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基于 GNOME 的溢油污染渔业资源损失评估* 
毕研军 1  刘心田 2  宋协法 1①  董登攀 1 

(1. 中国海洋大学水产学院海洋渔业系  青岛  266003；2. 威海市渔业技术推广站  威海  264200) 

摘要    基于 GNOME 溢油模型模拟“世纪之光”轮沉没溢油事件的漂移轨迹和扩散分布。采用 FVCOM
水动力模型模拟建立潮流场，与《潮汐表》的结果基本吻合。采用美国国家环境预报中心(NCEP)的环境

预报系统再分析资料(CFSR)的风场，通过 GNOME 溢油模型进行数值模拟，得出最小遗憾轨迹跟最佳预

测区域，并采用泰森分析法进行污染面积分析。结果显示，将 21 h 的模拟结果与 MODIS 遥感监测数据

对照发现，漂移位置基本吻合。参照各种渔业资源的评估标准、海洋生态损害和损失补偿评估的方法，

将模拟结果与拖网调查数据相结合，分别计算出游泳动物直接经济损失为 6.1 万元，渔业资源 4 d 内的

直接损失为 51.29 万元，得出“世纪之光”轮 4 d 内的溢油损失已达到了 211.26 万元。本研究将数值模

拟方法与渔业资源的评估相互联系，不通过现场观测就可以对渔业资源的损失进行估算。GNOME 溢油

模型可以运用于类似的溢油事故溢油轨迹和扩散的快速预报，为溢油事故应急响应提供了参考。 
关键词    GNOME；溢油；渔业资源；损失评估 
中图分类号 S932.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0001-10 

随着我国经济的不断发展，海上运输逐渐增多，

特别是石油运输导致海洋船舶溢油事故逐渐增多。石

油泄漏进入海洋，导致海洋生态环境遭到破坏，不仅

影响浮游植物群落(宋广军等, 2016)及其他海洋生物，

在养殖区还会影响养殖生物的产量和品质，进而影响

人类的健康，海洋船舶溢油事故已经引起了广大人民

的普遍关注。 
由于海洋船舶溢油事故发生的地点、时间不同，

在溢油事故发生后，很难准确地鉴定溢油的范围。对

于事故发生后渔业资源等方面的评估工作、恢复工作

也带来了不小的难题。自 1950 年开始，有大批国内

外学者更新研究和改进溢油模型的运算过程，在水动

力的基础上研究开发了不同类型、不同功能的溢油模

型。溢油模型发展可分为第 1 代、第 2 代、第 3 代模

型(Alan et al, 2012)。国外对溢油行为及其归宿预报的

研究发展较早，比较有代表性的是 Fay(1969)提出的

惯性力、粘性力和表面张力 3 个阶段理论；Shen 等

(1987)基于欧拉法提出了模拟油膜在水表面漂移的

ROSS 模型；汪德胜等(1996)在 ROSS 模型的基础上

建立了油在河流中漂移的 ROSS2 双层数学模型。 
20世纪80年代中期，ASCE Task Committee (1996)

研究开发出了“油粒子”模型；瞿波等(2009)运用f Bm
模型研究海上污染物的运动规律；郭为军(2011)在模

拟大连附近海域“阿提哥”号油轮溢油事故中运用   
f Bm模型模拟，其模拟结果和卫星观测数据相吻合；

郭为军(2007)采用POM普林顿海洋模型作为流场模

拟海洋溢油。其他运用到溢油当中的模型还有油–水两

相双流体模型(沈永明等, 1992)、单组份溢油风化模

型(Blokker, 1964)、IKU风化模型(Stiver, et al, 1984)、
OSIS风化模型(Leech et al, 1993)、ADIOS风化模型

abc
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(Lehr et al, 1992)、Navy模型(Webb et al, 1970)、
OSCAR模型(Mark et al, 1999)、OILMAP模型(孙俊等, 
2002)、GNOME模型和FVCOM水动力模型(陈波昌等, 
2013)等。 

本研究参照丁东生等(2016)的方法，以 GNOME 
(General NOAA Operational Modeling Environment)溢
油模型为基础，在 FVCOM 模拟的流场与美国国家环

境预报中心(NCEP)的环境预报系统再分析资料的风

场条件下，对“世纪之光”轮溢油事故进行数值模拟，

并通过遥感数据进行验证。确定污染范围之后，通过

渔业资源评估的技术方法，结合数值模拟确定渔业资

源的损失，从溢油检测到资源评估形成业务化体系。 

1.  材料与方法 

1.1  GNOME 溢油模型 

GNOME 是免费提供溢油轨迹预测的专业溢油

模型，模型由 HAZMAT(NOAAO R & R, 美国)危险

品应急反应部门研究开发(张彩霞, 2013)。GNOME 模

型包含标准模式、GIS 输出模式和诊断模式，可以通

过 GNOME 模型的诊断模式对风场、流场及其他影响

因素进行设定，预测溢油的最佳轨迹。通过设置流场、

风场的不确定性对轨迹进行最小遗憾预测(90%置信

区间分布)。 
模型中通过设置岸线数据(地图数据)、流场数

据、风场数据、溢油位置、溢油污染物类型、某些特

殊环境因素等条件，对 GNOME 模型进行控制。黑色

点为最佳预测区域油粒子分布，红色点为不确定性因

素存在造成的最小遗憾轨迹粒子分布，流场数据与风

场数据合成漂移速度。之后，将 GNOME 模型输出数

据使用导入工具导入 Arcgis 中与地图进行整合，画图，

再进行进一步的分析。 

1.2  FVCOM 水动力模型 

FVCOM (Finite Volume Coast and Ocean Model)
模型是一套结合溢油预报的原始方程组、三角形网格

划分等多功能海洋水动力模型 (杨红等 , 2013)。与   
2 种常用的解决大洋环流模型(有限差分方法、有限元

方法)相比，具有精度高、运行简单、边界容易拟合、

计算简便、几何灵活等优点。FVCOM 模型通过离散

控制方程，以三角形网格为单位元，在三角形网格中

结合数学计算方法，进行积分方程的求解。FVCOM
模型还包括了三维拉格朗日粒子追踪模型、生物模

型、沉积模型、海冰模型等。本研究运用 FVCOM 水

动力模型对黄、渤海地区的潮流进行数值模拟，将模

拟的潮流带入 GNOME 模型中进行溢油模拟。 

1.3  遥感应用 

遥感技术是 20 世纪 60 年代开始逐渐发展的一种

探测技术，它作为海洋环境监测的一种重要的手段，

已经得到了很好的发展和应用。 
本研究采用 NASA 提供的 MODIS L1B 数据。

MODIS 作为一种中高分辨率的卫星传感器，其通道

较多，遥感影像有 250、500 和 1000 m 共 3 种空间分

辨率，有 36 个离散光谱波段，其中，2 个波段分辨

率为 250 m，5 个波段为 500 m，29 个波段为 1000 m。

光谱范围宽为 0.4(可见光)~14.4 µm(热红外)。本研究

主要对 MODIS 影像进行选取、处理、增强等，将处

理后带有溢油信息的影像与 GNOME 模拟的溢油位

置进行对比。 

1.4  渔业资源评估办法 

根据沈新强等(2014)的方法，以近 3 年事故发生

前张网捕捞产量和面积为估算依据，参照各类标准的生

物损失率对溢油事故进行评估；丁东生等(2016)通过数

值模拟的方法确定溢油面积，通过《山东省海洋生态损

害赔偿和损失补偿评估方法》(DB37/T 1448-2009)对各

区域、各类海洋生物生物量的估算，并对渔业资源进

行了评估计算；牙韩争等(2014)参照曹妃甸某次生物

体密度调查的数据，确定鱼卵、仔鱼死亡率，对污水

排海污染造成的鱼卵、仔鱼进行了评估。 
1.4.1  调查采样    调查数据选自“908”专项项目

中国海洋大学的拖网调查数据。游泳动物调查网口宽

度为 47 m。每站拖网时间为 1 h，平均拖速为 3 kn。
采用保温箱和冰进行样品的保存。鱼卵、仔稚鱼调查

采用口径为 80 cm、长为 270 cm、筛绢孔径为 0.505 mm
的大型浮游生物网进行水平拖曳取样，每次拖网

10 min，拖网速度约为 2 kn。样品采用 5%福尔马林

溶液固定，带回实验室进行鉴定和分析。在调查海区

共布设 16 个站位，站位设置见图 1。游泳动物资源

密度计算采用公式如下： 

/ ( )D C a q   

式中，D 为游泳动物资源密度(kg/km2)； C 为平

均每小时拖网渔获量(kg/net·h)；a 为每小时的拖网面

积(km2/net·h)；q 为可捕系数。可捕系数依据《渔业

污染事故经济损失计算方法》(GB/T21678-2008)。 
鱼卵、仔稚鱼密度的计算采用滤水体积法。计算

公式如下： 
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式中，V 为鱼卵、仔稚鱼分布密度(粒/m3，尾/m3)；
N 为平均每网鱼卵、仔稚鱼数量(粒/尾)；S 为网口面

积(m2)；L 为水平拖网距离，垂直拖网为绳长(m)。 
1.4.2  游泳动物经济损失    根据《山东省海洋生态

损害赔偿和损失补偿评估方法》(DB37/T 1448-2009)
对山东近海 4 个海域的划分，即山东半岛北部海域、

山东半岛南部海域、莱州湾及渤海湾南部海域和海州

湾海域。“世纪之光”轮的溢油地点属于山东半岛北

部海域，取山东半岛北部海域浮游动物的单位生物量

为 510 kg/km2。参照“908”专项项目中国海洋大学

于 2006 年 7 月 30 日~8 月 30 日的拖网调查数据，鱼

类、甲壳类和头足类的单位生物量分别为 2684.721、
25.121 和 53.334 kg/km2。计算公式如下： 

游泳动物损失量=事发前渔业资源密度×污染面

积×损失率 

游泳动物直接经济损失=当地水产市场价格×渔

业资源损失量 
1.4.3  鱼卵、仔稚鱼经济损失    参照中国海洋大学

的拖网调查数据，鱼卵的单位生物量为 0.0306 粒/m3，

仔鱼的单位生物量为 0.0274 尾/m3，参照类似事故中

污染海区密度，鱼卵的单位生物量为 0.0029 粒/m3，

仔鱼的单位生物量为 0。根据《建设项目对海洋生物

资源影响评价技术规程》(SC/T 9110-2007)中对于污

染事故中鱼卵和仔稚鱼折算成鱼苗的折算比率，鱼卵

生长成商品鱼苗的成活率按照 1%计算，仔稚鱼生长

成商品鱼苗的成活率按照 5%计算。 
运用计算公式： 
鱼卵、仔稚鱼损失量=(对照海区密度–污染海区

密度)×污染面积 
鱼卵、仔稚鱼直接经济损失=当地商品苗市场价

格×损失量 

 

