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摘要: 通过气质联用仪和液质联用仪的非靶向检测,结合主成分分析(PCA)和正交偏最小二乘法-判别分析(OPLS-DA)等方

法,对日本沼虾肝胰腺进行代谢物分析,以研究在非致死剂量的亚硝酸盐或氨胁迫下,日本沼虾肝胰腺新陈代谢的变化。 经

亚硝酸盐(0.5 mg·L-1,以 N 计)胁迫 2 d 后,鉴定到具有显著差异的代谢化合物 46 个,涉及氨基酸代谢、脂肪酸代谢和甘油磷脂

代谢等;pH=9.0 时,氨(1.0 mg·L-1,以 N 计,即非离子氨氮为 0.378 mg·L-1
)胁迫后,鉴定出显著差异性代谢化合物 52 个,涉及

三羧酸循环、氨基酸代谢和甘油磷脂等代谢通路。 选择 pH=9.0 氨(1.0 mg·L-1
)胁迫组对日本沼虾肝胰腺中的三羧酸循环进行

定量验证实验,结果显示,日本沼虾肝胰腺中草酰乙酸含量与对照组相比在 12 h 显著升高,24 h 和 48 h 后则与对照组无显著

差异。 α-酮戊二酸含量与对照组相比在 12 h 即有显著增加,24 h 含量与对照组相比显著下降,48 h 后与对照组相比无明显差

异。 推测 pH=9.0 时氨氮(1.0 mg·L-1
)胁迫 12 h 即会对三羧酸循环产生影响。
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Abstract: In order to study the changes in the metabolism of hepatopancreas of Macrobrachium nipponensis under

non-lethal doses of nitrite or ammonia stress, metabolite analysis was carried out by non-targeted detection of GC/

MS and LC/MS, combined with the methods of principal component analysis (PCA) and partial orthogonal least

squares discriminant analysis (OPLS-DA). After 2 days of stress by nitrite (0.5 mg·L-1
in terms of N), 46 metabolic
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compounds with significant differences were identified, involving amino acid metabolism, fatty acid metabolism,

and glycerophospholipid metabolism. At pH=9.0, after stress (1.0 mg·L-1
in terms of N, i.e., non-ionic ammonia

nitrogen was 0.378 mg·L-1
), 52 significantly differential metabolic compounds were identified, involving tricarbox-

ylic acid cycle, amino acid metabolism, fatty acid metabolism and glycerophospholipid metabolism. The quantita-
tive test of the tricarboxylic acid cycle in the hepatopancreas of Macrobrachium nipponense was carried out in the

pH=9.0 ammonia (1.0 mg·L-1
) stress group. The results showed that the content of oxaloacetate in the hepatopan-

creas of Macrobrachium nipponense were significantly elevated at 12 h compared with the control group, but no

� significant differences were detected at 24 h and 48 h..α-ketoglutaric acid in the hepatopancreas of Macrobrachium

nipponense were significantly elevated at 12 h compared with the control group, and decreased significantly at 24

� h, but no significant differences were detected at 48 h. It may be concluded that the ammonia nitrogen (1.0 mg·L-1
)

stress lasting for 12 h at pH=9.0 will affect the tricarboxylic acid cycle.
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　 　 日本沼虾 (Macrobrachium nipponensis)又名青

