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　　摘要：以初始体质量约为（１３２．４±４．６）ｇ的锦鲤为对象，研究不同氨氮浓度对锦鲤肝脏超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、
过氧化氢酶（ＣＡＴ）、乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）活性与抗氧化酶基因（ＡｃｈＥ、Ｃｙｐ４５０）、皮肤体色基因（Ｔｙｒ、Ｍｃ１ｒ）表达的影
响。结果表明，氨氮对锦鲤在２４、４８、７２、９６ｈ的半致死浓度（ＬＣ５０）分别为５１．３４、４２．５３、３１．１８、２７．２９ｍｇ／Ｌ，安全浓度

为２．７３ｍｇ／Ｌ。氨氮暴露初期（２ｄ），各试验组总ＳＯＤ活性无显著差异，暴露中后期（６、１０、１４ｄ），各试验组总ＳＯＤ活
性整体上表现出先升高后降低的趋势；在氨氮胁迫下，各试验组ＣＡＴ、ＡＣｈＥ活性分别大致呈现先增加后降低、一直降
低的趋势；锦鲤肝脏组织中ＡｃｈＥ基因表达量与对照相比显著下降（Ｐ＜０．０５）；Ｃｙｐ４５０基因在暴露初期（２ｄ）和中期
（６ｄ）无明显变化，而在暴露中后期（１０、１４ｄ）表达量明显下调（Ｐ＜０．０５）；皮肤体色基因Ｔｙｒ、Ｍｃ１ｒ的表达量在氨氮暴
露后均明显受到抑制。可以得出，随着氨氮暴露浓度的增加和暴露时间的延长，锦鲤免疫酶活性和基因表达量均趋于

降低，说明鱼体免疫防御系统遭到了损伤。

　　关键词：氨氮；锦鲤；急性毒性；基因
　　中图分类号：Ｓ９１７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０３－０１５０－０４

收稿日期：２０１７－０９－０８
基金项目：观赏鱼产业技术体系北京市创新团队建设专项资金（编

号：ＢＡＩＣ０３２０１７０２０１）；北京市水产科学研究所自立项目（硬头鳟
及观赏鱼品种选育技术及繁养殖关键技术研究与应用的研究）。

作者简介：史东杰（１９８５—），女，北京人，硕士，副研究员，主要从事观
赏鱼繁育及养殖技术的研究工作。Ｔｅｌ：（０１０）６１７８６８４５；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｓｄｊ１９８５０１０４＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：朱　华，博士，研究员，主要从事水产繁殖、养殖以及水产
养殖环境水质调控方面的研究与推广工作。Ｔｅｌ：（０１０）６７５８６８４５；
Ｅ－ｍａｉｌ：Ｚｈｕｈｕａ＠ｂｊｆｉｓｈｅｒｙ．ｃｏｍ。

　　氨氮是水产养殖中水质检测的重要指标之一，氨氮含量
对水生动物的生长有很大的影响。尤其是现代水资源紧缺，

集约化养殖积累了大量排泄废物、残余饵料，还有水生动物尸

体，这些物质经过异养型细菌分解为蛋白质和核酸，从而产生

大量含氮有害物质［１－２］。在水产养殖过程中，氮以分子态氮

（Ｎ２）、无机态氮（ＮＨ３、ＮＨ４
＋）及有机物等形式存在，其中以

无机态氮（ＮＨ３、ＮＨ４
＋）对养殖的危害最大，毒性最强［３］。鱼

类对氨氮毒性非常敏感，氨氮可降低鱼类生长速度，伤害鱼体

组织结构、免疫功能、繁殖能力以及血液生化指标［４－６］。有学

者认为，任何可以检测出的氨氮对鱼类的生长都会产生

危害［７］。

锦鲤是经济合作与发展组织（ＯＥＣＤ）规定的５种试验生
物之一，也是我国主养的观赏鱼类。已有研究大多集中在氨

氮对鱼类的生长和酶活性的影响方面，很少有对鱼类相关基

因表达的影响研究［８－１０］。本研究以锦鲤为试验对象，以抗氧

化酶和基因表达量变化为指标，同时研究氨氮暴露下对锦鲤

相关体色基因表达的影响，研究氨氮对锦鲤的急性毒性作用，

为氨氮生态风险评估提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验锦鲤，购于北京市十里河花鸟鱼虫市场。试验鱼平

