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牛磺酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对高血氨症大弹涂鱼 

氧化应激和炎症反应相关基因影响的比较研究* 
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摘要    为了查明氨中毒对大弹涂鱼的影响, 以及牛磺酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对鱼类高血氨症的缓

释作用, 本研究设置了 4个处理组: 组 1腹腔注射氯化钠, 组 2腹腔注射醋酸铵, 组 3腹腔注射牛磺

酸和醋酸铵, 组 4腹腔注射甲硫氨酸亚砜亚胺和醋酸铵。实验持续 96h。结果发现, 组 2实验鱼肝脏

中超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽巯基转移酶基因的 mRNA表达量

显著最高, 其次是组 1, 而组 3和组 4显著最低。同样, 组 2实验鱼肝脏中白细胞介素 6(IL6)和 IL 8

显着高于其他组。肿瘤坏死因子基因的 mRNA表达量, 组 1显著高于其他组, 而 IL 1基因的 mRNA

表达量, 组 4显著最高。结果表明: 氨氮毒性能够影响鱼体内抗氧化酶系统及免疫应答, 导致氧化损

伤和炎症反应; 外源性牛磺酸能够缓解鱼类高血氨症带来的负面影响; 甲硫氨酸亚砜亚胺尽管能够

缓解自由基造成的氧化损伤, 但对炎症反应并未发挥有效的作用。 
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集约化养殖条件下 , 由于饲料残渣和动物排泄

物的氨化作用, 氨氮(Ammonia)很容易在养殖系统中

积累(Randall et al, 2002)。氨氮通常以离子态(NH4
+)

和非离子态(NH3)形式存在。大多数硬骨鱼对 NH3非

常敏感 , 环境中高浓度的氨氮会导致鱼类氨中毒

(Benli et al, 2008)。鱼类氨中毒的主要症状包括: 生

长缓慢(Hegazi et al, 2010)、鳃组织增生、肝脏病变

(Benli et al, 2008)、生理代谢紊乱, 甚至死亡(Ip et al, 

2001)。早期研究认为, 鱼类氨中毒致死是因为大脑中

高含量的 NH3 在谷氨酰胺合成酶催化下合成大量的

谷氨酰胺 , 使得星状胶质细胞肿胀引起颅内高压导

致死亡(Smart, 1978)。然而, Ip等(2005)向大弹涂鱼腹

腔中注射高浓度的醋酸铵后 , 发现实验鱼大脑中谷

氨酰胺含量并不会持续升高 , 推测氨中毒死亡的直

接原因可能与机体适应性调节产生的代谢产物所诱

发的某些生理应激反应(或病理过程)有关。近年来, 

学者们针对鱼类氨中毒致死机制进行大量有益的探

索, 更多的研究聚焦于氧化应激与炎症反应。 

氨氮胁迫下 , 鱼体内 N-甲基 -D-天冬氨酸

(NMDA)型谷氨酸受体被激活, 导致过度产生自由基

(ROS), 继而诱发氧化应激(Murthy et al, 2001)。正常

生理条件下 , 自由基的产生与机体自身的抗氧化酶

系统之间存在动态平衡, 然而, 当自由基水平超过一

定的生理阈值时, 机体就会受到氧化应激伤害(Zhao 

et al, 2009)。鱼体内抗氧化酶系统包括: 超氧化物歧

化酶(Superoxide dismutase, SOD), 能够将 ROS催化

生成 H2O2, 而具有细胞毒性的 H2O2 在过氧化氢酶

(Catalase, CAT)与谷胱甘肽过氧化物酶 (Glutathione 

peroxidase, GPX)的作用下生成无毒的 H2O和 O2。此

外 , Atli 等 (2010)还发现 , 谷胱甘肽 S-转移酶

(Glutathione S-transferase, GST)也参与体内自由基的

消除。自由基的过量产生除了引发氧化应激, 还能激



3期 邢晓丹等: 牛磺酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对高血氨症大弹涂鱼氧化应激和炎症反应相关基因影响的比较研究 647 

