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高碳酸盐碱胁迫对尼罗罗非鱼氨代谢基因表达变化的影响 

吴俊伟, 赵金良, 赵岩, 罗明坤, 王燕, 赵永华 

农业部淡水水产种质资源重点实验室, 上海海洋大学, 上海  201306 

摘要: 为了解尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)在碱环境适应过程中氨代谢调节途径, 本研究选取了 5 个氨代谢相

关酶: 谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)、碳酸酐酶 5A(carbonic anhydrase 5A, CA-5A)、谷氨酰胺酶

(glutaminase 2, GLS2)、氨甲酰磷酸合成酶(carbamyl phosphate synthetase 1, CPS1)、氨转运蛋白(ammonium trans-

porter Rh type C-2 like, Rhcgl2), 研究了急性碳酸盐碱度胁迫条件下, 尼罗罗非鱼血氨浓度变化、氨代谢相关酶基

因表达水平及其酶活性变化。结果表明, 随碳酸盐碱胁迫浓度升高, 尼罗罗非鱼血氨浓度上升, 随时间推移呈先上

升后下降的变化趋势, 在胁迫后 12 h 达到峰值。氨代谢相关基因在不同碱度下、不同组织中均有不同程度的上调

表达, 随着胁迫时间推移呈先上升后下降的变化趋势, 胁迫后 12~24 h 各基因表达水平显著升高, 随后逐渐恢复到

稳定水平; 氨代谢相关基因具有一定的组织表达差异: 氨转运蛋白基因(Rhcgl2)主要在鳃中表达, 碳酸酐酶 5A 基

因(CA-5A)、谷氨酰胺合成酶基因(GS)、氨甲酰磷酸合成酶基因(CPS1)主要在肝中表达, 谷氨酰胺酶基因(GLS2)主

要在肾和鳃中表达。碳酸酐酶和谷氨酰胺合成酶活性随胁迫碱度的升高而上升, 碳酸酐酶、谷氨酰胺合成酶活性

变化分别在鳃、肝中最为显著。研究结果表明, 碳酸盐碱度胁迫会引起尼罗罗非鱼血氨水平升高, 随着时间推移血

氨水平下降, 推测鳃、肝、肾中不同氨代谢基因共同参与调节氨代谢, 在鳃中通过直接排氨, 在肝中通过合成谷氨

酰胺、尿素途径, 共同调节降低血氨水平。 
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中国内陆约有 0.46 亿 hm2 低洼盐碱水资源, 

根据其主要离子组成特征, 分为碳酸盐、硫酸盐、

氯化盐型等不同类型[1–2]。CO3
2–、HCO3

–是碳酸盐

碱水环境中构成水环境碱度的主要离子成分, 直

接或间接影响水生生物生存与生长[3]。碱胁迫对

鱼类的毒性作用机理较为复杂, 当鱼类暴露在高

碱环境中时, 碱性水环境中的 HCO3
–、、CO3

2–等离

子可直接腐蚀鱼鳃、皮肤表面, 造成器质性损伤, 

破坏离子交换体系, 从而影响鱼的存活[4–5]; 在高

碳酸盐碱环境中时, 外界水体中 CO3
2–、HCO3

–含量

较高, 会导致鱼体内摄入过多的 HCO3
–, 同时外

界环境的高 pH 会抑制鳃的一些离子交换 (如

Na+/H+、Cl–/ HCO3
–等), HCO3

–大量累积, 血浆 pH

上升, 体内酸碱平衡遭到破坏, 导致碱中毒[6]。氨中

毒是碱中毒的一种, 体内 pH 的上升导致可利用的

H+大量减少, 使得 NH3 与 NH4
+平衡被破坏, 造成

氨(NH3)的积累, 引起血氨浓度升高。血氨积累不

仅会严重降低血液的载氧能力、使呼吸机能下降, 

还会破坏神经系统、肝肾代谢系统, 导致氨中毒[7–8]。 

碱环境适应过程中, 鱼类可通过不同调节策

略来降低体内氨含量, 主要分为以下几类: (1)直

接通过鳃以非离子态氨(NH3)和离子态铵(NH4
+)的

形式直接排出。研究表明, 鳃丝上皮细胞中含有

许多离子转运蛋白, 在其他蛋白载体的协助下, 氨
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转运蛋白(ammonium transporter Rh type C-2 like, 

