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张庆功, 梁萌青, 徐后国, 卫育良. 红鳍东方鲀幼鱼对饲料中蛋氨酸需求的研究. 渔业科学进展, 2019, 40(4): 01–10 
Zhang QG, Liang MQ, Xu HG, Wei YL. Dietary methionine requirement of juvenile tiger puffer (Takifugu rubripes). Progress in 
Fishery Sciences, 2019, 40(4): 01–10 

红鳍东方鲀幼鱼对饲料中蛋氨酸需求的研究* 

张庆功 1,2  梁萌青 2①  徐后国 2  卫育良 2 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071) 

摘要    在半精制饲料中分别添加 0、0.30%、0.60%、0.90%、1.20%、1.50%蛋氨酸制成 6 组等氮

等脂饲料，各组蛋氨酸的实际含量分别为 0.61%、0.85%、1.10%、1.39%、1.60%、1.84%，对初始

体重为(13.83±0.63) g 的红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)幼鱼在室内流水系统中进行了 76 d 的喂养实

验，探讨其蛋氨酸的需求量。研究表明，当饲料中蛋氨酸水平由 0.61%升高至 1.60%时，红鳍东方

鲀的特定生长率(Specific growth rate, SGR)、饲料效率(Feed efficiency, FE)、蛋白效率比(Protein 
efficiency ratio, PER)均显著升高(P<0.05)，且都在 1.60%组取得最大值。其中，特定生长率在 1.39%、

1.60%实验组无显著差异(P>0.05)，但随着蛋氨酸的进一步升高，特定生长率、饲料效率、蛋白效率

比均呈现出下降的趋势；蛋氨酸水平对于蛋白沉积率没有显著影响(P>0.05)；饲料中蛋氨酸水平对全

鱼粗脂肪含量呈现出先升高再降低的趋势，但各组间粗蛋白、水分和粗灰分无显著差异(P>0.05)；随

着蛋氨酸水平升高，肝体比(Hepatosomatic index, HSI)和脏体比(Viscerosomatic index, VSI)呈现先升高

再下降，在蛋氨酸含量为 1.60%时达到最高，显著高于蛋氨酸 0.61%组(P<0.05)，与其他组无显著

差异；血清中甘油三酯、胆汁酸的含量，随着蛋氨酸水平的升高呈现出先升高再降低的趋势，饲料

蛋氨酸水平对血清中总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇、总蛋白水平及谷草转

氨酶、谷丙转氨酶的活性无显著影响(P>0.05)。以特定生长率为评价指标进行一元二次回归曲线分

析，得出体重为(13.83~82.47) g 的红鳍东方鲀幼鱼的蛋氨酸需求量为 1.38%，占饲料蛋白质的 2.71%。 
关键词    红鳍东方鲀幼鱼；蛋氨酸需求量；生长性能；体组成；生理生化指标 
中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0001-10 

蛋白质是构成生命的基础物质，是由氨基酸组成

的含氮高分子化合物。饲料蛋白质被鱼体摄食后，必

须在鱼消化道中各种消化酶的作用下，分解成氨基酸

后才能被鱼体吸收利用。因此，氨基酸构成决定了蛋

白质的质量。在鱼类中的必须氨基酸组成中，蛋氨酸

是含硫氨基酸，是鱼类 10 种必须氨基酸的一种。在

鱼类的生长发育过程中，蛋氨酸广泛的参与鱼类的代

谢过程，例如可以参与形成 S-腺苷甲硫氨酸的形成，

然后以此作为甲基供体参与机体的生理代谢过程

(Baker et al, 2006)。还可以参与牛磺酸、硫酸酯、磷

酸胆碱和其他磷脂的形成(Brosnan et al, 2006)。同时

也是很多植物性原料的第一限制性氨基酸(Goff et al, 
2004)，和其他营养素一样，投喂低水平的蛋氨酸饲

料会导致饲料效率和生长下降(Mai et al, 2006)。而且

在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)等鲑科鱼类中发现，投

喂蛋氨酸缺乏的饲料后，还会患上白内障 (Cowey 

abc
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1992)。摄食非常高含量的蛋氨酸则可能对虹鳟的生

长产生负面影响(Poppi et al, 2011)。相关研究表明，

适 宜 的 蛋 氨 酸 水 平 可 显 著 提 高 大 口 黑 鲈 
(Micropterus salmoides)(陈乃松等 , 2010)、大黄鱼

(Larimichthys crocea)(Mai et al, 2006)、建鲤(Cyprinus 
carpiovar Jian )(Xiao et al, 2010)等的特定生长率、饲

料转化效率。目前，国内外已经进行了很多关于鱼类

蛋氨酸营养需求的研究，确定了牙鲆 (Paralichthys 
olivaceus) (Alam et al, 2015)、斑点叉尾 (Ictalurus 
punctatus) (Harding et al, 1977)、日本鳗鱼 (Anguilla 
japonica) (NRC, 1993)、大黄鱼 (Mai et al, 2006)、鲈鱼

(Lateolabrax japonicus)、 (Zhou et al, 2011)军曹鱼

(Rachycentron canadum) (Zhou et al, 2006)、建鲤(Xiao 
et al, 2010)等多种养殖鱼类的蛋氨酸需求量。 

红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)俗称河豚，目前对

于河鲀营养学方面的研究主要需求集中在蛋白质 
(王淑敏, 2008; Sungsam, 2009)和脂肪(孙阳等, 2013; 
Takii et al, 1995)等方面，对于蛋氨酸适宜需求量的研

究还未见报道。鉴于此，本研究采用剂量-效应法，

探讨不同蛋氨酸水平对于红鳍东方鲀生长性能、鱼体

组成和相关生化指标的影响，为河鲀专用配合饲料的

研发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

本实验通过向基础饲料中等梯度添加 0.3%、0.6%、

0.9%、1.2%、1.5%的 DL-蛋氨酸。其中，蛋氨酸的有

效含量为 99.3%。以谷氨酸作为蛋氨酸的等氮替代

物，配制成 6 种不同蛋氨酸梯度水平的等氮等脂的半

精制饲料，实验饲料配方及氨基酸组成如表 1、表 2。
其中，蛋白、脂肪水平分别参照 Kin 等 (2009)和
Kikuchi 等(2009)，氨基酸混合物的添加参照红鳍东方

鲀肌肉氨基酸组成(高露姣等，2011)。经测定，各组

饲料的实际蛋氨酸含量分别为 0.61%、0.85%、1.10%、

1.39%、1.60%、1.84%，对应占饲料蛋白质的 1.20%、

1.67%、2.16%、2.72%、3.14%、3.61%。饲料原料经

粉碎过 80 目筛，按照从小量到大量的顺序，逐步混

合均匀，加水搅匀后通过小型颗粒饲料机制成直径为

3~4 mm，长度为 3~5 mm 的颗粒饲料，55℃烘干后，

保存于–20℃冰箱中。 

1.2  实验鱼和养殖管理 

红鳍东方鲀为海阳黄海水产有限公司的当年鱼

苗。投喂对照组实验饲料驯化 7 d，使其适应养殖系

统和实验饲料。实验开始时，统一让实验鱼饥饿 24 h，
随后随机挑选体质健康、体格均匀的鱼。称重后放入

18 个桶(500 L)中，每个桶中放入 30 尾鱼[平均体重为

(13.83±0.61) g]。将 6 种饲料随机分派到 18 个桶，每

种饲料 3 个重复。实验期间，每天分别于 07:00、12:00、
16:00、20:00 表观饱食投喂，投喂量按实验鱼体重的

3%投喂，收集残饵并计数，每 2 d 刷桶 1 次，保持桶

壁和桶底清洁，实验持续 67 d。 
养殖用水为浅井海水，经二级沉淀、砂滤后进入

蓄水池，采用室内流水系统(每天流水总量为 4 m³)，
并换 1/2 水；实验期间，溶氧高于 6 mg/L，采取纸板

遮挡窗户以降低室内光线强度。实验期间，水温为

22℃~27℃，盐度为 24~26，pH 为 7.90~8.05。 

1.3  实验取样 

实验开始前随机取 10 尾红鳍东方鲀幼鱼作为初

始鱼，用于常规营养成分分析。实验结束时，饥饿

24 h，然后对每桶鱼进行计数、称重。每桶随机取     
4 尾实验鱼，20℃保存，用于体成分分析；每缸随

机取 6 尾鱼，尾静脉取血，血样暂存于 1.5 ml 离心

管中，静置过夜后 3000 r/min 离心获得血清样，保

存于20℃冰箱备用。取 6 尾鱼在冰盘上解剖，取出

肝脏和肌肉，分装于 2 个冷冻管，迅速放入液氮  
中，之后转移到80℃冰箱中，用以实验相关要求的

测定。 

1.4  生化分析 

实验饲料、饲料原料和鱼体的粗蛋白、粗脂肪、

灰分、水分的测定，均参照(AOAC, 1995)方法进行，

水分含量用(105±2)℃常温干燥法；粗灰分含量用马

弗炉 550℃高温灼烧法；粗脂肪含量用索氏抽提法测

定(Foss Tecator, Hoganas, 瑞典)；粗蛋白的含量用凯

氏定氮仪测定(VELP, UDK142 automatic distillation 
unit, VELP, Usmate, MB, 意大利)。饲料氨基酸分析

采用盐酸水解法通过氨基酸分析仪(日立 L-8900，日

本)测定。 
血清酶活利用深圳迈瑞 (Mindray)公司生产的 

LX-20 型  Beckman 全自动生化分析仪及其配套试

剂进行分析。肝脏谷丙转氨酶、谷草转氨酶酶活均采

用南京建成生物工程研究所研制的试剂盒。 

1.5  计算方法及统计分析方法 

特定生长率 (Specific growth rate, SGR, %/d)= 
100×[ln(终末体重)ln(初始体重)]/实验天数 

摄食率(Feeding intake, FI, %/d)=100×总干物质

摄食量/[实验天数×(初始体重+终末体重)/2]  
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饲料效率(Feed efficiency, FE)=鱼体增重(湿重)/
总干物质摄食量 

蛋白效率比(Protein efficiency ratio, PER)=(终末

体重初始体重)/蛋白摄入量 
蛋白质沉积率(Protein productive value, PPV, %)= 

100×鱼体蛋白质贮存量/蛋白摄入量 
肥满度(Condition factor, CF)=体重/体长 3 (体重

单位：g；体长单位：cm) 

肝体比(Hepatosomatic index, HSI, %) = 100 ×肝
重/鱼体重 

脏体比(Viscerosomatic index,VSI, %) = 100 ×内
脏重/鱼体重 

实验数据以平均值±标准误(Mean±SE)表示，使

用 SPSS 16.0 进 行 单 因 素 方 差 分 析 (One-way 
ANOVA)，当差异达到显著水平(P<0.05)，则采用邓

肯多重比较(Duncan’s multiple range tests)。 
 

表 1  实验饲料配方及化学组成(%干物质) 
Tab.1  Formulation and chemical composition of the experimental diet (% dry matter) 

原料 Ingredient 饲料 1 Diet1 饲料 2 Diet2 饲料 3 Diet3 饲料 4 Diet4 饲料 5 Diet5 饲料 6 Diet6
鱼粉 Fish meal 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 
豆粕 Soybean meal 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 
明胶 Gelatin 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 
小麦粉 Wheat meal 11.89 11.89 11.89 11.89 11.89 11.89 
糊精 Dextrin 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 
氨基酸混合物*1 Amino acid mixture 7.81 7.81 7.81 7.81 7.81 7.81 
蛋氨酸 Methionine 0.00 0.30 0.60 0.90 1.20 1.50 
谷氨酸 Glutamate 1.50 1.20 0.90 0.60 0.30 0.00 
鱼油 Fish oil 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 
豆油 Soybean oil 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 
卵磷脂 Lecithin 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 
维生素混合物*2 Vitamin premix 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 
矿物质混合物*3 Mineral premix 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 
磷酸二氢钙 Calcium dihydrogen phosphate 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 
氯化胆碱 Choline chloride 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
维生素 C Vitamin C 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 
总计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
化学组成% Chemical composition%       

粗蛋白 Crude protein 51.10 51.67 51.23 51.26 51.26 51.08 
粗脂肪 Crude lipid 9.41 9.37 9.43 9.56 9.90 9.80 
灰分 Ash 8.70 9.09 8.73 8.51 8.46 8.46 
蛋氨酸 Methionine 0.61 0.85 1.10 1.39 1.60 1.84 

*1：氨基酸混合物为每 kg 饲料提供以下氨基酸：精氨酸 7.7 g；组氨酸 1.2 g；异亮氨酸 7.1 g；亮氨酸 11.8 g；赖氨

酸 15.5 g；半胱氨酸 6.7 g；苯丙氨酸 2.3 g；苏氨酸 6.2 g；色氨酸 1.5 g；缬氨酸 8.1 g；牛磺酸 5 g；羟脯氨酸 5 g 
*2：维生素混合物(mg/kg 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；

生物素，0.12 mg；维生素 K3，1 mg；肌醇，80 mg；泛酸，6 mg；烟酸，20 mg；叶酸，2 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 
*3：矿物质混合物(mg/kg 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: Amino acid mixture provides the following amino acids for every kg feed: arginine 7.7 g; histidine 1.2 g; isoleucine 7.1 

g; leucine 11.8 g; lysine 15.5 g; cysteine 6.7 g; phenylalanine 2.3 g; threonine 6.2 g; tryptophan 1.5 g; valine 8.1 g; taurine 5 g; 
hydroxyproline 5 g 

*2: Vitamin premix (mg/kg premix): thiamine 2.5 mg; riboflavin 4.5 mg; pyridoxine 2 mg; vitamin B12 0.01 mg; biotin 0.12 mg; 
menadione 1 mg; inositol 80 mg; pantothenate 6 mg; tocopherol acetate 20 mg; folic acid 2 mg; vitamin A 3.2 mg; vitamin D 0.5 mg; 
vitamin E 12 mg; wheat flour 867 mg 

*3: Mineral premix (mg/kg premix): NaF 0.2 mg; KI 0.08mg; CoCl2·6H2O 5mg; CuSO4·5H2O 1mg; FeSO4·7H2O 8 mg; 
ZnSO4·7H2O 5 mg; MnSO4·4H2O 120 mg; Ca(H2PO4)2·H2O 300 mg; NaCl 10mg ; Mordenzeo 551 mg 
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表 2  实验饲料的氨基酸组成(%干物质) 
Tab.2  The amino acid composition of the experiment diets (% dry matter) 

氨基酸 Amino acid 饲料 1 Diet1 饲料 2 Diet2 饲料 3 Diet3 饲料 4 Diet4 饲料 5 Diet5 饲料 6 Diet6

缬氨酸 Val 2.00 2.01 2.15 2.19 2.02 2.10 

蛋氨酸 Met 0.61 0.85 1.10 1.39 1.60 1.84 

异亮氨酸 Ile 1.87 1.81 1.81 1.89 1.82 1.90 

亮氨酸 Leu 2.97 2.91 3.04 3.02 2.95 3.09 

苏氨酸 Thr 1.54 1.55 1.67 1.79 1.55 1.79 

苯丙氨酸 Phe 1.61 1.67 1.71 1.79 1.70 1.74 

赖氨酸 Lys 3.08 3.11 3.23 3.12 3.10 3.15 

组氨酸 His 0.89 0.88 0.91 0.97 0.90 0.94 

精氨酸 Arg 2.51 2.60 2.66 2.68 2.58 2.58 

半胱氨酸 Cys 0.89 0.86 0.88 0.91 0.89 0.82 

牛磺酸 Tau 0.75 0.70 0.71 0.76 0.71 0.70 

天冬氨酸 Asp 2.92 2.94 3.08 3.10 2.81 3.09 

酪氨酸 Tyr 0.99 0.97 1.07 1.11 1.08 1.10 

丝氨酸 Ser 1.26 1.28 1.35 1.43 1.27 1.45 

谷氨酸 Glu 6.43 6.22 6.20 6.12 5.82 5.35 

丙氨酸 Ala 2.35 2.48 2.60 2.64 2.43 2.60 

甘氨酸 Gly 2.00 1.98 1.97 2.08 1.95 2.10 
  

 

2  结果 

2.1  饲料中蛋氨酸水平对红鳍东方鲀生长、饲料利

用和鱼体组成的影响 

表 3 为饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀生长性能的

影响，饲料中的蛋氨酸水平显著影响红鳍东方鲀的成活

率、摄食率、特定生长率、饲料效率和蛋白质效率

(P<0.05)。特定生长率、饲料效率和蛋白效率比随着蛋 

氨酸水平的升高先升高后下降，到蛋氨酸水平为 1.60%  
时达到最高，显著高于 0.61%处理组(P<0.05)。其中，

特定生长率在 1.39%组和 1.60%组无显著差异；对于

成活率，1.10%处理组显著高于 1.60%处理组(P<0.05)，
其他各组无显著差异(P>0.05)；摄食率随饲料蛋氨酸水

平的升高先升高后下降，蛋氨酸 1.39%处理组达到最

高，显著高于 0.61%处理组(P<0.05)，与其他各组无显

著差异(P>0.05)；饲料蛋氨酸水平对蛋白沉积率没有显

著影响(P>0.05)。 
 

表 3  饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀生长性能的影响 
Tab.3  Effect of dietary methionine levels on growth performance of T. rubripes 

饲料蛋氨酸水平 Dietary methionine level (%) 
指标 Index 

0.61 0.85 1.10 1.39 1.60 1.84 

鱼体初重 IBW(g) 13.73±0.06 13.72±0.05 13.78±0.06 14.03±0.25 13.84±0.11 13.74±0.10 

鱼体末重 FBW(g) 70.73±3.34a 79.91±1.77b 82.38±2.52b 90.34±2.70c 91.84±1.06c 79.59±1.33b 

成活率 SR(%) 88.89±4.01ab 94.44±5.56b 97.78±1.11b 87.78±2.94ab 76.67±6.94a 94.44±2.22b 

摄食率 FI(%/d) 1.88±0.01a 1.91±0.01ab 1.92±0.01ab 1.95±0.02b 1.90±0.01ab 1.90±0.01ab

特定生长率 SGR(%/d) 2.15±0.02a 2.32±0.02b 2.35±0.04b 2.47±0.04c 2.49±0.03c 2.31±0.03b 

饲料效率 FE(%) 0.95±0.01a 0.96±0.01ab 0.98±0.01ab 0.99±0.02ab 1.01±0.02b 0.99±0.02ab

蛋白效率比 PER 1.85±0.01a 1.90±0.01ab 1.91±0.02ab 1.92±0.04ab 1.97±0.03b 1.94±0.03ab

蛋白沉积率 PPV(%) 34.62±0.48 34.61±0.46 36.02±0.60 35.73±1.16 36.66±0.69 35.94±0.65 

注: 同一列数值中右上角不同小写字母表示组间存在显著差异(P<0.05)，下同 
Note: Data within the same column with different superscripts are significantly different (P<0.05), the same as below 
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表 4 为饲料蛋氨酸水平对鱼体组成和形体指标

的影响。饲料的蛋氨酸水平对全鱼的粗蛋白、灰分、

肥满度无显著影响(P>0.05)；对于鱼体粗脂肪、肝体

比、脏体比，蛋氨酸 1.60%组显著高于 0.61%处理组

(P<0.05)，但随着蛋氨酸水平的进一步升高，呈现出

下降的趋势，但与其他各组差异不显著(P>0.05)。 

将红鳍东方鲀的特定生长率数据与饲料中的蛋氨

酸水平进行二次回归曲线分析，得到特定生长率与蛋氨酸

水平的二次曲线关系为：y =–0.526x2+1.455x+1.449(R2= 
0.8787)。由图 1 可知，当蛋氨酸水平为 1.38%，即占

饲料蛋白的 2.71%时，红鳍东方鲀的特定生长率达到

最高。 
 

表 4  饲料蛋氨酸水平对鱼体组成和形体指标的影响(%湿重) 
Tab.4  Effect of dietary methionine levels on body composition and physical indicators of T. rubripes (%wet weight) 

饲料蛋氨酸水平 Dietary methionine level 
指标 Index 

0.61 0.85 1.10 1.39 1.60 1.84 

粗蛋白 Crude protein(%) 19.63±0.42 19.67±0.33 19.46±0.25 19.21±0.30 18.94±0.32 19.14±0.12 

粗脂肪 Crude lipid(%) 5.40±0.25a 5.54±0.14ab 5.75±0.05ab 6.01±0.21ab 6.22±0.30b 5.63±0.35ab

灰分 Ash(%) 2.98±0.09 2.98±0.06 2.89±0.04 2.98±0.08 2.83±0.08 2.85±0.03 

水分 Moisture(%) 71.37±0.55 70.98±0.41 71.37±0.24 71.14±0.58 70.86±0.61 71.49±0.34 

肝体比 Hepatosomatic index(%) 7.70±0.33a 7.68±0.24ab 8.53±0.40ab 8.16±0.16ab 9.05±0.50b 8.08±0.29ab

脏体比 Viscerasomatic index(%) 11.90±0.35a 12.02±0.17ab 12.98±0.49ab 12.61±0.08ab 13.72±0.52b 12.73±0.36ab

肥满度 Condition factor 4.34±0.15 4.09±0.07 4.14±0.09 4.01±0.21 4.19±0.13 4.10±0.13 
  

 
 

图 1  红鳍东方鲀特定生长率与饲料中蛋 
氨酸水平的二次曲线关系 

Fig.1  Second-order polynomial relationship between SGR 
of T. rubripes and dietary methionine levels 

 

2.2  饲料中蛋氨酸水平对红鳍东方鲀血清、肝脏相

关生化指标的影响 

表 5 为饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀血清和肝

脏生理生化指标的影响。如表 5 所示，饲料蛋氨酸水

平对肝脏中的谷丙转氨酶没有显著影响(P>0.05)，
1.10%处理组中的肝脏谷草转氨酶活性显著高于

0.85%和 1.60%处理组(P<0.05)，与其他处理组无显著

差异；饲料蛋氨酸水平显著影响血清中甘油三酯的含

量，蛋氨酸含量为 1.39%的处理组最高，蛋氨酸含量

为 1.10%、1.39%、1.60%处理组显著高于 1.84%处理

组(P<0.05)，其他各组间无显著差异(P>0.05)；饲料

蛋氨酸水平还对血清中的胆汁酸含量产生显著影响，

蛋氨酸含量为 1.39%、1.60%处理组显著高于 0.61%、

0.85%、1.84%处理组(P<0.05)，其他组间无显著差异

(P>0.05)；饲料蛋氨酸水平还对血清中的血糖含量产

生显著差异，0.61%组显著高于 0.85%、1.10%、1.60%、

1.84%处理组(P<0.05)；蛋氨酸水平对红鳍东方鲀中血

清中的总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋

白胆固醇、总蛋白、谷丙转氨酶、谷草转氨酶无显著

影响(P>0.05)。 
表 6 为饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀肌肉氨基

酸组成的影响。如表 6 所示，饲料蛋氨酸水平对肌肉

中的半胱氨酸的含量没有显著影响(P>0.05)，对其他

的氨基酸均随饲料蛋氨酸水平增加先升高，然后趋于

平稳。 

3  讨论 

3.1  饲料中不同蛋氨酸水平对红鳍东方鲀生长和饲

料利用的影响 

本研究采用剂量-效应法来确定红鳍东方鲀饲料

中最适蛋氨酸需求量。在实验中，蛋氨酸缺乏组显示

较低的生长速度，而随着蛋氨酸水平的提高，其特定

生长率、饲料转化效率和蛋白质效率均得到了显著的

提高，但随着蛋氨酸水平的进一步升高，则呈现出下

降的趋势，这与红鳍东方鲀血清中的甘油三酯、胆汁

酸含量和肌肉氨基酸组成的变化趋势一致。在本研究

中，当蛋氨酸的需求量超过或者低于最适需求量时，

其生长遭到抑制。这与五条 (Ruchimat et al, 1997)、 
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表 5  饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀血清和肝脏生理生化指标的影响 
Tab.5  Effect of dietary methionine levels on physiological and biochemical parameters in serum and liver 

饲料蛋氨酸水平 Dietary methionine level(%) 
指标 Index 

0.61 0.85 1.10 1.39 1.6 1.84 

肝脏 Liver       

谷丙转氨酶 GPT(U/g prot) 75.34±1.25 76.89±4.10 81.54±9.17 70.34±1.92 75.99±3.90 78.72±2.48

谷草转氨酶 GOT(U/g prot) 73.07±6.23ab 69.07±2.46a 85.48±4.79b 72.39±2.92ab 69.39±5.72a 73.17±1.94ab

血清 Serum       

谷丙转氨酶 GPT(U/L) 33.00±4.73 24.67±2.33 32.00±5.13 41.00±5.03 30.33±1.45 26.67±6.67

谷草转氨酶 GOT(U/L) 49.5±10.5 57.67±11.84 57.50±12.5 77.00±4.58 57.00±12.34 49.00±3.00

甘油三酯 TG(mmol/L) 2.09±0.13ab 2.10±0.09ab 2.32±0.08b 2.36±0.09b 2.32±0.08b 1.87±0.05a

总胆汁酸 TBA(μmol/L) 1.67±0.07ab 1.73±0.09abc 1.85±0.05abc 2.10±0.10c 2.03±0.12bc 1.60±0.10a

总胆固醇 TC(mmol/L) 2.57±0.17 2.34±0.14 2.39±0.07 2.26±0.12 2.48±0.13 2.37±0.12

总蛋白 TP(g/L) 37.81±2.65 36.38±1.88 37.79±1.10 38.94±1.20 38.72±1.19 35.00±0.63

血糖 GLU(mmol/L) 1.85±0.14b 1.36±0.08a 1.32±0.12a 1.50±0.07ab 1.30±0.12a 1.30±0.11a

高密度脂蛋白胆固醇 HDL-C(mmol/L) 3.61±0.16 3.43±0.11 3.51±0.03 3.37±0.08 3.62±0.09 3.67±0.22

低密度脂蛋白胆固醇 LDL-C(mmol/L) 0.41±0.07 0.51±0.08 0.52±0.06 0.47±0.05 0.52±0.06 0.45±0.06

 
表 6  饲料蛋氨酸水平对红鳍东方鲀肌肉氨基酸组成的影响(%) 

Tab.6  Effects of dietary methionine levels on amino acid composition in muscle of T. rubripes 

饲料蛋氨酸水平 Dietary methionine level(%) 氨基酸 
Amino acid 0.61 0.85 1.10 1.39 1.60 1.84 

半胱氨酸 Cys 0.96±0.08 1.1±0.12 1.1±0.15 1.1±0.01 1.16±0.16 1.13±0.22 

缬氨酸 Val 2.07±0.21a 3.1±0.34b 3.39±0.26b 3.3±0.01b 3.65±0.4b 3.56±0.44b 

蛋氨酸 Met 0.99±0.04a 1.6±0.19ab 1.71±0.24b 1.43±0.01ab 1.87±0.27b 1.84±0.29b 

异亮氨酸 Ile 2.07±0.18a 2.83±0.3ab 3.15±0.14b 3.02±0.03b 3.35±0.38b 3.38±0.39b 

亮氨酸 Leu 3.29±0.29a 4.82±0.61b 5.35±0.36b 5.12±0.12b 5.65±0.47b 5.61±0.54b 

苏氨酸 Thr 1.86±0.19a 2.88±0.4b 3.24±0.24b 3.06±0.1b 3.31±0.26b 3.26±0.31b 

苯丙氨酸 Phe 2.4±0.17a 3.02±0.51ab 3.64±0.34b 3.34±0.36ab 3.46±0.32ab 3.64±0.21b 

赖氨酸 Lys 4.3±0.47a 6.22±0.7b 6.66±0.38b 6.19±0.31b 6.76±0.44b 6.74±0.41b 

组氨酸 His 1.12±0.09a 1.53±0.2b 1.81±0.04b 1.7±0.04b 1.8±0.14b 1.77±0.19b 

精氨酸 Arg 2.48±0.23a 3.81±0.47b 4.22±0.35b 4.08±0.15b 4.47±0.36b 4.35±0.39b 

牛磺酸 Tau 0.88±0.02a 1.29±0.12b 1.49±0.08b 1.5±0.06b 1.71±0.18b 1.54±0.21b 

天冬氨酸 Asp 3.72±0.43a 5.76±0.76b 6.48±0.52b 6.15±0.17b 6.85±0.7b 6.61±0.9b 

酪氨酸 Tyr 1.7±0.09a 2.37±0.38ab 2.96±0.27b 2.58±0.19b 2.74±0.17b 2.87±0.1b 

丝氨酸 Ser 1.6±0.17a 2.5±0.38b 2.9±0.21b 2.7±0.16b 2.93±0.19b 2.87±0.24b 

谷氨酸 Glu 5.96±0.67a 9.41±1.23b 10.46±0.95b 10±0.25b 11.2±1.1b 10.77±1.43b 

丙氨酸 Ala 2.14±0.2a 3.17±0.37b 3.53±0.3b 3.55±0.24b 3.69±0.23b 3.65±0.28b 

甘氨酸 Gly 2.83±0.22a 3.79±0.4b 4.32±0.23b 4.16±0.11b 4.42±0.25b 4.34±0.35b 

 
大黄鱼(Mai et al, 2006)、军曹鱼(Zhou et al, 2006)等结

果一致。原因则可能是蛋氨酸缺乏时，引起了氨基酸

的不平衡，限制了其他氨基酸的充分利用，导致了生

长受到了抑制，也使得饲料和蛋白的利用受到了影响

(任和等, 2006)。当蛋氨酸过量时，过量的蛋氨酸可

能会氧化产生酮或者其他代谢产物，引起了毒害作用

而导致了鱼类生长受阻(Murthy et al, 2015)。 
由于蛋氨酸能够转化成半胱氨酸，所以，半胱氨
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酸的含量会影响鱼类对于蛋氨酸的需要量。因此，有

研究者认为将此表示为动物对于含硫氨基酸的总需

要量或者表述为蛋氨酸+半胱氨酸的形式。但有一些

研究发现，饲料中的半胱氨酸的含量低于 3g/kg(0.3%)
时，才能作为鱼类含硫氨基酸的有效补给源，这就表

明当半胱氨酸的含量超过该用量时，半胱氨酸就不存

在节省蛋氨酸需要量的作用(Kim et al, 1992; Pack et al, 
1995)。在本研究中，半胱氨酸的含量为 0.86%左右，

占饲料蛋白的 1.67%左右。本次结果显示，初始体重

为 13.83g 的红鳍东方鲀，以特定生长率为评价指标

通过二次曲线回归分析，得出对蛋氨酸的需求量为占

饲料干物质的 1.38%，占饲料蛋白的 2.71%(胱氨酸

0.86%，占饲料蛋白的 1.67%)。高于初始体重为

11.61g，以特定生长率为评价指标的军曹鱼(Zhou et al, 
2006) 蛋 氨 酸 需 求 量 占 饲 料 蛋 白 2.64%( 胱 氨 酸

1.49%)；同样也低于初始重量为 1.23g，以特定生长

率为评价指标，得出蛋氨酸需求量占饲料蛋白的大黄

鱼(Mai et al, 2006)的 3.34%(胱氨酸 0.67%)；同初始体

重为 37.88g，以特定生长率为评价指标得出蛋氨酸需

求量占饲料蛋白的大口黑鲈 (陈乃松等 , 2010)的
2.75%(胱氨酸 0.30%)接近。现有报道的鱼类蛋氨酸的

需求量的差异是多方面的因素，其一可能是不同种属

间的差异，同时也可能是受到不同养殖环境的影响，

如鱼的大小、年龄、水温、养殖密度和饲料的种类，

水流、投喂频率、氨基酸模式和饲料中其他营养物质

的相互作用等(Chiu et al, 1988; Cowey, 1995; Simmons 
et al, 2015)。 

3.2  蛋氨酸水平对于鱼体组成和形体指标的影响 

本研究中，蛋氨酸水平对于鱼体粗蛋白、灰分、

水分没有显著性差异(P>0.05)，但对鱼体的粗脂肪含

量产生了显著差异，表明了蛋氨酸可能参与了红鳍东

方鲀体内的脂肪调控过程，同在大菱鲆(Psetta maxima)中
(Ma et al, 2013)的发现相似，随着蛋氨酸的水平的上

升，鱼体粗脂肪也随之增高；但是在大黄鱼(Mai et al, 
2006)和军曹鱼(Zhou et al, 2006)的蛋氨酸需求研究中

蛋氨酸水平并没有显著影响鱼体粗脂肪含量；而在斜

带石斑鱼(Epinephelus coioides)(Luo et al, 2005)中发

现，蛋氨酸水平的升高会降低鱼体粗脂肪的含量。本

研究发现，鱼体中的肝体比和脏体比随着蛋氨酸水平

呈现先升高后下降的趋势，蛋氨酸水平为 1.60%时达

到最高。这与在大菱鲆中(Klatt et al, 2016)的发现一

致，肝体比会随着蛋氨酸水平的上升而随之增大；与

在大口黑鲈 (陈乃松等 , 2010))和大西洋鲑 (Salmo 
salar)(Espe et al, 2008)研究中的不一致，饲料的蛋氨

酸水平较低时，肝体比、脏体比较大。Espe 等(2008)
认为蛋氨酸引起的肝体比降低是对机体的有益行为；

Walton 等(1982)在虹鳟中的研究认为，肝体比的增加

是因为饲料中过多的游离氨基酸转化为肝糖原的结

果。 
鱼体对于蛋白质的沉积是通过外源氨基酸的供

给来合成的。本研究中，肌肉中的氨基酸基本呈现出

一种先升高再趋于平稳的趋势。Alam(2015)，研究证

实，饲料的不同氨基酸模式会影响到牙鲆(Paralichthys 
olivaceus) 的生长和体蛋白结合态氨基酸的组成。在

大黄鱼(Mai et al, 2006)的研究中发现，肌肉中的蛋氨

酸水平会随着饲料中蛋氨酸水平的升高呈现出一种先

升高后稳定的趋势；在胭脂鱼(Myxocyprinus asiaticus) 
(林郁葱，2012)中发现，肌肉中的精氨酸、组氨酸、

亮氨酸和赖氨酸都会随着饲料中蛋氨酸水平的增加

而呈现出一种先升后降的趋势；在吉富罗非鱼

(Oreochromis niloticus) (向枭等, 2014)中，肌肉中的半

胱氨酸、丝氨酸和组氨酸没有表现出显著差异，其余

的氨基酸含量都基本呈现了一种先升高后降低的趋

势，上述结果与本研究结果基本一致。鱼体肌肉中各

种氨基酸含量的上升，说明了随着饲料中蛋氨酸含量

的上升，饲料中的氨基酸含量会趋于平衡，所摄食的

这些的氨基酸就能够更大比例的用于体内蛋白质的

合成。 

3.3  蛋氨酸水平对血清和肝脏中相关生化指标的影响 

通过研究胆汁酸、甘油三酯、血糖、总胆固醇、

高密度脂蛋白胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇来研究

饲料中蛋氨酸水平对红鳍东方鲀机体脂肪代谢的影

响。胆汁酸是胆固醇代谢过程产生的一系列固醇类物

质，胆汁酸能促进脂肪乳化，促进脂类物质的消化吸

收，调节脂类代谢(Romański et al, 2007; Sirvent et al, 
2004)。在牛蛙(Rana catesbiana shaw)(胡田恩等, 2015)
中发现，添加适量胆汁酸能够降低血清中血糖的含

量，在本研究中，也发现了随着蛋氨酸水平的升高，

胆汁酸含量会上升，血清中的血糖则呈现出下降的趋

势。血清中甘油三酯含量的上升，表明蛋氨酸水平的

上升能够加速脂肪代谢的过程，同罗非鱼(向枭等 , 
2014)相似，适量的蛋氨酸能够显著提高甘油三酯的

含量，但在异育银鲫(Carassius auratus gibeilo) (Wang 
et al, 2016)中发现，随着蛋氨酸含量的上升，血清中

的甘油三酯则没有显著差异。血清中的血糖，随着蛋

氨酸水平的增加则呈现了一种降低的趋势，这同胭脂

鱼(林郁葱, 2012)中随着蛋氨酸水平的升高，血清中

的血糖含量呈现的趋势一致。 
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谷丙转氨酶和谷草转氨酶常用来评价机体肝脏

功能的受损情况，其酶活性升高说明肝脏功能出现了

问题。在本研究中，血清中的谷草转氨酶、谷丙转氨

酶均无显著差异，但是在肝脏中的谷草转氨酶则呈现

了一种先升高再降低的趋势，这同在异育银鲫(Wang 
et al, 2016)中的发现类似，随着蛋氨酸水平的升高，

也是呈现了一种先升高再降低的趋势，说明蛋氨酸的

升高会加速脂肪调控，加大肝脏的负担；有研究证明，

在蛋氨酸不足或者过量时，都会影响鱼类的转氨酶活

性，例如建鲤(Feng et al, 2011)和金鲳鱼(Xenobrama) 
(Niu et al, 2013)。 

4  结论 

本研究结果表明，饲料中的蛋氨酸水平对红鳍东

方鲀幼鱼的生长、饲料利用效率、蛋白质效率产生了

显著的影响。在本次实验中，以特定生长率为评价指

标，经过二次回归曲线分析：体重为(13.83~82.47) g 的红

鳍东方鲀幼鱼对饲料中的蛋氨酸需求量为 1.38%，占

饲料蛋白的 2.71%。 
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Dietary Methionine Requirement of Juvenile Tiger Puffer (Takifugu rubripes) 

ZHANG Qinggong1,2, LIANG Mengqing2①
, XU Houguo2, WEI Yuliang2 

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

Abstract    A 67-days feeding experiment was conducted to investigate the effects different levels on 
the growth performance and biochemical parameters of tiger puffer [average body weight: (13.83±0.63) g], 
and to determine the dietary methionine requirement for tiger puffer. There were six experimental 
isonitrogenous and isolipidic semipurified diets which were formulated with the graded levels of 
methionine (0.61%, 0.85%, 1.10%, 1.39%, 1.60%, 1.84%, respectively). Each diet was randomly assigned 
to triplicate groups, and each group contained 30 individuals. Fish were fed fourth daily(07:00, 12:00, 
16:00, 20:00) to apparent satiation. The result showed that no significant differences in protein productive 
value (PPV) were found among dietary treatments (P>0.05). Specific growth rate (SGR), feed conversion 
ratio(FCR) and protein efficiency ratio (PER) increased with increasing dietary methionine levels from 
0.61% to 1.60%(P<0.05), the higest group was observed in methionine levels 1.60% group, and there 
after showed a declining tendency with increasing dietary methionine levels from1.60% to 1.84%. 
Hepatosomatic index (HSI) and viscerosomatic index (VSI) of the 1.60% methionine diets was 
significantly higher than that of 0.61% groups (P<0.05), with further increase from 1.60% to 1.84%, HSI 
and VSI decreased. The crude lipid contents of whole body were significantly affected by dietary 
methionine levels (P<0.05), the 1.60% methionine diets was significantly higher than 0.61% groups (P< 
0.05), with further increase from 1.60% to 1.84%, crude lipid decreased. while moisture, crude protein 
and ash showed no significant differences (P>0.05). Dietary methionine levels significantly influenced the 
contents of triglyceride, bile acid and blood glucose in serum (P<0.05), There were no significant 
difference in total cholesterol, high density lipoprotein cholesterol, low density lipoprotein cholesterol, 
total protein, activity of glutamic-pyruvic transaminase and glutamic-oxaloacetic transaminase (P>0.05) 
in serum. Second-order regression analysis on the basis of SGR indicated that the optimum dietary 
methionine requirements of tiger puffer were estimated to be 1.38% of diet (2.71% of dietary protein). 
Key words    Tiger puffer (Takifugu rubrpes); Methionine requirement; Growth; Body composition; 
Physiological and biochemical indices 
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复合动植物蛋白部分替代鱼粉对大菱鲆幼鱼 

生长、体成分及生理生化指标的影响* 

郝甜甜 1  王际英 1①  李宝山 1  宋志东 1  黄炳山 1   

孙永智 1  王雅平 1,2  王晓艳 1 
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水产动物遗传育种中心上海市协同创新中心  上海  201306) 

摘要    本研究设计 5 组等氮等能(粗蛋白为 53%，能量为 25KJ/g)的实验饲料，以 60%的鱼粉饲料

组作为对照(D1)，豆粕∶花生粕∶鱼溶浆粉∶鸡肉粉(2∶1∶3∶2)的复合蛋白替代 40% (D2)、50% 

(D3)、60% (D4)和 70% (D5)的鱼粉，养殖大菱鲆幼鱼(Scophthalmus maximus L.)初始体重(53.0±0.2) g，

养殖周期 84 d，每天定时(08:00，16:30)投喂 2 次，投喂量为体重的 1.5%~2%。实验结果显示，各

处理组之间幼鱼存活率、饲料系数和摄食率均无显著性差异(P>0.05)；与对照组相比，D4 和 D5 组

增重率显著降低(P<0.05)；肥满度在 D2 组达到最高值，显著高于 D3、D4 和 D5 组(P<0.05)；脏体

比(VSI)、肝体比(HSI)和肠体比(ISI)均在 D2 组达到最低值，均显著低于 D5 组(P<0.05)；复合动植

物蛋白替代鱼粉对大菱鲆幼鱼全鱼水分和粗蛋白含量均无显著影响(P>0.05)；各替代组全鱼粗脂肪

含量显著高于对照组(P<0.05)；全鱼灰分含量在 D5 组显著低于对照组(P<0.05)；各组间背肌水分、

粗蛋白、粗脂肪和灰分含量均无显著性差异(P>0.05)；复合动植物蛋白替代鱼粉对鱼体肌肉非必需

氨基酸和必需氨基酸总量无显著影响(P>0.05)；各替代组均显著提高了血清谷草转氨酶和谷丙转氨

酶活性(P<0.05)；总蛋白浓度在 D2 组显著高于 D4 和 D5 组(P<0.05)；血糖浓度在 D2 和 D3 组显著

低于其他 3 组(P<0.05)；D3、D4 和 D5 组甘油三酯浓度和高密度脂蛋白浓度均显著低于对照组和

D2 组(P<0.05)；各替代组胆固醇和低密度脂蛋白浓度均显著低于对照组(P<0.05)；各组之间碱性磷

酸酶浓度无显著差异(P>0.05)。研究结果表明，复合动植物蛋白可有效替代 50%鱼粉而不影响大菱

鲆幼鱼生长性能和部分生理生化指标。 

关键词    大菱鲆；复合动植物蛋白；鱼粉；生长；生理生化指标 

中图分类号 S963.73   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0011-10 

大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)是我国北方重 要的海水鱼经济养殖品种，具有较高的经济和社会效

abc
图章
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益(雷霁霖, 2003)。目前，工厂化养殖大菱鲆多投喂

高蛋白商品饲料，鱼粉作为优质蛋白源是大菱鲆商业

饲料的首选。然而，随着全球渔业资源的匮乏和鱼粉

需求量的不断增大，鱼粉价格不断上涨，因此，开发

可利用的廉价新型蛋白源替代鱼粉是水产养殖业盈

利的先决条件。目前，大多数的蛋白源替代鱼粉研究

多集中在植物蛋白源和动物蛋白源上。对虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)、欧洲鲈(Dicentrarchus labrax)

等研究表明，豆粕等植物蛋白单一替代鱼粉的最高比

例可达 30%~40%，而不影响鱼体生长(Kaushik et al, 
2004; Dias et al, 2005)；对牙鲆(Paralichthys olivaceus)、

大菱鲆的研究表明，蚕蛹粉、肉骨粉等动物蛋白单一

替代鱼粉最高比例可达 10%~20%，而不影响幼鱼生

长(Lee et al, 2012; 梅琳, 2015)。因此，对于肉食性或

偏肉食的杂食性鱼类来说，这些单一蛋白源替代鱼粉

比例很难达到或超过 50% (李学丽等, 2017; 魏佳丽

等, 2016; 李宗升等, 2016)。因此，如何将不同蛋白源

组合互补，提高其在海水鱼配合饲料中的利用率，是

开发海水鱼配合饲料中鱼粉替代研究的关键问题。同

时，新型蛋白源鱼溶浆粉由于含有较多寡肽，游离氨

基酸、牛磺酸及保留了鱼粉特有的未知生长因子，具

有提高生物体生长等作用(罗其刚等, 2015)，但鱼溶

浆粉在海水鱼配合饲料中的应用还未见报道。本研究

在综合考虑氨基酸平衡及适口性等基础上，采用来源

广泛且实际生产中常用的豆粕、花生粕、鸡肉粉和鱼

溶浆粉为复合蛋白源，在补充限制性氨基酸和牛磺酸

的条件下，相互复合搭配(2∶1∶3∶2)，用其部分替

代大菱鲆配合饲料中的不同水平鱼粉，对大菱鲆幼鱼

生长性能、体成分及生理生化指标进行研究，旨在尽

可能的替代更多鱼粉，为大菱鲆新型蛋白源的开发研

究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

实验用蛋白源为鱼粉、酪蛋白、豆粕、花生粕、

鸡肉粉及鱼溶浆粉，鱼油为脂肪源。原料营养和氨基

酸组成见表 1。鱼溶浆粉购自荣成海圣饲料有限公司，

其工艺为：新鲜鱼经洗涤去杂，蒸煮压榨后，酶解处

理，真空干燥至水分为 40%~50%，最后喷雾干燥至

成品。其他原料均由山东升索渔用饲料研究中心提

供。实验设置 5 组等氮等能(粗蛋白为 53%，能量为

25 kJ/g)饲料，以 60%的鱼粉组作为对照(D1)，豆粕∶

花生粕∶鱼溶浆粉∶鸡肉粉(2∶1∶3∶2)复合替代

40% (D2)、50% (D3)、60% (D4)和 70% (D5)的鱼粉，

根据鱼粉对照组必需氨基酸组成，添加晶体氨基酸

L-赖氨酸和 L-蛋氨酸平衡各处理组必需氨基酸。具体

饲料配方见表 2。饲料氨基酸组成见表 3。 

 
表 1  饲料原料氨基酸组成及主要营养成分 

Tab.1  Amino acid and nutrient contents of dietary ingredient 

项目 
Items 

花生粕
Peanut 
meal

鱼粉
Fish 
meal

鱼溶浆粉 
Stickwater 

meal 

鸡肉粉 
Poultry by-

product meal

豆粕
Soybean 

meal

Asp 6.39 6.62 5.41 5.47 6.08

Thr 1.49 2.34 1.96 2.72 2.12

Ser 2.79 3.23 2.84 2.97 2.72

Glu 12.00 8.54 9.31 9.74 9.84

Gly 3.26 4.52 4.07 6.04 2.30

Ala 1.01 4.29 4.16 4.38 2.32

Cys 1.83 0.89 0.35 0.91 1.15

Val 0.16 3.12 1.96 2.57 2.18

Met 1.39 1.76 0.50 0.93 0.18

Ile 3.35 2.79 2.27 1.98 2.00

Leu 1.86 5.36 4.45 4.20 3.87

Tyr 2.68 2.48 0.94 1.89 1.79

Phe 1.75 2.28 1.64 2.63 2.69

Lys 0.75 4.49 4.00 3.51 3.10

His 1.21 1.87 2.25 1.27 1.32

Arg 6.33 5.16 3.60 4.27 3.80

Pro 2.26 2.79 2.09 4.19 2.64

粗蛋白 
Crude protein

53.90 65.58 63.00 64.60 50.57

粗脂肪 
 Crude lipid

2.10 6.15 7.51 10.84 2.40

 
饲料原料粉碎过 80 目筛，按照饲料配方逐级扩

大混匀，将鱼油均匀加入原料中，混合均匀，然后加

水搓匀，经螺旋挤压机加工成直径为 3.0 mm 的硬颗

粒饲料，60℃烘干 12 h，密封保存于20℃备用。 

1.2  实验用鱼和实验条件 

实验用大菱鲆购自山东蓬莱宗哲养殖有限公司，

养殖实验在山东省海洋资源与环境研究院全封闭水

循环系统进行。实验开始之前，实验鱼暂养7 d，使

其适应养殖环境。驯化结束后，禁食24 h，挑选健康、

规格均一的大菱鲆幼鱼[初重(53.0±0.2) g]随机分配到

15个绿色圆柱形塑料养殖桶中(直径70 cm×高80 cm，水

深50 cm)。每个处理3个重复，每个重复30尾鱼。整个实
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验期间，微水流循环水养殖，控制水温为(16±1)℃，pH

为 7.8~8.0，盐度为 27~28，溶解氧>8 mg/L，氨氮

<0.01 mg/L，亚硝酸盐<0.01 mg/L。养殖周期为84 d，

每天投喂 2次 (08:00, 16:30)，投喂量为鱼体重的

1.5%~2%，投喂结束之后从系统自带的排水口将残饵

排出，数颗粒计数。 

1.3  样品采集 

养殖实验结束时，禁食 24 h，以桶为单位称重量，

记录每桶实验鱼的尾数和重量，计算成活率、增重率

和饲料系数。每桶随机选择 9 尾幼鱼，用氨基苯甲酸

乙酯甲磺酸盐(MS-222)麻醉，2 尾作为全鱼分析，剩

余 7 尾尾静脉采血，之后取背肌和内脏团，称重，然 

 
表 2  饲料配方和主要营养成分(%干物质) 

Tab.2  Formulation and proximate chemical composition of the tested diets (% dry matter) 

组别 Groups 
项目 Items 

D1 D2 D3 D4 D5 

鱼粉 Fish meal 60.00 36.00 30.00 24.00 18.00 

酪蛋白 Casein 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 

豆粕 Soybean meal 0.00 6.67 8.34 10.01 11.68 

花生粕 Peanut meal 0.00 3.34 4.17 5.01 5.84 

鱼溶浆粉 Stickwater meal 0.00 10.01 12.51 15.02 17.52 

鸡肉粉 Poultry by-product meal 0.00 6.67 8.34 10.01 11.68 

鱼油 Fish oil 6.00 5.60 5.2 4.9 4.6 

Α-淀粉 α-starch 10.45 10.45 10.45 10.45 10.45 

大豆卵磷脂 Soybean lecithin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

氯化胆碱 Choline chloride 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

矿物质预混料 Mineral mixturea 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

维生素预混料 Vitamin mixture b 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

甜菜碱 Betaine 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

抗氧化剂 Antioxidant 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

赖氨酸 Lysine 0.00 0.22 0.27 0.33 0.38 

蛋氨酸 Methionine 0.00 0.10 0.12 0.15 0.17 

牛磺酸 Taurine 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

羧甲基纤维素钠 CMC 6.5 3.49 2.74 1.97 1.23 

合计 Total 100 100 100 100 100 

常规成分组成 Proximate composition      

粗蛋白 Crude protein 52.95 52.75 52.89 52.73 53.32 

粗脂肪 Crude lipid 11.55 11.52 11.53 11.61 11.63 

能量 Gross energy/(KJ/g) 24.76 24.75 24.80 25.18 25.12 

灰分 Ash 14.78 13.38 13.16 12.93 12.38 

注：a: 矿物质预混料(mg/kg 饲料预混料)：MgSO4·7H2O 3568.0 mg；KCl 3020.5 mg；KAl(SO4)2 8.3 mg；CoCl2 28.0 mg；

ZnSO4·7H2O 353.0 mg,；CuSO4·5H2O 9.0 mg；KI 7.0 mg；MnSO4·4H2O 63.1 mg；Na2SeO3 1.5 mg；C6H5O7Fe·5H2O 1533.0 mg,；

NaCl 100.0 mg；NaF 4.0 mg；NaH2PO4·2H2O 25568.0 mg；Ca-lactate 15968.0 mg 

b: 维生素预混料(mg/kg 饲料预混料)：维生素 A 38.0 mg；α-生育酚 210.0 mg；维生素 D3 13.2 mg；硫胺素 115.0 mg；

核黄素 380.0 mg；盐酸吡哆醇 88.0 mg；泛酸 368.0 mg；烟酸 1030.0 mg；生物素 10.0 mg；叶酸 20.0 mg，维生素 B12 1.3 

mg；肌醇 4000.0 mg 
Note: a: One kilogram of mineral premix contained the following: MgSO4·7H2O 3568.0 mg, KCl 3020.5 mg, KAl(SO4)2 8.3 mg, 

CoCl2 28.0 mg, ZnSO4·7H2O 353.0 mg, CuSO4·5H2O 9.0 mg, KI 7.0 mg, MnSO4·4H2O 63.1 mg, Na2SeO3 1.5 mg, 
C6H5O7Fe·5H2O 1533.0 mg, NaCl 100.0 mg, NaF 4.0 mg, NaH2PO4·2H2O 25568.0 mg, Ca-lactate 15968.0 mg 

b: One kilogram of vitamin premix contained the following: Retinol acetate 38.0 mg, alpha-tocopherol 210.0 mg, 
cholecalciferol 13.2 mg, thiamin 115.0 mg, riboflavin 380.0 mg, pyridoxine HCl 88.0 mg, pantothenic acid 368.0 mg, niacin acid 
1030.0 mg, biotin 10.0 mg, folic acid 20.0 mg, vitamin B12 1.3 mg, inositol 4000.0 mg 
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表 3  饲料氨基酸组成 
Tab.3  Amino acid of the tested diets 

组别 Groups 氨基酸 
Amino acids D1 D2 D3 D4 D5 

非必需氨基酸 Non-essential amino acide (g/100 g dry matter)

天冬氨酸 Asp 4.56 4.50 4.60 4.50 4.73

丝氨酸 Ser 2.72 2.80 2.50 2.45 2.51

谷氨酸 Glu 9.04 9.00 9.01 9.05 9.44

甘氨酸 Gly 3.22 3.20 3.00 3.08 3.21

丙氨酸 Ala 2.98 2.80 2.75 2.79 2.94

半胱氨酸 Cys 0.78 0.80 0.79 0.81 0.69

酪氨酸 Tyr 1.79 1.80 1.70 1.71 1.50

脯氨酸 Pro 2.76 2.80 2.85 2.86 2.95

合计 Total 27.85 27.70 27.20 27.24 27.97

必需氨基酸 Essertial amino acides (mg/100 g dry matter) 

苏氨酸 Thr 2.22 2.20 2.12 2.09 2.14

缬氨酸 Val 2.1 2.05 2.02 2.06 2.06

蛋氨酸 Met 1.6 1.51 1.40 1.39 1.38

异亮氨酸 Ile 1.73 1.72 1.68 1.64 1.67

亮氨酸 Leu 4.02 3.90 3.75 3.63 3.71

苯丙氨酸 Phe 2.27 2.21 2.15 2.08 2.12

赖氨酸 Lys 3.78 3.71 3.68 3.59 3.73

组氨酸 His 1.15 1.20 1.22 1.28 1.32

精氨酸 Arg 3.14 3.11 3.00 2.91 3.02

合计 Total 22.01 21.61 21.02 20.67 21.15

 

后，分离肝脏和肠道分别称重，计算肝体比和肠体比。

血样 4℃静置 4 h，4000 r/min 离心 10 min，取血清。

将所有样品保存于20℃，待测。 

1.4  测定指标和方法 

实验原料、饲料及实验鱼组织水分测定采用 105℃

烘干恒重法测定(GB/T 6435-2006)；粗蛋白采用凯氏

定氮法测定(GB/T 6432-2006)；脂肪采用索氏抽提法

测定(GB/T 6433-2006)；粗灰分采用 550℃灼烧法测

定(GB/T 6433-2007)；能量采用燃烧法(IKA, C6000, 

Germany)；实验原料、饲料及实验鱼组织氨基酸采用

全自动氨基酸测定仪(Hitachi L-8900, 日本)测定。 

生长性能指标及计算公式： 

存活率 (Survival rate, SR, %)=终末尾数/初始尾数×100 

增重率(Weight gain rate, WGR, %)=(鱼体末重
鱼体初重)/鱼体初重×100 

摄食率(Feed intake, FI, %/d)=(摄食饲料量/[(鱼

体初重+鱼体末重)/2]/养殖天数]×100 

饲料系数(Feed conversion ratio, FCR, %)=摄食饲

料量/鱼体增重×100 

肥满度(Condition factor, CF)=鱼体重/鱼体长3×100 

脏体比(Viscerosomatic index, VSI, %)=内脏重/鱼

体末重×100 

肝体比(Hepatosomatic index, HSI, %)=肝脏重/鱼

体末重×100 

肠体比(Intestinesomatic index, ISI, %)=(肠重/鱼

体末重)×100 

血清丙氨酸转移酶 (Alanine aminotransferase, 

ALT)、天冬氨酸转移酶(Aspartate transaminase, AST)、

总蛋白(Totol protein, TP)、白蛋白(Albumin, ALB)、

碱性磷酸酶 (Alkaline phosphatase, AKP)、葡萄糖

(Glucose, GLU)、甘油三酯(Triglyceride, TG)、总胆固

醇(Total cholesterol, TCHO)、高密度脂蛋白胆固醇

(High density lipoprotein cholesterol, HDL-C)和低密

度脂蛋白胆固醇(Low density lipoprotein cholesterol, 

LDL-C)均采用生化分析仪(7020, 日立 , 日本)测定 , 

试剂盒购于北京利德曼生化股份有限公司。酶活力单

位参照试剂盒说明书。 

1.5  数据统计与分析 

采用 SPSS17.0 对所得数据进行单因素方差分析

(One-way ANOVA)，差异显著，则采用 Duncan’s 进

行多重检验，显著水平为 0.05，统计数据以平均值±

标准差(Mean±SD)形式表示。 

2  结果与分析 

2.1  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长性能和

饲料利用率的影响 

由表 4 可知，养殖结束后，各组间成活率无显著

差异(P>0.05)；与对照组(D1)相比，D4 和 D5 组鱼体

末重显著降低(P<0.05)；增重率随替代比例的升高呈

降低趋势，D4 和 D5 组显著低于对照组(P<0.05)，D2、

D3 组与对照组之间无显著差异(P>0.05)；各组间摄食

率和饲料系数均无显著差异(P>0.05)。 

2.2  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼形体指标的

影响 

由表 5 可知，随着替代比例的升高，肥满度呈

先上升后下降趋势，在 D2 组达到最高值，与对照组

无显著差异(P>0.05)，但是显著高于 D3、D4 和 D5

组(P<0.05)。脏体比、肝体比和肠体比均随着替代比

例的升高呈先下降后上升趋势，均在 D2 组达到最低

值，D5 组达到最高值，且 D2 与 D5 之间差异显著

(P<0.05)。 
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表 4  复合蛋白替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长性能和饲料利用的影响(n=3; x̄±SD)   
Tab.4  Effect of replacement of fishmeal by compound proteins on growth indices and feed utilization of juvenile turbot(n=3; x¯±SD)   

组别 Groups 
初始体重 
IBM(g) 

终末体重 
FBW(g)  

存活率 
SR(%)  

增重率 
WGR(%)  

摄食率 
FI/(%/d) 

饲料系数 
FCR 

D1 53.01±0.05 105.28±2.27c 96.67±5.77 98.60±4.41c 0.96±0.01 1.14±0.04 

D2 53.00±0.08 104.10±1.56bc 97.77±3.85 96.42±2.98bc 0.95±0.02 1.14±0.03 

D3 53.10±0.18 104.44±0.45bc 100.00±0.00 96.69±0.89bc 0.96±0.00 1.14±0.01 

D4 53.13±0.24 101.96±2.07b 98.89±1.92 91.91±4.75b 0.95±0.03 1.18±0.06 

D5 52.81±0.07 99.04±0.85a 100.00±0.00 87.54±1.36a 0.94±0.08 1.21±0.02 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 下同 
Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). The same as bellow 

 
表 5  复合蛋白替代鱼粉对大菱鲆幼鱼形体指标的影响(n=3; x̄±SD) 

Tab.5  Effect of replacement of fishmeal by compound proteins on somatic indices of juvenile turbot (n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 肥满度 CF 脏体比 VSI(%) 肝体比 HSI(%) 肠体比 IWR(%) 

D1 3.26±0.08bc 5.03±0.23b 1.42±0.06bc 1.76±0.11a 

D2 3.36±0.03c 4.58±0.09a 1.21±0.03a 1.69±0.12a 

D3 3.14±0.11ab 4.89±0.23ab 1.34±0.04b 1.82±0.02a 

D4 3.16±0.08ab 4.89±0.15ab 1.34±0.04b 2.03±0.12b 

D5 3.08±0.06a 5.36±0.13c 1.49±0.09c 2.22±0.04c 

 

2.3  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼体成分的影响 

据表 6 可知，动植物复合蛋白源替代鱼粉对大菱

鲆幼鱼全鱼水分和粗蛋白含量均无显著性影响(P> 

0.05)。各替代组粗脂肪含量均显著高于对照组(P< 

0.05)。灰分呈降低趋势，在 D5 组达到最低值，与对

照组差异显著(P<0.05)。复合动植物蛋白源替代鱼粉

对大菱鲆幼鱼背肌水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量

均无显著影响(P>0.05)。 

背肌氨基酸组成见表 7，复合动植物蛋白替代鱼

粉对鱼体肌肉非必需氨基酸和必需氨基酸总量无显

著影响(P>0.05)；随着复合动植物蛋白替代鱼粉水平

的升高，Cys 呈先上升后稳定的趋势，各替代组均显

著高于对照组(P<0.05)；Tyr 含量在 D4 替代组达到最

高值，显著高于对照组和 D2 组；各替代组 Val 和 Met

含量显著高于对照组(P<0.05)。 

 
表 6  复合蛋白替代鱼粉对大菱鲆幼鱼体成分的影响[(n=3; x̄  ±SD; %湿重(FW)] 

Tab.6  Effect of replacement of fishmeal by compound proteins on proximate composition of the  
whole body and muscle of juvenile turbot (n=3; x̄ ±SD; wet weight) 

组别 Groups 水分 Moisture 粗蛋白 Crude protein 粗脂肪 Crude lipid 灰分 Ash 

全鱼 Whole fish     

D1 76.21±0.29 16.36±0.54 2.22±0.10a 3.92±0.17b 

D2 76.40±1.13 16.40±0.24 2.98±0.09b 3.75±0.09ab 

D3 77.25±0.28 15.88±0.14 2.88±0.17b 3.77±0.11ab 

D4 76.76±0.36 15.92±0.15 2.86±0.14b 3.74±0.05ab 

D5 77.29±0.71 16.14±0.52 2.91±0.16b 3.59±0.17a 

背肌 Dorsal muscle     

D1 79.38±1.28 18.68±1.06 0.54±0.05 1.16±0.09 

D2 78.95±0.28 19.32±0.42 0.53±0.02 1.17±0.04 

D3 79.08±0.38 19.02±0.56 0.50±0.07 1.17±0.02 

D4 79.43±0.33 18.79±0.31 0.47±0.06 1.16±0.02 

D5 79.95±0.61 18.23±0.43 0.52±0.03 1.15±0.01 
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表 7  复合蛋白替代鱼粉对大菱鲆幼鱼背肌氨基酸组成的影响(g/100 g)(n=3; x̄±SD) 
Tab.7  Effect of replacement of fishmeal by compound proteins on amino acid of muscle in juvenile turbot (g/100 g) (n=3; x¯±SD) 

组别 Groups 
氨基酸 Amino acids 

D1 D2 D3 D4 D5 

非必需氨基酸 Non-essential amino acids 

天门冬氨酸 Asp 9.51±0.27 9.61±0.31 9.80±0.47 9.90±0.44 9.70±0.15 

丝氨酸 Ser 4.03±0.08 3.99±0.14 4.21±0.11 4.12±0.17 4.04±0.06 

谷氨酸 Glu 15.83±0.35 15.94±0.52 16.53±0.54 16.48±0.62 16.10±0.21 

脯氨酸 Pro 3.06±0.04 3.00±0.10 3.12±0.08 3.02±0.09 2.99±0.04 

甘氨酸 Gly 4.50±0.13 4.49±0.19 4.56±0.12 4.44±0.14 4.36±0.07 

丙氨酸 Ala 5.50±0.17 5.58±0.18 5.76±0.21 5.69±0.17 5.56±0.07 

胱氨酸 Cys 1.04±0.06a 1.18±0.01b 1.38±0.03c 1.30±0.03c 1.35±0.02c 

酪氨酸 Tyr 2.90±0.15ab 2.82±0.16a 3.14±0.19bc 3.19±0.12c 3.09±0.07abc

合计 Total 46.38±1.05 46.44±1.20 48.76±1.72 48.16±1.88 47.20±0.61 

必需氨基酸 Essertial amino acids 

苯丙氨酸 Phe 3.61±0.11 3.62±0.07 3.66±0.11 3.67±0.10 3.59±0.07 

赖氨酸 Lye 8.07±0.26 8.18±0.24 8.34±0.36 8.41±0.29 8.15±0.12 

组氨酸 His 1.84±0.07 1.81±0.08 1.87±0.10 1.90±0.09 1.82±0.12 

精氨酸 Arg 5.65±0.13 5.67±0.16 5.79±0.21 5.82±0.17 5.68±0.07 

苏氨酸 Thr 4.25±0.11 4.27±0.16 4.44±0.13 4.40±0.20 4.31±0.08 

缬氨酸 Val 3.43±0.03a 3.62±0.05b 3.65±0.05b 3.68±0.06b 3.62±0.16b 

蛋氨酸 Met 1.98±0.04a 2.55±0.13b 2.69±0.06bc 2.80±0.03c 2.74±0.07c 

亮氨酸 Leu 6.96±0.19 7.02±0.20 7.16±0.28 7.20±0.23 7.02±0.10 

异亮氨酸 Ile 3.45±0.29 3.52±0.06 3.39±0.01 3.50±0.15 3.34±0.10 

合计 Total 39.19±1.57 39.92±0.36 40.81±1.69 41.38±1.44 40.18±0.79 

注：同行数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05)，下同 
Note: Values in the same row with different superscripts show significant difference (P<0.05). The same as bellow 

 

2.4  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清生理指

标的影响 

复合蛋白替代鱼粉显著影响了大菱鲆幼鱼部分 
 

生理指标(表 8)。与对照组相比，各替代组 ALT 浓度

显著升高；AST 浓度在 D4 和 D5 组显著高于对照组、

D2 和 D3 组；TP 浓度在 D2 组达到最高值，显著高

于 D4 和 D5 组(P<0.05)，但是与对照组差异不显著 

 

表 8  复合蛋白替代鱼粉蛋白对大菱鲆幼鱼血清生理指标的影响(n=3;  x̄±SD) 
Tab.8  Effect of replacement of fishmeal by compound proteins on serum physiological indices of juvenile turbot 

组别 Groups 
指标 Parameter 

D1 D2 D3 D4 D5 

谷丙转氨酶 ALT (U/L) 10.00±0.00a 11.33±0.57b 11.67±0.57b 16.33±0.57c 20.00±1.00d 

谷草转氨酶 AST (U/L) 45.00±1.00a 52.00±2.64a 48.67±4.93a 105.33±10.11b 149.33±4.50c 

总蛋白 TP (g/L) 47.47±1.32ab 50.17±2.27b 46.30±4.13ab 45.37±1.55a 45.40±1.04a 

白蛋白 ALB (g/L) 14.93±0.68 15.37±0.32 15.40±1.38 14.33±0.72 14.83±0.73 

葡萄糖 GLU (mmol/L1) 1.04±0.03bc 0.72±0.07a 0.73±0.04a 0.96±0.03b 1.12±0.09c 

甘油三酯 TG (mmol/L) 4.33±0.03c 4.38±0.15c 3.20±0.23a 3.54±0.29ab 3.66±0.18b 

胆固醇 CHO (mmol/L) 7.12±0.20d 6.10±0.07c 5.04±0.03b 4.63±0.24a 4.51±0.02a 

高密度脂蛋白 HDL-C (mmol/L) 4.51±0.12c 4.18±0.22c 3.76±0.16b 3.47±0.24ab 3.30±0.20a 

低密度脂蛋白 LDL-C (mmol/L) 2.17±0.16d 1.66±0.03c 1.48±0.03b 1.07±0.07a 1.02±0.03a 

碱性磷酸酶 ALP (U/L) 34.00±2.64 33.00±0.00 32.33±1.15 33.67±2.08 34.33±1.15 
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(P> 0.05)；各组之间 ALB 浓度和 ALP 浓度差异不显

著(P>0.05)；GLU 浓度随替代比例的升高呈先下降后

上升趋势，在 D2 和 D3 组显著低于对照组、D4 和 D5

组(P<0.05)；TG 浓度在 D3、D4 和 D5 组显著低于对

照组和 D2 组(P<0.05)；CHO、HDL-C 和 LDL-C 浓度

均随替代比例的升高呈下降趋势，与对照组相比，各

替代组 CHO 和 LDL-C 浓度均显著降低(P<0.05)；

HDL-C 浓度在 D3、D4 和 D5 组显著低于对照组和

D2 组(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长性能、

饲料利用率和形体指标的影响 

在本研究条件下，复合动植物蛋白源替代不同

水平的鱼粉对大菱鲆幼鱼成活率没有显著影响，这

表明本研究饲料对大菱鲆幼鱼的健康没有产生不利

影响。已有研究表明，复合植物蛋白替代大菱鲆饲

料中 30%的鱼粉会显著降低鱼体生长性能(陈超等, 

2012)，复合动物蛋白也只能替代大菱鲆饲料 40%的

鱼粉(李会涛等, 2007)，但在本研究中，以增重率为

评价指标，复合动植物蛋白替代 50%的鱼粉与对照组

无显著差异，这表明鱼溶浆粉在饲料蛋白源替代中具

有一定的潜力，动植物蛋白与鱼溶浆粉复合达到了互

补作用，提高了蛋白利用率。但是鱼粉替代比例超过

50%会抑制鱼体生长，可能的原因是随着替代比例的

升高，复合植物蛋白中的多种抗营养因子导致饲料中

蛋白利用率降低(Fournier et al, 2004)，从而降低了幼

鱼生长。 

已有研究表明，动植物蛋白源替代鱼粉引起生长

下降的原因是适口性低引起的 (Yigit et al, 2006; 

Kader et al, 2010)，但是在本研究中各组之间摄食率

和饲料系数均无显著差异，可能原因是本研究饲料中

复合蛋白源中含有的鱼溶浆粉含有较多寡肽、牛磺酸

及一些特有的未知因子等(罗其刚等, 2015)，改善了

饲料的适口性，保证了在高水平动植物蛋白替代鱼粉

后，大菱鲆幼鱼仍保持较高的摄食率。 

代伟伟等(2016)研究表明，在营养发生改变时，

鱼体的内脏重量也会发生一定的变化。在本研究中，

当复合蛋白替代比例在 40%时，脏体比和肝体比均显

著低于对照组，表明复合动植物蛋白替代鱼粉后使大

菱鲆形体发生了一定程度的改变，这与刘运正等(2016)

研究结果一致。 

3.2  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼体成分的影响 

本研究结果表明，动植物复合蛋白替代鱼粉后，

各组之间全鱼水分和粗蛋白含量均无显著差异。已有

研究表明，当复合植物蛋白替代鱼粉时，会降低鱼体

粗脂肪含量(代伟伟等, 2016; Kader et al, 2012)，但本

研究中动植物复合蛋白替代鱼粉后却增加了全鱼粗

脂肪含量。出现此结果的原因，可能是随着复合蛋白

源替代鱼粉比例的升高，蛋白质效率逐渐降低，用于

合成鱼体蛋白的能量降低，则用于合成脂肪的能量逐

渐增加(于继英, 2018)，从而使饲料中的脂肪消化吸

收率升高，影响了脂肪在鱼体的累积代谢率，使其脂

肪含量随复合动植物蛋白源的升高而升高 (Sheng, 

1994)，具体作用机理还需进一步研究。关于复合蛋白

源替代鱼粉对鱼体灰分的影响，不同的实验得出的结果

亦不同。在已有的大菱鲆、牙鲆和黄颡鱼(Pelteobagrus 
fulvidraco)的研究中发现，复合蛋白替代鱼粉对鱼体

灰分含量无显著影响(董纯等, 2015; 罗嘉翔等, 2017; 

Deng et al, 2006)，但在本研究中，鱼体灰分含量随着

替代比例的升高呈下降趋势，出现此现象的原因，可

能是复合动植物蛋白源中含有的抗营养因子能与

Zn2+、Ca2+、Cu2+和 Fe2+等金属离子鳌合形成稳定的

不溶性络合物(苗雪霞, 1999)，从而降低鱼体对矿物

质的消化吸收率，进而导致鱼体灰分含量降低。 

本研究表明，复合动植物蛋白替代鱼粉对大菱鲆

幼鱼背肌水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量均无显著

影响，这与动植物蛋白在海水鱼上的研究结果一致

(Kadera et al, 2012; Turker et al, 2005)。从氨基酸角度

分析，动植物复合蛋白替代鱼粉对肌肉非必需氨基酸

总量和必需氨基酸总量均无显著影响，这表明本研究

饲料复合动植物蛋白配比没有降低肌肉氨基酸品质。

与对照组相比，替代组 Cys、Tyr、Val 和 Met 含量均

有升高趋势，可能原因是蛋白源的不同导致了组织氨

基酸代谢库的变化，不同氨基酸的消耗与沉积发生了

相应的变化(代伟伟等, 2015)，具体机理还需进一步

研究。 

3.3  复合蛋白源替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清生化指

标的影响 

饲料蛋白的来源组成会影响鱼体血液生化指标

的变化(Lim et al, 2011)。Ye 等(2011)研究表明，即使

动植物蛋白替代鱼粉对鱼体蛋白含量没有显著影响，

但是在一定程度上会影响鱼体血液生化指标。本研究

结果表明，ALT 和 AST 随着替代比例的升高均呈升

高趋势，说明随着复合动植物蛋白替代鱼粉水平的升

高，对鱼体肝脏造成了一定胁迫，导致 ALT 和 AST

大量游离到血液(Kouba et al, 2014)。血清 TP 浓度在

D2 组达到最高值，各组间 ALB 浓度无显著性差异，

表明本研究中复合动植物蛋白替代鱼粉后对鱼体蛋
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白代谢并未产生负面影响，这与 Lee 等(2012)的研究

结果相似。TG、CHO、HDL-C 和 LDL-C 是检测鱼体

脂类代谢的重要指标(Geurden et al, 2008)。本研究中，

血清 TG、CHO、HDL-C 和 LDL-C 浓度均随替代水

平的变化而降低，与已有的复合植物蛋白或者复合动

植物蛋白替代鱼粉，会导致血清脂类代谢酶活下降

(Dias et al, 2005; 代伟伟等，2016)的相关研究结果一

致。其原因可能是随着复合蛋白替代鱼粉比例的升

高，饲料蛋白源发生变化导致了鱼体脂类平衡的改变

(Panserat et al, 2008; Nagel et al, 2012)，从而影响了血

清脂类代谢酶活的变化。 

4  结论 

在 84 d 养殖时间内，使用复合动植物蛋白源可

有效替代饲料 50%的鱼粉而不影响大菱鲆生长性能，

饲料利用和蛋白沉积；对肌肉氨基酸品质无显著影

响；但是，复合动植物蛋白源的使用影响了鱼体脂类

代谢，表现为降低了血清 TG、CHO、HDL-C 和 LDL-C

浓度。综上所述，以增重率为评价指标，当用比例为，

豆粕∶花生粕∶鱼溶浆粉∶鸡肉粉=2∶1∶3∶2的复

合蛋白源替代鱼粉时，最佳替代比例为 50%。 
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Effects of Replacement of Fish Meal With an Animal and Plant Protein  
Mixture on Growth, Body Composition, and Physiological and   

Biological Indices of Juvenile Turbot (Scophthalmus maximus L.) 