 
 

图 1  调查站位分布 
Fig.1  Survey station distribution 
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2  结果与分析 

2.1  案例概况 

2010 年 5 月 2 日 05:23，香港籍货轮“世纪之光”

(Bright Century)轮与利比里亚籍货轮“海盛” (Sea 
Success)轮在山东威海成山头以东海域(37°38.45′N，

123°7.54′E 附近)发生碰撞(图 2)，导致“世纪之光”

轮沉没。事故造成“世纪之光”轮大量燃料油外泄，

对事故海域产生了污染。15:30 左右观测到黑色油污

(呈灰、蓝、褐色)从沉船处间断性的泄漏至海面，推

测为重质原油。事发时，该轮上存有油类污染物为

546.4 m3。沉船点实际水深为 65 m，溢油区域平均水

深为 60 m。 
 

 
 

图 2  “世纪之光”轮溢油点 
Fig.2  Oil spill point of “Century Light” 

 

2.2  水动力模型的建立与验证 

溢油模型的流场由 FVCOM 模拟获得。模型设置

初始时间为 2010 年 4 月 30 日 15:30，模拟时间为 6 d，
将模拟后 4 d 的输出结果进行分析。模型网格覆盖范 

围为 117.5°~127°N，34°~41°E，其中，网格顶点个数

为 9814 个，网格个数为 18700 个，AB 之间的直线为

开边界线，考虑到开边界的影响，设置 59 个开边界

点。开边界点的时间和水位由美国俄勒冈大学提供的

4 个分潮(M2, S2, K1, O1)调和分析得到，网格划分见

图 3。插值水深数据后，最大水深为 111.4 m，最小

水深为 1 m。 
 

 
 

图 3  黄、渤海海域网格划分 
Fig.3  Mesh division of the Yellow Sea and Bohai Sea 

 
经过 4 d 模拟得到流速流场数据。末时刻的水深

数据、流场数据、水位起伏数据见图 4。从图 4 可以

看出，末时刻最大水深为 111.4 m，最小水深为 1 m，

平均水深为35.24 m；u向流速在 5.49～–2.56 m/s之间，

平均 u 向流速为 0.01 m/s，v 向流速在 2.56～–2.88 m/s
之间，平均 v 向流速为–0.10 m/s。 

将 FVCOM 模拟末时刻的潮流与国家海洋信息

中心编辑的 2010 年《潮汐表》第 1 册鸭绿江口至长

江口数据相对比，验证点见图 5。从图 5 可以看出，

验证点选择离事故发生较近的 A 点，选取模拟最后 1 d 
 

 
 

图 4  第 4 天水深流场分布和水位起伏 
Fig.4  Water depth distribution velocity distribution and water level fluctuation on the fourth day 
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图 5  潮流验证点  
Fig.5  Current verification point 

 
内数据进行比较。验证点的信息见表 1。从表 1 可以看

出，FVCOM 的模拟结果与《潮汐表》的数据比较接

近，普遍略高于《潮汐表》，说明了 FVCOM 模拟潮

流的可靠性。 

2.3  溢油模型参数的设置与分析 

采用GNOME模型的诊断模式，FVCOM模型得到

的流场、风场采用美国国家环境预报中心(NCEP)的
环境预报系统再分析资料(CFSR)，设置GNOME的参

数。“世纪之光”轮溢油点开始扩散时间为2010年5
月2日15:30，油的类型为重质原油，重质原油密度约

为0.92 g/cm3，溢油量约为503 t，用1000个“Splots”
来表示，油的扩散系数为105 cm2/s，油膜再漂浮期为   
1 h；流场扩散不确定比例设置为水平、垂直各10%；

步长为15 min。钱琴等(2018)研究表明，在模拟湄公

湾溢油事故发生12 h内溢油扩散最快，并模拟12 h来
预测溢油影响范围；李怀明等(2014)模拟山东蓬莱

19–3事故时，模拟72 h时与实际溢油范围接近；杨红

等(2013)在模拟长江口锚地设置模型模拟时间为4 d
内，对漂移轨迹和溢油量变化进行分析。参考其模拟 

时间及遥感影像提取油膜的清晰程度确定模拟时间

为4 d。GNOME模型输出结果包括最佳轨迹预测和最

小遗憾预测。分别输出24、48、72、96 h的油粒子分

布见图6。 
从 4 d 的模拟结果来看，溢油扩散主要受风场和

流场的影响，其中，流场占主导作用。在这 4 d 中，

油膜面积逐渐扩大。将模拟第 21、96 小时的溢油轨

迹数据通过 GNOME Import Tool vs 4.0 软件导入

Arcgis 中。根据 Galt 等(1996)提出将某个时刻的油粒

子空间位置信息转化成相对油浓度分布的方法。把油

粒子的分布空间使用泰森分析法，将其转化为泰森多

边形，每个泰森多边形中只有 1 个油粒子，根据油粒

子所占的泰森多边形的面积来计算油粒子的相对浓

度(即单位面积内的油粒子个数)。多边形的面积越小，

说明该区域油粒子越密集，其密度也越大；相反油粒

子越疏散，其密度也越小。此分析最佳预测区域时，

将大于最大密度的 16%的区域定义为重油密度区域，

将密度大于最大密度 4%且小于最大密度 16%的区域

定义为中油密度区域，将密度大于最大密度 1%且小

于最大密度 4%的区域定义为轻油浓度区域。Galt 等

(1996)在分析存在不确定性因素的最小遗憾预测轨迹

时，将密度大于最大密度 1‰的区域定义为 90%置信

的溢油范围。根据这种方法分别得到 21、96 h 不同油

密度区域分布图和 90%置信区间最小遗憾预测的溢

油范围(图 7 和图 8)。 
从图 7a 和图 8a 可以看出，黑色为重油密度区域，

深灰色为中油密度区域，浅灰色为轻油浓度区域。从

图 7b 可以看出，粉红色为 90%置信区间溢油污染区

域。其中，21 h 重油密度区域面积为 0.05 km2，中油

密度区域面积为 0.67 km2，轻油浓度区域面积为

1.13 km2，总污染面积为 1.85 km2；90%置信区间区域

面积为 314.89 km2。从图 8b 可以看出，96 h 重油密度

区域面积为 3.37 km2，中油密度区域面积为 11.63 km2，

轻油浓度区域面积为 9.89 km2，总污染面积为 24.89 km2； 
 

表 1  FVCOM 潮流验证 
Tab.1  FVCOM Current verification 

流速 
Velocity of flow (m/s) 

流向 
Flow direction (°) 验证点

Point 
站位名称 

Name 
站位坐标 
Coordinate 

验证时刻
Time 潮汐表 

Tide table
模拟值 

Analog value 
潮汐表 

Tide table 
模拟值 

Analog value
05:20 0.67 0.71 163 163 
11:43 0.57 0.54 343 340 
17:51 0.46 0.51 163 165 

A 成山角 
Chengshanjiao 

37°25.10′N， 
122°44.00′E 

23:58 0.57 0.58 343 345 
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图 6  96 h 内油粒子分布  
Fig.6  Oil particle distribution within 96 hours 

 

 
 

图 7  21 h 最佳预测区域和最小遗憾轨迹  
Fig.7  The smaller best guess area and the minimum regret trajectory in 21 hours 

 
90%置信区间区域面积为 41575.56 km2。 

2.4  MODIS 遥感验证 

由于在“世纪之光”轮溢油发生之后的几天里云

较多，云层较厚，采用由 NASA 提供的 2010 年 5 月

3 日 04:55 的 MODIS L1B 数据。使用 ENVI 5.3 软件

对数据进行预处理，包括“蝴蝶结”现象去除、几何

校正、大气校正等。通过直方图均衡化和高斯对比度

拉伸处理，调节图像灰度值、对比度。根据侯懿峰

(2012)研究结果可以看出，在平均反射率上，轻油种 

大于洁净海水，轻油种在 MODIS 大部分通道中，遥

感影像表现为较亮区域；而平均反射率上重油种(重
柴油、大庆原油等)大于洁净海水，重油种在遥感影

像中为较暗区域。“世纪之光”轮溢油属于重油种，

在遥感影像中为较暗区域，即为溢油区域。提取油膜

信息导入 Arcgis 中处理。遥感数据与 GNOME 的模

拟结果相对照见图 9a。 
从图 9b 可以看出，黑色的点状轨迹为 GNOME

模拟的最佳预测轨迹点，红色点为 GNOME 最小遗憾

轨迹点，蓝色区域为从遥感 MODIS 数据中提取的油 
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图 8  96 h 最佳预测区域和最小遗憾轨迹  
Fig.8  The smaller best guess area and the minimum regret trajectory in 96 hours 

 

 
 

图 9  MODIS 遥感影像和溢油范围对比 
Fig.9  MODIS remote sensing image and oil spill range comparison 

 
膜轨迹。与 GNOME 模拟结果相比，遥感提取的油膜

面积比最佳预测轨迹要大，与最佳预测轨迹的位置相

吻合，但又略有不同，说明实际油膜在扩散漂移过程

中，受到了很多不确定因素的影响，导致它并不能达

到最佳的预测轨迹位置；但其处在 GNOME 的最小遗

憾轨迹范围之内，说明 GNOME 的模拟结果比较准确

可靠，可以反映溢油事故发生后油膜扩散漂移的走向。 

2.5  渔业资源损失 

根据 GNOME 模拟 4 d 的溢油范围以及《渔业水

质标准》(GB11607-1989)中对油类污染物浓度要求，

确定第 4 天油类污染物超过 0.05 mg/L 的污染范围为

24.89 km2，污染水深按照 1.5 m 计算。  
根据游泳生物对污染物的回避反应，参照《山东

省海洋生态损害赔偿和损失补偿评估方法》对油污染

的要求，鱼类损害系数为 0.2~0.4，无脊椎动物损害

系数为 0.3~0.6，浮游动物损害系数为 0.5~0.8，底栖 

天然动物损害系数为 0.2~0.8。由于此次污染事故比

较严重，取鱼类损害系数为 0.4，无脊椎动物(甲壳类、

头足类)损害系数为 0.6，浮游动物损害系数为 0.8。
根据中国海洋大学的拖网调查数据，渔获物种类共

13 种 ， 包 括 日 本 鳀 (Engraulis japonicus) 、 鲐 鱼

(Scomber japonicus) 、 蓝 点 马 鲛 (Scomberomorus 
niphonius)、黄条 (Seriola aureovittata)、太平洋鲱鱼

(Clupea pallasi)等。其中，鱼类 11 种，分布隶属于 5
目 11 科 11 属，占渔获种类的 84.62%；甲壳类 1 种，

为太平洋磷虾(Euphausia pacifica)，没有蟹类，占渔

获种类数的 7.69%；头足类 1 种，为太平洋褶柔鱼

(Todarodes pacificus)，占渔获种类数的 7.69%。根据

2010 年山东威海市各种类的市场价格，经济鱼类平

均市场价格为 18 元/kg；甲壳类市场价格为 18 元/kg；
头足类市场价格为 25 元/kg。鱼卵、仔鱼经济损失计

算过程、渔业资源直接经济损失计算过程见表 2 和表 3。 
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表 2  鱼卵、仔鱼经济损失评估 
Tab.2  Economic loss assessment of fish eggs and larvae 

