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氨氮胁迫对大口黑鲈幼鱼组织结构、酶活及肠道微生物的影响

魏孟申1    郑    涛1, 2    路思琪2    强    俊1, 2    陶易凡2    李    岩2    徐    跑1, 2

(1. 南京农业大学无锡渔业学院, 无锡 214128; 2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心,
农业农村部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 无锡 214081)

摘要: 为研究大口黑鲈(Micropterus salmoides)幼鱼肝脏、肠道对氨氮胁迫的反应机制，以大口黑鲈幼鱼(15.32±
0.65) g为实验对象, 设置0、25和50 mg/L三个浓度(非离子氨浓度0、0.55和1.11 mg/L), 研究氨氮胁迫48h对大

口黑鲈肝、肠组织结构、酶活性和肠道微生物的影响。结果显示, 胁迫48h后, 25和50 mg/L氨氮浓度胁迫均

使肝组织出现肝细胞溶解空泡化、肝细胞排列紊乱等现象, 此外, 50 mg/L氨氮胁迫还使肠道产生杯状细胞增

多, 绒毛宽度、肌层厚度增加等现象。25和50 mg/L组的肝组织中GPT及GOT活性较对照组显著下降; 肝组织

LZM活性, 肠组织SOD活性、CAT活性和MDA含量显著高于对照组(P<0.05)。50 mg/L组补体C3活性显著高

于对照组(P<0.05)。氨氮胁迫48h显著影响了大口黑鲈肠道微生物的Alpha多样性和Beta多样性。在门水平上,
与对照组相比, 50 mg/L组拟杆菌门和螺旋体门的相对丰度显著升高(P<0.05)。在属水平上, 与对照组相比,
50 mg/L组不动杆菌属(Acinetobacter)、金黄杆菌属(Chryseobacterium)和螺旋体属(Brevinema)的丰度显著升

高, 邻单胞菌属(Plesiomonas)的丰度显著降低(P<0.05)。BugBase表型预测结果显示革兰氏阴性菌在大口黑鲈

肠道菌群中占绝对优势; 且50 mg/L组的肠道菌群具有更低的生物膜形成能力和耐应激性。研究表明, 氨氮胁

迫会对大口黑鲈肝、肠组织造成损伤, 鱼体代谢和解毒能力下降; 抗氧化酶活性升高, 大口黑鲈发生氧化应激;
溶菌酶和补体C3活性上升, GOP和GPT活性降低, 非特异性免疫系统能力下降。同时, 肠道菌群构成改变, 菌
群耐应激性降低, 肠道功能易损伤。研究结果将为解析氨氮对大口黑鲈的危害提供理论基础。
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氨氮是水产动物养殖水环境中的重要污染物

之一, 以离子氨和非离子氨的形式存在, 非离子氨

为主要毒性形式, 能引起养殖动物摄食降低、生长

缓慢、免疫力差等现象
[1]
。养殖用水多来自养殖地

周边河道, 生活污水和工业废水的排放会导致河水

氨氮浓度严重超标。有研究显示, 受污染的河水氨

氮浓度可达25 mg/L, 严重的会超过40 mg/L[2, 3]
。

长期暴露在高氨氮环境会引起水生动物机体

抗氧化系统失衡, 引发免疫和代谢功能紊乱, 最终

造成肝、肠组织损伤
[4]
。氨氮胁迫能使鱼体产生过

量的活性氧自由基(ROS), 导致机体产生氧化应激
[5]
。

Yu等[6]
对拉氏鱥(Rhynchocypris lagowskii)的研究显

示, 氨暴露会显著提高鱼体MDA含量, 增加SOD和

CAT的活性, 引起氧化应激。此外, 相关研究表明,
氨氮还能够导致鱼体GPT、GOT、LZM和补体

C3等免疫相关指标变化
[7, 8], 影响非特异性免疫能

力。环境中高浓度氨氮能够导致草鱼(Ctenopharyn-
godon idell)、淇河鲫(Carassius auratus)和黄颡鱼(Pel-
teobagrus fulvidraco)等鱼类脏器细胞出现核溶解和

空泡化等现象, 造成组织损伤
[9—11]

。

肠道是机体消化吸收的主要场所, 肠道菌群对

宿主的免疫应答和内环境的稳定具有重要意义
[12]