� 虾、河虾,隶属甲壳纲类,十足目,长臂虾科,沼虾

属[1],具有较高的食用价值和经济价值,是我国重要

的淡水养殖经济虾类之一。 据 2017 年《中国渔业

统计年鉴》统计,我国虾类养殖产量 203.21 万 t,其
中日本沼虾 27.26 万 t,较 2016 年增长 2.84%

[2]。 在

大规模的集约化养殖模式下,养殖管理措施不当会

造成池塘底部残饵及粪便的积累,引起水质恶化,致
使虾体产生应激反应,摄食能力和自身免疫下降,严
重时会危害虾的生长与存活[3-4]。

氨与亚硝酸盐是水产养殖中最常见的污染物,
两者来自于水生生物的直接代谢和环境中有机物的

分解转化。 其中,非离子氨会破坏水生动物的排泄

系统及渗透平衡,损伤组织结构,致使代谢紊乱等,
严重时可致动物死亡[5-7]。 有研究表明,水中过高的

亚硝酸盐进入鱼虾体内后,会导致血淋巴 pH 降低,
进而影响生物体内氧的运输,扰乱氮排泄及损坏器

官等[8-9]。 肝胰腺是甲壳纲动物脂质储存和加工的

重要器官,是消化、吸收和代谢的主要场所[10],也是

受氨及亚硝酸盐毒性损害的主要部位之一。 冼健安

等[11]研究发现,斑节对虾肝胰腺中氨氮的含量显著

高于血淋巴、鳃和肌肉中的含量,且更易于积累其

中。 蒋琦辰等[12]研究发现,随着氨氮浓度的升高,红
螯光壳螯虾幼体肝胰腺中的可溶性蛋白和甘油磷脂

会受到抑制,含量降低。 Zhou 等[13]证实氨氮胁迫会

造成斑节对虾肝胰腺和鳃中几丁质(PmChi-4)含量

的减少。 虾体内相关酶的活性如超氧化物歧化酶

(SOD)、酚氧化酶(PO)在亚硝酸氮的胁迫下会受到

不同程度的影响,从而影响虾的生长代谢[14-15]。 亚

硝酸盐与氨对日本沼虾的胁迫会对其养殖产量产生

较大影响[16-17],继而导致经济损失。 近年来,关于亚

硝酸盐和氨对于虾类的毒性研究,多集中在高浓度

时对虾生长及生理活动、免疫功能等方面的影响。
但在运用代谢组学探究低浓度亚硝酸盐和氨对日本

沼虾的毒性机制方面的研究鲜有报道。 本文基于养

殖生产中通常浓度的亚硝酸盐、氨,从代谢组学角度

探讨其对日本沼虾肝胰腺的影响,从而对指导虾类

的养殖生产具有重要的现实意义。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料

实验所用日本沼虾取自上海青浦区某养殖场,
平均体质量(1.8±0.3) g,体长(0.5±0.2) cm。 正式实

验前,于水箱(长×宽×高 =1.5 m×1.8 m×1.2 m,内含

350 L 经充分曝气除氯的自来水)中暂养一周。 暂养

期间控制水温为(21±0.5) ℃,pH 为(8.2±0.1),溶解氧

为(6.0±0.5) mg·L
-1,每天定时投喂适量饵料,喂食

30 min 后更换 1/4 体积水,及时清除残饵及排泄物,
暂养期间死亡率低于 10% 。

试剂:HPLC 级甲醇(Sigma),HPLC 级水(Sigma-
Aldrich 公司),N,O-双(三甲基硅烷基)乙酰胺(BST-
FA),含 1%茶渣微晶纤维素(TMCC)(上海安谱),分
析纯吡啶(Sigma-Aldrich 公司),分析纯甲氧基胺盐

酸盐 (Sigma-Aldrich 公司),分析纯 2-氯苯丙氨酸

(Sigma-Aldrich 公司)。 分析纯 NH4Cl 和 NaNO2 (国

药集团),用蒸馏水将 NaNO2 和 NH4Cl 配制成 10

g·L-1的母液,现配现用。
仪器:液质联用仪(Waters, Q-Tof),气质联用仪

(Algilent, 7890A/5975);全自动快速研磨仪(上海净

信科技,Tissuelyser-24),离心机(Eppendor, Centrifuge

5810 R),高速离心浓缩仪(Labogene, 2236R),恒温混
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匀仪(杭州瑞诚仪器有限公司,TS100)。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 预实验

