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臭氧对斜带石斑鱼胚胎发育和初孵仔鱼的毒性效应
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摘要: 为了评价臭氧消毒技术及其对石斑鱼(Epinephelus)潜在的毒性, 首先评价了两种质量浓度(0.05 mg/L和0.30 mg/L)臭氧对亚硝酸盐和弧菌的水处理效果, 并以斜带石斑鱼(E. coioide)受精卵为实验材料, 探讨臭氧对胚胎发育和初孵仔鱼的毒性作用。结果显示, 臭氧的水处理效果良好, 0.30 mg/L的臭氧在3 h内对水中亚硝酸盐的去除率可达72.29%; 0.05 mg/L的臭氧处理20 min后也能完全杀灭弧菌。但高浓度臭氧(0.30 mg/L)对胚胎发育具有一定的毒性, 会造成胚胎油球数目增多、萎缩、解体和死亡, 而低浓度组(0.05 mg/L)臭氧处理后22 h胚胎孵化率高达(87.14±7.20)%, 与对照组无显著差异。与胚胎相比, 初孵仔鱼对臭氧更加敏感, 0.05 mg/L的臭氧处理24 h也会导致初孵仔鱼的全部死亡。本研究结果旨在为石斑鱼育苗及养殖过程中正确使用臭氧消毒技术提供重要的数据参考和理论依据。
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石斑鱼(Epinephelus)是中国重要的海水养殖鱼类, 近年来, 随着多种石斑鱼人工育苗技术的突破, 养殖规模得以快速扩大, 2011年中国石斑鱼养殖总量已达59 534 t。其中, 对病毒、弧菌的有效防控以及对不良水质因子的有效处理是石斑鱼育苗过程中的关键技术环节。在传统的池塘养殖模式中, 氯制剂、碘以及高锰酸钾等作为强氧化剂在疾病防控及水质处理中发挥了重要作用, 取得了良好效果。近年来, 鲆鲽作为工业化养殖系统的成熟样板带动了石斑鱼循环水养殖科技的技术集成研究和养殖试点。上述固体氧化剂在这一先进养殖模式中的应用受到了极大的限制, 而臭氧作为气态消毒剂, 因其简便、高效的消毒特点, 不仅可将亚硝酸盐、硫化氢、氨氮等氧化为对生物无毒的
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、N2等物质, 同时可对水中存在的危害水生生物健康的病原菌起到迅速有效的杀灭作用。特别是臭氧使用后最终会分解为氧气, 不会造成二次污染, 具有无公害的特点。在欧盟、美国、日本等发达国家臭氧已经被广泛应用于水产养殖循环水处理系统中, 已在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)、日本白姑鱼(Argyrosomus japonica)、龙虾(Homarus gammarus)等循环水系统消毒环节中发挥了重要作用[1–4], 在中国海水鱼类工业化养殖系统中也受到高度重视。

尽管臭氧消毒技术的高效性和稳定性得到了普遍认可, 但其安全性, 特别是对养殖生物的毒性绝对不能忽视, 我国目前还未发现臭氧对石斑鱼毒性的公开资料报道。本研究以斜带石斑鱼(E. coioide)胚胎和初孵仔鱼为实验材料, 通过分析臭氧对斜带石斑鱼胚胎发育和初孵仔鱼死亡率的影响, 探索臭氧安全使用技术, 并为石斑鱼育苗过程中进行疾病预防和水质处理的臭氧消毒工艺提供重要数据参考。

1  材料与方法

1.1  材料来源

实验用受精卵由福建省东山县赤山茂鑫石斑鱼良种场提供。

在水温28℃条件下, 斜带石斑鱼亲鱼一般在17: 00—18: 00开始产卵, 取卵时静候在亲鱼产卵池边, 观察到有亲鱼发情产卵后, 及时用筛绢网捞取。卵收集后, 洗净, 除去未受精的卵, 取上浮受精卵置于孵化桶中用于不同臭氧浓度的孵化实验。
1.2  实验方法