项目 Items 鱼卵 Fish eggs 仔鱼 Fish larvae 
单位生物量 Unit biomass 0.0277 (cell/m3) 0.0274(ind./m3) 

损害系数 Impairment ratio 1 1 
单位受损生物量 Unit biomass of the impaired 0.0277 (cell/m3) 0.0274 (ind./m3) 

污染体积 Contaminated volume (km3) 0.037 0.037 
转化率 Conversion rate (%) 1 5 

受损生物量 Biomass of the impaired (ind.) 10249 50690 
单价 Price (yuan/ind.) 1.0 1.0 

经济损失 Economic losses (yuan) 10249 50690 
损失总计 Total loss (yuan) 61000 

 
表 3  直接经济损失评估 

Tab.3  Assessment of direct economic losses 

项目 
Items 

鱼类 
Fish 

甲壳类 
Crustacean 

头足类 
Cephalopod 

浮游动物 
Zooplankton 

单位生物量 Unit biomass (kg/km2) 2684.721 25.121 53.334 510 
损害系数 Impairment ratio 0.400 0.600 0.600 0.8 

单位受损生物量 Unit biomass of the impaired (kg/km2) 1073.888 15.073 32.000 408 

污染面积 Contaminated area (km2)  24.890 24.890 24.890 24.89 
转化率 Conversion rate (%) 100.000 100.000 100.000 10 

受损生物量 Biomass of the impaired (kg) 26729.070 375.170 796.480 1015.51 
单价 Price (yuan/kg) 18.000 18.000 25.000 5 

直接经济损失 Direct economic loss (yuan) 481123.260 6753.060 19912.000 5077.55 
损失总计 Total loss (yuan) 512900.00 

 
从表 2 和表 3 可以看出，此次事故对鱼卵、仔鱼

的经济损失为 6.1 万元，渔业资源 4 d 内的直接损失

为 51.29 万元。根据《山东省海洋生态损害赔偿和损

失补偿评估方法》，渔业资源的恢复费用一般不低于

直接经济损失 3 倍的原则。由于此次污染事故的严重

性，渔业资源的恢复费用取直接经济损失的 3 倍，即

153.87 万元。该事故 4 d 内对渔业资源造成的损失共

计 211.26 万元。 

3  结论 

通过采用 FVCOM 模型得到的流场、美国国家环

境预报中心 (NCEP)的环境预报系统再分析资料

(CFSR)的风场，在 GNOME 模型中分别模拟出 24、
48、72、96 h 的溢油轨迹以及油粒子分布情况。MODIS
遥感油膜位置与 GNOME 模拟结果比较接近。采用

GNOME 溢油模型可以较好的模拟油粒子的运动情

况。在实际溢油处理中，可以参考最佳预测轨迹和最

小遗憾轨迹进行预测和评估。将数值模拟的溢油面积

与渔业资源评价方法相结合，对 4 d 内造成的渔业资

源损失进行评估。 
由于风场数据采用的是 3 h 的再分析数据，给

GNOME 溢油模拟带了一定的误差，可以采用更高分

辨率的数据来提高模拟质量。由于该事件发生期间的

MODIS 遥感数据云层较厚，对于油膜提取存在一定

的难度，不能很好的反映油膜的实际范围。通过

GNOME 与 MODIS 比较来看，溢油扩散实际开始时

间与观测时间存在误差，实际海况不确定等因素的影

响，以及采用风场数据的分辨率不够高，实际溢油轨

迹并没有达到最佳预测区域水平，但会在最小遗憾范

围之内，与最佳预测位置相近。根据模型的特征与风

场数据精度的限制只进行了 4 d 的溢油模拟，得出了

4 d 内对渔业资源造成了损失。由于 4 d 之后污染范

围仍然在扩大，损失也将增大。本研究仅通过这种方

法对溢油损失评估提供一种思路和参考。可以通过进

一步的数据精确性和数据连续性，对长时间的溢油进

行模拟并得出溢油损失。 
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Oil Spill Pollution and Fishery Resource Loss Assessment Based on GNOME  

BI Yanjun1, LIU Xintian2, SONG Xiefa1①
, DONG Dengpan1 

(1. Department of Fisheries, College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao  266003;  
2. Weihai Fisheries Technology Extension Station, Weihai  264200) 

Abstract    By using the GNOME model of oil spillage, the drift trajectory and diffusion distribution of 
the “Century Light” oil spill were simulated. First, the FVCOM hydrodynamic model was used to 
simulate the tidal field, which was broadly consistent with the results of the tide tables. The wind field 
was determined by using the Climate Forecast System Reanalysis Data (CFSR) of the National Center for 
Environmental Prediction (NCEP). The GNOME oil spill model was used for numerical simulation, and 
Tyson’s method was used for the analysis of the contaminated area. The “minimum regret” trajectory and 
the best forecast region were obtained through numerical simulation. The comparison of the simulation 
results after 21 hours with the MODIS remote sensing monitoring data showed that the drift position was 
basically consistent. This paper describes the assessment criteria for various fishery resources and 
methods for determining marine ecological damage and loss compensation assessment. Combining the 
simulation results with the trawl survey data, the direct economic loss of swimming animals was 
calculated to be 61000 yuan, with the direct loss of fishery resources, within 4 days, reaching a value of 
511900 yuan. The oil loss from the “Century Light” event reached a value of 2112600 yuan within 4 days. 
In this paper, the method of numerical simulation was related to the assessment of fishery resources, and 
the loss of fishery resources was estimated without on-site observation. The GNOME oil spill model can 
be applied to similar oil spill trajectories and for rapid prediction of flooding, to provide a method and 
reference for emergency response to oil spill accidents. The combination of numerical simulation of oil 
spills and on-site observations will be an important reference method for new ideas in future calculations 
of fishery resource losses and fishing losses, leading to more comprehensive and scientific handling of oil 
spills.  
Key words    GNOME; Oil spill; Fishery resources; Loss assessment 
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海洋酸化对颗石藻生理特性的影响* 
黄书杰 1,2,3,4  徐  东 4  王东升 4  张现盛 4  叶乃好 4① 

(1. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306;  
2. 上海海洋大学  中国科学技术部海洋生物科学国际联合研究中心  上海  201306;  

3. 上海海洋大学  水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室  上海  201306;  
4. 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可持续发展重点实验室  青岛  266071) 

摘要    CO2 浓度升高引起的海洋酸化对海洋生物尤其是钙化生物颗石藻产生了很大的影响。然

而，有关颗石藻对 CO2 浓度升高响应的研究多集中在单一的品系上，并且在种内或者种间产生了

差异甚至相互矛盾的结果。本研究中，分别以赫氏颗石藻 (Emiliania huxleyi)和大洋球石藻

(Gephyrocapsa oceanica) 2 种颗石藻的钙化和非钙化的 4 个品系藻种为研究对象，设置了 400、750、
1000、2000 µatm 共 4 个 CO2 浓度梯度，同时进行分批充气培养，系统研究了海洋酸化对颗石藻的

生长光合、氮源吸收、元素组成和钙化效率等生理影响。结果显示，随着 CO2 浓度升高至 2000 µatm，

不同的颗石藻并未有一致的反应。除了非钙化的 E. huxleyi (N-E)外，其他 3 个品系颗石藻的生长和

颗粒有机碳产率都对 CO2 增加表现出积极的响应；随着 CO2 浓度的升高，4 种品系颗石藻的光合参

数 Fv/Fm、Y(Ⅱ)和叶绿素含量呈整体下降趋势；E. huxleyi CS369 (C-E)和 G. oceanica (C-G)在第 7 天

的钙化效率分别下降了 35.4%和 68.9%；此外，4 种品系颗石藻的颗粒有机氮产率都出现增加趋势，

而 POC/PON 和 PIC/POC 均呈现下降趋势。本研究确定了海洋酸化对颗石藻的不同生理影响，这种

差异影响可能会导致未来海洋生物多样性的改变和其他生态系统进程的变化。 
关键词    海洋酸化；颗石藻；特异性；生物多样性 
中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0011-14 

浮游植物在海洋食物网和生物地球化学循环中

起着至关重要的作用(Falkowski, 2012)。颗石藻作为

一种单细胞定鞭藻类，其细胞表面覆盖着细胞内产生

的方解石小板，是目前海洋中数量最多、分布最广的

钙化浮游生物类群之一(Langer et al, 2009; Langer, 
2013; Lohbeck et al, 2014; Young et al, 2014)。此外， 

abc
图章
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颗石藻参与形成的碳酸盐泵，在碳生物地球化学循环

中发挥着重要作用；颗石藻能够形成大规模的赤潮，

这 些 特 征 被 认 为 对 全 球 气 候 变 化 有 反 馈 作 用
(Hutchins, 2011; Riebesell et al, 2011; Jin et al, 2013; 
Beaufort et al, 2014)。然而，大气 CO2 浓度的增加引

起的海洋酸化正在导致海洋表层 pH 值下降(预计到

2100 年和 2300 年分别减少 0.5 和 0.7 个单位)(Caldeira 
et al, 2003; IPCC, 2008; Ross et al, 2011)，同时改变碳

酸盐系统(Beaufort et al, 2010)。表层海水的这些变化

对颗石藻和其他钙化藻种产生了巨大的影响，预计将

影响整个群落和生态系统，甚至破坏整个海洋环境
(Turley et al, 2010; Hoppe et al, 2011; Sinutok et al, 
2011; Lohbeck et al, 2012; Meier et al, 2014)。 

过去十年间，许多有关实验室培养和大型半封闭

野外培养(中试实验)的研究，都集中在单种颗石藻对

海洋酸化的响应，这产生了不一致甚至相互矛盾的结

果(Young et al, 2014)。Riebesel 等(2000)发现，随着

CO2 浓度的增加，颗石藻的钙化作用明显减弱，同时

伴随着颗粒有机碳(POC)的增加。随后对单一藻种赫

氏颗石藻(Emiliania huxleyi)的研究也表明，海洋酸化

导致该物种的钙化效率降低，但 POC 产量发生不均一

(增加、减少或不受影响)变化(Zondervan et al, 2002; 
Sciandra et al, 2003; Delille et al, 2005; Feng et al, 
2008; Müller et al, 2010; Hoppe et al, 2011)。许多其他

关于 E. huxley 藻株应对海洋酸化的研究也显示相互

矛盾的结果，例如，颗石藻钙化率的不断增加
(Iglesias-Rodriguez et al, 2008; Shi et al, 2009; Jones  
et al, 2013)或不敏感变化(Langer et al, 2009; De Bodt 
et al, 2010; Fiorini et al, 2011b)。 

