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环境内分泌干扰物对鱼类脂质代谢的影响： 
回顾与展望* 
孙胜香  杜震宇① 

(华东师范大学生命科学学院水生动物营养与环境健康实验室  上海  200241) 

摘要    脂肪严重沉积是当前养殖鱼类普遍发生的代谢障碍病症，其原因复杂多样。近年来，已有

较多研究提示，广泛存在于自然水环境中的环境内分泌干扰物(EDCs)除了对多种鱼类的生长、发育

和繁殖产生持久的慢性毒理效应之外，也对鱼类脂质代谢过程造成影响，导致脂肪沉积异常，并影

响养殖鱼类的品质与食用安全性。本文首次系统回顾了近年来在 EDCs 影响鱼类脂质代谢研究领域

中的重要研究成果，并针对持久性有机污染物(POPs)、重金属、环境雌激素和人工合成药物 4 大类

污染物，系统总结了不同 EDCs 对鱼类脂质代谢的干扰作用。辨析了不同研究中 EDCs 对鱼类暴露

方式、暴露时间和暴露浓度的差异，并由此分析同种 EDC 在不同的暴露环境下对鱼类脂质代谢产

生的差异影响。本文在综述已有成果的基础上，提出了本领域今后的研究重点和方向，旨在为深入

研究 EDCs 对鱼类脂质代谢的影响机制提供更多参考，进一步理解鱼类脂肪沉积的原因，为绿色可

持续发展的水产养殖业提供重要的理论支持。 
关键词    环境内分泌干扰物；环境污染；脂质代谢；鱼类；水产养殖 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0001-14 

环境内分泌干扰物(EDCs)是一类存在于自然环

境中的具有类激素效应的化学物质，对生物体内源激

素的合成、分泌、转运和降解过程具有干扰作用，进

而损伤生物体的生殖发育、免疫、内分泌和神经系统，

甚至导致其后代的内分泌代谢失衡 (Cabana et al, 
2007; Tri et al, 2016)。当前，EDCs 主要来源于工农

业生产和民众日常生活产生的废气、废水和废渣，常

见的包括多氯联苯(PCBs)、多环芳烃(PAHs)、二噁英、

有机氯杀虫剂(OCPs)、雌二醇和双酚 A(BPA)以及 Cd、
Pb、Hg 等重金属等。大量文献表明，当前全球主要

水体中均已含有多种 EDCs。由于水体的流动性较强，

EDCs 可以随水体流动进行长距离的扩散污染，因此，

EDCs 对水生动物的暴露毒理效应已经成为一个受到

广泛关注的全球性环境问题(Huang et al, 2012)。相应

地，EDCs 对水生动物的生态和生理毒性及其生物学

机制也成为近年来学界的研究热点。目前，EDCs 对

水生动物的毒理效应研究主要集中于 EDCs 对水生动

物生长发育和生殖性能的损伤机制研究。已知水环境

中的雌激素能够诱发鱼类性腺在发育的过程中产生

畸形 (Bernet et al, 2008)，降低鱼类的生殖能力

(Milestone et al, 2012)，诱导雄鱼性逆转成为雌雄同

体甚至是雌鱼(Baroiller et al, 1999; Kidd et al, 2007)。
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而 PCBs 可以诱发鱼类肾细胞形状生长异常，肾小球

毛细血管扩张，肾小球间质水肿，进而降低鱼体的免

疫功能(Koponen et al, 2001)。水体沉积物中 PAHs 的

浓度为 0.5~10 µg/g dw (干重)时，可显著降低水体中

鱼类胚胎的孵化率和成活率，降低幼鱼的生长速率，

并且造成 DNA 的损伤和破坏(Le Bihanic et al, 2014)。
然而，与生长发育和生殖过程相比，人们对 EDCs 如

何影响水生动物代谢过程却知之甚少。 
在当前的水产养殖中，鱼类的代谢性疾病十分普

遍，尤其体现在鱼体的脂肪过度沉积，包括脂肪肝和

腹腔脂肪严重沉积等(杜震宇, 2014)。大量研究表明，

鱼体脂肪过度沉积，不仅对鱼体自身的生长发育产生

不利的影响，造成养殖鱼类抗应激能力下降，同时也

降低水产品品质，增加食品安全的风险(黄春红等 , 
2014)。目前，一般认为造成鱼类脂肪严重沉积的主

要因素包括：能量摄入过度、营养素摄入不均衡、鱼

体的生理和物种差异、遗传和基因突变以及养殖环境

中污染物的代谢干扰(杜震宇, 2014)。其中，环境污

染物影响鱼类脂质代谢的研究相对较少。然而，近年

来，随着环境水体的污染日益严重，养殖水体中的环

境污染物对养殖鱼脂肪沉积的影响也引起了研究者

的重视。当前，研究者已经在持久性有机污染物

(POPs)、重金属和环境雌激素对鱼类脂质代谢的影响

方面取得了诸多研究进展。但是，至今尚无人对这一

领域的研究进展进行综述。为了总结该领域的研究进

展，并进一步推动相关研究，本文回顾并总结了主要

的环境污染物影响鱼类脂质代谢的生理表型与可能

机制，并对本领域今后的研究方向提出了建议。 

1  持久性有机污染物在鱼体中的沉积及其

对鱼类脂质代谢的影响 

持久性有机污染物(POPs)包括 PCBs、OCPs、二

噁英、呋喃和 PAHs 等，主要来源于工业生产和农业

杀虫剂的大规模使用。POPs 在生物体内难以被降解

代谢，是一类对动物体和环境产生严重危害的天然或

者人工合成的有机污染物。POPs 可以通过大气和海

洋的流动进行全球性的远距离迁移，并通过食物链产

生生物放大和生物富集效应(Larsson et al, 1996; Wania, 
2003)。目前，全球各主要水域都已检出浓度不等的

POPs 残留。研究表明，中国东部沿海 PCB 和滴滴涕

的浓度范围分别为 1.23~16.6 ng/L 和 0.28~13.4 ng/L 
(Lin et al, 2012; Liu et al, 2015; Tang et al, 2013; 
Zhang et al, 2011)。此外，中国内陆水域中的 POPs
残留浓度为 0.395~5290 ng/L (曹秀芹等, 2016; Liu  

et al, 2012; 刘艳霖, 2008; Wang et al, 2010)。尽管当

前大部分国家已经开始针对某些 POPs 采取了强制

性的限用、禁用和消除措施，但由于 POPs 的难降解

性、生物蓄积性和高毒性，残留在水体中的 POPs 依

然对水生动物造成持久而严重的危害(Trudeau et al, 
2007)。 

POPs 具有亲脂疏水特性，主要累积在生物体的

脂肪组织中，这也是 POPs 影响鱼类脂质代谢的物质

前提。研究发现，在不同鱼种中，体脂含量较高的大

西洋鲑鱼(Salmo salar)和鲱鱼(Clupea harengus)与体

脂含量较少的鲈鱼 (Perca fluviatilis) 和鳕鱼 (Gadus 
morhua)相比较，前二者体内的四氯联苯和 OCPs 污染

物积累较多(Ewald et al, 1994)。在同一鱼种中，如大

西洋鲑鱼，在其远距离迁徙时，体内脂肪含量会产生

较大的波动，而 PCBs 在其体内的积蓄亦会随着体脂

的变化，与体脂含量间呈现正相关性(Hamelink et al, 
1971; Larsson et al, 1996; Sun et al, 2018)。因此，目

前学界普遍认为鱼体 POPs 积累水平与其脂肪含量，

尤其是与甘油三酯 (TG)含量间密切相关 (Jorgensen  
et al, 1997; Hardell et al, 2010; Li et al, 2018)。但也有

少量研究表明，POPs 在鱼体中的沉积量并非完全取

决于体脂含量。比如，湖鳟(Salvelinus namaycush)不
同亚种的肌肉脂肪含量存在显著差异，但是不同亚种

体内的 PCBs 含量却无明显差异(Miller et al, 1992)。
同样，处于非产卵期的鳟鱼体内脂肪含量与体内

PCBs 的沉积亦无相关性(Stow et al, 1997)。另有一些

研究的结果表明，鱼体中 POPs 的沉积与鱼类的营养

状态有关，并存在组织分布的特异性。比如，当鳎目

鱼(Solea solea)饥饿后，虽然组织和器官中的脂肪含

量降低，但 PCBs 含量却出现上升的趋势，且其肝脏

中的 PCBs 含量比脑中的 PCBs 含量高 3~4 倍(Boon  
et al, 1985)。Bruner 等(1994)认为，不同类型和分子

大小的 POPs 与脂肪分子的结合能力存在差异，这种

差异可造成不同 POPs 在脂肪组织间分配效率的不

同。Bruner 等(1994)研究表明，不同 PAHs 种类间，

分子量较小的 PAHs 与脂肪分子的结合能力不够稳

定，比较容易在机体中被清除，因此，其体内浓度与

体脂含量的相关性较弱。在野外水环境的污染物研究

中发现，水体中杀虫剂 DDTs、林丹(γ-HCH)、七氯、

Aldrin 和 Endrin 的浓度与鱼体杀虫剂的累积量呈现

正相关(Liu et al, 2012)。同样，来自于不同水域的鱼

体 POPs 沉积量亦存在差异，如中国南海、渤海、东

海和黄海中鱼体的 PCBs 平均含量分别为 2、62.8、
520 和 1008 ng/g ww (湿重)。其中，东海和黄海中鱼

体 PCBs 沉积量显著高于南海和渤海(Liu et al, 2011)。
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在加拿大 Detroit 河中，蓝鳃鱼(Lepomis macrochirus)
体内的 PCBs 含量随着季节更替而发生变化，在夏季，

鱼体 PCBs 沉积量逐渐增加；在冬季，鱼体 PCBs 含

量则维持稳定状态(Mcleod et al, 2014)。由此可见，

水域和气候等环境因素同样影响鱼体 POPs 的沉积状

态。综上，如图 1 所示，尽管 POPs 在大部分鱼类中

的积累与体脂含量存在正相关，但也和鱼的品种、发

育阶段和营养状态等因素有关。 
 

 
 

图 1  鱼体 POPs 沉积的影响因素 
Fig.1  Influence factors of POPs accumulation in fish 

 
正因为 POPs 积蓄与鱼体脂肪含量间具有相关

性，使得 POPs 对鱼体脂质代谢产生了较大的影响。

一些研究发现，POPs 可对鱼体的脂质代谢过程产生

干扰作用，饲料中添加 POPs 可促进鱼体的脂肪积累。

如用含有 250 mg/L Aroclor 1248 饲料分别投喂鲤鱼

(Cyprinus carpio) 7、14 和 21 d，可显著增加鱼体 TG、

总胆固醇、游离胆固醇和游离脂肪酸含量(Ito et al, 
1974)。相应地，在银鲑(Oncorhynchus kisutch)、三刺

鱼 (Gasterosteus aculeatus) 和 蓝 鳍 金 枪 鱼 (Thunnus 
thynnus)中发现，以含 500 和 50 mg/kg PCBs 的饲料

养殖银鲑，体内积累的 PCBs 可显著增加鱼体肝脏中

的脂质含量，但躯壳中脂质含量与对照组相比显著降

低(Leatherland et al, 1979; Maisano et al, 2016)。用含

有多溴联苯醚(PBDEs)、多氯化萘(PCNs)、PCBs 和壬

基酚(NP)的饲料分别养殖雌性三刺鱼 3.5 月和海鲷

(Sparus aurata) 21 d，所有 POPs 处理组鱼体肝脏中均

可观察到显著的脂滴积累现象，并且上调 NP 处理组

鱼体肝脏脂合成相关的脂肪酸合成酶(fas)和过氧化

物酶增殖物激活受体 γ(pparγ)的基因表达(Holm et al, 
1993; Camevali et al, 2017)。除了饲料暴露之外，水

体 POPs 暴露亦可对鱼体脂质代谢产生影响。如用

0.1、0.2、0.5 和 1 mg/L 杀虫剂 Aldrin 分别暴露胡子

鲶(Clarias batrachus L.) 12、60 和 132 h 后发现，随

着暴露浓度的增加和暴露时间的延长，鱼血液中胆固

醇的含量逐渐升高，但肝脏中的胆固醇含量则逐渐降

低。在 1 mg/L 浓度 132 h 处理组中，胆固醇含量在血

液中 高，在肝脏中 低。由此推测，在胡子鲶体内，

Aldrin 可显著提高胆固醇从肝脏向血液的转运效率

(Bano, 1982)。在另一项类似的研究中，分别用 2 和   
8 mg/L 的 γ-BHC 有机氯杀虫剂，以及 1 和 4 mg/L 的

Malathion 有机磷杀虫剂水体暴露胡子鲶 4 周后发现，

Malathion 可提高雄性胡子鲶肝脏脂质含量，γ-BHC
则降低肝脏中磷脂合成。这 2 种杀虫剂均可抑制磷

脂、脂肪酸和甘油酯从肝脏向性腺的转运功能，且在

不改变胆固醇合成的前提下，均可降低酯化胆固醇向

游离胆固醇的转化效率，以及降低游离脂肪酸向甘油

酯的转变(Lal et al, 1987)。综合上述研究可知，不管

是饲料暴露还是水体暴露，POPs 均能对鱼体脂质代

谢造成负面影响，往往导致体内甘油三酯的积累或磷

脂含量的降低。由于脂质是鱼类性腺发育成熟过程中

的重要营养素，因此，脂质代谢的紊乱和脂质组成的

不合理，很可能导致鱼类生殖系统发育障碍，这或许

是 POPs 造成水生动物生殖发育障碍的原因之一。 
在哺乳动物的研究中，POPs 中的三丁基锡(TBT)

和三苯基锡(TPT)可特异地结合细胞核受体，如类视

黄醇 X 受体(RXRs)和过氧化物酶体增殖物活化受体

γ(PPARγ)。其中，RXRs 和 PPARs 在细胞脂质代谢中

具有重要作用，POPs 与 RXRs 结合后，促进 RXRs
下游的脂合成基因固醇调节元件结合蛋白(srebp1)、
脂肪酸转运蛋白(fatp)和 fas 的 mRNA 表达(Grün et al, 
2006) ； 而 POPs 与 PPARγ 结 合 后 ， 通 过 调 节

RXR-PPARγ 通路刺激脂肪细胞 3T3 分化，进而促进

细胞内脂肪的积累和储存(Kanayama et al, 2004)。亦

有研究表明，TBT 通过激活腺苷酸活化蛋白激酶
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(AMPK)代谢通路进而调节脂质代谢(Nakatsu et al, 
2008; Grün et al, 2009)。但在鱼类中，POPs 影响脂质

代谢的分子机制尚未得到完全阐明。 

2  重金属对鱼类脂质代谢的影响 

重金属是被研究较多的环境污染物，然而，多年

以来，研究者针对重金属对水生动物的毒理效应研究

多集中于生殖、发育和器官畸形等方面，而重金属对

鱼类内分泌与代谢，尤其是脂质代谢的影响研究则相

对较少。近年来，一系列研究表明，重金属对水生动

物的内分泌和代谢系统同样存在显著影响。因此，重

金属也越来越多地被研究者认定为一类环境内分泌

干扰物(Katti et al, 1984; Kopp et al, 1982; Richetti   
et al, 2011; Tulasi et al, 1992)。 

2.1  Hg 在鱼体中的沉积及对鱼类脂质代谢的影响 

Hg 是环境中毒性 强的重金属之一，甲基汞

(MeHg)是 Hg 在水环境中主要的存在形式，同时也是

对动物和人体毒性 大的汞化物。目前，Hg 已广泛

存在于全球各大水体，中国东部沿海水体 Hg 含量为

0.004~2.4 µg/L (李磊等, 2011; 张亚南等, 2013)，中国

内陆淡水水域的 Hg 含量则在 0.19~36 ng/L 不等(Guo 
et al, 2008; Wang et al, 2013)。水产养殖中，欧洲鲈鱼

(Dicentrarchus labrax)肌肉中 Hg 含量 大值可达

0.021 mg/kg ww (万慧珊等, 2017)。在关于 MeHg 暴

露与 2 种印度鲶鱼(Wallagoo attu, Mystus aor)体脂质

代谢关系的研究中发现，鱼体中富含脂肪的腹部肌肉

可大量积累 MeHg；随着鱼体脂肪含量的逐渐增加，

体内腹部肌肉中 MeHg 的含量也随之提高，由此该研

究提出 MeHg 在鱼体内的蓄积与鱼体脂肪含量具有

显著的相关性(Pal et al, 2013)。但另一项对蓝鳍金枪

鱼(Thunnus maccoyii)的研究结论则与之相反，此研究

提出 Hg 在机体中的结合位点位于蛋白质片段上，当

鱼体的蛋白含量下降时，与 Hg 结合的位点亦会随着

蛋白质含量的下降而减少，因此，体内的 Hg 积累量

会出现下降的趋势。而此时脂肪含量的增加会产生对

Hg 积蓄浓度的稀释效应，从而可能出现鱼体中脂肪

含量较高，但 Hg 积蓄量却较低的现象(Balshaw et al, 
2008)。综合上述研究，鱼体中的 Hg 积累是否与脂肪

含量相关，至今在学界尚无明确定论。但已有研究表

明，水环境中 Hg 对鱼体脂质代谢的影响较大。有研

究表明，在水体中用 0.2 mg/L 氯化汞分别暴露印度囊

鳃鲶(Heteropeneustes fossilis) 10、20 和 30 d，Hg 处理

组鱼脑中脂肪含量下降，但肝脏和肌肉中的脂肪含量

增加，尤其在暴露 20 和 30 d 时，肌肉和肝脏中的脂 

肪含量分别达到 大值。此项研究中，Hg 不仅改变

了印度囊鳃鲶各组织中的脂肪含量，而且随着 Hg 暴

露时间的延长，鱼体各组织中的磷脂和胆固醇含量与

比例均发生明显变化，鱼脑、肝脏和肌肉出现显著的

脂质过氧化现象(Bano et al, 1989)。由于磷脂在脑中

具有十分重要的地位，又是细胞膜的主要成分之一，

Hg 对磷脂结构和成分的影响，以及所诱发的脂质过

氧化，无疑是对鱼类脑部结构的破坏，这或许是 Hg
造成脑神经障碍的原因之一。 

2.2  Pb 对鱼类脂质代谢的影响 

Pb 因其熔点较低、伸展性好及抗氧化性强等特

性，已被大量使用在工业和制造业上，这也使得 Pb
成为在自然界分布 为广泛的重金属之一。中国东部

沿海 Pb 含量为 0.02~4.58 µg/L(孙维萍等, 2009)，渤

海和黄海的 Pb 含量平均值为 2.62 µg/L (Kong et al, 
2015)。Pb 不属于动物的必需金属元素，长期高量暴

露能够干扰动物的正常代谢和生殖发育(Rosen, 1989; 
Stowe et al, 1971)。在 Pb 影响胡子鲶脂质代谢的研究

中发现，用 5 mg/L 的硝酸铅水体暴露胡子鲶 150 d，
Pb 能够显著降低精巢、卵巢和脑中的脂肪和胆固醇

的含量，但肝脏中的脂肪和胆固醇含量则显著增加

(Katti et al, 1983)。相应地，在与之类似的研究中，

用 5 mg/L 硝酸铅水体暴露攀鲈(Anabas testudineus) 
30 d 后发现，Pb 暴露降低肝脏和卵巢中的脂肪、磷

脂和胆固醇含量，但提高了肝脏和卵巢中游离脂肪酸

含量和脂肪酶的活性，同时，显著提高血液中总脂、

磷脂、胆固醇和游离脂肪酸含量(Tulasi et al, 1992)。
与 Hg 的影响类似，高浓度的 Pb 暴露亦可造成脂质

过氧化现象。研究表明，用 50 µg/L 的 Pb 水体暴露

镜鲤(Cyprinus carpio) 30 d，可导致镜鲤脑中脂质过

氧化水平升高至正常水平的 225% (Shafiq Ur, 2003)。
由此可见，Pb 对鱼体各组织的脂肪含量和脂质代谢

稳态造成干扰，并可能通过对性腺和脑中磷脂含量的

影响损害鱼体的性腺发育和脑神经功能。此外，Pb
暴露造成性腺中胆固醇含量的降低，也提示以胆固醇

作为前体的鱼体激素合成与分泌会受到 Pb 暴露的影

响，从而影响鱼类的生长、发育和性成熟(Singh et al, 
1979)。 

2.3  Cd 对鱼类脂质代谢的影响 

环境中的 Cd 污染主要来源于有色金属开采和金

属冶炼。中国东部沿海 Cd 含量为 0.001~0.6 µg/L   
(方涛等, 2012; 李磊等, 2011)，而在湘江流域中检测

到的 Cd 含量可达 5.21 mg/L(刘韵琴等, 2013)。黄渤
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海中的舌鳎 (Cynog los sus  robus tus )和蓝点马鲛 
(Scomberomorus niphonius)体内的 Cd 与其他重金属

相比，含量 高，可达 0.2 mg/kg ww (韩丹丹等 , 
2018)。研究表明，Cd 暴露可影响鱼类的生长发育，

并造成组织器官损伤(Bais et al, 2012; Ismail et al, 
2011)。在 Cd 对鱼类脂质代谢影响的研究中，用 5 µg/L
的 Cd 对欧洲鳗(Anguilla anguilla)进行水体暴露 30 d
后发现，Cd 暴露组中，鱼体肌肉和肝脏中的脂肪含

量虽然没有发生变化，但与脂肪合成与分解相关的酶

类，包括葡萄糖六磷酸脱氢酶(G6PD)、六磷酸葡萄糖

脱氢酶 (6PGD)、苹果酸酶 (ME)、异柠檬酸脱氢酶

(ICDH)与脂肪组织脂肪酶(ATGL)，其活性和相关基

因的表达水平均显著上调。其中，与脂质降解相关的

基因 atgl 表达水平比正常水平上调 130 倍(Pierron   
et al, 2007)，表明较低浓度的 Cd 暴露对欧洲鳗的脂

质代谢调控体系产生了显著的影响，尤其可能增加脂

肪的分解机能。在较低浓度 Cd 暴露研究中发现，用

0.68 mg/L 的氯化镉水体暴露线鳢 (Ophiocephalus 
striatus) 96 h，可导致线鳢肝脏中的脂质总含量显著

降低(Bais et al, 2012)。而用较高浓度 Cd 对鱼类进行

水体暴露时，则往往导致体脂增加。如用 6.8 mg/L
氯化镉暴露印度囊鳃鲶 30 d 后发现，Cd 可导致鱼体

肝脏中的脂肪显著积累 (Sastry et al, 1979) ；用     
50 mg/L 的氯化镉对胡子鲶进行水体暴露 135 d 后发

现，Cd 导致胡子鲶肝脏中的脂肪和胆固醇的含量显

著提高，但在脑、卵巢和精巢中，脂肪和胆固醇含量

均下降(Katti et al, 1984)。由此可见，不同浓度的 Cd
暴露对鱼体脂质代谢存在不同的影响。低浓度下，短

期 Cd 暴露可上调鱼体脂肪降解能力，从而降低脂肪

积累；而高浓度长期的 Cd 暴露则增加鱼体肝脏中的

脂肪积累。多项 Cd 对水生动物的毒理研究表明，高

浓度 Cd 暴露会损伤细胞线粒体的正常结构(张娜娜

等, 2008)。由于线粒体是负责鱼体脂肪酸 β-氧化分解

的主要细胞器(Ning et al, 2016)，高浓度 Cd 对鱼线粒

体的破坏，就将显著降低鱼体的脂肪分解能力，从而

导致脂肪严重积累。 

2.4  Cu 对鱼类脂质代谢的影响 

与前述 Hg、Pb、Cd 相比，Cu 是鱼类必需微量

元素之一，环境水体中也普遍含有 Cu 元素。中国东

海海水中 Cu 含量平均值为 4.6 µg/L (王长友等 , 
2009)，长江口和杭州湾进海口海水中 Cu 浓度为

0.13~2.72 µg/L(孙维萍等, 2009)。然而，近年来已有

不少文献报道，水体中的 Cu 亦会对鱼类脂质代谢造

成显著影响。如在矛尾复虾虎鱼(Synechogobius hasta)

的研究上，用低于 55 µg/L 梯度浓度的 Cu 分别暴露

30 和 60 d 后发现，在 30 d 时，Cu 可显著促进肝脏中

脂肪积累，上调脂肪合成相关的脂肪酸合成酶(FAS)、
苹果酸酶、异柠檬酸脱氢酶活性与过氧化物酶增殖物

激活受体 γ 基因(pparγ)的表达，并降低脂肪分解相关

的 atgl 基因表达；在 60 d 时，Cu 则通过抑制鱼体脂

肪合成，促进脂肪分解途径， 终降低肝脏中的脂肪

含量(Huang et al, 2014)。基于不同浓度梯度的 Cu 暴

露的研究表明，用 2、24、71 和 198 µg/L Cu 水体暴

露黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) 42 d 后，高浓度的

Cu 暴露可降低黄颡鱼肝脏脂肪合成酶活性和基因的

表达，但显著提高脂蛋白水解酶 (LPL)的活性及其

mRNA 水平；随着 Cu 暴露浓度的逐渐增加，肝脏和

腹腔脂肪组织中的脂肪含量逐渐减少 (Chen et al, 
2013)。综合上述 2 项研究结果可知，鱼体肝脏中的

脂肪含量受到水体中 Cu 浓度与暴露时间的影响，高

浓度 Cu 的长期暴露，会严重干扰鱼体的脂肪代谢。

研究也发现，不仅水体中的 Cu 暴露可对鱼体脂质代

谢造成影响，饲料中过高的 Cu 含量亦对鱼体脂质代

谢产生干扰。用含有 92.45 mg/kg 的过量 Cu 的配合饲

料投喂黄颡鱼 8 周，肝脏中脂肪酸合成酶 FAS 酶活

性下降，pparγ、atgl 等与脂肪合成和分解相关基因的

mRNA 表达显著下调，同时肝脏脂肪显著降低；而在

肌肉和腹腔脂肪组织中，高 Cu 饲料则不影响脂肪积

累，且此两组织中的脂肪生成酶活性、脂肪合成与分

解基因的表达亦无明显变化差异(Chen et al, 2015)。
综合上述水体暴露和饲料暴露 2 种不同暴露方式的

研究可见，不同 Cu 暴露方式对鱼体脂质代谢均会产

生明显影响，但其作用效果有所不同，猜测与 Cu 经

鳃、皮肤或消化道进入体内的效率差异有关，但其真

正的机制尚待进一步探索。 

2.5  重金属对鱼类脂质代谢的复合干扰效应 

当前，大部分研究重金属干扰鱼类脂质代谢的工

作都聚焦于单一金属的代谢干扰效应，但是，在自然

水体中，各类重金属是同时存在的。因此，在真实的

水域环境中，重金属对水生动物的内分泌干扰效应必

然是来自于多种物质的复合效应。在一项有关 Cu 和

Cd 对矛尾复虾虎鱼的复合内分泌干扰效应研究中，

用 Cu (77 µg/L)和 Cd (79 µg/L)复合暴露矛尾复虾虎

鱼 30 d 后，结果显示，Cu-Cd 复合暴露与单独 Cu 或

Cd 暴露相比，前者可更大程度地提高肝脏中的脂肪

积累，并更显著地上调葡萄糖六磷酸脱氢酶、六磷酸

葡萄糖脱氢酶、苹果酸酶、异柠檬酸脱氢酶与脂肪酸

合成酶活性(Song et al, 2014)。遗憾的是，多种重金
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属对鱼类代谢的复合干扰效应研究至今仍极其匮乏，

当前的研究成果仍无法真实地评估实际水体中的重

金属污染对水生动物的代谢干扰效应。 

3  环境雌激素对鱼类脂质代谢的影响 

环境雌激素是一类具有雌激素活性的化学物质，

主要包括天然雌激素和人工合成的雌激素物质。天然

雌激素来源于人和家畜的排泄物，全世界 70 亿的人

口可以排出大约 30,000 kg/年的雌激素，但家畜的雌

激素排放量更为惊人，可达到 83,000 kg/年(Shrestha 
et al, 2012)。这些含有大量雌激素的排泄物或直接进

入废水河流中，或作为天然有机肥料在农业上被使

用。人工合成的雌激素包括炔雌醇(EE2)、双酚 A (BPA)
和壬基酚(NP)等，主要来源于杀虫剂和增塑剂等化学

品的生产过程、人用和兽用激素类药物，以及人类的

日常生活用品。这些天然或人工合成的雌激素通过各

种途径 终汇集到水环境中，进而影响人类饮用水质

量和水生动物的生长发育。在中国的 31 个主要城市

采集到的 62 个饮用水样品中，检测到的 17β 雌二醇

(17β-E2)的 高浓度可达 1.7 ng/L (Fan et al, 2013)。
BPA 在国内外主要河流中的 高浓度为 21 µg/L, 在
垃圾处理渗液中的浓度可达到 1.3~17200 µg/L (平均

为 269 µg/L) (Crain et al, 2007; Kang et al, 2007; 
Yamamoto et al, 2001)。目前已有多项研究表明，环

境中的雌激素能够通过食物链的富集作用， 终对人

体健康造成严重的危害，包括诱发心血管疾病、女性

乳腺癌和男性前列腺癌症等(Linet, 2008; Nelles et al, 
2011; Wocławekpotocka et al, 2013)。 

在生态毒理领域，水体中的环境雌激素对水生动

物生殖和发育的影响已有较多研究报道。当水中的雌

激素含量在低浓度(0.3~10 ng/L)时，雄鱼精巢变小，

精子数量下降(Rose et al, 2013)，并同时提高卵黄蛋

白原(vtg)的表达量，进而影响雄鱼的生殖能力，导致

雄鱼发生雌性化现象(Larsen et al, 2008; Parrott et al, 
2005; Xu et al, 2008)。水体雌激素含量过高时，甚至

可能改变水生动物种群结构，威胁种群的生存

(Blanchfield et al, 2015; Kidd et al, 2007)。然而，环境

雌激素对水生动物脂质代谢的研究仍然较少。 
在野外的生态调查中发现，加拿大圣克莱尔河中

检测到的圆头红马吸口鱼(Moxostoma macrolepidotum)
体内 EE2 含量与体脂含量之间存在明显的正相关

(Al-Ansari et al, 2010)。研究发现，用 100 µg/L 的 BPA
暴露成年斑马鱼(Danio rerio) 60 d，可导致斑马鱼肝

脏脂肪含量显著升高(Ngo et al, 2017)。用 22 µg/L 的

17β-E2 暴露虹鳟(Oncorhynchus mykiss) 21 d，可诱发

鱼体的总脂肪及肝脏中的 TG 显著积累(Cakmak et al, 
2006)。相应地，研究壬基酚(NP)对鱼类脂质代谢的

影响时发现，用低于 660 µg/L 的不同梯度浓度的 NP
暴露虹鳟 14 d，NP 处理组的虹鳟肝脏中 TG 运输受

阻，肝脏中积累大量的脂肪，导致严重的脂肪肝

(Cakmak et al, 2003)。以上研究表明，环境雌激素对

鱼类脂质代谢产生影响，主要表现为环境雌激素可诱

发鱼体组织中的脂肪发生积累。但环境雌激素对鱼类

脂质代谢的机制调控研究尚未阐明，在哺乳动物的相

关研究中发现，雌激素可通过与雌激素受体 α (ERα)
结合激活信号传导与转录激活因子 3 (STAT3)和腺苷

酸活化蛋白激酶(AMPK)启动子，进而介导 STAT3 和

AMPK 下游脂肪酸代谢相关基因 fas、硬脂酰 CoA 去

饱和酶-1 (scd1)、乙酰辅酶 A 羧化酶(acc)和乙酰辅酶

A 酰基转移酶 1 (acaa1)的 mRNA 表达变化(Gao et al, 
2006; Palmisano et al, 2017; Pedram et al, 2013)。环境

雌激素亦可与 PPARγ 相互作用，介导 PPARγ 下游的

脂质代谢基因表达变化(Riu et al, 2011)。但在水生动

物中，环境雌激素影响脂质代谢的分子机制尚未得到

完全阐明。 

4  药物对鱼类脂质代谢的影响 

越来越多的研究表明，多种药物都具有对环境生

物的内分泌干扰效应。当前，随着全球药物消耗量的

提高以及不恰当的处理，药物在海洋、表层水和地下

水中的检出率随之增加，甚至在一些地方的饮用水中

亦可检测出药物成分(Daughton et al, 1999; Heberer, 
2002)。水体中的药物主要来自于制药厂、医院和家

庭废水，并以复合药剂或机体排出的代谢产物 2 种形

式存在于水环境中(Bound et al, 2005)。水中的主要药

物包括 β 受体阻滞药、脂质调节类药、糖尿病治疗药、

减轻心绞痛药以及止痛药和抗生素类药物等(Jones  
et al, 2002)。人、家畜和鱼类同属于脊椎动物，在基

因同源性、生物体的生理结构和代谢模式上具有很高

的相似性，因此，水中存在的多种药物成分在鱼体上

同样具有作用靶点，从而给水生动物的生理和生殖发

育带来不可忽视的潜在危害风险(Fent et al, 2006)。
Owen 等(2007)提出，鱼类对某些药物的敏感性高于

哺乳动物，从而导致药物暴露可能对鱼类产生比哺乳

动物更加强烈的机体反应。然而，药物对水生动物代

谢的影响仍少有报道，相关数据极其匮乏。 
目前，仅有的一些研究主要集中在脂质调节药物

和抗生素对鱼类脂质代谢的影响上，其中，贝特类
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(Fibrates)药物的研究相对较多。贝特类药物属于人用 
降脂药物，是 PPARα 的激活剂，通过与 PPARα 结合

介导下游的脂肪代谢通路，从而激活过氧化物酶体和

线粒体中的脂肪酸 β-氧化，促进脂肪分解(Araki et al, 
2018; D'costa et al, 1975)。Corcoran 等(2010)研究表

明，贝特药物在水中的检出率为 0.03~7 µg/L。在贝

特类对鱼类脂质代谢的研究中发现，虹鳟分别腹腔注

射环丙贝特(Ciprofibrate, 35 mg/kg 鱼重)和吉非罗齐

(Gemfibrozil, 152 mg/kg 鱼重) 2~3 周，肝脏中乙酰辅

酶 A 氧化酶(ACO)活性显著提高，这表明环丙贝特和

吉非罗齐可增加肝脏中过氧化物酶体的脂肪酸 β 氧化

效率(Scarano et al, 1994; Yang et al, 1990)。Du 等(2008)
研究也发现，非诺贝特可降低草鱼(Ctenopharyngodon 
idella)的脂肪合成并提高脂肪酸氧化效率，从而降低

血液中甘油三酯和胆固醇浓度，减少全鱼和肝脏中的

脂肪和高度不饱和脂肪酸(EPA 和 DHA)的含量。然

而，由于贝特类药物存在多种药型，它们在各地水体

中的残留量差异较大，对不同鱼类的暴露效应也有所

差异。考虑到目前临床上已有大量不同原理的血脂调

节药物得到广泛使用，它们对水生动物的内分泌干扰

效应仍有大量工作需要开展。 
抗生素是人类在临床和动物养殖中使用 久、

广的一类药物。由于早年抗生素在临床和动物养殖中

的滥用，使得抗生素在水体中的残留成为当前令人关

注的全球性环境问题。然而，环境残留的抗生素对水

生动物脂质代谢的影响至今尚未得到研究者的广泛

关注。 近，本实验室研究表明，作为当前中国环境

水体中残留的主要抗生素，氧四环素和磺胺甲恶唑在

环境浓度(420、260 ng/L)以及合法水产治疗剂量(80、
100 mg/kg/day)下对罗非鱼(Oreochromis niloticus)和斑

马鱼的 12 周水体和饲料暴露，足以造成鱼体肠道健

康、免疫机能和代谢系统的损伤。其中，2 种抗生素

均能下调罗非鱼体内的脂肪含量和脂肪酶活性，降低

肠道和肝脏中的脂肪合成关键基因 fas 和脂肪酸分解

关键基因 cpt1 的表达水平，显示这 2 种抗生素的低

剂量长期暴露对鱼体的脂肪合成和降解均有抑制作

用，并以此进一步影响鱼体的代谢与健康(Limbu et al, 
2018; Zhou et al, 2018)。由此可以预料，水体中普遍

存在的各类抗生素残留都可能对鱼类代谢存在影响。

鉴于抗生素在当前水体环境中的广泛存在，这一领域

的相关研究亟待得到重视，但相关研究仍极其缺乏。 
综上可见，EDCs 对鱼类脂质代谢具有显著而复

杂的影响，为清晰地展示各种 EDCs 对鱼类脂质代谢

表型的影响，本文将目前已知的相关影响总结于表 1
中。然而，从表 1 也可看出，大部分涉及环境污染物 

对脂代谢影响的研究主要集中于生理生化表型的描

述，对其真正的分子调控机制的探索仍然较少；而就

大量存在的水体环境污染物种类而言，也仍有大量污

染物种类，尤其是新型污染物对鱼类代谢的影响，尚

无相关研究。 

5  展望 

5.1  全面开展各类传统和新型 EDCs 对鱼类脂质代

谢的影响研究 

本文综述了已有文献中关于 EDCs 对鱼类脂质代

谢影响的研究，然而，这方面大部分研究仍主要集中

在 PCBs、OCPs、重金属等传统环境污染物上，而对

于当前的新型环境污染物的研究较少。事实上，随着

当前新型材料的研发与应用，水体中环境污染物的种

类不断增加，比如自然界分布广泛的微塑料和纳米材

料及一些新型代谢调节类药物和新型抗生素等，都开

始进入毒理学家和生态学家的视野。然而，这些新型

污染物对鱼类代谢的影响研究存在大量空白之处，因

此，在进一步阐明传统 EDCs 对鱼类脂质代谢的作用

机制的同时，后续研究也应着力关注当前新型环境污

染物对鱼类脂质代谢的影响及其内分泌干扰机制，为

更准确评价当前的环境健康与水生动物健康提供基

础数据。 

5.2  加强开展 EDCs 在低浓度下的慢性暴露和复合

暴露研究 

客观地说，在当前大部分 EDCs 对水生动物的生

态毒理研究中，所采用的实验浓度往往远高于实际水

环境中的 EDCs 浓度，采用的暴露周期也相对较短，

这并不能反映实际环境的状态。在实际水环境中的

EDCs 效应，往往更多来自于低剂量的慢性暴露，然

而这方面的实验室模拟研究仍相对较少。因此，基于

EDCs 的实际环境浓度开展长期慢性暴露研究需要得

到研究者的重视。同时，由于环境中 EDCs 对鱼体的

危害不仅仅由单个污染物引发，而往往来自多种污染

物的复合效应。因此，研究者在后续研究中，也需要

加强研究多种 DECs 在低浓度的慢性复合效应，以使

研究成果更接近真实的生态环境。 

5.3  重视开展 EDCs 影响鱼类脂质代谢与关联生理

过程的分子机制研究 

从本文综述可见，大部分的 EDCs 均会影响鱼体

中的脂质代谢。目前的研究表明，EDCs 往往通过干

扰脂肪在鱼体器官中的合成、分解效率与转运效率

(Katti et al, 1983、1984)， 终导致肝脏、肌肉等组 
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表 1  EDCs 对鱼类脂质代谢影响 
Tab.1  The effects of EDCs on fish lipid metabolism 

干扰物 
EDCs 

品种 
Species 

组织器官 
Tissue and organ 

脂质代谢变化 
Lipid metabolism 

参考文献 
Reference 

PCBs 三刺鱼 Gasterosteus aculeatus 肝脏 Liver 总脂质↑ Holm 等(1993) 
 银鲑 Oncorhynchus kisutch 肝脏 Liver 总脂质↑ Leatherland 等(1979)
  躯壳 Carcass 总脂质↓  
Aldrin 胡子鲶 Clarias batrachus L. 肝脏 Liver 胆固醇↓ Bano (1982) 
  血清 Serum 胆固醇↑  

胡子鲶 Clarias batrachus L. 肝脏 Liver 磷脂合成↓磷脂转运↓ Lal 等(1987) γ-BHC/ 
Malathion   脂肪酸转运↓  
PBDEs/PCNs  

三刺鱼 Gasterosteus aculeatus 
肝脏 Liver 总脂质↑ Holm 等(1993) 

Cd 欧洲鳗 Anguilla anguilla 肝脏 Liver/ 
肌肉 Muscle 

脂肪合成↑TG 利用↑ Pierron 等(2007) 

 线鳢 Ophiocephalus striatus 肝脏 Liver 总脂质↓ Bais (2012) 
 印度囊鳃鲶 

Heteropeneustes fossilis 
肝脏 Liver 总脂质↑ Sastry 等(1979) 

 胡子鲶 Clarias batrachus L. 脑 Brain/精卵巢 Gonad 脂肪↓胆固醇↓ Katti 等(1984) 
  肝脏 Liver 脂肪↑胆固醇↑  
Pb 攀鲈 Anabas testudineus 血浆 Plasma 脂肪↑磷脂↑胆固醇↑ 

游离脂肪酸↑ 
Tulasi 等(1992) 

  肝脏 Liver/ 
卵巢 Ovary 

脂肪↓胆固醇↓磷脂↓ 
脂肪酶活性↑ 

 

 镜鲤 Cyprinus carpio 脑 Brain 脂质过氧化↑ Shafiq ur(2003) 
Hg 囊鳃鲶 Heteropeneustes fossilis 脑 Brain 脂肪↓磷脂↑脂质过氧化↑ Bano 等(1989) 
  肝脏 Liver 脂肪↑磷脂↑胆固醇↑ 

脂质过氧化↑ 

 

  肾脏 Kidney 脂肪↑胆固醇↑磷脂↑  
  肌肉 Muscle 脂肪↑磷脂↑胆固醇↓ 

脂质过氧化↑ 

 

Cu 矛尾复虾虎鱼 
Synechogobius hasta 

肝脏 Liver (30 d)脂肪↑脂合成↑ 
脂分解↓ 

Huang 等(2014) 

   (60 d)脂合成↓脂分解↑  
 黄颡鱼 Pelteobagrus fulvidraco 肝脏 Liver/腹腔组织

Abdominal tissue 
总脂质↓脂合成↓脂分解↑ Chen 等(2013) 

Cu+Cd 矛尾复虾虎鱼 
Synechogobius hasta 

肝脏 Liver 脂肪↑脂合成↑ Song 等(2014) 

BPA 斑马鱼 Danio rerio 肝脏 Liver 脂肪含量↑ Ngo 等(2017) 
17β-E2 虹鳟鱼 Oncorhynchus mykiss 肝脏 Liver TG↑ Cakmak 等(2006) 
NP 虹鳟鱼 Oncorhynchus mykiss 肝脏 Liver 脂肪含量↑TG 转运↓ Cakmak 等(2003) 

虹鳟鱼 Oncorhynchus mykiss 肝脏 Liver ACO 活性↑脂肪酸 β 氧化↑ Yang 等(1990) 环丙贝特/ 
吉非罗齐    Scarano 等(1994) 
非诺贝特 草鱼 Ctenopharyngodon idella 血浆 Plasma TG↓总胆固醇↓ Du 等(2008) 
  全鱼 Whole fish 

肝脏 Liver  
脂肪↓EPA↓DHA↓  

脂肪↓脂肪酶活性↓ Zhou 等(2017) 磺胺甲恶唑/ 
氧四环素 

罗非鱼 Oreochromis niloticus/ 
斑马鱼 Danio rerio 

肝脏 Liver 
肠道 Intestine 脂肪合成↓脂肪分解↓ Limbu 等(2018) 
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织器官中的脂肪异常积累，影响鱼体健康与食用安全

(Cakmak et al, 2006; Ito et al, 1974; Pal et al, 2013)。但
是，EDCs 在鱼类脂质代谢和能量平衡调节中的具体

作用机制、关键作用靶点等尚未得到阐明，这大大限

制了人们对 EDCs 作用原理的理解。此外，EDCs 对

鱼类脂质代谢的影响并非仅仅影响脂质代谢本身，而

更有可能介由脂质代谢异常进一步影响鱼体的生殖、

发育以及抗病免疫过程等。然而，这些相关生理过程

的关键连接过程、位点和作用机制均尚未阐明。因此，

在今后的研究中，研究者应加强利用现代生物学技

术，深入探讨 EDCs 影响脂质代谢及其关联生理过程

的分子机制，这既有利于更深入地阐明鱼类代谢性疾

病的发生原因，也为保障水产品的绿色安全提供重要

的参考依据。 
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The Effects of Environmental Endocrine Disrupting Chemicals on  
Lipid Metabolism in Fish: Review and Perspectives 

SUN Shengxiang, DU Zhenyu①
 

(Laboratory of Aquaculture Nutrition and Environmental Health, School of Life Sciences,  
East China Normal University, Shanghai  200241) 

Abstract    Metabolic diseases, which are always characterized with abnormal lipid metabolism and 
severe fat deposition, have been commonly observed in farmed fish. However, the causes of the abnormal 
lipid metabolism in fish are complicated and difficult to be identified. In recent years, several studies have 
shown that environmental endocrine disrupting chemicals (EDCs), which are widely spread in the aquatic 
environment, not only have chronic toxic effects on fish development and reproduction, but also affect 
fish lipid metabolism and cause severe fat deposition, which would damage the quality and food safety of 
farmed fish. For the first time, this review systematically reviews the effects of EDCs on fish lipid 
metabolism. Persistent organic pollutants (POPs), heavy metals (Hg, Pb, Cd and Cu), environmental 
estrogens and artificially synthesized medicines (fibrates and antibiotics) are four major EDCs in water 
environment. In general, water or dietary exposure of these EDCs would disturb the biochemical activities 
and/or expressions of the enzyme proteins in the lipid metabolism pathways, including upregulating 
lipogenesis, inhibiting mitochondrial fatty acid β-oxidation, adipose tissue lipolysis and lipid transport 
cross tissues, and so on. The exposure of EDCs with high doses would also impair the functions of 
cellular organelles, such as mitochondria and peroxisome, which are important in the lipid metabolism.   
Recently, the disturbing effects of EDCs on some lipid metabolism-related nuclear receptors, such as 
peroxisome proliferators-activated receptors (PPARs) and sterol-regulatory element binding proteins 
(SREBPs), had also been found. However, it should be pointed out that among these EDCs, they also have 
specific mechanisms in affecting fish lipid metabolism and tissue deposition of fat. Even in the same EDC, 
different exposure method, duration and doses would also cause different effects in disturbing lipid 
metabolism in fish. In future research, more attentions should be paid on the endocrine disturbing effects 
of new environmental pollutants, combined effects of different EDCs, and the molecular mechanisms of 
EDCs effects. This review is helpful in studying EDCs in fish metabolism and also provides important 
theoretical supports for green and sustainable aquaculture development. 
Key words    Environmental endocrine disrupting chemicals; Environmental pollution; Fish; Lipid 
metabolism; Aquaculture 
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基于渔港抽样调查不同捕捞方式 
CPUE 单位标准化新方法* 

陶雅晋 1  冯  波 1,2,3  易木荣 1  李  波 1  卢伙胜 1,2,3  颜云榕 1,2,3,4① 
(1. 广东海洋大学水产学院  湛江  524088；2. 广东海洋大学南海渔业资源监测与评估中心   
湛江  524088；3. 广东省南海深远海渔业管理与捕捞工程技术研究中心  湛江  524088； 

4. 广东海洋大学深圳研究院海洋渔业信息化技术化中心  深圳  518000) 

摘要    本研究是在阐明传统 CPUE(Catch Per Unit Effort)单位表述多样性的基础上，分析传统

CPUE 存在的不确定性、单位不统一性以及解析与意义不完整等问题。对 24 个 CPUE 单位，首先

通过通用性标准，筛选出各种捕捞方式均能适用的 8 个 CPUE 单位；再通过相似性标准，对 CPUE
单位聚类分成 2 组，并在每组中筛选出最佳单位为 kg/(kW·d)和 kg/d；最后通过稳定性筛选标准对

其标准差与变异系数值计算，最终得到 CPUE 的标准单位：kg/(kW·d)，并确定 CPUE 的表达形式。

本研究还基于 CPUE 单位标准化进行了实证分析，对 2016 年 4 个季度南海三省区的 9 种主要作业

类型渔船的生产调查数据进行了分析比较，捕捞能力大小依次为：围网>双拖>刺网>罩网>张网>单
拖>拖虾>笼壶>钓具。CPUE 经单位标准化后已具备进行捕捞产量统计、评估渔船捕捞能力、衡量

资源相对丰度指数、评估渔业资源利用水平等功能。 
关键词    CPUE；单位标准化；kg/(kW·d)；kg/d；捕捞能力 
中图分类号 S932   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0015-10 

单位捕捞努力量渔获量(Catch Per Unit Effort, 
CPUE)是指某渔场在某一时间段内总渔获量与总捕

捞努力量的比值，表示的是平均捕捞努力量所对应的

渔获量(詹秉义, 1995)。CPUE 通常被假定与渔业资源

量之间成正比关系，是渔业资源生物量的重要指标

(朱国平等, 2016)。 
渔业资源的评估对生态系统的监测与保护、渔业

的科学管理、渔业政策方针的制定等方面起着重要的

基础性作用(周应其, 2014)。国外有学者很早就开始

强调使用捕捞渔获物和捕捞努力量数据作为统计资

源丰度的指数(Smith, 1994)，早期是利用渔获量的时

间变化来预测相对种群丰度的年度变化 (Robson, 
1961)。国内很多学者通过模型方法对 CPUE 标准化

(官文江等, 2014; 许骆良等, 2015)和渔场预报(方学燕

等, 2014; 汪金涛等, 2014)等方面做了大量讨论与研

究。随着计算机技术的发展、先进统计软件的广泛使

abc
图章
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用和各种模型的推断与应用，可以在 CPUE 标准化过

程中允许更多的因素纳入，并去除相关影响(官文江

等, 2014)。利用渔获量和捕捞努力量数据为基础，计

算丰度指数仍然是评估鱼类种群大小不可或缺的方

法之一(Campbell, 2004)，但传统 CPUE 在表述中也存

在一些明显问题：一是由于渔船的作业类型、大小、

网具特征等因素的不同，传统 CPUE 的表达形式表现

出多样性与复杂性；二是捕捞能力是 CPUE 标准化必

须考虑的因素，传统 CPUE 无法科学量化捕捞能力大

小；三是衡量整个海域的资源情况需要综合考虑各种

捕捞方式共同作用的影响，传统 CPUE 因表达形式未

统一而难以作为衡量整体资源密度指标；四是传统

CPUE 单位表示呈现多样化与复杂化，导致多捕捞方

式之间无法比较问题。 
本研究在对传统 CPUE 表述存在各种问题的背

景下，提出对 CPUE 的单位进行标准化，从通用性、

相似性，稳定性 3 个标准进行合理性分析并筛选，进

而确定 CPUE 的单位标准化形式。单位标准化后的

CPUE 能够对多种作业方式具有适应性、兼容性，改

变以往因 CPUE 单位不统一而造成渔港渔业统计不

规范、数据多次加工的难题，期望在渔业生产统计与

渔业管理范围内获得最佳秩序，以促进渔业资源捕捞

可持续发展的最佳效益为目标。 

1  材料与方法 

1.1  生产调查数据来源 

2016 年春(3~4 月)、夏(8 月中下旬)、秋(9~11 月)
和冬(1~2 月) 4 个季度，广东海洋大学南海渔业资源

监测与评估中心在南海三省区的 14 个主要渔港，对

南海的单拖渔船、双拖渔船、拖虾渔船、围网渔船、

罩网渔船、刺网渔船、钓渔船、笼壶渔船以及张网船

的生产数据进行调查收集，数据记录的内容包括：渔

船的主机功率、作业天数、作业海域、船员数、渔获

种类与产量等，大部分数据来自渔船各个季度的销售

结算单或者是船上的生产记录本，从而保证调查数据

的真实性、可靠性与完整性。 

1.2  CPUE 单位收集与整理 

收集国内外相关文献，整理并记录 CPUE 出现的

单位表示方法，并按照渔船的作业方式对 CPUE 单位

进行归纳整理(表 1)，一共收集了 24 个 CPUE 的单位

(表 2)。 
 

表 1  CPUE 单位整理 
Tab.1  CPUE units collected according to different fishing types 

作业方式 Fishing types CPUE 单位 CPUE units 
单拖 Otter trawl t/h(逄志伟等, 2016)、kg/h(袁兴伟等, 2014)、t/d(牛明香等, 2010)、t/net(化成君等, 2011)、

g/h(刘潇等, 2015)、t/(h·kn)(孙珊等, 2015)、kg/net(李发凯等, 2016)、kg/(kW·d)(Ulman, 2016)、
kg/kW(莫苑敏等, 2014) 

双拖 Pair trawl kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016)、kg/h(刘桂茂等, 2000) 
桁杆拖网 Beam trawl kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016)、kg/h(邹建伟等, 2015) 
金枪鱼围网 Tuna purse seine t/(d·net)(王家樵等, 2005)、t/d(胡奎伟等, 2011) 

灯光围网 Light-purse seine t/net(王从军等, 2014)、ctn/net(陈新军等, 2009)、t/d(陈峰等, 2011)、kg/(kW·d)(杨伯华等, 
2013)、kg/h(刘桂茂等, 2000) 

钓具 Fishing tackle n/(Ɩ·h)(陈新军等, 2006)、t/d(陈新军等, 2011)、t/1000hook(陈雪冬等, 2006)、n/1000hook 
(闫敏等, 2015)、n/Ɩ(钱卫国等, 2008)、n/100 hook(张衡等, 2011)、kg/hook(许友伟等, 2015；
张魁等, 2015)、kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016) 

张网 Stow net kg/net(刘尊雷等, 2013)、t/kW(张魁等, 2015) 

灯光罩网 Falling-net kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016)、kg/net(冯波等, 2012)、kg/h(张鹏等, 2016)、kg/(kW·net) (颜云

榕等, 2009)、t/net(李雪丁等, 2008) 
拖虾 Shrimp trawl kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016)、kg/h(刘桂茂等, 2000)、kg/net(宋海棠等, 1997)、t/h(朱国平等, 

2013)、n/h(凌建忠等, 2008) 
刺网 Gillnet kg/(kW·d)(邹建伟等, 2016；杨伯华等, 2013)、kg/h(邹建伟等, 2015)、g/(100 m2·h)(邢彬彬

等, 2017)、n/(p·d)、g/(p·d)(朱建成等, 2016) 

笼捕 Pot kg/h(邹建伟等, 2015)、g/net·h(董天威, 2015) 
定置网 Setnets kg/h(邹建伟等, 2015)、kg/d(王生等, 2016)、g/(net·h)(陈勇等, 2014)、kg/net(张雅芝等, 2009)

注：net—网次；kn—节；hook—钩；n—尾；kW—千瓦；Ɩ—线；P—片；ctn—箱，下同 
Note: netnet; knknot; hookhook; ntail; kWkilowatt; Ɩline; Ppiece; ctncarton, the same as below 
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表 2  CPUE 单位编号 
Tab.2  CPUE units list 

编号 
No. 

CPUE 单位 
CPUE units 

编号 
No. 

CPUE 单位 
CPUE units 

编号 
No. 

CPUE 单位 
CPUE units 

编号 
No. 

