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摘要: 为探究在水中添加柠檬酸(citric acid, CA)对处于急性低氧胁迫下的大口黑鲈(Micropterus salmoides)耐低氧

能力的影响, 以平均体重(18.53±0.43) g 的大口黑鲈幼鱼为研究对象, 向养殖水体中添加柠檬酸至终浓度分别为

0 (T0)、0.01‰ (T1)、0.05‰ (T2)和 0.10‰ (T3), 在初始溶解氧浓度(DO)为 7.5 mg/L 的水体中停止充氧, 进行 2.5 h

的急性低氧胁迫, 每 0.5 h 测定水中 DO, 对照组 DO 为(7.5±0.2) mg/L。胁迫结束后测定抗应激能力、机体损伤与

死亡率。结果显示, 与对照组相比, T0 组大口黑鲈血浆中应激相关指标皮质醇(COR)与乳酸(LD)含量显著升高

(P<0.05), 表征机体氧化损伤的丙二醛(MDA)含量显著升高, 肝脏凋亡相关基因半胱氨酸蛋白水解酶 3 (caspase-3)

基因转录水平显著升高(P<0.05); 与 T0 组相比, T3 组死亡率显著降低, 血浆中 COR、LD 与 H2O2 含量显著降低

(P<0.05), 肝脏中 caspase-3 基因转录水平显著降低(P<0.05)。综上所述, 急性低氧胁迫导致大口黑鲈产生氧化应激

与机体损伤, 甚至大量死亡; 0.1‰ CA 可提高大口黑鲈抗急性低氧胁迫能力, 缓解急性低氧胁迫对机体的损伤并降

低死亡率。 
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鱼类养殖、捕捞和运输过程中常遇急性低氧

胁迫的情况, 会导致鱼类因缺氧而大面积死亡。

因此, 如何缓解急性低氧胁迫对养殖鱼类的危害

并降低死亡率, 提高水产养殖的经济效益是当前

研究的热点。目前, 抗应激研究多集中在饲料添

加剂上, 而以水体添加制剂缓解鱼类应激反应的

研究较少。研究表明, 在运输过程中, 向水中添加

1%氯化钠(NaCl)可提高条纹鲈(Morone saxatilis)

的存活率, 抑制其血浆中皮质醇和葡萄糖浓度的

升高, 并降低其渗透调节功能障碍[1]。在水中添加

维生素 C (vitamin C, Vc)可以缓解鲤(Cyprinus 

carpio)氨氮急性毒性和运输应激反应, 缓解因氨

氮胁迫和运输应为激引起的氧化应激反应, 降低

其死亡率[2]。在水中添加 0.9‰的 Vc 可显著延缓

麦穗鱼(Pseudorasbora parva)在缺氧环境下的死

亡时间[3]。在水中添加 0.5%或 1%的牛磺酸, 可以

显著提高麦穗鱼应对急性低氧胁迫的能力, 延缓

其在缺氧环境下的死亡时间[4]。 

有研究表明 , 配合饲料中加入柠檬酸 (citric 

acid, CA)不仅可以提高养殖鱼类的食欲, 提高养殖

鱼类对配合饲料的采食量, 促进养殖鱼类机体对

配合饲料中营养物质的消化吸收和利用率, 促进

肠道菌群的健康发展, 而且可以增强机体的抗应

激能力和免疫能力[5-9]。柠檬酸广泛地分布在自然

界中。工业生产柠檬酸的技术也非常成熟, 因此

用柠檬酸作抗应激剂具有成本低廉且容易获得的
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优势。本研究以大口黑鲈(Micropterus salmoides)

