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天津近岸人工鱼礁海域浮游植物群落 

及其变化特征* 

张  雪 1,2  徐晓甫 1,2  戴媛媛 1  王  宏 1,2①  房恩军 1,2   

侯纯强 1,2  高  燕 1,2  郭  彪 1,2  陈  卫 1,2 
(1. 天津渤海水产研究所  天津  300457; 2. 天津市海洋牧场技术工程中心  天津  300457) 

摘要    2016 年 5 月、7 月和 11 月分别对天津近岸海域 2010 年、2012 年和 2014 年投放的人工鱼

礁区及非人工鱼礁区(对照区)进行 3 个航次的调查，每个区域设置 3 个站位，共计 12 个站位。结

果显示，共鉴定浮游植物 2 门 28 属 58 种，其中，硅藻门 19 属 44 种，甲藻门 9 属 14 种。物种以

硅藻为主，占总物种的 75.9%，其次为甲藻，占总物种的 24.1%。浮游植物优势种以硅藻门的圆筛

藻属和角毛藻属为主，主要有威氏圆筛藻(Coscinodiscus wailesii)、星脐圆筛藻(C. asteromphalus)、

格氏圆筛藻(C. granii)、虹彩圆筛藻(C. oculusiridis)、圆筛藻(Coscinodiscus spp.)、卡氏角毛藻

(Chaetoceros castracanei)、劳氏角毛藻(Ch. lorenzianus)、旋链角毛藻(Ch. curvisetus)、尖刺伪菱形藻

(Pseudo-nitzschia pungens)、柔弱几内亚藻(Guianardia delicatula)、刚毛根管藻(Rhizosolenia setigera)、

翼鼻状藻印度变型(Proboscia alata f. indica)和夜光藻(Noctilluca scintillans)。浮游植物细胞丰度存在明

显的季节差异，11 月、7 月和 5 月浮游植物细胞丰度分别为 94.79×104、39.53×104 和 21.5×104 cell/m³，

浮游植物多样性指数也有明显的季节差异，11 月香农–威纳多样性指数、丰富度指数和均匀度指数

均比 5 月和 7 月高。从人工鱼礁区与对照区对比来看，5 月浮游植物细胞丰度礁区外显著高于鱼礁

区，7 月和 11 月 2014 年鱼礁区浮游植物细胞丰度显著高于其他鱼礁区和礁区外。浮游植物多样性

指数，礁区外和 2012 年鱼礁区低于 2010 年和 2014 年鱼礁区，礁区外最低。研究表明，人工鱼礁

的构建对于提高浮游植物群落多样性具有显著效果，但随着时间的延长，浮游植物群落多样性不是

一直增高，有一定程度的波动。 

关键词    浮游植物；人工鱼礁；群落结构 

中图分类号 Q178   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0001-10 

天津海域位于渤海三大渔场之一的渤海湾渔场

的中心部位，是渤海湾产卵场主体水域。近年来，开

发活动不断增强，环境污染日益加剧，破坏了渤海生

态系统的结构，使生物群落生产力下降，生态系统的
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稳定性转差，海洋生物逐渐朝着低龄化、小型化、低

质化方向演变，渔业资源日益衰退(李文抗等, 2003)。

建设人工鱼礁被证明是恢复渔业资源和改善海洋生

态环境的一种重要途径(陈勇等, 2014; Powers et al, 

2003; 李娇等, 2013)。人工鱼礁通过改变所在海域的

环境因子来影响海洋生物环境，达到渔业资源恢复和

海洋生态修复的目的。  

2009 年，天津市第 1 次在大神堂外海建设海洋

牧场示范区，进行人工鱼礁投放。截止到 2016 年，

大神堂附近海域共计投放人工鱼礁礁体 19825 个，建

礁规模 7.04 万空方，礁区面积 10.989 km2。2016 年，

该海域被列为天津市大神堂国家级海洋牧场示范区，

目前，该海域人工鱼礁投放已有 8 年时间，该鱼礁区

浮游植物群落结构如何尚未见报道。浮游植物作为海

洋生态系统的初级生产者，是多种海洋生物的摄食饵

料(王俊等, 1998; 张雪等, 2016)，由于浮游植物对海

洋生态环境的变化较为敏感，已作为一种生物监测手

段，广泛应用于海洋环境富营养化的评价中(邹景忠

等, 1983)，因此，研究该海区的浮游植物多样性变动

及其与环境变化(尤其是人为干扰后的环境)的关系，

具有重要的理论和实际应用价值。 

我国海域关于人工鱼礁区浮游植物群落变化有

少量报道(张硕等 , 2006; 杨柳等 , 2011; 江志兵等 , 

2012; 廖秀丽等, 2013; 王欣等, 2014)，浮游植物群落

变化已成为一种评价人工鱼礁建设效果的有效方法。

本研究依据 2016 年对不同年份投放的鱼礁区及邻近

礁区外进行的生物及环境理化的调查数据，对浮游植

物群落结构进行了系统分析，以期为人工鱼礁建设效

果评价、渔业资源恢复和海洋生态环境的可持续发展

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  调查海区 

2016 年 5 月(春季)、7 月(夏季)和 11 月(秋季)分

别 对 天 津 近 岸 海 域 (117°54.583E~117°59.627E ，

39°3.15N~39°7.938N)2010 年、2012 年和 2014 年投

放的人工鱼礁区及礁区外(对照区)进行 3 个航次的调

查，每个区域设置 3 个站位，共计 12 个站位，站位

分布见图 1。 
 

 
 

图 1  调查海域及站位分布 
Fig.1  Survey area and sampling stations  

 

1.2  采集方法 

样品的采集采用浅水Ⅲ型浮游生物网(网口直径

37 cm，网口面积 0.1 m2，网身长 270 cm，网目 76 μm)，

在每个站位自底至表垂直拖网取样，将样品使用 5%

的甲醛水溶液固定保存，按国家《海洋调查规范-海

洋生物调查》(GB/T12763.6-2007)中的方法在实验室

内对浮游植物样品进行处理，然后于实验室倒置显微

镜(OLYMPUS IX71)下进行物种鉴定及数量统计。水

温、盐度、溶解氧(DO)、pH、化学需氧量(COD)等指 

标参数用多参数水质监测仪(YSI556)进行现场测定，

各水文参数及营养盐(氨氮、硝态氮、亚硝态氮及磷

酸盐)的测定均参照《海洋监测规范》(GB17378.4-2007)

中规定的方法进行。 

1.3  数据处理与分析 

1.3.1  物种多样性与优势度    物种多样性采用香

农–威纳指数(H)(Shannon et al, 1949)表示，物种丰富

度和物种均匀度分别用 Margalef 指数(D)(Margalef, 

1958)和 Pielou 指数(J)(Pielou, 1969)表示；浮游植物
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物种优势度指数(Y)参考 Dufrene 等(1997)的方法。其

计算公式分别为： 

2
1

log /
s

i i i i
i

H p p p n N


      

2/ logJ H N  

  21 logD S N   

i iY f p   

式中，N 为总丰度(cell/m³)，S 为样品中的物种

总数；Pi 为第 i 种的个体数与样品中总个体数的比值，

fi 为第 i 物种数量占总个体数量的比例；ni 为第 i 物种

的丰度(cell/m³)。 

1.3.2  浮游植物优势种与环境因子的关系    浮游

植物与环境因子之间的关系采用基于 CANOCO 的生

态学数据多元统计方法。将浮游植物优势种数据及环

境因子数据进行 lg(x+1)转换。先用物种数据及环境

因子数据进行 DCA 分析(除趋势对应分析)，根据分

析结果中梯度长度(Lengths of gradient)的大小判断下一

步的分析方法。大于 4.0，选 CCA(典范对应分析)；

3.0~4.0 之间，选 RDA(冗余分析)和 CCA 均可；小于

3.0，RDA 的结果要好于 CCA (Lepš et al, 2010)。另外，

运用 IBM SPSS Statistics 20 软件对数据进行单因素

方差分析(One-way ANOVA)，以 P＜0.05 作为差异显

著性判断标准。 

2  结果与分析 

2.1  调查海区环境特征 

调查海域环境因子存在显著的季节差异(P<0.05)，

呈现典型温带海域的季候变化特征。温度变化呈现为

7月(27℃)>5月(14℃)>11月(12℃)；溶解氧(DO)与之

相反；盐度变化为11月(31.5)>5月(30.6)>7月(28.5)；pH

值的季节变化与之一致；透明度的季节变化为11月 

(0.92 m)> 5月(0.83 m)>7月(0.66 m)；调查海区全年呈现

富营养化的状态，总氮含量为5月(0.68 mg/L)>11月

(0.48 mg/L) > 7 月 (0.46 mg/L) ， 总 磷 含 量 为 7 月     

(0.06 mg/L)>11 月 (0.024 mg/L)>5 月 (0.017 mg/L) 。 

2010年、2012年和2014年的人工鱼礁区及礁区外的温

度、溶解氧、盐度、pH值之间无显著性差异，透明

度及营养盐在鱼礁区与礁区外呈现显著性差异，鱼礁

区内的透明度明显低于礁区外，营养盐则正好相反，

说明礁体改变水流的方向，促进底层沉积物上移，引

起鱼礁区出现透明度降低、营养盐垂直分布相对均匀

的特征。 

2.2  浮游植物的种类及组成 

3 个航次共鉴定浮游植物 2 门 28 属 58 种，其中，

硅藻门 19 属 44 种，甲藻门 9 属 14 种。物种以硅藻

为主，占总物种的 75.9%，其次为甲藻，占总物种的

24.1%。5 月共鉴定浮游植物 2 门 18 属 27 种，其中，

硅藻门 15 属 23 种，占总物种的 85.2%，甲藻门 3 属

4 种，占总物种的 14.8%。礁区外、2010 年鱼礁区、

2012 年鱼礁区和 2014 年鱼礁区浮游植物物种数分别

为 8 种、9 种、6 种和 6 种，没有显著性差异(P>0.05)。

7 月共鉴定浮游植物 2 门 24 属 39 种，其中，硅藻门

15 属 30 种，占总物种的 76.9%，甲藻门 9 属 9 种，

占总物种的 23.1%。2010 年鱼礁区和 2014 年鱼礁区

浮游植物物种数显著高于礁区外和 2012 年鱼礁区浮

游植物物种数，依次为 15 种、16 种、8 种和 7 种

(P<0.05)。11 月浮游植物物种数显著高于其他 2 个季

节，共鉴定浮游植物 2 门 21 属 49 种，其中，硅藻门

14 属 38 种，占总物种的 77.6%，甲藻门 7 属 11 种，

占总物种的 22.4%。礁区外、2010 年鱼礁区、2012

年鱼礁区和 2014 年鱼礁区浮游植物物种数分别为 

19 种、20 种、21 种和 20 种，没有显著性差异(P>0.05)。 

2.3  浮游植物优势种组成 

以优势度 Y>0.02 确定为优势种，调查区各月浮

游植物优势种以硅藻门的圆筛藻属(Coscinodiscus)和

角毛藻属 (Chaetoceros)为主，主要有威氏圆筛藻

(Coscinodiscus wailesii) 、 星 脐 圆 筛 藻 (C. 

asteromphalus)、格氏圆筛藻(C. granii)、虹彩圆筛藻

(C. oculus-iridis)、圆筛藻(Coscinodiscus spp.)、卡氏

角毛藻 (Chaetoceros castracanei)、劳氏角毛藻 (Ch. 

lorenzianus)、旋链角毛藻(Ch. curvisetus)、尖刺伪菱

形 藻 (Pseudo-nitzschia pungens) 、 柔 弱 几 内 亚 藻

(Guianardia delicatula) 、 刚 毛 根 管 藻 (Rhizosolenia 

setigera)、翼鼻状藻印度变型(Proboscia alata f. indica)

和夜光藻(Noctilluca scintillans)。 

浮游植物优势种存在季节演替(表 2)，皆为硅藻

物种。其中，圆筛藻属各个季节都有出现，是本地常

见种。5 月浮游植物优势种为圆筛藻、星脐圆筛藻和

柔弱几内亚藻，优势度介于 0.02~0.2。其中，柔弱几

内亚藻的优势度 大为 0.2，出现频率较低为 25%，

所占总细胞丰度比例较大为 81.4%。星脐圆筛藻的出

现频率 高为 100%。7 月和 11 月优势种类组成较为

相似，共有的优势种分别为威氏圆筛藻、星脐圆筛藻、

格氏圆筛藻、劳氏角毛藻、卡氏角毛藻和尖刺伪菱形

藻。7 月特有的浮游植物优势种是刚毛根管藻，浮游

植物优势度介于 0.02~0.12，优势种出现频率介于

41.7%~100%，其中，星脐圆筛藻和尖刺伪菱形藻出

现频率达 100%，尖刺伪菱形藻优势度 高为 0.12，  
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表 1  调查海域浮游植物种类名录 
Tab.1  List of phytoplankton in the surveyed area 

种类 
Taxa 

5 月 
May 

7 月 
July 

11 月 
November

种类 
Taxa 

5 月 
May 

7 月
July

11 月 
November

硅藻门 Bacillariophyta    具槽帕拉藻 Paralia sulcata √   

透明辐杆藻 Bacteriastrum hyalinum  √ √ 近缘斜纹藻 Pleurosigma affine  √  

北方角毛藻 Chaetoceros borealis   √ 尖刺伪菱形藻 Pseudo-nitzschia pungens √ √ √ 

卡氏角毛藻 Chaetoceros castracanei  √ √ 翼鼻状藻印度变型Proboscia alata f. indica √ √ √ 

扁面角毛藻 Chaetoceros compressus   √ 粗根管藻 Rhizosolenia robusta   √ 

旋链角毛藻 Chaetoceros curvisetus  √ √ 刚毛根管藻 Rhizosolenia setigera  √ √ √ 

柔弱角毛藻 Chaetoceros debilis  √ √ 根管藻 Rhizosolenia spp.   √ 

双突角毛藻 Chaetoceros didymus   √ 斯托根管藻 Rhizosolenia stolterfothii  √ √ 

克尼角毛藻 
Chaetoceros knipowitschii 

  √ 
笔尖根管藻 Rhizosolenia styliformis 

 √ √ 

劳氏角毛藻 Chaetoceros lorenzianus √ √ √ 优美旭氏藻 Schroderella delicatula   √ 

暹罗角毛藻 Chaetoceros siamense   √ 中肋骨条藻 Skeletonema costatum √ √ √ 

角毛藻 Chaetoceros spp. √ √ √ 掌状冠盖藻 Stephanopyxis palmeriana  √ √ 

圆柱角毛藻 Chaetoceros teres   √ 诺氏海链藻 Thalassiosira nordenskioldi √ √  

扭链角毛藻 Chaetoceros tortissimus   √ 圆海链藻 Thalassiosira rotula  √ √ 

窄隙角毛藻 Chaetoceros affinis  √ √ 佛氏海线藻 Thalassionema frauenfeldii √ √ √ 

蛇目圆筛藻 Coscinodiscus argus √ √ √ 甲藻门 Pyrrophyta    

星脐圆筛藻 
Coscinodiscus asteromphalus 

√ √ √ 
血红哈卡藻 Akashiwo sanguinea 

 √ √ 

格氏圆筛藻 Coscinodiscus granii √ √ √ 链状亚历山大藻 Alexandrium catenella  √  

虹彩圆筛藻 
Coscinodiscus oculus-iridis 

√ √ √ 
叉状角藻 Ceratium furca 

  √ 

圆筛藻 Coscinodiscus spp. √ √ √ 梭角藻 Ceratium fusus √  √ 

细弱圆筛藻 Coscinodiscus subtilis √   三角角藻 Ceratium tripos  √ √ 

威氏圆筛藻 Coscinodiscus wailesii √ √ √ 多环旋沟藻 Cochlodinium polykrikoides  √ √ 

小环藻 Cyclotella spp. √  √ 膝沟藻 Gonyaulax spp.  √ √ 

布氏双尾藻 Ditylum brightwellii √ √  夜光藻 Noctilluca scintillans √ √ √ 

短角弯角藻 Eucampia zodiacus  √ √ 叉状原多甲藻 Protoperidinium divergens   √ 

柔弱几内亚藻 Guianardia delicatula √ √ √ 里昂原多甲藻 Protoperidinium leonis √  √ 

薄壁几内亚藻 Guianardia flaccida  √ √ 海洋原多甲藻 Protoperidinium marinum  √  

舟形藻 Navicula spp. √   五角原多甲藻 Protoperidinium pentagonum √  √ 

长菱形藻 Nitzschia longissima √ √ √ 原多甲藻 Protoperidinium spp.  √  

中华齿状藻 Odontella sinensis √ √ √ 锥状斯克里普藻 Scrippsiella trochoidea  √ √ 

 
优势种占总细胞丰度不高，介于 2.8%~16.4%。11 月

特有的浮游植物优势种是旋链角毛藻、柔弱几内亚藻

和翼鼻状藻印度变型，浮游植物优势种优势度介于

0.02~0.19，优势种出现频率较高介于 75%~91.7%，

劳氏角毛藻优势度 高为 0.19。 

2.4  浮游植物细胞总丰度的变化特征 

浮游植物细胞丰度存在明显季节差异，如图 2 所

示，11 月浮游植物细胞丰度显著高于 5 月和 7 月。

同一月浮游植物细胞丰度在礁区内与鱼礁外也不相

同，5 月浮游植物细胞丰度礁区外显著高于礁区内，

7 月和 11 月浮游植物细胞丰度 2014 年鱼礁区显著高

于其他鱼礁区和礁区外。 

11 月浮游植物细胞丰度 高，介于 1.95×104~ 

185.83×104 cell/m³，平均为 94.79×104 cell/m³。2014 年

鱼礁区丰度 高为 154.4×104 cell/m³，礁区外、2010 年

鱼礁区和 2012 年鱼礁区分别为 66.0×104、62.8×104 和

96.0×104 cell /m³。5 月浮游植物细胞丰度平均为

21.5×104 cell/m³，介于 0.66×104~106.6×104 cell/m³，

0.66×104~106.6×104 cell/m³，礁区外浮游植物细胞丰度 
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表 2  2016 年鱼礁区浮游植物优势种组成 
Tab.2  Composition of phytoplankton dominant species at artificial reef area in 2016 

月 
Month 

编号 
No. 

物种 
Taxa 

出现频率 
Frequency  

in samples(%) 

占总细胞丰度的比例 
Percentage in cell  

abundance(%) 

优势度 
Dominance

(Y) 

A 圆筛藻 Coscinodiscus spp. 50.0 4.2 0.02 

B 星脐圆筛藻 Coscinodiscus asteromphalus 100.0 5.7 0.06 

5 月 
May 

C 柔弱几内亚藻 Guianardia delicatula 25.0 81.4 0.20 

D 威氏圆筛藻 Coscinodiscus wailesii 41.7 5.0 0.02 

E 刚毛根管藻 Rhizosolenia setigera  75.0 2.8 0.02 

B 星脐圆筛藻 Coscinodiscus asteromphalus 100.0 3.6 0.04 

F 卡氏角毛藻 Chaetoceros castracanei 41.7 12.9 0.05 

G 劳氏角毛藻 Chaetoceros lorenzianus 41.7 16.4 0.07 

H 格氏圆筛藻 Coscinodiscus granii 83.3 13.0 0.11 

7 月 
July 

I 尖刺伪菱形藻 Pseudo-nitzschia pungens 100.0 11.8 0.12 

 J 夜光藻 Noctilluca scintillans  100.0 21.6 0.22 

K 旋链角毛藻 Chaetoceros curvisetus 83.3 1.9 0.02 

C 柔弱几内亚藻 Guianardia delicatula 75.0 2.1 0.02 

L 翼鼻状藻印度变型 Proboscia alata f. indica 75.0 2.6 0.02 

B 星脐圆筛藻 Coscinodiscus asteromphalus 83.3 3.0 0.02 

D 威氏圆筛藻 Coscinodiscus wailesii 83.3 4.5 0.04 

I 尖刺伪菱形藻 Pseudo-nitzschia pungens 75.0 7.5 0.06 

M 虹彩圆筛藻 Coscinodiscus oculus-iridis  91.7 8.6 0.08 

H 格氏圆筛藻 Coscinodiscus granii 91.7 14.7 0.13 

F 卡氏角毛藻 Chaetoceros castracanei 83.3 20.6 0.17 

11 月 
November 

G 劳氏角毛藻 Chaetoceros lorenzianus 91.7 21.1 0.19 

 

 
 

图 2  调查站位浮游植物细胞丰度在不同月的变化 
Fig.2  Variations of phytoplankton cell  

abundance in different months 
 

显著高于鱼礁区，为 63.11×104 cell/m³，2010 年鱼礁区、

2012 年鱼礁区和 2014 年鱼礁区分别为 12.96×104、

1.09×104 和 8.86×104 cell/m³。7 月浮游植物细胞丰度

介于 3.43×104~317.78×104 cell/m³，平均为 39.53× 

104 cell/m³， 2014 年鱼礁区浮游植物细胞丰度为

112.58×104 cell/m³，显著高于其他 3 个区域，礁区外、

2010 年鱼礁区、2012 放鱼礁区分别为 16.48×104、

7.04×104 和 22.02×104 cell/m³。 

2.5  礁区内与礁区外浮游植物细胞丰度的平面分布 

浮游植物群落空间分布存在明显区域差异和季

节差异。在相同月、不同年份的鱼礁区与礁区外之间

浮游植物群落空间分布有较大差异，且不均匀；同一

区域在不同月浮游植物群落空间分布也不相同，存在

季节差异(图 3)。5 月浮游植物空间分布见图 3a，密

集区出现在礁区外的 21 号站位，细胞丰度为

106.61×104 cell/m³，丰度 低值出现在 2012 年鱼礁区

的 9 号站位，为 0.66×104 cell/m³，礁区外浮游植物细

胞丰度显著高于鱼礁区浮游植物细胞丰度。 

7 月浮游植物空间分布见图 3b，密集区出现在

2014 年鱼礁区的 B14 号站位，细胞丰度为 317.78× 

104cell/m³，丰度 低值出现在非鱼礁区的 19 号站位，

为 3.43×104 cell/m³，2014 年鱼礁区浮游植物细胞丰度

平均值 高，但该鱼礁区 3 个站位点间的细胞丰度差异

性较大，2012 年鱼礁区浮游植物细胞丰度 低。11 月

浮游植物空间分布见图 3c，2014 年鱼礁区浮游植物细 



6 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

 
 

图 3  2016 年浮游植物细胞丰度(×104 cell/ m3)不同月平面分布     
Fig.3  Horizontal distribution of phytoplankton cell abundance (×104 cell/ m3) in 2016    

a: 5 月；b: 7 月；c: 11 月      a: May; b: July; c: November 
 

胞分布较为密集，且比较均匀，细胞丰度介于 142.31× 

104~176.14×104 cell/m³，丰度 低值出现在 2012 年鱼礁

区的 10 号站位，为 1.95×104 cell/m³，礁区外浮游植物

细胞丰度也较低，介于 37.42×104~99.75×104 cell/m³。 

2.6  礁区内与礁区外浮游植物群落多样性特征 

浮游植物多样性指数香农–威纳指数(H)，均匀度 

指数(J)是表征群落稳定性的指标。一般来说，一个群

落的 H和 J 越高，则预示着该群落所属的生态系统越

稳定和成熟(孙军等, 2004)。调查海域浮游植物多样

性指数变化存在季节性差异(图 4 和表 3)，秋季 11 月

H、D 和 J 都比 5 月和 7 月高。从鱼礁区与礁区外对

比来看，2010 年和 2014 年鱼礁区浮游植物多样性指

数高于礁区外和 2012 年鱼礁区，说明鱼礁区在形成

2~6 年内，礁区内的浮游植物群落稳定性较高，但这

种稳定性也不是一直增高的，随着礁区投放时间的延

长，浮游植物群落稳定性会发生一定的波动。 

香农–威纳多样性指数 (H)11 月 高，其次是   

7 月，5 月为 低。11 月礁区外、2010 年鱼礁区、   

2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁区 H无显著性差异

(P>0.05)；7 月 2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁区 H显著

高于礁区外和 2010 年鱼礁区(P<0.05)；5 月礁区外

H 低，2010 年鱼礁区、2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁

区 H分别为 1.88、1.66 和 1.7。 

丰富度指数(D)11 月显著高于 5 月和 7 月，5 月

低。11 月礁区外、2010 年鱼礁区、2012 鱼礁区和

2014 年鱼礁区 D 无显著性差异 (P>0.05)； 7 月    

2012 年鱼礁区和 2014 年鱼礁区 D 显著高于礁区外和

2010 年鱼礁区(P<0.05)；5 月礁区外、2010 年鱼礁区、

2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁区 D 无显著性差异

(P>0.05)。 

浮游植物均匀度指数 ( J )无显著季节性差异

(P>0.05)，11 月 J 稍高于其他月，5 月 低。11 月礁

区外、2010 年鱼礁区、2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁区 
 

 
 

图 4  浮游植物多样性指数各月变化    
Fig.4  Phytoplankton diversity index changes in different month  

a: 香农–威纳指数；b: 丰富度指数；c: 均匀度指数   a: H; b: D; c: J 
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表 3  浮游植物多样性指数各月的变化 
Tab.3  Phytoplankton diversity index changes in different month 

项目 
Items 

月 
Month 

礁区外 
Non-artificial 

reef area 

2010 年鱼礁区 
2010 artificial 

reef area 

2012 年鱼礁区 
2012 artificial  

reef area 

2014 年鱼礁区 
2014 artificial 

reef area 

5 月 May 1.01 1.66 1.88 1.70 

7 月 July 1.15 3.43 1.05 2.87 
香农–威纳多样性指数 
Shannon-Wiener index 

11 月 November 2.54 3.01 2.95 3.02 

5 月 May 0.60 0.74 0.50 0.41 

7 月 July 0.57 1.29 0.52 1.12 
丰富度指数 
Margalef index 

11 月 November 1.35 1.51 1.47 1.33 

5 月 May 0.35 0.61 0.76 0.71 

7 月 July 0.39 0.87 0.37 0.75 
均匀度指数 
Pielou index 

11 月 November 0.60 0.72 0.68 0.70 

 

J 无显著性差异(P>0.05)；7 月 2012 鱼礁区和 2014 年

鱼礁区 J 显著高于礁区外和 2010 年鱼礁区；5 月礁

区外、2010 年鱼礁区、2012 鱼礁区和 2014 年鱼礁区

J 逐渐增高。 

2.7  浮游植物细胞丰度与环境因子的关系 

海域环境是浮游植物赖以生存的条件，本研究通

过对调查海域浮游植物优势种丰度与海区相关环境

因子(硝酸盐、亚硝酸盐、铵盐、磷酸盐、溶解氧、

化学耗氧量、pH、透明度和温度)等进行相关性分析，

探究影响浮游植物优势种丰度的环境因子。首先对优

势种数据及环境因子数据进行 DCA 分析，梯度长度

小于 3.0，选 RDA(冗余分析)进行分析，结果见图 5。

不同浮游植物物种对环境因子的生态适应性可以通

过 RDA 双序轴清楚地显现出来。从图 5 可以看出，

优势种柔弱几内亚藻、威氏圆筛藻、虹彩圆筛藻和翼

鼻状藻印度变型主要与透明度呈现出明显的正相关

性，透明度较高的环境条件，更有利于它们的生长，

圆筛藻和星脐圆筛藻与盐度和亚硝态氮表现良好的

正相关性，刚毛根管藻和水深有较好的正相关性，卡

氏角毛藻、劳氏角毛藻、旋链角毛藻和格氏圆筛藻在

排序轴上的位置较集中，有较近的相似性。 

3  讨论 

3.1  天津近岸人工鱼礁区浮游植物群落季节变化 

浮游植物以硅藻为主，浮游植物物种数存在季节

差异，11 月浮游植物物种数显著高于其他 2 个季节。

浮游植物优势种除夜光藻外，都属于硅藻，以圆筛藻

属为主，存在季节演替，但种类变化不明显。尤其是

7 月和 11 月，优势种类组成较为相似，共同存在的

优势种有 6 种，而 5 月的浮游植物优势种在 11 月的

优势种中也都存在。浮游植物细胞丰度存在明显季节

差异，11 月浮游植物细胞丰度 高，其次是 7 月，5 月

浮游植物细胞丰度 低。这种现象与温带海域浮游植

物出现两周期的年际变化不一致(康元德, 1991)。原

因可能是 7 月夜光藻大量暴发，其个体较大，在强大

的摄食压力下，导致总细胞丰度减少。5 月细胞丰度

少，这与该月对虾幼体及其他生物幼体处于摄食高峰

期，下行控制降低了浮游植物的细胞丰度；而且该月河

流径流量少，导致海区的营养盐得不到及时的补充，

上行控制抑制了浮游植物的生长繁殖。 

3.2  不同礁区内及礁区外浮游植物群落的比较 

除 7 月 2012 年鱼礁区和 2014 年鱼礁区浮游植物

物种数显著高于礁区外和 2010 年鱼礁区浮游植物物

种数，5 月和 11 月浮游植物物种数在各个礁区和对

照区之间没有显著性差异(P>0.05)。这与杨柳等(2011)

对海州湾的研究结果基本一致，鱼礁区和对照区的浮

游植物种类及优势种种类差异甚微。 

5 月的浮游植物细胞丰度礁区外显著高于鱼礁

区，7 月和 11 月的浮游植物细胞丰度 2014 年鱼礁区

显著高于其他鱼礁区和礁区外。浮游植物多样性指数

在 5 月、7 月和 11 月都表现为 2012 年和 2014 年鱼

礁区高于礁区外和 2010 年鱼礁区，这也说明投放人

工鱼礁有助于改善海域生态环境和提高水域的初级

生产力水平。研究表明，人工鱼礁能够为海洋生物提

供摄食、产卵繁殖、生长、避难、休养生息的场所，

同时，礁体会在很大程度上改变海流的方向，进而改

变海水的营养盐结构，使底层丰富的营养盐源源不断

地输送到上面，满足不同水层浮游生物的营养需求

(章守宇等, 2006)，再通过食物链关系诱集更多的海

洋生物，使人工鱼礁区生物资源量不断扩大(陈丕茂, 

2005; 张虎等, 2008)。鱼礁区在刚形成的几年(2~4 年)  



8 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

 
 

图 5  调查海域浮游植物优势种与环境因子的 RDA 双序图 
Fig.5  RDA biplot of phytoplankton dominant species and environmental factors in the surveyed area 

优势种代码(A~M)见表 2   The dominant species codes (A~M) refer to Tab.2 

 

内，对礁区的浮游植物群落稳定性的贡献效果较好，

随着礁区时间的延长，推测鱼礁受所在海域底质的影

响会存在淤积现象，其产生的流场效应减弱，营养盐

交互混合不充分，浮游植物生长受影响，浮游植物群

落稳定性逐渐趋于礁区外的水平。本研究结果与多数

学者的研究结果一致(张硕等, 2006; 廖秀丽等, 2013)，

浮游植物丰度在投礁后明显升高，表明人工鱼礁的投放

对海域初级生产者的生长繁殖产生了一定的正面效应。 

3.3  建礁前、后浮游植物群落的比较 

建礁前，该海域浮游植物群落的研究较少，李清雪

等(2000)对该人工鱼礁区的邻近海域进行调查发现，该

海域浮游植物细胞丰度介于 420×104~7100×104 cell/m³，

5 月、8 月和 10 月浮游植物细胞物种数分别为 8 种、

16 种和 13 种。人工鱼礁邻近海域的香农–威纳多样

性指数 (H)介于 0.27~3.01，丰富度指数 (D)介于

0.11~0.75，均匀度指数(J)介于 0.12~1.00，通过浮游

植物的变化发现，该海域浮游植物群落细胞丰度显著

减少，但浮游植物群落多样性指数明显升高，群落结

构稳定性增强。由于调查年代相距较远，影响浮游植

物群落结构变化的因素较多，而人工鱼礁建设对其变

化的影响程度究竟有多大还需进一步调查研究。 
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Phytoplankton Community Characteristics and Variation at  
Artificial Reefs of Tianjin Offshore 

ZHANG Xue1,2, XU Xiaofu1,2, DAI Yuanyuan1, WANG Hong1,2①
, FANG Enjun1,2,  

HOU Chunqiang1,2, GAO Yan1,2, GUO Biao1,2, CHEN Wei1,2 
(1. Tianjin Bohai Sea Fisheries Research Institute, Tianjin  300457;  

2. Tianjin Marine Ranching Technical Engineering Center, Tianjin  300457) 

Abstract    Three cruises were conducted in May, July, and November 2016 in artificial reef areas 

constructed in 2010, 2012, and 2014, respectively, and the non-artificial reef area (control area) offshore 

of Tianjin with three sampling stations for each, totaling 12 sites. The results identified 58 taxa of 

phytoplankton belonging to 2 phyla and 28 genera. Among these species, Bacillariophyta includes 19 

genera and 44 species, and Pyrrophyta includes 9 genera and 14 species. Diatom species are dominant, 

accounting for 75.9% of all species, followed by dinoflagellates, accounting for 24.1%. Dominant 

phytoplankton species are Coscinodiscus and Chaetoceros of Bacillariophyta, mainly Coscinodiscus 

wailesii, C. asteromphalus, C. granii, C. oculus-iridis, C. spp., Chaetoceros castracanei, Ch. lorenzianus, 

Ch. curvisetus, Pseudo-nitzschiapungens, Guianardia delicatula, Rhizosolenia setigera, Proboscia alata f. 

indica, and Noctilluca scintillans. Phytoplankton cell abundance showed obvious seasonal changes, with 

the average cell abundance in November, July, and May at 94.79×104 cell/m³, 39.53×104 cell/m³, and 

21.5×104 cell/m³, respectively. Phytoplankton diversity index also had obvious seasonal variation. In 

November, the Shannon-Wiener diversity index, Margalef index, and Pielou index were higher than in 

May and July. Comparing the artificial reef areas with the control area, the phytoplankton cell abundance 

of the control in May was significantly higher than the artificial reef areas. In July and November, 

phytoplankton cell abundance at the artificial reef constructed in 2014 was significantly higher than other 

artificial reef areas and the control area. The diversity index in both the control and the artificial reef area 

constructed in 2012 was lower than the 2010 and 2014 reefs, and lowest in the non-artificial reef area. 

Clearly, the construction of an artificial reef had a significant effect in improving phytoplankton 

community diversity, but this diversity is not always increasing consistently but fluctuating. 

Key words    Phytoplankton; Artificial reef; Community structure 
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流沙湾浮游植物群落特征季节变化及 

其与养殖活动的关系* 

苏家齐  朱长波①  李俊伟  李  婷   陈素文  颉晓勇  张  博 
(农业农村部南海渔业资源开发利用重点实验室  中国水产科学研究院南海水产研究所   

广东省渔业生态环境重点实验室  广州  510300) 

摘要    流沙湾是中国海水珍珠“南珠”的主产区和广东省重要的贝类养殖区。为评估湾内养殖活动

的环境效应，于 2015~2016 年对流沙湾海区进行了夏(8 月)、秋(11 月)、冬(2 月)、春(5 月) 4 个季

节的浮游植物和海水理化因子调查。共检出浮游植物 171 种，包括硅藻门 43 属 122 种、甲藻门     

10 属 44 种、蓝藻门 2 属 2 种、金藻门 2 属 2 种和裸藻门 1 属 1 种。流沙湾内湾浮游植物细胞丰度

为(0.05~79.04)×104 个/L，夏季>春季>秋季>冬季，且夏季丰度远大于其他三季，内湾和外湾差异不

显著。春季须状角毛藻(Chaetoceros crinitus)、红海束毛藻(Trichodesmium erythraeum)和明壁圆筛藻

(Coscinodiscus debilis)为主要优势种，夏季优势种主要为中肋骨条藻(Skeletonema costatum)，秋季优

势种主要为拟弯角毛藻(Chaetoceros pseudocurvisetus)、奇异棍形藻(Bacillaria paradoxa)、洛氏角毛

藻(Chaetoceros lorenzianus)，冬季主要优势种为威氏圆筛藻(Coscinodisus wailesii)、柔弱根管藻

(Rhizosolenia delicatula)、岛脆杆藻(Fragilaria islandica)。其中，奇异棍形藻为春、秋、冬季的优势

种，红海束毛藻为春、夏、秋季的优势种。冗余分析表明，流沙湾浮游植物优势种在春季与水温和

氨氮密切相关，夏季受透明度显著影响，而在秋、冬季受亚硝酸氮含量影响显著。流沙湾不同养殖

区的浮游植物多态性和丰度有明显季节差异。与 2012 年相比，流沙湾外湾的养殖覆盖率提高了近

50%，内湾的珍珠贝养殖减少了近 90%，养殖品种、规模和分布格局都发生了明显变化，目前流沙

湾的浮游植物群落特征正是对其变化的一种响应。夏季鱼类网箱养殖提高了水域营养盐水平并降低

了浮游植物多样性。大规模的扇贝养殖则导致了扇贝养殖区浮游植物丰度的降低。 

关键词    流沙湾；浮游植物；聚类分析；养殖活动 

中图分类号 S932.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0011-13 

水产养殖业属环境依赖型产业，水环境状况与

养殖品种的生长繁育息息相关。养殖活动也会影响 

周边水域环境和生态系统，从而引发新的生态效应。

养殖活动与环境之间的相互作用具有多样性和复杂

abc
图章
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性，不同的养殖模式和养殖种类的环境效应也存在

较大差异。高密度养殖设施会影响海水流动，造成

水文情况的改变。同时，养殖过程中，投药、施肥

等养殖管理活动也会造成一定的环境压力。在鱼类

网箱养殖投饲过程中产生的大量残饵和粪便会给环

境带来大量的营养物质，过高的养殖密度易造成水体

的富营养化和污染，进而改变周围环境的生物多样

性，甚至造成养殖鱼类的死亡(Grigorakis et al, 2011; 

Edwards, 2015)。滤食性贝类以有机碎屑和浮游生物

为食，规模化养殖可引起养殖区悬浮颗粒物的衰减，

影响浮游生物动力学，并加速颗粒有机物的沉积  

(张继红等, 2009)。相对于鱼类网箱养殖，贝类养殖

对浮游生物具有调控作用，一定程度上可以修复或延

缓水域的富营养化(张继红等, 2013; 唐启升等, 2016; 

蒋增杰等, 2012)。 

流沙湾(22.36~20.50N, 109.80~110.02E)位于

广东省湛江市雷州半岛西南部，为西北向呈葫芦形的

半封闭海湾，面积约为 69 km2，是中国 大的海水珍

珠育苗与养殖基地，海水珍珠产量占全国的 60%以

上。自 2005 年以来，流沙湾周边养殖户们先后引入

了墨西哥湾扇贝(Argopecten irradians concentricus)、

卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)、华贵栉孔扇贝(Chlamys 

nobilis)等养殖品种，至此，流沙湾形成了多品种与模式

共存的养殖格局。随着扇贝等新兴品种养殖生产的扩大，

流沙湾的养殖区域和养殖布局也随之发生改变。 

2015 年流沙湾的养殖面积已达到 16 km2，占其总面

积的近 1/4。与 2012 年相比，扇贝养殖面积由 1132 hm2

增加到 1400 hm2，珍珠贝养殖面积由 272 hm2 下降至

约 100 hm2，网箱养殖面积约为 95 hm2，其中，新增

深水网箱约 27 hm2。 

流沙湾是粤西典型的养殖海湾，自 2010 年，湾

内养殖品种和布局一直在不断调整中，养殖格局的变

化必然引起水域环境的响应。多元的养殖品种和养殖

方式共同作用，及其与环境因素相互作用，可能对流

沙湾的浮游植物的群落结构特征产生潜在影响。本研

究针对流沙湾水域开展浮游植物的调查，并对珍珠

贝、扇贝和鱼类网箱等不同养殖类型海域的浮游植物

群落结构和环境因子进行对比分析，探讨养殖活动对

流沙湾浮游植物群落的影响，进而为流沙湾养殖结构

优化和生态环境评价提供一定的参考。 

1  材料与方法 

流沙湾海域养殖品种呈多元化，不同品种的养殖

方式与养殖周期差异较大，主要养殖品种及养殖周期

见表 1。 
 

表 1  流沙湾水域养殖情况 
Tab.1  The information of aquaculture in Liusha Bay 

养殖方式 
Breeding pattern 

主要养殖品种 
Main breeding species 

放苗时间 
Starting time 

收获时间 
Harvest time 

养殖周期 
Breeding cycle

鱼类小网箱养殖 
Traditional fish cage 

卵形鲳鲹 
T. ovatus 

当年 4 月 
April 

当年 11 月之前 
Before November  
in the current year 

7~8 个月 
7~8 months 

墨西哥湾扇贝 
A. irradians concentricus 

当年 7~10 月 
July to October 

当年 5 月之前 
Before May in  
the current year 

6~8 个月 
6~8 months 

贝类筏式养殖 
Raft breeding 

华贵栉孔扇贝 
C.nobilis 

当年 8 月~次年 1 月 
August to January  
in the next year 

全年 

Whole year 

约 1 年 
Nearly 1 year

贝类筏式、桩式养殖 
Raft or pile type breeding 

合浦珠母贝 
Pinetada fucata 

3~4 月、8~12 月 
March to April,  
August to December 

 1~2 年 
1~2 years 

 
1.1  采样站位点的设定 

分别于 2015 年 8 月(夏季)、11 月(秋季)和 2016 年

2 月(冬季)、5 月(春季 )在流沙湾内港、外港布设     

12 个站位，进行 4 个航次的采样调查。采样站位如

图 1 所示。其中，扇贝养殖区有 1、2、3 和 6 号站位，

珠母贝养殖区有 7 号站。8 号站位位于湾口鱼类网箱 

养殖区，4 和 9 号站位分别位于内、外港主航道，     
5 号站位为外海边界，10 和 11 号站位为内湾采样点，
12 号站位为外湾近岸采样点。 

1.2  浮游植物的采集与分析 

浮游植物样品的采集与定量参照《海洋调查规

范》(GB17378.7-2007)。定性样品采用浅水Ⅲ型浮游 
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图 1  流沙湾养殖布局及采样站位图 
Fig.1  Farming structure layout and sampling stations in Liusha Bay 

 

生物网，自距底 2 m 深度向海面垂直拖曳，定量样品

采用有机玻璃采水器收集表层及底层的水样(各 1 L)

进行混合，现场用鲁戈氏液固定后带回实验室，用浮

游生物计数框镜检、计数。 

1.3  环境因子的测定 

海水溶解氧(DO)、水温(T)、盐度(S)和 pH 采用

便携式水质分析仪(YSI-556 型)现场测定，透明度(SD)

采用萨式盘法测定。水样中，亚硝酸盐(NO2-N)采用

萘乙二胺分光光度法，氨氮(NH4-N)采用靛酚蓝法，

硝酸盐(NO3-N)采用锌(Zn)-镉(Cd)还原法，活性磷酸

盐(PO4-P)采用磷钼蓝分光光度法测定，总氮(TN)和总

磷(TP)采用过硫酸钾氧化法测定。叶绿素 a(Chl-a)颗

粒有机物(POM)的测定方法分别为丙酮萃取法和灼

烧称重法。以上方法均按照《海洋监测规范》

(GB17378.4-2007)指定方法进行。 

1.4  多样性分析方法 

浮游植物的多样性、均匀度分别采用 Shannon- 

Weaver 多样性指数(H′)和 Pielou 均匀度指数(J)，计算

公式如下： 

 2
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式中，s 为物种数，Pi 为第 i 物种在全部采样中

的比例，ni 为第 i 种的个体数，N 为所有种的个体总

数，S 为样品种类总数，fi 为第 i 种在各站点的监测频

率。Y≥0.02 视为优势种。 

1.5  数据处理和分析 

采用 PRIMER 6.0 软件对浮游植物丰度进行 4 次

方根转换，建立 Bray-Curtis 相似性聚类分析，并进

行非度量多维尺度排序(nMDS)。用 Canoco4.5 软件分

析环境因子对浮游植物物种分布的影响，相关数据除

pH 外，经过 lg(x+1)转换。本研究将各季出现的优势

种作为排序物种，对排序物种数据进行除趋势对应分

析(DCA)，发现 4 个轴中梯度 大值<3，故选择 RDA

进行物种‒环境相关性分析。采样站位平面图用

ArcMap 10.2 软件绘制。 

2  结果 

2.1  浮游植物种类组成及优势种的时空变化特征 

2015~2016年四季流沙湾浮游植物的种类组成见

表 2。从表 2 可以看出，夏、秋、冬、春 4 个航次共

鉴定出浮游植物 5 门 58 属，共 171 种(含变种)。其中，

硅藻 42 属 122 种，占总种数的 71.35%；甲藻 10 属
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44 种，占总种数的 25.73%；金藻 2 属 2 种；蓝藻      

2 属 2 种；裸藻 1 属 1 种。在冬季，硅藻种数 少，

而甲藻种数 多。流沙湾浮游植物优势种见表 3。如

表 3 所示，调查期间发现浮游植物优势种共 16 种，

秋季 多，夏季 少。其中，奇异棍形藻为春、秋、

冬季优势种，红海束毛藻为春、夏、秋季优势种。在

夏季，中肋骨条藻在各采样站位占据绝对优势，其丰

度占夏季浮游植物总丰度的 69%。 

2.2  浮游植物丰度及群落结构分析 

在调查期间，流沙湾海域各采样点的浮游植物丰

度相差较大。春季，浮游植物丰度的变化范围为

0.05104~13.15104/L。夏季各采样点游植物丰度较

高，其变化范围为 2.02104~79.04104 个/L。秋季浮

游植物丰度变化范围为 0.11104~7.45104 个/L，冬季

浮游植物丰度较低，范围为 0.15104~4.53104 个/L。

流沙湾四季平均丰度分别为 0.10104、0.12104、 

 
表 2  2015~2016 年四季流沙湾浮游植物的种类组成 

Tab.2  Seasonal phytoplankton composition in Liusha Bay during 2015~2016 

属/种 Genera/specie 
种类 Species 

夏 Summer 秋 Autumn 冬 Winter 春 Spring 

硅藻 Bacillariophyta 34/66 26/67 29/56 26/64 

甲藻 Pyrrophyta 7/20 4/8 5/30 8/15 

蓝藻 Cyanophyta 1/1 2/2 1/1 1/1 

其他 Others 1/1 1/1  1/1 

总计 Total 43/88 33/78 35/87 39/81  

 
表 3  流沙湾浮游植物优势种 

Tab.3  Dominant species of phytoplankton in Liusha Bay 

季节 
Season 

优势种 
Dominant species 

平均丰度 
Average abundance

(cells/L) 

占总细胞丰度百分比 
Percent in total 
abundance(%) 

优势度 Y 
Dominance 

编码 
Code 

中肋骨条藻 Skeletonema costatum 2.10×105 0.69 0.695 1 

红海束毛藻 Trichodesmium erythraeum 5.64×104 0.19 0.124 2 

夏 Summer 

刚毛根管藻 Rhizosolenia setigera 8.02×103 0.03 0.026 3 

拟弯角毛藻 Chaetoceros pseudocurvisetus 3.54×103 0.24 0.158 4 

奇异棍形藻 Bacillaria paradoxa 1.60×103 0.11 0.107 5 

洛氏角毛藻 Chaetoceros lorenzianus 1.26×103 0.08 0.084 6 

菱形海线藻 Thalassionema nitzschioides 1.11×103 0.07 0.075 7 

中肋骨条藻 Skeletonema costatum 1.12×103 0.08 0.063  

尖刺拟菱形藻 Pseudo-nitzschia pungens 1.22×103 0.08 0.054 8 

红海束毛藻 Trichodesmium erythraeum 9.42×102 0.06 0.042  

秋 Autumn 

佛氏海毛藻 Thalassiothrix frauenfeldii 5.12×102 0.03 0.034 9 

威氏圆筛藻 Coscinodisus wailesii 3.51×103 0.29 0.288 10 

柔弱根管藻 Rhizosolenia delicatula 1.92×103 0.16 0.158 11 

岛脆杆藻 Fragilaria islandica 2.17×103 0.15 0.179 12 

明壁圆筛藻 Coscinodiscus debilis 1.53×103 0.13 0.126 13 

冬 Winter 

奇异棍形藻 Bacillaria paradoxa 7.38×102 0.05 0.061  

须状角毛藻 Chaetoceros crinitus 3.74×103 0.20 0.196 15 

红海束毛藻 Trichodesmium erythraeum 6.84×103 0.36 0.119  

明壁圆筛藻 Coscinodiscus debilis 2.01×103 0.11 0.105  

圆柱角毛藻 Chaetoceros teres 8.75×102 0.05 0.034 16 

奇异棍形藻 Bacillaria paradoxa 5.27×102 0.03 0.028  

春 Spring 

洛氏角毛藻 Chaetoceros lorenzianus 5.49×102 0.03 0.026  
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0.16104、2.52104 个/L，季节变化趋势为夏>春>秋>

冬，且夏季内、外湾丰度相差不大。甲藻的丰度在冬

季 高，占冬季总丰度的 6.3%，在其余季节不超过

1%。蓝藻主要为红海束毛藻，其丰度在春季 高，

占总丰度的 35.8%。硅藻丰度在春、冬、秋和夏各占

总丰度的 63.6%、81.2%、82.3%和 92.7%。 

流沙湾全年浮游植物 nMDS 排序结果如图 2 所

示，不同季节间浮游植物群落组成差异显著。因此，

可将浮游植物群落大致按照季节划分为 4 个大类群，

而各季节不同站位的群落组成相似度有一定差异。分

别对春、夏、秋和冬 4 个航次的浮游群落进行 Bray- 

Curtis 聚类分析，结果如图 3 所示，在 50%的相似度

水平上，春季各站位被分为 5 个类群，分别为处于航

道及附近的 1、2、8 和 9 号站位，位于内湾的 10 和

11 号站位，位于扇贝养殖区的 3 号站位，位于珠母

贝养殖区的 7 号站位和位于外湾的其他站位。夏季各

站位可以分为 4 个类群：位于鱼类网箱养殖区及其附

近的 8 和 9 号站位、位于内湾的 10 号站位、位于内

湾近岸的 11 号站位和位于外湾的其他站位。在秋季，

各站位也被分为 4 个类群：位于鱼类网箱养殖区及其

附近的 8 号站位、位于流沙湾分界点的 5 号站位、位

于内湾的 11 和 10 号站位和位于外湾的其他站位。冬

季各站位可以分为 3 个类群：位于内湾的 10 和 11 号

站位和位于航道以北的 2、3 和 12 号站位及其他站位。 

2.3  多样性指数与均匀度的时空分布 

流沙湾四季多样性指数(H)和均匀度指数(J)冬

季 高、夏季 低(图 4)。春季，各站位的浮游植物

多样性指数范围为 4.21~2.22，其中，2 号站位 高，

为 4.21，3、9、1 和 7 号站位较低，分别为 3.10、3.09、

2.73 和 2.22。夏季，各站位的浮游植物多样性指数范

围为 2.66~0.23，其中，2 号站位 高，为 2.66，3、6、

9、11、8 和 10 号站位 H均不超过 1。秋季，各站位

的浮游植物多样性指数范围为 3.60~2.02，其中，8 和

9 号站位 高，为 3.60 和 3.59，5 和 3 号站位较低，

分别为 2.12 和 2.02。冬季各站位 H相差不大，范围

为 3.15~2.50，其中，9 号站位 高、4 号站位 低。

而 J 分别为春季 0.469~0.879、夏季 0.522~0.048、秋

季 0.440~0.749、冬季 0.520~0.706。 

2.4  不同季节浮游植物群落结构的影响因素分析 

调查期间，流沙湾 4 个季节环境因子的平均值见 

表 4。对优势种与环境因子间进行冗余分析(Redundancy 

analysis, RDA)及 Monte Carlo 置换检验。如图 5 所示，

检验结果显示，春季温度(F=4.05, P=0.022)和氨氮

(F=3.03, P=0.05)、夏季透明度(F=58.34, P=0.002)、秋

季亚硝酸氮(F=4.55, P=0.006)、冬季亚硝酸氮(F=3.91, 

P=0.022)与流沙湾浮游植物优势种密切相关并影响

显著。透明度是影响夏季流沙湾浮游植物优势种的关 
 
 

 
 

图 2  浮游植物群落的多维尺度分析 
Fig.2  The nMDS of phytoplankton communities 
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图 3  流沙湾 12 个采样点 4 个季节的聚类 
Fig.3  Cluster of twelve sampling stations of four seasons in Liusha Bay 

 

 
 

图 4  流沙湾浮游植物多样性指数(a)和均匀度指数( b) 
Fig.4  Diversity index (a) and evenness index (b) of phytoplankton in Liusha Bay 

 
键因子，对浮游植物物种变化的解释度高达 85%；亚

硝酸氮对秋、冬季浮游植物物种变化的解释程度分别

为 34%和 28%。春季温度和氨氮对浮游植物物种变化

的解释度分别为 25%和 15%。 

2.5  流沙湾不同养殖区浮游植物丰度、多样性指数

及可溶性营养盐含量 

比较了外湾对照区(4 和 5 号站位)、扇贝主养区

(1、3 和 6 号站位)、珍珠贝养殖区(7 号站位)、网箱

鱼类养殖区(8 号站位)和内湾区(9 和 10 号站位)的浮

游植物丰度和多样性指数(图 6)。结果显示，在浮游

植物丰度方面，鱼类小网箱养殖区浮游植物丰度在秋 

季和冬季高于其他区域。扇贝养殖区的浮游植物丰度

较低，在夏、秋、冬三季低于外湾对照区，除秋季外，

低于珍珠贝养殖区。除夏季外，内湾区的浮游植物丰

度高于外湾对照区。在多样性方面，春、夏两季贝类

养殖区浮游植物多样性小于外海对照区。在夏季，鱼

类小网箱养殖区多样性 低。秋季鱼类养殖区与内湾

区多样性高于外湾。冬季各区多样性指数均接近。 

外湾对照区、扇贝主养区、珍珠贝养殖区、网箱 
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表 4  流沙湾主要水质参数 
Tab.4  Main parameters of water quality in Liusha Bay 

季节 Season 
参数因子 Parameters 

春 Spring 夏 Summer 秋 Autumn 冬 Winter 

氨氮 NH4
+ (mg/L) 0.058±0.034 0.023±0.026 0.021±0.017 0.617±0.316 

亚硝酸盐 NO2 (mg/L) 0.042±0.052 0.002±0.002 0.007±0.006 0.016±0.008 

硝酸盐 NO3 (mg/L) 0.106±0.034 0.018±0.018 0.126±0.017 0.981±0.315 

磷酸盐 PO4 (mg/L) 0.012±0.003 0.022±0.006 0.007±0.003 0.014±0.003 

总磷 TP (mg/L) 0.019±0.012 0.109±0.031 0.016±0.008 0.039±0.013 

总氮 TN (mg/L) 0.910±0.249  2.211±0.631 1.682±0.263 

透明度 SD (m) 2.13±0.47 1.57±0.49 1.04±0.22 2.24±0.66 

温度 T (℃) 30.19±0.97 32.36±1.44 27.69±0.70 18.20±0.65 

溶氧 DO (mg/L) 5.60±0.72 5.97±0.27 6.12±0.21 8.73±0.54 

酸碱度 pH 8.33±0.20 8.48±0.04 8.43±0.09 8.56±0.07 

盐度 S 29.68±0.09 33.43±0.11 30.37±0.16 30.63±0.09 

颗粒有机物 POM (mg/L) 7.49±1.87 10.22±7.54 5.01±0.58 5.87±1.96 

叶绿素 a Chl-a (μg/L) 6.65±2.08 1.56±1.83 1.09±0.93 3.24±1.10 

总颗粒物 TPM (mg/L) 18.74±3.98 50.62±13.41 29.88±3.13 26.82±5.28 

 

 
 

图 5  流沙湾浮游植物与环境因子冗余分析排序 
Fig.5  RDA ordination of phytoplankton community composition and environmental factors in Liusha Bay 

 
鱼类养殖区和内湾区的可溶性无机氮(DIN)和磷酸盐

(PO4-P)含量见图 7。从图 7 可以看出，流沙湾内湾区

和鱼类网箱养殖区的 DIN 含量在春季低于其他区

域，而在夏、秋季则高于其他区域。秋季各区的 DIN  
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图 6  流沙湾不同区域浮游植物浮游植物丰度及多样性指数 
Fig.6  Phytoplankton density and diversity index in different areas in Liusha Bay 

 

 
 

图 7  流沙湾不同养殖区可溶性无机氮和磷酸盐含量 
Fig.7  DIN and PO4-P of different area in Liusha Bay 

1：外海对照区；2：扇贝养殖区；3：珍珠贝养殖区；4：鱼类小网箱养殖区；5：内湾区； 

C：春季；X：夏季；Q：秋季；D：冬季 
1: No-culturing area in outer bay; 2: Scallop culturing area; 3: Pearl oyster culturing area; 4: Fish culturing area;  

5: Inner bay; C: Spring; X: Summer; Q: Autumn; D: Winter 

 
含量相差不大。冬季鱼类网箱区的 DIN 为各区域之

间 低。同时，流沙湾外海对照区全年的氨氮浓度

普遍低于其他海区。在 PO4-P 方面，除冬季外，鱼

类网箱养殖区和内湾区的磷含量高于其他三区。与

此同时，外海对照区的 PO4-P 浓度则普遍低于其他

海区。 

3  讨论 

3.1  流沙湾浮游植物群落结构的季节变化特征及其

影响因素分析 

浮游植物在地球生态系统中起着重要的功能和

作用。浮游植物作为海洋食物网的基础，提供约占全

球总产出一半的初级生产量，在 O2 的制造、CO2 的

固定和储存、海洋营养物质循环等生态过程中有着不

可或缺的贡献(Not et al, 2012)。浮游植物群落结构对

生态系统中环境因子的改变有直接的响应，其时空变

化特征与水文、温度、营养元素等环境因子关系密切

(王符菁等, 2015)。Bode 等(2017)对拉科努尼亚沿海 

地区的浮游植物多样性进行调查，发现河水径流和海

湾上升流共同影响浮游植物的群落结构组成，同时，

浮游植物的群落结构也受到季节的影响。Wu等(2014)

对大亚湾海区浮游植物群落与环境因子的关系进行

了分析，结果显示，环境温度和营养等因素对浮游植
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物的季节演替率有很大的影响。 

在本次调查中，流沙湾海域浮游植物群落的细胞

丰度夏季 高，平均丰度为 2.52×104 个/L，远高于其

他 3 个季节。春季、秋季和冬季从高到低依次为 

0.16×104、0.12×104、0.1×104 个/L。各季节浮游植物

群落的主要优势种出现了明显的更替，夏季主要优势

种为中肋骨条藻，占总丰度的 69.5%，秋季优势种 

较多，但占总丰度的比例不高，其中，主要优势种拟

弯角毛藻、奇异棍形藻、洛氏角毛藻的丰度之和仅占

总丰度的 43%。冬季主要优势种为威氏圆筛藻、柔弱

根管藻、岛脆杆藻，三者占总丰度的 60%。春季以须

状角毛藻、红海束毛藻和明壁圆筛藻为主要优势种，

3 种微藻的丰度之和共占流沙湾浮游植物总丰度的

67%。多维尺度排序的胁强值为 0.15，表明本次排序

结果可以较好地解释物种的群落结构分组情况

(Manly, 2005)。结果显示，调查站位在相同季节浮游

植物群落组成的相似度较高，即浮游植物群落结构存

在明显的季节差异。 

在流沙湾海域，奇异棍形藻为秋、冬、春季优势

种，红海束毛藻为夏、秋、春季优势种。其中，奇异

棍形藻为广温沿岸种(王符菁等, 2015)，其在夏季之

后在流沙湾海域广泛存在。而红海束毛藻对温度的要

求较高(丁昌玲等, 2016)，在水温较低的冬季只存在

于内湾近岸的 11 号站位，未成为冬季优势种。流沙

湾冬季平均水温为 18.2℃，期间出现的主要优势种如

威氏圆筛藻、柔弱根管藻等也属于不耐高温的温带近

岸或广布种。在春、秋两季，出现较多的主要优势种

如须状角毛藻、拟弯角毛藻等则属于偏暖性近岸种。

在水温 高的夏季，耐高温的中肋骨条藻和喜高温的

红海束毛藻成为流沙湾海区的主要优势种。表明环境

温度对流沙湾浮游植物的季节演替率有很大的影响。

乔倩等(2016)发现，中肋骨条藻可以有效利用多种有

机氮源，对无机氮具有较低的亲和能力。夏季流沙湾

养殖活动频繁，为海区带来较多的有机氮源，同时，

DIN 含量在 4 个季节中 低，也为中肋骨条藻的大量

繁殖提供了有利条件。 

3.2  规模化海水养殖对浮游植物的影响 

多样性指数和均匀度是反映水生态稳定性的重

要指标，也是评价群落是否成熟和稳定的特征之一

(陈露等, 2015)。在夏季各采样点中，8 号站的多样性

指数为 0.29，在春、秋、冬季均大于 3，分别为 3.71、

3.59、3.01，显示出良好的多态性，表明鱼类网箱养

殖在夏季对浮游植物多态性影响显著。夏季，养殖鱼

类生长迅速，因而也是网箱养殖活动的高峰期，传统

养殖网箱密集分布通常会造成水体富营养化。周志诚

等(2014)发现，流沙湾网箱养殖区水体中氮、磷浓度

自 5~9 月逐渐增加，10 月开始下降。认为这是网箱

养鱼投饵、养殖生物体集中排泄以及浮游生物活动共

同作用的结果。 

高密度的滤食性贝类养殖会降低浮游植物的多

样性。张玲等(2015)对大鹏澳牡蛎养殖区及其邻近海

域进行了采样调查，研究表明，牡蛎养殖对浮游植物

群落结构造成了一定影响，能够显著降低浮游植物丰

度、种类多样性和均匀度。董婧等(2003)在对小窑湾

的牡蛎、扇贝养殖区调查中发现，在高密度贝类筏式

养殖区，随着贝类摄食强度的增强，浮游植物数量、

种类都大量减少，浮游植物群落多样性指数偏低，丰

度指数偏低，均匀度指数因季节不同而有较大差异。

本次调查中，贝类养殖区平均多样性指数在春、夏两

季低于外湾对照区，在秋季则低于内湾区。表明，流

沙湾贝类养殖对浮游植物多态性产生了一定的影响。

本次调查还发现，位于扇贝养殖区的 3 和 6 号站位在

夏、秋季，多样性指数均明显低于其他站位。同时，1

和 2 号站位则表现出很高的多态性，表明在水流通畅

的湾口，扇贝养殖活动对浮游植物多样性影响不大。 

浮游植物的生长同时受到海水营养盐的上行效

应以及浮游动物滤食性双壳类及鱼类下行效应的影

响。鱼类网箱养殖产生的残饵和粪便会给海水环境带

来大量的有机营养物，而贝类主要以 NH4-N 和无机

磷酸盐的方式向水中排泄 N 或 P。鱼、贝养殖可以增

加海水中营养盐的含量，促进藻类的生长。研究表明，

海湾扇贝(Argopecten irradias)和合浦珠母贝的养殖

活动会影响海区 DO、COD 和 P、TN 的变化(徐东会

等, 2017; 王增焕等, 2011)。流沙湾外海对照区无养殖

活动，全年的氨氮浓度普遍低于养殖区，同时，磷酸

盐含量往往也低于养殖区。仅在贝类代谢水平降低且

无鱼类小网箱养殖活动的冬季，外海对照区磷酸盐含

量高于其他区域。同时，在鱼类养殖活动旺盛的夏季，

小网箱区的 DIN 和磷酸盐含量明显高于其他海区，而

在无养殖活动的冬季则低于其他海区。表明流沙湾海

区的多种养殖活动在养殖季节对水质影响较大。 

滤食性的扇贝和珍珠贝等贝类能够给浮游植物

带来摄食压力。流沙湾扇贝养殖区浮游植物丰度，除

春季高于外海对照区外，全年都低于其他海区。而在

无贝类摄食压力的鱼类网箱养殖区和内湾区，浮游植

物丰度则高于外海对照区。而在珍珠贝区，浮游植物

丰度高于扇贝区，可能是因为珍珠贝区养殖规模小，
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对浮游植物带来的摄食压力较低的缘故。此外，不同

贝类对浮游植物的选择性摄食也可能会引起浮游植

物群落结构的改变。栉孔扇贝(Chlamys farreri)主动选

择摄食甲藻和定鞭金藻(Pavlova gyrans)，对骨条藻的

选择性不高。在中肋骨条藻为优势种的夏季，栉孔扇

贝胃含物 高的品种为海链藻(Thalassiosira)(乔芮 , 

2015)。而中肋骨条藻可以很好的作为合浦珠母贝幼

贝和珠母贝(Pinctada margaritifera)的饵料(Kuwatani, 

1964; Martínez-Fernández et al, 2007)。夏季，流沙湾

合浦珠母贝对中肋骨条藻的摄食作用可以在一定程

度上抑制中肋骨条藻的优势，导致夏季合浦珠母贝养

殖区多样性指数高于扇贝养殖区。 

3.3  养殖布局对浮游植物的影响 

随着水产养殖活动规模的扩大，其对近岸环境的

影响和污染问题也越来越突出(鲍旭腾等, 2012)。传

统网箱养殖广泛投喂人工饲料和天然杂鱼等饵料，大

量的残饵是海域的污染物质来源之一，易造成水体营

养指数偏高、底部沉积物堆积、养殖水体底层贫氧现

象严重等老化待征。而贝类筏式养殖可以阻挡海水流

动，降低养殖海区水体的流速、改变水流方向，使得

有机物质和营养盐被截留(苗卫卫等, 2007)。同时，

即使在营养盐、水温等富营养化条件满足的情况下，

流量、流速和水位等水动力条件也可能成为水体富营

养化的制约因子(刘洪波等, 2013)。许栋等(2017)对南

渡江下游进行二维水动力及水生态数值模拟，结果显

示，枯水期水质富营养化风险远高于丰水期。 

与往年调查相比，流沙湾的浮游植物种数和硅藻

种数有所恢复，与 2008 年持平(表 5)。然而，丰度和

多样性指数(H)在夏季却出现了较大的波动。吴雪等

(2017)认为，一般 H<1 时，表明浮游植物群落可能

受到其他环境因素的干扰；均匀度 J >0.3，则表明海

区内浮游植物多样性较好。即以 H>1 且 J >0.3 作为

浮游植物多样性较好的评价标准。在本次调查中，夏

季内湾 8~11 号站位、外湾扇贝养殖区 3、6 号站位的

生物多样性指数和丰富度均低于标准，表明该位点浮

游植物多样性差、结构不稳定。郭永坚等(2015)在

2012 年对流沙湾的调查中发现，鱼贝养殖区的多样

性指数、均匀度指数较高，且网箱鱼类养殖区的多样

性指数一直为各区 高，与本次调查得出的结论完全

相反。上述现象可能是因为流沙湾养殖设施增多，对

海水流动性的阻碍增大，引起局部水体污染造成的。 

张静等(2013)研究表明，流沙湾潮流运动为带有

旋转流的往复流运动，落潮流速大于涨潮流速，且余

速较强，海水自净能力很强。罗昭林等(2014)的水动

力建模表明，流沙湾内、外湾口水体流速差异显著，

退潮时，内湾口的水流速度趋于静止状态(图 8)。 

2015 年，外湾扇贝筏式养殖面积进一步扩大，势必

对流沙湾的水交换产生更大的影响。朱宜平等(2010)

通过围隔装置研究 3 种流速对浮游动植物生长的影

响，发现浮游植物生物量随着流速增长出现先升高后

降低的趋势，并在总量上小于静水环境。鱼类网箱养

殖活动易造成水体的富营养化，水动力不足易造成内

湾透明度降低，营养盐水平升高，其与夏季高温的共

同作用导致耐高温和盐度适应能力较强的中肋骨条

藻在内湾大面积增殖。此外，本次调查发现，红海束

毛藻首次在流沙湾海区发现，并在夏季普遍出现于湾

外各采样点，秋季则遍布于内外湾，冬季仅存在于水

温 高的 11 号站位，春季则出现在内湾的 10、11 号

站位和外湾的 3、4 号站位。红海束毛藻体积小，生

存温度在 18℃~32℃之间，在北部湾海域大量分布

(Boatman et al, 2017; 丁昌玲等, 2016)，几乎不受贝类

摄食压力的影响，其在流沙湾全年的时空分布出现了

明显的温度相关，也间接地表明，流沙湾水动力受到

养殖设施较大的干扰。 

与 2012 年相比，流沙湾无机磷和总颗粒有机物

的含量有所上升，其中，颗粒有机物范围由原先的

2.64~6.18(郭永坚等, 2015)上升到本次的 5.01~10.22，

表明随着水动力不足，部分海域可能出现了富营养化

趋势。此外，本次调查中，溶解氧水平低于 2012 年

的调查结果，表明流沙湾可能已出现养殖负荷超过系

统承载力的状况。水动力不足的情况下，在养殖活动

强度大的 5~11 月，应注意赤潮和水中氧含量过低情

况的发生。 

 
表 5  近年来流沙湾浮游植物群落特征比较 

Tab.5  Comparison of characteristics of phytoplankton community in Liusha Bay in recent years 

采样时间 
Sampling date 

硅藻种数/总种数 
Diatom species/total species 

丰度 Abundance 

(104 个/L) 
多样性指数 H 
Diversity index 

参考文献 
Reference 

2008 123/151 0.24~5.72 1.07~3.35 张才学等(2012) 

2012-08~2013-01 69/80 0.00~1.50 1.62~3.74 郭永坚等(2015) 

2015-08~2016-05 122/172 0.05~79.04 0.23~4.21 本调查 This study 
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图 8  流沙湾涨/落潮流场(罗昭林等, 2014) 
Fig.8  Tidal current at the time of flood and edd of Liusha Bay (Luo et al, 2014) 
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Phytoplankton Community Characteristics in Different Seasons and  
Their Relationship with Aquaculture in Liusha Bay 

SU Jiaqi, ZHU Changbo①
, LI Junwei, LI Ting, CHEN Suwen, XIE Xiaoyong, ZHANG Bo 

(Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 
South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangdong Provincial  

Key Laboratory of Fishery Ecology and Environment, Guangzhou  510300) 

Abstract    Liusha Bay is one of the main aquaculture areas of marine mollusks in Guangdong 

Province, characterized by the main producing areas of South Pearl. To assess the environmental effects of 

aquaculture activities, the phytoplankton composition, abundance, community structure, diversity, and 

water physicochemical factors were investigated in each season from August 2015 to May 2016. In total, 

171 phytoplankton species were detected, with 122 species of diatom belonging to 43 genera, followed by 

dinoflagellates represented by 44 taxa (10 genera), blue-green algae by two taxa (two genera), 

chrysophyceae by two taxa (two genera), and euglena by one taxa (one genus). The range of 

phytoplankton density was 0.05×104~79.04×104 cells/L, which ranked as: summer > spring > autumn > 

winter. In general, the phytoplankton density in the outer bay was similar to that in the inner bay. The 

abundance of phytoplankton in summer was distinctly higher than that in the other three seasons. The 

most common dominant species were Chaetoceros crinitus, Trichodesmium erythraeum, and 

Coscinodiscus debilis in spring, Skeletonema costatum in summer, Chaetoceros pseudocurvisetus, 

Bacillaria paradoxa, and Chaetoceros lorenzianus in autumn, and Coscinodisus wailesii, Rhizosolenia 

delicatula, and Fragilaria islandica in winter. B. paradoxa was the dominant species in spring, autumn, 

and winter. T. erythraeum was the dominant species in all seasons except for autumn. Redundancy 

analysis suggested that the main variables affecting the dominant species were water temperature and 

nitrate (NO3-N) in spring, transparency in summer, and nitrite (NO2-N) in autumn and winter. The 

phytoplankton diversity and abundance of different cultured zones presented seasonal differences. 

