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摘要：采用静水毒性试验方法研究氨氮对墨吉明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ）急性毒性及免疫
因子的影响，旨在为墨吉明对虾健康养殖提供理论依据．实验结果表明：在海水温度２６℃，盐度２２，
ｐＨ值８．３条件下，氨氮毒性效应与浓度和胁迫时间呈正相关．氨氮对墨吉明对虾２４、４８、９６ｈ的半
致死浓度分别为６７．６８０、６２．９５０、３５．３１０ｍｇ／ｄｍ３，安全浓度为３．５３１ｍｇ／ｄｍ３．对应的非离子氨半致
死浓度分别为６．２３０、５．８００、３．２５０ｍｇ／ｄｍ３，安全浓度为０．３３９ｍｇ／ｄｍ３．在浓度为３５．３１０ｍｇ／ｄｍ３

氨氮胁迫下，实验组墨吉明对虾血淋巴蛋白含量显著低于对照组血淋巴蛋白含量（ｐ＜００５），但实
验组墨吉明对虾血淋巴中蛋白含量会随氨氮胁迫时间延长有所恢复，９６ｈ蛋白含量升高为（３．７８
±０．９５）ｍｇ／ｃｍ３．氨氮胁迫下实验组对虾肝胰脏中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性低于对照组，且差异
水平达显著水平（ｐ＜０．０５），实验组 ＳＯＤ活力随氨氮胁迫时间延长逐渐降低，９６ｈＳＯＤ活力低至
（６．７４±０．５３）Ｕ／ｃｍ３．相反在氨氮胁迫下实验组溶菌酶活力显著高于对照组溶菌酶活力，且随胁迫
时间延长逐渐降低，９６ｈ溶菌酶活力低至（５１．５３±４．４１）Ｕ／ｃｍ３．表明高氨氮胁迫对墨吉明对虾免
疫因子产生重要影响．
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　　氨氮是水产养殖环境中主要污染因子之一，来
源于水生动物蛋白质代谢产物、粪便排泄以及残余

饵料等含氮有机物的氨化作用［１］．在对虾养殖过程
中，水环境经常发生改变，导致氨氮浓度升高，对机

体免疫产生显著影响，造成对虾病害爆发［２］．由于
对虾缺乏免疫球蛋白，因此体液免疫主要依靠机体

中天然形成或诱导产生的各种免疫因子完成［３］．血
淋巴蛋白中含有多种免疫因子，如血蓝蛋白、模式识

别蛋白、热休克蛋白等，因此血淋巴蛋白不仅具有结

合病原菌的作用，同时参与对虾体内氧气运输；超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）主要参与对虾体内抗氧化机制，
清除体内残留的氧自由基；溶菌酶主要起到与清除

对虾体内异物，因此常将这３个因子水平高低作为
衡量对虾免疫强弱的重要指标［４５］．已有研究表明，
凡纳滨对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）体内蛋白含量、溶菌
和抗菌活力会随氨氮浓度变化发生显著改变［６７］；

随着氨氮浓度增加斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）体

内 ＳＯＤ活力逐渐增大［８９］；日本沼对虾（Ｍａｃｒｏｂｒａ
ｃｈｉｕｍｍｉｐｐｏｎｅｎｓｉｓ）在氨氮胁迫下，蛋白含量发生显
著改变［１０］．在对红螯光壳鳌虾（Ｃｈｅｒａｘｑｕａｄｒｉｃａｒｉｎａ
ｔｕｓ）［１１］、三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）［１２］、中
华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）［１３］等其他甲壳类动物
研究中也同样发现氨氮对免疫因子具有显著影响．
因此，研究氨氮与对虾非特异性免疫的关系及如何

进行防控已成为愈来愈多水产工作者的研究热点．
近年来，众多学者已将研究重点渐渐从凡纳滨

对虾转移到其他品种对虾上，以期通过对其他品种

对虾的研究缓解凡纳滨对虾目前面临的诸多问题，

如种质退化、亲虾进口价格较高等问题．墨吉明对虾
（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ）作为广东本地一种暖
水性经济对虾［１４］，因其肉质鲜美、资源丰富、抗病性

较强［１５］等特点逐渐获得学者们的青睐．近年来众多
学者对墨吉明对虾研究主要集中在以下几个方面：

墨吉明对虾的胚胎发育［１６１７］、对虾生长性状［１８］、功
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能基因的基因克隆、表达［１９］以及对墨吉明对虾进行

