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基于渔港抽样调查南海不同捕捞方式 
CPUE 比较分析* 

陶雅晋 1  易木荣 1  李  波 1  冯  波 1,2,3,4  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    本研究基于 2016 年对南海三省区的 14 个沿海主要渔港的连续 4 个季节抽样调查(共计

5256 航次，抽样总功率达到 89.2×104 kW)，以 kg∙kW1∙d1 作为 CPUE(Catch per unit effort, 单位捕

捞努力量渔获量)标准化后的单位，对南海 9 种捕捞作业类型渔船的 CPUE 进行了比较分析。结果

显示，CPUE 围网>CPUE 双拖>CPUE 刺网>CPUE 罩网>CPUE 张网>CPUE 单拖>CPUE 虾拖>CPUE 笼壶>CPUE 钓具。

不同捕捞作业类型 CPUE 随渔船功率段的变化而不同，CPUE 峰值数及其所对应的最优功率段(渔
获率最高的功率段)也有差异，单拖和虾拖渔船的 CPUE 随渔船功率的变化具有 1 个 CPUE 峰值点，

最优功率段分别为(200~250) kW(CPUE=8.6 kg∙kW1∙d1)和(150~200) kW(CPUE=5.0 kg∙kW1∙d1)；围
网、双拖、钓具和刺网渔船的 CPUE 随渔船功率的变化有 2 个 CPUE 峰值点，对应的最优功率段分

别为(200~250) kW(CPUE=47.7 kg∙kW1∙d1)、(350~400) kW(CPUE=16.8 kg∙kW1∙d1)、(50~100) 
(CPUE=2.9 kg∙kW1∙d1)和(0~50) kW(CPUE=6.9 kg∙kW1∙d1)。罩网渔船 CPUE 随功率段变化有 3 个

峰值点，最优功率段为(0~50) kW(CPUE=7.0 kg∙kW1∙d1)。不同捕捞作业类型 CPUE 季节变化表现：

围网 CPUE 均值在春季最高，单拖、双拖、罩网、钓具和笼壶在夏季最高，张网在秋季最高，刺网

和虾拖在冬季最高。 
关键词    渔港抽样调查；捕捞作业类型；CPUE；最优功率段 
中图分类号 S932   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0001-10 

南海捕捞渔船数量众多、燃油成本过高、捕捞不

合理等现象导致了渔业资源过度开发、能源利用率过

低、产能过剩等问题。近年来，南海捕捞生产重心也

逐步从追求产量转变为海洋渔业资源的可持续开发

(黄俊秀等, 2017)。CPUE(Catch per unit effort, 单位捕

捞努力量渔获量)常用于渔业资源丰度的评估(朱国平

等, 2016; 袁兴伟等, 2014)，是进行渔获率比较、渔具

差异分析和捕捞方式合理性分析的重要指标。开展对

abc
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不同捕捞方式 CPUE 的研究，是加强南海渔船管理和

制定相关政策的前提，它既是科学问题，也是应用问

题。但因不同捕捞方式 CPUE 的单位不统一，难以通

过多种渔业 CPUE 来实现整个海域渔业资源丰度的

评估，以及不同捕捞方式渔获率的比较。对此，首先

需要解决不同捕捞方式之间 CPUE 单位标准化问题。 
CPUE单位标准化首先要考虑捕捞努力量单位统

一问题。莫苑敏等(2014)研究指出，使用单船每千瓦

天(kW·d)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；联合国粮农组织

(FAO)也推荐采用渔船总吨数与时间的乘积(GT∙d、
GT∙h)或发动机功率与捕捞作业天数乘积(kW∙d)来表示

捕捞努力量(张胜茂等, 2014; Stamatopoulos, 2002)。
在确定了捕捞努力量计算方法后，国外，Ulman 等

(2016)将 kg∙kW1∙d1 作为 CPUE 统一单位，对土耳其

具有代表性的围网和拖网 2 种渔业方式的渔获率进

行统计，进而研究分析了土耳其 1967~2010 年整体渔

业资源和总捕捞努力量的变动情况。国内，王学锋等

(2008)和邹建伟等(2016a、b)将 kg∙kW1∙d1 作为渔获率

统计方法分别统计了 2008 年南海北部拖网和 2016 年

伏季休渔时期北部湾主要捕捞方式的渔获组成情况。

传统 CPUE 因受到单位不统一的限制，难以作为衡量

整个捕捞海域资源丰度的指标，目前，很多学者对南

海渔业方面的研究局限于生物多样性(李渊等, 2016)、
群落结构(王雪辉等, 2013)、声学评估(张立等, 2016)、
渔船组成(郑彤等, 2016)等方面，对南海海域不同捕

捞方式 CPUE 比较方面的研究仍是空白。 
本研究是在确定 CPUE 单位标准化表示形式

kg∙kW1∙d1 基础上，通过对 2016 年 4 个季节南海三

省区渔船生产数据的整理、计算与分析，比较了南海

9 种主要捕捞方式 CPUE 随季节和渔船功率的变化情

况。研究结果反映了南海不同捕捞方式之间渔获率及

其捕捞能力差异，以期为南海海洋捕捞结构调整与渔

业生产统计等方面提供一定的参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

广东海洋大学南海渔业资源监测与评估中心利

用广东、广西、海南三省(区)在北部湾登记作业的渔

船数据库，从中提取全部拖网渔船信息形成总体抽样

母体，然后对南海三省渔船按功率段进行分层并在各

层内随机抽取样本渔船，抽查渔船尽量包括所有作业

种类的各种功率段。调查时间为 2016 年的春、夏、秋、

冬共 4 个季节(1 年数据)，冬季调查时间：1 月 20 日

~2 月 26 日；春季调查时间：3 月 18 日~4 月 30 日；

夏季调查时间：8 月 8~31 日 (8 月 8~15 日处于休渔

期，期间主要调查钓渔船的生产数据)；秋季调查时

间：9 月 1 日~11 月 21 日。调查渔港为南海区三省的

各个主要沿海渔港(图 1)。 

1.2  调查航次与抽样功率统计 

南海渔船样本容量大，随机抽取 1%有代表性的

样本数已具有统计的可信性，抽查的渔船尽可能包括

所有捕捞类型的各功率段，以保证抽样具有足够的代

表性。本研究采用分层随机抽样法，结合抽样原理，

将不同捕捞类型的渔船功率区间分为 5 段(表 1)，再

在每一段中分别随机抽样，最后进行统计汇总分析

(甘喜萍等, 2008)。2016 年全年调查的渔船中，单拖

渔船、双拖渔船、虾拖渔船、围网渔船、罩网渔船、

刺网渔船、钓渔船、笼壶渔船以及张网船对应的调查

总航次分别为 580、335、487、545、678、1989、407、
174 和 61 航次，对应的抽样总功率分别为 81400、
120702、125341、98101、120403、282124、57439、
5613 和 986 kW。春、夏、秋、冬 4 个季节分别对应

的调查航次数据和抽样功率数据见表 2。 
调查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

渔船各个季节的销售结算单或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。 

1.3  数据处理 

将汇总的表格收集整理，并进行统计处理与分

析。首先，对录入表格的原始数据进行核查，矫正错

漏。调查时比较难得到渔船的准确功率，只有渔船号

是准确无误的，统计之前通过渔船数据库，利用渔船

号进行核对与更正，如数据库不存在的，以现场核定

主机功率为准。然后对调查数据预处理，包括计算不

同种捕捞类型渔船的航次作业天数、单船航次的渔获

量、CPUE 等及其 95%的置信区间。绘图软件采用

OriginPro 2017 和 ArcMap 10.2。 
CPUE 表达公式： 

( )CPUE
( ) ( )

C
E D




捕捞总产量

渔船主机功率 作业天数
 

式中，捕捞总产量单位为千克(kg)；渔船主机功

率单位为千瓦(kW)；作业天数单位为天(d)。此单位

值的计算路径：某渔船以 kg 为单位的总产量除以获

取产量的作业天数与渔船以 kW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 
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图 1  调查渔港分布 
Fig.1  Distribution of fishing ports 

 
表 1  渔船抽样功率分层情况 

Tab.1  Stratification for sampling fishing power 

作业类型 Fishing types 功率段 Power (kW) 
单拖 Otter trawl 0~100 100~200 200~300 300~400 >400 
双拖 Pair trawl 0~100 100~200 200~300 300~400 >400 
虾拖 Shrimp trawl 0~100 100~200 200~300 300~400 >400 
围网 Seine 0~50 50~100 100~200 200~300 >300 
罩网 Falling-net 0~50 50~100 100~200 200~300 >300 
刺网 Gillnet 0~50 50~100 100~150 150~200 >200 
钓具 Fishing tackle 0~50 50~100 100~150 150~200 >200 
笼壶 Pot 0~50 50~100 100~150 150~200 >200 
张网 Stow net 0~50 50~100 100~150 150~200 >200 

 
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  结果 

2.1  不同捕捞方式 CPUE 随渔船功率的变化 

不同捕捞方式渔船的 CPUE 随功率变化的表现 
形式不同，CPUE 均值的最大值所处的功率水平也不

同(图 2)：单拖渔船 CPUE 均值的最大值为 14.1 
kg∙kW1∙d–1 (E=235 kW)；双拖渔船 CPUE 均值的最大

值为 16.8 kg∙kW–1∙d–1 (E=376 kW)；虾拖船 CPUE 均

值的最大值为 5.3 kg∙kW–1∙d–1 (E=155 kW)；刺网渔船

CPUE 均值的最大值为 15.0 kg∙kW–1∙d–1 (E=8 kW)；钓
渔船 CPUE均值的最大值为 6.2 kg∙kW–1∙d–1 (E=44 kW)；
围网渔船 CPUE 均值的最大值为 57.3 kg∙kW–1∙d–1 
(E=242 kW)；罩网渔船 CPUE 均值的最大值为 11.6 
kg∙kW–1∙d–1 (E=245 kW)；笼壶渔船 CPUE 均值的最大

值为 5.3 kg∙kW–1∙d–1 (E=8 kW)。渔船功率增大到一定程

度时，渔船的 CPUE 均随着功率增大而呈现下降趋势。 
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表 2  抽样调查航次与功率统计 
Tab.2  Statistics of voyage and power of sampling survey  

春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 
作业类型 

Fishing types 调查航次 
Voyage 

抽样功率 
Power 

调查航次
Voyage 

抽样功率
Power 

调查航次
Voyage 

抽样功率 
Power 

调查航次 
Voyage 

抽样功率
Power 

单拖 Otter trawl 145 18480 245 34753 117 15897 73 12269 

双拖 Twin trawl 29 14957 89 30420 131 36046 86 39279 

虾拖 Shrimp trawl 49 21074 103 16352 169 46264 166 41650 

罩网 Falling-net 206 35310 60 10695 118 26903 161 25192 

围网 Seine 254 37485 205 30980 93 26003 126 25936 

刺网 Gillnet 492 91911 407 56186 457 49349 633 84678 

钓具 Fishing tackle 136 19523 79 11307 112 9855 80 16755 

笼壶 Pot 37 306 76 820 41 4359 20 128 

张网 Stow net 13 210 13 210 9 146 26 420 

合计 Total 1,361 239256 1,277 191723 1247 214823 1371 246307 
 

 
 

图 2  渔船 CPUE 随功率的变化 
Fig.2  CPUE changes with fishing power 

 
单拖、双拖、虾拖、刺网、钓具、罩网、围网、

笼壶和张网 9 种捕捞方式全年 CPUE 均值对应大小依

次为 3.95、8.77、3.11、4.96、2.35、4.81、29.57、3.08
和 4.73 kg∙kW–1∙d–1，比较它们之间的大小关系为：

CPUE 围网>CPUE 双拖>CPUE 刺网>CPUE 罩网>CPUE 张网> 
CPUE 单拖> CPUE 虾拖>CPUE 笼壶>CPUE 钓具(张网和笼壶

因调查到的渔船功率分布有缺陷，本研究只作 CPUE

均值的比较)。 

2.2  不同捕捞方式 CPUE 对比分析 

通过分层抽样调查数据的基础上，再按照每 50 kW
功率段对不同的捕捞方式分组，并计算 CPUE 的平均

值，分析比较不同功率段 CPUE 均值的变化趋势。对

拖网类渔船(包括单拖渔船、双拖渔船和虾拖渔船)比 
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较(图 3)，单拖渔船和虾拖渔船随渔船功率的增加，

CPUE 均值变化表现为先增大后减小趋势。单拖渔船

CPUE 均值的最优功率段(渔获率最高的功率段)为
(200~250) kW(CPUE=8.6 kg∙kW–1∙d–1)，虾拖渔船 CPUE
最优功率段为(150~200) kW(CPUE=5.1 kg∙kW–1∙d–1)；
双拖渔船 CPUE 均值随功率段的增加呈现先减小后

增大再减小的变化趋势，对应的 2 个峰值点区间分别

位于 (50~100) kW(CPUE=16.0 kg∙kW–1∙d–1)和 (350~ 
400) kW (CPUE=16.8 kg∙kW–1∙d–1)，最优功率段为

(350~400] kW。同一功率段水平比较三者的 CPUE 均

值大小关系为 CPUE 双拖>CPUE 单拖>CPUE 虾拖。 
刺网和钓渔船的 CPUE 随着功率段的增加，整

体均呈现先减小后增大再减小的变化趋势(图 4)，刺

网 渔船的 2 个峰值 功 率段 为 (0~50) kW (CPUE= 
6.9 kg∙kW–1∙d–1)和(300~350) kW(CPUE=5.2 kg∙kW–1∙d–1)，
最优功率段为(0~50) kW；钓渔船对应的 2 个峰值功

率段为(0~50) kW(CPUE=2.9 kg/(kW·d))和(200~250) kW 
(CPUE=2.5 kg∙kW–1∙d–1)，最优功率段为(0~50) kW。

同一功率段水平比较二者的 CPUE 均值大小关系为

CPUE 刺网>CPUE 钓具。 
 

 
 

图 3  拖网类渔船 CPUE 随功率的变化 
Fig.3  Variation of CPUE versus trawl’s power 

 
围网渔船 CPUE 均值随功率段的增加呈现出先

减小后增大再减小的变化趋势(图 4)，对应的 2 个

峰值分别位于(0~50) kW(CPUE=24.6 kg∙kW–1∙d–1)和
(200~250) kW(CPUE=47.7 kg∙kW–1∙d–1)功率段，最优

功率段为(200~250) kW；罩网渔船 CPUE 随渔船功

率的变化具有 3 个峰值点，对应的功率段分别于(0~ 
50) kW (CPUE=7.0 kg∙kW–1∙d–1)、(100~150) kW (CPUE= 
6.2 kg∙kW–1∙d–1)和(200~250)kW (CPUE=4.7 kg∙kW–1∙d–1)，
最优功率段为(0~50) kW。同一功率段水平比较二者

的 CPUE 均值大小关系为 CPUE 围网>CPUE 罩网。 

2.3  不同捕捞方式 CPUE 随季节的变化 

单拖渔船 CPUE 季节变化趋势，夏季最高(CPUE= 
4.42 kg∙kW–1∙d–1)，秋季次之(CPUE=4.02 kg∙kW–1∙d–1)， 

冬季最低(CPUE=2.82 kg∙kW–1∙d–1)，即 CPUE 季节变

化趋势为 CPUE 夏>CPUE 秋>CPUE 春>CPUE 冬；双拖渔

船春、夏、秋、冬 4 个季节的 CPUE 均值变化依次为 
CPUE 夏>CPUE 秋>CPUE 冬>CPUE 春；虾拖渔船 CPUE 均

值变化为 CPUE 冬>CPUE 秋>CPUE 夏 >CPUE 春；罩网渔

船 CPUE 均值变化为 CPUE 夏>CPUE 春>CPUE 秋> 
CPUE 冬；刺网渔船 CPUE 均值变化依次为 CPUE 冬> 
CPUE 秋>CPUE 春>CPUE 夏；钓渔船 CPUE 均值变化依

次为 CPUE 夏>CPUE 春>CPUE 秋>CPUE 冬；笼壶渔船

CPUE 均值变化依次为 CPUE 夏>CPUE 冬>CPUE 春> 
CPUE 秋；张网渔船 CPUE 均值变化依次为 CPUE 秋> 
CPUE 夏>CPUE 春>CPUE 冬；围网渔船 CPUE 均值变化

依次为 CPUE 春>CPUE 冬>CPUE 秋>CPUE 夏。 
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图 4  刺网、钓具、罩网和围网 CPUE 随功率的变化趋势 
Fig.4  Variation of CPUE of gillnet, fishing tackle, seine and falling-net versus power change 

 
3  讨论 

3.1  不同捕捞方式 CPUE 随渔船功率的变化 

不同捕捞方式 CPUE 均值随功率段的变化趋势

不同，对应的最优功率段也不一样。其中，CPUE 随

着渔船功率段的变化只有 1 个峰值的捕捞方式为单

拖和虾拖，二者都是凭借渔船主机的能动性来拖动网

具快速移动而迫使捕捞对象进入网囊的捕捞类型。随

着主机功率增大，拖动网口的周长越长或网具数量越

多、拖速越快，捕捞能力也会越强，但因受到捕捞海

域资源量或是资源分布不均匀的限制，主机功率的过

度增大反而导致其 CPUE 不增反减(周应祺等, 2000)；
双拖、围网、钓具和刺网等 CPUE 随着渔船功率段变

化均具有 2 个峰值。第 1 个峰值对应功率段均为各自

最小的功率段，分析此现象的原因，小功率渔船可以

近海海域进行短时间作业，渔船油耗低，同时受到资

源量的限制作用较小，导致其 CPUE 较高。第 2 个峰

值同样位于渔船功率增大到一定程度时，其对资源的

捕捞能力与所捕捞海域资源量限制水平所达到了最

大平衡；罩网渔船 CPUE 随着渔船功率变化具有 3 个

峰值，最小峰值处同样对应渔船的最小功率段，捕捞

特征多为家庭式作业方式。对于罩网渔船 CPUE 的第

2 峰值和第 3 峰值所处功率段的原因，本研究暂无法

给出明确解释，猜测原因是分别受到近海和外海不同

资源量水平限制的结果，对于 250 kW 以上的罩网渔

船，其船体大小已具有足够存储空间，并具备长时间

作业和渔获物冷冻冷藏能力。 
在本研究中，不同捕捞方式 CPUE 对应的最优功

率段不一样，最优功率段对应的渔船功率水平也不相

同，这主要是由不同捕捞方式各自的捕捞特征以及捕

捞对象的资源量水平所共同决定的。 

3.2  不同捕捞方式 CPUE 随季节的变化 

不同捕捞方式的 CPUE 在 4 个季节的变化趋势不

同(图 5)，具体表现：围网的 CPUE 在春季最高，单

拖、双拖、罩网、钓具和笼壶在夏季最高，张网在秋

季最高，刺网和虾拖在冬季最高。分析其原因，一方

面是与不同捕捞类型渔船的作业方式有关，另一方面

也与作业渔场的环境变化有关。 
王增焕等(2005)曾利用初级生产力估算南海北

部渔业资源量的季节差异，提出南海北部渔业资源量

有明显的季节差异，以夏季资源量最高，冬季次之，

春季最低；张俊等(2015)利用声学对南沙南部陆架海

域渔业资源评估，提出夏季的数量密度和资源量密度 
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图 5  不同捕捞方式之间的 CPUE 季节变化 
Fig.5  CPUE quarterly changes with different fishing types 

 
在 4 个季节中均最高，可以用来解释本研究中大部分

捕捞类型(包括单拖、罩网、钓具和笼壶等)夏季 CPUE
值最高的原因。资料显示，汕头—台浅围网渔场(粤
东渔场与台湾浅滩渔场部分交集海域)汛期为 1~5 月

(杨乾亚等, 1994)；珠江口围网渔场汛期主要为春汛

(12 月至翌年 4 月)，旺汛期为 2~3 月；粤西及海南岛

东北部渔场海域围网作业的渔汛期为 12 月至翌年 4
月；北部湾北部渔场围网作业的渔汛期为 10 月至翌

年 4 月。这些资料为本研究中围网 CPUE 春季最高的

原因给予了充分解释。对张网在南海海域作业的渔获

量的季节变化研究较少，陈鸿兰(2015)在 2013~2014
年对琼州海峡海域张网渔获组成进行研究，提出张网

渔获种类 Margalef 丰富度指数(D)和 Shannon-Wiener
多样性指数(H)均在秋季达到最大值，春季最小，间

接表明南海张网作业在秋季渔获量较高，其 CPUE 值

相对较高。刺网 CPUE 在冬季最高，可能是受到冬季

洄游影响，使得刺网在洄游水域的通道上可以拦截更

多的渔获物。 

3.3  不同捕捞方式 CPUE 大小比较 

CPUE 单位标准化的表达形式，表述的意思是单

位每千瓦天的产量。从经济学角度来讲，CPUE 表述

的是产量产出与资本投入和劳力投入之间的比值关

系，在相同投入条件下，可以通过不同捕捞方式之间

CPUE 的大小比较来反映它们捕捞能力的大小。对

2016 年不同捕捞方式 CPUE 均值比较发现，围网船渔

船的 CPUE 最高，其次为双拖渔船和刺网渔船，笼壶

和钓具的 CPUE 最小。分析其原因，主要由不同捕捞

方式具有不同的作业原理、作业特征和捕捞对象所致。 
邹建伟等(2016a)在 2015 年北部湾北部沿岸夏季

休渔效果评价中，对桁杆拖网、灯光罩网、刺网、钓

具、笼壶等作业方式的捕捞努力量(kW·d)和捕捞产量

(kg)等进行统计，基于此数据计算 CPUE 的值依次为

2.88、2.65、3.55、0.82、4.58 kg∙kW–1∙d–1；本研究对

2016 年南海夏季渔获率统计，桁杆虾拖、罩网、刺

网、钓具、笼壶 CPUE 均值依次为 2.30、7.08、3.84、
3.02、4.42 kg∙kW–1∙d–1，与北部湾的 CPUE 均值比较，

除了桁杆虾拖和笼壶作业方式的 CPUE 均值相近，南

海海域其他捕捞方式的渔获率普遍比北部湾海域要

高。分析其原因，主要是由于北部湾近岸经常受高强

度捕捞(付奕奕, 2012)，导致北部湾近岸渔业资源量

比南海整个海域的平均资源量低。黄俊秀等(2016)对
广西拖网渔船的渔获率时空变动统计，显示渔获率最

高的渔区是南海北部渔区，达 5.02 kg∙kW–1∙d–1，其次

是湾口外渔区 (4.88 kg∙kW–1∙d–1)、南海外海渔区

(4.46 kg∙kW–1∙d–1)、北部湾渔区(2.75 kg∙kW–1∙d–1)，并
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指出拖网渔获率是评价渔业资源状况的一个重要指

标，间接表明北部湾渔区渔业资源量要低于南海海域

资源量的平均水平。 

3.4  不同捕捞方式捕捞结构调整建议 

“十三五”期间，进一步加强国内海洋渔船数和渔

船功率控制(简称“双控”)。近年来，南海捕捞生产重

心也逐步从追求产量转变为海洋渔业资源的可持续

开发(黄俊秀等, 2016)，针对渔船数量和渔船功率调整

方面，需要了解渔船的结构组成与捕捞能力情况。根

据在调查中发现的问题，结合本研究中不同捕捞方式

CPUE 峰值随渔船功率变化的结果，提出以下建议： 
在调查中发现，其渔船数量占整个南海海域渔船

组成的比例最大，占 9 种捕捞方式调查总航次的

37.8%(表 2)，尤其是小型流刺网，数量庞大，且主要

集中在北部大陆架区域资源已普遍衰退的地带(郑彤等, 
2016)，结合本研究刺网渔船第 2 峰值功率段(图 4)，
建议重点压减南海三省区小型刺网渔船的数量，适当

保留或改造成 200~350 kW 的刺网渔船；减少破坏海

底生态环境的拖网类作业类型，限制最优功率段  
200 kW 以下的单拖渔船的规模，严厉打击南海的电

拖网作业，并逐步淘汰那些老旧、木质、高耗能、污

染大的单拖和双拖渔船；针对南海海域的灯光罩网渔

船，多数小型灯光罩网渔船为其他小型渔船改造而来

(张鹏等, 2013)，政府应出台相应政策禁止其随意改

造，并减少近海大功率罩网渔船的作业，鼓励向南沙

海 域 或 其 他 深 远 海 海 域 对 尚 未 开 发 的 鸢 乌 贼

(Symplectoteuthis oualaniensis)资源进行探捕；鉴于灯

光围网渔船 CPUE 均值最高、选择性好的特点，应考

虑对其限制规模适当发展(郑彤等, 2016)，但同时也

建议对第 3 峰值 400 kW 以上渔船的数量进行限制，

避免其强光对渔业资源尤其对幼鱼带来永久性伤害；

钓具 CPUE 虽然较低 (全年 CPUE 均值仅为 2.35 
kg∙kW–1∙d–1)，但其不受海底地形限制，可以适当引导

和发展其第 2 峰值 200~250 kW 或以上的大型钓渔

船，向深远海和岩礁深水域捕捞高价值鱼种。 
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Comparative Analysis of CPUE of Different Fishing Types in the South  
China Sea Based on the Fishing Port Sampling Survey 

TAO Yajin1, YI Murong1, LI Bo1, FENG Bo1,2,3,4, 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    Catch Per Unit Effort (CPUE) was commonly used to assess fishery resource abundance. 
The assessment results can be narrow when using a single special fishing type to assess the whole sea 
resource density due to complexity and specificity of species. In this study, kg/(kW·d) was used as the 
standardized unit of CPUE to analyze and compare the catch rates of different fishing types in the South 
China Sea. Data were collected by the investigations of fishing vessels in 14 major fishing ports of the 3 
provinces and autonomous regions of Guangdong, Guangxi and Hainan in 2016. Total of 5256 voyages, 
892,109 kW of the fishing vesseles were sampled and investigated. The results showed that nine fishing 
types’ catching rate (CPUE) were ranked as seine > pair trawl > gillnet > falling-net > stow net > otter 
trawl > shrimp trawl > pot > fishing tackle. The changing trend of different fishing types’ CPUE were 
different with the power level of main engine. And the number of CPUE peaks and their corresponding 
optimal range (the highest rate of capture of the power range) were not the same, specific performances:  
Variation of CPUE of otter trawl and shrimp trawl showed one peak with the trend of rising first and 
declining later, corresponding optimal ranges of (200~250) kW (CPUE=8.6 kg∙kW1∙d1) and (150~   
200) kW (CPUE=5.0 kg∙kW1∙d1) for otter trawl and shrimp trawl respectively. Two peaks of variation 
were showed on CPUE of seine, pair trawl trawler, fishing tackle and gillnet, with the trend of first to 
decline then rise and last decline, corresponding optimal range: (200~250) kW (CPUE=47.7 kg∙kW1∙d1) 
for seine, (350~400) kW (CPUE=16.8 kg∙kW1∙d1) for pair trawl, (50~100) (CPUE=2.9 kg∙kW1∙d1) for 
fishing tackle, (0~50) kW (CPUE=6.9 kg∙kW1∙d1) for gillnet. Three peaks of variation were shown on 
CPUE of falling-net, corresponding optimal range was (0~50) kW (CPUE=7.0 kg∙kW1∙d1). Seasonal 
variation of CPUE of different fishing types performed as the mean CPUE of seine was the highest in 
spring, CPUE of otter trawl, pair trawl, falling-net, fishing tackle and pot were highest in summer, CPUE 
of stow net were highest in autumn, CPUE of gillnet and shrimp trawl were highest in the winter. 
Key words    Fishing port sampling survey; Fishing types; CPUE; Optimal range 
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新疆博尔塔拉河冬季鱼类群落空间分布 
及其与环境因子的关系* 

刘  鸿 1  牛建功 1  刘春池 1  谢  鹏 2 

梁杰锋 2  蔡林钢 1  马徐发 2  张人铭 1① 
(1. 新疆维吾尔自治区水产科学研究所  农业农村部西北地区渔业资源环境科学观测实验站  乌鲁木齐  830000； 

2. 华中农业大学  武汉  430000) 

摘要    为完善新疆博尔塔拉河流域的渔业生态评估及体系养护，2016 年 11 月在博尔塔拉河流域

展开资源调查，于干流设置 4 个监测断面，对该水域鱼类群落结构进行研究。本调查共采集鱼类

1515 尾，隶属于 3 目 5 科 14 属，共计 15 种，均为硬骨鱼类；通过相对重要性指数(IRI 指数)获得

的博尔塔拉河干流的鱼类优势种共计 3 种，分别为麦穗鱼(Pseudorasbora parva)、棒花鱼(Abbottina 
rivularis)和新疆高原鳅(Triplophysa strauchii)。基于 Bray-Curtis 相似性指数的二维聚类分析结果显

示，在 60%相似水平上空间聚类，可将博尔塔拉河分为上游及下游 2 组，物种聚类在 50%相似水

平上可分为 I~IV 共计 4 组。典范对应分析(CCA)表明，影响冬季鱼类群落空间结构的主要环境因子

为海拔、温度和溶氧。对照历史资料结果表明，博尔塔拉河流域的土著鱼类种类减少；外来鱼类种

类逐年增加；经济鱼种减少；鱼类群落小型化明显。本研究可为该流域生态环境评估、水资源开发

利用及渔业资源养护提供基础数据，具有一定的参考价值。 
关键词    鱼类；群落结构；环境因子；博尔塔拉河 
中图分类号 S932.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0011-10 

博尔塔拉河是中国新疆博尔塔拉蒙古自治州的一

条内流河，发源于阿拉套山与别珍套山交界处的洪林达

坂(苏宏超等, 2006)，地理位置介于 4402ʹN~4523ʹN、

7953ʹE~8353ʹE 之间(卡米拉, 2004)，全长 252 km，

面积约 12506 km2，系一条常年流水河。博尔塔拉河

北部主要支流为哈拉吐鲁克河和保尔得河，南部主要

支流仅鄂托克赛尔河(蔡林钢等, 2009)。博尔塔拉河

自西向东依次流经温泉县、博乐市和精河县，最后注

入艾比湖(朱永生等, 2010)。 
鱼类群落是特定水域内鱼类种群相互结合的结

构单元，即鱼类与周围环境及其他物种相互依赖、相

互作用、具有特定功能的生物复合体(叶富良, 2002; 
李捷等, 2010)。鱼类是水生生态系统的高级消费者，

其群落的演替过程能够反映栖息地环境条件的变动。

历史上对于博尔塔拉河的研究主要涉及环境评价 
(张兆永等, 2015; 摆晓虎等, 2017)、径流量(董煜等, 

abc
图章
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2014)、气候(古丽吉米丽·艾尼, 2012)及土壤(比拉力

等, 2014)等方面，关于水生生物的研究较少，冬季水

生生物群落结构未见报道。据记载，博尔塔拉河土著

鱼类数量较少，受气候持续干旱和人类活动等因素的

影响，该流域鱼类群落结构演替明显 (蔡林钢等 , 
2009)。博尔塔拉河由高山溶雪补充水源，冬季水量

充沛，部分高山鱼类随雪山融水进入河道，对该流域

冬季鱼类资源状况的调查能够较好反映部分土著鱼类

的种群数量及空间分布(李国刚等, 2017)。 
博尔塔拉河春夏季鱼类群落已有报道，缺少冬季

数据，故本研究定位于冬季群落结构，基于冬季数据，

拟通过博尔塔拉河冬季鱼类资源调查数据，并结合历

史资料分析其种群结构、空间格局以及环境相关性，

为该流域生态环境评估、水资源开发利用及渔业资源

养护提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  断面设置 

本次调查按照等间距原则设置监测断面。即自上

游到下游分别于呼鲁斯托汗系日格、祖莫墩、哈日乌 

勒以及夏日勒津设置 4 个调查断面，依次为 S1、S2、
S3 和 S4 (图 1)，调查时间为 2016 年 11 月。 

1.2  样品采集及分析 

由于调查河段均属于可涉水河流，为全面采集各

个水层鱼类，渔获物捕捞采用挂网(20 m × 2 m)和地

笼(5 m × 0.3 m × 0.3 m)结合的方法，各调查断面均使

用地笼 5 个，挂网 2 片。各采样断面均平行设置 2 个

站点进行采集，各断面作业时间均覆盖全天 24 h，以

消除昼夜节律影响。对所采集的渔获物分别进行种类

鉴别、体长和体重记录等，测量数据现场记录，部分

种类样品使用福尔马林固定后带回实验室分析并保

存。标本鉴定及分类依据《中国动物志: 硬骨鱼纲鲤

形目(中卷、下卷)》(陈宜瑜, 1998、2000)、《青藏高

原鱼类》(武云飞等, 1992)和《新疆鱼类志》(中国科

学院动物研究所, 1979; 郭焱等, 2012)。 
使用 WTW Multi 3630 IDS水质分析仪测定环境

因子，测定内容包括溶解氧(DO)、pH、电导率(Res)
和水温(T)；使用 Garmin Orenon 550 测量海拔及经

纬度；使用测距仪测量河道宽；使用 SVR 雷达枪测

量流速。 
 

 
 

图 1  博尔塔拉河调查断面示意图 
Fig.1  Sampling sections in mainstream of Bortala River, Xinjiang 

 
1.3  数据处理 

用 Margalef 的种类丰富度指数 D、香农威纳

(Shannon-Wiener)多样性指数 H 以及 Pielou均匀度指

数 J 分析鱼类群落的物种多样性(毛志刚等, 2011)。由
于鱼类不同种类及同种类个体间差异很大，Wilhm 
(1968)提出，用生物量表示的多样性更接近种类间能

量的分布，因此，本研究中根据生物量计算群落物种

多样性。其计算公式如下： 

  21 / logD S N   

2
1

log
S

i i
i

H P P


     

/ lnJ H S   
式中，S 为种类数，W 为总渔获量(g)，Pi 为第 i

种鱼所占总渔获量的比例。 
选用 Pinkas 的相对重要性指数(IRI)判断各资源种

类优势种(Young et al, 1998)，相对重要性指数包含生

物的个体数、生物量和出现频率三方面的重要信息，
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常被用作研究群落种类的生态优势度(刘鸿等, 2017; 
孙鹏飞等, 2015; 杨尧尧等, 2016)，其计算公式如下： 

 IRI N W F    

式中，N 为某一种类的数量占总数量的百分比

(%)；W 为某一种类的质量占总质量的百分比(%)；F
为某一种类出现的站数占调查总站数的百分比(%)。IRI
值大于 1000 定为优势种，100~1000 为重要种，10~100
的为常见种，小于 10 为罕见种(Shan et al, 2011)。 

Bray-Curtis 相似性矩阵(Bray et al, 1957)能够较

科学地反应生物群落之间的差异性，基于该指数的聚

类分析是研究鱼类空间聚集类型的主要方法(Chambers 
et al, 2005)。相似性分析之前对原始数据进行 log (x+1)
变换，以便对稀有种给予不同程度的加权(周红等 , 
2003)。 

典范对应分析(Canonical correspondence analysis, 
CCA) (Braak, 1986、1987)是将 CA/RA 和多元回归结

合起来的排序方法，其每一步计算结果都与环境因子

进行回归，进而详细研究物种与环境的关系，其结合

多个环境因子更好地反映群落与环境的关系，其分析

结果可将样方、种类以环境因子排序综合表示，可更

直观地分析群落结构(张金屯, 2011)。其结果一般是

将种类、样方和环境因子绘制在一张排序图，环境因

子用带箭头实线表示，箭头所处象限表示环境因子与

排序轴间的正负相关性，箭头连线的长度代表某个环

境因子与群落分布和种类分布之间相关程度的大小，

连线越长相关性越大；反之越小。连线与排序轴的夹角

代表着某个环境因子与排序轴的相关性大小，夹角越

小，相关性越高，反之越低(张金屯, 2011)。 
数据分析前使用流量对数据进行标准化， 

D =尾数/Fv × T × H 
式中，D 为资源密度，Fv 为流速(m/s)，T 为时间，

H 为水深(m)。 
采用 ArcGIS 10.2 绘制调查断面分布图，底图来

源于 ArcGIS-Esri 中国，坐标系为 GCS_WGS_1984，
多样性指数图使用 Origin 9.1 绘制。运用 Primer 5.1 统

计软件进行空间聚类分析。CCA 分析前使用 Pearson
显著性检验对环境因子进行筛选，后通过 R3.4.2 
vegan package 实现，三序图采用 2 (species)型标尺，

即样方坐标等比例于相对特征根(Borcard et al, 2014)。 

2  结果与分析 

2.1  鱼类群落种类组成 

2016 年 11 月博尔塔拉河调查共采集鱼类 1515尾，

共计 15 种，隶属于 3 目 5 科 14 属，均为硬骨鱼类，其 

中以鲤形目鱼类最多，共计 12 种，占总种类数的

85.71%；鲤形目以鲤科鱼类为主，共计 9 种，其余均

为鳅科鱼类。鲈形目共计出现 2 种，分别为黄  
(Hypseleotris swinhonis)和波氏栉虾虎鱼(Ctenogobius 
cliffordpopei)。鳉形目仅出现1种，即青鳉(Oryzias latipes) 
(表 1)。 

2.2  群落物种多样性及优势种 

分析博尔塔拉河鱼类群落物种多样性指数(图 2)，
结果显示，博尔塔拉河上游 S1 断面 Shannon-Wiener
指数最高，S2 断面最低。而 S1~S3 断面丰富度指数

差异较小，下游 S4 断面最高。S2 断面 Pielou 均匀度

指数仅为 0.59，而调查河段上游 S1 断面均匀度指数

最高，为 0.95。 
相对重要性指数 IRI 分析结果显示，博尔塔拉河优

势种共 3 种，即麦穗鱼(Pseudorasbora parva)、棒花鱼

(Abbottina rivularis) 和 新 疆 高 原 鳅 (Triplophysa 
strauchii)。其中，麦穗鱼和棒花鱼于 4 个断面均有采

集到样品，而新疆高原鳅仅在 S1 和 S2 断面出现，数

量在该断面占绝对优势(图 3)。鲫(Carassius auratus)、
波氏栉虾虎鱼、黄 和短尾 (Phoxinus brachyurus)
为重要种，其中，黄 于 4 个断面均有出现，但数量

较少。斯氏高原鳅(Triplophysa stoliczkae,)、中华鳑鲏

(Rhodeus sinensis)和青鳉在博尔塔拉河占比较低，均

仅出现于 1 个调查断面，系罕见种。由此可见，博尔

塔拉河鱼类群落已演化为以外来鱼种为主导的结构。 

2.3  群落空间格局及其与环境因子的关系 

博尔塔拉河鱼类群落二维聚类分析结果见图 3。
在 60%相似水平上空间聚类可将博尔塔拉河分为

Group1 和 Group2 两组，前者为博尔塔拉河上游，即

S1 和 S2 断面，后者为博尔塔拉河下游，即 S3 和 S4
断面。物种聚类在 50%相似水平上可分为 4 组，Group
Ⅰ包括无须 (Acheilognathus gracilis)、黄 、麦穗鱼、

波氏栉虾虎鱼和棒花鱼 5 种，其中，麦穗鱼和波氏栉

虾虎鱼空间分布相似水平最高，达 90%。GroupⅡ仅

包括斯氏高原鳅和北方泥鳅(Cobitis granoci) 2 种，主

要分布于博尔塔拉河中游。Group Ⅲ包括新疆裸重唇

鱼(Gymnodiptychus dybowskii)、新疆高原鳅和短尾  
3 种。GroupⅣ共有鱼类 5 种，分别为青鳉、准噶尔

雅 罗 鱼 (Leuciscus merzbacheri) 、 䱗 (Hemiculter 
leucisculus)、中华鳑鲏和鲫。该组鱼类主要分布于

Group2 (图 3)。 
Pearson 显著性检验结果显示，海拔(Altitude)、

温度和溶解氧(DO)为主要影响博尔塔拉河鱼类群落

结构的环境参数。使用以上 3 个环境因子进行典范对 
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表 1  2016 年博尔塔拉河调查冬季鱼类名录 
Tab.1  The fish species in Bortala River in winter during 2016 

类别 Category 
目 Order 科 Family 属 Genus 种 Species 

BRNS BRAS XJAS NRAS

鳉形目 
Cyprinodontiformes 

鳉科 
Cyprinodontidae 

青鳉属 Oryzias 青鳉 O. latipes   √  

鲤形目 
Cypriniformes 

鲤科 
Cyprinidae 

棒花鱼属 Abbottina 棒花鱼 A. rivularis  √   

  䱗属 Hemiculter 䱗 H. leucisculus   √  

  属 Phoxinus 短尾  P. brachyurus √    

  鲫属 Carassius 鲫 C. auratus   √   

  裸重唇鱼属 
Gymnodiptychus 

新疆裸重唇鱼 G. 
dybowskii 

√    

  麦穗鱼属 Pseudorasbora 麦穗鱼 P. parva  √   

  鳑鲏属 Rhodeus 中华鳑鲏 R. sinensis   √  

  雅罗鱼属 
Leuciscus 

准噶尔雅罗鱼  
L. merzbacheri 

√    

  属 Acheilognathus 无须  A. gracilis     √ 

 鳅科 高原鳅属 Triplophysa 斯氏高原鳅 T. stoliczkae √    

 Cobitidae  新疆高原鳅 T. strauchii √    

  花鳅属 Cobitis 北方泥鳅 C. granoci   √  

鲈形目 塘鳢科 Eleotridae 黄 属 Hypseleotris 黄  H. swinhonis   √  

Perciformes 虾虎鱼科 Gobiidae 虾虎鱼属 Ctenogobius 波氏栉虾虎鱼 
C. cliffordpopei 

  √  

注：BRNS：博尔塔拉河土著鱼类；BRAS：博尔塔拉河记录的外来种；XJAS：新疆记录但博尔塔拉河无记录的外来

种；NRAS：新外来种，新疆无记录 
Note: BRNS: Native species in Bortala River; BRAS: Alien species in Bortala River; XJAS: Alien species in Xinjiang; 

NRAS: New record alien species 
 

 
 

图 2  博尔塔拉河鱼类群落物种多样性指数 
Fig.2  The value of Shannon-Wiener (H), richness  

index (D), species evenness (J), and species number of  
fish communities in the Bortala River, Xinjiang 

 
应分析(CCA)。结果显示，第 1 排序轴解释比例为

63.90%，第 2 排序轴解释比例为 21.93%，而第 3 排

序轴解释比例仅为 14.16%，前两轴累计解释贡献率

达 85.84%(表 3)，即前 2 轴可用以表征排序结果。 

CCA 排序结果见图 4，溶氧和海拔与第 1 排序轴

正相关，而温度与之负相关；海拔和温度与第 2 排序

轴正相关，而溶氧与之负相关。对比发现，海拔箭头

连线最长，温度与溶解氧次之，表明海拔是影响博尔

塔拉河鱼类群落结构的主要环境因子，即海拔越高，

鱼类丰度越高。进一步分析显示，斯氏高原鳅与海拔

箭头连线夹角最小，相关性最高，即该鱼类分布主要

受海拔影响；此外，新疆裸重唇鱼、新疆高原鳅和短

尾 与温度正相关，鲫与溶解氧相关性较高，而麦穗

鱼与 3 个环境因子均表现出较高的相关性。 

3  结果与讨论 

3.1  鱼类群落演化 

对比历史资料发现，博尔塔拉河鱼类群落变化较

为明显，体现在以下几方面。 
土著鱼类种类减少。李思忠等(1966)对新疆北部 
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表 2  博尔塔拉河鱼类群落优势种 
Tab.2  Dominant fish in each sampling section of Bortala River, Xinjiang 

种类 Species N W F (%) IRI 类别 Category 
麦穗鱼 Pseudorasbora parva 0.42 0.22 1 6363 优势种 
新疆高原鳅 Triplophysa strauchii 0.31 0.43 0.5 3684 Dominant species
棒花鱼 Abbottina rivularis 0.11 0.12 1 2325  
鲫 Carassius auratus 0.03 0.14 0.5 873 重要种 
波氏栉虾虎鱼 Ctenogobius cliffordpopei 0.08 0.01 0.75 692 Important species
黄  Hypseleotris swinhonis 0.02 0.01 1 294  
短尾  Phoxinus brachyurus 0.01 0.04 0.25 132  
新疆裸重唇鱼 Gymnodiptychus dybowskii 0 0.01 0.5 56 常见种 
无须  Acheilognathus gracilis 0 0 0.5 34 Common species
北方泥鳅 Cobitis granoci 0 0 0.5 26  
准噶尔雅罗鱼 Leuciscus merzbacheri 0 0.01 0.25 23  
䱗 Hemiculter leucisculus 0 0 0.25 12  
斯氏高原鳅 Triplophysa stoliczkae 0 0 0.25 9 罕见种 
中华鳑鲏 Rhodeus sinensis 0 0 0.25 7 Rare species 
青鳉 Oryzias latipes 0 0 0.25 6  

 

 
 

图 3  博尔塔拉河鱼类种群聚类与空间分布的关系 
Fig.3  Relationship between station clusters and fish assemblages in the Bortala River, Xinjiang 

 
表 3  博尔塔拉河各断面 CCA 排序解释变量得分及特征值 

Tab.3  Eigenvalue and scores for constraining variables in each sampling section of Bortala River, Xinjiang 

项目 Items CCA1 CCA2 CCA3 
溶解氧 DO (mg/L) 0.6310 0.0853 0.7711 
温度 T (℃) 0.6273 0.0806 0.7746 
海拔 Altitude (m) 0.6731 0.5228 0.5231 
特征值 Eigenvalue 0.5057 0.1736 0.1121 
解释比例 Proportion explained 0.6390 0.2193 0.1416 
累计贡献率 Cumulative proportion 0.6390 0.8584 1.000 
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表 4  新疆博尔塔拉河各采样断面环境数据 
Tab.4  Environmental data in each sampling section of Bortala River, Xinjiang. 

站位 
Station 

pH 溶解氧 
DO (mg/L) 

电导率 
Res (Ω∙m) 

温度 
Temp (℃)

海拔 
Altitude (m)

河流宽度 
River width (m)

河流流速 
Flow velocity (m/s) 

水深  
Water depth (m)

S1 8.41 11.42 4.15 7.20 351 30 0.6 1.4 
S2 8.35 12.42 2.78 5.93 411 24 0.8 0.8 
S3 8.46 12.92 2.03 5.30 945 13 1.0 1.1 
S4 8.25 12.64 1.37 5.67 572 15 0.8 0.6 

 

 
 

图 4  博尔塔拉河 CCA 三序图(2 型标尺) 
Fig.4  CCA triplot of Bortala River, Xinjiang(scaling 2) 

 
鱼类调查结果显示，博乐水系有新疆裸重唇鱼(裸黄

瓜鱼)、准噶尔雅罗鱼、短尾 、小眼须鳅(小眼条

鳅)(Barbatula microphthalma)、新疆高原鳅(黑斑条

鳅)、小体高原鳅(小体条鳅) (Triplophysa minuta)以及

斯氏高原鳅(施氏条鳅)共计 7 种土著鱼类。2005 年，

蔡林钢等(2009)在对博州河流生态调查中，于博尔塔

拉河仅采集到新疆裸重唇鱼、新疆高原鳅、小体高原

鳅以及斯氏高原鳅 4 种土著鱼类。本次调查所采集到

的土著鱼类包括新疆裸重唇鱼、准噶尔雅罗鱼、短尾

、新疆高原鳅和斯氏高原鳅 5 种。其中，以鳅科鱼

类种类减少较为明显。 
外来鱼类种类逐年增加。2005 年，蔡林钢等(2009)

调查中采集到的非土著鱼类主要有虹鳟 (Salvelinus 
gairdneri)、鲤(Cyprinus carpio)、鲫、鲢(Hypophthalmi- 
chthys molitrix)、棒花鱼以及麦穗鱼(蔡林钢等, 2009)，
共计 6 种，而本次调查中采集到青鳉等 10 种外来鱼

种(表 1)，麦穗鱼、棒花鱼占优较大比重，已于博尔

塔拉河形成一定的种群。外来鱼种主要分布于 S4 断

面(图 3)，该断面位于大河沿子河汇合口(图 1)，大河

沿子河水温相对较高，适宜水产养殖，为博尔塔拉蒙

古自治州主要养殖水系之一，大量的养殖逃逸及附带

鱼种在该断面聚集(蔡林钢等, 2009; 郭焱等, 2012)。
自 20 世纪 60 年代至今，博尔塔拉河鱼类群落已由原

本土著鱼类逐渐演化为外来鱼种为主土著鱼类为辅

的结构，且自然河道中的外来物种种类仍在不断增加

(蔡林钢等, 2009)。新疆地理相对隔离，生态系统较为

脆弱(韩茜, 2005)，外来物种天敌较少，极易对土著鱼

类造成威胁，进而影响本地水生生态结构，对新疆各

天然水系外来物种的风险评估及防治须予以重视。 
经济鱼种减少。历史上准噶尔雅罗鱼及新疆裸重

唇鱼是该流域的主要渔业对象(郭焱等, 2012)，尽管

本次采集鱼类标本达 1515 尾，但准噶尔雅罗鱼及新

疆裸重唇鱼均未超过 10 尾(表 1)，已难以形成渔业捕

捞种群。 
鱼类群落小型化。武云飞等(1992)记载，20世纪

中叶新疆裸重唇鱼全长范围为110~345 mm，本次调

查最大全长为范围为51~132 mm。短尾 体长范围为

22~69 mm，平均体长仅28 mm，多以小个体为主。栖

息环境的改变及过度捕捞导致性成熟提前可能是鱼

类小型化的主要原因。 

3.2  土著鱼类分布现状 

新疆裸重唇鱼为高山冷水性经济鱼类(武云飞等, 
1992)，为新疆分布最广泛的土著鱼类，该鱼种产卵

场多位于河流上游(郭焱等, 2012)，近年来，受河道

引水工程的影响，该鱼种已开始向各栖息地支流上游

支流迁移(李国刚等, 2017)，本研究该鱼种也是出现 
于调查水域的上游。准噶尔雅罗鱼为新疆准噶尔盆地

独有土著鱼类，系广温性湖泊型鱼类，准噶尔雅罗鱼

应为湖泊型鱼类，受艾比湖水质盐化的影响，迫使该

鱼迁栖至入湖三角洲低洼坑塘或河道之中(郭焱等 , 
2005)，主要出现于 S4 断面。博尔塔拉河短尾 分布

存在出入，李思忠等(1966)与中国科学院动物研究所

(1979)分别对该流域调查，均认为该河段存在短尾 ，

而蔡林钢等(2009)于 2005 年的调查中未采集到样品，

其结合 2006 年天山北坡准噶尔盆地调查数据，认为

准噶尔盆地可能没有短尾 分布。结合历史资料综合

分析认为，该河段短尾 存在是必然的，且 20 世纪
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中叶资源量较高，随后种群数量逐渐下降，故而在监

测过程中未采集到样品。短尾 喜好生活于流速较弱

的小河汊浅水区，以倒灌流河汊最甚，对生境相对较

高的选择性限制该鱼种形成大规模种群，而对生境的

依赖性则导致该鱼种的生存容易受到影响，进而反作

用于种群，影响其分布和种群数量。高原鳅属鱼类系

高海拔小型浅水型鱼类，无洄游习性，分布范围相对

稳定，其中，新疆高原鳅多分布与中上游河段，斯氏

高原鳅则多以下游为主，鳅科鱼类繁殖能力强、经济

价值低、开发利用少，资源量相对丰富(郭焱等, 2012)。 

3.3  鱼类群落与环境因子的关系 

鱼类群落的空间格局除受其本身生活习性影响

外，还受环境因子空间异质性的影响(李捷等, 2012)。
新疆地理环境复杂，河流多发源于山脉，有多种于高

山产卵鱼类分布，已知的海拔分布次序为新疆裸重唇

鱼新疆高原鳅斯氏高原鳅准噶尔雅罗鱼，进而使

海拔与鱼类群落结构相关性较高。此外，斯氏高原鳅

属广布种，于新疆塔里木河、伊犁河、额敏河以及天

山北坡水系均有分布(李国刚等, 2017)。S3 在 4 个断

面中海拔最高(表 4)，而本次调查仅于 S3 断面采集到

斯氏高原鳅(图 3)，采样断面设置也可能对相关性分

析造成一定的影响。新疆裸重唇鱼、新疆高原鳅和短

尾 主要集中于研究水域上游，该河段距温泉县较

近，且少有支流汇入，水温高于下游，为适宜的越冬

区，使鱼类在该区域聚集而其余河段分布较少，进而

表现为与温度正相关。鲫主要分布于河口区，河口区

淡水注入可能使得该区域水体溶解氧含量升高。此

外，鲫为杂食性鱼类，偏重于植物性，喜摄食浮游植

物(郭焱等, 2012)，S4 断面有大河沿子河注入，夏秋

季水温在 20℃以上。一般而言，温带河口区浮游生物

种类丰度较高(杨宇峰等, 2006)，丰富的浮游植物能够

为鲫提供充足的饵料，使得鱼类聚集，浮游植物的光

合作用也能为水体提供较高的溶氧，进而使得鲫与溶

解氧表现为较高的相关性。其余鱼种与所测定环境因

子未表现出显著相关，这可能受到鱼类生活习性及环

境因子参数设置等多方面因素的影响，其原因有待进

一步探索。 
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Spatial Distribution of the Fish Community and Its Relationship with 
Environmental Factors in the Bortala River in Winter 

LIU Hong1, NIU Jiangong1, LIU Chunchi1, XIE Peng2, LIANG Jiefeng2,  
CAI Lingang1, MA Xufa2, ZHANG Renming1①

 
(1. Xinjiang Fishery Research Institute, Scientific Observing and Experimental Station of Fishery Resources and Environment  

in Northwest China, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Urumqi  830000;  
2. Huazhong Agricultural University, Wuhan  430000) 

Abstract    Knowledge about the differences or variations in the fish community is important to assess 
and predict the effects of habitat loss or environment degradation on the river ecosystems. The Bortala 
River is an important interior river in Xinjiang, China. Although research regarding spring and summer 
fish communities has been reported, that regarding winter fish communities is lacking. Based on fishery 
resource surveys in November 2016 at the mainstream of the Bortala River, the fish community structure 
and diversity of the river were analyzed. The results indicated that a total of 1515 fishes were collected at 
4 representative sections, which belonged to 3 orders, 4 families, 14 genera, and 15 species. The dominant 
species (IRI1000) in the mainstream of the Bortala River were Pseudorasbora parva, Abbottina rivularis, 
and Triplophysa strauchii. A group-averaged hierarchical cluster based on the Bray-Curtis similarity index 
identified two spatial patterns of the fish assemblage at the 60% similarity level and four patterns of 
species composition at the 50% similarity level. The canonical correspondence analysis (CCA) suggested 
that altitude, temperature, and dissolved oxygen were the major environmental factors affecting the spatial 
patterns of fish assemblages in winter. The results of this study indicated that the species of native fish 
have declined, and the species of fish with low economic value have increased significantly. The aquatic 
ecosystem will be destroyed unless effective measures are taken to protect the native fish. Further studies 
are needed to investigate the mechanisms by which these factors operate together upon the fish assembles 
in the Bortala River in winter. 
Key words    Fish; Community structure; Environmental factor; Bortala River 
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续附录1  博尔塔拉河各断面鱼类分布及体长体重范围 
Appendix 1  The fish species, length range and weight range in each section of Bortala River, Xinjiang 

S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 
物种 Species 

体长范围 Length range (mm) 体重范围 Weight range (g) 

青鳉 Oryzias latipes    25~28    0.19~0.21

棒花鱼 Abbottina rivularis 21~60 32~71 21~81 23~58 0.05~4.12 0.50~6.51 0.12~7.93 0.23~2.88

䱗 Hemiculter leucisculus    102    10.05 

短尾  Phoxinus brachyurus 22~69    0.09~6.70    

鲫 Carassius auratus   14~127 36~89   0.06~61.95 1.21~15.26

新疆裸重唇鱼 
Gymnodiptychus dybowskii 

105 66   19.89 4.79   

麦穗鱼 Pseudorasbora parva 21~61 18~54 20~85 25~61 0.12~3.96 0.08~2.79 0.11~4.71 0.25~3.38

中华鳑鲏 Rhodeus sinensis    42~43    1.57~1.71

准噶尔雅罗鱼 Leuciscus merzbacheri    67~80    4.14~7.10

无须  Acheilognathus gracilis  39~46  50  1.22~1.93  2.55 

斯氏高原鳅 Triplophysa stoliczkae   32~41    0.4~0.76  

新疆高原鳅 Triplophysa strauchii 24~78 25~114   0.14~5.03 0.11~18.41   

北方泥鳅 Cobitis granoci  95 32~49   4.76 0.25~1.09  

黄 Hypseleotris swinhonis 37 23~40 28~35 47 0.76 0.16~1.20 0.37~0.66 1.65 

波氏栉虾虎鱼 Ctenogobius cliffordpopei 24~27  18~40 22~38 0.17~0.20  0.07~1.1 0.14~0.39
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海水酸化胁迫对紫贻贝能量分配的影响* 

王晓芹 1,2  Samuel P.S. Rastrick5  吴亚林 1,2  房景辉 2,3   
杜美荣 2,3  高亚平 2,3  蔺  凡 2,3  姜娓娓 2  李凤雪 1,2   

王军威 4  张义涛 4  方建光 2,3  蒋增杰 2,3① 
(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. 荣成楮岛水产有限公司   
荣成  264312；5. 挪威海洋研究所  卑尔根  5817) 

摘要    2016 年 5~6 月在山东桑沟湾楮岛海区，采用野外围隔和现场流水相结合的方法，以紫贻

贝(Mytilus galloprovincialis)为研究对象，以 pH 为 8.0 作为对照组，探讨了酸化胁迫(pH=7.7)对其能

量分配的影响。结果显示，短期(10 d)海水酸化胁迫下，紫贻贝的滤水率、同化效率、氧氮比显著

下降(P<0.05)，排氨率极显著增加(P<0.01)，耗氧率无显著差异(P>0.05)；中期(30 d)海水酸化胁迫

下，紫贻贝的滤水率和氧氮比显著下降(P<0.05)，而同化效率、耗氧率、排氨率显著升高(P<0.05)。
能量收支的结果显示，短期(10 d)酸化胁迫下，紫贻贝的摄食能和吸收能显著降低(P<0.05)，呼吸能

无显著差异(P>0.05)，排泄能显著增加(P<0.05)，生长余力极显著降低(P<0.01)；中期(30 d)海水酸

化胁迫下，摄食能降低(P<0.05)，吸收能、呼吸能、排泄能、生长余力显著升高(P<0.05)。氧氮比的

结果显示，在海水酸化胁迫下，氧氮比的波动范围为 14.28~20.46，贝类体内的供能物质由脂肪和碳

水化合物逐渐向蛋白质过渡。研究结果为揭示紫贻贝应对海水酸化胁迫的生理响应提供了基础数据。 
关键词    海洋酸化；紫贻贝；摄食；代谢；桑沟湾 
中图分类号 S967   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0021-10 

自工业革命以来，人类活动排放至大气中 CO2

含量快速升高，从而使海洋中 CO2 溶解吸收量迅速增

加，最终引发了严重的海洋环境问题——海水酸化。

在政府间气候变化专门委员会(IPCC)报道中发现，海

洋表面的 pH 与工业革命前相比，在 2000 年已经下

降 0.1 个单位；据预测，到 2100 年将下降 0.3~0.5 个

单位；到 2300 年将会下降 0.8~1.4 个单位(Caldeira   
et al, 2005)。海洋表面 pH 的下降会引起海水中 H+含

abc
图章
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量增多，CO3
2减少，尤其碳酸盐饱和度的下降，从而

对生态系统造成影响(Ferrari et al, 2011)。近年来，海

水酸化是国际研究的热门领域之一，在权威期刊已经

有多篇关于海水酸化对海洋生物，尤其是钙化生物影

响的报道(Fabry et al, 2008; Feely et al, 2004; Doney  
et al, 2009)。作为海洋中主要的钙化生物，海水酸化

对贝类的研究引起了科研工作者的关注，主要涉及贝

类的早期发育、钙化机制、生理能量、免疫调节方面

(Talmage et al, 2010; Green et al, 2004; Wang et al, 
2015; Michaelidis et al, 2005)。Talmage 等(2010)研究

表明，海水酸化(CO2 浓度为 650106)会导致硬壳蛤

(Mercenaria mercenaria)、海湾扇贝(Argopecten irradians)、
美洲牡蛎(Crassostrea virginica)幼虫的变态、生长和

存活都受到一定程度的负面影响。Timmins-Schiffman
等(2013)发现，海水酸化会使太平洋牡蛎(Crassostrea 
gigas)受精后的幼体发育延缓。 

紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)又称“淡菜”，

是我国黄海、渤海重要的海水经济贝类。据中国渔业

统计年鉴(2016)报道，贻贝海水养殖面积达 4.5 万 hm2，

产量为 87.8 万 t，占贝类海水养殖总产量的 6.2%，在

贝类海水养殖总产量中位居第 4 位。海水酸化的变化

将会对贻贝的矿化、生长和生理过程造成不同程度的

影响。Gazeau 等(2007)研究发现，海水酸化(CO2 浓度

约为 740×10-6)会导致紫贻贝的钙化率下降至 25%。

钙化过程的改变可能会进一步影响贝类的其他生理

过程，如能量转化、代谢和繁殖(王有基等, 2014)的
过程。据 Navarro 等(2013)研究发现，海水酸化(CO2

浓度约为 1200×106) 会导致智利蓝 贻贝 (Mytilus 
chilensis)摄食率和吸收效率显著降低，从而引起贝类

的吸收能量转化为生长能量大大降低。因此，探究海

水酸化对贻贝能量分配的影响对于研究贝类酸化的

耐受能力是至关重要的。目前，多数研究的酸化系统

都是在实验室内进行模拟，为了更好地获得海水酸化

对紫贻贝生理活动影响的相关信息，本研究采用野外

围隔和现场流水相结合的实验方法，研究了海水酸化

对紫贻贝摄食吸收和代谢的影响，探讨了酸化胁迫对

紫贻贝能量分配的情况，研究结果对于深入认识紫 
贻贝应对海水酸化胁迫的生理代谢机制提供了基础

数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验地点的选择 

实验地点位于山东省荣成市桑沟湾楮岛海域半

封闭的船舶避风港湾(370238.3N, 1223330.3E)，
该港湾为长方形，长为 150 m，宽为 100 m，水深约

为 5 m，潮差≤2.0 m。通过湾北面约 10 m 的口门与

外海相通，外海的潮汐过程驱动湾内外的海水交换。 

1.2  实验材料 

实验所用紫贻贝于 2016 年 5 月 10 日采自山东省

荣成市桑沟湾近海养殖区，采集时选取长势健康且形

态一致的紫贻贝，采集后使用自然海水清洗贝壳表面

附着物，暂养于双层实验池内(0. 8 m0.5 m0.5 m)，
置于楮岛码头海区内长方形金属框的网箱内(2.0 m 
2.0 m1.0 m)，暂养 72 h 后用于后续酸化实验。 

1.3  模拟酸化实验系统的搭建与生物驯化 

设置 2 个海水 pH 处理组。pH 为 8.0 组(桑沟湾

楮岛海区自然海水 pH)和 pH 为 7.7 组(根据 IPCC 预

测的 22 世纪末期海洋 pH)。pH 为 8.0 组，在网箱内

通过充入干净的空气进行控制；pH 为 7.7 组，通过

控制 CO2 和空气的流量获得 CO2 与空气的饱和气体，

以便得到目标 pH 的酸化海水。酸化实验的搭建见图 1 
(专利号 201611109362.X)。 

暂养结束后，挑选健康、形态一致的紫贻贝进行

标号后称量，分配到各个双层实验池中。pH 为 8.0
组和 pH 为 7.7 组各分配 45 枚贻贝[壳长为(54.22± 
4.68) mm]。每个处理组 3 个重复，每个重复 15 枚贻

贝。选取 9 枚贻贝在实验开始的第 10 天和第 30 天测

定其滤水率、同化效率、耗氧率和排氨率、壳高、壳

长、壳宽和湿重。  
实验在 2016 年 5~6 月进行，持续时间为 30 d。

实验期间，每天 08:00、12:00 和 18:00 测量海水的温

度(T)、盐度(S)、溶解氧(DO)、pH 和总碱度(TA)，观

察紫贻贝的生长情况。实验过程中没有紫贻贝死亡。

海水的温度、盐度、DO 和 pH 等水质参数采用便携

式水质分析仪(YSI 公司, Professional Plus，美国)进行

测定，TA 采用自动电位滴定仪(848MPT, 瑞士)测定。

海水中无机碳体系各组分，利用的海水 CO2 系统计算

公式软件(CO2_SYS_XLS_v2.1)，通过海水中的温度、

盐度、pH、TA 计算得出海水无机碳体系中碳酸氢根

离子浓度(HCO3
)、碳酸根离子浓度 CO3

2、CO2 分压

(pCO2)、方解石饱和度(Ωcalc)和文石饱和度(Ωarag)等参

数。 

1.4  现场流水实验 

1.4.1  实验设计与搭建    实验用的流水装置搭建

在桑沟湾楮岛码头，实验用水直接取自码头内的海  
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图 1  酸化实验系统 
Fig.1  The seawater acidification experimental system 

 
水。实验流水集装箱(1.5 m1.0 m0.8 m)内设 1 个进水

口，利用水泵接于楮岛码头内的水箱(1.5 m1.5m 
1.5 m)；1 个流水口，通过分流管接于码头上的流水

槽(0.3 m0.2 m0.1 m)；1 个溢水口，集装箱内的水

面始终保持在一个固定平面。实验开始时，水箱内充

入利用 CO2 和空气预先配好的 pH 为 7.7 的酸化海水，

或是直接充入 200 目筛绢过滤好的自然海水，利用水

泵，水流从水箱→集装箱→流水槽不断地流出。实验

期间，集装箱始终保持流水状态。采用 YSI-556 型溶

氧仪测定水温、盐度、DO。 
1.4.2  实验方法    滤水实验测定方法  将紫贻贝分

别放入流水槽中适应 1 h，水流流速控制在 200 ml/min
范围内，以 3 个不放贻贝的流水槽作为空白组。实验

持续 3 h，每隔 1 h 从流水槽出水口接水样 100 ml，
利用便携式颗粒计数器  PAMAS (测定粒径范围

2~200 μm，S4031GO，德国)测定水样瓶中水体颗粒物

数量。另外，从空白组的流水槽接水样 1000 ml，利用

预先灼烧并称重的 GF/C 玻璃纤维滤膜(孔径为 1.2 μm，

450℃灼烧 4 h，重量保存至小数点后 5 位)收集水样

中悬浮颗粒物浓度(TPM)，抽滤后的 GF/C 膜用锡纸

包好，并放入20℃冰箱保存。 
耗氧排氨实验测定方法  在集装箱中放置 12 个

透明玻璃密封槽(0.15 m0.1 m)，其中，3 个不放紫

贻贝的密封槽作为空白组。槽内设有 1 个带有阀门的

进水管、出水管，密封槽进水管利用分流装置接入至

进水泵。紫贻贝放入密封罐，在流水的条件下适应

1 h。耗氧实验开始时，关闭槽内的进水泵，静水环

境下驯化 2 h，依次用手持溶氧仪(Vernier ODO-BTA, 
德国)测定密封槽内的溶解氧含量。实验结束后，取

100 ml 海水用于氨氮(NH4
+-N)测定。 

粪便的收集  将紫贻贝放入透明的聚乙烯水管

(Ø 0.1 m 0.3 m)内，两端固定 20 μm 的筛绢，放置在

实验海区的网箱内，实验持续 24 h。实验结束后，利

用预先灼烧的 GF/C 玻璃纤维滤膜收集贻贝的粪便，

用铝箔纸包好，并放入20℃冰箱保存。 
实验过程中，采集和保存的水样按照《海洋调查

规范》(GB/T12763-2007)进行测定。实验结束后，分

离紫贻贝软组织，在 60℃烘干至恒重后，称其重量

并记录。回到实验室后，将 GF/C 玻璃纤维滤膜收集

的水样和粪便样品，先用 60℃烘干至恒重称其重量

(W60)，测其样品的总干重(TPM)，之后在 450℃条件

下，用马弗炉煅烧 4 h 后称重(W450)，计算样品的无

灰分重量(POM)，预先灼烧的 GF/C 玻璃纤维滤膜重

量 (W0)。样品的总干重 (WTPM)和样品无灰分重量

(WPOM)的计算公式： 

WPOM=W60W450；WTPM=W60W0 

1.4.3  各参数的测定方法 

滤水率(Clearance rate，CR，L/hg)=FR(L/h)(C1 
C0)/C1/W 

式中，FR 为流水槽的流速，C1、C0 分别为实验

组和空白组实验水体中颗粒物数量。 

同化效率(Absorption efficiency，AE，%)=(FE)/ 
[(1E)F]  (Conover, 1966) 
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式中，F 为颗粒物无灰分干重/食物总干重；E 为

粪便无灰分干重/粪便总干重。 
耗氧率(Respiration rate，RR，μmol/hg)=[Ct0Ct] 

Vr60/(t1t0)/W 
式中，t1、t0 分别为实验开始与结束时间；Ct0、

Ct 为空白组和实验结束时贻贝组中溶解氧浓度；Vr

为密封槽的体积；W 为贝类的软组织干重。 
排氨率(Ammonia excretion rate，AER，μmol/hg)= 

[Ct0Ct](V/1000)1)/t/W 
式中，Ct0、Ct 分为贻贝组与空白组氨氮浓度；V

为密封槽的体积；t 为驯化时间；W 为贝类的软组织

干重。 
组织干重标准化 

Ys=(Ws/We)bYe 
式中，Ys 是生物软组织干重标准化后的生理参

数；Ws 是标准重量(1 g)；We 为测得的动物的组织干重；

Ye 是未标准化的生理参数；b 为 0.67(Wang et al, 2015)。 
生长余力(SFG) 

P=A(R+U) 
A=CAE 

C=CRmax(L/hg)POM(mg/L)23(J/mg)  
(Slobodkin et al, 1961; Widdows et al, 1979) 
式中，C 为摄食能(Ingested energy)，食物的能量

转换系数为 23 J/mg；A 为吸收能(Absorbed energy)；
R 为耗氧能 (Respired energy)，其能量转换系数为

0.456 J/μmol；U 为排泄能(Excreted energy)，其能量

转化系数为 0.349 J/h。 
氧氮比(O/N)为呼吸氧原子数与排出氨态氮原子

数之比，计算公式： 
O/N=(RR/16)/(ER/14) 

1.5  数据分析 

采用 Excel 2007 和 SPSS 16.0 软件进行数据的整

理和方差分析。实验结果采用平均数标准差(Mean 
SD)表示，采用 t 检验进行显著性差异分析，P<0.05
为差异显著，P<0.01 为差异极显著。 

2  结果 

2.1  实验水环境的变化 

2.1.1  海水水环境参数的变化情况    2016 年 5～6
月野外围隔实验海区水环境参数的日均变化情况见

表 1。从表 1 可以看出，在实验过程中，温度、盐度、

DO 的变化比较稳定，无显著差异(P>0.05)。实验海

区海水温度波动范围为 17~21℃；盐度的波动范围为

31.5~32.5；DO 的变化范围为 5.7~6.2 mg/L；自然海

水 pH 的变化范围为 7.96±0.48，实验组海水 pH 的变

化范围为 7.68±0.43。 
2.1.2  海水总碱度和无机碳体系各组分的时空变化 

实验过程中，实验海水的 TA、HCO3
、CO3

2、pCO2、

Ωcalc 和 Ωarag 变化见表 2。从表 2 可以看出，各无机碳参

数在海水中的变化范围分别为 2047.48~2219.97 μmol/kg、
1912.29~2108.96 μmol/kg、 46.47~119.69 μmol/kg、

604.4~1459.94 μatm、1.13~2.93、0.73~1.88。海水中

的 TA 和 HCO3
浓度的变化相似，无显著差异(P>0.05)。

在不同的酸化条件下，海水中的 CO3
2、pCO2、Ωcalc

和 Ωarag 浓度有显著差异(P<0.05)；而 pH 为 8.0 组中

的 CO3
2、Ωcalc 和 Ωarag 显著高于酸化海水 pH 为 7.7

组，pH 为 8.0 组自然海水中的 pCO2 显著低于酸化海

水 pH 为 7.7 组。 
 

表 1  水环境参数的日均变化情况 
Tab.1  The daily values of chemical factors of seawater 

分组  
Groups 

pH 温度 
Temperature(℃) 

溶解氧  
Dissolved oxygen (mg/L) 

盐度  
Salinity 

pH8.0 组 7.96±0.48a 19.09±1.95a 6.03±0.13a 32.07±0.48a 

pH7.7 组 7.68±0.43b 18.95±1.99a 5.89±0.14a 32.08±0.43a 

注：同一列不同字母为差异性显著(P<0.05)，下同 
Note:Values in the same line with different superscript indicate significant difference from each other (P<0.05)，the same as 

below 
 

表 2  海水无机碳体系各组分浓度 
Tab.2  Concentration of carbonate system paramaters in the seawater 

分组 
Groups 

总碱度 
TA(μmol/kg) 

碳酸氢根离子浓度
HCO3

(μmol/kg) 
碳酸根离子浓度 
CO3

2(μmol/kg) 
CO2 分压 

pCO2(μatm)
方解石饱和度 

Ωcalc 
文石饱和度

Ωarag 

pH8.0 组 2081.8834.40a 1950.9338.64a 106.7912.90a 625.4021a 2.610.32a 1.680.20a 

pH7.7 组 2169.6950.28a 2060.6748.29a 58.7712.30b 1432.9427b 1.430.30b 0.920.19b
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2.2  海水酸化胁迫对紫贻贝滤水率和同化效率的影响 

海水酸化胁迫对桑沟湾海域紫贻贝滤水率和同

化效率的影响见图 2。从图 2A 可以看出，在酸化胁

迫下，第 10天和第 30天紫贻贝的滤水率分别为(8.30± 
0.31)、(6.40±0.24) L/hg，相比于自然海水组，分别

下降了 31.05%和 23.58%，差异显著(F=10.20, P< 0.05; 
F=9.50, P<0.05)。 

从图 2B 可以看出，紫贻贝的同化效率受酸化胁迫

和酸化时间的影响。在酸化第 10 天，同化效率的平均

值为 44.44%，与自然海水组相比，下降极显著(F=40.67, 
P<0.01)；在酸化第 30 天，同化效率的平均值为 61.20%，

与自然海水组相比，显著增加(F=14.67, P<0.05)。 
 

 
 

