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摘要    采用静水法研究氨氮对拟穴青蟹(Scylla paramamosain)的急性毒性及在氨氮初始浓度分别为

0(C0，对照组)、10(C10 组)、20(C20 组)、30(C30 组)、40(C40 组)、50 mg/L(C50 组)，胁迫时间分别为

0、6、24、48、72 h 的条件下对其血清中碱性磷酸酶(AKP)、酸性磷酸酶(ACP)、溶菌酶(LZM)、超氧化

物歧化酶(SOD)和酚氧化酶(PO)活力的影响。结果显示，总氨氮对拟穴青蟹 24 h 和 48 h 的半致死浓度分

别为 104.793、66.124 mg/L，安全浓度为 7.90 mg/L，非离子氨对拟穴青蟹 24 h 和 48 h 的半致死浓度分

别为 8.396、5.298 mg/L，安全浓度为 0.63 mg/L。在胁迫 6、24、48 与 72 h 时，各实验组的 LZM 活力

均显著低于对照组(P<0.01)。相较于对照组，C10、C20 及 C40 组在 24 h 的 AKP、ACP 活力均显著升高

(P<0.05)。C20 组在 24 h 的 SOD 活力则显著低于其他胁迫时间点(P<0.05)。胁迫 72 h 时，C30、C40 及

C50 组的 PO 活力显著高于对照组(P<0.05)。该实验条件下，不高于 40 mg/L 的氨氮可在 24 h 内使拟穴

青蟹血清中的 AKP 与 ACP 活力显著升高，而 50 mg/L 的氨氮则对其具有抑制作用；各实验组浓度氨氮

均在 72 h 内对拟穴青蟹血清中的 LZM 活力具有显著的抑制作用，对 PO 活力具有明显的刺激作用，对

SOD 活力无显著影响。 

关键词    拟穴青蟹；氨氮；安全浓度；免疫酶活 
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拟穴青蟹(Scylla paramamosain)俗称青蟹，具有

生长迅速、肉鲜味美、营养价值高等特点，是我国东

南沿海地区重要的养殖蟹类之一，2016 年我国青蟹

养殖总产量达到了 15 万 t (2017 中国渔业统计年鉴)。

但随着青蟹养殖业的迅猛发展，其养殖水质不断恶

化，致使一些有害的环境因子激增，从而导致青蟹病

害频发，严重威胁青蟹养殖业的健康发展(张迪等 , 

2013)。氨氮是养殖水体中一种重要的污染因子，其
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对养殖水生动物的生长代谢及非特异性免疫功能等

具有严重影响(Racotta et al, 2000; Cheng et al, 2002; 

Hong et al, 2007; 王芸等, 2013; 邓康裕等, 2015)。研

究表明，在 30 d 的慢性氨氮胁迫下，吉富罗非鱼

(Oreochromis niloticus)幼鱼的增重率(WGR)和特定生

长率 (SGR)随着氨氮浓度的升高而降低 (肖炜等 , 

2015)。奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus×O.areus)幼

鱼在低浓度氨氮胁迫 24 h 后，其肝脏的过氧化氢酶

(CAT)活力显著下降(P<0.05)(韩春艳等, 2014)。而青

鱼 (Mylopharyngodonpiceus) 、 团头 鲂 (Megalobrama 

amblycephala)和刺参(Apostichopus japonicus)等水产

养殖动物的组织器官及部分免疫酶活也会在长时间

的氨氮胁迫下受到不同程度的损伤及抑制作用(胡毅

等, 2012; 张武肖等, 2015; 刘洪展等, 2012)。另外，

细角滨对虾(Litopenaeus stylirostris)对氨氮的耐受力

会随着胁迫时间的延长不断降低，其死亡率会显著升

高 (Mugnier et al, 2008)。而中华绒螯蟹 (Eriocheir 

sinensis)的血细胞总数和吞噬能力、三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)的血细胞数量及酚氧化酶原

活力等也会随着氨氮浓度的升高而降低(黄鹤忠等 , 

2006; 岳峰等, 2010)。此外，一些虾蟹类体内的腺苷

三磷酸酶(ATPase)、溶菌酶(LZM)、谷胱甘肽合成酶

(GPX)等也会因氨氮胁迫而受到不同程度的影响，而

使其正常生长代谢受到严重威胁 (艾春香等 , 2011;  

洪美玲等, 2007; 曾媛媛等, 2011; Wang et al, 2004)。 

该实验主要研究氨氮对拟穴青蟹的急性毒性及

对其血清中碱性磷酸酶(AKP)、酸性磷酸酶(ACP)、

溶菌酶(LZM)、超氧化物歧化酶(SOD)和酚氧化酶(PO)

