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摘要    本研究采用 96 h 半静态毒性实验方法，研究了氨氮对大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼

的急性毒性效应和血浆生理指标的影响。结果显示，在水温为(19.0±0.5)℃、pH 为 7.85、盐度为 29.5
和溶解氧为(7.8±0.2) mg/L 的环境条件下，平均体重为(163.90±15.31) g 的大菱鲆幼鱼，总氨(TAN)
和非离子氨(NH3-N)96 h 的半致死浓度(LC50)分别为 39.73 和 0.64 mg/L。氨氮浓度、暴露时间及二

者交互作用对血浆肾上腺素(EPI)、皮质醇(Cortisol)、超氧化物歧化酶(SOD)、还原型谷胱甘肽(GSH)、
碱性磷酸酶(AKP)和血糖(GLU)含量/活性都存在显著影响；血浆 EPI、SOD、GSH、AKP 和 GLU
随氨氮浓度升高响应时间提前，EPI、皮质醇、AKP 和 GLU 随暴露时间延长总体呈现先升后降的

趋势；致死高浓度胁迫(TAN 浓度 70.96 和 84.11 mg/L)下，血浆 SOD 和 GSH 在胁迫期(12 h)内快速

升高，GLU 快速升高(4 h)后急剧降低(12 h)，暗示氨氮急性致死的原因与氧化应激损伤、生理代谢

紊乱和呼吸功能受损有关。本结果可为大菱鲆大规格幼鱼的养殖管理和行为数值模拟提供基础资料。 
关键词    大菱鲆；氨氮急性胁迫；血浆生理指标 
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氨氮(Ammonia nitrogen, AN)是指水体中以非离

子氨(NH3-N)和铵离子(NH4
+-N)形式存在的氮，二者可

相互转换，受水质 pH、温度和盐度等参数影响呈现

动态平衡 (Johansson et al, 1980)，统称为总氨氮

(TAN)，对鱼类具有很强的毒性(Randall et al, 2012; 
Ruyet et al, 1995)。其中，NH3-N 由于亲脂性和缺乏

电荷，可以较容易地通过鳃上皮细胞扩散，并通过泌

氯细胞主动转运，造成血液和组织中氨的积累，引发

鱼体中毒反应，毒性强于 NH4
+-N(Roumieh et al, 2013; 

Weihrauch et al, 2009)。 
大菱鲆(Scophthalmus maximus)是西班牙、中国和

智利等国家的重要海水养殖鱼类，中国的年产量达  
5 万多 t，约占世界养殖总产量的 80%左右(FAO, 
2017)。我国大菱鲆养殖的主要方式是利用适温的地

下海水进行陆基工厂化流水养殖和循环水集约化养

殖，养殖水体中的氨氮主要来源于饲料等有机物投入
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品分解、鱼类自身生理代谢和环境污染等，而在集约

化养殖系统中，一旦水交换受到限制或者生物滤池净

化能力不足，系统生物负载过高，氨氮易出现持续或

瞬间升高，成为鱼类生长和生存的限制因素。尽管此

前已有对大菱鲆苗种的氨氮半致死剂量、安全浓度

(Ruyet et al, 1995; 曲克明等, 2007)和慢性胁迫(Foss 
et al, 2007; Ruyet et al, 1997)的研究报道，但未见对养

成过程中大规格幼鱼氨氮急性胁迫的生理响应研究。

此外，氨氮急性胁迫容易引起养殖鱼类行为模式的改

变，揭示其行为响应的生理学基础，并用于建立行为

数值模拟的在线预警系统，可以避免因循环水系统中

氨氮的突然升高导致大菱鲆养殖损失的发生(Shinoda 
et al, 2017; Simon et al, 2017)。 

本研究通过 96 h 半静态急性胁迫实验，确定大

菱鲆大规格幼鱼氨氮的半致死浓度(LC50)和安全浓度

(SC)，分析氨氮急性胁迫下血液生理生化指标的变化

规律，筛选相应的生物标志物，揭示机体行为响应的

生理基础，旨在为实现大菱鲆行为数值模拟及其在集

约化养殖中的应用提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验在山东烟台开发区天源水产有限公司进行，幼