图 2  不同酸化和时间处理下紫贻贝滤水率(A)和 
同化效率(B)的变化 

Fig.2  The clearance rate (A) and absorption  
efficiency (B) of M.galloprovincialis at the  

different pH and experiment time 

图中相同时段内标有的不同字母的数据 
之间差异显著(P<0.05)，下同 

Data with different letters for the same time mean significant 
differences from each other (P<0.05),  

the same as below 

2.3  海水酸化胁迫对紫贻贝代谢生理的影响 

海水酸化胁迫对紫贻贝 RR 和 AER 影响见图 3。
从图 3A、图 3B 可以看出，紫贻贝受海水胁迫后，其

RR 和 AER 变化规律非常相似，均随着酸化时间呈上

升趋势。显著性 t 检验分析结果显示，在酸化第 10 天，

RR 增加，但不显著(F=1.36, P>0.05)；AER 显著增加

(F=27.68, P<0.05)；在酸化第 30 天，RR 显著增加(F= 
12.86, P<0.05)，AER 增加极显著(F=33.29, P<0.01)。 

 

 
 

图 3  不同酸化和时间处理下紫贻贝耗氧率(A)、 
排氨率(B)和氧氮比(O/N)的变化 

Fig.3  The respiration rate (A), ammonia excretion rate (B) 
and O/N ratio (C) of M.galloprovincialis at the  

different pH and experiment time 
 

从图 3C 可以看出，紫贻贝 O/N 随酸化胁迫时间

的延长而减少。在酸化胁迫下，第 10 天和第 30 天紫贻

贝的 O/N 的平均值分别为 20.50 和 14.28，与自然海水

组相比，显著下降(F=17.08, P<0.05; F=55.25, P<0.01)。 

2.4  海水酸化胁迫对紫贻贝能量收支的影响 

在海水酸化胁迫下，对紫贻贝能量收支的各项参

数进行计算，结果见表 3。从表 3 可以看出，在短期
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酸化胁迫 10 d 后，紫贻贝的摄食能和吸收能显著降

低(F=14.02, P<0.05; F=21.22, P<0.05)，呼吸能无 
显著差异(F=2.23, P>0.05)，排泄能显著增加(F=5.62, 
P<0.05)，经计算单位软体部干重生长余力极显著降

低(F=120.88, P<0.01) (图 4)。在中期酸化胁迫(30 d)

后，紫贻贝的摄食能显著降低(F=12.09, P<0.05)，吸

收能增加极显著(F=32.48, P<0.01)，呼吸能和排泄能

显著升高(F=7.48, P<0.05; F=16.43, P<0.05)，呼吸能

和排泄能共占总摄食能的 12.84%，生长余力极显著

增加(F= 179.94, P<0.01) (图 4)。 

 
表 3  海水酸化胁迫对紫贻贝能量收支的影响 

Tab.3  Impact of seawater acidification on the energy budget of M.galloprovincialis (Mean±SD) 

时间
Time 
(d) 

分组 
Group 

滤水率 
CR 

(L/hg) 

摄食能 
Consumption 

energy 
(J/hg) 

同化效率 
AE 
(%) 

吸收能 
A 

(J/hg) 

呼吸能 
R 

(J/hg) 

排泄能 
U 

(J/hg) 

生长余力 
SFG 

(J/hg) 

pH8.0 15.79±4.26a 186.85±68.03a 62.20±11.65a 116.20±42.31a 10.95±2.51a 0.23±0.04a 105.23±18.79a10 
pH7.7 8.29±2.76b 79.41±17.67b 44.44±2.34b 35.28±7.85b 13.03±2.33a 0.28±0.04b 21.97±3.79b

pH8.0 10.36±1.45 a 119.05±26.37 a 28.11±3.32 a 33.47±7.41a 12.03±2.99a 0.43±0.23a 21.01±7.73a30 
pH7.7 6.41±2.11b 145.28±37.07b 61.20±10.18b 88.91±22.69b 17.65±3.48b 1.01±0.30b 70.26±7.36b

 

 
 

图 4  不同酸化条件不同处理时间下紫贻贝 
生长余力的变化 

Fig.4  The SFG of M.galloprovincialis at the  
different pH and experiment time 

 

3  讨论 

3.1  海水酸化对紫贻贝摄食生理的影响 

滤水率是研究贝类摄食生理的重要参数(Riisgård, 
1991)，它的大小直接受到生物所处环境的理化因子

的影响(匡世焕等, 1996; 张继红等, 2005)。Fernández- 
Reiriz 等(2012)、Wang 等(2015)、Sui 等(2016)研究发

现，海水酸化对滤食性贝类滤水率的影响因种类而

异，厚壳贻贝(Mytilus coruscus)、紫贻贝的幼贝在海

水酸化条件下，其滤水率未受影响。Liu 等(2012)对处

于海水酸化下合浦珠母贝(Pinctada fucata)的代谢  
生理进行研究发现，合浦珠母贝的滤水率在酸化条  
件下显著增加。但更多的研究表明，海水酸化胁迫  
会导致滤水率显著降低，Liu 等(2012)在同一酸化条

件下对栉孔扇贝(Chlamys farreri)和贻贝(Mytilus 

edutis)滤水率的研究发现，2 种海洋贝类的滤水率均

显著降低。Fernández-Reiriz 等(2012)研究发现，槽蛤

仔(Ruditapes decussatus)的滤水率受到酸化胁迫的显

著抑制。这与本研究结果相似，在海水酸化 pH 为 7.7
的条件下，紫贻贝滤水率均显著降低(图 2A)，并随酸

化时间加长，紫贻贝第 10 天滤水率的平均值高于第

30 天。Navarro 等(2013)研究发现，酸化时间对智利

蓝贻贝摄食活动也具有重要的影响，贻贝(CO2 浓度

约为 750×10-6)在酸化海水中酸化 35 d 后，其摄食活

性显著低于实验开始阶段(0 d)。从贝类的摄食行为中

观察发现，在 pH≤7.0 的海水酸化下，太平洋牡蛎、

食用牡蛎(Ostrea edulis)和紫贻贝这 3 种海洋贝类均

表现为贝壳持续张开，行为活动极度不活泼，呈现一

种极近“麻痹状态”，生长受到抑制，死亡率增加

(Bamber et al, 1990)。 
贝类同化效率对海水酸化同样敏感。Wang 等

(2015)在室内模拟 pH 为 7.7 的海水酸化研究显示，海

水酸化对厚壳贻贝的同化效率几乎没有产生影响。但

Fernández-Reiriz 等(2011、2012)在 pH=Δ0.4 的酸化

条件下酸化 78 d 后发现，槽蛤仔幼体同化效率显著

降低，但是，紫贻贝幼体同化效率却显著增加，说明

酸化对海洋贝类的影响具有明显的种属特异性。而本

研究发现，紫贻贝在同一酸化条件下，同化效率在第

10 天下降，在 30 d 时增加(图 2B)。出现这一现象的

原因可能是因为短期酸化胁迫会显著影响贝类消化

系统，但是，在长期的酸化环境下，紫贻贝逐渐适应

这一环境，通过调节自身的营养吸收能力来抵消这种

酸化的不利环境(Wang et al, 2015)。Areekijseree 等

(2004)研究发现，贝类体内某些消化吸收酶如淀粉酶、
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肽酶、葡萄糖苷酶在 pH 较低时，其活性会显著增加，

机体通过提高某些营养消化酶的活性，促进营养的吸

收利用，使机体免受酸化损伤。这种现象对于紫贻贝

这一物种应对酸化胁迫是非常有利的生存策略，但更

深层次的生理机制方面的研究还有待进一步研究。 

3.2  海水酸化对紫贻贝代谢生理的影响 

RR 和 AER 是研究贝类代谢中最广泛的指标。研

究发现，海水酸化会对 RR 和 AER 产生不同程度的

影响(Thomsen et al, 2010; Fernández-Reiriz et al, 2012; 
Wang et al, 2015; Sui et al, 2016; Hu et al, 2017)。一方

面，酸化时间会对贝类的代谢产生影响。厚壳贻贝在

酸化处理 3 d，其 RR 和 AER 几乎没有产生影响，但

利用相似的实验方法酸化 14 d 后发现，酸化会显著

降低贻贝的 RR 和 AER (Wang et al, 2015; Sui et al, 
2016)。另一方面，海洋酸化对贝类代谢的影响具有

明显的种属特异性。Fernández-Reiriz 等(2011)在长期

的酸化研究中发现，槽蛤仔的 RR 显著下降，AER 显

著增加，而在紫贻贝中，虽然 AER 的变化一样，但对

RR 却几乎没有影响。本研究发现，在海水酸化胁迫条

件下，紫贻贝的 RR 和 AER 都显著升高(图 3A、图 3B)。
Lannig 等(2010)认为，酸化会影响贝类细胞内离子浓

度(H+、CO3
2、HCO3

、Ca2+和 Mg2+)的变化，贝类通

过提高代谢速率来维持细胞内酸碱离子的稳定。 
O/N 是表示生物利用代谢底物的一个重要指标，

反映有机生物在特定的环境状态下体内脂肪、糖类和

蛋白质代谢的比例关系(Ruyet et al, 2004; 姜娓娓等, 
2017)。另外，O/N 值的高低可以作为生物体适应环

境压力的指标之一(Widdows et al, 1971)。当生物体以

蛋白质代谢为主时，O/N 值约为 7.0~9.3； 当生物以

脂肪和碳水化合物代谢为主时，O/N 值通常高于 24 
(Mayzaud et al, 1973)。本研究中，紫贻贝受到酸化处

理后的 O/N 值变化波动范围为 14.28~20.46，显著低

于对照组(P<0.05, 图 3C)，说明在海水酸化胁迫下，

紫贻贝的供能物质由脂肪和碳水化合物逐渐向蛋白

质过渡。 

3.3  海水酸化对紫贻贝能量分配的影响 

在环境压力下，生长余力是估算生物整体生理状

态的一个重要能量指标。研究发现，通过海水酸化对

贝类摄食能、吸收能、呼吸能和排泄能等生理过程的

研究，可以反映出海水酸化对海洋贝类的生长余力的

影响(Berge et al, 2006; Fernández-Reiriz et al, 2011; 
Sanders et al, 2013; Range et al, 2014)。在受到海水酸

化胁迫后，贝类生长余力的降低，常常伴随着摄食能

和吸收能的减少、呼吸能和排泄能的增加、蛋白质的

降解等过程，这已经在紫贻贝(Thomsen et al, 2010; 
Fernández-Reiriz et al, 2011)、厚壳贻贝(Wang et al, 
2015)、槽蛤仔(Fernández-Reiriz et al, 2012)、长牡蛎

(Lannig et al, 2010)中发现。在本研究中，在短期酸化

胁迫 10 d，紫贻贝降低摄食、吸收能量，增加呼吸代

谢能量消耗，最终导致贝类生长的能量减少，生长下

降(表 3)。这与 Thomsen 等(2010)研究结果相一致，

贝类往往会通过增加能量的需求和氮损失的协同作

用来应对海水酸化胁迫的压力。Fernández-Reiriz 等

(2011)研究发现，酸化胁迫导致槽蛤仔滤水、摄食降

低，引起能量吸收的减少，氨代谢增加，生长变慢。

本研究发现，紫贻贝在短期酸化 10 d，生长余力与对

照组相比下降了 28.65% (图 4)。这与 Miller 等(2009)
关于美洲牡蛎的研究结果一致。Navarro 等(2013)研
究发现，智利蓝贻贝幼贝在 CO2中浓度约为 750×10-6、

CO2 高浓度约为 1200×10-6 的酸化海水中，生长率显

著下降，分别下降 13%和 28%。在这一情况下，假设

贻贝在正常海水(CO2 浓度约为 380×10-6)中，其组织

产量为 42120 kg/month，在中、高 CO2 浓度的海水中

处理后，其产量将分别减少 5500、12000 kg/month。
这种现象说明在海水酸化中，贝类生长的降低，不仅

会对贝类的健康产生危害，更严重的是这将会对贝类

的养殖产业产生不可估量的损失。但值得注意的是，

随着酸化胁迫延长至 30 d 后，紫贻贝的生长余力显

著增加，与自然海水相比，增加了 30.70%，这种现

象可能与长时间酸化胁迫后，紫贻贝同化效率和吸收

能的增加有关，尽管贝类的呼吸能和排泄能显著增

加，但代谢能仅占摄食能的 12.84%，所以，吸收能

的显著增加是造成贝类生长余力显著增加的主要原

因(表 3、图 4)。另外，Fernández-Reiriz 等(2012)通过

相同的酸化条件，利用 CO2 气体进行室内酸化模拟

78 d 后发现，紫贻贝稚贝同化效率的增加，吸收能增

加，引起生长余力增加，这与本研究结果相一致。在

长期酸化下，紫贻贝生长余力的增加，为以后抗逆品

种的选育提供了很好的思路。需要指出的是，因实验

场地、天气等原因，本研究仅持续了 30 d，对紫贻贝

而言，在长期(半年以上)酸化条件下，是否能够通过

稳定的高吸收效率来输送足够的生长能维持生长，尚

需要长期尺度的海水酸化实验进行证实。 
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Impact of Seawater Acidification on the Energy Budget  
of Mytilus galloprovincialis 

WANG Xiaoqin1,2, Samuel P.S. Rastrick5, WU Yalin1,2, FANG Jinghui2,3, DU Meirong2,3,  
GAO Yaping2,3, LIN Fan2,3, JIANG Weiwei2, LI Fengxue1,2, WANG Junwei4,  

ZHANG Yitao4, FANG Jianguang2,3, JIANG Zengjie2,3①
 

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable 
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese 

Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, 
Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 4. Rongcheng Chudao Aquaculture  

Corporation, Rongcheng  264312; 5. Institute of Marine Research in Norway, Bergen  5817) 

Abstract    The effect of seawater acidification on the energy budget of the mussel Mytilus 
galloprovincialis was studied using a combined in situ mesocosm and flow-through chambers approach in 
Sanggou Bay from May to June, 2016. The experimental groups of mussels were acclimated to different 
experimental pH values obtained by elevating seawater CO2 concentrations. Clearance rates, absorption 
efficiency, respiration rates, ammonia excretion rates, and O/N ratios of M. galloprovincialis were 
measured after 10 and 30 days of treatment. The results showed that the clearance rates, O/N ratios, and 
absorption efficiency of M. galloprovincialis were reduced significantly after 10 days of exposure to 
acidified seawater (pH 7.7) (P<0.05), whereas the rates of ammonia excretion were increased significantly 
(P<0.01).  The respiration rates in acidified and ambient seawater did not show significant difference 
(P>0.05). However, after 30 days of exposure to acidified seawater, significantly increased absorption 
efficiency, respiration rates, and ammonia excretion rates (P<0.05), and significantly reduced clearance 
rates and O/N ratios were observed (P<0.05). Energy budget analysis showed that a 10-day exposure to 
acidified seawater resulted in significantly reduced ingestion energy, absorbed energy, and scope for 
growth (P<0.05), but a significant increase in excreted energy (P<0.05), whereas a 30-day exposure to 
acidified seawater resulted in significant reduction in ingestion energy (P<0.05), but a significant 
increment in absorbed energy, respiration energy, excreted energy, and scope for growth (P<0.05). The 
average values of O/N ratios ranged from 14.28 to 20.46 in all the experiments, suggesting that the energy 
source changed gradually from fats and carbohydrates to proteins under low pH conditions. These data 
provide theoretical insights into the possible mechanisms underlying the impact of seawater acidification 
on the physiological responses of mussels. 
Key words    Seawater acidification; Mytilus galloprovincialis; Feeding; Metabolism; Sanggou Bay 
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桑沟湾养殖海带生长的模型预测* 
蔡碧莹 1,2,3  朱长波 4  刘  慧 2,3①  常丽荣 5   

肖露阳 5  孙倩雯 1,2,3  蔺  凡 2,3 
(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； 

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. 中国水产科学研究院南海水产研究所  广州  510300；5. 威海长青海洋科技股份有限公司  荣成  264316) 

摘要    海带(Saccharina japonica)是一种常见的大型经济褐藻，是海洋生态系统重要的初级生产

者，也是我国北方沿海主要的养殖藻类。本研究旨在建立海带个体生长数值模型，并以此预测中国

北方近海大规模筏式养殖条件下海带的生长情况。本研究以桑沟湾养殖海带为例，利用可视化模型

软件 STELLA 描述海带生长的关键过程及其与环境参数的关系，以净生长量(Ngrowth)=总生长量

(Ggrowth)–呼吸作用(resp)–枯烂(Ekelp)为基本框架，模拟和预测海带的生物量和叶片长度变化。海带的

总生长用光照、温度、盐度、海带体内营养盐(包括 N 和 P)等强制函数定义，其中，光照参数来自

桑沟湾气象记录，盐度、温度和营养盐为现场调查实测值。模型模拟桑沟湾养殖海带的长度与干重

结果与实测值的拟合度 R2 值分别为 0.936、0.963，说明该模型能够很好反映海带的真实生长情况。

可靠的个体生长模型是评估海带养殖容量的基础，并可为水产养殖区的空间规划提供决策依据。 
关键词    桑沟湾; 海带; 个体生长模型; 环境条件；STELLA 
中图分类号 S968.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0031-11 

桑沟湾的海带 (Saccharina japonica)养殖始于

1957 年，产量逐年增加，目前己逾 10 万 t (张为先, 
1992)。海带养殖产量与海带的长度和重量有关，生

长状况较好的海带，长度、宽度和厚度都较大，出成

率比较高。近年来，桑沟湾筏式养殖的海带在养殖后

期(一般是 4 月下旬以后)，叶片有明显的枯烂现象，

并随时间推移愈加严重，在一定程度上影响了海带养

殖产量和效益。Li 等(2007)研究表明，海带叶片末梢

枯烂的现象从 11 月放苗开始出现，并持续整个养殖

周期。Suzuki 等(2008)发现，当温度超过 17.5℃，海

带叶片末梢的枯烂率就已超过其生长率。同时，温度、

光照和营养盐的变化都可能引起海带叶片末梢枯烂。 
在过去的几十年里，国内外开发了一些用于模拟

海藻生长的模型，一方面用于预测海带和石莼(Ulva 
rigida)等藻类的生长(Zhang et al, 2016; Solidoro et al, 
1997)，另一方面也用于绿藻和蓝藻等灾害藻类暴发

的预警(Martins et al, 2002; 汪浩等, 2012)。为了更好

地模拟环境因素对海带生长的影响，本研究在桑沟湾 

abc
图章
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的 3 个不同区域设置了采样站位，进行海带采样与环

境监测。通过分析海带生长的主要限制因素，将其参

数化，以动态能量学(Dynamic Energy Budget, DEB)
理论为指导(Marianne et al, 2009)，建立了基于桑沟湾

的海带个体生长模型。通过模型运算可以有效预测 
不同的环境条件下，海带的生长状况和产量变化，为

今后海区养殖容量的估算及养殖管理提供理论和技

术支持。 

1  材料与方法 

1.1  研究海域 

桑沟湾(3701~3709N，12224~12235E)位于

山东半岛东部沿海，是我国北方主要的浅海养殖水域

之一，为半封闭海湾，呈“C”状。湾口南北宽 11.5 km，

东西宽 7.5 km，海岸线长 90 km，面积为 144 km2。

温度范围 2℃~26℃，年平均水温为 13℃；湾内盐度

变化不大，平均盐度为 31.76；日光照射时数平均为

208.4 h，年平均降雨 800 mm(国家海洋局一所，1988)。 
实验在桑沟湾高区 (High Zone， HZ) 、中区

(Medium Zone，MZ)、低区(Low Zone，LZ)设置了    
3 个采样站，高区：37833.47N，1223759.22E；

中 区 ： 37837.44N ， 1223630.98E ； 低 区 ：

370952.88N， 1223510.06E。其中，高区水深

23.4 m，流速较大，为 0.3 m/s 左右；中区水深 20 m，

流速较为适宜，为 0.25 m/s 左右；低区水深 16.7 m，

流速较小，为 0.1 m/s 左右。所有采样站位均用 GPS
进行准确定位(图 1)。桑沟湾筏式养殖海带采用间隔

平养，养殖期为 11 月中旬到次年 7 月中旬。 
 

 
 

图 1  桑沟湾海域采样点 
Fig.1  The sampling points of Sanggou Bay 

1.2  桑沟湾海域环境及海带生长参数 

海带个体生长模型的概念流程如图 2 所示。实验

对桑沟湾海带 2016 年 11 月至 2017 年 6 月的生长情

况和环境条件进行监测。环境监测项目包括水体表面

温度 T(℃)、水体盐度 S、营养盐 N 和 P 浓度(mol/L)、

环 境 光 照 I (µmol/m2 · s) 以 及 颗 粒 有 机 物 浓 度

TPM(mg/L)，每 30 d 左右监测 1 次。环境参数按照《海

洋调查规范》要求采样，海水中营养盐、TPM 的分

析均按照《海洋监测规范》(GB 173782007)进行。

海带生长情况监测项目包括干重 DW(g)和长度

Length(cm)，每 30 d 左右监测 1 次，每次测量 5 个

个体。  
 

 
 

图 2  海带生长模型概念流程 
Fig.2  Conceptual diagram of the kelp growth model 

注：强制函数包括 T(温度)、I(光照)、S(盐度)、N(溶解性

无机氮包括：NH4
+-N、NO3

–-N)、P(溶解性无机磷：PO4
3–-P) 

Note: The forcing functions include T (temperature), I (light), 
S(salinity), N (dissolved inorganic nitrogen including: NH4

+-N 
and NO3

–-N), P (dissolved inorganic phosphorus: PO4
3–-P) 

 

1.3  模型函数 

海带的净生长量(Ngrowth)由其总生长量(Ggrowth)与
呼吸作用(resp)和海带枯烂(Ekelp)之差决定： 

growth growth kelp– –N G resp E  

式中，呼吸作用(resp)主要采用 Jørgensen 等(2008)
关于计算呼吸作用的公式： 

–20
max20

Tresp R  ℃  

式中，Rmax20℃为 20℃最大呼吸速率，为经验系

数经模型校正取 1.02。 
Ggrowth 受海带最大生长率(max)、温度(T)的变动、

光照的限制(I)、盐度限制(S)及营养物的限制(N、P)
共同作用。利用相乘限制方法，即： 

growth max ( ) ( ) ( ) ( )G m f T f I f S f NP      
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海带的生长遵循在最适温度附近的偏正态分布，所以

采用如下温度函数(Radach et al, 1993)： 
2

opt

x opt
–2.) 3(

T T
f T exp

T T

         
 

式中，Topt 和 Tx 分别代表海带生长的最适温度和

温度生态幅；当 T≤Topt 时，Tx=Tmin(温度生态幅下限)；
当 T＞Topt 时，Tx=Tmax(温度生态幅上限)。 

海带在高强度的光强下光合作用受到抑制，生长

处于抑制状态(张起信, 1994)。因此，光照函数采用

Steele 公式光抑制模型最优曲线(Steele et al, 1962)： 

 
1

 

opt 
opt

I
IIf I e

I

 
  

    

式中，Iopt 为光合作用最适光强，I 为到达海带表

面的光照强度。 
潮位的变化会引起光照水深的变化。由于海带为

筏式养殖生物，浮筏本身会随着潮水升降，所以潮位

的变化并不会引起养殖生物水层的变化，海带基本保

持固定的生长水层不变。同时，由于水流的存在，海

带基本上是漂浮在水的上层。在深度(Z)光照(I)的变

化，用 Beer 公式(Parsons et al, 1990)表示： 
 0 –I I exp k Z    

式中，I0 为水表面的光强，k 为吸光系数，Z 为

水层深度。 
养殖海区水体的初级生产力也取决于水中的吸

光系数 k。潮位的变化所引起的涨潮、退潮以及风浪

流，都能对水体和海床造成扰动。这种变化引起的海

底沉积物的再悬浮是引起 k 变化的主要因素。Suzuki 
等(2008)在桑沟湾研究得出 TPM 与 k 之间的关系，建

立经验公式如下： 
0.0484 TPM 0.0243k     

公式描述了 k 与 TPM 之间的关系，利用不同时

刻的 TPM 测值输入模型，进一步反映 Z 深度下的光

照变化情况。 
光照强制函数的输入，不能以某一天的某一时刻

光照作为变量输入，应参考养殖海区的当日平均光照

情况，同时需要考虑每月的晴日天、阴雨雪天、当月

的日照时长等。根据中国气象局对荣成市 2016~2017
年的天气预报，计算了每月晴日天及阴雨天数、每月

的日照时长；并且根据实测的桑沟湾海域晴日天及阴

雨天光照强度，一天平均海表面光照强度分别为 550、
385 mol/m2s。 

平均海表光照强度公式： 

I0=
 550 385

24
   



日照时长 晴日天 阴雨天

总天数
 

针对桑沟湾盐度变化情况，参照 Martins 等 
(2002)浒苔模型中对盐度限制的表达公式： 

f (S)=1– opt

x opt 

m
S S

S S
 
   

 

式中，Sopt 为最适生长盐度，当 S＜Sopt，Sx=Smin(停
止生长的盐度耐受的最小值 )，m=2.5；S≥Sopt，

Sx=Smax(停止生长的盐度耐受的最大值)，m=2。 
海带生长受相对最缺乏的营养盐限制，海带体内

氮磷比(N/P)是 12~16 时，营养盐最易被海带吸收。

因此，N/P＜12，f(NP)= f(N)；12≤N/P≤16，f(NP)=1；
N/P＞16，f(NP)=f(P)(Martins et al, 2002)。 

海带对 N 营养盐的吸收特征符合饱和吸收动力

学。同时，因为藻类的生长取决于细胞内浓度，而不

是水体中的浓度，根据 Michaelis-Menten(Nint－Nimin)
米氏方程计算： 

f (N)= int imin

q int imin

N N
K N N


 

 

式中，Nint 和 Nimin 分别是海带体内游离 N 含量、

海带体内游离 N 的最低需求，Kq 为 N 的半饱和同化

系数。 
海带对 PO4-P 的吸收动力学特征不符合米氏方

程，藻体的生长随体内 P的增加呈线性增加(Jørgensen
等，2008)。 

如 Pint＜Pimax，f (P)= int

imax

P
P

；如果 Pint≥Pimax，f (P)=1 

式中，Pint 和 Pimax 分别是海带体内游离 P、维持

最大生长率所需的体内游离 P 含量。 
海带体内游离 N、P 营养盐含量(Nint, Pint)的计算

是将吸收的营养盐 ()减去同化为组织的营养盐 ()
得到。  

imax int max ext

imax imin x ext 
X X V X

X X K X


 
 

 
 

int growthX G    

式中，X 代表 N 或 P；Vmax 为 N 或 P 营养盐的最

大吸收速率；Kx 为 N 或 P 营养盐吸收的半饱和常数；

Xext 为海水中无机 N 或 P 营养盐含量。 
海带存在由于光照过强引起的白烂病，光照过弱

引起的绿烂病等病理性枯烂，这类枯烂可根据光照情

况及时调节养殖水层得到改善。除了海带病理性枯

烂，海带叶片末梢枯烂也是一种遗传特性，当温度或

其他环境条件改变，海带末梢开始枯烂，并通过枯烂

组织的营养盐循环，促进海带分生组织的生长，有利于

孢子的放散，属于一种生存机制(Li et al, 2007)。在     
4 月以前，海带末梢枯烂并不明显，之后随着海水温
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度的不断升高，末梢枯烂率大幅度上升，5 月枯烂率 
达到最大，以后保持平稳状态(Li et al, 2007; Mizuta et al, 
2003)。综上所述，根据海带的最适温度(Topt)与海水中

的温度(T)之间的差值作为指数，得出海带枯烂的方程： 
opt–

kelp max
( )T TE E P   

式中，Topt 为海带最适生长温度，T 为不同时刻

的温度测量值，P 为经验系数经模型校正，取 1.05，
Emax 为海带最大枯烂率。 

吴荣军等(2009)对于海带长度与干重得到的经

典公式，可能是存在海带干湿比不同等因素，与作者

的海带长度与干重实测值有一定差异。本研究通过

Origin 9.0 软件对吴荣军海带长度与干重经典公式进

行系数校准，得出海带长度与干重经典公式为： 

 6.28ln DW 10 3.35L exp      

式中，L 为海带长度，DW 为海带干重。  

1.4  状态变量及强制函数 

模型中的 3 个状态变量包括海带体内营养盐含

量(Nint，Pint，mol/g)、海带的干重(DW，g)、Nint(t)、
Pint(t)、DW(t)： 

int int N N

int int P P

growthDW DW

( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

N t N t dt
P t P t dt

t t dt N

 
 

   
   
  

 

模型中状态变量的初始值 Nint 和 Pint 的取值，采

用海带组织氮 TN 含量及组织磷 TP 含量以海带干重

的百分比(% DW) 表示 (王文雷等, 2009)。Zhang 等 
(2016)测定 1 月海带 TN 为 1.51%，经过单位换算为

Nint=1071 μmol/g。刘嘉伟等(2017)测定海带 TP 为

0.218%，经过单位换算为 Pint=70.32 μmol/g。 
强制函数(Forcing functions)也称为外部变量，它

是影响生态系统状态的外部变量或函数。模型可以用

来预测强制函数随时间变化时，生态系统的状态将产

生何种变化和影响。水温 T(℃)、光照 I(µmol/m2s)、
水体 N 含量 Next(µmol/L)(包括 NH4

+-N 和 NO3
–-N)、水

体中的 PO4
3–-P 含量 Pext(µmol/L)、水体中颗粒物浓度

TPM(mg/L)为模型的强制函数，根据不同时刻的实测

值输入。 

1.5  模型中的参数 

模型总共包含 22 个常变量(表 1)，与营养盐吸收

消耗相关参数为 11 个，海带生长消耗相关参数 3 个，

海带生长环境相关参数 8 个。模型中大部分重要参数

来自桑沟湾海区实验研究结果及相关文献。 

海带孢子体适温范围很广，最适温为 5~10℃，结

合养殖生产实际，适温范围约在 12~13℃左右 (张为

先等, 1992; 曾呈奎等, 1994)，模型选择海带生长最适

温度 Topt 为 12℃，Tmin 为 0.5℃，Tmax 为 20℃。 
季仲强(2011)研究不同盐度下海带对 N、P 营养

盐的吸收效率表明，盐度为 3 时，P 的吸收出现了负

吸收现象。陈根禄(1958)提出，盐度为 29~32 最适宜

海带生长。因此，设 Smin 为 3，盐度上限 Smax 为 40，最

适盐度 Sopt设为 30。张起信(1995)设定的 Iopt范围为 252~ 

396 µmol/m2·s，Duarte 等(2003)对于 Iopt 的设定值为

491.4 µmol/m2·s，模型设定 Iopt 为 350 µmol/m2·s。 
根据沈淑芬(2013)对海带 N、P 营养盐吸收动力

学特征的研究，选取 VmaxNO3、VmaxNH4、VmaxPO4 分别为

10.28、52.63、8.58 mol/g h，经单位换算分别为

246.72、1263.12、205.92 mol/g d，对应的 KNO3、KNH4、

KPO4 分别为 29.02、169.49、6.01 mol/L。N 含量为干

重的 2.4%，1.3%分别为 Nimax 和 Nimin，经单位换算及模

型率定设为 1714 molN/gDW 和 300 molN/gDW 

(Mizuta et al, 1992)。Pimax和 Pimin选取 171 molP/gDW 和

30 molP/gDW (Mizuta et al, 2003)。Kq 和 Rmax20℃参数值

取自 EPA(1985)并进行模型校正。 
海带一般是漂浮在水中，1 月开始加入浮球，提

升海带的养殖水层，使海带分生组织基本保持在

50 cm 左右水层，因此，选择 Z 为 0.5 m。 
姚海芹(2016)测量海带平均日生长速率范围在

(0.15~0.75)/d 之间，根据文献及模型调试选取 0.6/d
为海带的最大生长率。针对海带枯烂率研究表明，海

带在整个养殖周期，枯烂的长度约为 196 cm，2.0 cm/d
为海带最大枯烂率(Mizuta et al, 2003; Li et al, 2007)，
枯烂鲜重为(4.0±0.9) gwt/d (Suzuki et al, 2008)，结合

此时海带的鲜重，换算成百分比约为 0.006/d，假定

同一海带各部分的干湿比一致，选择 0.006 为 Emax，

海带生长模型中相应参数与取值见表 1。 

1.6  模型构建及运行 

在海带生长的生理生化过程分析的基础上，利用

可视化模型软件 Stella Architect 1.4.3 构建上述的公

式及参数，基于 Stella 软件构建出海带生长模型流程

图(图 3)。其中，模型设置包括时间步长为 0.04 d，
根据海带养成时间设置模拟时长为 220 d。以海带苗

的放苗时间为准，低区 11 月 15 日，中区 11 月 24 日，

高区 12 月 7 日，高、中、低区分别设定不同的模型

运算开始时间。高、中、低区海带干重(DW)的初始

值分别为 0.5 g、0.45 g、0.25 g。 
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表 1  海带生长模型中的参数与取值 
Tab.1  Parameters of growth model of kelp (Saccharina japonica) 

参数  
Parameter 

定义 
Description 

单位 
Units 

参数值 
Value 

参考文献 
Reference 

max 适宜温度下最大生长速率 
Maximum growth rate at Topt 

d–1 0.6 姚海芹等(2016) 

Iopt 
光合作用的最适光强 
Optimum light intensity for photosynthesis µmol·m2·s–1 350 

张起信(1995) 
Duarte 等(2003) 

Topt 最适生长温度 Optimum temperature for growth ℃ 12 
曾呈奎等(1962) 
张为先等(1992) 

Tmax 生长温度生态幅的上限 
Upper temperature tolerance limit at which growth ceases 

℃ 20 曾呈奎等(1962) 

Tmin 
生长温度生态幅的下限 
Lower temperature tolerance limit at which growth ceases 

℃ 0.5 曾呈奎等(1962) 

Sopt 最适生长盐度 Optimum salinity for growth 无 None 30 
陈根禄等(1958)  
季仲强(2011) 

Smax 停止生长的盐度耐受的最大值 
Upper salinity tolerance limit at which growth ceases 

无 None 40 季仲强(2011) 

Smin 
停止生长的盐度耐受的最小值 
Lower salinity tolerance limit at which growth ceases 

无 None 3 季仲强(2011) 

Rmax20℃ 20℃最大呼吸速率 Maximum respiration rate at 20℃ d–1 0.015 EPA(1985) 

Nimin 
体内游离 N 最低需求 
Minimum internal quota (subsistence quota) for nitrogen µmol N·gdw–1 300 模型率定; EPA(1985)

Nimax 维持最大生长率所需的体内游离 N 含量 
Internal quota of free nitrogen for maximum growth µmol N·gdw–1 1714 Mizuta 等(1992) 

kq 
无机 N 的半饱和同化常数 
Nitrogen half-saturation constant for growth µmol N·gdw–1 250 EPA(1985) 

VmaxNO3 NO3-N 最大吸收速率 Maximum nitrate uptake rate µmol NO3·gdw–1·d–1 246.72 沈淑芬(2013) 

VmaxNH4 NH4-N 最大吸收速率 Maximum ammonium uptake rate µmol NH4·gdw–1·d–1 1263 沈淑芬(2013) 

KNO3 
NO3-N 半饱和吸收常数 
Half-saturation constant for uptake of nitrate µmol NO3·L–1 29 沈淑芬(2013) 

KNH4 
NH4-N 半饱和吸收常数 
Half-saturation constant for uptake of ammonium µmol NH4·L–1 169.49 沈淑芬(2013) 

Pimax 
维持最大生长率所需的体内游离 P 含量 
Internal quota of free phosphorus for maximum growth  

µmol PO4·gdw–1 171 Mizuta 等(2003) 

Pimin 
体内游离 P 最低需求 
Minimum internal quota(subsistence quota) for phosphorus µmol PO4·gdw–1 30 Mizuta 等(2003) 

VmaxPO4 PO4-P 最大吸收速率 Maximum phosphorus uptake rate µmol PO4·gdw–1·d–1 205.92 沈淑芬(2013) 

KPO4 
PO4-P 的半饱和吸收常数 
Half-saturation constant for uptake of phosphorus µmol PO4·L–1 6.01 沈淑芬(2013) 

Emax 海带最大枯烂率 Maximum erosion rate of kelp d–1 0.006 Li 等(2007) 
Z 海带养殖深度 Depth for kelp culture  m 0.5 模型率定 

 
2  结果与分析 

2.1  环境实测值 

图 4 为桑沟湾高、中、低区 2016 年 11 月到 2017
年 6 月的环境实测值，包括温度、盐度、TPM、营养 

盐(氨氮 NH4
+-N、硝酸盐 NO3

–-N、磷酸盐 PO4
3–-P)。在

海带养殖期内，低区的温度略高于中、高区。高区的

营养盐较中、低区含量丰富，另一方面高区在桑沟湾

养殖区外侧，流速较大，水体中颗粒物浓度也较其他

区域高。 



36 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 

 
 

图 3  基于 Stella 软件构建的海带生长模型流程 
Fig.3  Flow chart of kelp growth model based on Stella software 

 
养殖区域温度是养殖生物必须考虑的关键环境

因素。不同藻类均有其最适宜生长温度，温度高于或

低于养殖生物最适宜生长温度，都有可能造成胁迫，

引起细胞膜结构破坏，抑制养殖生物生长，从而造成

个体损伤甚至死亡(Sies et al, 1993)。图 5 是模型温度

强制函数的输出曲线。海带最适生长温度为 12℃，海

带苗刚下海时海水温度为 15℃左右，超过了海带的最

适宜生长温度，随着天气逐渐转冷，达到了海带适宜  
生长温度，3 月开始温度逐步升高，5 月中旬左右达到

12℃，随后温度开始持续攀升，对海带生长的限制

作用加强，直到 6 月中旬左右食品海带收获结束。 
养殖区域的营养盐对于海带的生长起着至关重

要的作用，营养盐偏低在一定程度上限制了养殖容

量，大面积的养殖生物及养殖筏架影响了养殖区域的

水交换，使外部的营养盐难以进入湾内，成为限制水

体生产力的关键因素。水体中 P 含量较少，海带生长

内部所需的 P 也很少，氮磷比符合海带生长的条件，

根据图 5 所示，f (P)的值稳定在 0.8~0.9，f (N)的值稳

定在 0.54~0.75，图 7 所示 f (NP)的值稳定在 0.54~1。
尽管水体中的 N、P 浓度很低，但是沉积物不断提供

的 N、P 仍然可以满足海带生长的需要，削弱了水体

中 N、P 含量低对海带的限制作用。 
桑沟湾太阳辐照冬季辐射最低，春季不断攀升，

夏季达到最大值，秋季随之下降。太阳辐射通过养殖

水体又经过光的反射、散射损失大部分光能，海带可

利用的光能大幅度减少，可见光(400 nm~750 nm)的
总能量衰减了 58%，只有 42%光照总能量可被海带所

利用进行光合作用(Ferreira et al, 1989)。适宜的流速

也使海带大部分时间均处于漂浮状态，以利于提高海

带的受光面积，提高海带的产量。 
桑沟湾盐度四季保持在 32 左右，接近海带生长

最适盐度 30，对海带生长限制较小，盐度强制函数

f (S)保持在 0.91~0.96 常数。鉴于盐度在桑沟湾海带

生长过程中起的限制作用较小，在模型构建上也可忽

略盐度这一环境因素对海带生长的影响，而对于一年

中盐度变化较大的海域，例如，南方降水量大，盐度

变化明显，或是盐度对于养殖生物影响较大的物种进

行模型构建时，盐度则是不可或缺的关键环境因素。 

2.2  海带生长模拟值与实测值 

高、中、低区海带长度和干重的实测值与模拟值

情况如图 8、图 10 所示。从模拟生长曲线与海带实 
测值的比较情况来看，模型可以较好地模拟出海带在

不同环境下的长度生长。高、中、低区海带的长度和

干重模拟值大部分在实测值的标准误差范围内，能够较

好地模拟不同区域海带的一般生长状况。图 9 和图 11
利用同一时期长度、干重的实测值与模拟值画出散点

图，与 y=x 线性公式拟合，得出 R2分别为 0.936、0.963。 
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图 4  桑沟湾高、中、低区 2016~2017 年环境测量值 
Fig.4  Time-series environmental valriables in HZ, MZ, LZ of Sanggou Bay 2016~2017 

A: 温度，B: 盐度，C: TPM，D: NH4
+-N，E: NO3

–-N，F: PO4
3–-P 

A: Temperature, B: Salinity, C: TPM, D: NH4
+-N, E: NO3

–-N, F: PO4
3–-P 

 

 
 

图 5  温度强制函数变化曲线 f (T)高区(A)、中区(B)、低区(C) 
Fig.5  Temperature forcing function curve f (T) HZ(A), MZ(B) and LZ(C) 
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图 6  磷强制函数变化曲线 f (P)及氮强制函数变化曲线 f (N) 
Fig.6  P forcing function curve and N forcing function curve 

 

 
 

图 7  N、P 强制函数变化曲线 f (NP) 
Fig.7  N and P forcing function change curve 

 

 
 

图 8  高区(A)，中区(B)，低区(C)海带长度模拟值与实测值 
Fig.8  Comparison of simulated and observed kelp length growth of HZ(A), MZ(B) and LZ(C) 
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图 9  海带干重模拟值与实测值间的线性回归(y=x) 
Fig.9  Linear regression (y=x) of simulated with  

observed values of length of kelp 
 

 
 

图 10  高区(A)、中区(B)、低区(C) 
海带干重模拟值与实测值 

Fig.10  The simulated values and observed kelp  
dry weight values of HZ(A), MZ(B) and LZ(C) 

 
 

图 11  海带干重模拟值与实测值间的线性回归(y=x) 
Fig.11  Linear regression (y=x) of simulated with  

observed values of dry weight of kelp 
 

3  讨论 

本研究选取了在水深、温度、光照、流速和营养

盐等方面都有较显著差异的高、中、低区 3 个采样点，

作为海带生长模型的预测对象，目的是更加准确地模

拟环境因子变化对海带个体生长的影响，进一步验证

模型的准确性。以往的藻类生长模型并未考虑同一海

域中不同区域的环境差异，因此具有一定的局限性。

根据高、中、低区海带生长环境参数以及海带干重、

长度的测量结果，我们发现低区比中区的海带生长情

况好，高区次之。本研究野外调查发现，高区流速较

大，海流的波动对水体和海床扰动使海水浑浊，降低

了海带表面的光照强度；低区风浪较小，水体透明度

高，海带受到海水的扰动较少且接收到的光辐照能量

较多，有利于干物质的积累。其次，海流较大会使海

带边缘较脆嫩的部分发生断折，加速海带叶片的枯烂。

此外，不同的养殖区放苗期、收获期不同，高区收获

期最晚，此时海水温度较高，可能影响了海带的生长。 

海带的叶片枯烂是其特有的重要生理过程，贯穿

于整个孢子体生长期，但不同时期的枯烂程度不同

(Li et al, 2007)。吴荣军等(2009)的海带生长模型未加

入枯烂作用影响，因此，不能很好地反映海带生理过

程；Zhang 等(2016)对于海带生长模型的研究中虽然

考虑了海带枯烂，但只设置了固定的枯烂数值，未考

虑环境变化对枯烂的影响，模拟结果不够客观。本研

究将海带枯烂作用公式化，建立了海带枯烂与温度的

关系，完善了海带枯烂的消耗过程模拟。因此，本研

究的模型更加合理。模型在光照强制函数构建过程

中，考虑了桑沟湾养殖区全年的晴日天、阴雨天以及

日照时长的影响，使光照更为接近桑沟湾的实际情

况，这也是其他藻类模型所忽略的一项。 
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本研究建立的海带个体模型可以较好地模拟海

带在不同环境条件下的生长状况。其中部分模拟值在

生长后期略低于实测值，推测是海带在生长后期藻体

叶片较为宽大，产生光照自遮蔽效应。与此同时，模

型中未加入流速对于海带个体生长过程的影响，有可

能影响了模型的准确性。张定民等(1986)发现，流速

0.01~0.83 m/s 为海带生存范围，而实测桑沟湾海区的

流速为 0.1~0.5 m/s，应不会对本研究中海带个体生存

造成影响。但是流速对海带长度、干重等具体生长情

况的影响迄今未见报道。为了改进和完善个体生长模

型，尚需对流速作用于海带生长过程的机理做进一步

研究。 
模型中的参数主要根据文献中的数据进行校正，

部分文献中参数研究区域不在桑沟湾，由于环境条件

存在一定差异，有可能会导致部分模拟值与实测值的

偏差。我们认为，模型的建立要综合考虑环境因素并

结合模拟物种生物学特征以确定相关参数，从而更好

地发挥模型的预测作用。 
目前，本研究中建立的海带个体生长模型可作为

子模型整合到模拟桑沟湾水产养殖生态系统的综合

模型中，为实现基于桑沟湾生态系统的水产养殖空间

规划管理提供技术支持。 
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Model Simulated Growth of Kelp Saccharina japonica in Sanggou Bay 

CAI Biying1,2,3, ZHU Changbo4, LIU Hui2,3①
, CHANG Lirong5, XIAO Luyang5, SUN Qianwen1,2,3, LIN Fan2,3 

(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; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and  

Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
4. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300;  

5. Weihai Changqing Ocean Science &Technology Co., Ltd, Rongcheng  264316) 

Abstract    Saccharina japonica is a major economically important brown macroalgae. It is an 
important primary producer in the marine ecosystem and is also cultured under long-line in coastal 
northern China. The aim of this work was to develop an individual growth model capable of simulating 
the growth of the large-scale raft-cultured kelp in the north of China. The model can provide data support, 
to some extent, to northern kelp farming. The key processes for kelp growth and its relationship with 
environmental parameters were analyzed, using the Sanggou Bay aquaculture zone as the study area. We 
used the visualization model software STELLA, which simulated and predicted the growth of the length 
and dry weight of kelp. The individual growth model basic framework was Ngrowth = Ggrowth–resp–Ekelp, 
where, net growth was defined as gross growth minus respiration and erosion consumption. The gross 
growth of kelp was defined as a function of light, temperature, salinity, and internal nutrient (N and P) 
content in kelp, whereas the light parameters were obtained from the Sanggou Bay meteorological records, 
and salinity, temperature, and nutrient (N and P) measurements were observed at the site in Sanggou Bay. 
According to the model simulated results, model predictions are well within the observed results. The 
individual growth model simulated the length results and measured values of the kelp, with the fitting 
degree R2 in the high, medium, and low zones as 0.936, whereas dry weight simulated results and 
measured values of the kelp had fitting degree R2 in the high, medium, and low zones as 0.963. According 
to the results, the model can accurately reflect the true growth process of kelp. A reliable individual 
growth model is the basis for the assessment of aquaculture carrying capacity. In addition, the individual 
growth model may provide a scientific foundation for aquaculture spatial planning and management. 
Key words    Sanggou Bay; Kelp; Individual growth model; Environmental conditions; STELLA 
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水力停留时间对厌氧反应器脱氮效果的影响* 

王震林 1,2  朱建新 2①  曲克明 2  陈世波 3 
(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. 青岛卓越海洋集团  青岛  266408) 

摘要    本研究使用自主设计的厌氧反硝化器，以斜发沸石为填料，自然挂膜，与循环水养殖系统

一级生物滤池串接，探索不同水力停留时间(HRT)下反应器的脱氮效果。结果显示，在实验过程中，

反应器对无机氮(IN)、总氮(TN)均有较好的去除效果。在低水力停留时间(HRT<7.43 h)下，反应器

主要去除的是氨氮(NH4
+-N)；高水力停留时间下(HRT≥7.43 h)，反应器主要去除的是硝酸盐氮

(NO3
–-N)。当 HRT 为 17.52 h 时，反应器的脱氮效果最好，NO3

–-N 去除率为 77.48%。此后，HRT
延长，脱氮效果下降。脱氮效果越好，亚硝酸盐氮(NO2

–-N)、NH4
+-N 积累越严重，NO2

–-N 最先开始

积累。本研究可为厌氧反硝化装备的开发提供参考。 
关键词    厌氧反应器；脱氮效果；流速；水力停留时间；自然挂膜 
中图分类号 S969.38；X703.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0042-08 

工厂化循环水养殖模式因具有养殖环境可控、节

水节地、单位水体产量高、养殖操作简便、对环境污

染小等诸多优点，受到广泛认可，最近十几年在中国

各地得到了迅速发展与普及。由于现行的水处理系统

缺乏专门的反硝化设备，存在硝酸盐氮(NO3
–-N)积累

的问题。为了降低 NO3
–-N 含量，在养殖生产中需要

大量换入新水，导致水体利用率降低。采用微生物降

解、转化水体中的氮素被认为是可行的。厌氧反硝化

在诸多生物脱氮模式中，因脱氮效率高、反应条件控

制和反应机理研究都比较成熟，日益受到重视。目前，

国内多使用实验室人工配置的模拟养殖废水进行厌

氧反硝化研究(赖才胜等, 2010; 谭洪新等, 2010; 唐成婷

等, 2014; 董明来等, 2011; 罗国芝等, 2013)，水产养

殖生产上应用反硝化脱氮的报道较少。国外对其研究

已进入中试阶段(Lepine et al, 2016)。应用厌氧反硝化

脱氮的难点首先是养殖废水的溶解氧 (DO)通常在

5.0 mg/L 左右，而反硝化要求 DO<0.5 mg/L (辛明秀

等, 2007)，可使用氮气曝气或适当延长水力停留时间

(HRT)来解决(李秀辰等, 2006)；其次是养殖废水的碳

氮比(C/N)较低，而反硝化要求 C/N 达到 3~6，甚至

更高，且比值越高 (3<C/N<30)反硝化效果越明显  
(卢文显等, 2015)。因此，需要选择一种合适的碳源，

既稳定、高效释碳、提高 C/N，又不对养殖动物产生

毒害作用。可采用的方式是使用可生物降解聚合物

(BDPs) (周子明等, 2015; 罗国芝等, 2011)或农产品

废弃物等(李华等, 2016)作为碳源和生物膜载体；将

硝化与反硝化串接，以养殖废水中的有机物作为碳源

(Boley et al, 2000)；采用养殖固体废弃物或其水解产

物作为碳源(李秀辰等, 2010; 成小婷等, 2016; Philips 
et al, 1998)等。 

abc
图章
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本研究将厌氧反应器(以下简称反应器)与一级

生物滤池相接，以养殖废水中的有机物作为碳源，通

过调节反应器出水流量，延长 HRT，降低 DO，研究

各因素与反硝化效果的关系，为后续厌氧反硝化设备

的研发提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  外挂式厌氧反应器的结构特点 

实验地点位于山东青岛黄岛区琅琊镇卓越海洋

集团的圆斑星鲽(Verasper variegates)养殖车间。反应

器的外形尺寸见图 1。采用亚克力材料，外涂水产用

油漆，避免光照影响反硝化效果。反应器内径为

50 cm，底座到上法兰盘上表面高为 180 cm，每隔 40 cm
设 1 个取样口(取样口 1、取样口 2、出水口)，反应器

从底部侧面进水，最底部设 1 个排污阀；取、出水口

外径为 2.0 cm，进水口、气体逸出管、底排污管外径

为 3.3 cm。在反应器上部背光处留 1 个 20 cm 竖条状

水位观察带，用于观察反应器内工作情况、测量不同

运行条件下的水位，未用时，用遮光带封好。填料全

部采用斜发沸石颗粒，平均粒径约为 8 mm× 6 mm× 
5 mm，装填总高度为 117 cm，总重量为 251.32 kg。 

 

 
 

图 1  反应器的结构 
Fig.1  The structure diagram of the reactor (cm) 

1.2  实验方法 

1.2.1  厌氧反应器挂膜与实验时间    王威等(2013)

研究表明，反硝化反应器挂膜时间最长需要 40 d，也

有研究认为，在海水养殖系统中，直接挂膜建立硝化

系统分别需要 40~80 d (罗国芝等, 2005)和 73 d (梁洋洋

等, 2012)，所以，将反应器的挂膜时间暂定为 70 d
左右。从 2017 年 4 月 21 日开始挂膜，于 6 月 29 日

取反应器进、出水口水样进行测定。结果显示，氨氮

(NH4
+-N)、亚硝酸盐氮(NO2

–-N)、NO3
–-N 去除率分别为

63.11%、85.71%、21.82%(积累)，此时，认为反应

器发生了硝化作用，结束挂膜，可以开始实验。 
挂膜期间，测定反应器的实际外形尺寸，填料容

重(单位体积填料重量, 以 g/cm3 计)，测量反应器自

填料层顶端以下的海水体积，为后续根据水位计算反

应器内的海水体积及根据流量计算 HRT 做准备。正

式挂膜前，排空反应器内空气，关闭底排污阀、取样

口 1 和取样口 2，调节好出水流量，将出水口所接水

管和气体逸出管浸没于水中，以隔绝空气的进入。实

验时间为 2017 年 6 月 29 日~8 月 29 日，实验期间，

检测了 6 组不同流量(642.11、612.46、342.12、24.71、
10.48 和 5.40 L/h，对应的 HRT 分别为 0.21、0.25、
0.54、7.43、17.52 和 34.04 h)下各取样口(进水口、出

水口、取样口 1 和取样口 2)、出水口及进水口的相关

水质参数。每隔 10 d 取样 1 次，取样后关闭取样口 1
和取样口 2，调节反应器出水阀门，改变出水流量，

现场测定水位、流量、温度、盐度、pH 和 DO，所有

样品带回实验室检测。 
1.2.2  水质指标分析方法    测定的主要水质指标：

水位、流量、温度、盐度、pH、DO、COD、NH4
+-N、

NO2
–-N、NO3

–-N、总氮(TN)、总有机碳(Total organic 
carbon，TOC)、TOC/TN。其中，NH4

+-N、NO2
–-N、

NO3
–-N 每次测 2 组平行样品并取平均值，其他指标每

次只测 1 组。温度、盐度、pH、DO 使用多参数水质测

定仪(556MPS YSI，美国)测定；COD、NH4
+-N、NO2

–-N
和 NO3

–-N 的测定参照海洋监测规范第 4 部分：海水

分析(GB/T12763.4-2007)，分别采用碱性高锰酸钾法、

次溴酸钠氧化法、重氮偶氮法和锌镉还原法。TOC、

TN 使用总有机碳分析仪(岛津公司 TNM-1，日本)。 
1.2.3  数据处理 

DO 平均值公式： 
 Davg=(Din+Ds1+Ds2+Def)/4 (1) 
IN 值公式： 
 VIN=VAm+VNi+VNa (2) 
去除率公式： 
 Rr=100%×(Vi－Vo)/Vi (3) 
NH4

+-N 去除值公式： 
 Vam=Vai－Vao (4) 



44 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 

NH4
+-N 去除值在 IN 去除值中占比公式： 

 Ram=100%×Vam/(Vam+Vni+Vna) (5) 
式中，Davg、Din、Ds1、Ds2、Def 分别为 DO 平均

值(mg/L)、进水口 DO (mg/L)、取样口 1 中 DO (mg/L)、
取样口 2 中 DO (mg/L)、出水口 DO (mg/L)；VIN、VAm、

VNi、VNa 分别为无机氮(IN)值、NH4
+-N 值、NO2

–-N 值、

NO3
–-N 值；Rr、Vi、Vo 分别为去除率(%)、进水值(mg/L)、

出水值(mg/L)。NO2
–-N、NO3

–-N、IN、TN 去除率计算

以相应值代入即可；Vam、Vai、Vao 分别为 NH4
+-N 去

除值、NH4
+-N 进水值、NH4

+-N 出水值，NO2
–-N 和 NO3

–-N
的去除值按公式 4 类推；Ram、Vam、Vni、Vna 分别为

NH4
+-N、NO2

–-N 在 IN 去除值中占比(%)、NH4
+-N 去除

值、NO2
–-N 去除值、NO3

–-N 去除值(mg/L)，NO2
–-N 和

NO3
–-N 去除值在 IN 去除值中占比按公式 5 类推。 

2  结果 

2.1  pH、温度、盐度变化 

从图 2a 中可以看出，在同一 HRT 下，反应器不

同取样口的 pH 有较小幅度的波动，总体变化不大，

整个实验阶段的 pH 大体相当，处于 6.8~7.4 之间。

从图 2b 中可以看出，实验期间的温度、盐度(20.80~ 
22.54℃、30.48~31.21)都有较小范围的波动。 

2.2  不同水力停留时间的溶解氧变化 

从图 3a 可以看出，反应器各取样口按进水口到出

水口的顺序排列，随着 HRT 的增加，DO 的走势变陡，

与进水口 DO 的波动无关；当 HRT≥0.54 h 时，出水

口 DO 均降到 0.5 mg/L 左右或以下(分别为 0.51、0.28、 

 

 
 

图 2  不同 HRT 下的 pH、温度、盐度变化(h) 
Fig.2  Changes of pH, temperature and salinity under different hydraulic retention times (h) 

 

 
 

图 3  不同 HRT 下反应器各取样口的 DO 以及 HRT 和 DO 平均值的变化(h) 
Fig.3  The dissolved oxygen value of each sampling port of the reactor under different hydraulic retention time and  

the changes of mean dissolved oxygen value versus hydraulic retention times (h) 
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0.27、0.32 mg/L)；从图 3b 可以看出，随着 HRT 的增

加，反应器的平均 DO 也急剧下降。结合图 3a 可以看

出，由于反应器的 DO 走势随着 HRT 的增加而变陡，

导致在相应的 HRT 下，DO 的平均值也迅速下降。 

2.3  不同水力停留时间下无机氮、总氮、氨氮、亚

硝酸盐氮、硝酸盐氮的去除效果 

从图 4 可以看出，整个实验期间，反应器对 IN、

TN 均表现有效的正去除；随着 HRT 的增加,NH4
+-N、

NO2
–-N 去除率呈先小幅上升再大幅下降趋势，然后，

再缓慢上升，呈反‘S’型变化。NO3
–-N 去除率呈先

增大后再减小趋势；从负去除(积累)到正去除，在

HRT 为 17.52 h 时达到最大(77.48%)，到 34.04 h 反而

减小。结合 NH4
+-N、NO2

–-N 的去除情况可以看出，

当以 NO3
–-N 去除率从小到大排序，去除率达到一定

值后，NH4
+-N、NO2

–-N 开始出现积累(当 HRT=17.52 h，
二者都出现积累；当 HRT=34.04 h，后者积累，前者

正去除)，并且 NO3
–-N 去除率越高，积累越严重；在

积累顺序上表现为先 NO2
–-N 后 NH4

+-N。 

2.4  不同水力停留时间下反应器各取样口相关水质

指标的变化 

从图  5 可以看出，DO、COD、TN、TOC/TN 

的变化与 NO3
–-N 的变化无明显相关性。整个实验期

间，TOC/TN 的变化范围为 0.61~2.48，绝大多数在

1.0~1.5 之间。NO3
–-N 在各取样口变化曲线与 TOC 变

化曲线的关系非常密切，其规律为 TOC 增高或下降，

NO3
–-N 下降或上升。其中，当 HRT 为 0.25 、0.54、 

 

 
 

图 4  不同 HRT 下无机氮、总氮、氨氮、亚硝酸盐氮、 
硝酸盐氮的去除率 

Fig.4  The removal rate of inorganic nitrogen, total  
nitrogen, ammonium, nitrite and nitrate under  

different hydraulic retention times 
 

 
 

图 5  不同 HRT 下反应器各取样口相关水质指标的变化 
Fig.5  Changes of water quality indexes of each sampling port of the reactor under different hydraulic retention times 
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17.52 h 时，二者关系体现得最为明显。 

2.5  不同水力停留时间下氨氮、亚硝酸盐氮、硝酸

盐氮去除值在无机氮去除值中占比 

从图 6 可以看出，已知反应器在整个实验过程

中，对 IN 均表现为正去除，对 NO3
–-N 表现为先积累

后去除。当 HRT 为 0.21、0.25 h 时，NO2
–-N 去除值

在 IN 去除值中占比为 37.48%和 37.67%，在图 6 中出

现重叠。从图 6 可以看出，反应器在低 HRT (<7.43 h)
下，脱去的氮素主要是 NH4

+-N 和 NO2
–-N，在高 HRT 

(≥7.43 h)下，脱去的氮素主要是 NO3
–-N。随着 HRT

的增大，该效果呈先增大后减小趋势。 
 

 
 

图 6  不同 HRT 下氨氮、亚硝酸盐氮、 
硝酸盐氮去除值在无机氮去除值中占比 
Fig.6  The ratio of ammonium, nitrite and  

nitrate removal value in inorganic nitrogen removal  
value at different hydraulic retention times 

3  讨论 

3.1  氨氮、亚硝酸盐氮出现积累的原因分析 

3.1.1  依据填料上附着有机物差异的分析     从  
图 3a 和图 4 可以看出，当 HRT≥0.54 h 时，出水口

DO 均降到 0.5 mg/L 或以下，反应器开始有厌氧反硝

化效果，这与辛明秀等(2007)、李秀辰等(2006)的研

究结果相一致。从图 5 可以看出，随着 HRT 的增

大(HRT≥0.54 h)，反应器出现一定的反硝化效果，但

主要反硝化层集中于反应器的某一段填料层中，而其

上的填料层反硝化效果明显降低，甚至出现 NO3
–-N

浓度的反增。当 HRT 为 17.52、34.04 h 时，表现非

常明显。当 HRT 为 17.52 h 时，反应器取样口 1、取

样口 2 和出水口的 DO 分别为 0.13、0.09 和 0.27 mg/L，

都符合反硝化厌氧条件。3 个取水口在 pH、温度、

COD、TOC/TN、DO 等各项指标均无显著差异，但

NO3
–-N 的去除却主要集中于取样口 1 至取样口 2 的填

料间，在这段填料中，NO2
–-N(0.73→0.69 mg/L)、

NH4
+-N (1.42→1.38 mg/L)只是小幅降低，且浓度并不

高，此后，从取样口 2 到出水口，NO2
–-N 和 NH4

+-N
降低的幅度都不大，但 NO3

–-N 反而增高。可见，在同

一 HRT 下，尽管 DO、C/N 等反硝化的关键指标都大

致相同，但不同填料层反硝化效果差异明显，这从所

测数据上无法直接找出原因。 
实验结束，在拆除反应器取出其中填料的过程中

发现，在反应器中，以取样口 1、取样口 2 的中间位

置为分层面，其上的填料仍然与填料刚装填时被反复

水洗后的颜色一致；其下的填料，越向下颜色越深，

最后呈深棕褐色，与生物滤池底的污泥颜色一致，但

该污泥已被除去臭味。这些沉积在填料上深褐色泥样

均匀分布的物质，是进水中碎化、溶解的残饵和粪便

等有机物逐渐积累造成的，它不但可为反应器内各种

耗氧、反硝化的微生物提供溶解或微颗粒状有机物，

并可以极大地增加微生物的丰度和消耗水中的溶氧。

在实验室检测 TOC 和 TN 时，由于仪器检测的需要，

在水样加装前都必须经过过滤处理，因此，不同填料

层有机物量的差异在检测结果上无法真实地被表达

出来。HRT 为 17.52 h 时，取样口 1、取样口 2 和出

水口在其他指标上均相近，但不同填料层上有机物附

着量的差异，可能是导致同一 HRT 下反应器内不同

填料层反硝化能力差异的根本原因。另外，随着 HRT
的增大，流量减小，下层填料与养殖废水中有机物的

接触时间增加，有机物沉积和被吸附的量也增加，反

应器内主要反硝化层下移；上层填料因有机物的“储
备”量太少，微生物丰度不够，流经该层的养殖废水

中有机物也不足，导致 NO3
–-N 在该层无法有效地去

除，出现积累，从而整个反应器反硝化效果下降。 
3.1.2  依据各取样口水质指标的分析    有机物和

有机物形态的  N 在反应器内都要经过被消耗的过

程。其中，有机物形态的  N 要经过先氨化变成

NH4
+-N，再经硝化从 NH4

+-N 或 NO2
–-N 转化为 NO3

–-N
的过程，最后，经过反硝化从 NO3

–-N 逐步转化为以

N2 (NO3
–-N→NO2

–-N→NO→N2O→N2)为主的气体逸

出。这些过程在反应器内都存在，在不同填料层中随

着 HRT、DO、有机物含量而变化。 
当 HRT 为 17.52 h 时，从进水口到取样口 1，DO 

(4.50→0.13 mg/L)大幅下降，NH4
+-N(0.92→1.42 mg/L)、

NO2
–-N (0.27→0.73 mg/L)出现积累，NO3

–-N (2.81→
2.74 mg/L)小幅下降，TOC (4.23→4.89 mg/L)上升，

TN (3.07→2.42 mg/L)下降。填料上和流经填料的有

机物从下到上递减，测总氮时，水样事先过滤，因此，

所测值为溶解态无机氮和极少量有机氮，以上数据显

示，在这段填料中，反硝化作用大于氨化作用，导致 
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IN 下降。硝化作用强烈，NO3
–-N 转化为 NO2

–-N 大于

NO2
–-N 向 NO3

–-N 转化，使 NO3
–-N 小幅下降；有机物

向 NH4
+-N 转化大于 NH4

+-N 向 NO2
–-N 的转化，NH4

+-N、

NO3
–-N 向 NO2

–-N 的转化大于 NO2
–-N 向 NO、N2O、

N2 与 NO3
–-N 的转化，造成 NH4

+-N、NO2
–-N 较大幅度

的积累。从取样口 1 到取样口 2，DO (0.13→0.09 mg/L)、
NH4

+-N (1.42→1.38 mg/L)、NO2
–-N (0.73→0.69 mg/L)

小幅下降，NO3
–-N (2.74→0.30 mg/L)大幅下降，TOC 

(4.89→5.27 mg/L)继续上升，TN (2.42→2.30 mg/L)下
降。在这段填料中，反硝化、氨化效果都很强烈，反

硝化效果略大，IN 小幅下降。较多的 NO3
–-N 被转化

为 NO2
–-N， NH4

+-N 向 NO2
–-N、NO2

–-N 向 NO、N2O、

N2与 NO3
–-N 转化的程度大于有机氮向 NH4

+-N、NH4
+-N

和 NO3
–-N 向 NO2

–-N 转化的程度，因此，NH4
+-N、NO2

–-N
有较小幅度下降。从取样口 2 到出水口，DO (0.09→  
0.27 mg/L)反增，但仍处于反硝化要求以下，NH4

+-N 
(1.38→ 1.03 mg/L)、 NO2

–-N (0.69→ 0.44 mg/L)继续   
下降，NO3

–-N (0.30→0.63 mg/L)上升，TOC (5.27→     
4.64 mg/L)下降，TN (2.30→2.01 mg/L)继续下降。在

这段填料中，附着的有机物和流经该层填料的有机物

都极少，氨化作用极弱，DO 的反增和 TOC 的减少，

虽抑制了反硝化的强度，但仍进行着，导致 TN 减少。

NO2
–-N 向 NO3

–-N、NH4
+-N 向 NO2

–-N 和 NO2
–-N 向 NO、

N2O、N2 、 NO3
–-N 转化的程度分别大于 NO3

–-N 向

NO2
–-N、有机氮向 NH4

+-N 和 NH4
+-N、NO3

–-N 向 NO2
–-N

转化的程度，从而导致 NO3
–-N 的积累，NH4

+-N、NO2
–-N

的下降。综上所述，从图 5 可以看出，NO2
–-N 和 NH4

+-N
的积累主要发生在从进水口到取样口 1 之间的填料

层，在这段填料中，既发生有机氮向 IN 的转化，消

耗有机物和 DO，还发生反硝化，TN 下降值最大，

脱氮效果最好，但还可继续提升。在整个实验中，养

殖废水中的 C/N、TOC 浓度都不高，如果在进水口到

取样口 1 的变化过程中，增加碳源供给量，或在从取

样口 1 到出水口的过程中，附着的有机物和流经的有

机物都减少，脱氮效率下降。此时，增加碳源的供给，

可进一步增大反硝化效果，消除 NO2
–-N 和 NH4

+-N 的

积累。 
分析在其他 HRT 下反应器内相关水质指标的变

化，也可得出上述结论。反应器内不同填料层有机物

附着量的差异和养殖废水在不同填料层有机物供应

上的差异，导致在同一 HRT 下反应器内不同填料层

反硝化脱氮效果的差异。HRT 继续增大，反应器内主

要反硝化脱氮层继续下移，上层填料有机物缺乏的现

象更加突出，反应器总体脱氮效果下降。 

3.2  提高反应器脱氮效果的措施 

3.2.1  改进反应器外部和内部的设计    在进水口

中，可以根据内部有机物的需要而改变进水管位置，

在运行过程中，也可以根据需要对不同层的填料进行

有机物的“强化”；在出水口中，可以根据不同层的出

水指标而选择出水口的位置；在本反应器中，水流从

底部侧面进入，出水口与各取样口开口都在同一侧，

导致填料中水流路径简捷化、附着的有机物不均匀、

填料无法充分利用，因而降低了脱氮效果。因此，可

在反应器内中间位置设计一块隔板，使水流在反应器

内的流出途径呈“U”型，从而提高填料的使用效果；

在填料填装前，可将填料与从生物滤池底收集的或微

滤机滤下的污泥预混合，再进行装填，使各层填料上

的有机物量充足，从而提高反应器的脱氮效果。 
3.2.2  填料的优选或改进     鉴于 BDPs 填料在含

盐水体中具有不向水体释放额外的氮、较高的可生物

降解性、稳定的释碳性能和 NO3
–-N 去除能力(Xu et al, 

2018a, b; Costa et al, 2018; Wang et al, 2016; Xu et al, 
2011)，在生产成本可承受的情况下，部分或全部采

用 BDPs 材料作为反硝化的碳源和生物膜载体，并改

进反应器的外形设计，以方便后续 BDPs 填料的添加，

也是一种可行的解决方案。 

4  结论 

反应器在整个实验阶段对 IN、TN 表现正去除，

说明采用本研究的反硝化模式进行养殖废水脱氮是

可行的。随着 HRT 的增大，反应器内各层的 DO 迅

速下降，当出水口 DO 降到 0.5 mg/L 或以下时，反应

器开始出现反硝化效果。反硝化效果随 HRT 的增大

而增大，当 HRT 为 17.52 h 时，脱氮效果最好，NO3
–-N

去除率达到 77.48%；继续增大 HRT，反应器上部的

填料层因为有机物附着量少，流经该层的养殖废水有

机物供应量也少，从而导致反硝化总体效果降低。反

应器不同填料层上附着的有机物量存在差异，需要在

外部和内部设计上进行改进，同时，也需要在填料装

填前进行预处理，以提高反硝化效果。 
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The Impact of Hydraulic Retention Time on an Anaerobic  
Reactor's Nitrogen Removal Effect 

WANG Zhenlin1,2, ZHU Jianxin2①
, QU Keming2, CHEN Shibo3 

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable 
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Abstract    At present, domestic research on anaerobic denitrification is mostly at the laboratory stage. 
In order to develop highly efficient and suitable denitrification equipment for production, this study uses a 
self-designed anaerobic reactor with clinoptilolite as the filler, and naturally cultivated biofilm. By 
connecting the reactor to the primary biofilter of RAS, we aim to preliminarily investigate the reactor’s 
nitrogen removal effect under different hydraulic retention times (HRT), with a view to direct subsequent 
research. The results show that during the experiment, the reactor has a good removal effect on inorganic 
nitrogen (IN) and total nitrogen (TN). When the HRT is short (HRT<7.43 h), ammonium (NH4

+-N) is the 
main form of nitrogen removed from the reactor, whereas with longer HRT (HRT≥7.43 h), nitrogen is 
removed as nitrate (NO3

–-N). When the HRT is 17.52 h, the reactor’s nitrogen removal efficiency is the 
best, and the removal rate of NO3

–-N reaches 77.48%. As HRT continues to extend, the nitrogen removal 
efficiency decreases. The better the nitrogen removal effect, the greater the accumulation of nitrite (NO2

–) 
and ammonium, with the former accumulating first. Thus, this study can provide reference for the 
development of anaerobic denitrification equipment. 
Key words    Anaerobic reactor; Nitrogen removal effect; Flow rate; Hydraulic retention time; 
Naturally cultivating biofilm 
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悬浮物胁迫中国对虾幼体的急性毒性研究* 
乔延龙 1,2①  殷小亚 3  肖广侠 4  王立平 5 

(1. 天津大学环境科学与工程学院  天津  300072；2. 天津市海洋咨询评估中心  天津  300457； 
3. 天津渤海水产研究所  中国水产科学研究院渤海水产研究中心  天津  300457； 
4. 山东省临沂市罗庄区水务局  临沂  276017；5. 天津市水产局  天津  300202) 

摘要    随着沿海经济的迅速发展和海洋资源的大规模开发，海洋工程建设产生的悬浮物会对海洋

生物生长发育产生影响。为研究悬浮物对中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)幼体的毒性效应，采

用室内模拟半静态方法，研究了不同浓度悬浮物对中国对虾幼体的急性毒性效应。结果显示，随着

时间的延长，高浓度的悬浮物可抑制中国对虾幼体的游泳能力，中国对虾幼体死亡率呈现出明

显的剂量效应关系，悬浮物对中国对虾幼体 48 h 和 96 h 的半数致死浓度(48 h-LC50 和 96 h-LC50)
分别为 452.21 mg/L 和 183.74 mg/L，对应的安全浓度为 18.37 mg/L。镜检观察结果显示，中国对虾

幼体体表有底泥附着，鳃内有大量的悬浮物颗粒物。该研究为深入研究悬浮物对海洋生物的毒性效

应提供了理论依据。 
关键词    悬浮物；改良寇氏法；中国对虾幼体；急性毒性 
中图分类号 S910   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0050-07 

