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摘要:将曼氏无针乌贼幼体置于 24 h半致死剂量的亚硝态氮和氨态氮溶液中(10mg·L-1 NaNO
2
和 300 mg·L-1NH

4
Cl), 检测

6、12和 24 h各点及对照组曼氏无针乌贼幼体血液生化指标的变化。结果表明 , 随着处理时间的延长 , NaNO2处理组血细胞密

度(THC)(p<0.05)、甘油三酯(TG)(p<0.05)和谷丙转氨酶(GPT)(p<0.05)均呈 “先降后升”的变化趋势 , 这与谷草转氨酶

(GOT)(p<0.05)和 GOT/GPT比率(p<0.05)的变化趋势相反;血糖(GLU)呈 “升降升 ”(p>0.05)的趋势;总胆固醇(CH)呈

“逐步下降”(p>0.05)的趋势 ,这与总蛋白(T-MP)(p<0.05)的变化趋势相反。 NH4Cl处理组 THC(p<0.05)、GPT(p<0.

05)和 GOT(p<0.05)均呈 “逐步降低”的变化趋势 , 这与 GOT/GPT比率(p<0.05)的变化趋势相反;GLU呈 “降升降”(p<0.

05)的变化趋势 , 这与 CH(p<0.05)、TG(p<0.05)和 T-MP(p<0.05)的趋势相反。据此推测 , 亚硝态氮和氨态氮胁迫下 , 血

液生化指标变化趋势的差异可能与这两种毒物自身的作用特点有关。肝脏受到亚硝态氮的毒害要大于氨态氮 , 但这也并非机

体死亡的主要原因。蛋白与血糖在消除氨态氮时发挥着互相补充的作用 ,且与总胆固醇和甘油三酯一样可以作为氨态氮胁迫

的指示物。
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Abstract:Tobetterunderstandtheeffectsofnitrite-Nandammonia-NonbloodofthejuvenileSepiellamaindroni,

JuvenileSepiellamaindroniwereexposedto10 mg·L
-1
sodiumnitriteor300 mg·L

-1
ammoniumchloridefor0, 6,

12and24hoursrespectively.Thebloodimmuneparameters-totalhaemocytecount(THC), glucose(GLU), cholesterol

(CH), triglyceride(TG), totalprotein(T-MP)concentrations, glutamicpyruvictransaminase(GPT)andglutamicoxa-

loacetictransaminase(GOT)activities, GOT/GPTratioswereinvestigatedinthisstudy.TheresultsshowthatTHC(p<

0.05), TGconcentration(p<0.05)andGPTactivity(p<0.05)firstfellthenrose, runningcountertothatofGOTac-
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tivity(p<0.05)andGOT/GPTratio(p<0.05);GLUconcentration(p>0.05)firstrosethenfellandroseagainat24

h;CHconcentration(p>0.05)decreasedsignificantly, runningcountertothatofT-MP(p<0.05)withtheelapseof

nitrite-Nexposuretime.Withtheelapseofammonia-Nexposuretime, THC(p<0.05), GPT(p<0.05)andGOTac-

tivities(p<0.05)decreasedsignificantly, runningcountertothatofGOT/GPTratio(p<0.05);GLUconcentration(p

<0.05)firstfellthenroseandfellagainat24h, runningcountertothatofCH(p<0.05), TG(p<0.05)andT-MP

(p<0.05).Theresultssuggestthatthedifferencesofbloodbiochemicalparametersbetweennitrite-Nandammonia-N

resultfromtheircharacteristics.Liverwasmoreseriouslydamagedcausedbynitrite-Nthanammonia-N, however, that

wasnotthemainreasonfordeath.ProteinandGLUwerecomplementaryineliminatingammonia-N, andwhichcanbe

usedasbiomarkersofexposuretoammonia-NwithCHandTG.