鱼为公司培育的全雌苗种，平均全长为(21.06±0.54) cm、

体重为(163.90±15.31) g。选择体质健壮、活力强、规

格整齐的幼鱼，实验前在实验水槽暂养 48 h，暂养期

间不投饵。 
实验水槽体积为 300 L，实验用水为紫外线消毒

的砂滤海水，水温为(19.0±0.5)℃，pH 为 7.85，盐度

为 29.5，溶解氧为(7.8±0.2) mg/L，TAN<0.1 mg/L。 

1.2  半致死剂量实验 

通过预实验获得 24 h 100%死亡质量浓度(LC100, 24 h)
和 96 h 零死亡质量浓度(LC0, 96 h)，设为上、下限，

按等对数间距设置氨氮浓度梯度。本实验中，氨氮质

量浓度由低到高依次设置为 30.28(A组)、35.90(B组)、
42.56(C 组)、50.47(D 组)、59.82(E 组)、70.96(F 组)和
84.11 mg/L(G 组)，共 7 个浓度处理组。同时，设置对

照组(不添加 NH4Cl)。氨氮采用分析纯 NH4Cl(国药集

团)，以过滤海水配制 10 g/L 的 NH4Cl 母液，即配即用。 
每个实验组设 3 个平行样，每个平行样放入同规

格大菱鲆幼鱼 10 尾。实验开始时，水槽注入 300 L
新鲜海水，按设计浓度加入相应体积 NH4Cl 母液，

充气，静水培育，每 24 h 全部换水 1 次，换水期间，

将实验鱼快速转移至新配置的同浓度养殖水槽中。采

用纳氏试剂法测定养殖水槽 0、24 h 的实际氨氮浓度

(表 1)。实验期间不投饵，每 4 h 测量 1 次水温、溶解

氧和 pH，每 24 h 记录各平行样死亡个体数量，并及时

剔除死亡个体，鱼体死亡以碰触 15 s 内无反应为准。 
 

表 1  养殖水槽实时总氨氮(TAN)浓度 
Tab.1  Analyzed TAN and NH3 levels in experimental groups 

实验组 Experimental group 
项目 Items 

对照 Control A B C D E F G 

总氨氮 
Designed TAN (mg/L) 

0 30.28 35.90 42.56 50.47 59.82 70.96 84.11 

0 h 实际氨氮 
0 h actual TAN (mg/L) 

0.09 30.39 35.87 42.63 50.58 60.89 71.04 85.14 

24 h 实际氨氮 
24 h actual TAN (mg/L) 

0.15 28.46 33.54 40.00 47.31 54.04 64.29 76.79 

 

1.3  氨氮急性胁迫实验 

采用上述氨氮浓度梯度及实验操作，评估氨氮急

性胁迫对大菱鲆大规格幼鱼血液生理、生化指标的影

响，每个实验组设 3 个平行样，每个平行样放入上述

同规格大菱鲆幼鱼 30 尾。 
1.3.1  血液样品采集    在胁迫实验的 0、4、8、12、
24、48、72 和 96 h 随机取样采血，每次每组平行样

各随机取样 2 尾，共 6 尾鱼，其中，F、G 组在 24 h
后，D、E 组在 72 h 后因高死亡率，存活数量无法满

足要求而不再取样。采血后，将鱼体放入暂养池，不

再放回原实验水槽，以避免对同一条鱼重复取样。 
为减少采血操作对结果的影响，取样时，将鱼迅

速捞起并立即投入浓度为 200 mg/L的MS-222海水中

进行快速深度麻醉(10~15 s 碰触无反应)，尾静脉釆

血。采血注射器及离心管均用 20 μl 的 1%肝素钠溶液

浸润、烘干、冷却后使用。采集血样在 4℃保温箱中

静置，以 4℃、4000 r/min 离心 10 min 制备血浆，血

浆于–80℃冰箱中保存备用。 
1.3.2  血液样品分析     血浆皮质醇(Cortisol)和肾
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上腺素 (EPI)的测定采用上海酶联生物研究所的