课题组对上海青浦、奉贤等区的淡水虾类池塘

水质进行了持续监测,在所获近 3 万个数据中,一个

养殖周期内虾塘氨氮通常在 0.1 ~ 2.0 mg·L
-1范围

内,且多在 1.0 mg·L
-1附近波动;亚硝氮多为 0.001

~ 0.6 mg·L
-1,且养殖初期即会快速升至 0.25 mg·

L
-1以上。 因此设置了 3 组不同浓度的亚硝酸盐,分

别为对照组 (≤0.05 mg·L
-1
)、低胁迫组 (0.25 mg·

L
-1
)、高胁迫组 (0.5 mg·L

-1
);氨胁迫预实验共设 3

组,分别为对照组(pH =8.0,总氨氮(TAN)≤0.1 mg·
L

-1,即非离子氨氮小于 0.005 mg·L-1
)、低胁迫组(pH

=8.6,TAN=1.0 mg·L-1,即非离子氨氮为 0.152 mg·
L

-1
)、高胁迫组(pH=9.0,TAN=1.0 mg·L-1,即非离子

氨氮为 0.378 mg·L-1
)。 每组实验水箱(体积 48 cm×

36 cm×28 cm)含有 30 L 经充分曝气处理的自来水,
分别放入 6 尾日本沼虾,其余养殖管理同暂养期间,
胁迫实验进行 5 d 后采集虾样。

取样时,迅速将日本沼虾置于液氮中快速冷冻,
在冰上解剖取其肝胰腺组织,每尾虾取其肝胰腺样本

约 30 mg 于离心管中作为一个实验样本,在装有样品

的离心管内加入 20 μL 内标化合物(0.3 mg·L-1的 2-
氯苯丙氨酸)以及 800 μL 提取液(甲醇 ∶ 水=4 ∶ 1,V/

� V),匀浆后于-20 ℃冰箱静置 10 min 后取出,10 000 r

·min-1离心 10 min,取 200 μL 上清液于色谱瓶中用于

液质联用的检测;另取 200 μL 上清液于样品瓶中,干
燥后经 BSTFA 硅烷化,用于气质联用检测。
1. 2. 2　 正式实验

对预实验结果进行主成分分析,与对照组相比,
对日本沼虾肝胰腺代谢产物有显著影响的实验组为

亚硝酸盐氮浓度为 0.5 mg·L-1和高浓度氨(pH =9.0,
TAN=1.0 mg·L

-1,即非离子氨 0.378 mg·L
-1
)胁迫

组。 因此,后续亚硝酸盐胁迫设 4 个不同胁迫时间

组:对照组(C)、胁迫 2 d 实验组(NO2 -2d)、胁迫 3 d

实验组(NO2 -3d)与胁迫 5 d 实验组(NO2 -5d),其中亚

硝酸盐氮浓度均为 0.5 mg·L-1;pH=9.0,TAN 为 1.0

mg·L-1条件下设 4 个不同胁迫时间组:对照组(C)、
胁迫 2 d 实验组(TAN-2d)、胁迫 3 d 实验组(TAN-3d)
和胁迫 5 d 实验组(TAN-5d),各组设定胁迫时间截

止时采集虾样,样品处理方法同“1.2.1”。
1. 2. 3　 定量实验

经过对 pH=9.0,TAN=1.0 mg·L-1的氨胁迫 2 d

实验组(TAN-2d)差异代谢物的鉴定及代谢通路分

析,在与对照组有显著性差异的化合物中发现了草

酰乙酸、α-酮戊二酸等三羧酸循环的相关代谢物。
因此,对 pH=9.0、TAN 为 1.0 mg·L-1的氨氮组进行

进一步实验,设置胁迫时间分别为 12 h、24 h 和 48

h,采用气质联用仪对日本沼虾肝胰腺中的草酰乙

酸、柠檬酸、L-谷氨酸、α-酮戊二酸进行定量测定。
截止时间采集虾样,样品处理方法同“1.2.1”。
1. 3　 气相、液相色谱-质谱联用仪条件

气相色谱-质谱联用仪(Algilent, 7890A/5975)检

测使用 HP-5MS 毛细管柱 (60 m × 0.25 mm × 0.25
μm);进样体积为 1 μL,进样口温度为 260 ℃,初始

温度为 60 ℃,以 10 ℃∙min
-1 的速度升到 315 ℃,

恒定流速 1.0 mL·min-1;EI 离子源能量 70 eV,离子

源温度 230 ℃,四极杆温度 150 ℃,质量扫描范围

70 ~ 600 amu;以全扫描模式获得总离子流色谱图。
液质联用(Waters, Q-Tof),流动相 0.1% 甲酸水

溶液(A)-乙腈(B),梯度洗脱条件:0 ~ 2 min,2% B;2
~ 10 min,100% B;10 ~ 12 min,100% B;12.1 min,
2% B;12.1 ~ 15 min,2% B。 流速 0.3 mL·min-1,进
样体积 2 μL。
1. 4　 数据分析

气质联用及液质联用数据由 Mass Hunter 软件

和 QI 软件进行归一化处理,并获得样品代谢组份

及丰度的矩阵信息。 用 SIMCA 14.1 软件,对获得

的数据进行 PCA 和 OPLS-DA 分析并筛选得到差异

代谢物,在 OPLS-DA 分析结果的 S-Splot 图中,选
择∣ p(corr)∣>0.5、∣ p ∣>0.1、VIP 值>1.0 且 P 值

� <0.05 的差异代谢物。 通过 NIST 谱库检索,利用

HMDB、Lipids 和 KEGG 等在线数据库对差异代谢

物的结构、名称进行比对确认,首先结合气相色谱-
质谱联用仪、液质联仪用所得结果,筛选出实验组中

与对照组有显著差异性的代谢物,再将所鉴定出的

带有 HMDB 和 KEGG 编号的差异性代谢物输入

Metabo Analyst 3.0 在线通路分析数据库,并依次查

看差异性代谢物在 KEGG 数据库中所对应的代谢

通路。

2　 结果(Results)
2. 1　 亚硝酸盐对日本沼虾肝胰腺代谢的影响

经预实验后选择了亚硝酸盐氮浓度为 0. 5

mg·L-1来进行胁迫实验,时间设置分别为 2、3 和 5

d。 检测结果经主成分分析(PCA)(图 1),对照组与实

验组(NO2 -2d)间的代谢轮廓呈明显的分离趋势,即经
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图 1　 日本沼虾经 0. 5 mg·L-1的亚硝酸盐胁迫后肝胰腺的代谢化合物主成分(PCA)得分图

注:C 代表对照组,NO2 -5代表亚硝酸盐(0.5 mg·L-1)胁迫 5 d 的实验组,NO2 -3代表亚硝酸盐(0.5 mg·L-1)胁迫 3 d 的实验组,

NO2 -2代表亚硝酸盐(0.5 mg·L-1)胁迫 2 d 的实验组,NO2 -5-x、NO2 -3-x 和 NO2 -2-x 代表各组内的平行样本,即第 1 至第 6 尾虾。

Fig. 1　 PCA score plots of metabolites in Macrobrachium nipponensis hepatopancreas in control group and

experimental groups exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1
)

Note: C is control group; NO2 -5 is experimental group exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1) for 5 d; NO2 -3 is experimental group

exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1) for 3 d; NO2 -2 is experimental group exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1) for 2 d; NO2 -5-x, NO2 -3-x

and NO2 -2-x is a parallel sample of each group, from the frist shrimp to the sixth.