此外，前人研究的 3 种钙化颗石藻(Gephyrocapsa 
oceanica, Caldiscus leptoporus, Coccolithus braarudii)，
都对 CO2 浓度升高表现出不同的响应模式。例如，

CO2 浓度升高使 G. oceanica PC7/1 的钙化效率大幅下

降 44.7% (Riebesell et al, 2000)，Coccolithus braarudii 
4762 藻株的钙化率则表现出轻微增加(Rickaby et al, 
2010)，而 Calcidiscus leptoporus AC370 藻株反应不敏

感(Fiorini et al, 2011b)。鉴于这种矛盾的结果，已经

出现了一些同时测试不同颗石藻品系或种类的研究

(Langer et al, 2006、2009; Fiorini et al, 2011b)。Langer
等(2009)指出，先前海洋酸化研究中使用的不同赫氏

颗石藻品系的敏感性在本质上是不同的，这可能是由

于存在特异性反应的遗传基础所致。 
过去有关海洋酸化对颗石藻钙化作用影响的研

究结果是不一致的，利用这些研究结果，在日益酸化

的海洋环境中，准确预测未来颗石藻的命运仍然存在

着问题。此外，基于短期实验的海洋表层优势种赫氏

颗石藻对海洋酸化的响应也得到了深入的研究，文献

范围也在迅速扩大。Langer 等(2006)指出，单一品系

颗石藻得到的实验结果，可能会对很好适应当前 CO2

条件的不同颗石藻在应对未来可能发生的海洋酸化

的响应研究产生偏差，而且实验结果存在着缺乏普遍

有效性的问题。此外，由于非钙化的颗石藻藻种在海

洋生态系统中发挥着重要的生态作用，非钙化藻株的

研究不应该被忽视，并且最近受到越来越多的关注

(Kottmeier et al, 2014)。因此，当下需要同时研究更

多不同的颗石藻品系，并研究 CO2 浓度升高对颗石藻

的长期生物学效应。 
本研究将 CO2浓度从 400 µatm升高到 2000 µatm，

来分别模拟当今和未来海洋酸化条件。同时，利用颗

石藻的 2 个优势种赫氏颗石藻和大洋球石藻，包括非

钙化的和钙化的品系，进行一系列实验。通过测定颗

石藻的细胞密度、藻体光合参数、氮吸收速率、颗粒

无机碳(PIC)产量、颗粒有机碳(POC)产量、颗粒有机

氮(PON)以及它们之间的比率等生理参数，以分析不

同品系颗石藻在不同 CO2 浓度下的潜在生理变化。此

外，拟合了 4 个品系颗石藻相对于 CO2 变化的氮吸收

速率响应曲线，并应用响应曲线中的动力学常数进一

步分析 4 种品系颗石藻之间的本质响应差异。这些结

果旨在了解类似条件下海洋酸化对不同颗石藻的差

异影响，有助于评估未来环境条件下生物多样性和其

他生态进程的改变。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和培养条件 

实验所用的钙化和非钙化的赫氏颗石藻(E. huxleyi, 
简写为 N-E; E. huxleyi CS369, 简写为 C-E)以及钙化

和非钙化的大洋球石藻(G. oceanica NIES-1318, 简写

为 N-G; G. oceanica, 简写为 C-G)均来源于中国水产

科学研究院黄海水产研究所微藻培养中心。藻细胞在

天然过滤海水(0.22 µm)培养基中培养，海水中硝酸盐

和磷酸盐的浓度分别为 882 µmol/L 和 36.2 µmol/L，

根据 f/2 培养基向海水中添加金属和维生素(Guillard 
et al, 1962)。细胞培养在含 1 L 培养基的 2 L 三角烧

瓶中，放置在植物培养箱中，培养温度为 20℃，盐度

为 32。培养光源为白色荧光灯，光强为 300 µmol/m2∙s，
光暗比为 16 h/8 h，实验采用处于指数生长期的颗石藻。 

1.2  实验内容及方法 

1.2.1  实验设置     采用与 Xu 等(2014)类似的方

法，在植物培养箱(GXZ，瑞华，武汉)中，将空气与
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CO2 混合，向 4 种品系颗石藻泵入不同 CO2 分压的空

气，设 3 个重复的 1000 ml 培养物进行培养。在准备

阶段，在上述条件下，4 种品系颗石藻被分别培养到

指数生长期。在培养基中用含有不同 CO2 分压的空气

连续充气，以提供 400、750、1000 和 2000 μatm 的

CO2，各项初始值见表 1。待持续充气 48 h 稳定后，

进行下一步实验。每次实验中，每个空气–CO2 混合

物均设 3 份平行样，以不添加细胞的实验体系作为空

白对照，分别监测细胞密度和 pH 值。在取样点分别

测定叶绿素含量、PIC、POC、DIC 和碱度。 
1.2.2  碳酸盐体系分析    培养基 pH 值采用 pH 计

检测(Orion ROSS, Thermo Electron Corp., 美国)。总

碱度(TA)用 Whatman GF/F 膜过滤，储存在密封的

100 ml 三角烧瓶中，放置在20℃，使用 848 自动滴

定仪(Metrohm, Riverview, FL, 美国)获得总碱度值。

利用 CO2SYS 包获得海水中碳酸盐体系的 pH、温度、

盐度和 TA，其中碱度根据 Pelletier 等(2007)提供的方

法计算。 
1.2.3  生长测定    在光学显微镜(Nikon，日本)下
用血细胞计数器手动计数，获得准确的细胞数以估算

微藻的生长情况。利用如下公式测定比生长速率(μ)： 
μ=(lnC1lnC0)/(t1t0) 

式中，C0 和 C1 分别是初始时间 t0 和随后时间 t1

的藻细胞浓度。 
1.2.4  叶绿素荧光参数的测定及色素分析    使用

Dual-PAM-100(Walz, Effeltrich, 德国)测定颗石藻的

叶绿素荧光参数。测量前将样品暗适应 15 min，在弱

光下测定初始荧光(F0)。暗适应后的样品在饱和脉冲

光下获得最大荧光值(Fm)。Fm 代表被照亮后样品的

Fm 产量，Ft 是实时荧光产量。根据公式 Fv/Fm=(Fm 
F0)/Fm 计算最大 PSⅡ量子产额(Fv/Fm)。有效 PSⅡ量

子产率计算：Y(Ⅱ)=(FmFt)/Fm。 
为了确定色素含量，样品被过滤收集到 GF/F 过

滤膜(25 mm)上，然后在 4℃的黑暗条件下，用 10 ml
的 90%丙酮提取 24 h，7000 g 离心 10 min 后，上清

液用于室温下色素含量分析。叶绿素含量采用 Jeffrey
等(1975)的方法测定。 
1.2.5  氮吸收速率的测定     每个实验体系收集

5 ml 水样，迅速用醋酸纤维素膜过滤，置于聚乙烯离

心管中，冷冻保存于80℃。营养盐分析前，将样品

解冻至室温，用营养盐自动分析仪(Bran and Luebbe 
AA3, 德国)对硝酸盐浓度进行光度分析。氮吸收速率

计算公式：NUR=(C0Ct)V/N/t，NUR 为氮吸收速率

(pmol of nitrate∙N/cell∙d)，C0 和 Ct 分别为实验开始和

第 7 天硝酸盐浓度(pmol/L)；V 为水的体积(L)；N 为

细胞数；t 为时间间隔(d)。此外，使用米氏方程曲线

(Michaelis et al, 1913; Hutchins et al, 2013)拟合每个

CO2 浓度下的平行样品关于氮吸收的 CO2 响应曲线。

使用 Origin Pro 软件进行动力学常数和曲线相关系数

的计算。 
1.2.6  藻体中碳和氮元素的含量分析    将样品过

滤到灼烧过(500℃, 5 h)的 GF/F 膜(25 mm)，保存在

20℃直到分析。在分析之前，颗粒有机碳的滤膜用

浓盐酸熏 24 h，除去无机碳，再次干燥。然后将过滤

膜装好进行后续分析。POC、PON、TPC 浓度由 Vario 
ELⅢ自动元素分析仪(Elemntar Analysensysteme Co., 
德国)依次测定。通过 TPC 与 POC 的差异，计算 PIC
浓度，POC、PIC 或 PON 产量计算公式如下： 

P=比生长速率µ(d−1)×细胞中 POC、PIC 或 PON
含量(pg/cell)。 
1.2.7  数据分析    实验数据的统计分析采用 SPSS 
17.0 软件，运用单因素方差分析(One-way ANOVA)
来分析各处理之间差异的显著性，以 P<0.05 作为差

异显著水平。 

2  结果 

2.1  实验中碳酸盐体系的变化 

本实验采用充气法模拟海水酸化，检测不同处理

条件下的海水碳酸盐系统参数的变化，包括 pH、DIC、

HCO3
−、CO3

2−和 CO2。图 1 和表 1 为不同颗石藻的海

水 pH 值随 CO2 浓度的变化情况。浓度为 400、750、
1000 和 2000 µatm 的 CO2 对应的 pH 值分别为

8.06±0.02、7.79±0.01、7.65±0.02 和 7.48±0.02。因为

海水中含有引起碱度变化的缓冲液，本研究设定的实

验条件与预期的海洋酸化条件并不完全相同。有些实

验测量需要大量的生物量，因此，需要较大的细胞密

度，从而导致碳酸盐体系的变化。尽管存在这些变化，

但在整个实验过程中，培养藻的 4 种梯度的 pH 值始

终保持着明显的差异，使研究结果具有重要意义。 

2.2  海洋酸化对颗石藻生长的影响 

实验室条件下，不同 CO2 分压对 4 种品系颗石藻

生长的影响如图 2 所示。所有处理的藻细胞浓度随着

培养时间的延长逐渐升高并达到最大值，随后，藻细

胞浓度逐渐下降直至实验结束。CO2 分压对每种颗石

藻的细胞浓度均有显著影响。随着 CO2 浓度逐渐增

加，C-E、N-E 和 N-G 均显示出积极响应，然而对于

N-E，CO2 分压达到 2000 µatm 时，N-E 的生长被抑

制。所有处理的藻细胞在前 7 d 均呈指数级生长，其 
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表 1  初始碳酸盐系统参数 
Tab.1  The data of the original carbonated system 

Puming  
CO2 levels pH TA(μmol/L) TCO2 

(μmol/L) 
DIC 

(μmol/L) 
CO3

2− 

(μmol/L) 
HCO3

− 

(μmol/L) Omega calcite

400 μatm 8.06±0.02 2586.71±11.34 21.46±1.21 2444.99±18.35 163.09±5.85 2260.45±23.01 3.46±0.12 
750 μatm 7.79±0.01 2606.56±15.24 42.73±1.30 2555.49±17.86 93.69±1.46 2419.06±18.02 1.99±0.03 
1000 μatm 7.65±0.02 2636.73±16.94 60.92±3.34 2627.51±22.85 70.08±2.61 2496.51±22.11 1.49±0.06 
2000 μatm 7.48±0.02 2787.55±8.26 96.91±4.91 2833.42±15.22 50.97±2.11 2685.53±12.42 1.08±0.04 

