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Abstract 
In this paper, the effects of ammonia-N stress on the activities of immune enzyme of Tegillarca 
granosa were studied at different conditions with ecological method. The results were as follows: 
1) Ammonia-N concentration was found to have no significant effect on the activity of catalase 
(CAT) of Tegillarca granosa (F6, 14 = 2.6074, P = 0.06545 > 0.05). As the concentration of ammo-
nia-N increased, CAT generally demonstrated an “induction-suppression” activity. 2) Ammonia-N 
concentration had a highly significant impact on the activity of acid phosphatase (ACP) of Tegil-
larca granosa (F6, 14 = 13.693, P = 0.00004 < 0.01). As the concentration of ammonia-N increased, 
ACP generally demonstrated a “suppression-induction” activity. 3) Ammonia-N concentration had 
a highly significant impact on the activity of alkaline phosphatase (AKP) of Tegillarca granosa (F6, 

14 = 13.696, P = 0.00004 < 0.01). As the concentration of ammonia-N increased, AKP generally 
demonstrated an “induction-suppression” activity. In conclusion, the stress of ammonia-N could 
influence these immuno-enzymes’ activities. 
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摘  要 

本实验以泥蚶为研究对象，研究了不同浓度下的氨氮胁迫对三种免疫酶活性的影响。实验结果发现：1) 氨
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氮浓度对泥蚶过氧化氢酶(CAT)活力的影响不显著(F6,14 = 2.6074, P = 0.06545 > 0.05)，随着氨氮浓度的

增加，总体上CAT活性表现出“诱导–抑制”的趋势。2) 氨氮浓度极显著影响泥蚶酸性磷酸酶(ACP)的
活力(F6,14 = 13.693, P = 0.00004 < 0.01)，随着氨氮浓度的增加，总体上ACP活性表现出“抑制–诱导”

的趋势。3) 氨氮浓度极显著影响泥蚶碱性磷酸酶(AKP)的活力(F6,14 = 13.696, P = 0.00004 < 0.01)，随

着氨氮浓度的增加，总体上AKP活性表现出“诱导–抑制”的趋势。结果表明，氨氮胁迫影响泥蚶这三

种免疫酶的活性。 
 

关键词 

泥蚶，氨氮胁迫，过氧化氢酶，酸性磷酸酶，碱性磷酸酶 

 
 

Copyright © 2017 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

   
 

1. 引言 

氨氮是集约化水产养殖系统中普遍存在的有毒物质，也是水产养殖中重要的水体环境指标，它已成

为水产经济动物养殖中的常见胁迫因子。在养殖过程中，养殖水体中的残饵、排泄物、分泌物以及生物

尸体等含氮有机物经微生物分解后均可产生大量氨氮、硫化氢以及亚硝酸氮等有毒物质，其中以氨氮量

的增加尤为显著[1]。在国内，有关氨氮对鱼类、虾类等水生生物抗病力影响的研究已有不少报道[2] [3] [4]，
而有关氨氮胁迫对双壳贝类抗病力影响的报道较少。陈昌生等研究发现氨氮对九孔鲍体内的抗氧化酶活

性有明显的影响[5]，提出氨氮胁迫会提高九孔鲍对病原体的易感性，增加患病的可能性。樊甄姣等人研

究了氨氮对栉孔扇贝血淋巴活性氧含量和抗氧化酶活性的影响，进一步揭示适当的氨氮刺激可增加胞内

外活性氧的含量，从而增强扇贝的两种抗氧化酶活性[6]。王文琪等人研究了氨氮对菲律宾蛤仔免疫力的

影响，发现氨氮影响菲律宾蛤仔血细胞数量和血淋巴溶菌能力[7]。栗志民等人发现，氨氮胁迫也影响马

氏珠母贝的免疫活性[8]。 
泥蚶(Tegillarca granosa)隶属于软体动物门(Mollusca)双壳纲(Bivalvia)蚶目(Arcoida)蚶科(Arcidae)，我

国沿海各地均有分布，为我国传统的经济养殖贝类。本文以泥蚶为研究对象，通过开展不同浓度条件下

的氨氮胁迫实验，测定氨氮对泥蚶常见免疫酶活力的影响，以期更好地了解泥蚶的防御机制，为其病害

防治提供一定的理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

泥蚶实验材料来自乐清市泥蚶养殖场，材料运回实验室，用二次砂滤暗沉淀海水(海水盐度为

25.5~27.1，pH 为 8.1~8.3，水温为 19.8˚C~20.8˚C)暂养 3 d，每 12 h 投饵和吸污一次，每 24 h 换水 1 次，

每次投喂适量的等鞭金藻(Isochrysis galbana)。选择大小均匀、健康和活力强的个体用于实验，从中随机

选取泥蚶个体 30 个，测量其壳长、壳宽、壳高和体重，所有数据都以平均值±标准差表示(见表 1)。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 方案设计 
实验共设置 7 个浓度梯度，总氨浓度根据预实验结果分别设为 0、5、10、20、40、80、160 mg/L， 
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Table 1. Descriptive statistics of morphological measure of Tegillarca granosa 
表 1. 泥蚶形态描述性统计值 

