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摘　要：以越冬红螯螯虾为对象，探讨其在不同亚硝酸盐浓度下的生理指标及肠道菌群变化情况。采用常规
生物急性毒性试验法，得到亚硝酸盐胁迫下红螯螯虾的９６ｈ半致死浓度为２２．０ｍｇ／Ｌ，安全浓度为２．２ｍｇ／Ｌ。
设置４个实验组，分别为Ａ组（０ｍｇ／Ｌ）、Ｂ组（０．５ｍｇ／Ｌ）、Ｃ组（２．３ｍｇ／Ｌ）和Ｄ组（５．０ｍｇ／Ｌ），胁迫６周后取
样检测。结果表明：各组成活率、肥满度、肝体指数无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但 Ｄ组成活率、体质量增加率、
体长增加率最低。随亚硝酸盐浓度的增加，肝小管排列趋于混乱且大小出现差异，肝小管间结缔组织随之减

少，产生空泡化，在Ｄ组中变化尤为明显。ＳＯＤ活性随亚硝酸盐浓度升高而降低，在肝胰腺中，Ａ组显著高于
其他３组（Ｐ＜０．０５），Ｄ组显著低于其他３组（Ｐ＜０．０５）；在肌肉中，Ａ组显著高于Ｃ、Ｄ组（Ｐ＜０．０５），Ｄ组显
著低于 Ａ、Ｂ组（Ｐ＜０．０５）。ＭＤＡ活性随亚硝酸盐浓度升高而升高，在肝胰腺中，４组均无显著差异（Ｐ＞
０．０５）；在肌肉中，Ａ组显著低于Ｃ、Ｄ组（Ｐ＜０．０５）。免疫相关指标均随亚硝酸盐浓度升高而降低，在肝胰腺
中，４组ＡＣＰ、ＡＫＰ活性均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），Ａ组最高，Ｄ组最低；在肌肉中，Ａ组 ＡＣＰ活性显著高
于其他３组（Ｐ＜０．０５）；４组ＡＫＰ活性均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），Ａ组最高，Ｄ组最低；各组ＵＬ活性无显
著性差异（Ｐ＞０．０５）。能量代谢指标ＴＧ活性随亚硝酸盐浓度升高而降低，Ａ组显著高于 Ｄ组（Ｐ＜０．０５）。
亚硝酸盐胁迫在一定程度上提高了肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）的比例，且菌群多样性 Ｄ组最低，Ａ组最高，
亚硝酸盐导致了肠道菌群多样性的下降。
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　　红螯螯虾（Ｃｈｅｒａｘｑｕａｄｒｉｃａｒｉｒａｔｕｓ）又名澳洲
淡水龙虾，隶属于甲壳纲（Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ）十足目
（Ｄｅｃａｐｏｄａ）拟螯虾总科（Ｐａｒａｓｔａｃｏｉｄｅａ）拟螯虾科
（Ｐａｒａｓｔａｃｉｄａｅ），该虾食性杂、生长快、养成规格
大、可食比例高、肉质鲜美，是一种具有较高养殖

潜力的世界性淡水经济虾类。随着国民收入的

持续增长，消费者对虾类等较高端水产品的需求

也在不断上涨，但由于凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ）等大众虾类病害频发、养殖效益下滑，
中国虾类养殖业亟需新产品、新爆点来填补不断

扩大 的 市 场 缺 口。近 几 年，克 氏 原 螯 虾

（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）产业兴起，带动了其他淡水
螯虾类的同步发展，特别是作为大型淡水螯虾类

代表的红螯螯虾，业内对其关注度越来越高。我

国自２０世纪９０年代引进该虾后，已形成了一定
的养殖规模，并在养殖模式、繁育方式上取得了

部分阶段性成果［１２］。目前红螯螯虾的繁育方式

主要有温室水泥池繁育、室外土塘繁育等［３４］。

在非热带地区更趋向于温室水泥池繁育，因为该

方式的孵化效率更高，有利于规模化育苗，且环
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境可控，集约化程度高，特别是对于红螯螯虾这

一热带性品种更适用［５６］。但采用该方式，红螯

螯虾在温室越冬过程中由于水体区域较小，水质

指标易变，会造成其体质下降、生长受限、病害发

生甚至死亡，影响其繁殖能力，从而造成虾苗批

量化供应能力的不足，导致虾苗价格过高，制约

红螯螯虾产业化发展。翌年作为亲本的红螯螯

虾在越冬期间的水质管理是解决上述难题的关

键之一。

亚硝酸盐不仅是虾类养殖过程中重要的污

染成分，也是制约虾类生长与生存的主要因子之

一［７］。高浓度（超过其安全浓度）的亚硝酸盐急

性胁迫会引起虾类中毒，甚至窒息死亡。如罗氏

沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）受到高浓度亚硝
酸盐胁迫后会表现为血液载氧能力降低，进而造