活力的影响，以期探究养殖水体中的氨氮对拟穴青蟹

的毒理作用及对其免疫机能的影响，为青蟹的健康养

殖提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用青蟹购自江门市，选取活力旺盛、体色

正常的健康青蟹，平均体重为(29.41±4.12) g，平均壳

长为(52.09±2.26) mm，平均壳宽为(37.40±2.28) mm。

于直径 0.8 m、高 1.2 m 的圆柱形塑料桶中暂养 7 d，

每缸 10~15 只青蟹，海水盐度为 14.62±1.08，温度为

(27.17±0.14)℃，溶氧为 (5.38±0.35) mg/L， pH 为

8.16±0.06。暂养期间连续充氧，每天投喂新鲜方形马

珂蛤(Mactra veneriformis) 1 次并及时清理食物残渣

和排泄物，每天换水 1 次，换水量为总水体的 50%，

暂养阶段未见青蟹有蜕壳现象。 

1.2  实验方法 

1.2.1  急性毒性实验    以分析纯 NH4Cl 为氨氮源，

配制成浓度为 4 g/L 的母液，根据实验要求，再将母

液稀释为 40、60、80、100、120 和 140 mg/L 的 6 个

梯度，每个梯度设 3 个平行，每个平行 10 只蟹，实

验期间不投饵，每天用相应氨氮浓度的海水换水，换

水量为总水体的 50%，及时清理青蟹排泄物。实验期

间密切观察青蟹活动，详细记录 48 h 内的死亡个体

数，并及时清理死亡青蟹。 

根据实验结果，以直线内插法求出 24 h 和 48 h

的半致死浓度(Median lethal concentration) LC50，根据

Turubell 公式(黄鹤忠等, 1998)求出其安全浓度(Safe 

concentration)： 
SC=(48 h LC50×0.3)/(24 h LC50/48 h LC50)

2 
并根据以下公式计算所对应的非离子氨的浓度： 

 CNH3 =CNH3-N/(10pKa
S,T

-pH+1)  (1) 
 pKaS,T=9.24+0.003091S+0.0324(298T)  (2) 

(1)、(2)式中，CNH3-N 表示水体总氨氮浓度，T 表

示绝对温度(T=273 +℃ t)，t 为摄氏温度，S 为盐度，

pKaS,T为电离常数，pH为水体 pH值(钱佳慧等, 2016)。 

1.2.2  血清免疫相关酶实验    免疫相关酶实验所

设氨氮浓度分别为 0(C0 组，对照组)、10(C10 组)、

20(C20 组)、30(C30 组)、40(C40 组)和 50 mg/L(C50

组)，每个浓度设 3 个平行，每个平行 15 只蟹，在氨

氮胁迫 0、6、24、48 与 72 h 时采血。采血时，每个

平行组随机选取 8 只蟹，用 1 ml 的一次性注射器从

青蟹的第 3 步足基关节处抽取 150~200 μl 血液，并将

其混匀收集于 2 ml 的 EP 管中，4℃、8000 r/min 离心

10 min，再用移液枪抽取上层血清分装到 1.5 ml 的离

心管中，于–20℃保存备用。采完血的青蟹，用酒精

棉球擦拭采血部位并放回原组。 

青蟹血清 PO 活力的测定采用改进的 Ashida 

(1971)方法进行测定，血清中的 ACP、AKP、LZM、

SOD 的测定则采用南京建成生物试剂盒，参照厂家

提供的说明书进行测定。 

1.2.3  数据处理    实验数据结果以平均值±标准差

(Mean±SD)表示，使用 SPSS 18.0 软件对数据进行统

计分析，并采用单因素方差分析(One-way ANOVA)

和 Duncan 法进行多重比较，取 P<0.05 为显著性差异

水平，P<0.01 为极显著性差异水平。 

2  结果 

2.1  急性毒性 

该实验条件下，对照组青蟹未出现死亡(表 1)。
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在实验组中，同一胁迫时间下，随着氨氮浓度的升高，