在经济全球化的发展进程中，海洋资源逐渐呈现

出过度开发与利用的状态。随着围海造地为主的海洋

开发强度加大，海洋工程引起周边海域悬浮物浓度升

高，致使近岸海洋生态系统功能减退。围绕悬浮物对

海洋生态产生的问题已成为国内外研究热点(包瑛瑛, 
2015; 李晓静等, 2017; 崔磊等, 2017)。研究表明，悬

浮物对水体中生物的生理、行为、摄食、生长、繁殖

等产生影响，高浓度的悬浮物可使水体生物死亡，从

而影响生物种群组成和群落结构的稳定(李铁军等 , 
2017; 蔡丽萍等, 2011)。近岸海域是水生生物繁殖的

重要场所，研究发现，水体环境质量和生物个体生长

和发育存在一定联系 (刘广远等 , 1998; 王广军等 , 
2007)。目前，悬浮物对水生生物毒性效应研究，主

要集中于疏浚淤泥和滩涂悬浮物对游泳能力强的鱼

类及生物成体的毒性效应(周勇等, 2010; 王云龙等, 
1999; 陈永平等 , 2015; 王娟娟等 , 2016; 蔡萌等 , 
2007; 李广楼等, 2010; 李纯厚等, 1997)，而有关大规

模围填海区域滩涂悬浮物对游泳能力较弱的生物幼

体毒害作用关注较少。围填海区域滩涂是生物幼体育

肥栖息的场所，海洋工程产生的悬浮物对生物幼体毒

性将直接影响海洋生物群体补充数量，因此，开展此

项研究对于渔业资源和海洋生态系统平衡具有重要

abc
图章
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意义。 
渤海湾是渤海西部的半封闭浅水海湾，近岸滩涂

广阔，水下地势平缓，在季风、海流、波浪、潮汐等

对悬浮物输移和分布的影响下，较细的沉积物颗粒易

于再悬浮，同时，在黄河沉积物扩散的双重影响下，

渤海湾西北部成为高悬浮物浓度区，水体表层和底层

的悬浮物浓度有较大差异(周舟等, 2017; 曹祖德等, 
1993; Jiang et al, 1997; 江文胜等, 2002; 崔廷伟等, 
2009)。随着沿海海洋经济快速发展，滨海地区海洋

开发较为活跃，海上吹填、疏浚等海洋工程日趋频繁，

海洋海岸工程扰动沉积物再悬浮，致使近岸海域悬浮

物浓度急剧增加。中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)
是黄、渤海地区的主要经济虾类，幼体阶段营浮游生

活，以滤食浮游生物为主，变态发育为仔虾后营底栖

生活，以底栖生物为主要饵料。环渤海围填海区域开

发压缩了生物的栖息空间，海洋工程搅动产生悬浮物

破坏了生物的生存环境，致使中国对虾资源急剧衰退，

为了探究海洋生物幼体与滩涂悬浮物之间的关系，以

渤海湾主要渔业经济物种和资源修复关键种——中国

对虾仔虾期幼体为研究对象，利用实验生态学方法，

研究了悬浮物对中国对虾幼体的毒性作用，可为探讨

中国对虾幼体生态适应性提供参考，并对进一步研究

近岸水体环境基准和生态环境容量具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用中国对虾幼体采自天津市滨海新区天津

神育育苗有限公司养殖场，幼体体长为 0.8~1 cm。实

验前，将中国对虾幼体放入 8 L 海水的整理箱中暂养

2 d，暂养海水经 48 h 曝气处理，挑选体长为 1 cm、 
大小均匀、活力较好的个体进行悬浮物毒性实验，实

验开始后减少饵料投喂。实验水体为天津大神堂海域

经沉淀、砂滤的自然海水。经测定，盐度为 31±1.0，
pH 为 8.1±0.1，水温为(22±1)℃，24 h 连续充气，每天

换水 1 次，换水量为三分之一，每天早晚各投喂配合饲

料 1 次。 
实验用悬浮物泥样采自天津大神堂(11755ʹ18ʺE; 

3909ʹ01ʺN)外海的表层底泥，经室内通风晾干，然后放

在烘箱中(60℃)烘干至恒重，冷却，研磨后用 200 目

筛绢过筛，置于干燥器中低温保存。泥样的主要指标

(测定结果见表 1)与国家标准进行比较，硫化物、重

金属(Hg、Cu、Zn、Pb 和 Cd)和油类物质的检测值达

到我国海洋沉积物质量标准(GB18668-2002)的一级

标准。 

1.2  实验方法 

采用《水质物质对淡水鱼(斑马鱼)急性毒性测定

方法(GB/T13267-1991)》。在实验开始前，进行急性

毒性预实验，确定悬浮物浓度范围。根据预实验结果，

本实验设置 20、40、80、160、320、640 mg/L 共 6 个

悬浮物梯度，每个实验浓度设 3 组平行实验，同时设

1 个对照组，每组投放中国对虾幼体 50 尾。实验水

温与暂养时保持一致，各组充气量相同，以气泡均匀、

悬浮物不沉底为准。每天 08:00 换水，每隔 2 h 用玻

璃棒进行搅拌，保持持续充气，使泥样始终处于悬浮

状态。暴露后，每 2 h 观察 1 次中国对虾幼体的状态，

连续 8 h，之后每 12 h 观察 1 次，暴露 48 h 后，每

24 h 观察 1 次，统计各组中国对虾幼体的死亡情况，

死亡标准为用细玻璃棒触动其腹部，5 s 内没有任何

反应，则视其为死亡，在显微镜下镜检观察、拍照。

记录中国对虾幼体的死亡个数、死亡时间，统计死亡

率，并将 3 个平行组的平均值作为每个浓度的实验结

果。根据预实验结果，中国对虾幼体在悬浮物处理

12 h 后陆续出现中毒症状，实验周期设为 12、24、
48、72 和 96 h。 

 
表 1  悬浮物主要成分含量(mg/kg) 

Tab.1  Main components of the suspended solids (mg/kg) 
重金属 Heavy metals 

样品号 Sample No. 
Cu Zn Pb Cd Hg As 

石油类 
Petroleum

硫化物 
Sulfide 

有机质 
Organic matter(%)

1 22.30 66.30 18.70 0.04 0.028 4.45 20.50 0.139 1.90 
2 22.70 66.10 18.70 0.05 0.023 4.65 22.40 0.144 1.72 
3 23.50 66.20 18.90 0.05 0.026 4.53 21.80 0.135 1.85 
平均值 Average 22.80 66.02 18.80 0.05 0.026 4.54 21.60 0.139 1.83 
标准差 SD 0.60 0.10 0.10 0.01 0.003 0.10 0.97 0.005 0.09 
一类标准 First Standard﹡ 35 150 60 0.50 0.20 20 500 300 2.00 

*为《海洋沉积物质量》(GB 18668-2002)标准第一类(国家技术监督局, 2002) 
*Marine sediment quality, (GB 18668-2002) First Standard (State Bureau of Technology Supervision, 2002) 
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1.3  镜检观察 

将取出的中国对虾幼体死亡个体进行去脱水处理

后，置于光学显微镜下观察，经连接相机(Olympus 
SZX7)进行拍照。 

1.4  数据处理 

实验中所有数据均采用改良寇式法进行统计分

析(黄瑞等, 2017; 孙瑞元, 1963)，计算各实验悬浮物

浓度组对中国对虾幼体的半致死浓度 LC50 和 LC50 时

的 95%置信区间，计算公式如下： 

 1
50 0.5LC log Xm i p       

50x
pqS i
n

   

   1
50 550 0logLC 95% LC 1.log 96 xS    

式中，i 为组距，即相邻 2 组对数剂量之差；Xm

为最大剂量对数；p 为各剂量组死亡率(死亡率均用小

数表示)；q 为各剂量组存活率(存活率均用小数表示)；
∑p 为各剂量组死亡率之和；n 为各组实验动物数；

Sx50 为 logLC50 的标准误。 
安全浓度公式： 

50SC 0.1 96 LCh   

2  结果与分析 

2.1  中国对虾幼体的中毒症状 

在放入悬浮液中的前几小时，中国对虾幼体比较

活跃，上下游动，游动速度较快。但随着受试时间的

增加，游动速度逐渐变缓，最后潜伏于实验容器下部，

静止不动。随实验时间增加，受试中国对虾幼体逐渐

昏迷，直至死去。在此实验过程中，实验中国对虾幼

体体色也发生了变化，由最初健康的青色，逐渐蜕变

为粉色，继而变为灰白色。 

2.2  中国对虾幼体死亡率 

在急性毒性实验中，随着暴露时间延长，中国对

虾幼体死亡个体数量呈现增加趋势(表 1)。暴露 12 h
时，20~80 mg/L 组中国对虾幼体没有出现死亡，

160~640 mg/L 组开始出现死亡情况；暴露 24 h 时，

20~ 40 mg/L 组没有死亡个体，80 mg/L 组开始出现死

亡；暴露 36 h 时，20~40 mg/L 组开始出现死亡个体；

48~96 h 时，随着悬浮物浓度增加，中国对虾幼体的

死亡率逐渐增加，并呈现出明显的剂量效应关系。 
在不同浓度悬浮物实验组，随着时间推移，中国

对虾幼体出现死亡个体时间节点呈现延后现象。实验

对照组在 12~36 h 内未发现死亡个体，在 72 h 时出现 
死亡个体。实验浓度为 20、40 mg/L 时，在 12~24 h
内未发现死亡个体，在 48 h 出现死亡个体；实验浓

度为 80 mg/L 时，在 12 h 内未发现死亡个体，在 24 h
出现死亡个体；实验浓度为 320 mg/L 和 640 mg/L，

12 h 就出现死亡个体；640 mg/L 在 60 h 时的死亡率

达到 64%。 
 

表 2  中国对虾幼体悬浮物急毒性实验结果 
Tab.2  Results of acute toxicity experiment of 

Fenneropenaeus chinensis larve 

死亡率 Mortality (%) 悬浮物浓度
Concentration 
of suspended 
solids (mg/L)

幼体个数
No. of 

larve (ind.) 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 96 h

0 50 0 0 0 0 5 10
20 50 0 0 2 5 21 29
40 50 0 0 4 9 22 37
80 50 0 2 5 13 28 31

160 50 2 5 8 14 29 37
320 50 2 8 12 18 30 34
640 50 18 30 40 42 80 90

 

2.3  急性毒性实验结果 

在悬浮物条件下胁迫 12 h 后，中国对虾幼体的

死亡率开始增加，随着暴露时间延长，累积死亡率快

速增加，悬浮浓度达到 640 mg/L 以上，中国对虾幼

体累积死亡率超过 50%，同时，20、40、80、160、
320 mg/L 的累积死亡率分别为 13%、19%、20%、21%，

22%，而对照组的积累死亡率仅有 4% (图 1)。 
 

 
 

图 1  悬浮物对中国对虾幼体的累积死亡率 
Fig 1  Cumulative mortality rate of Fenneropenaeus 

chinensis larve under the suspended solids  
 
经计算得到悬浮物对中国对虾幼体 12、24、36、

48、72、96 h 的 LC50 和 LC50 的 95%置信区间，96 h-LC50

安全浓度为 1.83 mg/L (表 3)。 
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表 3  悬浮物对中国对虾的急性毒理实验 
Tab.3  Acute toxicity of suspended solids to Fenneropenaeus chinensis larve 

实验时间 
Experimental time (h) 

LC50  
(mg/L) 

95%置信区间 
95% confidence interval 

安全浓度 
Safe concentration (mg/L) 

12 787.97 856.21±725.17 

24 640.00 717.14±571.16 

36 554.60 637.44±482.53 

48 452.51 534.70±382.96 

72 211.07 258.56±172.30 

96 183.74 223.66±150.94 

18.37 

 

 
 

图 2  悬浮物对中国对虾幼体的中毒症状 
Fig.2  Symptoms of Fenneropenaeus chinensis larve under the suspended solids 

A: 整虾; B: 鳃部    
A: Whole shrimp; B: Gill 

 
2.4  急性毒性实验镜检 

采用解剖镜对中国对虾死亡幼体鳃和体表进行

观察。从镜检情况来看，死亡个体体表附着一层薄薄

底泥，死亡对虾个体的鳃内存在颗粒物质，解剖镜观

察下为底泥颗粒。 

3  讨论 

水生生物对环境质量的变化有一定耐受性，但对

摄食、运动、生理生化等功能将产生影响(沈建忠 , 
2004; 钟硕良等, 2017; 冯政夫等, 2016)。本研究结果

表明，中国对虾幼体在悬浮物胁迫下出现急性毒性效

应，随着悬浮物暴露时间的延长和悬浮物浓度的升

高，实验组中国对虾幼体的死亡率不断上升，当悬浮

物溶度低于 320 mg/L 时，中国对虾幼体死亡率较稳

定，剂量效应不明显，悬浮物浓度高于 640 mg/L 时，

中国对虾幼体死亡个体增加，呈现明显的剂量效应，

出现悬浮物对中国对虾幼体致死效应。由于悬浮物的

主要有害物质低于《海洋沉积物质量》一类要求，实

验海水各项水质指标的含量均符合《海水水质标准》

二类要求，不会对实验动物产生毒害作用，造成中国

幼体死亡。通过镜检，中国对虾幼体鳃部有大量悬浮

物颗粒，可能由于中国对虾幼体呼吸作用下，悬浮物

中的微小颗粒随水流到达鳃的表面，吸附在鳃丝表

面，造成生物体呼吸障碍，致使生物体出现死亡。同

时，随着中国对虾幼体中毒程度加深，悬浮物颗粒粘

附在个体的体表和附肢上，减弱了游泳能力(McLeay 
et al, 1987)，致使摄食行为受到影响，加剧中国对虾

幼体死亡。 
将本研究悬浮物对中国对虾幼体的 LC50 与已报

道悬浮物对其他水生生物的 LC50 进行比较(表 4)，可

以得出，近岸海域悬浮物毒性大小排序为，鲈鱼

(Lateolabrax japonicus)幼体>梭鱼(Sphyraenus)幼体>
半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)幼体>中国对虾幼

体。基于生物生态位分析，中国对虾是一种广温广盐

底层甲壳类，半滑舌鳎是一种广温广盐底层鱼类， 
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表 4  悬浮物对几种水生生物的急性毒性 
Tab.4  Acute toxicity of suspended solids to several aquatic species 

悬浮物 Suspended solids 
实验动物 Test species 

来源 Source 72h-LC50(mg/L) 96h-LC50(mg/L) 
参考文献 
References 

中国对虾幼体 F. chinensis larvae 疏浚淤泥(天津近岸) 226.5 52.4 李广楼等(2010)
中国对虾幼体 F. chinensis larvae 滩涂底泥(天津近岸) 211.1 183.7 本研究 
半滑舌鳎幼体 Cynoglossus semilaevis Gunther larvae 滩涂底泥(山东海阳) / 202.9 周勇(2000) 
梭鱼幼鱼 Sphyraenus larvae 疏浚淤泥(天津近岸) 794.3 168.1 王娟娟等(2016)
鲈鱼幼鱼 Lateolabrax japonicus larvae 疏浚淤泥(天津近岸) 2722.8 1052.8 王娟娟等(2016)

 

鲈鱼和梭鱼是一种广温广盐中上层鱼类。通过对比发

现，生态位较高的水生生物游泳能力强，对悬浮物的

耐受性强，能及时产生回避反应，迁移至安全水域。

Henley 等(2000)研究发现，悬浮物较多的浑浊水体，

迫使浮游生物和鱼类同时发生迁移活动。由此可见，

悬浮物对迁移能力弱的水生生物幼体、胚胎等具有较

强的急性毒性。通过与王娟娟等(2016)研究对比发现，

滩涂底泥悬浮物对中国对虾幼体的 LC50 小于疏浚悬

浮物，原因可能是受双向的沿岸环流影响，本研究所

取渤海湾西部天津海域滩涂底泥表层以砂、粉砂质

砂、砂纸粉砂和粘土质粉砂 4 种沉积物为主，而在天

津港航道取样的疏浚悬浮物颗粒直径小于滩涂底泥，

更容易堵塞生物幼体鳃腔，同时，疏浚物悬浮物可溶

出硝基苯类、DMS、卤代酚类等有机物和重金属物质

(季晓等, 2013)，在疏浚淤泥的悬浮物和溶出化学污

染物联合作用下，随着时间延长，可能致使疏浚悬浮

物产生较强的毒性，且致毒机理也可能不同。 
随着渤海湾沿海海洋经济快速发展，在过度捕

捞、海洋环境污染、海洋海岸工程等影响下，天津海

洋生物资源呈现急剧衰退趋势，渔业生物群体小型化、

低龄化，渔获种类组成低质化、低值化现象日趋严重。

为了养护近岸海洋生物资源，利用海洋海岸工程生态

补偿资金，近几年，在海岸生态环境受损区域开展了

生物增殖放流，以期恢复近岸生物资源。但是，在水

生生物苗种增殖放流选址方面，主要依据温度、盐度

等常规水环境指标，为了提高放流苗种成活率，需综

合考虑放流区域悬浮物浓度变化情况，优化水生生物

苗种增殖放流地点。同时，渤海湾作为海洋生物资源

的三场一通道，对黄海、渤海渔业资源和生态环境意

义重大，在每年 5~6 月海洋渔业生物产卵期，建议海

洋和渔业行政主管部门限制近岸海域清淤和围填海

工程审批，严格控制海洋海岸工程扰动强度，降低近

岸海域悬浮物浓度，减少对海洋渔业生物幼体伤害。

该研究结果可为渤海及其他海区近岸滩涂海洋生物

资源恢复和养护管理提供参考依据。 
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Abstract    With the development of marine resources in coastal areas, marine engineering affects the 
growth and development of marine animals. Acute toxicity of suspended solids with different 
concentrations on Fenneropenaeus chinensis larvae was evaluated by the semi-static method. The results 
showed that high concentrations of suspended solids inhibited the swimming ability of Fenneropenaeus 
chinensis larvae. The 48 h-LC50 and 96 h-LC50 values of suspended solids to suspension was 452.21 mg/L 
and 183.7 mg/L, respectively, and the safe concentration was 18.37 mg/L. The microscopic examination 
showed that the Fenneropenaeus chinensis larvae body surface sediment had a large quantity of 
suspended particulate matter in the gills. This study provides a theoretical foundation for an understanding 
of the toxic effects of suspended solids on marine animals. 
Key words    Suspended solids; Karbers method; Fenneropenaeus chinensis larvae; Acute toxicity 
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牙鲆 efhd2 和 tbc1d25 基因的克隆和表达分析* 
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摘要    为在分子水平解析牙鲆(Paralichthys olivaceus)抗淋巴囊肿病的机理，本研究克隆牙鲆淋巴

囊肿抗病免疫相关基因 efhd2 和 tbc1d25 的 cDNA 全序列，运用生物信息学方法对基因序列进行了

详细分析；同时，采用荧光定量 PCR 分析了 efhd2 和 tbc1d25 基因在牙鲆胚胎发育不同阶段、淋巴

囊肿抗病和患病个体不同组织的表达特征。结果显示，efhd2 基因 cDNA 全长为 5231 bp，开放阅读

框(ORF)长为 699 bp，编码 232 个氨基酸。tbc1d25 基因 cDNA 全长为 3173 bp，ORF 长为 2601 bp，
编码 866 个氨基酸。定量结果显示，efhd2 和 tbc1d25 基因在胚胎发育的各个时期均有不同程度的

表达，其中，efhd2 在出膜仔鱼期表达量最高，而 tbc1d25 在受精卵中的表达量显著高于其他时期

(P<0.05)。在所研究的淋巴囊肿抗病和患病个体不同组织中，efhd2 和 tbc1d25 基因均有不同程度的

表达，抗病个体的血液中，这 2 个基因的表达量均显著高于患病个体(P<0.05)。本研究结果为深入

探讨 efhd2 和 tbc1d25 基因功能和解析牙鲆淋巴囊肿抗病机理提供了基础资料。 
关键词    淋巴囊肿；抗病机理；血液；胚胎发育 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0057-12 

水产品是人类优质动物蛋白的重要来源。我国是

世界上最大的水产动物养殖国，产量已连续多年位居

世界首位。在多年的高速发展过程中，制约养殖产业

健康可持续发展的不利因素逐渐显现出来，对水产养

殖业的产量和效益造成严重影响。在众多传染性病害

中，病毒性疾病所造成的影响尤为严重。隶属于虹彩

病毒科 (Iridoviridae)的淋巴囊肿病毒为重要病原之

一，该病毒粒子正面观为六角形的正二十面体构造，

因所依赖的宿主细胞不同，病毒粒子大小有差异，直

径介于 130~350 nm 之间，由核心体、中间脂质层和

衣壳三部分组成(Paperna et al, 2001; Anders, 1989)。
目前，淋巴囊肿病毒呈世界性分布，造成 9 目 42 科

125 种以上鱼类感染此病，其中，海水鱼占 30 科(Wolf, 
1988)。病鱼在身体躯干、口等部位可见不同形状的

囊肿物，虽致死率不高，但使患病鱼失去商品价值 
(侯吉伦等, 2017)。 

牙鲆(Paralichthys olivaceus)为底栖冷水性鱼类，

具有生长迅速、肉质鲜美、营养价值高、适宜集约化

工厂养殖等特点，已成为我国北方的主要海水鱼类增

养殖品种之一(司飞等, 2017)。1997 年，我国养殖的

abc
图章
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牙鲆首次出现淋巴囊肿病，并逐渐成为危害牙鲆养殖

业的重要疾病之一。针对牙鲆淋巴囊肿病，国内外学

者开展了大量的研究，并取得了相应的研究进展(Fuji 
et al, 2006; Zheng et al, 2010; Hwang et al, 2011; Fan 
et al, 2014; Wu et al, 2015、2018)。为了在我国选育牙

鲆抗淋巴囊肿新品种以及在分子层面解析抗病机理，

作者在前期利用高通量测序技术对淋巴囊肿抗病和

患病牙鲆头肾组织进行了转录组分析，筛选获得了包

括 efhd2 和 tbc1d25 在内的一批和抗病性紧密相关的

功能基因。 
EF-hand 蛋白结构域 D2(EF-hand domain-containing 

protein D2, EFHD2)，又称为 Swiprosin-1，是一个高

度保守的钙结合蛋白，属于 EF-hand 结构域家族，位

于细胞膜脂肪微区域(Vuadens et al, 2004)。EFHD2 在

其 C-端有 1 个保守的卷曲螺旋结构域，为蛋白质–蛋
白质相互作用所必需的；在 N-末端，则具有独特的

多聚丙氨酸基序(大小为 6~9 个丙氨酸)。EFHD2 广泛

表达于包括 B 细胞、CD4+/CD8+T 细胞、自然杀伤细

胞和外周血单个核细胞等各类细胞，在免疫调控起到

重要的调控作用(Vega, 2016)。EFHD2 可通过调节适

应性和先天性免疫受体信号的关键因子 Src 激酶的活

性而参与免疫细胞活化(Kroczek et al, 2010)；调节未

成熟 B 细胞的寿命和 BCR 信号阈值；同时，作为

NF-kappa-B 信号通路的负调节因子，通过 bcl2l1 丰

度的调节实现自发性凋亡的调控 (Avramidou et al, 
2007; Kim et al, 2013)。 

TBC1D25(TBC1 domain family member 25)，又

称为 OATL1，属于 TBC 家族，含有一段长约 200 个

氨基酸的保守 TBC(Rab-GAP)结构域。TBC 结构域蛋

白通过特异性识别 Rab 小 GTP 酶参与到细胞信号传

导、肿瘤形成及细胞内其他的活动(Fukuda, 2011)。
TBC1D25 被鉴定为一种新的 Atg8 同源结合蛋白，通

过与 Atg8 同系物直接相互作用被招募至自噬体(Itoh 
et al, 2011)。同时，作为 Rab33B(一种结合 Atg16L1
的 Rab 蛋白)的 GTP 酶激活蛋白过表达促进 GTP 酶

RAB33B 从 GTP 结合蛋白向 GDP 结合蛋白的平衡，

进而调节自噬体和溶酶体之间的融合来延迟自噬体

的成熟，从而实现抑制自噬的作用(Itoh et al, 2017; 
Corona et al, 2018)。 

鉴于 efhd2 和 tbc1d25 在免疫调控中的重要作用，

本研究首先利用 RACE 法 (Rapid-amplification of 
cDNA ends)克隆了牙鲆 efhd2 和 tbc1d25 的 cDNA 全

序列，并对序列特征进行了生物信息学分析，同时，

通过荧光定量 PCR 技术，研究了它们在牙鲆淋巴囊

肿抗病和患病个体各组织、胚胎发育不同阶段的表达

特征，以期为阐明 efhd2 和 tbc1d25 在牙鲆抗淋巴囊

肿病中的作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

牙鲆淋巴囊肿抗病和患病个体取自中国水产科

学研究院北戴河中心实验站昌黎养殖基地，体重为

(235.65±73.18) g，全长为(30.49±3.17) cm。选取体表

无淋巴囊肿瘤状物的 3 尾抗病牙鲆和有淋巴囊肿瘤

状物的 3 尾患病牙鲆(侯吉伦等, 2017)，分别取全血、

鳃、肝脏、头肾、肠、性腺、肌肉、心脏和脾脏等置

于液氮中速冻，48 h 后置于–80℃保存备用。实验所

用牙鲆不同发育时期胚胎的按照刘海金等(2008)的方

法进行制备，受精卵在(16.0±0.5)℃的海水中孵化，

采集受精卵(受精后 0 h，下同)、4 细胞(2 h)、32 细胞

(4 h)、128 细胞(5 h)、高囊胚(6 h)、低囊胚(11 h)、原

肠早期(15 h)、原肠晚期(27 h)、肌节期(32 h)、心跳

期(55 h)和出膜仔鱼(62 h)样品，于液氮中速冻，48 h
后置于–80℃保存备用。 

1.2  RNA 提取及 cDNA 合成 

采用 Trizol 法对本研究所需各样本的总 RNA 进

行提取，琼脂糖凝胶电泳检测所提取总 RNA 质量，

微量紫外分光光度计(Pultton P100+)测定 RNA 浓度。

经检测合格后的 RNA，用 cDNA 试剂盒 (Thermo 
K1621)反转录获得 cDNA 模板。 

1.3  基因全长序列的克隆 

根据牙鲆全基因组(Shao et al, 2017; Wei et al, 
2017)和 GenBank 数据库中登记的牙鲆 efhd2(XM_ 
020089176.1)和 tbc1d25(XM_020089412.1)基因序列，

利用 Primer Premier 6.0 设计引物(efhd2-F/efhd2-R，

tbc1d25-F/tbc1d25-R，表 1)，以头肾 cDNA 为模板进

行 PCR 扩增，验证核心片段的准确性。PCR 反应体

系：上下游引物各 0.6 μl，模板 cDNA 1 μl，PCR Mix 
7.5 μl，加 ddH2O 至 15 μl。PCR 反应程序为：94℃    
预变性 5 min；94℃ 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸

30 s，为 35 个循环；72℃延伸 10 min。PCR 产物经

琼脂糖凝胶电泳、回收纯化，克隆至 pMD18-T 载体，

转化至 Top10 感受态细胞，取 3 个阳性克隆进行测序。 
在此基础上，利用 Primer Premier 6.0 分别设计

5和 3端的接头引物和特异性引物(表 1)，并采用

RACE 法，以牙鲆淋巴囊肿抗病个体头肾 RNA 为模

板，进行降落 PCR 和巢式 PCR。PCR 产物经纯化、

克隆、测序等步骤，获得 5和 3端序列。利用 SnapGene 
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4.1 软件，对所获得的 5和 3RACE 序列以及中间片段

进行拼接，获得 efhd2 和 tbc1d25 的 cDNA 全长序列。 

1.4  基因的生物信息学分析 

氨基酸序列用 ExPASy (http://www.expasy.ch/ 
tools/dna.html) 进 行 分 析 ； 蛋 白 质 结 构 预 测 使 用

SMART(http://smart.embl-heidelberg.de)；信号肽使用
SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP/)进行寻找；用 TMHMM server v.2.0 分析氨基

酸跨膜区(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/); 
采用 ClustalX2 对氨基酸序列进行多重比对。使用

MEGA10.0 软件的 Neighbor-Joining(NJ)法构建系统

进化树(Bootstrap=1000)。 

1.5  荧光定量 PCR 

根据牙鲆 efhd2、tbc1d25 和 β-actin(内参基因)基
因序列，分别设计目的基因和内参的引物(表 1)，并

以淋巴囊肿抗病和患病个体不同组织以及胚胎发育 

不同时期的 cDNA 为模板，进行荧光定量 PCR 检测。

定量检测采用 Power SYBR Green PCR Master Mix 
(ABI, 美国)试剂盒在 ABI 7900 PCR 仪上开展。基因

的相对表达量用 2–∆∆Ct 法分析(马慧鑫等, 2018)。所有

样品均设置 3 个平行，结果以平均值 ±标准误

(Mean±SE)表示，并利用 SPSS 19.0 软件进行单因素

方差分析(One-way ANOVA) (P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  牙鲆 efhd2 与 tbc1d25 基因序列分析 

本研究克隆到的牙鲆efhd2基因cDNA全长5231 bp，
其中，5非翻译区(Untranslated region, 5UTR)长度 142 bp，
3UTR 长度 4390 bp。ORF 长度 699 bp，编码 232 个

氨基酸，预测分子量为 26.4 kDa，等电点约为 5.08。
牙鲆 efhd2 基因所编码的蛋白在第 89~117 以 125~153
位氨基酸具有 2 个典型的 EF-hand 结构域(图 1)。 

 

表 1  牙鲆 efhd2 和 tbc1d25 基因序列扩增和定量 PCR 引物信息 
Tab.1  Primers information for cloning and Q-PCR of efhd2 and tbc1d25 in Paralichthys olivaceus 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 功能 Application 
efhd2-F GCCGACGGCTTCAGATAGAA 
efhd2-R GGAGCACCAAGCTTCTCCAT 

efhd2 中间片段验证 

tbc1d25-F GTGTCGAGATAGGAGCGGTG 
tbc1d25-R AGGCTTGATCTCCTCCCCAT 

tbc1d25 中间片段验证 

efhd2-5RACE-F1 TGAAGCTGAGTTTGTTGTCCAG 
efhd2-5RACE-F2 CTTCTCCATGTCCTTGATCTGC 

efhd2 基因 5RACE 

efhd2-3RACE-F1 GCTGTTGGCAGTATTTAATGTTGAT 
efhd2-3RACE-F2 CTGTTGTTACACATCCCATCCTTC 

efhd2 基因 3RACE 

tbc1d25-5RACE-F1 CAGCACCGCTCCTATCTCGACAC 
tbc1d25-5RACE-F2 GCTCTGATGAGAATGTGCTGC 

tbc1d25 基因 5RACE 

tbc1d25-3RACE-F1 ACTGGTCTCTGTCTCTGATGTTGTG 
tbc1d25-3RACE-F2 GAGCAAGCCGGGTGAAAAGTATG 

tbc1d25 基因 3RACE 

efhd2-RTF GTCAACTGTGAACTGTGCTGAATAAG 
efhd2-RTR AAAGCCAACGTGATAATGTGTTACA 

efhd2 基因荧光定量 PCR 

tbc1d25-RTF GACTGGGACATCATAAGCCCTAAA 
tbc1d25-RTR TGCCAGAGACCTCGTCCTTT 

tbc1d25 基因荧光定量 PCR 

β-actin-F AGGGAAATCGTGCGTGACAT 
β-actin-R GCCCATCTCCTGCTCGAA 

β-actin 荧光定量 PCR 

 

tbc1d25 基因全长为 3173 bp，其中，5UTR 长度

为 108 bp，3UTR 长度为 464 bp。ORF 长度为 2601 bp，
编码 866 个氨基酸，预测分子量为 96.4 kDa，等电点

约为 5.47。TBC1D25 蛋白在 199~431 位氨基酸为典

型的 TBC 结构域(图 2)。 
SignalP 分析未发现 EFHD2 和 TBC1D25 蛋白具

有信号肽。TMHMM 分析显示，这 2 个蛋白均无跨

膜区。采用 ExPASy 网站(http://web.expasy.org/)的

GOR4 工具预测 EFHD2 与 TBC1D25 蛋白质的二级结

构。EFHD2 蛋白的 α-螺旋(Alpha helix, Hh)包含 150
个氨基酸残基，占氨基酸残基总量的 64.38%；延伸

链(Extended strand, Ee)包含 10 个氨基酸残基，占氨

基酸残基总量的 4.29%；无规卷曲(Random coil, Cc)
包含 73 个氨基酸残基，占氨基酸残基总量的 31.33%。

在 TBC1D25 蛋白中，α-螺旋包含 274 个氨基酸残基，

占氨基酸残基总量的 31.60%；延伸链包含 109 个氨 
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图 1  牙鲆 efhd2 基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of P. olivaceus efhd2 

方框内为起始密码子和终止密码子，阴影部分为 EF-hand 结构域，下划线为 PolyA 序列 
Frames indicate the start codon and stop codon respectively, shadow region indicates the  

EF-hand domain, underline indicates the PolyA tail sequence 
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图 2  牙鲆 tbc1d25 基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of P. olivaceus tbc1d25 

方框内为起始密码子和终止密码子，阴影部分为 TBC 结构域，下划线为 PolyA 序列 
Frames indicate the start codon and stop codon respectively, shadow region indicates the  

TBC domain, underline indicates the PolyA tail sequence 
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基酸残基，占氨基酸残基总量的 12.57%；无规卷曲

包含 484 个氨基酸残基，占氨基酸残基总量的 55.82%。

较之于 EFHD2 蛋白，TBC1D25 蛋白 α-螺旋含量比例

少，而延伸链和无规卷曲的含量比例较高。 

2.2  多序列比对与系统发育树分析 

将 EFHD2 蛋白分别与斑马鱼(Danio rerio)(NP_ 
001313422.1)、青鳉(Oryzias latipes)(XP_023812778.1)、
小鼠(Mus musculus)(NP_080270.2)和人(Homo sapiens) 
(NP_077305.2)的同源序列蛋白进行比较，序列一致

性分别为 83%、88%、73%和 72%(图 3)。利用 NJ 法

对牙鲆 EFHD2 蛋白与其他 8 个物种的 EFHD2 蛋白氨

基酸序列进行系统进化树构建，结果显示，牙鲆

EFHD2 与半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)聚为一小

支，随后与青鳉、大西洋鲑 (Salmo salar)、鲫鱼

(Carassius auratus)和斑马鱼聚为一大支，而小鼠、人

和牛(Bos taurus)等哺乳动物则聚为另一支(图 4)。 
TBC1D25 蛋白斑马鱼(NP_001121708.10)、青鳉

(XP_011471287.2)、小鼠(NP_001159909.1)和人(NP_ 
001335191.1)的同源序列一致性分别为 71%、74%、

72%和 74%(图 5)。进化树结果表明，牛、小鼠和人等

哺乳动物聚为另一支，6 种鱼类聚为另一支，牙鲆在

鱼类所构成的一支中，先与半滑舌鳎聚为一支，再与

青鳉、大西洋鲑、鲫鱼和斑马鱼聚为一大支(图 6)。 
 

 
 

图 3  牙鲆 EFHD2 氨基酸多重序列比对结果 
Fig.3  The multiple sequence alignment of the EFHD2 amino acid 

 

 
 

图 4  牙鲆 EFHD2 与其他物种 EFHD2 系统进化分析 
Fig.4  Phylogenetic analysis of P. olivaceus EFHD2 amino acid sequence with EFHD2 sequences of other species 



第 3 期 侯吉伦等: 牙鲆 efhd2 和 tbc1d25 基因的克隆和表达分析 63 

 

 
 

图 5  牙鲆 TBC1D25 氨基酸多重序列比对结果 
Fig.5  The multiple sequence alignment of the TBC1D25 amino acid 
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图 6  牙鲆 TBC1D25 与其他物种 TBC1D25 系统进化分析 
Fig.6  Phylogenetic analysis of P. olivaceus TBC1D25 amino acid sequence with TBC1D25 sequences of other species 

 
2.3  牙鲆 efhd2 与 tbc1d25 基因在胚胎发育各时期的

表达 

以 β-actin 为内参基因，利用荧光定量 PCR 检测

了牙鲆受精卵、4 细胞、32 细胞、128 细胞、高囊胚、

低囊胚、原肠早期、原肠晚期、肌节期、心跳期和出

膜仔鱼中 efhd2 与 tbc1d25 mRNA 的表达情况，并以

原肠早期为基准进行相对表达量的计算。结果显示，

efhd2 基因在胚胎发育的各个时期均有不同程度的表

达(图 7)，但在 4 细胞、低囊胚和原肠早期的表达量

相对较低，与其他时期差异显著(P<0.05)；从肌节期

开始，efhd2 的表达量开始呈上升趋势，且在出膜仔

鱼中的表达量，显著高于其他各组(P<0.05)。 
 

 
 

图 7  牙鲆 efhd2 基因在胚胎发育不同时期的相对表达 
Fig.7  The relative expression level of P. olivaceus efhd2 in 

different embryo development stage 

误差线上方不同字母代表差异显著(P<0.05)，下同 
Different letters above the error bars indicate significant 

difference (P<0.05). The same as below 
 

tbc1d25 基因在胚胎发育的各个时期也均有不同

程度的表达(图 8)。其中，受精卵中的表达量显著高

于其他时期(P<0.05)；随着发育的进行，tbc1d25 基因

的表达量在原肠晚期降至最低(P<0.05)；在之后的发

育时期中，原肠晚期、肌节期和心跳期的表达量差异

不显著(P>0.05)；出膜仔鱼中 tbc1d25 的表达量又有

一定的上升，显著高于除受精卵和 32 细胞之外的其

他时期(P<0.05)。 
 

 
 

图 8  牙鲆 tbc1d25 基因在胚胎发育不同时期的相对表达 
Fig.8  The relative expression level of P. olivaceus tbc1d25 

in different embryo development stage 
 

2.4  牙鲆 efhd2 与 tbc1d25 基因在淋巴囊肿抗病和患

病个体中的差异表达 

以患病组性腺为基准进行 efhd2 和 tbc1d25 基因

相对表达量的计算。efhd2 基因在所检测的淋巴囊肿

抗病和患病个体的头肾、肝脏、血液、鳃、心脏、性

腺、肌肉、肠和脾脏等组织中均有表达(图 9)。其中，

在抗病鱼的血液、鳃、性腺、肌肉和脾脏的相对表达

量要高于患病鱼，特别是在血液中，抗病鱼 efhd2 基

因的表达量高于患病鱼，差异显著(P<0.05)。 
与 efhd2 基因相似，tbc1d25 基因在所检测的各
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个组织中也均有表达(图 10)。其中，在抗病鱼的肝脏、

血液、性腺的相对表达量要高于患病鱼，特别是在血

液中的表达量，二者差异极显著(P<0.01)。 
 

 
 

图 9  牙鲆 efhd2 基因在淋巴囊肿抗病和患病 
个体不同组织的相对表达 

Fig.9  The relative expression level of P. olivaceus efhd2 in 
different tissues of lymphocystis disease resistant and 

sensitive individuals 

*为差异显著(P<0.05) 
*indicates significant difference (P<0.05) 

 

 
 

图 10  牙鲆 tbc1d25 基因在淋巴囊肿抗病和 
患病个体不同组织的相对表达 

Fig.10  The relative expression level of P. olivaceus tbc1d25 
in different tissues of lymphocystis disease resistant and 

sensitive individuals 

**为差异极显著(P<0.01) 
**indicates highly significant difference (P<0.01) 
 

3  讨论 

本研究克隆获得了牙鲆 efhd2 和 tbc1d25 基因的

cDNA 全序列，序列分析表明，上述 2 个基因都含有

各自家族典型的结构域。同源性比较和系统进化树分

析显示，在鱼类中，2 个基因与其他鱼种具有较高的

同源性，在进化上表现出一定的保守性。目前，关于

efhd2 和 tbc1d25 基因功能的研究，开展的较少，在

鱼类上尚未见报道。 
本文首次对 efhd2 和 tbc1d25 基因在牙鲆胚胎发

育不同时期的表达模式进行了研究，在胚胎发育的各

个时期，2 个基因均有不同程度的表达。efhd2 基因

在受精卵中有一定量的表达，表明其可能为母源效应

基因。其表达量在经过卵裂期到原肠晚期的低水平表

达后，从肌节期开始，又显著上升。efhd2 是高度保

守的钙结合蛋白，在神经和免疫细胞的 Ca2+信号传导

中起重要作用(Brachs et al, 2013)。在牙鲆的胚胎发育

中，自原肠后期开始，神经胚开始逐渐形成，神经细

胞被大量生成，efhd2 基因在原肠后期开始所出现的

表达水平提高，可能与之有关。 
在所研究的胚胎发育各时期中，tbc1d25 基因在

受精卵的表达量最高，表明其也是母源效应基因。

tbc1d25 所属的 TBC 基因家族是真核细胞保守的膜转

运蛋白，参与膜转运的各种步骤，包括囊泡形成、沿

细胞骨架的囊泡运输、运输囊泡与靶膜的锚定/对接、

以及运输囊泡与靶膜的膜融合等(Pereira-Leal et al, 
2001; Grosshans et al, 2006; Schwartz et al, 2007; 
Fukuda, 2008; Stenmark, 2009; Frasa, 2012)。而在胚胎

发育的各阶段，都离不开膜转运的参与，因此，

tbc1d25 在此过程中可能起到一定的作用。 
本研究中，牙鲆淋巴囊肿抗病个体血液中 efhd2

和 tbc1d25 基因的表达量都显著高于患病个体。鱼类

免疫相关基因在血液中高表达的现象，在以往的研究

中也有所报道。例如，在罗非鱼的 11 个组织中，血

液里 TRIM16 和 TRIM25 的表达量最高(郑建美等, 
2017)。血液是机体内不同器官间物质的传输介质。

在牙鲆淋巴囊肿患病个体的心脏、头肾、脾脏和肠等

内脏器官中均可检测到淋巴囊肿病毒颗粒(曲凌云等, 
2000)。Kinne(1984)认为，鳃可能是淋巴囊肿病毒感

染牙鲆的一个门户。病毒进入鳃之后，就需要通过连

接各内脏器官的液体介质——血液进行传播。除了作

为传输介质，血液也是重要的免疫器官，是 T 淋巴细

胞、B 淋巴细胞等各类免疫细胞的天然携带者，可在

体内免疫应答过程中执行关键的生理和生化功能。随

着血液流经整个机体，会将大量的免疫细胞从一个器

官转移到另一个器官，从而充当免疫系统管道的角

色，在鱼类疾病防治中发挥着重要的作用(Dalmo et al, 
1997; Castillo et al, 1998)。就淋巴囊肿病毒感染而言，

当病毒颗粒通过血液在不同器官间传输时，可能会激

活血液中相关免疫细胞的免疫反应，从而导致包括
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efhd2 和 tbc1d25 等在内的一系列基因的高表达。但

有趣的是，efhd2 的功能是促进细胞凋亡，而 tbc1d25
的潜在作用则是抑制自噬。细胞凋亡和自噬之间存在

着复杂的调控关系，彼此之间既可相互促进(Gorski  
et al, 2003)，也可互为拮抗(Young et al, 2006; Zeng 
et al, 2012; Hassan et al, 2015; Chen et al, 2016)。就本

研究而言，淋巴囊肿病毒感染牙鲆后，抗病个体血液

中的细胞凋亡和自噬互为拮抗关系。通过较高水平的

细胞凋亡，达到对因病毒感染所损伤血液细胞的消

除，从而恢复血液组成的动态平衡，这可能对维持病

毒感染后鱼体的正常生理水平和实现鱼体的抗病功

能具有重要的作用。 
作为重要的免疫器官，头肾和脾的免疫功能已被

广泛研究(Yang et al, 2016; 张文婷等, 2016; 郑建美

等, 2017)。免疫功能基因在头肾和脾的表达量，受多

种因素所影响，并不一定高于其他组织。在半滑舌鳎

中，TLR5S 基因在肝脏中的表达量最高，而在脾的表

达量最低(张文婷等, 2016)。在本研究中，淋巴囊肿

抗病和患病个体头肾和脾 efhd2 和 tbc1d25 基因的表

达量差异不显著，其可能原因为 efhd2 和 tbc1d25 基

因在淋巴囊肿病毒进入鱼体经血液向其他组织扩散的

阶段起到免疫作用，但具体原因有待于深入研究。 
综上所述，本研究报道了牙鲆 efhd2 和 tbc1d25

基因的分子特征，分析了它们不同胚胎发育过程以及

淋巴囊肿抗病和患病不同组织的表达情况特征，为进

一步研究二者的功能和牙鲆淋巴囊肿抗病机理奠定

了一定的理论基础。 
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 
(1. Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao  066100;  

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    The Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) is one of the most important marine culture 
species in China. However, the outbreak of diseases has seriously affected the industrial culture of this 
particular fish. Among these diseases, the one caused by the lymphocystis disease virus has been 
spreading widely and has resulted in severe economic losses every year. In order to select new varieties of 
Japanese flounder that are resistant to lymphocystis disease in China, and to elucidate the mechanism of 
disease resistance at the molecular level, we used a high-throughput sequencing technique to analyze the 
transcriptome of kidney tissues of the Japanese flounder, and screened out a number of functional genes 
closely related to resistance, including efhd2 and tbc1d25. In this study, we cloned the full-length cDNA 
sequences of efhd2 and tbc1d25 by using RACE (rapid-amplification of cDNA ends). The efhd2 gene was 
5231 bp in length, of which the length of the 5' untranslated region (5' UTR) was 142 bp and the length of 
the 3' UTR was 4390 bp. The open reading frame (ORF) was 699 bp in length, and encoded 232 amino 
acids with a molecular weight of 26.4 kDa and an isoelectric point of about 5.08. The full length of the 
tbc1d25 gene was 3173 bp, of which the 5' UTR length was 108 bp, and the 3' UTR length was 464 bp. 
The ORF was 2601 bp in length and encoded 866 amino acids with a molecular weight of 96.4 kDa and 
an isoelectric point of about 5.47. Multiple sequence alignment revealed that the amino acid sequences of 
EFHD2 have 83%, 88%, 73%, and 72% homology with Danio rerio, Oryzias latipes, Mus musculus, and 
Homo sapiens respectively; and those of TBC1D25 have 71%, 74%, 72% and 74% homology with these 
four species, respectively. The expression profiles of efhd2 and tbc1d25 were analyzed by quantitative 
real-time PCR (qRT-PCR). Both efhd2 and tbc1d25 were expressed at the fertilized egg, 4-cell, 32-cell, 
128-cell, high blastocyst, low blastocyst, early gastrula, late gastrula, sarcomere, heartbeat, and hatched 
larva stages. The expression level of efhd2 in the 4-cell, low blastocyst and early gastrula stage was lower 
than that in other stages (P<0.05); the expression level of efhd2 began to increase from the sarcomere 
stage and reached the highest level at the hatched larva stage, and was significantly higher than that in 
other groups (P<0.05). The expression level of the tbc1d25 gene in the fertilized egg was significantly 
higher than that in other stages (P<0.05); during development, the expression level of tbc1d25 decreased 
to the lowest level in late gastrula (P<0.05); there was no significant difference in the expression level of 
tbc1d25 in late gastrula, sarcomere, and heartbeat stages (P<0.05). In the lymphocystis disease-resistant 
and -sensitive individuals, the expression of efhd2 and tbc1d25 was detected in head, kidneys, liver, blood, 
gills, heart, gonads, muscle, intestine and spleen. The expression of efhd2 and tbc1d25 was significantly 
higher in the blood of lymphocystis disease-resistant individuals than in the lymphocystis disease-sensitive 
individuals. This study provides a basis for further studying the gene function of efhd2 and tbc1d25, as 
well as the mechanism of disease resistance of the Japanese flounder to lymphocystis disease. 
Key words    Lymphocystis; Disease resistance mechanism; Blood; Embryonic development 
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银鲫 crh 基因的克隆、组织表达谱 
及其对摄食的影响* 
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(1. 西南大学动物科学学院水产系  重庆  402460；2. 内江师范学院生命科学院  内江  641100； 

3. 重庆市梁平区水产站  重庆  405200) 

摘要    为研究 crh (Corticotropin-releasing hormone)基因对鱼类摄食的调控作用，首次克隆了银鲫

(Carassius auratus gibelio) crh 基因 cDNA 全长序列。运用实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)技术检测 crh
基因 mRNA 在不同组织的表达及餐前、餐后和禁食对其表达的影响。结果显示，银鲫 crh 基因的

cDNA 序列全长为 920 bp，其中，5-UTR 为 53 bp，3-UTR 为 378 bp，开放阅读框(Open reading frame, 
ORF)为 489 bp。推导银鲫 crh 基因的 ORF 区编码蛋白由 162 个氨基酸组成，其中，含有 11 个氨基

酸的保守区，24 个氨基酸的信号肽，41 个氨基酸的成熟肽。氨基酸序列的多重比较分析显示，银

鲫 crh 基因与金鱼(Carassius auratus)的同源性为 99%，与鲤(Cyprinus carpio)的同源性为 96%。荧

光定量 PCR 表达分析显示，银鲫 crh 基因在下丘脑中的表达量最高，其次是端脑和心脏。crh 基因

的表达量在餐前与餐后没有显著变化(P>0.05)，在禁食第 5 天、第 7 天出现极显著降低(P<0.01)，
而在复投喂后第 9 天、第 11 天出现极显著升高(P<0.01)。以上结果显示，crh 基因在银鲫摄食调控

方面可能扮演着重要角色。 
关键词    银鲫；crh 基因；RT-qPCR；基因表达；摄食调控 
中图分类号  S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0069-11 

摄食是包括进食及觅食的复杂行为 (Simpson   
et al, 2016)，能为动物提供所必需的营养物质与能量，

维持动物生长、繁殖等活动。与哺乳动物一样，鱼类

摄食调控是一个复杂过程，由大脑神经中枢调控，通

过接收和处理来自大脑和外周组织内分泌的因子进

行调控(Volkoff, 2016)。迄今为止，在鱼类上克隆和

鉴定了大量与摄食调控相关的因子，如 Ghrelin (Zhou 
et al, 2014、2016)、Leptin(穆方申等, 2017)、CRH 

abc
图章
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(Corticotropin-releasing hormone)(Wang et al, 2014)，
CCK (Cholecystokinin) (Zhang et al, 2017)， NPY 
(Neuropeptide Y) (Han et al, 2014)等，然而，由于种

间特异性，同一个基因在不同鱼类的摄食调控作用不

尽相同(Liu et al, 2014; Jonsson et al, 2010; 卢荣华等, 
2015; Zhang et al, 2013; Michel et al, 2016; Fuentes et al, 
2012)。CRH 是脊椎动物中一种含 41 个氨基酸的脑神

经递质调节肽(Vale et al, 1981)，具有调节神经内分

泌、自主反馈应激等作用(Chrousos et al, 2017)。CRH
可以影响哺乳动物的各种生理行为，如 CRH 对应激

后小鼠行为具有一定调节作用(Fuzesi et al, 2016)，
CRH 通过刺激 POMC(Proopiomelanocortin)和 ACTH 
(Adreno-cortico-tropic-hormone)的分泌，可以影响绵

羊繁殖(周梅等, 2017)，还具有维持能量平衡(Rabasa 
et al, 2016)及调控食欲(Rayatpour et al, 2017)等功能。

鱼类 CRH 可以影响生长发育、调节能量(王宇等 , 
2014)、调控摄食(Matsuda, 2013)等。就摄食调控而言，

目 前 已 有 实 验 探 究 了 齐 口 裂 腹 鱼 (Schizothorax 
prenanti) (Wang et al, 2014)、金鱼(Carassius auratus) 
(Matsuda et al, 2006) crh 基因对食欲的调节作用，

在其他鱼类上的研究还较为欠缺。 
银鲫(Carassius auratus gibelio)是中国淡水养殖

的重要品种之一，营养价值高、生长速度快(方旭等, 
2017)，在中国养殖范围广，市场需求旺盛，价格稳

定，养殖效益明显。到目前为止，银鲫的摄食调控研

究主要集中在饲料添加剂、环境调控等方面(张亚卓等, 
2016; 尹子煜等, 2017)，从分子层面上对银鲫摄食影

响因子与摄食调控、能量代谢之间关系的研究较少。 
该研究克隆了银鲫 crh 基因的 cDNA 全长序列，

并进行了序列分析，同时利用实时荧光定量 PCR 技

术，对 crh 基因在银鲫各组织及餐前、餐后和禁食状

态下的相对表达量进行了研究，以期通过对 crh 基因

结构与功能的探索，为建立合理的银鲫投饲策略和促

银鲫快速生长提供参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及实验设计 

银鲫购于重庆荣昌双河鱼技中心，买回后放入西

南大学荣昌校区实验基地 10 个鱼缸(110 cm×44 cm× 
44 cm)，暂养 2 周，水温为(23.0±2.0)℃，光照为自然

光(12 h L∶12 h D)，每天 09:00 和 17:00 使用通威 2.0
饲料进行投喂，投喂量为鱼体重的 2%，所有实验鱼

在摄食和行为上无明显差异。 
用于基因克隆的银鲫平均体重为(293.5±17.5) g，

用于组织表达实验的银鲫平均体重为(316.33±11.7) g，
雌雄比例均为 1∶1。 

餐前、餐后实验。银鲫平均体重为(308.7±17.5) g，
以 17:00 为采样时间节点 0 h，分别在餐前 3 h(3 h)、
餐前 1 h(1 h)、餐点(0 h)、餐后 1 h(+1 h)、餐后 3 h(+3 h)
采取银鲫下丘脑组织，餐后 1 h(+1 h)，餐后 3 h(+3 h)
分别有 1 组禁食组，每组采样 6 个重复。 

长时间禁食实验。银鲫平均体重为 (458.33± 
20.10) g，随机选 5 组鱼作为长时间禁食组，5 组为正

常投喂组，分别在禁食第 1、第 3、第 5、第 7 天的

17:30 对禁食组和正常投喂组进行采样。第 9 天禁食

组重新投食，并在第 9、第 11、第 14 天的 17:30 对复

投喂组及正常投喂组进行采样(每组采样 6 个重复)。 

1.2  主要试剂 

Primer Script® RT reagent kit、RNAiso Plus 试剂、

pMD19-T 克隆载体、DNA Marker 和 Loading Buffer
均购于大连宝生物工程公司。SMARTerTM RACE 
cDNA Amplification Kit 购自 Clontech 公司。去离子

水、DNA 胶回收试剂盒、2×Taq PCR Master Mix 及

DH5α 感受态细胞购于天根生化科技公司。X-gal、氨

苄青霉素和 IPTG 购于生工生物工程(上海)股份有限

公司。Gold View 购自北京索莱宝科技公司。琼脂糖

购自 AITIresco 公司。 

1.3  组织采样及 RNA 提取 

crh 基因 cDNA 克隆使用脑组织，组织表达实验

采集了端脑、下丘脑、中脑、小脑、延脑、垂体、眼、

心脏、肝胰脏、鳃、脾脏、前肠、中肠、后肠、头肾、

中肾、红肌、白肌、皮肤、精巢及卵巢共 21 种组织

样品。餐前、餐后和长时间禁食实验所取组织为下丘

脑。采样时，使用 MS-222 将实验鱼麻醉，迅速取出

所需组织，用 0.6%生理盐水冲洗干净，立即用滤纸

吸干生理盐水，再转移至液氮中冷冻，最后转入80
℃冰箱保存备用。取出80℃冻存的样品，采用大连

宝生物工程公司的 RNAiso Plus 试剂提取总 RNA，测

定其光密度(OD)，将 OD260 nm/OD280 nm 在 1.8~2.0 的

RNA 置于80℃备用。 

1.4  银鲫 crh 基因的克隆 

从 GenBank 中下载硬骨鱼类 crh 基因序列进行比

对，获得保守区一致性的序列，采用 Premier 3.0 设

计 PCR 引物(表 1)。25 μl 反应体系：12.5 μl 的 2×dNTP 
Mix (Invitrogen)，上下游引物各 1.25 μl，2.5 μl 的

cDNA 及 7.5 μl ddH2O(Invitrogen)。PCR 反应参数：
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预变性 94℃ 5 min，94℃变性 30 min，58℃退火 30 s，
72℃延伸 30 s，共 35 个循环，最后延伸 72℃ 8 min。
扩增后的目的条带经琼脂糖割胶回收，连接至

pMD®19-T 载体(TaKaRa, 大连)，热激转化 DH5α 感

受态细胞后均匀涂布在含氨苄西林(Amp+)的 LB 固体

培养基上，置于 37℃培养箱中过夜，将转化后形成

的白色单菌落接种进 2 ml 含 Amp+的 LB 培养基中，

所有操作均按照快速抽提质粒的试剂盒说明书进行。

酶切使用 SalⅠ和 BamHⅠ，取大约 500 ml 的经 1%

琼脂糖凝胶电泳鉴定后显示为阳性的克隆菌液送到

大连宝生物工程公司测序。 
根据已获得 crh 核心序列设计 RACE 的巢式引

物：3Race 特异性引物和 5Race 特异性引物(表 1)。参

照 Clontech 公司的 SMARTer RACE cDNA 试剂盒说

明书制备 5-RACE-Ready cDNA，采用 Touchdown 
PCR 反应进行 3和 5末端扩增，扩增产物经胶回收、

连接、转化后，筛选阳性的克隆菌液送到大连宝生物

工程公司测序。 
 

表 1  实验所用引物 
Tab.1  The primers used in this study 

引物名 Primer name 引物序列 Sequence (5~3) 用途 Purpose 

crh-F 5GCAAAGTTCAAAAACCATCC 3 crh gene cloning 
crh-R 5GGTGGCTCATTAGTTTATTAAC 3 crh gene cloning 
crh-F1 5CGGTTTTGGCACGCTTAGGGGAGGAGT3 crh gene 3RACE outer 
crh-F2 5CGCAGCGTCTGTTGGAGGGGAAAGT3 crh gene 3RACE inner 
crh-R1 5TCCAACTTTCCCCTCCAACAGACGCT3 crh gene 5RACE outer 
crh-R2 5GGTGGTGGAAAGGCAACGAGCAGAG 3 crh gene 5RACE inner 
crh-F3 5GCTCGGTAACAGAAACCAGAAT3 crh gene qPCR 
crh-R3 5CAACTTTCCCCTCCAACAGAC3 crh gene qPCR 
β-actin-F3 5CGAGCTGTCTTCCCATCCA 3 qPCR 
β-actin-R3 5TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG 3 qPCR 
18S-F 5ACCACCCACAGAATCGAGAAA 3 qPCR 
18S-R 5GCCTGCGGCTTAATTTGACT 3 qPCR 

 

1.5  基因序列分析 

运用 BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
对 cDNA 测序结果进行同源性比较。使用 SignalP Ver. 
4.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 确认信号

肽分位点和成熟肽。运用 ClustalW (http://www.ddbj. 
nig.ac.jp/search/clustalw-e.html)多重序列比对分析氨

基酸序列。通过 Mega 5.1，采用邻接法(Neighbour- 
joining，N-J)构建系统进化树，自展(Bootstrap)重复

1000 次。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

通过实时荧光定量检测 crh 基因的组织表达谱、

餐前餐后及禁食表达量。所有操作过程在 CFX96 
Real-Time PCR 检测系统(Bio-Rad)上完成。荧光定量

反应试剂采用 SYBR Green (TaKaRa, 大连)，20 μl 反
应体系：SYBR 10 μl；上下游引物各 0.8 μl；无菌水

6 μl；cDNA 模板 2 μl; RoxⅡ0.4 μl。反应参数：95℃
预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火 30 s，72℃延

伸 30 s，共 45 个循环。每个样品设置 3 个重复，内

参基因为 18S rRNA 和 β-actin，相对表达量通过公式

EΔΔCt(E 为扩增效率)计算。 

1.7  数据统计及分析 

用平均值±标准误(Mean±SE)表示实验数据，并

使用 SPSS 21.0 处理结果。用单因素方差分析法

(One-way ANOVA)分析方差同质性检验后的数据， 
P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果 

2.1  银鲫 crh 基因的克隆及序列分析 

银鲫 crh 基因 cDNA(登录号 KY861383)全长

920 bp，其中，5-UTR 为 53 bp，3-UTR 为 378 bp，
开放阅读框(ORF)为 489 bp。推导出银鲫 CRH 蛋白由

162 个氨基酸组成，其中包含 24 个氨基酸组成的信

号肽、41 个氨基酸构成的成熟肽和 11 个氨基酸构成

的保守区(图 1)。通过氨基酸序列的多重比较分析发

现，银鲫 CRH 的氨基酸序列与鲤科鱼类具有较高同

源性，其中，与金鱼的同源性为 99%，与鲤的同源性 
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图 1  银鲫 crh 基因 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and predicted amino acid sequences of C. auratus gibelio crh gene 

阴影部分表示信号肽区域。成熟肽氨基酸编码区用下划线，保守区用双下划线表示，*表示终止密码子 
The signal peptide region is in in shade background. Mature peptide amino acid coding region is underlined. The conserved 

region in the cryptic peptide is shown in double underlined. The asterisk indicates the stop codon 
 

为 96%，而与其他硬骨鱼及哺乳动物的相似性较低

(图 2)。根据这些物种的氨基酸序列，使用 MEGA 5.1
软件，运用邻接法(N-J 法)绘制系统进化树(图 3)，结

果显示，银鲫与金鱼亲缘关系很近，与鲤科鱼同源性

最高，单独聚为一类，与其他硬骨鱼类的联系紧密，

但与哺乳动物则相对较远。 

2.2  银鲫 crh 基因在不同组织的表达分析 

如图 4 所示，在银鲫的端脑、下丘脑、中脑、小

脑、延脑、垂体、心脏、脾脏、肝胰脏、皮肤、眼、

鳃、前肠、中肠、后肠、头肾、中肾、红肌、白肌、

精巢、卵巢中均检测到了 crh 基因的表达，其中，下

丘脑里的表达量最高，端脑和心脏次之，其余组织相

对表达量较低。 

2.3  餐前餐后银鲫下丘脑中 crh 基因的表达变化 

结果显示，从餐前 3 h 至餐点 0 h，银鲫下丘脑

中 crh 基因的表达量逐渐降低，但差异不显著

(P>0.05)。与禁食组相比，餐后 1 h 投喂组下丘脑中

crh 基因表达量明显升高，但未达到统计学差异显著

水平(P>0.05)；在餐后 3 h 投喂组下丘脑中，crh 基因

表达量又降低到与禁食组基本一致(P>0.05)(图 5)。 

2.4  长时间禁食对银鲫 crh 基因表达的影响 

从禁食第 1~7 天，禁食组下丘脑的 crh 基因表达

量呈总体下降趋势，第 5、第 7 天禁食组下丘脑 crh
基因表达量极显著低于正常投喂组(P<0.01)。在第 9、
第 11 天复投喂后，实验组下丘脑 crh 基因表达量大

幅上升，极显著高于正常投喂组(P<0.01)(图 6)。 
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图 2  不同物种 crh 基因的氨基酸序列多重比较 
Fig.2  Amino acid sequences alignment of crh gene 

阴影表示列表中超过一半的多肽残基序列为保守序列。“*”表示完全一致的氨基酸序列 
More than half of the peptide residue sequences in the shading list are conserved sequences.  