1.2.1  不同浓度臭氧化海水的制备  实验用海水取自福建省东山县赤山茂鑫石斑鱼良种场养殖用水。使用臭氧发生器产生臭氧, 由气管将臭氧导入盛有海水的孵化桶中, 用臭氧检测试剂盒检测臭氧浓度, 通过调节通气量使海水的臭氧浓度分别保持在0.05 mg/L和0.30 mg/L。

1.2.2  臭氧对孵化水体中弧菌和亚硝酸盐的影响评价不同臭氧浓度对育苗水体中弧菌和亚硝酸盐的处理效果, 实验以臭氧0浓度为对照组, 设置了低质量浓度(0.05 mg/L)和高质量浓度(0.30 mg/L)两个水平组, 每组设置4个平行。分别在通入臭氧后0 min、5 min、10 min、15 min、20 min采水样, 参照弧菌测试盒(厦门九龙君合生物科技有限公司)使用说明测定弧菌数; 在通入臭氧后0 min、30 min、60 min、90 min、120 min、150 min、180 min采水样, 使用清时捷TA–88微量自动分析仪(深圳市清时捷科技有限公司)测定亚硝酸盐浓度。
1.2.3  不同臭氧浓度下胚胎发育进程及初孵仔鱼的死亡率  为探索不同臭氧浓度对斜带石斑鱼胚胎的毒性作用, 按上述方法同样设置对照组(0.00 mg/L)、低质量浓度组(0.05 mg/L)和高质量浓度组(0.30 mg/L)。每个试验组中分别放入受精卵5 000粒, 置于盛有不同臭氧浓度海水的孵化桶中, 试验水温28℃, 静水充气孵化。根据胚胎发育过程, 分别在受精卵产出后4 h、6 h、9 h、13 h、16 h、20 h、22 h、34 h、46 h取样, 在Olympus(SZ61)解剖镜下进行连续观测、记录、并作详细描述。记录胚胎发育时间、胚胎各发育阶段的死亡数、孵出仔鱼数量及其死亡数, 同时使用Canon EOS600D进行显微摄影。胚胎发育各时期时间点的确认以镜检50%的胚胎出现相应分期特征为标准[5], 孵出期时间定义为50%孵出的时间, 畸形鱼苗表现为体形异常(身体弯曲、尾部呈Z或W形)、油球异位(正常位于卵黄囊的后部, 畸形位于卵黄囊的中部或前部)、油球数目多于1个(正常个体1个油球)[6]。

1.2.4  数据处理  实验数据使用SPSS17.0软件进行单因素方差分析, 检验不同臭氧浓度下斜带石斑鱼受精卵的孵化率和胚胎各发育阶段及初孵仔鱼的死亡率差异是否显著, 以及臭氧对孵化水体中弧菌数和亚硝酸盐浓度影响是否显著。P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。

2  结果与分析

2.1  臭氧对孵化水质的影响

实验结果表明, 臭氧具有明显的杀菌作用, 臭氧浓度越高, 杀菌效率越高。其中高浓度组(0.30 mg/L)在第10分钟可完全杀灭弧菌, 低质量浓度组(0.05 mg/L)在第20分钟也能完全杀灭(图1), 而对照组水体中的弧菌数却无显著变化; 与对照组相比, 两个浓度组杀灭弧菌的效果都达到了极显著的水平(P<0.01)。

另外, 臭氧通过氧化作用可降低水体中的亚硝酸盐浓度, 改良水质, 但氧化效果与臭氧的浓度和作用时间明显相关。其中, 高浓度(0.30 mg/L)对亚硝酸盐的氧化效果显著(P<0.05), 并且臭氧处理时间越长, 水体中亚硝酸盐浓度越低。低浓度组的则不明显(P>0.05)。
2.2  胚胎发育过程的观察

斜带石斑鱼受精卵在水温28℃、盐度30.0、pH 8.50的海水中, 历时22 h完成整个胚胎发育过程孵化出膜, 进入胚后发育阶段。本实验的镜检胚胎样本是从高囊胚期到孵出仔鱼的发育过程。
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图1  臭氧对斜带石斑鱼受精卵孵化水体中弧菌数的影响

图中标有相同字母的数据之间差异不显著, 标有不同字母的数据之间差异显著(P<0.01).