 

 
 

图 1  4 种品系颗石藻在不同的 CO2 浓度下随着培养时间改变的海水 pH 值变化 
Fig.1  Changes of seawater pH of the four strains of coccolithopsis with different incubation time at different CO2 concentrations 

[N-E: E. huxleyi (a); C-E: E. huxleyi CS369 (b); N-G: G. oceanica NIES-1318 (c); C-G: G. oceanica (d)] 
 

特定生长速率如图 2e~h 所示。CO2 浓度持续增加至

2000 µatm，比生长速率分别增大约 53% (C-E)，36% 
(N-G)和 30% (C-G)。然而，对于 N-E，当 CO2 浓度达

到 1000 µatm，比生长率增加约 26%。当 CO2 连续升至

2000 µatm 时，与对照组相比，海洋酸化导致 N-E 的比

生长率下降 14%。 

2.3  海洋酸化对颗石藻光合特性的影响 

图 3 为海洋酸化对颗石藻 Fv/Fm 和 Y(Ⅱ)在内的

光系统参数变化的影响。当 CO2 升高至 2000 µatm 时，

所有处理的 Fv/Fm 和 Y(Ⅱ)均显示出负面影响，但响

应幅度在 4 种品系颗石藻中不同。随着培养时间的延

长，除了CO2浓度达到 2000 µatm时，C-E的参数Fv/Fm

在第 10 天达到最大值，N-E 一直下降之外，4 种品系

颗石藻的光合系统参数在第 7 天达到最大值，随后下

降直至实验结束。随着 CO2 分压增加到 2000 µatm，

对于 N-E、C-E、N-G 和 C-G，海洋酸化对 Fv/Fm 的

显著抑制作用分别发生在第 7、4、13 和 10 天，而对

Y(Ⅱ)的抑制作用分别发生在第 4、13、13 和 10 天。实

验结束后，与对照组相比，当CO2分压升高至 2000 µatm，

Fv/Fm 被抑制，分别下降 60%、45%、55%和 46%；

Y(Ⅱ)也被抑制，分别下降 75%、69%、76%和 39%。

此外，与 N-E 和 N-G 的最大 Y(Ⅱ)值相比[低于 400 µatm
时分别为(0.32±1.90)%和(0.34±2.60)%]，C-E 和 C-G
的最大 Y(Ⅱ)值[低于 400 µatm 时分别为(0.39±3.10)%
和(0.48±2.30)%]显著较高，而 Fv/Fm 无显著差异。 
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图 2  不同 CO2 浓度下 4 种品系颗石藻的生长曲线(a~d)和比生长速率(e~h) 
Fig.2  The growth curves (a~d) and specific growth rates (e~h) of the four strains E. huxleyi (a, e), E. huxleyi CS369  

(b, f), G. oceanica NIES-1318 (c, g), and G. oceanica (d, h) for different CO2 concentrations 
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图 3  培养过程 CO2 浓度升高对 4 种品系颗石藻的光合参数 Fv/Fm (a~d)和 Y(Ⅱ)(e~f)的影响 
Fig.3  The effect of ocean acidification by increasing CO2 concentrations on the changes of Fv/Fm (a~d) and Y(Ⅱ) (e~f) in the 

photosystem activity parameter during growth of the four species E. huxleyi (a, e), E. huxleyi CS369 (b, f), G. oceanica 
NIES-1318 (c, g), and G. oceanica (d, h) for different CO2 concentrations 

 

当 CO2 浓度从 400 µatm 升高至 2000 µatm 对不

同品系颗石藻细胞内叶绿素含量的影响见图 4。细胞

叶绿素 a 含量在第 20 天(N-E、C-E 和 N-G)和第 7 天

(C-G)达到最大值，在初始值出现微小变化后，叶绿

素 a 含量逐渐下降，直至实验结束(图 4a~d)。然而，

随着时间的推移，叶绿素 c 呈现出整体稳定下降的趋

势(图 4e~f)。然而，随着 CO2 浓度从 400 µatm 增加

至 1000 µatm，每种颗石藻叶绿素含量以同样模式下 
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图 4  升高的 CO2 对 4 种品系颗石藻叶绿素含量的影响 
Fig.4  The change of chlorophyll content of the four strains 

a, e: E. huxleyi; b, f: E. huxleyi CS369; c, g: G. oceanica NIES-1318; d, h: G. oceanica, at elevated CO2 conditions  
 

降(除了个别点以不同的方式呈现)。然而，当 CO2 浓

度达到 2000 µatm 时，测定的结果表现出不同的反应。

与 1000 µatm 相比，当 CO2 浓度为 2000 µatm 时，在

每个采样点，随着培养时间的延长，N-E 的叶绿素 a
和 c 的含量降低。然而，对于藻株 C-E、N-G 和 C-G，

随着 CO2 浓度增加到 1000 µatm，在每个采样点叶绿

素含量趋向于增加。 

2.4  海洋酸化对颗石藻氮吸收速率的影响 

海洋酸化对 4 种品系颗石藻氮吸收速率的影响
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如图 5 所示。随着 CO2 从 400 µatm 升高至 2000 µatm，

4 种品系颗石藻的氮吸收速率均增加，分别增加了

48.2%(N-E)、33.9%(C-E)、41.6%(N-G)和 34.3%(C-G)。
氮吸收速率的最大变异值(48.2%, N-E)比最小变异值

(33.9%, C-E)增大了近 1.5 倍。此外，4 种品系颗石藻的

氮吸收速率相对于 CO2 增加的响应根据米氏方程曲线

拟合，由响应曲线得到 2 个半饱和常数(Km, µatm CO2)
和最大 CO2 饱和率(Vmax, pmol N/cell∙d)得到。藻体 N-E
中，最大 Km 和 Vmax 值分别是 307.2 µatm 和 24.1 pmol 
N/cell∙d，分别大于 C-E 最低值约 1.7 倍和 1.3 倍。 

 

 
 

图 5  CO2 升高对 4 种品系颗石藻氮吸收速率的影响 
Fig.5  Nitrogen uptake rate response curves relative to CO2 changing concentrations for four E. huxleyi and G. oceanica strains 

a: E. huxleyi; b: E. huxleyi CS369; c: G. oceanica NIES-1318; d: G. oceanica 

 
2.5  海洋酸化对颗石藻元素组成及钙化速率的影响 

图 6 为 CO2 升高对第 7 天的 4 种品系颗石藻的

POC 和 PON 的产生情况。当 CO2 达到 2000 µatm 时，

显著刺激颗石藻产生 POC 和 PON(除了 N-E)。N-E
颗石藻有机碳生产率的变化是巨大的，在 1000 µatm 
CO2 浓度条件下，表现出明显的增加，但在 2000 µatm
时，表现出大幅下降。与对照组相比，C-E、N-G 和

C-G 藻种的 POC 产量分别增长约 101%、35%和 49%，

其中 C-E 品系 POC 产率变化分别为 N-G、C-G 品种

的 2.9 倍、2.1 倍。此外，在此范围内，PON 较对照

组分别增加 233%(N-E)、289%(C-E)、148%(N-G)和
129%(C-G)，增幅较大。然而，随着 CO2 由 400 µatm
升高至 2000 µatm，4 个藻种的颗粒有机碳和氮的变

化导致颗粒有机碳与颗粒有机氮的比值(POC/PON)
分别减少 76.6%(N-E)、48.3%(C-E)、45.7%(N-G)和
34.9%(C-G)。此外，与 400 µatm CO2 相比，2000 µatm 
CO2 对颗粒有机碳的产率有负面的影响，2 个钙化品

系 C-E 和 C-G 的钙化率呈现更大程度的降低，分别

为 35.4%和 68.9%。当 CO2 浓度增大到 2000 µatm，

C-G 比 C-E 呈现更高的 PIC 还原力。同时，这 2 种藻

的 PIC/POC 值也分别下降 67.9%和 79.2%。 
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图 6  海水酸化对 4 种品系颗石藻颗粒有机碳和 
颗粒无机碳的生产率及碳氮比的影响 

Fig.6  Effect of seawater acidification by elevated CO2 
concentrations (400, 750, 1000, and 2000 µatm) on POC (a), 
PON production (b) and POC:PON (c) of the four species (E. 

huxleyi, E. huxleyi CS369, G. oceanica NIES-1318,  
and G. oceanica) 

 

3  讨论 

本研究首次在实验中使用了非钙化品系和钙化

品系的 2 种颗石藻，研究了它们对 CO2 升高的响应。

同时，利用氮吸收率拟合的 CO2 响应曲线，获得的动

力常数来分析不同颗石藻的遗传变异性。当 CO2 浓度

升高到 2000 µatm 时，与其他 3 个藻种不同程度的积

极响应相比，N-E 被严重抑制。本结果表明，海洋酸

化对颗石藻产生生理影响，不同颗石藻对海洋酸化具

有特异响应，最近的研究表明，不同的浮游植物对

CO2 浓度升高的响应存在种间异质性(马莎等, 2019)，
这与本研究结果类似。作者推测，海洋酸化可能导致

未来海洋生物多样性、营养相互作用关系和其他生态

系统进程的变化。 

3.1  海洋酸化对不同颗石藻生长和光合系统参数的

影响 

研究表明，与对照组相比，除了 N-E，高 CO2

浓度(增加到 2000 µatm)促进藻细胞的生长(图 2)。而

N-E 的生长在 CO2 浓度为 2000 µatm 时下降，其特定

生长率在第 7 天显著降低了 7.61%。然而，在 CO2

浓度升高至 1000 μatm 之前，N-E 的生长保持增长状

态(图 2a 和 2e)。Fiorini 等(2011b)也得到了类似的结

果，富含 CO2 (750 µatm)的水中，颗石藻藻状细胞的

生长呈现增长趋势。 
前人的研究表明，由于细胞外碳酸酐酶的活性较

低，导致其 CO2 浓缩机制(CCM)效率相对较低(Herfort 
et al, 2002; Trimborn et al, 2007; Rokitta et al, 2012a; 
Jin et al, 2013)，所以，目前海洋中的颗石藻具有碳限

制性。因此，酸化的海水可利用 CO2 含量的增加可能

会加速 Rubisco 附近 CO2 的积累，以弥补碳供应不足，

进一步促进颗石藻的羧化作用和生长作用 (伴随着

POC 的增加) (Barcelose et al, 2010; Reinfelder, 2011; 
Jin et al, 2013; Kottmeier et al, 2014)。本研究中，观