。
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水体环境的改变会使动物产生应激反应, 影响体内

肠道微生物的结构
[13]
。在杂交黄颡鱼(P. fulvidraco♀×

P. vachellii♂)的研究中
[14], 运输过程中氨氮浓度上

升会破坏肠道微生物的稳态, 引发氧化应激、代谢

和免疫失调。16S rDNA高通量测序技术能快速地

对不同属种的细菌进行分类鉴定
[15], 广泛应用于环

境因子对肠道菌群结构影响的研究中
[16]

。在大鳞

副泥鳅(Paramisgurnus dabryanus)和瓦氏黄颡(P. va-
chelli)的研究中, 温度和低氧应激会破坏肠道菌群

的稳定, 影响机体健康
[17, 18]

。氨氮对鱼类肠道的影

响不容忽视, 然而, 目前氨氮对大口黑鲈肠道微生

物的影响尚不可知。

大口黑鲈Micropterus salmoides, 是从北美洲

引进的一种优良淡水养殖品种 , 具有养殖周期

短、市场需求大和售卖价格高等优点。大口黑

鲈的养殖多采用高密度集约化养殖模式, 该模式

存在残饵溶解、鱼集中排泄等问题, 极易导致水

体中氨氮浓度的急剧升高, 从而对鱼体产生胁迫,
影响鱼体的生长发育

[19]
。氨氮胁迫干扰大口黑

鲈氨的排泄, 减少分解代谢
[20]; 同时氨暴露会损害

其鳃和肝等组织结构, 增加血清转氨酶活性与抗

氧化酶活力 , 抑制鱼体免疫和抗氧化能力
[21, 22]

。

然而, 目前对大口黑鲈肠道结构及肠道微生物的

影响鲜有报道。本实验通过对大口黑鲈进行氨

氮胁迫 , 研究氨氮对其肝和肠组织结构的影响 ,
分析胁迫对鱼体抗氧化和免疫能力及肠道菌群

的影响, 为全面评估和解析氨氮对鱼类的危害提

供依据和参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

大口黑鲈幼鱼由苏州金澄福生物科技有限公

司(中国苏州)提供。挑选同一批次、生长健康状况

良好的鲈幼鱼[(15.32±0.65 g)]180尾进行实验。实

验开始前, 于100 L养殖缸内暂养7d。在暂养期间,
水温25—26℃, 溶氧>7 mg/L, pH为7.5±0.2。用NH4Cl
(分析纯)配制成10 g/L的母液, 实验时根据养殖缸

中水的体积加入母液, 达到所需实验浓度。

 1.2    氨氮暴露实验设计

实验在体积100 L养殖缸内进行, 依据养殖水

源可能达到的氨氮浓度
[2, 3]

和大口黑鲈48h半致死

氨氮浓度(LC50) [23], 设置0、25和50 mg/L三个浓度

组(非离子氨浓度0、0.55和1.11 mg/L), 实测值分别

为(0.37±0.08)、(25.19±0.51)和(50.47±0.46) mg/L
[非离子氨浓度(0.008±0.002)、(0.59±0.011)和(1.12±
0.01) mg/L], 每组设3个平行, 每个平行放养实验大

口黑鲈20尾。在实验过程中, 每隔4h用纳氏试剂分

光光度法
[24]

对实验水体进行氨氮浓度测定, 根据具

体结果用母液及时调节。实验期间, 水温保持25—
26℃, pH为7.5±0.15, 溶氧(7.57±0.46) mg/L。

氨氮胁迫48h取样, 每个平行取4尾使用MS-
222麻醉后解剖, 迅速取出肝脏和前肠, 液氮冷冻后

置于–80℃冰箱保存, 用于酶活测量。同时, 每个浓

度组另取肝脏、前肠样品3份, 用4%多聚甲醛固定,
用于组织切片观察。0和50 mg/L浓度组各取6尾,
取出前肠放入冻存管(记为NAN和AN50), 液氮冷

冻后放入–80℃冰箱保存, 用于肠道微生物测定。

 1.3    HE染色切片

4%多聚甲醛浸泡固定的组织, 进行石蜡包埋

处理并切片, 通过二甲苯脱蜡, 再使用苏木素-伊红

染色, 待切片风干后封片, 使用光学显微镜(OLYM-
PUS CX22LED)进行观察

[25]
。使用Image J软件计

算空泡细胞面积占据切片面积的比例, 得出空泡率;
使用Image-Pro Plus 6.0软件测量肠道绒毛高度、绒

毛宽度和肌层厚度。

 1.4    Elisa检测

待测样品吸干表面水分, 称取0.1 g左右, 按照

1﹕9比例加入已预冷磷酸缓冲盐溶液(Phosphate
buffer saline, PBS), 制成组织匀浆, 在4℃, 9000 r/min
条件下离心15min。取上清, 用于生化指标检测。

