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流水养殖条件下养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼非特异性免
疫的影响*

EffectsofStockingDensityontheNon飊SpecificImmune
FunctionsofJuvenile Russian Sturgeon (Acipenser
gueldenstaedti)inFlowingWaterCultivation

宋志飞1,2,温海深2**,赵艳飞1,李吉方2,来长青3,刘传忠3

SONGZhifei1,2,WEN Haishen2,ZHAOYanfei1,LIJifang2,LAIChangqing3,
LIUChuanzhong3

(1.广西壮族自治区海洋研究所,广西海洋生物技术重点实验室,广西北海暋536000;2.中国海洋

大学海水养殖教育部重点实验室,山东青岛暋266003;3.山东鲟龙渔业科技开发有限公司,山东

泗水暋273211)
(1.GuangxiKey Laboratoryfor MarineBiotechnology,GuangxiInstituteof Oceanology,

Beihai,Guangxi,536000,China;2.KeyLaboratoryofMariculture,MinistryofEducation,Col灢
legeofFishery,Ocean UniversityofChina,Qingdao,Shandong,266003,China;3.Shandong
XunLongSCI飊TechCO.,STD.,Sishui,Shandong,273211,China)

摘要:暰目的暱为了给俄罗斯鲟鱼(Acipensergueldenstaedti)养殖管理提供借鉴,研究流水养殖系统中不同养殖

密度对俄罗斯鲟幼鱼非特异性免疫的影响。暰方法暱选取初始体重为(29.70暲1.32)g的俄罗斯鲟幼鱼分置于

2灡5kg/m3(SD1)、3.6kg/m3(SD2)和4.7kg/m3(SD3)3个养殖密度进行流水池塘(4.4m暳4.4m暳0.45m)

养殖,每个密度设3个重复,实验周期为90d。暰结果暱SD3组幼鱼超氧化物歧化酶(SOD)活性显著低于SD1组

和SD2组(P <0.05),表明较高的养殖密度打破机体抗氧化系统的平衡,抑制机体抗氧化功能的发挥。SD3组

幼鱼丙二醛(MDA)含量显著高于SD1组、SD2组(P <0.05),这是脂质过氧化反应增强,脂质过氧化产物增多

的表现。随着养殖密度增加俄罗斯鲟幼鱼谷草转氨酶 AST和谷丙转氨酶 ALT活性逐渐升高,肝体指数降低。

SD3组俄罗斯鲟幼鱼脾脏系数显著低于SD1、SD2组水平(P <0.05),血液溶菌酶活性以及C3补体因子含量也

显著降低。暰结论暱过分提高养殖密度,将会导致俄罗斯鲟幼鱼出现拥挤胁迫,使机体的自由基“稳态性动态平

衡暠遭受破坏,影响机体的正常生理状态,肝脏和脾脏均受损,免疫功能也受到一定程度的抑制,且随养殖密度增

加抑制效应愈加严重。

关键词:俄罗斯鲟暋养殖密度暋超氧化物歧化酶暋代谢暋非特异性免疫

中图分类号:Q786,S917暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)04灢0389灢07

Abstract:暰Objective暱Thisstudywasconductedtoinvestigatetheeffectofdifferentstocking
densityonthenon飊specificimmunefunctionsof
juvenile Russian sturgeon (Acipenser
gueldenstaedti). 暰Methods暱Three triplicate
groupsofjuveniles(initialbodyweight(29.7暲
1.32)g )wererearedinninesquareconcrete
ponds(4.4m暳4.4m暳0.45m)atthreestock灢
ingdensities(2.5kg/m3(SD1),3.6kg/m3(SD2)
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and4.7kg/m3(SD3))for90d.暰Results暱TheresultsshowedthattheSODactivityinhigh
stockingdensitywassignificantlylowerthanthatinlowstockingdensity(P <0.05),which
indicatedthatthehighstockingdensitymightbreakthebalanceofthebody暞santioxidantsys灢
temandinhibittheantioxidantfunction.Meanwhile,theMDAcontentinthegroupSD3was
significantlyhigherthanthatinthegroupSD1andSD2(P<0.05),whichcamefromtheen灢
hancementoflipidperoxidation.Attheendoftheexperiment,theactivitiesofASTandALT
graduallyincreasedthanthebeginning(P<0.05),andthehepatosomaticindexdecreasedwith
theincreaseoftheplantingdensity,buttherewasnosignificantdifference(P >0.05).The
spleencoefficientinthegroupSD3wassignificantlylowerthanthatinthegroupSD1andSD2.
ThelysozymeactivityandC3complementfactorhadthesamechangingtrend.暰Conclusion暱The
experimentalresultsindicatedthatthecrowdingstressresultingfromtheexcessivestocking
densitycouldbreakthebalanceoffreeradicalunstablestateandaffectthenormalphysiological
state.
Keywords:Russiansturgeon,stockingdensity,SOD,metabolism,non飊specificimmunefunc灢
tions