为实验对象, 将柠檬酸添加入水中作为抗应激剂, 

研究在水中添加柠檬酸对处于急性低氧胁迫下的

大口黑鲈抗应激能力与机体损伤的影响, 探究水

在中添加柠檬酸提升大口黑鲈耐低氧能力的作用

机制, 以期为柠檬酸抗应激剂应用于水产养殖提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

本研究所使用的大口黑鲈均来自中国水产科

学研究院长江水产研究所梁子湖试验场。在试验

开始前, 所有大口黑鲈在养殖系统中暂养 3 周以

适应养殖环境。在此期间, 水温为(20.0±0.5) ℃, 

pH 为 6.7~7.5, DO 浓度高于 87% DO 饱和度, 总

氨氮为 0.005~0.009 mg/L, 光周期为 12 L∶12 D。

每天 2 次饱食投喂(10:00 和 17:00)。 

1.2  实验设计 

挑选 375 条体型均匀、平均体重为(18.53± 

0.43) g 的健康大口黑鲈幼鱼。将其平均放养在 15

个圆形水箱(200 L)中, 每个水箱 25 条, 控制总重

量一致, 暂养 7 d。暂养期间控制每缸摄食饲料重

量一致。将暂养 7 d 的大口黑鲈停食 24 h 后, 分

别转移至初始 DO 为 7.5 mg/L, 柠檬酸浓度(质量

分数)分别为 0、0.01‰、0.05‰、0.10‰的 30 L

白色长方体水箱中(分别命名为 T0、T1、T2、T3

组), 每组 3 缸, 一共 15 缸。停止充氧(模拟池塘

捕捞与高密度运输时的急性低氧胁迫), 进行急性

低氧胁迫实验。在此期间每 0.5 h 测定 1 次水体

DO 浓度并记录死亡条数。 

根据上述实验结果确定急性低氧胁迫取样时

间为 2.5 h (此时 T0 组水体溶氧量为 1.5 mg/L, 达到

窒息点与死亡点)。挑选 375 条平均体重为(18.53± 

0.43) g、体型均匀的健康大口黑鲈幼鱼, 将其平均

放养在 15 个圆形水箱中, 每个水箱 25 条, 控制总

重量一致, 暂养 7 d, 暂养期间控制每缸摄食饲料

重量一致。将暂养 7 d 的大口黑鲈停食 24 h 后, 分

别转移至初始 DO 为 7.5 mg/L, 柠檬酸浓度(质量

分数)分别为 0、0.01‰、0.05‰和 0.10‰的 30 L

白色长方形水箱中, 每组 3 缸, 一共 12 缸, 并立

即停止充氧, 进行 2.5 h 的急性低氧胁迫后取样。

对照组 DO (7.5±0.2) mg/L, 3 缸直接取样。 

1.3  样品采集 

在暂养 7 d 后, 取样前大口黑鲈停食 24 h。每

个缸随机取 6 尾, 即每个处理组取 18 尾。取经过

MS-222 麻醉后的大口黑鲈, 血液使用预先用肝

素钠润洗过的无菌注射器自尾静脉抽取 1 mL 血

液。将血液注射入装有微量肝素钠的离心管中 , 

血液样品的其中一半立即用于测定血液常规指标; 

另一半 4 ℃静置 0.5 h, 3500 g 离心 15 min 后取上

层血浆保存于−80 ℃超低温冰箱, 用于后续氧化

状态及抗氧化机能分析等。抽血后将鱼置于冰上

迅速解剖取其内脏, 先在预冷的生理盐水中洗净

血液, 并用滤纸吸干水分。取肝脏组织放入离心

管中, 迅速置于液氮中速冻, 用于后续抗氧化酶

活性、免疫酶活性和基因转录水平测定。取样完

成后, 将肝脏保存于−80 ℃超低温冰箱。 

1.4  指标测定 

1.4.1  溶氧量测定  水体中 DO 浓度与 pH 用便

携式水质检测仪(EW-PC19-IV)测定:  

死亡率=死亡条数/总条数×100%; 总耗氧量=

水体初始含氧量–测定含氧量。 

1.4.2  血液指标测定  红细胞(RBC)计数使用经

过逐级稀释的 200 倍稀释血液, 用 Neubauer 血细

胞计数器在显微镜下计数。血红蛋白(Hb)测定使

用血红蛋白测试盒(南京建成生物工程研究所, 中

国), 测定方法按照说明书进行。 

1.4.3  血浆和肝脏生化指标测定  血浆经逐级解

冻后直接用于后续测定。肝脏样品以 10 倍体积

(W/V)生理盐水匀浆 3 min, 随后以 4000 g (4 ℃)

离心 15 min 后取上清进行后续测定。使用商业试

剂盒检测天门冬氨酸氨基转移酶(GOT)、丙氨酸

氨基转移酶 (GPT)、过氧化氢 (H2O2)、丙二醛

(MDA)、总蛋白(TP)、皮质醇(COR)、乳酸(LD)

和葡萄糖(GLU)的含量(南京建成生物工程研究所, 

中国)。 

1.4.4  实时荧光定量PCR  使用 TRIzol® Reagent

试剂(Aidlab, 中国)提取总 RNA。RNA 提取方法

参考本实验室的方法[10]。相关基因的转录水平由
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实时荧光定量 PCR (qPCR)检测, 使用的试剂盒为 

