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氨氮对中国对虾抗病力的影响
*

孙舰军 丁美丽
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 1 99 6 年 5 月 24 日一6 月 14 日
,

8 月 1一 19 日
,

分别在青岛的两个养殖场采集海捕产卵

后中国对虾亲虾和养殖中国对虾
,

采用人工添加氨氮并检测对虾与抗菌有关 因子的活力的方

法
,

进行氨氮对中国对虾抗病力影响的实验
。

结果表明
,

在氨氮浓度较高的实验组
,

对虾血细

胞数 目减少
,

其结构也有变化 ; 酚氧化酶
、

超氧化物歧化酶和过氧化物酶活力
,

以及溶菌和抗

菌活力都较对照组有明显
一

下降 ; 对病原菌的易感性明显提高
。

氨氮可降低中国对虾与抗病力

有关的酶活力
,

从而提高中国对虾对病原体的易感性
,

增加发生疾病的可能性
。

关键词 中国对虾 氨氮 抗病力

学科分类号 5 9 45 .4

对虾在有机胁迫环境中
,

虾体内与抗病有关的酶活力 明显下降
,

对病原体的易感性提

高 (丁美丽等
,

19 97
;
林林等

,

19 9 8 )
,

经分析
,

残饵
、

虾体排泄物等有机物在海水中经微生物

分解后可产生大量氨氮
、

硫化氢
、

亚硝酸氮等物质
,

其中氨氮量增加尤为显著
,

这也与氨是

甲 壳类 蛋 白质 分 解 代谢的 主要 终 产 物 有 关
。

氨 氮 在 高 浓度 时对虾体有 致 死作 用

(W ic ke n s ,

1 9 7 6 ; C hen 。t a l
,

19 9 0 )
。

近几年的研究表明
,

即使在低于致死浓度的条件下对

对 虾生理 功能 (如氧消耗
、

氨排泄
、

A仰as e 活性及渗透压等 )也有显著影响 (Che n et al
,

19 9 2 a ,

b)
。

目前氨氮 已成为中国养虾业中常见的胁迫 因子
。

本文报告氨氮对中国对虾抗

病力影响的研究结果
,

以期为虾病的防治提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 实验用虾

以 中国对虾 (Pe na eu
、 。hin en s

is) (下称对虾 )为实验材料
。

第一批实验于 19 9 6 年 5 月

2 4 日一6 月 14 日进行
,

对虾系购于青岛市城阳区上马镇养虾场的产卵后海捕亲虾
,

平均体

长为 1 7c m ;
第二批实验于 19 % 年 8 月 1一 19 日进行

,

对虾系购于 即墨市凤城镇北所村养

虾场的养殖对虾
,

平均体长为 9
.

sc m
,

健康无病
。

L Z 实验海水与饵料

取 自中国科学院海洋研究所水族楼经沉淀
、

过滤的海水
,

海水的各种理化因子见表 1
。

配合饵料由高岛盐场养殖场提供
。

L 3 实验方法
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表1 实验用海水的化学分析结果 (第二批实验 )

T ab
.

l 掩
s过ts o f ehe mi

e al an al ysis o f sal tw ate
r u s ed in

盐度 p H 值 温度 (℃ )

7
,

9 2 2 5 .9 士 0
.

9

氨氮 (m g / L )

O刃56

亚硝酸氮 (m g / L)

0刀0 6 8

te s t (Znd te s
t)

溶解氧 (m g / L ) 化学需氧量 (m g / L)

0 3 18

实验在水体为 o
.

g m
’

的水族箱 中进行
。

设置实验池和对照池各一个
,

每池放养体长为

1 7 c m 的亲虾 12 尾 (第一批实验 )或体长 9
.

sc m 左右的养殖对虾 2 0 尾 (第二批实验 ) ; 两池

通气量
、

温度
、

投饵量等养殖条件一致
。

早
、

晚各投饵一次
,

每 日早晨 8 时将两池水全部更

新并吸底
。

换水后 实验池加人 NH
、

a (第一批实验使氨氮浓度保持在 1
.

om g / L 左右
,

第

二批实验使氨氮浓度保持在 2
.

sm g / L 左右)
,

对照池不加
。

定期测定水体中氨氮的变化
。

实验进行到 20 d 左右时
,

取对虾的血或肌肉进行各项测定
。

1
.