Keywords:Sepiellamaindroni;juvenile;nitrite-N;ammonia-N;biochemicalparameters

　　在水产养殖中 ,水体中的亚硝态氮和氨态氮是

影响水产动物生理活动的重要环境因子 。其中 ,氨

氮主要由生物排泄物 、分泌物以及动植物尸体等含

氮有机物分解产生 ,在水体中以可以相互转换的离

子氨(NH
+
4 )和非离子氨(NH3)两种形态存在 。其

中非离子氨不带电荷 ,具有较强的脂溶性 ,能够穿透

细胞膜 ,破坏水生动物的鳃组织并渗入血液 ,降低其

呼吸机能和血液载氧能力 ,最终导致水生动物组织

缺氧或中毒死亡
[ 1]
。亚硝酸盐是强氧化剂 ,进入动

物血液后会导致血淋巴 pH值下降 ,扰乱氮排泄 ,使

各组织缺氧
[ 2]
。目前 ,国内外学者在氨氮对软体动

物的影响方面做了大量研究工作 ,其中包括:对黑唇

鲍(Haliotisrubra)的生长
[ 3]
、西施舌 (Coelomactra

antiquate)幼贝
[ 4]
和管角螺(Hemifusustuba)稚贝的

存活
[ 5]
、文蛤 (Meretrixmeretrix)的存活及能量收

支
[ 6]
、菲律宾蛤仔(Ruditapesphilippinarum)

[ 1]
和栉

孔扇贝(Chlamysfarreri)
[ 7]
的免疫生理生化等方面

的研究 。

　　目前 ,亚硝态氮和氨态氮胁迫下头足类动物免

疫特性的研究少有报道。国内仅见亚硝酸氮对曼氏

无针乌贼(Sepiellamaindroni)幼体的急性毒性及整

个个体组织中免疫相关酶类的研究
[ 8]
。由于头足类

动物没有免疫球蛋白和淋巴系细胞 ,缺乏特异性免

疫机制 ,因此血液在防御外源物侵害方面起着至关

重要的作用
[ 9]
,其中血细胞及其生物大分子是行使

各项生理功能的基本要素
[ 10]
。另外 ,在不同环境因

子的作用下 ,血液生理生化指标的变化可以反应出

机体受环境胁迫的程度
[ 11-12]

。对环境胁迫下血液生

理生化指标进行研究 ,可以为揭示机体免疫系统功

能提供参考 。据此 ,本文以曼氏无针乌贼为材料 ,通

过研究亚硝态氮和氨态氮对其血液生理生化指标的

影响 ,摸清水体毒物对乌贼造成的胁迫 ,从而为头足

类养殖过程中水质的检测 、环境的优化和疾病的防

控提供依据。

1　材料与方法(Materialsandmethods)