资源调查［２０］，对于环境因子胁迫，尤其是氨氮胁迫，

在墨吉明对虾中并未开展．本文采用静水毒性试验
方法研究不同氨氮浓度对墨吉明对虾的毒性作用及

在高氨氮胁迫下墨吉明对虾血淋巴中与免疫相关因

子的变化情况，为墨吉明对虾工厂化养殖水环境管

理以及病害防治提供生理免疫方面的理论依据．

１　材料与方法
１．１　实验材料

实验所用材料由广东海洋大学无脊椎动物养殖

工程中心提供，挑选体色正常、活力旺盛、平均体长

为（５０．５１±９．１３）ｍｍ，平均体重为（２．３９±０８２ｇ）
的墨吉明对虾用于试验．实验前暂养７ｄ，海水盐度
为２２，ｐＨ值为８．３，温度为２６℃，暂养期间不间断
的进行充氧，每日进行换水，且换水量为总水体的

５０％，此外对墨吉明对虾投喂粤海人工饲料，投喂量
为虾体质量的３０％．
１．２　实验方法
１．２．１　氨氮急性毒性实验　墨吉明对虾氨氮实验
分为实验组和对照组，实验组设５个质量浓度（简
称浓度，下同）梯度（２０．００、２７．８０、３８．６４、５３７１、
７４６６ｍｇ／ｄｍ３），且每个浓度梯度另设有３组平行，
每组中分别放入健康的墨吉明对虾２０尾．对照组所
用海水为砂滤、曝晒、消毒后的海水，且氨氮浓度

＜００５ｍｇ／ｄｍ３．实验期间少量投喂饵料，每日５０％
换水，并保持各组中氨氮浓度不变．实验期间分别记
录好２４、４８、９６ｈ不同时间段的死亡个体数目，并及
时清除死亡对虾．
１．２．２　免疫因子测定　另取健康且活力良好的墨
吉明对虾２０尾，驯养在氨氮浓度为３５．３１ｍｇ／ｄｍ３

的饲养桶中，并于２４、４８、９６ｈ时对虾进行取样（各
取３尾）．用消毒后的 １ｃｍ３注射器先吸取抗凝剂
（柠檬酸钠浓度５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ＥＤＴＡ·Ｎａ２浓度１０
ｍｍｏｌ／ｄｍ３，ｐＨ７．３），再从对虾头胸甲背部插入心

脏抽取血淋巴，放入灭菌的离心管中于４℃保存，用
于蛋白含量测定；用高温灭菌后的剪刀和镊子，对墨

吉明对虾的肝胰脏进行取样，并将肝胰脏置于提前

加入１ｃｍ３生理盐水的研磨器中研磨，将匀浆液保
存于－４℃冰箱中，用于后续免疫指标检测．蛋白含
量测定采用考马斯亮蓝法，通过测定５４０ｎｍ处吸光
度可计算出蛋白含量．ＳＯＤ活力的测定采用南京建
成超氧化物歧化酶试剂盒进行．
１．３　数据处理

实验数据采用平均值 ±标准差表示，并采用单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）．ｐ＜０．０５表示差异显著，ｐ
＞０．０５表差异不显著．根据直线内插法，求出氨氮
半致死浓度（ｌｅｔｈａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ５０，ＬＣ５０）及安全浓
度（ｓａｆｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＳＣ）．

ＳＣ＝０．１×ＬＣ５０ （１）
式（１）中ＬＣ５０代表９６ｈ氨氮半致死浓度．

非离子氨（ＣＮＨ３）在总氨氮中占的百分数采用以
下计算方法得出：

ＣＮＨ３占比（％）＝１００／（１＋１０
（ｐＫａＳ，Ｔ－ｐＨ）） （２）

ｐＫａＳ，Ｔ ＝９．２４＋０．００３０９１Ｓ＋０．０３２４（２９８－Ｔ）

（３）
式（２）、（３）中 Ｔ表示绝对温度（Ｔ＝２７３℃ ＋ｔ），ｔ为
摄氏温度；Ｓ代表盐度；ｐＫａＳ，Ｔ为电离常数，ｐＨ代表
水体ｐＨ值．

２　结果与分析
２．１　氨氮急性毒性实验

表１为氨氮对墨吉明对虾急性毒性实验结果，
由表１可知，对照组中墨吉明对虾不随养殖时间延
长死亡．实验组中，在同一时间，随着氨氮浓度的增
加，个体死亡数目逐渐增多；同一氨氮浓度条件下，

