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提要   在实验室条件下构建不同氨氮浓度环境和养殖时间的组间差异,研究氨氮胁迫对中

华绒螯蟹免疫功能的影响。结果表明,中华绒螯蟹在 NH
+
4 -N 310mg /L 10天或 110mg /L 20天

时,其血淋巴血细胞密度极显著地低于对照组 (P < 0101)。NH
+
4 -N 210mg /L和 310mg /L无论

10天或 20天,血细胞吞噬百分率均分别为显著 (P < 0105)和极显著 (P < 0101)地低于对照
组。NH

+
4-N 310mg /L 10天或 210mg /L 20天, 血细胞吞噬指数显著低于对照组 (P < 0105)。

NH
+
4-N 110mg /L和 210mg /L分别 20天时, 血清溶菌酶 ( LSZ)活力分别为显著 (P < 0105)和极

显著 (P < 0101)地低于对照组。NH
+
4 -N 110) 510mg /L 10天时, 血清酚氧化酶 ( PO )活力均极

显著 (P < 0101)下降;但 NH
+
4 -N 110) 410mg /L 20天时, 血清 PO活力水平均比 10天时有所

上升。NH
+
4-N 310) 410mg /L 10天或 110) 210mg /L 20天, 以及 510mg /L 10天或 310)

510mg /L 20天时, 超氧化物歧化酶 ( SOD)活力分别为显著 (P < 0105)和极显著 (P < 0101)地
低于对照组。上述结果表明,随着氨氮胁迫浓度的增加和胁迫时间的延长, 会引起中华绒螯

蟹血细胞数量、血细胞吞噬能力、溶菌酶活力、酚氧化酶活力和超氧化物歧化酶活力等的逐渐

下降,使机体非特异性免疫防御系统遭到损伤,同时机体清除自由基的能力下降,机体细胞和

组织受到伤害甚至出现死亡。
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  在集约化养殖系统中,由于养殖动物的排泄

和残饵的氨化作用, 造成氨氮不断积累, 影响养

殖生物的生长, 甚至发生毒害。氨氮已成为水产

养殖系统中最普遍的毒性物质, 但人们很少了解

氨氮对甲壳动物免疫系统的影响 ( G illes et al,

2000)。已有报道表明, 氨氮能对水生生物的许

多器官造成损伤, 是十分有害的物质 ( Colt et al,

1981)。中华绒螯蟹 ( Eriocheir sinensis )是目前我

国内陆水域中最重要的名特优养殖品种之一, 其

养殖规模不断扩大、养殖产量不断提高。但许多

养殖地区盲目追求产量、片面地增加放养密度和

投饵量而忽视了养殖水质的保护, 导致氨氮等有

害物质在水中大量积累, 引起养殖蟹生长缓慢、

体质下降、各种蟹病不断发生。例如, 传统的中

华绒螯蟹静水充气育苗中后期即便通过大量换水

改善水质,水中的氨氮含量仍然高达 2197mg /L,是
导致成活率下降的重要原因 (王武等, 1999)。目

前还未见到国内外有关氨氮胁迫对中华绒螯蟹

免疫功能影响的研究报道。本试验中作者采用

实验生态学方法,研究了养殖中华绒螯蟹在不同

氨氮胁迫环境条件下 10天和 20天以后血淋巴血

细胞数、吞噬细胞吞噬能力、血清酚氧化酶 ( PO )

活力、血清溶菌酶 ( LSZ)活性、血清超氧化物歧化

酶 ( SOD ) 5种非特异性免疫指标的变化情况, 为

中华绒螯蟹的环境生理和免疫机制以及养殖水

环境调控提供基础数据和理论依据。
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1 材料与方法
111 实验用蟹与用水
中华绒螯蟹 ( Eriocheir sinensis)于 2004年 3