Rhcgl2)能够运输氨(NH3)和甲胺[9]。另外, 水通道

蛋白(aquaporin, AQP)家族蛋白不仅是水和甘油

的主要转运通道 , 也可以转运氨 [10]。研究表明 , 

青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)即通过排氨

方式适应高碱环境[11–12]。(2) 将氨合成无毒中间

产物。肝中谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, 

GS)可催化 NH3 和谷氨酸合成谷氨酰胺, 谷氨酰

胺是中性无毒物质; 或将谷氨酰胺运送至氨排泄

部位, 经谷氨酰胺酶(glutaminase, GLS)分解产生

氨 , 再借助转运蛋白等载体排出体外 [13–14]。(3) 

将氨合成尿素, 以尿素形式代谢。在氨甲酰磷酸

合成酶(carbamyl phosphate synthetase, CPS)催化

下, 氨与碳酸(CO2 的水合形式)先合成氨甲酰磷

酸, 再经过各种酶(鸟氨酸氨甲酰基转移酶、精氨

基琥珀酸合成酶、精氨琥珀酸酶、精氨酸酶)催化

依次形成瓜氨酸、精氨琥珀酸、精氨酸, 最终产

生尿素, 经血循环到达肾或鳃排出体外[15]。非洲

马加迪湖罗非鱼(Alcaticus grahami)就是通过这种

方式降低体内氨含量[16]。也有些鱼类采用多种方

式适应碱环境 , 如钩吻鳟 (Oncorhynchus clarki 

henshawi)一方面通过合成尿素排出体外加快氨代

谢, 另一方面通过离子转运、利用氨合成其他物

质降低氨(NH3)积累[17–18]。 

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)生长速度

快、环境耐受性强, 可耐受一定范围的盐碱度[19–21]。

因此, 尼罗罗非鱼不仅是鱼类碱环境适应生物学

研究的重要材料, 同时, 对耐盐碱水产养殖种类

开发也具有重要现实意义。此前, 通过转录组测

序技术筛选了碱度胁迫下尼罗罗非鱼鳃组织差异

表达基因, 发现氨代谢途径是其碱胁迫过程中重

要应答通路之一[22]。为进一步了解尼罗罗非鱼碱

环境适应中氨代谢调节途径, 本研究测定了不同

碳酸盐碱度胁迫后尼罗罗非鱼血氨浓度变化, 并

用荧光定量 PCR 方法检测氨代谢途径相关基因

GS、GLS2、CA-5A、Rhcgl2 和 CPS1 在不同组织

胁迫过程中的表达变化及 GS、CA 酶活性变化, 

为尼罗罗非鱼碱环境适应生理机理研究提供基础

资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

尼罗罗非鱼取自于上海海洋大学罗非鱼种质

资源试验站, 运回实验室后, 在室内控温循环水

族箱中(0.6 m×0.5 m×0.4 m)淡水暂养 2 周以适应

新环境(25.3℃±0.8℃)。暂养期间, 每天投喂充足饲

料, 及时清理残饵和粪便。选取规格均匀(106.4 g± 

5.5 g)、健康活泼的个体进行碱度胁迫实验。 

Trizol 购自 Invitrogen 公司; PrimeScript RT 

reagent Kit With gDNA Eraser、SYBR Premix 

ExTaq 购自 TaKaRa 公司; BCA 蛋白浓度测定试剂

盒购自 Thermo 公司。所用引物由上海生工生物

工程有限公司合成。 

1.2  实验方法 

1.2.1  急性胁迫实验  根据预试验结果, 设置了

3 个碳酸盐碱度实验组(2 g/L、4 g/L、6 g/L), 以淡

水作为对照组, 每组 30 尾, 3 个重复。碱度组实验

用水是通过直接向淡水中加入 NaHCO3(分析纯)

