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摘要: 为了从不同层面解析达里湖瓦氏雅罗鱼(Leuciscus waleckii)耐高碱的生理机制, 本研究对达里湖瓦氏雅罗鱼

在 2个时间段(22 d和 60 d)和 3个不同浓度碳酸盐碱度(18 mmol/L、30 mmol/L 和 50 mmol/L)胁迫下的 15种血浆

游离氨基酸(PFAAs)含量的变化趋势进行了分析。结果显示, 血浆 PFAAs总量随着碱度的上升而显著增加, 而且随

着胁迫时间的延长, 由必需氨基酸增量为主转向非必需氨基酸增量为主; 作为能量代谢的主要底物, 非必需氨基

酸中的脯氨酸(Pro)和缬氨酸(Val)含量随着碱度的增加而显著增加(P<0.05), 尤其是 Pro 在碱度胁迫组中的含量增

幅为对照组的 23 倍。本研究结果表明, 达里湖瓦氏雅罗鱼在高碱环境胁迫下, 提高血浆中非必需氨基酸的含量作

为能量来源, 可能是其适应高碱环境的主要策略之一。同时, 初步探讨了发生显著变化的游离氨基酸可能参与的生

理过程, 为从氨基酸代谢组学角度解析瓦氏雅罗鱼耐高碱的生理和分子机制提供了科学依据。 
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瓦氏雅罗鱼 (Leuciscus waleckii)隶属鲤形目

鲤科雅罗鱼亚科, 在中国三北地区天然水域中普

遍存在, 其品质优异, 是产区的名特优产品。此外, 

该物种对高盐碱水质具有极强的耐受能力, 能够适

应内蒙古达里湖碱度 53.57 mmol/L, pH 9.6的水域条

件[1]。这些优良特性使其成为开展鱼类盐碱适应性进

化及耐盐碱分子生理机制研究的理想材料。 

近期中国学者已分别从生理生化[2−3]、群体遗

传学[4−5]和转录组学[6−8]等方面对其耐高碱的分子

生理机制进行了一系列探索性研究。特别是近期

利用二代测序技术 (RNA-seq), 发现瓦氏雅罗鱼

在盐碱胁迫下, 基因组中大量参与渗透压调节、

酸碱平衡、氨氮排泄等生理过程的基因表达量显

著提高[6−8]。这些基因或蛋白的显著高表达, 必然

引起鱼体整体代谢水平发生变化。在应答和适应

盐碱胁迫的过程中, 瓦氏雅罗鱼如何调节自身代

谢网络系统, 保持机体生理稳态成为有待回答的

问题。而代谢组学技术的出现和发展为揭示鱼类

对环境因子或胁迫的应答机制研究提供了一个全

新的研究平台。 

氨基酸是最适合进行代谢组学研究的候选组

分。氨基酸可外源摄取或内源性生成, 其在机体

基础代谢调节方面发挥非常重要的生理作用[9]。

血浆游离氨基酸(plasma free amino acids, PFAAs)

含量由于测定操作简便、检测灵敏度高等特点 , 

被广泛用作人类特殊疾病的诊断依据[9−10]。在水

生动物方面, 研究发现, PFAAs 作为重要的细胞

渗透调节物(osmolytes), 参与海水无脊椎动物和
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海水鱼类的渗透压形成和调节过程 [11−12]; 另外 , 

作为重要的能量供给源, 直接氧化产生 ATP, 激

活离子转运系统, 使一些物种如 (Rivulus mar-

moratus)比其他广盐性鱼类 (0~34)能够耐受更广

的盐度范围(0~114)[13]。 

为了从不同层面解读瓦氏雅罗鱼耐高碱的生

理机制, 了解其在高碱环境中体内 PFAAs含量变

化动态, 以及在高碱适应过程中发生显著变化的

氨基酸可能参与的生理过程, 本研究对达里湖瓦

氏雅罗鱼进行了 2个时间段(22 d和 60 d)3个不同浓

度的碳酸盐碱度(18 mmol/L, 30 mmol/L和 50 mmol/L)