随着胁迫时间延长，墨吉明对虾的死亡率逐渐增大，

但当氨氮浓度为３８．６４ｍｇ／ｄｍ３时，４８ｈ死亡率低于
２４ｈ墨吉明对虾死亡率．氨氮浓度为７４．６６ｍｇ／ｄｍ３

胁迫９６ｈ时，墨吉明对虾死亡率高达１００％．

表１　氨氮对墨吉明对虾急性毒性实验结果
Ｔａｂ．１　ＡｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｓｈｒｉｍｐＦ．ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ

氨氮浓度

／ｍｇ·ｄｍ－３
死亡率／％

２４ｈ ４８ｈ ９６ｈ

＜０．０５（对照组） ０ ０ ０

２０．００ ０ １０．００ ２７．７８

２７．８０ １０．００ １１．１１ ３１．２５

３８．６４ ２５．００ ２０．００ ５８．３３

５３．７１ ４０．００ ４１．６７ ８５．７１

７４．６６ ５５．００ ６０．５６ １００．００
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　　表２为氨氮对墨吉明对虾半致死浓度及安全浓
度结果分析，由表２可知，墨吉明对虾死亡率与氨氮
浓度呈正相关（ｐ＜０．０５），即随着氨氮浓度的增大，
墨吉明对虾死亡率升高．２４、４８、９６ｈ氨氮半致死浓

度分别为６７．６８０、６２．９６０、３５．３１０ｍｇ／ｄｍ３；非离子
氨半致死浓度分别为６．２３０、５．８００、３．２５０ｍｇ／ｄｍ３．
墨吉明对虾对氨氮的安全浓度为３．５３１ｍｇ／ｄｍ３；非
离子氨安全浓度为０．３２５ｍｇ／ｄｍ３．

表２　氨氮对墨吉明对虾半致死浓度及安全浓度
Ｔａｂ．２　ＬＣ５０ａｎｄＳＣｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｓｈｒｉｍｐＦ．ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ

暴露时间

／ｈ

氨氮半致死浓度

／ｍｇ·ｄｍ－３
非离子氨半致死浓度

／ｍｇ·ｄｍ－３
氨氮安全浓度

／ｍｇ·ｄｍ－３
非离子氨安全浓度

／ｍｇ·ｄｍ－３

２４ ６７．６８０ ６．２３０  

４８ ６２．９５０ ５．８００  

９６ ３５．３１０ ３．２５０ ３．５３１ ０．３２５

　　注：“”表示无数据

２．２　氨氮对墨吉明对虾免疫因子影响实验

由图１可见，经单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），高
浓度氨氮对墨吉明对虾血淋巴中蛋白含量影响显著

（ｐ＜０．０５）．氨氮胁迫可降低墨吉明对虾血清蛋白
含量，显著低于对照组（ｐ＜０．０５）．２４ｈ血清蛋白含
量最低为１．５７ｍｇ／ｃｍ３，随着胁迫时间延长，实验组
中墨吉明对虾血清蛋白逐渐升高，４８ｈ后血清蛋白
含量逐步稳定在３．４１～３．７８ｍｇ／ｃｍ３．由图２可知，
氨氮胁迫下ＳＯＤ活力显著低于对照组（ｐ＜００５），
在氨氮浓度为３５．３１ｍｇ／ｃｍ３时，随着胁迫时间延
长，实验组中ＳＯＤ活力逐渐降低，９６ｈＳＯＤ活力低
至６．７４Ｕ／ｃｍ３，且每胁迫时间组差异达显著水平（ｐ
＜０．０５）．对照组中 ＳＯＤ活力随时间延长不发生显
著变化（ｐ＞０．０５），表明氨氮对 ＳＯＤ活力具有显著
影响．由图３可知，随着胁迫时间延长，实验组墨吉
明对虾溶菌酶活力呈现下降趋势，且各取样点间活

力差异显著（ｐ＜０．０５）．氨氮胁迫下墨吉明对虾溶
菌酶活力显著高于对照组（ｐ＜０．０５），且２４ｈ溶菌
酶活力最大为１８５．８９Ｕ／ｃｍ３．墨吉明对虾在适宜环
境中溶菌酶活力处于较低水平，且不随取样时间延

长而发生改变（ｐ＞０．０５）．

３　讨论
３．１　氨氮对墨吉明对虾毒性影响

氨氮是对虾养殖环境中常见的一种有毒物质，

水环境中，氨氮主要以离子氨（ＮＨ＋４）和非离子氨
（ＮＨ３）形式存在

［２１］．非离子氨不带电荷，容易透过
细胞膜的疏水部位进入机体内部，导致对虾氨中毒．
相反，离子氨带正电荷，不易通过细胞膜进入体内产

生毒性作用．因此非离子氨比离子氨对对虾机体产
生的毒性作用大．墨吉明对虾２４、４８、９６ｈ非离子氨
半致死浓度分别为６．２３０、５．８００、３．２５０ｍｇ／ｄｍ３，显