根据上海朗顿生物科技有限公司ELISA试剂盒的

说明, 检测肝组织中谷丙转氨酶(Glutamic pyruvic
transaminase, GPT)、谷草转氨酶(Glutamic oxalace-
tic transaminase, GOT)、溶菌酶(Lysozyme, LZM)
和补体C3(Complement3, C3), 肠组织中超氧化物歧

化酶(Superoxide dismutase, SOD), 过氧化氢酶

(Catalase, CAT)和丙二醛(Malondialdehyde, MDA)
的活性, 使用全波段酶标仪(Bio-Tek EonTM)对所有

指标进行检测。

 1.5    肠道微生物总 DNA 提取和测序

使用E.Z.N.A.粪便DNA试剂盒(D4015)提取肠

道样本总DNA。用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA提

取质量。PCR扩增使用V3—V4区域通用引物341F:
5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′及805R: 5′-GAC
TACHVGGGTATCTAATCC-3′。PCR产物经2%琼

脂糖凝胶电泳进行检测。PCR扩增程序: 98℃预变

性30s, 32次循环(在98℃下变性10s, 在54℃下退火

30s, 在72℃下延伸45s); 最后在72℃下延长10min。
使用Ampure XT beads对PCR产物进行纯化, 并通

过Qubit定量。使用Illumina (Kapa Biosciences, Wo-
burn, MA, USA)文库定量试剂盒和Agilent 2100生
物分析仪(Agilent, USA)评估扩增子文库的大小及
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数量。

在Illumina NovaSeq平台上对样本进行测序,
通过FLASH合并匹配端读取。在特定的过滤条件

下, 使用Fqtrim(v0.94)对原始读数据进行质量过

滤,以获得高质量的clean标签。使用Vsearch软件

(v2 .3 .4)过滤嵌合序列。特征表和特征序列由

DADA2进行解调获得。Alpha多样性和Beta多样性

由QIIME2计算出来, 利用Bugbase 数据库进行细菌

表型预测。

 1.6    数据处理及统计分析

非离子氨浓度
[26]
计算公式:

C1 = 1.216 × f × C2 / 100
f = 100 / [10(pKa–pH) + 1]
pKa = 0.09018 + 2729.92 / T
T = 273.15 + t

式中, C1为非离子氨浓度(mg/L), f为氨的水溶液中

非离子氨的摩尔百分比(%), C2为氨氮浓度(mg/L),
T为绝对温度(K), t为摄氏温度(℃)。

实验所得数据用SPSS26.0软件进行分析处

理。使用Shapiro-Wilk和Levene检验分析酶活数据

的正态性和方差同质性, 使用单因素方差分析(one-
way ANOVA)和 Duncan 检验法统计分析各组间数

据差异显著性。用Wilcoxon秩和检验确定了样品

间Alpha多样性和相对丰度差异的显著性 ,  通过

QIIME2分析Beta多样性并用R(v3.5.2) 包绘制图

片。显著差异肠道菌群的筛选使用LefSe分析, 设

¹X定P<0.05, LDA>3。结果均以平均值±标准差( ±
SD)表示, 当P<0.05时认为差异显著。

 2    结果

 2.1    氨氮胁迫48h后大口黑鲈组织的显微观察

通过显微观察发现, 在氨氮胁迫48h后, 0组肝

组织中央静脉周围肝细胞排列整齐, 肝细胞结构清

晰完整, 细胞间界限明显(图 1A和1D)。25 mg/L组
肝细胞排列出现紊乱, 部分细胞出现空泡化(图 1B
和1E)。50 mg/L组肝细胞肿胀, 排列紊乱, 大量肝