活促炎细胞因子, 导致炎症反应(Kim et al, 2011)。肿

瘤坏死因子(Tumor necrosis factor, TNF)是一类促炎

细胞因子, 参与 NF-κB细胞通路的活化, 参与机体的

细胞凋亡和炎症反应(Lam et al, 2011)。NF-κB作为环

境应激综合信使, 能够激活一系列促炎细胞因子, 包

括: 诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、白细胞介素 1(IL 

1)、IL 6和 IL 12等(Jia et al, 2014)。然而, 迄今为止, 

氨氮胁迫引起鱼类氧化应激和炎症反应的分子机制

尚不十分清楚。 

牛磺酸(Taurine)是一种炎症反应的有效调节剂

(Zhang et al, 2010)。Chepkova等(2006)报道, 牛磺酸

可以改善线粒体功能、调节谷氨酰胺合成酶活性、降

低组织中氨氮和谷氨酰胺含量 , 已证实其对小鼠高

氨血症能够起到较好的缓释作用。在鱼类研究中, Li

等(2016)发现, 向全植物蛋白质的饲料中添加牛磺酸, 

能够改善高血氨症对黄颡鱼 Pelteobagrus fulvidraco

造成的不利影响。在高等动物中, 甲硫氨酸亚砜亚胺

(Methionine sulfoximine, MSO)是一类治疗高血氨症

的常用药物 , 它是谷氨酰胺合成酶 (GS)抑制剂

(Brusilow, 2002)。Kosenko 等(1999)发现甲硫氨酸亚

砜亚胺的保护作用还表现在通过阻断 NMDA 受体的

活化, 达到毒性缓释的作用。 

大弹涂鱼 (Boleophthalmus pectinirostris)为沿岸

暖温性小型鱼类, 栖息于港湾和河口潮间带淤泥, 是

一种商业上重要的养殖品种, 在我国福建、浙江、江

苏、台湾等地分布较为广泛(Jin et al, 2017)。由于大

弹涂鱼具有的较强氨氮耐受能力的特质 , 使其成为

开展本研究绝佳的实验对象。本研究拟通过查明牛磺

酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对高氨血症大弹涂鱼氧化应

激(SOD, CAT, GPX和 GST)和炎症反应(TNF, IL 1, IL 

6和 IL 8)相关基因表达的影响, 从氧化应激和炎症反

应的角阐述度鱼类氨中毒的分子机制 , 以期为鱼类

氨中毒缓释手段的研发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计及采样 

大弹涂鱼购自浙江三门 , 在实验室环境中暂养

14d。挑选 360 尾体格健康、大小均一的大弹涂鱼

(12.58±0.12g)随机分配到 12 个 300L 塑料缸中

(N=30)。实验共设置 4 个处理组(每个处理设置 3 个

重复): 组 1 (对照组)腹腔注射 0.9%氯化钠; 组 2腹腔

注射 LC50的醋酸铵(9μmol/g fish; Ip et al, 2005); 组 3

腹腔注射 100μg/g fish牛磺酸 10min后, 注射 LC50的

醋酸铵(Xing et al, 2016); 组 4腹腔注射 100μg/g fish

甲硫氨酸亚砜亚胺 10min 后, 注射 LC50的醋酸铵(Ip 

et al, 2005)。胁迫实验持续 96h。实验过程中, 养殖用

水是盐度为 16 的海水, 日换水量为总体积的 1/3, 水

温 24 — 26ºC, 溶 氧 (7.81±0.13)mg/L, 亚 硝 酸 盐

<0.5mg/L, 保持自然光照。 

在实验结束后, 禁食 24h, 每桶随机挑选 3 尾实

验鱼, MS-222麻醉后解剖获得肝脏, 液氮冷冻, –80ºC

保存, 用于分析相关基因 mRNA表达。 

1.2  总 RNA提取和 cDNA合成 

 取 0.5g肝脏组织于 RNAiso Plus(大连宝生物工

程有限公司, 大连, 中国)中匀浆, 加入匀浆液 1/5 体

积的氯仿, 12000r/min, 4ºC 离心 15min, 取上清加入

到等体积的异丙醇中, 12000r/min, 4ºC 离心 10min, 

弃上清, 加入 75%乙醇清洗 2遍, 弃上清, 干燥后溶于适

量 DEPC水中。取 1μL总 RNA, 使用 TransScript All-in- 

one First-Strand cDNA Synthesis SuperMix for qPCR 
(One-Step gDNA Removal)试剂盒(北京全式金生物技