成组织缺氧、神经麻痹、骚动不安等状况，随着胁

迫时间的延长，将出现昏迷，直至死亡［８］。低浓

度（低于其安全浓度，但高于渔业水质标准规定

的０．２ｍｇ／Ｌ）亚硝酸盐慢性胁迫则可能会导致虾
类生长发育抑制［９］、组织器官损伤［１０］、生理代谢

紊乱［１１］以及免疫功能下降［１２１４］，长期胁迫将造成

虾类得病甚至死亡。钟君伟等［１５］对克氏原螯虾

的研究表明，亚硝酸盐对其成虾的安全浓度为

１２．３２ｍｇ／Ｌ，是水质标准的６１．６倍，说明克氏原
螯虾在较高浓度的亚硝酸盐中不会很快死亡，但

在长期慢性胁迫过程中，免疫功能会出现失调，

生存与生长指标均会下降。

目前亚硝酸盐胁迫对虾类的影响已有较多

研究报道。如：潘训彬等［１６］研究了亚硝酸盐对红

螯螯虾幼虾和亚成虾的急性毒性，结果表明亚硝

酸盐对幼虾的９６ｈ半致死浓度为２２．８１ｍｇ／Ｌ，安
全浓度为２．２８ｍｇ／Ｌ；对亚成虾的９６ｈ半致死浓
度为３７．４８ｍｇ／Ｌ，安全浓度为３．７５ｍｇ／Ｌ。吕晓
燕等［１７］应用透射电镜技术，结合生物酶测定方

法，研究了水体中不同浓度亚硝酸盐胁迫下红螯

螯虾肝胰腺、鳃和肌肉组织中免疫相关酶的活性

变化以及对肝胰腺和鳃的形态学影响。后续的

研究有必要在探讨亚硝酸盐致死浓度的同时，分

析亚硝酸盐对组织器官的损伤及对抗氧化指标、

免疫相关指标、能量代谢指标等的影响，并探讨

其对肠道菌群的影响，以便更加全面地指导实际

越冬生产中的水质管理，改善亲本在越冬期间的

生长状况。

一般红螯螯虾从外塘入温室的初期，亚硝酸

盐会达到０．５ｍｇ／Ｌ以上，需要经过一段时间才
能降低并稳定在较低范围（渔业水质标准规定的

０．２ｍｇ／Ｌ以内），但当水质管理不善、投喂量过多
等情况下亚硝酸盐又将升高。因此，本实验在确

定亚硝酸盐胁迫的９６ｈ半致死浓度和安全浓度
后，分别设置４组不同亚硝酸盐浓度组，通过生
理生化指标及肠道菌群比较分析，对比各实验组

肝胰腺组织的特征变化，为红螯螯虾越冬过程中

的水质管理提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验设计
实验用虾均采自浙江省淡水水产研究所综

合试验基地，选取越冬期间体质健壮、四肢齐全、

规格相近的红螯螯虾［体质量为（５５．０２±３．３５）
ｇ，体长为（１０．５８±０．２２）ｃｍ）］，实验前调控各组
亚硝酸盐浓度，各组水温等环境条件一致。采用

常规生物急性毒性试验法，研究０～３０ｍｇ／Ｌ亚
硝酸盐浓度对虾的急性毒性，得到２４～９６ｈ的死
亡率，并通过概率单位法计算半致死浓度以及安

全浓度。然后分别设置４组不同亚硝酸盐质量
浓度组（Ａ组：对照组０ｍｇ／Ｌ；Ｂ组：低质量浓度
组０．５ｍｇ／Ｌ；Ｃ组：中质量浓度组 ２．３ｍｇ／Ｌ；Ｄ
组，高质量浓度组５．０ｍｇ／Ｌ），每组３平行，每个
水槽（容积为２００Ｌ）随机移入虾各１０尾，测量其
初始体长、初始体质量，胁迫６周后测量最终体
质量、最终体长、肝胰腺质量，计算存活率（ＳＲ）、
肥满度（ＣＦ）、肝体指数（ＨＩ）、体重增加率（ＷＧ）、
体长增加率（ＬＢ），并取样进行后续检测。计算公
式如下：