细胞空泡化(图 1C和1F)。0、25和50 mg/L组肝细

胞空泡率分别为(23.61±1.39)%、(47.72±0.55)%和

(69.8±1.38)%, 差异显著(P<0.05)。
通过对肠组织显微结构的测量与分析(图 2)可

知, 在氨氮胁迫48h后, 25和50 mg/L组肠组织杯状

细胞的数量增加, 杯状细胞体积逐渐变大。对照组

和各实验组的绒毛高度无显著性差异(P>0.05; 表 2)。
0和25 mg/L组的绒毛宽度无显著性差异(P>0.05),
50 mg/L组的绒毛宽度显著高于0和25 mg/L组(P<
0.05); 50 mg/L组的肌层厚度显著高于0组(P<0.05),
与25 mg/L组差异不显著(P>0.05; 表 1)。
 2.2    氨氮胁迫48h后大口黑鲈组织抗氧化及免疫

参数的变化

氨氮胁迫对大口黑鲈组织抗氧化酶及非特异

性免疫酶活性产生显著影响(图 3和图 4)。胁迫

48h后肠组织中SOD活性和CAT活性显著升高(P<
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图 1    氨氮胁迫48h对大口黑鲈肝组织显微结构的影响

Fig. 1    Effects on liver microstructure of Macropterus salmoides under 48h ammonia-N stress
CV. 中央静脉; H. 肝细胞; HPV. 肝细胞空泡化

CV. central venous; H. hepatocyte; HPV. hepatocyte vacuolation
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0.05); 50 mg/L组SOD活性显著低于25 mg/L组, CAT
活性显著高于25 mg/L组(P<0.05), 25和50 mg/L
组MDA含量显著大于0组(P<0.05)。肝组织中25和
50 mg/L组GPT及GOT活性较0组显著下降(P<0.05),
25和50 mg/L组LZM活性显著高于对照组(P<0.05),
25和50 mg/L组无明显差异; 50 mg/L组补体C3活性

显著高于0组(P<0.05), 25 mg/L组高于0组但差异不

显著(P>0.05)。
 2.3    氨氮胁迫48h后大口黑鲈肠道菌群的变化

本实验收集了12个样本进行测序, 总共获得了

合格的16S rDNA序列546249条, 通过双端拼接、

质量控制和嵌合体过滤等方式修正错误, 共得到

1166个OUT。测序所得数据可以覆盖样本绝大多

数物种, 可以进行后续分析。

Alpha多样性主要用来反映物种丰富度和均匀

度(图 5)。通过测定观察到NAN组的chao1指数

(图 5A)、observed_outs指数(图 5B)、shannon指数

(图 5C)和simpson指数(图 5D), 均显著低于AN50组
(P<0.05), 肠道菌群的丰富度降低。

对12个样本的主坐标分析(Principal coordina-
tes analysis, PCoA)如图 6所示。 不同颜色代表不

同分组, 不同样本间的距离代表其物种组成的差异

情况。AN50组和NAN组样本间区分明显, 具有显

著差异(P<0.05), 氨氮胁迫48h后大口黑鲈肠道微生

物结构发生明显改变。

韦恩图能反映不同组共有和特有的特征值数

目, 对AN50组和NAN组所测feature进行分析发现

(图 7), AN50组和NAN组共有的feature有196个, 占
总feature的16.8%, 而AN50组和NAN组特有的fea-
ture数量相差较大, 分别为709(60.8%)和261(22.4%)。
同时, 用曼哈顿图来展示差异feature分析(图 8)。结

果显示, 差异feature主要集中在拟杆菌门(Bacte-
roidetes)、蓝藻门(Cyanobacteria)、变形菌门(Pro-
teobacteria)、梭杆菌门(Fusobacteria)和螺旋体门

(Spirochaetes), 变形菌门(Proteobacteria)同时存在上

升和下降的feature。
对样本中平均相对丰度大于1%的feature进行

相对丰度和差异分析(图 9)。在门水平上(图 9A),
主要的优势菌群是变形菌门(Proteobacteria)、梭杆

菌门(Fusobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、螺

旋体门(Spirochaetes)和厚壁菌门(Firmicutes)。由

表 1   氨氮胁迫48h对大口黑鲈肠道组织的影响

Tab. 1   Effects on intestinal tissue of Macropterus salmoides
under 48h ammonia-N stress (μm)

处理
Treatment

绒毛高度
Villus height

绒毛宽度
Villus width

肌层厚度
Muscle thickness

0 328.06±8.46 69.16±3.17b 69.41±1.39b

25 mg/L 336.17±5.35 69.25±1.10b 70.43±1.39ab

50 mg/L 333.48±9.41 79.58±0.92a 73.97±0.96a

注: 同一列不同上标字母表示相同氮浓度下不同胁迫时间

差异显著(P<0.05)
Note: Different superscripts at the same column mean sig-

nificant difference (P<0.05)
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图 2    氨氮胁迫48h对大口黑鲈肠组织显微结构的影响

