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尼罗罗非鱼幼鱼对亚硝酸盐氮长期胁迫的生理功能响应 
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摘要: 为了解亚硝酸盐氮长期胁迫下尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)生理功能变化, 实验设置不同浓度亚硝酸

盐氮(空白对照、0.03 mmol/L、0.06 mmol/L、0.12 mmol/L、0.23 mmol/L), 研究亚硝酸盐氮 21 d 胁迫对尼罗罗非鱼

幼鱼血液和肝脏组织的生理生化、代谢功能和非特异性免疫的影响。结果表明, 随着亚硝酸盐氮的浓度的提高, 尼
罗罗非鱼幼鱼血液中白细胞数呈现略微上升的趋势, 而红细胞数和血红蛋白浓度均呈现显著下降的趋势(P<0.05); 
幼鱼血清中, 葡萄糖、谷丙转氨酶、谷草转氨酶和 K+随着亚硝酸盐氮的增加浓度显著提高(P<0.05), 与此同时甘油

三酯、总胆固醇、总蛋白、Na+和 Cl–浓度、超氧化物歧化酶、碱性磷酸酶、溶菌酶和免疫球蛋白浓度以及亚硝酸

盐氮浓度表现出负相关的下降趋势(P<0.05); 肝脏组织中非特异性免疫因子 HSP70、IL-1β、IL6 和 TNF-α 随着亚硝

酸盐氮的浓度增加表达量显著上升(P<0.05), 而 LYS 因子表达量则与之相反。研究表明, 0.06~0.23 mmol/L 亚硝酸

盐氮长期胁迫下可导致罗非鱼幼鱼血液生理、代谢和免疫产生功能障碍, 并影响肝组织的非特异性免疫基因表达。

本研究结果有助于进一步了解亚硝酸根离子在罗非鱼体内的毒性机制, 为建立罗非鱼养殖水质亚硝酸盐氮因子的

安全阈值提供参考。 
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罗非鱼具有生长快、食性杂、抗逆性强等优

点, 是联合国粮农组织推荐的养殖鱼类之一。目

前罗非鱼养殖已遍布 142 个国家和地区, 2017 年

全球罗非鱼养殖产量达 453 万 t[1]。中国罗非鱼养

殖经过 30 多年来的快速发展, 目前养殖年产量和

出口量均稳居世界第一, 带动不少养殖户脱贫、

致富。然而, 在中国罗非鱼养殖发展过程中, 养殖

业主常常忽视养殖管理和水质调控, 导致养殖残

饵和鱼类排泄物聚集, 引起水体亚硝酸盐等有毒

物质浓度升高, 引起罗非鱼的非正常死亡, 给产

业发展带来隐患[2]。在亚硝酸盐对鱼类毒理研究

方面, Das 等[3]研究发现养殖水体中亚硝酸盐能显

著破坏印度鲮(Cirrhinus mrigala)体内红细胞和白

细胞, 影响其正常代谢和非特异免疫; Jia 等[4]发

现高浓度亚硝酸盐胁迫会导致大菱鲆 (Scoph-
thalmus maximus)肝组织受到损伤, 体内血红蛋白

和 Na+浓度下降, 超氧化物歧化酶、过氧化氢酶等

抗氧化酶活性失常; 叶俊[5]研究发现养殖水体中

亚硝酸盐浓度的升高会对草鱼(Ctenopharyngodon 
idella)的非特异性免疫性能产生影响, 导致草鱼

抗病力的下降和对病原的易感性提高。因此, 了
解养殖水体中亚硝酸盐浓度变化对罗非健康状态

变化的影响, 特别是亚硝酸盐胁迫下罗非鱼的生

理响应和免疫水平的变化至关重要。Wang 等 [6]
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发现水体中高浓度的亚硝酸盐会导致尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)体内高铁血红蛋白浓度升

高, 造成罗非鱼输氧功能失常。然而, 这些研究主

要集中在 24~96 h 内的高浓度亚硝酸盐胁迫下的

鱼类的应激反应、组织受损程度及存活率等相关

领域, 而低浓度亚硝酸盐长期胁迫下罗非鱼的生

理功能、代谢和免疫学指标研究尚未讨论。鉴于此, 
本研究以尼罗罗非鱼幼鱼为对象, 通过设置不同

浓度亚硝酸盐氮胁迫处理, 研究亚硝酸盐氮胁迫

对尼罗罗非鱼幼鱼血液代谢和非特异免疫学等生

化指标的影响, 来探讨尼罗罗非鱼对亚硝酸盐胁

迫的生理响应, 为探讨罗非鱼健康养殖下水体亚

硝酸盐氮安全阈值的建立提供理论参考。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 
尼罗罗非鱼幼鱼取自中国水产科学研究院淡