术有限公司, 北京, 中国)进行第一链 cDNA的合成。 

1.3  mRNA组织表达量测定 

基于大弹涂鱼 SOD、CAT、GPX、GST、TNF, IL 

1, IL 6和 IL 8序列, 以 β-肌动蛋白为内参基因(β-actin), 

采用 Primer 5.0软件设计引物, 引物序列见表 1, 所用

引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。实

时荧光定量 PCR反应体系包括(20μL): 10μL TransStart 

Tip Green qPCR SuperMix、0.4μL正向引物、0.4μL反

向引物、0.4μL cDNA模板、8.8μL无菌水。反应条件

为: 95ºC, 5min; 95ºC, 20s, 40个循环; 57ºC, 25s; 72ºC, 

25s, 每个反应进行 3次重复。将 cDNA模板以 5为单

位进行 6 个梯度的稀释, 用于制作目的基因和内参基

因的标准曲线。采用相对定量 2–ΔΔCt法(Schmittgen et al, 

2008)计算目的基因的相对表达量。 

1.4  统计分析 

在统计分析之前, 使用 Kolmogorov-Smirnov 检

验测试所有数据呈正态性分布。数据采用单因素方差

分析(One-way ANOVA), 如果 F检验呈显著性, 随后

采用 Tukey多重比较进行差异分析, 差异显着性设置

P<0.05。所有分析均采用 SPSS 18.0.0 (Chicago, USA)

在 Windows操作系统中进行。 

2  结果 

组 2实验鱼肝脏中 SOD基因的 mRNA表达量显

著最高, 其次为组 1, 组 4 最低(P<0.05; 见图 1)。同 
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表 1  本研究用到的引物序列 
Tab.1  Sequence of primers used in this study 

引物名称 正向引物序列(5′—3′) 反向引物序列(5′—3′) 片段大小(bp) 

SOD GGGCTGATAACATCGCTAA GATGCCAATGACTCCACA 185 

CAT GGTCTGCTACCCGCCTGTCT TCCCTCACCTGCTGGTCTTC 100 

GPX GTGATGATGGGCAGTGAA TGTCTTGGAGGAAGTAGTTTT 100 

GST CTCAATCGTACAACGCTCAG TTCCATTGGGTTGGCTCT 102 

TNF TGTCACAAACCTCGCTTCTAC TTCCCATCATCCTCTAACCAT 160 

IL 1 GATACACTCTGCCGAGGTGAG CCTGGAGCAAGCACTATTGG 236 

IL 6 GTCTGCACAGCCACATCAGT GCGATGACGTCTGGAGAGTT 256 

IL 8 CTAATGGACAAGGCGTGGAC GTGTCTGTGGAGAGCGTTGA 224 

β-actin GAGCGTGGCTACTCTTTCA GGAGGCAGCAGTGTTCAT 200 

注: SOD: 超氧化物歧化酶; CAT: 过氧化氢酶; GPX: 谷胱甘肽过氧化物酶; GST: 谷胱甘肽 S-转移酶; TNF: 肿瘤坏死因子; IL 1: 

白细胞介素 1; IL 6: 白细胞介素 6; IL 8: 白细胞介素 8 

 

图 1  牛磺酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对高血氨症大弹涂鱼肝脏中 SOD、CAT、GPX和 GST基因 mRNA表达量的影响 
Fig.1  Effects of taurine and methionine sulfoximine on mRNA expression of SOD, CAT, GPX and GST in the liver of 

hyperammonemia mudskipper 
注: 不同字母表示差异显著(P<0.05), 相同字母表示无显著差异(P>0.05),下同 

 
样, 实验鱼肝脏中 CAT, GPX 和 GST 基因的 mRNA

表达量, 组 2 显著高于其他组, 组 3 和组 4 最低

(P<0.05), 但组 3和组 4之间无显著性差异(P>0.05)。 

组 1实验鱼肝脏中 TNF基因的 mRNA表达量显

著最高, 组 3显著最低(P<0.05, 见图 2)。组 4实验鱼

肝脏中 IL 1基因的 mRNA表达量显著最高(P<0.05), 

而其他组之间无显著性差异(P>0.05)。组 2 实验鱼肝

脏中 IL 6和 IL 8基因的 mRNA表达量显著高于其他

组 (P<0.05), 而组 3 和组 4 之间无显著性差异

(P>0.05)。 
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图 2  牛磺酸和甲硫氨酸亚砜亚胺对高血氨症大弹涂鱼肝脏中 TNF、IL 1、IL 6和 IL 8基因 mRNA表达的影响 
Fig.2  Effects of taurine and methionine sulfoximine on mRNA expression of TNF, IL 1, IL 6 and IL 8 in the liver of hyperammonemia 

mudskipper 
 

3  讨论 

正常生理条件下 , 鱼类能够依靠自身抗氧化酶

体系(如: SOD、CAT、GPX和 GST)清除多余的自由

基, 保护机体免受氧化应激造成的伤害(Trenzado et 

al, 2009)。然而, 当氨氮胁迫发生时, 高浓度的血氨

水平能够过度激活 NMDA 谷氨酸受体, 大量生成自

由基, 继而造成组织或细胞过氧化损伤, 影响机体的

免疫力和抗病力(Murthy et al, 2001)。Rigault等(2013)