CPUE 单位 
CPUE units 

1 kg/net 7 t/h 13 t/1000hook 19 kg/(kw·net) 

2 kg/d 8 t/net 14 n/1000hook 20 g/net·h 

3 kg/h 9 t/(h·kn) 15 n/Ɩ 21 g/(100 m2·h) 

4 kg/(kW·d) 10 t/(d·net) 16 n/100hook 22 n/(p·d) 

5 g/h 11 ctn/net 17 kg/hook 23 g/(p·d) 

6 t/d 12 n/(Ɩ·h) 18 t/kW 24 kg/kW 

 
1.3  CPUE 单位标准化方法 

筛选过程：根据通用性、相似性、稳定性 3 个筛

选标准，对 CPUE 的 24 个单位表达式逐步筛选得出

CPUE 标准化单位。由 CPUE 标准化单位确定 CPUE
标准化表达形式，并在此基础上，对南海区主要 9 种

捕捞方式的 CPUE 进行实证分析(图 1)。 

2  结果与分析 

2.1  CPUE 筛选 

2.1.1  通用性筛选    对已整理的 24 个 CPUE 单位

进行通用性标准筛选，通用性筛选是以能够对各种作

业方式均适用原则，首先逐一列出不具通用性的

CPUE 单位，并阐述其原因；最后余下的单位归类为

多种渔业通用型 CPUE 单位。 
经过通用性筛选，24 个 CPUE 单位不具通用性 

的有 16 个(表 3)，多种渔业通用的 CPUE 单位有 8 个

(表 4)。 
2.1.2  相似性筛选    将具有通用性的 8 个 CPUE 单

位分为 2 类(表 5)，并且阐述其分类依据。 
第 1 组 CPUE 的 5 个单位表达式表示渔获量与作

业时间的比值关系。针对渔获量的表述：克(g)是科学

单位，对其精确度要求高，生产调查统计操作中较难

实现；吨(t)是质量的延伸单位，对于渔获量相对较少

的小型流刺网或笼壶等作业方式不适用；在国际单位

制的基本单位中，质量的计量单位是千克(kg)。针对

时间的表述：不同作业方式渔船的工作时间不一致，

单拖渔船多是白天作业，罩网和围网渔船是晚上作

业，刺网渔船等是根据流水情况不定期作业，因此在

作业时间方面，选择天(d)作为多渔业作业时间统计单

位最合适。所以在描述渔获量与时间关系的 CPUE 最

佳统计单位为 kg/d。 
 

 
 

图 1  CPUE 标准化流程 
Fig.1  CPUE standard process diagram 



18 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

表 3  不具通用性的 CPUE 单位 
Tab.3  Special CPUE units 

编号 No. CPUE 单位 CPUE units 原因 Reason 

1 t/net 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

2 t/(h·kn) 罩网、钓渔船等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and falling-net 

3 t/(d·net) 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

4 ctn/net 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

5 n/(Ɩ·h) 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

6 t/1000hook 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

7 n/1000hook 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

8 n/Ɩ 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

9 n/100hook 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

10 kg/hook 仅适用于钓具 Only apply to fishing tackle 

11 kg/net 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

12 kg/(kW·net) 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

13 g/net·h 钓具、笼壶等作业方式不适用 Cannot apply to fishing tackle and pot 

14 g/(100 m2·h) 仅适用于刺网 Only apply to gillnet 

15 n/(p·d) 仅适用于刺网 Only apply to gillnet 

16 g/(p·d) 仅适用于刺网 Only apply to gillnet 

 
表 4  通用的 CPUE 单位 

Tab.4  Common CPUE units 

编号 No. CPUE 单位 CPUE units 编号 No. CPUE 单位 CPUE units 编号 No. CPUE 单位 CPUE units
1 t/h 4 t/kW 7 kg/(kW·d) 
2 kg/d 5 g/h 8 t/d 
3 kg/h 6 kg/kW   

 
表 5  CPUE 单位相似性分组 

Tab.5  CPUE units group by similarity 

分组 Groups CPUE 单位 CPUE units 分组依据 Basis for grouping 

1 t/h、kg/h、g/h、t/d、kg/d 渔获量与时间的比值 Ratio of catch to time 

2 t/kW、kg/kW、kg/(kW·d) 渔获量与渔船功率、时间的比值 Ratio of catch to fishing power and time 

 
第 2 组 CPUE 的 3 个单位表述的是渔获量与渔船

功率和作业天数之间的关系。同样，吨(t)是质量的延

伸单位，在生产调查中应选择 kg 作为产量单位。比

较 kg/kW 与 kg/(kW·d)：kg/kW 表示 1 个周期内渔船

每 kW 的渔获量；kg/(kW·d)表示的是平均每天每千瓦

渔船的渔获量。考虑到周期的不确定性，所以第二组

CPUE 的最佳单位表达式：kg/(kW·d)。 
通过相似性筛选，CPUE 仅留下 2 个单位：kg/d

和 kg/(kW·d)。 
2.1.3  稳定性筛选    依据CPUE这 2个单位的统计

方法，对 2016 年夏季南海区 9 种不同捕捞方式之间

的 CPUE 统计，计算并比较各自统计上的变异系数值

(表 6)。 
通过比较发现，利用 CPUE 单位 kg/(kW·d)计算

的变异系数值比单位 kg/d 计算出的结果小，莫苑敏

等(2014)通过这 2种方法分别估计 2007年夏季北部湾

底拖网渔业产量：通过单船平均产量估算总产量的变

异系数为 14.65%，而通过每 kW 平均产量估算总产

量的变异系数仅为 1.13%，这表明在对生产数据捕捞

效率的统计方面，CPUE 单位 kg/(kW·d)比单位 kg/d
更稳定。所以，在统计的稳定性方面，CPUE 单位

kg/(kW·d)比单位 kg/d 计算的结果更稳定，且估计的

总产值更准确。 
通过稳定性筛选，CPUE 仅留下单位 kg/(kW·d)。 



第 2 期 陶雅晋等: 基于渔港抽样调查不同捕捞方式 CPUE 单位标准化新方法 19 

表 6  2016 年夏季不同捕捞方式的 CPUE 计算稳定性差异比较 
Tab.6  Comparison of stability differences based on CPUE between different fishing types in summer 2016 

单位 Unit (kg/d) 单位 Unit [kg/(kW·d)] 
作业方式 Fishing types 

平均值 AVG 标准差 SD 变异系数 CV 平均值 AVG 标准 SD 变异系数 CV
单拖 Otter trawl 784.11 2537.94 3.24 4.42 6.17 1.39 
双拖 Pair trawl 3698.78 3053.69 0.83 11.48 9.02 0.79 
刺网 Gillnet 510.66 554.59 1.09 3.84 2.77 0.72 
围网 Seine 3103.60 2473.94 0.80 19.29 17.93 0.93 
拖虾 Shrimp trawl 330.41 141.75 0.43 2.30 0.93 0.40 
钓具 Fishing tackle 300.26 245.56 0.82 3.04 2.60 0.85 
张网 Stow net 113.04 15.83 0.14 6.99 0.98 0.14 
罩网 Falling-net 743.65 820.01 1.10 7.08 8.13 1.15 
笼壶 Pot 44.25 31.97 0.72 4.42 3.17 0.72 

 
2.2  CPUE 标准化表达式 

经过 3 个筛选步骤，最终确定 CPUE 标准化单位

为：kg/(kW·d)。 
此单位值的计算路径为：某渔船以千克为单位的

总产量除以获取产量的作业天数与渔船以千瓦为单

位的主机功率乘积之商。所述总产量是指某捕捞渔船

捕获的不以价值为取向的所有种类的总质量。所述作

业天数是指某捕捞渔船扣除停港、航行、避风时间后

以天为整数的捕获总产量的所有时间的总和，包含航

次内作业周期间的间歇和故障处理时间。所述主机功

率是指某捕捞渔船驱动航行动力的总功率。 

2.3  实证分析 

根据 2016 年春、夏、秋及冬 4 个季度南海区三

省主要渔港的 9 种捕捞方式的生产调查数据，结合

CPUE 标准化表达形式计算和比较不同作业方式

CPUE 的均值情况(图 2)，结果显示，单拖、双拖、

拖虾、罩网、刺网、钓具、笼壶、张网和围网对应的

CPUE 平均值依次为 3.95、8.77、3.11、4.81、4.96、
2.35、3.08、4.73 和 29.57 kg/(kW·d)，根据 CPUE 均

值的大小排序顺序为 CPUE 围网>CPUE 双拖>CPUE 刺网> 
CPUE 罩网>CPUE 张网>CPUE 单拖>CPUE 拖虾>CPUE 笼壶> 
CPUE 钓具。去掉最大值和最小值，不同作业方式渔船 

 

 
 

图 2  2016 年全年不同作业方式之间 CPUE 比较 
Fig.2  Comparison of CPUE between different fishing types in 2016 
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的 CPUE 平均值为 4.77 kg/(kW·d)。 

3  讨论 

3.1  CPUE 单位筛选与单位标准化合理性讨论 

在 CPUE 的单位筛选环节，首先通过通用性标

准，筛选出各种捕捞方式均能适用的 8 个 CPUE 单位；

再通过相似性标准分组筛选，得到 2 组 CPUE 最佳单

位，分别为 kg/(kW·d)和 kg/d；最后通过稳定标准，

将这 2 个单位，通过一捕捞实例计算其标准差与变异系

数值，最终确定稳定性最好的 CPUE 单位为 kg/(kW·d)。
筛选的方法多样，不仅限于本研究提出的这 3 种方

法，例如，对 kg/(kW·d)和 kg/d 单位筛选，可以根据

它们的技术表示效果(即技效性)：kg/d 表示渔船每天

的产量；而 kg/(kW·d)表示渔船每千瓦天的产量，即

表示某种渔具在一定时间与资本的投入下的产出情

况。假设 2 艘不同功率的渔船的作业海域、作业时间

和渔获量都相同，通过 kg/d 与 kg/(kW·d)分别计算   
2 艘船的 CPUE 值大小，会出现“相同”与“不相同”

2 种相反的结果，但二者真实捕捞能力是不一样的。

所以，从技效性筛选方面，筛选出的结果与通用性筛

选的结果是一致的。筛选的最终目的，是在众多 CPUE
单位中筛选出一个对不同捕捞方式都适用、参数简单

且在实际渔港调查中容易获取、并能体现其捕捞能力

的最佳表达式。 
本研究是将渔船功率和作业时间的乘积作为捕

捞努力量单位表达形式，一方面，是因为渔具可能有

详细数据，但不及渔船的吨位和功率资料完善；另一

方面，渔船的大小以及渔船的吨位与渔船的功率相关

性较强，且网具规模和尺寸的增大也需要主机功率随

之增大，渔船功率的大小一定程度上可以反映捕捞能

力的大小；莫苑敏等(2014)在研究中指出，单船每 kW
估算产量可以平抑不同渔船之间由于渔况、天气、渔

船性能和渔民技术熟练程度等造成的产量差异，明显

缩小各层内的样本方差。所以本研究将渔船功率与时

间的乘积(即 kWd)作为捕捞努力量的单位表达形式，

并确定多钟渔业 CPUE 单位标准化表达形式为

kg/(kW·d)。 
单位标准化后的 CPUE 可以对不同作业类型的

渔船捕捞效率进行量化，可以对其进行大数据统计、

分析与比较。在日常捕捞生产渔港调查中，按照渔船

功率段分层抽样的方法进行调研，可以大大提高估计

精度，减少人力、成本等。CPUE 单位统一化后可以

实现对不同捕捞方式之间统一、规范的调查统计工

作，从而可以进行不同渔业之间的比较分析，认识与

了解渔船的捕捞努力量与渔获量之间存在的规律；可

以反映不同渔业 CPUE 在数值上的长期变动情况，进

而分析、研究该现象的变动趋势，综合分析和评价不

同渔业之间的关系；可以比较相同时间、同样油耗情

况下渔获量的情况，反映不同捕捞方式之间的捕捞效

率，体现不同作业类型渔船的自动化程度、机器化水

平及其科技的运用等。 

3.2  实证分析 CPUE 随捕捞方式变化 

CPUE 单位标准化后，对 2016 年 4 个季度不同

作业方式的均值比较：CPUE 围网>CPUE 双拖>CPUE 刺网> 
CPUE 罩 网 >CPUE 张 网>CPUE 单 拖>CPUE 拖 虾 >CPUE 笼 壶 > 
CPUE钓具，对应的 CPUE 平均值依次为 29.57、8.77、
4.96、4.81、4.73、3.95、3.11、3.08 和 2.35 kg/(kW·d)，
对此现象分析，主要是由于不同作业方式具有不同的

捕捞原理、作业特征和捕捞对象所致。围网渔船捕捞

对象主要是集群性的中上层鱼类，如鲐鱼、眼镜鱼、

蓝圆鲹、竹筴鱼、沙丁鱼、鲣等，具有生产规模大，

网次产量高的特点 (刘维等 , 2012)，因此，围网的

CPUE 均值最高，但其生产技术水平要求也高。双拖

是渔获产量最高的捕捞方式，需要 2 艘渔船共同操

作，渔船功率较大，具有拖速快、作业范围广、产量

高等特点，双拖渔船的 CPUE 均值仅次于围网渔船。

刺网具有渔具结构简单、操作方便、对渔船动力要求

较低、作业范围广、选择性好等特点，因此，刺网的

CPUE 均值也相对较高。而钓具和笼壶 CPUE 均值最

低的原因是，钓具一钩一线，笼壶依靠捕捞对象生活

习性进行诱捕，他们的选择性较强、渔获物相对较少。 
邹建伟等(2016)在 2015 年北部湾北部沿岸伏季

休渔效果评价中对桁杆拖网、灯光罩网、刺网、钓具、

笼壶的捕捞努力量(kWd)和捕捞产量(kg)等进行了统

计，基于此数据计算 CPUE 值依次为：2.88、2.65、
3.55、0.82、4.58 kg/(kW·d)；本研究中单拖、罩网、

刺网、钓具、笼壶 CPUE 均值依次为 3.11、4.81、2.35、
3.08、4.73 kg/(kW·d)。除钓具差异较大外，其他作业

类型的 CPUE 值近似，分析钓具差异的原因可能是，

由于北部湾近岸经常受高强度捕捞(付奕奕, 2012)，
导致钓具对北部湾近岸鱼类选择性比南海海域少。分

析本研究中围网船 CPUE 均值异常高的原因，捕捞努

力量在功率方面仅考虑了渔船的主机功率，忽略了作

业集鱼灯的功率影响(南海区三省调查的围网渔船都

是灯光作业渔船)，其作业方式有别于其他作业类型

网具，它是靠渔船灯光的诱集进行围捕，若引入灯光

功率作为捕捞努力量的一部分，可以缩小与其他捕捞

方式 CPUE 之间的差异。 
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通过实证分析表明，CPUE 标准化后具有统计功

能，对不同作业方式均适用，且可以进行不同作业方

式之间捕捞能力的初步比较。根据 CPUE 均值大小比

较 9 种作业方式之间捕捞能力的大小依次为：围网>
双拖>刺网>罩网>张网>单拖>拖虾>笼壶>钓具。 

4  展望 

传统 CPUE 存在不确定性和计算单位不统一性，

以及解析与意义不完整等问题，本研究中 CPUE 经单

位标准化后弥补了传统 CPUE 的不足，并具备了评估

不同渔船之间的捕捞效率、初步衡量资源相对丰度指

数、评估渔业资源利用水平和进行捕捞产量统计等功

能。该标准化方法一定程度上达到预期的效果，简化

与规范了渔业生产调查中的统计参数，但也存在明显

的不足：CPUE 单位标准化后仅考虑了时间和渔船功

率参数的影响，忽略了渔船人数、船长、船龄、捕捞

技术、先进的探鱼设备等其他影响 CPUE 的重要因素

(Salthaug et al，2001)；CPUE 值还无法直接代表渔业

资源的丰度状况，需要结合捕捞海域的环境、年与月

的效应、区域性等因素，运用模型的思想，去除相关

因素的影响，重构资源与 CPUE 之间的正比关系。因

此，在下一步的工作中，将继续探寻 CPUE 标准化的

创新方法，逐渐完善对海洋捕捞的 CPUE 标准化过

程，选择更加合理的参数加入到标准化公式中来，达

到生产统计与科研探究双赢的效应。此外，广东海洋

大学渔业资源监测与评估中心已收集到最新的南海

区渔船的生产数据，利用 CPUE 来分析不同捕捞方式

之间的生产与效率情况，结合多种捕捞渔具和历史数

据，分析 CPUE 长期的波动趋势，来综合分析南海渔

业资源长期的变化情况和资源的丰度状态，进而为政

府提供基础性数据和政策性参考建议。 
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A Novel Approach to Unit Standardization of CPUE for Multiple Types of  
Fishing Gear Based on Fishing Port Sampling Surveys 

TAO Yajin1, FENG Bo1,2,3, YI Murong1, LI Bo1, LU Huosheng1,2,3, YAN Yunrong1,2,3,4①
 

(1. College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 2. Center of South China Sea Fisheries Resources 
Monitoring and Assessment, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 3. Guangdong Provincial Engineering and 

Technology Research Center of Far Sea Fisheries Management and Fishing of South China Sea, Zhanjiang  524088; 4. Shenzhen 
Institute of Guangdong Ocean University, Marine Fisheries Information Technique of South China Sea, Shenzhen  518000) 

Abstract    Traditional CPUE (catch-per-unit-effort) units show diversity and complexity due to the 
different types of fishing methods, sizes of vessels, and characteristics of fisheries on which they are 
based, leading to problems with data incomparability among multiple fishing gear types. To assess the fish 
stocks in a specific areas of the sea, the impact of various different fishing types needs to be considered, 
but using traditional CPUE data makes it difficult to assess these stocks because of variations in the units 
used. We reviewed the relevant literature and screened out 24 types of CPUE units. The following 
processes were then carried out to standardize CPUE units across multiple fishing types. First, eight 
CPUE units appropriate for different fisheries were selected based on general criteria. Those CPUE units 
were then divided into two groups based on overall similarities and differences. The two main applicable 
CPUE units of kg/(kW·d) and kg/d were identified at this stage. Finally, the coefficient of variation (CV) 
of each of these two selected CPUE units was calculated. The smaller the value of the CV was, the more 
stabile the unit was concluded to be. The optimum unit was determined to be kg/(kW·d) based on this 
stability criterion. The landings of nine major fishing types in the South China Sea in each of the four 
seasons of 2016 were then analyzed using this optimal CPUE unit. The results of this analysis showed that 
the fishing capacity of different gear types were arranged in the following order: Seine > Pair trawl > 
gillnet > falling-net > stow net > otter trawl > shrimp trawl > pot > fishing tackle, corresponding to mean 
values of 29.57, 8.77, 4.96, 4.81, 4.73, 3.95, 3.11, 3.08, and 2.35 kg/(kW·d), respectively. After catch data 
are standardized by the optimal novel CPUE unit developed in this study, comparisons and analyses of 
fishing capacity among gear types, relative abundance and utilization levels of different fisheries resources, 
and fisheries catch statistics could be conducted with greater accuracy than was previously possible. 
Key words    CPUE; Unit standardization unit.; kg/(kW·d); kg/d; Fishing ability 
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鲫鱼自然感染对虾偷死野田村病毒 
(CMNV)的初步研究* 

王  崇 1,2  王秀华 1,2  刘  爽 1,2  桑松文 1,2  张庆利 1,2① 
(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 

农业农村部海水养殖病害防治重点实验室  青岛市海水养殖流行病学与生物安保重点实验室   
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  上海  201306) 

摘要    对虾病毒性偷死病(Viral covert mortality disease, VCMD)是由偷死野田村病毒(Covert 
mortality nodavirus, CMNV)引起的一种新发疫病，近年来使中国对虾养殖业遭受了严重的经济损

失。为筛查对虾池塘养殖系统中 CMNV 的自然宿主种类，本研究在山东潍坊一个发生 VCMD 的凡

纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖场排水渠中采集了野生鲫鱼(Carassius auratus)样品，对其携带

和感染 CMNV 的情况进行了系统分析。逆转录套式 PCR 检测结果显示，鲫鱼样品的总 RNA 能扩

增出与预期大小一致的 CMNV RNA 依赖的 RNA 聚合酶目标基因片段。组织病理和原位杂交分析

显示，鲫鱼脑部神经组织空泡化严重，脑皮层锥体细胞和二叠体颗粒细胞核固缩明显，心肌呈现典

型的溶解样坏死病理变化，脑和心肌组织的病变部位均可见淡紫色 CMNV 探针杂交信号。透射电

子显微镜观测显示，鲫鱼脑中可见神经组织空泡化，心肌组织坏死严重，CMNV 样病毒颗粒占据

了心肌细胞内大部分区域。本研究表明，CMNV 在自然条件下能够跨越物种障碍、感染对虾养殖

池塘排水渠中的野生鲫鱼，并导致靶组织明显的病理损伤，同时也提示，CMNV 感染其他鱼类尤

其是淡水鱼类的风险值得高度关注。 
关键词    病毒性偷死病(VCMD)；偷死野田村病毒(CMNV)；自然感染；宿主跳跃；鲫鱼 
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对虾偷死病(Covert mortality disease，CMD)是近

年来严重危害中国对虾养殖业的一种新发疫病   
(章秋虎, 2004; 邢华, 2004; 徐志进等, 2009; Zhang   
et al, 2014)。2003 年或更早的时候，海南、广西等地

高密度池塘养殖的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)

出现“偷死”现象，2008~2009 年该病在中国南方多 
省市的养殖凡纳滨对虾中大规模暴发，2010 年后开

始传播到山东、河北和天津等地(Zhang et al, 2017)。
发病对虾主要在池底深水区陆续死亡，不容易被观察

到，因此，被称为“偷死病”或“死底症”(邢华, 2004; 

abc
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徐志进等, 2009; Zhang et al, 2014)。患病个体表现出

肝胰腺颜色变浅、萎缩，空肠空胃，生长缓慢等症状，

很多时候还可见病虾腹节肌肉不透明或局部发白。患

病对虾在水温较高(28℃以上)时，死亡率升高，累计

死亡率可达 80%(Zhang et al, 2014)。 
Zhang 等(2014)研究证实，CMD 是由“偷死野田

村病毒(Covert mortality nodavirus，CMNV)”引起的

一种病毒性疾病。为了说明该疫病的病原学特征，

CMD 又被称为病毒性偷死病(Viral covert mortality 
disease, VCMD)。CMNV 属于野田村病毒科 α 野田村病

毒属(Nodaviridae, Alphanodavirus)，是一种单链 RNA
病毒，病毒粒子为球形(二十面体)，无囊膜，蔗糖密

度梯度离心纯化的病毒粒子直径约为 32 nm。CMNV
主要感染养殖虾类，目前尚未见有感染鱼类的报道。 

对 2013~2015 年间在中国沿海 11 省市 145 个采

样点收集的发病虾类样品开展的分子流行病学研究

显示，养殖凡纳滨对虾、中国明对虾(Fenneropenaeus 
chinensis)、日本囊对虾(Penaeus japonicus)、斑节对

虾 (Penaeus monodon) 和 罗 氏 沼 虾 (Macrobrachium 
rosenbergii)中均可检测到 CMNV 阳性，其中，日本

对虾的 CMNV 阳性检出率高达 60%，中国明对虾和

罗氏沼虾的检出率较低，分别为 22%和 24%；2013、
2014 和 2015 年样品的 CMNV 阳性检出率分别为

45.9%、27.9%和 20.9%；来自辽宁、河北、天津、山

东、江苏、浙江、福建、广东、广西和海南的虾类样

品均可检测到 CMNV 阳性，其中，以广东和海南的

检出率最高，达 52.6%和 50.8%，而辽宁、天津等地

的检出率最低，为 10%和 9.9%；CMNV 的检出率基

本呈现华南高于华东和华北的趋势 (Zhang et al, 
2017)。2015 年，本实验室在来自越南、厄瓜多尔和

墨西哥的发病养殖对虾样品中检出 CMNV。2016 年，

Thitamadee 等(2016)利用套式 RT-PCR 检测技术在泰

国当地发病对虾中检测到 CMNV，且检出率很高；

Pooljun 等(2016)研究发现，泰国南部养殖池塘凡纳滨

对虾中疑患 VCMD 个体的 CMNV 阳性检出率分别为

30.4%和 37.7%。CMNV 在全球主要对虾养殖地区传

播的风险已经引起广泛关注。 
2017 年 8 月山东潍坊一个养殖场的凡纳滨对虾

疑患 VCMD，本实验室在该养殖场的池塘内采集了

发病对虾和浮游动物样品，同时也对养殖场排水渠中

野生的鲫鱼(Carassius auratus)等样品进行了采集和

固定保存。分子生物学分析结果显示，患病对虾、养

殖池塘共生生物和鲫鱼样品均呈现 CMNV 阳性。 
本研究采用逆转录套式 PCR(RT-nPCR)、组织病

理学、组织原位杂交和透射电子显微镜(TEM)技术，

分析了鲫鱼脑和心肌组织中 CMNV 的存在、感染情

况以及 CMNV 感染鲫鱼所导致的病理变化，以期从

不同角度确认该鲫鱼是否被 CMNV 所感染，是否为

CMNV 的新宿主。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

鲫鱼样品采集于山东潍坊一养殖场的排水渠中，

体长为 8~10 cm，取每尾个体的脑和心肌组织，将组

织样品切分为 1 式 3 份，分别固定于 RNA Later 固定

液(天根)、4%多聚甲醛固定液[配制方法参见 Chen 等

(2014)]和戊二醛固定液 [配制方法参见 Graham 等

(2007)]中，用于后续的分子生物学、组织学和超微结

构分析。保存在 4%多聚甲醛中的样品固定 24 h 后，

转移到 70%乙醇中贮存。 

1.2  组织总 RNA 提取 

将 30 mg 鲫鱼心肌及脑组织置于 500 μl TRIzol
中，用电动匀浆器将其快速破碎匀浆，然后，按照

RNA 快速提取试剂盒(百泰克)说明书，提取组织样品

的总 RNA，最后，用超微量分光光度计 NanoDrop 
2000 (Thermo Fisher Scientific，美国 )测定所制备

RNA 的浓度和纯度。 

1.3  逆转录套式 PCR(RT-nPCR)检测 

取 1 μl (100 ng/μl)鲫鱼组织总 RNA，加入 1 μl  
10 mmol/L 的 Noda-R1 引物[引物序列参见 Zhang 等

(2014)]和 4 μl 无 RNA 酶水后，混匀，70℃预变性    
5 min，冰浴 2 min，然后，依次加入 2 μl 5×M-MLV
逆转录酶缓冲液、0.5 μl dNTP (10 mmol/L)、0.25 μl 
RNA 酶抑制剂(40 U/μl)、0.5 μl M-MLV 逆转录酶  
(200 U/μl)和 0.75 μl 无 RNA 酶水后，混匀，42℃逆转

录 1 h，70℃变性 5 min，即获得 cDNA 模板。 
按照 Zhang 等(2014)报道的方法进行 RT-nPCR的

第一轮扩增反应；RT-nPCR 的第二步 PCR 采用

TaKaRa Premix TaqTM (Ex TaqTM 2.0)进行，25 μl 反应

体系：12.5 μl 预混合 Taq，1 μl 正向引物(Noda-F1: 
5′-AAATACGGCGATGACG-3′, 10 μmol/L)，1 μl 反向

引 物 (Noda-R2: 5′-GGCGGTGAGATGGATTTT-3′,  
10 μmol/L)，1 μl 第一步 RT-PCR 产物和 9.5 μl ddH2O。

第二步 PCR 的反应程序：94℃预变性 3 min；94℃变

性 30 s，52℃退火 30 s 和 72℃延伸 50 s，共 35 个循

环；72℃延伸 5 min。通过第二步 PCR 扩增，可得到

CMNV 中依赖 RNA 的 RNA 聚合酶基因 (RdRp) 
(GenBank 登录号 KM112247)中长度为 207 bp 的扩增

产物。RT-nPCR 检测过程中，同时对阳性对照、阴性



第 2 期 王  崇等: 鲫鱼自然感染对虾偷死野田村病毒(CMNV)的初步研究 27 

 

对照 RNA 进行逆转录和第一轮及第二轮 PCR 扩增。 

1.4  组织病理学分析 

采用 Bell 等(1988)和 Lightner(1996)报道的方法，

对保存在 70%乙醇中的样品进行脱水、石蜡包埋等处

理。每份样品制备 4 张厚度为 3 μm 的石蜡切片，对

第 1 张切片进行苏木精和伊红(HE)染色，用于组织病

理学观察(参考上述 Lightner 报道的方法)，第 2 张切

片用于地高辛(DIG)标记的 RNA 探针进行 CMNV 组

织原位杂交，第 3、4 张切片用于随机探针和无探针

的原位杂交作为阴性和空白对照。利用 Nikon Eclipse 
E80i 显微镜对组织切片进行观察和拍照。 

1.5  组织原位杂交分析 

根据 Zhang 等(2017)报道的方法，利用带有限制

性内切酶识别位点的引物对 RdRp 基因上一段长为

244 bp 的片段进行扩增，将扩增所得目标片段克隆到

pBluescriptⅡSK(+)载体中，用限制性内切酶 PstⅠ将

重组后的载体线性化；以线性化的载体为模板，采用

T7 RNA 聚合酶转录出 DIG 标记的 RNA 探针。利用

上述探针，根据前人报道的方法(Nuovo et al, 1999; 
Piette et al, 2008; Chen et al, 2014)对切片进行原位杂

交，杂交后的切片进行核固红复染着色。利用 Nikon 
Eclipse E80i 显微镜观察原位杂交切片并拍照。 

1.6  透射电子显微镜分析 

将保存在戊二醛固定液中、对应编号呈原位杂交

检测阳性的样品，送青岛大学医院电镜中心进行固

定、包埋、切片和染色，操作流程参照 Graham 等

(2007)，稍加修改后具体步骤包括：1%锇酸(0.1 mol/L
甲次砷酸盐缓冲液配制，pH 值为 7.3)固定 3 h，蒸馏

水浸泡 10 min；接着依次在 50%、70%和 90%乙醇中

脱水 20 min，在无水乙醇中脱水 4 次，10 min/次；先

用 1∶1 的树脂酒精包埋液处理 30 min，再用 3∶1 的树

脂酒精包埋液处理 60 min，然后用纯树脂包埋 3 d，
制备厚度为 0.5 μm 的超薄切片；切片用醋酸铀和柠

檬酸铅进行染色，用透射电子显微镜(Japan Electron 
Optics Laboratory Co., Ltd., 日本)观察、拍照。 

2  实验结果 

2.1  RT-nPCR 检测结果 

RT-nPCR 扩增产物的电泳图片显示，来自鲫鱼

样品的 cDNA 经过二轮 PCR，扩增获得了与预期的

207 bp 大小一致的目标基因片段(图 1)，并且和阳性

对照的扩增片段在相同位置。根据该结果初步判断鲫

鱼样品中存在或感染了 CMNV。 
 

 
 

图 1  鲫鱼样品的 CMNV 逆转录套式 PCR 
第二轮扩增产物电泳 

Fig.1  Electrophoresis of the amplification products from the 
second step of CMNV RT-nPCR test for the sample of  

C. auratus naturally infected with CMNV 

M: Marker DL2000; P: 阳性对照;  
1 和 2: 鲫鱼样品; C: 阴性对照 

M: Marker DL2000; P: Positive control; 1 and  
2: Samples of C. auratus; C: Negative control 

 

2.2  鲫鱼组织病理变化及组织原位杂交 

鲫鱼脑神经组织病理图显示，鲫鱼脑组织二叠体

内颗粒细胞层中可见明显的神经组织空泡化，二叠体

内颗粒细胞排列混乱、无序，细胞核固缩明显(图 2a
和图 2b)。组织原位杂交图(图 2c 和图 2d)显示，鲫鱼

脑组织颗粒细胞层中有明显的蓝紫色 CMNV 探针杂

交信号。对照组切片中无杂交信号出现(图 2e 和图 2f)。 
鲫鱼脑皮层组织病理图显示，鲫鱼脑皮层组织空

泡化严重，组成神经元的锥体细胞呈现明显空泡化，

较高比例的细胞核出现固缩变形(图 3a 和图 3b)。该

样品的组织原位杂交图显示(图 3c 和图 3d)，呈现坏

死部位的神经元周围存在明显浅紫色的 CMNV 探针杂

交信号。对照组切片中无杂交信号出现(图 3e 和图 3f)。 
鲫鱼心肌组织病理图显示，心肌组织中肌纤维呈

现溶解样坏死，肌细胞空泡化明显，间隙可见血细胞

浸润，肌细胞的细胞核固缩明显(图 4a 和图 4b)。组

织原位杂交图(图 4c 和图 4d)显示，心肌组织坏死部

位出现浅紫色的 CMNV 探针杂交信号。对照组切片

中无杂交信号出现(图 4e 和图 4f)。 

2.3  鲫鱼组织超微结构病理变化 

鲫鱼脑组织超薄切片透射电镜分析结果显示，脑

组织空泡化病变严重，神经组织坏死明显，有髓神经 
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图 2  自然感染 CMNV 的鲫鱼脑神经组织病理和原位杂交图 
Fig.2  Micrographs of HE staining and in situ hybridization for brain nerve tissue  

of the C. auratus naturally infected with CMNV 

(a)：自然感染 CMNV 的鲫鱼脑组织病理学 HE 染色图；(b)：(a)中黑框内区域的放大图，可见明显的神经组织空泡化和颗

粒细胞核固缩；(c)：自然感染 CMNV 的鲫鱼脑的组织原位杂交图；(d)：(c)中黑框内区域的放大图，颗粒细胞中有明显的

蓝紫色 CMNV 探针杂交信号；(e)：无 CMNV RNA 探针的脑组织原位杂交图；(f)：(e)中黑框内区域的放大图 
(a): Micrographs of HE staining for brain of the C. auratus; (b): Magnified micrograph of the zone in the black  

frame in (a), visible cytoplasmic vacuolation of nerve and karyopyknosis of the granular cells; (c): Micrographs of ISH for  
brain of the C. auratus with the CMNV RNA probe; (d): Magnified micrograph of the zone in the black frame in  
(c), visible intense hybridization signal at the granular cells; (e): Micrographs of ISH for brain of the C. auratus  

without the CMNV RNA probe; (f): Magnified micrograph of the zone in the black frame in (e) 
 

 
 

图 3  自然感染 CMNV 的鲫鱼脑皮层组织病理和原位杂交图 
Fig.3  Micrographs of HE staining and in situ hybridization for brain cortical tissue  

of the C. auratus naturally infected with CMNV 

(a)：自然感染 CMNV 鲫鱼脑组织病理学 HE 染色图；(b)：(a)中黑框内区域的放大图，可见组成脑皮层的锥体细胞的空泡化和细

胞核固缩；(c)：自然感染 CMNV 鲫鱼脑的组织原位杂交图；(d)：(c)中黑框内区域的放大图，坏死的椎体细胞中有明显的蓝紫色

CMNV 探针杂交信号；(e)：无 CMNV RNA 探针的自然感染 CMNV 鲫鱼的脑组织原位杂交图；(f)：(e)中黑框内区域的放大图 
(a): Micrographs of HE staining for brain of the C. auratus; (b): Magnified micrograph of the zone in the  

black frame in (a), visible cytoplasmic vacuolation of pyramidal cells and karyopyknosis of pyramidal cells in cortical tissue;  
(c): Micrographs of ISH for brain of the C. auratus with the CMNV RNA probe; (d): Magnified micrograph of the 

 zone in the black frame in (c), visible intense CMNV probe hybridization signal at the necrotic neuron; (e): Micrographs of  
ISH for brain of the C. auratus without the CMNV RNA probe; (f): Magnified micrograph of the zone in the black frame in (e) 

 

纤维出现脱髓鞘现象，细胞核固缩变形明显，但镜下

未见明显的 CMNV 样病毒颗粒，也未观测到其他已

知病原体(图 5a 和图 5b)。 

鲫鱼心肌组织超薄切片透射电镜分析结果显示，

心肌组织坏死严重，肌细胞中大面积区域被 CMNV
样病毒颗粒所占据(图 6a 和图 6b)；高放大倍数下可 
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图 4  自然感染 CMNV 的鲫鱼心肌组织病理和组织原位杂交图 
Fig.4  Micrographs of HE staining and in situ hybridization for cardiac muscle of the C. auratus naturally infected with CMNV 

(a)：自然感染 CMNV 鲫鱼心肌组织病理学 HE 染色图；(b)：(a)中黑框内区域的放大图；(c)：自然感染 CMNV 
鲫鱼心肌组织原位杂交图；(d)：(c)中黑框内区域的放大图；(e)：无 CMNV RNA 探针的自然感染 CMNV 

鲫鱼的心肌组织原位杂交图；(f)：(e)中黑框内区域的放大图 
(a): Micrographs of HE staining for cardiac muscle of the C. auratus; (b): Magnified micrograph of the zone in the black frame in 

(a), visible dissolved myoneme of myocyte; (c): Micrographs of ISH for cardiac muscle of the C. auratus with the CMNV RNA 
probe; (d): Magnified micrograph of the zone in the black frame in (c); (e): Micrographs of ISH for cardiac muscle of the  

C. auratus without the CMNV RNA probe; (f): Magnified micrograph of the zone in the black frame in (e) 
 

 
 

图 5  自然感染 CMNV 的鲫鱼脑组织超薄 
切片的透射电镜图 

Fig.5  Micrographs of ultrathin section for brain of  
C. auratus visualized by transmission  

electron microscopy (TEM) 

(a)：鲫鱼脑组织的超薄电镜图；(b)：(a)中黑框内 
区域的放大图，可见脑组织中神经空泡化明显 

(a): TEM micrographs for the brain; (b): Showed the magnified zone 
in the black frame in (a), visible cytoplasmic vacuolation of nerve 

 
见心肌细胞内大量清晰的、直径约为 30 nm 的 CMNV
样病毒颗粒(图 6c)。 

3  讨论 

研究发现，CMNV 的宿主范围广泛，该病毒除

了感染中国主要养殖甲壳类如凡纳滨对虾、中国明对

虾、日本对虾、斑节对虾和罗氏沼虾外，还可以感染

对虾养殖池塘中的桡足类(Parathemisto gaudichaud)、

蜾蠃蜚(Corophium sinense Zhang)、寄居蟹(Diogenes 
edwardsii)和细长脚虫戎 (Parathemisto gaudichalldi)
等种类(Zhang et al, 2017; Liu et al, 2018)。CMNV 可

侵染多种甲壳类的肝胰腺和肌肉组织，在肝胰腺小管

和淋巴器官上皮细胞和肌肉细胞内形成嗜酸性的包

涵体，导致肝胰腺小管萎缩及肌肉纤维溶解样、凝固

状坏死(Zhang et al, 2014、2017)。Liu 等(2017)通过人

工感染实验证明，CMNV 可通过脊尾白虾(Exopalaemon 
carinicauda)亲体的雄性生殖细胞或雌性生殖细胞传

递至子代，实现从亲代到子代的垂直传播。 
为了筛查 CMNV 可感染的水生动物种类，本研究

对山东潍坊一发生 VCMD 对虾养殖场排水渠中野生

的鲫鱼进行了采样和分析，鲫鱼心肌组织的分子生物

学检测呈 CMNV 阳性，初步判断鲫鱼可携带或感染

CMNV。进一步的组织病理学和组织原位杂交分析结

果显示，鲫鱼样品脑组织出现了较为严重的病理变化，

包括脑皮层和二叠体内神经组织空泡化、组织排列疏

松，脑皮层锥体细胞和二叠体颗粒细胞层细胞核明显

固缩等，说明 CMNV 在自然条件下感染鲫鱼能够导致

其脑组织发生明显病变。对鲫鱼样品心肌组织的超微

结构分析结果显示，CMNV 可浸染鲫鱼的心脏，导致

心肌组织大面积坏死；CMNV 颗粒占据了心肌细胞内

大部分区域，部分肌肉纤维溶解并为 CMNV 颗粒所取

代。上述研究结果证实，CMNV 在自然条件下可感染

野生鲫鱼，并导致其脑和心肌发生明显的病理损伤。 
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图 6  自然感染 CMNV 的鲫鱼心脏组织超薄切片的透射电镜图 
Fig.6  Micrographs of ultrathin section for heart of C. auratus visualized under transmission electron microscopic (TEM) 

(a)~(c)：心脏肌肉组织的超薄电镜图；(b)和(c)：分别为(a)和(b)图中黑框内放大区域， 
可见心肌组织中大量散在的 CMNV 样病毒颗粒 

(a)~(c) TEM micrographs for the cardiac muscle of the heart: (b) and (c): Showed the magnified zone  
in the black frame in (a), visible scattering CMNV-like particles in necrotic myocardial cell 

 
由于 CMNV 在分类上归为 α 野田村病毒属，其

与 β 野田村病毒属相关病毒的感染特征可能类似。为

了排除上述鲫鱼样品中 β 野田村病毒共感染的可能性，

本研究采用由世界动物卫生组织(Office International 
Des Epizooties, OIE)推荐的、针对 β 野田村病毒的

TaqMan 实时荧光定量 PCR 方法，检测了鲫鱼脑组织

的 RNA，结果显示，在本研究中鲫鱼样品中没有 β 野

田村病毒属已知株系的阳性检出(结果未展示)，从而

证实本研究鲫鱼样品中不存在 β 野田村病毒的感染。 
通常来讲，病毒具有强烈的宿主专一性和严格的

物种屏障(Wang et al, 2004; Kuiken et al, 2006; Tang 
et al, 2006)。α 野田村病毒属内除了野田村病毒

(Nodamura virus, NoV)和兽棚病毒(Flock house virus, 
FHV)外，多数病毒的宿主范围似乎都仅限于各种昆

虫(Selling et al, 1990; Stock et al, 2009)。作为野田村

病毒科的代表种，NoV 病毒的宿主范围较为独特，除

了能够感染昆虫外，还对哺乳动物宿主具有致病性

(Bailey et al, 1973、1975)。研究证实，NoV 能够感染

猪，可以被蚊子传播，会对乳鼠(Mus musculus)和仓

鼠(Mesocricetus auratus)产生致死性(Ball et al, 1999; 
King et al, 2011)。FHV 分离自褐新西兰肋翅鳃角金龟

(Costelytra zealandica) (Scotti et al, 1983)，但能够在植

物中复制产生感染性病毒粒子(Selling et al, 1990)。上
述研究均表明，NoV 和 FHV 具有跨宿主传播的能力。

相比之下，β 野田村病毒属的宿主范围仅限于不同种

的鱼类(Scotti et al, 1983; Furusawa et al, 2007; Bigarré 
et al, 2009; Souto et al, 2015)。迄今为止，尚未见报道

表明 α 野田村病毒具有感染鱼类的能力。前期研究发

现，发生 VCMD 的凡纳滨对虾养殖池塘中，CMNV
除了感染养殖对虾外，也可感染池塘中共生的鲻虾虎

鱼(Mugilogobius abei)(另文发表)，结合本研究所揭示

的 CMNV 能够感染野生鲫鱼，可以发现，CMNV 作

为一种虾类新发疫病病毒性病原，能跨越物种障碍在

自然条件下感染鱼类，实现跨宿主传播。 
池塘养殖系统，除了养殖池塘本身外，还包括排

水渠、废水处理池等设施，池塘中养殖对虾发病后，

养殖水体会经排水渠向外排放或排入废水处理池中。

由于目前中国大部分对虾养殖地区对养殖废水外排

管理不严格，多数养殖场一般将养殖废水就近直接外

排至沟渠或近海中，造成养殖池塘中病原向外扩散的

风险。本研究中的养殖场养殖用水来源为近岸河口，

从发病对虾养殖池塘外排水渠的鲫鱼样品中检测到

CMNV 感染，证实该养殖场暴发 VCMD 疫情后，其

池塘中 CMNV 可能会经排水设施向外传播扩散。同

时，CMNV 可在自然状态下感染淡水鱼类——鲫鱼这

一事实，一方面为 CMNV 跨越宿主界限感染鱼类提

供了更多证据，另一方考虑到鲫鱼是淡水或半咸水鱼

类，加之 CMNV 可感染半咸水养殖的罗氏沼虾，

CMNV 感染其他鱼类尤其是淡水养殖动物种类的风

险值得高度关注。 
鲫鱼是一种淡水鱼类，分类上归属于辐鳍鱼纲、

鲤形目、鲤科鲫属，主要分布于欧亚地区的淡水水域

中，部分沿海近岸的淡咸水中也有少量分布。中国境

内，鲫鱼分布广泛，各地水域常年均有生产，是中国

一种重要的经济鱼类 (谢忠明 , 1999; 郁桐炳等 , 
2004)。本研究证实，CMNV 能够在自然条件下感染

鲫鱼导致其脑和心肌组织产生明显病理变化，说明

CMNV 对鲫鱼具有一定的致病性，因此，CMNV 危

害养殖鲫鱼的风险不容忽视。但对于 CMNV 感染鲫

鱼的致死率、主要靶组织等问题，尚需深入研究。 
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Preliminary Study on the Natural Infection of Carassius auratus  
with Covert Mortality Nodavirus (CMNV) 

WANG Chong1,2, WANG Xiuhua1,2, LIU Shuang1,2, SANG Songwen1,2, ZHANG Qingli1,2①
 

(1. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for  
Marine Science and Technology (Qingdao); Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture 

and Rural Affairs; Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Yellow Sea Fisheries Research Institute,  
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Viral covert mortality disease (VCMD) is an emerging disease caused by covert mortality 
nodavirus (CMNV). VCMD recently resulted in severe economic losses in China due to shrimp 
aquaculture infections. To identify the natural hosts of CMNV in the pond culture system, samples of 
Carassius auratus were collected for testing purposes from the drainage channel of a shrimp farm affected 
by VCMD. The results of CMNV reverse transcription nested PCR showed that the RNA of C. auratus 
sample could be amplified and produced the expected target gene fragment. Histopathological analysis 
showed that CMNV infection in C. auratus caused brain nervous tissue vacuolation. Obvious 
karyopyknosis occurred in the corpora bigemina granular cells and cortical pyramidal cells. In situ 
hybridization analysis showed CMNV positive signals in regions of the brain and cardiac muscle with 
pathological damage. Transmission electron microscopy analysis verified the brain nervous tissue 
vacuolation and the presence of CMNV particles in the cardiac muscle. The results of the present study 
indicate that CMNV can cross the species barrier to infect fish and cause pathological damage in the target 
tissues. Our findings emphasize the need for paying close attention to the high risk of CMNV infections in 
other fish species, especially freshwater fishes. 
Key words    Viral covert mortality disease (VCMD); Covert mortality nodavirus (CMNV); Natural 
infection; Host jump; Carassius auratus 
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广东粤北地区禾花鱼的形态特征及遗传学分析* 
马冬梅  黄樟翰  朱华平①  谢  骏 

(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    本研究从粤北地区具有代表性的养殖基地随机取禾花鱼 67 尾，对其形态进行拍照测量和

统计分析，依据形态比例数据可将目前养殖的禾花鱼分为偏向修长型和偏向团圆型两类，与目前已

有报道的 6 种鲤鱼(Cyprinus carpio)的形态学数据进行主成分分析。结果显示，在以总体体型为特

征的第 1 主成分中，长体型禾花鱼与兴国红鲤(C. carpio var. Xingguonensis)、镜鲤(C. carpio var. 
specularis)和建鲤(C. carpio var. Jian)聚在一起，而与和瓯江彩鲤(C. carpio var. color)、荷包红鲤(C. 
carpio var. wuyuannensis)聚在一起的团圆体型禾花鱼区分开；在以头部形态为特征的第 2 主成分中，

长体型禾花鱼与团圆体型禾花鱼聚在一起，而与镜鲤和欧江彩鲤区分开。形态学聚类分析结果显示，

长体型禾花鱼与兴国红鲤、镜鲤、黄河鲤和建鲤聚合为一支，荷包红鲤与瓯江彩鲤聚为另一支，而

团圆体型的禾花鱼介于两支之间。COⅡ基因测序及聚类分析结果表明，禾花鱼为鲤属鲤种的一个

群体，2 种体型禾花鱼的 COⅡ多态位点比例仅为 0.33%。以上研究结果可为禾花鱼的下一步选育

提供参考资料。 
关键词    禾花鱼; 鲤; 形态特征; COⅡ基因; 聚类分析 
中图分类号 S962.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0033-10 

禾花鱼泛指在华南地区稻田养殖的温水性鲤鱼

(Cyprinus carpio)，因为鱼食禾花后，鱼肉具有禾花

香味而得名。稻田养殖鲤鱼这种稻鱼共生的农业生产

模式在我国具有悠久的历史和文化传承，稻渔产业化

水产养殖是具有稳粮、促渔、增收、提质、环境友

好、发展可持续等多种生态系统功能的稻、渔结合

的种养模式(马达文等, 2016; Xie et al, 2011)。稻田养

鱼模式在保护环境和保证水稻增产的同时，增加了水

产养殖的产量，是目前水产养殖的研究热点之一(Hu 
et al, 2013)。广东地区的禾花鱼养殖业已成为发展农

村经济的一条重要途径，但对目前广东地区禾花鱼的

形态学研究和种质调查才刚刚起步。根据广东省乳源

瑶族自治县养殖户反映，当地的禾花鱼养殖品种形态

变异大，品种混杂，其中的‘石鲤’体型为典型的团圆

体型，而‘柴鲤’为典型的长体型。分析其原因，一方

面可能是经过长期的养殖驯化过程，不同地区的鲤鱼

因受到不同的自然环境的选择和人工选择，在遗传和

形态上已发生了不同方向的分化(Xu et al, 2014)。另

一方面，可能是因为不同鲤鱼种内(刘淑琴等, 1990)
和种间(谢洪民, 1985)的杂交，导致鲤鱼养殖品种非

常混杂，形态各异。 
在自然界中，生物体的形态特征是生物体的遗传

结构与生活环境长期相互作用的结果，是物种多样性

最直观的表现形式(Endler, 1986; 顾志敏等, 2008)。

abc
图章
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而在农业生产中的生物种群会在自然环境和人工选

择压力下形成明显不同于自然生态系统的种群或者

类群(Hall, 2004; Clutton-Brock, 1999)。无论是在自然

生态系统中，还是农业生产系统中，鱼类形态特征的

变化与生理机能和生活习性的变化相比，更为具体、

易于比较观察，是鱼类分类学的重要依据(曹文宣等, 
1981)。鱼类形态特征中的可数可量性状不仅是鱼类

分类的依据，也是鱼类人工选择育种时的基本选择指

标，即优良品种选择时的重要依据(闫学春等, 2007)。
所以，对鱼类形态学的研究是经济鱼类研究的基础。 

以世代生活在广东地区的稻鱼养殖系统中的禾

花鱼为研究对象，将传统的形态学研究方法与几何形

态学研究方法相结合，分析具有代表性的稻田养殖禾

花鱼的形态学特征，并与其他鲤鱼品系的形态学分析

数据进行比较。同时，通过对禾花鱼线粒体 COⅡ基

因序列的扩增与分析，确定广东粤北地区稻田养殖禾

花鱼在遗传学上的分类地位。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

实验用禾花鱼取自广东省韶关乳源瑶族自治县

的稻田养鱼基地，为当年的禾花鱼鱼苗，在鱼苗长至

平均全长约为 5 cm 时放入稻田中进行养殖，养殖期

为 5 个月，期间不投喂人工配合饲料，仅以稻田中的

杂草、田螺和昆虫等天然饵料为食。 

1.2  形态观察与测量 

从稻田里随机取 67 尾体重在 10 g 以上的禾花

鱼，用麻醉剂麻醉后，快速测量体宽 WB (Body width)，
并用相机拍照，将照片导入本研究室自主研制开发的

鱼类外部形态测量软件 1.0，测量每尾鱼的全长 LT 
(Total length)、体长 LS (Soma length)、体高 DB(Body 
depth)、头长 LH (Head length)、头高 HH (Head height)、
吻长 LM (Snout length)、眼径 DE (Eye diameter)、尾

柄长 LCP (Length of caudal peduncle)、尾柄高 DCP 

(Depth of caudal peduncle)和尾鳍长 LC (Caudal fin 
length)共 11 个生长性状。同时，取鳍条放入无水乙

醇中，20℃保存备用。 

1.3  数量性状分析和统计 

在对上述测量的生长性状进行统计时，为消除由

于鱼的体型大小不同而引起的对数据可靠性的影响，

分析时用头部形态测量值除以头长，尾部形态测量值

除以尾柄高，分别计算头高/头长(HH/LH)、吻长/头长

(LM/LH)、眼径/头长(DE/LH)、尾柄高/尾柄长(DCP/LCP)、

尾鳍长/尾柄长(LC/LCP)，其他的形态测量值除以体长，

如全长 /体长 (LT/LS)、头长 /体长(LH/LS)、体高 /体长

(DB/LS)、体宽/体长(WB/LS)、尾柄长/体长(LCP/LS)。 
采用 Microsoft Excel 软件分析禾花鱼的形态测

量数据及其比值，然后使用 SPSS 11.0 对 10 个比值

进行单因素方差分析(One-way ANOVA)、主成分分析

和聚类判别分析(张文彤, 2002)。 

1.4  禾花鱼与其他 6 种鲤鱼形态学比较分析 

按照郭梁等(2017)的方法从 CNKI 数据库(http:// 
www.cnki.net)中查找鲤属(Cyprinus)鱼类的生长性状

测量值，用取平均值的方法将不同文献所报道的同种

鱼的相同部位形态测量数据进行合并，去掉测量部位

数据少的品种，得到黄河鲤(Cyprinus carpio)、荷包

红鲤 (C. carpio var. wuyuannensis)、兴国红鲤 (C. 
carpio var. Xingguonensis)、建鲤(C. carpio var. Jian)、
镜鲤(C. carpio var. specularis)和瓯江彩鲤(C. carpio 
var. color) 6 种鲤鱼的 7 个生长形态性状比值：全长/
体长(LT/LS)、体高/体长(DB/LS)、体宽/体长(WB/LS)、
尾柄高/尾柄长(DCP/LCP)、头长/体长(LH/LS)、头高/头
长(HH/LH)和眼径/头长(DE/LH)(表 1)。统计分析方法参

照 1.3。 

1.5  利用 COⅡ基因分析禾花鱼的进化地位 

根据鲤的线粒体上的细胞色素氧化酶亚基Ⅱ 
(Cytochrome oxidase subunit Ⅱ, COⅡ)基因序列(序列

号: JN105352.1)设计引物，引物序列为：COⅡ F：

5-TAATGGCACACCCAACGCAAC-3 ， COⅡ R ：

5-AGCTTCCTAGCGAGGCGTCTT-3，由金唯智生

物科技公司合成(苏州)。禾花鱼鳍条基因组 DNA 的提

取采用天根生化科技(北京)有限公司的“血液/细胞/组
织基因组 DNA 提取试剂盒”，具体方法参考试剂盒说

明书。用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完整性

和纯度，20℃保存备用。PCR 扩增禾花鱼 COⅡ基因，

PCR 产物在 ABI 3500 全自动测序仪上进行测序，测序

结果用 ClustalW 软件进行比较分析。统计 38 尾禾花

鱼 COⅡ基因序列，将数目最多的 TA 基因型 COⅡ基因

序列与鲤科(Cyprinidae)鲤属鲤种的 5 个群体(建鲤 CO
Ⅱ基因序列未见报道)，如黄河鲤(KU050703.1)、兴国

红鲤 (KU146530.1)、镜鲤 (KU146531.1)、荷包红鲤

(KF856964.1)和瓯江彩鲤(KP993136.1)及鲤科鲤属的三

角鲤(Cyprinus multitaeniata) (KU373073.1)和鲤科 Danio
属的斑马鱼(Danio rerio) (KM244705.1) COⅡ基因序

列进行比对，再用 Mega 7.0 软件，采用最大似然法

构建进化树，并用 Bootstrap 法进行检验，参数设置

为 999 次。 
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表 1  6 种鲤鱼的 7 个形态性状比值平均值 
Tab.1  The mean values of seven morphological characteristics from six common carp populations 

鲤鱼群体 
Population 

全长/体长
LT/LS 

体高/体
长 DB/LS 

体宽/体长
WB/LS 

尾柄高/尾柄

长 DCP/LCP

头长/体
长 LH/LS

头高/头
长 HH/LH

眼径/头
长 DE/LH

参考文献 
Reference 

黄河鲤 
C. carpio 

1.206 0.29 0.163 0.694 0.271 0.798 0.192 明 俊 超 等 (2009); 刘 晓 敏 等

(2015); 郑水平等(1998) 

荷包红鲤 
C. carpio var. 
wuyuannensis 

1.282 0.458 0.275 1.426 0.330 0.869 0.172 明 俊 超 等 (2009); 马 仲 波 等

(1981); 长江水产研究所(1976); 
吕迅 (1983); 刘筠等 (1979); 张

建森(1985a,b); 林明雪等(2015)

兴国红鲤 
C. carpio var. 
Xingguonensis 

1.266 0.35 0.213 0.788 0.279 0.824 0.198 明 俊 超 等 (2009); 林 明 雪 等

(2015); 陈道印等 (2008); 郑远

刚等(1981) 

建鲤 
C. carpio var. 
Jian 

1.255 0.313 0.169 0.680 0.281 0.804 0.198 明 俊 超 等 (2009); 于 春 然 等
(1995) 

镜鲤 
C. carpio var. 
specularis 

1.24 0.394 0.205 0.867 0.291 0.954 0.231 吕迅 (1983); 郑远刚等 (1981); 
于 春 然 等 (1995); 刘 明 华 等

(1993); 李池陶等(2009、2016)

欧江彩鲤 
C. carpio var. 
color 

1.265 0.358 0.231 1.298 0.308 0.708 0.424 刘 志 国 等 (2003); 吕 耀 平 等

(2008); 朱丽艳等(2013) 

  

2  结果与分析 

2.1  稻田养殖禾花鱼的形态观察与数据测量 

目前，广东地区典型的稻田养殖禾花鱼体型从长

而侧扁到团而体厚的均可见。鱼体颜色各异，有些个

体鱼体背部为青灰色，有些个体鱼通体为金红色，有

些个体鱼体背部为浅灰色，鳍为浅灰色略带红色或鳍

为黄色桔黄至浅黄色。随机取 67 尾禾花鱼进行测量，

体重范围为 10~44 g，变化范围较大。计算其测量数

据的平均值及方差(表 2)。 

2.2  稻田养殖禾花鱼形态的聚类分析 

根据 67 尾禾花鱼的头高/头长(HH/LH)、吻长/头
长 (LM/LH) 、 眼 径 / 头 长 (DE/LH) 、 尾 柄 高 / 尾 柄 长

(DCP/LCP)、尾鳍长/尾柄长(LC/LCP)、全长/体长(LT/LS)、
头长/体长(LH/LS)、体高/体长(DB/LS)、体宽/体长(WB/LS)
和尾柄长/体长(LCP/LS)10 个形态学比例指标，用 SPSS 

11.0 软件进行聚类分析表明，67 尾鲤鱼可以分为体

型偏向修长型和偏向团圆型两大类。 

2.3  稻田养殖禾花鱼形态的主成分分析 

对同一稻田养殖环境的 67 尾禾花鱼的 10 个形态

学比例指标进行主成分分析，得到 3 个主成分，累积

贡献率为 73.5%，基本可以反映综合指标所概括的信

息，每个比例性状在各主成分的载荷量见表 3。第 1
主成分中起最主要作用的是尾柄高/尾柄长和尾鳍长/
尾柄长，可以解释为鱼体的尾部特征；第 2 主成分中

起主要作用的是头高/头长、吻长/头长和眼径/头长，

可以解释为鱼体的头部特征；第 3 主成分中起主要作

用的是头高/头长和体高/体长，也可以解释为鱼体的

总体特征。 
将上述聚类分析得到的体型偏向修长型和偏向

团圆型 2 组鱼每个个体的主成分值绘制散点图(图 2)，
在第 1 主成分上，2 组体型不同的禾花鱼区分明显，

在尾柄高/尾柄长、尾鳍长/尾柄长和体高/体长这 3 个 
 

表 2  禾花鱼的形态测量平均值及其标准差 
Tab.2  The mean value and standard deviation of the morphological traits of rice flower carp 

生长性状
Traits 

体重 W 全长 
LT 

体长 
LS 

体高 
DB 

体宽
WB 

头长
LH 

头高
HH 

吻长
LM 

眼径 
DE 

尾柄长
LCP 

尾柄高
DCP 

尾鳍长
LC 

平均值 Mean 21.88 11.12 8.76 3.66 1.68 2.86 2.53 0.92 0.60 1.26 1.24 2.44
标准差 SD 2.76 2.71 2.30 1.08 0.34 0.67 0.65 0.10 0.12 0.34 0.38 0.51
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图 1  同一禾花鱼群体内不同个体的形态聚类关系 
Fig.1  Cluster analysis of the common carp individuals cultured in paddy field according to morphological characteristics 
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表 3  禾花鱼 10 个形态特征变量的主成分载荷 
Tab.3  Loading of principal components (PC) for 10 morphometric characteristics of rice flower carp 

比例性状 Morphometric ratios 
主成分 

PC HH/LH LM/LH DE/LH DCP/LCP LC/LCP LT/LS LH/LS DB/LS WB/LS LCP/LS 

贡献率 
Contribution 

(%) 

累积贡献率 
Cumulative 
contribution 

(%) 

第 1主成分
PC1 

0.070 0.334 –0.234 0.887 0.900 0.496 0.603 0.806 0.674 –0.778 40.868 40.868 

第 2主成分
PC2 

–0.594 –0.542 0.659 –0.279 0.043 0.492 0.427 –0.031 0.448 0.274 17.509 58.377 

第 3主成分
PC3 

0.755 –0.323 0.397 0.082 0.140 0.413 –0.591 0.253 0.124 0.239 15.142 73.520 

 

 
 

图 2  禾花鱼依据形态特征数据分组后的主成分分析散点图 
Fig.2  Scatter diagram for the principal component analysis of the rice flower carps grouped according  

to morphological characteristics 
 

比值中，偏长体型组鱼的平均值分别为 0.78、1.57 和

0.37，偏团圆体型组鱼的平均值为 1.07、2.08 和 0.44，
均呈极显著差异(P<0.01)；在第 2 主成分上，2 组体

型不同的禾花鱼部分重合，区分不明显，在头高/头
长、吻长/头长和眼径/头长 3 个比值中，偏长体型组

鱼的平均值分别为 0.85、0.27 和 0.25，偏团圆体型组

鱼的平均值为 0.86、0.31 和 0.23，除吻长/头长值有

显著差异(P<0.05)外，头高/头长和和眼径/头长值无显

著差异(P>0.05)；在第 3 主成分上，2 组体型不同的

禾花鱼完全重合，头高/头长在 2 组禾花鱼中无显著

差异。 

2.4  稻田养殖禾花鱼与其他几种鲤鱼的形态比较分析 

用可以查询到的 6 种鲤鱼的 7 个生长性状比值，

与偏长体型和偏团圆体型 2 组禾花鱼各自相对应的

生长性状比值的平均值进行主成分分析，结果见表 4。
得到 2 个主成分，其累积贡献率为 82.7%，主成分分

析结果基本可反映综合指标所隐含的信息，第 1 主成

分中起主要作用的是体高/体长和尾柄高/尾柄长，以

及头长/体长、体宽/体长和全长/体长，可解释为鱼体

的总体体型特征；第 2 主成分中起主要作用的是头高/ 
头长，可解释为鱼体的头部特征。 

 
表 4  2 种体型禾花鱼与其他 6 种鲤鱼 7 个形态特征变量的主成分载荷 

Tab.4  Loading of principal components (PC) for 7 morphometric characteristics of rice flower carp and  
other six common carp populations 

比例性状 Morphometric ratios 
主成分 

PC HH/LH DE/LH DCP/LCP LT/LS LH/LS DB/LS WB/LS

贡献率 
Contribution(%) 

累积贡献率 
Cumulative 

contribution(%)
第 1 主成分 PC1 0.160 0.189 0.903 0.847 0.896 0.930 0.861 57.196 57.196 
第 2 主成分 PC2 0.914 –0.861 –0.294 –0.020 0.059 0.339 –0.080 25.553 82.749 
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从依据第 1 主成分和第 2 主成分绘制的散点图

(图 3)可以看出，无论是长体型禾花鱼还是团圆体型

禾花鱼的主成分值均介于兴国红鲤和荷包红鲤之

间，且在第 1 主成分上，长体型禾花鱼与兴国红鲤、

镜鲤和建鲤聚在一起，而与和瓯江彩鲤和荷包红鲤聚

在一起的团圆体型禾花鱼区分开；在第 2 主成分上，

长体型禾花鱼与团圆体型禾花鱼聚在一起，再与荷包

红鲤、兴国红鲤、建鲤和黄河鲤聚在一起，而与镜鲤

和欧江彩鲤区分开。 
 

 
 

图 3  2 种体型禾花鱼与其他 6 种鲤鱼 7 个生长性状 
比值的第 1 主成分、第 2 主成分散点图 

Fig.3  Scatter plot of PC1 versus PC2 extracted from  
7 morphometric characteristics of rice flower carp with two 

shapes and another six common carp populations 

将 2.1 中聚类分析得到的偏长体型组鱼和偏团圆

体型组鱼生长性状比值的平均值与 6 种其他鲤鱼的

生长性状比值进行聚类分析，结果表明，偏长体型禾

花鱼与兴国红鲤聚合在一起，再与镜鲤聚合在一起，

再与黄河鲤、建鲤聚为一支，荷包红鲤与瓯江彩鲤聚为

另一支，偏团圆体型的禾花鱼介于两支之间(图 4)。 

2.5  禾花鱼线粒体 COⅡ基因的克隆与进化分析 

对测序得到的 38 尾禾花鱼的 COⅡ基因(606 bp，
图 5)进行比较，结果表明，仅有 2 个多态位点，一个

位于+31，为颠换位点 A-T(4：34)，另一个位于+597，
为转换位点 A-G(28：10)，共 4 种基因型(AA∶AG∶

TG∶TA=3∶1∶9∶25)，其中，TA 基因型个体数目

最多，占总数的 65.8%，而多态位点数仅占序列长

度的 0.33%。经分析，这 4 种基因型与体型特征之

间没有对应关系，不能区分长体型禾花鱼和团圆体

型禾花鱼。 
用 TA 基因型禾花鱼 COⅡ部分基因序列与 7 种已

知的鲤科鱼类 COⅡ基因序列进行比对，结果表明，

禾花鱼与鲤科鲤属的 5 种鱼 COⅡ基因同源性均在

99%以上，与斑马鱼 COⅡ基因的同源性仅为 79%。从

构建的进化树可以看出(图 6)，禾花鱼与荷包红鲤的

COⅡ基因同源性最高，其次为兴国红鲤，而斑马 
 

 
 

图 4  2 种体型的禾花鱼与其他 6 种鲤鱼的形态学聚类分析 
Fig.4  Dendrogram of rice flower carps with two shapes and another six common carp populations by cluster analysis 

 

 
 

图 5  禾花鱼的 COⅡ基因部分序列 
Fig.5  The partial sequence of COⅡ gene from rice flower carp 

加粗字表示多态位点 
Bold shows the polymorphic sites 
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图 6  禾花鱼和 7 种鲤科鱼的 COⅡ基因进化树分析 
Fig.6  Phylogenetic tree of COⅡ genes from rice flower  

carp and seven carp populations within Cyprinidae 
 
鱼 COⅡ基因是聚类分析的外群，可以确定禾花鱼为

鲤属鲤种的一个群体。 

3  讨论 

广东粤北地区养殖户反映目前禾花鱼养殖品种

形态变异大，其中，团圆体型的“石鲤”在稻田养殖过

程中不易逃走，而且肉厚、骨软、成活率高，而长体

型的“柴鲤”易逃走，且肉少、骨硬、成活率低。为了

进一步对该禾花鱼养殖品种进行选育，本研究用形态

学统计聚类分析的描述方法，将禾花鱼依据形态分为

体型偏团圆型和偏修长型两大类，并揭示了两类禾花

鱼的形态差异主要表现在尾柄高/尾柄长、尾鳍长/尾
柄长和体高/体长这 3 个比例性状上。而这 3 个比例

性状，特别是“体高/体长和尾柄高/尾柄长”，是鲤鱼

选育的重要考量指标，如对荷元鲤的选育研究表明，

荷元鲤的体长/体高为 2.35~2.55 之间，可获得单位体

长的最好增重效果(Ma et al, 1981; 张建森, 1985)。对

广东地区传统稻田养殖禾花鱼生长形态学的统计、描

述和分类，可为禾花鱼的下一步选育工作奠定形态学

研究基础。 
禾花鱼在养殖过程中没有投喂人工饵料，所以，

生长较为缓慢，在形态数据测定时，其个体体重仅在

10~44 g 范围内，而与其相比较的其他种类的鲤鱼规

格在 100 g 以上(郑水平等, 1998; 明俊超等, 2009)，
有些甚至达到 2 kg(郭梁等, 2017)。有研究表明，不

同生长阶段、雌雄差异、饲料和养殖环境等都会对鱼

类的形态特征产生影响 (王兰梅等 , 2017; 岳亮等 , 
2016; 沈伟良等, 2017)。但从本研究对禾花鱼的形态

数据聚类分析结果可以看出，兴国红鲤、荷包红鲤、

镜鲤、黄河鲤和建鲤的聚合分析结果与之前的鲤鱼形

态聚类结果相吻合(明俊超等, 2009; 郭梁等, 2017)。
长体型禾花鱼与兴国红鲤、镜鲤、黄河鲤、建鲤聚合

在一起，而荷包红鲤与瓯江彩鲤聚在一起，偏团圆体

型的禾花鱼的形态性状处于长体型鲤与团圆体型鲤

的中间类型。分析结果与观察得到的结果相似，说明

禾花鱼 1 龄前已显示出初步的形态特征，与其他鲤鱼

品种进行形态比较结果较为准确，可为其他规格差异

较大种群形态学比较研究提供参考依据。另外，从目

前的研究结果可以看出，粤北地区的偏团圆体型的禾

花鱼形态与荷元鲤的形态相似，但对荷元鲤的形态学

研究数据不足，限制了禾花鱼与其进行比较(Ma et al, 
1981; 张建森, 1985)。此外，对另 2 种稻田养殖鲤鱼

——“青田稻田鱼”和“从江稻田鱼”的形态学聚类分

析发现，这 2 种田鱼在形态上已明显区别于兴国红

鲤、黄河鲤和建鲤等 8 种鲤鱼种群(郭梁等, 2017)。
而本研究中的稻田养殖禾花鱼形态学聚类分析表明，

禾花鱼的形态仍具有明显的鲤鱼特征，虽然已经过多

年的传统稻田养殖，但还不能从形态上将其从鲤鱼群

体中区分出来。从上述比较结果还可以看出，目前，

广东地区禾花鱼品种较为混杂，需要以形态学为基

础，进一步建立家系进行选育。 
稻田养殖鲤鱼在不同地区的品种有所不同，包括

很多个地方种，如广东地区主要养殖的禾花鱼为华南

鲤(Cyprinus carpio rubrofuscus)，广西地区主要养殖

的禾花鱼为乌鲤(Procypris merus)等。COⅡ基因作为

鲤鱼品种的遗传标记已有大量的报道，包括 25 种鲤

科 鱼 类 ( 凌 去 非 等 , 2006) 、 中 国 红 鲤 (Cyprinus 
flammans)(王成辉等 , 2004)、瓯江彩鲤 (吕耀平等 , 
2009)及锦鲤(Cyprinus carpio)、瓯江彩鲤和长鳍鲤