图１　氨氮对墨吉明对虾血清蛋白含量影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｓｈｒｉｍｐＦ．ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ

图２　氨氮对墨吉明对虾ＳＯＤ活力的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ

ｉｎｓｈｒｉｍｐＦ．ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ

著低于２４、４８、９６ｈ总氨氮半致死浓度，且９６ｈ非离
子氨安全浓度为仅为０．３３９ｍｇ／ｄｍ３．表明非离子氨
毒性大于氨氮毒性．孙国铭等（２００２）、李永等
（２０１２）、梁俊平等（２０１２）分别对规格约４７～５０ｍｍ
的凡纳滨对虾、斑节对虾、脊尾白对虾（Ｅｘｏｐａｌａｅｍｏｎ
ｃａｒｉｎｉｃａｕｄａ）进行研究［２２２４］，研究结果见表３，从表３
可以看出规格相近的墨吉明对虾对非离子氨的耐受

能力要高于凡纳滨对虾和斑节对虾，但却低于脊尾

白对虾耐非离子氨能力，其原因可能是是由于物种
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图３　氨氮对墨吉明对虾溶菌酶活力的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆｌｙｓｏｚｙｍｅｉｎｓｈｒｉｍｐＦ．ｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ

差异导致对氨离子耐受性不同．此外，研究发现墨吉
明对虾在相同氨氮浓度胁迫２４、４８ｈ两时间点死亡
率差异较小，而胁迫９６ｈ与之相比差异显著，原因
可能是初始胁迫２４ｈ时，墨吉明对虾对氨氮产生严
重应激反应，导致大量个体死亡，而随着胁迫时间延

长墨吉明对虾表现出耐受性，死亡率降低．若氨氮胁
迫时间过长，墨吉明对虾免疫系统遭破坏，无法实现

自我调节，死亡率增加，即氨氮胁迫９６ｈ死亡率显
著增加．大多研究表明，凡纳滨对虾［２２］、斑节对

虾［２３］、日本对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）［２５］、罗氏沼虾
（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）［２６］等随氨氮浓度和胁迫
时间增加死亡率逐渐增大，与本实验结果相同，即氨

氮的毒性效应与浓度和胁迫时间呈正相关．

表３　不同种类对虾非离子氨半致死浓度
Ｔａｂ．３　ＬＣ５０ｏｆｎｏｎｉｏｎｉｃａｍｍｏｎｉａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈｒｉｍｐｓｐｅｃｉｅｓ

项目

不同种类对虾非离子氨半致死浓度／ｍｇ·ｄｍ－３

凡纳滨对虾

（Ｐ．ｖａｎｎａｍｅｉ）

斑节对虾

（Ｐ．ｍｏｎｏｄｏｎ）

脊尾白对虾

（Ｅ．ｃａｒｉｎｉｃａｕｄａ）

２４ｈＬＣ５０ ４．６８４ ３．２３０ ７．７４０

４８ｈＬＣ５０ ３．０６８ ２．４３０ ６．４００

９６ｈＬＣ５０ ２．００８ １．８４０ ４．９５０

ＳＣ ０．２０１ ０．１８０ ０．５００

３．２　氨氮对墨吉明对虾免疫因子影响
对虾血淋巴中含有多种与免疫相关的蛋白，如

模式识别蛋白、热休克蛋白等．这些免疫蛋白相互协
同，参与异物识别、吞噬、包裹和细胞毒性等作用，最

终消灭和清除病原体［３］．本实验结果表明，在３５．３１
ｍｇ／ｄｍ３氨氮胁迫下，墨吉明对虾血淋巴蛋白含量显
著低于对照组中血淋巴蛋白含量，其原因是氨氮会

加速对虾体内蛋白质的分解代谢以调节渗透平

衡［２７］．但随着氨氮胁迫时间延长，实验组墨吉明对
虾血淋巴蛋白含量有所升高，推测其原因是２４～４８

ｈ内高浓度的氨氮刺激诱发蛋白质的合成与释放，
同时氨氮造成的组织损伤和细胞破裂，使细胞内容

物进入血淋巴液，共同导致血淋巴中总蛋白浓度升

高［２８］．据王国江（２００８）报道日本沼虾血淋巴中蛋白
含量随氨氮浓度增加呈现先上升后下降的趋势［１０］；

Ｃｈｅｎ等（１９９４）研究发现日本对虾血淋巴蛋白含量
会随水体中氨氮浓度增加逐渐升高［２９］；Ｒａｃｏｔｔａ等
（２０００）对氨氮胁迫凡纳滨对虾进行研究，研究表明
随着氨氮浓度增加血淋巴中蛋白含量逐渐升高［６］，