的胁迫处理, 分析瓦氏雅罗鱼体内 PFAAs的变化

水平及趋势, 为今后深入开展高碱环境下鱼类血

浆中氨基酸的代谢调控机制奠定基础。同时, 为

全面解析鱼类耐盐碱的分子生理机制提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

实验鱼来自本课题组肇东盐碱鱼繁育基地 , 

体长(12.2±0.3) cm, 体重(35±5) g, 1龄健康的达里

湖瓦氏雅罗鱼自交 F2 80 尾, 放入循环可控水族

箱系统(96.5 cm×52.5 cm×45.5 cm)暂养 1周。实验

用水为过滤、曝气 24 h的地下井水, 水温(13±2) , ℃

pH 7.25, 溶解氧 3.38 mg/L, 氨氮 0.48 mg/L, 盐度

0.1 g/L, 总碱度 2.45 mmol/L, 总硬度 80.08 mg/L。 

1.2  碳酸盐碱度耐受实验 

本实验设定 3 个碳酸盐碱度(CA), 分别为

18 mmol/L (CA18)、30 mmol/L (CA 30)和 50 mmol/L 

(CA 50), 同时设立 1个对照组 CA 2.45。采用 4套

独立水族箱循环系统进行碱度耐受实验。每套系

统均含上下 4个大小均一的小水缸(25 cm×30 cm× 

25 cm), 这样既可以保证实验的重复性, 又可以

保证后续样本量的一致性。首先按照设定浓度加

入 NaHCO3, 并进行过夜循环, 翌日用标定好的

HCl 进行浓度标定, 通过添加少量 NaHCO3 使每

套水族箱系统的 CA值分别达到设定标准。然后将

暂养 1 周的鱼种, 等量放入每套系统的 4 个小水

缸中(5尾)。实验开始第一周不投饵, 后续每天定

量投饵, 采样前 1 天停食。水温控制在(13±2) , ℃

不同碱度水体配置相应体积碱度的更换水体 , 

每天更换 1/2, 并进行碱度测定, pH 值参考池柄

杰等 [14]报道的方法进行调节, 控制在 8.5~9.0。 

1.3  样品采集 

当 3个碱度实验组鱼暴露 22 d后, 用浸润肝

素钠(50 µL)的 2 mL 注射器, 从实验鱼尾静脉采

集实验鱼血液 0.5 mL 左右, 置于洁净的 1.5 mL

离心管中, 以常温 4000 r/min离心 8 min (Sigma 

1–14), 取上层血浆于–40℃冰箱保存备用。每组采

集 6~8尾实验鱼血样(保证每组至少有 5尾合格的

血液样品); 剩余个体进行二次分配, 以保证每套

循环体系内的两个水缸具有相同的个体数。之后

继续耐受, 至第 60 天后, 用相同的方法对实验鱼

进行血液样品的采集和处理; 对照组在第 60天后

采集血液 1次。 

1.4  血浆游离氨基酸的测定 

1.4.1  AQC 衍生溶液及氨基酸标准品的配制  向

AQC粉末(Waters)瓶中加入 1.0 mL乙腈, 涡轮混合

15 s, 然后放入 55℃恒温干燥箱内加热 5 min, 获得

AQC衍生溶液。将 17种氨基酸[天门冬氨酸(Asp)、

精氨酸(Arg)、谷氨酸(Glu)、脯氨酸(Pro)、丝氨酸

(Ser)、甘氨酸(Gly)、苏氨酸(Thr)、组氨酸(His)、丙

氨酸(Ala)、酪氨酸(Tyr)、缬氨酸(Va1)、半胱氨酸

(Cys)、蛋氨酸(Met)、亮氨酸(Leu)、异亮氨酸(Ile)、

苯丙氨酸(Phe)和赖氨酸(Lys)]的混合标准品溶液

(2.5 µmol/mL, Sigma)用超纯水配制成浓度分别为

5 µmol/L、10 µmol/L、20 µmol/L、50 µmol/L、

100 µmol/L、200 µmol/L、500 µmol/L、1000 µmol/L

的标准溶液。 

1.4.2  样品预处理及衍生化  取 100 µL 血浆于

1.5 mL离心管中, 加入等体积的乙腈, 涡轮震荡 1 min, 

以常温 10000 r/min 速度离心 8 min。取上清液

100 µL 于最大回收率自动进样瓶中, 向其中加入

80 µL的硼酸盐缓冲液, 涡轮震荡 30 s后, 加入 20 µL

衍生化试剂, 涡轮振荡 15 s后, 放入 55℃烘箱内加

热 10 min, 使其充分反应。 

1.4.3  血浆中游离氨基酸的检测  氨基酸标准品

的衍生化、标准品衍生化空白的制备、UPLC 色
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谱分离条件均按照孙言春等[15]报道的方法进行。

