCCA

R CTTCTCGCTGAGGTCCAACA

HSP70： F CGAGGGCATCGACTTCTAC

R TCTGGGTTGATGCTCTTGTTC

IGF： F ATCTCCTGTAGCCACACCCT

R GCCATAGCCTGTTGGTTTGC
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2.3    氨氮胁迫后半滑舌鳎血清免疫酶活的测定

益生菌饲喂和氨氮胁迫均导致半滑舌鳎的血

清酶活发生显著性变化。4 组中，Y2 添加组半滑

舌鳎血清中的 ACP、CAT 和 POD 活性均高于其

相应空白对照组  (C 组为 D 组的空白对照，G 组

为 H 组的空白对照)。总体上氨氮胁迫后的 G、H
组的 ACP、AKP、CAT 和 POD 活性相对于胁迫

前的 C、D 组均有所升高，且添加 Y2 菌株组相较

于各自的空白对照组在受到氨氮胁迫后，血清中

ACP、CAT 及 POD 活性提高的幅度更高，其中

CAT 活性表现为氨氮胁迫Y2 组显著高于其他3 组 (P<
0.05)，AKP 活性氨氮胁迫 Y2 组略低于氨氮胁迫

空白组，但差异不显著。 (图 2) 

2.4    氨氮胁迫后半滑舌鳎血清生化指标的测定

相较于非氨氮胁迫组，氨氮胁迫组半滑舌鳎

血清中白蛋白 (ALB)、胆固醇 (CHO) 含量均有所

下降，球蛋白  (GLB) 含量上升，高密度脂蛋白

(HDL) 及低密度脂蛋白  (LDL) 含量无明显变化，

血清中总蛋白 (TP) 及各种脂类含量出现下降趋势

(图 3，图 4)；而氨氮胁迫组的 GLB 含量相比非氨
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图 1    半滑舌鳎体长和体质量增长率

(a) 体长增长率， (b) 体质量增长率；1. 非氨氮胁迫空白对照组 (C)，2. 非氨氮胁迫 Y2 组 (D)，3. 氨氮胁迫空白对照组 (G)，4. 氨氮胁迫 Y2
组 (H)；*. 差异显著 P<0.05； 下同

Fig. 1    Growth rate of body length and weight of C. semilaevis
(a) growth rate of body length, (b) growth rate of body weight; 1. blank group without ammonia nitrogen stress (C), 2. Y2 group without ammonia nitro-
gen stress (D),  3.  blank group with ammonia nitrogen stress (G),  4.  Y2 group with ammonia nitrogen stress (H);  *.  significant difference P<0.05; the
same below
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图 2    血清免疫酶活活性的测定

1. 酸性磷酸酶，2. 碱性磷酸酶，3. 过氧化氢酶，4. 过氧化物酶

Fig. 2    Determination of serum immune enzyme activity
1. ACP, 2. AKP, 3. CAT, 4. POD
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图 3    血清内蛋白含量的测定

1. 总蛋白；2. 白蛋白；3. 球蛋白

Fig. 3    Determination of serum protein content
1. TP; 2. ALB; 3. GLB
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氮胁迫组的升高，导致氨氮胁迫组白蛋白与球蛋

白比值 (A/G) 降低，且氨氮胁迫组中 Y2 组比其对

照组的 A/G 高 (图 5)；总体上氨氮胁迫下 Y2 组血

清中蛋白及脂肪含量与空白组差异均较小，说明

Y2 的添加对氨氮胁迫过程中血液中脂肪及蛋白含

量影响较小。非氨氮胁迫组中，Y2 组半滑舌鳎血

清内TP、ALB 及GLB 含量略高于其空白对照组，而

TG、CHO 差异较小。氨氮胁迫及有无 Y2 添加对

半滑舌鳎血清中 HDL、LDL 均无显著影响 (图 3，
图 4)。

氨氮胁迫后半滑舌鳎相比于非氨氮胁迫组半

滑舌鳎血清中 MDA 含量明显上升，说明氨氮胁

迫导致半滑舌鳎血清中 MDA 显著增加；其中氨

氮胁迫组中的对照组 MDA 增加最显著，说明在

不添加 Y2 的情况下，半滑舌鳎受到氨氮胁迫时

其体内 MDA 会显著性增加，其增加幅度 (59.21%)
明显高于氨氮胁迫 Y2 组增幅 (20.30%)，说明 Y2
菌株的添加可以有效降低氨氮胁迫造成的半滑舌