0暋引言

暋暋暰研究意义暱鲟鱼是现存最古老的重要经济鱼类,
素有“水中活化石暠之称[1]。俄罗斯鲟在20世纪90
年代被引入中国[2],其育苗成活率高、生长速度快、肉
质好、抗病力强,迅速得到养殖户的青睐。尤其是其

鱼子酱,因营养价值极高被冠以“黑色黄金暠的美

名[3],而且俄罗斯鲟体色优美,具有很高的观赏价值,
是极具开发潜力的新品种。暰前人研究进展暱在集约

化水产养殖过程中可能会产生多种多样的环境胁迫

因子,如水温、盐度、光照、水质条件和养殖密度等[4]。
其中养殖密度是生产上的关键性因素,也是一种重要

的环境胁迫因子,国外已有许多关于拥挤胁迫对鱼类

免疫功能影响的报道[5飊6],但在国内却鲜有报道。自

由基是鱼体进行正常生理活动所必需的生物活性物

质,但同时对其体内大分子生物物质、细胞或组织具

有很强的毒性作用[7]。在正常情况下,鱼体内自由基

会维持一个相对稳定的状态,新的自由基不断产生的

同时一部分自由基被机体清除[8]。但作为水生低等

脊椎动物,鱼类易受到外界环境胁迫因子的影响,导
致体内超氧化物歧化酶(SOD)活性降低,打破自由基

稳态平衡,引起体内自由基含量增多,易与生物膜中

多不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应,使得机体丙二

醛(MDA)含量上升,进而对机体造成损伤[9]。暰本研

究切入点暱国内关于拥挤胁迫对鲟鱼免疫功能影响研

究尚无。暰拟解决的关键问题暱研究养殖密度对俄罗

斯鲟幼鱼非特异性免疫功能的影响,为探明养殖密度

对鱼类影响的作用机制和鲟鱼生产实践中日常养殖

管理提供借鉴。

1暋材料和方法

1.1暋实验条件

暋暋在山东省鲟龙渔业科技开发有限公司进行实验,
实验鱼体质健康,规格一致,由同一批受精卵孵化而

成,平均初始体重为(29.70暲1.32)g,平均体长为

(17.06暲0.56)cm。采用流水池塘养殖模式,实验

池为9个正边形室外水泥池,池底面积18.23m2,每
个水泥池设有一个进水口和一个位于池底中央的出

水口,水深控制在47cm 左右。实验用水为当地地下

井水,水质无污染,经曝气池曝气,进水口水流速为

4.0m3/L。池中溶氧水平为(7.52暲1.05)mg/L,水
温保持在(17.05暲1.62)曟水平,pH 值为(7.64暲
0灡52),氨氮含量在(0.028暲0.006)mg/L。

暋暋实验饲料为宁波天邦股份有限公司生产的人工

配合饲料。

1.2暋方法

1.2.1暋实验设计与日常管理

暋暋设3个养殖密度:SD1组(低密度组)、SD2组(中
密度组)、SD3组(高密度组),不同养殖密度的初始放

养量分别为700尾、1000尾和1300尾,初始养殖密

度分别为2.5kg/m3、3.6kg/m3、4.7kg/m3,每个密

度组设3个重复。实验用鱼先暂养3d,期间不投喂

饵料,之后正常投喂和测定各项指标,实验历时90d。
实验期间,每天8:00,16:00和21:00投喂3次配合

饲料,每天总投饵量为鱼体重1.5% ~ 3%,以投喂

完30min后池内无剩余饵料为准,稍作调整。实验

期间,每天监测温度、溶解氧、pH 值,每隔10d测氨

氮浓度。每10d抽样一次,每次每池随机取80尾鱼
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称湿重,重复3次,以此估算平均体重,并以此来决定