配制而成, 曝气 48 h 以上备用。实验开始后, 将

实验鱼从淡水中取出后直接放入不同碱度组中。

实验期间保持水温在 25℃左右, pH 在 8.5 左右。 

1.2.2  样品采集  分别于胁迫 0 h、2 h、4 h、6 h、

12 h、24 h、48 h、72 h 采样, 每次每组随机取 3 尾

鱼。用无菌注射器从尾静脉处抽血, 放入 1.5 mL

离心管中, 于4℃冰箱中静置12 h后离心(5000 r/min, 

4℃, 10 min), 取上清液(血清)保存于–20℃冰箱中

备用。抽血之后, 快速解剖, 取出鳃、肝、肾, 于–80℃

超低温冰箱保存备用。 

1.2.3  血氨浓度测定  血氨浓度采用南京建成公

司的血氨测定试剂盒进行测定, 具体操作参照说

明书, 用 Synergy H1 酶标仪(Bio-tek, USA)检测其

吸光值。 

1.2.4  GS、GLS2、CA-5A、CPS1、Rhcgl2 基因

mRNA表达  参照 GenBank 中尼罗罗非鱼的 GS、

GLS2、CA-5A、CPS1、Rhcgl2 基因 cDNA 序列, 用

Primer Premier 5.0 软件设计特异扩增引物(表 1)。

鳃、肝、肾组织在液氮中研成粉末, 用 Trizol 提

取总 RNA, 用 RNase free ddH2O 溶解, 检测 RNA

浓度和 A260/A280 值。取 1 µL 各组织的总 RNA 为 
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表 1  本研究所用引物的信息 
Tab. 1  The information of the primers used in this study 

引物 primer 核酸序列(5′–3′) sequence (5′–3′) 用途 usage 退火温度/℃ annealing temperature 

GS F AGATAAGGCATACGGACGAG 57.8 

GS R AAGGATGAAGCGAGCAA 
GS 基因荧光定量 PCR 

57.6 

CA-5A F GACAAGTCCACGCTACAAG 57.6 

CA-5A R ATCCTCCATCACTGCCTC 
CA-5A 基因荧光定量 PCR

57.3 

GLS2 F ATCTGGCGTTTCAGGTGC 57.3 

GLS2 R TCTTCTTGGGTCGTGTTT 
GLS2 基因荧光定量 PCR 

57.3 

CPS1 F GGGGACAGCAGCAGAGTT 61.9 

CPS1 R TACGAAGCCACCGAGCAT 
CPS1 基因荧光定量 PCR 

61.9 

Rhcgl2 F GAAAGAATACCAGCATAGCG 57.8 

Rhcgl2 R CTCACCAGCCTGACCAAT 
Rhcgl2 基因荧光定量 PCR

57.3 

β-actin F CAGCAGATGTGGATCAGCAAGC 61.9 

β-actin R TGAAGTTGTTGGGCGTTTGG 
内参引物 

57.8 

 