青蟹的死亡率不断增高；而在同一氨氮浓度下，随着

胁迫时间的延长，青蟹的死亡率也在不断升高，在胁

迫时间为 48 h、氨氮浓度为 120 mg/L 及以上时青蟹

的死亡率达到 100%。 
 

表 1  氨氮对拟穴青蟹急性毒性实验 
Tab.1  The acute toxicity test of ammonia nitrogen on  

S. paramamosain 

死亡率 Mortality rate (%)氨氮浓度 
Concentration of  

ammonia-N (mg/L) 24 h 48 h 

对照组(Control group, <0.02) 0 0 

40.00 3.33±0.058 23.33±0.058

60.00 26.67±0.115 43.33±0.115

80.00 33.33±0.208 66.67±0.153

100.00 40.00±0.346 83.33±0.153

120.00 60.00±0.265 100 

140.00 76.67±0.153 100 

 

经线性回归分析(图 1)，氨氮对青蟹 24、48 h 的

LC50 分别为 104.793、66.124 mg/L，SC 为 7.90 mg/L。

并由公式(1)、(2)计算，得非离子氨对青蟹 24、48 h

的 LC50 分别为 8.396、5.298 mg/L，SC 为 0.63 mg/L。 

2.2  血清免疫相关酶实验结果 

如图 2 所示，对照组(C0)的 PO 活力随时间无显

著变化；与对照组相比，C10、C20 组的 PO 活力随

胁迫时间先上升后下降，而 C30、C40 及 C50 组的

PO 活力则随胁迫时间先下降后上升；其中，C10 组

在 24 h 显著高于对照组(P<0.05)，C30、C40 及 C50

组在 72 h 显著高于对照组(P<0.05)，且 C40 组与对照

组有极显著差异(P<0.01)。 
 

 
 

图 1  氨氮对拟穴青蟹急性毒性 

Fig.1  The acute toxicity of ammonia nitrogen on  
S. paramamosain 

 

由图 3 可知，C10、C20、C40 组的 AKP 活力均

在胁迫 24 h 达到最高水平，且与对照组(C0)差异显著

(P<0.05)，之后持续下降，至 72 h 又再次升高；C30

组的 AKP 活力则在胁迫 72 h 达到最高水平，且显著

高于 C10 和 C50 组(P<0.05)；C50 组的 AKP 活力则

随胁迫时间先下降后上升，且一直低于对照组水平

(除 48 h 外)。 

如图 4 所示，对照组(C0)的 ACP 活力随时间无

显著变化；与对照组相比，各实验组 ACP 活力均随

胁迫时间先上升后下降，至 72 h 又趋于对照组水平，

其中，C10、C20 及 C40 组的 ACP 活力在 24 h 达 
 

 
 

图 2  氨氮对拟穴青蟹血清 PO 活力的影响 

Fig.2  Effects of ammonia nitrogen on PO activity in serum of S. paramamosain 

图中大写字母表示同一胁迫时间点各组间差异，小写字母表示同组内各胁迫时间点差异，其中，相同字母间表示 

差异不显著，不同字母间表示差异显著(P<0.05)，“*”表示同一时间点对照组与实验组差异极显著(P<0.01)，下同 
Capital letters in the figure represent differences between groups at the same stress time, the lowercase indicate  

the difference of the stress time in the same group, among which the same letters indicate no significant difference,  
but the different letters indicate significant difference (P<0.05), “*” indicates highly significant difference between  

the control group and test groups at the same stress time, the same below 
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到最高水平 (P<0.05)，且在 24 h 显著高于对照组

(P<0.05)，而 C50 组的 ACP 活力则在 24 h 显著低于

对照组及其他各实验组(P<0.05)。 

由图 5 可知，与对照组(C0)相比，各实验组的

LZM 活力随着胁迫时间的延长而不断降低，在胁迫

6、24、48 和 72 h 时的 LZM 活力均显著低于 0 h 

(P<0.05)，且在上述时间段内各实验组的 LZM 活力

均极显著低于对照组(P<0.01)。 
 

 
 

图 3  氨氮对拟穴青蟹血清 AKP 活力的影响 

Fig.3  Effects of ammonia nitrogen on AKP activity in serum of S. paramamosain 
 

 
 

图 4  氨氮对拟穴青蟹血清 ACP 活力的影响 

Fig.4  Effects of ammonia nitrogen on ACP activity in serum of S. paramamosain 
 

 
 

图 5  氨氮对拟穴青蟹血清 LZM 活力的影响 
Fig.5  Effects of ammonia nitrogen on LZM activity in serum of S. paramamosain 
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如图 6 所示，对照组(C0)的 SOD 活力随胁迫时

间无显著变化；与对照组相比，除 C20 组在 24 h 的

SOD 活力显著低于其他胁迫时间点(P<0.05)，其余各

组的 SOD 活力在胁迫周期内无显著变化。 
 

 
 