月 20日取自江苏省常熟市水产养殖场池塘养殖

的健康个体, 体重 ( 65132 ? 3146) g, 至分组实验
前在养殖生态室 PVC水槽内适应性暂养 2周, 暂

养期间水温逐渐升至 21e 并保持恒定, 气石连续

充气, 每天吸污换水 1 /4池水, 饵料投喂采取上

午为泡软的玉米粒, 傍晚为新鲜洗净的螺蛳肉,

确保摄食充足。养殖环境安静, 无攀爬出水面和

打斗现象。以自来水为养蟹实验用水,添加适量

硫代硫酸钠中和氯气, 经充氧机曝气 24h并将水

温逐渐增至 2110e 后使用。

112 实验设计

设置 5个实验组和 1个对照组,每组随机取

健康无残肢的中华绒螯蟹 30尾分设 2个平行,分

别在水体为 019m3
( 110m @ 210m @ 0145m )的

PVC水族箱中进行试验, 每箱中 15尾。保证蟹

体在整个实验期间浸没于水体中。所有组的水

温、投饵等养殖条件与暂养时相同, 充气量也保

持一致。每天早晨 8: 10将各箱水体全部更新并

向各实验组添加氯化铵 ( NH4C l) ,实验组 NH
+
4-N

的添加浓度依次为 110mg /L、210mg /L、310mg /L、
410mg /L、510mg /L,对照组不添加。在实验进行
到第 10天和第 20天时, 分别从各箱中随机取出

5尾蟹 (即每组 10尾 ) ,剪肢取血进行各项免疫因

子测定,同时统计各组的成活率 (成活率 = 存活

蟹数# 100% /蟹总数 )。

113 血细胞计数

剪蟹足取血,按抗凝剂与血淋巴 1B1的比例
关系将蟹血淋巴 015m l与 015m l的等量血液抗凝

剂 (蔡武城等, 1983)同时装入 Eppendorf管混匀,

将各组抗凝血分别充入血球计数板, 静置 2)

3m in,待细胞下沉后,用高倍镜计数。

114 吞噬试验

参照朱忠勇 ( 1997)的方法, 有改进。剪肢放

血,将离心 ( 5000r/m in, 5m in, 4e )抗凝血与等体

积 114 @ 10
7
ind /m l的白色酵母菌悬液 015m l在

Eppendorf管中混匀, 在 28e 恒温下水浴 1h,取出

后用改良瑞氏 -姬姆萨染液染色 5m in,高倍镜下

观察计数, 随机检测 100个血细胞, 计算吞噬率

和吞噬指数。吞噬百分率 (PP ) = 吞噬有细菌的

血细胞数 /检测血细胞总数 @ 100% ; 吞噬指数

(PI ) =每个吞噬细胞平均吞噬的细菌数。

115 血清酚氧化酶 ( PO )活力的测定

以 L-dopa为底物, 参照 ( Ashida, 1971)的方

法进行。将 3m l 011mo l /L的 pH为 610的磷酸缓
冲液与 011m l0101mol /L的 L-dopa及 011m l待测

血清于室温下混匀,每次间隔 1m in读取在 490nm

波长下的光吸收值。以 A 490对反应时间作图。以

试验条件下 A 490每分钟增加 01001定义为 1个酶

活力单位 (U nit)。

116 血清溶菌酶 ( LSZ)活力的测定

取溶壁微球菌 (M icrococcus lysoleiticus)冻干

粉适量,经 2次活化的溶壁微球菌接种于液体培

养基内摇床培养 48h后取出, 经 4000r /m in离心

5m in后倒去上清液,用 011mo l/L、pH为 614的磷
酸缓冲液配成 A 570约为 013的底物悬液, 按 Hul-t

mark等 ( 1980)的改进方法进行测定。取 3m l该

悬液于试管内置冰浴中, 与 100Ll待测血清混匀

后测 A 0 值, 然后将试液移入 28e 温浴中作用

30m in, 取出后再置冰浴中 10m in以终止反应, 测

A值。血清溶菌酶活力 (U /m l) = (A 0 - A ) /A 0。

117 血清超氧化物歧化酶 ( SOD)活力的测定

参照邓碧玉等 ( 1991 )的方法进行。用

0105mol /L、pH 为 814的磷酸缓冲液 415m l与

0105mol /L连苯三酚 10L l混合并迅速摇匀,立即

每隔 20s测 A 325值一次,要求自氧化速率每分钟

OD 325值变化约 0107。酶活性测定方法与此相
同,在加入连苯三酚前,加入待测的血清 50L,l室

温下混匀。酶活性 = ( 0107- A 325 /m in) / ( 0107 @
50% ) @ 100% @反应液体积 @样液稀释倍数 /样

液体积;酶活单位定义:每 m l反应液中,每 m in抑

制连苯三酚自氧化速率达 50%的酶量为 1个酶

活单位 ( U /m l)。

118 数据分析

数据用 SPSS1010 ( S tatistica l Package fo r So-

c ia l Sciences)统计软件进行方差分析 ( ANOVA )