模板, 按 PrimeScript RT reagent Kit With gDNA 

Eraser 说明书操作反转录合成第一链 cDNA。实

时荧光定量 PCR 扩增参照 SYBR Premix ExTaq 说

明书进行, 扩增程序为: 95  30℃  s; 95  5℃  s, 58~ 

62 (℃ 不同基因引物的退火温度不同)30 s, 39 个循

环; 95  10℃  s。根据结果调整扩增体系, 使目的基

因和内参基因扩增效率都接近 100%。扩增程序与

标准曲线的扩增程序相同。采用 2–ΔΔCt 法对不同

基因的表达量进行比较分析。 

1.2.5  CA、GS 酶活性测定  分别取鳃、肝、肾组

织, 称重(0.5~1 g), 按质量(g)︰体积(mL)1︰9 比例

加入生理盐水, 冰浴匀浆, 4℃条件下离心(4000 r/min, 

15 min), 吸取上清液, 用于蛋白含量、CA、GS 酶

活性的测定。CA 活性采用上海研谨生物公司的酶

联免疫(ELISA)检测试剂盒(Fish CA ELISA Kit)测

定, GS 活性采用南京建成生物公司的谷氨酰胺合

成酶检测试剂盒测定, 用 Synergy H1 酶标仪读取

吸光值, 计算其含量。 

2  结果与分析 

2.1  碱胁迫下血氨浓度变化 

除 6 g/L 碱度胁迫下, 72 h 内有少量鱼死亡外, 

其他各组中实验鱼均表现为行为正常。随碳酸盐

碱浓度升高, 血氨浓度也随之升高; 在各碱度胁

迫下, 随着胁迫时间推移, 血氨浓度呈现先上升、

后下降的趋势, 胁迫 6 h 后迅速上升, 12 h 达到最大

值, 之后缓慢下降。胁迫 24~72 h 后, 血氨浓度开始

维持在相对稳定水平, 但均高于其初始水平(图 1)。 

 
 

图 1  碱度胁迫下尼罗罗非鱼血氨浓度的变化 

Fig. 1  Change of serum ammonia concentration of Nile tilapia 
under carbonate alkalinity stress 

 

2.2  碱度胁迫下各基因在不同组织中的表达变化 

2.2.1  Rhcgl2 基因 mRNA 的相对表达变化  鳃

和肾中, Rhcgl2 基因相对表达量随碱度升高显著

上调(P<0.05), 随着时间的推移呈现出先上升后

下降的变化趋势, 胁迫后 24 h 达到最高值, 此后

逐渐下降至稳定水平。肝中, Rhcgl2 基因相对表达

量随碱度升高而上调, 随时间推移变化趋向平缓, 

上调下调变化均不显著(P>0.05)(图 2)。 

2.2.2  CA-5A 基因 mRNA 的相对表达变化  鳃

和肝中, CA-5A 基因相对表达量随着碱度的升高

而上调, 但不显著(P>0.05), 在 2 g/L、4 g/L 碱度

胁迫下, CA-5A 基因的相对表达量随时间的推移

变化比较平缓; 6 g/L 碱度胁迫下, CA-5A 基因的相

对表达量呈现先上升后下降的趋势, 在 12 h 达到最

高值, 显著高于其他时间点(P<0.05)。肾中, 随着碱

度升高CA-5A基因的相对表达量变化不显著(P>0.05), 

随着时间的推移相对表达量变化平缓(图 3)。 
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图 2  碱度胁迫下尼罗罗非鱼 Rhcgl2 基因相对 

表达水平变化 

图中字母相同者表示差异不显著(P>0.05), 不同字 

母者表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Change of relative expression of Rhcgl2 gene of 
 Nile tilapia under carbonate alkalinity stress 

Bars with the same superscript letters are not significantly 
different (P>0.05), while those with different superscript  

letters are significantly different (P<0.05). 

 
2.2.3  CPS1 基因 mRNA 的相对表达变化  肝中, 

CPS1 基因的相对表达量随碱度的升高显著上调

(P<0.05), 随时间的推移呈现先上升后下降的变化

趋势, 24 h 表达量达到最高值, 此后逐渐下降至稳

定水平。鳃和肾中, CPS1 基因的相对表达量随时间

推移没有显著性变化(P>0.05), 随碱度的升高有所

升高, 但不显著(P>0.05)(图 4)。 

2.2.4  GS 基因 mRNA 的相对表达变化  肝中, 

随着碱度的升高, GS 基因相对表达量显著上调

(P<0.05), 随时间的推移, 呈现先上升后下降的变 

 
 

图 3  碱度胁迫下尼罗罗非鱼 CA-5A 基因的相对 

表达水平变化 

图中字母相同者表示差异不显著(P>0.05), 不同 

字母者表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Change of relative expression of CA-5A gene  
of Nile tilapia under carbonate alkalinity stress 

Bars with the same superscript letters are not significantly 
different (P>0.05), while those with different superscript 

 letters are significantly different (P<0.05). 