ELISA 试剂盒；碱性磷酸酶(AKP)、超氧化物歧化酶

(SOD)、还原型谷胱甘肽(GSH)和葡萄糖(GLU)的测定

试剂盒购自南京建成生物工程研究所，操作方法参照

试剂盒说明书。 

1.4  数据分析 

大菱鲆 24、48、72 和 96 h 的 TAN 和 NH3-N 的

LC50 和 95%可信区间使用 SPSS 17.0 软件以概率单位

加权回归(Probit)法求出。SC 的计算公式如下(Sprague, 
1971)： 

50, 96 hSC 0.1 LC   

NH3-N 浓度由 TAN 浓度采用《海水水质标准》

(GB 3097-1997)公式换算。 
血 浆 生 理 生 化 指 标 数 据 以 平 均 值 ± 标 准 差

(Mean±SD)表示，采用 SPSS 17.0 软件双因素方差分

析(Two-way ANOVA)进行检验，并采用 Tukey’s 多重

比较分析同一浓度不同时间和同一时间不同浓度处

理组间的差异，P<0.05 为显著性差异。 

2  结果 

2.1  行为反应 

大菱鲆大规格幼鱼对氨氮急性胁迫产生明显的

行为反应，高浓度组鱼体行为响应时间提前，反应程

度激烈。以 G 组(TAN 为 84.11 mg/L)为例，实验开始

1 h 内，鱼体相对安静伏底，2 h 后，陆续出现部分个

体沿池底快速游动，表现出亢奋、烦躁不安的症状，

受惊后会急速逃避、快速游动、冲击池壁或冲出水面，

短暂、快速运动后即安静伏底，逐渐丧失平衡能力，

鱼体侧翻，反应变慢甚至无反应。死亡鱼体特征表现

为身体侧翻、口张大、鳃盖张开。所有处理组鱼体体

色均呈变淡的趋势，高浓度组体色变淡的速度更快，

大菱鲆体表特有的色素斑点也因此更加明显。 

2.2  半致死浓度和安全浓度 

24 h 静水培育条件下，TAN 浓度随时间延长呈

现一定程度的衰减，损失率介于 6.01%(A 组)~9.66% 
(E 组)(表 1)。本实验中，24 h 换水 1 次能保证氨氮有

效浓度维持在 90%以上，因此，以设计浓度计算 LC50

时可相对准确反映大菱鲆对氨氮的耐受程度。氨氮急

性胁迫对大菱鲆幼鱼的毒性效果见表 2。从表 2 可以

看出，随着氨氮浓度的升高，其毒性作用增加，幼鱼

死亡率升高；随着暴露时间的延长，除最低浓度组外，

其他浓度组累计死亡数量逐渐增加，氨氮对幼鱼的毒

性作用随时间延长逐渐增加。 
SPSS 17.0 软件概率单位加权回归(Probit)法分析

结果表明，TAN 和 NH3-N 对大菱鲆 24、48、72 和 96 h
的 LC50 分别为 55.71、45.53、41.23、39.73 mg/L 和

0.89、0.73、0.66、0.64 mg/L，氨氮和 NH3-N 安全浓

度分别为 3.97 和 0.06 mg/L(表 3)。 

2.3  血液生理和生化指标分析 

2.3.1  对神经内分泌激素的影响    氨氮浓度和处

理时间均对大菱鲆血浆 EPI 含量变化有显著影响，且

二者存在显著的交互作用(表 4)。同一氨氮浓度下，

血浆 EPI 含量随处理时间的延长呈现先上升后下降

的趋势，处理 4 h 内，各组 EPI 含量无明显变化，此

后，EPI 含量达到最高值的时间随氨氮浓度的升高相

应提前，高浓度处理组(D、E、F 和 G 组)氨氮胁迫

8 h 后，EPI 含量即达到最高值，低浓度处理组(A、B
和 C 组)氨氮胁迫 24 或 12 h 后，EPI 含量达到最高值。 

血浆皮质醇含量受氨氮浓度、处理时间和二者

交互作用的显著影响(表 5)。各处理组皮质醇含量随

处理时间延长总体呈现先升后降的趋势，高浓度组

(F 和 G 组)血浆皮质醇含量在 12 h 内缓慢升高，12 h
显著高于处理前(P<0.05)，除 A 组外的其余浓度组

的皮质醇含量在 2 4  h 达最高值，此后，仍维 
 

表 2  氨氮急性胁迫对大菱鲆幼鱼的致死结果 
Tab.2  Lethal results of acute ammonia toxicity on juvenile turbot 

累积死亡数量 Cumulative mortality (ind.) 组号 
Groups 

氨氮浓度 
TAN (mg/L) 

非离子氨浓度 
NH3-N (mg/L) 

实验鱼数 
Total fish (ind.) 24 h 48 h 72 h 96 h 

A 30.28 0.49 30 0 0 0 0 
B 35.90 0.58 30 1 2 4 6 
C 42.56 0.68 30 1 8 16 21 
D 50.47 0.81 30 11 24 30 30 
E 59.82 0.96 30 16 29 30 30 
F 70.96 1.14 30 28 30 30 30 
G 84.11 1.35 30 30 30 30 30 
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表 3  氨氮、非离子氨对大菱鲆幼鱼的半致死浓度和安全质量浓度 
Tab.3  The LC50 and SC values of ammonia and non-ion ammonia on juvenile turbot 