ＳＲ＝（Ｎｔ－Ｎ０）／Ｎ０×１００ （１）
ＣＦ＝Ｗｔ／Ｌｔ

３×１００ （２）
ＨＩ＝Ｈｔ／Ｗｔ×１００ （３）

ＷＧ＝（Ｗｔ－Ｗ０）／Ｗ０×１００ （４）
ＬＢ＝（Ｌｔ－Ｌ０）／Ｌ０×１００ （５）

式中：ＳＲ为存活率，％；ＣＦ为肥满度，ｇ／ｃｍ
３；ＨＩ为

肝体指数，％；ＷＧ为体重增加率，％；ＬＢ为体长增
加率，％；Ｎ０为初始虾数，尾；Ｎｔ为终末虾数，尾；
Ｗ０为初始体质量，ｇ；Ｗｔ为终末体质量，ｇ；Ｌ０为初
始体长，ｃｍ；Ｌｔ为终末体长，ｃｍ；Ｈｔ为终末肝重，
ｇ。

用ＮａＮＯ２（分析纯）试剂配制实验组亚硝酸

９７２
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盐质量浓度。试验期间每日傍晚投喂人工配合

饲料，各组投喂量一致，每日上午进行吸污、换水

及亚硝酸盐质量浓度监测，保证亚硝酸盐质量浓

度的稳定，水温（２０．０±０．５）℃，２４ｈ连续微充
气以保证溶氧。

１．２　样品采集与分析
从各组水槽中随机取３尾虾，解剖后取肝胰

腺。肝胰腺分成两部分：一部分肝胰腺保存于波

恩氏液，波恩氏液保存的样品采用常规石蜡包

埋，连续横切，切片厚度为６μｍ，Ｈ．Ｅ染色，显微
镜观察并拍照；另一部分肝胰腺与各组的肌肉和

血清保存于液氮中进行抗氧化指标（超氧化物歧

化酶ＳＯＤ、丙二醛 ＭＤＡ）、免疫相关指标（酸性磷
酸酶ＡＣＰ、碱性磷酸酶ＡＫＰ、溶菌酶ＵＬ）、能量代
谢指标（甘油三酯ＴＧ）的检测。液氮保存之后的
样品转移至－８０℃超低温冰箱保存。按每克待
测样组织加入９ｍＬ生理盐水的比例配制组织匀
浆，研磨后转移至２ｍＬ离心管中，４℃下３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液分装后放入４℃冰箱

暂存后用于检测，酶活指标均采用南京建成生物

工程研究所试剂盒测定。取肠道分析肠道菌群

结构，肠道样品为从各组水槽中随机取３尾虾，
解剖后用无菌剪刀将肠道组织剪开，并用解剖刀

轻轻刮取内溶物，然后将样品放置于液氮内，随

后转移至 －８０℃冰箱备用。提取各组菌群总
ＤＮＡ，以肠道细菌 ＤＮＡ为模板，采用细菌通用引
物扩增细菌序列，比较各组肠道菌群变化［１８］。

２　结果

２．１　急性毒性试验
首先采用常规生物急性毒性试验法研究亚

硝酸盐对红螯螯虾９６ｈ的半致死浓度以及安全
浓度，每组３平行（表１）。结果可见红螯螯虾的
死亡率随亚硝酸盐浓度及胁迫时间的增加而增

加，同时，通过直线内插法计算得到亚硝酸盐对

红螯螯虾９６ｈ的半致死浓度为２２．０ｍｇ／Ｌ，安全
浓度ＳＣ为２．２ｍｇ／Ｌ。

表１　亚硝酸盐急性毒性试验
Ｔａｂ．１　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｔｅｓｔｏｆｎｉｔｒｉｔｅｓｔｒｅｓｓ

亚硝酸盐浓度

Ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｍｇ／Ｌ）

每个平行组试验虾

Ｔｈｅｔｅｓｔｃｒａｙｆｉｓｈ／
尾

２４ｈ死亡数
２４ｈｄｅａｔｈｓ／

尾

４８ｈ死亡数
４８ｈｄｅａｔｈｓ／

尾

７２ｈ死亡数
７２ｈｄｅａｔｈｓ／

尾

９６ｈ死亡数
９６ｈｄｅａｔｈｓ／

尾

３０ １０ ３．５±０．７ ５．０±０．０ ５．５±０．７ ７．０±０．０
２０ １０ １．５±０．７ １．５±０．７ ３．５±０．７ ４．５±０．７
１０ １０ ０．０±０．０ ０．５±０．７ １．０±０．０ １．０±０．０
０ １０ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０