和均值多重比较分析法 ( LSD法 )检验各组间的

差异显著性 (陈平雁等, 2002)。各组各时间点的

样品数均为 10( n = 10), 所有的结果均以平均值

?标准差来表示。

2 结果
211 水质因子的检测结果

从表 1中看出,随着水体中残饵和粪便被微

生物分解以及蟹体新陈代谢活动的不断进行, 各

组水体的 NH
+
4-N量在一天内均有一定程度的积

累和上升, 但各试验组与对照组间均保持了较稳
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表 1 实验期间 24h内水化学检测结果

Tab. 1 Resu lts o f chem ical ana ly sis of w ater dur ing experim ent in 24 hours

时间 ( hBm in) 13B00 20B00 8B00

添加 NH+
4-N量

( m g /L )

NH+
4-N

( m g /L )
pH

溶氧

(m g /L )

NH+
4-N

( mg /L )
pH

溶氧

( mg /L )

NH+
4-N

( m g /L )
pH

溶氧

( m g /L )

110 11 148 7165 6163 11214 71 68 61 62 11 326 71 68 6160

210 21 153 7168 6154 21206 71 68 61 51 21 307 71 65 6152

310 31 156 7162 6137 31256 71 61 61 26 31 335 71 58 6129

410 41 155 7164 6153 41197 71 64 61 47 41 283 71 62 6136

510 51 157 7165 6156 51202 71 64 61 53 51 326 71 61 6144

010 01 174 7167 6174 01272 71 65 61 73 01 346 71 64 6164

定的浓度梯度差,其值基本依次保持在 110、210、
310、410、510mg /L左右。每天的溶氧量恒定在较

高水平,各组 pH值均有轻微的下降,但都维持在

同一水平。

尽管实验中每天 8B10全部更新各组水体,

但为了检测实验水体中 24h内的水质因子变化

状况, 随机于实验的第 2天、第 8天和第 19天的

13B00、20B00、8B00三个时间段分别对各池水体

的 NH
+
4-N量、pH值、溶氧量进行检测并求出各组

均值, 其结果见表 2。

表 2 氨氮胁迫对中华绒螯蟹成活率的影响

Tab. 2 E ffec ts o fNH+
4-N stress on the

surv iva l rate o fE. sinensis

NH+
4-N浓度 ( m g /L ) 01 0 11 0 21 0 310 410 51 0

第 10天成活率 ( % ) 100 100 100 961 7 9513 901 0

第 20天成活率 ( % ) 100 100 9617 901 0 8617 831 3

212 蟹体成活率的变化
试验期间每天观察蟹体存活情况,结果发现

对照组和 NH
+
4-N浓度 110mg /L组的蟹体比较健

康活泼、摄食一直正常, 而 NH
+

4-N浓度 310mg /L

以上各组的摄食量较低。在试验进行到第 10天

和 20天时分别统计各组的成活率, 结果见表 2。

从表 2中看出, 水体 210mg /L NH
+

4 -N 20天或

310mg /L NH
+
4-N 10天即对蟹体的存活产生影

响,且随着氨氮胁迫浓度的增高和时间的延长,

中华绒螯蟹成活率呈逐渐降低的趋势。

213 血细胞密度的变化

由表 3可知, 随着各实验组氨氮浓度的增

加,其血细胞密度呈明显下降趋势, 在氨氮胁迫

10天和 20天后, 各实验组血细胞密度依次较对

照组 19120 @ 10
4
cells/m l和 19133 @ 10

4
ce lls /m l

分别下降了 10194%、12160%、19195%、29101%、
39174% 和 15103%、14154%、19130%、35118%、
43161% { [ (对照组值 -实验组值 ) /对照组值 ] @
100%, 下同 }。随着氨氮胁迫时间的增加, 同一

