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摘要：试验设置了不同浓度亚硝酸盐氮（空白对照、0.75 mg·L-1、1.50 mg·L-1、3.00 mg·L-1 和 5.00 mg·L-1），研究了亚硝酸盐

氮胁迫对罗非鱼（GIFT Oreochromis niloticus）血清非特异性免疫酶（溶菌酶、碱性磷酸酶、补体 C3）活性的影响。结果表

明：罗非鱼血清碱性磷酸酶、溶菌酶、补体 C3 活性均呈现出随亚硝酸盐氮浓度升高而降低的趋势，且当亚硝酸盐氮浓度小

于 1.50 mg·L-1 时，罗非鱼血清碱性磷酸酶、溶菌酶、补体 C3 活性与对照组相比差异不显著（P>0.05），说明低于 1.50 mg·L-1

的亚硝酸盐氮不会对罗非鱼机体免疫力产生显著影响；而高于 3.00 mg·L-1 的亚硝酸盐氮胁迫能够显著（P<0.05）降低罗非

鱼血清碱性磷酸酶、溶菌酶、补体 C3 活性，最大下降率分别达到 31.75%、27.40%、14.43%，从而显示出高浓度亚硝酸盐氮

（>3.00 mg·L-1）能够对罗非鱼机体产生强烈的氧化胁迫和免疫损伤，导致机体免疫力下降，增加罗非鱼对致病菌的易感性。

本研究认为，3.00 mg·L-1 可能是亚硝酸盐氮胁迫引起罗非鱼机体免疫力显著降低的阈值。 
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罗非鱼，俗称非洲鲫鱼，隶属于鲈形目、鲈形
亚目、丽鱼科、罗非鱼属，因其具有生长快、食性
杂、抗病力强、无肌间刺等优点，罗非鱼被联合国
粮农组织向全世界推广养殖。在我国南方各省，罗
非鱼的养殖产量已占到世界总产量的 50%以上[1]。
然而，近年来，海豚链球菌病等疾病的爆发给罗非
鱼产业造成了严重损失。海豚链球菌病的发生除了
与病原菌本身的致病力有关外，一些环境因子也起
到了重要作用，特别是高密度养殖引起的亚硝酸盐
氮质量浓度过高可能是主要环境因子之一[2]。 

由于鱼类处于生物进化的低级阶段，其免疫功
能并不像高等脊椎动物那样由特异性免疫作用占
主导地位，非特异性免疫系统在鱼体抵抗病原生物
入侵时发挥着更为重要的作用[3]。鱼体的非特异性
免疫相关酶，如溶菌酶（lysozyme）、碱性磷酸酶

（AKP）以及补体 C3 等在各级非特异免疫的应答中
发挥着重要作用[4-8]，其活性能够反映出机体的代谢
功能和免疫力。本文研究了亚硝酸盐氮胁迫下罗非
鱼血清溶菌酶、碱性磷酸酶以及补体 C3 的响应，试
图揭示亚硝酸盐氮胁迫对罗非鱼机体免疫力的影
响，为研究罗非鱼链球菌病等疾病爆发的环境机制
提供科学依据，同时也为寻求通过调控养殖环境来
预防和控制罗非鱼病害爆发的方法奠定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  试验用鱼 

试 验 用 鱼 为 罗 非 鱼 （ GIFT Oreochromis 
niloticus），取自中国水产科学院淡水渔业研究中心
宜兴养殖基地。挑选正常、健康的个体，平均体重
为120.3±5.1 g（n=20），试验前在与正式试验相同的
条件下暂养7 d。 

1.2  试验用水 
试验用水为曝气7 d后的除氯自来水，亚硝酸盐

质量浓度在0.01 mg·L-1以下，pH 6.85~7.05，总硬度
7.85~8.10德国度，Zn 0.02 mg·L-1，Fe 0.05 mg·L-1，
Pb、Cu和Cd均未检出，CODMn 2.25~2.45 mg·L-1，
溶氧量保持在5 mg·L-1以上，水温25±0.5 ℃。 