4 水质因子的测定

定期从实验池和对照池取水样
,

测定各项水质因子
。

氨氮用次嗅酸盐氧化法测定
;
溶

解氧 (Ix ) )和化学需氧量 (C o D )分别用碘量法和碱性高锰酸钾法测定
; p H 值用 自动电位

滴定计 (Z卜2型
,

上海第二分析仪器厂 )测定 ;
盐度 用 日本产盐度计 (A T A G () SA LI M T Y

PE R M IL L) 测定 ;
微生物 因子 (总异养菌和弧菌的菌量 )用三管法检测

,

其 中总异养菌采用

海水牛肉膏蛋 白陈培养基培养
,

弧菌采用 T C B S 培养基培养
。

L S 中国对虾与抗病力有关的一些因子的测定

L 5. 1 血细胞计数 用注射器从对虾心脏取血
,

用 10 % 福尔马林做固定液 (固定液 :血

= 厂 l)
,

装入 E pp
e

nd
o rf 离心管后混匀

,

在光镜下观察计数
。

L 5. 2 与抗病力有 关酶活力分析 取 5 尾对虾
,

用注射器从心脏取血
,

置于 E p p e
nd

o rf

管 中
,

在 4 ℃静置数小时
,

取血清进行各项测定
。

或取肌 肉加人 3 倍体积 (m l) 的磷酸钾盐

缓冲液 (p H = 6
.

4
,

o
.

lm o l / L )
,

经匀浆器匀浆
,

然后在 o oC 高速离心 (1 5 0 0 0 9
,

10而
n )

,

将上

清液作为粗酶液进行各项实验
。

酚氧化酶 (PO )活力参照 A shi d a( 197 I) 的方法测定 ;
溶菌

活力以溶壁微球菌为底物
,

按 Hu ltln
a r k 等 (198 0) 的改进方法测定

;
抗菌活力以大肠杆菌 E.

co li H B 101 为底物
,

采用 H u ltm
ark 等 (198 0) 的改进方法测定

;
超氧化物歧化酶 (S O D )活力

按 邓 碧 玉 等 (19 9 1) 改 良 的连 苯三 酚 自氧 化 法 测 定
;
过 氧 化 物 酶 (P O D )活力

,

参照

S ri v a s ta v a
等 (19 7 3) 改良的愈创木酚法测定

。

1
.

5. 3 对致病菌易感性实验 病原体为副溶血弧菌
,

浓度调整为 7 x 10
7

ce n / m l左右
,

注射量为 0. 0 5 m l / in d
,

注射部位为对虾第 4
、

5 腹节之间
,

每组注射 10 尾
。

2 结果

第一次实验与第二次实验结果基本一致
,

以下所列均为第二次实验的结果
。

2
.

1 水质因子的检测结果

2
.

1
.

1 氨氮的变化 养虾水体中氨氮昼夜变化见表 2
。

由表 2 可知
,

无论是实验组还是

表2 2 4 h内的氨氮变化 (m g zL )

T a b Z V ari
a ti o n o f a llllll o m 犷N d朋

n g 2 4 ho u rs (rn g / L )

时间 10 :0 0

实验组

对照组

2
.

4 4 8

2 0 : 0 0

2
.

5 5 5

0 3 8 6

2 石9 3

0
.

2 3 6

15 : 0 0

2
,

5 4 8

0
.

3 6 4 0 4 7 8
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对照组
,

氨氮量在一天之 内是持续上升的
,

这可能与饵料和粪便被微生物分解产氨及对虾

本身分泌氨有关
。

由于实验采用人工定量加人 NH
4

a
,

每天全换水
,

所 以实验池氨氮能保

持在 2
.

sm g / L 左右
,

而对照池保持在 0. 4 m g / L 左右
,

前者高出后者 Zm g / L 左右
。

2. 1
.

2 其他 因子的检测结果 实验过程中盐度保持在 33
,

其他理化因子 的检测结果见

表 3
。

实验中期检测的微生物 因子 的结果 为
:

本底
—

异养菌为 g x lo
’ ,

弧菌 为 1
.

5 x

10 “;
对照组
—

异养菌为 9 x 10
4 ,

弧菌为 5 x 10
2 ; 实验组
—

异养菌为 1
.

5 x 1 0 ’,

弧菌为

1
.