Compared to 2012, the total coverage of the aquaculture zone in 2015 increased by approximately 50% in 

the outer bay. Furthermore, coverage of the pearl oyster farming zone decreased by about 90% in the inner 

bay. Both the distribution of the aquaculture zone and the scale of the mariculture species were 

significantly changed, and the characteristics of the phytoplankton community responded to these changes. 

In summer, cage fish farming could efficiently increase nutrient content in seawater and decrease 

phytoplankton diversity. Furthermore, phytoplankton abundance was decreased by large-scale scallop 

culture. 

Key words    Liusha Bay; Phytoplankton; Cluster analysis; Aquaculture activity 

 

 
                            

① Corresponding author: ZHU Changbo, E-mail: changbo@scsfri.ac.cn 



第 39 卷    第 6 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.39, No.6 

2 0 1 8 年 1 2 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Dec., 2018 

                            

* 海洋公益性行业科研专项 (201305043-3)和国家自然科学基金委 -山东省联合基金项目 (U1606404)共同资助 [This 
work was supported by the National Marine Public Welfare Research Project(201305043-3), and the Joint Fund Project of 
National Fund Committee and Shandong Province(U1606404)]. 白怀宇，E-mail: xuehaiyouwo@163.com 

① 通讯作者：夏  斌，副研究员，E-mail: xiabin@ysfri.ac.cn  

收稿日期: 2017-10-18, 收修改稿日期: 2017-11-22 
 

 

DOI: 10.19663/j.issn2095-9869.20171018001 http://www.yykxjz.cn/ 

白怀宇, 李秋芬, 张艳, 陈碧鹃, 韩倩, 夏斌, 曲克明. 象山港中部养殖海区营养盐的季节变化及富营养化. 渔业科学进展, 
2018, 39(6): 24–30 
Bai HY, Li QF, Zhang Y, Chen BJ, Han Q, Xia B, Qu KM. Seasonal variation in nutrients and evaluation of eutrophication in the 
aquaculture areas in the middle water areas of Xiangshan Harbor. Progress in Fishery Sciences, 2018, 39(6): 24–30 

象山港中部养殖海区营养盐的 

季节变化及富营养化* 

白怀宇 1  李秋芬 1  张  艳 1  陈碧鹃 1,2   

韩  倩 1  夏  斌 1,2①  曲克明 1 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋生态与环境科学功能实验室  青岛  266071) 

摘要    根据 2014 年 11 月，2015 年 1 月、3 月和 7 月在象山港中部养殖海区开展的海洋调查所获

得的海水营养盐数据，分析了该海域营养盐含量的季节变化，评价了海水的富营养化状况。结果显

示，该海域无机氮平均含量秋季最高，春季次之，冬季最低；活性磷酸盐平均含量秋季最高，夏季

次之，冬季最低。对不同养殖区域分析，宁海海藻养殖区和西沪港海带养殖区的无机氮浓度除冬季

1 个站位点外均劣于国家海水四类水质标准(0.50 mg/L)，活性磷酸盐浓度在春、秋两季劣于国家海

水四类水质标准(0.045 mg/L)。全年各水层的 N/P 比值均高于 Redfield 比值，磷相对缺乏。根据富

营养化评价模式，象山港中部养殖海区营养水平属于磷中等限制潜在性富营养型。 

关键词    象山港；营养盐；季节变化；富营养化 

中图分类号 X821   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0024-07 

海湾是大陆和海洋相连接的区域。除地表径流和

大洋环流等自然因素的影响外，工业废水及生活污水

的排放、海水养殖和海洋开发等人类活动导致近海的

环境污染问题日趋严重，特别是氮、磷等营养盐过剩

而引起的富营养化已经成为世界沿海各国需要关注

的一个重要的环境问题(戴纪翠等, 2009)。海水富营

养化会破坏海洋生态系统的平衡，其引起的赤潮会造

成严重的经济损失，从而影响海洋经济的发展。所以，

开展近海特别是海湾的富营养化水平调查评价，对深

入认识人类活动对海洋环境的影响具有重要意义。 

象山港位于浙江省宁波市东南部，是一个西南至

东北方向的狭长半封闭海湾，已成为浙江省 大的水

产养殖基地，主要以海带、网箱养殖为主(刘永超等, 

2016)。近年来，随着沿岸人口的激增和工业、水产

养殖业的迅速发展，象山港的海水水质逐渐恶化，特

别是富营养化问题日益突出。目前，针对象山港的海

水富营养化问题，已采取了控制网箱养殖规模、扩大

大型藻类养殖、放流底栖贝类等措施，进行生态修复。

对象山港海域营养盐水平进行连续调查研究，可以掌

握该海域海水水质的变化规律，对养殖生产及生态环 

境修复效果评价具有重要的指导作用 (黄秀清等 , 

2015)。关于象山港海水环境质量评价的研究已有报

abc
图章
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道，张丽旭等(2008、2011)研究了 2005 年春季、夏季

和秋季象山港营养盐的分布特征及近 20 年来象山港

海域无机氮、活性磷酸盐和化学需氧量(COD)的变化

趋势；付翔等(2012)建立了海湾养殖生态系统箱式模

型，对海湾富营养化发展趋势进行了预测。基于象山

港的养殖特点，对不同养殖区域进行营养盐季节变化

分析的研究尚未有报道。本研究于 2014 年 11 月， 

2015 年 1 月、3 月和 7 月对象山港中部养殖海区开展

了海洋环境质量调查，分析了象山港海区主要营养盐

的季节变化，并进行了富营养化评价，为有效保护象

山港的生态环境提供了科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域概况 

象山港流域面积为 1455 km2 ，岸线全长为

392 km，其中，大陆岸线长 260 km，属于亚热带季

风区，以低山丘陵为主，天然淤积海岸、侵蚀海岸和

人工海岸交替分布 (刘永超等 , 2016)。象山港地处

12125~12200E 和 2923~2949N 之间，是一个纵

长约为 62.8 km、面积为 563 km2 的半封闭港湾，水

域面积为 391.8 km2，滩涂面积为 171.2 km2，平均水

深为 10 m，港口宽度约为 9.5 km，流域年均径流量

为 1.3×109 m3。 

象山港狭湾外段夏季主要受台湾暖流的影响，冬

季主要受长江径流的影响，余环流基本上以水平结构

为主，狭湾内段海域受外界影响较小，而中段则受   

2 种环流结构叠加的影响(林忠洲等, 2014)。港内滩涂

养殖业发达，养殖条件良好，是浙江省 大的水产养

殖基地。 

1.2  采样站点与时间 

分别于 2014 年 11 月(秋季)，2015 年 1 月(冬季)、

3 月(春季)和 7 月(夏季)在象山港中部养殖海区布设 

8 个调查站位(图 1)。其中，L1 站位为非养殖区，宁

海海藻养殖区包括 L2、L3 和 L4，以海带(Laminaria 

japonica)、龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)为主要养

殖对象，面积约为 40 hm2，每年 12 月初放苗，次年

4、5 月收获。L5 为毛蚶(Scapharca subcrenata)底播

区，是当地增殖放流试验区，每年放流数量不等，约

为 0.2~1.8 亿粒/次。L6 为西沪港网箱养殖区，养殖

面积约 3.33 hm2 ，常年养殖大黄鱼 (Larimichthys 

crocea)、花鲈(Lateolabrax maculatus)等经济鱼种，投

喂鲜杂鱼和其他人工饵料。西沪港海带养殖区包括

L7 和 L8，养殖面积约为 2.67 hm2，每年 12 月初放苗，

次年 4、5 月收获。 

 
 

图 1  调查站位点分布 
Fig.1  Distribution of investigation stations 

 

1.3  样品测定与分析方法 

样品的采集和现场处理及分析方法参照《海洋监

测规范》(GB 17378.4-2007)执行。水样用 Niskin 采水

器采集，采样的层次为表层和底层。样品的测定分析

包括：亚硝酸盐(NO2-N)、硝酸盐(NO3-N)、氨盐(NH4-N)

和磷酸盐(PO4-P)。NO2-N 采用萘乙二胺分光光度法

测定，NO3-N 采用镉柱还原法测定 (相对误差为

1.4%)，NH4-N 采用次溴酸盐氧化法测定(相对误差为

0.4%)，PO4-P 采用磷钼蓝分光光度法测定(相对误差

为 1.8%)。可溶性无机氮 (DIN)的含量为 NO2-N、

NO3-N 和 NH4-N 三者之和。根据郭卫东等(1998)提出

的潜在性富营养化评价模式，对象山港中部养殖海区

4 个季节总体富营养化水平进行评价。 

2  结果与讨论 

2.1  营养盐的季节变化特征 

象山港中部海域春季、夏季、秋季和冬季营养盐

含量如表 1 所示，从季节变化来看，表、底层 DIN

平均含量为秋季>春季>夏季>冬季，PO4-P 含量为秋

季>夏季>春季>冬季。 
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表 1  象山港海区营养盐平均浓度 
Tab.1  The average contents of nutrients in Xiangshan Harbor (μg/L) 

季节 Season 水层 Water-course NO2-N NO3-N NH4-N DIN PO4-P 

表层 Surface 24.6 
(22~27) 

1294 
(730~1570) 

84.5 
(71~96) 

1403 
(847~1861) 

49.8 
(41~67) 

春季 
Spring 

底层 Bottom 25.1 
(24~26) 

1130 
(950~1420) 

87.1 
(65~100) 

1242 
(109~1509) 

49.5 
(39~63) 

表层 Surface 10.7 
(5.2~14) 

984 
(814~1170) 

110 
(80~150) 

1104 
(966~1288) 

58 
(22~77) 

夏季 
Summer 

底层 Bottom 8.5 
(3.6~13) 

1026 
(911~1130) 

106 
(46~160) 

1140 
(963~1270) 

65 
(57~78) 

表层 Surface 15.3 
(10~24) 

1237 
(909~1650) 

136 
(100~184) 

1389 
(1026~1844) 

77 
(65~98) 

秋季 
Autumn 

底层 Bottom 13.5 
(7.8~19) 

1144 
(850~1790) 

110 
(64~190) 

1267 
(1022~1867) 

72.9 
(63~91) 

表层 Surface 11.5 
(9.2~17) 

659 
(439~816) 

51.5 
(39~67) 

722 
(502~869) 

36.6 
(29~50) 

冬季 
Winter 

底层 Bottom 12.5 
(8.7~19) 

637 
(401~897) 

54.5 
(45~70) 

704 
(482~978) 

39.9 
(31~52) 

注：括号内数据为变化范围 
Note: Data in brackets are the ranges 

 
对于 DIN，表、底层水域 NO2-N 的平均含量以

春季 高，夏季 低；表、底层水域 NO3-N 的平均

含量以春季 高，冬季 低；表、底层水域 NH4-N

的平均含量以秋季 高，冬季 低。在四季调查中，

NO3-N 在春季、夏季、秋季和冬季所占比例分别为：

表层 92.22%、 89.10%、 89.10%和 91.27%，底层

90.96%、89.97%、90.28%和 90.49%。NO3-N 为溶解

无机氮的主要存在形式，这主要因为 NO2-N 是 NH4-N

氧化或 NO3-N 还原过程的中间产物，而 NH4-N 是生

物代谢产物和死亡分解的 终产物(吕华庆等, 2009)，

也是藻类的优先吸收对象，使得 NO2-N 和 NH4-N 的

含量相对较少。象山港海域 DIN 整体水平严重超标，

除冬季 L8 站位底层海水(0.482 mg/L)外，其他站位、

水层 DIN 含量均劣于海水四类标准(0.50 mg/L)，这可

能与冬季两岸生产活动及地表径流减少有关。对于

PO4-P，在四季调查中，只有 L7 站的夏季(0.022 mg/L)

和冬季(0.029 mg/L)表层海水 PO4-P 含量优于海水二

类标准(0.030 mg/L)，其他站位点的 PO4-P 含量均劣

于海水二类标准。 

与张丽旭等(2008)的研究结果相比，发现象山港

在近 10 余年的时间里，DIN 及 PO4-P 浓度进一步升

高。虽然象山港养殖的龙须菜及海带可以消耗大量的

营养盐，在 L7 和 L8 站位能看到一些效果，但对于

降低整个海区营养盐含量的效果仍不太显著，这可能

与陆源地表径流大量营养盐的输入超过了海藻的净

化能力有关。 

2.2  营养盐的区域分布特征 

象山港中部养殖海区表、底层海水的 DIN 浓度

在各个养殖区的季节差异较大，非养殖区季节差异相

对不显著(图 2)。从不同季节来看，春、夏两季海藻

生长旺盛，大量吸收海水中的 DIN，使得宁海海藻养

殖区和西沪港海带养殖区的 DIN 浓度低于毛蚶底播

区，尤其是夏季底层海水，甚至低于非养殖区。但秋

季的表、底层 DIN 浓度相对于非养殖区并未明显降

低，一方面因为海带等受到温度和光照等条件的影

响，对 DIN 的吸收能力减弱(吴荣军等, 2009)，另一

方面由于养殖区受到陆源因素(地表径流、人类活动

等)的影响。毛蚶底播区海水的 DIN 浓度在春、秋两

季均维持在较高水平，尤其是在表层海水中更为明

显；而在底层海水中 DIN 浓度则随着季节变化逐渐

降低。这主要是由于毛蚶的排泄物以氨类废物为主，

从中等规格开始，随着壳长的增加即个体的生长，排

氨率逐渐降低(沈伟良等, 2008; 王庆志等, 2015)。 

从不同季节来看，所有调查区域表层海水 PO4-P

含量以秋季 高，冬季 低(图 3)。底层海水除西沪

港网箱养殖区外，PO4-P 含量也以秋季 高，冬季

低，并且呈现由春至秋逐渐增加的情况。这可能是夏、

秋季节无藻类养殖活动，而陆源径流量增大的结果：

一方面港湾内船舶产生的废水及渔民的生活污水增

加；另一方面，夏季多雨，致使地表径流带来的城市

污水含有的 PO4-P 含量增加，从而加剧了这一情况 

(吕华庆等, 2009)。西沪港网箱养殖区和毛蚶底播养 
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图 2  象山港不同区域的 DIN 浓度 
Fig.2  Regional distributions of DIN in Xiangshan Harbor 

 
殖区表、底层海水 PO4-P 浓度与非养殖区相比无显

著差异。 

养殖龙须菜和海带能吸收水体中的无机氮和磷

酸盐，有利于控制并减少网箱养殖活动产生的营养盐

含量。象山港养殖区通过合理规划、分区养殖的发展

模式，实现了鱼贝藻搭配、协同收益的良好局面   

(韩芳等, 2012)。但同时也应看到，象山港海水污染

问题由来已久(张丽旭等, 2005)，陆源径流和人类活

动对象山港的环境质量影响较大。目前，龙须菜和海

带养殖规模还不足以对象山港的富营养化污染有明

显的改善效果，治理海水污染也不可能在短时间内一

蹴而就。桑沟湾和象山港养殖品种相似，地理环境略

有差异，但是象山港海域的无机氮和磷酸盐含量远高

于桑沟湾(张继红等, 2010)，这主要也是由于陆源径

流和人类活动对象山港的影响较大所致。 

2.3  营养盐结构分析 

Redfield 等(1963)研究表明，浮游植物通常以约

为 16∶1 的 N/P 比值(原子比)摄取海水中的氮和磷，

当 N/P 比值大于 16∶1 时，表明水体为磷限制，当

N/P 比值小于 16∶1 时，表明水体为氮限制，过高或

过低于这个比值均会引起浮游植物生长受限，这个比

值通常称为 Redfield 比值。根据本次调查对象山港中

部养殖海区的统计分析(图 4)，象山港海水四季的 N/P

比值均超过 Redfield 比值，特别是在春季，表、底层

海水的 N/P 比值分别达到 62.44 和 55.57，均高于其

他季节表、底层的海水的 N/P 比值。这表明，活性磷

酸盐可能成为象山港海域浮游植物生长的限制因子

之一，这与韩芳等(2012)的研究结果一致，说明象山

港中部海域一直处于相对磷限制和氮过剩的状态。 

 

 
 

图 3  象山港不同区域的 PO4-P 浓度 
Fig.3  Regional distributions of PO4-P in Xiangshan Harbor 

 

 

 
 

图 4  象山港调查海区四季的氮磷比 
Fig.4  The N/P value of the investigation areas  

in Xiangshan Harbor in four seasons 
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从不同分区来看(表 2)，在不同季节、不同水层，

养殖区的 N/P 比值差异较大(29.38~91.33)。在毛蚶底

播区，春季表、底层海水的 N/P 比值高达 91.33 和

72.64；但即使是 低的西沪港网箱养殖区底层海水

(29.38)也依然高于 Redfield 比值。同时，海水 N/P 比

值过高，会降低虹彩圆筛藻(Coscinodiscus oculusiridis)

等硅藻的竞争能力(曲克明等, 2000)，从而影响浮游

植物的多样性。 
 

表 2  象山港不同调查海区营养盐氮磷比 
Tab.2  The N/P value of different investigation areas in Xiangshan Harbor 

季节 
Season 

水层 
Water-course 

非养殖区 
Non-cultured 

宁海海藻养殖区
Ninghai seaweed

毛蚶底播区 
Blood clam 

西沪港网箱养殖区 
Xihu Harbor cage 

西沪港海带养殖区
Xihu Harbor kelp

表层 Surface 65.74 58.28 91.33 68.80 51.04 春季 
Spring 底层 Bottom 56.46 48.87 72.64 56.46 60.36 

表层 Surface 40.95 35.72 42.00 37.34 61.63 夏季 
Summer 底层 Bottom 33.32 36.66 42.58 29.38 42.93 

表层 Surface 37.61 39.50 44.38 42.24 41.36 秋季 
Autumn 底层 Bottom 37.39 42.29 34.53 40.95 35.14 

表层 Surface 58.06 42.26 49.58 53.08 38.07 冬季 
Winter 底层 Bottom 44.20 37.53 38.00 69.86 36.29 

 
2.4  富营养化评价 

根据富营养化评价方法的划分标准，对象山港海

域的富营养化水平进行评价。结果显示，象山港 4 个

季节均属于磷中等限制潜在性富营养(表 3)。韩芳等

(2012)的研究表明，2010 年象山港网箱养殖海域处于

严重富营养化状态，这表明近年来象山港海域富营养

化状况有所改善，但海水富营养化问题仍然是象山港

一直存在的生态环境问题，这主要与象山港养殖活

动、近岸生活污水的排放以及象山港的地理位置有关

(曾相明等, 2011)。象山港海域水体交换能力弱，港区

置换 65%的水体需要 125 d，置换 90%的水体需要 305 d 

(林忠洲等, 2014)，不利于污染物的扩散，加剧了象

山港海水的富营养化程度。在港湾内开展海水养殖，

一方面，促进了海洋生态系统的高效产出，保障了水

产品的持续供给；另一方面，其 大程度地挖掘了以 
 

表 3  象山港海区营养类型评价 
Tab.3  Nutrition style assessment in Xiangshan Harbor 

季节 
Season 

DIN 
(mg/L) 

PO4-P 
(mg/L) 

N/P 
营养级 

Nutrition 
level 

春季
Spring 

1.323 0.0496 59.06 ⅤP 

夏季
Summer 

1.122 0.0615 40.40 ⅤP 

秋季
Autumn 

1.328 0.0749 39.26 ⅤP 

冬季
Winter 

0.713 0.0383 41.22 ⅤP 

碳汇扩增为特点的生态服务功能，保障了生态系统健

康。但这在短时间内没有改变象山港海水高污染及重

度富营养化的现状。尤其是随着沿海港湾经济的快速

发展，人口急剧聚集，导致大量的陆地污染物随地表

径流及雨水冲刷注入港内，致使象山港海水富营养化

现象更加突出。因此，在今后象山港养殖发展的过程

中，需要特别关注养殖生态容纳量与养殖品种的搭

配、营养物质循环与养殖生物的互补互益、系统产出

与生态和社会效益等科学数据的支撑，实验经济效益

与环境发展和谐统一。 

3  结论 

象山港中部养殖海区无机氮平均含量以秋季为

四季 高，春季次之，冬季 低；活性磷酸盐平均含

量以秋季 高，夏季次之，冬季 低。比照海水水质

标准，全年除冬季外 DIN 总体水平均劣于海水第四

类标准(0.50 mg/L)；PO4-P 水平春秋两季劣于海水第

四类标准(0.045 mg/L)。 

从不同区域来看，宁海海藻养殖区和西沪港海带

养殖区的 DIN 浓度全年劣于国家海水四类标准，

PO4-P 浓度全年劣于国家海水第四类标准，但在冬春

季节略优于其他海域；毛蚶底播区的 DIN 和 PO4-P

浓度在春秋两季有显著的增高情况。 

象山港中部养殖海区表层、底层的 N/P 比值均高

于 Redfield 比值，呈现磷限制状态。根据营养化评价

模式，象山港中部养殖海区四季的营养盐水平仍较

高，为磷中等限制潜在性富营养。 
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Seasonal Variation in Nutrients and Evaluation of Eutrophication in the 
Aquaculture Areas in the Middle Water Areas of Xiangshan Harbor 

BAI Huaiyu1, LI Qiufen1, ZHANG Yan1, CHEN Bijuan1,2, HAN Qian1, XIA Bin1,2①
, QU Keming1 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  
2. Laboratory of Marine Ecology and Environmental Science,  

Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Based on data from the aquaculture sea-areas of the middle part of Xiangshan Harbor 

surveyed in autumn of 2014, and spring, summer, and winter of 2015, nutrient levels and seasonal 

variation in nutrients were evaluated. The results showed that the inorganic nitrogen and phosphorus 

levels in autumn were higher than those in spring, summer, and winter. Among all regions, the DIN 

(Dissolved inorganic nitrogen) concentrations in Ninghai seaweed and Xihu Harbor kelp culture areas 

were higher than the fourth level of seawater standard (0.50 mg/L), except one sampling station in the 

winter. PO4-P content were higher than the fourth level of seawater standard (0.045 mg/L) in the spring 

and autumn. This may be due to human activity, which was focused on the development of local economy 

and urban upgrading. Additionally, the rivers that flowed through the metropolis around Xiangshan 

Harbor carried domestic wastewater and rainfall, consisting of superfluous inorganic nitrogen and 

inorganic phosphorus, to the sea water. Conversely, seaweed, as well as algae such as kelp, was originally 

cultivated to reduce the level of DIN and PO4-P, and has not functioned optimally during recent years, 

contradicting with the nutrient data from previous investigation. The N/P ratios of the sea water in the 

middle areas of Xiangshan Harbor were higher than the Redfield ratio in four seasons, lacking in 

inorganic phosphorus correspondingly. According to the potential eutrophication assessment model, 

Xiangshan Harbor possessed potential, rich nutrition, with medium levels of restricted phosphorus in four 

seasons. 

Key words    Xiangshan Harbor; Nutrient; Seasonal variation; Eutrophication 
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刘志刚, 卢迈新, 曹建萌, 高风英. 罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的遗传多样性和遗传关系分析. 渔业科学进展, 2018, 
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Liu ZG, Lu MX, Cao JM, Gao FY. Genetic diversity and genetic relationship analysis of tilapia “Yuemin No.1” and its breeding 
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罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的 

遗传多样性和遗传关系分析* 

刘志刚  卢迈新①  曹建萌  高风英 
(中国水产科学研究院珠江水产研究所  农业农村部热带亚热带水产资源利用与 

养殖重点实验室  广州  510380) 

摘要    罗非鱼“粤闽 1 号”是用尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)和奥利亚罗非鱼(O. aureus)培育

的全雄罗非鱼新品种。采用同工酶电泳技术和线粒体 DNA 控制区序列分析方法，对罗非鱼“粤闽 1

号”及其繁育群体的遗传多样性、遗传结构及群体之间的遗传关系进行研究。同工酶电泳结果显示，

酯酶(EST)和乳酸脱氢酶(LDH)的酶谱具有组织和群体特异性。肌肉和脾脏中的 EST 表达量极低，

而肝脏中的 EST 表达量较高，LDH 在 3 种组织中均有较高表达，但酶谱存在差异。在罗非鱼“粤闽

1 号”及其繁育群体中，共检测到 10 条 EST 酶带和 5 条 LDH 酶带，多态性位点比例(P)为

12.50%~71.43%，平均观测杂合度 (Ho)为 0.0417~0.6143，Hardy-Weinberg 遗传偏离指数 (D)为

‒0.2347~0.9072。线粒体 DNA 控制区序列分析结果显示，mtDNA D-loop 区的碱基组成无显著差异，

均呈现出 A+T 碱基偏向性(63.39%)。在罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体中，共发现 20 种单倍型，

核苷酸多样性指数(Pi)为 0~0.0519，奥尼罗非鱼雌鱼(WY1)、尼罗罗非鱼雌鱼(XX)、尼罗罗非鱼雄

鱼(XY)和罗非鱼“粤闽 1 号”(XY2)群体的 Pi 值(0.0440~0.0519)明显高于超雄尼罗罗非鱼(YY1)、超雄

奥尼罗非鱼(YY2)和奥利亚罗非鱼雌鱼(WZ)群体的 Pi 值(0~0.0009)。各群体之间的遗传分化指数(FST)

为‒0.0115~0.9963，XY2 与 WY1 群体之间、XX 与 XY 群体之间以及 WZ 和 YY2 群体之间的遗传

分化不显著(FST<0.05, P>0.05)。XY2 群体与尼罗罗非鱼群体(XX 群体和 XY 群体)和奥利亚罗非鱼

群体(WZ 群体)之间的平均遗传距离分别为 0.0639 和 0.0695。在 NJ 系统进化树中，XX、XY、YY1

和 XY2 群体聚为一支，WY1、WZ 和 YY2 群体聚为另一支。本研究揭示了罗非鱼“粤闽 1 号”的生

化和分子遗传特征，为其种质鉴定、繁育群体的构建和优良性状的稳定遗传提供理论基础。 

关键词    罗非鱼“粤闽 1 号”；同工酶；线粒体 DNA 控制区；遗传多样性；遗传关系 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0031-11 

罗非鱼“粤闽 1号”为本研究团队与福建百汇盛源 水产种业有限公司和西双版纳同益水产科技有限公
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司在漳州市和西双版纳育种基地历经 7 年 (2010~ 

2016 年)培育出来的全雄罗非鱼新品种，该罗非鱼新

品种以尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)和奥利亚罗

非鱼(O. aureus)为基础群体，通过群体选育、家系选

育、杂交育种和遗传全雄罗非鱼(Genetic male tilapia, 

GMT)技术等复合育种技术培育而成，其培育技术路

线见图 1。近年来，罗非鱼“粤闽 1 号”分别在云南、

广东、福建、广西和海南等省进行了池塘、网箱和水

库中试养殖，结果显示，其具有雄性率高、生长快、

抗病力强、出肉率高和饲料转化率高等特点。为了揭

示其种质特征，有必要对罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育

群体的遗传多样性和遗传关系进行研究。 

 

 
 

图 1  罗非鱼“粤闽 1 号”的培育技术路线 
Fig.1  The technical route of tilapia “Yuemin No.1” breeding 

 
同工酶在生物界广泛存在，变异丰富，呈共显性

遗传，由 1 个或多个基因座位编码，能比较客观地代

表基因组的变异，可揭示生物种群的进化和亲缘关

系，是一种生化表现型的遗传标志，且有实验条件简

单、成本低、结果快速可靠等优点，被广泛应用于水

产物种鉴定、种间亲缘关系和遗传进化分析(杨淞等, 

2006; 张健东等 , 2015; 丁金强等 , 2013)。线粒体

DNA(Mitochondrial DNA, mtDNA)是细胞核外具有自

主复制、转录和翻译能力的环状双螺旋 DNA，具有

分子量小、结构简单、进化速度快、高度多态、母性

遗传等特点，被广泛应用于鱼类种群的进化和遗传研

究(Teletchea et al, 2009; 胡玉婷等, 2015)。mtDNA 

D-loop 区是线粒体基因组中变异最大、进化速度最

快的区域，具有较高的突变积累，适用于种内、种

群或个体间遗传多样性的研究，也可用于种间遗传

差异分析(吴长敬等, 2010; 颉晓勇等, 2014; 刘红等, 

2016)。 

本研究采用同工酶电泳技术和 mtDNA 控制区测

序分析方法，对罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体进行

遗传多样性、遗传结构和遗传关系分析，从而揭示罗

非鱼“粤闽 1 号”的生化和分子遗传特征。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体共 7 个罗非鱼群

体的样品均采集于本研究团队与福建百汇盛源水产

种业有限公司和西双版纳同益水产科技有限公司在

漳州市和西双版纳的育种基地。尼罗罗非鱼雌鱼

(XX)、尼罗罗非鱼雄鱼(XY)、奥利亚罗非鱼雌鱼(WZ)

为以生长速度为群体选育指标的 F5 代，超雄尼罗罗

非鱼(YY1)为 F4 代尼罗罗非鱼雄鱼(XY)与尼罗罗非

鱼伪雌鱼(P-XY)交配后，通过性别标记筛选获得的群

体。奥尼罗非鱼雌鱼(WY1)为超雄尼罗罗非鱼(YY1) 
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与 F5 代奥利亚罗非鱼雌鱼(WZ)杂交后获得的雌鱼群

体。超雄奥尼罗非鱼(YY2)为超雄尼罗罗非鱼(YY1)

与奥尼罗非鱼雌鱼(WY1)交配后获得的雄鱼群体。罗

非鱼“粤闽 1 号”(XY2)为 F5 代尼罗罗非鱼雌鱼(XX)

与超雄奥尼罗非鱼(YY2)杂交后获得的子代，样品具

体信息见表 1。无菌解剖，取其肌肉、肝脏和脾脏，

置于液氮中冻存，用于研磨后进行同工酶电泳分析；

剪取其尾鳍，置于无水乙醇中固定，用于抽提 DNA，

进行 mtDNA D-loop 区序列分析。 
 

表 1  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体样品采集信息 
Tab.1  Sampling information of tilapia “Yuemin No.1”  

and its breeding populations 

罗非鱼群体 
Populations of tilapia 

编号 
Code 

样本数 
Sample 

size 

与罗非鱼“粤闽

1 号”的关系 
Relationship to 
tilapia “Yuemin 

No.1” 

罗非鱼“粤闽 1 号” 
Tilapia “Yuemin No.1” 

XY2 20 __ 

尼罗罗非鱼雌鱼 
Female O. niloticus  

XX 20 
XY2 母本 Female 

parent♀ 

超雄奥尼罗非鱼 

Supermale hybrid tilapia 
YY2 20 

XY2 父本 Male 

parent♂ 

尼罗罗非鱼雄鱼 
Male O. niloticus 

XY 20 
YY1 父本 Male 

parent♂ 

奥利亚罗非鱼雌鱼 
Female O. aureus 

WZ 20 
WY1 母本 Female 

parent♀ 

超雄尼罗罗非鱼 
Supermale O. niloticus 

YY1 20 
YY2 父本 Male 

parent♂ 

奥尼罗非鱼雌鱼 
Female hybrid tilapia  

WY1 20 
YY2 母本 Female 

parent♀ 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  同工酶电泳样品制备    将 1.1 中冻存的罗非

鱼的肌肉、肝脏和脾脏置于 0.8%的生理盐水中，洗

涤 2 次，除去血污，用滤纸吸干后分别称取约 0.25 g

组织，置于无菌离心管中。按 1∶6(重量 g/体积 ml)

的比例加入预冷的 0.1% mol/L 磷酸盐缓冲液(pH= 

7.0)，采用组织匀浆器粉碎组织，置于低温离心机中，

4℃下 12000×g 离心 20 min，其中，肝脏需离心 2 次。

吸取上清液，转移至新的离心管中，分装后置于   

‒80℃冰箱中冻存备用。 

1.2.2  酯酶和乳酸脱氢酶电泳    采用 Bio-Rad 电

泳仪和聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳槽进行电泳，酯酶和

乳酸脱氢酶电泳所用的非变性聚丙烯酰胺凝胶均为

3.75%的浓缩胶和 7.5%的分离胶，酯酶电泳采用 EBT 

(pH=8.0)电泳缓冲体系，乳酸脱氢酶电泳采用 TC 

(pH=8.0)缓冲体系，聚丙烯酰胺凝胶体系和电泳缓冲

体系参照朱蓝菲 (1992)和吴燕燕等 (2008)的方法操

作。样品中加入上样缓冲液，每个孔点 15 μl，先在   

4℃下 100 V 预电泳 40 min，然后调高电压至 200 V，

电泳 2~4 h。 

1.2.3  同工酶染色、固定及酶谱分析    电泳完毕

后，取下凝胶，加入染色液，置于 37℃染色 30 min，

直至酶带清晰，酯酶染色液和乳酸脱氢酶染色液参照

吴燕燕等(2008)的方法配制。染色后，用蒸馏水漂洗

2 遍，置于 7%的醋酸溶液中固定，扫描，根据酶谱

和相对迁移率绘制模式图，并参照李思发(1998)的方

法对各酶带进行命名和遗传学分析。 

多态位点比例 P=(K/n)×100% 

平均杂合度的观测值 Ho=1/n∑Ho* 

平均杂合度期望值 He=1/n∑(1‒∑Pi
2) 

位点有效等位基因数 Ae=1/n∑ai 

Hardy-Weinberg 遗传偏离指数 D=(Ho‒He)/He 

式中，K 为多态性位点数，n 为所测位点总数，

Ho*=单个位点杂合子观测值/该位点观察个体总数，Pi

为第 i 位等位基因的频率，ai 为第 i 个位点的等位基

因总数。 

1.2.4  基因组 DNA 提取    采用动物基因组 DNA

提取试剂盒(Magen)提取罗非鱼尾鳍基因组 DNA，操

作步骤参照试剂盒说明书。采用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测所提取 DNA 的完整性，用核酸蛋白定量仪检测

其浓度。 

1.2.5  mtDNA D-loop 区扩增及测序    罗非鱼线粒

体 DNA D-loop 区扩增引物和扩增条件参照杨洁等

(2014)，PCR 产物经 1%琼脂糖电泳检测后，由广州

艾基生物有限公司进行 PCR 产物测序。 

1.2.6  数据分析    采用 Contig-Express 软件对所测

序列进行拼接，采用 Bioedit 软件对拼接序列进行校

正，Blast 分析表明，所获序列为罗非鱼 mtDNA D-loop

区目的片段。采用 ClustalW 软件对序列进行多重比

对，采用 DnaSP 5.0 软件计算单倍型多样性(Haplotype 

diversity, h)、核苷酸多样性(Nucleotide diversity, Pi)、

平均核苷酸差异数 (Average number of nucleotide 

differences, K) 和 核 苷 酸 多 态 位 点 数 (Numbers of 

polymorphic sites, S)，采用 Arlequin 3.5 软件计算遗传

分化指数(F-statistics, FST)和基因流(Nm)。采用 MEGA 

5.0 软件中的 Kimura 2-Parameter 程序计算群体间遗

传距离，用邻接法(Neighbor-Joining, NJ)构建群体间

的分子系统进化树。 
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2  结果 

2.1  酯酶和乳酸脱氢酶酶谱分析 

对罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体中 6 个罗非鱼

群体的肌肉、脾脏和肝脏中的酯酶(EST)进行聚丙烯

酰胺凝胶电泳分析。结果显示，肌肉和脾脏中 EST

的表达量极低，酶谱很浅，无法进行辨别；肝脏中的

EST 表达量较高，其酶谱和模式图见图 2。在 6 个罗

非鱼群体肝脏中，共检测到 10 条 EST 酶带，按迁移

率的快慢分别命名为 EST-1~EST-10。EST-6~EST-9

酶带颜色较深，酶活力较强；EST-2、EST-3、EST-7 

和 EST-9 酶带存在于所有罗非鱼群体中。YY2 群体

的酶带最多(8 条)，YY1 和 WZ 群体的酶带最少    

(5 条)。罗非鱼“粤闽 1 号”的父本(YY2 群体)的主带

为 EST-6、EST-7 和 EST-9，母本(XX 群体)的主带为

EST-7、EST-8 和 EST-9，罗非鱼“粤闽 1 号”(XY2 群

体)的主带为 EST-6、EST-7、EST-8 和 EST-9，表现出

杂合现象。尼罗罗非鱼群体 XX 和 YY1 中有 EST-8

主带，不含 EST-6 主带；奥利亚罗非鱼群体 WZ 与之

相反；在奥尼杂交罗非鱼群体中，除了 YY2 群体，

在 WY1 和 XY2 群体中，同时出现 EST-6 和 EST-8

酶带。 

 

 
 

图 2  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的肝脏中酯酶的电泳图谱和模式图 
Fig.2  Electrophoretogram and the model of EST in liver of tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

 
对 6 个罗非鱼群体的肌肉、脾脏和肝脏中的乳酸

脱氢酶(LDH)进行电泳分析。结果显示，在 3 种组织

中均能检测到清晰酶带，其酶谱和模式图如图 3 所

示，共检测到 5 条酶带，根据其迁移率快慢分别命名

为 LDH-1~LDH-5。LDH 的表达具有明显的组织特异

性，在肌肉中检测到 5 条酶带(LDH-1~LDH-5)，而在

脾脏和肝脏中均检测到 3 条酶带(LDH-2、LDH-3 和

LDH-5)；LDH-2 酶带在所有组织中颜色均最深。     

6 个罗非鱼群体肌肉中均含有 LDH-1 和 LDH-2 酶带，

WY1 群体中含有 LDH-3 酶带，XX 群体中含有

LDH-3、LDH-4 和 LDH-5 酶带。XY2、YY2 和 WZ

群体脾脏中的 LDH 酶谱一致，均含有 LDH-2、LDH-3

和 LDH-5 酶带，XX 和 YY1 群体脾脏中的 LDH 酶谱

一致，均含有 LDH-2 和 LDH-3 酶带，WY1 群体脾脏

中只有 LDH-2 酶带。YY2 和 YY1 群体的肝脏中只有

LDH-2 酶带，XY2 和 WZ 群体的肝脏中只有 LDH-2

和 LDH-5 酶带，XX 群体的肝脏中含 LDH-2 和 LDH-3

酶带，WY1 群体的肝脏中含有 LDH-2、LDH-3 和

LDH-5 酶带，且具有个体差异性。 

2.2  同工酶遗传结构分析 

根据 6 个罗非鱼群体组织中酯酶和乳酸脱氢酶

电泳酶谱，对其群体遗传结构参数进行分析。结果显

示，不同群体的基因位点数存在差异(6~9 个)，XY2

和 YY2 群体中基因位点数最多(9 个)；6 个罗非鱼群

体的平均有效等位基因数(Ae)为 1.13~1.71；多态性位

点比例(P)为 12.50%~71.43%；平均期望杂合度(He)

为 0.0347~0.3221；平均观测杂合度(Ho)为 0.0417~ 

0.6143；上述 4 个遗传学参数均在 XX 群体中的值最

大，在 WZ 群体中的值最小；6 个罗非鱼群体中，哈

迪-温伯格平衡偏离指数(D)为‒0.2347~0.9072，其中，

WY1 群体最小(‒0.2347)，XX 群体最大(0.9072)(表 2)。 
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图 3  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的不同组织中乳酸脱氢酶的电泳图谱和模式图 
Fig.3  Electrophoretogram and the model of LDH in different tissues of tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

 
表 2  基于酯酶和乳酸脱氢酶的遗传结构分析 

Tab.2  Genetic structure analysis based on EST and LDH 

群体
Populations 

位点 
Locus 

(N) 

平均有效 

等位基因 
Average effective 

allele (Ae) 

多态性位点 

比例(%) 
Proportion of 

polymorphic loci (P)

平均期望杂合度
Average expected 
heterozygosities

(He) 

平均观测杂合度 
Average observed 
heterozygosities 

(Ho) 

遗传偏离指数
Genetic deviation 

index (D) 

XY2 9 1.22 22.22 0.0827 0.0978 0.1826 

YY2 9 1.33 33.33 0.1299 0.1733 0.3341 

XX 7 1.71 71.43 0.3221 0.6143 0.9072 

WY1 8 1.38 37.50 0.1487 0.1138 ‒0.2347 

YY1 6 1.33 33.33 0.1296 0.2217 0.7106 

WZ 8 1.13 12.50 0.0347 0.0417 0.1998 

均值 Mean 7.83 1.35 35.05 0.1413 0.2104 0.3499 

 

2.3  mtDNA D-loop 区序列变异和单倍型分析 

通过 PCR 产物双向测序、拼接、比对和人工校

正，获得罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体共 7 个群体

的线粒体 DNA 控制区序列 880 bp。7 个罗非鱼群体

mtDNA D-loop 区的碱基组成之间无显著差异，C、T、

A 和 G 的平均含量分别为 22.28%、31.86%、31.54%

和 14.33%，A+T 含量(63.39%)明显高于 G+C 含量

(36.61%)。在 880 个位点中包括保守位点 737 个，增

添/缺失位点 16 个，变异位点 127 个(3 个单碱基变异

位点和 124 个简约信息位点)，变异位点在序列中的

分布情况见表 3。 

在 7 个罗非鱼群体共 140 条序列中共发现 20 种

单倍型(表 3)，其在不同群体中的分布情况见表 4。  

20 种单倍型中共享单倍型有 8 种(40%)，12 种为群体

特异性单倍型(60%)。Hap-2 和 Hap-19 单倍型的共享

率最高，为 4 个罗非鱼群体共享。YY1 群体只有     

1 种单倍型，其他群体的单倍型数为 5~6 种。WY1、

XX、XY2、XY、YY1、WZ 和 YY2 群体的优势单倍

型分别是 Hap-2/Hap-19、Hap-7、Hap-2、Hap2/Hap7、

Hap5、Hap-10 和 Hap-10。 

2.4  群体遗传多样性和遗传分化 

通过 DnaSP 5.0 软件对 7 个罗非鱼群体的遗传多

样性参数进行分析。结果显示，WY1、XX、XY2 和

XY 4 个群体的单倍型多样性(Hd)、多态性位点数(S)、

平均核苷酸差异数(K)、核苷酸多样性指数(Pi)都明显

高于 YY1、YY2 和 WZ 3 个群体的相应值，其中， 
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表 4  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的单倍型及其分布 
Tab.4  The haplotypes and their distribution in the tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

单倍型
Haplotype 

WY1 XX XY2 XY YY1 WZ YY2
总计
Total

单倍型
Haplotype

WY1 XX XY2 XY YY1 WZ YY2
总计
Total

Hap-1 1            1 Hap-11       1 1

Hap-2 7 7 10 5      29 Hap-12      3  3

Hap-3  1 2       3 Hap-13       1 1

Hap-4  1   4      5 Hap-14      1 1 2

Hap-5       20    20 Hap-15       1 1

Hap-6      3      3 Hap-16      1  1

Hap-7  10   5      15 Hap-17 1       1

Hap-8      1      1 Hap-18 3  5     8

Hap-9         1  1 Hap-19 7 1 2 2    12

Hap-10 1         14 16 31 Hap-20   1     1

 
YY1 群体的遗传多样性最低(表 5)。通过用 MEGA 5.0

软件中的 Kimura 2-Parameter 模型计算群体内和群体

间遗传距离。结果显示，WY1 群体内的遗传距离最

大(0.0564)，YY1 群体内的遗传距离最小(0)；WZ 群

体与 YY2 群体之间的遗传距离最小(0.0008)，XX 群

体与 WZ、YY2 群体之间的遗传距离最大(0.1043)。

XY2 群体与奥利亚罗非鱼群体(WZ)之间的遗传距离

(0.0695)大于其与尼罗罗非鱼群体(XX、XY)之间的遗

传距离(0.0639) (表 6)。通过 Arlequin 3.5 软件计算群

体间遗传分化指数(FST)和基因流(Nm)。结果显示，除 

了 XY2 与 WY1 群体之间、XX 与 XY 群体之间及

WZ 与 YY2 群体之间的遗传分化不显著(FST<0.05, 

P>0.05)之外，其他群体之间均存在极显著的遗传分

化(FST>0.05, P<0.01)；WY1 与 XY2 群体之间、XY2

与 XX 群体之间、XY 与 WY1 群体之间、XY 与 XX

群体之间以及 XY 与 XY2 之间的基因流 Nm>1，而其

他群体之间的基因流 Nm<1 (表 7)。 

2.5  群体遗传进化关系 

根据群体之间的遗传距离，采用 MEGA 5.0 软件 

 
表 5  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的遗传多样性参数 

Tab.5  Genetic diversity paramaters of tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

群体
Populations 

样本数 
Sample 

size 

单倍型数 
Number of 

haplotypes (h) 

单倍型多样性
Haplotype 

diversity (Hd)

多态性位点 
Number of  

polymorphic sites (S)

平均核苷酸差异数 
Average number of 

nucleotide differences (K) 

核苷酸多样性指数
Nucleotide 

diversity (Pi) 

WY1 20 6 0.7632 93 44.8737 0.0519 

XX 20 5 0.6526 115  38.0105 0.0440 

XY2 20 5 0.7000 89 44.2947 0.0513 

XY 20 6 0.8421 114 40.2105 0.0465 

YY1 20 1 0 0 0 0 

WZ 20 5 0.5053 6 0.7684 0.0009 

YY2 20 5 0.3684 4 0.6579 0.0008 

 
表 6  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体间(左下)和群体内遗传距离(对角线) 

Tab.6  Genetic distance among (left lower) and within (diagonal line) tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

群体 Populations WY1 XX XY2 XY YY1 WZ YY2 

WY1 0.0564       

XX 0.0807 0.0471      

XY2 0.0572 0.0677 0.0558     

XY 0.0722 0.0458 0.0601 0.0499    

YY1 0.0684 0.0433 0.0485 0.0379 0   

WZ 0.0518 0.1043 0.0695 0.0955 0.1042 0  

YY2 0.0519 0.1043 0.0696 0.0955 0.1042 0.0008 0 
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表 7  罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体遗传分化指数 FST(右上)和基因流 Nm(左下) 
Tab.7  Gene flow(left lower) and genetic differentiation (upper right) of tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations 

群体 Populations WY1 XX XY2 XY YY1 WZ YY2 

WY1   0.3476** 0.0239  0.2673** 0.5898** 0.4490** 0.4512** 

XX 0.9385     0.2426** 0.0024 0.4978** 0.7618** 0.7623** 

XY2 20.4556   1.5609    0.1255** 0.4269** 0.5942** 0.5953** 

XY 1.3706 205.2613 3.4857    0.3454** 0.7356** 0.7363** 

YY1 0.3478   0.5044  0.6711 0.9477    0.9957** 0.9963** 

WZ 0.6136  0.1564 0.3414  0.1797 0.0021   0.0115 

YY2 0.6082   0.1559 0.3399 0.1791  0.0018  43.9405   

** 表示差异极显著，P<0.01 
** represented highly significant difference, P<0.01 
 

中的邻接法构建群体间的分子系统进化树。结果显

示，7 个罗非鱼群体可以聚为两大支，XX、XY、YY1

和 XY2 群体聚为一支，WY1、WZ 和 YY2 群体聚为

另一支，XY2 群体与尼罗罗非鱼的亲缘关系比其与奥

利亚罗非鱼的亲缘关系近(图 4)。 
 

 
 

图 4  基于 mtDNA D-loop 区序列构建的罗非鱼“粤闽 1 号”

及其繁育群体的 NJ 系统进化树 
Fig.4  Neighbor-joining phylogenetic tree of tilapia “Yuemin 
No.1” and its breeding populations constructed based on the 

sequences of mtDNA D-loop region 
 

3  讨论 

3.1  同工酶酶谱的群体和组织特异性 

EST 是一种水解酶类，除维持正常的能量代谢

外，还可以催化酯类化合物水解为相应的醇和酸  

(韩庆等, 2015)。本研究表明，在罗非鱼“粤闽 1 号”

及其繁育群体共 6 个群体的肌肉和脾脏中 EST 表达

量极低，而肝脏中的 EST 表达量较高，具有明显的

组织特异性，与李思发等(1995)的研究结果类似，这

可能与鱼类肝脏中脂类代谢旺盛，具有降解代谢废物

和毒素的解毒功能有关(韩庆等, 2015)。大多数鱼类

的 EST 为单体，通常由 2 个以上的等位基因控制，

多态性现象普遍，酶谱复杂(熊全沫, 1992)。杨淞等

(2006)在荷那龙罗非鱼(O. hornorum)和莫桑比克罗非

鱼(O. mossambicus)中共检测到 13 条 EST 酶带。本研

究在 6 个罗非鱼群体肝脏中共检测到 10 条 EST 酶带，

YY2 群体中酶带最多(8 条)，YY1 和 WZ 群体中酶带

最少(5 条)，且存在个体差异性，这说明不同罗非鱼

种类或群体的 EST 表达具有特异性。罗非鱼“粤闽 1

号”的 EST 的酶谱与其父母本群体相比，表现出杂合

现象，该现象也同样出现在奥尼杂交罗非鱼群体中，

这说明 EST-8 为尼罗罗非鱼特有谱带，EST-6 为奥利

亚罗非鱼特有谱带，由不同的等位基因控制，杂交子

代中可同时获得这 2 个谱带。LDH 是一种四聚体糖

酵解酶，主要参与乳酸的产生和利用，它可在无氧条

件下将丙酮酸还原为乳酸，产能以维持机体的能量需

求(杨玲等, 2014)。罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的

LDH 酶谱具有组织和群体特异性，在肌肉中检测到  

5 条酶带，而在脾和肝脏中都只检测到 3 条酶带，这

可能与肌肉中无氧代谢较旺盛有关。 

3.2  群体遗传多样性 

多态性位点比例(P)和平均杂合度(H)是评估鱼

类群体遗传变异及多态性的重要指标。研究表明，淡

水鱼类的多态性位点比例为 0.118~0.333，平均杂合

度为 0.080~0.100，均值为 0.043；海水鱼类的平均杂

合度为 0.029~0.088，均值为 0.063 (Gyllensten, 1985; 

徐成等, 2001)。本研究对 6 个罗非鱼群体不同组织中

EST 和 LDH 电泳酶谱进行遗传结构分析，结果显示，

多态性位点比例(P)为 12.50%~71.43%，平均观测杂

合度(Ho)为 0.0417~0.6143，这说明 6 个罗非鱼群体多

样性处于较高水平，遗传多样性较丰富。Hardy- 

Weinberg 遗传偏离指数(D)用于检验群体的遗传平衡

状况，D 值越趋于 0，该群体的基因分布就越接近平

衡状态，D>0 表明杂合子过剩，D<0 表明杂合子缺失

(杨元昊等, 2015)。本研究表明，6 个罗非鱼群体的
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Hardy-Weinberg 遗传偏离指数(D)为‒0.2347~0.9072，

其中， WY1 群体最小 (‒0.2347) ， XX 群体最大

(0.9072)，说明 WY1 群体存在杂合子缺失现象，遗传

变异较小，而其他群体表现为不同程度的杂合子过剩

现象，其中 XX 群体遗传变异最大，遗传多样性最高。 

由于同工酶只能检测基因表达产物，易受外界环

境和表达调控的影响，反映的遗传变异和亲缘关系不

够全面。因此，本研究进一步利用 mtDNA D-loop 区

部分序列对罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁育群体的遗传多

样性进行研究。研究表明，罗非鱼“粤闽 1 号”及其繁

育群体共 7 个群体的 mtDNA D-loop 区序列的碱基组

成差异较小，均呈现出 A+T 碱基偏向性(63.39%)，这

与 脊 椎 动 物 线 粒 体 DNA 序 列 的 特 点 相 一 致

(Broughton et al, 2001)。在 7 个罗非鱼群体中共发现

20 种单倍型，多数群体的单倍型数为 5~6 种，YY1

群体只有 1 种单倍型，其单倍型多样性(Hd)为 0，说

明 YY1 群体的遗传多样性较低，这与 YY1 群体来自

尼罗罗非鱼雄鱼与尼罗罗非鱼伪雌鱼交配获得，近亲

繁殖严重，子代趋于纯合有关。核苷酸多样性(Pi)是

分子遗传学中评价遗传多样性的重要指标，杨洁等

(2014)对 8 个养殖尼罗罗非鱼群体的研究结果显示，

其 Pi 值为 0.0008~0.0569；本研究中的 7 个罗非鱼群

体的 Pi 值为 0~0.0519，与其结果相近，WY1、XX、

XY2 和 XY 群体的 Pi 值(0.0440~0.0519)明显高于

YY1、YY2 和 WZ 群体的 Pi 值(0~0.0009)，说明 WY1、

XX、XY2 和 XY 群体的遗传多样性较高，而 YY1、

YY2 和 WZ 群体的遗传多样性较低。虽然 YY1、YY2

和 WZ 群体的高度纯合现象有利于其优良性状的稳

定遗传，但作为罗非鱼“粤闽 1 号”的繁育群体，高度

纯合不利于这些纯种的保存和复壮。因此，应该扩大

选育群体数量，避免过度近亲繁殖和遗传漂变导致群

体遗传多样性的下降和优良性状的衰退(吴长敬等 , 

2010)。 

3.3  群体间的遗传差异与亲缘关系 

同工酶谱差异是由同工酶基因变异导致同工酶

结构差异所引起。一般认为，酶带相似则同工酶的氨

基酸组成也相似，因而可能具有较近的亲缘关系；若

酶谱差异较大，则表明在生化水平上存在一定分化

(Janko et al, 2007; 魏玉众等, 2017)。XY2、YY2 和

WZ 群体脾脏中的 LDH 酶谱一致，XX 和 YY1 群体

脾脏中的 LDH 酶谱一致，说明这些酶谱相似的群体

之间的亲缘关系较近。 

遗传分化指数(FST)是评价群体间遗传分化程度

的重要指标，FST<0.05 时，表明群体间无遗传分化

(Wright, 1978)。本研究表明，7 个罗非鱼群体之间的

FST 为‒0.0115~0.9963，除了 XY2 与 WY1 群体之间、

XX 与 XY 群体之间以及 WZ 和 YY2 群体之间的遗传

分化不显著(P>0.05)之外，其他群体之间均存在极显

著的遗传分化(P<0.01)，这表明罗非鱼“粤闽 1 号”与

尼罗罗非鱼群体和奥利亚罗非鱼群体均存在显著遗

传分化，而与奥尼杂交罗非鱼 WY1 群体遗传分化不

明显。XY2 群体与尼罗罗非鱼群体(XX 和 XY 群体)

之间的基因流 Nm>1，说明它们之间的遗传分化主要

由基因流引起，而 XY2 群体与奥利亚罗非鱼群体(WZ

群体)之间的基因流 Nm<1，其遗传分化主要由遗传漂

变导致(Slatkin, 1987)。 

群体间遗传距离直接反映了各群体之间的亲缘

关系，本研究表明，XY2 群体与其父母本(YY2 群体

♂和 XX 群体♀)的遗传距离分别为 0.0696 和 0.0677，

其与母本的亲缘关系较近，这与 mtDNA 为母系遗传

有关。XY2 的父本(YY2 群体)与奥利亚罗非鱼群体

(WZ 群体)的亲缘关系明显近于尼罗罗非鱼群体(XX

群体和 XY 群体)，这有利于 XY2 群体最大限度地获

得奥利亚罗非鱼的优良性状。本研究还显示，XY2

群体与尼罗罗非鱼群体(XX 群体和 XY 群体)的平均

遗传距离为 0.0639，与奥利亚罗非鱼群体(WZ 群体)

之间的遗传距离为 0.0695，在构建的分子系统进化树

中，XY2 群体也与尼罗罗非鱼群体(XX 和 XY 群体)

聚为一大支，表明 XY2 群体与尼罗罗非鱼的亲缘关

系较近，而与奥利亚罗非鱼的亲缘关系较远。 
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Genetic Diversity and Genetic Relationship Analysis of Tilapia  
“Yuemin No.1” and Its Breeding Populations 

LIU Zhigang, LU Maixin①
, CAO Jianmeng, GAO Fengying 

(Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Science, Key Laboratory of Tropical & Subtropical 
Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou  510380) 

Abstract    “Yuemin No.1” is a novel holandric species of tilapia, which was bred with Oreochromis 

niloticus and O. aureus. In order to reveal the genetic characteristics of tilapia “Yuemin No.1,” the genetic 

diversity, genetic structure, and genetic relationships among groups of tilapia “Yuemin No.1” and its 

breeding populations were studied by isozyme electrophoresis and sequence analysis of the D-loop region 

of mtDNA. The results of isozyme electrophoresis showed that the zymogram of esterase (EST) and 

lactate dehydrogenase (LDH) were population- and tissue-specific in tilapia. The expression level of EST 

in the muscle and spleen was extremely low, whereas that in the liver was high. LDH was highly 

expressed in all the tissues, as revealed by the different zymograms. Ten bands of EST and five of LDH 

were detected in tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations. The proportion of polymorphic loci 

(P) ranged from 12.50% to 71.43%, the average observed heterozygosity (Ho) ranged from 0.0417 to 

0.6143, and the Hardy-Weinberg genetic deviation index (D) ranged from ‒0.2347 to 0.9072. The result of 

sequence analysis of the D-loop region of mtDNA revealed that no significant difference occurred in base 

composition, and that A+T content (63.39%) bias was widespread in all the populations. There were 20 

haplotypes in tilapia “Yuemin No.1” and its breeding populations. The nucleotide diversity index (Pi) 

ranged from 0 to 0.0519. The Pi value of WY1, XX, XY2, and XY populations (0.0440~0.0519) were 

significantly higher than that of YY1, YY2, and WZ populations (0~0.0009). The genetic differentiation 

index (FST) among populations ranged from ‒0.0115 to 0.9963. There was no significant genetic 

differentiation (FST<0.05, P>0.01) between the XY2 and WY1, XX and XY, and WZ and YY2 

populations. The average genetic distance between XY2 population and O. niloticus (XX and XY 

populations) was 0.0639, whereas that between the XY2 population and O. aureus (WZ population) was 

0.0695. Cluster analysis revealed two clusters; one cluster included XY, XX, YY1, and XY2 populations, 

and the other cluster included WY1, WZ, and YY2 populations. This study revealed the biochemical and 

molecular genetic features of tilapia “Yuemin No.1,” and provide research data for germplasm 

identification, establishment of breeding populations, and maintainence of stable inheritance of desirable 

traits. 

Key words    Tilapia “Yuemin No.1”; Isozyme; Mitochondrial DNA control region; Genetic diversity; 

Genetic relationship 
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河鲈细菌性肠炎致病菌的分离、鉴定及药敏实验* 

杨昆明  郭爱民  马江霞  段成任  谢志胜  岳  城① 
(新疆农业大学动物医学学院  乌鲁木齐  830052) 

摘要    河鲈(Perca fluviatilis Linnaeus)是新疆额尔齐斯河特有的土著鱼类，已开展人工养殖，但其

病害相关研究较少。2016 年，五家渠某水产推广站河鲈突然大批死亡，作者从发病的河鲈肝脏和

肠道分离病原菌，对分离菌进行了传代纯化培养。结果显示，在 20℃培养 24 h 后，ZL1 能形成边

缘整齐、中间微隆起、表面光滑、浅黄色、有特殊芳香气味、大小为 1.5~2 mm 的菌落，在血琼脂

平板上能形成明显的 β-溶血圈；ZL3 和 ZL5 可形成圆形、微隆起、表面湿润光滑、灰白色、半透

明、菌落大小为 0.5~ 1 mm 的菌落，但在血琼脂平板上不能形成溶血圈。经革兰氏染色、生理生化、

16S rRNA 序列比对和基因序列进化树分析，鉴定 ZL1 株为温和气单胞菌(Aeromonas sobria)，ZL3

和 ZL5 株为迟缓爱德华菌(Edwardisella tarda)。药敏实验结果显示，ZL1 株对庆大霉素、米诺环素、

头孢他啶等药物高度敏感，对链霉素、青霉素、克拉霉素等耐药；ZL3 和 ZL5 株对左氧氟沙星、

链霉素和恩诺沙星敏感，对庆大霉素、氨苄西林、青霉素、复方新诺明等药物耐药。人工感染结果

显示，分离菌均具有明显致病性。 

关键词    河鲈；温和气单胞菌；迟缓爱德华菌；鉴定；药敏实验 

中图分类号 S941.42   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0042-10 

河鲈(Perca fluviatilis Linnaeus)，地方名为五道

黑，属于鲈形目(Perciformes)、鲈科(Percidae)、鲈属

(Perca)，是肉食性凶猛鱼类，广泛分布于欧洲、亚洲

北部和美洲北部，在我国仅产于新疆的额尔齐斯河和

乌伦古湖水域(唐富江等, 2009)，是新疆额尔齐斯河

重要的土著经济鱼类之一(任慕莲等, 2002)，有生长

速度快、抗病能力强等特点，其肉质鲜美，市场需求

十分紧俏(唐富江等, 2008)。近年来，由于过度捕捞

和环境因素的影响，河鲈野生资源量大幅下降，目前

已开展人工养殖。2016 年 5 月，新疆五家渠某池塘

人工养殖河鲈出现食饵量下降、精神萎靡、对外界刺

激反应不灵敏、时而侧游的现象，病鱼有肛门红肿、

腹部膨大、体表鳞片脱落、烂尾烂鳃等症状，发病水

温高(25℃)，每个池子死亡数达 250~350 尾/d，造成

巨大的经济损失。通过临床剖检、寄生虫学、细菌学、

病理学等方法进行了诊断，在体表发现有锚头鳋

(Lernaea)，但寄生数量不多，不是造成河鲈死亡的首

要因素，在排除了寄生虫感染和病毒感染造成死亡的

abc
图章
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情况下，怀疑是细菌感染所致。剖检病鱼内脏，进行

细菌分离纯化，通过革兰氏染色、生理生化实验、药

物敏感性实验、分子生物学实验对分离菌进行了初步

鉴定，在此基础上通过测序对细菌 16S rRNA 基因序

列进行分析，并构建进化树，以探讨分离菌在所属菌

群中的分类位置。本研究旨在丰富河鲈细菌病病原研

究资料，并为河鲈细菌病的防治提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与主要试剂 

来自新疆五家渠某养殖场的患病河鲈 16 尾，病

鱼有鳞片脱落、腹部膨胀、肛门红肿外突的症状。体

长约为 15~28 cm，体重约为 170~300 g，用于临床剖

检、病料采集和病原菌分离。剖检时，已有部分鱼翻

肚、死亡。实验用河鲈为该场未发病同批次鱼池，体

长约为 12~22 cm，体重约为 145~250 g，在实验室暂

养 3 周，确定健康无病后，用于回归感染实验。 

LB 肉汤、LB 琼脂、M-H 培养基购自青岛日水

生物技术有限公司；细菌微量生化实验管、革兰氏染

液、药敏纸片购自杭州天河微生物试剂有限公司；细

菌 16S rRNA 通用引物、序列测定由生工生物工程(上

海)股份有限公司提供；胶回收试剂盒购自 OMEGA

生物科技有限公司；质粒提取试剂盒购自全式金生物

科技有限公司。 

1.2  剖检观察 

肉眼检查病鱼体表有无甲壳类寄生虫，同时，分

别刮取鳃丝粘液和体表粘液，在体视显微镜下观察粘

液中有无寄生虫(赵江山等, 2011)。依次检查鱼头、腹、

鳍、肛门有无病变；剖开腹部，检查有无腹腔液，肝

脏、胆囊、脾脏和肾脏等器官质地、形态，有无出血，

肠壁弹性及肠道内容物。 

1.3  细菌分离培养 

无菌条件下，采集病鱼腹腔液、肝脏、脾脏、肠

和肾脏。腹腔液用接菌环蘸取，在 LB 琼脂培养基上

划线；内脏用灭菌手术剪剪开，用横断面在 LB 琼脂

培养基上涂抹，再持接菌环在涂抹处划线，20℃倒置

培养 16~24 h。挑取形态一致的单个优势菌落，进行

分离传代纯化培养。 

1.4  细菌鉴定 

挑取琼脂平板上单菌落，经稀释、涂片、固定和

染色后，显微镜油镜下观察菌体形态和颜色，镜下观

察菌体单一后，挑取单个菌落接种于 Mueeller- 

Hinton(M-H)液体培养基，置于 20℃恒温摇床，培养

24 h，用培养的菌液进行 V-P、H2S 等生理生化实验，

实验结果参照房海等(2014)进行分析。 

分离纯化的细菌接种于 LB 液体培养基中，于  

20℃恒温摇床培养 24 h 后，用 30%甘油与菌液 6∶4

加到 EP 管中混匀封口，作为菌种保存。以菌液为底

物，进行菌液 PCR。选用细菌通用引物扩增 16S 

rRNA(正向引物 27F: 5-AGAGTTTGATCCTGC-3；
反向引物 1492R: 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)。
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

PCR 反应体系(25 μl)：Super mix 12.5 μl，上游引

物 1 μl，下游引物 1 μl，底物 2 μl，ddH2O 8.5 μl。PCR

反应条件：94℃预变性 4 min；94℃变性 40 s，54℃

退火 60 s，72℃延伸 2 min，共 35 个循环；72℃再延

伸 10 min。 

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，连接转化并

提取质粒，质粒送往生工生物工程(上海)股份有限公

司进行测序。测序结果在 NCBI 上 Blast 比对，用

MEGA6.0 软件对序列进行多重比较，并构建系统发

育树。 

1.5  致病菌药敏实验 

吸取 100 μl M-H 液体培养基培养的菌液，均匀

涂布于 M-H 琼脂培养基表面，用烧灼后的无菌镊子

夹取药敏片，以适当间隔粘贴于琼脂培养基表面，并

轻压药敏片，使之与培养基充分接触。正置 0.5 h，

然后，倒置于 20℃恒温培养箱，培养 16~24 h 后，观

察并测量抑菌圈直径，根据抑菌圈的大小来判断该菌

对相应药物的敏感程度(尚红等, 2015)。 

1.6  病理组织切片 

将健康鱼和患病鱼的肝脏和肠体完整切下并保

存在 4%甲醛中，按照病理组织切片法(李钰等, 2014)，

采用 LEICA RM2235 手摇连续切片机进行石蜡组织

切片，并对切片进行染色，镜下对比病变内脏切片与

健康内脏切片间组织的变化。 

1.7  回感实验 

实验设 3 个浓度组，每个浓度组 2 个梯度浓度，

高浓度组：1×109、1×108 CFU/ml；中浓度组：1×107、

1×106 CFU/ml；低浓度组：1×105、1× 104 CFU/ml。

测定 3 个目标菌液在 OD600 nm 下的吸光值，用无菌生

理盐水调至相同后，再稀释成相应浓度的细菌悬浊

液。每尾腹部肌肉注射 0.1 ml，对照组注射等量的无

菌生理盐水，每组注射 10 尾，保持水温为 20℃，不

间断供氧，连续观察 7 d，每天定时投喂，观察并记
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录实验鱼的症状及每天死亡数目，死鱼及时捞出并剖

检，检查其体表及内脏器官的病变情况并做记录，同

时，进行细菌分离。参考累积法(Reed-Muench)计算

半数致死量(LD50)。 

2  结果与分析 

2.1  体表检查及病理剖检结果 

在鱼背鳍基部和腹部发现锚头鳋，剥落之后，鳞

片基部有出血，鱼腹部膨胀，肛门红肿外突，严重者

轻压腹部可见淡黄色液体从肛门流出。剖开腹部，有

腹水；肝脏肿大，出血不明显；肠壁淤血严重，肠道

内几乎没有食物，整个肠道有大量胶胨状黄色黏液，

肠壁变薄且无弹性。 

2.2  致病菌形态特征 

从患病鱼肝脏、肠道分离得到优势菌，革兰氏染

色均为阴性短杆菌，无荚膜，也不形成芽孢，菌体成

对或单独存在，有时可见首尾相连，形成有弧度的长

链状菌体，但是，调节细准焦螺旋可见是由几个单独

的短杆菌形成；在 LB 琼脂培养基上，ZL1 可形成边

缘整齐、微隆起、表面光滑、浅黄色、有特殊芳香气

味、菌落大小为 1.5~2 mm (20℃, 24 h)的菌落，且在

血琼脂平板上能形成明显的 β-溶血圈；ZL3 和 ZL5

可形成圆形、微隆起、表面光滑且湿润、灰白色、半

透明、菌落大小为 0.5~1 mm (20℃, 24 h)的菌落，在

血琼脂平板上不能形成溶血圈。 

2.3  生理生化结果 

生理生化反应显示，ZL1 株产酸不产气，能利用

V-P、蔗糖、葡萄糖、明胶、枸橼酸(Simmons)；在含

5% (W/V) NaCl 的培养基中能生长，高于 6%不生长；

不利用果糖、水杨苷、纤维二糖、H2S、酒石酸、阿

拉伯糖。ZL3、ZL5 株产酸、产气，能利用葡萄糖、

硫化氢；在含 4% NaCl 的培养基中能生长，高于 5%

不生长；V-P、明胶、枸橼酸反应阴性；不利用蔗糖、

果糖、水杨苷、纤维二糖、阿拉伯糖、酒石酸(表 1)。 

2.4  PCR 鉴定及系统发育树构建 

对分离菌 16S rRNA 进行 PCR 扩增，通过 1%琼

脂糖凝胶电泳可见，片段长度约为 1600 bp。把测序

反馈序列上传 NCBI 进行基因序列比对，结果显示，

ZL1 株为温和气单胞菌，ZL3、ZL5 2 株菌为迟缓爱

德华氏菌。将 3 株菌序列在 EzBioCloud 上同时进行

比对，结果与 NCBI 比对结果相同，其中，ZL1 株的

相似率为 99.78%，ZL3 的相似率为 99.17%，ZL5 的 

表 1  分离菌的生理生化特性 
Tab.1  Physiological-biochemical characteristics of  

isolated bacteria 

菌株 Strain 

测试项目 
Test item ZL3 ZL5

迟缓爱 

德华氏菌 
E. tarda * 

ZL1 

温和气 

单胞菌 
Aeromonas 

sobria * 

V-P 反应 
V-P reaction 

  + + + 

硫化氢 H2S + +  – – 

明胶 
Gelatin 

liquefaction 
   + + 

葡萄糖 Glucose + + + + + 

纤维二糖 
Cellobiose 

   – + 

西蒙氏枸橼酸钠
Simmons  

sodium citrate
  – + + 

酒石酸 
Tartaric acid 

  – – – 

乳糖 Lactose   – – – 

水杨苷 Salicin   – – – 

阿拉伯糖 
Arabinose 

  – – – 

蔗糖 Sucrose   – + + 

1% Nacl + + + + + 

3% Nacl + + + + + 

4% Nacl + + + + + 

5% Nacl   + + + 

6% Nacl   – – – 

4℃   – + + 

20℃ + + + + + 

30℃ + + + + + 

37℃ + + + ± + 

+：阳性；–：阴性；±：生长缓慢。*：参考文献(房

海等, 2010) 