水渔业研究中心罗非鱼遗传育种基地, 选择个体

健康、规格一致的尼罗罗非鱼幼鱼 150 尾, 初始

体重(25.0±0.5) g, 随机分为 5 个组, 每组 3 个平行, 
每个平行放养实验鱼 10 尾, 将幼鱼置于 100 L 的

循环水养殖桶中驯化 14 d, 期间投喂蛋白含量为

28%的颗粒饲料(百洋水产), 日投喂两次(8:00、
17:30), 以 30 min 内吃完为准, 多余饲料及时捞出。 
1.2  实验方法 

通过预实验获得尼罗罗非鱼幼鱼对亚硝酸盐

氮胁迫下 96 h 安全浓度为 0.23 mmol/L, 在 5 组养

殖罗非鱼水体中分别亚硝酸盐氮浓度分别设置为

0 mmol/L (空白对照)、0.03 mmol/L、0.06 mmol/L、

0.12 mmol/L、0.23 mmol/L, 亚硝酸盐氮质量浓度

通过 10 g/L NaNO2 溶液进行调节, 进行 21 d 的亚

硝酸盐胁迫实验, 实验期间关闭循环水泵和桶间

循环管道, 通过加热棒将水温维持在 27~28 ℃之

间, pH 维持在 7.6~7.8 之间, 溶解氧维持在 4~5 mg/L。
实验期间每日适量投喂饵料, 投饵后及时清除残

饵和粪便并置换养殖用水 1/5, 而后检测水体亚

硝酸盐氮浓度并及时调节至初始设置浓度。 
1.3  样品采集及处理 

养殖 21 d 后, 禁食 12 h, 每桶随机取 5 尾鱼, 
每组共 15 尾鱼, 将鱼迅速捞起并立即投入质量浓

度为 50 mg/L 的 MS-222 中进行麻醉, 每个实验样

本从尾静脉采血 0.5 mL, 将血液样本分成 2 份, 1
份置于抗凝管用于血细胞和血红蛋白含量测定; 1
份血液于 4 ℃条件下, 3500 r/min 离心 5 min 制备

血清, 用于血清电解质和生化指标测定。 
1.4  血液常规生化指标和免疫指数的测定 

白细胞(WBC)、红细胞(RBC)和血红蛋白含量

(HGB)等指数采用迈瑞 BC-5300VEt 全自动血细

胞分析仪进行测定, 试剂购自深圳迈瑞生物医疗

股份有限公司; 血清中钾(K+)、钠(Na+)、氯(Cl–)、
葡萄糖(Glu)、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、总

蛋白(TP)、谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST) 、
碱性磷酸酶(ALP)和超氧化物歧化酶(SOD)等指

标采用贝克曼 DXC-800 全自动生化分析仪进行

分析测定, 试剂购自 Roche 制药有限公司; 溶菌

酶(LYS)指数和免疫球蛋白(IgM)浓度采用 ELISA
试剂盒测定, ELISA 试剂购自南京建成生物工程

有限公司。 
1.5  肝脏免疫基因 mRNA 的表达分析 

养殖 21 d 后, 禁食 12 h, 每桶随机捞取幼鱼 3
尾, 每组共 9 尾, 将鱼迅速投入质量浓度为 50 mg/L
的 MS-222 中麻醉 , 解剖鱼体并采集肝脏组织

0.1~0.2 g, 采用 TRIzol 试剂(Invitrogen, 美国)提
取尼罗罗非鱼幼鱼肝脏组织总 RNA, 通过 1%的

琼脂糖凝胶电泳与紫外分光光度计 NanoDrop- 
Lite (Thermo Scientific, 美国)分别测定纯度和浓

度。取 1 μg RNA 使用 PrimeScriptTM 逆转录试剂

盒(TaKaRa)合成 cDNA, 保存于–20 ℃。以肌动蛋

白 β-actin 为参照基因 , 设计选取细胞白介素

IL-1β、IL-6, 肿瘤坏死因子 TNF-α、热休克蛋白

HSP70 和溶菌酶 LYS 基因作为肝脏免疫候选基因, 
使用生物软件 Primer Premier 5.0 软件设计特异性

引物, 引物序列信息见表 1, 将引物序列委托生

工生物有限公司(上海)进行合成。 
以罗非鱼肝脏组织 cDNA 为模板 , 在 ABI 

7900HT PCR 仪上进行荧光定量 PCR。反应体系

为 20 μL: SYBR®Green Realtime PCR Master Mix 
(Toyobo, 中国)10 μL, 目标基因上下游引物各 1.6 μL, 
cDNA 模板 1 μL, RNase free water 5.8 μL, 单样