鳎血清内 MDA 含量升高；此外比较饲喂 Y2 组与

无 Y2 添加组半滑舌鳎测定结果，可见半滑舌鳎

无论有无氨氮胁迫，饲喂 Y2 后其血清内 MDA 含

量都低于相应的空白对照组。 (图 6)

氨氮胁迫组血清内转氨酶含量显著高于非氨

氮胁迫组，说明氨氮胁迫导致了半滑舌鳎血清中

转氨酶含量升高，其中 AST 和 ALT 均表现为 Y2
组增加幅度 (88.85%、96.12%) 低于其相应空白对

照组 (91.80%、104.63%)，总体上氨氮胁迫组与非

氨氮胁迫组的 Y2 添加组的谷草转氨酶  (AST) 及
谷丙转氨酶 (ALT) 的含量均低于其相应空白对照组。

(图 7) 

2.5    氨氮胁迫下半滑舌鳎各组织相关基因表达

量的测定

目前，较为认可的氨氮致毒机理是 NH3 经鱼

的鳃、表皮和肠黏膜等组织进入机体，使血氨含

量升高，降低血液的载氧能力，长期接触氨甚至

会导致组织氨氮含量升高，损害鱼的鳃组织，肝肾

系统等出现充血、水肿、肝昏迷甚至死亡现象[10,17]。

因此本实验选取半滑舌鳎的肠、肝脏、肌肉及鳃

组织并测定各组织中 HSP70、Hb-α1 及 IGF 的表

达量，探究 Y2 对受到氨氮胁迫的半滑舌鳎的应

激能力、血液载氧能力及生长的影响。

对半滑舌鳎肠、肝脏、肌肉及鳃组织的
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图 4    血清内脂类含量的测定

1. 甘油三酯，2. 胆固醇，3. 高密度脂蛋白，4. 低密度脂蛋白

Fig. 4    Determination of serum lipid content
1. TG, 2. CHO, 3. HDL, 4. LDL
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图 5    血清中白蛋白与球蛋白比值 (A/G)

1. C 组，2. D 组，3. G 组，4. H 组；下同

Fig. 5    Ratio of albumin to globulin
in serum

1. group C; 2. group D; 3. group G; 4. group H; the same below
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图 6    血清内MDA含量的测定；

**表示 P<0.01

Fig. 6    Determination of MDA in serum;
** represents P<0.01
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HSP70 表达量进行测定，结果显示，4 个组织中

HSP70 的表达量总体趋势相似，氨氮胁迫组表达

量均明显高于非胁迫组。非氨氮胁迫条件下，肠

和肝脏组织中 Y2 组和空白对照组 HSP70 表达量

比较接近，在肌肉和鳃中空白对照组 HSP70 表达

量略高于 Y2 组，但差异不显著；而氨氮胁迫组

中 4 个组织均表现为 Y2 组表达量高于空白对照

组，且肝脏及肌肉组织差异显著 (P<0.05)，其中

在肝脏中表达量差异最为显著 (图 8)。
对半滑舌鳎肠、肝脏、肌肉及鳃组织的 Hb-

α1 表达量进行测定，结果显示， 4 个组织中 Hb-
α1 表达趋势相似，氨氮胁迫组表达量明显高于非

氨氮胁迫组。非氨氮胁迫时肠和肝脏组织中 Y2
组和空白对照组 Hb-α1 表达量比较接近，而在肌
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图 7    血清中转氨酶活性的测定

1. 谷草转氨酶，2. 谷丙转氨酶

Fig. 7    Determination of serum aminotransferase activity
1. AST, 2. ALT
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图 8    各组织 HSP70 mRNA相对表达量的测定