壳长/mm 壳宽/mm 壳高/mm 体重/g 

30.81 ± 1.48 21.63 ± 0.91 24.14 ± 1.03 11.2 ± 1.26 

 

各梯度用氯化氨溶液调配，每个梯度设置 3 个平行。实验在 30 cm × 20 cm × 10 cm 的塑料水槽中进行，

每槽分别放置成贝 35 个，各加入 2 L 海水。各组每 12 h 投饵和吸污一次，每 24 h 换水 1 次，各组温度、

盐度、pH 值等养殖条件保持一致。实验周期为 7 d。 

2.2.2. 样品采集 
1 周后贝类各随机选取 30 只，每 10 只混合作为一个样本，共设三个平行。从闭壳肌抽取血淋巴 200 

μl，立即与等量预冷的 TBS 抗凝剂(0.05 mol/L Tris-HCl, pH 7.4; 2% glucose; 2% NaCl; 20 mmol/L EDTA)
混匀，于冰水混合物中保存备用。从制得的血淋巴中，超低温离心(4˚C, 8000 rpm/min) 20 min，取上清，

用于过氧化氢酶(Catalase, CAT)活力测定。 
同时，在冰上剪取肝胰脏组织，切成小块置于玻璃匀浆管中，加入 1:2 (质量/体积)的 0.85%生理盐水，

冰上匀浆，超低温离心(4˚C, 10,000 rpm/min) 20 min，取上清，用于组织中蛋白质含量、酸性磷酸酶(Acid 
phosphatase, ACP)和碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, AKP)活力的测定。上清液置于−80˚C 超低温冰箱保

存备用。 

2.2.3. 免疫酶活性的测定 
过氧化氢酶(CAT)、酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷酸酶(AKP)等 3 种酶活与蛋白质含量的测定均采用南

京建成科技有限公司生产的试剂盒。 
过氧化氢酶(CAT)活性：CAT 分解 H2O2的反应可通过加入钼酸铵而迅速中止，剩余的 H2O2与钼酸

铵作用产生一种淡黄色的络合物，通过分光光度计在 405 nm 处测定其生成量，可计算出 CAT 的活力。 
酸性磷酸酶(ACP)的测定：ACP 分解磷酸苯二钠时，产生游离酚和磷酸，酚在碱性溶液中与 4-氨基

安替吡啉作用经铁氰化钾氧化生成红色醌衍生物，根据红色深浅可以测定酶活力的高低。 
碱性磷酸酶(AKP)的测定：当 AKP 分解磷酸苯二钠时，会产生游离酚和磷酸，酚在碱性溶液中与 4-

氨基安替吡啉作用经铁氰化钾氧化生成红色醌衍生物，根据其红色深浅可以测定酶活力的高低。 
蛋白质含量测定(考马斯亮兰法)：蛋白质分子具有 3NH+− 基团，当棕红色的考马斯亮兰显色剂加入蛋

白标准液或样品中时，考马斯亮兰染料上的阴离子与蛋白 3NH+− 结合，使溶液变为蓝色，由此通过测定

吸光度可计算出蛋白含量。 

2.3. 数据处理 

采用 Statistica 6.0 统计软件，所有数据在统计检验前分别检验其正态性和方差同质性。单因子方差分

析(One-way ANOVA)及 Tukey’s 多重比较等处理相应数据，文中数据用平均值±标准差表示，显著性水

平设置为 a = 0.05。 

3. 实验结果 

3.1. 氨氮胁迫对泥蚶 CAT 活性的影响 

单因素方差(ANOVA)分析显示，氨氮浓度对泥蚶CAT活力的影响不显著(F6,14 = 2.6074, P = 0.06545 > 
0.05)。图 1 表明，在氨氮浓度为 5 mg/L 时，泥蚶血淋巴 CAT 的活性与对照相比有所增加，但是，随着 
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Figure 1. Changes of CAT activity of Tegillarca granosa at various ammonia-N 
concentrations 
图 1. 不同氨氮浓度下泥蚶 CAT 活性的变化 

 

氨氮浓度的不断增加，CAT 活性在总体上一直处于抑制状态。总体来看，CAT 活性表现出“诱导–抑制”

的趋势。 

3.2. 氨氮胁迫对泥蚶 ACP 活性的影响 

方差分析显示，氨氮浓度极显著影响泥蚶 ACP 的活力(F6,14 = 13.693, P = 0.00004 < 0.01)。图 2 表明，

在氨氮浓度为 5 mg/L 时，泥蚶肝胰腺 ACP 的活性轻微下降，但是，随着氨氮浓度的不断增加，ACP 活

性呈现出增长趋势。与对照相比，当氨氮浓度为 20、160 mg/L 时，ACP 活性升高明显，差异极显著(P < 
0.01)；当氨氮浓度为 40、80 mg/L 时，ACP 活性升高明显，差异显著(P < 0.05)。同时，与 10 mg/L 实验