半致死浓度 LC50 (mg/L) 95%置信下限 
Lower limit of 95% confidence 

95%置信上限 
Upper limit of 95% confidence 时间 

Time (h) 
总氨氮 TAN 非离子氨 NH3-N 总氨氮 TAN 非离子氨 NH3-N 总氨氮 TAN 非离子氨 NH3-N

24 55.71 0.89 53.07 0.85 58.54 0.94 
48 45.53 0.73 43.62 0.70 47.53 0.76 
72 41.23 0.66 39.74 0.64 42.83 0.69 
96 39.73 0.64 38.28 0.62 41.24 0.66 

 
表 4  氨氮急性胁迫对大菱鲆血浆肾上腺素含量的影响 

Tab.4  The effect of acute ammonia toxicity on plasma EPI content in turbot 

肾上腺素 EPI (ng/ml) 实验组 
Groups 0 4 h 8 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

对照 
Control 

12.45±2.25aA 12.60±0.59aA 11.42±0.91aA 12.88±0.78aA 12.87±1.52aA 13.82±0.67aA 13.41±1.14aA 13.08±0.80aA

A 10.59±1.10aA 11.65±0.51abA 12.82±0.66abA 13.76±0.95bcA 15.80±1.26cBC 11.29±1.37abA 12.27±1.55abA 13.56±0.76bcA

B 11.39±1.00aA 12.46±1.08abA 14.81±1.56bcBC 14.66±1.29bcB 16.61±1.16cC 15.83±0.60cB 12.69±1.14abA 13.86±1.48abA

C 12.05±0.86aA 12.45±0.66abA 15.26±1.23cC 15.80±0.85cB 13.55±1.59bAB 13.70±0.76bAB 13.81±0.83bA 14.56±0.59bcA

D 11.46±2.08aA 12.06±0.97abA 14.37±0.96bB 13.31±1.10abA 13.28±0.82abAB 13.95±0.57abAB — — 
E 12.14±1.18aA 12.10±0.33aA 15.71±1.05cC 13.37±0.85bA 14.06±1.12cBC 12.67±0.68abA — — 
F 11.62±1.24aA 12.45±0.62abA 14.04±1.22bB 11.82±1.14abA — — — — 
G 12.35±0.33aA 12.59±1.15aA 14.45±1.11bB 12.34±1.23aA — — — — 

双因素方差分析 Two-way ANOVA analysis 
总氨氮 TAN F=6.561, P<0.001 
暴露时间 Exposure time F=17.721, P<0.001 
总氨氮与暴露时间交互作用 TAN×Time F=3.969, P<0.001 

注：—为未检测；不同小写字母表示同一浓度组不同时间存在显著差异(P<0.05)；不同大写字母表示同一时间不同浓

度组存在显著差异(P<0.05)，下同 
Note: — no determination. Different lowercase letters indicate significant differences in the same concentration group at 

different times (P<0.05); Different uppercase letters indicate significant differences in different concentration groups at the same 
time (P<0.05), the same as below 

 
持较高水平，A 组血浆皮质醇含量在 12、72 和 96 h
显著高于处理前(P<0.05)，其他时间与处理前无明显

差异。 
2.3.2  对氧化应激参数的影响    氨氮急性胁迫引

起大菱鲆氧化应激，启动抗氧化反应。各处理组血浆

SOD 活性受氨氮浓度、处理时间和二者交互作用的

显著影响(表 6)。SOD 活性随氨氮浓度升高响应时间

提前，高浓度氨氮胁迫组(F 和 G 组)在胁迫 4 h，血

浆 SOD 活性即显著升高(P<0.05)，至 12 h 时达最高

值，中间浓度 D 和 E 组 SOD 活性在胁迫 8~24 h 后也

显著升高(P<0.05)，随后呈下降趋势，低浓度处理组 
(A 组~C 组)SOD 活性则呈下降趋势，在胁迫后期(72、
96 h)显著低于对照组(P<0.05)。 