 
化趋势, 6 h 前相对表达量变化比较平缓, 随后快

速上升, 胁迫后 24 h 表达量达到峰值。鳃和肾中, 

随着碱度的升高, GS 基因的相对表达量上调但不

显著(P>0.05), 随着时间的推移, GS 基因相对表

达量的变化较为平缓(图 5)。 

2.2.5  GLS2 基因 mRNA 的相对表达变化  鳃中, 

随着碱度的升高, GLS2 基因的相对表达量上调。   

2 g/L碱度胁迫下, GLS2 基因的相对表达量随时间

的推移变化比较平缓; 4 g/L、6 g/L 碱度胁迫下, 

GLS2 基因的相对表达量呈现先上升后下降的趋 
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图 4  碱度胁迫下尼罗罗非鱼 CPS1 基因的 

相对表达水平变化 

图中字母相同者表示差异不显著(P>0.05), 不同字母者 

表示差异显著(P<0.05). 
Fig. 4  Change of relative expression of CPS1 gene of Nile 

tilapia under carbonate alkalinity stress 
Bars with the same superscript letters are not significantly 
different (P>0.05), while those with different superscript 

 letters are significantly different (P<0.05). 
 

势, 24 h 时达到最高值。肾中, 随着碱度的升高, 

GLS2 基因的相对表达量显著上调(P<0.05), 随着

时间的推移, GLS2 基因的相对表达量呈现先上升

后下降的趋势; 2 g/L、4 g/L 胁迫下 24 h 时达到最

高值, 6 g/L 胁迫下 12 h 达到最高值。肝中, 随着

碱度的升高, GLS2 基因相对表达量上调, 但差异

不显著 (P>0.05); 胁迫 72 h 内 , 随时间的推移

GLS2 基因的相对表达量变化比较平缓(图 6)。 

2.3  碱度胁迫下 CA 和 GS 活性变化 

2.3.1  CA 活性  鳃中, CA 活性随碱度增大而显

著上调(P<0.05)。2 g/L 碱度下, 随时间推移变化 

 
 

图 5  碱度胁迫下尼罗罗非鱼 GS 基因的相对 

表达水平变化 

图中字母相同者表示差异不显著(P>0.05), 不同字母者 

表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Change of relative expression of GS gene of Nile 
 tilapia under carbonate alkalinity stress 

Bars with the same superscript letters are not significantly 
different (P>0.05), while those with different superscript  

letters are significantly different (P<0.05). 
 

趋势不显著(P>0.05); 4 g/L、6 g/L 组随时间推移

呈先上升后下降的趋势, 在 12~24 h 处 CA 活性达

到最高值, 随后逐渐下降至稳定水平(图 7)。在肝

和肾中, CA 活性随碱度增大而升高, 但是差异不

显著(P>0.05), 随着时间的推移变化趋向平缓。 

2.3.2  GS 活性  鳃和肾中, GS 活性随碱度的增

大而上调, 但并不显著(P>0.05), 随时间推移 GS

活性变化趋势比较平缓, 变化不显著。肝中, GS

活性随碱度的增大显著上调(P<0.05), 随时间的

推移呈现先上升后下降的趋势, 胁迫 24 h 达到最

高值(图 8)。 
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图 6  碱度胁迫下尼罗罗非鱼 GLS2 基因的相对 

表达水平变化 

图中字母相同者表示差异不显著(P>0.05), 不同字母者 

表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Change of relative expression of GLS2 gene of  
Nile tilapia under carbonate alkalinity stress 

Bars with the same superscript letters are not significantly 
different (P>0.05), while those with different superscript 

 letters are significantly different (P<0.05). 