HAO Tiantian1, WANG Jiying1①
, LI Baoshan1, SONG Zhidong1, HUANG Bingshan1,  

SUN Yongzhi1, WANG Yaping1,2, WANG Xiaoyan1 
(1. Key Laboratory of Marine Ecological Restoration, Shandong Marine Resources and Envionment Research Institute, Yantai  

264006; 2. Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and Breeding, Centre for Research on Environmental 
Ecology and Fish Nutrion (CREEFN) of the Ministry of Agriculture and Rural affairs, National Demonstration Center for 

Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    A 12-week feeding trial was conducted to evaluate the effects of replacement of fish meal 

with alternative proteins on growth performance, body composition, and physiological and biological 

indices of juvenile turbot (Scophthalmus maximus L.). Five isonitrogenous and isolipidic practical diets 

were formulated to contain graded levels (100%, 60%, 50%, 40%, and 30%) of fish meal (D1~D5); the 

D1 group was used as the control. A protein blend of four ingredients (soybean meal, peanut meal, 

stickwater meal, poultry by-product meal = 2:1:3:2) were used to replace the fish meal; subsequently, 

amino acids were supplemented in the low fish meal diet to obtain similar amino acid profiles to the high 

fish meal diet. Each diet was randomly assigned to triplicate groups of 30 fish [(initial weight, (53.0±0.2) g)] 

per aquarium. The results of the survival rate, feed conversion ratio, feed intake, whole body moisture and 

crude protein, dorsal muscle moisture, crude protein, crude lipid, and ash content did not show any 

significant differences between any of the groups (P>0.05), whereas the diets with low fish meal content 

(D4/D5) significantly reduced the weight gain rate of fish compared with the control diet (P<0.05). The 

condition factor was significantly enhanced in the D2 treatment compared with the D3, D4, and D5 

groups (P<0.05). However, the viscerosomatic and hepatosomatic indices were significantly reduced in 

the D2 treatment compared with the D5 (P<0.05). The dietary inclusion of the animal and plant protein 

mixture significantly elevated the whole-body crude lipid content (P<0.05). The whole-body ash content 

in the D5 treatment was significantly lower than the control diet (P<0.05). The essential amino acid 

compositions of the muscle were not significantly affected by the replacement of dietary fish meal with 

animal and plant protein mixtures (P>0.05). The dietary inclusion of animal and plant protein mixture 

significantly elevated serum aspartate aminotransferase and alanine transaminase activities (P<0.05). All 

the substituted protein diets caused significantly reduced serum cholesterol and low-density lipoprotein 

cholesterol (P<0.05), but only D3~D5 diets caused a significantly decreased serum high-density 

lipoprotein cholesterol (P<0.05). The dietary inclusion of animal and plant protein mixture had no strong 

effects on the total protein content and the alkaline phosphatase content (P>0.05). The replacement of up 

to 50% of dietary fish meal with an animal and plant protein mixture did not impair growth or reduce the 

feed efficiency of juvenile turbot. 

Key words    Scophthalmus maximus L.; Animal and plant protein mixture; Fish meal; Growth; 

Physiological and biological index 
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拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长性能、 

体组成和血清生化指标的影响* 

胡冬雪 1,2  马  季 1,2  王成强 2  乔洪金 2①  王际英 2  李宝山 2  孙永智 2 
(1. 上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心  农业农村部鱼类营养与环境生态研究中心  水产动物遗传育种中心上海

市协同创新中心  上海  201306；2. 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    为探讨拟微绿球藻(Nannochloropsis sp.)粉替代鱼粉对大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)幼
鱼生长性能、体组成和血清生化指标的影响，用拟微绿球藻粉替代基础饲料中 0%、3.88%、7.76%、

11.64%和 15.52%的鱼粉，配制成 5 种等氮等能的饲料(N0、N3.88、N7.76、N11.64、N15.52)。选取初始

体重为(24.60 ±0.02) g 的大菱鲆幼鱼 600 尾，随机分成 5 组，每组 3 个重复，每个重复 40 尾鱼，养

殖周期 70 d。结果显示：1)各实验组大菱鲆幼鱼的增重率(WGR)、特定生长率(SGR)、蛋白质效率 

(PER)、饲料系数(FCR)、日摄食率(DFI)、肥满度(CF)和成活率(SR)均无显著差异(P>0.05)；2)随着

藻粉添加量的增加，全鱼及肌肉中粗脂肪含量显著降低(P<0.05)，粗蛋白、粗灰分和水分含量无显

著差异(P>0.05)；3)血清溶菌酶(LZM)、补体蛋白 C3、补体蛋白 C4 及酸性磷酸酶(ACP)活力均呈先

上升后下降的趋势，分别在 N7.76、N7.76、N11.64、N7.76 组达到最大值，且显著高于 N0 组(P<0.05)，

N15.52 组碱性磷酸酶(ALP)显著低于其他组(P<0.05)，其他组之间无显著差异(P>0.05)；4)藻粉组血

清总超氧化物歧化酶(T-SOD)、总抗氧化能力(T-AOC)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)活力，均呈

先上升后下降的趋势，在 N7.76 组达到最大值，且显著高于 N0 组(P<0.05)；5) N7.76 组血清甘油三酯

(TG)含量显著低于其他组(P<0.05)，其他组之间无显著差异(P>0.05)，藻粉组血清总胆固醇(TCHO)

显著低于 N0 组(P<0.05)，各藻粉组之间差异不显著(P>0.05)；6)藻粉组血清谷草转氨酶(AST)活力

呈先下降后上升的趋势，N11.64 组达到最小值，显著低于 N0 组(P<0.05)，藻粉组谷丙转氨酶(ALT)

活力显著低于 N0 组(P<0.05)。研究表明，本实验条件下，拟微绿球藻粉替代大菱鲆幼鱼饲料中

15.52%的鱼粉对其生长无显著影响，替代 7.76%可显著提高其非特异性免疫力，降低血脂水平。 

关键词    大菱鲆；拟微绿球藻粉；生长；抗氧化能力 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0021-10 

大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus) 隶 属 于 菱 鲆 科 (Scophthal midae)，瘤棘鲆属(Psettamaxima)，它的肌

abc
图章
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肉丰厚白嫩、骨刺少、内脏团小、出肉率高，口感爽

滑甘美，是我国北方主要的海水养殖品种之一，也是世

界公认的优质比目鱼类之一。鱼粉是名贵水产鱼类配合

饲料中的主要蛋白质来源，但近年来远洋捕获的鲜杂鱼

已经达到或者接近最大可持续生产(Rana et al, 2009; 

Krisetherton et al, 2009)，造成了鱼粉供需之间的矛盾。

寻找新型蛋白原料(Olsen et al, 2012)，替代或减少鱼粉

的使用成了目前水生动物营养研究的重点方向之一。 

植物蛋白存在抗营养因子和氨基酸的平衡问题 

(Thompson et al, 2012)，在大菱鲆配合饲料中的使用

比例较低。研究表明，大豆浓缩蛋白仅能替代 17%的

鱼粉而对大菱鲆幼鱼的生长不产生影响(Day et al, 
2015)；玉米蛋白替代大菱鲆幼鱼饲料中 21% 的鱼粉对

其 生 长 性 能 和 饲 料 效 率 无 显 著 差 异 (Regost et al, 
1999)；复合植物蛋白替代 20.7%的鱼粉显著降低大菱

鲆幼鱼的生长性能(陈超, 2012)。微藻，如拟微绿球

藻(Nannochloropsis sp.)、小球藻(Chlorela)及螺旋藻

(Spirulina)，含有人体所需的 20 种氨基酸、多种维生

素和微量元素，以及亚油酸和亚麻酸等高度不饱和脂

肪酸(Yamaguchi, 1996 ; Emma et al, 2017)，是替代鱼

粉蛋白的理想原料。对鲫鱼(Carassius auratus) (石西, 

2015)、罗非鱼(Oreochromis spp) (Olvera-Novoa et al, 
1998)和虹鳟(Oncorhynchus mykiss) (Dallaire, 2007)的

研究表明，微藻粉替代适量的鱼粉对其生长无抑制作

用。此外，郭斌等(2018)研究表明，10%的藻渣与 51%

复合植物蛋白粉替代 35%的鱼粉，不影响大菱鲆的生

长性能，且能促进摄食率、降低饲料系数，而 10%的

浒苔与 51%复合植物蛋白粉替代 35%的鱼粉显著降

低大菱鲆生长性能。 

拟 微 绿 球 藻 是 海 洋 单 细 胞 微 藻 ， 属 于 褐 藻 门

(Ochrophyta)，真眼点纲(Eustigmatophyceae)，适温范

围广，易于培养，繁殖快，含有丰富的天然色素如玉

米黄素和虾青素，可以增强免疫能力和抗氧化能力

(吴吉林等, 2010)，且含有丰富的高不饱和脂肪酸，

尤其是 EPA(余颖等, 2005)，可以提高鱼虾蟹苗种的

发育和存活率(杜涛等, 2010; Marques et al, 2006)。目

前，尚无关于微藻粉替代大菱鲆配合饲料中鱼粉的相

关报道，因此，本研究旨在探索拟微绿球藻粉替代鱼

粉对大菱鲆幼鱼生长、体组成、非特异性免疫和血清

生化指标的影响，为微藻粉在水产配合饲料中的应用

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

以鱼油和玉米油为主要脂肪源，用拟微绿球藻藻

粉分别替代基础饲料中 0、3.88%、7.76%、11.64%和

15.52%的鱼粉，制成 5 种等氮等能的实验饲料(N0、

N3.88、N7.76、N11.64、N15.52)，N0 为对照组。在各替代

组中分别添加晶体蛋氨酸、赖氨酸和精氨酸，保持各

饲料中必需氨基酸的平衡。饲料配方及营养组成见 

表 1。 

1.2  实验管理及样品采集 

实验鱼购自蓬莱宗哲养殖有限公司，养殖实验在

山东省海洋资源与环境研究院养殖实验室进行。正式

实验前，实验鱼在养殖系统中驯养 14 d，期间投喂对

照组饲料。实验鱼禁食 24 h，挑选初始体重为(24.60± 

0.02) g 的 600 尾大菱鲆幼鱼，随机分 5 组，每组设 3 个

重复，每个重复 40 尾鱼，每天定时定量投喂 2 次(08:00

和 15:30)，投喂量为鱼体重的 1%~2%，根据摄食情

况调整投喂量，投喂结束 0.5 h 左右排残饵，数颗粒，

计算残饵量。养殖环境：绿色圆柱形水桶(直径 80 cm，

高 70 cm，水深为 50 cm)，水温为(17.32±0.20)℃，pH

为 7.8~8.2，盐度为 28~30，溶氧>5 mg/L，氨氮、亚硝

酸氮均<0.1 mg/L。 

70 d 养殖实验结束后，禁食 24 h，记录每桶鱼的

存活数量并称重，计算存活率和增重率。随机取 3 尾

用于全鱼常规分析，剩余随机取 15 尾测量体长、体

重，计算肥满度，尾静脉取血后，分离内脏和背肌，

并分别称重，计算脏体比。背肌20℃保存，用于常

规分析，以上取样均在冰盒上进行。血样在 4℃冰箱

静置 4 h，离心分离(4000 r/min, 10 min)，取上清液，

80℃保存，用于测定血清生理生化指标。 

1.3  测定指标和样品分析方法 

增重率(WGR, %)=(Wt  W0)/W0×100 

特定生长率(SGR, % /d)=(ln Wt  ln W0)/d×100； 

蛋白质效率(PER, %)=(Wt  W0)/(F×P)×100； 

饲料系数(FCR) = F/(Wt  W0)； 

日摄食率(DFI, %/d) = F/[(W0 + Wt)/2×d] ×100； 

脏体比(VSI, %) =Wv / Wt×100； 

肥满度(CF) = Wt / L3×100； 

成活率(SR, %) = Nt / N0×100； 

式中，Wt 为实验鱼末体重(g)，W0 为实验鱼初体

重(g)，d 为养殖天数，F 为摄食干饲料重(g)，P 为饲料

中粗蛋白质的含量(%)，Wv 为内脏质量，Ｌ为实验末鱼

体长，Nt 为实验末鱼的数量，N0 为实验初鱼的数量。 

饲料及组织样品分析方法，水分测定采用 105℃

烘干恒重法测定(GB/T6435-2006)；粗蛋白测定采用 
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表 1  饲料配方及营养组成(%干物质) 
Tab.1  Composition and nutrient levels of the experimental diets (% dry mater)  

组别 Groups 
原料 Ingredients 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

白鱼粉 a White fish meal 50.00 48.06 46.13 44.19 42.25 

大豆浓缩蛋白 b Soy protein concentrate 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 

乌贼内脏粉 Squid meal 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

鱼油 Fish oil 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 

玉米油 Corn oil 1.50 1.20 0.90 0.60 0.30 

矿物质预混料 c Mineral premix 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

维生素预混料 d Vitamin premix 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

α-淀粉 α-starch 8.22 8.22 8.22 8.22 8.22 

拟微绿球藻粉 e Nannochloropsis sp. 0.00 2.50 5.00 7.50 10.00 

羧甲基纤维素钠 Carboxymethyl cellulose sodium 3.92 3.53 3.13 2.74 2.35 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 

甜菜碱 Betaine 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

氯化胆碱(50%) Choline chloride 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

蛋氨酸 Met 0.00 0.02 0.03 0.05 0.06 

赖氨酸 Lys 0.00 0.03 0.07 0.10 0.13 

精氨酸 Arg 0.00 0.03 0.06 0.09 0.12 

乙氧基喹啉 Ethoxyquin 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 

合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

营养组成(%干物质) Proximate composition (% dry matter) 

粗蛋白 Crude protein 53.50 53.47 53.38 53.36 53.12 

粗脂肪 Crude lipid 12.63 12.55 12.45 12.39 12.17 

粗灰分 Crude Ash 15.54 15.11 14.73 14.51 14.33 

蛋氨酸 Met 1.13 1.14 1.26 1.29 1.25 

赖氨酸 Lys 3.82 3.80 3.80 3.89 3.88 

精氨酸 Arg 3.68 3.67 3.70 3.75 3.71 

注：a. 白鱼粉(%干物质)：粗蛋白含量 65.47%，粗脂肪含量 7.2% 

b. 大豆浓缩蛋白(%干物质)：粗蛋白含量 69.85%，粗脂肪含量 2.1% 

c. 矿物质预混料(mg/kg 饲料)：MgSO4·7H2O, 3568.0 mg; NaH2PO4·2H2O, 25568.0 mg; KCl, 3020.5 mg; KAl(SO4)2, 8.3 mg; 
CoCl2, 28.0 mg; ZnSO4·7H2O, 353.0 mg; Ca-lactate, 15968.0 mg; CuSO4·5H2O, 9.0mg; KI, 7.0mg; MnSO4·4H2O, 63.1mg; 
Na2SeO3, 1.5mg; C6H5O7Fe·5H2O, 1533.0 mg; NaCl, 100.0 mg; NaF, 4.0 mg 
d. 维生素预混料(mg/kg 饲料)：维生素 A, 38.0 mg; 维生素 D, 13.2 mg; α-生育酚, 210.0 mg; 硫胺素, 115.0 mg; 核黄

素, 380.0 mg; 盐酸吡哆醇, 88.0 mg; 泛酸, 368.0 mg; 烟酸, 1030.0 mg; 生物素, 10.0 mg; 叶酸, 20.0 mg; 维生素 B12, 1.3 mg; 

肌醇, 4000.0 mg; 抗坏血酸, 500.0 mg 

e. 拟微绿球藻粉(%干物质)：粗蛋白 50.72%, 粗脂肪 18.05%, 购自烟台海融生物技术有限公司 
Notes: a. White fish meal(% dry matter): Crude protein 65.47%, Crude lipid 7.2% 
b. Soy protein concentrate(% dry matter): Crude protein 69.85%, Crude lipid2.1% 
c. Mineral mixture (mg/kg diet): MgSO47H2O, 3568.0 mg; NaH2PO42H2O, 25568.0 mg; KCl, 3020.5 mg; KAl (SO4)2, 8.3 mg; 

CoCl2, 28.0 mg; ZnSO47H2O, 353.0 mg; Ca-lactate, 15968.0 mg; CuSO45H2O, 9.0 mg; KI, 7.0 mg; MnSO44H2O, 63.1 mg; 
Na2SeO3, 1.5 mg; C6H5O7Fe5H2O, 1533.0 mg, NaCl, 100.0 mg; NaF, 4.0 mg 

d. Vitamin mixture (mg/kg diet): retinol acetate, 38.0 mg; cholecalciferol, 13.2 mg; alpha-tocopherol, 210.0 mg; thiamin, 
115.0 mg; riboflavin, 380.0 mg; pyridoxine HCl, 88.0 mg; pantothenic acid, 368.0 mg; niacin acid, 1030.0 mg; biotin, 10.0 mg; 
folic acid, 20.0 mg; vitamin B12, 1.3 mg; inositol, 4000.0 mg; ascorbic acid, 500.0 mg 

e. Nannochloropsis meal (% dry matter): Crude protein 50.72%, Crude lipid 18.05%, buy from Yantai Hai Rong 
Biotechnology Co., Ltd., China 
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凯氏定氮法(GB/T6432-2006)；粗脂肪采用索氏抽提

法 测 定 (GB/T6433-2006)； 粗 灰 分 测 定 采 用 马 弗 炉 

550℃灼烧法(GB/T 6438-2007)。 

血清溶菌酶(LZM)、总抗氧化能力(T-AOC)、总

超 氧 化 物 歧 化 酶 (T-SOD) 、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(GSH-PX)活力及丙二醛(MDA)含量采用南京建成的

试剂盒测定；补体蛋白 C3 和补体蛋白 C4 采用江莱

生物酶联免疫分析(ELISA)试剂盒测定。 

血清甘油三酯(TG)、胆固醇(CHO)、低密度脂蛋

白胆固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、

碱性磷酸酶(ALP)、酸性磷酸酶(ACP)、谷草转氨酶

(AST)、谷丙转氨酶(ALT)、采用全自动生化分析仪

(7020, 日立, 日本)进行测定，试剂盒均购自四川迈

克生化技术有限公司。 

1.4  数据统计分析 

采用 SPSS18.0 软件对数据进行单因素方差分析 

(One-Way ANOVA)，当处理之间差异显著(P<0.05)

时，用 Duncan’s 检验进行多重比较，结果以平均值±

标准差(Means±SD)形式表示。 

2  结果 

2.1  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长及饲

料利用的影响 

拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长和饲

料利用数据见表 2。随着拟微绿球藻粉替代比例增大，

大菱鲆幼鱼 WGR、SGR、PER 和 CF 呈逐渐上升的

趋势，但各组间无显著差异(P>0.05)，FCR 和 DFI 呈

逐渐下降的趋势，无显著差异(P>0.05)；藻粉替代鱼

粉对实验鱼的 VSI 和 SR 均无显著影响(P>0.05)。 

2.2  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼全鱼和肌

肉体组成的影响 

如表 3 所示，藻粉组的全鱼和肌肉粗脂肪含量呈

逐渐下降的趋势，显著低于 N0 组(P<0.05)；藻粉替代

鱼粉对全鱼和肌肉的水分、粗蛋白及粗灰分的含量均

无显著影响(P>0.05)。 

2.3  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清非特

异性免疫的影响 

如表 4 所示，LZM 和补体蛋白 C3 活力呈先上升

后下降的趋势，在 N7.76 组达到最大值并显著高于 N0

组(P<0.05)；补体蛋白 C4 活力呈先上升后下降的趋

势，在 N11.64 组达到最大值并显著高于 N0 组(P<0.05)；

ACP 活力呈先上升后下降趋势，N7.76 组达到最大值，

并显著高于 N0 组(P<0.05)。 

2.4  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼抗氧化能

力的影响 

如表 5 所示，随着拟微绿球藻粉的替代量增大， 

T-SOD、T-AOC 和 GSH-PX 活力呈先上升后下降的趋

势，在 N7.76 组达到最大值并显著高于 N0 组(P<0.05)，

而 MDA 含量呈逐渐下降的趋势并显著低于 N0 组

(P<0.05)。 
 

表 2  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长性能及饲料利用的影响(n=3; x̄±SD) 
Tab.2  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on growth performance and feed utilization of juvenile turbot 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

初均重 IBW(g) 24.58±0.06 24.59±0.05 24.61±0.02 24.59±0.05 24.62±0.04 

末均重 FBW(g) 61.39±1.65 62.87±0.83 63.03±0.88 63.34±1.93 63.59±1.86 

增重率 WGR(%) 149.72±6.17 155.65±2.94 156.14±3.58 157.58±7.72 158.31±7.54 

特定生长率 SGR(%/d) 1.30±0.04 1.34±0.02 1.34±0.02 1.35±0.04 1.36±0.04 

蛋白质效率 PER(%) 2.18±0.10 2.25±0.05 2.27±0.05 2.30±0.10 2.32±0.11 

饲料系数 FCR/% 0.86±0.04 0.83±0.02 0.83±0.02 0.81±0.04 0.81±0.04 

摄食率 DFI(%/d) 1.05±0.02 1.04±0.01 1.03±0.01 1.03±0.02 1.03±0.02 

脏体比 aVSI(%) 5.17±0.08 5.18±0.16 5.16±0.08 5.14±0.17 5.17±0.13 

肥满度 aCF 3.51±0.13 3.59±0.12 3.61±0.04 3.63±0.04 3.58±0.1 

成活率 SR(%) 97.50±2.50 99.17±1.44 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00 

注：同行数值后不同上标英文表示差异显著(P<0.05)，下同。a: 每组 15 个平行 
Notes: Values in the same row with different superscripts show significant difference (P<0.05), the same below. a: 15 

parallels in each group 
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表 3  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼体组成的的影响(%湿重; n=3; x̄±SD) 
Tab.3  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on tissue proximate  

composition of juvenile turbot (%wet weight; n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

全鱼 Whole fish 

水分 Moisture 78.03±0.41 78.06±0.19 78.03±0.44 78.19±0.30 78.17±0.44 

粗蛋白 Crude protein 15.23±0.34 15.36±0.20 15.48±0.26 15.25±0.26 15.24±0.31 

粗脂肪 Crude lipid 2.75±0.06c 2.39±0.07b 2.3±0.18b 2.19±0.08ab 2.05±0.11a 

粗灰分 Crude ash 3.90±0.10 3.95±0.05 3.98±0.05 3.95±0.09 3.94±0.04 

肌肉 Muscle 

水分 Moisture 80.18±0.03 80.19±0.07 80.23±0.10 80.26±0.05 80.27±0.06 

粗蛋白 Crude protein 18.25±0.06 18.29±0.07 18.34±0.06 18.24±0.05 18.22±0.02 

粗脂肪 Crude lipid 0.32±0.03c 0.30±0.02bc 0.27±0.02b 0.27±0.02b 0.22±0.03a 

粗灰分 Crude ash 1.27±0.01 1.27±0.01 1.25±0.02 1.25±0.01 1.25±0.01 

 
表 4  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清非特性免疫能力的影响(n=3; x̄±SD) 

Tab.4  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on serum non-specific immune  
index of juvenile turbot (n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

溶菌酶 LZM(U/l) 1.93±0.05a 2.02±0.03b 2.14±0.03c 1.95±0.04ab 1.93±0.05c 

补体蛋白 C3(μg/ml) 64.08±1.68a 70.73±3.51b 80.92±1.68c 78.68±4.03c 71.95±0.55b 

补体蛋白 C4(μg/ml) 82.83±3.34a 92.70±3.65b 105.26±2.51c 110.40±1.78c 93.40±3.66b 

碱性磷酸酶 ALP(U/ml) 26.60±0.35b 26.27±0.46b 26.13±0.42b 26.07±0.12b 25.30±0.36a 

酸性磷酸酶 ACP(U/ml) 1.39±0.02a 1.40±0.04a 1.54±0.05b 1.46±0.04b 1.43±0.02a 

 
表 5  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清抗氧化能力的影响(%湿重; n=3; x̄±SD) 

Tab.5  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on serum antioxidant indeices  
of juvenile turbot (%wet weight; n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

总超氧化物歧化酶 T-SOD(U/ml) 196.37±3.74a 202.57±2.24ab 218.82±4.95c 208.34±2.91b 199.59±1.79a 

总抗氧化能力 T-AOC(U/ml) 14.18±0.62a 15.42±0.62ab 20.35±1.23d 17.68±1.28c 16.96±0.82bc

谷胱甘肽过氧化物酶 GSH-PX(U/ml) 108.66±4.60a 112.240±4.51ab 145.08±6.46c 120.30±4.60b 111.94±4.48ab

丙二醛 MDA(nmol/ml) 12.04±0.40c 9.55±0.28b 8.74±0.33a 8.70±0.13a 8.40±0.27a 

 

2.5  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清血脂

指标的影响 

如表 6 所示，血清 TG 呈先下降后上升的趋势，

在 N7.76 组达到最低值并且显著低于 N0 组(P<0.05)；

藻粉组血清 TCHO 含量显著低于 N0 组(P<0.05)，但

各藻粉组之间无显著差异(P<0.05)；LDL-C 含量呈下

降趋势，HDL-C 含量呈先上升后下降的趋势，在 N7.76

组达到最大值并显著高于 N0 组(P<0.05)，且 N11.64 和

N15.52 组显著低于 N0 组(P<0.05)；藻粉组血清 LDL-C/ 

HDL-C 显著低于 N0 组(P<0.05)，但各藻粉组之间无

显著差异(P>0.05)。 

2.6  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清代谢

指标的影响 

如表 7 所示，AST 呈先下降后上升的趋势，N11.64

组达到最小值，显著低于 N0 组(P<0.05)，而 ALT 呈

逐渐下降趋势，显著低于 N0 组(P<0.05)。 
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表 6  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清血脂指标的影响(n=3; x̄±SD) 
Tab.6  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on serum lipid of juvenile turbot (n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

甘油三脂 TG(mmol/L) 1.46±0.04b 1.45±0.03b 1.32±0.03a 1.42±0.03b 1.43±0.05b 

总胆固醇 CHO(mmol/L) 2.60±0.07b 2.25±0.07a 2.18±0.15a 2.16±0.02a 2.11±0.03a 

低密度脂蛋白胆固醇 LDL-C(mmol/L) 0.48±0.02c 0.37±0.05b 0.33±0.05ab 0.32±0.02ab 0.30±0.04a 

高密度脂蛋白胆固醇 HDL-C(mmol/L) 1.81±0.11b 1.82±0.06b 1.87±0.05b 1.69±0.05a 1.63±0.03a 

LDL-C/HDL-C 0.26±0.01b 0.21±0.03a 0.17±0.03a 0.19±0.02a 0.18±0.02a 

 
表 7  微藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清代谢指标的影响(n=3; x̄±SD) 

Tab.7  Effects of fish meal replacement by microalgae meals on serum metabolic index of juvenile turbot (n=3; x̄±SD) 

组别 Groups 
项目 Items 

N0 N3.88 N7.76 N11.64 N15.52 

谷草转氨酶 AST/(U/L) 213.3±10.07e 124.33±6.66d 103.67±3.51c 66.33±2.08a 79.33±6.66b 

谷丙转氨酶 ALT/(U/L) 19.67±0.58b 15.67±1.16a 15.33±0.58a 14.67±0.58a 15.00±1.00a 

 

3  讨论 

3.1  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼生长及饲

料利用的影响  

研究表明，饲料中添加适量的海藻(2.5%~10%)

可提高鱼类生长、饲料利用和抗病力(Norambuena et al, 
2015;Wassef et al, 2005)。本研究中，拟微绿球藻粉替

代鱼粉对大菱鲆幼鱼的生长和饲料的利用均无显著

影响，大菱鲆幼鱼的成活率(SR)介于 97.5%~100%，

各组无显著差异。微藻组与鱼粉组 SR 相比没有显著

降低，这与各组之间成活率均较高有关。大菱鲆幼鱼

增重率(WGR)、特定生长率(SGR)和肥满度(CF)均无

显著差异，与郭斌等(2018)实验结果一致，而日摄 

食率(DFI)与其研究结果不同，DFI 可能与其含有的诱

食作用的物质含量有关，例如，海藻中常见的二甲基

-β-丙酸噻亭(DMPT) (邹仕庚等, 2005)，可以增加摄食

率，因本研究中未对拟微绿球藻的诱食成分进行测

定，其与微藻渣的差异需进一步研究。与鱼粉组相比，

大菱鲆幼鱼饲料系数(FCR)无显著差异，这与小球藻

粉 替 代 鲫 鱼 饲 料 中 鱼 粉 的 报 道 存 在 差 异 ( 石 西 等 , 

2015)。随着小球藻替代鲫鱼饲料中鱼粉比例增加，

饲料系数呈先下降后升高的趋势，出现差异的原因可

能是小球藻粉最低替代水平 21.8%远高于本研究拟

微绿球藻粉最高替代水平 15.52%，拟微绿球藻粉的

添加量可能尚未到达引起饲料系数升高的拐点。与鱼

粉组相比，藻粉组大菱鲆幼鱼脏体比(VSI)无显著差

异，这与曹申平等(2016)螺旋藻对异育银鲫幼鱼的研

究和 Miller 等(2007)对大西洋鲑鱼(Salmost salar)的研

究相符，而与石西等(2015)小球藻在鲫鱼幼鱼中的研

究结果不一致，其原因可能与鱼的初末体重有关，也

可能与选用的是藻粉种类或替代量有关。 

3.2  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼全鱼和肌

肉体组成的影响 

研究表明，微藻替代鱼粉对鱼体组成产生一定影

响，但这些影响对鱼的营养价值影响比较小(Tibaldi 
et al, 2015; Kissinger et al, 2016)。本研究中，大菱鲆

幼鱼全鱼的水分、粗蛋白和粗灰分不受拟微绿球藻粉

添加量的影响，这与郭斌等(2018)、慈丽宁(2011)和

张燕等(2017)研究结果一致，说明添加适量的拟微绿

球藻粉替代大菱鲆幼鱼饲料中鱼粉对其全鱼和肌肉

蛋白质含量无显著影响。而大菱鲆全鱼和肌肉粗脂肪

含量呈下降趋势，这可能与拟微绿球藻粉中含有较多

的 EPA 有关，EPA 可以抑制 6-磷酸葡萄糖脱氢酶、

乙酰羟化酶和苹果酸脱氢酶的活性，使肝脏内脂肪合

成能力减弱，从而影响脂肪的合成(胡斌等, 2013)。

此外，微藻粉含有较多的色素类成分和纤维素(Iα 型)

等非淀粉性多糖，不能被鱼类充分吸收利用(Lubian et 
al, 2002)，从而影响脂肪的沉积，这一研究结果与星

斑川鲽(Platichthys stellatus)幼鱼饲料中添加拟微绿

球藻粉的实验结果一致(张燕等, 2017)。 

3.3  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清非特

异性免疫指标的影响 

溶菌酶(LZM)通过溶解细菌的细胞壁来完成免

疫反应，是鱼类非特异性免疫系统的重要组成部分。

本研究中，藻粉组血清中 LZM 活力呈先上升后下降
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的趋势，在 N7.76 组达到最大值并显著高于对照组，

这说明适量的拟微绿球藻粉可以提升鱼类溶菌酶免

疫功能，而过量的会对鱼类溶菌酶免疫产生抑制作

用。补体蛋白 C3 和补体蛋白 C4 是鱼类血清和组织

液中一组经活化后具有酶活性的蛋白质，补体蛋白

C3 主要是由巨噬细胞、淋巴组织和骨髓等合成的 β

球蛋白，可以在补体蛋白 C3 裂解酶的作用下参与补

体激活，补体蛋白 C4 也是补体经典激活途径的重要

组分(慈丽宁, 2011)。本研究补体蛋白 C3 活力呈先上

升后下降趋势，在 N7.76 组达到最大值并显著高于对

照组，而补体蛋白 C4 活力呈先上升后下降的趋势，

在 N11.64 组达到最大值并显著高于对照组，原因是拟

微绿球藻含有的藻多糖(PSP)可以与补体因子结合激

活免疫系统，促进细胞的吞噬活性(Dalmo et al, 1996)，

这表明适量的拟微绿球藻粉可以提高大菱鲆幼鱼非

特异性免疫能力。ALP 和 ACP 是鱼类非特性免疫的

重要指标，对鱼体抗病力和抗应激力起促进作用。本

研究中，血清中 ALP 含量仅 N15.52 组显著低于对照组，

ACP 先上升后下降，在 N7.76 组达到最大值并显著高

于对照组。可能是拟微绿球藻中多糖和寡糖起到激活

非特异性免疫的作用。 

3.4  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼抗氧化指

标的影响 

总 超 氧 化 物 歧 化 酶 (T-SOD) 、 总 抗 氧 化 能 力

(T-AOC)和谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-PX)等活性在

一定程度上能够反映机体抵抗氧化应激的能力，当机

体发生氧化损伤时，脂质过氧化物水平往往升高，抗

氧化能力下降(梅琳等, 2015)。本研究中，随着拟微

绿球藻粉的替代比例增大，血清中 T-SOD、T-AOC

和 GSH-PX 活力呈先上升后下降的趋势，均在 N7.76

组达到最大值，并显著高于对照组。说明拟微绿球藻

粉替代鱼粉的水平为 7.76%时，大菱鲆的抗氧化能力

达到最大值。随着替代量的增加，对机体可能存在损

伤，说明适量的拟微绿球藻粉的添加有利于大菱鲆幼

鱼抗氧化能力的提高，过多不利于大菱鲆幼鱼的生

长。丙二醛(MDA)是膜脂过氧化作用的最终分解产

物，其含量可以反映大菱鲆幼鱼遭受胁迫伤害的程度

(Martínez-Álvarez et al, 2005; Jain et al, 2001)，藻粉组

血清中 MDA 含量呈逐渐下降的趋势，并显著低于对

照组，说明适量的拟微绿球藻粉的添加有利于大菱鲆

幼鱼的抗胁迫能力。 

3.5  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血脂指标

的影响 

本研究中，拟微绿球藻粉的添加显著影响大菱鲆

幼鱼的血脂水平。随着拟微绿球藻粉替代比例增加，

藻粉组 TCHO 呈逐渐下降趋势，而 TG 呈先下降后上

升的趋势，在 N7.76 组显著低于对照组，造成血脂水

平降低的原因可能是拟微绿球藻粉含有大量的高不

饱和脂肪酸和类胡萝卜素，特别是 EPA 含量占总脂

肪含量的 35% (魏东等, 2000)，具有抗血栓和调节血

脂的作用，其次含有较多亚油酸和亚麻酸，这 2 种高

不饱和脂肪酸是线粒体膜磷脂和细胞膜重要组成成

分，可以减少胆固醇和甘油三酯在肝脏和脂肪中的沉

淀和堆积(Werman et al, 2003)，有降脂的作用(Abdel 

et al, 2009)。血清中 LDL-C 含量增加可以使更多的

TCHO 和 TG 转运到血液，而 HDL-C 可以使更多的

TCHO 转运到肝脏，LDL-C 和 HDL-C 影响血清中的

TCHO 和 TG 的含量(曹林等, 2017)。本研究中 LDL-C

呈下降趋势，HDL-C 呈先上升后下降趋势，LDL-C/ 

HDL-C 显著低于对照组，各藻粉组间无显著差异。

说明饲料中添加适量拟微绿球藻对降低低密度脂蛋

白含量，增加高密度脂蛋白含量有一定作用，同时能

显著降低密度脂蛋白与高密度脂蛋白的比值，有利于

大菱鲆的血脂健康。 

3.6  拟微绿球藻粉替代鱼粉对大菱鲆幼鱼血清代谢

指标的影响 

谷草转氨酶(AST)和谷丙转氨酶(ALT)是反映肝

功能的指标，AST 主要存在肝细胞线粒体内，当肝脏

发生严重坏死和破损时，才会导致血清中 AST 偏高

(魏佳丽等, 2016)。本研究中，AST 呈先下降后上升

的趋势，原因是拟微绿球藻粉含有亚油酸和亚麻酸，

可以防止胆固醇和甘油三脂在肝脏中的堆积，一定替

代范围内可以保护肝脏等组织的正常生理功能不受

损伤，但随着添加量的增加，这种保护作用会呈下降

趋势甚至过多的添加可能造成损伤。ALT 主要存在于

肝细胞中，血清中含量很低，只有当细胞大量坏死或

者细胞膜的通透性增强时含量会增加(Chen et al, 2003)。

本实验中 ALT 呈下降趋势，说明添加一定量的拟微

绿球藻粉可能维持了肝细胞膜对 ALT 的稳定性。 

4  结论 

综上所述，在本实验条件下，用拟微绿球藻粉

替代 15.52%以内鱼粉对大菱鲆幼鱼的生长性能无显

著影响，同时可以降低脂肪在鱼体内的沉积；添加

7.76%的拟微绿球藻粉替代鱼粉能够显著提高大菱

鲆幼鱼的免疫性能和抗氧化能力，同时保护其营养 

价值。 
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Effects of Replacement of Dietary Fish Meal by Nannochloropsis sp. Meal on 
Growth Performance, Body Composition, and Serum Biochemical  

Indices of Juvenile Turbot (Scophthalmus maximus L.) 

HU Dongxue1,2, MA Ji1,2, WANG Chengqiang2, QIAO Hongjin2①
, WANG Jiying2, LI Baoshan2, SUN Yongzhi2 

(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Centre for Research on Environmental Ecology 
and Fish Nutrion (CREEFN) of the Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic 

Animal Genetics and Breeding, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Shandong Marine Resource and Environment 
Research Institute, Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology, Yantai  264006) 

Abstract    A 70-day trial was conducted to investigate the effect of replacement of dietary fish meal by 

Nannochloropsis sp. meal on growth performance, body composition, and serum biochemical indices of 

juvenile turbot Scophthalmus maximus L. with an initial weight body weight of (24.60±0.02) g. Five 

isonitrogenous and isoenergetic diets (N0, N3.88, N7.76, N11.64, and N15.52) were formulated with 0%, 3.88%, 

7.76%, 11.64%, and 15.52% fish meal replaced by Nannochloropsis sp. meal, respectively. Each diet was 

randomly fed to three replicates of fish, with 40 fish per replicate. The following results were obtained.  

1) There were no significant differences (P>0.05) in weight growth rate, specific growth rate, protein 

efficiency ratio, feed coefficient ratio, feed intake, condition factor, and survival rate among the groups.  

2) As the meal content of Nannochloropsis sp. increased, the crude lipid content in the whole body and 

muscle was significantly decreased (P<0.05); however the crude protein, crude ash, and moisture content 

were not significantly different (P>0.05). 3) Lysozyme, complement protein C3, complement protein C4, 

and acid phosphatase activities showed a rising trend followed by a decline, with the highest point reached 

in the N7.76, N7.76, N11.64, and N7.76 groups, respectively, and were significantly higher than that in the N0 

group (P<0.05). The alkaline phosphatase activity of the N15.52 group was significantly lower than that the 

other groups and there were no significant differences among other groups (P>0.05). 4) The total 

superoxide dismutase, total antioxidant capacity, and glutathione peroxidase activities in the serum of the 

algae meal groups first increased and then decreased, and reached a maximum in the N7.76 group, which 

was significantly higher than that in the N0 group (P<0.05). 5) The triglyceride content in the serum of the 

N7.76 group was significantly lower than that in the other groups (P<0.05), and there were no significant 

differences among the other groups (P>0.05). The total cholesterol content of the algae meal groups was 

significantly lower than in the N0 group (P<0.05), but there were no significantly differences among the 

algae meal groups. 6) The aspartate aminotransferase activity in the serum of the algae meal groups 

followed a decreasing to increasing trend, reaching the lowest point in the N11.64 group and was 

significantly lower than that in the N0 group (P<0.05). The alanine aminotransferase activity of the algae 

meal groups was significantly lower than that in the N0 group (P<0.05). In conclusion, under the 

experimental conditions tested, Nannochloropsis sp. meal could replace 15.52% of fish meal in juvenile 

turbot feed without any effects on the growth performance, and the replacement of 7.76% fish meal 

significantly improved the nonspecific immunity and reduced the blood lipid levels in juvenile turbot. 

Key words    Juvenile turbot; Nannochloropsis sp. meal; Growth performance; Antioxidant activity 
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饶远, 向枭, 黄先智, 段彪. 蚕粉替代鱼粉对加州鲈幼鱼生长、饲料利用及体成分的影响. 渔业科学进展, 2019, 40(4): 31–38 
Rao Y, Xiang X, Huang XZ, Duan B. Effects of replacement of fish meal with silkworm powder on growth performance, feed 
intake, and body composition of juvenile black bass (Micropterus salmonides). Progress in Fishery Sciences, 2019, 40(4): 31–38 

蚕粉替代鱼粉对加州鲈幼鱼生长、 

饲料利用及体成分的影响* 

饶  远 1  向  枭 1  黄先智 2  段  彪 1① 
(1. 西南大学动物科学学院  重庆  402460；2. 家蚕基因组生物学国家重点实验室  重庆  400716) 

摘要    本研究评价了蚕粉对加州鲈(Micropterus salmonides)幼鱼生长、饲料利用率和体成分的影响。

选用初始均体重为(3.13±0.04) g的加州鲈540尾，随机分成6个实验组，每组3个重复，每个重复30尾实验

鱼，分别以蚕粉替代0(对照组)、10%、20%、30%、40%和50%的鱼粉设计出6种等氮、等能的饲料配方，

按照配方配制实验饲料。由于后期养殖气温下降，不适合继续进行实验，本养殖时间为45 d。结果显示，

加州鲈的增重率(WGR)、特定生长率(SGR)及蛋白质效率(PER)均随蚕粉替代水平的升高呈先上升后下降

的变化趋势，且其WGR、SGR和PER均在蚕粉替代水平为30%时达到最大(分别为227.87%、1.98%/d和

164.55%)(P<0.05)；饲料系数(FCR)则随蚕粉替代水平的升高呈先降后升的变化趋势，且在蚕粉替代水平

为30%时达到最低(为 1.43)(P<0.05)；肥满度(CF)、肝体比(HSI)、脏体比(VSI)则随蚕粉替代水平的升高

而呈先上升后下降并趋于稳定的趋势(P<0.05)；实验期间各组实验鱼的成活率(SR)差异不显著(P>0.05)。

通过二次回归分析可知，加州鲈幼鱼WGR、SGR、FCR及PER最优时饲料的蚕粉替代比例分别为19.90%、

22.00%、18.11%和17.90%；加州鲈全鱼粗脂肪含量随蚕粉替代水平的升高呈先降低后升高的变化趋势

(P<0.05)，粗蛋白含量随蚕粉替代水平的升高无明显变化(P>0.05)，水分除蚕粉替代水平为10%和40%组

差异显著外(P<0.05)，其余各实验组差异不显著(P>0.05)，蚕粉替代水平大于20%时，全鱼灰分显著降低

(P<0.05)。在本实验条件下，综合考虑实验鱼的生长指标、饲料利用和体成分，饲料中蚕粉适宜的替代

水平为17.90%~22.00%。 

关键词    加州鲈；蚕粉；生长性能；体成分 

中图分类号 S963  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0031-08 

鱼粉一直被作为水产饲料的重要蛋白源，因其蛋

白质含量高，氨基酸组成平衡及抗营养因子少而被广

泛应用。近年来，由于海洋渔业资源的减少和水产养

殖的快速发展，导致鱼粉的供应量锐减，而需求量猛

增，鱼粉价格飙升，使得养殖成本明显增加，给饲料

生产企业和养殖业带来了巨大压力和挑战(李晓丽等, 

2017)。因此，寻求新的鱼粉替代物已经成为水产养

殖业专注的热点问题。蚕粉是饲养家蚕到 4 龄期时，

将全蚕低温干燥粉碎获得，其蛋白质、脂肪含量高，

必需氨基酸含量丰富，氨基酸比例均衡(桂仲争等 , 

2004)，是一种优质的动物蛋白源。魏艳洁等(2013)

研究表明，在花生粕、玉米蛋白粉、豆粕和谷朊粉等 

4 种植物蛋白中添加 5%的蚕粉替代 40%的鱼粉可显

著提高大菱鲆(Scophthalmus maximus)的特定生长率

abc
图章
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和摄食率；饲料中添加 1 g/kg 的全蚕粉，饲养 21 d

后鹌鹑体增重增加 11.12%，饲料利用率显著提高  

(桂仲争等, 2002)。蚕蛹粉是蚕蛹经过干燥、粉碎后

的产物，其营养组成与蚕粉相近，都是优质蛋白源。

Begum 等(1994)发现，用蚕蛹粉和蚌肉粉的混合物替

代 50%的鱼粉养殖南亚野鲮(Labeo rohita)的饲料效

率最高。Rangacharyulu 等(2003)报道，用发酵蚕蛹和

天然蚕蛹完全替代鱼粉池塘混养麦瑞加拉鲮(Cirrhinus 
mrigala)、喀拉鲃(Catla catla)、南亚野鲮，发酵蚕蛹

组实验鱼的生长速度和 FCR 显著优于鱼粉组和天然

蚕蛹组，而天然蚕蛹组和鱼粉组间的差异不显著；  

刘丹丹(2009)发现，黄鳝(Monopterus ablbus)对蚕蛹粗

蛋白质的离体消化率显著高于鱼粉；梅琳等(2015)发

现 15%蛹肽蛋白替代大菱鲆幼鱼饲料中 15%的鱼粉

不影响其生长、饲料利用，且对大菱鲆的非特异免疫

具有促进作用。梁丹妮等(2011)报道，建鲤(Cyprinus 
carpio var. Jian)对蚕粉粗蛋白和粗脂肪的表观消化率

分别为 78.76%和 88.04%；说明蚕粉可以部分替代鱼类

饲料中鱼粉，但如添加水平过高时将引起鱼类生长下

降，肌肉色泽改变及肝组织等的损伤 (杨吉园等 , 

2009)。 

加州鲈(Micropterus salmonides)，属鲈形目、太

阳鱼科、黑鲈属。原产美国密西西比河，20 世纪    

80 年代引入我国，是一种肉质鲜美、抗病力强、生

长迅速的名贵肉食性鱼类，在我国广东、江苏、浙江

和四川等地已有大面积的养殖(黄太寿等, 2017)。目

前对加州鲈肌肉营养价值评价(陈佳毅等, 2007)、人

工繁育(陈建酬等, 2001)等方面都有一定的研究，但

有关蚕粉在鱼类养殖中的应用还鲜有报道。本研究拟

通过用蚕粉替代不同比例鱼粉对加州鲈生长性能、机

体营养成分和血液生化指标等影响的研究，旨在探讨

蚕粉在加州鲈饲料中替代一定比例鱼粉的可行性和

适宜比例，为筛选饲料蛋白原料及优化加州鲈的人工

饲料配方提供理论基础和数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

实验用加州鲈为重庆荣昌植物园渔场的同一批

鱼 苗 。 平 均 体 重 为 (3.06±0.25) g ， 体 长 为 (6.44± 

0.81) cm。选择体质健壮的鱼种 600 尾，用 3%的食盐

水消毒后暂养备用。 

1.2  实验饲料  

实验饲料以鱼粉和蚕粉为蛋白源，混合油(大豆

油∶花生油=1∶1)为脂肪源，配制 6 种等氮(蛋白水

平为 42.48%)、等能(能量为 20.17 kJ/g)的实验饲料。

以蚕粉蛋白分别替代 0(对照组)、10%、20%、30%、

40%和 50%的鱼粉蛋白，每种饲料 3 个重复，饲料原

料全过 60 目筛，各组饲料逐级混合均匀，加水拌匀，

用 QRLS-150型电动绞肉机制成粒径 2 mm颗粒饲料，

25℃风干后置于20℃冰箱内储存备用。实验饲料组

成及营养成分见表 1。实验所用蚕粉为家蚕基因组生

物学国家重点实验室提供，其营养组成及水平见表 2。 

 
表 1  实验饲料的组成及营养水平(风干基础, %) 

Tab.1  Composition and nutrient levels of  
experimental diets (Air-dry basis, %) 

原料 
Ingredients 

蚕粉替代鱼粉的比例 

Replacement ratio of fish meal by 
silkworm powder 

替代水平 
Replacement level 

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

鱼粉 Fish meal 40.00 36.00 32.00 28.00 24.00 20.00

蚕粉 Silkworm powder 0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00

豆粕 Soybean meal 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00

菜粕 Rapeseed meal 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00

混合油 Mixed oils1 8.00 7.20 6.30 5.50 4.70 3.90

次粉 Wheat middling 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00

微晶纤维素 
Microcrystalline 
cellulose 

7.00 7.80 8.70 9.50 10.30 11.10

氯化胆碱  
Choline chloride 

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

磷酸二氢钙 CaH2PO3 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50

预混料 Premix2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

营养水平 Nutrient levels3 

水分 Moisture 10.29 10.32 10.46 10.21 10.18 10.34

粗蛋白 Crude protein 42.85 42.41 42.18 42.43 42.42 42.58

粗脂肪 Lipid 12.47 12.58 12.46 12.52 12.40 12.32

总能 GE(kJ/g)  20.32 20.25 19.86 20.19 19.97 20.41

注：1. 混合油为 1∶1 鱼油和豆油；2. 预混料为每 kg

饲料提供的微量元素和维生素：钾 28.0 mg，钙 282.0 mg，

镁 9.0 mg，锌 3.5 mg，铁 24.0 mg，铜 1.8 mg，碘 0.25 mg，

硒 0.02 mg，维生素 A 8 000 IU，维生素 C 200 mg，维生素

D 900 IU，维生素 E 60 mg，维生素 K 5 mg，维生素 B1 15 

mg，尼克酸 100 mg，泛酸钙 40 mg，维生素 B6 20 mg，维

生素 Bl2 5 mg，肌醇 100 mg；3. 营养成分为实测值 

Note: 1. 1∶1 mixture of fish oil and soybean oil; 2. The 
premix provides mineral and vitamin for a kilogram of diets: 
K 28.0 mg, Ca 282.0 mg, Mg 9.0 mg, Zn 3.5 mg, Fe 24.0 mg, 
Cu 1.8 mg, I 0.25 mg, Se 0.02 mg, VA 8 000 IU, VC 200 mg, 
VD 900 IU, VE 60 mg, VK 5mg, VB1 15 mg, nicotinic acid 100 
mg, Pantothenate acid 40mg, VB6 20 mg, VBl2 5 mg, inositol 
100 mg; 3. The feed nutrient content were measured 
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表 2  实验全蚕粉的组成及营养水平(风干基础, %) 
Tab.2  Composition and nutrient levels of  

silkworm powder (Air-dry basis, %) 

项目 Items 含量 Content

常规成分 Routine ingredient  
水分 Moisture 8.80 

粗蛋白 Crude protein 64.10 

粗灰分 Ash 9.98 

粗脂肪 Crude lipid 11.01 

粗纤维 Crude fiber 9.23 

消化率 Digestibility 86.68 

氨基酸 AA  

天冬氨酸 Asp 4.06 

苏氨酸 Thr 2.11 

丝氨酸 Ser 2.64 

谷氨酸 Glu 6.82 

脯氨酸 Pro 2.23 

甘氨酸 Gly 4.64 

丙氨酸 Ala 4.02 

胱氨酸 Cys 0.65 

缬氨酸 Val 2.73 

蛋氨酸 Met 0.94 

异亮氨酸 Ile 2.17 

亮氨酸 Leu 3.12 

酪氨酸 Tyr 2.69 

苯丙氨酸 Phe 2.06 

组氨酸 His 1.36 

赖氨酸 Lys 3.12 

精氨酸 Arg 2.42 

色氨酸 Trp 0.46 

氨基酸总量 TAA 48.24 
 

1.3  实验设计 

实验鱼暂养7 d后，选择健康无伤病的加州鲈 

540尾随机投入18个水族箱 (规格为1.0 m×1.0 m×    

1.0 m)，分为6个实验组，每组设3个重复，每个重复   

30尾实验鱼。分别投喂用蚕粉替代0、10%、20%、30%、

40%和50%鱼粉的实验饲料，每天按3%~5%的投饵率

表观饱食投喂3次(08:00、12:30和17:00)，养殖时间共

45 d。养殖池保持微流水，各养各实验池水每天的交

换量为30%。每日监测水温，溶解氧，验鱼的摄食行

为和死亡数量等。实验期间水温为25~30℃，水体pH

为7.0~7.5，透明度为50 cm以上，溶氧为5.5 mg/L以上。 

1.4  样品采集 

实验开始时，测定实验鱼的初始体长和体重，实

验结束后对实验鱼饥饿 24 h，然后对每个重复组进行

计数、称重。分别在各实验组中随机取 12 尾实验鱼

用 MS-222 溶液麻醉，其中 7 尾实验鱼分别测定体长

和体重。3 尾鱼用于测定体重和体长，并于冰盘解剖

后取出内脏团及肝胰脏并称量，其余 2 尾用于其全鱼

常规营养成分的测定。 

1.5  指标测定与方法 

饲料原料及实验鱼体样本均在105℃烘干至恒

重，然后进行生化测定，全鱼的粗蛋白质的测定采用

凯氏定氮法，粗脂肪的测定采用索氏提取法，粗灰分

的测定采用550℃灼烧法(贺建华，2005)。  

增重率 (Weight gain rate, WGR, %)=(WtWo)× 
100/Wo 

特定生长率 (Specific growth rate, SGR, %/d)= 

(lnWtlnWo)×100/t 
蛋白质效率(Protein efficiency ratio, PER, %)= 

(WtWo)100/F×P 
饲料系数(Feed conversion ratio, FCR)=F/(Wt–Wo) 

成活率(Survival rate, SR, %)=100×(Nt–No)/No 

肝体比(Hepatopancreas somatic index, HSI, %)= 
100×Wk/W 

脏体比(Viscera somatic index, VSI, %)=100×Wv/W 

肥满度(Condition factor, CF)=100×Wt/Lt
3 

式中，Wo 为实验开始时鱼体重(g)；Wt 为实验结

束时鱼体重(g)；No 为实验开始时鱼的尾数；Nt 为实

验结束时鱼的尾数；F 为饲料摄入量(g)；P 为饲料粗

蛋白质含量(%)；t 为养殖实验天数(d)；Lt 为实验结束

时鱼的体长(cm)；W 为鱼体重(g)；Wk 为鱼体肝胰脏

质量(g)；Wv 为鱼体内脏团重(g)。 

1.6  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件对数据统计分析。先对数据

进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，若组间差异

显著，再用 Duncan’s 氏法进行多重比较，显著水平

以 P<0.05 计。以二次多项式来拟合 WGR、SGR、PER

和 FCR 与蚕粉替代鱼粉比例间的相关关系。实验数

据以平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  蚕粉替代鱼粉对加州鲈生长及饲料利用率的影响 

由表 3 可知，实验加州鲈的 WGR、SGR 及 PER

均随蚕粉的替代水平的升高呈先上升后下降的变化

趋势。且其 WGR、SGR 和 PER 均在蚕粉替代水平为

30% 时 达 到 最 大 ( 分 别 为 227.87% 、 1.98%/d 和

164.55%)，WGR、SGR 与蚕粉替代水平为 30%、50%
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的实验组差异显著(P<0.05)；PER 则与其余各实验组

差异显著(P<0.05)；加州鲈的 FCR 则随蚕粉的替代水

平的升高呈先降后升的变化趋势，且在蚕粉替代水平

为 30%达到最低(为 1.43)，除与蚕粉替代水平为 10%、

20%的实验组差异不显著外(P>0.05)，与其余各实验

组差异显著(P<0.05)；实验鱼的 CF、HSI 和 VSI 则随

蚕粉的替代水平的升高而呈先上升后下降并趋于稳

定的趋势，实验期间各实验组加州鲈的 SR 差异不显

著(P>0.05)。 

以二次多项式来拟合 WGR、SGR、PER、FCR

与蚕粉替代比例间的相关关系(图 1~图 4)。以抛物

线回归可知，加州鲈 WGR、SGR、PER 的回归方程

分别为：Y=–0.0599X2+2.3835X+192.84(R2=0.7152)；

Y=–0.0003X2+0.0132X+1.7906(R2=0.7383)；Y=–0.0441X2+ 

1.5972X+135.72(R2=0.5647)。则在抛物线的最高点分

别获得加州鲈 WGR、SGR 和 PER 的最大值，此时

对应的蚕粉替代比例分别为 19.90%、 22.00%和

18.11%。FCR 的回归意方程为：Y=0.0005X2–0.0179X+ 

1.7276 (R2=0.6084)，则 PCR 最小时蚕粉替代比例应

为 17.90%。因此，满足加州鲈的 WGR、SGR、PER

最大，PCR 最小时的蚕粉替代比例应为 17.90%~ 

22.00%。 
 

表 3  蚕粉替代鱼粉对加州鲈生长性能及饲料利用率的影响 

Tab.3  Effects of replacement of fish meal with silkworm powder meal on growth  
performance and feed utilization of M. salmonides 

蚕粉替代鱼粉的比例 Replacement ratio of fish meal by silkworm powder (%) 
项目 Items 

0 10 20 30 40 50 

初始体重 Initial weight (g) 3.16±0.04  3.15±0.03  3.14±0.04  3.17±0.05  3.20±0.03  3.17±0.04  

终末体重 Final weight (g) 9.48±0.31bc 9.31±0.41bc 10.01±0.34cd 10.40±0.76d 8.91±0.39ab  8.40±0.34a 

增重率 WGR(%) 199.57±8.76bc 195.51±11.01bc 218.68±9.65cd 227.87±12.17d 178.20±9.55ab 165.33±8.31a 

特定生长率 SGR(%/d) 1.83±0.05bc 1.81±0.06bc 1.93±0.05cd 1.98±0.11d 1.70±0.06ab 1.63±0.06a 

蛋白质效率 PER(%) 140.21±8.74bc  135.84±2.94b 151.03±10.14c 164.55±8.73d 107.92±3.97a  111.58±5.54a 

饲料系数 FCR 1.68±0.11bc 1.73±0.03c 1.56±0.11ab 1.43±0.08a 2.18±0.08d 2.11±0.11d 

肥满度 CF 2.62±0.10ab 2.58±0.04ab 2.44±0.21a 2.51±0.03ab 2.67±0.05b 2.59±0.04ab 

肝体比 HSI(%) 1.22±0.08ab 1.29±0.04ab 1.31±0.04b 1.19±0.07a 1.26±0.04ab 1.25±0.07ab 

脏体比 VSI(%) 6.54±0.14bc 6.44±0.11ab 6.67±0.12c 6.29±0.09a 6.36±0.11ab 6.38±0.16ab 

成活率 SR(%) 98.38±0.58  99.02±1.52 98.61±1.21  98.29±1.67  98.33±1.19  98.45±1.05  

注：表格中所给数据为平均数及 3 个重复的标准差。同行肩标相同小写字母或无字母表示差异不显著(P>0.05)，不同

小写字母表示差异显著(P<0.05), 下同 
Note: Values are means and standard deviation of three replicates. In the same row, values with same small letter 

superscripts or no letter superscripts mean no significant differences (P>0.05), different small letter superscripts mean significant 
differences (P<0.05), the same as below 

 

  
 

图 1  加州鲈 WGR 与蚕粉替代比例的关系 
Fig.1  The relationship between weight growth rate and 

silkworm powder replacement ratio of M. salmonides 

 

图 2  加州鲈 SGR 与与蚕粉替代比例的关系 
Fig.2  The relationship between specific growth rate and 

silkworm powder replacement ratio of M. salmonides 
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图 3  加州鲈蛋白效率与蚕粉替代比例的关系 
Fig.3  The relationship between protein efficiency ratio and 

silkworm powder replacement ratio of M. salmonides 

 

图 4  加州鲈饵料系数与蚕粉替代比例的关系 
Fig.4  The relationship between feed conversion ratio and 

silkworm powder replacement ratio of M. salmonides 
 

2.2  蚕粉替代鱼粉对加州鲈体组成的影响 

由表 4 可知，加州鲈全鱼粗脂肪含量随蚕粉替代

水平的升高而呈先降低后升高的变化趋势，在蚕粉替

代水平为 20%时最低，除与 10%差异不显著外(P> 

0.05)，显著低于其余各实验组(P<0.05)；实验鱼全鱼 

粗蛋白含量随蚕粉替代水平的升高无明显变化(P> 

0.05)；各实验组全鱼水分除蚕粉替代水平为 10%和

40%组差异显著外(P<0.05)，其余各实验组差异不显

著(P>0.05)。蚕粉替代水平为 0~10%时，全鱼灰分差

异不显著(P>0.05)，蚕粉替代水平大于 20%时，各实

验组的灰分含量差异不显著(P>0.05)。 

 
表 4  蚕粉代替鱼粉对加州鲈体成分的影响(以湿重计, %)  

Tab.4  Effects of replacement of fish meal with silkworm powder meal on body  
composition of M. salmoides (Wet weight, %)  

蚕粉替代鱼粉的比例 Replacement ratio of fish meal with silkworm powder meal (%) 
项目 Items 

0 10 20 30 40 50 

水分 Moisture 75.35±0.43ab 75.22±0.17a 75.63±0.41ab 75.41±0.34ab 75.83±0.03b 75.36±0.20ab

粗脂肪 Crude lipid 5.44±0.04b  5.38±0.08ab 5.28±0.10a 5.56±0.05c 5.66±0.04cd 5.73±0.04d 

粗蛋白质 Crude protein 16.53±0.42 16.46±0.80 17.10±0.62 16.62±0.61 16.61±0.89 17.26±0.30 

灰分 Ash 2.73±0.02c 2.63±0.03bc 2.47±0.08a 2.46±0.14a 2.37±0.06a 2.51±0.06ab

 
3  讨论 

3.1  蚕粉替代鱼粉对加州鲈生长及饲料利用率的影响 

蚕粉是一种营养价值较高的动物蛋白资源，具有

较高的开发利用价值。刘丹丹(2009)研究发现，随着

饲料中蚕蛹添加量的上升，黄鳝肝胰脏、胃及前肠中

蛋白酶活性有升高的趋势，饲料中用蚕蛹替代 30%以

下的鱼粉时，黄鳝的生长无明显差异，说明在黄鳝饲

料中蚕蛹可以完全或者部分替代鱼粉。吉红等(2012)

认为，框鳞镜鲤(Cyprinus carpio var. specularis)幼鱼

饲料中蚕蛹替代 50%以下的鱼粉蛋白时，其 WGR、

SGR、FCR 等无显著性差异；Nandeesha 等(2000)报

道，在鲤(Cyprinus carpio)饲料中蚕蛹添加量达到 50%

而不影响其生长速度及饲料效率，且在饲料蛋白沉积

率在一定范围内随蚕蛹添加量的增大而提高；陈国定

等(1992)报道，采用蚕蛹粉与等量国产鱼粉、日本鱼

粉分别养殖甲鱼(Trionyx sinensis)108 d，蚕蛹粉组的

饲料利用率明显优于鱼粉组。本研究中，蚕粉替代水

平在 0~30%时并未对加州鲈的生长和饲料利用率产

生不利影响，与上述研究基本一致。选用 WGR、SGR、

PER 和 FCR 作为实验鱼养殖效果的评价指标，通过

二次多项式拟合曲线回归分析可知，加州鲈饲料中蚕

粉是替代比例应为 17.90%~22.00%。但 Boscolo 等

( 2 0 0 1 ) 报 道 ， 投 喂 蚕 蛹 组 饲 料 的 尼 罗 罗 非 鱼

(Oreochromis niloticus)仔鱼的增重和饲料转化率较

鱼粉组差，但摄食量、末均重及存活率等却无明显差
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异。张建禄等(2013)认为建鲤 WGR、SGR 和 PER 均

随饲料中脱脂蚕蛹替代水平的升高逐渐下降，而 FCR

则呈相反的变化趋势，但在其添加晶体赖氨酸后，实

验鱼的各指标均有所改善；本研究中实验鱼的 CF、

HSI 和 VSI 随蚕粉的替代水平的升高而呈先上升后下

降并趋于稳定的趋势，与吉红等(2012)对框鳞镜鲤，    

张建禄等(2013)对建鲤的报道也有一定的差异。这可

能与饲料中 Lys 和 Met 含量的升高与降低有关，蚕粉

富含 Lys，缺乏 Met，随着实验中蚕粉替代水平升高，

其 Lys 含量增高，在一定程度上对于加州鲈的生长有

一定的改善。这与张建禄等(2013)在脱脂蚕蛹替代鱼

粉的研究中，添加晶体赖氨酸后对建鲤生长均有改善

一致。而 Nordrum 等(2000)发现饲料中氨基酸特别是

Met 对鱼类营养物质的消化与吸收有促进作用，其在

对大西洋鲑(Salmo salar)上研究表明，Met 能够提高

小鱼与脂肪酶、蛋白酶的活性。本研究中随着蚕粉添

加水平的升高，Met 含量降低，而不同鱼类对 Met

的需求量不同，当添加水平达到一定值时，Met 含量

低于加州鲈的需求量，导致其生长及对饲料利用率降

低。本研究说明，饲料中蚕粉的替代比例小于 30%时

不会对加州鲈的生长及饲料转化率产生明显的影响。 

3.2  蚕粉替代鱼粉对加州鲈体组成的影响 

鱼体的营养成分受饲料营养成分、食物组成和养

殖水环境等外界条件的影响(李爱杰, 1996)。张建禄

等(2013)发现，在不添加晶体赖氨酸时，随着饲料中

蚕蛹替代水平的升高，建鲤全鱼粗蛋白质含量无显著

差异，而全鱼粗脂肪含量则逐渐升高，全鱼粗灰分含

量呈降低趋势；Nandeesha 等(2000)证实，随着蚕蛹

替代比例的增大，鲤全鱼的粗蛋白和粗灰分逐渐升

高，而粗脂肪和水分则逐渐降低；随着饲料中蚕蛹替

代比例的提高，框鳞镜鲤全鱼、肌肉、肝胰脏的粗蛋

白、粗脂肪及灰分水分含量无明显变化 (吉红等 , 

2012)；本研究中，随着饲料中蚕粉替代比例的增大，

实验鱼全鱼粗蛋白含量无明显变化，粗脂肪含量呈先

降低后升高的变化趋势，而全鱼的水分和灰分则在蚕

粉的一定替代比例范围内变化不显著。与王淑雯等

(2015)对吉富罗非鱼的研究结论蚕蛹粉可有效利用脂

肪，最大程度减少体内脂肪蓄积引起的损伤相一致。

可能是由于蚕粉富含 α-亚麻酸，一定范围内蚕粉比例

的增加，使饲料中 Σn-3/Σn-6 的比例趋于适宜，从而

提高了饲料脂肪的利用率，降低了全鱼中脂肪的含

量，但蚕粉添加比例超过适宜值后，α-亚麻酸的进一

步增加引起了饲料中 Σn-3/Σn-6 的失衡，影响鱼类的

脂肪代谢，使饲料脂肪在鱼体中沉积的量增加，也有

可能是蚕粉本身脂肪含量高，而因实验环境限制其活

动，导致摄入高替代水平的饲料后，导致体内脂肪沉淀。 

4  小结 

在本研究条件下，用蚕粉替代一定比例鱼粉具有

明显的促进加州鲈生长性能，提高其饲料转化率的作

用。通过二元多项式回归分析可知，加州鲈饲料中蚕

粉替代鱼粉的适宜比例应为 17.90%~22.00%。由养殖

环境受限，本养殖周期为 45 d，虽然养殖效果明显，

但较低于饲料源评价周期，蚕粉替代鱼粉在更长的养

殖周期内出现的效果还需要进一步探讨。 
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Effects of Replacement of Fish Meal with Silkworm Powder on  
Growth Performance, Feed Intake, and Body Composition of Juvenile  

Black Bass (Micropterus salmonides) 

RAO Yuan1, XIANG Xiao1, HUANG Xianzhi2, DUAN Biao1①
 

(1. College of Animal Sciences, Southwest University, Chongqing  402460;  
2. State Key Laboratory Silkworm Genome Biology, Chongqing  400716) 

Abstract    This experiment evaluated the effects of fish meal (FM) replacement by silkworm powder 
(SP) on the growth performance and body composition of juvenile black bass (Micropterus salmonides). 
Six isonitrogenous and isoenergic diets were formulated by the replacement of 0 (control), 10%, 20%, 
30%, 40%, and 50% FM with SP. Each diet was fed to three replicate groups of 30 juvenile black bass 
(total, 540 fish) with an initial body weight of (3.13±0.04) g. Owing to the decline in the temperature, the 
breeding cycle was 45 days. The results show that weight growth rate (WGR), special growth rate (SGR), 
and the protein efficiency ratio (PER) of black bass increased first and then decreased as along with the 
replacement rate increased, and reached maximum when replacement level was 30%, with increases of 
227.87%, 1.98%/day, and 164.55%, respectively (P<0.05). The feed conversion rate (FCR) decreased first, 
then increased as along with the replacement rate increased, and reached a minimum when replacement 
level was 30%, with a decrease of 1.43 (P<0.05). The condition factor (CF), hepatopancreas somatic 
index (HSI), and viscera somatic index (VSI) increased first, then decreased as the replacement rate 
increased, and finally tended towards stability (P<0.05). The survival rate (SR) of the six groups of black 
bass was not significantly different (P>0.05). Through quadric regression analysis, when WGR, SGR, 
FCR, and PER reached the optimum values, the replacement rates were 19.90%, 22.00%, 18.11%, and 
17.90%, respectively. The content of crude lipid decreased first and then increased as the replacement rate 
increased (P<0.05); whole body crude protein did not change significantly as the replacement rate 
increased (P>0.05); moisture content in the whole body was not significantly different in any group 
(P>0.05) except the 10% and 40% groups (P<0.05); and the ash content of the whole fish decreased 
significantly when the replacement rates were above 20% (P<0.05). Therefore, under the experimental 
conditions, the measurement of the growth performance and body composition of black bass indicated 
that the optimum substitution rate of SP with FM was between 17.90% and 22.00%. 
Key words    Black bass (Micropterus salmonides); Silkworm powder; Growth performance; Body 
composition 
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豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼 

生长和肌肉脂肪酸的影响* 

郑建明 1  赵捷杰 1  陈四清 1  常  青 1,2①   

严俊丽 3  朱之发 1  刘长琳 1  胡建成 1 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071；2. 农业农村部极地渔业开发 

重点实验室  青岛  266071；3. 山东畜牧兽医职业学院  潍坊  261061) 

摘要    本实验旨在研究饲料中豆油替代鱼油对圆斑星鲽(Verasper variegatus)幼鱼生长和肌肉脂

肪酸组成的影响。用豆油分别替代 0、25%、50%和 75%的鱼油，配制 4 组等氮、等脂肪的饲料。

选择初始体重为(65.47±1.57) g 的圆斑星鲽幼鱼 360 尾，随机分为 4 组，每组 3 个重复，每个重复

30 尾鱼，养殖 56 d。结果显示，(1)随着豆油替代水平的升高，增重率(WGR)呈现降低的趋势(P<0.05)，

饲料系数(FCR)呈现升高的趋势(P<0.05)，25%替代组的 WGR 高于鱼油组(P<0.05)。(2)豆油替代鱼油

对圆斑星鲽肌肉的粗蛋白、粗脂肪、灰分和水分含量无显著性影响(P>0.05)，对肝体比(HSI)、脏体

比(VSI)和肥满度(CF)无显著性影响(P>0.05)，豆油替代组肝脏的脂肪含量显著高于鱼油组(P<0.05)。

(3)随着饲料中豆油水平的增加，圆斑星鲽幼鱼肌肉亚油酸(C18:2n-6)和亚麻酸(C18:3n-3)显著升高

(P<0.05)，而二十碳五烯酸(EPA)和二十二碳六烯酸(DHA)则显著降低(P<0.05)。研究结果表明，在

该实验条件下，饲料中高比例的豆油替代鱼油会降低鱼体的生长性能和肌肉脂肪酸营养品质。 

关键词    豆油；鱼油；圆斑星鲽；生长性能；肌肉脂肪酸 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0039-08 

近年来，随着水产养殖的快速发展，饲料行业对

鱼油的需求与日俱增，导致鱼油的价格不断上涨，因

此寻找适宜的鱼油替代源已成为饲料行业的研究热

点。鱼油在饲料配方中主要起 2 个重要的作用：一是

为鱼类提供能量，二是为鱼体提供长链多不饱和脂肪

酸等必需脂肪酸(王骥腾等, 2016)。目前已知的鱼油

替代物包括处于海洋食物链较低环节的浮游动物、渔

业的副渔获物及副产品等，这些油源由于具有来自生

态、环境、营养和可持续性的问题，所以目前来讲上

述所有的替代脂肪源没有一种是鱼油的理想替代品

(Peng et al, 2008)。但是对于植物油，尽管在营养上

缺乏长链多不饱和脂肪酸，但是在供应上几乎没有任

何限制，所以植物油是目前唯一现成的、经济的鱼油

替代油脂。豆油是世界上产量最大的植物油，目前在

abc
图章
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饲 料 中 添 加 豆 油 的 研 究 已 在 黑 鲷 (Acanthopagrus  
schlegeli) (Peng et al, 2008)、金头鲷(Sparus aurate) 

(Izquierdo et al, 2003)、赤点石斑鱼(Epinephelus akaara) 

(王骥腾等, 2016)等鱼类有报道，研究发现适宜比例

的植物油替代鱼油对鱼体的生长没有显著性影响。 

作为我国北方重要的名贵海水鱼类，圆斑星鲽

(Verasper variegatus)肉质鲜美、营养丰富，主要分布

在 我 国 的 黄 渤 海 附 近 ， 养 殖 潜 力 巨 大 (严 俊 丽 等 , 

2017)。目前，圆斑星鲽的养殖方式是工厂集约化养

殖。在工厂化养殖中，饲料成本是最大的部分，而海

水鱼饲料中的脂肪源主要来自鱼油，因此，寻找新型

的鱼油替代源迫在眉睫。目前，关于圆斑星鲽适宜的

蛋能比(吕云云等, 2015)、维生素 C 需求量(王贞杰等, 

2016)和鱼粉替代(吕云云等, 2016; 严俊丽等, 2016; 

郑建明等, 2017)的研究已有相关报道。而在圆斑星鲽

饲料中，用植物油替代鱼油的研究未见报道。 

因此，本实验设计在圆斑星鲽饲料中，用豆油替

代 0、25%、50%和 75%的鱼油，探究其对圆斑星鲽幼

鱼的生长性能和肌肉脂肪酸等主要营养成分的影响。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

以鱼粉、玉米蛋白粉、花生粕和大豆浓缩蛋白为

蛋白源，以豆油分别替代 0、25%、50%和 75%的鱼

油，配制等氮(50%)、等脂肪(8%)的颗粒饲料[饲料中

的蛋白、脂肪需要量见吕云云等(2015)的文章结果]，

并记为 R0、R25、R50 和 R75。实验饲料配方见表 1。

对所有粉状原料经过粉碎机粉碎后，过 80 目筛，按

饲料配方比例混合均匀，将鱼油、豆油混合后，再与

其他粉状原料混合均匀，加 30%的水搅拌均匀，最后

用制粒机制成直径 3 mm 的颗粒饲料，鼓风烘干

12~14 h，制成的颗粒饲料–20℃保存。 

1.2  饲养管理 

实验鱼取自山东省烟台开发区天源水产有限公

司。挑选体格健壮、规格统一的圆斑星鲽幼鱼 360 尾，

初始体重为(65.47±1.57) g，体长为(15.14±0.56) cm，

随机分到 12 个体积为 330 L 的圆柱形塑料桶中，每

组设 3 个重复，每个重复 30 尾。开始实验前投喂 R0

饲料暂养 7 d。养殖期间，采用流水养殖模式，自然

水温，温度范围为(15±1)℃，盐度为 31，溶氧为 5 mg/L

以上。实验从 2017 年 6 月 10 日~2017 年 8 月 12 日，

持续 56 d，每天饱食投喂 1 次，投喂 0.5 h 后使用虹

吸管吸取残饵，烘干称重，每天记录摄食量。 

表 1  实验饲料配方和营养组成(干物质, %) 
Tab.1  Formulation and nutrient compositions of the  

Experimental diets (Dry matter, %)           

组别 Group 
原料 Ingredient 

R0 R25 R50 R75

鱼粉 Fish meal 50.00 50.00 50.00 50.00

玉米蛋白粉 
Corn gluten meal 

5.00 5.00 5.00 5.00

花生粕 Peanut meal 13.00 13.00 13.00 13.00

大豆浓缩蛋白 
Soy protein concentrate 

12.00 12.00 12.00 12.00

鱼油 Fish oil  5.60 4.20 2.80 1.40

豆油 Soybean oil 0.00 1.40 2.80 4.20

高筋粉 High gluten flour 10.80 10.80 10.80 10.80

预混料 Premix1 1.00 1.00 1.00 1.00

大豆卵磷脂 
Soybean lecithin 

1.00 1.00 1.00 1.00

氯化胆碱 
Choline chloride 

0.50 0.50 0.50 0.50

磷酸二氢钙 
Monocalcium phosphate 

1.00 1.00 1.00 1.00

三氧化二铬 
Chromium oxide 

0.05 0.05 0.05 0.05

抗氧化剂 Antioxygen 0.05 0.05 0.05 0.05

合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00

粗蛋白 Crude protein 50.73 50.20 50.19 49.98

粗脂肪 Crude lipid 8.03 8.09 8.00 8.02

注 : 1. 维 生 素 A, 375000 IU/kg; 维 生 素 D3,     

75000 IU/kg; 维生素 E, 3000 mg/kg; 维生素 K3, 900 mg/kg; 

维生素 B1, 600 mg/kg; 维生素 B2, 600 mg/kg; 维生素 B6, 

600 mg/kg; 维生素 B12, 3.7 mg/kg; D-泛酸钙, 2400mg/kg; 