Hieff®qPCR® SYBR Green Master Mix (上海翊圣

生物科技股份有限公司)。所有基因的引物均根

据 NCBI 网站上已公布的大口黑鲈相关基因全序

列, 利用 NCBI 网站和 Primer 6.0 设计(表 1)。以

β-actin 为内参基因, 检测大口黑鲈肝脏和肠道基

因的表达。按照 Livak 等[11]的方法分析靶基因的

相对定量。 

 
表 1  本研究所用 qPCR 引物 

Tab. 1  Oligonucleotide primers for qPCR assays in this study 

基因 gene 引物序列(5ʹ–3ʹ) primer sequence (5ʹ−3ʹ) 长度/bp size 来源 source 

F: CATGCCATCCTGCGTCTTGA β-actin 

R: ATGTCACGCACGATTTCCCT 

119 XM_038695351.1 

F: AGGAAGCCGACAAACCTCAG hif-1α 

R: TCCTCGTCCGGGTTATGAGT 

97 XM_038693142.1 

F: AATCGCTTTGGAAGGAGGA glut-1 

R: CACCCACATACATTGGCACA 

175 KY_952765 

F: GCTTCATTCGTCTGTGTTC caspase-3 

R: CGAAAAAGTGATGTGAGGTA 

98 XM_038713063.1 

F: TGTTCACCCACCTTGGCTTT caspase-8 

R: CCCTTCCGCTGAGGTCTTTT 

90 XM_038718636.1 

注: F 表示正向引物; R 表示反向引物. 

Note: F indicates forward primer; R indicates reverse primer. 

 
1.5  数据处理 

所有数据采用 SPSS 26.0 统计软件处理(IBM, 

USA)。在进行统计分析前, 采用 Shapiro-Wilk 检

验数据的正态性, 采用 Levene 检验方差的齐性。

对服从正态分布且方差齐性的数据进行单因素方

差分析(one-way analysis of variance, ANOVA)并

以 Duncan's test 进行多重比较。对不服从正态分

布的数据或方差不齐的数据进行 Kruskal-Wallis

非参数检验并以 Dunn-Bonferroni post-hoc test 进

行多重比较。本研究中所有数据均表示为均值±

标准误( ±SE), 所有结果统计分析均以 P<0.05 为

显著性水平。 

2  结果与分析 

2.1  血液氧运输能力相关指标 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下血液中红细胞数量和血红蛋白含量的影响如图

1 所示。与对照组相比, T0 组大口黑鲈血液中 RBC

和 Hb 有所下降, 但差异不显著(P>0.05)。与 T0

组相比, T2 组大口黑鲈血液中 Hb 含量显著升高

(P<0.05); T3 组大口黑鲈血液中 RBC 的数量和 Hb

的含量显著升高(P<0.05), 并与对照组无显著差

异(P>0.05)。 

2.2  血浆中应激相关指标与肝脏低氧相关基因

的表达 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下血浆中皮质醇、葡萄糖、乳酸含量的影响如图

2 所示。与对照组相比, T0 组、T1 组与 T2 组大口

黑鲈血浆中 COR、LD 和 GLU 的含量均显著升高

(P<0.05)。与 T0 组相比, T2 和 T3 组大口黑鲈血

浆中 LD 的含量显著降低(P<0.05); T3 组大口黑鲈

血浆中 COR 的含量显著降低(P<0.05), 并与对照

组无显著差异(P>0.05)。 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下肝脏中低氧诱导因子 1α 和葡萄糖转运蛋白 1

基因转录水平的影响如图 3 所示。与对照组相比, 

T0 组大口黑鲈肝脏中低氧诱导因子 1α 与葡萄糖

转运蛋白 1 转录水平均无显著影响(P>0.05)。与 T0

组相比, T3 组大口黑鲈肝脏中低氧诱导因子 1α的

转录水平显著提高(P<0.05)。与对照组相比, T2 和

T3 组大口黑鲈肝脏中葡萄糖转运蛋白 1 的转录水

平显著升高(P<0.05)。 
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图 1  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下血液中红细胞数量(a)和血红蛋白含量(b)的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 1  Effect of citric acid addition to water on the number of red blood cell (a) and hemoglobin  
content (b) in the blood of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

 
 

图 2  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下血浆中皮质醇(a)、葡萄糖(b)、乳酸(c)含量的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 2  Effects of citric acid addition to water on cortisol (a), glucose (b), lactic acid (c)  
levels in the plasma of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

 
 

图 3  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下肝脏中低氧诱导因子 1α (a)和 

葡萄糖转运蛋白 1 (b)基因转录水平的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 3  Effects of citric acid addition to water on the transcription levels of hypoxia inducible factor-1α (a) and  
glucose transporter-1 (b) genes in the liver of the Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

2.3  血浆和肝脏氧化状态 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下血浆中过氧化氢和丙二醛含量的影响如图 4 所

示。与对照组相比, T0 组大口黑鲈血浆中 H2O2 与
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MDA 的含量显著升高(P<0.05)。与 T0 组相比, T1、