投饵量。

1.2.2暋样品采集

暋暋实验期间,每10d采样一次,采样前12h停止

投喂饲料,每次每池取5尾鱼,用 MS飊222(100mg/

L)快速麻醉。尾静脉采血,血样4曟静置6h后,在

3000r/min下离心10min,吸取上清放置-80曟保

存。解剖取脾脏、肝脏,置于-80曟保存。

1.2.3暋指标的测定

暋暋补体因子 C3、谷草转氨酶(AST)和谷丙转氨酶

(ALT)通过BS飊180全自动生化分析仪(深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司)测定,补体因子 C3采用

免疫透射比浊法,ALT和 AST采用IFCC法。

暋暋超氧化物歧化酶(SOD)采用黄嘌呤氧化酶法(羟
胺法)测定:通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产

生超氧阴离子自由基 O-
2 ,羟胺被氧化生成亚硝酸

盐,遇显色剂变成紫红色,再利用分光光度计测吸光

度。当被测样品中含有SOD时,则对超氧阴离子自

由基有专一性的抑制作用,使形成的亚硝酸盐减少,
比色时测定管的吸光度值低于对照管的吸光度值,通
过公式即可计算出被测样品的 SOD 活性。丙二醛

(MDA)采用 TBA法测定:MDA 在高温或酸性条件

下可与2飊硫代巴比妥酸(TBA)反应生成红棕色产物

3,5,5飊三甲基恶唑2,4飊二铜(三甲川),该物质在532
nm 处有一吸收高峰,并且在600nm 处有较小吸光

值,根据其吸光值可测出丙二醛含量。溶菌酶(LZY)
采用试管比浊法测定:一定浓度的混浊细菌溶液中,
由于溶菌酶水解细菌细胞壁黏多肽使细菌裂解,浓度

降低,透明度增强,就可以根据浊度变化来推测溶菌

酶的含量。

暋暋SOD活性(U/mL)= [(对照管吸光度-测定管

吸光度)/对照管吸光度]/50%暳反应体系的稀释倍

数暳样本测试前的稀释倍数。

暋暋MDA含量(nmol/mL)=[(测定管吸光度-测

定空白管吸光度)/(标准管吸光度-标准空白吸光

度)]暳标准品浓度(10nmol/mL)暳样本测试前稀释

倍数。

暋暋溶菌酶活性(U/mL)=(测定管吸光度-测定空

白管吸光度)/样品量暳样本测试前稀释倍数。

1.3暋数据统计与检验

暋暋数据用SPSS19.0统计软件进行处理,利用方差

分析(ANOVA)中的 Duncan多重比较来检验密度

处理对俄罗斯鲟幼鱼相关抗氧化、代谢以及免疫指标

的显著性,P <0.05为差异显著,P <0.01为差异

极显著,所得数据均用平均值 暲 标准误(Mean 暲

SEM)表示。

2暋结果与分析

2.1暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼抗氧化功能的影响

暋暋由图1可知,各密度组SOD活性随着时间的推

移均呈现下降的趋势,自70d起,SD3组SOD活性

显著低于SD1和SD2组(P <0.05)。各密度组俄

罗斯鲟幼鱼丙二醛含量随着时间呈现逐渐升高的趋

势(图2),自70d起,SD3组 MDA 含量显著高于

SD1和SD2组(P <0.05)。

暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不

同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different

smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <

0灡05)

图1暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼超氧化物歧化酶活性的影响

暋暋Fig.1暋TheeffectsontheactivityofSODinRussian

sturgeonatdifferentstockingdensities

图2暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼丙二醛的影响

暋暋Fig.2暋ThevariationofMDAcontentofRussianstur灢
geonatdifferentstockingdensities

2.2暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼脾脏系数、肝体指数

和代谢酶的影响

暋暋不同养殖密度组俄罗斯鲟幼鱼脾脏系数在整个

实验期间整体呈现先上升后下降的趋势,在第50天

时达到最大值,第90天时,SD3组幼鱼脾脏系数显著

低于SD1、SD2组水平(图3)。各密度组俄罗斯鲟幼

鱼肝体指数初始最终波动不显著(P >0.05),在50
193广西科学暋2017年8月暋第24卷第4期



d时,SD1组肝体指数显著高于SD2、SD3组,自50d
后肝体指数随养殖密度增加逐渐降低(图4)。

暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不

同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different
smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <

0灡05)

图3暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼脾脏系数的影响

暋暋Fig.3暋ThevariationofindexofspleeninRussianstur灢
geonatdifferentstockingdensities

暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不

同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different
smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <

0灡05)

图4暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼肝体指数的影响

暋暋Fig.4暋ThevariationofindexofhepatosomaticinRus灢
siansturgeonatdifferentstockingdensities