图 6  氨氮对拟穴青蟹血清 SOD 活力的影响 
Fig.6  Effects of ammonia nitrogen on SOD activity in serum of S. paramamosain 

 

3  讨论 

养殖水体中的氨氮分为离子氨和非离子氨，能降

低机体的血液载氧能力而引起机体中毒，对机体的免

疫系统具有一定的损伤作用(董玉波等, 2011)。邵鑫斌

等(2011)报道，在水体盐度为 30.6、pH 为 8±1 的条件

下，当氨氮浓度为 100 mg/L、胁迫 24 h 后锯缘青蟹

(Scylla serrata)开始出现死亡，死亡率为 10%。本研

究结果显示，在氨氮浓度为 40 mg/L、胁迫 24 h 后青

蟹即开始出现死亡；而当氨氮浓度为 100 mg/L 时、

胁迫 24 h 后青蟹的死亡率达到 40%。当水体的总氨

氮浓度及其他条件不变时，非离子氨的浓度与盐度成

反比。由于该实验所设水体盐度低于上述报道的盐

度，故在相同氨氮浓度(100 mg/L)下，其所含非离子

氨的浓度 (8.012 mg/L)比上述水体的非离子氨浓度

(3.568 mg/L)更高，而相同浓度下的非离子氨比离子氨

对机体具有更强的毒性(Ruyet et al, 1995)，因此，该实

验青蟹的死亡率也更高。本研究结果还显示，氨氮对青

蟹的 SC 为 7.90 mg/L，高于其对团头鲂(SC=5.649 mg/L)

和墨吉明对虾(SC=3.531 mg/L)的安全浓度 (张武肖 , 

2015; 钱佳慧等, 2016)。可见，与鱼虾相比，青蟹对

氨氮具有一定的耐受性。 

PO 受酚氧化酶原(Prophenoloxidase, proPO)激活

系统调控，在甲壳动物体内发挥着重要的免疫防御作

用(Ashida et al, 1984)。研究表明，氨氮胁迫凡纳滨对

虾(Litopenaeus vannamei)可使其 24 h 内的血清 PO 活

力明显上升(Le Moullac et al, 2000)；以 20 mg/L 的氨

氮处理三疣梭子蟹，其酚氧化酶原活力在 6 h 后显著

低于对照组，但其酚氧化酶原 mRNA 的表达量却显

著高于对照组(Yue et al, 2010)。该结果显示，C10、

C20 组可分别使青蟹的 PO 活力在 24 h 和 6 h 明显升

高，C30、C40 及 C50 组可使其 PO 活力在 72 h 显著

升高(P<0.05)，表明各实验组氨氮在胁迫周期内对青

蟹血清中的 PO 活力有明显的促进作用(P<0.05)。 

AKP 和 ACP 是水解酶体系的重要组成部分，

AKP 能将磷酸基团转移到底物分子上，在磷化物的

消化与吸收中起着重要作用，同时，也参与机体的解

毒过程；而 ACP 能增强血细胞对异物的识别和吞噬

作用，是机体杀灭病原体的物质基础 (何海琪等 , 

1992)。艾春香等(2011)研究发现，10 mg/L 组的拟穴

青蟹鳃中的 AKP、ACP 比活力在 72 h 达到最高水平，

之后持续下降；40 mg/L 组的 AKP 比活力在胁迫周期

内一直低于对照组水平。而本研究结果显示，C10、

C20、和 C40 组的血清 AKP、ACP 活力在胁迫 24 h

即达到最高水平(P<0.05)，表现为急性促进作用，之

后开始显著下降。本结果与上述结果存在部分差异，

这可能是因为相较于鳃组织，磷酸酶及其同工酶主要

存在于血细胞的溶酶体中，而氨氮可导致青蟹血细胞

解体(艾春香等, 2011)，故上述浓度的氨氮可在短时间

内使血清中的磷酸酶激增，但随着胁迫时间的延长及

氨氮浓度的升高(C50 组)，机体的结构可能受到不可

逆的损伤，以致其磷酸酶的活力受到抑制。 

LZM 广泛存在于动植物及微生物的多种组织、

体液和分泌物中，能破坏革兰氏阳性细菌的细胞壁，
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使其溶解而失去感染活性，在生物体的非特异性免疫

中起着重要作用(Grinde et al, 1988)。王贞杰等(2017)