各处理组的血浆 GSH 含量也受氨氮浓度、处理

时间和二者交互作用的显著影响(表 7)。GSH 浓度随

氨氮浓度变化趋势明显，高浓度胁迫组(F 和 G 组)血
浆 GSH 含量在胁迫 8 h 即显著高于对照组和其他处

理组(P<0.05)，12 h 达最高值，其他组 GSH 含量随氨

氮浓度的升高起始上升时间也相应提前，且 GSH 含

量在胁迫处理 96 h 仍显著高于对照组(P<0.05)。 
2.3.3  对免疫机能的影响    血浆 AKP 活性受氨氮

浓度、处理时间及交互作用的显著影响(表 8)，各处

理组血浆 AKP 活性随氨氮浓度的增加起始上升时间

相应提前，随暴露时间延长总体呈现先上升后下降的

趋势，其中，F 和 G 组 AKP 含量胁迫 4~8 h 时显著

升高(P<0.05)，低浓度组(A、B、C)则延迟至 12~24 h 才

显著升高(P<0.05)，至 72 h 达最高值。 
2.3.4  对血液生化指标的影响    血浆 GLU 含量受

氨氮浓度、处理时间及交互作用的显著影响。各处理

组 GLU 含量随氨氮胁迫浓度的升高达到最高值的时 
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表 7  氨氮急性胁迫对大菱鲆血浆谷胱甘肽含量的影响 
Tab.7  The effect of acute ammonia toxicity on plasma GSH content in turbot 

谷胱甘肽 GSH (μmol/L) 实验组 
Groups 0 4 h 8 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

对照 
Control 

36.96±4.52aA 38.42±2.52aAB 36.07±5.33aA 37.33±1.67aA 42.23±3.41aA 40.40±4.29aA 38.51±5.76aA 40.70±7.46aA

A 40.34±4.80aA 40.79±4.49abAB 39.08±4.69aA 44.06±5.13abAB 44.33±3.88abA 49.13±5.77bcB 51.11±2.38bcB 51.71±3.85cB

B 41.12±5.21aA 43.09±5.40aAB 39.16±3.96aA 44.03±7.52abAB 43.89±8.83abA 50.52±2.53abB 58.36±6.07bB 52.08±8.85abB

C 41.09±2.56aA 38.15±1.08aA 40.20±3.27aA 41.05±4.25aA 44.08±6.57aA 59.33±3.68bC 58.29±5.32bB 54.77±6.40bB

D 40.81±0.57aA 39.53±4.24aAB 38.86±2.90aA 41.38±7.55aA 58.83±7.11bB 61.76±10.15bC — — 
E 38.69±6.90aA 42.87±3.72abAB 51.54±5.84bcB 54.28±1.76cB 60.03±5.74cB 60.89±1.17cC — — 
F 41.48±3.95aA 45.27±4.89aAB 68.55±5.25bC 77.50±3.76bC — — — — 
G 40.87±4.07aA 47.62±4.20aB 69.26±2.49bC 77.85±3.99bC — — — — 

双因素方差分析 Two-way ANOVA analysis 
总氨氮 TAN F=53.418, P<0.001 
暴露时间 Exposure time F=43.413, P<0.001 
总氨氮与暴露时间交互作用 TAN×Time F=7.143, P<0.001 

 
表 8  氨氮急性胁迫对大菱鲆血浆碱性磷酸酶含量的影响 

Tab.8  The effect of acute ammonia toxicity on plasma AKP content in turbot 

碱性磷酸酶 AKP (U/100 ml) 实验组 
Groups 0 4 h 8 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

对照 
Control 

1.88±0.28aA 1.96±0.08aA 1.97±0.09aA 1.92±0.22aA 1.91±0.21aA 1.89±0.26aA 1.99±0.26aA 1.90±0.23aA

A 1.91±0.17aA 1.95±0.12aA 2.21±0.22abAB 2.30±0.20abAB 2.36±0.26bAB 2.39±0.13bAB 2.84±0.10cB 2.43±0.38bB

B 1.89±0.24aA 2.02±0.23abA 2.14±0.12abcAB 2.29±0.17abcAB 2.55±0.23cdB 2.47±0.23bcdAB 2.97±0.21dB 2.51±0.34bcdB

C 1.93±0.22aA 2.30±0.30abAB 2.37±0.19abABC 2.32±0.21abAB 2.62±0.26bB 2.80±0.21bcBC 3.34±0.20cB 2.52±0.26bB

D 1.96±0.24aA 2.39±0.28abAB 2.64±0.17bcBCD 2.93±0.19cBC 2.79±0.15bcB 3.02±0.27cBC — — 
E 1.86±0.16aA 2.39±0.19abAB 2.58±0.29bBCD 2.82±0.14bcBC 3.42±0.18cC 3.38±0.57cC — — 
F 1.96±0.29aA 2.45±0.25bAB 2.84±0.28bcCD 3.26±0.55cC — — — — 
G 1.98±0.20aA 2.59±0.24bB 3.01±0.25cD 2.73±0.16bcBC — — — — 