暋暋不同养殖密度俄罗斯鲟幼鱼谷草转氨酶和谷丙

转氨酶呈现出相似的变化趋势,均随着养殖密度的增

加和时间的推移活性逐渐增加,且SD2组、SD3组酶

活性显著高SD1组(P <0.05)(图5,图6)。

2.3暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼非特异性免疫功能的

影响

暋暋由图7可知,溶菌酶活性随时间呈现先上升后下

降的趋势,在第30天时达到最大值,自30d起SD3
组俄罗斯鲟幼鱼溶菌酶活性急剧降低,50d以后低

于正常 水 平,且 与 SD1、SD2 组 具 有 显 著 性 差 异

(P <0.05)。 而SD1、SD2组溶菌酶活性虽然略有

升高但并无显著性变化。各密度组幼鱼 C3补体因

子与溶菌酶活性变化相似,也是随时间呈现出先上升

后下降的趋势,但最终随着密度增加,C3含量降低,
且各组间差异性显著(P <0.05)(图8)。

暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不

同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different

smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <

0灡05)

图5暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼谷丙转氨酶的影响

暋暋Fig.5暋Thevariationofindexofalanineaminotransferase

inRussiansturgeonatdifferentstockingdensities

暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不

同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different

smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <

0灡05)

图6暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼谷草转氨酶影响

暋暋Fig.6暋Thevariationofindexofaspartatetransaminase

inRussiansturgeonatdifferentstockingdensities

图7暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼溶菌酶活性的影响

暋暋Fig.7暋EffectsontheactivityoflysozymeinRussian

sturgeonatdifferentstockingdensities
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暋暋相同小写字母或无字母表示差异不显著(P >0.05),不
同小写字母表示差异显著(P <0.05)

暋暋Thesamesmalllettersuperscriptsornolettersuper灢
scriptsmeannosignificantdifferences(P >0.05),different
smalllettersuperscripts meansignificantdifferences(P <
0灡05)

图8暋养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼C3补体因子的影响

暋暋Fig.8暋TheeffectsonC3inRussiansturgeonatdifferent
stockingdensities

3暋讨论

3.1暋养殖密度与俄罗斯鲟抗氧化功能的关系

暋暋普遍认为,自由基是鱼体完成各项生理生化调节

活动不可或缺的活性物质,但同时它也是体内其他活

性物质、细胞甚至组织的重大威胁[10]。鱼体在进行

各项生命活动中均会生成新的自由基,在抗氧化酶和

抗氧化剂的协同作用下自由基又会被消耗掉,使之维

持相对自稳态。但当鱼体受到外界环境因子胁迫后,
会迫使鱼体加强各种生理活动来应对胁迫,从而自由

基含量短时间内急剧增加,而鱼体自身抗氧化系统无

法将新生的自由基完全清除,进而会影响鱼体各项生

理活动的正常运行,使机体处于胁迫状态,最终会对

鱼体本身产生损伤[11]。

暋暋本研究中,初始SOD活性以及 MDA 含量各密

度组并无显著性差异,随着养殖密度的增加,自70d
起,SD3组SOD活性显著低于SD1组、SD2组(P <
0灡05),且同时 MDA 含量显著高于 SD1组、SD2组