２．２　胁迫对生长指标的影响
胁迫６周后测量 ４组不同亚硝酸盐浓度组

（０、０．５、２．３、５．０ｍｇ／Ｌ）红螯螯虾的体质量、体
长、肝胰腺质量，计算成活率、肥满度、肝体指数、

体质量增加率、体长增加率等指标（表２）。结果

表明，这４组的成活率、肥满度、肝体指数、体质
量增加率与体长增加率均无显著性差异（Ｐ＞
０．０５），但高浓度组的成活率、体质量增加率、体
长增加率最低。

表２　各组的生长指标
Ｔａｂ．２　Ｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

生长指标 Ｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘ
浓度Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）

０ ０．５ ２．３ ５
初始体质量 Ｉｎｉｔｉａｌｂｏｄｙｍａｓｓ／ｇ ５８．５８±１２．４１ａ ５２．７５±１２．１３ａ ５１．６４±１１．８１ａ ５７．１０±１６．２６ａ

初始体长Ｉｎｉｔｉａｌｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ １０．８９±０．７２ａ １０．３８±０．７４ａ １０．４６±０．９０ａ １０．５９±８．９４ａ

成活率Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ／％ ６６．６７±５．７７ａ ６３．３３±１１．５５ａ ６３．３３±５．７７ａ ５６．６７±５．７７ａ

肥满度Ｆｕｌｌｎｅｓｓ／％ ４．２７±０．３５ａ ４．３６±０．４７ａ ４．２７±０．３６ａ ４．４９±０．６７ａ

肝体指数Ｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘ／％ ４．９１±０．３４ａ ５．１７±０．５４ａ ５．２１±０．８５ａ ４．７７±０．６９ａ

体质量增加率Ｂｏｄｙｍａｓｓｇａｉｎｒａｔｅ／％ ４．１３±２．４０ａ １０．９９±９．２８ａ ８．９４±１．１０ａ ２．７１±２．７０ａ

体长增加率Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈｇａｉｎｒａｔｅ／％ ３．１３±１．０６ａ ５．７３±４．５４ａ ４．３８±１．５７ａ ２．９７±１．７６ａ

注：数据为平均值 ±标准差（ｎ＝３），同一行试验数据的上标中不包含相同字母表示差异显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ＴｈｅｄａｔａｉｓＭｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３），ｔｈｅｒｏｗｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＞０．０５）．
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２．３　胁迫对肝胰腺组织学的影响
组织切片观察发现，对照组上皮细胞无断

裂，排列较为整齐，分支管状腺之间的结缔组织

较多而互相联系（图版１，２）；低浓度组（０．５ｍｇ／
Ｌ）与对照组形态一致，未出现形态学的改变（图
版３，４）；中浓度组（２．３ｍｇ／Ｌ）的肝小管排列开
始混乱，各肝小管大小出现差异，但总体上变化

不明显（图版５，６）；高浓度组（５ｍｇ／Ｌ）上皮细胞

层溶解，肝小管排列混乱，各肝小管大小出现差

异，基膜不整齐，肝小管间的结缔组织减少，细胞

出现裂解，空泡化加剧（图版７，８）。总体上随着
亚硝酸盐浓度的增加，肝小管排列趋于混乱，大

小出现差异，肝小管间的结缔组织随之减少，产

生空泡化，特别是在高浓度组（５ｍｇ／Ｌ）中的变化
相对明显。

１、２．对照组；３、４．低浓度组（０．５ｍｇ／Ｌ）；５、６．中浓度组（２．３ｍｇ／Ｌ）；７、８．高浓度组（５ｍｇ／Ｌ）；Ｅｃ．单层柱状上皮细胞；Ｈｔ．肝小

管；Ｃｔ．结缔组织。

１，２．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３，４．Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（０．５ｍｇ／Ｌ）；５，６．Ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（２．３ｍｇ／Ｌ）；７，８．Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ（５ｍｇ／Ｌ）；Ｅｃ．Ｓｉｍｐｌｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；Ｈｔ．Ｌｉｖｅｒｔｕｂｅｓ；Ｃｔ．Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅ．