采用 CQUITYTM UPLC色谱仪(Waters)检测待测

样品的 PFAAs。 

1.5  数据处理 

所测定的实验鱼血浆氨基酸数值以平均值±

标准差( x ±SD)的形式给出。采用 SPSS 软件中的

单因素方差分析进行显著性检验, Duncan’s 多重

比较检验不同组间的显著性差异, 检验水平为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  不同碱度暴露下血浆游离氨基酸总量的变化 

由于 Arg 和 Gly 含量非常低, 检测峰值不明

显, 故本研究后续数据分析均以其他 15种氨基酸

的含量变化为测算依据 , 其中必需氨基酸 7 种

(Thr、Lys、Met、Val、Ile、Leu 和 Phe), 非必需

氨基酸 8种(Ser、His、Asp、Glu、Ala、Pro、Cys 

和 Tyr)。总体来看, 随着水体碱度的增加, 瓦氏雅

罗鱼 PFAAs 的含量呈上升趋势。碱度胁迫 22 d, 

鱼体内血浆必需氨基酸含量高于非必需氨基酸含

量(图 1), 其中高碱度组(50 mmol/L)与对照组及

低碱度组(18 mmol/L)相比差异显著(P<0.05); 不

同碱度实验鱼的血浆非必需氨基酸含量明显高于

对照组 (P<0.05), 但不同碱度组差异不显著

(P>0.05)。碱度胁迫 60 d, 血浆非必需氨基酸含量

明显高于必需氨基酸含量(图 2), 而且随着碱度的

上升, 含量呈明显上升趋势, 其中高碱度组(CA 50)

非必需氨基酸含量显著高于对照组(P<0.05)。 

2.2  不同碱度暴露下血浆必需氨基酸含量的变化 

瓦氏雅罗鱼在不同碱度下胁迫 22 d, 除 Thr

含量无明显变化外 , 其他 6 种必需氨基酸在不 

 

 
 

图 1  瓦氏雅罗鱼在不同碱度暴露 22 d血浆游离氨基酸(PFAAs)总量的变化 

Fig.1  Plasma concentrations of total free amino acids (PFAAs) in Leuciscus waleckii exposed to different alkalinities for 22 days  

 

 
 

图 2  瓦氏雅罗鱼在不同碱度暴露 60 d血浆游离氨基酸(PFAAs)总量的变化 

Fig.2  Plasma concentrations of total free amino acids (PFAAs) in Leuciscus waleckii exposed to different alkalinities for 60 days 
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同碱度处理条件下均发生了明显变化 (P<0.05, 

表 1)。其中 3 种支链氨基酸 (branched-chain 

amino acid) Val、Ile和 Leu在中(30 mmol/L)、高

(50 mmol/L)碱度组含量明显增加; Met在不同碱

度组的含量明显低于对照组(P<0.05); Lys含量与

水体碱度呈现“U”形关系, 这与 Aragão 等[16]的报

道结果是一致的, 即低(18 mmol/L)、中(30 mmol/L)

碱度组含量低于对照组和高碱度组(50 mmol/L)。

碱度胁迫 60 d, 血浆各必需氨基酸含量趋于稳

定 , 只有 Lys 含量与水体碱度仍呈现“U”形关

系 , 但碱度组的 Lys 含量明显低于对照组

(P<0.05, 表 1)。  

2.3  不同天数不同碱度血浆非必需氨基酸含量的变化 

瓦氏雅罗鱼在不同碱度下胁迫 22 d, 除 Ser、

Asp 和 Cys 含量无明显变化外, 其余 5 种非必需

氨基酸随着碱度的增加含量发生了明显变化

(P<0.05, 表 2)。与对照组相比, Ala和 Pro含量随

着碱度升高含量明显增加, Glu和 His含量则明显

下降。瓦氏雅罗鱼在不同碱度下胁迫 60 d, 非必

需氨基酸的含量变化与胁迫 22 d 基本相似, 有 4

种氨基酸含量变化明显(P<0.05, 表 2)。其中 Ala

和 Pro含量随着碱度的升高明显增加, 尤其是 Pro, 

3个碱度组的含量是其对照组的 23倍多; Glu含量

明显下降, 而 His含量则有所上升。 
 

表 1  不同碱度下暴露不同时间瓦氏雅罗鱼血浆必需氨基酸含量的变化 
Tab.1  Plasma concentrations of essential amino acids in Leuciscus waleckii exposed to different alkalinities for 22 days and 