+: Positive; –: Negative; ±: Slow growth. *: Reference 
(Fang, et al, 2010) 

 
相似率为 99.31%。初步修饰后将序列上传 NCBI 并

获 得 3 个 序 列 号 (MF767618 、 MF980985 和

MF992220)。选择 8 个气单胞菌属标准参考株，运用

Mega 6.0 建立系统发育树，以 Bacterium 为外类群，

所做进化树显示，ZL1 与上海株 A. sobria KX692881

聚为 1 支，置信度为 88 (图 1)。 

选择 12 个爱德华氏菌属标准参考株，以维氏气



第 6 期 杨昆明等: 河鲈细菌性肠炎致病菌的分离、鉴定及药敏实验 45 

 

单胞菌(Aeromonas veronii KY767542)为外类群，所做

进化树显示，ZL3 与四川株 KF872771 聚为 1 支，置

信度为 67；ZL5 与广州株 JX393017 聚为 1 支，置信

度为 72 (图 2)。 

 

 
 

图 1  基于分离菌株 ZL1 16S rRNA 基因与同源性菌株相应基因构建的系统发育树 
Fig.1  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene of isolated strain ZL1 and  

corresponding genes of homologous strains 

 

 
 

图 2  基于分离菌株 ZL3 和 ZL5 16S rRNA 基因与同源性菌株相应基因构建的系统发育树 
Fig.2  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA genes of isolated strain ZL3, ZL5, and  

corresponding genes of homologous strains 

 

2.5  药敏实验结果 

用 21 种水产常用药进行药敏实验，药敏实验判

定结果参照美国临床实验室标准化委员会 VET01-A4

标准(表 2)。结果显示，ZL1 株对庆大霉素、米诺环

素、头孢他啶等药物高度敏感；对链霉素、青霉素、

克拉霉素、哌拉西林、卡那霉素等耐药。ZL3 株对恩

诺沙星、左氧氟沙星、链霉素敏感；对庆大霉素、青

霉素、复方新诺明等药物耐药。ZL5 株对左氧氟沙星、

链霉素、恩诺沙星敏感；对庆大霉素、氨苄西林、青

霉素、复方新诺明等药物耐药。 

2.6  病理组织切片 

正常肠道由内向外分为粘膜、粘膜下层、肌层和

外层，其中，粘膜和粘膜下层向肠道内突出形成褶皱

状的肠绒毛。通过病理组织切片染色，可观察到病鱼

肠粘膜变性坏死 (图 3A)，肠道细胞呈凝固性坏死  

(图 3B)。正常肝脏细胞呈多边形，边缘整齐，细胞核

在中间(图 3D)；而病鱼肝脏炎性细胞浸润，脂肪空泡

变性(图 3C)。 
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表 2  病原菌的药敏实验结果 
Tab.2  Results of antibiotic sensitivity test of strain pathogenic bacteria 

温和气单胞菌 A. sobria 迟缓爱德华菌 E. tarda 

抗生素 
Antibiotics 

含药量 
Content of 
dispersion  
(μg/pill) 

ZL1 抑菌圈 
Inhibition  

zone of ZL1 

判定

结果
Result

ZL3 抑菌圈
Inhibition 

zone of ZL3

判定结果 
Result 

ZL5 抑菌圈 
Inhibition 

zone of ZL5 

判定结果
Result 

庆大霉素 Gentamycin 10 22 S 12 R 10 R 

左氧氟沙星 Levofloxacin 30 14 I 23 S 24 S 

阿米卡星 Amikacin 30 14 I 12 I 14 I 

链霉素 Streptomycin 10 2 R 19 R 18 R 

头孢噻肟 Cefotaxime 30 32 S 25 S 23 S 

大观霉素 Spectinomycin 5 16 I 10 R 8 R 

氨曲南 Aztreonam 30 36 S 34 S 32 S 

复方新诺明
Sulfamethoxazole 

23.75/1.25 0 R 0 R 0 R 

哌拉西林 Piperacillin 100 0 R 0 R 0 R 

氨苄西林 Ampicillin 10 4 R 0 R 0 R 

克拉霉素 Clarithromycin 2 12 R 14 R 12 R 

阿奇霉素 Azithromycin 15 20 S 12 S 10 R 

青霉素 Penicillin G 10 0 R 6 R 6 R 

恩诺沙星 Enrofloxacin 10 13 I 26 S 18 S 

卡那霉素 Kanamycin 30 14 I 16 I 14 I 

苯唑西林 Oxacillin 1 0 R 8 R 6 R 

四环素 Tetracycline 30 12 R 10 R 12 R 

氟苯尼考 Florfenicol 30 16 I 20 S 16 I 

米诺环素 Minocycline 30 30 S 18 I 18 I 

阿洛西林 Azlocillin 75 20 S 20 S 20 S 

头孢他啶 Ceftazidime 30 32 S 24 R 18 I 

注：R：耐药；I：中度耐药；S：敏感 
Note: R: Resistant; I: Intermediately resistant; S: Sensitive 

 
2.7  致病菌回感实验 

为了探究主要致病菌，进行分组人工回感实验。

腹部肌肉注射 ZL1 6 h 后，可见高浓度组游动缓慢；

12 h 后，高浓度组开始出现翻肚的现象，且腹部注射

处皮肤红肿；18 h 后，开始有死亡现象；96 h 后，高

浓度Ⅱ组全部死亡；8 d 内高浓度组全部死亡。 

人工腹部肌肉注射 ZL3、ZL5 后，首日高浓度组

可见死亡，ZL5 低浓度组也出现死亡，怀疑是注射时

鱼体的应激所造成。实验鱼注射 12 h 后，高浓度组

出现翻肚侧游现象，且腹部注射处皮肤红肿；18 h 后，

ZL5 组死亡 4 尾，ZL3 组死亡 2 尾；96 h 后，ZL5 高

浓度Ⅱ组全部死亡；7 d 内 ZL5 高浓度组全部死亡；

15 d 内 ZL3 高浓度组全部死亡。 

将 ZL1、ZL3 和 ZL5 等浓度混匀，人工腹部肌肉

注射 0.1 ml，正常饲养 3 h 后，高浓度组和中浓度组

出现侧游情况；6 h 后，有鱼死亡；48 h 后，高浓度

几乎全部死亡；中浓度Ⅱ组在 5 d 全部死亡。 

实验期间，高浓度组在注射菌液后正常投喂期

间，进食量明显低于低浓度组；发病时间短于低浓度

组；注菌各组发病症状相似，从各组死亡与濒临死亡

的实验鱼肝脏、肠道等处分离得到与 ZL1、ZL3、ZL5

的形态、生理生化特征相一致的细菌。ZL1、ZL3 和

ZL5 的 LD50 依次分别为 8.91×105 、 4.47×104 和

1.12×104 CFU/ml，混合组的 LD50为 0.32×104 CFU/ml。

对照组饮食正常，没有死亡。结果显示，分离菌都具

有致病性，其中，迟缓爱德华菌(ZL3 和 ZL5)的致病

力更强(表 3)。 

3  讨论 

3.1  温和气单胞菌和迟缓爱德华菌对水产业的危害 

温和气单胞菌隶属于弧菌科、气单胞菌属，是水

体常见菌，广泛分布于各类水体中，是一种条件性致 
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图 3  病理组织切片 
Fig.3  Pathological tissue sections 

A：病变肠道纵切面；B：肠粘膜变性坏死；C：肝脏炎性细胞浸润、脂肪空泡变性；D：正常肝脏 
A: Infected intestinal longitudinal section; B: Intestinal mucosal degeneration and necrosis;  

C: Liver inflammatory cells infiltration, hepatic fatty vacuolar degeneration; D: Normal liver 
 

病菌(陈小莉, 2010)。近年，气单胞菌造成的水生动

物细菌性疾病频发，从患病异育银鲫 (刘永涛等 , 

2017)、齐口裂腹鱼 (Schizothorax prenanti)(赵静等 , 

2016)、鲟鱼(Acipenser sinensis)(肖艳翼等, 2015)、斑

点叉尾 (Ictalurus punctatus)(杨移斌等, 2017)、泥鳅

(Oriental weatherfish)( 姚 东 瑞 等 , 2010) 、 鲤 鱼

(Cyprinus carpio)(刘敏等 , 2005)、黄鳝(Monopterus 

albus Zuiew)(任红梅等, 2010)、黄沙鳖(Truogx sinensis) 

(农新闻等, 2015)、黄金鲫(Carassius auratus auratus) 

(梁利国等, 2013)、鲫鱼(Carassius auratus)(彭宣宪等, 

2001)、尼罗罗非鱼(Tilapia nilotica)(蔡完其等, 2002)

等水生动物体表和肝脏等处分离并鉴定出温和气单

胞菌。温和气单胞菌可产生溶血素(hly) (Heuzenroeder 

et al, 1999)、气溶素(aer)(Singh et al, 2008)、细胞兴奋

性肠毒素(alt)(Granum et al, 1998)等毒力因子。 

爱德华菌属主要有迟缓爱德华菌和鲇鱼爱德华

菌(E. ictaluri)。迟缓爱德华菌属于肠杆科爱德华氏菌

属，是淡水和海水养殖鱼类的一种重要致病菌

(Mohanty et al, 2007)。迟缓爱德华菌造成斑点叉尾  

(段翠兰等, 2013)、牙鲆(Paralichthys olivaceus)(张晓君等, 

2005)、罗非鱼(邓显文等, 2009)、草鱼(Ctenopharyngodon 

idella)(辛静等, 2011)、鳗鲡(Anguilla japonica)(董传甫

等, 2002)、大菱鲆(Scophthalmus maximus Linnaeus) 

(董丽, 2009)、黄鳝(Shao et al, 2016)、中华鳖(Trionyx 

sinensis)(朱芸, 2007)等多种温水性水产动物患病，很

少造成冷水性鱼类患病。刘韬等(2014)报道，从齐口

裂腹鱼体内分离得到该菌，其他冷水性鱼类未见报道。 

迟缓爱德华菌能引起人的脑膜炎、腹膜炎、败血

症、软组织感染、肠道疾病，在热带和亚热带 为常

见(Schlenker et al, 2009)，中国台湾报道的 22 例肠道

感染病例中，死亡率为 23%，因此，提出将此菌作为

肠道感染常规检查内容，以腹泻病病原菌高度重视

(Wang et al, 2005)。崔新凤等(2006)临床报道称，该

菌也可造成肝脓肿。 

3.2  分离菌药敏结果分析及中药防控优势 

通过以上药敏实验，可见温和气单胞菌对链霉

素、青霉素、克拉霉素、哌拉西林、卡那霉素等药耐

受，对水产常用药氟苯尼考、左氧氟沙星、恩诺沙星

等药呈中度耐受。本结果与梁利国等(2013)和胡琳琳

等(2008)的研究结果相似，但与杨移斌等(2017)的研

究结果有所不同。2 株迟缓爱德华菌对庆大霉素、氨 
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表 3  人工回感实验 
Tab.3  Artificial experimental infection 

实验鱼死亡数量 
Deaths of test fish (ind.) 菌株 

Strain 
浓度组 
Group 

注射浓度 
Injection 

concentration
(CFU/ml) 

注射量 
Injection 

volume (ml) 

注射尾数
Injection 
mantissa 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

死亡率 
Mortality 
rate (%) 

半数致死量 
Half lethal dose 

(CFU/ml) 

1×104 10 0 0 0 0 0 0 0 0 低 
Low 1×105 10 0 0 0 1 0 0 0 10 

1×106 10 0 0 1 0 0 0 1 20 中 
Middle 1×107 10 1 0 1 2 0 1 0 50 

1×108 10 1 2 3 2 1 0 0 90 

ZL1 

高 
High 1×109 

0.1 

10 1 3 3 2 0 0 0 100 

8.91×105 

1×104 10 0 0 0 0 0 0 0 0 低 
Low 1×105 10 0 0 0 0 0 1 0 10 

1×106 10 0 0 0 1 0 0 1 20 中 
Middle 1×107 10 0 0 1 1 1 0 0 30 

1×108 10 0 2 2 2 0 0 1 70 

ZL3 

高 
High 1×109 

0.1 

10 2 2 3 2 0 0 0 90 

4.47×104 

1×104 10 1 0 0 0 0 0 0 10 低 Low 

1×105 10 0 1 0 0 0 0 0 10 

1×106 10 0 0 0 1 1 0 1 30 中 
Middle 1×107 10 0 1 2 1 1 0 1 60 

1×108 10 1 3 2 2 1 1 0 100 

ZL5 

高 
High 1×109 

0.1 

10 3 3 2 2 0 0 0 100 

1.12×106 

1×104 10 2 1 0 1 0 0 0 40 低 
Low 1×105 10 2 1 1 1 0 0 0 50 

1×106 10 3 2 1 1 0 0 0 70 中 
Middle 1×107 10 4 3 1 1 1 0 0 100 

1×108 10 7 2 1 0 0 0 0 100 

混合 
Mixture 

高 
High 1×109 

0.1 

10 9 1 0 0 0 0 0 100 

0.32×104 

无菌生理盐水 Sterile saline  0.1 10 0 0 0 0 0 0 0 0  

 
苄西林、青霉素、复方新诺明耐药，对氟苯尼考、卡

那霉素、阿米卡星中度耐受，与刘韬等(2014)的研究

结果相似，实验结果不同可能是和渔场日常使用抗生

素的不同有关，重复的使用一种抗生素，是造成细菌

耐药的主要原因之一。据报道，使用中草药治疗鱼类

细菌病具有安全、绿色、环保、减少耐药性、降低生

产成本、提高鱼体抵抗力的优点，使其在防控鱼类细

菌病中有一定的优势。陈晓利(2010)报道，五倍子、

黄芩和杨树花对温和气单胞菌抑菌效果较好。梁利国

等(2010)、高桂生等(2016)和金洁南(2016)也对温和气

单胞菌进行过中草药抗菌研究，结果表明，使用中草

药治疗气单胞菌引起的水产病害是可行的。陈言峰等

(2011)和刘春等(2013)使用五倍子和石榴皮对迟缓爱

德华菌进行体外抑菌实验，证明二者抑菌作用明显。

张文青等(2012)实验证明五倍子、五味子和乌梅对嗜

水气单胞菌有明显抑菌作用。这些结果均可为温和气

单胞菌、迟缓爱德华菌感染引起的水生动物细菌病的

中草药治疗提供科学、安全的用药依据。 

河鲈是我国仅分布于额尔齐斯河和乌伦古湖的

一种名贵冷水性鱼类，本研究首次对人工养殖的河鲈

进行了细菌病的研究，从其体内分离并鉴定出 2 种致

病菌，且均具有较高的致病性及致死性。目前，以河

鲈等为代表的额尔齐斯河土著鱼类的养殖较为活跃，

其细菌病的防控不容小觑。 
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Isolation, Identification, and Antibiotic Sensitivity of  
Bacillary Enteritis in Perca fluviatilis Linnaeus 

YANG Kunming, GUO Aimin, MA Jiangxia, DUAN Chengren, XIE Zhisheng, YUE Cheng①
 

(College of Veterinary Medicine, Xinjiang Agricultural University, Urumqi  830052) 

Abstract    The current development of Xinjiang indigenous fish via large-scale farming has been listed 

for the positioning and development of aquaculture in Xinjiang. Perca fluviatilis Linnaeus is an 

indigenous fish and peculiar to the Ergis River in Xinjiang. P. fluviatilis is a cold-water fish, but very few 

studies have investigated cold-water fish diseases, including bacterial disease. Presently, artificial 

breeding of perch is being initiated. However, there have been few analyses of disease in perch. In 2016, a 

large number of perch in the Wujiaqu Fisheries Extension Station died suddenly. Diseased fish exhibited 

anal swelling, abdominal swelling, surface scale cast-off, rotten tail, and rotten gill symptoms. The 

dominant bacterial strain was isolated from the fish liver and intestines. After culturing for 24 h at 20℃, 

ZL1 formed neat edges with a slight uplift in the middle, a smooth surface, a light-yellow color, a special 

aromatic odor, and bacterial colonies 1.5~2 mm in size. It formed a clear β-hemolysis circle on blood agar. 

ZL3 and ZL5 formed a round, slightly uplifted, smooth, moist, off-white, translucent, colony of 0.5~1 mm 

in size, but did not form a hemolysis circle on blood agar. The isolated bacteria were cultured, the 

bacterial species were identified, and drug susceptibility and pathogenicity tests were performed. 

Pathogenicity tests and morphological observation showed that the isolates had obvious pathogenicity. 

Gram staining, physiological and biochemical characteristics, analysis of 16S rRNA gene sequences, and 

phylogenetic tree development identified ZL1 as Aeromomas sobria, and ZL3 and ZL5 as Edwardisella 

tarda. Drug sensitivity test showed that ZL1 was highly sensitive to gentamycin, minocycline, and 

ceftazidime, and resistant to streptomycin, penicillin, and clarithromycin. ZL3 and ZL5 were highly 

sensitive to levofloxacin, streptomycin, and enrofloxacin, and resistant to gentamicin, ampicillin, 

penicillin, and sulfamethoxazole. 

Key words    Perca fluviatilis Linnaeus; Aeromomas sobria; Edwardisella tarda; Identification; Drug 

sensitive test 
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 2 种视黄酸受体

RARα和 RARγ克隆及组织表达特性* 

宋雪松 1,2  徐永江 1  柳学周 1①  史  宝 1   

王  滨 1  刘永山 1,2  张雅星 1,2 
(1. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室   

中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    利用 RT-PCR 和 RACE 方法获得了半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 2 种视黄酸受体 RARα
和 RARγ 的 cDNA 全长序列，并采用定量PCR 技术分析了其组织表达特性。半滑舌鳎 RARα cDNA 序

列全长为 1823 bp，编码 443 个氨基酸；RARγ cDNA 序列全长为 1959 bp，编码 489 个氨基酸。同

源性分析显示，半滑舌鳎 RARα 和 RARγ 同源性高达 60.8%，与牙鲆(Paralichthys olivaceus)同源性

高达 97.0%，具有较强的进化保守性。系统进化分析显示，半滑舌鳎RARα 和 RARγ 分别归属于单独

的分支，且与其他鱼类聚合成簇。组织表达分析显示，RARα mRNA在肾中表达量最高，而RARγ mRNA

在脾中表达量最高，RARα 和 RARγ mRNA 在其他组织中均有表达，表明半滑舌鳎 2 种 RAR 都可

能参与多种生理过程调控。半滑舌鳎 2 种 RAR mRNA 在有眼侧皮肤、无眼侧黑化皮肤和无眼侧

正常皮肤中的表达量依次升高，且发现 RARα 在正常有眼侧皮肤的表达高于 RARγ，而 RARγ 在

无眼侧正常皮肤中的表达显著高于 RARα，无眼侧黑化皮肤中 RARα 表达高于 RARγ。RAR 基因在

有眼侧和无眼侧皮肤组织中的差异表达可能和 RA/RAR 系统调节体色有关。 

关键词    半滑舌鳎；视黄酸受体；基因克隆；表达模式；无眼侧黑化 

中图分类号 TS201.4；S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0052-13 

视黄酸(Retinoic acid, RA)是一种脂溶性小分子

物质，又称维甲酸，是维生素 A(VA)在机体内经过一

系列水解和酶催化作用生成的最终代谢产物。视黄酸

合成进入细胞后先与重组人胞内维甲酸结合蛋白-1 

(CRABP1)和 CRΑBP2 蛋白结合，转运进入细胞核，

形成核受体二聚体，调节相关基因的表达(Budhu et al, 

2002)。RA 的作用是通过定位在靶细胞核内的特异性

受体介导的。目前，已发现两类视黄酸受体：视黄酸

abc
图章
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受体(RAR)和视黄酸 X 受体(RXR)，作为配体激活的

转录因子(Chambon, 1996)。RAR 是一类细胞核受体，

属于类固醇和甲状腺激素受体超家族，其通过与 RXR

形成异源二聚体(RAR/RXR)，增加与视黄素应答元件

的亲和力，由此加强本身的转录活性和对配体的敏感

性(Kliewer et al, 1992; Hallenbeck et al, 1992)。哺乳动

物 RAR 有 3 种亚型：RARα、RARβ 和 RARγ，配体

为顺式视黄酸(9-cis-RA)和反式视黄酸(ATRA)(Brand 

et al, 1988)，但鱼类中目前没有发现 RARβ 亚型的存

在(Jones et al, 1995)。研究发现，RA/RAR 系统具有

抑制肿瘤生长、保护上皮组织、促进胚胎骨骼心脏功

能和视觉发育功能(De Luca, 1991; Zhou et al, 2017; 

Isojima et al, 2014)，并且在抑制细胞凋亡(Herget et al, 

1998)和免疫调节(Erkelens et al, 2017)也有重要生理

作用，是机体维持稳态的重要因子。 

RA 及其受体 RAR 系统在鱼类中的研究较少

(Faehnrich, 2016; Zhang et al, 2013; 冷向军, 2017)。

在 鲆 鲽 类 中 ， RA/RAR 系 统 对 牙 鲆 (Paralichthys 

olivaceus) 骨 骼 发 育 和 眼 睛 位 移 等 变 态 发 育 过 程

(Haga et al, 2002; Martinez et al, 2007)，对塞内加尔鳎

(Solea senegalensis)(Ignacio et al, 2009)和大西洋庸鲽
(Hippoglossus hippoglossus)(Lewis-McCrea et al, 2010)
骨骼发育畸形都具有重要的生理调控作用。对牙鲆的

研究表明，利用 9-cis-RA 或者 ATRA 处理变态前仔

鱼，可以通过 RA/RAR 信号通路的介导作用抑制鱼

苗 眼 睛 完 成 位 移 。 同 时 发 现 ， 牙 鲆 和 半 滑 舌 鳎

(Cynoglossus semilaevis)皮肤的 RA 浓度在有眼侧皮

肤高于无眼侧皮肤，且光照可通过 RA/RAR 信号通

路 诱 导 牙 鲆 无 眼 侧 色 素 过 度 沉 着 ( 黑 化 ) ， 表 明

RA/RAR 信号通路在半滑舌鳎、牙鲆的体色左右不对

称发育模式中起重要调控功能(Shao et al, 2017)，但

RA/RAR 系统对半滑舌鳎体色调控的具体机制仍待

进一步研究。 

半滑舌鳎属鲽形目、舌鳎科、舌鳎属，为我国近

海自然分布的重要经济鱼类，自人工繁育技术取得突

破以来，其养殖产业得到快速发展，已成为鲆鲽类三

大主导养殖品种之一 (邓景耀等 , 1988; 柳学周等 , 

2006、2014)。养殖生产中发现，半滑舌鳎无眼侧黑

化(色素沉积过多)问题日益凸显，而无眼侧发生黑化

的商品鱼市场价格较无眼侧正常鱼价格低 20%以上，

成为制约半滑舌鳎养殖产业经济效益的瓶颈之一。目

前，国内外对半滑舌鳎无眼侧黑化发生的相关机制鲜

有报道，本实验室前期研究了半滑舌鳎体色相关功能

基因 POMC、MCHR 与 MCH 等的克隆、表达调控及

其与体色的关系(史学营等, 2015、2017; 朱学武等, 

2016; 徐永江等, 2017)，为认识半滑舌鳎无眼侧体色

调控机制积累了资料。本研究拟开展半滑舌鳎 RAR

结构及其表达特性研究，以期为探究 RA/RAR 系统

在养殖半滑舌鳎无眼侧黑化调控中的作用机制提供

基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼及样品处理 

实验用半滑舌鳎于 2017 年 6~8 月取自山东省海

阳市黄海水产有限公司。取样实验鱼 3 尾(都存在一

定 程 度 无 眼 侧 黑 化 ) ， 体 长 为 (33±3) cm， 体 重 为

(237±30) g，用于 RAR 基因克隆与组织表达特性分

析。实验鱼以 MS-222 (280 mg/L)麻醉后，快速取性

腺、肝脏、心脏、胃、肠、脾、肾、垂体、脑、鳃、

肌肉、有眼侧正常皮肤、无眼侧黑化皮肤和无眼侧正

常皮肤组织投入液氮速冻后，转入–80℃保存，用于

总 RNA 的提取。 

1.2  总 RNA 提取和 cDNA 第 1 链合成 

利用 RNAiso Plus (TaKaRa，日本)试剂盒并按照

操作说明提取各组织样品总 RNA，通过 1%琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA 质量，NanoDrop 2000 (Thermo，美

国 )测 定 RNA 浓 度 。 取 适 量 鳃 组 织 总 RNA， 以

PrimeScriptTM Ⅱ1st strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa，

日本)合成 cDNA 第 1 链。以 SMARTer TM RACE cDNA 

Amplification Kit(Clontech，美国)合成 5-RACE 及

3-RACE cDNA 第 1 链，用于 RAR 基因 RACE 全长

克隆。取等量各组织样品的总 RNA，用 PrimeScript RT 

Reagent Kit with gDNA Eraser 反转录试剂盒(TaKaRa，

日本)合成 cDNA 第 1 链，用于 RAR mRNA 组织表达

特性及分析。各操作步骤均严格按照使用说明书进行。 

1.3  总 RNA 提取和中间片段扩增 

根据 GenBank 登记的 XM_017034299.1、XM_ 

008318896.2 预测半滑舌鳎 RARs 序列保守区设计特

异引物(表 1)，以肝脏组织为模板，扩增 RARα 基因

的核心序列，PCR 反应体系(25 μl)：0.2 μl Taq 酶、

2.5 μl 10×PCR Buffer、2 μl dNTP Mixture、0.5 μl 模板、

1 μl RARα-F、1 μl RARα-R、17.8 μl ddH2O。反应条

件：94℃ 5 min；94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 2 min，

38 个循环；72℃延伸 10 min。扩增 RARγ 基因的模

板为脾脏，PCR 反应体系和条件同 RARα；PCR 产物

经 1.2%琼脂糖凝胶电泳分离后，切胶回收目的条带

并纯化。回收 PCR 产物与 pEASY-T1 载体(北京全式 
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表 1  半滑舌鳎 RAR 基因克隆使用的 PCR 扩增引物 
Tab.1  Primers used for PCR amplification of RAR of C. semilaevis 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 用途 Purpose 

RaRα-F1 GGTTCTTCAGGCGGAGCAT 

RaRα-R1 TGTGGCTGGACTGCTTTGG 

中间片段克隆 1 段 

RaRα-F2 GCCCACCTACTCCTACTTCTTCC 

RaRα-R2 GCACTCCTGCTTCTTCTCATCCT 

中间片段克隆 2 段 

RaRγ-F  GTATCCCTTCGCCTTCAAC 

RaRγ-R CACTGTGCCCTCCCAAA 

中间片段克隆 

RaRα1 GGGCGGGCTTGGCACTATCTC 

RaRα2 GGGTGGGAAGAAGTAGGAGTAGGTG 

5-RACE PCR 

RaRα1 CTACACGCCAGAGCAGGACA 

RaRα2 ACTTGGAGCAGGCGGATAAA 

3-RACE PCR 

RaRγ1 GCGATGGTGAGGGTGGTGAAT 

RaRγ2 GAGAACTGGGCACCATCTCCTCT 

5-RACE PCR 

RaRγ1 CCTTTGGAAATGGACGATACGG 

RaRγ2 CTCCTCAGTGCCATCTGCCTCA 

3-RACE PCR 

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCA 

NUP CTAATACGACTCACTATAGGGC 

5和 3-RACE PCR 

qRaRα-F GTGTGGAGATCGCCAGGACTTG 

qRaRα-R TGATGCTCCTCAGGTCGGTGAT 

RaRα qPCR 

qRaRγ-F CAGTTCTCCGTCTCCACCTCCA 

qRaRγ-R GCGGTTGCGTGTGACCTTGT 

RaRγ qPCR 

18S-F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 

18S-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 

内参基因 

 

金生物公司)连接，转化至 Trans1-T1 感受态细胞(全

式金)，LB 固体培养基 37℃培养过夜，挑取阳性克隆

送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序；RAR 的

中 间 序 列 已 上 传 NCBI 数 据 库 (RARα 登 录 号 ：

MG596268；RARγ 登录号：MG596269)。 

1.4  RAR 的RACE 扩增 

根据克隆验证的中心片段设计 RACE 引物。用

Smart RACE Advantage 2 PCR 试剂盒(Clontech，美国)

进行梯度 PCR 扩增。第 1 次 PCR，反应体系：17 μl 

ddH2O、2.5 μl Buffer、2 μl 50×dNTP Mix、0.5 μl 

50×Advantage 2 Polymerase Mix、1 μl cDNA、引物

RARα1 1 μl 和 1 μl UPM，共计 25 μl。设计 Touchdown 

PCR，反应条件为 94℃ 30 s，66℃ 30 s，72℃ 2 min，

15 个循环，Tm 值每 5 个循环降低 2℃；94℃ 30 s，

55℃ 30 s，72℃ 2 min，20 个循环；最后 72℃延伸

5 min。以第 1 次 PCR 产物稀释 10 倍为模板，进行巢

式 PCR，反应体系：17 μl ddH2O、2.5 μl Buffer、2 μl 

50×dNTP Mix、0.5 μl 50×Advantage 2 Polymerase 

Mix、1 μl cDNA、1 μl NPM 和 1 μl RARα2 引物，共

计 25 μl。PCR 反应条件同第 1 次 PCR。PCR 产物于

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后，对目的条带进行胶回

收、载体连接、转化、筛选阳性克隆并测序。RARγ
反应体系与条件同 RARα。 

1.5  RAR mRNA 定量表达分析 

根据获得的半滑舌鳎 RARα和 RARγ 的 cDNA 序

列设计定量 PCR 引物 qRARα 和 qRARγ(表 1)，以 18S

为内参。利用 Mastercycler ep realplex real-time PCR

仪(Eppendorf，德国)，使用 SYBR Premix Ex TaqTMⅡ

试剂盒(TaKaRa)进行定量扩增，PCR 体系(20 μl)：1 μl 

cDNA 模板、上下游引物各 0.8 μl (10 μmol/L)、10 μl 

SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ和 7.4 μl dd H2O.。PCR 反应

条件：95℃预变性 30 s，95℃ 5 s，58℃ 20 s、共 40

个循环。每个样品测试设置 3 个重复。RAR mRNA

的表达量以 18S mRNA 表达量为基础，利用 2CT

方法计算获得(Livak et al, 2001)。 

1.6  序列分析及数据处理 

半滑舌鳎 RAR 基因的结构、分子量预测、等电



第 6 期 宋雪松等: 半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 2 种视黄酸受体 RARα 和 RARγ 克隆及组织表达特性 55 

 

点预测使用 ExPASy 在线数据库预测(www.expasy. 

org/tools/protparam.html)；氨基酸序列推导、序列拼

接和氨基酸同源性分析均使用软件 DNAMAN 6.0，

信号肽预测使用 SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP/)。亚细胞定位使用 PSORT Ⅱ软件

(https://psort.hgc.jp/form2.html) 。 结 构 域 预 测 使 用

NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 

cdd/wrpsb.cgi)，氨基酸序列比对和系统进化分析使用

ClustalW 在 线 软 件 (http://www.genome.jp/tools-bin/ 

clustalw) 和 MEGA 7 软 件 。 通 过 SOPMA 软 件

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.
pl?page=npsa_sopma.html)分析蛋白质二级结构，

通过 SWISS-MODEL 在 线 软 件 (http://www.swi-

ssmodel.expasy.org/)分 析 预 测 蛋 白 质 三 级 结 构 。 

实验数据均以平均值±标准差(Mean±SD)表示，

多组数据间比较采用 SPSS 19.0 统计软件进行单因素

方差分析(One-way ANOVA)、Duncan 和 SNK 多重比

较分析，当 P<0.05 时表示差异显著。 

2  结果 

2.1  RAR cDNA 序列结构 

半滑舌鳎RARα cDNA序列全长为1823 bp (图1)，

包括17 bp的5非编码区(UTR)、1332 bp的开放阅读框

(ORF)和474 bp的3非编码区(UTR)，编码443个氨基

酸，预测编码蛋白分子量为49 kb，等电点为8.47。半

滑舌鳎RARγ cDNA序列全长为1959 bp (图2)，包括

305 bp的5(UTR)、1497 bp的ORF和98 bp的3 (UTR)，

编码498个氨基酸，预测编码蛋白的分子量为55.8 kb，

等电点为4.99。预测2种RAR基因的亚细胞定位均位

于细胞核。 

2.2  RAR 编码蛋白质空间结构预测 

通过 SOPMA 软件分析 RAR 编码蛋白的空间二

级结构：在 RARα 成熟蛋白的二级结构中，α-螺旋占

34.31%，β-转角占 8.35%，无规则卷曲占 43.12%，延

伸链占 14.22%。在 RARγ 成熟蛋白的二级结构中，α-

螺旋占 36.75%，β-转角占 9.44%，无规则卷曲占

40.36%，延伸链占 13.45%。通过 SWISS-MODEL 网

站同源建模方法构建了半滑舌鳎 RAR 编码的蛋白质

可能的三级结构，以同源建模的方法与各自的 50 个

RA 核受体家族模板构建预测可能的蛋白质三级结

构，RARα 获得 6 种三级结构模型，选取 GMQE 评

价值 0.55、QMEAN 稳定系数2.79(负值越大越稳定)

构建模型；RARγ 有 5 种，选取 GMQE 评价值 0.61，

QMEAN 稳定系数2.13 构建模型。三级结构模型显

示(图 3)，RAR 蛋白质分为 3 部分，蓝色的 DBD 区

和 LBD 区通过橘黄色的 D 区铰链区相连。 

2.3  RAR 的氨基酸序列同源性比较 

同源性分析显示，半滑舌鳎 RARα 的氨基酸序列

与同属鲽形目的牙鲆的同源性最高，为 97.0%，其次

为 银 大 麻 哈 鱼 (Oncorhynchus kisutch)92.2% 、 鲈 鱼

(Lateolabrax japonicas) 87.9% 、 斑 马 鱼 (Danio 

rerio)86.8%、红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)64.6%，

且与两栖类、爬行类、啮齿类、鸟类和人(Homo sapiens)

的相似度分别为 79.6%、82.2%、80.5%、81.5%和 80.7%。

半滑舌鳎 RARγ 的氨基酸序列同样与牙鲆同源性最

高，达 97%，与其他鱼类的同源性均达 90.5%以上，

与两栖类、啮齿类和人的相似度分别为 71.4%、84.5%和

80.7%。另外，半滑舌鳎 RARα 和 RARγ 的氨基酸序

列相似度为 60.8% (表 2)。 

通过结构域预测发现，半滑舌鳎与鲈鱼、人、斑

马鱼具有相似的功能结构域，都具有 DNA 结合区

(DBD 区)和配体结合区(LBD)区。利用 ClustalW 对半

滑舌鳎 RAR 的氨基酸序列与其他物种的 RAR 氨基酸

序列进行了比较(图 4)。结果发现，半滑舌鳎与其他

鱼类 RAR 的氨基酸序列整体保守性较强，除在 N 端

的 A/B 区和 C 端的 F 区末尾保守型较差外，中间的

DNA 与配体结合区保守度较高。 

2.4  RARs 系统进化分析 

利用 NJ 法构建了基于氨基酸序列的半滑舌鳎

RARα、RARγ 和其他脊椎动物的系统进化树(图 5)，

半滑舌鳎 RARα 和 RARγ 都分别与鲽形目、鲈形目、

鲤形目等其他鱼类形成独立的分支，而两栖类、哺乳

类和爬行类形成独立的分支。 

2.5  RAR mRNA 的组织表达特性 

半滑舌鳎 2 种 RAR 基因在所有检测组织中都有

表达。RARα mRNA 在肾脏和眼中表达量最高，与除

胃的其他组织差异显著，在胃中的表达也较高，在脑、

脾脏、鳃、无眼侧白皮肤、性腺、有眼侧肌肉、肠、

心脏、无眼侧黑化皮肤、无眼侧肌肉、有眼侧皮肤等

其他组织中也检测到一定的表达量。半滑舌鳎 RARγ 

mRNA 在脾脏和鳃中表达量最高，在心脏和肾脏表达

量也较高，与其他组织差异显著；而在无眼侧白皮肤、

脑、眼、胃、性腺、无眼侧黑化皮肤、无眼侧肌肉、

垂体等其他组织表达量相对较低。在肾脏中，2 种

RAR mRNA 表达水平都很高。脾脏、心脏、鳃、肾 
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图 1  半滑舌鳎 RARα 基因 cDNA 全长序列及推导的氨基酸序列 
Fig.1  The full-length cDNA sequence of C. semilaevis RARα gene and its deduced amino acid sequence 

推导的氨基酸序列用单字母表示，从阴影显示的起始甲硫氨酸开始计数。终止密码子用*表示。下同 
The deduced amino acid residues were represented as single letter abbreviations and numbered from the 
initiating methionine which was shadowed. Termination codon was marked with *. The same as below 
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图 2  半滑舌鳎 RARγ 基因 cDNA 全长序列及推导的氨基酸序列 
Fig.2  The full-length cDNA sequence of C. semilaevis RARγ gene and its deduced amino acid sequence 
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图 3  SWISS-MODEL 预测的半滑舌鳎 RARα(左)和

RARγ(右)蛋白质三级结构 
Fig.3  Tertiary structure of C. semilaevis RARα (left) and  

RARγ (right) proteins predicted by SWISS-MODEL 

 
脏、无眼侧白皮肤等组织中 RARγ mRNA 表达量高于

RARα，而在眼、胃、肠、性腺、肌肉、肝脏、有眼

侧皮肤、无眼侧黑化皮肤等组织中，RARα mRNA 表

达量高于 RARγ，脾脏、心脏、鳃和肾脏组织中 RARγ
与 RARα 表达差异显著，而其他组织中 RARγ 与

RARα 表达差异不显著。脑中 2 种 RAR mRNA 表达

量基本一致，表明这 2 种 RAR 基因在不同组织中的

生理功能可能存在差异，即使在同一组织中其生理功

能也多存在一定的差异(图 6)。 

分析有眼侧皮肤、无眼侧黑化皮肤和无眼侧白皮

肤中 2 种 RAR 基因 mRNA 的表达情况(图 7)，发现

无眼侧白皮肤的 2 种 RAR mRNA 的表达量最高，其

次为无眼侧黑化皮肤，最低的为有眼侧皮肤，其中，

RARγ 表达差异显著。RARγ 在无眼侧未黑化皮肤中

的表达显著高于 RARα (P<0.05)，而在正常有眼侧皮

肤和无眼侧黑化皮肤中，RARα 的表达高于 RARγ，

表明可能 RARα和 RARγ对皮肤组织中色素的调控作

用具有不同的调控机制。 

3  讨论 

本研究获得了半滑舌鳎 RAR 的 2 个亚型 RARα
和 RARγ cDNA 序列全长，并研究了其组织表达特性，

为研究 RA/RAR 系统对体色异常调控提供了基础材

料。本研究获得了半滑舌鳎 2 个 RAR 亚型的结构，

预测未发现跨膜结构和信号肽(Napoli, 1996)。同其他 

 
表 2  半滑舌鳎 RAR 氨基酸序列与其他脊椎动物的同源性比较 

Tab.2  Comparison of homology of the precursor peptide sequences of RAR gene  
between C. semilaevis and other vertebrates 

物种  
Species 

序列号 
GenBank accession No. 

与 RARα 同源性 
Homology with RARα(%) 

与 RARγ 同源性 
Homology with RARγ(%) 

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis -α  MG596268 100 60.80 

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis -γ  MG596269 60.80 100 

牙鲆 Paralichthys olivaceus-α XP_019964742.1  97.00 75.30 

牙鲆 Paralichthys olivaceus-γ XP_019951749.1 63.40 97.00 

红鳍东方鲀 Takifugu_rubripes-α ABF22438.1 64.60 94.60 

红鳍东方鲀 Takifugu_rubripes-γ NP_001027925.1  63.30 95.80 

鲈鱼 Lateolabrax japonicus-α AEU04706.1  87.90 70.80 

鲈鱼 Lateolabrax japonicus-γ AEU04705.1 64.30 95.80 

斑马鱼 Danio_rerio-α NP_571481.2 86.80 70.70 

斑马鱼 Danio_rerio-γ CAM16092.1  65.70 90.50 

热带爪蟾 Xenopus tropicalis-α NP_001164665.1  79.60 71.70 

非洲爪蟾 Xenopus_laevis-γ NP_001081663.1  71.20 84.40 

银大麻哈 Oncorhynchus kisutch-α XP_020309254.1  92.20 71.40 

银大麻哈 Oncorhynchus kisutch-γ XP_020315261.1 64.20 91.10 

小鼠 Mus musculus-α NP_001169999.1 80.50 69.50 

小鼠 Mus_musculus-γ AAA40036.1 68.60 84.50 

人 Homo_sapiens-α NP_001019980.1 80.70 70.10 

人 Homo_sapiens-γ AAA52692.1 69.60 80.70 

野猪 Sus scrofa-α XP_003131521.1  80.10 69.30 

鸡 Gallus gallus-α NP_989867.1 81.50 70.40 

北美绿蜥蜴 Anolis- carolinensis-α XP_003222505.1 82.20 70.10 
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图 4  半滑舌鳎与其他物种的 RAR 氨基酸序列比较 
Fig.4  Comparison of the amino acid sequences of C. semilaevis RAR and other species 

“*”表示一致的氨基酸；“:”表示高度保守度的氨基酸；“.”表示低保守度的氨基酸；阴影部分表示 DBD 和 

LBD 功能结构域；RAR 氨基酸序列号见表 2；CS：半滑舌鳎；DR：斑马鱼 LJ：鲈鱼；HS：人 
Asterisks (*) indicated identical amino acid sequences; Dot (:) indicated highly conserved amino acid sequences;  
Dot (.) indicated amino acid sequences of low degree conserved; GenBank accession numbers were shown in  

Tab.2. The shadow part represents the DBD and LBD functional domains 
CS: Cynoglossus semilaevis; DR: Danio-rerio; LJ: Lateolabrax-japonicus; HS: Homo sapiens 
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图 5  基于 RAR 氨基酸序列的 NJ 系统进化树 
Fig.5  NJ phylogenetic tree based on RAR amino acid sequences 

 

 
 

图 6  半滑舌鳎 RAR mRNA 在不同组织中的相对表达量 
Fig.6  Relative expression of RAR mRNA in different tissues of Cynoglossus semilaevis 

BR：脑；EYE：眼；GI：鳃；H：心脏；L：肝脏；SP：脾脏；K：肾脏；ST：胃；I：肠；GO：性腺；EM：有眼侧肌肉；

BM：无眼侧肌肉；ES：有眼侧皮肤；BHS：无眼侧黑化皮肤；BWS：无眼侧白皮肤；P：垂体。不同组织表达差异分析

中 Y 和 y 字母代表单独分析 RARγ 的 2 个显著差异集合，RARα 单独分析使用 a、b、c，代表 3 个显著差异集合，同一组

织 2 种基因表达显著差异(P<0.05)用大括号表示，下同 
B: Brain; EYE: Eye; GI: Gill; H: Heart; L: Liver; SP: Spleen; K: Kindey; ST: Stomach; I: Intestine; GO: Gonad; EM: Eye-side 

muscle; BM: Blind-side muscle; ES: Eye-side skin; BHS: Blind-side hypermelanosis skin; BWS: Blind-side white skin; P: 
Pituitary. In different tissue expression analysis, Y and y letters represent two distinct different sets of RARγ analysis separately, 

RARα analysis alone, a, b and c represent three significant different sets. The significant difference in the expression of two genes 
in the same tissue is expressed in braces (P<0.05), the same as below  
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图 7  半滑舌鳎 RAR mRNA 在皮肤组织中的相对表达量 
Fig.7  Relative expression of RAR mRNA in  

the  skin of Cynoglossus semilaevis 

ES：有眼侧皮肤；BHS：无眼侧黑化皮肤； 

BWS：无眼侧白皮肤 
ES: Eye-side skin; BHS: Blind-side hypermelanosis skin; 

BWS: Blind-side white skin 
 

脊椎动物一致，半滑舌鳎 RAR 具备 A~F 共 6 个功能

域，在进化过程中高度保守，其中，C 区最为保守，

具有锌指结构功能的为 DBD 区。E 区在配体结合中

起辅助作用，形成疏水氨基酸残基。D 区作为铰链连

接 DBD 和 LBD (Leid et al, 1992)。同源性分析表明，

半滑舌鳎 RARα和 RARγ的氨基酸序列与牙鲆的同源

性最高，达 97%，与其他鱼类、两栖类、爬行类、啮

齿类和人的氨基酸同源性也处于较高水平，表明其在

进化过程中保守性较强。同时，本研究显示，半滑舌

鳎 RARα 和 RARγ 的氨基酸同源性达 60.8%，但在进

化树上属于 2 个不同的进化分支，表明在进化过程中

2 种 RAR 受体基因出现了进化差异。 

本研究发现，半滑舌鳎 2 种 RAR 基因 mRNA 在

所有检测组织中均有表达，表明其均具有广泛的生理

作用。RARα mRNA 在肾脏中表达量最高，表明肾脏可

能为其主要靶器官，而同时在眼、脑和胃中的表达量高

于其他组织，表明 RARα 在这些组织器官的生理功能中

都可能起重要的调控作用，这种组织表达分布特征与斑

马鱼(Joore et al, 1994)、鲈鱼(钱云霞等, 2012)以及哺

乳动物(Meng et al, 2011) RARα 的组织表达特性相

似。另外，半滑舌鳎 RARγ mRNA 的主要靶器官为脾

脏和鳃，同时，在心脏和肾脏中均有高表达量，表明

RARγ 主要在这些器官中起重要的表达调控作用。2 种

RAR 受体 mRNA 都在肾脏中具有高表达，推测肾脏

可能是 RA/RAR 信号通路的重要作用靶点，具体作用

方式有待于下一步深入研究。对虹鳟(Oncorhynchus 

mykiss)的研究结果表明，鳃是 RAR 的主要表达器官，

推测与其较高的新陈代谢速率有关，也可能与 RAR

调节细胞生长与凋亡功能相关(Alsop et al, 2001)。本

研究也发现，鳃中 2 种 RAR 受体基因的表达量较高，

但 其 具 体 的 生 理 功 能 有 待 于 进 一 步 研 究 。 在 对 鸡

(Gallus gallus)的 RARγ 研究中，发现鸡与哺乳动物有

相似的表达特异性，即 RARγ 表达高度限制在皮肤中

(Michaille et al, 1994)，然而，半滑舌鳎 RAR 表达在

皮肤和肌肉相对其他组织较少，这种组织分布的差异

主要可能是由种的差异引起的。 

本研究中，比较了有眼侧皮肤、无眼侧白皮肤和

无眼侧黑化皮肤中 2 种 RAR 基因 mRNA 的表达情况

和两者的相互关系，发现在正常有眼侧皮肤中和在无

眼侧黑化皮肤中 RARα 的表达略高于 RARγ，而在无

眼侧未发生黑化的皮肤中，RARγ 的表达却显著高于

RARα。先前对半滑舌鳎色素细胞的研究表明，黑色

素与虹彩细胞等的数量分布以有眼侧皮肤中最多，无

眼侧黑化皮肤中其次，而无眼侧白皮肤中无黑色素细

胞分布(史学营等, 2015)。这种不同状态的皮肤组织

中 RAR 转录产物表达与黑色素细胞分布的关系表

明，RARγ 与 RARα均参与了半滑舌鳎皮肤组织中黑

色素细胞的生长发育与分布调控过程，但其在皮肤组

织中黑色素细胞的形成方面具有差异表达调控作用。

与 RARγ相比，RARα与皮肤中黑色素细胞的生长

及数量分布调控可能具有更为密切的关系。今后应结

合鲆鲽类黑色素相关基因(如 MCH、MCHR、POMC

等)的表达和作用机理进行深入研究，探讨它们之间

的相互作用关系。 

在牙鲆研究中，RARs 与配体 ATRA 结合作用于

苗种骨骼变态和体色沉着(Haga et al, 2003)。Shao 等

(2017)通过转录组研究发现，牙鲆和半滑舌鳎有眼侧

皮肤 ATRA 和 9-cis-RA 浓度均高于无眼侧皮肤，但

两侧皮肤中 RAR 和 RXR 的基因表达没有明显差异。

本研究未能测定不同类型皮肤中的 RAR 配体浓度，

是否是配体浓度梯度的差异导致受体基因表达量的

差异有待于今后深入研究。结合本研究 RAR 在皮肤

中的分布，推测半滑舌鳎 RAR 可能与黑色素细胞的

发育及分布具有不同的关系。已有研究证明，在斑马

鱼中存在 RARα-a 和 RARα-b 亚型(Hale et al, 1993)，

而半滑舌鳎基因组预测其具有 RARα、RARβ 和 RARγ
三种亚型，同时，每一种亚型又有数种不同的分子形

式(Chen et al, 2014)，开展 RAR 基因在不同组织器官

中 的 表 达 特 征 和 可 能 的 生 理 功 能 研 究 有 助 于 阐 明

RA/RAR 系统在无眼侧黑化发生的机理。本研究中，

还发现半滑舌鳎 RARα 和 RARγ mRNA 在肾脏、脾
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脏、脑、眼、胃、无眼侧白皮肤、性腺等组织中同时

具有高表达，且在不同的组织中 2 种受体基因表达量

不同，表明半滑舌鳎 2 种 RAR 基因在不同的组织中

生理功能不同。Shao 等(2017)在成年牙鲆两侧皮肤中

发现，感光视蛋白对光照刺激有应答反应，在光刺激

下 会 影 响 配 体 RA 在 体 两 侧 的 浓 度 差 ， 作 用 于

RA/RAR 系统导致无眼侧发生黑化。工厂化养殖环境

中发现，幼鱼通过补充 RAR 的配体 RA 控制了鲆鲽

类有眼侧无黑色素沉着现象(白化)，而过量的 RA 补

充却会导致无眼侧黑色素沉着过多(黑化)(Miwa et al, 

1999)。研究发现，改变光照(Shao et al, 2017)、铺沙

(Estevez et al, 2001)、栖息环境颜色(Takahashi et al, 

2004)和养殖密度(Bolker et al, 2000)等也会影响无眼

侧黑色素沉着，且这些外源刺激都与摄食 RA 或通过

眼和皮肤的感光视蛋白接收刺激产生 RA，从而调控

RAR 表达，并最终作用于鲆鲽类的体色沉着有一定

关系。Isojima 等(2014)研究表明，鲆鲽类体色发生与

分布受到多种基因表达调控。深入开展 RA/RAR 系

统对体色的调控作用及其信号通路的系统研究将有

助于揭示半滑舌鳎无眼侧黑化的分子调控机制。 
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Molecular Cloning and Spatial Expression of Two Retinoic Acid Receptors 
RARalpha and RARgamma from Cynoglossus semilaevis 

SONG Xuesong1,2, XU Yongjiang1, LIU Xuezhou1①, SHI Bao1,  

WANG Bin1, LIU Yongshan1,2, ZHANG Yaxing1,2 
(1. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and 

Technology (Qingdao), Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Two retinoic acid receptors, RARalpha and RARgamma, were cloned from 

Cynoglossus semilaevis using RT-PCR and RACE methods, and their spatial expression patterns were 

investigated using a quantitative PCR assay. The results showed that full-length cDNA sequence 

encoding the RARalpha gene is 1823 bp in length, its open reading frame (ORF) length is 1332 bp, 

encoding 443 amino acids; the RARgamma cDNA sequence is 1959 bp in length, and the length of 

ORF is 1497 bp, encoding 489 amino acids. Homology analysis showed that C. semilaevis RARalpha 

and RARgamma have homology identity of 60.8%, and both have 97% homology identity with the 

Japanese flounder. Phylogenetic analysis showed that C. semilaevis RARalpha and RARgamma 

clustered into a separate branch with other fish counterparts. Spatial expression analysis showed that 

the highest expression level of RARalpha mRNA occurred in the kidney, whereas the highest 

expression level of RARgamma mRNA was in the spleen. RARgamma was also highly expressed in 

the gill, kidney, and heart. Furthermore, RARalpha and RARgamma mRNA expression were detected 

in all examined tissues, which indicated that these two retinoic acid receptors were both involved in 

multiple physiological regulation processes. In addition, the differential expression of these two RAR 

genes were found in the blind side and ocular skins, wherein they both had highest expression levels 

in the normal blind side skin, followed by the blacking blind side skin and had the lowest expression 

levels in the ocular side skin. In ocular skin and blind-side blacking skin, the RARalpha expression 

levels were higher than RARgamma but without significant difference, wherein in blind-side normal skin, 

the RARgamma expressed significantly higher than RARalpha. This differential expression pattern 

indicated that they might play important physiological roles in blind-side hypermelanosis regulation 

of Cynoglossus semilaevis. 

Key words    Cynoglossus semilaevis; Retinoic acid receptor; Gene cloning; Expression pattern; 

Hyperpigmentation 
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热应激对银鲫生化指标和 HSP70 mRNA 
表达的影响* 

周朝伟#①  胡续雯#  雷  骆  刘晓庆  任胜杰  杨旻珉   

曹高祥  陈国梁  邓星星  李  岩  李路宽 
(西南大学动物科学学院水产系  重庆  402460) 

摘要    本研究旨在探讨热应激对银鲫(Carassius auratus gibelio)生化指标及肝脏 HSP70 mRNA 表

达的影响，选取平均体重为(72.8±10.1) g 的银鲫，分别在热应激前(25℃，对照组)、热应激后(32℃，

0 h、2 h、6 h、10 h)和恢复适温后 6 h (25℃，恢复组)的条件下，测定机体血浆乳酸(LD)、血浆葡

萄糖(Glu)、肝糖原(Gly)、己糖激酶(HK)、丙酮酸激酶(PK)和肝脏 HSP70 mRNA 表达量变化。研究

表明，实验组乳酸含量从热应激开始至恢复期，差异始终不显著(P>0.05)；实验组血浆葡萄糖水平

在热应激后 0 h、2 h、6 h，极显著高于对照组(P<0.01)；实验组肝糖原水平在热应激 0 h 时，极显

著高于对照组(P<0.01)，其余时间点差异不显著(P>0.05)；己糖激酶活力在热应激后 2 h，显著高于

对照组(P>0.05)；丙酮酸激酶活力在热应激后 6 h，极显著高于对照组(P<0.01)；热应激后 2 h，肝

脏中 HSP70 mRNA 表达量达到最高(P<0.01)，恢复至适温后，表达量与应激前无差异(P>0.05)。本

研究为进一步探究银鲫的高温应激作用机制及调控机理提供参考数据，同时，也为银鲫养殖和育种

等生产实践提供相应参考依据。 

关键词    银鲫；热应激；生化指标；HSP70 

中图分类号 Q344+.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0065-07 

应激是一种常见的动物生理状态，是动物机体对

外界环境或自身内部产生异常刺激时做出的各种生

理应答反应的总和(李红军等, 2006)。生活在水中的

鱼类，容易受到水环境变化的刺激，主要的环境因子

包括水温、溶解氧、盐度、氨和重金属离子等，其中，

水温是重要的因素之一。当养殖环境的温度高于或低

于最适生长温度时，会引起一系列的生理或病理变

化，导致血液中各项生理生化指标改变，此时，可通

过测定生化指标来反映机体代谢和健康状况(宁军号

等, 2017)。温海深等(2016)研究发现，急性高温胁迫

可以引起许氏平鲉(Sebastes schlegelii)机体血清中的

皮质醇、葡萄糖和蛋白等指标变化。邵彦翔等(2017)

发现，水温变化会引起云龙石斑鱼 (Epinephelus 

moara♀×Epinephelus lanceolatus♂)血清总胆固醇和

abc
图章
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葡萄糖等指标变化。何福林等(2007)研究发现，水温

变化会使虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的红细胞、血红

蛋白和血糖等指标改变。黄正澜懿等(2016)研究发现，

热应激会引起齐口裂腹鱼(Schizothorax prenati)髓过

氧化物酶和谷草转氨酶等的改变。热激蛋白 (Heat 

shock proteins, HSPs)是一类在进化上高度保守的蛋

白，广泛存在于生物体中。研究表明，应激诱导表达

热应激蛋白与生物体的适应能力有重要的相关性

(刘秀荣 , 2015; 生安志等 , 2016)。热休克蛋白 70 

(HSP70)，作为目前研究最广泛的和最保守的一族热

休克蛋白(Basu et al, 2002)，能在应激情况下迅速合

成，并对应激产生保护耐受作用(Morimoto, 1993)。

近年来，鱼类 HSP70 在各种应激条件下的表达情况

受到广泛关注。 

银鲫(Carassius auratus gibelio)，俗称鲫瓜子或红

鲫，鲫的近缘亚种。隶属于鲤形目(Cypriniformes)、

鲤科(Cyprinidae)(马波等, 2013)，是一种重要的经济

鱼类，主要分布于欧、亚大陆的温带水域，其经济性

状、适应能力都优于鲫鱼(Carassius auratus)。目前，

银鲫在我国养殖范围广，市场需求旺盛、价格稳定、

养殖效益明显。在生产实践中，鱼类应对环境胁迫如

高温、高密度、缺氧和细菌等的能力存在种间特异性。

本研究分析了持续热应激对银鲫血浆葡萄糖、血浆乳

酸等生化指标及 HSP70 mRNA 表达的影响，旨在为

探究银鲫高温应激作用机制及调控机理提供参考数

据，为进一步探究鱼类应激研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与设计 

实验动物购自重庆市荣昌区双河鱼技中心，挑选

体格健康、大小均匀的银鲫 300 尾，平均体重为(72.8± 

10.1) g。用 4%的食盐水浸泡 10 min 后，随机平均放

入 6 个已消毒的室内玻璃缸(130 cm×55 cm×55 cm)

内，暂养驯化 1 个月，水温为(25±1)℃，饲料采用通

威 152 饲料(粗蛋白 32%)，每天投喂 2 次(09:00 和

17:00)。 

1.2  实验设计及样品采集 

本研究设置(25±1)℃的常温对照组、(32±1)℃的

高温热应激实验组和(25±1)℃的高温热应激后恢复

至常温的实验组，每组设 3 个重复，每个重复 50 尾

鱼。实验期间，于 25℃随机选取 4 尾鱼作为空白对

照，3 个实验缸采用加热棒 (加热棒的最高温度为

32 )℃ ，以 3 /h(℃ 经过预实验表明，3 个加热棒每小时

能提高 3 )℃ 的升温速度使水温升至 32℃，在温度达

32℃后(温度保持在 32℃不变)的 0 h、2 h、6 h、10 h，

每个缸各采集 4 尾鱼作为不同时间点的热应激组，3 个

实验缸中剩余样本快速使用冰袋降温至 25℃，6 h

后，从每个缸中随机取 4 尾作为恢复组。采样时，将

鱼投入浓度为 40 mg/L 的丁香酚水溶液快速深度麻

醉，静脉取血，置于有肝素抗凝剂的 EP 管中，4℃、

3000 r/min 离心 10 min，制备血浆，收集上清液，保

存于80℃。采血后解剖，取约 100 mg 肝胰脏，冻存

于液氮中。 

1.3  生化指标的测定方法 

取80℃保存的血浆，使用南京建成生物工程研

究所试剂盒，比色法测定乳酸浓度、己糖激酶活力和

丙酮酸激酶活力；葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法测定

血浆葡萄糖浓度；蒽酮法测定肝糖原含量。 

1.4  实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)  

1.4.1  RNA 提取及反转录    Trizol法提取总 RNA，

用紫外分光光度计确定 RNA 浓度及 OD 值，通过琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性。参照反转录试剂盒

说明书(TaKaRa, 大连)进行反转录。 
1.4.2  引物设计与合成    银鲫与鲫鱼具有高同源

性，依据 GenBank 公布的鲫鱼 HSP70 (GenBank 序列

号为 AB092839.2)和 β-actin mRNA 全序列(GenBank

序列号为 AB039726)，使用软件 Primer 5.0 设计

qRT-PCR 引物：HSP70 F，5-TGATGGAGGGAAGCC-

GAAAG-3；HSP70 R，5-GAAATAGGCAGGAACTG-

TGAT-3；β-actin F，5-ATGCGGAAACTGGAAAGG- 

3；β-actin R，5-TGAGGGCAGAGTGGTAGA-3。引

物由华大基因科技股份有限公司合成。 
1.4.3  qRT-PCR 反应    采用 SYBR Green (TaKaRa,

大连)染料法，参照荧光定量说明书(Bio-Rad)进行。

对 PCR 产物进行熔解曲线分析，同时，PCR 产物 1%

琼脂糖凝胶电泳检测引物特异性。以 1 个样品的

cDNA 为模板，进行 10 倍梯度稀释，分别取每个数

量级稀释液 2 μl 作为模板进行 qRT-PCR。反应体系为

(25 μl)：Premix Ex Taq (2×)，12.5 μl；上下游引物各

为 0.5 μl；无菌水 9.5 μl；cDNA 模板 2 μl。反应程序：

95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火 30 s，72℃

延伸 30 s，共 45 个循环。每个样品设 3 个重复，以

β-action 为内参基因，采用 2‒ΔΔCt 法计算相对表达量。 

1.5  数据统计分析 

实验中所涉及的数据均用平均值±标准差(Mean± 
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SD)表示，采用 SPSS 21.0 软件处理实验数据。在经

过方差同质性检验后，使用单因方差分析(One-way 

ANOVA)对数据进行分析，P<0.05 为差异显著，

P<0.01 为差异极显著。 

2  结果 

2.1  热应激对血浆乳酸的影响 

热应激后 0 h，血浆中乳酸含量升高并达最大值

(图 1)，随着时间的增加，乳酸含量在热应激后 2 h、

6 h、10 h 逐渐降低，10 h 时，乳酸含量显著低于热

应激后 0 h (P<0.05)，恢复适温 6 h 后，恢复组血浆乳

酸含量与对照组差异不显著(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  热应激对血浆乳酸含量的影响 
Fig.1  The effects of heat stress on the content of lactic acid 

不同小写字母代表差异显著(P<0.05)， 

不同大写字母代表差异极显著(P<0.01)，下同 
Different lowercase letters mean significant difference  

(P<0.05), different capital letters mean highly  
significant difference(P<0.01), the same as below 

 
 

2.2  热应激对血浆葡萄糖的影响 

与对照组相比，热应激后 0 h、2 h、6 h 和 10 h

的血浆葡萄糖含量升高(图 2)，且在 0 h、2 h 和 6 h

极显著高于热应激前(P<0.01)，恢复至适温 6 h 后，

恢复组血浆葡萄糖含量与对照组差异不显著(P>0.05)。 

2.3  热应激对肝糖原的影响 

热应激后 0 h，肝糖原含量极显著高于对照组

(P<0.01)；热应激后 2 h 和 10 h 低于热应激后 0 h，差

异极显著(P<0.01)，但与对照组无显著差异(P>0.05)。

恢复至适温 6 h 后，肝糖原含量低于对照组，但差异

不显著(P>0.05) (图 3)。 
 

 
 

图 2  热应激对血浆葡萄糖含量的影响 
Fig.2  The effects of heat stress on the content of glucose 

 

 
 

图 3  热应激对肝糖原含量的影响 
Fig.3  The effects of heat stress on the content of glycogen 

 

2.4  热应激对己糖激酶活力的影响 

己糖激酶活力在热应激后 2 h 达到最大值(图 4)，

显著高于应激前(P<0.05)；热应激后 6 h，仍显著高于

对照组(P<0.05)。恢复后 6 h，恢复组己糖激酶活力与

对照组差异不显著(P>0.05)。 

2.5  热应激对丙酮酸激酶活力的影响 

热应激处理后，丙酮酸激酶活力呈下降趋势  

(图 5)。热应激后 2 h，丙酮酸激酶活力低于对照组， 
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图 4  热应激对己糖激酶活力的影响 
Fig.4  The effects of heat stress on hexokinase activity 

 

 
 

图 5  热应激对丙酮酸激酶活力的影响 
Fig.5  The effects of heat stress on pyruvate kinase activity 

 
但差异不显著(P>0.05)，而后逐渐升高，在热应激后

6 h 达到最大值，极显著高于对照组(P<0.01)；恢复适

温 6 h 时，恢复组丙酮酸激酶活力低于对照组，且差

异极显著(P<0.01)。 

2.6  热应激对肝脏中 HSP70 mRNA 表达量的影响 

银鲫遭受热应激时，肝脏中 HSP70 mRNA 表达

量升高(图 6)，热应激 2 h 后表达量达到最高，为对照

组的 1.96 倍，差异极显著(P<0.01)，热应激 6 h 后仍

极显著高于对照组(P<0.01)；恢复适温 6 h 后，恢复

组 HSP70 mRNA 表达量略高于对照组，但差异不显

著(P>0.05)。 

 
 

图 6  热应激对银鲫 HSP70 mRNA 表达的影响 
Fig.6  The effect of heat stress on HSP70 mRNA  

expression in C. auratus gibelio 
 

3  讨论 

3.1  热应激对银鲫血浆生理指标的影响 

乳酸是机体无氧代谢的产物(邹思湘, 2012)，本

研究中，热应激后，银鲫的血浆乳酸含量先升高，后

逐渐降低，说明机体在热应激后首先会进行无氧运

动，然后机体进行自身代谢调整，减缓无氧运动，   

刘凤华等(2002)对仔鸡(Gallus gallus)的研究结果也

支持这一论点。另外，热应激初期，银鲫运动较为剧

烈，随后逐渐平静，此时，乳酸浓度也随运动剧烈程

度先升高后降低，说明鱼类血浆乳酸的浓度与其应激

后的活动强度有关 (Fanouraki et al, 2011)，这与

Vijayan (1992)和 Vijayan 等(1997)对应激条件下莫桑

比克罗非鱼( Oreochromis spp)和虹鳟的研究结果一

致。应激反应是一种耗能过程，会导致血浆葡萄糖水

平的变化，因此，葡萄糖水平常被作为可靠的生理应

激指标之一(Silbergeld, 1974; Sun et al, 1992)。热应激

处理后，乳酸含量升高时，糖原降低；接着乳酸含量

降低，血浆葡萄糖含量增加；随后肝糖原降低，葡萄

糖继续升高，说明鱼类机体代谢水平易受外界温度的

影响，随着温度的升高，银鲫体内物质代谢逐渐加快，

导致糖的利用率加快，糖原等转化成葡萄糖的速率也

加快，从而使得血浆葡萄糖的浓度显著升高，此研究

结果与 Hyndman 等(2003)的研究结果一致。随着热应

激时间延长，血浆葡萄糖含量逐渐降低，机体代谢虽

减缓但仍在继续，这是由于垂体肾上腺皮质激素

(ACTH)能对热应激生理过程起到一定的调节作用 

(王启军等, 2006)，如糖异生作用加强，维持血浆葡萄
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糖恒定。同时，肝糖原表达量在热应激后先降低再升

高，最后逐渐降低，说明肝糖原是应激过程中的重要

能量物质。热应激后，肝糖原含量降到最低时，血浆

中葡萄糖却显著升高，说明糖原是鱼体内糖的主要储

存形式，是鱼类应激反应的重要能量来源，应激后，

鱼体可通过分解肝糖原来提供血糖，Wendelaar Bonga 

(1997)对热应激后鱼类机体的研究也与上述结论相符。 

己糖激酶和丙酮酸激酶是糖酵解反应过程中的

关键酶，其活性的变化对机体血糖水平具有重要影

响，己糖激酶和细胞膜上葡萄糖转运蛋白功能相互偶

联，影响机体细胞内葡萄糖流量和代谢(Allert et al, 

1991)。丙酮酸激酶可通过调节细胞中 ATP、ADP 和

糖酵解的中间产物，来控制糖酵解速率 (邹思湘 , 

2012)。机体内主要供能的是葡萄糖，并且葡萄糖的

流量与己糖激酶活力紧密相关(Allert et al, 1991)，本

研究结果显示，热应激后 0~2 h，己糖激酶活力与葡

萄糖含量都显著增加(P<0.05)，变化趋势几乎一致，

说明热应激后，机体通过己糖激酶的刺激提高血糖的

流量来满足机体的需要，机体葡萄糖的大量消耗，通

过糖异生作用来补充。本研究中，热应激后 2 h，银

鲫的己糖激酶活力达到最高水平，糖酵解作用加剧，

糖异生作用抑制，以维持机体的血糖水平，满足代谢

的需要，说明银鲫葡萄糖水平是通过糖酵解和糖异生

这 2 个相对立的过程来保持的，Metón(2003)对金头

鲷(Sparus aurata)的研究也支持这一论点。 

丙酮酸激酶(PK)在糖酵解过程中能够起到关键

作用(郭彪等, 2008)，本研究中，丙酮酸激酶活力在

热应激后先降低后升高，说明随着应激时间的增加，

耗氧率也会升高，机体供氧不足，糖酵解作用加强。

热应激 6 h 时，丙酮酸激酶活力显著高于对照组，这

是由于机体的代谢活动减慢，糖酵解作用降低，氧化

磷酸化作用加强，致使丙酮酸激酶活力下降，这与郭

彪等(2008)对对虾的研究结果一致。恢复组的丙酮酸

激酶活力显著低于对照组(P<0.01)，是由于糖酵解作

用抑制太大，机体受影响较大，而酶活力的恢复是一

个漫长的过程，所以丙酮酸激酶活力无法迅速恢复至

正常值。 

3.2  热应激对肝脏中 HSP70 mRNA 表达量的影响 

本研究中，热应激后 HSP70 mRNA 表达量显著

增加，并在 2 h 后达到最高，应激后 6 h 和 10 h，表

达逐渐降低，恢复后表达量与对照组无差异，此变化

趋势与此前报道的其他水生生物研究结果一致，如：

鲫鱼在应激后 1 h HSP70 mRNA 表达量有所升高，4 h

时达到最高值后逐渐降低，48 h 降至最初值(苏岭等, 

2010)；34℃持续 24 h 热应激团头鲂(Megalobrama 

amblycephala)肝脏中 HSP70 mRNA 相对表达量呈先

上升后降低的趋势(Ming et al，2010)；地中海贻贝

(Mytilus edulis)在 35℃热激 1 h，16℃恢复 3 h 后，消化

腺 HSP70 mRNA 的含量达到最大值，随后 5~24 h 内

逐渐减少(Franzellitti et al, 2005)；虹鳟 RTG-2 细胞在

28℃持续应激 24 h 后，2 种 HSP70 mRNA 的表达量

均呈现先上升后降低的趋势，应激后 3 h 表达量达最

大 值 ( 王 艳 妮 等 , 2015) ； 大 正 三 色 锦 鲤 (Taisho 

sanshoku)32℃应激后 2 h 和 26 h，HSP70 mRNA 的相

对表达量与应激前相比显著上升，应激后 6~22 h，相

对表达量与应激前无显著差异 (P>0.05)(张崇英等 , 

2012)。以上结果说明，调节热应激蛋白的表达量是

机体细胞应对热应激的反应之一(曲凌云等, 2005)，

瞬时热刺激诱导机体内变性蛋白、异常蛋白量增加，

正常状态的蛋白平衡被打破，从而引发一些维持正常

生命功能的酶活减弱甚至丧失。HSP70 基因通过相关

途径的调节，细胞中 HSP70 mRNA 含量升高，表达

的蛋白增加。作为“分子伴侣”，HSP70 结合变性蛋白

折叠、装配中的中间产物，促进多肽链向天然构象转

变，修复应激给机体带来的损害。应激后恢复时间增

长，蛋白质变性现象减少，HSP70 的表达量回落。

HSP70 mRNA 表达受热应激调节，从而保护机体内部

功能不受损伤。另有学者指出，HSP70 具有高度保守

的序列和在受胁迫后能够大量表达的特性，使其可能

成为一种诊断鱼类生理状态的生物指标(祝璟琳等 , 

2007)。 

综上所述，热应激会引起银鲫强烈的应激反应，

血浆中乳酸含量、葡萄糖含量、肝糖原含量、己糖激

酶活力和丙酮酸激酶活力先升高后恢复，表明机体通

过调节以上指标对抗热应激。热应激下 HSP70 基因

的表达受热应激调节，诱导表达的 HSP70 使机体具

备一定的高温耐受力，对应激起到一定的保护作用。

本研究为了解银鲫抗热应激的调控机理提供一定的

参考数据，为研究抗热应激预防措施等提供新的思路。 
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Effects of Heat Stress on Biochemical Indices and HSP70 mRNA  
Expression in Gibel Carp (Carassius auratus gibelio) 