1.3  试验设计 
在容量为 100 L（水 80 L）的水族箱中进行亚

硝酸盐的暴露试验。试验设置亚硝酸盐氮质量浓度
分别为 0.75 mg·L-1、1.50 mg·L-1、3.00 mg·L-1 和 5.00 

mg·L-1的4个梯度，并设空白对照组（<0.01 mg·L-1）。
每个梯度随机放入健康罗非鱼 15 尾，每个梯度均
设置 3 个平行。试验期间每天换水 1/3，并测定亚
硝酸盐氮质量浓度 2 次，及时调节水中亚硝酸盐氮
至初始质量浓度。每天观察罗非鱼的死亡情况，发
现死鱼及时清理。 
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选择血清溶菌酶、碱性磷酸酶以及补体 C3 作为
罗非鱼的免疫相关酶。分别在暴露后的 0 h、3 h、
24 h、48 h 和 96 h 时进行采样，每次采样时在各质
量浓度组和对照组取出 2 条鱼，连同平行每组共计
6 条鱼。用一次性注射器（规格为 5 mL）从鱼体尾
静脉取血约 1 mL，取出的血放入 1.5 mL Eppendorf

离心管，室温静置 1 h，于 4 ℃冰箱内过夜，然后
4 000 r·min-1 离心 20 min，取血清进行溶菌酶、碱
性磷酸酶以及补体 C3 活性的测定。碱性磷酸酶、溶
菌酶活性采用南京建成生物工程研究所提供的试
剂盒测定，碱性磷酸酶活性单位为 U·L-1，溶菌酶
活性单位为 U·mL-1；补体 C3 活性采用美国 R&D 公
司生产的酶联免疫试剂盒检测，活性单位为
μg·mL-1。 

1.4  统计分析 
试验数据采用JMP软件（SAS公司旗下商用软

件）进行统计显著性检验，显著性水平取α=0.05。 

2  结果与分析 
2.1  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清碱性磷酸酶活性的
影响 

从图1可以看出，0.75 mg·L-1质量浓度组罗非鱼
血清碱性磷酸酶活性在暴露后的48 h~120 h较对照
组稍有升高，但差异不显著（P>0.05），而其他质量
浓度组的罗非鱼血清碱性磷酸酶活性在试验期间
均低于对照组。其中1.50 mg·L-1质量浓度组罗非鱼
血清碱性磷酸酶活性在24 h和120 h与对照组相比
均显著下降（P<0.05），分别下降了 14.03%和
19.43%；3.00 mg·L-1和5.00 mg·L-1质量浓度组的罗
非鱼血清碱性磷酸酶活性在24 h、96 h和120 h与对
照组相比均显著下降（P<0.05），分别下降了
13.23%、 31.75%、 30.83%和 16.22%、 31.05%、
30.64%。同时，在同一取样时间下，碱性磷酸酶活
性随着亚硝酸盐氮质量浓度的升高呈降低趋势。 

2.2  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清溶菌酶活性的影响 
从图2可以看出，0.75 mg·L-1质量浓度组罗非鱼

血清溶菌酶活性在试验期间与对照组相比略有上
升，但差异不显著（P>0.05）；而其他质量浓度组的
罗非鱼血清溶菌酶活性在试验期间均低于对照组。
其中1.50 mg·L-1质量浓度组罗非鱼血清溶菌酶活性
在试验期间与对照组相比差异性不显著（P>0.05）；
3.00 mg·L-1和5.00 mg·L-1质量浓度组罗非鱼血清溶
菌酶活性在试验期间与对照组相比均显著降低

（P<0.05），24 h、48 h、96 h和120 h分别较对照组降
低了19.55%、22.60%、20.62%、22.98%和18.13%、
26.24%、27.40%、27.35%。同时，在同一取样时间
下，罗非鱼血清溶菌酶活性随着亚硝酸盐氮质量浓
度的升高呈降低趋势。 

2.3  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清补体C3活性的影响 
从图3可以看出，0.75 mg·L-1和1.50 mg·L-1质量

浓度组的罗非鱼血清补体C3活性在试验期间与对
照组相比均无显著差异（P>0.05）；3.00 mg·L-1试验
组罗非鱼血清中补体C3活性在24 h和120 h较对照
组显著降低（P<0.05），分别下降了 11.27%和
14.43%；5.00 mg·L-1试验组罗非鱼血清补体C3活性
在24 h时与对照组相比显著降低（P<0.05），降低了
11.10%。同时，在同一取样时间下，罗非鱼血清补
体C3活性随着亚硝酸盐氮质量浓度的升高呈降低
趋势。 
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图1  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清碱性磷酸酶活性的影响 