The asterisk indicates that the amino acid sequence is exactly the same 
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图 3  CRH 的氨基酸序列系统进化分析 
Fig.3  The phylogenetic analysis of the amino acid sequences of crh gene from C. auratus gibelio 

每个残基替代率由比例尺表示，步长值由节点上的数字表示 
Scale bar indicates residue replacement rate. The bootstrap value is represented by the numbers at the node 

 

 
 

图 4  银鲫 crh 基因的组织分布 
Fig.4  Tissue distribution of crh gene in C. auratus gibelio 

Tep: 端脑; Hyp: 下丘脑; Mep: 中脑; Ceb: 小脑; Myp: 延脑; Pi: 垂体;  
He: 心脏; Sp: 脾脏; Li: 肝胰脏; Sk: 皮肤; Ey: 眼; Gi: 鳃; Fg: 前肠; Mg: 中肠; Hg: 后肠; Hk: 头肾;  

Tk: 中肾; Re: 红肌; Wh: 白肌; Te: 精巢; Ov: 卵巢 
Tep: Telencephalon; Hyp: Hypothalamus; Mep: Mesencephalon; Ceb: Cerebellum; Myp: Myelencephalon; Pi: Pituitary; He: 

Heart; Sp: Spleen; Li: Liver; Sk: Skin; Ey: Eye; Gi: Gill; Fg: Foregut; Mg: Midgut; Hg: Hindgut; Hk: Head kidney; Tk: Trunk 
kidney; Re: Red muscle; Wh: White muscle; Te: Testis; Ov: Ovary 

 
3  讨论 

3.1  银鲫 crh 基因生物信息学的分析 

该研究首次克隆了银鲫 crh 基因 cDNA 的全长序

列，鉴定出 crh 基因的 1 种亚型。同样，在齐口裂腹

鱼(Wang et al, 2014)、刀鲚(Coilia nasus)(王宇等, 2014) 

和黄斑篮子鱼(Siganus canaliculatus)(游翠红等, 2014)
中也只鉴定出 crh 基因的 1 种亚型，但有趣的是，在

草鱼(殷新平 , 2015)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss) 
(Doyon et al, 2006)和鲤(Huising et al, 2004)中鉴定出

crh 基因的 2 种亚型，可能与鱼类基因组复制相关

(Meyer et al, 2005; Sundstrom et al, 2008)。这些结果 
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图 5  餐前餐后银鲫下丘脑中 crh 基因的表达情况 
Fig.5  Postprandial changes of the crh gene expression in the 

hypothalamus of C. auratus gibelio 

图柱字母表示禁食组和投喂组(+1 h、+3 h)之间差异显著性 
The fed and unfed groups that differ significantly are 

indicated by different letters above bars 
 

 

 
 

图 6  禁食和复投喂对银鲫下丘脑 crh 基因表达的影响 
Fig.6  Effects of fasting and refeeding on crh gene 

expression in C. auratus gibelio hypothalamus 

图柱上的字母表示禁食组、正常投喂组及复投喂组之间的

差异显著性；“*”表示同一时间实验组和正常投喂组间的差

异显著性。*: P<0.05，**: P<0.01 
Different letters on the bar represent significant differences 

between experimental groups. “*” represents significant 
differences between the experimental groups at the same  

time point. *: P<0.05, **:  P<0.01 
 

表明，硬骨鱼祖先额外的第 3 次全基因组复制导致的

crh 基因加倍后，部分硬骨鱼可能丢失了其中 1 个拷

贝，而有些硬骨鱼在进化过程中可能保留或从其他途

径获得 2 个拷贝，可能是导致目前观察到硬骨鱼基因

组 crh 基因亚型个数多样性的重要原因。crh 基因进

化可能在不同硬骨鱼进化中发挥非常大的作用，但其

加倍后在硬骨鱼基因组产生多个亚型的具体机制以

及各自生物学功能还有待深入研究。通过氨基酸序列

结构的比较可知，银鲫 crh 基因的信号肽和成熟肽均

较保守。通过对系统进化树分析发现，银鲫和金鱼亲

缘关系很近，与其他硬骨鱼类的联系紧密，但与哺乳

动物则相对较远。 

3.2  银鲫 crh 基因组织表达的分析 

本实验使用 RT-qPCR 检测了银鲫 crh 基因在端

脑、下丘脑、中脑等 21 个组织中的表达情况，结果

显示，在银鲫下丘脑、心脏、肝脏等 21 个组织中均

检测到 crh 基因表达，其中，crh 基因在下丘脑里表

达量最高。此外，crh 基因的表达产物也广泛分布在

褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)(沈娇娇等, 2017)、鲤

(Mazon et al, 2006; Huising et al, 2007) 、草鱼

(Ctenopharynodon idellus)(殷新平, 2015)的各个组织

中，脑部表达量最高。此外，在团头鲂(Megalobrama 
amblycephala)(陈凯等 , 2016)，斑马鱼(Chandrasekar 
et al, 2010) 、金鱼 (Bernier et al, 1999) 、比目鱼

(Pleuronichthys cornutus)(Lu et al, 2004)的各组织中，

crh 基因在脑部的表达量最高。在脊椎动物上已证实，

下丘脑神经元回路对摄食行为和能量的调节起着重

要作用(王国文等, 2016)，并且 Wang 等(2014)对齐口

裂腹鱼摄食调控的研究发现，crh 基因也在脑部的表

达量最高。上述结果推测 crh 基因可能通过下丘脑对

银鲫的摄食行为进行调控。此外，在外周组织如肝胰

脏和精巢、卵巢中检测到 crh 基因的表达，说明 crh
基因可能参与到免疫应答(Vamvakopoulos et al, 2013; 
Tort, 2011)及繁殖过程(Jeong et al, 1999; Chabbi et al, 
2014)，具体机制还有待进一步研究。 

3.3  银鲫 crh 基因对摄食调控的影响 

摄食调控是一个复杂的生理过程，涉及中枢神经

系统与外周神经系统相互作用，以及内分泌系统与消

化之间的相互作用(Matsuda et al, 2007)。调控鱼类摄

食行为因子的表达受摄食状态的影响，如饱食、饥饿

及限制摄食等(Hoskins et al, 2012)。在哺乳动物与非

哺乳动物中，crh 基因已被证明具有调节摄食行为的

作用(Rayatpour et al, 2017; Volkoff, 2016)。本研究中，

餐后 1 h 与禁食组和餐前相比，进食组下丘脑 crh 基

因的表达量升高，但差异不显著(P>0.05)。同样，对

齐口裂腹鱼的短期禁食发现，齐口裂腹鱼下丘脑中

crh 基因的表达量不受短期禁食影响 (Wang et al, 
2014)，推测在银鲫中 crh 基因的表达量不受短期禁食

的影响。 
在长时间禁食实验中，第 1、第 3 天禁食组的表

达量低于正常投喂组，但差异不显著(P>0.05)，第 5、
第 7 天禁食组 crh 基因表达量与正常投喂组相比，出

现极显著下降(P<0.01)。第 9 天，复投喂组 crh 基因
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表 达 量 与 正 常 投 喂 组 相 比 ， 出 现 极 显 著 升 高

(P<0.01)。在齐口裂腹鱼的禁食实验中也得到相似结

果(Wang et al, 2014)，在第 1、第 3、第 5 天禁食组的

crh 基因表达量与对照组没有差异，第 7 天禁食组 crh
基因的表达量显著低于进食组。在金鱼中，长时间禁

食会引起 crh 基因表达量的降低，复投喂后又显著增

加(Matsuda et al, 2006)。根据以上结果推测，crh 基

因可能作为一个饱感因子，参与银鲫的摄食调控，并

且受不同禁食时间的影响，crh 基因表达量受长时间

禁食影响，而不受短期禁食调控。此外，Maruyama
等(2006)发现，给金鱼脑室注射 CRH 后，金鱼摄食

能力降低，活动能力有所提升；此外，给金鱼注射哺

乳动物的 CRH 也会抑制其食欲(Matsuda et al, 2013)，
说明鱼类和哺乳动物 crh 基因在摄食调控中具有相似

的生物学功能，还有实验证明鱼类食欲可以被环境

(秦希获等, 2017)、生理应激(穆小生, 2013)等抑制。

Graf 等(2012)证明，由应激引起的食欲抑制效应与 crh
基因及其相关肽表达量升高，和下丘脑垂体肾上腺

(HPI)应激轴激活紧密相关，由于 crh 基因在下丘脑
垂体肾上腺的应激过程中扮演着重要调节作用  
(殷新平等, 2014)，因此，银鲫的 crh 基因可能通过激

活下丘脑垂体肾上腺应激轴参与银鲫的摄食调控。 
综上所述，该研究确定了银鲫 crh 基因的 cDNA

序列，并对其进行了分析。crh 基因广泛表达在银鲫

各组织中，下丘脑中表达量最高，且下丘脑中 crh 基

因的表达量受长期禁食的影响，这些结果提示 crh 基

因可能是银鲫的饱感因子，对银鲫摄食调控起到一定

的作用，但具体机制有待进一步研究。 
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Cloning, Tissue Expression Profiling, Functional Characterization  
of Corticotropin-Releasing Hormone (crh) on Feeding in  

Gibel Carp (Carassius auratus gibelio) 
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2. Department of Aquaculture, College of Life Sciences, Neijiang Normal University. Neijiang  641100;  

3. Fisheries Adminstration of Liangping, Chongqing  405200) 

Abstract    To elaborate the mechanism of corticotropin-releasing hormone (crh) on feeding in gibel 
carp (Carassius auratus gibelio), we cloned and identified the full-length cDNA sequence of crh for the 
first time. We also employed real-time quantitative PCR (RT-PCR) to explored crh mRNAon distribution 
in different tissues and investigated the expression of crh mRNA during postprandial and fasting. Here, a 
920 bp full-length of crh gene cDNA was obtained, including a 53 bp of 5-UTR, a 378 bp of 3-UTR, and 
a 489 bp of an open reading frame (ORF). The ORF of the gibel carp crh gene contains 162 bp 
nucleotides, including an 11-amino acid conserved region, a 24-amino acid signal peptide, and a 41-amino 
acid mature peptide. The amino acid sequence of crh shares a high level of similarity with teleost CRH 
(99% with Carassius auratus and 96% with Cyprinus carpio). The expression of gibel carp crh was 
observed in almost all tissues, with the highest expression detected in the hypothalamus, followed by the 
myelencephalon and heart. There was no significant change in crh gene expression in the fed group 
compared with the fasted group in gibel carp hypothalamus after a meal (P>0.05). However, the 
expression level of the crh gene showed a significant decrease after fasting on day 5 and day 7 (P<0.01), 
a significant increase of the crh gene was observed after refeeding on day 9 and day 11. The results 
suggest that the crh gene may play a critical role in feeding regulation in gibel carp. 
Key words    Carassius auratus gibelio; crh gene; RT-qPCR; Gene expression; Feeding regulation  
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黄唇鱼消化系统组织结构及黏液细胞分布特征* 
赵彦花 1,2  区又君 1①  李加儿 1  温久福 1  周  慧 1,2 

(1. 农业农村部南海渔业资源开发利用重点实验室  中国水产科学研究院南海水产研究所  广州  510300； 
2. 水产科学国家级实验教学示范中心  上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    利用石蜡切片、HE 和阿利新兰高碘酸雪夫试剂[AB-PAS (Alician blue and periodic acid 
Schiff reagent AB, pH 2.5)]染色技术，研究黄唇鱼(Bahaba  flavolabiata)消化系统的组织结构和黏液

细胞的分布特征。黄唇鱼食道粗而短，胃呈“卜”形，分为贲门部、盲囊部和幽门部，胃与肠的连

接处有 8 条幽门盲囊，肠道在体腔内迂回 2 个曲折。光镜下观察到消化管管壁由外至内依次为外膜、

肌肉层、黏膜下层和黏膜层。食道肌肉层很厚，黏膜层很薄，未见黏液细胞分布。胃部肌肉层和黏

膜层均很厚，黏膜固有层分布胃腺，黏膜上皮为单层柱状上皮。幽门盲囊管腔很大，但肌肉层很薄。

肠道肌肉层较厚，黏膜皱褶较细长，黏膜上皮细胞间可见圆形的黏液细胞。肝脏内弥散分布胰腺组

织，肝小叶内可见大量糖原空泡。AB-PAS 染色检测到胃部分布为红色的Ⅰ型黏液细胞；幽门盲囊

黏膜上皮分布大量蓝色的黏液细胞，为Ⅱ型黏液细胞；前肠、中肠和后肠检测到大量Ⅱ型黏液细胞，

并有少量Ⅰ型黏液细胞。黄唇鱼消化系统的组织结构以及黏液细胞分布特征体现了食性与结构功能

相协调的特点。 
关键词    黄唇鱼；消化系统；黏液细胞 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0080-07 

黄唇鱼(Bahaba  flavolabiata)，闽粤人称金钱 、

金钱猛鱼、大鸥、白花等，温州人称黄甘，属硬骨鱼

纲、鲈形目、石首鱼科、黄唇鱼属，是中国特有种，

分布于东海闽南渔场和南海北部珠江口渔场，其中珠

江口是盛产区。体长，侧扁，尾柄细长。近海暖温性

稀有底层鱼类，栖息于近海水深 50~60 m 海区，幼鱼

栖息于河口及其附近沿岸。为肉食性鱼类，以小型鱼

类和虾、蟹等大型甲壳类为食，幼鱼则以虾类为食

(钟俊生, 1991)。 
由于环境的急剧恶化和过度捕捞，其资源濒临灭

绝，1988 年黄唇鱼被列为国家二级重点保护野生动

物，2006 年被世界自然保护联盟(IUCN)红色名录列

为极度濒危物种(CR)。因此，开展相关的调查和研究

非常困难，一直以来中国对于黄唇鱼生物学的研究报

道较少，目前，中国水产科学研究院南海水产研究所

在黄唇鱼耳石与年龄生长特性、肌肉和鱼鳔营养成分分

析等方面已取得一些研究成果(区又君等, 2010、2011a、
2011b、2012a、2012b、2012c、2014)。研究消化系统

的组织结构以及黏液细胞的分布是分析鱼类生长发

育、消化吸收以及适应环境等相互调节机制的有效手

段，目前，国内外尚未见黄唇鱼在该领域的研究报道。

本研究通过解剖学、组织学及组织化学技术研究黄唇

abc
图章
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鱼消化系统的形态特征、组织结构和黏液细胞分布特

征，进一步了解和讨论黄唇鱼的摄食和消化吸收机

理，可为黄唇鱼的人工养殖提供科学的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

实验用鱼为广州市南沙海域渔民误捕受伤的黄

唇鱼，共  3 尾(不分雌雄)，体重为(295±68) g，全长

(330±38) mm。现场经过测量体重、全长、体长后，

置于冰上迅速解剖，取出消化道拍照，分离肝脏、食

道、胃、幽门盲囊、前中后肠，各组织内容物经 PBS
冲洗，切成小块(2 cm2 cm)，用 4%多聚甲醛固定。 

1.2  切片制备和染色方法 

1.1 中的实验材料固定 24 h 后，用 70%~100%梯

度酒精脱水，二甲苯透明，60℃熔点石蜡包埋，切片

厚度为 5 μm，分别采用 HE 和 AB-PAS 试剂盒(由南

京森贝伽生物科技有限公司提供，操作步骤参照试剂

盒说明书)染色，中性树胶封片，制好片后直接在 Zeiss
型显微镜下观察并拍照。HE 染色用于观察消化道组

织结构，AB-PAS 染色用于检测消化道黏液细胞的分

布。根据 AB-PAS 显色结果将消化道中的黏液细胞分

成Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型和Ⅳ型，分别呈红色(含有 PAS
阳性的中性黏多糖)、蓝色(含有 AB 阳性的酸性黏多

糖)、紫红色(主要含有 PAS 阳性的中性黏多糖，同时

含有少量 AB 阳性的酸性黏多糖)、蓝紫色(主要含有

AB 阳性的酸性黏多糖，同时含有少量 PAS 阳性的中

性黏多糖)(谢木娇等, 2015)。 

1.3  数据测量和统计 

参照林先智等(2016)的方法，每个样品组织随机

选取 3 张切片，选取的切片在 Carl Zeiss Axio 
Scope.A1 型光学显微镜下观察，用 Cool Snap 3.3M 
数码相机拍照。100 倍镜下观察，每张切片随机选取 
3 块视野，对视野内的黏液细胞进行鉴别和计数，计

得细胞总数按等级进行划分：–为未检测到；+为 1~5
个细胞；++为 6~10 个细胞；+++为 11~20 个细胞；

++++为大于 20 个细胞。 

2  结果 

2.1  黄唇鱼消化系统的形态结构 

黄唇鱼的消化道包含口咽腔、食道、胃、幽门盲

囊、肠和直肠 6 个部分。黄唇鱼的口和咽界限不明显，

所以合称为口咽腔，它的口咽腔比较大，腔内含有舌、

齿以及鳃耙。口咽腔后接食道，食道短而粗，内有纵

行的皱褶，可以扩展，便于吞咽食物。胃呈“卜”形，

分为贲门部、盲囊部和幽门部 3 部分。黄唇鱼有幽门

盲囊 8 条，肠道在体腔内回折，有 2 个肠曲，按回折

的折点将小肠分成前肠、中肠和后肠 3 个部分，后肠

后接直肠，直肠较小肠稍粗，但不明显，其后为肛门。

肝脏分为 2 叶覆盖在食道上侧近胃贲门处，左叶短，

右叶稍长，在胃幽门连接前肠的区域有幽门盲囊分

布，在肠道转折往下的肠系膜上可见黑色的脾脏。 

2.2  黄唇鱼消化系统组织结构 

黄唇鱼食道分为黏膜层、黏膜下层、肌层和浆

膜四层。食道黏膜和黏膜层、黏膜下层向腔面形成

突起的皱襞，食道皱襞较高，黏膜表面覆有复层扁

平上皮。食道肌肉层比较发达，主要由横纹肌构成，

与其他肌层结构不同，它分为内纵肌和外环肌，伸

缩性良好，有利于食物的吞咽，肌肉层发达与其肉

食性相适应(图 1a)。胃贲门和胃幽门黏膜皱褶宽大，

肌肉层发达是其共同特点(图 1b)。胃盲囊部黏膜上皮

为单层柱状上皮，固有膜层是由 1 圈排列规则的腺细

胞围成，呈圆形或椭圆形，中间形成 1 个空腔。固有

膜中有胃腺，胃腺开口处为胃小凹，胃腺细胞呈柱状，

核呈圆形，经过 HE 染色可以看见胃腺细胞核呈紫蓝

色，胞质淡红色(图 1c)。黄唇鱼幽门盲囊管腔很大，

但肌肉层很薄，上皮中黏膜褶数量比较多且有很多分

支，互相交组织成网，几乎充满整个内腔，有较高的

初级黏膜褶和分支的次级黏膜褶，黏膜上皮由单层柱

状上皮细胞组成(图 1d)。前肠、中肠和后肠结构基本

相似，肠黏膜上皮褶皱很丰富并且有分支，同幽门盲

囊一样有初级黏膜褶和次级黏膜褶，肠道微绒毛发

达，但前肠、中肠和后肠的绒毛高低、疏密存在差异。

肠道上皮为单层柱状上皮，排列紧密，上皮散布有杯

状细胞，细胞质染色较深，说明含有较多的酶类物质

(王永翠等, 2012)(图 1e~图 1i)。黄唇鱼肠道黏膜褶的

高度、宽度及环肌、纵肌厚度见表 1。 
肝脏是鱼类最大的消化腺体，在肝小叶内也可见

胰腺的分布(图 1j)。肝小叶之间分布大小不同的血管，

肝小叶内圆形的肝细胞排列成肝板结构，肝板之间分

布的肝血窦清晰可见(图 1k)，另外，肝细胞之间分布

比较多的空泡，是储存糖原的结构(图 1l)。 

2.3  黄唇鱼消化道黏液细胞分布特征 

黄唇鱼食道内未发现黏液细胞，胃部、幽门盲

囊和肠道均有黏液细胞分布，但不同区域黏液细胞

种类和数量不同 (表 2)。胃部均为红色的Ⅰ型黏  
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图 1  黄唇鱼消化系统组织结构(HE 染色) 
Fig.1  Histology of digestive system in B. flavolabiata (H&E staining) 

a：食道横切，6.5×；b：胃幽门横切，6.5×；c：胃盲囊黏膜，100×；d：幽门盲囊横切，20×；e：前肠横切，10×； 
f：中肠横切，16×；g：中肠黏膜，100×；h：后肠横切，16×；i：后肠黏膜，100×；j：肝小叶，100×；k：肝小叶内

部结构，100×；l：肝小叶内肝糖原空泡，100×；BMF：黏膜皱褶分支结构；CL：中央乳糜管；CSM：横肌；GC：杯

状细胞；GG：胃腺；GP：胃小凹；HL：肝小叶；He：肝细胞；HG：肝糖原空泡；HP：肝板；HS：肝血窦；LSM：纵

肌；M：黏膜层；MC：肌肉层；MF：黏膜皱褶；PA：胰腺；S：浆膜层；SEC：单层柱状上皮；SM：黏膜下层 
a: Transverse section of esophagus, 6.5×; b: Transverse section of pyloric stomach, 6.5×; c: Transverse section of mucosa in 

fundic stomach, 100×; d: Transverse section of pyloric caeca, 20×; e: Transverse section of foregut, 10×; f: Transverse  
section of midgut, 16×; g: mucosa in midgut, 100×; h: Transverse section of hindgut, 16×; i: Mucosa in hindgut, 100×;  
j: Hepatic lobule, 100×; k: Structure of Hepatic lobule; 100×; l: Hepatic glycogen, 100×; BMF: Branch of mucosa fold;  

CL: Central lacteal; CSM: Circular layers of striated muscle; GC: Goblet cell; GG: Gastric gland; GP: Gastric pit; HL: Hepatic 
lobule; He: Hepatocyte; HG: Hepatic glycogen; HP: hepatic plate; HS: Hepatic sinusoid; LSM: Longitudinal layers of striated 
muscle; M: Mucosa; MC: Muscular coats; MF: Mucosa fold; PA: Pancreas; S: Serosa; SEC: Simple columnar; SM: Submucosa 
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表 1  黄唇鱼消化道各组织结构测量结果(单位: μm, X̄±S) 
Tab.1  The result of measurements in the digestive tract of B. flavolabiata (unit: μm, X̄±S) 

 幽门盲囊 
Pyloric caeca 

前肠 
Anterior intestine

中肠 
Middle intestine 

后肠 
Posterior intestine

黏膜褶皱高度 Plicamucosa height 55.97±11.18 43.66±12.23 55.15±10.65 18.39±1.90 
黏膜褶皱宽度 Plicamucosa breadth 17.88±4.43 12.67±3.92 17.53±8.02 9.93±3.31 
环肌层厚度 Thickness of circular muscle 14.15±0.88 9.21±0.46 12.19±0.75 7.01±1.86 
纵肌层厚度 Thickness of longitudinal muscle 6.02±0.75 7.91±0.61 8.75±0.87 6.85±0.52 

 
表 2  AB-PAS 染色方法检测黄唇鱼消化道黏液细胞的分布情况 

Tab.2  Regional distribution and intensity of mucous cells in the the digestive tract of  
B. flavolabiata detected by AB-PAS staining technique 

黏液细胞 
Mucous cells 

食道 
Esophagus 

胃 
Stomach 

幽门盲囊 
Pyloric caeca 

前肠 
Anterior intestine

中肠 
Middle intestine 

后肠 
Posterior intestine

Ⅰ型  ++++  + + + 
Ⅱ型   ++++ ++++ ++++ ++++ 

注：内分泌细胞密度等级：–，未检测到；+，1~5 个细胞；++，6~10 个细胞；+++，11~20 个细胞；++++，大于 20
个细胞 

Note: The intensity grades of endocrine cells: –, not detected; +, 1~5 cells; ++, 6~10 cells; +++, 11~20 cells; ++++, more 
than 20 cells 

 

液细胞，分布在胃腺腺腔上皮和黏膜上皮细胞之   
间(图 2a)。幽门盲囊分布有大量蓝色的黏液细胞，

为Ⅱ型黏液细胞，多为圆形，主要分布在单层黏膜

上皮细胞之间(图 2b)。前肠、中肠和后肠检测到大

量Ⅱ型黏液细胞，并有少量Ⅰ型黏液细胞。Ⅰ型黏

液细胞不大，分布在黏膜上皮的基底层。Ⅱ型黏液

细胞数量极多，比Ⅰ型黏液细胞大，分布在上皮游

离面(图 2c~图 2f)。 
 

 
 

图 2  黄唇鱼消化道黏液细胞分布特征 
Fig.2  Distribution of mucous cell in digestive tract of B. flavolabiata 

a：胃黏膜，200×；b：幽门盲囊，100×；c：中肠黏膜，100×；d:前肠黏膜，100×；e，f：后肠黏膜，100×； 
Ⅰ：Ⅰ型黏液细胞；Ⅱ：Ⅱ型黏液细胞 

a: Mucosa in stomach, 200×; b: Pyloric caeca, 100×; c: Mucosa in midgut, 100×; d: Mucosa in foregut, 100×;  
e and f: Mucosa in hindgut, 100×;Ⅰ: TypeⅠmucous cell;Ⅱ: TypeⅡmucous cell 
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3  讨论 

3.1  黄唇鱼消化系统形态结构与食性的关系 

鱼类消化道的形态结构随不同种属、不同食性及

不同的生活环境等因素各不相同。研究表明，肉食性

鱼的肠道一般呈直线型(曾瑞等, 998)。黄唇鱼为近海

暖温性稀有底层鱼类，为肉食性鱼类，主要摄食对象

为鱼虾类。其口咽腔内具有锋利坚硬的颌齿和臼齿，

以便于捕食和磨嚼甲壳类等坚硬的食物；食道较粗

短；胃部膨大；具有幽门盲囊；肠道较短，这些都是肉

食性鱼类消化道的典型特点，与大黄鱼(Pseudosciaene 
crocea)(崔龙波等, 2014)、黄鳍鲷(Sparus latus)(王永翠

等, 2012)和平鲷(Rhabdosargus sarba)(勾效伟等, 2008)
等鱼类的研究结果相似，而与杂食性和草食性鱼类的

结构不同。黄唇鱼胃部发达呈“卜”型，发达的胃部

有利于容纳更多的食物，增长食物停留时间，有利于

消化。胃部的外形存在种属间的差异，可分为 I 型、

U 型、V 型、Y 型和卜型 5 类，如波纹唇鱼(Cheilinus 
undulates)胃部呈“ I”型 (区又君等 , 2012)；黄颡     
鱼(Pelteobagrus fulvidraco)胃部呈“U”型(董婧等 , 
2014)；黄斑篮子鱼 (Siganus oramin)胃部呈“V”     
型(区又君等, 2013)；而驼背鲈(Cromileptes altinelis) 
(区又君等, 2011)、平鲷(Rhabdosargus sarba)(勾效伟

等, 2008)和四指马鲅(Eleutheronema tetradactylum)胃
部外形呈“卜”型(谢木娇等, 2016)，则与黄唇鱼相似。

胃形状的不同影响胃容量以及食物的停留时间的长短，

反映不同物种进化的差异，与其捕食习惯和栖息环境相

联系。黄唇鱼的胃部发达，符合肉食性鱼类消化道的

外形特征。黄唇鱼的肠呈直管状，肠壁上皮有许多皱襞，

即肠绒毛，表面的纹状缘很发达，这样增大了消化吸收

的面积，有利于食物的分解和营养物质的充分吸收。

从前肠至后肠微绒毛数量逐渐减少，绒毛的宽度和高

度逐渐减小，这与肠管的粗细和吸收性质有关。 

3.2  黄唇鱼消化系统组织结构与功能的联系 

黄唇鱼食道短而粗，其主要功能是容纳和输送摄

取食物，并将食物输送到胃。食道黏膜具有很多纵行

黏膜褶，当吞食较大食物时可用以扩大食道容量，以

便于食物顺利地通过食道。食道肌肉层发达与其肉食

性相适应。黄唇鱼胃部膨大发达，是完成蛋白质消化

的场所。黄唇鱼的胃部黏膜层很厚，黏膜皱褶数量多

且面积广，胃底部分布密集的胃腺，黏膜面积广大，

增大了食物与胃的接触面积，胃腺分泌的黏液和胃蛋

白酶源，更有利于消化肉食性食物，这与哲罗鱼(Hucho 
taimen)(关海红等 , 2008)和黄尾 (Seriola lalandi) 

(Chen, et al, 2006)的研究相似，而与金点 (Liza 
parsia)(Chakrabarti et al, 2014)胃部无胃腺的特点不

同。肠道和幽门盲囊组织结构相似，黏膜皱褶比较细

长，而黏膜层也比较厚，前肠、中肠和后肠的黏膜褶

数量保持相对稳定。黏膜褶可以帮助肠道扩大消化吸

收面积，黏膜褶上有大量的杯状细胞，杯状细胞的功

能是分泌黏液和消化酶类物质，从而加速对营养物质

的消化和吸收。肝胰腺是鱼体内最大的消化腺，具有

分泌、储存和排泄等功能，胰腺中合成和分泌大量的

酶(淀粉酶、脂酶和胰蛋白酶等)，协助食物的消化吸

收(谢木娇等, 2017)。 

3.3  黄唇鱼消化道黏液细胞分布特征 

黏液细胞能分泌黏液和消化酶，可以起润滑作

用，也可以与消化酶一起作用帮助消化。研究发现，

其分泌物含有多种有机物质，如粘多糖、水解酶和免

疫球蛋白等，在消化吸收和抵御病原体的侵害等方面

也起到很大作用(McGuckin et al, 2011)。在消化道不

同的部位，黏液细胞的种类及数量分布不同。黄唇鱼

胃部分布有大量中性粘多糖的Ⅰ型黏液细胞，这些中

性黏液物质可在黏膜表面形成一层黏液膜，不容易被

酸液破坏，可以保护胃部黏膜上皮免受盐酸和胃酶的

侵蚀。黄唇鱼肠道和幽门盲囊的黏液细胞种类以Ⅱ型

黏液细胞为主，并有少量Ⅰ型黏液细胞分布，尚未见

含有中性酸性混合黏多糖的Ⅲ型和Ⅳ型黏液细胞，这

与四指马鲅(谢木娇等, 2015)、卵形鲳鲹(Trachinotus 
ovatus)(区又君等, 2012)肠道内黏液细胞数量密集种

类丰富(含Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型黏液细胞)的特点不同。

Ⅱ型黏液细胞分泌的酸性黏液物质有润滑食物利于

吞咽的作用，同时还与蛋白酶原的分泌有关，可以和

蛋白酶合成复合物，起到稳定酶的作用。研究表明，

Ⅰ型和Ⅱ型为幼稚型黏液细胞，Ⅲ型和Ⅳ型为成熟型

黏液细胞，黏液细胞的类型变化与发育过程是相一致

的，由幼稚型逐渐向成熟型发展(李鑫炜等, 2012)。
本研究在黄唇鱼样品的消化道中未发现成熟型黏液

细胞，可能是由于样品为幼鱼，其消化道发育尚不完

全，但有关黄唇鱼黏液细胞的发育研究有待进一步验

证和探讨。从目前观察的结果来看，黄唇鱼消化道中

的黏液细胞分布还没有找到确定的规律性，黏液细胞

的分布特征与其栖息环境、生活阶段以及生理功能密

切相关，尚待进一步研究。 
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Histology and Distribution of Mucous Cells in Digestive  
System of Bahaba flavolabiata 
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Agriculture, and Rural Affairss South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 

510300; 2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, College of  
Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    This work aimed to investigate the histological structure and mucous cell distributing 
features in the digestive system of Bahaba flavolabiata. Conventional paraffin sections were used, with 
H&E and AB-PAS (Alcian blue and periodic acid Schiff reagent (AB, pH 2.5)) staining. The esophagus 
was crude and short, and the Bu-type stomach was divided into three portions: the cardiac stomach, fundic 
stomach, and pyloric stomach. There were eight pyloric caeca, and the intestine had two inflections in the 
body cavity. The histological analysis revealed that the digestive tract wall was composed of serosa, 
muscularis, submucosa, and mucosa, from the outer wall inwards. The muscularis of the esophagus was 
thick, but the mucosa was thin, and the epithelium did not have mucous. Muscularis and mucosa of the 
stomach were thick and composed of simple columnar epithelium, with a gastric gland found in the 
lamina propria. The pyloric caeca were characterized as having large cavity diameters, and numerous 
mucosa folds, with very thin muscularis layers. The muscularis in the intestine was thicker than that in the 
pyloric caeca, with numerous mucosa folds. Here, mucous cells were found in the epithelium. AB-PAS 
staining revealed that only type Ⅰ and type Ⅱ mucous cells were present in the entire digestive tract of 
B. flavolabiata, except in the esophagus. Numerous type Ⅰ mucous cells were found in the gastric gland 
and epithelium of the stomach. Only type Ⅱ mucous cells were found distributed in the epithelium of 
pyloric caeca mucosa. A large number of type Ⅱ and a smaller number of type Ⅰ mucous cells were 
found in the intestine. The former were distributed mostly on the surface of the epithelium and the latter in 
the basal layer of the epithelium. Characteristics of the histological structure and mucous cell distribution 
in digestive systems are in accordance with the habits and predacity of B. flavolabiata. 
Key words    Bahaba flavolabiata; Digestive system; Mucous cell 
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图丽鱼寄生破坏古氏虫的形态描述及系统发育* 
谢志胜  马江霞  杨昆明  段成任  郭爱民  岳  城① 

(新疆农业大学动物医学学院  乌鲁木齐  830052) 

摘要    在调查新疆乌鲁木齐市观赏鱼感染寄生虫种类期间，从图丽鱼(Astronotus ocellatus)鳃部采

集到一种单殖吸虫，经过形态学比较具有鉴定依据的背腹中央大钩、联接片、交接器等结构后，鉴

定为锚首虫亚科(Ancyrocephalinae)的破坏古氏虫(Gussevia asota)。首次测定了破坏古氏虫 28S rDNA
基因序列(GenBank 登录号：MG596661)，系统发育分析表明，该虫与鲻鱼虫属(Ligophorus)、嗜丽

鱼虫属(Cichlidogyrus)的亲缘关系较近，聚为稳定的独立分支。 
关键词    图丽鱼；破坏古氏虫；形态描述；系统发育 
中图分类号 S941.5   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0087-07 

图丽鱼(Astronotus ocellatus)别名“地图鱼”、“猪

仔鱼”等，是一种原产于秘鲁、哥伦比亚和巴西亚马

逊流域和法属圭亚那、阿根廷一带的热带淡水、底栖

性鱼类(鲈形目 Perciformes、慈鲷科 Cichlidae)；作为

一个引进的物种也存在于巴西流域盆地(De Azevedo 
et al, 2007)。对水族爱好者来说，它是一种非常受欢

迎的商业性慈鲷科鱼类，同时，也因其鲜美的肉质而

被亚马逊流域的人作为一种食用鱼 (Delgado et al, 
2014; Tavares-Dias et al, 2014)。近年来，随着“一带

一路”经济带的建设，新疆地区的水产养殖发展迅速，

但在发展的过程中，也出现一些疾病问题，如寄生虫

就是严重危害当地养殖鱼类的重要病原之一。 
古氏虫属(Gussevia)(Kohn et al, 1964)隶属于锚

首虫亚科(Ancyrocephalinae)，其中，包括 17 种有效

物种，这些单殖吸虫通常寄生于慈鲷科鱼类的鳃部

(Thatcher,1991)。Ľubomír Šmiga 等(2016)研究发现，

当大量的虫体寄生于鱼体时，鱼表现出明显的窒息，

神经系统症状(狂游、碰壁等)，运动失调和突然死亡。

长期以来，单殖吸虫的鉴定主要是依靠其具有鉴定意

义的几丁质结构的形态进行，但是，由于单殖吸虫种

类繁多，且形态极为相近，这就为虫种的正确鉴定带

来一定的困难。近年来，随着分子标记技术的迅速发

展，基因组序列测定已逐步成为物种分子系统发育学

研究的普遍方法，尤其是核糖体基因，在寄生虫物种

鉴定、亲缘关系的演化等方面尤为突出(孟飞燕, 2016; 
Mollaret et al, 2000; 丁雪娟等, 2005)。本研究通过测

定破坏古氏虫的 28S rDNA 的序列，旨在为该虫在分

子系统进化方面提供基础资料，同时，也填补了该虫

在分子生物学研究方面的空白。 

1  材料与方法 

1.1  样品的来源  

2016 年 5 月~2017 年 6 月，对新疆乌鲁木齐明珠

花卉市场和华凌观赏鱼市场养殖观赏鱼做寄生虫学调

查期间，先后采集到图丽鱼 18 尾。将活鱼运送到实验

abc
图章
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室并进行拍照、测量和称重，并使用常规解剖法将鱼处

死后，对其进行寄生虫学检查，分别剪取每条鱼的鳃

片，在解剖镜下逐一检查，发现寄生虫后，用吸管吸

取到 1.5 ml 的 EP 管中，滴加不同浓度的乙醇保存。 

1.2  形态学鉴定 

在解剖镜下挑取形态完整的虫体放置在载玻片

上，用 4%聚乙烯乳酸酚(伍惠生, 1980)固定封片，并

在光学显微镜下拍照，测定背腹中央大钩、联接片、

交接器等几丁质结构，小括号前的数值为所测量标本

的平均值，括号中为量度变化范围。所制虫体标本保

存在新疆农业大学动物医学学院寄生虫实验室。 

1.3  DNA 提取及目的基因的 PCR 扩增 

依据形态学鉴定结果，选取 95%乙醇保存的虫体

若干只，清水冲洗，TE 缓冲液浸泡过夜后，分别装

入 1.5 ml 的 EP 管中，用 DNA 提取试剂盒提取虫体

DNA，保存于20℃冰箱中，用于后续实验。 

分子标记选取核糖体 DNA 的 28S rDNA 序列，

目的序列的扩增引物参照 Hassouna 等(1984)，引物序

列为 MF1：5-ATTCCGATAACGAACGAGACT-3，
MR1：5-GCTAGCTGCGTTCTTCATCGA-3。PCR 扩

增的反应体系为 50 μl，反应程序：95℃ 4 min；92℃   
1 min，55℃ 1 min，72℃ 1 min 30 s，35 个循环；      
72℃10 min，4℃终止。 

1.4  目的 DNA 序列的测定 

将扩增产物经 1%的琼脂糖电泳分析，切取目的

条带，用全式金胶回收试剂盒纯化后，送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序。 

1.5  基于 28S rDNA 序列的系统发育分析 

基于 28S rDNA 序列，以 Gyrodactylus pterygialis 为
外类群，选取 20 种(表 1)已发表的分属于锚首虫亚科

不同属之间的 28S rDNA 序列，与本研究所测得的序列

一起，在 MEGA 7.0 软件中构建系统发育树。 
 

表 1  本实验用到的已发表的锚首虫亚科 28S rDNA 序列信息 
Tab.1  List of published Ancyrocephalinae 28S rDNA sequences used in this study 

属 Genus 拉丁名 Latin name GenBank 登录号 GenBank accession number 
鲻鱼虫属 Ligophorus L. uruguayensis KF442630 
 L. chabaudi JN996834 
 L. cephali JN996830 
嗜丽鱼虫属 Cichlidogyrus C. casuarinus KX007822 
 C. amieti KT945076 
 C. yanni HE792777 

P. gigi KX812456 
伪锚盘虫属 Pseudancylodiscoides Pseudancylodiscoides sp. EF100544 
四刺虫属 Quadriacanthus Q. kobiensis EF100545 
 Q. clariadis KX685952 
 Q. bagrae KX685951 
锚首虫属 Ancyrocephalus A. percae KF499080 
 A. percae KF499080 
 A. paradoxus AJ969952 
海盘虫属 Haliotrema H. cromileptis EU523146 
 H. johnstoni DQ157664 
 H. platycephali DQ157662 
锁盘虫属 Cleidodiscus C. pricei AJ969939 
嗜石鲈虫属 Bravohollisia B. rosetta DQ537364 
撒氏虫属 Thaparocleidus T. asoti MG601546 

 

2  结果 

2.1  形态学鉴定结果 

在对图丽鱼进行寄生虫学检查时，除了检查鳃丝

外，还检查了其他内部的脏器组织和体表皮肤，但并

没有发现其他的病原体存在。而在鳃片的检查过程中

发现，该寄生虫偏好寄生在鳃丝顶端末梢，且感染率

和感染强度非常高，分别达到 92%和 1~224。 
基于被测量的 8 个虫体玻片标本，虫体全长为

441.6 (307.7~530.8) μm，纺锤形，头区狭窄。头腺非

常发达，4 对，分别在头区顶部两端。眼点 2 对，等

距，后一对较大。最大体宽为 82.3 (50.8~96.4) μm。

咽为卵圆形，直径为 21.9 (19.8~25.1) μm。后吸器发

育完全，分为发达的前叶和后叶，前叶大于后叶的腺
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体斑块，后吸器宽为 64.3 (50.9~79.8) μm。腹中央大

钩全长为 20.5 (15.7~22.9) μm，钩基长为 18.2 (12.2~ 
20.8) μm，钩尖长为 8.7 (8.0~10.3) μm，具有发达的

几丁质丝，内外突分化不明显，内突长为 5.7 (3.5~  
9.8) μm，外突长为 3.4 (3.1~3.7) μm。背中央大钩全

长为 25.4 (24.4~26.8) μm，钩基长为 21.4 (20.6~   
24.4) μm，钩尖长为 15.9 (14.3~17.4) μm，内外突分

化明显，内突长为 10.2 (8.7~12.0) μm，外突长为 4.6 
(4.3~4.9) μm。腹联接片大小为 1.927.4 [(1.2~2.6) 
(21.5~30.9)] μm，细丝状，末端卷曲在腹中央大钩基部。

背联接片大小为 3.837.5 [(2.6~5.7)(24.5~44.1)] μm，

棒状，末端稍扩大。边缘小钩 7 对，第 1~4 对和第 6、
7 对边缘小钩为雏形钩，长为 10.7 μm (N=2)，第 5 对

边缘小钩长为 12.2 μm (N=2)。交接器由交接管和支

持器 2 部分组成，交接管卷曲，基部膨大，长为 52.2 
(47.9~56.4) μm。支持器与交接管基部相连，末端扇形

片具有 1 个几丁质结构的环，长为 29.8 (28.8~30.8) μm。

阴道右旋，外部具有硬化的保护结构。虫体前端有散在

的虫卵分布，大小为 2.11.1 [(1.4~2.7)(0.7~1.6)] μm。 
根据玻片标本图，测量虫体各结构，通过与各国

已报到破坏古氏虫的测量数值进行比对(表 2)发现，

部分数值大于或者小于其他测量值。根据 Kritsky 等

(1989b)和 Abdallah 等(2008)研究表明，寄生虫的鉴定

是基于后吸器几丁质结构(背腹中央大钩、联接片和

边缘小钩)的形状和交配器。本研究发现，虫体的交

接器、后吸器的结构(图 1)与 Kritsky 等(1989b)(图 2)
所描述的原始种虫体的形态结构略有差异。而中国广

东地区发现分离的虫体后吸器分叶不明显，且头区较

宽，虫体并不呈纺锤形，且腹中央大钩的基本形态与

本研究和国外报道的有一定差异。 
 

 
 

图 1  破坏古氏虫交接器和后固着器的形态 
Fig.1  The morphological features of copulatory organ and 

haptor of G. asota 

a：破坏古氏虫前端；b：破坏古氏虫后端(后吸器)； 
1：交接器；比例尺=50 μm 

a: Anterior region of G. asota; b: Posterior region of G. asota 
(Haptor); 1: Copulatory organ; Scale bar=50 μm 

在本研究中，增加了腹、背中央锚钩的参数测量，

这些参数特征在原始种中没有表现出来。通过比对发

现，本研究虫体的体长与原始种和广东地区分离的虫

体体长最为接近，而秘鲁发现的虫体体长最大。体宽、

后吸器宽与原始种最为接近。对比腹、背中央大钩长

发现，其测量值均小于已报到虫体。而背联接片的测

量参数大于其他虫体。 

2.2  28S rDNA 基因序列分析 

根据形态学鉴定结果，测定虫体的 28S rDNA 基

因序列。此外，经文献检索尚无学者对古氏虫属的虫

体做分子生物学方面的研究分析。本研究首次测定了

破坏古氏虫的 28S rDNA 片段，其目的条带为 864 bp，
G+C 含量为 48.4%。将已获得的序列在 NCBI 中 BLAST
比对分析发现，该序列与嗜丽鱼虫属(Cichlidogyrus)、
鲻鱼虫属(Ligophorus)物种的同源性最高，达 90%。

将获得的序列上传至 GenBank，获得 GenBank 序列

收录号为 MG596661。 
选取锚首虫亚科不同属的序列绘制系统发育树

分析表明，该虫与鲻鱼虫属、嗜丽鱼虫属的虫体亲缘

关系较近，聚为稳定的独立分支。 

3  讨论 

古氏虫属至今为止共报道 17 种有效物种，该属

为鳃寄生虫，通常寄生在热带慈鲷科鱼类鳃上。该属

的虫体形态非常相近，而后吸器的几丁质结构和交接

器是区别该属虫体的主要形态学依据。图丽鱼所寄生

的破坏古氏虫最早由 Kritsky 等(1989b)做过详尽的描

述，而破坏古氏虫是该属中最常见的种，后来也在不

同国家、不同地区的图丽鱼上报道过。但是，通过直

观的形态图比较发现，在新疆采集到的破坏古氏虫与

在欧洲斯洛伐克(Ľubomír Šmiga et al, 2016)和巴西

(Abdallah et al, 2008)采集到的虫种形态最为相似，而

巴拿马(Mendoza-Franco et al, 2010)、韩国(Kim et al, 
2002)、秘鲁亚马逊发现的破坏古氏虫没有绘制模式

图，故无法进行直观的形态比较。而李海燕(2015)在
中国广东地区采集的破坏古氏虫后吸器分叶不明显，

部分结构也略有不同，也有可能与绘图或个人的测量

操作有关。而关于虫体的测量数值，各国的报道均有

差异，可能与采集季节、水域温度等外界条件和观察

角度等有关。 
近年来，利用分子生物学技术研究单殖吸虫的报

道日渐增多，研究的靶基因以核糖体 RNA 基因(rDNA)
及其内转录间隔区(ITS)为主(Hansen et al, 2003)，在

通过对多种蠕虫的分析研究发现，28S rDNA 基因 5 
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图 2  原始描述中关于破坏古氏虫的部分几丁质结构 
Fig.2  The sclerotized hard parts of G. asota in the original description (Kritsky, 1989b) 

a：腹中央大钩；b：背中央大钩；c：交接器；d：背联接片；e：腹联接片。比例尺=30 μm 
a: Ventral anchor; b: Dorsal anchor; c: Copulatory organ; d: Ventral bar; e: Dorsal bar. Scale bar=30 μm 

 

 
 

图 3  基于 28S rDNA 序列构建的图丽鱼寄生破坏古氏虫邻接法(NJ)系统发育树 
Fig.3  Phylogenetic tree of A. ocellatus parasitic G. asota based on  

28S rDNA sequences using Neighbour-Joining method 
 

端包括 D1 可变区适合于推断种间、属间及近缘科间

的关系(Qu et al, 1988; Barker et al, 1996)。鉴于

GenBank 中尚未有关于古氏虫的相关分子序列，为此

选用国际单殖吸虫界采用较多的 28S rDNA 基因序

列，首次测定了古氏虫的 28S rDNA 序列，研究结果

显示，古氏虫属与鲻鱼虫属和嗜丽鱼虫属关系最近，

三者互为姐妹群，与上述三属关系最近的是海盘虫属

与嗜石鲈虫属，这五属构成一支；与伪锚盘虫属、四

刺虫属、锚首虫属、撒氏虫属和锁盘虫属构成的另一

支互为姐妹群。而这一结果与 Mendoza-Palmero 等(2015)
的研究结果略有不同，可能与系统发育树制作方法、

虫种序列选择、宿主及环境等有关。由于锚首虫亚科

及其所属的地位自建立以来一直备受争论 (Gusev, 
1961)，而 Mendoza-Palmero 等(2015)研究表明，锚首

虫亚科目前的分类是人为的，并不能反映这个物种极

其多样化的单殖吸虫组成的系统发育关系。在
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Lim(2001)等对寄生于鲇形目鱼类单殖吸虫的分类地

位进一步修订后，提议将锚盘虫亚科提升到科水平以

容纳 17属，而 Kritsky等(1989a)运用分子的手段得出，

锚首虫科在系统发育中的位置是存在问题，因此有必

要对其进行修订，而这也是一个开放的问题。 
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Morphological Description and Molecular Phylogeny of  
the Gussevia asota Parasite on Astronotus ocellatus 

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

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

Abstract    Astronotus ocellatus is a tropical, benthic freshwater fish that originated in South America 
and is a great favorite for a vast number of aquariums. With the development and extension of the “Belt 
and Road Initiative” Economic Zone, as an inland area of Xinjiang, the development of ornamental fish is 
particularly fast, but the rapid development is accompanied by a series of disease problems, such as 
common parasitic diseases, which are a common factor restricting the development of fisheries. The aim 
was to investigate the XinJiang common ornamental fish parasite epidemic and classification situation. 
This study combines the traditional morphological identification methods of parasites with modern 
molecular biology methods, researching the parasitic monogenean species of A. ocellatus, at the gill site. 
The subjects were common A. ocellatus selected from the Urumqi Ornamental fish market. From 2016 
May to 2017 June, 18 fish samples were collected. The results of the experimental analysis showed that 
parasites on the gills of A. ocellatus were Gussevia asota, belonging to Dactylogyridae, Ancyrocephalinae, 
Gussevia. The morphological parameters of the parasite were measured and compared with all the 
morphological data previously reported on the parasite It was found that there were certain differences 
between the data measured by different countries. By data retrieval, there is no sequence information of 
Gussevia Asota molecules in the GenBank database. Therefore, the G. asota 28S rDNA gene sequence 
was determined and submitted, obtaining GenBank sequence number: MG596661. Phylogenetic tree 
species from different genera of Ancyrocephalinae were analyzed. Phylogenetic analysis indicated that G. 
asota was at the top of the phylogenetic tree, with Ligophorus having the closest relationship, and 
together forming a sister group. And then get together with the parasites of the Cichlidogyrus, as a large 
branch, the kinship with Ancyrocephalus and Cleidodiscus is the furthest. 
Key words    Astronotus ocellatus; Gussevia asota; Morphological description; Phylogenetic 
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十足目甲壳动物的 EST-SSR 分析* 

高海钰 1,2,3  李  健 1,2,3①  王佳佳 2,3  李吉涛 2,3 
(1. 上海海洋大学  上海  201306；2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食品产出过程功能实验室   
青岛  266071；3. 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    本研究应用生物信息学方法，对 21 种十足目甲壳动物 EST-SSR 的特点进行了归纳总结和

分析。结果显示，不同物种间的 EST-SSR 丰度存在明显差异，腹胚亚目中脊尾白虾(Exopalaemon 
carinicauda)的 EST-SSR 位点最为丰富(868.02 个/Mb)，拟穴青蟹(Scylla paramamosain)位点丰度最

低(286.48 个/Mb)；枝鳃亚目中斑节对虾(Penaeus monodon) EST-SSR 位点最为丰富(641.19 个/Mb)，
白滨对虾(Litopenaeus setiferus)位点丰度最低(166.96 个/Mb)；腹胚亚目和枝鳃亚目中均是二、三、

四核苷酸基元的 SSR 较为常见，在腹胚亚目中占总数的 41.11%，在枝鳃亚目中占总数的 28.00%；

复合(Ⅰ)类型的 SSR 在腹胚亚目(51.38%)和枝鳃亚目(65.13%)中占很大比例；腹胚亚目二核苷酸基

元的 SSR 中 AC/GT 分布频率最高，三核苷酸基元的 SSR 中 ACC/GGT 和 AAT/ATT 占优势；枝鳃

亚目二核苷酸基元的 SSR 中 AG/CT 占优势，三核苷酸基元的 SSR 中 AAT/ATT 的分布频率高于其

他三核苷酸基元。此外，对脊尾白虾含有 SSR 的 EST 进行 GO 分析后发现，细胞代谢过程、链接

产物、细胞组分和细胞的比例分别在 3 个类型的注释中占优势。本研究加深了对十足目甲壳动物

SSR 分布规律的认识，可为甲壳动物 EST-SSR 标记的开发及实际应用提供参考。 
关键词    十足目；甲壳动物；EST-SSR 
中图分类号 Q959.223   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0094-09 

十足目动物是甲壳动物中种类最多(8000~10000
种)、进化位阶最高、经济价值最大的一个生物类群 
(堵南山, 1993)。近年来，随着人们对优质水产品的

需求增加，包括龙虾、鳌虾、蟹和对虾等的腹胚亚目

和枝鳃亚目在内的十足目动物在水产养殖中的地位

日益突出，因此，有必要加强种质鉴定和群体遗传学

研究。发展十足目甲壳动物基因组中大量有效的分子

标记，可以帮助保护种质资源，改善影响重要性状基

因和分子标记辅助基因的识别和开发。作为优良遗传

标记的微卫星(Microsatellite)与其他分子标记相比，

具有较高稳定性、共显性表达、多态性信息丰富、易

于检测等特点，被大量应用于构建遗传图谱(Guo et al, 
2017)、基因定位(Zhou et al, 2017)、遗传多样性分析

(王日芳等, 2017)及亲缘关系鉴定(李东宇等, 2016)等。 
研究各物种基因组特征，第一步需要生成表达序

列标签(Expressed sequence tag, EST)信息。EST在物

abc
图章
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种间高度保守，具有良好的通用性(Varshney et al, 
2005)，目前已广泛应用于多种植物(Yumurtaci et al, 
2017; Singh et al, 2013)和动物(白俊艳等, 2016)。在甲

壳类动物如中国明对虾 (Fenneropenaeus chinensis) 
(Wang et al, 2005) 、 日 本 沼 虾 (Macrobrachium 
nipponense) (周巧, 2013)等中也有报道，例如EST-SSR
在EST中的分布频率、大小、引物开发等。 

本研究运用生物信息学方法，从 GenBank 的 EST
数据库中收集 21 种十足目甲壳动物 EST 数据，发掘

EST-SSR 信息，通过比较不同十足目甲壳动物间 EST
的特点及不同基元 EST-SSR 的分布频率和类型，加

深对十足目甲壳动物 SSR 分布规律的认识，为甲壳

动物 EST-SSR 标记的开发及实际应用提供参考。此

外，对脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)含有 SSR
的 EST 进行 GO 分析，进一步对脊尾白虾功能基因

研究提供重要信息。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

EST数据来源于GenBank(www.nchi.nih.gov)中的

dbEST数据库，截止于2017年9月1日。包括21种十足

目甲壳动物：美国龙虾(Homarus americanus)、淡水

螯虾 (Pacifastacus leniusculus) 、日本龙虾 (Panulirus 
japonicus)、拟穴青蟹(Scylla paramamosain)、中华绒

螯 蟹 (Eriocheir sinensis) 、 三 疣 梭 子 蟹 (Portunus 
trituberculatus)、克氏原螫虾(Procambarus clarkii)、
招潮蟹(Uca pugilator)、红蟹(Gecarcoidea natalis)、珍

宝蟹(Metacarcinus magister)、蓝蟹(Callinectes sapidus)、
岸蟹(Carcinus maenas)、脆壳蟹(Petrolisthes cinctipes)、
脊尾白虾、日本沼虾、罗氏沼虾 (Macrobrachium 
rosenbergii)以及凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、
斑节对虾(Penaeus monodon)、中国明对虾、日本囊对

虾(Marsupenaeus japonicus)、白滨对虾(Litopenaeus 
setiferus)。物种及EST信息详列于表1。 

1.2  EST 数据处理 

本实验采用 EMBOSS 软件中的 TRIMEST 工具，

去除尾部包含 Poly-A 或 T 的 EST 序列，利用

CROSS_MATCH 软件截去过短的序列片段；运行

CAP3 软件对 EST 序列进行聚类和拼接处理，获得非

冗余 EST，包括 Contigs 和 Singlets 两类序列(黄启星

等, 2012)。 

1.3  EST-SSR 分析 

采用自行编写的 Perl 语言脚本程序对处理后的

EST 序列进行 SSR 筛选。筛选标准为二核苷酸重复

次数≥6 次，三、四、五和六核苷酸重复次数≥5 次。

同时，筛选重复基元之间没有插入序列的复合型 SSR
位点(Compound microsatellite)，即复合(Ⅰ)型；筛选

重复基元之间存在插入序列长度≤100 nt 的复合型

SSR，即复合(Ⅱ)型。 

1.4  脊尾白虾 EST 的功能注释 

使用 BLAST 将 Unigenes 与 NCBI 的 NR 蛋白数

据库和 Uniprot 蛋白数据库进行比对，设置 E 值为

“105”(孙政等, 2013)，利用 Interproscan 搜索得到的

GO 编号对 Unigenes 按照分子功能、细胞组分和生物

学过程进行分类(Ye et al, 2006)。 

2  结果与分析 

2.1  甲壳动物 EST 长度及 SSR 位点数 

从 GenBank 数据库下载了 21 种十足目甲壳动物

已发布的 EST。由表 1 可见，16 种腹胚亚目的 EST
共 242178 条，碱基总长度约为 183.50 Mb。处理后获

得 85647 条非冗余 EST 序列，包括 30120 条 Contigs
和 55527 条 Singlets 序列，碱基总长度约为 66.72 Mb。
从 27536 条 Unigenes 序列发掘 34601 个 SSR 位点，

占 EST 总数的 32.15%。其中，脊尾白虾含有 SSR 位

点的 EST 最丰富(43.00%)，分布频率为 868.02 个/Mb；
拟穴青蟹含有 SSR 位点的 EST 所占百分比最小

(12.70%)，分布频率为 286.48 个/Mb。 
由表 2 可见，5 种枝鳃亚目的 EST 共 231130 条，

碱基总长度约为 141.28 Mb。获得的 59605条Unigenes
序列中包括 20506 条 Contigs 和 39099 条 Singlets 序

列，碱基总长度约为 37.89 Mb。从 5 种枝鳃亚目的

18475 条 Unigenes 序列中发掘出 21911 个 SSR 位点，

占 EST 总数的 31.00%。其中，斑节对虾含有 SSR 位

点的 EST 占总数的百分比最大，为 35.49%，分布频

率为 641.19 个/Mb；白滨对虾含有 SSR 位点的 EST
所占百分比最小(10.56%)，分布频率为 166.96 个/Mb。 

2.2  甲壳动物不同基元 EST-SSR 的分布频率 

表 3 和表 4 列出了十足目甲壳动物不同类型

EST-SSR 的数量和分布频率。在腹胚亚目和枝鳃亚目

EST 序列中，复合(Ⅰ)型远高于其他类型，分别占总

数的 51.38%、65.13%；二核苷酸、三核苷酸和四核

苷酸基元的 SSR 数目相差不多，多于五核苷酸和六

核苷酸基元的 SSR 数目，三者在腹胚亚目中占总数

的 41.11%，在枝鳃亚目中占总数的 28.00%。在 2 种 
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表 1  腹胚亚目 EST、Unigenes 及 SSR 在 Unigenes 序列中的丰度分布 
Tab.1  The EST, Unigenes and abundance of SSR in Unigenes of Pleocyemata 

非冗余 EST Non-redundant EST 含有 SSR 位点的 Unigenes 
Unigenes containing SSR site 

物种 
Species 

EST 
个数 
EST  

number 

EST 长度
EST length 

(Mb) 
Congtigs
数量 

Congtigs 
number

Singlets
数量 

Singlets 
number

长度 
Length (Mb)

数量 
Number 

SSR 
数量 
SSR  

Number 

频率 
Frequency 
(个/Mb) 

美国龙虾 H. americanus 51833 42.59 8581 13338 17.78 5907 7097 399.13 
淡水螯虾 P. leniusculus 1063 0.69 123 361 0.32 170 200 630.15 
日本龙虾 P. japonicus 2679 1.78 240 706 0.61 221 249 408.62 
拟穴青蟹 S. paramamosain 3975 1.85 34 3903 1.83 500 524 286.48 
中华绒螯蟹 E. sinensis 17067 10.45 1339 4664 3.86 2302 2797 723.81 
三疣梭子蟹 P. trituberculatus 14396 11.00 1016 3069 3.42 1316 1569 458.13 
克氏原螯虾 P. clarkii 917 0.53 85 98 0.11 21 27 249.08 
招潮蟹 U. pugilator 3646 2.14 452 1019 0.93 463 565 609.65 
红蟹 G. natalis 2118 0.92 163 459 0.26 142 155 590.04 
珍宝蟹 M. magister 1137 0.80 154 277 0.27 115 128 471.48 
蓝蟹 C. sapidus 10930 9.51 865 1433 2.04 1057 1472 723.29 
岸蟹 C. maenas 24570 20.91 4545 6708 8.87 2926 3471 391.23 
脆壳蟹 P. cinctipes 97806 73.28 11593 15439 22.86 10908 14595 638.36 
脊尾白虾 P. carinicaude 2900 1.57 218 1678 1.13 818 985 868.02 
日本龙虾 P. japonicus 2679 1.78 240 706 0.61 221 249 408.62 
罗氏沼虾 M. rosenbergii 4462 3.70 472 1669 1.81 449 518 286.72 

 
表 2  枝鳃亚目 EST、Unigenes 及 SSR 在 Unigenes 序列中的丰度分布 

Tab.2  The EST, Unigenes and abundance of SSR in Unigenes of Dendrobranchiata 

非冗余 EST  
Non-redundant EST 

含有 SSR 位点的 Unigenes 
Unigenes containing SSR site 

物种 
Species 

EST 
个数 
EST 

number 

EST 
长度 
EST  

length (Mb)

Congtigs
数量 

Congtigs 
number

Singlets
数量 

Singlets 
number

长度 
Length 
(Mb) 

数量 
Number 

SSR 
数量 
SSR  

Number 

频率 
Frequency
(个/Mb) 

凡纳滨对虾 L. vannamei 163062 99.53 14048 19216 21.23 9791 11779 554.74 
斑节对虾 P. monodon 52714 33.27 4946 15037 12.98 7091 8323 641.19 
中国明对虾 F. chinensis 10512 5.25 1064 2431 1.77 813 891 504.08 
日本囊对虾 M. japonicus 3783 2.54 374 1684 1.37 695 828 603.90 
白滨对虾 L. setiferus 1059 0.68 74 731 0.54 85 90 166.96 

 
亚目中，五核苷酸和六核苷酸基元的 SSR 数目占有

很小的比例，在腹胚亚目中分别占总数的 3.67%、

0.99%，在枝鳃亚目中分别占总数的 2.01%、1.33%。

克氏原螯虾和淡水鳌虾的 EST 序列中没有搜索到六

核苷酸基元的 SSR 位点。 

2.3  甲壳动物 EST-SSR 的主要类型 

表 5 和表 6 列出了二、三核苷酸基元的 SSR 在

各物种内的数量和分布频率。21 种十足目甲壳动物 

中，各种类型的基元分布频率不一，有的基元甚至没 
有出现。不同基元的 SSR 在 21 种甲壳动物中的分布

频率具有很大的差异。16 种腹胚亚目中，二核苷酸

基元的 SSR 中分布频率最高的类型为 AC/GT，远高

于 CG/CG 的分布频率，AG/CT 和 AT/AT 次之；三核

苷 酸 基 元 的 SSR 中 ， 分 布 频 率 最 高的集中于

ACC/GGT 和 AAT/ATT，远高于 ACG/CGT 的分布频

率。5 种枝鳃亚目中，二核苷酸基元 SSR 中，AG/CT
的分布频率最高；三核苷酸基元的 SSR 中，AAT/ATT  
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表 3  腹胚亚目不同重复单元 EST-SSR 的数量和分布频率 
Tab.3  The number and frequency of SSR containing different size of repeat unit of EST sequences in Pleocyemata 

物种 
Species 

复合(Ⅰ) 
Compound 
SSRs(Ⅰ) 

复合(Ⅱ) 
Compound 
SSRs(Ⅱ) 

二核苷酸
Dinucleotide

三核苷酸
Trinucleotide

四核苷酸
Tetranuc-

leotide 

五核苷酸 
Pentanuc-

leotide 

六核苷酸 
Hexnuc-
leotide 

合计 
Total 

美国龙虾 
H. americanus 

3441(193.52) 226(12.71) 882(49.60) 1330(74.80) 755(42.46) 402(22.61) 61(3.43) 7097(399.13)

淡水螯虾 
P. leniusculus 

65(204.80) 2(6.30) 17(53.56) 103(324.53) 12(37.81) 1(3.15) 0(0) 200(630.15)

日本龙虾 
P. japonicus 

140(229.74) 4(6.56) 38(62.36) 37(60.72) 27(44.31) 2(3.28) 1(1.64) 249(408.62)

拟穴青蟹 
S. paramamosain 

201(109.89) 15(8.20) 67(36.63) 121(66.15) 86(47.02) 29(15.85) 5(2.73) 524(286.48)

中华绒螯蟹 
E. sinensis 

1617(418.45) 66(17.08) 316(81.78) 439(113.61) 224(57.97) 62(16.04) 73(18.90) 2797(723.81)

三疣梭子蟹 
P. trituberculatus 

813(237.39) 37(10.80) 200(58.40) 361(105.41) 104(30.37) 31(9.05) 23(6.72) 1569(458.13)

克氏原螯虾 
P. clarkii 

9(83.03) 0(0) 3(27.68) 9(83.03) 3(27.68) 3(27.68) 0(0) 27(249.08)

招潮蟹 
U. pugilator 

294(317.23) 27(29.13) 79(85.24) 91(98.19) 61(65.82) 8(8.63) 5(5.40) 565(609.65)

红蟹 G. natalis 94(357.83) 4(15.23) 18(68.52) 23(87.55) 14(53.29) 1(3.81) 1(3.81) 155(590.04)
珍宝蟹 
M. magister 

68(250.47) 5(18.42) 7(25.78) 27(99.45) 16(58.94) 2(7.37) 3(11.05) 128(471.48)

蓝蟹 C. sapidus 850(417.66) 31(15.23) 134(65.84) 306(150.36) 105(51.59) 24(11.79) 22(10.81) 1472(723.29)
岸蟹 C. maenas 1655(186.54) 94(10.60) 419(47.23) 775(87.35) 350(39.45) 146(16.46) 32(3.61) 3471(391.23)
脆壳蟹 
P. cinctipes 

7505(328.26) 430(18.81) 1545(67.58) 2431(106.33) 2044(89.40) 553(24.19) 87(3.81) 14595(638.36)

脊尾白虾 
P. carinicaude 

682(601.01) 20(17.62) 189(166.55) 41(36.13) 38(33.49) 8(7.05) 7(6.17) 985(868.02)

日本沼虾 
M. nipponense 

678(124.60) 41(7.53) 185(34.00) 311(57.15) 162(29.77) 27(4.96) 30(5.51) 1434(263.53)

罗氏沼虾 
M. rosenbergii 

274(151.66) 18(9.96) 79(43.73) 67(37.09) 60(33.21) 14(7.75) 6(3.32) 518(286.72)

合计 Total 18386(275.57) 1020(15.29) 4178(62.62) 6472(97) 4061(60.87) 1313(19.68) 356(5.34) 35786(536.36)
  

表 4  枝鳃亚目不同重复单元 EST-SSR 的数量和分布频率 
Tab.4  The number and frequency of SSR containing different size of repeat unit of EST sequences in Dendrobranchiata 

物种 
Species 

复合(Ⅰ) 
Compound 
SSRs(Ⅰ) 

复合(Ⅱ) 
Compound 
SSRs(Ⅱ) 

二核苷酸
Di- 

nucleotide

三核苷酸
Tri- 

nucleotide

四核苷酸 
Tetra- 

nucleotide 

五核苷酸 
Penta- 

nucleotide 

六核苷酸 
Hex- 

nucleotide 

合计 
Total 

凡纳滨对虾 
L. vannamei 

7261(341.96) 362(17.05) 1135(53.45) 1183(55.71) 1357(63.91) 306(14.41) 175(8.24) 11779(554.74)

斑节对虾 
P. monodon 

5828(448.98) 357(27.50) 725(55.85) 620(47.76) 598(46.07) 110(8.47) 85(6.55) 8323(641.19)

中国明对虾 
F. chinensis 

619(350.20) 19(10.75) 75(42.43) 77(43.56) 73(41.30) 13(7.35) 15(8.49) 891(504.08)

日本囊对虾 
M. japonicus 

525(382.91) 34(24.80) 92(67.10) 74(53.97) 77(56.16) 10(7.29) 16(11.67) 828(603.90)

白滨对虾 
L. setiferus 

38(70.49) 1(1.86) 9(16.70) 25(46.38) 14(25.97) 2(3.71) 1(1.86) 90(166.96)

合计 Total 14271(376.64) 773(20.4) 2036(53.73) 1979(52.23) 2119(55.93) 441(11.64) 292(7.71) 21911(578.28)
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表 6  枝鳃亚目中二、三核苷酸基元 SSR 的数量和频率分布 
Tab.6  The number and frequency of EST-SSR with di- and tri-nucleotide motifs in Dendrobranchiata 

重复基元 
Repeat  
motifs 

AC/GT AG/CT AT/AT CG 
/CG 

AAC
/GTT

AAG
/CTT

AAT
/ATT

ACC
/GGT

ACG
/CGT

ACT
/AGT

AGC 
/CTG 

AG 
G/CC

T 

ATC 
/ATG 

CCG
/CGG

合计
Total

凡纳滨对虾 
L. vannamei 

1756 
(82.71) 

2186 
(102.97) 

647 
(30.48) 

18 
(0.85) 

282
(13.28)

792
(37.31)

1530
(72.07)

130
(6.12)

168
(7.91)

158
(7.44)

171 
(8.05) 

640 
(30.15) 

570 
(26.85) 

42
(1.98)

9090
(21.23)

斑节对虾 
P. monodon 

1283 
(98.84) 

2085 
(160.63) 

1560 
(120.18) 

126 
(9.71) 

167
(12.87)

566
(43.61)

1495
(115.18)

105
(8.09)

40
(3.08)

115
(8.86)

133 
(10.25) 

365 
(28.12) 

274 
(21.11) 

32
(2.47)

8346
(12.98)

中国明对虾 
F. chinensis 

85 
(48.02) 

81 
(45.76) 

161 
(90.96) 

0 
(0) 

7 
(3.95)

32 
(18.08)

120 
(67.8)

12 
(6.78)

8 
(4.52)

7 
(3.95)

16 
(9.04) 

20 
(11.3) 

31 
(17.51) 

0 
(0)

580
(1.77)

日本囊对虾 
M. japonicus 

113 
(82.48) 

14 
7(107.3) 

151 
(110.22) 

1 
(0.73) 

19 
(13.87)

33 
(24.09)

79 
(57.66)

16 
(11.68)

6 
(4.38)

18 
(13.14)

19 
(13.87) 

44 
(32.12) 

25 
(18.25) 

7 
(5.11)

678
(1.37)

白滨对虾 
L. setiferus 

15 
(27.78) 

7 
(12.96) 

5 
(9.26) 

0 
(0) 

0 
(0) 

6 
(11.11)

19 
(35.19)

5 
(9.26)

1 
(1.85)

0 
(0)

4 
(7.41) 

1 
(1.85) 

6 
(11.11) 

0 
(0)

69 
(0.54)

合计 Total 3252 
(85.83) 

4506 
(118.92) 

2524 
(66.61) 

145 
(3.83) 

475
(12.54)

1429
(37.71)

3243
(85.59)

268
(7.07)

223
(5.89)

298
(7.86)

343 
(9.05) 

1070 
(28.24) 

906 
(23.91) 

81
(2.14)

18763
(495.2)

 
的分布频率远高于其他类型的三核苷酸基元。从整体

来看，21 种十足目甲壳动物的 SSR 中多为富含 A/T
的类型。 

2.4  脊尾白虾 EST 功能注释 

通过 Blast2GO 功能注释工具，比对脊尾白虾含

SSR 的序列与 NCBI 数据库中已知物种的基因(图 1)，
脊尾白虾 EST-SSR 注释过程中引用已知注释基因的

物种主要为端足虫(Hyalella azteca)(4.67%)，此外，

白滨对虾为 1.83%，蓝蟹为 1.37%，日本囊对虾和克

氏原螯虾分别为 1.28%和 0.92%。 
将脊尾白虾含有 SSR 的 EST 序列从生物学过程、

分子功能和细胞组分 3 类进行 GO 分析。其中 47 条

(5.87%)序列有一个或多个已经预测的功能。由图 2
可以看出，在 11 个生物学过程中细胞代谢过程所占

比例最大，达到 20%，其次，定位和代谢过程的比例

为 18%。如图 3 所示，5 种分子功能被记录 47 次，

其中，链接产物的比例最大为 47%，其次，催化活性

的比例为 28%。如图 4 所示，9 个细胞组分中，细胞

组分和细胞比例为 24%。 

3  讨论 

本研究分析了 21 种十足目甲壳动物 EST 序列中

SSR 的分布频率和重复基元的特点，发现腹胚亚目中

含有 SSR 位点的非冗余 EST 序列占总数的 32.15%，

枝鳃亚目中为 31.00%，二者比例均高于其他水产动

物，如牙鲆(Paralichthys olivaceus)中的比例为 7.95% 
(陈松波等, 2010)，在斑点叉尾 (Ictalurus punctatus) 
中的比例为 11.2%(Serapion et al, 2004)，在东部牡蛎 

 
 

图 1  脊尾白虾 EST-SSR 与其他物种相似度统计图 
Fig.1  Percentage similarity of Top-Blast hits for EST-SSR 

in E. carinicauda against other species 
 

(Crassostrea virginica)中的比例为 1.4% (Wang et al, 
2007)，在金头鲷(Sparus aurata)中的比例为 4.94% 
(Vogiatzi et al, 2011)。这些差异可能是因为 EST-SSR
在水产动物中的物种特异性较高(陈松波等, 2010)，
也可能是使用不同的搜索软件或者搜索条件不同所

引起的。  

在腹胚亚目和枝鳃亚目中，不同重复基元 SSR
的分布频率有着非常明显且一致的分布特征，均是复 
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图 2  GO 分析-生物学过程 
Fig.2  GO analysis-Biological process 

 

   
 

图 3  GO 分析-分子功能 
Fig.3  GO analysis-Molecular function 

 

       
 

图 4  GO 分析-细胞组分 
Fig.4  GO analysis-Cellular component 

 
合(Ⅰ)型远高于其他类型，斑鳢中复合 SSR 类型也占

有相当的比例(占总数的 7.07%)(谢楠等, 2016)。二、

三、四核苷酸基元的数目多于五、六核苷酸基元，在

其他的水产动物如牙鲆 (陈松波等 , 2010)和金头鲷

(Vogiatzi et al, 2011)中，同样是二、三核苷酸基元的

数目较多， Wang 等 (2005)研究发现，中国对虾

EST-SSR 中三核苷酸基元的数目最多，与本研究对中

国对虾的结果相一致；十足目甲壳动物中四核苷酸基

元的数目也占很大比例，特别是在凡纳滨对虾中，四

核苷酸数目最多，相似的报道较少。 

腹胚亚目中二核苷酸重复中分布频率最高的类

型为 AC/GT，同 Vogiatzi 等(2011)对金头鲷的研究中

发现 AC/GT 占优势的结果相一致；枝鳃亚目中较高

的类型为 AG/CT，同样在南亚野鲮(Labeo rohita)的研

究中发现 AG/CT 占优势(Dinesh et al, 2013)。2 种亚

目中均为 CG/CG 的分布频率最低，其中，中国明对

虾、脊尾白虾、白滨对虾、克氏原螫虾、红蟹和珍宝

蟹中没有 CG/CG 类型，大部分鱼类的研究中，也没

有 CG/CG 类型(Ju et al, 2005)。不同三核苷酸基元的

SSR 的分布频率在不同物种中差异较大，整体上来
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看，在枝鳃亚目中分布较腹胚亚目集中，枝鳃亚目中

为 AAT/ATT 最多，腹胚亚目中较多的类型集中于

ACC/GGT、AAT/ATT，3 种核苷酸基元均为富含 A/T
的 SSR，在许氏平 (Sebastes schlegelii)的研究中，三

核苷酸基元同样为富含 A/T 的 CTG/CAG 和 GAA/TTC
出现频率最高(薛蕊等, 2015)。 

比对脊尾白虾含SSR的序列与NCBI数据库中已

知物种的基因，发现脊尾白虾同虾蟹类的基因相似度

较低，Wang等(2017)的研究发现，脊尾白虾与凡纳滨

对虾和斑节对虾等物种的基因相似比例也较低，主要

原因是NCBI数据库中有关十足目甲壳动物的数据资

源较少。GO分析后发现，细胞代谢过程、链接产物、

细胞组分和细胞的比例分别在3个类型的注释中占优

势，这与凡纳滨对虾 (孙政等 , 2013)和梭鲈 (Sander 
lucioperca)(Han et al, 2016)的研究结果相一致。 

4  结论 

本研究发现十足目甲壳动物中 EST-SSR 出现频

率较高，2 种亚目中二、三、四核苷酸基元的 SSR 较

多，且类型丰富。EST-SSR 信息的挖掘有利于加深人

们对于十足目甲壳动物 SSR 分布规律的认识，为甲

壳动物 EST-SSR 标记的开发及实际应用提供参考，

推动甲壳动物种质资源的创新利用。针对脊尾白虾的

基因功能注释分析发现，在 3 个类型的注释中，细胞

代谢过程、链接产物、细胞组分和细胞的比例占有优

势，为脊尾白虾在基因功能方面的深入研究提供参考

资料。 
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Analysis of SSR Information in EST Resource of Decapod Crustaceans 

GAO Haiyu1,2,3, LI Jian1,2,3①
, WANG Jiajia2,3, LI Jitao2,3 

(1. Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food  
Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  

3. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea  
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    The distribution frequency and characteristic of base repeats of EST-SSR (expressed 
sequence tag - simple sequence repeats) were induced and analyzed in 21 kinds of decapod crustaceans by 
applying bioinformatics methods. The results showed that EST-SSR abundances were different between 
various crustacean species. Exopalaemon carinicauda had the most abundant EST-SSR (868.02/Mb), 
whereas Scylla paramamosain had the least (286.48/Mb) in pleocyemata. Penaeus monodon had the most 
abundant EST-SSR (641.19/Mb), whereas Litopenaeus setiferus had the least (166.96/Mb) in 
dendrobranchiata. The abundance of EST-SSR with di-, tri-, and tetra-nucleotide motifs was more than 
that of those with penta- and hex- nucleotide motifs, which accounts for 41.11% in pleocyemata and 
28.00% in dendrobranchiata. EST-SSR of compound (Ⅰ) type occupied a large proportion in the 
pleocyemata (51.38%) and dendrobranchiata (65.13%). The frequency of the AC/GT repeat motif 
distribution was highest in dinucleotides, and ACC/GGT and AAT/ATT repeat motifs were the most 
abundant in the trinucleotide repeats in the pleocyemata. The frequency of AG/CT repeat motif 
distribution was highest in dinucleotides, and the distribution frequency of AAT/ATT motifs was 
significantly higher than other motifs of dinucleotide repeats in the dendrobranchiata. A total of 12,155 
sequences containing SSRs were predicted; moreover, Gene Ontology (GO) Classification with the 
blast2go application was performed based on sequences containing SSRs of Exopalaemon carinicauda. 
The results demonstrated that ‘cellular process’ comprised the largest proportion in the biological process 
category, whereas ‘binding’ comprised the largest proportion in the molecular function category. 
Additionally, the cellular component category showed that many sequences likely possessed ‘cell parts’ 
and ‘cell’ by GO annotation. This study compared the characteristics of EST-SSR in different species of 
crustaceans and the diverse regions of the species genome. The consequences deepened our understanding 
of the distribution of SSRs and provided a reference for the development and practical applications of 
EST-SSR markers. The results also provided powerful information for future conservation and breeding 
research. 
Key words    Decapoda; Crustacean; EST-SSR 
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真鲷虹彩病毒自然感染杂交石斑鱼 
“褐龙斑”的组织病理分析* 

刘冉阳 1,2  史成银 1①  谢国驷 1  李  晨 1  王海波 1,2 
(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 

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 
  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    褐龙斑是雌性褐石斑鱼(Epinephelus bruneus)和雄性鞍带石斑鱼(E. lanceolatus)杂交产生的

子代。作为杂交石斑鱼的新品种，国内外尚没有褐龙斑疾病的报道。2017 年 7 月，某养殖场褐龙

斑出现急性死亡，10 d 内累积死亡率高达 80%。现场调查发现，病鱼外观无明显异常，但反应迟钝，

伏底死亡。临床检查和剖检可见脾和肾严重肿大、易碎。组织病理切片观察发现，各组织中存在数

量不等的嗜碱性、细胞质均一、直径为 10~15 µm 的肿大细胞。超薄组织切片中发现，肿大细胞胞

质内存在大量直径为 130~150 nm 的虹彩病毒样颗粒。使用特异性的 PCR 引物，从病鱼脾、头肾等

组织中均检测到真鲷虹彩病毒(Red seabream iridovirus, RSIV)的高强度感染。测定了该病毒主要衣

壳蛋白(Major capsid protein, MCP)基因 1362 bp 的全长编码区，构建了 19 种(株)虹彩病毒系统发育

树，结果显示，该病毒属于虹彩病毒科肿大细胞病毒属 RSIV 类群。本研究首次描述了褐龙斑虹彩

病毒病的组织病理特征，揭示了褐龙斑是 RSIV 新的敏感宿主，为杂交石斑鱼病毒病的诊断与防治

提供了重要的参考依据。 
关键词    褐龙斑；褐石斑鱼；鞍带石斑鱼；真鲷虹彩病毒；组织病理 
中图分类号 S943   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0103-10 

近年来，随着石斑鱼人工杂交苗种繁育技术的进

步，且杂交子代存在明显的杂交优势，杂交石斑鱼逐

渐成为市场的新宠 (李炎璐等 , 2015; 邵彦翔等 , 
2017)。褐龙斑是褐石斑鱼(Epinephelus bruneus ♀)与
鞍带石斑鱼(E. lanceolatus ♂)的杂交子代，存在明显

的杂交优势，是具有较大养殖潜力的石斑鱼新品种。

由于规模化养殖时间较短，目前国内外尚没有褐龙斑

疾病的报道。2017 年 7 月，山东省某养殖场褐龙斑

出现急性、大量死亡。调查褐龙斑发病情况，取濒死

鱼的组织进行电镜切片观察，在病鱼脾、肾等组织内

发现大量的虹彩病毒样颗粒。 
虹彩病毒是 20 面体状的大型 DNA 病毒，共分为 

abc
图章
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5 个病毒属，其中，肿大细胞病毒属(Megalocytivirus)
的虹彩病毒是鱼类的重要病原之一(Jancovich et al, 
2012)。依据病毒的主要衣壳蛋白(Major capsid protein, 
MCP)基因，细胞肿大病毒属虹彩病毒可分类为 3 大

类群(基因型)，即主要感染海水鱼类的真鲷虹彩病毒

(Red sea bream iridovirus, RSIV)类群、主要感染淡水

鱼类的传染性脾肾坏死病毒 (Infectious spleen and 
kidney necrosis virus, ISKNV)类群和主要感染鲆鲽鱼

类的大菱鲆红体病虹彩病毒 (Turbot reddish body 
iridovirus, TRBIV)类群(Fu et al, 2011; Kurita et al, 
2012)。真鲷虹彩病毒能导致多种鱼类发病死亡，严

重威胁着世界鱼类养殖业的发展(Inouye et al, 1992)。
因此，真鲷虹彩病毒病长期以来被世界动物卫生组织

(OIE)和中国列为鱼类重要疫病 (Jung et al, 2000; 
Rodge et al, 1997; Weng et al, 2002; Chua et al, 1994)。 

本研究通过疾病调查、病鱼的临床检查、组织病

理和超微病理观察、病原初步筛查和分子生物学鉴

定，确认感染褐龙斑的病毒为真鲷虹彩病毒，可为该

病的深入研究提供参考。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

发病濒死和健康的褐龙斑均取自山东省某石斑

鱼养殖场。TSA、TCBS 培养基购自北京陆桥生物制

品有限公司，海洋动物组织 DNA 提取试剂盒购自天

根生化科技(北京)有限公司，Ex Taq DNA 聚合酶、

dNTPs、DNA Marker 购自 TaKaRa 公司；所用引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

1.2  疾病调查与临床检查 

调查养殖环境及病鱼死亡情况；观察病鱼活动情

况，对濒死病鱼进行观察和剖检。 

1.3  组织病理及超微病理观察 

参照史成银(2004)的方法，取濒死病鱼和健康鱼

的肝、脾、肾、头肾、鳃、心脏、胃和肠道组织制成

石蜡切片和超薄电镜切片，利用光学、透射电子显微

镜观察拍照。 

1.4  寄生虫观察和细菌分离 

取濒死病鱼的鳃丝、体表黏液制成水浸压片，显

微镜下观察。使用病鱼的肝、肾、脾接种 TSA 和 TCBS
平板后，28℃培养 48 h，观察细菌生长情况，进行细

菌检测。 

1.5  组织 DNA 提取和 PCR 检测 

提取濒死病鱼脾、肝、头肾和肾组织的 DNA，

根据中华人民共和国出入境检验检疫行业标准《真鲷

虹彩病毒病检疫技术规范》(SN/T 1675-2014)，使用

引物 1-F/1-R 和 4-F/4-R 进行 PCR 检测(表 1)。50 µl
的 PCR 反应体系：10×Reaction buffer(含 20 mmol/L 
Mg2+) 5 µl，2.5 mmol/L dNTPs 4 µl，20 µmol/L 引物