ZHOU Chaowei#①
, HU Xuwen#, LEI Luo, LIU Xiaoqing, REN Shengjie, YANG Minmin,  

CAO Gaoxiang, CHEN Guoliang, DENG Xingxing, LI Yan, LI Lukuan 
(Department of Fisheries, College of Animal Sciences, Southwest University, Chongqing  402460) 

Abstract    The aim of the present study was to assess the effects of heat stress and recovery on 
biochemical indices and HSP70 mRNA expression in gibel carp (Carassius auratus gibelio). The fishes 
were selected as experimental animals with an average weight of (72.8±10.1) g under laboratory 
conditions. Samples used to determine lactic acid (LD) content, glucose (Glu) content, glycogen (Gly) 
content, hexokinase (HK) activity, pyruvate kinase (PK) activity, and HSP70 mRNA expression were 
obtained before heat stress (25 , the control group), 0, 2, 6, and 10 h after stress (32 ), and heat stress ℃ ℃

recovery (25 , HSR), respectively. The results reve℃ aled no significant difference in LD content 
compared with that in the control group (P>0.05). Glu content was significantly increased at 0, 2, and 6 h 
(P<0.01). Gly was significantly increased at 0 h (P<0.01). HK activity was significantly increased at 2 h 
(P<0.01). PK activity significantly increased at 6 h (P<0.01). Meanwhile, the highest HSP70 mRNA 
expression was observed at 2 h under heat stress (P<0.01). Following HSR (25 , 6 h), the ℃ HSP70 mRNA 
expression level recovered to the pre-stress levels (P>0.05). The results provide basic data for research on 
the mechanism of high temperature adaption in gibel carp, as well as a scientific basis for acute 
temperature change in aquaculture and breeding. 
Key words    Carassius auratus gibelio; Heat stress; Biochemical indices; HSP70 
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圆斑星鲽 sox9 基因的克隆与表达* 

张乐乐 1,2  边  力 2  常  青 2  侯吉伦 3  陈四清 2 

赵  庆 1,2  刘  琨 1,2  葛建龙 2  刘长琳 2 
(1. 水产科学国家级实验教学示范中心  上海海洋大学  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海 

水产研究所  青岛  266071；3. 中国水产科学研究院北戴河中心实验站  秦皇岛  066100) 

摘要    本研究筛选到圆斑星鲽(Verasper variegatus)的性别相关基因 sox9，并通过 RACE 技术获得

了全长序列，基因全长为 3287 bp，包括 1431 bp 的 ORF，编码 477 个氨基酸，368 bp 的 5 UTR 和

1488 bp 的 3 UTR。在 3 UTR 中有多聚腺苷酸尾和加尾信号 AATAAA。通过荧光定量 PCR 测定了

sox9 基因在圆斑星鲽成鱼不同组织中的表达水平，发现 sox9 基因在圆斑星鲽的脑、眼、鳃、心、

肝、胆、肠、精巢、卵巢、肾和肌肉等各个组织中都有不同程度的表达。在鳃、脑和精巢组织中检

测到较高水平的 sox9 转录，其中精巢中的转录水平显著高于其他组织，sox9 基因在性腺中的表达

显示出性别两相性差异。其在精巢中的表达水平要显著高于卵巢，说明 sox9 基因与雄性性腺发育

相关。通过测定 sox9 基因在圆斑星鲽幼鱼不同发育时期(20、30、40、50、60、70 和 80 日龄)的表

达水平，发现其在 20~50 日龄表达量逐渐下降，在 60 日龄时表达量上升，推测表达量上升可能与

幼鱼性腺分化相关。 

关键词    圆斑星鲽；sox9；性别基因；mRNA 表达 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0072-09 

基因 sox(SRY-related HMG-box)是与哺乳动物睾

丸 决 定 基 因 SRY(Sex determination Region of Y 

chromosome)的保守区 HMG 基序有 60%以上同源性

的一类基因的统称，而 sox9(Sex determining region 

Y-box 9)是 sox 基因家族中重要的一员(Foster et al, 

1994)。东天等(2015)研究表明，sox9 基因是目前发现

的大多数脊椎动物睾丸发育的主要基因之一，被认为

与性逆转、性别分化胚胎期的细胞分化以及精原细胞

的形成有关。哺乳类 sox9 下调 wnt4 (Wingless-type 

MMTV integration site family, member 4)的表达，性腺

将发育成睾丸(侯林等 , 2007)；sox9 参与激活 amh 

(Anti-mullerian hormone)，可以使哺乳动物性腺向精

巢方向发育(文爱韵等, 2011)。目前，在尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)、青鳉(Oryzias latipes)、高身

丽脂鲤(Astyanax altiparanae)、西伯利亚鲟鱼(Acipenser 

baerii)和牙汉鱼(Odontesthes bonariensis)等多种鱼类

中获得了 sox9 基因(Kobayashi et al, 2008; Nakamura 
et al, 2012; Fernandino et al, 2003; Adolfi et al, 2015; 

abc
图章
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Berbejillo et al, 2013)。证实了 sox9 基因在鱼类性别

分化和性腺发育过程中发挥着重要的作用。李永婧等

(2017)研究发现，sox9 的突变会导致雌性个体出现雄

性表型，这可能与生殖细胞数目的减少相关，表明在

硬骨鱼类中 sox9 基因可能具有新的功能，即在生殖

细胞系维持和存活方面发挥了重要作用。 

圆斑星鲽(Verasper variegatus)是一种具有广阔

养殖前景的新兴养殖对象，雌性在生长速度与体型上

明显比雄性大，5~8 cm 的圆斑星鲽经养殖 4 年，雌、

雄鱼的体重分别达 4.3 kg 和 1.2 kg(叶建生等, 2006)。

通过进行性别控制，培育单一雌性苗种，可以有效提

高其养殖效益。性别决定机制与性别分化特征的研究

对实现单性化繁殖十分重要。迄今圆斑星鲽性别相关

基因的研究还未见报道。作者克隆了圆斑星鲽 sox9

基因的全长序列，并分析其在圆斑星鲽成鱼不同组织

及在幼鱼不同发育阶段的表达差异，为圆斑星鲽的性

别决定及性腺发育机制提供了基础资料和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  成鱼各组织样品的制备    圆斑星鲽成鱼取

自蓬莱天源水产有限公司，解剖鱼体，观察其性腺，

确定性别，然后取成体雄鱼和雌鱼各 3 尾，体长为

(23.5±0.5) cm、体重为(340±20) g，取其组织(全脑、

眼、鳃、心、肝、胆、肠、精巢、卵巢、肾和肌肉)，

置于有 RNA later 试剂的离心管中，液氮速冻后，将

样品保存于‒80℃超低温冰箱，待用。 

1.1.2  仔鱼各发育时期样品的制备    不同发育时 

期的仔鱼取自于山东省威海市乳山市的山东科合海

洋高技术有限公司。选取 20、30、40、50、60、70

和 80 日龄仔鱼，其全长分别为(10.5±0.7)、(13.5±0.6)、

(19.6±1.8)、(29.6±2.4)、(36.2±2.5)、(45.1±2.3)和(57.7± 

2.8) cm，每个日龄取 10 尾鱼，去头去尾保留腹部，

处理后装入冻存管中，液氮速冻，于‒80℃超低温冰

箱中保存备用。 

1.2  RNA 提取及反转录 

本研究采用 Trizol 法提取成鱼不同组织以及仔

鱼各发育时期性腺组织的 RNA。用分光光度计和琼

脂糖凝胶电泳检验 RNA 质量。用 DEPC 处理水将

RNA 稀释成浓度为 1 μg/μl 的溶液，并使用反转录试

剂盒 PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 

(TaKaRa)，以稀释后的 RNA 为模板，将 RNA 反转录

成 cDNA。具体实验步骤为：在冰上，向 0.2 ml 的

PCR 管中依次加入 5×gDNA Eraser Buffer 2.0 μl，

gDNA Eraser 1.0 μl，Total RNA 1 ng，RNase Free dH2O

补至 10 μl；42℃水浴 2 min，置于冰上；再加入

PrimeScript RT Enzyme Mix  1.0 μlⅠ ，RT Primer Mix 

1.0 μl，5×PrimeScript Buffer 2 4.0 μl，RNase Free dH2O 

4.0 μl；然后，37℃水浴 15 min，85℃水浴 5 s，置于

冰上。产物 cDNA 转移至‒20℃保存备用。 

1.3  sox9 基因核心片段的克隆 

基于本课题组前期获得的圆斑星鲽转录组数据

(Ge et al, 2017)，使用软件 Oligo7 设计特性引物

sox9-S1 和 sox9-A1(表 1)，以成鱼性腺组织的 cDNA

为模板，PCR 扩增 sox9 核心序列。 

PCR 反应体系(50 µl)：在 0.2 ml PCR 管中依次加

入 2×TSINGKE Master Mix 25 µl，sox9-S1(10 µmol/L) 
 

表 1  本实验所用引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5~3) 用途 Purpose 

sox9-S1 TGCTCGCCTCCTCCACCCAA 克隆 sox9 基因 

sox9-A1 TCGCAACTCGCCTTCTCGTCT To amplify the sox9 gene 

β-actin-S TTCTGGTGATGGTGTGAC  

β-actin-A GTGGTGGTGAAGGAGTAG 荧光定量 

sox9-S2 GACCAGTACCCGCATCTGCAC Real-time PCR 

sox9-A2 TCAGACGCTCCGCTTCCTCCA  

5ˊGSP-1 ATCGGCACCAGCGTCCAGTCGTA 5′ RACE 第一轮 First round 

5ˊGSP-2 AGCCCTTCAGCACCTGGGACA 5′ RACE 第二轮 Second round 

3ˊGSP-1 TCCCAGGTGCTGAAGGGCTACGA 3′ RACE 第一轮 First round 

3ˊGSP-2 CAGAACTCAGCAAGACCCTGGGCAA 3′ RACE 第二轮 Second round 

M13-S1 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC PCR 

M13-A1 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG PCR 
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1 µl，sox9-A1(10 µmol/L) 1 µl，cDNA 1 µl，加双蒸

水补至 50 µl；PCR 反应条件为 94℃ 5 min；94℃ 30 s，

58℃ 30 s，7℃ 1 min，35 个循环；72℃ 10 min。扩

增产物保存于‒20℃。 

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物中的目的

条带。UV2 下切胶，使用 SanPrep 柱式 DNA 凝胶回

收试剂盒(生工)和 PMDTM 18-T 载体(TaKaRa)对目的

DNA 片段进行回收、连接和转化培养。具体步骤参

考试剂盒使用说明书。菌液 PCR 进行阳性克隆筛选。 

菌液 PCR 反应体系(10 µl)如下，在 0.2 ml PCR

管中依次加入 2×TSINGKE Master Mix 5 µl，M13-S1 

(10 µmol/L) 0.4 µl，M13-A1 (10 µmol/L) 0.4 µl，菌液

2 µl，加双蒸水补至 10 µl。PCR 反应条件为 94℃     

5 min；94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 1 min，35 个循环；

72℃ 10 min。扩增产物保存于‒20℃。 

扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测目的条带

(原目的条带加 150~200 bp 为阳性克隆)。有目的条带

的菌液送测。测序结果与 NCBI 数据库进行对比，确

定序列为 sox9 基因的核心序列。 

1.4  sox9 基因 5 UTR 和 3 UTR 的扩增 

使用 SMARTTM RACE cDNA Amplification RACE 

(TaKaRa)反转录试剂盒，以性腺组织 RNA 为模板制

备 5和 3cDNA 的第一条链。根据前面所得的核心序

列设计特异性引物 3 GSP-1 和 3 GSP-2 扩增 sox9 基

因的 3 UTR。设计特异性引物 5 GSP-1 和 5 GSP-2

扩增 sox9 基因的 5 UTR(表 2)。5 UTR 和 3 UTR 扩

增都采用巢式 PCR 方法，共 2 轮 PCR 反应，第一轮

以 5和 3 cDNA 的第一条链为模板及外侧特异引物

GSP-1 进行扩增，第二轮以第一轮 PCR 产物为模板

及内侧特异引物 GSP-2 进行扩增。 

反应体系 25 µl：10×Buffer 2.5 µl，dNTP (2.5 mmol/L) 

0.5 µl，UPM 2.5 µl，5或 3特异引物 0.5 µl，5或 3 

RACE 模板 1.25 µl，Taq DNA 聚合酶 0.5 µl，ddH2O

补足至 25 µl。PCR 反应条件为 94℃，30 s；68℃，     

30 s；72℃，2 min。 

将 PCR 所得的 5'和 3'端产物进行电泳检测，UV2

下切胶回收 DNA 片段，并连接转化，挑取阳性克隆

测序。测序结果与 NCBI 数据库进行比对，确定为 sox9

基因的片段。 

1.5  序列和系统发育分析 

使用软件 Gene Tool 对 sox9 基因进行序列分析，

使用软件 DNAMAN 对其进行蛋白序列多重比对分

析，使用软件 MEGA 5 进行系统进化分析。 

1.6  荧光定量 PCR 

根据 sox9 基因的核心序列，运用软件 Oligo7 设

计多对特异性引物，以圆斑星鲽成鱼不同组织和幼鱼

不同发育阶段性腺组织的 cDNA 为模板，荧光定量

PCR(qRT-PCR)测定 sox9 基因在圆斑星鲽不同组织中

和幼鱼不同发育阶段的表达水平。特异性引物要进行

引物试扩增，检测其条带的特异性及扩增效率，找出

最佳的特异引物。通过预实验筛选出最佳引物

sox9-S2 和 sox9-A2(表 1)，目的基因 sox9 与内参基因

β-actin 的扩增效率都接近 100%，扩增效率一致，采

用 2Ct 法分析基因相对表达量。 

qRT-PCR 反应体系(20 µl)为 2×SYBR Premix Ex 

TaqTM (TaKaRa) 10µl, cDNAⅡ 模板 2 µl，正反向引物

各 0.8 µl，ROX Reference Dye  0.4 µlⅡ ，ddH2O 补齐

至 20 µl。扩增反应条件：94℃ 30 s (1 个循环)；94℃   

5 s，60℃ 34 s ( 40 个循环)；95℃ 15s (1 个循环)；60℃ 

1 min (1 个循环)；95℃ 15 s (1 个循环)。每一实验样

品重复扩增 3 次，用于后续实验数据。运用 SPSS 19.0

软件进行 One-way ANOVA 差异显著性分析。 

2  结果 

2.1  序列和系统发育分析 

通过对 sox9 基因核心片段的克隆以及对其 5 
UTR 和 3 UTR 的扩增，得到了 sox9 基因的全长序列。

基因全长为 3287 bp，经软件预测 sox9 基因包括 1431 bp

的 ORF，可编码 477 个氨基酸，368 bp 的 5 UTR 和

1488 bp 的 3 UTR(图 1)。在 3 UTR 中有多聚腺苷酸

尾和加尾信号 AATAAA。 

如图 2 所示，将圆斑星鲽 Sox9 蛋白序列与其他

物种的 Sox9 蛋白序列进行比对分析，比对所用的物

种包括：人(Homo sapiens，CAA86598.1)、原鸡(Gallus 

gallus，AAB09663.1)、鼠(Mus musculus，NP_035578.3)、

非洲爪蟾(Xenopus laevis，NP_001084276.1)、红鳍东

方鲀(Takifugu rubripes，Sox9a：AAQ18507.1，Sox9b：

AAQ18508.1) 、 大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus ，

ART89197.1) 、 牙 鲆 (Paralichthys olivaceus ，

ACO40490.1)、赤点石斑鱼 (Epinephelus akaara ，

AAT77677.1) 和 青 鳉 (Oryzias latipes ， Sox9a ：

NP_001098556.1，Sox9b：AAX62151.1)。比对结果

显示，包括圆斑星鲽在内的鱼类 Sox9 蛋白均含有高

度保守的 HMG 结构域。sox9 基因编码的 477 个氨基

酸，其中 103~173 aa 为 HMG 结构域。 

根据已发表的各个物种的 Sox9 蛋白序列，采用

MEGA 软件的邻接法(Neighbor-joining, NJ)，自举次 
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图 1  圆斑星鲽 sox9 基因核苷酸序列 
Fig.1  The nucleotide sequence of the sox9 gene in spotted halibut 

大写字母：编码区；小写字母：非编码区 
Uppercase letters: Coding regions; Lowercase letters: Untranslated regions (UTR) 

 
数(bootstrap)1000 次，构建 NJ 分子系统进化树(图 3)。

进化树构建所用的 Sox9 蛋白的其他物种包括：    

人 (H. sapiens ， CAA86598.1) 、 原 鸡 (G. gallus ，

AAB09663.1)、鼠(M. musculus，NP_035578.3)、沼泽

鳄(Crocodylus palustris，ACU12296.1)、红鳍东方鲀

(T. rubripes，Sox9a：AAQ18507.1，Sox9b：AAQ18508.1)、

大菱鲆(S. maximus，ART89197.1)、牙鲆(P. olivaceus，

ACO40490.1)、斑马鱼(Barchydanio rerio，Sox9a：

AAG09814.1，Sox9b：AAG09815.1)、赤点石斑鱼    

(E. akaara，AAT77677.1)和青鳉(O. latipes，Sox9a：

NP_001098556.1，Sox9b：AAX62151.1)。从图 3 可

以看出，哺乳类(如人)、鸟类(如原鸡)和爬行类(如沼

泽鳄)的 Sox9 聚在了一起，圆斑星鲽 Sox9 与牙鲆、

青鳉等其他硬骨鱼类的 Sox9 聚在了一起。 
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图 2  鱼类 Sox9 蛋白序列比对分析 
Fig.2  Alignment analysis of Sox9 protein sequences of fishes 

人(H. sapiens, CAA86598.1)、原鸡(G. gallus, AAB09663.1)、鼠(M. musculus, NP_035578.3)、非洲爪蟾(X. laevis, NP_001084276.1)、

红鳍东方鲀(T. rubripes, Sox9a: AAQ18507.1, Sox9b: AAQ18508.1)、大菱鲆(S. maximus, ART89197.1)、牙鲆(P. olivaceus, 

ACO40490.1 )、赤点石斑鱼(E. akaara, AAT77677.1)和青鳉(O. latipes, Sox9a: NP_001098556.1, Sox9b: AAX62151.1) 
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图 3  多个物种 Sox9 蛋白序列的系统进化分析 
Fig.3  A neighbor-joining tree based on multiple Sox9 protein sequences 

人(H. sapiens, CAA86598.1)；原鸡(G. gallus, AAB09663.1)；鼠(M. musculus, NP_035578.3)； 

沼泽鳄(C. palustris, ACU12296.1)；红鳍东方鲀(T. rubripes, Sox9a: AAQ18507.1, Sox9b: AAQ18508.1)； 

大菱鲆(S. maximus, ART89197.1)；牙鲆(P. olivaceus, ACO40490.1)；斑马鱼(B. rerio, Sox9a: AAG09814.1, Sox9b: 

AAG09815.1)；赤点石斑鱼(E. akaara, AAT77677.1)；青鳉(O. latipes, Sox9a: NP_001098556.1, Sox9b: AAX62151.1) 

  
2.2  sox9 基因在成体各组织中的表达分析 

荧光定量 PCR 测定圆斑星鲽 sox9 基因在成体各

组织中的表达水平，结果显示，圆斑星鲽 sox9 mRNA

普遍存在于成体各组织中(脑、眼、鳃、心、肝、肠、

胆、精巢、卵巢、肾和肌肉)(图 4)。比较雌雄个体相

同组织的表达水平，可以发现 sox9 基因在鳃和性腺

组织中的表达显示出性别两相性差异(P<0.05)，雄鱼

的表达水平要显著高于雌鱼；比较不同组织的表达水

平，可以发现 sox9 基因在雌鱼鳃、脑和肠组织中表

达水平较高，在卵巢、肌肉、心和肾脏组织中表达水

平较低，在雄鱼鳃、脑和精巢组织中表达水平较高，

在肌肉、心和肾脏中表达水平较低。 

2.3  sox9 基因在仔鱼发育时期的表达分析 

荧光定量 PCR 测定圆斑星鲽 sox9 mRNA 在仔鱼

各发育时期的表达水平。结果显示，sox9 基因在仔鱼

20~50 日龄表达量逐渐下降，在 60 日龄表达量上升，

在 70 日龄之后表达量下降(图 5)。 

3  讨论 

本研究克隆了圆斑星鲽 sox9 基因，并通过 RACE

技术得到了 sox9 基因的全长。sox9 mRNA 全长为

3287 bp，编码 477 个氨基酸。将其蛋白序列与其他

物种 Sox9 蛋白序列进行比对，发现其 103~173 aa 为

高度保守的 HMG 结构域。利用已知物种的 Sox9 蛋 
 

 
 

图 4  sox9 基因在圆斑星鲽成鱼不同组织中表达的定量分析 
Fig.4  Quantitative analysis of the expression of sox9 gene 

in different tissues of adult spotted halibut 

1：脑；2：眼；3：鳃；4：心；5：肝；6：肠； 

7：胆；8：性腺；9：肾；10：肌肉 

a、b、c、d 表示组间具有显著性差异(P<0.05)， 

ce、cd、de 含相同字母表示组间差异不显著 
1: Brain; 2: Eye; 3: Gill; 4: Heart; 5: Liver; 6: Intestine;  

7: Gallbladder; 8: Gonad; 9: Kidney; 10: Muscle 
a, b, c, and d indicated the expression levels are significantly 
different among tissues (P<0.05), ce, cd and de which have 
one identical letter indicated the expression levels are not 

significantly different among tissues 



78 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

 
 

图 5  sox9 基因在仔鱼发育时期表达的定量分析 
Fig.5  Quantitative analysis of the expression of sox9 gene 

in the larval developmental stages of spotted halibut 

 
白序列构建分子系统进化树，发现圆斑星鲽 Sox9 与

牙鲆等硬骨鱼类的 Sox9 聚在一起，说明 sox9 基因在

鱼类中是比较保守的。而且其与牙鲆 Sox9 在同一分

支，则说明二者亲缘关系最近。同时，通过系统进化

树可发现，在人、鼠和原鸡等较高等的脊椎动物中只

出现一种 sox9 基因，而在斑马鱼、青鳉和红鳍东方

鲀等鱼类中出现 2 种类型的 sox9 基因，即 sox9a 和

sox9b。斑马鱼的 Sox9a 和原鸡在同一分枝上，而斑

马鱼 Sox9b 却在另一分支，这说明斑马鱼 Sox9a 与鸟

类等较高等脊椎动物 Sox9 亲缘关系较近，功能也会

更相似，这一点与 Rodríguez-Marí 等(2005)的研究发

现相吻合。Rodríguez-Marí 等(2005)研究发现，斑马

鱼 sox9a 基因在精巢组织的 Sertoli 细胞中表达，而

sox9b 基因则在卵巢的卵母细胞中表达。我们在研究

中发现，圆斑星鲽也存在 2 种类型的 sox9 基因，但

只成功克隆出 1 种类型的 sox9 基因，因 sox9 亚型的

划分没有公认的标准，暂时将其命名为 sox9 基因。 

通过荧光定量 PCR 分析圆斑星鲽 sox9 基因在成

体各组织中的表达，发现其在圆斑星鲽成鱼的各组织

中都有不同程度的表达，这与牙鲆和许氏平鲉

(Sebastes schlegelii)sox9 基因的研究结果一致(文爱韵等, 

2011; 马丽曼, 2014)。sox9 在精巢中的表达量要显著

高于卵巢，显示出性别两相性差异，与裸盖鱼

(Anoplopoma fimbria) 、 点 带 石 斑 鱼 (Epinephelus 

coioides)、尼罗罗非鱼和斜带石斑鱼 (Epinephelus 

coioides)sox9 基因的表达情况一致(Smith et al, 2013; 
Luo et al, 2010; Kobayashi et al, 2008; Xia et al, 
2007)，说明 sox9 基因与雄性性别相关，推测 sox9 基

因可能参与了圆斑星鲽精巢发育过程。sox9 基因除在

精巢中表达最高，在鳃和脑组织中也有较高表达，说

明 sox9 在其他组织的发育过程中也发挥了作用。如

Dong 等(2011)发现，半滑舌鳎(Cynoglossus semaluevas) 

sox9a 基因在雄性的脑、垂体和性腺中的表达都显著

高于雌性，且 9 月龄的半滑舌鳎精巢中的表达量达到

峰值，在原肠胚期的表达量高于其他时期，说明 sox9a

基因对半滑舌鳎的脑-垂体-性腺轴及精原细胞的形成

起重要作用。青鳉 sox9b 基因的突变会导致雌性个体

出现雄性表型，可能与生殖细胞数目的减少相关，表

明在硬骨鱼类中可能具有新的功能，在生殖细胞系维

持和存活方面发挥了重要作用(李永婧等, 2017)。此

外，在斑马鱼、黄鳝 (Monopterus albus)和黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)等鱼类中发现了 2 个 sox9 基

因(Rodríguez-Marí et al, 2005; Zhou et al, 2003; 俞菊

华等, 2005)。Rodríguez-Marí 等(2015)在斑马鱼中筛

选到 sox9a 和 sox9b 两个 sox9 基因。sox9a 在精巢和

脑等多个组织中表达，在卵巢中不表达；sox9b 仅在

卵巢中表达，在其他组织中不表达。而 Zhou 等(2003)

在黄鳝中发现 sox9a1 和 sox9a 两个基因，其在精巢、

卵巢和间性性腺(精卵巢)中都表达。这说明 sox9 基因

的 2 个分型的功能是不同的。Volff 等(2005)指出，在

硬骨鱼类中存在 2 种类型的 sox9 基因，也许是由鱼

类特有的基因组复制导致的。 

荧光定量 PCR 测定了圆斑星鲽 sox9 基因在仔鱼

各发育时期的表达水平，结果显示，sox9 基因在仔鱼

20~50 日龄表达量逐渐下降，而在 60 日龄时表达量

上升，这与许氏平鲉 sox9 基因在其仔鱼不同发育阶

段的表达模式相同，即在孵化后 5 d 和 10 d 表达量有

降低的趋势，15 d 和 25 d 的表达量逐渐上升，许氏

平鲉在孵化后约 25~35 d 性腺开始分化，因此，许氏

平鲉 sox9 基因在 25 日龄表达量达到较高的水平可能

与性腺的分化有关(马丽曼等, 2014)。圆斑星鲽性腺

分化的研究未见报道，而条斑星鲽(Verasper moseri)

在 60~70 日龄性腺开始分化(李忠红, 2009)，这与圆

斑星鲽 sox9 基因表达量上升的时间接近，因此，推

测表达量上升可能与幼鱼性腺分化有关。 
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Cloning and Expression of the sox9 Gene in Spotted  
Halibut (Verasper variegatus) 

ZHANG Lele1,2, BIAN Li2, CHANG Qing2, HOU Jilun3, CHEN Siqing2①
,  

ZHAO Qing1,2, LIU Kun1,2, GE Jianlong2, LIU Changlin2 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 

2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Beidaihe Central 
Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao  066100) 

Abstract    Significant differences exist in the growth rate and body size of male and female spotted 

halibut (Verasper variegatus), with the females being significantly larger than the males. All-female 

cultivation can improve breeding efficiency. Studies investigating the mechanism of sex determination 

and features of sex differentiation may provide valuable information for all-female cultivation. In this 

study, we successfully identified the sox9 gene of spotted halibut. The total length is 3287 bp, including a 

1431 bp ORF, encoding 477 amino acids; the 5 UTR is 368 bp and the 3 UTR is 1488 bp. Polyadenylic 

acid tails and AATAAA caudal signals were identified in the 3 UTR. The expression of the sox9 gene 

differed in the brain, eye, gills, heart, liver, gallbladder, intestine, testis, ovary, kidney, and muscle in 

spotted halibut. Transcript levels were high in the gill, brain, and testis, and were significantly higher in 

the testis than in the other tissues. A two-phase gender difference was observed in the gonads; sox9 

expression was significantly higher in the testis than in the ovary, indicating that sox9 might be associated 

with male gonad development. The dynamic expression patterns of the sox9 gene in spotted halibut larvae 

gradually declined from 20 to 50 d after hatching, with a sudden rise observed after 60 d. This increased 

expression might be associated with differentiation of larval gonad. 

Key words    Verasper variegatus; sox9; Sex genes; mRNA expression 
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不同水温下无乳链球菌在尼罗罗非鱼体内的 

动态分布及其消除规律* 

郭富强 1,2  张德锋 1,3  曹建萌 1  刘志刚 1  可小丽 1,3  卢迈新 1,3① 
(1. 中国水产科学研究院珠江水产研究所  农业农村部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室   

广州  510380；2. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306； 

3. 广东省水产动物免疫技术重点实验室  广州  510380) 

摘要    本研究以腹腔注射无乳链球菌(Streptococcus agalactiae, WC1535 菌株)后的尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus，GIFT strain)为研究对象，研究不同水温下无乳链球菌在尼罗罗非鱼体内的

动态分布及消除规律。首先，分析 25℃、29℃和 33℃3 个实验组罗非鱼的感染累积死亡率；其次，

对 3 个实验组罗非鱼进行无乳链球菌的体外分离、培养和计数；然后，分析感染后不同实验组罗非

鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无乳链球菌的浓度。结果显示，随着水温的升高罗非鱼的累积死亡

率也随之升高，25℃、29℃和 33℃组的累积死亡率分别为 6.67%、25.56%和 78.90%。菌落统计结

果显示，随着水温的升高，无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度加快，同时，单位质量组织(脑、

肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链球菌的最大载菌量也随之升高。本研究还发现，无乳链球菌在罗非鱼

脾脏中的浓度最高，在肾脏中的存活时间最长。综上可知，尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，体内各

组织中链球菌的增殖、消除速度均与水温密切相关。本研究为研究无乳链球菌的致病机制奠定基础，

也为通过合理调控水温及施药等措施防治尼罗罗非鱼链球菌病的暴发提供科学依据。 

关键词    温度；尼罗罗非鱼；无乳链球菌；动态分布；消除规律 

中图分类号 S945   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0081-08 

罗非鱼(Oreochromis sp.)因其食性广、生长快、

抗病力强以及环境适应性强而著称，被誉为未来动物

性蛋白质的主要来源之一，已被联合国粮农组织向全

世界推广。但是，随着我国罗非鱼养殖规模的扩大、

养殖密度的提高以及养殖环境的恶化，近年来，各种

病害的暴发也越来越频繁，其中，链球菌病是我国罗

非鱼主要的细菌性疾病，该病的连年暴发给罗非鱼养

殖业带来了巨大的经济损失(朱洁莲等, 2017)。流行

病学研究发现，罗非鱼链球菌病的主要病原是无乳链

球菌(Streptococcus agalactiae)(方伟等, 2016; 张德锋

abc
图章
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等, 2017)，该病的流行时间为每年的 5~10 月，其中，

7~ 9 月为流行高峰期。当水温在 28℃以上时易发病，

当水温高于 32℃时极易暴发，死亡率可高达 80%~ 

95%(卢迈新等, 2010; 张新艳等, 2008)。如，2009 年

的高温季节，广东、海南、福建和广西等罗非鱼主养

区链球菌病的发病率为 20%~50%，死亡率高达

50%~70%(卢迈新, 2010)，这表明罗非鱼链球菌病的

暴发与水温密切相关。 

目前，国内外关于罗非鱼链球菌病的研究主要集

中在病情描述、病原菌的分离鉴定(黄艳华等 , 2014; 

谭晶晶等, 2010; 张德锋等, 2015)、疫苗研发(Evans 

et al, 2004; Klesius et al, 2000; Sun et al, 2010; 王蓓

等, 2014; 吴斌等, 2016)和药物防治(邓恒为等, 2014; 

王德强等, 2017)等研究领域，而无乳链球菌在不同水

温下罗非鱼体内主要器官组织中增殖和消除规律的

研究鲜见报道。由于水温是罗非鱼链球菌病发病或暴

发极为重要的诱因之一，因此，了解无乳链球菌在罗

非鱼体内的组织动态分布以及增殖、消除规律对有效

防治罗非鱼链球菌病是十分重要的。 

本研究以人工感染无乳链球菌的尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus, GIFT strain)为研究对象，采用

平板计数法分析不同水温条件下罗非鱼感染无乳链

球菌后的脑、肝脏、脾脏和肾脏等主要器官组织中病

原菌的动态分布以及增殖、消除规律，以期为罗非鱼

链球菌病的预防、诊断和药物防控提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验鱼    实验鱼为尼罗罗非鱼，由中国水产

科学研究院珠江水产研究所高要水产种质中心提供。

本研究选取健康罗非鱼 1980 尾，体重为 40~60 g/尾，

实验前进行抽样检测，结果显示，该批次罗非鱼未携

带无乳链球菌。 
1.1.2  菌株    无乳链球菌 WC1535 菌株由本实验

室分离、鉴定并保存，该菌株对罗非鱼具有强致病性。

根据预实验获得 30℃时无乳链球菌对罗非鱼的半数

致死剂量(LD50)为 5.0×107 CFU/ml。实验前，在血琼

脂平板上进行活化培养，并挑取单克隆接种于脑心浸

出液肉汤(BHI)液体培养基中，在 28℃培养箱中培养

至对数生长期，收集菌体，用无菌 PBS 缓冲液将菌

液稀释至 5.0×107 CFU/ml 备用。 

1.2  方法 

1.2.1  人工感染实验    选取 540 尾健康罗非鱼，分

为 25℃、29℃和 33℃  3 个实验组，25℃、29℃和

33℃3 个对照组，每组 90 尾，在循环水玻璃缸中暂

养 1 周后用于实验。实验养殖条件：实验组和对照组

的水温分别调至 25℃、29℃和 33℃，实验期间，各

组水温变动幅度为±0.5℃；为保证良好的水质条件及

溶氧，整个实验过程采用循环水养殖，并不间断充气；

每天投喂饲料 2 次，每日投喂量约为鱼体重的 3.0%。

实验组罗非鱼每尾腹腔注射 0.1 ml 浓度为 5.0× 

107 CFU/ml 的无乳链球菌，对照组罗非鱼腹腔注射等

体积的无菌 PBS 缓冲液。感染后，每天观察实验鱼

的发病情况，并及时清除死鱼，记录各组的死鱼数量，

持续观察 7 d 后，统计各组实验鱼的死亡数。 
1.2.2  无乳链球菌的分离培养    选取 1440 尾健康

罗非鱼，分 25℃、29℃和 33℃ 3 个实验组，25℃、

29℃和 33℃ 3 个对照组，每组设置 3 个重复，25℃

和 29℃各组每个重复 60 尾鱼，33℃实验组和对照组

每个重复 120 尾鱼(为保证能够连续取样)，分别于循

环水玻璃缸中暂养 1 周后用于实验。 
实验组罗非鱼每尾腹腔注射 0.1 ml 浓度为

5.0×107 CFU/ml 的无乳链球菌，对照组注射等体积的

无菌 PBS 缓冲液。分别在感染后 3 h、6 h、12 h、24 h、

2 d、4 d、6 d、10 d、15 d、20 d 和 30 d，从各实验

组的每个重复中随机选取 3 尾体表症状相似且尚未

死亡的罗非鱼，无菌条件下取脑、肝脏、脾脏和肾脏

等组织，称重后以 0.20 g/ml 的比例加入 PBS 缓冲液，

用高通量组织研磨仪(北京鼎昊源科技有限公司，型

号 TL-2010S)充分研磨，然后 1500 r/min 低速离心 30 s

沉淀组织碎片，取上清液，进行 10 倍系列梯度稀释，

吸取 10 μl 涂布于 BHI 琼脂平板上，每个样品 6 个重

复，28℃培养箱中培养 36 h，观察菌落形态，统计菌

落数量，并根据相应菌落数计算各组织中单位质量的

菌体浓度。同样地，无菌条件下分别取对照组的脑、

肝脏、脾脏和肾脏等组织，称重、研磨、短暂离心，

稀释后涂布于 BHI 平板上进行无乳链球菌培养和菌

落计数。 

1.2.3  菌落的形态判定和分子鉴定    每个时间点

取样统计菌落数时，随机挑取 10 个形态相近的单克

隆菌落用无乳链球菌特异基因 cfb 的引物 (cfb-F: 

5-TAGCTTAGTTATCCCAAATCCC-3, cfb-R: 5- 
TAAAGACTTCATTGCGTGCC-3)进行 PCR 扩增，

PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳分析(刘志刚等 , 

2013)。PCR 扩增程序：95℃预变性 4 min；95℃变性

30 s，57℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，进行 35 个循

环，72℃延伸 10 min。 
1.2.4  数据处理与分析    采用 SPSS 22.0 软件的单
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因素方差分析法(One-way ANOVA)、卡方检验分析法

(Chi-square test)，分别对不同温度下罗非鱼体内无乳

链球菌浓度和感染无乳链球菌后罗非鱼累积死亡率

进行差异显著性分析，P<0.05 为差异显著，P<0.01

为差异极显著。采用 GraphPad Prism 6 的 Survival 和

Column-Mean±SD 对累积死亡率及病原菌浓度进行

作图和分析。 

2  结果 

2.1  人工感染实验结果 

不同实验组罗非鱼感染无乳链球菌后，25℃、

29℃和 33℃组的累积死亡率分别为 6.67%、25.56%

和 78.90%，对照组均未出现死亡。从生存曲线可以

看出(图 1)，25℃组的罗非鱼在感染后 48 h 内未出现

死亡，48 h 后开始出现少量死亡；29℃实验组在感染

24 h 后开始死亡，24~48 h 的死亡量缓慢增加，之后

死亡量逐渐减少；33℃高温组的罗非鱼感染 9 h 后即

出现死亡，在 12~24 h 内的死亡量急剧升高，为发病

高峰期，48 h 后的死亡量逐渐趋于稳定。 
 

 
 

图 1  尼罗罗非鱼感染无乳链球后的生存曲线 
Fig.1  The survival curve of O. niloitcus infected  

with S. agalactiae 

**为差异极显著(P<0.01) 
** denoted highly significant differences (P<0.01) 

 
实验组罗非鱼感染无乳链球菌后，不同发病时期

的症状存在差异。发病初期(<9 h)，各实验组罗非鱼

体表无明显症状，25℃实验组的罗非鱼内脏器官无明

显病变，29℃和 33℃实验组罗非鱼的肝脏、脾脏轻

微肿大。感染后 12~24 h，25℃实验组无症状，29℃

实验组部分出现侧翻、打转症状，33℃实验组表现出

明显的侧翻、打转和离群独游等现象，并出现大量死

亡。进入发病期后(12~72 h)，25℃实验组发病罗非鱼

的症状仍不明显，29℃实验组和 33℃实验组部分病

鱼眼球突出或浑浊、眼眶充血、肛门红肿、腹部膨大、

体表发黑，并出现侧翻、打转和离群独游等现象，解

剖可见脑膜炎，肝脏充血肿大发黑、肾脏肿大、脾脏

充血发暗，为典型的无乳链球菌感染症状。 

2.2  病原菌的分离培养和菌落数统计 

分析各实验组罗非鱼的脑、肝脏、脾脏和肾脏组

织中的病原菌浓度(表 1~表 3)可知，感染后 3 h，实

验组罗非鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织内均可分离到

无乳链球菌，但是各组织中的病原菌浓度均处于较低

水平(5.29×103~1.96×106 CFU/g)。感染后 6 h，3 个实

验组罗非鱼各组织中病原菌的浓度逐渐增加，其中，

33℃实验组罗非鱼各组织中的无乳链球菌增殖速度

极快(最高可达 3.84×109 CFU/g·h)。所有对照组罗非

鱼体内未分离到无乳链球菌。 

 
表 1  25℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 

无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 
Tab.1  Relationship between infection time and average 

abundance of S. agalactiae in the four tissues of  
O. niloticus at 25℃ water temperature(CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae  

感染时间
Infection

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 1.41×105 7.06×105 3.56×105 5.29×103

6 h 4.36×105 8.85×106 5.55×106 6.18×103

12 h 1.61×106 2.32×107 1.12×107 6.08×104

24 h 1.55×107 8.18×107 6.26×107 2.73×105

2 d 8.72×105 3.19×106 1.21×107 1.52×104

4 d 1.76×103 2.68×104 1.77×104 1.15×104

6 d 7.96×103 8.88×103 1.14×104 3.39×103

10 d 94.15 4.38×103 4.28×103 339.36

15 d 34.91 111.36 951.01 53.82 

20 d 49.53 145.03 783.31 0 

25 d 0 0 28.51 0 

30 d 0 0 0 0 

 
感染后 12 h，33℃实验组各组织中无乳链球菌浓

度即可达到峰值，其脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无

乳链球菌含量分别为(9.18×108±1.44×108)、(4.60× 

109±2.19×108)、(3.46×1010±2.06×109)、(8.08×109±2.19× 

109) CFU/g (表 3)。感染后 24 h，25℃实验组罗非鱼

体内脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中的无乳链球菌浓度

均达到峰值，其含量分别为(2.73×105±5.20×104)、

(1.55×107±3.64×106)、(8.18×107±1.26×107)、(6.26×107± 

7.52×106) CFU/g (表 1)。29℃实验组罗非鱼肝脏、脾

脏和肾脏中无乳链球菌浓度同样在感染后 24 h 达到 



84 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

表 2  29℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 
无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 

Tab.2  Relationship between infection time and average 
abundance of S. agalactiae in the four tissues of O. niloticus 

at 29℃ water temperature(CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae 

感染时间 
Infection 

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 3.02×105 1.61×106 3.33×106 5.90×103

6 h 4.20×106 1.66×107 1.59×108 6.63×104

12 h 9.31×107 3.90×108 3.65×108 5.01×105

24 h 1.76×109 3.56×109 2.70×109 1.22×108

2 d 1.74×107 1.51×108 5.38×108 7.87×108

4 d 9.67×104 1.10×106 1.23×106 4.73×106

6 d 1.38×102 1.99×103 2.06×103 9.90×103

10 d 0 0 3.03×104 23.53 

15 d 0 0 56.31 0 

20 d 0 0 0 0 

 
表 3  33℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 

无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 
Tab.3  Relationship between infection time and average 

abundance of S. agalactiae in the four tissues  
of O. niloticus at 33℃ water temperature (CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae 

感染时间 
Infection 

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 3.57×105 1.96×106 1.62×106 1.30×104

6 h 1.39×108 1.46×108 6.26×107 1.61×106

12 h 4.60×109 3.46×1010 8.08×109 9.18×108

24 h 1.06×109 6.04×109 1.18×108 1.34×108

2 d 5.48×106 7.49×105 6.62×106 2.35×104

4 d 3.29×105 2.52×105 2.07×106 1.60×103

6 d 4.99×102 4.00×102 2.44×104 6.90×103

10 d 0 0 0 0 

 
峰值，其含量分别为(1.76×109±1.97×108)、(3.56×109± 

4.93×108)和(2.70×109±3.65×108) CFU/g，但是，脑组

织中无乳链球菌浓度峰值出现在感染后 48 h，其含量

为(7.87× 108±8.87×107) CFU/g (表 2)。 

分析无乳链球菌在罗非鱼体内的平均增殖速度

可知，33℃组罗非鱼 4 个组织中无乳链球菌的平均增

殖速度均比 29℃组和 25℃组的要快。本研究中，罗

非鱼脾脏中无乳链球菌的平均增殖速度最大，33℃

组、29℃组和 25℃组脾脏组织中无乳链球菌的平均增

殖速度分别为 3.84×109、1.69×108 和 3.56×106 CFU/g·h。

脑组织中的平均增殖速度最小，分别为 1.02×108、

1.75×107 和 1.27×104 CFU/g·h (表 4)。 

表 4  不同实验组罗非鱼体内不同组织中 
无乳链球菌的平均增殖速度 

Tab.4  Average propagation speed of S. agalactiae in 
various infected tissues of O. niloticus in different 

experimental groups [CFU/(g·h)] 

平均增殖速度 Average propagation speed 组别
Group 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

25℃ 7.33×105 3.56×106 2.96×106 1.27×104

29℃ 8.37×107 1.69×108 1.28×108 1.75×107

33℃ 5.11×108 3.84×109 8.98×108 1.02×108

 
各实验组罗非鱼体内无乳链球菌浓度达到峰值

后，随着感染时间的延长，体内无乳链球菌浓度逐渐

下降(表 1~表 3)。感染 2 d 后，33℃实验组的 4 个组

织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链球菌浓度即明显

下降(降低 2~4 个数量级)，而 25℃和 29℃实验组在

感染 4 d 后，4 个组织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳

链球菌浓度才呈现明显下降趋势；感染 6 d 后，各实

验组存活罗非鱼体内无乳链球菌浓度均降至较低水

平(1.38×102~2.44×104 CFU/g)，感染 10 d 后，33℃实

验组存活罗非鱼体内已分离不到无乳链球菌；29℃实

验组感染 15 d 后，只能从存活罗非鱼肾脏中分离到

少量无乳链球菌，但是感染 20 d 后，则分离不到无

乳链球菌；感染 25 d 后，25℃实验组存活罗非鱼肾

脏中能够分离到少量的无乳链球菌，但感染 30 d 后，

存活的罗非鱼体内分离不到无乳链球菌。 

2.3  病原菌浓度、累积生存率与感染时间的关系 

分析尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，脑、肝脏、

脾脏和肾脏组织中病原菌浓度、累积生存率与感染时

间之间的关系(图 1~图 5)可知，水温越高，罗非鱼感

染的累积死亡率越高，各组织中病原菌的增殖速度越

快，组织中病原菌的浓度也越高。实验表明，高温组 
 

 
 

图 2  尼罗罗非鱼脑组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.2  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the brain of O. niloticus 
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图 3  尼罗罗非鱼肝脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.3  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the liver of O. niloticus 

 

 
 

图 4  尼罗罗非鱼脾脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.4  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the spleen of O. niloticus 

 

 
 

图 5  尼罗罗非鱼肾脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.5  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the kidney of O. niloticus 

 
(33℃)罗非鱼的脾脏和肾脏中无乳链球菌的浓度峰值

极显著高于 25℃和 29℃实验组(P<0.01)。研究发现，

同一温度组罗非鱼感染无乳链球菌后，不同组织中无

乳链球菌的增殖速度却不相同，肝脏、脾脏和肾脏中

病原菌增殖速度较快，脑组织中无乳链球菌的增殖速

度相对较慢(表 4)。相同温度组的罗非鱼体内各组织

中的无乳链球菌最大浓度也不相同，感染初期(0~2 d)

脑组织中无乳链球菌的浓度通常低于同时期肝脏、脾

脏和肾脏等组织中无乳链球菌的浓度。 

2.4  菌落的形态特征和分子鉴定 

对每个时间点取样涂布过夜培养的平板进行菌

落观察，其中，表面光滑、湿润、圆形、边缘整齐、

乳白色、直径为 0.5~2.0 mm 的菌落即为疑似无乳链

球菌。挑取疑似单菌落，将无乳链球菌特异基因 cfb

作为检测对象，每组随机挑取 10 个单菌落进行 PCR

扩增，PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，得到

170 bp 的目的条带，与预期相符，则确定疑似菌落为

无乳链球菌。 

3  讨论 

罗非鱼链球菌病作为国家三类动物性疫病，是一

种高温高发、高传染性、高死亡率的细菌性疾病   

(可小丽等, 2013)。近年来，链球菌病在我国南方罗

非鱼主养区呈现暴发性流行，其发病率和死亡率均较

高，特别是在高温季节(卢迈新, 2010)。因此，研究

水温与罗非鱼链球菌病暴发之间的关系具有重要的

理论和现实意义。本研究为了解不同水温条件下，无

乳链球菌在罗非鱼体内的动态分布规律，选取 33℃、

29℃和 25℃3 个温度组，分别代表了高温期间链球菌

病极易暴发的温度、罗非鱼最适生长温度和低温时几

乎无链球菌病发病的温度，以人工注射感染的方式，

通过对感染后罗非鱼的脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中

无乳链球菌的分离、鉴定以及菌落数统计分析，以期

模拟不同发病过程中，无乳链球菌在罗非鱼群体体内

的动态分布及其增殖、消除规律。由于实验过程中样

本量不够大以及罗非鱼存在个体差异的原因，本研究

中罗非鱼体内无乳链球菌动态变化主要是指群体中

病原菌的动态分布。 

本研究表明，水温越高罗非鱼链球菌病的发病越

快，死亡率越高。水温由 25℃升至 33℃时，罗非鱼

感染无乳链球菌后的发病死亡时间从 48 h 缩短至

9 h，而且高温组罗非鱼的累积死亡率(78.90%)极显著

高于低温组(6.67%)(P<0.01)。高温组患病罗非鱼的临

床症状如打转、侧翻、离群狂游、体色发黑等，与前

人所报道的结果十分相似(邝伟键等, 2017; 王均等, 

2011; 魏顺等, 2016)。然而，低温组发病罗非鱼仅出

现体色发黑、游动缓慢的症状。以上结果表明，水温

显著影响了罗非鱼链球菌病的发病进程和临床症状。
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高水温条件下，罗非鱼感染无乳链球菌后发病迅速、

死亡率高，这与每年高温季节罗非鱼链球菌病易暴

发、发病快和死亡率高等特征十分吻合。可能是因为

高温时无乳链球菌在罗非鱼的体内繁殖快、毒力强，

无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度大于消除速度，

导致了罗非鱼链球菌病发病迅速、死亡率高、病程长、

治/自愈慢等现象。在高温条件下，无乳链球菌毒力

相关基因、嘌呤代谢和铁摄取相关基因表达与低温相

比呈上升趋势，而且高温时，无乳链球菌对宿主的侵

袭力(包括黏附、定植、入侵、繁殖、扩散及抵抗宿

主防御的能力等)和产毒素能力均比低温条件下的高

(Freitas Lione et al, 2010; Mereghetti et al, 2008; 石洁

等, 2012)，以上这些因素导致了无乳链球菌对罗非鱼

的致病力增强。此外，研究发现，高温能够引起罗非

鱼免疫力降低，如抗氧化酶活性、巨噬细胞溶菌酶活

性、补体活性下降和血清溶菌酶活性受到抑制等，导

致鱼体对病原菌的易感性增强(陈家长等, 2011)。以上

综合因素共同作用致使罗非鱼在高温时感染无乳链

球菌的死亡率显著升高，这也暗示水温可显著影响无

乳链球菌对罗非鱼的致病力。 

本研究发现，水温越高无乳链球菌在罗非鱼体内

的增殖速度越快。菌落统计结果显示，高温组(33℃)

罗非鱼体内无乳链球菌的浓度在感染后 12 h 即达到

峰值；然而，29℃组和 25℃组罗非鱼体内无乳链球

菌达到峰值需要 24 h，甚至 48 h。25℃实验组、29℃

实验组和 33℃实验组无乳链球菌在罗非鱼体内的最

大平均增殖速度分别为 3.56×106、1.69×108 和 3.84× 

109 CFU/g·h。水温从 25℃升到 33℃，无乳链球菌在

罗非鱼体内的平均增殖速度提高了 1079.5 倍，这表

明，水温可显著影响无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖

速度，而且水温越高，无乳链球菌在罗非鱼体内的增

殖速度越快。 

与其增殖速度相比，当实验组罗非鱼体内无乳链

球菌浓度达到峰值后，其消除速度均较慢。数据分析

表明，无乳链球菌的消除速度随着温度的升高而加

快，水温越高消除速度越快，所需消除时间越短，例

如：25℃组罗非鱼体内无乳链球菌完全被清除需要

30 d，而 29℃组和 33℃组分别需要 20 和 10 d。而且

无乳链球菌在肾脏中的滞留时间最长，肾脏可能是无

乳链球菌侵染罗非鱼的主要靶器官。此外，通过分析

无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度和消除速度发

现，水温越高无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度和

消除速度均较快，并且明显快于低温组。研究表明，

无乳链球菌可以在巨噬细胞内存活(Guo et al, 2014)，

其通过转录调控以适应吞噬体内的环境，形成胞内寄

生，使得无乳链球菌逃避宿主的免疫监视 (Zlotkin 

et al, 2003)，这也解释了为何无乳链球菌可以在罗非

鱼体内长期存活。然而，水温可以明显影响无乳链球

菌在罗非鱼体内的存活时间，即逃逸时间，本研究将

为进一步揭示其免疫逃逸机制提供科学依据。 

本研究发现，罗非鱼感染无乳链球菌后，水温越

高，单位质量组织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链

球菌的浓度越高。分析不同实验组罗非鱼各组织中的

最大载菌量可以发现，33℃组脾脏中的最大载菌量分

别是 29℃和 25℃组的 9.7 倍和 422.8 倍；33℃组肾脏

中的最大载菌量分别是 29℃和 25℃组的 3.0 倍和

129.1 倍；33℃组脑中的最大载菌量分别是 29℃和

25℃组的 1.2 倍和 3361.1 倍；33℃组肝脏中的最大载

菌量分别是 29℃和 25℃组的 2.6 倍和 296.5 倍，表明

水温可以显著影响无乳链球菌在罗非鱼体内的浓度。

高温组罗非鱼体内无乳链球菌的浓度高，其死亡率也

高；低温组罗非鱼体内无乳链球菌的浓度低，其死亡

率也低。表明高温条件下罗非鱼体内无乳链球菌浓度

的增加也是导致罗非鱼死亡率升高的重要原因之一，

这也表明罗非鱼体内无乳链球菌的浓度与其死亡率

存在密切的关系。本研究结果显示，与高温组相比，

低温组(25℃)罗非鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无

乳链球菌的最大载菌量均较低，表明低温条件下无乳

链球菌对罗非鱼的以上 4 种组织的侵染能力降低，尤

其是脑组织，这解释了低温组发病罗非鱼的链球菌病

症状(如侧翻、打转游动)不明显的原因。此外，本研

究中，发病时期罗非鱼脾脏的无乳链球菌浓度通常比

其他 3 个组织中的高，暗示脾脏也可能是无乳链球菌

侵袭罗非鱼的重要靶器官。 

综上可知，尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，养殖

水温越高，其感染死亡率越高，单位质量的脑、肝脏、

脾脏和肾脏组织中无乳链球菌的最大载菌量也越高。

本研究发现，水温能够影响无乳链球菌在罗非鱼体内

的增殖速度和存活时间，可显著影响无乳链球菌在罗

非鱼体内的浓度，进而影响无乳链球菌对罗非鱼的致

病性，这表明，温度是罗非鱼链球菌病暴发的关键因

子之一。本研究较好地解释了高温季节罗非鱼链球菌

病易暴发、死亡率高这一现象。本研究表明，在罗非

鱼养殖过程中，应注意链球菌病暴发时期的水温，建

议根据不同的养殖水温采取不同的防控措施和施药

策略。本研究也将为罗非鱼链球菌病的弱毒活疫苗研

发提供参考依据，即免疫时期水温的高低将影响弱毒

株在罗非鱼体内的存活时间，进而影响疫苗株对机体

免疫刺激的时间。 
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Dynamic Distribution and Elimination Patterns of Streptococcus agalactiae  
in Oreochromis niloticus at Different Water Temperatures 

GUO Fuqiang1,2, ZHANG Defeng1,3, CAO Jianmeng1, LIU Zhigang1, KE Xiaoli1,3, LU Maixin1,3①
 

(1. Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural 
Affairs, Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510380;  

2. National Demonstration Center for Experimental National Demonstration Center for Experimental, Shanghai Ocean University, 
Shanghai  201306; 3. Key Laboratory of Aquatic Animal Immune Technology, Guangdong Province, Guangzhou  510380) 

Abstract    Based on the dynamic distribution and elimination patterns of Streptococcus agalactiae in 
Oreochromis niloticus at different water temperatures, we provide a foundation for research on         
S. agalactiae pathogenesis in O. niloticus, as well as a scientific basis for the prevention and control of    
S. agalactiae infection in O. niloticus by controlling water temperature and the rational use of drugs. We 
used O. niloticus infected with S. agalactiae (WC1535 strain) by artificial intraperitoneal injection. First, 
the mortality rates of infected O. niloticus were assessed at 25℃, 29℃, and 33℃. Then, we performed in 
vitro isolation, cultured and counted S. agalactiae from the infected fish maintained at three temperatures. 
Next, we assessed the abundance of S. agalactiae in the brain, liver, spleen, and kidney tissues of the 
infected fish at the three temperatures. The results showed that fish mortality rate increased with 
increasing water temperature, and the cumulative mortality rate was 6.67%, 25.56%, and 78.90% at 25℃, 
29℃ and 33℃, respectively. Furthermore, the maximum abundance of S. agalactiae in unit mass of the 
brain, liver, spleen, and kidney tissues of O. niloticus increased with increasing water temperature. Thus, 
at a high temperature, S. agalactiae propagated rapidly in O. niloticus, whereas the residence time was 
short. In contrast, at a lower temperature, the propagation time decreased, but the residence time increased. 
Moreover, our results showed that S. agalactiae abundance was the highest in the spleen and survival time 
was the longest in the kidney. In conclusion, the propagation and elimination speeds of S. agalactiae in 
tissues of infected O. niloticus were closely related to water temperature. Our results provide important 
data for further study of S. agalactiae pathogenesis, ensuring effective prevention and control measures. 
Key words    Temperature; Oreochromis niloticus; Streptococcus agalactiae; Dynamic distribution; 
Elimination patterns 
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3 种养殖石斑鱼的肌肉营养成分 

分析与品质评价* 

赵亭亭 1,2  张  岩 2  陈  超 2①  李炎璐 2  张廷廷 2 

乔  莹 2  翟介明 3  李文升 3 
(1. 水产科学国家级实验教学示范中心  上海海洋大学  上海  201306；2. 农业农村部海洋渔业可持续发展 

重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071；3. 莱州明波水产有限公司  烟台  261418) 

摘要    本研究对云纹石斑鱼(Epinephelus moara)、鞍带石斑鱼(E. lanceolatus)、云纹石斑鱼(♀)×鞍

带石斑鱼(♂)的杂交种(俗称云龙石斑鱼) 3 种石斑鱼肌肉的营养成分和品质进行了分析评价。结果显

示，这 3 种石斑鱼肌肉的粗蛋白含量分别为 20.60%、19.30%和 20.00%，粗脂肪的含量分别为 2.60%、

1.60%和 4.30%。3 种石斑鱼的肌肉均检测出 16 种常见氨基酸。其中，云纹石斑鱼肌肉的氨基酸总

量、必需氨基酸含量和鲜味氨基酸的含量分别为 16.95%、7.11%和 6.31%(湿重)，鞍带石斑鱼的分

别为 17.46%、7.18%和 6.83%，云龙石斑鱼的分别为 18.56%、7.69%和 7.16%。其必需氨基酸的组

成比例均符合 FAO/WHO 标准。3 种石斑鱼肌肉的支链氨基酸和芳香族氨基酸的比值(F 值)分别为

2.22、2.57 和 2.60。依据氨基酸评分(AAS)和化学评分(CS)分值，蛋氨酸为 3 种石斑鱼的第一限制

性氨基酸，缬氨酸为第二限制性氨基酸。另外，3 种石斑鱼肌肉的矿物质含量丰富，常量元素均以

钾含量最高，微量元素均以锌含量最高。研究表明，3 种石斑鱼均是符合人体营养需求的优质海水鱼。 

关键词    石斑鱼；肌肉；营养成分；品质评价 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0089-08 

石斑鱼属于鲈形目(Perciformes)、 科(Serranidae)、

石斑鱼属(Epinephelus)，是暖水性近海底层鱼类，为

重要的世界性海洋经济鱼类，也是名贵的海水养殖鱼

类之一。其肉质肥美丰腴，洁白鲜嫩类似鸡肉，口感

佳且营养丰富，素有“海鸡肉”之称。随着生活质量

的提高，人们对鲜活海产品的需求量与日俱增，石斑

鱼作为一种低脂肪、高蛋白的食用鱼类，深得人们喜

爱，石斑鱼市场供不应求。 

关于石斑鱼肌肉营养成分分析有较多研究，如七

带石斑鱼(Epinephelus septemfasciatus)、棕点石斑鱼

(E. fuscoguttatus)、鞍带石斑鱼(E. lanceol)、龙虎石斑

鱼(E. fuscoguttatus ♀×E. lanceolatus ♂)、美洲黑石斑

abc
图章



90 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

鱼(Centropristis striata)、点带石斑鱼(E. malabaricua)、

赤点石斑鱼(E. akaara)的肌肉营养成分与品质相关报

道(程波等, 2009; 郭永军等, 2009; 黎祖褔等, 2008; 

于宏等 , 2014; 党冉等 , 2010; 徐大为等 , 2008;     

孔祥迪等, 2016)。本研究对云纹石斑鱼、鞍带石斑鱼

及其杂交新品系云龙石斑鱼的常规营养成分、氨基酸

组成及矿物质含量进行了分析与评价，旨在为 3 种石

斑鱼之间的营养优势是否可以顺利表达进行评估；为

石斑鱼家族中杂交的合理性、可靠性进行评估；为提

高人工养殖条件下的商品质量及配合饲料的研制提

供基础数据和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

云纹石斑鱼、云龙石斑鱼取自山东省莱州明波水

产有限公司，鞍带石斑鱼(龙胆)由海南省海王星水产

科技有限公司提供。每组取石斑鱼样 10 尾，分别测量

体重和体长。云纹石斑鱼平均体重为(340.50±12.50) g、

平均体长为(21.60±1.23) cm；鞍带石斑鱼平均体重为

(297.05±14.60) g、平均体长为(20.10±1.50) cm；云龙

石斑鱼平均体重为 (320.60±20.48) g、平均体长为

(21.70±0.53) cm。 

1.2  样品处理 

样品鱼经 MS-222 麻醉后，测量体重和体长，洗

净后解剖，每尾鱼自头背部两侧至尾柄前去皮后取肌

肉样品。肌肉切小块等比例混合，用组织粉碎机搅碎、

混匀，在‒40℃条件下冷冻保存备用。肌肉组织样品

送青岛市华测检测技术有限公司进行检测，每个样品

检测 2 次。 

1.3  测试项目与方法 

水分含量采用直接干燥法测定(GB 5009.3-2016)；

灰分测定采用马弗炉 550℃高温灼烧法(GB 5009.4-2016)；

粗蛋白含量使用全自动凯氏定氮仪(GB 5009.5-2010)

测定；粗脂肪含量采用索氏抽提法(GB/T 5009.6-2003)

测定。氨基酸的测定依据 GB/T 5009.124-2003，使用

日立 L-8800 型氨基酸分析仪测定。采用 GB/T 5009. 