烟酸胺, 4500 mg/kg; 叶酸, 185 mg/kg; D-生物素, 7.5mg/kg; 

肌醇, 3000 mg/kg; 维生素 C, 10500 mg/kg; 锌, 1750mg/kg; 

锰 , 1050 mg/kg; 铜 , 410 mg/kg; 铁 , 1150 mg/kg; 钴 , 

60 mg/kg;碘, 50 mg/kg; 硒, 15 mg/kg  
Note: 1. VA 375000 IU/kg, VD3 75000 IU/kg, VE   

3000 mg/kg, VK3 900 mg/kg, VB1 600 mg/kg, VB2 600 mg/kg, 
VB6 600 mg/kg, VB12 3.7 mg/kg, Calcium pantothenate 
2400 mg/kg, Nicotinic acid amines 4500 mg/kg, Folic acid 
185 mg/kg, Biotin 7.5 mg/kg, Inositol 3000 mg/kg, VC 
10500 mg/kg, Zn 1750mg/kg, Mn 1050 mg/kg, Cu 410 mg/kg, 
Fe 1150 mg/kg, Co 60 mg/kg, I2 50mg/kg, Se 15 mg/kg 

 
 

1.3  样品收集与分析 

实验结束后，采样前使实验鱼饥饿 24 h，并对每

组鱼进行计数、称重。每桶随机取 3 尾鱼，解剖分离

内脏团和肝脏并称重，用于计算肝体比(HSI)和脏体

比(VSI)。然后取其背部肌肉，测其常规成分及脂肪

酸组成。 



第 4 期 郑建明等: 豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼生长和肌肉脂肪酸的影响 41 

 

表 2  实验饲料脂肪酸组成(占总脂肪酸的百分比, %) 
Tab.2  Fatty acid composition of the experimental diets 

(Percentage of total fatty acids, %)  

组别 Group 脂肪酸 
Fatty acid R0 R25 R50 R75 

C14:0 2.70 2.20 1.71 1.32

C16:0 19.55 17.55 15.65 13.77

C18:0 4.38 4.31 4.29 4.54

C20:0 0.34 0.35 0.33 0.36

C22:0 0.48 0.45 0.37 0.34

SFA 27.45 24.86 22.35 20.33

C16:1 3.38 3.24 3.19 3.02

C18:1 18.59 18.78 18.02 18.09

C20:1 0.59 0.58 0.53 0.53

MUFA 22.56 22.60 21.74 21.64

C18:2n-6 25.21 30.21 35.65 39.43

C18:3n-6 0.09 0.07 0.08 0.06

C20:3n-6 0.03 0.03 0.03 0.03

C20:4n-6 0.44 0.42 0.42 0.40

n-6PUFA 25.77 30.73 36.18 39.92

C18:3n-3 1.98 2.48 3.00 3.66

C18:4n-3 0.69 0.62 0.66 0.58

C20:4n-3 0.25 0.23 0.23 0.21

C20:5n-3EPA 6.35 4.85 3.35 2.24

C22:5n-3 1.06 1.03 1.03 1.01

C22:6n-3DHA 5.74 4.25 2.75 1.87

n-3PUFA 16.07 13.46 11.02 9.57

DHA+EPA 12.09 9.10 6.10 4.11

DHA/EPA 0.90 0.88 0.82 0.83

n-3/n-6PUFA 0.62 0.44 0.30 0.24

注：SFA：饱和脂肪酸；MUFA：单不饱和脂肪酸；

PUFA：多不饱和脂肪酸。下同 
Note: SFA: Saturated fatty acids; MUFA: Mono- 

unsaturated fatty acids; PUFA: Poly-unsaturated fatty acids. 
The same as below 

 

饲料样品、肝脏及肌肉样品 105℃烘干后，采用

凯 氏 定 氮 法 测 得 粗 蛋 白 含 量 (VELP ， UDK-142 

automatic distillation unit, 意大利)；采用索氏抽提法

(石油醚为抽提液)测得粗脂肪含量(FOSS 脂肪测定仪

SOXTEC-2050，瑞典)；将样品在马弗炉(550℃)中灼

烧 6 h 测得灰分含量。  

脂肪酸测定方法：用于测定脂肪酸的样品按照

Qiao 等(2015)的方法进行转脂化。取所得脂肪酸甲酯

的 正 己 烷 溶 液 2 μl 进 行 气 相 色 谱 测 定 ( 岛 津 

GC-2010) ， 所 用 毛 细 血 管 柱 为 Supelco SP-2560     

(100 m0.25 mm, 膜厚度 0.20 μm)，进样口和检测器

的温度设定为 260℃，柱温升温程序为自 140℃以   

4℃/min 的速度升高至 240℃并恒温 10 min，以高纯

氮为载气，通过与 37 种脂肪酸甲酯混标(Supelco 公

司，美国)对照确定脂肪酸组分。相关计算公式如下： 

增重率(Weight gain rate, WGR, %)=(鱼体末重–

鱼体初重)/鱼体初重×100 

存活率(Survival rate, SR, %)=实验末鱼体个数/

实验初鱼体个数×100 

饲料系数(Feed conversion rate, FCR)=投饲总量/

总增重量 

肥满度(Condition facter, CF)=体重/体长3100； 

脏体比(Viscerosomatic index, VSI, %)=内脏质量/

实验末鱼体质量100； 

肝体比(Hepatosomatic index, HSI, %)=肝脏质量/

实验末鱼体质量100。 

1.4  数据统计 

实验数据采用 Excel 2010 和 SPSS 17.0 软件进行

统计分析，数据差异显著时采用 Duncan′s 进行多重

比较，显著水平为 P<0.05，数据以平均值±标准误表

示(Mean±SE)。 

2  结果 

2.1  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼生长和饲料利用

的影响 

豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼生长和饲料利用

的影响见表 3。25%替代组的 WGR 显著高于对照组

(P<0.05)，随着豆油替代水平的升高，WGR 呈现降

低的趋势(P<0.05)，25%替代组的 FCR 显著低于对照

组(P<0.05)，FCR 呈现升高的趋势(P<0.05)，SR 没有

显著性差异(P>0.05)。 

 
表 3  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼生长和 

饲料利用的影响 
Tab.3  Effects of fish oil replacement by soybean  
oil on the growth performance and feed utilization  

of juvenile spotted halibut 

组别 
Group

增重率 
WGR(%) 

存活率 
SR(%) 

饲料系数 
FCR 

R0 61.81±0.65b 96.67±0.00 1.31±0.01b 

R25 76.58±1.55a 95.56±2.94 1.06±0.02c 

R50 51.91±0.76c 97.78±1.11 1.32±0.01b 

R75 45.09±0.24d 94.44±1.11 1.46±0.01a 

注：同列不同字母上标表示差异显著(P<0.05)，下表同 
Note: Values with different superscripts in the same 

column indicate significant difference (P<0.05), the same as 
below 
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2.2  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉主要组分的

影响 

通过表 4 可知，豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌

肉 的 粗 蛋 白 、 粗 脂 肪 、 灰 分 和 水 分 无 显 著 性 影 响

(P>0.05)。从表 5 可以看出，豆油替代鱼油对圆斑星

鲽的 HSI、VSI 和 CF 无显著性影响(P>0.05)，但是随

着豆油替代水平的增加，HSI 和 VSI 呈现上升的趋势。

肝脏的脂肪含量随着豆油替代水平的增加呈现升高

的趋势，豆油替代水平达到 50%和 75%时，肝脏的脂

肪含量显著高于鱼油组(P<0.05)(表 6)。 

 
表 4  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉主要组分的影响 
Tab.4  Effects of fish oil replacement by soybean oil on the 

muscle composition of juvenile spotted halibut 

组别 
Group 

粗蛋白 
CP (% DM) 

粗脂肪 
EE (% DM)

灰分 
ASH (% DM) 

水分 
Moisture(%)

R0 69.62±0.16 9.22±0.09 6.08±0.19 77.11±0.24

R25 69.64±0.09 9.16±0.41 6.63±0.46 77.12±0.59

R50 69.38±0.06 9.23±0.07 6.96±0.21 76.63±0.19

R75 68.98±0.55 9.16±0.07 6.88±0.50 76.35±0.20

 
表 5  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼形态指标的影响 

Tab.5  Effects of fish oil replacement by soybean oil on the 
morphometry of juvenile spotted halibut 

组别 
Group 

肝体比 
HSI (%) 

脏体比 
VSI (%) 

肥满度 
CF  

R0 0.91±0.08 3.78±0.23 2.73±0.07 

R25 1.06±0.10 3.83±0.14 3.15±0.25 

R50 1.19±0.09 3.80±0.16 2.80±0.07 

R75 1.17±0.15 4.28±0.21 2.75±0.08 

 
表 6  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼 

肝脏脂肪和水分的影响 
Tab.6  Effects of fish oil replacement by soybean  
oil on liver composition of juvenile spotted halibut 

组别 
Group 

水分 
Moisture (%) 

粗脂肪 
EE (%DM) 

R0 69.06±0.33 30.75±1.69b 

R25 68.32±1.59 33.90±0.96ab 

R50 68.27±0.82 36.76±1.23a 

R75 66.02±0.76 37.21±1.64a 
 

2.3  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉脂肪酸的影响 

豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉脂肪酸的影

响见表 7。随着饲料中豆油水平的增加，圆斑星鲽幼

鱼肌肉中饱和脂肪酸(SFA)总量呈现明显的降低趋势

(P<0.05)；单不饱和脂肪酸(MUFA)中，除了 C18:1

之 外 ， 其 他 2 种 脂 肪 酸 的 含 量 都 有 明 显 地 下 降

(P<0.05)；多不饱和脂肪酸(PUFA)中，亚油酸(C18：

2n-6)和亚麻酸(C18:3n-3)显著升高(P<0.05)，二十碳

五烯 酸 (EPA)和二 十 二碳 六烯 酸 (DHA)则 显著 降低

(P<0.05)；高不饱和脂肪酸(HUFA)中，n-3 长链多不

饱和脂肪酸的含量也显著降低(P<0.05)，n-6 长链多

不饱和脂肪酸的含量显著升高(P<0.05)，EPA 和 DHA

的总含量(EPA+DHA)显著降低(P<0.05)，n-3 长链多

不饱和脂肪酸与 n-6 长链多不饱和脂肪酸的比值

(n-3/n-6PUFA)也显著降低(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼生长和饲料利用

的影响 

鱼油替代实验中，鱼体的生长和饲料利用是重要

的测定指标。在本研究中，高比例的豆油替代会显著

降低鱼体的生长性能。目前关于植物油替代鱼油的实

验已有很多报道，在大口黑鲈(Micropterus salmoides) 

(Subhadra et al, 2006)、尖吻重牙鲷(Diplodus puntazzo) 

(Piedecausa et al, 2007)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss) 

(Richard et al, 2006)等淡水鱼中研究发现，植物油部

分或者全部替代鱼油对鱼体的生长无显著影响。在斜

带石斑鱼(Epinephelus coioides)(Izquierdo et al, 2003)、

金头鲷(Sparus aurata)(Izquierdo et al, 2005)、大黄鱼

(Larimich thys  crocea ) (李 桑 等 ,  2015)、 大 菱 鲆

(Scophthalmus maximus L．)(彭墨等, 2015)等海水鱼中

的研究发现，植物油部分替代鱼油不影响鱼体的生

长，但是全部替代鱼油会显著影响大部分鱼类的生

长。对于以上研究结果，有学者认为那些能够通过

C18PUFA满足鱼体对必需脂肪酸需求的鱼类，在饲料

中用植物油完全替代鱼油，不会影响鱼类的生长或饲

料效率(Turchini et al, 2009)。由于淡水鱼具有一个完

整的自身n-3长链多不饱和脂肪酸(n-3 LC-PUFA)合成

机制，而植物油又富含C18PUFA，因此植物油可以给

淡水鱼提供必需脂肪酸。但是由于海水鱼缺乏相应的

合成机制，主要通过食物链的累积来满足对n-3 LC- 

PUFA的需求，因此植物油不能满足大部分海水鱼类

对EPA和DHA的需要(Tocher et al, 2010)。在本研究

中，饲料中用高比例豆油鱼油会显著降低圆斑星鲽的

生长，从而也佐证了植物油高比例替代鱼油会影响

海水鱼的生长这一结论。同时在本研究中也发现，

25%豆油替代组的圆斑星鲽的生长性能优于鱼油组

(对照组)，原因可能是鱼油和低量的豆油形成脂肪酸 
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表 7  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉脂肪酸组成的影响(占总脂肪酸的百分比，%)  
Tab.7  Effects of fish oil replacement by soybean oil on muscle fatty acid  
composition of juvenile spotted halibut(Percentage of total fatty acids, %)  

组别 Group 脂肪酸 
Fatty acid R0 R25 R50 R75 

C14:0 2.10±0.06a 1.70±0.05b 1.92±0.06a 1.61±0.06b 

C15:0 0.26±0.01a 0.19±0.01c 0.22±0.01b 0.19±0.01c 

C16:0 16.12±0.57a 14.48±0.58ab 13.92±0.57b 12.55±0.60b 

C17:0 0.39±0.01b 0.42±0.01a 0.39±0.01b 0.39±0.01b 

C18:0 5.42±0.12c 7.19±0.11a 6.00±0.11b 6.15±0.11b 

C20:0 0.15±0.01b 0.56±0.01a 0.14±0.01b 0.15±0.01b 

C22:0 0.41±0.01a 0.20±0.01d 0.25±0.01b 0.23±0.01c 

SFA 24.85±0.77a 24.74±0.78a 22.84±0.77ab 21.27±0.77b 

C16:1 2.89±0.06a 1.89±0.05c 2.29±0.06b 1.97±0.06c 

C18:1 13.89±0.57 12.48±0.58 13.21±0.58 12.15±0.58 

C20:1 1.27±0.06a 0.85±0.06b 1.02±0.05b 0.97±0.05b 

MUFA 18.05±0.69a 15.22±0.70b 16.52±0.71ab 15.09±0.69b 

C18:2n-6 18.05±0.57c 20.89±0.57b 23.51±0.58a 25.12±0.58a 

C20:4n-6 1.15±0.05c 1.42±0.06ab 1.26±0.06bc 1.47±0.06a 

n-6PUFA 19.20±0.57c 22.31±0.54b 24.77±0.58a 26.59±0.55a 

C18:3n-3 1.30±0.05b 1.28±0.06b 1.99±0.06a 2.09±0.06a 

C18:4n-3 0.49±0.01a 0.28±0.01d 0.44±0.01b 0.36±0.01c 

C20:4n-3 0.28±0.01a 0.22±0.01c 0.24±0.01b 0.23±0.01bc 

C20:5n-3EPA 6.90±0.12a 6.59±0.11ab 6.36±0.11b 6.20±0.12b 

C22:5n-3 2.02±0.05 1.89±0.06 1.97±0.06 2.08±0.06 

C22:6n-3DHA 14.04±0.57a 13.70±0.58a 12.10±0.58ab 11.28±0.57b 

n-3PUFA 25.03±1.15 23.96±1.14 23.10±1.15 22.24±1.15 

DHA+EPA 20.94±0.58a 20.29±0.57ab 18.46±0.57bc 17.48±0.57c 

n-3/n-6PUFA 1.30±0.06a 1.07±0.05b 0.93±0.05bc 0.83±0.06c 

注：同行不同字母上标表示差异显著(P<0.05)  
Note: Values with different superscripts in the same line indicate significant different (P<0.05)  
 

互补，进而使用效果优于单一油脂(Izquierdo et al, 
2005)。目前研究发现黄斑篮子鱼(Siganus oramin)自

身具有完整的 n-3 LC-PUFA 合成机制 (谢帝芝等 , 

2013)，圆斑星鲽是否可能具有完整的 n-3 LC-PUFA

合成能力，需要进一步的研究。 

3.2  豆油替代鱼油对圆斑星鲽幼鱼肌肉和肝脏脂肪

含量的影响 

当植物油高比例替代鱼油的时候，容易出现一系

列的问题，例如会导致脂肪异常沉积。在本研究中，

豆油替代 75%的鱼油对圆斑星鲽肌肉的粗蛋白、粗脂

肪、灰分和水分无显著性影响，虽然对圆斑星鲽的

HSI、VSI 和 CF 无显著性影响，但是 HSI 和 VSI 指

标的数据呈现增加的趋势，同时也发现鱼油替代组肝

脏的脂肪含量显著高于鱼油组，替代 75%的豆油组肝 

脏脂肪含量最高。在该实验条件下，脂肪主要沉积在

圆斑星鲽的肝脏部位。目前已有学者在尖吻重牙鲷

(Piedecausa et al, 2007)和大菱鲆(彭墨等, 2015)得出

相同的结论。脂肪过多沉积于肝脏的原因，可能与

n-3/n-6PUFA的不平衡密切相关(彭墨等, 2015)。在本

研究中，全鱼油组、25%的豆油组、50%的豆油组和

75%的豆油组饲料中n-3/n-6的比例分别为0.62、0.44、

0.30和 0.24， 后 面 2组 的 比 值 明 显 低 于 全 鱼 油 组 ，

n-3/n-6PUFA比例的失衡，可能影响肝脏将过多的脂

肪转运到外周组织，进而导致肝脏脂肪组织细胞的增

殖或增大(艾庆辉等, 2016)。其次可能是饲料中较低

的n-3 LC-PUFA含量导致。本研究中，4组饲料中的n-3 

LC-PUFA含量依次降低。彭墨等(2015)研究表明，n-3 

LC-PUFA不仅能激活过氧化物酶体增殖物激活受体α 
(Peroxisome proliferators-activated receptor α, 
PPARα)，促进脂肪分解；而且能抑制固醇调节元件结

合蛋白-1c (Sterol regulatory element-binding protein 1c, 
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SREBP-1c)的表达，进而抑制脂肪合成。因此，在本实

验条件下，随着饲料中豆油的比例不断增加，饲料中较

低的n-3 LC-PUFA含量可能导致肝脏脂肪过多沉积。 

3.3  豆油替代鱼油对圆斑星鲽肌肉脂肪酸组分的影响 

许多研究表明，饲料脂肪酸组成会显著影响鱼体

肌肉脂肪酸的组成，而鱼体的最终脂肪酸组成是饲料

输入和体内代谢的综合结果。对赤点石斑鱼(王骥腾

等, 2016)、大黄鱼(李桑等, 2015)、大菱鲆(彭墨等, 

2015)等海水鱼的研究发现，植物油替代鱼油会导致

鱼体中长链多不饱和脂肪酸(EPA 和 DHA)含量的下

降，而使 C18 脂肪酸(C18:2n-6 和 C18:3n-3)的含量增

加。在本研究中，随着饲料中豆油水平的增加，圆斑

星鲽幼鱼肌肉中 C18:2n-6 和 C18:3n-3 的含量显著升

高，而 EPA 和 DHA 的含量则显著降低，和以上研究

结果一致。肌肉脂肪酸精确的变化主要取决于所采用

的脂肪源，用菜籽油替代时，会显著增加肌肉中的油

酸(C18:1n-9)的含量(彭墨等, 2015)；使用亚麻油时，

C18:3n-3 的含量会增加(彭墨等, 2014)。而在本研究

中，使用的是富含 C18:2n-6 的豆油，进而使圆斑星

鲽肌肉的 C18:2n-6 显著升高。目前在大口黑鲈(Richard 

et al, 2006)、虹鳟(Subhadra et al, 2006)等淡水鱼中的研

究发现，鱼体具有从 C18PUFA 合成长链多不饱和脂

肪酸(LC-PUFA)的合成机制，及相关的去饱和酶和延

长酶，而在金头鲷(Izquierdo et al, 2005)、大黄鱼   

(李桑等, 2015)、大菱鲆(彭墨等, 2015)等海水鱼中研

究发现缺乏相关的酶活。因此饲料中不同的脂肪源及

鱼体是否具有从 C18PUFA 合成长链多不饱和脂肪酸

(LC-PUFA)的合成能力，决定了鱼体肌肉的脂肪酸组

成。在本研究中，圆斑星鲽也可能缺乏相关的酶活，

进而使肌肉中 EPA 和 DHA 的含量显著降低。 

4  结论 

综合本研究中豆油替代 0、25%、50%和 75%的

鱼油对圆斑星鲽生长和饲料利用、脂肪沉积和肌肉脂

肪酸的影响，得出在该实验条件下，饲料中高比例的

豆油替代鱼油会显著降低圆斑星鲽的生长性能和肌

肉脂肪酸营养品质。 
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Growth and Fatty Acid Composition of Juvenile Spotted Halibut (Verasper 
variegatus) Fed Diets with Fish Oil Replaced by SoyBean Oil 

ZHENG Jianming1, ZHAO Jiejie1, CHEN Siqing1, CHANG Qing1,2①
,  

YAN Junli3, ZHU Zhifa1, LIU Changlin1, HU Jiancheng1 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. Key Laboratory of Sustainable Development of Polar Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071;  
3. Shandong Vocational Animal Science and Veterinary College, Weifang  261061) 

Abstract    An 8-week experiment was conducted to investigate the effects of the replacement of 

dietary fish oil (FO) with soybean oil (SO) on growth, lipid deposition, and fatty acid composition of 

juvenile spotted halibut. Four isonitrogenous and isolipidic practical diets were formulated with SO 

replacing 0, 25%, 50%, and 75% FO, respectively. In total, 360 juvenile spotted halibut, with an initial 

body weight of (65.47±1.57) g were randomly distributed into four groups; three replicates were used per 

group and 30 fish were used per replicate. The fish in each group were randomly fed one of the four 

experimental diets. The following results were obtained: (1) Compared with 100% FO group, the feed 

conversion rate of spotted halibut was significantly increased (P<0.05), whereas the weight gain rate was 

significantly decreased (P<0.05). (2) SO replacement levels had no significant effects on body 

composition and muscle lipid content of juvenile spotted halibut (P>0.05), but had a significant effect on 

the liver lipid content of juvenile spotted halibut (P<0.05). The liver lipid content in the 50% and 75% SO 

groups was significantly higher than that in 100% FO group (P<0.05). (3) The fatty acid composition in 

the muscle was positively correlated with dietary fatty acid composition. Compared with the 100% FO 

group, the content of linoleic acid (C18:2n-6) and linolenic acid (C18:3n-3) in the muscle were 

significantly increased (P<0.05), whereas the content of eicosapntemacnioc acid (EPA) and 

docosahexaenoic acid (DHA) in the muscle were significantly decreased (P<0.05). This study suggested 

that there were no significant effects on the growth of juvenile spotted halibut when dietary fish oil was 

replaced by soybean oil. However, the fatty acid composition of muscle was significantly altered. 

Key words    Soybean oil; Fish oil; Spotted halibut; Growth; Fatty acid of muscle 
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饲料中添加枯草芽孢杆菌和酵母培养物 
对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长、血清 
生化指标及抗氧化能力的影响* 

王成强 1  李宝山 1①  王际英 1  黄炳山 1   
孙永智 1  郝甜甜 1  马长兴 2  周  莹 2 

(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； 
2. 上海海洋大学水产与生命学院  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306) 

摘要     为探究饲料中添加枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和酵母培养物对珍珠龙胆石斑鱼

(Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂)幼鱼生长、血清生化指标、抗氧化能力和抗病力的影响，

采用 2×3 双因子实验设计，在基础饲料中添加 0 (B0)、0.5% (B1)和 1.0% (B2)的枯草芽孢杆菌制剂，

同时在每个枯草芽孢杆菌水平添加 0 (Y0)、0.5% (Y1)和 1.0% (Y2)的酵母培养物，制作 9 组等氮、

等脂的实验饲料，饲喂初始体重为(23.41±0.47) g 珍珠龙胆石斑鱼幼鱼 56 d。结果显示，1)枯草芽孢

杆菌和酵母培养物的交互作用对幼鱼存活率(SR)和增重率(WGR)均无显著影响(P>0.05)，幼鱼 WGR
在 Y1B1 和 Y2B2 组处于较高水平，显著高于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)。2)枯草芽孢杆菌和酵母培

养物的交互作用对血清谷草转氨酶(AST)和碱性磷酸酶(AKP)影响显著(P<0.05)，血清 ALT 和 AKP
活力在 Y1B1 和 Y1B2 组处于较低水平，且显著低于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)。3)枯草芽孢杆菌和

酵母培养物的交互作用对肠道超氧化物歧化酶(SOD)活力和丙二醛(MDA)含量影响显著(P<0.05)。
肠道 SOD、过氧化氢酶(CAT)活力和总抗氧化能力(T-AOC)在 Y1B1 和 Y1B2 组处于较高水平，显

著高于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)，而 MDA 含量同 SOD 活力呈相反的变化趋势(P<0.05)。4)枯草

芽孢杆菌和酵母培养物的交互作用对鳗弧菌(Vibrio anguillarum)攻毒后幼鱼累积存活率无显著影响

(P>0.05)。鳗弧菌攻毒后幼鱼累积存活率在 Y1B1 组最高，显著高于对照组(P<0.05)。 
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长期以来，人们多用抗生素来控制和预防水产疾

病的发生，但由于抗生素类药物易残留，污染环境，

破坏生态平衡，并能够通过食物链影响人类健康。同

时，随着无抗养殖目标的提出，抗生素的使用已被严

重限制。益生菌由于具有促进生长、提高饲料利用率、

抵御病原体和改善水质等自身优势，且安全性好，已

经被广泛应用于水产养殖中(Nayak, 2010)。其中，枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)被公认为是一种具有优

良作用的益生菌，能够在动物肠道内繁殖，分泌蛋白

酶、淀粉酶等多种酶类，并且性能稳定，在金头鲷

(Sparus aurata L.) (Cerezuela et al, 2013)、卡特拉鱼

(Catla catla) (Sangma et al, 2015) 、 凡 纳 滨 对 虾

(Litopenaeus vannamei) (Liu et al, 2010)等水产动物的

研究中均表明，其能够促进机体生长，增强免疫能力。 
酵母培养物(Yeast culture)主要含有酵母细胞本

身和细胞外代谢物，特别是其代谢物，能为消化道微

生物提供丰富的营养，如：肽、有机酸、寡糖(β-葡聚

糖及甘露寡糖)、氨基酸等(郁欢欢等，2015)，成为当

前 水 产 饲 料 中 使 用 较 为 广 泛 的 添 加 剂 。 在 团 头 鲂

(Megalobrama amblycephala) (李高锋, 2009)、异育银

鲫(Carassius auratus gibelio) (徐磊等, 2010)、罗氏沼

虾(Macrobrachium rosenbergii) (粟雄高等, 2012)等水

产动物的实验中均表明，酵母培养物不仅能促进生长

和胃肠道的消化与吸收，还能够增强机体的抗氧化能

力，提高抗病力。 
近 年 来 ， 随 着 珍 珠 龙 胆 石 斑 鱼 (Epinephelus 

fuscoguttatus♀×Epinephelus lanceolatus♂)养殖规模的不

断扩大，弧菌感染等病害问题成为影响石斑鱼养殖业

发展的主要问题。同时研究证实，水产动物原籍菌适

应宿主内环境能力强，更易于在动物体内增殖和定植，

作为微生态制剂效果更为显著(杨红玲等, 2012)。鉴于

此，本研究拟从健康珍珠龙胆石斑鱼肠道中分离出能较

好适应鱼体肠道环境、产酶能力强、可供饲用的芽孢

杆菌菌株，并进行保种发酵，探讨饲料中添加原籍芽

孢杆菌和酵母培养物对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长、血

清生化指标、肠道抗氧化能力及抗弧菌感染能力的影

响，以期为珍珠龙胆石斑鱼生物饲料的研发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  芽孢杆菌制剂的制备和饲料制作 

实验从健康珍珠龙胆石斑鱼肠道细菌中分离和

培养枯草芽孢杆菌菌种，进行发酵生产，制成枯草芽

孢杆菌制剂，作为饲料添加剂。实验方法参考贺国龙

等(2017)的方法，并稍作修改，步骤如下：无菌条件

下，取珍珠龙胆石斑鱼肠道，置于离心管中，将其剪

碎匀浆，制成原液，将原液置于 70℃恒温水浴锅中

水浴 30 min，之后将高温处理后的原液按照 1∶10 稀释

后，涂布于琼脂培养皿上，然后 37℃培养 24 h。之后

挑选琼脂培养皿上单个灰白色、菌落边缘不规则、不整

齐、表面粗糙而干燥的菌落进行纯化培养，并制作成斜

面后做进一步鉴定。将斜面保存的菌种进行 16S rDNA
菌种鉴定，同时参考东秀珠等(2001)的方法进行生理

生化鉴定，采用平板透明圈法，进行菌株产酶能力分

析，筛选出产酶能力强的枯草芽孢杆菌菌株，最后将

筛选的枯草芽孢杆菌菌株经发酵、干燥、混合，制成

干菌粉(活菌数 2.0×109 CFU/g)，玉米淀粉作为载体。 
以鱼粉、酪蛋白和发酵豆粕为主要蛋白质源，鱼

油和大豆卵磷脂为主要脂肪源，配制粗蛋白质含量

52%，粗脂肪含量11%的基础饲料。采用2×3双因子实

验设计，分别在基础饲料中添加0 (B0)、0.5% (B1)和
1.0% (B2)的枯草芽孢杆菌制剂，同时在每个枯草芽孢

杆菌水平添加0 (Y0)、0.5% (Y1)和1.0% (Y2)的酵母培

养物(徐州赛博生物科技有限公司提供)，共制成9组等

氮、等脂的实验饲料，分别记为：Y0B0 (0)、Y0B1 
(4.15×106 CFU/g)、Y0B2 (8.04×106 CFU/g)、Y1B0 (0)、
Y1B1 (4.03×106 CFU/g)、Y1B2 (7.95×106 CFU/g)、
Y2B0 (0)、Y2B1 (3.89×106 CFU/g)和 Y2B2 (8.24×  
106 CFU/g)，Y0B0组为对照组，饲料配方及营养成分

见表1。制作饲料时，先将所有原料粉碎后过80目标

准筛，按配比称重后混匀，加入鱼油与干粉充分混匀

之后，加入适量的蒸馏水混合均匀，最后用小型颗粒

饲 料 挤 压 机 制 成 2 种 型 号 ( 直 径 分 别 为 2.5 mm 和   
3.5 mm)的饲料颗粒，60℃烘干，饲料袋包装后，置

于通风干燥处储存备用。 

1.2  实验用鱼及实验管理 

养殖实验在山东省海洋资源与环境研究院东营

实验基地循环水养殖系统中进行，实验用鱼为该基地

当年繁育的同一批珍珠龙胆石斑鱼幼鱼，实验周期为

56 d。养殖实验开始之前，先用对照组饲料暂养 15 d，

使其充分适应养殖环境。正式实验前，将实验鱼饥饿

24 h，挑选大小均匀、体色健康的珍珠龙胆石斑鱼幼

鱼[平均体重为(23.41±0.47) g]，随机放养于 18 个养殖

桶(70 cm×80 cm)中，每个桶内放 30 尾幼鱼，每个实

验组 3 个重复。养殖期间，每天在 08:30 和 16:30 饱

食投喂 2 次，投喂 30 min 后吸出残饵，并记录残饵

数量。水温控制在(28±1)℃，溶氧>6.3 mg/L，盐度为

23.5~26.5，pH 为 7.5~8.0，氨氮和亚硝酸氮含量均

<0.1 mg/L。 
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表 1  实验饲料配方及营养成分(干物质, %) 
Tab.1  Formulation and proximate composition of experimental diets (Dry matter, %) 

组别 Groups 原料 
Ingredients Y0B0 Y0B1 Y0B2 Y1B0 Y1B1 Y1B2 Y2B0 Y2B1 Y2B2 

鱼粉 Fish meal 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
发酵豆粕 
Fermented soybean meal 

18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00

酪蛋白 Casein 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00
维生素预混料 
Vitamin premix1 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

矿物质预混料 
Mineral premix2 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

大豆卵磷脂 Soy lecithin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
鱼油 Fish oil 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
其他成分 
Other composition 

37.00 36.50 36.00 36.50 36.00 35.50 36.00 35.50 35.00

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis 

0.00 0.50 1.00 0.00 0.50 1.00 0.00 0.50 1.00

酵母培养物 Yeast culture 0.00 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50 1.00 1.00 1.00
总计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
成分分析 Proximate analysis 

粗蛋白 Crude protein  52.03 52.15 52.57 52.23 52.52 52.73 52.48 52.81 52.95
粗脂肪 Crude lipid  11.38 11.45 11.56 11.47 11.74 11.88 11.60 11.72 11.86
粗灰分 Crude ash 9.02 9.30 9.45 9.16 9.34 9.18 9.12 9.45 9.61

 注：1. 维生素混合料(mg/kg or IU/kg 饲料)：维生素 A，7500.0 IU；维生素 D，1500.0 IU；维生素 E，60.0 mg；维生

素 K3，18.0 mg；维生素 B1，12.0 mg；维生素 B2，12.0 mg；维生素 B12，0.1 mg；泛酸，48.0 mg；烟酰胺：90.0 mg；叶

酸，3.7 mg；D-生物素：0.2 mg；肌醇，60.0 mg；维生素 C，310.0 mg 
2. 矿物质混合料(mg/kg 饲料)：锌，35.0 mg；锰，21.0 mg；铜，8.3 mg；铁，23.0 mg；钴，1.2 mg；碘，1.0 mg；硒，

0.3 mg 
Note: 1. Vitamin premix (mg/kg or IU/kg diet): vitamin A 7500.0 IU, vitamin D 1500.0 IU, vitamin E 60.0 mg, vitamin 

K3 18.0 mg, vitamin B1 12.0 mg, vitamin B2 12.0 mg, vitamin B12 0.1 mg, pantothenate acid 48.0 mg, nicotinamide 90 mg, folic 
acid 3.7 mg, D-biotin 0.2 mg, inositolum 60.0 mg, vitamin C 310.0 mg 

2. Mineral premix (mg/kg diet): Zn 35.0 mg, Mn 21.0 mg, Cu 8.3 mg, Fe 23.0 mg, Co 1.2 mg, I 1.0 mg, Se 0.3 mg 
 

1.3  样品收集 

养殖实验结束后，将实验鱼饥饿 24 h，从每个养

殖桶内随机取 5 尾鱼进行解剖，分离出肠道组织，放

入离心管中后迅速转移到液氮中速冻。之后再从每个

养殖桶中随机取 5 尾鱼，用无菌注射器，采用尾部静

脉取血法进行取血，取出血液 4℃静置 4 h，3000 r/min
离心 10 min，小心将血清吸出后，之后迅速放入液氮

中。样品运回实验室后，转移到–80℃超低温冰箱中

保存，用于后期实验分析。 

1.4  测定指标与方法 

1.4.1  生长指标 
存活率(Survival rate, SR，%)=100×终末尾数/初

始尾数； 
增重率(Weight gain rate, WGR，%)=100×(终末体

重–初始体重)/初始体重 
1.4.2  血清生化指标    血清中的生化指标均采用日

立自动生化分析仪(7020 型，Hitachi，日本)测定，测

定指标主要包括：谷丙转氨酶(Cereal third transaminase, 
ALT)、谷草转氨酶(Aspartate transaminase, AST)、碱性

磷酸酶(Alkaline phosphatase, AKP)、白蛋白(Albumin, 
ALB)。 
1.4.3  肠道抗氧化指标     肠道超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, 
CAT)、丙二醛(Malondialdehyde, MDA)以及总抗氧化

能力(Total antioxidant capacity, T-AOC)均采用南京建

成生物工程研究所试剂盒测定，酶活定义及具体测定

步骤参照试剂盒说明。 
1.4.4  人工攻毒实验    用本实验室保存并经过鉴

定的鳗弧菌(Vibrio anguillarum)菌株进行攻毒实验。
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预实验确定半致死浓度，参照马爱军等(2014)方法略

有修改。实验结束后，从每个养殖桶中取 8 尾鱼进行

攻毒试验，腹腔注射半致死浓度(5×108 CFU/ml)菌液，

按照 50 g 体重腹腔注射 50 μl 生理盐水悬浮的鳗弧菌

菌液，分别记录注射后 1、24、48、72 和 96 h 的死

亡情况，并及时捞出死鱼，计算累积存活率。 

1.5  数据统计分析 

采用 SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析(One- 
way ANOVA)，用平均值±标准误(Mean±SE)来表示所

得实验数据，另外用 Tukey’s 检验方法对实验数据进

行多重比较，当 P<0.05 时，表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长的影响 

由表 2 可知，幼鱼 SR 介于 91.11%~98.89%，不

同实验组间无显著差异(P>0.05)，枯草芽孢杆菌和酵

母培养物对幼鱼存活率的影响没表现出显著的交互

作用(P>0.05)。在每个酵母培养物添加水平，饲料中

添加枯草芽孢杆菌后，幼鱼 WGR 显著高于未添加组

(P<0.05)，且在添加组间无显著差异(P>0.05)。在每

个枯草芽孢杆菌添加水平，随着饲料中酵母培养物 
添加量的增加，幼鱼 WGR 先升高后降低，在 0.5%
添加组幼鱼的 WGR 最高，显著高于未添加组和 1.0% 

添加组(P<0.05)。实验结果显示，幼鱼 WGR 在 Y1B1
和 Y2B2 组处于较高水平，显著高于对照组和 Y2B2
组(P<0.05)，而枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼

WGR 没有表现出显著的交互作用(P>0.05)。 

2.2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指

标的影响 

由表 3 可知，在每个酵母培养物添加水平，随着

饲料中枯草芽孢杆菌添加量的增加，幼鱼血清 ALT
活力先降低后升高(P<0.05)，且在添加组间无显著性

差异(P>0.05)。在每个枯草芽孢杆菌水平，饲料中添

加酵母培养物，幼鱼血清 ALT 活力也呈先降低后升

高趋势，但是仅在枯草芽孢杆菌为 1.0%水平时，不

同实验组血清 ALT 活力有显著性差异(P<0.05)。枯草

芽孢杆菌和酵母培养物对血清中 ALT 活力没有表现

出显著的交互作用(P>0.05)。血清 ALT 活力在 Y1B1
实验组达到最低值，显著低于对照组和 Y2B2 组

(P<0.05)。幼鱼血清 AST 活力呈现同 ALT 相似的变

化趋势，但枯草芽孢杆菌和酵母培养物对血清中 AST
活力的影响表现出显著的交互作用(P<0.05)。 

枯草芽孢杆菌和酵母培养物对血清 AKP 活力的

影响没表现出显著的交互作用(P>0.05)，血清 AKP 活

力在 Y1B1 实验组达到最低值，显著低于对照组和

Y2B2 组(P<0.05)。同时，实验结果显示，幼鱼血清

ALB 含量在不同实验组均无显著性差异(P>0.05)。 
 

表 2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长指标的影响 
Tab.2  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the growth indices of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast culture(%)

初始体重 
IBW(g) 

终末体重 
FBW(g) 

存活率 
SR(%) 

增重率 
WGR(%) 

Y0B0 0.0 0.0 23.42±0.09 77.85±0.49e 94.44±2.94 232.38±1.35e 

Y0B1 0.5 0.0 23.38±0.14 80.60±0.24cd 93.33±3.85 244.77±1.40c 

Y0B2 1.0 0.0 23.38±0.03 79.48±0.55cde 98.89±1.11 239.97±2.56cde

Y1B0 0.0 0.5 23.46±0.03 80.00±0.50cd 92.22±1.11 241.07±1.83cd 

Y1B1 0.5 0.5 23.41±0.09 83.15±0.06a 95.55±2.22 255.18±1.44a 

Y1B2 1.0 0.5 23.43±0.05 83.08±0.45ab 95.55±2.22 254.54±2.13ab 

Y2B0 0.0 1.0 23.46±0.09 78.58±0.63de 91.11±2.22 234.99±1.44de 

Y2B1 0.5 1.0 23.38±0.08 81.07±0.20bc 94.45±2.22 246.76±0.60bc 

Y2B2 1.0 1.0 23.40±0.07 79.87±0.21cde 94.45±2.22 241.30±0.11cd 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)    0.189 0.000 

酵母培养 Yeast culture (%)    0.530 0.000 

交互作用 Interaction    0.727 0.242 

注：表中同列肩标相同小写字母或无字母表示差异不显著(P>0.05)，不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下表同 
Note: In the same row, values with same small letter superscripts or no letter superscripts mean no significant differences 

(P>0.05), different small letter superscripts mean significant differences (P>0.05), the same as the following 
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表 3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指标的影响 
Tab.3  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the serum biochemical indices of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast culture (%)

谷丙转氨酶 
ALT (U/L) 

谷草转氨酶 
AST (U/L) 

白蛋白 
ALB (g/L) 

碱性磷酸酶 
AKP (U/L) 

Y0B0 0.0 0.0 234.50±1.86a 46.44±0.65a 7.55±0.03 108.11±1.67a 

Y0B1 0.5 0.0 219.12±0.92cd 42.42±0.53cd 7.47±0.09 93.55±0.39cde 

Y0B2 1.0 0.0 223.90±2.72bcd 42.59±0.41bcd 7.63±0.15 95.37±0.74bcd

Y1B0 0.0 0.5 227.47±2.22abc 45.09±0.39ab 7.57±0.12 99.71±0.88b 

Y1B1 0.5 0.5 214.80±2.47d 38.82±0.75e 7.57±0.15 87.85±1.14f 

Y1B2 1.0 0.5 216.00±2.08d 39.34±0.49e 7.57±0.09 90.31±0.72ef 

Y2B0 0.0 1.0 232.20±1.60ab 46.62±0.65a 7.57±0.12 104.43±1.15a 

Y2B1 0.5 1.0 218.37±1.56cd 40.98±0.47de 7.43±0.18 91.88±0.60def 

Y2B2 1.0 1.0 226.71±2.34abc 44.20±0.32abc 7.53±0.09 97.10±0.44bc 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 0.000 0.626 0.000 

酵母培养物 Yeast culture (%)  0.001 0.000 0.840 0.000 

交互作用 Interaction  0.434 0.017 0.947 0.090 

 
2.3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼肠道抗氧化

能力的影响 

表4显示，枯草芽孢杆菌和酵母培养物对肠道

SOD活力的影响，表现出显著交互作用(P<0.05)。在

每个酵母培养物水平，饲料中添加枯草芽孢杆菌提高

了幼鱼肠道SOD活力，在0.5%枯草芽孢杆菌实验组肠

道SOD活力最高，显著高于未添加组(P<0.05)。当枯 

草芽孢杆菌添加水平为0.5%和1.0%时，饲料中添加

0.5%酵母培养物能够显著提高肠道SOD活力(P<0.05)。
肠道SOD活力在Y1B1组达到最高值，显著高于对照

组和Y2B2组(P<0.05)。饲料中添加枯草芽孢杆菌和酵

母培养物，对幼鱼肠道CAT和T-AOC影响同SOD具有

相似的变化趋势(P<0.05)，而枯草芽孢杆菌和酵母培

养物对肠道CAT活力和T-AOC的影响无显著交互作

用(P>0.05)。 
 

表 4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼肠道抗氧化能力的影响 
Tab.4  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the antioxidant capacity in intestine of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物
Yeast culture(%)

超氧化物歧化酶
SOD (U/mg prot)

总抗氧化能力
T-AOC    

(U/mg prot) 

过氧化氢酶 CAT 
(U/mg prot) 

丙二醛 MDA 
(nmol/mg prot)

Y0B0 0.0 0.0 51.95±0.89e 0.43±0.01c 12.31±0.48d 6.21±0.09a 

Y0B1 0.5 0.0 57.10±0.98bcd 0.46±0.01bc 14.34±0.63bcd 6.12±0.15a 

Y0B2 1.0 0.0 53.40±0.44de 0.43±0.02c 12.71±0.59d 6.05±0.05a 

Y1B0 0.0 0.5 52.58±1.25e 0.45±0.02bc 13.92±0.40cd 6.18±0.12a 

Y1B1 0.5 0.5 61.85±0.95a 0.52±0.01a 17.41±0.46a 4.63±0.09b 

Y1B2 1.0 0.5 60.91±1.03ab 0.51±0.01ab 16.39±0.48abc 4.50±0.04b 

Y2B0 0.0 1.0 53.39±0.79de 0.42±0.01c 12.58±0.65d 6.23±0.18a 

Y2B1 0.5 1.0 59.94±0.49abc 0.47±0.01ab 17.09±0.86ab 4.89±0.01b 

Y2B2 1.0 1.0 55.57±0.89cde 0.44±0.01c 14.05±0.35cd 6.47±0.13a 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 0.000 0.000 0.000 

酵母培养物 Yeast culture (%)  0.000 0.000 0.000 0.000 

交互作用 Interaction  0.010 0.292 0.148 0.000 
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当酵母培养物水平为 0.5%时，饲料中添加枯草

芽孢杆菌显著降低了肠道 MDA 含量(P<0.05)；而当

酵母培养物水平为 1.0%时，0.5%枯草芽孢杆菌添加

组幼鱼肠道 MDA 含量显著低于未添加组和 1.0%水

平组(P<0.05)，未添加组和 1.0%水平组无显著性差异

(P<0.05)。肠道 MDA 含量在 Y1B2 组达到最低值。

枯草芽孢杆菌和酵母培养物对肠道 MDA 含量的影响

表现出显著交互作用(P<0.05)。 

2.4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对鳗弧菌攻毒后幼

鱼累积存活率的影响 

表 5 显示，在每个酵母培养物水平，饲料中添

加 枯 草 芽 孢 杆 菌 提 高 了 鳗 弧 菌 攻 毒 后 幼 鱼 的 存活

率，在枯草芽孢杆菌水平为 0.5%时，累积存活率显

著高于未添加组(P<0.05)。在每个枯草芽孢杆菌水

平，饲料中添加酵母培养物的幼鱼累积存活率有一

定增加，但各处理组间无显著性影响(P>0.05)。鳗弧

菌攻毒后珍珠龙胆石斑鱼幼鱼累积存活率在 Y1B1
组最高，显著高于对照组(P<0.05)。枯草芽孢杆菌和

酵母培养物对幼鱼累积存活率的影响没有显著的交

互作用(P>0.05)。 
 

表5  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对鳗弧菌 
攻毒后幼鱼累积存活率的影响 

Tab.5  Effects of dietary B. subtilis and yeast  
culture on the cumulative survival rate of juveniles 

challenged with V. anguillarum 

项目 
Items 

枯草芽孢 
杆菌 

B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast  

culture (%) 

累积存活率 
Cumulative 

survival rate (%)
Y0B0 0.0 0.0 10.00±5.77c 

Y0B1 0.5 0.0 36.67±3.33ab 

Y0B2 1.0 0.0 23.33±3.33bc 

Y1B0 0.0 0.5 16.67±3.33c 

Y1B1 0.5 0.5 43.33±3.33a 

Y1B2 1.0 0.5 40.00±5.77ab 

Y2B0 0.0 1.0 16.67±3.33c 

Y2B1 0.5 1.0 36.67±3.33ab 

Y2B2 1.0 1.0 26.67±3.33abc

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 
枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 
酵母培养物 Yeast culture (%)  0.021 
交互作用 Interaction  0.472 

3  讨论 

3.1  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长的影响 

研究结果显示，当饲料中添加0.5%酵母培养物、

0.5%或1.0%枯草芽孢杆菌时，珍珠龙胆石斑鱼幼鱼能

够获得较高的WGR，表明饲料中添加适宜水平的酵

母培养物和枯草芽孢杆菌，能对鱼体生长产生显著地

促进作用。Liu等(2012)在斜带石斑鱼、刘晓勇等(2011)
在杂交鲟 (Acipenser baeri♂×Acipenser schrenkii♀) 、  
朱学芝等(2007)在凡纳滨对虾的研究中均表明，适量 
枯草芽孢杆菌能够提高鱼体的生长性能。另外，何远

法等(2016)研究证实，饲料中添加 0.30%~0.50%酵母

培养物能够显著提高凡纳滨对虾的 WGR；姚世彬等

(2014)在草鱼(Ctenopharyngodon idellus)研 究 中 也 表

明，酵母培养物在促进鱼体生长方面具有积极作用。

产生这一结果的原因可能是，酵母培养物中含有丰富

的氨基酸、葡萄糖、维生素、有机酸等营养物质以及

一些未知促生长因子，可以为肠道内微生物菌群的生

长和代谢提供营养物质，促进有益菌群的代谢和活

力，抑制大肠杆菌等有害菌的繁殖，从而优化肠道微

生物结构，增强了机体健康水平(郁欢欢等, 2015)。
再加上本实验添加的是原籍枯草芽孢杆菌，在酵母培

养物的基础上，能够更好地在肠道内定植和繁殖，这

也就暗示二者在功能上可能形成相互协同的作用，从

而能对幼鱼的生长产生积极效应。 
然而，本实验结果也显示，当二者添加量较高

(1.0%和 1.0%)时，幼鱼 WGR 会受到抑制，这可能是

由于高剂量添加容易引起肠道微生态系统失衡，肠道

黏膜遭到破坏，导致机体的免疫能力下降，进而影响

了幼鱼的生长(何远法等, 2016)。其相关原因在讨论

中将作进一步论述。 

3.2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指

标的影响 

研究表明，枯草芽孢杆菌对水产动物免疫机能具

有 明 显 促 进 效 果 。 程 远 等 (2014) 在 饲 料 中 添 加

0.12%~0.18%，即 2.82×1010~4.23×1010 CFU/kg 的枯草

芽孢杆菌时，吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)血清

AST、ALT 和 AKP 活力均有不同程度的下降，机体免

疫功能得到显著提高；董春光等(2015)报道，饲料中适

量的枯草芽孢杆菌能够显著增强刺参 (Apostichopus 
japonicus)的非特异性免疫酶(SOD、AKP、CAT)活力，

提高刺参的非特异性免疫能力。本研究中，在每个酵

母培养物水平上，各实验组血清 AST、ALT 和 AKP
活力均在枯草芽孢杆菌添加量为 0.5%时最低，且显

著低于未添加组(P<0.05)。这同上述研究结果一致，

说明饲料中适量的枯草芽孢杆菌能够对肝脏起到一

定的保护作用，增强机体免疫功能。产生这一结果的

原因可能是，添加进饲料中的原籍枯草芽孢杆菌进入
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肠道中，更易在肠道内定植并迅速繁殖，从而能够在

肠道内竞争性抑制其他有害菌的生存，改善肠道微生

态结构，从而能够间接增强机体的免疫功能(惠明等, 
2008)。 

研究报道，在饲料中添加适宜的酵母培养物能够

维持异育银鲫血清 AST 和 ALT 活力水平，有益于鱼

体正常肝功能运转(康学会等, 2017)；同时，何远法

等(2016)在凡纳滨对虾的研究中表明，饲料中添加

0.30%~0.50%酵母培养物，能够显著影响血清中溶菌

酶、酚氧化酶和碱性磷酸酶活力，显著提高凡纳滨对

虾的非特异性免疫力。本研究结果也表明，饲料中添

加 0.5%酵母培养物能够显著降低血清 AST、ALT 和

AKP 活力，提高机体非特异性免疫能力。另外，本

研究还发现，当酵母培养物添加量为 1.0%时，幼鱼

血清中免疫指标活力受到了抑制，显著低于 0.5%添

加组。这同在凡纳滨对虾的研究结果类似，当酵母培

养物的添加量超过一定量时，凡纳滨对虾免疫能力并

不能得到进一步的改善，而是产生了一定的负面影响

(何远法等, 2016)。这可能是酵母培养物中含有非淀

粉多糖的原因导致的，非淀粉多糖具有抗营养的作

用，随着添加量的增加，饲料中非淀粉多糖含量也随

之增高，从而影响了鱼体对饲料中营养成分的吸收，

导致维持体内的营养素减少(邱燕, 2010)，进而可能

导致机体免疫能力降低，但其具体原因有待于进一步

研究。 
根据分析，本研究中枯草芽孢杆菌和酵母培养物

在血清 AST 和 AKP 上表现出显著的交互作用(P< 
0.05)。 研 究结 果 表 明 ，当 饲 料 中 枯草 芽 孢 杆 菌为

0.5%、酵母培养物为 0.5%或 1.0%时，与对照组相比，

幼鱼血清中 AST、ALT 和 AKP 活力均处于较低水平，

表现出较高的免疫能力，同时在这一添加量下，幼鱼

WGR 也处于较高水平。这也说明适宜水平的枯草芽

孢杆菌同酵母培养物存在协同作用，能够在一定程度

上维持血清中免疫指标的活力，提高鱼体的免疫能力

和生长性能。 

3.3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼抗氧化能力

的影响 

机体抗氧化能力的强弱与机体健康程度存在密

切的关系，SOD、CAT 和 T-AOC 是体内关键性的抗

氧化酶。其中，SOD 能够清除超氧阴离子自由基，

保护细胞免受损伤，T-AOC 可以反映机体对外来刺

激的代偿能力以及机体自由基代谢的状态(张滕闲等, 
2017; 刘玲等, 2018)。在斜带石斑鱼的实验中发现，

投 喂 添 加 枯 草 芽 孢 杆 菌 饲 料 能 够 显 著 提 高 血 清 中

SOD、CAT 的活力(Liu et al, 2012)；刘晓勇等(2011)
在饲料中添加 0.25%枯草芽孢杆菌，杂交鲟血清中

SOD 活力和 T-AOC 水平得到显著提高。另外在黑鲷

(Acanthopagrus schlegelii)幼鱼(李盈锋等, 2014)、海参

(Fan et al, 2013)等研究中均证实，枯草芽孢杆菌对水

产动物抗氧化能力具有一定的增强作用。本研究结果

表明，当饲料中添加 0.5%枯草芽孢杆菌时，能够显

著提高幼鱼肠道 SOD、CAT 活力和 T-AOC 水平，同

时能有效降低肠道 MDA 含量，这可能是因为当枯草

芽孢杆菌随饲料进入鱼体后，可通过自身分泌抗氧化

酶或作为激活剂促进机体抗氧化酶分泌，从而增强了

鱼体清除自由基的能力和降低脂质过氧化程度，提高

了幼鱼的抗氧化能力，这同上述研究结果类似。 
本研究表明，在添加枯草芽孢杆菌的基础上，添

加 0.5%的酵母培养物能够显著提高 SOD、CAT 活力

和 T-AOC 水平，增强机体抗氧化能力，同时能够降

低 MDA 含量。这可能与酵母培养物中含有 β-葡聚糖

和甘露寡糖(MOS)等有关，研究表明，二者在提高机

体 的 抗 氧 化 能 力 和 抗 病 力 方 面 均 能 显 著 作 用

(Meshram et al, 2015)。β-葡聚糖能够激活机体先天性

免疫和获得性免疫过程，能够直接结合并激活巨噬细

胞、中性粒细胞等白细胞，提高集体的免疫能力(Herre 
et al, 2004)；MOS 能够显著提高水产动物溶菌酶活

力、头肾细胞吞噬活性及促进前列腺素的分泌等，进

而 增 强 机 体 的 非 特 异 性 免 疫 能 力 (Staykov et al, 
2007)。徐磊等(2010)在异育银鲫、姚世彬等(2014)在
草鱼等的研究中均表明，酵母培养物在增强机体抗氧

化能力，提高非特异性免疫方面具有积极的作用。 
本研究结果显示，幼鱼肠道 SOD 活力和 MDA

含量受枯草芽孢杆菌和酵母培养物的交互作用影响

显著，当酵母培养物为 0.5%，枯草芽孢杆菌为 0.5%
和 1.0%时，SOD 活力处于较高水平，显著高于对照

组与 Y2B2 组，MDA 含量显著低于对照组与 Y2B2
组。这表明饲料中适宜的枯草芽孢杆菌和酵母培养物

配比能够在提高珍珠龙胆石斑鱼幼鱼抗氧化水平，增

强机体免疫能力方面具有一定的协同作用。 

3.4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼抗病力的影响 

众多报道已证实，枯草芽孢杆菌和酵母培养物能

够显著改善水产动物的抗病力。研究表明，当饲料中

添加适量枯草芽孢杆菌时，斑节对虾对哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)的抗感染能力增强 (Sirirat et al , 
2000)，凡纳滨对虾对溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)
的抗感染能力增强(粟雄高等, 2012)。同时，在条纹

鲈(Morone saxatilis) (Li et al, 2004)、尼罗非鱼 
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(Mohsen et al, 2008)等研究中均也表明，枯草芽孢杆

菌能够降低攻毒后水产动物的累积死亡率。另外，  
张琴(2010)报道，刺参摄食含有酵母培养物的饲料后，

可以显著降低其感染弧菌后的累积死亡率，提高抗病

力；同时，在牙鲆(Paralichthys olivaceus)(温俊, 2007)
和凡纳滨对虾(Burgents et al, 2004)中的实验中也表

明，酵母培养物能够提高二者在弧菌感染后的成活

率。本研究中，饲料中添加枯草芽孢杆菌和酵母培养

物，均能够提高鳗弧菌攻毒后珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的

存活率，这也同上述众多研究结果一致，再次证实了

枯草芽孢杆菌和酵母培养物能够提高鱼体的抗病力。

这可能是因为枯草芽孢杆菌和酵母培养物能够调节

肠道内微生态平衡，对入侵微生物及病害具有很强的

拮抗作用，发挥出一定的免疫活性作用，来刺激体内

免疫系统的发育，进而对机体抗氧化能力具有提高作

用(曹海鹏, 2013)。 
另外，本研究还发现，枯草芽孢杆菌和酵母培养

物虽然在攻毒后幼鱼存活率上没有显著地交互作用，

但是当酵母培养物为 0.5%，枯草芽孢杆菌为 0.5%或

1.0%时，幼鱼存活率显著高于对照组和 Y2B2 组，这

说明在适当的添加量下，二者功能上可能存在一定的

协同作用，共同提高机体免疫能力和抗病力，这一观

点在上述幼鱼生长、血清免疫指标及肠道抗氧化能力

上也得到了类似的论述。 

4  结论 

综上所述，当饲料中添加适量的枯草芽孢杆菌

(0.5%或 1.0%)和酵母培养物(0.5%)时，能够提高幼鱼

WGR 和血清中部分免疫指标的活力，增强机体抗氧

化能力和降低鳗弧菌感染后幼鱼的死亡率，提高鱼体

的抗病力。同时也表明，枯草芽孢杆菌和酵母培养物

在提高幼鱼非特异性免疫方面可能存在一定的协同

作用。 
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Effects of Dietary Bacillus subtilis and Yeast Culture on Growth, Serum 
Biochemical Indices and Antioxidant Capacity of Juvenile Hybrid  

Grouper (Epinephelus fuscoguttatus♀ × E. lanceolatus♂) 

WANG Chengqiang1, LI Baoshan1①
, WANG Jiying1, HUANG Bingshan1,  

SUN Yongzhi1, HAO Tiantian1, MA Changxing2, ZHOU Ying2 
(1. Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Shandong Key Laboratory of Marine Ecological Restoration, 

Yantai  264006; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    A 2×3 two-factorial experiment was designed to investigate the effects of dietary 
administration of Bacillus subtilis and yeast culture on growth, serum biochemical indices, antioxidant 
capacity, and disease resistance of juvenile hybrid grouper (Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂) 
[initial weight: (23.41±0.47) g]. Nine isonitrogenous and isoenergetic diets were formulated with three 
levels of B. subtilis [0 (control), 0.5%, and 1.0%], and each B. subtilis level was formulated with three 
yeast culture levels [0 (control), 0.5%, and 1.0%]. Juvenile hybrid groupers were fed for 8 weeks. The 
results showed that the interaction between B. subtilis and yeast culture had no significant effects on the 
survival (SR) and weight gain rate (WGR) of grouper (P>0.05). The WGR of Y1B1 and Y1B2 groups was 
significantly higher than that of the control and Y2B2 groups (P<0.05).The interaction between B. subtilis 
and yeast culture had a significant effect on the aspartate aminotransferase (AST) and alkaline 
phosphatase (AKP) in the serum of grouper (P<0.05); the AST and AKP activities in the serum of Y1B1 
and Y1B2 groups were significantly lower than those in the control and Y2B2 groups (P<0.05). The 
interaction between B. subtilis and yeast culture had a significant effect on the superoxide dismutase 
(SOD) and malondialdehyde (MDA) levels in the intestinal tract of grouper (P<0.05), but no significant 
interaction with catalase (CAT) or total antioxidant capacity (T-AOC) in the intestinal tract (P>0.05). The 
activities of SOD, CAT, and T-AOC in the intestinal tract of the Y1B1 and Y1B2 groups were 
significantly higher than those in the control and Y2B2 groups (P<0.05), but the MDA content in the 
intestinal tract showed an opposite trend to SOD (P<0.05). There was no interaction between the effects 
of dietary B. subtilis and yeast culture on the cumulative survival rate of juveniles challenged with Vibrio 
anguillarum (P>0.05). The highest value of cumulative survival rate of juveniles was found in the Y1B1 
group, which was significantly higher than that in the control group (P<0.05). In conclusion, 
supplementation of 0.5% or 1.0% B. subtilis and 0.5% yeast culture in diets could promote WGR, 
antioxidant capacity, and disease resistance in juvenile hybrid grouper. 
Key words    Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂; Bacillus subtilis; Yeast culture; Growth; 
Antioxidant capacity; Disease resistance 
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驯食配合饲料的大口黑鲈 3 个选育世代的 

遗传多样性分析* 

樊佳佳  白俊杰  李胜杰①  马冬梅  姜  鹏 
(中国水产科学研究院珠江水产研究所  热带亚热带鱼类选育与养殖重点开放实验室  广州  510380) 

摘要    为了检测驯食配合饲料的大口黑鲈(Micropterus salmoides) 3 个选育世代群体遗传多样性

水平变化，利用微卫星标记技术对驯食配合饲料大口黑鲈选育基础群体(Sp0)和第二、三和四代选

育群体(Sp2、Sp3 和 Sp4)共 240 尾样品进行检测。结果显示，18 个微卫星位点共获得 44 个等位基

因。Sp0、Sp2、Sp3 和 Sp4 的平均观测杂合度(Ho)分别为 0.4895、0.4802、0.4579 和 0.4206，平均

期望杂合度(He)分别为 0.4615、0.4454、0.4621 和 0.3916，平均多态信息含量(PIC)分别为 0.3791、

0.3659、0.3764 和 0.3257。4 个群体间的配对比较群体间遗传分化指数(Fst)值在 0.01612~0.16162 之

间、遗传距离(Da)在 0.0249~0.1434 之间。遗传变异来源(AMOVA)分析显示，只有 8.38%的变异来

自于群体间，其余遗传变异均来自于个体间。研究表明，经连续多代选育之后，易驯食配合饲料的

快长大口黑鲈选育群体具有中度遗传多样性，具备选育潜力，可继续进行选育。 

关键词    大口黑鲈；配合饲料；选育群体；微卫星；遗传多样性 

中图分类号 Q953+.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0057-08 

大口黑鲈(Micropterus salmoides)，俗名加州鲈，

原产于北美洲。根据地理分布和形态学不同分为2个

亚种：大口黑鲈北方亚种(M. salmoides salmoides)和

大口黑鲈佛罗里达亚种 (M. salmoides floridanus) 

(Bailey et al, 1949; MacEina et al, 1992)。因该鱼具有

适应性强、病害少、易起捕、生长迅速、肉质细嫩、

味道鲜美等优点，20世纪中期被引种到世界各地。中

国台湾在20世纪70年代引进，1983年广东省从台湾引

种并繁殖成功，目前已成为中国重要的淡水养殖品种

之一。樊佳佳等(2009b)通过形态学和分子生物学技术

鉴定表明，国内目前养殖的大口黑鲈群体属于大口黑

鲈北方亚种。 

传统大口黑鲈成鱼养殖采用冰鲜鱼进行投喂，据

统计，中国大口黑鲈冰鲜鱼年消耗约 150 万 t，随着 

海洋捕捞业产量的下降和冰鲜鱼价格大幅度上升，大

口黑鲈养殖成本大幅增高。冰鲜鱼残饵容易滋生和携

abc
图章
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带有害病菌，污染养殖水体和导致病害频发，养殖产

品质量得不到保障。冰鲜鱼投喂模式需要投入的劳动

量大，因此，配合饲料替代冰鲜鱼养殖是大口黑鲈养

殖产业的发展趋势。为了降低养殖成本、保护环境，

实现大口黑鲈标准化质控养殖进程，选育进食人工配

合饲料大口黑鲈新品种，是促进大口黑鲈养殖可持续

发展的研究热点之一 (吴锐全等 , 2004; 白俊杰等 , 

2013)。针对配合饲料养殖推广中出现的生长慢、鱼

苗转食驯化效率和成功率低、个体间表型差异大，

2012 年珠江水产研究所在以大口黑鲈“优鲈 1 号”

和大口黑鲈北方亚种原种作为选育基础群体，采用传

统选育技术和分子标记辅助育种技术经连续多代选

育而获得易驯食配合饲料的快长品种。但连续多代的

人工定向选择易造成群体遗传多样性降低，导致后代

选育潜力不足(张天时等, 2005)。 

微卫星又称简单重复序列(Simple sequence repeat, 

SSR)，具有分型容易、多态性稳定、共显性且符合孟

德尔遗传等特点，现广泛应用于动植物的遗传多样性

分析。王军等(2018)利用15个微卫星标记对中国明对

虾(Fenneropenaeus chinensis)野生“黄海2号”第10代

选育群体进行分析，显示选育到10代其遗传多样性仍

较高；王日芳等(2017)利用33个微卫星标记对3个脊尾

白虾 (Exopalaemon carinicauda)近交系进行遗传检

测，表明各家系均已构成独立遗传群体；李镕等(2010)

利用11个微卫星标记对进食冰鲜鱼快长大口黑鲈第

2~4代群体遗传多样性进行分析，选育可以造成群体

发生遗传分化；袁文成等 (2018)利用13个多态性

EST-SSR标记，对4个翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)群体进

行分析，表明选育群体属于中度多态水平。 

为进一步做好驯食配合饲料大口黑鲈的选育工

作，本研究采用 18 对微卫星标记对选育基础群体、

第二、三和四代选育群体进行遗传多样性分析，监测

其变化情况，为后续的人工选育方案制定、遗传改良

和种质资源保护等提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样本    2012 年 3 月，从中国水产科学研究

院珠江水产研究所九江亲本保种基地挑选体型修长、

健康、体重大于 0.65 kg 的大口黑鲈“优鲈 1 号”和

广州良种保种基地挑选引进的大口黑鲈北方亚种原

种各 500 尾建立选育基础群体。亲本雌雄鱼 1∶1 群

体繁殖，生产约 500 万的水花苗种。鱼苗用小型的浮 

游动物开口，当鱼苗长至 2 cm 左右时，开始驯食人

工配合饲料。大口黑鲈幼鱼驯食人工配合饲料的方法

为每日 4 次，少量多次投放幼鱼适口饲料(饲料成分：

水分 7.4%，粗蛋白 44.7%，粗脂肪 8.2%，碳水化合

物 17.6%，灰分 12.2%，粗纤维 0.6%)。到繁殖季节，

选择生长优势前 20%的雌雄个体各 500 尾作为繁殖

亲本，群体繁殖后代，后代水花苗种约 500 万，以此

进行连续多代的群体选育。本研究在选育基础群体

(简称 Sp0)、驯食第二代群体(简称 Sp2)、驯食第三代

群体(简称 Sp3)和驯食第四代群体(简称 Sp4)中各随

机选择 60 尾样品，每个选育世代样品均在 10 g 左右

幼鱼阶段进行随机取样，剪取尾鳍，用无水乙醇保存

备用。 

1.1.2  微卫星引物    该研究采用的大口黑鲈微卫

星标记引物均来自文献(梁素娴等, 2008; Colbourne 

et al, 1996; DeWoody et al, 2000; Malloy et al, 2000)。

通过扩增验证，共挑选 18 个扩增稳定、多态性高的

微卫星用于该研究。上游引物 5端加上 FAM 或 HEX

荧光标记，引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合

成，引物信息见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组提取    鳍条基因组 DNA 采用海洋动

物组织基因组 DNA 提取试剂盒(天根)提取。采用

1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA 质量，利用

紫外分光光度计(Eppendorf 公司 AG2231 型)检测浓

度，用 ddH2O 稀释至 50 ng/μl，保存于20℃备用。 

1.2.2  PCR 反应程序    反应体积为 20 μl，包含

2.0 μl 10Buffer、2 μl MgCl2 (25 mmol/L)、0.4 μl dNTP  

(10 mmol/L)、上下游引物(10 μmol/L)各 0.2 μl、1 μl

模板 DNA(50 ng/μl)、0.4 μl Taq 酶(5 μ/μl) (Fermentas

公司)和 13.8 μl ddH2O。PCR 扩增反应条件：94℃预

变性 3 min 后进入 35 个循环，94℃变性 15 s，退火

15 s，72℃延伸 30 s，循环结束后 72℃再延伸 3 min，

4℃保存。 

1.2.3  PCR产物检测及分型     PCR扩增产物利用

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测后，根据条带亮度和产物

浓度，使用灭菌的ddH2O将PCR产物稀释5~10倍后，

与ROX 500内标混匀，然后置于ABI3730XL测序仪

(ABI，美国)样本架上进行毛细管电泳检测。利用Peak 

Scanner Software V1.0软件读取PCR扩增产物的分子

量，按照每个微卫星引物在不同样本中扩增的条带的

分子量差异确定各样本各基因座的基因型(樊佳佳等, 

2019a; 李婷等, 2016)。 
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表 1  大口黑鲈微卫星标记引物信息 
Tab.1  The primer information of microsatellite markers in largemouth bass 

序号 
No. 