双因素方差分析 Two-way ANOVA analysis 
总氨氮 TAN F=42.858, P<0.001 
暴露时间 Exposure time F=44.815, P<0.001 
总氨氮与暴露时间交互作用 TAN×Time F=3.623, P<0.001 

 
间相应提前，而随处理时间呈先上升后下降的变化趋

势，高浓度组(F 和 G 组)GLU 含量在胁迫 4 h 即达最

大值，而 12 h 下降至极低的水平，显著低于处理前

(P<0.05)；D 和 E 组 GLU 含量在 8~12 h 显著升高(P< 
0.05)，至 48 h 时迅速下降至极低水平(P<0.05)；低浓

度组(A、B 和 C 组)血糖 8~48 h 逐渐升高，72 h 后呈

下降趋势，至 96 h 含量仍显著高于对照组(P<0.05)，但

3 个处理组间无显著差异(P>0.05)。 

3  讨论 

氨氮对鱼类的毒性效应有急性和慢性之分，慢性

毒性效应常表现为摄食降低、生长减慢、免疫力降低

等(Peng et al, 2017)，而急性效应则表现为鳃过度通

气、机体亢奋、游泳不稳定、失去平衡、抽搐或死亡 
等特征(Ip et al, 2001; Silva et al, 2018)。本研究中，

氨氮急性胁迫的大菱鲆行为反应除表现出上述症状

外，体色也发生明显变化，主要表现在背面体色变浅

和体表特有色素斑点变深，而体色的变化在黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)氨氮胁迫的行为响应中也有

报道(李波等, 2009)。因此，在大菱鲆氨氮胁迫行为

反应数值模拟分析中，可以将体色和色素斑点作为重

要的量化指标。 
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表 9  氨氮急性胁迫对菱鲆血糖含量的影响 
Tab.9  The effect of acute ammonia toxicity on plasma GLU content in turbot 

葡萄糖 GLU (mmol/L) 实验组 
Groups 0 4 h 8 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

对照 
Control 

1.87±0.26aA 1.93±0.16aA 1.96±0.14aA 1.98±0.15aC 1.97±0.08aB 1.97±0.12aB 1.98±0.14aA 1.95±0.09aA

A 1.92±0.17aA 1.87±0.12aA 2.45±0.19bB 2.53±0.12bD 3.11±0.10cD 2.95±0.21cC 2.79±0.23bcB 2.50±0.16bB

B 1.88±0.22aA 1.85±0.08aA 2.47±0.21bB 2.55±0.11bD 3.24±0.17cdD 3.48±0.14dC 2.93±0.08cB 2.45±0.18bB

C 1.91±0.13aA 1.98±0.21aA 2.48±0.23bB 2.78±0.16bcD 3.18±0.10cdD 3.37±0.41dC 2.97±0.12cdB 2.74±0.10bcB

D 1.92±0.16aA 2.12±0.08abAB 3.18±0.25dC 3.23±0.09dE 2.37±0.19bC 2.24±0.18abB — — 
E 1.91±0.17bA 2.40±0.07cB 3.21±0.18dC 3.96±0.18eF 1.27±0.12aA 1.45±0.55aA — — 
F 1.94±0.12bA 3.20±0.15dC 2.63±0.27cB 1.43±0.25aB — — — — 
G 1.91±0.18bA 3.65±0.25dC 1.56±0.11bA 0.85±0.09aA — — — — 

双因素方差分析 Two-way ANOVA analysis 
总氨氮 TAN F=53.766, P<0.001 
暴露时间 Exposure time F=36.684, P<0.001 
总氨氮与暴露时间交互作用 TAN×Time F=46.410, P<0.001 

 
LC50 和 SC 反映了鱼类对氨氮的耐受力，可为养

殖管理提供指导(Liao et al, 2011)。本研究中，大菱鲆

幼鱼规格为(163.90±15.31) g，全长为(21.06±0.54) cm，

96 h 非离子氨 LC50为 0.64 mg/L(TAN 为 39.73 mg/L)，低
于其稚鱼期(体长 2.0~2.4 cm)的半致死剂量(1.14 mg/L) 
(曲克明等, 2007)，Ruyet 等(1995)对不同规格大菱鲆

的急性氨氮胁迫实验也表明，幼鱼规格从(6.3±1.2) g
增长至(162.8±44.0) g，非离子氨 LC50，96 h 从 3.41 mg/L
下降至 1.45 mg/L，此外，规格为 104 g 的幼鱼长期慢