图 2　 日本沼虾经 0. 5 mg·L-1亚硝酸盐胁迫 2 d 后,实验组与对照组肝胰腺代谢化合物的正交偏最小二乘法(OPLS-DA)得分图

注:C 代表对照组,NO2 代表亚硝酸盐(0.5 mg·L-1)胁迫 2 d 的实验组,NO2 -x 是实验组内的平行样本,即第 1 至第 6 尾虾。

Fig. 2　 OPLS-DA score plots of metabolites in Macrobrachium nipponensis hepatopancreas in control group and

experimental groups exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1
) for 2 d

Note: C is control group; NO2 is experimental group exposed to NO2 -N (0.5 mg·L-1) for 2 d; NO2 -x is

a parallel sample of each group, from the frist shrimp to the sixth.
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0.5 mg·L-1亚硝酸盐胁迫 2 d 后,日本沼虾肝胰腺代

谢和对照组之间产生了显著差异;而胁迫 3 d 与 5 d

组则与对照组区分不明显,推测胁迫 3 d、5 d 后,其
新陈代谢有恢复的可能。 随后,对对照组(C-2d)和
实验组(NO2 -2d)进行重复性验证,用正交偏最小二

乘法-判别分析(OPLS-DA)对肝胰腺的代谢数据作进

一步分析,结果见图 2 和图 3,表示模型解释能力的参

图 3　 OPLS-DA 得分图(图 2)的交互验证图

注:R2 表示累计方差值,Q2 表示累计交叉有效性。

Fig. 3　 Permutation test of OPLS-DA score plots (figure 2)

Note: R2 stands for cumulative variance; Q2 stands for

cumulative cross validity.

表 1　 0. 5 mg·L-1亚硝酸盐胁迫组(2 d)与对照组日本

沼虾肝胰腺代谢物中具有显著差异的成分列表

Table 1　 Differential metabolites in Macrobrachium

nipponensis hepatopancreas between 0.5 mg·L-1

NO2 -2 (2 d) exposure group and control group

相关代谢途径

Metabolic pathways

差异代谢物

Differential metabolites

趋势

Trend

氨基酸代谢

Amino acid metabolism

亮氨酸 L-Leucine (Leu) ↓
谷氨酰胺 L-Glutamine ↓
酪氨酸 L-Tyrosine ↓
赖氨酸 L-Lysine ↓
丝氨酸 Serine ↓

丙氨酸 L-Alanine ↓
脯氨酸 L-Proline ↑
缬氨酸 L-Valine ↓

组氨酸 L-Histidine ↓
半胱氨酸 L-Cysteine ↓

苯丙氨酸 Phenylalanine ↓
天冬氨酸 L-Aspartic acid ↓

蛋氨酸 L-Methionine ↓
苏氨酸 L-Threonine ↓
色氨酸 L-Tryptophan ↑

尸胺 Cadaverine ↓
甘氨酸 Glycine ↓

续表1

相关代谢途径

Metabolic pathways

差异代谢物

Differential metabolites

趋势

Trend

脂肪酸代谢

Fatty acid metabolism

棕榈酸 Hexadecanoic acid ↓

硬脂酸 Octadecanoic acid ↓

糖代谢

Carbohydrate metabolism

海藻糖 D-(+)-Trehalose ↓

吡喃甘露糖

β-D-(+)-Mannopyranose
↓

异丙糖 β-D-Allopyranose ↓

肌醇 Myo-Inositol ↑

嘌呤代谢

Purine metabolism
次黄肌苷 Inosine ↓

磷脂代谢

Glycerophospholipid

metabolism

溶血磷脂酰胆碱类

Lysophosphatidylcholines

(LysoPC)

LysoPC(20:5) ↓

LysoPC(16:1) ↓

LysoPC(16:0) ↓

LysoPC(20:4) ↓

LysoPC(16:1) ↑

LysoPC(18:3) ↑

磷脂酰乙醇胺

Phosphatidylethanolamine

(PE)

PE(22:6/0:0) ↓

PE(20:5/0:0) ↓

PE(14:1/24:1) ↑

PE(20:5/0:0) ↑

磷脂酰胆碱

Phosphotidylcholine

(PC)

PC(16:0/2:0) ↓

PC(17:0/0:0) ↓

PC(18:2/14:0) ↑

PC(17:1/0:0) ↓
二酰基甘油三甲基

高丝氨酸

Diacylglyceryl-
trimethylhomoserine

(DGTS)

DGTS(16:0/18:2) ↑

磷脂酸

Phosphatidic acid (PA)
PA(18:2/21:0) ↑

甘油酯 Glyceride (DG) DG(22:6/0:0) ↑

磷脂酰丝氨酸

Phosphatidyl serine

(PS)