 

 
 
 

图 7  碱度胁迫下尼罗罗非鱼鳃组织中 

碳酸酐酶活性变化 

*表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Change of carbonic anhydrase activity in gill of Nile 
tilapia under carbonate alkalinity stresses 

* means significantly different (P<0.05) among different groups. 

 
 

图 8  碱度胁迫下尼罗罗非鱼肝组织中 

谷氨酰胺合成酶活性变化 

*表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 8  Change of glutamine synthetase activity in liver  
of Nile tilapia under carbonate alkalinity stresses 
* means significantly different (P<0.05) among  

different groups. 
 

3  讨论 

3.1  不同碳酸盐碱度胁迫对血氨浓度变化的影响 

本研究表明, 与对照组相比, 碱度胁迫组中

血氨浓度都有显著的提升(P<0.05), 且随着碳酸

盐碱度的升高而升高, 随着时间的推移呈现先上

升后下降的变化趋势, 在胁迫后 12 h 达到峰值。

本胁迫实验中所用的碳酸盐碱主要成分为 NaHCO3, 

水体中 HCO3
–浓度较高。短时间内, 由于体内外渗

透平衡作用, 大量 HCO3
–进入到鱼体内, 使得鱼

体内 pH 上升, 体内酸碱平衡遭到破坏; 体内 pH

过高还会引起 H+含量减少, 致使机体代谢产生的

氨排泄受到抑制, 造成氨积累[18]。而随着碱度的

升高 , HCO3
–浓度会更高 , 渗透进入到鱼体内的

HCO3
–也会增多, 因此血氨积累水平也随之提高。

在 12 h 之前血氨积累快速上升, 随着时间的推移, 

12 h 之后血氨浓度缓慢下降恢复至稳定水平, 表

明尼罗罗非鱼具有一定的碱环境适应能力, 通过

体内的碱性胁迫应答机制调节, 有效地降低了血

氨含量。 

在 6 g/L碱度胁迫下, 尼罗罗非鱼血氨浓度最

高值达到 728.33 µmol/L, 在此浓度胁迫过程中已

经有少量鱼出现致死现象。此前有学者对尼罗罗

非鱼耐盐碱性能进行过研究, 急性胁迫试验发现, 

在 6 g/L 的时候就会出现胁迫致死[23]。推测未经

过驯化的尼罗罗非鱼, 在正常养殖中最高可耐受
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的碱度为 6 g/L, 血氨耐受浓度为 730 µmol/L 左右。 

3.2  不同碳酸盐碱度胁迫对各基因 mRNA 表达变

化的影响 

与淡水组相比较, 5 个基因在各组织中的相对

表达量随碳酸盐碱度的升高均有不同程度的上调, 

此结果与碱度胁迫下鳃组织差异表达基因的转录

组测序结果一致[22]。这些基因表达存在着组织差

异, Rhcgl2 主要在鳃中表达, CA-5A、GS、CPS1

主要在肝中表达, GLS2 主要在肾、鳃中表达。 

Rhcgl2 基因主要在鳃中表达, 其相对表达量

随碳酸盐碱浓度的升高而显著上调(P<0.05), 随着

时间的推移, 相对表达量持续上升, 在 12 h 时已

经开始显著上调(P<0.05), 胁迫后 24 h 达到峰值, 

随后逐渐下降。本研究中, 尼罗罗非鱼血氨浓度

在 12 h 处达到峰值后开始下降, 结合 Rhcgl2 基因

的加速上调变化, 推测其阻止了血氨浓度的继续

上升, 当血氨浓度下降至趋于稳定时, Rhcgl2 基

因的表达量也下调, 进一步推测其参与了尼罗罗

非鱼血氨调节过程。Mak 等[24]、Maloiy 等[25]研究

发现, 鱼类 Rhcg 蛋白是 NH3 的主要转运通道; 