8 x 10 ’(单位均为 ee u / m l)
。

在实验期间
,

实验池的 c o D 略高于对照池
,

前者 f x〕和 p H

值则略低于后者
,

但二者差异并不显著
。

表3 实验过程中C O D
、

D O和 p H值的变化

T a b .3 V a ri ati o n o f C O D, 】X〕 an d PH du ri n g the
e x Pe ri m e n t

日日期 (年
.

月
.

日 ))) (!O n (m g / L ))) 〕〕(m g / L ))) p H 值值

对对对照 实验验 对照 实验验 对照 实验验

111 9 9 6刀8刀3一0 444 0 万56 0石1 555 6石6 0 6
,

6 3 000 7乡 1 7名444

1119 9 6
,

0 8
,

0 777 0
.

5 5 6 0石6 555 6
.

5 10 6
.

2 1000 7 .8 2 7
.

7 888

1119 9 6刀8
.

1000 0
.

7 7 7 0
.

8 5 444 6
,

6 5 0 6 名6 000 7
,

9 6 7乡333

1119 9 6
,

0 8
.

1555555555

2. 2 中国对虾与抗病力有关酶活力的测定结果

实验进行到 20 d 左右 时
,

对虾心脏取血或取对虾肌肉匀浆
,

测定 与抗病力有关酶活

力
,

结果见表 4
。

由表 4 可知
,

实验组 与抗病有关酶活力比对照组有明显的下 降
。

实验组

PO
、

S O D
、

PO D
、

溶菌和抗菌等的活力分别 比对照组下降了 19
.

1%
、

15
.

1%
、

2 1
.

4 %
、

12
.

5 % 和

36
.

6 %
,

血细胞数 目则下降了 “
.

4 %
。

表4 氨氮对中国对虾与抗病有关的酶活力的影响

T a b
,

4 El
,

fe e ts o f am m o ni a-- N o n e nz ym e ac ti v iti e s re lati ng to a llt l一d is e a s e
ab ility o f 尸 e hin e n s i占

组别 PO活力(u ni ts ) 5 0 1)活力 (
u n its )

PO D 活力

(O D / nu
n )

溶菌活力 抗菌活力

实验组

对照组

0
.

7 2

0
.

8 9

89 7

1 0 5
.

6

0刀0 3 3

0
.

0 04 2

14 7

16 8

0 2 9 6

0
.

4 6 7

血细胞数目

(
e e ll/ m l)

2
.

4 0 x l0 5

7
.

15 x l0 5

2. 3 氨氮对中国对虾的致病菌易感性影响

取实验组
、

对照组的中国对虾 各 10 尾进行注射弧菌实验
,

注射后分别培育在养殖环

境相 同的两个水族箱中
,

定期观察死亡情况
,

结果见表 5
。

实验表明
,

实验组注射弧菌后死

亡率明显高于对照组
,

这可能与实验组对虾体内免疫及抗病力下降有关
。

表5

T a b
.

5 N lllll b e r a n (1

经注射弧菌后中国对虾的死亡尾数及死亡率
r

ate
o f m o r ta llty o f 尸 e hln e n

‘

, 15 b eing inj e e te d w ith 巧b r io sP
.

组组别别 死亡尾数及死亡率 (% )))

33333 h后后 6 h后后 1 2 h后后

实实验组组 3 (3 0 % ))) 6 (60 % ))) 8 (名0 % )))

对对照组组 2 (2 0 % ))) 4 (4 0 % ))) 6 (6 0% )
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3 讨论与结语

3
.

1 氨氮是水产养殖系统中普遍存在的有毒物质
。

一些学者根据实验结果认为
:

任何可

测定出的氨氮浓度对鱼类生长都会产生有害影响 (C of t et al
,

19 78 )
。

本实验结果表明
:

氨

氮可降低对虾与抗 病力有关的酶活力
,

如 PO
、

S O D
、

PO D
、

溶菌和抗菌等
;
减少血细胞数

量
,

且对血细胞内部 结构也有所影响
; 因而提高了对致病菌的易感性

。

这些结果 与 R is

(1% 8) 报道 的氨氮对鱼类影响

—
使鱼的腮

、

肾
、

肝
、

脾
、

甲状腺等组织变化
、

体内许多酶

受到抑制且容易感染疾病等结果基本一致
。

3. 2 氨氮对虾体抗病力 的影响
,

其原因较为复杂
。

实验结果显示
,

氨氮可影响血淋 巴中血

细胞数量
。

对虾生活在 2
.

sm g / L 氨氮水体中经 2 0d 左右
,

其血细胞数量显著低于培育在

o
.