性胁迫的 SC 为 0.1 mg/L(Ruyet et al, 1997)。上述结

果表明，大菱鲆对氨氮的耐受性随规格增加而逐渐降

低，多种鱼类呈现相似规律(Randall et al, 2002)。 
已有研究表明，氨氮急性和慢性胁迫可引起大菱

鲆血浆促肾上腺皮质激素释放激素(CRH)、促肾上腺

皮质激素(ACTH)和皮质醇的显著升高(Ruyet et al, 
1998、2003; 贾睿, 2016)，表明下丘脑–垂体–肾间组

织轴(HPI 轴)可通过一系列激素的级联释放参与氨氮

胁迫的调节，以增强机体抵抗力。本研究中，大菱鲆

血浆 EPI 在氨氮胁迫初期(8~24 h)即显著升高，此后

呈下降趋势，血浆皮质醇的响应时间则较 EPI 稍延

迟，除 A 组外的低浓度组在 24 h 达最高值，此后，

略有降低但维持高水平。由此推测，氨氮急性胁迫下，

特别是高浓度胁迫可以造成血浆非离子氨浓度的快

速升高，引起血红蛋白氧亲和力的急剧降低(Pankhurst, 
2011)，交感–嗜铬组织系统首先被激活，血浆 EPI 浓
度快速升高。HPI 轴系统则可能在大菱鲆氨氮胁迫中

起主要调节作用，表现在血浆皮质醇始终维持较高的

表达水平，而 EPI 在胁迫后期恢复至对照组水平，这

可能与皮质醇对 EPI 的反馈抑制有关(王美垚, 2009)，
大菱鲆神经内分泌系统对氨氮胁迫的生理响应及其

调节机理仍有待于从分子水平和激素水平进一步探索。 
作为关键的氧化应激触发因素，氨氮诱导水生动

物产生大量活性氧簇(Reactive oxygen species, ROS)，
从而导致氧化应激启动抗氧化反应(Sun et al, 2011; 
Monteiro et al, 2006; Paulino et al, 2012)。本研究中，

血浆 SOD、GSH 含量与氨氮浓度和暴露时间均表现

出明显的响应关系，高致死浓度(F 和 G 组)胁迫 4 h，
二者即显著升高，接近死亡高峰时间(12 h)达最高值；

而低浓度组(A~C 组)SOD 整体呈现下降趋势，胁迫后

期显著低于对照组，GSH 响应时间延迟至 24 h，此

后呈先升后降的趋势，96 h 仍显著高于对照组。本结

果与牙鲆(Paralichthys olivaceus)(叶继丹等, 2007)、圆

斑星鲽(Verasper variegatus)(王贞杰等, 2017)、巴南牙

鲆(Paralichthys orbignyanus)(Maltez et al, 2017)、草鱼

(Ctenopharyng odon idella)( 周鑫 , 2012) 和黄颡鱼

(Zhang et al, 2018)等多个物种的氨氮胁迫对鱼体氧

化应激的报道相似。 
氨氮长期胁迫会造成鱼类免疫功能和抗病力降

低(黎庆等, 2015)，而急性氨氮胁迫对鱼类免疫功能

影响的研究相对较少。AKP 是鱼类重要的非特异性

免疫标志酶，作为一种细胞内酶，在肝脏、肾脏和血

红细胞中含量较高，血浆酶水平的变化反映了胁迫造

成的组织、细胞损伤程度和机体免疫能力(Silva et al, 
2018)。本研究中，血浆 AKP 酶含量在急性胁迫下随

氨氮浓度的升高响应时间提前，随处理时间延长总体

呈先升后降的趋势，和 Peyghan 等 (2002)对鲤鱼
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(Cyprinus carpio)的研究结果相一致。氨氮对鱼类最

重要的组织病理学作用是鳃、肝脏、肾脏组织和细胞

的水肿、充血和出血，高浓度氨氮在短时间内即可造成

细胞损伤，胞内 AKP 酶释放进入血浆，使得血浆 AKP
酶在短时间快速升高(彭军辉等, 2018)。低浓度组血

浆 AKP 酶前期缓慢升高与氨氮胁迫引起的机体免疫

应激相关，后期呈下降趋势则代表机体免疫力的降低。 
鱼体应激反应是一种耗能过程，葡萄糖氧化分解

是鱼类能量供给的重要途径，应激反应会导致血糖水

平的变化(韩娜娜等, 2010)。氨氮慢性胁迫会导致鱼

类血糖浓度的波动，血糖会随胁迫时间呈现先升后降

的趋势，高浓度组下降尤其明显，这一规律已在鲤鱼

(王琨, 2007)、南方鲶(Silurus meridionalis)(赵海涛 , 
2006)和阿氏冠鲇(Lophiosilurus alexandri)(Silva et al, 
2018)等多种鱼类中得到验证。本研究中，GLU 含量