组的血细胞密度也有不同程度地减少。经方差

分析和 LSD均值多重比较分析显示, 310mg /L以

上 NH
+
4 -N胁迫 10天或 110mg /L以上 NH

+
4-N胁

迫 20天各组的血细胞密度与对照组都存在极显

著差异 (P < 0101)。
214 血细胞吞噬活性的变化
用血细胞的吞噬百分率和吞噬指数来检测

血细胞的吞噬活性, 结果见表 3。 10天和 20天

后,血细胞的吞噬百分率和吞噬指数均随氨氮胁

迫浓度和时间的增加而下降。第 10天和 20天,

NH
+
4-N 110) 510mg /L各实验组血细胞的吞噬百

分率较对照组 23148% 和 22163% 分别下降了
7141%、16114%、34150%、40112%、70102% 和
7134%、17145%、34182%、45138%、80160%; 吞

噬指数分别较对照组 2164和 2165 下降了
9185%、14102%、25100%、25176%、50100% 和
12145%、22164%、31132%、43177%、57136%; 经

LSD均值多重比较分析显示, 从 10天至 20天,

NH
+
4-N 210mg /L组和 310mg /L以上各组的血细

胞吞噬百分率分别与对照组之间存在显著差异

(P < 0105 )和极显著差异 (P < 0101) ; NH+
4-N

310mg /L以上 10天和 210mg /L以上 20天胁迫

后血细胞吞噬指数与对照组都存在显著差异 (P

< 0105 ) ; NH+
4-N 510mg /L 10天以上各组血细

胞吞噬指数与对照组都存在极显著差异 ( P <

0101)。
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表 3 氨氮胁迫对中华绒螯蟹血细胞密度和吞噬活性的影响 (平均值 ?标准差 )

T ab. 3 E ffects of NH+
4-N stress on the haemocyte counts and phagocytic activ ity in E. sinens is ( m ean ? S. D. )

添加 NH+
4-N

( mg /L )

血细胞密度 ( 104 ce lls /m l) 吞噬百分率 (% ) 吞噬指数

10天 20天 10天 20天 10天 20天

11 0 171 10 ? 1173ab 16143 ? 21 08b 21174? 21 08A 201 97 ? 2105A 2138 ? 01 52a 2132 ? 01 62a

21 0 161 78 ? 3121ab 16152 ? 11 67b 191 69 ? 1169a 18168 ? 31 42a 2127 ? 01 64ab 2105? 01 81b

31 0 151 37 ? 3106bc 15160 ? 11 73b 151 38 ? 1153b 14175 ? 2101b 1198 ? 01 57b 1182? 01 71b

41 0 131 63 ? 2152c 12153 ? 11 53c 141 06 ? 1131b 121 36 ? 1106B 1196 ? 01 41b 1149 ? 01 38c

51 0 11157 ? 31 51C 101 90 ? 1100C 7104 ? 11 00C 4139 ? 01 58C 11 32 ? 0131B 11 13 ? 0132C

01 0 19120 ? 21 00A 191 33 ? 1153A 23148? 21 36A 221 63 ? 1155A 2164 ? 01 47a 2165 ? 01 37a

  注: 同一列数据右上角不同上标小写字母表示有显著差异 (P < 01 05 ), 不同上标大写字母表示有极显著差异 (P

< 0101)