T2 和 T3 组大口黑鲈血浆中 MDA 的含量有所降

低, 但差异不显著(P>0.05); T2 和 T3 组大口黑鲈

血浆中 H2O2 含量显著降低(P<0.05)。 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下肝脏中过氧化氢和丙二醛含量的影响如图 5 所

示。与对照组相比, T0 组大口黑鲈肝脏中 MDA

的含量显著升高(P<0.05)。与 T0 组相比, T3 组大

口黑鲈肝脏中 MDA 的含量显著降低(P<0.05), 并

与对照组无显著差异(P>0.05)。 
 

 
 

图 4  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下血浆中过氧化氢(a)和丙二醛(b)含量的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 4  Effect of citric acid addition to water on hydrogen peroxide (a) and malondialdehyde (b)  
content in the plasma of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different small letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

 
 

图 5  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下肝脏中过氧化氢(a)和丙二醛(b)含量的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 5  Effects of citric acid addition to water on hydrogen peroxide (a) and malondialdehyde (b)  
content in the liver of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

2.4  血浆中机体损伤相关指标与肝脏中细胞凋

亡相关基因表达 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下血浆中谷丙转氨酶(a)和谷草转氨酶(b)活性的

影响如图 6 所示。与对照组相比, 急性低氧胁迫

导致 T0 组和 T1 组大口黑鲈血浆中 GPT 与 GOT

的活性显著升高(P<0.05)。与 T0 组相比, T2 和 T3

组大口黑鲈血浆中 GPT 和 GOT 的活性显著降低

(P<0.05), 并与对照组无显著差异(P>0.05)。 

水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫

下肝脏中半胱氨酸蛋白水解酶 3 和半胱氨酸蛋白

水解酶 8 基因转录水平的影响如图 7 所示。与对

照组相比, 急性低氧胁迫导致 T0 组大口黑鲈肝脏

中 cysteinyl aspartate specificproteinase-3 和 cysteinyl 

aspartate specificproteinase-8 基因转录水平显著升

高(P<0.05)。与 T0 组相比, T1、T2 和 T3 组大口 
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图 6  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下血浆中谷丙转氨酶(a)和谷草转氨酶(b)活性的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 6  Effects of citric acid addition to water on glutamic-pyruvic transaminase (a), and glutamic  
oxaloacetic transaminase (b) activity in plasma of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

 
 

图 7  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下肝脏中半胱氨酸蛋白水解酶 3 (a)和 

半胱氨酸蛋白水解酶 8 (b)基因转录水平的影响 

不同小写字母表示处理组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 7  Effects of citric acid addition to water on the transcription levels of cysteinyl aspartate specificproteinase-3 (a) and  
cysteinyl aspartate specificproteinase-8 (b) genes in the liver of Micropterus salmoides under acute hypoxic stress 

Different lowercase letters indicate significant difference among groups (P<0.05). 
 

黑鲈肝脏中 cysteinyl aspartate specificproteinase-3

的转录水平显著降低(P<0.05), 并与对照组无显

著差异(P>0.05)。 

2.5  耗氧量与死亡率 

水体实时溶氧检测如表 2 所示, 水中添加柠

檬酸对大口黑鲈在急性低氧胁迫下总耗氧量的影

响如表 3 所示, 水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急

性低氧胁迫下死亡率的影响如表 4 所示。T0 与

T1 组均在急性低氧胁迫的 2.5 h 时达到窒息点与

死亡点, T3 组在急性低氧胁迫的 3.5 h 时达到窒息

点与死亡点。与 T0 组相比,T1 组总耗氧量和死亡

率无显著变化(P>0.05); T2 组在急性低氧胁迫过

程中的前 2.5 h 大口黑鲈的耗氧量显著降低, 前

3.5 h 死亡率显著降低(P<0.05); T3 组耗氧量和死

亡率显著降低, 死亡时间点延缓(P<0.05)。 

 
表 2  各试验组养殖水体实时溶氧检测 

Tab. 2  Real time dissolved oxygen detection in  
water bodies of each treatment group 

n=25; x ±SE; mg/L 

时间/h time T0 T1 T2 T3 

0 7.5±0.0 7.5±0.0 7.5±0.0 7.5±0.0

0.5 5.5±0.1 5.5±0.0 5.7±0.2 7.0±0.1

1.0 3.3±0.1 3.2±0.1 3.9±0.1 6.0±0.1

1.5 2.3±0.2 2.1±0.3 2.6±0.0 4.2±0.0

2.0 1.5±0.0 1.6±0.1 1.8±0.2 3.7±0.1

2.5 1.5±0.0 1.5±0.0 1.7±0.2 3.0±0.0

3.0 1.5±0.0 1.5±0.0 1.6±0.1 2.4±0.1

3.5 1.5±0.0 1.5±0.0 1.5±0.1 1.8±0.0
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表 3  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性 