各 1 µl，5 U/µl Taq 酶 1 µl，100 ng/µl 的模板 DNA 4 µl，
补足超纯水至 50 µl。PCR 反应程序：95℃预变性    
2 min；94℃ 30 s，58℃ 60 s，72℃ 60 s，共进行    
30 个循环；最后 72℃延伸 5 min。用 10 g/L 琼脂糖

凝胶电泳观察结果。 
 

表 1  本研究中的 PCR 引物序列及其目标产物大小 
Tab.1  Sequences of PCR primers and products  

length in this study 

引物名称
Name of 
Primer 

引物序列 
Sequence of Primer (5~3) 

目标产物

大小 
Size of 

Amplicon 
(bp) 

1-F CTCAAACACTCTGGCTCATC 570 
1-R GCACCAACACATCTCCTATC  
4-F CGGGGGCAATGACGACTACA 568 
4-R CCGCCTGTGCCTTTTCTGGA  
MCP-iridoF GTGCAGGTTTCCAGAAGA 1581 
MCP-iridoR CATGGTACGTAACGCATAG   

  

1.6  虹彩病毒 MCP 全长基因的扩增 

参 照 史 成 银 (2004) ， 用 引 物 MCP-iridoF 和

MCP-iridoR 扩增 MCP 基因全长(表 1)。50 µl 的 PCR
反应体系：10×Reaction buffer (含 20 mmol/L Mg2+) 
5 µl，2.5 mmol/L dNTPs 4 µl，20 µmol/L 引物各 1 µl，
5 U/µl Taq 酶 1 µl，100 ng/µl 的模板 DNA 4 µl，补足

超纯水至 50 µl。PCR 反应程序：94℃预变性 5 min；
94℃ 2 min，57℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循环；

最后，72℃延伸 5 min。用 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳检

查结果。PCR 产物由上海生工生物技术有限公司从两

端单向测通，再拼接出完整的 PCR 产物序列，用 Blast
比对分析测序结果。 

1.7  虹彩病毒的系统发育分析 

依据 Blast 比对结果，选取 18 种(株)具有代表性

的虹彩病毒，从 GenBank 下载各病毒的 MCP 基因全

长序列，用 MEGA 7.0 构建虹彩病毒系统发育树，分

析、鉴定感染褐龙斑的病毒在虹彩病毒科中的分类地
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位。各病毒的名称及 GenBank 登录号为：ATV (NC_ 
005832)、CIV (AF303741)、FLIV-JJY (AY633990)、
FV3 (U36913)、GIV (AY666015)、IIV-3 (DQ643392)、
ISKNV (NC_003494)、ISKNV SB04 (KY440040)、
LCDV-1 (NC_001824)、LCDV-C (AY380826)、RSIV-1 
(AB666328) 、 RSIV 2HSB (AB666318) 、 RSIV-8 
(AB666335) 、 RSIV-9 (AB666336) 、 RSIV 10GG 
(AB666324) 、 RSIV Ehime-1 (AB080362) 、 RSIV 
TGA14 (AB666320)、TRBIV (GQ273492)。 

2  结果 

2.1  疾病调查与临床检查 

褐龙斑以循环水工厂化养殖，发病时的水温为

28℃、盐度为 31、pH 为 7.5、溶氧为 4.5 mg/L、养殖

密度为 1000 尾/40 m3。发病初期，病鱼活力明显下降。

随病程发展，病鱼反应迟钝、伏底，并出现死亡。     
4 个发病池，日死亡率约 10%，10 d 内累积死亡率达

80%。 
病鱼为 2 龄鱼，全长为 29.5~31.5 cm，体重约为

500 g。多数鱼体表未见明显异常，个别鱼尾鳍有溃

疡病灶。病鱼鳃丝鲜红，无溃烂(图 1A)。解剖可见病

鱼空肠空胃，无明显发炎。肝局部出血，呈现不均匀

的颜色。脾和肾严重肿大、易碎，肾脏色淡(图 1B)。 

2.2  组织病理观察 

健康鱼脾实质细胞饱满、清晰、排列紧密(图 2A)。
病鱼脾组织细胞坏死，被大量红细胞浸润，出现严重 

 

 
 

图 1  患病褐龙斑 
Fig.1  Diseased fish 

A：病鱼外观无明显异常；B：脾和肾严重肿大，肾脏色淡 
A: No obvious abnormality in the appearance; B: Swollen spleen and kidney, pale kidney  
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图 2  患病鱼组织病理变化(标尺为 20 µm) 
Fig.2  Histopathological changes in the diseased fish (Bar=20 µm) 

A：健康鱼脾组织；B：病鱼脾脏组织中大量嗜碱性的肿大细胞(箭头)；C：病鱼脾脏内大量的血铁黄素沉积(三角箭头) 
D：健康鱼头肾组织；E：病鱼头肾组织中大量嗜碱性的肿大细胞；F：病鱼头肾组织中出现局灶性坏死(星号)，细胞核固

缩(三角箭头)和嗜碱性的肿大细胞(箭头)；G：健康鱼肝组织；H：病鱼肝血窦(V)周围的细胞淀粉样变性，出现双核假象(三
角箭头)；I：病鱼肝脏局灶性坏死(星号)及零星出现的肿大细胞(箭头)；J：健康鱼肾组织；K：病鱼肾造血组织坏死、细

胞核固缩(三角箭头)并出现肿大细胞(箭头)；L：病鱼肾小球细胞空泡化(星号)；M：健康鱼鳃组织；N：病鱼次级鳃丝肿

胀(箭头)；O：病鱼次级鳃丝上皮细胞剥离(三角箭头)，柱细胞断裂致毛细血管扩张症(箭头)；P：健康鱼心组织；Q：病

鱼心肌退化变性(三角箭头)及坏死(星号)；R、S：病鱼肠粘膜固有层中零星出现的肿大细胞(箭头)；T：健康鱼胃组织； 
U：病鱼胃组织退化变性、坏死(星号) 

A: Spleen tissues of healthy fish; B: Enlarged cells with basophilic cytoplasm in the spleen of diseased fish (solid arrows);  
C: Hemosiderin deposition in the spleen of diseased fish (arrowheads); D: Head kidney tissues of healthy fish; E: Enlarged cells 
with basophilic cytoplasm in the head kidney of diseased fish; F: Localized necrosis (asterisk), karyopyknosis (arrowheads) and 

enlarged cells with basophilic cytoplasm (solid arrow) in the head kidney of diseased fish; G: Liver tissues of healthy fish;  
H: Amyloidosis of hepatocytes around the blood vessels (V) and false appearance of double nucleus (arrowhead) in the liver of 

diseased fish; I: Focal necrosis (asterisk) and scattered enlarged cell (solid arrow) in the liver of diseased fish; J: Kidney tissues of 
healthy fish; K: Hematopoietic necrosis, karyopyknosis (arrowhead) and enlarged cell (solid arrow) in the kidney of diseased fish; 

L: Hydropic degeneration of glomerulus (asterisk) in the kidney of diseased fish; M: Gill tissues of healthy fish; N: Oedema 
(solid arrows) of secondary lamellar in diseased fish; O: Exfoliation (arrowheads) and telangiectasis (arrow) of secondary 

lamellar in diseased fish; P: Heart tissues of healthy fish; Q: Myocardial degeneration (arrowhead) and necrosis (asterisk) of the 
heart in diseased fish; R and S: Scattered enlarged cells (solid arrows) in lamina propria of the intestine in diseased fish;  

T: Stomach tissues of healthy fish; U: Degeneration and necrosis of the stomach in diseased fish (asterisk) 
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淤血。组织中填充有大量嗜碱性的肿大细胞，直径为

10~15 µm，细胞质均一化(图 2B)。脾出现大量铁血

黄素沉积(图 2C)。健康鱼的头肾呈致密的网状结构

(图 2D)。病鱼的头肾组织中可见大量嗜碱性的肿大细

胞(图 2E)，且组织结构松散，大量细胞发生核固缩，

红细胞浸润，多见细胞崩解后形成的坏死灶(图 2F)。
健康鱼肝脏细胞大小、形状均一，结构清晰排列紧密 
(图 2G)。病鱼肝脏细胞膜崩解，边界模糊，细胞连成

一片，造成双核假象；细胞核肿大而核质溶解呈透亮

状；肝血窦周围细胞发生淀粉样变性，胞质呈现云雾

状的嗜酸性染色(图 2H)。病鱼肝脏内可见局灶性坏

死，并零星出现嗜碱性的肿大细胞(图 2I)。健康鱼的

肾组织结构饱满、清晰(图 2J)。病鱼的肾造血组织坏

死、细胞核固缩；出现嗜碱性的肿大细胞，但数量比

脾和头肾组织中少。病鱼肾小管上皮细胞肿胀，细胞

核空泡化(图 2K)。肾小球血管球细胞水样变性，肾小

囊腔变窄(图 2L)。健康鱼鳃上皮细胞单层有序排列，

次级鳃丝结构清晰(图 2M)。病鱼鳃组织结构松散，

次级鳃丝肿胀(图 2N)，且上皮细胞剥离、脱落；部分

柱细胞断裂，导致毛细血管扩张症(图 2O)。健康鱼心

肌细胞结构清晰规整(图 2P)。病鱼心肌纤维结构松

散、紊乱，心肌退化变性，胞质液化呈均质玻璃样物

质。严重者心肌细胞坏死，细胞崩解留下带状坏死灶

(图 2Q)。病鱼肠组织病变不明显；肠黏膜固有层零星

出现细胞质均一、嗜碱性的肿大细胞，细胞核固缩于

细胞边缘，或异常肿大，核质溶解呈透亮状(图 2R、

图 2S)。病鱼胃黏膜下层退化变性，细胞出现坏死崩

解，留下不规则的坏死灶(图 2U)。 

2.3  超微病理观察 

透射电镜观察发现，病鱼脾造血组织细胞核异染

色质增多，核膜可见但不清晰，核周隙明显扩张，严

重者细胞核碎裂。细胞质中内质网囊泡化，线粒体肿

胀、嵴消失(图 3A)。肿大细胞胞质中存在大量虹彩病

毒样病毒粒子，无囊膜，直径为 130~150 nm (图 3B)。
病鱼头肾造血组织中发现含有大量病毒颗粒的肿大

细胞，且线粒体肿胀、嵴消失，细胞质中囊泡增多；

特别是肿大细胞的细胞膜内陷形成大量树枝状沟回

结构(图 3C)。出现核固缩的凋亡小体(图 3D)。病鱼

肝细胞膜出现破损或结构异常，核内大部分染色质溶

解，核外形可见，粗面内质网囊泡化形成的小泡脱粒、

破裂，线粒体破损；严重者细胞核消失，出现嗜锇性

髓鞘样小体，胞内模糊不清，结构基本消失(图 3E、

图 3F)。病鱼肾小管上皮细胞核固缩或出现核沟，细

胞内出现初级溶酶体，线粒体嵴肿胀呈管泡状，刷状

缘发生断裂(图 3G)。肾造血组织肿大细胞的细胞膜内

陷，核形状异常，核仁增大(图 3H)。病鱼次级鳃丝上

皮细胞、柱状细胞病变严重。线粒体嵴肿胀、空泡化，

基质电子密度增大；出现 S 或 Y 形的畸形线粒体，

以及大量纵向嵴线粒体；细胞核周间隙扩张，粗面内

质网囊泡化并脱粒(图 3I、图 3J)。病鱼鳃血管及白细

胞中观察到大量的病毒粒子(图 3K、图 3L)，表明病

毒可经由血液循环感染鱼体各个组织。病鱼心肌细胞

出现灶性溶解损伤，可见大量初级溶酶体(图 3M)。
血管及白细胞中可见零星的病毒粒子(图 3N、图 3O)。
心肌细胞的线粒体损伤，出现大量髓样体(图 3P)。还

可见许多纵向嵴、嵴溶解和形状畸形的线粒体    
(图 3Q)。 

2.4  寄生虫检查和细菌分离 

所检患病褐龙斑均未观察到寄生虫。病鱼的肝、

肾、脾接种的 TSA 和 TCBS 培养基上仅长出零星的

菌落，非细菌性疾病特征。经 16S rDNA 测序鉴定，

分别为哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)、弧菌(Vibrio spp.)、
美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)、假交替单

胞菌(Pseudoalteromonas sp.)、交替单胞菌(Alteromonas 
sp.)、亚硫酸盐杆菌(Sulfitobacter sp.)等。 

2.5  病鱼组织的 PCR 检测 

3 尾病鱼的脾、头肾等组织，用引物 1-F/1-R 和

4-F/4-R 进行 PCR 检测，结果均为强阳性，而健康褐

龙斑未扩增出任何条带(图 4、图 5)。依据行业标准

SN/T 1675-2014，可初步判定在褐龙斑各组织中发现

的病毒为 RSIV。 

2.6  感染褐龙斑的虹彩病毒分类鉴定 

从 病 鱼 脾 组 织 中 扩 增 得 到 了 病 毒 ( 命 名 为

LZ170711 株)DNA 片段，长度为 1581 bp。经 Blast 
比对分析，该序列包含 MCP 基因完整的编码区及其

上游 57 个、下游 162 个核苷酸。其中，MCP 基因编

码区全长为 1362 bp，编码 453 个氨基酸。 
与 GenBank 数据库中 18 种(株)虹彩病毒的相应

序列进行比对发现，LZ170711 株与细胞肿大病毒属

虹彩病毒各毒株相似性在 94%以上；而与蛙病毒属、

淋巴囊肿病毒属、绿虹彩病毒属和虹彩病毒属虹彩

病毒各毒株的相似性均在 55%以下。在细胞肿大病

毒属内，与 RSIV 各分离株相似性均超过 97%，与

ISKNV 和 TRBIV 的各分离株相似性为 94.5%~ 
95.1%。LZ170711 与 RSIV TGA14、RSIV 10GG、

RSIV-8、RSIV-9 的 MCP 基因序列完全一致，与 RSIV  
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图 3  病鱼的超微病理变化(标尺为 1 µm) 
Fig.3  Ultrastructural changes in the diseased fish (Bar=1 µm) 

A：破碎的细胞核(N)和肿胀的线粒体(Mt)；B：脾肿大细胞内大量的病毒粒子；C：肿大细胞的线粒体(Mt)肿胀、细胞膜

内陷(箭头)；D：肿大细胞(EC)的细胞膜内陷(箭头)、细胞核(N)，可见凋亡小体(Ab)；E：坏死的肝细胞(Hc)；F：肝脏细

胞中髓鞘样小体(箭头)、脂肪滴(Fd)和线粒体(Mt)；G：肾小管上皮细胞核固缩(星号)，出现初级溶酶体(三角箭头)，线粒

体(Mt)肿大，刷状缘断裂(箭头)；H：肿大细胞(EC)肾脏中细胞的胞膜内陷(箭头)，细胞核(N)形状异常，核仁增大，I：鳃

上皮细胞核(N)周隙扩大(箭头)，线粒体(Mt)、内质网(ER)肿大变形；J：鳃细胞出现异常的纵向嵴线粒体(Mt)；K：鳃血管

中的病毒粒子(虚框内)；L：鳃中白细胞内的病毒粒子(箭头)；M：心肌细胞出现大量初级溶酶体(星号)；N：心脏血管中

的病毒粒子(箭头)；O：心脏中白细胞内的病毒粒子(箭头)；P：心脏细胞中髓样变性的线粒体(箭头)；Q：心脏细胞中髓

样变性(箭头)、出现纵向嵴(三角箭头)的线粒体 
A: Collapsed cell nucleus (N) and swollen mitochondria (Mt); B: Numerous viral particles in the cytoplasm of enlarged splenic 

cell; C: Swollen mitochondria (Mt) and invagination of cell membrane (solid arrow) in the enlarged cell of the head kidney;  
D: Invagination of cell membrane (solid arrows) in the enlarged cell of the head kidney(EC), nucleus (N), apoptotic body (Ab);  
E: Necrotic hepatocytes (Hc); F: Myelin figures in the cell of hepatocytes (solid arrow), fat droplet (Fd) and mitochondria (Mt);  

G: Karyopyknosis (asterisk), primary lysosomes (arrowheads), swollen mitochondria (Mt) and broken brush border (solid arrows) 
of renal tubular epithelial cells; H: Invagination of cell membrane (solid arrows) in the kidney cell, abnormal nucleus (N) and 

perinuclear space nucleolus in the enlarged cell (EC); I: Enlargement of nuclear gap in the gill epithelium (solid arrow), swelling 
deformation of mitochondria (Mt) and endoplasmic reticulum (ER) in gill epithelial cell; J: Abnormal mitochondria (Mt) with 

longitudinal cristae in the gill cells; K: Viral particles in vascular cavity of gill (dotted rectangle); L: Viral particles in leucocytes in the 
gill (solid arrows); M: Numerous primary lysosomes (asterisk) in myocardial cells; N: Scattered viral particles in vascular cavity of 
the heart (solid arrow); O: Viral particles in leucocytes of the heart(solid arrow); P: Myelin figures (solid arrows) of mitochondria 

in the heart cells; Q: Myelin figure (solid arrow) and longitudinal cristae (arrow heads) of mitochondria in the heart cells 
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图 4  使用引物 1-F/1-R 检测患病和健康褐龙斑 

Fig.4  PCR results of diseased and healthy fish using primer 1-F/1-R 
M：DL2000 DNA Marker；1~2：阳性对照；3~4：阴性对照；5~8：1 号病鱼的脾、肝、头肾和肾； 

9~10：2 号病鱼的脾和肾；11~12：3 号病鱼的脾和肾；13~14：健康鱼的脾和肾 
M: DL2000 DNA Marker; 1~2: Positive control; 3~4: Negative control; 5~8: Sample from spleen, liver, head kidney  

and kidney of diseased fish #1; 9~10: Sample from spleen and kidney of diseased fish #2; 11~12: Sample from 
 spleen and kidney of diseased fish #3; 13~14: Sample from spleen and kidney of healthy fish 

 

 
图 5  使用引物 4-F/4-R 检测患病和健康褐龙斑 

Fig.5  PCR results of diseased and healthy fish using primer 4-F/4-R 
M：DL2000 DNA Marker；1~2：阳性对照；3~4：阴性对照；5~8：1 号病鱼的脾、肝、头肾和肾； 

9~10：2 号病鱼的脾和肾；11~12：3 号病鱼的脾和肾；13~14：健康鱼的脾和肾 
M: DL2000 DNA Marker; 1~2: Positive control; 3~4: Negative control; 5~8: Sample from spleen, liver, head kidney  

and kidney of diseased fish #1; 9~10: Sample from spleen and kidney of diseased fish #2; 11~12: Sample from  
spleen and kidney of diseased fish #3; 13~14: Sample from spleen and kidney of healthy fish 

 
Ehime-1、RSIV 2HSB 株有 9 个核苷酸的差异，相似

性为 97.9%。 
依据上述结果，用Mega 7软件构建了包含 19种(株)

虹彩病毒的系统发育树(图 6)。从图 6 可以明显看出，

这些虹彩病毒分为 5 个病毒属，LZ170711 株位于细胞

肿大病毒属内，且与 RSIV 各分离株的关系最近。 

3  讨论 

鱼类感染了肿大细胞虹彩病毒后，通常会体色变

暗、游动异常、反应迟钝、嗜睡，且出现脾、肾组织

肿大等症状(王庆等, 2010; 何建国等, 1998)。本研究

发现，患病褐龙斑反应迟钝，脾、肾肿大，且脾质地

易碎。类似的病症在患病尖吻鲈(Lates calcarifer)和褐

篮子鱼(Siganus fuscescens)中也有报道(文琳等, 2015; 
雷燕等, 2014)。这些症状可用于肿大细胞虹彩病毒病

的预警和初步诊断。 
在组织病理方面，观察到病鱼各组织中存在细胞

变性、凋亡等由病毒感染引起的典型病变。病鱼脾和

头肾是肿大细胞虹彩病毒的靶器官，病理切片中可见

大量嗜碱性、匀质化、直径为 15~20 µm 的肿大细胞， 



110 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 

 

 
 

图 6  依据 MCP 基因构建的 19 种(株)虹彩病毒系统发育树 
Fig.6  Phylogenetic tree of 19 iridovirus isolates (strains) based on the complete coding sequence of MCP gene 

 
是该病的重要病理特征(Jancovich et al, 2012)。通过

超薄切片的电镜观察，在脾脏、头肾的肿大细胞中发

现大量装配完成尚未释放的病毒粒子。令人感兴趣的

是，在电镜超薄切片中，经常可以观察到肿大细胞的

细胞膜具有大量的树枝状沟回结构，其形成原因和生

理学意义尚不清楚，值得进一步研究。此外，在病鱼

心脏和鳃的血管、白细胞内也发现了一定数量的病毒

粒子，表明肿大细胞虹彩病毒可以通过血液循环在鱼

体各器官和组织内扩散(秦蕾等, 2009)。尤其值得指

出的是，一方面，本研究发现患病褐龙斑出现明显的

心肌萎缩、断裂、间隙变大等病理特征，与此前报道

的感染了虹彩病毒的条石鲷(Oplegnathus fasciatus)心
脏病理特征一致(李华等, 2011)。另一方面，在超薄切

片中观察到，病鱼心肌细胞的线粒体病变明显。大量

的心肌细胞线粒体或出现纵向嵴，或退化成同心圆状

的髓样体，意味着其呼吸功能的严重丧失。综合上述

病理特征，病鱼心脏出现了严重的病理损伤，影响了

鱼体的血液循环，造成供氧不足，由此导致病鱼表现

出游泳无力、反应迟钝、嗜睡等表观症状。 
MCP 是虹彩病毒最主要的结构蛋白，其基因既

高度保守，又有足够的变异性，可以充分反映虹彩病

毒的演化关系，是虹彩病毒分类鉴定的重要依据

(Inouye et al, 1992; Chou et al, 1998)。本研究测定并

分析了感染褐龙斑的虹彩病毒的 MCP 基因，构建了

虹彩病毒系统发育树，证实该病毒在分类地位上属于

虹彩病毒科细胞肿大病毒属真鲷虹彩病毒类群。感染

褐龙斑的该病毒与感染真鲷(Pagrus major)的 RSIV-8、
感染高体  (Seriola dumerili)的 RSIV-9、感染斜带石

斑鱼(E. coioides)的 RSIV 10GG、感染褐点石斑鱼   
(E. fuscoguttatus)的 RSIV TGA14，其 MCP 基因编码

区全序列完全一致，可以认为它们是同一种病毒。这

表明 RSIV 的敏感宿主范围很广，其对多种海水鱼类

均具有极强的致病性。RSIV 对褐龙斑的致病性此前

未见有报道，有待深入研究。 
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Histopathology of Hybrid Grouper (Epinephelus bruneus ♀×E. lanceolatus ♂) 
Naturally Infected with Red Seabream Iridovirus (RSIV) 

LIU Ranyang1,2, SHI Chengyin1①
, XIE Guosi1, LI Chen1, WANG Haibo1,2 

(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. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    “Helong grouper” is the hybrid progeny produced by female longtooth grouper 
(Epinephelus bruneus) and male giant grouper (E. lanceolatus). As a new breed of hybrid grouper, there is 
no report on the diseases of the Helong grouper, at home or abroad. In July 2017, the Helong grouper on a 
fish farm in Shandong Province suddenly died, and the cumulative mortality was as high as 80% within 
10 d. A field survey found that the water temperature was 28℃ and the salinity was 31 during epidemics. 
The appearance of diseased fish was normal. However, they were unresponsive, and died at the bottom of 
the tank. Clinical examination and necropsies revealed that the spleen and kidney of diseased fish were 
severely swollen and crispy. Histopathology studies indicated that tissues of diseased fish were severely 
damaged. A large number of basophilic, homogeneous cytoplasmic, swollen cells, with a diameter of 
10~15 μm were observed in these tissues. In ultra-thin tissue sections of the spleen and head kidney, there 
are a large number of iridovirus-like particles, with a diameter of 130~150 nm in the cytoplasm of the 
swollen cells. Using specific PCR primers, severe infections of red sea bream iridovirus (RSIV) were 
detected in the spleen, head kidney, kidney, and liver tissues of diseased fish, which was consistent with 
electron microscopy observations. The complete coding sequence (CDS) of the major capsid protein 
(MCP) gene of the virus was 1362 bp in length. Based on the CDS of the MCP gene, a phylogenetic tree 
of 19 species (isolates) of the iridovirus was constructed. The tree showed that the iridovirus infecting the 
Helong grouper belongs to the RSIV cluster of the genus Megalocytivirus, family Iridovirus. This article 
describes for the first time the histopathological features of the iridoviral disease of the Helong grouper 
and confirmed that RSIV can naturally infect the hybrid grouper. This study not only revealed that the 
Helong grouper is a new susceptible host of RSIV, but also provided an important reference for the 
diagnosis and control of hybrid grouper viral disease.  
Key words    Helong grouper; Epinephelus bruneus; E. lanceolatus; Red seabream iridovirus (RSIV); 
Histopathology 
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饲料中添加复合芽孢杆菌对凡纳滨对虾抗病毒 
感染能力及抗病基因表达的影响* 

孙博超 1,2  杨运楷 1,2  李玉宏 2  宋晓玲 2①  黄  倢 2 
(1. 上海海洋大学  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛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  青岛  266071) 

摘要    自健康凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)分离到枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽孢

杆菌(B. licheniformis)和短小芽孢杆菌(B. pumilus)，将上述芽孢杆菌以单一和 3 株复合的方式包裹在

基础饲料表面，制成益生菌饲料；每日投喂对虾，3 周后进行白斑综合征病毒(WSSV)人工感染。

统计实验组和对照组的累积死亡率，测定对虾鳃组织内 WSSV 拷贝数，分析对虾肠道组织含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白酶基因(Caspase)和硫氧还原蛋白基因(Trx)的相对表达量。结果显示，感染实验

结束时，A 组(枯草芽孢杆菌)、B 组(地衣芽孢杆菌)、C 组(短小芽孢杆菌)和 D 组(枯草芽孢杆菌+地
衣芽孢杆菌+短小芽孢杆菌复合益生菌)的对虾累积死亡率分别为(73.3±7.0)%、(63.3±5.5)%、

(75.0±7.9)%和(50.0±5.3)%，显著低于对照组(PBS 组)(100%)；在整个感染阶段，各实验组的病毒拷

贝数呈先上升后下降的趋势，但对照组呈现一直上升趋势，且显著高于实验组。抗病基因表达结果

显示，WSSV 感染后，各组对虾肠道 Caspase 相对表达量随感染时间的延长呈先上调再下调的趋势，

且在 18 h 各组对虾肠道 Caspase 表达量达到最大值；益生菌摄取和 WSSV 感染都能刺激 Trx 的表

达，益生菌的刺激相对平缓，且各实验组对虾肠道 Trx 相对表达量在 WSSV 感染后的 18 h 时陡升

到最大值，极显著高于对照组，且以 D 组的激活能力最强。研究证实，枯草芽孢杆菌、地衣芽孢

杆菌和短小芽孢杆菌均可提高对虾抗 WSSV 感染能力，复合芽孢杆菌抗病毒能力最突出。对虾抗

病力的提高可能与芽孢杆菌减缓了病毒在靶组织的增殖速率、提高了 Caspase 和 Trx 基因表达水平

相关。 
关键词    凡纳滨对虾；芽孢杆菌；WSSV；天冬氨酸蛋白酶基因；硫氧还原蛋白基因；定量 PCR 
中图分类号 S945.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0113-09 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)是中国主要 的对虾养殖品种，2016 年全国的凡纳滨对虾海淡水
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养殖总产量为 167.2 万 t，占对虾类养殖产量的 91% 
(中国渔业统计年鉴, 2017)。高密度集约化养殖是凡

纳滨对虾养殖的主要模式，随着集约化养殖模式的剧

增，对虾养殖生产的病害问题日益严重，先后有白斑

综合征(White spot disease, WSD)、急性肝胰腺坏死病

(Acute hepatopancreatic necrosis disease, AHPND)、偷

死野田村病(Covert mortality nodavirus disease, CMNVD)、
虾肝肠胞虫病 (Enterocytozoon hepatopenaei disease, 
EHP)等疫病发生与流行(Flegel, 1997; Zhang et al, 
2016; 中国水生动物卫生状况报告, 2016)。 

益生菌作为养殖对虾病害生物防控的重要手段，

已经在拮抗细菌或抗病毒感染方面展示出了较好的

保护效果，国内外水产养殖使用较多的益生菌是光合

细菌和芽孢杆菌(Ninawe et al, 2009; Wen et al, 2015; 
杜佗等, 2017)。芽孢杆菌不仅可以改善肠道微生物生

态平衡、促进对虾对饲料的消化和吸收能力、提高对

虾免疫和抗逆水平，还可以抑制养殖水体和肠道病原

微生物的生长和繁殖、提高对虾抗病力(孙艳等, 2012; 
Lakshmi et al, 2013; Zokaeifar et al, 2014)。但目前研

究与应用的多为单一芽孢杆菌，多种类的芽孢杆菌混

合使用还鲜有报道(Ravi et al, 2007; Sánchez-Ortiz  
et al, 2016)。 

本研究以枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽

孢杆菌(B. licheniformis)和短小芽孢杆菌(B. pumilus)
为候选益生菌，采用投喂单一和复合配伍形式包裹饲

料免疫凡纳滨对虾，3 周后进行白斑综合征病毒

(White spot syndrome virus, WSSV)人工感染实验，统

计实验组和对照组的累积死亡率，验证复合芽孢杆菌

对凡纳滨对虾抗病毒能力的影响；并通过荧光定量

PCR 技术分析各实验组和对照组对虾组织病毒拷贝

数变化，以及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶(Cysteinyl 
aspartate specific proteinase, Caspase)基因和硫氧还原

蛋白(Thioredoxin, Trx)基因在免疫阶段和 WSSV 感染

阶段的相对表达情况，用于探究益生菌提高对虾抗病

能力的机制。 

1  材料与方法 

1.1  对虾与菌种 

1.1.1  对虾    实验用凡纳滨对虾购自山东省海阳市

某对虾养殖场[生长环境盐度为 20±1、温度为(25±1)℃]，
对虾进入实验室前先行采样，确认 WSSV、CMNV
等主要对虾病原检测阴性。购买的对虾在实验室养

殖条件下暂养 1 周左右，使其适应实验室养殖环境，

暂养期间投喂商品饲料，定期处理残饵和更换养殖

水体。 
1.1.2  菌种及培养    短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌

和地衣芽孢杆菌均分离于健康凡纳滨对虾肠道，纯化

后经 16S rDNA 序列分析及 Biolog 碳源利用等生理生

化特征分析完成菌株鉴定，并于–80℃保存。菌种活

化后经发酵罐发酵培养，离心收集菌体，短小芽孢杆

菌活菌量达到(1~2)×1011 CFU/ml，地衣芽孢杆菌和枯

草芽孢杆菌活菌数量达到(1~2)×1012 CFU/ml。 

1.2  饲料制备 

实验全过程选用大海跃牌饲料作为基础饲料。免

疫饲料按一定比例将菌液与无菌 PBS 混合后，喷洒

在基础饲料上，混合均匀，阴干后于–4℃冰箱中保存。

每周涂布含益生菌的饲料于固体 2216E 培养基中，检

测饲料中的细菌数是否达到所需菌种浓度。基础饲料

喷洒等量 PBS 为空白对照。 

1.3  实验分组 

将暂养稳定后的凡纳滨对虾随机挑取个体均匀、

活力较强的 1200 尾分配在整理箱中。共 5 组，每组

6 个重复，每个重复 40 尾对虾。5 组分别投喂不同饲

料：A 组含枯草芽孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，B 组

含地衣芽孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，C 组含短小芽

孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，D 组含枯草芽孢杆菌、

地衣芽孢杆菌和短小芽孢杆菌的等量混合活菌

(1~2)×107 CFU/g，PBS 组为投喂不含益生菌的基础饲

料的对照组。实验期间，各实验组和对照组每日投喂

3 次相应饲料，日投喂量为凡纳滨对虾体重的 10%(依
据对虾摄食情况做适量调整)，并按相同条件进行养

殖管理。 

1.4  WSSV 感染实验 

将实验室保存的感染 WSSV 的鳌虾去除肝胰腺

的头胸组织，加入适量 4℃预冷的 PBS，20000 r/min
冰浴匀浆；匀浆液 4℃、3000 g 离心 10 min，上清液

4℃反复离心 3 次(4000 g，6000 g，8000 g 各 10 min)；
上清液经 400 目筛绢过滤除去杂质后，用 0.45 μm 滤

膜过滤除细菌，分装保存于80℃。制备的病毒粗提

液浓度为 0.16 g/ml，注射感染前进行预实验，确定最

适感染剂量为 50 μl/尾。 
在免疫 21 d 后，从各实验组和对照组中随机挑

取 240 尾对虾进行感染实验，每组 6 个重复，每个重

复 40 尾对虾。其中，3 个重复用于统计累积死亡率，

3 个重复用于采样。感染前 1 d 停止投喂饲料，次日，

于每尾对虾第 2 腹节注射 WSSV 粗提液 50 μl，以 PBS
溶液为阴性对照组。攻毒后，实验组和对照组依然投
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喂相应饲料。每天及时捡出死亡或濒死对虾，记录死

亡数量，14 d 后结束感染实验。 

1.5  样品采集与处理 

免疫期间的样品采集与处理：实验开始前取样作

为 0 h，免疫实验开始后分别在 1、3、7 和 15 d 随机

采集对照组(PBS)和实验组(A、B、C、D 组)对虾。无

菌操作取出对虾肠道放于 1.5 ml 无 RNase 离心管中，

于80℃超低温冰箱中保存。 
感染期间的样品采集与处理：感染实验开始前，

取样作为 0 h，攻毒实验开始后，分别在 6、18、96
和 192 h 随机采集对照组和实验组(A、B、C、D 组)
对虾。分别无菌操作采集对虾鳃和肠道置于 1.5 ml 
无 RNase 离心管中，于80℃超低温冰箱中保存。 

1.6  RNA 提取 

利用总 RNA 提取试剂盒(TaKaRa)提取 RNA，方

法参考使用说明书。用 NanoDrop 2000c (Thermo)测
定 RNA OD260 nm/OD280 nm 值，进行定量测定，分装保

存于80℃备用。进行反转录前，去除总 RNA 中残留

的基因组 DNA。 

1.7  cDNA 合成 

使用 Prime Script RT reagent Kit With gDNA 
Eraser 试剂盒(TaKaRa)进行 cDNA 合成，在 20 μl 反应

体系中加入 1 l (≤1 g/l)的总 RNA，4 μl 5×
PrimeScript Bμffer 2，1 μl Prime Script Mix，10 μl 基
因组 DNA 去除反应液，4 μl 无 RNase 水，37℃孵育

15 min。85℃加热 5 s，合成 cDNA 模板。 

1.8  病毒定量检测 

1.8.1  检测引物    病毒定量检测引物见程晓艳等 

(2010)，WSSV-FP(CTCTTGTGGTTCATCAGGGGC)；
WSSV-RP(CTGGATTTTCTCTCAGGGTCTTTAGT)。 
1.8.2  标准品制备    制备含有 WSSV 目的扩增片

段的质粒作为标准品。按照世界动物卫生组织(OIE) 
《水生动物疫病诊断手册》对 WSSV 进行 PCR 扩增，

得到 256 bp的扩增产物。将扩增产物连接到 pMD18-T
载体，转化到大肠杆菌 DH5α，构建重组质粒，在 LB
培养基(含 100 μg/ml 氨苄青霉素)上增殖，提取质粒

DNA，用 NanoDrop 2000c (Thermo)测定质粒 DNA 的

浓度，每对碱基的平均分子量为 649 g/mol，再根据

阿佛加德罗常数 6.02×1023，计算出标准品的拷贝数

为 8×1011 copies/μl。按照 100 倍稀释梯度，绘制标准

曲线。 
1.8.3  WSSV 绝对定量    实时荧光定量 PCR 反应

体系：Real-time PCR 按 TransStart Top Green qPCR 
Super Mix 试剂盒(Trans Gen Biotech)说明书进行，反

应体系为 25 μl：DNA 模板 1 µl (10~20 ng/μl)，总量

为 200~400 ng；正、反向引物各 0.5 µl (10 μmol/L)，
总量为 5 pmol；2×TransStartTM Green qPCR Super Mix 
12.5 µl；1×Passive Reference Dye 0.5 µl；无 RNase 水

9 µl。每组设 3 个平行，无 RNase 水作为阴性对照。

扩增程序：94℃预变性 5 min，1 个循环；94℃预变

性 30 s，61℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，40 个循环，

并且在此步 72℃时收集荧光，72℃延伸 10 min。 

1.9  抗病毒相关基因表达量的定量检测 

1.9.1  引物    参照 GenBank 中凡纳滨对虾相应序

列，利用 Primer Premier 5.0 进行目的基因 Caspase 和

Trx 的引物设计，引物序列见表 1，内参基因与目的

基因在扩增时加入等量模板，扩增后熔解曲线无非特

异性扩增。 
 

表 1  Real-time PCR 引物序列 
Tab.1  Primer used for real-time PCR 

目的基因 Target gene 序列号 GenBank No. 正向引物 Forward primer 反向引物 Reverse primer 

EF-α GU136229.1 ATGTCAGCACGGCAAAA AAAGATGGTTCCCAGCAAGC 

Caspase-3 EU421939.1 CGGGTAGGAAGCCCACATATCAA ACGGCGAAGTCAAAGCCAGAA

Trx EU499301.1 TTAACGAGGCTGGAAACA AACGACATCGCTCATAGA 
 

1.9.2  实时荧光定量 PCR 反应体系和程序    依据

SYBR Premix Ex TaqTMⅡ试剂盒(TaKaRa)配制 25 μl
反应体系：2×SYBR Premix Ex TaqTMⅡ 12.5 μl，正、

反向引物各 10 μmol/L 2 μl，DNA 模板 1 l(≤100 ng)，
无 RNase 水 9.5 μl；于 Rotor Gene3000 (Corbett, 澳大

利亚)进行实时荧光定量 PCR，反应程序：95℃预变性

10 min，1 个循环；95℃预变性 5 s、60℃退火(由每个

基因确定)20 s、72℃延伸 20 s，45 个循环。 
1.9.3  熔解曲线测定    实时荧光定量 PCR 反应完

成后，在 Rotor Gene 3000 中每完成 1 个循环进行    
1 次信息采集。采用 Rotor-Gene Analysis Software 6.0 
进行分析，2 种免疫相关基因的相对表达量采用 2–Ct
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法来进行计算(Livak et al, 2001)。 

1.10  统计分析 

本研究所有数据均采用 SPSS16.0 统计软件进行

单因素方差分析(One-way ANOVA)，若出现显著差异

时(P<0.05, P<0.01)，用 LSD 法做多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  益生菌对凡纳滨对虾感染 WSSV 后累积死亡率

的影响 

凡纳滨对虾感染 WSSV 后 14 d 内的累积死亡率

统计结果见表 2，由表 2 可知，枯草芽孢杆菌+地衣

芽孢杆菌+短小芽孢杆菌复合益生菌组(D 组)到感染

实验结束时，对虾累积死亡率最低，只有(50.0±5.3)%；

其次为地衣芽孢杆菌组(B 组)，对虾累积死亡率为

(63.3±5.5)%；投喂含枯草芽孢杆菌和短小芽孢杆菌饲

料实验组(A 组和 C 组)对虾的累积死亡率分别为

(73.3±7.0)%和(75.0±7.9)%；对照组(PBS 组)对虾的累

积死亡率为 100%，显著高于各实验组的累积死亡率。 

2.2  WSSV 攻毒后各实验组凡纳滨对虾鳃组织中病

毒拷贝数的变化情况 

利用绝对定量 PCR 技术，测定了凡纳滨对虾感

染 WSSV 后在不同感染时间段的鳃组织病毒拷贝数

(图 1)。在整个感染阶段，各实验组的病毒拷贝数呈

先上升后下降趋势，但对照组病毒拷贝数一直呈现上

升趋势，且病毒拷贝数均高于实验组，差异显著

(P<0.05)或极显著(P<0.01)。病毒感染 6 h 后，对虾鳃

组织的病毒拷贝数达到 2.73×105~1.59×106 copies/µl，对

照组最高，与 A、B 组差异显著，与 C、D 组差异极

显著；18 h 各组对虾鳃组织的病毒拷贝数继续增加，

对照组最高，与 A、B 组差异显著，与 C、D 组差异

极显著；到 96 h 各组的病毒拷贝数均达到最大值，

对照组最高，与 B 组差异显著，与 A、、C 和 D 组差

异极显著；192 h 对照组病毒拷贝数略下降，实验组

下降更加突出，D 组最低，为 1.69×105 copies/µl，对

照组与实验组间差异极显著。此结果证实，饲料中添

加益生菌，在一定程度上能延缓病毒复制速度，降低

病毒拷贝数，复合益生菌组延缓病毒复制效果更佳。 
 

表 2  口服不同益生菌包裹饲料的凡纳滨对虾感染 WSSV 后的累积死亡率 
Tab.2  Cumulative mortality of L. vannamei fed with different probiotic preparations after injection with WSSV 

感染后时间 Time post injection (d) 组别 
Group 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

A 12.5±1.9 29.2±6.9 37.5±5.0 50.8±3.8 59.2±6.9 65.8±10.1 68.3±7.0 70.8±7.0 71.7±6.7 72.5±6.7 73.3±7.0
B 8.3±2.3 15.8±5.1 20.8±2.5 29.2±1.9 31.7±3.9 50.0±3.3 53.3±4.3 58.3±5.7 59.2±6.0 61.7±7.5 63.3±5.5
C 9.2±0.7 20.0±3.0 30.0±5.0 47.5±5.7 53.3±7.1 68.3±5.1 72.5±3.3 72.5±3.3 74.2±0.2 75.0±7.9 75.0±7.9
D 10.0±2.4 16.7±2.3 22.2±3.8 26.7±0.2 30.0±2.6 40.0±2.3 43.3±4.7 46.7±9.4 48.9±7.1 50.0±5.3 50.0±5.3

PBS 5.8±1.7 22.5±2.5 37.5±4.7 57.5±5.1 67.5±10.0 80.8±6.7 88.3±7.6 95.8±5.0 100±0 100±0 100±0 

注：A：枯草芽孢杆菌组；B：地衣芽孢杆菌组；C：短小芽孢杆菌组；D：复合芽孢杆菌组(枯草芽孢杆菌、短小芽

孢杆菌和地衣芽孢杆菌)；PBS：对照组 
Note: A: B. subtilis group, B: B. licheniformis group, C: B. pumilus group, D: Mixed Bacillus group, PBS: Control group  

 

2.3  Caspase 基因在免疫期间和 WSSV 感染期间的

相对表达 

2.3.1  免疫期间凡纳滨对虾肠道中 Caspase 基因表达 
通过荧光定量 PCR技术测定了对虾肠道 Caspase

基因在免疫期间的相对表达量，结果显示，免疫期间

实验组 Caspase 基因相对表达量在第 1 天上调明显，

随后其相对表达量随着免疫时间的延长逐渐恢复到

正常水平，各时间节点 Caspase 基因相对表达量差异

不显著(图 2)。 
2.3.2  WSSV 攻毒后凡纳滨对虾肠道中 Caspase 基因

表达     通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道

Caspase 基因在 WSSV 感染后的相对表达量，结果显

示，WSSV 感染后各组对虾肠道 Caspase 相对表达量 

随感染时间的延长呈先上调再下调的趋势，且在 18 h
各组对虾肠道 Caspase 表达量达到最大值。在 6 h 时，

复合芽孢杆菌组的对虾肠道 Caspase 表达量极显著高

于对照组，地衣芽孢杆菌的对虾肠道 Caspase 表达量

显著高于对照组；18 h 时，所有实验组的对虾肠道

Caspase 表达量均极显著高于对照组，而 96 h 时，只

有复合芽孢杆菌组的对虾肠道 Caspase 表达量显著高

于对照组(图 3)。 

2.4  Trx 基因在免疫期间和 WSSV 感染期间的相对

表达 

2.4.1  免疫期间凡纳滨对虾肠道中的 Trx 基因表达     
通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道 Trx 基 
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图 1  凡纳滨对虾感染 WSSV 后鳃组织内病毒拷贝数 
Fig.1  The virus copies in gill of L. vannamei  

during WSSV infection 

A：枯草芽孢杆菌组；B：地衣芽孢杆菌组；C：短小芽孢

杆菌组；D：复合芽孢杆菌组(枯草芽孢杆菌、短小芽孢 
杆菌和地衣芽孢杆菌)；PBS 组：对照组。*表示差异显著

(P<0.05)，**表示差异极显著(P<0.01)。下同 
A: B. subtilis group, B: B. licheniformis group, C: B. pumilus 

group, D: Mixed Bacillus group, PBS: Control group.  
* denote significant difference (P<0.05), **denote highly 

significant difference (P<0.01). The same as below 
 

 
 

图 2  益生菌包裹饲料投喂期间对虾肠道中 
免疫基因 Caspase 的相对表达量 

Fig.2  Relative expression of immune gene Caspase in the  
gut of L. vannamei fed with different probiotic preparations 

 

 
 

图 3  WSSV 攻毒后各组对虾肠道中免疫基因 
Caspase 的相对表达量 

Fig.3  Relative expression of immune gene Caspase in 
 the gut of L. vannamei fed with different probiotic 

preparations during WSSV infection 
 

因在免疫期间的相对表达量，结果显示，各实验组

Trx 相对表达量在整个免疫期间均呈现上调趋势，且

以第 1 天值最高，各实验组对虾肠道中 Trx 基因相对

表达量均极显著高于对照组，其中，复合芽孢杆菌组

表达量最高。第 3 天，对虾肠道中 Trx 基因相对表达

量略有下降，A、B 组显著高于对照组，C、D 组极

显著高于对照组；第 7 天又有所下降，C 组显著高于

对照组，D 组极显著高于对照组；到第 15 天，只有

C 组显著高于对照组(图 4)。 
 

 
 

图 4  益生菌包裹饲料投喂期间对虾肠道中 
免疫基因 Trx 的相对表达量 

Fig.4  Relative expression of immune genes Trx in the gut  
of L. vannamei fed with different probiotic preparations 

 
2.4.2  WSSV 攻毒后凡纳滨对虾肠道中的 Trx 基因表

达    通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道 Trx
基因在 WSSV 感染后的相对表达量，结果显示，

WSSV 感染后，各实验组对虾肠道 Trx 相对表达量在

6 h 内没有变化，18 h 时，陡升到最大值，且极显著

高于对照组；96 h 时，复合芽孢杆菌组的对虾肠道

Trx 表达量极显著高于对照组，其余 3 个实验组显著

高于对照组；到 192 h 时，3 个实验组的对虾肠道 Trx
表达量仍显著高于对照组(图 5)。 

 

 
 

图 5  WSSV 攻毒后各组对虾肠道中 Trx 基因的相对表达 
Fig.5  Relative expression of immune gene Trx in the gut  

of L. vannamei fed with different probiotic  
preparations during WSSV infection 

3  讨论 

枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和短小芽孢杆菌普

遍存在于土壤及植物体表，是人、动物肠道内常见的 
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共生菌。它们均在 1989 年美国食品药物管理局(FDA)
和美国饲料公定协会(AAFCO)公布的 44 种“可直接

饲喂且通常认为是安全的微生物”范围之内，也属于

2008 年 12 月中国农业部 1126 号公告《饲料添加剂

品种目录》中规定的 16 种可以直接饲喂动物的饲料

级微生物添加剂菌种。芽孢杆菌和双歧杆菌、乳酸菌

等传统益生菌相比，具有营养体–芽孢–营养体的独特

生活史周期，抗逆能力强、繁殖速度快、营养要求简

单，具有可抵抗酸、高温、干燥等不良环境条件等优

势，适宜大规模产业化发酵生产。芽孢杆菌作为饲料

微生物可以 100%活菌状态到达肠道，因此，以饲料

添加剂方式在水产动物养殖生产中有很好的应用前

景(Ninawe et al, 2009; Lakshmi et al, 2013)。 
对虾肠道中存在着大量微生物，仅可培养细菌其

总数通常在 106~109 CFU/g 之间，弧菌属(Vibrio sp.)、
乳球菌属(Lactococcus sp.)、芽孢杆菌属(Bacillus sp.)、
葡萄球菌属(Staphylococcus sp.)、希瓦氏菌属(Shewanella 
sp . )、节杆菌属 (Arthrobacter  sp. )、发光杆菌属

(Photobacterium sp.)、微小杆菌属(Microbacterium sp.)
等为对虾肠道的主要 (可培养 )优势菌 (张盛静等 , 
2015)。复合益生菌制剂突破了单一益生菌的局限，

能够相互协调作用，发挥更好效果(刘淑兰等, 2017)。
Salinas 等(2005)应用枯草芽孢杆菌和乳酸菌以复合

和单一添加形式投喂金头鲷(Sparus aurata)，结果显

示，复合菌比单一菌有更好的效果，认为不同细菌在

肠道微生物环境所处生态位不同，因而复合菌比单一

菌组免疫力高。Ravi 等(2007)在斑节对虾(Penaeus 
monodon)幼体养殖期间，向养殖水体中添加芽孢杆菌

可以 有 效地 抑制 水 体中 如副 溶 血弧 菌 ( V i b r i o 
parahaemolyticus)、哈维氏弧菌(V. harveyi)等致病菌

的生长，并可以显著地降低死亡率。Sánchez-Ortiz 等

(2016)报道，将从毛蚶(Anadara tuberculosa)中分离的

地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌混合到饲料中投喂凡

纳滨对虾，结果降低了 WSSV 和传染性皮下和造血 
组织坏死病毒(IHHNV)感染后的死亡率，增强了对虾

的免疫相关基因表达。本研究选用的芽孢杆菌均分离

自健康对虾肠道，以单独和复合的方式添加到对虾饲

料中，饲喂 21 d 后，通过 WSSV 感染实验来验证其

抗病效果。结果证实，饲料中添加单一或复合芽孢杆

菌均可提高凡纳滨对虾的抗 WSSV 感染能力，以复

合芽孢杆菌抗病毒能力最显著。WSSV 感染后的几个

时间节点对虾鳃组织中病毒拷贝数与对虾累积死亡

率的结果相吻合，证实芽孢杆菌进入对虾消化道通过

某种或多种机制间接影响了病毒在对虾体内的复制

和增殖，或是提高了对虾对病毒的清除作用。高剂量

投入益生菌可在环境中形成优势菌群，一方面抑制其

他病原微生物的繁殖，将继发性感染控制在较低水

平；另一方面当环境遭遇病原微生物侵染，威胁到微

生物区系的平衡时，有助于维持或建立宿主微生物生

态平衡，间接控制对虾传染性疾病的发生和发展

(Tannock, 1998；Chai et al, 2016; Sha et al, 2016)。研

究证实，来自细菌细胞壁成分可作为甲壳动物免疫增

强剂使用，因而，有益微生物的作用机理可能是通过

菌种本身或细胞壁成分刺激动物非特异性免疫系统

发挥作用，从而提高动物免疫力和抗病力(Rengpipat 
et al, 2000；Zhou et al, 2006; Sruthy et al, 2015) 

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶(Caspase)是古老进

化史的多成员家族，具有进化上的保守性，并在细胞

凋亡中起重要作用。Caspase 在细胞凋亡过程中，不

仅是接受外界信号，使细胞发生凋亡，还是细胞凋亡

的执行者，完成对特定蛋白底物的水解，而使细胞显

示出一系列凋亡特征(Wakiyama et al, 2006)。Wu 等

(2004)推测，当日本对虾 (Penaeus japonicus)感染

WSSV 后，会启动一个高效的程序化细胞死亡机制来

控制 WSSV 的入侵，且细胞凋亡的程度与感染程度密

切相关。Phongdara 等(2006)克隆了斑节对虾(Penaeus 
monodon) Caspase 基因，证实该基因具有 Caspase-3
特征，且发现由病毒刺激或处于垂死状态的对虾中，

Caspase 基因表达量升高。宋光年等(2010)克隆了中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)Caspase 基因，注

射感染 WSSV 3 h 后，对虾肝胰腺中 Caspase 的表达

呈现显著上调，推测该基因与细胞凋亡相关。本研究

同样证实，益生菌日常饲喂凡纳滨对虾，不会对对虾

肠道 Caspase 基因的表达产生影响，而当对虾感染

WSSV 后 6 h Caspase 基因表达量有所上升，18 h 
Caspase 基因表达量最高，而且经过复合芽孢杆菌饲

料免疫的对虾较单一芽孢杆菌饲料的 Caspase 在同一

时刻表达量差异显著。20~45 h 是对虾注射感染

WSSV 后病毒的指数生长期 (宋晓玲等 , 2002)，
Caspase 的高表达必然引发对虾鳃细胞的凋亡，从而

减缓了病毒在对虾鳃细胞的增殖速度。但是，Caspase
基因的表达首先影响了 WSSV 的复制，而对虾累积

死亡率到感染后的第 8 天呈现显著差异，原因尚待进

一步研究。 
硫氧还原蛋白(Trx)是广泛存在于原核细胞和真

核细胞中的具有多种重要功能、在进化上保守的蛋

白，1964 年在大肠杆菌(Escherichia coli)中首先被发

现。Trx 参与细胞的氧化还原调控，维持细胞蛋白处

于还原状态，是一种重要的抗病抗逆蛋白(Jin et al, 
1997) 。 Garcia-Orozco 等 (2012) 比较了 WSSV 和
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IHHNV 感染时凡纳滨对虾 Trx (LVTrx)在 mRNA 和蛋

白质水平上的异同，结果证实病毒感染会提高对虾

Trx 基因的表达水平，且 Trx 对 WSSV 比 IHHNV 有

更明显的反应，WSSV 或 IHHNV 感染对虾还能诱导

LVTrx 蛋白的差异反应。本研究证实，益生菌摄取和

WSSV 感染都能刺激 Trx 的表达，相比较而言，益生

菌的刺激相对平缓；而 WSSV 感染后，各实验组对

虾肠道 Trx 相对表达量在 18 h 时陡升到最大值，且以

复合芽孢杆菌组的激活能力最强。由此可见，不仅不

同的病毒感染对虾使其 Trx 表达水平不同，不同功能

微生物刺激对虾使其 Trx 表达水平也不相同，这可能

是由所研究对虾种类、组织类别和实验处理方式不同

造成的。另外，虽然实验组 Trx 自病毒感染后的

18~192 h 一直维持较高水平，但实验组对虾累积死亡

率到感染后的第 8天(192 h)才呈现显著差异，推测 Trx
基因表达的影响只是对虾抗病毒感染的一个环节，对

虾的抗病毒感染能力的提高是由多种原因和多个环

节实现的。 
综上所述，自健康凡纳滨对虾肠道筛选的枯草芽

孢杆菌、地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌通过添加到饲

料中，投喂给予凡纳滨对虾，能够提高对虾的抗病毒

感染能力，且以这 3 株菌的复合形式投喂对虾的免疫

保护率最高，可作为抗白斑综合征的候选益生菌株。

对虾抗病力的提高可能与芽孢杆菌减缓了病毒在靶

组织的增殖速率，提高了 Caspase 基因和 Trx 基因的

表达水平相关。 
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Effects of Single or Mixed Bacillus on WSSV Infection and Immune-Related 
Gene Expression in Litopenaeus vannamei 

SUN Bochao1,2, YANG Yunkai1,2, LI Yuhong2, SONG Xiaoling2①
, HUANG Jie2 

(1. Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 
Sciences; Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Polit 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) 

Abstract    Bacillus subtilis, B. licheniformis, and B. pumilus, were isolated from healthy Litopenaeus 
vannamei, and were added to the base feed surface in single and mixed treatments. Probiotic feed was fed 
to the shrimp daily, and the shrimp were infected by white spot syndrome virus (WSSV) three weeks later. 
During the virus infection, the cumulative mortality and the number of WSSV copies in the gill tissue 
were statistically analyzed for each group. The relative expression of cysteinyl aspartate specific 
proteinase gene (Caspase) and Thioredoxin gene (Trx) in the intestinal tissue of the shrimp was measured 
by real-time PCR during feeding of probiotic feed and virus infection. The results showed that the 
cumulative mortality of B. subtilis (Group A), B. licheniformis (Group B), B. pumilus (Group C) and B. 
subtilis+B. licheniformis+B. pumilus (Group D), were (73.3±7.0)%, (63.3±5.5)%, (75.0±7.9)% and 
(50.0±5.3)% respectively, significantly lower than that of the control group (Group PBS), where the 
cumulative mortality of shrimp was 100%. The number of WSSV copies in each experimental group 
firstly increased, and then declined in the whole infection stage, but the number of WSSV copies of 
Bacillus groups was significantly higher than that of the control group every time (P<0.05 or P<0.01). 
The number of WSSV copies in the gill tissue of the mixed Bacillus group was extremely significantly 
lower than that of the control group, in the 8 d after virus infection. The relative expression of the Caspase 
gene was not significant in the 21 d of feeding with probiotic feed. After WSSV infection, the relative 
expression of Caspase in the intestinal tissue of each group firstly increased and then decreased, with time, 
reaching the maximum at the 18th h. The relative expression of Caspase in the intestinal tissue of the 
mixed Bacillus group was the highest, with the expression level at the 96th h still significantly higher than 
that of the control group. Feeding with Bacillus spp. and infection of WSSV, both could stimulate 
expression of the Trx gene, and the stimulation of feeding with Bacillus spp. was relatively gentle. After 
WSSV infection, relative expression of the Trx gene in the intestinal tissue of each Bacillus group grew 
quickly to its maximum at the 18th h, which was extremely significantly higher than that of the control 
group, and the activation on Trx gene expression from the mixed Bacillus group was the strongest. It can 
be surmised that the enhancement of the anti WSSV infection ability of shrimp may be related to the 
reduction of the speed of virus amplification in the target tissue, and the increase of the expression level of 
the anti-infection genes, such as Caspase and Trx, that were brought by feeding Bacillus spp. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Bacillus spp.; WSSV; Caspase; Trx; Real-time PCR 
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基于 TaqMan qPCR 检测凡纳滨对虾样品中 
虾肝肠胞虫并样检测方法的评价* 
宋增磊 1,2  董  宣 2  赵若恒 3  王秀华 2  武和英 1,2   

于党辉 1,2  谢国驷 2  黄  倢 1,2① 
(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  青岛  266071；3. 大连海洋大学水产与生命学院  大连  116023) 

摘要    对山东海阳和潍坊的 2 个养殖凡纳滨对虾群体取样，采用 TaqMan qPCR 逐尾检测肝胰腺

中的虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)载量，再将提取的 DNA 样品按 5 并 1(5∶1)、25
并 1(25∶1)、50 并 1(50∶1)、100 并 1(100∶1)和 150 并 1(150∶1)进行并样，检测并样的 EHP 载量。

设定不同临界循环数为假定灵敏度，定性判断各单尾检测阳性及并样组阳性，比较不同并样模式与

检测阳性率、诊断灵敏度、诊断特异性等之间的关系以及定量的准确性。结果表明，检测灵敏度过

低，会降低高并样率检测的准确性；阳性率在 30%以上时，高并样率的检测结果与单样品检测相符

性很好；高载量感染的阳性率不低于 6.7%时，50∶1 以内的并样能准确得出检测结果；低载量感染

的阳性率不低于 16%时，25∶1 以内的并样能得出较好结果；高载量感染的 1.3%阳性率和低载量

感染的 8%阳性率可能导致所有并样出现假阴性结果；各种并样模式均有很好的诊断特异性，50∶1
并样的诊断灵敏度与 OIE 标准推荐的 5∶1 并样的接近；各并样检测的 EHP 载量与单样品检测平均

值之比在 0.27~2.83 范围，二者存在极显著相关性，各种并样模式的定量检测结果在数量级水平能

大致反映样品的平均 EHP 载量。本研究为水生动物疫病诊断和流行病学调查的样品检测提供了参

考依据。 
关键词    凡纳滨对虾；虾肝肠胞虫(EHP)；qPCR；并样检测 
中图分类号 S945.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0122-11 

水产养殖是一种典型的大群体操作，其疾病诊断 和流行病学研究是基于少量样品的测试而完成的。样
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品的代表性是得出正确的疾病诊断结果和可靠的流

行病学研究结论的关键，但这一关键在生产中常常被

忽视。对一个群体进行随机采样时，达到 95%可信度

的采样率所需被全部检测到的样品数量与群体中疫

病的不同流行率及群体大小相关，以含有 10 万个以

上个体的大群体为例，在 2%的疾病流行率时的被检

测的样本数要求达到 150；10%流行率时要求达到  
30 个样本(Ossiander et al, 1973)，这样的采样率在实

际生产的诊断应用中如果都进行单尾检测会造成极

高的成本，使养殖业者难以承受，而并样检测则能够

降低成本，但也很容易造成假阴性的现象。因此，需

对并样检测方法进行评估，来保证诊断结果的可靠性

和可行性(Williams et al, 2001)。在 OIE 标准及美国标

准中，都有最多每 5 个个体进行并样的建议，但这样

的并样方法在水生动物疾病研究中并没有明确的研

究数据支持(OIE, 2017; FHS, 2014)。在陆生动物疾病

研究中，也只有少量研究报道 (Muñoz-Zanzi et al, 
2000; Arnold et al, 2009; Rovira, 2008)。因此，有必要

对水生动物疾病样品检测中的并样问题开展研究。 
自 2003 年以来，泰国养殖斑节对虾 (Penaeus 

monodon)出现生长缓慢综合征(MSGS)，造成了严重

的经济损失(Chayaburakul et al, 2004)。在 2009 年，

泰国研究者在生长缓慢的斑节对虾肝胰腺中检测到

虾 肝 肠 胞 虫 (Enterocytozoon hepatopenaei, EHP) 
(Tourtip et al, 2009)，EHP 感染并没有明显的临床病

变特征，对于该病原的诊断主要通过组织学观察、

PCR 法、地高辛标记核酸探针原位杂交法以及 LAMP
检测方法(Tangprasittipap et al, 2013; Suebsing et al, 
2013)。2013 年，中国水产科学研究院黄海水产研究

所养殖生物疾病控制与分子病理学研究室建立了

EHP 的 SYBR Green qPCR 方法，并首次在中国养殖

的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)中检出 EHP。进

一步对养殖对虾群体的单尾 EHP 载量和体长关系分

析表明，对虾肝胰腺样品总 DNA(HpDNA)中 EHP 载

量在 103 copies/(ng HpDNA)以上时，代表了较高的风

险水平(刘珍等, 2016)。Liu 等(2018)建立了 EHP 的

TaqMan 探针 qPCR 方法，灵敏度高于 SYBR Green 
qPCR 和套式 PCR 方法，并证实上述 EHP 载量与对

虾生长关系的存在，这些研究为 EHP 的检测和防控

提供了多项技术手段。 
EHP 的定量检测对于养殖风险的判定具有重要

意义，但针对大抽样量存在过高的检测工作量和成本

问题，为了提高 EHP 检测的适用性和有效性，有必

要考虑应用并样检测方案。本研究以 TaqMan qPCR
的 EHP 检测方法为基础，考察不同并样方案对 EHP

检测的影响，以期为水生动物病原检测技术的实际应

用和水生动物流行病学监测提供技术依据。 

1  材料与方法  

1.1  材料来源 

2017 年 6 月~7 月自山东海阳和潍坊 2 家养殖场

分批采集凡纳滨对虾，海阳样品编号为 60401~60450，
潍坊样品编号为 60301~60350 、 61401~61450 和

70701~70750。每尾活虾用 3 倍以上体积的 95%乙醇

进行保存。 

1.2  肝胰腺总 DNA 提取 

95%乙醇中保存的对虾肝胰腺组织经无菌海水

冲洗去除乙醇后，用一次性解剖刀片切取约 30 mg，
利用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒(天根生

化科技有限公司)提取处理好的样品肝胰腺总 DNA，

用核酸分析仪(NanoDrop 2000c, Thermo)测定样品的

DNA 浓度，并分析提取的 DNA 质量，然后根据 DNA
浓度的不同，对其进行适当地稀释后，将 DNA 样品

置于‒20℃冰箱保存。 

1.3  样品 EHP 载量的检测 

将 1.2 中保存的 DNA 样品用 Liu 等(2018)建立的

TaqMan 探针法实时荧光 qPCR 进行检测，根据本研

究并样检测时的阴性对照扩增曲线确定阴性循环阈

值(CtN)为 31，对各样品 EHP 载量进行计算。 

1.4  样品的并样检测方案 

1.4.1  海阳样品的并样检测    将山东海阳的 50 份

样品按照样品编号顺序，每 5 个为 1 组，对每个样品

取 10 µl DNA 至 1.5 ml 离心管中，充分混匀后，确定

其浓度仍在 200 ng/µl，得到 10 个 5∶1 (5P)并样方式

的样品，分别命名为 H5P01~H5P10，再对这 10 个样

品采取同样的方法进行并样，得到 2 个 25∶1 (25P)
并样方式的样品，分别命名为 H25P01 和 H25P02。
对这 12 个新并样的样品进行 EHP 检测，与组内对应

样品检测结果取平均值进行比较。 
1.4.2  潍坊样品的并样检测    将山东潍坊的 3 次

跟踪采样的样品分别按照山东海阳样品的并样方法

进行处理，每批样品得到 5∶1 (5P)并样后的 10 个样

品，分别命名为 W5P01~W5P30，再对 30 个样品采

取同样的方法进行并样，得到 6 个 25∶1 (25P)并样

方式的样品，分别命名为 W25P01~W25P06，接着对

这 6 个样品每 2 个进行并样，得到 3 个 50∶1 (50P)
并样样品，分别命名为 W50P01~W50P03，对 50P 的
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3 个样品两两并样，得到 3 个 100∶1 (100P)并样样品，

分别命名为 W100P01~W100P03，最后对 50P 的 3 个

样品进行并样，得到 1 个 150∶1 (150P)并样样品

W150P01。对并样后的各样品进行 EHP 载量检测，

与单个样品检测的结果进行比较。 

1.5  并样检测的定性分析 

为了考察在不同阳性强度的水平下并样对阳性

检出的影响，通过划定不同的假定临界循环值(Ca)，
分别用海阳和潍坊样品的 EHP 检测的循环阈值(Ct)
与 Ca 值比较，样品扩增曲线在 Ca 值之前升起，即 Ct

≤Ca，则判定为分析阳性，否则为分析阴性，求出不

同 Ca 值的各并样组阳性和阴性数目。根据并样组的

单个样品分析阳性判定并样组已知阳性，即并样组中

有 1 个及 1 个以上单一样品为阳性，则并样组为已知

阳性。以上述阴性和阳性数据为基础，计算不同假定

临界循环值下的已知阳性数/检测到的阳性数、不同

并样模式的已知阳性率和测试阳性率、不同已知阳性

率的各并样组的已知阳性数/检测到的阳性数、低阳

性率并样组的已知阳性数和检测阳性数、不同并样模

式的诊断灵敏度和诊断特异性(OIE, 2017)。 

1.6  并样检测的定量分析 

在 Microsoft Excel 2016 中，根据单一样品的 EHP
载量，按各并样组进行平均，计算并样组 EHP 的已

知载量。与各并样组实际检测的载量进行比较，包括

计算检测值与已知载量值的差值和变异系数，分析已 
知载量与实际检测之间的相关系数(R)，根据函数式 

P=TDIST(t, df, 2) (其中， 2| / (1 ) / |t R R df  ，df= 
n2，n 为样本数)计算双尾概率(P)，以 P<0.05 作 
为显著水平，P<0.01 作为极显著水平。 

2  结果 

2.1  样品 EHP 载量的检测结果 

对山东海阳 50 个样品和山东潍坊 3 次采样的 
150 个样品逐尾进行 EHP 的载量检测(表 1)。其中，

海阳群体样品有 18 个阳性，32 个阴性，阳性率为

36%；潍坊第 1、2 次采样群体中样品全部为阴性；

第 3 次采样群体中样品全部为阳性，阳性率为 100%。 

2.2  并样检测结果的定性分析 

2.2.1  不同假定灵敏度下并样检测的阳性率    分
别对海阳和潍坊样品进行不同模式的并样检测，比较

在不同 Ca 值下，并样组已知阳性数和检测阳性数  
(表 2)。结果显示，在低假定灵敏度下，带阳性的并

样实际检测容易出现阴性，5∶1 并样时，在多种灵

敏度下都存在检出的阳性数量下降的情况，而高灵敏

度下实际检测的阳性数量符合已知阳性数量，而 50∶1
以上并样的检测差异主要出现在极低灵敏度的情况。 
2.2.2  不同并样模式的阳性检出    比较 2 个采样

群体不同并样模式的分组在 16~31 个临界循环的假

定灵敏度下总的已知阳性率和并样检测阳性率 (表
3)，结果显示，较高并样率下的阳性率总是大于或等

于较低并样率下的阳性率。从潍坊群体的 50∶1~ 
150∶1 并样的已知阳性率变化可以看到，对单一样

品(并样率 1∶1)并样或从较低并样率的样本再并样

时，并样已知阳性率变化范围符合关系：较低并样率

的阳性率≤较高并样率的阳性率≤较低并样率的阳

性率×较高并样率/较低并样率。当并样前各组阳性率

相同时，并样后就有同样的阳性率，当并样前有各并

样模式中根据单样品检测结果推定的已知阳性率略

高于对并样进行实际检测所得出的阳性率。 
2.2.3  不同阳性率并样的阳性检出    按不同并样

组中个体的阳性率区间，统计所有 16~31 个临界循环

的假定灵敏度下各并样组按单样品推定的已知阴性

或阳性的数量，与并样组经实验检测所得的相应数量

进行比较(表 4)。结果显示，当阳性率在 0.1%~10.0%
时，25∶1~150∶1 的并样组均未测出阳性，阳性率

为 10.1%~20.0%时，上述并样组的实验测试所得的阳

性数量与已知阳性数量也有出入，20.0%阳性时，5∶1
并样组也只测出已知阳性的 1/2 数量的阳性；阳性率

在 40.0%的 5∶1 并样组的测试阳性与已知阳性也有

少量差异，但 30.1%~40.0%阳性率的 25∶1~150∶1
并样组所有样品均检出了与已知阳性数量相同的结

果；更高阳性率的各并样组的实验测试阳性数量与已

知阳性数量均没有差异。 
对并样组内阳性率(即并样组中的单样品的阳性

率)低而未能有效检出的情况进行具体分析(表 5)，结

果显示，在海阳样品中，最终并样组 (25∶1)中有    
2 尾以下对虾为阳性(阳性率 8.0%)时，其相关的 5∶1
和 25∶1 有已知阳性的并样组均未能检出阳性；最终

并样组有 3 尾对虾为阳性(阳性率 12.0%)时，其相关

的 5∶1 已知阳性的并样组有部分阳性检出，但 25∶1
并样组未能检出；最终并样组中有 4 尾对虾为阳性(阳
性率为 16.0%)时，相关的 5∶1 并样组有部分阳性检

出，但 25∶1 的并样组未能检出。在潍坊样品中，最

终并样组(150∶1)有 2 尾对虾为阳性(阳性率 1.3%)
时，其相关的所有 5∶1~150∶1 并样组均未能检出阳

性；有 6 尾对虾为阳性(阳性率 4.0%)时，已知阳性 5∶1
并样组部分能检出阳性，但 25∶1~150∶1 的并样组 
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表 1  凡纳滨对虾样品中肝胰腺的 EHP 拷贝数 
Tab.1  EHP copies in hepatopancreas of farmed L. vannamei 

样品编号 
Sample No. 

虾肝肠胞虫
EHP 

样品编号 
Sample No. 

虾肝肠胞虫 
EHP 

样品编号 
Sample No.

虾肝肠胞虫
EHP 

样品编号 
Sample No. 