品重复 3 次。反应程序为: 95 ℃预变性 10 min; 95 ℃
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变性 15 s, 59~61 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 30 s, 40 个

循环。实验结束后进行熔解曲线分析, 验证每个反

应的特异性。荧光定量 PCR 的相对表达数据分析

采用 2–ΔΔCt法(ΔΔCt=ΔCt 目的基因–ΔCt 参照基因)进行分析[4]。 
 

表 1  候选基因的引物序列及其退火温度 
Tab. 1  Primer sequences of candidate genes 

基因 gene 引物序列(5-3) sequences  退火温度/℃annealing temperature 产物大小/bp product length GenBank 号 GenBank ID

F: CAAGGATGACGACAAGCCAACC IL-1β 

R: AGCGGACAGACATGAGAGTGC 

59 149  XM_019365842 

F: TTGAAGACGGAAGTGTGGCA IL-6 

R: TGGTGCTCAAACGCTTTCTC 

60 136 XM_019350387 

F: GGAAGCAGCTCCACTCTGATGA TNF-α 

R: CACAGCGTGTCTCCTTCGTTCA 

61 129 NM_001279533 

F: CATCGCCTACGGTCTGGACAA HSP70 

R: TGCCGTCTTCAATGGTCAGGAT 

59 107 XM_003442456 

F: AAGGGAAGCAGCAGCAGTTGTG LYS 

R: CGTCCATGCCGTTAGCCTTGAG 

60 151 XM_019361339 

F: CCACACAGTGCCCATCTACGA β-actin 

R: CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA 

59 110 XM_003443127 

 

1.6  数据分析 
所有实验数据均用 SPSS 22.0 软件进行单因

子方差分析(one-way ANOVA), 多重比较用 LSD
进行差异显著性检验, 数据用平均值±标准差表

示, 使用 GraphPad Prism 7 绘图, P<0.05 代表差异

显著(不同字母表示)。  

2  结果与分析 

2.1  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼血液生化指

标和电解质的影响 
从图 1 可见, 亚硝酸盐氮胁迫 21 d 后, 各实

验组尼罗罗非鱼幼鱼血液 WBC 数量水平随着亚

硝酸盐氮的浓度提高呈现略微上升的趋势, 但各

处理组与对照组之间无显著性差异(P>0.05); 亚
硝酸盐氮胁迫处理对罗非鱼的血液 RBC 和 HGB
浓度有显著影响, 其中 0.03~0.23 mmol/L 处理组

的 RBC 数量和 HGB 浓度显著低于对照组(P< 
0.05), 各处理组间 RBC 和 HGB 浓度随着亚硝酸

盐氮浓度的增加总体呈现下降趋势, 0.23 mmol/L
处理组下两项指标显著低于 0~0.06 mmol/L 处理

组(P<0.05), 显示亚硝酸盐氮胁迫可导致罗非鱼

血液中的 RBC 和 HGB 浓度降低。 
 

 
 

图 1  亚硝酸盐氮胁迫对尼罗罗非鱼幼鱼血液常规指数的影响 
a: 白细胞(WBC)浓度; b: 红细胞(RBC)浓度; c: 血红蛋白含量(HGB)浓度. 

不同处理中不同字母表明差异显著(P<0.05). 
Fig. 1  Effect of nitrite nitrogen stress on plasma indices of juvenile Oreochromis niloticus 

a: white blood cell (WBC) concentration; b: red blood cell (RBC) concentration; c: hemoglobin (HGB) concentration. 
The treatments with different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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在亚硝酸盐氮胁迫 21 d 后, 各实验组幼鱼血

清中 Glu 浓度与亚硝酸盐氮浓度呈现正相关(图 2), 
随着亚硝酸盐氮的提高血清中葡萄糖(Glu)浓度

逐渐增加, 且 0.23 mmol/L 处理组罗非鱼血清 Glu
浓度显著高于 0~0.12 mmol/L 处理组(P<0.05), 比
对照组高 32.1%; 与此同时, TC、TG 和 TP 三者

浓度与亚硝酸盐氮处理浓度表现出负相关, 随着

亚硝酸盐氮的处理浓度增加而总体呈现下降趋势, 
且 0.12 mmol/L、0.23 mmol/L 处理组罗非鱼血清

TC 浓度显著低于对照组(P<0.05), 0.23 mmol/L 处

理组 TP 浓度显著低于对照组(P<0.05)。 
由图 2 可见, 幼鱼血清中 ALT 和 AST 随着亚硝

酸盐氮浓度的增加发生显著变化, 0.06~0.23 mmol/L
处理组血清 ALT 活性显著高于对照组(P<0.05), 
其中 0.23 mmol/L 处理组血清 ALT 指数比对照组