PS(20:5/0:0) ↓

PS(22:6/0:0) ↓

PS(22:6/0:0) ↓

PS(20:5/0:0) ↓

3-(6-羟基-2,5,7,8-三甲基-3,3-
二氢苯并吡喃-2-基)丙酸甲酯

Alpha-CEHC
↑

6-酮基胆碱

3alpha-Hydroxy-6-oxo
-5beta-cholan-24-oic acid

↑

注:↑ 表示相对于对照组含量升高,↓ 表示相对于对照组含

量降低。
Notes: ↑ indicates increasing content compared with the control group;

↓ indicates decreasing content compared with the control group.



104　　 生 态 毒 理 学 报 第 14 卷

数 RX

2
= 0. 834, 表示模型预测能力的参数 Q2

=

� 0.712,说明模型可靠。 由此可知模型对自变量的拟

合能力和预测能力良好,对照组与实验组在肝胰腺

代谢谱中均可以明显区分。
2. 2　 受亚硝酸盐胁迫的日本沼虾肝胰腺中差异代

谢物的鉴定及代谢通路分析

经液质联用仪、气质联用仪分析检测,筛选出实

验组与对照组间具有显著差异性的代谢物(表 1),并
进行在线通路分析,结果显示:这些差异性代谢物主

要涉及氨基酸代谢、磷脂代谢、淀粉和蔗糖等的代

谢;其中包含 15 条代谢通路,即苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸的生物合成(impact =1),缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸的生物合成(impact =0.666),甘氨酸、丝氨酸

和苏氨酸代谢(impact =0.58),甘油磷脂代谢(impact

=0.231),丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢,谷胱甘肽

代谢,苯丙氨酸代谢,组氨酸代谢,β-丙氨酸代谢,精
氨酸和脯氨酸代谢,硫代谢,嘧啶代谢,嘌呤代谢,色
氨酸代谢和酪氨酸代谢等。
2. 3　 氨对日本沼虾肝胰腺代谢的影响

经预实验后选择了 pH =9.0,TAN =1.0 mg·L
-1

的氨氮组,进行了为期 2、3 和 5 d 的胁迫实验。 检

测结果经主成分分析(PCA)后表明,对照组与实验

组 TAN-2d 间的代谢物轮廓呈明显的分离趋势(图

4),即对照组与氨氮 (TAN-2d)组已产生显著差异。
故随后选取(TAN-2d)组,对对照组和实验组(TAN-
2d)进行重复性验证实验,用 OPLS-DA 法进一步分

析肝胰腺的代谢数据(图 5 和图 6),表示模型解释能

力的参数 RX

2
=0.814,表示模型预测能力的参数 Q2

�
=0.713,说明模型可靠。 由此可知,模型对自变量的

拟合能力和预测能力良好,对照组与实验组在肝胰

腺代谢谱中均可以明显区分。
2. 4　 受氨胁迫的日本沼虾肝胰腺中差异代谢物的

鉴定及代谢通路分析

经液质联用仪、气质联用仪分析检测,筛选出对

照组与氨氮组间具有显著差异性的代谢物(表 2)并

进行在线通路分析。 结果显示,这些差异性代谢物

主要涉及氨基酸代谢、磷脂代谢、淀粉和蔗糖等代

谢;其中包含 17 条代谢通路,即苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸的生物合成(impact =1),缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸的生物合成(impact=0.670),甘氨酸、丝氨酸

和苏氨酸代谢(impact=0.580),甘油磷脂代谢(impact =

0.231),柠檬酸循环(impact =0.182),缬氨酸、亮氨酸和

异亮氨酸降解,半胱氨酸和蛋氨酸代谢,丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢,甲烷代谢,谷胱甘肽代谢,苯丙氨

酸代谢,组氨酸代谢,精氨酸和脯氨酸代谢,硫代谢,
色氨酸代谢,酪氨酸代谢和甘油磷脂代谢等。
2. 5　 氨胁迫对日本沼虾柠檬酸循环的影响

在亚硝酸盐与氨胁迫下,日本沼虾肝胰腺中差

异代谢物主要涉及氨基酸代谢、脂肪酸代谢、磷脂代

谢和糖酵解等;在氨氮组与对照组有显著性差异的

化合物中发现了草酰乙酸、α-酮戊二酸等三羧酸循

环的相关代谢物。 氨中毒会导致三羧酸循环的中

断,阻碍能量供应,造成水生生物的昏迷或死亡

等[18]。 因此,设计了 pH=9.0、TAN 为 1.0 mg·L-1,胁
迫时间分别为 12、24 和 48 h 的胁迫实验,采用气质

联用仪对日本沼虾肝胰腺中的草酰乙酸、柠檬酸、L-
谷氨酸和 α-酮戊二酸进行定量测定。

草酰乙酸与乙酰-CoA 缩合形成三羧酸循环通

路中的草酰乙酸、柠檬酸含量见图 7,谷氨酸生成 α-
酮戊二酸通路中的谷氨酸、α-酮戊二酸含量见图 8。
利用 Graphpad prism7.0 作图,其中 T 检验的 P≤