发现，氨氮胁迫可使圆斑星鲽(Verasper variegatus)的

溶菌酶活力在 12~96 h 内持续下降，且氨氮浓度越高，

酶活下降越快。凡纳滨对虾的溶菌酶活性也会因为氨

氮胁迫而持续降低(Qiu et al, 2008)。本研究结果表

明，氨氮对青蟹血清 LZM 的活力具有显著的抑制作

用。Yue 等(2010)发现，将三疣梭子蟹暴露在氨氮浓

度为 20 mg/L 的水中，其溶菌酶基因的表达量显著降

低(P<0.05)，由此说明，氨氮可能是通过抑制机体中

溶菌酶基因的正常表达而使 LZM 活力显著降低。 

青蟹血细胞的吞噬过程会产生过氧化氢(H2O2)

和超氧阴离子自由基(O2·–)等氧化物质，这些氧化物

质除了具有杀菌作用外，也会对自身细胞产生一定的

损害作用(姚翠鸾等, 2003)，而 SOD 具有清除机体内

这些氧化活性物质的作用，使机体免于因氧化作用而

产生损伤(孔祥会等, 2003)。本研究发现，短时间的

氨氮胁迫对甲壳动物血清中 SOD 活力影响并不显

著。黄鹤忠等(2006)报道，当氨氮浓度为 5.0 mg/L、

胁迫 10 d 或 3.0~5.0 mg/L、胁迫 20 d 时，中华绒螯

蟹的 SOD 活性才有明显下降(P<0.05)。而经氨氮胁迫

4 d，罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)的 SOD 活

性显示为增高，至 10 d 才表现为降低(王玥等, 2006)。

由此可见，长时间的氨氮胁迫才有可能会导致机体结

构的破坏，致使其免疫系统受损，从而导致 SOD 活

力受到影响。 

4  结论 

综上所述，不同浓度氨氮在实验周期内对 SOD

活力无显著影响，但其会通过急性促进 AKP、ACP

和 PO 或显著抑制 LZM 等酶活力的方式来影响拟穴

青蟹的非特异性免疫反应，且这种急性促进作用通常

是血细胞受到破坏而产生的结果，是不可逆的，说明

略高于安全浓度的氨氮(≥10 mg/L)即会对拟穴青蟹

产生明显的毒害作用。因此，该研究建议在拟穴青蟹

养殖生产中，要定时检测养殖水体中的氨氮含量并通

过适时更换养殖用水等方式将氨氮控制在安全浓度

(CNH3-N, 7.90 mg/L; CNH3
, 0.63 mg/L)以下，从而为青蟹

提供持续健康的养殖环境。 
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Acute Toxicity of Ammonia Nitrogen to Scylla paramamosain and  
Its Influence on Immune Factors in Serum 
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Abstract    Using the toxicity method, we studied the acute toxicity of ammonia nitrogen to Scylla 

paramamosain and its influence on phenol oxidase (PO), alkaline phosphatase (AKP), acid phosphatase 

(ACP), superoxide dismutase (SOD) , and lysozyme (LZM) in the conditions of different ammonia 

nitrogen concentrations of 0 (C0, control group), 10 (C10), 20 (C20), 30 (C30), 40 (C40), 50 mg/L (C50) 

and different times of 0, 6, 24, 48, and 72 h. The results showed that the semi-lethal concentration (LC50) 

at 24 and 48 h of ammonia-N were 104.793 and 66.124 mg/L respectively, and the safe concentration (SC) 

was 7.90 mg/L. The LC50 at 24 and 48 h of NH3-N were 8.396 and 5.298 mg/L respectively, and the SC 

was 0.63 mg/L. The LZM activity of each treatment group was significantly lower than that of C0 group 

(P<0.01) at 6, 24, 48, and 72 h. AKP and ACP activity of C10, C20, and C40 groups was significantly 

higher than that of control group at 24 h (P<0.05), while the SOD activity of the C20 group was 

significantly lower than that of other stress times (P<0.05). At 72 h, the PO activity of C30, C40, and C50 

groups were significantly higher than that of C0 group (P<0.05). Under the experimental conditions, 

ammonia nitrogen that was lower than 40 mg/L could significantly enhance the AKP and ACP activity of 

S. paramamosain over a 24 h period, while 50 mg/L ammonia nitrogen had inhibitory effects. Ammonia 

nitrogen in all groups had significant inhibitory effects on LZM activity of S. paramamosain, which had 

no significant effect on SOD activity, but had an obvious enhancement effect on activity of PO by 72 h.  

Key words    Scylla paramamosain; Ammonia nitrogen; Safe concentration; Immune-related enzyme 
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