察到 4 种品系颗石藻在高 CO2 条件下的生长情况，

N-E 在 1000 µatm 增长 23%，另外 3 种藻在 2000 µatm
时分别增长 53%(C-E)、36%(N-G)和 30%(C-G)(图 2)。
然而，每个品系对 CO2 升高的反应能力和策略不同。

此外，对于 N-E 来说，在 2000 µatm 条件下，几乎处

于白化状态。 
研究表明，细胞外 pH 值的变化可以通过破坏恒

定膜电位平衡和生理参数来影响藻细胞的活性
(Langer et al, 2006; Taylor et al, 2011; Rokitta et al, 
2012b)。相比于其他 3 种品系颗石藻，由于 pH 值下

降及超过耐受能力(7.48, 2000 µatm)，N-E 更加敏感

而呈负反应。因为颗石藻是一种丰富的藻种，具有独

特的生理和形态特征(Winter et al, 1994; Raven et al, 
2012)，推测颗石藻对 CO2 增加的特异性反应具有遗

传基础。Read 等(2013)报道了第一次解析的基因组

(来自 E. huxleyi CCMP1516)在复合种内的变异性支

持了颗石藻在不同生境中的繁荣发展。结合本实验结

果，猜想颗石藻固有的遗传特异性可能导致其对海洋

酸化产生特异性反应。 
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然而，由于光合系统参数和色素含量分析的藻类

光合作用(与生长紧密相关)能力随着 CO2 增加产生多

种负反应，尤其 N-E 几乎丧失光合能力(图 3 和 4)。
这些涉及到光系统活动的结果表明，由于 pH 值下降

(CO2 升高)对细胞离子平衡的影响，藻细胞仍然处于

光合不健康状态(Langer et al, 2006)，诱导了叶绿素含

量降低(图 4)。特别是当 CO2 浓度达到 2000 µatm，超

过可调节的范围，与其他 3 种品系颗石藻相比，NE
的 FV/Fm 和叶绿素 a 的含量被严重影响(图 3a 和 4a)。
与 CO2 升高对生长的不同反应相类似，不同藻类光合

作用对 CO2 升高响应也具有特异性。对于整个生态系

统来说，一部分的微小变化可能会影响整个生态系

统，颗石藻对海洋酸化的特异反应可能会影响生物多

样性和其他生态过程(Orr et al, 2005; Hendriks et al, 
2010)。 

3.2  海洋酸化对颗石藻氮吸收速率的影响 

考虑到海洋酸化对营养盐吸收的影响，本研究在

第 7天取样测试了不同 CO2水平下各品系藻株的氮吸

收速率，并拟合了每种颗石藻应对 CO2 变化的氮吸收

速率响应曲线，以供进一步分析。结果表明，当 CO2

浓度升高至 2000 µatm 时，所有品系的氮吸收速率增

加(图 5)。非钙化藻株 N-E 和 N-G 的氮吸收速率显著

的增加了 41.6%和 48.2%(图 5a 和 c)，而钙化藻株 C-E
和 C-G 分别在氮吸收速率提高了 33.9%和 34.3%。Jin
等(2013)的研究表明，CO2 增加导致颗石藻对无机氮

的吸收增强，硅藻硝酸盐还原酶基因上调。此外，各

品系藻种之间也存在差异。 
先前的研究表明，在海洋酸化条件下，颗石藻细

胞具有能量再分配的过程(Raven, 2011; Beaufort et al, 
2011)，导致额外的 ATP 释放优先支持额外的氮吸收

以合成更多的蛋白质(Jin et al, 2013)。然而，与非钙

化细胞相比，钙化细胞需要更多的能量来转运钙化作

用中的氢离子到酸性环境中 (Suffrian et al, 2011; 
Taylor et al, 2011; Beaufort et al, 2011; Stojkovic et al, 
2013)。CO2 升高到 2000 µatm 时，钙化品系藻株的氮

吸收速率显著低于非钙化藻株。此外，本研究在 CO2

升高下测定 PON 产量也间接证实了氮吸收的能量再

分配偏好(图 6b)。 
藻氮吸收速率相对 CO2 变化的响应曲线，证实了

CO2 对这些颗石藻的影响行为。由响应曲线推导出的

动力学常数(Km)表示酶对底物的亲和力，Km 值越大，

亲和力越小(Michaelis et al, 1913)。最近，Hutchins
等(2013)通过分析不同的动力学常数，证实了固氮作

用与 CO2 浓度之间的品系特异性差异。在这项研究

中，相比其他 3 种藻株，N-E 显示出最高 Km 值，即

NO3 还原酶的亲和力最低(图 5)。这一结果与其他测

量参数，如生长速率、光合活动等反映出相同的趋势，

这表明 CO2 浓度升高严重抑制了 N-E 的生命活动。 

3.3  海洋酸化对不同颗石藻元素组成的影响 

浮游植物的化学元素组成会对营养相互作用关

系有一定影响，并最终对海洋营养元素的生物地球化

学产生影响，因为海洋浮游动物的膳食价值随 POC
与 PON 的比值 (C∶N)变化而变化 (Hutchins et al, 
2009; Anderson et al, 2013)。本研究测量了不同品系

颗石藻的 C∶N 比例，以评估生物有机体的元素组成

是否受到 CO2 浓度的影响，并探讨了影响的程度。结

果显示，在 2000 µatm CO2 浓度下，4 种品系颗石藻

的元素组成均发生变化，C∶N 分别降低 76%(N-E)、
48%(C-E)、45%(N-G)和 35%(C-G)(图 6)。N-E 相对其

他 3 种颗石藻的影响较大，C-G 的影响最小。在之前

的研究中，Fiorini 等(2011a)和 Rickaby 等(2010)的研

究表明，当 CO2 浓度增强时，颗石藻发生了相似的变

化。当 CO2 浓度从 400 µatm 持续上升到 2000 µatm
时，POC(除了在 2000 µatm 下的 N-E)和 PON 的产率

增加(图 6)。 
研究还发现，与对照组相比，PON 的增加量比

POC 要高。前面已经讨论过，由于 CO2 的升高，能

量的重新分配导致了更多的氮吸收，增加了 PON 产

量。尽管不同颗石藻的品系之间存在差异，这种偏好

优势使得 PON 产量超过 POC 产量，导致 C∶N 下降

的幅度不同(图 6)。与 Riebesell 等(2011)之前的研究

结果类似，C∶N 比值随着 CO2 浓度的变化具有高度

的物种特异性。此外，这种变异比例可能是不同品系

藻株间遗传差异的体现。此外，也存在与目前的研究

结果相反的结果，随着 CO2 浓度的升高，细胞 C∶N
比值增加(Feng et al, 2010; Kottmeier et al, 2014)。 

产生矛盾结果的原因可能是实验设置的不同，如

温度、光照强度、藻种的选择等。此外，最终结果表

现出一种非常有趣的现象，非钙化藻的 C∶N 比值比

钙化藻高。这种现象的原因尚不清楚，但很可能与颗

石藻钙化作用有关。这些结果表明，CO2 浓度的增加

影响了颗石藻 C∶N 比值，并且对不同颗石藻产生了

不同的影响。此外，它还将进一步影响浮游植物的捕

食选择压力，并对许多生物地球化学循环过程产生影

响(特别是碳输出通量)(Iglesias-Rodriguez et al, 2008)。 

3.4  海洋酸化对颗石藻钙化效率的影响 

在过去几年里，颗石藻 PIC 生产效率(钙化率)已
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被广泛用于颗石藻的研究，以预测海洋酸化的生物学

影响。结果表明，当藻细胞生长在高于当前 CO2 水平

时(400 µatm)，主要反应是钙化率下降或者至少减少

PIC/POC 的值(Zon-dervan et al, 2001; Langer et al, 
2006; Muller et al, 2010; Hoppe et al, 2011)。本研究

中，关于 PIC 的响应与上述的趋势是一致的。同时，

当 CO2 浓度由 400 µatm 升高到 2000 µatm 时，钙化

赫氏颗石藻和钙化大洋球藻在第 7 天的钙化率分别

下降 35.4%和 68.9%(图 7)。相比大洋球藻，赫氏颗石

藻更容易受海洋酸化的影响，从而导致生态不平衡的

因素。但对于实验中所用的非钙化种，由于失去了表

面覆盖的钙化外壳，PIC 的产量几乎可以忽略不计。 
最近各种生物体的研究显示，钙化很大程度上是

由饱和碳酸钙而不是单靠 pH 值控制(Langer et al, 
2006; Trimborn, 2007)。海水中的饱和碳酸钙由(DIC)
和 pH 值共同控制(Iglesias-Rodriguez et al, 2008)。当

表层海水过饱和碳酸钙由于海洋酸化或其他自然过

程条件下饱和程度下降时，分布在贝壳和骨骼中的碳

酸盐矿物开始溶解(Feely et al, 2009)。该研究表明，

当 CO2 浓度由 400 µatm 升高到 2000 µatm，钙离子的

饱和度降低，但依然处于溶解发生的阈值。结果明确

表明，与对照组相比，PIC 的产量(钙化效率)最终有

所下降(图 7)。 
Langer 等(2009)的研究结果也出现同样的现象，

虽然钙离子的饱和度大于 1，但颗粒无机碳的溶解仍

然发生。为了解释这一现象，我们发现 400 µatm 和

2000 µatm CO2 在第 7 天的 pH 值介于 8.81~7.62 之间

(表 1 和图 1)，并且与空白对照相比，细胞的生理状

态和 pH 值有一定的变化。这些变化影响了藻细胞的

光合作用，这意味着颗石藻细胞不完全适应改变后的

pH 条件。Bach 等(2011)认为，钙化作用对 pH 值降低

具有特异性反应。在 CO2 升高的情况下，颗石藻的钙

化作用是一个严格控制的生物进程(Mackinder et al, 
2010)，将受到 pH 水平下降的影响。 

最近，大量的生理和分子研究证据表明，当使用

HCO3
–进行钙化作用(产生 H+，并保持细胞 pH 稳态接

近中性)时，H+必须通过膜离子通道被清除(Suffrian 
et al, 2011; Taylor et al, 2011)或者在颗石藻细胞中被

总和(Fabry et al, 2008; Rokitta et al, 2012; Stojkovic 
et al, 2013)。为了维持合适的跨质膜电位差和 H+射

流，H+输运过程中需要能量(Raven, 2011)。当 CO2 升

高导致水体 pH 值和/或[CO3
2]水平降低时，单位钙化

输入的能量可能更大，从而导致钙化率降低(Raven  
et al, 2011; Beaufort et al, 2011)。通过研究 CO2 增加

对颗石藻钙化的不利影响，颗石藻的钙化作用与生物

地球化学循环密切相关，虽然我们对钙化作用的降低

给出了合理的解释，但这种解释只是事实的一小部

分。目前，海洋酸化对钙化颗石藻影响的原因仍然需

要进一步的探索。 
 

 
 