� 0.05 表明具有显著差异性。 胁迫 12 h 时,日本沼虾

肝胰腺中草酰乙酸含量与对照组相比显著升高,胁
迫进行 24 h 与 48 h 后其含量回落,与对照组相比无

显著差异;柠檬酸和谷氨酸含量与对照组相比,在
12、24 和 48 h 时差异均不显著;α-酮戊二酸的含量

在 12 h 时与对照组相比有一定的上升,胁迫进行

24 h 及 48 h 后回落。

3　 讨论(Discussion)
亚硝酸盐和氨是虾类养殖中重要的环境污染因

子,胁迫后可使甲壳类生物产生组织病变,其中对肝

胰腺的影响最为严重[19]。 研究表明,亚硝酸盐和氨

氮长时间胁迫可使甲壳纲动物的免疫力下降,肝胰

腺组织结构受到破坏[20]。 钟君伟等[21]对克氏原螯虾

进行胁迫实验,发现高浓度的亚硝酸盐致使肝胰腺

中总超氧化物歧化酶(T-SOD)和过氧化氢酶(CAT)

活性降低,酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷酸酶(AKP)活

性在 12 h 时被激活,之后恢复到对照水平。 李永

等[22]研究发现,低浓度氨氮胁迫下,斑节对虾在实验

前期生物免疫力增高,中后期机体生理失调,酶活力

下降。 本实验中,亚硝酸盐及氨胁迫组与对照组相

比,日本沼虾肝胰腺中色氨酸含量升高,苯丙氨酸、
酪氨酸等芳香族氨基酸的含量均降低,亚硝酸盐和

氨可能造成了苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸合成与代

谢的紊乱。 亮氨酸是支链氨基酸(BCAA)中唯一的

生酮氨基酸,缬氨酸属于生糖氨基酸,可共同保护肌



第 3 期 余苗苗等:亚硝酸盐和氨对日本沼虾肝胰腺代谢的影响 105　　

肉,对血红蛋白合成及血糖水平调节有重要作

用[23-25],且具有促进组织损伤修复等功能[26]。 与对

照组相比,亚硝酸盐胁迫组与氨胁迫组亮氨酸的含

量均降低,表明亚硝酸盐与氨胁迫可能会抑制日本

沼虾肝胰腺血红蛋白的合成及血糖调节。
通过 Metabo Analyst 3.0 通路分析,日本沼虾肝

胰腺中的甘油磷脂代谢涉及磷脂酸(PA)、磷脂酰胆

碱(PC)和磷脂酰乙醇胺(PE)。 其中磷脂酸具有活化

细胞、维持新陈代谢、增强免疫力等功能,磷脂酰胆

碱和磷脂酰乙醇胺是构成细胞膜的主要成分,并且

三者之间可相互转化[27]。 亚硝酸盐与氨氮胁迫均能

够引起三者脂质代谢紊乱,一旦出现紊乱易引起各

种疾病的发生。 与对照组相比氨氮胁迫组中鞘磷脂

含量降低。 鞘磷脂构成的多层膜结构对神经纤维起

表 2　 氨(TAN=1. 0 mg·L-1,pH=9. 0)胁迫组(2 d)与
对照组日本沼虾肝胰腺代谢物中具有显著差异的成分列表

Table 2　 Differential metabolites in Macrobrachium

nipponensis hepatopancreas between ammonia

(TAN=1.0 mg·L-1
, pH=9.0, 2 d) exposure group

and control group

相关代谢途径

Metabolic pathways

差异性代谢物

Differential metabolites

趋势

Trend

氨基酸代谢

Amino acid

metabolism

谷氨酰胺 L-Glutamine ↓

亮氨酸 L-Leucine ↓

酪氨酸 L-Tyrosine ↓

丙氨酸 L-Alanine ↑

脯氨酸 L-Proline ↓

丝氨酸 Serine ↓

赖氨酸 L-Lysine ↓

半胱氨酸 L-Cysteine ↑

缬氨酸 L-Valine ↓

L-色氨酸 L-Tryptophan ↓

胱氨酸 Cystine ↓

苏氨酸 L-Threonine ↓

甘氨酸 Glycine ↓

L-天冬氨酸 L-Aspartic acid ↓

组胺酸 L-Histidine ↓

苯丙氨酸 Phenylalanine ↓

尸胺 Cadaverine ↓

L-蛋氨酸 L-Methionine ↑

糖代谢

Carbohydrate

metabolism

海藻糖 D-(+)-Trehalose ↑

吡喃甘露糖

β-D-(+)-Mannopyranose
↓

续表2

相关代谢途径

Metabolic pathways

差异性代谢物

Differential metabolites

趋势

Trend

脂肪酸代谢

Fatty acid metabolism

棕榈酸 Hexadecanoic acid ↑

硬脂酸 Octadecanoic acid ↓

磷脂代谢

Glycerophospholipid

metabolism

溶血磷脂酰胆碱类

Lysophosphatidylcholines　
(LysoPC)