高 46.0%; 0.03~0.23 mmol/L 处理组血清 AST 活性

显著高于对照组(P<0.05), 其中 0.23 mmol/L 处理

组血清 AST 指数比对照组高 51.8%。 

 

 
 

图 2  亚硝酸盐氮胁迫对尼罗罗非鱼幼鱼血清代谢指数的影响 
a: 葡萄糖(Glu)浓度; b: 总胆固醇(TC)浓度; c: 甘油三酯(TG)浓度; d: 总蛋白(TP)浓度; e: 谷丙转氨酶(ALT)活性;  

f: 谷草转氨酶(AST)活性. 不同处理中不同字母表明差异显著(P<0.05). 
Fig. 2  Effect of nitrite nitrogen stress on serum metabolic indices of juvenile Oreochromis niloticus 

a: glucose (Glu) concentration; b: total cholesterol (TC) concentration; c: triglyceride (TG) concentration; 
d: total protein (TP) concentration; e: alanine aminotransferase (ALT) activity; f: aspartate aminotransferase  

(AST) activity. The treatments with different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 
亚硝酸盐氮胁迫 21 d 后, 各处理组间罗非鱼

幼鱼血清中 Na+、K+和 Cl–浓度均发生显著变化(图 3), 
其中 K+浓度与亚硝酸盐氮浓度呈现正相关, K+浓

度随着处理浓度的增加而显著提高 , 且 0.06~  
0.23 mmol/L 处理组的罗非鱼血清 K+浓度显著高

于对照组(P<0.05), 0.23 mmol/L 处理组比对照组

高 76.0%; 与 K+浓度变化相反, Na+和 Cl–浓度均随

着亚硝酸盐氮处理浓度的增加而下降, 且 0.23 mmol/L
处理组罗非鱼血清 Na+浓度显著低于对照组(P<0.05), 
比对照组显著下降 5.0%, 0.06~0.23 mmol/L 处理

组的血清的 Cl–浓度显著低于对照组(P<0.05), 且
0.23 mmol/L 处理组 Cl–浓度比对照组低 7.1%。 
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图 3  亚硝酸盐氮胁迫对尼罗罗非鱼幼鱼血清电解质(Na+、K+、Cl–)浓度的影响 
a: 钾离子(K+)浓度; b: 钠离子(Na+)浓度; c: 氯离子(Cl–)浓度. 

不同处理中不同字母表明差异显著(P<0.05). 
Fig. 3  Effect of nitrite nitrogen stress on serum electrolyte (Na+, K+, Cl–) concentrations of juvenile Oreochromis niloticus 

a: potassium (K+) concentration; b: sodium (Na+) concentration; c: chlorine (Cl–) concentration. 
The treatments with different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 

2.2  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼血清代谢和

免疫指标的影响 
在非特异性免疫反应方面, 血清 ALP、SOD、

LYS 指数和 IgM 浓度均随着亚硝酸盐氮胁迫浓度

的增加呈现逐步下降的趋势(图 4), 其中 0.23 mmol/L
处理组血清 ALP 和 LYS 指数显著低于对照组(P< 
0.05), 分别比对照组低 13.4%和 30.4%; 在 SOD
指数和 IgM浓度方面, 0.06~0.23 mmol/L处理组两 

 

 
 

图 4  亚硝酸盐氮胁迫对尼罗罗非鱼幼鱼血清非特异性免疫的影响 
a: 碱性磷酸酶(ALP)活性; b: 超氧化物歧化酶(SOD)活性; c: 溶菌酶(LYS)活性; d: 免疫球蛋白(IgM)浓度. 

不同处理中不同字母表明差异显著(P<0.05). 
Fig. 4  Effect of nitrite nitrogen stress on serum non-specific immune response of juvenile Oreochromis niloticus  

a: alkaline phosphatase (ALP) activity; b: superoxide dismutase (SOD) activity;  
c: lysozyme (LYS) activity; d: immunoglobulin M (IgM) concentration. 