1.1　实验材料

　　曼氏无针乌贼幼体购自福建省宁德市水产科技

有限公司 ,为人工养殖苗种 。运至东海水产研究所

海南省琼海市实验中心后 ,暂养于室内玻璃钢水槽

中 3 m×4 m×1 m,每日分别于 7:00、12:00、14:00

和 18:00投喂规格为 4-5 cm的冰冻南美白对虾

(Penaeusvannamei)。暂养盐度为 23.0,水温 27±1

℃, pH值 7.5 ±1,溶解氧 6.0-6.5 mg·L
-1
。暂养

50 d后 ,随机选取规格为 37±4 g,健康活泼的个体

用于正式实验 。

　　正式实验前 ,先预设梯度跨度范围较宽的不同

亚硝态氮或不同氨态氮浓度的溶液进行预实验 。再

根据 24h时乌贼的死亡情况 ,推算出的亚硝态氮或

氨态氮对实验乌贼的 24 h-LC50浓度(10 mg·L
-1

NaNO2和 300mg·L
-1
NH4Cl),经过重复 2次验证后

进行正式实验 。亚硝态氮和氨态氮质量浓度分别通

过 10 g·L
-1
NaNO2和 100 g·L

-1
NH4Cl母液进行调

节 。分析纯 NaNO2和 NH4Cl购自上海生物工程公

司 。亚硝态氮和氨态氮实验组各设 3个平行 ,每平

行放养 10只乌贼。实验容器为 60 cm×60 cm×70

cm的玻璃缸 ,实验中各项理化因子与暂养时相同 。

实验期间停止投饵 。实验开始后每隔 4 h更换 80%

新鲜配制相同浓度的亚硝态氮和氨态氮实验用水。

1.2　血细胞计数及生化指标测定

　　于胁迫后第 0(不添加亚硝酸钠和氯化铵的对

照组)、6、12和 24小时 ,从各实验组随机取出 3只

乌贼个体 ,用 2%乙醇麻醉后 ,采用无菌 4.5号针头

和 1mL一次性注射器(江西洪达医疗器械集团有限

公司)从头部血管采血。血细胞密度采用血球计数

板在 OlympusCx21光学显微镜下计数。用于生化
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成分(血糖 、总胆固醇 、甘油三酯 、谷丙转氨酶 、谷草

转氨酶和总蛋白)分析的血液经 TGL-16G型冷冻离

心机离心(1776g, 4℃)10min后 ,采用 CL-8000全

自动生化分析仪(日本岛津公司)测试 。

1.3　数据分析与统计方法

　　以一元方差分析(One-wayanalysisofvariance)

和 Duncan法进行多重比较 。以上统计分析用 SPSS

11.5软件在 Windows环境下进行。数据结果为每只

乌贼重复 2次测试的平均值 ±标准误(n=6), p<

0.05为差异显著。用 Excel2003软件作图 。

2　结果(Results)

　　血细胞密度(totalhaemocyteconnt, THC)变化

见图 1。随着时间的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组

THC分别呈 “先降后升” (p<0.05)和 “逐步下降 ”

(p<0.05)的变化趋势 ,且 NaNO2和 NH4Cl处理组

THC最高值和最低值分别出现在 24(NaNO2)、 0

(NH4Cl)和 6(NaNO2)、 24 h(NH4Cl)。 NaNO2和

NH4Cl处理组 24 h时的 THC均与对照组差异显著

(p<0.05)。

图 1　亚硝态氮和氨态氮急性毒性胁迫下

曼氏无针乌贼幼体中血细胞密度变化

(注:图标上方不同字母表示不同时间点之间

存在显著性差异 P<0.05,下同)

Fig.1　THCofSepiellamaindroniexposedtonitrite-Nand

ammonia-Nfor24 h, relativetothatexposedincontrol

　　血糖(GLU)浓度变化见图 2(a)。随着时间的

延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 GLU浓度分别呈 “升

降升”(p>0.05)和 “降升降 ”(p<0.05)的变化趋

势 ,且二者 GLU浓度最高点和最低点分别出现在 6、

12和 12、6h。而二者 24h时的 GLU浓度均与对照

组差异不显著(p>0.05)。

　　总胆固醇(CH)浓度变化见图 2(b)。随着时间

的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 CH浓度分别呈 “逐

步下降 ”(p>0.05)和 “升降升”(p<0.05)的变化趋

势 ,且二者 CH浓度最高点和最低点分别出现在 0、

24和 24、0h。NH4Cl处理组 24h时的 CH浓度与对

照组差异显著(p<0.05)。

　　甘油三酯(TG)浓度变化见图 2(c)。随着时间

的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 TG浓度分别呈 “先

降后升 ”(p<0.05)和 “升降升 ”(p<0.05)的变化趋

势 ,且二者 TG浓度最高点和最低点分别出现在 24、

6和 12、12h。NaNO2处理组 24h时的 TG浓度与对

照组差异显著(p<0.05)。

　　谷丙转氨酶(GPT)活力变化见图 2(d)。随着

时间的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 GPT活力分别

呈 “先降后升 ”(p<0.05)和 “逐步降低 ”(p<0.05)

的变化趋势 ,且二者 GPT活力最高点和最低点分别

出现在 24、0和 12、24 h。 NH4Cl处理组 24 h时的

GPT活力与对照组呈显著性差异(p<0.05)。
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图 2　不同亚硝态氮和氨态氮急性毒性胁迫下