图版　肝胰腺组织学观察
Ｐｌａｔｅ　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

２．４　胁迫对抗氧化指标、免疫相关指标、能量代
谢指标的影响

检测结果表明，在亚硝酸盐浓度为 ０～５
ｍｇ／Ｌ范围内，抗氧化指标 ＳＯＤ活性在肝胰腺中
为３９．７０～３３．９０Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，在肌肉中为２７．６３～
２１．７９Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，且均随亚硝酸盐浓度的升高而
降低。其中在肝胰腺中，对照组ＳＯＤ活性显著高
于其他３组（Ｐ＜０．０５），高浓度组 ＳＯＤ活性显著
低于其他３组（Ｐ＜０．０５）；在肌肉中，对照组ＳＯＤ
活性显著高于中、高浓度组（Ｐ＜０．０５），高浓度组
ＳＯＤ活性显著低于对照组和低浓度组（Ｐ＜０．０５）
（表３）。ＭＤＡ活性在肝胰腺中为 １．８１～２．２２
Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，在肌肉中为３．０１～３．６４Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，且
均随亚硝酸盐浓度的升高而升高。其中在肝胰

腺中，４组的 ＭＤＡ活性无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）；在肌肉中，对照组 ＭＤＡ活性显著低于中、

高浓度组（Ｐ＜０．０５），且抗氧化指标具有组织特
异性，肝胰腺内测得的 ＳＯＤ活性大于肌肉，ＭＤＡ
活性则小于肌肉（表 ３）。免疫相关指标 ＡＣＰ、
ＡＫＰ活性在肝胰腺中分别为 １１８．５９～８２．５７、
７９．８６～１８．８２Ｕ／ｇｐｒｏｔ，在肌肉中分别为１７．７７～
６．８７、１０．２３～３．４８Ｕ／ｇｐｒｏｔ，免疫相关指标ＵＬ活
性在血清中为０．１４～０．１０Ｕ／ｇｐｒｏｔ，且均随亚硝
酸盐浓度的升高而降低。其中在肝胰腺中，４组
ＡＣＰ、ＡＫＰ活性均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），对
照组最高，高浓度组最低；在肌肉中，对照组 ＡＣＰ
活性显著高于其他３组（Ｐ＜０．０５），４组 ＡＫＰ活
性均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），对照组最高，高
浓度组最低；血清中４组的 ＵＬ活性则无显著差
异（Ｐ＞０．０５），且免疫相关指标也具有组织特异
性，肝胰腺内测得到的 ＡＣＰ、ＡＫＰ活性均大于肌
肉（表４）。能量代谢指标ＴＧ活性为０．２６～０．１７
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ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ，且随亚硝酸盐浓度的升高而降低，
对照组 ＴＧ活性显著高于高浓度组（Ｐ＜０．０５），

见表５。总体上，高浓度的亚硝酸盐含量对抗氧
化指标、免疫相关指标、能量代谢指标具有影响。

表３　抗氧化相关指标检测
Ｔａｂ．３　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

酶Ｅｎｚｙｍｅ／
（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

组织

Ｔｉｓｓｕｅ
亚硝酸盐浓度Ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）

０ ０．５ ２．３ ５

ＳＯＤ
肝胰腺 ３９．７０±０．９４ａ ３７．０２±０．７７ｂ ３６．１５±０．５２ｂｃ ３３．９０±１．５０ｃ

肌肉 ２７．６３±０．８９ａ ２６．８０±１．１１ａｂ ２４．５９±１．５８ｂ ２１．７９±２．３５ｂｃ

ＭＤＡ
肝胰腺 １．８１±０．２３ａ ２．０１±０．０５ａ ２．１７±０．２１ａ ２．２２±０．１０ａ

肌肉 ３．０１±０．２０ａ ３．３７±０．２２ａｂ ３．４６±０．１８ｂ ３．６４±０．０５ｂ

注：数据为平均值 ±标准差（ｎ＝３），同一行试验数据的上标中不包含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ＤａｔａｉｓＭｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３），ｔｈｅｒｏｗｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

表４　免疫相关指标检测
Ｔａｂ．４　Ｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

酶Ｅｎｚｙｍｅ／
（Ｕ／ｇｐｒｏｔ） 组织Ｔｉｓｓｕｅ

亚硝酸盐浓度Ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）
０ ０．５ ２．３ ５

ＡＣＰ
肝胰腺 １１８．５９±４．８５ａ １０６．４２±２．３２ｂ ９１．１１±３．６５ｃ ８２．５７±１．４７ｄ

肌肉 １７．７７±０．４３ａ ９．８９±１．０４ｂ ７．７１±１．７２ｂ ６．８７±１．６６ｂ

ＡＫＰ
肝胰腺 ７９．８６±１．３８ａ ６９．２５±２．４８ｂ ４０．３８±３．７４Ｃ １．８２±１．５０ｄ

肌肉 １０．２３±０．２２ａ ８．２４±０．４８ｂ ５．８１±１．０５ｃ ３．４８±０．３３ｄ

ＵＬ 血清 ０．１４±０．０１ａ ０．１２±０．０１ａ ０．１１±０．０１ａ ０．１０±０．０１ａ

注：数据为平均值 ±标准差（ｎ＝３），同一行试验数据的上标中不包含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ＤａｔａｉｓＭｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３），ｔｈｅｒｏｗｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