The treatments with different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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者指标显著低于对照组(P<0.05), 其中 0.23 mmol/L
处理组分别比对照组低 20.7%和 43.2%, 结果显

示以上非特异性免疫酶指数和免疫球蛋白浓度在

长期的亚硝酸盐氮胁迫下受到显著的抑制。 
2.3  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼肝脏组织免

疫和应激相关基因的表达的影响 
由图 5 可见, 亚硝酸盐氮胁迫 21 d 后, 不同

亚硝酸盐氮浓度的处理组间尼罗罗非鱼幼鱼肝脏

组织的免疫应激和细胞因子相关基因发生显著变

化。随着亚硝酸盐氮浓度的增加, 尼罗罗非鱼肝

脏组织中 HSP70、IL-1β、IL-6 和 TNF-α均随之逐

步上升, 其中 0.03~0.23 mmol/L 处理组的 HSP70
相对表达量显著高于对照组(P<0.05), 且 0.23 mmol/L
处理组 HSP70 相对表达量比对照组高 805%; 在

IL-1β、IL-6 方面, 0.06~0.23 mmol/L 处理组的相对

表达量显著高于对照组(P<0.05), 其中 0.12 mmol/L
处理组两者的表达水平略微高于 0.23 mmol/L 处

理组, 但无显著差异(P>0.05), 0.12 mmol/L 处理

组肝脏组织 IL-1β、IL-6 表达水平分别比对照组高

365%和 144%; 在 TNF-α方面, 0.03~0.12 mmol/L
处理组的表达水平与对照组无显著差异(P>0.05), 
但 0.23 mmol/L 处理组显著高于 0~0.12 mmol/L 处

理组(P<0.05), 比对照组高 103%。 
此外, LYS 表达方面与亚硝酸盐氮胁迫浓度

呈负相关, 随着亚硝酸盐氮浓度的增加, LYS 相对

表达量显著下降, 0.12~0.23 mmol/L 处理组的表

达水平显著低于对照组(P<0.05), 且 0.23 mmol/L
处理组 LYS 表达相比对照组下降 41.3%。 

 

 
 

图 5  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼肝脏组织的 HSP70、IL-1β、IL-6、TNF-α 和 LYS 基因表达水平 
a: 热休克蛋白 HSP70 基因表达量; b: 细胞白介素 IL-1β 基因表达量; c: 细胞白介素 IL-6 基因表达量; d: 肿瘤坏死 

因子 TNF-α 基因表达量; e: 溶菌酶 LYS 基因表达量. 不同处理中不同字母表明差异显著(P<0.05). 
Fig. 5  Effect of nitrite nitrogen stress on HSP70, IL-1β, IL-6, TNF-α and LYS gene expression levels in gill of juvenile Oreochromis niloticus 

a: heat shock protein 70 (HSP70) gene expression; b: cytokines IL-1β gene expression; c: cytokines IL-6 gene expression;  
d: tumor necrosis factor α (TNF-α) gene expression; e: lysozyme (LYS) gene expression.  

The treatments with different letters indicate significant difference (P<0.05). 
 

3  讨论 

3.1  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼血液生化代

谢指标的影响 
WBC 能参与机体的非特异性免疫, 通过将病

菌包围﹑吞噬的方式抵抗病毒入侵, 其数量能够

反映生物体的生理和病理状态[7]。研究发现, 鱼类

的应激[8]、运动[9]、非特异性免疫[10]均会引起 WBC
数量的变化。此外, Almeida 等[11]发现 Glu 的浓度

变化与机体的应激显著相关, 机体为对应激做出
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适应而增加了肝糖原的分解从而提高了 Glu 的浓

度。在本研究中, WBC 数量和 Glu 浓度随亚硝酸

盐氮胁迫浓度的增加而出现轻度上调 , 推测

WBC和Glu浓度上升主要与罗非鱼受硝酸盐氮胁

迫产生的轻度应激有关, 且应激水平与胁迫浓度

成正相关。研究发现, 硝酸盐氮胁迫下, RBC 会出

现收缩现象[12], 且会诱导血红蛋白分子辅基血红

素中的亚铁被氧化成三价铁, 将血红蛋白转变为

高铁血红蛋白[13], 导致生物体的缺氧。这与本研

究中 RBC 和 HGB 随亚硝酸盐氮胁迫浓度上升而

显著下调的结果相一致 , 由此研究结果可推测 , 
亚硝酸盐氮胁迫的浓度与红细胞溶解速度和血红

蛋白分子亚铁氧化速度成正相关, 相关推测有待

进一步深入研究。 
在本研究中, 随着亚硝酸盐氮胁迫浓度的上

升, 罗非鱼幼鱼血清内 TC、TG 和 TP 的含量逐渐

降低, 这与草鱼[5]、印度鲮[3]、印度鲤(Catla catla)[14]

和鳙(Aristichthys nobilis)[15]的研究结果类似。作

为血脂的主要组成成分, TC 和 TG 的降低表明亚

硝酸盐氮胁迫对罗非鱼的脂质代谢产生影响。在

亚硝酸盐氮胁迫下, 研究发现草鱼血清 TC 和 TG
含量显著下降, 胁迫浓度越大, 下降程度越显著[5], 
但本研究中, TG 的浓度虽有下降, 但各实验组(0.03~ 
0.23 mmol/L)与对照组间均无显著差异, 表明低