(a) 肠，(b) 肝脏，(c) 肌肉，(d) 鳃；下同

Fig. 8    Determination of relative expression of HSP70 mRNA in different tissues
(a) intestine, (b) liver, (c) muscle, (d) gill; the same below
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肉和鳃中空白对照组 Hb-α1 表达量略高于 Y2 组，

但差异不明显；而在氨氮胁迫条件下，4 个组织

中都是空白对照组表达量高于 Y2 组，且在肝脏

及肌肉组织中表达量差异显著 (P<0.05) (图 9)。
对半滑舌鳎肠、肝脏、肌肉及鳃组织的 IGF

表达量进行测定，结果显示，4 个组织 IGF 表达

量总体趋势相似，氨氮胁迫组表达量均明显低于

非氨氮胁迫组，在非氨氮胁迫及氨氮胁迫条件下

4 个组织 IGF 表达量空白对照组均低于 Y2 组，且

在肌肉和鳃组织中差异显著 (P<0.05)。 (图 10)
 

3    讨论

人类废水的排放、水产动物饲养过程中高蛋

白饵料的投喂、水中微生物的作用、水生生物代

谢废物的排放等多种原因都会造成水体中氨氮含

量的升高 [18-21]。已有研究表明，养殖水体中氨氮

含量的升高会对凡纳滨对虾  (Litopenaeus van-
namei) [22]、尼罗罗非鱼  (Oreochromis niloticus)[23]、

黄颡鱼 (Pelteobagrus fulvidraco)[24] 等大量水产生物

产生不利影响甚至导致死亡。枯草芽孢杆菌是水

产养殖常用的益生菌种之一，其在净化养殖水体、

改善养殖环境方面有很好的作用 [25]。杭小英等 [26]

在罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenbergii) 养殖池塘

中投用枯草芽孢杆菌制剂后，水体中氨氮、亚

硝酸态氮的最大降解率分别为 59.61% 和 86.70%，

邹文娟等[27] 在污水处理中同时使用光合细菌 (Photo-
synthetic bacteria) 和枯草芽孢杆菌，发现水体中亚

硝酸盐氮、氨氮、活性磷酸盐和高锰酸钾指数

(CODMn) 的去除率分别是 71.96%、86.13%、87.08%
和 58.73%。

本实验将枯草芽孢杆菌 Y2 饲喂半滑舌鳎 60 d
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图 9    各组织 Hb-α1 mRNA相对表达量的测定

Fig. 9    Determination of relative expression of Hb-α1 mRNA in different tissues
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后，对半滑舌鳎进行氨氮胁迫，胁迫浓度为 5 mg/L
远远高于工厂化养殖水体中氨氮浓度 (0.02 mg/L)
的要求。结果发现，氨氮胁迫对半滑舌鳎的生长、