Fig. 2    Effects on intestinal microstructure of Macropterus salmoides under 48h ammonia-N stress
VH. 绒毛高度; VW. 绒毛宽度; MT. 肌层厚度; GC. 杯状细胞

VH. villus height; VW. villus width; MT. muscle thickness; GC. goblet cells
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图 9B可知, 在氨氮胁迫48h后, AN50组和NAN组在

拟杆菌门和螺旋体门的相对丰度上存在显著差异

(P<0.05), AN50组显著高于NAN组; 梭杆菌门和厚

壁菌门存在一定差异(P>0.05)。在属水平上(图 9C),
相对丰度大于1%的属有8个, 分别为不动杆菌属

(Acinetobacter)、金黄杆菌属(Chryseobacterium)、
邻单胞菌属(Plesiomonas)、螺旋体属(Brevinema)、
鲸杆菌属(Cetobacterium)、爱德华氏菌属(Edward-
siella)、气单胞菌属(Aeromonas)和假单胞菌属(Pseu-
domonas)。经差异分析(图 9D)和LEfSe分析(图 9E)
可以发现 ,  在8个优势菌属中4个存在显著差异

(P<0.05)。AN50组不动杆菌属、金黄杆菌属和螺

旋体属的丰度显著高于NAN组, 邻单胞菌属的丰度

显著低于NAN组(P<0.05)。
通过相关性热图来分析相对丰度前20的属与

肠道生理指标的关系(图 10)。结果发现, 不动杆菌

属与肠道MDA含量、CAT活性、绒毛宽度和肌层

厚度呈正相关, 金黄杆菌属与肠道肌层厚度、绒毛

宽度及SOD活性呈正相关, 黄杆菌属与肠道肌层厚

度、绒毛宽度呈正相关。假黄单胞菌属、短波单

胞菌属、寡养单胞菌属与肠道MDA含量呈正相

关。邻单胞菌属与肠道MDA含量、CAT活性、绒

毛宽度和肌层厚度呈负相关。

为了进一步了解氨氮胁迫对大口黑鲈肠道微

生物的菌群的影响, 对肠道菌群表型进行分析, 使
用BugBase对细菌表型进行预测, 深入探究氨氮胁

迫对肠道微生物菌群的表型和功能的影响(图 11)。
AN50组和NAN组在革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌

方面没有显著差异, 革兰氏阴性菌在肠道菌群中占

绝对优势。同时, AN50组具有更低的生物膜形成

能力和耐应激性。

 3    讨论

 3.1    氨氮胁迫影响大口黑鲈肝脏、肠道组织的正

常结构和功能

肝脏是新陈代谢和解毒的主要器官, 水体氨氮

浓度的升高, 会造成肝组织的损伤
[27]

。在本实验中,
氨氮对大口黑鲈肝脏最主要的组织结构影响表现

为肝细胞排列紊乱和肝细胞空泡化, 并且随着氨氮

浓度增加, 肝细胞空泡化更加严重。在团头鲂(Me-
galobrama amblycephala)和圆斑星鲽(Verasper va-
riegatus)的氨氮胁迫实验中, 同样出现肝细胞空泡

化的现象
[28, 29]

。细胞空泡化是细胞坏死的前兆
[30]

。

同时, 肝脏中存在多种酶, 对鱼体的生长代谢有重

要作用
[31], 而肝细胞空泡可能会对酶活性产生影响,

从而导致肝脏的正常功能损伤。

鱼类的肠道具有屏障功能
[32]

。在本实验中, 杯
状细胞数量在胁迫后显著增加; 50 mg/L组的肠道
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图 3    氨氮胁迫48h对大口黑鲈组织抗氧化酶的影响

Fig. 3    Effects of antioxidant enzymes on tissue of Macropterus salmoides under 48h ammonia-N stress
同一图中不同字母表示差异显著(P<0.05),下同

Different superscripts at the same figure mean significant difference (P<0.05), the same applies below
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图 4    氨氮胁迫48h对大口黑鲈非特异性免疫酶的影响

Fig. 4    Effects on non-specific immunoenzymes of Macropterus salmoides under 48h ammonia-N stress
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绒毛肿胀, 绒毛宽度显著大于对照组和25 mg/L组,
且肠道肌层厚度显著大于对照组。在急性氨胁迫