LysoPC(20:5) ↓
LysoPC(18:3) ↑
LysoPC(16:0) ↓
LysoPC(20:4) ↑
LysoPC(16:1) ↓
LysoPC(20:2) ↓
LysoPC(14:0) ↑
LysoPC(18:3) ↓
LysoPC(22:5) ↑
LysoPC(22:5) ↑

磷脂酰乙醇胺

Phosphatidylethanolamine　
(PE)

PE(20:5/0:0) ↓
PE(22:6/0:0) ↑
PE(18:1/0:0) ↓
PE(18:2/0:0) ↓
PE(16:0/0:0) ↑
PE(15:0/20:2) ↑
PE(16:0/0:0) ↑
PE(20:4/0:0) ↓

磷脂酰胆碱

Phosphotidylcholine

(PC)

PC(8:0/8:0) ↑

PC(16:0/18:3) ↑

PC(17:0/0:0) ↑

PC(18:0/0:0) ↓

磷脂酸

Phosphatidic acid (PA)
PA(18:2/21:0) ↑

磷脂酰丝氨酸

Phosphatidyl serine (PS)

PS(22:6/0:0) ↓

PS(20:5/0:0) ↓

鞘磷脂

Sphingomyelin (SM)
SM(d18:1/14:0) ↓

二酰基甘油三甲基

高丝氨酸

Diacylglyceryl

trimethyl

hornoserine (DGTS)

DGTS(16:0/18:2) ↑

6-酮基胆碱

3alpha-Hydroxy-6-oxo
-5beta-cholan-24-oic acid

↓

2-羟基癸二酸 2-Hydroxy-decanedioic acid ↑

3-(6-羟基-2,5,7,8-三甲基-3,3-二氢苯并

吡喃-2-基)丙酸甲酯

Alpha-CEHC
↓

三羧酸循环

Tricarboxylic acid cycle

草酰乙酸 Oxalacetic acid ↑

α-酮戊二酸 α-ketoglutarate ↑

注:↑ 表示相对于对照组含量升高,↓ 表示相对于对照组含量降低。

Notes: ↑ indicates increasing content compared with the control group;

↓ indicates decreasing content compared with the control group.
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图 4　 日本沼虾经氨氮(TAN=1. 0 mg·L-1,pH=9. 0)胁迫后肝胰腺的代谢化合物主成分(PCA)得分图

注:C代表对照组,TAN-5代表氨氮(TAN=1.0 mg·L-1,pH=9.0)胁迫 5 d 的实验组,TAN-3代表氨氮(TAN=1.0 mg·L-1,pH=9.0)胁迫 3 d 的实验组,

TAN-2代表氨氮(TAN=1.0 mg·L-1,pH=9.0)胁迫 2 d 的实验组,TAN-5-x、TAN-3-x 和 TAN-2-x 代表各组内的平行样本,即第 1 至第 6 尾虾。

Fig. 4　 PCA score plots of metabolites in Macrobrachium nipponensis hepatopancreas in control group and experimental

groups exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1
, pH=9.0)

Note: C is control group; TAN-5 is experimental group exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1 , pH=9.0) for 5 d; TAN-3 is experimental

group exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1 , pH=9.0) for 3 d; TAN-2 is experimental group exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1 , pH=9.0)

for 2 d; TAN-5-x, TAN-3-x and TAN-2-x is a parallel sample of each group, from the frist shrimp to the sixth.

图 5　 日本沼虾经氨氮(TAN=1. 0 mg·L-1,pH=9. 0)胁迫 2 d 后,实验组与对照组肝胰腺代谢

化合物的正交偏最小二乘法(OPLS-DA)得分图

注:C 代表对照组,TAN 代表氨氮(TAN=1.0 mg·L-1,pH=9.0)胁迫 2 d 的实验组,TAN-x 代表实验组内的平行样本,即第 1 至第 6 尾虾。

Fig. 5　 OPLS-DA score plots of metabolites in Macrobrachium nipponensis hepatopancreas in control group

and experimental groups exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1
, pH=9.0) for 2 d

Note: C is control group; TAN is experimental group exposed to ammonia (TAN=1.0 mg·L-1 , pH=9.0) for 2 d;

TAN-x is a parallel sample of each group, from the frist shrimp to the sixth.
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保护和绝缘作用,可水解为神经酰胺,在细胞膜上形

成神经酰胺的富集区,增加肝细胞对各种刺激的敏

感性,影响肝细胞的增殖、存活及凋亡[28-29]。 推测在

氨氮胁迫下日本沼虾肝胰腺细胞的增殖、存活及凋

亡会受到一定影响。 二酰基甘油三甲基高丝氨酸

(DGTS)为细胞膜无磷脂[30-31],与对照组相比,0.5
mg·L-1亚硝酸盐与氨氮(pH=9.0,TAN=1.0 mg·L-1

)