60 days 

22 d 60 d 氨基酸 
amino acid 2.45 mmol·L–1 18 mmol·L–1 30 mmol·L–1 50 mmol·L–1 2.45 mmol·L–1 18 mmol·L–1 30 mmol·L–1 50 mmol·L–1 

Ser 17.95±2.59 21.26±2.88 16.65±3.96 16.43±3.16 17.95±2.59 22.40±4.15 13.23±2.64 27.68±6.00 

Thr 23.75±2.76 33.37±2.06 25.59±2.07 24.04±2.43 23.75±2.76 19.96±1.70 20.07±1.77 31.52±8.09 

Lys 110.38±9.49c 71.54±5.34a 94.56±11.63ab 125.97±14.09b 110.38±9.49c 41.63±4.93a 55.82±7.95ab 79.55±11.24b

Met 16.06±0.73c 8.43±1.00a 11.03±1.85b 10.99±0.90b 16.06±0.73 16.70±2.57 16.15±2.74 16.35±2.60 

Val 70.05±2.67a 88.02±7.02a 121.55±6.35c 99.11±7.29b 70.05±2.67 56.68±9.96 67.28±3.49 76.38±8.46 

Ile 43.82±1.55b 37.4±2.98a 67.71±3.76d 58.21±5.19c 43.82±1.55 22.04±4.16 27.91±2.69 44.35±3.11 

Leu 72.61±2.55b 56.44±5.09a 111.67±7.55c 97.36±8.77b 72.61±2.55 46.88±9.00 64.57±4.87 78.71±6.75 

Phe 22.21±1.83a 25.55±1.72a 37.91±5.87b 26.27±1.80a 22.21±1.83 30.10±7.57 28.97±1.38 38.21±10.49

注: 不同字母代表在相同暴露时间不同碱度组间差异显著(P<0.05). 

Note: Different lowercase letters denote significant differences between different alkalinity groups for 22 d or 60 d (P<0.05). 
 

表 2  不同碱度下暴露不同时间瓦氏雅罗鱼血浆非必需氨基酸含量的变化 
Tab.2  Plasma concentrations of non-essential amino acids in Leuciscus waleckii exposed to different alkalinities for 22 days 

and 60 days 

22 d 60 d 氨基酸 
amino acid 2.45 mmol·L–1 18 mmol·L–1 30 mmol·L–1 50 mmol·L–1 2.45 mmol·L–1 18 mmol·L–1 30 mmol·L–1 50 mmol·L–1 

Ser 17.95±2.59 21.26±2.88 16.65±3.96 16.43±3.16 17.95±2.59 22.40±4.15 13.23±2.64 27.68±6.00 

His 10.21±1.21b 5.70±0.25a 5.00±0.70a 5.30±0.45a 10.21±1.21b 8.97±1.60a 14.22±2.00c 11.71±1.73c 

Asp 51.65±3.28 74.61±8.37 61.30±12.68 54.15±4.38 51.65±3.28 56.86±6.71 49.40±4.94 79.31±15.81 

Glu 14.45±2.45b 4.76±0.62a 9.92±1.27a 8.67±0.99a 14.45±2.45b 6.64±1.69a 8.43±1.81ab 7.42±2.26a 

Ala 112.06±7.57a 129.63±9.14a 177.38±8.35ab 188.11±17.03b 112.06±7.57ab 94.95±5.92a 138.46±16.84ab 180.53±32.97b

Pro 11.17±1.42a 93.75±17.25b 75.50±20.54c 47.26±14.21a 11.17±1.42a 266.3±49.89b 228.21±38.13b 280.18±157.88b

Cys 19.47±2.00 32.16±2.78 24.20±1.82 30.65±1.19 19.47±2.00 27.29±5.13 25.95±3.46 22.51±3.21 

Tyr 36.70±4.01ab 21.73±3.23a 38.96±8.35b 21.74±1.97a 36.70±4.01 19.47±4.40 24.75±2.78 32.54±6.66 

注: 不同字母代表在相同暴露时间不同碱度组间差异显著(P<0.05). 

Note: Different lowercase letters denote significant differences between different alkalinity groups for 22 d or 60 d (P<0.05). 