Fig.1  Effects of ozone on the amount of vibrio in hatching water of E. coioide eggs

Data followed by the same letter are not significantly different, followed by the different letter are significantly different(P<0.01).
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图2  臭氧对斜带石斑鱼受精卵孵化水体中亚硝酸盐
浓度的影响

图中标有相同字母的数据之间差异不显著, 标有不同字母的数据之间差异显著(P<0.05).

Fig.2  Effects of ozone on the concentration of nitrite in hatching water of E. coioide eggs

Data followed by the same letter are not significantly different, followed by the different letter are significantly different(P<0.05).

通过对胚胎发育过程观察发现, 较低臭氧浓度(0.05 mg/L)下胚胎发育过程与对照组无明显差异, 较高浓度(0.30 mg/L)的臭氧对胚胎发育具有明显的毒性作用: 在高囊胚期, 正常胚胎中部向上隆起, 呈高帽状(图3-A1); 此期镜检仅发现1个胚胎发生畸形, 畸形胚胎中部出现两个向上的隆起, 胚胎侧面观形似花生(图3-B1)。在原肠胚期, 正常胚胎胚层细胞逐渐向植物极方向延伸、下包(图3-A3); 此期少数胚胎出现畸形, 畸形胚胎表现为油球数目增多(图3-B3), 胚胎外包功能丧失, 无法下包卵黄, 导致卵黄外凸 (图3-B5)。至神经胚期, 正常胚胎胚体雏形已现, 胚孔逐渐封闭(图3-A6); 此期近半数胚胎发生畸形, 胚胎开始变得模糊不清, 并随着时间的推移而不断萎缩(图3-B6)。发育至器官形成期, 正常胚体前端出现一对视囊(图3-A9), 随后胚体中部出现肌节(图3-A10), 胚体尾部少部分与卵黄囊分离(图3-A11); 此期几乎所有胚胎发生解体、死亡(图3-B9), 极少数长有视囊和肌节的胚胎, 胚体也发生溃烂、模糊不清, 胚胎油球数目增多(图3-B10、B11)。孵出的正常仔鱼身体饱满, 腹部带有一个大的椭圆形的卵黄囊(图3-A14); 畸形仔鱼表现为身体瘦小, 不规则弯曲, 卵黄囊萎缩(图3-B14)。
2.3  不同臭氧浓度下斜带石斑鱼胚胎的孵化率及仔鱼的死亡率

臭氧对斜带石斑鱼胚胎的毒性作用受臭氧浓度影响明显, 其中较高浓度的臭氧(0.30 mg/L)对斜带石斑鱼胚胎的毒性作用显著(P<0.01), 22 h胚胎的孵化率为0。低浓度组(0.05 mg/L)对斜带石斑鱼的胚胎无显著影响, 22 h胚胎孵化率为(87.14±7.20)%, 与对照组相比无显著差异(图4)。
胚胎各发育时期的累积死亡率随着臭氧作用时间延长而增加, 并且高浓度组(0.30 mg/L)均高于低浓度组(0.05 mg/L), 低浓度组均与对照组无显著差异(表1)。

在原肠胚期, 仅有少数胚胎发生畸形或死亡, 各浓度组胚胎死亡率无显著差异(P>0.05), 均低于5.00%; 而发育至神经胚期, 高浓度组(0.30 mg/L)的死亡率显著增加, 达到50.00%, 与对照组和低浓度组相比差异显著(P<0.05); 在器官形成初期及将孵期, 高浓度组(0.30 mg/L)的死亡率超过94.00%, 接近全部死亡, 显著(P<0.01)高于低浓度组和对照组(表1)。
[image: image5.png]



图3  臭氧对斜带石斑鱼胚胎发育的影响

A1—A14为斜带石斑鱼正常胚胎发育过程, B1—B14为相对应时期的畸形胚胎.

A1: 高囊胚期, ×45; A2: 低囊胚期, ×45; A3: 原肠早期, ×45; A4: 原肠中期, ×45; A5: 原肠末期, ×45; A6: 胚体形成期, ×45; A7: 胚孔将封闭期, ×45; A8: 胚孔封闭期, ×45; A9: 视囊形成期, ×45; A10: 肌节出现期, ×45; A11: 尾芽期, ×45; A12: 将孵期, ×45; 
A13: 孵化期, ×45; A14: 初孵仔鱼, ×45.