曼氏无针乌贼幼体中血液生化指标的变化

(a)GLU, (b)CH, (c)TG, (d)GPT, (e)GOT,

(f)GOT/GPT, (g)T-MP

Fig.2　BiochemicalparametersinSepiellamaindroni

exposedtonitrite-Nandammonia-Nfor24h

　　谷草转氨酶(GOT)活力变化见图 2(e)。随着

时间的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 GOT活力分别

呈 “先升后降 ”(p<0.05)和 “逐步降低 ”(p<0.05)

的变化趋势 ,且二者 GOT活力最高点和最低点分别

出现在 6、0和 24、24 h。NaNO2和 NH4Cl处理组 24

h时的 GOT活力均与对照组呈显著性差异(p<0.

05)。

　　谷草转氨酶和谷丙转氨酶活力变化的比值

(GOT/GPT)见图 2(f)。随着时间的延长 , NaNO2和

NH4Cl处理组 GOT/GPT分别呈 “先升后降 ”(p<

0.05)和 “逐步升高 ”(p<0.05)的变化趋势 ,且二者

GOT/GPT的最高点和最低点分别出现在 12、24和

24、0 h。同时 , NaNO2和 NH4Cl组 24 h时的 GOT/

GPT均与对照组呈显著性差异(p<0.05)。

　　总蛋白(T-MP)含量变化见图 2(g)。随着时间

的延长 , NaNO2和 NH4Cl处理组 T-MP含量分别呈

“逐步升高”(p<0.05)和 “升降升 ”(p<0.05)的变

化趋势 ,且二者 T-MP含量最高点和最低点分别出

现在 24、24和 0、12 h。 NaNO2处理组 24 h时的 T-

MP含量与对照组差异显著(p<0.05)。

　　24 h半致死浓度下 ,在 NaNO2和 NH4Cl中处理

24 h,曼氏无针乌贼幼体血液生化指标的变化情况

见图 3。NaNO2和 NH4Cl两种化学试剂处理后同种

生化成分的高低顺序为:TG浓度 、GLU浓度 、GPT活

力和 T-MP均为 NaNO2处理组 >NH4Cl处理组;CH

浓度 、GOT活力和 GOT/GPT比率均为 NH4Cl处理

组 >NaNO2处理组 。同种试剂处理后不同生化成分

间的高低顺序分别为:NaNO2处理组为 GOT>GPT>

T-MP>GOT/GTP>GLU>CH>TG(p<0.05);NH4

Cl处理组为 GOT>GOT/GTP>T-MP>GPT>CH>

GLU>TG(p<0.05)。

图 3　24 h半致死浓度下 , 在亚硝态氮和氨态氮中处理

24h, 曼氏无针乌贼幼体血液生化指标的变化

Fig.3　BiochemicalparametersinSepiellamaindroni

exposedtonitrite-Nandammonia-Nat24 h

3　讨论(Discussion)

3.1　曼氏无针乌贼幼体半数死亡的亚硝态氮和氨

态氮浓度

　　在水产动物研究中 ,人们通过分析水体中各种

理化因子造成机体半数死亡时的强度或剂量 ,来判

断该物种的耐受性和评价这些致死因子对机体的危

害
[ 3, 5, 6, 13]

。由于物种间的差异致使其耐受性也不尽

相同 ,因此研究水体理化因子对动物的半致死强度

或剂量将有助于指导水质的监测及致病原因的判

断 。在不同水产动物中 ,研究者对亚硝态氮和氨态

氮的毒性 、半致死浓度和安全浓度均做过较多研
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究
[ 6, 14-15]