位点 
Locus 

引物序列(5~3) 
Primer sequences 

片段长度 
Size(bp) 

等位基因数
Number of 

alleles 

退火温度 
Annealing 

temperature(℃) 

参考文献 
Reference 

1 JZL12 F: ACTCAGAGCCTCACATTC 202 2 50 梁素娴等(2008) 

  R: CAGGTGGACTCAAGACAG     

2 JZL23 F: GTCCGCTGCTTAGTTTAT 397 3 50 梁素娴等(2008) 

  R: TCCTTTATCCTTCCCTCT     

3 JZL31 F: TGGACTGAGGCTACAGCAGA 202 2 60 梁素娴等(2008) 

  R: CCAAGAGAGTCCCAAATGGA     

4 JZL36 F: GCTGAGAGCCTGAAGACCAG 214 2 56 梁素娴等(2008) 

  R: ATGGAGGACAGCAGGAACAT     

5 JZL40 F: GCTGAGAGCCTGAAGACCAG 214 2 58 梁素娴等(2008) 

  R: ATGGAGGACAGCAGGAACAT     

6 JZL43 F: GCTGCGAGTGCGTGTAACTA 215 2 58 梁素娴等(2008) 

  R: GGGAAGCGAGAGTCAGAGTG     

7 JZL48 F: TCGACGATCAATGGACTGAA 207 2 56 梁素娴等(2008) 

  R: TCTGGACAACACAGGTGAGG     

8 JZL59 F: CACAAGGCAAACAGAACGTC 183 2 55 梁素娴等(2008) 

  R: TTGGCTACCCAGTGATGACA     

9 JZL60 F: AGTTAACCCGCTTTGTGCTG 205 2 60 梁素娴等(2008) 

  R: GAAGGCGAAGAAGGGAGAGT     

10 JZL67 CCGCTAATGAGAGGGAGACA 248 2 60 梁素娴等(2008) 

  ACAGACTAGCGTCAGCAGCA     

11 JZL68 F: ACCCACCGTCTTCTCTTCA  166 3 58 梁素娴等(2008) 

  R: CATTGTGGGTGCATTCTCC     

12 JZL83 F: TGTGGCAAAGACTGAGTGGA 157 3 59 梁素娴等(2008) 

  R: ATITCTCAACGTGCCAGGTC     

13 JZL84 R: GTGCGCAGACAGCTAGACAG 197 3 56 梁素娴等(2008) 

  F: CAGCTCAATAGTTCTGTCAGG     

14 JZL85 R: ACTACTGCTGAAGATATTGT 312 3 58 梁素娴等(2008) 

  F: TCAAACGCACCTTCACTGAC     

15 Lma21 CAGCTCAATAGTTCTGTCAGG 158~183 3 47.5 Colbourne 等(1996)

  ACTACTGCTGAAGATATTGTG     

16 Mdo7 TCAAACGCACCTTCACTGAC 156~172 2 53 Malloy 等(2000) 

  GTCACTCCCATCATGCTCCT     

17 Mdo6 TGAAATGTACGCCAGAGCAG 150 3 55 Malloy 等(2000) 

  TGTGTGGGTGTTTATGTGGG     

18 Msal21 CACTGTAAATGGCACCTGTGG 214~224 4 58 DeWoody 等(2000)

  GTTGTCAAGTCGTAGTCCGC     
 

1.3  数据统计与分析 

统计每个样品扩增的条带值，确定基因型，用

POPGEN 3.2 软件(Nei, 1978)计算等位基因数(Na)、有

效等位基因数(Ne)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、

群体间遗传距离(Da)、固定指数 Fis 和 F-统计量群体

间遗传分化指数(Fst)值的 F-分析。利用 MEGA 5.0 软

件根据 Nei 氏遗传距离使用邻接法(Neighbor-joining, 

NJ)构建系统树(Tamura et al, 2011)。用 CERVUS 3.0

软件计算多态信息含量 (Polymorphism information 

content, PIC)(Kalinowski et al, 2007)。ARLEQUIN 3.1

软件计算 Fst 和群体分子方差分析(AMOVA)(Excoffier 

et al, 2010; 孙成飞等, 2015)。 

2  结果 

2.1  各世代间的微卫星遗传多样性 

采用 18 对微卫星引物对 4 个大口黑鲈世代共 

240 个样本基因组 DNA 进行扩增，均获得目的条带。

分析结果见表 2。18 对引物在 4 个世代中共获得等位 
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基因44个。Sp0、Sp2、Sp3和Sp4群体平均等位基因

数(Na)分别为2.39、2.39、2.44和2.33；平均有效等位

基因数(Ne)分别为1.96、1.91、1.98和1.81；平均观测

杂合度(Ho)分别为0.4895、0.4802、0.4579和0.4206；

平均期望杂合度(He)分别为0.4615、0.4454、0.4621

和0.3916；平均多态信息含量(PIC)分别为0.3791、

0.3659、0.3764和0.3257。 

2.2  各世代间的 F-检验 

利用 POPGEN 3.2 软件进行各世代间 F-检验，结

果见表 3，对 Fis 值的计算显示，各世代群体均表现

出杂合子缺失，Sp0、Sp2、Sp3 和 Sp4 杂合子缺失位

点数分别为 10、12、5 和 8 个。分析位点 Fst 值，共

5 个位点达到高度分化程度(0.15<Fst<0.25)，4 个位点

低 度 分 化 (Fst<0.05) ， 9 个 位 点 中 度 分 化 (0.05< 

Fst<0.15)，表明 4 个群体之间出现一定遗传分化。 

 
表 3  18 个微卫星位点的 F-检验 

Tab.3  The F-statistics of eighteen microsatellite loci 

Fis Fst 位点 
Loci Sp0 Sp2 Sp3 Sp4 All groups

JZL12 0.1005 0.1959 0.0526 0.0605 0.2265

JZL23 0.4146 0.2553 0.0217 0.2097 0.0201

JZL31 0.3333 0.1167 0.3317 0.1048 0.1240

JZL36 0.1935 0.0204 0.1192 0.2420 0.1873

JZL40 0.1935 0.0204 0.1192 0.2101 0.1889

JZL43 0.3976 0.3976 0.0391 0.1727 0.0284

JZL48 0.0087 0.1435 0.1898 0.2655 0.1020

JZL59 0.2609 0.0312 0.1954 0.0861 0.0953

JZL60 0.3396 0.0255 0.0345 0.0554 0.1098

JZL67 0.2256 0.2363 0.0761 0.0266 0.0478

JZL68 0.0087 0.0770 0.1667 0.1685 0.2573

JZL83 1.0000 0.3235 0.1911 0.1724 0.1495

JZL84 0.3182 0.0770 0.1667 0.1685 0.2573

JZL85 0.1118 0.1014 0.1751 0.0276 0.0500

Lma21 0.3488 0.0434 0.0355 0.1107 0.1100

Mdo7 0.0113 0.0708 0.1071 0.0943 0.0660

Mdo6 0.0286 0.0115 0.1532 0.0304 0.0725

Msal21 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

平均值 Mean 0.1247 0.0725 0.0505 0.0097 0.1163

2.3  群体间的遗传分化 

利用ARLEQUIN 3.2软件分析4个大口黑鲈群体

间的遗传分化指数(Fst)值(表4, 对角线上)，表明4个

大口黑鲈群体间的Fst介于0.01612~0.16162之间，为轻

度分化或中度分化。在AMOVA分析中，对4个大口黑

鲈群体进行分析，结果显示，有8.38%的遗传变异来

自于群体间，91.62%的遗传变异来自群体内(表5)。 

 
表 4  4 个大口黑鲈群体的遗传距离(对角线下)和 

遗传分化指数(对角线上) 

Tab.4  Neis genetic distance (below diagonal) and pairwise 
Fst (above diagonal) among four largemouth bass populations 

群体 Population Sp0 Sp2 Sp3 Sp4 

Sp0 **** 0.11692 0.15039 0.16162

Sp2 0.0995 **** 0.01902 0.01612

Sp3 0.1415 0.0344 **** 0.02795

Sp4 0.1434 0.0249 0.0295 **** 

注：对角线以下为遗传距离，对角线以上为遗传分化

指数 

Notes: The data below the diagonal represent genetic 
distance, data above the diagonal represent genetic pairwise 
Fst  

 

2.4  群体间遗传距离和聚类分析 

依据 Nei(1978)计算群体间的遗传距离(Da)结果

表明(表 4, 对角线下)，4 个大口黑鲈群体间的遗传距

离较近，其中 Sp2 和 Sp4 群体的遗传距离最近(Da= 

0.0249)，Sp0 和 Sp4 群体的遗传距离最远(Da=0.1434)。

UPGMA 聚类图显示，4 个大口黑鲈群体，Sp2 和 Sp4 最

先聚类，然后与 Sp3 聚类，最后与 Sp0 聚在一起(图 1)。 

 

 
 

图 1  基于 Nei’s 遗传距离构建的 4 个 

大口黑鲈群体的 NJ 聚类树 
Fig.1  NJ clustering using Nei’s unbiased genetic distance 

(1978) of four largemouth bass populations 
 

表 5  4 个大口黑鲈群体的 AMOVA 分析 
Tab.5  AMOVA analysis among four largemouth bass populations 

变异来源 Source of variation 自由度 df 平方和 Sum of squares 方差组分 Variance component 百分率 Percentage(%)

群体间 Among populations 3 141.600 0.40136 8.38 

群体内 Within populations 428 1877.944 4.38772 91.62 

总变异 Total 431 2019.544 4.78908  
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3  讨论 

3.1  选育基础群体的选择 

良种是养殖产业的基础，而选择合适的选育基础

群体，是良种选育的关键，并直接决定良种选育进程

和效果。大口黑鲈“优鲈 1 号”是在 1983 年从中国

台湾引入大陆经长期养殖自然选留的大口黑鲈群体

为奠基种群选育而来，因经长期自然选择，该品种已

经很好地适应中国养殖环境和养殖模式，并且生长性

状优良，整齐度较好，是进一步良种选育理想的奠基

种(李胜杰等, 2011)）。利用分子标记方法研究国内大

口黑鲈遗传多样性显示，中国大口黑鲈群体遗传多样

性比原种地低，并出现了一定水平的近交(樊佳佳等, 

2012)。2010 年，本研究团队从美国引进大口黑鲈北

方亚种原种，在中国水产科学研究院珠江水产研究所

广州良种基地进行隔离繁殖和养殖，经生长对比分析

发现，其生长速度较国内养殖群体慢，推测大口黑鲈

引进群体还未完全适应中国水产养殖环境和养殖模

式(刘海涌等, 2015)。樊佳佳等(2012)研究分析了中国

和引进的大口黑鲈遗传多样性，表明引进群体多样性

水平显著高于国内养殖群体，引进的大口黑鲈北方亚

种选育潜力较大，可作为大口黑鲈新品种选育重要的

奠基种群(樊佳佳等, 2012)。鉴于此，选择大口黑鲈

“优鲈 1 号”和大口黑鲈北方亚种引进群体作为选育

基础群体进行培育进食人工配合饲料大口黑鲈新品

种。本研究选用 Mdo6 和 Msal21 这 2 个亚种特异性

标记对 4 个选育群体进行扩增，结果表明，Msal21
在各选育世代个体仅存在 196 bp 大口黑鲈北方亚种

特异条带，Mdo6 存在 146 bp 和 151 bp 条带，不存在

佛罗里达亚种的 153 bp 特异条带，表明选育的食人

工配合饲料大口黑鲈群体均为大口黑鲈北方亚种

(Lutz-Carrillo et al, 2006)。 

3.2  选育群体的遗传多样性分析 

群体的遗传多样性水平，最常用 Na、He 和 PIC

等指标来评估，多样性水平高低与群体的遗传潜力的

大小相关，所以也是常用来作为品种选育世代遗传潜

力趋势的一种常用手段(侯宁等, 2007)。本研究选用

18 个微卫星对 4 个大口黑鲈选育世代进行遗传多样

性监测，所选用的微卫星位点除了 Msal21 是单态外，

其他 Na 为 2~4 个，其中，除了 JZL60 标记在 Sp3 群

体比其他群体多 1 个等位基因(180 bp)，其他标记等

位基因数在 4 个世代均相同，推测 JZL60 标记在 Sp3

部分个体可能发生突变。He 是评价群体遗传变异程度

和遗传结构最适指标之一，是反映群体内所有等位基

因的丰富程度和分布状况，揭示群体的生存和适应能力

以及进化程度，He 的高低与其生命力和适应能力成正

相关(Botstein et al, 1980)。本研究 Sp0 的 He为 0.4615，

梁素娴等(2008)利用相同的微卫星标记对早期国内 

3 个养殖大口黑鲈群体 He 分析(分别为 0.375、0.403

和 0.368)，表明通过选择引种的北方亚种原种作为选

育基础群体，大大提高了选育群体的杂合度。除了

Msal21 标记外，其他标记的 PIC 在 0.1451~0.5864 之间，

Sp0 群体的平均 PIC 为 0.3791，根据 Botstein 等(1980)

对多态信息含量指数的界定，4 个群体均处于中度多

态水平，高于梁素娴等(2008)用相同微卫星标记评估

早期国内养殖大口黑鲈群体 PIC 值(分别为 0.2392、

0.3047 和 0.3610)，说明国外种质引进一定程度上提

高了群体遗传多样性，Sp0、Sp2、Sp3 和 Sp4 群体

PIC 值均为中度多态性，表明大口黑鲈选育群体仍具

有选育潜力。 

随着大口黑鲈选育世代增加，除了 Sp3 外，选育

群体的 He 和 PIC 均表现为逐步降低的趋势，反映了

人工选择育种会引起群体遗传多样性下降，推测经过

人工选育，群体的目标性状相关的遗传基因逐步趋向

纯化，最终形成稳定品系。但分析过程发现，Sp3 的

He 和 PIC 均比 Sp2 数值高。管云雁等(2013)在分析马

氏珠母贝(Pinctada fucata)选育群体 4 个世代遗传变异

中也发现，JCS-3 群体的 He(0.361)比 JCS-2 群体 He

数值高 (0.317) 。池喜峰等 (2010) 分析鲤 (Cyprinus 
carpio)易捕性状选育群体不同世代遗传多样性，也存

在相同现象，他们分析原因均为实验样本量小造成

的，本研究出现这种现象可能也是取样造成的，另外，

Sp3 的 JZL60 标记比其他群体多 1 个等位基因，也是

造成其 He 和 PIC 数值较高的主要因素。 

通过对位点进行 Fis 分析，发现各群体均表现为杂

合子缺失，推测与选育群体亲本被高强度选择有关。

分析群体间遗传距离表明，Sp0 与其他群体遗传距离

均较远(0.0995~0.1434)，而 Sp2、Sp3 和 Sp4 遗传距离

较近(0.0249~0.0344)，推测通过人工选育，选育基础

群体通过饲料驯化，由于其食物由冰鲜鱼转到配合饲

料，大部分个体被淘汰，造成 Sp0 与后面选育世代遗

传距离较大。分析群体间变异，大部分来自个体之间，

仅 8.39%的遗传变异来自世代之间。综上所述，对驯

食配合饲料的大口黑鲈 4 个选育世代进行分析表明，

经过选育期望杂合度、遗传多样性水平和遗传距离等

均有下降趋势，表明人工选育性状基因趋于纯合。但

群体遗传多样性仍为中度多态性，表明其继续人工选

育的遗传潜力还是足够的，可以继续进行遗传选育。 
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Analysis on Genetic Diversity of Three Breeding Populations of  
Largemouth Bass Using Formulated Feeds 

FAN Jiajia, BAI Junjie, LI Shengjie①
, MA Dongmei, JIANG Peng 

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

Abstract    Largemouth bass (Micropterus salmoides) is a very important fish in commercial farming. 
As it is a carnivorous teleost, a large amount of forage fish and fish meal were used as food for 
largemouth bass every year. Residual forage fish and fish meal not only increase the costs of largemouth 
bass aquaculture, but also seriously pollute water bodies and farm lands. In order to reduce farming costs 
and protect the natural environment, selective breeding suitable for formulated feeds was carried out. In 
2012, our research team selected the breeding population contain Youlu No.1 largemouth bass and 
introduced north largemouth bass. The genetic structure of largemouth bass breeding population was 
analyzed based on microsatellite DNA markers. A total of 240 individuals, from the foundation population 
(Sp0), the second generation group (Sp2), the third generation group (Sp3), and the fourth generation 
group (Sp4) (60 individuals per population) were assayed with 18 microsatellites. The results showed that 
a total of 44 alleles were identified, the numbers of alleles (Na) were 1~4 in four selected populations, 
respectively. The observed heterozygosity (Ho) of Sp0, Sp2, Sp3 and Sp4 was 0.4895, 0.4802, 0.4579 and 
0.4206, respectively; the expected heterozygosity (He) was 0.4615, 0.4454, 0.4621 and 0.3916, 
respectively; the polymorphism information content (PIC) of Sp0, Sp2, Sp3 and Sp4 was 0.3791, 0.3659, 
0.3764 and 0.3257, respectively. The F-statistics (Fst) value is between 0.01612 and 0.16162, and the 
genetic distance (Da) is between 0.0249 and 0.1434. Partitioning of the genetic variation revealed that 
only 8.38% genetic variation was among the populations, and the other genetic variation was within the 
populations. The results showed that the artificially selected population using formulated feeds showed 
moderate genetic diversity, and still had great potential for future selective breeding. 
Key words    Micropterus salmoides; Formulated feed; Breeding population; Microsatellite; Genetic 
diversity 
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基于投喂法的牙鲆耳石锶标记* 

司  飞 1  王青林 1  于清海 1  刘洪波 2   

姜  涛 2  杨  健 2  王  俊 3① 
(1. 中国水产科学研究院北戴河中心实验站  秦皇岛  066100；2. 中国水产科学研究院淡水渔业 

研究中心  无锡  214081；3. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  海洋科学与技术试点国家实验室海洋生态 

与环境科学功能实验室(青岛)  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室   

山东省渔业资源与生态环境重点实验室  青岛  266071) 

摘要    本研究首次采用投喂标记饲料的方法，对牙鲆(Paralichthys olivaceus)耳石锶(Sr)标记进行

研究。实验组设置 1、8、64 g/kg (SrCl2ˑ6H2O/饲料) 3 个梯度，无 SrCl2ˑ6H2O 添加饲料为对照组，

投喂标记饲料 10 d，再养殖 30 d 后采样。利用 EPMA 对样本的矢耳石进行线性定量和面分析，检

测耳石 Sr 标记效果。结果显示，8、64 g/kg 实验组耳石均出现 Sr 标记。8 g/kg 组耳石 Sr 标记峰值

为对照组的 2 倍，64 g/kg 组耳石 Sr 标记峰值较对照组分别高 6 倍和 18 倍，Sr 标记峰值随着标记

饲料浓度增加而增大。对各梯度组生长研究发现，1、8 g/kg 梯度组全长分别为(11.11±1.32) cm 和

(10.88±1.07) cm，差异不显著(P>0.05)，1、8 g/kg 梯度组与 0、64 g/kg 梯度组全长差异显著(P<0.05)，

说明摄食适量 Sr 元素，可促进鱼体生长。标记期间，各梯度组均未出现实验鱼死亡，表明 Sr 元素

对牙鲆安全无毒。本研究为海水鱼类耳石元素指纹标记探索了新的标记途径，为科学进行牙鲆增殖

放流效果评估积累了参考资料。 

关键词    锶标记; 耳石; 牙鲆 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0065-08 

牙鲆(Paralichthys olivaceus)是亚洲沿岸分布的

唯一鲆科鱼类，因其个体大、味道鲜美，是东亚各国

重要的海水经济鱼类。近年来，由于沿海污染严重，

加之捕捞过度，牙鲆自然资源显著减少(陈睿毅等 , 

2013; 童爱萍等, 2015)。我国在 20 世纪 80 年代开始

进行牙鲆增殖放流研究(吴鹤洲等, 1987)，但规模不

大，以放流品种平均年放流量为指标统计，2004 年

牙鲆仅占放流鱼类总量的 7%(刘莉莉, 2007)，累计放

流约 70 万尾(张秀梅等, 2009)。从 2005 年开始，随着

政府各部门投入的增加，牙鲆增殖放流数量增大(宋娜

等, 2010)，目前，牙鲆已成为我国海水鱼类增殖放流的

主要品种之一。但是，单纯一味追求放流数量的增长并

不能一定起到很好的增殖效果，关键要进行放流策略的

研究以及放流效果的评估(刘琦, 2009)。 

准确有效地鉴别放流牙鲆是进行放流效果评估

的前提。目前，在牙鲆放流中常用的标记手段包括生

态标记、体外标记、体内标记和分子标记(于广宝等, 

2016; 刘芝亮等, 2013; 徐永江等, 2017; Sekino et al, 
2005; Liu et al, 2017)。其中，生态标记、耳石荧光标

记存在消退问题(朱学武等, 2017)，体外标记(挂牌法)

abc
图章
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适用于大规格苗种，目前，放流牙鲆的规格(体长 5 cm

左右)限制了体外标记的使用。分子标记需要明确所

有参与繁殖亲本的遗传学信息(童爱萍, 2015)，目前，

我国放流实施单位多、苗种来源不明等，现阶段很难

构建参与繁殖亲本群体的遗传学信息数据库(罗刚等, 

2016)。因此，急需开发一种适合大规模牙鲆的群体

标记方法。  

耳石元素指纹标记是鱼类标记放流研究领域中

的一项重要技术手段。耳石是鱼类内耳自然生物矿化

沉积形成的碳酸钙结构，是鱼类形成最早的硬组织，

其微结构可以用来判读鱼类的年龄等生物学信息，而

沉积其中的元素信息则记录了鱼类过去生活过的环

境信息(王玉堃, 2015)。水环境中的化学元素通过鱼

类鳃部等组织进入血液，经过血液传输等一系列生理

过程沉积在耳石生长轮上(窦硕增等, 2011)，形成不同

的 生 境 元 素 沉 积 特 征 ， 即 元 素 指 纹 (Elemental 

fingerprints)。锶(Sr)元素常被用于反演洄游性鱼类的

海、淡水生境履历，进而了解并重建其资源的时空动

态、产卵场位置、群体关联性等重要的渔业信息。因

此，人为提高水体中 Sr 浓度，达到异常增加耳石中

局部 Sr 含量、形成特殊的 Sr 元素指纹标记的目的。

该标记技术在溯河性鱼类中研究较为广泛 (Skalski  
et al, 2009; Schroder et al, 1995)，在淡水鱼类中的应

用也有报道(李秀启等, 2017)，但在海水鱼标记放流

中的应用尚未见报道。此外，以往的报道多为在养殖

水体中直接添加 Sr 化合物进行标记，但缺乏通过饵

料食源进行 Sr 标记的研究。因此，本研究拟探讨通

过饵料的应用进行牙鲆耳石 Sr 元素指纹标记的可行

性，并获取最适暴露浓度等重要参数，以期为科学进

行牙鲆增殖放流效果评估、优化牙鲆增殖放流策略提

供科学依据，同时，也为海水鱼类耳石微化学标记工

作提供重要的基础信息和技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验方法 

本实验于 2016 年 6 月 24 日在中国水产科学研究

院北戴河中心实验站开始进行，实验鱼为 80 日龄、

全长(6.58±0.59) cm 的牙鲆幼鱼。实验鱼养殖在 300 L

玻璃钢圆形水槽内，每天 08:00 和 14:00 各投喂 1 次

含氯化锶的配合饲料。实验设 0、1、8、64 g/kg 4 个

Sr 标记饲料梯度(SrCl2·6H2O g/颗粒饲料 kg)，持续标

记 10 d。各梯度组实验鱼规格一致，数量均为 400 尾。

标记期间，各梯度投喂量为鱼体总重的 2%，实验鱼

摄食完毕后立刻吸底，保证各梯度均无残饵。上午投

喂结束后，换水清槽，然后加过滤海水并保持 24 h

流水，换水量为 5 个循环。标记期间记录各梯度实验

鱼死亡率，标记后 30 d 测量记录实验鱼生长性状并

采集样本，20℃保存。各梯度组均选取 2 个样本进

行耳石微化学分析(表 1)。 
 

表 1  牙鲆耳石微化学分析样品信息 
Tab.1  Sampling details of Japanese flounder for otolith microchemical analysis 

耳石编号 
Otolith code 

实验鱼编号 
Fish code 

饲料标记 
Feed marking 

(g/kg) 

恢复时间 
Day after marking(d)

全长 
Total length (cm) 

体重 
Body weight (g) 

BDHFE01 0-30-1 9.3 8.7 

BDHFE02 0-30-2 

对照组 Control

9.9 11.1 

BDHFE03 1-30-1 9.9 7.7 

BDHFE04 1-30-2 
1 

9.2 6.7 

BDHFE05 8-30-1 9.9 13.6 

BDHFE06 8-30-2 
8 

9.6 8.7 

BDHFE07 64-30-1 10.1 9.7 

BDHFE08 64-30-2 
64 

30 

9.9 9.4 

 

1.2  耳石采集及前处理 

由于测试成本较高，各梯度组分别选取大小相对

一致的 2 尾实验鱼采集耳石。利用剪刀、尖头镊等工

具将矢耳石取出后，用清水、酒精清洗，38℃烘干。

将烘干耳石样本用 AB 胶固定在包埋盒底座上，室温

静置 20 min，用环氧树脂(Epofix，丹麦 Struers 公司；

rensin 与 hardener 质量比 7∶1)包埋，38℃烘干 12 h

以上。用 AB 胶将包埋块固定在载玻片上，经 2 h 凝

固后使用装配有金刚石磨轮的碾磨机(Discoplan-TS



第 4 期 司  飞等: 基于投喂法的牙鲆耳石锶标记 67 

 

型，丹麦 Struers 公司)切割碾磨。切割后标本经初磨

(500 目砂轮)、精磨(1200 目砂纸)打磨至耳石核心暴

露，用磨抛机(LabPol-35，丹麦 Struers 公司)装备织

布机抛光盘配合抛光液抛光，至耳石表面无明显划

痕。样品放入超纯水中超声清洗 5 min 后，自然条件

下晾干 24 h，完全干燥后，使用真空镀膜机(JEE-420，

日本电子株式会社)蒸镀碳膜(36 A，25 s)。为增加可

比性，本实验统一使用左矢耳石进行元素指纹分析。 

1.3  耳石元素指纹分析 

使用日本电子株式会社的 JXA-8100 型电子探针

微区分析仪(EPMA)进行耳石 Sr 和 Ca 的微化学分析。

自耳石核心沿最长径至耳石边缘的一条直线进行定

量线分析(Line transect analysis)。由于耳石中 Sr 离子

含量远小于 Ca 离子含量，按照国际惯例将 Sr/Ca 离

子含量比值标准化，即统一用 Sr 离子含量与 Ca 离子

含量×103 的比值表示。EPMA 的参数设定：加速电压

为 15 kV，电子束电流为 2.0×10–8 A；束斑直径为 2 μm，

每点驻留时间 15 s；以间距 4 μm 连续进行打点测定。

标准样品使用碳酸钙(CaCO3)和钛酸锶(SrTiO3)。所有

耳石线分析完后再进行面分析(Mapping analysis)。这

时，EPMA 加速电压和电子束电流分别为 15 kV，

5.0×10–7 A，束斑直径为 2 μm，每点驻留时间为 30 ms，

像素为 4×4 μm。 

1.4  数据处理 

利用 Excel 2010 对定量线分析检测的 Sr、Ca 含

量及 Sr/Ca 比值、测定点、耳石径等数据进行整理及

处理，并对 Sr/Ca 比值作图。使用 SPSS 19.0 软件对

各梯度组的不同阶段 Sr/Ca 比值及生长数据进行

Duncan 多重比较，检验各梯度组的不同阶段与对照

组 Sr/Ca 比值及生长差异性，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  各梯度组牙鲆耳石定量线分析的 Sr/Ca 比值 

图 1 为恢复养殖 30 d 牙鲆耳石定量线分析结果。

对照组和 1 g/kg 梯度组均保持相对稳定的 Sr/Ca 值

(P>0.05)，未出现 Sr/Ca 比值高峰，说明 1 g/kg 梯度

组未形成明显的 Sr 元素指纹标记。8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组分别形成 1~2 个 Sr/Ca 比值波峰，Sr 峰区 Sr/Ca

比值较对照组差异显著(P<0.05)，说明 8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组均形成了明显的 Sr 元素指纹标记。进一步分

析得知，8 g/kg 梯度组的 BDHFE-5 在距离耳石核心

的 780 μm 处开始 Sr/Ca 比值明显增大，904 μm 处之

后 Sr/Ca 比值趋于平稳，即 BDHFE-5 在距离耳石核

心的 780~904 μm 处耳石区段形成波峰，最高峰值为

10.18；BDHFE-6 在距离耳石核心的 780~956 μm 处

耳石区段形成波峰，最高峰值为 10.73；64 g/kg 梯度

组的BDHFE-7在距离耳石核心的 640~724 μm处耳石

区段形成波峰，最高峰值为 62.60；BDHFE-8 在距离

耳石核心的 560~684 μm 处耳石区段形成波峰，最高

峰值为 143.64。8 g/kg 梯度组 Sr 峰值为正常均值倍

数为 2.14~2.22，64 g/kg 梯度组 Sr 峰值为正常均值倍

数上升至 6.60~18.27，表明随浓度的增加，Sr 元素在

耳石上的沉积明显增强(表 2)。 
 

 
 

图 1  各梯度组牙鲆耳石定量线分析 
Fig.1  Fluctuation of otolith Sr/Ca ratio along line transects 
from the core (0 μm) to the edge in the otoliths of Japanese 
flounder (P. olivaceus) from different concentration groups 

 

2.2  各梯度组牙鲆耳石上锶元素的面分布 

对标记后恢复 30 d 的对照组、1、8、64 g/kg 梯

度组 Sr 元素在耳石上沉积的面分布进行上机分析，

结果见图 2。对照组和 1 g/kg 梯度组耳石上未出现“高

锶环带”。8 g/kg 和 64 g/kg 梯度组均出现了红色“高

锶环带”，与耳石本底颜色对比明显。即 8 g/kg 和 64 g/kg

梯度组可对牙鲆幼鱼耳石进行明显 Sr 元素指纹标记。

但 64 g/kg 梯度组“高锶环带”较 8 g/kg 梯度组的宽，

且 64 g/kg 梯度组“高锶环带”外延至耳石边缘颜色较

8 g/kg 梯度组的黄，Sr 含量较 8 g/kg 梯度组的高。 
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表 2  不同浓度组牙鲆耳石 Sr/Ca 比值微化学变化 
Tab.2  Fluctuation of Sr/Ca microchemistry in otoliths of Japanese flounder (P. olivaceus) from different concentration groups 

饲料标记 
Feed marking 

(g/kg) 

耳石编号 
Sample code 

阶段 
Phase 

测定点数 
Detected 

points 

Sr/Ca 比值 
Sr/Ca ratio 

Sr 峰区均值为正常均值倍数 
Multiples of average values  

of high Sr area to normal 

Sr 峰值为正常均值倍数
Multiples of peak value of Sr 

to average value of normal

BDHFE-1 Ⅰ 215 4.12±0.66a – – 对照组
Control BDHFE-2 Ⅰ 238 4.07±0.74a – – 

BDHFE-3 Ⅰ 298 4.28±0.78a – – 1 

BDHFE-4 Ⅰ 354 3.58±0.82a – – 

Ⅰ 195 3.47±0.81a 

Ⅱ 32 7.72±1.49b 

Ⅲ 1(848 μm) 10.18 

BDHFE-5 

Ⅳ 42 4.37±0.70a 

2.22 2.93 

Ⅰ 195 3.84±0.84a 

Ⅱ 45 8.23±1.38b 

Ⅲ 1(828 μm) 10.73 

8 

BDHFE-6 

Ⅳ 104 4.46±0.74a 

2.14 2.79 

Ⅰ 160 3.51±0.84a 

Ⅱ 22 23.15±14.06c 

Ⅲ 1(660 μm) 62.60 

BDHFE-7 

Ⅳ 53 8.72±2.65be 

6.60 17.83 

Ⅰ 140 4.27±1.08a 

Ⅱ 32 78.00±29.73d

Ⅲ 1(668 μm) 143.64 

64 

BDHFE-8 

Ⅳ 59 9.64±3.47be 

18.27 33.64 

注：Ⅰ为 Sr/Ca 比值相对稳定阶段，Ⅱ为 Sr/Ca 比值显著变化阶段，Ⅲ为 Sr/Ca 比值显著变化阶段的最高峰值，Ⅳ为

Sr/Ca 比值显著变化后恢复阶段。同列不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: Ⅰ: Stabilization stage of Sr/Ca ratio in otoliths; Ⅱ: Stage of Sr/Ca ratio significantly changed in otoliths; Ⅲ: Peak 
value of Sr/Ca ratio in otoliths; Ⅳ: Stage of Sr/Ca ratio after significantly changed in otoliths. Values in the same column with 
different letters are significantly different (P<0.05) 

 
2.3  生长与死亡 

由表 3 可知，标记实验前各梯度组全长差异不显

著(P>0.05)；恢复 30 d，1 和 8 g/kg 梯度组全长差异

不显著，对照组、64 g/kg 梯度组全长差异不显著，1、

8 g/kg 梯度组牙鲆全长显著大于对照组、64 g/kg 梯度

组全长差异显著(P<0.05)。标记期间，各梯度组均未

出现实验鱼死亡。 

3  讨论 

3.1  耳石锶标记及检测方法 

耳石具有非细胞性和代谢惰性，即使在饥饿时也

不会发生重吸收，沉积在耳石中的生境元素能永久性

保存(熊瑛等, 2015)。因此，人为适当改变鱼类周围

环境或食物中的元素含量极可能在耳石上产生元素

标记，并永久保存。Judd 等(1965)利用火焰发射光谱

法将 Sr 元素检测极限降至 0.1 μg/ml 以下，使 Sr 元素

作为一种标记元素成为可能。 

但有报道称，随着标记鱼的生长，Sr 的相对含量

逐渐下降，最终造成 Sr 标记消失。如 Yamada 等(1979)

对银大麻哈鱼(Oncorhynchus kisutch)进行 Sr 标记时

发现，标记结束后，处理组 Sr 含量是对照组的 32 倍，

秋季回捕时处理组是对照组的 1.4 倍，生长至成鱼后，

处理组与对照组无法区分。Steven 等(1995)也报道了

此现象。其原因为原子吸收光谱法(AAS)和电感耦合

等离子体质谱(ICP-MS)等检测方法只能检测均一化

后的整体耳石样品。因此，随着鱼体成长，耳石上

Sr 标记部分所占比重越来越少，从而限制了耳石上 
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图 2  不同浓度组牙鲆耳石恢复 30 日锶沉积状况面分布 
Fig.2  Sr concentration maps in otoliths of Japanese flounder (P. olivaceus) from different 

 Sr concentration groups at 30 days after Sr marking experiments 
 

表 3  不同 Sr 浓度组牙鲆全长变化情况(n=30) 
Tab.3  Variations of total length of Japanese flounder (P. olivaceus) from different Sr concentration groups (n=30) 

饲料标记 Feed marking 
项目 Items 

对照组 Control 1 g/kg 8 g/kg 64 g/kg 

初始 Initial 6.61±0.81a 6.81±0.59a 6.68±0.56a 6.22±0.41a 

恢复 Resume 30 d 10.24±0.91a 11.11±1.32b 10.88±1.07b 10.26±0.41a 

日增长率 Daily growth rate (cm/d) 0.12 0.14 0.14 0.13 

注：同行不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 
Note: Values in the same row with different letters are significantly different (P<0.05) 

 
Sr 标记检出的效果。与之相比，EPMA 可以精确分析

耳石剖面上的不同位置的 Sr 含量沉积情况，从而不

受标记鱼生长等限制，可避免上述局限。通过定量线

分析可以准确确定标记位置及标记 Sr 含量的波动；

通过面分布可直观测到 Sr 标记环宽窄、浓度的高低、

标记位置等，是一种检测耳石元素指纹标记的有效方

法。 

耳石 Sr 标记可在鱼类胚胎、仔稚鱼、幼鱼及成

鱼等不同阶段标记，对标记鱼死亡及生长影响很小，

操作简单，劳动强度小，适合大规模标记。耳石 Sr

标记不受年龄、生长等影响，可通过多次标记、不同

发育阶段或结合其他元素标记等方法，区分不同年份

不同单位放流鱼，应用前景广阔。 

3.2  不同剂量外源锶对锶标记的影响 

鱼类通过周围水环境或食物两种途径，将元素摄

入体内，经过一系列的代谢、循环沉积到耳石上   

(付自东等, 2007; 王臣等, 2015; Troy et al, 2016)。因

此，Sr 标记可以通过浸泡和投喂两种方式完成。张辉

等(2015)采用 Sr 含量为 12 mg/L 的海水标记大黄鱼

(Pseudosciaena crocea) 7 d，标记出现在距离耳石核心

的 0.65~0.80 mm 处耳石区段。王臣等(2015)研究表明，

外源 50~400 mg/L 浓度的 Sr 均能在大麻哈鱼

(Oncorhynchus keta)耳石上大量沉积，50~200 mg/L
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浓度组 Sr/Ca 比值极大值逐渐升高，而 400 mg/L 低

于 200 mg/L 组极大值。投喂法 Sr 标记在溯河性鱼类

和淡水鱼类中研究较多，检测对象多为鳞片、脊椎骨

和鳃盖骨。Ophel 等(1968)研究发现，以每 400 g 湿饲

料中含 32 g 乳酸锶为标记饲料，投喂 21 d，标记金

鱼(Carassius auratusvar)的鳞片，含 Sr 量大概是对照

组的 10 倍。Yamada 等(1979)以 16 月龄的银大麻哈

鱼为研究对象，连续投喂 10000 mg/L 锶标记饲料 60 d

后形成 Sr 标记，其脊椎骨 Sr 含量是对照组的 32 倍。

Guillou 等(1987)研究发现，全长 20~23 cm 溪红点鲑

(Salvelinus fontinalis)摄食 200~3200 μg Sr/g 的标记饲

料 6 周，Sr 可对溪红点鲑鳃盖骨标记，且鳃盖骨 Sr

含量随标记饲料 Sr 含量增加而增多；同时其还发现

投喂 6 周 200 μg Sr/g 含量的标记饲料，鳃盖骨 Sr 含

量约是对照组的 5 倍，但投喂 4 周相同 Sr 含量的标

记饲料，鳃盖骨 Sr 含量增长不显著。但投喂法耳石

Sr 标记在海水鱼类中的应用未见报道。本研究首次采

用投喂法对海水鱼进行耳石 Sr标记，研究发现，1 g/kg

梯度组牙鲆耳石未出现 Sr 标记，8、64 g/kg 梯度组牙

鲆耳石均形成 Sr 标记，且 64 g/kg 梯度组 Sr/Ca 比极

大值较 8 g/kg 梯度组大，其标记环较 8 g/kg 梯度组宽。

由此可知，首先，通过饵料进行标记需要外源 Sr 达

到一定剂量后才能在耳石上形成有效地标记；其次，

在一定剂量范围内，Sr 沉积随外源 Sr 剂量的增加而

增强。 

本研究发现，不同梯度组 Sr 标记位置不同，相

同梯度组 Sr 标记数据不稳定。如 8 g/kg 梯度组 Sr/Ca

比值极大值位于距耳石核心 838 μm 左右，64 g/kg 梯

度组 Sr/Ca 比值极大值位于距耳石核心 664 μm 左右。

又如，8 g/kg 梯度组 2 个样本 Sr/Ca 比值极大值分别

位于距耳石核心 848、828 μm 处等。一方面高浓度组

较低浓度组可能更早的在鱼体内富集到一定浓度水

平的 Sr，从而较早的在耳石上反映出来，另一方面高

浓度组也会导致鱼体内外源 Sr 浓度较高，使得其恢

复时间也要长于低浓度组。 

3.3  锶标记对于标记鱼生长死亡的影响 

稳定 Sr 是一种对鱼类无害的元素 (Yamada, 

1979)，Skov 等(2001)研究发现，白斑狗鱼(Esox lucius)

在 1500 mg/L 氯化锶溶液中浸泡 23 h，不影响其死亡

率。张辉等(2015)研究表明，加入 6 mg/L 锶的标记组

与对照组死亡尾数差异不显著，并指出了低浓度 Sr

标记大黄鱼是可行的。本研究发现，处理组和对照组

均未出现死亡现象，即氯化锶对鱼类来说是安全的。

因此，从标记鱼死亡率和安全角度考虑，Sr 标记也是

可行的。 

通过对不同梯度组生长数据分析可知，在初始全

长无差异的前提下，处理组投喂含 Sr 饲料后，生长

发生了变化，虽然变化不大，但经 Duncan 多重比较，

低剂量梯度组(1、8 g/kg 组)较高剂量梯度组及对照组

生长快，且差异显著(P<0.05)。宋洪建(2013)研究发

现，当 Sr 浓度为 10 mg/L 时，大麻哈鱼稚鱼的各项

生长指标最高。因此，可以推断在适宜的范围内，一

定剂量的 Sr 可促进鱼类生长。然而，宋洪建(2013)

通过 Sr 对大麻哈鱼稚鱼的生长、存活率、肌肉抗氧

化酶、ATP 酶及 AKP 酶活性、肝脏及肾脏组织影响

研究发现，随着 Sr 浓度的升高，Sr 开始对肝组织产

生一些毒副作用。Snyder 等(1992)研究指出，高剂量 Sr

可导致虹鳟(Oncorhynchus mykiss)稚鱼眼组织白内障。

因此，在实际标记工作中，建议选择低剂量 Sr 标记

为宜。而结合本研究结果不难发现，8 g/kg 的饲料标

记浓度是牙鲆耳石 Sr 标记的较为可行且效果明显的

浓度。 

综上所述，以投喂标记饲料的方式对牙鲆耳石

Sr 标记是可行的。类似的耳石元素指纹标记应该可对

拟放流鱼类苗种进行大规模标记，且一旦标记成功将

不会受外界影响，并一生保存。理论上，耳石元素指

纹标记成本低，标记方法简便易操作，对放流苗种损

伤小。通过耳石微化学分析，可区分放流群体和野生

群体，反演放流群体放流后生活史，为有效评估放流

效果提供有力技术支撑。但在后续的工作中还需进一

步优化标记时间，探索多次锶标记、不同元素组合标

记等方法制备特有元素指纹标记，以期大规模标记不

同地域、不同年份放流牙鲆，为科学评估牙鲆放流效

果奠定基础，为海水鱼类标记放流提供数据支撑。 
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Use of Strontium Chloride in Otolith Marking of Japanese Flounder 
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Abstract    In the management of stock enhanced Japanese flounder, it is often necessary to distinguish 

those that are hatchery-reared, from wild stocks. This study examines the feasibility of marking Japanese 

flounder by feeding them a diet enriched with strontium. To achieve nominally different concentrations of 

strontium in the fish food, 1, 8, and 64 g of strontium chloride crystals (SrCl2·6H2O) were each dissolved 

in 1 L of distilled water and sprayed onto 1 kg of pelleted feed. The treatments groups of fish were fed the 

pellets for 10 d, then farmed for 30 days, and then sampled. Our data shows that both the 8 g SrCl2/kg 

feed and 64 g SrCl2/kg feed resulted in a mark on the otoliths of the Japanese flounder. The peak 

concentration of strontium (8 g SrCl2/kg), often resulted in otoliths with concentrations two orders of 

magnitude higher than those found in the control fish. The concentration of strontium in the 64 g SrCl2/ kg 

feed, resulted in a 6-fold or 18-fold increases in the otoliths. The strontium value increased with the 

increased concentration of strontium in the pellet feed. The results also showed that strontium was safe for 

the fish and did not negatively affect their mortality. The total body length of the treatment groups with 1 

and 8 g SrCl2/kg, were (11.11±1.32) cm and (10.88±1.07) cm, respectively, in which the length growth 

rate was faster than that of the control group and the treatment group with 64 g SrCl2/kg feed (P≤0.05). 

With appropriate strontium concentrations, the growth of the Japanese flounder youth was enhanced. Our 

results suggest that feeding a diet enriched in strontium could be an effective means of marking 

hatchery-reared Japanese flounder for stock enhancement.  

Key words    Strontium marking; Otolith; Japanese flounder 
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杂交种“云龙石斑鱼”与亲本的形态差异分析* 
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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  
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摘要    对杂交种“云龙石斑鱼”及其亲本鞍带石斑鱼(Epinephelus lanceolatus, ♂)和云纹石斑鱼

(Epinephelus moara, ♀) 3 个群体的 7 个可数性状和 20 个可量性状进行统计与测定，采用聚类分析、

主成分分析、判别分析和方差分析法进行比较分析。卡方检验结果显示，3 个石斑鱼群体之间可数

性状差异不显著。聚类分析结果显示，云龙石斑鱼与母本云纹石斑鱼的差异较小，与父本鞍带石斑

鱼的差异较大。主成分分析构建了 6 个反映形态特征信息的综合性指标，贡献率分别为 24.585%、

17.985%、10.410%、9.970%、6.542%和 5.542%，累积贡献率为 74.945%，3 个群体之间在形态特

征方面存在明显偏离，云龙石斑鱼有其独特的形态特征。通过判别分析筛选出对判别石斑鱼贡献率

最大的 4 个形态特征，分别为 X3 (吻长/头长)、X6 (体高/体长)、X8 (尾柄高/体长)与 X14 (腹鳍基部至

臀 鳍 基 部 前 端 / 体 长 ) ， 以 此 拟 合 出 能 够 判 别 以 上 3 个 群 体 的 典 型 判 别 函 数

(F1=21.108X3+38.413X697.206X8+2.223X146.849 ， F2=10.344X3+21.570X6+21.931X8+26.901X14 

17.406)与分类判别函数(Y1=217.572X3+750.765X6+1425.499X8+413.410X14336.464，Y2= 318.678X3+ 

839.713X6+1020.377X8+358.203X14319.723 与 Y3=258.526X3+672.660X6+1334.033X8+311.962X14 

269.278)，综合判别率为 96.43%，认为由逐步判别分析法筛选出的 4 个形态性状对 3 个群体的初步

鉴定是可行的。方差分析多重比较显示，除 X11 (胸鳍基部至腹鳍基部长/体长)外，3 个石斑鱼的形

态差异均达到显著(P<0.05)或极显著(P<0.01)，云龙石斑鱼与鞍带石斑鱼有 14 个形态性状达到极显

著(P<0.01)，云龙石斑鱼与云纹石斑鱼有 12 个形态性状达到差异极显著(P<0.01)。本研究结果为石

斑鱼杂交种“云龙石斑鱼”与云纹石斑鱼和鞍带石斑鱼的种质鉴别提供了丰富的生物学基础数据。 

关键词    云龙石斑鱼；云纹石斑鱼；鞍带石斑鱼；形态差异；多元统计分析 
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我国有记录的石斑鱼有近 40 种，均为暖水性鱼

类，主要分布在东海和南海水域(孟庆闻等, 1995)。

石斑鱼肉味鲜美、营养丰富，在我国海水鱼类中的地

位举足轻重。2016 年石斑鱼养殖量达 108319 t，占海

水养殖鱼类的 8%，捕捞量达 128538 t (农业部渔业渔

政管理局, 2017)。然而，在石斑鱼的养殖过程中，出

现了生长速度变慢、产量低、畸形率高和发病率高等

种质退化问题，另外，由于种质保存、人工繁育及育

种技术研究相对滞后、养殖新品种缺乏等原因制约了

石斑鱼养殖业的发展。因此，培育优质、高产的石斑

鱼新品种，对于维持我国石斑鱼养殖业可持续发展的

具有重要意义。 

近年来，杂交育种作为培育新品种的方法在鱼类

育种中得到广泛应用，也被应用于石斑鱼新品种培育

(Kang et al, 2015)。国内已开展的杂交研究有云纹石

斑鱼(Epinephelus moara)(♀)赤点石斑鱼(E. akaara) 

(♂)(杨求华等, 2014)、棕点石斑鱼(E. fuscoguttatus) 

(♀)鞍带石斑鱼(E. lanceolatus) (♂) (陈超等, 2014)、

赤点石斑鱼(♂)斜带石斑鱼(E.coioides)(♀)(刘付永忠

等, 2007)等。精子冷冻保存技术是突破地理分布、繁

殖时间和温度、雌雄成熟不同步等造成的生殖隔离的

有效方法，前期工作中，利用鞍带石斑鱼冷冻精子与

云纹石斑鱼卵子培育出具有成活率高、生长快、畸形

率低和适温性广的杂交后代“云龙石斑鱼”(田永胜等, 

2017)。由于云龙石斑鱼具有优良的生长性能，已经

推广到海南、福建、广州、山东、大连以及韩国和日

本等地。 

鱼类形态性状包括可数性状(鳃耙数、鳍条数等)

与可量性状(全长、头长等)以及利用鱼体形态坐标点

与坐标点描述鱼体的形态特征。形态性状是物种遗传

特性的外在表现，是遗传多样性最直观的表现形式。

形态性状也是进行鱼类分类、遗传分析的重要依据，

部分指标可以用于优良品种的选育(楼允东, 2001)。

通过对鱼类群体间形态特征研究，有助于了解鱼类群

体间的亲缘关系，可以进一步研究鱼类起源、进化方

向等(孟庆闻等, 1989)。对鱼类形态学特征研究主要

借助生物学多元统计分析方法，包括聚类分析、主成

分分析、判别分析和方差分析，近些年来，在石斑鱼

群体间的遗传差异以及多样性研究中得到广泛应用

(区又君等, 2008; 董秋芬等, 2007)。也有对石斑鱼形

态性状差异的分析研究(李雷斌等, 2015; 吴水清等, 

2017; 李炎璐等, 2014; 王燕等, 2014)，本课题组曾对

云纹石斑鱼和鞍带石斑鱼及杂交 F1 代云龙石斑鱼的

形态差异进行过初步研究(田永胜等, 2017)，但涉及

表型性状少，结果不够完善。本研究对 3 个石斑鱼的

群体形态性状进一步丰富，利用聚类分析、主成分分

析和判别分析 3 种生物多元统计方法，以及卡方检验

和单因子方差分析法对云龙石斑鱼和父母本群体的

形态特征进行分析，旨在为石斑鱼杂交后代的种质鉴

别和石斑鱼良种选育工作提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

本研究所用云纹石斑鱼、鞍带石斑鱼及杂交子代

云龙石斑鱼均源自莱州明波水产有限公司，杂交种云

龙石斑鱼为鞍带石斑鱼的冷冻精子与云纹石斑鱼的

卵受精而成。3 个群体在相同环境中培育，水温为 23

℃~27℃，NH4-N≤0.15 mg/L，NO2-N≤0.02 mg/L，COD

≤2 mg/L，SS≤10 mg/L，pH 为 7.5~8.2，DO 为 8 mg/L，

盐度为 28~30，循环水养殖，分别对 3 个石斑鱼群体

的生长性能进行测量。测量前停食一顿，减轻鱼的应

激反应；测量时使用麻醉剂 MS222(40~80 mg/L)进

行麻醉。为减小个体规格差异对统计分析产生的影

响，所测量鱼体的规格相近(表 1)。 

1.2  性状测量 

1.2.1  可数性状    每个群体选取 30 尾进行统计，

包括背鳍棘数、背鳍软条数、胸鳍条数、腹鳍条数、

臀鳍棘数、臀鳍软条数和尾鳍条数共 7 项，630 个数

据。 

1.2.2  可量性状    对选取的每个样本进行拍照，再

利用 Adobe Photoshop 软件进行测量分析。可量性状

包括全长、体长、吻长、眼径、头长、体高、尾柄长

和尾柄高，框架可量性状参数包括背鳍前端基部至腹

鳍基部长、背鳍前端基部至胸鳍基部长、胸鳍基部至 
 

表 1  3 个石斑鱼群体的观测样本数量和规格 

Tab.1  The number and size of samples from three different groupers 

体长 Body length (cm) 体重 Body weight (g) 
群体类型 Group type 

样本数 
Sample size 范围 Range 平均值 Average 范围 Range 平均值 Average

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus 68 18.3~26.3 23.6±2.1 250.7~442.5 336.4±60.4 

云纹石斑鱼 E. moara 91 16.9~22.2 20.3±1.5 203.3~385.8 275.9±49.6 

云龙石斑鱼 E. moara ♀×E. lanceolatus ♂ 121 18.8~25.5 22.5±1.7 240.5~420.6 316.7±57.4 
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腹鳍基部长、背鳍前端基部至臀鳍前端基部长、胸鳍

基部至臀鳍前端基部长、腹鳍基部至臀鳍前端基部

长、胸鳍基部至尾鳍基部长、腹鳍基部至尾鳍基部长、

背鳍前端基部至尾鳍基部长、臀鳍前端基部至尾鳍

长、尾鳍长和背鳍基长。3 组鱼，共计 280 尾，每尾

鱼 20 项形态特征参数(图 1)，共计 5600 个数据。 

1.3  数据处理 

1.3.1  可数性状分析    可数性状采用卡方进行检

验(杜荣骞, 1990)，利用统计软件 SPSS 17 进行分析。 

1.3.2  可量性状分析    为了消除鱼体大小不同对

形态特征的影响，将每尾鱼的吻长、眼径与头长的比

值作为形态度量分析的性状值(分别为 X3 和 X4)，其

他形态性状值与体长的比值作为形态度量分析的性

状值，分别为全长/体长(X1)、头长/体长(X5)、体高/

体长(X6)、尾柄长/体长(X7)、尾柄高/体长(X8)、背鳍

前端基部至腹鳍基部长/体长(X9)、背鳍前端基部至胸

鳍基部长 /体长(X10)、胸鳍基部至腹鳍基部长 /体长

(X11)、背鳍前端基部至臀鳍前端基部长/体长(X12)、胸

鳍基部至臀鳍前端基部长/体长(X13)、腹鳍基部至臀

鳍前端基部长/体长(X14)、胸鳍基部至尾鳍基部长/体

长(X15)、腹鳍基部至尾鳍基部长/体长(X16)、背鳍前端

基部至尾鳍基部长/体长(X17)、臀鳍前端基部至尾鳍

长 /体长(X18)、尾鳍长 /体长(X19)和背鳍基部长 /体长

(X20)，共 19 项。采用统计软件 SPSS 17 对所得的比

例性状数据进行聚类分析、主成分分析、判别分析和

单因子方差分析(王新安等, 2008)。 

聚类分析：首先计算出这 3 种石斑鱼 19 个比例

性状的平均值，然后利用系统聚类法中的欧式最短距

离法对这 3 种石斑鱼的 19 个比例性状的平均值进行 
 

 
 

图 1  石斑鱼形态学测量位点 
Fig.1  The morphological and mark points for measurement of grouper 

1: 全长; 2: 体长; 3: 吻长; 4: 眼径; 5: 头长; 6: 体高; 7: 尾柄长; 8: 尾柄高; 9: 背鳍前端基部至 

腹鳍基部长; 10: 背鳍前端基部至胸鳍基部长; 11: 胸鳍基部至腹鳍基部长; 12: 背鳍前端基部至臀鳍前端基部长;  

13: 胸鳍基部至臀鳍前端基部长; 14: 腹鳍基部至臀鳍前端基部长; 15: 胸鳍基部至尾鳍基部长; 16: 腹鳍基部至 

尾鳍基部长; 17: 背鳍前端基部至尾鳍基部长; 18: 臀鳍前端基部至尾鳍长; 19: 尾鳍长; 20: 背鳍基部长 
1: Total length; 2: Body length; 3: Tongue length; 4: Eye diameter; 5: Head length; 6: Body height; 7: Length of caudal 

peduncle; 8: Height of caudal peduncle; 9: Dorsal fin front base to pelvic fin base; 10: Dorsal fin front base to pectoral fin base; 
11: Base of the pectoral fin to the base of the pelvic fin; 12: Front base of the dorsal fin to the front base of the anal fin;  

13: Base of the pectoral fin to the base of the front of the anal fin; 14: Base of the peritoneal fin to the base of the  
front of the anal fin; 15: Base of the pectoral fin to the base of the caudal fin; 16: Base of the pelvic fin to the  
base of the caudal fin; 17: Dorsal fin front base to caudal fin base minister; 18: Anterior base of the anal fin to  

the caudal fin; 19: Length of caudal fin; 20: Length of dorsal fin front 
 

聚类分析，并用树形图显示 3 个种间的亲疏程度。 

主成分分析：通过软件分析，利用 19 项比例性

状值得出几个主成分，并计算出这几个主成分的特征

根向量、方差贡献率以及它们的累积方差贡献率。 

判别分析：对每个样本的 19 个校正参数进行逐

步判别分析，挑选对判别贡献大的参数来建立 3 种石

斑鱼的形态判别函数，并对所有的样本进行逐个判

别。判别准确率的计算公式为(马爱军, 2016)： 

判别准确率 P1=(判别正确的某石斑鱼尾数/实际

判别的该群体尾数)×100% 

判别准确率 P2=(判别正确的某石斑鱼尾数/判入

该群体尾数)×100% 

综合判别率 P=(判别正确的石斑鱼总数/实测的

石斑鱼总数)×100% 
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单因子方差分析：运用 SPSS 17 软件，采用单因

子方差分析(One-way ANOVA)，并用 Duncan 法对不 

同群体间的形态差异进行多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  可数性状 

3 种石斑鱼的可数性状均值见表 2。经 χ2 检验，

χ2
12=0.083，χ2

13=0.097，χ2
23=0.174，均小于 χ2

6，0.05= 

12.59，可见这 3 种石斑鱼在形态可数性状上的差异

不显著。 

2.2  可量性状 

2.2.1  聚类分析    利用 SPSS 中的系统聚类分析进

行分析。从鞍带石斑鱼、云纹石斑鱼与云龙石斑鱼间

的平均欧氏距离可以看出(表 3)，云龙石斑鱼与云纹

石斑鱼的欧氏距离为 2.681，与鞍带石斑鱼的欧氏距

离为 3.487，云纹石斑鱼与鞍带石斑鱼的欧氏距离为

3.474。从聚类图中可以看出(图 2)，云龙石斑鱼和云

纹石斑鱼先聚在一起，归为一类，然后再与鞍带石斑

鱼聚在一起，说明云龙石斑鱼与云纹石斑鱼的形态较

为相似。 
 

表 2  3 种石斑鱼可数性状的均值(平均值标准差) 

Tab.2  Mean values of meristic characters of three groupers (Mean±SD) 

性状 Characters 
鞍带石斑鱼 

E. lanceolatus 
云纹石斑鱼 

E. moara 

云龙石斑鱼 

E. moara ♀  E. lanceolatus ♂ 

背鳍硬棘数 Number of dorsal fin spines 11.00±0.00 10.90±0.49 11.00±0.00 

背鳍软条数 Number of dorsal fin rays 14.27±0.45 14.79±1.24 13.79±1.37 

胸鳍鳍条数 Number of pectoral fin rays 15.03±0.32 16.83±1.00 13.90±2.81 

腹鳍鳍条数 Number of ventral fin rays 6.00±0.00 5.86±0.35 5.31±0.47 

臀鳍硬棘数 Number of anal fin spines 3.00±0.00 3.00±0.00 3.00±0.00 

臀鳍软条数 Number of anal fin rays 8.00±0.00 8.72±0.88 7.79±1.35 

尾鳍鳍条数 Number of caudal fin rays 14.93±0.83 16.03±1.02 15.28±1.07 
 

表 3  3 种石斑鱼群体间的欧氏距离 
Tab.3  The euclidean distance among three groupers 

群体类型 Group type 
鞍带石斑鱼 

E. lanceolatus 
云纹石斑鱼 

E. moara 
云龙石斑鱼 

E. moara ♀  E. lanceolatus ♂ 

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus — 3.474 3.487 

云纹石斑鱼 E. moara 3.474 — 2.681 

云龙石斑鱼 E. moara ♀  E. lanceolatus ♂ 3.487 2.681 — 

 

 
 

图 2  3 个石斑鱼群体的聚类分析树形图 
Fig.2  Hierarchical dendrogram of three groupers 

 

2.2.2  主成分分析    对 3 个石斑鱼群体的 19 个形

态比例性状进行主成分分析，保留特征根大于 1 的主

成分，共获得 6 个主成分。19 个性状对 6 个主成分

的特征向量及 6 个主成分的方差贡献率见(表 4)，结

果显示，第 1 个主成分贡献率为 24.585%，根据主成

分特征向量分量的绝对值可知，主要反映 X4、X6、

X8、X9、X10、X12、X13 和 X14 等指标，其中，X6、X9、

X10 和 X14 的影响最大，即主要反映鱼体纵向特征；第

2 个主成分贡献率为 17.985%，主要反映 X3、X5、X17

和 X20 等指标，即主要反映鱼体横向特征；第 3 个主

成分贡献率为 10.410%，比前 2 个主成分又有所降低，

主要反映指标 X5 和 X6，第 4 个主成分贡献率为

9.970%，反映指标 X1 和 X19；第 5 个主成分贡献率为

6.542%，反映指标 X7 和 X18；第 6 个主成分贡献率仅
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为 5.542%，反映指标 X11。6 个主成分的累积贡献率

为 74.945%，包含了总变异的大部分，说明可以用几

个相互独立的因子来概括不同鱼种间的形态差异。 

利用 3 个石斑鱼群体的主成分 1、主成分 2 和主

成分 3 绘制三维空间主成分分析图(图 3)，可以看出，

鞍带石斑鱼、云纹石斑鱼和云龙石斑鱼 3 种石斑鱼各

有自己特有的形态特征，形成 3 个不同的群体，3 个

石斑鱼群体在主成分 1 轴的差异明显比主成分 2 轴、

主成分 3 轴上的差异大。图中信息显示，云龙石斑鱼

和云纹石斑鱼形态差异较小，和鞍带石斑鱼形态差异

较大，说明云龙石斑鱼的形态特征偏向于母本云纹石

斑鱼。 
 

表 4  3 种石斑鱼群体的 19 个性状对 6 个主成分的特征向量及主成分的贡献率 
Tab.4  Eigenvectors and cumulative contribution rates of six principal components  

from the 19 traits of three grouper populations 

主成分 Principal component 形态比例性状 
Morphological proportional traits 1 2 3 4 5 6 

X1 0.432 0.051 0.181 0.842 0.035 0.163 

X3 0.330 0.647 0.330 0.129 0.016 0.059 

X4 0.526 0.052 0.371 0.240 0.131 0.104 

X5 0.187 0.714 0.419 0.029 0.032 0.157 

X6 0.704 0.447 0.142 0.274 0.126 0.187 

X7 0.128 0.355 0.069 0.046 0.733 0.019 

X8 0.544 0.521 0.169 0.150 0.039 0.311 

X9 0.713 0.424 0.268 0.250 0.133 0.157 

X10 0.759 0.236 0.325 0.139 0.164 0.304 

X11 0.175 0.071 0.430 0.318 0.068 0.785 

X12 0.682 0.186 0.359 0.053 0.364 0.083 

X13 0.603 0.011 0.364 0.125 0.230 0.057 

X14 0.763 0.198 0.281 0.087 0.113 0.157 

X15 0.484 0.430 0.493 0.213 0.039 0.152 

X16 0.571 0.108 0.588 0.149 0.100 0.066 

X17 0.017 0.874 0.142 0.018 0.105 0.019 

X18 0.114 0.396 0.096 0.025 0.545 0.111 

X19 0.395 0.065 0.177 0.848 0.021 0.148 

X20 0.005 0.671 0.343 0.122 0.312 0.093 

各主成分贡献率 
Principal component contribution rate (%) 

24.585 17.985 10.410 9.970 6.542 5.542 

累积贡献率 
Cumulative contribution rate (%) 

24.585 42.570 52.981 62.951 69.493 74.945 

 

2.2.3  判别分析    利用 SPSS 中载有的逐步判别分

析法，对 3 个石斑鱼群体的 19 个比例性状进行判别

分析。结果显示，有 4 个贡献率很大的比例性状依次

进入了判别公式，分别为 X3、X6、X8 和 X14，而且这

4 个比例性状均达到极显著水平(P<0.01)(表 5)。根据

这 4 个比例性状所建立的 3 个石斑鱼群体的典型判别

公式为： 
F1=21.108X3+38.413X697.206X8+2.223X146.849 
F2=10.344X3+21.570X6+21.931X8+26.901X1417.406 
典型判别函数 F1 与 F2 的贡献率分别为 55.9%与

44.1%(表 6)，将 3 个石斑鱼群体的 X3、X6、X8 与 X14

共 4 个比例性状代入以上 2 个典型判别函数，绘制了

3 个石斑鱼群体的分布图(图 4)，这 2 个典型判别函数

可以将鞍带石斑鱼、云纹石斑鱼与云龙石斑鱼 3 个石

斑鱼群体区别开来。 

另外，依据 X3、X6、X8 和 X14 共 4 个形态比例参

数以及分类函数相关系数，拟合出 3 个石斑鱼群体的

分类判别函数： 

鞍 带 石 斑 鱼 ： Y1=217.572X3+750.765X6+ 

1425.499X8 +413.410X14336.464 
云 纹 石 斑 鱼 ： Y2=318.678X3+839.713X6+ 

1020.377X8+358.203X14319.723 
云 龙 石 斑 鱼 ： Y3=258.526X3+672.660X6+ 

1334.033X8+311.962X14269.278 
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图 3  3 种石斑鱼群体主成分 1、主成分 2 和 

主成分 3 的散布图 
Fig.3  Scatter diagram for the first, the second and the third 

principal components of three groupers 

红圈代表鞍带石斑鱼；绿圈代表云纹石斑鱼； 

蓝圈代表云龙石斑鱼 
The red dot represent E. lanceolatus;  

the green dot represent E. moara; the blue dot  
represent E. moara ♀×E. lanceolatus♂ 

 

对测量样本按上述分类判别函数进行预测分类

(表 7)，3 个群体的判别准确率 P1 分别为 95.59%、

93.41%和 99.17%，判别准确率 P2 分别为 97.02%、

100%和 93.75%，综合判别率为 96.43%。F 检验结果

显示，这 3 个分类判别函数对 3 个群体的判别效果较

好，群体的判别公式可靠。显然，利用包含 4 个形态

比例参数的判别函数对个体进行预测的准确率高，且

工作量小，因此，在实际应用中是可行的。若要判断

某尾石斑鱼所属的种群，只需要测量出吻长、体高、

尾柄高、腹鳍基部至臀鳍前端基部长以及头长与体

长，分别代入上述 3 个判别公式，计算出 3 个数值，

以数值最大的判别函数所对应的名称作为该个体的

鱼名。 

2.2.4  单因素方差分析    对鞍带石斑鱼、云纹石斑

鱼与云龙石斑鱼 3 个群体的 19 个形态比例性状进行

单因子方差分析，并利用最小显著差数法对具有显著

差异的形态比例进行多重比较分析(表 8)，结果显示，

在这 3 个群体的 19 个形态比例性状值中，除 X11 外

(P>0.05)，其余形态比例性状均达到显著水平(P<0.05)

或极显著水平(P<0.01)。多重比较结果显示，鞍带石

斑鱼与云纹石斑鱼有 17 个形态比例性状之间差异达

到显著水平，15 个达到极显著水平，占总性状的

78.95%；鞍带石斑鱼与云龙石斑鱼之间有 15 个形态比

例性状之间差异达到显著水平，其中，有 14 个达到

极显著水平，占总性状的 73.68%；云纹石斑鱼与云

龙石斑鱼之间有 12 个形态比例性状之间差异达到极

显著水平，占总性状的 63.16%。 

3  讨论 

目前，有两种方法用于群体间差异的分析，生物

多元统计 (徐成等 ,  2001)和分子生物学 (马爱军等 , 

2008)。20 世纪末期，利用分子生物学如 AFLP、SSR

与测序技术等研究分析生物的遗传性状相当普遍。在

利用 RAPD 对 5 种石斑鱼的遗传差异进行研究分析

时，发现这 5 种石斑鱼之间的遗传多样性较高，平均

多态性位点为 60.34%~73.94% (区又君等, 2008)。利

用分子生物学方法对研究群体间的遗传差异准确度

较高，但表型形态特征数据更容易获得，操作简单快 

 
表 5  3 个鱼类群体 19 个比例性状的逐步判别 Wilks’ Lambda 值 

Tab.5  Wilks’ Lambda values of stepwise discriminant analysis of 19 traits in three groupers 

精确 F 值 Exact F 步骤 
Step 

进入 

变量 Entered 
统计量 
Statistic 

df1 df2 df3 
统计量 Statistic df1 df2 显著性水平 Sig.

1 X14 0.409 1 2 277 200.375 2 277.000 0.000 

2 X3 0.178 2 2 277 189.139 4 552.000 0.000 

3 X6 0.124 3 2 277 168.403 6 550.000 0.000 

4 X8 0.080 4 2 277 173.409 8 548.000 0.000 

 
表 6  典型判别函数(F1 和 F2)的特征值与贡献率 

Tab.6  Eigenvalues and variance canonical discriminant function 

函数 
Function 

特征值 
Eigenvalue 

贡献率 
Contribution (%) 

累积贡献率 
Cumulative contribution (%) 

典型相关系数 
Canonical correlation 

1 2.844a 55.9 55.9 0.860 

2 2.245a 44.1 100.0 0.832 
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图 4  云纹石斑鱼、鞍带石斑鱼和 

云龙石斑鱼二维空间分布 
Fig.4  Two dimensional spatial distribution of E. moara, E. 

lanceolatus and E. moara ♀ ×E. lanceolatus ♂ 
 

捷(田永胜等, 2017)，所以，利用生物多元统计方法

对表型数量性状研究分析依然是遗传育种、种质鉴定

和物种分类的主要手段。 

所谓生物多元统计，主要内容就是研究影响事物

的多个因素之间的规律。在对生物群体表型差异的研

究与分析时，通常利用聚类分析、主成分分析、判别

分析 3 种方法进行判定(钱荣华等, 2003; 董志国等, 

2010)。本研究利用聚类分析、判别分析和主成分分

析这 3 种常用的生物多元统计方法以及卡方检验、单

因子方差分析的方法对云龙石斑鱼以及双亲的形态

差异进行了研究。 

卡方检验是应用非常广泛的一种假设检验方法，

可以对样本方差作同质性检验。利用卡方检验对 4 种

红鲤的可数性状作分析，发现这 4 种红鲤在可数性状

方面的差异不显著(王成辉, 2002)。本研究中，利用

卡方检验对 3 个石斑鱼群体的可数性状进行分析，结

果表明，云龙石斑鱼与父母本在可数性状上的差异不

明显。鞍带石斑鱼与云纹石斑鱼同为石斑鱼属，在进

化过程中，二者在个体大小上有所分化，但它们的表

型可数性状上没有变化，说明控制表型可数性状的基

因是比较保守的。由于无法利用表型可数性状作为区

分三者的依据，必须借助于多元统计分析方法对可量

性状进行研究。 

云龙石斑鱼与云纹石斑鱼及鞍带石斑鱼 3 个群

体的聚类分析与主成分分析结果一致，表明在形态特

征上，既存在相似的地方，又有一定程度的差异，杂

交种云龙石斑鱼在形态特征上偏向于母本云纹石斑

鱼。在聚类分析结果中，云龙石斑鱼先与云纹石斑鱼

聚成一支，然后与鞍带石斑鱼聚成一支，说明云龙石

斑鱼与云纹石斑鱼相近。在主成分分布图中也得出了

相同的结果，云龙石斑鱼与云纹石斑鱼形态偏离较

小，与鞍带石斑鱼形态偏离较大。云龙石斑鱼与父母

本纯种 3 个群体形态差异分化明显，形成 3 个不同的

群体，杂交种云龙石斑鱼有其特有的形态特征。鱼的

形态特征受到遗传与环境两种因素的共同作用，表现

出数量性状的差异(田永胜等, 2017)。云纹石斑鱼与

鞍带石斑鱼之间在形态特征上的差异正是由这两个

因素造成的，而相对于鞍带石斑鱼，杂交种云龙石斑

鱼与母本云纹石斑鱼的形态特征相近，可能与母本效

应有关。线粒体基因属于母系遗传，生物个体的形态

特征可能受线粒体基因表达的影响(Bolnick et al, 
2008)。云龙石斑鱼线粒体基因组与云纹石斑鱼的相

似性为 99.8%，与鞍带石斑鱼的为 89.3%(Gao et al, 
2017)。在判别分析中，利用吻长/全长、体高/全长、

尾柄高/全长和腹鳍基部至臀鳍前端基部长/全长 4 个

贡献率大的参数建立判别函数，综合判别率达 
 

表 7  基于 4 个贡献显著的比率变量判别函数对 3 个群体判别分析结果 
Tab.7   Results of discriminant analysis of three groupers based on  

three discriminant functions with four significant ratio variables 

预测分类 
Forecast classification 

判别准确率 
Discrimination accuracy (%) 

群体类型 
Group type 鞍带石斑鱼 

E. lanceolatus 

云纹石斑鱼

E. moara 

云龙石斑鱼 

E. moara ♀  
E. lanceolatus ♂

P1(%) P2(%) 

综合判别率
Comprehensive 
discrimination 

rate (%) 

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus 65 0 3 95.59 97.02 

云纹石斑鱼 E. moara 1 85 5 93.41 100 

云龙石斑鱼 
E. moara ♀  E. lanceolatus♂ 

1 0 120 99.17 93.75 

96.43 

总计 Total 67 85 128    

百分率 Percentage (%) 23.93 30.36 45.71    
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表 8  3 个石斑鱼种群 19 个形态比例性状的平均值 
Tab.8   Means of the 19 morphological traits of three groupers 

性状 Traits 鞍带石斑鱼 E. lanceolatus 云纹石斑鱼 E. moara 云龙石斑鱼 E. moara ♀  E. lanceolatus♂ 

X1 1.158±0.025B 1.180±0.021A 1.185±0.016A 

X3 0.180±0.012B 0.267±0.017A 0.212±0.010A 

X4 0.099±0.003C 0.127±0.006A 0.130±0.005B 

X5 0.349±0.028C 0.393±0.044A 0.363±0.019B 

X6 0.364±0.017A 0.362±0.027A 0.326±0.012B 

X7 0.140±0.018A 0.131±0.022B 0.136±0.019AB 

X8 0.134±0.008A 0.114±0.010C 0.123±0.005B 

X9 0.351±0.018Aa 0.345±0.023Ab 0.318±0.010Bc 

X10 0.242±0.023A 0.226±0.027B 0.201±0.017C 

X11 0.132±0.016 0.136±0.020 0.135±0.010 

X12 0.487±0.037A 0.440±0.026B 0.443±0.016B 

X13 0.438±0.072A 0.404±0.029B 0.377±0.035C 

X14 0.404±0.032A 0.368±0.035B 0.316±0.025C 

X15 0.696±0.030A 0.656±0.055B 0.660±0.021B 

X16 0.678±0.043A 0.657±0.048B 0.639±0.017C 

X17 0.639±0.027A 0.598±0.034B 0.646±0.017A 

X18 0.334±0.096Aa 0.309±0.028Bc 0.032±0.020Ab 

X19 0.164±0.024B 0.180±0.021A 0.185±0.016A 

X20 0.523±0.058A 0.477±0.032B 0.526±0.023A 

注：同行肩标含有不同小写字母的表示差异显著(P<0.05)，含有不同大写字母的表示差异极显著(P<0.01) 
Note: In the same row, values with different small letter superscripts mean significant differences (P<0.05); different capital 

letter superscripts mean extremely significant differences (P<0.01) 
 

96.43%，可以将云龙石斑鱼与亲本区分开，为云龙石

斑鱼的种质鉴定奠定了基础。这 4 个形态特征均匀的

分布在鱼体上，判别结果比较可靠。对云龙石斑鱼及

其亲本间的 19 个形态比例性状方差分析多重比较结

果表明，云龙石斑鱼与鞍带石斑鱼之间有 14 个参数

达到极显著水平，与云纹石斑鱼之间有 12 个参数达

到极显著水平，也说明云龙石斑鱼的形态特征偏向于

母本云纹石斑鱼。 

综合 3 种生物多元统计分析与方差分析的结果

可以看出，聚类分析、主成分分析、判别分析与方差

分析的结果是相似的，从不同的角度解读了群体间的

形态学差异，其功能都是不容相互代替的。聚类分析

是通过将多个生物群体进行分组，定量的分析生物群

体间的异同程度(蔡庆华, 1990)，广泛用于生物群体

的形态差异分析(胡廷尖等, 2011; 马海涛, 2014)。主

成分分析借助降维，将多个相关的因子综合为少数独

立的因子，定量的分析群体间差异，并且可以确定各

个不同群体在各个主成分上变化较大的参数(魏开建

等, 2003)。主成分分析在研究群体差异及新品种性状

上应用较广泛(马海涛, 2014; 董志国等, 2010)。判别分

析常用于生物种群分类与鉴别，通过对多个性状分

析，以对鉴别贡献率较大的性状建立判别函数，以此

判别函数对群体进行判别(Krzanowski et al, 1995)。既

可以对不同种生物群体进行鉴别，而且可以对同种不

同群体生物进行鉴别(王燕等, 2014; 谷伟等, 2009) 

4  结论 

利用多元统计分析方法对云纹石斑鱼、鞍带石斑

鱼和杂交子代云龙石斑鱼 3 个群体的 7 个可数性状

和 20 个可量性状进行分析，筛选出可判别 3 个群体

的代表性状：吻长、体高、尾柄高和腹鳍基部至臀

鳍前端基部长，与父母本相比，云龙石斑鱼具有独

特的形态特征，并建立了鉴定杂交种云龙石斑鱼和

亲本的判别函数关系式，为云龙石斑鱼及亲本群体

的鉴别提供了科学依据。 
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Analysis of the Morphological Differences Between Hybrid  
“Epinephelus moara ♀×E. lanceolatus ♂” and Its Parents 
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MA Wenhui5, HOU Yunxia5, WANG Xiaomei5, ZHAI Jieming5 
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Dalian Ocean University, Dalian  116023; 5. Mingbo Aquatic Co. Ltd., Laizhou  261400) 

Abstract    Seven countable traits and 20 measurable traits of three populations of the hybrid 

“Epinephelus moara ♀  E. lanceolatus♂” and its parents, E. moara (♀) and E. lanceolatus (♂) were 

measured, and the comparative analysis of morphological characteristics among the three groups were 

performed by virtue of three kinds of multivariate statistical analysis methods, including cluster analysis, 

principal component analysis and discriminant analysis and variance analysis methods. Chi- square test 

results showed that there was no significant difference in the countable traits among the three grouper 

populations. The result of cluster analysis revealed that, characters of “E. moara ♀  E. lanceolatus♂” 

was more similar to E. moara than E. lanceolatus. Six comprehensive indexes reflecting morphological 

characteristics were constructed by principal component analysis. The contribution rates of the six 

principal components were 24.585%, 17.985%, 10.410%, 9.970%, 6.542%, and 5.542% respectively, and 

the cumulative contribution rate of those was 74.945%. There were obvious deviations in morphological 

characteristics among the three groupers, forming three different groups and hybrids. “E. moara ♀  E. 
lanceolatus♂” has its own unique morphological features. By discriminant analysis, four morphological 

characteristics that have the largest contribution to discriminating grouper, X3 (tongue length/head length), 

X6 (height at withers/body length), X8 (height at caudal peduncle/body length), X14 (ventral fin basal to the 

front of anal fin basal/body length), were selected to fit the typical discriminant function 

(F1=21.108X3+38.413X697.206X8+2.223X146.849, F2=10.344X3+21.570X6+21.931X8+26.901X1417.406) 

and the classification discriminant function (Y1=217.572X3+750.765X6+1425.499X8+413.410X14336.464, 

Y2=318.678X3+839.713X6+1020.377X8+358.203X14319.723 and Y3=258.526X3+672.660X6+1334.033X8 

+311.962X14269.278) that can distinguish the above three groupers, the comprehensive discriminant rate 

was 96.43%. It can be considered that the four morphological characteristics selected by stepwise 

discriminant analysis are feasible for the preliminary identification of three groupers. The results of 

variance analysis showed that the morphological differences of the three groupers reached significant or 

extremely significant levels in all characteristics except for X11 (The pectoral fin base to the pelvic 

fin/body length). Among them, there were 14 morphological traits between “E. moara ♀  E. 
lanceolatus♂” and E. lanceolatus reached extremely significant levels, and 12 morphological traits 

between “E. moara ♀  E. lanceolatus♂” and E. moara were extremely significant. The results of this 

study provide biological basic data for the germplasm identification of “E. moara ♀  E. lanceolatus♂”, 

E. moara and E. lanceolatus.  

Key words    Epinephelus moara♀E. lanceolatus♂; Epinephelus moara; E. lanceolatus; 
Morphological difference; Multivariation analysis 
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应用高通量测序技术分析大菱鲆幼鱼肠道 

及其养殖环境的微生物群落结构* 

吴欢欢 1,2  王伟继 2  吕  丁 2  胡玉龙 2  孔  杰 1,2① 
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2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业资源可持续利用重点实验室  青岛  266071) 

摘要    采用基于 Illumina 测序平台的高通量测序技术，对大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼肠道

及其养殖水体、生物饵料中细菌种类及丰度进行研究。测序结果显示，养殖水体、生物饵料和大菱

鲆幼鱼肠道等 19 个样品共获得有效序列 547621 条，可聚类于 3771 个可分类操作单元(OTUs)，归

属于养殖水体、生物饵料、健康幼鱼和发病幼鱼的操作分类单元(OTU)个数分别为 3038、1090、87

和 777，其中，健康幼鱼与生物饵料、健康幼鱼与养殖水体特有的 OTU 个数分别为 57 和 0，发病

幼鱼与生物饵料、发病幼鱼与养殖水体特有的 OTU 个数分别为 481 和 31。表明幼鱼肠道微生物多

样性与生物饵料密切相关。根据细菌注释结果，拟杆菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)和变

形菌门(Proteobacteria)在大菱鲆幼鱼肠道中占优势地位，其中，健康幼鱼肠道微生物共聚类为 8 个

门，发病幼鱼的肠道微生物可聚类为 19 个门。与健康幼鱼相比，发病幼鱼肠道门水平上的 3 种主

要优势菌群落结构出现失衡。此外，对各样品中丰度最高的 100 位 OTU 分析显示，幼鱼肠道优势

菌种类与生物饵料中的优势菌种类密切相关，而每个发病幼鱼肠道优势菌种类具有一定的独立性。

本研究旨在为大菱鲆健康养殖和微生态调控提供实验依据。 

关键词    生物多样性；高通量测序；大菱鲆 

中图分类号 S968   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0084-11 

大菱鲆(Scophthalmus maximus)属于比目鱼类，在

我国市场上称为“多宝鱼”。野生大菱鲆生活于冰岛

与摩洛哥附近的欧洲海域(Blanquer et al, 1992)，是一

种具有耐低温、生长快等特点的大型底栖经济鱼类。

近年来，由于缺乏抗病大菱鲆良种选育，腹水症成为

苗种培育期间的多发病，对大菱鲆养殖业造成了严重

影响。腹水症病原学的初步研究认为，细菌是导致腹

水症发生的主要原因(景亚运等, 2016)。但多年来，

研究人员对大菱鲆腹水症的致病菌的研究表明，导致

大菱鲆发生腹水症的致病菌却不尽相同，如迟缓爱德

华氏菌 (Edwardsiella tarda)(李筠等 , 2016)、鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)(张晓君等 , 2006)、灿烂弧菌

abc
图章
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(Vibrio splendidus)(Thomson et al, 2005)、哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)(Austin et al, 2006)和溶藻弧菌(Vibrio 
alginolyticus)(张伟妮, 2006)等，腹水症这一特征给该