发现, 抗氧化酶活性往往受到 mRNA 表达水平和蛋

白质稳定性的影响。在本研究中, 腹腔注射 LC50浓度

醋酸铵(组 2)的实验鱼肝脏中 SOD、CAT、GPX 和

GST基因的 mRNA表达量显着高于对照组(组 1), 这

个发现与 Jin 等 (2017)报道的氨氮暴露对草鱼

Ctenopharyngodon idellus 造成生理负面影响的研究

结果是一致的。环境应激中, 机体内抗氧化酶相关基

因 mRNA 表达量的上调, 可能与“毒性兴奋作用”影

响下机体提高相关酶的需求量有关。相反 , 在鲫鱼

Carassius auratus (Ren et al, 2016)和南美白对虾

Litopenaeus vannamei (Liang et al, 2016)的研究中发

现 , 氨氮胁迫下 , 其抗氧化酶活性显著下降。此外 , 

在虹鳟 Oncorhynchus mykiss、鲤鱼 Cyprinus carpio、

金鱼 Carassius auratus (Sinha et al, 2014)、欧洲鲈鱼

Dicentrarchus labrax (Sinha et al, 2015)和罗氏沼虾

Macrobrachium rosenbergii (Zhang et al, 2015), 氨氮

暴露组与对照组相比 , 抗氧化酶没有发现显著性变

化。鱼种和大小, 毒性耐力, 氨水平, 管理方法和胁

迫方法的差异均能导致研究结果的不同。 

本研究发现, 组 3(腹腔注射醋酸铵和牛磺酸组)

实验鱼肝脏中 SOD, CAT, GPX和 GST基因的 mRNA

表达量显著低于组 2(腹腔注射醋酸铵)。Mehta 等

(2001)报道, 牛磺酸能够有效去除机体中的自由基, 

包括过氧化氢、超氧化物和过氧亚硝酸盐等。先前的

研究发现 ,  外源牛磺酸可以缓解高血氨症对鲫鱼

Carassius auratus和草鱼 Ctenopharyngodon idellus抗

氧化酶活性造成的不利影响(Ren et al, 2016; Xing et 

al, 2016)。Sakai等(1990)在高血氨症加利福尼亚湾石

首鱼 Totoaba macdonaldi的研究中发现, 外源补充牛

磺酸能够缓解过氧化氢酶活性抑制的症状 , 发现脂

质过氧化水平显著降低。此外, 本研究还发现, 通过

腹腔注射甲硫氨酸亚砜亚胺能够缓解高血氨对大弹

涂鱼抗氧化系统的负面影响。先前的研究发现, 通过

向高血氨症大鼠的腹腔中注射甲硫氨酸亚砜亚胺 ,  
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大鼠氨中毒的生理症状得到明显的缓解 , 甲硫氨酸

亚砜亚胺是一种谷氨酰胺合成酶抑制剂 , 在体内通

过抑制谷氨酰胺合成酶的活性 , 进一步阻断谷氨酰

胺的释放(Brusilow, 2002; Kosenko et al, 1993)。 

机体应激过量产生的自由基不仅会造成氧化损

伤, 还会影响促炎性细胞因子的 mRNA表达(Ai et al, 

2011)。Cheng 等(2015)发现, 氨氮胁迫使得暗纹东方

鲀 Takifugu obscurus促炎性细胞因子(IL 6 和 IL 12)