均体长（１２．７±２．８）ｃｍ，平均体质量（１３２．４±４．６）ｇ，雌雄均
有，鱼体健康，规格相似。暴露试验前，将试验鱼驯化１０ｄ，水
温（２５±１）℃，采用曝气自来水，每天光照８～１０ｈ，每天定时
投喂颗粒饲料１次，投喂总量为鱼体质量的２％ ～３％。养殖
过程中及时换水并清除残饵和代谢废物。试验鱼自然死亡

率＜１％，试验前２４ｈ禁食。
氨氮储备液：称取氯化铵（分析纯）用纯净水稀释制成

１０ｇ／Ｌ的储备液，备用。
１．２　试验方法

试验于２０１７年１月在北京市水产科学研究所小汤山良
种繁育中心进行。

急性毒性试验参照文献［１１］。
慢性毒性试验：在９６ｈＬＣ５０半致死浓度下，设置８个处理浓
度，分别为Ａ（０．１×ＬＣ５０）、Ｂ（０．２×ＬＣ５０）、Ｃ（０．３×ＬＣ５０）、Ｄ
（０．４×ＬＣ５０）、Ｅ（０．５×ＬＣ５０）、Ｆ（０．６×ＬＣ５０）、Ｇ（０．７×ＬＣ５０）、
Ｈ（０．８×ＬＣ５０），并以曝气纯净水为空白对照组。每个处理浓
度设置３个平行，每缸２５尾鱼，水量１００Ｌ。每天全部换水１
次，每天投喂２次，投喂总量为鱼体质量的２％～３％，进行慢
性毒性试验。每个质量浓度组和对照组在放鱼后的２、６、１０、
１４ｄ分别取样，用于抗氧化酶活性和基因表达的测定。

抗氧化酶活性测定：每个处理组取５尾鱼，冰面解剖取肝
脏组织，用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）充分匀浆，４℃冷冻离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ后取上清液，用于测定总超氧化物歧化
酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）活性。
酶活性的测定采用南京建成生物工程研究所的试剂盒。
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抗氧化酶基因和体色基因表达量的测定：每个处理组取

５尾鱼，冰面解剖取肝脏、皮肤，液氮速冻，用ＴＲＩｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，用ｃＤＮＡ合成试剂盒（ＴａＫａＲａ）将定量的 ＲＮＡ反转合
成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ，其间收集

荧光信号。抗氧化酶基因 ｃＤＮＡ片段扩增反应条件：９４℃
５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃２０ｓ，３２个循环。体色基因
ｃＤＮＡ片段扩增反应条件：９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３６
个循环。所有基因序列来自ＧｅｎＢａｎｋ，引物信息见表１。

表１　实时荧光定量所用引物序列

目标基因 名称 引物序列（５′→３′） 产物长度（ｂｐ）
抗氧化酶基因 β－Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＧＧＡＡＡＣＴＧＧＣＡＡＡＧＧ；Ｒ：ＧＡＧＧＡＧＧＧＡＡＡＧＴＧＧＴＡＡＡＣＧ １１６

ＡｃｈＥ Ｆ：ＴＴＣＴＧＴＧＣＴＣＴＧＴＧＧＡＡＣＣＧ；Ｒ：ＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＴＡＡＴＧＧ １５４
Ｃｙｐ４５０ Ｆ：ＣＧＡＡＡＡＴＣＣＣＡＧＡＣＧＧＧＣＴＡＣ；Ｒ：ＣＣＣＴＣＡＴＴＡＣＴＧＡＴＧＴＧＣＴＣＣＴＣＴ １６４