。其中 ,樊甄姣等研究了亚硝酸氮对 11日

龄的曼氏无针乌贼幼体的影响 ,结果显示 96 h-LC50

为 3.71mg·L
-1[ 8]
。而本研究中 ,亚硝态氮和氨态氮

对曼氏无针乌贼幼体 24 h-LC50浓度分别是 10和

300mg·L
-1
,其中根据 《海水水质标准》 (GB3097-

1997)
[ 16]
的公式计算出 300 mg·L

-1
氯化铵对应的非

离子氨浓度为 1.18 mg·L
-1
。上述研究结果让我们

初步了解了曼氏无针乌贼对亚硝态氮和氨态氮的耐

受性。但在具体研究中 ,还是要考虑到养殖时动物

的生理状况和环境的理化条件
[ 5]
。即使研究对象是

同一物种 ,在一般情况下 ,发育阶段越高
[ 17]
、营养及

生理状况越好
[ 18]
,生物体对异常环境的耐受性就越

强 。而 “环境毒物 ”处理的时间越长 、养殖水体的理

化因子偏离养殖最佳值越远 ,机体受到的伤害也就

越大
[ 5]
。

3.2　亚硝态氮和氨态氮急性胁迫下曼氏无针乌贼

幼体血细胞密度的变化

　　机体的生长和存活在受到恶化了的环境因子影

响时 ,其血液的生理指标往往也会发生改变
[ 17]
。在

免疫防御过程中 ,血细胞具有在机体的炎症和损伤

部位行使吞噬的功能 。血细胞的数目和类型也体现

着生物体的免疫防御能力。在环境异常和外来物质

胁迫下 ,血细胞数量和活性会发生改变。

　　本研究中 ,在亚硝态氮和氨态氮胁迫情况下 ,乌

贼幼体的血细胞密度表现出了不同的变化 。其中 ,

氨态氮处理后 ,乌贼血细胞密度显著降低 。该现象

在对菲律宾蛤仔
[ 1]
和罗氏沼虾 (Macrobrachium

rosenbergii)
[ 19]
的研究中也得到了证实 。而乌贼经

过亚硝态氮处理后 ,血细胞密度在第 6小时出现短

暂下降后 ,又表现出显著升高的趋势 。张亚娟等在

对日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)的研究中认

为 ,亚硝酸盐处理后血细胞密度的增加 ,可能是胁迫

浓度和时间不足导致机体一直处于应激状态所

致
[ 2]
。Jensen的研究显示 ,亚硝酸氮诱导鲤鱼血红

细胞萎缩是造成红细胞密度增加的原因
[ 20]
。但胡

义波等的研究显示 ,低浓度亚硝态氮处理后的血细

胞密度与氨氮处理后的情况相似 ,均出现减少
[ 19]
。

而本研究中氨态氮和亚硝态氮胁迫下 ,血细胞密度

变化趋势的差异可能与这两种毒物自身的作用特点

有关。其中非离子氨为非极性化合物 ,具有脂溶性

强和半径小的特点 ,极易穿透细胞膜
[ 1]
,进而促进血

细胞溶解。而水体亚硝酸盐进入血淋巴后 ,主要通

过降低血淋巴的 pH值致使氧合血蓝蛋白向脱氧血

蓝蛋白转化 ,进而降低血淋巴对氧的亲和性
[ 21]
,但

对细胞结构的伤害却要小于氨态氮
[ 19]
。据本研究

的结果推测 ,亚硝酸盐引起的应激对血细胞的生成

起到了促进作用 ,这可能预示着机体中亚硝酸氮的

含量已经增加到一定程度 ,需要及时清除 。而此时

机体濒临死亡 ,血细胞密度虽然增加 ,但细胞的活性

及细胞内用来清除有害物质或使机体复原的活性因

子却已经丧失了作用。此时机体在某种机制的调动

下 ,希望通过增加血细胞的数量 ,来弥补显著丧失了

的能使机体复原或降低亚硝酸氮毒性的因子所起到

的作用 。

3.3　亚硝态氮和氨态氮急性胁迫下曼氏无针乌贼

幼体血液生化指标的变化