浓度亚硝酸盐氮胁迫对脂质代谢的影响程度较低, 
说明脂类代谢受亚硝酸盐氮胁迫影响的程度与其

的浓度成正相关。TP 数量与机体的代谢和免疫相

关, Jha 等[16]发现 TP 数量的上升会提高机体的先

天免疫能力。在本研究中, 0.23 mmol/L 的亚硝酸

盐氮胁迫会导致 TP 数量显著下降, 0.23 mmol/L
以下浓度虽会引起 TP 数量下降, 但并不显著。因

此可推测在 0.23 mmol/L 及以上浓度的亚硝酸

盐氮胁迫即会对罗非鱼幼鱼的免疫能力造成负面

影响。 
ALT和AST通常作为鱼类肝损伤的评价指标[17]。

研究发现亚硝酸盐胁迫会对鱼类肝脏造成损伤 , 
在不同亚硝酸盐浓度(1 mg/L、2 mg/L、4 mg/L、   
8 mg/L 和 10.4 mg/L)的长期胁迫下, 印度鲮[3]、印

度鲤[14]和南亚野鲮[18]血清 ALT 和 AST 指数均出

现上调, 且胁迫浓度越高, 上调程度越显著, 肝

损伤程度越高。在本研究中, 引起 ALT 和 AST 指

数出现显著上调的亚硝酸盐氮胁迫的浓度起点分

别为 0.06 mmol/L 和 0.03 mmol/L, 表明 0.06 
mmol/L 以上处理组会对鱼类肝脏组织造成损伤, 
造成转氨酶活性的非正常上升。  
3.2  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼血液免疫指

标及电解质的影响 
水生生物有多个重要的防御分子, 如 ALP、

LYS、补体和 IgM 等, 它们广泛地参与到机体的

代谢和免疫过程[19], 其中 ALP 和 LYS 作为机体免疫

标志酶, 均能反映出机体的免疫力和对不良环境的抵

抗力[20-21]。本研究发现, 随着亚硝酸盐氮胁迫浓度

的上升, ALP 和 LYS 活性逐渐下降, 研究结果与

陈家长等 [22]关于亚硝酸盐氮急性胁迫对吉富罗

非鱼幼鱼(120 g)血液 ALP和 LYS指数影响的结果

一致。此外, 本研究发现, 随着亚硝酸盐氮胁迫浓

度的上升, ALP 和 LYS 活性下降趋势较为缓慢, 
当胁迫浓度提升至 0.23 mmol/L 时 ALP 和 LYS 才

出现显著降低, 表明 0.12~0.23 mmol/L 亚硝酸盐

氮胁迫浓度之间可能存在引起 ALP 和 LYS 活性

显著性变化的阈值。IgM 是鱼类中的主要免疫球

蛋白[23], 研究发现多种环境污染物, 如五氯酚、

重金属、氨等均可以抑制 IgM 及其 mRNA 的表达, 
从而对硬骨鱼的免疫系统造成破坏[24-25]。在本研

究中, 浓度为 0.03 mmol/L 的亚硝酸盐氮胁迫并

未对罗非鱼幼鱼 IgM 浓度产生影响; 但当胁迫浓

度提升至 0.06 mmol/L 时, IgM 浓度显著降低, 且
随胁迫浓度的提升, 0.06~0.23 mmol/L 处理间并

无显著差异, 由此推测, 0.06 mmol/L 亚硝酸盐氮

胁迫会显著影响尼罗罗非鱼幼鱼 IgM 的合成, 但
超过这一胁迫浓度后 IgM 的合成情况并不会随胁

迫浓度的上升而显著下降, 类似结果也出现在大

菱鲆幼鱼对亚硝酸盐胁迫的应激反应中[26], 具体

生理机制有待进一步研究。 
SOD 是机体中重要的抗氧化酶, 可对机体氧

自由基进行防护性清除, 一定程度上可作为生物

体的免疫指标[27]。研究发现, 在 12 h 的短期胁迫

下, 随着亚硝酸盐氮胁迫浓度的提高, 鲤的 SOD
活性呈现先增大后降低的趋势[28]。短期高浓度胁

迫会造成 SOD 的合成瞬间受到抑制[5]。本研究结
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果表明, 亚硝酸盐氮长期胁迫下罗非鱼血清 SOD
的活性随胁迫浓度的上升逐渐下调, 结合已有的