体色基因 β－Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡ；Ｒ：ＡＣＡＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＴ ４７８
Ｔｙｒ Ｆ：ＣＡＣＧＧＴＣＴＣＴＧＡＴＣＴＴＣＣＣ；Ｒ：ＣＧＴＣＡＣＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＡ ６１２
Ｍｃ１ｒ Ｆ：ＧＣＴＡＧＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＴＡＡＴ；Ｒ：ＧＣＧＡＧＴＴＧＣＡＧＡＴＧＡＴＡＡＧＴＡ ６９６

１．３　统计分析
试验数据用“平均值±标准差”表示。采用ＳＰＳＳ１３．０软

件进行数据统计和分析，用多重比较法进行组间差异显著性

分析，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　氨氮对锦鲤的急性毒性效应
通过急性毒性试验，在高氨氮暴露下，锦鲤反应迟钝，游

动迟缓，鱼鳍和尾部有不同程度的腐烂，鳃部红肿且黏液增

多。由表２可知，总氨氮对锦鲤在２４、４８、７２、９６ｈ的半致死
浓度（ＬＣ５０）分别为５１．３４、４２．５３、３１．１８、２７．２９ｍｇ／Ｌ，安全浓
度为２．７３ｍｇ／Ｌ。
２．２　氨氮对锦鲤肝脏抗氧化酶和乙酰胆碱酯酶活性的影响

表２　氨氮对锦鲤的半致死浓度

时间

（ｈ） 回归方程
ＬＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

２４ ｙ＝０．００３ｘ－０．１３６（ｒ２＝０．７７２） ５１．３４
４８ ｙ＝０．００４ｘ－０．１２１（ｒ２＝０．８２４） ４２．５３
７２ ｙ＝０．００４ｘ－０．１０９（ｒ２＝０．８６２） ３１．１８
９６ ｙ＝０．００５ｘ－０．１０１（ｒ２＝０．８８９） ２７．２９

　　注：ｘ为浓度的对数，ｙ为死亡概率。

　　由表３可知，锦鲤暴露于氨氮初期（２ｄ），各试验组总
ＳＯＤ活性与对照组无显著差异，暴露中后期（６、１０、１４ｄ），各
试验组总ＳＯＤ活性存在显著差异（Ｐ＜０．０５），与对照组相
比，Ａ至Ｅ组总ＳＯＤ活性显著增加，而高浓度组 Ｆ至 Ｈ组总
ＳＯＤ活性显著降低 （Ｐ＜０．０５）。锦鲤暴露于氨氮初期、中期

表３　氨氮对锦鲤肝脏总ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＡＣｈＥ活性的影响

酶 试验组
不同暴露时间的酶活性（Ｕ／ｍｇ）

２ｄ ６ｄ １０ｄ １４ｄ
ＳＯＤ 对照 ５２．１８±６．１７ａ ５２．３９±６．１５ａ ５２．４６±５．１６ａ ５２．１９±５．２３ａ

Ａ ５４．１６±５．０７ａ ６１．５２±５．４９ｂ ６８．１５±４．３６ｂ ６１．１４±３．２６ｂ
Ｂ ５１．２４±６．２４ａ ６２．１４±４．３９ｂ ６８．８９±３．５５ｂ ６５．５１±４．３９ｂ
Ｃ ５３．１１±５．１２ａ ６８．１３±５．６２ｂ ７１．５５±４．６１ｃ ７３．５４±６．７９ｃ
Ｄ ５４．４６±５．２８ａ ６９．４５±４．９１ｂ ７３．４５±３．２８ｃ ７８．１１±７．１４ｃ
Ｅ ５２．１８±５．８９ａ ７１．２３±７．２４ｃ ７５．２１±６．８４ｃ ７８．３４±５．６４ｃ
Ｆ ５３．４６±５．９４ａ ４８．５１±６．１８ｄ ４８．６６±４．６１ｅ ４２．１４±４．５２ｄ
Ｇ ５４．１１±６．０３ａ ４０．１１±５．９４ｅ ４２．１３±３．４７ｆ ３５．３３±３．１４ｅ
Ｈ ５２．１７±３．５８ａ ４２．３１±４．６１ｅ ３９．４６±５．２１ｇ ３１．２４±３．２７ｆ