(P <0.05)。SOD 是细胞内清除氧自由基的主要

酶,其活力的高低间接反映了机体清除自由基的能

力,当机体的氧自由基含量过多时,SOD 消耗增加,
体内含量下降[12]。MDA 是脂质过氧化物的主要分

解产物,MDA 含量升高实际上是氧自由基产生过

多,脂质过氧化反应增强,脂质过氧化物增多的表

现[13]。它是一种具有很强生物毒性的物质,因而会

对机体造成损伤。在遭受低氧胁迫后的褐斑牙鲆

(Paralichthysolivaceus)幼鱼肌肉中 MDA 含量显

著升高,给机体造成氧化性损伤[14]。从实验结果可

以看出,过分提高养殖密度,将会导致俄罗斯鲟幼鱼

出现拥挤胁迫,使机体的自由基“稳态性动态平衡暠遭
受破坏,影响机体的正常生理状态。

3.2暋养殖密度与俄罗斯鲟脾脏系数、肝体指数和代

谢酶的关系

暋暋脾脏是血液循环中的过滤器,能清除血液中的异

物、病菌以及衰老死亡的细胞,特别是红细胞和血小

板。此外,脾脏还可以合成免疫球蛋白、补体等免疫

物质,发挥免疫作用[15]。在本研究中,实验90d后

SD3组俄罗斯鲟幼鱼脾脏系数显著低于SD1组、SD2
组水平(P <0.05),表明长期的拥挤胁迫致使高密

度组俄罗斯鲟幼鱼脾脏严重受损。王文博等[16]对草

鱼(Ctenopharyngodonidellus)的研究也发现,鱼

体在遭受慢性拥挤胁迫60d后,中、高密度组鱼体的

脾脏受到严重损伤。李爱华[17]的研究也得到相似

结论。

暋暋肝脏是鱼体中大部分酶进行代谢活动的主要场

所,储存大量肝糖元,还起着关键的生物转化作用,可
以将鱼体维持生命活动所需葡萄糖、蛋白质、脂肪等

营养物质进行相互转化,因此肝体指数常用作衡量鱼

体品质的一个重要指标[18飊19]。研究中肝体指数在50
d时SD2组、SD3组显著低于低密度组 SD1(P <
0灡05),且随着密度增加呈现出愈加降低的趋势,这表

明较高的养殖密度对俄罗斯鲟幼鱼产生拥挤胁迫,影
响了鱼体正常生命活动的进行。诸多研究表明鱼体

在遭受外界环境胁迫后会通过糖异生作用为机体抵

御胁迫、维持正常生理活动的进行提供能量,正常鱼

体血清中谷草转氨酶(AST)和谷丙转氨酶(ALT)活
性是极低的[20],其主要存在于肝脏或者心肌中,本研

究中俄罗斯鲟幼鱼血清中谷草转氨酶(AST)和谷丙

转氨酶(ALT)活性显著升高,且随养殖密度增加而

增加,高密度组显著高于低密度组(P <0.05),这表

明俄罗斯鲟幼鱼在经受拥挤胁迫后,机体通过糖异生

作用消耗更多的蛋白质和脂肪来提供能量。李波

等[21]也发现黄颡鱼在氨氮慢性胁迫下其 ALT 和

AST的活性均升高;Tejpal等[22]对鲮鱼(Cirrhinus
mrigala)的研究中也发现,较高的养殖密度会促使

鱼体加强糖异生作用来应对拥挤胁迫。

3.3暋养殖密度与俄罗斯鲟非特异性免疫功能的关系

暋暋溶菌酶广泛存在于鱼类的血清、皮肤黏液和组织

器官当中,具有各种不同的生理生化作用,包括非特

异性的防御感染免疫反应、血凝作用,间隙连接组织

的修复,参与粘多糖的生物合成代谢及抗菌等[23],在
防御系统中扮演一个重要角色。鱼类的非特异性免

疫功能在它的防御系统中占主要地位。Montero
等[24]认为,鱼体受到急性胁迫后,通常会引起溶菌酶

水平的提高。所以在本研究初期各密度组俄罗斯鲟

幼鱼溶菌酶活性呈现出上升的趋势。补体作为鱼类
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免疫系统的重要组成成分,具有杀菌、溶菌、灭活病毒

等作用,作为抗体和吞噬细胞间连接的中介,鱼类补

体能够增强体液和细胞介导的特异性免疫,而且在宿

主非特异性自然防御机制中发挥重要作用,其中 C3
被认为是补体系统的关键成分[25飊26]。在本研究中高

密度SD3组俄罗斯鲟幼鱼C3含量显著低于SD1组、

SD2组水平,表明长期的拥挤胁迫引起了补体活性或

浓度的下降,或是补体中某些蛋白组份的失活,从而

阻断了补体的激活途径,使其不能发挥杀菌功能。

暋暋高密度组俄罗斯鲟幼鱼在长期拥挤胁迫后,血液

溶菌酶活性受到严重抑制,显著低于正常值,补体C3
因子含量也显著降低,表明高密度养殖对俄罗斯鲟免

疫功能具有明显的抑制效应,且随密度增加抑制效应

愈加严重。

4暋结论

暋暋由实验结果可以看出,过分提高养殖密度,将会

导致俄罗斯鲟幼鱼出现拥挤胁迫,使机体的自由基

“稳态性动态平衡暠遭受破坏,影响机体的正常生理状

态,肝脏和脾脏均受损,免疫功能也受到一定程度的

抑制,且随养殖密度增加抑制效应愈加严重。说明俄

罗斯鲟幼鱼以较低养殖密度流水放养是安全的,不会

对鱼体健康产生损害。但超过一定密度后,机体免疫

功能可能就会受到抑制,而且密度越大,时间越长,抑
制程度就越深,也更容易引发鱼病。
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