的 mRNA 表达量显著上调, 这个结果与本研究的发

现是一致: 组 2(腹腔注射醋酸铵)实验鱼 IL 1、IL 6

和 IL 8基因的 mRNA表达量显著高于对照组。尽管

生物体内具有多种抗应激的保护机制 , 当应激超过

一定的生理阈值, 将会诱发机体运动障碍、生理代谢

紊乱以及细胞凋亡(Chandra et al, 2000)。然而, 在本

研究中 , 腹腔注射醋酸铵显著抑制了 TNF 基因的

mRNA表达量, 这可能与促炎性因子释放速度有关。

TNF是一种多效促炎细胞因子, 在炎症应答、细胞凋

亡、细胞增殖和免疫系统中发挥作用(Lam et al, 2011), 

TNF 的活化还能够激活 NF-κB 启动细胞凋亡。Li 等

(2016)发现 , 黄颡鱼暴露于氨氮环境 , 肝脏中溶菌

酶、碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性 14d内无显著性差

异, 于 14d 后呈现出显著降低趋势, 提示免疫抑制的

发生可能是由于免疫抑制因子逐渐积累造成的。在哺

乳类的研究已证实 , 氨氮胁迫能够诱导哺乳动物

GSM06细胞的 DNA损伤和细胞凋亡, 但存在明显的

时间和剂量依赖效应(Suzuki et al, 2002)。 

牛磺酸是一种机体炎症应答的有效调节剂 , 参

与机体抗氧化、免疫调节、重金属毒性缓释、渗透压

和神经调节等生理活动(Zhang et al, 2010)。Chepkova

等(2006)报道, 牛磺酸可以通过改善线粒体功能及调

节谷氨酰胺合成酶活性 , 降低氨氮和谷氨酰胺的积

累, 发挥缓解小鼠高血氨症的作用。本研究发现, 组

3(腹腔注射醋酸铵和牛磺酸)实验鱼肝脏中 TNF、IL 6

和 IL 8基因的 mRNA表达显着低于组 2(腹腔注射醋

酸铵 ), 结果提示 , 牛磺酸通过调节促炎症因子的

mRNA表达, 降低高血氨症对鱼类造成的伤害。本研

究还发现, 组 4(腹腔注射醋酸铵和甲硫氨酸亚砜亚

胺)实验鱼肝脏中 TNF 和 IL 1 基因的 mRNA 表达量

显著高于组 3(腹腔注射醋酸铵和牛磺酸), 提示甲硫

氨酸亚砜亚胺对炎症因子的释放并没有发挥有效的

作用。Brusilow(2002)报道, 甲硫氨酸亚砜亚胺能够抑

制谷氨酰胺合成酶活性, 从而减少谷氨酰胺的合成, 

继而起到改善细胞肿胀的作用。Kosenko 等(1993)的

研究指出 , 向高血氨症大鼠腹腔中注射甲硫氨酸亚

砜亚胺可以缓解大脑星状胶质细胞的肿胀 , 但是并

没有提高患病动物的存活率。在鱼类研究中, Ip 等

(2005)报道, 向高血氨症斑马鱼腹腔中注射甲硫氨酸

亚砜亚胺, 并没有降低其死亡率, 仅仅是延长了死亡

时间。 

4  结论 

综上所述, 本研究发现, 氨氮毒性能够影响鱼体

内抗氧化酶系统及免疫应答 , 导致氧化损伤和炎症

反应 ; 外源性牛磺酸能够缓解鱼类高血氨症带来的

负面影响; 甲硫氨酸亚砜亚胺尽管能够缓解自由基造

成的氧化损伤, 但对炎症反应并未发挥有效的作用。 
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COMPARISON EFFECTS OF TAURINE AND METHIONINE SULFOXIMINE ON 
GENES INVOLVED IN OXIDATIVE STRESS AND INFLAMMATION OF 

HYPERAMMONEMIA MUDSKIPPER 

XING Xiao-Dan1,  ZHANG Mu-Zi2,  LI Ming2,  YUAN Li-Xia2,  WANG Ri-Xin2,  SHI Ge1 
(1. School of Marine Science and Technology, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China;  

2. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract    Four experimental groups were set to test the response of mudskipper to ammonia toxicity and the mitigation 

effects of taurine and methionine sulfoximine (MSO) on the toxicity. Group 1 was injected with NaCl, Group 2 with 

CH3COONH4, Group 3 with CH3COONH4 and taurine, and Group 4 CH3COONH4 and MSO. The experiment lasted for 

96h. Results show that fish in Group 2 had the highest mRNA expression levels of superoxide dismutase, catalase, 

glutathione peroxidase, and glutathione s-transferase, followed by Group 1, and the lowest in Groups 3 and 4. Similarly, 

the expression levels of interleukin 6 (IL 6) and IL 8 of fish in Group 2 were significantly higher than those of other groups. 

But fish in control group had the highest mRNA expression level of tumor necrosis factor. In comparison, fish in Group 4 

had the highest expression level of IL 1. Therefore, ammonia poisoning in fish would lead to oxidative damage and 

inflammation The exogenous taurine could mitigate the adverse effect of fish hyperammonemia. Although MSO could ease 

the oxidative damage, it did not always regulate the inflammation effectively. 

Key words    ammonia;  taurine;  methionine sulfoximine (MSO);  oxidative  stress;  inflammation;  mudskipper 

Boleophthalmus pectinirostris 