血清非特异性免疫酶活、生化指标及相关基因表

达量等指标具有一定影响，但 Y2 的饲喂可以改

善氨氮胁迫对这些指标的影响。

实验中氨氮胁迫组的半滑舌鳎体质量、体长

均低于非氨氮胁迫组，且在氨氮胁迫及非氨氮胁

迫条件下 Y2 组的体质量、体长均高于其对应空

白对照组，说明 Y2 能够促进半滑舌鳎的生长，

并缓解氨氮胁迫对其生长的抑制作用。

水生动物体内的需氧细胞会产生相当多的活

性氧簇，这些活性氧簇在正常情况下处于生成与

分解的平衡中，当其处于氨氮胁迫时会产生应激

反应，使体内的平衡被打破，大量自由基在体内

积累，自由基会利用细胞代谢过程中的还原氢，

导致细胞代谢损伤 [28-30]。机体内的抗氧化酶主要

包括 SOD 和 POD 等，其中 CAT 属于 POD,它们

通过抗氧化作用清除体内过多的自由基，缓解自

由基积累导致的细胞损伤[31-32]。而 ACP 和 AKP 可

通过调节蛋白 (酶) 的去磷酸化过程，参与一些营

养物质的消化、吸收、运输过程，同时也构成了

生物体内重要的解毒体系 [33]，2 种酶都与生物体

的免疫相关。本实验中氨氮胁迫后的 G、H 组相

关酶活均高于胁迫前的 C、D 组，说明氨氮胁迫

会导致半滑舌鳎血清中 CAT 和 POD 含量升高，

且添加 Y2 菌株组相较于各自的空白对照组在受

到氨氮胁迫后，血清中 CAT 及 POD 活性提高的

幅度更显著。氨氮胁迫后半滑舌鳎血清 AKP 及

ACP 含量显著性提高，且氨氮胁迫及非氨氮胁迫

条件下 Y2 组均略高于其空白对照组，除氨氮胁

迫 Y2 组 AKP 略低于其对照组。氨氮胁迫后的酶

活结果与徐杨[34] 在研究尼罗罗非鱼在氨氮胁迫 30 d
后肝脏中 ACP 及 AKP 酶活趋势及谭春明等 [28] 研
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图 10    各组织 IGF mRNA相对表达量的测定

Fig. 10    Determination of relative expression of IGF mRNA in different tissues
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究氨氮胁迫后方斑东风螺 (Babylonia areolata) 体
内多种免疫酶活趋势一致，均呈上升趋势，说明

半滑舌鳎在受到氨氮胁迫后，可通过提高自身体

内的抗氧化酶、AKP 和 ACP 活性对抗应激反应导

致的机体损伤，提高机体免疫能力，而添加 Y2
菌株组相较于各自的空白对照组在受到氨氮胁迫

后，相关酶活性提高的幅度更高，说明添加 Y2
可以提高半滑舌鳎对抗氨氮胁迫时导致的应激反

应能力，降低机体损伤。此外，MDA 为脂质过氧

化的终产物，当机体处于低温、氨氮胁迫等条件

下时，机体内处于氧化应激状态，对生物膜造成

损伤，导致机体内 MDA 含量升高。因此，MDA
可以作为生物膜系统损伤及机体抗氧化能力的重

要指标 [35-36]。实验中，氨氮胁迫空白对照组的血

清 MDA 含量显著高于其他 3 组，而在非氨氮胁

迫及氨氮胁迫条件下 Y2 添加组的 MDA 含量均低

于其空白对照组，说明 Y2 菌株的添加提高了半

滑舌鳎产生免疫酶活的能力，促进了半滑舌鳎清

除氨氮胁迫中产生的自由基的能力，并且减少了

机体中 MDA 堆积。

ALB 和 GLB 为机体内的常见蛋白，其中

ALB 在血清中含量较为丰富，在血液中具有物质

运输等功能，GLB 参与机体的免疫活动，A/G 能

够反应机体肝功能健康情况，当机体内球蛋白大

量增加，会导致 A/G 下降，说明肝脏受到了一定

损伤。TG、CHO、LDL 及 HDL 均为机体内脂类

物质，对机体内物质运输及新陈代谢具有重要作

用 [37]。半滑舌鳎血清生化指标的测定结果表明，

氨氮胁迫 20 d 时半滑舌鳎 A/G 相对非氨氮胁迫组

显著下降，说明氨氮胁迫对半滑舌鳎的肝脏功能

造成了损伤，而 Y2 添加组半滑舌鳎血清中 A/G
相比对应空白对照组有所升高，说明 Y2 菌株对

半滑舌鳎的肝脏具有一定的保护作用。此外，氨

氮胁迫后半滑舌鳎血清总蛋白及脂肪的含量下降，

说明氨氮胁迫影响了半滑舌鳎对机体中蛋白及脂

肪的利用，氨氮胁迫过程中半滑舌鳎免疫酶活上

升，机体内糖类不足，转而增加机体对蛋白及脂

肪的利用，这一结果与谢雨欣等 [8] 研究黄颡鱼在

氨氮胁迫下血清内脂肪及蛋白含量减少相类似。

然而 Y2 添加组半滑舌鳎血清内蛋白及脂肪含量

下降较少，可能是由于 Y2 的添加增加了其肠道

对营养物质的转运和吸收能力，部分满足了半滑

舌鳎所需的营养物质，减少了半滑舌鳎对自身蛋

白及脂肪的利用。AST 及 ALT 一般主要存在于肝

脏中，血液中含量较少，但当肝脏受到损伤时，

会造成肝脏中的大量 AST 及 ALT 释放至血液中，

因此，以上 2 种转氨酶常作为评定肝脏健康状态

的重要指标[38]。氨氮胁迫第 20 天时半滑舌鳎血清

中 AST 及 ALT 的显著上升，这一结果与梁健 [39]