组相比，当氨氮浓度继续增加为 20、40、80、160 mg/L 时，ACP 活性都没有表现出显著差异(P > 0.05)。
总体来看，ACP 活性表现出“抑制–诱导”的趋势。 

3.3. 氨氮胁迫对泥蚶 AKP 活性的影响 

方差分析显示，氨氮浓度极显著影响泥蚶 AKP 的活力(F6,14 = 13.696, P = 0.00004 < 0.01)。图 3 表明，

泥蚶肝胰腺 AKP 的活性随着氨氮浓度的不断增加，整体上保持增长趋势。当氨氮浓度为 80 mg/L 时，活

性达到最高点，然后开始迅速降低。与对照相比，当氨氮浓度为 40、80 mg/L 时，AKP 活性升高明显，

差异极显著(P < 0.01)。总体来看，AKP 活性表现出“诱导–抑制”的趋势。 

4. 讨论 

4.1. 氨氮胁迫对泥蚶过氧化氢酶活性的影响 

氨氮在水体中以离子氨( 4NH+ )和非离子氨(NH3)两种形态存在，其中非离子氨不带电荷，具有较强的

脂溶性，能够穿透贝体细胞膜而表现出毒性效应，使体内产生大量活性氧自由基，从而促使血细胞释放

溶酶体酶等因子，并通过呼吸爆发产生细胞毒活性氧。在需氧生物体中，都必须具备抗氧化防御系统来

防止内源代谢性活性氧自由基的过量产生，这个系统包括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和谷

肮甘肽过氧化物酶(GPx)等[9]。SOD 可催化 2O −生成 H2O2，从而清除 2O − ，而 CAT 能催化 H2O2生成水

和氧气。因此，测定 CAT 酶活性的变化在一定程度上能反映出机体在环境胁迫下免疫机能的变化。 
研究结果表明，在较低的氨氮浓度(5 mg/L)条件下，CAT 活性逐渐提高。这可能是贝类在氨氮胁迫

环境下，活性氧自由基大量产生，机体处于过氧化状态，为保持抗氧化系统的动态平衡，抗氧化酶活力

增加，才能消除机体产生的过量活性氧。但随着氨氮浓度继续增加，机体产生的大量活性氧已超过抗氧

化系统的清除能力，进而对细胞结构造成氧化损伤，并使抗氧化酶 CAT 活性降低。这一发现也支持了其

他贝类的研究结果[5] [6]。 
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Figure 2. Changes of ACP activity of Tegillarca granosa at various ammonia-N 
concentrations 
图 2. 不同氨氮浓度下泥蚶ACP活性的变化(*表示与对照组比较差异显著；

**表示与对照组比较差异极显著) 
 

 
Figure 3. Changes of AKP activity of Tegillarca granosa at various ammonia-N 
concentrations 
图 3. 不同氨氮浓度下泥蚶 AKP 活性的变化(**表示与对照组比较差异极

显著) 

4.2. 氨氮胁迫对泥蚶水解酶活性的影响 

酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷酸酶(AKP)都是存在于溶酶体的水解酶，作为软体动物体内两种重要的非

特异性免疫因子，分别在酸性或碱性环境中参与对带磷酸脂基团异物的降解[10] [11]。一直以来，ACP 和
AKP 都被作为两种重要的免疫指标在动物免疫学中被广泛研究。 

与 CAT 相反，ACP 和 AKP 的活性在较低浓度时都出现“毒物兴奋效应”[12]：在氨氮浓度为 10 mg/L
时都开始升高，并在不断增加的氨氮浓度条件下保持较高的酶活水平。对 AKP 而言，在氨氮浓度为 80 
mg/L 时，活性达到最高点，然后开始抑制性的下降。对 ACP 而言，从低浓度下的诱导升高并维持较高

活性至 160 mg/L，如果浓度继续增加，ACP 活性很可能会发生抑制性下降。 
本研究表明，低浓度的氨氮胁迫对贝体内的两种水解酶活性表现出的是激活效应，但随着浓度增加

至一定程度后，水解酶活性将再度被抑制。这说明较低浓度的氨氮能有效地刺激贝体为维持自身酸碱平

衡和离子平衡采取免疫反应，而在高浓度下免疫活性的抑制可能与高浓度条件下氨氮对贝体肝胰腺细胞

造成的伤害有关[3]。同时，这也说明贝类溶酶体酶活力的提高可能也是一种防御反应外的被动的病理显

示[13]。 
综上所述，在氨氮胁迫下泥蚶体内三种免疫酶都受到不同的激活，显示贝体启动抗氧化防御系统来
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防止内源代谢性活性氧自由基的过量产生。但是，当氨氮浓度超过一定范围后，持续存在的离子氨、非

离子氨和活性氧在体内累积，都会破坏抗氧化防御系统，从而最终降低免疫酶的活性。 
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