(Cyprinocirrhites polyactis)之间的亲缘关系(Wang et 
al, 2004)。在上述研究的基础上，本研究对禾花鱼的

COⅡ基因序列进行了分析，确定了禾花鱼为鲤科、鲤

属、鲤种的一个群体。在研究 5 种体色 20 尾瓯江彩

鲤 COⅡ基因 (604 bp)中发现，多态位点百分率为

1.49%，而本研究 38 尾禾花鱼的 COⅡ基因(606 bp)多
态位点仅占 0.33%，远低于鲤鱼种间 3.79%的水平(吕
耀平等, 2009)。虽然禾花鱼体型差异较大，但根据

COⅡ基因多样性的判别，远没有达到种间的水平。 
本研究对粤北地区典型稻田养殖基地的禾花鱼

进行了形态学分析和初步的遗传学分析，用科学的方

法阐释了生产实践观察到的禾花鱼形态多样性丰富

的现象，根据测量数据对 2 种体型的禾花鱼进行了分

类，并用分子手段确定了地方养殖品种的分类地位，

为禾花鱼接下来的育种工作奠定了基础。 
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Morphological Characteristics and Genetic Analysis of the Rice Flower Carp  
in the Northern Region of Guangdong Province 

MA Dongmei, HUANG Zhanghan, ZHU Huaping①
, XIE Jun 

(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) 

Abstract    In order to investigate the germplasm of rice flower carp cultured in the paddy fields of the 
northern region of Guangdong Province, 67 rice flower carp individuals were chosen at random. After 
measuring their morphological traits and calculating their morphological ratios, the rice flower carp were 
divided into two clusters according to shape. One cluster tended to have an elongated shape, and the other had a 
rounded shape. There were highly significant differences in the ratios DCP/LCP (depth of caudal peduncle to 
length of caudal peduncle), LC/LCP (length of Caudal fin to length of caudal peduncle), and DB/LS (body depth to 
soma length) between the long-shaped and round-shaped fish groups. The results suggested that the differences 
between the two groups were dependent on these three parameter values. Principal component analysis of the 
morphological characteristics of these rice flower carp and of six common populations reported previously was 
carried out. The results showed that in the PC1, which characterized the shape of the whole body, the 
long-shaped flower carp was similar to Cyprinus carpio var. xingguonensis, C. carpio var. specularis, and C. 
carpio var. Jian, and distinguished from the round-shaped rice flower carp, which clustered with C. carpio var. 
color and C. carpio var. wuyuannensis. In the PC2, which characterized the shape of the head, the rice flower 
carp of both shapes clustered together and were distinguished from C. carpio var. specularis and C. carpio var. 
color. The cluster analysis suggested that the long-shaped rice flower carp was similar to C. carpio var. 
xingguonensis, C. carpio var. specularis, and C. carpio var. Jian within one cluster, and C. carpio var. 
wuyuannensis and C. carpio var. color in another cluster. The round-shaped rice flower carp was positioned 
between the two clusters. These results indicate that rice flower carp are mixed strains. It is necessary to carry 
out family-wise selection on the basis of morphology. Furthermore, polymorphism analysis of a partial 
sequence (606 bp) of the COⅡ gene from rice flower carp showed that there were two polymorphic sites that 
formed four genotypes, where the proportion of polymorphic sites was only 0.33%. Compared with the seven 
species from Cyprinus, the phylogenetic tree based on the COⅡ gene sequences indicated that rice flower carp 
is one population of C. carpio. These results of the polymorphic investigation and genetic analysis in the 
present study lay the foundation for further breeding research on rice flower fish. 
Key words    Rice flower fish; Carp; Morphological characteristics; COⅡ gene; Cluster analysis 
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基于线粒体细胞色素 b 基因序列的新安江流域 
温州光唇鱼群体遗传研究* 

周华兴①  胡玉婷  段国庆  凌  俊  江  河  潘庭双 
(安徽省农业科学院水产研究所  合肥  230031) 

摘要    为了解新安江流域温州光唇鱼(Acrossocheilus wenchowensis)的群体遗传变异规律，本研究

采集 6 个不同地理群体共 170 个体，采用线粒体基因组细胞色素 b(mtDNA Cyt b)测序方法，研究群

体遗传结构以及群体变化的历史动态。研究显示，温州光唇鱼不同地理群体间的遗传多样性差异较

大，整体遗传多样性水平较低。群体间检测到了不同程度的遗传分化，但由于分化时间较短(上新

世晚期)，分子遗传变异主要来自于群体内。温州光唇鱼约于 335 万年前发生过群体扩张事件。群

体扩张时，全球处于末次冰川时期的早期，群体的扩张并未受到低温的影响，因此，推测新安江流

域可能是潜在的冰期避难所。祖籍地重建分析结果表明，新安江流域温州光唇鱼起源于率水上游和

练江上游，经过一系列的群体扩散–隔绝–分化事件，形成现今的分布。原种的鉴定为新安江流域光

唇鱼群体保育工作提供理论依据。 
关键词    新安江流域；温州光唇鱼；mtDNA Cyt b；群体遗传分析 
中图分类号  S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0043-08 

新安江源于黄山南麓，流域上游多为山间溪流，地

势复杂，水流湍急。下游东入浙江省西部，经淳安至建

德与兰江汇合后为钱塘江。温州光唇鱼(Acrossocheilus 
wenchowensis) 隶 属 鲤 形 目 (Cypriniformes) 、 鲤 科

(Cyprinidae)、光唇鱼属(Acrossocheilus)(Nelson et al, 
2016)，是新安江流域中上游栖息的淡水型鱼类，在浙

江、广东、福建境内也有分布。因其成鱼常栖息于石

缝间，体侧具有多条鲜艳的黑色横斑而被地方称为“石
斑鱼”。由于温州光唇鱼肉质细嫩、体色鲜艳，具有

较高的食用和观赏价值，深受消费者的青睐(冀德伟

等, 2009)。近年来，受水质污染、栖息地破坏、过度

捕捞等人类活动的影响，新安江流域温州光唇鱼的野

生资源急剧减少，其分布范围日益减缩，资源数量逐

渐下降，个体规格也越来越小(胡玉婷等, 2017)。因此，

开展新安江流域温州光唇鱼群体遗传结构研究和保

育工作已迫在眉睫。 
由于具有高突变率、低重组率及严格的母系遗传等

特征，线粒体基因序列一直是群体遗传学和系统发生学

研究中的理想标记(Cann et al, 1987)。马春艳等(2009)采
用线粒体细胞色素 b 基因(Cyt b)对鲳属 3 种鱼类系统进 

abc
图章
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化关系进行分析，提出银鲳(Pampus argenteus)是 3 种

鲳属鱼类中较早分化出的种，而刺鲳(Psenopsis anomala)
则是鲳属鱼类的原始类群的观点。李大命等(2017)利用

线粒体 Cyt b和细胞色素氧化酶亚基Ⅰ(COⅠ)基因作为

分子标记，分析洪泽湖大银鱼(Protosalanx hyalocranius) 
40 个个体的序列多态性，提出该群体可能经历种群

扩张事件，且单倍型未出现遗传分化。张争世等(2017)
基于线粒体 Cyt b 基因探讨齐口裂腹鱼(Schizothorax 
prenanti)野生群体的遗传多样性和遗传结构，长江上

游 4 个齐口裂腹鱼野生群体未经历过种群扩张，且群

体间和群体内存在显著的遗传分化。 
本研究采用线粒体 Cyt b 基因，探讨新安江流域 

的 6 个不同温州光唇鱼地理群体的遗传结构，并重建

其群体进化历史，以期为该类鱼种的保育和开发提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

实验所用的温州光唇鱼样本于 2016 年 10 月~ 
2017 年 8 月采集自新安江流域。6 个自然群体分别采

自毕村(BC)、杞梓里(QZL)、南塘(NT)、上丰(SF)、
北岸(BA)、朱家坑(ZJK)，共 170 个个体(表 1，图 1)。
样本采集后做好标记，保存于 95%的酒精中固定。 

 
表 1  温州光唇鱼样本采集信息 

Tab.1  Sampling information of A. wenchowensis 

群体 
Populations 

样本采集地 
Sampling site 

所属支流 
Streams 

采集样本数 
Sampling 
number 

经度/E 
Longitude 

纬度/N 
Latitude 

BC 毕村 Bicun 率水中游 Shuaishui midstream 30 118°543.8 29°3924.48 
QZL 杞梓里 Qizili 昌溪 Changxi 30 118°4453.88 30°010.8 
NT 南塘 Nantang 横江 Heng River 25 118°714.16 29°541.08 
SF 上丰 Shangfeng 练江 Lian River 27 118°2111.88 29°5933 
BA 北岸 Bei’an 锦溪 Jinxi 28 118°3414.16 29°5412.96 
ZJK 朱家坑 Zhujiakeng 率水上游 Shuaishui upstream 30 117°4254 29°3710.2 

 

 
 

图 1  温州光唇鱼 6 个群体样本采集点 
Fig.1  Sampling sites of 6 populations of A. wenchowensis 

BC: 毕村; QZL: 杞梓里; NT: 南塘; SF: 上丰; BA: 北岸; ZJK: 朱家坑。下同 
BC: Bicun; QZL: Qizili; NT: Nantang; SF: Shangfeng; BA: Bei’an; ZJK: Zhujiakeng. The same as below 

 

1.2  基因组 DNA 提取 

取样本背部肌肉组织，采用 Sambrook 法提取基

因组 DNA(Sambrook et al, 1989)。 

1.3  PCR 扩增及测序 

Cyt b基因的扩增和测序引物为H15915(5-CTC 
CGATCTCCGGATTACAAGAC-3) 和 L14724(5-GAC 
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TTGAAAAACCACCGTTG-3)(Xiao et al, 2001)。 
PCR 反应体系：200 ng 的模板 DNA，10×Buffer

缓冲液(TaKaRa) 5 µl，dNTP(2.5 mmol/L) 3 µl，MgCl2 

(2.5 mol/L) 4 µl，上下游引物(5 µmol/L)各 2 µl，Taq 
DNA 聚合酶 0.75 U，补充无菌超纯水至 50 µl。 

PCR 反应条件：96℃预变性 1 min；94℃变性

45 s，55℃退火 45 s，72℃延伸 1 min，共 34 个循环；

72℃延伸 10 min。PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测后，委托生工生物工程(上海)有限公司双向测序。 

1.4  数据分析 

所得序列通过 Seqman 软件(Burland, 2000)辅助

人工进行拼接组装，获得完整的 mtDNA Cyt b 基因。

序列集通过 MAFFT v.7(Katoh et al, 2013)在线比对，

并辅以人工校正。采用 DNAsp 5.0(Librado et al, 2009)
计算多态位点、单倍型数目、错配分布 (Mismatch 
distribution)、单倍型多样性(Haplotype diversity, Hd)
和核苷酸多 样性 (Nucleotide diversity, Pi) 。使用

Network 5绘制单倍型网络关系图。通过 MrBayes3.1.2 
(Ronquist et al, 2003)采用贝叶斯法(Bayesian inference, 
BI)构建单倍型系统进化树。使用 MEGA 6(Tamura et al, 
2013)(Kumara2-parameter)计算种群遗传距离，并通过

Arlequin 3.11(Excoffier et al, 2005)计算种群遗传分化

指数(F-statistics, Fst)并进行分子变异分析(Analysis of 
molecular variance, AMOVA)。使用 Beast1.6 软件包

(Drummond et al, 2007)进行贝叶斯天际线(Bayesian 
skyline plot, BSP)分析，检测种群变化的历史动态。

基于聚类树的拓扑学结构，使用 RASP 3.0 软件(Yu  
et al, 2015)重建温州光唇鱼祖先种群起源地，追溯其

原种群。 

2  结果与分析 

2.1  序列特征和遗传多样性分析 

测序获得的 170条温州光唇鱼 mtDNA Cyt b序列

已上传至 NCBI 数据库，登录号为 MH141624~ 
MH141793。经过同源比对后，用于下游分析的基因

片段全长 1039 bp，共检测到 69 个突变位点，突变率

6.6%，包含简约信息位点(Parsimony-informative sites) 
31 个，单突变位点(Singleton sites)38 个。序列中 A、

T、G 和 C 的平均含量分别为 27.8%、27.3%、14.8%
和 30.1%，遵循 A+T>G+C 的规律。编码序列出现了

明显的反 G 偏倚(Anti-G bias)现象，尤其体现在第 3
位密码子 G 的含量(7%)上。Saccone 等(1999)认为这

种偏倚现象与线粒体基因组的进化趋势相关，物种由

低等向高等进化过程中，反 G 偏倚会逐渐弱化，在

鸟类和哺乳类动物线粒体中 G 的含量达到 高。 
温州光唇鱼 6 个群体共 170 条序列定义了 28 个

单倍型，其中，群体间共享单倍型 9 个，包含 148 个

个体，占总样本数的 87.06%；特有单倍型 19 个，包

含 22 个个体，占总样本数的 12.94%。 
各群体的单倍型多样性为 0.308~0.876，核苷酸多

样性为 0.00112~0.00838。其中，BC 群体定义 13 条

单倍型，单倍型多样性 高；NT 群体检测到 38 个多

态位点，核苷酸多样性 高(表 2)。 
 

表 2  温州光唇鱼 6 个群体遗传多样性参数 
Tab.2  Population genetic diversity of 6 populations  

of A. wenchowensis 

群体 
Populations

样本数
Sampling 
number

单倍型数 
Number of 
haplotypes 

多态 
位点数 

Polymorphic 
sites 

单倍型

多样性
Hd 

核苷酸

多样性
Pi (%)

BC 30 13 22 0.876 0.635 
QZL 30 4 16 0.402 0.328 
NT 25 10 38 0.787 0.838 
SF 27 5 30 0.396 0.336 
BA 28 9 21 0.757 0.594 
ZJK 30 5 10 0.308 0.112 
整体 Total 170 28 69 0.799 0.631 

 

2.2  群体遗传结构分析 

单倍型系统发生分析选择光唇鱼(Acrossocheilus 
fasciatus)(登录号：KF781289)作为外群，构建进化树。

如图 2 所示，28 个单倍型形成了 4 个支系，其中 
 

 
 

图 2  基于贝叶斯法构建的 28 个单倍型系统进化树 
Fig.2  Phylogenetic tree for 28 haplotypes constructed  

based on BI method 



46 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 

HAP1、4、5、11、12、13、17、18、21、22 聚为支

系一，HAP6、7、9、15、16、19、20、27 聚为支系

二，HAP2、8、10、14、23、24、25、26、28 聚为

支系三，HAP3 聚为支系四。 
采用中介网络理论(Median joining, MJ)绘制的单

倍型网络图中，28 个单倍型也形成了 4 个支系。不

同支系内出现了多个主体单倍型(支系一为 HAP1，支

系二为 HAP7，支系三为 HAP2)，其他单倍型呈辐射

状环绕在主体单倍型周围(图 3)。 
将温州光唇鱼 6 个不同地理种群设定为同一组

群，执行 AMOVA 分析(表 3)，估算种群间和种群内

个体间变异率。结果表明，新安江温州光唇鱼整体的

变异主要来自于群体内，变异比例为 66.85%，而种

群间的变异仅占 33.15%。 
 

 
 

图 3  基于中介网络理论构建的单倍型中介网络图 
Fig.3  Haplotypes network based on MJ method 

线段上的数字代表单倍型间的突变次数，不同的颜色代表不同的群体 
The numbers on the lines represents mutation steps; Different colors represents different populations 

 
表 3  温州光唇鱼 6 个群体分子变异分析 

Tab.3  AMOVA of 6 populations of A. wenchowensis 

变异来源 
Source of  
variation 

自由度 
df 

方差组分 
Sum of 
squares 

变异比例
Percentage of 
variation (%)

P 值
P value

群体间 
Among population 

5 1.27334 33.15 <0.001

群体内 
Within population 

164 2.56783 66.85 <0.001

总变异 Total 169 3.84117   
 
不同群体间的 Fst 值见表 4，温州 6 个地理群体

出现了不同程度的分化，其中，SF 和 ZJK 两个群体

之间的分化程度 高(Fst=0.73281)，而 BC 和 NT 群

体间未检测到明显分化(Fst=0.02389)。少数群体间存

在着不同水平的基因流(Nm>1)，6 个群体间的平均基

因流 Nm=2.04。 

表 4  群体间遗传分化指数(Fst)和群体间有效 
迁徙个体数(Nm) 

Tab.4  Pairwise values of Fst (below diagonal) and Nm 
(above diagonal) between populations 

 BC QZL NT SF BA ZJK
BC   2.16 20.42 1.18 18.46 0.86
QZL 0.188**   3.44 0.32 0.88 0.24
NT 0.024 0.127**   1.66 7.16 0.64
SF 0.297** 0.614** 0.232**   2.82 0.18
BA 0.026 0.363** 0.065* 0.151*   0.64
ZJK 0.366** 0.667** 0.438** 0.733** 0.439**  

* P<0.05; **P<0.001; Nm=0.5×(1–Fst)/Fst 

2.3  群体历史动态 

6 个群体的中性检验显示 Tajima’s D 和 Fu’s Fs

为负值，其中 Fu’s Fs 结果显著(表 5)。基于期望值持

续增长模式下的错配分布分析结果显示，曲线呈现单
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峰泊松分布，且实际观测结果与期望的假定模型吻合

度较高(图 4)。因此，认为新安江温州光唇鱼群体可

能经过扩张或者仍处于持续增长状态。 
 
表 5  温州光唇鱼群体中性检验和错配分布参数 

Tab.5  Neutral test and mismatch distribution of nucleotide 
of A. wenchowensis populations 

中性检验  
Neutral test 

错配分布 
Mismatch distribution 

Tajima’s D Fu’s Fs τ θ0 θ1 
–0.627 –24.851** 9.705 0 18.418

**P<0.001 
 

 
 

图 4  温州光唇鱼碱基错配分布 
Fig.4  Nucleotide mismatch distribution of A. wenchowensis 

 
选择 GTR+Gamma 替代模型，基于宽松分子钟

(Relaxed clock)理论构建了贝叶斯天际线图来模拟群

体变化动态。BSP 结果显示(图 5)，新安江温州光唇

鱼 6 个群体发生过扩张事件。由于未见温州光唇鱼

mtDNA Cyt b 基因分子进化速率的报道，研究基于

Gamma 替代模型并辅以选择压估算校正，估算了温

州光唇鱼 mtDNA Cyt b 基因位点进化速率 u 为

2.87~3.00/百万年。考虑到光唇鱼属于 2 龄性成熟鱼

类，将表 5 中的 τ 值代入公式 τ=2ut，推算出新安江

温州光唇鱼群体扩张时间约为 335 万年前。 
为了追溯该流域光唇鱼群体的扩张历史，重建其

祖先群体的分布情况，本研究基于贝叶斯二进制法

(Bayesian binary method, BBM)和分散–隔绝理论

(Statistical dispersal-vicariance method, S-DIVA)，重新

构建了温州光唇鱼祖先群体分布地(图 6)。图中上半

区是新安江的地图，按照采集到的群体分布，将该区

域划分成 A~F 六片区域，分别为 A 率水上游、B 率

水下游、C 昌溪、D 休宁河、E 练江、F 锦溪。下半

区则是基于 Fst 值构建的邻接树(Neighbor joining)拓
扑学结构，进行的祖先起源地重建以及随后的物种区 

 
 

图 5  温州光唇鱼群体历史动态 
Fig.5  Historical demography of A. wenchowensis 

上图为反映温州光唇鱼群体动态的贝叶斯天际线图， 
下图为 Zachos(2001)等研究结果的全球温度变化趋势图。

图中阴影部分表示冰川时期 
Top plot represents the BSP of 6 populations;  

bottom plot represents the trend of global temperature  
change redrawn from Zachos et al’s results.  

The shadow zone represents the glacial period 
 

 
 

图 6  基于 BBM 和 S-DIVA 理论重建的祖先起源地 
Fig.6  The ancestral area reconstruction inferred  

from BBM and S-DIVA 
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域进化推测结果。结果显示，新安江水系温州光唇鱼

可能起源于率水上游和练江上游，随后群体逐渐扩

张，形成现在的分布。 

3  讨论 

3.1  新安江流域温州光唇鱼群体遗传多样性 

遗传多样性是种群适应外界环境、延续物种生存

的遗传基础，与种群的扩张、迁徙、选择和分化息息

相关(Crawford et al, 2010; Lacy, 1987)。单倍型多样性

和核苷酸多样性是评价种群遗传多样性的重要指标，

其数值的大小可直观地反映遗传多样性的高低。 
新安江流域温州光唇鱼 6 个地理群体的单倍型

多样性为 0.799，核苷酸多样性为 0.00631，群体遗传

多样性水平较低，这与胡玉婷等(2017)对皖南山区光

唇鱼的研究结果相一致。新安江水系较为封闭，与其

他水系的光唇鱼物种群体交流较少，加之近年来光唇

鱼价格越来越高，当地村民捕鱼热情高涨，温州光唇

鱼野生群体数量较少，多种原因造成了该水系温州光

唇鱼群体遗传多样性较低的现象。建议该水域的温州

光唇鱼资源应以保护为主，科学划定休渔期和禁捕

区，对资源量丰富、遗传多样性相对高的群体(BC、

NT)可适度开发。 

3.2  温州光唇鱼群体遗传分化 

新安江流域河流呈现出支流多、蜿蜒盘曲、河道

窄、河水浅、河床地质为岩石、水质清澈、河道比降

大等特点(王文剑, 2014)。采样过程中，发现光唇鱼

分布丰度由一级支流至二级、三级支流呈现显著的增

长趋势，这与 Zhu 等(2017)的研究结果相印证。复杂

的水系加之季节性的干旱断流和人为建坝的影响，导

致了温州光唇鱼出现了栖息地斑块化(Habitat Patch)
现象(Erős et al, 2005)，不同地理群体间很少有基因交

流的机会。因此，在长期遗传漂变的作用下，各个群

体分别出现了不同程度的遗传分化。BC 群体采集于

多条支流交汇后的水域，个体可能来自上游多个群

体，因此，未检测到地理分化，群体个体分布于 4 个

进化支系中。 
然而，AMOVA 分析结果显示，6 个地理群体的

主要遗传变异仍来自于群体内部，群体间的遗传变异

占 33.15%。结合估算的群体扩张时间为 335 万年前，

认为新安江温州光唇鱼群体扩张–隔绝–分化事件所

处地质年代较新(上新世晚期)，群体间隔绝时间较短，

较之遗传漂变，基因流在形成群体遗传结构中占主导

作用(平均基因流 Nm=2.04)。因此，虽然 6 个群体检

测到一定的地理分化，但大多数的分子遗传变异仍来

自于群体内个体间。 

3.3  新安江温州光唇鱼群体扩张历史 

研究表明，多数物种，如鱼类、爬行类，在冰川

时期都经历过种群收缩(Zhou et al, 2015; 周伟等, 
2017)。由于地表温度过低，物种仅能存活在冰期避

难所中，以免灭绝。而处于避难所中的物种，由于温

度适宜、资源丰富，往往比冰期后扩张的物种有着更

长的群体进化历史。对新安江温州光唇鱼群体历史动

态分析暗示，温州光唇鱼于 335 万年前(上新世晚期)
发生过群体扩张事件，此时全球处于末次冰川时期的

早期(Zachos et al, 2001)。地表温度骤降并未影响到新

安江温州光唇鱼群体的扩张。因此，推测新安江流域

可能是潜在的冰期避难所。 
原种保护一直是保育生物学的重点工作，检测到

不同地理群体间的遗传分化，引起了作者对该流域温

州光唇鱼原种群鉴定的兴趣。结合温州光唇鱼现有的

分布和祖籍地重建分析结果，推测新安江流域温州光

唇鱼起源于 ZJK 和 SF 两个种群，即原种群，经过一

系列的种群扩散–隔绝–分化事件，形成现今的分布。

研究通过广泛采样，采用严格母系遗传的 mtDNA Cyt 
b 基因序列作为分子标记，追溯该物种的起源，鉴定

新安江流域温州光唇鱼的原种群，为该物种种群保护

的优先级提供理论依据。 
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Population Genetic Analyses of Acrossocheilus wenchowensis in Xin’an Basin 
Based on the Mitochondrial DNA Cytochrome b Gene 

ZHOU Huaxing①
, HU Yuting, DUAN Guoqing, LING Jun, JIANG He, PAN Tingshuang 

(Fisheries Research Institution, Anhui Academy of Agricultural Science, Hefei  230031) 

Abstract    In order to clarify the variations in population genetic patterns of Acrossocheilus 
wenchowensis in the Xin’an Basin, 170 individuals from 6 different geographic populations were 
collected. Subsequent analyses of population genetic structure and historical demography were carried out 
using the mitochondrial DNA cytochrome b (mtDNA cyt b) gene. The results suggested that the genetic 
diversity of different geographic populations varied greatly, and that of A. wenchowensis was low. 
Whereas different levels of genetic differentiation were detected among the 6 populations, molecular 
genetic variation was mainly detected within populations owing to the short divergence time. Population 
expansion had occurred approximately 3.35 million years ago, while the global temperature was freezing. 
The expansion had not been affected by low temperatures. Therefore, the Xin’an Basin may have been a 
potential refuge during the glacial period. Reconstruction of the ancient area suggested that the Shuaishui 
and Lian rivers may have been the areas of A. wenchowensis origin in the Xin’an Basin. After population 
diffusion, isolation, and differentiation, the current distribution patterns emerged. The identification of the 
original population provides a theoretical basis for the conservation of A. wenchowensis in the Xin’an 
Basin.  
Key words    Xin’an Basin; Acrossocheilus wenchowensis; mtDNA Cyt b; Population genetic analyses 
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半滑舌鳎多聚免疫球蛋白受体(pIgR) 
基因的克隆和表达分析* 

王双艳 1,2  王  磊 1  陈张帆 1  崔忠凯 1  周  茜 1  陈松林 1① 
(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  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    本研究根据半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)基因组数据库中预测的多聚免疫球蛋白受体

(Polymeric immunoglobulin receptor, pIgR)序列，通过 PCR 和 RACE 技术获得了半滑舌鳎 pIgR 基因

cDNA，全长为 1419 bp，开放阅读框(ORF)为 1020 bp，编码 339 个氨基酸，5UTR 区域为 109 bp，
3UTR 区域为 290 bp。保守结构域分析显示，半滑舌鳎 pIgR 蛋白包含 1 个信号肽，2 个免疫球蛋

白功能域(Ig-like domain, ILD)和 1 个跨膜结构域。经蛋白序列同源比对和系统进化树分析，发现半

滑舌鳎 pIgR 与大菱鲆(Scophthalmus maximus)和牙鲆(Paralichthy solivaceus)的 pIgR 亲缘关系最近。

实时荧光定量 PCR 分析显示，pIgR 基因在健康半滑舌鳎的不同组织中均有表达，在鳃中表达较高，

在肌肉中表达最低。经哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)病原感染刺激后，pIgR 基因在半滑舌鳎的 5 个组

织(肝脏、脾脏、肾脏、肠和鳃)中均呈先上升后下降的趋势，其中，在脾脏和鳃中 48 h 达到最高值，

在肝脏、肾脏和肠中 72 h 达到峰值。与内脏组织不同的是，pIgR 基因在皮肤中呈一直上升的趋势。

上述结果表明，pIgR 基因在半滑舌鳎抵御哈维氏弧菌的免疫应答中发挥重要作用。 
关键词    半滑舌鳎；多聚免疫球蛋白受体基因；病原感染；免疫应答 
中图分类号  Q522   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0051-07 

多聚免疫球蛋白受体 pIgR (Polymeric immune- 
globulin receptor)是Ⅰ型跨膜糖蛋白，属于免疫球蛋

白超家族的一员，在动物黏膜相关淋巴组织中结合并

介导分泌型抗体跨过上皮细胞进行转运，经酶切后以

复合物的形式分泌到黏膜表面，抑制病原微生物的粘

附和入侵，在先天性免疫与获得性免疫中均具有重要

作用(Phalipon et al, 2003; Kaetzel, 2005)。哺乳动物的

pIgR 蛋白包含 5 个免疫球蛋白功能域(Ig-like domains, 
ILD)，可以与二聚体 IgA 或者四聚体 IgM 结合，两栖

动物和鸟类的 pIgR 蛋白包含 4 个 ILD，分别与哺乳动

物的第 1、3、4 和 5 个 ILD 同源(Piskurich et al, 1995; 
Wieland et al, 2004)。 

abc
图章
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目前，在红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)(Hamuro 
et al, 2007)、鲤鱼(Cyprinus carpio)(Rombout et al, 
2008)、草鱼(Ctenopharynodon idellus)(张毅, 2016)、
牙鲆(Paralichthy solivaceus)(Xu et al, 2013)、斜带石

斑鱼(Epinephelus coioides)(Feng et al, 2009)、虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)(Zhang et al, 2010)、大菱鲆

(Scophthalmus maximus)( 丁 冰 洁 等 , 2013) 、 鲫 鱼

(Carassius auratus)(Wang et al, 2017)等硬骨鱼类中均

克隆得到了 pIgR 基因。结构分析表明，硬骨鱼 pIgR
蛋白仅有 2 个 ILD，分别与哺乳动物的 ILD1 和 ILD5
同源。因此，研究鱼类 pIgR 对于了解生物进化过程

具有重要意义。鱼类 pIgR 也具有和哺乳动物 pIgR 类

似的转运功能，显示了生物进化的严谨性和保守性。

最新的研究发现，在硬骨鱼中存在一种新型的免疫球

蛋白 IgT。对虹鳟的研究发现，pIgR 仅能与肠道 IgT
结合，而不能与血液 IgT 结合(Zhang et al, 2010)，提

示硬骨鱼 pIgR 的功能仍有很多未知之谜。 
半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国重要的

海水经济养殖鱼类，由于其肉质鲜美滑嫩、营养价值高、

生长快速等特点而深受人们喜爱。随着养殖数量的增

多，病害的威胁也日趋严重，尤其是细菌引起的溃烂症、

肠炎症最为严重，给养殖业带来了巨大的经济损失。

同时，半滑舌鳎是一种底栖鱼类，腹部摩擦底面，特

别容易受到损伤，在水环境中黏膜包被的皮肤、鳃、

肠等是病原侵袭的主要部位，黏膜不仅仅是物理屏障，

其局部黏膜的免疫应答对病原体的抵御更加重要。因

此，对半滑舌鳎抗病分子机制的研究将会对其病害防

治提供重要的理论基础。目前关于 pIgR 基因在半滑

舌鳎的克隆及功能研究尚未见报道。 
本研究对半滑舌鳎的 pIgR 基因进行全长 cDNA

克隆并初步分析其结构特征，采用实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)技术(邢贺飞等, 2016)检测了该基因在

半滑舌鳎不同组织中的表达模式和在哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)的刺激下不同组织的表达特征，从而

为探究 pIgR 在半滑舌鳎的免疫应答中的作用机制、

开发抗病相关分子标记提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

1.1.1  正常组织    本实验中所用的半滑舌鳎取自
山东省海阳市黄海水产公司，18 月龄健康的半滑舌
鳎体重为(104.9±4.6) g，全长为(25.8±1.3) cm，体宽
为(6.8±0.2) cm。麻醉后，解剖分离肝、脾、肾、头
肾、鳃、肠、肌肉、心脏、皮肤等组织，将组织样品

迅速放入 RNA保存液中，置于–20℃冰箱保存。 
1.1.2  哈维氏弧菌感染及样品采集    根据半滑舌
鳎的感染实验(Wei et al, 2017)，将 10月龄健康的半
滑舌鳎经腹腔注射哈维氏弧菌感染，在感染后的 12、
24、48、72 和 96 h 共 5 个时间点，并以感染前 0 h
作为对照，分别取 3条半滑舌鳎。将活鱼麻醉后迅速
取肝、脾、肠、肾、鳃和皮肤等 6个免疫组织，放入
RNA保存液中，置于–20℃冰箱中保存。 

1.2  RNA 提取及 cDNA 的合成 

使用 Trizol 法进行半滑舌鳎总 RNA 的提取，用

琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 质量，并使用 Gene 
Quant Pro RNA/DNA 分光光度计测定 RNA 浓度。

RNA 鉴定合格后，用 cDNA 反转试剂盒(TaKaRa)合
成 cDNA。使用 TaKaRa RACE 试剂盒，根据其说明

书合成 RACE-Ready-cDNA。 

1.3  pIgR 基因全长 cDNA 的克隆 

1.3.1  中间片段的验证    首先根据半滑舌鳎全基
因组测序结果(Chen et al, 2014)，获得 pIgR基因的部
分 cDNA序列，应用 Primer Premier 5.0软件设计引 

 
表 1  本研究所用到的引物 

Tab.1  Primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 用途 Purpose 
pIgR-F TGGCATTTACCAACATCAAGG 
pIgR-R TCTTGTTTGCGTATTTTCCAC 

验证中间片段 
Verifying the internal fragment 

pIgR-5-GSP TGATGGCGACTGAAGTGTCCTCGTAGAT 
pIgR-5-NGSP CACTGTAGAGACATTCAGCCGT 
pIgR-3-GSP CGGTGGCAGCGGCGTCTGTTAC 
pIgR-3-NGSP CCTGGAACAGTTACGGTCACA 

克隆 5和 3末端 
Cloning the 5 and 3 ends 

pIgR-qRT-F GAGAGATACAGAGACAGCGTGAAGA 
pIgR-qRT-R GCGACTGAAGTGTCCTCGTAGA 
β-actin-F GCTGTGCTGTCCCTGTA 
β-actin -R GAGTAGCCACGCTCTGTC 

定量 PCR 
Real-time PCR 
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物(pIgR-F/pIgR-R)(表 1)，分别以肠、肾和鳃为模板进
行体系为 15 μl 的普通 PCR 扩增。体系为：Mix 为
7.5 μl，pIgR-F为 0.6 μl，pIgR-R为 0.6 μl，ddH2O为
5.3 μl，模板 cDNA为 1 μl。程序为：95℃预变性 5 min；
95℃ 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，为 35个
循环；72℃延伸 7 min；4℃保存。 

将得到的 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，

利用胶回收试剂盒(康为世纪)对所需的目的片段进

行收集、纯化，连接到 pEASY-T1 载体，转化 Top10
感受态细胞，涂板后经 37℃培养 12~16 h，挑取 3 个

阳性克隆送到北京睿博兴科生物技术有限公司(青岛

区)测序。 
1.3.2  5和 3 RACE 克隆    根据验证得到的部分
cDNA 序列设计 5和 3端的 RACE 引物(pIgR-5- 
GSP/pIgR-5-NGSP 和 pIgR-3-GSP/pIgR-3-NGSP)。
第一轮反应体系 10 μl，根据 TaKaRa TaqTM Hot Start 
Version说明书介绍的体系比例加样混合，进行 Touch 
down PCR程序反应。 

将第一轮 PCR 反应产物稀释 50 倍后作为第二轮

普通 PCR 扩增反应的模板。反应体系为 50 μl，同上

按比例加样混合后，进行第二轮普通 PCR 反应。将得

到的 PCR 产物根据中间片段验证的方法处理并测序。 

1.4  生物学分析及进化树构建 

使用生物学软件 DNAstar 对克隆得到的 pIgR 全

长 cDNA 序列进行分析，预测其开放阅读框(ORF)以 
及氨基酸序列，并推导出蛋白的分子量和等电点；使

用 SignalP4.1 对翻译的氨基酸序列进行信号肽分析，

利用 TMpred 预测氨基酸序列跨膜结构域。pIgR 基因

同源氨基酸序列的搜索在 NCBI 数据库中通过 Blast
完成并预测功能结构域，通过 MEGA 7.0 软件完成生

物系统进化树构建和氨基酸多序列比对。 

1.5  pIgR 基因的表达模式检测 

通过使用 qRT-PCR 检测健康的半滑舌鳎不同组

织中 pIgR 基因的表达量；经哈维氏弧菌感染刺激后

6 个不同时间点的肝、肾、脾、肠、鳃和皮肤的表达

模式。根据得到的 ORF 序列设计实时荧光定量引物

(pIgR-qRT-F/pIgR-qRT-R) ， 再 以 β-actin 基 因

(β-actin-F/β-actin-R)( 表 1) 作 为 内 参 基 因 ， 根 据

TaKaRa SYBR® Premix Ex TaqTM 说明书的方法进行

pIgR 基因的定量分析。根据测得的 Ct 值，利用 2-ΔΔCt

法计算 pIgR 基因相对表达量，实验得到的数据均采

用 SPSS软件进行方差分析，设定 P<0.05为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  半滑舌鳎 pIgR 基因序列特征 

半滑舌鳎 pIgR 基因的 cDNA 全长为 1419 bp，其

中，ORF 为 1020 bp，编码 339 个氨基酸，5 UTR 为 
 

 
 

图 1  半滑舌鳎 pIgR 基因 cDNA 序列以及推导的氨基酸序列 
Fig.1  The cDNA and deduced amino acid sequences of C. semilaevis pIgR 

方框表示信号肽序列为 1~19 号氨基酸，下划线表示 26~111 号和 135~224 号氨基酸的 
2 个 ILD 功能结构域，箭头区域表示跨膜结构域 

The box indicates amino acid residues 1~19 in the signal peptide sequence, two ILD functional domains in  
amino acids 26~111 and 135~224 are underlined, the arrowhead indicates the transmembrane domain 
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109 bp，3 UTR 为 290 bp，相对分子质量为 37472.76 D，

理论等电点为 6.870。蛋白结构预测结果显示，在 1~19 
aa 之间存在 1 个信号肽序列，之后为胞外区、跨膜区

和胞内区，分别由 263、22 和 54 个氨基酸组成。胞外

区包括 2 个 ILD 功能结构域分别在 26~111 aa 和

135~224 aa 位置(图 1)。 

2.2  系统进化树分析及氨基酸多序列比对 

将半滑舌鳎 pIgR 的氨基酸序列通过蛋白序列比

对在 NCBI 数据库中下载的其他物种：大菱鲆(S. 
maximus, AGN54539.1)、牙鲆(P.olivaceus, ADK91435.1)、
红鳍东方鲀(T. rubripes, NP_001266944.1)、大黄鱼

(Larimichthys  crocea ,  XP_010733629.2)、青鳉 

 (Oryzias latipes, XP_004079170.1)、虹鳟(O. mykiss, 
ADB81776.1)、鲤鱼(C. carpio, ADB97624.1)、草鱼(C. 
i d e l l u s ,  A L X 3 7 9 6 4 . 1 )、斑马鱼 ( D a n i o  re r i o , 
NP_001289179 .1 )、非洲爪蟾 (Xen opus  laev i s , 
ABK62772.1)、原鸡(Gallus gallus, NP_001038109.1)、
鼠(Mus musculus, NP_ 035212.2)、人(Homo sapiens, 
NP_002635.2)的 pIgR 蛋白序列进行分析。多序列氨

基酸比对结果显示，半滑舌鳎 pIgR 与其他硬骨鱼类

都只含有 2 个 ILD 区，分别对应哺乳类的 ILD1 和

ILD5，哺乳类及鸟类在 ILD1 中存在 3 个互补决定区

(Complementary determining region, CDR)，而硬骨鱼

类则没有相似序列(图 2)。系统进化树显示鱼类的

pIgR 聚为一支，其中，半滑舌鳎与大菱鲆和牙鲆聚 
 

 
 

图 2  半滑舌鳎 pIgR 氨基酸多重序列比对结果 
Fig.2  The multiple sequence alignment of the pIgR amino acid 
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为一个分支，3 种淡水鱼(鲤鱼、草鱼和斑马鱼)聚为

一个分支；两栖类、鸟类和哺乳类聚为另一支(图 3)。 
 

 
 

图 3  半滑舌鳎 pIgR 与其他物种 pIgR 系统进化分析 
Fig.3  Phylogenetic analysis of C. semilaevis pIgR  

sequence with other pIgR sequences in fish,  
amphibians, birds, and mammals 

 

2.3  半滑舌鳎 pIgR 基因的表达模式 

2.3.1  pIgR 基因在各组织中的表达    健康组织表

达结果显示，pIgR 基因在半滑舌鳎各个组织中均有

表达，在鳃中表达量最高，其次是心脏、脾脏和皮肤，

在肝脏、头肾和肠中表达量较低，在肌肉中的表达量

最低(图 4)。 
 

 
 

图 4  半滑舌鳎 pIgR 基因在不同组织的表达分布 
Fig.4  pIgR gene of C. semilaevis expression profile in 

different tissues 

图中“a, b, c, d, e”为 SPSS 软件中 
Duncan 算法计算出的子集分组，下同 

Gil: 鳃; Hea: 心脏; Spl: 脾脏; Ski: 皮肤; Liv: 肝脏; 
 Hek: 头肾; Int: 肠; Kid: 肾脏; Mus: 肌肉 

The letters “a, b, c, d, e” were subsets by  
Duncan algorithm, the same as below 

Gil: Gill; Hea: Heart; Spl: Spleen; Ski: Skin; Liv: Liver;  
Hek: Head Kidney; Int: Intestine; Kid: Kidney; Mus: Muscle 

2.3.2  哈维氏弧菌感染后 pIgR 基因的表达量的变化 
经哈维氏弧菌感染后，半滑舌鳎内脏和鳃组织中

pIgR 基因的表达模式发生变化。各组织中 pIgR 基因

的相对表达量均呈现先增加后减少的趋势，其中，鳃

和脾脏在 48 h 时出现峰值；肾脏、肝脏和肠在 72 h
时出现峰值；皮肤在 96 h 内一直处于上升趋势(图 5)。 

3  讨论 

本研究通过 PCR 及 RACE 方法成功获得半滑舌

鳎 pIgR 基因 cDNA 全长序列，丰富了对半滑舌鳎免

疫相关基因的认识。与硬骨鱼类 pIgR 基因的氨基酸

序列进行同源比对分析，表明 8 种硬骨鱼类都只含有

2 个 ILD，分别与哺乳动物的 ILD1 和 ILD5 同源。哺

乳动物 pIgR与免疫球蛋白的结合实验证明 ILD1是受

体结合的必要结构(Kaetzel et al, 2005)。虽然已有研

究证明，硬骨鱼 pIgR 能够结合 IgM 和 IgT (Feng et al, 
2009; Zhang et al, 2010)，但结合及转运的机制还需要

进一步研究。另外，研究证明，斑马鱼存在多种

pIgR-like 基因，在鲤鱼肠道中也发现一种具有 IgM 结

合活性的 pIgR-like 蛋白(Kortum et al, 2014)，在半滑

舌鳎中的研究有待继续开展。 
组织表达模式分析发现，pIgR 基因在半滑舌鳎

各个组织中均有表达，其中，在鳃中表达最高，在心

脏、脾脏和皮肤中表达稍高，在肌肉中表达最低，说

明 pIgR 特异地在黏膜免疫相关组织中表达。心脏组

织样品采集时充盈了血液，因此 pIgR 表达量较高。

本研究结果与牙鲆(Xu et al, 2013)、大菱鲆(丁冰洁等, 
2013)、斜带石斑鱼(Feng et al, 2009)和红鳍东方鲀

(Hamuro et al, 2007)等基本一致。已有研究证明，硬

骨鱼类 pIgR 基因对细菌和寄生虫的感染均有快速的

响应模式。灭活鳗弧菌(Vibrio anguillarum)浸泡刺激

后，大菱鲆免疫组织中 pIgR 的相对表达量在 72 h 内

均呈现先上升后下降的趋势，且黏膜相关淋巴组织中

的峰值出现最早(丁冰洁等, 2013)。白点虫感染泥鳅

(Misgurnus anguillicaudatus)的脾脏、肾脏、皮肤和鳃

中 pIgR 的表达量均有显著升高(Yu et al, 2018)。本研

究对哈维氏弧菌感染不同时间，半滑舌鳎免疫相关组

织中 pIgR 基因的表达变化规律进行了检测。在鳃和

4 种内脏组织中 pIgR 基因均呈现先增加后减少的趋

势，其中，鳃和脾脏 pIgR 的表达量在 48 h 时出现峰

值；肾脏、肝脏和肠中 pIgR 的表达量在 72 h 时出现

峰值。然而，在皮肤中的 pIgR 的表达量在 96 h 内持

续上升，证明皮肤一直处于应答状态，这可能是因为

腹腔注射的哈维氏弧菌经血液循环及组织扩散到 
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图 5  哈维氏弧菌感染后半滑舌鳎 pIgR 在免疫组织中表达变化 
Fig.5  The expression of C. semilaevis pIgR in immunologic tissues after V. harveyi infection 

 
皮肤，导致皮肤溃烂。因此，皮肤中大量表达 pIgR，

发挥持久的免疫防御作用，提示 pIgR 在黏膜免疫防

御中发挥重要作用。 
综上所述，本研究对半滑舌鳎 pIgR 基因进行了

cDNA 全长克隆、进化分析及表达模式的研究，尤其

是对 pIgR 在黏膜免疫防御中的作用进行了深入分

析，为进一步研究 pIgR 在免疫应答中的作用机制提

供了理论基础。 
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Cloning and Expression Analysis of the Polymeric Immunoglobulin  
Receptor (pIgR) Gene in the Half Smooth Tongue Sole (Cynoglossus semilaevis) 
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CUI Zhongkai1, ZHOU Qian1, CHEN Songlin1①

 
(1. Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 

Production Processes, 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, the full-length cDNA sequence of the polymeric immunoglobulin receptor 
(pIgR) gene of the half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) was obtained on the basis of its 
predicted sequence. The cDNA sequence was 1419 bp and included an open reading frame (1020 bp, 
encoding 339 amino acids), a 5-UTR region (109 bp), and a 3-UTR region (290 bp). Conserved domain 
analysis revealed that the pIgR protein of the half-smooth tongue sole contained one signal peptide, two 
immunoglobulin-like domains, and one transmembrane domain. According to the protein sequence 
homology alignment and phylogenetic tree analysis, the pIgR sequence of the half-smooth tongue sole had 
high similarity with the turbot (Scophthalmus maximus) and Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) 
pIgR sequences. Real-time PCR analysis of pIgR expression in different tissues of healthy half-smooth 
tongue sole showed that the highest expression was in the gill and the lowest expression in muscles. After 
pathogen challenge with Vibrio harveyi, pIgR expression initially increased and then decreased in five 
tissues (liver, spleen, kidney, intestine, and gill) of the half-smooth tongue sole, with the peak time point 
being at 48 h in the spleen and gill, and 72 h in the liver, kidney, and intestine. Unlike in the internal 
organs, pIgR expression in the skin was continually upregulated. These results indicate that pIgR is 
involved in the immune response of the half-smooth tongue sole toward bacterial pathogens, and this 
finding may contribute to the discovery of an antibacterial gene marker. 
Key words    Cynoglossus semilaevis; Polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) gene; Pathogen 
challenge; Immune response 
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温度胁迫对大鳞副泥鳅抗氧化与 
非特异性免疫指标的影响* 

范耘硕  邵  蓬①  贾旭颖  高金伟  窦  勇  史谢尧  周文礼 
(天津市水产生态与养殖重点实验室 天津农学院水产学院  天津  300384) 

摘要    为研究大鳞副泥鳅(Paramisgurnus dabryanus)对温度胁迫的适应能力，开展了温度胁迫与

恢复实验。设置对照组(22℃)、高温组(29℃)、降温组(15℃)与低温组(8℃) 4 个处理，在胁迫期的

第 1、2、4、8、12 h 与恢复期第 4、8、12、24 h 取肝脏，测定其超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(CAT)、溶菌酶(LZM)、碱性磷酸酶(AKP)活力和丙二醛(MDA)、血清谷丙转氨酶(ALT)、谷草

转氨酶(AST)含量。结果显示，胁迫期内肝脏 SOD 和 CAT 活力均在温度骤变的影响下受到抑制，

显著低于对照组水平(P<0.05)，MDA 含量则显著升高(P<0.05)；恢复期内各实验组 SOD 和 CAT 活

力均逐渐升高，MDA 含量逐渐降低，至恢复期结束时，对照组与各实验组间无显著差异(P>0.05)。
温度骤变条件下，各实验组肝脏 LZM 与 AKP 活力显著降低(P<0.05)，恢复期内高温组 LZM 与 AKP
活力无明显变化，降温组与低温组 LZM 与 AKP 活力则逐渐升高，至恢复期结束时与对照组无显著

差异(P>0.05)。温度胁迫显著升高血清中 AST 与 ALT 含量(P<0.05)，恢复期内各实验组 AST 与 ALT
含量均呈下降趋势，至恢复期结束时，除高温组 ALT 含量外均降至对照组水平。研究表明，温度

胁迫显著降低大鳞副泥鳅 SOD、CAT、LZM 与 AKP 活力，MDA 与血清转氨酶 AST、ALT 含量升

高，其中，高温胁迫会对大鳞副泥鳅非特异性免疫机能造成不可逆破坏，其他抑制均为可恢复的。 
关键词    大鳞副泥鳅；温度胁迫；温度恢复；抗氧化性能；非特异性免疫 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0058-07 

水产动物在养殖与运输过程中会受到多种胁迫

因子的影响。机体在胁迫作用下的应激反应分为三级

(Wendelaar Bonga, 1997)，其中，主要应激反应包括

儿茶酚胺和皮质醇循环水平的增加；继发性应激反应

由主要反应引起，包括能量调动的增加，主要表现为

高血糖和脂质代谢量的上升，为应对胁迫提供了必要

的能量。其他继发性应激反应与体内渗透压及心血

管、呼吸和免疫功能有关(Barton, 2002)。而主要应激

反应与继发性应激反应可能会引起影响鱼体机能的

三级应激反应，如生长性能、繁殖能力和存活率等

(Schreck, 2010)。温度胁迫是水产养殖过程中重要的

胁迫因子之一，鱼类对水温变化的响应主要表现为摄 

abc
图章
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食量、生长周期、繁殖率和存活率等生理生化指标的

变化(李勇等, 2011)。抗氧化酶通常存在于好氧生物的

各种组织中，超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, 
SOD)和过氧化氢酶(Catalase, CAT)是水生动物重要

的抗氧化因子，可以除去体内过量的活性氧自由基

(成艳波等, 2017)。抗氧化酶活力直接受温度调控，

环境温度过高或过低会导致抗氧化酶活力下降(刘峰

等, 2016; 罗伟等, 2017)。非特异性免疫是鱼类免疫反

应的主要机制，溶菌酶(Lysozyme, LZM)和碱性磷酸

酶(Alkaline phosphatase, AKP)是这一过程中的 2 个关

键酶(薛宝贵等, 2013)。温度也是刺激鱼类非特异性

免疫机能变化的主要环境因素之一，当环境温度低于

鱼类 适水温时，鱼体的免疫反应通常会降低或延

迟，而过高的水温会则造成与免疫相关酶活力的丧

失，影响鱼类正常的免疫应答反应(Raida et al, 2007; 
Bowden, 2008)。 

大鳞副泥鳅 (Paramisgurnus dabryanus)为鲤形 
目 (Cypriniformes) 、 鳅 科 (Cobitidae) 、 副 泥 鳅 属

(Paramisgurnus)，属温水性鱼类，具有口感风味佳，

营养价值高，生长速度快，环境耐受力强等特点，已

成为东亚地区，特别是中国和韩国重要的淡水养殖品

种之一(You et al, 2011; Xia et al, 2011; Zhang et al, 
2015)。目前，关于温度胁迫对水产动物影响的研究

多见于常见或名贵水产经济动物，而关于温度胁迫对

大鳞副泥鳅的研究较少。本研究以大鳞副泥鳅为研究

对象，通过对实验鱼进行 4 种温度下 12 h 的胁迫实

验及 24 h 的恢复实验，测定肝脏和血清中部分抗氧

化与非特异性免疫指标的变化，以期为评价大鳞副泥

鳅对环境变化的适应能力提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼与饲养管理 

实验用鱼由天津鸿腾水产科技发展有限公司提

供，体重为(38.20±3.70) g，体长为(19.3±2.8) cm。实

验用鱼运回实验室后，暂养 7 d，暂养水温为 22℃。

实验开始前，选取大小均匀、体格健壮、活力较强的

个体，禁食 24 h 后用于实验。实验分为胁迫期与恢

复期，实验共 36 h，其中，胁迫期为 12 h，分为 4 个

处理，分别标记为对照组、高温组、降温组和低温组，

对应水温分别为 22℃、29℃、15℃和 8℃，每个处理

设 3 个平行，每个平行使用 60 L 玻璃水槽养殖容器，

每个水槽中随机放 60 尾鱼。使用加热棒和制冷循环

水机控制温度，各水槽温度误差为±0.5℃，每 20 min
检测 1 次水温；恢复期为 24 h，各处理水温快速调整

至(22±0.5)℃。实验用水为曝气 48 h 的自来水，实验

期间使用气泵充气，水体 pH 为 8.5~8.0，溶解氧为

6.1~ 7.3 mg/L，总 NH4
+-N 浓度为 0.2~0.3 mg/L。 

1.2  样品采集 

在胁迫期的第 1、2、4、8、12 h 及恢复期的第 4、
8、12、24 h(以 r-4、r-8、r-12 和 r-24 h 表示)分别取

血清和肝脏样品，每次随机从各槽中取出 5 尾实验

鱼，使用 MS-222 (0.5 mg/L)麻醉后，进行尾静脉取血，

将取出的血液转入 1.5 ml 离心管后，4℃静置 2 h，4℃
条件下，3000 r/min 离心 10 min，取上清液，转入80℃
超低温冰箱保存；取血后，在冰盘上解剖实验鱼，取

肝脏，用 4℃去离子水冲洗，并按 1∶9(W/V)加入预

冷生理盐水(4℃，0.86%)，使用玻璃匀浆器在冰水浴

中匀浆，制成 10%组织匀浆液，4℃条件下 3500 r/min
离心 10 min，取上清液，转入–80℃超低温冰箱保存。 

1.3  实验指标测定 

实验鱼肝脏样品中的 CAT 、 SOD 、丙二醛

(Malondialdehyde, MDA)、LZM 及 AKP 分别采用南

京建成生物工程研究所提供的 A007-2 过氧化氢酶

(CAT)测定试剂盒(可见光法)、A001-1 总超氧化物歧

化酶(T-SOD)测试盒(羟胺法)、A003-1 丙二醛(MDA)
测定试剂盒(TBA 法)、A050-1 溶菌酶(LZM)检测试剂

盒(比浊法)以及 A059-1 碱性磷酸酶(AKP)测试盒(可
见光比色法)进行测定，测定仪器为 SHIMADZU 紫外

UVmini-1240 可见分光光度计，Thermo Scientific 
Varioskan Flash 全波长扫描式多功能读数仪(多功能

酶标仪)；血清谷丙转氨酶(Alanine aminotransferase, 
ALT)、谷草转氨酶(Aspartate transaminase, AST)含量

使用东芝 TBA-120FR 全自动生化分析仪进行测定；

使用考马斯亮蓝 G250 染料结合法测定总蛋白质含量

(Bradford, 1976)。 

1.4  实验数据处理 

实验数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示。使

用 IBM SPSS 21.0 对实验数据进行单因素方差分析

(One-way ANOVA)和 Duncan 多重比较，设定 P 值为

0.05，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果 

2.1  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏抗氧化相关指标的

影响 

实验期间，对照组 SOD 活力基本稳定。温度胁

迫显著降低肝脏 SOD 活力(P<0.05)，至胁迫期结束 
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(12 h)，各实验组 SOD 活力均显著低于对照组

(P<0.05)，其中，高温组 SOD 活力 低，显著低于其

他处理组(P<0.05)。恢复期内，各实验组 SOD 活力均

逐渐升高，至恢复期结束时(r-24 h)，各实验组 SOD
活力基本恢复至对照组水平(P>0.05)(图 1)。对照组

CAT 活力在实验期间基本稳定。温度胁迫显著降低肝

脏 CAT 活力(P<0.05)，至胁迫期结束(12 h)，各实验

组 CAT 活力均显著低于对照组(P<0.05)，其中，高温

组显著高于降温组与低温组(P<0.05)。恢复期内，各

实验组 CAT 活力均逐渐升高，至恢复期结束时(r-   
24 h)，各实验组 CAT 活力基本恢复至对照组水平(P> 
0.05)(图 2)。对照组 MDA 含量在实验期间基本稳定。

温度胁迫显著升高肝脏 MDA 含量(P<0.05)，至胁迫

期结束(12 h)，各实验组 MDA 含量均显著高于对照

组(P<0.05)，其中，低温组显著高于高温组(P<0.05)。
恢复期内，各实验组 MDA 均逐渐下降，至恢复期结

束时(r-24 h)，各实验组 MDA 含量基本恢复至对照组

水平(P>0.05)(图 3)。 

2.2  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 LZM 与 AKP 活力

的影响 

实验期间，对照组 LZM 活力基本稳定。温度胁

迫显著降低肝脏 LZM 活力(P<0.05)，至胁迫期结束

(12 h)，各实验组 LZM 活力均显著低于对照组(P< 
0.05)。恢复期内，高温组 LZM 活力基本稳定，降温

组与低温组逐渐升高，至恢复期结束时(r-24 h)，高温

组 LZM 活力显著低于其他各组(P<0.05)，降温组与 
 

 
 

图 1  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 SOD 活力的影响 
Fig.1  Effects of temperature stress on SOD activity  

of P. dabryanus 

不同字母表示在同一时间点，各实验组之间差异显著

(P<0.05)，下同 
Different letters represent significant differences (P<0.05). 