研究成果, 推测 SOD 仅在短期低浓度胁迫下会提

高机体对应激的抵抗能力, 长期胁迫下, 不论胁

迫浓度的高低, 均会使 SOD 的活性受到抑制。从

结果发现, 0.06 mmol/L 的亚硝酸盐氮长期胁迫对

SOD 的活性造成显著影响, 但随胁迫浓度增加, 
SOD 活性并无显著变化 , 在浓度为 0.06~0.23 
mmol/L 的亚硝酸盐氮长期胁迫下, 罗非鱼幼鱼

SOD 活性较为稳定 , 由此推测 , 低浓度（0.06~ 
0.23 mmol/L）亚硝酸盐氮长期胁迫对罗非鱼幼鱼

SOD活性的影响程度有限, 不会使 SOD活性持续

降低。 
多项研究表明, 亚硝酸盐氮胁迫会影响鱼类

的离子调控[29-30]。NO2
–会影响渗透平衡, 其与 Cl–

存在吸收路径的竞争并引起 Cl–向低渗透环境流

出[31], K+的渗透方向也会受到干扰, 并从红细胞

和骨骼肌中流出[32], 与 Na+形成渗透压竞争从而

引起 Na+的降低。此外, Jensen 等[30]认为 K+和 Na+

的浓度变化与 Na+/K+-ATPase 酶有关, 亚硝酸盐

氮胁迫会导致 Na+/K+-ATPase 酶的活力受抑制, 
降低了机体对 K+和 Na+的渗透调控能力, 并导致

了 K+和 Na+的浓度出现显著改变。本实验中, 亚
硝酸盐氮胁迫引起了K+的显著上调和 Na+、Cl–的

显著下调, 与以上结果相一致, 由此推测, 亚硝

酸盐氮的长期胁迫对鱼类离子调控的影响与短期

胁迫相似, 此外, 罗非鱼在 0.06 mmol/L 亚硝酸盐

氮长期胁迫下, 血清 K+和 Cl–浓度出现显著降低, 
但随着胁迫浓度的上升, 血清 K+和 Cl–浓度均保

持稳定, 表明低浓度（0.06~0.23 mmol/L）亚硝酸

盐氮长期胁迫对罗非鱼幼鱼 K+和 Cl–浓度影响程

度有限; 而血清 Na+浓度在 0.23 mmol/L 亚硝酸盐

氮长期胁迫下出现显著降低, 结合上述离子渗透

平衡机制, 推测 0.23 mmol/L 亚硝酸盐氮长期胁

迫下罗非鱼幼鱼 K+与 Na+的渗透压竞争达到较大

水平, 促使 Na+的显著降低。 
3.3  亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼幼鱼肝组织免疫

和应激相关基因 mRNA 表达的影响 
基因表达的分析将有助于从分子水平上理解

机体对各种环境应激的反应及调节模式[33-34], 并

提供了一个可靠的分子生物标志物来评估生物体

的应激或免疫状态[35]。本研究中, LYS 表达水平随

亚硝酸盐氮胁迫浓度的提高呈现缓慢下调, 这一

趋势与 LYS 因子活性变化相一致。但与对照组相

比, 在 0.12 mmol/L亚硝酸盐氮胁迫下 LYS表达水

平出现了显著下调, 而 LYS 酶活出现显著下调的

亚硝酸盐氮长期胁迫浓度为 0.23 mmol/L, 推测这

方面的差异一方面可能是因为肝组织和血液两者

之间溶菌酶表达有所差异; 另一方面可能是因为

溶菌酶是一个大类, 包括 g、c 和 i 型等[36], 而本

研究主要是研究肝组织 c 型溶菌酶单个基因的表

达水平变化, 故存在一定的差异。 
热休克蛋白 (HSP)是一种侣伴蛋白 , 在新蛋

白质折叠和变性蛋白重折叠方面起到重要作用 , 
其家族成员 HSP70 已被广泛用于评估各种胁迫对

鱼类的影响, HSP70 表达水平的升高可能反映了

蛋白质损伤或对环境压力的耐受力的增加[37-38]。

研究发现 , 随着亚硝酸盐氮胁迫浓度的提升 , 
HSP70 在肝组织中的表达水平显著提高, 这一结

果与黄锡鲷 (Sparus sarba)[39] 和团头鲂 (Mega-
lobrama amblycephala)[40]的研究结果类似。此外, 
0.03 mmol/L 的亚硝酸盐氮浓度胁迫下即可使罗