虾肝肠胞虫 
EHP 

60301 0 60401 0 61401 0 70701 (4.74±1.30)×104

60302 0 60402 0 61402 0 70702 (9.68±0.29)×103

60303 0 60403 0 61403 0 70703 (6.39±0.59)×103

60304 0 60404 (1.79±0.25)×103 61404 0 70704 (5.49±0.47)×102

60305 0 60405 (1.45±0.17)×103 61405 0 70705 (9.99±1.76)×103

60306 0 60406 (4.92±0.10)×102 61406 0 70706 (5.15±0.68)×103

60307 0 60407 0 61407 0 70707 (2.17±0.02)×104

60308 0 60408 (9.63±0.49)×101 61408 0 70708 (2.02±0.33)×103

60309 0 60409 0 61409 0 70709 (9.72±0.11)×102

60310 0 60410 0 61410 0 70710 (9.72±0.11)×102

60311 0 60411 0 61411 0 70711 (1.04±0.17)×104

60312 0 60412 0 61412 0 70712 (1.62±0.02)×104

60313 0 60413 0 61413 0 70713 (2.05±0.03)×104

60314 0 60414 0 61414 0 70714 (5.11±0.60)×104

60315 0 60415 (2.36±0.17)×102 61415 0 70715 (1.70±0.17)×103

60316 0 60416 0 61416 0 70716 (6.64±0.90)×103

60317 0 60417 (2.36±0.66)×102 61417 0 70717 (3.98±0.11)×104

60318 0 60418 0 61418 0 70718 (3.46±0.56)×104

60319 0 60419 0 61419 0 70719 (3.53±0.08)×103

60320 0 60420 0 61420 0 70720 (1.98±0.50)×103

60321 0 60421 0 61421 0 70721 (1.58±0.02)×103

60322 0 60422 (1.83±0.15)×103 61422 0 70722 (5.27±0.07)×103

60323 0 60423 (2.02±0.16)×102 61423 0 70723 (3.78±0.27)×103

60324 0 60424 0 61424 0 70724 (1.27±0.03)×104

60325 0 60425 (1.22±0.11)×102 61425 0 70725 (7.42±1.51)×102

60326 0 60426 (1.20±0.16)×102 61426 0 70726 (7.82±1.68)×103

60327 0 60427 0 61427 0 70727 (1.18±0.06)×102

60328 0 60428 (1.06±0.08)×102 61428 0 70728 (1.06±0.19)×103

60329 0 60429 0 61429 0 70729 (3.07±0.17)×103

60330 0 60430 0 61430 0 70730 (2.32±0.45)×102

60331 0 60431 0 61431 0 70731 (2.44±0.22)×103

60332 0 60432 0 61432 0 70732 (9.52±0.76)×103

60333 0 60433 0 61433 0 70733 (1.63±0.77)×104

60334 0 60434 (2.48±0.23)×102 61434 0 70734 (9.24±1.08)×104

60335 0 60435 (3.88±0.45)×101 61435 0 70735 (1.91±0.06)×104

60336 0 60436 0 61436 0 70736 (3.76±0.17)×103

60337 0 60437 (7.47±1.03)×101 61437 0 70737 (3.88±0.01)×103

60338 0 60438 0 61438 0 70738 (1.77±0.14)×102

60339 0 60439 (2.31±0.10)×102 61439 0 70739 (6.52±0.70)×102

60340 0 60440 0 61440 0 70740 (3.10±0.24)×104

60341 0 60441 0 61441 0 70741 (6.26±0.14)×103

60342 0 60442 0 61442 0 70742 (5.77±0.09)×102

60343 0 60443 (7.81±0.81)×102 61443 0 70743 (8.71±0.38)×102

60344 0 60444 0 61444 0 70744 (1.01±0.09)×104

60345 0 60445 0 61445 0 70745 (2.84±0.66)×103

60346 0 60446 0 61446 0 70746 (1.03±0.07)×103

60347 0 60447 (1.34±0.07)×102 61447 0 70747 (1.24±0.79)×105

60348 0 60448 (5.45±1.21)×102 61448 0 70748 (5.41±0.29)×104

60349 0 60449 0 61449 0 70749 (1.63±0.08)×103

60350 0 60450 0 61450 0 70750 (4.74±0.10)×103

注：EHP 为每 ng 肝胰腺总 DNA 的 EHP SSU rRNA 基因的拷贝数(copies/ng HpDNA)。0 代表大于 31 个 qPCR 扩增循

环的阴性检测结果 
Note: EHP means copies of SSU rRNA gene of EHP per ng total hepatopancreatic DNA (copies/ng HpDNA). 0 means 

negative result above 31 cycles during qPCR amplification 
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表 2  不同假定灵敏度下并样组阳性情况 
Tab.2  The positive number of sample detection at  

different assumed sensitivities 

不同并样的已知阳性数/检测阳性数 
Ratio of known positive numbers to detected 

positive numbers by different pooling 

假定临界 
循环值 

Assumed 
threshold 

cycles 
5∶1 

(n=40) 
25∶1 
(n=8) 

50∶1 
(n=3) 

100∶1 
(n=3) 

150∶1 
(n=1)

16 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 
17 2/0 1/0 1/0 2/0 1/0 
18 5/2 2/0 1/0 2/0 1/0 
19 6/4 2/1 1/1 2/0 1/0 
20 9/5 2/2 1/1 2/0 1/0 
21 10/8 2/2 1/1 2/2 1/1 
22 10/9 2/2 1/1 2/2 1/1 
23 12/9 3/2 1/1 2/2 1/1 
24 12/11 3/2 1/1 2/2 1/1 
25 14/11 4/3 1/1 2/2 1/1 
26 17/11 4/3 1/1 2/2 1/1 
27 19/13 4/3 1/1 2/2 1/1 
28 20/17 4/4 1/1 2/2 1/1 
29 20/19 4/4 1/1 2/2 1/1 
30 20/20 4/4 1/1 2/2 1/1 
31 20/20 4/5 1/1 2/2 1/1 

合计 Sum 196/159 45/37 15/13 30/22 15/11

注：已知阳性是根据单样品检测结果推定的并样组结

果，并样组中有一个单样品在假定临界循环值(Ca)下判定

为阳性，则该并样组为已知阳性；Ca 指假定的判定阳性和

阴性的临界循环数，样品检测到扩增的循环数大于 Ca 值，

判定该样品为阴性 
Note: Known positive was resulted from the detected 

individuals in the pooled sample group. If an individual in the 
pooled samples was positive under the assumed threshold 
cycles (Ca), the pooled sample group was decided as a known 
positive. Ca is the critical cycles to determine positive and 
negative. If non amplification was detected above Ca, the 
sample was determined as negative 

 
均未能检出阳性；有 10 和 17 尾对虾为阳性(阳性率

分别为 6.7%和 11.3%)时，已知阳性的 5∶1、25∶1
和 50∶1 并样组能有阳性检出，但 100∶1 和 150∶1
的并样均为能检出。 
2.2.4  并样检测的诊断灵敏度和诊断特异性    统
计所有 16~31 个临界循环的假定灵敏度下不同并样

模式的已知阳性和已知阴性对应于检测阳性和检测

阴性的数量，其中，已知阳性并样检出为阳性则为真

阳性，已知阴性检出为阳性则为假阳性，已知阴性检

出为阴性则为真阴性，已知阳性检出为阴性则为假阴

性，计算得出各并样模式下的诊断灵敏度和诊断特异

性(表 6)，结果显示，5∶1~50∶1 的诊断灵敏度均不低

于 80%，且 5∶1 和 50∶1 的诊断灵敏度接近，100∶1 
~150∶1 的诊断灵敏度有所下降。5∶1~25∶1 的诊断

特异性为 99.5%~98.8%，50∶1~150∶1 的诊断特异

性均达 100%。 

2.3  并样检测的定量分析 

2.3.1  并样检测值与平均值的比较    对海阳和潍

坊群体单样品 EHP 载量平均值和并样检测的 EHP 载

量进行比较(表 7)。结果显示，海阳样品的 10 个 5∶1
并样检测值有 4 个高于单样品平均值，6 个低于单样

品平均值，其中，3 个并样的差值在平均值的 50%以

上；2 个 25∶1 并样的检测值分别不高于和低于平均

值的 50%。潍坊样品的 5∶1 并样中，20 个阴性并样

中 1 个检出了弱阳性，其余阴性并样在 31 个循环内

仍为阴性；9 个阳性并样的检测值均高于平均值，其

差异幅度为平均值的 10%~183%。潍坊样品 25∶1 并

样中，4 个阴性并样有 1 个在 31 个循环内检出了弱

阳性；2 个阳性并样的检测值均低于平均值，差异幅

度在平均值的 5%~50%范围。50∶1~150∶1 的并样

中，除了阴性并样的检测值依然为阴性，其余阳性并

样的检测值均低于平均值，差异幅度在 14%~61%范

围。总体来说，在 31 个循环的检测灵敏度区间，海

阳和潍坊的 5∶1~150∶1 并样的定量检测结果与单

个样品的平均值的比值在(0.27±0.28)~(2.83±0.08)范
围内，平均为(1.26±0.78)，说明各种并样模式所得的

定量检测结果在数量级水平能大致反映样品的平均

EHP 载量。 
2.3.2  并样的 EHP 载量的定量检测值与并样组已知

量的相关性    分析并样的 EHP 载量的定量检测值

的对数(LgD)与并样组根据单一样品计算得到的已知

量的对数(LgK)的关系(图 1)，结果显示，二者呈线性

关系(R=0.9741)，相关性极显著(P=2.64×1019)，LgD= 
(1.055±0.028)LgK(0.153±0.095)。 

3  讨论 

2017 年国家虾蟹产业技术体系开展的被动监测

结果显示，虾肝肠胞虫(EHP)已在中国虾类主要养殖

区广泛分布，在山东、河北、江苏、上海、浙江、福

建、广东、海南和新疆均有不同程度地检出。EHP
感染引起的肝胰腺微孢子虫病(HPM)是近年来养殖

对虾经常发生生长缓慢的主要原因，对虾肝胰腺中

EHP 的载量在 103 copies/ng HpDNA 以上时，代表了

较高的风险(刘珍等, 2016)，而且体长相同时，EHP
阳性群体的平均体重比阴性群体低 30%，个体大小和

体重差异显著增加(刘雅梅等, 2017)。由于 EHP 感染 
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表 3  不同并样模式的阳性率 
Tab.3  The positive rates under different pooling modes 

并样已知阳性率 Known positive rate 并样测试阳性率 Detected positive rate 
并样方式 

Pooling mode 海洋样品 
Haiyang samples 

潍坊样品 
Weifang samples 

海洋样品 
Haiyang samples 

潍坊样品 
Weifang samples 

1∶1 12.9% (103/800) 21.5% (517/2400)   
5∶1 40.0% (64/160) 27.5% (132/480) 30.0% (48/160) 23.1% (111/480) 

25∶1 50.0% (16/32) 30.2% (29/96) 34.4% (11/32) 27.1% (26/96) 
50∶1 56.3% (9/16) 31.3% (15/48) ND 27.1% (13/48) 

100∶1  62.5% (30/48)  45.8% (22/48) 
150∶1  93.8% (15/16)  68.8% (11/16) 

注：并样已知阳性率为并样已知阳性组数/并样总样品组数，样品的分组按并样组合进行，组内有 1 个以上样品检出

阳性，则该组为并样已知阳性；并样测试阳性率为实验测试的阳性并样数/总并样数。ND：未测试；：不存在或无法计

算，下同 
Note: Known positive rate is the ratio of known number of positive groups of pooled samples to the number of all sample 

groups of pooled samples. Pooled samples was grouped according to the combination of samples to be pooled. Known positive 
groups are the number of groups with at least one positive sample in the group. Detected positive rate of pooled samples is 
detected number of pooled positives to the number of pooled samples. ND: Not detected; : Not exsit or unable to calculate, the 
same as below 

 
表 4  不同阳性率的并样的已知/检测的阴性和阳性数比较 

Tab.4  Comparison of known and detected negative or positive numbers of pooled samples with  
different positive rate of single sample in pooled group 

不同并样的已知数/检测数 Ratio of known number to detected number by different pooling并样组内阳性率 
Inner positive rate of pooling group 5∶1 25∶1 50∶1 100∶1 150∶1 

Negative (0%) 444/469 83/92 33/35 18/26 1/5 
0.1%~10.0%  3/0 1/0 6/0 3/0 

10.1%~20.0% 45/23 8/2 2/1 2/0 2/1 
20.1%~30.0%  1/1 0/0 2/2 3/3 
30.1%~40.0% 45/42 12/12 1/1 4/4 7/7 
40.1%~50.0%  0/0 1/1 16/16 0/0 
50.1%~60.0% 14/14 2/2 0/0 0/0 0/0 
60.1%~70.0%  2/2 1/1 0/0 0/0 
70.1%~80.0% 17/17 1/1 1/1 0/0 0/0 
80.1%~90.0%  2/2 1/1 0/0 0/0 
90.1%~100.0% 75/75 14/14 7/7 0/0 0/0 

注：并样组内阳性率为并样组中的单样品的阳性率，0%阳性率的数据为并样组已知/检测的阴性组数，0.1%~100.0%
的数据均为并样组已知/检测的阳性组数 

Note: The inner positive rate of pooling group means the positive rate of individuals in a pooling group. The numbers in the 
row of 0.0% are known numbers/detected numbers of negative groups of the pooling groups. The numbers in rows of 
0.1%~100.0% are known numbers/detected numbers of positive groups of the pooling groups 

 
还没有有效的防治药物，苗种产地检疫工作中进行该

病原的定性或定量检测，对于该病的预防具有重要意

义。本研究对采集的 2 个群体的样品进行逐尾检测，

海阳群体采样的阳性率为 36%；而潍坊群体前 2 次采

样共计 100 尾稚虾，经 31 个循环的扩增均未检出阳

性，表明早期采样可能遇到阳性率很低的情况，需要

进行大样本量的采样和检测。PCR 检测的成本可达

40~200 元/反应，在认证实验室开展检测的成本可能

更高，养殖场对大样本量的逐尾检测从成本来说显然

是无法承受的，因此，并样检测通常是产业唯一能接

受的检测方式。 
在大量样本中检出很少的阳性对于检测方案是

个挑战。在阳性率低的情况下，并样检测随着混合样

本数的增加，样本中阳性靶标会被稀释，这就需要检

测方法具有很高的灵敏性和特异性(顾卫东 , 1998; 
Arnold et al, 2009)。中国水产科学研究院黄海水产研 
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表 5  低阳性率的并样检测分析 
Tab. 5  Detection of pooled samples with low positive rate 

5∶1 25∶1 50∶1 100∶1 150∶1 阳性数/总数 
Positives/Total 

阳性率 
Positive rate K/T D/T K/T D/T K/T D/T K/T D/T K/T D/T 

1/25 4.0% 1/5 0/5 1/1 0/1       
2/25 8.0% 2/5 0/5 1/1 0/1       
3/25 12.0% 4/10 2/10 2/2 0/2       
4/25 16.0% 4/5 1/5 1/1 0/1       

2/150 1.3% 2/30 0/30 1/6 0/6 1/3 0/3 2/3 0/3 1/1 0/1 
6/150 4.0% 5/30 3/30 2/6 0/6 1/3 0/3 2/3 0/3 1/1 0/1 

10/150 6.7% 6/30 5/30 2/6 1/6 1/3 1/3 2/3 0/3 1/1 0/1 
17/150 11.3% 9/30 6/30 2/6 2/6 1/3 1/3 2/3 0/3 1/1 0/1 

注：阳性数/总数为最终并样组的阳性个体数量和总个体数量之比，前 4 行为海阳样品，后 4 行为潍坊样品；K/T：

已知阳性并样数/总并样数；D/T：检测到的阳性并样数/总并样数 
Note: Positives/Total is the ratio of the number of positive individuals to the number of total individuals in the final pooling 

group. The above 4 rows are data of Haiyang samples, and the below 4 rows are data of Weifang samples. K/T: Ratio of known 
positive pooled sample / total pooled sample. D/T: Ratio of detected positive pooled sample / total pooled sample 

 
表 6  不同并样模式的诊断灵敏度和诊断特异性 

Tab.6  Diagnostic sensitivity and diagnostic specificity of different pooling modes 

并样模式 Pooling mode 真阳性 TP 真阴性 TN 假阳性 FP 假阴性 FN 诊断灵敏度 DSe(%) 诊断特异性 DSp(%)
5∶1 171 442 2 25 87.2 99.5 

25∶1 36 82 1 9 80.0 98.8 
50∶1 13 33 0 2 86.7 100.0 

100∶1 22 18 0 8 73.3 100.0 
150∶1 11 1 0 4 73.3 100.0 

注：诊断灵敏度=真阳性/(真阳性+假阴性)；诊断特异性=真阴性/(真阴性+假阳性) 
Note: DSe =TP/(TP+FN); DSp=TN/(TN+FP); TP: True positive; TN: True negative; FP: False positive; FN: False negative; 

DSe: Diagnostic sensitivity; DSp: Diagnostic specificity 
 

表 7  海阳样品 2 种检测结果的比较 
Tab.7  The comparison of two kinds of test results of samples from Haiyang 

编号 
Code 

样品平均值 
Mean of pooled  

samples (copies/ng) 

并样检测值 
Detected value of pooled 

samples (copies/ng) 

差值 
Difference  
(copies/ng) 

变异系数 
Variable  

coefficient (%) 
H5P01 (6.48±0.80)×102 (1.22±0.99)×103 (5.71±10.7)×102 88.3±179.1 
H5P02 (1.18±0.03)×102 (9.70±1.70)×101 (2.07±2.0)×101 (17.8±31.2) 
H5P03 (4.73±0.34)×101 (6.06±0.77)×101 (1.33±1.11)×101 28.1±49.0 
H5P04 (4.72±1.32)×101 (7.17±0.41)×101 (2.43±1.73)×101 51.9±90.5 
H5P05 (4.31±0.34)×102 (6.11±0.89)×102 (1.80±1.23)×102 41.8±47.4 
H5P06 (4.51±0.46)×101 (4.14±0.54)×101 (3.76±10.0)×100 (8.2±146.5) 
H5P07 (5.73±0.54)×101 (5.25±0.35)×101 (4.87±8.90)×100 (8.4±128) 
H5P08 (6.10±0.41)×101 (4.46±0.91)×101 (1.64±1.32)×101 (26.9±46.6) 
H5P09 (1.56±0.16)×102 (9.96±0.78)×101 (5.65±2.38)×101 (36.2±43.6) 
H5P10 (1.36±0.25)×102 (6.77±1.50)×101 (6.80±4.00)×101 (50.2±66.0) 

H25P01 (2.58±0.27)×102 (3.42±0.23)×102 (8.35±5.00)×101 32.6±51.5 
H25P02 (9.11±1.08)×101 (5.32±0.80)×101 (3.79±1.88)×101 (41.6±49.1) 

W5P01~W5P16 0 0 0  
W5P17 0 (2.35±1.21)×101 (2.35±1.21)×101  
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续表 7 

编号 
Code 

样品平均值 
Mean of pooled  

samples (copies/ng) 

并样检测值 
Detected value of pooled 

samples (copies/ng) 

差值 
Difference  
(copies/ng) 

变异系数 
Variable  

coefficient 
W5P18~W5P20 0 0 0  

W5P21 (1.48±0.31)×104 (2.81±0.37)×104 (1.33±0.68)×104 89.9±69.3 
W5P22 (6.17±0.24)×103 (6.76±1.57)×103 (5.95±18.10)×102 9.6±70.0 
W5P23 (2.00±0.17)×104 (4.58±0.36)×104 (2.58±0.53)×104 129.0±33.0 
W5P24 (1.73±0.16)×104 (3.01±0.59)×104 (1.28±0.75)×104 74.0±55.9 
W5P25 (4.81±0.16)×103 (6.54±1.05)×103 (1.73±1.21)×103 36.0±34.4 
W5P26 (2.67±0.43)×103 (6.31±0.84)×103 (3.64±1.27)×103 136.3±59.4 
W5P27 (2.80±0.26)×104 (7.71±1.27)×104 (4.91±1.53)×104 175.4±59.9 
W5P28 (7.90±0.53)×103 (2.12±0.21)×103 (5.78±0.74)×103 (73.2±18.5) 
W5P29 (4.14±0.36)×103 (1.17±0.02)×104 (7.56±0.56)×103 182.6±18.3 
W5P30 (3.71±0.22)×104 (7.08±0.27)×104 (3.37±0.49)×104 90.8±19.7 

W25P01~W25P02 0 0 0  
W25P03 0 (1.54±0.85)×101 (1.54±0.85)×101  
W25P04 0 0 0  
W25P05 (1.26±0.14)×104 (6.30±0.41)×103 (6.31±1.81)×103 (50.0±36.6) 
W25P06 (1.60±0.12)×104 (1.52±0.03)×104 (7.53±15.0)×102 (5.0±159.4) 

W50P01~W50P02 0 0 0  
W50P03 (1.43±0.13)×104 (1.16±0.40)×104 (2.68±5.30)×103 (18.9±85.2) 

W100P01 0 0 0  
W100P02 (7.14±0.65)×103 (6.13±2.05)×103 (1.01±2.70)×103 (14.1±102.2) 
W100P03 (7.14±0.65)×103 (2.81±0.32)×103 (4.33±0.97)×103 (60.6±28.6) 
W150P01 (4.76±0.43)×103 (3.49±0.86)×103 (1.27±1.29)×103 (26.7±61.0) 

 

 
 

图 1  并样的 EHP 载量的定量检测值与 
并样组已知量的相关性 

Fig.1  The correlation between of the detected amounts and 
the known amounts of EHP in pooling groups 

LgK：根据单样品检测求出的并样组 EHP 量的对数； 
LgD：检测到的并样组 EHP 量的对数 

LgK: The logarithmic of EHP amount of the pooled samples 
calculated from the data of single samples;  
LgD: The logarithmic of EHP amount of  

the pooled samples directly detected 
 
究所海水养殖病害防控与分子病理学实验室建立的

EHP的 TaqMan探针 qPCR方法，比套式 PCR和 SYBR 

Green qPCR 方法有更高的灵敏性和特异性(Liu et al, 
2018)。在此基础上，本研究用海阳和潍坊养殖场采

集的凡纳滨对虾样品分别进行 5∶1、25∶1、50∶1、
100∶1 和 150∶1 并样检测。由于并样率越高，样本

越低，为了避免使用大量单个个体在高比例并样时数

据量过低使结果难以统计比较，本研究采用了设定不

同临界循环数的假定灵敏度的方式对 qPCR 定量结果

进行定性分析的方法，从而使每个样品的 1 次 qPCR
的定量结果能产生 16 个可定性分析的数据，模拟了

样品中存在高于和低于临界目标核酸量时所产生的

多种组合状态。 
对并样阳性率的分析表明，并样率越高，并样检

测所得到的阳性率也越高。推算单样本感染率均值(r)
可以通过并 样数 (n) 和并样阳性率 (rp) ，经公 式

r=1–(1–rp)1/n 估 测 ， 方 差 (ν) 通 过 公 式

ν=[rp(1–rp)(2/n–1)]/(n2T)计算，其中，T 为样品总数(Kline 
et al, 1989; 顾卫东, 1998)，上述关系对于较高阳性率

或较高并样率的情况误差很大，用本研究中海阳和潍

坊的 5∶1 并样的已知阳性率推算的单样本感染率与

实际数据的差异系数达 25%~71%。从本研究的数据
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来看，并样的阳性率符合“较低并样率的阳性率≤较

高并样率的阳性率≤较低并样率的阳性率×较高并样

率/较低并样率”的关系。 
对 EHP 的并样检测来说，更重要的结果是得出

采样群体内是否有阳性存在。群体中流行率越高，所

需的采样率越低(Ossiander et al, 1973)。本研究的定

性分析揭示，样品个体阳性率>20%时，5∶1~150∶1
的各并样组检测到的阳性率与已知情况完全一致；但

在样品中个体阳性率<20%时，并样检测结果会出现

差异。在潍坊样品中，阳性率≤10/150 时，100∶1~ 
150∶1 并样均无法有效检出阳性，但 50∶1 以下的

并样有较稳定的检出；阳性率≤6/150 时，25∶1 以

上的并样均无法检出阳性；阳性率≤2/150 时，所有

并样均无法检出阳性。在海阳的样品中，阳性率≤

4/25 时，25∶1 的并样无法有效检出阳性，阳性率≤

2/25 时，5∶1 以上的并样均无法检出阳性。考虑到不

同流行率所需的采样率(Ossiander et al, 1973)，由上述

情况推测，如果 1 个群体只进行 1 个检测反应，则最

灵敏的情况只能检出群体中 7%以上的阳性率，应采

集 50 尾样品合并为 1 个并样检测；而如果该群体的

平均 EHP 载量在 102 copies/ng HpDNA 的水平，则可

能只能检出 16%以上的阳性，应采集 25 尾对虾合并

为 1 个并样检测。Muñoz-Zanzi 等(2000)通过成本分

析表明，对牛群的并样检测的最低成本与并样率和疫

病流行率有关，流行率在 0.5%~3.0%范围内，最低成

本的并样率在 15∶1~6∶1 范围。 
前人多数采用数理统计计算对并样开展研究。在

并样检测灵敏度和特异性方面，滕海英等(2011)研究

了给定灵敏度和特异性下并样方法对提高总阳性率

的估计精度的作用。Muñoz-Zanzi 等(2006)对影响并

样检测的灵敏度和特异性的流行率、并样率、感染动

物的病原浓度和检测方法的检测限等参数进行了推

演。本研究则结合实际检测数据，统计假定灵敏度下

所得出的已知阳性、已知阴性、检测阳性和检测阴性

的数量，根据 OIE 诊断方法验证标准(OIE, 2017)计算

得出各并样模式下的诊断灵敏度和诊断特异性。结果

表明，无论哪种并样模式均有很好的诊断特异性；而

诊断灵敏度在 5∶1~50∶1 并样率下均不低于 80%，

5∶1 和 50∶1 的诊断灵敏度十分接近，但 100∶1~ 
150∶1 的诊断灵敏度有明显下降。从这一分析来看，

OIE 标准和美国标准规定并样不超过 5 个个体的要求

(OIE, 2017; FHS, 2014)，在多数情况下可以考虑扩展

到 50 个个体。 
EHP 感染的风险与其载量有较强的关系(刘珍等, 

2016)，定量分析对于 EHP 检测具有重要意义。本研

究观察到并样检测的定量结果与单一个体检测的平

均值具有极显著相关性(P=2.64×1019)，测定值与个

体平均值的比在 0.27~2.29 范围，处于同一数量级，

可以为群体量的测定提供参考。 
综上所述，通过基于 TaqMan qPCR 的 EHP 检测

的并样分析，在定性上国际标准中推荐的 5∶1 并样

检测方式可以扩展到 50∶1 的检测方式，可为群体中

存在 7%以上的感染率提供兼顾准确性和低成本的检

测方案，其诊断特异性和诊断灵敏度与 5∶1 并样检

测接近，可以缩短检测时间，节省检测费用。更低感

染率的检测应通过增加检测反应数量实现，简单提高

并样率反而会降低有效检测的能力；并样检测的定量

结果能用于群体感染载量水平的粗略评估。并样检测

评估为水生动物疫病诊断和流行病学调查提供了参

考依据。 
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Evaluation on the Detection of Enterocytozoon hepatopenaei in  
Pooled DNA Samples of Litopenaeus vannamei Based on TaqMan qPCR 

SONG Zenglei1,2, DONG Xuan2, ZHAO Ruoheng3, WANG Xiuhua2, 
WU Heying1,2, YU Danghui1,2, XIE Guosi2, HUANG Jie1,2①

 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306. 2. 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; 3. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian  116023) 

Abstract    Two populations of Litopenaeus vannamei from Haiyang and Weifang in Shandong 
Province were sampled. TaqMan qPCR was used to measure Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) in the 
shrimp hepatopancreas one by one, and then the extracted DNA samples were pooled by 5-pool (5∶1), 
25-pool (25∶1), 50-pool (50∶1), 100-pool (100∶1), and 150-pool (150∶1) to test the EHP in the 
pooled samples. The amplification used a special threshold cycle value (Ct) of samples lower/higher than 
an assumed critical cycle value (Ca), differentiated as an analyzed positive/negative ratio in the single 
sample test and pooled sample test. The relationship between different pooling modes and the analyzed 
positive rate, diagnostic sensitivity, diagnostic specificity, and quantitative accuracy were compared. The 
results showed that the detection for high pooling rate samples could be reduced in very low analytic 
sensitivity. When the positive rate of individuals in the pooled samples was above 30%, the detection 
results of the high pooling rate were consistent with that of the single sample detection. If the positive rate 
of individuals with heavy infections in the pooled sample were not less than 6.7%, satisfying results could 
be obtained in the sample with a pooling rate below 50∶1; while the positive rate of individuals with 
light infections in the pooled sample were not less than 16%, the satisfying result could be obtained in the 
sample with a pooling rate below 25∶1. The pooled samples with a positive rate below 1.3% of 
individuals with heavy infection, or a positive rate below 8% of individuals with light infection, might 
lead to false negative results in all pooling rates. All of the pooling modes have good diagnostic specificity. 
The sample with a 50∶1 pooling rate had a similar diagnostic sensitivity to the sample with a 5∶1 
pooling rate, which is the highest pooling rate recommended by the OIE standard. It had a very significant 
correlation between the mean of the detected EHP load of pooled sample, and the mean of the known EHP 
load calculated according to the single sample, with a ratio of 0.27~2.83. The quantitative test results of 
the pooled samples could roughly reflect the average EHP load of the single sample at the order of 
magnitude. This study provides a reference for sample detection in aquatic animal disease diagnosis, and 
epidemiological investigations. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Enterocytozoon hepatopenaei (EHP); qPCR; Pooled sample 
detection  
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用于水生病原菌的 3 种高通量 
活菌计数方法的比较*  

邹培卓 1,2  杨  倩 2  董  宣 2  谢国驷 2  黄  倢 1,2① 
(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  青岛  266071) 

摘要    以一株副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)作为研究对象，比较了 MTT [3-(4,5-二甲基噻

唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐]比色法、ATP 生物发光法和高通量生长曲线法在活细菌高通量计数上

的应用效果。用 96 孔培养板进行不同浓度细菌活菌计数，确定了上述 3 种方法在副溶血弧菌活菌

计数的标准曲线和线性范围。结果显示，副溶血弧菌的 MTT 比色法以 DMSO 溶解的 MTT 产物甲

瓒在 555 nm 的吸光度(OD555 nm)为计数依据，活菌数的对数(LgC)与 LgOD555 nm 线性关系的标准曲线

为 LgC=(1.0439±0.0200)LgOD555 nm+(8.0565±0.0125)，相关系数 R²=0.9965，线性检测范围为

7.8×106~2.5×108 CFU/ml；ATP 生物发光法以 ATP 产生的相对发光度值(RLU)为计数依据，LgC 与

LgRUL 线性关系的标准曲线为 LgC=(0.9590±0.0065)LgRLU+(0.9949±0.0366)，相关系数 R²=0.9994，
线性检测范围为 1.0×104~3.0×108 CFU/ml；高通量生长曲线法以生长曲线达到拐点的时间(Ts)为计数

依据，LgC 与 Ts 线性关系的标准曲线为 LgC=(0.8727±0.0230)Ts+(9.0128±0.1572)，相关系数

R²=0.9924，线性检测范围为 1.0×100~1.0×107 CFU/ml。用 3 种方法对实际菌液测量并与平板计数法

比较表明，ATP 生物发光法与高通量生长曲线法有很好的准确性，MTT 比色法准确度稍差，而高

通量生长曲线法有最宽的线性范围，也最适合高通量测定。 
关键词    活菌计数；MTT 比色法；ATP 生物发光法；高通量生长曲线法 
中图分类号 S947.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0133-08 

细菌计数方法是微生物学研究的基础技术，主要

分为直接计数法和间接培养计数法。直接计数法主要

有显微镜观察法(包括光学显微镜技术、荧光显微镜

技术等)和比浊计数法等；间接培养计数法主要有平

板菌落计数法(包括传统平板计数法、微菌落技术等)

和最大或然数计数法(Most probable number，MPN
法，也称为稀释培养法)等(王婷婷等, 2008)。传统的

直接计数法不能区分细菌的死活，且灵敏度低、线性

范围狭窄，间接培养计数法虽然能确定活菌数量，但

工作量大，难以对大批量样品进行同时操作。例如，

abc
图章
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食品安全国家标准中的菌群计数法采用 MPN 法和平

板计数法(GB 4789.3-2010)，这 2 种方法都需要培养

24~48 h，且工作量大、检测线性范围窄，难以进行

快速、大批量的检测工作，MPN 法的精确性还存在

疑问；为了简化检测程序、缩短检测时间，国内外学

者进行了大量的快速检测方法的研究，提出了电阻抗

检测法、Sim PlateTM 全平皿计数法、微菌落技术、最

大或然数聚合酶链式反应计数法(MPN-PCR 法)、流

式细胞仪测定法等检测方法，取得了一定的成果，但

也存在不同的缺陷和不足。例如，流式细胞仪测定法

虽然灵敏度、简便性都有了较大的提升，但由于其成

本昂贵，且不能区分细菌的死活，在实际应用中受到

了很大的制约。 
MTT 是 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑

溴盐，能穿过细胞膜被活细胞线粒体中的琥铂酸脱氢

酶还原，形成蓝紫色不溶于水的甲瓒 (Formazan) 
(Mosmann, 1983)，死细胞酶活性丧失而没有颜色反

应。用有机溶剂溶解甲瓒后(边兴艳, 1998)，测定溶

液的吸光度 (OD 值 )而确定活细胞数 (Gerlier et al, 
1986)。该法快速、经济、操作相对简便、重复性较

好，近年来被广泛应用到大肠杆菌(Escherichia coli) 
( 王 栩 等 , 2002) 、 保 加 利 亚 乳 杆 菌 (Lactobacillus 
bulgaricus)、嗜热链球菌 (Streptococcus thermophilus) 
(黄立坤等 , 2008)、伴放线菌嗜血菌 (Haemophilus 
actinomycetemcomitans) (王忠朝等 , 2010)和酵母菌 
(龚加路等, 2016)等的活菌计数中。 

三磷酸腺苷 (ATP)是所有生命活动的能量载体

(Velten et al, 2007)，活细菌中 ATP 含量会维持在一定

范围，细菌死亡后 ATP 会在短时间内被细胞内酶所

分解(Holm-Hansen et al, 1966)，样品中 ATP 含量即可

间接反映活细菌数量。ATP 生物发光法(Miller et al, 
1992; Selan et al, 1992; Nyrén, 1994; McElroy et al, 
1949)是荧光素酶在 Mg2+条件下催化荧光素与 ATP 反

应形成荧光素-AMP 的复合物，与 O2 结合时发光，发

光强度与 ATP 浓度呈线性关系，从而检测活菌的数量

(Moyer et al, 1983; Grönroos et al, 1983)。ATP 生物发

光法操作简便，能快速得到结果，与传统的平板计数

法相比，不仅能区分细菌的死活，而且还能检测出不

可培养的微生物(Hammes et al, 2010)。 
借鉴实时定量 PCR 的扩增曲线原理，利用微生

物类似于 PCR 扩增的指数生长曲线(Brewster, 2003)，
建立了高通量生长曲线法，该法与传统的 MPN 法完

全不同，是根据细菌生长达到特定浊度的时间进行活

菌的计数，在微孔板的微量培养体积上，设置多个平

行，以高通量的方式对微生物的生长进行实时监测，

达到类似实时定量 PCR 那样在极宽的线性范围进行

微生物的准确计数的效果。在上述背景下，本研究对

MTT 比色法、ATP 生物发光法和高通量生长曲线法

进行了比较。 

1  材料与方法 

1.1  细菌 

实验用副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)的编

号为 20130629002S01(以下简称 2S01)，取自中国水

产科学研究院黄海水产研究所养殖生物疾病控制与

分子病理学研究室(王娜等, 2016; Dong et al, 2017)。
将冻存的 2S01 菌株在胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)
平板上划线，28℃培养 12 h，挑取单个菌落接种于胰

蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)中，于 28℃以 110 r/min
过夜振荡培养，3000 r/min 离心 10 min，并用磷酸缓

冲溶液(PBS)清洗沉淀、重悬，调整其 OD600 nm=0.5，
经平板计数方法检测其浓度约为 1.12×108 CFU/ml。
取 2 ml 接种于 200 ml TSB 培养基中，在 28℃以

110 r/min 恒温震荡培养 4~6 h，待细菌刚达到指数生

长期时，用冷冻离心机 4℃离心 3 次，并用 PBS 溶液

清洗沉淀、重悬，调整其 OD600 nm=0.5，备用。 

1.2  MTT 比色法 

1.2.1  检测波长确定    将 100 μl 重悬菌液加入 96
孔细胞培养板(Corning, 美国)，然后每孔加入 20 μl 
5 mg/ml 的 MTT 溶液(溶于 PBS 溶液并经 0.22 µm 滤

膜过滤除菌)(Solarbio)，用微孔板振荡仪混匀，放入

37℃恒温培养箱孵育 2 h，取出后于 4000 r/min 离心

10 min，吸出上清液，每孔加入 150 μl DMSO (Solarbio, 
中国)，振荡混匀 10 min，设定 Varioskan Flash 全波

长 扫 描 式 多 功 能 读 数 仪 (Thermo, 美 国 ) 波 长 在

400~700 nm 范围内进行波长扫描，只加 DMSO 作为

空白对照组，每组 3 个平行。 
1.2.2  MTT 溶液的使用剂量    在相同量的菌液中

分别加入终浓度为 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、
0.35、0.40、0.45、0.50 mg/ml 的 MTT 溶液，充分反

应后离心，弃上清液，每组 3 个平行，按 MTT 比色

法的步骤测量各组 OD 值。 
1.2.3  干扰物质的影响    以 DMSO为参比，以 PBS
溶液和 121℃灭菌 20 min 的死亡菌体为样品，用 MTT
法测量，每组 3 个平行。 
1.2.4  MTT溶液与菌液反应时间    分别将 MTT法

的 37℃孵育反应经 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、
4.0 h 后，离心弃上清液，终止反应，每组 3 个平行，
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按上述方法测量各组 OD 值。 
1.2.5  检 测 范 围 与 标 准 曲 线     将 浓 度 为

1×109 CFU/ml 的菌悬液按 2 倍浓度梯度依次稀释为

9.77×105~1×109 CFU/ml，每组 3 个平行，用 MTT 法

测量各组 OD 值，用 SigmaPlot 12.0 软件进行数据分

析，用 Polynomial 进行线性分析，建立菌液浓度与其

反应后 OD 值的标准曲线。 

1.3  ATP 生物发光法 

1.3.1  试剂盒可靠性检测    按增强型 ATP 检测试

剂盒(Beyotime)说明书操作步骤用试剂盒提供的 ATP
标准品进行试剂盒验证，并建立标准曲线。 
1.3.2  检测范围与标准曲线    将调整 OD 后的菌

液稀释成浓度为 3×103、1×104、3×104、1×105、3×105、

1×106 、 3×106 、 1×107 、 3×107 、 1×108 、 3×108 、

1×109 CFU/ml 的菌悬液，然后按照试剂盒说明书测量

各组相对发光度值(RLU)，每组 3 个平行，建立菌液

浓度与其反应后 RLU 的标准曲线。 

1.4  高通量生长曲线法 

1.4.1  不同浓度菌液连续培养进行 OD 值测定    将调

整 OD 后的菌液稀释成 1×102、1×103、1×104、1×105、

1×106、1×107、1×108、1×109 CFU/ml 的菌悬液，每

个梯度取 2 µl，用 8 通道移液器加至预先加有 198 μl 
TSB 培养基的 96 孔板中，每个浓度 3 个重复，设置

PBS 空白对照，用涡旋振荡仪混匀，放入 28℃恒温

培养箱，300 r/min 振荡培养。在培养的 0、1、2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11 h 测定 OD600 nm。 
1.4.2  建立标准曲线    将细菌培养时间和 OD600 nm

的读数扣除未接种细菌的培养基孔的 OD600 nm 值，用

SigmaPlot 12.0 软件进行数据分析，按 Sigmoid 曲线

类型用 3 参数模式拟合，根据拟合出的方程，统计其

各组菌液生长曲线达到 a/2 值的时间 x0，建立菌液浓

度与该时间的标准曲线。 

1.5  副溶血弧菌菌液的测量 

取 10 份不同浓度的副溶血弧菌菌液，分别用   
3 种计数方法与平板计数法进行对比，分析 3 种计数

方法的计数结果(C)与平板计数法的计数结果(CP)的
线性关系和变异系数(C.V.)。 

C.V.=(C–CP)/CP×100% 

2  实验结果 

2.1  MTT 比色法 

2.1.1  检测波长    MTT 经细菌产物呈蓝紫颜色，

将培养的副溶血弧菌悬液进行波长扫描(图 1)，结果

显示，蓝紫色产物的最大吸收峰值在 550~560 nm 之

间。DMSO 的吸光度对实验组吸光度影响很小，且没

有峰值出现，属于背景吸收，因此，将 MTT 法的检

测波长定为 555 nm。 
 

 
 

图 1  MTT 产物甲瓒的光吸收检测波长扫描 
Fig.1  The scanning of photoabsorption detection 

wavelength of formazan produced by MTT 
 

2.1.2  MTT溶液的使用剂量    设定不同的 MTT用

量进行分析，结果显示(图 2)，当细菌反应液中 MTT
浓度为 0.2 mg/ml，产生甲瓒沉淀的量最多，甲瓒的

吸收曲线呈现峰值，因此，将 MTT 终浓度定为

0.2 mg/ml。MTT 量超过 0.2 mg/ml 时，产生的甲瓒量

会逐渐减少。 
 

 
 

图 2  MTT 浓度对检测结果的影响 
Fig.2  Effects of the MTT concentration on the  

measuring results 
 

2.1.3  干扰物的影响    以 DMSO 为参照，用 PBS
或灭活菌体作为样品进行 MTT 反应检测，所得的检

测值很低(表 1)，经 t 检验，得出 3 组数据两两间均

无显著差异(P>0.05)，因此，可以忽略这些干扰物对

实验结果的影响。 
2.1.4  反应时间的影响    细菌与 MTT 的反应时间

在 0.5~2 h 时，形成甲瓒的量在逐渐增多，2 h 后维持

在相对稳定的数量(图 3)，因此，将反应时间定为 2 h。 
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表 1  不同干扰物以 DMSO 为对照时的 OD 值 
Tab.1  OD value of the different interfering substances compared with DMSO 

干扰物 Interfering substance DMSO PBS 灭活菌液 Deactivated bacteria 
OD 值 OD555 nm 0.0393±0.0012 0.0423±0.0049 0.0502±0.0038 

 

 
 

图 3  反应时间对检测结果的影响 
Fig.3  Effects of reaction time on the measuring results 

 
2.1.5  检测范围    通过选择上述参数，用优化的

MTT 法在微孔板中进行副溶血弧菌的高通量活菌计

数，用 SigmaPlot 的 Polynomial 线性分析，当菌液浓

度为 7.81×106~2.50×108 CFU/ml时，其对应的 OD555 nm

值与活菌数的线性关系极显著，线性范围跨度约为  
2 个细菌浓度数量级，其关系式为 LgC=(1.0439± 
0.0200)LgOD555 nm+(8.0565±0.0125)，R²=0.9965 (图 4)。 

 

 
 

图 4  菌液浓度对数 LgC 与 OD 值对数 
LgOD555 nm 的标准曲线 

Fig.4  Standard curve between the logarithmic  
concentration of bacteria (LgC) and  

logarithmic OD555 nm value (LgOD555 nm) 
 

2.2  ATP 生物发光法 

2.2.1  ATP 标准溶液的标准曲线    用增强型 ATP
检测试剂盒对 ATP 标准溶液进行检测，ATP 标准溶

液浓度在 1.0×10‒1~1.0×104 nmol/L 时，ATP 浓度的对

数(LgATP)与发光强度对数(LgRLU)的线性关系极显

著 ， 其 关 系 式 为 LgATP=1.0509LgRLU4.3223 ，

R²=0.9974(图 5)，表明该试剂盒在该范围内的测定结

果可靠。 
 

 
 

图 5  ATP 浓度对数(LgATP)与相对发光强度(RLU) 
对数(LgRLU)的标准曲线 

Fig.5  Standard curve between the logarithmic concentration 
of ATP (LgATP) and logarithmic relative intensity of 

luminescence(LgRLU) 
 

2.2.2  菌液浓度对数 LgC 与相对发光强度对数

LgRLU 的标准曲线   用增强型 ATP 试剂盒对已知

浓度的副溶血弧菌样品进行检测，用 SigmaPlot 的

Polynomial 线性分析，当菌液浓度在 1.0×104~3.0×  
108 CFU/ml 时，其对应的相对发光强度对数(LgRLU)
与活菌数对数(LgC)的线性关系极显著，线性范围跨

度约为 4.5 个细菌浓度数量级，其关系式为 LgC= 
(0.9590±0.0065)LgRLU+(0.9949±0.0366) ， R²=0.9994 
(图 6)。 

2.3  高通量生长曲线法 

将浓度为 1.0×100~1.0×107 CFU/ml 的副溶血弧菌

加到预先加有培养基的多孔板中，每隔 1 h，测定

OD600 nm 值，扣除未接种细菌孔的 OD600 nm 后，得出

各初始浓度的细菌吸光度所代表的生长变化，可看到

这些生长变化都呈 S 形(Sigmoid)曲线分布，不同浓度

的 S 曲线在拐点处的生长速率基本接近，经 SigmaPlot
的 Sigmoid 曲线类型 3 参数模式拟合，得到各初始浓

度的细菌生长曲线(图 7)。用 SigmaPlot 的 Polynomial
线性分析，取各浓度拟合曲线的拐点时间参数(Ts)，
即为生长达到最大值的 50%的生长时间，该时间在所

测定的初始细菌浓度范围内均与活菌数的对数值 
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图 6  菌液浓度对数 LgC 与相对发光强度 
对数 LgRLU 的标准曲线 

Fig.6  Standard curve between the logarithmic concentration 
of bacteria (LgC) and logarithmic intensity of 

luminescence(LgRLU) 
 

 
 

图 7  各初始浓度菌液的生长曲线 
Fig.7  Growth curve of each initial concentration of bacteria 

 
(LgC)具有极显著的线性关系，线性关系跨度达 7 个

数量级 ，其 关系式 为 LgC= –(0.8727±0.0230)Ts+ 
(9.0128±0.1572)，R²=0.9924(图 8)。 
 

 
 

图 8  菌液浓度 LgC 与生长曲线的 
拐点时间(Ts)的标准曲线 

Fig.8  Standard curve between the concentration of bacteria 
(LgC) and the spinodal time (Ts) of growth curves 

 

2.4  副溶血弧菌菌液检测 

分别采用 MTT 比色法、ATP 发光法和高通量生

长曲线法对 10 份不同浓度的副溶血弧菌菌液进行检

测，并与平板计数法进行比较(图 9)。结果显示，MTT
法计数的 9 个在线性范围内的样品计数值的对数

(LgCMTT)与平板计数法结果的对数(LgCP)之间具有极

显著的线性关系(R²=0.9620，P=3.42×107)，其关系式

为 LgCMTT/LgCP=1.0123(图 9)。9 个样品的变异系数

为(18.50±12.03)%，超出检测线性范围的 1 个样品的

浓度为 4.82×106 CFU/ml，其变异系数为 36.61%。ATP
发光法计数的 9 个在线性范围内的样品计数值的对

数(LgCATP)与平板计数法的结果的对数(LgCP)之间具

有极显著的线性关系(R²=0.9981, P=1.72×1011)，其关

系式为 LgCATP/LgCP=0.9981(图 9)。9 个样品的变异系

数为(8.59±5.90)%，超出检测线性范围的 1 个样品的

浓度为 6.43×103 CFU/ml，其变异系数为 23.65%。高

通量生长曲线法计数的 9 个在线性范围内的样品计

数值的对数(LgCG)与平板计数法结果的对数(LgCP)
之间具有极显著的线性关系 (R²=0.9985, P=3.89× 
1011)，其关系式为 LgCG/LgCP=0.9985(图 9)。9 个样

品的变异系数为(9.78±7.46)%，超出线性范围的 1 个

样品的浓度为 77.00 CFU/ml，其变异系数为 68.43%。 
 

 
 

图 9  3 种高通量活菌计数法与平板计数法的结果比较 
Fig.9  Comparison of logarithmic counting value three high 

throughput counting methods for living bacteria(LgC) and 
logarithmic value of plate counting (LgCP) 

 
上述 3 种方法与平板计数法的比较显示，ATP 发

光法和高通量生长曲线法的曲线斜率很接近 1，说明

这 2 种方法与平板计数法得出的结果高度接近，而

MTT 法的斜率与 1 有所偏离，而且在偏低或偏高浓

度上有明显系统误差，说明这一方法所得结果存在一

定误差。 

3  讨论 

平板计数作为活菌计数的最基本方法，通常能应

用于大多数需要进行活菌计数的场合，但在一些研究

不同培养条件，例如液体发酵(高戈等, 2017)或固体
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发酵(孙静等, 2017)等；理化因素，例如消毒剂或紫

外线等处理；药物制剂，例如中草药或抑菌剂等；这

些对特定细菌生长或存活的影响效果时，需要大量的

活菌计数工作，而平板计数方法由于工作量大，材料

消耗大，在用到这些大量研究对象时效率很低，且不

确定度高(凌云等, 2010)，因此，需要高效可靠的活

菌计数方法。工作效率较高的细菌计数法可采用酶标

板的高通量 OD 值测定，但该方法并不能区分样本中

的活菌和死菌，而且如果样本中存在大量带颜色的或

悬浮物等干扰光吸收的物质时(孙静等, 2017)，就难

以进行直接的 OD 值测定。因此，需要其他的活菌计

数方法以弥补在特定应用中的不足。 
MTT 比色法操作相对简单，能满足高通量操作

的需求，适用于较高浓度的活菌数检测，但其检测的

线性范围只有 2 个数量级的跨度。当活菌数较低时，

MTT 的反应产物过低，从而在 OD555 nm 值太低而超出

检测的线性范围，不适用于检测浓度太低或太高的细

菌，由于高通量分析实验的场合常常会有细菌数量大

大偏离 MTT 检测范围的情况发生，这种方法实际上

在高通量活菌计数的应用中受到了较大局限，与之前

报道的 MTT 比色法在大肠杆菌活菌计数研究的结论

相符合(汪志荣等, 2011)。对 7.8×106~2.5×108 CFU/ml
线性范围内的实际样品进行检测时，所得结果与平板

计数结果有一定偏离，5×106 CFU/ml 以下的检测结果

可能会有明显偏差。此外，不同种类和不同生理状态

的细菌中琥珀酸脱氢酶含量可能不同，对多种细菌混

合检测的适用性可能受影响。 
ATP 生物发光法操作更加简便，是 3 种方法中检

测速度最快的，准确性比 MTT 法高，反应速度较快，

能对样品进行实时的检测反馈，线性范围能达到 4 个

数量级的跨度。对 1×104~3×108 CFU/ml 跨度的线性

范围内的实际样品进行检测时，所得结果与平板计数

结果高度吻合，对 104 CFU/ml 以下的检测结果偏差

明显增加(Chen et al, 2006)。在检测较低浓度的活菌

时，需要较长的检测时间来收集微弱的发光，对于大

量样品的高通量检测来说，顺序检测过程会造成前后

样品的时间差太大，ATP 的发光会逐渐消散而对准确

性造成显著影响(Selan et al, 1992)。因此，该方法也

不适于大样本量的高通量检测。此外，如果样品中有

其他来源的 ATP 干扰，也会对分析的准确性产生很

大的影响。 
高通量生长曲线法准确性略低于 ATP 发光法，

在本研究的手动操作条件下，检测的线性范围达 7 个

数量级以上，对特别低或特别高的活菌数都能进行有

效检测。对 100~107 CFU/ml 跨度的线性范围内的实

际样品进行检测时，所得结果与平板计数结果高度吻

合，102 CFU/ml 以下的实际样品检测时有误差增大的

可能，与 Brewster(2003)的研究结果相符。高通量生

长曲线法操作耗费时间较长，而且需要定时对 OD 值

进行测定，如果完全人工手动操作，这个过程将较为

辛苦。该方法不需要借助特别试剂，可以不受试剂缺

乏的限制而得以应用。如果有自动生长曲线测定仪，

那这样的操作将十分方便，而且能进一步增加其检测

的线性范围和结果的准确性。 
综合比较 3 种高通量方法：ATP 生物发光法与高

通量生长曲线法有很好的准确性，MTT 比色法准确

度稍差；而高通量生长曲线法有最宽的线性范围，也

最适合高通量测定。 
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Comparison of Three High-Throughput Viable Counting  
Techniques for Aquatic Pathogenic Bacteria 
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(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. 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 
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Abstract    Three viable counting methods, including MTT assay, ATP bioluminescence assay, and 
high-throughput growth curve assay, for live Vibrio parahaemolyticus were compared in a 
high-throughput manner on a 96-well culture plate. The standard curves and linear ranges of these three 
methods were determined. The results showed that the directly detected index of MTT assay is OD555 nm, 
which is the absorption at 555 nm of DMSO-dissolved formazan produced from MTT. The liner standard 
curve for viable V. parahaemolyticus between logarithmic viable counts (LgC) and the logarithmic OD555 nm 
(LgOD555 nm) was LgC=(1.0439±0.0200)LgOD555 nm+(8.0565±0.0125), with a correlation index R²= 
0.9965, and the linear detection range is 7.8×106~2.5×108 CFU/ml. The directly detected index of ATP 
bioluminescence assay is the relative luminescence unit (RLU), which is produced by ATP of viable cells. 
The liner standard curve between LgC and LgRUL was LgC=(0.9590±0.0065)LgRLU+(0.9949±0.0366), 
with a correlation index R²=0.9994, and the linear detection range is 1.0×104~3.0×108 CFU/ml. The 
directly detected index of the high-throughput growth curve method is the spinodal time (Ts), which is the 
time reaching the reflection point on the growth curve. The liner standard curve between LgC and Ts was 
LgC=–(0.8727±0.0230)Ts+(9.0128±0.1572), with a correlation index R²=0.9924, and a linear detection range 
of 1.0×100~1.0×107 CFU/ml. These three methods were used to measure 10 broths of V. parahaemolyticus 
and comparison with the plate counting method, respectively. The results showed both the ATP 
bioluminescence assay and the high-throughput growth curve method had satisfying accuracy, but the 
MTT assay had lower accuracy. The high-throughput growth curve has the widest linear range and is the 
most suitable for high throughput measurement. 
Key words    Viable counting; MTT assay; ATP bioluminescence assay; High-throughput growth curve 
method 
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江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对 
红鳍东方鲀幼鱼生长性能、相关生化指标的影响* 

郭  斌 1,2  梁萌青 1①  徐后国 1  卫育良 1   
张庆功 2  李本相 2  廖章斌 2 

(1. 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    本实验旨在研究江蓠(Gracilaria verrucosa)、浒苔(Enteromorpha prolifera)、藻渣和菌渣替

代鱼粉对红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)幼鱼生长性能、血清和肝脏生化指标和体组成的影响。实验

共制成 6 种等氮、等脂的饲料，以含鱼粉 60%为对照组 1 和 45%鱼粉的为对照组 2，分别将 10%的

江蓠、浒苔、藻渣、菌渣与植物蛋白质配合后替代对照组 1 饲料中 30%的鱼粉，投喂初始体重为

(17.33±0.55) g 的红鳍东方鲀幼鱼 56 d。结果显示，1)浒苔组特定生长率(SGR)显著高于其他 5 组

(P<0.05)，藻渣组 SGR 显著高于对照组 2 和江蓠组(P<0.05)，与对照组 1 和菌渣组无显著差异

(P>0.05)；对照组 1 和浒苔组饲料效率(FER)显著高于对照组 2 和菌渣(P<0.05)，与江蓠和藻渣组无

显著差异(P>0.05)；对照组 1 的蛋白质沉积率(PPV)和蛋白质效率(PER)显著高于对照组 2 和菌渣

组(P<0.05)，与江蓠、浒苔和藻渣组无显著差异(P>0.05)。2)各组血清和肝脏中谷丙转氨酶(GPT)
和谷草转氨酶(GOT)活性均无显著差异(P>0.05)。各组血清丙二醛(MDA)含量和超氧化物歧化酶

(SOD)活性均无显著差异(P>0.05)。3)菌渣组鱼体粗蛋白质含量显著高于藻渣组(P<0.05)，与对照组

1、对照组 2、江蓠和浒苔无显著差异(P>0.05)；浒苔和藻渣组鱼体粗脂肪含量显著高于对照组 2 
(P<0.05)，与对照组 1、江蓠和菌渣组无显著差异(P>0.05)。综合来看，将 10%江蓠、浒苔、藻渣和

菌渣与植物蛋白质配合后替代饲料中 30%的鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼的生长性能无不良影响，并且浒

苔可以显著提高红鳍东方鲀的生长性能。 
关键词    红鳍东方鲀；海藻；生长性能；生化指标 
中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0141-10 

植物蛋白质具有来源广、产量稳定、价格低廉等

优点，一直作为替代鱼粉的蛋白质来源，但由于植物

蛋白质含有抗营养因子(赵晓丹, 2015)，并缺乏鱼类

所需的一些必需氨基酸和促生长成分，并不能完全替 
代鱼粉。海藻是海洋中的一类自养植物，与陆生植物

相比，海藻含有丰富的矿物质、维生素、海藻多糖、

abc
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不饱和脂肪酸、游离氨基酸以及具有诱食作用的一些

物质，可以补充陆生植物蛋白质大量替代鱼粉所造成

的营养缺乏(常巧玲等, 2006; 李人光等, 2009)。 
红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)是目前主要的东

方鲀养殖种类之一，其鱼肉鲜美，营养丰富，具有高

蛋白、低脂肪的特点，有极高的经济价值。红鳍东方

鲀对蛋白质的需求量较高，有研究表明，红鳍东方鲀

对饲料中蛋白质的需求在 40%~50% (Kim et al, 2009; 
王淑敏, 2008)。目前红鳍东方鲀的人工养殖技术已经

比较成熟，但对红鳍东方鲀营养需求和配合饲料的研

究滞后，研发高效低成本的专用配合饲料成为东方鲀

产业发展的关键。本研究以常见的 2 种低值海藻   
[ 江 蓠 (Gracilaria verrucosa) 、 浒 苔 (Enteromorpha 
prolifera)]和 2 种工业下脚料(海带提取褐藻胶后的藻

渣、土曲霉发酵生产衣康酸后的菌渣)与植物蛋白质

配合成混合植物蛋白质替代红鳍东方鲀幼鱼饲料中

部分鱼粉，探究其对红鳍东方鲀幼鱼生长性能、血清

和肝脏生化指标和体组成的影响，以期为海藻及工业

下脚料在红鳍东方鲀饲料中的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

实验共配制 6 种等氮、等脂的实验饲料，以含鱼

粉 60%为对照组 1 和含 45%鱼粉为对照组 2，分别以

10%的江蓠、浒苔、藻渣(海带提取褐藻胶后的废渣)、
菌渣(土曲霉发酵生产衣康酸后的废渣)与植物蛋白质

配合后替代鱼粉对照组 1 中 30%的鱼粉。所有原料粉

碎后过 80 目筛网，按配方称量，逐级混匀，然后加

鱼油混匀，加 30%水搅拌均匀，用制粒机制成直径为

2 mm 的颗粒饲料，55℃鼓风干燥 12 h 后置于20℃
冷库保存。江蓠、浒苔、藻渣和菌渣的常规营养成分

见表 1，实验饲料组成及营养水平见表 2，实验饲料

氨基酸组成见表 3。 
 

表 1  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣的常规营养成分 
(干物质基础，%) 

Tab.1  Proximate nutritional components of G. verrucosa,  
E. prolifera, algae residue and fungi residue (DM basis, %)  

项目  
Items 

江蓠 
G.verrucosa 

浒苔 
E. prolifera 

藻渣 
Algae 

residue 

菌渣
Fungi 

residue

粗蛋白质  
Crude protein 

18.25 8.47 17.30 23.10

粗脂肪  
Crude lipid 

0.49 0.76 0.50 0.33

粗灰分 Ash 25.42 27.65 23.13 24.81

1.2  饲养管理 

养殖实验在山东省烟台市天源水产有限公司进

行，实验所用红鳍东方鲀幼鱼购自山东省海阳市黄海

水产有限公司。实验开始前先使用对照组饲料暂养  
7 d，使其适应养殖环境和饲料的大小、硬度。实验

采用自然光照，养殖模式为流水养殖，水源为自然海

水，水温为 14~25℃，溶氧浓度为 5.5 mg/L 左右，盐

度为 35 左右，pH 为 7.5~8.0。 
实验开始前停食 24 h，然后随机选取健康、规格

一致的红鳍东方鲀幼鱼，初始体重为(17.33±0.55) g，
随机分配到 18 个容积为 150L 的塑料养殖桶中，每个

桶中投放 25 尾。将 18 个养殖桶随机分为 6 组，每组

3 个养殖桶，每组随机投喂 1 种实验饲料。养殖实验

期间每天早、中、晚各表观饱食投喂 1 次，投喂 0.5 h
后对每个桶内的残饵计数，根据每 100 粒饲料的平均

质量，计算残饵质量。养殖 28 d 后养殖桶换为 500 L
大桶，换桶没有造成鱼死亡。实验时间为 2017 年    
8 月~2017 年 10 月，养殖周期共 56 d。 

1.3  样品采集与分析 

实验开始前随机取 20 尾红鳍东方鲀幼鱼作为初

始鱼，用于常规营养成分分析。实验结束后，饥饿

24 h，对每桶鱼进行计数、称重。每桶随机取 3 尾鱼，

尾静脉取血，用 1%肝素钠抗凝，4℃静置 4 h 后

3500 r/min 离心 10 min，取上层血清，置于液氮中保

存；采血后的鱼称重并测量体长，解剖分离内脏团和

肝脏并称重，计算肥满度、肝体比和脏体比，取肝脏

置于液氮中保存。每桶另随机取 3 尾鱼用于体成分分

析。 
饲料和鱼体常规营养成分分析参考 AOAC(1995)

的方法。其中，水分含量测定采用 105℃烘干至恒重

法，粗蛋白质含量测定采用凯氏定氮法(VELP 凯氏定

氮仪，UDK-142 Automatic Distillation Unit，意大利)，
粗脂肪含量测定采用索氏抽提法，以石油醚作为抽提

液(SOXTEC2050 FOSS 脂肪测定仪，瑞典)，粗灰分

含量采用马弗炉(550℃)灼烧 6 h 测得。 
肝脏中酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、

谷草转氨酶(GOT)、谷丙转氨酶(GPT)、溶菌酶(LZM)
活性以及血清中超氧化物歧化酶(SOD)、ACP、AKP、
GOT、GPT、LZM 活性和丙二醛(MDA)含量均采用

南京建成生物工程研究所生产的试剂盒进行测定。 
饲料中氨基酸组成的测定参考 GB/T 18246-2000

的方法，使用 L-8900 全自动氨基酸分析仪(Hitachi，  
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表 2  实验饲料配方及营养组成(干物质基础，%) 
Tab.2  Formula and nutrient composition of experimental diets (DM basis, %)                  

组别 Groups 
项目  
Items 对照组 1 

Control 1 
对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E. prolifera

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

原料 Ingredients             
鱼粉 Fish meal 60.00 45.00 30.00 30.00 30.00 30.00 
江蓠 G. verrucosa     10.00       
浒苔 E. prolifera       10.00     
藻渣 Algae residue         10.00   
菌渣 Fungi residue           10.00 

谷朊粉 Wheat gluten 1.00 9.00 16.00 16.00 15.00 15.00 
玉米蛋白粉 Corn gluten meal 2.00 5.00 9.00 9.00 9.00 9.00 

豆粕 Soybean meal 2.00 8.00 15.00 15.00 15.00 15.00 
小麦粉 Wheat meal 26.30 23.30 9.30 9.30 10.30 10.30 

磷脂 Phospholipid 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
胆碱 Choline 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
鱼油 Fish oil 4.00 5.00 6.00 6.00 6.00 6.00 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 
维生素预混料 Vitamin premix1 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 
矿物质预混料 Mineral premix2 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

维生素 C Vitamin C 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

营养组成
Nutrient 
composition             

粗蛋白 Crude protein 51.04 50.72 51.38 51.54 51.67 52.32 
粗脂肪 Crude lipid 9.92 9.66 10.28 10.05 9.46 9.51 

灰分 Ash 10.40 12.70 13.77 10.35 10.59 11.31 

1. 维生素混合物(mg/g 混合物)：硫胺素，2.5 mg；核黄素，4.5 mg；盐酸吡哆醇，2 mg；维生素 B12，0.01 mg；维

生素 K3，1 mg；肌醇，80 mg；泛酸，6 mg；烟酸，20 mg；叶酸，2 mg；生物素，0.12 mg；维生素 A，3.2 mg；维生素 D，

0.5 mg；维生素 E，12 mg；次粉 867 mg；2.矿物质混合物(mg/g 混合物)：氟化钠，0.2 mg；碘化钾，0.08 mg；氯化钴，5 mg；
硫酸铜，1 mg；硫酸铁，8 mg；硫酸锌，5 mg；硫酸镁，120 mg；磷酸二氢钙，300 mg；氯化钠，10 mg；沸石粉，551 mg 

1. Vitamin premix (mg/g premix): thiamine 2.5 mg, riboflavin 4.5 mg, pyridoxine 2 mg, vitamin B12 0.01 mg, menadione 
1 mg, inositol 80 mg, pantothenate 6 mg, tocopherol acetate 20 mg, folic acid 2 mg, biotin 0.12 mg, vitamin A 3.2 mg, vitamin D 
0.5 mg, vitamin E 12 mg, wheat flour 867 mg; 2. Mineral premix (mg/g premix): NaF 0.2 mg; KI 0.08 mg; CoCl2·6H2O 5 mg; 
CuSO4·5H2O 1 mg; FeSO4·7H2O 8 mg; ZnSO4·7H2O 5 mg; MnSO4·4H2O 120 mg; Ca(H2PO4)2·H2O 300 mg; NaCl 10 mg; 
Mordenzeo 551 mg 

 

日本)测定。检测了饲料中 9 种必需氨基酸、8 种非必

需氨基酸和牛磺酸的含量，色氨酸因酸水解破坏而未

检测。 

1.4  计算公式 

成活率(Survival rate，SR，%)=100×终末鱼尾数/
初始鱼尾数； 

摄食率(Feed intake，FI，%/d)=100×摄食饲料干

重/[实验天数×(初始体重+终末体重)/2]； 
特定生长率(Special growth rate，SGR，%/d)= 

100×(ln 终末体重–ln 初始体重)/实验天数； 
饲料效率(Feed efficiency ratio，FER)=(终末体重– 

初始体重)/摄食饲料干重； 
蛋白质沉积率 (Protein productive value, PPV, 

%)=100×鱼体蛋白质沉积量/总饲料蛋白质摄入量； 
蛋白质效率(Protein efficiency ratio, PER)=(终末

体重–初始体重)/总饲料蛋白质摄入量； 
肝体比(Hepatosomatic index, HIS, %)=100×肝脏

重/体重； 
脏体比(Viscerosomatic index, VSI, %)=100×内脏

团重/体重； 
肥满度 (Condition factor, CF)=100×体重 /体长 3 

(体重单位：g；体长单位：cm)。 
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表 3  实验饲料氨基酸组成(干物质基础，%) 
Tab.3  Amino acid composition of experimental diets (DM basis, %)                      

组别 Groups 
氨基酸  

Amino acids 对照组 1 
Control 1 

对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E. prolifera 

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

必需氨基酸 EAA        
苏氨酸 Thr 1.91 1.75 1.73 1.42 1.52 1.53 
缬氨酸 Val 2.13 2.06 1.99 1.98 1.98 1.96 
蛋氨酸 Met 1.16 1.19 0.96 0.74 1.05 1.31 

异亮氨酸 Ile 1.84 1.81 1.77 1.59 1.72 1.70 
亮氨酸 Leu 3.43 3.51 3.75 3.44 3.55 3.49 

苯丙氨酸 Phe 2.27 2.13 2.29 3.39 2.93 2.84 
赖氨酸 Lys 3.19 2.64 2.28 2.34 2.15 2.15 
组氨酸 His 1.14 1.26 1.12 1.02 1.02 1.03 
精氨酸 Arg 2.44 2.20 2.19 1.99 1.96 1.98 

总必需氨基酸 ΣEAA 19.52 18.55 18.08 17.91 17.88 18.00 

非必需氨基酸 NEAA        
天冬氨酸 Asp 3.92 3.55 3.50 2.66 3.05 3.05 

丝氨酸 Ser 1.85 1.91 2.10 1.76 1.84 1.86 
谷氨酸 Glu 7.32 8.87 8.51 8.68 9.06 8.96 
甘氨酸 Gly 2.26 2.08 1.99 1.94 1.92 2.00 
丙氨酸 Ala 2.77 2.49 2.30 2.09 2.13 2.12 

半胱氨酸 Cys 0.38 0.62 0.60 0.58 0.70 0.47 
酪氨酸 Tyr 1.60 1.60 1.64 2.00 1.79 1.82 
脯氨酸 Pro 5.73 7.00 8.33 6.80 7.13 7.19 
牛磺酸 Tau 0.42 0.31 0.34 0.33 0.31 0.37 

总非必需氨基酸 ΣNEAA 26.24 28.53 29.32 26.84 27.94 27.84 

    总必需氨基酸/
  总非必需氨基酸  

ΣEAA/ΣNEAA 0.75 0.66 0.62 0.67 0.64 0.65 

 

1.5  数据统计分析 

实验数据使用 SPSS 17.0 软件进行处理，采用单

因素方差分析(One-way ANOVA)程序进行方差分析，若

存在显著差异(P<0.05)，则采用 Duncan 氏法进行组间

的多重比较。结果以平均值±标准误(Mean±SE)表示。 

2  结果 

2.1  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方

鲀幼鱼生长性能的影响 

江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀

幼鱼生长性能的影响如表 4 所示。各组红鳍东方鲀幼

鱼的存活率介于 80%~90%，藻渣组显著高于对照组 2 
(P<0.05)，与对照组 1、江蓠、浒苔和菌渣组无显著

差异(P>0.05)；浒苔组 SGR 最高，显著高于含 60% 

鱼粉的对照组 1、45%鱼粉的对照组 2、江蓠、藻渣

和菌渣组(P<0.05)，藻渣组显著高于对照组 2 和江蓠

组 (P<0.05)，与对照组 1 组和菌渣组无显著差异

(P>0.05)；对照组 2 和菌渣组饲料摄食率显著高于对

照组 1 和江蓠组(P<0.05)，与浒苔和藻渣组无显著差

异(P>0.05)；对照组 1、浒苔组饲料效率显著高于对

照组 2 和菌渣(P<0.05)，与江蓠和藻渣组无显著差异

(P>0.05)；对照组 1 的蛋白质沉积率和蛋白质效率显

著高于对照组 2 和菌渣组(P<0.05)，与江蓠、浒苔和

藻渣组无显著差异(P>0.05)。 
藻渣组肝体比显著高于对照组 1、对照组 2、江

蓠和菌渣组(P<0.05)，与浒苔组无显著差异(P>0.05)；
藻渣组脏体比显著高于对照组 2(P<0.05)，与对照组

1、江蓠、浒苔和菌渣组无显著差异(P>0.05)；各组的

肥满度无显著差异(P>0.05)。 
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表 4  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼生长性能和形体指标的影响 
Tab.4  Effects of fish meal replacement by G. verrucosa, E. prolifera, algae residue  

and fungi residue on the growth performance and physical parameters of juvenile tiger puffer 

组别 Groups 
项目 
Items 对照组 1 

Control 1 
对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E. prolifera 

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

存活率 SR(%) 85.33±3.53ab 80.00±2.31b 81.33±2.67ab 85.33±3.53ab 90.67±1.33a 89.33±2.67ab

特定生长率 SGR(%/d) 1.96±0.07bc 1.88±0.07c 1.91±0.03c 2.20±0.02a 2.08±0.01b 1.98±0.05bc

摄食率 FI(%/d) 1.89±0.06c 2.14±0.02a 1.95±0.07bc 2.08±0.03ab 2.07±0.03ab 2.14±0.05a 

饲料效率 FER 0.93±0.01a 0.80±0.03c 0.88±0.04abc 0.93±0.01a 0.89±0.02ab 0.83±0.03bc

蛋白质沉积率 PPV(%) 28.04±0.20a 24.69±0.87b 26.33±1.32ab 26.96±0.30ab 25.34±0.40ab 24.89±1.47b 

蛋白质效率 PER 1.85±0.02a 1.64±0.06bc 1.72±0.09abc 1.80±0.02ab 1.73±0.03abc 1.59±0.07c 

肝体比 HSI(%) 9.30±0.41b 9.15±0.52b 9.32±0.58b 10.26±0.54ab 11.19±0.55a 9.51±0.56b 

脏体比 VSI(%) 18.65±0.65ab 17.73±0.72b 18.98±0.46ab 19.51±0.57ab 20.25±0.66a 19.23±0.54ab

肥满度 CF 3.71±0.13 3.65±0.12 3.55±0.11 3.82±0.10 3.84±0.08 3.76±0.25 

注：同行数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著(P>0.05)，不同字母表示差异显著(P＜0.05)，下同 
Note: In the same row, values with no letter or the same superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with 

different superscripts mean significant difference (P<0.05), the same as below 
 

2.2  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方

鲀幼鱼血清和肝脏生化指标的影响 

江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀

血清和肝脏中 GPT 和 GOT 活性的影响如表 5 所示。

各组血清和肝脏中 GPT 和 GOT 活性均无显著差异

(P>0.05)。 
江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀

幼鱼血清和肝脏非特异性免疫和抗氧化指标的影响

如表 6 所示。对照组 1 血清 ACP 活性显著高于对照 
组 2 和浒苔组(P<0.05)，与江蓠、藻渣和菌渣组无显

著差异(P>0.05)；江蓠和藻渣组血清 AKP 活性显著高

于对照组 1、对照组 2 和菌渣组(P<0.05)，与浒苔组

无显著差异(P>0.05)；浒苔组血清溶菌酶活性显著高

于江蓠组(P<0.05)，与对照组 1、对照组 2、藻渣和菌

渣组无显著差异(P>0.05)；各组血清中 MDA 含量和

SOD 活性均无显著差异(P>0.05)。 
各组肝脏 ACP 活性无显著差异(P>0.05)；对照组

2 和菌渣组肝脏 AKP 活性显著高于对照组 1 
(P<0.05) ， 与 江 蓠 、 浒 苔 和 藻 渣 组 无 显 著 差 异

(P>0.05)；对照组 2 和江蓠组肝脏溶菌酶活性显著高

于对照组 1、藻渣和菌渣组(P<0.05)，与浒苔组无显

著差异(P>0.05)。 

2.3  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方

鲀幼鱼体组成的影响 

江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀

幼鱼体组成的影响如表 7 所示。各组鱼体的水分含量 
 

表 5  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼血清和肝脏中 GPT 和 GOT 活性的影响 
Tab.5  Effects of fish meal replacement by G. verrucosa, E. prolifera, algae residue and  

fungi residue on GPT and GOT activities in serum and liver of juvenile tiger puffer 

组别 Groups 
项目  
Items 对照组 1 

Control 1 
对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E. prolifera 

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

血清 Serum             

谷丙转氨酶 GPT(U/L) 26.75±4.26 21.16±5.96 24.97±4.29 19.95±4.04 25.62±5.95 31.56±0.54 
谷草转氨酶 GOT(U/L) 13.57±2.09 11.83±3.37 12.62±2.02 12.58±3.40 11.42±2.59 19.09±1.24 