The same as below 

 
 

图 2  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 CAT 活力的影响 
Fig.2  Effects of temperature stress on CAT activity  

of P. dabryanus 
 

 
 

图 3  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 MDA 含量的影响 
Fig.3  Effects of temperature stress on MDA content  

of P. dabryanus 
 

低温组基本恢复至对照组水平(P>0.05)(图 4)。对照组

AKP 活力在实验期间基本稳定。温度胁迫显著降低

肝脏 AKP 活力(P<0.05)，至胁迫期结束(12 h)，各实

验组 AKP 活力均显著低于对照组(P<0.05)。恢复期

内，高温组 AKP 活力基本稳定，降温组与低温组逐

渐升高，至恢复期结束时(r-24 h)，高温组 AKP 活力

显著低于其他各组(P<0.05)，降温组与低温组基本恢

复至对照组水平(P>0.05)(图 5)。 

2.3  温度胁迫对大鳞副泥鳅血清转氨酶含量的影响 

实验期间，对照组 AST 含量基本稳定。温度胁

迫显著升高肝脏 AST 含量(P<0.05)，至胁迫期结束

(12 h)，各实验组 AST 含量均显著高于对照组(P< 
0.05)。恢复期内，各实验组 AST 含量均呈先升高后

下降的趋势，至恢复期结束时(r-24 h)，各实验组 AST  
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图 4  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 LZM 活力的影响 
Fig.4  Effects of temperature stress on LZM activity  

of P. dabryanus 
 

 
 

图 5  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 AKP 活力的影响 
Fig.5  Effects of temperature stress on AKP activity  

of P. dabryanus 
 

含量基本恢复至对照组水平(P>0.05)(图 6)。对照组

ALT 含量在实验期间基本稳定。温度胁迫显著升高血

清 ALT 含量(P<0.05)，至胁迫期结束(12 h)，各实验

组 ALT 含量均显著高于对照组(P<0.05)，其中高温组

显著高于降温组。恢复期内，各实验组 ALT 含量均

呈先升高后下降的趋势，至恢复期结束时(r-24 h)，高

温组 ALT 活力显著高于其他各组(P<0.05)，降温组与

低温组基本恢复至对照组水平(P>0.05)(图 7)。 

3  讨论 

3.1  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏抗氧化指标相关酶

活力的影响 

应激可以通过细胞色素 C 氧化酶复合物功能增

加肝细胞色素 P450 产生活性氧自由基的能力(Kato, 
1977)，而过量的自由基会导致肝脏损伤。SOD 通过 

 
 

图 6  温度胁迫对大鳞副泥鳅血清 AST 含量的影响 
Fig.6  Effects of temperature stress on AST content  

of P. dabryanus 
 

 
 

图 7  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 ALT 含量的影响 
Fig.7  Effects of temperature stress on ALT content  

of P. dabryanus 
 

去除自由基来平衡氧化和抗氧化过程，从而防止细胞

损伤；CAT 催化 H2O2 分解为氧和水，阻断高活力羟

基自由基反应，并阻止 H2O2 的毒性细胞效应(van der 
Oost et al, 2003; Gül et al, 2004)。而作为脂质过氧化

的 终产物，MDA 浓度是反映体内氧自由基数量的

重要指标(Mourente et al, 1999)。研究表明，温度胁迫

会对影响鱼类抗氧化系统造成影响。对石斑鱼杂交后

代(Epinephelus moara♀ × Epinephelus lanceolatus♂)的
研究发现，低温胁迫会使实验鱼 CAT 活力呈现波动

性变化，导致幼鱼免疫力和抗氧化能力下降(邵彦翔

等, 2017)。谢明媚等(2015)在银鲳(Pampus argenteus)
幼鱼的急性温度胁迫研究中发现，急性温度胁迫会在

一定程度上引起实验鱼肝脏的损伤，并对其抗氧化能

力和免疫应答反应产生影响。彭婷等(2012)对罗非鱼

(Oreochromis niloticus)的低温胁迫研究发现，随着温 
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度降低，罗非鱼的生化、免疫及抗氧化指标均发生显

著变化，由此可能导致罗非鱼在低温胁迫后出现昏迷

及死亡等异常状况。潘桂平等(2016)对云纹石斑鱼

(Epinephelus moara)幼鱼的研究发现，低温胁迫对云

纹石斑鱼幼鱼抗氧化和免疫性能影响显著，低温胁迫

导致该鱼体内的 MDA 含量升高，因而肝脏合成更多 
的抗氧化物质来进行抗氧化防御。本研究中，实验鱼

肝脏 CAT 与 SOD 活力随着温度胁迫的进行与对照组

相比呈现出逐渐降低的趋势，至胁迫期结束，各实验

组均显著低于对照组，MDA 含量在温度胁迫过程中

持续升高，至胁迫期结束各实验组均与对照组差异显

著，表明在温度骤变的条件下，实验鱼抗氧化酶活力

会受到显著抑制，抗氧化能力减弱。而进入恢复期，

各实验组 CAT 与 SOD 活力均逐渐提高，MDA 含量

逐渐降低，至恢复期结束时与对照组不存在显著差

异，则表明当温度恢复后，本实验温度骤变范围对大

鳞副泥鳅肝脏抗氧化酶活力的抑制是可恢复的，可以

认为实验条件下的温度骤变不会造成大鳞副泥鳅永

久性肝损伤。 

3.2  温度胁迫对大鳞副泥鳅肝脏 LZM 与 AKP 活力

的影响 

LZM 在鱼类的体液、血清和巨噬细胞中普遍存

在，是吞噬细胞杀菌的物质基础，具有溶解细菌作用

(殷海成等, 2014)。LZM 主要针对革兰氏阳性菌，但

也 影 响 一 些 革 兰 氏 阴 性 菌 ， 如 肠 道 沙 门 氏 菌

(Salmonella enteritidis)和嗜水气单胞菌 (Aeromonas 
hydrophila)，其具有抗感染、抗肿瘤、抗病毒以及增

强抗生素的功能，起到防御病原体的重要作用

(Saurabh et al, 2008; Jung et al, 2012)。AKP 是一种磷

酸单酯水解酶，特异性低，起到解毒剂的作用，它在

水中溶解生成乙醇和磷酸，因此，是鱼类生物健康的

重要标志(Hoseinifar et al, 2015)。研究认为，温度胁

迫会对鱼类非特异性免疫机能产生影响。低温胁迫

下，河豚(Takifugu obscurus)血浆蛋白和 AKP 等生化

指标显著下降，诱导抗氧化酶、HSP90 和 C3 的基因

表达，表明其免疫系统会受到低温胁迫的影响(Cheng 
et al, 2017)。对吉富品系尼罗罗非鱼 (Oreochromis 
niloticus)幼鱼的研究表明，温度胁迫下实验鱼血清

LZM 与 AKP 活力在实验期内，基本呈先上升后下降

的变化趋势，认为温度胁迫显著改变罗非鱼幼鱼的非

特异性免疫能力(强俊等, 2012)。低温胁迫下，虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)血清的 AKP 活力显著降低，并

在 48 h 的恢复期内维持在较低水平，而高温胁迫下，

AKP 活力相比对照组略有降低(管标等, 2014)。本研

究中，实验鱼肝脏 LZM 与 AKP 活力在胁迫期均受到

温度骤变的影响，至胁迫期结束时，各实验组均显著

低于对照组，表明温度骤变显著降低肝脏 LZM 与

AKP 活力，减弱机体非特异性免疫功能；进入恢复

期，高温组 LZM 与 AKP 活力基本停留在胁迫结束时

的水平，至恢复期结束时仍显著低于对照组，而降温

组与低温组 LZM 与 AKP 活力则持续升高，至恢复期

结束时，基本恢复至对照组水平，表明高温胁迫会对

大鳞副泥鳅非特异性免疫机能造成不可逆的破坏，而

低温胁迫对大鳞副泥鳅非特异性免疫机能的抑制是

可恢复的，实验条件下不会造成永久性破坏。 

3.3  温度胁迫对大鳞副泥鳅血清转氨酶的影响 

正常情况下，AST 和 ALT 在包括肝脏在内的许

多器官中普遍存在，当机体由于应激反应或发生病变

时，细胞膜通透性发生变化，在浓度差作用下导致细

胞内的 AST 和 ALT 释放到血液中，引起血清中的

ALT 和 AST 含量升高(孙学亮等, 2010)。因此，检测

血清中 AST 和 ALT 水平的变化，可以反映细胞膜通

透性的变化，并判断肝脏等组织是否发生病变(Lemaire 
et al, 1991; Lee, 2001)。本研究中，温度胁迫显著升高

实验鱼血清的 AST 与 ATL 含量表明温度骤变会引起

实验鱼细胞膜通透性的变化，肝脏细胞的凋亡速度或

数量增加使转氨酶进入血液；进入恢复期，各实验组

AST 与 ALT 含量均呈下降趋势，至恢复期结束时，各

实验组 AST 含量基本恢复到对照组水平，而 ALT 含

量上则在降温组与低温组基本恢复至对照组水平，高

温组则仍显著高于对照组。高温条件会引起大鳞副泥

鳅血液 ALT 含量升高，造成不可逆的破坏，而低温条

件对大鳞副泥鳅血液转氨酶含量的影响是可恢复的，

实验条件下不会对机体肝细胞机能造成永久性破坏。 

4  结论 

在实验条件下，连续 12 h 的温度胁迫会显著抑

制大鳞副泥鳅抗氧化能力与非特异性免疫能力，且在

高温条件下对其非特异性免疫相关酶活力造成持续

抑制，大鳞副泥鳅对低温条件的耐受能力较强，在实

际生产中应避免高温。 
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Effects of Temperature Stress on the Partial Antioxidative and Non-Specific 
Immunity Indices of Paramisgurnus dabryanus 

FAN Yunshuo, SHAO Peng①
, JIA Xuying, GAO Jinwei, DOU Yong, SHI Xieyao, ZHOU Wenli 

(Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture, College of Fisheries Science,  
Tianjin Agricultural University, Tianjin  300384) 

Abstract    To investigate the effect of temperature stress on the antioxidative and nonspecific immune 
systems of Paramisgurnus dabryanus under transportation conditions, the liver activities of superoxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT), lysozyme (LZM), and alkaline phosphatase (AKP) as well as the 
malondialdehyde (MDA) content, and the serum content of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate 
transaminase (AST) were determined. The following results were obtained: The activities of SOD and 
CAT in the liver were significantly lower (P<0.05), and the MDA content was significantly higher 
(P<0.05), than the levels in the control group. During the recovery period, the activities of the two 
antioxidative enzymes in each experimental group increased gradually and the MDA content decreased 
gradually. There was no significant difference between the control group and each experimental group at 
the end of the recovery period (P>0.05). The liver activities of LZM and AKP in each experimental group 
were significantly lower than that of the control group (P<0.05) at the end of the stress period. During the 
recovery period, the LZM and AKP activities remained at the stress level at the end of the stress period, 
whereas their activities in the other experimental groups increased gradually and there was no significant 
difference (P>0.05) compared with the control group at the end of the recovery period. The changes in 
serum AST and ALT content during the stress period were significantly higher than those in the control 
group (P<0.05). During the recovery period, the AST and ALT content showed a downward trend until the 
end of the recovery period. In addition, the ALT content in the high-temperature group dropped to the 
control group level. The results showed that temperature stress significantly inhibited the antioxidative 
capacity and nonspecific immunity of P. dabryanus, where the high-temperature stress caused irreversible 
damage to the nonspecific immune function of the fish, whereas the other inhibition effects were 
recoverable. 
Key words    Paramisgurnus dabryanus; Temperature stress; Temperature recovery; Antioxidative 
properties; Non-specific immunity 
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2016~2017 年中国沿海省市虾类偷死野田村 
病毒(CMNV)分子流行病学调查* 

李小平 1,2  万晓媛 1  张庆利 1,2①  黄  倢 1,2 
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(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  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 
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青岛  266071；2. 水产科学国家级实验教学示范中心  上海海洋大学  上海  201306) 

摘要    偷死野田村病毒(CMNV)引起的病毒性偷死病(VCMD)使中国对虾养殖业遭受了严重的经

济损失，为查明 CMNV 及其变异株的分子流行病学特征，本研究采用逆转录套式 PCR (RT-nPCR)、
逆转录环介导等温扩增(RT-LAMP)和 TaqMan 实时荧光定量 PCR(TaqMan RT-qPCR) 3 种方法，对

2016~2017 年中国沿海省市 CMNV 及一种新型野田村病毒——行动障碍野田村病毒(MDNV)的流

行、分布和变异情况进行了分析。结果显示，养殖凡纳滨对虾、中国明对虾、日本囊对虾、斑节对

虾和罗氏沼虾等种类中均可检测到 CMNV 阳性；在河北、山东、浙江、福建、广东和海南等省市

采集的患病对虾中均存在 CMNV。基于 RT-nPCR、RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR 的检测结果显

示，2016 和 2017 年样品中 CMNV 的阳性检出率依次分别为 11.8%和 7.8%，6.7%和 3.9%，17.7%
和 12.4%；基于上述 3 种方法检测结果计算得出，2016 和 2017 年样品中 CMNV 的阳性检出率分别

为 26.8%和 16.3%；基于 RT-LAMP 的分析显示，2016 年样品中 MDNV 的阳性检出率为 9.4%。本

研究表明，中国沿海省市养殖虾类中 VCMD 的流行和危害仍不容忽视，RNA 依赖的 RNA 聚合酶

基因不断变异导致前期基于该基因开发的 CMNV 检测方法可靠性下降，检出假阴性风险升高；同

时，发病对虾中出现了新的野田村病毒株系且具有较高的流行率，其传播危害风险值得高度关注。

关键词    偷死野田村病毒；分子流行病学调查；逆转录套式 PCR；逆转录环介导等温扩增；TaqMan
实时荧光定量 RT-PCR；行动障碍野田村病毒 
中图分类号 S945.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0065-09 

2002~2003 年，中国海南、广西等地池塘高密度

养殖的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)出现“偷死”
现象，并使当地对虾养殖业受到影响(章秋虎, 2004; 
宋盛宪等, 2006; 徐志进等, 2009)。由于发病对虾主要

abc
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在池底深水区陆续死亡，不容易被养殖者观察到，因

此，被称为“偷死病”(Covert mortality disease, CMD)
或“死底症”(邢华, 2004; 顾水江, 2012; Zhang et al, 
2014)。患病个体表现出肝胰腺颜色变浅、萎缩，空

肠空胃，生长缓慢等症状，很多时候还可见病虾腹节

肌肉不透明或局部发白。患病对虾在水温较高(28℃以

上)时死亡率升高，累计死亡率可达 80% (Zhang et al, 
2014、2017b)。 

研究发现，一种新病毒——偷死野田村病毒

(Covert mortality nodavirus, CMNV)是导致养殖对虾

发生偷死病的病毒性病原(Zhang et al, 2014)。为了强

调该疫病的病原学特征，CMD 又被称为病毒性偷死

病(Viral covert mortality disease, VCMD)(Zhang et al, 
2017b)。CMNV 可侵染多种甲壳类的肝胰腺和肌肉组

织，在肝胰腺小管和淋巴器官上皮细胞，以及肌肉细

胞内形成嗜酸性的包涵体，导致肝胰腺小管萎缩及肌

肉纤维凝固状坏死(Zhang et al, 2014、2017b)。Liu 等

(2018)通过人工感染脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)
开展了 CMNV 垂直传播途径研究，结果证实，CMNV
能通过染病亲体的雌性或雄性生殖细胞传递至子代，

实现从亲代到子代的垂直传播。Liu 等(2018)研究发

现，CMNV 可感染虾类养殖池塘中的多种共生生物。 
2013~2015 年，在中国沿海地区 11 省市开展的

CMNV 流行病学调查显示，采集自辽宁、河北、天

津、山东、江苏、浙江、福建、广东、广西和海南的

发病虾类样品中均有 CMNV 阳性检出，其中，采自

广东和海南的样品中的 CMNV 检出率最高，达 52.6%
和 50.8%，采自辽宁、天津的样品中 CMNV 检出率

最低，为 10%和 9.9%；CMNV 的检出率基本呈现华

南高于华东和华北的趋势(Zhang et al, 2017b)。凡纳

滨对虾、中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)、日

本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)、斑节对虾(Penaeus 
monodon)和罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)等
中国主要养殖虾类中均可检测到 CMNV 阳性，其中，

日本囊对虾中 CMNV 检出率为 60%，罗氏沼虾和中

国明对虾检出率较低，分别为 24%和 22%(Zhang et al, 
2017b)。 

2015 年作者实验室在来自厄瓜多尔和越南等地

的发病养殖对虾样品中检出 CMNV 阳性，2017 年在

采集自马来西亚的对虾样品中检测到 CMNV 阳性。

2016 年，泰国 2 个实验室分别报道了当地发病凡纳

滨对虾中存在 CMNV 高感染率的案例，利用 RT- 
nPCR 和荧光定量方法分析发现，CMNV 的阳性检出

率分别为 30.4%和 37.7% (Thitamadee et al, 2016; 
Pooljun et al, 2016)。上述研究中，CMNV 的高流行

率和广泛分布特征，揭示了 CMNV 具有在全球主要

对虾养殖国家传播流行的较高风险。 
在开展 VCMD 流行病学调查中发现，一些发病

对虾中不存在 CMNV 原始株(河北株)的感染，但存在

一种疑似 CMNV 变异株系的新型野田村病毒的感

染，这种新型野田村病毒 RNA 依赖的 RNA 聚合酶基

因(RdRp)序列与 CMNV 原始株相比存在较大程度的

变异，其与 CMNV 原始株 RdRp 基因片段的相似性仅

为 78%，患病对虾表现出游泳性能下降、沉底的特点。

由于这些样品中病原与 CMNV 原始分离株在核酸水

平上差异明显，为了将其与 CMNV 原始株系区分开

来，暂将其命名为“行动障碍野田村病毒(Movement 
disorder nodavirus, MDNV)”。 

为更深入地了解 2016~2017 年间 CMNV 及新型

野田村病毒——MDNV 在中国主要虾类养殖地区的

流行情况，本研究采用逆转录套式 PCR (RT-nPCR) 
(Zhang et al, 2014)、逆转录环介导等温扩增技术

(RT-LAMP)(Zhang et al, 2017a)和 TaqMan 实时荧光

定量 RT-PCR(TaqMan RT-qPCR) 3 种方法对 2016~ 
2017 年采集自中国沿海省市虾类样品中 CMNV 和

MDNV 的流行情况进行了系统分析，以期阐明最近  
2 年 CMNV 和 MDNV 在沿海各省市主要虾类养殖种

类中的流行和分布情况，了解新发野田村病毒对养殖

虾类的危害风险。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

2016 年从河北、河南、山东、江苏、上海、浙

江、福建、广东和海南等地共采集 254 份虾类样品，

包括凡纳滨对虾、中国明对虾、日本囊对虾、斑节对

虾、脊尾白虾、罗氏沼虾和日本沼虾(Macrobrachium 
nipponense)。2017 年从河北、河南、山东、江苏、上

海、浙江、福建和广东等地共采集 387 份虾类样品，

种类包括凡纳滨对虾、中国明对虾、日本囊对虾、斑

节对虾、脊尾白虾和罗氏沼虾。2016~2017 年所采集

样品的信息见表 1 和表 2。所采集虾类样品的肝胰腺

和肌肉等组织保存于 95%乙醇溶液中备用。 
 

1.2  RNA 提取和纯化 

将保存在 95%乙醇溶液中的对虾组织取出，先用

无 RNA 酶 H2O 清洗 1 遍，吸水纸吸去多余水分，然

后采用 RNAiso plus(TaKaRa)法抽提对虾总 RNA，最

后通过 Nanodrop 2000(Thermo Scientific, 美国)测量

所制备 RNA 的浓度和纯度。 
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表 1  样品采集省市及数量信息 
Tab.1  Sampling sites and the amount of samples 

数量 Amount 省/市 
Province/City 2016 2017 
河北 Hebei 56 98 
河南 Henan 2 / 
山东 Shandong 98 76 
江苏 Jiangsu 11 2 
上海 Shanghai 1 2 
浙江 Zhejiang 31 105 
福建 Fujian 40 21 
广东 Guangdong 10 24 
海南 Hainan 5 63 
总计 Total 254 387 

“/”表示无样品，下同 
“/”indicated no sample, the same as below 

 
表 2  样品种类及数量信息 

Tab.2  The information of sampling species 
and amount of samples 

数量 Amount 对虾种类 
Shrimp species 2016 2017 

凡纳滨对虾 L. vannamei 193 362 
中国明对虾 F. chinensis 16 5 
日本囊对虾 M. japonicus 23 9 

斑节对虾 P. monodon 3 6 
罗氏沼虾 M. rosenbergii 17 / 
日本沼虾 M. nipponense 1 5 
脊尾白虾 E. carinicauda 1 / 

总计 Total 254 387 

1.3  利用 RT-nPCR 方法检测样品中 CMNV 

根据 Zhang 等(2014)报道的 RT-nPCR 方法，通

过逆转录和套式 PCR 方法检测 CMNV 靶基因片段。

具体步骤如下： 
(1)逆转录过程 
首先，配制逆转录引物预混液体系，每个反应管中

含 4 μl 无 RNA 酶 H2O、1 μl 引物 Noda-R1(10 μmol/L)、 
1 μl 待测 RNA 样品(浓度在 10 ng/μl~1 μg/μl)，70℃预

变性 10 min 后，立即放入冰浴中冷却 2 min。 
其次，配制逆转录酶预混物：2 μl 5×M-MLV 逆

转录酶缓冲液、0.5 μl dNTP(10 mmol/L)、0.25 μl 
RNase 抑制剂(40 U/μl)、0.5 μl M-MLV 逆转录酶  
(200 U/μl)，无 RNA 酶 H2O 补至 4 μl，混匀。42℃反

应 1 h，70℃变性 10 min 后，可获得 cDNA 模板。 
(2)套式 PCR 反应 
引物序列及扩增片段信息参见表 3，参照表 4 配

制套式 PCR 反应体系。RT-nPCR 第 1 轮 PCR 扩增程

序：94℃变性 3 min；94℃ 20 s、50℃ 20 s、72℃ 40 s，
30 个循环；72℃延伸 7 min。第 2 轮 PCR 扩增程序：

94℃变性 3 min；94℃ 20 s、50℃ 20 s、72℃ 30 s，     
30 个循环；72℃延伸 7 min。电泳检测第 1、2 轮 PCR
产物，若被检样品第 1 轮出现 619 bp、第 2 轮出现

165 bp 扩增带为 CMNV 强阳性，如只在第 2 轮出现

165 bp 扩增带则为弱阳性；否则为阴性。 

 
表 3  CMNV RT-nPCR 所用引物序列 

Tab.3  Primers for CMNV RT-nPCR 
引物 Primer 引物序列 Primer sequences (5~3) 扩增片段长度 Length of amplicons 引物位置 Position of primer

Noda-F1 AAATACGGCGATGACG 232~247 

Noda-R1 ACGAAGTGCCCACAGAC 
619 bp 

834~850 

Noda-F3 CACAACCGAGTCAAACC 256~272 

Noda-R3 GCGTAAACAGCGAAGG 
165 bp 

405~420 

注：“引物位置”是指引物在 CMNV RdRp 基因(GenBank 登录号：KM112247)片段上的起始和终止碱基位置。下同 
Note: Position of primer indicates the position of the starting and ending nucleotide base of the primer in the CMNV RdRp 

gene (GenBank accession number: KM112247) sequence. The same as below 
 
1.4  利用RT-LAMP 方法检测样品中CMNV 和MDNV 

根据Zhang等(2017a)建立的RT-LAMP方法对样品

进行检测，引物序列见表 5，按照表 6 配制反应体系。

反应体系在实时荧光定量 PCR 仪(Bio-Rad, 美国)中
63℃孵育 60 min；然后根据扩增曲线有无判断样品是

否为CMNV阳性。除引物不同外，MDNV的RT-LAMP
方法与 CMNV 的 RT-LAMP 方法相同。 

1.5  利用 TaqMan RT-qPCR 方法检测样品中 CMNV 

参照常见病毒的荧光定量方法(刘珍等 ,  2016;  
Pooljun et al, 2016; 刘宝彬等, 2017)，采用 One Step 
PrimeScriptTM RT-PCR (Perfect real time) 试 剂 盒

(TaKaRa) 及 表 7 中 的 引 物 和 探 针 进 行 TaqMan 
RT-qPCR，检测样品中的 CMNV。 

反应体系为 25 μl，各组分及用量如下：2×One 
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表 4  CMNV RT-nPCR 的反应体系 
Tab.4  Amounts of each ingredients used in the CMNV RT-nPCR 

第 1 轮 PCR 扩增体系 Mixture for the first-step PCR 第 2 轮 PCR 扩增体系 Mixture for the second-step PCR 
组份 Ingredient 体积 Volume(μl) 组份 Ingredient 体积 Volume(μl) 

10×Ex Taq Buffer 2.5 10×Ex Taq Buffer 2.5 
MgCl2(25 mmol/L) 2 MgCl2(25 mmol/L) 2 
dNTP(2.5 mmol/L each) 2 dNTP(2.5 mmol/L each) 2 
Noda-F1(10 μmol/L) 1 Noda-F3(10 μmol/L) 1 
Noda-R1(10 μmol/L) 1 Noda-R3(10 μmol/L) 1 
Ex Taq(5 U/μl) 0.1 Ex Taq(5 U/μl) 0.1 
ddH2O 15.4 ddH2O 15.4 
cDNA 1 第 1 轮 PCR 产物 1 
总体积 Total 25 总体积 Total 25 

 
表 5  CMNV 和 MDNV RT-LAMP 引物序列 

Tab.5  Primer sequences of CMNV and MDNV RT-LAMP 

引物 Primer 引物序列(5~3) Primer sequence 引物位置 Position of primer 
CMNV-F3 TGCCAAGCAAATACGAGCT 971~988 
CMNV-B3 CATCAGCGATGTCACGGC 1145~1162 
CMNV-FIP GTCGTCGACGGTTAGGTTGCGTTTTCCAAGCACTTCCCGACAA 1041~1061, 995~1014 
CMNV-BIP CGTCCAAAAGGACCTCCGCATTTTTGGAGACCTTGGTCACGC 1122~1139, 1069~1090 
CMNV-LF GCTCACGGCTTTGGATACC 1015~1034 
CMNV-LB GATTGCATGCGTCAACCTCA 1098~1116 
MDNV-F3 CAGACGCTTGCTGTGACC 105~122 
MDNV-B3 TATCGGCGGCGTTTTGAG 291~308 
MDNV-FIP ATCGCAACATTGCACGGCAATTTTTCGAAGGTTATCTCGCTACGG 127~146, 174~194 
MDNV-BIP CTGCTGGAACCGCGCTAGAATTTTGGAACCATCTGCAGTCAACC 267~286, 207~226 
MDNV-LF TCTCCAACCAATGGTGTTAGAGAAT 147~171 
MDNV-LB CCAGACGGAAGACGTACATGACT 231~253 

 
表 6  CMNV 和 MDNV RT-LAMP 反应体系 

Tab.6  Amounts of each ingredients used in the CMNV and MDNV RT-LAMP 

组分 Ingredient 加样量 Amount(μl) 终浓度 Final concentration 
1×Isothermal amplification buffer 2.5  
MgSO4(100 mmol/L) 1 4 mmol/L 
Betaine(5 mol/L) 6 1.2 mol/L 
dNTPs(20 mmol/L) 1.5 1.2 mmol/L 
FIP(20 μmol/L) 2 1.6 μmol/L 
BIP(20 μmol/L) 2 1.6 μmol/L 
F3(10 μmol/L) 0.5 0.2 μmol/L 
B3(10 μmol/L) 
LF(20 μmol/L) 
LF(20 μmol/L) 

0.5 
1 
1 

0.2 μmol/L 
0.8 μmol/L 
0.8 μmol/L 

MLV 逆转录酶(200 U/μl) 0.2 40 U 
Bst 2.0 WarmStart® DNA Polymerase(8 U/μl) 0.8 6.4 U 
Eva Green(25 μmol/L) 
RNase-free H2O 

0.8 
4.2 0.8 μmol/L 

RNA 1  
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表 7  CMNV TaqMan RT-qPCR 方法所用引物序列 
Tab.7  Primer sequences of CMNV TaqMan RT-qPCR 

引物 
Primer 

引物序列(5~3) 
Primer sequence 

引物位置
Position
of primer

CMNV-TAQ-F2 CGAGCTAATCCAAGCACTTC 886~905
CMNV-TAQ-R1 ACCTGTTAGGTACGCTACCA 1063~1084

CMNV-TAQ-P FAM-CGCTCACGGCTTTGGAT
ACCTT-TAMRA 911~932

 
Step RT-PCR BufferⅢ12.5 μl，Ex Taq HS 0.4 μl，Prime 
Script RT enzyme MixⅡ0.4 μl，引物 CMNV-TAQ-R1 
(10 μmol/L) 0.5 μl、CMNV-TAQ-F2 (10 μmol/L) 0.5 μl，
探针 CMNV-TAQ-P1(10 μmol/L) 0.5 μl，CMNV 阳性

模板 1 μl，其余用无 RNA 酶 H2O 补足。在冰上配置

反应体系。 
利用 Bio-Rad 实时荧光定量 PCR 仪进行 TaqMan 

RT-qPCR 扩增，反应程序：50.8℃保温 15 min 进行

逆转录；94℃预变性 5 min；94℃变性 10 s，52.7℃
退火延伸 30 s，共 40 个循环。 

1.6  样品阳性检出率计算 

每种方法检出 CMNV/MDNV 阳性的样品数除以

利用该方法检测的总样品数，并以百分比表示，即为

基于该方法的 CMVN/MDNV 阳性检出率；将呈现

RT-nPCR 或 RT-LAMP 或 TaqMan RT-qPCR 任一种

检测方法 CMNV 阳性的样品数目相加(对于呈现 2 种

或 2 种方法以上阳性的样品只计算 1 次)，除以总样

品数，并以百分比表示，即为 CMNV 的总阳性检出

率(CMNV_Total)。 

2  结果 

2.1  CMNV 在不同虾类中的阳性率分析 

采用 RT-nPCR、RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR 
3 种方法分别对 2016 年所采集的 254 份和 2017 年所

采集的 387 份样品进行检测分析，结果发现，采用不

同方法检测所得到的 CMNV 阳性率并不相同(图 1)。
RT-nPCR 检测结果显示，凡纳滨对虾、中国明对虾

和日本囊对虾样品中可检测到 CMNV，其阳性检出率

分别为 8.0%(44/553)、9.5%(2/21)和 46.0%(17/37)。
RT-LAMP 检测结果显示，凡纳滨对虾、中国明对虾、

日本囊对虾、斑节对虾和罗氏沼虾样品中可以检测到

CMNV，其阳性检出率分别为 3.8%(21/553)、4.8% 
(1/21)、16.2%(6/37)、22.2%(2/9)和 5.9%(1/17)。TaqMan 
RT-qPCR 检测结果显示，凡纳滨对虾、中国明对虾和

日本囊对虾样品中可以检测到 CMNV，CMNV 的阳性检

出率分别为 10.3%(57/553)、57.1%(12/21)和 67.6% 

(25/37)。上述 3 种方法均能检出 CMNV 阳性的对虾

种类为凡纳滨对虾、中国明对虾和日本囊对虾。 
 

 
 

图 1  基于 3 种方法分析 2016~2017 年不同 
虾类样品中 CMNV 的阳性检出率 

Fig.1  CMNV positive rate in different shrimp samples 
based on three detecting methods 

L. vannamei, F. chinensis, P. japonicus, P. monodon,      
M. rosenbergii and M. nipponense were skeletonized as LV, 

FC, PJ, PM, MR, and MN in the figure, respectively 
 

 

2.2  CMNV 和 MDNV 的年度阳性检出率分析 

对 RT-nPCR、RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR   
3 种方法的检测结果按照采样年份分析 (图 2)。
RT-nPCR 的检测结果显示，2016、2017 年样品中

CMNV 阳性检出率分别为 11.8%(30/254)和 7.8%(30/ 
387)。RT-LAMP 的检测结果显示，2016、2017 年样

品中 CMNV 阳性检出率分别为 6.7% (17/254)和 3.9% 
(15/387)。TaqMan RT-qPCR 的检测结果显示，2016、
2017 年样品中 CMNV 阳性检出率分别为 17.7%(45/ 
254)和 12.4%(48/387)。基于上述 3 种方法检测结果计

算得出，2016、2017 年样品中 CMNV 总阳性检出率 
 

 
 

图 2  基于 3 种方法分析 2016、2017 年虾类样品中 
CMNV 和 MDNV 的阳性检出率 

Fig.2  CMNV and MDNV positive rates in shrimp samples 
collected in 2016 and 2017 based on three detecting methods 
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分别为 26.8%(68/254)和 16.3%(63/387)。此外，MDNV
的 RT-LAMP 检测结果显示，2016 年样品中 MDNV
的阳性检出率为 9.4%(24/254)。 

2.3  2016、2017 年度 CMNV 的流行区域分析 

对 RT-nPCR、RT-LAMP 和 Taqman RT-qPCR   
3 种方法的检测结果，按照采样年份和区域分析，结

果如图 3 和图 4 所示。2016 年度的 254 份样品来自

河北、河南、山东、江苏、上海、浙江、福建、广东

和海南等省市，其中，RT-nPCR 检测显示，不同省

市 样 品 中 C M N V 阳 性 检 出 率 如 下 ： 河 北 为

19.7%(11/56)，山东为 19.4%(19/98)；RT-LAMP 检测

结果显示，不同省市样品中 CMNV 阳性检出率如下：

河北为 5.4%(3/56)，山东为 7.1%(7/98)，浙江为 3.2% 
(1/31)，福建为 15.0% (6/40)；TaqMan RT-qPCR 检 

 

 
 

图 3  基于 3 种方法分析 2016 年不同省市虾类样品中

CMNV 的阳性检出率 
Fig.3  CMNV positive rate in shrimp samples  

collected from different provinces and cities in 2016  
based on three detecting methods 

 

 
 

图 4  基于 3 种方法分析 2017 年不同省份虾类样品中

CMNV 的阳性检出率 
Fig.4  CMNV positive rate in shrimp samples  

collected from different provinces and cities in 2017  
based on three detecting methods 

测结果显示，不同省市样品中 CMNV 阳性检出率如

下：河北为 37.5%(21/56)，山东为 24.5%(24/98)。 
2017 年的 387 份样品来自河北、山东、江苏、

上海、浙江、福建、广东和海南等省市。其中，RT-nPCR
检测显示，不同省市样品中 CMNV 阳性检出率如下：

河北为 19.2%(18/94)，山东为 2.6%(2/76)，浙江为 1.9% 
(2/105)，福建为 28.6%(6/21)，广东为 8.3%(2/24)；
RT-LAMP 检测结果显示，不同省市样品中 CMNV 阳

性检出率如下：河北为 9.6%(9/94)，山东为 4.0%(3/ 
76)，浙江为 1.0%(1/105)，海南为 3.2%(2/63)；TaqMan 
RT-qPCR 检测结果显示，不同省市样品中 CMNV 阳

性检出率如下：河北为 27.7%(26/94)，山东为 11.8%(9/ 
76)，浙江为 1.9%(2/105)，福建为 38.1%(8/21)，广东

为 12.5%(3/24)，海南为 1.6%(1/63)。 

3  讨论 

过去几年，VCMD 的广泛发生与流行使中国养

殖对虾产业遭受了严重的经济损失(Zhang et al, 2014、
2017b)。为了更深入地了解这种新发疫病的流行病学

特征，2013~2015 年本实验室针对中国沿海省市的主

要对虾养殖地区开展了 CMNV 的流行病学调查研究

发现，沿海各省市虾类样品中均有 CMNV 流行和感

染；患病种类涉及中国养殖甲壳动物主要经济种类，

如凡纳滨对虾、中国明对虾、日本囊对虾、斑节对虾

和罗氏沼虾；患病个体大都表现出肝胰腺颜色变浅，

甲壳变软，生长缓慢等 VCMD 的典型症状；组织病

理学分析揭示，患病凡纳滨对虾、日本囊对虾和斑节

对虾等腹节肌肉均呈现溶解样坏死；超微结构病理学

分析显示，患病个体的肌肉、肝胰腺中均可见大量

CMNV 样病毒颗粒，另外，患病凡纳滨对虾体内包

被肝胰腺的海绵状结缔组织鞘(Tunica propria，为结

缔组织)也是病毒的富集区域。基于 RT-LAMP 检测

的分析结果显示，2013~2015 年中国沿海养殖虾类中

CMNV 的流行率分别为 45.9%(130/283)、27.9%(84/301)
和 20.9%(54/259)。总体来看，CMNV 呈现出流行范

围广、宿主种类多和流行率高的特点 (Zhang et al, 
2017b)。 

本研究参照朱罗罗等(2016)分子流行病学调查

方法，针对 2016~2017 年采自中国沿海省市的 641 份

虾类样品的分析结果显示，沿海大部分省市的养殖虾

类样品中均有 CMNV 的阳性检出，表明 CMNV 仍在

中国主要对虾养殖地区流行。忽略检测样本数量最少

的 3 个省市(上海、河南和江苏)，其他 6 个省(河北、

山东、浙江、福建、广东和海南 )养殖虾类样品中
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CMNV 检出率差异很大，为 1.6%~38.1%不等。研究

结果也显示，CMNV 在凡纳滨对虾、中国明对虾、

日本囊对虾、斑节对虾和罗氏沼虾等养殖甲壳类中普

遍存在，在日本囊对虾、斑节对虾和中国明对虾中检

出率均较高。 
为了考察 CMNV 不同分子生物学分析方法的可

靠性和适用范围，本研究采用 CMNV 的 RT-nPCR、

RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR 3 种方法对所采集的

样品进行了检测分析。结果显示，不同检测方法所得

出的 CMNV 阳性检出率差异很大，如基于 RT-nPCR、

RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR 方法，641 份样品中

CMNV 的阳性率分别为 9.4%(60/641)、5.0%(32/641)
和 14.5%(93/641)。造成差异的原因可能是检测方法

的灵敏度不同；但前期研究表明，CMNV 的 RT-LAMP
检测方法的灵敏度高于 RT-nPCR 检测方法，而同一

批样品基于 RT-LAMP 的 CMNV 检出率反而低于基

于 RT-nPCR 的 CMNV 检出率。进一步分析检测结果

发现，经 RT-nPCR 检测呈现 CMNV 阴性的样品中，

部分为 RT-LAMP 检测的 CMNV 阳性；经 RT-LAMP
检测呈现 CMNV 阴性的样品中，部分为 TaqMan 
RT-qPCR 检测的 CMNV 阳性；经 TaqMan RT-qPCR
检测呈现 CMNV 阴性的样品中，部分为 RT-LAMP 和

RT-nPCR 检测的 CMNV 阳性。该结果说明，利用上

述任意一种方法对 CMNV 样品进行检测时，均存在假

阴性的结果；造成这种现象可能与所采集样品中

CMNV 靶基因序列发生了不同变异有关。 
前期基于 CMNV 的 RT-LAMP 检测方法对 2013~ 

2015 年中国沿海 11 省市养殖虾类样品的检测结果显

示，CMNV 的阳性检出率从 2013 年的 45.9%(130/283)
下降到 2014 年的 27.9%(84/301)和 2015 年的 20.9% 
(54/259)(Zhang et al, 2017b)；本研究基于 RT-LAMP
检测方法的分析结果也显示，2016、2017 年样品中

CMNV 阳性检出率分别为 6.7%(17/254)和 3.9%(15/ 
387)；该结果似乎说明，CMNV 在中国沿海省市养殖

对虾中的流行率在不断下降。而 2013~2017 年在沿海

省市的实际走访和调查中发现，主要虾类养殖地区

VCMD 的发病案例并未明显减少。考虑到 CMNV 作

为一种单链 RNA 病毒，其 RNA 依赖的 RNA 聚合酶

在进行基因组复制时缺乏 5~3校正功能，会导致病

毒出现较快变异。对 CMNV 变异情况进行持续跟踪

分析发现，一些发病对虾中不存在 CMNV 原始株(河
北株)的感染，但存在一种类似 CMNV 变异株系的新

型野田村病毒的感染，为了与 CMNV 原始株系进行

区分，将这种类似 CMNV 变异株的新型野田村病毒

暂时命名为 MDNV。在研究中也发现，采用目前 

CMNV 的 RT-LAMP 和 TaqMan RT-qPCR 检测方法，

无法扩增 MDNV 的 RdRp 基因；此前，Zhang 等(2014)
报道的 CMNV RT-nPCR 方法也存在缺陷，无法检测

CMNV 的部分变异株系。基于 RT-nPCR、RT-LAMP
和 TaqMan RT-qPCR 方法对 2016、2017 年样品的分

析中，CMNV 阳性检出率有差异，以及基于 RT-LAMP
分析方法显示，2013~2017 年中国沿海省市养殖对虾

中 CMNV 流行率下降，应主要是由于上述 3 种方法

均是基于 CMNV 原始株系的 RdRp 基因开发，而这  
3 种方法所用引物的高特异性无法适应 CMNV 变异

株而导致的。 
基于上述 3 种方法的检测结果计算得出，2016 年

样品中 CMNV 总阳性检出率为 26.8%(68/254)，而

CMNV 变异株系(MDNV)的阳性检出率为 9.4%(24/ 
254)，考虑到 MDNV 变异幅度较大导致 CMNV 上述

3 种检测方法与 MDNV 无交叉反应，以及 MDNV 检

测方法与 CMNV 原始株系亦无交叉反应，而 2015 年

样品中尚未检测到 MDNV 株系(数据未包括在本研究

中)，2016 年沿海省市池塘养殖虾类中 CMNV 和

MDNV 两种新发野田村病毒的阳性检出率合计达

36.2%(92/254)。由此来看，中国养殖虾类中新发野田

村病毒的流行率并没有明显降低，只是流行株系发生

了较大变化。 
综上所述，2013~2017 年针对中国沿海省市养殖

虾类的流行病学调查和分子流行病学分析结果表明，

CMNV 作为一种新发病毒，其流行范围广、宿主种

类多、流行率高，并且主要特征性基因出现了明显变

异，该病毒在虾类养殖业中的危害应引起足够重视。 
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Molecular Epidemiological Survey of Covert Mortality Nodavirus (CMNV)  
in Cultured Crustaceans in China in 2016~2017 

LI Xiaoping1,2, WAN Xiaoyuan1, ZHANG Qingli1,2①
, HUANG Jie1,2, DONG Xuan1,  

WANG Xiuhua1, QIU Liang1,2, SONG Zenglei1,2, CHENG Dongyuan1 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Laboratory for Marine Fisheries  

Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao); Key 
Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Qingdao Key Laboratory of 

Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Qingdao  266071; 2. National Demonstration Center for Experimental 
 Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Covert mortality nodavirus (CMNV), a recently emerged RNA virus, is the pathogen 
responsible for viral covert mortality disease, which has caused serious losses of shrimp aquaculture in 
China in recent years. In order to determine the transmission, prevalence, and evolution of CMNV in the 
coastal provinces and cities in China, national wide survey of the molecular epidemiology of the CMNV 
and it’s variants was conducted, based on analysis of shrimp samples collected from 2016 and 2017 by 
using the methods of RT-nPCR, RT-LAMP, and TaqMan RT-qPCR in present study. The analyses found 
the presence of CMNV-positive specimens in the major species of cultured crustaceans, including 
Litopenaeus vannamei, Marsupenaeus japonicus, Fenneropenaeus chinensis, Penaeus monodon, and 
Macrobrachium rosenbergii. CMNV-positive specimens appeared in almost all the coastal provinces, such 
as Hebei, Shandong, Zhejiang, Fujian, Guangdong, and Hainan. The results based on RT-nPCR assays 
showed that the prevalence rates of CMNV among the collected samples were 11.8% (30/254) and 7.8% 
(30/387) in 2016 and 2017, respectively. The results based on RT-LAMP assays showed that the 
prevalence rates of CMNV were 6.7% (17/254) and 3.9% (15/387) in 2016 and 2017, respectively. The 
results based on TaqMan RT-qPCR assays showed that the prevalence rates of CMNV were 17.7% 
(45/254) and 12.4% (48/387) in 2016 and 2017, respectively. The total prevalence rates of CMNV were 
26.8% (68/254) and 16.3% (63/387) in 2016 and 2017, respectively, based on the above mentioned three 
methods. The results based on RT-LAMP assays showed that the prevalence rate of MDNV was 9.4% 
(24/254) in 2016. The high prevalence of CMNV in the major shrimp species and in the main farming 
areas revealed that this virus still threatened shrimp aquaculture in China during 2016~2017. Moreover, 
mutation of the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene of CMNV will raise the risk of appearing 
of false-negative result in CMNV molecular tests, which is of great concern. Meanwhile, the high 
prevalence rates of the emerging CMNV variant, MDNV, is a reminder that close attention needs to be 
paid to the high risk of MDNV transmission widely in farmed crustaceans. 
Key words    Covert mortality nodavirus (CMNV); Molecular epidemiological survey; RT-nPCR; 
RT-LAMP; TaqMan RT-qPCR; Movement disorder nodavirus (MDNV) 
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中国对虾甘氨酸脱羧酶的基因克隆、表达及其 
与抗 WSSV 的关联分析* 
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摘要    本研究采用 RACE 技术克隆获得中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)甘氨酸脱羧酶基因

(FcGLDC)的全长 cDNA 及 DNA 序列，并对其进行生物信息学分析。结果显示，FcGLDC 基因的

cDNA 全长为 3481 bp，其中，ORF 为 2829 bp，5UTR 长 17 bp，3UTR 长 86 bp。完整的阅读框编

码 942 个氨基酸，分子量为 104.66 kDa，预测的理论等电点为 6.51。FcGLDC 基因 DNA 序列全长

共 4964 bp，包含 12 个外显子和 11 个内含子。同源性及系统进化分析显示，FcGLDC 基因与节肢

动物的 GLDC 基因聚为一类；氨基酸序列比对发现，FcGLDC 基因的蛋白序列与节肢动物的相似度

最高，与内华达白蚁(Zootermopsis nevadensis)、体虱(Pediculus humanus corporis)和白纹伊蚊(Aedes 
albopictus)的相似度分别为 71%、68%和 68%。在鳃、肝胰腺和肌肉中的荧光定量 PCR 结果显示，

FcGLDC 在肌肉中的相对表达量最高，鳃中最低。WSSV 感染后，该基因在鳃、肝胰腺和肌肉中呈

现出了不同的时空表达特点。使用直接测序法结合质谱法，在该基因内部发现 4 个 SNP 位点，但

是各位点与抗 WSSV 性状均不相关(P>0.05)。本研究表明，FcGLDC 基因在对虾感染 WSSV 后的应

答反应中或起一定作用。 
关键词    中国对虾；甘氨酸脱羧酶；基因克隆；表达；关联分析 
中图分类号 Q785；S966.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0074-09 

中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)是我国重要

的土著海水养殖种类之一，近十几年来，其养殖产业

饱受病害困扰。在诸多病原当中，白斑综合征病毒 

(White spot syndrome virus, WSSV)是对对虾养殖生

产毒害最大的病毒之一(Lightner, 1996)，它导致的疾

病传播快、破坏性强，且防治困难，已给我国乃至全

abc
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球的对虾养殖业造成了极大危害，严重制约了对虾养

殖业的健康发展。国内外学者展开了大量研究工作，

如消除传染源、切断传播途径、控制水质量、提高对

虾抵抗力等以降低其危害，但至今效果不显著 (Yang 
et al, 2001; He et al, 2012; Yang et al, 2012; 曹家旺等, 
2017)。研究对虾对病原感染的免疫应答机制，可以

为有效进行对虾的病害防治提供重要的理论指导。  
甘氨酸脱羧酶(Glycine Decarboxylase, GLDC)是由

P-蛋白、H-蛋白、T-蛋白和 L-蛋白 4 个亚基构成的多酶

复合体系(Tada et al, 1987)。它作为天冬门氨酸氨基

转移酶超家族(Aspartateamino transferase superfamily, 
AAT_I)的成员，是一种磷酸吡哆醛依赖酶。在人类中

的研究表明，甘氨酸脱羧酶的突变是非酮性高甘胺酸

血症(Nonketotic Hyperglycinemia, NKH)的病因，该疾

病是由先天基因缺陷导致大量甘氨酸在体液中积累

而引起的严重的神经功能障碍，如脑病、肌张力减退、

呼吸暂停、顽固性癫痫和可能的死亡(Kanekar et al, 
2013) 。 也 有 学 者 指 出 ， GLDC 是 非 小 细 胞 肺 癌

(Non-small cell lung cancer, NSCLC)发生的关键酶，

NSCLC 初 期 肿 瘤 的 TICs 中 检 测 到 高 表 达 量 的

LIN28B 干细胞因子和 GLDC(Zhang et al, 2012)。
GLDC 在糖酵解和甘氨酸/丝氨酸代谢中引起巨大变

化，导致嘧啶代谢发生变化，从而影响肿瘤细胞的增

殖(信波等, 2007)。迄今为止，水产动物中尚未见该

基因相关的研究报道。 
在中国对虾感染 WSSV 后的表达谱芯片研究中，

发现甘氨酸脱羧酶基因出现显著差异表达，此外，该

基因内部出现与抗病性状呈显著关联的 SNP 位点(本
实验室未发表数据)。故此，本研究采用 RACE 技术

克隆中国对虾的甘氨酸脱羧酶基因(以下称 FcGLDC
基因)，并研究其在 WSSV 侵染后的时空表达特点；

利用直接测序法筛选基因内部的 SNP 位点，并利用

飞 行 时 间 质 谱 法 对 SNP 位 点 进 行 分 型 及 其 与 抗

WSSV 性状的关联分析。研究结果将有助于为中国对

虾抗 WSSV 育种提供理论依据和实践资料。   

1  材料与方法 

1.1  实验材料及人工 WSSV 感染实验 

中国对虾实验群体取自中国水产科学研究院黄

海水产研究所遗传育种中心[体重(1.01±0.21) g]，实验

前暂养 7 d。实验用水为砂滤海水，养殖期间水温为

24.8~25.4℃，盐度为 28，持续充氧，每天换水，并

投喂配合饲料。利用单尾、等量、口饲法对 1500 尾

左右的对虾进行 WSSV 感染，感染方法参见逄锦菲

等(2013)，选取 WSSV 感染实验中早期死亡的 48 尾

和后期死亡的 48 尾对虾分别作为敏感群体和抗性群

体，将 2 个群体的肌肉组织保存于液氮中，用于后续

DNA 的提取及关联分析。 
随机挑选暂养的健康中国对虾 180 尾，平均分为

2 组(WSSV 感染组和对照组)，每组 3 个平行。WSSV
感染组从第五腹节处注射病毒含量 103 copies/μl 的病

毒悬液 10 μl，对照组从第五腹节处注射 PBS 10 μl，各

组分别在实验开始后的 0、6、12、24、48 和 72 h 取

鳃、肝胰腺和肌肉组织，每个时间点各取 3 尾存于液

氮中，用于后续 RNA 的提取及荧光定量验证。 

1.2  基因组 DNA 和总 RNA 的提取及 cDNA 合成 

使用 Trizol 法提取中国对虾肝胰腺组织的总 RNA，

具体操作方法参照说明书(Invitrogen, 美国)。采用紫

外分光光度计与琼脂糖凝胶电泳检测所提取 RNA 的

质量及完整性。利用 SMARTTM RACE Amplification 
Kit (Clontech, 美国)反转录合成 cDNA 第一条链。按

照 TIANGEN 基因组 DNA 提取试剂盒的方法进行基

因组 DNA 的提取。采用紫外分光光度计与琼脂糖凝

胶电泳检测所提取 DNA 的质量及完整性。  

1.3  中国对虾 FcGLDC 基因全长 cDNA 的克隆及测序 

根据本实验室的中国对虾 454 转录组测序获得

的甘氨酸脱羧酶基因的部分 EST 序列，使用 Primer 
Premier 5.0 软件设计 5RACE 和 3RACE 引物(表 1)，
利用 Advantage 2 Polymerase (AD 酶)进行扩增，扩

增产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后，利用胶回收

试剂盒回收目的片段，连接到 pMD18-T simple 载体

上，转化入 Top 10 感受态细胞。使用 M13 引物对克

隆进行菌落 PCR 鉴定，阳性克隆经确定后送青岛擎

科测序公司进行测序。 

1.4  中国对虾 FcGLDC 基因的克隆及测序  

以对虾的基因组DNA为模板，根据FcGLDC基因

的cDNA序列设计引物(表1)。利用TaKaRa的LA Taq 
DNA聚合酶进行扩增，反应体系：DNA模板2 μl，正

反向引物各5 μl，dNTP mixture (2.5 mmol/L each)    
8 μl，Buffer 5 μl，LA Taq 0.5 μl，加水补足到50 μl。
PCR反应程序：94℃变性5 min；94℃变性30 s，60℃
退火30 s，72℃延伸3 min，35个循环，72℃延伸5 min。

扩增产物测序由青岛擎科测序公司进行。 

1.5  基因生物信息学分析 

测序结果通过 NCBI 网站上的 BLASTX 进行序

列同源性比对分析，利用 DNASTAR 软件进行全长序 
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表 1  引物序列及信息 
Tab.1  Primer sequences in RACE, qRT-PCR and  

DNA amplification 

引物 
Primer 

序列 
Sequence(5~3) 

用途 
Purpose

5 outer primer ACGGCGAGCGTCTGCGGGTG RACE

5 inner primer GCTGCGTCGGTCAAGGCGTC RACE

3 outer primer CGAGAGTTTAAGAAGACAGC RACE

3 inner primer AATCCGAAGACAAAGCAG RACE

18S F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA qRT-PCR

18S R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT qRT-PCR

GLDC 1F TCAGGGAAATCTCGGA DNA 扩增

GLDC 1R TGTCTGGATACTGGAAAAGC DNA 扩增

GLDC 2F TCAGTGCCGTGCTTTTCCAG DNA 扩增

GLDC 2R GCAGATGTTGCTGGTGGCTT DNA 扩增

GLDC 3F GAAGGACTCTTACCGCCTTG DNA 扩增

GLDC 3R AAGGGCTATTCCAACCGTCT DNA 扩增

GLDC 4F GTTAATCCGACATTGGCAACT DNA 扩增

GLDC 4R CTCTGTGCTGAGGCAGGATT DNA 扩增

GLDC 5F GACTTCCTCACCCACAGCAT DNA 扩增

GLDC 5R TCCCTCACCACGCGCAT DNA 扩增

GLDC 6F GAGGAGCTTGAACATGACC DNA 扩增

GLDC 6R CTGTGCTGAGGCAGGATT DNA 扩增

GLDC 7F GTGTGCCTGATTCCAACTTC DNA 扩增

GLDC 7R CATGAGGGATGCAGAAGGTC DNA 扩增

GLDC 8F CGAGAGTTTAAGAAGACAGC DNA 扩增

GLDC 8R GGGTGAATCCAGTACATAACAA DNA 扩增

 
列拼接，在线生物学软件 ExPASY 对全长序列编码的

氨基酸序列进行生物信息学分析，使用 MEGA 5.0 软

件的邻接法(NJ)构建系统进化树。 

1.6  基因的时空表达分析 

以 18S rRNA 作为 Real-time PCR 反应的内参基

因，采用 TaKaRa 的荧光定量 PCR 试剂盒对基因进行

荧光定量 qRT-PCR 检测。所用仪器为 ABI 7500 型荧

光定量 PCR 仪，各个基因引物序列见表 1。20 μl 反

应体系包含：2×SYBR Green PCR Master Mix 10 μl，
正向和反向引物各 1 μl (2 μmol/L)，稀释后的 cDNA
模板 1 μl (1∶10 稀释)，循环参数按照说明书。实验

重复 3 次，以平均值进行后续数据分析。根据 2∆∆Ct

方法计算每个基因的相对表达量(Livak et al, 2001)，
所得数据用 SPSS 18.0 进行单因素方差分析(One-way 
ANOVA)，比较均值的差异显著性，P<0.05 为差异显

著，P>0.05 为差异不显著。 

1.7  中国对虾 FcGLDC基因的 SNP位点筛查及其与

抗 WSSV 性状的关联分析 

取中国对虾 5 个个体的 DNA 进行混合，进行 PCR
扩增反应，扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后

将产物送青岛擎科测序公司测序。在测序结果中寻找

有明显双峰的位点，将其定为 SNP 位点。之后利用

飞行时间质谱法对 SNP 位点进行分型，并在敏感群

体和抗性群体中对分型结果进行关联分析。  

2  结果与分析 

2.1  中国对虾 FcGLDC 基因 cDNA 全长序列的克隆 

利用 Trizol 法获得中国对虾肝胰腺组织的 RNA，

经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后发现，18S 和 28S 
rRNA 条带清晰，说明其完整性较好，紫外分光光度

计检测其 OD260 nm/OD280 nm 为 1.86，表明其纯度较高，

可用于后续实验。  
中国对虾 FcGLDC cDNA 序列全长 3481 bp，其

中，5UTR 长 17 bp，3UTR 长 86 bp，ORF 为 2829 bp，

编码 942 个氨基酸，包含 94 个碱性氨基酸(K 和 R)，
108 个酸性氨基酸(D 和 E)，322 个疏水氨基酸(A、I、
L、F、W 和 V)，233 个亲水氨基酸(N、C、Q、S、T
和 Y)，222 个带电荷氨基酸(K、R、D 和 E)，预测蛋

白分子量为 104.66 kDa，理论等电点为 6.51(图 1)。 

2.2  中国对虾 FcGLDC 基因的克隆 

经 PCR 扩增得到中国对虾 GLDC 基因 DNA 序列

全长，共 4964 bp，包含 12 个外显子和 11 个内含子。

所有内含子均由 GT 开头，以 AG 结尾，符合 GT-AG
法则。所有内含子都在开放阅读框内部(图 2)。 

2.3  FcGLDC 蛋白系统进化分析 

氨基酸序列分析显示，FcGLDC 蛋白含有天冬氨

酸氨基转移酶超家族的典型保守序列 SAAILPISW(A
也可为 S)，定位于第 736~744 氨基酸(图 3)。氨基酸

序列比对发现，FcGLDC 的蛋白序列与节肢动物的相

似度最高，与内华达白蚁(Zootermopsis nevadensis)、
体虱(Pediculus humanus corporis)和白纹伊蚊(Aedes 
albopictus)的相似度分别是 71%、68%和 68%，而与

哺乳动物如非洲象(Loxodonta africana)和草原鹿鼠

(Peromyscus maniculatus bairie)的相似度分别为 67%
和 67%。 

系统进化分析表明，GLDC 基因在进化过程中分

为了脊椎动物(哺乳动物、爬行动物等)和无脊椎动物

(主要为节肢动物)两个大的分支，在无脊椎动物分支 
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图 1  中国对虾 GLDC 基因 cDNA 全长序列及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the FcGLDC gene 
全长起始密码子 ATG 由下划线标出；终止密码子 TAA 由*标出；黑色方框内为保守序列 

Start codon (ATG) was underlined; Stop codon (TAA) marked with asterisk; Conserved sequence marked with black box 



78 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 
 

图 2  FcGLDC 基因的 DNA 结构 
Fig.2  The DNA structure of FcGLDC 

红色框表示外显子，黑色线表示内含子   Red box represents exon, black line represents intron 
 

 
 

图 3  中国对虾与其他物种 GLDC 氨基酸的序列比对 
Fig.3  Alignment analysis of amino acid sequence of FcGLDC from various species 

黑色方框内为保守序列。Conserved sequence marked with black box 
 

中 ， 中 国 对 虾 所 属 的 甲 壳 亚 门 和 家 蝇 (Musca 
domestica)、埃及伊蚊(Aedes aegypti)等六足亚门的物

种之间也体现了差异性(图 4)。 

2.4  中国对虾 FcGLDC 基因的组织表达分析 

FcGLDC 基因在中国对虾各组织中的相对表达

量分析结果显示，该基因在鳃、肝胰腺和肌肉中均有

表达，其中，肌肉中的表达量最高，肝胰腺中次之， 
鳃中的表达量最少，但三者间无显著差异(P>0.05) 
(图 5A)。 

FcGLDC 基因在感染 WSSV 的对虾不同组织中

的相对表达量变化分析结果显示，在鳃中，该基因的 
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图 4  中国对虾与其他物种 GLDC 的系统进化分析 
Fig.4  The phylogenetic tree analysis of FcGLDC from various species 

 

 
 

图 5  FcGLDC mRNA 的组织表达及其在感染后的组织表达(n=3)  
Fig.5  The expression profiles of FcGLDC in hepatopancreas, gill, and muscle (n=3) 

A：正常组织；B：感染后的肝胰腺；C：感染后的鳃；D：感染后的肌肉。*表示显著性差异 
A: Control; B: Hepatopancreas after WSSV challenge; C: Gill after WSSV challenge; D: Muscle after WSSV challenge.  