对草鱼肠道影响的研究中
[33], 肠道出现同样的变

化。肠道内的杯状细胞数量增多, 会促使肠道黏液

分泌增多, 以达到保护肠道减少损伤的目的
[34]

。绒

毛宽度和肌层厚度增加可能是肠道产生炎症的预

兆, 氨暴露可诱导氧化应激和炎症, 改变鱼体酶活

性, 进而损伤肠道
[33, 35]

。因此, 高浓度的氨氮可能

会引起肠道的炎症反应, 肠道通过促进杯状细胞分

裂应对氨氮胁迫带来的影响, 从而影响肠道的结构

与功能。

 3.2    氨氮胁迫造成大口黑鲈氧化应激

在水体中氨氮浓度升高时, 鱼体内发生一系

列应激反应而产生大量ROS; MDA 是ROS脂质过

氧化反应的产物
[36], 氨氮胁迫后肠组织中的MDA

含量显著增加, 导致细胞的正常功能受损。SOD
和CAT是机体抗氧化系统的重要组成部分, 能有

效清除ROS[37]
。胁迫后SOD和CAT活性也明显高

于对照组 , 去清除过多的ROS, 以减轻过氧化损

伤。这与翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)的研究结果一

致
[38]

。而50 mg/L组SOD活性较25 mg/L组低, 可能

是因为胁迫产生的有害物质超过了鱼体的耐受

上限。孙丽颖等
[39]

对黄颡鱼的研究发现, 过高的

氨氮浓度会抑制抗氧化酶活性。氨氮胁迫抑制鱼

体的调节能力, 抗氧化功能被削弱, 从而可能影响

肠道的结构和功能, 这与肠道组织切片的结果一致。

 3.3    氨氮胁迫影响大口黑鲈非特异性免疫相关酶

活性及免疫能力

LZM是鱼类先天免疫的重要防御因子,是反映

鱼类免疫毒性的常规指标
[40]

。LZM能激活机体的

补体系统
[41]; C3是补体系统的主要成分, 在抵抗病

原感染和炎症反应方面起着重要作用
[42]

。在本实

验中, 氨氮胁迫刺激大口黑鲈合成或分泌LZM, 增
强LZM活性, 进而激活补体系统促进补体C3活性

上升, 加强非特异性免疫, 以应对氨氮带来的毒性

作用。鲤(Cyprinus carpio)[43]
和异育银鲫(Carassius

auratus gibelio)[44]
的研究也出现相同现象。

GPT和GOT是动物体内广泛存在的重要的转

氨酶, 通常用这两种酶的活性检测氨基酸的代谢情

况并反映肝脏的功能状况。在正常情况下, GPT和
GOT存在于细胞内, 只有极少数释放入血液中

[45]
。

在本研究中, 氨氮胁迫后, 两实验组的GPT和GOT
活性均显著低于对照组。在尼罗罗非鱼(Oreochro-
mis niloticus)的研究

[46]
也发现, 氨氮胁迫会降低组

织中GPT和GOT的浓度。其原因可能是氨氮胁迫

使肝细胞受到损伤, 细胞膜通透性增加, 转氨酶释

放到血液里所致, 氨基酸代谢因此受到抑制。

 3.4    氨氮胁迫改变大口黑鲈肠道微生物的组成及

功能

在外界环境胁迫条件下, 鱼类肠道菌群结构会
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Fig. 5    Alpha diversity under 48h ammonia-N stress
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发生一定程度的改变
[47, 48]

。氨氮胁迫后Alpha多样

性和Beta多样性显著变化, 微生物菌群有明显的聚

类特征, 菌群差异显著。在戚晓舟
[49]

对鲫的氨氮胁

迫研究中, 也出现胁迫组物种丰度提高, 肠道菌群

结构改变的现象。Khan等[50]
对中华花龟(Mauremys

sinensis)的研究也发现, 在氨胁迫下肠道微生物Beta
多样性差异显著, 影响了肠道菌群的组成。这说明

氨氮胁迫使肠道微生物群丰度产生差异, 肠道菌群

结构发生变化, 而肠道菌群结构变化易造成宿主生

理功能的异常
[51]
。

在氨氮胁迫后, 大口黑鲈肠道内变形菌门、梭

杆菌门、拟杆菌门、螺旋体门和厚壁菌门占据优

势, AN50组的螺旋体门和拟杆菌门相对丰度显著

高于NAN组。有研究指出, 变形菌门、梭杆菌门、

拟杆菌门和厚壁菌门是淡水鱼类肠道微生物群的

重要组成部分
[52]