ＣＡＴ 对照 ０．８９±０．１２ａ ０．８７±０．１５ａ ０．８８±０．１１ａ ０．８７±０．１６ａ
Ａ ０．９５±０．０５ｂ １．１３±０．２２ｂ １．２１±０．１６ｂ ０．７５±０．０２ｂ
Ｂ ０．９８±０．１１ｂ ０．９５±０．１８ｃ ０．９８±０．２２ｃ ０．６８±０．１２ｃ
Ｃ １．１２±０．０８ｃ １．１５±０．０５ｂ １．１４±０．２３ｂ ０．７１±０．１４ｂ
Ｄ ０．９１±０．０２ｂ １．２１±０．０２ｂ １．２５±０．０４ｂ ０．７０±０．２２ｂ
Ｅ １．２８±０．１２ｃ １．３３±０．２１ｄ １．２９±０．１３ｂ ０．６５±０．１５ｃ
Ｆ １．３５±０．１３ｄ １．２１±０．１３ｂ １．２０±０．２４ｂ ０．６４±０．１４ｃ
Ｇ １．０８±０．１４ｃ １．３６±０．１１ｄ １．３３±０．０３ｃ ０．６６±０．１２ｃ
Ｈ １．０９±０．２１ｃ １．１６±０．１４ｂ １．１８±０．３１ｂ ０．４９±０．２３ｄ

ＡＣｈＥ 对照 ９．８３±０．２３ａ ９．８１±０．１４ａ ９．９０±０．２０ａ ９．８３±０．２５ａ
Ａ ９．２１±０．１２ｂ ９．１１±０．１３ｂ ８．８７±０．１７ｂ ８．０１±０．１６ｂ
Ｂ ９．１５±０．２５ｂ ８．７９±０．１２ｃ ８．２３±０．１６ｂ ７．７８±０．１４ｃ
Ｃ ８．８９±０．２８ｃ ８．０２±０．２１ｃ ７．４５±０．１３ｃ ７．１３±０．１２ｃ
Ｄ ８．６３±０．２５ｃ ７．７８±０．０９ｄ ７．１２±０．１８ｃ ６．７８±０．０９ｄ
Ｅ ８．５１±０．２９ｃ ７．５４±０．１４ｄ ６．９８±０．１１ｄ ６．１５±０．１１ｄ
Ｆ ８．６４±０．２４ｃ ７．１３±０．１５ｄ ６．４５±０．０９ｄ ６．０２±０．１３ｄ
Ｇ ８．５５±０．１８ｃ ７．１０±０．１２ｄ ６．１３±０．１４ｄ ５．８９±０．１２ｅ
Ｈ ８．４６±０．２６ｃ ６．９８±０．２１ｅ ５．４１±０．０９ｅ ４．２３±０．０５ｆ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
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（２、６、１０ｄ），各试验组ＣＡＴ活性与对照组相比显著增加（Ｐ＜
０．０５）；暴露后期（１４ｄ），各试验组ＣＡＴ活性与对照组相比显
著降低（Ｐ＜０．０５）。锦鲤暴露于氨氮初期、中期和后期（２、６、
１０、１４ｄ），锦鲤肝脏ＡＣｈＥ活性均受到显著限制，且随着暴露
时间、浓度的增加，ＡＣｈＥ活性明显降低。
２．３　氨氮对锦鲤相关基因表达的影响