研究氨氮胁迫下草鱼 (Ctenopharyngodon idella) 转
氨酶升高的研究结果一致，说明氨氮胁迫使半滑

舌鳎的肝脏受到了损伤，而在氨氮胁迫及非氨氮

胁迫条件下添加 Y2 菌株，在一定程度上降低了

AST 及 ALT 的含量，表明 Y2 减轻了氨氮胁迫导

致的肝脏损伤。

此外，本实验还对与半滑舌鳎氨氮胁迫致毒

机理有关的基因进行了检测。HSP70 在特异性免

疫及非特异性免疫中均能发挥作用，当机体处于

不同的生理环境及物理条件下，如细菌感染、运

输压力、温度变化等胁迫因子均能引起 HSP70 表

达量的升高。HSP70s 家族在进化上高度保守，常

被用作标志物来判定机体是否处于应激反应状态

及其反应的强弱 [40-41]。从氨氮胁迫的半滑舌鳎各

组织基因表达情况来看，氨氮胁迫组的 HSP70 表

达量均高于非氨氮胁迫组，说明氨氮胁迫能引起

水生动物的应激反应，造成机体组织 HSP70 表达

量升高，而添加 Y2 菌株组各组织 HSP70 高于空

白对照组，其中在肝脏和肌肉中更显著，说明

Y2 菌株的添加提高了半滑舌鳎的应激能力，且肝

脏和肌肉的应激能力提升更显著。这种应激能力

能够很大程度上减少环境胁迫对组织的损伤。血

红蛋白具有在动物体内运输氧气的重要作用，在

水生动物缺氧条件下，不同物种血红蛋白含量的

增多或减少不同。青鳉 (Oryzias latipes)[42] 在缺氧

环境中血红蛋白基因表达量上调，而斑马鱼 (Danio
rerio) 在缺氧环境下表达量下调。王资生等 [43] 探

究了半滑舌鳎各组织 Hb-α1 的表达量，发现肝脏、

肾脏、心脏、血、脾脏等组织内表达量较高，在

低溶氧条件下肝脏、鳃、肾脏、心脏、血、脾脏

中 Hb-α1 的表达量上调。而本实验中氨氮胁迫后

半滑舌鳎各组织内 Hb-α1 的表达量上调可能是由

于氨氮胁迫对半滑舌鳎的鳃造成了损伤，影响半

滑舌鳎的呼吸作用，从而引起了各组织内 Hb-α1
的表达量上调，增强半滑舌鳎氧气运输能力，进

而调节半滑舌鳎的呼吸作用。而氨氮胁迫中空白

对照组的 Hb-α1 表达量高于 Y2 组，说明 Y2 可以

缓解氨氮胁迫对半滑舌鳎氧气运输能力的影响。

氨氮胁迫除对机体造成损伤外，还会减缓水
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生动物的生长 [44]，本实验中氨氮胁迫组半滑舌鳎

IGF 表达量明显下调，说明氨氮胁迫同样抑制了

半滑舌鳎的生长；而氨氮胁迫组中 Y2 组 IGF 表

达量高于空白对照组，说明 Y2 的添加可以减轻

氨氮胁迫对半滑舌鳎生长的抑制作用，该结果与

半滑舌鳎的体质量、体长等生长指标的测定结果

相对应。

综上所述，氨氮胁迫下枯草芽孢杆菌 Y2 能

够提高半滑舌鳎的免疫力及改善血清生化指标，

增强半滑舌鳎的氧运输力和应激能力，并缓解氨

氮胁迫对其造成的生长抑制等多种负面作用，在

水产养殖上有很好的应用前景。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of Bacillus subtilis on nonspecific immune enzyme activity,
blood biochemical indexes and related gene expression of
Cynoglossus semilaevis under ammonia nitrogen stress