病的诊断和防治造成了困难。有学者利用限制性片段

长度多态性分析(RFLP)研究大菱鲆肠道微生物多样

性(邢孟欣等, 2014)，但这种传统方法获得的生物信

息较少，具有一定的局限性，只能对少数主要的优势

微生物进行分析(王贤丰等, 2017)，难以全面解析微

生物的组成结构。 

高通量测序技术是一种能够对上百万个脱氧核

苷酸链同时进行测序的第 2 代技术。目前，基于细菌

16S rDNA 扩增子测序的高通量测序技术成为研究样

本生境内环境微生物菌群结构的重要手段，在水环境

(窦妍等, 2016)、土壤(Ligi et al, 2014; Zhang et al, 
2016)、空气(李红梅等, 2015)、口腔(Pozhitkov et al, 2011)

和植物生境(陈泽斌等, 2016)等方向得到了广泛应用，

全面解析样品生境内的微生物组成和数量。 

本研究基于 Illumina测序平台的高通量测序技术

对山东某大菱鲆养殖场育苗期的养殖水环境、蓄水池

中自然海水、生物开口饵料和健康与自然患腹水症的

幼鱼样品进行研究，分析暴发腹水症期间投喂的生物

饵料、养殖水体和幼鱼肠道的生物环境内的微生物组

成及数量变化，以期更深入了解大菱鲆育苗肠道及养

殖环境群落结构，为大菱鲆健康养殖和微生态调控提

供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

于 2017 年 4 月下旬在山东某养殖场应用工厂化

海水半循环养殖系统进行大菱鲆家系苗种培育。苗种

培育初期(5 月下旬)育苗车间开始流行腹水症，期间

收集了幼鱼(Group_Fish)、生物饵料(Group_ Baits)和

养殖水体(Group_Water) 3 类样品。幼鱼分为健康幼鱼组

(Group_E)和发病幼鱼组(Group_F)，每组 3 尾；生物饵

料有来自渤海湾的金海湾小卤虫(Artemia salina)和无

棣小卤虫(Artemia salina)、来自西藏的大卤虫(Artemia 
salina)、轮虫 (Rotifer)、小球藻 (Chlorella)和裂壶藻

(Schizochytrium)，每种饵料 1 个样品；养殖水体可分

为蓄水池自然海水 (Group_B)、健康幼鱼养殖水体

(Group_C)和发病幼鱼养殖水体(Group_D)，其中，自

然海水 1 个，养殖水体各 3 个。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品收集    生物饵料中收集的卤虫和轮虫

均由卵孵化去壳收集得到；小球藻和裂壶藻为公司培

养收集得到；水样是利用隔膜真空泵抽滤 2 L 水体过

0.22 μm 孔径的醋酸纤维滤膜得到的。 

1.2.2  DNA 的提取    水环境 DNA 使用天根土壤

DNA 提取试剂盒(TIANamp Soil DNA Kit)提取，具体

操作参照试剂盒说明书；其余样品 DNA 采用酚–氯仿

法提取。 

1.2.3  高通量测序方法    利用细菌通用引物 343F: 

5'-TACGGRAGGCAGCAG-3'/798R: 5'-CCGTCAATT-
CMTTTRAGTTT-3'对细菌的 16S rDNA 的 V3-V4 区进

行 PCR 扩增，送诺和致源生物公司进行基于 Illumina

平台的高通量测序。 

1.2.4  生信分析    对下机后的原始数据(Raw reads)

进行双端去杂、拼接和去嵌合体等质控处理，获得优

质的有效序列(Valid tags)。应用 VSEARCH(v2.4.2)软

件，对 Valid tags 依照 97%的相似度聚类成为可操作

分类单元(Operational taxonomic unit, OTU)，而后选

取每个归类单元中丰度最高的序列作为该单元的代

表序列(Edgar, 2010)，并与 Silva 的 SSU rRNA 数据库

序列信息比对，获得生物注释。最后对各样品 OTU

进行丰度、α-多样性、β-多样性以及各分类水平上的

细菌群落结构比较分析，来探究饵料和养殖水体对大

菱鲆幼苗生物多样性的影响。 

2  结果与分析 

2.1  高通量数据统计 

19 个样品所测的原始序列经去杂、拼接等质控

处理共得 Clean tags 722213 条，然后再去除嵌合体，

共获得有效序列 547621 条，占 Clean_tags 的 75.83%；

使用 VSEARCH (v2.4.2)软件，对有效序列按照 97%

的相似度共聚类为 3771 个 OTUs。 

生物饵料中海大小卤虫(B1)、无棣小卤虫(B2)、

无棣大卤虫(B3)、轮虫(B4)、小球藻(B5)和裂壶藻(B6)

分别获得的 OTU 个数为 90、743、50、258、277 和

111，去重复后饵料组共得 1090 个 OTUs。水体组共

获得 3080 个 OTUs。其中，自然海水的 OTU 个数为

2124，3 个检测的健康幼鱼养殖水体的 OTU 个数分

别为 1899、1806 和 1013，去重复后健康幼鱼养殖水

体组共获得 2464 个 OTUs，3 个检测的发病幼鱼养殖

水体的 OTU 个数分别为 520、1374 和 1320，去重复

后发病幼鱼养殖水体组共获得 1560 个 OTUs。幼鱼组

共获得 785 个 OTUs。其中，3 尾健康幼鱼的 OTU 个

数分别为 44、51 和 75，去重复后健康幼鱼组共获得
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87 个 OTUs，3 尾发病幼鱼的 OTU 个数分别为 219、

634 和 41，去重复后发病幼鱼组共获得 777 个 OTUs。

根据各样品 OTU 信息，对各样品组进行统计如表 1

所示。 
 

表 1  各组 OTU 统计分析 
Tab.1  Statistical analysis of OTUs in different groups 

水体组 Group_Water 幼鱼组 Group_Fish 
组别 

Group 
饵料组 

Group_Baits 海水 
Group_B 

健康幼鱼养殖水体
Group_C 

发病幼鱼养殖水体
Group_D 

健康幼鱼 
Group_E 

发病幼鱼 
Group_F 

2124 2464 1560 87 777 OTU 统计 
OTU_counts 

1090 
3038 785 

 
2.2  自然海水组、健康幼鱼组、发病幼鱼组和饵料

组的 OTU Venn 图分析 

OTU 的数目可以代表物种的丰富程度 (Zhang 

et al, 2009)。为探究养殖水体、饵料对幼鱼生境内生

物多样性的影响程度，对自然海水组、健康幼鱼组、

发病幼鱼组和饵料组的 OTU 进行 Venn 图分析(图 1)。 
 

 
 

图 1  各组韦恩图 
Fig.1  Venn diagram of groups 

Group_B: 自然海水组; Group_E: 健康幼鱼组; Group_F: 

发病幼鱼组; Group_Baits: 生物饵料组 
Group_B: Natural sea water; Group_E: Healthy juvenile fish; 
Group_F: Diseased juvenile fish; Group_Baits: Living baits 

 

Group_E 和 Group_F: Group_E(健康幼鱼组)和

Group_F(发病幼鱼组)的 OTU 个数分别为 87 和 777，

共有的 OTU 个数为 79 个，分别占各自组 OTU 数目

的 90.80%和 10.17%。 

Group_Water: 自然海水组(Group_B)的 OTU 个

数为 2124，健康养殖水体组(Group_C)的 OTU 个数为

2464，发病养殖水体组(Group_D)的 OTU 数有所降

低，为 1560，Group_Water 总 OTU 数为 3038 个。其

中 ， 健 康 养 殖 水 体 组 (Group_C) 与 自 然 海 水 组

(Group_B)共有的 OTU 数为 1702 个，占自然海水组

总数的 80.13%；而发病养殖水体组与自然海水组共

有的 OTU 个数为 681 个，占自然海水组 OTU 总数的

32.06%。 

Group_E、Group_B 和 Group_Baits: 3 组共有的

OTU 数目为 23 个。其中，Group_E 与 Group_Baits

共有的 OTU 数为 80 个，特有的 OTU 数为 57 个，分

别占 Group_E OTU 数的 91.95%和 65.52%；Group_E

与 Group_B 共有的 OTU 数为 23 个，特有的 OTU 数

为 0，分别占 Group_E OTU 数的 26.44%和 0。 

Group_F、Group_B 和 Group_Baits: 3 组共有的

OTU 数目为 155 个。其中，Group_F 与 Group_Baits

共有的 OTU 数为 636 个，特有的 OTU 为 481 个，分

别占 Group_F OTU 数的 81.85%和 61.90%；Group_F

与 Group_B 共有的 OTU 数为 186 个，特有的 OTU

为 31 个，分别占 Group_E OTU 数的 23.94%和 3.99%。 

2.3  微生物多样性分析 

2.3.1  生境内多样性(α-Diversity)分析    使用软件

Qiime 计算各样本均一化处理后 OTU 数据的 Goods 

coverages、Chao1 和 Simpson 指数(表 2)，分别表征

数据的测序深度、OTU 丰富度和群落多样性。所有

样品的 Good’s coverages 指数范围为 0.93~1.00。基于

Chao1 指数绘制的稀释曲线如图 2 所示，随着抽样数

的增加，各样品稀释曲线斜率均逐渐降低，后期曲线

趋于平缓，Chao1 指数基本与测序获得的 OTU 数目

一致，说明在当前的测序深度下，得到的测序数据量

可 以 代 表 样 本 中 的 细 菌 信 息 。 Group_Baits 、

Group_Water 和 Group_Fish 的 Simpson 指数分别为

0.83±0.094、0.95±0.035 和 0.82±0.12，利用 SPSS 18.0

软件对 Simpson 指数进行单因素方差分析(One-way 

ANOVA)，显示 Group_Water 的微生物多样性程度均

显著高于 Group_Baits 和 Group_Fish 两组(P<0.05)。 

2.3.2  生境间多样性(β-Diversity)分析    微生物群

落聚类分析根据样本相似性进行非加权组平均法
(Unweighted pair group method with arithmetic mean, 
UPGMA)分析，采用 Jackknifed 重复抽样对 UPGMA 
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表 2  各样品 α 多样性指数 
Tab.2  α-Diversity indices of each sample 

α 多样性指数 
α-Diversity indices 样品 

Sample 

样品编号 
Sample  

ID Good’s_ 
coverage 

Chao1 Simpson

金海湾小卤虫 
Artemia salina  
in Jinhaiwan 

B1 1.00 88.25 0.75 

无棣小卤虫 
Artemia salina  
in Wudi 

B2 0.97 753.12 0.98 

西藏大卤虫 
Artemia salina  
in Tibet 

B3 1.00 34.60 0.73 

轮虫 Rotifer B4 0.99 245.94 0.89 

小球藻 Chlorella  B5 0.99 249.73 0.82 

裂壶藻 
Schizochytrium 

B6 1.00 116.75 0.79 

蓄水池自然海水 
Sea water 

W18 0.91 2013.70 0.97 

W16.1 0.93 1723.52 0.99 

W16.2 0.93 1729.30 0.98 
健康幼鱼养殖水体 
Aquaculture  
water of healthy  
juvenile fish W16.3 0.96 977.22 0.93 

W17.1 0.98 452.53 0.89 

W17.2 0.95 1232.16 0.97 
发病幼鱼养殖水体 
Aquaculture  
water of diseased  
juvenile fish W17.3 0.95 1233.65 0.96 

F14.1 1.00 39.00 0.74 

F14.2 1.00 67.00 0.75 
健康幼鱼 
Healthy  
juvenile fish F14.3 1.00 86.00 0.74 

F15.1 1.00 259.07 0.96 

F15.2 0.98 646.17 0.98 
发病幼鱼 
Diseased  
juvenile fish F15.3 1.00 35.33 0.74 

 

的可靠性进行检验(图 3)。结果显示，75%~ 100%可信

度认为水体组中的各样本单独聚为一支；50%~75%可

信度认为饵料组中B2、B4 和 B5 与发病幼鱼组中 F15.1

和 F15.2 聚为一支；75%~100%可信度认为饵料组中

的 B1、B3 和 B6、发病幼鱼组中 F15.3 与健康幼鱼组

所有样品聚为一支。 

利 用 主 成 分 分 析 (PCA, Principal component 

analysis)对反应样本差异的 OTU 组成进行方差剖分，

降维成 2 个反映方差的 2 个特征值，并以此作为二维

坐标 PCA 图的横纵坐标，基于 Unifrac 距离进行 PCA

分析。从图 4 可明显看出，所有样品大致聚为 5 簇:

饵料与鱼体组(Group_Baits、Group_E and Group_F) 2

簇，自然海水组(Group_B)、健康养殖水体组(Group_C)、

发病养殖水体组 (Group_D)各一簇。Group_Baits、

Group_C 和 Group_D 大部分样品均重叠在一簇。 
 

 

 
 

图 2  基于 Chao1 指数的稀释曲线 
Fig.2  The dilution curve based on the Chao1 index 

 
B1: 金海湾小鲁虫; B2: 无棣小鲁虫; B3: 西藏大鲁

虫; B4: 轮虫; B5: 小球藻; B6: 裂弧藻; W18: 自然海水; 

W16: 健康幼鱼养殖水体; W17: 发病幼鱼养殖水体; F14: 

健康幼鱼; F15: 发病幼鱼。同图 3、图 5 和图 6 
B1: Artemia salina in Jinhaiwan; B2: Artemia salina in Wudi; 
B3: Artemia salina in Tibet; B4: Rotifer; B5: Chlorella; B6: 
Schizochytrium; W18: Sea water; W16: Aquaculture water of 

healthy juvenile fish; W17: Aquaculture water of diseased 
juvenile fish; F14: Healthy juvenile fish; F15: Diseased 

juvenile fish. The same as in Fig.3, Fig.5, and Fig.6 
 

 
 

图 3  UPGMA 聚类分析及可信度检验 
Fig.3  UPGMA cluster analysis and reliability test 

红色、黄色、绿色、蓝色分别代表 UPGMA 分析可信度的

75%~100%、50%~75%、25%~50%和 25% 
Red, yellow, green, and blue represent 75%~100%, 50%~75%, 

25%~50%和 25% of UPGMA analysis reliability 
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图 4  主成分分析 
Fig.4  Principal component analysis (PCA) 

Group_B: 自然海水组; Group_C: 健康幼鱼养殖水体; 

Group_D: 发病幼鱼养殖水体; Group_E: 健康幼鱼组; 

Group_F: 发病幼鱼组; Group_Baits: 生物饵料组 

Group_B: Natural sea water; Group_C: Sea water of healthy 
juvenile fish; Group_D: Sea water of diseased juvenile fish; 
Group_E: Healthy juvenile fish; Group_F: Diseased juvenile 

fish; Group_Baits: Living baits 
 

2.3.3  门、科、属三种分类水平下的群落结构分析     

    根据注释结果，所有样本在本次测序中检测的微

生物有细菌和古细菌，其中，细菌归于 37 个门、100

个纲、225 个目、459 个科和 959 个属。 

在门水平上，纤维杆菌门(Fibrobacteres)、迷踪菌

门(Elusimicrobia)、黏胶球菌门(Lentisphaerae)、绿弯

菌 门 (Chloroflexi) 、 疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia) 、

Latescibacteria、Cloacimonetes、Aminicenantes、装甲

菌门(Armatimonadetes)、Saccharibacteria、衣原体门

(Chlamydiae)、螺旋菌门(Spirochaetae)、Synergistetes、

Candidate_division_SR1 、 Marinimicrobia_(SAR406_ 

clade)、TM6、PAUC34f、JL_ETNP_Z39、GOUTA4、

SHA_109、WCHB1_60 和 TA06 等 22 个门细菌含量

较 低 ， 占 比 不 足 细 菌 总 量 的 1% ； 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes) 、 绿 菌 门 (Chlorobi) 、 蓝 藻 门

(Cyanobacteria)、脱铁杆菌门(Deferribacter)、厚壁菌

门(Firmicutes)、梭杆菌门(Fusobacteria)、芽孢单菌门

(Gemmatimonades)、Gracilibacteria、硝化螺旋菌门

(Nitrospirae)、Parcubacteria、浮霉菌门(Planctomycetes)、

变形菌门 (Proteobacteria)和柔膜菌门 (Tenericutes)等

15 个优势门占细菌总量的 97.09%以上。 

15 个优势菌门的菌群结构如图 5 所示，鱼体组

中细菌在门水平上的菌群结构差异不大，占比前 3 的

优势门为拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门，与饵料生

物的门类细菌组成及其比例较为相似。经统计，健康

幼鱼组共检测出 8 个门，占比前 3 的优势菌门比例依

次为 51.84%±0.63%、26.17%±0.84%和 15.11%±0.40%，

标准差均小于 1%，表明健康幼鱼的菌群结构非常稳 
 

 
 

图 5  各样品门水平下细菌相对丰度 
Fig.5  Relative abundance at phylum level of bacterial communities of samples 
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定；发病幼鱼组共检测到的细菌门数为19个，3种优势

菌门的比例范围依次为 22.31%~52.31%、 18.77%~ 

30.53%和14.93%~52.77%，组内比例波动较大。 

基于OTU注释结果，丰度较高的15个优势菌科分

别为弧菌科(Vibrionaceae)、Rhodobacteraceae、假交

替单胞菌科 (Pseudoalteromonadaceae)、紫单胞菌科

(Porphyromonadaceae)、海洋螺菌科(Oceanospirillaceae)、

支原体(Mycoplasmataceae)、毛螺菌科(Lachnospiraceae)、

梭杆菌科(Fusobacteriaceae)、Flavobacteriaceae、科尔

韦尔氏菌科(Colwelliaceae)、拟杆菌目某科(Bacteroidales_ 

S24_7_group)、拟杆菌科(Bacteroidaceae)、交替单胞

菌科(Alteromonadaceae)、产碱杆菌科(Alcaligenaceae)

和肠杆菌科 (Enterobacteriaceae)。菌群结构如图6所

示，15个科包含的细菌占总细菌含量的67.95%，样品

间科水平的种类和细菌量各不相同。健康幼鱼组

(Group_E)共检测出7个科，其中，至少在2个重复样

品都检测到的科为6个，分别为紫单胞菌科(51.64%± 

0.56%) 、毛螺菌科 (23.82%±1.03%) 、产碱杆菌科

(12.20%±0.32%)、肠杆菌科(2.89%±0.28%)、拟杆菌科

(0.031%±0.019%)和拟杆菌目某科(0.022%±0.0097%)，

其6个科的细菌量占总细菌量的(90.59%±1.09%)，与

饵料组B1、B3和B6的菌群结构较为相似。与健康幼

鱼组(Group_E)相比，发病幼鱼组(Group_F)组内菌属

多样性和菌群结构差异均较大，F15.3菌群结构与健

康幼鱼较为相似，而F15.1和F15.2中紫单胞菌科

(2.71%±1.89%)、毛螺菌科(7.13%±5.12%)和产碱杆菌

科(0.51%±0.10%)的细菌比重显著低于健康幼鱼组，

肠杆菌科(18.81%± 2.41%)、拟杆菌科(11.78%±13.58%)

和拟杆菌目某科(13.27%±4.29%)的细菌比重显著高

于健康幼鱼组；除此之外，还有9个科只存在于发病

幼鱼组，其中，至少在2个重复样品检测到的科有5

个，分别为弧菌科(1.10%±0.11%)、Rhodobacteraceae 

(0.22%±0.30%)、支原体 (0.48%±0.67%)、梭杆菌科

(0.05%±0.03%)和Flavobacteriaceae (0.10%±0.13%)。 

在属水平上，19个样品中细菌丰度最高的15个属

分别为副杆菌属(Parabacteroides)、Lachnoclostridium、

Parasutterella、假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、

大肠志贺氏杆菌属(Escherichia shigella)、嗜冷菌属

(Psychrilyobacter)、拟杆菌属(Bacteroides)、科尔韦尔

氏菌属(Colwellia)、Ruegeria、Olleya、弧菌属(Vibrio)、

短波单胞菌属(Brevundimonas)、Methylophaga、冷杆

菌属(Psychrobacter)、Reinekea。 

15 种优势菌属在各样品中的菌群分布及结构特

征见图 7，健康幼鱼组组内属水平菌群结构稳定，含

有 5 个菌属，分别为副杆菌属(59.13%±0.77%)、

Lachnoclostridium(25.03%±0.84%)、Parasutterella 

(13.97%±0.21%)、假交替单胞菌属(1.83%±0.18%)和拟

杆菌属(0.036%±0.022%)。与健康幼鱼组相比，发病

幼鱼组组内菌属多样性和菌群结构差异均较大，F15.3

菌群结构与健康幼鱼较为相似，而 F15.1 和 F15.2 中

的副杆菌属(2.57%±1.70%)、Lachnoclostridium (0.88%± 

0.42%)和 Parasutterella (0.19%±0.12%)的细菌比重显著

低于健康幼鱼组，拟杆菌属(13.27%±4.29%)和大肠志贺

氏杆菌属(8.50%±2.11%)的细菌比重显著低于健康幼鱼

组，除此之外，还有 6 个属只存在于发病幼鱼组，其中，

至少在 2 个重复样品都检测到的属有 4 个，分别为弧 

 
 

图 6  各样品科水平下细菌相对丰度 
Fig.6  Relative abundance at phylum level of bacterial communities of samples 
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图 7  各样品属水平下细菌相对丰度 
Fig.7  Relative abundance at genus level of bacterial communities of samples 

 

菌属(0.31%±0.35%)、短波单胞菌属(4.25%±5.97%)、

Olleya(0.03%±0.04%)和冷杆菌属(0.01%±0.01%)。 

2.3.4  丰度 Top100 的微生物的系统进化树分析 

    对OTU的丰度进行统计，选出丰度最高的100个

OTU构建系统进化树，并以热图形式展示OTU在不同

样品中的分布(图8)。经统计，这100条reads共归于   

6个门: 变形菌门(63.54%)、拟杆菌门(21.88%)、厚壁

菌门(8.33%)、梭杆菌门(1.56%)、蓝细菌门(1.56%)和

Gracilibacteria(3.13%)。由图8可知，编号为F14.1、

F14.2和F14.3的健康幼鱼和编号为F15.3的发病幼鱼

与饵料组所属的金海湾小卤虫(B1)、西藏大卤虫(B3)

和裂壶藻(B6)的高丰度OTU一致，主要为副杆菌属

(Parabacteroides)、Parasutterella属、布劳特氏菌属

(Blautia)、Lachnoclostridium属、梭菌目(Clostridiales)

和奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)等细菌。 

编号为 F15.1 和 F15.2 的 2 条病鱼与生物饵料中

无棣小卤虫(B2)、轮虫(B4)和小球藻(B5)中的高丰度

OTU 一致，主要为拟杆菌属(Bacteroides)、拟杆菌目某

科(Bacteroidales_S24_7_group)、肠球菌属(Enterococcus)、

约氏乳杆菌 (Lactobacillus johnsonii)、苍白杆菌属

(Ochrobactrum)、短波单胞菌属(Brevundimonas)、幽门

螺杆菌(Helicobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)、大肠

志贺氏杆菌属(Escherichia_shigella)和奇异变形杆菌。 

3  讨论 

本研究利用 Illumina Miseq 平台对山东某育苗场

暴发腹水症的 30 日龄大菱鲆幼苗及同期健康的幼

苗、自然海水、养殖水体和生物饵料等共计 19 个样

品内的细菌 16S rDNA 进行了高通量测序，所有样品

OTU 的 Good’s coverages 指数范围在 0.93~1.00 之间，

说明测序深度足够大，数据可以全面解读各样品中细

菌的组成及丰度，可以反映绝大多数的微生物信息。 

对 Simpson 指数的计算可知，幼鱼、生物饵料和

养殖水体的细菌丰度和多样性依次升高。有关半滑舌

鳎(Cynoglossus semilaevis)(张正等, 2015)和凡纳滨对

虾(Penaeus vannamei)(孙振丽等, 2016)的研究结果与

本研究结果一致，即养殖水体的微生物多样性比动物

的肠道微生物多样性高。健康幼鱼和发病幼鱼共有的

OTU 分别占各自 OTU 总数的 90.80%和 10.17%。这

说明健康的大菱鲆和发生腹水的大菱鲆肠道细菌多

样性存在较大的差异，发病幼鱼会受到外界细菌的侵

袭。为了溯源大菱鲆幼鱼肠道微生物，基于 OTU 对

生物饵料、自然海水、健康幼鱼和发病幼鱼进行 Venn

图分析(图 1)，显示健康幼鱼和发病幼鱼分别与生物

饵料共有的 OTU 个数为 80 和 636，分别占幼鱼 OTU

总数的 91.95%和 81.85%。有研究认为，养殖环境中

的微生物能够影响养殖动物肠道内的微生物多样性

(Li et al, 2012)，丰度较低的某些细菌会定植到鱼体肠

道(Navarrete et al, 2009)。由此可知，水体的微生物

多样性非常高，自然海水 OUT 的数目达到 2124 个，

但其与健康幼鱼特有的 OTU 数为 0，即使是与发病

幼鱼特有的 OTU 数也仅为 31。由此推测，在大菱鲆 



第 4 期 吴欢欢等: 应用高通量测序技术分析大菱鲆幼鱼肠道及其养殖环境的微生物群落结构 91 

 

 
 

图 8  基于丰度最高的 100 个 OTU 的系统进化树及其在各样品中的分布热图 
Fig.8  The phylogenetic tree based on the top 100 OTU and its heat map in each sample 

B1: 金海湾小鲁虫; B2: 无棣小鲁虫; B3: 西藏大鲁虫; B4: 轮虫; B5: 小球藻; B6: 裂弧藻; W18: 自然海水; W16: 健

康幼鱼养殖水体; W17: 发病幼鱼养殖水体; F14: 健康幼鱼; F15: 发病幼鱼 
B1: Artemia salina in Jinhaiwan; B2: Artemia salina in Wudi; B3: Artemia salina in Tibet; B4: Rotifer; B5: Chlorella; B6: 

Schizochytrium; W18: Sea water; W16: Aquaculture water of healthy juvenile fish; W17: Aquaculture water of diseased juvenile 
fish; F14: Healthy juvenile fish; F15: Diseased juvenile fish 
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肠道微生物群落结构形成初期，生物饵料发挥了关键

的作用。根据 OTU 注释结果，健康幼鱼的肠道微生

物共聚类为 8 个门，发病幼鱼的肠道微生物可聚类为

19 个门。经统计，发病幼鱼组增加的 11 个门类细菌

丰度均较小，细菌总量仅占 3.91%±2.57%，如酸杆菌

门、放线菌门、蓝藻门、Saccharibacteria 门和螺旋藻

门等。说明当幼鱼发病时，饵料中某些丰度较低的细

菌会趁机植入肠道。 

根据细菌分类结果，拟杆菌门、厚壁菌门和变形

菌门在大菱鲆幼鱼肠道中占优势地位。有学者研究了

体长 6 cm 大菱鲆幼鱼(朱鹏飞, 2015)和体重 700 g 大

菱鲆成鱼(邢孟欣等, 2014)的肠道菌群，显示变形菌

门细菌是丰度最高的门类。而本研究对 30 日龄(体长

为 1 cm)健康幼鱼的肠道菌群研究结果显示，拟杆菌

门是主要优势菌门，占细菌总量的 50%以上；其中，

变形菌门细菌仅占 15.11%±0.40%。值得注意的是，

与健康幼鱼相比，发病幼鱼中变形菌门的细菌丰度明

显提高(30.56%±19.76%)。变形菌门因其细菌形态多

样而得名，是细菌中最大的一个门，主要包括 α-变形

菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲、δ-变形菌纲和 ε-变

形菌纲，近年又确立一个 ζ-变形菌纲(Emerson et al, 
2007)。本研究发现，β-变形菌纲、伯克氏菌目、产碱

杆菌科、Parasutterella 属中的 4 种未知菌种广泛存在

于健康大菱鲆幼苗体内，该属 reads 总数为 12471 条，

占健康幼鱼体内变形菌纲细菌总量的 80.79%。

Parasutterella 属细菌首次是从健康的人类粪便中分

离出来(Nagai et al, 2009)。Parasutterella 属的细菌是

否参与大菱鲆幼苗正常的肠道代谢活动，还有待进一

步研究。与健康幼鱼相比，发病幼鱼 β-变形菌纲占比

明显降低，仅占 33.62%。 

γ-变形菌纲是目前已知细菌种类最多的一个纲，

包含许多能引起人类致病的细菌，如沙门氏菌属

(Salmonella)能造成人类伤寒和肠炎。注释结果发现，

健康幼鱼肠道含有的 γ-变形菌纲的细菌较为单一，全

部属于肠杆菌目肠杆菌科，占健康幼鱼变形菌纲细菌

总数的 19.12%；而发病幼鱼肠道中 γ-变形菌纲的细

菌较为多样，主要有肠杆菌目、交替单胞菌目

(Alteromonadales) 、 Cellvibrionales 目 、 着 色 菌 目

(Chromatiales)、海洋螺菌目(Oceanospirillales)、假单胞菌

目(Pseudomonadales)、咸水球星菌目(Salinisphaerales)、

硫发菌目(Thiotrichales)、弧菌目(Vibrionales)和黄色

单胞菌目(Xanthomonadales)等，细菌丰度显著提高，

占发病幼鱼变形菌纲细菌总数的 51.19%。其中，肠杆

菌科、假交替单胞菌目和弧菌目含有许多的致病菌。 

对所有样品(饵料、水体和幼鱼)中丰度较高的

100 个 OTU 进行进化树–热图分析发现(图 8)，健康

幼鱼肠道中高丰度菌属在饵料中的产自渤海的金海

湾小卤虫、产自西藏的大卤虫和裂壶藻中中含量颇

丰。这些菌属中大多属于环境或动物肠道正常菌群，

除了少量奇异变形杆菌。奇异变形杆菌属于肠杆菌

科，是一种条件致病菌，能引起大黄鱼(Pseudosciaena 
crocea)体表溃烂 (张庆华等 , 2005)、棘胸蛙 (Rana 
spinosa)烂皮病(王瑞君等, 2012)和中华鳖(Pelodiscus 
sinensis)腮腺炎病(林亚歌等 , 2104)等多种水产动物

疾病。从图 8 也可看出，该菌在发病幼鱼生境内检测

量有所提高。其次，发病幼鱼生境内高丰度菌属在饵

料中的产自渤海的无棣小卤虫、轮虫和小球藻中颇

丰。这些菌属中除了环境中广泛存在的化能自养类细

菌和奇异变形杆菌外，还有一种致病菌属——大肠志

贺氏杆菌属。大肠志贺氏杆菌属是一种肠道感染致病

菌(刘蔚等, 1999)，能引起人类痢疾(刘汉明, 1991)。

而 3 种商品化卤虫和裂壶藻中大肠志贺氏杆菌属和

奇异变形杆菌的含量都极其丰富。在生产上，卤虫需

要摄食裂壶藻进行营养强化，然后才作为饵料投喂幼

鱼，而裂壶藻和 3 种卤虫在门水平的菌群结构均较为

相似，故推测鱼体内的大肠志贺氏杆菌属和奇异变形

杆菌均来自裂壶藻。从细菌进化地位来说，大肠志贺

氏杆菌属、奇异变形杆菌与迟缓爱德华氏菌同属于肠

杆菌科(Enterobacteriaceae)，而肠杆菌科除菊花欧文

氏菌都含有肠杆菌科共同抗原(何晓青, 1980)。由此

可知，发病大菱鲆幼鱼肠道除了增加许多的有害菌群

外，其肠道含量较低的致病菌也存在丰度升高现象。 

4  小结 

本研究利用高通量测序技术对暴发腹水症的大

菱鲆幼苗及其养殖环境的微生物多样性进行了研究。

结果显示，生物饵料中的微生物参与大菱鲆幼鱼肠道

早期菌群的形成，并起主要作用，也会引起发病幼鱼

肠道有害菌群大量滋生。因此，为了有效预防大菱鲆幼

鱼疾病的暴发，在育苗过程中，应规范养殖，减少应激，

并加强开口饵料中病原菌的检查及防控力度。 
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Turbot (Scophthalmus maximus) Biodiversity Assessment Using 
High-Throughput Illumina Sequencing to Analyze Juvenile  

Turbot Intestines and Their Bacterial Cultures  

WU Huanhuan1,2, WANG Weiji2, LÜ Ding2, HU Yulong2, KONG Jie1,2①
 

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education; 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) 

Abstract    In order to study the effects of environmental factors on the intestinal flora structure of 
turbot (Scophthamus maximus), we used high-throughput sequencing to explore the bacterial community 
structure and diversity in juvenile turbot intestines, the culture environment, and biological baits. The 
results showed that 547621 effective sequences were detected in nineteen samples, and they could be 
classified into 3771 operational taxonomic units (OTUs), among which 3038, 1090, 87, and 777 
originated from the aquaculture water, the biological baits, healthy juvenile turbot intestine, and diseased 
juvenile fish intestine, respectively. There were 57 OTUs shared between the healthy juvenile turbot 
intestine and the biological baits, 0 OTU shared between the healthy juvenile turbot intestine and 
aquaculture water, 481 OTUs shared between the diseased juvenile fish intestine and the biological baits, 
31 OTUs shared between the diseased juvenile fish intestine and the aquaculture water. The effect of 
biological bait on microbial diversity of intestinal tract of juvenile fish was much greater than that of 
environment. In total, the predominant phyla in the turbot intestine were Bacteroidetes, Firmicutes, and 
Proteobacteria. The intestinal microflora of healthy juvenile turbot can be clustered into 8 phyla, and the 
intestinal microflora of the diseased juvenile fish could be clustered into 19 phyla. Compared with the 
healthy juveniles, the community structure of the predominant phyla was imbalanced at the intestinal level 
of the diseased juvenile fish. Furthermore, analysis of the 100 most abundant bacterial OTUs in the 
different samples revealed that the species dominant in the intestinal bacteria of juvenile fish was closely 
related to the dominant species in the biological baits. Meanwhile, the intestinal dominant bacteria species 
of each diseased juvenile are different. This study provided the basis for healthy culture and 
micro-ecological regulation of turbot. 
Key words    Biodiversity; High throughput sequencing; Turbot (Scophthalmus maximus) 
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松江鲈白介素 15(TfIL-15)的结构特征 

与重组表达* 

刘莹莹  于珊珊  柴迎梅  林啸鹏  祝  茜① 
(山东大学(威海)海洋学院  威海  264209) 

摘要    为研究白介素 15(Interleukin-15, IL-15)在松江鲈(Trachidermus fasciatus Heckel)先天免疫中

的功能，本研究利用 RACE 技术克隆得到松江鲈 IL-15 基因(命名为 TfIL-15)的全长 cDNA 序列，

其长度为 1140 bp，包括 5-非编码区(5-UTR) 165 bp、开放阅读框(ORF) 522 bp 和 3UTR 453 bp。

在 5UTR 区域，存在 4 个读码框外的 AUG 翻译起始位点。基因 ORF 编码 173 个氨基酸(aa)，其中，

前 59 aa 为信号肽序列。成熟肽全长为 114 aa，预测分子量为 12.975 kDa，理论等电点为 5.15。同

源比对发现，鱼类 IL-15 变异程度较高，TfIL-15 与其他鱼类 IL-15 同源性在 23%~61%之间。多序

列比对和三维结构构建结果显示，TfIL-15 具有典型 4 个 α螺旋二级结构，形成二硫键的 4 个半胱氨

酸高度保守。qRT-PCR 分析表明，TfIL-15 广泛表达于松江鲈各组织中。腹腔注射脂多糖

(Lipopolysaccharides, LPS)后，TfIL-15 mRNA 在血液、皮肤、肝脏和脾脏中均上调表达。在皮肤和

血液中，刺激后 2 h 表达量迅速上调至最高峰，分别为对照组的 74 倍和 41 倍。脾脏和肝脏在刺激

后 12 h 分别达到对照组的 3 倍和 18 倍。肝脏中，刺激后 96 h，表达量再次上调至对照组的 86 倍。

上述结果表明，TfIL-15 可能参与了松江鲈抵抗外界刺激的先天免疫过程。另外，通过构建 TfIL-15

成熟肽的原核表达载体，成功获得重组蛋白，为进一步研究 TfIL-15 蛋白的功能奠定了基础。 

关键词    松江鲈；白介素 15(IL-15)；克隆；基因表达；重组蛋白表达 

中图分类号 Q78; S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0095-09 

IL-15 是白介素(Interleukin, IL)家族的重要成员

之一，它与 IL-2、GM-CSF(粒细胞巨噬细胞集落刺

激因子)、G-CSF(粒细胞集落刺激因子)等，同属于 4α

螺旋细胞因子家族(Lodolce et al, 2002)。转录水平的

IL-15 存在于多种类型细胞和组织器官中，包括表皮

细胞、上皮细胞、神经细胞、单核细胞、巨噬细胞、

树突状细胞及心脏、肺、脾和骨骼肌等(Carson et al, 

1995; Lee et al, 1996)。但蛋白水平的 IL-15 在血清或

培养细胞的上清液中却很难被检测到。这种现象与

IL-15 基因的蛋白表达受严谨调控相关，这些调控方

式包括 5-UTR 多个翻译起始位的存在、特殊的信号

肽及羧基末端的某些结构等(Bamford et al, 1996、

1998; Kurys et al, 2000)。IL-15 是一种多效细胞因子，

具有增强淋巴细胞活性、促进粒细胞吞噬(Ratthé et al, 

abc
图章
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2004)和 NK 细胞发育并增强其细胞毒性的作用

(Fehniger et al, 2001; Lodolce et al, 2002)。此外，IL-15

还具有刺激 T 细胞/B 细胞增殖、诱导免疫球蛋白分

泌、刺激特异性抗原产生、诱导信号转导和转录激活

蛋白表达等多种功能(王东勇等, 1996)。 

尽管功能多样，但由于白介素等细胞因子在趋异

进化过程中的变异程度相当高，导致鱼类相关基因的

开发难度加大，免疫功能研究相对滞后 (贝锦新 , 

2006)。2004 年之前，硬骨鱼 IL-15 的相关研究工作

几乎未见报道。随着红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)、

黑青斑河豚 (Tetraodon nigroviridis)和斑马鱼 (Danio 
rerio)等物种基因组计划的完成，一系列细胞因子包

括 IL-15 才开始被陆续发现和鉴定(Bei et al, 2006; 

Fang et al, 2006; Gunimaladevi et al, 2007)。除了以上

3 种鱼，目前，lL-15 也仅在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、

三刺鱼(Gasterosteus aculeatus)、金头鲷(Sparus aurata)、

条石鲷 (Oplegnathus fasciatus)、露斯塔野鲮 (Labeo 
rohita, Hamilton)等少数鱼类中克隆得到(方玮, 2009; 
Das et al, 2015; Pérez-Cordón et al, 2014; Wang et al, 
2007)。研究发现，鱼类 lL-15 可以由多种组织和细胞

产生，组织分布广泛；受到不同诱导物免疫刺激后，

lL-15 表达上调，但上调时间和不同组织的表现有所

不同(贝锦新, 2006; 方玮, 2009)。此外，lL-15 还参与

了鱼体对抗寄生虫的免疫反应 (Pérez-Cordón et al, 
2014; Das et al, 2015)。虹鳟体外重组表达 lL-15 蛋白

能诱导虹鳟脾脏细胞产生 IFN-γ (Wang et al, 2007)。

红鳍东方鲀重组表达的 lL-15，能活化鱼的外周血白

细胞、小鼠 T 淋巴细胞(CTLL-2)、鱼的头肾细胞和胸

腺细胞，说明重组蛋白具有活化增殖免疫细胞的生物

学功能(贝锦新, 2006; 孙赛红等, 2015)。这些研究为

今后进一步深入开展重组 lL-15 在鱼类健康养殖上的

应用研究提供了基础。 

松江鲈(Trachidermus fasciatus Heckel)，隶属于

鲉形目(Scorpaeniformes)、杜父鱼科(Cottidae)、松江

鲈属(Trachidermus)，是一种近海溯河洄游的肉食性

鱼类(于诗群等, 2008; 陈学昭等, 2016)。近年来，由

于种群数量剧减，被列为国家Ⅱ级保护动物(陈学昭

等, 2016)。目前，关于 IL-15 基因在松江鲈体内的研

究尚未开展，本研究克隆了松江鲈 IL-15(命名为

TfIL-15)的基因，分析了序列结构特征，应用实时荧

光定量 PCR(Quantitative real-time PCR, qRT-PCR)技

术研究了其在鱼体内的分布和免疫刺激后基因应答

情况，并利用原核表达系统体外表达了 IL-15 成熟肽

的重组蛋白。研究结果可进一步丰富鱼类细胞因子的

研究内容，有利于阐明鱼类细胞因子与鱼类免疫系统

的关系。重组蛋白的表达为进一步开展对 TfIL-15 的

功能研究和抗体制备奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与组织样品制备 

9~10 月龄的松江鲈(体重约 15~23 g)取自山东文

登埠口松江鲈自然保护区，实验前置于充气海水中

(12℃~14℃)饲养 1 周。选取正常健康个体，麻醉后

心脏取血，然后解剖取其心脏、肝脏、鳃、肠、皮肤、

肾脏、脾脏、脑、卵等组织，立即放入 Trizol 中研磨，

用于提取正常组织 RNA。 

LPS (Lipopolysaccharides, 脂多糖)刺激实验，将

松江鲈平均分成 2 组(每组 50 条)，一组腹腔注 50 μl 

(0.04 mg/kg)的 LPS，对照组注射等体积无菌生理盐

水。刺激后 0、2、6、12、24、48、72、96 h 麻醉取

样(每次 6 条)，分别取其血、皮肤、肝脏和脾脏用于

组织总 RNA 提取。 

1.2  总 RNA 的提取和 cDNA 合成 

依据 Trizol (Invitrogen 公司)操作说明提取各样

品的组织总 mRNA 。 cDNA 第一链的合成参照

Clontech 公司 SMART(Switching mechanism at 5 end 

of RNA template)的指导说明进行(表 1)(史晓丽等 , 

2018)。 

1.3  TfIL-15 cDNA 的全长克隆 

根据 LPS 刺激后 cDNA 文库的构建获得 TfIL-15

基因的 EST 序列，利用 Primer 5.0 设计特异性后引物

15R 与 5 primer 配对进行 5 RACE 克隆；设计特异性

前引物 15F 与 3 anchor R 配对进行 3 RACE 克隆。所

用模板为松江鲈刺激后肝脏 cDNA，反应条件：94℃预

变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃复性 30 s，72℃延

伸 40 s，30 个循环；72℃延伸 7 min。然后将 PCR 纯

化产物与 pMD-18T 载体连接，克隆测序，得到 5端
和 3端序列片段。 

1.4  TfIL-15 基因的序列分析 

利用软件 BioEdit 对 RACE 获得的两端 cDAN 序

列进行拼接，以获得 TfIL-15 的 cDNA 全长序列；通

过在线软件 ExPASy(http://www.au.expasy.org/)对 TfIL- 

15 的 cDNA 序列进行蛋白翻译、等电点及分子量预

测；TfIL-15 编码蛋白的信号肽、糖基化位点分别应

用 SignalIP 4.1 和 NetNGlyc1.0 Server 进行分析；蛋白

的三级结构预测在 SWISS-MODEL (http://swissmodel. 

expasy.org/)进行，然后用 PyMol 软件进行三维结构的 
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建构与标注；在 NCBI 下载同源序列，利用 ClustalW、

BioEdit 和 DNAman 进行同源序列比对分析，利用

MEGA5.0 软件以邻位法(Neighbor-joining, NJ)构建系

统发育树。 

1.5  组织表达分析 

TfIL-15 的组成型表达及刺激后表达模式的变化

通过 qRT-PCR 分析来进行。根据 TfIL-15 cDNA 序列

设计 qRT-PCR 引物(表 1)，以正常各组织及刺激组和

对照组的不同时间点 cDNA 为模板，进行反应。反应

条件：94℃ 3 min；94℃ 15 s，60℃ 60 s，40 个循

环(陈学昭等, 2016)，结束后进行熔解曲线分析。以

β-actin 作为内参基因，每个样品 cDNA 设 3 个平行实

验。反应和分析使用 7300 实时荧光定量 PCR 仪

(Applied Biosystems, 美国)进行。基因的相对表达量

根据 2ΔΔCt 法计算，结果用平均值±标准差(Mean±SD)

表示(马慧鑫等, 2018)。差异显著性使用 T 检验的   

方法分析，当差异显著性水平 P<0.05 时认为差异   

显著。 

1.6  TfIL-15 重组蛋白表达 

TfIL-15基因成熟肽的两端引物分别引入 EcoRⅠ

和 XhoⅠ酶切位点，插入到 pET-30a(+)表达载体的多

克隆位点中，构建 pET-30a(+)/TfIL-15 表达载体转化

入大肠杆菌克隆菌株 DH5α 中。经阳性克隆筛选后，

提取构建好的质粒载体转化表达菌株 BL21(DE3)并

进行阳性筛选。 

将筛选出的菌落分别置于 LB 液体培养基中过夜

培养。次日，将过夜菌转培养(1 : 100 的比例)至新的

液体 LB 培养基中约 3 h。待其 OD600 nm 为 0.6~0.8 时，

加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 进行诱导。诱导结

束后，收集菌体，通过 SDS-PAGE 检测目的蛋白的

表达情况。进一步的超声破碎检测发现，蛋白以包涵

体形式表达。 
 

表 1  PCR 引物名称及序列 
Tab.1  PCR primers and the sequences 

引物 Primers 引物序列 Primer sequence (5~3) 目的 Purpose 

15F ACTACCCTGTTGACTGTCCACC 

15R CACAGAAGTACTCAGGAGGC 

3 anchor R GACCACGCGTATCGATGTCGAC 

5 Primer TACGGCTGCGAGAAGACGACAGAA 

5 RACE and 3 RACE 

Oligo-anchor R GACCACGCGTATCGATGTCGACT16(A/C/G) 

Smart F TACGGCTGCGAGAAGACGACAGAAGGG 

反转录 PCR Reverse transcription PCR

15RTF CTGACGCTATGCTGTATGCTCCG 

15RTR CGTTGTCCGACTATTCATTTCTTGC 

qRT-PCR 

ActinF TGAGACCACCTACAACAGCATC 

ActinR GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 

qRT-PCR 

15EMF TACTCAGAATTCGCTGAGCGTCCTTCGGTTTAT  

15EMR TACTCACTCGAGTTACGTTGTCCGACTATTCAT 

蛋白表达 Protein expression 

 

在确定重组蛋白表达的情况下，进行蛋白的大规

模培养表达，表达结束用 PBS 重悬菌体超声破碎 1 h。

将超声破碎后沉淀进行包涵体洗涤，然后用 GenScript

的 His-tag 亲和层析柱进行纯化，具体操作步骤参见

Yu 等(2013)的方法。重组蛋白的复性采用尿素梯度透

析法，每个梯度 4℃透析 16 h (王彤等, 2013)。透析

结束后，通过 SDS-PAGE 检测重组蛋白的纯化结果。 

2  结果 

2.1  TfIL-15 基因克隆及序列分析 

松江鲈 IL-15 全长 cDNA 序列(图 1，GenBank 登 

录号为 MH299805)为 1140 bp，其中，5-非编码区

(5-UTR) 165 bp，开放阅读框(ORF)522 bp，3-UTR 

453 bp。在 5-UTR 区域，存在 4 个读码框外的 AUG

翻译起始位点。基因 ORF 编码 173 个氨基酸(aa)，其

中，前 59 aa 为信号肽序列。成熟肽全长为 114 aa，

预测分子量为 12.975 kDa，理论等电点为 5.15。成熟

肽含有 2 个可能的 N 糖基化位点：NASM，132~134；

NITV，153~155。 

将 TfIL-15 与其他物种同源序列进行比对，发现

TfIL-15 与条石鲷 (BAN84544.1)的同源性最高为

61%，其次为三刺鱼(NP_001254613.1) 59%，与斑马

鱼同源性为 23%，与鱼类序列同源性在 23%~61%之

间。与鸡(Gallus gallus, AAF61446.1)同源性为 24%，

与人类 IL-15(Homo sapiens, AAA21551.1)同源性为 
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图 1  TfIL-15 的 cDNA 序列及其编码序列 
Fig.1  The nucleotide and deduced amino acid sequences of TfIL-15 

下划线标出的分别为起始密码子和终止密码子。阴影部分为 N-糖基化位点。箭头表示信号肽切割位点。 

方框内为 5-UTR 区读码框外的 ATG 翻译起始位点 
The start codon and stop codon are underlined, the N-glycosylation sites are shadowed by gray, the arrow indicates the  
signal peptide cleavage site, and the four out-of-frame ATG initiation codons in the 5 UTR are indicated in the boxes 

 
25%，与哺乳类同源性在 20%~25%之间(表 2)。氨基

酸序列多序列比对发现，鱼类 IL-15 与鸟类和哺乳类

IL-15 的成熟肽区域的同源性较信号肽高，鱼类 lL-15

同源序列含有与鸟类和哺乳类相同的 4 个保守的半

胱氨酸残基(图 2)。 

用 SWISS-MODEL 软件进行三维结构预测，发

现 TfIL-15 具有典型 4 个 α 螺旋二级结构(图 3A)。将

TfIL-15 与人类的 IL-15 叠合时(图 3B)，发现蛋白结

构较吻合，并且二硫键形成位点相互重合。此外，松

江鲈另外 2 个半胱氨酸形成了第 3 个二硫键(图 3A)，

TfIL-15 成熟肽起始氨基酸丙氨酸(A)与人类成熟肽

起始氨基酸天冬酰胺(N)重合。 

系统进化分析表明，所有鱼类的 IL-15 聚为一大

支，鸟类和哺乳动物的 IL-15 聚为另外一大支(图 4)。 

2.2  TfIL-15 组织表达分析 

qRT-PCR 结果表明，TfIL-15 mRNA 广泛表达于

松江鲈各组织中。其中，在心脏中的表达量最高，其

次为鳃(图 5)。 

2.3  LPS 刺激后各组织中 TfIL-15 基因的表达变化 

腹腔注射 LPS 后，TfIL-15 mRNA 在血液、皮肤、

肝脏和脾脏中均呈上调表达(图 6)。在皮肤中，刺激

后 2 h 表达量迅速上调至最高峰，为对照组的 74 倍，  
 

表 2  脊椎动物 IL-15 同源性比对分析 
Tab.2  Amino acid identity of TfIL-15 with other vertebrate IL-15s 

物种 Species 同源性 Identity (%) 物种 Species 同源性 Identity (%) 

条石鲷 Oplegnathus fasciatus 61 虹鳟 Oncorhynchus mykiss 28 
三刺鱼 Gasterosteus aculeatus 59 斑马鱼 Danio rerio 23 

金头鲷 Sparus aurata 51 人 Homo sapiens 25 

红鳍东方鲀 Takifugu rubripes 49 鸡 Gallus gallus 24 

牙鲆 Paralichthys olivaceus 47 牛 Bos taurus 23 

黑青斑河豚 Tetraodon nigroviridis 42 野猪 Sus scrofa 23 

大西洋鲑 Salmo salar 31 褐家鼠 Rattus norvegicus 20 
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图 2  不同物种 IL-15 氨基酸序列的多序列比对 
Fig.2  Alignment of the amino acids of IL-15 protein sequences 

保守的半胱氨酸以方框表示，箭头表示形成的二硫键结构，信号肽切割位点以]表示。序列的 GenBank 登录号分别为：人

H. sapiens (AAA21551.1), 褐家鼠 R. norvegicus (AAB94536.1), 牛 B. taurus (AAA85130.1), 野猪 S. scrofa (ABI81495.1),  

鸡 G. gallus (AAF61446.1), 黑青斑河豚 T. nigroviridis (AAR25702.1), 红鳍东方鲀 T. rubripes (CAF28987.2),  

金头鲷 S. aurata (AGS55349.1), 大西洋鲑 S. salar (AFB81536.1), 虹鳟鱼 O. mykiss (CAD88594.1) 
The letters in box are the four conserved cysteine residues, the arrows indicate the formed two potential disulphide bonds,  

and semi square bracket indicates the potential signal peptide cleavage site 

 

 
 

图 3  理论预测的 TfIL-15 蛋白(A)及 

与人类 IL-15(灰色)结构叠合图(白色) (B) 
Fig.3  Three-dimensional structure of modeled TfIL-15 
protein (A) and the structural superposition of TfIL-15 

protein (white) with human IL-15 (Grey) (B) 

二硫键位置以白色箭头表示 
The disulfides are indicated with arrows 

 
 

图 4  基于不同物种 IL-15 的氨基酸序列 

构建的系统发育树 
Fig.4  Phylogenetic tree constructed with amino acid 

sequences of IL-15 from various species 

三刺鱼 G. aculeatus 的 GenBank 登录号为 NP_001254613.1，

其余物种的 GenBank 登录号同图 2，星号表示本研究物种 
GenBank accession number of G. aculeatus is NP_001254613.1, 

and the others accession numbers are the same as in Fig.2. 
The position of TfIL-15 is marked by an asterisk 

 
之后一直呈现较高的表达水平直至刺激后 96 h；在血

液中，刺激后 2 h 表达量上调至对照组的 41 倍，6 h

表达量下降至对照组的 0.23 倍，之后表达量一直显

著低于对照组直至实验结束；在脾脏中，刺激后 2 h

表达量开始上调至对照组的 1.3 倍，6 h 略有下调，

12 h 达到对照组的 3 倍左右，之后恢复至对照组水平。

在肝脏中，刺激后表达量逐渐上调，2 h、6 h 表达量

分别上调至对照组的 2.2 倍和 2.4 倍，12 h 达到对照 
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图 5  TfIL-15 基因在正常组织中的表达模式 
Fig.5  The constitutive expression of TfIL-15 mRNA in 

different tissues of normal roughskin sculpin 
 

组的 18 倍，后恢复对照组水平；但在刺激后 96 h，

表达量再次上调至在对照组的 86 倍。 

2.4  TfIL-15 的原核表达及纯化 

将构建的 TfIL-15 原核表达菌株经 IPTG 诱导后 

进行 SDS-PAGE，在 19 kDa 处出现一条高表达蛋白

的特异性条带，与预期大小相符(图 7)。将以包涵体

形式表达的重组蛋白经亲和层析柱纯化、尿素梯度透

析复性，可用于后续的活性检测。 

3  讨论 

本研究成功克隆到松江鲈 IL-15 基因 cDNA 全长

序列，跟其他鱼类、哺乳类和鸟类的 IL-15 基因一样，

TfIL-15 的 5-UTR 含有多个(4 个)读码框外的 AUG 翻

译起始位点(红鳍东方鲀 2 个，斑马鱼 4 个，黑青斑

河豚 2 个，虹鳟 7 个)。TfIL-15 含有一段很长的信号

肽序列，这也与其他鱼类(松江鲈 59 aa，红鳍东方鲀 

53 aa，斑马鱼 68 aa，虹鳟 65 aa，黑青斑河豚 53 aa) 

以及哺乳类和鸟类相似(人类含有 48 aa 信号肽，鸟类

66 aa)。脊椎动物 IL-15 这种现象的存在可能与 IL-15

的转录后表达受到严谨的调控有关(Bamford et al, 
1996、1998; Kurys et al, 2000)。TfIL-15 与条石鲷 IL-15

的同源性最高，尽管如此，也只有 61%。与鱼类同源 

 

 
 

图 6  LPS 刺激后 TfIL-15 在不同组织的表达模式变化 
Fig.6  The temporary expression of TfIL-15 mRNA in different tissues post LPS challenge 

A: 皮肤; B: 血; C: 肝脏 D: 脾. “*”表示实验组与对照组差异显著(P<0.05) 
A: Skin; B: Blood; C: Liver; D: Spleen. The asterisks indicate significant differences (P<0.05) 
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图 7  TfIL-15 的原核表达 
Fig.7  Prokaryotic expression of TfIL-15 

1: 诱导前细菌总蛋白; 2: 诱导后细菌总蛋白; 3: 超声破碎

上清液; 4: 破碎后的包涵体; M: 蛋白 Marker; 5: 纯化蛋白 
Lane 1: Lysate of E. coli without induction; Lane 2: Lysate of 

E. coli with induced with IPTG; Lane 3: Supernatant of 
recombinant pET-30a(+)TfIL-15 after ultrasonication; Lane 4: 

Sedimentation of recombinant pET-30a(+)/TfIL-15 after 
ultrasonication; M: Protein marker; 5: Purified protein 

 

性在 23%~61%之间，可以看出不同物种鱼类 IL-15

变异程度比较大，这可能是为了适应不同的生长环境

而进化所致(TfIL-15 与同为海水或者咸淡水鱼类同源

性高于淡水鱼类)，同时这可能也是目前鱼类 IL-15

研究较少的原因之一。 

氨基酸序列多序列比对结果显示，不同物种动物

IL-15 的成熟肽区域的同源性较信号肽区域高，这可

能由于成熟肽参与执行细胞因子的功能，而信号肽仅

参与引导 IL-15 的胞内转运与分泌。在人类 IL-15 成

熟肽序列中存在 4 个半胱氨酸残基，能形成两对二硫

键(Bernard et al, 2004)。这 4 个半胱氨酸在鱼类 lL-15

同源蛋白序列中高度保守。蛋白质三级结构预测结果

显示，TfIL-15 与人类 IL-15 三级结构基本吻合，同

属于 4α 螺旋家族，TfIL-15 的 2 个二硫键位置与人类

二硫键位置重合。这说明这些保守残基对于维持脊椎

动物 IL-15 空间构象的形成和功能发挥可能起重要作

用。三刺鱼、红鳍东方鲀、金头鲷和本研究松江鲈中，

还含有另外的 2 个半胱氨酸，在三维结构预测中，这

2 个半胱氨酸形成了第 3 个二硫键(图 3A)。这 2 个半

胱氨酸是否确实形成新的二硫键，对于维持构象起到

怎样的作用，尚需要进一步验证。 

qRT-PCR 结果显示，TfIL-15 广泛表达于松江鲈

各个组织器官中，这与以往研究鱼类 IL-15 的表达模

式相同，并且类似于人类 IL-15 的广泛分布特征，这

表明 IL-15 可能在多个生理过程中发挥重要的作用。

值得注意的是，在卵中，IL-15 也表现出了较高的转

录水平表达。在对红鳍东方鲀的研究中也发现，IL-15

在性腺中表达量较高。Das 等(2015)在对露斯塔野鲮

IL-15 的研究中发现，IL-15 在卵巢组织和未受精卵中

也呈现出较高的表达量，而且在受精后发育初期表达

量持续上调，都表明了 IL-15 转录本以母系遗传的形

式给予待发育的后代被动免疫保护。IL-15 在卵中遗

传性的组成型高表达在卵排出体外、受精卵或幼体尚

未获得自身免疫的时候，对于鱼类的体外受精及幼体

发育过程中对抗水体复杂的病原微生物侵袭起着至

关重要的作用。 

为了进一步探讨 TfIL-15 在机体免疫中的作用，

对 LPS 刺激后 TfIL-15 在松江鲈主要免疫组织内的表

达情况进行了检测。结果发现，在血液和皮肤中，LPS

刺激后 2 h，TfIL-15 迅速上调至最高峰，在肝脏和脾

中 12 h 达到表达高峰，比皮肤和血液稍有延迟。这

可能是因为血液作为承载各种免疫细胞和细胞因子

的全身免疫器官，皮肤作为机体接触外界复杂水体环

境的首个免疫组织，是最直接和快速的 LPS 应答和

反应器官；而脾脏是鱼类红细胞、中性粒细胞和粒性

白细胞等各种免疫细胞生产、贮存和成熟的主要场

所，肝脏是鱼类多种重要免疫相关蛋白的合成场所，

因而上调时间与皮肤和血液相比有所滞后。肝脏

TfIL-15MRNA 在刺激后 96 h 又出现一个新的高峰，

这在对转铁蛋白、C-型凝集素、白介素 1β 等的研究

中也有发现(Liu et al, 2012a、b; Yu et al, 2013)，原因

可能是首次免疫激活的免疫细胞产生的新的信号分

子，又激活了新的免疫细胞类型，从而再次上调表达

TfIL-15 基因。在对红鳍东方鲀的研究中发现，在 LPS

刺激对 IL-15 的表达没有明显的影响。而在黑青斑河

豚的研究中，LPS 可引起几乎所有组织 IL-15 表达量

的上调。本结果与黑青斑河豚的研究类似，推测可能

IL-15 在不同鱼体内的功能存在一定的差异。鱼类作

为低等脊椎动物，其适应性免疫机制相对不完善，因

此在抵御外界病原体入侵时主要依靠先天免疫发挥

作用。细胞因子 IL-15 的上调表达正是适应了机体所

需，通过其激活淋巴细胞、促进免疫相关蛋白表达等

作用，在机体对抗外来病原入侵过程中发挥重要的抵

御作用。鉴于 TfIL-15 可能在鱼类抵抗外界刺激的免

疫反应中的作用，本研究成功地对松江鲈 IL-15 的成

熟肽进行了体外表达，这为进一步研究 TfIL-15 蛋白

的功能奠定了基础。 
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Characterization and Recombinant Protein Expression of Interleukin-15  
from Roughskin Sculpin, Trachidermus fasciatus 

LIU Yingying, YU Shanshan, CHAI Yingmei, LIN Xiaopeng, ZHU Qian①
 

(School of Marine Science, Shandong University (Weihai), Weihai  264209) 

Abstract    Interleukin 15 (IL-15) is an important cytokine of fish immune system. In the present study, 

the IL-15 cDNA named as TfIL-15 was cloned from roughskin sculpin, Trachidermus fasciatus. The 

full-length of TfIL-15 cDNA is 1140 bp, which contains a 5-UTR (untranslated region) of 165 bp, a 

3-UTR of 453 bp and an open reading frame (ORF) of 522 bp, encoding a polypeptide of 173 amino 

acids (aa) with a putative 59 aa-long signal peptide. Four out-of-frame AUG initiation codons, the 

negative translational regulators of mammalian IL-15 genes were also detected in the 5-UTR of TfIL-15. 

The protein sequence shared 23%~61% identity with reported fish IL-15s, displaying relatively high 

degree of variation. TfIL-15 homologues also contained four highly conserved cysteine residues allowing 

the formation of two disulfide bridges along with four predicted α-helices. Phylogenetic analysis grouped 

roughskin sculpin with other fish on a separated branch, excluded from mammalian and avian IL-15s. 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis showed that TfIL-15 was widely expressed in all detected 

tissues, with the highest expression in the heart. Post LPS challenge, TfIL-15 increased rapidly to the 

maximum of 74 folds and 41 folds compared with that of the control group at 2 h post challenge (hpc) in 

the skin and blood. The induction of TfIL-15 mRNA in the spleen and liver was 3 folds and 18 folds at 12 

hpc. Interestingly, at 96 hpc, the expression of TfIL-15 in the liver was up-regulated again to the 86 folds 

higher than that of the control group. These results indicate that TfIL-15 may play an important role in 

fish innate immune response against microbial infections. Furthermore, the mature peptide of TfIL-15 was 

expressed in E. coli BL21 (DE3) cells successfully, laying a foundation for further research on the 

function of TfIL-15 protein.  

Key words    Roughskin sculpin (Trachidermus fasciatus); Interleukin-15 (IL-15); Gene clone; 

Relative expression; Recombinant protein expression 
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一对虾养殖场的多病原跟踪* 

武和英 1,2  王秀华 2,3①  杨  冰 2,3  于党辉 2  黄  倢 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   

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. 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    本研究通过对一对虾养殖场定期采样，采用分子生物学鉴定方法，分别对对虾体内及水环

境中弧菌(Vibrio sp.)、虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)及主要病毒性病原进行了跟踪

检测，同时，检测了水环境中的氨氮及亚硝基氮含量的变化趋势。结果显示，该对虾养殖场中存在

的主要病原为多种致病弧菌和EHP，未检测出对虾白斑综合征病毒(WSSV)、传染性肌肉坏死病毒

(IMNV)、偷死野田村病毒(CMNV)及传染性皮下和造血组织坏死病毒(IHHNV)；该养殖场中弧菌检

出种类达到16种，其中，主要的弧菌种类有副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、溶藻弧菌        
(V. alginolyticus)、欧文氏弧菌(V. owensii)、创伤弧菌(V. vulnificus)、哈维氏弧菌(V. harveyi)，且存在

导致急性肝胰腺坏死病的副溶血弧菌(VPAHPND)；养殖中期大棚养殖池水体氨氮及亚硝氮浓度分别

达到(3.5±2.0)、(8.2±0.7) mg/L，显著高于室外养殖池水体氨氮及亚硝基氮浓度(P<0.05)。养殖期跟

踪的7个虾池中，出现严重对虾病害的大棚养殖池比例达到100%，而室外养殖池仅出现轻度对虾病

害，发病池比例为25%。根据研究结果推测，造成大棚养殖池对虾发病死亡的主要原因为养殖对虾

感染弧菌及虾肝肠胞虫，同时，养殖密度大、水体氨氮及亚硝基氮浓度过高等在对虾病害发生中起

到了协同作用。本研究结果可为当前对虾养殖病害防控技术提供理论支持和科学依据。 
关键词    凡纳滨对虾；病原；弧菌；虾肝肠胞虫；病毒病；病原跟踪 
中图分类号 S945.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0104-11 

近年来，对虾病害给国内外对虾养殖业造成了

巨大的损失，其特点表现为对虾发病期提前(Tran 
et al, 2013)，病原种类繁多(韩琳等, 2018)，虾病发

生区域广(Lightner et al, 2012; Nunan et al, 2014; 
Soto-Rodriguez et al, 2015; 王博雅等, 2017; 陈禄芝

等, 2016)，且患病对虾死亡率高(Han et al, 2015; 
Hernández-Palomares et al, 2018)。研究发现，目前

中国对虾养殖中主要存在的病毒性病原有白斑综

合 征 病 毒 (White spot syndrome virus, WSSV) 
(Hernández-Palomares et al, 2018)、传染性皮下及造

血 组 织 坏 死 病 毒 (Infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis virus, IHHNV)(Yan et al, 
2016; 李秋璇等 , 2015)、传染性肌肉坏死病毒

(Infectious myonecrosis virus，IMNV)(Kurcheti et al, 

abc
图章
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2017)及偷死野田村病毒(Covert mortality nodavirus, 
CMNV)(Zhang et al, 2017)，最新报道还存在对虾黄

头病毒(Sinnuengnong et al, 2018; 朱罗罗等, 2016)、
对虾虹彩病毒(Qiu et al, 2017)；细菌性疾病主要为

急性肝胰腺坏死综合症(Hepatopancreatic necrosis 
disease, AHPND)(Han et al，2015；孙明玉等, 2018)和
微孢子虫病原虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, 
EHP)导致的虾肝肠胞虫病(Prasertsri et al, 2009)。 

在对虾疾病防控方面，无论对虾种苗场还是养

殖场都已采取了防控措施，减少对虾病原感染率、

降低养殖水体中的病原数量，采用各种水质改良

剂、微生态制剂改善水质，提高对虾抗病力

(Warneke et al, 2011; 王春迪等, 2016)，对虾病害

发生率依然没有显著下降(王筱珊等, 2017；陈禄芝

等, 2016; 王博雅等, 2017; 施慧等, 2017)，且国内

对虾养殖产量呈逐年下降趋势。 
为查明当前对虾养殖中病害形成的原因，本研

究选择山东潍坊沿海 1 个具备大棚养殖池、室外养

殖池的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖场

作为虾病调查研究的采样点，采取定期取样的方

法，跟踪监测了对虾及水体中的主要病原的种类数

量，水中氨氮及亚硝基氮浓度的变化及对虾病害发

生情况，以期通过分析养殖场的对虾疾病感染过

程、发病特点，找出患病死亡的原因，为对虾养殖

的疾病防控提供理论依据与技术支持。 

1  材料与方法  

1.1  养殖场基本资料收集 

1.1.1  养殖场基本情况    对虾养殖场位于山东

省潍坊市北部近海的内陆盐碱地区域，养殖用水为

近海河口区水源。养殖场现有水面13.8 hm2，其中，

养殖用室外池塘30个(小型池塘12个，每个面积为

0.2 hm2；中型池塘18个，每个面积为0.3 hm2)；大

棚养虾池4个(小型棚2个，每个0.1 hm2；大型棚    
2个，每个0.5 hm2)。另有大型池塘6个，每个面积

为0.8 hm2，用于水处理。室外养殖池平均有效水深

为1.6 m，大棚养殖池平均有效水深为1.4 m。从其

中随机抽取池塘7个为跟踪取样虾池，池塘编号、

面积、放苗时间及密度等信息见表1。 
 

表 1  养殖池的基本情况 
Tab.1  Basic information of the shrimp ponds 

池塘编号 
Ponds No. 

池塘面积 
Pond aera(hm2) 

放苗密度 
Stocking density 

(ind./m2) 

放苗规格 
Body length of  

shrimp (cm) 

放苗时间 
Time of stocking 
Year-month-day 

虾苗来源 
Shrimp hatcheries

G1 0.5 350 2.1±0.2 2017-05-25 C1 
G2 0.5 350 0.6±0.1 2017-05-25 C2 

2017-06-25 C3 
G3 0.1 350 0.7±0.1 

2017-06-18 C4 
W1 0.2 70 0.7±0.1 2017-06-18 C3 
W2 0.2 70 0.7±0.1 2017-06-10 C4 
W3 0.3 70 0.7±0.1 2017-06-25 C4 
W4 0.3 70 0.7±0.1 2017-06-25 C1 

注：C1~C4：育苗场；G1~G3：大棚养殖池；W1~W4：室外养殖池 
Note: C1~C4: Shrimp hatcheries; G1~G3: Indoor ponds; W1~W4: Outdoor ponds 
 

1.1.2  养殖管理    养殖用水先经漂白粉(30 mg/L)
处理，再曝气脱氯后使用，养殖期间，水体盐度为

11±3.6，pH为7.8~8.5，大棚养殖池水温为26.2℃~ 
32.5℃，室外养殖池水温为23℃~28.5℃。大棚养殖

池配备底部增氧管 (3 W/m2) 及水车式增氧机

(1.5 W/m2) ， 室 外 养 殖 池 配 备 水 车 式 增 氧 机

(1.5 W/m2)。在养殖期间，室外养殖池水体中的

DO>5 mg/L，大棚养殖池水体DO>4 mg/L。养殖投

喂人工配合饵料，虾苗体长为3 cm以前，日投喂  

6次，日投饵量为对虾体重的5%；3 cm后，日投喂

4次，日投饵量为对虾体重的3%。大棚养殖池日换

水量为(20±5)%，外塘养殖池每10 d换水1次，每次

20%。 
1.1.3  数据采集    自放苗开始，每 20 d 跟踪检

测虾池及进水渠的水质指标(温度、盐度、pH、DO、

氨氮、亚硝氮)的变化情况，采集水样、对虾样品

进行细菌分离鉴定、病原检测，并观察记录对虾发

病症状。 
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1.2  样品采集及处理 

1.2.1  水样采集    用无菌瓶于换水前，在每个采

样池中取水样 100 ml，低温带回实验室，用于氨氮

及亚硝基氮分析。 
1.2.2  细菌分离    从养殖场水源和养殖池水体

中分别取100 μl的水样，灭菌海水10倍梯度稀释，

无菌状态下涂布2216E和TCBS固体培养基；无菌取

对虾肠道及肝胰腺混合研磨后，用生理盐水10倍梯

度稀释，分别涂布2216E和TCBS的固体培养基，于

28℃恒温培养箱内培养24 h。 
1.2.3  病原检测样品采集    每个池塘每次取对

虾30尾，鳃丝、步足、肌肉及肝胰腺样品合并为    
1个独立样品，放入95%的乙醇中保存带回实验室，

用 TIANGEN 试 剂 盒 (TIANamp Marine Animals 
DNA Kit)提取样品全基因组DNA，80℃保存备

用；用RNAiso Plus (TaKaRa)提取样品总RNA，

80℃保存备用。 

1.3  可培养细菌分析及弧菌的占有率 

1.3.1  可培养细菌的分离鉴定    取接种培养后

的 2216E 平板，根据细菌的形态、大小、颜色等进

行分离纯化。用细菌 16S rDNA 序列扩增方法对所

分离的细菌进行初步鉴定(Bikrol, et al, 2010)，扩增

产物委托生工生物工程(上海)股份有限公司分析，

所得序列在 NCBI 数据库中进行同源性比对。 
1.3.2  水体中可培养细菌数及总弧菌数评估    根
据某水样在一定稀释度下涂布 2216E 平板形成的

菌落数，推算该原始水样每毫升中的总细菌数为单

位水体中可培养细菌数；根据某水样在一定稀释度

下涂布 TCBS 平板形成的菌落数，推算该原始水样

总弧菌数量，单位为 CFU/ml。 
1.3.3  某种弧菌占有率    根据 TCBS 平板所分

离弧菌的菌落数、鉴定结果及样品稀释度，分别统

计大棚养殖池和室外养殖池中各种弧菌(Vibrio sp.)
的数量。弧菌占有率=单位水体中某种弧菌数量/
单位水体中可培养细菌数×100%。 

1.4  对虾多病原检测 

EHP及AHPND的检测方法分别参照Jaroenlak
等(2016)和Dangtip等(2015)的方法；WSSV、IHHNV
及 IMNV的检测采用国际兽疫局 (Office Interna- 
tional des Epizooties, OIE 2016)推荐的检测方法，

CMNV检测参照Zhang等 (2014)的方法。其中，

WSSV、IMNV及CMNV均为套式PCR，IHHNV采

用常规PCR 2对物检测。 

1.5  水质指标检测 

使用 YSI556 便携式水质测定仪 (Xylem, 美
国)，每个取样日的 09:00 测量养殖池水体温度、盐

度、溶解氧和 pH。水体中氨氮和亚硝基氮的浓度

测定分别采用靛酚蓝分光光度法(GB17378.4-2007)
和萘乙二胺分光光度法(GB17378.4-2007)。 

1.6  数据分析 

实验结果用平均值±标准差(X±SD, n=3)表示，

运用 SPSS 18.0 软件，经单因素方差分析(One-way 
ANOVA)，采用 Duncan’s 多重检验分析实验结果的

差异显著性，设置差异水平 α=0.05 (P<0.05 为差异

显著)。 

2  结果 

2.1  对虾生长及病害发生情况 

观察各采样池塘中的对虾发病情况，记录发病

时间，各虾池病症初次发生时间见表 2。该养殖场

大棚虾池在发病前 10 d 已表现出摄食减少、生长

缓慢的症状，之后陆续出现对虾不摄食、空肠空胃、

肠道细、趴边，末期对虾腹部和尾节变白，1 周后

出现死亡，且死亡率升高，最后出池；G2 对虾症

状与死亡情况与 G1 完全相似，相应的症状出现的 
 

表 2  各池对虾发病情况 
Tab.2  Occurrence of shrimp disease in different ponds 

发病起始时间 Onset date of disease (month-day)池号 
Ponds No. 07-26 07-30 08-05 09-25 

G1 □/※    

G2 – □/※   

G3 –  □/※  

W1 – – – +? 