肝脏 Liver       
谷丙转氨酶 GPT(U/g prot) 48.15±1.36 51.02±5.24 40.08±3.53 42.82±2.01 45.23±4.41 43.28±5.23 
谷草转氨酶 GOT(U/g prot) 48.45±3.48 47.22±1.55 48.24±4.22 47.10±3.93 46.57±0.95 41.57±1.43 
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表 6  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼血清和肝脏非特异性免疫和抗氧化指标的影响 
Tab.6  Effects of fish meal replacement by G. verrucosa, E. prolifera, algae residue and  

fungi residue on the serum and liver non-specific immune and antioxidant indices of juvenile tiger puffer 

组别 Groups 
项目  
Items 对照组 1 

Control 1 
对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E.prolifera 

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

血清 Serum             

酸性磷酸酶 
ACP(金氏单位/dl) 

4.40±0.28a 3.44±0.25b 3.99±0.27ab 3.44±0.14b 3.93±0.40ab 3.89±0.13ab

碱性磷酸酶 
AKP(金氏单位/dl) 

2.91±0.16bc 2.47±0.11c 3.69±0.17a 3.22±0.08ab 3.44±0.24a 2.86±0.06bc

溶菌酶 (U/ml) 411.20±11.27ab 408.59±5.76ab 385.42±10.29b 430.73±11.64a 424.48±6.89ab 414.32±21.83ab

丙二醛 MDA(nmol/ml) 9.87±0.54 9.49±0.55 9.19±0.45 9.33±0.88 10.35±0.83 8.27±0.36 

超氧化物歧化酶 
SOD(U/ml) 

241.15±5.80 247.49±16.79 253.88±18.34 256.95±18.28 257.59±5.47 269.90±3.00 

肝脏 Liver             

酸性磷酸酶 
ACP(金氏单位/g prot) 

142.95±12.34 150.16±5.01 144.74±6.70 135.10±5.30 138.35±9.29 159.17±5.41 

碱性磷酸酶 
AKP(金氏单位/g prot) 

9.45±1.06b 14.78±2.21a 14.15±1.04ab 12.06±1.67ab 11.86±1.03ab 16.74±1.41a

溶菌酶 LZM(U/mg prot) 74.54±6.80bc 105.82±9.34a 113.49±1.60a 97.32±5.77ab 55.87±10.78c 61.95±16.64c

 
表 7  江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼体组成的影响(湿重基础，%) 

Tab.7  Effects of fish meal replacement by G. verrucosa, E. prolifera, algae residue and 
fungi residue on the body composition of juvenile tiger puffer (Wet weight basis, %) 

组别 Groups 
项目  
Items 对照组 1 

Control 1 
对照组 2 
Control 2 

江蓠 
G. verrucosa

浒苔 
E. prolifera 

藻渣 
Algae residue 

菌渣 
Fungi residue

水分 Moisture 77.54±0.33 77.89±0.30 77.36±0.28 76.94±0.47 77.64±0.39 77.21±0.42 
粗蛋白质 Crude protein 14.80±0.16ab 14.70±0.02ab 14.84±0.14ab 14.73±0.14ab 14.49±0.03b 15.10±0.19a 

粗脂肪 Crude lipid 4.33±0.22ab 3.88±0.05b 4.68±0.22ab 4.94±0.32a 5.01±0.35a 4.32±0.21ab

粗灰分 Ash 2.46±0.03ab 2.49±0.05ab 2.53±0.01a 2.40±0.01b 2.14±0.04c 2.39±0.04b 
          

均无显著差异(P>0.05)；菌渣组鱼体粗蛋白质含量显

著高于藻渣组(P<0.05)，与对照组 1、对照组 2、江蓠

和浒苔无显著差异(P>0.05)；浒苔和藻渣组鱼体粗脂

肪含量显著高于对照组 2(P<0.05)，与对照组 1、江蓠

和菌渣组无显著差异(P>0.05)；浒苔和菌渣组鱼体灰

分含量显著低于江蓠组(P<0.05)，显著高于藻渣组

(P<0.05)，与对照组 1 和对照组 2 无显著差异(P> 
0.05)。 

3  讨论 

在以往的植物蛋白替代鱼粉的研究中，肉食性鱼

类饲料中植物蛋白替代鱼粉的比例较低。大菱鲆

(Scophthalmus maxima)饲料中植物蛋白可以替代

17%~21%的鱼粉而不影响其生长性能和饲料效率

(Day et al, 2000; 陈超等, 2012)；豆粕可以替代饲料中

16%的鱼粉而不影响花鲈(Lateolabrax japonicus)生长

(王国霞等，2014)；菜籽粕可以替代饲料中 13.5%的

鱼粉而不影响虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的生长性能

和饲料利用(崔存河等, 2016)。在对红鳍东方鲀的研

究中发现，豆粕可以替代饲料中 13%左右的鱼粉而不

影响红鳍东方鲀生长(Kikuchi et al, 2009; Lim et al, 
2011)。在本研究中，江蓠、浒苔、藻渣和菌渣组鱼

粉含量为 30%，但生长性能均优于含 45%鱼粉的对照

组 2，并且浒苔组生长显著高于含 60%鱼粉的对照组

1，表明以江蓠、浒苔、藻渣和菌渣配合植物蛋白替

代鱼粉能够促进红鳍东方鲀生长。这与目前已报道的

在饲料中添加海藻可以促进眼斑拟石首鱼(Sciaenops 
ocellatus)、大菱鲆、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)、
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)等生长的研究结

果相似(李雅婷等, 2016; 卢青等, 2015; Asino, 2010; 
彭素晓等, 2017)。 

海藻对水产动物生长性能的促进，一方面可能是

由于海藻中含有的一些具有诱食作用的物质 (如
DMSP 等 )增加了摄食量 (邹仕庚等 , 2005；王亮 , 
2012)，促进了生长。本研究中，江蓠、浒苔、藻渣

和菌渣组摄食率均高于对照组 1，说明江蓠、浒苔、

藻渣和菌渣对红鳍东方鲀均能起到一定诱食作用。另

一方面，海藻中含有的牛磺酸可能补充了陆生植物蛋

白替代鱼粉后的牛磺酸缺乏。本研究中，江蓠、浒苔、

藻渣和菌渣组饲料中鱼粉含量为 30%，牛磺酸含量却

均不低于含 45%鱼粉的对照组 2，说明江蓠、浒苔、

藻渣和菌渣补充了一定的牛磺酸，这可能也是江蓠、

浒苔、藻渣和菌渣组生长性能并未降低的原因之一。

江蓠、浒苔、藻渣和菌渣组饲料必需氨基酸中苏氨酸、

缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、赖氨酸、组氨酸和精氨

酸的含量均低于对照组 1 和对照组 2、苯丙氨酸含量

均高于对照组 1 和对照组 2，而江蓠、浒苔和藻渣组

生长均优于对照组 2，这提示江蓠、浒苔和藻渣组中

的苏氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、赖氨酸、组

氨酸和精氨酸含量可能基本满足了红鳍东方鲀生长，

而浒苔组生长最好，可能与浒苔组饲料中最高的苯丙

氨酸含量有关(表 3)，具体红鳍东方鲀对必需氨基酸

的需求量有待进一步研究。江蓠、浒苔和藻渣中的海

藻多糖对红鳍东方鲀生长也可能具有促进作用，有研

究报道了饲料中添加海藻多糖可以促进珍珠龙胆石

斑鱼(Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus ♂) 
(林建斌等, 2017)、黄颡鱼(Pelteoobagrus fulvidraco) 
(杨晴等, 2014)、鲫鱼(Carassius auratus) (耿中雷等, 
2017)的生长，由于本研究并未对海藻中的多糖进行

测定，因此具体原因还需要进一步研究。而菌渣对红

鳍东方鲀生长的促进可能也与真菌菌体中的多糖有

关，真菌细胞中含有壳聚糖等多糖。有研究表明，饲

料 中 添 加 壳 聚 糖 可 以 促 进 星 斑 川 鲽 (Platichthys 
stellatus)幼鱼(王际英等, 2013)、俄罗斯鲟(Acipenser 
gueldenstaedti) (肖艳翼等, 2017)生长。 

作者之前对江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代大菱鲆

饲料中鱼粉的研究中，江蓠、藻渣和菌渣可以替代含

60%鱼粉的对照组中 35%的鱼粉而不影响大菱鲆生

长，而浒苔组则显著降低了大菱鲆生长 (郭斌等 , 
2018)。浒苔组实验结果与本研究中红鳍东方鲀的实

验结果不同，可能与红鳍东方鲀和大菱鲆之间营养需

求和消化道组织结构不同等有关。大菱鲆消化道存在

胃、前肠、中肠和后肠的分化，胃黏膜有许多褶皱，

有发达的胃腺(崔龙波等, 2008)；红鳍东方鲀消化道

仅有胃与小肠的分化，小肠前、中、后部区分不明显，

胃不含胃腺，仅有分泌细胞(丛娇日等, 1998)，并且

有研究发现红鳍东方鲀胃中蛋白酶在酸性条件下活

性极低，而在 pH=6 时有峰值(万蓁蓁, 2005)。红鳍东

方鲀生活习性也与大菱鲆不同，红鳍东方鲀适宜水温

更高，红鳍东方鲀最适水温为 28℃ (张云等, 2010)，
而大菱鲆最适水温为 18℃ (李文龙等, 2017)，红鳍东

方鲀游动摄食更频繁，消化速度更快，食物在肠道停

留时间更短。红鳍东方鲀这些生理上的特点可能与其

摄食率高、饲料效率低存在联系，而本实验浒苔组生

长较好的具体原因还需要进一步研究。 
GPT 和 GOT 是鱼类氨基酸代谢中的 2 个关键酶，

它们在肝脏中活性的高低反映了氨基酸代谢程度的

强弱和肝脏功能的正常与否(严俊丽等, 2016)。本研

究中，江蓠、浒苔、藻渣和菌渣组红鳍东方鲀肝脏

GPT 和 GOT 活性均低于对照组 1，但并无显著差异，

说明江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉后虽然改变了

饲料中氨基酸的组成，降低了饲料必需氨基酸含量，

但并没有显著影响红鳍东方鲀对氨基酸的代谢。正常

情况下血清中 GPT 和 GOT 含量很少，当肝脏组织受

损时，细胞膜通透性发生改变，GPT 和 GOT 会进入

血液，导致血清中 GPT 和 GOT 活性上升(严俊丽等, 
2016)。本研究中，江蓠、浒苔和藻渣组血清 GPT 和

GOT 均低于对照组 1，说明江蓠、浒苔、藻渣替代鱼

粉对红鳍东方鲀幼鱼的肝脏没有造成不良影响。

MDA 是多不饱和脂肪酸被超氧阴离子自由基过氧化

而产生的脂质过氧化物，具有细胞毒性，在生物体内

可引起细胞代谢及功能障碍，血清中 MDA 的含量间

接反映组织细胞的氧化损伤程度 (周胜强等 , 2013; 
Jain et al, 2001)。SOD 对机体氧化与抗氧化平衡起着

重要作用，能清除超氧阴离子自由基，保护细胞免受

损伤。本研究中，江蓠、浒苔、藻渣和菌渣组血清

MDA 含量和 SOD 活性与对照组 1 和对照组 2 均无显

著差异，说明江蓠、浒苔、藻渣和菌渣替代鱼粉对红鳍

东方鲀鱼体的抗氧化能力没有造成不良影响。 
溶菌酶是无脊椎动物非特异性免疫的重要组成

部分之一，能通过水解革兰氏阳性菌细胞壁中的肽聚

糖而使之细胞裂解，从而杀灭病原微生物(何瑞鹏等, 
2017)。本研究中，浒苔、藻渣、菌渣组红鳍东方鲀

血清溶菌酶活性高于对照组 1 和对照组 2，江蓠和浒

苔组肝脏溶菌酶活性高于对照组 1，说明江蓠、浒苔、

藻渣和菌渣对提高红鳍东方鲀非特异性免疫力具有一

定作用，而对照组 1、藻渣和菌渣组肝脏溶菌酶活性显

著低于对照组 2 的原因尚不明确，还需要进一步研究。 
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4  结论 

将 10%的江蓠、浒苔、藻渣和菌渣与植物蛋白质

配合替代饲料中 30%的鱼粉对红鳍东方鲀幼鱼的生长

性能无不良影响，并且浒苔可以显著提高红鳍东方鲀

幼鱼的生长性能。 
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Effects of Gracilaria verrucosa, Enteromorpha prolifera, Algae Residue  
and Fungi Residue on Growth Performance, and Related Biochemical  

Indices of Juvenile Takifugu rubripes 

GUO Bin1,2, LIANG Mengqing1①
, XU Houguo1, WEI Yuliang1,  

ZHANG Qinggong2, LI Benxiang2, LIAO Zhangbin2 
(1. 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    This study investigated the effects of dietary fish meal replacement by seaweeds or residues 
on growth performance and related biochemical indices of juvenile tiger puffer (Takifugu rubripes), with 2 
fishmeal diets containing 60% and 45% fishmeal as the control 1, and the control 2, and other four diets 
with 30% fishmeal replaced by 10% four kinds of seaweeds or residues (Gracilaria verrucosa, 
Enteromorpha prolifera, Algae residue, Fungi residue) and vegetables protein(wheat gluten, corn gluten 
meal, and soybean meal), and they were named as C1, C2, JL, HT, ZZ, and JZ. Each diet was fed to three 
replicates of 25 tiger puffers with initial body weight of (17.33±0.55) g for 56 d. The results showed as 
follows: The special growth ratio (SGR) of HT group were significantly higher than that of other groups 
(P<0.05). The SGR of ZZ group was significantly higher than C2 and JL groups (P<0.05). The feed 
efficiency ratio (FER) of C1 and HT groups were significantly higher than C2 and JZ groups (P<0.05). 
The protein productive value (PPV) and protein efficiency ratio (PER) of C1 were significantly higher 
than C2 and JZ groups (P<0.05). No significant differences were found in activities of serum glutamic 
pyruvic transaminase (GPT), serum glutamic oxalacetic transaminase (GOT), liver GPT and liver GOT 
(P>0.05). No significant differences were found in activity of serum superoxide dismutase (SOD) and 
content of malondialdehyde (MDA). Crude protein content of whole body in JZ group was significantly 
higher than ZZ group (P<0.05). And crude lipid contents in whole body in HT and ZZ groups were 
significantly higher than C2 group (P<0.05). Above results showed that replaced 30% fish meal with 10% 
G. verrucosa, E. prolifera, algae residue or fungi residue and vegetable proteins have no adverse effect on 
the growth performance of juvenile tiger puffer, and E. prolifera can significantly improve the growth 
performance. 
Key words    Tiger puffer; Seaweed; Growth performance; Biochemical indices 
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赵亭亭, 陈超, 邵彦翔. 雌雄条纹锯 肌肉营养成分的比较与评价. 渔业科学进展, 2019, 40(3): 151–159 
Zhao TT, Chen C, Shao YX. Comparison and evaluation of nutritional components in the muscle of male and female Centropristis striata. 
Progress in Fishery Sciences, 2019, 40(3): 151–159 

雌雄条纹锯 肌肉营养成分的比较与评价* 

赵亭亭 1,2  陈  超 1①  邵彦翔 1 
(1. 农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 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    本研究对雌雄条纹锯 (Centropristis striata)肌肉的营养成分进行了比较分析，并对其品质

进行了评价与对比。结果显示，雌性条纹锯 肌肉中的水分极显著低于雄性(P<0.01)，粗脂肪极显

著高于雄性(P<0.01)，粗蛋白质和灰分含量无显著差异(P>0.05)。雌雄条纹锯 肌肉中均检测出    
16 种氨基酸，除蛋氨酸、赖氨酸和甘氨酸的含量具有显著性差异(P<0.05)外，其他 13 种氨基酸以

及氨基酸总量 (TAA)、必需氨基酸总量 (EAA)和鲜味氨基酸含量 (DAA)都不存在显著性差异

(P>0.05)。依据氨基酸评分标准(AAS)和化学评分标准(CS)分值，雌雄条纹锯 肌肉的第一限制性氨

基酸均为蛋氨酸，第二限制性氨基酸均为缬氨酸。雄性条纹锯 肌肉的必需氨基酸指数高于雌性，

雌性为 84.83，雄性为 85.28。其必需氨基酸的组成比例均符合 FAO/WHO 标准。雄性条纹锯 肌肉

的支链氨基酸和芳香族氨基酸的比值(F 值)略高于雌性，雄鱼为 2.28，雌鱼为 2.24。雄性条纹锯 的

单不饱和脂肪酸(MUFA)极显著高于雌性(P<0.01)，多不饱和脂肪酸(PUFA)和 EPA+DHA 的含量差

异均不显著(P>0.05)。雄性肌肉的∑n-3PUFA/∑n-6PUFA 高于雌性，雄性为 6.43，雌性为 5.51。另

外，雄性肌肉的钾钠比(K/Na)也高于雌性，雌鱼为 8.27，雄鱼为 14.27。研究表明，雄性条纹锯 比

雌性具有更高的食用价值。 
关键词    条纹锯 ；肌肉；雌雄；营养成分；评价 
中图分类号 S965.334   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0151-09 

条纹锯 (Centropristis striata)又称美洲黑石

斑，常简称为黑石斑，属于鲈形目(Perciformes)、 科

(Ser ranidae)、石斑鱼亚科 (Ser raninae)、锯 属

(Centropristis)，是美国大西洋沿岸 3 种重要的经济锯

类之一。条纹锯 属底栖杂食性鱼类，因其体表绚

丽、身形优美，所以有翡翠斑、珍珠斑、天星斑、宝

石斑等多种美誉。它的肉质肥美白嫩、口感鲜美嫩滑、

营养丰富且可食比高、肉多无小刺且骨肉易分离，加

工方便，符合欧美人的口味，因此深得美国和加拿大

广大消费者的喜爱，是重要的经济养殖、商业捕捞、

娱乐消遣和观赏鱼种。另外，因其适应性强，属于暖

水性的广温、广盐性鱼类，可耐较高的养殖密度，能 
够很快适应干性颗粒饲料，而且生长快速，抗逆性强，

成活率高，所以具有很大的生产潜力，可以在我国温

abc
图章
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带、亚热带海域开展对该种鱼的规模化养殖，其市场

发展前景广阔。我国山东省于 2002 年引入条纹锯  
(王波等 , 2003)，于 2006 年驯化及人工繁育成功   
(雷霁霖等, 2007)，条纹锯 人工养殖与育苗技术的突

破，为其养殖产业的兴起与壮大奠定了基础。 
目前，国内外对条纹锯 的研究均有相关报道，

如国外 Charles 等(2004)对该鱼食物种类及投喂频率

的研究，Able 等(1997)对条纹锯 幼鱼在美国新泽西

湾生活习性的研究，国内卢继武等(2006)对其生物学

特性与养殖潜力的报道，周书洪等(2008)对其工厂化

养殖技术的报道，郭雄通(2009)和周明涛(2011)报道

了其网箱养殖的研究，林国清(2012)对条纹锯 胚胎

发育与规模化繁育技术的报道，张廷廷等(2017)对该

种鱼进行了消化系统胚后发育的组织学观察，林星

(2011)对其幼鱼配合饲料的研究，陈建国等(2017)对
其“突眼症”病症的研究报道，党冉等(2010)对其肌

肉营养成分的研究等。但是迄今为止对雌雄亲鱼条纹

锯 肌肉营养成分的对比评价还没有过相关报道。本

研究利用常规肌肉检测方法对雌雄条纹锯 肌肉营

养成分做了较为系统的测定与比较，以期为条纹锯

种质标准的建立、保存和合理地加工利用以及在养殖

业上条纹锯 的选育和改良工作提供基础数据和理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用雌雄条纹锯 均为本实验室养殖于  
山东省日照某养殖场的同一批规格一致且体质健壮

无伤病的石斑鱼。雌雄鱼均养殖于同一个水泥池中，

采用溢流水养殖方式，每天饱食投喂 2 次(07:00 和

17:00)，饲料蛋白水平 52%，脂肪水平 8%。雌雄条

纹锯 的平均体长分别为(26.30±1.31) cm、(25.50± 
1.27) cm ； 平 均 体 重 分 别 为 (470.00±20.50) g 、

(450.00±18.90) g。 

1.2  样品处理 

雌雄条纹锯 各取样 10 尾，样品鱼经 MS-222 
麻醉后，测量体重和体长，清水洗净后解剖，取性腺

拍照，做组织切片，每尾鱼取头背部两侧侧线上方至

背鳍下面之间的肌肉，编号后在–40℃条件下冷冻保

存。待鉴别雌雄后，按雌雄分别将肌肉切小块，雌雄

每组样品均 3 个重复，肌肉混合方法均按照随机分配

3 尾鱼的肌肉等比例混合为 1 个样品，然后将剩下的

1 尾鱼的肌肉平均到 3 个重复里。用组织粉碎机搅碎、

混匀，置于–40℃备用。肌肉组织样品送青岛市华测

检测技术有限公司进行检测。 

1.3  雌雄鉴别 

本次实验取样正处于亲鱼繁殖期，条纹锯 在繁

殖期会出现婚姻色，有明显的差异性。在生殖季节，

雄性黑石斑鱼鱼嘴至两眼中间直至背鳍鳍条会呈现

出明显又绚丽的蓝绿色或翡翠色，自两眼中间的背侧

向背面鳍条直至到尾部会出现白色的条纹(贾瑞锦 , 
2014)；而雌性黑石斑在体色上可明显区别于雄鱼，

表现为光亮的黑灰色，并且腹部明显隆起。另，取肌

肉样品时同时取实验鱼的性腺，编号，切小块后 Bouin
氏固定液固定 24 h，后用梯度酒精脱水浸蜡，石蜡包

埋，切片，展片，烤片，脱蜡后染色，中性树胶封片

后晾干，光镜下观察、拍照，鉴别雌雄。 

1.4  测试项目与方法 

采用直接干燥法 (GB 5009.3-2016)测定水分含

量；使用全自动凯氏定氮仪(GB 5009.5-2010)测定粗

蛋白质含量；粗脂肪含量采用索氏抽提法 (GB/T 
5009.6-2003)测定；灰分测定采用马弗炉 550℃高温灼

烧法 (GB 5009.4-2016)。氨基酸的测定依据 GB/T 
5009.124-2003 使用日立 L-8800 型氨基酸分析仪测

定。使用美国安捷伦公司 7890A 气相色谱仪(GB/ 
T22223-2008)测定脂肪酸的含量。采用 GB/T 5009. 
(13、14、87、90、91、92)-2003 和 GB 5009.93-2010
方法测定各种矿物质含量。 

1.5  营养品质评价方法 

根据 FAO/WHO 建议的氨基酸评分标准模式

(Pellet et al, 1980)和中国预防医学科学院营养与食品

卫生研究所提出的鸡蛋蛋白的氨基酸模式，计算雌雄

条纹锯 的氨基酸评分(AAS)、化学评分(CS)、必需氨

基酸指数(EAAI)及氨基酸的支芳值(F 值)。公式如下： 

mg / g NAAS
FAO (mg / g N)

(mg / g N)CS
(mg / g N)





( )待测蛋白质中某种必需氨基酸含量

评分模式某种必需氨基酸含量

待测蛋白质中某种必需氨基酸含量

鸡蛋蛋白质中某种必需氨基酸含量

 

式中，氨基酸含量指每克氮中氨基酸的毫克数。 

(mg / g N)
%( ) 6.25 1000
%( )



 

氨基酸含量

氨基酸含量 鲜样

粗蛋白质含量 鲜样

 

EAAI= (100CS1×100CS2×…×100CSn)1/n n 为比较

的必需氨基酸数。 
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F 值是支链氨基酸(BCAA)与芳香族氨基酸(AAA)

的比值(黄薇等, 2014)，公式如下： 

F=(缬氨酸+亮氨酸+异亮氨酸)/(苯丙氨酸+酪氨酸) 

1.6  数据处理与分析 

实验结果用 Excel 2007 进行统计计算，用 SPSS 
17.0 软件中的独立样本 t 检验对数据进行分析，描述

性统计值以平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  肌肉常规营养成分 

条纹锯 雌雄鱼肌肉中的常规营养成分与含量

见表 1。研究表明，雌雄条纹锯 肌肉的水分含量和

粗脂肪含量差异极显著(P<0.01)，粗蛋白质和灰分的

含量无显著性差异(P>0.05)。其中，二者肌肉中的粗

蛋白质含量均较高，分别为 20.52%和 20.44%。条纹

锯 雌鱼肌肉中粗脂肪的含量较高，为 6.75%； 
雄鱼较低，为 3.42%。 

2.2  肌肉氨基酸组成与品质评价 

2.2.1  氨基酸组成与含量    雌雄条纹锯 肌肉中

的氨基酸组成与含量见表 2。条纹锯 雌雄鱼肌肉中

均检测出 16 种常见氨基酸(样品检测经酸处理，色氨

酸被破坏，未检测)，包括 7 种人体必需氨基酸(Thr、
Val、Met、Ile、Leu、Phe 和 Lys)、2 种半必需氨基酸

(His 和 Arg)和 7 种非必需氨基酸(Asp、Glu、Gly、
Ala、Tyr、Pro 和 Ser)。条纹锯 雌鱼肌肉鲜样中的

必需氨基酸含量为 7.81%，略低于雄鱼(7.87%)，二者

差异不显著(P>0.05)。雌鱼肌肉中的半必需氨基酸、

鲜味氨基酸、氨基酸总量分别占鲜样的 1.72%、7.51%
和 19.46%，雄鱼肌肉中的半必需氨基酸、鲜味氨基

酸、氨基酸总量均低于雌鱼，分别占鲜样的 1.70%、

7.40%和 19.33%，但差异均不显著(P>0.05)。条纹锯

雌鱼肌肉中非必需氨基酸占肌肉鲜样的 9.93%，雄鱼

肌肉中的非必需氨基酸含量显著低于雌鱼(P<0.05)，为

9.76%。条纹锯 雌鱼肌肉中必需氨基酸含量与氨基

酸总量的比值 (WEAA/WTAA) 与雄鱼相近，分别为

40.15%和 40.74%，但条纹锯 雌鱼肌肉中必需氨基

酸含量与非必需氨基酸含量的比值(WEAA/WNEAA)低于

雄鱼的，分别为 78.71%和 80.70%。FAO/WHO 提出，

若蛋白质的必需氨基酸含量占氨基酸总量(WEAA/WTAA)
的 40%左右，必需氨基酸含量与非必需氨基酸含量的

比值(WEAA/WNEAA)在 60%以上则是品质优良的，符合

蛋白质的理想模式(邴旭文等, 2005)。因此，雌雄条纹

锯 肌肉氨基酸的组成比值均符合以上指标要求，说

明条纹锯 肌肉中的氨基酸具有良好的平衡性，属于

优质的蛋白质源。 
在雌雄条纹锯 肌肉中检测出的 16 种常见氨基

酸中，氨基酸含量由高到低的顺序几乎一致，皆是谷

氨酸含量最高，分别为 3.14%和 3.12%，其次为天门

冬氨酸(2.05%和 2.02%)、赖氨酸(1.87%和 1.90%)、亮

氨酸(1.69%和 1.69%)。含量较低的氨基酸为以下 4种：

酪氨酸、丝氨酸、蛋氨酸和组氨酸。二者肌肉中的氨基

酸除蛋氨酸、赖氨酸和甘氨酸具有显著性差异(P<0.05)
外，其他氨基酸差异均不显著(P>0.05)。 
2.2.2  肌肉必需氨基酸组成评价    根据蛋白质评

价标准，将雌雄条纹锯 肌肉中的必需氨基酸含量转

换为每克氮中所含氨基酸的毫克数(mg/g N)，计算出

二者肌肉中各个必需氨基酸的 AAS 和 CS 分值和

EAAI(表 3)。由表 3 可知，雌雄条纹锯 肌肉中的必

需氨基酸均以蛋氨酸的 AAS 分值最小，分别为 
0.89 和 0.86，其次是缬氨酸，分别为 0.90 和 0.96。
以 CS 分值为标准时，二者肌肉中必需氨基酸的 CS
分值最小的也是蛋氨酸，分别为 0.51 和 0.49，其次

是缬氨酸，分别为 0.68 和 0.72。由此可见，不管是

以 AAS 分值为标准还是以 CS 分值为标准，雌雄条

纹锯 亲鱼肌肉的第一限制性氨基酸和第二限制性

氨基酸相同，分别为蛋氨酸和缬氨酸。除蛋氨酸和缬

氨酸外，雌雄条纹锯 肌肉中必需氨基酸的 AAS 分

值均大于 1。除蛋氨酸外，雌雄条纹锯 肌肉中必需

氨基酸的 CS 分值均大于 0.6。这说明条纹锯 肌肉的 
 

表 1  雌雄条纹锯 肌肉中常规营养成分的比较(湿重，%) 
Tab.1  Nutrients in the muscle of female and male C. striata (Wet weight, %) 

样品 Sample 水分 Moisture 粗蛋白质 Crude protein 粗脂肪 Crude fat 灰分 Ash 

♀ 72.22±0.26A 20.52±0.10 6.75±0.46A 1.20±0.11 

♂ 73.40±0.34B 20.44±0.05 3.42±0.85B 1.44±0.24 

注：同列数据肩标大写字母不同者表示差异极显著(P<0.01)，下同 
Note: Values in same row with different superscripts mean highly significant differences (P<0.01), the same as below 
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表 2  雌雄条纹锯 肌肉氨基酸组成及含量(湿重，%) 
Tab.2  Amino acids in the muscle of female and male C. striata (Wet weight, %) 

样品 Samples 
氨基酸 Amino acids 

♀ ♂ 

苏氨酸 Thr* 0.96±0.21 0.95±0.08 

缬氨酸 Val*※ 0.92±0.02 0.97±0.09 

蛋氨酸 Met* 0.64±0.01a 0.62±0.01b 

异亮氨酸 Ile*※ 0.94±0.02 0.93±0.11 

亮氨酸 Leu*※ 1.69±0.01 1.69±0.03 

苯丙氨酸 Phe*● 0.80±0.20 0.81±0.16 

赖氨酸 Lys* 1.87±0.07a 1.90±0.04b 

天门冬氨酸 Asp# 2.05±0.09 2.02±0.13 

谷氨酸 Glu# 3.14±0.10 3.12±0.06 

甘氨酸 Gly# 1.07±0.02a 1.03±0.02b 

丙氨酸 Ala# 1.25±0.01 1.23±0.03 

酪氨酸 Tyr● 0.78±0.01 0.76±0.05 

脯氨酸 Pro 0.86±0.08 0.83±0.04 

丝氨酸 Ser 0.77±0.06 0.77±0.13 

组氨酸 His& 0.48±0.01 0.47±0.04 

精氨酸 Arg& 1.24±0.22 1.23±0.13 

必需氨基酸 Essential amino acids (EAA) 7.81±0.06 7.87±0.09 

非必需氨基酸 Nonessential amino acids (NEAA) 9.93±0.04a 9.76±0.08b 

半必需氨基酸 Semi-essential amino acids (SEAA) 1.72±0.03 1.70±0.01 

鲜味氨基酸 Delicious amino acids (DAA) 7.51±0.02 7.40±0.11 

总氨基酸 Total amino acids (TAA) 19.46±0.11 19.33±0.04 

支链氨基酸 Branched-chain amino acid (BCAA) 3.55±0.05 3.59±0.55 

芳香族氨基酸  Aromatic amino acid (AAA) 1.59±0.01 1.57±0.10 

WEAA/WTAA 40.15 40.74 

WEAA/WNEAA 78.71 80.70 

WDAA/WTAA 38.61 38.27 

F(BCAA/AAA) 224 228 

* 为必需氨基酸，&为半必需氨基酸，#为鲜味氨基酸，※为支链氨基酸，●为芳香族氨基酸。同行数据肩标小写字

母不同者表示差异显著(P<0.05)，下同 

*: Essential amino acid (EAA); &: Semi-essential amino acid (SEAA); #: Delicious amino acid (DAA); ※: Branched-chain 
amino acid (BCAA); ●: Aromatic amino acid (AAA). Values in the same row with different superscripts mean significant differences 
(P<0.05)，the same as below 

 
必需氨基酸含量丰富且组成相对均衡。雌雄条纹锯

肌肉的必需氨基酸指数(EAAI)分别为 84.83 和 85.28。 
2.2.3  肌肉鲜味氨基酸组成评价    由表 4 可知，雌

雄条纹锯 肌肉中的鲜味氨基酸除甘氨酸具有显著

性差异外，其他 3 种鲜味氨基酸均无显著性差异。研

究结果显示，条纹锯 肌肉中的谷氨酸含量可高达

3.14%，天门冬氨酸的含量可高达 2.05%。条纹锯 雌

雄鱼肌肉中鲜味氨基酸的总量略有差异，分别为

7.51%和 7.40%，但差异不显著(P>0.05)。雌雄鱼肌肉

中鲜味氨基酸分别占氨基酸总量的 38.61%和 38.27%。

可见，条纹锯 肌肉中鲜味氨基酸含量很高，说明该

鱼肉质较为鲜美。 
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表 3  雌雄条纹锯 肌肉中必需氨基酸组成评价 
Tab.3  Evaluation on essential amino acid components in the muscle of female and male C. striata 

样品 Samples AAS CS 必需氨基酸 
Essential amino acids ♀ ♂ 

FAO/WHO 标准 
FAO/WHO standard

鸡蛋蛋白标准 
Egg protein standard ♀ ♂ ♀ ♂ 

苏氨酸 Thr 292.40 290.48 250 292 1.17 1.16 1.00 0.99
缬氨酸 Val 280.21 296.60 310 411 0.90& 0.96& 0.68& 0.72&

蛋氨酸 Met 194.93 189.58 220 386 0.89* 0.86* 0.51* 0.49*
异亮氨酸 Ile 286.30 284.37 250 331 1.15 1.14 0.86 0.86
亮氨酸 Leu 514.74 516.76 440 534 1.17 1.17 0.96 0.97
苯丙氨酸+酪氨酸 Phe+Tyr 481.24 480.06 380 565 1.27 1.26 0.85 0.85
赖氨酸 Lys 569.57 580.97 340 441 1.68 1.71 1.29 1.32
合计 Total 2619.40 2638.82 2190 2960     
EAAI       84.83 85.28

*为第一限制氨基酸；&为第二限制氨基酸 
* means the first limiting amino acids; & means the second limiting amino acids 

 
表 4  雌雄条纹锯 肌肉中鲜味氨基酸的组成(湿重，%) 

Tab.4  Delicious amino acid contents in the muscle of female and male C. striata (Wet weight, %) 

样品 Samples 天门冬氨酸 Asp 谷氨酸 Glu 甘氨酸 Gly 丙氨酸 Ala 总量 WDAA 
♀ 2.05±0.09 3.14±0.10 1.07±0.02a 1.25±0.01 7.51±0.02 
♂ 2.02±0.13 3.12±0.06 1.03±0.02b 1.23±0.03 7.40±0.11 

 
2.3  脂肪酸组成分析与评价 

由表 5 可知，雌雄条纹锯 肌肉中均检测出   
17 种脂肪酸，包括 5 种饱和脂肪酸(SFA)、12 种不饱

和脂肪酸(UFA)，其中，单不饱和脂肪酸(MUFA)5 种，

多不饱和脂肪酸(PUFA)7 种。研究表明，雌性条纹锯

肌肉中 C14∶0、C15∶0、C18∶2n6 的含量显著高

于雄性条纹锯 (P<0.05)，C18∶1n6、C18∶3n3 的含

量极显著高于雄性条纹锯 (P<0.01)；雄性条纹锯 肌

肉中 C18∶0、C18∶1n9 和 C18∶1n11 的含量均极显

著高于雌性条纹锯 (P<0.01)，其余脂肪酸的含量差

异均不显著。在脂肪酸组成上，雄性条纹锯 的    
∑MUFA 极显著高于雌性(P<0.01)，∑SFA 和∑PUFA
差异均不显著 (P>0.05)。另外，雌性条纹锯 的     
∑n-6PUFA 极显著高于雄鱼(P<0.01)，而∑n-3PUFA
差异不显著 (P>0.05)，导致了雄性的∑ n-3PUFA/   
∑n-6PUFA 大于雌性。此外，雌性条纹锯 肌肉中的

EPA+DHA 之和略高于雄性，但差异不显著(P>0.05)。 

2.4  矿物元素含量分析 

本研究检测了雌雄条纹锯 肌肉中的 10 种矿物

质元素，检测结果见表 6。由表 6 可知，除 Mn 未检出

外，其他 9 种元素均有检出。雌雄条纹锯 肌肉中的 Ca
含量均较低，雌鱼为 77.67 mg/kg，雄鱼为 69.33 mg/kg。
雄性条纹锯 肌肉中 Cu 的含量显著高于雌性(P<0.05)，

P 的含量极显著高于雌性(P<0.01)；雌性条纹锯 肌

肉中 Na 的含量极显著高于雄性(P<0.01)，其他元素

差异均不显著。二者肌肉中常量元素均是 K 含量最

高，微量元素均为 Zn 含量最高。 

3  讨论 

3.1  雌雄条纹锯 肌肉常规营养成分 

条纹锯 肌肉中蛋白质和脂肪含量的多少决定

了其营养价值的高低。研究表明，雌雄条纹锯 肌肉

中的粗蛋白质含量无显著差异，含量均较高，雌性略

高于雄性，分别高达 20.52%和 20.44%，高于棕点石

斑 鱼 (Epinephelus fuscoguttatus)18.80%( 郭 永 军 等 , 
2009) 、 点 带 石 斑 鱼 (Epinephelus malabaricus) 
19.14%( 徐大为等 , 2008) 、淡水石斑鱼 (Cichlasoma 
managuense)18.90%( 黄海等 , 2012) 、赤点石斑鱼  
(Epinephelus akaara)19.15%(林建斌等, 2010)、珍珠龙

胆石斑鱼(♀Epinephelus fuscoguttatus×♂ Epinephelus 
lanceolatus) 19.95%(王际英等 , 2015)、云纹石斑鱼

(Epinephelus moara) 20.60% (赵亭亭等, 2018)和七带

石斑鱼(Epinephelus septemfasciatus) 19.60%(程波等, 
2009)等多种石斑鱼肌肉的粗蛋白质含量。另外，本

研究中雌雄条纹锯 肌肉中粗蛋白质的含量均高于 
党冉等(2010) 19.09%的研究结果。这可能是受饵料、

生长阶段的不同所致，也可能是受生存环境的影响。
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雌性条纹锯 肌肉中粗脂肪的含量极显著高于雄性，

雌性为 6.75%，雄性为 3.42%。 科海产鱼类被认为

是低脂鱼类，其粗脂肪含量低于 5%(Periago et al, 
2005)，而本研究中雌性条纹锯 的粗脂肪含量高达

6.75%，这可能是由于本次取样正处于样品鱼的繁殖

期，雌性条纹锯 在体内积累储备更多的脂肪，以作

为繁育消耗的能量来源。条纹锯 雄鱼肌肉中的水分

含量极显著高于雌鱼，这说明理论上雄性条纹锯 比

雌性条纹锯 肌肉的肉质更加鲜嫩。因此，条纹锯

是一种蛋白质含量丰富的优质海水鱼类，且雄性比雌

性的肉质更加鲜嫩，更加低脂。 
 

表 5  雌雄条纹锯 肌肉脂肪的脂肪酸 
组成及含量(湿重，%) 

Tab.5  Fatty acids of crude fat in the muscle of female and 
male C. striata ( Wet weight, %) 

脂肪酸 Fatty acids ♀ ♂ 
C14∶0* 5.86±0.40a 4.87±0.38b 
C15∶0* 0.63±0.12a 0.53±0.03b 
C16∶0* 23.08±0.74 24.36±1.01 
C17∶0* 0.40±0.02 0.42±0.08 
C18∶0* 3.21±0.08A 4.39±0.11B 
C16∶1# 10.35±0.38 9.44±0.44 
C18∶1n6# 0.51±0.02A 0.39±0.22B 
C18∶1n9# 15.12±0.20 A 17.15±0.22 B

C18∶1n9t# – 0.13±0.01 
C18∶1n11# 2.89±0.03 A 3.04±0.04 B

C20∶1n7# 1.61±0.13 1.44±0.11 
C22∶1n9# 0.33±0.06 0.36±0.03 
C24∶1# 0.97±0.04 1.02±0.04 
C18∶2n6& 2.67±0.09a 2.22±0.01b 
C18∶3n3& 1.32±0.06A 1.09±0.08B 
C20∶2& 0.18±0.06 0.18±0.05 
C20∶4n6(ARA)& 0.56±0.04 0.49±0.03 
C20∶5n3(EPA)& 6.66±0.35 7.17±0.44 
C22∶5n3(DPA)& 1.13±0.07 1.06±0.09 
C22∶6n3(DHA)& 11.5±0.76 10.61±0.78 
∑SFA 33.19±1.10 34.58±1.36 
∑MUFA 31.76±0.09A 32.97±0.10B 
∑PUFA 24.02±1.31 22.83±1.33 
EPA+DHA 18.16±1.11 17.78±1.19 
∑n-3PUFA 20.61±1.20 19.93±1.28 
∑n-6PUFA 3.74±0.13A 3.10±0.03B 
∑n-3PUFA/∑n-6PUFA 551.24 642.95 

*为饱和脂肪酸；#为单不饱和脂肪酸；&为多不饱和

脂肪酸 
*: Saturated fatty acid (SFA); #: Monounsaturated fatty 

acid (MUFA); &: Polyunsaturated fatty acid  

表 6  雌雄条纹锯 肌肉矿物质含量(湿重，mg/kg) 
Tab.6  Contents of minerals in the muscle of female and 

male C. striata ( Wet weight, mg/kg) 

矿物质元素 Mineral 
elements (mg/kg) 

♀ ♂ 

钾 K 4396.67±164.29 4243.33±175.72
钠 Na 531.33±18.57A 297.33±9.07B 
钙 Ca 77.67±3.51 69.33±5.69 
镁 Mg 355±25.29 360±24.58 
磷 P 2178.67±31.21A 2334.67±42.71B

铜 Cu 0.08±0.01a 0.19±0.03b 
锌 Zn 3.27±0.15 3.37±0.15 
铁 Fe 1.31±0.14 1.55±0.11 
硒 Se 0.36±0.02 0.33±0.04 
锰 Mn – – 
钾/钠 K/Na 8.27 14.27 
钙/磷 Ca/P 0.04 0.03 

–为未检出 
–: Undetectable 
 

3.2  雌雄条纹锯 肌肉氨基酸组成与营养品质 

研究结果显示，雌雄条纹锯 肌肉中均含有   
16 种常见氨基酸，除蛋氨酸、赖氨酸和甘氨酸的含

量具有显著性差异外，其他氨基酸差异均不显著。雌

性条纹锯 肌肉中非必需氨基酸的含量显著高于雄

性，必需氨基酸含量、氨基酸总量及鲜味氨基酸总量

差异均不显著。雌雄条纹锯 肌肉中赖氨酸的含量

(湿重)分别高达 1.87%和 1.90%，分别占氨基酸总量

的 9.61%和 9.83%，赖氨酸含量高。赖氨酸是一种碱

性氨基酸，有利于促进钙的吸收。我国居民普遍以谷

物为主食，而赖氨酸是一般谷类和人乳蛋白质的第一

限制性氨基酸(徐善良等, 2012)，由此雌雄条纹锯 均

可为国民弥补因以谷物为主食所引起的赖氨酸摄入

不足，同时也可以开发为优质的催乳食品(徐革锋等, 
2013)。其中由于雄性条纹锯 肌肉中必需氨基酸含

量略高于雌性且赖氨酸的含量显著高于雌性，所以雄

性比雌性具有更高的营养保健价值。 
FAO/WHO 根据婴儿的必需氨基酸需求量(各年

龄段人群中最高)制定了最低限度的评分标准(AAS)。
鸡蛋蛋白质被认为是营养最全面的，因此也被制定为

蛋白质的评定标准(CS)(刘俊利等, 2011)。EAAI 以 CS
为参评标准，数值越大，营养价值越高。三者被广泛

认为是评定食品中氨基酸营养价值的重要指标。经检

测计算可知，不管是以 AAS 分值为标准还是以 CS
分值为标准，雌雄条纹锯 的第一限制性氨基酸和第

二限制性氨基酸相同，分别为蛋氨酸和缬氨酸。因此，



第 3 期 赵亭亭等: 雌雄条纹锯 肌肉营养成分的比较与评价 157 

 

在对条纹锯 进行饲养或食品加工时，额外添加这 2
种必需氨基酸，能够进一步提高该鱼的鱼肉品质。另

外，雄性条纹锯 肌肉的 EAAI 高于雌性，说明以

EAAI 为标准时，雄性条纹锯 的营养价值要优于  
雌性。 

鱼肉的滋味是否鲜美以及鲜美的水平依赖于其

肌肉中鲜味氨基酸含量的多少以及组成模式。雌雄条

纹锯 肌肉中鲜味氨基酸的含量差异不显著。这说明

雌雄条纹锯 肌肉肉质均较为鲜美。 
支链氨基酸可以有效降低胆固醇、保肝控癌。支

链氨基酸与芳香族氨基酸的比值称为支芳值，简称 F
值。人和哺乳动物的 F 值在正常情况下为 3.0~3.5，
而当肝受损伤时，则降为 1.0~1.5，因此支链氨基酸

可用于治疗肝硬化(黄薇等, 2014)。雌雄条纹锯 肌肉

的 F 值均明显高于人体肝脏受损时的水平，因此，二

者肌肉均可为肝病患者补充支链氨基酸，具有良好的

保肝护肝作用。 

3.3  雌雄条纹锯 肌肉脂肪酸组成分析与营养品质 

脂肪酸是维持细胞正常生理代谢必不可少的营

养物质之一。脂肪是食物加热产生香气不可或缺的重

要成分，多不饱和脂肪酸含量越高食品加热过程中产

生的香气越明显，而且在一定程度上可体现肌肉的多

汁性(邴旭文等, 2005)，并且具有降血脂、降血压、

抗肿瘤和调节免疫力的作用(周礼敬等, 2013)；单不

饱和脂肪酸具有降血糖、降血脂，调节胆固醇的功能

(王炜等, 2005)。检测结果显示，雌雄条纹锯 肌肉中

的∑PUFA 差异不显著，雄性条纹锯 肌肉中的    
∑MUFA 极显著高于雌性。 

EPA 和 DHA 是最为重要的不饱和脂肪酸，EPA
俗称“血管清道夫”，DHA 俗称“脑黄金”，二者均是动

物生长发育的必需脂肪酸，具有增强心脑血管健康和

促进胎婴儿智力和视力发育的重要作用(周礼敬等 , 
2013)。雌雄条纹锯 肌肉中的 EPA+DHA 的含量分

别为 18.16%和 17.78%，二者差异不显著。因此，条

纹锯 作为一种优质的海水鱼类，具有一定的保健价值。 
多不饱和脂肪酸主要分为 n-3 和 n-6 系列，    

∑n-3PUFA/∑n-6PUFA 被作为一个重要的营养价值

指标，主要是因为现代人们在膳食中摄入了过多的

n-6PUFAs ，导致其含量远超于人体需要量，而

n-3PUFAs 的量严重不足以至于无法满足需求，从而

引发各种现代疾病。雌雄条纹锯 肌肉中∑n-3PUFA/ 
∑n-6PUFA 分别为 5.51 和 6.43，该比值雄性高于雌

性，所以雄性条纹锯 较雌性更能为人类有效补充

n-3PUFAs，预防心脑血管疾病、提高人体免疫力。 

3.4  雌雄条纹锯 肌肉矿物质元素组成评价 

随着人们生活水平提高，生活节奏加快，即食食

品备受欢迎，饮食习惯也普遍偏向高盐高钠，长期食

用高盐高钠食品，容易使人患上高血压、糖尿病等多

种现代病。本研究检测的雌雄条纹锯 肌肉中的   
10 种矿物质元素中，均是 K 的含量最高，K 通常与

Na 配合发挥作用，维持人体体液的酸碱平衡和神经

肌肉的应激性，调节机体渗透压，参与维持机体多种

代谢平衡。K 可以促进 Na 的排除，能够通过扩张血

管，降低血管阻力从而降低血压。另外，胰岛素的分

泌受 K 的影响，K 会刺激胰岛素的分泌，预防糖尿病

的发生。因此，K/Na 对人体健康至关重要。本研究

中雌性条纹锯 肌肉中 Na 的含量极显著高于雄性，K
含量差异不显著，雌雄鱼肌肉中的 K/Na 分别为 8.27 和

14.27。因此，条纹锯 适合高血压及心血管疾病患者食

用，具有很好的保健价值，理论上，雄性更优于雌性。 
对鱼类而言，肌肉中有恒定的钙磷比。检测计算

可知，雌性条纹锯 肌肉中的 Ca/P 为 0.04，雄性为

0.03，均低于珍珠龙胆石斑鱼的 0.09(王际英等 , 
2015)、棕点石斑鱼的 0.06(郭永军等, 2009)、点带石

斑鱼 1.67(徐大为等, 2008)、淡水石斑鱼 0.29(黄海等, 
2012)、七带石斑鱼 0.05(程波等, 2009)等多种石斑鱼。

雌雄条纹锯 肌肉中 Ca的含量相对较低，仅为 77.67、
69.33 mg/kg，低于多种鱼类。因此，在配制饲料的过

程中，需要注意饲料中的钙磷比例。一般鱼体内钙磷

比为 0.7~1.6 之间(刘修英, 1999)，鱼类饲料中钙和磷

也应有一定比例以满足鱼类正常的生长及繁育过程，

但海水鱼除了通过饲料获取 Ca 这一途径外，还可从

水中获取，因此饲料中 Ca 的添加量还需依据其生存

水环境中 Ca2+的浓度，因此，饲料中的 Ca/P 一般难

以直接确定，需要进一步深入研究。 

4  结论 

通过对雌雄条纹锯 肌肉营养成分的分析与评

价可知，雌雄条纹锯 均是营养丰富的优质海水经济

鱼类。其中雄性条纹锯 肌肉的必需氨基酸指数高于

雌性，支芳值略高于雌性，∑n-3PUFA/∑n-6PUFA 和

钾钠比(K/Na)也高于雌性。因此，在食品的食用价值

上，雄性略优于雌性。  
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Comparison and Evaluation of Nutritional Components in the 
 Muscle of Male and Female Centropristis striata 

ZHAO Tingting1,2, CHEN Chao1①
, SHAO Yanxiang1 

(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. National Demonstration Center for 

Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Centropristis striata is an economically important marine fish worldwide. In this study, the nutritional 
content in the muscle of C. striata was compared and evaluated by routine biochemical analysis methods between males 
and females. The results showed that the female C. striata contained significantly lower moisture than the males (P<0.01). 
However, the crude fat content in the fresh muscle of females was significantly higher (P<0.01) than that in the muscle of 
males. There was no significant difference in the crude protein and crude ash content in fresh muscle between females and 
males (P>0.05). Sixteen common amino acids were detected in the muscles of both males and females. Except for 
methionine, lysine, and glycine content, there were no significant differences between the other 13 amino acids, total 
amino acids (TAA), essential amino acids (EAA), and delicious amino acids (DAA) (P>0.05). According to the amino acid 
score (AAS) and chemical score (CS), the first limiting amino acid for both male and female C. striata was methionine, 
and the second was valine. The essential amino acids index (EAAI) of the male C. striata was 85.28, a little higher than 
that of female C. striata (84.84). The composition proportions of the essential amino acids in the muscles of C. striata are 
all in accordance with the FAO/WHO Standard. The ratios of branched chain amino acids to aromatic amino acids      
(F values) in the flesh of male and female C. striata were 2.28 and 2.24, respectively. The monounsaturated fatty acid 
(MUFA) concentration in the male C. striata was higher than that in females, the difference was highly significant 
(P<0.01), but the polyunsaturated fatty acid (PUFA) and EPA+DHA (Eicosapentenoic acid+docosahexoenoic acid) content 
were not significantly different between the males and females. The ratio of ∑n-3 PUFA to ∑n-6 PUFA in the flesh of the 
male C. striata was 6.43, which was higher than that of the females (5.51). In addition, the ratio of K to Na in the muscles 
of the males (14.27) was higher than that of the females (8.27). In conclusion, it can be suggested that male C. striata has a 
higher edible value than females. 
Key words    Centropristis striata; Muscle; Male and female; Nutritional component; Evaluation 
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5 种海藻在刺参幼参饲料中的应用研究* 
王晓艳  乔洪金  黄炳山  王成强  李培玉  李宝山  王际英① 

(山东省海洋资源与环境研究院  山东省海洋生态修复重点实验室  烟台  264006) 

摘要    本研究通过分析刺参(Apostichopus japonicus)幼参[(10.02±0.03) g]生长性能、体组成、肠道

消化酶活性及非特异性免疫性能的变化，评价鼠尾藻(Sargassum thunbergii)、铜藻(Sargassaum 
horneri)、海带(Saccharina japonica)、海带渣、石莼(Ulva lactuca L.)及混合藻粉在刺参幼参养殖中

的应用效果，在室内循环水系统中进行了为期 56 d 的养殖实验。结果显示，1) 鼠尾藻和混合藻粉

组刺参的增重率(WGR)和特定生长率(SGR)极显著高于其他各藻粉组(P<0.01)，海带渣组刺参的

WGR 和 SGR 最低，肠体比(IBR)和脏体比(VBR)均显著低于其他各组(P<0.05)，藻粉对刺参存活率

(SR)影响不显著(P>0.05)；2) 不同藻粉对刺参体壁水分、粗灰分、粗蛋白和粗脂肪影响不显著

(P>0.05)；3) 鼠尾藻和混合藻粉组肠道胰蛋白酶活性极显著高于海带、海带渣和石莼组，海带渣组

最低(P<0.01)；藻粉对 α-淀粉酶和脂肪酶活性无显著影响(P>0.05)，但对刺参粪便的酸不溶性灰分

具有极显著影响(P<0.01)；4) 鼠尾藻组和混合藻粉组刺参肠道超氧化物歧化酶(T-SOD)、酸性磷酸

酶(ACP)和碱性磷酸酶(AKP)活性极显著高于其他各组(P<0.01)，海带渣组丙二醛(MDA)含量极显著

高于其他各组(P<0.01)。研究表明，在本实验条件下，综合考虑刺参的生长性能及非特异性免疫性

能，添加任一海藻均未达到替代鼠尾藻的饲喂效果，但多种海藻混合添加，其生长性能及非特异性

免疫性能与单独添加鼠尾藻效果一致。 
关键词    刺参；鼠尾藻；海藻粉；生长性能；消化酶；非特异性免疫性能 
中图分类号 S963.71   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0160-08 

仿刺参(Apostichopus japonicus)，也称为刺参，

是经济效益很高的增养殖种类之一。海参作为世界八

大珍品之一，以高蛋白、黏多糖丰富及不含胆固醇著

称，随着其价值知识的普及，刺参逐渐进入寻常百姓

餐桌。刺参需求量的增大，引起养殖产业和饲料产业

的迅速扩大，而关于海参营养需求的研究尚处于摸索

阶段，营养需求标准缺乏，饲料研究落后于产业的发

展。鼠尾藻(Sargassum thunbergii)和马尾藻(Sargassum)
被认为是最优质的刺参饵料，由于过度开采已经不能

满足产业发展的需要。天然海域中，刺参主要以沉积

物中的单细胞藻类、原生动物、细菌、大型海藻碎屑

及海泥为食，因为刺参优先选择栖息在富含大型海藻

的海域，充足的大型海藻碎屑是海参的主要食物来

源，所以大型海藻成为人工配合饲料的主要原料。目 

abc
图章
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前已有不少研究报道，部分大型海藻用于刺参养殖取

得了不错的投喂效果 (Wen et al, 2016; 殷旭旺等 , 
2015; 李猛等, 2017; 唐薇等, 2014; 葛立保等, 2017; 
朱建新等 , 2007) 。石莼 (Ulva lactuca L.) 和海带

(Saccharina japonica)是中国北方很受欢迎且价格较

低的大型海藻，含有丰富的纤维素、碳水化合物、蛋

白质、各种微量元素和多糖类，目前已广泛应用于刺

参养殖中。铜藻(Sargassaum horneri)是中国暖温带海

域浅海区海藻场的主要连片大型褐藻物种，植株高

大，枝叶繁茂，多生长在潮下带浅海岩礁上，成片漂

浮水面，堪称“海中森林”，铜藻不但含有丰富的藻胶、

纤维素、半纤维素及矿物质，而且生物活性物质含量

相当高，作为工业、食品原料资源具有极大的开发潜

力，可惜目前还没有被广泛开发利用 (郑海羽等 , 
2008)。海带渣为工业提胶的剩余产品，干海带加水

浸泡后切碎，甲醛固色，在加热条件下，利用碳酸氢

钠消化后过滤，滤液用于提取海藻酸钠，不溶性组分

干燥后得到海带渣原料，所以，海带经过有效成分提

取后，仍存在许多粗蛋白、粗纤维和矿物质等营养物

质，用来制作刺参饵料可实现海带渣的高值化利用，

这一部分资源的利用可使海带干物质的利用率高达

45%左右(张俊杰等, 2010)。本研究在刺参幼参配合饲

料中添加海带粉、海带渣粉、铜藻粉及石莼粉，与鼠

尾藻的饲喂效果作对比研究，并探讨混合藻粉的应用

效果，以期为大型海藻在刺参人工配合饲料中的应用

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

以鱼粉、小麦粉、海泥等为主要原料，对照组为

鼠尾藻粉(D1 购自莱州市海福饲料有限公司)，分别用

铜藻粉(D2 采集于江苏省盐城市大丰区养殖水域; 菌
落总数 20840 CFU/g; 大肠杆菌 16 MPN/100 g; 沙门

氏菌、副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌均未

检出)、海带粉(D3 购自青岛汇福林海洋生物科技有限

公司)、海带渣(D4 购自青岛汇福林海洋生物科技有限

公司)、石莼粉(D5 购自青岛海之源饲料科技有限公司)
及 5种海藻粉等比例混合(1∶1∶1∶1∶1; D6)替代鼠

尾藻，配制成 6 种实验饲料，每种实验饲料包含 30%
的藻粉。将所有实验原料逐级混匀，与适量新鲜蒸馏

水混合，用螺旋挤压机加工成厚度为 2 mm 的片状饲

料，室温风干至水分为 5%左右，储存于–20℃冰箱备

用。饲料配方及基本营养组成见表 1，实验饲料氨基

酸组成见表 2。 

1.2  饲养管理 

实验用刺参幼参购于山东安源水产股份有限公

司，正式实验前，于实验所用循环水养殖系统中，用

对照组(鼠尾藻组)饲料投喂 14 d，使刺参幼参适应养

殖系统的条件及实验饲料。选取 540 头规格统一、体

质健康、初始体重为(10.02±0.03) g 的刺参随机分配

到 18 个玻璃钢水槽内(Φ 65 cm×80 cm)，实验分为   
6 组，每组 3 个平行，每个平行 30 头刺参，每个桶

内放置 2 个聚乙烯波纹板筐作为刺参的遮蔽物。每天

定时定量投喂 1 次(16:00)，初始投喂量为刺参总湿重

的 2%，观察摄食情况并及时调整投喂量。每 3 d 采用

虹吸法吸出残饵及粪便，实验周期为 56 d，实验期间

每天换水量为 1/3，控制水温为(18±2)℃，溶氧>6 mg/L，

pH 为 7.6~8.2，盐度为 28~32，NO2
–-N<0.05 mg/L，

NH4
+-N< 0.05 mg/L，光照周期为自然光周期。 

1.3  样品采集 

实验中期开始收集刺参粪便，用镊子从每个桶内

小心夹取完整粪便，用电热鼓风干燥箱 60℃烘干，

用于酸不溶性灰分的测定。饲养结束后禁食 48 h，分

别对每桶刺参进行计数并称总重，每桶随机选取   
10 头刺参，解剖分离内脏、体壁及肠道，称重后保

存于–80℃冰箱备用。另每桶随机取 3 头刺参，沿腹

中线的右侧解剖(避免破坏腹肠系膜)，剔除呼吸树后，

取中肠 0.8 cm 左右并固定于 Bouin’s 液中 24 h 后，保

存于 70%酒精中，经脱水、透明、浸蜡、包埋后，进

行常规石蜡连续切片，切片厚度为 7.0 μm，然后经

H.E 染色后，中性树胶封片并编号，在徕卡高清摄像

系统(LEICA ICC50 HD)下观察并拍照。从–80℃冰箱中

取出刺参肠道，冰浴解冻匀浆，4℃离心 20 min 
(2500 r/min)，上清液(粗酶液)于 4℃保存，用于消化

酶和免疫酶活性的测定(24 h 内测定)。 

1.4  计算公式与实验方法 

增重率(Weight gain rate, WGR, %)，特定生长率

(Specific growth rate, SGR, %/d)，存活率(Survival rate, 
SR, %)，肠体比 (Ratio of intestine weight to body 
weight, IBR, %)，脏体比(Ratio of viserosomatic weight 
to body weight, VBR, %)，根据以下公式计算: 

WGR=(Wf–Wi)×100/W1； 
SGR=(lnWf–lnWi)×100/T； 
SR=(存活数量/初始数量)×100； 
IBR=(肠道质量/体重)×100； 
VBR=(内脏质量/体重)×100 
式中，Wi 和 Wf 分别为每个桶内刺参的平均初始 
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表 1  饲料配方及营养组成(%) 
Tab.1  Composition and nutrient levels of the experimental diets (%) 

组别 Groups 
原料 Ingredients 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 
鱼粉 Fish meal 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 12.0 

海藻粉 Seaweeds 30.0 30.0 30.0 30.0 30.0 30.0 
小麦粉 Wheat meal 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

微晶纤维素 Microcrystalline cellulose 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 
海泥 Sea mud 36.4 36.4 36.4 36.4 36.4 36.4 

大豆卵磷脂 Soy lecithin 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
破壁酵母 Wall-broken yeast 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

黄原胶 Xanthan gum 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
瓜尔豆胶 Guar gum 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 
抗氧化剂 Antioxidant 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

维生素预混料 Vitamin premixa 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
矿物质预混料 Mineral premixb 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

合计 Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
营养组成(干物质)  Nutrient composition (Dry Matter)： 

粗蛋白 Crude protein(%) 15.26 14.46 16.64 16.83 16.23 15.90 
粗脂肪 Crude lipid(%) 1.54 1.91 1.80 1.73 1.41 1.80 
粗灰分 Crude ash(%) 50.03 53.06 47.99 46.32 48.14 49.21 

能量 Energy (kJ/g) 11.57 10.58 12.30 12.73 12.12 11.94 
a 维生素预混料(mg/kg 饲料): 维生素 A, 38.0; 维生素 B1, 115.0; 维生素 B2, 380.0; 维生素 B12, 1.3; 维生素 D3, 13.2;  

α-生育酚, 210.0; 烟酸, 1030.0; 泛酸, 368.0; 生物素, 10.0; 叶酸, 20.0; 抗坏血酸, 500.0; 盐酸吡哆醇, 88.0; 肌醇, 4000.0  

b 矿物质预混料(mg/kg 饲料): KCl, 3020.5; KAl(SO4)2, 11.3; NaCl, 100.0; KI, 7.5; NaF, 4.0; ZnSO4·7H2O, 363.0; 
CuSO4·5H2O, 8.0; MgSO4·7H2O, 3568; MnSO4·4H2O, 65.1; Na2SeO3, 2.3; NaH2PO4·2H2O, 25558.0; CoCl2, 28.0; 
C6H5O7Fe·5H2O, 1523.0; Ca-lactate, 15978.0 

a Vitamin mixture (mg/kg diet): vitamin A, 38.0; thiamine, 115.0; riboflavin, 380.0; vitamin B12, 1.3; vitamin D3, 13.2; 
α-tocopherol, 210.0; nicotinic acid, 1030.0; pantothenic acid, 368.0; biotin, 10.0; folic acid, 20.0; ascorbic acid, 500.0; pyridoxine 
hydrochloride, 88.0; inositol, 4000.0 

b Mineral mixture (mg/kg diet): KCl, 3020.5; KAl(SO4)2, 11.3; NaCl, 100.0; KI, 7.5; NaF, 4.0; ZnSO4·7H2O, 363.0; 
CuSO4·5H2O, 8.0; MgSO4·7H2O, 3568; MnSO4·4H2O, 65.1; Na2SeO3, 2.3; NaH2PO4·2H2O, 25558.0; CoCl2, 28.0; 
C6H5O7Fe·5H2O, 1523.0; Ca-lactate, 15978.0 

 
体质量和终末体质量，T 为养殖天数。 

饲料及刺参体壁的水分、粗灰分、粗脂肪及粗蛋

白含量分别根据 GB/T6435-2006、GB/T6433-2007、
GB/T6433-2006 和 GB/T5009.5-2003 测定，饲料能量

采用氧弹燃烧法测定(PARR 6100)，酸不溶性灰分

(Acid-insoluble ash)根据 GB/T23742-2009 测定；肠道

粗酶液蛋白浓度(考马斯亮蓝法)、胰蛋白酶(Trypsin)、
糜蛋白酶(Chymotrypsin)、α-淀粉酶(α-Amylase)、脂

肪酶 (Lipase)、总超氧化物歧化酶 (Total-superoxide 
dismutase, T-SOD)、碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, 
AKP)、酸性磷酸酶(Acid phosphatase, ACP)活性及丙

二醛(Malondialdehyde, MDA)含量均采用南京建成生物

工程研究所试剂盒测定，测定方法均参考试剂盒说明

书；饲料氨基酸测定参照国标测定方法(GB/T 14924.10- 
2008)，采用全自动氨基酸测定仪(Hitachi L-8900, 日本)
测定。 

1.5  数据分析 

所有数据采用 SPSS 18.0 进行单因素方差分析

(One-way ANOVA)，用 Duncan’s 检验进行多重比较，

P<0.05 为差异显著，P<0.01 为差异极显著，P>0.05
为差异不显著。统计数据以平均值±标准误(Mean±SE)
的形式表示。 

2  结果 

2.1  不同藻粉对刺参生长性能、形体指标及存活率

的影响 

不同海藻粉对刺参的生长性能具有显著影响，如

表 3 结果显示，混合藻粉组与对照组的刺参 WGR 和

SGR 显著高于其他各组(P<0.01)，铜藻组与海带组差

异不显著(P>0.05)，但显著低于石莼组(P<0.01)，海

带渣组最低；海带渣组刺参的 IBR 和 VBR 均显著 
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表 2  实验饲料氨基酸组成(干物质基础, %) 
Tab.2  Amino acids composition of experimental  

diets (Dry matter basis, %) 

组别 Groups 氨基酸 
Amino acids D1 D2 D3 D4 D5 D6

精氨酸 Arg 0.77 0.78 0.90 0.89 0.90 0.82

组氨酸 His 0.26 0.27 0.27 0.28 0.28 0.27

异亮氨酸 Ile 0.45 0.47 0.56 0.58 0.57 0.51

亮氨酸 Leu 0.97 0.99 1.20 1.21 1.17 1.07

赖氨酸 Lys 0.83 0.90 0.91 0.89 0.88 0.85

蛋氨酸 Met 0.33 0.25 0.43 0.43 0.43 0.40

苯丙氨酸 Phe 0.59 0.61 0.74 0.74 0.73 0.66

苏氨酸 Thr 0.63 0.64 0.78 0.79 0.76 0.70

缬氨酸 Val 0.57 0.59 0.71 0.73 0.72 0.64

天冬氨酸 Asp 1.33 1.49 1.67 1.66 1.59 1.51

丝氨酸 Ser 0.75 0.76 0.88 0.89 0.86 0.81

甘氨酸 Gly 0.92 0.94 1.11 1.10 1.07 1.00

丙氨酸 Ala 0.86 0.91 1.07 1.06 1.04 0.96

半胱氨酸 Cys 0.19 0.18 0.24 0.25 0.23 0.22

酪氨酸 Tyr 0.41 0.37 0.41 0.40 0.38 0.40

谷氨酸 Glu 3.33 2.78 3.08 3.09 3.00 3.00

脯氨酸 Pro 0.74 0.78 0.90 0.90 0.87 0.82

总氨基酸 TAA 13.93 13.71 15.86 15.89 15.48 14.64

海藻粉营养成分 (干物质) Seaweeds nutrients (Dry Matter)

粗蛋白 Crude protein(%) 16.08 13.18 19.53 20.86 18.25 17.60

粗脂肪 Crude fat (%) 1.24 1.26 2.02 1.98 1.42 1.62

低于其他各组 (P<0.05)，其他各组间差异不显著

(P>0.05)；不同海藻粉对刺参 SR影响不显著(P>0.05)。 
表 4 结果显示，饲料中添加海带、海带渣、石莼

及混合藻粉均能提高刺参的体壁粗蛋白含量，但与对

照组差异不显著(P>0.05)，不同海藻粉对刺参体壁水

分、粗灰分和粗脂肪影响不显著(P>0.05)。 

2.2  不同海藻粉对刺参消化酶活性的影响 

鼠尾藻和混合藻粉组刺参肠道胰蛋白酶活性显

著高于海带、海带渣和石莼组(P<0.05)，铜藻组与对

照组差异不显著(P>0.05)；海带渣及石莼粉组刺参肠

道的糜蛋白酶活性显著低于其他各组(P<0.05)，其他

各组间差异不显著(P>0.05)；不同处理组 α-淀粉酶和

脂肪酶活性差异不显著(P>0.05)；铜藻组刺参粪便的

酸不溶性灰分显著高于对照组(P<0.01)，其他各组均

显著低于对照组(P<0.01)(表 5)。 

2.3  不同海藻对刺参非特异性免疫性能的影响 

由表 6 可见，不同海藻对刺参非特异性免疫具有

显著影响，海带渣组刺参肠道 T-SOD 活性显著低于

其他各组(P<0.01)，混合藻粉组显著高于铜藻、海带

及石莼组(P<0.01)；海带渣组刺参肠道 MDA 含量显

著高于其他各组(P<0.01)，石莼组显著低于对照组

(P<0.01)，混合藻粉组与对照组差异不显著(P>0.05)；
不同藻粉对刺参的 ACP、AKP 活性具有显著影响

(P<0.01)，海带渣组刺参的 ACP 活性显著低于对照 
 

表 3  不同藻粉对刺参生长性能、形体指标及存活率的影响 
Tab.3  Effects of different seaweeds on the growth performance, morphological parameters and survival rate of A. japonicus 

组别 Groups 
项目 Items 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 
初始体重 Wi (g) 10.01±0.01 10.02±0.02 10.04±0.01 10.04±0.03 10.02±0.03 10.01±0.01 

末体重 Wf (g) 18.83±0.23a 13.17±0.07c 13.31±0.09bc 11.19±0.11d 13.72±0.07b 18.92±0.16a 
增重率 WGR (%) 88.33±2.33a 31.29±0.23c 32.76±0.93c 11.37±0.57d 36.97±0.60b 89.20±1.60a 

特定生长率 SGR (%/d) 1.13±0.02a 0.49±0.00c 0.51±0.01c 0.19±0.01d 0.56±0.01b 1.14±0.02a 
肠体比 IBR (%) 3.34±0.04ab 3.37±0.05a 3.26±0.05ab 2.37±0.09c 3.16±0.03b 3.39±0.05a 
脏体比 VBR (%) 7.84±0.38a 7.12±0.37a 7.44±0.35a 5.77±0.27b 7.49±0.15a 7.75±0.34a 
存活率 SR (%) 91.67±1.67 88.33±1.67 88.33±1.67 83.33±0.00 95.00±5.00 88.89±1.11 

注: 同一行肩标不同表示不同组间差异显著(P<0.05)，下表同  
Note: Values within the same row with different letters are significantly different (P<0.05)，the same as below 

 

表 4  不同海藻粉对刺参体壁组成的影响 
Tab.4  Effects of different seaweeds on the body wall composition of A. japonicus 

组别 Groups 
项目 Items 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 
水分 Moisture (%) 90.80±0.35 91.30±0.08 90.72±0.15 90.58±0.20 91.05±0.21 91.32±0.06 

粗蛋白 Crude protein (%) 42.96±0.44 42.71±0.35 43.46±0.07 43.63±0.62 43.63±0.23 43.70±0.09 
粗脂肪 Crude fat (%) 3.58±0.26 3.66±0.05 3.58±0.09 3.94±0.14 3.63±0.02 3.77±0.10 
粗灰分 Crude ash (%) 36.23±0.04 37.30±0.24 35.92±0.29 36.73±0.16 36.22±0.43 36.44±0.51 
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表 5  不同海藻粉对刺参消化酶活性的影响 
Tab.5  Effects of different seaweeds on the digestive enzyme activities of A. japonicus 

组别 Groups 
项目 Items 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 
胰蛋白酶 Trypsin (U/mg prot) 820.93±21.13a 798.95±42.57ab 714.61±27.94bc 630.35±24.67c 720.34±13.07b 816.15±26.80a

糜蛋白酶 Chymotrypsin (U/mg prot) 4.39±0.26a 4.30±0.14ab 3.75±0.15bc 3.39±0.11c 3.55±0.14c 4.29±0.18ab

α-淀粉酶 α-Amylase (U/mg prot) 1.13±0.03 1.24±0.06 1.07±0.06 1.09±0.07 1.07±0.06 1.24±0.07 
脂肪酶 Lipase (U/g prot) 6.32±0.27 5.60±0.09 6.20±0.35 5.83±0.20 6.53±0.14 6.52±0.20 
酸不溶性灰分 
Acid-insoluble ash(%) 

42.24±0.22b 43.52±0.16a 39.71±0.15d 41.85±0.24b 40.75±0.15c 40.47±0.13c

 
表 6  不同海藻对刺参非特异性免疫性能的影响 

Tab.6  Effects of different seaweeds on the nonspecific immune performance of A. japonicus 
组别 Groups 

项目 Items 
D1 D2 D3 D4 D5 D6 

总超氧化物歧化酶 
T-SOD(U/mg prot) 

20.99±1.07ab 18.81±1.00b 19.14±0.82b 14.96±0.60c 18.37±0.12b 22.65±1.30a 

丙二醛 MDA(nmol/mg prot) 1.44±0.04b 1.36±0.07bc 1.29±0.06bc 2.01±0.11a 1.17±0.08b 1.31±0.04bc