Fig.3  Effects of ozone on the embryonic development of E. coioide 
A1—A14 are normal embryonic development of E. coioide. B1—B14 are abnormal embryo of corresponding stages.

A1: High blastula stage, ×45; A2: Low blastula stage, ×45; A3: Early gastrula stage, ×45; A4: Middle gastrula stage, ×45; A5: Late gastrula stage, ×45; A6: Embryo body stage, ×45; A7: Pre-closure of blastopore stage, ×45; A8: Closure of blastopore stage, ×45; A9: Optic capsule stage, ×45; A10: Muscle burl stage, ×45; A11: Tail bud stage, ×45; A12: Pre-hatching stage, ×45; A13: Hatching stage, 
×45; A14: post-embryonic larvae, ×45.
初孵仔鱼对臭氧较为敏感, 长时间的低浓度臭氧处理也会导致初孵仔鱼的死亡率急剧升高: 0.05 mg/L的臭氧对孵出仔鱼的毒性作用也非常明显。仔鱼孵出12 h后, 实验组与对照组仔鱼的死亡率尚无显著差异(P＜0.05), 前者为(8.57± 8.08)%, 后者为(5.38±2.99)%。至24 h时, 二者死

亡率存在极显著差异(P＜0.01), 前者高达(98.68± 1.86)%, 后者仅为(1.43±2.02)%。孵出仔鱼对臭氧的耐受性较低(表1)。
3  讨论

3.1  臭氧对水质的消毒改良作用

臭氧作为一种强氧化剂对水体中的多种化学物质, 如氰化物、氨氮和亚硝酸盐等起着强烈的氧化和降解作用, 可有效改良亚硝酸盐等多项水质因子, 臭氧的作用效果与水质因子的理化性质有关, 并与臭氧浓度成正比[7]。刘健广等[8]研究发现, 水体中亚硝酸盐的浓度随臭氧投加量的增加而降低, 臭氧投加量从1 mg/L提高到4 mg/L时, 对亚硝酸盐的去除率从19%上升到72%。本实验的结果亦表明, 超过0.30 mg/L的臭氧对亚硝酸盐就可产生去除效果, 3 h内对亚硝酸盐的去除率可达到72.29%, 而0.05 mg/L时对亚硝酸盐浓度无显著影响。
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图4  不同臭氧浓度下斜带石斑鱼胚胎的孵化率

“*”表示与对照组差异显著(P<0.05), 未标“*”表示与对照组差异不显著.

Fig.4  Hatching rate of embryo of E. coioide at different ozone concentration

“*” means significantly different with the control group(P<0.05); without “*” means significantly different with the control group.
表1  斜带石斑鱼胚胎发育4个关键时期和初孵仔鱼的死亡率

Tab.1  Death rate of four critical stages of embryonic development and post-embryonic larvae of E. coioide
	发育时期

development stage
	臭氧浓度/(mg·L–1)  ozone concentration

	
	0.00
	0.05
	0.30

	原肠胚期gastrula stage
	0.98±1.39a
	1.45±2.05a
	2.54±2.08a

	神经胚期neurula stage
	0.98±1.39a
	8.69±3.67a
	36.34±18.23b

	器官形成初期early organogenesis stage
	3.18±2.35a
	11.06±3.86a
	94.64±0.50b

	将孵期pre-hatching stage
	6.38±0.19a
	11.83±8.33a
	99.32±1.09b

	仔鱼post-embryonic larvae
	1.43±2.02 a
	98.68±1.86 b
	/


注: 同一行中右上角标有相同字母的数据之间差异不显著, 标有不同字母的数据之间差异显著(P<0.05).

Note: Data within the same line and followed by the same letter are not significantly different, followed by the different letter are significantly different(P<0.05).