W2 – – – – 

W3 – – – – 

W4 – – – – 

注：□/※：对虾发病出现死亡，检测确认感染弧菌及

肠胞虫；–：对虾正常；+?：对虾发病但没有检测 
Note: □/※: Shrimp infected by AHPND and EHP in 

the same time and appeared death; –: Shrimp is normal; +?: 
Dead shrimp appeared but without detection 
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时间仅较G1池晚4 d左右；G3的对虾发病较为迅

速，症状表现为对虾不摄食，空肠空胃，发病1周
后，对虾死亡率近50%，消毒排塘。根据对虾的发

病特点及检测结果，初步判定大棚养殖池中的对虾

发病为弧菌与虾肝肠胞虫混合感染所致，且与水体

中氨氮、亚硝氮浓度过高有关；室外养殖池整个养

殖周期发病较轻，个别池塘在养殖后期出现一定的

发病症状，表现为对虾趴边，空肠空胃，但数量较

少，跟踪的4个室外养殖池中，仅W1在9月25日出

现病症，死亡率极低，因为已到收获季节，采取了

收虾处理。 

2.2  整个检测期养殖水体及对虾体内可培养细菌组成 

整个检测期间，共分离单菌落 305 个，对所分

离的细菌进行初步鉴定，共成功鉴定细菌 258 株，

其中，养殖水体中 164 株，对虾体内 94 株。比对

结果显示，养殖水体中 164 株菌中含有菌株 49 种，

对虾体内有菌株 31 种，对虾体内和水体主要细菌

组成见表 3。由表 3 可知，养殖水体中菌群种类比

对虾体内的种类多。 
 

表 3  对虾体内和养殖水体中的菌群组成 
Tab.3  Component of predominant bacterial communities isolated from shrimp and water 

细菌分类(属) 
Genus of bacteria 

对虾体内的菌种 
Bacteria isolated from shrimp

首次分离时间
First time of 

bacteria isolation 
(month-day) 

水体中的菌种 
Bacteria isolated 

from culture water 

首次分离时间 
First time of bacteria 
isolation (month-day)

假交替单胞菌属 
Pseudoalteromonas 

假交替单胞菌 
Pseudoalteromonas sp. 

06-14 河豚毒素假交替单胞菌 
P.tetraodonis 

05-05 

   杀鱼假交替单胞菌 P.piscicida 05-05 

   食鹿角菜假交替单胞菌 
P.carrageenovora 

05-05 

   酚性假交替单胞菌 P.phenolica 05-05 

   假交替单胞菌 
Pseudoalteromonas sp. 

05-05 

交替单胞菌属 
Alteromonas 

麦氏交替单胞菌 A. macleodii 06-14 麦氏交替单胞菌 A.macleodii 07-24 

   塔格交替单胞菌 A. tagae 05-25 

   交替单胞菌 Alteromonas sp. 05-25 

嗜冷菌属 Algoriphagus   嗜冷菌 Algoriphagus sp. 05-25 

海单胞菌属 Marinomonas   普通海单胞菌 M.communis 05-05 

希瓦氏菌属 Shewanella 鲍希瓦氏菌 S. haliotis 08-13   

 亚马孙河希瓦氏菌 
S.amazonensis 

07-24 亚马孙河希瓦氏菌 
S.amazonensis 

07-24 

 希瓦氏菌 Shewanella sp. 07-04 希瓦氏菌 Shewanella sp. 06-14 

葡萄球菌属 
Staphylococcus 

表皮葡萄球菌 S. epidermidis 08-13 松鼠葡萄球菌亚种 
S. sciuri subsp. 

07-24 

芽孢杆菌属 Bacillus 地衣芽孢杆菌 B. licheniformis 07-04 
地衣芽孢杆菌 
B. licheniformis 

07-04 

 枯草芽孢杆菌 B. subtilis 06-14 弯曲芽孢杆菌 B. flexus 08-13 

 芽孢杆菌 Bacillus sp. 07-04 芽孢杆菌 Bacillus sp. 05-05 

微小杆菌属 
Exiguobacterium 

金橙黄微小杆菌 
E. aurantiacum 

06-14 深海微小杆菌 E. profundum 08-13 

 微小杆菌 Exiguobacterium sp. 06-14 乙酰微小杆菌 E. acetylicum 07-04 
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续表 3 

细菌分类(属) 
Genus of bacteria 

对虾体内的菌种 
Bacteria isolated from shrimp

首次分离时间
First time of 

bacteria isolation 
(month-day) 

水体中的菌种 
Bacteria isolated  

from culture water 

首次分离时间 
First time of bacteria 
isolation (month-day)

   印度微小杆菌 E. indicum 06-14 

   金橙黄微小杆菌 
E. aurantiacum 

05-25 

   微小杆菌 Exiguobacterium sp. 06-14 

鲁杰氏菌属 Ruegeria 鲁杰氏菌 Ruegeria sp. 07-04 鲁杰氏菌 Ruegeria sp. 07-04 

 中间鲁杰氏菌 R.intermedia 07-24   

科贝特菌属 Cobetia 海科贝特菌 C. marina 08-13 海科贝特菌 C.marina 08-13 

柠檬胞菌属 Citreicella 柠檬胞菌 Citreicella sp. 07-04 柠檬胞菌 Citreicella sp. 07-04 

盐弧菌属 Salinivibrio   盐弧菌 Salinivibrio sp. 05-05 

潮间带杆菌属 
Aestuariibacter 

  潮间带杆菌 Aestuariibacter sp. 05-05 

海洋细菌属 
Marinobacterium 

  海洋细菌 Marinobacterium sp. 05-25 

   斯塔尼尔海洋菌 M.stanieri 07-04 

假单胞菌属 Pseudomonas   假单胞菌 Pseudomonas sp. 05-25 

冷单胞菌属Psychromonas 海特斯冷单胞菌 P. heitensis 06-14 海特斯冷单胞菌 P. heitensis 06-14 

 速生冷单胞菌 P. celer 06-14 速生冷单胞菌 P. celer 06-14 

动性球菌属 Planococcus 莱比托动性球菌 P. rifietoensis 06-14   
葡萄球菌属 
Staphylococcus 

  葡萄球菌 Staphylococcus sp. 07-24 

副球菌属 Paracoccus 产玉米黄质副球菌 
P. zeaxanthinifaciens 

06-14   

发光杆菌属 
Photobacterium 

美人鱼发光杆菌亚种 
P. damselae subsp. 

07-24 美人鱼发光杆菌亚种 
P. damselae subsp. 

07-24 

弧菌属 Vibrio 副溶血弧菌 V. parahaemolyticus 07-04 副溶血弧菌 
V. parahaemolyticus 

05-05 

 创伤弧菌 V. vulnificus 07-24 创伤弧菌 V. vulnificus 05-05 

 哈维氏弧菌 V. harveyi 07-24 哈维氏弧菌 V. harveyi 05-25 

 溶藻弧菌 V. alginolyticus 06-14 溶藻弧菌 V. alginolyticus 05-05 

 欧文氏弧菌 V. owensii 07-24 欧文氏弧菌 V. owensii 05-05 

 远青弧菌 V. azureus 06-14 远青弧菌 V. azureus 06-14 

 需钠弧菌 V. natriegens 08-13 需钠弧菌 V. natriegens 07-04 

 施罗尼氏弧菌 V. shilonii 07-04 施罗尼氏弧菌 V. shilonii 07-24 

 坎贝氏弧菌 V. campbellii 06-14 霍乱弧菌 V. cholerae 05-05 

 肝弧菌 V. hepatarius 06-14 普通弧菌 V. communis 05-05 

   灿烂弧菌 V. splendidus 05-05 

   锡那罗州弧菌 V. sinaloensis 07-24 

   盐湖弧菌 V. salilacus 05-05 

   鳗弧菌 V. anguillarum 05-05 

   稻弧菌 V. porteresiae 08-13 
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2.3  不同养殖期大棚养殖池与室外养殖池中总弧菌

密度 

分别统计不同采样时间所有跟踪的大棚及室

外养殖池中弧菌平均数量(图 1)。由图 1 可知，经

过漂白粉处理后，再经过脱氯曝气的水，进入养殖

池后其内的弧菌数量在 10 CFU/ml 左右，随着养殖

时间的增长，无论室外养殖池还是大棚养殖池，水

体中的弧菌数量都持续增多。且在各个采样时间内

大棚养殖池中的弧菌数量均高于室外养殖池，至最

后一次采样(8 月 13 日)，大棚养殖池中弧菌的平均

密度达到了(3.7±0.9)104 CFU/ml；而室外养殖池仅

为(6.3±4.0) 102 CFU/ml。 
 

 
 

图 1  大棚养殖池及室外养殖池中弧菌数量的变化趋势 
Fig.1  Changes of Vibrio density in the  

ponds indoor and outdoor 
 

2.4  室外养殖池与大棚养殖池中不同采样时间内水

体中主要弧菌种类占有率 

分别统计大棚和室外养殖池养殖水体不同采

样时间各种弧菌的占有率(图2和图3)。由图2和图3
可知，无论大棚养殖池还是室外养殖池，均存在副

溶血弧菌、溶藻弧菌、欧文氏弧菌、创伤弧菌、哈

维氏弧菌。大棚养殖池中，各种弧菌于6月14日前 
 

 
 

图 2  不同采样时间内大棚养殖水体中 5 种 
主要弧菌的占有率 

Fig.2  Ratio of 5 Vibrio to total culturable bacteria  
in ponds indoor at different sampling time 

 
 

图 3  不同采样时间内外塘养殖水体中 5 种 
主要弧菌的占有率 

Fig.3  Ratio of 5 Vibrio to total culturable bacteria  
in ponds outdoor at different sampling time 

 
的占有率变化不大，之后，水体中的副溶血弧菌占

有率持续升高，至采样末期达到了56.5%；室外养

殖池养殖水体中7月4日之前，各种弧菌占有率均较

低(13%以下)，随后，副溶血弧菌的占有率快速上

升，至采样末期达21.4%。 

2.5  EHP 的检测结果 

所跟踪的养殖池中，对虾感染EHP的检测结果

见表4。由表4可知，养殖场于6月14日首次检出

EHP，出现在大棚养殖池G1，另外2个大棚养殖池

分别于7月4日与24日检出EHP。所有的4个外塘池

仅在最后一次取样时，有3个池中检出EHP。代表

性EHP检测结果见图4。 

 
表 4  EHP 检测结果 

Tab.4  Detection results of EHP 
采样时间 Date of sampling (month-day) 池塘编号

Ponds No. 05-25 06-14 07-04 07-24 08-13

G1 – +++ +++ +++ +++ 

G2 – – +++ +++ +++ 

G3 / / – ++ ++ 

W1 / / – – – 

W2 / / + – +++ 

W3 / / – – + 

W4 / / – – ++ 

注：G1~G3：大棚养殖池；W1~W4：室外养殖池；    
+：弱阳性；++：阳性；+++：强阳性；–：阴性；/：未放

苗。下同 
Note: G1~G3: Ponds indoor; W1~W4: Ponds outdoor; +: 

Weak positive; ++: Positive; +++: Strong positive; – : 
Negative; / : Not stocking. The same as below 
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图 4  7 月 4 日各池样品 EHP PCR 扩增产物 
Fig.4  PCR products for detection of EHP  

in the sample of date 4th July 

A：第 1 轮 PCR 产物；B：第 2 轮 PCR 产物；M：DL2000 
DNA 分子标准；G1~G3：大棚养殖池；W1~W4：室外养

殖池；N：阴性对照；P：阳性对照。下同 
A: PCR products of first round; B: PCR products of  

second round; M: DL2000 DNA marker; G1~G3: Ponds 
indoor; W1~W4: Ponds outdoor; N: Negative control;  

P: Positive control. The same as below 
 

2.6  AHPND 检测结果 

AHPND跟踪监测的结果见表5。由表5可知，

在7月4日检测时，所有检测池中的对虾AHPND均

为阴性，至7月24日，除了室外养殖池W4外，均检

出AHPND；8月13日检测显示，所用跟踪的养殖池

中的对虾均有AHPND检出。代表性AHPND检测结

果见图5。 
 

表 5  AHPND 检测结果 
Tab.5  Test results of AHPND 
采样时间 Date of sampling (month-day) 池塘编号

Ponds No. 05-25 06-14 07-04 07-24 08-13

G1 – – – + + 
G2 – – – + + 
G3 / / – + + 
W1 / / – + + 
W2 / / – + + 
W3 / / – + + 
W4 / / – – + 

 

2.7  WSSV、IHHNV、CMNV、IMNV 的检测结果 

对各采样期对虾样品进行PCR扩增，检测

WSSV、IHHNV、CMNV、IMNV 4种对虾病毒，

均未有出现阳性条带，部分代表性PCR结果分别见

图6。说明该养殖场养殖凡纳滨对虾感染这4种病原

的几率很低。 
 

 
 

图 5  7 月 24 日各池样品 AHPND PCR 扩增产物 
Fig.5  PCR products for detection of AHPND  

in the sample of date 24th July 
 

2.8  养殖水体中 NH4
+-N 及 NO2

–-N 的浓度变化 

检测各期大棚养殖池及室外养殖池水体中

NH4
+-N 及 NO2

–-N 平均浓度，结果分别见图 7、图 8。
在大棚养殖池中，无论 NH4

+-N 还是 NO2
–-N，其变

化的幅度较大，而室外养殖池中，变化相对平稳。

NH4
+-N 的最高值出现在 7 月上旬的大棚养殖池中，

平均浓度达到(3.5±2.0) mg/L，而 NO2
–-N 浓度在养

殖中后期的大棚养殖池中持续提高，至 8 月 14 日，

平均浓度已达到(8.2±0.7) mg/ml。 

3  讨论 

近几年来，国内外养殖的凡纳滨对虾病害发生

较为普遍，导致养殖产量降低，效益下滑，而对虾

病原的多样化给对虾病害防控带来了较大的难度。

特别是 EHP 的暴发流行，给产业带来的冲击较大。

EHP 是一种细胞内寄生虫，首次发现于泰国

(Tourtip et al, 2009)。近年来，在中国养殖的日本

囊对虾(Penaeus japonicus)、凡纳滨对虾以及罗氏

沼虾(Macrobrachium rosenbergii)中也有检出(刘珍

等 , 2016)，对虾感染 EHP 后可导致生长迟缓

(Rajendran, et al, 2016; Chayaburakul, et al, 2004)。
Aranguren 等(2017)研究表明，对虾感染 EHP 后，

易受敏感性细菌的侵染。本研究结果表明，所跟踪

的养殖场，随着养殖过程的持续，EHP 病原存在扩

散的可能，最初的 EHP 发现于大棚养殖池中，至

养殖末期，除了 W1 外，其他所有跟踪的池塘中均
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检出 EHP 感染。尽管该养殖场的养殖用水采用漂

白粉消毒处理，但由于该养殖场进排水采用同一条

水渠，对养殖废水并没有进行消毒处理，为病原扩

散提供了条件。 

 

 
 

图 6  8 月 13 日各池样品 WSSV、IHHNV、CMNC 及 IMNV 4 种对虾病毒 PCR 扩增产物 
Fig.6  PCR products of WSSV、IHHNV、CMNV and IMNV in the sample of date 13th August 

A、B 分别为 WSSV 第 1 轮及第 2 轮 PCR 产物；C、D 分别为引物 389F/389R 及 309F/309R 检测 IHHNV PCR 产物； 
E、F 分别为 CMNV 第 1 轮及第 2 轮 PCR 产物，G、H 分别为 IMNV 第 1 轮及第 2 轮 PCR 产物 

A: First round PCR products for WSSV; B: Second round PCR products for WSSV; C: PCR products for IHHNV by primer 
389F/389R; D: PCR products for IHHNV by primer309F/309R; E: First round PCR products for CMNV;  

F: Second round PCR products for CMNV; G: First round PCR products for IMNV, H: Second round PCR products for IMNV 
 

 
 

图 7  对虾养殖水体中 NH4
+-N 浓度的变化趋势 

Fig.7  Variation of the concentration of NH4
+-N  

in the shrimp ponds 
 

早期的研究发现，对虾 AHPND 的发生与感染

含有 PirA及 PirB质粒的副溶血弧菌有关(Lee, et al, 
2015; Tran, et al, 2013; 孙明玉等, 2018)，最近研究

表明，对虾感染坎氏弧菌(Han et al, 2017)、哈维氏 

 
 

图 8  对虾养殖水体中 NO2
-N 浓度的变化趋势 

Fig.8  Variation of the concentration of NO2
-N 

in the shrimp ponds  

 
弧菌(Kondo et al, 2015)后也表现出AHPND症状。

本研究跟踪检测AHPND的结果显示，在养殖前期

(7月4日前)养殖场中并未检测出该病菌，但在7月
24日后，几乎在所有跟踪的养殖池中检测到了

AHPND的弱阳性信号，且持续到末期感染均为弱
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阳性，结合养殖对虾发病特点及其他弧菌的检测结

果认为，该养殖场中对虾存在诱发AHPND的副溶

血弧菌，特别是在大棚养殖池中，但副溶血弧菌并

不是唯一导致对虾发病的因素，因在养殖水体中及

对虾体内也检测出其他的致病弧菌，如溶藻弧菌、

欧文氏弧菌、创伤弧菌和哈维氏弧菌，对该类弧菌

的致病力评估尚待研究。 
在跟踪的 7 个养殖池中，出现明显病害的 3 个

池塘均为大棚养殖池，尽管所放的对虾种苗来源及

养殖用水与室外养殖池相似，因大棚养殖池投苗密

度是室外养殖池的 5 倍，相应的饵料投喂量也远高

于室外养殖池，由此可导致水体中氨氮及亚硝基氮

的浓度在养殖中后期出现超标现象(图 4、图 5)，
达到了危害对虾的范围(魏俊利等, 2012)。表明，

大棚养殖池中水质管理存在欠缺，导致养殖废物排

放不彻底，水质变差。已有研究表明，较高的氨氮

浓度能降低凡纳滨对虾的抵抗力(黄翔鹄等, 2006)，
增加对副溶血弧菌的易感性(葛红星等, 2014)。 

综合分析本研究所检测的各种对虾病原及养

殖环境条件认为，该凡纳滨对虾养殖场存在多种对

虾病原，其中，多种弧菌与 EHP 共感染是导致大

棚养殖对虾发病的原因之一。结合大棚养殖池与室

外养殖池的发病特点，可以推断，大棚养殖池中因

放养密度高，水质管理不善，氨氮及亚硝基氮浓度

过高，是导致大棚养殖池对虾发病的主要因素。本

研究跟踪调查的 WSSV、IHHNV、IMNV、CMNV 
4 种对虾病毒，是近年来在凡纳滨对虾养殖中危害

较为严重的病原，但是，在本场并没有阳性样品检

出，表明这些病毒性病原不是该对虾养殖场的致病

因子。提示在未来的对虾养殖中，对 EHP、细菌病

的防控及水环境管理也应引起高度的重视。 
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Tracking of Shrimp Multiple Pathogens in a Shrimp Farm 
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(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of 

Agriculture and Rural Affairs; Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, 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 order to clarify the shrimp disease occurred currently in the shrimp farms, shrimp 
pathogens including vibrio, Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) and four viral pathogens(WSSV、

IMNV、CMNV and IHHNV) were detected using molecular biological detect methods under a regular 
sampling pattern, meanwhile the concentration of ammonia nitrogen and nitrogenous nitrogen in water 
body were also detected. The results showed that the main pathogens in the shrimp farm comprised 
various pathogenic vibrio and EHP. However the shrimp virus WSSV、IMNV、CMNV and IHHNV were 
not detected. The vibrio species isolated and identified reached 16 totally, and the main species were 
Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. owensii, V. vulnificus, V. harveyi. Furthermore the         
V. parahaemolyticus that could cause acute hepatopancreatic necrosis disease (VAHPND) was found out. 
The concentration of ammonia nitrogen and nitrate nitrogen in the indoor pond reaching (3.5±2.0) mg/L 
and (8.2±0.7) mg/L, were significantly higher than that in the outdoor pond respectively (P < 0.05) in the 
medium-term (July 24) of crop cycle. The intensity of infection of VAHPND and EHP show a growing trend 
in the culture period. In the seven ponds monitored, the ponds indoor had a higher incidence rate (100%), 
while the ponds outdoor had a lower incidence rate (25%). The results indicated that shrimp disease onset 
in the pond indoor might be caused by the infection of various vibrio and EHP, also the higher stocking 
density, higher concentration of the ammonia nitrogen and nitrate nitrogen in the water body played a 
synergy role in outbreak of shrimp disease. The results of this study could provide theoretical support and 
scientific data for the prevention and control of shrimp diseases. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Pathogen; Vibrio; Enterocytozoon hepatopenaei (EHP); Viral 
pathogens; Pathogen tracking 
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光强对极北海带幼苗生长和生化特性的影响* 
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摘要    通过探讨极北海带(Laminaria hyperborea)幼苗在不同光强下的相对生长速率(RGR)及生化

指标的变化规律，以期获得适宜极北海带幼苗生长的光照范围，并揭示其对光照胁迫的生化响应机

制。结果显示，在 40~80 μmol photons/(m2·s)光强下，极北海带幼苗的 RGR 较高，表明此光强范围

对其生长较有利，而 RGR 与丙二醛(MDA)含量呈显著负相关关系，表明细胞膜脂的过氧化作用可

能是导致极北海带幼苗 RGR 降低的原因之一。极北海带幼苗中超氧阴离子(SA)含量与 MDA 含量

呈极显著正相关关系，而超氧化物歧化酶(SOD)及过氧化氢酶(CAT)的比活力与 SA 含量及 MDA 含

量均呈负相关关系(其中，CAT 比活力与 SA 含量的相关性达到显著水平)，且过氧化物酶(POD)与

SOD 的比活力呈极显著正相关关系，表明 SOD、CAT 及 POD 对于极北海带幼苗中活性氧的清除均

发挥着重要的作用，且 SOD 与 POD 有明显的协同作用。高光和弱光逆境均不利于极北海带幼苗中

可溶性蛋白的积累，且均造成藻体中 MDA 的积累，表明在光照胁迫下幼苗的总代谢水平降低，而

活性氧水平升高。在高光下，幼苗可通过增加类胡萝卜素含量及显著提高 SOD 及 POD 的比活力来

降低藻体内活性氧水平，从而减轻光氧化伤害。在弱光下，幼苗可通过增加体内叶绿素 a 的含量以

高效地捕获有限光能，但藻体的抗氧化酶比活力显著下降，从而造成其活性氧代谢发生了严重失衡，

进而导致其细胞膜脂过氧化程度的加重。上述结果可为极北海带的人工育苗及海上养殖提供参考。 

关键词    极北海带；光强；生长；生化组分；抗氧化系统 
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极北海带 (Laminaria hyperborea)是一种具有重 要经济和生态价值的大型经济海藻，广泛分布于大西
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洋东北海域，包括葡萄牙至巴伦支海的沿岸以及英

国、法罗群岛和冰岛的沿岸 (Kain, 1967 、 1971; 

Schoschina, 1997)。极北海带柄和叶片的褐藻胶含量

分别为 25%~30%和 17%~33%，属于褐藻胶含量较高

的种类(Qin, 2008)。与其他褐藻相比，极北海带有较

低的甘露糖醛酸和古罗糖醛酸比值(M/G)，从而表现

出较高的凝胶强度(Phillips et al, 2009; Qin, 2008; 

曲艳艳等, 2016)。因此，极北海带在法国、挪威和英

国等国家常被用作提取褐藻胶的原料(Bixler et al, 
2011)。另外，因矿物元素和维生素等营养成分丰富，

极北海带也用作动物饲料添加剂及海藻肥 (范晓 , 

1991; Schiener et al, 2015)。极北海带的生态价值体现

在其藻体较大(叶+柄的长度可达 2~5 m) (Jupp et al, 
1974; Kain, 1962、1971)，多年生(平均寿命一般为

8~15 年) (Kelly, 2005; Sjøtun et al, 1993)，是形成“海

藻森林”的优势种，为海洋生物提供索饵场、产卵场

或栖息地，对维护海洋生物多样性发挥重要作用

(Smale et al, 2013)。另外，极北海带藻场具有重要的

碳汇功能，是地球上具有较高生产力的植被系统之一

(Pedersen et al, 2012)。综上可知，极北海带在海洋藻

场建设及人工养殖方面具有重要的开发前景。 

极北海带在幼苗期对光照的适应能力是决定其

存活的关键因素之一(Kain et al, 1965)，也是其应用于

藻场建设及人工养殖中需考虑的首要问题之一。大型

海藻对光照的适应性一般可从生长、生理、生化等方

面的指标进行综合评价。对于极北海带的游孢子、配

子体、幼苗、成藻等不同生长发育阶段的光合生理方

面，已有学者做了一些初步探索(Drew et al, 1976; 

Kain et al, 1965; Kremer, 1984; Lüning, 1971; 
Willenbrink et al, 1975)，他们主要测定了极北海带的

光合速率、光饱和点、光补偿点、固碳强度等参数。

许多研究表明，大型海藻的藻体生化组分(如色素、

可溶性蛋白、丙二醛、抗氧化酶等)的含量或活性，

会发生明显的变化以适应不同的光环境条件(姜宏波

等, 2009; 卢晓等, 2013; 芦薇薇等, 2016)，光照是造

成海藻体内生化组分呈季节性变化的主要因素之一

(Lapointe et al, 1984)，而极北海带对不同光照强度的

生化响应还没有相关的文献报道。本研究以基于配子

体克隆系培育的极北海带幼苗为研究对象，探讨其生

长及相关生化指标对不同光强的反应规律，以期探明

适宜其生长的光照范围，并揭示其对光照胁迫的生化

响应机制，进而为极北海带苗种规模化生产、人工增

养殖及海藻场构建提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究所用极北海带幼苗是通过配子体克隆育

苗技术获得，极北海带配子体采集于法国布列塔尼半

岛海区。由配子体培育成幼苗过程中的培养条件：温

度为 11℃~13℃，光合有效辐射 (Photosynthetically 

active radiation, PAR)为 40~50 μmol photons/(m2·s)，

光周期为 12L︰12D，用灭菌天然海水作为培养液，

并添加营养盐(PO4
3–-P：0.4 mg/L；NO3

–-N：4 mg/L)。

用到的主要仪器：智能光照培养箱(宁波江南仪器厂)，

352 型酶标仪(Labsystems Multiskan MS 公司, 芬兰)，

AC8 洗板机(Thermo Labsystems 公司, 芬兰)，电热恒

温培养箱(武汉一恒苏净科学仪器有限公司)。 

1.2  实验方法 

以下各个处理组均添加相同浓度的氮/磷营养盐

(PO4
3–-P：0.4 mg/L；NO3

–-N：4 mg/L)，每个测量实验

均至少 3 个平行。 

1.2.1  不同光强下极北海带幼苗的相对生长速率的

测定    挑选 2~4 cm 的极北海带幼苗，置于 GXZ

智能型光照培养箱，进行相对生长速率的测定实验：

在温度为 9℃条件下，分别在 PAR 为 20、40、60、

80 和 100 μmol photons/(m2·s)条件下持续培养 10 d。

实验开始前，挑选藻体完整、无损伤腐烂的极北海带

幼苗，各处理组平均鲜重为(1.04±0.05) g，鲜重差异

性不显著(P>0.05)。每隔 2 d 换水 1 次，10 d 后称量

鲜重，计算相对生长速率(Relative growth rate, RGR)，

计算公式如下： 

RGR=[ln(Wt/W0)/t]×100% 
式中，W0 为初始藻的鲜重(g)，Wt 为实验结束时

藻的鲜重(g)，t 为实验持续的时间(d)。 

1.2.2  生化指标的测定    相对生长速率测定结束

后，立刻用液氮把不同处理组的极北海带幼苗冷冻并

储存在超低温冰箱中，待进行生化指标的测定。本研

究测定的指标包括：叶绿素a和类胡萝卜素、可溶性

蛋白质(Soluble protein)、超氧化物歧化酶(Superoxide 

dismutase, SOD)、过氧化物酶(Peroxidase, POD)、过

氧化氢酶(Catalase, CAT)、丙二醛(Malondialdehyde, 

MDA)和超氧阴离子(Superoxide anion, SA)。 

参考文献进行叶绿素 a (王丽梅等, 2011)和类胡

萝卜素含量(Chouhan et al, 2011)的测定，其他指标的

测定均采用酶联免疫吸附分析法 (Enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)。酶联免疫分析检测试
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剂盒购自上海酶联生物科技有限公司，严格按照试剂

盒说明书进行各个指标的测定。SOD、POD 和 CAT

的比活力单位(U/mg prot)以酶活性单位(U)每毫克蛋

白表示(李合生, 2000)。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 19.0 数据统计软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA)、Duncan 多重比较及 Pearson 相

关性分析，P<0.05 为差异显著，P<0.01 为差异极显

著，用 Excel 软件绘制图形。 

2  结果 

2.1  不同光强下极北海带幼苗的相对生长速率 

方差分析结果表明，光强对极北海带幼苗的相对

生长速率(RGR)有显著影响(P<0.05)。图 1 显示，在

9℃时，40、60 和 80 μmol photons/(m2·s)光强组的 RGR

均较大，三者相比无显著差异 (P>0.05) 。 20 和

100 μmol photons/(m2·s)光强组的 RGR 均较小，它们

与 60 和 80 μmol photons/(m2·s)光强组相比均呈显著

性差异(P<0.05)。 
 

 
 

图 1  不同光强下处理 10 d 后极北海带幼苗的 

相对生长速率(温度为 9℃) 
Fig.1  The relative growth rates (RGR) of young  

L. hyperborea seedlings cultivated for 10 d  
under different light intensities (T=9℃) 

不同字母表示差异显著，P<0.05，下同 
Different letters indicate significant difference, P<0.05, the 

same as below 
 

2.2  不同光强下极北海带幼苗的色素(叶绿素 a 和类

胡萝卜素)含量 

方差分析结果表明，光强对极北海带幼苗的叶绿

素a和类胡萝卜素含量均有显著影响(P<0.05)。图2显

示，极北海带幼苗的叶绿素a含量随着光强的升高而

逐渐降低。20和40 μmol photons/(m2·s)处理组的幼苗

叶绿素a含量均较高，二者无显著差异(P>0.05)。光强

≥60 μmol photons/(m2·s)的处理组与光强为20 μmol 

photons/(m2·s)组均差异显著(P<0.05)。光强≥40 μmol 

photons/(m2·s)的处理组之间无显著差异(P>0.05)。 

 

 
 

图 2  极北海带幼苗在不同光强下的叶绿素 a 和 

类胡萝卜素含量 

Fig.2  Chlorophyll-a and carotenoid content of young     
L. hyperborea seedlings under different light intensities 

柱状图上的字母下标为相同数字的作为同一组 

进行多重比较，同一组的不同字母表示在 P<0.05 

水平具有显著性差异，下同 

The same subscript number at the letters represent the 
same group. The measured value in the same group are 

compared. The different letters in the same group represent 
significant differences, P<0.05, the same as below 

 
图2显示，在20~80 μmol photons/(m2·s)光强范围

内，极北海带幼苗的类胡萝卜素含量随着光强的升高

逐渐降低。当光强升高到100 μmol photons/ (m2·s)时，

幼苗的类胡萝卜素含量有所增加。20、40和100 μmol 

photons/(m2·s)光强组的类胡萝卜素含量均较高，三者

无显著差异(P>0.05)。40~100 μmol photons/(m2·s)光

强组之间无显著差异(P>0.05)。 

2.3  不同光强下极北海带幼苗的可溶性蛋白含量 

图3显示，在本研究光强范围内，随着光强的升

高，极北海带幼苗的可溶性蛋白含量呈先升高后降低

的趋势。40、60和80 μmol photons/(m2·s)光强组的可

溶性蛋白含量均较高，三者相比无显著差异 (P> 

0.05)，20、40、80和100 μmol photons/(m2·s)光强组的

可溶性蛋白含量之间相比亦无显著差异(P>0.05)。

Pearson相关性分析表明，可溶性蛋白含量与RGR呈

极显著正相关关系(相关系数为r=0.712，P<0.01)。 
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图 3  极北海带幼苗在不同光强下的可溶性蛋白含量 
Fig.3  Soluble protein content of young L. hyperborea 

seedlings under different light intensities 
 

2.4  不同光强下极北海带幼苗的丙二醛(MDA)和超

氧阴离子(SA)含量 

方差分析表明，光强对极北海带幼苗的MDA含

量有显著影响(P<0.05)。图4显示，20 μmol photons/ 

(m2·s)光强组的MDA含量最大，80和100 μmol photons/ 

(m2·s)光强组次之，40和60 μmol photons/(m2·s)光强组

的MDA含量均较低。20 μmol photons/(m2·s)光强组的

MDA含量与其他光强组的相比差异显著(P<0.05)。

Pearson相关性分析表明，MDA含量与RGR呈显著负

相关关系(相关系数为r=0.58，P<0.05)。 
 

 
 

图 4  极北海带幼苗在不同光强下的丙二醛(MDA)含量 
Fig.4  MDA content of young L. hyperborea seedlings  

under different light intensities 
 
方差分析结果表明，光强对极北海带幼苗的 SA

含量有显著影响(P<0.05)。图 5 显示，20 μmol photons/ 

(m2·s)光强组的 SA 含量最大，与其他光强组相比均

显著差异(P<0.05)。40~100 μmol photons/(m2·s)光强

范围内各组的 SA 含量之间相比无显著差异(P>0.05)。

Pearson 相关性分析表明，SA 含量与 MDA 含量呈极

显著正相关关系(相关系数为 r=0.829，P<0.01)。 
 

 
 

图 5  极北海带幼苗在不同光强下的超氧阴离子含量 
Fig.5  Superoxide anion content of young L. hyperborea 

seedlings under different light intensities 
 

2.5  不同光强下极北海带幼苗的抗氧化酶(SOD、

POD 和 CAT)比活力 

方差分析表明，光强对极北海带幼苗的 SOD、

POD 和 CAT 的比活力均有显著影响(P<0.05)。图 6

显示，100 μmol photons/(m2·s)光强组的 SOD 和 POD 
 

 
 

图 6  极北海带幼苗在不同光强下的 SOD、 

POD 和 CAT 比活力 

Fig.6  SOD、POD and CAT specific activity of young      
L. hyperborea seedlings under different light intensities 

 

比活力均较大，与其他光强组相比均差异显著 

(P<0.05)。20和80 μmol photons/(m2·s)光强组的SOD

比活力均较低，与其他光强组相比均差异显著(P< 

0.05)。40和60 μmol photons/(m2·s)光强组的SOD比活

力无显著差异(P>0.05)。80 μmol photons/(m2·s)光强组

的POD比活力最低，与40和100 μmol photons/(m2·s)
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光强组相比均差异显著(P<0.05)，而与20和60 μmol 

photons/(m2·s)光强组相比均无显著差异(P>0.05)。20、

40和60 μmol photons/(m2·s)光强组的POD比活力之间

无显著差异(P>0.05)。40和60 μmol photons/(m2·s)光强

组的CAT比活力均较大，二者无显著差异(P>0.05)。

20 μmol photons/(m2·s)光强组的CAT比活力最小，与

40和60 μmol photons/(m2·s)光强组相比均差异显著

(P<0.05)，而与80和100 μmol photons/(m2·s)光强组相

比均无显著差异(P>0.05)。 

Pearson 相关性分析表明，SOD 比活力与 MDA

含量及 SA 含量均呈负相关关系(相关系数分别为

r=0.337，r=0.331)，而相关性均未达到显著水平

(P>0.05)。POD 与 SOD 比活力呈极显著正相关关系

(相关系数为 r=0.706，P<0.01)。CAT 比活力与 MDA

含量及 SA 含量均呈负相关关系(相关系数分别为

r=0.466，r=0.546)，其中，CAT 比活力与 SA 含量

的相关性达到显著水平(P<0.05)。 

3  讨论 

生长于水深 5 m 及以下的极北海带个体一般小

于生长于水深 2~3 m 的个体，如在水深 2 m 和 12 m

处，年龄约为 2 年的极北海带的平均柄长度分别为

34 cm 和 9 cm (Jupp et al, 1974; Kain et al, 1963; Kain, 

1971; Larkum, 1972)。极北海带垂直分布上限是略高

于最低天文潮位处，而垂直分布下限因地而异，如在

英格兰西南部透明度很高的海域，极北海带分布下限

可达 36 m，而在海水浑浊的环境中仅为 1~2.5 m (Kain, 

1971)。由此可知，光照是影响极北海带个体大小和

垂直分布的重要因素之一。因此，若要把极北海带应

用于藻场建设及人工养殖，了解其适宜的光照范围尤

为重要。 

植物体内可溶性蛋白质大多数是参与各种代谢

的酶类，其含量可反映植物体内总代谢水平(詹冬梅

等, 2013)。本研究中，在 40~80 μmol photons/(m2·s)

光强范围内，RGR 及可溶性蛋白含量均较高，表明

该光强范围对极北海带幼苗的生长有利。从 RGR 及

可溶性蛋白含量的相关性可推测，极北海带幼苗代谢

水平与其生长速率密切相关。活性氧(Reactive oxygen 

species，ROS)，如 SA 自由基(O2
–)、羟基自由基(•OH)、

过氧化氢(H2O2)与单线态氧(1O2)等，是植物有氧代谢

的副产物。大量活性氧可导致蛋白质、膜脂和其他细

胞组分的严重损伤。MDA 是活性氧攻击膜脂而形成

的最终降解产物，其含量可以反映植物遭受逆境伤害

的程度(杜秀敏等, 2001)。本研究显示，SA 含量与

MDA含量呈极显著正相关关系，且 MDA含量与 RGR

呈显著负相关关系，由此可推测，极北海带幼苗中

SA 含量与 MDA 含量密切相关，膜脂的过氧化可能

是导致极北海带幼苗相对生长速率降低的原因之一。 

在正常生理条件下，植物本身的抗氧化系统(分

为酶促抗氧化系统和非酶促抗氧化系统)可对活性氧

进行有效清除，酶促抗氧化系统包括 SOD、POD、

CAT 及谷胱甘肽还原酶(GR)等各种抗氧化酶，非酶促

抗氧化系统包括维生素 C、维生素 E、类胡萝卜素等

各种抗氧化剂(薛鑫等, 2013)。植物体内活性氧处于

不断产生和清除的动态平衡中，抗氧化系统是维持这

种平衡的关键。一旦遭受环境胁迫，这种平衡可能就

会被破坏，使植物细胞中积累大量的活性氧(薛鑫等, 

2013; 尹永强等, 2007)。过饱和光强是植物产生大量

活性氧的重要诱因之一，可对植物造成光氧化损害

(郭连旺等, 1996)。研究表明，极北海带成体的新生

叶片饱和光强在 80~100 μmol photons/(m2·s)范围内

(Lüning, 1971)，而对于长度为 1~15 cm 的极北海带幼

苗，在 5℃~17℃内其饱和光强范围为 52.4~100.3 μmol 

photons/(m2·s)(梁洲瑞等, 2108)。由此可推测，本研究

中的光强 100 μmol photons/(m2·s)对极北海带幼苗来

说可能已达到过饱和光强水平，即处于高光逆境中。 

本研究中，当光强升高到 100 μmol photons/(m2·s)

时，幼苗的类胡萝卜素含量有所增加，这可能与幼苗

对高光强的适应性有关。据报道，类胡萝卜素可直接

猝灭单线态氧或通过猝灭三线态叶绿素而阻止单线

态氧的形成(单线态氧是由 O2 和三线态叶绿素作用产

生的 )，从而消除单线态氧对光合作用结构的破坏 

(郭连旺等, 1996; 尹永强等, 2007)。由此推测，类胡

萝卜素在极北海带幼苗对抗高光胁迫过程中发挥重

要作用。SOD 是生物体内特异清除 SA 自由基(O2
–)的

酶，其与 O2
–反应产生 H2O2 和 O2，是抗氧化的第一道

保护层；POD 是以 H2O2 为电子受体催化底物氧化的

酶，CAT 可与 H2O2 专一结合，即 POD 和 CAT 均可

消除 H2O2(阎成士等, 1999)。本研究中，SOD 及 CAT

的比活力与 SA 和 MDA 含量均呈负相关关系，其中，

CAT 比活力与 SA 含量的相关性达到显著水平，表明

SOD 及 CAT 对于极北海带幼苗中活性氧的清除、降

低膜脂的过氧化伤害发挥着关键作用。在 100 μmol 

photons/(m2·s)的高光强环境下，SOD 和 POD 的比活

力均较大，与其他光强组相比均呈显著差异，且 POD

比活力与 SOD 比活力呈极显著正相关关系，由此可

推测，在极北海带幼苗的酶促抗氧化系统中，SOD

和 POD 可对高光逆境产生积极响应，可协同作用清
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除细胞内由高光强诱发引起的过量活性氧。CAT 主要

定位于线粒体、过氧化物体与乙醛酸循环体中，而叶

绿体中 H2O2 的清除主要是通过 Halliwell-Asada 途径

进行的，该途径主要是由抗坏血酸过氧化物酶(APX)

和 GR 等抗氧化酶发挥关键作用(阎成士等, 1999)。因

此，本研究中，在高光强环境下幼苗却没有表现出最

高的 CAT 比活力，这可能与 CAT 在细胞中的位置和

其他抗氧化酶的作用有关，即高光强直接对极北海带

幼苗叶绿体产生了光氧化损害，而 APX 和 GR 对高

光强诱发引起的幼苗叶绿体中过量的 H2O2 进行了有

效清除，该猜测有待于下一步进行研究验证。综合上

述结果可推测，极北海带幼苗的酶促抗氧化系统和非

酶促抗氧化系统均可对高光逆境作出积极应答，它们

可相互辅助以清除活性氧，降低光氧化伤害。 

研究表明，极北海带成体的新生叶片光补偿点约

为 12 μmol photons/(m2·s)(Lüning, 1971)，而对于长度

为 1~15 cm 的极北海带幼苗，在 5℃~17℃范围内其

光补偿点范围为 4.6~15.4 μmol photons/(m2·s)(梁洲瑞

等, 2018)。战吉宬等(2003)研究认为，环境光强持久

低于或短时间显著低于植物光饱和点，但不低于限制

其生存的最低光照强度时的光环境，可以称为弱光逆

境。由此推测，极北海带幼苗在 20 μmol photons/(m2·s)

光强下可能已处于弱光逆境中。弱光逆境可影响植物

的光合作用、光合产物的运输和分配、营养元素的吸

收、内源激素水平和抗氧化酶活性等生理生化过程

(王明等, 2007)。本研究中，在 20~80 μmol photons/ 

(m2·s)光强范围内，极北海带幼苗的叶绿素 a 和类胡

萝卜素含量随着光强的减弱均呈现出逐渐降低的趋

势。许多大型海藻在一定光强范围内色素含量也会呈

现出这种变化趋势(陈伟洲等, 2015; 姜宏波等, 2009; 

林贞贤等, 2007; 刘静雯等, 2001)。研究认为，这是植

物表现出的生长补偿效应，即植物可通过增加细胞色

素含量来更有效地捕获光能，以适应弱光环境(Beale 
et al, 1971; 王艺等, 2010)。弱光逆境可导致植物体内

MDA 含量的升高，受不同弱光胁迫强度和胁迫时间

的影响，不同抗氧化酶的活性会有所差异(王明等 , 

2007)。本研究中，在 20 μmol photons/(m2·s)的弱光环

境下，极北海带幼苗的 SA 含量和 MDA 含量均显著

高于其他处理组，且 SOD、POD 和 CAT 的比活力均

较低。综合上述结果可推测，在弱光逆境下，极北海

带幼苗虽然能通过增加体内叶绿素 a 的含量以更有

效地捕获有限的光能，但幼苗的可溶性蛋白合成效率

及抗氧化酶比活力均显著下降，从而造成其活性氧代

谢发生了较严重的失衡，进而造成较严重的细胞膜脂

过氧化损害，该氧化损害是导致极北海带幼苗相对生

长速率降低的原因之一。 
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Effects of Light Intensities on the Growth and Biochemical  
Characteristics of Laminaria hyperborea Young Seedling 

LIANG Zhourui1,2, LIU Fuli1,2①
, DU Xinxin3, YUAN Yanmin4, LIANG Qidi1,  

WANG Wenjun1,2, SUN Xiutao1,2, WANG Feijiu1,2 
(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea 
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Fisheries 

Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao),  
Qingdao  266071; 3. College of Marine Science and Engineering, Qingdao Agricultural University, Qingdao  266109;  

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

Abstract    Laminaria hyperborea is an important commercial seaweed, which has great potential for 
seaweed bed construction and artificial cultivation in China. To verify the suitable light for the growth of     
L. hyperborea young seedlings and clarify the biochemical response mechanism under light stress, the relative 
growth rate and biochemical responses under different light intensities were studied. Under these experimental 
conditions, the main conclusions are as follows: Light was beneficial for the growth of L. hyperborea young 
seedlings in the range of 40~80 μmol photons/(m2·s). The relative growth rate showed significant negative 
interrelation with the content of malondialdehyde (MDA), which indicates that membrane lipid peroxidation 
may be one of the reasons contributing to the low relative growth rate of L. hyperborea young seedlings. An 
extremely significant positive correlation was found between the content of superoxide anion (SA) and the 
content of MDA of L. hyperborea young seedlings. The specific activity of superoxide dismutase (SOD) and 
catalase (CAT) were negatively correlated with the content of SA and MDA, respectively. And the negative 
relationship between the specific activity of CAT and the content of SA was significant. Moreover, an 
extremely significant and positive correlation was found between specific activity of peroxidase (POD) and 
SOD. It can be inferred from the above correlation analysis results that SOD, CAT and POD play important 
roles in removing reactive oxygen species (ROS) and there is a significant synergy between SOD and POD in        
L. hyperborea young seedlings. The light stress environment was not conducive to the accumulation of soluble 
protein resulting in the accumulation of MDA in L. hyperborea young seedlings, which indicates that the total 
metabolic level was reduced and the ROS level was increased in this environment. The content of carotenoid 
and the specific activity of SOD and POD in L. hyperborea young seedlings will increase so that the ROS level 
can be reduced under high light stress, thus relieving light oxidative damage. The content of chlorophyll-a of  
L. hyperborea young seedlings will increase so that it can capture the limited light energy more effectively 
under low light stress. However, the antioxidant enzyme activity was significantly decreased as a result that led 
to a serious imbalance of ROS metabolism under low light stress, which resulted in more severe membrane 
lipid peroxidation damage. These results can provide the theoretical basis for the artificial breeding and 
cultivation of L. hyperborea in the future. 
Key words    Laminaria hyperborea; Light intensity; Growth; Biochemical composition; Antioxidant 
system 
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不同培养条件对铜藻生长和营养组分的影响* 

栾  青 1  吕  芳 2  吴海一 2  丁  刚 2  詹冬梅 2① 
(1. 烟台大学生命科学学院  烟台  264005；2. 山东省海洋生物研究院  青岛  266104) 

摘要    研究了不同温度(5℃、10℃、15℃、20℃、25℃)和光照[50、100、200 、300 μmol/(m2·s)]

对铜藻(Sargassum horneri)生长、光合色素和生化组分的影响。结果显示，温度和光照对这 3 个方

面均有显著影响(P<0.05)。铜藻在 5℃～20℃、50～300 μmol/(m2·s)时均可生长，且最适生长条件为

20℃、200～300 μmol/(m2·s)，特定生长率较高。温度高于 25℃，藻体基本停止生长并出现腐烂现象。

25℃、50 μmol/(m2·s)时，铜藻色素积累较多。可溶性蛋白和可溶性糖的含量分别在 10℃、20℃时最

高，不同光照间无显著性差异(P>0.05)。灰分和粗蛋白含量在 5℃～10℃、50 μmol/(m2·s)时最高。粗

脂肪含量在 10℃ 和 25℃时最低，不同光照间无显著性差异(P>0.05)。褐藻胶含量在 10℃、

100 μmol/(m2·s)时最高，岩藻黄素含量在 10℃、50 μmol/(m2·s)时达到最大。褐藻多酚含量在低温为    

5℃或高温 25℃、200～300 μmol/(m2·s)高光下达到最大。研究表明，室内培养铜藻在 20℃左右、200～

300 μmol/(m2·s)时，生长速率最快，而铜藻在 10℃、100 μmol/(m2·s)环境条件下，藻体色泽及健壮

程度更好，铜藻个体大，生长速度快，可进行大规模的养殖生产。本研究结果对铜藻养殖及其活性

物质提取具有重要的参考价值。 

关键词    铜藻；温度；光照强度；生长；营养组成 

中图分类号 S963  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0123-08 

我国海藻化工原料短缺问题日渐凸显，铜藻

(Sargassum horneri)等经济褐藻的生产得到瞩目，但

受环境变化的影响，定生型铜藻资源却不断衰退。铜藻

不连续分布在我国暖温带，生长于潮间带(曾呈奎等, 

1959)，受温度和光照等环境因子影响，其富含褐藻

胶 (Alginate) 、岩藻黄素 (Fucoxanthin)、褐藻多酚

(Phlorotannin)等多种活性物质(杨金生等, 2017; Liaaen- 

Jensen et al, 1978; Hosokawa et al, 2010; 秦绪龙等, 

2007; Liu et al, 2012)，具有重要的开发和应用前景  

(曾呈奎, 2000; 詹冬梅等, 2016)。为了更好开展铜藻

的综合利用，有必要对铜藻的生长和营养组分积累的

影响因素进行研究。 

目前，国内已对一些马尾藻(Scagassum)类海藻的

营养组分开展了研究，如詹冬梅等 (2016)和胡斌

(2015a,b)对鼠尾藻 (Sargassum thunbergii)、海黍子

(Sargassum miyabei)和铜藻进行营养分析和评价；  

付贵权等(2015)研究了金属胁迫对马尾藻生长及生化

特性影响；姜宏波等(2009)研究了温度及光强对鼠尾

藻组成的影响; 张建伟(2014)研究了环境因子对瓦氏

马尾藻(Sargassum vachellianum)生长及光合作用的

影响；詹冬梅等(2013)研究了光照及温度对海黍子组

分的影响。铜藻在该方面研究资料较少，在不同培养

abc
图章
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条件下，铜藻生长及组分变化对它的养殖生产及其综

合利用有着重要参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2017 年 1 月，在山东荣成海域(3715N, 12235E)

海带(Laminaria japonica)养殖筏架上采集铜藻。去除

杂藻和污垢，在 10℃、100 μmol/(m2·s)室内水族箱中

适应 3 d。适应后，选择生长状态良好的藻体作为实

验材料。 

1.2  实验设计 

光照实验    因铜藻在室内培养，10℃时，虽

长得不是最快，但该温度下培养的藻体色泽好、藻

体健壮，因此，光照实验的温度设定为 10℃。取健康藻

体 250 g 放入水族箱中，设置光照为 50、100、200、

300 μmol/(m2·s)，3 个平行，光照周期为 24 L，充气悬

浮培养，每隔 1 d 换水 1 次，实验周期为 15 d，结束

时，藻体于 80℃烘干，密封袋冷冻保存。 

温度实验    设置温度为 5℃、10℃、15℃、20℃、

25℃，培养光照为 150 μmol/(m2·s)。其余培养条件同

光照组。 

光照组和温度组的藻体生长    取约 3 g 健康铜

藻放入 1 L 锥形瓶中，加入 800 ml 过滤海水，在光照

培养箱培养，设置 3 个平行，分别在光照组和温度组

进行培养，3 d 换水 1 次并称重记录。称重时，用滤

纸吸干藻体表面多余水分。 

1.3  测定方法 

1.3.1  铜藻比生长速率 (Relative growth rate, RGR, %) 

的测定    比生长速率的计算公式： 

RGR = [(Wt/W0)
1/t1] × 100 

式中，Wt 为实验中期或结束时藻体鲜重(g)，W0

为实验开始时藻体鲜重(g)，t 为培养时间(d)。 

1.3.2  灰分、粗脂肪、粗蛋白含量的测定    灰分采

用 560℃煅烧法；粗脂肪采用索氏提取法；粗蛋白称

取铜藻干粉 1 g，精确至 0.0001 g，移入 250 ml 干燥

的定氮瓶中，加入 1000 kjeltabs Cu/45 一粒(4.5 g 

K2SO4，0.5 g CuSO4·5H2O)，加入 10 ml 浓硫酸，定

氮瓶口上放置小漏斗反应 10 min，待样品变黑放置消

化炉上，420℃消化 2 h，待样品成透明蓝绿荧光色即

消化完成，冷却片刻，放入蛋白质检测仪测定。 

1.3.3  光合色素含量的测定    可溶性蛋白(Soluble)

采用南京建成蛋白检测试剂盒(A045-2)考马斯亮蓝

法测定。准确称取待测藻体 0.5 g，液氮冻存研磨，

加入可溶性蛋白提取液，6000 r/min 离心 30 min，取

上清液，定容至 5 ml，采用酶标仪测定波长为 595 nm

处的吸光值。 

可溶性多糖(Soluble sugar)采用南京建成植物可

溶性糖检测试剂盒(50T)蒽酮比色法测定。取铜藻干

粉 0.1 g 放入 10 ml 离心管中，加入 1 ml 蒸馏水，盖

紧离心管盖，沸水浴 10 min，冷却后，4000 r/min 离

心 10 min，取上清液，定容至 10 ml，用酶标仪测定

波长为 620 nm 处的吸光值。 

光合色素参照 Wellburn(1994)的方法提取。取 

0.1 g 藻体研磨，4℃用 8 ml 80%丙酮避光浸泡 24 h

后，4000 r/min 离心 10 min，取上清液，定容至 10 ml，

用酶标仪在 665、652、510、480 nm 处测定。叶绿素 a 
(Chl-a)和类胡萝卜素(Carotenoid,Car)的计算公式： 

w(Chl-a)=(16.29×OD665 nm8.54×OD652 nm)×V/W/1000 
w(Car)=7.6×(OD480 nm1.49×OD510 nm)×V/W/1000 
式中，V 为浸提丙酮的体积(ml), W 为藻体鲜重

量(g)，单位为 mg/g。 

1.3.4  特有成分含量的测定   褐藻胶参照尚德荣等

(2011)方法。准确称取1.0 g铜藻干粉于50 ml小烧杯中，

加入 2.0 mol/L HCl 30 ml 过夜，次日用纱绢将其水洗，

蒸馏水 4 次，双蒸水 1 次，直至无氯离子为止，将水洗

后的样品再用 0.1 mol/L 醋酸钙溶液 30 ml 浸泡 2 h，用

蒸馏水洗 5 次，将洗下的水溶液混合混匀，用 0.1 mol/L

的 NaOH 溶液滴定，指示剂为酚酞，按照下述公式即

可得到褐藻胶的含量。 

褐藻胶含量(%)=(C×V×0.2160)×100/m 

式中，C 为 NaOH 的摩尔浓度(mol/L)，V 为滴定

消耗的 NaOH 体积数(ml)，0.2160 为 1.0 ml 0.1 mol/L 

NaOH 标准溶液，相当于 0.2160 g 褐藻酸钠，m 为海

藻样品的重量(g)。 

岩藻黄素参照闫相勇等(2014)的方法测定。准确

称取 1.0 g 铜藻干粉，在 60℃的条件下，用 20 ml 甲

醇避光静置，浸提 2 次，每次 1 h。取浸提液，4000 r/min，

离心 10 min 后取上清液，转入梨形分液漏斗中，加

入正己烷充分震荡混匀，静置分层，保留上清液，下

层甲醇水溶液再次转入分液漏斗进行萃取，直至甲醇水

溶液不再出现黄色为止。将所有上清液汇合混匀定容。

在岩藻黄素特定吸收波长为 450 nm 下测吸光度值，

并按以下公式计算岩藻黄素的含量。 

岩藻黄素(mg/g)＝(OD455 nm×n×V×1000)/( 1%
1cmA ×M×100) 

式中，n 为稀释倍数， 1%
1cmA 为在 1 cm 光程长的

比色皿中 1 g/L 岩藻黄素的理论吸收值，即 1600，M
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为样品重量(g)，V 为岩藻黄素提取液体积(ml)。 

褐藻多酚参照严小军等(2000)的方法测定。铜藻

干粉过 40 目筛后，准确称取 0.1～0.15 g 于 25 ml 试

管中，加入 15%的乙醇 3 ml 浸泡 24～48 h，采用微

波提取法，微波辐射功率为 700 MHz，微波辐射时间

为 10 s。6000 r/min 离心 10 min，取上清液，定容至

3 ml，混匀后取 50 μl 水样置于 1.5 ml Ep 管中，加水

稀释至 700 μl，混合均匀，加入 100 μl Folin-Denis 试

剂混匀，3 min 后加入 200 μl 饱和碳酸钠溶液，充分

混匀，3 h 后用酶标仪在 710 nm 处测定吸光值。将

1%(W/V)间苯三酚标准液稀释 200 倍成标准液，呈梯

度将不同体积的 1%间苯三酚标准液置于 15 ml 试管

中，按照上述方式测定吸光值绘制出标准工作曲线。

样品测得的吸光值代入标准工作曲线公式即可得到

褐藻多酚的含量。 

1.4  数据分析 

采用 Microsoft Excel 2013 软件整理数据，SPSS 

13.0 软件进行单因子方差分析(One way, ANOVA)，

P<0.05 为差异显著，数据以平均值±标准差(Mean± 

SD)表示。采用 Origin 8.5 软件制图。 

2  结果与分析 

2.1  温度对铜藻生长及营养成分的影响 

2.1.1  温度对铜藻生长的影响    温度对铜藻生长

有着重要的影响。从图 1 可以看出，5℃~15℃对铜藻生

长无影响，20℃时，RGR 明显比 5℃~15℃组高，生长

迅速，25℃时 0～3 d 生长迅速，3～9 d 时，RGR 明显

减少，后期铜藻出现了掉叶、腐烂、产生黏膜的现象，

不适宜铜藻生长。温度对铜藻的生长有着明显的影响

(P<0.05)。由此看出，铜藻在 20℃左右时生长速率更快。 

2.1.2  温度对铜藻一般营养成分的影响    从图 2 可

以看出，5℃、10℃灰分含量最高，矿物质积累明显增加，

温度升高时含量减少，说明 10℃、15℃对灰分有明显

影响(P<0.05)。5℃时粗蛋白含量最多，为 21.76%，

差异显著(P<0.05)，随着温度增加，粗蛋白含量呈逐

渐减少趋势，后平稳至 17%左右。粗脂肪在 10℃、

25℃含量最少，其他温度组含量在 0.3%~0.4%左右，

差异显著 (P<0.05)。 

2.1.3  温度对光合色素的影响    从图 3 可以看出，

25℃时叶绿素 a 含量最高，为 0.248 mg/g，差异显著。

类胡萝卜素同样 25℃含量最高，为 0.048 mg/g，差异

显著。可溶性蛋白受温度影响显著(P<0.05)，20℃最小，

25℃含量突增至 3.283 mg/g。20℃可溶性糖含量最高，

达到 14.986 mg/g，其他组含量在 7～9 mg/g 之间，差

异显著(P<0.05)。 

 

 
 

图 1  温度对铜藻比生长速率的影响 
Fig.1  Effects of different temperature on  

relative growth rate of S. horneri 

同组中标有不同小写字母表示组间有显著性差异

(P<0.05)，标有相同小写字母者表示组间 

无显著性差异(P>0.05),下同 
The means with different letters being significantly  

different at the 0.05 probability level, and the means with  
the same letters within the same column are not significantly 

different. The same as below 
 

 
 

图 2  不同温度对灰分、粗蛋白、粗脂肪含量的影响 
Fig.2  Effects of different temperature on ash,  

crude lipid and crude protein content of S. horneri 
 

2.1.4  温度对褐藻胶、岩藻黄素和褐藻多酚含量的影

响    从图 4 可以看出，10℃时，褐藻胶含量最多，

为 31.269%，5℃、15℃、25℃时，含量基本相同，

与 10℃相比差异显著(P<0.05)。10℃时，岩藻黄素最

高为 0.558 mg/g，除了 10℃时激增外，其他各组随温

度呈显著增加趋势(P<0.05)。而褐藻多酚含量在 5℃时
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最高，为 4.289 mg/g，各温度间差异显著(P<0.05)，     

10℃时最低，为 2.416 mg/g，随着温度的上升含量逐渐

增高，至 25℃时，褐藻多酚含量为 4.170 mg/g，与     

5℃时含量接近。 
 

 
 

图 3  不同温度对铜藻叶绿素 a、类胡萝卜素、 

可溶性糖、可溶性蛋白含量的影响 
Fig.3  Effects of different temperature on Chl-a, carotenoid, 

soluble sugar and soluble protein content of S. horneri 
 

 
 

图 4  不同温度对褐藻胶、褐藻多酚、 

岩藻黄素含量的影响 
Fig.4  Effects of different temperature on alginate, 
phlorotannin and fucoxanthin content of S. horneri 

 

2.2  光照对铜藻生长及营养成分的影响 

2.2.1  光照对铜藻生长的影响    不同光照下，铜藻

RGR 见图 5。从图 5 可以看出，光照的变化对藻体生

长影响大体一致， t0～t3 期间，光强为 300 μmol/(m2·s)

铜藻 RGR 最快，差异显著(P<0.05)，而其他光照组间

差异不显著(P>0.05)。t3～t12，铜藻总体生长缓慢，RGR

缓慢增加。从实验各时段可以看出，铜藻适宜较高光

强生活，高光在前期对铜藻生长有明显促进作用，中

期在不同光照下，无显著差异(P>0.05)，之后，高光

照较低光照 RGR 增长幅度更大。 

 

 
 

图 5  不同光照对铜藻比生长速率的影响 
Fig.5  Effects of different irradiance on relative  

growth rate of S. horneri 
 

2.2.2  光照对铜藻一般营养成分的影响     不同光

照对铜藻基础组分含量的影响见图 6。从图 6 可以看出，

50 μmol/(m2·s)组藻体灰分含量最高，为 30.767%，且差

异显著，含矿物质最多，200、300 μmol/(m2·s)光照下

的灰分分别为 25.956%、26.481%。50 μmol/(m2·s)组粗

蛋白含量最高，为 14.427%，300 μmol/(m2·s)粗蛋白含

量为 10.527%。200 μmol/(m2·s)组粗脂肪含量最低，显

著低于其他各组(P<0.05)，而其他光照组间差异不显

著(P>0.05)。 

 

 
 

图 6  不同光照强度对灰分、蛋白质、脂肪含量的影响 
Fig.6  Effects of different irradiance on ash 

crude lipid and crude protein content of S. horneri 
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2.2.3  光照对光合色素、可溶性糖和可溶性蛋白的

影响    光照对铜藻光合色素含量的影响见图 7。从图 7

可以看出，Chl-a 含量随光照的增加而减少(P<0.05)，

50 μmol/(m2·s)时 Chl-a 含量最高，为 0.293 mg/g，逐渐

减少到 0.105 mg/g。类胡萝卜素与 Chl-a 的含量变化

趋势一致，50 μmol/(m2·s)时含量最多。光照对可溶

性蛋白和可溶性多糖含量没有显著影响。 

 

 
 

图 7  不同光照强度对铜藻叶绿素 a、类胡萝卜素、 

可溶性糖、可溶性蛋白含量的影响 

Fig.7  Effects of different irradiance on Chl-a, carotenuid, 
soluble sugar and soluble protein content of S. horneri 

 
2.2.4  光照对褐藻胶、岩藻黄素和褐藻多酚含量的影响 

褐藻胶含量在 100 μmol/(m2·s)光照时最高，为

32.785%，50 μmol/(m2·s)时褐藻胶含量最低，为 26.726%。

岩藻黄素含量随光照增加而减少(P<0.05)，光照为

50 μmol/(m2·s)时，岩藻黄素含量最高，为 0.669 mg/g，

300 μmol/(m2·s)含量最低。褐藻多酚含量随光照增加

而增加(P<0.05)，光照为 300 μmol/(m2·s)时，褐藻多酚

含量最高，为 12.073 mg/g，远高于光照为 50 μmol/(m2·s)

的 3.390 mg/g (图 8)。 

3  讨论 

3.1  温度和光照对铜藻生长的影响 

海藻生长对温度及光照变化敏感 (Jones et al, 
1984; Glenn et al, 1990)。本研究结果表明，较强光照

[200~300 μmol/(m2·s)]及温度(约为 20℃)有利于铜藻

生长，人工养殖中可考虑适当提高光强从而增加产

量。超过适宜温度(25℃)藻体出现掉叶、变深、产生

黏液现象；铜藻生长随光照增加而增加，在一定温度

下增加光照，铜藻可获得较快的生长速率。孙建璋等

(2016)在南麂列岛进行铜藻人工栽培研究显示，水温

为 17~20℃、表层强光下，铜藻生长较快，与本研究结

果一致。姜宏波等(2009)研究表明，适宜温度下，较

高光照时，瓦氏马尾藻和鼠尾藻的生长出现停滞。产

生这种原因可能是由于铜藻比瓦氏马尾藻和鼠尾藻

有更高的光照需求。 

 

 
 

图 8  不同光照强度对褐藻胶、褐藻多酚、 

岩藻黄素含量的影响 
Fig.8  Effects of different irradiance on alginate, 

phlorotannin and fucoxanthin  
content of S. horneri 

 

3.2  铜藻组分随温度和光照的变化 

可溶性蛋白大多是一些酶和功能性蛋白，参与大

多数的代谢反应，可溶性糖有维持藻体体内渗透势的

作用，是衡量植物代谢水平的一个重要指标，二者皆

影响着藻体的生命活动(Xu et al, 2006)。研究结果显

示，在适宜的温度及光照下，可溶性糖及可溶性蛋白

含量较高。 

岩藻黄素作为捕光复合体，在光合作用的光化学 

系统中起着重要的作用(Bertrand, 2010)。10℃时，铜

藻类内的岩藻黄素达到最高，高温及高光照不利于铜

藻产生岩藻黄素。 

铜藻中褐藻胶不是在生长最快速的环境条件下

含量最高，铜藻在 10℃、100 μmol/(m2·s)环境条件下，

产生较多的褐藻胶，受温度和光照影响显著。在对鼠

尾藻中褐藻胶含量随季节变化的研究发现，在鼠尾藻

生长快速的 6 月，褐藻胶含量较高(詹冬梅等, 2018)。

在室内培养时发现，稍低一些温度及光照强度下培养
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的铜藻，在色泽及健壮程度比生长速率最高时的铜藻

要好一些。由此推测，铜藻中褐藻胶含量可能与铜藻

生长速度及其藻体健壮程度都相关。 

褐藻多酚是发现于褐藻且仅存于褐藻中的一族

天然产物，抗氧化活性极强，是褐藻在遇到不适环境

时的一种化学抵御物质(魏玉西等, 2002; Barwell et al, 
1989)。本研究中，在高光为 200 、300 μmol/(m2·s)、低温

和高温下，褐藻多酚的含量均有上升，推测原因可能

是由于环境不适宜，铜藻为了保护藻体的健康生长而

产生的一种防御机制。 

4  结论 

光照强度、周期和光质等都对光合作用有着直接

的影响，温度影响光合作用暗反应和呼吸作用的酶活

性，这也是自然条件下，藻体体内生化组成呈季节性变

化的原因(纪明侯, 1963; 王志芳等, 2008)。本研究结果

显示，室内培养铜藻在 20℃左右、200~300 μmol/(m2·s)

环境条件下，生长速率最快，而铜藻在 10℃、

100 μmol/(m2·s)环境条件下，藻体色泽及健壮程度更

好，各组分随温度及光照强度变化而变化。研究结果

对铜藻养殖及其活性物质提取具有重要的参考价值。 
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Effects of Culture Conditions on Nutrient  
Composition of Sargassum horneri 

LUAN Qing1, LÜ Fang2, WU Haiyi2, DING Gang2, ZHAN Dongmei2①
 

(1.College of Life Sciences, Yantai University, Yantai  264005; 
2. Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao  266104) 

Abstract    We studied the effects of temperature and light intensity on growth, photosynthetic pigment 

content, and nutrient components in Sargassum horneri. These factors had significant effects (P<0.05) on 

all three aspects. S. horneri survived at 5℃~20℃ and 50~300 μmol/(m2·s) The optimal conditions, at 

which specific growth rate was the highest, were 20℃ and 200~300 μmol/(m2·s). At temperatures above 

25 ℃ , the blades stopped growing, became pale, and rotted. S.horneri accumulated the most 

photosynthetic pigment at 25℃ and 50 μmol/(m2·s). The effects of light intensity were not significant. 

Soluble sugar content and soluble protein content were the highest at 10℃~20℃, and ash and crude 

protein content were the highest at 5℃~10℃ and 50 μmol/(m2·s). Ether extract yield was low at 10℃ 

and 25℃, peaked between these values, and did not vary significantly with light intensity. Alginate 

content was the highest at 10℃ and 100 μmol/(m2·s), and fucoxanthin content was the highest at 10℃ 

and 50 μmol/(m2·s). Phlorotannin content increased with increasing light intensity from 200 to 300 

μmol/(m·s), where it reached a maximum; it reached local maxima at 5℃ and 25℃, and was lower 

between these values. S. horneri grew faster atc. 20℃ and 200~300 μmol/(m2·s), whereas color and vigor 

were better at 10℃ and 100 μmol/(m2·s). Its long body length and fast growth make it ideal for 

large-scale culturing. The nutrient components varied with culture conditions. S. horneri is a health food 

of moderate protein and low fat content, with high levels of functional components such as alginate, 

fucoxanthin, and polyphenols. It can therefore be used to provide raw material for food additives and to 

obtain its active components. These findings provide reference values for culturing S. horneri and 

extracting its components. 