。螺旋体广泛分布在自然界和动

物体内, 多通过寄生引起疾病。在暗纹东方鲀(Ta-
kifugu obscurus)和大西洋鲑(Salmo salar)的相关研

究中, 螺旋体门是其肠道微生物菌群的优势菌群之

一
[53, 54], 但是关于螺旋体如何对淡水鱼产生影响的

研究尚少, 其对鱼体结构、功能的作用有待进一步

探究。
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Fig. 6   Principal coordinates analysis of intestinal microbiome
under 48h ammonia-N stress
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图 7   氨氮胁迫48h feature 韦恩图

Fig. 7   Venn diagram showing feature under 48h ammonia-N
stress
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拟杆菌门的菌群多生活在动物的肠道中, 为条

件致病菌, 参与肠道中糖类、蛋白质的代谢
[55], 与

肠道炎症密切相关
[53]

。厚壁菌门和拟杆菌门的比

例可用来表示动物的肥胖程度, 厚壁菌门和拟杆菌

门的相互作用对鱼类肠道的能量代谢起着重要的

作用
[56]

。在本研究中, 厚壁菌门和拟杆菌门的比例

降低, 可能削弱鱼体能量代谢。金黄杆菌属在本实

验中是优势菌属, 是一类革兰氏阴性菌, 属于拟杆

菌门, 会引起水产动物的疾病
[57]

。王鑫毅等
[58]

对乌

鳢(Channa argus)的研究发现, 金黄杆菌属有比较

强的毒性, 鱼类感染金黄杆菌属会出现鳞片脱落、

肝肿大和肠组织黏连等症状。氨氮胁迫后拟杆菌

门和金黄杆菌属丰度的增加, 可能引起大口黑鲈肠

道损伤, 破坏能量平衡, 影响鱼体生长代谢。

变形菌门是细菌中最大的一个门, 同时也包含

了大量的病原菌。在氨氮胁迫后, 变形菌门相对丰

度总体没有显著变化, 其门下的不动杆菌属和邻单

胞菌属丰度差异显著, 不动杆菌属显著增多, 邻单
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图 9    氨氮胁迫48h肠道微生物的优势菌相对丰度和差异分析

Fig. 9    Relative abundance and difference analysis of intestinal microbiome under 48h ammonia-N stress
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胞菌属则显著减少。不动杆菌感染多出现在犬科

动物和人上, 近年来常出现在鱼类中, 其致病性被

广泛研究
[59, 60]

。不动杆菌属感染可能会导致团头

鲂出现鳞片脱落、肝脏发白和肝细胞肿胀空泡等

症状
[61], 氨氮胁迫后不动杆菌属的增多可能导致大

口黑鲈组织损伤。邻单胞菌属常见于鱼类、水生

动物和各种哺乳动物消化道内, 发病时对鱼类等水

产动物造成极大危害
[62]

。然而氨氮胁迫降低了邻

单胞菌属丰度, 使大口黑鲈因邻单胞菌属产生疾病

的可能降低。

氨氮胁迫会引起大口黑鲈肠道菌群功能的差

异。AN50组和NAN组的优势菌群均是革兰氏阴性

菌, 占到相对丰度的90%以上。革兰氏阴性菌是鱼

类肠道微生物的优势菌群, 也存在一部分革兰氏阳

性菌
[63]

。同时, AN50组有较低的生物膜形成能力

和耐应激性。微生物生物膜是由微生物群体及其

包被的细胞外多聚物和基质网组成, 生物膜形成后

细菌对宿主免疫防御机制的抵抗力也会增强
[64, 65]