图 7  海水酸化第 7 天对钙化颗石藻的颗粒无机碳 
生产率以及颗粒无机碳与颗粒有机碳的比值的影响 

Fig.7  Effect of seawater acidification by elevated CO2 
concentrations(400, 750, 1000, and 2000 µatm)  

on PIC production (a) and PIC/POC  
(b) of the calcifying species (E. huxleyi CS369  

and G. oceanica) on the 7th day 
 

本研究表明，不同颗石藻在应对海洋酸化威胁时

表现出了特异的生理响应，随着 CO2 浓度的逐渐增

加，不同颗石藻在维持稳定的原始状态都发生了不同

程度的改变。因此，物种分布和丰度的潜在变化可以

通过海洋食物网的多种营养水平传递。虽然海洋酸化

对生态系统长期影响的研究还处于起步阶段，但这些

结果可能指示出在海洋酸化条件下生物多样性、营养

相互作用关系、生物地球化学循环和其他生态系统进

程的变化。 
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Effects of Ocean Acidification on Physiological  
Characteristics of Coccolithophores 

HUANG Shujie1,2,3,4, XU Dong4, WANG Dongsheng4, ZHANG Xiansheng4, YE Naihao4①
 

(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
2. International Research Center for Marine Biosciences, Ministry of Science and Technology, Shanghai Ocean University, 

Shanghai  201306; 3. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University, 
Ministry of Education, Shanghai 201306; 4. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key 

Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071) 

Abstract    Ocean acidification caused by increasing amounts of carbon dioxide has a great impact on 
marine organisms, especially calcified coccolithophores. However, culture experiments examining the 
response of coccolithophores to elevated CO2 pa have mostly been based on investigations of a single 
strain and have yielded differences and even contradictory results from experiments between and even 
within species. Here, four strains of the coccolithophores, which contained naked and calcifying strains, 
were investigated simultaneously for the first time. Four carbon dioxide concentration gradients (400 µatm, 
750 µatm, 1000 µatm, and 2000 µatm) were set up to systematically study the effects of ocean 
acidification on growth, photosynthesis, nitrogen source absorption, element composition and 
calcification efficiency of four coccolithophore species by batch aeration culture. The results did not show 
a uniform response from the different strains to elevated CO2 concentrations up to 2000 µatm, and the 
naked strain Emiliania huxleyi (N-E) was seriously suppressed, which was in sharp contrast to the positive 
response of the other three algae to the different levels. On the other hand, photosynthetic parameters 
Fv/Fm, Y(II) and pigment show overall downward trend for all four strains, and calcification efficiency of 
C-E and C-G decrease 35.4% and 68.9% respectively, on the seventh day. In addition, the four 
coccolithophore strains of particulate organic nitrogen production show an increasing trend and the 
resulting POC/PON and PIC/POC declin. We determined that the responses of coccolithophores to ocean 
acidification are specific, and this variation may cause changes to biodiversity and other ecosystem 
processes in the ocean of the future. 
Key words    Ocean acidification; Coccolithophores; Specific; Biodiversity 
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极北海带对氮、磷吸收和砷、镉、铅吸附的研究* 
袁艳敏 1,2  刘福利 2,3① 杜欣欣 4  梁洲瑞 2,3  汪文俊 2,3  孙修涛 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 农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室 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； 
4. 青岛农业大学海洋科学与工程学院  青岛  266109) 

摘要    极北海带(Laminaria hyperborea)分布于大西洋东北海域，有很高的经济和生态价值，有望

成为我国海藻资源增值的对象。本研究通过分析极北海带在不同温度下对 N、P 营养盐的吸收，以及

对不同重金属离子的吸附，研究其对富营养化和重金属的去除能力。结果显示，1)温度为 9℃~13℃
时，极北海带对 N、P 的吸收率均最高，其中 72 h 后其对 P 的吸收率达到了 95%~98%，对氨氮的

吸收率为 96%，对硝酸氮的吸收率约为 42%，表明其对 N、P 有显著的去除作用。2)极北海带对

As5+的富集量为 168.33 mg/kg，藻体表面和内部 As5+含量无显著差异，分别占藻体 As5+总量的 55%
和 45%，As5+处理 6 d 后极北海带的相对生长速率为–0.92%/d，极北海带生长不正常。极北海带对

Cd2+的吸附量为 15 mg/kg，且 91%的 Cd2+位于藻体表面，仅 9%的 Cd2+位于藻体内部，相对生长速

率为 5.78%/d，说明其对极北海带生长有抑制。极北海带对 Pb2+的吸附量为 320 mg/kg，其中 96.5%
的 Pb2+被吸附于藻体表面，3.5%的 Pb2+位于藻体内部，其相对生长速率为 6.73%/d，表明 Pb2+对极

北海带的生长无显著影响。 
关键词    极北海带；富营养化；温度；重金属；生物修复 
中图分类号 S917.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0025-07 

当前，我国近海海水富营养化和重金属污染问题

日益严重，大型藻类是重要的初级生产者，具有吸收

利用水体营养盐和增加溶解氧、吸附重金属离子的功

能，可用于海洋生态系统富营养化和重金属污染的生

物修复。 

海水中营养盐存在的主要形式是氨氮、硝氮和活

性磷，其中氨氮在动物养殖水体中含量较高(胡海燕

等, 2003)，而硝氮是水体中无机氮的主要存在形式，

且极易被藻类和植物利用，无机正磷酸盐为大部分海

藻的主要P源。海藻吸收N、P营养盐已有不少研究  

abc
图章
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(韩婷婷等, 2018; 包杰等, 2008; Liu et al, 2016; 李恒

等, 2013)。刘静雯等(2001)研究了细基江蓠繁枝变型

(Gracilari tenuistipitata var. liui)、孔石莼(Ulva pertusa)
和蜈蚣藻(Grateloupia filicina)在不同温度和盐度下

对 氨 氮 的 吸 收 情 况 ； 徐 智 广 等 (2011) 以 龙 须 菜

(Gracilariopsis lemaneiformis)为材料，研究温度、光

照强度和硝氮浓度下龙须菜对无机磷吸收的影响。在

海藻对各种重金属去除效果方面，朱明等 (2011)、   
郭赣林等(2011)证实了浒苔(Enteromorpha prolifera)
对重金属Cu、Cd、Pb均有去除效果，可用于含Cu2+

和Pb2+废水的生物修复；黄鹤忠(2013)也发现江蓠对

Cu、Cd、Ni、Pb等也有较好的去除效果。因此，开

发新型经济海藻，用于去除N、P等富营养盐和吸附

重金属离子，对当前近海富营养化和重金属污染的修

复有重要参考依据。 
极北海带 (Laminaria hyperborea) 属于褐藻纲 

(Phaeophyceae) 、 海 带 目 (Laminariales) 、 海 带 科

(Laminariaceae)、海带属(Laminaria)，广泛分布于大

西洋东北海域、底质类型为岩礁的潮下带，其自然分

布海域南到葡萄牙北至挪威、俄罗斯(Kain, 1967、
1971; Bekkby et al, 2009)。极北海带藻体较大，藻体

明显分为叶(呈掌状，完整藻体一般分叉形成30片叶)、
柄和固着器，柄和叶的最大长度一般分别为1~3 m和

1~2 m (Kain, 1971)。因此，多年生的极北海带可为其

他海洋生物提供索饵场、产卵场或栖息地，在维护多

样性、海洋生物修复等方面有重要价值，尤其是其极

耐低光，光补偿点可低至4.6 μmol/m2‧s，适应在较深

的水域生长(梁洲瑞等, 2018)。当前，我国正在积极

推进海洋牧场建设，海藻场是关键的组成部分，由于

我国近海透明度普遍较低，投放的人工鱼礁水层较

深，由于光照限制很难增殖起规模化的“海藻森林”，

而极北海带的“个体大、多年生、耐低光”的三大特

征，可作为构建海藻场的优良藻种。本研究以极北海

带为对象，分析其对N、P吸收和对砷、Cd2+、铅吸附

的能力，评价其在海洋生物修复方面的潜力，为近海

生态环境修复和海洋牧场建设提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用极北海带幼苗通过配子体克隆技术

培育约3个月左右获得，叶片长度约为5~10 cm，极

北海带配子体来源于法国布列塔尼半岛海区。幼苗

培养条件：温度为 11℃~13℃，光合有效照射度

(Photosynthetically active radiation, PAR) 为 40~     
50 μmol/m2·s，光周期为 12 L︰12 D，天然海水经过滤、

高压灭菌冷却后，作为培养液，添加营养盐(PO4
3–-P: 

0.4 mg/L, NO3
–-N: 4 mg/L)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  极北海带对N、P的吸收    实验在1 L的玻璃

瓶中进行，分别在5℃、9℃、13℃和17℃下充气培养，

每个玻璃瓶中分别添加1 L培养液、PO4
3–-P (0.3 mg/L)、

NO3
–-N (3 mg/L)、NH4

+-N (3 mg/L)、(1.00±0.05) g的极

北海带叶片，其他培养条件：光合有效照射度为40~ 
50 μmol/(m2·s)，光周期为12 L︰12 D，每个温度组3
个平行。实验开始后分别在0、24、48和72 h取水样

冻存，使用Nitrate Test in Seawater (Spectroquant, 德国)测
定水样中的NO3

–-N，Ammonium Cell Test (Spectroquant, 
德国)测定水样中的NH4

+-N，Phosphate Test (Spectroquant, 
德国)测定水样中的PO4

3–-P，测定操作按照说明书进

行，计算各时间点水样中营养盐的百分含量，营养盐

百分含量=各时间点的营养盐浓度×体积 /(初始营养

盐浓度×体积) 
1.2.2  极北海带对As5+、Cd2+、Pb2+离子的吸附    海
藻吸附重金属，一部分吸附在藻体表面，一般是可逆

的，能与强络合剂EDTA(乙二胺四乙酸)形成稳定的

络合物，进而从藻体表面解吸附(雷鸣等, 2008)；一

部分吸收进藻体里，一般不可逆。基于上述理论，设

置以下4个实验。(1)每个瓶子称量(2.00±0.05) g的极北

海带叶片(海带大小均匀，长度5 cm×10 cm，选取的

海带假根尽量小)，记录该重量数值。培养条件：1 L

海水，温度13℃，光照60 μmol/m2‧s，硝酸氮3 mg/L，

磷酸盐0.3 mg/L。(2)对照组不加重金属，处理组添加单

一重金属离子，分别加Cd2+ 0.1 mg/L，Pb2+ 0.5 mg/L，

As5+ 0.5 mg/L，培养液中重金属离子浓度以实际测定

为主，每组均为3个重复。培养液中重金属离子的最

终浓度是按照第四类海水标准(GB3097-1997)重金属

离子浓度的10倍计算得到的。(3)实验在GXZ智能光

照培养箱中进行，各组在培养0、2、4、6 d后，取     
25 ml海水保存。第4天取海水保存后，不更换培养液，

但在瓶子中补充一定量(N 1 mg/L，P 0.1 mg/L)的营养

盐继续培养海带。(4)培养6 d后，分别把极北海带取

出，用蒸馏水冲洗3次。吸干极北海带表面的水分，

称鲜重，记录该重量数值，计算各处理条件下极北海

带6 d的相对生长速率。每组极北海带分成2份(每份  
1 g以上)。其中1份放进0.1 mol/L的EDTA钠盐溶液中

浸泡30 min，使表面的重金属离子被吸附下来，然后
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用蒸馏水把极北海带冲洗干净，用来测定藻体内重金