随氨氮胁迫浓度升高响应时间提前，而随时间呈现先

升后降的变化趋势，高浓度组在胁迫初期(4~8 h)GLU
即显著升高，接近胁迫前的 2 倍，至死亡前(12、24 h)
血糖浓度快速下降。低浓度组胁迫初期(48 h 内)血糖

逐渐升高，后期呈下降趋势，96 h 仍显著高于对照组

(P<0.05)，相关结果与其他鱼类氨氮慢性胁迫的血糖

变化规律相似。高浓度组胁迫初期血糖快速升高可能

是由于急性胁迫效应引起对额外能量的需求，导致糖

异生作用加强，血糖含量急速升高(Silva et al, 2018)，
随着胁迫时间延长和损伤加剧，机体应对胁迫消耗过

多的血糖，血糖急剧下降，血糖代谢紊乱也影响了呼

吸代谢的能量供应，致使本研究中大菱鲆死亡个体均

呈现缺氧死亡症状。 
综上所述，在本实验条件下，大菱鲆大规格幼鱼

[(163.90±15.31) g]TAN 和 NH3-N 96 h 的 LC50 分别为

39.73 和 0.64 mg/L。氨氮浓度、暴露时间及二者交互

作用对血浆 EPI、皮质醇、SOD、GSH、AKP 和 GLU
含量/活性都存在显著影响；其中，血浆 EPI、SOD、

GSH、AKP 和 GLU 随氨氮浓度升高响应时间提前，

EPI、皮质醇、AKP 和 GLU 随暴露时间延长总体呈

先上升后下降的趋势；高浓度胁迫组(FG组)血浆 SOD
和 GSH 在胁迫期内快速升高、GLU 快速升高后急剧

降低，暗示氨氮急性致死的原因与氧化应激损伤、生

理代谢紊乱和呼吸功能受损有关。 
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Toxic Effects of Acute Ammonia Stress on Young Turbot Scophthalmus maximus 
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Abstract    Ammonia can easily form in intensive culture systems due to the ammonification of 
uneaten food and animal excretions, and usually results in detrimental health effects to teleost. The aim of 
this study was to provide a reference value for the safe regulation and control of ammonia in the 
aquaculture of turbot, Scophthalmus maximus, and obtain the corresponding biomarkers of blood 
physiological indexes under acute ammonia stress. The acute toxicity effects of ammonia on young turbot 
[average body weight (163.90±15.31) g] were studied with a 96 h half-static toxicity test. The effects of 
different ammonia concentrations and exposure times on plasma physiological indexes were determined. 
The results showed that the semi-lethal concentration (LC50) of total ammonia (TAN) and non-ionic 
ammonia (NH3-N) for 96 h were 39.73 mg/L and 0.64 mg/L, respectively, when the sea water temperature 
was (19.0±0.5)℃, pH value 7.85, salinity 29.5, and dissolved oxygen (7.8±0.2) mg/L. The plasma 
epinephrine (EPI), cortisol (cortisol), superoxide dismutase (SOD), reduced glutathione (GSH), alkaline 
phosphatase (AKP), and blood glucose (GLU) contents or activities were significantly affected by both 
the ammonia concentration and exposure time. Furthermore, the interaction between ammonia 
concentration and exposure time also significantly impacted these indexes. The response time of plasma 
EPI, SOD, GSH, AKP, and GLU advanced with the increasing of ammonia concentration, while EPI, 
cortisol, AKP, and GLU showed a trend of increasing first and then decreasing with prolonged exposure. 
These plasma physiological indexes can be used as biomarkers for acute ammonia toxicity. The plasma 
physiological responses of the high concentration toxic group were characterized by their plasma SOD 
and GSH rapidly increasing over the exposure period (within 12 h), and GLU rapidly increased at 4 h and 
decreased sharply before death. The results suggested that the death of juveniles under acute ammonia 
toxicity may be due to oxidative stress, physiological metabolic disorders, and impaired respiratory 
function. 
Key words    Scophthalmus maximus; Acute ammonia toxicity; Plasma physiological indexes 
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