(13、14、87、90、91、92)-2003 和 GB 5009.93-2010

方法测定各种矿物质含量。 

1.4  营养品质评价方法 

根据 FAO/WHO 1973 年建议的氨基酸评分标准

模式(Pellet et al, 1980)和中国预防医学科学院营养与

食品卫生研究所提出的鸡蛋蛋白的氨基酸模式，计算

3 种石斑鱼的氨基酸评分(AAS)、化学评分(CS)及氨

基酸的支芳值(F 值)。公式如下： 

(mg/g N)
AAS

FAO (mg/g N)


待 蛋白 中某种必需氨基酸含量

分模式某种必需氨基酸含量

测 质

评
 

(mg/g N)
 CS

(mg/g N)


待 蛋白 中某种必需氨基酸含量

蛋蛋白 中某种必需氨基酸含量

测 质

鸡 质
 

式中，氨基酸含量指每克氮中氨基酸的毫克数。 

(mg/g N)

% ( )
6.25 1000

% ( )



 

氨基酸含量

氨基酸含量

粗蛋白含量

鲜样

鲜样

 

F 值是支链氨基酸(BCAA)与芳香族氨基酸(AAA)

的比值(黄薇等, 2014)，公式如下： 

F=(缬氨酸+亮氨酸+异亮氨酸)/(苯丙氨酸+酪氨酸) 

1.5  数据处理与分析 

3 种鱼各个营养成分的数值为每组混合肌肉样品

重复测试获得数据的平均值，使用 Excel 2013 软件处

理实验数据。 

2  结果与分析 

2.1  肌肉常规营养成分 

3 种石斑鱼肌肉的常规营养成分见表 1。云纹石

斑鱼、鞍带石斑鱼和云龙石斑鱼肌肉中粗蛋白含量分

别为 20.60%、19.30%和 20.00%，粗脂肪的含量分别

为 2.60%、1.60%和 4.30%。鞍带石斑鱼肌肉中的水

分含量最高，为 77.10%，云纹石斑鱼和云龙石斑鱼

次之，分别为 75.70%和 74.40%。3 种石斑鱼肌肉的

灰分含量分别为 1.30%、1.10%和 1.20%。 

2.2  肌肉氨基酸组成与品质评价 

2.2.1  氨基酸含量    3 种石斑鱼肌肉氨基酸含量

的测定结果见表 2。3 种石斑鱼的肌肉共检测出 16 种

常见氨基酸，包括 7 种必需氨基酸(Thr、Val、Met、

Ile、Leu、Phe 和 Lys)、2 种半必需氨基酸(His 和 Arg)

和 7 种非必需氨基酸(Asp、Glu、Gly、Ala、Tyr、Pro

和 Ser)。其中，云纹石斑鱼氨基酸总量占肌肉鲜重的

16.95%，必需氨基酸含量为 7.11%，半必需氨基酸与

非必需氨基酸分别占肌肉鲜重的 1.59%和 8.25%。鞍

带石斑鱼氨基酸总量占肌肉鲜重的 17.46%，必需氨

基酸含量与云纹石斑鱼相近，为 7.18%，半必需氨基

酸与非必需氨基酸分别占肌肉鲜重的 1 . 5 7 %和

8.71%。云龙石斑鱼肌肉中氨基酸总量为 18.56%，必

需氨基酸、半必需氨基酸和非必需氨基酸含量分别为

7.69%、1.67%和 9.20%。3 种石斑鱼肌肉中必需氨基 
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表 1  3 种石斑鱼与其他经济鱼类肌肉常规营养成分的比较(%, 湿重) 
Tab.1  Nutrients in muscles of 3 species of grouper compared with some other economic fish species (%, wet weight) 

种类 
Species 

水分 
Moisture

粗蛋白 
Crude protein

粗脂肪
Crude fat

灰分 
Ash 

参考文献 
Reference 

云纹石斑鱼 E. moara 75.70 20.60 2.60 1.30 本文 

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus 77.10 19.30 1.60 1.10 本文 

云龙石斑鱼 E. moara(♀)×E. lanceolatus(♂) 74.40 20.00 4.30 1.20 本文 

棕点石斑鱼 E. fuscoguttatus 77.10 18.80 2.20 1.16 郭永军等, 2009 

点带石斑鱼 E. malabaricus 76.63 19.14 1.41 0.99 徐大为等, 2008 

淡水石斑鱼 Cichlasoma managuense 76.00 18.90 3.00 1.73 黄海等, 2012 

赤点石斑鱼 E. akaara 73.27 19.15 4.27 1.33 林建斌等, 2010 

豹纹鳃棘鲈 Plectropomus leopardus 79.30 17.60 0.90 1.80 尤宏争等, 2014 

珍珠龙胆 E. fuscoguttatus(♀) ×E. lanceolatus(♂) 75.55 19.95 2.29 1.24 王际英等, 2015 

七带石斑鱼 E. septemfasciatus 74.10 19.60 2.70 1.70 程波等, 2009 

 
表 2  3 种石斑鱼肌肉氨基酸组成及含量(%, 湿重) 

Tab.2  Amino acid in muscles of 3 species of grouper (%, wet weight) 

氨基酸 
Amino acids 

云纹石斑鱼 
E. moara 

鞍带石斑鱼 
E. lanceolatus

云龙石斑鱼 
E. moara(♀)×E. lanceolatus(♂)

苏氨酸* Thr 0.75 0.91 0.99 

缬氨酸*※ Val 0.88 0.87 0.91 

蛋氨酸* Met 0.56 0.57 0.59 

异亮氨酸*※ Ile 0.83 0.88 0.96 

亮氨酸*※ Leu 1.62 1.54 1.67 

苯丙氨酸*● Phe 0.89 0.69 0.73 

赖氨酸* Lys 1.58 1.72 1.84 

天冬氨酸# Asp 1.69 1.98 2.15 

谷氨酸# Glu 1.06 2.61 2.73 

甘氨酸# Gly 1.53 1.05 1.04 

丙氨酸# Ala 2.03 1.19 1.24 

酪氨酸● Tyr 0.61 0.59 0.63 

脯氨酸 Pro 0.36 0.56 0.63 

丝氨酸 Ser 0.97 0.73 0.78 

组氨酸& His 0.53 0.39 0.43 

精氨酸& Arg 1.06 1.18 1.24 

必需氨基酸 Essential amino acids (EAA) 7.11 7.18 7.69 

非必需氨基酸 Nonessential amino acids (NEAA) 8.25 8.71 9.20 

半必需氨基酸 Semi-essential amino acids (SEAA) 1.59 1.57 1.67 

鲜味氨基酸 Delicious amino acids (DAA) 6.31 6.83 7.16 

总氨基酸 Total amino acids (TAA) 16.95 17.46 18.56 

支链氨基酸 Branched-chain amino acid (BCAA) 3.33 3.29 3.54 

芳香族氨基酸 Aromatic amino acid (AAA) 1.50 1.28 1.36 

WEAA/WTAA 41.95 41.12 41.43 

WEAA/WNEAA 72.26 69.84 70.75 

WDAA/WTAA 37.23 39.12 38.58 

F(BCAA/AAA) 2.22 2.57 2.60 

*为必需氨基酸，&为半必需氨基酸，#为鲜味氨基酸，※为支链氨基酸，●为芳香族氨基酸 
*: Essential amino acid (EAA); &: Semi-essential amino acid (SEAA); #: Delicious amino acid (DAA);  
※: Branched-chain amino acid (BCAA); ●: Aromatic amino acid (AAA) 
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酸与总氨基酸的比值 (WEAA/WTAA)均相近，分别为

41.95%、41.12%和 41.43%；必需氨基酸与非必需氨

基酸含量的比值 (WEAA/WNEAA)，分别为 72.26%、

69.84%和 70.75%。根据 FAO/WHO 的理想模式，质

量较好的蛋白质，其组成氨基酸的 WEAA/WTAA 为 40%

左右，WEAA/WNEAA 在 60%以上(邴旭文等, 2005)。由

此，3 种石斑鱼肌肉氨基酸的组成比列均符合以上指

标要求，其氨基酸具有良好的平衡性，属于优质的蛋

白质源。 

云纹石斑鱼肌肉的氨基酸中丙氨酸含量最高，为

2.03%，其次为天冬氨酸(1.69%)、亮氨酸(1.62%)、赖

氨酸(1.58%)。鞍带石斑鱼和云龙石斑鱼肌肉中的氨基

酸均以谷氨酸含量最高(2.61%和 2.73%)，其次是天冬

氨酸(1.98%和 2.15%)、赖氨酸(1.72%和 1.84%)、亮氨

酸(1.54%和 1.67%)。3 种石斑鱼肌肉中含量较低的氨基

酸均为以下 4 种：脯氨酸、组氨酸、蛋氨酸和酪氨酸。 

2.2.2  肌肉必需氨基酸组成评价    根据蛋白质评

价标准，将 3 种石斑鱼肌肉中必需氨基酸含量转换为

每克氮中所含氨基酸的毫克数(mg/g N)，计算出 3 种

石斑鱼肌肉各个必需氨基酸的 AAS 和 CS 分值(表 3)。

由表 3 可知，无论是以 AAS 还是 CS 为标准，3 种石

斑鱼的第一限制性氨基酸均为蛋氨酸，第二限制性氨

基酸均为缬氨酸。云纹石斑鱼肌肉中必需氨基酸除蛋

氨酸和缬氨酸外，其他各必需氨基酸的 AAS 均接近

或大于 1。以 CS 为标准，云纹石斑鱼蛋氨酸的 CS

最小，为 0.44，其他各必需氨基酸的 CS 均大于 0.6。

鞍带石斑鱼和云龙石斑鱼肌肉中必需氨基酸除蛋氨

酸外，其他各必需氨基酸的 AAS 均接近或大于 1，

CS 均大于 0.6。说明上述 3 种石斑鱼肌肉的必需氨基

酸含量丰富，组成相对均衡。 

 
表 3  3 种石斑鱼肌肉中必需氨基酸组成评价 

Tab.3  Evaluation on essential amino acid components in muscles of 3 species of grouper 

云纹石斑鱼 
E. moara 

鞍带石斑鱼 
E. lanceolatus 

云龙石斑鱼 
E. moara(♀)×E. 
lanceolatus(♂) 必需氨基酸 

Essential  
amino acids 

FAO/WHO
标准 

FAO/WHO 
standard 

鸡蛋蛋 

白标准 
Egg protein 

standard 

氨基酸 

质量分数
Amino acid 

mass fraction

AAS CS

氨基酸 

质量分数
Amino acid 

mass fraction

AAS CS 

氨基酸 

质量分数 
Amino acid 

mass fraction

AAS CS

苏氨酸 Thr 250 292 228 0.91 0.78 295 1.18 1.01 309 1.24 1.06

缬氨酸 Val 310 411 267 0.86& 0.65& 282 0.91& 0.69& 284 0.92& 0.69&

蛋氨酸 Met 220 386 170 0.77* 0.44* 185 0.84* 0.48* 184 0.84* 0.48*

异亮氨酸 Ile 250 331 252 1.01 0.76 285 1.14 0.86 300 1.2 0.91

亮氨酸 Leu 440 534 492 1.12 0.92 499 1.13 0.93 522 1.19 0.98

苯丙氨酸+酪氨酸 
Phe+Tyr 

380 565 455 1.20 0.81 415 1.09 0.73 425 1.12 0.75

赖氨酸 Lys 340 441 479 1.41 1.09 557 1.64 1.26 575 1.69 1.30

合计 Total 2190 2960 2343   2518   2599   

注：*为第一限制氨基酸；&为第二限制氨基酸 
Note: * means the first limiting amino acids; & means the second limiting amino acids 

 
2.2.3  肌肉鲜味氨基酸组成评价    由表 2 可知，云

纹石斑鱼、鞍带石斑鱼和云龙石斑鱼 3 种石斑鱼肌肉

中鲜味氨基酸的含量分别为 6.31%、6.83%和 7.16%，

分别占氨基酸总量(WDAA/WTAA)的 37.23%、39.12%和

38.58%。云纹石斑鱼肌肉的鲜味氨基酸中以丙氨酸含

量最高，为 2.03%，其次为天冬氨酸(1.69%)、甘氨酸

(1.53%)、谷氨酸(1.06%)。鞍带石斑鱼和云龙石斑鱼

肌肉中鲜味氨基酸含量的高低排序是一致的，均以谷

氨酸含量最高，分别为 2.61%和 2.73%，其次为天冬

氨酸(1.98%和 2.15%)、丙氨酸(1.19%和 1.24%)、甘氨

酸(1.05%和 1.04%)。 

2.3  矿物元素含量分析 

3 种石斑鱼肌肉中矿物质元素含量见表 4。常量

元素中均为 K 的含量最高，分别为 4450.00、3766.50

和 3490.50 mg/kg，在云纹石斑鱼和云龙石斑鱼肌肉

中，其次为 Mg(1210.50 和 1335.00 mg/kg)、Na(579.50

和 554.50 mg/kg)、P(203.00 和 183.00 mg/kg)、

Ca(115.50 和 175.00 mg/kg)；在鞍带石斑鱼肌肉中，

其次为 Mg(1137.00 mg/kg)、Na(904.50 mg/kg)、 
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表 4  3 种石斑鱼肌肉矿物质含量(mg/kg, 湿重) 
Tab.4  Contents of minerals in muscles of 3  

species of grouper (mg/kg, wet weight) 

矿物质元素 
Mineral elements 

云纹石 

斑鱼 
E. moara 

鞍带石 

斑鱼 
E. lanceolatus 

云龙石斑鱼 
E. moara(♀)×E. 
lanceolatus (♂)

钾 K 4450.00 3766.50 3490.50 

钠 Na 579.50 904.50 554.50 

钙 Ca 115.50 193.50 175.00 

镁 Mg 1210.50 1137.00 1335.00 

磷 P 203.00 162.50 183.00 

铜 Cu 0.10 0.15 0.35 

锌 Zn 3.34 4.87 3.10 

铁 Fe 2.89 1.95 3.08 

硒 Se 0.41 0.21 0.30 

锰 Mn – – – 

注：–表示未检出 
Note: – denote undetectable 
 

Ca(193.50 mg/kg)、P(183.00 mg/kg)。微量元素中，均

是 Zn 的含量最高，分别为 3.34、4.87 和 3.10 mg/kg，

在云纹石斑鱼和鞍带石斑鱼肌肉中，其次为 Fe   

(2.89 和 1.95 mg/kg)、Se(0.41 和 0.21 mg/kg)、Cu(0.10 和

0.15 mg/kg)；在云龙石斑鱼肌肉中，其次为 Fe     

(3.08 mg/kg)、Cu(0.35 mg/kg)、Se(0.30 mg/kg)。3 种

石斑鱼肌肉中的 Mn 均低于检出限。 

3  讨论 

3.1  常规营养成分 

鱼类营养价值的高低主要是由肌肉中蛋白质和

脂肪的含量决定的。本研究中 3 种石斑鱼肌肉中粗蛋

白含量均相对较高，分别为 20.60%、19.30%、20.00%，

均高于棕点石斑鱼 (郭永军等 , 2009)、点带石斑鱼  

(徐大为等, 2008)、淡水石斑鱼(Cichlasoma managuense) 

(黄海等, 2012)、赤点石斑鱼(林建斌等, 2010)、豹纹

鳃棘鲈(Plectropomus leopardus)(尤宏争等, 2014)等多

种石斑鱼的粗蛋白含量，与珍珠龙胆石斑鱼(王际英

等, 2015)、七带石斑鱼(程波等, 2009)等石斑鱼的粗蛋

白含量相近(表 1)。3 种石斑鱼肌肉中粗脂肪的含量分

别为 2.60%、1.60%和 4.30%，在一定范围内，鱼体

肌肉脂肪的含量与肉质的风味呈正相关关系，脂肪含

量在 3.5%~4.5%具有良好的适口性(刘玉芳, 1991)，说

明云龙石斑鱼在适口性上优于前二者。本研究中的  

3 种石斑鱼均是蛋白质含量丰富且脂肪含量相对适中

的优质海水鱼类，其中，云纹石斑鱼肌肉中粗蛋白含

量较后二者略高，而云龙石斑鱼肌肉的适口性较好。 

3.2  氨基酸组成与营养品质 

3.2.1  氨基酸组成    食品中蛋白质营养价值的高

低，主要取决于其所含氨基酸的组成与含量。在 3 种

石斑鱼肌肉中均检测出 16 种常见氨基酸，氨基酸总

量相差较大，分别为 16.95%、17.46%和 18.56%，可以

看出，云龙石斑鱼氨基酸总量最高。三者的氨基酸总

量均高于褐点石斑鱼(E. fuscoguttatus)(14.72%)、东星

斑 (Plectropomus leopardus)(14.4%) 、 斜 带 石 斑 鱼   

(E. coioides)(14.80%)(谢瑞涛等, 2016)、淡水石斑鱼

(15.74%)(黄海等, 2012)等多种石斑鱼肌肉的氨基酸

总量。 

本研究发现，云纹石斑鱼肌肉的氨基酸中丙氨酸

含量最高，占氨基酸总量的 11.98%。丙氨酸可以增

强鱼肉的鲜味，且具有预防肾结石、协助葡萄糖代谢

的作用，有助于缓和低血糖，改善身体能量。鞍带石

斑鱼和云龙石斑鱼肌肉的氨基酸均是谷氨酸含量最

高，分别占氨基酸总量的 14.95%和 14.71%。谷氨酸

在人体组织代谢过程中起解除氨毒害的作用(孙中武

等, 2008)，也是参与脑组织生化代谢和多种生理活性

物质合成的重要氨基酸(张昌颖等, 1988)。另外，值

得一提的是，本研究中 3 种石斑鱼肌肉中赖氨酸的含

量(湿重)均较高，分别为 1.58%、1.72%和 1.84%，其

AAS 和 CS 分值均已超过 FAO/WHO 标准和鸡蛋蛋白

标准，是前者的 1.41~1.69 倍。我国居民普遍以谷物

为主食，而赖氨酸是一般谷类和人乳蛋白质的第一限

制性氨基酸(徐善良等, 2012)，由此，3 种石斑鱼均可

为国民弥补因以谷物为主食所引起的赖氨酸摄入不

足，同时也可以开发为优质的催乳食品(徐革锋等 , 

2013)。3 种石斑鱼不仅氨基酸含量丰富，还具有良好

的营养和保健作用，是人类优质的氨基酸补充源。 

3.2.2  氨基酸营养品质评价    FAO/WHO 根据婴

儿的必需氨基酸需求量(各年龄段人群中最高)制定了

最低限度的评分标准(AAS)。鸡蛋蛋白质被认为是营

养最全面的，因此也被制定蛋白质的评定标准

(CS)(刘俊利等, 2011)。二者被广泛认为是评定食品中

氨基酸营养价值的重要指标。在本研究中，3 种石斑

鱼的肌肉中除缬氨酸和蛋氨酸外，其他氨基酸的 AAS

均接近或大于 1；除蛋氨酸外，其他氨基酸的 CS 均

大于 0.6。说明这 3 种石斑鱼均可以为人类提供丰富

的必需氨基酸，且氨基酸的平衡性较好。本研究表明，

无论是以 AAS 还是 CS 为标准，3 种石斑鱼的第一限

制性氨基酸均为蛋氨酸，第二限制性氨基酸均为缬氨

酸。因此，在对 3 种石斑鱼进行饲养或食品加工时，

额外添加这 2 种必需氨基酸，能够进一步提高石斑鱼



94 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

的鱼肉品质。 

鱼肉的鲜美程度由肌肉中鲜味氨基酸的组成与

含量决定。3 种石斑鱼肌肉中鲜味氨基酸的含量分别

为 6.31%、6.83%和 7.16%(表 2)。鲜味氨基酸中以谷

氨酸的鲜味最强，3 种石斑鱼肌肉中的谷氨酸含量分

别为 1.06%、2.61%和 2.73%。由此可以看出，3 种石

斑鱼肌肉中鲜味氨基酸的含量均较高，其中，云龙石

斑鱼肌肉中鲜味氨基酸总量最高，且谷氨酸含量最

高。因此，云龙石斑鱼的鲜美程度上要优于前二者。 

3 种石斑鱼肌肉中的支链氨基酸(Val、Ile 和 Leu)

分别占氨基酸总量的 19.65%、18.84%和 19.07%，支

链氨基酸含量均较高。支链氨基酸与芳香族氨基酸的

比值称为支芳值(F)。人和哺乳动物的 F 值在正常情

况下为 3.0~3.5，而当肝受损伤时，则降为 1.0~1.5，

因此，支链氨基酸可用于治疗肝硬化(黄薇等, 2014)。

3 种石斑鱼肌肉的 F 值分别为 2.22、2.57 和 2.60    

(表 2)，均明显高于人体肝脏受损时的水平。因此，   

3 种石斑鱼肌肉均可较好地为肝病患者补充支链氨基

酸，具有良好的保健作用。 

3.3  矿物质元素组成评价 

矿物质元素通过参与人体新陈代谢及各种生化

反应，维持机体渗透压和酸碱平衡。本研究检测了 K、

Na、Ca、Mg、P、Zn、Cu、Fe、Mn 和 Se 共 10 种矿

物质元素，除微量元素 Mn 未被检出外，其他矿物质

元素均有检出。3 种石斑鱼的肌肉中均是 K 含量最高，

K 可以维持人体体液的酸碱平衡和神经肌肉的应激

性，调节机体渗透压。Na 和 K 一样，参与维持机体

多种代谢平衡，通常与 K 配合发挥作用。3 种石斑鱼

肌肉中的 K/Na 分别为 7.7、4.2 和 6.3，说明 3 种石斑

鱼均属于高钾低钠食物。K 可以促进 Na 的排除，能

够通过扩张血管，降低血管阻力从而降低血压。因此，

K 含量丰富的 3 种石斑鱼均适合高血压及心血管疾病

患者食用。另外，这 3 种石斑鱼肌肉中的 Zn 含量均

较为丰富。Zn 对婴幼儿十分重要，儿童缺 Zn 会导致

免疫力和智力下降，引起厌食及赖氨酸缺乏等症状。

本研究显示，3 种石斑鱼肌肉中富含多种矿物质元素，

尤其是 K 和 Zn，可为人类尤其是儿童提供丰富的 Zn。 

对鱼类而言，肌肉中有恒定的钙磷比，3 种石斑

鱼肌肉中的钙磷比分别为 0.57、1.19 和 1.96，高于其

他多种鱼类。因此，在配制饲料的过程中，需要注意

饲料中的钙磷比例。另外，3 种石斑鱼肌肉的锌铜比

分别为 32.8、32.2 和 8.9，锌铁比分别为 1.2、2.5 和

1.0。按照 Hill 和 Matron 提出的“理化性质相似的元

素，其生物学功能相互拮抗”，且这种拮抗作用通常

发生在锌铜比>10 及锌铁比>1 的情况下(Pellet et al, 

1980)。由此可知，云龙石斑鱼肌肉中的 Cu、Fe、Zn

比例比较合理。云纹石斑鱼和鞍带石斑鱼肌肉中的

Zn 含量远远高于 Cu 和 Fe，从而影响 Cu 和 Fe 的吸

收，导致二者摄入不足。因此，在食用这 2 种石斑鱼

时，需注意 Cu 和 Fe 的摄入，使三者能充分吸收利用。 

4  结论 

3 种石斑鱼均是蛋白质含量丰富且脂肪含量相对

适中的优质海水鱼类，其氨基酸种类齐全且平衡性

好，必需氨基酸组成符合 FAO/WHO 的理想模式，支

链氨基酸与芳香族氨基酸的比值均接近正常人体水

平，氨基酸总量、必需氨基酸和鲜味氨基酸含量均较

高，说明本研究中的 3 种石斑鱼均是味道鲜美且营养

价值高的优质蛋白源。根据 AAS 和 CS，3 种石斑鱼

肌肉的第一限制性氨基酸均为蛋氨酸，第二限制性氨

基酸均为缬氨酸。3 种石斑鱼肌肉中含有多种矿物质

元素，可为人体补充多种矿物质。 
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Analysis of Nutrient Components and Evaluation of Nutritive  
Quality in Flesh of Three Species of Cultured Groupers 

ZHAO Tingting1,2, ZHANG Yan2, CHEN Chao2①
, LI Yanlu2, ZHANG Tingting2,  

QIAO Ying2, ZHAI Jieming3, LI Wensheng3 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University,  

Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural  
Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

3. Laizhou Mingbo Aquatic Co. Ltd, Yantai  261418) 

Abstract    Grouper is an important global, marine economic resource. As a low-fat, high-protein edible 

fish, it is in high demand, and thus, its supply is not adequate to meet this demand. In order to improve the 

muscle quality of the cultured grouper and provide basic data for the development of compound feed, the 

nutritional components in the muscles of Epinephelus moara, E. lanceolatus, and E. moara (♀) ×       

E. lanceolatus (♂) (hereinafter Yunlong) were analyzed and evaluated by routine biochemical methods. 

The results showed that the content of crude protein in the muscles of the three grouper species were 

20.60%, 19.30%, and 20.00%, respectively, and the content of crude fat were 2.60%, 1.60%, and 4.30%. 

Sixteen common amino acids were detected in the muscles of the three grouper species. The content of 

total amino acids (TAA), essential amino acids (EAA), and delicious amino acids (DAA) in wet-weight 

fish flesh were respectively 16.95%, 7.11%, and 6.31% in E. moara; 17.46%, 7.18%, and 6.83% in     

E. lanceolatus; and 18.56%, 7.69%, and 7.16% in Yunlong. The proportions of the essential amino acids in 

the muscles of three grouper species are all in accordance with the FAO/WHO standard. The ratios of 

branched chain amino acids to aromatic amino acids (F values) in the muscles of the three grouper species 

were 2.22, 2.57, and 2.60, respectively. According to the amino acid score (AAS) and chemical score (CS), 

the first limiting amino acid of the three grouper species was methionine, and the second limiting amino 

acid was valine. In addition, muscles from the three group species were all rich in minerals. Potassium 

levels were the highest among those of all macroelements, and zinc levels were the highest among those 

of all trace elements. Studies have shown that these three species of groupers are high-quality marine fish 

with high nutritional value, which have good prospects for commercial exploitation and utilization. 

Key words    Grouper; Muscle; Nutrient component; Quality evaluation 
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草鱼死后常温贮藏过程中的品质变化* 

王红丽  施文正①  邱伟强  王锡昌 
(上海海洋大学食品学院  国家淡水水产品加工技术研发分中心(上海)  上海  201306) 

摘要    为了研究草鱼死后常温贮藏过程中的品质变化，以草鱼(Ctenopharyngodon idellus)背肉为研

究对象，测定了草鱼死后 30 h 内质构、pH、乳酸、游离氨基酸、ATP 及其关联化合物等指标的变

化。结果显示，草鱼肉的硬度和咀嚼性在死后 23 h 时达到最大值，弹性、内聚性及回复性均随时

间的延长而降低。pH 呈先降低后升高的趋势，在 23 h 达到最大值。乳酸含量则先增加后减少。在

整个贮藏过程中，鲜甜味游离氨基酸的总含量逐渐减少，而苦味游离氨基酸的总含量则逐渐增加。

ATP 含量在草鱼死后 10 h 内显著增加，具有鲜味的 IMP 含量则迅速减少，呈苦味的 HxR 和 Hx 含

量逐渐增加。在整个贮藏过程中，K 值一直增加。K 值的变化情况表明，草鱼死后常温贮藏 10 h

内可保持较高鲜度，27 h 时，K 值达到 68.99%，表明鱼肉已经腐败。研究表明，草鱼死后室温贮

藏时应在 10 h 内尽快加工。 

关键词    草鱼；死后变化；游离氨基酸；ATP 及其关联化合物；K 值 

中图分类号 TS254.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0097-09 

草鱼(Ctenopharyngodon idellus)是我国主要的淡水

经济鱼类，与青、鲢、鳙并称为“四大家鱼”，2016 年

养殖产量为 590 万 t (中国渔业年鉴, 2017)，居淡水

鱼之首。草鱼营养丰富、肉质鲜美，但由于其具有水

分含量高、富含营养素、pH 中性等特点，货架期相

对较短(Abdollahi et al, 2014)。 

鱼死后通常经历 4 个阶段：初期生化反应、僵硬

期、解僵期、自溶与腐败。这些过程发生的快慢以及

持续时间与鱼的种类、捕获季节、致死方式、宰前生

理状况、贮藏温度、微生物污染等因素有关。Iwamoto 

等 (1987) 比较了 0~20℃不同贮藏温度对褐牙鲆

(Paralichthys olivaceus)宰后僵直的影响，发现 0℃条

件下，褐牙鲆宰后 3 h 开始僵直，15 h 僵直达到最大；

在 5~15℃贮藏时，死后 28 h 僵直达到最大。Okamoto

等 (2006) 比 较 了 不 同 季 节 捕 获 的 三 线 矶 鲈

(Parapristipoma trilineatum)在 0~20℃不同贮藏温度下

的僵直情况，结果显示，冬季和夏季捕获的三线矶鲈

均是在 10℃贮藏时可以延长其僵硬期。 

有关鱼类死后变化的研究主要集中在海水鱼

类，而淡水鱼死后变化的研究相对较少，且温度多为

4℃贮藏(刘晓畅等, 2016)、冰上贮藏(Ocaño-Higuera 

et al, 2009)。本研究测定了草鱼死后常温贮藏 30 h

内质构、pH、乳酸、游离氨基酸、ATP 及其关联化

合物、K 值等的变化，旨在丰富鱼类死后变化的基础

理论，为草鱼流通过程中的品质控制及保鲜加工提

供参考。 

abc
图章
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲜活草鱼购于上海市临港新城古棕路农工商超

市，每尾体重为(1600±100) g、体长为(42.5±3.2) cm。 

腺 嘌 呤 核 苷 三 磷 酸 (Adenosine triphosphate, 

ATP)、二磷酸腺苷酸(Adenosine diphosphate, ADP)、

肌 苷 酸 (Inosine monphosphate, IMP) 、 次 黄 嘌 呤

(Hypoxanthine, Hx)(均为色谱纯，Sigma 公司，美国)；

一磷酸腺苷(Adenosine monophosphate, AMP)、次黄嘌

呤核苷(Insoine, HxR)(TCI 公司，日本)；KH2PO4、

K2HPO4(色谱纯)4、三氯乙酸(分析纯)、高氯酸、NaOH、

KOH(优级纯)(国药集团化学试剂有限公司)；17 种氨

基酸混标(色谱纯)(中国计量科学研究院化学计量与

分析科学研究所)；乳酸测试盒(南京建成生物工程研

究所)。 

1.2  仪器与设备 

TA-XT Plus 型质构仪 (Stable Micro System 公

司，英国)；SHP-2500 型低温生化培养箱  (上海精宏

实验设备有限公司)；H2050R 型高速冷冻离心机(长

沙湘仪有限公司 )；L-8800 型氨基酸自动分析仪

(Hitachi 公司，日本)；W2690/5 型高效液相色谱仪

(Waters 公司，美国)；UV-1800PC 型紫外-可见分光光

度计(上海美谱达仪器有限公司)；FE20 型 pH 计(梅特

勒-托利多仪器(上海)有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  原料预处理    鲜活草鱼经充氧运回实验室，

采用即杀(重击头部致晕)方式，去除内脏，用流动自

来水冲洗干净，沥干后整条装入聚乙烯保鲜袋中，置

于 25℃培养箱中贮藏。分别在 0、5、10、15、19、

23、27、30 h 时，随机选取 3 条鱼进行指标测定。 

1.3.2  质构的测定    参考马海建(2016)的方法，略

作修改。采取横向切片，将样品切成 2 cm×2 cm×1 cm

大小的肉块。测定模式为 TPA，采用 P/6 平底柱形探

头，测试前速率为 3.00 m/s，测试速率为 1.00 mm/s、

返回速率为 1.00 mm/s、压缩程度为 50%，2 次压缩

间停留时间为 5 s，触发值为 5 g，数据采集速率 200 pps。

每组样品测定 8 次。 

1.3.3  pH 的测定    参考吕斌等(2001)的方法，略

作修改。称取绞碎、混合均匀的 2.0 g 鱼肉于离心管

中，加 18 ml 蒸馏水，均质 2 min，10000 r/min 离心

10 min，过滤，取上清液，用 pH 计测定。 

1.3.4  乳酸的测定    采用比色法，按照南京建成生

物工程研究所乳酸测试试剂盒说明进行。取 2.0 g 草

鱼背肉，用 18 ml 0.85%生理盐水匀浆 30 s，4℃条件

下匀浆，以 10000 g 离心 10 min，收集上清液，使用

双缩脲法(Torten et al, 2010)测定上清液的蛋白质浓

度，用测定试剂盒(No.A019，南京建成生物工程研究

所)在 530 nm 处用分光光度法测定乳酸，结果显示为

乳酸/g 蛋白质(mmol/g 蛋白质)。 

1.3.5  游离氨基酸含量的测定     参考陈剑岚等

(2017)的方法，略作修改。称取样品 2.0 g，加入质量

分数为 15%的三氯乙酸溶液 15 ml，匀浆 2 min 后，

静置 2 h，4℃条件下，10000 r/min 离心 15 min，过

滤，取上清液 5 ml，用浓度为 3 mol/L 的 NaOH 溶液

调节 pH 至 2.0，定容至 10 ml，摇匀，过 0.22 μm 膜，

滤液上机检测。 

1.3.6  核苷酸类化合物含量及 K 值的测定    参考

Yokoyama 等(1992)的方法，略作修改。称取样品 5.0 g

置于 50 ml 离心管中，加入 10 ml 质量分数为 10%的

HClO4，高速匀浆 2 min，4℃条件下，10000 r/min 离

心 15 min，过滤，取上清液。用 5 ml 质量分数为 5%

的 HClO4 洗涤沉淀，再次离心，合并上清液。调节上

清液 pH 至 6.5，静置 30 min 后，定容至 50 ml，摇匀，

过 0.45 μm 膜待测。 

高效液相色谱条件：ODS-SP C18 色谱柱(4.6 mm× 

250 mm，5 μm)，ODS-SP 保护柱柱芯(4 mm×10 mm，

5 μm)；流动相 A 为 pH 是 6.5 的 0.05 mol/LKH2PO4

和 K2HPO4 (1∶1)溶液，流动相 B 为甲醇溶液，流速

1 ml/min 等梯度洗脱；柱温 28℃；进样量 10 μl；检

测波长 254 nm。 

K 是 ATP 降解的产物 HxR 和 Hx 含量之和与 ATP

关联物总和的百分比(汤水粉等, 2014)。其计算公式： 
K(%)=(HxR+Hx)/(ATP+ADP+AMP+IMP+HxR 

+Hx)×100% 
式中，ATP、ADP、AMP、IMP、HxR 和 Hx 分

别为相应化合物，即腺苷三磷酸、腺苷二磷酸、腺苷

酸、肌苷酸、肌苷(次黄嘌呤核苷)和次黄嘌呤的浓度，

以 μmol/g 湿重表示(李辉等, 2011)。 

1.4  数据处理 

实验数据以 3 个平行样品的平均值±标准差

(Mean±SD)表示，采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，

采用 Duncan 法进行多重比较，采用 Orgin 8.5 

(OriginLab Corp, Hampton, 美国)软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  草鱼死后贮藏过程中质构特性的变化 

草鱼死后 30 h 内硬度、弹性、内聚性、咀嚼性
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以及回复性的变化见表 1。从表 1 可以看出，鱼肉

的硬度可用于评价其新鲜度，刚宰杀的草鱼硬度  

为(423.91±8.88) g，在草鱼死后 23 h 时，硬度达到最

大值，为(538.96±11.80) g，随后急剧下降。这与 Abe

等(1991)的研究结果基本一致。鱼肉的弹性和内聚性

均随着时间的延长呈下降趋势，但变化幅度不大。咀

嚼性和回复性在贮藏后期下降明显。鱼死后，肌肉

质构特性的变化不仅与胶原蛋白等基质蛋白的破坏

有关，而且与肌原纤维蛋白的变化有关 (Martinez 

et al, 2011)。Li 等(2017)研究表明，鱼死后硬度和弹性

的变化与 pH 降低速率和肌原纤维的破坏有关。Sato  

等(1991)提出酶的作用也是引起鱼贮藏过程中质构变

化的重要因素。Bahuaud 等(2010)也发现，大西洋鲑   

鱼(Salmo salar)组织蛋白酶的作用导致弹性下降。 
 

表 1  草鱼死后 25℃贮藏过程中质构的变化 
Tab.1  Changes in texture of postmortem grass carp during storage at 25℃ 

贮藏时间 
Storage time(h) 

硬度 
Hardness(g) 

弹性 
Springiness 

内聚性 
Cohesiveness 

咀嚼性 
Chewiness(g) 

回复性 
Resilience 

0 423.91±8.88e 0.89±0.04a 0.43±0.02a 179.38±8.27b 0.25±0.01a 

5 440.42±19.80de 0.88±0.03ab 0.39±0.02b 233.43±9.75a 0.22±0.001b 

10 457.42±19.97cd 0.85±0.04bc 0.35±0.02c 141.77±3.83c 0.16±0.01c 

15 469.52±19.78bc 0.84±0.01c 0.31±0.02d 128.13±4.66d 0.14±0.01d 

19 480.25±22.44b 0.84±0.03c 0.30±0.01d 110.95±3.99d 0.13±0.00e 

23 538.96±11.80a 0.78±0.04d 0.23±0.01e 84.56±3.66e 0.10±0.00g 

27 363.13±14.89f 0.79±0.00d 0.21±0.01f 76.00±2.80f 0.10±0.00g 

30 336.57±17.34g 0.76±0.02d 0.20±0.00f 62.16±4.30f 0.10±0.00g 

注：同列标注不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同 

Note: The different superscript letters in the same column indicates significant difference (P<0.05)，the same as below 

 

2.2  草鱼死后贮藏过程中 pH 的变化 

从图 1 可知，刚宰杀草鱼的 pH 为 7.260.02，高

于鲢鱼(Hypophthalmichthys molitrix)的初始 pH(史策, 

2015)。鱼肉的初始 pH 值与种类、季节、饲料、死前

活动水平以及肌肉类型等因素有关。草鱼死后的 30 h

内，pH 呈先下降后上升的趋势，死后 23 h 时，下降

至 6.74±0.02，在 30 h 时升高至 7.15±0.03。刘晓畅   

等(2016)研究发现，长丰鲢(Changfeng silver carp)宰

杀后在 4℃条件下，pH 在 24 h 时达到最低值，之后 
 

 
 

图 1  草鱼死后 25℃贮藏过程中 pH 的变化 
Fig.1  Changes in pH value of postmortem grass  

carp during storage at 25℃ 

开始升高，与本研究的结果基本一致。草鱼死后 pH

下降是由于糖原无氧酵解产生乳酸以及 ATP 和磷酸

肌酸等物质逐渐分解产生磷酸所致(Hong et al, 2012; 

熊雄等, 2012)。之后，由于内源酶和鱼肉表面细菌分

解蛋白质等含氮化合物，产生碱性物质，导致鱼肉

pH 逐渐升高(Fan et al, 2014)。 

2.3  草鱼死后贮藏过程中乳酸含量的变化 

从图 2 可以看出，草鱼死后贮藏过程中，乳酸含 
 

 
 

图 2  草鱼死后 25℃贮藏过程中乳酸含量的变化 
Fig.2  Changes in lactic acid content of postmortem grass 

carp during storage at 25℃ 
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量呈先增加后减少的趋势。刚宰杀草鱼的乳酸含量为

(1.20±0.08) mmol/g prot，随后逐渐增加，在 19 h 时

达到最大值，为(3.96±0.05) mmol/g prot，23 h 后，乳

酸含量急剧下降，30 h 时，乳酸含量仅为 (0.20±   

0.02) mmol/g prot。草鱼死后，肌肉中的糖元在无氧

条件下经过糖酵解生成乳酸(Poli et al, 2015)，乳酸的

生成造成 pH 降低，导致肌质网积蓄 Ca2+的功能下降，

Ca2+溶出促进了草鱼死后僵硬的进程(宋永令等, 2010)。 

2.4  草鱼死后贮藏过程中游离氨基酸含量的变化 

游离氨基酸是一类重要的滋味成分，可以呈现出

酸、鲜、甜、苦、硫味等，对鱼肉的感官品质有重要

影响。鱼死后，肌肉中的蛋白质会发生分解，使游离

氨基酸的含量增加，同时，为细菌的生长繁殖创造了

有利条件，加速了鱼体的解僵和自溶过程。当鱼肉中

的某些游离氨基酸浓度足够高时，能够独立于其他成

分对鱼的整体风味起作用(任仙娥等, 2003)。如组氨酸

(His)、酪氨酸(Tyr)、赖氨酸(Lys)等具有苦味(施文正等, 

2014)，天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、甘氨酸(Gly)、

丙氨酸(Ala)等呈鲜味。鲜味氨基酸与呈味核苷酸还具

有协同作用(杨阳等, 2015; 陈剑岚等, 2017)。 

草鱼死后游离氨基酸含量的变化见表 2。从表 2

可以看出，游离氨基酸总量随贮藏时间的延长呈总体

增加的趋势，其中，组氨酸、甘氨酸、丙氨酸含量相

对较高。游离氨基酸的呈味作用不仅与绝对含量有

关，更与阈值相关。草鱼死后贮藏过程中，组氨酸的

含量远高于其阈值(20 mg/100 g)，表明对草鱼死后滋

味有着重要的作用，而其他种类的游离氨基酸含量均

在阈值水平以下。从图 3 可以看出，草鱼死后贮藏过

程中，鲜甜味氨基酸的总含量呈下降趋势，而苦味游

离氨基酸的总含量则逐渐增加，这可能与僵硬后期以 
 

 
 

图 3  草鱼死后 25℃贮藏过程中鲜甜味和 

苦味氨基酸含量的变化 
Fig.3  Changes in content of fresh sweet and bitter amino 

acids of postmortem grass carp during storage at 25℃ 

及自溶和腐败变质阶段鱼肌肉中不同类型的蛋白质

降解有关。此外，氨基酸的分解和汁液流失等也会产

生一些影响(Erkan et al, 2011)。 

2.5  草鱼死后贮藏过程中 ATP 关联化合物及 K 值的

变化 

从表 3 可以看出，刚宰杀的草鱼 ATP 含量为(3.68 

0.37) mg/100 g，在 10 h 时上升至(12.540.41) mg/100 g，

随后略微下降。ADP 含量变化相对较小。 

AMP 能抑制苦味，使食品产生理想的咸味与甜

味，且与 IMP 具有协同作用(张佳琪, 2013)，草鱼死后，

AMP 含量在 30 h 内略有波动，整体呈增加趋势。IMP

是重要的鲜味物质(Okamoto et al, 2006)，刚宰杀的草

鱼 IMP 含量较高，随后，在内源性 IMP 磷酸水解酶

和微生物的作用下降解为 HxR 和 Hx；30 h 时，IMP

含量降至(12.660.79) mg/100 g。Hx 和 HxR 具有苦

味，其含量在贮藏过程中明显增加，是导致鱼肉整体

风味劣化的重要原因。 
 

 
 

图 4  25℃贮藏条件下草鱼死后过程中 K 值的变化 
Fig.4  Changes in K-value of postmortem grass  

carp during storage at 25℃ 
 

草鱼死后 30 h 内 K 值的变化见图 4。从图 4 可以

看出，K 值是反映鱼死后鲜度变化以及风味相关的生

化指标。K 值一般记为 HxR 和 Hx，二者含量之和与

ATP 及其关联化合物总量的百分比，K 值越小说明其

鲜度越好。低于 20%为非常新鲜，20%~50%为相对

新鲜，高于 70%时表明已经腐败(Saito et al, 1959)。本

研究中，刚宰杀草鱼的 K 值为 6.19%，此后，在贮藏

过程中迅速增加，在 10 h 内鱼肉保持较高鲜度，27 h

时 K 值已达到 68.99%，表明鱼肉已达到腐败程度。 

3  结论 

草鱼死后，常温贮藏过程中，鱼肉的硬度和咀嚼

性在死后 23 h 时达到最大值，弹性、内聚性及回复

性则随时间的延长呈整体下降趋势。草鱼死后 pH 迅

速降低，23 h 时达到最小值，在僵硬后期 pH 又逐 
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表 3  草鱼死后 25℃贮藏过程中 ATP 及其关联化合物的变化 
Tab.3  Changes in ATP-related compounds of postmortem grass carp during storage at 25℃ 

含量 Content (mg/100 g) 
时间 

Time(h) 肌苷酸 
IMP 

腺嘌呤核苷 

三磷酸 ATP 
二磷酸腺酸 

ADP 
一磷酸腺苷 

AMP 
次黄嘌呤 

Hx 
次黄嘌呤核苷

HxR 

0 212.53±9.81a 3.68±0.37c 14.69±0.22c 8.36±0.43d 2.16±0.20d 13.46±1.22f 

5 157.68±7.43b 4.57±0.45c 15.87±0.16b 8.09±0.70d 3.12±0.25cd 46.26±2.46e 

10 161.71±7.33b 12.54±0.41a 17.87±0.63a 11.74±0.37a 4.17±0.20c 46.95±0.32e 

15 111.69±4.96c 9.32±0.04b 17.86±0.18a 9.83±0.96c 4.95±0.13c 63.27±0.14d 

19 57.74±2.94d 10.44±0.00b 16.00±0.08b 10.42±1.15ab 7.36±0.11b 75.76±2.01c 

23 41.61±4.45e 10.16±0.01b 15.48±0.32bc 11.32±0.18ab 8.47±0.66b 92.66±6.80b 

27 14.66±0.62f 10.17±1.33b 16.22±0.62b 11.60±0.23a 19.40±0.08a 97.52±4.75b 

30 12.66±0.79f 10.20±0.11b 15.52±0.37bc 11.40±0.03a 21.30±0.27a 105.17±1.48a 

 

渐增高。乳酸含量呈现先增加后减少的趋势。鲜甜味

游离氨基酸的总含量逐渐减少，而苦味游离氨基酸的

总含量则逐渐增加，同时，具有鲜味的 IMP 含量迅

速减少，而呈现苦味的 HxR 和 Hx 含量则逐渐增加。

K 值的变化情况表明，草鱼死后常温贮藏 10 h 内可保

持较高鲜度，27 h 时达到腐败。因此，应尽量在草鱼

死后 10 h 内进行加工。 
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 Quality Changes of Grass Carp (Ctenopharyngodon idellus)  
in the Process of Postmortem Stored at Room Temperature 

WANG Hongli, SHI Wenzheng①
, QIU Weiqiang, WANG Xichang 

( College of Food Science and Technology, National R&D Branch Center for Freshwater Aquatic Products Processing  
Technology (Shanghai), Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In order to study the quality changes of grass carp during postmortem at room temperature   

(25℃), the changes in texture, pH, lactic acid, free amino acids, and ATP-related compounds in the dorsal 

meat of grass carp were measured using texture analyzer, pH meter, lactic acid kit, automatic amino acid 

analyzer, and high-performance liquid chromatography method in the postmortem process within 30 h. 

The results showed that hardness and chewiness of the grass carp reached its maximum at 23 h and then rapidly 

decreased, while springiness, cohesiveness, and resilience of grass carp decreased with the extension of storage 

time. pH showed a trend of decreasing first and then increasing, and it reached its maximum at 23 h. The 

content of lactic acid increased initially and then decreased, which reached its minimum value at 23 h. The total 

amount of fresh sweet amino acids gradually decreased during the postmortem process, while bitter amino 

acids were just the opposite, which increased during the postmortem process. The content of ATP increased 

significantly within 10 h, while the content of IMP with umami taste decreased rapidly1. Furthermore, the 

content of HxR and Hx with bitter taste increased gradually during the storage process. The K value 

increased during the postmortem process. The change in K value indicated that grass carp could maintain 

high freshness after storage for 10 h at room temperature, and it reached 68.99% at 27 h, which showed that 

the fish had spoiled at that time. Therefore, it should be processed as soon as possible, ideally within 10 hours 

after the death of grass carp at room temperature. This study will enrich the basic theory of postmortem 

variation of fish and provide support for the quality change of aquatic products. 

Key words    Ctenopharyngodon idellus; Postmortem; Free amino acids; ATP-related compounds; 

K-value 
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WSSV 感染对中国明对虾 bantam 及 

其候选靶基因的影响* 

李旭鹏 1  孔  杰 1,2①  孟宪红 1  栾  生 1,2  罗  坤 1 
(1. 农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071) 

摘要    Bantam 能够调控细胞增殖、细胞凋亡等过程，影响生物的免疫过程。本研究利用实时荧光定

量 PCR(qRT-PCR)技术对感染 WSSV 的中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)肝胰腺和鳃组织内 bantam 表

达水平进行检测，发现感染 WSSV 后 6、12、24 和 48 h，中国明对虾肝胰腺中的 bantam 表达水平分别是

对照组的(0.16±0.03)(P<0.05)、(0.63±0.26)、(0.32±0.06)(P<0.05)和(0.41±0.13)倍；中国明对虾鳃中的 bantam

表达水平分别是对照组的(0.30±0.17)(P<0.05)、(1.88±0.26)(P<0.01)、(0.84±0.36)和(0.51±0.25)倍。利用

miRanda 软件进一步对中国明对虾 bantam 靶基因进行预测分析，评分最高的靶基因是泛素缀合酶 E2。

中国明对虾泛素缀合酶 E2 包含 UBCc 功能域。多序列比对显示，UBCc 功能域氨基酸残基序列在不同物

种间保守性较高。进化树分析显示，分类学地位相近的物种的泛素缀合酶 E2 聚为一类。qRT-PCR 检测感

染 WSSV 的中国明对虾肝胰腺和鳃中的泛素缀合酶 E2 表达水平，结果显示，在感染 WSSV 后 6、12、24

和 48 h，中国明对虾肝胰腺中泛素缀合酶 E2 的表达水平分别是对照组的(0.54±0.10)、(1.19±0.62)、(3.69±0.51) 

(P<0.01)和(1.94±0.07)(P<0.05)倍；中国明对虾鳃中泛素缀合酶 E2 的表达水平分别是对照组的(0.22±0.05)、

(1.34±0.38)、(4.29±0.52)(P<0.01)和(1.28±0.79)倍。研究表明，bantam 和泛素缀合酶 E2 的表达都受 WSSV

侵染的影响，可能与中国明对虾和 WSSV 之间的互作相关。但 bantam 和泛素缀合酶 E2 表达水平的变

化是对虾抵抗 WSSV 侵染过程的免疫反应，还是宿主基因被病毒胁迫后的结果，需要进一步验证。 

关键词    中国明对虾；WSSV；bantam；泛素缀合酶 E2；表达 

中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0106-08 

中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)是中国传

统养殖品种，其肉质鲜美，营养价值高。中国明对虾

自然群体主要分布于中国的黄海、渤海海域以及朝鲜

半岛的西海岸附近(孟宪红, 2010)。白斑综合征(White 

abc
图章
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spot syndrome, WSS)是目前对虾养殖业中主要病害

之一，该病发病后对虾死亡速度快、死亡率高，10 d

内死亡率接近 100%。该病的病原是白斑综合征病毒

(White spot syndrome virus, WSSV)，该病毒属于线形

病毒科(Nimaviridae)，是一种双链 DNA 病毒(Huang  

et al, 2002; van Hulten et al, 2001; Yang et al, 2001)。

WSSV 对中国明对虾的致死率高，对虾死亡速度快，

人工感染实验中的中国明对虾平均存活时间约为 5~ 

7 d(冯亚萍等, 2017)。microRNA (miRNA)是一类长度

约为 21~25 bp 的小分子非编码 RNA，参与转录后调

控过程，能够与目标靶基因的 mRNA 结合来调控目

的基因的翻译过程，从而起到对基因表达水平的调

控。研究表明，miRNA 能够参与宿主与病原的互作

过 程 。 前 期 研 究 发 现 ， 半 滑 舌 鳎 (Cynoglossus 

semilaevis) miR-223 参与免疫应答过程，在鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)感染后的免疫组织中呈现差异表

达趋势(颜慧等, 2015)。感染 WSSV 后的斑节对虾

(Penaeus monodon)体内 11种 miRNA呈现差异表达趋

势(Kaewkascholkul et al, 2016)，日本囊对虾(Marsupenaeus 

japonicus)中发现，miR-965 和 miR-100 可能与对虾和

病毒间的互作相关(Le et al, 2016; Yang et al, 2014)。

这些研究提示，特殊 miRNA 在对虾和病毒间互作过

程中可能发挥调控作用，但是，哪些 miRNA 发挥了

具体调控作用目前还不清楚。Bantam 是一种 miRNA，

研究表明，bantam 能够参与调控生物生长(Hipfner  

et al, 2002)、细胞增殖与凋亡(Nolo et al, 2006)。在感

染 苜 蓿 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病 毒 (Autographa 

californica multicapsid nucleopolyhedrovirus, AcMNPV)后

的斜纹夜蛾(Spodoptera litura)中，bantam 表达水平呈

上调趋势，提示其在宿主-病毒互作中发挥调控作用

(Shi et al, 2016)。作者对感染 WSSV 后的中国明对虾

bantam 及其靶基因特征进行研究，期望能在 miRNA

水平为中国明对虾抗 WSSV 研究提供一些参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

实验所用中国明对虾为中国水产科学研究院黄

海水产研究所遗传育种中心培育的“黄海 2 号”新品

种。对虾养殖水经砂滤、紫外线消毒、5 mg/L 有效氯

等方法进行处理。 

1.2  病毒悬液制备和浓度测定 

取感染 WSSV 后死亡的中国明对虾肌肉组织，

在冰浴中剪碎，按照 1 g 肌肉组织加入 10 ml PBS，

使用 Precellys 24 组织破碎仪(Bertin，法国)进行破碎，

对匀浆液使用 Centrifuge 5804R 离心机(Eppendorf，

德国) 12000 r/min 离心后，取上清液，作为 WSSV 病

毒悬液。使用 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪和 Premix Ex 

Taq™ (Probe qPCR)(TaKaRa)试剂盒，利用探针法

qRT-PCR 技术对病毒悬液中的 WSSV 含量进行检测。

引物和探针序列见表 1。PCR 反应体系：10 μl Premix 

Ex Taq (Probe qPCR)(2×)，0.4 μl ROX Reference Dye 

Ⅱ，0.4 μl WSSV forward primer (10 μmol/L)，0.4 μl 

WSSV reverse primer (10 μmol/L)，0.8 μl WSSV probe 

(10 μmol/L)，2 μl 病毒悬液，dH2O 补足 20 μl。反应

程序：95  30 s℃ ；95  5 s℃ ，60  34 s℃ ，40 个循环。

根据 WSSV 标准品浓度和 Ct 值进行线性回归分析，

根据待检测病毒悬液的 Ct 值，计算其中的病毒浓度，

平行实验重复 3 次。 

1.3  WSSV 人工感染实验 

使用注射器从中国明对虾第 5 腹节处注射 10 μl

病毒悬液。每尾对虾的 WSSV 注射量为 1×105 copies。

分别在注射病毒悬液后的 6、12、24、48 h，取对虾

肝胰腺和鳃组织。取正常对虾作为对照。每组实验取

3 个生物学重复，肝胰腺和鳃组织经过液氮速冻后，

放入‒80℃保存，用于后期 RNA 提取。 

1.4  miRNA 提取及 qRT-PCR 

使用 miRcute miRNA 提取分离试剂盒(天根)，按

照说明书进行 miRNA 的提取。提取后的 miRNA 保

存在‒80℃，用于后期 qRT-PCR 实验。采用 Mir-X™ 

miRNA First Strand Synthesis Kit(Clontech，美国)进行

miRNA 加 A 尾反转录，合成 cDNA 模板。根据 bantam

序列 (5-UGAGAUCAUUGUGAAAGCUGAUU-3) 设
计 qRT-PCR 引物(表 1)。使用 qRT-PCR 技术，对感染

WSSV 后不同时间段的中国明对虾肝胰腺和鳃组织

中的 bantam 表达水平进行检测。使用 SYBR® Premix 

Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus)(TaKaRa)试剂盒。内参检

测选用试剂盒自带的 U6 引物。反应体系：cDNA 模

板 2 μl、SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus)(2×)    

10 μl、ROX Reference Dye  (50×) 0.4 μlⅡ 、RT primer  

(10 μmol/L) 0.4 μl、mRQ 3 Primer 0.4 μl、ddH2O   

6.8 μl。反应程序：95  30 s℃ ；95  5 s℃ ，60  34 s℃ ，     

40 个循环；熔解曲线分析。所有实验设置 3 个平行，

使用 2‒ΔΔCt 法对结果进行处理，实验中所涉及的数据

均为平均值±标准差(Mean±SD)，使用 SPSS 软件 t 检

验进行显著性分析，P<0.05 为差异显著，P<0.01 为

差异极显著。 
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1.5  靶基因分析 

使 用 miRanda 软 件 (http://www.microrna.org/ 

microrna/home.do)和本实验室已有的中国明对虾高

通量转录组测序数据中的 3UTR 序列，对 bantam 靶

基因进行预测。取评分最高靶基因作为研究对象。使

用 SMARTer® RACE 5′/3′ Kit (Clontech)试剂盒，利用

RACE 技术获得靶基因 cDNA 序列。利用 NCBI 数据

库中的 Search for Conserved Domains within a protein or 

coding nucleotide sequence 功能(https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)对靶基因序列进行功

能域分析。从 NCBI 数据库 (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/)查找其他物种的靶基因氨基酸序列，利用

MEGA 5 软件(http://www.megas-oftware.net)进行进化

树分析，用 DNAMAN(version 6) (Lynnon Biosoft，加

拿大)软件进行多序列对比分析。 

提取感染 6、12、24、48 h 后的中国明对虾肝胰

腺和鳃组织总 RNA，按照 RNAsimple 总 RNA 提取试

剂盒(天根)说明书操作。利用 qRT-PCR 技术对靶基因

表达水平进行检测。内参选择 18S rRNA，引物序列见

表 1。反应体系和程序同 bantam 表达水平检测实验。 
 

表 1  引物和探针信息 
Tab.1  Primers and probes information 

探针/引物名称
Probe/primer name 

序列 
Sequences 

WSSV forward primer TGGTCCCGTCCTCATCTCAG 

WSSV reverse primer GCTGCCTTGCCGGAAATTA 

WSSV probe 
AGCCATGAAGAATGCCGTCTA
TCACACA 

bantam RT primer TGAGATCATTGTGAAAGCTGATT

E2 RT forward primer TGATGATGTCAGCGAACAAAG

E2 RT reverse primer ATGGAAGCATGAGGTAACGAA

18S forward primer TATACGCTAGTGGAGCTGGAA

18S reverse primer GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 
 

2  结果 

2.1  bantam 表达水平 

研究结果显示，感染 WSSV 的中国明对虾肝胰

腺中的 bantam 表达水平呈现下调趋势。在感染 WSSV

后的 6、12、24 和 48 h，中国明对虾肝胰腺中的 bantam

表达水平分别是对照组的(0.16±0.03)(P<0.05)、(0.63± 

0.26) 、 (0.32±0.06)(P<0.05) 和 (0.41±0.13) 倍。感 染

WSSV 的中国明对虾鳃中的 bantam 表达水平呈现波

动趋势。在感染 WSSV 后的 6、12、24 和 48 h，中

国明对虾鳃中的 bantam 表达水平分别是对照组的

(0.30±0.17)(P<0.05)、(1.88±0.26)(P<0.01)、(0.84±0.36)

和(0.51±0.25)倍。 
 

 
 

图 1  感染 WSSV 后中国明对虾肝胰腺和 

鳃中 bantam 表达水平 
Fig.1  Expression level of bantam in the hepatopancreas and 

gill of WSSV-infected Chinese shrimp 

*为差异显著(P<0.05)；**为差异极显著(P<0.01)。下同 
* denoted significant difference (P<0.05); ** denoted highly 

significant difference (P<0.01). The same as below 
 

2.2  bantam 靶基因预测及序列分析 

miRanda 软件预测评分最高的中国明对虾 bantam

候选靶基因是泛素缀合酶 E2(Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2)，miRanda 评分为 183，预测 bantam 与靶基因

泛素缀合酶E2结合位点的自由结合能是‒27.89 kcal/mol。 

中国明对虾泛素缀合酶 E2 基因编码区共 540 bp，

起始密码子 ATG，终止密码子 TAG，共编码 179 个

氨基酸。功能域预测结果显示，第 33~80 氨基酸残基

构成 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 的 catalytic (UBCc)

功能域(图 2)。由来自 5 种脊椎动物、5 种无脊椎动物、

3 种真菌和 2 种植物的泛素缀合酶 E2 氨基酸序列进

化树分析结果显示，中国明对虾的泛素缀合酶 E2 蛋

白首先与甲壳动物端足虫(Hyalella azteca)聚为一支，

其他无脊椎动物赤拟谷盗(Tribolium castaneum)、果蝇
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(Drosophila serrata)、地中海实蝇(Ceratitis capitata)

泛素缀合酶 E2 聚为一支。5 种脊椎动物分别是小鼠

(Mus musculus)、大鼠(Rattus norvegicus)、人类(Homo 

sapiens)、珍珠鸡(Numida meleagris)、大山雀(Parus 

major) 泛 素 缀 合 酶 E2 聚 为 一 支 。 3 种 子 囊 菌

(Umbilicaria pustulata、Diplocarpon rosae、Madurella 

mycetomatis)泛素缀合酶 E2 聚为一支。2 种植物分别

是可可(Theobroma cacao)和菠萝(Ananas comosus)泛

素缀合酶 E2 聚为一支(图 3)。多序列比对结果显示，

泛素缀合酶 E2 蛋白的 UBCc 功能域氨基酸残基序列

在不同物种间保守性较高。其中，5 种脊椎动物的泛

素缀合酶 E2 氨基酸序列均以 MASQN 氨基酸残基序

列开始，4 种无脊椎动物的泛素缀合酶 E2 氨基酸序

列均以 MAQN 氨基酸残基开始。分类学地位较远的

物种间的泛素缀合酶 E2 蛋白 N 端氨基酸序列变化较

大，保守性总体略低于 C 端氨基酸序列(图 4)。 
 

 
 

图 2  泛素缀合酶 E2 核酸以及预测氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequence of the ubiquitin-conjugating enzyme E2 

起始密码子和终止密码子用方框标出。UBCc 功能域用下划线标出 
The initiation and termination codons are boxed. The UBCc domain is underlined 

 

 
图 3  基于泛素缀合酶 E2 氨基酸序列的系统进化树分析 

Fig.3  Phylogenetic analysis based on the deduced amino acid sequences of the ubiquitin-conjugating enzyme E2 
 

2.3  泛素缀合酶 E2 表达水平 

qRT-PCR 结果显示，在感染 WSSV 后 6、12、24

和 48 h 的中国明对虾肝胰腺中，泛素缀合酶 E2 的表 

达水平分别是对照组的(0.54±0.10)、(1.19±0.62)、

(3.69±0.51)(P<0.01)和(1.94±0.07)(P<0.05)倍。在感染

WSSV 后 6、12、24 和 48 h 的中国明对虾鳃中，泛

素缀合酶 E2 表达水平是对照组的(0.22±0.05)、(1.34± 

0.38)、(4.29±0.52)(P<0.01)和(1.28±0.79)倍(图 5)。 
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图 4  泛素缀合酶 E2 氨基酸多序列比对 
Fig.4  Multiple alignments of deduced amino acid sequences of the ubiquitin-conjugating enzyme E2 

多序列比对所用序列与图 3 中所用序列一致 
The sequences used in the multiple alignments are the same sequences shown in Fig.3 

 

 
 

图 5  感染 WSSV 后中国明对虾肝胰腺和鳃内泛素缀合酶 E2 基因表达水平 
Fig.5  Gene expression level of ubiquitin-conjugating enzyme E2 in the hepatopancreas and gill of WSSV-infected Chinese shrimp 
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3  讨论 

高致死率的 WSSV 对中国明对虾产业发展带来

巨大的影响。目前，在中国明对虾抗 WSSV 研究领

域，miRNA 方面的研究相对较少。针对凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)的研究表明，8 种 miRNA 在感

染 WSSV 后的对虾体内呈现差异表达(Zeng et al, 

2015)。在桃拉病毒感染的凡纳滨对虾体内，22 种

miRNA 发生差异表达，其中，有 8 种 miRNA 上调表

达，14 种下调表达(马宁等, 2015)。这些研究提示，

miRNA 在对虾与病毒互作中可能发挥重要调控作用。 

本研究表明，bantam 在感染 WSSV 后的中国明 

对虾体内呈现显著的表达变化。研究表明，bantam

主要参与调控细胞增殖、细胞凋亡过程 (Brennecke  

et al, 2003; Lam et al, 2014; Huang et al, 2014)。同时，

有关于 bantam 参与免疫过程的报道。在感染桃拉病

毒后的凡纳滨对虾肝胰腺内，bantam 的表达量下降

到正常水平的 0.34 倍(马宁等, 2015)。感染 WSSV 的

凡纳滨对虾肝胰腺内 bantam 的表达水平显著下调至

正常对虾的 0.3 倍(Zeng et al, 2015)。上述研究结果与

本研究类似。bantam 在感染 WSSV 初期的对虾肝胰

腺中呈现下调表达趋势，提示 bantam 可能与对虾和

病毒间的互作过程相关。但是，本研究发现感染

WSSV 后的中国明对虾鳃中 bantam 表达呈现出先下

调后上调的波动变化。肝胰腺是发挥免疫作用的组

织，鳃是 WSSV 侵染的主要靶器官，WSSV 的侵染

对这 2 种组织内 bantam 表达水平的影响不同，提示

不同组织应答病毒侵染的机制不同。考虑到 bantam

主要参与调控细胞增殖和细胞凋亡过程，这可能提

示，通过 bantam 的转录后调控过程，病毒侵染影响

了宿主的细胞凋亡过程。 

泛素缀合酶 E2 是参与蛋白泛素化反应的酶，蛋

白的泛素化通过泛素活化酶 E1、泛素缀合酶 E2、泛

素蛋白连接酶 E3 将泛素与蛋白酶连接，泛素化蛋白

酶发挥水解作用。因此，该酶在生物细胞周期调控、

细胞增殖、细胞凋亡过程中发挥重要作用(Chang et al, 

2015; Jiang et al, 2010; Maeda et al, 2009)。陈学昭等

(2015)研究报道，泛素缀合酶 E2 在鳗弧菌感染后的

松江鲈(Trachidermus fasciatus)肝脏、脾脏内表达水平

迅速上升，提示该基因与鱼类的免疫功能可能相关。

Jeena 等(2012)在斑节对虾抗 WSSV 研究中发现，感

染 WSSV 后 24 h，对虾体内的泛素缀合酶 E2 表达水

平显著升高，随后表达水平开始下降，泛素缀合酶

E2 表达特征与本研究十分相似，进一步提示，泛素

缀合酶 E2 可能与对虾和 WSSV 互作过程相关。

bantam 和泛素缀合酶 E2 都是与细胞增殖、细胞凋亡

过程相关的调控因子。研究表明，在感染 WSSV 后

的中国明对虾体内 bantam和泛素缀合酶 E2呈现显著

表达变化(P<0.05)，提示中国明对虾在感染 WSSV 后

可能通过泛素 -蛋白酶体途径 (Ubiquitin-proteasome 

pathway, UPP)对某些特殊靶蛋白进行选择性降解，影

响细胞的凋亡过程。但是，这种变化是中国明对虾对

WSSV 侵染过程的免疫应答，还是宿主基因被 WSSV

挟持为病毒侵染过程服务，需要进一步研究来证实。 
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Effect of White Spot Syndrome Virus Infection on bantam and Candidate 
Target Genes in the Chinese Shrimp Fenneropenaeus chinensis 

LI Xupeng1, KONG Jie1,2①
, MENG Xianhong1, LUAN Sheng1,2, LUO Kun1 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 
 Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory 
 for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Bantam is a type of miRNA involved in cell proliferation and apoptosis, and can affect 

immune processes in animals. In the present study, bantam expression in the hepatopancreas and gill of 

WSSV-infected Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis was determined using the qRT-PCR technique. 

The results showed that bantam expression in the hepatopancreas of Chinese shrimp 6, 12, 24, and 48 h 

post infection was (0.16±0.03)(P<0.05), (0.63±0.26), (0.32±0.06) (P<0.05), and (0.41±0.13) fold that of 

the expression in the controls, respectively. Bantam expression in the gill of Chinese shrimp 6, 12, 24, and 

48 h post infection was (0.30±0.17) (P<0.05), (1.88±0.26) (P<0.01), (0.84±0.36), and (0.51±0.25) fold 

that of the expression in the controls, respectively. The target genes of bantam were predicted using the 

miRanda software. The ubiquitin-conjugating enzyme E2 was the predicted target gene with the highest 

score. The Chinese shrimp ubiquitin-conjugating enzyme E2 contains the ubiquitin-conjugating enzyme 

E2, catalytic (UBCc) domain. Multiple alignment results showed that the UBCc domain was relatively 

conserved among different species. Phylogenetic analysis showed that the ubiquitin-conjugating enzyme 

E2 in species with closer taxonomic status was clustered in a branch. Pair-wise and multiple sequence 

alignment revealed that the ubiquitin-conjugating enzyme E2 was relatively well-conserved. Ubiquitin- 

conjugating enzyme E2 expression in the hepatopancreas and gill of WSSV-infected Chinese shrimp was 

further determined using qRT-PCR. The results showed that the expression of ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 in the hepatopancreas of Chinese shrimp 6, 12, 24, and 48 h post-WSSV infection was 

(0.54±0.10), (1.19±0.62), (3.69±0.51)(P<0.01), and (1.94±0.07)(P<0.05) fold that of the expression in the 

controls, respectively. The expression of ubiquitin-conjugating enzyme E2 in the gill of Chinese shrimp 6, 

12, 24 and 48 h post WSSV infection was (0.22±0.05), (1.34±0.38), (4.29±0.52) (P<0.01), and (1.28±0.79) 

fold that of the expression in the controls. These results suggest that both bantam and the target gene 

ubiquitin-conjugating enzyme E2 might be involved in the interaction between Chinese shrimp and 

WSSV. Whether the altered expression of bantam and ubiquitin-conjugating enzyme E2 represents the 

immune response of shrimps to WSSV infection, or the hijacking of cells by WSSV during the viral 

infection process, needs further study. 

Key words    Fenneropenaeus chinensis; WSSV; bantam; Ubiquitin-conjugating enzyme E2; Expression 
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南极磷虾(Euphausia superba)起捕后 

蛋白自溶进程及其影响因素* 

曹  荣 1,2  余弈珂 3  赵  玲 1  孙慧慧 1  刘  淇 1① 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋药物与生物制品功能实验室  青岛  266071； 

3. 辽渔集团有限公司  大连  116113) 

摘要    为了有效保持南极磷虾(Euphausia superba)原料品质，实现其高质化利用，本研究选取冷

冻南极磷虾作为研究对象，在实验室条件下以非蛋白氮(NPN)含量、三氯乙酸(TCA)可溶性蛋白含

量与氨基酸态氮含量为指标，证实了南极磷虾 NPN 含量的变化可以表征蛋白自溶进程，且可以实

现海上处理样品、运至陆地实验室后进行分析的目的。在此基础上，选取完整的及挤压破损的新鲜

南极磷虾作为研究对象，以 0~8 h 南极磷虾样品的 NPN 为指标，研究了南极磷虾起捕后蛋白自溶

进程以及挤压破损对该过程的影响。结果显示，南极磷虾起捕死亡后的 1 h 内，NPN 无显著变化

(P>0.05)，1 h 后 NPN 迅速增加，挤压破损加速了南极磷虾的自溶进程，因此，目前的拖网作业方

式有待改进。 

关键词    南极磷虾；蛋白质；自溶；非蛋白氮 

中图分类号 TS254.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0114-05 

南极磷虾(Euphausia superba)广泛分布于环南极

大陆架海域(Siegel et al, 2013)。南极磷虾资源量巨

大，已成为世界渔业发达国家竞相开发利用的海洋新

资源(陈雪忠等, 2009)。我国于 2009 年开始对南极磷

虾进行商业化捕捞和加工，已初步形成以冻虾、虾粉、

虾油等产品类型为主的产业模式(黄洪亮等, 2015)。 

南极磷虾体内具有活性极高的自溶酶系(Sjödahl 

et al, 2002)，捕获死亡后的南极磷虾肌肉蛋白会发生

快速降解，造成原料品质的劣化。因此，南极磷虾捕

获后一般需尽快冷冻或加工处理。南极磷虾的流通运

输也需要在低温条件下进行。国内外学者对南极磷虾

冷链流通的多个环节进行了研究，如冻结(刘会省等, 

2013)、冻藏(迟海等, 2012)、解冻(曹荣等, 2015)、冷

藏(李学英等, 2010)，但多数研究是以历经长途、长

时运输的冷冻磷虾作为实验材料，研究结果具有一定

的局限性。 

在南极磷虾作业船上，往往存在捕捞过于集中、

原料量大、加工不及时的情况，长时间暂存会导致原

料品质的劣化，因此，有必要对南极磷虾起捕后的品

质变化进行研究。但该部分研究需要以鲜活的南极磷

虾样品作为实验材料，而我国目前的南极磷虾作业船

尚不具备开展大规模科学实验的条件，有关南极磷虾

abc
图章
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起捕后品质变化的研究几乎空白。另外，目前中国的

南极磷虾捕捞船均采用拖网的作业方式，会造成大量

的原料挤压破损，在何种程度上对原料品质造成影响

也尚未可知。 

在世界近海渔业资源普遍衰退的背景下，南极磷

虾的开发利用具有重要的战略意义，而目前我国在南

极磷虾高效利用方面的基础研究还比较薄弱(黄洪亮

等, 2015)。尤其是受科考条件的限制，目前，尚没有

足够的实验数据阐明南极磷虾起捕后在暂存过程中

的品质变化情况。本研究旨在证实南极磷虾中非蛋白

氮含量的变化是否可以表征蛋白自溶进程，且可以实

现海上处理样品、运至陆地实验室后进行分析的目

的，在此基础上研究了南极磷虾起捕后蛋白自溶进程

以及挤压破损对该过程的影响。研究结果有助于阐明

南极磷虾起捕后的自溶进程，为保持南极磷虾原料品

质及其高效利用提供参考。 

1 材料与方法 

1.1  材料 

南极磷虾冷冻虾块由辽渔集团有限公司提供，系

2014 年由运输船正常运至国内的南极磷虾样品。 

鲜活南极磷虾样品，系“南极磷虾资源分布与冷

链技术”课题组人员于 2015 年随辽渔集团“福荣海”

号南极磷虾作业船在南极海域现场采集。 

1.2  样品制备 

1.2.1  实验室条件下样品制备    块状冻虾样品真

空包装，历经 3 个月左右的冷链运输，运抵实验室后，

立即置于自来水流下流水解冻(水温约为 12℃)，磷虾

个体间基本分离为解冻终点。 

解冻后的样品置于 10℃恒温培养箱(模拟南极磷

虾作业船的船舱温度)，分别在 0、1、2、4、6、8 h

取样，将磷虾按照 1∶10(m/v)比例匀浆。称取匀浆液

100 g，加入质量分数为 10%的三氯乙酸(TCA)100 ml，

震荡 2 min，静置 15 min，8000 r/min 离心 20 min，

取上清液。 

1.2.2  船上样品制备    南极磷虾随捕捞船的拖网

到达甲板后，立即选取体长为 5~6 cm、形态完整的

南极磷虾作为组Ⅰ，另选取体长为 5~6 cm、破损(表

现为虾体受挤压严重，头胸部部分脱离)的南极磷虾

作为组Ⅱ。 

2 组样品分别在 0、1、2、4、6、8 h 取样。将南

极磷虾按照 1∶10(m/v)比例匀浆。称取匀浆液 10 g，

加入质量分数为 10%的 TCA 溶液 10 ml，震荡 1 min，

静置 30 min，快速滤纸过滤。取上清液，置于 50 ml

冻存管中，船上25℃冰柜保存。 

1.3  指标检测 

1.3.1  非蛋白氮(NPN)含量测定    取 1.2.1 制备的上

清液 10 ml，参照食品安全国家标准  食品中蛋白质的

测定(GB5009.5-2010)，采用凯氏定氮法测定其中的氮

元素含量，即非蛋白氮。将 1.2.1 制备的剩余上清液贮

存于–20℃冰柜中，分别在 30、60、90 d 取样，测 NPN

含量变化。船上制备的样品，随远洋运输船运抵实验

室后，继续保存于–80℃超低温冰箱中备用。测定指标

时，取出冻存管流水快速解冻，取 10 ml 上清液，参

照 GB5009.5-2010，采用凯氏定氮法测定 NPN 含量。 

1.3.2  TCA 可溶性蛋白含量测定    取 1.2.1 制备的

上清液，采用双缩脲法测定蛋白含量，即为 TCA 可

溶性蛋白含量。 

1.3.3  氨基酸态氮含量测定    取 1.2.1 制备的上清

液 ， 参 照 酱 油 卫 生 标 准 的 分 析 方 法 (GB/T5009. 