ZHANG Jingjing ,     ZUO Zhihan *,     ZHANG Xiaoyue ,     LI Wenyue ,     SUN Jinsheng *

(Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, College of Life Science, Tianjin Normal University, Tianjin    300387, China)

Abstract: To investigate whether probiotics can regulate nonspecific immune enzyme activities,  blood biochem-
ical  indexes  and  expression  of  related  genes  of Cynoglossus  semilaevis under  ammonia  nitrogen  stress, Bacillus
subtilis Y2 as a probiotic was fed to C. semilaevis, and then ammonia nitrogen stress was applied to C. semilaevis.
During the stress, Y2 was continuously fed and the related indexes were monitored. The results of macroscopical
growth indexes showed that the body weight and length of the C. semilaevis in the ammonia nitrogen stress groups
were lower than those of the non-ammonia nitrogen stress groups, and the figures for the Y2 groups were higher
than  those  of  the  blank  groups  both  with  and  without  ammonia  nitrogen  stress.  The  results  of  immune  enzyme
assays showed that the activities of catalase (CAT), acid phosphatase (ACP), peroxidase (POD) and alkaline phos-
phatase (AKP) of C. semilaevis were increased after ammonia nitrogen stress; the activities of ACP, CAT and POD
in the two groups fed with Y2 strain with and without ammonia nitrogen stress were higher than those in the con-
trol  groups.  The  results  of  blood  biochemical  indexes  showed  that  the  contents  of  albumin  (ALB)  and  globulin
(GLB) in serum of C. semilaevis in the non-ammonia nitrogen stress Y2 group were slightly higher than those in
the control group, the albumin/globulin ratio (A/G) was higher, and the contents of triglyceride (TG) and choles-
terol (CHO) had little difference; under ammonia nitrogen stress, the contents of ALB and CHO in the serum of C.
semilaevis in  the control  group was decreased,  the content  of  GLB was slightly increased,  the total  protein (TP)
and  total  fat  in  serum  were  decreased,  and  the  A/G  was  decreased.  However,  Y2  could  increase  the  content  of
ALB, TG and CHO, under the condition of ammonia nitrogen stress resulting in the increase of the A/G. At the
same time,  the  content  of  malondialdehyde  (MDA),  aspartate  aminotransferase  (AST)  and  alanine  aminotrans-
ferase (ALT) in serum was significantly increased under ammonia nitrogen stress. Y2 could reduce the content of
MDA, AST and ALT both with and without ammonia nitrogen stress. The results of the related gene expression
showed that the expression levels of heat shock protein gene (HSP70) and hemoglobin α 1 gene (HB-α1) in intest-
ine,  liver,  muscle and gill  of C. semilaevis were increased under ammonia nitrogen stress,  and the expression of
HSP70 in Y2 group was higher than that in control group, with the increase most obvious in liver tissue. On the
contrary, Hb-α1expression in  Y2 group decreased,  especially  in  liver  and muscle  tissue.  In  addition,  the  expres-
sion of growth factor gene (IGF) in intestine, liver, muscle and gill of C. semilaevis was decreased under ammonia
nitrogen stress, but the expression of IGF in both Y2 groups was higher than that in control groups both with and
without  ammonia  nitrogen  stress.  In  conclusion,  Y2  can  alleviate  the  effects  of  ammonia  nitrogen  stress  on  the
immune ability, blood biochemical indexs, oxygen transport,  stress ability and growth of C. semilaevis,  reducing
the negative effects of ammonia stress on C. semilaevis. It has a good prospect for application in the aquaculture
industry.

Key words: Cynoglossus semilaevis; Bacillus subtilis; ammonia nitrogen stress; immune enzyme activity; blood
biochemical indexes; gene expression
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