* represents significant difference 
 

表达量在感染后的变化与对照组基本一致，均为急剧

下降，在 24 h 时，实验组表达量有小幅上升，是对

照组的 4.47 倍(P<0.05)(图 5C)。在肝胰腺中，GLDC
基因的表达量同样在注射后明显降低，在 12 h 有上

升趋势，而后在 48 h 时表达量达到最低。肝胰腺中，

各个时间点对照组与实验组的表达量差异均不显著

(P>0.05)(图 5B)。在肌肉组织中，实验组 GLDC 基因

的表达量在 24 h 和 72 h 时表现为 2 次峰值，分别为

对照组的 19.98 倍(P<0.05)和 4.21 倍(P<0.05)(图 5D)。

在 6 个时间点中，实验组的表达量均高于对照组。 

2.5  中国对虾 FcGLDC基因 SNP 位点多态性分析及

其关联分析 

利用直接测序法，在 FcGLDC 内部共发现 4 个可

能的 SNP 位点，并利用质谱法对这 4 个位点进行了成

功分型。分型结果采用 PopGene 软件处理，统计各位

点的期望杂合度 He，观测杂合度 Ho，计算各位点多

态信息含量 PIC，并进行哈迪–温伯格平衡检验(表 2)。 
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由表 2 可知，FcGLDC 基因内的这 4 个 SNP 标

记的 Ho 范围为 0.045~0.462，He 范围为 0.108~0.465。

C1588-TG 和 C4406-CT 的 PIC 分别为 0.355 和 0.285，

为中度多态(0.25<PIC<0.5)，C4854-GA 和 C2967-AG
的 PIC 分 别 为 0.142 和 0.101 ， 属 于 低 度 多 态

(PIC<0.25)。哈温平衡分析结果显示，只有 C1588-TG
符合哈迪–温伯格平衡检验，且差异不显著。 

 
表 2  SNP 位点多态性分析 

Tab.2  The analysis of genetic polymorphism of SNPs 

SNP 位点 
SNP loci 

观测杂合度 
Ho 

期望杂合度 
He 

PIC 哈温平衡
HW 

C1588-TG 0.462 0.465 0.355 NS 
C4406-CT 0.295 0.346 0.285 ND 
C4854-GA 0.168 0.155 0.142 ND 
C2967-AG 0.045 0.108 0.101 ND 
NS: 差异不显著; ND: 差异显著  
NS: No significant difference; ND: Significant difference 
 

使用 SPSS 18.0 对基因型和抗 WSSV 性状之间的

相关性进行卡方检验，发现各位点与抗 WSSV 性状

不相关(P>0.05)(表 3)。 
 

表 3  SNP 位点与抗 WSSV 性状的关联分析 
Tab.3  The correlation analysis of SNPs between 
WSSV-sensitive group and WSSV-resistant group 

SNP 位点 
SNP loci 

位置 
Location 

突变类型 
Mutation type 

卡方值
2 

显著性
P 

C1588-TG 内含子
Intron 

无义突变 
Nonsense mutation 

0.513 0.52

C4406-CT ORF 同义突变 
Synonymous mutation 

1.538 0.42

C4854-GA ORF 同义突变 
Synonymous mutation 

0.110 0.74

C2967-AG 内含子
Intron 

无义突变 
Nonsense mutation 

3.875 0.14

3  讨论 

本研究首次报道了对虾中的甘氨酸脱羧酶，克隆

的 FcGLDC 基因 ORF 全长为 2829 bp，编码 942 个氨

基酸。氨基酸序列分析表明，其含有天冬氨酸氨基转

移酶超家族的典型保守序列 SAAILPISW(A 也可为

S)。蛋白的进化分析显示，该甘氨酸脱羧酶基因与其

他节肢动物的甘氨酸脱羧酶基因明显聚为一类。ORF
序列分析、蛋白保守位点分析及蛋白的系统进化分析

均表明 FcGLDC 基因与其他物种的甘氨酸脱羧酶具

有较高的相似性，因此，确定本研究克隆的 FcGLDC
基因为中国对虾的甘氨酸脱羧酶基因。  

本研究分析了中国对虾感染 WSSV 后 GLDC 基

因在鳃、肝胰腺及肌肉组织中的表达特征，结果显示，

该基因在 3 种组织中均有表达，且在肌肉中的表达最

高。感染后，通过分析 GLDC 在 3 种组织中的表达规

律发现，肌肉对该基因最敏感，说明 WSSV 对该基

因有相对比较大的刺激。考虑到对虾感染 WSSV 后

出现了运动机能减退的情况(Lightner et al, 1998)，推

测肌肉中该基因的表达与对虾的运动不协调有关。 
本研究通过直接测序法得到了中国对虾 GLDC

基因全长 DNA 序列，该 DNA 序列全长为 5608 bp，

包含 11 个内含子，鉴定的外显子内含子边界都与经

典的剪接供体(GT-)和受体序列(-AG)一致。开放阅读

框起于第 1 个外显子，止于第 12 个外显子。众所周

知，真核生物的基因在每个外显子和内含子的接头

区，都有一段高度保守的共有序列，即每个内含子的

5端起始的 2 个核苷酸均为 GT，3端的 2 个核苷酸均

为 AG。但也有少数基因不符合 GT-AG 法则，如在人

类 135 kb 的 GLDC 基因含有的 24 个内含子中，只发

现有 1 个内含子不符合 GT-AG 法则(Takayanagi et al, 
2000)。 

本研究通过直接测序法定位了中国对虾 GLDC
基因 DNA 全长序列中 4 个可能的 SNP 位点，并进一

步通过飞行时间质谱法对这 4 个位点进行分型检测。

4 个 SNP 位点有 2 个位于内含子上，2 个位于外显子

上。位于外显子上的突变位点均在密码子的第 3 位，

属于同义突变，未对所编码氨基酸序列造成影响。位

于内含子区域的突变在转录翻译过程中被剪切，并不

参与调控过程。位点多态性分析显示，有 3 个位点不

符合哈迪–温伯格平衡，推测这可能是杂合子数量过

多或不足造成的。位点与性状的关联分析表明，获得

的 SNP 位点均与性状不相关。关联分析研究时需要

考虑群体分层的问题。由于群体存在遗传背景的差

异，使得来自不同亚群的个体中等位基因频率存在差

异，即存在群体分层，关联分析时这些位点会造成假

阳性(Emahazion et al, 2001)。因此，加大样本量，并

尽量使用遗传背景一致或相似的群体如采用基于家

系的群体进行关联研究就显得尤为重要。本研究选用

家系材料作为验证群体，遗传背景相近，符合关联研

究所用群体的要求。水产动物中，罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)、大口黑鲈(Micropterus salmoides)、栉孔扇

贝(Chlamys farreri)等物种的经济性状与 SNP 位点的

关联分析时采用的群体多小于 200 个个体(刘福平等, 
2009; 杜芳芳等, 2011; 李纪勤, 2012)，本研究采用的

是感染早期死亡和后期死亡的各 48 尾个体进行关联

分析，数量上基本达到了关联分析群体数量的要求。 
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本研究首次在中国对虾中获得了甘氨酸脱羧酶

基因的全长 cDNA 序列及其 DNA 序列，分析了 WSSV
感染后该基因在不同组织中的表达特征，并进行了基

因内部 SNP 位点多态性分析及其关联分析，研究结

果将有助于为中国对虾抗 WSSV 育种提供理论依据

和实践资料。 
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cDNA Cloning of the GLDC Gene in Fenneropenaeus chinensis and Its  
Expression and Functional Analyses after WSSV Infection 

SHI Xiaoli1,2, ZHANG Yingxue1,2, MENG Xianhong1,2①
, KONG Jie1,2, LUAN Sheng1,2,  

LUO Kun1,2, CAO Baoxiang1,2, CAO Jiawang1,2, CHEN Baolong1,2 
(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    Glycine decarboxylase is a key glycolytic enzyme that is involved in both the glycolytic 
and gluconeogenic pathways. In this study, the glycine decarboxylase gene from the Chinese shrimp 
Fenneropenaeus chinensis (FcGLDC) was cloned and sequenced for the first time. The full-length cDNA 
sequence of FcGLDC was 3481 bp long and contained a 17 bp 5-UTR, an 86 bp 3-UTR, and a 2829-bp 
open reading frame that encoded a 942 amino acid peptide with a calculated molecular mass of 
104.66 kDa and theoretical isoelectric point of 6.51. The full-length FcGLDC DNA sequence was 4964 bp 
long and contained 12 exons and 11 introns. Multiple sequence alignment showed its high similarity with 
the glycine decarboxylase genes from other arthropod species: Zootermopsis nevadensis (71%), Pediculus 
humanus corporis (68%), and Aedes albopictus (68%). Phylogenetic analysis revealed that FcGLDC was 
in the same class with those from the other arthropods. The FcGLDC transcript showed the highest 
expression in muscles and the lowest expression in the gill. Stimulation of the shrimp with white spot 
syndrome virus (WSSV) resulted in changes in FcGLDC expression profiles in the hepatopancreas, gill, 
and muscles. In the gill, the transcript level was approximately 4.47-fold higher than that of the control 
group (P<0.05) at 24 h post injection (hpi). In the hepatopancreas, no significant difference was observed 
between the WSSV-challenged group and the control group (P>0.05). In the muscles, the transcript levels 
increased significantly, by approximately 19.98-fold at 24 hpi and 4.21-fold at 72 hpi, relative to the 
control group levels (P<0.05). Four single nucleotide polymorphisms were identified, using direct 
sequencing and time-of-flight mass spectrometry. Association analysis indicated that there was no 
significant association between the genotype and WSSV resistance (P>0.05). These results show that 
FcGLDC is inducible and may be involved in the shrimp’s immune response to pathogens. 
Key words    Fenneropenaeus chinensis; Glycine decarboxylase; Gene cloning; Expression; 
Association analysis 
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不同产地鲍鱼特征元素分析与主成 
分评价模型的建立* 

陈胜军 1①  刘先进 1,2  杨贤庆 1  李来好 1   
黄  卉 1  吴燕燕 1  李春生 1 

(1. 农业农村部水产品加工重点实验室  国家水产品加工技术研发中心   
中国水产科学研究院南海水产研究所  广州  510300；2. 上海海洋大学食品学院  上海  201306) 

摘要    为了找出不同产地鲍鱼(Haliotis Spp. Abalone)的区域性差异，并探究一种有效的鲍鱼产地的

鉴别方法，采用主成分分析法对对广东、福建、山东、辽宁 4 个主要养殖省份鲍鱼样品肌肉中的特

征元素(Na、K、Mg、Ca、Fe、Zn、Cu、Ni、As、Al、Mn、Cr、Se)进行分析。结果显示，鲍鱼样

品的元素含量存在差异，Mn 的变异程度最大，变异系数为 74%，Ni 次之，为 65%，其次是 Se (60%)，
其余元素的变异系数均高于 10%。同时，通过对这些数据进行降维处理，有效地从 13 个特征元素

中提取了 6 个元素作为主成分，累计方差贡献率达 89.87%；同时发现 Ca、Se、Na、Fe、Mn、K、

Ni 这 7 种元素是不同产地鲍鱼的特征元素，并建立了主成分综合评价模型：F=0.2777F1+0.2652F2+ 
0.1295F3+0.1066F4+0.0656F5+0.0541F6。模型的建立可以为利用特征元素对不同产地鲍鱼的产地溯

源提供一定的理论参考。 
关键词    鲍鱼；特征元素；主成分评价；不同产地 
中图分类号 S932.6   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0083-08 

中国是世界第一鲍鱼(Haliotis Spp. Abalone)养殖

国家，养殖产量占全球的 92%，从 2006 年的 2.16×104 t
快速增长到 2016 年的 13.97×104 t，近 10 年的平均

年增长率达到 54.68%(农业部渔业渔政管理局，

2007–2017)。鲍鱼由于其极高的食用价值和药用价

值，深受国内外广大消费者喜爱。 
不同产地的鲍鱼品质有很大差异，且难以区分，

因此导致市场上以次充好的现象屡见不鲜。刘艳青

(2013)研究发现，春季荣成产地的鲍鱼与福建、青岛

两地的鲍鱼可以进行区分；夏季时 3 个产地的鲍鱼难

以区分；秋季时青岛产地的鲍鱼与其他两产地鲍鱼可

以区分；冬季时福建产地的鲍鱼与青岛产地的鲍鱼差

异显著。刘桃花等(2016)通过判别分析和聚类分析对

鲍鱼年龄进行了分类。贾亮亮等(2009、2014)对大连、

abc
图章
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山东、澳洲 3 个不同产地鲍鱼中若干元素含量进行了

测定分析并建立了 FTIR 图谱。孙建民等(2010)建立

了大连、山东、澳洲 3 个产地鲍鱼的 HPLC 指纹图谱。

目前只能对鲍鱼的外观和微量元素进行简单的对比

分析，很难找出其差异性，而通过大量的数据和主成

分分析方法可以建立综合模型，找出主成分元素，为

产地溯源建立基础。 
区分不同产地的产品需要测定大量的数据，同时

需要采用合适的工具对所得数据进行处理。统计分析

方法在各个领域都有广泛应用，具有节省人工、提高

速率、科学可靠、全面系统等优点。其中的主成分分

析法是最常用的一种统计分析方法(Gupta et al, 2018; 
Alharbi, 2018)，通过数据降维处理，可以找出数据中

的代表性指标，并且独立成新的变量，并获得变量间

的线性关系(姜雪等, 2017)，目前已广泛应用于食品

(黄鸾玉等 , 2018)、药品(关倩倩等 , 2018)、水产品    
(李来好等, 2012；韩青鹏等, 2017；李忠义等, 2009；
李达等, 2017)等领域。目前，我国不同产地的鲍鱼品

质上的差异尚未实现量化评价，鲍鱼产品价格与其品

质不一致，导致中国鲍鱼在国际市场上缺乏竞争力。

另外，相较于茶叶、水果等产品，鲍鱼尚没有完善的

溯源体系。中国鲍鱼养殖主要集中于福建、山东、广

东以及辽宁四省。本研究通过对这 4 个产地鲍鱼的

13 种常量元素与微量元素进行统计分析，建立基于

主成分分析的综合评价模型，旨在为不同产地鲍鱼的

营养品质进行评价以及产地溯源提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲜活鲍鱼样品于 2017 年 6 月分别采集自福建、

山东、广东、辽宁 4 个鲍鱼主要养殖省份，其中样品

1~6 号采自广东省，样品 7~11 号采自福建省，样品

12~15 号采自山东省，样品 16~18 号采自辽宁省，规

格大小在 20 粒/kg 左右(带壳)。HCl、H3BO3、NaOH、

K2SO4、AgNO3 等均为分析纯，HNO3 为优级纯，购于

广州左克生物科技发展有限公司；元素标准溶液为

10 µg/L，购于国家标准测试中心；实验用水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 7900 型电感耦合等离子体质谱仪(安捷伦

公司，美国)；CEM MARS5 型高压高通量微波消解

装置(CEM 公司，美国)；Milli-Q 型超纯水系统(密理博公

司，美国)；GB204 型电子天平(Mettler 公司，瑞士)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品的处理    将采集的鲍鱼去壳、去内脏，

取腹足肌肉搅碎混匀制成样品急冻运回实验室，并于

–20℃冰箱中保存备用。 
1.3.2  常量及微量元素含量的测定     按照 SN/T 
2208-2008《水产品中钠、镁、铝、钙、铬、铁、镍、

铜、锌、砷、锶、钼、镉、铅、汞、硒的测定微波消

解—电感耦合等离子体—质谱法》的方法，使用微波

消解装置进行消解，采用电感耦合等离子体质谱仪在

标准模式下测定 13 种元素。 
1.3.3  数据处理分析    采用 SPSS 20.0 和 Excel 软
件进行数据分析处理。将 Na、K、Mg、Ca、Fe、Zn、
Cu、Ni、As、Al、Mn、Cr 和 Se 这 13 种元素数据，

运用 SPSS 20.0 软件进行相关性分析和主成分分析。 

2  结果与分析 

2.1  鲍鱼中常量与微量元素含量 

鲍鱼样品中 13 种元素含量如表 1 所示。18 个鲍

鱼样品之间元素含量变异幅度均较大，其中，Mn 的

变异程度最大，变异系数为 74%，Ni 次之，为 65%，

其次是 Se (60%)，其余元素的变异系数均高于 10%，

表明所选鲍鱼样品之间的元素差异明显，适于进行主

成分分析(白沙沙等, 2012)。 

2.2  数据标准化处理与相关性分析 

由于原始数据不是在同一个区域范围内，因此需

要对原始数据进行标准化数据处理。首先，将原始数

据进行标准化处理，计算出各元素的特征值和方差贡

献率，并提取累计方差贡献率大于 85%的指标作为主

成分对象；然后主成分载荷系数矩阵数值除以主成分

相应特征值的平方根，得到各主成分的特征向量值，

进而得到各主成分的函数表达式，得到主成分综合模

型(冼燕萍等, 2016)；最后根据各主成分得分和综合

得分，确定排名，选择出不同产地鲍鱼的特征元素。

结果见表 2。 
对经标准化处理后的数据进行不同元素之间的

相关性分析，从而衡量 2 个变量因素的相关密切程

度。元素之间的相关性分析结果见表 3。 
由表 3 可知，18 个鲍鱼样品中 Na 含量与 Mg 含

量呈极显著正相关；K 含量与 Zn 含量呈显著正相关；

Mg 含量与 Ca 含量呈显著正相关；Ca 含量与 Fe、Cu、
Mn、Cr 含量呈显著正相关；Fe 含量与 Ni 含量呈显

著正相关；Zn 含量与 Cr 含量呈显著正相关，与 Se
含量呈极显著正相关；Cu 含量与 Ni、Cr、Se 含量呈

显著正相关；Ni 含量与 Cr 含量呈极显著正相关，与

Se 含量呈显著正相关；As 含量与 Mn 含量呈显著正 
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表 1  鲍鱼中常量与微量元素含量(mg/100 g) 
Tab. 1  The content of constant and trace elements in abalone (mg/100 g) 

序号 Number Na K Mg Ca Fe Zn Cu Ni As Al Mn Cr Se 
1 308.41 259.41 55.85 2.99 2.60 0.81 0.39 0.04 0.19 0.13 0.05 0.01 0.02
2 319.66 259.56 55.65 6.04 7.00 1.17 1.27 0.31 0.23 0.26 0.12 0.05 0.04
3 238.64 301.17 51.57 3.01 5.21 0.95 0.46 0.10 0.23 0.09 0.07 0.01 0.02
4 254.89 274.65 55.43 3.43 4.03 0.64 0.94 0.14 0.13 0.21 0.07 0.01 0.02
5 157.40 311.88 41.87 2.40 2.28 1.00 0.19 0.10 0.10 0.10 0.09 0.01 0.01
6 273.73 320.06 55.92 3.10 3.33 1.18 0.45 0.12 0.30 0.10 0.08 0.03 0.03
7 348.26 280.53 61.35 3.98 5.97 0.81 0.79 0.08 0.29 0.67 0.08 0.02 0.01
8 391.63 250.44 65.10 4.06 5.12 0.70 0.79 0.07 0.30 0.52 0.09 0.01 0.01
9 226.34 222.06 52.08 3.19 4.71 0.70 0.64 0.09 0.31 0.25 0.06 0.01 0.01

10 257.57 280.97 43.14 3.75 7.08 0.71 0.58 0.06 0.33 0.33 0.03 0.03 0.01
11 351.86 243.95 61.66 3.60 2.73 0.61 0.42 0.06 0.34 0.22 0.06 0.02 0.01
12 254.71 255.27 62.25 4.68 6.82 0.75 0.39 0.12 0.40 0.34 0.32 0.01 0.01
13 280.75 243.78 63.20 4.80 7.06 0.76 0.43 0.12 0.41 0.28 0.34 0.01 0.01
14 554.06 231.93 69.42 3.95 3.33 0.70 0.33 0.09 0.28 0.13 0.17 0.01 0.01
15 293.29 278.79 58.59 3.60 8.04 0.63 0.52 0.28 0.36 0.27 0.14 0.02 0.01
16 209.00 214.41 48.35 3.76 4.40 0.75 0.43 0.04 0.15 0.30 0.13 0.01 0.01
17 436.00 222.74 74.52 5.00 4.05 0.89 0.53 0.06 0.23 0.27 0.15 0.02 0.01
18 251.34 250.94 57.47 3.87 7.09 0.68 0.46 0.18 0.15 0.25 0.05 0.03 0.01
x  300.42 261.25 57.41 3.85 5.05 0.80 0.56 0.11 0.26 0.26 0.12 0.02 0.01
s 92.06 30.49 8.36 0.86 1.83 0.17 0.25 0.07 0.09 0.15 0.09 0.01 0.01

变异系数 
Coefficient of variation 

31% 12% 15% 22% 36% 21% 46% 65% 35% 56% 74% 56% 60%

 
表 2  标准化数据 

Tab. 2  Standardized data 

序号 
Number 

Na K Mg Ca Fe Zn Cu Ni As Al Mn Cr Se 

1 0.0868 –0.06042 –0.18676 –0.99131 –1.34086 0.04527 –0.65408 –0.99353 –0.78922 –0.89952 –0.77071 –0.69795 0.64933
2 0.209 –0.0555 –0.21067 2.54494 1.06995 2.14083 2.81103 2.60987 –0.35545 –0.01512 0.03854 2.89151 2.98691
3 –0.67107 1.30914 –0.69844 –0.96812 0.08919 0.86021 –0.37845 –0.19277 –0.35545 –1.17165 –0.5395 –0.69795 0.64933
4 –0.49455 0.43939 –0.23698 –0.48116 –0.55735 –0.9443 1.51161 0.34106 –1.43987 –0.35527 –0.5395 –0.69795 0.64933
5 –1.55353 1.66038 –1.85808 –1.67537 –1.51619 1.15126 –1.44161 –0.19277 –1.7652 –1.10362 –0.30828 –0.69795 –0.51946
6 –0.28991 1.92865 –0.1784 –0.86377 –0.94088 2.19904 –0.41783 0.07414 0.40365 –1.10362 –0.42389 1.09678 1.81812
7 0.51967 0.63223 0.47076 0.15652 0.5056 0.04527 0.92097 –0.45969 0.2952 2.77416 –0.42389 0.19941 –0.51946
8 0.99077 –0.3546 0.91908 0.24928 0.03988 –0.59504 0.92097 –0.59315 0.40365 1.75369 –0.30828 –0.69795 –0.51946
9 –0.80468 –1.28534 –0.63747 –0.75942 –0.18477 –0.59504 0.33032 –0.32623 0.51209 –0.08315 –0.6551 –0.69795 –0.51946

10 –0.46544 0.64666 –1.70625 –0.11015 1.11378 –0.53683 0.09407 –0.72661 0.72897 0.4611 –1.00192 1.09678 –0.51946
11 0.55877 –0.56744 0.50782 –0.28406 –1.26963 –1.11893 –0.53595 –0.72661 0.83742 –0.28724 –0.6551 0.19941 –0.51946
12 –0.49651 –0.19619 0.57836 0.96812 0.97132 –0.30399 –0.65408 0.07414 1.48807 0.52913 2.35066 –0.69795 –0.51946
13 –0.21365 –0.57302 0.69193 1.10725 1.10282 –0.24578 –0.49658 0.07414 1.59651 0.12094 2.58187 –0.69795 –0.51946
14 2.75515 –0.96165 1.43553 0.12174 –0.94088 –0.59504 –0.89034 –0.32623 0.18676 –0.89952 0.61657 –0.69795 –0.51946
15 –0.07744 0.57517 0.1408 –0.28406 1.63977 –1.00251 –0.14219 2.20949 1.0543 0.05291 0.26975 0.19941 –0.51946
16 –0.99303 –1.53623 –1.08339 –0.09855 –0.35462 –0.30399 –0.49658 –0.99353 –1.22299 0.25701 0.15414 –0.69795 –0.51946
17 1.47274 –1.26304 2.04524 1.33914 –0.54639 0.51095 –0.10282 –0.72661 –0.35545 0.05291 0.38535 0.19941 –0.51946
18 –0.53312 –0.3382 0.00691 0.02899 1.11926 –0.71146 –0.37845 0.8749 –1.22299 –0.08315 –0.77071 1.09678 –0.51946
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表 3  18 个鲍鱼样品元素含量的相关性 
Tab. 3  Correlation coefficients among element content of 18 kind of abalone sample 

序号 
Number 

Na K Mg Ca Fe Zn Cu Ni As Al Mn Cr Se

Na 1             

K –0.382 1            

Mg 0.812** –0.456 1           

Ca 0.395 –0.446 0.520* 1          

Fe –0.136 –0.034 0.024 0.528* 1         

Zn –0.145 0.488* –0.185 0.131 –0.157 1        

Cu 0.101 –0.044 0.067 0.537* 0.356 0.168 1       

Ni –0.094 0.211 –0.007 0.403 0.581* 0.234 0.482* 1      

As 0.259 –0.108 0.374 0.324 0.446 –0.218 –0.041 0.060 1     

Al 0.170 –0.212 0.253 0.382 0.455 –0.290 0.419 –0.073 0.315 1    

Mn 0.121 –0.274 0.429 0.517* 0.333 –0.039 –0.191 0.133 0.512* 0.090 1   

Cr 0.039 0.192 –0.076 0.487* 0.380 0.470* 0.527* 0.590** 0.012 0.057 –0.246 1  

Se –0.071 0.370 –0.145 0.238 –0.033 0.741** 0.555* 0.490* –0.196 –0.322 –0.178 0.603** 1

*：相关性显著(P<0.05)；**：相关性极显著(P<0.01) 
*：Significant correlation (P<0.05); **：Highly significant correlation (P<0.01) 
 

相关；Cr 含量与 Se 含量呈极显著正相关。说明这些

样品元素含量之间存在着密切的联系，但由于信息的

重叠，难以看出整体关联性，因此，使用主成分分析

法将这些数据进行降维处理，将复杂的数据简单化，

有助于得出元素之间的关联规律。 

2.3  主成分分析 

将 18 个鲍鱼样品中的常量与微量元素含量数据

进行标准化处理后，对其进行主成分分析。由表 4 可

知，第 1 主成分的特征值为 3.610，方差贡献率为

27.769%，累计方差贡献率为 27.769%；第 2 主成分

特征值为 3.447，方差贡献率为 26.516%；第 3、4、5、
6 主成分的方差贡献率分别为 12.951%、10.662%、

6.563%和 5.411%。当主成分的个数为 6 时，累计方

差贡献率为 89.872%(>85%)，即意味着可以通过前 6
个主成分来解释全部样品的 13 个元素指标的绝大部

分信息，因此选择前 6 个主成分对鲍鱼元素含量进行

综合评价。 
主成分载荷系数矩阵反映了各元素对主成分的

影响程度。由表 5 可知，在第 1 主成分中，Ca 有较

大的正系数值，说明第 1 主成分可以有效反映 Ca 的

信息；在第 2 主成分中，Se 有较大的正系数值，说

明第 2 主成分可以有效反映 Se 的信息；在第 3 主成

分中，Na 有较大的正系数值，Fe 有较大的负系数值，

说明第 3 主成分可以有效反映 Na、Fe 的信息；第 4
主成分中，Mn 有较大的正系数值，说明第 4 主成分

可以有效反映 Mn 的信息；第 5 主成分中，K 有较大

的正系数值，说明第 5 主成分可以有效反映 K 的信

息；第 6 主成分中，Ni 有较大的负系数值，说明第 6
主成分可以有效反映 Ni 的信息。根据上面结果可以

确定，Ca、Se、Na、Fe、Mn、K 和 Ni 这 7 种元素是

不同产地鲍鱼的特征元素。 
 

表 4  主成分分析特征值及方差贡献率 
Tab. 4  Principal component analysis eigenvalue and 

variance contribution rate 

主成分
Principal 

component

特征值
Eigenvalue

方差贡献率 
Variance 

contribution 
rate(%) 

累计方差贡献率
Cumulative 

variance 
contribution 

rate(%) 
1 3.610 27.769 27.769 
2 3.447 26.516 54.285 
3 1.684 12.951 67.237 
4 1.386 10.662 77.898 
5 0.853 6.563 84.461 
6 0.703 5.411 89.872 
7 0.488 3.755 93.627 
8 0.408 3.141 96.768 
9 0.138 1.058 97.826 

10 0.114 0.880 98.706 
11 0.106 0.814 99.520 
12 0.052 0.402 99.922 
13 0.010 0.078 100.000 
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表 5  主成分载荷系数矩阵 
Tab. 5  Principal component loading coefficient matrix 

元素 
Element 

第 1 主成分 
First principal 

component 

第 2 主成分 
Second principal 

component 

第 3 主成分 
Third principal 

component 

第 4 主成分 
Fourth principal 

component 

第 5 主成分 
Fifth principal 

component 

第 6 主成分 
Sixth principal 

component 
Na 0.460 –0.381 0.667 –0.099 0.247 –0.258 
K –0.370 0.588 –0.207 0.242 0.549 –0.068 
Mg 0.596 –0.482 0.514 0.096 0.123 –0.119 
Ca 0.920 0.064 0.142 0.047 –0.205 0.205 
Fe 0.672 0.127 –0.660 0.042 –0.039 –0.118 
Zn –0.030 0.727 0.338 0.343 0.159 0.382 
Cu 0.579 0.498 0.037 –0.505 –0.030 0.127 
Ni 0.504 0.598 –0.206 0.179 –0.215 –0.402 
As 0.528 –0.343 –0.261 0.374 0.453 –0.096 
Al 0.523 –0.265 –0.334 –0.506 0.336 0.351 
Mn 0.477 –0.372 –0.111 0.689 –0.186 0.269 
Cr 0.462 0.718 0.056 –0.131 0.082 –0.168 
Se 0.157 0.853 0.350 0.113 –0.008 0.078 

 
2.4  特征元素主成分评价模型 

由表 5 的主成分载荷系数矩阵数值除以其相应

特征值的平方根，可得到各主成分的特征向量值，见

表 6，与标准化的元素含量数据相乘后即可得到 6 个

主成分的元素函数表达式(式中 ZNa 表示标准化后的

Na 含量数据，其他函数同理)。 
F1=0.2421ZNa–0.1947ZK+0.3137ZMg+0.4842ZCa+  

0.3537ZFe–0.0158ZZn+0.3047ZCu+0.2653ZNi+ 
0.2779ZAs+0.2753ZAl+0.2511ZMn+0.2432ZCr+ 
0.0826ZSe 

F2=–0.2052ZNa+0.3167ZK–0.2596ZMg+0.0345ZCa+ 
0.0684ZFe+0.3916ZZn+0.2682ZCu+0.3221ZNi– 
0.1847ZAs–0.1427ZAl–0.2004ZMn+0.3867ZCr+ 
0.4594ZSe 

F3=0.5140ZNa–0.1595ZK+0.3961ZMg+0.1094ZCa–  
0.5086ZFe+0.2605ZZn+0.0285ZCu–0.1587ZNi– 
0.2011ZAs–0.2574ZAl–0.0855ZMn+0.0432ZCr+ 
0.2697ZSe 

F4=–0.0841ZNa+0.2056ZK+0.0815ZMg+0.0399ZCa+ 
0.0357ZFe+0.2913ZZn–0.4290ZCu+0.1520ZNi+ 
0.3177ZAs–0.4298ZAl+0.5852ZMn–0.1113ZCr+ 
0.0960ZSe 

F5=0.2674ZNa+0.5944ZK+0.1332ZMg–0.2220ZCa–  
0.0422ZFe+0.1722ZZn–0.0325ZCu–0.2328ZNi+ 
0.4905ZAs+0.3638ZAl–0.2014ZMn+0.0888ZCr– 
0.0087ZSe 

F6=–0.3077ZNa–0.0811ZK–0.1419ZMg+0.2445ZCa– 
0.1407ZFe+0.4556ZZn+0.1515ZCu–0.4795ZNi– 
0.1145ZAs+0.4186ZAl+0.3208ZMn–0.2004ZCr+ 
0.0930ZSe 

将各主成分的方差贡献率作为系数与主成分的

乘积之和，得出主成分综合模型为： 

F=0.2777F1+0.2652F2+0.1295F3+0.1066F4+0.0656F5+ 
0.0541F6 

其中 F1 表示第 1 主成分，F2~F6 表示第 2 至第 6
主成分。 

根据主成分的函数表达式计算出 18 个鲍鱼样品

各主成分得分及排序情况，再以主成分综合模型函数

表达式计算出 18 个鲍鱼样品元素含量的综合得分和

综合排序(表 7)。由表 6 可知，综合排名在前 6 位的

是 2 号样品、6 号样品、17 号样品、13 号样品、7 号

样品以及 15 号样品，排名最低的是 5 号样品。 
2 号样品 F1、F2 值、综合排名都是第一，F3、F4、

F6 值排名居中，F5 值靠后，表明其主要优势体现在

F1 和 F2 上，即 Ca、Se 含量较高，K 含量较低。6 号

样品的 F2、F3、F4、F5 值排名靠前，F1 值排名靠后，

表明其主要优势是在 F2、F3、F4、F5 上，即 Se、Na、
Mn、K 含量较高，而 Ca 含量较低。7 号样品，F1、

F5、F6 值排名靠前，F4 值最低，表明其主要优势是在

F1、F5、F6，即 Ca、K 含量较高，Mn、Ni 含量较低。

12 号和 13 号样品 F1、F4、F6 值排名都靠前，F5 排名

都居中，F2、F3 排名都靠后，表明其主要优势是在 F1、

F4、F6 上，即 Ca、Mn 含量较高，Se、Na、Ni 含量较

低。贾亮亮等(2009)通过火焰原子吸收光谱法对大连、

青岛、河北 3 个产地的鲍鱼若干元素含量进行测定后

发现，3 个产地鲍鱼的 K、Na、Ca、Mg、Fe、P 含量

存在显著差异(P＜0.01)，Zn，Cu 无显著性差异(P＜

0.5)。这与本研究的特征元素相符，其中 Fe、P 未表现

出明显优势可能是由于采样地点、品种以及检测方法

差异导致的。 
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表 6  特征向量值 
Tab. 6  Characteristic vector values 

元素 
Element 

第 1 主成分 
First principal 

component 

第 2 主成分 
Second principal 

component 

第 3 主成分 
Third principal 

component 

第 4 主成分 
Fourth principal 

component 

第 5 主成分 
Fifth principal 

component 

第 6 主成分 
Sixth principal 

component 

Na 0.2421 –0.2052 0.5140 –0.0841 0.2674 –0.3077 
K –0.1947 0.3167 –0.1595 0.2056 0.5944 –0.0811 

Mg 0.3137 –0.2596 0.3961 0.0815 0.1332 –0.1419 
Ca 0.4842 0.0345 0.1094 0.0399 –0.222 0.2445 
Fe 0.3537 0.0684 –0.5086 0.0357 –0.0422 –0.1407 
Zn –0.0158 0.3916 0.2605 0.2913 0.1722 0.4556 
Cu 0.3047 0.2682 0.0285 –0.429 –0.0325 0.1515 
Ni 0.2653 0.3221 –0.1587 0.152 –0.2328 –0.4795 
As 0.2779 –0.1847 –0.2011 0.3177 0.4905 –0.1145 
Al 0.2753 –0.1427 –0.2574 –0.4298 0.3638 0.4186 
Mn 0.2511 –0.2004 –0.0855 0.5852 –0.2014 0.3208 
Cr 0.2432 0.3867 0.0432 –0.1113 0.0888 –0.2004 
Se 0.0826 0.4594 0.2697 0.0960 –0.0087 0.0930 

 
表 7  主成分得分及排序 

Tab. 7  Principal component score and sort 

序号 
Number 

F1 
排序 
Sort 

F2 
排序 
Sort 

F3 
排序
Sort

F4 
排序
Sort

F5 
排序
Sort

F6 
排序 
Sort 

F 排序
Sort

1 –2.2203 17 –0.1351 9 1.3057 3 –0.1547 9 –0.1273 10 0.0157 10 –0.5073 15 
2 3.9778 1 5.1385 1 0.9932 5 –0.2110 10 –0.9024 16 0.3366 8 2.5325 1 
3 –1.9266 16 1.2490 3 –0.1736 9 0.8318 5 0.3626 6 –0.0454 12 –0.1163 9 
4 –0.8933 13 0.8461 5 0.1277 8 –1.2786 16 –0.8579 15 –0.2105 13 –0.2111 12 
5 –4.2228 18 1.2043 4 –0.4269 10 0.8851 4 –0.2128 11 0.5421 5 –0.7988 18 
6 –1.2763 14 2.8227 2 1.1828 4 1.5764 3 1.6150 2 0.0874 9 0.8260 2 
7 1.3079 5 –0.3989 10 –0.6450 12 –1.7215 18 1.8679 1 0.9729 2 0.1655 5 
8 1.1696 7 –1.4915 15 0.2258 7 –1.5066 17 0.9659 3 0.4822 6 –0.1127 8 
9 –0.8118 12 –0.8248 11 –0.7398 13 –0.8072 13 –0.6295 14 0.0060 11 –0.6670 16 

10 –0.2871 10 0.5824 6 –1.8909 17 –0.9636 15 0.9128 4 –0.2126 14 –0.2245 13 
11 –0.5252 11 –1.4827 14 0.8321 6 –0.4513 11 0.4507 5 –0.8459 15 –0.4956 14 
12 1.6737 3 –1.6111 16 –1.2992 16 1.9739 2 –0.0851 9 0.8103 3 0.1180 7 
13 1.9880 2 –1.7473 17 –1.0172 15 2.1868 1 –0.3917 13 0.6945 4 0.2019 4 
14 0.4287 8 –2.4178 18 2.4724 1 0.6525 7 –0.0458 8 –1.1695 16 –0.1987 11 
15 1.2955 6 0.1269 8 –1.9369 18 0.6863 6 0.1557 7 –1.9810 18 0.1188 6 
16 –1.3075 15 –0.9516 12 –0.4642 11 –0.7447 12 –1.6859 18 1.2610 1 –0.7973 17 
17 1.4852 4 –1.4665 13 2.3319 2 –0.0826 8 –0.3087 12 0.4272 7 0.3195 3 
18 0.1444 9 0.5574 7 –0.8779 14 –0.8707 14 –1.0832 17 –1.1710 17 –0.1530 10 

 
3  结论 

本研究通过对 18 个不同产地鲍鱼样品的 13 种常

量与微量元素的测定并进行主成分分析，有效地从

13 个元素中提取了 6 个元素作为主成分，累计方差

贡献率达 89.872%；经分析，得出 Ca、Se、Na、Fe、

Mn、K 和 Ni 这 7 种元素是不同产地鲍鱼的特征元素。

建立了基于特征元素主成分分析的综合评价模型：
F=0.2777F1+0.2652F2+0.1295F3+0.1066F4+0.0656F5+ 
0.0541F6 

为科学评价鲍鱼营养品质以及鲍鱼产地溯源提

供了一定的理论参考。 
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本研究虽然对鲍鱼的 13 个常量元素及微量元素

含量进行了主成分分析，但其对营养成分评价并不全

面，对产地溯源只有一定参考作用，下一步可以结合

脂肪酸、氨基酸等营养成分进行主成分分析、聚类分

析等数据分析，构建出更为准确、简便、快捷的产地

溯源模型。 
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Analysis of Characteristic Elements and Establishment of Principal Component 
Evaluation Model of Abalone from Different Habitats 

CHEN Shengjun1①
, LIU Xianjin1,2, YANG Xianqing1, LI Laihao1,  

HUANG Hui1, WU Yanyan1, LI Chunsheng1 
(1. Key Laboratory of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, National R&D Center for Aquatic 

Product Processing, South China Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300;     
2. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract   This study was done to assess regional differences among abalone from different habitats and develop a new 
and efficient method to identify abalone from different habitats of origin. To do this, the content and composition of 13 
major elements and trace elements (Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Ni, As, Al, Mn, Cr, and Se) in the muscle tissue of 18 kinds 
of abalone samples from the four major breeding provinces of Guangdong, Fujian, Shandong, and Liaoning, China, were 
determined and analyzed using principal component analysis (PCA). The results showed that the elemental content 
differed among the 18 abalone samples. The variation in Manganese (Mn) was the largest [the coefficient of variation (CV) 
was 74% among samples], followed by Nickel (Ni) (CV = 65%), and then by Selenium (Se) (CV = 60%); all the rest of the 
analyzed elements had CVs higher than 10%. At the same time, after using the PCA method to reduce the dimensions of 
these data, six elements were effectively extracted from among the 13 elements examined that cumulatively explained 
89.87% of the variance among samples. These characteristic elements of abalone from different habitats were Ca, Se, Na, 
Fe, Mn, K, and Ni, and a comprehensive model of the six principal components including them was established as follows: 
F = 0.2777F1 + 0.2652F2 + 0.1295F3 + 0.1066F4 + 0.0656F5 + 0.0541F6, where F1 represents the first principal 
component, and F2~F6 represent the second to sixth principal components, respectively. On the basis of the comprehensive 
PCA score, the top six samples were samples No. 2, 6, 17, 13, 7, and 15, and the lowest one was sample No. 5. Among 
these, sample No. 2 had a higher content of all characteristic elements and better quality than all others. The PCA approach 
was found to be quite suitable for the evaluation of the nutritive quality of abalone. The establishment of this PCA model 
provided an empirical basis for the theoretical determination of the origin of abalone samples. 
Key words    Abalone; Characteristic elements; Principal component analysis; Different habitats 
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三角帆蚌生长和壳色性状早期复合 
选择的优化研究* 

孙朝虎 1,3  白志毅 2,3①  李清清 1,3  彭建庆 1,3  李家乐 1,2,3 
(1. 上海市水产养殖工程技术研究中心  上海  201306；2. 上海海洋大学 农业农村部淡水水产种质资源 

重点实验室  上海  201306；3. 水产动物遗传育种中心上海市协同创新中心  上海  201306) 

摘要    本研究以三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)‘申紫 1 号’F1 为研究对象，在幼蚌壳色透明期，根

据目标性状的选择顺序和中选率，设置了 7 种依次选择法。壳长(SL)为第 1 选择性状，贝壳深紫色

(PN)为第 2 选择性状，设定 3 种中选率，选择方法分别为 SL 50% × PN 20% (Ⅰ)、SL 30% × PN 
33%(Ⅱ)、SL 20% × PN 50%(Ⅲ)；贝壳深紫色(PN)为第 1 选择性状，壳长(SL)为第 2 选择性状，设

定 3 种中选率，选择方法分别为 PN 50% × SL 20%(Ⅳ)、PN 30% × SL 33%(Ⅴ)、PN 20% × SL 50%(Ⅵ)；
另外 1 组经验选择法 SI 10%(Ⅶ)作为对照组，选择内壳色深紫色和体型大的个体，每种方法的综合

中选率均为 10%。经过 300 d 养殖后，通过比较分析选留三角帆蚌的生长和壳色性状表现，对这 7
种方法的早期选择效果进行综合评价。结果显示，不同选择方法，早期选择效果不同，方法Ⅳ和方

法Ⅵ选留个体的生长性状表现最佳，方法Ⅱ最差；方法Ⅰ~方法Ⅲ对于壳色的选择效果最佳，方法

Ⅳ对于壳色的选择效果较差；传统选择方法选留的三角帆蚌性状表现不突出。以贝壳深紫色为第 1
选择性状的方法，对于生长性状的早期选择效果优于以壳长性状为第 1 选择性状的选择方法；以壳

长性状为第 1 选择性状的方法，对于壳色的早期选择效果优于以贝壳深紫色为第 1 选择性状的选择

方法，说明选择顺序对于选择效果影响显著。更加关注的目标性状，在依次选择中，最后选择效果

更佳；中选率影响选择效果，但受到复合选择的影响。 
关键词    三角帆蚌；早期选择；生长性状；壳色；选择顺序；中选率 
中图分类号 S966.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0091-07 

优良的三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)可以培育出

优质的淡水珍珠，推动淡水珍珠产业转型升级、提质

增效(梁飞龙等, 2015)。珍珠质量等级的提高需大小、

圆度、颜色、光泽度、表面光洁度和珍珠层厚度(有

核珍珠) 6 个指标同步提升。影响三角帆蚌育珠效果

的因子有很多，包括育珠蚌的种质优劣、三角帆蚌的

吊养密度、工人的插片技术等(王晓艳, 2011)。本实验

室评价和筛选五大淡水湖泊的优质三角帆蚌(汪桂玲

abc
图章
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等, 2014)，以其为基础群体，持续选育数年，成功选

育出三角帆蚌新品种‘申紫一号’。王照旗等(2014)
通过对紫色三角帆蚌的内壳色和体重性状同步选育，

选育效果良好。李清清等(2015)研究表明，育珠蚌的

壳长生长率与所产无核珍珠的大小、圆度、光泽及产

珠量极显著相关，供片蚌的内壳色与无核珍珠颜色极

显著相关。吴雷明等(2016)对紫色三角帆蚌选育组和

对照组的贝壳珍珠质颜色和生长性状进行研究，虽然

选育效果良好，但无法通过生长性状间接选择贝壳珍

珠质颜色。因此，本研究以壳长和贝壳深紫色为目标

性状，开展三角帆蚌生长和壳色性状复合选育，以期

培育双性状均表现优异的新品种。  
复合性状选育方法有指数选择法、独立淘汰法、

依次法，各有利弊(楼允东, 1999)。吴建良等(2011)对
中国荷斯坦奶牛不同选择方法的研究表明，在同一淘

汰率的情况下，综合指数选择法的选择效果优于依次

法和独立淘汰法。孔杰等(2012)通过综合选择指数法

选育中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)，4 代后，培

育出‘黄海 2 号’。王雪磊等(2016)以壳金性状和生长

性状为主要选育指标，采用混合选育技术同步改良长

牡蛎(Crassostrea gigas) 2 个性状，效果良好。葛建龙

等(2016)通过家系内个体选育有效提高长牡蛎壳金群

体的生长速度，可获得较大的选择反应。从这些研究

可以看出，相对于指数选择法和独立淘汰法，依次法

操作简单，可以获得更多的优秀性状的个体。 
李达等(2017)对于金乌贼(Sepia esculenta)早期发

育阶段内壳生长规律的研究表明 , 早期选育的必要

性。三角帆蚌苗种早期贝壳透明，外壳色与内壳色显

著相关，该时期可直接观测贝壳内壳色，是选择三角

帆蚌内壳色最方便的时期；三角帆蚌壳长、壳宽、壳

高和体重等生长性状呈显著正相关，壳长是 5 月龄三

角帆蚌最易测量的生长性状，选择壳长性状可实现对

三角帆蚌各生长性状的间接选择。本研究以三角帆蚌 

蚌壳长性状和贝壳深紫色为选育性状，首次制定不同

的中选率，并借助依次选择法，对 5 月龄三角帆蚌‘申

紫 1 号’F1 代进行早期选择，评估依次选择法的性状

选择顺序和不同中选率对三角帆蚌生长和壳色性状

的早期选择效应，以期优化三角帆蚌的早期选择方

法，进一步改良壳色和生长性状，并为今后的淡水珍

珠蚌的选育工作提供理论基础和科学依据(金武等 , 
2012)。 

1  材料与方法 

1.1  蚌苗繁育 

2015 年 5 月，在安徽省宣城市裘公乡三角帆蚌

良种繁育基地，挑选性状优良的紫色三角帆蚌‘申紫

1 号’做亲本，分辨出雌雄蚌，分别吊养于同一池塘

里，进行亲本培育，每隔 1 d，检查母蚌怀卵情况，

选取同一天怀卵的母蚌 100 只，按常规方法培育蚌苗, 
获得稚蚌。 

1.2  实验设置 

2018 年 7 月中旬，稚蚌出池时，进行初次筛选。

该时期中选率为  10%，用网筛从三角帆蚌‘申紫  1
号’F1 育苗池中挑选出约 5600 只大规格稚蚌，网筛

的网孔边长为 1 cm 的正方形，将挑选出的稚蚌分别

吊养在同一池塘的 56 个网箱中，每个网箱放养 100 只，

养殖期间，进行科学管理和定期施肥。 
待三角帆蚌长至 5 月龄时开展研究。设定该时期

综合中选率为 10%，以壳长性状和贝壳颜色深紫色为

选育指标，分别设置不同的中选率，按不同的选择顺

序，共设置 7 种依次选择法(表 1)。壳长(SL)为第 1
选择性状，贝壳深紫色(PN)为第 2 选择性状，设定 3 种

中选率组合，形成 SL 50% × PN 20% (Ⅰ)、SL 30%×PN 
33%(Ⅱ)、SL 20% × PN 50%(Ⅲ)3 种选择方法；贝 

 
表 1  不同选择方法的性状选择顺序和中选率 

Tab.1  The selected trait order and retention rate of different selection methods 

选择方法 Selection methods 项目 
Items Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ 

选择顺序 Selection order 第 1 第 2 第 1 第 2 第 1 第 2 第 1 第 2 第 1 第 2 第 1 第 2 无 
选育性状 Breeding traits SL PN SL PN SL PN PN SL PN SL PN SL SL, PN
中选率 Retention rate(%) 50 20 30 33 20 50 50 20 30 33 20 50  
综合中选率 
Comprehensive retention 
rate(%) 

10 10 10 10 10 10 10 

注：SL 为壳长性状，PN 为贝壳颜色深紫性状 
Note: SL is the shell length; PN is the deep purple shell 
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壳深紫色(PN)为第 1 选择性状，壳长(SL)为第 2 选择

性状，设定  3 种中选率组合，形成  PN 50% × SL 
20%(Ⅳ)、PN 30% × SL 33%(Ⅴ)、PN 20% × SL 
50%(Ⅵ) 3 种选择方法。另外，根据经验，同步挑选

壳色深紫色和体型大的个体作为对照组，中选率为

10%，选择方法为 SI 10%(Ⅶ)。将 5600 只 5 月龄三

角帆蚌随机分成 7 组，依据上述 7 种选择方法分别进

行挑选，最终将每种方法选留的 80 只三角帆蚌平均

放入 4 个网箱(40 cm × 40 cm × 40 cm)中，所有网箱

放回原先池塘，以 40 cm 水深继续吊养。定期施肥，

进行科学管理(张元培等, 1996)。 

1.3  性状测量 

2015 年 12 月，从每个选择方法中随机挑选出 60
只蚌，测量壳长、壳高、壳宽、体重、外套膜重和壳

重。使用游标卡尺测量壳长、壳高、壳宽这 3 个长度

性状，精确度为 0.01 mm。三角帆蚌洗净擦干后，使

用电子天平称量体重，精确度为 0.01 g。对三角帆蚌

进行解剖，去除内脏团，将分离出的外套膜进行称重，

将壳阴干后进行称量，精确度为 0.01 g(李清清等 , 
2015)。 

使用 Lovibond RT Colour V3.0 软件的 CIEL*a*b*

系统和 Lovibond-RT 200 表面色度计对三角帆蚌内壳

色测量。测量参数包括明度(L*)、色度 a(a*)、色度 b(b*)
和色差值(dE*)。L* > 0 为颜色偏白，L* < 0 为颜色偏

黑，L*越小，表明颜色越深；a* > 0 为颜色偏红，a* < 0
为颜色偏绿；b* > 0 为颜色偏黄，b* < 0 为颜色偏蓝；

dE*为所测样品和标准白之间的色差，dE*值越大，表

明贝壳颜色越丰富。因此，L*越小，dE*值越大时，

紫色三角帆蚌内壳颜色更深、更丰富。测量前，先将

内壳洗净晾干，依次对前闭壳肌(A3)、左壳边缘部位

的外套痕与纵肋的交叉处(A2)、后闭壳肌处进行壳色

测量(A1) (图 1)，取每个蚌 3 个点的颜色参数值的平

均值作为该个体的内壳色数据(吴雷明等, 2016)。 
 

 
 

图 1  内壳色测量位置示意 
Fig.1  Schematic diagram of measured positions  

of inner shell color 

1.4  数据统计与处理 

采用 Excel 2016 软件对原始数据进行初步整理，

再用 SPSS Statistics V22.0 统计软件对 7 种选择方法

选留的三角帆蚌的壳长、壳高、壳宽、体重、外套膜

重、壳重生长性状和 L*、a*、b*和 dE*内壳颜色参数

等测量值进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，数

据采用平均值±标准差 (Mean±SD)表示 (李梦军等 , 
2006)。 

2  结果与分析 

2.1  不同选择方法选育出的三角帆蚌的生长性状差异 

采用 7 种选择方法选出的三角帆蚌的各生长性

状的统计描述见图 2。从图 2 可以看出，方法Ⅳ和方

法Ⅵ的生长性状早期选择效果最好，方法Ⅳ选择的三

角帆蚌壳长和壳宽表现最优(图 2A、图 2C)，方法Ⅵ选

择的三角帆蚌的壳宽、体重最优(图 2C、图 2D)。 
在以壳长为第 1 选择性状的方法Ⅰ~方法Ⅲ(SL × 

PN)中，壳长的中选率分别为 50%、30%和 20%，但

方法Ⅰ和方法Ⅲ的早期选择效应优于方法Ⅱ；在以壳

长为第 2 选择性状的方法Ⅳ~方法Ⅵ(PN×SL)中，壳

长性状的中选率分别为 20%、33%和 50%，但方法Ⅳ

和方法Ⅵ的早期选择效应优于方法Ⅴ。从方法 SL × 
PN 与方法 PN×SL 整体对比可以发现，后 3 种方法选

出的三角帆蚌，后期在壳长、壳高、壳宽、体重、外

套膜重、壳重方面表现更优，表明壳长性状的选择顺

序对选留个体生长性状的表现具有显著影响。以贝壳

深紫色(PN)为第 1 选择性状、壳长作为第 2 选择性状

的选择方法(PN×SL)，可以选育出后期生长性状更优

的三角帆蚌。 
壳长性状中选率相同，选择顺序不同时，中选率

对选留个体生长性状表现的影响不明显。方法Ⅰ和方

法Ⅵ的壳长性状的中选率都是 50%，仅选留个体的外套

膜重存在显著差异，其他性状间无显著差异(P < 0.05)；
方法Ⅲ和方法Ⅳ的壳长性状的中选率都是 20%，选留

个体后期各生长性状均未呈现显著差异。 

2.2  不同选择方法选育出的三角帆蚌贝壳颜色差异 

采用 7 种选择方法选出的三角帆蚌各贝壳颜色

参数的统计描述见图 3。从图 3 可以看出，方法Ⅰ~
方法Ⅲ选留的三角帆蚌 L*值较低，显著低于其他 4 种
选择方法，其中，方法Ⅳ的 L*值最大(P < 0.05)。方

法Ⅳ的 a*值最大，显著高于其他 6 种选择方法选留的

三角帆蚌(P < 0.05)。方法Ⅱ和方法Ⅲ的 b*值最大，显

著高于方法Ⅵ，方法Ⅳ的 b*值最小(P < 0.05)。方 
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图 2  不同选择方法对三角帆蚌生长性状的影响 
Fig.2  Effects of different selection methods on growth traits of H. cumingii 

不同字母之间代表差异显著(P < 0.05)，下同 
Different letters represent significant difference (P < 0.05), the same as below 

 

 
 

图 3  不同选择方法对三角帆蚌内壳色参数的影响 
Fig.3  Effects of different selection methods on inner shell color parameters of H.cumingii 

 
法Ⅰ~方法Ⅲ的 dE*值最大(图 3)，三者间无显著差异，

除方法Ⅲ与方法Ⅴ间未见显著差异外，该 3 种方法的

dE*值均显著大于其他方法。 
以贝壳深紫色(PN)为第 2 选择性状的方法Ⅰ~方

法Ⅲ(SL×PN)中，贝壳深紫色的中选率分别为 20%、

33%和 50%，各方法选留三角帆蚌的颜色参数均无显

著差异；以贝壳深紫色为第 1 选择性状的方法Ⅳ~方法 

Ⅵ(PN×SL)中，贝壳深紫色的中选率分别为 50%、30%
和 20%，方法Ⅳ各颜色参数性状与其他各组相比，均呈

现显著差异，方法Ⅴ和方法Ⅵ间各颜色参数无显著差异。 

3  讨论 

近年来，市场和消费者对淡水珍珠质量的要求越

来越高，培育优质淡水珍珠蚌、提升珍珠质量是淡水



第 2 期 孙朝虎等: 三角帆蚌生长和壳色性状早期复合选择的优化研究 95 

珍珠产业提质增效、绿色发展的必经之路。李祥孔等

(2017)和栾生等(2008)研究表明，在水产动物育种中，

进行个体选择或者家系选择时，育种值选择效率都显

著高于表型值选择，但是，在三角帆蚌的实际育种工

作中，单纯的家系选育会提高近交衰退率，从颜色参

数和生长性状育种值高的家系中，选择颜色较好且生

长较快的个体补充选育群体，可降低减少近交系数

(吴雷明等, 2016)。对照组Ⅶ和其他 6 种选择方法的

结果显示，凭借常规经验选出的三角帆蚌生长性状和

壳色表现不突出，这进一步说明优化选育方法的必要

性。三角帆蚌是我国最主要的淡水育珠母蚌，本研究

以壳长性状和贝壳颜色深紫为选育指标，对三角帆蚌

进行早期复合选择，以期优化选择方法，为今后的选

育工作提供一定的基础。 

3.1  三角帆蚌生长和壳色性状的选择顺序对选择效

果的影响 

本研究以不同的顺序依次选择性状，研究三角帆

蚌生长和壳色性状早期复合选择效应发现，以贝壳深

紫色(PN)为第 1 选择性状的方法(PN×SL)可以选育出

后期生长性状更优的三角帆蚌，表明对于生长性状的

早期选择效果优于以壳长性状(SL)为第 1 选择性状的

选择方法(SL×PN)；以壳长性状为第 1 选择性状的方

法(SL×PN)选出的三角帆蚌，后期贝壳紫色表现更优，

表明对于壳色的早期选择效果优于以贝壳深紫色为

第 1 选择性状的选择方法(PN × SL)。以上结果表明，

选择顺序对于选择效果影响显著，目标性状的选择顺

序不同，导致选择方法的选择效果不同。在实际生产

中依次选择时，对于更加关注的目标性状，应该最后

选择，选择效果更佳。供片贝提供外套膜细胞小片给

育珠贝，育珠贝接受细胞小片，细胞小片形成珍珠囊，

珍珠囊分泌珍珠质形成珍珠，珍珠的培育过程需要 
供片贝和育珠贝共同参与(吴曼等, 2014)。供片贝对

珍珠颜色性状的影响很大，同种育珠贝对珍珠颜色性

状影响较小，主要对珍珠的生长速度起着关键作用

(Zhao et al, 2013; 刘越, 2013; 白志毅等, 2008; 徐在宽

等, 1992)。李清清等(2015)对于紫色三角帆蚌选育系

F5 育珠性状的研究发现，供片贝内壳色 dE 越大，所

产紫色珍珠比例越大。张文府(2013)通过将育珠贝家

系和小片贝家系分开选育以研究 4 种壳色的马氏珠

母贝(Pinctada martensi)。所以，在培育三角帆蚌稚

蚌的时候，凭借以贝壳深紫色为第 1 选择性状的选择

方法(PN×SL)挑选育珠贝，凭借以壳长作为第 1 选择

性状的选择方法(SL× PN)挑选供片贝，将供片贝和育

珠贝分开选育，既便于工人管理又可节省养殖成本。 

3.2  早期中选率对三角帆蚌生长性状和壳色选择效

果的影响 

本研究发现，不同中选率对选留个体性状的选择

效果不同，方法Ⅰ~方法Ⅲ的壳长性状中选率逐渐降
低，贝壳深紫色(PN)中选率逐渐提高，方法Ⅰ和方法Ⅲ
对于生长性状的早期选择效应优于方法Ⅱ，这 3种方
法选留个体的颜色参数却均未见显著差异。选择方法

Ⅳ~方法Ⅵ的壳长性状(SL)中选率逐渐提高、贝壳深
紫色(PN)中选率逐渐降低，方法Ⅳ和方法Ⅵ的对于生

长性状的早期选择效应优于方法Ⅴ，方法Ⅳ选留个体

的颜色参数与其他方法均呈显著差异，方法Ⅴ和方法Ⅵ

间各颜色参数却未见显著差异。以上结果表明，中选

率和性状选择效果不是线性关系。 
贝壳深紫色性状被选顺序不同中选率相同的方

法中，选择方法的选择效果不同。方法Ⅰ和方法Ⅵ的

壳长性状(SL)中选率为 50%，贝壳深紫色(PN)中选率

为 20%时，仅选留个体后期的外套膜重存在显著差

异，其他生长性状间未呈现显著差异(P < 0.05)，但方

法Ⅰ选留三角帆蚌贝壳颜色参数 L*和 dE*大于方法Ⅵ，

方法Ⅰ对贝壳紫色的选择效果优于方法Ⅵ。方法Ⅲ和

方法Ⅳ的壳长性状(SL)中选率是 20%，贝壳深紫色性

状(PN)中选率为 50%时，这 2 种方法选留个体后期各

生长性状均未呈现显著差异，方法Ⅲ各颜色参数性状

与方法Ⅳ均呈现显著差异，方法Ⅲ对贝壳紫色的选择

效果优于方法Ⅳ。从以上结果可以看出，选择效果不

仅和中选率有关，还受复合选择效应的综合影响。在

大型育珠工作中，提高育珠贝的生长速度，尽快达到

插片规格，提高供片贝的贝壳深紫色度，选育出贝壳

深紫性状优良的三角帆蚌供片贝和生长性状优良的

三角帆蚌育珠贝，这是培育优质紫色珍珠的有效方

法。本研究以贝壳深紫色和壳长为目标性状，依次选

择生长性状和壳色性状来研究三角帆蚌生长和壳色

性状的复合选择效果，可为三角帆蚌复合选育工作提

供理论依据和数据支持。 
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The Optimization of Early Compound Selection for Growth  
Traits and Shell Color in Hyriopsis cumingii 

SUN Chaohu1,3, BAI Zhiyi2,3①
, LI Qingqing1,3, PENG Jianqing1,3, LI Jiale1,2,3 

(1. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
2. Key Laboratory of Genetic Resources for Freshwater Aquaculture and Fisheries,  

Shanghai Ocean University, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai  201306;  
3. Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and Breeding, Shanghai  201306) 

Abstract    At the early stage, the shell of the strain F1 of “Shenzi No.1” Hyriopsis cumingii is transparent, 
so the workload involved in selection and improving the breeding efficiency can be reduced at this stage. In this 
study, seven different selection methods were tested with different selection orders and retention rates of 
objective traits. When shell length (SL) was the first trait selected and a deep purple shell (PN) was the 
secondarily selected trait, the different methods used were SL 50% × PN 20%, SL 30% × PN 33%, and SL 20% × 
PN 50%. However, when the selection order was the opposite of this, the selection methods used were PN50% × 
SL 20%, PN 30% × SL 33%, and PN 20% × SL 50%. Moreover, according to conventional experience, 
juveniles with a deep purple shell and large size were selected simultaneously in a seventh control gorup. This 
was done to compare the experimental results of this control group with those of the other six methods. The 
total retention rate of each method was 10%. After five months of culture, the growth traits (shell length, shell 
height, shell width, body weight, mantle weight, and shell weight) and the inner shell color parameters (L, a, b, 
and dE) of the selected mussels were measured to evaluate the early selection effects of these seven methods. 
The results showed that the different selection methods led to differences in the effects of early selection. The 
growth traits of individuals selected by the PN 50% × SL 20% and PN 20% × SL 50% methods were the best, 
while the selection effect of the SL 30% × PN 33% method was the worst. However, when the deep purple 
shell was selected as the objective trait, the other three methods (SL 50% × PN 20%, SL 30% × PN 33% and 
SL 20% × PN 50%) were better than the above methods. The selection effect of the SL30% × PN 33% method 
was the worst for the growth traits. The traits of H. cumingii selected by the traditional method were not 
prominent in any of the experimental groups. The method of taking SL as the first selection trait was SL × PN, 
while the method of taking PN as the first selection trait was PN × SL. In the early stage, the SL × PN method 
can be used to select for clams with a deep purple shell color, while the PN × SL method can be used to select 
for larger clams. The results showed that the selection order had a significant impact on the selection effect. In 
addition, when the traits with higher expectations were selected at the end, the effect of the selection was better. 
Further more, both the retention rate and the compound selection response affected the selection effect. 
Key words    Hyriopsis cumingii; Early selection; Growth trait; Shell color; Selection order; Retention rate 
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Zhao JJ, Chen SQ, Xu DF, Chang Q, Zhang PF. Early growth characteristics of post-hatching Octopus ocellatus (Mollusca: Cephalopoda). 
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短蛸的早期生长特征* 

赵捷杰 1,2  陈四清 2  徐大凤 1,2  常  青 2①  张鹏飞 1,2 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071) 

摘要    对孵化后 1~50 日龄短蛸(Octopus ocellatus)幼体的体重、全长、腕长及胴长进行测量，观

察并分析其早期生长变化特征。在水温为 22℃~24℃的养殖条件下，初孵短蛸平均全长为 10.03 mm。

11 日龄幼体开始营底栖生活，以此为分界线划分为浮游期和底栖期。 结果显示，1~11 日龄浮游短

蛸体重增长为立方函数增长类型，y = 0.0001x3 – 0.0019x2 + 0.0098x + 0.0409；11~50 日龄的底栖短

蛸体重增长为指数函数增长类型，y = 0.0284e0.092x。在 1~50 日龄短蛸幼体的生长过程中，体重(g)
与全长(mm)呈立方函数关系，y = –8e–07x3 + 0.001x2 – 0.011x + 0.099；全长(mm)与腕长(mm)呈线性

关系，y = 1.314x + 4.952；体重、全长及腕长分别与日龄呈立方函数关系，y = 6e–05x3 – 0.003x2 + 
0.036x – 0.03、y = 0.0004x3 + 0.002x2 + 0.307x + 10.604、y = 0.0004x3 – 0.007x2 + 0.364x + 4.205。通

过研究短蛸幼体的生长发育特征，从而加深了对幼体生长的了解，并为短蛸人工繁育的研究提供参

考依据。 
关键词    短蛸；腕长；胴长；浮游期；底栖期 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0098-08 

目前，我国主要养殖的经济蛸类品种有短蛸

(Octopus ocellatus)、长蛸(Octopus variabilis)和真蛸

(Octopus vulgaris)等，它们具有生长快速和食物转化

率高的特点(林祥志等, 2006; 叶守建等, 2014)。短蛸

隶属于软体动物门(Mollusca)，头足纲(Cephalopoda)，
八腕目(Octopoda)，蛸科(Octopodidae)；体小腕短、

生命周期短，亲体有护卵行为；为沿岸底栖种类，游

泳能力较弱，有钻沙隐蔽的习性；主要以虾、蟹、贝

类和底栖鱼类为食(林祥志等, 2006; Mangold et al, 
1973; 叶守建等, 2014)。短蛸肉质鲜美，是我国北方

的重要海产品之一。 
由于对蛸类幼体的生理和生物学知识缺乏了解，

我国对蛸类的繁育技术以及幼体发育阶段生物学研

究还处于初期阶段，短蛸幼体阶段的培育仍受到诸多

因素的限制，急需开展幼体的营养需求、适宜的开口

饵料、成熟的饲养技术等研究。据报道，短蛸在孵化

后的第 1 个月死亡率极高，尤其浮游幼体阶段是严重

的瓶颈期，转入底栖生活后随着个体不断生长，存活

率才逐渐提高 (Iglesias et al, 2014; Raquel et al, 
2017)。关于蛸类幼体人工培育及生长等的研究，国

内外已有相关报道(刘兆胜, 2013; Moguel et al, 2010; 
Raquel et al, 2017; 郑小东等, 2011)。对于短蛸幼体的

研究主要集中在影响幼体成活的因素，以及饵料和摄

食方面(董根, 2014)，而关于短蛸幼体早期生长发育

abc
图章
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特征的研究未见报道。 
本研究通过对短蛸幼体的培育和观察，研究了从

孵化至 50 日龄短蛸幼体的生长发育特征，旨在加深

对短蛸幼体生长的了解，为短蛸人工繁育的研究提供

参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与养殖条件 

实验于 2017 年 6 月 20 日至 8 月 20 日在青岛金

沙滩水产开发有限公司进行。选择即将孵化且有亲体

看护的短蛸卵，将亲体和卵放置在上外径为 74 cm、

下外径为 59 cm、高为 72 cm 的塑料水桶内(养殖水体

150 L)，孵化水温为 21℃~22℃，盐度为 27~29，pH
为 7.8~8.3，光照强度 1000 lx 以下；连续充氧，日换

水量为 1/2，直到幼体孵化出膜，得到同一天的初孵

短蛸 400 只。随后，将亲体和卵移出水桶，并将    
400 只短蛸幼体均分至与上述规格相同的 2 个水桶内

养殖，养殖密度控制在 40 只/m2 以内。 
1~11 日龄，卤虫无节幼体与糠虾无节幼体混合

投喂。底栖后减少卤虫幼体的投喂，增加糠虾无节幼

体的投喂量，适当投喂蛤蜊肉进行饵料转换，并投放

大小合适的海螺壳做遮蔽物。20 日龄后，糠虾无节

幼体和蛤蜊肉混合投喂。35 日龄后，增加蛤蜊肉的

投喂量，期间根据幼体的生长情况更换大小适当的遮

蔽物。每日投喂前换水，日换水量为 1/2。每日清晨

饱食投喂，培育水温 22℃~24℃，培育水体和条件与

孵化阶段相同。 

1.2  实验方法 

分别在第 1、3、5、11、15、20、25、30、35、
38、42、44、46、48、50 天时，每次取样 10 只。称

重前以 8~10 g/L 氯化镁(MgCl26H2O)麻醉幼体，然后

用滤纸吸干幼体体表水分。分析天平称体重(Body 
weight, BW)(精确到 0.001 g)，然后测量全长 (Total 
length, TL)，腕长(Arm length, AL)及胴长(Mantle length, 
ML)(精确到 0.01 mm)。全长(TL)为胴部底端至腕部顶