215 血清溶菌活力的变化
NH

+
4-N 110) 210mg /L和 310mg /L胁迫 10天

后,中华绒螯蟹血清溶菌酶 ( LSZ)活力分别极显著

(P< 0101)和显著 (P < 0105)地高于对照组; 而当

NH
+
4-N浓度增至 410mg /L 和 510mg /L 时, 血清

LSZ活力则分别显著 (P < 0105)和极显著 (P <

0101)地低于对照组。经过 20天的氨氮胁迫后,各

实验组血清 LSZ活力均低于 10天时的水平, 且与

对照组相比均有显著或极显著的下降 (见表 4)。

216 血清酚氧化酶活力的变化
NH

+
4-N 110) 510mg /L胁迫 10天后,中华绒

螯蟹各实验组血清酚氧化酶 ( PO )活力均极显著

(P < 0101)地低于对照组水平。而当继续胁迫至
20天后, 除 NH

+
4-N 510mg /L 组以外, NH

+
4-N

110) 410mg /L各组的血清 PO活力均分别比

10天时有所升高, 但 NH
+
4 -N 31 0mg /L以上各

组的血清 PO活力仍然显著或极显著地低于对

照组水平 (表 4)。

表 4 氨氮胁迫对中华绒螯蟹血清溶菌酶、酚氧化酶和超氧化物歧化酶活力的影响 (平均值 ?标准差 )

T ab. 4 E ffects of NH+
4-N stress on LSZ, PO, and SOD activ ities in E. sinens is ( m ean ? S. D. )

添加 NH+
4-N

( mg /L )

溶菌酶活力 ( U /m l) PO活力 ( Units) SOD活力 ( U /m l)

10天 20天 10天 20天 10天 20天

11 0 01 168 ? 01052A 01 123 ? 01 043a 4147 ? 01 12B 61 58 ? 0114A 105135 ? 16134AB 971 38 ? 16175a

21 0 01 165 ? 01056A 01 105 ? 01045b 4125 ? 01 13B 61 14 ? 0115A 101149 ? 15137AB 96148 ? 15154ab

31 0 01 161 ? 01 059AB 01092 ? 01042B 31 65 ? 0111c 5153 ? 01 12a 981 32 ? 181 57ab 92146? 17135B

41 0 01124 ? 01 046c 01084 ? 01038B 3143 ? 01 15C 4197 ? 01 15b 921 41 ? 151 46ab 83151? 16153B

51 0 01 117 ? 01042C 01050 ? 01036C 31 07 ? 0114d 2192 ? 01 12C 721 71 ? 131 62b 65182? 14137C

01 0 01 143 ? 01 048b 01140 ? 01 038A 6122 ? 01 12A 61 18 ? 0114A 1121 63 ? 141 64A 113157 ? 15136A

  注: 同一列数据右上角不同上标小写字母表示有显著差异 (P < 01 05 ), 不同上标大写字母表示有极显著差异 (P

< 0101)

217 血清超氧化物歧化酶活力的变化

总体来说,氨氮胁迫 10天和 20天后, 中华绒

螯蟹血清超氧化物歧化酶 ( SOD)活力会随着氨氮

胁迫时间的延长和浓度的增加而逐渐降低 (见表

4)。10天时, NH
+
4-N 310) 410mg /L 和 510mg /L

组的 SOD活力分别显著 (P < 0105)和极显著 (P <

0101)地低于对照组; 20 天时, NH
+
4-N 110)

210mg /L和 310) 510mg /L组的 SOD活力分别显

著 ( P < 0105)和极显著 ( P < 0101 )地低于对
照组。
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3 讨论
311 氨氮胁迫对中华绒螯蟹血细胞及其免疫的