表５　能量代谢相关指标检测
Ｔａｂ．５　Ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

酶 Ｅｎｚｙｍｅ／（ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ） 组织 Ｔｉｓｓｕｅ
亚硝酸盐浓度Ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）

０ ０．５ ２．３ ５
ＴＧ 肝胰腺 ０．２６±０．０４ａ ０．２３±０．０２ａｂ ０．１９±０．０１ａｂ ０．１７±０．０１ｂ

注：数据为平均值 ±标准差（ｎ＝３），同一行试验数据的上标中不包含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ＤａｔａｉｓＭｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３），ｔｈｅｒｏｗｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

２．５　胁迫对肠道菌群组成和多样性差异的影响
每组各随机取 ３个肠道样品分析肠道菌群

结构，结果表明，１２个样品共有７６６７６４个高质量
序列，平均一个样品序列数为６３８９７。４个组的
优势种所属门均为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门），其
次为 Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ（软壁菌门）；对照组 Ａ组
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ和 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ为
主要优势菌属，胁迫组Ｂ、Ｃ、Ｄ３组主要优势菌属
为 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，其 次 为 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ，亚硝酸盐胁迫在一定程度上提高
了Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ的比例，这在 Ｂ、Ｄ组表现得
尤为明显（图１）。在丰富度估算中，Ｂ、Ｃ、Ｄ组的
ＡＣＥ指标显著低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５），Ｃ、Ｄ组的
Ｃｈａｏ１指标显著低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；在多样性
估算中，Ｄ组的 Ｓｈａｎｎｏｎ指标均显著低于 Ａ、Ｂ组
（Ｐ＜０．０５）。因此，总体上Ｄ组（高浓度组）的肠
道菌群多样性最低，Ａ组（对照组）的肠道菌群多

样性最高（表６）。

３　讨论

渔业水质标准规定养殖水体中亚硝酸盐含

量应不高于０．２ｍｇ／Ｌ［１５］，而本研究得到的红螯
螯虾亚硝酸盐的安全浓度为２．２ｍｇ／Ｌ，是水质标
准１１倍，说明红螯螯虾有一定的亚硝酸盐耐受
性。但在越冬过程中，亚硝酸盐浓度的异常升高

依旧会造成不良的影响及不容忽视的毒性作

用［１９］，包括生长、蜕壳、摄食、繁殖、体质等方面都

会受到影响。推测造成这些影响的原因可能与

亚硝酸盐达到一定浓度时其生长、组织器官、生

理生化指标及肠道菌群等的变化有关。因此，我

们在亚硝酸盐浓度为０～５ｍｇ／Ｌ范围内进行了
生长指标、肝胰腺组织切片、生理生化指标及肠

道菌群的检测。
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左图为分类上门的水平肠道菌群组成，右图为分类上属的水平肠道菌群组成。

Ｔｈｅｌｅｆｔｆｉｇｕｒｅｓｈｏｗｓｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｏｒａａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ，ａｎｄｔｈｅｒｉｇｈｔｆｉｇｕｒｅｓｈｏｗｓｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｆｌｏｒａａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ．

图１　不同亚硝酸盐浓度胁迫下肠道菌群组成
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

表６　不同亚硝酸盐浓度胁迫下肠道菌群丰富度估算（Ｃｈａｏ１＆ＡＣＥ）和多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ）
Ｔａｂ．６　ＥｓｔｉｍａｔｅｓｏｆＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＢａｃｔｅｒｉａｌＲｉｃｈｎｅｓｓ（Ｃｈａｏ１ａｎｄＡＣＥ）ａｎｄ
ＤｉｖｅｒｓｉｔｙＩｎｄｅｘ（Ｓｈａｎｎｏｎ）ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮｉｔｒｉｔｅＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