氨氮对锦鲤肝脏抗氧化酶基因ＡｃｈＥ、Ｃｙｐ４５０和皮肤体色
基因Ｔｙｒ、Ｍｃ１ｒ表达量的影响见表４，可以看出，氨氮暴露后，

锦鲤肝脏组织中ＡｃｈＥ基因表达比率与对照组相比，受到显著
限制（Ｐ＜０．０５），且随着暴露时间的增加，氨氮处理浓度的提
高，ＡＣｈＥ基因表达量显著下降（Ｐ＜０．０５），与酶活性测定结
果基本一致。Ｃｙｐ４５０基因在暴露初期（２ｄ）和中期（６ｄ）无
明显变化，而在暴露中后期（１０、１４ｄ）表达量显著下调（Ｐ＜
０．０５），说明受到了抑制。由表 ４可知，皮肤体色基因 Ｔｙｒ、
Ｍｃ１ｒ的表达量在氨氮暴露后均明显受到抑制。

表４　氨氮对锦鲤基因ｍＲＮＡ表达比率的影响

基因 试验组
不同暴露时间的ｍＲＮＡ表达比率

２ｄ ６ｄ １０ｄ １４ｄ
ＡｃｈＥ 对照 ２．１１±０．０２ａ ２．３０±０．０９ａ ２．１８±０．１３ａ ２．２１±０．０５ａ

Ａ １．８１±０．０４ｂ １．６１±０．０６ｂ １．５１±０．０９ｂ １．３１±０．０４ｂ
Ｂ １．７２±０．０２ｂ １．４２±０．０４ｂ １．４２±０．０８ｂ １．２２±０．０３ｂ
Ｃ １．６９±０．０３ｂ １．２５±０．０７ｃ １．３３±０．０６ｃ ０．８５±０．０７ｃ
Ｄ １．３５±０．０５ｃ １．１３±０．０９ｃ １．３３±０．０５ｃ ０．８１±０．０４ｃ
Ｅ １．２２±０．０４ｃ １．０１±０．０５ｃ １．２８±０．０７ｃ ０．６９±０．０１ｅ
Ｆ １．０３±０．０５ｃ ０．９８±０．０６ｄ １．１５±０．０８ｄ ０．５５±０．０１ｆ
Ｇ ０．８１±０．０６ｄ ０．８９±０．０５ｄ １．０９±０．０４ｄ ０．４６±０．０４ｅ
Ｈ ０．７９±０．０２ｄ ０．７８±０．０７ｄ ０．７０±０．０３ｅ ０．３９±０．０２ｇ

Ｃｙｐ４５０ 对照 １．５２±０．０８ａ １．４９±０．０７ａ １．５３±０．０７ａ １．５１±０．０３ａ
Ａ １．５１±０．０９ａ １．５３±０．０８ａ １．３３±０．０８ｂ １．２１±０．０５ｂ
Ｂ １．４８±０．０１ａ １．５５±０．０６ａ １．２５±０．０１ｃ １．０１±０．０７ｃ
Ｃ １．５０±０．０７ａ １．４９±０．０９ａ １．３６±０．０３ｂ ０．９７±０．０６ｃ
Ｄ １．４８±０．０９ａ １．４６±０．０１ａ １．０４±０．０４ｅ ０．９５±０．０７ｃ
Ｅ １．４６±０．０４ａ １．５０±０．０５ａ １．２２±０．０４ｂ ０．９９±０．０８ｃ
Ｆ １．５１±０．０３ａ １．４６±０．０６ａ １．１３±０．０６ｅ ０．７１±０．０２ｅ
Ｇ １．５２±０．０４ａ １．４７±０．０６ａ １．１５±０．０５ｅ ０．６０±０．０４ｆ
Ｈ １．４９±０．０９ａ １．４６±０．０７ａ ０．９８±０．０７ｅ ０．５１±００４ｇ