影响

由于甲壳类动物缺乏像高等动物由免疫球

蛋白介导的特异性免疫,因此血细胞在甲壳动物

的非特异性防御反应中起着主要作用 (陈国福

等, 2004)。血细胞通过吞噬、包囊、形成肉芽肿

等防御反应清除血窦中侵入的异己颗粒。因为

中华绒螯蟹防御反应同其他甲壳动物一样, 是由

循环血细胞以及存在于细胞或从细胞释放到血

浆中的多种因子的活性而产生的, 所以中华绒螯

蟹的血细胞既是细胞免疫的担当者,又是体液免

疫因子的提供者,血细胞总数总是随着甲壳动物

自身的生理状况及周围水体环境条件的改变而

不断发生变化。但总的来说, 血细胞总数常常可

作为甲壳动物健康状况的评定指标 (陈国福等,

2004)。本研究结果显示, 中华绒螯蟹在 NH
+
4-N

310mg /L胁迫 10天或 110mg /L 20天时, 其血淋

巴血细胞密度显著下降,且随着水体中氨氮胁迫

浓度的升高和胁迫时间的延长其血细胞密度逐

渐下降,这可能是由于氨氮中的非离子氨不具有

电荷, 具有相对高的脂溶性, 容易透过细胞膜直

接损伤血淋巴中血细胞的缘故。这与中国对虾

生活在 215mg /L氨氮水体中 20天左右, 其血细

胞数量显著低于在浓度为 014mg /L氨氮水体中

对虾的血细胞数 (孙舰军等, 1999)以及日本对虾

血淋巴中血蓝蛋白浓度随着水体中氨氮浓度提

高而减低 ( Chen et al, 1994)的结果相一致。在环

境因子对虾类免疫力影响的研究中也发现, 蓝对

虾 (P enaeus sty lirostris)在低氧状态下其血细胞总

数减少 ( LeM ou llac et al, 1998);罗氏沼虾 (Macro-

bichium rosenberg ii )在较低和较高温度下或较低

和较高 pH下的血细胞总数均比正常温度和正常

pH环境下为低 ( Cheng et al, 1997)。因此, 血细

胞数量的变化可作为甲壳动物对外界环境胁迫

因子响应的一个重要指标。

研究表明,甲壳动物血细胞所包含的大颗粒

细胞、小颗粒细胞和透明细胞均与吞噬作用有关

( B ach�ne et al, 1995)。甲壳动物的吞噬作用在

免疫防御中起到识别吞噬外来异物颗粒、抗菌杀

菌、激活酚氧化酶原系统等作用 ( Bach�ne et al,

1995; Sm ith, 1995)。从表 3结果明显看出, 随着

水体中氨氮胁迫浓度和胁迫时间的增加,不但会

造成中华绒螯蟹血细胞的损伤和密度逐渐下降,

而且使其吞噬百分率和吞噬活性也同步逐渐下

降。由此可见,水体氨氮对中华绒螯蟹血细胞及

其免疫活力都具有明显的损伤作用。

312 氨氮对中华绒螯蟹血淋巴中的免疫应答因

子活力的影响

溶菌酶和酚氧化酶原系统是甲壳动物重要

的血淋巴免疫应答因子。甲壳类的颗粒细胞含

有大量酚氧化酶原, 这种酶原在异物初始识别中

起关键作用 ( Verm eer, 1987 )。当机体受到外界

异物侵袭机体时,会刺激细胞产生胞吐作用进行

脱颗粒,把酚氧化酶原系统释放到周围介质中,

酚氧化酶随后被激活 ( Sung et al, 2000)。本实验

结果表明, 在氨氮胁迫 10天时, 各试验组酚氧化

酶 ( PO)活力均极显著地低于对照组, 这与蓝对虾

(P enaeus stylirostris)在氨浓度 115mg /L和 310mg /L
的水体中 PO活力降低的结果 ( G illes et al, 2000)