Key words    Sargassum horneri; Temperature; Light intensity; Growth; Nutrient composition 
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广东紫菜 Hsp70 基因 cDNA 克隆与表达分析* 

曾  俊  陈伟洲①  陈泽攀  刘浩然 
(汕头大学  广东省海洋生物技术重点实验室  汕头  515063) 

摘要    为探索广东紫菜(Pyropia guangdongensis)叶状体 Hsp70 基因在温度刺激下机体耐温相关分

子机制，为广东紫菜的栽培生产提供技术参考，本研究利用 RACE 技术获得了广东紫菜 Hsp70 基

因(PgHsp70)全长序列，并在此基础上采用实时荧光定量 PCR 技术，研究广东紫菜叶状体分别在不

同温度(22℃、27℃和 31℃)条件下处理 0、1/6、1/2、1、6、12、24 和 36 h 后 PgHsp70 基因的差异

表达。结果显示，PgHsp70 基因序列长 2004 bp，包含一个 1866 bp 的开放阅读框，可编码 621 个

氨基酸，预测分子量为 67.7 kDa，理论等电点为 4.87。基因表达水平定量分析表明，温度对 PgHsp70
基因表达水平有显著影响，PgHsp70 基因在不同温度的表达水平变化趋势基本一致，均呈现先上调

后下降的趋势，且均于 1 h 表达量到达最高水平，其中，在 31℃ 1 h 表达量最高，为未经高温处理

组的 11 倍，说明 PgHsp70 基因在应答高温胁迫中发挥着重要的作用。 

关键词    广东紫菜；高温胁迫；Hsp70；cDNA 末端快速扩增技术(RACE)；qRT-PCR 

中图分类号 S917.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0131-09 

生物有机体受到外界有害因素刺激时，很多基因

表达会受到抑制，而热休克基因在刺激下表达增强，

产生的蛋白称热休克蛋白或热激蛋白(Hsp)(王宇萍等, 

2010)。Hsp 在果蝇(Drosophila)中首次发现(Ritossa, 

1962)。Tisserers 等(1974)从果蝇幼体中分离出 6 种新

的蛋白质，命名为热激蛋白。至今，大量研究证明，

主要的热激蛋白都有分子伴侣的功能。而 Hsp70 是

Hsp 家族中进化上最保守和研究最多的一类热激蛋

白，按表达情况可将 Hsp70 蛋白分为结构型热激蛋白

Hsc70 和诱导型热激蛋白 Hsp70 两大类；按定位情况

可将 Hsp70 蛋白分为定位于细胞质、内质网、线粒体

和质体的 4 个亚家族(Guy et al, 1998)。Hsp70 蛋白的

功能十分广泛，具有多种生物学功能，例如，Hsp70

是主要分子伴侣蛋白之一(Bukau et al, 2013; Mayer, 

2013)，与肿瘤的发生相关，具有调控细胞增殖的功 

能(Zhang et al, 2002)，参与细胞保护、提高细胞应激耐

受性(Mayer et al, 2005)，抗细胞凋亡(Snoeckx et al, 2001)

等。目前，对紫菜属海藻 Hsp70 基因的研究工作主要

集中在栽培种类坛紫菜(Pyropia haitanensis) (赖晓娟

等 , 2014)和条斑紫菜(Pyropia yezoensis)(周向红等 , 

2011)以及非传统栽培种长紫菜(Pyropia dentata)、皱

紫菜 (Pyropia crispata) ( 郑红妍 , 2017) 和列紫菜

(Pyropia seriata) (San et al, 2015)，为深入研究紫菜

Hsp70 基因的功能奠定了基础，而对广东紫菜(Pyropia 
guangdongensis)Hsp70 基因的研究尚未见相关报道。 

广东紫菜属红藻门 ( P h o d o p h y t a )、红藻纲

(Rhodophyceae)、红毛菜亚纲(Bangiophycidae)、红毛菜

目(Bangiales)、红毛菜科(Bangiaceae)、紫菜属(Pyropia)， 

主要分布于广东等沿岸海区(郑宝福等, 2009; Tseng 

et al, 1978)。在自然环境中，影响紫菜生长的环境因

abc
图章
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素很多，如高温、盐胁迫的、干出失水等(李晓蕾等, 

2017)。其中，温度是影响紫菜生长的最重要的环境

因子，直接影响紫菜的生长状态以及品质(李兵等 , 

2013)。广东紫菜有一定的高温适应性 (王永川等 , 

1978、1982)，而大量证据表明，Hsp70 蛋白家族在

藻类适应环境的过程中起重要的作用，例如，坛紫菜

在 29℃高温胁迫 3 h 后，5 条 Hsp70 基因的表达水平

都显著升高；在极度干燥的条件下，坛紫菜 Hsp70
基因表达水平显著上升，表现出适应高温胁迫和干燥

胁迫的作用(Ji et al, 2015)。Hsp70 蛋白家族与广东紫

菜的高温适应性也直接相关，因此，研究广东紫菜

Hsp70(PgHsp70)基因具有重要意义。本研究开展

PgHsp70 基因的全长克隆，并在此基础上，研究分析

其在不同温度胁迫过程中的差异表达，以期从 Hsp70
基因表达水平初步揭示广东紫菜对高温胁迫的响应

特点，为广东紫菜的栽培生产提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料预培养与胁迫处理 

广东紫菜于 2016 年 11 月采集于广东省汕头市南

澳县深澳湾海区(2328ʹ52ʺN, 11706ʹ35ʺE)的人工栽 

培网帘，快速运回实验室，挑选健康、长度一致(约为

10~15 cm)的藻体进行灭菌海水清洗处理，在温度 20℃

和光照强度约 90 μmol photons/(m2·s)的条件下用砂滤

后抽滤的自然海水(盐度 30)暂养 2 d。 

取 1 组广东紫菜用滤纸吸干，液氮迅速预冷，保存

至–80℃冰箱，用于 PgHsp70 基因的全长克隆。另取一

组广东紫菜在智能光照培养箱内进行高温胁迫实验，用

于基因表达水平的实时荧光定量 PCR 分析。参照南澳

岛海区广东紫菜自然生长的特性，以 22℃为对照组，

海水盐度为 30，光照强度为 90 μmol photons/(m2·s)，设

置 2 个高温组：27℃和 31℃，在智能光照培养箱中

进行高温胁迫处理 0、1/6、1/2、1、6、12、24 和 36 h

后分别取样，液氮迅速保存后至–80℃冰箱，每个处

理设置 3 个平行。 

1.2  实验方法 

1.2.1  引物及序列    同源扩增、RACE 扩增、阳性

克隆筛选以及荧光定量 PCR 分析所采用的引物用

Primer Premier 5 软件设计，由北京六合华大基因科技

有限公司合成，引物序列见表 1。200 μl UPM：Long 

UPM (10 μmol/L) 8 μl，Short UPM (10 μmol/L) 40 μl，

ddH2O 152 μl。 

1.2.2  广东紫菜总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合

成    用于全长克隆的总 RNA 提取按照 RNAiso Plus  
 

表 1  实验中引物的名称和序列 
Tab.1  Name and sequence of primers used in the experiment 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 用途 Purpose 

PF CCCGAAGAGATTTCCGCTCAAGTA 同源扩增 

PR AACTTCAATTTGAGGAACGCCTCT Homologous amplification 

5ʹRACE1 CCATTCCACAATTTGTTGGTCAAAGTCATC 5ʹRACE 

5ʹRACE2 CATCTAAACCGGCTATTTTACCGGCATC  

5ʹRACE3 CAACAAGTTTTCTGAGTACTTGAGCGGA  

5ʹRACE4 GGTTTACCTCCTTCCATAACAGCAATCACA  

3ʹRACE1 CTGCTACACAAGATGGTCCCAAGCACTT 3ʹRACE 

3ʹRACE2 ACCCAGATGAAGTTGTTGCTATTGGAGC  

3ʹRACE3 GGAGTAGAAACTTTAGGTGGGGTAATGACG  

3ʹRACE4 AGATGGTATTATGCCTGCACCTAGAGGCGT  

3ʹRACE5 TATTGATACTAAGAATCAAGCAGAATCTTTATGT  

QF CCCGAAGAGATTTCCGCTCAAGTA 实时荧光定量 PCR 

QR CTAAACCGGCTATTTTACCGGCAT qRT-PCR 

UBCF TCACAACGAGGATTTACCACC 内参基因 

UBCR GAGGAGCACCTTGGAAACG Reference gene 

M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 阳性克隆筛选 

M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Positive clones screening 

Long UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 

Short UPM CTAATACGACTCACTATAGGGC  

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT  
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Total RNA(TaKaRa)提取试剂说明书(Raha et al, 1990)

进行操作，提取的 RNA 经琼脂糖凝胶电泳检查完整

性，并利用 NanoDrop2000 超微量分光光度计测定

RNA 浓度及纯度，判断核酸和蛋白质的污染情况。

选取质量良好的 RNA 按照 PrimeScript Ⅱ 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit(TaKaRa)和 SMARTer RACE 5ʹ/3ʹ 

cDNA Kit Components(TaKaRa)的操作说明书(Tian et al, 
2013; Tang et al, 2013; Freeman, 2013)进行反转录，分

别得到 cDNA、5ʹRACE cDNA 及 3ʹRACE cDNA，保

存至20℃冰箱，分别用于 PgHsp70 基因中间片段的

克隆以及 5ʹRACE 和 3ʹRACE 扩增。 

用 于 荧 光 定 量 检 测 的 总 RNA 提 取 按 照

RNAfast200-总 RNA 极速抽提试剂盒(上海飞捷生物

技术有限公司)的说明书(武荣等, 2011)进行操作，利

用 NanoDrop2000 超微量分光光度计测定 RNA 浓度

及 A260 nm/A280 nm 值，选取质量良好的 RNA 根据
PrimeScript® RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time)(TaKaRa)的说明书 (Zhang et al, 
2013)进行反转录(以 RNA 900 ng 为基准)，所得的

cDNA 用 UBC 引物进行检验，保存至–20℃冰箱备用。

1.2.3  PgHsp70 基因的全长克隆    从 NCBI 中搜索

条 斑 紫 菜 (GenBank No.: DQ497595.1) ， 坛 紫 菜

(GenBank No.: DQ480726)的 Hsp70 基因的核酸序列，

进行序列比对并找出保守区域，设计引物 PF 和 PR 

(表 1)。以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，扩增产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳检测，并用凝胶回收试剂盒回

收，利用 T-A 克隆方法克隆到 pMD19-T 载体上，转

化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，用含 Amp 的 LA 固

体培养基进行 37℃过夜培养，挑取单菌落于 1 ml LA

培养液中 37℃ 200 r/min 震荡培养 6 h，进行菌液 PCR

检测，挑取阳性克隆。将含有目的片段的阳性菌落交

由北京六合华大基因科技有限公司进行测序。测序结

果与 NCBI 上其他物种的 Hsp70 基因进行比对和同源

性分析，确定为 PgHsp70 基因中间片段。 

根据克隆得到的 PgHsp70 基因片段序列，分别

设计 5ʹRACE 和 3ʹRACE 的特异性扩增引物(表 1)。分

别以 5ʹcDNA 和 3ʹcDNA 模板进行 5ʹRACE 和 3ʹRACE

扩增，将 RACE 扩增的目的片段切胶回收、连接、转

化、阳性克隆筛选、送样测序。 

根据基因测序获得的PgHsp70基因 5ʹ和 3ʹ及中间

片段序列，利用 DNAman V6.0 软件进行拼接，获得

PgHsp70 基因全长序列。 

1.2.4  PgHsp70 基因的生物信息学分析     采用

ORF Finder(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)分

析获得的 PgHsp70 基因的开放阅读框和所编码氨基酸

序列；利用在线工具(http://web.expasy.org/ compute_pi/)

预测该基因氨基酸序列的分子量和等电点；用在线软

件(http://smart.embl-heidelberg.de/)预测该基因氨基酸

序列功能结构域；利用 InterProScan (http://www.ebi. 

ac.uk/interpro/)和 PROSITE (https://prosite.expasy.org/)

在线软件分析该基因编码的氨基酸序列保守位点及

特征序列；利用 PrediSi (http://www.Predisi.de)预测所

得蛋白是否含有信号肽；利用 NCBI 网站上 BLAST

序列分析工具(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)搜索用于

同源性比对分析与系统进化树构建的氨基酸序列；采

用 DNAman 6.0 进行氨基酸多重序列比对；通过

MEGA 5.1 软件，构建 NJ 系统进化树。 

1.2.5  高温胁迫下 PgHsp70 基因的表达分析    根

据 PgHsp70 基因全长序列设计 qRT-PCR 正反向引物

QF 和 QR，并以 UBC 作为内参基因(表 1)。以广东紫

菜叶状体在不同高温胁迫条件下各时间的 cDNA 为

模板，在 Roche light Cycler 480Ⅱ仪器进行实时荧光

定量 PCR(qRT-PCR)。20 μl 反应体系：Tip Green 10 μl，

Q1F 0.8 μl，Q1R 0.8 μl，cDNA 2 μl，ddH2O 6.4 μl。

每次反应均设阴性对照和无模板对照，每个反应设  

3 个重复。扩增程序：95℃预变性 30 s；95℃ 5 s，

60℃ 20 s，40 个循环；循环结束后从 60℃缓慢升温

至 95℃；40℃冷却 30 s。所得实验数据采用相对 CT

法(2–Ct)进行 PgHsp70 基因 mRNA 的表达量计算。 

1.3  数据处理 

应用 Excel 和 SPSS 13.0 软件对实验数据进行处

理与统计分析，并采用单因素方差分析 (One-way 

ANOVA)和最小显著差异法(LSD)比较不同数据组间

的差异，P0.05 表示有显著性差异。 

2  结果 

2.1  PgHsp70 基因的克隆及序列分析 

以广东紫菜 cDNA 为模板，用引物 PF/PR 进行

普通 PCR 扩增，1%的琼脂糖凝胶电泳扩增产物，观

察到 1 条扩增条带，约为 1100 bp(图 1a)，将其切胶回

收，克隆并送去测序，得到一段 1061 bp 的基因序列。

进行 BLAST 比对发现，其与 P. haitanensis (GenBank 

No.: DQ480726)的 Hsp70 基因核酸序列同源性达

99%，与 P. yezoensis (GenBank No.: DQ497595.1)的

Hsp70 基因核酸序列同源性达到 90%，进而推断该片

段为 PgHsp70 的基因片段。 

广东紫菜通过 RACE 技术扩增并测序，分别获得

长为 337 bp 的 5ʹ序列和 606 bp 的 3ʹ序列(图 1b、c)。 
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图 1  PgHsp70 基因克隆产物凝胶电泳 

Fig.1  Agarose electrophoresis of RACE or  
PCR products of PgHsp70 genes 

a: PgHsp70 基因的中间片段扩增产物; b: PgHsp70 基因的

5ʹRACE 扩增产物(箭头); c: PgHsp70 基因的 3ʹRACE 扩增

产物(箭头). M: DNA marker DL 2000; C: 对照 

a: Core fragment amplification product of PgHsp70 genes; 
b: 5ʹRACE amplification products of PgHsp70 (arrow);  
c: 3ʹRACE amplification products of PgHsp70 (arrow); 

M: DNA marker DL 2000; C: Control 

将 2条序列与之前克隆得到的 Hsp70基因部分序列进

行拼接，获得长为 2004 bp 的 Hsp70 基因全长序列。

经过 Blast 比对，确认其为广东紫菜的 Hsp70 基因，

命名为 PgHsp70。通过 ORF Finder 软件分析发现，

广东紫菜 Hsp70 基因开放阅读框为 1866 bp，以 ATG

为起始密码子，TAA 为终止子，可编码 621 个氨基酸，

预测分子量约为 67.7 kDa，理论等电点为 4.87。5ʹ非

编码区(5ʹ TR)7 bp，3ʹ非编码区(3ʹ UTR)131 bp(图 2)。

利用 InterProScan 软件分析克隆得到的 PgHsp70 基因

氨基酸序列，378~534 位点是多肽结合域 (Peptide- 

binding domain)，527~595 位点是 C 末端结构域

(C-terminal domain)(图 2)。使用 Prosite 在线软件分析

发现，该基因编码的氨基酸序列有 HSP70 家族的 3 条

特征性序列： IDLGTTNS，VFDLGGGTFDVSVL，

VVLVGGSTRIPAIQQ(图 2)。PrediSi 预测软件并未在

该基因中发现信号肽序列。 

2.2  PgHsp70 基因多序列比对及系统进化树分析 

广东紫菜 Hsp70 基因编码的氨基酸序列经 BLAST

比对发现，与其他物种的 Hsp70 基因有较高同源性。利 
 

 
 

图 2  广东紫菜 Hsp70 基因的核苷酸序列和氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide sequence and amino acid sequence of PgHsp70 

蓝色方框区域表示 Hsp70 蛋白家族的序列特征; 黄色方框区域表示 C 末端结构域， 

红色“—”表示多肽结合域; 方框所示为起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA) 

Blue boxes represent sequences of HSP70 protein family, Yellow boxes represent C－terminal domain,  
Polypeptide binding domain is underlined with red “—”, Start codon(ATG) and termination codon(TAA) are shown in the box 
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用 DNAman 6.0 进行氨基酸多重序列比对分析结果显

示，不同物种间的 Hsp70 序列非常保守，其中，PgHsp70
氨基酸序列与坛紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性最高

(99%)，其次分别与条斑紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性

达 98%，与 P. perforate 的 Hsp70 氨基酸序列相似性达

97%，与脐形紫菜(P. umbilicalis) Hsp70 氨基酸序列相似

性达94%，与细基江蓠繁枝变种(Gracilaria tenuistipitata 
var. liui)Hsp70 氨基酸序列相似性达 78%(图 3)。 

 

 
 

图 3  Hsp70 的氨基酸序列多重序列比对 
Fig.3  Multiple alignment of amino acid sequences of Hsp70 

黑色区域：相似性 100%；粉红区域：相似性≥75%；蓝色区域：≥50% 
Black area: Similarity is 100%; Pink area: Similarity is greater than or equal to 75%;  

Blue area: Similarity is greater than or equal to 50% 
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为了确定 PgHsp70 的系统进化关系，通过 MEGA 

5.1 软件，采用 Neighbor-Joining 法构建了 PgHsp70
及选取的 17 条代表性的 Hsp70 氨基酸序列系统进化

树。进化树结果显示(图 4)，红藻和蓝藻亲缘关系较

近且聚类于叶绿体定位的 Hsp70 蛋白，绿藻、褐藻和 

陆生植物则聚类于细胞质定位的 Hsp70 蛋白。其中，

PgHsp70 蛋白聚类于叶绿体定位的 Hsp70 蛋白，与坛

紫菜亲缘关系最近，与同属红藻门的其他物种亲缘关

系较近，与蓝藻亲缘关系次之，而其他藻类及陆生植

物则明显地被区分开来。 

 

 
 

图 4  采用 NJ 法构建的基于 PgHsp70 基因所编码氨基酸序列的系统进化树 
Fig.4  Phylogenetic tree based on PgHsp70 amino acid sequences by the NJ method 

 

2.3  PgHsp70 基因在高温胁迫下的表达 

基因在特定条件下表达水平的变化有助于了解

相关基因的功能。为研究广东紫菜 Hsp70 对高温胁迫

的功能响应，本研究采用荧光定量 PCR 技术检测

PgHsp70 基因在不同温度(22℃、27℃和 31℃)处理下，

不同时间水平(0、1/6、1/2、1、6、12、24、36 h)基

因相对表达水平变化。PgHsp70 基因在高温胁迫过程

中相对表达变化趋势见图 5，内参为 UBC。检测结果

显示，温度对 PgHsp70 基因表达水平有显著影响，

PgHsp70 基因表达量在不同温度胁迫下随时间变化

趋势基本一致，均呈现 1 h 之前先上调、1 h 之后下

调的趋势，且均于 1 h 表达量到达最高水平，分别为

未经高温处理组的 3.9 倍、7.1 倍和 11.1 倍。在温度

胁迫 0~1 h 时，PgHsp70 基因表达量显著升高

(P<0.05)，31℃温度组基因表达水平一直高于其他温

度组，27℃温度组基因表达水平在 1/6~1/2 h 间低于

22℃，在 1 h 时高于 22℃；随着胁迫时间的增加(1 h

之后)，不同温度 PgHsp70 基因表达量均显著下调 

(P<0.05)，但在高温胁迫 6~36 h 之间，PgHsp70 基因

表达水平无显著性差异(P>0.05)。因此，PgHsp70 基

因在应答高温胁迫中发挥着重要的作用，短时间内迅

速大量表达以适应高温环境，在一定胁迫时间内温度

越高，反应越灵敏，但应对高温胁迫的能力有限。 

 

 
 

图 5  广东紫菜 Hsp70 基因 

在高温胁迫过程中相对表达变化 
Fig.5  The relative expression of Hsp70 gene  

in P. guangdongensis during high temperature stress 
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3  讨论 

热激蛋白是细胞受到不良环境(如干旱、洪涝、

低温、高温、盐渍等)刺激时被激活并表达增强的一

类蛋白(待真真等, 2014; 陈玉婷等, 2015)。其中，

Hsp70 是研究最多、在生物体内分布最广、进化上最保

守及生物学功能多样的一类热激蛋白(齐妍等, 2013)。

通常可分为 2 个区域：含有 ATP 酶结构域的 N-端高

度保守区和含有多肽结合结构的 C-端区域，2 个区域

之间由绞链相连(Genevaux et al, 2007)。编码的氨基

酸序列则一般有 3 条特征性序列： IDLGTTNS，

VFDLGGGTFDVSVL，VVLVGGSTRIPAIQQ(郑红妍, 

2017)。作者从广东紫菜叶状体中成功克隆了 2004 bp

的 Hsp70 基因，ORF 长度为 1866 bp，可编码 621 个

氨基酸，预测分子量为 67.7 kDa，理论等电点为

4.87(图 2)。克隆获得的 PgHsp70 推导出来的氨基酸

序列与其他大多数紫菜相似，378~534 位点是多肽结

合域，527~595 位点是 C 末端结构域，也含有 3 条特

征性序列(图 2)。该序列与其他物种的 Hsp70 基因氨

基酸序列对比显示(图 3)，与同为南方的坛紫菜 Hsp70
氨基酸序列相似性更是高达 99%，表明其高度的保守

性，其次才与北方条斑紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性

达 98%，表明地域位置更近，同源性可能更高。而与

不同属的细基江蓠繁枝变种 Hsp70 氨基酸序列相似

性只有 78%。与陆生植物相似性则更低，在系统进化

树中 PgHsp70 明显地与陆生植物区分开来(图 4)，说

明亲缘关系越相近的物种和生境越接近的物种同源

性可能越高，反之则同源性越低，可作为分子进化的

一种依据，这与刘伟等(2012)对坛紫菜 Hsp70 基因的

研究结果基本一致。系统进化树结果还表明(图 4)，

Hsp70 蛋白按亚细胞定位不同分别聚类于一支，

PgHsp70 蛋白与红藻、蓝藻亲缘关系较近聚类于叶绿

体定位的 Hsp70 蛋白，说明 PgHsp70 蛋白定位于叶

绿体中。 

温度是影响藻类生长分布的重要因素，李恒等

(2013)研究表明，温度的变化对大型海藻的生长具有

显著影响。对紫菜来说，高温是制约粤东沿海紫菜养

殖生产发展的主要因素，近年来在汕头地区更是多次

发生高温烂菜烂苗事件，严重威胁当地紫菜栽培业的

发展。已有大量文献报道和证据表明，Hsp70 在逆境

胁迫响应中发挥着重要的调控作用，具有提高机体抗

热性能力，例如，顾颖慧(2011)研究发现，耐高温品

种 981 龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)在热激后，

Hsp70 的表达量明显高于野生型龙须菜，说明 Hsp70
是 981 龙须菜较野生型龙须菜耐高温的重要因素。 

韩俊英等(2011)对脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)

的研究证明，温度可以引起脊尾白虾 Hsp70 的高表

达，说明 Hsp70 在动植物中均扮演抗逆境胁迫的角

色。为探究 Hsp70 在广东紫菜高温适应性的作用，作

者从广东紫菜 Hsp70 基因着手，分别在不同温度下对

广东紫菜叶状体进行高温胁迫实验，分析了不同温度

胁迫过程中 Hsp70 基因表达变化趋势。图 5 的研究结

果显示，PgHsp70 基因表达量在不同温度胁迫下均呈

现 1 h 之前先上调、1 h 之后下调的趋势，且均于 1 h

表达量到达最高水平。在温度胁迫 0~1 h 时，PgHsp70
基因表达量显著升高(P<0.05)，31℃温度组基因表达

水平一直高于其他温度组，27℃温度组基因表达水平

在 1/6~1/2 h 间低于 22℃，在 1 h 时高于 22℃；胁迫

1 h 之后，不同温度 PgHsp70 基因表达量均显著下调

(P<0.05)。说明 PgHsp70 对于高温胁迫反应非常迅速，

短时间内大量积累表达，温度越高，反应越强烈，随

着胁迫时间的推移，PgHsp70 表达量下降，该研究结

果与现有的多数文献报道情况基本一致 (Ji et al, 
2015)。由此，作者认为 Hsp70 应答高温胁迫的调节

作用机制可能一样。当高温胁迫时，机体受到温度刺

激造成某些功能蛋白受到抑制，从而激活 Hsp70 基

因，并使其表达量快速大量上调以维持功能蛋白稳

态，一方面，当 Hsp70 大量表达时受到自身的反馈抑

制，使其开始下调，另一方面，胁迫持续进行使机体

长时间处于亚健康状态时，超越了 Hsp70 维持机体功

能蛋白稳态的限度，各种生理功能开始受到影响，

Hsp70 表达量出现下调。当然，一个机体的响应调控

是复杂多变的，远远比作者所述的复杂，但无论如何，

Hsp70 对维持生物体抗胁迫动态平衡的作用十分重

要，其开发利用对高温地区紫菜栽培生产乃至各个领

域都有不容忽视的现实意义。 
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The cDNA Cloning and Expression Analysis of the Hsp70  
Gene from Pyropia guangdongensis 

ZENG Jun, CHEN Weizhou①
, CHEN Zepan, LIU Haoran 

(Guangdong Provincial Key Laboratory of Marine Biotechnology, Shantou University, Shantou  515063) 

Abstract    In order to explore the molecular mechanisms of the Hsp70 gene in Pyropia 
guangdongensis, we have stimulated it with high temperature stresses. The aim was to provide technical 

references for the cultivation of P. guangdongensis. The full-length of PgHsp70 was obtained by rapid 

amplification of cDNA ends technical (RACE). On this basis, the expression of PgHsp70 with the 

different temperature (22℃, 27℃, and 31℃) stresses after 0, 1/6, 1/2, 1, 6, 12, 24, and 36 h were detected 

using quantitative real-time PCR. The results showed that the full-length cDNA of PgHsp70 was 2004 bp, 

including an open reading frame (ORF) of 1866 bp, encoding a polypeptide of 621 amino acids. The 

molecular mass of the deduced amino acid sequence was 67.7 kDa, with an estimated pI of 4.87. The 

expression of the PgHsp70, as measured by qRT-PCR, can be significantly induced by high-temperature 

stress. The three kinds of expression profiles for PgHsp70 were similar at different times, and all of them 

significantly increased first and then reached their maximum levels after one hour, and then dramatically 

decreased. Compared to the temperature stress of 22 ℃  and 27 ℃ , the expression of the P. 
guangdongensis with the 31℃ temperature stress reached the highest level after being challenged for 1 h 

and was 11-fold higher than the normal. These results suggested that PgHsp70 plays an essential role in 

response to high-temperature stresses. 

Key words    Pyropia guangdongensis; High temperature stress; Hsp70; Rapid amplification of cDNA 

ends (RACE); Quantitative real-time PCR 
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条斑紫菜(Pyropia yezoensis)绿斑病 

病原菌的分离鉴定* 

李  杰 1  牟宗娟 1,2  杨慧超 1,3  茅云翔 2  阎永伟 1  莫照兰 1,3① 
(1. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室 

农业农村部海水养殖病害防治重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 中国海洋大学海洋生命学院  青岛  266003; 3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    绿斑病(Green spot disease)是一种常见的海区栽培条斑紫菜(Pyropia yezoensis)病害，在整个紫菜

栽培期间都可能发生，以每年 11~12 月份最为严重，主要出现在幼叶期和成叶期。首先，在叶状体上出

现红色或淡红色小斑，而后逐渐转变为绿色，病斑继续扩展，在叶状体表面形成若干孔洞，后期几乎整

个藻体变绿。本研究对日照地区患绿斑病的条斑紫菜进行病原菌分离纯化，得到 5 株优势菌(编号为

Y1~Y5)，人工回感实验结果显示，Y1 可以引起健康条斑紫菜发生绿斑病。对 Y1 进行了生理生化检测、

16S rRNA、dnaA 和 dnaN 基因序列分析，确定病原菌为海洋假交替单胞菌(Pseudoalteromonas marina)。

对绿斑病的发病进程进行了观察，并检测了培养温度、海水比重和养殖密度等环境因子对绿斑病发生的

影响，结果显示，高温和高密度养殖会加速绿斑病病情的发展，海水比重为 1.022 时，绿斑病发病较严

重。本研究确定了一株引起条斑紫菜绿斑病的病原菌，并分析了部分理化因子对感染的影响，为条斑紫

菜绿斑病的防控提供了基础数据。 

关键词    条斑紫菜；叶状体；绿斑病；海洋假交替单胞菌 

中图分类号 S946.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0140-07 

条斑紫菜(Pyropia yezoensis)是大型潮间带藻类，

自然分布较广，自辽宁至浙江，适合紫菜生长的岩礁

海域均可发现其踪迹(曾呈奎等, 1985)。条斑紫菜的

栽培主要集中在中国、日本和韩国，其味鲜美，含有

丰富的必需氨基酸、维生素和矿物质，是中国两大紫

菜栽培品种之一。 

随着条斑紫菜栽培规模的扩大，密集栽培技术的

发展，其病害问题表现越来越突出，严重影响紫菜的

产量和商品质量。据不完全统计，条斑紫菜育苗和栽

培过程中现已发现病害 16 种，已报道和发现的包括

绿斑病、赤腐病、拟油壶菌病、丝状细菌症、癌肿病、

缩曲症、黄斑病和色圈病等多种紫菜病害(Nakao et al, 

abc
图章
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1972; Fujita, 1973; Lin et al, 1984; 陈秋萍等, 1991; 

马家海, 1992、1996; 马家海等, 1999; 闫咏等, 2002)。

紫菜的病害是由多方面原因引起的，致病机理非常复

杂，微生物是不可忽视的重要因素之一。本研究针对

山东省日照地区条斑紫菜叶状体绿斑病，开展了病原

分离鉴定、致病性检测、发病进程及环境因子影响等

一系列研究，旨在探明绿斑病的病因和病理，并为该

病的防治提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用条斑紫菜 

患绿斑病条斑紫菜于 2010 年 11 月采自山东省日

照岚山海区条斑紫菜养殖场，水温为 18℃；健康条

斑紫菜采自山东省青岛汇泉湾以及团岛，养殖于 PES

海藻培养基中(马家海, 1996)。 

1.2  细菌分离 

选择症状明显的条斑紫菜叶状体，无菌海水漂洗

数次，剪取病斑藻段、匀浆，用无菌海水梯度稀释匀

浆液，涂布 2216E 海水培养基于 28℃培养 5 d，挑取

菌落形态一致的优势菌，采用 15%的甘油保种、保存

于–80℃冰箱备用。 

1.3  人工感染 

挑选颜色正常的健康条斑紫菜叶状体，除去藻体

表面杂质，置于 0.7% KI 溶液中浸泡 15 min(方文雅, 

2010)，用灭菌海水冲洗后用于回感实验。 

将分离得到的疑似病原菌在2216E液体培养基中

培养过夜，离心收集菌体，用灭菌PES-海水冲洗3次

后重悬。吸取一定量菌悬液加到灭菌PES-海水中，制

备细菌终浓度为108和107 CFU/ml的PES-海水，以灭

菌PES-海水作为阴性对照。每个浓度感染5片紫菜叶

状体，培养温度为15℃，光照周期L︰D=12︰12 (h)，

光强为62.5 μmol/m2·s (5000 lx)。每个感染组和对照

组设置3个平行，观察紫菜叶状体的病理发展过程，

实验结束时，选择具有病症的紫菜进行细菌分离鉴

定，以确证病原菌。 

1.4  病原菌鉴定 

采用革兰氏染色法对细菌进行染色，镜检；采用

Vitek 2-GN 和 API-ID32E 生理生化检测试剂盒(生物

梅里埃公司, 法国)，参照产品使用说明书对病原菌进

行生理生化特征测定；利用 16S rRNA 基因引物 27F 

(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)和 1492R (5- 

CTACGGCTACCTTGTTACGA-3)，PCR 扩增 Y1 16S 

rRNA 基因序列；根据 NCBI 中 20 余种假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas)的 dnaA 和 dnaN 基因序列，通过

BioEdit 软件对比序列分析，选择保守区设计 2 对简

并引物 dnaAF (5-GTGTATYTGTCGGTTTGGC-3)、
dnaAR(5-TNARYTCTTTWGAYARHGCC-3) 和 dnaNF 

(5-CCDYTRRTRCARGTDTCDGGYGC-3)、dnaNR 

(5-AYARDCGCATHGGCATSACNAC-3)，PCR 扩增

Y1 dnaA 和 dnaN 基因片段，片段长度分别为 1301 和

1124 bp， PCR 反应条件： 95℃预变性 5 min，       

95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 90 s，35 个

循环，72℃延伸 7 min。将扩增得到的 PCR 产物送

至上海桑尼生物科技有限公司进行测序，获得的序

列信息在 GenBank 中用 Blast(http://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/)进行同源性比较，利用 MEGA 5.0 软件，采

用邻位相连法 (Neighbor-Joining) 构建系统进化树

(Bootstrap=1000)。 

1.5  环境因子对感染的影响 

培养温度分别设置为 8℃、15℃、18℃和 22℃，

检测温度对绿斑病发病的影响；条斑紫菜密度分别设

置为 0.05 g/100 ml、0.1 g/100 ml 和 0.2 g/100 ml，检

测紫菜养殖密度对绿斑病发病的影响；用无菌超纯水

调节海水比重为 1.019、1.022 和 1.025(相对应的海水

盐度分别为 24.5、29.1 和 32.7)，检测海水比重对绿

斑病发病的影响。每个实验组设置 3 个平行，除变化

的环境因子，其他培养条件：温度为 18℃、密度为

0.1 g/100 ml，海水比重为 1.022。实验组分别加入终

浓度为 108 CFU/ml 的病原菌，对照组在同样条件下

不加入病原菌培养。观察叶片的变化，并计算感染   

1 周后病烂部分面积所占整个叶片面积的百分比和培

养体系中细菌数量的变化。 

2  结果与分析 

2.1  绿斑病及细菌分离 

条斑紫菜绿斑病发病部位多位于叶状体的中部

和边缘，初期发病紫菜叶片出现红色小点，扩大后逐

渐转变成灰绿色，在叶状体表面形成若干孔洞，叶片

腐烂变绿(图1A)。在2216E培养基上共分离得到5株优

势菌，分别编号为Y1、Y2、Y3、Y4和Y5。 

2.2  人工感染 

菌株 Y 1感染紫菜可以产生明显绿斑病症状    

(图1B)，Y2、Y3、Y4和Y5各个浓度梯度感染的条斑    
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图 1  海区自然发病条斑紫菜(A)和 

人工感染发病条斑紫菜(B) 
Fig.1  Naturally infected P. yezoensis (A) in the sea area and 

experimentally infected P. yezoensis(B) 
 

紫菜均未观察到发病。Y1菌株108 CFU/ml感染组紫菜

在培养2 d后出现病症，107 CFU/ml感染组在10 d出现

病症。显微镜观察可见，在病斑形成位置，最初单个

紫菜细胞发生明显变化，原生质浓缩，颜色由正常的

紫褐色变为紫红色，细胞形状变成不规则状(图2A)，

进一步周围的细胞渐渐失去细胞正常结构(图2B)，后

期以这些病变细胞为中心，呈放射状蔓延(图2C)，边

缘的细胞颜色渐渐变绿并最终形成肉眼可见的病斑

(图2D)。条斑紫菜叶状体病变部分与健康部分区别明

显，且病变部分细胞由于颜色不同可以清晰地分为多

个不同状态的细胞层(图2E、图2F)。 

2.3  病原菌的鉴定 

革兰氏染色结果显示，Y1 属于革兰氏阴性短杆

菌。Vitek 2 GN 鉴定结果显示，其丙氨酸-苯丙氨酸-

脯氨酸芳胺酶(APPA)、β-半乳糖苷酶(β-GAL)、脂酶

(LIP)、酪氨酸芳胺酶(TyrA)、α-半乳糖苷酶(α-GAL)、

磷酸酶(PHOS)以及 ELLM 反应为阳性，其他均为阴

性。经 ID-32E 鉴定，α-葡萄糖(α-GLU)、α-麦芽糖苷

酶(α-MAL)和 L-天门冬素芳胺酶(ASPA)反应为阳性，

其他反应为阴性。ATB 系统分析结果显示，Y1 为假

交替单胞菌(Pseudoalteromonas)。 

对Y1的16S rRNA、dnaA和dnaN基因进行扩增测

序和GenBank比对，并构建系统发育进化树，结果显

示 ， Y 1 的 基 因 序 列 与 海 洋 假 交 替 单 胞 菌

(Pseudoalteromonas marina)相似度均为99%~100%，

且系统进化树与海洋假交替单胞菌聚为一支(图3)，

表明Y1与海洋假交替单胞菌进化关系最为相近， 

 

 
 

图 2  人工感染条斑紫菜 
Fig.2  Experimentally infected P. yezoensis 

A：单个紫菜细胞浓缩变色；B：多个紫菜细胞浓缩变色；C：初期形成的绿斑；D：叶片破碎形成孔洞；E 和 F：绿斑和

正常细胞交界处细胞质颗粒降解的细胞层 
A: Concentration and discoloration of Porphyra single cell; B: Concentration and discoloration of Porphyra cells; C: Early stage 
of green spot disease; D: Holes on laver; E and F: Cytoplasmic granules degradation at the junction of diseased and normal cells 
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图 3  Y1 系统进化发育分析 
Fig.3  Phylogenetic analysis of strain Y1 

A: 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育进化树; B: 基于 dnaA 序列构建的系统发育进化树;  

C: 基于 dnaN 序列构建的系统发育进化树 
A: Phylogenetic tree constructed for isolates based on 16S rRNA gene sequences; B: Phylogenetic tree constructed for  

isolates based on dnaA sequences; C: Phylogenetic tree constructed for isolates based on dnaN sequences 
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确定引起此次条斑紫菜绿斑病的病原为海洋假交替

单胞菌。 

2.4  环境因子对感染的影响 

设置 4 个不同的感染温度，检测了温度对条斑紫

菜绿斑病发病的影响。结果显示，在感染温度为 18℃

时，条斑紫菜发病最快，感染 36 h 后，可观察到红

色斑点；感染温度为 15℃和 22℃时，感染 48 h 后出

现症状；感染温度为 8℃时发病较慢，感染 72 h 后出

现 1~2 个很小的斑点。除 22℃高温组，各组的对照

组在整个实验过程中未观察到明显病烂症状。感染培

养 7 d 后，除 8℃组仅有几个斑点外，其余各实验组

叶状体均可见多个病烂区，并伴有组织脱落。各实验

组叶状体病烂部分面积所占总面积的比例如图 4A 所

示，当感染温度为 22℃时，叶状体病烂最严重，几

乎看不到正常的叶片部分。 

设置 3 个不同的养殖密度，检测了密度对条斑紫

菜绿斑病发病的影响。低密度条件下病烂部分最少，

随着养殖密度的增大，病烂程度有所加剧。感染 72 h

后，0.2 g/100 ml 组出现多个明显的病斑，0.1 g/100 ml

组仅出现 1~2 个病斑，0.05 g/100 ml 组没有出现病斑。

感染 7 d 后，各组都出现严重病烂。经计算，各实验

组叶状体病烂部分面积所占总面积的比例如图 4B 所

示，0.05 g/100 ml 实验组病烂面积最小，约 45%的叶

片出现病烂；0.1 g/100 ml 组与 0.2 g/100 ml 组病烂面

积较大，超过 60%的叶片出现病烂。 

设置3个不同比重的海水，检测海水比重对条斑

紫菜绿斑病发病的影响。正常海水比重组叶状体(1.022)

在感染2 d后出现红色斑点，7 d后明显病烂；低海水

比重组(1.019)和高海水比重组(1.025)分别在感染4 d

和5 d之后，出现红色斑点，且发生病烂的面积较小。

7 d后，各实验组叶状体病烂部分面积所占总面积的

比例如图4C所示，1.019低海水比重组和1.025高海水

比重组海水都能一定程度上延缓病情的发生进展。 
 

 
 

图 4  环境因子对条斑紫菜绿斑病发病的影响 
Fig.4  Effects of environmental factors on green spot disease of P. yezoensis  

 

3  讨论 

绿斑病是紫菜栽培过程中的常见疾病，在整个紫

菜栽培期都可能发生，但以每年 11、12 月份最为严

重(丁怀宇, 2008)。绿斑病多发生于栽培密度较大的

海区，尤其是在高温后极易发生，病变的部位不定，

在条斑紫菜叶状体的梢部、中部、基部、中央和边缘

部位均可出现病斑。绿斑病一旦发生，传染的速度极

快，病斑可在短时间内连成一片，并迅速变绿，在适

宜条件下，藻体 1 周即可全部溃烂，严重时，网帘上

紫菜完全脱落。绿斑病会使紫菜表面粗糙、无光泽，

影响其商品价值。2013~2014 年，韩国舒川郡紫菜养

殖场绿斑病爆发造成 110 万美元的损失，相当于总销

售额的 10.7%(Kim et al, 2014)。 

1968 年绿斑病在日本首次发现，其病原较为广

泛，从患病紫菜中可以分离出微球菌 (Micrococcis 

sp.)、假单胞菌 (Pseudomonas sp.)以及弧菌 (Vibrio 

sp.)(Nakao et al, 1972)，中国已报道柠檬假交替单胞 

菌(Pseudoalteromonas citrea)引起的条斑紫菜绿斑病

(闫咏等, 2002)，本实验室在前期研究中发现弧菌也

可以引起坛紫菜(Pyropia haitanensis)绿斑病(韩晓娟

等, 2015)。目前报道的绿斑病病原菌大部分具有较强

的胞外酶活性，这些胞外酶导致的宿主损伤可能是引

起紫菜叶片绿斑的重要原因。近年来研究发现，叶绿

体病毒(Chloroplast virus)也可以引起条斑紫菜绿斑病

的发生(Kim et al, 2016)。 

绿斑病只是一种表观特征，多种因素造成的藻体

破坏、藻红素溶出，均可呈现绿斑病症状。海水温度

异常升高、降雨或有机质污染引起藻体代谢失常都可

能引起紫菜绿斑病(Gachon et al, 2010)，但环境胁迫

条件下导致的附生微生物菌群失控是引起紫菜病烂

的主要因素(Egan et al, 2016)。通过环境因子实验结
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果，发现高温、高密度养殖是引起紫菜绿斑病发生的

主要因子，而海水比重的变化在一定程度上可以减缓

病烂速度，这也与海区栽培情况相印证。每年 11、

12 月份，海区紫菜进入快速生长期，此时网帘上紫

菜密度较大，为致病菌提供了丰富的营养和良好的环

境。在正常养殖条件下，条件致病菌数量一般维持在

一定范围内，不具备致病力。当出现升温或降雨 

等环境变化，条件致病菌的致病性可能增强，造成紫

菜绿斑病的发生。合理控制养殖密度，及时疏苗，密

切注意水温等气象环境的变化，充足的干出以改变紫

菜表面海水比重等方法可以有效抑制绿斑病的发生。 

本研究通过人工回接感染实验、细菌生理生化和

基因序列分析，发现海洋假交替单胞菌可以引起条斑

紫菜的绿斑病，养殖密度、温度和海水比重等环境因

子会影响绿斑病的发病进程，其具体感染和致病机制

有待进一步深入研究。 
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Isolation and Identification the Pathogen of  
Pyropia yezoensis Green Spot Disease 

LI Jie1, MOU Zongjuan1,2, YANG Huichao1,3, MAO Yunxiang2, YAN Yongwei1, MO Zhaolan1,3①
 

(1. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine  
Science and Technology (Qingdao), Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture  
and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao  266003;  
3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Green spot disease is one of the major disease considerations in the farming of Pyropia 
yezoensis. Green spot disease could be found in all the periods of thallus, and outbreaks usually occur in 

November and December. At the start of infection, small light red spots could be found on the thallus, and 

then the spots gradually turned green and expanded quickly. Holes from lesions formed later in the surface 

of thallus. At last, the entire thallus became green and fell off. In this research, bacteria strains were 

isolated from P. yezoensis with green spot disease farmed in Rizhao. Experimental infection showed that 

the strain Y1 could cause P. yezoensis green spot disease. Biochemical characterization and genes analysis 

of 16S rRNA, dnaA and dnaN indicated that the pathogen Y1 was Pseudoalteromonas marina. Influence 

of environmental factors on the outbreak of disease were also characterized by experimental infection 

with different temperature, stocking density and gravity of sea water. The results showed that higher 

temperature and stocking density will accelerate the spread of the disease, but gravity of sea water within 

a certain range did not affect the occurrence of the disease. In this study, we described the green spot 

disease caused by P. marina, which provides information for disease control in P. yezoensis cultivation.  

Key words    Pyropia yezoensis; Thallus; Green spot disease; Pseudoalteromonas marina 
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luxR 基因调控嗜水气单胞菌耐药性的 

分子机制初探* 

毛磊磊  鄢庆枇  黄力行  张梅梅  王素云  张萌萌  覃映雪① 
(农业农村部东海海水健康养殖重点实验室  集美大学水产学院  厦门  361021) 

摘要    LuxR 家族蛋白是一类在革兰氏阴性细菌中发挥重要作用的调控蛋白，参与细菌多项重要

生理活动。采用 RNAi 技术构建嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) luxR05735 稳定沉默菌株

luxR05735-RNAi，并利用 qRT-PCR 检测基因沉默效果。结果显示，与野生株相比，沉默株中 luxR05735

的表达量降低了 96.8%。药物敏感性实验表明，与野生株相比，luxR05735-RNAi 对庆大霉素、诺氟沙

星、卡那霉素、吡哌酸的耐药性显著降低。对野生株与沉默株 luxR05735-RNAi 的转录组数据进行分析

发现，表达差异显著的基因共有 1286 个，其中，上调基因 353 个，下调基因 933 个；显著富集的通

路 4 条，分别是核糖体通路、精氨酸生物合成通路、硫代谢通路、硒化合物代谢通路；在这 4 条通

路中可能与嗜水气单胞菌耐药性相关的重要功能基因包括 metE、glnA、rplB、rplX、rpsA、rpsJ 等，

这些功能基因编码的蛋白主要与细菌的生物成膜及核糖体蛋白合成相关。综合以上研究结果，可以

推测嗜水气单胞菌的 luxR05735 通过调控细菌的生物膜形成相关基因及核糖体蛋白相关基因的表达，从

而调控细菌对药物的耐受性。 

关键词    嗜水气单胞菌；LuxR 调控蛋白；耐药；转录组 

中图分类号 S917.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0147-09 

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)隶属气单

胞菌科(Aeromonadaceae)气单胞菌属(Aeromonas)，是

一种革兰氏阴性短杆菌(邰光富等, 2013)，是近年来

淡水养殖动物的主要病原菌之一 (张国亮等 , 2016;  

秦莉等, 2014)。目前，水产业中防治嗜水气单胞菌引

发的病害主要还是依靠抗生素，然而，由于抗生素的

使用方法不科学不规范，导致嗜水气单胞菌耐药菌株

大量出现(Del Castillo et al, 2013)。如李绍戊等(2013)

检测 28 株鱼源嗜水气单胞菌对 18 种抗生素的耐药

性，结果表明，分离到的鱼源嗜水气单胞菌呈多重耐

药性，对氯霉素类和四环素类的耐药率超过 60%，对

氨基糖苷类的耐药率为 28.6%~53.6%。方一风等(2014)

检测 23 株嗜水气单胞菌的耐药性，结果显示，31.9%

的嗜水气单胞菌对喹诺酮类药物耐药。耐药性菌株的

出现导致嗜水气单胞菌引发的水产动物疾病更难以

控制，因此，阐明嗜水气单胞菌的耐药机制成为防控

嗜水气单胞菌的关键。 

LuxR 家族调控蛋白是革兰氏阴性细菌最重要的

调控因子之一，对其重要性的认识始于该蛋白在细菌

群体感应信号系统中的枢纽作用(Fuqua et al, 1994; 

abc
图章
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Zeng et al, 2011)。随着研究的深入，越来越多细菌

LuxR 家族调控蛋白被发现和鉴定，研究证实，该蛋

白家族除了参与细菌群感应系统调控外，还在细菌胞

外酶合成、致病性、抗药性等多个生物学过程中扮演

极其关键的角色(Malott et al, 2009; Zeng et al, 2011; 

Cerqueira et al, 2014)。 

本研究在前期研究的基础上，采用 RNAi 技术研

究分离自鳗鲡(Anguilla spp.)的病原性嗜水气单胞菌

B11 菌株的 luxR05735 对该菌耐药性的影响，并结合转

录组分析，探讨嗜水气单胞菌耐药的分子机制，为防

控嗜水气单胞菌引发的病害提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli)在 LB 培养基 37℃条

件下培养，嗜水气单胞菌在 TSB 培养基 28℃条件下

培养。各菌株培养根据需要加入相应抗生素，抗生素

浓度为链霉素(Sm) 100 g/ml，氯霉素(Cm) 34 g/ml。

在转录组测序时为避免抗生素对转录组数据造成影

响，对嗜水气单胞菌 B11 菌株和 luxR05735-RNAi 菌株

进行培养时均不使用抗生素。菌株基因型和/或表形

特性见表 1。 

 
表 1  实验菌株和质粒 

Tab.1  Experimental strains and plasmids 

菌株或质粒 
Strain or plasmid 

基因型和/或表形 Genotype and/or phenotype 
来源 

Source 

质粒 Plasmid   

pACYC184 氯霉素、四环素抗性(Cmr Tcr) 由聂品教授提供 
Provided by Prof. Nie Pin

pACYC184-luxR pACYC184 衍生物，包含一个靶向 LuxR mRNA 和 orf(Cmr)的编

码区的 60 bp 短发夹 RNA 序列 
pACYC184 derived, containing 60 bp fragment of short-hairpin 
RNA sequence targeting the coding region of LuxR mRNA and ORF 
(Cmr) 

本研究 This study 

菌株 Strain   

B11 嗜水气单胞菌野生型菌株(链霉素抗性) 
A. hydrophila wild-type strain (Smr) 

本研究 This study 

luxR05735-RNAi 以具有链霉素和氯霉素抗性的 shRNA 沉默 luxR05735 基因 
luxR05735 was silenced by shRNA (Smr, Cmr) 

本研究 This study 

DH5α F−, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1 endA1, 
hsdR17 (rK−, mK+), phoA, supE44, λ−, thi-1, gyrA96, relA1 

TaKaRa 

 
 

1.2  基因稳定沉默株的构建和鉴定 

参考 Darsigny 等(2010)的方法，首先从大肠杆菌

中提取 pACYC184 质粒，并用 BamHⅠ和 SphⅠ将

pACYC184 酶切、回收，回收产物与携带相同酶切位点

粘末端的小干扰 RNA(表 2)连接，构建重组质粒

pACYC-LuxR。然后，将重组质粒热击转化入 DH5α

感受态细胞中，在氯霉素抗性平板(34 μg/ml)上筛选阳

性单克隆，将阳性单克隆送测序公司测序。测序正确的 

重组质粒电击转化入嗜水气单胞菌野生株 B11，构建嗜

水气单胞菌 luxR05735 稳定沉默菌株 luxR05735-RNAi。 

1.3  qRT-PCR 

B11 和 luxR05735-RNAi 菌株培养至对数生长期，

收集菌体提取 RNA，测定其浓度，电泳检测后进行

反转录，以 B11 菌株作为对照，选取稳定表达的 16S 

rRNA 基因作为内参，进行 qRT-PCR，具体引物序列

见表 3。反转录和荧光定量 PCR 过程严格按照试剂盒 

 
表 2  稳定基因沉默的 shRNA 序列 

Tab.2  shRNA sequence for stable gene silence 

目的基因 
Target gene  

稳定基因沉默的 shRNA 序列 shRNA sequence for stable gene silence  

F: 5GATCCACCTCGGAAGATGCGGTGGATTCAAGAGATCCACCGCATCTTCCGAGGTTTTTTTGCATG 3
luxR05735 

R:5CAAAAAAACCTCGGAAGATGCGGTGGATCTCTTGAATCCACCGCATCTTCCGAGGTG3 
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表 3  qRT-PCR 引物 
Tab.3  Primers for qRT-PCR 

基因 Gene 引物序列 Primer sequence  

F:5-CATGCTCGGCGTCTGGATGC-3 luxR05735 

R:5-GCTCGCACCACTCGAACATCA-3

F:5-TAATACCGCATACGCCCTAC-3 16S rRNA 

R:5-GGACCGTGTCTCAGTTCCAG-3 

 
说明书进行操作。qRT-PCR 反应体系为 10 μl：q-PCR 

Mix 5 μl、ddH2O 4 μl、cDNA 模版 0.5 μl、上、下游

引物各 0.25 μl。PCR 反应条件：95℃预变性 10 min；

95℃变性 20 s，58℃退火 20 s，72℃延伸 20 s，40 个

循环。 

1.4  耐药实验 

参考王印庚等(2012)的方法，将固体培养基倒入

玻璃平板一层，使培养基覆盖玻璃平板底部即可，待

凝固后放入牛津杯，然后倒入第 2 层培养基，约占整

个平板高度的 2/3，等到冷却凝固后取出牛津杯，即

为打孔培养基。向小孔内分别加入 100 μl 药物(药物

浓度参照美国 CLSI 的抗微生物药物敏感性实验操作

方法和判断标准)，向小孔周围的平板上加 200 μl 菌

液，并用无菌棉签涂满小孔周围的平板。处理完后，

在 28℃培养箱内培养 16 h。 

1.5  转录组分析 

从菌液(每个样本3个重复)中提取总RNA，采用

NanoDrop 2000检测提取的RNA浓度和纯度，然后利

用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，并利用

Agilent2100测定RIN值。单次建库要求RNA总量为  

2 μg，浓度≥100 ng/μl，OD260 nm/280 nm介于1.8~2.2之间。

然后，以TruSeqTM Stranded Total RNA Library Prep Kit

试剂构建文库，在合成cDNA第2链的dNTPs试剂中用

dUTP代替 dTTP，从而使 cDNA第 2链中碱基包含

A/U/C/G。在PCR扩增前，用UNG酶把cDNA第2链消

化，就使文库中仅包含cDNA第1链。之后，交上海美

吉公司采用Illumina Hiseq进行转录组测序。为保证后

续的生物信息分析的准确性，首先对原始测序数据进

行过滤，去除原始测序数据中包含的测序接头序列、

低质量读段、N率较高序列及长度过短序列，从而得

到高质量的测序数据(Clean data)。使用Bowtie软件将

质控后得到的高质量序列与指定的参考基因组比对。

筛选差异表达基因(在实验组与对照组之间RNA水平

的表达有显著性差异的基因。差异基因的筛选条件

为，P≤0.05，|logFC|≥1，即校正后P≤0.05，差异倍

数大于2倍的基因认为差异显著)。针对2组的差异表

达基因进行GO注释的统计，以其中一个样本为对照，

可以统计出具有某个功能的基因列表及基因数目。再

对差异基因进行GO功能显著性富集分析，以说明差

异基因的功能富集情况，在基因功能水平阐明样本间

的差异。最后，使用KOBAS软件进行KEGG Pathway

富集分析，其计算原理与GO功能富集分析相同，并

使用Fisher精确检验进行计算。为了控制计算假阳性

率，采用BH(FDR)方法进行多重检验，经过校正的P
值(Corrected P-value)把0.05设为阈值，满足这一条件

的通路定义为在差异表达基因中显著富集的KEGG

通路。 

2  结果 

2.1  luxR05735 沉默效果 

从图 1 可以看出，与野生株 B11 相比，luxR05735

被稳定沉默后，基因的表达水平降低了 96.8%，证实

已成功构建稳定沉默株 luxR05735-RNAi，可用于后续

研究。 
 

 
 

图 1  luxR05735 的沉默效果 
Fig.1  Silence effects of luxR05735 

***：P<0.001；**：P<0.01；*：0.01<P<0.05 

下同 The same as beolw 
 

2.2  野生株和沉默株的药物敏感性实验 

如图2所示，与B11菌株相比，luxR05735-RNAi菌

株对庆大霉素的耐药性减弱了约28.45%，对诺氟沙星

的耐药性减弱了约4.22%，对卡那霉素的耐药性减弱

了约44.25%，对吡哌酸的耐药性减弱了约6.23%，均

具有显著差异。而对四环素的耐药性减弱了约1.83%、

对强力霉素的耐药性减弱了约1.49%、对氟苯尼考的

耐药性减弱了约1.75%，且均无显著差异。 

2.3  野生株和沉默株的转录组分析 

以基因库中标准菌株嗜水气单胞菌亚种 ATCC 
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7966 的基因组(Accession number CP000462)为参考，

使用 Bowtie 软件将质控后得到的高质量序列与参考

基因组比对(图 3)，由图 3 可知，2 个菌株样品分别获

得 20771885 和 23017733 条 Reads，占总读数的

81.61%和 80.41%，2 个菌株样品的 Reads 与参考基因

组的比对效率较高。 

 

 
 

图 2  B11 菌株和 luxR05735-RNAi 

菌株对抗生素的耐药性 
Fig.2  Antibiotic resistance of B11 and  

luxR05735-RNAi strains 

 

 
 

图 3  测序数据评估统计 
Fig.3  Statistic assessment of sequencing data 

 

2.4  差异表达基因数量统计分析及功能分类 

2.4.1  差异表达基因数量统计分析     通过对B11

菌株和luxR05735-RNAi菌株的数据进行标准化处理，

使用edgeR软件进行差异分析。将B11菌株和luxR05735- 

RNAi菌株的数据进行比较(图4)。由图4可知，差异显

著的基因共有1286个，其中，上调基因353个，下调

基因933个。 

 
 

图 4  差异表达基因统计 
Fig.4  Statistics analysis of differentially expressed genes 

 
2.4.2  差异基因功能分类    利用 GO 数据库，可将

基因按照其参与的生物学过程、构成细胞的组分、实

现的分子功能进行分类。可分为生物过程、细胞组分、

分子功能 3 部分。 

由图5可知，在生物学过程功能分类的代谢过程

中差异基因数量最多，为584个，其次为细胞过程，

差异基因数量为552个。另外，单一生物过程、生物

调节、局部构建、应激反应的差异基因数量也较多。 

由图 6 可知，细胞和细胞组分在细胞组分分类中

所占比例在最大(同为 289个)，大分子复合物为 156 个、

膜为 188 个、膜组分为 119 个，反映膜和膜组分都在

耐药过程中发挥重要作用。 

图 7 显示，在分子功能分类中，催化活性差异基

因的数量最多为 477 个，结合和转运蛋白活性的差异

基因数为 375 个和 115 个，反映具有催化活性的酶类

以及结合和转运蛋白均与嗜水气单胞菌的耐药性密

切相关。 

2.5  差异基因 GO 功能富集结果 

为了获得基因完善的功能信息，对显著差异表达

的基因进行功能富集分析显示，1286 个显著差异基

因显著富集到 152 个 GO 条目。以差异基因数目为筛

选条件，筛选出富集差异基因数目最多的 5 类功能，

分别是生物过程、分子功能、细胞过程、结合、细胞

代谢过程(表 4)。 

2.6  差异基因 KEGG 富集结果 

分析结果显示，显著富集的通路分别是硒化合物

代谢、精氨酸生物合成、核糖体、硫代谢 4 条通路，

反映这 4 条通路与嗜水气单胞菌耐药性关系最为紧

密(表 5)。对这 4 条通路中的功能基因进行分析，结

合文献报道，筛选出这 4 条通路中可能与细菌耐药性

关系密切的功能基因，如表 6 所示，这些基因的功能

主要涉及生物成膜和核糖体蛋白合成。 
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图 5  差异表达基因的生物学过程功能分类 
Fig.5  Biological process classification of differentially expressed genes 

 

 
 

图 6  差异表达基因的细胞组分分类 
Fig.6  Cellular component classification of differentially expressed genes 

 

3  讨论 

本研究发现，嗜水气单胞菌 luxR05735 沉默后，细

菌对庆大霉素、诺氟沙星、卡那霉素和吡哌酸的耐药

性均显著降低。转录组分析发现，嗜水气单胞菌的耐

药性可能与硒化合物代谢、精氨酸生物合成、核糖体、

硫代谢 4 条通路有关。其中，可能与这 4 条通路中的

功能基因 metE、glnA、rplB、rplX、rpsA、rpsJ 等关

系最为密切，这些功能基因中，metE 和 glnA 编码功

能性酶，参与细菌生物膜的形成，rplB、rplX、rpsA、

rpsJ 则均是编码核糖体蛋白的基因，参与细菌蛋白的

合成。 

研究发现，生物被膜的形成与细菌耐药性直接相

关。如 Stewart(1996)曾报道称，生物被膜的耐药作用

与被膜的厚度呈线性关系。张吉红等(2003)研究表明，

嗜水气单胞菌的生物成膜能力与细菌的耐药性密切

相关，其研究结果显示，形成生物膜的细菌对抗生素

的耐受性显著高于浮游细菌。生物被膜中细菌的耐药 
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图 7  差异表达基因的分子功能分类 
Fig.7  Molecular function classification of differentially expressed genes 

 
表 4  差异基因 GO 富集列表 

Tab.4  List of GO enrichment differential genes 

GO 编号 
GO accession 

功能名称 
Term type 

P 值 
P-value 

差异基因数目 
Differential gene number 

差异基因总数目
Total number of 

differential genes

GO:0008150 生物过程 Biological process 0.00119 735 1286 

GO:0003674 分子功能 Molecular function 0.000163 710 1286 

GO:0009987 细胞过程 Cellular process 0.0453 413 1286 

GO:0005488 结合 Binding 0.00157 375 1286 

GO:0044237 细胞代谢过程 Cellular metabolic process 0.0355 338 1286 

 
表 5  差异基因 KEGG 富集列表 

Tab.5  List of KEGG enrichment differential genes 

通路 Term 编号 ID 
差异基因数目 
Input number 

背景基因数目 
Background number 

P 值 
P-value 

硒化合物代谢 Selenocompound metabolism ko00220 12 19 0.040325226 

精氨酸生物合成 Arginine biosynthesis ko00920 19 31 0.014071768 

核糖体 Ribosome ko03010 35 55 0.000630827 

硫代谢 Sulfur metabolism ko00450 11 16 0.033417057 

 
性主要来自 2 个方面，一方面是生物被膜内细菌的代

谢降低，进入一种非生长状态，可以保护细菌不被抗

生素杀死；另一方面是形成生物被膜的细菌可以表达

特有的生物被膜表型，并促进抗性基因的表达，从而

对抗生素产生抗性。本研究发现，嗜水气单胞菌的耐

药性与 metE 和 glnA 的表达关系密切，而这 2 个基因

又参与生物膜的形成。如李霞等(2013)研究发现，

metE 是耶尔森菌(Yersinia)的生物膜合成的主要影响

因子，对耶尔森菌生物膜形成的贡献率均超过 25%；

杨艳北(2017)研究结果也显示，精氨酸生物合成通路

中 glnA 也参与细菌成膜，glnA 缺失，生物成膜能力

下降。结合本研究结果可以推测，luxR05735 调控 metE
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和 glnA 的表达，当 luxR05735 被沉默后，metE 和 glnA
的表达显著下降，直接导致细菌生物成膜能力的显著

下降，而生物成膜能力的下降又直接降低细菌对抗生

素的耐受性。 

 
表 6  4 条通路中与嗜水气单胞菌耐药性相关的功能基因 

Tab.6  Functional genes associated with A. hydrophila resistance in the four pathways 

通路 
Term 

基因名称 
Gene name 

上调/下调 
Up/down 

编码蛋白 
Encoded protein 

功能 
Function 

硒化合物代谢  
Selenocompound metabolism 

metE 下调 Down 编码甲硫氨酸合成酶 与生物成膜密切相关(李霞等, 2013) 

精氨酸生物合成  
Arginine biosynthesis 

glnA 下调 Down 编码谷氨酸生物合成酶 与细菌粘附、成膜、毒力相关(杨艳北, 
2017) 

核糖体 Ribosome rplB 上调 Up 编码核糖体蛋白 L2 核糖体蛋白 L2 是 50S 亚基中最大的蛋

白质组分(Mikulík et al, 2001) 

核糖体 Ribosome rplX 上调 Up 编码核糖体蛋白 L24 核糖体蛋白 L24 是 50S 亚基组装的起

始蛋白质之一(李沐阳等, 1993) 

核糖体 Ribosome rpsA 下调 Down 编码核糖体蛋白 S1 核糖体蛋白 S1 负责启动 30S 亚基同

mRNA 的结合参与蛋白质翻译 

核糖体 Ribosome rpsJ 上调 Up 编码核糖体蛋白 S10 可能参与核糖体蛋白合成的延伸，与对

替加环素的耐药有关 (梁雨横 , 2009; 

Haim et al, 2017) 

 
研究还发现，核糖体蛋白对细菌耐药性有重要影

响。本研究中发现的差异表达基因rpsA、rplB、rplX、

rpsJ分别编码核糖体蛋白S1、L2、L24和S10 (胡族琼

等, 2014; Mikulík et al, 2001; 李沐阳等, 1993; Haim 

et al, 2017)。已知核糖体蛋白S1在翻译起始中起重要

作用，直接参与30S核糖体蛋白对mRNA的识别和结

合。rpsA表达量下调会降低核糖体蛋白S1的产量，从

而减少30S亚基同mRNA的结合；核糖体蛋白L2是50S

亚基中最大的蛋白质组分(Mikulík et al, 2001)，核糖

体蛋白L24是50S亚基组装的起始蛋白质之一(李沐阳

等, 1993)；核糖体蛋白S10可能参与核糖体蛋白合成

的延伸(梁雨横, 2009)。Xiao等(2015)研究发现，氨基

糖苷类抗生素主要是通过作用于细菌30S核糖体的

16S rRNA解码区Ａ部位，抑制细菌蛋白质的合成或

诱导合成错误蛋白，抑制已经合成蛋白的释放，而导

致细菌的死亡。由此推测，luxR05735沉默后rpsA表达

量下调，抑制30S亚基同mRNA的结合，进一步加强

硫酸庆大霉素和卡那霉素的杀菌效果。因此，在本研

究中与B11菌株相比，luxR05735-RNAi菌株对硫酸庆大

霉素和卡那霉素更加敏感。核糖体通路中rpsJ与对替

加环素的耐药有关(Haim et al, 2017)，替加环素属于

四环素类药物，且杀菌机制与四环素和强力霉素相

同，能特异性与细菌核糖体30S亚基的亚单位结合，

阻滞氨酰基转移RNA与信使RNA核蛋白体的位点结

合，抑制肽链增长和影响细菌蛋白质合成(曹俊敏等, 

2013)，该基因表达量上调与四环素和强力霉素耐药

性降低不显著的实验结果相符。推测是由于rpsJ表达

量上调，增加了细菌对药物的耐受性，虽然生物成膜

能力下降增加了药物与细菌的接触，但细菌对药物的

耐受能力增强，抵消了药物对细菌的作用。核糖体通

路中rplB和rplX分别编码核糖体蛋白L2和核糖体蛋白

L24。而氟苯尼考杀菌机制是通过与50S核糖体亚基结

合，抑制蛋白质合成所需的关键酶——肽酰转移酶，

从而特异性地阻止氨酰 tRNA与核糖体上的受体结

合，抑制肽链的延长而使菌体蛋白不能合成(Cannon 
et al, 1990)。核糖体通路中，rplB和rplX表达量上调，

50S亚基含量会增高。结合实验结果，与B11菌株相比，

luxR05735-RNAi菌株虽然对氟苯尼考的敏感性有所增

加，但差异并不显著，可能是由于氟苯尼考的杀菌机

制是通过与50S核糖体亚基结合，而50S亚基含量增高

消耗了氟苯尼考的药性，使生物成膜能力下降，对耐

药性的影响效果不显著。综合以上因素，就导致

luxR05735-RNAi菌株对氟苯尼考的耐药性虽然有所下

降，但效果并不显著。 

诺氟沙星和吡哌酸同属于喹诺酮类药物，2种药

物的杀菌机制均为通过作用于细菌DNA旋转酶，干扰

细菌DNA的合成，从而导致细菌死亡(王洁等, 2008)。

结果显示，luxR05735-RNAi菌株对诺氟沙星和吡哌酸

的敏感性显著增加，推测可能是由于生物成膜能力下

降，引起药物与细菌的接触更加直接，导致药效增加，
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从而引起luxR05735-RNAi菌株对诺氟沙星和吡哌酸敏

感性显著增加。 

4  结论 

本研究利用RNAi技术构建嗜水气单胞菌基因稳

定沉默株luxR05735-RNAi，与B11菌株相比，其luxR05735

的表达量下调96.8%。耐药性结果显示，与B11菌株

相比，luxR05735-RNAi菌株对庆大霉素的耐药性降低

了28.45%、对诺氟沙星的耐药性降低了4.22%，对卡

那霉素的耐药性降低了44.25%，对吡哌酸的耐药性降

低了6.23%。差异基因KEGG富集结果显示，与嗜水

气单胞菌耐药性相关性最显著的通路为核糖体、精

氨酸生物合成、硫代谢、硒化合物代谢4条通路。在

这4条通路中，可能与嗜水气单胞菌耐药性相关的重

要功能基因包括metE、glnA、rplB、rplX、rpsA、rpsJ
等，这些功能基因编码的蛋白主要与细菌的生物成

膜及核糖体蛋白合成相关。因此，推测嗜水气单胞

菌的 luxR05735通过调控细菌的生物膜形成相关基因

及核糖体蛋白相关基因的表达，从而调控细菌对药

物的耐受性。 
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Molecular Mechanism of luxR Regulation of Drug  
Resistance of Aeromonas hydrophila 

MAO Leilei, YAN Qingpi, HUANG Lixing, ZHANG Meimei,  
WANG Suyun, ZHANG Mengmeng, QIN Yingxue①

 
(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture and  

Rural Affairs, Fisheries College, Jimei University, Xiamen  361021) 

Abstract    LuxR family proteins play a key role in various important physiological activities of 
gram-negative bacteria. In this study, RNAi technology was used to construct a stable silenced strain 
Aeromonas hydrophila luxR05735-RNAi. The expression of luxR05735 in wild-type strain and luxR05735- 
RNAi was detected by qRT-PCR. The results showed that the expression of luxR05735 in strain luxR05735- 
RNAi was reduced by 96.8% compared to that of the wild-type strain. Drug sensitivity tests showed that 
luxR05735-RNAi significantly reduced bacterial resistance to gentamicin, norfloxacin, kanamycin, and 
pipemidic acid compared with the wild-type strain. The transcriptome analysis of the wild-type strain and 
luxR05735-RNAi revealed that there were 1286 genes with significant differences in expression, of which 
353 genes were up-regulated and 933 genes were down-regulated. There are four significantly enriched 
pathways, which are ribosome, arginine biosynthesis, sulfur metabolism and selenocompound metabolism. 
In the four pathways, some important functional genes, including metE, glnA, rplB, rplX, rpsA, rpsJ were 
found to be associated with drugs resistance of A. hydrophila. These genes encode the proteins that were 
mainly involved in bacteria biofilm formation and ribosomal protein synthesis. It can be speculated from 
the above results that the luxR05735 of A. hydrophila regulates the expression of the genes that encode 
bacteria biofilm formation and ribosomal protein synthesis, and then further regulates the drugs resistance 
of A. hydrophila.  
Key words    Aeromonas hydrophila; LuxR regulatory protein; Drug resistance; Transcriptome 
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利用酵母双杂交技术筛选与 wsv112 

互作的宿主蛋白* 

王中一 1,2  刘庆慧 1①  卢翠玉 1,2  黄  倢 1 
(1. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  农业农村部海水养殖病害 

防治重点实验室  青岛市海水养殖流行病学与生物安保重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所   

青岛  266071；2. 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     对虾白斑综合征病毒 (WSSV)开放阅读框 wsv112 编码脱氧尿苷焦磷酸酶 (dUTP 

pyrophosphatase, dUTPase)。为研究 wsv112 与宿主的互作关系，本研究采用酵母双杂交 Gal4 系统

从凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)肠道 cDNA 文库中筛选与 wsv112 互作的候选蛋白。以 WSSV

为模板，构建 pGBKT7-112 诱饵载体，转化到 Y2H Gold 酵母菌感受态细胞中，转化菌液涂布到不

同缺陷型培养基上，检测诱饵载体的自激性和毒性。将凡纳滨对虾肠道 cDNA 文库与诱饵菌株

pGBKT7-112 接合，通过筛选力度不同的缺陷型培养基、颜色反应、PCR、测序鉴定等步骤筛选阳

性克隆，将阳性菌株提取质粒，再经过回复杂交实验验证筛选出的阳性质粒与诱饵载体的作用。研

究表明，诱饵载体 pGBKT7-112 无自激性和毒性，可用于酵母双杂交实验；经初筛和回复杂交实验

最终得到2个阳性质粒，经过NCBI数据库对比，其编码的蛋白分别与日本囊对虾(Penaeus japonicus) 

C 型凝集素(AGW27416.1)和克氏原螯虾(Procambarus clarkii) 40S 核糖体蛋白 S20 小亚基蛋白

(ALE99171.1)具有 37%和 98%同源性。本研究为 wsv112 的调控机制提供新的线索。 

关键词    对虾白斑综合征病毒；wsv112；dUTPase；酵母双杂交 

中图分类号 S945.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0156-07 

酵母双杂交技术最初是由 Fields 等(1989)在进行

真核基因转录调控研究中用来检测酵母体内蛋白与

蛋白相互作用的系统，目前，主要用于研究蛋白与蛋

白之间的相互作用。酵母双杂交系统包括 2 个相互独

立的功能结构——DNA 结合域(DNA-BD)和转录激

活域(AD)，这 2 个结构在细胞内相距较远时不能激活

转录，当二者通过某种作用在空间上相互接近时，才

能激活报告基因的转录(Ozenberger et al, 1995)。由于

酵母双杂交技术具有高灵敏度、简便操作等优点，所

以，该技术越来越广泛地应用于蛋白质相互作用的研

究(Yu et al, 2012)。 

对虾白斑综合征病毒(WSSV)是水产养殖中主要

的病原，给水产养殖行业造成了巨大的经济损失。研

究表明，其开放阅读框 wsv112 编码脱氧尿苷焦磷酸

abc
图章
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酶(dUTP pyrophosphatase, dUTPase)(Liu et al, 2005)。

自 20 世纪 90 年代在大肠杆菌(Escherichia coli)中发

现 dUTPase 以来，一直为学术界研究的热点，其广泛

存在于真核生物(植物、动物)、原核生物(细菌)和病

毒中。dUTPase 是一种水解酶，能够水解脱氧尿苷三

磷酸(dUTP)，形成脱氧尿苷单磷酸(dUMP)和无机焦

磷酸(PPi)。甲基化的 dUMP 可形成胸腺嘧啶脱氧核

糖核苷三磷酸(dTTP)，dTTP 是 DNA 合成的主要成

分，因此，dUTPase 对 WSSV 的生存具有重要的作用，

维持低水平的 dUTP/ dTTP 比例，可降低 dUTP 在

DNA 合成中的插入和错配，减少突变频率(Payne et al, 
2001;Chen et al, 2002; Liu et al, 2005)。McGeoch(1990)

研究发现，不同生物中 dUTPase 分子量差别很大，但

在 N 末端含有 5 个高度保守的序列，分别为 motif 1(A 

GFDL)、motif 2 (GKSS)、motif 3(GIIDFGYTG)、motif 

4 (GQKFAQL)和 motif 5(RGDKGFGS)(招丽婵等 , 

2008)。一些病毒尤其是逆转录病毒编码的 dUTPase

协助病毒完成侵染的过程，并且与毒力有关，可作为

病毒治疗的靶位点(陈巧林等 , 2002; Cottone et al, 
2002)。dUTPase 在病毒的生命周期中发挥独特的作

用，但关于 dUTPase 在 WSSV 与宿主细胞的相互作

用以及表达调控机制仍不清楚。 

本研究利用酵母双杂交技术初步筛选与 wsv112

互作的宿主蛋白，为深入研究 wsv112 的功能，揭示

WSSV 侵染宿主细胞的途径提供理论基础。 

1  材料与方法  

1.1  试剂与主要材料 

酵母菌株Y2HGold和Y187、YPDA培养基、营养

缺 陷 型 培 养 基 [SD/-Trp 、 SD/-Leu 、 SD/-Trp/-Leu 

(DDO) 、 SD/-Trp/-Leu/X- α -Gal/AbA(DDO/X/A)] 、

X-alpha-Gal 和 YeastmakerTM Yeast Transformation 

System购自Clontech公司；pGADT7、pGADT7-T、

pGBKT7、pGBKT-53、pGBKT7-lam质粒甘油菌由本

实验室保存；E.coli Top10、酵母菌质粒小提试剂盒购

自天根科技生物公司；氨苄青霉素(Ampicillin, Amp)、

卡那霉素 (Kanamycin, Kan)和质粒小提试剂盒购自 

Solarbio公司；T4 DNA连接酶、限制性内切酶购自 

Thermo公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  诱饵载体的构建    根据wsv112基因的ORF

设计带有Nde I和Pst I酶切位点的引物w112s (5-GAC 

ATATGATGGACTCATCTGCATC-3)和w112a (5-ATC 

TGCAGTGTATACTCCTCCACGC-3)，以WSSV提取

的DNA为模板，PCR扩增目的序列。PCR产物经过1%

的琼脂糖凝胶电泳后回收，将胶回收的产物和酵母表

达载体PGBKT7分别经过Nde I和Pst I双酶切后，用T4 

DNA连接酶连接，构建重组表达载体pGBKT7-112，

将其转化到E. coli Top10感受态细胞中。挑单克隆，

进行菌液PCR，筛选阳性克隆送生工生物工程(上海)

有限公司测序验证。 

1.2.2  酵母菌阴性及阳性接合对照    感受态 Y2H 

Gold、Y187 的制备及相关转化步骤参照 Clontech 公

司 YeastmakerTM Yeast Transformation System 转化手

册进行。按照表 1 所列进行阳性和阴性质粒转化，转化

菌液分别稀释 10、100 和 1000 倍后，涂布于对应的单

缺培养基上，37℃培养 5 d，观察菌落生长情况。 
 

表 1  阴性和阳性对照质粒转化 
Tab.1  Transformation of negative and positive plasmid 

菌株 Strain 质粒 Plasmid 培养基 Medium

Y2H Gold pGBKT7-53 SD/-Trp 

Y2H Gold pGBKT7-lam SD/-Trp 

Y187 pGADT7-T SD/-Leu 

 
分别挑取单克隆 Y2H Gold(pGBKT7-53)和 Y187 

(pGADT7-T)加入同一个含有 500 μl 2YPDA 的 1.5 ml

离心管中，涡旋混匀，30℃，250 r/min 过夜培养，作

为酵母双杂交的阳性对照(P)；以 Y2H Gold(pGBKT7- 

Lam)和 Y187(pGADT7-T)作为阴性对照(N)。将菌液

稀释 10、100、1000 倍后涂布于 SD/-Trp、SD/-Leu、

SD/-Trp/-Leu(DDO)、SD/-Trp/-Leu/X--Gal(40 μg/ml)/ 

AbA(200 ng/ml)(DDO/X/A)培养基上，30℃倒置培养

5 d，观察菌落生长情况。从 DDO 平板挑取含有 2 种

质粒的菌株保种作为后续实验阴、阳性对照。 

1.2.3  诱饵载体 pGBKT7-112 毒性和自激性的检测 

感受态酵母菌 Y2H Gold 制备及相关转化步骤按

照 Clontech 公司 YeastmakerTM Yeast Transformation 

System 转化手册。将重组质粒 pGBKT7-112 和空质

粒 pGBKT7 分别转入 Y2H Gold 感受态细胞。转化菌

液分别稀释 10、100 和 1000 倍后涂布于 SD/-Trp、

SD/-Trp/X-α-Gal 和 SD/-Trp/X-α-Gal/AbA 固体培养基

上，30℃倒置培养 3~4 d，观察各平板酵母菌菌落的

数量、大小、颜色，进行诱饵质粒 pGBKT7-112 的毒

性和自激性检测。 

1.2.4  酵母双杂交筛选与 wsv112 互作的基因 

挑取含有 pGBKT7-112 质粒的 Y2HGold 单克隆

于 50 ml SD/-Trp 液体培养基中 30℃，250 r/min 培养
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至 OD600 nm 达到 0.8，1000×g 离心 5 min，用 4 ml 

SD/-Trp 重悬沉淀，加入 1 ml 构建好的文库和 45 ml 

2YPDA/Kan(50 g/ml)，30℃30 r/min 振荡培养

20 h，显微镜观察结合情况，当视野中出现“米老鼠

头”或“三叶草”形状时，结束接合。1000×g 离心 10 min

后用 0.5YPDA/Kan 重悬沉淀，共收集到 10 ml 悬浮

细胞。100 μl 10–1、10–2、10–3、10–4 倍的稀释液铺在

100 mm SD/-Trp、SD/-Leu、DDO 固体培养基上，30

℃，培养 3~5 d；剩余所有菌液涂布于 DDO/X 平板上，

30℃倒置培养 5~7 d，直至长出克隆。用灭菌的牙签

将 DDO/X 培养基上生长的蓝色克隆转移至筛选力度

更强的 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA(QDO/X/ 

A)培养基上，30℃培养 3 d。为排除假阳性和多种质

粒融合现象，将蓝色克隆在 QDO/X/A 上反复筛选至

少 3 次。 

将筛选出的蓝色克隆编号，并接种于 1 ml 

QDO/A 液体培养基中，30℃  250 r/min 培养，用

PGADT7 通用引物进行菌液 PCR，检测蓝色克隆中插

入 cDNA 片段的大小。PCR 产物由生工生物工程(上

海)有限公司测序，分析测序结果。 

1.2.5  获得与 wsv112 互作基因的质粒    按照酵母

质粒小提试剂盒提取筛选的酵母质粒，并转化到

E.coli Top10 感受态细胞中，经 Amp+和菌液 PCR 筛

选出阳性克隆测序。选取含有正确序列的质粒，扩大

培养后抽提质粒，得到插入片段的质粒。 

1.2.6  回复杂交验证互作蛋白    为进一步排除实

验的假阳性，将上述得到的质粒 pGADT7-X 转化到

含有 pGBKT7-112 诱饵载体的 Y2H Gold 菌株中(各

质粒转化情况如表2所示)，以pGADT7-T+pGBKT7-lam

作为阴性对照，以 pGADT7-T+pGBKT7-53 为阳性对

照。以 pGADT7-X+pGBKT7、pGADT7+pGBKT7-112、

pGADT7+pGBKT7 为空质粒对照，pGADT7-X 与

pGBKT7-112 共转化组在 QDO/A/X 培养基上如果不

生长或菌落为白色，则 pGADT7-X 判断为假阳性；

如果生长且菌落为蓝色，各阴性对照培养板无菌落生

长则为阳性。 
 

表 2  回复杂交转化 
Tab.2  The grouping of reply hybrid 

Y2H Gold PGADT7-X PGADT7 PGADT7-T

pGBKT7-112 √ √ – 

pGBKT7-lam – – √ 

pGBKT7-53 – – √ 

pGBKT7 √ √ – 

注：√代表有；–代表无 

Note: √ denoted positive; – denoted negative 

2  结果 

2.1  诱饵载体的构建 

表达载体 pGBKT7 和 wsv112 双酶切连接后构建

成重组质粒，菌落 PCR 检测结果如图 1 所示，条带

在 1500~2000 bp 之间与理论值相符，与 wsv112 标准

序列对比后无碱基突变和移码现象。 

 