Ｔｙｒ 对照 ６．５５±０．２４ａ ６．４５±０．２７ａ ６．５４±０．２１ａ ６．４９±０．１２ａ
Ａ ６．４１±０．２７ａ ５．８１±０．２１ｂ ５．９１±０．１２ｂ ５．８４±０．０４ｂ
Ｂ ５．８１±０．２１ｂ ５．５２±０．１６ｂ ５．８２±０．１５ｂ ５．６５±０．０６ｂ
Ｃ ５．９２±０．２５ｂ ５．４１±０．１５ｂ ５．６５±０．１３ｂ ４．３８±０．０３ｃ
Ｄ ５．２５±０．１６ｃ ５．１６±０．１１ｃ ５．３９±０．０８ｃ ４．３６±０．１１ｃ
Ｅ ５．１６±０．１２ｃ ４．９２±０．０８ｃ ５．４０±０．０７ｃ ３．３７±０．０７ｃ
Ｆ ４．４１±０．１０ｄ ４．６１±０．０５ｄ ４．４１±０．０６ｃ ３．８５±０．０９ｄ
Ｇ ４．３８±０．０９ｄ ４．５９±０．０４ｄ ４．２９±０．０９ｄ ３．８６±０．０８ｄ
Ｈ ４．３４±０．０７ｄ ３．９２±０．０１ｅ ３．５４±０．０６ｅ ３．８０±０．０４ｄ

Ｍｃ１ｒ 对照 ８．７３±０．２３ａ ８．７５±０．２１ａ ８．７４±０．１９ａ ８．６９±０．２３ａ
Ａ ７．９４±０．２１ｂ ７．８１±０．２３ｂ ６．６５±０．１７ｂ ６．５１±０．１９ｂ
Ｂ ７．５７±０．１８ｂ ７．５９±０．１２ｂ ６．５８±０．１５ｂ ６．４２±０．１２ｂ
Ｃ ７．２５±０．１９ｂ ７．１３±０．１９ｃ ６．２１±０．１５ｃ ６．１０±０．０９ｃ
Ｄ ７．３２±０．２５ｂ ７．４１±０．１６ｂ ５．９１±０．０８ｄ ５．７１±０．０７ｄ
Ｅ ７．１１±０．２１ｂ ６．８１±０．１３ｄ ５．８８±０．１２ｄ ５．６９±０．０５ｄ
Ｆ ６．９１±０．２４ｃ ６．２０±０．１０ｅ ５．４４±０．０３ｅ ５．５９±０．０６ｄ
Ｇ ６．２３±０．１２ｄ ６．１８±０．０９ｅ ５．１３±０．０８ｆ ４．８１±０．０４ｅ
Ｈ ６．１９±０．１６ｄ ５．９１±０．０８ｆ ４．５１±０．０５ｇ ３．９２±０．０３ｆ

３　讨论

　　氨氮是水产养殖环境中的一种重要环境污染因子，氨氮
的危害可表现为大量消耗水体溶解氧而使水中缺氧并与氯作

用生成氯胺，从而增加氧的消耗量，影响鱼鳃的氧传递，浓度

较高时导致鱼类死亡，同时高浓度的氨氮还有可能形成亚硝

胺，可致癌、致变异和致畸，对鱼体有潜在威胁，可加速水体富

营养化过程［１２］。氨氮对水生生物的危害主要表现为非离子氨

的危害，非离子氨进入生物体内，会对酶水解反应造成破坏。

许多研究表明，高浓度氨氮胁迫对水生生物的免疫具有显著的

影响，尤其是长时间高浓度胁迫会导致机体免疫力下降。例如

斑马鱼［１３］、罗非鱼［９］、黄颡鱼［１４］等鱼类的死亡率随着氨氮浓

度的升高和时间的延长不断提高，这与本试验结果一致。由本

试验可知，毒性效应与氨氮浓度和胁迫时间呈正相关。在本试

验中，氨氮对锦鲤２４、４８、７２、９６ｈ的半致死浓度（ＬＣ５０）分别为
５１．３４、４２．５３、３１．１８、２７．２９ｍｇ／Ｌ，安全浓度为２．７３ｍｇ／Ｌ。
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超氧化物歧化酶是机体重要的抗氧化酶，它是生物体有