相似。而继续氨氮胁迫至 20天时, 除了高浓度

NH
+
4-N组 ( 510mg /L )以外,其余较低浓度氨氮组

的酚氧化酶 ( PO )活力水平均高于 10天时的水

平。可推测,氨氮对含有酚氧化酶原的大颗粒细

胞和小颗粒细胞 ( Sequeira et al, 1995)具有损伤

作用, 导致血浆 PO值随细胞密度的下降而降低,

但较长期 ( 20天 ) 410mg /L以下氨氮浓度刺激则

会激活现有的酚氧化酶原系统, 使其酚氧化酶活

力有所提高,这与斑节对虾在饲喂活的芽孢杆菌

(Bacillus S11)和罗氏沼虾 (Macrobichium rosenber-

g ii ) 被注射活 的嗜水气单 胞菌 ( A eromonas

hydrophila )后其血淋巴中的酚氧化酶活性显著升

高 ( S irirat et al, 2000; Sung et al, 2000)相类似。

而高 NH
+
4-N浓度 ( 510mg /L以上 )则会严重破坏

酚氧化酶原系统, 使其酚氧化酶活力显著下降。

由此可见, 氨氮对中华绒螯蟹酚氧化酶活力的影

响是一个长期和复杂的过程, 虽然 PO活性对环

境胁迫因子很敏感, 但仅从其单一的指标往往不

能正确反映机体的健康状况, 其机制有待进一步

深入研究。

溶菌酶是一种碱性蛋白, 能水解革兰氏阳性

细菌的细胞壁中黏酞乙酰基多糖并使之裂解并

释放出来, 形成一个水解酶体系, 破坏和消除侵

入体内的异物, 从而担负起机体防御的机能 (赵

红霞等, 2003)。血清中的溶菌酶 ( LSZ)主要由吞

噬细胞释放,故可作为吞噬系统功能的指标。由

本研究结果可知, 中华绒螯蟹在 3mg /L 以下

NH
+

4-N浓度下的较短时期 ( 10天 )内可增强溶菌
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酶活力,较长时期内 ( 20天 )则会降低溶菌酶活