胁迫组日本沼虾肝胰腺中 DGTS 含量均有所升高,
表明其可能对肝胰腺细胞膜的组成产生影响。 亚硝

酸盐胁迫组与对照组相比具有显著差异性代谢物还

包括:甘油二酯(DG),属于甘油酯,是动物组织中的

微量成分,在血淋巴系统和肝脏中可相互转化,对于

细胞膜具有一定的破坏作用[32-33]。 亚硝酸盐实验组

中 DG 含量显著升高,推测亚硝酸盐可能会对日本

沼虾肝胰腺细胞膜造成影响。

图 6　 OPLS-DA 得分图(图 5)的交互验证图

注:R2 表示累计方差值,Q2 表示累计交叉有效性。

Fig. 6　 Permutation test of OPLS-DA score plots (figure 5)

Note:R2 stands for cumulative variance; Q2 stands

for cumulative cross validity.

图 7　 对照组与氨胁迫组(pH=9. 0,TAN=1. 0 mg·L-1)12、24 和 48 h 时日本沼虾肝胰腺中草酰乙酸和柠檬酸含量的变化

Fig. 7　 The changes in the contents of oxalacetic acid and citric acid in Macrobrachium nipponensis

hepatopancreas at 12, 24 and 48 h in control group and experimental group (pH=9.0, TAN=1.0 mg·L-1
)
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图 8　 对照组与氨胁迫组(pH=9. 0,TAN=1. 0 mg·L-1)12、24、48 h 时日本沼虾肝胰腺中谷氨酸、α-酮戊二酸含量的变化

Fig. 8　 The changes in the contents of glutamic acid and α-ketoglutarate in Macrobrachium nipponensis

hepatopancreas at 12, 24 and 48 h in control group and experimental group (pH=9.0, TAN=1.0 mg·L-1
)

草酰乙酸与乙酰辅酶 A 在柠檬酸合酶(citrate syn-
thase, CS)的催化作用下缩合形成柠檬酸,其中柠檬

酸合酶属于调控酶,也是三羧酸循环中第一关键酶,
是细胞内多种代谢途径的关键限速酶及代谢变化的

标志物,CS 具有高度的底物特异性,仅催化乙酰辅

酶 A 与草酰乙酸缩合成柠檬酸,并且 CS 的活性强

弱直接关系到柠檬酸的合成[34-37]。 对 pH =9.0,TAN
=1.0 mg·L-1实验组进行进一步实验,对三羧酸循环

中草酰乙酸、柠檬酸、谷氨酸和 α-酮戊二酸进行定

量测定,胁迫 12 h 的日本沼虾肝胰腺中草酰乙酸含

量与对照组相比有显著上升,而产物中的柠檬酸含

量变化不明显,可能氨胁迫使柠檬酸合酶的活性降

低,抑制了产物中柠檬酸形成,从而使得作为底物的

草酰乙酸含量得以积累,而合成的柠檬酸含量则

未见增加。 胁迫 24 h 和 48 h 时,日本沼虾体内

的草酰乙酸含量与对照组差异不显著,推测在较

长时间胁迫下虾体产生了适应性,并且有恢复的

可能。 α-酮戊二酸 (α-KG)是一种重要的短链羟

酸,是三羧酸循环重要的代谢中间产物 [38],α-KG
可通过转氨基形成谷氨酸从而连接细胞内碳-氮
代谢,可直接参与集体的氧化供能及生物体内多

种物质的化学合成 [39-40]。 在 pH = 9.0,TAN = 1.0

mg·L
-1条件下胁迫 12、24 和 48 h 后,日本沼虾肝

胰腺内 α-KG 含量在胁迫 12 h 时有小幅度升高,
可能在氨的胁迫作用下日本沼虾产生了短暂的

应激反应。
综上所示:亚硝酸盐(0.5 mg·L

-1
)胁迫下,鉴定

出 49 个与对照组相比具有显著差异的代谢化合物,
亚硝酸盐会导致日本沼虾氨基酸代谢、脂肪酸代谢

和甘油磷脂代谢紊乱。 pH = 9. 0 时, TAN (1. 0

mg·L-1
)胁迫后,鉴定出显著差异性代谢化合物 52

个,氨胁迫 12 h 会造成柠檬酸循环中的草酰乙酸与
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α-酮戊二酸的含量升高,氨会影响日本沼虾的三羧

酸循环、氨基酸代谢、脂肪酸代谢和甘油磷脂代谢。
后续可对氨氮胁迫下日本沼虾肝胰腺中的苹果酸脱

氢酶及柠檬酸合酶的变化、以及磷脂代谢所受影响

等作进一步验证,从代谢组学层面为氨对日本沼虾

肝胰腺的毒性机制补充信息。

通讯作者简介:江敏(1972-),女,博士,教授,研究方向为渔业
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