低氧胁迫下总耗氧量的影响 

Tab. 3  Effects of citric acid addition to water on  
total oxygen consumption of Micropterus salmoides  

under acute hypoxic stress 
n=25; x ±SE; mg/L 

时间/h time T0 T1 T2 T3 

0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

0.5 2.0±0.1a 2.0±0.0a 1.8±0.2a 0.5±0.1b

1.0 4.2±0.1a 4.3±0.1a 3.6±0.1b 1.5±0.1c 

1.5 5.2±0.2ab 5.4±0.3a 4.9±0.0b 3.3±0.0c 

2.0 6.0±0.0a 5.9±0.1ab 5.7±0.2b 3.8±0.1c 

2.5 6.0±0.0a 6.0±0.0a 5.8±0.2b 4.5±0.0c 

3.0 6.0±0.0a 6.0±0.0a 5.9±0.1a 5.1±0.1b

3.5 6.0±0.0a 6.0±0.0a 6.0±0.1a 5.7±0.0b

注 : 同一行中不同的上标字母表示处理组间存在显著差异

(P<0.05).  
Note: In the same row, different superscript lettes indicate significant 
difference among groups (P<0.05).  

 
表 4  水中添加柠檬酸对大口黑鲈在急性 

低氧胁迫下死亡率的影响 

Tab. 4  Effects of citric acid addition to water on  
mortality of Micropterus salmoides  

under acute hypoxic stress 
n=25; x ±SE; % 

时间/h 
time 

T0 T1 T2 T3 

2.50 8.00±4.00a 8.00±0.00a 6.67±2.30a 0.00±0.00b

2.75 18.67±2.30a 16.00±4.00a 6.67±2.30b 0.00±0.00c

3.00 28.00±4.00a 25.33±2.30a 14.67±4.62b 0.00±0.00c

3.25 34.47±4.62a 30.66±4.62a 20.00±4.00b 0.00±0.00c

3.50 36.00±4.00a 33.33±2.30ab 28.00±4.00b 1.33±2.30c

注 : 同一行中不同的上标字母表示处理组间存在显著差异

(P<0.05). 
Note: In the same row, different superscript lettes indicate significant 
difference among groups (P<0.05). 

 