另外, 臭氧的强氧化性可破坏病毒的RNA 或DNA , 从而达到灭活病毒的作用; 臭氧也可作用于细胞膜, 使细胞膜的通透性发生改变, 从而导致细胞溶解、死亡[9], 从而杀灭细菌、霉菌等病原生物。实际上, 在石斑鱼卵孵化过程中, 水体如果未经消毒处理, 弧菌含量会随育苗进程呈升高趋势, 特别是仔鱼孵出后, 卵膜降解过程中, 弧菌数量急剧增加, 可能对后续的育苗产生有害的影响。而臭氧对弧菌的杀灭作用是十分有效的。刘淇等[10]研究了臭氧对不同介质中弧菌的杀灭效果, 结果显示, 海水中臭氧质量浓度为0.27 mg/L时, 4~6 min对弧菌的杀灭率即可达到100%。孙广明等[7]研究发现, 当臭氧投加量为1 mg/L时, 就可以有效杀灭海水中的细菌, 其杀菌效果可以满足海胆育苗用水需要。在河蟹育苗用水杀菌实验中, 在臭氧投加量为1.25 mg/L时, 对水体中的细菌杀灭率可达90%, 同时可以有效杀灭水体中的弧菌, 当臭氧投加量为2 mg/L时, 弧菌杀灭率可达99%以上。本实验结果也表明, 即使臭氧浓度低至0.05 mg/L, 20 min内对弧菌的杀灭率也可达到100%。
3.2  臭氧对斜带石斑鱼胚胎发育的影响

由于其强烈的氧化作用, 臭氧在氧化细菌细胞膜及体内活性基团发挥杀菌作用的同时也会对胚胎发育产生一定的毒性作用, 导致胚胎发育滞后、畸形或死亡, 臭氧对水生动物的影响, 一般也认为其主要破坏细胞膜结构, 使膜内不饱和脂肪酸过氧化, 改变细胞渗透性, 干扰正常水盐代谢, 中断氧化磷酸化耦联过程, 从而使细胞不能获得正常活动所需的能量, 而使组织变性、器官萎缩, 降低了生物体的生理功能[9]。

黄美珍等[11]研究发现, 当水体中臭氧浓度上升到7.84 mg/L时, 黑鲷受精卵孵化率开始降低。本实验结果亦表明, 较高浓度(0.30 mg/L)的臭氧对斜带石斑鱼胚胎具有极显著的毒性作用(P< 0.01), 22 h胚胎孵化率为0。目前尚无臭氧对鱼类胚胎各发育阶段毒性的报道, 王君等[12]研究了苏丹红Ⅲ对泥鳅胚胎发育的毒性, 结果表明,各发育时期胚胎对苏丹红Ⅲ的敏感程度有较明显差异。本实验结果同样表明, 斜带石斑鱼胚胎各发育时期对臭氧的耐受性存在差异, 且胚胎发育早期对臭氧的耐受性高于后期, 这一现象可能是由于随着胚胎的发育臭氧对其毒性作用不断累积, 导致胚胎发育后期死亡率增大。在神经胚期, 高浓度组(0.30 mg/L)胚胎死亡率较对照组(0.00 mg/L)差异显著(P<0.05), 至器官形成初期达极显著水平(P< 0.01)。原因可能是这两个时期处在胚胎高度分化和许多器官原基形成的时期, 对臭氧较为敏感。

3.3  臭氧对初孵仔鱼的影响

本实验中, 胚胎发育各阶段对0.05 mg/L的低浓度臭氧具有较强的耐受性, 但该浓度却能对初孵仔鱼产生较大的毒性作用。一般认为, 由于卵膜的保护作用, 卵比仔鱼具有较高的耐毒性。同样, 刘淇等[13]也发现对虾受精卵的卵膜有一定的保护作用, 胚胎发育阶段对臭氧的耐受能力强于无节幼体、蚤状幼体和糠虾幼体。本实验中, 初孵仔鱼在0.05 mg/ L臭氧中 24 h死亡率高达(98.68±1.86)%。但刘伟成等[14]研究发现, 条石鲷(Oplegnathus fassicatus)幼鱼在低于0.15 mg/ L的臭氧胁迫条件下, 呼吸正常, 受惊反应灵敏, 24 h死亡率为0; 当臭氧浓度达到0.22 mg/ L时, 条石鲷幼鱼24 h死亡率才升至86.67%, 与本实验结果有一定的差异, 这可能与鱼的种类、生长阶段等因素有关。
4  结论