非鱼 HSP70 表达水平显著提高, 表明 HSP70 对亚

硝酸盐氮长期胁迫具有灵敏的指示作用, 极大地

提高了罗非鱼幼鱼对应激环境的耐受力。 
作为重要的免疫反应成分, 炎症在清除受损

组织、促进修复过程和保护宿主免受微生物入侵

方面发挥着关键作用[41], IL-1β、IL-6 和 TNF-α 是

3 种重要的促炎性细胞因子, 能够诱导抗体产生, 
诱导 T 细胞增殖和分化, 并调节其他细胞因子的

表达[34,42], 促炎性细胞因子基因的表达水平可被

环境毒素、细菌或病毒所诱导或抑制[43]。本研究中, 
IL-1β 和 IL-6 的表达水平随亚硝酸盐氮胁迫浓度的

上升而逐渐上调, 且均在胁迫浓度为 0.06 mmol/L
时出现显著上升, 表明 0.06 mmol/L 浓度处理已

超出罗非鱼幼鱼肝组织 IL-1β 和 IL-6 发生显著变

化的安全阈值。此外, 随亚硝酸盐氮胁迫浓度的

上升, TNF-α表达水平虽在整体上与 IL-1β和 IL-6
存在相似趋势, 但在胁迫浓度低于 0.23 mmol/L
的各组间(0~0.12 mmol/L)TNF-α 表达水平并无显
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著差异, 幼鱼肝组织 TNF-α 发生显著变化的安全

阈值要高于 IL-1β 和 IL-6 因子, 由此推测这可能

是因为该基因对硝酸盐氮胁迫的敏感度要低于两者。 

4  小结 

本研究探究了亚硝酸盐氮长期胁迫对罗非鱼

幼鱼血液常规指数、代谢和免疫生化指标、肝脏

非特异性免疫基因表达的影响。结果表明, 胁迫

21d 后, 罗非鱼血液中 Glu、ALT、AST 和 K+浓度

等指标随着亚硝酸盐氮胁迫水平的增加而出现显

著上调, 而 TG、TC、TP、SOD、ALP、LYS、 IgM、

Na+和 Cl–浓度与亚硝酸盐氮浓度呈负相关。肝脏

组织中 HSP70、IL-1β、IL6 和 TNF-α表达水平随着

亚硝酸盐氮的浓度增加呈现显著上调趋势, 而 LYS
则与之相反。综合分析认为, 0.06~0.23 mmol/L 的亚

硝酸盐长期胁迫下可导致罗非鱼幼鱼血液生理、

代谢和免疫产生功能障碍, 并影响肝组织的非特

异性免疫基因表达, 结果有助于进一步了解亚硝

酸盐氮在罗非鱼体内的毒性机制, 为罗非鱼的养

殖水质因子调控提供参考。 
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Physiological performance of juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 
exposure to long term of nitrite nitrogen stress 

XIAO Wei1, CHEN Binglin1, 2, ZHU Jinglin1, LI Dayu1, ZOU Zhiyin1, YU Jie1, YANG Hong1, 2 
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Affairs; Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China;  

2. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China 

Abstract: To study the physiological performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) under long term nitrite 
exposure stress, five different treatments of nitrite concentration groups (control, 0.03, 0.06, 0.12, and 0.23 mmol/L) 
were set to assess the effects of the physiological, biochemical, metabolic function, and non-specific immune re-
sponse in blood and liver tissue of juvenile tilapia under 21 days of nitrite exposure treatments. The results showed 
that the white blood cell count in the blood increased slightly with the increasing nitrite nitrogen concentrations, 
whereas the red blood cell count and hemoglobin concentration decreased significantly (P<0.05). Serum glucose 
concentration, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase activities, and K+ concentration in juvenile 
tilapia increased significantly with increasing nitrite nitrogen concentrations (P<0.05), whereas triglycerides, total 
cholesterol, total protein, Na+, and Cl– concentration, and superoxide dismutase, alkaline phosphatase, and ly-
sozyme activities, and immunoglobulin concentrations showed an inverse trend with increased nitrite nitrogen 
(P<0.05). The hepatic expression of non-specific immune factors HSP70, Il-1β, IL6, and TNFα mRNA levels was 
significantly improved by increased nitrite nitrogen concentrations (P<0.05), whereas LYS mRNA expression de-
creased. The results suggested that long-term exposure of low nitrite nitrogen concentrations (0.06–0.23 mmol/L) 
could lead to dysfunction of blood physiology, metabolism, and immune response in tilapia, and furthermore the 
hepatic non-specific immune gene expression could be affected. Data from this study will be useful to further un-
derstand nitrite ion toxicity mechanisms in the tilapia, and thereby help to establish a safe range of nitrite nitrogen 
in tilapia aquaculture. 
Key words: Oreochromis niloticus; nitrite nitrogen; physiological performance; metabolism; non-specific immune 
response 
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