效清除活性氧、防止活性氧合成和蓄积、阻断脂质过氧化连锁

反应、保护细胞膜免受损伤的重要酶类之一，可反映机体免疫

能力，被称为生物体抗氧化系统的第一道防线［１５］。过氧化氢

酶是生物体内抗氧化系统中重要的保护酶，起着催化 Ｈ２Ｏ２
分解、保护生物体组织免受毒害的重要作用。周莹等研究氨

氮对斑马鱼肝脏组织ＳＯＤ活性的影响发现，氨氮胁迫后表现
为低浓度促进、高浓度抑制的趋势［１３］。从本试验结果可知，

锦鲤受到氨氮胁迫的过程中，肝脏组织 ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性在
下降之前都有不同浓度、不同时间的上升规律，这与氨氮胁迫

下斑马鱼的反应相似。分析其原因可能是当水体中氨氮浓度

较高时，机体在不同浓度、不同时间氨氮作用下，机体生物免

疫力增高，即产生了“毒性兴奋效应”，而在本试验后期（１０、
１４ｄ）时，随着时间的延长，锦鲤体内氨氮积累了较高的毒性，
体内自由基防卫系统受到破坏，促使过氧化氢、单线态氧等浓

度增加，导致酶活性迅速下降，机体免疫失衡，因此 ＳＯＤ和
ＣＡＴ活性显著下降。在本试验中的不同胁迫浓度、不同胁迫
时间处理下，ＡＣｈＥ活性均受到抑制，这和周莹等报道的氨氮
浓度抑制斑马鱼 ＡＣｈＥ活性［１３］一致。说明氨氮浓度的增加

可迅速降低ＡＣｈＥ活性，从而使机体免疫失衡。
　　生物机体在受到外界刺激后，在不同水平（蛋白、基因、
细胞、组织器官）上均会发生不同程度的应激反应，从而减轻

或者适应污染物的压力［１６］。近年来，许多研究表明，污染物

对基因表达水平的影响程度可以用来监控其毒性。Ｗｉｒｚｉｎｇｅｒ
等认为，分子水平（ＤＮＡ或 ＲＮＡ）的指示物具有清晰、明确、
特异性更强的特点，且避免了后续翻译与修饰过程中的干

扰［１７］。王丽等研究高效氯氰菊酯急性暴露中斑马鱼相关酶

活性和基因表达变化的影响时发现，高效氯氰菊酯会抑制斑

马鱼肝脏、肠和脑中 ＡＣｈＥ和 ＣＹＰ４５０的 ｍＲＮＡ表达量［１８］。

Ｗｕ等的研究发现，斑马鱼胚胎暴露于一定浓度四溴双酚 Ａ
（ＴＢＢＰＡ）时，Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ、ＣＡＴ的 ｍＲＮＡ表达下调［１９］。在

本研究中，于氨氮中暴露后，锦鲤肝脏组织中 ＡｃｈＥ基因表达
与对照组相比受到显著性限制，且随着暴露时间的增加，氨氮

处理浓度的提高，ＡＣｈＥ基因表达量显著下降，与酶活性测定
结果基本一致。Ｃｙｐ４５０基因在暴露初期（２ｄ）和中期（６ｄ）
无明显变化，而在暴露中后期（１０、１４ｄ）表达量明显下调，这
一结果与Ｗｕ等的研究结果类似［１９］。这说明在高浓度氨氮

暴露下，锦鲤氧化损伤严重，在短时间内即可造成机体免疫失

衡，产生较大的毒害作用。在本试验中，皮肤体色基因 Ｔｙｒ、
Ｍｃ１ｒ的表达量在氨氮暴露后均明显受到抑制，试验期间试验
鱼体色无光泽、暗淡，也说明氨氮可显著影响锦鲤体色。

综上所述，本研究获得了氨氮对锦鲤的急性毒性结果和

氨氮胁迫下抗氧化基因、皮肤体色基因转录量的变化规律，发

现氨氮对锦鲤免疫系统和体色因子有重要的损伤。综合考

虑，建议锦鲤养殖过程中氨氮浓度应不高于１．６ｍｇ／Ｌ。
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