3  讨论 

3.1  水中添加柠檬酸对处于急性低氧胁迫下大

口黑鲈抗应激能力的影响 

在生物体中, RBC 数量的增加可以有效地提高

血液携带氧的能力[12], Hb 的增加有助于肺以及肺

周围组织含氧量升高[13]。有研究表明, 在低氧环

境条件下, 鱼类机体可能会通过增加 RBC 数量来

获得更多的氧和增强氧运输能力[14]。鲫(Carassius 

auratus)通过增加血液中 RBC 数量以适应低氧环

境[15]。本研究结果显示, 急性低氧胁迫导致大口

黑鲈发生红细胞破裂, 所以血液中 RBC 数量和

Hb 含量减少, RBC 数量和 Hb 含量的减少使大口

黑鲈运输氧和二氧化碳的能力减弱。而添加

0.1‰ CA 可有效缓解由于急性低氧胁迫而导致的

RBC 数量和 Hb 含量减少, 从而缓解急性低氧胁

迫应激。 

血液中 COR 和 GLU 的含量是反映鱼类应激

程度的重要指标, 当鱼类受到应激源的刺激, 产

生强烈的应激反应时, 血液 COR 和 GLU 含量将

显著升高[16]。有研究表明, 斑点叉尾鮰(Ietalurus 

punetaus)在运输应激胁迫过程中的前 1 h 内血液

中 COR 含量显著升高, 前 6 h 内血液中 GLU 含量

显著升高[17]; 鲤遭受氧化应激后, 血清中 GLU、

COR 和 LD 含量显著升高[18]。在运输应激胁迫后, 

银鲳(Pampus argenteus)COR 和 GLU 含量显著升

高, 尖吻鲈(Lates calcarifer)血液中 COR 显著升

高 [19-20]。草鱼(Ctenopharyngodon idellus)和青鱼

(Mylopharyngodon piceus)在捕捞应激后血浆中

COR、GLU 和 LD 含量均显著升高[21]。鲤在运输

应激胁迫后, 血清中 COR 和 GLU 含量显著升高, 

而在浸泡 25 mg/L Vc 后可以显著降低血清中

COR 和 GLU 的含量[2]。本研究结果显示, 急性低

氧胁迫导致大口黑鲈出现了严重的应激反应, 添

加 0.01‰ CA 与 0.05‰ CA 无显著效果; 添加

0.1‰ CA 可以有效缓解大口黑鲈因急性低氧胁迫

而导致的应激反应。 

当鱼类处于低氧环境时, 鱼类机体代谢可以

从有氧代谢向无氧代谢转变以提供能量。LD 是无

氧呼吸的代谢产物, 机体在处于低氧环境中或剧

烈运动时会产生大量的 LD, 使血液和组织中 LD

含量升高。有研究表明, 黄带拟鲹(Pseudocaranx 

dentex)在无氧运动后血浆 GLU 和 LD 含量显著升

高[22]。青田田鱼(Cyprinus carpio var qingtianensis)

在急性低氧胁迫后期血浆中 GLU 和 LD 含量显著

升高[23]。本研究结果显示, 与对照组相比, T0 组

血浆中 LD 含量显著升高, 与 Yang 等[24]和 Zhao

等[25]在大口黑鲈上的研究结果一致; 急性低氧胁

迫使大口黑鲈处于以无氧呼吸代谢为主的状态 ,  



第 5 期 刘佳林等: 水中添加柠檬酸对大口黑鲈耐低氧能力的影响 583 

 

添加 0.01‰ CA 无显著效果; 添加 0.05‰和 0.1‰ 

CA 可使大口黑鲈在急性低氧胁迫过程的前中期

处于以有氧呼吸代谢为主的状态下, 0.1‰ CA 效

果更好。 

在水中 DO 浓度较低的情况下, 鱼类低氧诱

导因子 α 被激活, 在低氧环境下低氧诱导因子-1α

有着重要的调节功能[26]; 低氧诱导因子-1α 的激

活会促进糖酵解, 抑制柠檬酸循环和氧化磷酸化

反应; 低氧诱导因子-1α 可以调节机体促红细胞

生成素编码基因与血管内皮生长因子编码基因 , 

促进红细胞生成和血管形成, 维持机体细胞在低

氧环境下内环境的稳定; 低氧诱导因子-1α 的积

累亦可激活其他低氧反应基因, 如葡萄糖转运蛋

白-1[27-28]; 低氧诱导因子-1α 可与葡萄糖转运蛋

白-1 的启动子区域相结合, 同时诱导葡萄糖转运

蛋白-1 mRNA 水平和蛋白水平的表达增加[29]; 葡

萄糖转运蛋白-1 在鱼类机体缺氧反应中起着重要

的作用, 可增强鱼类机体 GLU 转运能力。本研究

结果显示, 在急性低氧胁迫下添加 0.10‰ CA 使

大口黑鲈肝脏中低氧诱导因子-1α 基因大量转录, 

促进葡萄糖转运蛋白-1 的转录水平, 增强大口黑

鲈的 GLU 转运能力; 同时低氧诱导因子-1α 的

大量转录能使机体在低氧环境下维持内环境的稳

定。推测低氧诱导因子-1α 的大量转录可促进大口

黑鲈机体糖酵解能力的增强, 抑制柠檬酸循环和

氧化磷酸化反应, 减少机体能量消耗。 

3.2  水中添加柠檬酸对处于急性低氧胁迫下大

口黑鲈机体损伤的影响 

血液中 GPT 与 GOT 活性异常升高表明鱼类

机体肝脏受损, 导致肝脏中 GPT 与 GOT 流向血

液。血浆中 GPT、GOT 与 AKP 的活性被作为反

应机体肝脏损伤的重要指标[30]。有研究表明, 鲫

经历运输胁迫后血清中 AKP 活性显著升高, 浸泡

γ-氨基丁酸可显著缓解血清中 AKP 活性升高[31]。

本研究结果显示, 急性低氧胁迫导致大口黑鲈肝

脏受损, 添加 0.01‰ CA无显著效果; 添加 0.05‰

和 0.10‰ CA 可缓解急性低氧胁迫对大口黑鲈肝

脏的损伤, 添加 0.1‰ CA 效果更好。 

低氧条件往往会对鱼类造成显著的氧化应

激 [32], 扰乱电子传递链, 使鱼类从好氧代谢切换

到厌氧代谢, 导致 ROS 大量产生, 这可能会导致

养殖鱼类机体造成脂质过氧化损伤 , 并且形成

MDA 等损害机体的氧化产物[33], MDA 含量可作

为 ROS 自由基引起的对生物机体造成负面影响

和细胞损伤的重要指标[34], 产生的 MDA 还会加

剧机体细胞膜的损伤。在正常状态下 , 鱼体内

MDA 的含量始终维持在一个相对稳定的状态 , 

但如果鱼体受到严重的应激源刺激, 机体 MDA

含量就会显著升高。H2O2 作为 ROS 自由基链的

中间产物, 其含量变化可直接反映出鱼类机体内

ROS 自由基的含量变化趋势, 间接地反映出鱼类

机体遭受氧化应激的程度。有研究表明, 在低氧

胁迫后, 团头鲂心脏线粒体中 MDA 含量显著升

高[35]; 褐牙鲆幼鱼肌肉中 MDA 含量显著增加[36]; 