臭氧对水质具有消毒改良作用, 能有效杀灭水体中的弧菌, 臭氧浓度越高, 杀菌效率越高, 当臭氧浓度达到0.30 mg/ L时, 还可对水体中的
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- N产生去除效果。但是, 臭氧对斜带石斑鱼胚胎发育和初孵仔鱼也具有一定的毒性, 高浓度(0.30 mg/L)的臭氧对斜带石斑鱼的胚胎具有较强的毒性作用; 低浓度(0.05 mg/L)的臭氧对胚胎无显著影响, 但能对初孵仔鱼产生较大的毒性作用。

在斜带石斑鱼育苗水质处理中, 要特别注意臭氧的使用技术问题, 将有效臭氧浓度作用一定时间杀灭病菌和氧化降解有毒化学物质后, 再通过充分曝气等方法去除残留的臭氧, 以免对胚胎或仔鱼产生毒害。
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The toxic effects of ozone on the embryonic development and post- embryonic larvae of Epinephelus coioide

ZHENG Jinbin1, ZHONG Shengping1, ZHANG Yuting1, GUO Shulin2, CHEN Xinzhong2, MAO Yong1, 
SU Yongquan1, WANG Jun1
1. College of Ocean and Earth Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 

2. Xiamen Inspection and Quarantine Technology Center, Xiamen 361026, China
Abstract: Epinephelus coioide is one of the most important seawater fish that cultured in China. In recent years, with the breakthrough of grouper artificial seedling rearing, the farming scale of grouper has expanded rapidly, and the gross of cultured grouper reached 59 534 tons in 2011. The effective prevention and control of virus, vibrio, and the effective treatment for harmful water quality factors is the key link in grouper artificial seedling rearing. In traditional pond farming mode, strong oxidizers, such as chloride, iodine and potassium permanganate, have played a significant role in disease prevention and water treatment. In recent years, flatfish industrial farming system, as a mature mode, has been driving the technology intergration of grouper recirculating aquiculture system. The solid oxidants mentioned above were greatly limited in the advanced farming mode, while ozone, a kind of gas disinfectant, not only can remove toxic substance such as nitrite, hydrogen sulfide, ammonia nitrogen and killed pathogenic bacteria effectively, but also will not cause secondary pollution, has been widely applied in water treatment of recirculating aquiculture system in the European Union, the United States, Japan and other developed countries. Although the efficiency and stability of ozone disinfection was widely recognized, its security, especially its toxic effects on the cultured livestock, cannot be ignored. In order to evaluate the ozone disinfection and the potential toxicity of ozone to E. coioide, the efficiency of ozone at two kind of concentration (0.05 mg/L and 0.30 mg/L) on water treatment, such as removing vibrio and nitrite, was assessed. Furthermore, using the zygote of E. coioide as material, the toxic effects of ozone on the embryonic development and post-embryonic larvae were discussed. Our results demonstrated that the efficiency of ozone on water treatment was favorable, when the concentration of ozone reached 0.30 mg/L, the removal rate of nitrite can be up to 72.29% within 3 h; at the applied ozone dose of 0.05 mg/L and a treatment time of 20min, the vibrio all can be killed, while the amount of vibrio in the hatching water that was not disinfected by ozone showed a trend of increase, which was fatal to the embryonic development and post-embryonic larvae. However, the higher concentration of ozone had toxic effects on the embryonic development to some extent, which can caused the number of oil globules increased and led to analosis, collapse and death of the embryo, while the hatching rate can be up to (87.14±7.20)% when the embryo treated with the lower concentration of ozone(0.05 mg/L), suggesting the lower concentration of ozone(0.05 mg/L) had no significant effects on the embryo. The post-embryonic larvae were more sensitive to ozone compared with the embryo, all the post-embryonic larvae died when they exposed to the lower concentration of ozone (0.05 mg/L) for 24 h. The results of this study provided some important reference data and theoretical basis for using the ozone disinfection technology properly in the process of seedling rearing and cultivating of E. coioide, and was significant to the sustainable and healthy development of grouper rearing.
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