39-2003)，采用比色法测定。 

1.4  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件对数据进行处理，结果以平

均值±标准差(Mean±SD)表示，显著性以 P<0.01 为极

显著，P<0.05 为显著，P>0.05 为不显著。 

2  结果与分析 

2.1  冷冻南极磷虾原料蛋白自溶过程中相关指标变化 

2.1.1  冷冻南极磷虾 NPN 含量随时间的变化情况 

以南极磷虾冷冻虾块作为实验原料，通过凯氏定

氮法测得其总氮含量为 25.36 mg/g，推算出蛋白质含

量为 158.50 mg/g。近几年，有关南极磷虾基本化学

组成的研究报道较多(Yoshitomi, 2004; 孙雷等, 2008; 

刘丽等, 2010; Liu et al, 2012)，但数值相差较大，这

可能与所选用原料的捕捞海域、季节、年龄以及性成

熟等多种因素有关，同时，原料所历经的物流过程对

实验数据也可能有较大的影响。 

分析蛋白质降解程度可以通过检测大分子蛋白

质的减少或是检测降解产物(如肽、氨基酸等)的增加

来实现。NPN 是指大分子蛋白质以外的含氮化合物

的总称，既包含了酰胺类、氨以及铵盐等含氮化合物，

也包括了蛋白质降解所产生的小分子肽类和游离氨基

酸(Sakaguchi, 2001)。当南极磷虾肌肉组织在蛋白酶系

的作用下发生自溶降解时，会产生多肽、寡肽、氨基

酸等分子量相对较小的化合物，NPN 会相应增加。 

实验数据表明，块状冻虾的初始NPN为5.25 mg/g，

占总氮的 20.70%，这说明历经长时间冷链运输的磷
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虾原料，其肌肉蛋白已经有相当比例发生了降解。由

图 1 可知，在实验室 10℃条件下，南极磷虾 NPN 随

存放时间的延长迅速增加，在 8 h 内几乎呈线性变化，

相关性系数达到 0.9891。 
 

 
 

图 1  实验室条件下南极磷虾 NPN 含量随存放时间的变化 
Fig.1  Changes in NPN content of Antarctic krill during 

storage at 10℃ in the laboratory 

所用原料为历经 3 个月冷链运输的块状冷冻 

南极磷虾，图 2 和图 3 同 
The raw materials are frozen Antarctic krill, which had been 
in transportation in cold chain for 3 months. The same as in 

Fig.2 and Fig.3 
 

2.1.2  冷冻南极磷虾 TCA 可溶性蛋白与氨基酸态氮

随时间的变化情况    TCA可以沉淀大分子蛋白质，

分子量小于 10 kDa 的多肽组分则可以溶解在 TCA 溶

液中，因此，TCA 可溶性蛋白含量的增加可以表征南

极磷虾自溶时蛋白质发生的降解作用。由图 2 可以看

出，TCA 可溶性蛋白含量随时间延长迅速增加，8 h 后，

TCA 可溶性蛋白已由初始的 14.06 mg/g 增至 38.37 mg/g，

这是造成 NPN 快速增加的主要原因。氨基酸态氮的

变化趋势与 TCA 可溶性蛋白基本一致，但氨基酸态

氮的含量较低，初始值为 0.056 mg/g，8 h 后也仅为

0.101 mg/g，与 TCA 可溶性蛋白含量相比显著偏低 
 

 
 

图 2  实验室条件下南极磷虾 TCA 可溶性蛋白 

与氨基酸态氮随存放时间的变化 
Fig.2  Changes in TCA-soluble protein and amino  

acid nitrogen of Antarctic krill during storage  
at 10℃ in the laboratory 

 
 

图 3  制备的南极磷虾样品在冷冻保存过程中 

NPN 含量的变化 
Fig.3  Changes in NPN content of Antarctic krill  

during frozen storage in the laboratory 
 

(P<0.01)，这说明南极磷虾自溶初期主要是大分子蛋

白被降解为肽类，而自溶酶系分解蛋白质产生的游离

氨基酸非常有限，因此，NPN 的组分以 TCA 可溶性

蛋白为主。 

2.1.3  南极磷虾样品在冷冻保存过程中 NPN 含量的

变化情况    在实验室条件下提取南极磷虾的 NPN，

样品在–20℃保存，90 d 内的变化情况见图 3。从图 3

可以看出，所制备样品的 NPN 含量在冷冻保存过程

中无明显变化，样品冻藏 0、30、60、90 d 对应的

NPN 含量之间无显著差异(P>0.05)。由此，船上制备

的 NPN 样品经冷链运输至实验室后，NPN 总量不会

在运输途中发生变化。 

综上，NPN 含量与南极磷虾蛋白自溶密切相关。

尽管 NPN 的组成较为复杂，且有可能在贮存期间发

生进一步的降解，但 NPN 总量稳定，可以表征南极

磷虾蛋白自溶进程，且可以实现在船上制备样品、陆

基实验室分析的目的。 

2.2  新鲜南极磷虾自溶过程 NPN含量变化以及挤压

破损对自溶进程的影响 

2.2.1  南极磷虾起捕后 NPN 随存放时间的变化     

鲜活南极磷虾的 NPN 仅为 0.81 mg/g，占总氮含

量的 3.19%，这与块状冻虾的 NPN(5.25 mg/g)相比，

有极显著差异(P<0.01)。南极磷虾起捕死亡后，在 1 h

内 NPN 无显著变化(P>0.05)(图 4)，这与实验室条件

下冷冻磷虾原料 NPN 含量随存放时间迅速增加的现

象有所不同(图 1)。起捕 1 h 后，在自溶酶系的作用下，

南极磷虾的 NPN 含量迅速增加，至 8 h 时达到

1.31 mg/g。从品质保持的角度，南极磷虾起捕后应尽

快进行冷冻或加工处理。 

2.2.2  挤压破损对南极磷虾自溶进程的影响    我

国目前的南极磷虾捕捞船均采用拖网的作业方式，不
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可避免会造成原料的挤压破损。由图 5 可以看出，挤

压破损磷虾原料的 NPN 含量在起捕后最初的 1 h 内

与完整态磷虾相比无显著差异(P>0.05)，但 1 h 后的

各个取样点，破损磷虾的 NPN 含量均显著高于完整

磷虾(P<0.01)。Ellingsen 等(1987)研究发现，造成南

极磷虾蛋白降解的酶系主要来源于消化器官，该酶系

包含了类胃蛋白酶、羧肽酶 A 和类胰蛋白酶(杭虞杰

等, 2011)。挤压使得南极磷虾消化器官中的蛋白酶在

磷虾体内得以扩散，这可能是加速磷虾自溶的主要原

因。从品质保持的角度，目前的拖网作业方式还有待

改进。 
 

 
 

图 4  作业船上南极磷虾起捕后 NPN 含量 

随存放时间的变化 
Fig.4  Changes in NPN content of Antarctic krill after being 

captured on the fishing vessel 
 

 
 

图 5  作业船上挤压破损对南极磷虾 NPN 含量变化的影响 
Fig.5  Effect of compression damage on the NPN content of 

Antarctic krill on the fishing vessel 
 

3  结论 

南极磷虾 NPN 含量可以表征其蛋白自溶进程，

实验室条件下存放 8 h 内 NPN 的组分以 TCA 可溶性

蛋白为主。所制备样品的 NPN 在 90 d 冷冻保存过程

中，含量无明显变化。由此，NPN 这一指标可以实

现船上提取、陆基实验室分析的目标，适宜用来评定

南极磷虾起捕死亡后的品质变化。 

块状冻虾的初始 NPN 为 5.25 mg/g，而鲜活磷虾

的 NPN 仅为 0.81 mg/g，二者存在极显著差异

(P<0.01)。南极磷虾起捕死亡后的 1 h 内，NPN 无显

著变化，1 h 后 NPN 迅速增加，从品质保持的角度，

南极磷虾起捕后应尽快进行冷冻或加工处理。挤压加

速了南极磷虾的自溶，目前的拖网作业方式有待改进。 
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Abstract    The aim of this study was to elucidate protein autolysis in Antarctic krill (Euphausia 

superba) after capture on fishing vessels and the maintenance of product quality. Under laboratory 

conditions, frozen Antarctic krill was used to verify the correlation between non-protein nitrogen (NPN) 

content and the degree of protein autolysis. The stability of NPN content during 90-days storage at –20℃ 

was also examined. Fresh Antarctic krill, complete in form or broken because of compression during 

trawling of the Antarctic krill fishing vessel were selected. The NPN content of Antarctic krill samples at 

different storage times were measured. The results showed that the NPN content of Antarctic krill had a 

good correlation with protein autolysis, and there were no significant changes in the NPN content during 

the 90-day of storage. Therefore, NPN was suitable for evaluating changes in the quality of Antarctic krill 

after capture. There was no significant change in NPN content during the first hour after the death of the 

captured Antarctic krill. However, the NPN content increased rapidly afterwards. Antarctic krill should be 

frozen or processed as soon as possible after capture. Compression during trawling damaged Antarctic 

krill and accelerated protein autolysis. Thus, the method of trawling used during Antarctic krill fishing 

requires improvement. 

Key words    Euphausia superba; Protein; Autolysis; Non-protein nitrogen 
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盐化幅度、速度及方式对凡纳滨对虾仔虾 

生长和存活率的影响* 

赵玉超 1  李玉全 1①  孙振鹏 1  王淑生 2  付瑞江 3  张绍龙 3 
(1. 青岛农业大学海洋科学与工程学院  青岛  266109；2. 滨州市渔业技术推广站  滨州  256616； 

3. 滨州市北海新区海缘养殖科技有限公司  滨州  251907) 

摘要    本研究测定了盐化幅度(3/d、6/d、9/d、12/d 和 15/d)、盐化速度(1、3、6、12 和 18 h/次)

和盐化方式(前期盐化、中期盐化、后期盐化和间隔盐化)与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)仔虾

生长发育、活力和存活率的关系。研究结果显示，不同盐化幅度、盐化速度和盐化方式均显著影响

盐化标粗过程中仔虾的生长发育、活力和存活率(P<0.05)。综合考虑生长性能、苗种活力和存活率

等因素，最适盐化幅度为 3~6/d，在该盐化幅度范围内，仔虾存活率可达 74.07%~78.83%；盐化幅

度超过 9/d 时，仔虾存活率显著下降(P<0.05)，其中，盐化幅度达到 15/d 时，存活率仅为 43.37%。

过快的盐化速度导致存活率和活力显著下降，盐化速度>1 h/次时，仔虾死亡率接近 50%；随着盐

化速度的放缓，仔虾生长速度加快，盐化速度为 6~18 h/次时，生长速度维持稳定，日增重量为

1.48~1.51 mg。在盐化方式方面，后期盐化和间隔盐化时，苗种的质量和存活率优于前期盐化和中

期盐化，仔虾活力表现为间隔盐化>后期盐化>中期盐化>前期盐化。综合考虑，仔虾的最适盐化幅

度为 3~6/d，最佳盐化速度为 6~12 h/次，后期盐化和间隔盐化更有助于仔虾保持较好活力和较高存

活率。本研究通过探讨凡纳滨对虾苗种盐化标粗的最适盐化幅度、盐化速度和盐化方式，丰富了凡

纳滨对虾高盐环境抗逆性研究，为凡纳滨对虾苗种的盐化标粗生产实践提供了理论支持。 

关键词    凡纳滨对虾；盐化；生长性能；存活率 

中图分类号 S966.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0119-07 

盐度是影响水生动物繁殖、生长、发育和存活等

的重要环境因子，一直是水产养殖学和逆境生物学研

究的热点(申玉春等 , 2012; 付萍等 , 2017; 李娜等 , 

2018)。在不同盐度环境条件下养殖的水产品，其肉

质和口感存在明显差异(王士稳等, 2006; 梁萌青等, 

2009; 戴习林等, 2012)，以高盐水体养殖产品品质

佳。中国沿海或西北地区存在大量的高盐水体，山东

沿海盐度为 30~70 的养殖池塘面积约有 13.3 万 hm²，

如何有效开发利用这些高盐水域，是关乎当地民生的

重要问题。高盐对虾的养殖是有效途径之一。高盐对

abc
图章
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虾的养殖和推广，可以解决高盐水体目前存在的诸如

闲置、养殖物种匮乏、资源利用率低、经济效益差等

问题，对于改善当地人民的养殖结构，促进创业就业，

提高经济效益和生活水平具有重要意义。 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)又称南美白

对虾，属广盐性虾类，耐受盐度为 0.5~78(陈永乐等, 

2003)，具有生长速度快、抗病力强、适高密度养殖等

特点，是中国目前养殖规模和产量 大的对虾品种。

凡纳滨对虾的生活史主要包括受精卵、胚胎发育、无

节幼体、溞状幼体、糠虾、仔虾、幼虾和成虾 8 个阶

段。各发育阶段对盐度的要求不同，仔虾期是对虾生

活史中 佳的盐度调节时期，可实现盐度驯化，以便

于苗种的投放，一般称此操作为“标粗”。根据 终驯

化盐度的不同又分为“淡化标粗”和“盐化标粗”(李春玲

等, 2009)。近年来，随着国内外对虾价格走高和新品种、

新技术的推广应用，对虾养殖不再局限于传统的海水养

殖，淡水养殖和高盐水域养殖逐步成为对虾养殖产量提

升、特色品牌打造的重点。当前，在高盐水域凡纳滨对

虾苗种的投放和养殖过程中，普遍存在苗种体质较弱、

成活率较低等问题。如何提高高盐水体苗种的成活率

和保障其活力成为高产的关键，因此，确立 佳的盐化

幅度、盐化速度和盐化方式是亟待解决的问题。目前，

国内外对凡纳滨对虾仔虾的淡化标粗和淡水养殖研究

较多 (唐建洲等 , 2016; 边绍新等 , 2014; 郝登春等 , 

2018)。然而，关于盐化标粗的研究较少，对其仔虾高

盐驯化的梯度、速度和时间的相关研究尚未见报道。 

本研究以凡纳滨对虾仔虾为研究对象，通过设置

不同的盐化梯度、盐化速度和盐化方式，分析仔虾的

生长性能、活力和存活率，探讨高盐苗种盐化标粗的

适盐化幅度、盐化速度和盐化方式，旨在丰富凡纳

滨对虾高盐逆境生物学研究，为盐化标粗生产实践提

供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验地点与材料 

于 2017 年 4~6 月在滨州市北海新区海缘养殖科

技有限公司和青岛农业大学海洋科学与工程学院开

放实验室进行仔虾盐化实验，实验用凡纳滨对虾仔虾

取自公司的育苗车间，选用规格整齐、健康活泼、不

携带病原菌的同批次同家系 P4 期个体。体长为

(0.515±0.022) cm，体重为(1.3±0.3) mg。实验用海水

经过滤、杀菌、曝气处理，高盐海水由海水晶溶解于

普通海水再经过滤调配获得，使用前曝气处理 1 d。

实验温度维持在(31.0±0.5)℃，pH 为 8.0~8.5，光照周

期为 14L︰10D，连续充氧，溶解氧保持在 5 mg/L 以

上。高盐驯化全程投喂大卤虫(Artemia salina)和仔虾

专用配合饲料(粗蛋白 46%，粗脂肪 10.6%，粗纤维

1.8%，粗灰分 13%，赖氨酸 2.3%，水分 5%)，每天

投喂 5 次(07:00、11:00、15:00、19:00、23:00)，大卤

虫交替投喂，全程饱食投喂 (投喂配合饵料每次

3.2~5.0 g/m3，每尾仔虾投喂大卤虫 5~30 只/d，具体

投喂量根据幼体实际摄食情况和存活率及时调整)，

投喂结束 1 h 后，清除残饵和粪便。每 3 d 换水 1 次，

换水量为总量的 1/3。 

1.2  实验设计 

1.2.1  高盐驯化幅度实验    实验在 100 L 白色塑

料桶中进行，设置 3/d、6/d、9/d、12/d 和 15/d 5 个盐

化梯度，每个梯度设 3 个平行，共 15 个处理，每个

处理放养规格整齐的 P4 期仔虾 1000 尾。整个盐化过

程需由盐度 30 提升至 60，历时 13 d，盐化速度为    

6 h/次。整个盐化过程采取间隔盐化方式，其中，3/d

处理的盐度变化为 30→33→36→39→42→46→49→

51→54→57→60；6/d 处理的盐度变化为 30→36→42

→48→54→60；9/d 处理的盐度变化为 30→39→48→

57→60；12/d 处理的盐度变化为 30→36→48→60；

15/d 处理的盐度变化为 30→45→60。 

1.2.2  高盐驯化速度实验    实验在 35 cm×25 cm× 

20 cm 白色塑料箱中进行，设置 1、3、6、12、18 h/次

5 个盐化速度梯度，每个梯度设 3 个平行，共 15 个

处理，每个处理放养规格整齐的 P4 期仔虾 200 尾。

通过向原水体中加注等量高盐海水的方法，养殖水体

盐度由 30 提升至 60，注水速度变化通过调节换水阀

门流量完成。整个盐化标粗时间为 13 d，盐化幅度为

6/d，整个盐化过程采取间隔盐化方式。 

1.2.3  盐化方式实验    实验在 35 cm×25 cm×20 cm

白色塑料箱中进行，养殖水体盐度由 30 提升至 60，

历时 15 d。将 15 d 苗种标粗时间均分为 3 个阶段，

每阶段 5 d，分别标注为前期(第 1~5 天)、中期(第 6~ 

10 天)、后期(第 11~15 天)。实验将盐化时间分别集

中于仔虾标粗的 3 个阶段中，进行连续 5 d 的盐化操

作，分别标注为前期盐化方式、中期盐化方式、后期

盐化方式。此外设置间隔盐化方式，即分别于 2、5、

8、11 和 14 d 时盐化 1 次，直至水体盐度提升至 60。

每次盐化幅度为 6/d，盐化速度为 12 h/次。每种盐化

方式均设 3 个平行，共 15 个处理，每个处理放养规

格整齐的 P4 期仔虾 200 尾。 

1.2.4  仔虾活力判定标准    健康苗种应满足大小

均匀整齐、体色透明、体表干净、肢体完整，对外界
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刺激反应灵敏，肠胃充实饱满等条件。而在仔虾活力

判定方面，主要通过以下 2 种方法进行判别。 

方法 1：取 50 尾仔虾，放入盛有育苗池水的白

色塑料盆中，用手顺时针或逆时针转动盆内水体，使

水体形成漩涡，使仔虾苗集中于盆中央，待水流稍缓

时，能够迅速散开并逆水游动的仔虾为活力强的健康

苗种；能够迅速散开，仅少部分仔虾逆水游动为活力

较强的仔虾；待漩涡水流速度趋向于静止时，仔虾才

从漩涡中挣脱出来，此类仔虾活力可定为活力较弱。 

方法 2：取 100 尾仔虾，放置于湿毛巾中小心包

裹，静置 10 min，放回原观察杯中，存活率>80%，

可判定为优质健康、活力强的苗种；存活率为 30%~ 

80%，为活力较强的苗种；苗种死亡率较高，存活率

<30%，则判定为活力较弱苗种。 

1.3  数据测定和记录     

所有实验均于开始前测定每组 15 尾仔虾的体长

和体重，实验结束后，再次测定每组仔虾的体长和体

重，计算盐化标粗的存活率，并对照仔虾活力评定标 

准，测定苗种活力状况。 

1.4  数据统计与处理 

实验数据用平均值±标准差(Mean±SD)表示，利

用 SPSS 19.0 统计软件进行单因素方差分析(One-way 

ANOVA)以及 Duncan 多重比较检验数据差异的显著

性，以 P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  盐化幅度对凡纳滨对虾仔虾生长发育和存活率

的影响 

从表 1 可以看出，随着盐化幅度的增加，仔虾的

体重增加量呈先增加后降低的趋势，盐化幅度为 9/d

时，增重量达到 高值。盐化幅度为 6/d 和 9/d 两处

理间增重量差异不显著(P>0.05)；盐化幅度为 15/d 时，

仔虾增重量 低，生长速度 慢，与其他各处理间均

差异显著(P<0.05)；盐化幅度为 3/d 时，仔虾生长速

度较慢，与盐化幅度为 6/d 处理间差异显著(P<0.05)，

但与盐化幅度为 12/d 处理间差异不显著(P>0.05)，盐

化幅度为 6/d 处理的增重量比 3/d 时提高了 8.52%。 

 
表 1  盐化幅度对凡纳滨对虾仔虾增重量和活力的影响 

Tab.1  Effects of salinity domestication gradient on the weight gain and activity of L. vannamei post larvae 

盐化幅度 Salinity domestication gradient 
项目 Items 

3/d 6/d 9/d 12/d 15/d 

增重量 Weight gain (mg) 17.6±0.2b 19.1±0.6c 19.4±0.4c 17.2±0.7b 15.2±0.4a 

仔虾活力 Postlarvae activity 强 Strong 强 Strong 较强 Medium 弱 Weak 弱 Weak 

注：不同处理组间标注相同字母代表差异不显著(P>0.05)，不同字母代表差异显著(P<0.05)。下同 
Note: Values in different groups with the same letters showed no significant differences (P>0.05), different letters indicated 

significant different (P<0.05). The same as below 
 
此外，由图 1 可知，随着盐化幅度的升高，仔虾

存活率也表现出先升高后下降的趋势。从 终存活率

来看，盐化幅度为 6/d 处理组 高，达 78.8%。盐化

幅度为 3/d 和 6/d 处理间存活率差异不显著(P>0.05)。

盐化幅度>6/d 时，存活率呈降低趋势，盐化幅度为

6/d 和 9/d 处理间存活率差异不显著(P>0.05)，但盐化

幅度为 6/d 和 12/d 处理间差异显著(P<0.05)。 

在苗种活力方面，盐化幅度为 3/d 和 6/d 时，仔

虾活力强，但盐化幅度为 3/d 处理的仔虾幼体因每天

都需要进行盐度驯化，应激表现明显，部分个体摄食

较差，出现红体症状；盐化幅度为 6/d 时，仔虾表现

良好。随着盐化幅度的升高，仔虾活力明显下降。盐

化幅度为 9/d 时，首次盐化后，仔虾个体活力强，之

后活力迅速减弱；盐化幅度为 12/d 和 15/d 处理组，

与 9/d 处理组变化趋势相似，首次盐度调整后，仔虾

表现出对高盐环境和盐度变化具有良好的适应力，当

盐度>50 时，仔虾活力明显下降，死亡率逐步升高。 
 

 
 

图 1  盐化幅度对凡纳滨对虾仔虾存活率的影响 
Fig.1  Effects of salinity domestication gradient on the 

survival rate of L. vannamei post larvae 
不同字母代表差异显著(P<0.05)。下同 

Different letters indicated significant different (P<0.05).  
The same as below 



122 渔   业   科   学   进   展 第 39 卷 

 

2.2  盐化速度对凡纳滨对虾仔虾生长发育和存活率

的影响 

如表 2 所示，不同盐化速度对凡纳滨对虾仔虾的

增重率影响显著，随着盐化速度的升高，仔虾体重增

加表现出先升高后维持稳定的趋势。盐化速度对仔虾

生长速度影响显著，盐化速度为 1 h/次和 3 h/次与其

他处理间均差异显著(P<0.05)。其中，盐化速度为   

1 h/次对仔虾生长影响 为显著，且与其他处理间的

增重率差异均显著(P<0.05)，在此盐化速度下，仔虾 

增重量为 16.7 mg，日均增重量为 1.28 mg。盐化速度

为 3 h/次和 6 h/次处理间仔虾的生长速度差异显著

(P<0.05)。盐化速度>6 h/次时，盐化速度对仔虾生长

速度无显著影响(P>0.05)，日增重量为 1.48~1.51 mg。 

在 终存活率方面，盐化速度为 12 h/次处理的

成活率 高，达到 81.7%，1 h/次处理的成活率 低，

为 51.8%。各盐化速度下，仔虾存活率呈先升高后降

低的趋势，成活率由高到低依次为 12 h/次>18 h/次>  

6 h/次>3 h/次>1 h/次(图 2)。 

 
表 2  盐化速度对凡纳滨对虾仔虾增重量和活力的影响 

Tab.2  Effects of salinity domestication speed on the weight gain and activity of L. vannamei postlarvae 

盐化速度 Salinity domestication speed (h/次) 
项目 Items 

1 3 6 12 18 

增重量 Weight gain (mg) 16.7±0.4a 18.2±0.7b 19.4±0.5c 19.3±0.2c 19.6±0.9c 

仔虾活力 Postlarvae activity 较强 Medium 较强 Medium 强 Strong 强 Strong 强 Strong 

  

 
 

图 2  盐化速度对凡纳滨对虾仔虾存活率的影响 
Fig.2  Effects of salinity domestication speed on the  

survival rate of L. vannamei postlarvae 
 
在仔虾活力方面，盐化速度越快，仔虾应激表现

越明显，摄食量下降，出现红体、空肠空胃等症状。

盐化后期，仔虾因活力降低，死亡率逐步升高。盐化

速度>6 h/次，仔虾应激表现有所缓解，2 次盐化间隔

期应急反应缓解，活力正常。 

2.3  盐化方式对凡纳滨对虾仔虾生长发育和存活率

的影响 

从表 3 可以看出，盐化方式对仔虾生长有显著影

响。前期盐化(第 1~5 天)中的仔虾生长速度显著慢于

中期盐化(第 6~10 天)、后期盐化(第 11~15 天)和间隔

盐化(P<0.05)。相较于其他几种盐化方式，前期盐化

会在实验前期较短的时间内完成仔虾的整个盐化过

程，在剩余的实验时间内，仔虾将长时间处于较高的

高盐胁迫状态，需要更多的能量来进行自身渗透压调

节，生长速度缓慢；而对于中期盐化方式，仔虾在标

粗前期未进行盐度调整，仔虾发育较快，完成盐化操

作后，仔虾体重的增长量较前期盐化显著提高(P< 

0.05)，体重增加了 33.07%；对于后期盐化方式，仔

虾体重在前期、中期得到迅速的增长，在增重量方面

要高于前期盐化和中期盐化 2 种方式；间隔盐化，仔

虾的生长速度与后期驯化相似，两处理间的增重量差

异不显著(P>0.05)。 

在存活率方面，随着盐化时间的后延，仔虾存活

率升高。在前期或中期进行盐化，由于仔虾个体较小，

对盐度突变的耐受能力较差，生长发育较慢，存活率

显著低于后期盐化和间隔盐化(P<0.05)；通过后期盐

化和间隔盐化，仔虾存活率分别达到 70.5%和 77.0%，

是前期盐化方式下仔虾存活率的的 2.04 倍和 2.23 倍。 

在仔虾活力方面，受盐化和仔虾发育阶段的影 
 

表 3  盐化方式对凡纳滨对虾仔虾增重量和活力的影响 
Tab.3  Effects of salinity domestication mode on the weight gain and activity of L. vannamei postlarvae 

盐化方式 Salinity domestication mode 

项目 Items 前期盐化 
Early salinization 

中期盐化 
Medium-term 
salinization 

后期盐化 
Later salinization 

间隔盐化 
Interval salinization

增重量 Weight gain (mg) 12.7±1.2a 16.9±0.5b 19.9±0.7c 20.5±0.3c 

仔虾活力 Postlarvae activity 弱 Weak 较强 Medium 较强 Medium 强 Strong 
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图 3  盐化方式对凡纳滨对虾仔虾存活率的影响 
Fig.3  Effects of salinity domestication mode on the  

survival rate of L. vannamei postlarvae 

 
响，仔虾活力表现为间隔盐化>后期盐化>中期盐化>

前期盐化。仔虾盐化时间与仔虾活力和仔虾的存活率

存在正相关关系，随着盐化时间的延后或间隔，仔虾

活力逐步增强，存活率也逐步升高。为达到较高的驯

化盐度和较好的仔虾活力，可采取间隔盐化方式。 

3  讨论  

盐度是影响对虾生长、存活的重要因素。仔虾阶

段是凡纳滨对虾盐度调整的 佳时期，通常由 P3~P5

期仔虾，经过 13~15 d 完成盐度驯化和短期苗种标粗

操作，使之适应不同养殖环境，增加苗种放养后的成

活率。本研究结果显示，从生长速度来看，凡纳滨对

虾仔虾 适盐化幅度为 6/d 和 9/d；从存活率来看，

适盐化幅度为 3/d 和 6/d；综合考虑生长速度和存

活率两方面因素，仔虾 适盐化幅度为 6/d。盐化幅

度>6/d 时，随着盐化幅度的升高，仔虾存活率显著下

降。Saoud 等(2003)认为，外界环境发生改变，处于

非等渗环境时，仔虾会根据环境盐度做出应激反应。

对虾也会依靠机体调控血淋巴渗透压来实现调节过

程，以维持虾体内环境的稳定。作者认为，当盐化幅

度过高时，可能由于仔虾机体调控血淋巴渗透压能力

有限，加之摄食不足导致的机体能量的不足，会加剧

肝胰脏和免疫系统的负担，随着养殖时间的延长，仔

虾生长速度减慢、死亡率升高。 

由于生产需要和天气变化等原因，盐度突变普遍

存在于整个对虾养殖周期。在适宜的突变盐度范围

内，对虾可通过调节自身渗透压和提升免疫机能来适

应。王良臣等(1991)认为，虾苗对盐度突变适应范围

小，对渐变适应范围较宽。廖永岩等(2004)通过对凡

纳滨对虾仔虾淡化幅度和速度的研究发现，淡化速度

快慢不仅影响凡纳滨对虾仔虾的生长性能和抗病力，

也影响仔虾的存活率，较快的盐化速度限制仔虾的生 

长，死亡率显著升高。李俊峰(2009)认为，淡化速度

过快的虾苗体质均较弱，养成过程中容易感染疾病，

并在一定程度上影响生长速度。本研究表明，盐化速

度显著影响仔虾的生长发育，较快的驯化速度显著降

低了仔虾活力，导致死亡率升高。这与廖永岩等(2004)

对仔虾淡化的研究结果相似。因此，仔虾高盐驯化不

能急于求成，应循序渐进，严格控制驯化速度是仔虾

驯化标粗成功的关键，盐化时间间隔超过 6 h 更加有

利于仔虾的盐化。臧维玲等(2003)研究也获得了相似

的结果，认为适于规模化生产的淡化速度为 6 h/次。 

凡纳滨对虾的等渗点在盐度 25 左右(陈垂坤等, 

2015)，当盐度超过或低于等渗点时，对虾会主动调

节渗透压(李英等, 2010; Chen et al, 1996)。外界盐度

与等渗点的差值越大，对虾通过补偿机制来补偿调节

渗透压的能耗就越多 (吴立峰等 , 2011; 钱佳慧等 , 

2015)，长时间的高盐胁迫会显著抑制对虾的生长速

度，使死亡率升高。Bray 等(1994)研究认为，凡纳滨

对虾幼体 适生长盐度为 25，在低盐度环境条件下

对虾生长较快，而在高盐度水体中其生长则会受抑

制。通过研究盐化标粗生产过程中仔虾在不同盐化方

式下的生长和存活情况，发现仔虾在生长速度和存活

率方面，前期盐化和中期盐化均显著低于后期盐化和

间隔盐化，产生此结果的原因可能在于前期盐化或中

期盐化时，因仔虾个体较小，对高盐突变的适应能力

弱；此外，前期盐化也会延长仔虾在较高盐度下的胁

迫时间，进而导致存活率、生长性能和活力下降；而

在间隔盐化方式中，仔虾通过一定的时间间隔不断地

调节自身生理机能，以适应外界盐度的提高。由此可

见，仔虾盐化标粗过程中适宜的时间间隔有助于提高

盐化效果。 
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Effects of High-Salinity Domestication Gradient, Speed, and Mode on Weight 
Gain, Activity, and Survival Rate of Litopenaeus vannamei Postlarvae 

ZHAO Yuchao1, LI Yuquan1①
, SUN Zhenpeng1, WANG Shusheng2, FU Ruijiang3, ZHANG Shaolong3 

(1. Marine Science and Engineering College, Qingdao Agricultural University, Qingdao  266109;  
2. Binzhou Fisheries Technology Extension Station, Binzhou  256616;  

3. Beihai New District of Binzhou Haiyuan Aquaculture Technology Co. Ltd, Binzhou  251907) 

Abstract    To investigate the optimum high-salinity domestication gradient, speed, and mode of 

Litopenaeus vannamei postlarvae, a salinization experiment was designed. Salinity increased from 30 to 

60. Different high-salinity domestication gradients (3/d, 6/d, 9/d, 12/d, and 15/d), speeds (1, 3, 6, 12, and 

18 h/time), and modes (early salinization, medium-term salinization, later salinization, and interval 

salinization) were used. The weight gain, activity, and survival rate of L. vannamei postlarvae were tested 

during high-salinity domestication. The results showed that the different high-salinity domestication 

gradients, speeds, and modes had significant effects on the weight gain, activity, and survival rate of 

postlarvae (P<0.05). The optimal high-salinity domestication gradient was 3~6/d; the survival rate of 

postlarvae remained at 74.07% to 78.83% in this gradient. When the high-salinity domestication gradient 

exceeded 9/d, the survival rate of postlarvae decreased sharply (P<0.05), and was only 43.37% in the 

high-salinity domestication gradient of 15/d. In addition, the rapid high-salinity domestication speed 

decreased the survival rate and activity. When the domestication speed was faster than 1 h/time, the 

survival rate of postlarvae was reduced to nearly 50%; as the domestication speed decreased, the growth 

rate of postlarvae increased. When the high-salinity domestication speed was 6~18 h/time, the daily 

weight gain of postlarvae was stable at 1.48~1.51 mg. The later salinization and interval salinization were 

superior to the early salinization and medium-term salinization regarding the postlarvae activity and 

survival rate, the postlarvae activity was as follows: interval salinization>later salinization>medium-term 

salinization>early salinization. Overall, the optimal high-salinity domestication gradient was 3~6/d, the 

best high-salinity domestication speed was 6~12 h/time, which will help postlarvae to reach the scheduled 

standard and achieve the target weight gain with later salinization and interval salinization.  

Key words    Litopenaeus vannamei; High-salinity domestication; Growth performance; Survival rate 
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桑沟湾楮岛大叶藻床区域菲律宾蛤仔的生态贡献* 
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食物产出过程功能实验室  青岛  266071；4. 荣成楮岛水产有限公司  荣成  264312) 

摘要     桑沟湾楮岛大叶藻(Zostera marina L.)床周边存在大量的底栖菲律宾蛤仔(Ruditapes 

philippinarum)，为摸清菲律宾蛤仔的生理活动与大叶藻的相互作用，2016 年 5~7 月，在菲律宾蛤

仔和大叶藻集中分布区，评估了菲律宾蛤仔种群资源量，现场流水法测定了菲律宾蛤仔个体水平的

摄食、代谢生理，围隔实验法探讨了种群水平蛤仔与大叶藻的相互作用。结果显示，桑沟湾楮岛大

叶藻床海区菲律宾蛤仔的平均生物量为(572.00±20.23) ind./m2，大(壳长为 3.50~4.10 cm)、中(壳

长为 3.00~3.50 cm)、小(壳长为 2.00~3.00 cm)规格各占 9.01%、43.60%和 47.38%。菲律宾蛤仔

的排氨率、耗氧率、滤水率、摄食率分别为(0.44±0.15)~(1.40±0.35) μmol/(ind.·h)、(0.21±0.02)~(0.33± 

0.08) mg/(ind.·h)、(0.69±0.38)~(0.83±0.66) L/(ind.·h)和(2.57±0.41)~(3.41±0.68) mg/(ind.·h)，且都随体

重的增加而增大。围隔实验设有 3 个实验组(蛤仔组、大叶藻组和大叶藻+蛤仔组)，1 个空白组，每

组 3 个平行(大叶藻 30 茎枝左右、蛤仔 15 个左右)，实验进行 4 h。研究表明，蛤仔组、大叶藻+蛤

仔组和大叶藻组间的溶氧浓度存在显著差异(P<0.05)；蛤仔组与其他 3 组的氨氮浓度存在显著差异

(P<0.05)；蛤仔组、大叶藻+蛤仔组与空白组的水体颗粒物浓度存在显著差异(P<0.05)，大叶藻组与

空白组差异不显著(P>0.05)。桑沟湾楮岛海区菲律宾蛤仔养殖面积约为 0.5 km2，蛤仔每天可以过滤

46 t 海水中的悬浮颗粒物，并为大叶藻提供 0.4 t 的氨氮。本研究为深入揭示大叶藻海区菲律宾蛤仔

的生态作用提供了基础数据。 

关键词    大叶藻；菲律宾蛤仔；摄食生理；代谢生理；桑沟湾 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0126-08 

海草为生活在海洋中的高等显花植物的统称，它

们依靠根和地下茎固着于底质中生长，于水下完成开

花传粉及种子的产生等一系列生物过程。全球海草约

72种，在温带各海草种类中，以大叶藻(Zostera marina 

abc
图章



第 6 期 吴亚林等: 桑沟湾楮岛大叶藻床区域菲律宾蛤仔的生态贡献 127 

 

L.)分布最为广泛。在我国，该种高等显花植物的分

布见于山东、辽宁和河北沿海(中国科学院中国植物

志编辑委员会, 1992)。大叶藻广泛生长形成的草床可

为周围生物提供栖息和育幼场所(Ward, 1985)，极大

地增加周围环境的生物多样性，并能稳固潮滩、净化

水质等(Ward et al, 1984)，与珊瑚礁和红树林同为三

大典型海洋生态系统，在浅海生态系统中发挥着重要

的生态功能。然而，自 20 世纪开始，由于各种自然

因素和人为扰动的影响，大叶藻海草床处于不断退化

的状态(Lorus et al, 1951)，到目前为止，已有约 29%

的海草床消失(Waycott et al, 2009)。 

桑沟湾(3701~3709N, 12224~12235E)位于

山东半岛东端，水域广阔，海岸线长，资源丰富，南

端楮岛海区分布有桑沟湾面积最大、分布最为集中的

大叶藻床。据报道，1983 年，桑沟湾楮岛海区大叶藻分

布面积约为 100 hm2，至 2008 年初，增加至 200 hm2，

2009 年底，大叶藻分布面积接近 400 hm2(高亚平, 2009)。

在全球海草床资源日益衰退的背景下，桑沟湾楮岛海

区的大叶藻分布面积和资源量却呈现逐年扩大与恢复

的趋势，一方面得益于该地区实施的大叶藻保护措施

(2009 年山东省在荣成市楮岛建立了“楮岛藻类种质资

源保护区”，并将其列入山东省渔业资源修复行动计划，

大叶藻也被列为保护对象)，另一方面，大叶藻床区周

边分布的大量的菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)

资源也可能扮演着非常重要的生态角色。 

菲律宾蛤仔具有很强的滤水能力，可以将大量悬浮

物从水体中清除，其中，包括沉积物、有机碎屑、细菌、

无脊椎幼虫、浮游动物和浮游植物(Davenport et al, 2000; 

Mazzola et al, 2001)，从而净化水体，提高光照透射率。

另一方面，菲律宾蛤仔通过排泄作用释放的 N(NH4-N)

和 P(PO4-P)，可以为海洋中的浮游植物、大型藻类、沉

水植物提供营养盐，维持了海洋重要的初级生产力。 

桑沟湾大叶藻分布区内蛤仔量较大，可收获生物

量约 700 g/m2·yr(高亚平等, 2013)，为探讨大叶藻海

区菲律宾蛤仔的生态作用，本研究选取桑沟湾楮岛海

草床菲律宾蛤仔为研究对象，在摸清菲律宾蛤仔种群

结构和生物量的基础上，利用模拟现场流水法，研究

了菲律宾蛤仔的摄食、代谢生理，并基于现场围隔实

验法探讨大叶藻与蛤仔间物质的相互利用，以期揭示

蛤仔在海草床生态系统中的作用，为海草床的生态恢

复提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验地点及材料 

2016 年 5 月，现场模拟流水实验在桑沟湾楮岛

海钓码头进行，实验所需大(壳长为 3.50~4.10 cm)、中

(壳长为 3.00~3.50 cm)、小(壳长为 2.00~3.00 cm)规格

菲律宾蛤仔均取自桑沟湾楮岛海域 (370238.3N, 

1223330.3E)(围隔实验所需中等规格的菲律宾蛤仔

以及菲律宾蛤仔的生物量调查都是在此区域)，并暂

养于海钓码头附近的海上，暂养期间，温度为 19.00℃

~20.25℃，pH 为 7.90~8.00，溶氧为 7.10~7.50 mg/L。

7 月群体水平的围隔实验在楮岛码头进行，10 月进行了

蛤仔的生物量调查。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菲律宾蛤仔的生物量统计    2016 年 10 月，

在楮岛海域 (370238.3N, 1223330.3E)随机选取 

5 个大小为 0.5 m×0.5 m 样方，将样方内的菲律宾蛤

仔全部采集，蛤仔清洗干净后测量壳长并计数。 

1.2.2  现场模拟流水实验    将暂养的大、中、小规

格菲律宾蛤仔各取出 9 个，标号后分批次放入容积约

为 3.3 L 的流水槽内(图 1)，使菲律宾蛤仔的进水口正

对水槽进水方向(Eckman et al, 1989)，实验设 9 个平

行，3 个对照，进水孔位于槽顶下方 2.3 cm 处，出水

孔位于另一端的槽底上方 6.2 cm 处。利用水泵 1 抽

取海水到高位集水箱，溢水口保持集水箱水位，海水

经过 12 个带阀门的硅胶管流入流水槽，调整流速为

200 ml/min 左右，驯化 1 h。驯化结束后开始实验，

每种规格的蛤仔实验持续 3 h，每隔 1 h 测各个流水

槽流速，用 100 ml 的水样瓶同时收集各水槽流水，

利用便携式颗粒计数器 PAMAS(型号 S4031GO, 德国)

测定水样瓶中水体颗粒物数量 (测定粒径范围为

2~200 μm)，并用 2 L 的聚乙烯瓶收集对照组水样，

经预先烧好的孔径为 1.2 μm 的 GF/C 玻璃纤维滤膜

(预先经 450℃灼烧 4 h，称重，精确到小数点后 4 位)

抽滤，并用蒸馏水润洗除去盐分，将滤膜用锡纸包裹，

在20℃以下的冰箱内冷冻保存。耗氧实验共设 9 个

平行，1 个对照，打开水泵 2，集水箱中的海水通过

进水管抽到圆柱形容器中，并通过出水管流出，将标

号的蛤仔分批次放入 0.4 L 圆柱形容器内，密封，驯化

1 h 后，关闭水泵 2，并关闭盖子上阀门，开始实验，

实验持续 1 h，期间水泵 1 持续运行保持水浴状态，

实验结束后，测各圆柱形容器内的溶氧，并用 200 ml

的水样瓶取水样，采集的水样迅速带回实验室进行氨

氮测定。实验期间，水浴温度变化为 19.20℃~20.10℃，

pH 变化为 7.90~8.00，溶氧变化为 7.15~7.50 mg/L。

溶氧、pH、水温和盐度等指标使用 In-Situ Inc.，

Andersonville (美国)测定。 

1.2.3  围隔实验    围隔实验装置为金属支架撑起 
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图 1  菲律宾蛤仔的滤水、耗氧实验示意 
Fig.1  Diagram of R. philippinarum filtration, oxygen consumption experiment 

 
的帆布桶(2.5 m×2.5 m×1 m)，将 12 个自主设计且主体

材质为聚甲基丙烯酸甲酯的圆柱形容器(直径为 24 cm、

高为 49 cm、体积为 22 L)放在帆布桶内注满水。实验

设 4 个组(蛤仔组、大叶藻组、大叶藻+蛤仔组和空白

组)(大叶藻 30 茎枝左右、蛤仔 15 个左右)，每组 3 个

平行，实验所用蛤仔的平均壳长为(3.42±0.16) cm，平

均湿重为(5.08±0.99) g，平均组织干重为(0.35±0.06) g，

平均肥满度为 7.44。抽取沿岸的自然海水于帆布桶内

(水域恒温)，先暂养 1 d。实验开始时，各组初始溶氧

浓度约为 6.60 mg/L，当实验蛤仔开壳进行自然滤水

后，盖上桶盖密封，进行耗氧、排氨实验，持续 4 h，

测定实验结束时的溶氧，取水样(2 份, 各 500 ml)，   

1 份水样进行氨氮测定，1 份水样经预先烧好的孔径为

1.2 μm的GF/C玻璃纤维滤膜(预先经 450℃灼烧 4 h, 称

重, 精确到小数点后 4 位)抽滤，并用蒸馏水润洗除去

盐分，将滤膜用锡纸包裹，在‒20℃以下的冰箱内冷

冻保存。实验期间，水浴温度变化为 24℃~25℃，pH

变化为 7.90~ 8.00，溶氧变化为 7.50~7.80 mg/L。溶氧、

pH、水温和盐度等指标使用 In-Situ Inc.，Andersonville 

(美国)测定。 
1.2.4  样品测定    按《海洋监测规范》GB17378- 

2007 规定的方法，进行样品的采集、处理和保存。

实验水样经 0.45 μm 醋酸纤维滤膜过滤后，采用次溴酸

钠氧化法对 NH4-N 进行测定；GF/C 玻璃纤维滤膜 65℃

烘箱中烘至恒重称重(W65)，450℃灼烧后称重(W450) 

(都精确到小数点后 4 位)；测量蛤仔壳长，分离软体

组织，60℃烘干至恒重，称量软体组织干重(g)。  

1.2.5  各参数的计算方法    滤水率的计算公式如下： 

滤水率[Clearance rate, CR, L/(ind.·h)] = 

流速(L/h)×(C0C1)/C0 (Widdows et al, 1992) 

式中，C1 和 C0 分别代表实验组和空白组颗粒物

浓度(个/ml)。 

水体颗粒物浓度计算公式如下： 

TPM(总颗粒物)=(W65‒W0)/V 

POM(颗粒有机物)=(W65‒W450)/V 

式中，W0 为预先在马弗炉中经 450℃灼烧 4 h 处

理后的 GF/C 玻璃纤维滤膜重量(g)，W65 为水样经 

GF/C 玻璃纤维滤膜过滤后在 65℃烘箱中烘至恒重，

用天平(精确到小数点后 4 位)称重所得，W450 为 65℃ 

烘箱中烘至恒重的滤膜再经马弗炉灼烧 4 h 后用天平

(精确到小数点后 4 位)称重所得，V 为抽滤水体的体

积(L)。 

耗氧率的计算公式如下： 

耗氧率[Oxygen consumption rate, OR, mg/(ind.·h)] 
=[(DO0‒DOt)×V]/(N×t) 

式中，DO0 和 DOt 分别为空白组、实验组在 t 时

水中溶氧量(mg/L)；t 为实验持续时间(h)；N 为实验

蛤仔个数(ind.)；V 为实验用水的体积(L)。 

排氨率的计算公式如下： 

排氨率[Ammonia excretion rate, NR, 
μmol/(ind.·h)]=[(Nt‒N0)×V]/(N×t) 

式中，Nt 和 N0 分别为实验组、空白组在 t 时水
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中氨氮浓度(μmol/L)；t 为实验持续时间(h)；N 为蛤

仔个数(ind.)；V 为实验用水的体积(L)。 

1.2.6  数据处理    数据统计分析采用 SPSS19.0，

对所得数据用单因素方差分析(One-way ANOVA)，存

在显著差异时用 Duncan 方法做组间多重比较，以

P<0.05 作为差异显著水平。 

2  结果与分析 

2.1  蛤仔生物量统计 

蛤仔的生物量在 480~600 ind./m2，平均为(572.00± 

20.23) ind./m2。其中，大规格蛤仔(壳长为 3.50~ 4.10 cm)

占 9.01%，中规格蛤仔(壳长为 3.00~3.50 cm)占 43.60%，

小规格蛤仔(壳长为 2.00~3.00 cm)占 47.38%。 

2.2  不同规格菲律宾蛤仔的生理代谢 

3 种规格蛤仔壳长差异显著，实验期间，水体总

颗 粒 物 和 颗 粒 有 机 物 浓 度 范 围 为 (10.78±2.31)~ 

(10.91±1.97)和(3.72±0.52)~(4.11±0.57) mg/L。实验测

得单位个体菲律宾蛤仔的排氨率、耗氧率、滤水率和

摄食率变化范围(表 1)。由表 1 可知，蛤仔排氨率、

耗氧率、滤水率、摄食率都随个体规格增大而增加。 
 

表 1  菲律宾蛤仔生物学及生理学参数 
Tab.1  Biological and physiological parameters of R. philippinarum 

分组 
Group 

壳长 Shell 
length (cm) 

组织干重 
Tissue dry weight (g)

排氨率 NR 
[μmol/(ind.·h)]

耗氧率 OR
[mg/(ind.·h)] 

滤水率 CR 
[L/(ind.·h)] 

摄食率 IR 
[mg/(ind.·h)]

大规格 Large size 4.09±0.11a 0.58±0.10 1.40±0.35 0.33±0.08 0.83±0.66 3.41±0.68 

中规格 Medium size 3.13±0.11b 0.25±0.06 0.70±0.25 0.30±0.08 0.75±0.60 2.98±0.58 

小规格 Small size 2.36±0.17c 0.12±0.04 0.44±0.15 0.21±0.02 0.69±0.38 2.57 ±0.41

注：字母不同代表差异显著(P<0.05) 
Note: Different superscripts indicate significant difference (P<0.05) 

 

2.3  围隔体系中水体特征 

实验结束时，水体溶氧浓度，蛤仔组<空白组<

大叶藻+蛤仔组<大叶藻组，蛤仔组、大叶藻+蛤仔组和

大叶藻组间存在显著差异(P<0.05)，空白组与大叶藻

组存在显著差异(P<0.05)，与大叶藻+蛤仔组差异不显

著(P>0.05)(图 2)。 
 

 
 

图 2  水体溶解氧浓度 
Fig.2  Concentration of dissolved oxygen in seawater 

字母相同代表差异不显著(P>0.05)， 

不同代表差异显著(P<0.05)。下同 
Values with same letters mean no significant differences 
(P>0.05), different letters mean significant differences 

(P<0.05). The same as below 

水体氨氮浓度，大叶藻组<大叶藻+蛤仔组<空白

组 <蛤仔组，蛤仔组与其他 3 组存在显著差异

(P<0.05)，大叶藻组、大叶藻+蛤仔组和空白组差异不

显(P>0.05)(图 3)。 
 

 
 

图 3  水体氨氮浓度 
Fig.3  Concentration of ammonia nitrogen in seawater 

 
水体中颗粒物浓度，空白组>大叶藻组>大叶藻+

蛤仔组>蛤仔组，大叶藻组与空白组浓度基本一致，

蛤仔组、大叶藻+蛤仔组与空白组存在显著差异

(P<0.05)，大叶藻组与空白组差异不显著 (P>0.05)  

(图 4)。 
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图 4  水体总颗粒物浓度 
Fig.4  Concentration of TPM in seawater 

 

3  讨论 

光照是决定海草植株密度、分布及生产力的首要

因素(Gaeckle et al, 2002)，而水下光的减弱被认为是

海草床衰退的最主要因素之一(郑杏雯, 2007)。海水

养殖设施和大叶藻叶片上附生单细胞藻类对太阳光

线的遮挡及水体浑浊度增加是造成大叶藻光可获得

性减弱的潜在原因。研究表明，海水养殖是海草资源

衰退的重要因素之一(吴钟解等, 2015)，养殖设施对

太阳光线的物理遮挡能够导致海草的分布面积减少

高达 75%，与没有养殖设施的对照海区相比，牡蛎筏

式养殖区(养殖密度 3.2 kg/m2)表层到底层水体的光

辐射减少了 37.5%，相对电子传递速率(ETR)减少了

81.5%，平均光合光量子通量(μmol quanta/m2·s)密度

(PPFD)减少了 85.2%(Skinner et al, 2014)。一方面，

大量附生单细胞藻类覆盖在海草叶片表面，可导致海

草的可利用光能大幅度减少 63% (Silberstein et al, 

1986)，进而出现光合作用能力下降 (Irlandi et al, 

2004)，另一方面，附生藻类并非单纯地覆盖在海草

表面遮挡有效光合辐射，而是显示出像叶绿体一样的

吸收特性，优先的吸收蓝光和红光，从而形成了与海

草叶片表面竞争可利用光子的局面，在一定程度上加

剧了对海草光合作用的限制。菲律宾蛤仔具有很强的

滤水能力，可以滤食水体中的浮游植物、有机碎屑等

悬浮物，不仅可以净化水体，提高水体透明度，而且

可以降低单细胞藻类在大叶藻叶片的附着率，进而减

少附生单细胞藻类对大叶藻光合作用的影响。本研究

结果显示，桑沟湾楮岛海区底栖自然野生菲律宾蛤仔面积

约为 0.5 km2，蛤仔密度为(572.00±20.23) ind./m2，大、

中、小规格菲律宾蛤仔的滤水率分别为(0.83±0.66)、

(0.75±0.60)、(0.69±0.38) L/(ind.·h)，取 3 种规格蛤仔

平均滤水率和摄食率来估算，蛤仔每天将过滤

4.2×106 t 海水，摄食约 46 t 悬浮颗粒物。围隔实验中

的各组颗粒物浓度，空白组>大叶藻组>蛤仔组>大叶

藻+蛤仔组，空白组与蛤仔组、大叶藻+蛤仔组存在显

著差异(P<0.05)，有蛤仔组颗粒物浓度最低(图 4)，并

且实验期间也可以观察到，有蛤仔组的海水非常清

澈，体现了菲律宾蛤仔对颗粒物的滤除效果。 

除了光照对海草的影响外，从世界六大海草床区

系的调查中总结得出，营养盐是温带海草床所受的主

要胁迫与限制的另一个影响因子(Short et al, 2007)，

营养盐可以限制海草的生长和降低海草有性繁殖

(Agawin et al, 1996; Duarte et al, 1996)。在以砂质和

有机质为主的底质环境中(楮岛是砂质和有机质为主

的 底 质 环 境 ) ， 限 制 海草 生 长 的 主 导 因 子 是 氮

(Williams, 1990)，海草可以利用的无机氮源主要包括

水体中的 NO3
-、NH4

+和底质间隙水中的 NH4
+，氨氮

被 认 为 是 海 草 主 要 的 氮 营 养 盐 吸 收 利 用 形 式

(Burkholder et al, 1992)，在相同浓度氨氮和硝氮条件

下，海草对氨氮的吸收高于对硝氮的吸收(Ahn et al, 

1998; Alexandre et al, 2011; Alexandre et al, 2010)。贝

类主要的排泄物是氨，直接来源于蛋白质的脱氨基作

用(Cockcroft, 1990; Hammen, 1968)，此外还有氨基酸、

尿酸、尿素等，氮的代谢终产物主要为氨(Cockcroft, 

1990)，所以，目前对双壳贝类氮排泄的研究大都集

中在氨的排泄方面。桑沟湾楮岛海草床中 3 种规格菲

律宾蛤仔的排氨率分别为(0.44±0.15)、(0.70±0.25)和

(1.40±0.35) μmol/(ind.·h)，刘鹏(2013)用呼吸瓶法于

2012 年 5 月~2013 年 1 月测得的 3 种规格菲律宾蛤仔

的排氨率范围分别为 0.325~1.469、0.496~1.693 和

0.476~2.459 μmol/(ind.·h)，与本研究数据相吻合。桑沟

湾楮岛海区菲律宾蛤仔的密度为(572.00±20.23) ind./m2，

取 3 种规格蛤仔平均排氨率估算，蛤仔每天将排泄

0.84 g 氨氮，大叶藻平均生物量为 256 g/(DW·m2)     

( 刘 旭 佳 , 2011) ， 大 叶 藻 叶 片 氨 氮 吸 收 效 率 为     

20.5 μmol/(g·DW·h) (Thursby et al, 1982)，每平方米大

叶藻每天吸收 4.16 g 氨氮，约 5 m2 蛤仔排泄氨氮的

量可以满足 1 m2 大叶藻的营养需求。围隔实验中的水

体氨氮浓度，蛤仔组>空白组>大叶藻+蛤仔组>大叶藻

组，并且蛤仔组与大叶藻组、大叶藻+蛤仔组存在显

著差异(P<0.05)，大叶藻组与大叶藻+蛤仔组差异不显

著(P>0.05)，说明，蛤仔排泄的氨氮能被大叶藻有效

利用。 

本研究中，3 种规格菲律宾蛤仔的耗氧率范围为

(0.21±0.02)~(0.33±0.08) mg/(ind.·h)，与刘鹏(2013)在
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天鹅湖海草床中测得的菲律宾蛤仔的耗氧率一致。大

叶藻的最大净光合速率为(8.16±0.17) mg O2/(gDW·h)  

(李勇, 2014)，平均生物量为 256 g/m2(刘旭佳, 2011)，

取 3 种规格蛤仔的平均耗氧率估算，蛤仔耗氧量为

164.38 mg/(m2·h)，根据单位面积(m2)大叶藻产氧量与

单位面积菲律宾蛤仔耗氧量，计算得出，每平方米大

叶藻释放的氧可供约 13 m2 内的蛤仔呼吸所用。围隔

实验中的水体溶解氧含量大叶藻组>大叶藻+蛤仔组>

空白组>蛤仔组，并且蛤仔组、大叶藻组和大叶藻+

蛤仔组存在显著差异(P<0.05)，说明，大叶藻光合作

用产氧被蛤仔利用。 

海草既能通过地上叶片摄取海水中的营养盐，也

能通过地下根吸收沉积物间隙水中的营养盐。

Lemmens 等(1996)研究表明，大量的贝类生物沉积物

会导致海底沉积物中的有机质含量增加，沉积物通过

微生物降解释放大量的营养盐，可以满足海草的营养

需求。但 Terrados 等(1999)研究指出，在有机质丰富

的底泥中，可能有大量的硫酸盐被硫酸盐还原菌还

原，硫酸盐还原形成的主要产物之一是硫化氢，硫化

物已经被证明对大叶藻有剧毒，是影响大叶藻生长和

存活的重要因素之一。贝类生物沉积物对大叶藻的正

负效应将在后续的研究中重点关注。 
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Ecological Contribution of Ruditapes philippinarum in the  
Seagrass Meadow of Sanggou Bay 

WU Yalin1,2, GAO Yaping2,3, LÜ Xuning1,2, WANG Xiaoqin1,2, LI Fengxue1,2,  
JIANG Weiwei2, WANG Junwei4, ZHANG Yitao4, JIANG Zengjie2,3①

 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of  

Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, 
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production 

Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
4. Rongcheng Chudao Aquaculture Corporation, Rongcheng  264312) 

Abstract    Ruditapes philippinarum is abundant around the seagrass meadow in Chudao, Sanggou Bay. 

To determine the interactions between R. philippinarum and Zostera marina L., the amount of         

R. philippinarum was evaluated in the seagrass meadow at Chudao from May to July, 2016. The feeding 

and metabolic physiology of R. philippinarum were determined based on an individual experiment with 

flowing water from the field. The interactions between R. philippinarum and Z. marina were investigated 

in an enclosure experiment in the field. The results showed that the biomass of R. philippinarum was 

(572.00±20.23) ind./m2, which included 9.01% large (shell length 3.50~4.10 cm), 43.60% medium (shell 

length 3.00~3.50 cm), and 47.38% small (shell length 2.00~3.00 cm) clams. The ammonia nitrogen 

excretion, oxygen consumption, clearance rate, and feeding rate were (0.44±0.15) to (1.40±         

0.35) μmol/(ind.·h), (0.21±0.02) to (0.33±0.08) mg/(ind.·h), (0.69±0.38) to (0.83±0.66) L/(ind.·h), and 

(2.57±0.41) to (3.41±0.68) mg/(ind.·h), respectively. These parameters all increased with increasing body 

weight of the clams. There were four groups (R. philippinarum, Z. marina, Z. marina+R. philippinarum, 

and control) with three replicates each in the enclosure experiment, which was run for 4 h. The results 

revealed significant differences in dissolved oxygen concentration among the R. philippinarum,        

Z. marina+R. philippinarum, and Z. marina groups (P<0.05). The ammonia nitrogen concentration in the 

R. philippinarum group was significantly higher than that in the other three groups (P<0.05). Total 

particles in the R. philippinarum and Z. marina+R. philippinarum groups were significantly lower than 

those in the control (P<0.05), while no significant difference was found between the Z. marina group and 

the control (P>0.05). The area of R. philippinarum is about 0.5 km2 around Chudao in Sanggou Bay, 

approximately filter 46 t of suspended particulates and provide 0.4 t of ammonia nitrogen to the Z. marina 

meadow by the clam each day. The present findings provides basic data for further revealing the 

ecological roles of R. philippinarum in Z. marina meadow areas.  

Key words    Zostera marina L.; Ruditapes philippinarum; Feeding physiology; Metabolic physiology; 

Sanggou Bay 
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靖海湾条斑紫菜的营养及鲜味评价* 

赵  玲 1  曹  荣 1  王联珠 1  刘  淇 1①  陈少凡 2  符鹏飞 2 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071；2. 威海市科蓝海洋科技有限公司  文登  264400) 

摘要    以不同收割期的靖海湾条斑紫菜(Pyropia yezoensis)为研究对象，对比分析营养价值并评价

其鲜味。通过测定基本营养成分、无机元素组成和氨基酸组成，分析其营养学特征，通过测定游离

氨基酸与呈味核苷酸组成，进而计算滋味活性值(Taste active value, TAV)与味精当量(Equivalent 

umami concentration, EUC)。结果显示，靖海湾条斑紫菜蛋白质含量丰富，头水和二水紫菜的蛋白

含量均在 49%以上，显著高于四水和六水紫菜(P<0.05)。不同收割期条斑紫菜的脂肪含量较低，均

小于 1.1%。常量元素中 P 含量最低，K 含量最高，约为 2.59×104~5.52×104 mg/kg；微量元素以 Fe

含量最高，Zn 次之，Co 最低；Pb 含量明显低于 GB 2762-2017 的限量要求。头水、二水紫菜与四

水、六水紫菜的必需氨基酸及氨基酸总量间存在显著差异(P<0.05)。游离谷氨酸和次黄嘌呤核苷酸

对条斑紫菜的鲜味起主要贡献作用，头水、二水、四水和六水紫菜的 EUC(以干基计)依次降低，分

别为 239.71、190.03、108.05 和 51.56 g MSG/100 g。靖海湾条斑紫菜具有较高的营养价值，且收割

前期的靖海湾条斑紫菜鲜味度较高，可作为开发调味品的原料。 

关键词    条斑紫菜；营养；鲜味 

中图分类号 TS254.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0134-07 

紫 菜 属 于 红 藻 门 (Rhodophyta) 、 原 红 藻 纲

(Protoflorideophy-ceae)、红毛菜目(Bangiales)、红毛

菜科(Bangiaceae)、紫菜属(Pyropia)(宋惠平等, 2015)，

含有丰富的蛋白质和多种微量元素，具有化痰软坚、

清热利水、补肾养心的功效，极富营养价值和药用价

值(陈必链等, 2001; 王亚等, 2012)。条斑紫菜(Pyropia 

yezoensis)和坛紫菜(P. haitnensis)是主要的养殖种类

(李晓蕾等, 2017)。 

条斑紫菜经济价值高，是海水藻类中的主要养殖

品种，主要分布在江苏、山东，在辽宁也有少量分布

(闵建等, 2008)。紫菜的质量随养殖地区、季节、水

质等因素的不同而有明显差异。应苗苗等(2009)研究

发现，不同收割期的坛紫菜基本营养成分、主要矿物

质及微量元素含量有较大的差异；曾繁杰等(1991)研

究表明，中国坛紫菜和条斑紫菜所含的必需氨基酸含

量较高，可与蛋、奶等高营养价值的动物蛋白相媲美；

纪明侯等(1981)研究表明，条斑紫菜的氨基酸含量依

生长海区的不同而各不相同；仲明等(2003)研究表明，

条斑紫菜的主要营养成分随着采收期的不同其变化

规律不同；胡传明等(2015)研究发现，不同品系条斑

紫菜的氨基酸含量随采收期的延迟呈增长趋势，在采

收后期达到最高；姚兴存等(2002)对连云港沿海条斑

紫菜的营养成分做了一个养殖周期的跟踪分析测定，

结果表明其营养成分丰富，蛋白质含量随生产季节逐

渐降低，碳水化合物则逐渐升高，其他组成成分变化

不明显；但目前未见关于不同收割期条斑紫菜鲜味评 

abc
图章
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价的研究。2016 年底，条斑紫菜在文登靖海湾海域

插杆式试养成功，养殖面积为 66.7 hm2，本研究分析

了不同收割期靖海湾条斑紫菜的主要营养成分和呈

味成分，并对其进行鲜味评价，以期为条斑紫菜资源

的开发利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

条斑紫菜干品，由威海市科蓝海洋科技有限公司

提供，头水、二水、四水和六水紫菜分别于 2016 年

12 月 30 日、2017 年 1 月 17 日、2 月 14 日、3 月        

13 日 采 自 威 海 市 靖 海 湾 海 域 (1215911.300N 

365117.300E)，干品运至实验室后，分别粉碎，4℃

储藏备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基本营养组成测定    采用直接干燥法测定

水分(GB 5009.3-2016)；采用高温灼烧法测定灰分(GB 

5009.4-2016)；采用直接滴定法测定盐分含量(SC/T 

3011-2001)；采用凯氏定氮法测定粗蛋白质含量(GB 

5009.5-2016)；采用索氏提取法测定粗脂肪含量(GB 

5009.6-2016)。 

1.2.2  元素含量测定     参照文献(王亚等 , 2012; 

孙耀帆等, 2012)，采用碰撞/反应池电感耦合等离子

体质谱仪测定标准物质、空白溶液及样品中各元素

含量。 

1.2.3  氨基酸含量测定    参照 GB 5009.124-2016

测定水解氨基酸的含量，原料经浓盐酸处理后，采用

日立 L-8800 型氨基酸自动分析仪测定；采用磺基水

杨酸法处理样品，氨基酸自动分析仪测定游离氨基酸

的含量。 

1.2.4  呈 味 核 苷 酸 含 量 测 定     参 照 文 献

(Yokoyama et al, 1992; 曹荣等, 2018)测定呈味核苷

酸的含量。色谱分析条件：色谱柱 Shiseido C18 SG 

(4.6 mm×150 mm)；流动相为乙酸、柠檬酸、三乙胺

混合溶液(分别为 20、20、40.0 mmol/L, pH 5.5)；流

速为 0.8 ml/min；柱温为 40℃；UV 检测器，检测波

长为 260 nm；进样量为 10 μl。 

1.2.5  滋味活性值(Taste active value, TAV)计算 

根据龚骏等(2014)的方法计算呈味物质的 TAV，

计算公式如下： 

TAV 
样品中某呈味物质的绝对浓度值

该物质的味道阈值
  

呈味物质指能使感觉器官产生感觉印象的物质；

味道阈值是指某种味道能被感觉到时的最低浓度值。 

1.2.6  味精当量 (Equivalent umami concentration，

EUC)计算    味精当量是呈味核苷酸与鲜味氨基酸

之间产生的协同增鲜作用，以同等鲜味所需的谷氨酸

单钠(Monosodium glutamate, MSG)的浓度来表示。根

据姚海芹等(2016)的方法计算，公式如下： 

EUC(g MSG/100 g)= 1218( )( )i i i i j ja b a b a b    

式中，1218 为协同作用常数；ai 为鲜味氨基酸的

量(g/100 g)；bi 为鲜味氨基酸相对于谷氨酸钠(MSG)

的鲜味系数(Glu, 1; Asp, 0.077)；aj 为呈味核苷酸的量

(g/100 g)；bj 为呈味核苷酸相对于 IMP 的鲜味系数

(AMP, 0.18; IMP, 1; GMP, 2.3)。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件处理数据，实验重复 2 次，

设 3 个平行，结果以平均值±标准差(Mean±SD)表示，

显著性以 P<0.01 为极显著，P<0.05 为显著，P>0.05

为不显著。 

2  结果与分析 

2.1  基本营养组成测定结果 

由表 1 可知，靖海湾条斑紫菜中蛋白质含量丰

富，脂肪含量较低。头水和二水紫菜的蛋白质含量均

在 49%以上，蛋白含量显著高于四水和六水紫菜

(P<0.05)。随着收割期的延长，灰分含量显著增加，

与仲明等(2003)的研究结果一致。六水紫菜的总糖含

量最高，因而生产上通常用末水紫菜提取多糖等营养

因子(姚兴存等, 2002)。 

2.2  19 种元素含量分析 

常量元素和微量元素含量见表 2。从表 2 可以看

出，靖海湾条斑紫菜中常量元素以 K 含量最高，P 含

量最低，这与王亚等(2012)的研究结果一致；其中二

水紫菜中 K 含量最高，四水紫菜次之，头水紫菜中 K

含量最低，这可能是二水紫菜灰分显著高于头水紫菜

的主要原因。海带富含 K，姚海芹等(2016)报道，海

带中 K 含量约为 3.50×104~4.86×104 mg/kg，而靖海湾

条斑紫菜 K 含量约为 2.59×104~5.52×104 mg/kg，二者

含量相当，因而补充 K，可以适量食用海带和紫菜。

微量元素中 Fe 含量最高，Zn 次之，Co 最低。 

有害元素的含量见表 3。GB 2762-2017 食品安全

国家标准《食品中污染物限量标准》规定，Pb 的限量

为 1.0 mg/kg(以干重计)，由表 3 可知，靖海湾条斑紫

菜中 Pb 含量明显低于 GB 2762-2017 的限量要求；无

机 As 的含量范围与尚德荣等(2011)的研究结果一致。 
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表 1  基本营养成分(以干基计, g/100 g) 
Tab.1  Basic nutrition composition (in dry basis, g/100 g) 

营养成分 
Nutrient content 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest 

蛋白 Protein 49.82±0.21a 50.94±0.12a 46.67±0.19b 31.33±0.25c 

脂肪 Fat 0.99±0.04a 0.92±0.13a 0.90±0.09b 1.04±0.07a 

灰分 Ash 10.39±0.09a 16.58±0.15b 17.94±0.24b 19.54±0.22b 

总糖 Total sugar 24.05±0.11a 21.91±0.18b 22.17±0.07b 25.22±0.15a 

注：同一行标注不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同 
Note: In the same line, different letters indicate significant difference (P<0.05), the same as below 

 
表 2  常量元素和微量元素含量(以干基计, mg/kg) 

Tab.2  The content of macro-and microelement (in dry basis, mg/kg) 

元素 
Elements 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest 

钠 Na 2388±5 3037±9 3894±3 4489±7 

镁 Mg 3267±3 3150±8 3081±4 2912±2 

钾 K 25853±15 55195±17 43537±21 33430±19 

钙 Ca 6550±10 5267±9 4514±13 6542±17 

磷 P 388.9±4.2 342.4±2.9 241.0±1.5 216.8±1.8 

铁 Fe 649.7±3.9 368.6±1.9 412.3±2.7 689.0±4.1 

锰 Mn 31.42±1.65 28.00±1.44 22.82±1.19 20.76±2.01 

铜 Cu 9.95±0.51 8.90±0.47 7.37±0.60 7.62±0.43 

锌 Zn 116.85±3.55 47.76±1.58 55.44±1.49 57.65±2.11 

硒 Se 0.16±0.02 0.19±0.01 0.17±0.03 0.19±0.04 

钴 Co 0.33±0.02 0.23±0.05 0.20±0.01 0.26±0.01 

镍 Ni 3.27±0.36 1.09±0.12 0.94±0.09 6.91±0.40 

钒 V 1.70±0.18 1.75±0.20 7.35±0.43 3.58±0.22 

 
表 3  有害元素含量(以干基计, mg/kg) 

Tab.3  The content of harmful elements (in dry basis, mg/kg) 

元素 
Elements 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest 

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest 

铅 Pb 0.46±0.14 0.21±0.01 0.20±0.02 0.53±0.07 

无机砷 iAs 0.14±0.01 0.15±0.03 0.16±0.02 0.14±0.01 

 
2.3  水解氨基酸与游离氨基酸组成 

由表 4 可知，在水解氨基酸种类上，靖海湾条斑

紫菜中含量较高的氨基酸依次为 Ala、Glu、Asp、Arg

和 Val。随着收割期次的增加，必需氨基酸(EAA)、

非必需氨基酸(NEAA)含量及氨基酸(AA)总量逐渐降

低；头水、二水紫菜与四水、六水紫菜的 EAA、NEAA

含量及 AA 总量间存在显著差异(P<0.05)。 

游离氨基酸是影响水产品滋味的重要成分之一。

从表 5 可以看出，头水紫菜和二水、四水、六水紫菜

的鲜味游离氨基酸总量存在极显著差异(P<0.01)。紫 

菜中含量较高的鲜味游离氨基酸依次为 Ala、Glu、

Asp。Glu 和 Asp，是典型的呈鲜味氨基酸，头水紫

菜的游离 Glu 和 Asp 含量均极显著高于二水、四水和

六水紫菜(P<0.01)。 

2.4  呈味核苷酸含量 

核苷酸及其关联化合物是影响水产品滋味的另一

类重要成分，其中，鸟嘌呤核苷酸(GMP)、次黄嘌呤

核苷酸(IMP)和腺嘌呤核苷酸(AMP)是典型的呈鲜味

的核苷酸(Fuke et al, 1996)。呈味核苷酸含量见表 6， 
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表 4  水解氨基酸组成(以干基计, g/100 g) 
Tab.4  Hydrolytic amino acid composition(in dry basis, g/100 g) 

氨基酸 
Amino acids 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest

天冬氨酸 Asp 3.95±0.13a 3.87±0.22a 3.32±0.20b 2.59±0.11c 

苏氨酸 Thr* 2.38±0.19a 2.27±0.17a 2.15±0.17b 1.66±0.08c 

丝氨酸 Ser 1.96±0.09a 1.83±0.12a 1.66±0.13b 1.33±0.06c 

谷氨酸 Glu 5.25±0.17a 4.29±0.29b 3.75±0.23c 2.70±0.15d 

甘氨酸 Gly 2.33±0.08a 2.33±0.13a 2.18±0.11a 1.68±0.10b 

丙氨酸 Ala 6.29±0.11a 5.23±0.15b 4.53±0.19c 2.88±0.13d 

缬氨酸 Val* 2.60±0.15a 2.34±0.23b 2.12±0.09b 1.64±0.12c 

蛋氨酸 Met* 0.72±0.04a 0.43±0.10b 0.40±0.03b 0.32±0.01c 

异亮氨酸 Ile* 1.64±0.12a 1.50±0.09b 1.48±0.14b 1.16±0.10c 

亮氨酸 Leu* 3.27±0.05a 3.11±0.17a 2.86±0.24b 2.11±0.32c 

酪氨酸 Tyr 1.79±0.09a 1.51±0.05b 1.37±0.16b 1.14±0.04c 

苯丙氨酸 Phe* 1.78±0.11a 1.60±0.19b 1.64±0.08b 1.25±0.09c 

赖氨酸 Lys* 2.39±0.17a 2.24±0.07a 2.06±0.12b 1.48±0.12c 

组氨酸 His 1.00±0.14a 1.01±0.05a 1.06±0.08a 0.69±0.05b 

精氨酸 Arg 2.67±0.11a 2.59±0.13a 2.15±0.17b 1.54±0.15c 

脯氨酸 Pro 0.99±0.03a 1.11±0.03b 1.07±0.07b 0.80±0.03c 

∑EAA 14.78±0.83a 13.49±1.02a 12.11±0.87b 9.26±0.84c 

∑NEAA 26.23±0.95a 23.77±1.17b 20.1±1.14c 14.77±0.82d 

∑AA 41.01±1.78a 37.26±2.19a 32.21±2.01b 24.03±1.66c 

∑EAA/∑AA 36.04% 36.21% 37.60% 38.54% 

∑EAA/∑NEAA 56.35% 56.75% 60.25% 62.69% 

注：*：必需氨基酸；∑EAA：必需氨基酸总量；∑NEAA：非必需氨基酸总量；∑AA：氨基酸总量 

Note: *: Essential amino acids; ∑EAA: Total essential amino acids; ∑NEAA: Non-essential amino acids; ∑AA: Total 
amino acids 

 
表 5  鲜味游离氨基酸含量(以干基计, mg/100 g) 

Tab.5  The content of free flavor amino acid (in dry basis, mg/100 g) 

氨基酸 
Amino acids 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest

天冬氨酸 Asp 380.90±1.52a 239.88±1.33b 125.92±1.40c 30.02±0.62d 

谷氨酸 Glu 1242.39±2.15a 852.11±1.97b 860.44±1.45b 450.42±0.23c 

甘氨酸 Gly 20.99±0.43a 18.77±0.21b 20.99±0.24a 6.83±0.47c 

丙氨酸 Ala 2400.84±3.09a 1503.96±2.71b 1500.53±2.13b 544.49±1.51c 

酪氨酸 Tyr 14.69±0.40a 12.52±0.23b 10.49±0.31c 4.52±0.28c 

苯丙氨酸 Phe 13.64±0.37a 14.60±0.34a 12.23±0.25b 6.66±0.19b 

总量 Total 4073.45±7.96a 2641.84±6.79b 2528.86±5.78c 1042.94±3.30d 

 
表 6  呈味核苷酸含量(干基计, mg/100 g) 

Tab.6  The contents of flavor nucleotide (in dry basis, mg/100 g) 

核苷酸 
Nucleotide 

头水紫菜 
Laver of first harvest 

二水紫菜 
Laver of second harvest

四水紫菜 
Laver of fourth harvest 

六水紫菜 
Laver of sixth harvest

AMP 21.45±0.21a 21.70±1.76a 19.96±0.73a 12.72±0.51b 

IMP 108.47±2.45a 118.89±1.98b 57.54±1.29c 61.06±1.63c 

GMP 18.09±0.25a 24.17±0.32b 17.39±0.56a 12.75±0.44c 
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头水、二水紫菜与四水、六水紫菜中呈味核苷酸总量

之间存在显著差异(P<0.05)，二水紫菜中 GMP、IMP

和 AMP 含量最高。 

2.5  鲜味评价 

鲜味是水产品最重要的滋味特征，通常用 TAV

和 EUC 进行评价。其中，TAV 被广泛用来对食品的

滋味强度进行判定，以及评价某一组分对整体风味的 

贡献(曹荣等, 2018)。当化合物 TAV<1 时，该呈味物

质对整体滋味作用不明显；当 TAV>1 时，该呈味物

质对整体滋味有重要贡献，且值越高，贡献度越大。

呈现鲜味的化合物主要有游离氨基酸(Glu、Asp)和核

苷酸(AMP、IMP、GMP)等。上述 5 种化合物的阈值

及 TAV 见表 7。其中，Glu 对条斑紫菜鲜味的贡献最

为突出，其次是 IMP、Asp 和 GMP，AMP 对鲜味的

贡献最小。 
 

表 7  滋味活性物质含量及 TAV 
Tab.7  Taste-active compounds and their TAV values 

TAV 
化合物 

Compound 

阈值 
Threshold 

value(mg/100 ml) 
头水紫菜 

Laver of first harvest
二水紫菜  

Laver of second harvest
四水紫菜 

Laver of fourth harvest 
六水紫菜 

Laver of sixth harvest

Glu 30 41.41 28.40 28.68  15.01 

Asp 100 3.81 2.40 1.26 1.00 

GMP 12.5 1.45 1.93 1.39 1.02 

IMP 25 4.34 4.76 2.30 2.44 

AMP 50 0.43 0.43 0.40 0.25 

 

不同滋味化合物之间的交互作用也是呈味的关

键因素之一。当呈味核苷酸与鲜味氨基酸并存时，产

生协同效应，带来强烈的鲜味(Maehashi et al, 1999)，

这种协同效应可以用 EUC 来衡量(杨欣怡等, 2016)。

头水、二水、四水和六水条斑紫菜的 EUC(以干基计)

依次为 239.71、190.03、108.05 和 51.56 g MSG/100 g。

根据水分含量换算成鲜品 EUC 分析发现，头水和二

水 紫 菜 的 EUC 高 于 脊 尾 白 虾 (Exopalaemon 

carinicauda) (12.98 g MSG/100g) 和 大 黄 鱼

(Pseudosciaena crocea) (13.43 g MSG/100g)的 EUC

值，鲜味度高(曹荣等, 2018; 翁丽萍等, 2015)，这与

收割前期的紫菜食用时口感鲜美的结论一致。  

3  结论 

靖海湾条斑紫菜中蛋白质含量丰富，头水和二水

紫菜的蛋白质含量明显高于四水和六水紫菜，脂肪含

量较低。头水、二水紫菜与四水、六水紫菜的必需氨

基酸及氨基酸总量间存在显著差异(P<0.05)。常量元

素以 P 含量最低，K 含量最高，K 含量约为 2.59×104~ 

5.52×104 mg/kg；微量元素中 Fe 含量最高，Zn 次之，

Co最低；Pb含量明显低于GB 2762-2017的限量要求。

游离谷氨酸(Glu)和次黄嘌呤核苷酸(IMP)对条斑紫菜

的鲜味起主要贡献作用，头水、二水、四水和六水条

斑紫菜的 EUC(以干基计)依次为 239.71、190.03、

108.05 和 51.56 g MSG/100 g，具备理想的鲜味特征。 
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Nutritional Analysis and Umami Assessment of  
Pyropia yezoensis from Jing Bay 

ZHAO Ling1, CAO Rong1, WANG Lianzhu1, LIU Qi1①
, CHEN Shaofan2, FU Pengfei2 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  
2. Weihai Crown Marine Science & Technology Co., Ltd., Wendeng  264400) 

Abstract    Pyropia yezoensis at different harvest times were obtained from Jing Bay, and its nutritional 

and umami characteristics were analyzed. Crude protein, crude fat, ash, inorganic elements, and amino 

acid composition were determined to analyze its nutritional characteristics. Free amino acids and flavor 

nucleotides were determined to calculate the taste active value (TAV) and equivalent umami concentration 

(EUC), which indicated the umami of P. yezoensis. The results showed that P. yezoensis from Jing Bay 

had high protein and low fat content. The protein content exceeded 49% in the first and second harvest, 

indicating that the P. yezoensis had higher nutritional value in the early stage of the harvest. The K content 

was the highest among the constant elements, while the P content was the lowest. Fe content was the 

highest among the trace elements; Zn content was higher, and Co content was the lowest. Pb content was 

significantly lower than the limited requirements of GB 2762-2017. There were significant differences 

between P. yezoensis from the first, second harvest and the fourth, sixth harvest in terms of essential and 

total amino acid content (P<0.05). Glutamic acid and hypoxanthine nucleotide played a major role in the 

umami contribution; the Equivalent umami concentration (in dry basis) of P. yezoensis in the first, second, 

fourth, and sixth harvests was 239.71, 190.03, 108.05, and 51.56 g MSG/100 g, respectively. P. yezoensis 

from Jing Bay has high nutritional values and desirable umami characteristics in the early stage of harvest, 

and thus, has great market potential.  