　　血糖是一类对动物体各组织器官的生理功能具

有极其重要意义的碳水化合物。氨胁迫会促使血糖

浓度升高
[ 22]
,升高的血糖主要作用是为促进铵离子

的排放提供能量
[ 23]
。而另有研究认为 ,过高浓度的

氨会引起大西洋鳕鱼(Gadusmorhua)血糖浓度的降

低 ,同时该作者推测食物摄入不足是主要原因之

一
[ 24]
。在本研究中 ,血糖在氨氮胁迫 12h时出现升

高 ,旨在为机体代谢解毒提供能量 。而亚硝酸氮胁

迫后 ,血糖却并未发生显著变化 ,因此推测乌贼血液

中的血糖不能够作为亚硝酸胁迫时的指示物。

　　谷丙转氨酶与谷草转氨酶主要分布在肝细胞

内 。当肝细胞发生病变或坏死时 ,谷丙转氨酶和谷

草转氨酶在血清中浓度就会升高 ,且升高的程度与

肝细胞受损的程度相一致
[ 25]
。 Vedel等对虹鳟(On-

corhynchusmykiss)的研究显示 ,亚硝态氮处理后的

谷草转氨酶和谷丙转氨酶 ,氨态氮处理后的谷丙转

氨酶均未发生显著变化 ,推测这并非机体死亡的主

要原因
[ 26]
。本研究中 ,在氨态氮胁迫下除谷草转氨

酶 /谷丙转氨酶比率逐步上升外 ,谷丙转氨酶和谷草

转氨酶的含量甚至表现出下降的趋势。而亚硝酸氮

处理后 ,谷草转氨酶在第 6小时显著升高 ,最后又有

所降低;谷丙转氨酶含量在第 12小时降到最低点

后 ,于第 24小时再次升高 ,这也导致谷草转氨酶 /谷

丙转氨酶比率表现出先升后降的变化趋势。据此推

测 ,肝脏受到亚硝酸氮的毒害要大于氨态氮 ,但此并

非机体死亡的主要原因 。

　　血浆中的中性脂肪 (甘油三酯和胆固醇)和类

脂(磷脂 、糖脂 、固醇和类固醇)是构成血酯的主要

成分。其中的甘油三酯和胆固醇主要由肝脏合

成
[ 27]
,且二者含量的变化可以作为评价肝功能好坏

的指标
[ 25]
。本研究中 ,氨氮促使总胆固醇上升 ,而

甘油三酯在第 6小时出现上升后 ,再次降到一个较
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低水平 。亚硝酸氮处理后 ,只有甘油三酯在第 24小

时时有所增加 ,而胆固醇并未表现出明显变化 。这

再次证明 ,肝细胞的损伤并未达到促进机体死亡的

程度 ,同时也说明亚硝态氮与氨态氮的作用机理并

不相同 。

　　总蛋白含量变化有时与血糖一样可以反映机体
的营养状况

[ 28]
。随着环境中氨氮的增加 ,血淋巴总

蛋白分解代谢变得更加旺盛 ,其主要作用是为渗透

压调节供能
[ 29]
。另外 ,氨氮胁迫下总蛋白和氧合血

蓝蛋白发生水解 ,有时会伴随着自由氨基酸含量上

升
[ 30]
。本研究中 ,氨氮处理后总蛋白含量的变化趋

势与血糖的变化趋势相反 ,与总胆固醇和甘油三酯
的趋势相似 。据此推测 ,蛋白与血糖在消除氨氮时

发挥着互相补充的作用。总胆固醇和甘油三酯也可

以作为氨氮胁迫的指示物。 Cheng等的研究显示 ,
斑节对虾(Penaeusmonodon)血淋巴蛋白含量随着

环境亚硝酸氮浓度和处理时间的增加而减少
[ 21]
。

而本研究中 ,亚硝酸氮导致总蛋白含量升高是否与
血细胞密度的增加有关 ,此方面的研究还有待深入

进行。

通讯作者简介:施兆鴻(1958—), 男 , 研究员 , 主要从事海水

鱼类生物学 , 繁殖生态生理 ,养殖生态生理等方面的研究。
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