测量指标

Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｉｎｄｅｘ
Ａ组
ＧｒｏｕｐＡ

Ｂ组
ＧｒｏｕｐＢ

Ｃ组
ＧｒｏｕｐＣ

Ｄ组
ＧｒｏｕｐＤ

取样深度 Ｓａｍｐｌｉｎｇｄｅｐｔｈ 平均有效序列数 ５１８１５ ７１９８５ ６７０９５ ６４６９３

丰富度估算 Ｒｉｃｈｎｅｓｓｅｓｔｉｍａｔｅ
ＡＣＥ ８８．８０±１５．３８ｂ ７９．９３±１５．２８ａ ７９．０６±８．０７ａ ８２．９９±２２．４９ａ

Ｃｈａｏ１指数 ８９．６７±１５．５０ｂ ８２．２５±２２．２２ａｂ ７９．９３±８．９３ａ ８１．９７±２４．９４ａ

多样性指数 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｅｓｔｉｍａｔｏｒｓ Ｓｈａｎｎｏｎ指数 ３．２３±１．１０ａ ３．２８±１．４２ａ ２．７７±０．８１ａｂ ２．２４±１．４０ｂ

注：Ａ组为对照组（亚硝酸盐浓度为０ｍｇ／Ｌ），Ｂ、Ｃ、Ｄ组为胁迫组（亚硝酸盐浓度分别为０．５、２．３、５ｍｇ／Ｌ）；ＡＣＥ为基于丰度的覆盖估计，
Ｃｈａｏ１指数为计算菌群丰度的指数之一，Ｓｈａｎｎｏｎ指数为估算样品中微生物的多样性指数的指数之一，数据为平均值 ±标准差（ｎ＝３）；
同一行试验数据的上标中不包含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ＧｒｏｕｐＡｉｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ０ｍｇ／Ｌ），ＧｒｏｕｐＢ，ＣｏｒＤｉｓｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ（ｎｉｔｒｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｓ０．５，２．３ｏｒ５
ｍｇ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；Ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｉｎｄｅｘｅｓｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｆｌｏｒａ，Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｉｎｄｅｘｅｓｆｏｒｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ
ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅ，ＡＣＥｉｓａｎｏｖｅｒｌａｙｅｓｔｉｍａｔｅｂａｓｅｄｏｎａｂｕｎｄａｎｃｅ；ＴｈｅｄａｔａｉｓＭｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３），ｔｈｅｒｏｗｓ
ｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

３．１　亚硝酸盐对红螯螯虾生存与生长的影响
在亚硝酸盐过高的环境中虾的抵抗力和免

疫力往往较弱，进而影响其生存与生长［２０］。本次

研究表明，在亚硝酸盐浓度为 ０～５ｍｇ／Ｌ范围
内，各组的成活率、肥满度、肝体指数均无显著差

异（Ｐ＞０．０５），但高浓度组（５ｍｇ／Ｌ）的成活率、
体质量增加率、体长增加率最低。推测较长时间

的高浓度亚硝酸盐胁迫对生存与生长速度具有

一定的影响，但影响不一定造成成活率与生长速

度的显著降低。

３．２　亚硝酸盐对肝胰腺组织学影响
肝胰腺是虾类进行合成和分泌消化酶、吸收

营养物质、排泄、蜕皮等生命活动的重要器官［２１］。

有研究［２２］表明，亚硝酸盐中毒致组织病变最严重

的器官是肝胰腺。李霞等［２３］也认为，肝胰腺的病

变会导致虾合成、吸收功能的紊乱或丧失，进而

破坏整个机体的新陈代谢，降低成活率。本次研

究结果显示，高浓度亚硝酸盐导致的肝胰腺生理

功能受损是使虾生命力降低的重要原因。组织

切片观察发现，随着亚硝酸盐浓度的增加，肝小

管排列趋于混乱，大小出现差异，肝小管间的结

缔组织随之减少，产生空泡化，这在高浓度组中

尤为明显。这证明了亚硝酸盐对肝胰腺的组织

结构有损害，若长期处于此环境条件下，将影响
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其生理功能而致肝胰腺病变，使其合成、吸收功