 
 

图 1  重组载体 pGBKT7-112 菌液 PCR 检测 
Fig.1  PCR identification of recombinant plasmids 

M：DNA 标准分子量 2000；1：阴性对照；2~8：重组质粒； 
M: DNA Marker DL2000; 1: Negative control 

2~8: Recombinant plasmids 
 

2.2  酵母菌阴性及阳性接合对照 

将pGBKT7-53、pGBKT7-lam、pGADT7-T转化

到相应的酵母菌株后，将菌液稀释10、100和1000倍

涂布到对应的缺陷型培养基上，30℃培养5 d，观察

菌落生长情况，结果如图2A~图2C所示，每一种菌株

生长状态完好，可用于后续实验。挑取单克隆菌株

Y2H Gold(pGBKT7-53) 和 Y187(pGADT7-T) 进行接

合，作为阳性对照；Y2H Gold(pGBKT7-Lam)和Y187 

(pGADT7-T)接合为阴性对照，涂布到相应的缺陷型

培养基上，30℃培养5 d，观察菌落生长情况，结果

如图2D~图2F所示。阳性对照菌株在DDO/X/A培养基

上生长且为蓝色，说明该菌株可以激活AbA和X-α

-Gal报告基因，可作为阳性对照；阴性对照菌株在

DDO培养基上生长良好，在DDO/X/A培养基上无法

生长，说明阴性菌株不能激活AbA和X-α-Gal报告基

因，可作为阴性对照。 

2.3  诱饵蛋白毒性和自激性的检测 

将构建成功的诱饵载体 pGBKT7-112 和空质粒

pGBKT7 分别转入 Y2H Gold 感受态细胞中，30℃倒 
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图 2  对照菌株在不同缺陷型培养基上的生长情况 
Fig.2  The growth of control groups on different culture medium 

A：pGBKT7-53 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp 培养基上；B：pGBKT7-lam 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp 培养基上； 

C：pGADT7-T 转化到 Y187 在 SD/-Leu 培养基上；D：阳性对照在 DDO/X/A 培养基上； 

E：阴性对照在 DDO 培养基上；F：阴性对照在 DDO/X/A 培养基上 
A: Y2H Gold transformants with pGBKT7-53 grow on SD/-Trp plates; B: Y2H Gold transformants with pGBKT7-lam grow  

on SD/-Trp plates; C: Y187 transformants with pGADT7-T grow on SD/-Leu plates; D: The positive control grow on DDO/X/A 
plates; E: The negative control grow on DDO plates; F: The negative control grow on DDO/X/A plates 

 
置培养于SD/-Trp、SD/-Trp/X、SD/-Trp/X/A固体培养

基上5 d后，观察培养基克隆生长状况(图3A~图3C)。

结果发现，菌落只有在SD/-Trp、SD/-Trp/X培养基上

生长，在SD/-Trp/-Ade-X培养基上没有菌落生长，说

明诱饵质粒不能激活Aba报告基因，没有自激性；含

有pGBKT7质粒的菌落和含有pGBKT7-112的菌落大

小和数目差别不大(图3A和图3D)，说明诱饵菌株也没

有毒性，可用于酵母双杂交实验。 

2.4  酵母双杂交筛选与 wsv112 互作的基因 

将剩余的杂交菌液全部涂布在 DDO/X 固体培养

基上，30℃培养 5 d 后。将长出的蓝色克隆全部划线

到筛选力更强的 QDO/X/A 固体培养基上，反复筛选

3 次后，共得到 526 株蓝色克隆。利用 pGADT7 通用

引物扩增 PCR 检测蓝色克隆中插入的片段，将 PCR

产物测序，经分析共筛选出 6 株具有意义的序列，其

编号分别是 1-5、4-7、6-35、8-23、8-39、8-45。 

2.5  回复杂交验证互作基因 

将筛选得到的 6 个质粒 pGADT7-X 与 pGBKT7- 

112 共同转化到 Y2H Gold 酵母菌中进行回复杂交实

验，同时，设置阴、阳对照组和空质粒对照组，回复

杂交的实验结果如图 4 所示，阳性对照(pGBKT7-53+ 

pGADT7-T)能够激活报告基因的表达，在 QDO/X/A

培养基上长出蓝色克隆；阴性对照(pGBKT7-lam+ 

pGADT7-T)、空白质粒对照(pGADT7+pGBKT7)不能激

活报告基因的表达，在 QDO/X/A 培养基上不生长；证

明实验体系完好。 p G A D T 7 - 1 - 5 + p G B K T 7 、

pGADT7-4-7+pGBKT7、pGADT7-6-35+pGBKT7、

pGADT7-8-23+pGBKT7、pGADT7-8-39+pGBKT7、

pGADT7-8-45+pGBKT7、pGADT7+pGBKT7112 酵母

菌株在 QDO/X/A 培养基上不生长，说明编号 1-5、4-7、

6-35、8-23、8-39、8-45 及 wsv12 基因无自激性。

pGBKT7-112+ pGADT7-4-7、pGBKT7-112+pGADT7- 

8-23 菌株能够在 QDO/X/A 培养基上生长出蓝色克

隆，说明 wsv112 与编号 4-7 和 8-23 基因能够相互作用。

pGBKT7-112+pGADT7-1-5、pGBKT7-112+pGADT7 

-6-35、pGBKT7-112+pGADT7-8-39、pGBKT7-112+ 

pGADT7-8-45 菌株不能在 QDO/X/A 培养基上生长，

说明 wsv112 不与编号 1-5、6-35、8-39 和 8-45 的基

因相互作用。综上所述，本研究共筛选出 2 个阳性质

粒，编号分别为 4-7 和 8-23，测序分析其基因编码蛋

白分别与日本囊对虾(Penaeus japonicus) C 型凝集素 
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图 3  诱饵载体 pGBKT7-112 转录自激性的检测 
Fig.3  Assay of self-transcriptional activation and toxicity of pGBKT7-112 

A：pGBKT7-112 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp 培养基上；B：pGBKT7-112 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp/X 培养基上； 

C：pGBKT7-112 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp/X/A 培养基上；D：pGBKT7 转化到 Y2H Gold 在 SD/-Trp 培养基上； 

E：阳性对照在 SD/-Trp/X/A 培养基上；F：阴性对照在 SD/-Trp 培养基上 
A: Y2H Gold transformants with pGBKT7-112 grow on SD/-Trp plates; B: Y2H Gold transformants with pGBKT7-112  
grow on SD/-Trp/X plates; C: Y2H Gold transformants with pGBKT7-112 grow on SD/-Trp/X/A plates; D: Y2H Gold 

transformants with pGBKT7 grow on SD/-Trp plates; E: The positive control grow on SD/-Trp/X/A plates;  
F: The negative control grow on SD/-Trp plates 

 
 

 
 

图 4  回复杂交的 16 个转化组在 QDO/X/A 平板上生长的情况 
Fig.4  The growth of 16 transformants on highly selective medium in retest 

1~8: Y2H Gold (pGBKT7-112+pGADT7-4-7, pGBKT7-112+pGADT7-1-5, pGBKT7-112+ 
pGADT7-6-35, pGBKT7-112+pGADT7-8-23, pGBKT7-112+pGADT7-8-39, pGBKT7-112+ 

pGADT7-8-45, pGBKT7-53+ pGADT7-T(P), pGBKT7-lam+pGADT7-T(N) 
01~08: Y2H Gold(pGADT7-4-7+pGBKT7, pGADT7-1-5+pGBKT7, pGADT7-6-35+pGBKT7, pGADT7-8-23+ 

pGBKT7, pGADT7-8-39+pGBKT7, pGADT7-8-45+pGBKT7, pGADT7+pGBKT7112, pGADT7+pGBKT7) 
 

(AGW27416.1)和克氏原螯虾(Procambarus clarkii) 40S

核糖体蛋白 S20 小亚基蛋白(ALE99171.1)具有 37%和

98%的同源性。 

3  讨论 

为进一步探讨 wsv112 在 WSSV 侵染过程中的作

用机制，本研究以 wsv112 为诱饵利用酵母双杂交技

术从凡纳滨对虾肠道 cDNA 文库中筛选出与 wsv112

互作的蛋白。根据 wsv112 的序列设计特异性引物构

建诱饵表达载体并转入到 Y2H Gold 酵母菌中，观察

菌株在不同缺陷型培养基上的生长情况，证明诱饵载

体没有自激性和毒性，可利用酵母双杂交技术筛选与
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之互作的蛋白。将含有诱饵质粒 pGBKT7-112 的

Y2HGold 菌株与凡纳滨对虾肠道 cDNA 文库融合，

利用缺陷型培养基、颜色反应、PCR 检测、回复杂交

等实验环节逐步筛选阳性克隆，最终得到 2 个与

wsv112 互作的蛋白，分别与日本囊对虾的 C 型凝集

素和克氏原螯虾 40S核糖体蛋白 S20亚基蛋白具有同

源性。 

肝胰腺和血组织是甲壳动物表达 C 型凝集素最

丰富的部位，因其含有能识别入侵病原表面糖类的 C

型凝集素样结构域(CTLD)，因此，被认为是一类模

式识别受体，在先天免疫识别中发挥重要作用(Weis   

et al, 1998; Dodd et al, 2011)，如细胞粘附、酚氧化酶

的激活、结节形成、吞噬和包被作用等(Lis et al, 1998; 

Koizumi et al, 1999; Yu et al, 1999、2004)。有些 C 型

凝集素还具有抑菌或抗病毒的作用(Luo et al, 2003; 

Sun et al, 2008; 高焕等, 2012; 于金红等, 2013)。对鳗

弧菌(Vibrio anguillarum)敏感的 C 型凝集素在感染的

前期发挥作用，针对 WSSV 敏感的 C 型凝集素在感

染后期起作用(王显伟, 2012)。由此推测，wsv112 可

能在感染的后期发挥作用。 

核糖体是所有生物进行蛋白质合成的场所，是具

有复杂结构的蛋白核酸复合物。哺乳动物的核糖体由

79 个核糖体蛋白(RP)和 4 种 RNA 组成；其中，40S

核糖体包含 32 种 RPs，60S 核糖体含有 47 种 RPs 

(Wool, 1979; Wool et al, 1995)。由于从细菌到高等生

物的广泛物种中都存在，核糖体已经成为研究分子进

化的重要大分子。关于人类所有的 79 个 RPs 的结构

域功能都已基本清楚，关于甲壳动物的 RPs，虽然已

有一些研究，但是针对 40S 核糖体蛋白 S20 亚基蛋白

的结构和功能还未被了解透彻。本研究初步确定 40S

核糖体蛋白 S20 亚基蛋白及 C 型凝集素与 wsv112 的

作用，为进一步揭示 WSSV 的侵染机制提供了一个

新线索，其相互作用机制尚需进一步研究。 
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Identification of the Host Interactors of wsv112 of  
WSSV by Yeast Two-Hybrid 
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Abstract    The ORF wsv112 of white spot syndrome virus (WSSV) encodes a dUTPases. It plays an 

essential role in nucleotide biosynthesis. Hydrolysis of dUTP by UTPase produces dUMP, required for the 

de novo synthesis of dTTP, and maintains low cellular ratios of dUTP/dTTP, thus preventing the 

mis-incorporation of uracil into chromosomal DNA. In order to identify the host interactors of wsv112，

wsv112 was cloned into the bait vector pGBKT7 and used to screen an intestine cDNA library of 

Litopenaeus vannamei, which had previously been constructed by yeast two-hybrid sequencing 

transformation. The positive clone was identified through different culture media, color change, 

polymerase chain reaction (PCR), and sequencing. The result showed that the bait plasmid pGBKT7-112 

showed no virulence or self-activating effect on yeast strain Y2H Gold. A total of 526 blue clones were 

screened, which were analyzed by PCR and homology analysis using the BLAST in NCBI, and 6 possible 

interaction proteins of Litopenaeus vannamei were obtained. Then through the Yeast two-hybrid reply 

hybridization experiment, only two gene interactions were confirmed with the wsv112. They were 

identified as lectin C gene of Marsupenaeus japonicas (AGW27416.1) and 40S ribosomal protein S20 

gene of Procambarus clarkia (ALE99171.1) with 37% and 98% identity. This study may provide a 

theoretical basis for further study of the wsv112 interaction mechanisms.  

Key words    WSSV; wsv112; dUTPase; Yeast two-hybird 
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青岛石雀滩海域人工鱼礁材料对附着 

生物群落结构的影响* 

王  震 1,2  公丕海 2  关长涛 2  李  娇 2①  史佰佰 1,2 
(1. 上海海洋大学海洋科学学院  上海  201306；2. 农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室   

青岛市海水鱼类种子工程与生物技术重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071) 

摘要    为研究不同礁体材料对附着生物群落结构的影响，本研究在山东青岛石雀滩海域进行附着

生物挂板实验，挂板材料包括普通硅酸盐水泥(P)、添加贝壳粉硅酸盐水泥(S)、钢板(F)。结果显示，

共鉴定出附着生物 69 种，其中，贝壳粉硅酸盐水泥挂板最多(53 种)，其次是普通硅酸盐水泥挂板

(51 种)，钢板最少(31 种)。普通硅酸盐水泥挂板和粉硅酸盐水泥挂板的优势种均为褶牡蛎(Ostrea 
plicatula)、紫贻贝(Mytilusgallo provincialis)和麦秆虫(Caprella sp.)；钢板的优势种为紫贻贝、麦秆

虫和青岛板钩虾(Stenothoe qingdaoensis)。9~11 月为生物附着高峰期。粉硅酸盐水泥挂板的平均生

物量最高，达到 4717.50 g/m2，普通硅酸盐水泥挂板次之，为 2621.12 g/m2，钢板最小，为 163.85 g/m2。

附着生物Shannon-Wiener多样性指数(H)和Pielou均匀度指数(J)平均值均为钢板＞普通硅酸盐水泥

＞粉硅酸盐水泥。研究表明，添加贝壳粉硅酸盐水泥的生物种类和生物量最大，生物附着效果最好。

本研究为人工鱼礁附着生物群落特征的研究和人工鱼礁材料的选择提供了参考依据。 

关键词    人工鱼礁；附着生物；群落结构；多样性指数 

中图分类号 S835   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0163-09 

随着海洋生态环境的恶化和海洋渔业资源的匮

乏，人工鱼礁建设成为当前改善海洋生态环境和养护

渔业资源的有效途径之一。人工鱼礁本身是一种附着

基，投入海中会附着大量生物，用来改善海域生态环

境，而附着生物是礁区鱼类和其他生物的饵料来源

(张伟等, 2008)，礁体上附着生物种类和数量的变化是

人工鱼礁饵料效应的重要体现(张伟等, 2015)，因此，

附着生物是影响礁区聚集鱼类的重要因素之一。礁体

附着生物的丰富度和多样性越高，诱集的鱼类数量

越多(黄宗国等, 1981)，生物种类更加丰富。附着生

物的种类和数量变化直接影响人工鱼礁的生态效应。 

混凝土鱼礁是常见的人工鱼礁类型，造价便宜而

且稳定，可以为附着生物提供良好的附着基和栖息

地，还可以为其他无脊椎动物和鱼类提供饵料和避难

所。国内外已对混凝土人工鱼礁对生物附着的影响开

展了一些研究，江艳娥等(2013)对比不同材料的生物

诱集效果研究表明，水泥材料的诱集效果比天然礁 

好。Oyamada 等(2008)和 Kress 等(2002)研究发现，

混凝土混合材料礁体的附着效果显著高于纯混凝土

礁体。钢制鱼礁是一种制作和使用便捷的结构，近年

abc
图章
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来，国外大力发展钢制鱼礁，钢材在水中溶解的铁离

子容易使生物附着。Fitzhardinge 等(1989)比较了混凝

土、轮胎和金属 3 种材料的生物附着效果，钢板的生

物附着效果最好。王莲莲等(2015)对圆洲岛人工鱼礁

的附着生物群落研究表明，表面经过处理的混凝土礁

体上附着生物的生物量和丰度都较高。 

目前，虽然对人工鱼礁材料的研究和利用较多，

但在国内添加辅助材料的混凝土人工鱼礁和钢制鱼礁

对附着生物群落结构的影响却很少。本研究通过海区

挂板实验，分析了普通硅酸盐水泥、添加贝壳粉硅酸

盐水泥和钢板 3 种不同人工鱼礁材料的生物附着效果

及其附着生物群落结构，以期为人工鱼礁材料的选择

和石雀滩海域附着生物群落特征研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  挂板制作 

3 种人工鱼礁挂板包括普通硅酸盐水泥挂板(P)、 

添加贝壳粉硅酸盐水泥挂板(S)和钢板(F)，每种材料

挂板制作 36 个(表 1)。普通硅酸盐水泥挂板和添加贝

壳粉硅酸盐水泥挂板在 2017 年 4 月 7 日制作并开始

进行养护，养护周期为 28 d。 

1.2  实验海域 

2017 年 5 月 10 日在山东省青岛市石雀滩海域投放。 

1.3  挂样及采样方法 

将 3 种材料挂板用聚乙烯绳直接吊挂在空网箱 

上，每条绳上 3 个挂板，使挂板分别沉降于海面以下

0.5、2 和 9 m 水深处。2017 年 7、9、11 月和 2018 年      

1 月分别进行附着生物采样。每次采样每组材料的挂

板各取 3 组样品，采样流程按照《海洋调查规范》

(GB/T12763.6-2007)进行。采集的样品装入密封袋内并

用 5%的甲醛溶液固定，带回实验室鉴定分析。 

1.4  数据分析 

Shannon-Wiener 多样性指数(H')和 Pielou 均匀度

指数(J)的计算公式： 

2( / ) log ( / )
i

S

iH n N n N
n

  
 

2/ logJ H S

 式中，S 为样品的种类数，N 为样品的总丰度，

ni/N 为第 i 种的个数与样品总个数的比值，H为多样

性指数。 

优势度(Y)的计算公式： 

i
i

n
Y f

N


 

式中，ni/N 为第 i 种的个数与样品总个数的比值。

fi 为该种在各样品中出现的频率。将 Y≥0.02 的生物

定为优势种，Y≥0.006 的生物定为常见种。 

采用 SPSS16.0 软件进行主成分分析和统计分

析。主成分分析法是利用降维的思想将多个相互关联

的数值转换成少数互不相关的综合指标。单因素方差

分析(One-way ANOVA)检验组内差异，P＜0.05 为差

异显著。 
 

表 1  鱼礁挂板尺寸及数量 
Tab.1  Size and quantity of artificial reef 

鱼礁类型 Type of reef 代号 Code 尺寸 Size(cm) 组数 Groups 

普通硅酸盐水泥 Ordinary portland cement P 20×20×3 12 

添加贝壳粉硅酸盐水泥 Scallop portland cement S 20×20×3 12 

钢板 Iron plate F  20×20×0.3 12 
 

2  结果 

2.1  种类组成 

本研究综合 4 次采集样品，共鉴定出附着生物

69 种(表 2)，其中，藻类 9 种、多毛类 12 种、软体动

物 15 种、甲壳动物 25 种、苔藓动物 3 种、棘皮动物

1 种、脊索动物 1 种、扁平动物 1 种、刺胞动物 2 种。

本研究中优势种为麦秆虫(Caprella sp.)、褶牡蛎(Ostrea 
plicatula)、紫贻贝(Mytilusgallo provincialis)、孔石莼

(Ulva pertusa)、青岛板钩虾(Stenothoe qingdaoensis)；

常见种为疣荔枝螺 (Thais clavigera)、独齿围沙蚕

(Perinereis nuntia)、强壮藻钩虾(Ampithoe valida)、

毛日藻钩虾(Sunamphitoe plumosa)、纹藤壶(Balanus 
amphitri teamphitrite) 、 施 氏 玻 璃 钩 虾 (Hyale 
schmidti)等。  

2.2  主成分分析 

根据 3 种材料附着生物的个体数矩阵，通过主成

分分析得出，每种挂板材料附着生物的主成分的个

数、特征值、贡献率和代表生物见表 3。从表 3 可以

看出，3 种材料挂板的第 1 主成分生物种类基本一致，

但其他主成分中出现的生物种类存在差异。 



第 4 期 王  震等: 青岛石雀滩海域人工鱼礁材料对附着生物群落结构的影响 165 

 

表 2  不同材料人工鱼礁挂板附着生物种类 
Tab.2  Species of attachment organisms on different-material artificial reefs 

人工鱼礁材料 Material of artificial reef 种类 
Species 普通硅酸盐水泥挂板 P 粉硅酸盐水泥挂板 S 钢板 F 

浒苔 Enteromorpha prolifera + + – 

海蒿子 S. pallidum + + + 

褐藻 1 种 Phaeophyta + + + 

肠浒苔 Entermorpha intestinalis – + + 

拟钩虾属 Gammarus – – – 

独齿围沙蚕 Perinereis nuntia + + + 

背褶沙蚕 Tambalagamia fauveli – + + 

裂虫科 1 种 Amphileptidae + + – 

乳突半突虫 Phyllodoce papillosa + + – 

狭细蛇潜虫 Ophiodromus angustifrons – + – 

多丝独毛虫 Tharyxmultifilis – + – 

褶牡蛎 O. plicatula + + + 

圆楔樱蛤 Cadella narutoensis + + + 

扇贝 Placopecta magellanicus  – + – 

东方缝栖蛤 Hiatella orientalis + + + 

梯螺科 1 种 Janthinidae + + – 

太平洋牡蛎 Grassostrea gigas + + – 

中华近方蟹 Hemigrapsus inensis + + – 

䗩嫁  Cellana toreuma + – – 

青岛板钩虾 S. qingdaoensis + + + 

毛日藻钩虾 S. plumosa + + + 

强壮藻钩虾 A. valida + + + 

东方小藤壶 Chthamalus challengeri + + – 

施氏玻璃钩虾 H. schmidti + + + 

理石叶钩虾 Jassamarmorata – – + 

锯齿利尔钩虾 Liljeborgia serata – + – 

高脊藤壶 Balanus cristatus + + – 

日本大螯蜚 Grandidierella japonica + + – 

豆形拳蟹 Pyrhila pisum + – – 

瓷蟹 Porcellanidae – + – 

谭氏泥蟹 Ilyoplax deschampsin + – – 

多室草苔虫 Bugula neritina + + + 

近辐蛇尾 Ophiactis affinis + + + 

纵条矶海葵 Haliplanella luciae + + – 

异管藻 Heterosiphonia japonica + + – 

孔石莼 U. pertusa  + + + 

石莼 U. lactuca – + + 

水云 Ectocarpus sp. – – + 

鼠尾藻 Sargassum thunbergii – – – 

强刺鳞虫 Sthenolepis japonica + + + 

软背鳞虫 Lepidonotus helotypus + + + 

围沙蚕 Perinereis sp. – + – 

多齿围沙蚕 Pernereis cultrifera + – + 

长双须虫 Phyllodocimorpha + – – 

日本刺沙蚕 Neanthes japonica + – – 
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续表 2 

人工鱼礁材料 Material of artificial reef 种类  
Species 普通硅酸盐水泥挂板 P 粉硅酸盐水泥挂板 S 钢板 F 

紫贻贝 M. provincialis + + + 

翡翠贻贝 Pernaviridis + – + 

锈笔螺 Mitraferruginea Lamarck + + + 

疣荔枝螺 T. clavigera + – + 

脉红螺 Rapanavenosa + + – 

秀丽织纹螺 Nassarius festiva + – – 

短滨螺 Littorina brevicula + + – 

麦秆虫 Caprella sp. + + + 

纹藤壶 B.amphitri teamphitrite + + + 

长尾亮钩虾 Photislongi caudata + + + 

瘤突地钩虾 Podocerus tuberculosus + + – 

平角涡虫 Planocerareticulate – – – 

中华原钩虾 Eogammarus sinensis + + + 

镰形叶钩虾 Jassafalcata – + – 

等足目 1 种 Isopoda – + – 

蜾蠃蜚 Corophium sinense + + – 

肉球近方蟹 Hemigrapsus sanguineus + – – 

绒毛细足蟹 Raphidopus ciliates – + – 

孔苔虫 1 种 Membran iporidae + + – 

加州草苔虫 Bugula californica + + + 

海鞘 1 种 Ascidiacea sp. + + – 

水螅 Hydroidae + + – 

网纹平涡虫 Planocera reticulata + + + 

 
表 3  附着生物种类主成分分析结果及附着生物代表种类 

Tab.3  Principal component analysis results of attachment organisms and species 

鱼礁材料 
Material of  

artificial reef 

主成分 
Component 

特征值 
Eigenvalue 

贡献率 
Contribution

 rate (%) 

代表生物 
Representative species of attaching organisms 

主成分 1 3.406 42.571 褶牡蛎 O. plicatula、紫贻贝 M. provincialis、麦秆虫 Caprella sp.、

强壮藻钩虾 A. valida 

主成分 2 2.139 26.732 褶牡蛎 O. plicatula、紫贻贝 M. provincialis、麦秆虫 Caprella sp.

普通硅酸 

盐水泥挂板 P 

主成分 3 1.366 17.081 孔石莼 U. pertusa、独齿围沙蚕 P. nuntia、长尾亮钩虾 Photislongi 
caudata 

主成分 1 3.785 42.051 褶牡蛎 O. plicatula、青岛板钩虾 S. qingdaoensis、紫贻贝 M.
provincialis、麦秆虫 Caprella sp. 

主成分 2 1.727 19.190 褶牡蛎 O. plicatula、紫贻贝 M. provincialis、纹藤壶 B.amphitri 
teamphitrite 

主成分 3 1.386 15.396 毛日藻钩虾 S. plumosa、孔石莼 U. pertusa、纹藤壶 B.amphitri 
teamphitrite 

粉硅酸盐 

水泥挂板 S 

主成分 4 0.979 10.878 孔石莼 U. pertusa、褶牡蛎 O. plicatula、紫贻贝 M. provincialis

主成分 1 3.285 36.505 紫贻贝 M. provincialis、麦秆虫 Caprella sp.、独齿围沙蚕 P. nuntia、
圆楔樱蛤 Cadella narutoensis、青岛板钩虾 S. qingdaoensis 

主成分 2 2.146 23.847 麦秆虫 Caprella sp.、青岛板钩虾 S. qingdaoensis、多室草苔虫
Bugula neritina 

钢板 F 

主成分 3 1.772 19.687 麦秆虫 Caprella sp.、青岛板钩虾 S. qingdaoensis、长尾亮钩虾
Photislongi caudata 
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普通硅酸盐水泥挂板提取出 3 个主成分，3 个主

成分的累积贡献率达 86.384%。在第 1 主成分中，载

荷系数最大的是强壮藻钩虾，达到 0.860；在第 2 主

成分中，载荷系数最大的为褶牡蛎，高达 0.844；在

第 3 主成分中，载荷系数最大的为独齿围沙蚕，高达

0.729。 

粉硅酸盐水泥挂板提取出 4 个主成分，4 个主成

分的累积贡献率达 87.516%。在第 1 主成分中，载荷

系数最大的是麦秆虫，达到 0.981，青岛板钩虾次之，

为 0.974；在第 2 主成分中，载荷系数最大的是褶牡

蛎，达到 0.746，紫贻贝次之，为 0.656；在第 3 主成

分中，载荷系数最大的是毛日藻钩虾，达到 0.774；

在第 4主成分中，载荷系数最大的是紫贻贝，为 0.609。 

钢板提取出 3 个主成分，3 个主成分的累积贡献

率达 80.039%。在第 1 主成分中，载荷系数最大的是

紫贻贝，高达 0.925，圆楔樱蛤次之，为 0.914；在第

2 主成分中，载荷系数最大的是多室草苔虫；在第 3

主成分中，青岛板钩虾的载荷系数最大，为 0.696。 

2.3  种类数量及生物量 

综合 4 次采集样品，粉硅酸盐水泥挂板附着生

物种数最高(53 种)，普通硅酸盐水泥挂板次之(51 种)，

钢板最低(31 种)。按月分析，2017 年 7 月附着生物种

数以粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低；9 月附着生

物种数以粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低；11 月

附着生物种数以粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低；

2018 年 1 月附着生物种数以钢板最高，粉硅酸盐水

泥挂板最低(表 4)。 

 
表 4  不同材料人工鱼礁挂板的附着生物种类数量 

Tab.4  The species of the attachment organisms  
on different artificial reefs 

附着生物种类 
Species of attachment organisms 

人工鱼礁材料 
Material of 

artificial reef 2017–07 2017–09 2017–11 2018–01

普通硅酸盐 

水泥挂板 P 
33 17 19 18 

粉硅酸盐水泥挂板 S 38 25 20 16 

钢板 F 21 12 6 20 

 

综合 4 次采集样品，粉硅酸盐水泥挂板的平均

生物量最大(4717.50 g/m2)，其次是普通硅酸盐水泥挂

板(2621.12 g/m2)，钢板最小(163.86 g/m2)。按月分析，

2017 年 7 月生物量钢板最高，粉硅酸盐水泥挂板最

低；9 月生物量以粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低；

11 月生物量粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低；2018 年

1 月生物量粉硅酸盐水泥挂板最高，钢板最低(表 5)。

生物附着盛期为 9~11 月。 

2.4  附着生物优势种及优势度 

    2017 年 7 月，普通硅酸盐水泥挂板、粉硅酸盐

水泥挂板 2 组分别有 7 个优势种，钢板有 6 个优势

种。麦秆虫在普通硅酸盐水泥挂板和粉硅酸盐水泥

挂板占绝对优势，优势度分别为 0.56、0.65。紫贻贝

在钢板中占绝对优势，优势度为 0.52。2017 年 9 月，

普通硅酸盐水泥挂板有 2 个优势种，粉硅酸盐水泥

挂板有 3 个优势种，钢板有 4 个优势种。褶牡蛎在普

通硅酸盐水泥挂板和粉硅酸盐水泥挂板中占绝对优

势，优势度分别为 0.57、0.44。麦秆虫在钢板中占绝

对优势，优势度为 0.58。2017 年 11 月，普通硅酸盐

水泥挂板有 4 个优势种，粉硅酸盐水泥挂板有 7 个

优势种，钢板有 3 个优势种。褶牡蛎在普通硅酸盐水

泥挂板和粉硅酸盐水泥挂板占绝对优势，优势度分

别为 0.65、0.68。孔石莼在钢板中占绝对优势，优势

度为 0.76。2018 年 1 月，普通硅酸盐水泥挂板、粉

硅酸盐水泥挂板 2 组分别有 7 个优势种，钢板有 8 个

优势种。褶牡蛎在普通硅酸盐水泥挂板和粉硅酸盐

水泥挂板占绝对优势，优势度分别为 0.40、0.52。麦

秆虫在钢板占优势地位，优势度为 0.16。 

 
表 5  不同材料人工鱼礁挂板的附着生物生物量 
Tab.5  The biomass of the attachment organisms  

on different artificial reefs 

附着生物量 
Biomass of attachment organisms (g/m2)

人工鱼礁材料
Material of 

artificial reef 2017–07 2017–09 2017–11 2018–01

普通硅酸盐 

水泥挂板 P 
9.88 4801.09 4766.41 907.09

粉硅酸盐 

水泥挂板 S 
7.92 7585.13 10246.10 1030.84

钢板 F 21.59 347.16 214.65 72.02
 

2.5  群落多样性 

从图 1a 可以看出，Shannon-Wiener 多样性指数

(H)在 2017 年 7 月为普通硅酸盐水泥挂板(2.41)＞粉

硅酸盐水泥挂板(2.22)＞钢板(2.21)，钢板与粉硅酸

盐水泥挂板差异不显著(P＞0.05)，但都与普通硅酸

盐水泥挂板均有显著差异(P<0.05)。9 月为粉硅酸盐

水泥挂板(1.71)＞普通硅酸盐水泥挂板(1.33)＞钢板

(1.31)，差异显著(P<0.05)。11 月为普通硅酸盐水泥

挂板(1.95)＞粉硅酸盐水泥挂板(1.94)＞钢板(1.41)，
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普通硅酸盐水泥挂板与粉硅酸盐水泥挂板差异不显

著(P>0.05)，但都与钢板均有显著差异(P<0.05)。2018

年 1 月为钢板(3.69)＞普通硅酸盐水泥挂板(2.73)＞粉

硅酸盐水泥(2.32)，显著差异(P<0.05)。4 次采样多样

性指数取平均值为钢板(2.16)>普通硅酸盐水泥挂板

(2.11)>粉硅酸盐水泥挂板(2.05)。 
 

 
 

图 1  不同材料挂板附着生物多样性指数变化 
Fig.1  Changes of biodiversity index of attachment organisms to different material reefs 

 
从图 1 可以看出，Pielou 均匀度指数(J)，在 2017 年

7 月为钢板 (0.50)>普通硅酸盐水泥挂板(0.48)>粉硅

酸盐水泥挂板(0.43)，差异显著(P<0.05)。9 月为粉硅

酸盐水泥挂板(0.38)>钢板(0.36)>普通硅酸盐水泥挂

板(0.33)，差异显著(P<0.05)。11 月为钢板(0.61)>粉

硅酸盐水泥挂板(0.46)>普通硅酸盐水泥挂板(0.45)，普

通硅酸盐水泥挂板与粉硅酸盐水泥挂板差异不显著

(P>0.05)，但与钢板均有显著差异(P<0.05)。2018 年    

1 月为钢板(0.84)>普通硅酸盐水泥挂板(0.65)>粉硅酸

盐水泥挂板(0.58)，差异显著(P<0.05)。4 次采样均匀

度指数取平均值为钢板(0.58)>普通硅酸盐水泥挂板

(0.48)>粉硅酸盐水泥挂板(0.46)。 

3  讨论 

青岛石雀滩海域附着生物种类主要为温水种和

广温种，褶牡蛎(王琦等, 2000)、紫贻贝(孔泳滔等, 

2000)、纹藤壶(李太武等, 2001)、麦秆虫(曹善茂等, 

1999)、石莼和浒苔(郝允碧等, 1990)为黄海主要的附

着种类。本研究中，普通硅酸盐水泥挂板、粉硅酸盐

水泥挂板优势种均为褶牡蛎、紫贻贝和麦秆虫，其中，

褶牡蛎的生物量分别占 39%和 36%；钢板优势种为紫

贻贝、麦秆虫和青岛板钩虾。褶牡蛎容易附着在质材

坚硬、表面粗糙的附着基上，随着普通硅酸盐水泥挂

板、粉硅酸盐水泥挂板下水周期的延长，褶牡蛎不

断生长并逐渐在稳定群落中占据优势地位(周斌等 , 

2016; 孙大鹏等, 2010)。钢板附着生物主要以藻类和

甲壳动物为主，受温度影响变化大，海藻的附着期主

要在冬、春水温较低的月份，麦秆虫各次采样中均有

出现，钢板的研究结果与以往研究不同季节的优势种

存在差别的结论是一致的(方芳等, 2004; 李传燕等, 

1991; 严颂凯等, 1992)。 

挂板附着生物群落的组成和数量与环境因子(温

度、盐度、溶解氧等)相关(Su et al, 2009)。7 月以后，

随着温度的升高，生物种类增多，但个体较小造成生

物量较低(Callow, 1984)。在 7~11 月，褶牡蛎成为优

势种，随着褶牡蛎的生长，附着生物群落生物量不

断升高。在 1 月，水温降低造成褶牡蛎和紫贻贝的新

陈代谢减缓或者停止(谷进进等, 1998; 林军等, 2016)

是群落生物量降低的主要原因。通过分析得出，同

种材料不同航次调查取样的附着生物种类、数量、

生物量和优势种均存在差异，这与黄梓荣等(2006)和

Menon 等(1971)的研究结果一致。群落在种类组成、

结构功能上都与群落的多样性密切相关，并在多样性

指数上得以体现(曾呈奎等, 1959、1964)。一般来说，

多样性指数和均匀度指数越高，该群落结构越稳定。

7 月多样性指数较高，主要是由于个体小的生物占据

了挂板的较大空间。7~9 月，主要优势种逐步占据挂

板空间，导致物种多样性降低，多样性指数和均匀度

指数从 9 月~翌年 1 月不断升高，说明生物群落更加

稳定和成熟。 

本研究结果表明，普通硅酸盐水泥挂板、粉硅酸

盐水泥挂板的生物量最大且生物种类较多，比钢板

的生物附着效果好，这与江艳娥等(2013)、 Oyamada

等(2008)、Kress 等(2002)的研究结果一致，表现为混

凝土鱼礁比铁质鱼礁更适合附着生物生长。而

Fitzhardinge 等(1989)研究表明，钢板的附着效果最

好，与本研究结果有所不同，其主要原因是前者只是

检测礁板上珊瑚的数量，而本研究检测的是挂板上的

所有附着生物的数量。同时，粉硅酸盐水泥挂板的

生物量、种数相对于普通硅酸盐水泥挂板更具优势，

说明粉硅酸盐水泥挂板的附着效果较好。Warren 等
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(2000)研究显示，牡蛎贝壳礁相对于混凝土鱼礁对鱼

类具有更好的诱集效果，这与本研究结果具有一致性。

粉硅酸盐水泥挂板的多样性指数和均匀度指数相对

较低，而钢板却有较高的多样性指数和均匀度指数，

可能是由于附着生物在生物量大的环境下，通常是一

种或多种生物占优势种，相对多样性指数较小，对此，

赵文等(2000)也有相同结论。 

张伟等(2008)对混凝土鱼礁和铁质鱼礁附着生

物进行了比较，结果表明，混凝土鱼礁比铁质鱼礁的

附着效果更好。普通硅酸盐水泥挂板、粉硅酸盐水

泥挂板的表面粗糙，有利于生物的附着且对环境无污

染，而钢板作为废弃船舶和海上平台的主要材料，虽

能实现废弃物的循环利用，但废弃物数量少且包含的

有害物质会对海洋环境造成一定影响 (张永波等 , 

2016)。粉硅酸盐水泥挂板中添加了常见的天然海洋

生物材料牡蛎壳和扇贝壳，降低了制作礁板的成本，

而且生物附着效果较好，经济效益和生态效益均占优

势。王波等 (2013)研究发现，硅酸盐水泥中添加

5%~15%的贝壳混合材料后具有强度高、性能好等特

点。另外，添加扇贝粉的硅酸盐水泥鱼礁能增加鱼礁

的生物亲和性，缩短了人工鱼礁发挥生态效应的周

期，有助于生物的附着(王莲莲等, 2015)。综上所述，

添加贝壳粉硅酸盐水泥制作的人工鱼礁充分利用牡

蛎壳和扇贝壳等废弃资源，减少扇贝壳、牡蛎壳对环

境的污染，同时，作为人工鱼礁材料其生物附着效果

较好，具有较高的生态效益和开发应用前景。 
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Effect of Different Artificial Reefs on the Community 
Structure of Organisms in Shique Beach of Qingdao 

WANG Zhen1,2, GONG Pihai2, GUAN Changtao2, LI Jiao2①
, SHI Baibai1,2 

(1. College of Marine Sciences , Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable Development 
of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and 

Biotechnology, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    To study the structure of organism attachment on artificial reefs made of different materials, 

we prepared artificial reefs with three types of materials: Ordinary portland cement(P), scallop shell 

portland cement (S), and iron plates(F). The artificial reefs were exposed to the marine environment near 

Shique Beach, Qingdao, in May 2017. We collected samples to analyze the effect of different reef 

materials on organism attachment on the artificial reef in July, September, November, 2017 and January 

2018. The results showed that, in total, 69 species of attached organisms were identified. The numbers of 

species on ordinary portland cement, scallop portland cement, and iron plate reefs were 51, 53, and 31, 

respectively. The dominant species on the ordinary portland cement and scallop portland cement reefs 

were Caprella sp., Ostrea plicatula, and Mytilusgallo provincialis; the dominant species on iron plate 

reefs were Caprella sp., M. provincialis, and Stenothoe qingdaoensis. Biological attachment peaked 

between September and November. We found the highest average biomass of fouling organisms on 

scallop portland cement (4717.50 g/m2), followed by ordinary portland cement (2621.12 g/m2), and iron 

plates (163.85 g/m2). In July 2017, the Shannon-Wiener diversity index (H′) of fouling organisms was 

observed to follow the order P>S>F; in September 2017, the order was S>P>F; in November 2017, the 

order was P>S>F; and in January 2018, the order was F>P>S. In July 2017, the Pielou evenness index (J) 

followed the order F>P>S. In September 2017, the order was S>F>P; in November 2017, the order was 

F>S>P; and in January 2018, the order was F>P>S. Our study showed that scallop portland cement 

attracted the largest biological species and biomass, and was most suitable for organism attachment. This 

study provides a reference for the evaluation of the characteristics of biological communities attached to 

artificial reefs and the selection of artificial reef materials. 

Key words    Artificial reef; Organisms attachment; Communitpy structure; Diversity index 
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棘头梅童鱼染色体核型分析* 

梁述章 1,2  宋  炜 1,2①  蒋科技 1,2  谌  微 1  李  羽 1,2  马凌波 1 
(1. 农业农村部远洋与极地渔业创新重点实验室  中国水产科学研究院东海水产研究所  上海  200090;  

2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    以棘头梅童鱼(Collichthys lucidus)为实验材料，经胸腔注射植物血球凝集素(PHA)和秋水仙

素，取其头肾组织，进行低渗、固定，采用空气干燥法制片，吉姆萨染液染色，观察棘头梅童鱼染

色体核型和特征。结果显示，棘头梅童鱼染色体数目为 2n=48，占所观察分裂相的 83.3%；核型公

式为 2n=48t，染色体臂数 NF 为 48，染色体相对长度范围为(5.694±0.514)~(3.039±0.161)，属于鲈形

目原始核型，且符合典型的高位类鱼类核型特征。研究中未发现与性别相关的异型染色体、次缢痕

及随体等。本研究为棘头梅童鱼的细胞遗传学研究提供了基础资料，并为其种质鉴定提供参考数据。 

关键词    棘头梅童鱼; 染色体; 核型 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0172-06 

棘 头 梅 童 鱼 (Collichthys lucidus) 属 鲈 形 目

(Perciformes) 、 石 首 鱼 科 (Sciaenidae) 、 梅 童 鱼 属

(Collichthys)，是近海常见的底栖性小型经济鱼类，

广泛分布于黄渤海、东海和南海(朱元鼎等 , 1963b;   

宋炜等, 2017)。棘头梅童鱼是大黄鱼、小黄鱼、带鱼、

乌贼等主要经济鱼类的重要饵料，在海洋生态系统食

物链中扮演重要角色；其肉质细嫩可口，营养丰富，

深受消费者的青睐，具有较高的经济价值和潜在的开

发前景(吴常文等, 1991; Song et al, 2016)。 

染色体是生物遗传信息的载体，特定的生物体具

有特定数目、形态特征的染色体。研究鱼类的染色体，

对研究鱼类的遗传变异规律、系统演化与分类、发育

机制以及杂交育种等均有重要意义(周伯春等, 2009; 

Amores et al, 2014; 史宝等, 2017)。目前，国内外对

棘头梅童鱼的研究主要集中在形态分类(朱元鼎等 ,  
 

1963a; 区又君等, 2012)、资源评估(沈新强等, 2011; 

胡艳等, 2015)、遗传分化(Song et al, 2014; 赵明等, 

2015)和功能基因克隆(Song et al, 2016)等方面，有关

棘头梅童鱼染色体的细胞遗传学研究报道仅见于

Zhang 等(2018)。本研究对棘头梅童鱼的染色体核型

进行分析，旨在丰富棘头梅童鱼的细胞遗传学知识，

同时，为棘头梅童鱼种质鉴定和我国石首鱼类系统演

化研究提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验于 2017 年 6 月在福建宁德市富发水产有限

公司进行，所用棘头梅童鱼体长为 13~15 cm，体重

为 50~60 g，雌雄各 6 尾，活力良好。 

abc
图章



第 4 期 梁述章等: 棘头梅童鱼染色体核型分析 173 

 

1.2  染色体标本制备 

将实验用鱼进行麻醉，于胸鳍基部注射植物血球

凝集素(PHA)，剂量为 2 μg/g(鱼的体重)。注射后放回

暂养池，6 h 后在相同部位注射秋水仙素溶液，剂量

为 1 μg/g(鱼的体重)。分别在 2 h 和 5 h 后断尾放血

10 min (每次雌雄各 3 尾)，取头肾组织于烧杯中剪碎，

加入适量生理盐水搅拌均匀后静置 15 min，用吸管吸

取上层细胞悬液，离心收集细胞。用 0.075 mol/L KCl

溶液低渗处理 35 min，离心得到沉淀后，加入新鲜配

制的卡诺氏固定液(甲醇∶乙酸=3∶1)固定 3 次(依次

为 30、20 和 10 min)，每次固定后，离心弃去固定液，

加入新鲜预冷的固定液 4 ml。PHA 及秋水仙素溶液

均使用 0.75%的生理盐水配制，棕色瓶避光保存。离

心均为 1500 r/min，5 min。 

将沉淀轻轻吹打均匀后用干净的预冷冻玻片进

行滴片，滴片高度为 50 cm 以上，滴片后迅速在酒精

灯火焰上方短暂烘烤 2 次，室温自然干燥。干燥后的

染色体玻片用吉姆萨染色液染色 25 min。 

1.3  核型分析 

通过显微镜观察，选取染色体分散良好的中期分

裂相进行染色体数目统计，显微照相记录，根据众数

确定染色体数目。选取 20 个染色体数目完整、分散

良好并且形态清晰的分裂相进行显微摄影、测量和分

析。按照 Levan 等(1964)提出的标准进行核型分析，

按臂比将染色体分为 4 组：(1) 中部着丝点染色体为

m 组，臂比为 1.00~1.70；(2) 亚中部着丝点染色体为

sm 组，臂比为 1.71~3.00；(3) 亚端部着丝点染色体

为 st 组，臂比为 3.01~7.00；(4) 端部着丝点染色体为

t 组，臂比≥7.00。m 和 sm 型染色体的臂数为 2，t

和 st 型染色体的臂数为 1，染色体相对长度=(单条染

色体长度×2/全部染色体总长度)×100。 

2  结果 

2.1  染色体数目 

镜检 102 个染色体分散良好的中期分裂相(图 1)，

并进行计数统计。结果显示，染色体数目为 48 的有

85 个，占全部计数细胞的 83.3%，据此确定棘头梅童

鱼染色体数目 2n=48 (表 1)。 

 
表 1  棘头梅童鱼染色体数目 

Tab.1  The chromosome number of C. lucidus 

染色体数目(2n) 
Number of chromosomes 

＜46 46 47 48 ＞48

分裂相数目 
Number of metaphase 

5 1 6 85 5

所占百分比(%) 
Percentage of metaphase 

4.9 0.98 5.88 83.3 4.9

 

2.2  染色体核型 

选取 20 个数目完整、形态清晰且着丝点清楚的

中期分裂相进行观察和测量，并计算其相对长度及臂

比，结果见表 2。棘头梅童鱼染色体臂比值均为∞，为

端部着丝粒染色体(t 型)，相对长度范围为(5.694± 

0.514)~(3.039±0.161) 。棘头梅童鱼的核型公式为    

2n=48，48t，臂数 NF=48；未发现异型性染色体、随

体染色体和次溢痕(图 1)。 

 
表 2  棘头梅童鱼染色体的相对长度和臂比值(平均值标准差) 

Tab.2  The relative length and arm ratio of chromosome C. lucidus (MeanSD) 

编号 
No. 

相对长度 
Relative length 

臂比 
Arm ratio 

类型 
Type 

编号 
No. 

相对长度 
Relative length 

臂比 
Arm ratio 

类型 
Type 

1 5.694±0.514 ∞ t 13 4.092±0.102 ∞ t 

2 5.269±0.412 ∞ t 14 4.049±0.097 ∞ t 

3 4.989±0.278 ∞ t 15 3.970±0.119 ∞ t 

4 4.795±0.125 ∞ t 16 3.893±0.101 ∞ t 

5 4.671±0.115 ∞ t 17 3.831±0.103 ∞ t 

6 4.586±0.109 ∞ t 18 3.759±0.120 ∞ t 

7 4.490±0.101 ∞ t 19 3.689±0.123 ∞ t 

8 4.404±0.098 ∞ t 20 3.617±0.144 ∞ t 

9 4.326±0.089 ∞ t 21 3.522±0.140 ∞ t 

10 4.267±0.079 ∞ t 22 3.409±0.134 ∞ t 

11 4.212±0.079 ∞ t 23 3.274±0.151 ∞ t 

12 4.153±0.090 ∞ t 24 3.039±0.161 ∞ t 
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图 1  棘头梅童鱼染色体中期分裂相(A)及核型(B) 
Fig.1  The metaphase chromosomes (A) and karyotype (B) 

of C. lucidus 

3  讨论 

近年来，随着海水鱼类养殖业迅速发展和研究深

入，海水鱼类染色体核型的研究也不断增加。据报道，

我国已有 100 多种海水鱼类染色体核型被研究分析，

且多为我国近海水域的经济鱼类(赵金良, 2000; 卓孝磊

等, 2007)，其中，鲈形目种类最多。本研究参考众多

鲈形目鱼类的染色体研究方法(全成干等, 2000; 尤峰

等, 1998; 孟庆磊等, 2010; 黄永春等, 2011)，确定低

渗时间为 35 min。由于棘头梅童鱼严重的应激反应，

将 PHA 作用时间减短为 6 h。秋水仙素浓度高、作用

时间过长会使染色体有不同程度的皱缩现象，反之，

又很难富集中期分裂相，为使用合适浓度和处理时间

的秋水仙素处理，查阅石首鱼科的染色体研究资料

(全成干等, 2000; 尤峰等, 1998; 王金星等, 1994)，确

定秋水仙素浓度为 1 μg/g(鱼的体重)，将秋水仙素的

作用时间分为 2 h 和 5 h。结果显示，2 h 秋水仙素处

理获得的染色体分裂相较理想。 
 

表 3  部分鲈形目海水鱼类的染色体核型 
Tab.3  Karyotype of some marine fishes of Perciformes 

科 
Family 

种 
Species 

2n
核型公式
Karyotype 
formulae 

臂比
NF

异型染色体 
Heterosomal 
chromosomes 

参考文献 
Reference 

48 48t 48 未发现 邹曙明等(2003) 大黄鱼 
Larimichthys crocea 48 46t+2st 48 未发现 全成干等(2000) 

小黄鱼 Larimichthys polyactis 48 48t 48 第 1 对染色体有次缢痕 王金星等(1994) 

48 48t 48 第 1 对染色体有次缢痕 王金星等(1994) 黄姑鱼 Albiflora croaker 

48 48t 48 第 3 对染色体有次缢痕 喻子牛等(1996) 

皮氏叫姑鱼 Johnius belangerii 48 48t 48 第 1 对染色体有次缢痕 王金星等(1994) 

美国红鱼 Sciaenops ocellatus 48 48t 48 未发现 
尤峰等(1998) 

王晓燕等(2012) 

48 48t 48 未发现 阳芳等(2016) 

邹禹等(2018) 

鮸鱼 
Miichthys miiuy 

48 2m+2sm+44t 52 未发现 郑天伦等(2013) 

鮸状黄姑鱼 Nibea miichthioides 48 48t 48 未发现 王德祥等(2006) 

48/47 48t 46t+1m 48 X1X1X2X2/X1X2Y Zhang 等(2018) 

石首鱼科 
Sciaenidae 

棘头梅童鱼 C. lucidus 

48 48t 48 未发现 本研究 

篮子鱼科 
Siganidae 

长鳍篮子鱼 Siganus canaliculatus 48 48t 48 未发现 舒琥等(2010) 

金梭鱼科 
Sphyraenidae 

梭鱼 Sphyraenus 48 48t 48 未发现 喻子牛等(1995) 

花鲈 Lateolabrax maculatus 48 48t 48 未发现 王金星等(1994) 科 
Serranidae 七带石斑鱼Epinephelus septemfasciatus 48 48t 48 未发现 钟声平等(2010) 

 
小岛吉雄(1979)通过对鱼类染色体核型统计研

究，在 Gosline(1971)划分演化类群的基础上，将真骨

鱼分为低位类、中位类和高位类三个演化类群，高位

类群的染色体数目分布收敛，在 42~48 的范围内，峰
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值 2n=48，M 型染色体(m 型和 sm 型)少，A 型染色

体(t 型和 st 型)多，且主要为端部着丝粒染色体(t 型)，

臂比少。棘头梅童鱼染色体数目为 2n=48，且全部为

t 型染色体，NF=48，符合典型的高位类群核型特征。

王德祥等(2006)认为在特定的演化类群中，染色体数

目 2n=48 且全部为 t 或 st 染色体的是原始核型，由此

判定，棘头梅童鱼染色体在进化上也属于原始核型。

已有核型报道的海水鱼类中，符合原始核型的海水鱼

类有 64 种，其中，鲈形目 45 种，2n=48t 的有 25 种，

占 55.6%，说明鲈形目海水鱼类核型相对稳定，大部

分属于高位类群原始核型，与鲤形目等臂比多且 A

型染色体比例低的低位类群核型存在显著差异(蒋进

等, 2009)，这可能与海洋鱼类生活的环境较为稳定有

关，故多数鱼类保持着原始核型。 

虽然海水鱼类核型比淡水鱼核型稳定，但结构与

演化过程却较为复杂，物种的核型演化主要是通过染

色体重组，由原始核型通过罗伯逊易位、着丝点融合

等形成其他核型(王梅林等, 2000)。如表 3 所示，石

首鱼科海洋鱼类染色体以 2n=48t、NF=48 为主，与篮

子鱼科的长鳍篮子鱼(Siganus canaliculatus)(舒琥等, 

2010)、金梭鱼科的梭鱼(Sphyraenus)(喻子牛等, 1995)

以及 科的花鲈 (Lateolabrax maculatus)(王金星等 , 

1994)等核型一致，说明海洋鱼类核型演化具有保守

性和趋同性，这可能与海洋环境的稳定以及海洋生物

染色体演化速率慢有关。本研究中，棘头梅童鱼核型

公式为 2n=48t，而 Zhang 等(2018)研究所得棘头梅童

鱼核型公式为 2n=48t(雌鱼)和 2n=46t+1m(雄鱼)，在

不同报道中同一物种的核型有所差异较为常见，例如

表 3 中列出的大黄鱼和 鱼的研究结果也有不一致

性，这说明核型演化具有多态性特点，不同地理分布、

同一物种的核型不一定相同，甚至差别显著，也可能

与实验方法和染色体存在变异有关。今后有必要收集

棘头梅童鱼不同地理群体，特别是繁殖季节成熟的

雌、雄鱼，通过不同的方法进一步分析和验证棘头梅

童鱼核型结构。 
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Karyotype Analysis of Collichthys lucidus 
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Abstract    In this study, the metaphase chromosomes of Collichthys lucidus were obtained from 

kidney tissue by the method of PHA and colchicine injection-air drying method. The experimental fishes 

were taken from Ningde coast of China. Because of their strong stress, we adjusted the drug treatment 

time (PHA: 6 h; Colchicine: 2 h, 5 h). In order to identify whether there were heteromorphic 

chromosomes, we separated the female from the male. The results showed that there were 48 

chromosomes in C. lucidus and its karyotype formula was 2n=48t, NF=48. The relative length of 

chromosome was in the range of (5.694±0.514)~(3.039±0.161), which suggested that C. lucidus was in 

accordance with the original karyotype of perciformes and the higher group of fish evolutionary taxonomy. 

Sex chromosome, satellite chromosome and secondary constrictions were not found in C. lucidus. This 

study provides basic data for cytogenetics and germplasm identification for C. lucidus. 

Key words    Collichthys lucidus; Chromosome; Karyotype 
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摘要    扇贝裙边富含蛋白质、脂质等营养成分。为了高值化利用扇贝裙边，本研究选用中性蛋白

酶、动物蛋白酶、风味蛋白酶、木瓜蛋白酶和酸性蛋白酶 5 种酶，以酶解液中游离氨基酸态氮为考

察指标，对扇贝裙边进行酶解工艺条件探讨。首先，将 5 种酶制成复合蛋白酶进行正交实验，确定

最佳酶解时间、温度、pH 及加酶量，经检验，氨基酸转化率为 77%；然后，通过实验确定 CaCl2

为最适钙源，以贝壳为原料，通过水飞法和酸法转化可制得贝壳源 CaCl2。将扇贝裙边酶解液中复

合氨基酸与来源于贝壳的钙螯合制备复合氨基酸螯合钙，以正交实验筛选出最佳螯合条件。经检验，

该螯合反应螯合率达 92%。 
关键词    扇贝裙边；脱脂；酶解；氨基酸转化率；复合氨基酸螯合钙；螯合率 
中图分类号 S985.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)04-0178-07 

扇贝隶属珍珠贝目(Pterioida)，广泛分布于世界

各个海域 (刘天红等 , 2013)。我国现在扇贝年产量

1400 万 t，占海水养殖动物总产量的 22%。扇贝裙边

是扇贝加工后的下脚料（包括扇贝边、性腺和肠腺

等），由于受现有加工技术水平的限制，尚未得到大

规模高值化利用，是亟待深度开发利用的重要海洋生

物资源(魏玉西等, 2009)。扇贝裙边蛋白质含量高，

对扇贝裙边进行酶解转变为复合氨基酸，可以提高其

生物利用率及营养价值。目前，已有学者将扇贝裙边

用于加工生产海鲜酱油、贝裙脆片和扇贝酱(严超等, 
2016)等。关于蛋白质降解制备复合氨基酸的方法一

般采用 HCl 水解法，但该法破坏某些氨基酸(如色氨

酸)，且 HCl 挥发性强，对设备的要求较高并容易污

染环境(熊竹, 2016)。因此，利用蛋白酶酶解法制备复

合氨基酸，被认为是一种更好的加工方式(桑亚新等, 
2012；宋惠平等, 2015)。 

Ca 是 人 体 必 需 的 营 养 素 ， 占 人 体 体 重 的

1.5%~2.2%，其中大部分(约 99%)以 Ca3(PO4)2 的形式

存在于骨中。中国人的饮食结构以植物性食物为主，

不足以满足人体对 Ca 的需求，需要额外补充 Ca   
(赵妍嫣等, 2011)，而且对骨骼正常生长和体内生理调

节来说，Ca 是一种非常重要矿物元素，即使膳食 Ca
摄入量足够，但是由于 Ca2+在肠道碱性环境内容易形

成沉淀(Vavrusova et al, 2014)，从而无法被小肠吸收，

因此，生物利用率较低(Bao et al, 2008)，且对胃有刺

激作用(Straub, 2007)。 
研究发现，蛋白质酶解得到的氨基酸具有较强的

Ca2+结合活性，如鸡蛋壳粉氨基酸螯合钙 (杜冰等 , 

abc
图章
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2011)、罗非鱼骨粉氨基酸螯合钙(胡振珠等, 2010)、
米渣蛋白氨基酸螯合钙(郭艳, 2006)以及文蛤氨基酸

螯合钙(郑清等, 2009)等。这类补钙剂可以促进钙离

子的生物利用度，因而 Ca 吸收率较高(丁媛媛等 , 
2017)。本研究旨在采用复合蛋白酶酶解法，将扇贝

裙边蛋白质酶解成为游离氨基酸，探索最佳酶解条

件，并进一步将酶解得到的氨基酸与无机钙离子进行

螯合制备复合氨基酸螯合钙，以提高扇贝裙边利用附

加值，为扇贝裙边作为功能性食品提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

实验用的扇贝裙边：栉孔扇贝，购自山东省青岛

市沙子口；食品级酶制剂：中性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶、动物蛋白酶，购自广西南宁庞博生物工

程有限公司；酸性蛋白酶，购自北京索莱宝生物科技

公司。分析纯级试剂：石油醚，NaOH，EDTA-Na2

自制复合酶制作过程：将中性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶、动物蛋白酶和酸性蛋白酶按等质量均匀

混合后，放于 4℃冰箱直至使用。 

1.2  仪器与设备 

索氏脂肪抽提器；PHS-3C pH 计，上海雷磁仪器

厂；GL-20G-II 冷冻离心机，上海安亭科学仪器厂；

真空冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；

SYKAM全自动氨基酸分析仪 S-433D，SYKAM公司，

德国；K9840 全自动凯氏定氮仪，济南海能科技有限

公司。 

1.3  方法 

1.3.1  贝壳为钙源的 CaCl2 制备    将扇贝壳刷洗干

净，先以 0.05 mol/L HCl 浸泡 2 h，以自来水充净后

粉碎至 60~80 目，水飞法除去密度大的部分后烘干得

钙源贝壳粉。取适量钙源贝壳粉，先加适量 HCl 使贝

壳粉完全溶解，再继续加钙源贝壳粉至加入的贝壳粉

不再溶解为止。过滤，将滤液经浓缩、酒精沉淀、烘

干即得贝壳源氯化钙(魏玉西等, 2013)。 
1.3.2  氨基酸态氮的测定     甲醛滴定法(杨佩荣 , 
2003)；总氮(粗蛋白)的测定：凯氏定氮法(杨佩荣 , 
2003)；pH 测定：pH 酸度计；钙离子的测定：EDTA
滴定法(金其荣等, 1989)；粗脂肪的测定：索氏抽提

法(GB 5009.6-2016)。氨基酸分析方法：茚三酮法(GB 
5009.124-2016)。 

1.4  工艺优化实验 

1.4.1  扇贝裙边的预处理    新鲜的扇贝裙边去杂

后加入 2 倍体积蒸馏水煮沸 5 min，沥干并于 96℃干

燥 6 h，粉碎，过 100 目筛，即得均匀扇贝裙边粉末。 
1.4.2  裙边粉末的脱脂     参考罗舜菁等(2017)、 
郑建明等(2017)方法并加适当改进。取 3 份、每份 10 g
扇贝裙边粉，各加入 100 ml 无水乙醇，60℃恒温水

浴摇床 6 min，抽滤，重复 2 次，过滤、晾干即得脱

脂后的扇贝裙边粉末。脂含量测定结果取平均值。 
1.4.3  酶解工艺流程    酶解工艺参魏玉西等(2009)
并加适当改进。将脱脂后的扇贝裙边粉末加入 20 倍

体积的蒸馏水，加入自制复合酶进行正交酶解实验。

酶解完毕以后，立即升温至 100℃灭酶 5 min，冷却

至室温以后，3500 r/min 离心 30 min，上清液即为酶

解液。测定酶解液中氨基酸态氮含量并计算氨基酸转

化率(杨佩荣, 2003)。 
1.4.4  螯合钙制备工艺流程    首先对螯合钙的钙

源的选择进行了优化，最后确定以贝壳粉制备的

CaCl2 为最优钙源，然后对螯合过程的时间、pH 及温

度因素进行了单因素和正交实验的优化，用 EDTA 滴

定法测螯合率最终，确定了最优的螯合工艺。 
1.4.5  氨基酸组成分析    分别取扇贝裙边粉末、酶解

液和复合氨基酸螯合钙样品，采用 SYKAM 全自动氨基

酸分析仪 S-433D 进行氨基酸组成分析(付萍等, 2016)。 

2  结果与分析 

2.1  脱脂效果分析 

扇贝裙边脱脂结果见表 1。经脱脂处理以后，扇

贝裙边粉末脂肪含量明显降低，有利于下一步酶解，

并且腥臭味消失，呈现出扇贝固有的鲜甜味。 

2.2  正交实验结果 

正交实验选取时间、加酶量、温度和 pH 4 个因

素(刘淇等, 2013)，通过预实验确定正交实验的因素

和水平，进而进行正交实验。自制蛋白酶正交设计因

素与水平排列见表 2，正交实验结果见表 3。总体来

说，酶解 pH 的影响最主要，其次是酶解温度，而酶

解时间和加酶量影响较小，实验结果与魏玉西等(2009)
的研究结果相吻合。根据正交实验的结果，最后确定

最佳酶解条件为：添加扇贝裙边粉末量 0.15%(w/w)
自制复合蛋白酶，介质 pH=8，温度 65℃，酶解 7 h
后在 100℃水浴加热 10 min 灭酶，即得到复合氨基酸

酶解液，氨基酸转化率达 77%。 
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表 1  脱脂次数与样品脂肪含量 
Tab.1  Degreasing times and sample fat content (%) 

材料 Raw material 
未脱脂裙边粉 

Non-degreasing  
scallop skirt powder 

1 次脱脂裙边粉 

One time of degreasing  
scallop skirt powder 

2 次脱脂裙边粉 

Two times of degreasing  
scallop skirt powder 

脂肪含量 Fat content 16.60 2.10 0.55 
 

表 2  蛋白酶正交设计因素与水平排列 
Tab.2  Protease orthogonal experimental design 

因素 Factors 
水平 

Levels A 酶解时间 
Enzymolysis time (h) 

B 酶解温度  
Enzymolysis temperature(℃) 

C 酸碱度 
pH 

D 加酶量  
Enzyme dosage(%) 

1 5 55 6 0.05 

2 6 60 7 0.10 

3 7 65 8 0.15 
 

表 3  蛋白酶正交实验方案及结果分析 
Tab.3  Orthogonal experiment design and results 

酶解条件 Conditions of enzyme hydrolysis 氨基酸转化率 Amino acid conversion rate (%) 

A B C D 实验号 
No. 

1 2 3 4 
第 1 次 

First time 
第 2 次 

Second time 
第 3 次 

Third time 

1 1 1 1 1 72.55 72.50 72.55 

2 2 2 1 2 75.25 75.20 75.25 

3 3 3 1 3 76.65 76.65 76.60 

4 2 1 2 3 75.25 75.25 75.30 

5 3 2 2 1 77.05 77.05 77.10 

6 1 3 2 2 76.50 76.50 76.55 

7 3 1 3 2 76.55 76.50 76.60 

8 1 2 3 3 76.55 75.55 76.50 

9 2 3 3 1 75.75 75.75 75.70 

均值 1 K1 74.817 74.783 75.200 75.117    

均值 2 K2 76.267 76.283 75.417 76.100    

均值 3 K3 76.283 76.300 76.750 76.150    

极差 R 1.466 1.517 1.550 0.973    
 

2.3  螯合因素分析 

2.3.1  钙源的选择    不同钙源参与的鳌合反应螯

合率见表 4。由表 4 可见，5 种不同钙源对螯合率的

影响差别较大，其中 CaCl2 参与螯合反应螯合率最高

(达 89%)。因此，本研究螯合反应选用 CaCl2 为钙源。

这与文献(甘林火等, 2008)所报道的结果一致。同时为

增加贝可利用度，选用贝壳为原料制备 CaCl2。将扇贝

壳刷洗干净，先以 0.05 mol/L HCl 浸泡 2 h，以自来水

充净后粉碎至 60~80 目，水飞法除去密度大的部分

后，烘干得钙源贝壳粉。取适量钙源贝壳粉，先加适

量 HCl 使贝壳粉完全溶解，再继续加钙源贝壳粉至 

表 4  钙离子与螯合率的关系 
Tab.4  Relationship between calcium and chelation rate (%) 

钙离子来源 Source of calcium ion 螯合率 Chelation rate 
Ca(OH)2 57 

CaCl2 89 
CaCO3 38 

Ca(C6H11O7)2 65 
C6H10CaO6 33 

 
加入的贝壳粉不再溶解为止。过滤，将滤液经浓缩、酒

精沉淀、烘干即得贝壳源 CaCl2。经实验证明，经该方

法制备的 CaCl2 的鳌合率，与分析纯级 CaCl2 效果相同。
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因此，以下鳌合实验均使用贝壳 CaCl2 为钙源。 
2.3.2  螯合反应单因素实验结果    鳌合反应单因

素实验结果见图 1、图 2 和图 3。可见，鳌合过程的

最佳温度为 40℃，最佳时间为 40 min，超过 40 min
以后，鳌合率下降，最佳 pH 为 9。 

 

 
 

图 1  反应时间对螯合率的影响 
Fig.1  The effect of time on the chelation rate 

 

 
 

图 2  温度对螯合率的影响 
Fig.2  The effect of temperature on the chelation rate 

 

 
 

图 3  pH 对螯合率的影响 
Fig.3  The effect of pH on the chelation rate 

 
2.3.3  螯合反应正交实验结果    螯合反应正交设

计因素与水平排列见表 5，正交实验方案及结果见  
表 6。由表 6 可见，反应时间和介质 pH 对螯合率的

影响最主要，而温度影响最小。具体地说，最佳螯合

反应条件：反应温度为 40℃，反应时间为 40 min，
介质 pH 为 9。在此最佳工艺条件下进行螯合反应，

螯合率可达 92%。 

2.4  氨基酸组成分析 

扇贝裙边粉末中含有丰富的氨基酸，且含有 7 种

人体必需氨基酸(魏玉西等, 2009)。本研究就扇贝裙

边粉末、扇贝裙边粉末酶解液以及复合氨基酸螯合钙

进行了氨基酸组成及含量测定，结果见表 7。由表 7
可见，在扇贝裙边粉末酶解液中，末中含有较多谷氨

酸和天冬氨酸，因此酶解液有浓郁的鲜味。选用贝壳

制备的 CaCl2 为钙源，进一步提升了扇贝的利用度，

降低了生产成本。由于酸性氨基酸(天冬氨酸和谷氨

酸)更容易与钙离子进行螯合(Liu et al, 2013)，在复合 
 

表 5  螯合反应正交实验设计因素与水平排列 
Tab.5  Factors and levels arrangement of  
chelation orthogonal experimental design 

因素 Factors 
水平

Levels
A 酶解温度 
Enzymolysis 

time (℃) 

B 酶解时间 
Enzymolysis  

temperature(h) 

C 酸碱度 
pH 

1 30 20 8 

2 40 30 9 

3 50 40 10 

 
表 6  螯合反应正交实验结果 

Tab.6  Chelating reaction orthogonal  
experimental design and results 

酶解条件 
Conditions of  

enzyme hydrolysis 

实验结果 
Result of  

orthogonal design (%) 
A B C 

实验号 
No. 

1 2 3 

第 1 次
First 
time 

第 2 次
Second 

time

第 3 次
Third 
time

1 1 1 1 77 76 77 

2 2 2 1 85 84 84 

3 3 3 1 83 84 83 

4 2 1 2 84 83 82 

5 3 2 2 90 90 89 

6 1 3 2 85 86 85 

7 3 1 3 79 79 78 

8 1 2 3 80 82 81 

9 2 3 3 88 87 86 

均值 1K1 81.667 80.000 80.667       

均值 2K2 86.333 85.000 85.667       

均值 3K3 82.333 85.333 84.000       

极差 R 4.666 5.333 5.000       

R2 20800 20747 20732       
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表 7  氨基酸组分及含量分析 
Tab.7  Analysis of amino acid composition and content 

氨基酸所占百分比 
Percentage of amino acids 

氨基酸 
Amino acids  扇贝裙边

Scallop 
skirt 

酶解液 
Hydrolysate 

螯合钙 
Chelate 
calcium 

天冬氨酸 Asp 10.61 10.98 22.23 

苏氨酸 Thr 4.84 1.54 3.48 

丝氨酸 Ser 4.92 5.41 10.76 

谷氨酸 Glu 15.72 20.32 33.87 

甘氨酸 Gly 9.40 3.64 9.97 

丙氨酸 Ala 5.92 2.39 3.21 

胱氨酸 Cys 0.36 11.67 0.70 

缬氨酸 Val 4.92 0.39 2.37 

甲硫氨酸 Met 0.41 0.89 0.69 

异亮氨酸 Ile 4.81 0.57 1.53 

亮氨酸 Leu 7.84 0.58 1.60 

酪氨酸 Tyr 3.39 0.62 0.42 

苯丙氨酸 Phe 4.06 0.97 0.84 

组氨酸 His 3.22 7.17 4.32 

赖氨酸 Lys 6.75 15.48 3.83 

精氨酸 Arg 7.23 12.86 1.95 

脯氨酸 Pro 5.58 0.17 3.90 

注：色氨酸未测 
Note: Tryptophan is not detected 

 
氨基酸螯合钙产品中，酸性氨基酸的含量相对于酶解

液进一步提升，使天冬氨酸由 10.89%上升到 22.23%，

谷氨酸由 20.32%上升到 33.87% ，因而使得复合氨基

酸螯合钙产品有较显著的鲜味；但对于碱性氨基酸，

如精氨酸、赖氨酸和组氨酸来说，因它们不易与钙离

子进行螯合，所以在复合氨基酸螯合钙产品中其含量

均有所下降；对中性氨基酸来说，在复合氨基酸螯合

钙产品中的含量均无较大改变。 

3  结论 

本研究采用多种蛋白酶，对扇贝裙边进行复合蛋

白酶酶解，采用正交实验设计进行优化酶解条件，使

最终氨基酸转化率达到 77%，较目前所报道的酶解条

件(Choi et al, 2012)有更高的氨基酸转化率，且复合氨

基酸中含有较多人体必需氨基酸。因为氨基酸的羧基

存在钙离子结合能力(Bao et al, 2008)，在酶解之后将

氨基酸酶解液与来源于贝壳的无机钙离子进行螯合，

制备复合氨基酸螯合钙，通过优化螯合反应条件，最

终使螯合率达到 92%，该产品可以提高人体对钙离子

的生物利用率(Hou et al, 2015; Jeon et al, 2010)。因

此，本研究结果不仅高值化利用扇贝裙边，将其中氨

基酸游离出来并转化为复合氨基酸螯合钙，而且利用

贝壳将其中钙质作为复合氨基酸螯合钙的钙源，将扇

贝加工废弃物变废为宝，生产出的复合氨基酸螯合钙

不仅具有补钙功能，而且具有鲜美的味感，可以作为

补钙剂或功能性调味品食用。这对提高扇贝加工下角

料的附加值，同时也为我们高值化利用其他水产加工

废弃物、减少环境污染，促进蓝色经济的可持续健康

发展提供了新的思路和方法。 
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Study of the Preparation of Compound Amino Acid-Chelated  
Calcium by Protease Hydrolysis of Scallop Skirts 

JIAO Kui1, GAO Xiang1, YU Jia1, WEI Yuxi1①
, GAO Jie1,  

ZHANG Xuemei1, WANG Jinmei2, LI Yujin2 
(1. School of Life Sciences, Qiingdao University, Qingdao  266071; 2. Rongcheng Taixiang Food Co. Ltd, Rongcheng  264309) 

Abstract    Scallop skirts are by-products of scallop processing that are rich in nutrients such as 
proteins and lipids. Owing to the limitations of the existing processing technology, they have not been 
used on a large scale and are not currently of much value. In this study, to effectively utilize the scallop 
skirt, neutral protease, animal-complex protease, flavor protease, papain, and acidic proteinase were used 
to hydrolyze the scallop skirt. The free amino acid nitrogen content in the hydrolysate was used as an 
indicator for optimized reaction conditions. First, alcohol was used to degrease the scallop skirt, which 
increased the degree of enzymatic hydrolysis. Subsequently, single-factor experiments were performed on 
five enzymes to select the optimize enzymatic hydrolysis time, temperature, pH, and enzyme dosage. 
Subsequently, orthogonal experiments were performed to determine the optimum hydrolysis conditions 
for the five enzymes. The results showed that the amino acid conversion rate of the hydrolysate prepared 
under the optimum hydrolysis conditions was as high as 77%. In previous studies, calcium chloride was 
determined to be the most suitable calcium source. The scallop shell was used as a raw material to obtain 
calcium chloride by acid treatment and water flying, and then calcium chloride was mixed with compound 
amino acids in the hydrolysate to prepare complex amino acid-chelated calcium. The calcium ion content 
in the chelated calcium was chosen as an index; subsequently, single factor experiments were performed 
to determine the time, temperature, and pH of the chelation process. The optimum chelating conditions 
were screened by an orthogonal experiment. A chelation rate of up to 92% was obtained in the final 
products. The compound amino acid-chelated calcium not only functions as a calcium supplement, but 
also has a delicious taste; it can be used as a calcium supplement or functional condiment. Our findings 
will assist in achieving additional value from scallop-processing waste, and also provide us with novel 
insights and methods for high-value utilization of other aquatic processing waste. 
Key words    Scallop skirts; Degrease; Enzymatic hydrolysis; Amino acids conversion rate; Amino acid 
chelated calcium; Chelation rate 
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