端的距离；腕长(AL)为腕基部至顶端的距离；胴长(ML)
为短蛸胴部底端至头部底端的距离。解剖镜(MODEL 
STAND SE220)下观察拍照(图 1)。 

1.3  数据分析 

以 Excel2010和 SPSS20.0 软件分析全长与体重、

全长与腕长、腕长与胴长以及体重、全长、腕长、胴

长分别与日龄的关系，做拟合曲线，选定 R2 值最大

的函数关系式作为最佳曲线。以平均体重、全长及腕

长的日均增长量、瞬时增长率来描述短蛸幼体的生长

特征(李达等, 2017)。计算公式为: 
日均增长量(mm)=(L2 – L1)/(t2 – t1)； 
日均增重量(g)=(W2 – W1)/(t2 – t1)；  

瞬时增长率(%/d)=[(LnL2 – LnL1)/(t2 – t1)]×100； 

瞬时增重率(%/d)=[(LnW2 – LnW1)/(t2 – t1)] ×100。 
式中，W1 为 t1 时刻的体重(g)；W2 为 t2 时刻的体

重(g)；L1 为 t1 时刻的全长或腕长(mm)；L2 为 t2 时刻

的全长或腕长(mm)。 
 

 
 

图 1  短蛸测量参数(蔡如星, 1991) 
Fig.1  Scheme of morphometric measurements of  

O. ocellatus(Cai, 1991) 
 

2  结果 

2.1  短蛸幼体的阶段划分 

观察短蛸自孵化出膜后生活习性的变化特征，以

短蛸幼体伏底比例达 60%左右时为分界线，将幼体阶

段划分为浮游期和底栖期。对浮游和底栖短蛸幼体进

行体重与日龄模型分析与参数估计，并选取 R2 值最

大的函数模型来描述各阶段的个体体重增长。 
2.1.1  浮游期    1~11 日龄短蛸营浮游生活，为浮

游期。平均体重与日龄的曲线参数估计结果显示，立

方函数模型的 R2 值最大(表 1)，因此选取立方函数模

型来描述浮游期个体体重增长，平均体重(g)与日龄(d)
的拟合方程为 y = 0.0001x3 – 0.0019x2 + 0.0098x + 
0.0409，结果如图 2 所示。当天孵化出膜的短蛸卵黄

囊吸收完全，即开口摄食。初孵短蛸平均腕长为 4.04 mm，

小于平均胴长(4.12 mm)，腕长/胴长的值小于 1(0.98)；
3日龄短蛸平均腕长为5.00 mm，大于平均胴长(4.27 mm)，
腕长/胴长的值为大于 1(1.17)(图 3)。 
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表 1  浮游短蛸体重与日龄的模型分析与参数估计 
Tab.1  The model summary and parameter estimates between body weight and age of planktonic O. ocellatus 

模型汇总 Model summary 参数估计值 Parameter estimates 
方程 Equation 判定系数 Decision 

coefficient R2 
F 自由度 1

df1 
自由度 2

df2 
Sig. 常数项 

Constant 
系数 1 

b1 
系数 2

b2 
系数 3

b3 
线性 Linearity 0.972 70.406 1 2 0.014 0.044 0.004   
对数 Logarithm 0.788 7.429 1 2 0.112 0.044 0.015   
倒数 Reciprocal 0.511 2.092 1 2 0.285 0.075 –0.030   
二次 Quadratic 0.989 44.880 2 1 0.105 0.048 0.002 0  
三次 Cubic 1.000  3 0  0.041 0.010 –0.002 0 
复合 Compound 0.982 108.882 1 2 0.009 0.046 1.059   
幂 Power 0.842 10.667 1 2 0.082 0.046 0.228   
S 0.583 2.800 1 2 0.236 –2.595 –0.468   
增长 Growth 0.982 108.882 1 2 0.009 –3.072 0.057   
指数 Exponential 0.982 108.882 1 2 0.009 0.046 0.057   
Logistic 0.982 108.882 1 2 0.009 21.585 0.944   

  

 
 

图 2  浮游短蛸幼体体重与日龄的关系 
Fig.2  The relationship between body weight and  

age of planktonic O. ocellatus larvae 
 

 
 

图 3  短蛸幼体腕长与胴长的比值变化 
Fig.3  The ratio of arm length with mantle 

length of O. ocellatus larvae 
 

2.1.2  底栖期    11 日龄底栖短蛸比例达 60%，认

为幼体开始进入底栖期。进入底栖期后，11~50 日龄

短蛸体重与日龄的曲线参数估计结果显示，复合函

数、增长函数、指数函数和 Logistic 函数关系式的 R2

值相同且最大(表 2)，选择其中任何一种即可，本研

究选择指数函数模型来描述底栖短蛸体重增长。平均

体重(g)与日龄(d)的拟合方程为 y = 0.0284e0.092x。根据

底栖幼体体重与日龄的关系作图，结果如图 4 所示。 

2.2  短蛸幼体的生长规律 

测量并记录短蛸幼体不同生长阶段的全长、腕长

与体重，计算其平均全长、腕长及体重，日增长(重)
量，瞬时增长(重)率等来描述短蛸幼体养殖阶段的生

长特征。本实验初孵短蛸经 50 d 生长期，平均全长

从 10.03 mm 达到 76.21 mm，平均日均增长量为 1.50 mm，

平均瞬时增长率为 4.20%/d；平均腕长从 4.04 mm 达

到 54.34 mm，平均日均增长量为 1.18 mm，平均瞬时

增长率为 5.67%/d；平均体重从 0.049 g 达到 2.923 g，平

均日均增重量为 0.075 g，平均瞬时增重率为 7.97%/d 
(表 3)。 
2.2.1  短蛸幼体体重与全长的关系    初孵短蛸的

平均全长为 10.03 mm，平均体重为 0.049 g；11 日龄

开始底栖生活，平均全长为 16.31 mm，平均体重 0.088 g；
生长至 50 日龄时，平均全长为 76.21 mm 的短蛸其体

重为 2.923 g。通过拟合方程可知，1~50 日龄短蛸平

均体重(g)与全长(mm)呈立方函数关系，方程为 y = 
–8e–07x3 + 0.001x2 – 0.011x + 0.099。根据幼体体重与

全长的关系作图，结果如图 5 所示。 
2.2.2  短蛸幼体全长与腕长的关系    初孵短蛸的

平均腕长为 4.04 mm；11 日龄的底栖短蛸，平均腕长

达到 8.91 mm；培育至 50 日龄，平均全长为 76.21 mm
的短蛸其腕长为 54.34 mm。通过拟合方程可知，1~  
50 日龄短蛸平均全长(mm)与腕长(mm)呈线性，方程为

y = 1.314x + 4.952。根据幼体全长与腕长的关系作图，

结果如图 6 所示。 



第 2 期 赵捷杰等: 短蛸的早期生长特征 101 

 

表 2  底栖短蛸体重与日龄的模型分析与参数估计 
Tab.2  The model summary and parameter estimates of body weight and and age of benthic O. ocellatus 

模型汇总 Model summary 参数估计值 Parameter estimates 
方程 

Equation 判定系数 Decision 
coefficient R2 

F 自由度 1
df1 

自由度 2
df2 

Sig. 常数项 
Constant

系数 1 
b1 

系数 2 
b2 

系数 3 
b3 

线性 Linearity 0.824 46.779 1 10 0 –1.150 0.066   
对数 Logarithm 0.676 20.868 1 10 0.001 –4.476 1.626   
倒数 Reciprocal 0.506 10.233 1 10 0.010 2.259 –31.586   
二次 Quadratic 0.980 222.433 2 9 0.000 1.094 –0.110 0.003  
三次 Cubic 0.994 456.532 3 8 0 –.584 0.101 –0.005 8.192e-05
复合 Compound 0.995 2196.829 1 10 0 .028 1.096   
幂 Power 0.944 169.505 1 10 0 .000 2.421   
S 0.820 45.440 1 10 0 1.415 –50.649   
增长 Growth 0.995 2196.829 1 10 0 –3.561 0.092   
指数 Exponential 0.995 2196.829 1 10 0 .028 0.092   
Logistic 0.995 2196.829 1 10 0 35.198 0.912   

 
表 3  短蛸幼体的生长情况(平均值标准误，n=10) 

Tab.3  The growth of O. ocellatus larvae ( meanSE, n=10 ) 

日龄 
Age 
(d) 

平均全长 
Average 

body length 
(mm) 

全长日增长 
量 Daily 

growth of total 
length (mm) 

全长瞬时增长率 
Instantaneous 

growth rate of total 
length (%/d) 

平均腕长
Average arm 
length(mm)

腕长日增 
长量 Daily 

growth of arm 
length (mm)

腕长瞬时增长率
Instantaneous 
growth rate of 

arm length (%/d)

平均体重
Average 

body 
weight (g) 

日增重量
Daily  
weight 
gain (g) 

瞬时增重率
Instantaneous 
weight gain 
rate (%/d)

1 10.03±0.399   4.04±0.264   0.049±0.001   
3 11.45±0.110 0.71 6.62 5.00±0.095 0.48 10.66 0.057±0.001 0.004 7.56 
5 13.03±0.367 0.79 6.46 6.64±0.269 0.82 14.18 0.059±0.002 0.001 1.72 
11 16.31±0.102 0.55 3.74 8.91±0.076 0.38 4.90 0.088±0.001 0.005 6.66 
15 16.75±0.112 0.11 0.67 9.09±0.157 0.05 0.50 0.113±0.004 0.006 6.25 
20 18.85±0.137 0.42 2.36 10.88±0.124 0.36 3.60 0.166±0.009 0.011 7.69 
25 23.57±0.441 0.94 4.47 13.98±0.362 0.62 5.01 0.267±0.012 0.020 9.51 
30 31.24±1.019 1.53 5.63 19.71±0.500 1.15 6.87 0.449±0.037 0.036 10.40 
35 41.43±0.864 2.04 5.65 27.94±0.925 1.65 6.98 0.735±0.023 0.057 9.86 
38 43.2±1.108 0.59 1.39 28.06±0.622 0.04 0.14 0.774±0.024 0.013 1.72 
42 56.1±1.575 3.23 6.53 36.44±0.517 2.10 6.53 1.481±0.066 0.177 16.22 
44 57.36±1.924 0.63 1.11 40.18±1.832 1.87 4.89 1.721±0.089 0.120 7.51 
46 61.61±2.089 2.13 3.57 44.15±2.063 1.99 4.71 1.894±0.130 0.087 4.79 
48 69.54±2.664 3.97 6.05 50.09±2.115 2.97 6.31 2.439±0.134 0.273 12.64 
50 76.21±1.966 3.34 4.58 54.34±1.800 2.13 4.07 2.923±0.164 0.242 9.05 
平均值 Mean 1.50 4.20  1.18 5.67  0.075 7.97 

 

 
 

图 4  底栖短蛸幼体体重与日龄的关系 
Fig.4  The relationship between body weight and  

age of benthic O. ocellatus larvae 

 
 

图 5  短蛸幼体体重与全长的关系 
Fig.5  The relationship between body weight 

and total length of O. ocellatus larvae 
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图 6  短蛸幼体全长与腕长的关系 
Fig.6  The relationship between total length  

and arm length of O. ocellatus larvae 
 

2.2.3  短蛸幼体体重与日龄的关系    平均体重为

0.049 g 的初孵短蛸，11 日龄开始底栖时体重达到

0.088 g，经过 50 d 的生长期，平均体重达到 2.923 g，
平均每日增重量为 0.075 g(表 1)。通过拟合方程可知

1~50 日龄短蛸体重(g)与日龄(d)呈立方函数关系,方
程为 y = 6e–05x3 – 0.003x2 + 0.036x – 0.03。根据幼体

体重与日龄的关系作图, 结果如图 7 所示。1~11 日龄

浮游期，短蛸增重较慢, 平均日增重 0.003 g；进入底

栖期后，增重较浮游期快, 平均日增重 0.087 g(表 4)。 
2.2.4  短蛸幼体全长与日龄的关系    初孵短蛸生

长至 50 日龄时, 全长达到 76.21 mm 左右，平均日增

长量为 1.5 mm。通过拟合方程可知，1~50 日龄短蛸

全长 (mm)与日龄 (d)呈立方函数增长，方程为 y = 
0.0004x3 + 0.002x2 + 0.307x + 10.604。根据不同阶段

幼体全长与日龄的关系作图，结果如图 8 所示。浮游

期短蛸，全长增长较慢，平均日增长 0.68 mm；11~   
50 日龄底栖短蛸全长的增长较浮游期快，平均日增

长 1.62 mm(表 4)。 
 

 
 

图 7  短蛸幼体体重与日龄的关系 
Fig.7  The relationship between body weight  

and age of O. ocellatus larvae 

 
 

图 8  短蛸幼体全长与日龄的关系 
Fig.8  The relationship between total length  

and age of O. ocellatus larvae 
 

2.2.5  短蛸幼体腕长与日龄的关系    初孵短蛸平

均腕长为 4.04 mm，经过 50 d 的生长，平均腕长达到

54.34 mm，平均每日增长量为 1.18 mm。通过拟合方

程可知，1~50 日龄短蛸腕长(mm)与日龄(d)呈立方函

数增长，方程为 y = 0.0004x3 – 0.007x2 + 0.364x + 
4.205。根据不同阶段幼体腕长与日龄的关系作图，

结果如图 9 所示。浮游期短蛸的腕长生长较慢，腕长

平均日增长量为 0.56 mm；11~50 日龄短蛸的腕长增

长较浮游期快, 平均日增长为 1.28 mm(表 4)。 
 

 
 

图 9  短蛸幼体腕长与日龄的关系 
Fig.9  The relationship between arm length  

and age of O. ocellatus larvae 
 

2.3  短蛸幼体体色和吸盘数量的变化 

1 日龄短蛸(图 10a)体色近似透明，可见内脏团呈

金黄色。浮游期短蛸(图 10a 和图 10b)的体色浅，底

栖期体色逐渐加深(图 10c 和图 10d)，变为黄褐色  
(图 10e 和图 10f)。观察并统计了浮游期短蛸的吸盘数

目，初孵短蛸通常具有 14~16 个吸盘，随着腕的增长吸盘 
 

表 4  短蛸幼体不同阶段的生长情况 
Tab.4  The growth of O. ocellatus larvae in different phases 

日龄 
Age (d) 

全长平均日增长量 
Average daily growth of total length (mm)

腕长平均日增长量 
Average daily growth of arm length (mm) 

平均日增重量 
Average daily weight gain (g)

1~11 0.68 0.56 0.003 
11~50 1.62 1.28 0.087 
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数目随之增加，新增吸盘从腕的末端处出现，先隆起

极小的凸起，而后不断增大。8 日龄短蛸吸盘个数

18~20 个，11 日龄短蛸开始底栖，具有 26~28 个吸盘，

进入底栖期后，吸盘数目随腕的增长继续增加。吸盘

在腕上的排列方式为：从腕的基部至顶端吸盘由大到

小排列；接近腕基部处前几个大吸盘呈单列分布，至

腕顶端方向随吸盘逐渐变小而呈 2 列分布，且越至腕

顶端方向吸盘越小、分布越密集。 
 

 
 

图 10  短蛸幼体的生长进程 
Fig.10  The growth process of O. ocellatus larvae 

a：1 日龄；b：8 日龄；c：11 日龄；d：20 日龄； 
e：35 日龄；f：46 日龄(每一个刻度为 1 mm) 

a: 1-day; b: 8-day; c: 11-day; d: 20-day; e: 35-day;  
f: 46-day (Each calibration is 1mm) 

 

3  讨论 

3.1  短蛸幼体在不同阶段的生长规律 

短蛸幼体的摄食行为不是直接吞食，是用腕上的

吸盘吸附食物，而初孵短蛸腕长/胴长的值小于 1，表

明此阶段腕的发育相对不发达，捕捉和摄取饵料的能

力较弱，即使食物充足，幼体也未能很好摄食(Raquel 
et al, 2017)。3 日龄后腕长/胴的值大于 1 且呈逐渐增

加趋势，由此可初步推断浮游期短蛸的能量分配主要

用于完成形态上的调整，发育对生命活动起重要作用

的腕和胴体等，而不是主要用于体重增长，以此增强

幼体捕食和适应环境的能力，提高其存活率(何滔等, 
2012; 雷舒涵等, 2014; Moguel et al, 2010; 单秀娟等, 
2009; 王卫军等, 2010)，这可能是浮游期短蛸体重没

有快速增加的原因之一。 
11 日龄后短蛸进入底栖期，随着短蛸腕和胴体

不断生长，幼体主动摄食能力也逐渐增强，并开始摄

取蛤蜊或蟹幼体。底栖期短蛸体重增长为指数函数增

长类型，体重平均日增重量比浮游期短蛸提高了

0.084 g/d，全长和腕长的平均增长量分别比浮游期短

蛸提高了 0.94 和 0.72 mm/d，这可能是因为该时期短

蛸的主要功能器官已逐渐发育完全 , 能量主要用于

体重的增加，故生长较快(雷舒涵等 , 2014; Moguel   
et al, 2010)。 

3.2  短蛸幼体的形态结构与捕食之间的关系 

短蛸幼体捕食行为的发生是各捕食器官共同作

用的结果。漏斗、腕和吸盘等结构都在幼体的摄食过

程中起着关键作用。幼体捕捉饵料时，8 条腕网向食

物，抓取饵料(王卫军等, 2017)；短蛸腕的吸盘具有

角质环但不具齿(陈道海等, 2014)，吸盘具有丰富的

肌纤维，是强有力的吸附器官，与猎物接触后呈漏斗

状的管道边缘密封，通过肌肉收缩产生吸力效应，从

而吸附食物防止挣脱(Bidder, 1966)，而后用腕卷至嘴

前方抱食。 
短蛸在不同阶段腕和吸盘的结构都存在差异，这

也体现了不同阶段的幼体在捕食能力上的差异(Kier 
et al, 1990; Voight, 1991)。随着幼体不断生长，腕和

吸盘等结构的形态和功能逐渐完善，各器官协同完成

摄食过程。初孵阶段腕长/胴长值小于 1，吸盘个数少，

因此，抓取和吸附食物的能力较弱；之后，腕长/胴
长值不断增大，吸盘数量逐渐增多，吸附作用增强，

更有利于摄食，增强了主动摄食的能力 (郑小东 , 
2011)。11 日龄的短蛸具有 26~28 个吸盘，进入底栖

期后，腕不断增长，腕上吸盘也进一步增大增多，故

而捕食能力较在浮游期更强。 
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Early Growth Characteristics of Post-Hatching Octopus ocellatus 
 (Mollusca: Cephalopoda) 

ZHAO Jiejie1,2, CHEN Siqing2, XU Dafeng1,2, CHANG Qing2①
, ZHANG Pengfei1,2 

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

Abstract    The early growth characteristics of Octopus ocellatus larvae raised under culture conditions 
were analyzed. Ten larvae were sampled at different periods from post-hatching to when larvae were 
50-days-old, and their body weight, total length, arm length, and mantle length were measured. We 
described the growth characteristics of O. ocellatus, to define the different phases characterizing this 
species’ post-hatching development. The larval stages of O. ocellatus were divided into a planktonic stage 
and a benthic stage, with benthic life beginning at the age of 11 d. At water temperatures of 22℃~24℃, 
the cultured larvae could grow from an average total length of 10.03 mm on the first day post-hatching to 
a benthic octopus with an average length of 16.21 mm by the 11th day post-hatching. The results showed 
that the body weight of planktonic O. ocellatus increased with time according to a cubic function, the 
equation of which was: y = 0.0001x3 – 0.0019x2 + 0.0098x + 0.0409. On the other hand, benthic        
O. ocellatus body weight increased according to an exponential function, the equation of which was: y = 
0.0284e0.092x. The total length of O. ocellatus larvae exhibited a cubic relationship with body weight, the 
equation of which was: y = –8e–07x3 + 0.001x2 – 0.011x + 0.099. Total length was linearly related with 
arm length, as represented by the equation: y = 1.314x + 4.952. Body weight, total length, and arm length 
exhibited cubic growth functions over time, as represented by the equations: y = 6e–05x3 – 0.003x2 + 
0.036x – 0.03, y = 0.0004x3 + 0.002x2 + 0.307x + 10.604, and y = 0.0004x3 – 0.007x2 + 0.364x + 4.205, 
respectively. The larval body is transparent, and the visceral mass of the larva is a golden color during the 
first day post-hatching. As the individual grows, the color deepens to a yellowish brown. Newly hatched 
O. ocellatus usually have 14 to 16 suckers, and with the constant growth of the larval wrist the number of 
wrist suckers gradually increases. The new suckers appear at the end of the wrist, each beginning as a 
small, raised bulge that then increases in size until a new sucker is formed. 
Key words    Octopus ocellatus; Arm length; Mantle length; Planktonic stage; Benthic stage 
 

 
                            

① Corresponding author: CHANG Qing, E-mail: changqing@ysfri.ac.cn 



第 40 卷    第 2 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.40, No.2 
2 0 1 9 年 4 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Apr., 2019 

                            

* 广东省海洋渔业科技与产业发展专项(Z2014009)和广东省科技计划(2017A030307024; 2017A030303076)共同资助
[This work was supported by Marine Fisheries Science and Industry Development Special Project of Guangdong Province 
(Z2014009), and Science and Technology Plan of Guangdong Province(2017A030307024; 2017A030303076)].  
赖卓欣，E-mail: 582748856@qq.com 

① 通讯作者：王庆恒，副教授，E-mail: wangqingheng@163.com  
收稿日期: 2018-02-08, 收修改稿日期: 2018-03-16 
 
 

DOI: 10.19663/j.issn2095-9869.20180208003  http://www.yykxjz.cn/ 

赖卓欣, 刘雅, 王庆恒, 郑哲, 邓岳文. 马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii) FBP基因的克隆及其对温度胁迫的响应. 渔
业科学进展, 2019, 40(2): 106–114 
Lai ZX, Liu Y, Wang QH, Zheng Z, Deng YW. cDNA cloning of FBP gene in Pinctada fucata martensii and its response to 
temperature stress. Progress in Fishery Sciences, 2019, 40(2): 106–114 

马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii) FBP 基因 
的克隆及其对温度胁迫的响应* 

赖卓欣 1  刘  雅 1  王庆恒 1,2①  郑  哲 1,2  邓岳文 1,2 
(1. 广东海洋大学水产学院  湛江  524088；2. 广东省珍珠养殖与加工工程技术研究中心  湛江  524088) 

摘要    果糖-1,6-二磷酸酶(FBP)是催化糖异生过程中的限速酶，当动植物处于温度胁迫等不良环

境条件时，FBP 通过参与糖异生途径以维持机体的糖平衡，在动植物抗逆过程中起着重要作用。本

研究通过 RACE 技术获得了马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii) FBP(Pm-FBP)基因 cDNA 全长，

并使用实时荧光定量 PCR 技术检测了该基因在马氏珠母贝不同组织中的表达量，以及在 17℃(低温

组)、22℃(对照组)、32℃(高温组)条件下鳃中的时序表达模式。序列分析显示，Pm-FBP 全长为

1381 bp，具有 54 bp 的 5 UTR 和 62 bp 的 3 UTR，开放阅读框(ORF)为 1020 bp，编码 339 个氨基

酸，预测分子量为 37.13 kDa，等电点为 6.02。Pm-FBP 具有一个 Pfam FBPase 保守结构域，6 个潜

在的 O-连接糖基化位点(Ser36、Ser56、Ser57、Ser76、Ser80 和 Thr115)，1 个潜在的 N-糖基化位点，

1 个金属结合位点(Asp-Pro-Ile/Leu-Asp-Gly/Ser-Thr/Ser)和 46 个磷酸化位点。多序列比对结果显示，

Pm-FBP 与长牡蛎(Crassostrea gigas)FBP 的相似性最高，为 83%；系统进化树显示，Pm-FBP 与长

牡蛎等贝类聚为一支，然后再与其他软体动物聚为一大支，节肢动物和脊椎动物分别聚类，进化树

总体聚为三大支。实时荧光定量结果显示，Pm-FBP 在所检测的闭壳肌、鳃、性腺、肝胰腺、足和

外套膜等组织中均有表达，在性腺表达量最高，肝胰腺和鳃中有较高表达；对 Pm-FBP 时序表达的

分析发现，Pm-FBP 在低温组和高温组实验时间范围内均出现先上升后下降的趋势，且在 72 h 时达

到最大值，表明 Pm-FBP 参与了马氏珠母贝对温度胁迫的响应；在 120 h 时，高温组和低温组的

Pm-FBP 表达量均显著下降，表明 Pm-FBP 可能主要在短期的温度胁迫中发挥作用。本研究结果为

进一步探索马氏珠母贝对温度胁迫的适应性提供了参考资料。 
关键词    马氏珠母贝；果糖-1,6-二磷酸酶基因；温度胁迫；表达分析；基因克隆 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0106-09 

由非碳水化合物转变为葡萄糖或糖原的过程称

为糖异生(Gluconeogenesis)，糖异生是增加葡萄糖产

生的一个主要途径(Cota-Ruiz et al, 2015)。果糖-1,6-

二磷酸酶(Fructose 1,6-bisphosphatase, FBP)又称果糖

1,6-二磷酸酯酶，它催化果糖-1,6-二磷酸水解生成果

糖-6-磷酸和无机磷，在糖的异生代谢过程中起关键性

abc
图章
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的作用(Lozinska-Gabska et al, 2003; Kaiser et al, 1996)。
FBP 几乎存在于所有生物体中，包括细菌、真菌、植

物和动物，但不存在于有异源蛋白的古细菌中(Stec et al, 
2000)。已有研究表明，在高温、干旱(Xiao et al, 2014; 
曲玲等, 2015)和缺氧(Cota-Ruiz et al, 2016)等非生物

胁迫下，FBP 通过参与催化动植物体能量产生途径产

生更多的能量，在动植物体度过不良环境过程中起着

重要的作用。第一个被人们所知的 FBP 序列全长是

从小鼠(Rattus norvegicus)中克隆得到(el-Maghrabi et al, 
1988)。已有关于部分水产经济动物 FBP 的研究报道，

如凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的肝胰腺具有

糖异生的能力(Rosas et al, 1999)；大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)在不同喂食情况下，其 FBP 在各个组织中的

表达量不同(Nie et al, 2015)；银鲫(Carassius auratus 
gibelio)被证实存在肝脏型和肌肉型 2 种 FBP 同工酶

(王锐等, 2010)等。目前，尚未有贝类 FBP 的报道。

关于 FBP 在温度胁迫条件下的研究主要集中于植物

(徐文亭等, 2013; 何斌等, 2015; 陈虎等, 2016; 曲玲等, 
2015)，贝类 FBP 基因的相关功能有待进一步的研究。 

贝类属于变温动物，温度的变化对贝类的生命活

动有显著的影响(Kim et al, 2009; Cotter et al, 2010; 
Ivanina et al, 2013)。马氏珠母贝 (Pinctada fucata 
martensii)又称合浦珠母贝，是中国海水珍珠养殖的主

要品种，广泛分布于广东、广西和海南沿海等地，具

有重要的经济价值(田荣荣等, 2015)。昼夜温差的变

化、一年四季的更替及无法控制的自然灾害带来的温

度骤变都会对马氏珠母贝造成很大的负面影响。目

前，有关马氏珠母贝对温度变化的响应机制研究较

少。本研究采用 RACE 技术获得 Pm-FBP 的基因序列

全长，并研究了其在不同温度下的时序表达模式，以

期为深入研究马氏珠母贝温度胁迫的响应机制提供

基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料   

本研究所用的马氏珠母贝采自广东省雷州市后

洪村海区，将贝体表面的附着物清理干净后运回实验

室，22℃暂养 2 d 后，选取鳞片旺盛、活力正常的马

氏珠母贝用于实验，实验贝壳长为(69.23±3.80) mm。

其中，随机取 6 只马氏珠母贝的全组织，包括闭壳肌、

鳃、性腺、肝胰腺、足和外套膜，经液氮速冻后置于

–80℃冰箱备用。 
150 只马氏珠母贝随机分为 3 组，分别置于 3 个

300 L 的实验桶中，微充气养殖，水温分别设为 17℃
(低温组)、22℃(对照组)和 32℃(高温组)，养殖过程

中每天投喂等量的单胞藻，每天换水 50%。在实验养

殖开始后 6 h、24 h、72 h 和 120 h，分别从每个实验

桶中随机取 8 个个体，剪取鳃组织，经液氮速冻后置

于–80℃冰箱保存。 

1.2  主要试剂   

Trizol、SYBR Select Master Mix 和 GeneJET Gel 
Extraction 购买于 Life Technologies 公司；DH5α 大肠

杆菌(Escherichia coli)以及 RACE 试剂盒(Clontech)购
买于 TaKaRa 公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  Pm-FBP 全长克隆 

1.3.1  总 RNA 提取及 cDNA 第一链合成    采用

Trizol 法分别提取马氏珠母贝闭壳肌、鳃、性腺、肝

胰腺、足和外套膜的总 RNA。3 RACE 和 5 RACE
模板的制备参考 SMARTTM RACE cDNA Amplification 
Kit 试剂盒说明书。 
1.3.2  引物设计    实验采用 Primer Premier 5.0 软

件设计了实验所需引物，引物序列见表 1。 
 

表 1  引物序列 
Tab.1  Primer sequences 

引物 Primer 序列 Sequences (5~3) 用途 Purpose 
Pm-FBP-F GTCATCAGCAGTGAGAAAGG 中间片段扩增 Middle fragment PCR 
Pm-FBP-R CCTGGGTACGCAAAGATA 中间片段扩增 Middle fragment PCR 
5 inner Primer CAGCGGTCTGAATGAAGT 5RACE 
5 outer Primer TAGCCTGACGCAACCATC 5RACE 
3 inner Primer TCCTAAAGGCAAACTACG 3RACE 
3 outer Primer ATCCAAAGAGTGGTAAGCC 3RACE 
Pm-FBP qRT-PCR-F CCTGGGTACGCAAAGATA qRT-PCR 分析 qRT-PCR analysis 
Pm- FBP qRT-PCR-R GCTTCGTCCCAGTATTGTT qRT-PCR 分析 qRT-PCR analysis 
β-actin-F CGGTACCACCATGTTCTCAG 荧光定量(内参)Reference gene 
β-actin-R GACCGGATTCATCGTATTCC 荧光定量(内参)Reference gene 



108 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 

1.3.3  RACE PCR 获得 Pm-FBP 全长序列    利用

引物 Pm-FBP-F/Pm-FBP-R 进行 Pm-FBP 中间片段的

扩增。PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，将与

目的片段长度一致的 PCR 产物和载体 pMD18-T 连

接，连接产物转化到 DH5α 感受态细胞中，用氨苄青

霉素选择培养基培养后，挑取阳性菌送往生工生物工

程(上海)股份有限公司测序。将测序获得的 Pm-FBP
中间片段、3和 5序列与马氏珠母贝基因组(Du et al, 
2017)中已知的部分进行比对，利用软件将获得的

Pm-FBP 中间片段与 3和 5的序列片段进行拼接，

终得到 Pm-FBP 全长序列。 
1.3.4  Pm-FBP 的生物信息学分析    利用 SMART
在线分析工具确定本研究克隆所得的 cDNA 序列为

FBP基因；利用 DNAMAN软件进行氨基酸序列推导；

ORF Finder 软件找到 Pm-FBP 的开放阅读框；ExPASy- 
ProtParam tool 进行氨基酸的理化性质分析(王玉红等, 
2018)；SignalP 4.1 软件进行信号肽的预测；TMHMM 
Server 软件分析氨基酸的跨膜结构(王修芳等, 2016)；
SWISS-MODEL 软件进行氨基酸三级结构分析(曲玲

等, 2015)；通过多序列比对，将 Pm-FBP 与部分已知

物种的 FBP 氨基酸序列进行同源性分析；利用 Mega 
6.0 构建生物系统进化树(王竹青等, 2018)。 
1.3.5  Pm-FBP 在各组织以及不同温度下鳃中的时序

表达差异     本研究以 β-actin 为内参基因，利用

2–ΔΔCt 法计算 Pm-FBP 基因在不同组织以及实验温度

下各时间点的相对表达量，分别以外套膜和 22℃组

为对照进行标准化处理以后，利用 SPSS 软件以进行

单因素方差分析(One-way ANOVA)、组间表达量均值

比较和 Duncan 多重比较(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  Pm-FBP 序列分析  

本研究通过 RACE技术获得了 Pm-FBP的全长序

列。Pm-FBP 总长为 1381 bp，5 UTR 为 54 bp，3 UTR
为 62 bp，开放阅读框(ORF)为 1020 bp，编码 339 个

氨基酸(图 1)。Pm-FBP 无信号肽，无跨膜结构，具有

FBP 保守的 FBPase 结构域，1 个潜在的 N-糖基化位

点，6 个潜在的 O-连接糖基化位点(Ser36、Ser56、
Ser57、Ser76、Ser80 和 Thr115)，46 个磷酸化位点。 

2.2  Pm-FBP 质理化性质分析 

Pm-FBP 的理论分子量为 37.13 kDa，等电点为

6.02。其中，含量较高的氨基酸有 Gly (G) 8.8%，Ser 
(S) 8.6%，Leu (L) 8.0%；带负电的残基总数(Asp+Glu)  

 
 

图 1  Pm-FBP 的核苷酸序列分析 
Fig.1  The nucleotide sequence analysis of Pm-FBP 

5和 3非编码区用小写字母表示；开放阅读框及推导的氨

基酸序列用大写字母表示；阴影部分为保守结构域 Pfam 
FBPase；下划线表示 6 个 O-连接糖基化位点；双下划线 
表示 N-糖基化位点；加粗字体表示金属离子结合位点 
5 UTR and 3 UTR are indicated with small letters; Open 
reading frame and the deduced amino acid sequences are 

indicated with capital letters; The shaded portion is  
conserved domains of Pfam FBPase; The six O-linked 
glycosylation sites are underlined; Double underline  

denotes N-glycosylation site; The bold font represents  
the metal ion binding site 

 
为 40 个，正电的残基总数(Arg+Lys)为 37 个；脂溶指

数是 86.58，平均亲水性(Grand average of hydropathicity, 
GRAVY)为–0.211，为亲水性蛋白(图 2)。FBP 的二级结

构预测结果显示，α 螺旋结构占整体的 30.97%，β 转角

为 11.50%，延伸链为 22.71%，无规则卷曲为 34.81%。 

2.3  FBP 多序列比对及进化树构建 

为确定 Pm-FBP与其他物种的同源性，将 Pm-FBP
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与长牡蛎(Crassostrea gigas)、虾夷扇贝(Mizuhopecten 
yessoensis)、文昌鱼 (Branchiostoma belcheri)和果蝇

(Drosophila elegans)的 FBP 序列进行比对，结果显示，

Pm-FBP 与长牡蛎 FBP 相似度 高，为 83% (图 3)。
对 Pm-FBP 进行三级结构的预测，与长牡蛎、虾夷扇

贝 FBP 的三级结构进行比较分析，发现三者的相似

性极高，都以无规则卷曲为主(图 4)，说明 FBP 在三

维结构上的保守性较高。 
 

 
 

图 2  Pm-FBP 的疏水性 
Fig.2  The hydrophobicity of Pm-FBP 

 
将 Pm-FBP 与长牡蛎、虾夷扇贝、章鱼(Octopus 

bimaculoides)、海兔(Aplysia californica)、美洲鲎(Limulus 
polyphemus)、中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)、凡纳滨对

虾、日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)、文昌鱼、锦

龟(Chrysemys picta bellii)、鲦鱼(Cyprinodon variegatus)、
红树林鳉鱼(Kryptolebias marmoratus)的 FBP 基因序

列建立系统进化树，结果显示，FBP 先与长牡蛎、虾

夷扇贝汇聚一支，再与其他软体动物汇聚成一支，节

肢动物和脊椎动物分别汇聚成两支(图 5)，这与传统

的分类基本一致。 

2.4  Pm-FBP 在马氏珠母贝不同组织中的表达量检测 

本 研 究 通 过 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测

Pm-FBP 在马氏珠母贝闭壳肌、鳃、性腺、肝胰腺、

足和外套膜的表达情况，结果如图 6 所示，Pm-FBP
基因在不同组织中表达量的变化从高到低依次为

GO>HE>GI>M>F>A，Pm-FBP 在性腺中表达量 高

(P<0.05)，其次是肝胰腺和鳃，足和外套膜的表达量

较低，闭壳肌中几乎不表达。 

2.5  不同温度下马氏珠母贝鳃中 FBP 的时序表达 

实 验 采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测 了

Pm-FBP 在鳃中的表达量，结果显示，Pm-FBP 在高

温组和低温组的表达量都出现了先升高后降低的趋

势，且均在 72 h 时达到 大值(P<0.05)，由此可推测，

该基因与马氏珠母贝环境温度胁迫存在很强的相关

性；120 h 时，高温组和低温组 Pm-FBP 表达量均显

著下降(P<0.05)，说明 Pm-FBP 很可能主要在短期温

度胁迫中起重要作用(图 7)。 

3  讨论 

本研究利用 RACE技术克隆获得 Pm-FBP全长序

列，该基因全长为 1381 bp，共编码 339 个氨基酸。

Pm-FBP 具有 FBP 共有的一个保守结构域 Pfam 
FBPase(曲玲等, 2015; Cota-Ruiz et al, 2015)，证实了

本研究克隆所得到的序列为 Pm-FBP。FBP 是糖异生

过程中的关键酶，受到异构调节、共价修饰和激素等

机制的共同调节(王锐等, 2010)。其中，共价修饰又

包括蛋白的磷酸化和去磷酸化(Wang et al, 2017)。
Pm-FBP 中存在 46 个磷酸化位点、6 个 O-连接糖基

化位点和 1 个 N-糖基化位点，也说明 FBP 可能通过

蛋白质磷酸化修饰和糖基化来行使其蛋白功能(陈虎

等, 2016)。此外，Pm-FBP 中存在 1 个 FBPase 序列基

序 DPLDGSS (Asp-Pro-Ile/Leu-Asp-Gly/Ser-Thr/Ser)，
此基序已被证明能够结合金属离子参与催化(York et al, 
1995)，与 FBPase 需要金属离子催化的结论相符

(Serrato et al, 2009; Rakus et al, 2013)。序列比对结果

表明，Pm-FBP 与长牡蛎 FBP 同源性 高，为 83%；

Pm-FBP 与长牡蛎、虾夷扇贝的 FBP 三级结构极为相

似，说明 Pm-FBP 在双壳类动物进化过程中相对保守。 
实时荧光定量 PCR 结果显示，Pm-FBP 在肝胰腺

有较高水平的表达，与大菱鲆(Nie et al, 2015)、银鲫 
(王锐等, 2010)的研究结果一致。此外，研究表明，贝

类处于繁殖期时，需要大量的能量储备用于精卵发

育。在性腺发育过程中，贝体摄食获得的粗蛋白和

粗脂肪含量随着精卵细胞的发育成熟不断增加，然

后在休止期大量流失，糖类的含量在增殖期开始下

降，成熟期达到 低，排放期后急剧升高，贝体肥

满度及生化成分变化与繁殖周期的变化有着密切的

关系(程亮等, 2013; Mendo et al, 2016)。本研究发现，

Pm-FBP 在性腺中高表达(P<0.05)，说明 FBP 作为能

量产生途径的关键酶，可能参与了性腺发育过程中的

能量提供。 
温度胁迫对贝类生理代谢具有显著影响。研究表

明，海水温度剧烈变化时，急剧的水温变化对虾夷扇贝

(吴彪等, 2016; 高振锟等, 2017)、栉孔扇贝(Azumapecten 
farreri)(Jiang et al, 2017)和文蛤(Meretrix meretrix 
L)(冯建彬等, 2004)等海洋贝类的摄食能力、呼吸及排

泄等均有较大影响。此外，温度能够直接影响贝体的

新陈代谢活动，进而影响贝体的能量收支和生长过 
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图 3  Pm-FBP 的多序列比对 
Fig.3  Multisequence alignment of Pm-FBP 

“*”表示保守的氨基酸；“：”表示具有强烈相似性的氨基酸；“.”表示具有弱相似性的氨基酸 
“*” indicates the conserved amino acid; “:” indicates amino acids with strong similarities;  

“.” indicates amino acids with weak similarities 
 

 
 

图 4  马氏珠母贝(A)、长牡蛎(B)和虾夷扇贝(C) FBP 蛋白质分子结构 
Fig.4  The spatial structure of FBP Protein molecules in P. fucata martensii (A) ,C. gigas (B) and M. yessoensis (C) 
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图 5  Pm-FBP 的系统进化树 
Fig.5  The phylogenetic tree of Pm-FBP 

 

 
 

图 6  Pm-FBP 在马氏珠母贝不同组织中的表达分布 
Fig.6  Pm-FBP gene expression profiles in  

different tissues of P. fucata martensii 

A：闭壳肌；GI：鳃；GO：性腺；HE：肝胰腺；F：足； 
M：外套膜。不同字母代表差异显著(P<0.05)，下同 

A: Adductor muscle; GI: Gill; GO: Gonads; HE: 
Hepatopancreas; F: Foot; M: Mantle. Different letters 

represent significant difference (P<0.05), the same as below 
 

程(姜娓娓等, 2017)。糖异生作用是在机体处于饥饿

状态下，各种非糖苷底物经过一系列酶促反应合成内

源性葡萄糖的过程，以保证机体的血糖处于正常水平

(宫官等, 2013)。FBP 作为催化糖异生过程中的限速

酶，关于 FBP 应对温度胁迫的研究主要集中在植物

(徐文亭等, 2013; 何斌等, 2015)，贝类中关于温度胁

迫与 FBP 的关系尚未明确。鳃是贝类的重要的代谢

器官，具有呼吸和滤食等多种功能。作为与外界接触

的器官，水温的变化能够直接影响鳃的功能以及作

用。本研究采用实时荧光定量 PCR 技术检测了

Pm-FBP 在低温组、对照组和高温组马氏珠母贝鳃的

时序表达模式。结果表明，Pm-FBP 表达量在高温组

和低温组都出现了先升高后降低的趋势，且均在 72 h
时达到 大值(P<0.05)，由此可推测，该基因与马氏

珠母贝生存环境温度和胁迫存在很强相关性；120 h

时高温组和低温组 Pm-FBP 表达量均显著下降

(P<0.05)，这说明 Pm-FBP 很可能主要在短期温度胁

迫中起重要作用。在植物体处于高温情况下，FBP 基

因在短期会有一个应激上调的过程，但在长期高温情

况下，FBP 表达会趋于稳定(陈虎等, 2016; 曲玲等, 
2015)，与本研究的高温组结果一致。推测贝体处于

温度胁迫条件下，机体代谢水平下降，总糖含量处于

较低水平，FBP 通过参与糖异生过程使马氏珠母贝机

体的糖含量处于正常水平。本研究结果证明了

Pm-FBP 基因可能是马氏珠母贝在适应温度骤变环境

过程中的重要基因，为马氏珠母贝抗逆基因筛选以及

温度胁迫响应机制的深入研究提供参考资料。 
 

 
 

图 7  不同温度下马氏珠母贝鳃中 Pm-FBP 基因的时序表达 
Fig.7  Temporal expression of the Pm-FBP gene in the gills 

of P. fucata martensii at 17℃, 22℃, and 32℃ 

大写字母表示同一时间点、不同实验组间的 Pm-FBP 表达量

的统计结果；小写字母为不同时间点、相同实验组间 Pm-FBP
表达量的统计结果 

Capital letters indicate the statistical results of Pm-FBP 
expression levels at the same time point in different 

experimental groups; Lowercase letters are the statistical 
results of the Pm-FBP expression levels in the same 

experimental group at different time points 
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cDNA Cloning of FBP Gene in Pinctada fucata martensii and  
Its Response to Temperature Stress 

LAI Zhuoxin1, LIU Ya1, WANG Qingheng1,2①
, ZHENG Zhe1,2, DENG Yuewen1,2 

(1. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 2. Pearl Breeding and  
Processing Engineering Technology Research Center of Guangdong Province, Zhanjiang  524088) 

Abstract    Fructose 1,6-bisphosphatase (FBP) is the rate-limiting enzyme in the gluconeogenesis 
process. When animals and plants are exposed to adverse environmental conditions, such as temperature 
stress, FBP participates in the gluconeogenesis pathway to maintain the body’s sugar balance, playing an 
important role in animal and plant stress resistance. In this study, we obtained the FBP gene of the pearl 
oyster Pinctada fucata martensii (Pm-FBP) using the RACE technique and detected the expression level 
of this gene in six tissues of P. fucata martensii as well as its temporal expression pattern in the gill at 17℃ 
(low-temperature group), 22℃ (control group), and 32℃ (high-temperature group). According to the 
results of sequence analysis, the full-length Pm-FBP sequence was 1381 bp long, including a 54 bp 5 
UTR and a 62 bp 3 UTR. The open reading frame was 1020 bp long, encoding a peptide of 339 amino 
acids with a predicted molecular mass of 37.13 kDa. The isoelectric point of Pm-FBP was 6.02. Pm-FBP 
had a Pfam FBPase conserved domain, 6 potential O-linked glycosylation sites (Ser36, Ser56, Ser57, 
Ser76, Ser80, and Thr115), a potential N-glycosylation site, a metal-binding site (Asp-Pro-Ile/Leu-Asp- 
Gly/Ser-Thr/Ser), and 46 phosphorylation sites. Multiple sequence alignment showed that Pm-FBP had 
the highest homology with the corresponding gene in Crassostrea gigas, with a similarity value of 83%. 
The phylogenetic tree indicated that Pm-FBP was clustered with shellfish such as C. gigas, and then 
clustered with other mollusks, and arthropods and vertebrates were clustered together, and the 
evolutionary tree was clustered into three branches. Real-time fluorescence quantitative results showed 
that Pm-FBP was expressed in the adductor muscle, gill, gonads, hepatopancreas, foot, mantle, and other 
tissues. The gonads had the highest expression of Pm-FBP, followed by the hepatopancreas and gill. 
Time-series analysis showed that Pm-FBP expression first increased and then decreased, reaching the 
maximum at 72 h, which indicates that it may be involved in the response of P. fucata martensii to 
temperature stress. The Pm-FBP expression levels in the high-temperature and low-temperature groups 
decreased significantly at 120 h, suggesting that Pm-FBP may play an important role in short-term 
temperature stress. The results of this study provide reference data for further exploration of the 
adaptability of P. fucata martensii under temperature stress.  
Key words    Pinctada fucata martensii; FBP; Temperature stress; Expression analysis; Gene cloning  
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紫菜养殖对养殖水体中细菌多样性 
分布及环境因子的影响* 

孙藤芹 1,2  汪文俊 2①  梁洲瑞 2  刘福利 2   
孙修涛 2  曹  原 1,2  王飞久 2 

(1. 上海海洋大学水产与生命学院  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) 

摘要    采用基于16S rDNA 的高通量测序技术对山东长岛紫菜养殖区的细菌多样性分布进行了研

究，并与环境因子进行关联分析，以探究紫菜养殖对环境的影响。结果显示，长岛海区水环境细

菌多样性较丰富，呈现由近岸区(CDCNS)、养殖区(CDPF)、外海区(CDCOS)递减的趋势。分别基

于所有细菌组成以及相对丰度 高的前 20 个属/种的聚类结果均显示，CDCNS 和 CDCOS 区聚在

一起，明显区别于 CDPF 区。CDPF 区的特异优势菌包括鼠尾菌属(Muricauda)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、盐单胞菌属(Halomonas)、赤杆菌属(Erythrobacter)、海杆菌属(Marinobacter)。3
个区域均未检测到河豚毒素假交替单胞菌(Pseudoalteromonas tetraodonis)、柠檬假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas citrea)等疑似紫菜致病菌。溶解氧(DO)和 pH 呈现由近岸向外海逐渐降低的趋势，

总颗粒悬浮物(TSS)反之。CDPF 区氨氮(NH4
+-N)含量 低，盐度 高。关联分析发现，环境因子与

环境微生物之间具有一定的相关性，如嗜氨菌属(Ammoniphilus)的丰度与 NH4
+-N 浓度具显著正相关

性，CDPF 区 低，CDCOS 区 高；盐单胞菌属的分布与盐度具显著正相关性，CDPF 区盐单胞菌

属含量显著高于其他 2 个海区。研究表明，紫菜养殖海区细菌群落结构特征与环境因子具有关联性，

其间的互作机制尚需进一步深入研究。 
关键词    条斑紫菜；环境因子；细菌；16S rDNA 
中图分类号 S968   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0115-07 

紫菜味道鲜美，营养丰富，具有较高的经济价

值，是我国养殖面积 大的大型经济海藻(李晓蕾等, 
2017)。近年来，随着养殖需求增加，主产区养殖海

区饱和，长期密集养殖，加之全球气候变化、种质退
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化等原因，紫菜在主产区养殖过程中频繁出现病烂、

生长迟缓、产量大幅下降等问题，我国紫菜养殖产业

受到冲击。 
一些学者针对紫菜养殖和育苗过程的病害问

题展开了研究。杨锐等 (2008)发现假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas nigrifaciens)为健康紫菜表面的优

势菌，且在周围海水和病烂紫菜上未分离到该菌。王

洪斌等 (2011)研究表明，河豚毒素假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas tetraodonis)可能是条斑紫菜(Pyropia 
yezoensis)丝状体黄斑病病原菌。陈国耀等(1999)研究表

明，琼脂降解菌主要附着在紫菜网绳上，可能引起紫菜

脱落。闫咏等(2002)研究表明，导致条斑紫菜叶状体绿

斑病的致病菌是柠檬假交替单胞菌(Pseudoalteromonas 
citrea)。引起紫菜病变的致病菌大多数为条件致病菌。

海洋环境瞬息万变，海水环境中的微生物组成复杂多

变，健康稳定的水环境中微生物群落组成处于动态平

衡，当某种或某些因素突然改变打破这种平衡，某一

或某些条件致病菌就会在这种失衡的状态下迅速繁

殖扩增，导致病害暴发。上述研究主要采用从病烂与

健康紫菜藻体上分离、鉴定致病菌或藻际微生物方法

展开研究，而针对紫菜养殖海区水环境微生物物种组

成及群落结构的研究几乎没有。 
通过培养、分离、鉴定等传统的方法研究微生物，

受培养条件等限制，检测到的微生物物种较少，尤其

对一些低丰度和培养条件特殊的细菌往往难以检测

到。测序技术的发展带动宏基因组学的诞生，第 2 代

测序技术的产生彻底弥补了第 1 代测序技术通量低、

成本高的缺点，且可实现平行测序、可定量 (张丁予

等, 2016)。基于第 2 代测序技术的微生物宏基因组研

究方法，可高通量检测到样品中几乎全部微生物，包

含一些新物种(盖珊珊, 2016)，能更精确的检测出海

洋水环境中菌群的组成和数量。 
本研究采用高通量测序技术对山东长岛紫菜养

殖海区表层水环境中细菌多样性进行调查，以期掌握

长岛紫菜养殖区水环境中的细菌多样性分布，通过与

邻近非养殖海区水环境中微生物组成的比较，探索紫

菜养殖活动对水环境细菌多样性分布的影响，为紫菜

养殖病害的预测及防治提供理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  样品采集与处理 

于 2016 年 12 月从山东长岛紫菜养殖区分别采集

了近岸区 (CDCNS)、紫菜养殖区 (CDPF)、外海区

(CDCOS)的海水样品 3 L，每组 6 个重复。现场用

0.22 µm 混合纤维滤膜抽滤海水样品，滤膜对折后置

冻存管于干冰中保存，带回实验室，放入–80℃保存。 
用塑料水桶或颠倒式采水器采集表层水样，测

量指标包括温度、pH、溶解氧 (DO)、盐度、氨氮

(NH4
+-N)、磷酸盐(PO4

3–-P)、硅酸盐(SiO3
2–-Si)、总悬

浮物(TSS)等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基于 16S rDNA 序列的第 2 代测序与分析 
该项工作委托广州基迪奥生物科技有限公司完成。

样品微生物的提取采用 DNA 提取试剂盒(HiPureSoil 
DNA Kits)(Megan，广州)。DNA 的质量检测采用琼

脂糖凝胶电泳法，用带有 Barcode 的特异引物对扩增

16S rDNA V3+V4 区(引物序列为 F：CCTAYGGGR-
BGCASCAG; R：GGACTACNNGGGTATCTAAT)。
PCR扩增产物切胶回收，用 Qubit 3.0荧光计进行定量。

将纯化的扩增产物进行等量混合，连接测序接头，构

建测序文库，进行 Hiseq 2500 PE250 (Illumina, 美国)
测序。 

对测序得到的原始数据进行处理，首先过滤掉低

质量的序列，得到 Clean data。然后，根据 PE reads
之间的重叠关系，将成对双端 Reads 拼接为一条序列

(Tag)。利用 Mothur(v.1.34.0)软件包对 Tag 序列进行

去冗余处理(Patrick et al, 2009)，挑选出 Unique tag
序列。使用基于 Naive Bayesian 方法的分类器 Rdp 
classifier 工具，对 Tag 进行物种注释。为了更好地获

得样品中物种的多样性信息，进一步对 Tags 进行

OUT (Operating Taxonomic Unit)聚类，通过 KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)数据库进

行比对和 OTU Pathway 注释。计算 Alpha 多样性指数

(Chao、ACE、Shannon 和 Simpson)与样品间 Bray-Curtis
系数，并根据 Bray-Curtis 系数的计算结果对样品进

行聚类分析。 
1.2.2  环境因子分析    使用 YSI 多参数水质分析

仪 Proplus(美国)现场测定水温、pH、盐度、DO，使

用 AA3 连续流动分析仪(Seal，德国)测定各项营养盐

的浓度。NH4
+-N 的测定采用靛酚蓝法，SiO3

2–-Si 的测

定采用硅钼蓝法，PO4
3–-P 的测定采用抗坏血酸还原

磷钼蓝法(GB/T 12763.4-2007)，检测限分别为 0.04、
0.030、0.024 µmol/L。TSS 通过称量过滤前后滤膜

的差值计算(GB17378.4-2007)。根据 R 语言的皮尔

森相关系数计算环境因子与微生物的丰度之间的相

关性。 
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2  结果 

2.1  长岛海区海水中细菌组成 

对长岛海区海水样品测序结果通过 KEGG 数据

库进行比对和 OTU Pathway 注释分析，共检测出细菌

42 门。变形细菌门(Proteobacteria)为整个海区优势菌，

其次为厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、
浮霉菌门(Planctomycetes)、放线菌门(Actinobacteria)、
SBR1093、疣微菌门 (Verrucomicrobia)、广古菌门

(Euryarchaeota)、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)、绿

弯菌门(Chloroflexi)。 
长岛海区海水样品中共检测出 217 属。其中，丰

度 高的 10 个属分别为噬甲基菌属(Methylophaga)、
盐单胞菌属(Halomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、嗜氨

菌属(Ammoniphilus)、交替单胞菌属(Alteromonas)、海

洋粘细菌属(Plesiocystis)、南极杆菌属(Antarctobacter)、
共生菌属(Candidatus)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、
十八杆菌属(Octadecabacter)。 

2.2  长岛海区水环境微生物多样性分析 

绘制不同海区样品在 0.03 距离下的 Alpha 丰富

程度表，Chao、ACE 和 Shannon 3 种指数越大，

Simpson 指数越接近于 0，表示样品中的物种越丰富。

结果显示，长岛整个海区海水微生物多样性都比较

高，其中，以 CDCNS 的微生物物种组成 丰富，且

与其他 2 个海区差异明显(表 1)。 
 

表 1  样品 Alpha 多样性统计结果 
Tab.1  Statistical results of sample Alpha diversity 

样品名称
Sample

Chao1指数
Chao1 

ACE 指数 
ACE 

香浓指数 
Shannon 

辛普森指数
Simpson 

近岸区
CDCNS

16813 31122 4.94 0.0536 

外海区
CDCOS

12154 22062 3.88 0.1215 

养殖区
CDPF 

13711 24566 4.08 0.1276 

 

2.3  长岛海区海水菌群在各海区的聚类关系 

根据在各个分类水平上各海区样品 OUT 数据，

计算样品间 Bray-Curtis 系数，并根据 Bray-Curtis
系数的计算结果对样品进行聚类分析，以判断在属

分类水平上各样品的相似性与特异性。CDPF 明显

区分于 CDCNS 和 CDCOS 区，后二者优先聚为一组 
(图 1)。表明 CDCNS 和 CDCOS 区微生物群落结构

更为相似，CDPF 区的细菌群落结构明显区别于

CDCNS 和 CDCOS 区。 
 

 
 

图 1  不同海区微生物群落结构的聚类关系 
Fig.1  Cluster of microflora structure 

 

2.4  养殖区较其他海区的细菌物种组成差异 

根据长岛海水样品细菌物种分类的 OTU 数据绘

制热图，以展示丰度 高的前 20 个属/种在不同区域

间的表达情况(图 2)。聚类结果与图 1 类似，CDCNS 

与 CDCOS 区优先聚在一起。其中，鼠尾菌属

(Muricauda)、假单胞菌属(Pseudomonas)、盐单胞菌属、

赤杆菌属(Erythrobacter)、海杆菌属(Marinobacter)、
海洋粘细菌、副球菌属(Paracoccus)为 CDPF 区特异
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性的优势菌。冰川菌属(Glaciecola)、共生菌、十八

杆菌属、假鲁杰氏菌 (Pseudoruegeria)、陆丹氏菌   
属(Loktanella)为 CDCNS 区特异性的优势菌。嗜氨

菌属在 CDCOS 区相对丰度明显高于其他 2 个区域  
(图 2)。 

2.5  典型菌属与环境因子的关联性分析 

3 个区域海水盐度、pH、DO、营养盐等环境因

子结果见表 2。从表 2 可以看出，CDPF 区的 NH4
+-N 

 

含量 低，CDCOS 区 高。同时，整个海区盐度较

高，尤以 CDPF 区盐度 高。DO 和 pH 呈现由近岸

向外海逐渐降低的趋势，TSS 则由近岸向外海逐渐增

高。环境因子与环境微生物关联分析发现，嗜氨菌属

的分布与 NH4
+-N 和 TSS 的空间分布呈正相关，CDPF

区的嗜氨菌属丰度 小，CDCOS 区嗜氨菌属丰度

大。盐单胞菌属和海杆菌属的分布与盐度具显著相关

性，CDPF 区盐单胞菌属和海杆菌属含量 多，其他

2 个海区盐单胞菌含量较少(表 3)。 

 
 

图 2  不同海区属分类水平的差异 
Fig.2  Genus diversity among the three areas 

 

3  讨论 

紫菜富含蛋白质、维生素、矿物质和不饱和脂肪

酸，具有很高的营养价值，是我国重要的大型经济海

藻之一。紫菜养殖面积大，养殖区域广，其创造的经

济价值占全球大型海藻年总产值的 20% (陆勤勤等, 
2016)。养殖紫菜还兼具修复近岸海洋环境的生态效

益。条斑紫菜是我国北方地区主要养殖海藻品种，近

年来，其养殖过程病烂、生长迟缓等问题日趋严重。

微生物是环境重要组成，其组成和结构变化将对养殖 
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表 2  各海区环境因子分析 
Tab.2  Environmental parameters of the three areas 

样品名称 
Samples 

氨氮 
NH4

+-N 
 (µmol/L) 

硅酸盐 
SiO3

2–-Si 
(µmol/L) 

磷酸盐 
PO4

3–-P 
(µmol/L) 

溶解氧 
DO 

 (mg/L) 

盐度 
Salinity 

pH 
总悬浮物

TSS  
(mg/L) 

近岸区 CDCNS 0.49 5.73 0.71 10.2 32.1 8.06 23.80 
养殖区 CDPF 0.18 8.08 1.02 10.0 32.3 7.89 28.53 
外海区 CDCOS 0.89 9.92 1.05 9.7 32.1 7.76 45.47 

 
表 3  环境因子与部分菌属之间的相关系数 

Tab.3  Correlation between environmental parameters and the abundance of some microorganisms 

样品名称 
Samples 

氨氮 
NH4

+-N  
(µmol/L) 

硅酸盐 
SiO3

2–-Si 
(µmol/L) 

磷酸盐 
PO4

3–-P  
(µmol/L) 

溶解氧 
DO 

 (mg/L) 

盐度 
Salinity 

pH 
总悬浮物

TSS 
(mg/L) 

盐单胞菌属  Halomonas –0.82 0.09 0.45 0.11 1.00 –0.08 –0.29 
嗜氨菌属  Ammoniphilus 0.94 0.77 0.49 –0.88 –0.58 –0.78 0.95 
海杆菌属  Marinobacter –0.83 0.07 0.43 0.13 1.00 –0.06 –0.31 