。

氨氮胁迫会使大口黑鲈肠道微生物的生物膜形成

能力降低, 不利于菌群在肠道中的生存, 减少了因

肠道菌群致病的可能。肠道菌群的耐应激性更低,
说明氨氮浓度高时, 大口黑鲈肠道容易受到影响,
菌群平衡破坏, 进而影响鱼体健康。

 4    结论

本实验结果表明, 氨氮胁迫使大口黑鲈的肝

脏、肠道组织结构发生变化, 同时氨氮胁迫后肠道

微生物结构被破坏, 引起大口黑鲈肝脏、肠道损伤,
破坏能量平衡, 影响鱼体生长代谢。随水体氨氮浓

度的升高, MDA含量增多, SOD、CAT、LZM和补

体C3活性升高, GOT和GPT活性降低, 使大口黑鲈

产生氧化应激, 并降低其非特异性免疫能力。在氨

氮胁迫后, 肠道菌群生物膜形成能力和菌群耐应激

性降低, 大口黑鲈肠道更容易受到损伤。在进行大

相关性热图Correlation heatmap
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图 10    肠道微生物属水平与肠道生理指标的相关性

Fig. 10    Relationships between intestinal microbiome at genus level and intestinal physiological indexes
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图 11    BugBase预测得到的氨氮胁迫48h肠道菌群表型分析

Fig. 11    Phenotype analysis of intestinal microbiome under 48h ammonia-N stress predicted by BugBase
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口黑鲈养殖时, 应密切注意养殖水体氨氮浓度的监

测和管理, 防止氨氮对大口黑鲈幼鱼的毒性效应。
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AMMONIA-N STRESS ON TISSUE STRUCTURE, ENZYME ACTIVITY AND
INTESTINAL MICROBIOTA OF MACROPTERUS SALMOIDES

WEI Meng-Shen1, ZHENG Tao1, 2, LU Si-Qi2, QIANG Jun1, 2, TAO Yi-Fan2, LI Yan2 and XU Pao1, 2

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214128, China; 2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and
Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China)

Abstract: Ammonia-N is one of the main pollutants in intensive culture environment and can cause serious oxidative
stress and immune damage to aquatic organisms. Liver and intestinal are important defense mechanisms to protect or-
ganisms from biotic and abiotic stresses, however, the response mechanism of liver and intestine to ammonia stress in
Macropterus salmoides remains unclear. We investigated the response mechanism of liver and gut to ammonia nitro-
gen stress in juvenile Macropterus salmoides, three concentrations of 0, 25 and 50 mg/L (Non-ionic ammonia concen-
trations of 0, 0.55 and 1.11 mg/L) were set for larval Macropterus salmoides (15.32±0.65) g in order to study the ef-
fects of ammonia-N stress for 48h on liver and intestinal tissue structure, enzyme activities and intestinal microorga-
nisms of Macropterus salmoides. The results showed that after 48h of ammonia stress, both 25 and 50 mg/L ammonia-
N stress caused hepatocyte vacuolization and hepatocyte arrangement disorder in liver tissue. In addition, 50 mg/L am-
monia-N stress increased the number of goblet cells in intestinal tract, villus width and muscle layer thickness. The activi-
ties of GPT and GOT in liver tissue of 25 and 50 mg/L groups were significantly decreased compared with the control
group. The LZM activity in liver tissue, SOD activity, CAT activity and MDA content in intestinal tissue were signifi-
cantly higher than those in the control group (P<0.05). The activity of complement C3 in 50 mg/L group was obser-
vably higher than that in the control group (P<0.05). Ammonium-nitrogen stress affected Alpha and Beta diversity signifi-
cantly. At the phylum level, the relative abundance of Bacteroidetes and spirochetes in 50 mg/L group was signifi-
cantly increased compared with the control group (P<0.05). At the genus level, the abundance of Acinetobacter,
Chryseobacterium and Brevinema in the 50 mg/L group was remarkably higher than that in the control group, while the
abundance of Plesiomonas was significantly decreased (P<0.05). The results of BugBase phenotype prediction showed
that Gram-negative bacteria were absolutely dominant in the intestinal flora. Moreover, intestinal flora in 50 mg/L
group had lower biofilm formation ability and stress tolerance. This study showed that ammonia nitrogen stress caused
damage to the liver and intestinal tissues of Macropterus salmoides, and decreased the metabolism and detoxification
ability of the fish. The activity of antioxidant enzymes increased, and the Macropterus salmoides developed oxidative
stress. The activities of lysozyme and complement C3 rised, GOP and GPT activities decreased, and the ability of non-
specific immune system decreased at the same time, the composition of intestinal flora is changed, the stress tolerance
of intestinal flora is reduced, and the intestinal function is easily damaged. This study will provide a theoretical basis for
analyzing the harm of ammonia-N to fish.

Key words: Ammonia-N stress; Antioxidant; Immune; Intestinal Microbiome; Macropterus salmoides
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