4 m g / L 氨氮水体中对虾的血细胞数
。

这与 C he
n
等 (19 9 4) 用 日本对虾实验时获得的

“

对

虾血淋 巴 中血蓝蛋 白浓度随着水体中氨氮浓度提高而降低
”

的结果相吻合
。

对虾血细胞

在防御 中起着重要作用
,

如透明细胞具有吞 噬作用
;
半颗粒细胞 与识别异物能力有关

;
颗

粒细 胞内含有 大量 酚氧化 酶原
,

这种 酶原在 异物 的初始 识别 中起关键作用 (李光友
,

199 5 )
。

血细胞数量下降势必降低 防御能力
。

在养殖现场对虾血细胞数量显著下降
,

已成

为感染细菌病的标志
。

同时
,

随着周围水体中氨氮升高
,

血淋 巴中血蓝蛋 白及蛋 白质分解

增加
,

游离氨基酸增多 (C h e n e t a l
,

19 9 4 )
,

氨氮浓度上升 (Y
oun

g 一L ai e r a l
,

19 9 1)
,

引起血

淋 巴理化 因子变化
,

也会改变其中与抗病力有关的酶活力
。

无脊椎动物的氧耗和氨排泄是反映蛋 白质代谢和评价其对各种胁迫因子生理反应的

指标
。

氨氮 可增 加水养 动物 对氧 的 消耗并降低 其氨 氮排 泄
。

对虾 的氧耗 在 0. 0 49 一

9
.

89 7 m g / L 氨氮范围 内是上升的
,

而氨氮的排泄在 0
.

9 65 一9
.

8 97 m g / L 的范围内则是下

降的 (C he n et al
,

19 9 2 a)
。

氧耗增加说明在氨氮胁迫下对能量 的需求增加
,

而氨氮又可促

使 对虾呼吸色素
—

血蓝蛋 白的分解
,

降低了其输氧功能 (C hen
。t al

,

19 9 4)
。

氨氮对鱼

腮还有损伤 (B oy d
,

19 82 ; sm a rt, 19 76 )
,

导致鱼 的呼吸能力减 弱
。

氨氮还会降低对虾的

A仰as e 活性 (C he n 。t al
,

19 9 2 b)
。

在生物体对氧的需求增加而供氧能力却下降
,

能量供

应又减少的情况下势必导致虾体代谢失调
,

体质下降
,

也必然降低其抗病力
。

但氨氮对虾体的影响不是恒定 的
,

而是受诸多因子的制约
,

如水体 p H 值
、

温度
、

盐度
、

溶解氧 以及对虾虾体大小及其生理状态
。

p H 值
、

温度
、

盐度主要影响氨氮中非离子氨的

比例 (B
o w er

,

19 7 8 )
,

而非离子氨易于进人虾体产生毒害作用
。

在前三者中
,

p H 值对非离

子氨的比例影响最大
,

p H 值的很小变化可引起非离子氨成倍增长
。

溶解氧对氨氮 的毒性

影 响也较大
,

低氧可增加氨的毒性 (V e

rm ee r ,

1 9 8 7 )
。

另外
,

对虾对氨氮 的耐受力一般随虾

体变大而增加
,

但与对虾所处的生理状态也可能有关
。

如第一批实验所用的产卵后亲虾

体质较弱
,

在 5
.

om g / L 左右的氨氮浓度下 12h 全部死亡
,

在 1
.

Om g / L 左右的氨氮浓度下

20 d 抗病力 明显下降
,

而第二批实验所用的对虾在 5
.

om g / L 浓度下 7 2h 无一死亡
,

且在

2
.

sm g / L 左右 20 d 酶活力下降程度与第一批近似
。

3. 3 养虾池 中氨氮浓度随着养殖时间的延续会不断升高
,

即使在常换水的情况下也是如

此
。

对虾在氨氮不 断升高的环境 中生活
,

其抗病力逐渐下降
,

对病原体易感性提高
,

疾病

也容易发生
。

因此
,

控制虾池氨氮浓度是 防止疾病发生的关键措施之一
。
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