在氨氮浓度为 １．０７ｎｍｏｌ／ｄｍ３时，蛋白含量最达
１９４．１ｍｇ／ｄｍ３．以上研究均与本实验研究结论相
同，即氨氮对对虾血淋巴蛋白含量影响显著．

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）是重要的抗氧化酶之
一，具有清除超氧阴离子、过氧化氢等功能．当 ＳＯＤ
活力降低时，生物体内氧自由不断积累，对生物体内

一些重要的生化过程造成干扰，导致代谢紊乱，免疫

水平降低，潜在病原被激活，对对虾产生致病作

用［３］．本研究发现，氨氮胁迫下 ＳＯＤ活力显著低于
对照组，氨氮胁迫时间为２４～９６ｈ时，ＳＯＤ活力逐渐
降低．原因是氨氮胁迫下破坏了抗氧化酶系统，并且
活性氧积累造成严重的氧化损伤，因此ＳＯＤ酶活力
显著低于对照组，且随着胁迫时间延长呈继续下降

趋势，这很可能是氨氮产生毒害作用的重要原因之

一［３０］．对其他种类虾蟹研究表明，斑节对虾在氨氮
胁迫２４ｈ后，ＳＯＤ活力显著下降，９６ｈＳＯＤ活力显
著低于对照组ＳＯＤ活力［８，２３］；克氏原鳌虾（Ｐｒｏｃａｍ
ｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）随着氨氮浓度升高，ＳＯＤ活力在 ２４ｈ
以后呈现显著下降趋势，且低于对照组中 ＳＯＤ活
力［３１］．以上研究与本实验得出结论相同，即 ＳＯＤ活
力易受水体中氨氮影响．

溶菌酶是一种碱性蛋白，广泛存在于对虾的血

淋巴中，是血细胞杀菌的物质基础，能水解细菌细胞

壁肽聚糖成分中乙酰氨基多糖，使细菌裂解死亡，从

而发挥机体免疫防御功能［３］．姜令绪等（２００５）研究
氨氮对凡纳滨对虾４８ｈ内溶菌酶活力变化中发现，
随着胁迫时间延长，溶菌酶活力呈现下降变化趋

势［７］；孙舰军等（１９９９）报道了中国对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏ
ｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）在高氨氮胁迫条件下，溶菌、抗菌
活力及ＳＯＤ活力显著下降，对病菌侵染的敏感性增
强［３２］；Ｙｕｅ等（２０１０）对三疣梭子蟹研究发现，暴露
在氨氮浓度为２０ｍｇ／ｄｍ３的三疣梭子蟹溶菌酶基因
表达量显著降低，感病能力增强［３３］．本实验与以上
研究结果相类似，随着氨氮胁迫时间的延长，实验组

中溶菌酶活力逐渐减弱，原因可能是由于较长时间

的氨氮胁迫，抑制了溶菌酶的合成及分泌，而抑制的



２期 钱佳慧，等：氨氮对墨吉明对虾的急性毒性及对其免疫因子的影响 ·２１５　　 ·

原因则是氨氮与溶菌酶的活性中心直接作用，降低

溶菌酶活力，从而造成对虾免疫水平下降［３４］．实验
发现在氨氮胁迫条件下，墨吉明对虾２４、４８、９６ｈ实
验组溶菌酶活力显著高于对照组，产生这种现象的

原因是氨氮破坏了对虾体内的部分免疫系统，导致

大量病原菌入侵，为抵御病原体侵染，溶菌酶活力升

高［３４］，因此实验结果中实验组溶菌酶活力显著高于

对照组．因此严格控制养殖水体中氨氮浓度有利于
提高对虾抗病能力，增加产出量．

本研究得出，氨氮胁迫对墨吉明对虾血淋巴蛋

白含量、ＳＯＤ活力、溶菌酶活力具有重要影响．免疫
指标的变化直接关系到墨吉明对虾抗病能力，因此

无论是墨吉明对虾还是其他对虾养殖，严格控制水

体中氨氮浓度，不仅能提高对虾自身免疫，而且有利

于对虾繁育子代的成活率．本试验只探究水体中氨
氮浓度对墨吉明对虾免疫因子影响，并未探讨水体

中其他因子是否对氨氮毒性作用强弱存在影响，因

此有待后续研究探讨氨氮与其他因子的协同效应对

墨吉明对虾免疫的影响．
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