Wright 等[26]、Rodela 等[27]研究发现, 海湾豹蟾鱼

(Opsanus beta)在受到胁迫条件下可通过调节 Rh

基因的表达, 增加 Rh 蛋白合成, 直接将氨转出体

外。推测在碱度胁迫下, Rhcgl2 基因参与了尼罗罗

非鱼碱环境的适应调节过程。 

CA-5A 基因主要在鳃和肝中表达, 相对表达

量随着碱度的升高而上调 , 但变化差异不显著

(P>0.05); 随着时间的推移, 在 2 g/L、4 g/L 碱度

下变化平缓, 在 6 g/L 碱度下呈先上升后下降的

趋势, 12 h 达到峰值(P<0.05)。从 3 组不同碱度胁

迫下 CA-5A 基因的表达变化看, CA-5A 基因可能

参与了高碱环境适应调节。CA-5A 是一类线粒体

内的碳酸酐酶, 主要存在于肝中, 可参与调节肝

细胞代谢、尿素循环等[28–30]。推测在高碱度环境

下 CA-5A 间接参与尼罗罗非鱼氨代谢调节。 

CPS1 基因在肝中的相对表达量随碱度的提

升显著上调(P<0.05), 随时间的推移先上升后下

降, 24 h 达到峰值, 上调下调变化差异显著(P<0.05); 

在鳃和肾中都没有显著性变化(P>0.05)。CPS1 基因

相对表达量的变化, 表明其可能直接参与了碱环

境适应调节。CPS1 酶主要存在于肝中, 可催化

NH3 和 HCO3
–及磷酸基团合成氨甲酰磷酸, 而氨

甲酰磷酸是尿素循环必需的中间代谢产物[31], 这

一代谢过程可有效降低氨含量。研究表明, 马加

迪湖罗非鱼(Alcaticus grahami)在适应高碱环境中, 

主要通过合成尿素调节, 防止氨的积累, CPS1 即

是参与其尿素合成的关键酶之一 [32]。本研究中 , 

尼罗罗非鱼 CPS1 基因可能参与尿素循环中间代谢

产物的合成, 协同其他氨代谢途径降低血氨浓度。 

GS 基因在肝中的相对表达量显著高于鳃和

肾 (P<0.05), 随碱度的升高而显著上调 (P<0.05), 

随时间的推移先上升后下降, 在 12~24 h 相对表

达量显著上升(P<0.05), 24 h 达到最高值; 在鳃和

肾中的表达变化均不显著(P>0.05)。相对表达量的

显著上调下调变化表明, GS 参与尼罗罗非鱼对碱

环境的适应调节过程, 当血氨浓度恢复至正常水

平, GS基因相对表达量也恢复平缓。研究表明, 青

海湖裸鲤在盐碱胁迫下 GS 基因表达量升高, 通

过将氨和谷氨酸合成谷氨酰胺来降低机体内氨含

量[6]。将氨合成谷氨酰胺是实现氨代谢、降低血

氨水平的调节途径之一。 

GLS2 基因主要在肾和鳃中表达, 显著高于肝

(P<0.05), 随着碱度的升高而上调 , 随着时间的

推移先上升后下降, 从 12 h 开始表达显著提高

(P<0.05), 24 h 达到最高值。研究表明, GLS2 可将

谷氨酰胺分解产生 NH3, 再借助转运蛋白将其扩

散出体外[33]。GLS2 基因的表达上调也印证了肝

中利用 GS 合成谷氨酰胺的氨代谢途径。 

3.3  不同碳酸盐碱度胁迫对 CA、GS 酶活性变化

的影响 

在碱度胁迫下, 鳃 CA酶活性明显升高, 随着

时间先上升, 24 h 达到最高值, 之后缓慢恢复到

稳定水平; 在肝和肾中变化平缓。CA 主要催化可

逆反应 H++HCO3
– ⇌CO2+H2O[34–36], 由于碱性胁

迫下鱼体内 HCO3
–浓度升高, 在 CA作用下可将部

分 HCO3
–迅速转化为 CO2, 并从鳃中直接排出体

外, 防止体内 HCO3
–快速积累引起酸碱平衡失调。

梁从飞等[37]研究发现尼罗罗非鱼在 1.5 g/L、3 g/L

碱度胁迫下, CA 酶活性呈现先上升后下降的趋势, 

在 12~24 h 显著升高, 表明 CA 是参与尼罗罗非鱼
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碱环境适应过程的重要调节酶。 