Fig.1  Effect of nitrite nitrogen on the activity  

of alkaline phosphates in tilapia serum 

注：图中同一时间不同质量浓度组间，相同字母则表示这两组间差异

不显著（P>0.05），不同字母表示差异显著（P<0.05）.下同。 
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图2  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清溶菌酶活性的影响 

Fig.1  Effect of nitrite nitrogen on the activity  

of lysozyme in tilapia serum 
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3  讨论 
3.1  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清碱性磷酸酶活性的
影响 

碱性磷酸酶是生物体内巨噬细胞溶酶体的标
志酶，能够杀死入侵的病原菌，并能通过修改病原
表面分子来加速吞噬细胞的吞噬以及异物的降解
速度[9]。碱性磷酸酶活性能够反映出机体的代谢功
能和免疫力[10]，可作为机体免疫标志酶。本试验发
现质量浓度在1.50 mg·L-1以上的各试验组罗非鱼血
清碱性磷酸酶活性在试验期间均低于对照组组，且
在同一取样时间下随着亚硝酸盐质量浓度的提高
碱性磷酸酶活性有降低趋势，说明高质量浓度的亚
硝酸盐氮胁迫能够抑制碱性磷酸酶活性。这与白秀
娟等关于高亚硝酸盐氮胁迫能够抑制文昌鱼碱性
磷酸酶活性[11]以及Ajani等关于亚硝酸盐氮胁迫能
够抑制尖齿胡鲶的碱性磷酸酶活性[12]的研究结果
一致。碱性磷酸酶活性降低的原因可能是因为罗非
鱼在高质量浓度亚硝酸盐氮胁迫下碱性磷酸酶的
合成和分泌受到了抑制，也可能是高质量浓度亚硝
酸盐氮能够直接作用在碱性磷酸酶酶的活性中心，
从而使其活性降低。 

3.2  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清溶菌酶活性的影响 
溶菌酶是广泛存在于鱼体表粘液、血清和巨噬

细胞中的一种碱性蛋白，能水解革兰氏阳性细菌的
细胞壁中黏酞乙酰基多糖，并能够破坏和消除入侵
体内的异物。溶菌酶活性会因动物体发生炎症、感
染、组织损伤等而改变，它在一定程度上可以体现
病原菌及其他环境因素对鱼体健康的影响[13]。本试
验中溶菌酶活性有随着亚硝酸盐氮质量浓度增高
而降低的趋势，且当亚硝酸盐氮质量浓度小于1.50 

mg·L-1时，罗非鱼血清溶菌酶活性与对照组相比变
化不显著（P>0.05），不会引起罗非鱼机体产生氧化
损伤，而高于3 mg·L-1的亚硝酸盐氮胁迫能够显著
降低（P<0.05）罗非鱼血清溶菌酶活性，对罗非鱼
机体产生强烈的氧化胁迫和免疫损伤，导致机体免
疫力下降。研究认为，高质量浓度亚硝酸盐氮能够
显著降低罗非鱼的免疫力，增加其对致病菌的易感
性，且3 mg·L-1可能是亚硝酸盐氮胁迫引起罗非鱼
免疫力显著降低的阈值。 

3.3  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清补体C3活性的影响 
补体系统是免疫系统中非常重要的组成部分，

可以通过经典和旁路途径激活。在硬骨鱼类当中补
体具有细胞溶解、细胞黏附、中和毒素、清除病原
菌等重要的生物学功效，而C3是补体中最重要的部
分[14]。本试验表明，0.75 mg·L-1和1.50 mg·L-1质量
浓度组罗非鱼血清补体C3活性在各个采样时间与
对照组相比均无显著差异（P>0.05）；3.00 mg·L-1

和5.00 mg·L-1质量浓度组罗非鱼血清补体C3活性与
对照组相比有下降趋势，且在24 h和120 h与对照组
相比显著降低（P<0.05）。说明低质量浓度亚硝酸盐
氮胁迫对罗非鱼血清补体C3活性影响不大，而高质
量浓度亚硝酸盐胁迫能够显著抑制罗非鱼血清补
体C3活性。 

研究显示，亚硝酸盐氮胁迫可通过加剧组织脂
质过氧化的方式导致中华绒螯蟹机体免疫力下降
[15]，并能降低马氏沼虾对嗜水气单胞菌的抵抗力[16]