酸性磷酸酶 ACP(U/g prot) 134.22±6.92ab 119.04±3.45bc 129.21±4.45ab 111.19±2.93c 129.57±4.18ab 138.33±8.25a 
碱性磷酸酶 AKP(U/g prot) 457.58±11.64a 366.27±17.56bc 418.42±14.20ab 352.44±16.66c 385.15±20.42bc 461.99±11.38a

 
组及混合藻粉组(P<0.01)，其余各组与对照组差异不

显著(P>0.05)；铜藻、海带渣及石莼组肠道 AKP 活性

显著低于对照组(P<0.01)，混合藻粉组与对照组差异

不显著(P>0.05)。 
2.4  不同海藻对刺参肠道组织结构的影响 

图 1 为 6 组饲料投喂下刺参的中肠横切组织结

构。由图 1 可见，不同海藻对刺参肠道组织结构影响 

显著，鼠尾藻和混合藻粉组刺参肠道皱襞高度明显大

于其他各组，且皱襞面积较大，铜藻组及海带渣组皱

襞高度最小，且皱襞面积最小，海带组及石莼组皱襞

高度居中。 

3  讨论 

海藻为刺参生长所必需，饲料中添加 30%的藻粉 
 

 
 

图 1  不同海藻对刺参肠道组织结构的影响 
Fig.1  Effects of different seaweeds on intestinal tissue structure of A. japonicus 

D1~D6 分别为鼠尾藻、铜藻、海带、海带渣、石莼及混合藻粉组刺参的肠道结构； 
muc：黏膜层；sum：黏膜下层；mus：肌肉层；ser：浆膜层 

D1~D6 were intestinal structure of A. japonicus in group of S. thunbergii,  
S. horneri, S. japonica, degummed kelp, U. lactuca L., and their mixture, respectively; 

muc: mucosa; sum: submucosa; mus: muscle; ser: serosa 
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能最大程度提高刺参的生长性能(Yuan et al, 2006)，
而鼠尾藻是公认的刺参优质饵料，在本实验条件下，

铜藻粉、海带粉、海带渣及石莼粉对刺参的增重效果

均不如鼠尾藻，然而，混合藻粉却达到了与鼠尾藻相

同甚至更优的增重效果，这可能是因为，多种海藻粉

混合营养更全面，弥补了单一海藻营养不均衡的问

题，与 Gao 等(2011)对刺参的研究结果一致。铜藻的

氨基酸组成与鼠尾藻相似(表 2)，但促生长效果却明

显不及鼠尾藻，可能是因为其谷氨酸含量(2.78)明显

低于鼠尾藻组 (3.33)，而谷氨酸是一种呈味氨基酸 
(刘长琳等, 2015)，能增强动物食欲，提高摄食量。

本研究中海带渣组刺参的 IBR 和 VBR 均显著低于其

他各组，可能是因为海带渣在提取褐藻酸钠过程中，

为了保证提取物的色泽而加入的甲醛等固色剂部分

残留，影响了刺参的消化功能，而海带渣组的 SR 与

其他各组差异不显著，表明海带渣对刺参的 SR 无不

利影响，但不利于肠道的消化吸收，郝继浦(2014)研
究表明，利用海带渣生产刺参饵料，刺参的生长性能

显著低于配合饲料组(P<0.05)，与本研究结果相似。 
刺参食道和胃都很短，仅起到运输和机械处理内

吞食物的作用，刺参无特化的消化腺(崔龙波等, 2000; 
李旭等, 2013)，前肠和中肠有腺细胞，能分泌消化酶，

对食物进行细胞外消化(王吉桥等, 2007)，本研究中，

刺参肠道蛋白酶活性较高，且受不同藻类影响显著，

而脂肪酶活性较低，表明刺参对不同藻类蛋白的吸收

能力不同，对脂肪的耐受性低(Seo et al, 2011)，多项

研究也证明了刺参肠道具有较高的蛋白酶活性和较

低的脂肪酶活性 (唐黎等 , 2007; 姜令绪等 , 2007;   
赵斌等, 2015)，与本研究结果一致。铜藻和海带渣组

刺参肠道消化酶活力较低，证明刺参对其消化吸收能

力较弱。与此一致，本研究中铜藻及海带渣组刺参肠

道皱襞高度明显低于对照组及混合藻粉组，细胞数目

明显减少，而肠绒毛的完整性及高度是营养物质被消

化吸收的基本保障，可能是因为消化道内褐藻酸酶活

力较低(唐黎等, 2007)，刺参对铜藻和海带渣的吸收

能力较弱，绒毛之间的隐窝细胞分裂速度降低，不能

及时分化迁移，补充正常脱落的绒毛上皮(王吉桥等, 
2007; 孙丽娜, 2013)，消化吸收的表面积减少，从而

影响了对营养物质的吸收。此外，酸不溶性灰分是指

示饲料消化率的有效指标(Li et al, 2008)，本研究中，

海带、石莼及混合藻粉组的酸不溶性灰分均显著低于

对照组，铜藻显著高于对照组，海带渣与对照组差异

不显著，表明刺参对海带、石莼及混合藻粉的消化吸

收率较高，对铜藻和海带渣的消化吸收率低，可能因

为较铜藻而言，海带和石莼的质地较软，易被刺参肠

道破坏。 
T-SOD、ACP 和 AKP 是评价刺参机体免疫力的

重要指标。T-SOD 是机体清除活性氧的关键防御酶，

其活性直接指示免疫系统的状态及清除自由基的能

力(杨宁等, 2016; 秦搏等, 2015; 董晓亮等, 2013)，
MDA 是自由基作用于脂质发生过氧化的终产物，会

引起蛋白质、核酸等生物大分子交联聚合(Wakita et al, 
2011)。在本研究中，海带渣组刺参的氧化产物 MDA
含量显著高于其他各组，T-SOD 活性显著低于其他各

组，表明该组刺参体内脂质过氧化反应较为严重，机

体清除自由基的能力较弱，混合藻粉组 T-SOD 活性

与对照组差异不显著，但均显著高于其他各组，表明

多种藻粉混合饲喂刺参可以有效提高机体清除自由

基的能力，提高刺参的抗氧化性能。ACP 和 AKP 是

溶酶体酶的重要组成部分(郑慧等, 2014)，同时还是

刺参体内参与免疫防御活动的重要水解酶，在刺参抵

抗疾病、免疫反应及细胞损伤修复过程中具有一定的

生物学意义(李继业, 2007)。在本研究中，海带、海

带渣、石莼及混合藻粉组的刺参肠道 ACP 和 AKP 活

性显著高于对照组和铜藻组，可能是因为海带和石莼

中含有较多微量元素及多糖成分，能激活免疫相关酶

活性，从而有效提高刺参的免疫性能 (李丹彤等 , 
2014)。研究证实，刺参大部分的免疫反应都是由阿

米巴吞噬细胞介导，Canicatti(1990)在刺参 H. polii 阿
米巴吞噬细胞中发现 ACP、AKP、β-葡萄糖酶、氨基

多肽酶、酸性蛋白酶、碱性蛋白酶和脂酶等多种溶酶

体酶，同时在包囊体中也检测到了 ACP 活性。 

4  结论 

通过对刺参生长性能、非特异性免疫及消化机能

的研究可知，混合藻粉具有跟鼠尾藻相似的饲喂效

果，因此建议刺参幼参养殖中多种海藻粉混合使用，

以保证刺参营养均衡。 
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Application Research of Five Seaweeds in Juvenile Sea  
Cucumber Apostichopus japonicus (Selenka) 

WANG Xiaoyan, QIAO Hongjin, HUANG Bingshan,  
WANG Chengqiang, LI Peiyu, LI Baoshan, WANG Jiying①

 
(Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Shandong Key  

Laboratory of Marine Ecological Restoration, Yantai  264006) 

Abstract    In order to evaluate the application of Sargassum thunbergii, Sargassum horneri, 
Saccharina japonica, degummed kelp, Ulva lactuca L., and their mixture in juvenile sea cucumbers 
[(10.02±0.03) g], an 8-week-long experiment was conducted in a circulating water system. Growth 
performance, body composition, intestinal digestive enzyme activities, and nonspecific immune 
performance were analyzed. Results showed that the weight gain rate (WGR) and specific growth rate 
(SGR) of sea cucumbers fed S. thunbergii and the seaweed mixture were significantly higher than those of 
other groups (P<0.01), and were the lowest in sea cucumbers fed degummed kelp. Sea cucumbers fed 
degummed kelp had significantly lower ratio of intestine weight to body weight (IBR) and ratio of 
viserosomatic weight to body weight (VBR) than those of the other groups (P<0.05). Different seaweed did 
not significantly affect survival rate (P>0.05). Body wall moisture, crude ash, crude protein, and the crude 
fat of sea cucumbers were not significantly affected by the seaweeds (P>0.05). The intestinal trypsin 
activities in sea cucumbers fed S. thunbergii, and the seaweed mixture were significantly higher than those 
in the kelp, degummed kelp, and Ulva groups, and were the lowest for degummed kelp (P<0.01). The 
different seaweeds had no significant effect on alpha amylase and lipase activity (P>0.05), but significant 
effects were observed in the hydrochloric acid-insoluble ash of fecal matter (P<0.01). Intestinal 
total-superoxide dismutase (T-SOD), acid phosphatase (ACP), and alkaline phosphatase (AKP) activities 
in the sea cucumbers fed S. thunbergii and seaweed mixture were significantly higher than those in the 
other groups (P<0.01). Intestinal malondialdehyde (MDA) content in sea cucumbers fed degummed kelp 
was significantly higher than that in the other groups (P<0.01). In conclusion, a comprehensive 
consideration of growth performance and nonspecific immune performance indicated that the four 
seaweeds individually cannot achieve the feeding effect of replacing dietary S. thunbergii; however, using 
mixed seaweeds can achieve an effect similar to S. thunbergii under these experimental conditions. 
Key words    Apostichopus japonicus; Sargassum thunbergii; Seaweed; Growth performance; 
Digestive enzyme; Nonspecific immune performance 
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不同光质及胁迫处理对鼠尾藻及 
附生藻类光合生理的影响* 

袁艳敏 1,2  刘福利 2,3①  梁洲瑞 2,3  汪文俊 2,3  孙修涛 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) 

摘要     利用鼠尾藻(Sargassun thumbergii)、菱形藻(Nitzschia)、石莼(Ulue pertusa)和绢丝藻

(Callithamnion corymbosum)作为研究对象，通过白光、蓝光、红光照射，1%硝酸铵、1%柠檬酸、

3%硫酸铵处理不同时间，淡水浸泡不同时间 3 种杂藻清除方法，系统研究光质、药物和淡水处理

对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响。结果显示，对于相对生长速率(RGR)、表观光合速率(Pn)及表观

光合速率与呼吸耗氧速率(R)的比(Pn/R)，鼠尾藻幼孢子体在蓝光下均明显大于在白光和红光下，而

菱形藻则在红光下较大，且鼠尾藻幼孢子体与菱形藻在蓝光下的 Pn 比明显大于其在白光和红光下

的 Pn 比。结果显示，鼠尾藻幼孢子体若与菱形藻进行竞争，在蓝光下相对于在白光和红光下更有

优势。硝酸铵、硫酸铵、柠檬酸药物处理对鼠尾藻幼孢子体的生理状态有一定的影响，且这种伤害

具有不可逆性；对鼠尾藻嫩芽的伤害较小，且可恢复正常；对石莼的清除效果不明显，对绢丝藻有

伤害。淡水处理对鼠尾藻幼孢子体有伤害，对鼠尾藻嫩芽伤害较小，对石莼影响不大，对绢丝藻有

伤害。研究表明，在鼠尾藻幼苗早期培育过程中，可增大蓝光的照射或减少红光的照射，在一定程

度上能促进鼠尾藻的生长且抑制菱形藻的生长；在鼠尾藻早期幼苗的杂藻清除中，应避免使用 1%
硝酸铵、1%柠檬酸和3%硫酸铵处理，会对鼠尾藻幼孢子体产生伤害；鼠尾藻育苗早期不宜使用淡

水浸泡除去杂藻，鼠尾藻嫩芽每次淡水浸泡 30 min，可清除杂藻，且对藻体无伤害。 
关键词   鼠尾藻；杂藻；光质；药物处理；淡水处理   
中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0168-10 

鼠尾藻(Sargassun thunbergii)是北太平洋西部特

有的暖温性海藻，在我国北起辽东半岛，南至雷州半

岛的硇洲岛均有广泛分布，是某些海域潮间带的优势

藻种(曾呈奎, 1962)。鼠尾藻在食品、工业、医药、

abc
图章
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饲料(饵料)、环保等方面都具有特殊的价值，如鼠尾

藻是海参(Apostichopus japonicus)的优质饲料，是提

取褐藻胶、甘露醇、碘等的重要工业原料，还是降低

海区富营养化、净化重金属污染海区的优质藻种等

(包杰等 , 2008; 韩晓弟等 , 2005; 刘朝阳等 , 2006; 
张尔贤等, 1995; 郑怡, 1994; 魏玉西等, 2002)。 

近年来，对鼠尾藻的研究越来越深入和完善，鼠

尾藻的人工养殖技术不断成熟(王飞久等, 2006; 李美真

等, 2009; 孙修涛等, 2010; 陈洁等, 2016)。但在海藻

的人工育苗过程中，杂藻附着是很突出的问题，鼠尾

藻育苗时期最主要的是附着硅藻的侵害，其他的附着

杂藻主要是绿藻和红藻类(李美真等, 2009)，如刚毛

藻(Chladophora)、浒苔(Enteromorpha)、水云、石莼

(Ulue pertusa)和仙菜等，常用的除杂藻方法有洗刷苗

帘、药浴（柠檬酸、硫酸铵、硝酸铵溶液）和淡水

浸泡苗帘、干露等(贾柽等 , 2012; 李美真等 , 2009; 
李生尧等, 2009)，但这些药物处理均对海藻幼苗产生

一定程度的伤害。药物处理和淡水浸泡能有效去除杂

藻，但在鼠尾藻幼孢子体时期，使用这些药物和淡水

处理对种苗是否有影响还未知。本研究以山东青岛太

平湾海区自然生长的鼠尾藻为材料，以此海区常见的

石莼和绢丝藻(Callithamnion corymbosum)为绿藻和红

藻类杂藻的代表藻，探究以淡水配制的 1%柠檬酸、

1%硝酸铵、3%硫酸铵溶液和淡水分别处理不同时

间，是否能有效去除杂藻，又能保证鼠尾藻苗种的

健康生长。 
光是调控植物生长发育的关键生态因子之一，

藻类对可见光的吸收波长主要集中在 400~510 nm 的

蓝紫光区和 610~720 nm 的红橙光区(韩军军等, 2017)。
汪文俊等(2009)研究发现，蓝光始终促进海带(Laminaria 
japonica)幼孢子体的生长，在红光下藻体生长极为缓

慢。赵凤娟(2007)研究表明，相同光强条件下的蓝光

和白光相比较，蓝光不能满足鼠尾藻幼苗早期生长的

需要。Kim 等(2015)研究发现，日光灯、红光、绿光下

生长的红藻龙须菜(Gracilaria tikvahiae)具有较高的生

长速率。而不同光质对鼠尾藻的光合和生长的影响

还未知。本研究以白光为对照，探究蓝光、红光分

别对鼠尾藻生长和光合生理的影响。 
本研究利用不同光质、不同药物浓度和淡水对鼠

尾藻幼苗及其附着杂藻进行处理，采用叶绿素荧光和

液相氧电极技术，揭示了鼠尾藻和杂藻在不同处理时

光合生理的变化与异同，探究鼠尾藻人工育苗过程

中，适宜的光质培养条件及幼苗期间有效的杂藻清除

方法，旨在进一步完善鼠尾藻人工育苗技术，为鼠尾

藻的大规模养殖提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究于 2017 年 6 月 20 日在山东青岛太平角

潮间带礁石区，采集健康、近成熟的雌雄鼠尾藻，

在野外进行简单清洗，然后带回实验室，用过滤消

毒的海水彻底清洗，在显微镜下检查生殖托的成熟

情况。低温室中(14℃左右)培养，培养液为灭菌海水，

营养盐为 NaNO3-N:4 mg/L，KH2PO4-P:0.4 mg/L，放

置适量比例雌雄生殖托(雌∶雄=3∶1)，下层铺灭菌

玻璃片用于受精卵的附着和收集。采样第 2 天即排卵

和精子，2~3 d 后取出藻体，海水中的游离幼孢子体

充气悬浮培养，玻璃片上的幼孢子体按下面的方法进

行实验。本研究所使用的鼠尾藻幼孢子体大小均在

0.5 cm 以下。 
将附着在鼠尾藻玻璃片上的菱形藻(Nitzschia)刮

下后悬浮培养，培养条件与鼠尾藻相同。 
叶绿素荧光实验的鼠尾藻嫩芽(梁洲瑞等, 2011)、

石莼和绢丝藻样品于 2017 年 9 月 11 日在青岛太平角

潮间带礁石区采集，藻体生长状态良好。 

1.2  实验方法 

将实验材料置于 GXZ 智能型光照培养箱(宁波江

南仪器厂 )中培养，培养液为灭菌海水，营养盐为

NaNO3-N:4 mg/L，KH2PO4-P:0.4 mg/L，光强为 60 μmol 
photons/(m2s)，温度为 18℃，每 3 d 换水 1 次，使用

Oxygraph 液相氧电极测定表观光合速率(Pn)和呼吸

耗氧速率(R)，叶绿素荧光成像系统(IMAGING-PAM)
测定光系统Ⅱ(PSⅡ)的最大荧光产量 Fv/Fm。测定方

法：样品暗处理 30 min 后测定 Fv/Fm。每个处理组设

置 3 个重复。 
1.2.1  光质对鼠尾藻幼孢子体光合生理、相对生长速

率及菱形藻光合生理的影响    取出藻体后，将附着

在玻璃片上的鼠尾藻幼孢子体分为 3 组，共 9 个玻璃

片，每个玻璃片在显微镜(Nikon E200，日本)下随机

选取约 50 个鼠尾藻幼孢子体拍照记录。用 1 L 的烧

杯分别放在以白光(色温为 5000~7000 K)、蓝光(波长为

460~475 nm)、红光(波长为 620~635 nm)LED 灯为光

源的光照培养箱中培养，7 d 后再次在显微镜下拍

照。采用 Image-Pro Plus 5.1 图像分析软件，对实验

所拍照片进行分析，测量鼠尾藻幼孢子体的长度。

幼孢子体相对生长速率(Relative growth rate，RGR)
计算公式： 

RGR=100×(lnL2–lnL1)/t 
式中，L1、L2 分别为培养前后幼孢子体的长度，
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t 为培养时间。 
悬浮充气培养的鼠尾藻幼孢子体在不同光质的

光照培养箱中适应 3 d，分别在对应光质下测定 Pn 和 R。 
将菱形藻按照同样的方法测出不同光质下的 Pn

和 R。 
1.2.2  不同药物浓度对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响 

将鼠尾藻幼孢子体(长度为 0.5 cm以下)及鼠尾藻

新生嫩芽分别在淡水配制 1%柠檬酸(pH=2.27)中浸泡

1、3、5 min，在淡水配制 1%硝酸铵(pH=5.96)中浸泡

3、5、10 min，在淡水配制 3%硫酸铵(pH=5.88)中浸

泡 3、5、10 min，浸泡后，马上用海水冲洗 5 min，
测定浸泡处理后，在对照条件下恢复培养 2 、24 h 后

的 Pn 和 R。 
用相同的药物处理方法处理鼠尾藻幼孢子体、石

莼和绢丝藻，测定浸泡处理后，在对照条件下恢复培

养 1 d 或 1 、3 d 后的 Fv/Fm。 
1.2.3  淡水不同时间对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响 

将鼠尾藻幼孢子体、鼠尾藻新生嫩芽、石莼及绢

丝藻分别在淡水中浸泡 30 min、1 h，测定浸泡处理

后，在对照条件下恢复培养 1 、3 d 后的 Fv/Fm。 

1.3  数据分析 

数据分析与作图采用 Excel 软件，用 T 检验进行

显著性差异分析(P<0.05 为显著差异)。 

2  结果 

2.1  光质对鼠尾藻幼孢子体光合生理、相对生长速

率及菱形藻光合生理的影响 

从图 1a 可以看出，在不同光质培育 7 d 后，鼠

尾藻幼孢子体的 Pn 在蓝光下最大，白光下次之，红

光下最小。其中，幼孢子体在蓝光下的 Pn 明显大于

白光和红光下(P<0.05)，而白光与红光间无显著差异

(P>0.05)。幼孢子体的 R 在白光下最大，红光下最小，

其中，白光和蓝光明显大于红光(P<0.05)，而白光与

蓝光间无显著差异(P>0.05)。从图 1b 可以看出，在不

同光质培育 7 d 后，菱形藻的 Pn 在红光下最大，蓝光次

之，白光下最小。菱形藻在红光下的 Pn 明显大于白光

和蓝光(P<0.05)，白光与蓝光间无显著差异(P>0.05)。
菱形藻的 R 在蓝光下最大，白光下最小，蓝光明显大

于白光(P<0.05)，其他无显著差异(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  不同光质下培育 7 d 后鼠尾藻、菱形藻 Pn 和 R 的影响 
Fig.1  Apparent photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption rate of S. thunbergii and  

Nitzschia after cultured in white, blue and red light for 7 days 

图中不同字母为差异显著，相同字母为差异不显著。小写字母为呼吸速率差异，大写为表观光合速率差异 
Different letters in the diagram indicate significant differences, and the same letters indicate no significant differences. 

 Lowercase letters represent respiration rate, and capital letters represent photosynthetic rate 
 

从图 2a 可以看出，在白光、蓝光和红光下鼠尾藻

与菱形藻 Pn 比值均小于 1，其中，蓝光下最大，白光次

之，红光下最小，各组间均有显著差异(P<0.05)。从

图 2b 可以看出，在不同光质下，鼠尾藻 Pn/R 值蓝光下

最大，白光下最小。其中，蓝光下 Pn/R 值显著大于白

光和红光(P<0.05)，白光与红光间无显著差异(P>0.05)。

鼠尾藻幼孢子体在蓝光下 Pn/R 最大，即光合活性最大，

蓝光适宜鼠尾藻幼孢子体的生长。从图 2c 可以看出，

不同光质下，菱形藻的 Pn/R 值红光下最大，白光下

最小。方差分析结果显示，白光、蓝光和红光 3 个处

理组间均差异显著(P<0.05)。菱形藻在红光下 Pn/R 值

最大，即光合活性最大，红光适宜菱形藻的生长。 
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图 2  不同光质对鼠尾藻 Pn/菱形藻 Pn、 
鼠尾藻 Pn/R、菱形藻 Pn/R 的影响 

Fig.2  The ratio of apparent photosynthetic rate of 
S.thunbergii, and Nitzschia, the ratio of apparent  

photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption  
rate of S.thunbergii and Nitzschia 

图中不同字母为差异显著，相同字母为差异不显著，下同 
Different letters in the diagram indicate significant  

difference, and the same letters indicate no  
significant difference, the same as below 

 
从图 3 可以看出，不同光质条件下，培育 7 d 后，

鼠尾藻幼孢子体的 RGR 蓝光下最大，为 18.08%，红

光下最小，为 17.17%。方差分析结果显示，3 个处理

组间无显著差异(P>0.05)。 

2.2  不同药物浓度对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响 

1%硝酸铵(pH=5.96)处理鼠尾藻幼孢子体后，对

应时间的 Pn、R 和总光合速率(呼吸速率和光合速率

的总和)见表 1。从表 1 可以看出，处理 3 min 组随着

恢复时间的延长，幼孢子体的 Pn 逐渐降低，R 逐渐

升高，总光合速率逐渐升高，与对照组相比无显著差

异(P>0.05)。处理 5、10 min 组随着恢复时间的延长，

鼠尾藻的 Pn、R 和总光合速率都逐渐降低。5 min 后，

随着恢复时间延长，Pn 和 R 逐渐下降，药物处理可

能对鼠尾藻幼孢子体造成了不可逆的损伤，超过了其

恢复的极限，时间越久越趋于死亡。 
表 2 为 3%硫酸铵(pH=5.88)处理鼠尾藻幼孢子体

后，对应时间的 Pn、R 和总光合速率。恢复 2 h 和恢

复 24 h 的 Pn、R 和总光合速率均未恢复正常水平，

且处理 3、5、10 min 组恢复 24 h 的 Pn、R 和总光合

速率均分别低于其恢复 2 h 的，3%硫酸铵比 1%硝酸

铵酸性稍强，3%硫酸铵药物处理可能也对鼠尾藻幼

孢子体造成了不可逆的损伤，时间越久越趋于死亡。 
 

 
 

图 3  不同光质条件下培育 7 d 后鼠尾藻幼孢子体的 RGR 
Fig 3  Relative growth rate of the young sporophytes after 

cultured in white, blue and red light for 7 days 
 

1%柠檬酸(pH=2.27)处理鼠尾藻幼孢子体后 ,对
应时间的 Pn、R 和总光合速率见表 3。从表 3 可以看

出，1%柠檬酸处理对鼠尾藻幼孢子体有较大伤害，

且时间越长伤害越大。处理 1、3、5 min 组恢复 2、
24 h 时，Pn 均为负值，R 随着处理时间的增加逐渐降

低，随着恢复时间的增加逐渐升高，但仍远远低于对

照组，不能恢复到正常水平。相对于硫酸铵和硝酸铵，

柠檬酸对鼠尾藻幼孢子体的伤害更大。 
图 4 为 1%硝酸铵、3%硫酸铵组处理鼠尾藻幼孢

子体后，各对应时间的 Fv/Fm。从图 4a 可以看出，1%
硝酸铵处理 3 、5 min 和 3%硫酸铵处理 3 min 并在恢

复 1 、3 d 后，Fv/Fm 均显著低于对照组(P<0.05)，各

组处理后，恢复 1 、3 d 之间均无显著差异(P>0.05)。
恢复 3 d 后的鼠尾藻 Fv/Fm 值均小于 0.6，鼠尾藻不能

恢复正常水平。从图 4b 可以看出，硝酸铵、硫酸铵

处理组对鼠尾藻嫩芽影响较小，1 d 后均可恢复正常 
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水平，1%硝酸铵处理 3 、5 min 和 3%硫酸铵处理 3 min
后，Fv/Fm 均显著低于对照组(P<0.05)，各处理组恢复

1 d 后，Fv/Fm 与对照组均无显著差异(P>0.05)，其中，

1%硝酸铵 5 min、3%硫酸铵 3 min 组处理后，Fv/Fm

均显著低于恢复 1 d 的 Fv/Fm(P<0.05)，3%硝酸铵处

理 3 min 后，与恢复 1 d 组间无显著差异(P>0.05)。 
从图 5a 可以看出，1%硝酸铵和 3%硫酸铵处理

对石莼的影响不同。1%硝酸铵药物处理时间越长，

石莼的 Fv/Fm 越低，1%硝酸铵处理 5 min 恢复 1 d 后，

Fv/Fm 显著低于对照组(P<0.05)，其他无显著差异

(P>0.05)。3%硫酸铵处理对石莼影响较小，各组间无 

显著差异(P>0.05)。从图 5b 可以看出，1%硝酸铵、

3%硫酸铵药物处理对绢丝藻 Fv/Fm 的影响显著不同。

1%硝酸铵处理 3、5 min，各组 Fv/Fm 显著低于对照组

(P<0.05)，其中，处理 3 min 后恢复 1 d 时，Fv/Fm 显

著低于 3 min 其他时间(P<0.05)，其他无显著性差异

(P>0.05)。3%硫酸铵浸泡 3 min，对绢丝藻 Fv/Fm 的影

响不明显(P>0.05)。 

2.3  淡水不同时间对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响 

从图 6a 可以看出，淡水处理对鼠尾藻幼孢子体

的 Fv/Fm 有显著影响。淡水处理 30 min、1 h 后，各 
 

表 1  1%硝酸铵处理不同时间对鼠尾藻幼孢子体 Pn 和 R 的影响 
Tab.1  Apparent photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption rate of S. thunbergii  

young sporophytes after 1% ammonium nitrate treatment (nmol/gmin) 

恢复正常条件下培养 2 h Restore 2 h 恢复正常条件下培养 24 h Restore 24 h 
用药时间

Time 
(min) 

表观光合速率 
Pn  

呼吸耗氧速率 
R  

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate 

表观光合速率
Pn 

呼吸耗氧速率 
R  

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate  

0 635 872 1507 730 828 1558 

3 610 893 1502 591 981 1572 

5 564 973 1537 166 326 492 

10 349 872 1221 69 400 469 

 
表 2  3%硫酸铵处理不同时间对鼠尾藻幼孢子体 Pn 和 R 的影响 

Tab.2  Apparent photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption rate of S. thunbergii  
young sporophytes after 3% ammonium sulfate treatment (nmol/gmin) 

恢复正常条件下培养 2 h Restore 2 h 恢复正常条件下培养 24 h Restore 24 h 
用药时间

Time 
(min) 

表观光合速率 
Pn  

呼吸耗氧速率 
R 

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate 

表观光合速率
Pn 

呼吸耗氧速率 
R 

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate 

0 635 872 1507 730 828 1558 

3 428 888 1316 52 403 454 

5 385 884 1269 79 218 139 

10 142 774 916 107 159 266 

 
表 3  1%柠檬酸处理不同时间对鼠尾藻幼孢子体 Pn 和 R 的影响 

Tab.3  Apparent photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption rate of  
S. thunbergii young sporophytes after 1% citric acid treatment(nmol/gmin) 

恢复正常条件下培养 2 h Restore 2 h 恢复正常条件下培养 24 h Restore 24 h 
用药时间
Time(min) 表观光合速率 

Pn 
呼吸耗氧速率 

R 

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate 

表观光合速率
Pn  

呼吸耗氧速率 
R  

总光合速率 
Total photosynthetic 

rate 

0 635 872 1507 730 828 1558 

1 –105 299 194 –34 614 580 

3 –98 185 88 –174 376 202 

5 –158 137 –21 –385 437 52 
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图 4  不同药物处理对鼠尾藻幼孢子体、鼠尾藻嫩芽 Fv/Fm 的影响 
Fig.4  The optimal chlorophyll fluorescence quantum yields (Fv/Fm) of S. thunbergii young  

sporophytes and newborn branches after different medicine treatment 
 

 
 

图 5  不同药物处理对石莼、绢丝藻 Fv/Fm 的影响 
Fig.5  The optimal chlorophyll fluorescence quantum yields (Fv/Fm) of U. lactuca and  

C. corymbosum after different medicine treatment 
 

 
 

图 6  淡水处理不同时间对鼠尾藻幼孢子体、鼠尾藻嫩芽 Fv/Fm 的影响 
Fig.6  The optimal chlorophyll fluorescence quantum yields (Fv/Fm) of S. thunbergii young  

sporophytes and newborn branches after fresh water treatment 
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组 Fv/Fm 显著低于对照组(P<0.05)，但处理后与恢复

1 、3 d 各组间均无显著差异(P>0.05)，淡水处理对鼠

尾藻幼孢子体有一定的伤害，不易恢复。由图6b 可以

看出，淡水处理 30 min、1 h 后，鼠尾藻嫩芽 Fv/Fm 显

著低于对照组(P<0.05)，其他无显著差异(P>0.05)，
淡水处理对鼠尾藻嫩芽影响较小，且 1 d 后可恢复  
正常。 

淡水处理对石莼 Fv/Fm 的影响见图 7a。从图 7a
可以看出，淡水处理 30 min、1 h 对石莼 Fv/Fm 的影

响不太明显。淡水 30 min 恢复 1 d 的 Fv/Fm 显著低于

对照组 (P<0.05)，可能是取样点误差。淡水处理

30 min 与对照组及处理 1 h 各组间与对照组均无显

著差异(P>0.05)。从图 7b 可以看出，淡水处理时间

越长，绢丝藻的 Fv/Fm 越小，恢复时间越长，绢丝藻

Fv/Fm 逐渐变大，藻体逐渐恢复。淡水 30 min、1 h
处理后和恢复 1 d 的 Fv/Fm 均显著低于对照组和恢

复 3 d 组(P<0.05)，恢复 3 d 与对照组间无显著差异

(P>0.05)。 
 

 
 

图 7  淡水处理不同时间对石莼、绢丝藻 Fv/Fm 的影响 
Fig.7  The optimal chlorophyll fluorescence quantum yields (Fv/Fm) of U. lactuca and  

C. corymbosum after fresh water treatment 
 

3  讨论 

3.1  光质对鼠尾藻幼孢子体光合生理、相对生长速

率及硅藻光合生理的影响 

净光合放氧速率与净呼吸耗氧速率的比(Pn/R)是
衡量细胞内物质积累的一个重要参数，它受众多因素

影响，如细胞生长状态、营养环境等，Pn/R 值越高，

说明光合作用活性越高(王超等, 2008)。在变化的生长

环境中，不同物种光合作用比值以及个体本身光合作

用与呼吸作用比值，对衡量物种新陈代谢具有重要的

参考意义(Humphrey, 1975)。光质对鼠尾藻幼孢子体生

长的影响已有报道，赵凤娟(2007)、赵自国(2008)研究

表明，在蓝光条件下，幼苗的生长速度显著低于在相

同光强白光条件下的幼苗生长速度，蓝光不能满足鼠

尾藻幼苗早期生长的需要。但本研究中，鼠尾藻幼孢

子体在蓝光照射下，生长速率和光合速率均高于白

光，且鼠尾藻幼孢子体的 Pn/R 在蓝光下最大，即其

在蓝光下光合活性最大。汪文俊等(2009)研究发现，

蓝光可作为一种能量来源，从而直接影响光能吸收和

传递过程，褐藻的主要捕光色素为叶绿素 a 和岩藻黄

素，岩藻黄素的吸收峰恰位于蓝光区，可高效吸收利

用蓝光。因此，当照射光中蓝光的比例增加时，其光

合活性明显增大。对于蓝光对鼠尾藻生长发育的影响

及其机制，还需进一步的研究。 
硅藻是微藻的一种，在地球上分布广泛，硅藻污

染是藻类配子体及幼苗早期培育过程中经常遇到的

问题，硅藻与配子体争夺营养、光照、附着基等生长

因素，从而限制和影响配子体的生长发育。庄树宏等

(1999、2001)研究发现，红光能高效激活硅藻叶绿素

分子从而加速光合速率，而蓝光对硅藻细胞的生长具

有抑制和伤害作用。本研究中，菱形藻在红光下的光

合速率和 Pn/R 值明显高于白光和蓝光，但蓝光和白

光无显著差异，红光下硅藻的光合活性最大，红光对

硅藻叶绿素分子的激活作用效果明显。不同光质下，

鼠尾藻硅藻光合速率 Pn 的比值在蓝光下最大，显著

大于红光。综上所述，在鼠尾藻的培育过程中，增大

蓝光的照射或减少红光的照射，在一定程度上能促进

鼠尾藻的生长且抑制硅藻的生长。 
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3.2  不同药物浓度对鼠尾藻及杂藻光合生理的影响 

杂藻附着是鼠尾藻早期幼苗培育过程中常见问

题，杂藻往往拥有比苗种更广的环境适应范围，杂藻

大范围的覆盖苗帘，会使刚下海的幼苗大量脱苗、窒

息死亡，导致人工育苗失败(李美真等, 2009)。本研

究发现，1%硝酸铵 3 min 处理组对鼠尾藻幼孢子体光

合和呼吸作用几乎无影响，而 1%硝酸铵处理 5、
10 min、3%硫酸铵、1%柠檬酸处理后，鼠尾藻幼孢

子体的光合作用和呼吸作用均显著受到影响，可能对

鼠尾藻幼孢子体产生了不可逆的损伤，超出了其恢复

极限，且时间越长，伤害越大。叶绿素荧光实验中，

药物处理抑制了鼠尾藻幼孢子体 PSⅡ的活性，对其

光合作用产生了不可恢复的损害；对鼠尾藻嫩芽的影

响较小，且一定时间后可恢复正常；对石莼和绢丝藻

也有伤害，且随着时间延长，伤害越大。1%硝酸铵、

3%硫酸铵和 1%柠檬酸处理分别对鼠尾藻、石莼、绢

丝藻的光合生理产生了不同的抑制作用，可能是由药

物酸碱度不同、不同藻类细胞壁和细胞膜对酸的透性

不同引起的。海藻的细胞壁外层成分主要是纤维素，

内侧主要是细胞膜，不同藻类中成分不完全一致，对

酸的透性也不一样；且细胞内的代谢活动主要是由蛋

白质组成的各种酶的酶促反应引起的，酸透过细胞壁

和细胞膜进入细胞内，对酶的活性产生降低或失效的

影响，从而影响藻类的代谢活动，对藻的光合生理产

生影响(赵焕登等, 1987)。 
液相氧电极和叶绿素荧光实验均表明，1%柠檬

酸、1%硝酸铵、3%硫酸铵药物处理能对鼠尾藻幼孢

子体和绢丝藻等杂藻产生不可逆的伤害，而对鼠尾藻

嫩芽影响较小，因此，在鼠尾藻早期幼苗的杂藻清除

中，应避免使用这些药物。 

3.3  淡水浸泡处理对鼠尾藻幼孢子体及杂藻的光合

生理的影响 

李美真等(2009)研究表明，淡水浸泡 1 h，鼠尾

藻苗帘可有效除去多管藻、三叉仙菜 (Ceramium 
kondoi)等红藻类杂藻。陈洁等(2015)研究发现，淡水

浸浴法去除污损藻类的效果因种而异，需要根据污损

藻类的种类而定，对于三叉仙菜，1 h 淡水浸浴可

100%去除，同时不会损伤鼠尾藻藻体。刘启顺等(2006)
研究表明，淡水浸泡苗帘，每次 30 min，可清除杂藻，

对鼠尾藻的幼苗无伤害。本研究结果为淡水浸泡对鼠

尾藻幼孢子体有伤害，对鼠尾藻嫩芽的影响很小，可

能是因为鼠尾藻幼孢子体生理机能未完全成熟，承受

淡水浸泡的能力还比较弱，随着鼠尾藻幼苗的长大，

其承受淡水浸泡的能力逐渐变强。淡水 30 min、1 h
对石莼影响较小，对绢丝藻有较大影响，且在 3 d 后

有所恢复，需及时冲洗。鼠尾藻育苗早期不宜使用淡

水浸泡除去杂藻，待鼠尾藻长大一些后，每次淡水浸

泡 30 min，可清除杂藻，对鼠尾藻的幼苗无伤害。 

4  结论 

鼠尾藻的人工育苗技术趋于完善，但在育苗早期

过程中，杂藻附着问题还没有简单易行的方法。光质

的选择方面可以用白光和蓝光的组合调节生长。药物

处理对杂藻生理状态有一定的影响，但在鼠尾藻幼苗

的早期生长过程中不宜使用药物清除杂藻，在鼠尾藻

嫩芽时期用淡水浸泡 30 min，可清除杂藻，对鼠尾藻

的幼苗无伤害。 
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Effects of Different Light Quality and Stress Treatments on  
Photosynthetic Efficiencies and Physiological Characteristics  

of Sargassum thunbergii and Epiphyllous Algae 
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, LIANG Zhourui2,3, WANG Wenjun2,3, SUN Xiutao2 

(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) 

Abstract    In this paper, Sargassum thunbergii, Nitzschia, Ulva lactuca, and Callithamnion 
corymbosum were used as the experimental species to determine the influence of different light qualities 
(white, blue, and red light), medical treatments (1% ammonium nitrate, 3% ammonium sulfate, and 1% 
citric acid), and freshwater immersion on their photosynthetic efficiencies. The effectiveness of various 
harmful algae removal methods which are harmless to young sporophytes of S. thunbergii, were also 
discussed. The results showed that: for RGR (relative growth rate), Pn (apparent photosynthetic rate), and 
Pn/R (the ratio of apparent photosynthetic rate and respiratory oxygen consumption rate), S. thunbergii 
under blue light were significantly larger than those under white and red light. In comparison, Pn of 
Nitzschia reached its peak under the red light. The Pn of S. thunbergii and Nitzschia under blue light was 
significantly higher than that under white and red light, indicating that S. thunbergii outcompetes 
Nitzschia under blue light. Irreversible injury appeared when young sporophytes of S. thumbergii were 
exposed to ammonium nitrate, ammonium sulfate, and citric acid. These chemical treatments also 
inhibited the growth of C. corymbosum, but the effects were not significant on newborn branches of S. 
thunbergii and U. lactuca. Freshwater treatment caused harm to S. thumbergii young sporophytes and C. 
corymbosum, but there was little negative effect on U. lactuca, and newborn branches of S. thunbergii. 
These results suggest that in the early stages of S. thunbergii cultivation, increasing the irradiation of blue 
light or reducing the irradiation of red light to a certain extent, can promote the growth of S. thunbergii, 
and inhibit the growth of Nitzschia. The use of ammonium nitrate, ammonium sulfate, and citric acid 
should be avoided in the removal of unwanted algae from young sporelings of S. thunbergii. While it is 
not advisable to use fresh water during the early stages, a fresh water soak for half an hour can remove the 
unwanted algae and causes no harm to the newborn branches of S. thunbergii. 
Key words    Sargassum thunbergii; Unwanted-algae; Light qualities; Medicine treatment; Fresh water 
treatment 
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微塑料在海洋渔业水域中的污染现状 
及其生物效应研究进展* 
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摘要    海洋塑料污染已成为与全球气候变化、臭氧耗竭、海洋酸化并列的重大全球环境问题，其

中尺寸小于 5 mm 的塑料碎片或颗粒(微塑料)更是倍受全球关注的新型污染物。研究表明，微塑料

在海洋渔业水域中广泛存在，而且，作为人类优质蛋白重要来源的海洋渔业生物也已受到微塑料的

污染。因此，微塑料在海洋渔业水域中的污染现状及其生物效应研究越来越受到关注。本文总结了

海洋渔业水域中微塑料的主要来源及污染现状，归纳了微塑料对海洋渔业生物的主要毒性效应及致

毒机制，探讨了微塑料沿食物链的传递作用及其对水产品质量安全的潜在影响，剖析了当前研究所

面临的问题，并对未来的研究工作进行了展望，以期为科学评估微塑料对海洋渔业资源和水产品质

量安全的影响提供科学依据。 
关键词    微塑料；海洋渔业；食物链；毒性效应；水产品质量安全 
中图分类号 X55   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)03-0178-13 

塑料制品由于轻便、可塑性强和耐用等特性而被

广泛应用于航空、航天、军事、农业、工业以及日常

生活等多个领域。据统计，全球塑料年产量已经从

1950 年的 150 万 t 激增至 2017 年的约 3.48 亿 t，并

且还在不断增加(Plastics Europe, 2018)。随着塑料的

大量生产和使用，这势必会导致每年有数量庞大的塑

料垃圾进入海洋。据预测，到 2025 年，全球海洋中

塑料垃圾量将高达 2.5 亿 t (Jambeck et al, 2015)。联合

abc
图章
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国环境规划署(UNEP)发布的报告指出，海洋塑料垃圾

给全球海洋生态系统造成的经济损失超过 80 亿美

元，其中，仅水产品损失就达 31 亿美元(UNEP, 2016)。
2015 年召开的第二届联合国环境大会上，海洋塑料

污染被列入与全球气候变化、臭氧耗竭、海洋酸化并

列的重大全球环境问题。 
通常将尺寸小于 5 mm 的塑料碎片或颗粒定义为

微塑料(Thompson et al, 2004)。海洋微塑料主要分为

初生微塑料和次生微塑料。初生微塑料是指工业生产

过程中被制备成粒径小于 5 mm 的塑料颗粒，如牙膏、

洁面乳和空气清新剂中的塑料微粒等；次生微塑料是

指大尺寸的塑料垃圾经过物理、化学和微生物作用分

裂或降解而成的塑料微粒。微塑料因其持久性和高迁

移性，已在全球海洋中普遍存在(Chae et al, 2017)，
被形象地称为“海洋中的 PM2.5”。海洋中的微塑料既

是海洋污染物，直接对海洋生物产生毒性效应

(Barboza et al, 2015; Yin et al, 2018; 陈启晴等, 2018)，
也是有毒污染物和微生物的传播载体，间接影响海洋

生物(Carbery et al, 2018; 何蕾等, 2018)。2018 年，

《Science》报道，海洋微塑料吸附的有害物质能引起

珊瑚礁疾病率的增加，使骨骼侵蚀带病 (Skeletal 
eroding band disease)增加 24%，白化病上升 17%，黑

带病上升 5%(Lamb et al, 2018)。由此可见，微塑料已

成为倍受国际关注的新型污染物 (Galloway et al, 
2016)，其海洋环境效应已成为国内外的研究热点

(Barboza et al, 2015)。 
据联合国粮农组织(FAO)统计，2014 年，渔业资

源为全球 43 亿人口提供了约 15%的优质蛋白(FAO, 
2014)，作为人类获取优质蛋白的重要来源，至 2026
年，全球渔业产量将达到 1.94 亿 t。但迄今，已在全

球 233 种海洋生物体内发现了微塑料(Wilcox et al, 
2015)，表明海洋生物已经受到了微塑料的污染，不

禁引发人们对水产品质量安全和人体健康的担忧。渔

业水域是指适宜水产捕捞、水产增殖的水生经济动植

物繁殖、生长、索饵和越冬洄游的水域总称。本文通

过对国内外研究成果的归纳和总结，分析微塑料在海

洋渔业水域的污染现状，阐述微塑料对海洋渔业生物

的毒性效应及潜在的水产品质量安全风险，并对未来

的研究前景进行展望，以期为准确评估微塑料对海洋

渔业资源和水产品质量安全的影响提供科学依据。 

1  海洋渔业水域中微塑料的主要来源 

海洋渔业水域中微塑料的主要来源有： 
(1) 陆源输入   陆地上的塑料袋、泡沫和纤维

等塑料垃圾经过风力作用和雨水冲刷，通过地表径流

进入海洋环境，引起海洋塑料污染。2017年《Nature 
Communications》期刊报道，全球每年有115~241万t
塑料垃圾从河流进入海洋(Lebreton et al, 2017)。陆源

输入是海洋渔业水域微塑料的一个主要来源。 
(2) 滨海旅游   在人口活动密集的海滩等海滨

旅游景点，由于沙滩比热低、升温快、光氧化速度快，

被游客随意丢弃的塑料包装袋、矿泉水瓶等塑料垃

圾，易破碎形成微塑料进入到海洋环境中。 
(3) 船舶运输   海上过往船舶向海洋丢弃大量

的塑料垃圾也是微塑料的一个重要来源。据UNEP 
(2005)估算，2005年全球船舶运输过程中输入到海洋

的塑料垃圾达到500万t。此外，海上航运事故也会导

致大量塑料产品进入海洋。 
(4) 渔业捕捞   在底栖挖泥和拖网作业的渔业

捕捞活动中，渔绳和渔网会因磨损、截断而耗损，从

而增加海洋渔业水域中微塑料的含量。另外，由于这

些渔具的长期使用和维护力度不足，每年会有大量塑

料渔具被遗弃在海洋中 (Macfadyen et al, 2009)。
Lusher等(2013)发现，海洋生物体内摄入的塑料纤维

与常用的渔具结构相似，从而证实生物体内的微塑料

污染与当地的渔业生产活动有密切关联(Dantas et al, 
2012; Witte et al, 2014; Mathalon et al, 2014)。 

(5) 养殖设施   近海网箱和筏式养殖过程中大

量使用渔网、渔绳和浮球等塑料制品，其老化破损都

会造成大量塑料碎片进入海洋。Mathalon等(2014)研
究发现，与野生贻贝相比，人工养殖的贻贝体内塑料

纤维的含量较高。 
(6) 大气沉降   Dris等(2016)对大气沉降物质组

成进行了分析，发现50%为天然纤维沉降物，21%为

经过人工加工的天然纤维，17%为人造塑料纤维(主要

为聚对苯二甲酸乙二醇酯)，12%为人造混合纤维(聚
对苯二甲酸乙二醇酯和聚氨酯的混合纤维以及棉和

聚酰胺的混合纤维)。这表明大气沉降可能是海洋渔

业水域中微塑料的来源。 

2  海洋渔业水域中微塑料的分布特征 

在风力和洋流作用下，海洋环境中的微塑料会进

行远距离迁移，已广泛分布在河口、近海、远洋、极

地和深海等全球各处海域。一般来说，风、表面流和

地转环流可以促进大粒径的微塑料进行大范围扩散

(Law et al, 2010)。在较小范围内，湍流和潮汐会导致

沉积物中的微塑料再次悬浮 (Ballent et al, 2012, 
2013)。 



180 渔   业   科   学   进   展 第 40 卷 



第 3 期 夏  斌等: 微塑料在海洋渔业水域中的污染现状及其生物效应研究进展 181 

表 1 概括了不同渔业水域内微塑料的丰度、粒

径、形状、颜色和成分： 
(1) 从微塑料丰度分析，空间分布非常不均匀。

韩国养殖水域微塑料含量较高，达到 105 ind./m3 (Song 
et al, 2014)，而葡萄牙海岸海水微塑料含量仅为 10–3 
ind./m3 (Frias et al, 2014)。 

(2) 从微塑料的粒径分析，不同渔业水域微塑料

的粒径差异较大。例如，在加拿大温哥华岛西海岸检

测 到 的 微 塑 料 (558±521 μm) 丰 度 为 (1710±1110) 
ind./m3 (Desforges et al, 2014)。在捕捞活动密集的渔

业水域，如中国长江口和东海海岸，绝大多数的塑料

颗粒以小粒径的形式存在，0.5~5 mm的微塑料占 90%
左右(Zhao et al, 2014)，而我国象山港的微塑料粒径

主要分布在 0.25~2 mm，平均粒径为(1.54±1.53) mm 
(Chen et al, 2018)。 

(3) 从微塑料的形状分析，主要为纤维状、碎片、

薄膜和球状，其中，纤维状微塑料是渔业水域中最常

见的微塑料，这主要是由于捕捞和养殖活动中渔绳和

渔网的破损，导致纤维状微塑料所占比例较高。例如，

加拿大夏洛特皇后湾水产养殖设施高度集中，当地纤

维状微塑料的数量显著增加(Desforges et al, 2014)。
在捕捞活动密集的东北大西洋和东北太平洋，纤维状

塑料占了 70%以上(Lusher et al, 2014; Desforges et al, 
2014)。但在韩国南部海岸，微塑料主要以颗粒碎片

的形式存在，特别是醇酸树脂类(船身常用的粘合剂

涂料)的油漆颗粒(Song et al, 2014)。由此可见，韩国

南部海岸微塑料的主要来源不是渔业生产活动，而是

船舶运输。 
(4) 从微塑料的颜色分析，不同渔业水域微塑料

的颜色组成差异很大，但大多以蓝色、白色、红色、

黑色和透明为主，其中，东北大西洋中蓝色微塑料占

37.7%，而该海域海洋生物体内摄入最多的微塑料也

是蓝色纤维状(Lusher et al, 2014)。 
(5) 从微塑料的成分分析，主要以聚丙烯、聚乙

烯、聚苯乙烯和聚酰胺等成分为主，是塑料制品中产

量最高的一些种类。此外，这些成分的塑料也常用于

养殖和捕捞活动中，如聚苯乙烯常用来制作水产养殖

中的泡沫浮标，聚丙烯、聚乙烯和聚酰胺多用于制成

捕捞用的渔绳、渔网和渔线。已有研究表明，我国象

山港作为历史悠久的海水养殖区，检测到的微塑料成

分多以聚苯乙烯为主，约占 38.6%(Chen et al, 2018)。 
综上所述，在海洋渔业水域中，微塑料丰度和粒

径分布差异较大，形状以纤维状和颗粒碎片状为主，

颜色主要为蓝色、白色、红色、黑色和透明色，主要

成分为聚丙烯、聚乙烯和聚苯乙烯。 

3  微塑料对海洋渔业生物的毒性效应 

微塑料广泛分布于海洋渔业环境水域中，由于其

粒径小，极易被渔业生物摄入(Moore et al, 2001)，进

而产生一系列毒性效应(表 2)，主要包括抑制生长发

育、影响摄食及行为能力、生殖毒性、免疫毒性、遗

传损伤等。 

3.1  抑制生长发育 

微塑料会抑制海洋渔业生物的生长发育。例如，

沉积物中的聚苯乙烯微塑料(40~1300 μm)会显著抑

制沙蚕(Arenicola marina)的生长，且抑制程度与微塑

料的浓度呈正相关(Besseling et al, 2013)。聚乙烯微塑

料会抑制海胆(Tripneustes gratilla)的摄食与生长，但

不会对海胆产生致死效应(Kaposi et al, 2014)。微塑料

被海洋渔业生物摄入体内后会在消化道中累积并阻

塞消化道(Browne et al, 2008; Wilcox et al, 2015)，产

生饱腹感，导致其摄食能力下降，体内能量储备减少

(Wright et al, 2013)，从而影响渔业生物的生长。Yin
等(2018)研究发现，聚苯乙烯微塑料显著影响了许氏

平鲉(Sebastes schlegelii)的能量储备，降低了生物体

的营养品质。Bour 等(2018)观察到暴露在较大塑料颗

粒下(125~500 μm)的双壳贝类，发现其蛋白质和脂质

含量未发生变化，但总的能量储备随着暴露微塑料的

含量增加而降低。粒径为 1~50 μm 的聚乙烯微塑料会

破坏紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)的体内平衡，导

致紫贻贝能量消耗增加和生长速率下降(Detree et al, 
2018)。 

3.2  影响摄食及行为能力 

摄入微塑料会影响渔业生物的摄食和行为能力。

研究表明，聚苯乙烯微塑料(1×106 ind./L)会显著降低

许氏平鲉(S. schlegelii)的摄食和游泳能力，缩小许氏

平鲉的活动范围，增强许氏平鲉的集群行为(Yin et al, 
2018)。聚乙烯微塑料暴露后， 虎鱼(Pomatoschistus 
microps)的游泳能力下降(Oliveira et al, 2013)，捕食能

力减弱(Ferreira et al, 2016)，并且出现嗜睡的特征

(Oliveira et al, 2013)。当沙蚕(A. marina)处于高浓度

的微塑料暴露中，也会引发炎症反应，降低能量储备，

并且导致其摄食活动受到抑制(Wright et al, 2013)。但

也有研究发现，在微塑料和芘联合暴露下，尖吻鲈

(Lates calcarifer)幼鱼的摄食能力没有受到显著影响，

但游泳速度明显下降(Guven et al, 2018)。 
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3.3  生殖毒性 

微塑料会危害海洋生物的生殖健康。在聚苯乙烯

微塑料的暴露下，太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)排出

的卵细胞数量显著降低，精子的运动水平下降，表明

微塑料会显著抑制太平洋牡蛎的繁殖能力(Sussarellu 
et al, 2016)。目前，关于微塑料对渔业生物生殖毒性

的研究还很少，只有一些对其他海洋生物的报道。例

如，Ogonowski 等(2016)研究表明，微塑料(105 ind./ml)
会导致大型溞(Daphnia magna)的死亡率升高，还会减

弱大型溞的繁殖能力。Sussarellu 等(2016)将太平洋牡

蛎亲本暴露在聚苯乙烯微球中，显示微塑料影响牡蛎

亲本的能量分配和生殖腺的成熟。Lee 等(2013)研究发

现，当聚苯乙烯微塑料(0.05 μm)浓度大于 12.5 μg/ml
时，会导致日本虎斑猛水蚤(Tigriopus japonicus)下一

代的死亡；而在 0.5 μm 聚苯乙烯微塑料暴露下，最

高浓度组(25 μg/ml)同样会导致日本虎斑猛水蚤子代

存活率显著下降。Jeong 等(2017)研究发现，与 0.5 μm
和 6 μm 的聚苯乙烯微塑料相比，0.05 μm 微粒可以穿

过海洋桡足类的细胞膜，引起细胞损伤和氧化应激，

最终导致桡足类生长速率下降和繁殖能力减弱。Cole
等(2015)研究表明，20 μm 聚苯乙烯微塑料长期暴露

显著影响了海洋桡足类的能量储备和繁殖能力，不利

于种群繁殖的稳定性。 

3.4  免疫毒性 

微塑料在进入海洋渔业生物组织和器官后，会引

发一系列的免疫反应。例如，粒径为 40~150 μm 的聚

氯乙烯 (PVC)和聚乙烯 (PE)微塑料会对海鲷 (Sparus 
aurata)和海鲈(Dicentrarchus labrax)的白细胞产生氧

化损伤，从而产生免疫毒性，并且 PVC 的毒性要大

于 PE (Espinosa et al, 2018)。另外，有研究发现，粒

径为 3.0 μm 和 9.6 μm 的微塑料会从紫贻贝(Mytilus 
edulis)的内脏转移到淋巴系统，但没有产生生物效应

(Browne et al, 2008)，而粒径小于 80 μm 的高密度聚

乙烯微塑料可进入贻贝的消化系统，导致贻贝血流粒

细胞增多和溶酶体膜不稳定，从而引发机体免疫系统

的炎症反应(von Moos et al, 2012)。在聚乙烯微塑料

(1.5×107 ind./L)暴露下，会引起紫贻贝(M. galloprovincialis)
氧化应激、免疫应答以及细胞凋亡 (Detree et al, 
2017)。Granby 等(2018)研究表明，用微塑料和卤代

污染物投喂海鲈，会增加鲈鱼对卤代污染物的富集

量，肝脏代谢及基因表达异常，同时也引起氧化应激

和免疫反应。还有研究将海胆(Paracentrotus lividus)
暴露于氨基修饰聚苯乙烯纳米微塑料(10 和 25 μg/ml)
中，引起吞噬细胞的溶酶体膜的不稳定和细胞凋亡，

表明聚苯乙烯纳米微塑料对海胆产生免疫毒性

(Marques-Santos et al, 2018)。 

3.5  遗传损伤  

微塑料会对海洋渔业生物产生遗传损伤。研究显示，

微塑料吸附多环芳烃后会对紫贻贝(M. galloprovincialis)
产生免疫毒性、神经毒性以及基因毒性，这会造成贻

贝的遗传损伤(Avio et al, 2015a)。但是，目前有关微

塑料对海洋渔业生物遗传毒性的研究还很少，只有一

些对其他海洋生物的报道。Besseling 等(2014)研究表

明，大型溞(D. magna)体型的缩小与纳米聚苯乙烯塑

料颗粒的暴露有关，导致其子代数量减少以及畸形率

上升。 

4  微塑料对海洋渔业生物的致毒机制 

微塑料对海洋渔业生物产生毒性效应的致毒机

制主要包括摄入微塑料对渔业生物的影响、微塑料与

其他污染物的复合效应，以及微塑料作为微生物、附

生动植物载体产生的影响。 

4.1  摄入微塑料对渔业生物的影响  

微塑料广泛存在于海洋环境中，由于其粒径较

小，易被渔业生物误食。Browne 等(2008)使用带荧光

标记的聚苯乙烯微塑料球混合微藻投喂紫贻贝 (M. 
edulis)，随后在贻贝肠道和循环系统中均发现了微塑

料颗粒，这表明贻贝能够直接从环境中摄入微塑料。

在近海的渔业生物体中也发现了微塑料。Jabeen 等

(2017)在长江口、东海以及南海收集了 21 种海水鱼，

检测发现，所有海水鱼的胃肠道中均含有微塑料，其

中纤维状是最常见的形状。Ory 等(2017)在中国沿岸

17 个站点采集了养殖牡蛎，检测发现 84%的牡蛎中

含有微塑料。微塑料被渔业生物摄食后，可经由胃肠

道转移至其他组织或器官中，从而对渔业生物产生物

理性损害。von Moos 等(2012)将紫贻贝(M. edulis)暴
露于聚乙烯微塑料中，观察紫贻贝消化腺部位的内吞

情况，发现聚乙烯微塑料较易被紫贻贝消化腺的上皮

细胞所摄取，且在细胞、组织结构上对贝类生物体造

成较大损伤。Avio 等(2015b)发现聚乙烯、聚苯乙烯微

塑料(粒径 0.2~0.6 mm)由鱼类胃肠道转移至肝脏中。 
微塑料的粒径、表面电荷等性质是影响其被生物

富集的重要因素(Lusher et al, 2017)。一般而言，粒径

越小，进入生物体后更容易被吸收。已有研究证实，

50~100 nm 的聚苯乙烯塑料微球比 300~3000 nm 的微

球更容易被派尔集合淋巴结和肠道绒毛吸收 (Jani  
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et al, 1992; Florence et al, 2001)。但是，渔业生物对

摄取食物的粒径也有一定的选择性。研究发现，相比

于 2 μm 的微塑料，太平洋牡蛎更倾向摄食 6 μm 的聚

苯乙烯微球(Sussarellu et al, 2016)。所以在研究微塑

料的毒性效应及致毒机制时，应考虑把渔业生物的摄

食习性纳入研究的范畴(Mizraji et al, 2017)。 

4.2  微塑料与其他污染物的复合效应 

在海洋环境中，微塑料比表面积大，且具有高疏

水性，易吸附不同类型的环境污染物(如多氯联苯、

多环芳烃、氯化农药以及重金属等)。微塑料被海洋

渔业生物摄食后，在一定条件下会释放出吸附的污染

物。有研究表明，在生物体肠道环境中微塑料对污染

物的解吸速率比在海水中高出 30 多倍(Bakir et al, 
2014)，从而对渔业生物产生更强的毒性效应(徐擎擎等, 
2018)。Avio 等(2015a)研究发现，聚乙烯微塑料与多

环芳烃的复合污染导致紫贻贝(M. galloprovincialis)
对多环芳烃的吸收利用率明显提高。Barboza 等(2018)
发现塑料微球改变了汞在鲈鱼((D. labrax)脑部和肌

肉中的富集量。Rochman 等(2013)的研究表明，当鱼

类摄入吸附了有机污染物的聚乙烯微粒之后，微塑料

会在鱼体内累积并产生胁迫作用，还会影响多环芳烃

受体(AhR)基因的表达。另一项研究发现，与仅暴露

于荧蒽的贻贝(Mytilus spp.)相比，在同时暴露于微塑

料和荧蒽的贻贝中检测到更高的荧蒽浓度，且贻贝的

组织病理学损伤更加显著，这说明微塑料结合其他污

染物后具有明显的复合毒性(Paul-Pont et al, 2016)。
Rochman 等(2014)研究发现，日本青鳉(Oryzias latipes)
摄食表面吸附有多氯联苯、多环芳烃和多溴二苯醚等

污染物的微塑料后，鱼体内雌激素受体(ERα)、卵黄

蛋白原(Vtg I)、卵壳前体蛋白(Chg H)的基因表达水平

发生改变，表明微塑料与上述有机污染物的复合污染

影响了日本青鳉的内分泌系统功能。微塑料除了与吸

附污染物产生复合毒性外，其自身携带的化学添加剂

在海洋环境中浸出后也会对渔业生物产生毒性。这些

添加剂包括增塑剂、阻燃剂、塑化剂和双酚 A 等有

毒物质。以双酚 A 为例，作为聚乙烯、聚丙烯和聚

氯乙烯等塑料聚合物的添加剂，能引起内分泌失调，

并具有一定的胚胎毒性和致畸性。此外，新陈代谢紊

乱导致的肥胖和乳腺癌也被认为与双酚 A 有关(韩林

等, 2016)。 
目前研究表明，微塑料本身的毒性是相对较小

的，环境浓度下的微塑料基本不会对海洋生物产生毒

性效应，但微塑料在吸附环境污染物后，会显著增强

吸附污染物的毒性效应。例如，纳米级微塑料增强了

四 溴 联 苯 醚 和 三 氯 生 对 海 洋 轮 虫 (Brachionus 
koreanus)的毒性效应(Jeong et al, 2018)，因此，微塑

料与其他污染物对海洋渔业生物的复合效应须引起

高度重视。海洋环境中微塑料与污染物的复合效应对

海洋生物的毒性作用更加复杂，需要全面了解微塑料

对污染物的吸附、解吸、释放和运输过程，相关的致

毒机制及影响因素亟待进一步研究，以便更加准确地

评价微塑料的渔业环境效应。 

4.3  微塑料作为微生物、附生动植物的载体作用 

微塑料在进入海洋环境后，容易吸附排泄物、有

机物和无机营养盐，进而吸引微生物和浮游动植物附

着其表面上。在北太平洋环流区的一项研究表明，微

塑料表面聚集的微生物主要包括芽孢杆菌、球状菌和

羽状硅藻等(Carson et al, 2013)。同时，Oberbeckmann
等(2014)发现，收集自英国北海的塑料颗粒表面附着

了拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)
和蓝细菌门(Cyanobacteria)的细菌。Jiang 等(2018)采
用高通量测序技术对中国长江口潮间带微塑料样品

上的细菌群落进行分析，发现主要细菌为 α-变形菌

(Alphaproteobacteria)、γ-变形菌(Gammaproteobacteria)、
黄杆菌纲(Flavobacteriia)、酸杆菌门(Acidobacteria)以
及蓝细菌门(Cyanobacteria)。还有研究在北海、波罗

的海和北大西洋的微塑料表面检测出致病弧菌

(Vibrio spp.) (Zettler et al, 2013; Kirstein et al, 2016)。
随着微塑料的不断迁移，可能促使附着在其表面的致

病菌迅速扩散，导致大面积感染事件，甚至危害人体

健康。另外，微塑料也能够为浮游生物提供稳定的栖

息生境，使其获得丰富的营养，进而吸引较低营养级

渔业生物对微塑料的摄食，同时可能会加剧摄食后引

起的毒性效应。相关研究发现，在地中海西北部海岸

的微塑料上，附着了底栖硅藻、小型甲藻以及有害甲

藻(Masó et al, 2003)。一旦这些微塑料迁移到适宜有

害甲藻生长的海域，可能会急剧繁殖扩散，释放大量

毒素，影响水产品质量安全，最终对人类健康产生潜

在危害。 
虽然微塑料对微生物和浮游动植物的载体作用，

至今尚未开展系统深入的研究，很多结论未能获得有

效的数据支持，但微塑料表面黏附的致病菌和有毒藻

类，随着微塑料的迁移，很可能引发海洋生态灾难，

其潜在影响应引起高度重视。今后应加强对海洋微塑

料附着生物种类和丰度的研究，并积极探讨可能带来

的环境风险和生态效应。 
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5  微塑料在食物链中的传递作用 

由于尺寸小、难降解，微塑料易被海洋生物摄入，

并且蓄积在体内。目前，已在原生生物、桡足类、环

节动物、棘皮动物、刺细胞动物、端足类、十足类、

等足类、软体动物和鱼类等大量海洋生物体内发现了

微塑料(Christaki et al, 1998; Thompson et al, 2004; 
Besseling et al, 2013; Cole et al, 2013; Tanaka et al, 
2013; Ugolini et al, 2013; Hamer et al, 2014; Kaposi 
et al, 2014; Watts et al, 2014; Avio et al, 2015b; Hall 
et al, 2015; Nobre et al, 2015; Peda et al, 2016)。更令

人担忧的是，微塑料还会沿着食物链，从低营养级生

物传递至高营养级生物(图 1)。据 Farrell 等(2013)报道，

用体内蓄积有 0.5 μm聚苯乙烯塑料微球的紫贻贝饲喂 
青蟹(Carcinus maenas)后，微塑料颗粒随之出现在青

蟹的胃、肝脏和血淋巴等组织器官中，并检测到血淋巴

中的微塑料含量最高。Cedervall 等(2012)发现，聚苯乙

烯纳米颗粒会沿着栅藻 (Scenedesmus sp.)- 大 型溞

(Daphnia magna)-鲫鱼(Carassius carassius)三级食物

链传递，最终蓄积在鲫鱼体内。与对照组相比，通过

食物链富集微塑料后，鲫鱼的群集行为、生理状态和

脂质代谢强度均发生显著改变(Mattsson et al, 2015)。
但也有研究发现，微塑料可以从丰年虾传递至斑马鱼

体内，但并没有在斑马鱼体内蓄积，可能是由于微塑

料以粪便的形式被斑马鱼排出体外 (Batel et al, 
2016)。此外，在食物链传递过程中，微塑料携带的

有毒污染物以及病原微生物可能会一同转移至高营

养级生物，并在高营养级生物体内扩散，最终危害海

洋生态系统乃至人类健康。 
 

 
 

图 1  海洋中微塑料的环境行为及其在海洋食物网中的传递(修改自刘强等, 2017) 
Fig.1  Environmental behavior of microplastics in the ocean and their transfer in marine food web (revised from Liu et al, 2017) 

黑色的箭头表示微塑料在海洋环境内的环境行为。红色箭头表示生物体直接摄入微塑料。红色虚线箭头指示间接摄取微

塑料(潜在的营养转移)。黄色箭头表示的是人类通过食用海产品摄入微塑料 
Black arrows indicate the fate of microplastics in the marine environment. The red arrow indicates the direct uptake of 

microplastics. Red dotted arrows indicate indirect uptake of microplastics (potential trophic transfer). The yellow arrow indicates 
that humans consume the microplastics through eating seafood 

 
 

6  微塑料对水产品质量安全的潜在影响  

水产品是人类获取优质蛋白的重要来源。目前，

微塑料在鱼类、贝类、虾类和蟹类等渔业生物体内均 

有检出(Kaposi et al, 2014; van Cauwenberghe et al, 
2014; Liboiron et al, 2016)，表明渔业生物已经受到微

塑料的污染，引起人们对水产品质量安全的关注。微塑

料对水产品质量安全的潜在影响主要包括三个方面： 
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(1) 微塑料本身对水产品质量安全的影响。目

前，食用贻贝、牡蛎等贝类体内均有大量微塑料存在

(Li et al, 2018; Renzi et al, 2018)，是人类从海产品中

摄入微塑料的主要来源。与食用鱼类不同，人类食用

贝类时通常不会去除内脏，这种饮食习惯会大大增加

人类对微塑料的摄入量(Wallace et al, 2016)。据估算，

人类每食用 225 g 贻贝组织，同时会摄入约 900 个微

塑料(Li et al, 2015)，每人每年因食用贝类而摄入微塑

料的数量可达 11000 个 (van Cauwenberghe et al, 
2014)，进而推测食用被微塑料污染的海产品可能会

危害人体健康。但与日常生活中进入体内的微塑料数

量相比，通过食用贻贝摄入微塑料的数量相对较少

(Catarino et al, 2018)。 
(2) 微塑料释放添加剂及携带有毒污染物的风

险。已有研究发现，微塑料中污染物的暴露剂量很小，

通过饮食摄入微塑料而接触的 PAHs 占 0.02%~0.1%，

PCBs 占 0.007%~0.03%，DDT 占 0.0000002%~0.004%，

而添加剂的暴露剂量更少，BPA 占 0.000005%~ 
0.00002%，PBDEs 占 0.0007%~0.003% (Lusher et al, 
2017)，这表明微塑料释放添加剂及携带有毒污染物

对水产品质量安全影响的风险较小。 
(3) 微塑料携带病原微生物的风险。被微塑料污

染的水产品，可能会携带病原生物(如海洋弧菌等)，
当处理和食用这些水产品时，就可能会引起人体感染

发病。目前尚无相关研究报道证实这一推测，但仍然

需要引起人们对水产品质量安全的高度重视。 

7  结语与展望 

微塑料作为一种新型的海洋污染物，受到国内外

的高度关注。当前研究表明，微塑料被海洋渔业生物

摄入后，会抑制其生长发育、摄食及行为能力，并引

起生殖毒性、免疫毒性、遗传损伤等毒性效应。此外，

微塑料沿着海洋食物链传递，可能会增加其在高营养

级生物体内的富集量，产生生物放大作用，最终影响

海洋生态系统结构和功能的稳定。尽管已经开展了相

关实验予以佐证，但目前所获得的实验数据还未能有

力证实微塑料会对人类健康产生负面影响。从研究现

状来看，未来还存在诸多问题需要解决： 
(1) 海洋渔业水域微塑料的源解析。采集常见的

生活或者工业塑料样品，分析其密度、化学添加剂和

成分等稳定的关键性参数；构建不同生产、使用和排

放途径的塑料指纹信息库；通过比对海水样品与可能

来源的塑料样品化学特征库，最后结合多元统计和贝

叶斯分析方法，识别不同海洋渔业水域中微塑料污染

的主要来源，为我国海洋渔业水域微塑料污染的监管

提供技术支持。 
(2) 微塑料的复合毒性效应和载体作用研究。微

塑料与环境污染物的复合毒性可能已经超过微塑料

自身的物理损伤，需要加强微塑料对环境污染物吸附

/解吸过程的研究，揭示其联合致毒机制。此外，微

塑料作为病原微生物的载体传播病害，其对海洋渔业

资源的潜在风险尚未进行深入研究，今后应推进相关

实验的开展。 
(3) 微塑料的海洋生态风险评估。目前，在有关

微塑料毒性效应的研究中，多采用微塑料标准品为研

究对象，且实验中的暴露剂量远高于环境浓度，还存

在暴露时间短、无法满足长期暴露研究需求的局限，

这些不足导致了目前的研究工作并不能真实、准确、

客观地评价现实环境中微塑料的生态风险，因此，应

当加强环境特征微塑料在环境浓度下对海洋生物长

期暴露的毒性效应研究。 
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Research Progress on Microplastics Pollution in Marine Fishery  
Water and Their Biological Effects 

XIA Bin1,2#①
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Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 3. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Marine plastic pollution has become a major global environmental issue combined with 
global climate change, ozone depletion, and ocean acidification. Microplastics (less than 5 mm in diameter), 
as emergent contaminants, are of great concern globally. Available studies show that microplastics are 
present in marine fisheries waters, and marine fishery organisms, an important source of high-quality 
protein for humans, have been contaminated by microplastics. Therefore, the study on microplastics 
pollution in marine fishery waters and their biological effects has attracted increased attention. In the 
present study, we summarized the main sources of microplastics in marine fishery waters and their pollution 
status, summed up the main toxic effects of microplastics on the marine fishery organisms and the 
corresponding toxicity mechanisms, discussed the transfer of microplastics along the marine food chain and 
their potential impact on the quality and safety of seafood, analyzed the current problems, and finally, 
provided the outlook for future work. This study provides a scientific basis for better evaluation of the effect 
of microplastics on the marine fisheries resources as well as seafood quality and safety.  
Key words    Microplastics; Marine fisheries; Food chain; Toxic effects; Quality and safety of seafood 
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