碱度胁迫下, 肝中 GS 酶活水平随碱度提高

而显著升高(P<0.05); 随时间推移呈先上升后下

降的变化趋势, 在 24 h 达到最高值, 这与 GS 基因

的相对表达变化基本一致。GS 酶是参与氨同化过

程的关键酶, 在机体供能的情况下, GS 将 NH3 和

谷氨酸合成谷氨酰胺, 谷氨酰胺是中性无毒物质, 

可储存在体内参加某些代谢、酸碱平衡、免疫调

节等[38]; 同时, 谷氨酰胺容易透过细胞膜运输到

鳃、肾等排泄组织, 再经过其他代谢途径排泄氨, 

如在谷氨酰胺酶(GLS2)作用下分解产生氨, 通过

离子转运蛋白将氨排出体外。 

以上研究结果表明, 氨代谢是尼罗罗非鱼碱

环境适应中的重要调节途径之一。基于碱度胁迫

下血氨浓度、不同基因 mRNA、蛋白活性在不同

组织中的表达变化特征, 推测尼罗罗非鱼是通过

鳃、肝和肾等器官, 采用不同调节方式, 在鳃中借

助转运蛋白直接排出氨, 在肝中通过合成无毒代

谢产物或合成尿素等代谢途径, 从而有效降低血

氨含量。 
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Change in ammonia metabolism gene expression of Oreochromis 
niloticus under the stress of high carbonate alkalinity 

WU Junwei, ZHAO Jinliang, ZHAO Yan, LUO Mingkun, WANG Yan, ZHAO Yonghua 

Key Laboratory of Freshwater Fisheries Germplasm Resource, Ministry of Agriculture; Shanghai Ocean University, 
Shanghai 201306, China 

Abstract: We investigated the ammonia metabolism pathway of Oreochromis niloticu after acute carbonate alka-
linity gradient stresses, and studied several ammonia metabolism-related genes: glutamine synthetase (GS), car-
bonic anhydrase 5A(CA-5A), glutaminase 2(GLS2), carbamyl phosphate synthetase 1(CPS1) and ammonium 
transporter Rh type C-2 like (Rhcgl2); serum ammonia concentration; gene expression; and enzyme activity. The 
serum ammonia concentration increased as the carbonate alkalinity gradient rose, and showed a trend to increase 
and then decrease, with the greatest at 12 h. Ammonia metabolism-related genes in different tissues were up regu-
lated to various degrees after different alkalinity stresses. The expression change trends showed an increase and 

then a decrease over time; their expression increased significantly at 12-24 h, then recovered gradually to stable 

levels. Rhcgl2 was mainly expressed in the gill; CA-5A, GS and CPS1 were mainly expressed in the liver; and 
GLS2 was mainly expressed in the kidney and gill. Enzyme activity results showed that CA and GS activities in-
creased along with increased alkalinity, and that CA acted most significantly in the gill and GS in the liver. Over-
all, the results showed that carbonate alkalinity stress can result in the raising of serum ammonia concentrations, 
and that ammonia metabolism-related genes in the gill, liver and kidney played different roles in adjusting to am-
monia metabolism: excreting the ammonia directly in the gill, producing glutamine and urea in the liver, and de-
creasing the serum ammonia concentration. 

Key words: Oreochromis niloticus; carbonate alkalinity stress; serum ammonia concentration; ammonia metabo-
lism genes; enzyme activity 
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