大口黑鲈血浆中 MDA 含量显著升高[37]。本研究

结果显示, 急性低氧胁迫导致大口黑鲈机体产生

严重的氧化应激反应, 对大口黑鲈机体造成严重

的脂质过氧化损伤; 添加 0.1‰ CA 显著缓解了急

性低氧胁迫对大口黑鲈的影响, 减轻了急性低氧

胁迫导致的机体氧化损伤。 

凋亡蛋白酶(cysteinyl aspartate specificproteinase)

活性是检测鱼类早期应激诱导的细胞凋亡的重要

指标之一。细胞凋亡有两种途径, 内源性线粒体

途径和外源性死亡受体途径。内源性线粒体途径

是由线粒体释放细胞色素 C 引发的。细胞色素 C

可以通过形成含有细胞色素C与 cysteinyl aspartate 

specificproteinase-3 的细胞凋亡体来激活下游效

应 cysteinyl aspartate specificproteinase-1 和 cysteinyl 

aspartate specificproteinase-9。cysteinyl aspartate 

specificproteinase-3 的活化会导致一系列蛋白质

的切割, 导致机体细胞的凋亡, 外源性死亡受体

途径通过识别具有跨膜受体的细胞外配体来调

节 , 其直接激活 引 发剂为 cysteinyl aspartate 

specificproteinase-8[38]。本研究显示, 急性低氧胁

迫导致大口黑鲈肝脏细胞凋亡, 这与 Zhao 等[25]

在大口黑鲈上的研究结果一致; 水中添加柠檬酸

可缓解急性低氧胁迫对大口黑鲈肝脏细胞凋亡的

影响。 
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3.3  水中添加柠檬酸对处于急性低氧胁迫下大

口黑鲈耗氧量与死亡率的影响 

鱼类在面对急性低氧胁迫环境时, 最开始鱼

类会加快鳃与水体氧的交换速率或者游动到水体

上层呼吸空气中的氧, 通常表现为鱼类鳃的运动

速率加快以及浮头等现象[39]。有些鱼类通过减少

活动量来降低对氧消耗的需求量, 有些鱼类通过

调节血液参数如红细胞和血红蛋白的浓度来维持

低氧下的供氧, 有些鱼类可以通过调整鳃丝的总

面积, 以此提高鳃丝与水接触的总面积, 从而提

高鱼类鳃丝与水的氧交换速率。鱼类通过这些方

式来响应急性低氧胁迫, 从而达到维持机体的正

常生理活动的目的。但在这个过程中, 鱼类不可

避免地会出现死亡的情况。在低氧胁迫环境下 , 

鱼类的机体细胞将出现不同程度的细胞凋亡, 从

而导致鱼类的死亡[40-41]。有研究表明, 在水中添

加 0.9‰的 Vc 可显著延缓麦穗鱼在缺氧环境下的

死亡时间[3]。水中添加 0.5%或 1%的牛磺酸, 可以

显著提高麦穗鱼应对急性低氧胁迫的能力, 延缓

其在缺氧环境下的死亡时间[4]。本研究结果显示, 

水中添加 0.05‰和 0.10‰的 CA 可以提高大口黑鲈

抗急性低氧胁迫能力, 降低氧消耗量与死亡率。 

4  结论 

本研究结果表明, 急性低氧胁迫使大口黑鲈

处于以无氧呼吸代谢为主的状态, 导致大口黑鲈

出现氧化应激反应, 机体出现严重脂质过氧化损

伤; 添加 0.01‰ CA 对缓解急性低氧胁迫无显著

效果, 添加 0.05‰ CA 可使大口黑鲈在急性低氧

胁迫过程的前中期, 处于以有氧呼吸代谢为主的

状态, 在一定程度上缓解急性低氧胁迫对大口黑

鲈产生的不利影响并降低死亡率; 添加 0.1‰ CA

可显著提高大口黑鲈抗应激能力, 使大口黑鲈处

于以有氧呼吸代谢为主的状态, 缓解大口黑鲈氧

化应激反应, 减少脂质过氧化损伤, 有效缓解急

性低氧胁迫所导致的机体损伤并降低大口黑鲈耗

氧量和死亡率。 
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Effects of citric acid addition to water on the hypoxia tolerance of 
largemouth bass (Micropterus salmoides) 