第 1期 常玉梅等: 碳酸盐碱度胁迫下瓦式雅罗鱼血浆游离氨基酸水平的变化 121 

 

3  讨论 

3.1  瓦氏雅罗鱼对高碱环境的适应性机制 

大多数盐碱湖泊属于碳酸盐型湖泊( 3HCO / 
2
3CO  ), 包括我国的达里湖。近期, Wood等[17]研

究发现, 来自马加迪湖(200 mmol/L)的马加迪罗

非鱼(Alcolapia graham)体内的跨膜电势与人工配

置的 NaHCO3 水体中检测到的跨膜电势相同

(~+7 mV)。该报道提供了两个重要信息: 一是可

以利用 NaHCO3 人工模拟自然环境; 再者, 跨膜

电势为正值, 表明鱼体对 Na+的吸收速率远大于

3HCO。该报道与笔者近期所测定的达里湖瓦氏

雅罗鱼血清中的研究结果是吻合的, 即在高碱胁

迫下(60 mmol/L), 其血清中的 Na+迅速增加, 直

至 24 h 有所回落, 但仍高于淡水对照组, 而 3HCO

则无明显变化(数据待发表)。另外, 周伟江等[18−19]

和郑伟刚等[20]在进行达里湖鲫(Carassius auratus 

linnaeus)和银鲫(Carassius auratus gibelio)的急性

毒理研究中发现, 相对于高盐条件下的急剧死亡, 

高碱环境对鱼体的致死作用随着暴露时间的增加, 

毒性作用由不显著到显著。上述研究可以看出 , 

3HCO对鱼体的毒性作用可能是一个缓慢积累的

过程, 鱼类对高碱环境的适应期可能更长。因此, 

本研究选用了 22 d和 60 d两个时间段来观察瓦氏

雅罗鱼 PFAAs含量的变化趋势。根据 2个时间段

PFAAs 的变化数量和类型来看, 胁迫 22 d, 瓦氏

雅罗鱼对水体碱度的响应仍处于动态调整期, 15

种 PFAAs有 11种氨基酸含量都发生了明显变化, 

其中体内不能自主合成的必需氨基酸含量增幅占

主导(图 1)。持续胁迫至 60 d, 瓦氏雅罗鱼开始适

应高碱水体, 15种 PFAAs中有 5种氨基酸含量发

生明显变化, 而且非必需氨基酸含量增幅占主导

(图 2), 该研究结果与其他鱼类在高盐、高氨等逆

境条件下的研究结果是一致的, 即通过增加体内非

必需氨基酸的含量来响应水体高碱度的刺激[21−22]。

达里湖瓦氏雅罗鱼长期生活在高碱水体中, 通过

提高 PFAAs 的含量和改变氨基酸组成结构逐渐

达到对高碱环境的适应。 

一般认为, 鱼类在高碱度高 pH条件下, 是不

利于排氨的。氨中毒已经被证明是一些鱼类无法

适应高盐碱环境的主要原因[23]。因此, 进化出高

效排氨机制是一些高盐碱环境适应性鱼类的重要

生存策略。研究发现, 马加迪湖的马加迪罗非鱼

将氨完全转化为尿素, 解决了其在高盐碱环境下

的排氨难题 [24]; 然而 , 其他高盐碱水域的鱼类 , 

如达里湖的瓦氏雅罗鱼 [3]、凡湖的卡拉白

(Chalcalburnus tarichi)[25]和青海湖的湖裸鲤

(Gymnocypris przewalskii)[26]则依然采用普通的排

氨方式消耗体内的氮废物。根据上述研究推测 , 

这些排氨的耐盐碱鱼类可能通过降低体内的氨氮

排泄速率或将积累的氨转化成无毒的氨基酸或尿

素达到对高盐碱高 pH 环境的适应[3, 24−25]。其中, 

将氨转化成谷氨酸或谷氨酸盐是一些鱼类氨解毒

的重要途径, 即, 在不利环境下提高谷氨酸含量

降低体内氨的积累[27−28]。但本研究并未发现谷氨

酸含量在不同碱度组呈上升趋势、而且显著低于

对照组, 说明达里湖瓦氏雅罗鱼并未采取此策略

解毒, 该结果与安晓萍等[3]的报道结果是吻合的。

根据雅罗鱼转录组数据, 我们发现雅罗鱼鳃组织

中的 Rh排氨基因家族(Rhag, Rhbg, Rhcg1和Rhcg2)