 
生物的生长产生重要影响。已有研究多从温度、气候、

种质与特定致病菌分离鉴定着手，而缺乏对养殖环境

微生物群落结构特征的解析。 
本研究发现，山东长岛海域丰度 高的细菌菌

群为变形细菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、浮霉菌门、

放线菌门、SBR1093、疣微菌门等。付新华等(2017)
和白洁等(2009)研究表明，环境微生物群落因海区和

季节不同呈动态变化。对比不同采样时间，变形菌、

拟杆菌、放线菌、浮霉菌等在渤海海洋保护区典型海

域与黄海北部海域也被发现为主要优势菌，这些菌应

该是海洋环境中普遍存在的细菌门类。疣微菌在秋季

的渤海海域也是优势菌门(付新华等, 2017)，但白洁

等(2009)研究表明，在黄海北部海域水环境的优势菌

组成中未包含该菌，推测疣微菌门可能为渤海海域特

有的优势菌。在属分类水平上，本次调查海区发现

217 属，付新华等(2017)调查的渤海海区为 227 属，

具有较好的区域一致性。然而，本次调查的长岛海域

与付新华等(2017)调查的渤海保护区在蓝细菌门丰度

上差异很大，这可能跟采样季节有关，本次采样时间

在冬季，而付新华等(2017)采样时间在秋季，肖天等

(2002)研究表明，低温不利于蓝细菌生存繁殖。 
藻类和微生物群落之间相互利用、相互选择，在

藻类周围形成特有的微生物群落结构(Fisher et al, 
1998)。通过聚类分析发现，长岛海域紫菜 CDPF 的

微生物群落结构明显区别于相邻的 2 个区域，而相距

较远的 CDCNS 和 CDCOS 区的微生物群落结构反而

更为接近，这说明紫菜养殖确实对环境中微生物群落结

构产生了影响。条斑紫菜养殖区水环境中特有的优势菌

属包括鼠尾菌属、假单胞菌属、盐单胞菌属、赤杆菌

属、海杆菌属、海洋粘细菌属、副球菌属，其中，部分

种属已在不同海区、不同紫菜样品的藻际微生物中被

证实为优势菌。杨锐等(2008)从山东青岛的条斑紫菜

叶状体表面分离得到海杆菌；武洪庆(2012)分别在射

阳、连云港和大平三地的条斑紫菜表面分离得到了假单

胞菌属；沈梅丽等(2013)在坛紫菜(Pyropia haitanensis)
特有的共附生细菌中分离到赤杆菌属和副球菌属。在

不同海区不同紫菜样品或紫菜养殖区中，海杆菌属、

假单胞菌属、赤杆菌属和副球菌属作为优势菌被检测

或分离到，因此，作者推测，它们是典型的紫菜外生

细菌组成，应与紫菜生长息息相关，但是，彼此间的

互作关系尚需进一步深入探明。 
通过藻际微生物研究发现，假交替单胞菌为条斑

紫菜优势附生菌，且对条斑紫菜叶状体和丝状体生长

均无不良影响(杨锐等, 2008)。杨锐等(2008)没有在其

紫菜样品的相应生活水体中分离到该菌，可能由于所

采用的第 1 代测序技术通量低，难以检测到水体中的

低丰度菌，而假交替单胞菌在水体中丰度较低。通过

对条斑紫菜丝状体黄斑病进行培养、分离等研究发

现，河豚毒素假交替单胞菌可能为重要的致病菌组成

(王洪斌等, 2011)。对条斑紫菜叶状体绿斑病的研究发

现，柠檬假交替单胞菌是致病的直接因素(闫咏等 , 
2002)。本研究对长岛紫菜养殖区与非养殖区调查发

现少量假交替单胞菌，其相对丰度小于 0.1%，且不

同区域间假交替单胞菌的分布没有差异。调查结果未

发现河豚毒素假交替单胞菌和柠檬假交替单胞菌，可

能由于其丰度极低而未被检测到。 
水环境中细菌多样性既与附近生物体的代谢活

动、生理特征有关，又与环境因子(温度、盐度、DO、
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pH、营养盐等)相关(胡晓娟, 2013)。本次调查结果发

现，环境因子在区域间具有较为明显的规律性，如

DO、pH 呈现由近岸到外海逐渐递减，TSS、Si 和 P
呈由近岸到外海逐渐递增， NH4

+-N 的含量也在

CDCOS 区 高。由于调查海域有贝类养殖，且与

CDCOS 区较近，而离 CDCNS 区 远。贝类养殖消

耗 O2 造成 DO 下降，排泄造成 TSS 和 N、P 等无机

营养盐升高。而 CDPF 区 NH4
+-N 大大低于 CDCNS

区，则是由紫菜生长消耗而致。而 CDPF 区的盐度也

略高于其他 2 个区域，其原因尚未知。通过关联以上

环境参数与环境微生物分析发现，二者在空间分布上

具有一定的关联性，如嗜氨菌属需生长在高浓度氨离

子的环境中，对氨有很强的依赖性(Zaitsev et al, 1998)，
因此，其分布与 NH4

+的空间分布呈显著正相关，成

为 CDCOS 区典型的优势菌。盐单胞菌属为嗜盐菌，

喜繁盛于盐度较高的盐场附近或海洋中(刘军华等 , 
2009)。本研究发现，盐单胞菌属的分布受盐度影响

较大。CDPF 区盐度较 CDCNS 和 CDCOS 区略高，

盐单胞菌属则成为 CDPF 区特异性的优势菌。由于盐

单胞菌属具有反硝化作用(赵贵成等, 2011)，可将海水

中的 NO3
–还原为 NH4

+，而紫菜在摄取氮盐的过程中，

优先消耗 NH4
+-N(Bronk et al, 1994)，因此，盐单胞菌

属的富集对紫菜生长应是有利的。 
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Effect of Pyropia Farming on Bacterial Communities and  
Marine Environmental Factors 

SUN Tengqin1,2, WANG Wenjun2①
, LIANG Zhourui2, LIU Fuli2,  

SUN Xiutao2, CAO Yuan1,2, WANG Feijiu2 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable 

Development of Marine Fishery, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute  
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    Pyropia is one of the most economically important seaweeds, which is mainly cultured in 
China. In recent years, water quality deterioration caused by long-term and intensive culture have led to 
problems for Pyropia aquaculture, such as disease outbreaks, decreased yields, and lower product quality. 
Microorganisms are important components of the environment and have important effects on the growth of 
other organisms. In this study, the microbial community structure in a Pyropia yezoensis aquafarm in 
Changdao, China, was studied using 16S rDNA-based high-throughput sequencing technology. Whether 
there were correlations between different environmental factors and the abundance of some predominant 
bacterial taxa was also tested to explore the environmental impacts of Pyropia farming. The results 
showed that microbial diversity was rich in the surveyed marine area. The abundance of Proteobacteria 
was the highest among all of the identified bacterial phyla. When the Pyropia farming area was compared 
with nearby non-farming areas, it was found that the highest abundances of microbial species occurred in 
the near-shore area (CDCNS), followed by the Pyropia farming area (CDPF), and the microbial diversity 
was the lowest in the offshore area (CDCOS). Cluster analysis of the samples was carried out based on 
Bray-Curtis similarity coefficient values calculated among them. The microbial community structure of 
CDCNS and CDCOS formed a clade that was separated from CDPF. Furthermore, the twenty genera with 
the highest abundances were used for a further cluster analysis, and the results showed that CDCNS and 
CDCOS clustered together, with more genera being especially abundant in CDPF. The predominant 
bacteria from CDPF included Muricauda, Pseudomonas, Halomonas, Erythrobacter, and Marinobacter. 
Suspected pathogenic bacteria of Pyropia, such as Pseudoalteromonas tetraodonis and Pseudoalteromonas 
citrea, were not identified in the surveyed areas. Indeed, the abundance of the genus Pseudoalteromonas 
was lower than 0.1%, suggesting that the environment was safe for Pyropia farming. Dissolved oxygen 
(DO) and pH decreased gradually from CDCNS to CDCOS, and TSS increased gradually from CDCNS to 
CDCOS. The content of NH4

+-N was the lowest in CDPF and the highest in CDCOS, while the salinity was 
the highest in CDPF. Correlation analyses showed that there were relationships between environmental 
factors and environmental microorganisms. The abundance of Ammoniphilus was positively correlated 
with the content of NH4

+-N, which was the lowest in CDPF and the highest in CDCOS. The distribution of 
Halomonas was related to salinity, and the abundance of Halomonas was significantly higher in CDPF 
than in the other two areas. Halomonas functions in denitrification, and thus can promote the conversion 
of N from an oxidized state to reduced forms that are more easily absorbed by algae. In conclusion, this 
study represented the first report of the structure of the microbial community in a Pyropia aquafarm and 
its correlation with environmental factors. The results showed that farming Pyropia had significant 
influences on the environmental microbial community, which were closely related to variations in 
environmental factors caused by Pyropia farming. Such changes in environmental factors and microbial 
structure had corresponding effects on Pyropia growth. The mechanisms of these interactions between 
environmental microorganisms and Pyropia growth should be further investigated in the future. 
Key words    Pyropia yezoensis; Environment factors; Bacteria; 16S rDNA 
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养殖刺参早期发育阶段体内可培养细菌的 
菌群特征及其与环境菌群相关性分析* 

  李  靖 1,2  廖梅杰 2,3①  李  彬 2,3  王印庚 2,3   
荣小军 2,3  张  正 2,3  范瑞用 4  刘安然 1,2 

(1. 上海海洋大学水产与生命学院  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. 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；4. 青岛瑞滋海珍品发展有限公司  青岛  266400) 

摘要    采用传统细菌培养方法，对养殖刺参(Apostichopus japonicus)早期发育各阶段幼体体内及

环境(投入饵料及培育用水)菌群的组成与结构展开研究，对分离的优势细菌进行分子鉴定，在此基

础上，进行了刺参幼体体内菌群结构与环境菌群结构相关性分析。幼体各发育期的细菌培养结果显

示，在幼体开口前的各发育时期(性腺、卵、受精卵、原肠胚)均无可培养细菌，在投饵以后，耳状

幼体、樽形幼体体内可分离到可培养细菌，幼体发育到稚参以后，消化道可培养细菌总数急剧增加，

并在 4 月龄时达到 108 CFU/g 数量级。在幼体体内可培养细菌中，弧菌(Vibrio)占比为 2.2%~77.3%。

对环境菌群的细菌培养结果显示，培育用水中细菌含量变化不显著，随着幼体发育期饵料的转变，

不同时期饵料中细菌含量差异显著。整个养殖系统中共分离到 65 株优势细菌，16S rDNA 鉴定结果

显示，所分离的 65 株优势菌鉴定为 14 个属 43 种细菌。相关性分析结果显示，随着幼体的发育，

生物饵料中的细菌对消化道中的菌群结构影响越来越大。本研究结果为解析刺参消化道菌群的形成

过程和演替规律以及养殖用益生菌的筛选与应用奠定了基础。 
关键词    刺参；早期发育；可培养细菌；菌群特征 
中图分类号 S947   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0122-10 

刺参(Apostichopus japonicus)，又名仿刺参，在

中国主要分布于山东半岛和辽东半岛沿海，是中国北

方地区重要的海珍品之一，具有很高的药用与营养价

值(Bordbar et al, 2011)。随着刺参集约化养殖的发展，

abc
图章
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各种传染性疾病也频频发生，如耳状幼体时期的烂边

病、烂胃病，稚参时期的化板症、肠炎病和腐皮综合征

等(王印庚等, 2012、2013; 张文泽等, 2015; 逄慧娟等, 
2017)，给刺参养殖业造成了巨大的经济损失。 

感染微生态学认为，细菌性疾病的发生与体内菌

群失调密切相关。解析刺参早期发育时期体内菌群结

构及其与环境菌群相关性对其健康养殖具有重要意

义。近年来，对于刺参肠道菌群结构的研究已成为热

点，肠道内的细菌群落组成直接受到刺参栖息环境中

的菌群变化影响(李彬等, 2012)，且与疾病发生密切

相关。现已对刺参肠道、肠含物及养殖环境(水、底

泥、附着基)菌群(Gao et al, 2014a, b; Zhang et al, 2013;
李彬等, 2016)，以及不同季节、养殖时期和盐度下刺

参肠道菌群结构开展了相关研究 (关晓燕等 , 2011; 
李建光等, 2014; 李彬等, 2012; 王姣姣等, 2015a, b)，
而关于刺参早期发育各阶段体内菌群结构的研究未

见报道。刺参早期发育过程包括受精卵、囊胚期、原

肠期、耳状幼体、樽形幼体、五触手幼体和稚参几个

时期。其中，耳状幼体摄食单胞藻等饵料，樽形幼体

不摄食，五触手幼体和稚参之后阶段属沉积性食性。

解析其肠道菌群的发生、发展以及变化，将为建立纠

正肠道菌群失调、增强机体体质、提高抗病力的微生

态学方法提供理论依据。本研究以传统培养方法，对

养殖刺参早期发育各阶段幼体体内及环境(投入饵料

及培育用水)菌群的组成与结构开展研究，对分离的

优势细菌进行分子鉴定，在此基础上，进行了刺参幼

体体内菌群结构与环境菌群结构相关性分析，以期为

解析刺参消化道菌群的形成过程和演替规律以及养

殖用益生菌的筛选与应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  早期发育阶段养殖刺参样品的采集及处理 

2017 年 3～10 月，在山东青岛瑞滋海珍品发展

有限公司采集样品。亲参为升温促熟的成熟刺参，育

苗用水为砂滤海水。分别采集发育成熟的雌性性腺

(CX)、雄性性腺(XX)以及未受精卵(L)、受精卵(SJL)、
原肠胚(YC)、耳状幼体(EZ)、樽形幼体(ZX)和附着后

1 月龄(ZS5)、2 月龄(ZS6)、4 月龄(ZS8)、6 月龄(ZS10)
时期的稚参，同时，采集同期培育池进水口水样(W)
与饵料(EL)。 
1.1.1  刺参幼体肠道的采样及处理    鉴于浮游期

无法区分肠道，故这几个发育期的幼体经 250 目灭菌

筛绢收集后，用灭菌 3% NaCl 溶液反复冲洗数次，对

幼体计数后，研磨、匀浆、梯度稀释，然后涂布于含

1.5% NaCl 的 TSA 和 TCBS 琼脂培养基，每梯度 3 个

平行。对于稚参时期后的样本，采样方法为停食 12 h，
空胃后解剖摘取稚参肠道，用灭菌 3% NaCl 溶液冲洗

肠道。对采集的肠道称重后研磨、匀浆、梯度稀释，

然后涂布 TSA 和 TCBS 琼脂培养基，每梯度 3 个平行。

涂布后的平板在 28℃恒温培养箱中培养 24 h，根据

TSA 和 TCBS 琼脂培养基上的菌落数，计算各样品中

的可培养细菌总数和可培养弧菌(Vibrio)总数。 
1.1.2  培育用水与饵料的采样及处理    分别收集

各幼体发育时期培育用进水口水样和所投喂饵料样

本。初耳幼体时期的饵料主要为代用饵料(海洋红酵

母、干酵母等)与螺旋藻混合而成，大耳幼体向樽形幼

体转变时期的饵料又添加了 EM 菌、食母生片，稚参

时期的饵料主要为基础配合饲料 [原料为马尾藻

(Scagassum)、海带(Laminaria japonica)、扇贝边]
与新鲜海泥混合而成。培养及计数方法同 1.1.1，计算

各样本中的可培养细菌总数和弧菌总数。 

1.2  菌株的分离、纯化与保藏 

根据菌落形态、颜色、大小等特征，对不同时期

幼体、培育用水和饵料样本 TSA 培养基获得的可培

养细菌进行分类和优势度统计，对优势菌进行分离、

纯化并保种。 

1.3  细菌 16S rDNA 序列测定 

采用热裂解法制备细菌 DNA，采用 16S rDNA
序列进行细菌鉴定，所用引物：27F 5-AGAGTTTG-
ATC(C/A)TGGCTCAG-3，1492R 5-TACGG(C/T)TA-
CCTTGTTACGACTT-3。反应体系及扩增条件采用

史秀清等(2015)方法。扩增产物由生工生物工程(上海)
有限公司进行测序，测序结果采用 Contigexpress 软

件拼接后与 EzBioCloud 数据库进行同源性比对，选

出相似性 高、分类地位清楚的标准菌株，对各样品

中的菌株进行汇总及分类分析。 

1.4  数据分析 

菌落计数统计结果采用 SPSS 17.0 软件，用单因

子方差分析(One-way ANOVA)和 Duncan’s 多重比较

进行差异显著性检验，结果用平均值 ± 标准差 
(Mean±SD)表示，P＜0.05 为差异性显著。根据 16S 
rDNA 鉴定结果，统计各菌株在刺参幼体不同时期、

不同样本的分布情况，基于属的分类水平利用 R 语言

软件包对各样本相关性进行主成分分析(PCA 分析)。 
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2  结果 

2.1  幼体不同发育期体内及环境可培养细菌的定量

分析 

以 TSA 培养获得的菌落数对各样本可培养细菌

的定量分析结果见表 1。从表 1 可以看出，在幼体开

口前的各发育时期(性腺、未受精卵、受精卵、原肠

胚)所采集的样本均未培养出可培养细菌；当胚胎发

育到耳状幼体以后，开始投喂饵料，此后的耳状幼体、

樽形幼体体内可分离获得可培养细菌，但数量级较 

低，为 101 CFU/ind.；至幼体发育到稚参以后，消化道

可培养细菌总数急剧增加，数量级为 105~108 CFU/g，
并在 4 月龄时达到 大数量级(108 CFU/g)。整个育苗

期用水中可培养细菌数量级较低，且维持在一个相对

稳定的水平，为 102 CFU/ml；鉴于不同发育期饵料种

类不同，各发育时期投喂的饵料中可培养细菌数量差

异显著，数量级为 103~107 CFU/ml。 
以 TCBS 琼脂平板培养获得的菌落数对各样本

可培养弧菌的定量分析结果见表 2。从表 2 可以看出，

在幼体开口前的各发育时期（性腺、未受精卵、 
 

表 1  不同发育时期刺参幼体体内及养殖系统中可培养细菌总数(对数值) 
Tab.1  The total number (Logarithm) of culturable bacteria in gastrointestinal tract of sea cucumber  

larva at different developmental stages and its aquaculture system 

发育时期  
Developmental stage 

幼体 Larva 
(10N CFU/ind or CFU/g) 

培育用水 Water 
(10N CFU/ml) 

饵料 Feeds  
(10N CFU/ml) 

---(雄 Male) 
性腺 Sexual gland 

---(雌 Female) 
—— —— 

卵 Egg --- —— —— 
受精卵 Zygote --- 2.46±0.15b —— 
原肠胚 Gastrula --- 2.47±0.06b —— 

耳状幼体 Auricularia 1.29±0.11e 2.48±0.03b 3.88±0.20d 
樽形幼体 Doliolaria 0.91±0.25e 2.09±0.08c 3.58±0.02e 

1 月龄稚参 One-month-old juvenile  7.03±0.40b 2.91±0.10a 6.32±0.06b 
2 月龄稚参 Two-month-old juvenile  6.27±0.06c 2.86±0.10a 7.31±0.01a 
4 月龄稚参 Four-month-old juvenile  8.10±0.19a 2.69±0.07ab 5.06±0.08c 
6 月龄稚参 Six-month-old juvenile 5.64±0.17d 1.36±0.39d 4.94±0.05c 

“——”为无此项样品；“---”为未培养出菌落；“N”为表中的数值；同一列上标小写字母不同表示差异显著(P<0.05)，
下同 

“——” Sample absence; “---” No bacterial colony was cultured; “N” represents the value in the table; Different lowercase 
superscripts mean significant difference (P<0.05)，the same as below 

 

表 2  不同发育时期刺参幼体体内及养殖系统中可培养弧菌数量(对数值)及占比 

Tab.2  The number (Logarithm)  and proportion of culturable Vibrios in gastrointestinal tract of sea cucumber 
 larva at different developmental stages and its aquaculture system 

发育时期 
Developmental stage 

幼体 Larva 
(10N CFU/ind or CFU/g) 

培育用水 Water 
(10N CFU/ml) 

饵料 Feeds 
(10N CFU/ml) 

---(雄 Male) 
性腺 Sexual gland 

---(雌 Female) 
—— —— 

卵 Egg --- —— —— 
受精卵 Zygote --- 2.07±0.02ab(37.3%) —— 
原肠胚 Gastrula --- —— —— 

耳状幼体 Auricularia --- --- --- 
樽形幼体 Doliolaria --- 2.06±0.19ab(97.3%) --- 

1 月龄稚参 One-month-old juvenile  6.48±0.78a (57.2%) 2.30±0.14a(24.6%) 6.18±0.15(75.7%) 
2 月龄稚参 Two-month-old juvenile  6.16±0.08a(77.3%) 2.00±0.13b(14.0%) 7.01±0.60(83.7%) 
4 月龄稚参 Four-month-old juvenile  7.07±0.25a(10.6%) 2.09±0.12ab(25.9%) --- 
6 月龄稚参 Six-month-old juvenile 4.01±0.43b(2.2%) --- --- 
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受精卵、原肠胚)及投饵后的耳状幼体、樽形幼体时

期均未获得可培养弧菌；至幼体发育到稚参以后，消

化道可培养弧菌急剧增加，数量级为 104~107 CFU/g，
并在 4 月龄时达到 高。在养殖系统中，虽然，整个育

苗期用水中可培养弧菌数量级变化不明显，且维持在

一个相对稳定的水平(102 CFU/ml)，但可培养弧菌占

可培养细菌的比例波动较大，幅度为 14.0%~97.3%；

各发育时期所投喂的饵料中，可培养弧菌数量差异显

著，除了 1~2 月龄稚参时期中可培养弧菌数量级达到

106~107 CFU/ml，且可培养弧菌占可培养细菌的比例分

别为 75.7%和 83.7%外，其他饵料中均未检测到弧菌。 

2.2  不同发育期消化道及养殖系统(培育用水、饵料)

可培养优势菌的分离及鉴定结果 

根据各时期不同样品中 TSA 上所培养细菌的菌

落形态，共获得优势细菌 65 株，其中，幼体、培育

用水、饵料中的菌株数量分别为 27 株、18 株和 20
株。将获得的 16S rDNA 测序结果与 EzBioCloud 数

据库中标准菌株的 16S rDNA 序列进行同源性比对分

析的鉴定结果见表 3 和表 4。从表 3 和表 4 可以看出，

65 株细菌共鉴定到 3 门 4 纲 14 属 43 种，分属于放线

菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、变形杆菌

门(Proteobacteria) 3 个门，放线菌纲(Actinobacteria)、芽

孢杆菌纲(Bacilli)、α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)、γ-
变形菌纲(Gammaproteobacteria) 4 个纲，优势属包括弧

菌属 (Vibrio)、芽孢杆菌属 (Bacillus)、葡萄球菌属

(Staphylococcus) 等，其中，弧菌属种类 多，为 18 种。 
从不同发育期刺参消化道内优势菌鉴定结果可

以看出，耳状幼体期，幼体体内分离出 4 株优势菌，优

势度 高的为海水嗜冷杆菌(Psychrobacter aquimaris)，
优势度占 60.0%；樽形幼体时期，幼体体内菌种多样性

很高(10 株，6 个属)，各菌株的优势度为 2.2%~36.2%，

优势度 高的属为盐单胞菌属(Holomonas)，占 47.2%；

发育到稚参以后，1、2、4 和 6 月龄时期，稚参消化

道中的优势菌株分别为 5 株、5 株、2 株和 1 株，但鉴

定后集中到弧菌属、芽孢杆菌属和假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas)，6 月龄时，稚参消化道中的优势

属仅有芽孢杆菌属。由此可以看出，随着幼体的发育，

幼体时期体内的菌群多样性较高，而发育到稚参以后，

其肠道菌群相对稳定。 
从各发育期培育用水分离的优势菌可以看出，尽

管培育用水中可培养细菌总数较低，但水样中细菌的种

类却很丰富，在耳状幼体、樽形幼体、1、2、4 和       
6 月龄稚参培育期水样中的优势菌株分别为 2 株、5 株、

3 株、4 株、1 株和 3 株。根据鉴定结果可以看出，

水样中弧菌种类所占优势度较高，为 22.3%~52.1%。 
从同期培育所用饵料中分离得到的优势菌鉴定

结果可以看出，由于不同发育期所使用的饵料种类不

同，各时期细菌种类和丰度差异显著，在耳状幼体时

期所用饵料共分离出 5 株优势菌，其中，大西洋弧菌

(Vibrio atlanticus)丰度 高，达到 76.0%；樽形幼体

时期所用饵料仅分离出 1 株优势菌，为特基拉芽胞杆

菌(Bacillus tequilensis)，优势度达到 85.4%；幼体发

育到底栖生活的稚参以后，其优势细菌种类较为丰

富，在 1、2、4 和 6 月龄稚参培育期，饵料中的优势

菌种类分别为 4 株、6 株、1 株和 3 株，饵料中以芽

孢杆菌(Bacillus sp.)和弧菌为主要种类，优势度分别

为 8.0%~100.0%和 6.8%~ 80.0%。 

2.3  不同发育期幼体体内菌群与环境菌群相关性分析 

对比不同发育期幼体、培育用水和饵料的优势细菌

组成可以看出，从时间轴来看，盐单胞菌(Halomonas 
alkaliantarctica)成为耳状幼体、樽形幼体共有优势菌；

2～4 月龄时，强壮弧菌(Vibrio fortis)是其消化道的共

有优势菌；从养殖系统这一空间轴来看，在耳状幼体

和樽形幼体时期，幼体、水和饵料中无共有优势菌；

1 月龄时，饵料、水中的大西洋弧菌、需纳弧菌(Vibrio 
natriegens)在幼体中完成了较好的定植，其次是饵料

中的特基拉芽胞杆菌；2 月龄时，溶藻弧菌(Vibrio 
alginolyticus)是消化道和饵料中的共同优势菌；6月龄

时，来自饵料、水中的暹罗芽胞杆菌(Bacillus siamensis)
｡在消化道内完成了较好的定植 相应结果显示，在幼

体发育到营底栖生活以后，其体内的菌株与饵料中的

优势菌株具有较好的相关性。 
鉴于 16S rDNA 鉴定结果在属水平上的准确性

高，从属水平上分析相应菌株的分类地位及在整个培

育时期养殖系统的分布结果见表 4。从表 4 可以看出，

检出率较高的属为弧菌属 (41.9%)、芽孢杆菌属

(9.3%)、假交替单胞菌属(9.3%)、盐单胞菌属(9.3%)。
对比幼体、培育用水和饵料中各细菌属水平上的分布可

以看出，芽孢杆菌属、假交替单胞菌属和弧菌属是在 3
个系统中同时检出的菌属，嗜冷杆菌属(Psychrobacter)
是在幼体及水中共检出的菌。进一步对比，共检出菌

在系统中的分布可以看出，在幼体发育早期(樽形时

期)幼体与水中的共有菌较多，而发育到底栖生活(1、
2、4 和 6 月龄)时期，幼体中与饵料中的共有菌较多。 

在属的水平进行各样本相关性的主成分分析

(Principal Component Analysis, PCA) 结果见图 1。从

图 1 可以看出，第 1 主成分 PC1 对样品差异的贡献

值为 69.6%，第 2 主成分 PC2 对样品差异的贡献值 
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表 4  不同发育时期刺参幼体体内及养殖环境可培养优势菌系统分类 

Tab.4  Classification of culturable dominant bacteria in gastrointestinal tract of sea cucumber at different  
developmental stages and its aquaculture system 

门 
Phylum 

纲(占比) 
Class (Proportion) 

属 
Genus 

菌株种类

(占比) 
Speices 

number of 
strains 

(Proportion)

来源(时期及菌株数) 
Source (Developmental  

stage and number of strains) 

放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria  
(2.3%) 

微杆菌属 
Microbacterium 

1(2.3%) 水(樽形 1) 

芽孢杆菌属 
Bacillus 

4(9.3%) 幼体(樽形 1,1 月龄 1,6 月龄 1) 
水(6 月龄 1) 
饵料(耳状 1,樽形 1,1 月龄 1,2 月龄 1,6 月龄 3) 

葡萄球菌属 
Staphylococcus 

2(4.7%) 幼体(樽形 2) 

厚壁菌门 
Firmicutes 

芽孢杆菌纲 
Bacilli (16.3%) 

动性微菌属 
Planomicrobium 

1(2.3%) 幼体(耳状 1) 

α-变形杆菌纲 
Alpha-proteobacteria  
(2.3%) 

副球菌属 
Paracoccus 

1(2.3%) 幼体(樽形 1) 

单胞菌属 
Alteromonas 

1(2.3%) 水(2 月龄 1) 

科贝特氏菌属 
Cobetia 

1(2.3%) 水(樽形 1) 

盐单胞菌属 
Halomonas 

4(9.3%) 幼体(耳状 1,樽形 4) 

发光杆菌属 
Photobacterium 

1(2.3%) 饵料(2 月龄 1) 

假交替单胞菌属 
Pseudoalteromonas

4(9.3%) 幼体(樽形 1,2 月龄 1) 
水(耳状 1) 
饵料(耳状 1,2 月龄 1) 

假单胞菌属 
Pseudomonas 

1(2.3%) 饵料(耳状 1) 

嗜冷杆菌属 
Psychrobacter 

3(7.0%) 幼体(耳状 1,樽形 1) 
水(樽形 1) 

莱茵海默氏菌属 
Rheinheimera 

1(2.3%) 幼体(耳状 1) 

变形菌门 
Proteobacteria 

γ-变形菌纲 
Gamma-proteobacteria 
(79.1%) 

弧菌属 Vibrio 18(41.9%) 幼体(1 月龄 4,2 月龄 4,4 月龄 2) 
水(耳状 1,樽形 2,1 月龄 3,2 月龄 3,4 月龄 1,6 月龄 2)
饵料(耳状 2,1 月龄 3,2 月龄 4,4 月龄 1) 

 
为 18%。根据不同发育期各样本所处的位置可以看

出，第 2 主成分对浮游期(耳状幼体和樽形幼体)和底

栖生活期(1、2、4 月龄)差异贡献较大，而发育到 6 月

龄时，第 1 主成分则对样品差异贡献显著。根据相同

时期幼体与水和饵料所处的位置可以看出，浮游幼体

时期，幼体菌群与培育用水菌群和饵料菌群相距较

远，表明二者对幼体菌群影响均不大；随着幼体的发

育，当幼体发育到 1 月龄后，幼体菌群与培育用水菌

群相距小于其与饵料菌群的距离，表明水对幼体菌群 

影响较大，当发育到 6 月龄时，其幼体体内肠道菌群

与饵料距离 近，表明受饵料影响较大。 

3  讨论 

肠道菌群作为肠道的重要组成部分，与宿主以及

所处的环境存在相互依赖和相互制约的关系，不仅影

响着食物中营养物质的消化、吸收，还在宿主免疫反

应中发挥重要作用(Schrijver et al, 2000; Zhao et al, 
2012)。以刺参早期发育期体内菌群结构为研究对象， 
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图 1  不同发育时期刺参幼体体内菌群与 
环境菌群差异的主成分分析 

Fig.1  PCA of the samples among the gastrointestinal  
tract of sea cucumber at different developmental  

stages and its aquaculture system 
 
解析体内菌群结构演替和变化规律以及其与环境菌群

的相关性，将为刺参苗种的健康管理提供理论基础。 
本研究通过传统细菌学培养方法结合优势菌鉴

定，对养殖刺参早期发育各时期幼体体内可培养细菌

进行了定量分析。在幼体开口摄食前，体内没有培

养出可培养细菌；开口并摄食后，从浮游时期发育到

底栖生活，其体内的可培养细菌总数急剧增加，表

明肠道细菌是随着摄食行为的进行而使特定菌株在

肠道内逐步定植的过程。通过 TCBS 弧菌选择性培养

基对幼体体内弧菌数量进行测定，表明自刺参发育到

营底栖生活后，弧菌开始检出，且一直是占据体内菌

群的优势菌属。史秀清等(2015)对大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)仔稚鱼发育期消化道可培养细菌的菌群特征

进行分析发现，消化道中的细菌数量逐渐增加，且弧

菌已成为仔稚鱼后期消化道中的优势菌群。Zhao 等

(2012)对杂色鲍(Haliotis diversicolor)不同发育阶段幼

体消化道菌群的研究发现，幼体开始摄食后的消化道

细菌数量要比未摄食时高，弧菌属的细菌成为之后3 个

发育阶段中消化道的优势菌。Verner-Jeffreys 等(2003)
研究了 3 个不同孵化场的大西洋庸鲽 (Hippoglossus 
hippoglossus)仔稚鱼消化道菌群演替时发现，在仔稚

鱼开口摄食后，消化道菌群的数量呈稳定增长；随着

仔稚鱼的生长，弧菌属细菌逐渐取代假交替单胞菌属

细菌成为消化道中的优势菌种。这些研究均表明，水

产动物肠道菌群的形成是动物摄食饵料后，对饵料中

特定菌株的选择性定植和扩增的过程，弧菌作为海洋

细菌的重要种类，也在海水养殖动物肠道菌群中占有

重要地位。 

根据各优势菌株分类鉴定结果可以看出，早期发

育阶段耳状幼体(含 4 属)、樽形幼体(含 6 属)的消化

道菌群多样性较高，1～6 月龄稚参的消化道菌群趋

于单一，仅含弧菌属和芽孢杆菌属 2 个属，推测刺参

消化系统在幼体发育完全后，才对定植的细菌具有较

强的选择性，且其消化道对弧菌属和芽孢杆菌属细菌

的选择性更强，与本研究结果相似。Grisez 等(1997)
对金头鲷(Sparus aurata)和欧洲舌齿鲈(Dicentrarchus 
labrax)的研究结果推测，消化系统在稚鱼和成鱼发育

完全后，才对弧菌属细菌具有选择性。 
本研究从分离优势菌的属水平、种水平并利用

PCA 方法，分析了刺参早期发育阶段幼体体内菌群与

养殖系统中培育用水和饵料菌群的相关性。结果表

明，在幼体发育初期，其体内菌群与培育用水的相关

性较大，而随着幼体发育的进行，其体内菌群结构与

饵料的相关性逐渐增加。Verner-Jeffreys 等(2003)研究

表明，大西洋庸鲽仔稚鱼开口摄食后，其消化道内菌

群存在明显演替现象，优势菌属由未开口的卵黄囊阶段

时，假交替单胞菌属变为以灿烂弧菌(Vibrio splendidus)、
溶藻弧菌的弧菌属，且饵料中仅有一部分细菌能够定

植于仔鱼的消化道。史秀清等(2015)对大菱鲆仔稚鱼

发育期消化道的可培养细菌菌群进行分析发现，生物

饵料中的细菌对仔稚鱼消化道中可培养菌群结构的

形成产生的影响相对较大，而水中的细菌似乎没有对

仔稚鱼的消化道菌群产生影响。Sugita 等(2002)对牙

鲆 (Paralichthys olivaceus)仔稚鱼消化道细菌的种类

和数量的研究也发现，消化道菌群会随投喂不同饵料

而变化，受水体中菌群的影响较小。但也有学者认为,
水中的微生物菌群对水生动物消化道菌群影响显著，

Tanasomwang 等(1989)研究牙鲆仔稚鱼时发现，水中

的菌群组成会明显影响仔稚鱼的消化道菌群组成。

周金敏等(2010)对黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)肠道

和养殖水体中的微生物菌群进行研究时发现，黄颡鱼

肠道与养殖水体中的优势菌基本相同，均为肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)、气单胞菌属(Aeromonas)和不动

杆菌属(Acinetobacter)细菌。本研究表明，刺参幼体

发育过程中，体内的细菌菌群经历了由培育用水到发

育后期与饵料密切相关的过程，可见养殖环境中水和

饵料对体内菌群的建立和演替均起到重要作用。 
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The Characteristics of Culturable Bacterial Microflora in the Gastrointestinal 
Tract of Cultured Sea Cucumber (Apostichopus japonicus) During the Early 

Developmental Stage and its Relationship with Environmental Flora 

LI Jing1,2, LIAO Meijie2,3①
, LI Bin2,3, WANG Yingeng2,3,  

RONG Xiaojun2,3, ZHANG Zheng2,3, FAN Ruiyong4, LIU Anran1,2  
(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. Qingdao Ruizi Seafood Development Co., Ltd, Qingdao  266400) 

Abstract   Conventional bacteriological culture techniques and molecular identification methods 
were used to reveal the composition and structure of the intestinal microflora in sea cucumber 
(Apostichopus japonicus) larvae at different developmental stages and the microflora in the 
aquaculture environment (feeds and aquaculture water), and then the correlations between these were 
analyzed. The results of bacterial culture from sea cucumber larvae showed that there were no 
culturable bacteria during the stages preceding the development of the mouth (gonads, eggs, zygotes, 
and gastrula), but culturable bacteria did occurr after larvae developed a mouth and began feeding. 
From the auricularia to doliolaria larval stages, the number of culturable bacteria in the 
gastrointestinal (GI) tract was low. After the larvae reached one month of age, the abundance of 
culturable bacteria in the GI tract increased significantly, and the highest level (108 CFU/g) was 
reached in four-month-old juveniles. The proportion of culturable bacteria that were made up of 
culturable Vibrio species ranged from 2.2% to 77.3% across the different developmental stages. The 
results of bacterial culture from the environment showed that there was no significant change in the 
bacterial content in the aquaculture water over time. However, as the ingredients in the feed used for 
different early developmental stages of sea cucumber changed, there were significant differences in 
the bacterial content in these feeds. Sixty-five dominant strains isolated from the aquaculture system 
were identified by sequencing their 16S rDNA. They were classified into 14 genera and 43 species. 
Correlation analyses revealed that over the course of the development of the sea cucumber larvae, the 
bacteria obtained from their feed likely had a great impact on the microbial flora in their GI tracts. 
This study laid the foundation for the analysis of the formation processes and succession patterns of 
GI tract microflora in sea cucumber, as well as for the screening and application of probiotics in 
aquaculture. 
Key words    Apostichopus japonicus; Early development; Culturable bacteria; Characteristics of 
microflora 
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响应面法研究温度、盐度、pH 及磷酸盐、 
硝氮、氨氮对副溶血弧菌生长的影响* 

黄梦诗 1,2  杨倩倩 1,2  张  艳 2  姜晓瑜 1,2  
赵  俊 2  张旭志 2,3  丁东生 2  曲克明 2,3① 

(1. 上海海洋大学 海洋科学学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 
3. 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    副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)在海洋环境中普遍存在，是能够引起人类中毒的重要

食源性病原菌之一，研究其生长受环境因子的影响规律对科研和社会生活都具有重要意义。本研究采用

响应面法研究温度、盐度、pH、磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响，以探讨、评估这 6 种理化因子

的综合作用结果。首先用 Design-Expert 软件中的 Box Behnken 中心组合原则设计三因素三水平响应面

实验，再进行响应面分析，以培养基光密度(OD600 nm)值为生长状态参数，获得该菌的最佳培养参数：温

度为 34.5℃，盐度为 3%，酸碱度 pH 为 8.0。在此基础上，考察 NaNO3、NH4Cl 和 Na3PO4 对 VP 生长的

影响并建立模型。回归方程决定系数 R2=0.9217，校正系数 R2=0.8211，回归模型 F=9.16, P=0.004，表明

该模型具有较好的准确性。实验所得实测值与模型演算理论值拟合良好，皆表明磷酸盐、硝氮和氨氮对

VP 的生长都具有抑制作用。 
关键词    副溶血弧菌；生长；理化因子；影响分析；响应面法 
中图分类号 S965.3  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0132-09 

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)嗜盐畏

酸，广泛存在于海洋环境及海产品中，可以感染多种

动物，甚至危害人类健康(如食用受其污染的海产品

可能会导致急性肠胃炎)(Bakeraustin et al, 2010; 
Bonninjusserand et al, 2017; Ham et al, 2012; Liu et al, 
2017; 黄梦诗等, 2017)。无论是从科学研究角度还是

从保障食品安全等生产与生活需求方面来讲，对 
影响该病原菌生长的环境因子作用机理进行研究都

具有重要现实意义(Young et al, 2015)。截至目前，相

关研究已经获得了初步的成果，如 Johnson 等(2010、
2012)从生态学角度研究了美国近岸海域中 VP 与环

境温度和盐度的关系，发现无论是水体、生物体还是

abc
图章
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沉积物中，其总量与这 2 个参数都呈正相关；Young
等(2015)研究了海产品和渔业水域中 VP 受温度和盐

度的影响，结果显示，在一定范围内温度的升高利于

该病原菌的生长，而盐度的影响则不明确；然而，

Johnson 等(2010)的研究表明，水体中盐度和 VP 总量

呈负相关；孙博怿等(2015)发现，pH、电导率、盐度

较其他海域偏低的长江入海口水样中 VP 总量较多，

但多元线性回归方程分析却表明盐度和温度与该菌

含量呈正相关；Kaper 等(1979)和 Rehnstam-Holm 等

(2014)的研究皆表明，水体中 VP 总量与 pH 呈负相关。

此外，由于海水中营养盐等其他理化因子也对该菌的

生长、分布具有重要的影响，诸如氨氮(Blackwell et al, 
2008)、浊度(Johnson et al, 2012)、生物需氧量(Johnson et 
al, 2010)等也得到了较多的研究(Johnson, 2015)。上述

研究多基于单因子效应分析，数据间关联性较差，不

能充分反映交互作用，很可能是结论不能统一的主要

原因。因此，具有较高契合度的综合性分析预评估方法

有待建立。 
响应面方法(Response surface methodology, RSM)

是数学和统计方法结合的产物，常被应用于寻找多参

数系统中的最佳条件(Karami et al, 2016; Kumar et al, 
2012; 韩建荣等 , 2017; 蒋彪等 , 2017; 陈晓彤等 , 
2017)，该方法不仅可以同时对影响生物量的各因素

和各因素的相互作用进行比较和优化，还可以快速确

定出各因素的最优水平，减少实验次数，节约时间，

目前已被广泛应用于微生物培养基优化中(韩建荣等, 
2017; 蒋彪等, 2017)。本研究采用 RSM 研究温度、

盐度、pH、磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响，

获得具有较好准确性的响应模型，并探讨、评估了这

6 种理化因子的综合作用结果。 

1  材料与方法 

1.1  生物、化学材料与主要设备 

实验所用副溶血弧菌 (ACTT17802)为本实验室

保存。胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)为青岛高科海博生物

技术有限公司产品。NaNO3、NH4Cl、Na3PO4、NaCl
和其他化学试剂皆为分析纯，其中，NaNO3 和 NH4Cl
为上海强顺化工有限公司产品，余者皆购自于国药集

团化学试剂有限公司。细菌培养采用上海知楚仪器公

司生产的 ZQZY-BG 型振荡培养箱。细菌培养液光密

度(OD600 nm)值采用 TU-1901/TU-1901 型紫外可见光

分光光度计(北京普析通用仪器有限公司)测定。溶液

酸碱度采用上海精科仪器有限公司生产的 PHS-3C 型

pH 计完成。接种实验在 10000 级洁净无菌室内完成。 

1.2  实验方法 

所有培养基都选用 TSB。将本实验室于–80℃冰

箱中保藏的菌种接种到斜面培养基上，30℃培养 24 h
以活化菌种。将活化好的菌种接种到 TSB 液体培养

基中，同时做 3 组平行，置于恒温培养箱中 30℃培

养 12 h，每隔 1 h 取样 1 次, 600 nm 下测定培养液吸

光度(OD600 nm 值)。 
温度、盐度和 pH 对 VP 生长的影响实验参照刘

代新等(2008)，简言之：以向 TSB 培养液中添加 NaCl
的百分含量作为盐度，配制 1%~10%共 10 个梯度；

温度实验为 10℃、20℃、25℃、30℃、35℃、37℃、

43℃共 7 个梯度；采用 1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 调节

TSB 培养液酸碱度，配制 pH 5.00、6.00、7.00、7.50、
8.00、8.50、9.00 和 10.00 共 8 个梯度。向上述各液体

培养基中各接菌 1 环，分别培养并测定 OD 值。分析

结果，确定适合 VP 生长的最佳单因素条件范围，并

依据 RSM 中的 Box Behnken 中心组合原则，采用

Design-Expert 软件进行分析。然后选用分析所得的最

佳生长复合参数培养 VP, 并测定培养 18 h 后培养液的 
OD600 nm值(n=3)以证实该方法的可靠性。 

磷酸盐、硝酸盐和氨盐对 VP 的生长影响实验如

下：在上述优化参数基础上，分别以 Na3PO4、NaNO3

和 NH4Cl 作为磷酸盐、硝氮和氨氮的代表种类，分

别配制含有 0.2%~1%共 9 个梯度的 TSB 培养液。然

后按照上述方法培养 8 h 后测定 VP 的生长情况。为

了保证合适的盐度，如非特殊说明，实验所用的培养

液含 3% NaCl。 

1.3  数据处理 

RSM 是通过一系列确定性实验，用多项式函数

来近似隐式极限状态函数。通过合理地选取试验点和

迭代策略，来保证多项式函数能够在失效概率上收敛

于真实的隐式极限状态函数的失效概率。实验采用 
Design expert 8.0 软件进行数据处理，对温度、盐度

等环境理化因子与 VP 生长响应值进行二次方程回归

拟合，建立数学模型，用决定系数和回归方程的校正

系数来判断数学模型的拟合程度，多变量方差分析决

定方程的意义(Karami et al, 2016)。优化得到的实验

条件重复 3 次，以验证模型的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  温度、盐度和 pH 对 VP 生长的单因子影响 

如图 1A 所示，环境温度为 10℃时，VP 基本上
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没有增殖；在 20℃~35℃范围内，随着温度的增加，

8 h 后 VP 培养液的 OD 值持续增加，最高值可达约

1.5；而超过 35℃时，OD 值则明显下降，说明 35℃左

右的环境温度最有利于 VP 的生长。由图 1B 可见， 
在 1%~3%范围内，随着盐度的增加，8 h 后 VP 培养

液的 OD 值持续增加，最高值可达 1.8；盐度高于 3%

情况下，8 h 后 VP 培养液的 OD 值随之增加而降低；

盐度为 10%时，VP 则几乎不能生长。同样，由图 1C
可知，在 pH5.0~8.0 范围内，其值的增加有利于 VP
的生长，而超过 pH8.0 后，酸碱度值与 OD 值呈负相

关。这些结果和前人的报道(Beuchat et al, 1973; 刘代新

等, 2008)吻合良好。 
 

 
 

图 1  温度(A)、盐度(B)和 pH(C)对 VP 生长的影响 
Fig.1  Effects of the temperature (A), salinity (B) and pH (C) on the growth of VP 

 
2.2  温度、盐度和 pH 对 VP 生长交互作用的 RSM

分析方案与结果 

根据单因子影响结果，我们选择合适的参数范围

进行三因素三水平 RSM 设计与实验，其方案与结果

见表 1。利用 Design expert 8.0 统计软件对实验数据

进行多元回归拟合，得到 VP 培养 8 h 后的 OD600 nm

值与 x(温度)、x1(盐度)、x2(pH)之间的二元多项回归

方程为： 
OD600=–33.01+6.88x2+0.32x+1.40x1–0.011xx2– 

0.07x1x2+6.42E–0.03xx1–0.40x2
2–3.61E–003x2–0.16x1

2 

对该模型进行方差分析见表 2。表 2 结果显示出，

基于 OD 值所建立的回归模型是显著的(P＜0.01)，但

是失拟检测结果也十分显著(P=0.0014＜0.01)，所以这

个方程由于失拟检测很小，表明拟合方程可能会无

效。但是实验中的纯误差均方较小(MS=0.005)，决定

系数 R2=0.9649，校正系数 R=0.9198，所以综合考虑

所有因素在内，拟合方程满足有效要求。 

表 3 为回归模型系数显著性检验结果。由表 3 可

以看出，pH 的一次效应对 VP 的生长影响达到显著

水平(P<0.05)，但温度和盐度的一次效应对其生长影

响不显著(P>0.05)；温度和盐度的二次效应对 VP 的

生长影响达到显著水平(P<0.01)；但温度、盐度和 pH
三者之间的交互作用对特定生长率的影响都不显著

(P>0.05)。 
利用 Design-Expert 软件对表 1 的数据进行二次

多元回归拟合 , 所得到的二次回归方程的响应面及

其等高线见图 2。等高线的形状反映交互效应的强弱

大小, 圆形表示 2 个因素交互作用不显著, 椭圆形表

示 2 个因素交互作用显著(Karami et al, 2016; 刘代新

等, 2008)。由图 2 可见，温度和盐度对 OD 值的影响

都是随着数值的增大先升高后降低，所以可以找到一

个极值点；等高线图接近椭圆形，表明温度、盐度交

互作用对 VP 的生长影响显著。利用 Design-Expert
软件对代表培养液中菌体浓度的 OD值的二次多项式
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数学模型解逆矩阵，得知 pH 为 8.00 时，温度和盐度

的最优实验条件分别为：34.5℃和 3%。 
 

表 1  温度、盐度、pH 响应面分析方案与实验结果 
Tab.1  Experimental results and RSM scheme of  

temperature, salinity and pH 

序号 
No 

pH 温度 
Temperature (℃) 

盐度 
Salinity 

OD600 nm

1 8.00 33.50 3.00 1.50

2 7.50 33.50 2.00 1.22

3 8.00 33.50 3.00 1.50

4 8.00 33.50 3.00 1.50

5 8.50 33.00 3.00 1.20

6 8.00 33.50 3.00 1.51

7 8.00 33.50 3.00 1.52

8 8.00 37.00 4.00 1.40

9 7.50 37.00 3.00 1.56

10 7.50 33.50 4.00 1.40

11 8.50 33.50 4.00 1.18

12 8.00 30.00 2.00 1.23

13 8.50 33.50 2.00 1.14

14 8.00 30.00 4.00 1.25

15 7.50 30.00 3.00 1.45

16 8.00 37.00 2.00 1.29

17 8.50 37.00 3.00 1.23
 
表 2  温度、盐度和 pH 对 VP 生长情况的回归模型方差分析 

Tab.2  Analysis of variance for effects of temperature, 
salinity and pH on the growth of VP 

项目 
Item 

平方和 
Sum of 
square 

df
均方 
Mean 
square 

F 值 
F value

P 值
P value

模型 Model 0.320 9 0.036 21.4 0.003

残差 Residual 0.012 7 1.678   

失拟 Lack of fit 0.011 3 3.808 47.6 0.001

纯误差 Pure error 3.200 4 0.005   

总和 Total 0.330 16    

注：决定系数 R2=0.9649，校正系数 R2=0.9198 
Note: R2=0.9649, Adj. R2=0.9198 
 

2.3  磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 生长的单因子影响 

选用最优的温度、盐度和 pH 参数，实验继续探

讨了磷酸盐、硝酸盐和氨盐对 VP 生长的单因子影响。

如图 3A 所示，当浓度超过 0.2%后，培养液中 Na3PO4

与 OD 值呈明显的负相关，当其值≥0.6%时几乎彻底抑

制了 VP 的生长。图 3B 显示在加入 0.2%~0.4% NaNO3  

表 3  温度、盐度和 pH 回归方程系数显著性检测 
Tab.3  The significance test for coefficients of established 

regression equation for temperature, salinity and pH 

项目
Item

系数估值
Coefficient 

estimate

标准
Standard 

95%CI 低 
95%CI 

low 

95%CI 高
95%CI 

high 

P 值 
P value

Intercept 1.510 0.018 1.460 1.550  

pH –0.110 0.014 –0.140 –0.076 0.0001

T 温度 0.044 0.014 9.505 0.078 0.0094

S 盐度 0.044 0.014 9.505 0.078 0.0194

pH×T –0.020 0.020 –0.068 0.028 0.3613

pH×S –0.035 0.020 –0.083 0.013 0.1312

T×S 0.022 0.020 –0.026 0.071 0.3083

pH2 –0.100 0.020 –0.150 –0.055 0.0014

T2 –0.044 0.020 –0.091 2.953 0.0022

S2 –0.170 0.020 –0.220 –0.120 ＜0.0001
 

时，OD 值随培养时间的增加快速增大(12 h 范围内)，
但是加入浓度在 0.6%~1%范围内时，OD 值增长则明

显减慢，因而呈明显的负相关。由图 3C 可知，类似

于 NaNO3 对 VP 生长的影响，在 0.2%~1%范围内，

培养液中 NH4Cl浓度的增加与 OD值增速也呈明显的

负相关，虽然其值为 1%时还不至于彻底抑制 VP 的

生长。比较而言，同浓度的 Na3PO4 抑制作用明显强于

硝酸盐和氨盐；NaNO3 和 NH4Cl 的抑制作用则没有明

显差别。 

2.4  磷酸盐、硝氮和氨氮对VP生长交互作用的RSM
分析方案与结果 

根据单因子影响结果，我们选择合适的参数范围

进行三因素三水平 RSM 设计与实验，其方案与结果

见表 4。利用 Design expert 8.0 统计软件对实验数据

进行多元回归拟合，得到以 x3(Na3PO4)、x4(NaNO3)、
x5(NH4Cl)为自变量，以 VP 培养 8 h 后的 OD600 nm 值

为因变量的二元多项回归方程为： 
OD600 nm=1.26–2.01–003×7.85x4–0.03×x4–0.09x3–1.96– 

0.04x4x5+2.32–0.04x4x3+3.075–0.04x3x5–1.47–0.04× 
x4

2–1.12–005×x5
2+2.42–0.03×x1

2 

对实验数据进行多元回归拟合，表 5 为 Na3PO4、

NaNO3 和 NH4Cl 对 VP 生长影响的回归模拟分析表。

从表 5 可知，模型非常显著(P<0.01)。失拟误差不显

著(P>0.01)，并且回归方程的决定系数 R2=0.9217，校

正系数 R2=0.8211，这些结果说明回归模型能解释

92.17% OD600 nm 响应值的变化。回归模型 F=9.16，
P=0.004＜0.01，说明 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对

VP 生长的影响的模型是有效的。因此可以用上诉的

回归模型来分析和预测磷酸盐、硝氮和氨氮对该菌生

长的影响。 
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图 2  温度和盐度(A)、pH 和盐度(B)、pH 和温度(C)交互作用对 VP 生长影响的响应曲面和等高线 
Fig.2 Response surface plots and contour plots of the temperature & salinity (A), pH & salinity 

 (B) and pH & temperature (C) and their mutual interactions on the growth of VP 
 
对其回归模型方差分析进行显著性检验(表 6)，

一次方程中 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对 VP 生长的

影响具有良好的线性(P<0.01)，三者之间进行正交的

相互效应结果对该菌生长的影响不显著(P>0.05)，只

有 Na3PO4 的二次方程显著(P<0.05)。 
利用 Design-Expert 软件对表 4 的数据进行二次

多元回归拟合 , 所得到的二次回归方程的响应面及

其等高线见图 4。由图 4 可知，代表 VP 数量的 OD600 nm

值随着 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 中任意一种物质浓

度的增加而明显降低，意味着磷酸盐、硝氮和氨氮对

该菌生长都具有显著影响；等高线近似椭圆形说明磷

酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响都无明显的交作

效应(P>0.05)。 

3  讨论 

温度、盐度、pH 及营养盐等多种理化因子对 VP
的生长都具有不同程度的影响，对其进行系统探讨有

助于人们深入了解生态系统发展与演变规律。其中，

温度、盐度和 pH 三种因子的作用自 20 世纪 70 年代

就得到了科学界的重视(Beuchat et al, 1973; Young  
et al, 2015)。采用单因子分析，Beuchat 等(1973)研  
究了温度、盐度和 p H 对 V P 生存与存活规律 
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图 3  Na3PO4(A)、NaNO3(B)和 NH4Cl(C)对 VP 生长的影响 
Fig.3  Effects of the Na3PO4 (A), NaNO3 (B) and NH4Cl (C) on the growth of VP 

 
表 4  Na3PO4、NaNO3和 NH4Cl 响应面分析方案与实验结果 

Tab.4  Experimental results and RSM scheme of  
Na3PO4, NaNO3 and NH4Cl 

序号 
No 

NaNO3浓度 
Concentration of 

NaNO3 
(g/L) 

NH4Cl 浓度 
Concentration of 

NH4Cl 
 (g/L) 

Na3PO4浓度
Concentration 

of Na3PO4 
(g/L) 

OD600 nm

1 0.00 1.00 0.30 0.140
2 0.00 0.50 0.00 0.582
3 0.50 1.00 0.60 0.096
4 0.50 0.50 0.30 0.127
5 1.00 0.50 0.60 0.084
6 0.00 0.50 0.30 0.261
7 1.00 1.00 0.30 0.109
8 0.50 1.00 0.00 0.572
9 0.50 0.00 0.00 0.450

10 0.50 0.50 0.30 0.136
11 1.00 0.50 0.00 0.536
12 1.00 0.50 0.60 0.076
13 0.50 0.50 0.30 0.132
14 0.50 0.00 0.60 0.093
15 0.00 0.00 0.30 0.102
16 0.50 0.50 0.30 0.113
17 1.00 0.00 0.30 0.101

 
的影响；Randa 等(2004)研究了温度和盐度对弧菌种

群动力学的影响。而本实验不但分析了这 3 种因子的

单因素作用效果，还采用 RSM 建立了多因素复合 

表 5  Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对副溶血弧 
菌生长情况的回归模型方差分析 

Tab.5  Analysis of variance for effects of Na3PO4,  
NaNO3 and NH4Cl on the growth of VP 

项目 
Item 

平方和 
Sum of square

df 均方 
Mean square 

F 值
F value

P 值
P value

模型 Model 1.750 9 0.190 9.2 0.004
残差 Residual 0.150 7 0.021   
失拟 
Lack of fit 

0.130 3 0.042 7.3 0.042

纯误差 
Pure error 

0.023 4 5.750   

Total 1.900 16    

注：决定系数 R2=0.9217，校正系数 R2=0.8211 
Note: R2=0.9217, Adj. R2=0.8211 

 

表 6  Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 回归方程系数显著性检测 
Tab.6  The significance test for coefficients of established 

regression equation for Na3PO4, NaNO3 and NH4Cl 

项目 
Item 

系数估值
Coefficient 

estimate

标准 
Standard 

95%CI 低 
95%CI low 

95%CI 高
95%CI 

high 

P 值
P value

Intercept 0.350 0.065 0.200 0.500  
A-NaNO3 –0.190 0.052 –0.310 –0.068 0.0077
B-NH4Cl –0.180 0.052 –0.300 –0.061 0.0093
C-Na3PO4 –0.330 0.052 –0.460 –0.210 0.0003
AB –0.079 0.073 –0.250 0.094 0.3172
AC 0.047 0.073 –0.130 0.220 0.5438
BC 0.061 0.073 –0.110 0.230 0.4267
A2 –0.059 0.071 –0.230 0.110 0.4337
B2 –4.500 0.071 –0.170 0.160 0.9513
C2 0.240 0.071 0.074 0.410 0.0113
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图 4  Na3PO4 和 NH4Cl(A)、Na3PO4 和 NaNO3(B)、NaNO3 和 NH4Cl(C)交互作用对 VP 生长影响的响应曲面和等高线 
Fig.4  Response surface plots and contour plots of Na3PO4&NH4Cl (A), Na3PO4&NaNO3  

(B) and NaNO3&NH4Cl (C) and their mutual interactions on the growth of VP 
 

作用下 VP 的生长模型，获得了该菌的最佳培养参数，

其值与前人报道吻合良好。此外，二次回归模型决定

系数 R2=0.9649，校正系数 R2=0.9198，再次说明本实

验所建 RSM 分析的可靠性。较之于历史上的其他研

究方法，RSM 最大的优点是实验次数少、灵活、方

便，可以全面考虑各因素间的交互作用，并把待分析

因子的实验结果函数化，从而快速得到研究对象(们)
与响应值之间的关系(韩建荣等, 2017)。因此，新方

法有助于人们更便捷地理解和预测环境因子变化对

VP 生态动力学带来的影响。 
营养盐，如磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长代

谢也具有显著的影响(Bjk et al, 2017; Criminger et al, 

2007; Oliver et al, 1983)。由于 PO4
3+能螯合二价金属

阳离子，且降低细胞壁的稳定性以及许多细胞的热稳

定性，因而抑制细菌的生长(Mccarter et al, 1987; 尹
守亮等, 2015)。氨氮参与生物体内氧化还原循环，影

响细胞壁上蛋白的运转(梁艳等, 2011)。目前对其毒性

的 研 究 主 要 集 中 在 鱼 虾 类 神 经 元 去 极 化

(Hermenegildo et al, 2000)及导致机体酶失活(Ching 
et al, 2009; 尹守亮等, 2015)等方面。虽然高氨氮水域

中细菌的种群较少(Zhang et al, 2014)，但其对细菌的

具体毒理作用目前鲜有报道。目前硝氮对 VP 的生长

也尚末得到详细的研究。本实验中，在单因素实验基

础上利用 RSM 针对培养基中的营养盐-VP 生长进行
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分析，建立了 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 含量变化对

OD600 nm 值的二次回归方程模型。通过回归模型方差

分析得知，磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 生长影响都很

显著(负相关)。这个结论很好地从侧面印证了前人的

报道(Bjk et al, 2017; Mccarter et al, 1987)。通过响应曲

面和等高线图的直观分析可知，磷酸盐、硝氮和氨氮

之间的交互作用影响不明显。 
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Study on the Effects of Temperature, Salinity, pH, Phosphate, Nitrate, and 
Ammonium on the Growth of Vibrio parahaemolyticus  

Using Response Surface Methodology 

HUANG Mengshi1,2, YANG Qianqian1,2, ZHANG Yan2, JIANG Xiaoyu1,2, ZHAO Jun2,  
ZHANG Xuzhi2,3, DING Dongsheng2, QU Keming2,3①

 
(1. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. 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) 

Abstract    Vibrio parahaemolyticus (VP), which is ubiquitous in the marine environment, is one of the 
key foodborne pathogens affecting humans. It is thus of great significance for both scientific research and 
public safety that we understand how and what environmental factors affect its growth. To determine the 
functional relationship between a combination of environmental factors and VP growth, in this study the 
effects of temperature, salinity, pH, phosphate, nitrate, and ammonium on the growth of this kind of 
bacteria were investigated using response surface methodology (RSM). First, a Box-Behnken design was 
used to optimize the three critical internal factors of temperature, salinity and pH for this species, using 
optical density (OD600 nm) as a marker for the growth of VP. It was found that for these factors, the 
optimum parameters were 34.5℃, 3%, and 8.0, respectively. Based on these results, the combined effects 
of phosphate, nitrate, and ammonium on the growth of VP were then further studied with the same method 
to develop a response model. The coefficient of determination (R2) of the model equation was 0.9217, 
while the correction coefficient (R2) was 0.8211. The regression model had an F-value of 9.16, and was 
thus statistically significant (P=0.004). These results indicated that the model proposed herein had 
satisfactory accuracy. Results obtained from verified testing were also in good agreement with those 
obtained with the model. Clearly, phosphate, nitrate, and ammonium all exhibited negative effects on the 
growth of VP. These outcomes are beneficial to the culture of VP, and even to the establishment of early 
warning systems for marine environments and seafood safety. 
Key words    Vibrio parahaemolyticus; Growth; Physical and chemical factors; Impact analysis; 
Response surface methodology 
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咸干蓝点马鲛品质特征与优势菌群分析* 
王睿迪  刘胜男  王  玉  赵延宁  薛  勇① 

(中国海洋大学食品科学与工程学院 食品科学与人类健康实验室  青岛  266003) 

摘要    为了更好地了解传统咸干蓝点马鲛(Scomberomorus niphonius)(鲅鱼)的品质特征，以市售产

品中感官品质较为突出的咸干鲅鱼作为研究对象，对其水分、含盐量、NaNO2 含量、挥发性盐基氮

(TVB-N)、硫代巴比妥酸值(TBARS)等理化指标进行了测定，并进一步对咸干鲅鱼中的优势菌进行

了分离、纯化与鉴定。结果显示，咸干鲅鱼样品含水量为 54.40%、含盐量为 3.1%，属于半干低盐

制品；NaNO2 含量为 5.07 mg/kg，符合相关食品安全标准的规定；TVB-N 含量高达 40.12 mg/100 g，
说明发酵过程蛋白质降解程度较大；TBARS 值为 10.00 mg/kg，脂质氧化程度在感官可接受的范围