Key words    Pyropia yezoensis; Nutrient; Umami 
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中国近海铜藻 ITS 与 coxI 序列相似性分析* 

吕  芳 1,2  郭  文 1  丁  刚 1,2  刘  玮 1,2  詹冬梅 1,2  吴海一 1,2① 
(1. 山东省海洋生物研究院  青岛  266104；2. 青岛市大型海藻工程技术研究中心  青岛  266104) 

摘要    本研究分别对 2016 和 2017 年中国近海 10 个铜藻(Sargassum horneri)漂浮地理种群以及   

3 个定生种群的 51 个采集样本进行了 ITS 和 coxI 序列分析及相似性比对。结果显示，51 个样本的

coxI 序列完全一致，ITS 序列存在 2 个变异位点，按基因型的异同可分为 4 个类型，其中大连龙王

塘、烟台大钦岛和南隍城岛的漂浮铜藻基因型相同，青岛金沙滩漂浮型、烟台大钦岛和大连獐子岛

的定生铜藻基因型相同，威海俚岛和温州洞头的漂浮铜藻基因型相同，青岛雕塑园、王哥庄、大珠

山、威海乳山的漂浮型和枸杞岛定生铜藻基因型相同，而同一种群内部即便是不同年份的个体间基

因型并没有差异。基于 ITS 序列构建的系统树显示，来自中国的所有铜藻样本聚为一支，与来自韩

国的铜藻样本有一定的遗传距离。以上结果说明，我国近海漂浮和定生铜藻的不同地理株间 ITS 和

coxI 的遗传变异水平较低，漂浮铜藻可能具有不同的来源，为进一步探明中国近海海域铜藻的分子

遗传背景提供依据。 

关键词    铜藻；漂浮；定生；ITS；coxI；序列相似性 

中图分类号 S917.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0141-06 

铜藻 Sargassum horneri (Turner) C. Agardh 属于

褐藻门、墨角藻目、马尾藻属，大多生长在低潮带深

沼中或大干潮线下 4 m 处的岩石上，是中国沿海海藻

场的重要组成部分(曾呈奎等, 2000)。铜藻是一种重

要的经济海藻，对海水中的富营养化物质具有较强的

生物吸附能力，具有重要的生态价值；铜藻富含岩藻

黄素、褐藻胶、褐藻多酚等生物活性物质，使其在医

药保健、生物制品以及化学工业等领域也极具开发潜

力(Liu et al, 2012; 詹冬梅等, 2016)。2007 年以来，

黄海海域连年暴发大规模的浒苔绿潮，其中还夹着一

些漂浮铜藻(蔡永超等, 2014; 陈军等, 2016)，尤其是

2017 年绿潮灾害中漂浮铜藻的生物量显著高于往年

同期，局部海域漂浮的铜藻可达浒苔数量的 20%，形

成“马尾藻金潮”(http://news.xinhuanet.com/2017-06/ 

17/c_1121162366.htm)。漂浮铜藻的过量繁殖，会在

水面织成一张网，导致底层养殖的鱼虾缺氧，使水体

环境恶化，影响养殖环境。此外，漂浮的铜藻还会缠

绕堆积在紫菜和海带的养殖筏架上，对筏架养殖造成

一定影响 (http://www.js.xinhuanet.com/2017-01/11/c_ 

1120284277.htm)。漂浮铜藻的出现进一步加大了山东

半岛绿潮防治的难度，也成为一种新的灾害现象。目

前，国内外研究主要集中在对绿潮浒苔的溯源和防控

等方面(汪文俊等 , 2008; 刘峰等 , 2012; 王广策等 , 

2016)，漂浮铜藻的来源及暴发原因到目前尚没有明

确的认识，尚需多方寻求论证。 

DNA 分子标记技术已被广泛用于物种鉴定以及 

abc
图章
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图 1  2017 年威海俚岛湾养殖区紫菜养殖筏架上的铜藻(A)和青岛金沙滩海岸上堆积的铜藻(B) 
Fig 1  S. horneri on Porphyra rafts of Lidao aquaculture area (A) and accumulated  

on the coast of Golden Beach of Qingdao (B) in 2017 
 

属内种间和不同地理株间的分子系统演化关系等研

究(Lane et al, 2007; Kucera et al, 2008; Mcdevit et al, 

2009)。尽管铜藻不同地理种群的系统发生研究已有

一些相关报道(Hu et al, 2011; 蔡一凡等, 2013)，但由

于不同的 DNA 序列进化速率不同，往往会导致研究

结果存在差异，因此，进一步选择合适的分子标记以

及地理范围分布更广的不同居群进行分析，可为铜藻

的系统发育、遗传多样性分析等提供新的佐证。 

本研究分别从我国东海、黄海、渤海等不同海域

采集铜藻样品，通过对其核糖体内转录间隔区 ITS 

(Internal transcribed spacer)和线粒体 coxI (细胞色素 c

氧化酶亚基 I)序列进行扩增、测序和分析，旨在研究

我国近海海域铜藻的分子遗传背景以及不同海域漂

浮铜藻和野生铜藻的相互关系，为铜藻的生物地理学

研究提供新的证据，进而为漂浮铜藻的溯源、分布范

围和漂移路线的监测等工作提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

铜藻是一种潮下带的大型褐藻，定生于海底岩礁

上，近年来，由于海洋生态环境的改变，铜藻资源不

断衰退，因此，定生的铜藻种群已很难采集到。本研

究所用定生和漂浮铜藻样品采集自中国东海、黄海和

渤海海区(表 1)，其中，定生铜藻种群采集自舟山、

烟台和大连 3 个地区，10 个漂浮铜藻种群采集自温

州、青岛、威海、烟台和大连等地区。样品采集后用

低温箱迅速运回实验室，藻体用海水反复冲洗，去除

泥沙及杂质，然后用消毒海水清洗干净，保存于

‒20℃。 

1.2  基因组 DNA 制备 

实验采用 TIANGEN 新型植物基因组 DNA 提取 
 

表 1  铜藻样品采集信息 
Tab.1  Information of S. horneri samples 

样品编号 
No. of 

samples  

采集地点 
Sampling site 

生态类型 
Ecological type 

采集时间 
Sampling time

样本数
Number

DT 温州洞头 Wenzhou Dongtou 27°30′N, 121°06′E 漂浮 Free-floating 2016-05-10 2 

GQD-DS 舟山枸杞岛 Zhoushan Gouqi Island 30°43′N, 122°46′E 定生 Benthic 2016-06-05 
2017-05-08 

4 
4 

DZS 青岛大珠山 Qingdao Dazhushan 35°47′N, 120°02′E 漂浮 Free-floating 2017-07-02 4 

JST 青岛金沙滩 Qingdao Golden Beach 35°57′N, 120°15′E 漂浮 Free-floating 2017-07-09 4 

DSY 青岛雕塑园 Qingdao Sculpture Garden 36°04′N, 120°27′E 漂浮 Free-floating 2017-06-28 1 

WGZ 青岛王哥庄 Qingdao Wanggezhuang 36°16′N, 120°41′E 漂浮 Free-floating 2017-06-25 4 

RS 威海大乳山 Weihai Darushan 36°46′N, 121°30′E 漂浮 Free-floating 2017-07-17 4 

LD 威海俚岛 Weihai Lidao 37°15′N, 122°35′E 漂浮 Free-floating 2016-09-22 
2017-10-07 

4 
4 

DQD 烟台大钦岛 Yantai Daqin Island 38°18′N, 120°50′E 漂浮 Free-floating 2017-08-09 2 

NHC 烟台南隍城岛 Yantai Nanhuangcheng Island 38°21′N, 120°55′E 漂浮 Free-floating 2017-08-09 2 

NHC-DS 烟台南隍城岛 Yantai Nanhuangcheng Island 38°21′N, 120°55′E 定生 Benthic 2016-06-13 6 

LWT 大连龙王塘 Dalian Longwangtang 38°29′N, 121°13′E 漂浮 Free-floating 2016-03-15 2 

ZZD-DS 大连獐子岛 Dalian Zhangzi Island 39°01′N, 122°43′E 定生 Benthic 2017-08-17 4 
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试剂盒(DP320)提取铜藻样品的基因组 DNA，具体步

骤参照说明书。提取的 DNA 经 1%琼脂糖电泳检测，

紫外分光光度计定量后，置于‒20℃保存备用。 

1.3  ITS 和 coxI 序列的扩增 

为了获得尽可能长的 ITS 序列，分别扩增 2 段 ITS

片段，然后进行拼接。其中，5.8S rDNA-ITS 序列的

扩 增 参 考 White 等 (1990) ， 引 物 序 列 为 ITS5 

5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3′ ； ITS4 

5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ 。 扩 增 程 序 为

94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，48℃退火 30 s，

72℃延伸 1 min，总 35 个循环；72℃延伸 10 min。完

整 ITS2 序列的扩增参考 Yoshida 等(2000)，引物序列

为 BFF 5′-CGATGAAGAACGCAGCGAAATG-CGAT- 

3′； 25BR2R 5′-TCCTCCGCTTAGTATATGCTTAA- 

3′。扩增程序为 93℃预变性 1 min；94℃变性 30 s，

55℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，总 35 个循环；72℃

延伸 10 min。 

coxI 序列的扩增参考 Lane 等(2007)，引物序列为

GazF2：5′-CCAACCAYAAAGATAT-WGGTAC-3′；
GazR2：5′-GGATGACCAAARAACCAAAA-3′。扩增

程序为 94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，50℃退火

30 s，72℃延伸 1 min，38 个循环；72℃延伸 10 min。 

PCR 反应体系均为 25 μl，包含 Taq PCR Master 

mix (BBI, 加拿大) 12.5 μl，上、下游引物(20 μmol/L)

各 1.0 μl，模板 DNA 20 ng。 

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将扩增成

功的 PCR 产物送生工生物工程(上海)有限公司进行

正反向测序。 

1.4  数据分析 

用 DNAStar-Editseq 软件和 Chromas 软件对测序

结果进行分析、校正，然后将拼接成功的序列输入到

GenBank 中进行 BLASTn 同源性分析，再用 Clustal 

X1.83 软件对序列进行比对分析。用 MEGA 6.06 软件

Kimura 2-parameter 模型计算不同铜藻样品间的遗传

分化距离，构建系统树，Bootstrap 方法进行 1000 次

重抽样估计系统树中节点的置信值，以羊栖菜

(Sargassum fusiforme)作为外类群。 

2  结果与分析 

2.1  ITS 区序列分析 

本研究中所有样品的 ITS 序列长度均为 1506 bp，

包括部分 ITS1、完整的 5.8S rDNA 和完整的 ITS2 序

列，其中，ITS1 序列长度为 765 bp，5.8S rDNA 长度

为 159 bp，ITS2 序列长度为 582 bp，同一种群个体间

测序结果一致。对铜藻样本单个个体的 ITS 的 PCR

产物进行双向测序结果显示，LD和 DT样本的第 1016

位点正向测序结果是 C，反向测序结果是 T，LWT、

DQD 和 NHC 样本的第 1014 位点正向测序结果是 T，

反向测序结果是 C，这 2 个变异位点均位于 ITS2 区，

后续分析中以兼并碱基 Y 表示。经 ClustalX 比对分

析，结果显示，51 个样本的 ITS 序列仅上述 2 个变异

位点存在差异，按基因型的异同可分为 4 个类型，其

中，LWT、DQD 和 NHC 的漂浮铜藻基因型为

“TGTGYATTTTT”；JST 漂浮型和 DQD、ZZD 的

定生铜藻基因型为“TGTGTATTTTT”，LD 和 DT

的漂浮铜藻基因型为“TGTGCAYTTTT”，其余几组

样本基因型完全一致，为“TGTGCATTTTT”(表 2)。

GQD-DS 和 LD 铜藻地理种群采集的是 2016 和  

2017 年的样品，相同年份和不同年份内部个体的基

因型均没有差异。 
 

表 2  铜藻 ITS 区变异位点 
Tab.2  Variable nucleotide sites of  

ITS sequences of S. horneri 

样品编号
No. of 

samples

正向测序(5~3) 
Forward sequencing 

反向测序(5~3) 
Reverse sequencing 

LD* TGTGCACTTTT TGTGCATTTTT 

LWT* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

DT* TGTGCACTTTT TGTGCATTTTT 

DSY TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

DZS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

WGZ TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

JST TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

RS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

DQD* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

NHC* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

GQD-DS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

NHC-DS TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

ZZD-DS TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

*表示正反向测序结果不一致 
* indicates inconsistent results of forward and reverse 

sequencing 
 

与 NCBI 数据库中的相应序列进行比较，发现与

3 株铜藻的相应序列仅有几个碱基差异，相似性在

98% 以 上 ， 其 中 ， 藻 株 S. horneri ( 序 列 号 为

AY149998.1)于 1994 年采自韩国江陵市海区，藻株

S. horneri (序列号为 JF710312.1)于 2008 年采自中国

沿海，藻株 S. horneri (序列号为 AY149999.1)于  
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1994 年采自韩国仁川市海区。 

将文献中报道的浙江沿海铜藻样本的 2 种基因

型 DT 01 和 HKA 01(蔡一凡等, 2013)、2013 年绿潮暴

发期间采自中国青岛近海漂浮铜藻样本 QD2013  

(陈军等, 2016)以及 NCBI 数据库采自韩国的铜藻样

本 AY149998.1 和 AY149999.1 遗传分化距离变异范

围为 0~0.0175，不同地理株间 ITS 区的遗传变异水平

较低。其中，AY149999.1 与 QD2013 的遗传分化距

离最大，为 0.0175；HKA 01、DT 01 与本研究的     

51 个样本之间的遗传分化距离均为 0。 

构建的系统进化树显示，来自中国的所有铜藻样

本聚为一支，然后再与韩国江陵市海区的 AY149998.1

样本聚合，而来自韩国仁川市海区 AY149999.1 样本

则自为一支(图 2)。 

 
 

图 2  基于铜藻 ITS 序列构建的系统进化树 

(羊栖菜作为外类群) 
Fig.2  Phylogenetic tree based on ITS sequences of 

S. horneri (S. fusiforme as an outgroup) 
 

2.2  coxI 序列分析 

本研究中所有样品的 coxI 序列长度为 655 bp，

经 ClustalX 比对分析结果显示，所有样品的 coxI 序

列完全相同。与 NCBI 数据库中的相应序列进行比较，

发现与来自温州南麂岛小虎屿(27°27′N, 121°04′E)定

生铜藻样品的相应序列(KJ938300)完全相同，与另外

2 个采集地不详的铜藻(GenBank 序列号为 KC782896、

JF718400)覆盖区序列的相似性在 99%以上。 

3  讨论 

利用分子标记进行铜藻不同地理种群的系统发

生研究已有一些相关报道。Hu 等(2011)基于线粒体

Cox3 和叶绿体 rbcL 基因序列对西北太平洋地区铜藻

的生物地理分布及分布影响因子的研究中，提出在中

国黄渤海、东海、南海地区的洋流及沿岸流的影响下，

分布在 3 个海洋区系内的铜藻形成狭窄的遗传结构，

不具备明显的异质性。蔡一凡等(2013)对我国浙江沿

海铜藻群体采集的样品进行 5.8S rDNA-ITS 序列分

析，表明仅有 1 个变异位点，说明群体间没有明显的

遗传分化，遗传多样性较低。本研究发现，2016 和

2017 年的中国近海 10 个铜藻漂浮地理种群以及 3 个

采集地定生种的 51 个样本的 coxI 序列完全一致，ITS

序列存在 2 个变异位点，按基因型的异同可分为 4 个

类型，而同一地理种群相同年份和不同年份的内部个

体间均没有差异。基于 ITS 序列构建的系统树显示，

来自中国的所有铜藻聚为一支，与来自韩国的铜藻有

一定的遗传距离，说明我国近海铜藻不同地理株间

ITS 和 coxI 的遗传变异水平较低，但基因型存在一定

差异，因此，漂浮铜藻可能具有不同的来源。而 Su

等(2018)利用多态性微卫星(SSR)标记对黄海、东海

13 个代表性漂浮种群和 3 个代表性定生种群遗传结

构和亲缘关系进行分析，结果显示，相同年份漂浮铜

藻的亲缘关系相近，而不同年份差异显著；同一漂浮

种群内部也存在遗传分化，推测不同年份漂浮铜藻起

源于不同的地点，同一漂浮种群的个体也可能源自不

同地点。由于上述文献中铜藻种群的采集地点存在差

异，所用的 DNA 分子标记也不同，因此，研究结论

的不同还需要进一步分析和解析。 

铜藻在温度为 7.0℃~20.5℃时，均可以很好地生

长，在 10℃以下低温期能达到最高生长率，且对光

照的适应范围很广(孙建璋等, 2009)，因此，铜藻对

环境具有较强的适应能力，可在中国沿海大范围的漂

浮生长。2007~2017 年卫星遥感的浒苔监测信息和海

面风场资料分析表明，在风场和流场作用下，铜藻和

绿潮浒苔由外长江口以北的黄海中南部漂到黄海北

部(Hu, 2009; 金松等, 2016)。Komatsu 等(2007、2008)

通过 GPS 定位绑有漂浮藻类的浮标观测发现，春季

到初夏期间，中国东海区域位于黑潮锋和大陆架之间

的区域常有大片漂浮铜藻出现，进一步观察发现一处

浮标可到达日本九州东侧海域，另一处可到达韩国济

州岛南端，这也是目前关于漂浮铜藻溯源的最直接的

证据。尽管铜藻在中国沿海均有分布，但铜藻主要是

浙江沿海优势种，其中，南麂列岛和枸杞岛是我国铜

藻数量自然分布最集中的水域 (孙建璋等 , 2008a;   

毕远新等, 2014)。由于夏季东黄海盛行东南季风，在

东南季风影响下，黄海表层海流基本上是由南向北流
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动，在黄海沿岸外侧海域，是由东南向西北方向流动

(梁兼霞等, 2005)，而表层流的流向决定海洋中漂浮

海藻漂流方向。另外，本研究发现，威海俚岛和温州

洞头的漂浮铜藻样本具有相同的 ITS 序列，青岛雕塑

园、王哥庄、大珠山、威海乳山的漂浮铜藻和枸杞岛

的定生铜藻样本具有相同的 ITS 序列，因此，推测山

东沿海漂浮铜藻的源头之一可能在南黄海，在风浪和

海流的作用下飘到黄海北部，部分在青岛和威海等地

的海岸堆积，部分缠绕在养殖筏架上常年漂浮生长。 

孙建璋等(2008b)研究表明，铜藻自然种群的繁

衍以有性生殖为主，残枝营养繁殖藻株约占种群藻株

总数的 5%，但随着海洋污染加剧和海洋环境的变化，

天然铜藻海藻场的面积不断缩小(孙建璋等, 2008a)。

Su 等(2018)研究发现，2013 年近岸海域人工混凝土

礁区采集的漂浮铜藻与 2016 年该区域发现的定生铜

藻的亲缘关系较近，认为向北漂浮的铜藻能够完成生

殖 过 程 并 在 漂 移 的 路 径 上 形 成 定 生 的 种 群 。

2015~2017 年，连续 3 年跟踪监测威海俚岛海区的漂

浮铜藻，发现其形成成熟的有性生殖器官——生殖托

的藻株数量不超过种群藻株总数的 5%，漂浮铜藻主

要通过断枝(Fragmentation)进行营养繁殖，因此，这

可能是增加该藻资源量的一条有效途径，在一定程度

上可为铜藻产业的发展提供种藻供应。但是，目前我

们尚未在该海区发现定生的铜藻，因此，认为漂浮铜

藻是否能形成定生种群尚待进一步的实验论证。由于

大型漂浮藻类受风浪和海流等多种因素的影响，其时

空分布和生物量可能会经常发生变化，因此，需要密

切关注它们对生态环境的影响。 
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Analysis of the Similarity of ITS and cox I Sequences of  
Sargassum horneri Along the Offshore of China 

LÜ Fang1,2, GUO Wen1, DIND Gang1,2, LIU Wei1,2, ZHAN Dongmei1,2, WU Haiyi1,2①
 

(1. Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao  266104;  
2. Qingdao Macroalgae Engineering Technology Research Center, Qingdao  266104) 

Abstract    Large-scale green tides have broken out annually in the Yellow Sea since 2007, which, 
upon twinning with floating Sargassum horneri, became a new hazard and increased the difficulty of 
preventing and controlling the green tide in Shandong Peninsula. In this study, the similarity of ITS and 
coxI sequences were analyzed using S. horneri samples collected from ten free-floating populations and 
three benthic populations in 2016 and 2017 along the offshore of China. The results showed that the coxI 
sequences of 51 samples were consistent, while there were two variable nucleotide sites within the ITS 
sequence. Based on genotypic differences, S. horneri samples could be sorted into four categories, among 
which the genotype of free-floating samples from Dalian Longwangtang, Daqin Island, and 
Nanhuangcheng Island of Yantai were identical. Free-floating samples from the Golden Beach of Qingdao 
and benthic samples from Daqin Island of Yantai and Zhangzi Island of Dalian were identical; 
free-floating samples from Lidao of Weihai and Dongtou of Wenzhou were identical; and free-floating 
samples from the Sculpture Garden, Wanggezhuang, Dazhushan of Qingdao, Rushan of Weihai, and 
benthic samples from Gouqi Island were identical. However, there was no difference in genotype among 
individuals within the same population, even among those occurring in different years. A phylogenetic 
tree based on ITS sequences of S. horneri showed that samples from China were clustered together; 
however, there was some genetic distance from the Korean samples. It is possible that the genetic 
variation of ITS and coxI regions is low in different coastal strains of S. horneri, and that drifting 
population could be of different origins. These findings will provide a basis for further understanding of 
the molecular genetic background of S. horneri along the offshore of China. 
Key words    Sargassum horneri; Free-floating; Benthic; ITS; coxI; Sequence similarity 
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东太平洋不同海区茎柔鱼肌肉脂肪酸 

组成分析与比较* 

贡  艺 1  李云凯 1,2,3,4,5①  陈  玲 6  高小迪 1  陈新军 1,3,4,5 
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上海  201306；6. 上海海洋大学海洋生态与环境学院  上海  201306) 

摘要    茎柔鱼(Dosidicus gigas)是一种广泛分布在东太平洋的大洋性头足类，具有重要的经济价

值。本研究以捕获自 3 个作业海区的茎柔鱼为研究对象，对其肌肉脂肪酸含量进行测定、分析和比

较。结果显示，各海区茎柔鱼肌肉脂肪酸种类和组成存在显著差异。秘鲁外海样品所含脂肪酸种类

最多(共 28 种)，中东太平洋赤道海域样品含有脂肪酸 27 种，而智利外海样品所含脂肪酸种类最少，

只检测出 24 种。脂肪酸均以多不饱和脂肪酸为主 (59.68%~69.28%)，其次是饱和脂肪酸

(20.71%~27.28%)和单不饱和脂肪酸(10.01%~13.04%)。各海区茎柔鱼肌肉中 C16:0、C18:0、C20:1n9、

C18:2n6、EPA 和 DHA 含量较高，均占脂肪酸总含量的 81%以上。脂肪酸组成的空间异质性主要

是由各海区 C16:0、C18:2n6、C20:4n6 和 DHA 的含量不同造成的，这种差异可能与各海区海洋环

境、食物来源和个体能量需求的差别有关。本研究说明了脂肪酸分析在茎柔鱼食性研究中的潜在作

用，对分析不同海区茎柔鱼营养成分和资源合理利用有一定的应用价值。 

关键词    茎柔鱼；肌肉；脂肪酸；比较分析 

中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0147-08 

茎柔鱼(Dosidicus gigas)是重要的大洋经济性头

足类，广泛分布于东太平洋，资源量丰富(陈新军等, 

2012a)。据 FAO (2016)统计，茎柔鱼年产量已达到经

济性头足类总产量的 24%，超过 100 万 t，其作业海

区包括加利福利亚湾、哥斯达黎加外海以及秘鲁与智

利的沿岸和外海。除这些传统的渔场，自 2012 年开

始，中东太平洋赤道海域被开发为新的茎柔鱼渔场

(陈新军等, 2012b)。茎柔鱼肉质鲜美、营养丰富，可

被制作成鱼类饵料和鱼粉等产品，随着食品加工技术

的发展，其胴体和腕足被加工为多种即食休闲食品

abc
图章
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(Uriarte-Montoya et al, 2010; Arias-Moscoso et al, 
2011; 杨宪时等, 2013)。但是，茎柔鱼产量易受到海

洋环境变化的影响，而不同海域受影响的程度不同，

这使得各海区茎柔鱼产品价格存在波动 (Markaida, 

2006; Medellín-Ortiz et al, 2016)。随着南太平洋区域

性渔业管理组织(SPRFMO)成立，茎柔鱼被纳入监管

范围。这迫切需要我国全面了解各海区茎柔鱼的特

点，从而对其资源合理利用，在国际谈判管理中掌握

话语权。 

脂肪酸是海产品的主要营养成分之一，因其具有

调节免疫力和降低心血管疾病风险等作用而受到人

们的重视(Simopoulos, 2006; 李忠清等, 2016; 柳学周

等, 2017)。同时，脂肪酸作为茎柔鱼生命活动主要的

能量来源之一，与其生命过程中的生理机能具有密切

的关系(Phillips et al, 2001; Pethybridge et al, 2013)。

海洋生物脂肪酸组成会受到多种因素的影响，其中，

摄食活动和栖息地的环境条件被认为是影响其组成

的最主要因素(Iverson et al, 2004; 许强等, 2011)。这

使得脂肪酸成为一种具有示踪海洋生物间营养关系

和溯源海产品的生物标志物。目前，国内对茎柔鱼脂

肪酸的研究主要集中在对秘鲁外海茎柔鱼肌肉和腕

足的营养成分分析(杨宪时等, 2013)和食品加工领域

(王丽丽等, 2014)，国外仅 Saito 等(2014)对秘鲁沿海

茎柔鱼不同组织和胃含物的脂肪酸组成进行了研究，

未见针对不同海区茎柔鱼脂肪酸组成进行详细分析

报道。因此，本研究以在中东太平洋赤道海域、秘鲁

外海和智利外海捕获的茎柔鱼为研究对象，对其肌肉

脂肪酸组成进行测定和比较。分析各海区茎柔鱼所含

脂肪酸种类和组成的潜在差异，并分析可能造成空间

差异的主要脂肪酸种类和原因。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验样品由鱿钓船在中东太平洋赤道海域(CEP)、 

秘鲁外海(PER)和智利外海(CHI)3 个茎柔鱼生产海区

采集(图 1)，样品经冷冻保存运回实验室，于‒20℃冰

箱冷冻保藏(Phillips et al, 2002)。为了解不同海区茎

柔鱼脂肪酸组成差异，本研究仅选取个体大小相近的

样品进行研究。共采集了 44 尾样品，样品的具体情况

见表 1。实验室解冻后，测定其胴长，精确至 0.1 cm。

取茎柔鱼胴体漏斗锁软骨处的肌肉 2 cm×2 cm，去除

表皮，使用超纯水漂洗后放入冷冻干燥机 (Christ 

Alpha 1-4) ‒55℃干燥 24 h，干燥后，用冷冻混合球磨

仪(Mixer mill MM440)磨碎成粉末(直径 5 µm)。 

1.2  脂肪酸分析测定 

1.2.1  样品处理     称取样品粉末 200 mg 加入

15 ml 三氯甲烷-甲醇溶液(2∶1，v/v)，浸泡 24 h。离

心后取上清液，加入 0.9%的氯化钠溶液洗涤，静置

至溶液明显分层。取三氯甲烷层于圆底烧瓶中，用氮

气吹干后，重量法测定干样中总脂肪含量。加入 4 ml

氢氧化钠-甲醇溶液(0.5 mol/L)，混合后连接水浴回流

装置，60℃水浴加热 30 min。之后，加入 4 ml 三氯

化硼-甲醇溶液(14%，w/v)，水浴加热 30 min。冷却

至室温，加入 4 ml 正己烷，震荡 2 min。再加入 10 ml

氯化钠溶液，静置分层。正己烷层移入配有聚四氟乙

烯瓶盖的厚壁玻璃管。 

 

 
 

图 1  茎柔鱼采样点和主要表层海流(Anderson et al, 2001) 

Fig.1  Sampling locations of Dosidicus gigas  
and major surface currents 

 
1.2.2  脂肪酸分析    脂肪酸采用气相色谱/质谱联

用仪(7890B/5977A，Agilent)进行分析。色谱条件：毛

细管柱型号为 Agilent HP-88(60 m×0.25 nm×0.20 μm)，

载气为高纯氦气，分流比为 10︰1，进样口温度为   

250℃。升温程序：初始温度为 125℃，以 8℃/min

升温至 145℃并保持 26 min，然后以 2℃/min 升温至

220℃并保持 1 min，最后以 1℃/min 升温至 227℃并

保持 1 min。 
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表 1  茎柔鱼采样点、基础生物学参数和脂肪含量 
Tab.1  Sampling locations, biological parameters, and total lipids of D. gigas 

项目 
Items 

中东太平洋赤道海域 
Equatorial central  

eastern Pacific 

秘鲁外海  
Off Peru 

智利外海  
Off Chile 

样本量 Sample size 16 13 15 

采样时间 Sampling date 2013-04~2013-06 2015-09 2015-11 

采样范围 Coordinates 
11545W~11900W 

111N~100S 
79°45'W~80°21W 
1453S~15°22S 

79°00W~83°00W 
3706S~38°30S 

胴长 Mantle length (cm) 30.3±3.6 (22.6, 42.6) 33.9±9.9 (23.8, 49.0) 35.5±3.3 (29.2, 45.0) 

脂肪含量(干重) 
Total lipids (dry weight, %) 

6.2±1.2 (3.7, 8.1) 5.9±1.6 (3.3, 7.9) 4.6±1.8 (2.7, 7.8) 

注：数值以均值±标准差(最小值，最大值)表示 
Note: Values were represented as Mean±SD (minimum, maximum) 
 

1.3  数据统计 

脂肪酸组成采用内标法(GLC 37，Nu-Chek Prep 

Inc，Elysian)进行定量分析。每种脂肪酸以占各脂肪

酸总含量的百分比表示。使用 SPSS19.0 和 Past3 软件

对数据进行统计分析。利用主成分分析检验不同海区

茎柔鱼肌肉脂肪酸组成的空间差异。采用 Bray-Curtis

相似性系数，以相似性分析(ANOSIM)对比海区间空

间差异的大小，并通过分析相似性百分比(SIMPER)

检验造成茎柔鱼肌肉脂肪酸组成空间差异的主要脂

肪酸种类。 

2  结果与分析 

2.1  茎柔鱼肌肉脂肪含量和脂肪酸组成 

本研究中，各海区茎柔鱼的胴长(P=0.11)和脂肪

含量(P=0.06)无显著差异(表 1)。对脂肪酸测定结果分

析发现，3 个海区茎柔鱼肌肉中所含脂肪酸种类不同，

分别检测出 24~28 种脂肪酸(表 2)。捕获自秘鲁外海

(PER)的样品所含的种类最多(28 种)，包括 10 种饱和

脂肪酸(SAT)、8 种单不饱和脂肪酸(MUFA)和 10 种多

不饱和脂肪酸(PUFA)。而中东太平洋赤道海域(CEP)

的个体未检出 C20:3n6 (PUFA)。智利外海(CHI)样品

中的脂肪酸种类最少(24 种)，C14:0、C15:0、C14:1n5

和 C20:3n3 均未检出。 

PUFA 是茎柔鱼肌肉脂肪酸含量最高的一类。

CHI 样品的 PUFA 总含量最高(69.3%)，PER 样品的

最低，但也高达 59.7%，且与 CEP 样品(61.2%)无显

著差异(图 2)。C22:6n3(DHA)是 PUFA 的主要存在形

式(>61.2%)，其含量以 CHI 样品最高，CEP 和 PER

样品次之，但二者差异不显著。茎柔鱼肌肉 SAT 含

量为 20.7%~27.3%，CHI 个体的 SAT 含量显著低于其

他 2 个海区(图 2)。在 3 个海区检测出的 SAT 中，只

有 C16:0 和 C18:0 含量较高，其他种类的百分含量均

较低(表 2)。C16:0 是含量最高的 SAT，占 55.03%~ 

63.11%。茎柔鱼肌肉中 MUFA 的含量低于 SAT 和

PUFA，仅 10.01%~13.04%。CEP 和 PER 个体的 MUFA

高于 CHI，而二者差异不显著(图 2)。在全部海区含

量均高于 1%的脂肪酸有 10 种，即 C16:0、C18:0、

C16:1n7、C17:1n7、C18:1n9、C20:1n9、C18:2n6、

C20:4n6、C20:5n3(EPA)和 DHA(表 2)。其中，含量排

在前 6 位的是 C16:0、C18:0、C20:1n9、C18:2n6、EPA

和 DHA，这 6 种脂肪酸的总含量在 3 个海区均高达

81.1%以上。 

2.2  茎柔鱼肌肉脂肪酸组成的空间差异 

以 3 个海区茎柔鱼样品为样本单元，仅选择在全

部海区含量均高于 1%的脂肪酸为参数进行主成分分

析。有 3 个主成分初始特征值>1，方差贡献率依次为

34.69%、25.11%和 14.46%，累计 74.26%，表明本结

果可以反映茎柔鱼肌肉脂肪酸含量的信息。 

由主成分散点图可以看出(图 3)，3 个海区基本

散布在不同的区域，说明茎柔鱼脂肪酸组成在海区间

存在差异。主成分 1 和 2 能较好地区分秘鲁和智利外

海样品，但在增加主成分 3 后仍较难区分 CEP 和其

他 2 个海区。结合成分矩阵结果(表 3)，对主成分 1

和  2 贡献较大的特征向量为 C18:0 、 C16:1n7 、

C17:1n7、C18:1n9、C20:1n9、C18:2n6、C20:4n6 和

C22:6n3，说明这些脂肪酸可以体现秘鲁和智利外海

样品的空间差异。 

ANOSIM 显示，各海区间茎柔鱼脂肪酸组成均存

在显著差异(P<0.05)。由于 R 值可指示各组海区间差

异的大小，PER 与 CHI 的差异(R=0.87)明显大于其他

2 组海区的差异(CEP 与 PER：R=0.18；CEP 与 CHI：  
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表 2  茎柔鱼肌肉脂肪酸组成(平均值±标准误差) 
Tab.2  Fatty acid profiles of D. gigas muscle tissues (Mean±SE)(%) 

  
脂肪酸  

Fatty acid 

中东太平洋赤道海域
Equatorial central 

eastern Pacific (CEP)

秘鲁外海 
Off Peru (PER)  

智利外海 
Off Chile (CHI) 

肉豆蔻酸 C14:0 0.66±0.03 0.03±0.02 nd 

十五碳酸 C15:0 1.75±0.11 0.71±0.02 nd 

棕榈酸* C16:0 14.27±0.92 15.66±0.31 13.07±0.41 

十七碳酸 C17:0 1.56±0.08 1.46±0.05 0.77±0.03 

硬脂酸* C18:0 4.70±0.11 5.55±0.16 3.51±0.19 

花生酸 C20:0 1.24±0.09 0.35±0.02 1.01±0.04 

二十一碳酸 C21:0 0.67±0.05 0.24±0.01 0.87±0.03 

二十二碳酸 C22:0 0.10±0.01 1.54±0.09 0.17±0.01 

二十三碳酸 C23:0 0.75±0.06 0.74±0.08 0.56±0.11 

饱和脂肪酸 
Saturated fatty acid 

二十四碳酸 C24:0 0.22±0.02 1.00±0.10 0.74±0.06 

肉豆蔻油酸 C14:1n5 1.13±0.11 0.32±0.04 nd 

十五碳一烯酸 C15:1n5 1.12±0.08 0.21±0.02 0.42±0.06 

十六碳一烯酸* C16:1n7 1.11±0.08 1.45±0.08 1.24±0.04 

十七碳一烯酸* C17:1n7 1.45±0.15 1.38±0.19 1.01±0.04 

油酸* C18:1n9 3.01±0.18 3.22±0.22 2.42±0.06 

二十碳一烯酸* C20:1n9 3.46±0.11 3.82±0.13 3.28±0.07 

芥酸 C22:1n9 1.47±0.10 0.92±0.05 0.88±0.03 

单不饱和脂肪酸
Monounsaturated  
fatty acid 
  

二十四碳一烯酸 C24:1n9 0.16±0.01 1.71±0.10 0.75±0.03 

亚油酸* C18:2n6 3.41±0.24 3.85±0.23 4.57±0.16 

十八碳三烯酸 C18:3n3 0.42±0.03 1.04±0.06 1.23±0.10 

γ-亚麻酸 C18:3n6 0.77±0.06 0.81±0.11 0.95±0.11 

二十碳二烯酸 C20:2 0.95±0.06 1.03±0.05 1.30±0.04 

二十碳三烯酸 C20:3n3 1.76±0.12 1.31±0.06 nd 

二十碳三烯酸 C20:3n6 nd 1.22±0.07 0.22±0.03 

花生四烯酸* C20:4n6 6.03±0.18 2.45±0.11 6.99±0.22 

二十碳五烯酸 EPA* C20:5n3 8.81±0.21 7.85±0.14 8.10±0.19 

二十二碳二烯酸 C22:2n6 1.58±0.25 0.45±0.24 0.18±0.12 

多不饱和脂肪酸
Polyunsaturated  
fatty acid 

二十二碳六烯酸 DHA* C22:6n3 37.43±1.99 39.67±0.92 45.74±0.64 

注：nd：未检出；*：3 个海区该种脂肪酸的百分含量均大于 1% 
Note: nd: Not detected; *: The amount of the fatty acid was more than 1% in all three areas 

 

 
 

图 2  不同海区茎柔鱼肌肉饱和脂肪酸、单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸比较(平均值±标准误差) 
Fig.2  Comparison of the saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acid profiles of  

D. gigas muscle tissue in three areas (Mean±SE) 

CEP：中东太平洋赤道海域；PER：秘鲁外海；CHI：智利外海。不同字母表示数值存在显著差异(P<0.05)  
CEP: Equatorial central eastern Pacific; PER: Off Peru; CHI: Off Chile. Values with different letters were statistically different (P<0.05) 
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图 3  不同海区茎柔鱼肌肉脂肪酸组成主成分分析 
Fig.3  Principal component analysis of the fatty acid compositions of D. gigas from three areas 

CEP：中东太平洋赤道海域；PER：秘鲁外海；CHI：智利外海 
CEP: Equatorial central eastern Pacific; PER: Off Peru; CHI: Off Chile 

 
表 3  主成分矩阵组成 

Tab.3  Component matrix of principal components 

主成分 Principal component 变量 
Variable 1 2 3 

C16:0 0.13 –0.57 –0.24 

C18:0 0.61 –0.64 0.08 

C16:1n7 0.79 0.41 –0.34 

C17:1n7 0.72 0.19 0.15 

C18:1n9 0.87 0.10 –0.06 

C20:1n9 0.30 –0.67 0.17 

C18:2n6 0.44 0.79 –0.14 

C20:4n6 –0.31 0.69 0.51 

C20:5n3 0.14 –0.10 0.93 

C22:6n3 –0.88 0.00 –0.27 

注：权重>0.6 或<‒0.6 以下划线表示 
Note: Variable weight >0.6 or <‒0.6 were underlined 

 
R=0.33)。根据 SIMPER 分析结果，图 4 列出了茎柔

鱼肌肉主要脂肪酸种类对空间非相似性的贡献率。对

CEP 和 PER 差异贡献较大的是 C22:6n3、C16:0 和

C18:2n6，总贡献率为 70.45%。而 CEP 与 CHI 和 PER

与CHI的差异主要是来自C22:6n3、C20:4n6和C16:0，

总贡献率分别为 71.20%和 68.18%。 

3  讨论 

本研究对东太平洋 3 个海区茎柔鱼肌肉脂肪酸

组成分析发现，不同海区茎柔鱼所含的脂肪酸种类存

在差异(表 2)。捕获自 PER 的样品共检测到 28 种，

而 CHI 的个体只有 24 种。尽管如此，各海区茎柔鱼

脂肪酸均以 PUFA 为主，含量占比达到 59.68%~  

 
 

图 4  茎柔鱼肌肉各脂肪酸种类对脂肪酸组成 

空间差异的贡献率 
Fig.4  Contribution of fatty acids in D. gigas muscle tissue 

that caused the spatial differences in SIMPER analysis 

 
69.28% ， 其 次 是  SFA(20.71%~27.28%) 和  MUFA 

(10.01%~13.04%)。该结果与杨宪时等(2013)和 Saito

等(2014)对秘鲁沿岸和外海茎柔鱼胴体肌肉脂肪酸组

成的研究结果相似。类似的不同饱和度脂肪酸的相对

含量也出现在其他头足类中。Stowasser 等(2006)对大
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西洋短鳍鱿鱼(Lolliguncula brevis)肌肉和消化腺脂肪

酸组成研究发现，含量由高到低分别为 PUFA、SFA

和 MUFA。南极褶柔鱼(Todarodes filippovae)肌肉脂肪

酸组成也存在这种关系，但其消化腺的脂肪酸主要以

MUFA 为主(Pethybridge et al, 2013)。与近海种类大西

洋短鳍鱿鱼相比，大洋性头足类运动能力强、生长速

率快，新陈代谢速率和转化率的差别可能造成了消化

腺脂肪酸组成的差异(陈新军等, 2012a; Every et al, 

2016)。茎柔鱼消化腺是否具有该特点还有待进一步

研究。此外，各海区茎柔鱼肌肉较高的 PUFA 含量显

示出其极高的营养价值，特别是含量排在前 6 位的

EPA 和 DHA，被证实具有防治心血管疾病、改善神

经和视觉系统等功效(Simopoulos, 2006; 李忠清等 , 

2016; 柳学周等, 2017)。 

根据 SIMPER 分析结果，对脂肪酸组成的空间异

质性贡献较高的脂肪酸包括 C16:0、C18:2n6、C20:4n6

和 C22:6n3，这些脂肪酸可能直接反映了各海区食物

来源的差异。虽然对茎柔鱼必需脂肪酸种类的研究还

未见报道，但在大西洋短鳍鱿鱼室内投喂实验中，

Stowasser等(2006)发现，其肌肉中 C18:2n6和 C22:6n3

含量与饵料中对应脂肪酸含量的关系最为密切。这   

2 种脂肪酸可能是茎柔鱼的必需脂肪酸，并能体现出

食物来源的空间差异(Sargent et al, 1995)，与茎柔鱼

的食性分析结果一致。Alegre 等(2014)对秘鲁海域

(PER)茎柔鱼胃含物研究后发现，其主要摄食其他头

足类和灯笼鱼(Vinciguerria lucetia)。而智利外海(CHI)

采集的茎柔鱼胃含物中鱼类的比重超过 80%，头足类

极少(Pardo-Gandarillas et al, 2014)。虽然有关中东太

平洋赤道海域(CEP)茎柔鱼食物组成的研究还未见报

道，但 CEP 样品的特异性脂肪酸组成反映出其与其

他 2 个海区食物来源的潜在差异。本研究表明，不同

海区茎柔鱼食物来源的复杂性以及脂肪酸分析方法

在其食性研究中的潜在价值。 

脂肪酸组成的空间异质性也可能与各海区环境

条件有关。本研究中，秘鲁和智利外海主要受秘鲁寒

流和上升补偿流影响，海域的水温较低。由于智利所

处纬度较高，其外海水温相对更低(图 1)。而 CEP 同

时受南赤道流和赤道逆流影响，且光照强度高，具有

较高的水温(Anderson et al, 2001)。研究发现，在水温

降低时，海洋生物会通过提高 PUFA 含量以保持细胞

膜活性(Ruyter et al, 2003; Tocher et al, 2004)。水温的

这种影响也出现在茎柔鱼中，栖息在最低水温环境的

CHI 个体具有最高含量的 PUFA，特别是 C18:2n6、

C20:4n6 和 C22:6n3。此外，在秘鲁和智利外海，上

升补偿流会将海底大量的营养盐输送到海洋真光层，

而 CEP 靠近大洋中部，营养盐相对贫瘠。各海区水

温、光照强度和营养盐的差异很可能造成了浮游植物

种类和丰度的空间差异(杨东方等, 2007)。而某些浮

游植物含有特异性脂肪酸种类，并可通过摄食活动反

映到高营养级动物脂肪酸组成中 (Iverson et al, 

2004)。例如，对茎柔鱼脂肪酸组成空间差异贡献较

高的 C18:2n6 和 C20:4n6 是大型藻类、红藻或褐藻的

特征脂肪酸标志物(Napolitano et al, 1997; Kharlamenko 

et al, 2001; 李宪璀等, 2002)，而 C22:6n3 可以指示鞭

毛藻类(Pond et al, 1998; Parrish et al, 2000)。 

另一方面，脂肪是生物体重要的能量储存单元，

其中的 SFA 是茎柔鱼重要的储能和供能脂肪酸

(Turchini et al, 2003)。茎柔鱼肌肉中含量最高的 SFA

是 C16:0，其空间异质性在一定程度上反映出各海区

茎柔鱼对生长和繁殖的能量需求的潜在差异。在茎柔

鱼生物学研究中已得到验证，栖息于不同海域的茎柔

鱼个体生长速率和初次性成熟胴长均存在显著差异

(Chen et al, 2011; 陈新军等, 2012b; Liu et al, 2013)。 

4  结论 

本研究通过测定捕获自东太平洋 3 个作业海区

的茎柔鱼肌肉脂肪酸，分析了各海区茎柔鱼肌肉脂肪

酸组成的特点和差异。结果显示，茎柔鱼肌肉脂肪酸

组成存在空间差异，但均以多不饱和脂肪酸为主，该

差异主要体现在各海区 C16:0、C18:2n6、C20:4n6 和

C22:6n3 的含量不同。脂肪酸组成的空间异质性可能

是由各海区海洋环境、食物来源和个体能量需求差异

造成的。本研究结果说明了脂肪酸标志物在追溯茎柔

鱼来源、分析群体结构等方面的潜力。但本研究只选

取了中型个体样品，今后需要进一步探讨分析这些特

征脂肪酸对茎柔鱼来源海区的判别情况。 
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A Comparative Analysis of Fatty Acid Profiles in Muscle of Dosidicus gigas 
from Different Harvest Locations in the Eastern Pacific Ocean 

GONG Yi1, LI Yunkai1,2,3,4,5①
, CHEN Ling6, GAO Xiaodi1, CHEN Xinjun1,3,4,5 

(1. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and 
Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  

3. Key Laboratory of Oceanic Fisheries Exploration, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai  201306;  
4. National Engineering Research Center for Oceanic Fisheries, Shanghai  201306; 5. Key Laboratory of Sustainable 

Exploitation of Oceanic Fisheries Resources, Ministry of Education, Shanghai  201306; 6. College of Marine  
Ecology and Environment, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    The jumbo squid (Dosidicus gigas) is a pelagic cephalopod endemic to the eastern Pacific 
Ocean with a valuable commercial role. In this study, fatty acid profiles were identified in jumbo squid 
muscle tissues from three harvest locations. Comparative analysis was used to evaluate spatial variation in 
fatty acid profiles of different geographic origins. Results showed significant differences in fatty acid 
profiles among squid muscle tissues from different sampling locations. The number of fatty acid types 
from the squid off Peru (28) was high compared with that from squid in the waters of the equatorial 
central eastern Pacific (27) and those off Chile (24). Nonetheless, among all three geographic origins, the 
dominant fatty acids were polyunsaturated fatty acids (PUFA), which accounted for 59.68%~69.28% of 
the total amount of all fatty acids, followed by saturated fatty acids (SFA, 20.71%~27.28%) and 
monounsaturated fatty acids (MUFA, 10.01%~13.04%). C16:0, C18:0, C20:1n9, C18:2n6, C20:5n3 
(eicosapentaenoic acid, EPA), and C22:6n3 (docosahexaenoic acid, DHA) were the primary fatty acids in 
jumbo squid muscle tissues, which accounted for more than 81% among all areas. The results of analysis 
of similarity (ANOSIM) and similarities of variance (SIMPER) showed that the spatial heterogeneity of 
fatty acid profiles was mainly influenced by C16:0, C18:2n6, C20:4n6, and DHA. We propose that the 
observed variations could be the result of differences in oceanographic conditions, food sources, and 
energy demands of squid among varied regions. Overall, these results demonstrated the feasibility of 
using fatty acid analysis to study the feeding ecology of jumbo squid. Novel information on the 
heterogeneity of fatty acid profiles among harvest locations may have important implications for their 
nutrition studies and for better utilizing this important resource.  
Key words    Dosidicus gigas; Muscle; Fatty acid; Comparative analysis 
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海洋芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的发酵条件优化* 

朱祥杰 1,2  王  震 1,2  苑志欣 1  郝建华 1  郑兰红 1① 
(1. 农业农村部极地渔业开发重点实验室  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  中国水产科学 

研究院黄海水产研究所  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    本研究采用响应面法(RSM)对南极海洋芽孢杆菌(Bacillus sp.)N11-8 液体发酵产蛋白酶

PBN11-8 的发酵条件进行快速优化。通过单因素实验初步确定南极海洋芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的

最佳碳源和氮源分别为可溶性淀粉和蛋白胨；并通过 Plackett-Burman(PB)设计对影响其产酶相关因

素进行评估，筛选出具有显著效应的 3 个因素：温度、氮源和碳源；以最陡爬坡实验逼近至上述因

子最大响应区域，进而采用 RSM 法对其最佳水平范围进行研究，确定最优发酵条件为：可溶性淀

粉 3 g/L，蛋白胨 13.1 g/L，酵母浸粉 2.9 g/L，NaCl 5 g/L，KH2PO4 1 g/L，FeCl3·6H2O 2 mmol/L，

初始 pH 值为 7.0，温度为 34.0℃，转速为 200 r/min，装液量为 50 ml/250 ml，接种量为 4%，培养

时间为 60 h。最终优化后的酶活达到 90.5 U/ml，比初始酶活提高了 23.6%。 

关键词    芽孢杆菌；蛋白酶；Plackett-Burman 设计；响应面法 

中图分类号 S917.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0155-09 

蛋白酶是水解蛋白质肽链的一类酶的总称，在动

植物、微生物中均有分布。产蛋白酶的微生物种类主

要包括细菌、霉菌和放线菌等(史翠娟等, 2015)。蛋

白酶在医学领域主要用于治疗心血管病等疾病，同时

在治疗脓毒症、消化系统疾病、炎症、囊性纤维化、

视 网 膜 疾 病 和 牛 皮 癣 等 疾 病 方 面 也 有 所 应 用

(Gomis-Ruth et al, 2003)。目前，在食品、洗涤剂、化

妆品及抗肿瘤药物等和疾病的机理研究等方面也有

诸多应用(荆谷等, 2002)。迄今为止，有关抗肿瘤活

性蛋白酶只有少量报道(Weildle et al, 2014; 纪明开

等, 2017)。 

芽孢杆菌(Bacillus sp.)N11-8 由南极表层海水中

分离获得(Zheng et al, 2016)，其所产蛋白酶 PBN11-8

具有较好的应用潜力(郑兰红等, 2015)。为获得更高

的产酶量，对芽孢杆菌 N11-8 的培养基与培养条件进

行优化。优化实验采用正交实验或响应面实验，其中，

正交实验是一种高效处理多因素优化问题的方法，采

取部分实验代替全面实验(何磊等, 2011; 李洪康等, 

2016)。响应面法是采用拟合因素响应值之间的函数

关系，精确分析因子与响应值关系以优化工艺参数的

方法，适用性强(刘志祥等, 2009)。响应面法明显优

于正交实验，具有实验次数少、周期短、精度高等特

点，可快速有效确定多因子系统 佳条件(刘志祥等, 

2009; 王茜等, 2015)。本研究通过单因素法进行前期

abc
图章
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优化，再运用响应面法建立模型，分析处理验证，确

定培养基与培养条件，从而提高蛋白酶活力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与培养    芽孢杆菌 N11-8 由南极表层

海水分离获得(Zheng et al, 2016)。ND 培养基(牛肉膏

0.3%，蛋白胨 1%，NaCl 0.5%，pH 7)；固体 ND 培

养基(牛肉膏 0.3%，蛋白胨 1%，NaCl 0.5%，琼脂 2%，

pH 7)。 

1.1.2  实验试剂    葡萄糖、Folin-酚、干酪素等(国

药集团化学试剂有限公司)，蛋白胨(北京双旋)，可

溶性淀粉(汕头市西陇化工)，酵母浸粉(英国 Oxoid

公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  蛋白酶活力测定    采用 Folin-酚法测定蛋

白酶活力，具体方法参考国家标准 GB/T 23527-2009。

每毫升酶液在 30℃、pH 8 条件下水解酪蛋白，每分

钟释放 1 μg 酪氨酸所需的酶量定义为 1 个酶活单位

(杨娟等, 2017)。 

1.2.2  单因素实验    在发酵培养基的基础上，其他

条件不变，依次测定不同碳源、不同氮源、碳源浓度、

氮源浓度、磷酸盐浓度、NaCl 浓度、不同金属离子、

金属离子浓度、接种量、装液量、转速、温度和初始

pH 对菌株产酶的酶活影响(马子宾等, 2015; 张丹等, 

2011; 张增祥等, 2010)。 

1.2.3  响应面优化实验     Plackett-Burman(PB)实

验参照王东等(2016)和梁昌聪等(2014)，在单因素实

验结果基础上，选出 7 个对产酶量有较大影响的因子

(可溶性淀粉、蛋白胨、酵母浸粉、NaCl、FeCl3·6H2O、

KH2PO4)，设计 PB 实验(表 1、表 2)，进一步筛选出

3 个显著影响因子。 陡爬坡实验根据 PB 实验的结

果，以蛋白胨、酵母浸粉、温度为主要影响因素设计

本实验，培养基中其他因素分别为可溶性淀粉

(3 g/L)、NaCl (5 g/L)、FeCl3·6H2O (2 mmol/L)、KH2PO4 

(1 g/L)、装液量(50 ml)，转速(200 r/min)，培养时间

(60 h)(表 4)。中心组合实验分别以蛋白胨添加量、酵

母浸粉添加量和温度为自变量，以蛋白酶的酶活为指

标进行液体发酵条件优化(表 5、表 6)。 

1.3  数据统计与分析 

采用 Design-Expert 软件(Version 7.0 Stat-Ease 

Inc., USA)对响应面实验得到的数据进行线性回归和

方差分析。模型及因素的显著性均通过 F 值考察

(P<0.05)，所有实验重复 3 次，结果以蛋白酶酶活力

表示。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

2.1.1  不同碳、氮源对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵的影

响    从图 1a 可以发现，当可溶性淀粉为碳源时，

产酶量 高。因此，培养基 适碳源为可溶性淀粉。

酶的合成往往受到分解代谢阻遏的控制。葡萄糖等易

代谢的碳水化合物对细菌的蛋白酶产量都有阻遏作

用，在实践中往往采用代谢缓慢的碳源，或者降低糖

浓度并采用连续流加法(郭军等, 2003)。图 1b 显示，

在实验选取的 7 种氮源中，蛋白胨具有 强的竞争力

(产酶量 高)。 
 

 
 

图 1  不同碳、氮源对芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的影响 
Fig.1  Effects of different carbon and nitrogen source on the 

production of protease by Bacillus sp. N11-8 
 

2.1.2  不同碳、氮源浓度对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵

的影响    图 2a 显示，随着可溶性淀粉浓度的不断

增加，产酶量逐渐上升；可溶性淀粉浓度达到 3 g/L

时，产酶量达到 高。因此，可溶性淀粉浓度宜取    

3 g/L。从图 2b 可以发现，随着蛋白胨浓度的增加，

产酶量不断增加，在蛋白胨浓度达到 15 g/L 时，产酶

量达到 高。因此，蛋白胨浓度宜取 15 g/L。从 
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图 2  不同浓度可溶性淀粉、蛋白胨或酵母浸粉对芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的影响 
Fig.2  Effects of different concentrations of soluble starch, peptone and yeast extract on the production  

of protease by Bacillus sp. N11-8 
 
图 2c 可知，在酵母浸粉浓度达到 2.5 g/L 时，产酶量

达到 高。因此，酵母浸粉浓度宜取 2.5 g/L。 

2.1.3  不同盐浓度对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵的影响 

图 3a 显示，磷酸盐浓度在 1 g/L 时，产酶量达到

高。因此，磷酸盐浓度宜取 1 g/L。由图 3b 可以看

出，NaCl 浓度在 5 g/L 时，产酶量达到 高。因此，

NaCl 浓度宜取 5 g/L。 
 

 
 

图 3  不同盐浓度对芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的影响 
Fig.3  Effects of different concentration of KH2PO4 or NaCl 

on the production of protease by Bacillus sp. N11-8 
 

2.1.4  金属离子对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵的影响 

图 4a 显示，当加入 FeCl3·6H2O 时，产酶量 高，

即 Fe3+对酶活促进作用 强。Fe2+对酶活促进作用略

低于 Fe3+，Ca2+、Al3+、Mn2+对酶活也有一定的促 

进作用，而 Mg2+、Cu2+、Zn2+对酶活都有不同程度的

抑制作用，尤其 Zn2+几乎可使蛋白酶完全失活。随着

样品中 Fe3+浓度的增加，产酶量不断增加，当达到

2 mmol/L 时，产酶量 高(图 4b)，故培养基中宜添加

终浓度为 2 mmol/L 的 FeCl3·6H2O。 

 

 
 

图 4  金属离子对芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的影响 
Fig.4  Effects of metal ion on the production of  

protease by Bacillus sp. N11-8 

 
2.1.5  接种量与装液量对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵

的影响    图 5a 显示，接种量在 4%时，产酶量达到

高。因此，接种量宜为 4%。从图 5b 可以看出，装液

量在 50 ml 时，产酶量达 高。因此，装液量宜为 50 ml。

在较高的装液量水平时，产酶量减少，可能主要是由

于溶氧较低、供氧不足造成的(陈世建等, 2014)。 
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图 5  接种量与装液量对芽孢杆菌 N11-8 

产蛋白酶的影响 
Fig.5  Effects of initial inoculum and culture volume on  

the production of protease by Bacillus sp. N11-8 
 
2.1.6  转速与温度对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵的影响 

图 6a 显示，转速在 200 r/min 时，产酶量达到

高。因此，转速宜为 200 r/min。图 6b 显示，温度在

35℃时，产酶量达到 高。因此，温度宜为 35℃。 

 

 
 

图 6  不同转速与温度对芽孢杆菌 N11-8 

产蛋白酶的影响 
Fig.6  Effects of rotational speed and temperature on the 

production of protease by Bacillus sp. N11-8 

2.1.7  初始 pH 与时间对芽孢杆菌 N11-8 液体发酵的

影响    图 7a 显示，初始 pH=7 时，产酶量达到

高。因此，初始 pH 宜为 7。然而，随着时间增加，

产酶量不断增加，并在 60 h 后趋于稳定，产酶量达

到 高。因此，时间宜为 60 h (图 7b)。 
 

 
 

图 7  初始 pH 与时间对芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶的影响 
Fig.7  Effects of initial pH and time on the production of 

protease by Bacillus sp. N11-8 
 

2.2  响应面法优化发酵培养基及发酵条件 

2.2.1  PB 实验主要因子筛选    如表 1 所示，从单

因素实验中选取 7 个因素：可溶性淀粉浓度、蛋白胨

浓度、酵母浸粉浓度、NaCl 浓度、FeCl3·6H2O 浓度、

KH2PO4 浓度、温度，选择高低 2 个水平，设计实验，

通过 PB 实验为响应面优化条件筛选出主要影响因

子。12 组实验的实验结果如表 2 所示。由表 3 可知，

发酵条件的显著影响因子依次为蛋白胨浓度、温度和

酵母浸粉浓度。 
 

表 1  Plackett-Burman 实验因子水平 
Tab.1  The level of factors in Plackett-Burman assay 

代码
Code

因子 
Factor 

低水平(1)
Low level

高水平(1)
High level

A 
可溶性淀粉 
Soluble starch (g/L) 

1.0 5.0 

B 蛋白胨 Peptone (g/L) 10.0 20.0 

C 酵母浸粉 Yeast extract (g/L) 1.0 5.0 

D 氯化钠 NaCl (g/L) 2.0 10.0 

E 
六水合三氯化铁
FeCl3·6H2O (mmol/L) 

1.0 3.0 

F 磷酸二氢钾 KH2PO4 (g/L) 0.5 2.0 

G 温度 Temperature (℃) 30.0 40.0 
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表 2  Plackett-Burman 实验筛选主要影响因素 
Tab.2  Screening of main influence factors in Plackett-Burman 