能紊乱或丧失，进而影响其越冬期间的抗病力、

生长及繁殖性能。因此，在越冬过程中应避免亚

硝酸盐的升高对肝胰腺等脏器的影响。

３．３　亚硝酸盐对生理生化指标的影响
研究［２４］证明，亚硝酸盐浓度的升高可导致机

体活性氧的增加，抗氧化酶则是甲壳动物机体非

特异性免疫的一个重要方面，可在一定程度上反

映机体的健康状况［２５］。本实验结果显示，总体上

ＳＯＤ活性随亚硝酸盐浓度的升高而降低，ＭＤＡ活
性随亚硝酸盐浓度的升高而升高。吕晓燕等［１７］

对红螯螯虾的研究也表明，ＳＯＤ等抗氧化酶活性
总体上与亚硝酸盐浓度呈负相关，且高浓度组酶

活性降低更明显，导致机体清除超氧阴离子的能

力下降，机体抗氧化防御系统损伤。因此，推测

抗氧化酶活性的下降是造成红螯螯虾器官损伤

的重要原因。

在甲壳动物的免疫体系中，ＡＣＰ和ＡＫＰ均为
磷酸单酯酶，主要分布在肝胰腺、血淋巴中，其活

性变化可指示体内免疫系统的受损情况，在免疫

应答中起重要的作用［１５］。吕晓燕等［１７］的研究表

明，在３～６ｍｇ／Ｌ亚硝酸盐浓度范围内，亚硝酸
盐对红螯螯虾的 ＡＣＰ和 ＡＫＰ活性影响极其显
著，且ＡＣＰ和 ＡＫＰ具有组织特异性，在肝胰腺内
测得的 ＡＣＰ和 ＡＫＰ的活性大于肌肉，这与肝胰
腺和肌肉在代谢过程中的特点有关。本研究得

到了类似的结论，即总体上 ＡＣＰ和 ＡＫＰ活性随
亚硝酸盐浓度的升高而降低，且肝胰腺内测得的

ＡＣＰ、ＡＫＰ活性均大于肌肉。但亚硝酸盐对红螯
螯虾肝胰腺、肌肉等组织器官中 ＡＣＰ、ＡＫＰ活性
影响的具体作用机制仍需进一步探索。溶菌酶

是广泛存在于水生动物血清、吞噬细胞中的一种

碱性蛋白，能在一定程度上能够反映环境因素改

变对水生动物免疫水平的影响［２６］。研究［２７２９］表

明，亚硝酸盐胁迫的危害程度与墨吉明对虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ）、凡纳滨对虾、中国
对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）体内的溶菌酶含量相关，
因为高含量的溶菌酶有助于增强虾的抗病能力，

降低致病菌的易感性，提高存活率。本研究中，４
个实验组血清中溶菌酶活性无显著差异（Ｐ＞
０．０５），但溶菌酶含量仍然随着亚硝酸盐浓度的
升高降低，表明较高的亚硝酸盐仍然存在降低溶

菌酶含量的可能性，迫使越冬虾抵抗病菌能力下

降。

本次酶活检测结果表明，即使在 ０．５ｍｇ／Ｌ
的较低亚硝酸盐浓度下，能提高红螯螯虾免疫能

力的ＳＯＤ、ＡＣＰ、ＡＫＰ以及 ＵＬ活力均下降，能造
成机体损伤的 ＭＤＡ活力均升高，这说明在室内
水泥池越冬过程中，长期低浓度亚硝酸盐胁迫对

红螯螯虾的毒害作用也是不容忽视的。

３．４　亚硝酸盐对红螯螯虾肠道菌群的影响
虾肠道内的细菌在维持宿主健康中发挥着

重要作用，如促进消化、减少有毒微生物的代谢

活动、抑制病原菌生长等［３０３２］。ＦＲＡＮＫ等［３３］通

过比较健康和发病对虾的肠道细菌组成，发现肠

道细菌的失衡可引起肠炎。ＤＵＢＯＵＲＧ等［３４］认

为菌群丰度、多样性以及功能发生的变化会影响

肠道黏膜的完整性甚至引发疾病。张皓［３５］研究

表明，水质指标的变化会影响养殖水体细菌种群

结构，同时也影响养殖动物健康及其肠道细菌组

成。ＸＩＯＮＧ等［３６］与吴金凤等［３７］对虾类的研究表

明，发病组肠道中细菌多样性相对于健康组有较

大幅度的下降。本研究样本虽然没有出现发病

情况，但本次肠道菌群分析结果表明，高浓度亚

硝酸盐造成了虾体内肠道菌群多样性的降低，这

是一种应激预警，可能导致肠炎等细菌性或病毒

性疾病的发生。同时本研究发现亚硝酸盐胁迫

在 一 定 程 度 上 提 高 了 肠 杆 菌 科

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）的比例，该科的部分种类是
肠道疾病的重要病原菌，如大肠埃希氏菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）等。因此，推测亚硝酸盐胁迫打
破了红螯螯虾肠道内微生态系统的平衡，造成某

些致病菌比例的提高，从而降低了机体的抵抗

力［３８］。建议红螯螯虾室内越冬期间在水中加入

ＥＭ菌等进行调水并改善肠道菌群环境，并对水
质进行定期监测，避免亚硝酸盐浓度过高，影响

虾的健康。
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