LIU Jialin1,2, YU Haodong1,2, CHEN Feifei1,2, ZHANG Xuezheng1,2 

1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University; Engineering Research Center of Green Development for 
Conventional Aquatic Biological Industry in the Yangtze River Economic Belt, Ministry of Education; Hubei 
Provincial Engineering Laboratory for Pond Aquaculture, Wuhan 430070, China;  

2. Hubei Hongshan Laboratory, Wuhan 430070, China 

Abstract: During the fishing and transportation processes of farmed fish, they are stimulated by various stressors, 
such as high density, hypoxia, vibration, and sound, which can damage the fish body or cause rapid death. 
Carboxylic acid (CA) is an important edible organic acid that is easily soluble in water, inexpensive, and readily 
available. CA is often added as a feed additive in formula feed to improve the growth performance of farmed fish, 
maintain intestinal health, and enhance immune and stress resistance. However, there have been few reports on the 
use of CA in water to enhance the ability of fish to resist acute stress. Largemouth bass (Micropterus salmoides) is 
a widely cultivated and economically important fish in China; however, it is not tolerant of low oxygen levels. 
Largemouth bass will surface and die when dissolved oxygen (DO) is below 2 mg/L. Deaths caused by acute 
hypoxic stress during fishing and transportation have attracted considerable attention. To investigate the effects of 
CA added to water on the hypoxia tolerance of largemouth bass under acute hypoxia stress, using juvenile 
largemouth bass [mean weight: (18.53±0.43) g] as the study subject, CA was added to the culture water to a final 
concentration of 0 (T0), 0.01‰ (T1), 0.05‰ (T2), and 0.10‰ (T3), respectively, and oxygenation was stopped in 
the water with an initial dissolved oxygen concentration of 7.5 mg/L. Acute hypoxic stress was applied for 2.5 h, 
and the DO in the water was measured every 0.5 h. The DO concentration in the control group was (7.5±0.2) mg/L. 
At the end of the stress period, stress tolerance, body damage, and mortality were assessed. The results showed 
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that, compared with the T0 group, the oxygen consumption of the T2 group during the first 2.5 h of acute hypoxic 
stress significantly decreased. The T3 group had significantly reduced oxygen consumption and mortality rates of 
largemouth bass under acute hypoxic stress (P<0.05). Compared with the control group, the stress-related 
indicators of cortisol (COR), lactate (LD), and glucose (GLU) in the plasma of largemouth bass in the T0 group 
were significantly increased, and the levels of malondialdehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H2O2), which 
characterize oxidative damage in the body, were significantly increased. The activities of glutamic oxaloacetic 
transaminase (GOT) and glutamic-pyruvic transaminase (GPT), which characterize liver damage, were 
significantly increased (P<0.05). Compared with the T0 group, there were no significant differences in various 
indicators in the plasma of the T1 group of largemouth bass (P>0.05). The hemoglobin (Hb) content in the blood 
of the T2 group significantly increased, while the LD content and GOT and GPT activities in the plasma 
significantly decreased (P<0.05). The number of red blood cells (RBC) and Hb content in the blood of the T3 
group significantly increased, while the levels of COR, LD, and H2O2 in plasma significantly reduced, and the 
activities of GOT and GPT significantly decreased (P<0.05). Compared to the control group, the transcription 
levels of the cysteine proteolytic enzyme 3 (caspase-3) and cysteine proteolytic enzyme 8 (caspase-8) genes 
related to liver apoptosis in the T0 group of largemouth bass were significantly higher (P<0.05). Compared with 
the T0 group, the transcription level of the caspase-3 gene in the liver of the T1 group significantly decreased 
(P<0.05). The transcription level of the glucose transporter-1 (glut-1) gene in the liver of the T2 group of 
largemouth bass significantly increased, while the transcription level of the caspase-3 gene significantly decreased 
(P<0.05). The transcription level of hypoxia-inducible factor 1 (hif-1α) and glut-1 gene in the liver of the T3 group 
significantly increased, while the transcription level of the caspase-3 gene was significantly reduced (P<0.05). In 
summary, acute hypoxic stress caused oxidative stress, body damage, and even mass mortality in largemouth bass; 
0.10‰ CA could improve the ability of largemouth bass to resist acute hypoxic stress, alleviate the damage caused 
by acute hypoxic stress on the body, and reduce mortality. This study provides the data and a reference for solving 
the problem of acute hypoxic stress in fish during fishing and transportation. 
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