全部富集上调表达 [8], 其是否参与瓦氏雅罗鱼在

高碱胁迫下的排氨机制, 尚需进一步的实验验证。 

3.2  瓦氏雅罗鱼 PFAAs在高碱胁迫下的生理作用 

生活在逆境水体中的鱼类, 需要消耗大量的

体能抵御不良环境对机体的迫害。已有研究证明, 

在鱼类渗透压调节适应过程中, 氨基酸作为能量

代谢底物发挥非常重要的作用, 而且非必需氨基

酸似乎是能量代谢的首选氨基酸[29]。作为能量代谢

底物的氨基酸包括: 骨骼肌中的支链氨基酸[30]、谷

氨酸家族中的成员, 如 Pro、Glu 等 [31]以及肝脏

糖异生反应的主要底物 Ala[32]。本研究通过检测

2 个时间段 PFAAs 含量的变化, 发现上述参与能

量代谢底物的氨基酸含量, 在不同碱度组均发生

了明显变化(表 1, 表 2)。我们推测瓦氏雅罗鱼在

抵抗碱胁迫过程中, 通过调控骨骼肌、肝中氨基

酸的氧化、转氨等作用释放游离氨基酸至血液中, 

以供给其他组织维持生理稳态所需的能量来源。

而且, 随着碱度的升高, 消耗的能量也越大。因此, 
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本研究高碱度组(50 mmol/L)的 PFAAs 总量显著

高于低碱度组(18 mmol/L)(图 1, 图 2)。这与广盐

性鱼类塞内加尔鳎(Solea senegalensis)[16]和金头

鲷(Sparus aurata)[33]从低盐水体(5 g/L)转入高盐

水体(55 g/L)的研究结果是一致的。在发生显著变

化的氨基酸中, 非必需氨基酸中的 Pro和Ala含量

与对照组相比, 含量增加明显, 尤其是 Pro, 胁迫

60 d, 碱度组含量增加了 23倍多(表 2)。该研究结

果与植物在盐碱胁迫下、水生动物在海洋酸化条

件下积累 Pro的研究结果是一致的[34] (曾镛哲, 个

人通讯)。但是, 碱胁迫下植物或鱼类积累 Pro 的

作用机制目前还不清楚。 

总之, 通过检测不同天数不同碱度条件下瓦

氏雅罗鱼 PFAAs的含量变化, 发现鱼体对碱度刺

激的应答是一个缓慢调节自主适应的过程。在这

个过程中, PFAAs 含量随着碱度的增加而显著增

加, 其中提高非必需氨基酸的含量, 作为抵御不

良环境的能量供给来源可能是瓦氏雅罗鱼适应高

碱环境的主要策略之一。同时, 发生显著变化的

氨基酸, 如 Pro、Val、Glu等, 可能作为重要的渗

透调节物, 在鱼类的渗透压调节和离子调节等过

程中发挥重要作用。利用已有的转录组和基因组

数据, 有望对这些显著变化的氨基酸调控通路展

开进一步的深入研究, 为从氨基酸代谢组学角度

解析瓦氏雅罗鱼耐高碱的生理和分子机制提供科

学依据。 
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Changes in plasma free amino acid levels in Leuciscus waleckii ex-
posed to different environmental alkalinity levels 
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Abstract: Leuciscus waleckii is a cyprinid in the subfamily Leuciscinae and is distributed widely in rivers and lakes of 
Northeast, Northwest, and Northern China. A unique feature of this species is its resistance to high alkalinity, which 
allows it to survive and adapt to the extreme environment of Lake Dali, Inner Mongolia, with carbonate alkalinity > 
53.57 mmol/L (pH 9.6). Previous studies have explored the mechanisms of the extreme alkaline tolerance using 
physiological, chemical, population genetics, and transcriptomics methods. We assessed the effects of acclimating L. 
waleckii to different environmental alkalinity levels and exposure times on plasma free amino acids levels. L. waleckii 
juveniles were acclimated to alkalinities of 18 mmol/L, 30 mmol/L, and 50 mmol/L for 22 d and 60 d, and plasma lev-
els of 15 free amino acids were examined and compared between the different alkalinity groups and the control. The 
results showed that total plasma free amino acid contents increased with alkalinity and exposure time, and that the lev-
els of nonessential amino acids changed the most. Among the nonessential amino acids, proline and valine contents 
increased significantly with increasing alkalinity (P<0.05); proline increased 23 times more than the control in the 
50 mmol/L alkalinity group. These results suggest that amino acids play an important role as an energy source during 
acclimation of L. waleckii to high alkalinity conditions. 
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