内。咸干鲅鱼中的微生物以细菌为主，清酒乳杆菌(Lactobacillus sakei)、产气肠杆菌(Enterobacter 
aerogenes)、长赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus macrolides)和香坊肠杆菌(Enterobacter xiangfangensis)
为优势菌。其中，清酒乳杆菌具有发酵菌的典型特征，可能在咸干鲅鱼发酵过程中起主要作用。 
关键词    咸干鲅鱼；感官评价；品质特征；菌种鉴定 
中图分类号 TS254.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0141-07 

蓝点马鲛(Scomberomorus niphonius)，俗称鲅鱼，

具有鱼刺少、味道鲜美、营养丰富等特点，是北方沿

海地区常见的食用鱼类。咸干鲅鱼是以鲜(冻)鲅鱼肉

为主要原料，采用食盐腌制和干燥工艺加工而成的典

型咸干鱼制品，也是我国沿海地区最具代表性的传统

水产制品。咸干鲅鱼具有风味独特、易于贮藏的特点，

但目前加工方式仍以手工作坊式加工和自然晾晒为

主，产品存在含盐量高、风味不稳定等问题。目前我

国对传统咸干鱼制品的研究还缺乏系统性，尤其是

针对咸干鲅鱼的研究还非常少。 
为了了解市售咸干鲅鱼产品的品质情况，本研究

采集了 7 种不同产地的咸干鲅鱼产品，通过感官评价

筛选出青岛产一卤鲜咸干鲅鱼作为代表性研究对象，

对品质相关的理化指标进行了检测分析。另外，由于

优势菌对干腌水产品发酵过程及风味的形成具有重

要的作用(吴海燕等，2010)，本研究还对咸干鲅鱼中

的优势菌进行了分离纯化和种类鉴定，并对菌株的基

本生理生化性质进行了研究，以期为咸干鲅鱼的现代

化加工和质量控制提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

从烟台、威海、青岛、日照、连云港、温州、      
大连 7 个地区分别采集咸干鲅鱼样品，分别编号为

1~7。样品体长为 25~30 cm，质量为 250~300 g。 
Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒 (生工生

物 工 程 上 海股 份 有 限 公司 ) ； 组 胺测 定 试 剂 盒 
(Kikkoman 公司，日本)；革兰氏染色试剂盒 (日水

制药公司，日本)。 

abc
图章
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MRS 培养基、MRS 肉汤、RBA 培养基、PCA 培

养基、营养肉汤培养基、营养琼脂培养基(青岛高科

园海博生物技术有限公司)；AgNO3、K2CrO4、三氯

乙酸、MgO、硫代巴比妥酸、三氯甲烷、FeCl2、

K4Fe(CN)6·3H2O、乙酸锌、对氨基苯磺酸、溴甲酚紫

均为分析纯(国药集团化学试剂有限公司)；甲醇为色

谱纯(天津博迪化工股份有限公司)。 

1.2  主要仪器 

Kjeltec 8400 型全自动凯氏定氮仪(FOSS 有限公

司，瑞士)；7200 型可见分光光度计(UNIC 公司，    
德国)；IKA-TI8 型高速分散机(IKA 有限公司，德国)；
台式高速冷冻离心机(上海力申科学仪器有限公司)；
Fluo ViewTM FV1000 型激光共聚焦显微镜(Olympus
公司，日本)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  感官评价    将 7 份样品分别清洗干净并浸

泡脱盐后，在蒸锅上蒸 15 min。由 15 名经过培训的

感官评价人员按照表 1 综合组织状态、色泽、气味、

滋味、咀嚼度 5 个方面进行评分。 
1.3.2  理化指标测定方法    参照 GB 5009.44-2016
《食品安全国家标准 食品中氯化物的测定》(2016)，
采用银量法测定 NaCl 含量；参照 GB 5009.3-2016《食

品安全国家标准 食品中水分的测定》(2016)，采用

直接干燥法测定水分含量；参照 GB 5009.33-2016《食

品安全国家标准 食品中亚硝酸盐与硝酸盐的测定》

(2016)，采用分光光度法测定 NaNO2 含量；参照 GB 
5009.228- 2016《食品安全国家标准 食品中挥发性盐

基氮的测定》(2016)，采用自动凯氏定氮仪法测定

TVB-N 含量。 
 

表 1  咸干鱼感官评分标准 
Tab.1  Sensory evaluation standard for dried salted S. niphonius 

评分标准 Evaluation standard 分值 
Score 组织状态 Texture 色泽 Color 气味 Smell 滋味 Taste 咀嚼度 Chewiness
76~100 组织均匀紧实，保持

咸鱼原有形态 
肉色正常，靠近表皮

边缘肌肉呈粉红色 
有咸鱼特有香气 咸度适中，有咸鱼特

有厚味感，鲜味足 
肉质有弹性和嚼劲 

51~75 组织较紧实 肉色正常，有轻微褐

变 
较清香，无异味 偏咸或偏淡、厚味感

较好 
有弹性，咀嚼度一般

26~50 组织稍微不完整，

质地柔软 
肉色较差，无光泽 清香味较淡，有腥味 很咸或很淡，厚味感

和回味感弱 
咀嚼度差，有碎肉感

1~25 组织质地不均匀，

糜烂 
褐变严重或颜色发白 腥臭味严重 很咸或很淡，无鲜味

和回味感 
肉质松散，有明显碎

肉感 

 
TBARS 值的测定参照刘昌华(2012)的方法，并略

作修改。取 5 g 鱼肉切碎，加 10% TCA 溶液 45 ml，
匀浆后静置 1 h，2000 r/min 离心 10 min，过滤，用

H2O2 定容至 50 ml。取 2 ml 滤液加 0.02 mol/L 的 TBA
溶液 2 ml，在沸水浴中反应 20 min，冷却后用分光光

度计测定 532 nm 处的吸光值。 
1.3.3  微生物计数与分离纯化    参照贺林娟(2013)
的方法，并略作修改。无菌条件下取咸干鱼样品 25 g，
剪碎后加入装有 225 ml 无菌生理盐水和玻璃珠的锥

形瓶中，振摇充分得到样品原液。用无菌生理盐水将

样品原液按 1：10 的比例进行梯度稀释。采用平板涂

布法，将各稀释液分别接种于 PCA、MRS 和 RBA 固

体培养基中，分别按照 GB 4789.2-2016(2016)、    
GB 4789.35- 2016(2016)、GB 4789.15-2016(2016)进行

菌落总数、乳酸菌菌落数、霉菌及酵母菌菌落数测定。 
从 PCA、MRS 和 RBA 平板上挑取优势菌落于相

应分离培养基上划线分离，30℃培养 48 h，重复   
2~3 次获得纯的单菌落。 
1.3.4  生理生化实验    参照《常见细菌系统鉴定手

册》(东秀珠等, 2001)、《乳酸细菌分类鉴定及实验方

法》(凌代文等 , 1999)以及相关文献(卢晓莉 , 2007;  
朱雯娟, 2015)对纯化的菌株进行革兰氏染色、过氧化

氢酶、葡萄糖产酸产气、耐盐性等生理生化实验。 
1.3.5  优势菌株的种类鉴定    将纯化后的菌株接

种于相应的种子培养基，30℃条件下 200 r/min 振荡

培养 24 h，离心收集菌体，采用 DNA 抽提试剂盒提取

DNA。将提取出的 DNA 样品交由生工生物工程上海股

份有限公司进行后续的 PCR 扩增及 16S rDNA 测序。 
测序结果在 NCBI 数据库中进行 BLAST 同源性

检索和比对分析，从 GenBank 中调取与其同源性较

高的相似序列，使用 MEGA 7.0 进行序列比对，比对

结果用邻接法(Neighbor-joining method)构建系统发
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育树，通过自举分析检测置信度 (1000 次重复 )    
(姚学良等，2015)。 

2  结果与分析 

2.1  咸干鲅鱼感官评价结果 

不同产地咸干鲅鱼产品的感官评价结果如图 1
所示。从气味方面来看，1、3 号样品清香纯正，有

咸干鱼特有风味，2、4 号气味稍淡，7 号氧化味重。

在口感方面，3 号样品咸淡适中，评分最高，其他样

品均偏咸，得分较低，且差别不大。另外，3 号样品

组织状态、咀嚼度两项指标对应的评分也较高。因此，

选择 3 号样品即青岛产咸干鲅鱼作为后续研究的实

验对象。 

 
 

图 1  不同产地咸干鲅鱼感官评价结果 
Fig.1  Sensory scores of seven dried salted S. niphonius 

注：1~7 号样品分别为产自烟台、威海、青岛、日照、 
连云港、温州、大连 7 个地区的咸干鲅鱼 

Note: Sample 1~7 represents dried salted spanish mackerel 
products collected from Yantai, Weihai, Qingdao, Rizhao, 

Lianyungang, Wenzhou, and Dalian 
 

2.2  咸干鲅鱼理化指标检测结果 

青岛一卤鲜咸干鲅鱼理化指标的测定结果如表 2
所示。样品水分含量为 54.4%，属于半干水产品。GB/T 
30894-2014《咸鱼》 (2014)中规定 NaCl 含量应在

3%~11%的范围内，检测样品的 NaCl 含量为 3.10%，

属于低盐咸鱼。NaNO2 含量为 5.07 mg/kg，大幅低于

GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用

标准》(2014)中所规定的腌腊肉制品中 NaNO2 (以
NaNO2 或 KNO2 计)≤30 mg/kg 的限量要求，因此传

统咸干鲅鱼 NaNO2 超标的风险相对较小。TVB-N 是

指动物性食品由于酶和微生物的作用使蛋白质分解

而产生的氨以及胺类等碱性含氮物质，常用来表征样

品的新鲜度。样品中 TVB-N 含量高达 40.12 mg/100 g，
而 GB 2733-2015《食品安全国家标准 鲜、冻动物性

水产品》(2015)中规定鲜、冻海水鱼中的 TVB-N 含

量不应超过 30 mg/100 g，这说明咸干鲅鱼产品相较

于鲜、冻鲅鱼原料蛋白质降解程度较大，而这可能与

发酵过程有关。脂肪氧化酸败是冻藏过程中水产品发

生品质劣变的主要原因之一，利用硫代巴比妥酸与丙

二醛反应生成粉红色物质测定 TBARS 值，可以准确

反映脂质氧化程度(曹荣等, 2016)。Ersoy 等(2008)认
为鲜、冻水产品的 TBARS 值≤8.0 mg/kg 时适宜人类

食用，咸干鲅鱼的 TBARS 值为 10.0 mg/kg，略高于

8.0 mg/kg 的推荐标准，这与样品水分含量低有关，且

尚未对产品的感官品质造成明显影响。 
 

表 2  咸干鲅鱼的基本理化指标 
Tab. 2  The basic physicochemical properties of dried  

salted S. niphonius 

指标 Index 含量 Content 
水分 Moisture (%) 54.40 
NaCl (%) 3.10 
NaNO2 (mg/kg) 5.07 
TVB-N (mg/100 g) 40.12 
TBARS (mg/kg) 10.00 

 

2.3  咸干鲅鱼菌落计数结果 

由各计数平板得知咸干鱼样品中菌落总数为

1.68×105 CFU/g，乳酸菌菌落数为 1.06×105 CFU/g，
霉菌及酵母菌落数为 4.7×104 CFU/g。腌干鱼样品中

的微生物以细菌菌相为主，霉菌及酵母菌相对较少。

咸干鲅鱼的腌渍和干燥工艺使得产品渗透压升高而

水分活度降低，从而抑制了部分微生物的生长。另外，

咸干鲅鱼产品多采用低温保藏，微生物生长也受到了

一定的影响。 

2.4  典型菌株的生理生化特性 

咸干鲅鱼的品质形成过程主要是微生物发酵的

结果。从计数平板上筛选到 10 株典型菌落，分别编

号为 X1~X10，其生理生化特征如表 3 所示。1955 年

芬兰科学家 Niinivaara 提出理想的发酵菌株应具有革

兰氏阳性、过氧化氢酶试验阳性、快速产酸、不产气、

耐盐性、不产生物胺以及能抑制大肠杆菌(Escherichia 
coli)和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)等生理

特征(Ijong et al, 1996; 刘成江等 , 2009; 李凤彩等 , 
2002)。在所筛选到的 10 株菌中，X2、X4、X5、X9 为

革兰氏阴性菌，其余 6 株为革兰氏阳性菌，该 6 株细菌

均具有抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的活性(表 4)，
其中仅 X1 符合上述发酵微生物的标准。因此，综合判

断菌株 X1 可能是咸干鲅鱼发酵过程中的主导菌株。 
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表 3  典型菌株的生理生化特征 
Tab.3  The physiological and biochemical properties of dominant bacteria strains 

菌株 Strain 项目 
Items X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 

菌落颜色 Colony colour 乳白色 淡黄色 淡黄色 淡黄色 半透明 灰白色 淡黄色 灰白色 红色 灰白色

菌体形态 Morphology 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 球形 杆状 杆状 短杆状 球形 
革兰氏染色 Gram staining G+ G– G+ G– G– G+ G+ G+ G– G+ 
过氧化氢酶 Catalase + + + + + – + + + – 

葡萄糖产酸 
Acid production of glucose 

++ + – + + + + + + + 

葡萄糖产气 
Gas production of glucose 

– + – – + – – – – – 

5% NaCl 生长 
Growth at 5% NaCl 

+ + – + + – + – + + 

产组胺 
Production of histamine 

– + + + + – + + + + 

 “+”表示阳性反应，“–”表示阴性反应 
 “+” represented positive reaction; “–” represented negative reaction 
 

表 4  典型革兰氏阳性菌菌株的抑菌活性 
Tab.4  The antibacterial activities of typical  

Gram-positive bacteria strains 
菌株 
Strain 

大肠杆菌 
E. coli 

金黄色葡萄球菌 
S. aureus 

X1 ++ +++ 
X3 ++ + 
X6 ++ ++ 
X7 +++ ++ 
X8 +++ +++ 

X10 + + 

注: “+”越多表示抑菌活性越强 
Note: The more “+” represents stronger inhibition activity 
 

2.5  优势菌株的种类鉴定结果 

菌株 X1、X2、X3、X4 分别占菌落总数的 21%、

14%、11%、10%，在数量上占有优势。将菌株 X1~X4
的 16S rDNA 序列分别与 GenBank 中的已知序列进行

比对，并利用 MEGA 7.0 进行系统发育树的构建，结

果见图 2。 
根据同源性分析，菌株 X1 与 Lactobacillus sakei 

strain YY1(KM267631.1)的遗传距离最近，二者的同

源性为 100%，因此可以确定 X1 为乳酸杆菌属

(Lactobacillus)的清酒乳杆菌；菌株 X2 与 X4 为同一

类群，属于肠杆菌属(Enterobacter)中的两个种，X2
和 X4 分别与产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes)、香

坊肠杆菌(Enterobacter xiangfangensis)的亲缘关系最

为密切；菌株 X3 属于短小芽孢杆菌属(Lysinibacillus) 

并与长赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus macrolides)的
亲缘关系最近。 

由此，咸干鲅鱼中的优势菌株主要集中在乳杆菌

科(Lactobacillaceae)、肠杆菌科(Enterobacteriaceae)以
及芽孢杆菌科(Bacillaceae)。Huss 等(1990)提出当水

分活度为 0.98~0.93、盐度为 3.5~10 时，食品及其原

料中的优势微生物为乳酸杆菌科、肠杆菌科、芽孢杆

菌科、小球菌科(Micrococcaceae)以及霉菌。而近年

来国内外学者先后对鱼酢、腊鱼等鱼制品进行菌相分

析，结果均表明乳酸菌、微球菌、葡萄球菌为发酵优

势菌群，影响着鱼制品的风味，并将筛选菌种成功应

用于鱼制品，缩短生产周期(杨锡洪等, 2009; Anihouvi 
et al, 2007)。曾令彬等(2007)的研究表明，腊鱼制品

腌制过程中微生物菌群与风味物质的形成密切相关，

腌腊鱼制品的优势菌为乳酸菌。Paludan-Müller 等

(2002)也提出乳酸菌是肉制品发酵过程中的优势微生

物，并能促进发酵鱼肉类制品的风味形成。Rantsiou
等(2005)从自然发酵香肠中分离到 358 株乳酸菌，其

中以弯曲乳杆菌(Lactobacillus crispatus)、植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)和清酒乳杆菌为主。Bonomo
等(2008)从意大利南部的传统发酵香肠中分离乳酸菌,
其中清酒乳杆菌是优势菌(67%)，其次是戊糖片球菌

(Pediococcus pentosaceus) (16%)。本研究结果与上述

研究结论基本一致。 

3  结论 

咸干鲅鱼属于半干低盐咸干鱼制品，NaNO2 含量 
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图 2  基于 16S rDNA 的优势菌株 X1~X4 基因序列的系统发育树 
Fig.2  Phylogenetic tree of strain X1~X4 on the basis of 16S rDNA sequence 
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在食品安全标准规定的范围内，样品的 TVB-N 含量

偏高，这可能与原料新鲜度以及发酵过程中蛋白质降

解有关，TBARS 值为 10.00 mg/kg，脂质氧化程度在

感官可接受的范围内。咸干鱼样品中的微生物以细菌

为主，清酒乳杆菌、产气肠杆菌、长赖氨酸芽孢杆

菌和香坊肠杆菌比例相对较高。结合生理生化特征，

清酒乳杆菌可能是传统咸干鲅鱼发酵过程中的优势

菌株。 
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Analysis of Quality Characteristics and Dominant Strains  
of Bacteria in Dried Salted Spanish Mackerel 

WANG Ruidi, LIU Shengnan, WANG Yu, ZHAO Yanning, XUE Yong①
 

(Laboratory of Food Science and Human Health, Food Science and Engineering College,  
Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    To better understand the quality characteristics of traditional dried salted Spanish 
mackerel, the dried salted Spanish mackerel product with the best organoleptic qualities among seven 
commercial products was chosen, and then its basic physical and chemical characteristics were analyzed, 
including its salt content, nitrite content, total volatile basic nitrogen (T-VBN) content, thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) value, and so on. Furthermore, the dominant strains of bacteria, which have 
important impacts on the fermentation process and flavor formation, were isolated, purified, and identified 
from the dried salted Spanish mackerel product. The physiological and biochemical characteristics of 
these dominant bacterial strains were also studied in detail. The results showed that the water content of 
the traditional dried salted Spanish mackerel was 54.40%, and the salt content was 3.1%，which means 
that the analyzed product can be classified as a semi-dry and low-salt product. The nitrite content was 
5.07 mg/kg, so the sample met relevant food safety standards. The TVB-N content of the dried salted fish 
product was 40.12 mg/100 g, which exceeds the TVB-N content limit of common fresh and frozen marine 
fish (30.00 mg/100 g), so these results indicated that the degree of protein degradation during 
fermentation was significant. The TBARS value was 10.00 mg/kg, which is slightly higher than the 
recommended standard (8.00 mg/kg); however, the degree of lipid oxidation in the sample was within the 
range of sensory acceptability because of its low moisture content. In addition, according to the results of 
plate counts of bacterial colonies, bacteria were inferred to be the dominant microorganisms in the 
traditional dried salted Spanish mackerel rather than yeasts or molds. On the basis of analyses of 16S 
rDNA sequences, the dominant strains of bacteria in the product were identified as Lactobacillus sakei, 
Enterobacter aerogenes, Lysinibacillus macroides, and Enterobacter xiangfangensis. Among these, 
Lactobacillus sakei was further identified as possessing the typical characteristics of a fermentative 
species, and thus probably plays a major role in the fermentation of dried salted Spanish mackerel. 
Key words    Dried salted fish; Sensory evaluation; Quality characteristics; Bacterial species 
identification 
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利用虾壳清洁化生产不同脱乙酰度壳寡糖 
及其抗 TMV 效果研究* 

朱  琳  付晓丹  李  丽  韩振莲  牟海津① 
(中国海洋大学食品科学与工程学院  青岛  266003) 

摘要    壳寡糖的传统生产工艺是采用 HCl 和 NaOH 处理甲壳类制备壳聚糖，再酶解获得壳寡糖，

生产过程中含高浓度 Cl–和 Na+的废水对环境造成严重污染。本研究采用 H3PO4 和 KOH 为反应溶液

建立壳聚糖的绿色生产工艺，并制得不同脱乙酰度的壳寡糖，探究了不同脱乙酰度壳寡糖抗烟草花

叶病毒(TMV)的效果。结果显示，通过该生产工艺制得壳寡糖的脱乙酰度分别为 63.79%、72.12%、

79.34%和 88.15%，分子量均为 1500 Da 左右。脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导植株对

TMV 产生抗病性，表现出对 TMV 进行体外钝化、抑制 TMV 在寄主内的复制和提高植物体内过氧

化氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶的活性。 
关键词    清洁化生产；壳寡糖；脱乙酰度；烟草花叶病毒 
中图分类号 S945.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0148-07 

虾壳是凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)加工

过程中的副产物，大部分虾壳被填埋处理，造成了资

源的浪费。凡纳滨对虾虾壳可作为生产壳聚糖的原料

(Al Sagheer et al, 2009)。目前，工业中以虾壳为原料

采用 HCl 和 NaOH 制备壳聚糖，生产过程产生的废

水中含有高浓度的 Cl–和 Na+，回收价值低，造成资

源浪费和环境污染。随着科学技术的发展和生态文明

建设的要求，人们对减少环境污染的需求越来越高，

因此，壳聚糖的清洁化生产及虾壳的高值化利用成为

亟待解决的问题。 
壳寡糖(Chitooligosaccharides)是壳聚糖降解后的

产物，具有促进种子萌发、幼苗生长和提高植物抗病

性等功能(袁建平等, 2011; 张洪艳等, 2011)。壳寡糖

的生物活性与脱乙酰度和分子量密切相关(Das et al,  

2015)。目前，关于壳寡糖分子量对生物活性的影响

已经进行了大量的研究(扈学文等, 2007)，然而，壳

寡糖脱乙酰度与其生物活性之间的关系却鲜有报道。 
本文以凡纳滨对虾虾壳为原料，研究了不同脱乙

酰度壳寡糖的绿色生产工艺，并探究了壳寡糖脱乙酰

度对烟草花叶病毒(Tobacco mosaic virus, TMV)的影

响，期望为实现凡纳滨对虾虾壳资源的高值化绿色应

用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验原料：凡纳滨对虾虾壳。供试植物：烤烟

MSK326 品种，由国家农作物种质资源平台烟草种质资 

abc
图章
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源子平台(National Infrastructure for Crop Germplasm 
Resources (Tobacco, Qingdao))提供，其保存单位为中

国海洋大学食品科学与工程学院。供试毒源：烟草花

叶病毒(TMV)，由中国农业科学院烟草研究所提供。 

1.2  实验方法 

1.2.1  甲壳素的制备    预处理：将凡纳滨对虾虾壳

洗净、烘干和粉碎后，过 100 目网筛。 
脱盐：称取一定量虾壳，按物料比 1∶6，加入

3% H3PO4，室温搅拌 30 min，沉淀用水洗至中性，

烘干，测定样品中灰分含量，计算脱盐率。 
脱蛋白：脱盐后的产物按物料比 1∶6，加入 3% 

KOH，70℃搅拌 30 min，沉淀用水洗至中性，烘干，

测定上清液中蛋白质含量，计算脱蛋白率。 
1.2.2  不同脱乙酰度壳聚糖和壳寡糖的制备    不同

脱乙酰度壳聚糖的制备：称取一定质量的甲壳素，置

于聚四氟乙烯坩埚中，按物料比 1∶15，加入 45% 
KOH 溶液，微波功率为 600 W，分别反应 6、7、8 和

8.5 min，反应结束后，沉淀水洗至中性，溶于 2% 
HAC，4800 r/min 离心 15 min，将上清液 pH 调至中

性，析出的沉淀即为壳聚糖。烘干后，采用双突跃电

位法测定壳聚糖脱乙酰度(贾之慎等, 2001)。 
壳寡糖的制备：壳聚糖浓度 2%，加入 1% H2O2，

170 r/min 水浴摇床中 50℃反应 6 h，反应结束后，用

1 mol/L KOH 调节反应液 pH 至中性，于 4800 r/min
离心 15 min，上清液旋蒸浓缩、冻干。采用高效液相

色谱法测定壳寡糖分子量，色谱柱：TSK-Gel G4000 
PWXL，柱温为 25℃，流速为 0.4 ml/min; 流动相：

0.1 mol/L NaNO3+0.01 mol/L NaH2PO4 缓 冲 溶 液

(pH=7.0)；进样体积为 20 μl。 
1.2.3  脱盐率和脱蛋白率的计算    脱盐率计算公

式如下： 
( ) ( )(%) 100O P

O

A O A P
A O

  
 


脱盐率  

式中，AO 为原始样品中的灰分含量(g/g)，AP 为

脱盐处理后样品中的灰分含量(g/g)，O 和 P 分别为原

始样品和磷酸处理后样品的干重(g)。 
脱蛋白率计算公式如下： 

(%) 100S

R

P
P

 脱蛋白率  

式中，PR 为原始样品中的蛋白质含量(g)，PS 为

脱蛋白处理后上清液中的蛋白质含量(g)。 
1.2.4  不同脱乙酰度壳寡糖抗 TMV 效果分析 
1.2.4.1  壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用    将带有

TMV 的烟草叶片中按 1∶40 加入磷酸盐缓冲溶液

(pH=7.2)进行研磨，10000 r/min 离心 5 min 后，取上

清液与浓度为 100 μg/ml 不同脱乙酰度壳寡糖溶液

(COS1、COS2、COS3 和 COS4)按 1∶1 进行混合，

置于 25℃水浴中反应 30 min，接种于 MSK326 烟草

叶片上，每株接种 3 片，重复 3 次，待植株呈病症后，

取病叶进行 Evans blue 染色(刘楠等, 2011; Singh et al, 
2014)，观察病斑情况。 
1.2.4.2  壳寡糖对病毒复制作用的影响     选用长

势均一、3~4 片真叶期的普通烟苗供试。采用叶圆片

法测定壳寡糖对病毒在寄主内复制作用的影响   
(申莉莉等, 2007)，将 TMV 接种于健康烟草 MSK326
上 6 h 后，取直径为 12 mm 的圆片叶，分别在蒸馏水

和浓度为 50 μg/ml 不同脱乙酰度壳寡糖溶液(COS1、
COS2、COS3 和 COS4)中进行漂浮处理 48 h，再将圆

片洗净、研磨，10000 r/min 离心 5 min，然后接种于

MSK326 烟草叶片上，每株接种 3 片，重复 3 次，待

植株呈病症后，取病叶进行 Evans blue 染色，观察病

斑情况。 
1.2.4.3  壳寡糖对烟草防御酶的影响    选用 3~4片

真叶期、长势均一的普通健康烟苗，用 50 μg/ml 不同

脱乙酰度壳寡糖溶液(COS1、COS2、COS3 和 COS4)
和蒸馏水(CT)叶面喷雾诱导供试烟苗的下部第 2 片

真叶，每组重复 3 次，壳寡糖诱导 24 h 后，采收处

理叶的上位叶，装入自封袋中，–80℃冰箱中保存。

参照文献中的方法测定过氧化氢酶 (CAT)(张志良 , 
2003)、过氧化物酶(POD)(高俊凤, 2000)、多酚氧化酶

(PPO)(谭兴杰等, 1984)和苯丙氨酸解氨酶(PAL)(薛应龙, 
1985)的活性。在处理叶的上位叶片，采用常规汁液

摩擦接种法接种 TMV，观察烟草植株的病症表现。 

1.3  数据统计与分析 

采用 Microsoft Excel 2010 和 SPSS 软件进行数据

统计与分析，组间差异的判定选用 t-检验方法，P<0.05
表示有显著性差异，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果 

2.1  不同脱乙酰壳寡糖的制备 

以凡纳滨对虾虾壳为原料，采用H3PO4和KOH制

备甲壳素，测得其脱盐率和脱蛋白率分别为(94.04 
±0.52)%和(85.65±1.06)%，达到工业级甲壳素的标准。

甲壳素与45% KOH混合后，于微波功率600 W条件

下，反应6、7、8和8.5 min后，制得脱乙酰度分别为

63.79%、72.12%、79.34%和88.15%的壳聚糖，对其

氧化降解后，通过高效液相色谱法测得壳寡糖分子量
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分别为1502、1515、1523和1509 Da。因此，COS1、
COS2 、 COS3 和 COS4 分 别 为 脱 乙 酰 度 63.79% 、

72.12%、79.34%和88.15%，分子量为1500 Da左右的

壳寡糖。 

2.2  普通烟草抗病性表现 

用不同脱乙酰度的壳寡糖喷施烟草叶片后接种

TMV，观察普通烟的症状。结果显示，空白组(蒸馏

水诱导)植株在接种 5 d 时出现轻花叶，接种 9 d 后出

现重花叶，并且植株矮小，叶片狭窄，生长缓慢。不

同脱乙酰度壳寡糖诱导后的植株病症表现不同，

COS1 诱导后病症出现时间和程度与空白组没有明显

区别；COS2、COS3 和 COS4 诱导后植株在接种 7 d
时出现轻花叶，接种 13 d 后出现重花叶，其中，COS3
和 COS4 诱导后的植株患病程度最轻，说明这 2 种脱

乙酰度的壳寡糖诱导烟草产生抗病性的效果最好。 

2.3  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用 

不同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 进行体外处理接

种 MSK326 烟草后 Evans blue 染色结果如图 1 所示，

TMV 经壳寡糖处理后病叶中蓝色染色区域较空白处

理组小，随着壳寡糖脱乙酰度的升高，病叶中蓝色染

色区域随之减少，说明经壳寡糖处理能减轻烟草感染

TMV 的程度，并且不同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 的

体外钝化程度不同，COS4 对 TMV 的体外钝化作用

最好。 

2.4  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制作用的影响 

不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制的作用结果如

图 2 所示，COS1 和 COS2 处理后的烟草叶与空白组

病叶中蓝色染色区域没有显著差异，说明 COS1 和

COS2 对 TMV 在寄主内的复制没有影响；而当 COS3
和 COS4 处理后病叶中蓝色染色区域较空白组小，说

明 COS3 和 COS4 能抑制 TMV 在寄主内的复制作用。 

2.5  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草防御酶的影响 

不同脱乙酰度壳寡糖对烟草诱导 24 h 后烟草叶

片中过氧化氢酶活性结果如图 3 所示。COS1 诱导烟

草后，烟草叶片中过氧化氢酶活性低于空白对照组

(蒸馏水处理)；COS2 诱导后，叶片中过氧化氢酶活

性略高于空白对照组，但二者之间没有显著性差异。

当壳寡糖脱乙酰度大于 72.12%时，诱导烟草后过氧 
 

 
 

图 1  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化的作用 
Fig.1  The effects on inactivating TMV in vitro by induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

空白为蒸馏水处理后的叶片 
The blank refers to the leave treated with distilled water 

 

 
 

图 2  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 复制作用的影响 
Fig.2  The effects on multiplication of TMV by induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

空白为蒸馏水处理后的叶片 
The blank refers to the leave treated with distilled water 
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图 3  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
过氧化氢酶活性的影响 

Fig.3  The effects on activity of CAT in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

*为差异显著(P<0.05)；**为差异极显著(P<0.01)；下同  
* indicates significant difference (P<0.05); ** indicates 

highly significant difference (P<0.01). The same as below 
 

化氢酶活性均高于空白对照组，并且 COS3 诱导烟草

后过氧化氢酶活性最高。以上结果表明，COS3 和

COS4 诱导烟草后能提高过氧化氢酶活性，而 COS3
诱导后过氧化氢酶活性最高(P<0.01)。 

由图 4 可以看出，COS3 和 COS4 诱导烟草后，

烟草叶片中过氧化物酶活性均高于其他处理组，

COS4 处理烟草后过氧化物酶活性最高。COS1 诱导

烟草后，过氧化物酶活性低于空白处理组，而 COS2
处理组的过氧化物酶活性与空白处理组没有显著性

差异。以上结果表明，COS3 和 COS4 诱导烟草能显

著提高叶片中过氧化物酶的活性(P<0.05)。 
 

 
 

图 4  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
过氧化物酶活性的影响 

Fig.4  The effects on activity of POD in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 
由图 5 可知，COS1 和 COS2 处理组中多酚氧化

酶的活性均低于空白对照组，而 COS3 和 COS4 处理

组的多酚氧化酶活性均高于空白对照组，并且 COS4
诱导烟草后叶片中的多酚氧化酶活性显著高于空白

对照组。以上结果表明，COS4 诱导烟草能显著提高

叶片中多酚氧化酶的活性(P<0.01)。 
从图 6 可以看出，不同脱乙酰度壳寡糖诱导烟草

后，COS1 和 COS2 处理组中苯丙氨酸解氨酶活性虽

略高于空白对照组，但与空白对照组之间没有显著性

差异。而 COS3 和 COS4 处理组中苯丙氨酸解氨酶的

活性均低于空白对照组，这说明壳寡糖脱乙酰度与苯

丙氨酸解氨酶活性可能不存在相关性。 
 

 
 

图 5  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
多酚氧化酶活性的影响 

Fig.5  The effects on activity of PPO in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 

 
 

图 6  不同脱乙酰度壳寡糖诱导对烟草叶片中 
苯丙氨酸解氨酶活性的影响 

Fig.6  The effects on activity of PAL in tabacco leaves by 
induction of chitooligosaccharides with different DDAs 

 

3  讨论与结论 

3.1  壳寡糖的清洁化生产 

凡纳滨对虾是目前世界养殖产量最高的三大虾

种之一(李晓丽等, 2017)。虾壳中的甲壳素与蛋白质

交错形成网状结构，在交错的网络中还含有以钙盐为

主的矿物盐沉淀(Saito et al, 2000)。蛋白质和钙盐的

存在会降低甲壳素的生物活性，需要通过脱盐和脱蛋

白途径制得纯度较高的甲壳素。已有研究表明，采用
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0.5~1.5 mol/L HCl 和 1~5 mol/L NaOH 处理虾壳，脱

盐率达到 90%以上(Younes et al, 2015)，而脱蛋白率

可达到 80%以上(Hdde et al, 2006)。目前，工业制备

壳聚糖主要为传统加热法，将甲壳素与 45%~60% 
NaOH 混合后，于 105~130℃下加热反应 60~180 min 
(Viarsagh et al, 2010; Yen et al, 2009)。以上生产过程

虽然能制得达到工业级标准的壳聚糖，但 HCl 和

NaOH 的添加使生产废水中含有大量的氯元素和钠

元素，易导致土壤钠质化(李小刚等, 2004)，影响作

物生长。本研究选用 H3PO4 和 KOH 分别对虾壳进行

脱盐、脱蛋白和脱乙酰处理，其脱盐和脱蛋白效果与

传统化学法效果一致。而且与传统化学方法相比，采

用 H3PO4 和 KOH 处理虾壳，生产过程中产生的废水

含有植物生长需要的 N、P 和 K 元素，该废水可回收

后作为肥料应用于农业生产中，减少生产过程中产生

的环境污染。此外，采用 H2O2 氧化降解壳聚糖，降

解产物为壳寡糖、氧气和水，对环境无污染。可见，

本研究不同脱乙酰度壳寡糖制备方法实现了壳聚糖

的清洁化生产和凡纳滨对虾虾壳的高值化利用。 

3.2  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草抗 TMV 的影响 

壳寡糖作为自然界唯一的阳离子寡糖，可作为饲

料添加剂和植物诱抗剂应用于动植物生长过程中 
(蔡胜昌等, 2015; 张洪艳等, 2011)。脱乙酰度是影响

壳寡糖生物活性的因素之一，目前，已有研究报道，

壳寡糖的脱乙酰度改变对种子萌发(Lan et al, 2016)
和植物生长(刘启顺等, 2012)等生理过程有一定的影

响。本研究表明，不同脱乙酰度的壳寡糖对烟草抗

TMV 的影响有所不同，脱乙酰度为 63.79%的壳寡糖

诱导植株患病程度与空白组没有明显区别，而脱乙酰

度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导后的植株具有较

好的抗病性，植株患病程度最轻。 

3.3  不同脱乙酰度壳寡糖对 TMV 体外钝化和复制

的作用 

壳寡糖对真菌类病菌具有广谱的抑制作用

(Alejandrob et al, 2008)，并且对植物病原真菌、细菌

和病毒有体外抑制作用(赵小明等, 2006)。当病毒在

植物体外受到寡糖抑制时，一定程度上会阻碍病毒侵

入植株内，从而减轻植物患病程度。本研究表明，不

同脱乙酰度的壳寡糖对 TMV 进行体外处理，接种烟

草叶片后植株的患病程度不同，脱乙酰度为 88.15%
的壳寡糖对 TMV 的体外钝化作用最好，说明高脱乙

酰度的壳寡糖可以通过对 TMV 的体外钝化阻碍病毒

对寄主的侵染，从而减轻植株的患病程度。TMV 在

侵入植物进行复制后，将病毒运输到植物各个部位引

起系统性侵染(张微, 2010)。本研究表明，脱乙酰度

为 79.34%和 88.15%的壳寡糖能抑制 TMV 在寄主内

的复制作用，这可能是由于以上 2 种脱乙酰度的壳寡

糖抑制了病毒的复制，使病毒被限制在最初的侵染

点，从而避免植物遭受系统性侵染。 

3.4  不同脱乙酰度壳寡糖对烟草防御酶的影响 

植物体内防御酶活性的变化与其抗病性相关，如

过氧化氢酶、过氧化物酶、多酚氧化酶和苯丙氨酸解

氨酶。过氧化氢酶与植物体内活性氧清除有关，通过

影响活性氧的积累而改变植物的抗病性(宋瑞芳等 , 
2007)；过氧化物酶能有效清除植物内源性活性氧，

还能促进多酚的氧化(Kushalappa et al, 2016)；多酚氧

化酶与植物次生代谢产物的生成有密切关系(郭红莲

等, 2003)；苯丙氨酸解氨酶是苯丙烷类次生代谢途径

中的关键酶和限速酶，与木质素的生成和沉积有关，

能有效阻止病原的扩散(马俊彦等, 2007)。本研究表

明，脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱导烟草

后能提高过氧化氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶活

性。因此，脱乙酰度为 79.34%和 88.15%的壳寡糖诱

导植株产生抗病性，可能是通过对病毒的体外钝化作

用、抑制病毒在寄主内的复制和提高植物体内过氧化

氢酶、过氧化物酶和多酚氧化酶活性而实现的。植物

抗病性的产生是一个复杂的生理过程，体外钝化、病

毒复制和植物防御酶系活性的变化并不能具体说明壳

寡糖脱乙酰度与烟草抗病机理的关系，所以，还需要

从基因调控方面对植物抗病机理进行深入研究。 
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Cleaner Production of Chitooligosaccharides with Different  
Degrees of Deacetylation from Shrimp Shells and  

Their Effects on TMV Resistance 

ZHU Lin, FU Xiaodan, LI Li, HAN Zhenlian, MOU Haijin①
 

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    Shrimp shells contain a number of components, including chitin, proteins, and minerals. 
Chitooligosaccharides, derivatives of chitin, are homo- or hetero-oligomers of N-acetyl-glucosamine and 
D-glucosamine that are linked by β-1,4-glycosidic bonds. The production of chitooligosaccharides from 
shrimp shells involves demineralization, deproteinization, deacetylation, and depolymerization. The 
traditional chemical processes involved in the extraction of chitosan from shrimp shells mostly use HCl 
for the demineralization and NaOH for the deproteinization and deacetylation processes; the chitosan is 
then oxidatively degraded to chitooligosaccharide. Although these methods are highly economic and 
effective, they present several disadvantages, such as energy wastage, long processing times, and 
environmental pollution. Chitooligosaccharides have been widely used in agriculture and it has been 
proven that their degree of deacetylation (DDA) affects the physiology of the plants. However, limited 
attention has been paid to understanding the relationship between the DDA of a chitooligosaccharide and 
its effects on plant resistance to tobacco mosaic virus (TMV). In the present study, an eco-friendly method 
was established for the production of chitooligosaccharides by using H3PO4 for the demineralization and 
KOH for the deproteinization and deacetylation processes. Additionally, we studied the effects of 
chitooligosaccharides with different DDAs on the resistance to TMV. The effects of chitooligosaccharides 
with different DDAs on inactivating TMV in vitro and inhibiting its multiplication were detected by the 
Evans blue method. Changes in the activities of defensive enzymes induced by chitooligosaccharides with 
different DDAs were tested with tobacco leaves. The degrees of demineralization and deproteinization 
were 94.04%±0.52% and 85.65%±1.06%, respectively. Chitosans and chitooligosaccharides with different 
DDAs were obtained by microwave-assisted KOH metathesis and oxidative degradation. The DDAs of 
the obtained chitooligosaccharides were 63.79%, 72.12%, 79.34%, and 88.15%, and their molecular 
weights were approximately 1500 Da. The chitooligosaccharides with 79.34% and 88.15% DDAs 
improved leaf resistance to TMV by inactivating the virus in vitro, inhibiting its multiplication, and 
increasing the activities of the CAT, POD, and PPO enzymes. The liquid waste generated during the 
demineralization, deproteinization, and deacetylation processes was found to be rich in phosphorus, 
potassium, and nitrogen, the main constituents of fertilizers. The chitooligosaccharides with 79.34% and 
88.15% DDAs could thus be applied as resistance inducers. Therefore, the liquid waste and the 
chitooligosaccharides generated could be recovered and used in fertilizers, which would significantly 
decrease environmental pollution and improve the economic value of shrimp shells.  
Key words    Cleaner production; Chitooligosaccharide; Deacetylation degree; Tobacco mosaic virus 
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冻融循环对南极磷虾虾肉糜滋味成分的影响* 
潘晓炀 1,2,3  杨林莘 1,2,3  王晓燕 1,2,3  金银哲 1,2,3①  程裕东 1,2,3 

(1. 上海海洋大学食品学院  上海  201306；2. 食品热加工工程中心  上海  201306； 
3. 国家级食品科学与工程实验教学示范中心  上海  201306) 

摘要    以南极磷虾虾(Euphausia superba)肉糜为原料，通过测定南极磷虾虾肉糜在反复冷冻和解冻

过程中 ATP 及其关联产物、游离氨基酸等的变化，分析冻融循环对虾肉糜滋味成分的影响。结果

显示，随着冻融循环次数的增加，南极磷虾虾肉糜的 ATP 及其关联产物降解加剧，呈鲜味的核苷

酸含量逐渐减少，呈苦味的核苷酸含量逐渐增加。1 次冻融对应的鲜味苦味比为 3.32；2 次及以上

的冻融循环会造成鲜苦比的显著降低(P<0.05)，同时 K 值迅速增大，表明鲜度发生大幅下降；3 次

冻融循环后，K 值显著增大(P<0.05)；4 次冻融对应的 K 值为(86.88±3.58)%，南极磷虾虾肉糜已不

新鲜。冻融循环次数的增加导致游离氨基酸总含量增加，鲜味氨基酸和甜味氨基酸比例逐渐减小，

苦味氨基酸的比例逐渐增大，导致虾肉糜的滋味进一步劣化。研究表明，冻融循环次数控制在 2 次

以内，可较好地保持南极磷虾虾肉糜的滋味。 
关键词    南极磷虾；冻融循环；滋味成分；ATP 及其关联产物；游离氨基酸 
中图分类号 TS254.7   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0155-06 

南极磷虾(Euphausia superba)被认为是一种丰富

的蛋白质来源，总生物量估计为 3.79 亿 t，其可利用

生物量与人类目前捕获的其他水生生物的总生物量

相当(Atkinson et al, 2009; 聂玉晨等, 2016)。南极磷

虾作为食品进行开发利用面临一些问题，如外骨骼中

高含量的氟化物对人体健康有潜在危害；另外，磷虾

体内高活性的内源酶会引起死后的快速自溶，从而导

致腐败(Anheller et al, 1989)。Boonsumrej 等(2007)提
出捕获后的磷虾应立即进行冷冻处理，以获得更好的

品质。冷冻可以有效延缓磷虾的自溶，同时抑制微生

物作用，在磷虾加工中得到了广泛的应用。 
食品及其原料的冻融循环通常发生在零售场所、

餐馆和家庭日常消费过程中(Ali et al, 2015)。在虾和

其他水产品的冷冻贮藏过程中，脂质氧化、蛋白变性、

冰晶的升华和重结晶，是引起品质变化的主要原因

(Londahl, 1997; 曹荣等, 2016)。在解冻过程中，水产

品原料的品质会进一步劣化，这主要取决于解冻方

式、解冻速率和冻融次数(Srinivasan et al, 1998)。微

波解冻比传统解冻更快速、更均匀，对组织的破坏更

小，汁液损失更低，同时可以控制微生物的生长繁殖

(郭洁玉, 2015)，因而在食品工业和家庭消费中的应

用越来越普遍。 
反复冷冻和解冻会加速食品原料的品质劣化 

(Ali et al, 2015; 戚军, 2009)。如 Sriket 等(2007)发现

冻融循环会加剧斑节对虾(Penaeus monodon)和凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)蛋白质变性和肌纤维

abc
图章
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损伤。此外，冻融循环还会加剧对虾的脂质氧化和质

构劣化(Boonsumrej et al, 2007)。目前，关于冷冻和微

波解冻循环对南极磷虾风味影响的报道还很少。本研

究通过分析南极磷虾虾肉糜在反复冷冻和解冻过程

中 ATP 及其关联产物、游离氨基酸的变化，探究冻

融循环对南极磷虾虾肉糜滋味成分的影响，为南极磷

虾的高效加工利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

冷冻的南极磷虾虾砖(250 g/块)购于山东青岛大

康 尚 品 商 贸 有 限 公 司 ； 三 磷 酸 腺 苷 (Adenosine 
triphosphate, ATP)、二磷酸腺苷(Adenosine diphosphate, 
ADP)、腺苷酸(Adenosine monophosphate，AMP)、肌

苷酸 (Inosine monphosphate, IMP)、次黄嘌呤核苷

(Hypoxanthine riboside, HxR)和次黄嘌呤(Hypoxanthine, 
Hx)标准品以及氨基酸标准品购于美国 Sigma 公司；

甲醇、K2HPO4·3H2O、KH2PO4、NaOH、NaCl 为色

谱纯，其他试剂均为分析纯，购于国药集团化学试剂

有限公司。 

1.2  仪器与设备 

E2695 高效液相色谱仪 美国沃特世股份有限公

司；L-8800 氨基酸全自动分析仪日立(中国)有限公

司；OSR-8 微波工作站  松下电器集团有限公司；

Avanti J-26S 高效离心机 贝克曼库尔特商贸(中国)有
限公司；FSH-2 可调高速匀浆机 常州国华电器有限

公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  南极磷虾虾肉糜的制备    南极磷虾虾砖常

温条件下流水解冻 30 min，去除表面多余的水分。取

适量的南极磷虾放入研磨机中进行斩拌，每隔 1 min
斩拌 1 次，转速为 10000 r/min，共斩拌 3 min。将斩

拌后的虾肉糜填入外径 22 mm、内径 20 mm、高

15 mm 的模具中，用封口膜密封。 
1.3.2  冷冻和微波解冻处理    将样品放于–20℃冰

箱中冻藏 7 d 后取出解冻，再放入冰箱冻藏，重复    
5 次，实验周期共 35 d。样品从冰箱取出后，均在微

波工作站中解冻。微波功率设置为 150 W，解冻时通

过光纤传感器来监测样品中心温度，样品中心温度达

到(4±0.5)℃作为解冻终点。 
1.3.3  ATP 及其关联产物的分析    参考贠三月等

(2017)的方法并略作修改。准确称量 5.0 g 冻融循环

后的虾肉糜样品，加入 10% HClO4 20 ml，均质后在

4℃条件下 10000 r/min 离心 10 min，取上清液。在沉

淀中继续加入 5% HClO4 10 ml，重复上述操作。离心

后将 2 次上清液合并，用 KOH 溶液调 pH 至 5.8，定

容到 50 ml，用 0.22 μm 水相滤膜过滤后采用高效液

相色谱仪进行分析。 
高效液相色谱法的测试条件为：岛津 ODS-3 C18

柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；柱温为 30℃；流动相溶

液 A 为 KH2PO4 和 K2HPO4 混合液，溶液 B 为甲醇；

采用等梯度洗脱，流速为 1.0 ml/min；进样量为 10 μl；
检测波长为 254 nm。 
1.3.4  鲜苦比的计算    参考 Zhang 等(2018)的方

法，计算公式如下： 
鲜苦比 (鲜味核苷酸和苦味核苷酸含量之比 )= 

IMP
HxR+Hx  

式中，IMP、HxR 和 Hx 为各呈味核苷酸含量

(μmol/g)。 
1.3.5  K 值的计算    参考 Saito 等(1959)的方法，

计算公式如下： 

K 值(%)= HxR+Hx ×100
ATP+ADP+AMP+IMP+HxR+Hx  

式中，ATP、ADP、AMP、IMP、HxR 和 Hx 为

各核苷酸含量(μmol/g)。 
1.3.6  游离氨基酸的测定     参考王曜等(2014)的
方法并略作修改。准确称量 2.0 g 冻融循环后的虾肉

糜样品，加入 0.02 mol/L 的稀盐酸 20 ml，均质 5 min
后，在 4℃条件下 5000 r/min 离心 10 min，取上清液

定容至 50 ml。取 2 ml 上述溶液加入 50 ml 离心管中，

同时加入 5%的磺基水杨酸 2 ml，在 4℃条件下   
10000 r/min 离心 10 min，取上清液经 0.22 μm 水相滤

膜过滤后，进氨基酸全自动分析仪进行测定。 
1.3.7  滋味活性值 (TAV)的计算     参考乔方等

(2013)的方法，计算公式如下： 

TAV= 滋味活性物质的浓度值

该物质的味道阈值
 

1.4  数据处理 

采用 Origin 8.3 绘制图表，显著性分析采用 SPSS 
21.0，结果采用平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果与讨论 

2.1  南极磷虾虾肉糜在冻融过程中 ATP 及其关联产

物变化 

图 1 是冻融循环对南极磷虾虾肉糜 ATP 及其关

联产物的影响。ATP 的主要功能是为细胞提供能量
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(刘旭等, 2008; 汤水粉等, 2014)。水产动物死前挣扎

程度、死后贮藏温度和条件等都会影响 ATP 的降解

速度(Özogul et al, 2010)。ADP、AMP、IMP、HxR、

Hx 等都是 ATP 分解后的关联化合物。IMP 是呈鲜味

的核苷酸(Xi et al, 2016)。HxR 和 Hx 可以产生苦味。

1 次冻融对应的 AMP 和 IMP 的含量相对较高，分别

是 2.79 μmol/g 和 2.92 μmol/g。在第 2 次冻融循环后，

IMP 含量显著下降(P<0.05)，从 2.92 μmol/g 下降至

0.39 μmol/g，而 AMP 含量则增加至 3.83 μmol/g。冻

融循环 3 次后，IMP 的含量无明显变化，AMP 的含

量则显著降低(P<0.05)。HxR 的含量随冻融次数呈现

逐渐增加的趋势，在冻融循环 4 次后达到最大值

5.53 μmol/g。冻融 2 次对应的 Hx 含量有明显增加，

之后随冻融次数的增加变化不大。HxR 和 Hx 的积累

是自溶与微生物作用的结果 (Pacheco-Aguilar et al, 
2008)。 

 

 
 

图 1  冻融循环对南极磷虾虾肉糜 ATP 
及其关联产物的影响 

Fig.1  Effects of freezing and thawing cycles on nucleotide 
related compounds of minced Antarctic krill 

 

鲜苦比可表征冻融循环对南极磷虾虾肉糜滋味

的影响。由图 2 可以看出，随着冻融次数的增加，呈

苦味的核苷酸比例增大，1 次冻融对应的鲜苦比为

3.32，2 次冻融对应的鲜苦比仅为 0.16，差异极为显

著(P<0.01)。 
K 值是评价水产品新鲜度的常用指标。一般而

言，K 值越小表明水产品越新鲜(方艺达等, 2017)。刚

捕获的水产品 K 值一般不超过 10%，贮藏前期 K 值

的增加主要是酶作用下 ATP 发生降解，随后 K 值的

迅速增加则主要是微生物作用的结果(Morzel et al, 
2003)。Saito 等(1959)认为水产品 K 值<20%表明非常

新鲜，K 值<50%时可以接受，K 值>70%时表明已失

去商品价值。图 2 是冻融循环期间南极磷虾虾肉糜鲜

苦比和 K 值的变化情况。随着冻融循环次数的增加，

K 值从 12%增加到 88%，4 次冻融循环后南极磷虾已

不新鲜，这主要是 HxR 含量增加的结果。Lee 等(2016)
发现冻融循环次数的增加，加速了氧化三甲胺脱甲基

酶的释放和积累，加速了蛋白质的变性和聚集，由此

导致鱼类肌肉的品质进一步劣化。 
 

 
 

图 2  冻融循环期间南极磷虾虾肉糜鲜苦比和 K 值的变化 
Fig.2  Changes in flavor/bitter ratio and K value of minced 

Antarctic krill during freezing and thawing cycles 
 

2.2  南极磷虾虾肉糜在冻融过程中游离氨基酸含量

变化 

由表 1 可知，南极磷虾虾肉糜中共检测到 16 种

游离氨基酸，甘氨酸、丙氨酸、赖氨酸、精氨酸和脯

氨酸含量相对较高。随着冻融次数的增加，虾肉糜中

游离氨基酸的总含量逐渐增加，这与 Zhou 等(2011)
的研究结果基本一致，这可能与冻融循环期间蛋白质

持续发生降解有关(Mesias et al, 2016)。陈茜茜等

(2014)发现冻融循环次数的增加促进了牛肉蛋白质的

氧化与降解，降低了牛肉的嫩度和保水性。此外，冻

融循环期间虾肉糜中游离氨基酸主要是甜味氨基酸

和苦味氨基酸，鲜味氨基酸比例较低。随着冻融次数

的增加，甜味氨基酸比例逐渐减小，而苦味氨基酸的

比例有所增大。 
TAV 是单一的滋味活性物质的浓度与其阈值的

比值，TAV>1 时，数值越大，对滋味的贡献越大    
(乔方等, 2013)。由表 2 可知，冻融循环期间 16 种游

离氨基酸中 TAV 值>1 的氨基酸有 6 种，分别为甘氨

酸、丙氨酸、赖氨酸、组氨酸、精氨酸和脯氨酸。甘

氨酸、丙氨酸和脯氨酸是呈甜味的氨基酸，赖氨酸、

组氨酸和精氨酸是呈苦味的氨基酸(曹荣等, 2018)。
在冻融循环期间，南极磷虾虾肉糜中 3 类呈味氨基酸

的总 TAV 值大小顺序为：苦味>甜味>鲜味，说明虾

肉糜中苦味氨基酸对滋味的贡献较大。 
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表 1  冻融循环期间南极磷虾虾肉糜中游离氨基酸的含量 
Tab.1  Free amino acids contents of minced Antarctic krill during freezing and thawing cycles (mg/g) 

冻融循环次数 Freeze-thaw cycles 
氨基酸 Amino acids 

1 2 3 4 5 
天冬氨酸 Asp▽ 0.16±0.01 0.16±0.01 0.18±0.01 0.17±0.01 0.18±0.01 

苏氨酸 Thr※/○ 0.25±0.01 0.26±0.01 0.32±0.01 0.32±0.01 0.32±0.01 
丝氨酸 Ser○ 0.25±0.01 0.26±0.01 0.32±0.01 0.31±0.01 0.32±0.01 
谷氨酸 Glu▽ 0.15±0.01 0.17±0.01 0.22±0.01 0.23±0.01 0.25±0.01 
甘氨酸 Gly○ 1.61±0.09 1.70±0.08 2.17±0.02 2.12±0.07 2.18±0.04 
丙氨酸 Ala○ 0.74±0.04 0.80±0.01 1.03±0.03 1.00±0.03 1.02±0.03 
缬氨酸 Val※/▲ 0.25±0.01 0.27±0.01 0.32±0.01 0.33±0.01 0.34±0.01 

甲硫氨酸 Met※/▲ 0.19±0.01 0.20±0.01 0.23±0.01 0.24±0.01 0.26±0.01 
异亮氨酸 Ile※/▲ 0.17±0.01 0.19±0.01 0.22±0.01 0.25±0.01 0.25±0.01 

亮氨酸 Leu※/▲ 0.26±0.01 0.29±0.01 0.36±0.01 0.38±0.01 0.39±0.01 
酪氨酸 Tyr▲ 0.21±0.01 0.23±0.01 0.26±0.01 0.31±0.01 0.31±0.01 

苯丙氨酸 Phe※/▲ 0.15±0.01 0.15±0.01 0.19±0.01 0.23±0.01 0.22±0.01 
赖氨酸 Lys※/▲ 0.41±0.07 0.43±0.06 0.55±0.07 0.59±0.02 0.61±0.02 
组氨酸 His▲ 0.09±0.01 0.11±0.01 0.13±0.01 0.34±0.01 0.35±0.03 
精氨酸 Arg▲ 3.16±0.06 3.54±0.10 4.58±0.09 4.95±0.12 5.30±0.08 
脯氨酸 Pro○ 3.74±0.14 4.06±0.14 4.52±0.10 4.66±0.16 4.83±0.24 

游离氨基酸总量 Total free amino acids 11.79±0.47 12.81±0.42 15.60±0.35 16.44±0.42 17.12±0.24 
必需氨基酸总量 Total essential amino acids 1.67±0.11 1.80±0.11 2.19±0.13 2.33±0.08 2.38±0.05 
必需氨基酸比例 Percentage of essential amino acids(%) 14.14 14.07 14.04 14.19 13.90 
鲜味氨基酸比例 Percentage of umami amino acids(%) 2.65 2.56 2.46 2.49 2.50 
苦味氨基酸比例 Percentage of bitter amino acids(%) 41.46 42.24 42.36 46.31 46.83 
甜味氨基酸比例 Percentage of sweet amino acids(%) 55.89 55.20 52.56 51.20 50.66 

※为必需氨基酸；▽为呈鲜味氨基酸；▲为呈苦味氨基酸；○为呈甜味氨基酸，下同 
※ represents essential amino acids, ▽ represents umami amino acids, ▲ represents bitter amino acids, ○ represents 

sweet amino acids, the same as below 
 

 
表 2  冻融循环期间南极磷虾虾肉糜中游离氨基酸的 TAV 值 

Tab.2  Taste activity values of free amino acids in minced Antarctic krill during freezing and thawing cycles 
冻融循环次数 Freeze-thaw cycles 

氨基酸 Amino acids 
味道阈值 

Taste threshold 
(mg/100 ml) 1 2 3 4 5 

天冬氨酸 Asp▽ 100 0.16 0.16 0.18 0.17 0.18 
苏氨酸 Thr○ 260 0.10 0.10 0.12 0.12 0.12 
丝氨酸 Ser○ 150 0.17 0.17 0.21 0.21 0.21 
谷氨酸 Glu▽ 30 0.50 0.57 0.73 0.77 0.83 
甘氨酸 Gly○ 130 1.24 1.31 1.67 1.63 1.68 
丙氨酸 Ala○ 60 1.23 1.33 1.72 1.67 1.70 
缬氨酸 Val▲ 40 0.63 0.68 0.80 0.83 0.85 

甲硫氨酸 Met▲ 30 0.63 0.67 0.77 0.80 0.87 
异亮氨酸 Ile▲ 90 0.19 0.21 0.24 0.28 0.28 

亮氨酸 Leu▲ 190 0.14 0.15 0.19 0.20 0.21 
苯丙氨酸 Phe▲ 90 0.17 0.17 0.21 0.26 0.24 

赖氨酸 Lys▲ 50 0.82 0.86 1.10 1.18 1.22 
组氨酸 His▲ 20 0.45 0.55 0.65 1.70 1.75 
精氨酸 Arg▲ 50 6.32 7.08 9.16 9.90 10.60 
脯氨酸 Pro○ 300 1.25 1.35 1.51 1.55 1.61 

总鲜味氨基酸 Total umami amino acids  0.66 0.73 0.91 0.94 1.01 
总苦味氨基酸 Total bitter amino acids  9.34 10.36 13.12 15.14 16.01 
总甜味氨基酸 Total sweet amino acids  3.98 4.27 5.23 5.18 5.32 
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3  结论 

冻融循环对南极磷虾虾肉糜的滋味成分有显著

的影响。随冻融循环次数的增加，ATP 及其关联产物

降解加剧，呈鲜味的核苷酸含量逐渐减少，呈苦味的

核苷酸含量逐渐增加；甜味氨基酸比例逐渐减小，而

苦味氨基酸的比例逐渐增大。因此，在工业化生产和

家庭日常消费时，为了使南极磷虾虾肉糜保持较好的

品质，应尽可能减少冻融循环次数，一般应控制在   
2 次以内。 
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Effects of Freezing and Thawing Cycles on Taste  
Components of Minced Antarctic Krill 

PAN Xiaoyang1,2,3, YANG Linxin1,2,3, WANG Xiaoyan1,2,3, JIN Yinzhe1,2,3①
, CHENG Yudong1,2,3 

(1. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Engineering  
Research Center of Food Thermal-Processing Technology, Shanghai  201306; 3. National Experimental  

Teaching Demonstration Center for Food Science and Engineering, Shanghai  201306) 

Abstract    Antarctic krill (Euphausia superba) stocks produce large biomasses and contain useful, high-quality 
proteins. Krill protein has been suggested to be a good source of protein for humans, due to its well-balanced amino 
acid composition and high biological value. In this study, minced Antarctic krill was studied. The effects of freezing 
and thawing cycles on changes in the content of adenosine triphosphate (ATP) and related compounds and free amino 
acids in minced Antarctic krill were investigated. Changes in taste components during freezing and thawing cycles 
were also analyzed. Results showed that with increasing freezing and thawing cycle times, the degradation of ATP and 
related compounds increased rapidly, the content of umami nucleotides gradually decreased, and the content of bitter 
nucleotides gradually increased. The flavor/bitter ratio was 3.32 at the first freeze-thaw cycle, and then after two 
freeze-thaw cycles the flavor/bitter ratio decreased significantly (P < 0.05). At the same time, the K value increased 
rapidly, which indicated that the freshness had dropped sharply. After a third freeze-thaw cycle, the K value increased 
significantly (P < 0.05). The K value was (86.88±3.58)% at the fourth freeze-thaw cycle, meaning that the minced 
Antarctic krill was no longer fresh. After the fourth freeze-thaw cycle, the K value did not significantly change. The 
total content of free amino acids increased as the number of freeze-thaw cycles increased. However, the proportional 
content of umami amino acids and sweet amino acids decreased, while that of bitter amino acids gradually increased. 
The total taste activity value of bitter amino acids was the highest during the freeze-thaw cycles, which indicated that 
bitter amino acids made the greatest contribution to the resultant taste. This led to the further deterioration of the 
taste components of minced Antarctic krill. Therefore, it was concluded that the number of freeze-thaw cycles should 
be controlled to be within two to better preserve the flavor of minced Antarctic krill. 
Key words    Antarctic krill; Freezing and thawing cycles; Taste components; Adenosine triphosphate (ATP) and 
related compounds; Free amino acids 
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