以及凡纳滨对虾对弧菌的抵抗力[17]。从本试验中三
种免疫酶对亚硝酸盐氮胁迫的响应情况来看，当亚
硝酸盐氮质量浓度小于1.50 mg·L-1时，罗非鱼血清
碱性磷酸酶、溶菌酶、补体C3活性与对照组相比变
化均不显著（P>0.05），而当亚硝酸盐氮质量浓度大
于3.00 mg·L-1时，三种酶的活性都呈显著降低

（P<0.05）的趋势。据此推断，低于1.50 mg·L-1的亚
硝酸盐氮不会引起罗非鱼机体产生免疫损伤，而高
质量浓度亚硝酸盐氮能够显著降低罗非鱼的免疫
力，增加其对致病菌的易感性，且3.00 mg·L-1可能
是亚硝酸盐氮胁迫引起罗非鱼免疫力显著降低的
阈值。同时，从本试验中三种免疫酶对亚硝酸盐氮
胁迫的响应程度来看，当亚硝酸盐氮质量浓度大于
3.00 mg·L-1时，溶菌酶活性在整个暴露试验期间均
显著低于对照组；碱性磷酸酶活性在暴露后的24 h、
96 h、120 h显著低于对照组，而在暴露后的48 h，
其活性与对照组相比有所回升；补体C3活性仅在24 

h显著低于对照组，在其他时间下两高质量浓度组
（3.00 mg·L-1、5.00 mg·L-1）的补体C3活性并不都显
著降低，由此推断，与碱性磷酸酶及补体C3相比，
溶菌酶可能对亚硝酸盐氮胁迫更为敏感。 
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图3  亚硝酸盐氮对罗非鱼血清补体C3活性的影响 

Fig.3  Effect of nitrite nitrogen on the activity  

of supplement C3 in tilapia serum 
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4  结论 
（1）罗非鱼血清碱性磷酸酶、溶菌酶、补体

C3活性随亚硝酸盐氮质量浓度的升高而降低。当亚
硝酸盐氮质量浓度小于1.50 mg·L-1时，罗非鱼血清
碱性磷酸酶、溶菌酶、补体C3活性与对照组相比差
异不显著（P>0.05），说明低于1.50 mg·L-1的亚硝
酸盐氮不会导致罗非鱼机体免疫力下降；而高于
3.00 mg·L-1的亚硝酸盐氮胁迫能够显著（P<0.05）
降低罗非鱼血清碱性磷酸酶、溶菌酶、补体C3活性，
从而对罗非鱼机体产生强烈的氧化胁迫和免疫损
伤，导致机体免疫力下降，增加罗非鱼对致病菌的
易感性。 

（2）与碱性磷酸酶及补体C3相比，溶菌酶可能
对亚硝酸盐氮胁迫更为敏感。 

（3）本试验条件下，3.00 mg·L-1 可能是亚硝酸
盐氮胁迫引起罗非鱼免疫力显著降低的阈值。 
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Abstract: In order to know the effect of nitrite nitrogen stress on the immunity of tilapia (GIFT Oreochromis niloticus), the research 

on the response of lysozyme, alkaline phosphates and supplement C3 in tilapia serum under the stress of different concentrations of 

nitrite nitrogen (control, 0.75 mg·L-1, 1.50 mg·L-1, 3.00 mg·L-1 and 5.00 mg·L-1) were carried out indoor. The results showed that 

nonspecific immune enzyme activities in tilapia serum decreased with the increasing of the concentrations of nitrite nitrogen. The 

activities of lysozyme, alkaline phosphates and supplement C3 in tilapia serum didn’t changed significantly (P>0.05) when the 

concentrations of nitrite nitrogen were lower than 1.50 mg·L-1, which meant that the low concentrations of nitrite nitrogen wouldn`t 

have significant oxidative stress and immune injury on tilapia, and therefore the nitrite nitrogen wouldn`t decrease the immunity of 

tilapia when it was lower than 1.50 mg·L-1. However, the activities of lysozyme, alkaline phosphates and supplement C3 in tilapia 

serum decreased significantly (P<0.05) when the concentrations of nitrite nitrogen were higher than 3.00 mg·L-1, which meant that 

high concentrations of nitrite nitrogen had strong oxidative stress and immune injury on tilapia and would decrease its immunity. It 

could be concluded from the research that 3.00 mg·L-1 might be the threshold value of nitrite nitrogen stress on tilapia’s immunity. 

Key words: GIFT Oreochromis niloticus; nitrite nitrogen; immunity; nonspecific immune enzyme 

 