力;而 NH
+
4-N 3mg /L以上浓度会较快地降低溶菌

酶活力,且随着时间的延长, 其活力降低的幅度

越明显。表明在胁迫初期, 蟹体受到较强应激,

溶菌酶活力因此而升高,此后蟹体产生了一定的

耐受性,溶菌酶活力趋于降低。因此, 溶菌酶活

力可作为蟹类应激的信号。本实验结果也表明,

中华绒螯蟹在高浓度氨氮环境或长期处于较低

氨氮环境下, 均会降低其血清溶菌酶活力, 溶菌

酶活力的下降可能是导致吞噬细胞吞噬活性降

低的重要因素之一。

313 氨氮胁迫对中华绒螯蟹超氧化物歧化酶
( SOD)活力的影响

动物机体内的抗氧化酶系统和抗氧化物质

组成了一个较为完善的抗氧化体系,可以清除体

内多余的自由基,使自由基的产生与消除处于一

种动态平衡中,从而起到免除自由基对生物分子

的损伤等作用 (张春丹等, 2006)。超氧化物歧化

酶 ( SOD )是重要的抗氧化酶之一, 在清除自由

基、防止自由基对生物分子损伤方面有十分重要

的作用。近年来研究表明 SOD酶活性与生物的

免疫水平密切相关, 可用它们的活性变化作为机

体非特异性免疫指标,甚至定量指标 (赵红霞等,

2003) ,其活力的变化反映了机体抵制自由基损

伤的能力 (孙虎山等, 2000)。从本研究结果看

出, SOD酶活性的降低与氨氮胁迫浓度和时间成

正相关,结合本实验中中华绒螯蟹的死亡率也与

氨氮胁迫浓度和时间成正相关的结果可以推测,

机体为了清除由于氨氮侵入而产生的大量自由

基,消耗了大量的 SOD酶, 使 SOD酶的活性显著

低于对照组。同时由于自由基对生物膜脂质的

损伤最为广泛和严重, 蟹体含脂质较多, 因此蟹

体易受到自由基的损害而发生脂质过氧化, 损伤

部位及其周围的正常细胞消耗了过多的 SOD酶,

使体内自由基清除酶活性降低或使其合成障碍,

自由基的防卫系统受到破坏, 促使超氧阴离子自

由基、过氧化氢、单线态氧等浓度剧增,导致多种

酶的失活,从而加剧细胞的变性甚至死亡 ( Rov in

et al, 1993;宋林生等, 2004)。这可能是氨氮胁迫

导致中华绒螯蟹血细胞密度和吞噬活力下降和

死亡率增高的重要原因之一。

水体氨氮对蟹体的毒性主要取决于水中 pH

值、温度、盐度、溶解氧等水体环境状况和蟹体大

小及生理状态等内部条件。氨氮由离子氨和非

离子氨组成, pH值、温度、盐度主要影响氨氮中

非离子氨的比例, pH值的很小增高可引起非离

子氨成倍增长, 毒性也随之增加。因非离子氨不

具有电荷, 具有相对高的脂溶性, 故容易透过细

胞膜损伤组织,引起蟹体中毒。但在低 pH值时,

离子氨在总氨氮中占比例很高时也会表现出中

毒作用。溶解氧对氨氮毒性的影响也较大, 低氧

可增加氨的毒性 ( Verm eer, 1987)。本试验中, 水

体环境的 pH值为 7158) 7168、溶氧值为 6126)
617,水中添加的是离子氨, 故本试验的氨氮浓度

对蟹体的毒性作用相对高 pH值和低溶氧值水体

环境的毒性较小。

本研究结果表明,随着氨氮胁迫浓度的增加

和胁迫时间的延长会引起中华绒螯蟹血细胞数

量逐渐减少、血细胞吞噬率能力逐渐下降、溶菌

酶和酚氧化酶活力逐渐下降, 使非特异性细胞免

疫和血淋巴中的免疫应答因子活力等免疫防御

系统逐渐遭到损伤, 同时机体清除自由基的能力

也逐渐下降, 机体细胞和组织受到伤害, 进而引

起中华绒螯蟹出现死亡。这一结果有助于我们

了解环境中氨氮等胁迫因子对中华绒螯蟹等水

生动物生理和机体损伤的影响, 同时为今后判断

中华绒螯蟹等水生甲壳动物的免疫状况和调控

养殖水环境提供重要的参考依据。
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NH
+
4-N STRESS ON IMMUNE FUNCTION OF ERIOCHE IR SINENSIS

HUANG H e-Zhong, L I Y ,i SONG Xue-Hong, WANG Yong-L ing, YANG Ca-iGen

( Institute of L ife Science, Suzhou Un iversity, F isheriesR esearch Institu te of Suzhou University, Suzhou, 215006)

Abstract  To study the effects ofNH
+
4-N stress on immune funct ion of the Chinesem itten-hand crabE rio-

cheir sinensis, the mostw idespread aquat ic breeding crustacea in fresh w ater pond, g roups in differentNH
+
4-N

concentrations ( 110, 210, 310, 410 and 510mg /L ) and different treat ing leng ths ( 10d and 20d) w ere set up

in laboratory cond it ion for comparison among the groups dur ingM arch toM ay 2004. The haemocyte counts o f

the groups under the NH
+
 4-N stress o f 310mg /L for 10 days o r 110mg /L for 20 days w as sign if icantly low er

than that o f the contro l g roup (P < 0101). The phagocyt ic percent of the groups under the NH
+
4-N stress o f

210 and 310mg /L from 10 to 20 days w ere low er (P < 0105) and much low er (P < 0101) than those of the

contro l g roup respectively. The phagocy tic index o f the g roups under the NH
+
4 -N stress of 310mg /L for 10

days or 210mg /L for 20 daysw asmuch low er than that o f the contro l group (P < 0105). The lysozyme ( LSZ)

activ ities of the groups under the NH
+
 4-N stress o f 110mg /L fo r 20 days and 210mg /L for 20 days w ere low er

(P < 0105) and much low er (P < 0101 ) than those o f the contro l group respective ly. The pheno lox idase

( PO ) act iv ity o f the all groups under theNH
+
4-N stress of 110) 510mg /L for 10 days dec lined sharp ly (P <

0101) . A t the 20th day, the PO act iv ity o f the g roups under theNH
+
 4-N stress of 110) 410mg /L increased,

but the PO activ ity w as much lower than that of the contro lwh ile the NH
+
 4-N concentration was above 310mg /L

(P < 0105 orP < 0101). The activity of superox ide d ismutase ( SOD) w as low er (P < 0105) andmuch low er

(P < 0101) than that of the control respectively on the stress of 310) 410mg /L for 10 days or 110) 210mg /L for

20 days and 510mg /L for 10 days or 310) 510mg /L fo r 20 days.

A ll the resu lts ind icated that NH
+
4-N stress could resu lt in declin ing haemocy te counts and phagocytic

percentage, decreasing the activity o f phagocytic, LSZ, PO and SOD, damag ing non-specific immune system

then its functions o f the body. M eanwhile, it reduces the ab ility o f e lim inating free radicals and impairs the

cells and t issues o f the body, and even causes death o f the Ch inese m itten-handed crab. The reaction deg ree

is posit ive ly re lated to the stress of NH
+

4 -N concentration and t ime leng th treated.

Key words  E riocheir sinensis, NH
+
4 -N stress, Haemocy te, Immune functions