编号 
Number 

可溶性淀粉
Soluble starch 

蛋白胨 
Peptone 

酵母浸粉 
Yeast extract

氯化钠 
NaCl 

六水合三 

氯化铁
FeCl3·6H2O

磷酸二氢钾
KH2PO4 

温度
Temperature 

酶活 
Enzyme 

activity(U/ml)

1 1 –1 –1 –1 –1 1 1 78.1 

2 1 –1 1 –1 1 1 –1 86.8 

3 –1 1 –1 –1 1 1 1 79.8 

4 –1 1 1 –1 1 –1 –1 80.2 

5 –1 –1 –1 1 1 –1 1 78.7 

6 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 85.4 

7 –1 1 1 1 –1 1 1 82.3 

8 1 –1 1 1 1 –1 1 86.8 

9 1 1 1 –1 –1 –1 1 78.6 

10 1 1 –1 1 –1 –1 –1 81.8 

11 –1 –1 1 1 –1 1 –1 88.8 

12 1 1 –1 1 1 1 –1 80.9 

 
表 3  Plackett-Burman 实验统计分析 

Tab.3  Statistical analysis of the Plackett-Burman assay 

代码 
Code 

因子 
Factor 

贡献值 
Contribution 

value 
F P 

显著性
Signific-

ance 

A 
可溶性淀粉
Soluble starch 

1.26 1.23 0.330  

B 蛋白胨 Peptone 20.01 19.57 0.012 * 

C 
酵母浸粉  
Yeast extract 

17.44 17.06 0.015 * 

D 氯化钠 NaCl 8.46 8.27 0.045 * 

E 
六水合三氯化铁
FeCl3·6H2O 

2.82 2.75 0.172  

F 
磷酸二氢钾
KH2PO4 

0.47 0.46 0.537  

G 温度 Temperature 18.50 18.09 0.013 * 

*：差异显著(P<0.05) 
*: Significant differences (P<0.05) 

 

2.2.2  最陡爬坡实验    根据 PB 实验统计分析结

果，以蛋白胨、酵母浸粉、温度为主要影响因素设计

本实验，具体设计方法及实验结果如表 4 所示。显然，

第 4 组实验的单位酶活 高，这说明产酶 优点在第

4 组附近。 

2.2.3  中心组实验确定显著因素最优水平    以

陡爬坡实验的 优组第 4 组为中心，采用二次回归旋

转中心组合设计，进一步确定蛋白胨、酵母浸粉、温

度对菌株产酶的影响。具体设计和实验结果见表 5 和

表 6。 

表 4  最陡爬坡路径设计方法及实验结果 
Tab.4  Experimental design and results of steepest ascent 

and corresponding results 

编号
Number

蛋白胨 
Peptone 

(g/L) 

酵母浸粉 
Yeast extract 

(g/L) 

温度 
Temperature 

(℃) 

酶活 
Enzyme 
activity 
(U/ml) 

1 7.5 1.0 20.0 2.0 

2 10.0 1.5 25.0 3.6 

3 12.5 2.0 30.0 73.6 

4 15.0 2.5 35.0 86.2 

5 17.5 3.0 40.0 74.5 

6 20.0 3.5 45.0 72.4 

 
表 5  中心组合因素与水平 

Tab.5  Factors and coded values of central  
composite test design 

水平 Level (α=1.7) 因素 
Factor ‒1.7 ‒1 0 1 1.7

A 蛋白胨 Peptone (g/L) 6.5 10.0 15.0 20.0 23.5

B 酵母浸粉 
Yeast extract (g/L) 

0.9 1.5 2.5 3.5 4.2

C 温度 Temperature (℃) 26.5 30.0 35.0 40.0 43.5

 
用 Design-Expert V 8.0.6 对实验数据进行多项式

回归分析，P<0.0001 表明该模型是显著的，同时，失

拟项 P=0.0970>0.05 表示该模型失拟不显著，因此，

该模型是合适的。另外，此模型 R2=0.9714，表明该 
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表 6  中心组合实验设计及结果 
Tab.6  Experimental design and the results of central composite test  

编号 
Number 

蛋白胨 
Peptone 

酵母浸粉 
Yeast  

extract 

温度 
Temperature 

酶活 
Enzyme  

activity (U/ml)

编号 
Number

蛋白胨
Peptone

酵母浸粉
Yeast  

extract 

温度 
Temperature 

酶活 
Enzyme  

activity (U/ml)

1 0 1.68 0 78.2 11 1.68 0 0 62.6 

2 0 0 0 91.7 12 –1 –1 1 60.6 

3 1 –1 1 70.2 13 0 0 1.68 59.8 

4 –1 1 1 76.1 14 –1.68 0 0 76.5 

5 1 1 1 62.1 15 –1 1 –1 80.6 

6 1 –1 –1 72.5 16 0 0 –1.68 72.1 

7 0 0 0 91.9 17 0 0 0 89.1 

8 0 0 0 88.3 18 0 0 0 88.2 

9 1 1 –1 65.4 19 –1 –1 –1 70.2 

10 0 0 0 88.5 20 0 –1.68 0 65.6 

 
表 7  响应面模型方差分析 

Tab.7  Variance analysis of the response surface model 

变异来源 
Sources of variation 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom

均方差 
Mean squares 

F 值 
F-value 

P 值 
P-value 

显著性 
Significance

模型 Model 2269.5 9 252.17 37.71 < 0.0001 *** 

A-蛋白胨 Peptone 21.16 1 121.16 18.12 0.0017 ** 

B-酵母浸粉 Yeast extract 74.47 1 74.47 11.14 0.0075 * 

C-温度 Temperature 119.43 1 119.43 17.86 0.0018 ** 

AB 211.15 1 211.15 31.58 0.0002 ** 

AC 9.03 1 9.03 1.35 0.2722  

BC 2.10 1 2.10 0.31 0.5874  

A2 648.90 1 648.90 97.04 < 0.0001 *** 

B2 498.15 1 498.15 74.50 < 0.0001 *** 

C2 918.41 1 918.41 137.35 < 0.0001 *** 

残差值 Residual 66.87 10 6.69      

失拟项 Loss of quasi item 52.06 5 10.41 3.52 0.0970 Not significant

纯误差 Pure error 14.81 5 2.96       

总变异 Total variation 2336.38 19         

注：R2=97.14%，Adj.R2=94.56%。P<0.05 表明模型中各项都是显著的。*：差异显著(P<0.05)，**：差异高度显著(P<0.01)，

***：差异极显著(P<0.001) 
Note: R2=97.14%, Adj.R2=94.56%. P<0.05 showed all factors in the model are significant. *: Significant differences 

(P<0.05), **: Highly significant differences (P<0.01), ***: Extremely significant differences (P<0.001) 
 

模型能较好地的解释菌株产酶量的变化。以单位酶活

(Y)为因变量，蛋白胨(A)、酵母浸粉(B)和温度(C)为自

变量，建立回归方程式如下： 

酶活 Y=89.56‒2.98A+2.34B‒2.96C‒5.14AB+1.06AC+ 
0.51BC‒6.71A2‒5.88B2‒7.98C2 

根据上面的方程绘制响应面分析图、等高线图

(图 8)，直接反映了各因素对酶活的影响。 

用 Design-Expert V8.0.6 计算，对回归方程求一

阶偏导数，得出模型极值点。即当蛋白胨浓度为

13.1 g/L、酵母浸粉浓度为 2.9 g/L、温度为 34℃时，

酶活力 大，理论 大值为 90.8 U/ml。 

2.2.4  验证实验    以上述响应面分析得到的 佳

培养基成分与培养条件下，进行 3 次实验，实际测定

平均酶活为 90.5 U/ml，和理论值 90.8 U/ml 基本一致，

表明方程拟合度很好，验证了模型的正确性。 

3  结论 

本研究通过单因素法和响应面法对来自南极表

层海水的一株海洋芽孢杆菌 N11-8 产蛋白酶 PBN11-8  
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图 8  不同因素对酶活响应值的影响 
Fig.8  The influence of three factors on the response value of enzyme activity 

 
的培养基成分和培养条件进行了优化，利用实验设计

软件 Design-Expert 建立相应数学模型，经检验证明

该模型合理可靠，能够较好地预测并用于优化该菌产

蛋白酶发酵条件。对影响产酶量的关键因素及其相互

作用进行探讨后， 终确定了以可溶性淀粉(3 g/L)为

碳源，蛋白胨(13.1 g/L)和酵母浸粉(2.9 g/L)为复合氮

源，Fe3+(2 mmol/L)为金属离子，初始 pH 值为 7.0，

用 NaCl(5 g/L)调节盐度，250 ml 三角瓶装液 50 ml，

接种量为 4%，34℃、200 r/min 发酵培养 60 h， 终

优化后的酶活达到 90.5 U/ml，比初始酶活 73.2 U/ml

提高了 23.6%。 
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Optimization of Fermentation Conditions of Bacillus sp. N11-8 on the 
Production of Protease PBN11-8 

ZHU Xiangjie1,2, WANG Zhen1,2, YUAN Zhixin1, HAO Jianhua1, ZHENG Lanhong1①
 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Polar Fishery, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,  
Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,  

Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In this study, we optimized fermentation conditions to increase the production of PBN11-8 

by Bacillus sp. N11-8. Response surface methodology (RSM) is a generally available method used to 

optimize the fermentation conditions of proteases, by fitting factors function relation between response 

value. The optimal carbon and nitrogen sources for protease production by Bacillus sp. N11-8 were starch 

and peptone respectively, which were verified in single-factor experiments. Other optimal fermentation 

conditions were determined as follows: temperature 35℃, incubation time 60 h, rotational speed 

200 r/min, pH 7, initial inoculums 4%, culture volume 50 ml in a 250 ml shake flask, and starch, peptone, 

yeast extract, NaCl, KH2PO4, and metal ions (Fe3+) concentrations of 3 g/L, 15 g/L, 2.5 g/L, 5.0 g/L, 

1.0 g/L, and 2.0 mmol/L, respectively. The Plackett-Burman design (PB) method was used to evaluate 

factors affecting protease production by Bacillus sp. N11-8, and three significant factors were identified: 

temperature, peptone, and yeast extract. Next, we used the steepest ascent design to approach the 

maximum response area of the three factors. Furthermore, the best scope of fermentation conditions was 

studied using a central composite test design, which is a type of RSM. Finally, through analysis of 

variance for the RSM, we obtained a regression equation and calculated the theoretical optimal 

fermentation conditions as follows: 3 g/L of soluble starch, 13.1 g/L of peptone, 2.9 g/L of yeast extract,  

5 g/L of NaCl, 1 g/L of KH2PO4, 2 mmol/L of Fe3+, pH 7.0, temperature 34℃, rotational speed 200 r/min, 

culture volume 50 ml/250 ml, initial inoculums of 4%, incubation time 60 h. Under the optimized 

fermentation conditions, the theoretical enzyme activity reached 90.8 U/ml, and in the verification test, 

enzyme activity reached 90.5 U/ml, which increased 23.6% of the initial enzyme activity. 

Key words    Bacillus sp.; Protease; Plackett-Burman design; RSM 
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4 种因子对玫瑰红红球菌 XH2 

氨氮去除效果的影响* 

田雅洁 1  曹煜成 1,2  胡晓娟 2  黄小帅 2  徐  煜 2 

许云娜 2  李卓佳 2,3  文国樑 1,2① 
(1. 水产科学国家级实验教学示范中心  上海海洋大学  上海  201306；2. 中国水产科学研究院 

南海水产研究所  广东省渔业生态环境重点实验室  农业农村部南海渔业资源开发利用重点实验室   

广州  510300；3. 南海生物资源开发与利用协同创新中心  广州  510275) 

摘要    菌株 XH2 是从虾池养殖中后期(50 d)水体环境中筛选的 1 株具有氨氮去除功能的菌株，经

16S rDNA 测序和 Biolog 生化鉴定，该菌株为玫瑰红红球菌(Rhodococcus rhodochrous)。分析发现，

该菌株在盐度为 5~45、pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~45℃、通气量为 1~2 L/min 的条件下生长良好，

菌量最高可达 1.03×109 cells/ml。在盐度为 25~45、pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~30℃、通气量为 1~ 

2 L/min 的条件下，菌株对氨氮的去除效果显著(P<0.05)，在第 1~3 天对培养液中氨氮的最高去除率

可达 90.0%~100.0%，而各实验组中，亚硝酸盐氮浓度无明显变化。结果显示，菌株 XH2 对盐度、pH、

温度等主要环境因子具有良好的适应性，与大部分水产养殖池塘水体的盐度、温度、pH 变动区间

大体一致；其对水体氨氮的去除效果良好，可作为养殖池塘水体氨氮防控菌剂产品研发的备选菌株。 

关键词    玫瑰红红球菌；氨氮；理化因子 

中图分类号 Q178.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0164-09 

半集约化、集约化养殖日益受到关注(曹煜成等, 

2006)，该模式下水体环境主要依赖人工调控，水体

生物多样性复杂程度低(殷汝新等, 2015; 王善龙等, 

2016; 郗建云等, 2016; 李莎莎等, 2017)，有害物质容

易大量积累(李卓佳等, 2010)，控制不当容易引起水

质恶化。其中，氨氮的过量积累对鱼、虾等水产动物

具有严重的毒害作用(董玉波等, 2011; 周平, 2013)，

其脂溶性强，可透过细胞膜扰乱水产动物正常代谢活

动，抑制其生长发育，损伤机体的抗病或抗逆机能，

甚至导致死亡(何玉英等, 2016)。目前，对养殖水体

abc
图章
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氨氮的去除方法主要有物理、化学和生物 3 种，相比

而言，生物方法利用微生物的生理代谢机制去除水体

中的氨氮，具有环境友好，不易产生二次污染等优点

(张峰峰等, 2014; 王磊等, 2016)。研究表明，对氨氮

具有去除功效的微生物有芽孢杆菌(Bacillus)(匡群等, 

2013)、粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)(刘芳芳等 , 

2010)、变形杆菌(Proteus)(张庆华等, 2007)和假单胞

菌(Pseudomonas)(张峰峰等, 2014)等。 

红球菌(Rhodococcus)作为水体环境中的常见微

生物，具有代谢多样性的特点，能有效去除多种化合

物(孙艳等, 2004)。当前，对红球菌功能的研究主要

集中在生物脱硫(Kirkwood et al, 2007)，石油污染修

复(杨智等, 2015)，污水处理(Jorge et al, 2001)，降解

有机农药、有机腈、霉菌毒素(许育新等, 2004; Coady 

et al, 2015; Cserháti et al, 2013)等方面。同时，红球菌

可以作为某些水产养殖动物的益生菌(Sharifuzzaman 

et al, 2018; Boutin et al, 2013; 邝金媚等, 2010)，提供

水产养殖动物必须的类胡萝卜素(郑晓冬等, 2000)。

近年来研究表明，红球菌对氨氮也有一定的去除效

果，这些红球菌主要由油田外排污水(李沛霖, 2006)、

土壤 (张光亚等 , 2003)、养猪厂的废水 (张智超等 , 

2017)、污水处理厂的活性污泥(白志辉等, 2013)等非

养殖水体中筛出。目前，具有氨氮去除功能的红球菌

在水产养殖池塘中的筛选、氨氮去除机理、环境适应

性及应用方面还少有报道。 

本研究采用了前期从虾池养殖中后期(50 d)水体

环境中筛选获得的 1 株土著菌株 XH2，已初步证实具

有氨氮去除功效，经鉴定为玫瑰红红球菌(Rhodococcus 

rhodochrous)，并对其在不同盐度、pH、温度、通气

量条件下的生长和氨氮去除效果进行实验，以期了解

上述 4 种因子对菌株 XH2 生长及氨氮去除效果的影

响，确定其适宜生长并有较好氨氮去除效果的条件，

为养殖水体氨氮去除的实际应用提供有效菌源和技

术方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株    红球菌 XH2 由中国水产科学研究院

南海水产研究所提供，该菌株从对虾集约化养殖中后

期 (50 d)水体中分离获得，该水体环境的盐度为

23~25，pH 为 7.3~8.5，温度为 28℃~30℃。该菌株已

于中国典型培养物保藏中心进行了菌种保藏，保藏编

号为 CCTCCM2017437。 

1.1.2  培养基    光合菌改良液体培养基(杨启霞等, 

2009; 杨莺莺等, 2003、2009)：NH4Cl 1 g，三水合乙

酸钠 3 g，酵母膏 1 g，MgSO4 0.2 g，KH2PO4 0.5 g，

生长因子 1 ml，蒸馏水 1000 ml。其中，生长因子：

CaCl2 5 g，MnSO4 0.25 g，FeSO4 0.5 g，谷氨酸 0.02 g，

蒸馏水 100 ml。光合菌改良固体培养基平板：在上述

培养基的基础上添加琼脂粉 20 g/L。菌株活化种子

液：在光合菌改良液体培养基的基础上，将 NH4Cl

的添加量改为 0.068 g/L。分析培养液：在光合菌改良

液体培养基的基础上额外添加 NaNO2 0.134 g/L，同时，

将 NH4Cl 的添加量改为 0.068 g/L，使该培养液初始

氨氮和亚硝酸盐氮浓度分别达到约 24 和 20 mg/L。 

1.2  菌株鉴定 

1.2.1  16S rDNA 序列分析    细菌总 DNA 提取采

用 TIANGEN 公司的 TIANamp Bacteria DNA Kit 产

品。依照产品说明书提取菌株 XH2 的 DNA 后，对其

16S rDNA 片段进行 PCR 扩增。16S rDNA 扩增采用

的细菌通用引物为：8F(5-AGAGTTTGATCCTGGCT-

CAG-3)，1492R(5-GGTTACCTT GTTACGACTT-3)。
PCR 反应体系采用 50 μl 体系，其中加入 2 μl 模板

DNA。PCR 反应条件：95℃ 4 min；95℃ 1 min，    

48℃ 1 min，72℃ 2 min，30 个循环；72℃ 10 min。

扩增产物通过 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测后，送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。测序结果用

DNAStar 软件包中的 Editseq 软件拼接，在 NCBI 数

据库 BLAST 检索中进行核酸序列同源性比较，确定

菌株的种属。 

1.2.2  Biolog 系统细菌鉴定    采用 Biolog 微生物

全自动分析仪 Microlog 3 (Microstation)及 Biolog 

MicroLog 4.2 软件进行菌株的生化反应特性鉴定，选

用 Biolog GP2 微孔鉴定板，按照 Biolog 自动微生物

分析系统的说明书操作，将所获结果与数据库进行比

对，确定菌株的种属。 

1.3  不同因子对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的

影响 

将保存的菌株 XH2 于光合菌固体培养基平板上

活化，于实验开始前挑取单菌落，接入 100 ml 菌株

活化种子液中(装于 250 ml 锥形瓶内)。设不同梯度的

盐度、pH、温度和通气量实验组，各实验组均使用

1000 ml 锥形瓶，并向其内添加 600 ml 分析培养液。

实验开始时，将等体积的菌株活化种子液接入各实验

组的分析培养液中，各实验组初始接菌量均为

106 cells/ml，每组设 3 个平行。各实验组初始氨氮浓

度约为 24 mg/L，亚硝酸盐氮浓度约为 20 mg/L，依
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照《海洋监测规范》第 4 部分：海水分析(GB 17378.4- 

2007)的方法，以靛酚蓝分光光度法和萘乙二胺分光

光度法分别测定实验过程中氨氮和亚硝酸盐氮的浓

度变化。用血球计数板在光学显微镜下计数，测定菌

量变化。 

1.3.1  盐度    实验系统的盐度梯度为 5、15、25、

35、45，对照组(盐度为 25)不加菌株 XH2，通过添加

不同剂量的 NaCl 对盐度进行调节。接菌后放入摇床，

pH 为 6.0，30℃，200 r/min 振荡至实验结束，每天用

NaOH、HCl 调节分析培养液的 pH 值，保持在 6.0 左

右。于第 0、1、2、3、4、5、9 天取样检测其氨氮、

亚硝酸盐氮含量，同时测定菌量。 

1.3.2  pH    实验系统的 pH 梯度为 4.5、6.0、7.5、

9.0、10.5，对照组(pH 为 6.0)不加菌株 XH2。盐度为

25，接菌后放入摇床，30℃，200 r/min 振荡至实验结

束，每天测定分析培养液 pH 并进行调节，使各实验

组 pH 维持在初始水平。取样时间以及测定指标同

1.3.1。 

1.3.3  温度    实验系统的温度梯度为 5℃、15℃、

25℃、35℃、45℃，对照组(温度为 30℃)不加菌株

XH2。盐度和 pH 分别设为 25 和 7.5。接菌后放入摇

床，30℃，200 r/min 振荡至实验结束。取样时间以及

测定指标同 1.3.1。 

1.3.4  通气量    以 2 L 发酵罐(Biostat B 型自控通

气发酵罐)实验系统为测试平台，将通气量设为高、

低 2 组(2 和 1 L/min)，实验前，需矫正发酵罐溶氧电

极和 pH 电极，该实验系统可自动记录发酵罐中溶氧

量的变化以及自动调节罐内分析培养液的温度和 pH

值。实验过程中的 pH 为 7.5、盐度为 25、温度为 30℃，  

转子转速为 200 r/min，在第 0、1、2、3、4、5 天进

行取样，测定指标同 1.3.1。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS 20.0 软件对实验数据进行单因素方差

分析(One-way ANOVA)，使用 Duncan 检验方法，显

著水平设为 P<0.05。氨氮去除率的计算：氨氮去除  

率=(氨氮初始浓度‒培养后氨氮剩余浓度)/氨氮初始

浓度×100%。 

2  结果 

2.1  菌株 XH2 的鉴定 

以 16S rDNA 序列在 NCBI 数据库中进行核酸数

据比对，结果显示，XH2 与红球菌属相似度为 100%，

初步判定菌株 XH2 为红球菌属。在 Biolog 细菌鉴定

系统中，与 XH2 相似度最高的菌株为玫瑰红红球菌，

其 PROB 为 98%、SIM 为 0.617、DIST 为 5.93。综合

以上鉴定结果，菌株 XH2 定为玫瑰红红球菌。 

2.2  盐度对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

除盐度为 45 实验组外，其他各组菌株均在第   

1 天后进入对数生长期，第 3 天后，菌量均达到    

108 cells/ml 水平，最高为 3.02×108 cells/ml(图 1A)。

实验过程中，对照组氨氮浓度无明显变化(P>0.05)，

第 2 天时，盐度为 5、15 和 25 实验组的氨氮浓度大

幅降低，氨氮去除率分别达到 79.2%、79.5%和 90.3%，

显著优于其他各组(P<0.01)，而后，此 3 组的氨氮浓

度始终稳定保持在较低水平；第 3 天时，盐度为 35

和 45 实验组的氨氮浓度亦明显降低(P<0.05)，到第   

 

 
 

图 1  不同盐度条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)、亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.1  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium of different salinities 

S：盐度；对照：盐度 25，不加菌株 XH2； 

氨氮初始浓度：24 mg/L；亚硝酸盐氮初始浓度：20 mg/L，下同 
S: Salinity; Control: Salinity 25 without strain XH2; 

Initial ammonia nitrogen concentration: 24 mg/L; Initial nitrite nitrogen concentration: 20 mg/L, the same as below 
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4 天，其氨氮去除率达到 100.0%(图 1B)。然而，菌株

XH2 不能有效去除环境中的亚硝酸盐氮(图 1C)，在  

9 d 的监测过程中，各实验组和对照组分析培养液中

的亚硝酸盐氮浓度均无显著变化(P>0.05)。 

2.3  pH 对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

菌株 XH2 在 pH 为 6.0~9.0 条件下均能良好生长，

于 2 d 内菌量即可从 106 cells/ml 增长至 108 cells/ml，

其中，pH 为 7.5 时，菌株生长最快；当初始 pH 为 4.5

或 10.5 时，菌株生长受到明显抑制(图 2A)。实验过

程中，对照组和 pH 为 4.5 实验组的氨氮浓度始终无

明显变化(P>0.05)；pH 为 6.0、7.5 和 9.0 实验组的氨

氮浓度总体呈明显下降趋势，pH 为 10.5 实验组的氨

氮浓度略有降低，其中，pH 为 6.0 和 7.5 实验组的氨

氮浓度在第 2 天分别大幅降低至 0.26 和 0 mg/L，此

后，pH 为 6.0、7.5、9.0 实验组的氨氮浓度稳定在较

低水平(图 2B)。就亚硝酸盐氮的浓度而言，对照组和

各实验组均未呈现下降趋势，在 14.97~24.31 mg/L 的

范围内小幅波动(图 2C)。 

2.4  温度对菌株 XH2 生长及其氨氮去除效果的影响 

菌株 XH2 在温度为 5℃时，生长受到明显抑制，

在温度为 15℃~45℃时，均能良好生长，2~3 d 时，

其菌量可从初始的 106 cells/ml 增长至 108 cells/ml，

并一直维持在该水平(图 3A)。对照组和温度为 5℃实

验组的氨氮浓度无明显变化(P>0.05)，其他各实验组

的氨氮浓度总体呈下降趋势。其中，温度为 30℃、

35℃和 45℃实验组的氨氮浓度在第 2 天时降至最低，

其氨氮去除率分别为 100.0%、93.8%和 70.1%；温度

为 15℃、25℃实验组则在第 3 天降至最低，其氨氮去

除率为 99.6%、97.7%；其后，实验组的氨氮浓度均

略有升高，但仍远低于对照组(图 3B)。就亚硝酸盐氮  

 

 
 

图 2  不同 pH 条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)、亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.2  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium of different pH 

对照：pH 6.0，不加菌株 XH2 
Control: pH 6.0 without strain XH2 

 

 
 

图 3  不同温度条件下 XH2 的菌量(A)、分析培养液中氨氮(B)和亚硝酸盐氮(C)的含量变化 
Fig.3  Variations of strain XH2 amount (A), ammonia nitrogen (B) and nitrite nitrogen  

(C) concentrations in the medium at different temperatures 

T：温度；对照：温度 30℃，不加菌株 XH2 

T: Temperature; Control: Temperature 30℃ without strain XH2 
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的浓度而言，对照组和各实验组在 15.97~22.57 mg/L

的范围内小幅波动(图 3C)。 

2.5  通气量对菌株XH2生长及其氨氮去除效果的影响 

通气量为 1 L/min 时，菌株在 24 h 内进入对数生

长期，并于 36 h 后进入稳定期，菌量最高可达 1.03× 

109 cells/ml，而培养液中的溶氧含量也相应在 2 h 时 

达到最低值，随后不断升高并稳定在 90.0%左右；通

气量为 2 L/min 时，菌株 12~36 h 进入对数生长期，

60 h 后进入稳定期，稍迟于上述实验组，菌量最高可

达 6.78×108 cells/ml (图 4A、图 4B)。菌株在 2 实验组

中均表现出对氨氮良好的去除效果，低通气量组在第

1 天氨氮去除率可达 98.6%，高通气量组第 2 天的氨

氮去除率为 98.2%，此后，培养液中的氨氮浓度始终

维持在较低水平(图 4C)。但 2 个实验组的亚硝酸盐氮

浓度一直维持在 13.63 mg/L 以上的较高水平(图 4D)。 
 

 
 

图 4  不同通气量条件下 XH2 的菌量(A)和分析培养液中溶氧(B)、氨氮(C)、亚硝酸盐氮(D)的含量变化 
Fig.4  Variations of strain XH2 amount (A), dissolved oxygen (B), ammonia nitrogen  
(C) and nitrite nitrogen (D) concentrations in the medium with different ventilations 

 

3  讨论 

现有报道的红球菌多筛选自土壤、工业废水、畜

禽养殖废弃物等非水产养殖水体环境。黄钧等(2010)

和张智超等(2017)从活性污泥及畜禽养殖排出物中分

离出红球菌菌株，它们 6 d 内的氨氮去除率分别达到

68.9%和 94.4%；司文攻等(2011)从土壤获得的 1 株红

球菌，其 3 d 内氨氮去除率为 65.0%。相较上述红球

菌，菌株 XH2 为养殖池塘土著菌，其在原有环境中

的适应性和竞争力更强，且对原有生态环境相对更为

安全(何沅滨等, 2015)。在养殖水体环境中筛选具备 

生态适应性强、生长性能好、水质净化效率高的菌株，

并结合水产养殖与渔业微生物制剂的生产实际开展

针对性研究，以此研发的微生物制剂方能更切合水产

养殖产业的实际需求，才能更有效地促进其在养殖水

体原位净化技术的规模化应用，助力零换水生态型养

殖业的发展。本研究选择以虾池养殖中后期(50 d)水

体环境为基础，从中筛选具有高效氨氮去除功能的土

著菌株，进而获得玫瑰红红球菌 XH2。故从目的性、

产业应用预期目标等方面而言，该研究所获菌株较以

往研究定位更明确，更易满足水产养殖水体净化所需。 

盐度、温度、pH 和通气量是水产养殖中的几个

重要指标。本研究通过检测分析培养液中菌量、氨氮

及亚硝酸盐氮浓度的变化，进而了解了上述 4 个因子
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对菌株生长和氨氮去除效果的影响。菌株 XH2 在盐

度为 5~45，pH 为 6.0~9.0，温度为 15℃~45℃及通气

量为 1~2 L/min 的条件下均能生长良好，在较低盐度

(5~25)和较高温度(25℃~45℃)下生长更优。另一方

面，菌株 XH2 在盐度为 5~15 时，最高氨氮去除率约

为 79.0%，而盐度为 25~45 时，最高氨氮去除率在

90.0%以上，说明菌株 XH2 对较高盐度水体环境的氨

氮去除效果更佳。在 pH 为 6.0~9.0、温度为 15℃~ 35

℃时，菌株 XH2 对氨氮的最高去除率在 93.0%以上；

当 pH 为 4.5 和 10.5、温度为 5℃时，氨氮去除效果

不明显，温度为 45℃时，最高氨氮去除率仅为 77.1%，

表明其在中性偏碱的条件下有较好的氨氮去除效果，

而温度过高或过低均会弱化其氨氮去除效果。在通气

量为 1 和 2 L/min 的条件下，菌株 XH2 的最高氨氮去

除率均在 98.0%以上，但其在低通气量组时进入对数

生长期以及氨氮浓度大幅下降的时间均早于高通气

量组。因此，在实际生产中可采用低通气量来扩培菌

株 XH2，在节约资源的同时不会影响其生长和氨氮去

除效果。 

在水产养殖生产中，适宜的水体盐度、pH、温

度的覆盖区间分别为 0~38.1、6.9~8.7 和 15℃~35℃，

在不同的养殖品种和养殖模式之间会存在一定的差

异(李卓佳等, 2007)。可见，菌株 XH2 对盐度、pH、

温度的适应范围与大部分水产养殖池塘水体的变化

区间相吻合。通常具有氨氮去除功能的菌株环境适应

范围为盐度 0~35、pH 6.0~9.0 和温度 15℃~40℃，该

条件下菌株对氨氮的去除率为 40.0%~98.0%(李存玉

等, 2017; 胡修贵等, 2013)。综合来看，菌株 XH2 与

上述报道相比大体一致，而其对氨氮的去除效果更优。 

微生物转化氨氮为多种形态的氮的形式大体分

为 3 类。其一，氨氮被氧化为亚硝酸盐氮、硝酸盐氮

等；其二，氨氮被微生物同化吸收以合成其生长所需

含氮物质；其三，氨氮被转化为含氮气体，如 NOX、

N2 等(王弘宇等, 2009)。黄雪娇等(2016)发现了一株具

有氨氮去除功效的光合菌，培养过程中并未发现亚硝

酸盐氮及硝酸盐氮积累，其认为该菌通过同化吸收来

去除氨氮。刘志云等(2016)筛选出一株能去除氨氮的

粉状毕赤酵母菌(Pichia pastoris)，其氨氮去除途径为

同化吸收及转化为硝酸盐氮。当前，鲜有关于红球菌

氨氮去除机制的报道(张智超等, 2017)。本研究对各

实验组中菌株 XH2 的分析培养液进行了菌量、氨氮

和亚硝酸盐氮的检测。各实验组中菌株 XH2 菌量的

增加与氨氮去除同步，且氨氮浓度大幅下降与菌株对

数生长期吻合，同时，亚硝酸盐氮的浓度没有明显变

化，推测氨氮去除过程主要发生在菌株对数生长时

期，大部分氨氮被菌株同化，用于其自身生长繁殖 

(陈昢圳等, 2009; 张培玉等, 2010)。后期氨氮的小幅

回升，可能是由于分析培养液中营养不足，菌株进入

衰亡期，菌体自溶释放出的氨氮比菌株去除的氨氮多

(李泳洪等, 2016)。由于只检测了氨氮和亚硝酸盐氮，

未检测其他氮元素指标，并不能明确菌株 XH2 是否

能转化成其他形式的氮，有待进一步的实验来证实。 

总体而言，本研究从虾池养殖水体环境中获得的

土著玫瑰红红球菌 XH2 对盐度、pH、温度的适应性

良好，且能有效去除水体环境中的氨氮，可作为养殖

池塘水体氨氮防控菌剂产品研发的备选菌株。当前，

已明确了实验室条件下 4 种因子对菌株 XH2 氨氮去

除效果的影响，之后将会对该菌株的氨氮去除机制及

其对养殖池塘水体其他生物群落的影响、菌剂规模化

生产工艺、在养殖生产中的应用技术优化等做进一步

的研究。 
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Effects of Four Physical and Chemical Factors on the Ammonia  
Nitrogen Removal of Rhodococcus rhodochrous XH2 

TIAN Yajie1, CAO Yucheng1,2, HU Xiaojuan2, HUANG Xiaoshuai2,  
XU Yu2, XU Yunna2, LI Zhuojia2,3, WEN Guoliang1,2①

 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 

2. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Fishery Ecology  
and Environment, Guangdong Province; Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation &  
Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou  510300; 3. South China Sea Bio-Resource  

Exploitation and Utilization Collaborative Innovation Center, Guangzhou  510275) 

Abstract    The accumulation of ammonia nitrogen in water is highly toxic to cultured aquatic animals. 

The microbiological method has received widespread attention as an efficient way to remove ammonia 

nitrogen in aquaculture because of its high efficiency and environment-friendliness. The genus 

Rhodococcus is a very diverse group of bacteria that can remove a variety of compounds, including 

ammonia nitrogen. Here, the strain XH2, which potently removes ammonia nitrogen, was isolated from 

aquaculture water during the middle to late (50 d) phase of shrimp cultivation. Its ecological adaptability 

and feasibility of use as a probiotic to improve aquaculture water quality was evaluated. According to the 

results of 16S rDNA sequencing and Biolog identification, XH2 was identified as Rhodococcus 

rhodochrous. Its growth performance and ammonia nitrogen removal efficacy were studied under 

different salinities (5, 15, 25, 35, and 45), pH (4.5, 6.0, 7.5, 9.0, and 10.5), temperatures (5, 15, 25, 35, and 

45℃), and aeration levels (1~2 L/min). The results showed that XH2 had high adaptability to varied 

ranges of salinity (5~45), pH (6.0~9.0), temperature (15℃~45℃), and ventilation (1~2 L/min), with a 

maximum observed cell amount of 1.03×109 cells/ml. Specifically, the concentration of ammonia nitrogen 

in medium was reduced by 90.0%~100.0% during 1~3 d under the following conditions: salinity 25~45, 

pH 6.0~9.0, temperature 15℃~30℃  and ventilation volume 1~2 L/min (P<0.05). There was no 

significant difference in nitrite concentrations. Taken together, these data show that the XH2 strain 

possesses the physico-chemical properties of a suitable alternative in terms of salinity, pH, temperature, 

and ventilation, which can be applied to most aquaculture ponds for the prevention and control of 

ammonia nitrogen. 

Key words    Rhodococcus rhodochrous; Ammonia nitrogen; Physical and chemical factors 
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脊尾白虾不同发育期 mtDNA 拷贝数 

变化特征分析* 

张  培 1,2,3,4  徐莞媛 1,2,3,4  李志辉 1,2,3,4  高  焕 1,2,3,4   

张庆起 5  赖晓芳 1,2,3,4  陈建华 1,2,3,4  阎斌伦 1,2,3,4① 
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4. 江苏省农业种质资源保护与利用平台  南京  210014；5. 连云港赣榆佳信水产开发有限公司  连云港  222100) 

摘要    为了解脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)在不同发育期线粒体基因组(mtDNA)拷贝数的

变化特征，本研究共采集其 8 个时期(受精卵期、溞状幼体Ⅰ期、溞状幼体Ⅱ期、溞状幼体Ⅲ期、

溞状幼体Ⅳ期、溞状幼体Ⅴ期、仔虾期和成虾期)的 DNA 样品，利用 TaqMan 实时荧光定量 PCR

技术，对上述各发育期单个细胞中的 mtDNA 拷贝数进行了测定。检测结果显示，脊尾白虾受精卵

期、溞状幼体Ⅰ期、溞状幼体Ⅱ期、溞状幼体Ⅲ期、溞状幼体Ⅳ期、溞状幼体Ⅴ期、仔虾期和成虾

期的 mtDNA 拷贝数的均值分别为 2366、2648、2644、2873、3559、9948、6452 和 8872。进一步

统计分析结果显示，mtDNA 拷贝数与发育时间存在正相关性，相关系数为 0.83。研究表明，随着

脊尾白虾不断生长，其单个细胞中 mtDNA 拷贝数总体呈上升趋势。 

关键词    脊尾白虾；TaqMan 探针法；线粒体基因组；不同发育期；拷贝数 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0173-07 

线粒体是细胞的能量工厂，通过氧化磷酸化为细

胞活动提供能量(熊伟等, 2014)。线粒体功能的实现

不仅依赖于线粒体基因组的完整性和核基因组的调

控，还依赖其基因组的拷贝数(Hock et al, 2009)。不

同细胞中的 mtDNA 拷贝数并不固定，从几个到几万

个不等，这主要取决于细胞及机体所处的生理状况，

如在人类(Homo sapiens)胚胎发育的不同阶段，肝脏

和肌肉中的 mtDNA 拷贝数与胚龄呈显著正相关

(Pejznochova et al, 2010)，人类心肌细胞中的 mtDNA

拷贝数在不同年龄段也存在着较大的差异(Pohjoismäki 

et al, 2010)。mtDNA 拷贝数在一定程度上反映了线粒

体的数量，可作为衡量组织需氧及能量的一种指标

abc
图章
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(Kaaman et al, 2007; Justo et al, 2005)。在不同的生理

状况下，mtDNA 拷贝数的调控机制至今尚不清楚。

目前，对于 mtDNA 拷贝数的研究主要集中在人类疾

病发生方面，尤其是恶性肿瘤，如肝癌、结肠癌、乳

腺癌、肺癌等(高原等, 2016; Linkowska et al, 2015; 

Lemnrau et al, 2015; Kim et al, 2014)。在此类疾病的

发生过程中，mtDNA 拷贝数会显著升高或者降低

(Akbar et al, 2016; Mambo et al, 2005)，如在肠癌等病

变组织中，mtDNA 拷贝数较正常组织显著升高(Qu  

et al, 2011)，而在肺癌等病变组织中，mtDNA 拷贝数

较正常组织显著降低(Lin et al, 2008)。除此之外，在

小鼠(Mus musculus)、猪(Sus scrofa)、斑马鱼(Danio 

rerio)、秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)等物种

中关于 mtDNA 拷贝数的研究也表明，机体在不同的

生理状况下，其细胞中 mtDNA 拷贝数会出现显著的

变化(Ikeda et al, 2015; 成文敏等, 2012; 周莉娟等, 

2013; 叶侃 , 2011)，而在甲壳动物中，除了张培等

(2016)对脊尾白虾 mtDNA 拷贝数响应汞胁迫的变化

特征外，关于 mtDNA 拷贝数的研究则未见报道。 

脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)是我国的一

种重要海洋经济虾类，具有繁殖周期短、生长速度快

和环境适应性广等优点(Xu et al, 2010)，3~4 个月可

繁殖 1 代，可以在短时间内观察到其不同生长阶段的

特征，是开展甲壳动物基础遗传和遗传育种研究的良

好模式生物。伴随着脊尾白虾的生长，其机体各项生

理活动及指标也会变化。目前，脊尾白虾不同生长阶

段的研究主要集中在消化和免疫防御、胚胎和幼体存

活率、饵料系数等方面(Babulo et al, 2008; 索帅等, 

2015; 李玉全 , 2014; 冯艳艳等 , 2017) ，而对于

mtDNA 拷贝数的研究甚少。mtDNA 拷贝数的变化一

定程度上反映了机体生命活动耗能的多少，也从侧面

体现了生物体代谢与生长的快慢。本研究在建立一种

快速、精确的脊尾白虾 mtDNA 拷贝数检测方法的基

础上，研究了不同发育期脊尾白虾 mtDNA 拷贝数的

变化特征，希望通过对脊尾白虾生长过程中 mtDNA

拷贝数的变化特征分析，为脊尾白虾在生长过程中的

生长情况观测提供新的生物指标。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用脊尾白虾取自江苏省连云港赣榆佳信水

产开发有限公司的养殖池塘，是由池塘中的野生群体

自繁而来。在实验室养殖环境条件下暂养 24 h 后，

进行后续实验。实验期间正常投喂(早晚各 1 次)，连

续充气，水温保持在 25℃左右，盐度为 26，溶氧量

≥5 mg/L，pH 为 8.0~8.5。 

1.2  引物设计 

根据 ANT(腺苷酸转移酶基因，GenBank No. 

KP892663.1，核基因组单拷贝基因)和 ATP6(三磷酸腺

苷合成酶 6，GenBank No. NC012566.1，线粒体基因

组单拷贝基因)2 个基因序列，设计实时定量 PCR 

(qRT- PCR)扩增引物及 TaqMan 探针(已申请国家专

利，申请号为 201610906439.X)。引物和探针均由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.3  mtDNA 和 nDNA 标准品的制备 

提取脊尾白虾组织总 DNA，并以此为模板，分

别用 ANT 和 ATP6 引物进行扩增，10 µl PCR 体系：

7.0 µl ddH2O，1.0 µl 10×PCR 缓冲液，0.6 µl MgCl2  

(25 mmol/L)，0.2 µl dNTPs (10 µmol/L)，0.2 µl Taq DNA

聚合酶(5 U/µl)，上、下游引物各 0.4 µl (10 µmol/L)，

0.2 µl mix-DNA (20 ng/µl)。扩增程序：95℃预变性 3 min；

95℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 1 min、35 个循环；最后，

72℃延伸 10 min。PCR 产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳

检测。扩增产物经胶回收纯化后，按 pEASY-T3 Zero 

Cloning Kit 操作说明，把相应的片段连接到质粒载体

中，再转化入 Trans1-T1 phage Resistant 感受态细胞，

利用蓝白斑筛选获得阳性克隆菌株，挑取含有阳性克 

 
表 1  ANT、ATP6 基因实时定量 PCR 引物及 TaqMan 探针 

Tab.1  Quantitative real-time PCR primers and TaqMan probes of ANT and ATP6 

引物及探针 Primer and probe 序列 Sequence (5~3) 

ANT-F GGGTTGAAAGAGGGAATG 

ANT-R CAAGCATTATATTTTGTACAGAC 

ATP6-F TGCATGGTCCTCTCTCACGCT 

ATP6-R AGTGAGACGAAGACAAGGGTGCC 

ANT-Probe FAM-CTTACTACAGGGCATGTCGCTCC-TAMRA 

ATP6-Probe FAM-CCTTTTAGGGCCAGCCAACC-TAMRA 
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隆的单克隆菌落扩大培养，并送至生工生物工程(上

海)股份有限公司测序鉴定。经鉴定为阳性质粒的，

用 NanoDrop 2000 测定质粒浓度，利用双链 DNA 拷

贝数计算器 (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html)将质粒

质量换算成拷贝数(拷贝/µl)，作为 mtDNA 和 nDNA 

标准品。 

1.4  mtDNA 和 nDNA 标准曲线的建立 

使用无 DNA 酶的 ddH2O 将质粒标准品 10 倍梯

度稀释成 107、106、105、104、103、102、101 拷贝，

各 1000 μl，并以此制作标准曲线。 

qRT-PCR 采用 10 μl 扩增体系，反应体系：5 μl 

Premix Ex Taq(qPCR Probe)，0.2 μl 上、下游引物   

(10 µmol/L)，0.2 μl 50×ROX Reference Dye，0.2 μl 

gDNA(20 ng/μl)，0.4 μl TaqMan 探针(0.6 μmol/L)。采

用 StepOnePlus™ 型 荧 光 定 量 PCR 仪 (Applied 

Biosystems Inc.)进行扩增，扩增程序：95℃ 20 s；95℃ 

1 s、60℃ 20 s，40 个循环。 

1.5  脊尾白虾不同发育期 DNA 的提取 

脊尾白虾胚胎发育的过程一般分为 2 细胞期、  

4 细胞期、8 细胞期、16 细胞期、32 细胞期、囊胚期、

原肠期、无节幼体期、溞状幼体Ⅰ期、溞状幼体Ⅱ期、

溞状幼体Ⅲ期、溞状幼体Ⅳ期、溞状幼体Ⅴ期、溞状

幼体Ⅵ期和仔虾等时期 (梁象秋等 , 1988; 武文魁 , 

1984; 王绪峨, 1991)。本研究选取了受精卵期、溞状

幼体Ⅰ期，溞状幼体Ⅱ期、溞状幼体Ⅲ期、溞状幼体

Ⅳ期、溞状幼体Ⅴ期、仔虾期和成虾期 8 个时期的样

品，每个时期各取 3 尾，经液氮研磨后用 DNA 快速

抽提试剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司]提取

总 DNA，将 DNA 浓度稀释至 20 ng/μl 备用。 

1.6  数据分析 

采用 SPSS 19.0 对数据进行相关性分析。从脊尾

白虾核型初步推测其为二倍体，因此，每个细胞中的

线粒体基因组拷贝数的计算公式为： 

mtDNA 拷贝数=2×ATP6 拷贝数/ANT 拷贝数 

2  结果 

2.1  mtDNA 和 nDNA 标准曲线的构建 

以 10 倍梯度稀释重组质粒后，选取 107~102 的稀

释标准品进行 qRT-PCR 扩增，分别获得 ANT 基因与

ATP6 基因的扩增曲线。ATP6 基因的标准曲线的回归

方程 y=‒3.402x+15.928；ANT 基因的标准曲线的回归

方程 y=‒3.439x+15.248，相关系数 R>0.99，见图 1。 

2.2  脊尾白虾不同发育期线粒体基因组拷贝数的变化 

利用 qRT-PCR，根据标准曲线获得各个样本平均

每个细胞中线粒体基因组拷贝数，统计结果显示，各

发育期的 mtDNA 拷贝数随着生长发育总体呈上升趋

势(图 2)。受精卵期、溞状幼体Ⅰ期、溞状幼体Ⅱ期、

溞状幼体Ⅲ期、溞状幼体Ⅳ期、溞状幼体Ⅴ期、仔虾

期和成虾期 8 个时期的 mtDNA 拷贝数均值分别为

2366、2648、2644、2873、3559、9948、6452 和 8872，

溞状幼体Ⅴ期和成虾期 mtDNA 拷贝数最多，分别是

受精卵期的 4.2 倍和 3.7 倍。进一步统计分析发现，

mtDNA 拷贝数和发育时间存正相关性，相关系数为

0.83，且溞状幼体Ⅴ期、仔虾和成虾期与其他发育期

存在显著性差异(P<0.05)。 

3  讨论 

目前，检测 mtDNA 拷贝数的方法主要有 SYBR 

GreenⅠ染料法(何静等, 2014)和 TaqMan 探针法(Chiu 

et al, 2003) 2 种。由于 SYBR GreenⅠ染料法的特异性

不强，多数 mtDNA 拷贝数测定还是采用 TaqMan 探

针法。采用 TaqMan 探针法建立的标准曲线具有良好

的重复性，且引物、探针序列和引物探针相互作用关

系的双重保证克服了普通 PCR 假阳性的缺陷

(Pohjoismäki et al, 2010)。本研究通过构建脊尾白虾

线粒体及核基因组单拷贝基因的质粒作为标准品，建

立了一种快速、高效、精确的检测脊尾白虾 mtDNA

拷贝数的方法，并在此基础上，对脊尾白虾不同发育

期的 mtDNA 拷贝数进行了精确定量。 

早期胚胎中的 ATP 水平代表着机体胚胎的发育

水平(Dumollard et al, 2008)，线粒体产 ATP 能力又与

细胞内 mtDNA 拷贝数有密切联系(Dumollard et al, 

2007; Tsai et al, 2015)，至今有许多学者将 mtDNA 拷

贝数作为评估卵母细胞发育水平的一个指标 (Van 

Blerkom, 2011; Santos et al, 2006; Zeng et al, 2007)，

即 mtDNA 拷贝数越高，卵母细胞成熟度越高，受精

能力越强，胚胎发育潜能越高。所以，mtDNA 拷贝

数对机体的胚胎发育有着深远影响。本研究结果显

示，随着脊尾白虾的生长，细胞内的 mtDNA 拷贝数

在不断增加，总体呈上升趋势，这与谢燕梅(2014)在

对猪不同生长阶段不同组织 mtDNA 拷贝数变化研究

中得到的结论相似，即伴随着脊尾白虾的生长，其活

动量增加，机体能量需求增大，mtDNA 拷贝数也会

随之增加。mtDNA 拷贝数在一定程度上反映了脊尾

白虾不同生长阶段的能量需求情况，为评估脊尾白虾

生长发育状况提供了一个生物指标。 
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图 1  ATP6(A)与 ANT(B)荧光定量 PCR 扩增曲线及标准曲线 

Fig.1  Quantitative PCR amplification curves and standard curves of ATP6 and ANT 
 

 
 

图 2  不同发育期线粒体基因组拷贝数变化 
Fig.2  Variation of mitochondrial genome copy number at 

different developmental stages 

1：受精卵期；2：溞状幼体Ⅰ期；3：溞状幼体Ⅱ期； 

4：溞状幼体Ⅲ期；5：溞状幼体Ⅳ期；6：溞状幼体Ⅴ期； 

7：仔虾期；8：成虾期。不同字母表示差异显著(P<0.05) 
1: Zygote; 2: Zoea ; 3: Zoea Ⅰ Ⅱ; 4: Zoea Ⅲ; 5: Zoea Ⅳ;  

6: Zoea Ⅴ; 7: Post larvae; 8: Adult shrimps. Different letters 
indicated significant differences (P<0.05) 

甲壳动物具有独特的蜕皮生长方式，在蜕皮生长

期间会出现幼体前期的慢生长和幼体后期的快生长，

并伴随着机体变态，二者相对独立又互相联系(Gore 

et al, 1985; Anger et al, 1987)。在十足类幼体发育阶

段，变态期间的快速生长期一般仅限制在幼体生长的

倒数第一期和第二期，此时机体形态变化大、消耗能

量多，是早期幼体慢生长及能量积累的结果。进入成

体之后，机体蜕皮生长间隔变长，能量累积也随之变

缓(McConaugha, 1982、1985)。机体内能量需求越大，

mtDNA 拷贝数越高，这可能是本研究中溞状幼体Ⅴ

期 mtDNA 拷贝数高于其他时期的原因之一。另外，

还有可能是机体内 mtDNA 拷贝数调控机制的作用，

目前报道的 mtDNA 拷贝数受线粒体转录因子 A (Lu 

et al, 2013)、同源重组修复蛋白 Rad51(Sage et al, 
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2011)、DNA 聚合酶 γ(Kelly et al, 2012)等因素影响，

具体如何调控有待进一步研究。 
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Profiles of mtDNA Copy Number at Different Developmental  
Stages of Exopalaemon carinicauda 

ZHANG Pei1,2,3,4, XU Wanyuan1,2,3,4, LI Zhihui1,2,3,4, GAO Huan1,2,3,4, ZHANG Qingqi5,  
LAI Xiaofang1,2,3,4, CHEN Jianhua1,2,3,4, YAN Binlun1,2,3,4①

 
(1. Jiangsu Key Laboratory of Marine Biotechnology, College of Marine Life and Fisheries, Huaihai Institute of Technology, 

 Lianyungang  222005; 2. Co-Innovation Center of Jiangsu Marine Bio-Industry Technology, Lianyungang  222001; 
3. Marine Resource Development Institute of Jiangsu, Lianyungang  222005;  

4. Jiangsu Provincial Platform for Conservation and Utilization of Agricultural Germplasm, Nanjing  210014;  
5. Ganyu-Jiaxin Aquaculture Limited Company of Lianyungang, Lianyungang  222100) 

Abstract    Mitochondria are important organelles in cells. Mitochondria can produce ATP and provide 

energy for almost all biological activities. Mitochondria have a relatively independent genetic system, and 

nuclear genes also encode certain enzymes responsible for mitochondrial DNA (mtDNA) replication and 

transcription. Therefore, the number and function of mitochondria is essential for embryonic development. 

Mitochondrial function depends on the integrity of the mitochondrial genome or the regulation of nuclear 

genome, as well as the mtDNA copy number. Many studies have investigated mtDNA copy numbers in 

animals, including studies on oocyte maturation, mammalian embryonic development, and human disease, 

but none have reported the mtDNA copy number in Exopalaemon carinicauda. To study the profiles of 

mtDNA copy number at different developmental stages of E. carinicauda, and the energy expenditure of 

tissues at the different stages of development, total DNA from zygote, zoea , zoea , zoea , zoea , Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

zoea , post larvae, and adult shrimps were used to analyze the mtDNA copy number. One TaqMan Ⅴ

probe-based real-time PCR was established to assess the mtDNA copy number. Our results showed that 

the average copy number of mtDNA per cell was 2366, 2648, 2644, 2873, 3559, 9948, 6452, and 8872 in 

the zygote, zoea , zoea , zoea , zoea , zoea , post larvae, and adults, respectively. These results Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

show that mtDNA copy number is positively correlated with age, and the correlation coefficient (R) was 

0.83, i.e. the copy numbers of mtDNA tend to increase with progressing developmental stages of       

E. carinicauda. 

Key words    Exopalaemon carinicauda; TaqMan real-time PCR; Mitochondrial genome; Different 

developmental stages; Copy number 
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南极磷虾及其制品中总砷含量的分析方法研究* 

张学超 1,2  刘小芳 2  邱阿敏 3  侯钦帅 1,2  冷凯良 2①  高  华 1 
(1. 青岛大学药学院制药工程系  青岛  266021；2. 农业农村部极地渔业开发重点实验室  中国水产科学 

研究院黄海水产研究所  青岛  266071；3. 青岛大学公共卫生学院  青岛  266021) 

摘要    本研究比较了电感耦合等离子体质谱法(ICP-MS)、氢化物发生原子荧光光谱法(HG-AFS)

以及银盐法测定南极磷虾(Euphausia superba)及其不同形式制品总砷含量的适用性，并采用确定的

检测方法对南极磷虾冻虾、南极磷虾粉和市售不同品牌南极磷虾油中的总砷含量进行了系统测定。

结果显示，采用 ICP-MS 法、HG-AFS 法及银盐法检测南极磷虾及其制品中的总砷含量，3 种方法

的加标回收率分别达到 100.26%~110.48%、82.68%~98.50%和 89.64%~94.89%，RSD 均小于 5%。     

3 种国标方法对于南极磷虾及其相关制品的测定结果基本一致，但与银盐法相比，ICP-MS 法、

HG-AFS 法操作复杂，仪器昂贵。因此，银盐法可作为快速测定南极磷虾及其制品中总砷含量的首

选方法。采用银盐法测得南极磷虾冻虾、虾粉和虾油中总砷含量分别为 0.44~0.45 mg/kg、

1.04~1.91 mg/kg、0.52~5.50 mg/kg。加快建立南极磷虾及其制品中无机砷定量及砷形态分析技术对

于科学认识南极磷虾砷的安全性至关重要。 

关键词    南极磷虾；总砷；ICP-MS；HG-AFS；银盐法 

中图分类号 TS207.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0180-05 

南极磷虾(Euphausia superba)是目前南大洋最大

的单种生物资源，生物储量可达 6.5~10 亿 t (刘丽等, 

2010)。南极磷虾富含蛋白质、人体所必需的全部氨

基酸及钙、钾、镁、锶等多种矿质元素，同时还含有

虾青素、磷脂、EPA/DHA 等 n-3 系列多不饱和脂肪

酸等海洋活性成分(龚洋洋等, 2013; 卢坤俊等, 2013; 

欢休, 2013)，营养价值极高，已成为世界远洋捕捞业

最重要的开发对象之一 (聂玉晨等 , 2016; 袁玥等 , 

2012; 朱国平, 2011; 黄婧, 2014)。目前，南极磷虾制

品形式主要有虾粉、虾油、虾肉、虾糜等(郑晓伟等, 

2013; 贺瑞坤等, 2013; 黄洪亮等, 2007)，产品形式不

断丰富，加工产业发展迅猛(陈雪忠等, 2009; Grijalba 

et al, 2016)。作为近年来新开发的远洋生物资源，关

于南极磷虾及其制品的安全性研究尚不多见，相关研

究亟待开展(严俊丽等, 2016)。 

砷是一种类金属元素，在自然界中广泛存在

(Maher et al, 2016; 刘守廷等, 2013; Williams et al, 

2009)。砷元素的毒性与其存在形态密切相关(董丽臻

等, 2015; Escudero et al, 2013)，无机砷具有致癌毒性，

有机砷通常被认为是低毒或无毒的(Sele et al, 2015; 

abc
图章
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Rodriguez et al, 2009)。以砷化合物的半数致死量 LD50

计，其毒性从大到小依次为亚砷酸根 As(Ⅲ)>砷酸根

As(V)>一甲基砷 MMA>二甲基砷 DMA>砷胆碱 AsC>

砷甜菜碱 AsB(王松等, 2016)。总砷含量的测定可为

产品质量控制与监管提供依据。目前，关于南极磷虾

及其制品中砷含量及检测技术的研究较少，戚平等

(2011)对氢化物发生原子荧光光谱法(HG-AFS)在南

极磷虾粉总砷含量测定的前处理方法做了讨论，王松

等(2016)用电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)对南极磷

虾油中的总砷做了研究。目前，尚未有研究对比国标

中规定的总砷含量测定方法在南极磷虾及其制品中

的适用性，同时也未见南极磷虾及其不同形式制品总

砷含量的系统分析报道。 

目前，GB/T5009.11-2014《食品安全国家标准 食

品中总砷以及无机砷的测定》对于食品中总砷的测定方

法进行了标准化规定，其中包括电感耦合和等离子体质

谱(ICP-MS)、氢化物发生原子荧光光谱(HG-AFS)及银

盐法 3 种方法。这 3 种方法均可针对南极磷虾及其相关

制品进行总砷含量的分析检测，但由于这 3 种方法的前

处理方式及检测条件具有较大差异，3 种方法定量限、

检出限、线性范围均不相同，各有利弊。ICP-MS 法的

检出限为 0.003 mg/kg，定量限为 0.010 mg/kg；HG-AFS

法的检出限为 0.010 mg/kg，定量限为 0.040 mg/kg；银

盐法的检出限为 0.2 mg/kg，定量限为 0.7 mg/kg。因

此，针对南极磷虾及其制品中的适用性也不尽相同。

本研究对比了 3 种方法分析南极磷虾冻虾、虾粉及虾

油总砷含量的适用性，旨在确定快速测定南极磷虾及

其制品中总砷含量的首选方法，以期为南极磷虾实际

生产加工与相关产品市场监管提供技术指导。南极磷

虾及其产品中砷含量的检测以及控制是南极磷虾市

场发展的关键科学问题，确定准确便捷的总砷含量的

分析技术，对于南极磷虾产业健康发展和市场监管具

有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实 验 仪 器     电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱

ICP-MS(美国 Aglient700X)；氢化物发生原子荧光光

谱 HG-AFS(北京普析公司)；UV-2000 紫外分光光度

计(尤尼克仪器有限公司)；Milliplus 2150 超纯水处理

系统(美国 Millipore 公司)；FA1004N 电子天平(上海

民侨精密科学仪器有限公司)；KQ-500DE 型超声波清

洗仪(昆山市超声仪器有限公司)；微波消解仪(上海新

仪仪器公司)；电炉(龙口市电炉制造厂)；组织匀浆器

(上海标本模型厂)；马弗炉(龙口市电炉制造厂)。 

1.1.2  实验材料    硝酸、过氧化氢、氢氧化钠、氢

氧化钾、硼氢化钾、盐酸、硫酸、高氯酸等均为分析

纯；三氧化二砷，纯度≥99.5%。 

南极磷虾由“南极海洋生物资源开发与利用”项

目组于 2015 年 5 月和 2016 年 5 月捕捞自南极 FAO 

48.1 区，捕捞后迅速冷冻，保证虾块中心温度低于

–20℃条件下储藏运输至实验室后，贮藏于–80℃冰箱

中备用。 

市售不同品牌南极磷虾粉 9 个、南极磷虾油样品

9 个均由山东青岛南极维康生物科技有限公司协助搜

集提供。 

1.2  检测方法 

1.2.1  电 感 耦 合 和 等 离 子 体 质 谱 法     按 照

GB/T5009.11-2014 食品安全国家标准《食品中总砷以

及无机砷的测定》第一篇第一法规定执行。 

1.2.2  氢 化 物 发 生 原 子 荧 光 光 谱 法     按 照

GB/T5009.11-2014 食品安全国家标准《食品中总砷以

及无机砷的测定》第一篇第二法规定执行。 

1.2.3  银盐法    按照 GB/T5009.11-2014 食品安全

国家标准《食品中总砷以及无机砷的测定》第一篇第

三法规定执行。 

1.3  数据统计与分析 

数据表示为平均数±标准差 (Mean±SD)，采用

SPSS 20.0 软件进行方差分析，不同检测方法组间采

用 One-way ANOVA(Tukey’s test)进行两两比较分析，

以 P<0.05 为具有统计学意义上的显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  3 种国标方法测定南极磷虾及其制品总砷含量

的适用性分析 

对采用 ICP-MS 法、HG-AFS 法及银盐法测定南

极磷虾冻虾、虾粉和虾油中的总砷含量的准确性和精

密度进行了考察，结果见表 1 和表 2。ICP-MS 法、

HG-AFS 法及银盐法的加标回收率分别为 100.26%~ 

110.48%、82.68%~98.50%、89.64%~94.89%，RSD(n=5)

均小于 5%。结果显示，3 种方法对于南极磷虾冻虾、

虾粉和虾油中的总砷含量的检测准确性和精密度良

好，均可考虑用于南极磷虾及其制品中总砷含量的

测定。 

对国标中 3 种方法测得的南极磷虾冻虾、虾油、

虾粉的总砷数据进行显著性分析，由表 2 可知，3 种

方法具有较好的一致性，检测结果无显著性差异 
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表 1  3 种国标方法测定南极磷虾及其制品总砷含量的准确性 
Tab.1  The accuracy of three national standard methods used in determining total arsenic contents  

in Antarctic krill and its related products 

南极磷虾冻虾 Frozen Antarctic krill 南极磷虾粉 Antarctic krill powder 南极磷虾油 Antarctic krill oil 

方法
Method 

本底值 
Back 

ground  
value  

(mg/kg) 

加标量 
Plus 

scalar 
(µg) 

加标结果 
Spike 
results  
(µg) 

加标 

回收率 
Spike  

recovery 
(%) 

本底值
Back 

ground 
value 

(mg/kg)

加标量
Plus 

scalar 
(µg) 

加标结果
Spike 
results 
(µg) 

加标

回收率
Spike 

recovery 
(%) 

本底值 
Back 

ground 
value 

(mg/kg) 

加标量 
Plus  

scalar  
(µg) 

加标结果
Spike 
results 
(µg) 

加标 

回收率
Spike 

recovery
(%) 

ICP-MS 0.45 5 5.13 100.26 1.12 5 5.65 106.22 3.74 5 6.45 110.48
HG-AFS 0.43 5 5.36 98.50 0.79 5 5.24 88.80 3.58 10 12.49 82.68

银盐法 
Silver salt  
method 

0.45 5 5.03 91.58 1.04 5 5.50 89.64 3.97 10 18.41 94.89

 

表 2  3 种国标方法测定南极磷虾及其制品总砷含量的精密度 
Tab.2  The precision of three national standard methods used in determining total arsenic  

contents in Antarctic krill and its related products 

ICP-MS HG-AFS 银盐 Silver salt method 
样品 Sample (n=5) 总砷含量 

Total arsenic (mg/kg)
RSD
(%)

总砷含量 
Total arsenic (mg/kg)

RSD
(%) 

总砷含量 
Total arsenic (mg/kg)

RSD
(%)

南极磷虾冻虾Frozen Antarctic krill 0.45±0.01 1.22 0.43±0.02 3.54 0.45±0.02 4.70

南极磷虾粉 Antarctic krill powder 1.12±0.03 3.02 0.79±0.01 1.57 1.04±0.05 4.85

南极磷虾油 Antarctic krill oil 3.74±0.03 3.98 3.58±0.11 3.04 3.97±0.16 0.86
 

(P>0.05)。与银盐法相比，ICP-MS 法和 HG-AFS 法

前处理及反应过程复杂，仪器昂贵，因此，银盐法可

作为快速测定南极磷虾及其制品中总砷含量的首选

方法。银盐法利用氧化镁以及硝酸镁的保护，在 550℃

的高温下将有机质彻底灰化，使试样中所有的砷化合

物转化为无机砷进行检测，海产品中最主要的砷形态

为有机砷，所以，在 550℃的高温下灰化处理可以使

得南极磷虾中的有机砷完全转化为无机砷，之后通过

显色反应实现总砷的定量。 

2.2  南极磷虾及其制品中总砷含量的测定 

采用银盐法对 2 批次南极磷虾、9 批次南极磷虾

粉和 9 个品牌南极磷虾油的总砷含量进行了系统测

定，结果见表 3。由表 3 可知，南极磷虾冻虾、虾粉

和虾油中的总砷含量分别为 0.44~0.45 mg/kg、1.04~ 

1.91 mg/kg、0.52~5.50 mg/kg。GB2762-2012《食品安

全国家标准 食品中污染物限量》中对水产品及其制

品中的总砷未做限定，但对于无机砷规定应≤

0.5 mg/kg。海产品中砷主要以有机砷形式存在，无机

砷含量极低。本研究中，南极磷虾冻虾的总砷含量＜

0.5 mg/kg，符合国标的规定，但南极磷虾粉及虾油中

总砷的含量高于国标限量，进一步阐明南极磷虾粉及

虾油中有机砷及无机砷的比例和含量至关重要。但由

于南极磷虾脂质含量丰富，且总脂中磷脂含量较高，

直接导致了无法采用国标方法进行南极磷虾粉及虾

油中无机砷含量的测定。因此，加快南极磷虾粉及虾

油中砷形态分析技术的建立，是科学解释南极磷虾及

其制品中砷的安全性问题的关键。 
 

表 3  南极磷虾及其制品总砷含量测定 
Tab.3  The total arsenic contents in Antarctic krill 

and its related products (mg/kg) 

样品 
Sample 

编号 
Number 

总砷含量 
Total  

arsenic 
content 

总砷含量范围
Range of total 

arsenic  
content  

1 0.45±0.01 南极磷虾冻虾 
Frozen Antarctic krill 2 0.44±0.02 

0.44~0.45 

1 1.91±0.08 

2 1.54±0.03 

3 1.67±0.03 

4 1.63±0.05 

5 1.50±0.02 

6 1.15±0.03 

7 1.04±0.04 

8 1.10±0.06 

南极磷虾粉 
Antarctic  
krill powder 

9 1.45±0.04 

1.04~1.91 

1 0.52±0.01 

2 3.28±0.05 

3 1.43±0.06 

4 1.80±0.03 

5 5.50±0.03 

6 3.74±0.02 

7 3.59±0.03 

8 4.48±0.03 

南极磷虾油 
Antarctic  
krill oil 

9 3.40±0.02 

0.52~5.50 
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3  结论 

GB/T5009.11-2014《食品安全国家标准 食品中

总砷以及无机砷的测定》规定的 ICP-MS 法、HG-AFS

法及银盐法等 3 种方法，在南极磷虾冻虾、虾粉和虾

油样品总砷含量的测定中均具有较好的适用性，方法

加标回收率分别为 100.26%~110.48%、82.68%~98.50%

和 89.64%~94.89%，RSD(n=5)均小于 5%。其中，银

盐法由于操作较为简单，不依赖于大型仪器，可作为

快速测定南极磷虾及其制品中总砷含量的首选方法。 

采用银盐法对搜集到的南极磷虾冻虾、虾粉和虾

油样品总砷含量进行了测定，其中，南极磷虾冻虾样

品的总砷含量为 0.44~0.45 mg/kg，南极磷虾粉样品的

总砷含量为 1.04~1.91 mg/kg，南极磷虾油样品的总砷

含量为 0.52~5.50 mg/kg。南极磷虾冻虾样品的砷含量

符合 GB2762-2012《食品安全国家标准 食品中污染

物限量》的限量规定。由于采用目前国标方法无法实

现南极磷虾粉及虾油中无机砷含量的测定，因此，后

期研究应加快建立南极磷虾粉及虾油中砷形态的分

析技术，以阐明南极磷虾粉及虾油中有机砷及无机砷

的比例和含量。另外，生产加工过程中砷含量控制技

术，特别是有机砷脱除技术的研发，对于南极磷虾产

业的发展同样至关重要。 
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Study on the Analytical Method of Total Arsenic Content in  
Antarctic Krill (Euphausia superba) and Its Related Products 

ZHANG Xuechao1,2, LIU Xiaofang2, QIU Amin3, HOU Qinshuai1,2, LENG Kailiang2①
, GAO Hua1 

(1. School of Pharmacy, Pharmaceutical Engineering Department, Qingdao University, Qingdao  266021; 2. Key Laboratory of 
Sustainable Development of Polar Fishery, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, 

Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. School of Public Health, Qingdao University, Qingdao  266021) 

Abstract    The applicability of three national standard methods including inductively coupled plasma 
mass spectrometry (ICP-MS), hydride generation atomic fluorescence spectrometry (HG-AFS), and silver 
salt method used to determine total arsenic content in Antarctic krill (Euphausia superba) and its related 
products were evaluated in this study. The accuracy of the ICP-MS, HG-AF, and silver salt methods were 
100.26%~110.48%, 82.68%~98.50%, and 89.64%~94.89%, respectively, and the RSD was less than 5% 
in all cases. The results of the three national standard methods were consistent. However, compared with 
the silver salt method, the ICP-MS and HG-AFS methods were complicated and expensive. Therefore, the 
silver salt method could be chosen as a quick method for determining the total arsenic content in Antarctic 
krill and its related products. The content of total arsenic in Antarctic krill, Antarctic krill powder, and 
Antarctic krill oil were 0.44~0.45 mg/kg, 1.04~1.91 mg/kg, and 0.52~5.50 mg/kg, respectively. To 
accelerate the establishment of methods to evaluate arsenic morphology and estimate inorganic arsenic 
quantitatively in Antarctic krill and its related products will be important in the future. 
Key words    Antarctic krill (Euphausia superba); Total arsenic; ICP-MS; HG-AFS; Silver salt method 
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