属离子的含量。另外1份不经EDTA钠盐溶液的浸泡，

用来测定藻体内外重金属离子的总量。将2份极北海带

分别包进锡箔纸或离心管中，放入鼓风干燥箱，60℃
下烘干24 h或更长时间，直至恒重后分开保存在自封

袋中待检测。 
相对生长率(RGR, %/d)采用以下公式计算： 

RGR=[ln(Wt/W0)/t]×100% 
式中，W0 为起始时的鲜重，Wt 为 t d 后的鲜重，

t 为时间，本实验 t 为 6 d。 
水样中重金属含量的测定采用 US EPA 200.7: 

2001，藻体中 As5+的测定采用 GB 5009.11-2014 第一

法，Cd2+、Pb2+分别采用 GB 5009.15-2014、GB 5009.12- 
2010 规定的方法测定。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 18.0 数据统计软件进行单因素方差

分析(One-way ANOVA)、Duncan 多重比较，以 P<0.05 
作为显著性差异，使用 Excel 软件绘制图形。 

2  实验结果 

2.1  不同温度下极北海带对 N、P 的吸收 

如图 1a 所示，温度显著影响极北海带对 P 的吸

收，其中，24 h 时 9℃、13℃、17℃培养液中 P 营养

盐含量显著低于 5℃(P<0.05)，且 13℃组的 P 含量显 

著低于 9℃组(P<0.05)，其他组无显著性差异(P>0.05)。
48 h 和 72 h 时 9℃、13℃组的 P 含量显著低于 5℃、17℃
组(P<0.05)，且 17℃组显著低于 5℃组(P<0.05)，9℃、

13℃组的 P 含量无显著性差异(P>0.05)。各温度组的

P 含量在 48 和 72 h 时无显著性差异(P>0.05)，但均显

著低于 0 和 24 h(P<0.05)。总的来说，温度为 9℃~13℃
时，极北海带对 P 的吸收率较高，达到了 95%~98%。 

如图 1b 所示，同一时间点各温度下硝酸氮含量

均无显著性差异(P> 0.05)。各温度组不同时间点的分

析结果如下：温度在 5℃和 9℃下各时间点间均有显

著性差异(P<0.05)。温度在 13℃和 17℃时，0 h 时硝

酸氮含量均显著高于其他 3 个时间点(P<0.05)，24 h
时显著高于 72 h (P<0.05)，其他各点间均无显著性差异

(P>0.05)。温度对极北海带吸收硝酸氮无显著性影响，

相对而言，9℃~13℃为其适宜温度，吸收率约为 42%。 
图 1c 为相同营养盐、不同温度条件下培养液中

氨氮含量的变化情况。同一温度不同时间点间培养液

中的氨氮含量均有显著性差异(P<0.05)。各时间点不

同温度下的分析结果如下：24 h 时 5℃培养液中氨氮

含量显著高于 17℃(P<0.05)，其他温度间无显著性差

异(P>0.05)。48 h 时 5℃下氨氮含量显著高于其他    
3 个温度(P<0.05)，72 h 时 5℃和 17℃氨氮含量显著

高于 9℃、13℃(P<0.05)，其他无显著性差异(P>0.05)。
9℃~13℃为极北海带吸收氨氮的适宜温度，吸收率达

到了 96%。综合图 1b 和图 1c 可知，同等条件下极北

海带优先吸收利用氨氮。 
 

 
 

图 1  不同温度、不同时间下培养液中磷(a)、硝酸氮(b)、氨氮(c)的百分含量 
Fig.1  Percentage of phosphorus (a), nitrate nitrogen (b) and ammonia nitrogen (c) in  

culture medium at different temperatures and different times 
 

2.2  极北海带对 As5+、Cd2+、Pb2+离子的吸附 

As5+、Cd2+、Pb2+对极北海带相对生长速率的影

响如图2所示，其中，As5+对极北海带生长的抑制作

用最显著(P<0.05)，处理6 d后，极北海带的相对生长

速率为–0.92%/d，质量低于初始时的质量，极北海带在

0.46 mg/L的As5+离子溶液中不能正常生长。0.06 mg/L 
Cd2+处理6 d后，极北海带的相对生长速率为5.78%/d，
显著低于对照组7.59%/d(P<0.05)，说明，此Cd2+对极

北海带生长有显著的抑制作用。极北海带在0.09 mg/L
的Pb2+溶液中的相对生长速率为6.73%/d，此浓度的

Pb2+溶液对极北海带的生长无显著影响(P>0.05)。 
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图 2  As5+、Cd2+、Pb2+处理 6 d 后极北海带的相对生长速率 
Fig.2  Relative growth rate of L. hyperborea treated with 

arsenic, cadmium and lead ions for 6 days 

不同字母表示差异性显著，下同 
Different letters denoted significant differences. 

The same as below 
 

培养液和藻体 As5+含量变化如图 3 所示。图 3a 为

培养液中 As5+含量变化，0 h 时培养液中 As5+含量显

著高于 2 d(P<0.05)，极北海带在 2 d 内对 As5+进行了 

较多的吸收，大量的 As5+对极北海带藻体造成了一定

的损害，2 d 后吸收效果不显著(P>0.05)，说明极北海

带对 As5+的吸收在 2 d 接近饱和。图 3b 为 As5+在极

北海带藻体的含量分布，藻体表面吸附的 As5+和藻体

内部吸收的 As5+含量无显著差异(P>0.05)，分别占

As5+总量的 55%和 45%。极北海带在此浓度的 As5+

溶液中不能正常生长，As5+能对藻体造成伤害(图 2)。 
培养液和藻体 Cd2+含量变化如图 4 所示，图 4a

为培养液中 Cd2+含量变化，0 h 时培养液中 Cd2+含量

显著高于 2、4 和 6 d(P<0.05)，且后 3 个时间点间无

显著性差异(P>0.05)，说明极北海带对 Cd2+的吸收在

2 d 接近饱和。图 4b 为极北海带藻体内外的 Cd2+含量

分布，其中，91%的 Cd2+位于藻体表面，9%的 Cd2+

位于藻体内部。极北海带对 Cd2+的吸附主要在 2 d 内，

且主要是通过物理吸附而存在于藻体表面，通过生物

吸收进入藻体内部的量很少，但依然会显著抑制极北

海带的正常生长(P<0.05, 图 2)。 
培养液和藻体 Pb2+含量变化如图 5 所示，图 5a 为 

 

 
 

图 3  不同时间下培养液 As5+离子含量(a)和培养 6 d 后极北海带藻体内外 As5+离子含量(b) 
Fig.3  The arsenic ions content in culture medium at different time and the arsenic ions content  

of surface and internal of L. hyperborea after 6 days 
 

 
 

图 4  不同时间下培养液 Cd2+含量(a)和培养 6 d 后极北海带藻体内外 Cd2+含量(b) 
Fig.4  The cadmium ions content in culture medium at different time and the cadmium ions content  

of surface and internal of L. hyperborea after 6 days 
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图 5  不同时间下培养液 Pb2+含量(a)和培养 6 d 后极北海带藻体内外 Pb2+含量(b) 
Fig.5  The lead ions content in culture medium at different time and the lead ions content of surface  

and internal of L. hyperborea after 6 days 
 

培养液 Pb2+含量变化，其中，0 h 时培养液 Pb2+含量

显著高于 6 d(P<0.05)，其他各时间点间无显著性差异

(P>0.05)，说明极北海带对 Pb2+的吸收不同于对 As5+

和 Cd2+的吸收，其吸收过程相对平缓，而非 2 d 内即

接近吸收的饱和值。图 5b 为 Pb2+在极北海带藻体的

分布情况，其中，96.5%的 Pb2+被吸附于藻体表面，

3.5%的 Pb2+位于极北海带藻体内部。培养液中的 Pb2+

主要被吸附在藻体表面，且在实验阶段内吸附速率趋

于稳定持续，0.1 mg/L 的 Pb2+浓度对极北海带的生长

状态影响不显著(P>0.05，图 2)。 

3  讨论 

N、P 等是大型海藻生长所必需的营养元素，影

响海藻的生长和光合作用等生理活动 (Lapointe, 
1987)，温度对海藻呼吸作用及光合作用有影响   
(凌晶宇等, 2016; 姚海芹等, 2016)。本研究中，极北

海带在温度为 9℃~13℃时，对 P、氨氮和硝酸氮的吸

收率均最高；梁洲瑞等(2018)研究了不同温度对极北

海带幼苗生长及光合特性的影响，证实在 9℃~15℃
时极北海带幼苗的相对生长速率、光系统Ⅱ最大荧光

产量(Fv/Fm)、光合作用和呼吸作用速率等均高于其他

温度，本研究中，极北海带在温度为 9℃~13℃时具

有最大的 N、P 营养吸收率，这说明 9℃~15℃是极北

海带幼苗生长的最适温度范围。王翔宇等(2011)研究

了 6 种大型海藻吸收 N、P 营养盐的能力，其中，日

本马泽藻(Mazzaella japonica)对活性磷和氨氮的吸收

率最高，分别为 90.8%和 98%，本研究中，适宜温度

范围内极北海带对活性磷和氨氮的吸收率分别为

95%~98%和 96%，稍高于日本马泽藻；而其对硝酸

氮的吸收率较低(42%)，低于孔石莼(82%)和日本马泽

藻(76.9%)。 
海带对 Cd2+、Pb2+、As5+等重金属离子均有较好

的富集作用，肖君等(2010)证实海带对 Cd2+、Pb2+的

吸附量大于很多其他藻类吸附剂，可用于重金属化水

质的改善。本研究中，极北海带 2、4 和 6 d 对 0.06 mg/L 
Cd2+的吸收率分别为 26.0%、28.2%和 30.5%；在 2 d
内的吸附速率较高，吸附量较多，占总吸附量的

85.2%，此后吸附速率减慢，吸附量也较少；极北海

带对 Cd2+的富集量为 15 mg/kg，富集后的 Cd2+主要

分布在极北海带藻体表面，占吸附总量的 91%。   
0.1 mg/L Pb2+溶液中，极北海带 2、4 和 6 d 的吸收率

分别为 13.8%、20.7%和 31.0%，吸收速率较稳定，

藻体对 Pb2+的富集量为 320 mg/kg，被富集的 Pb2+主

要分布在藻体表面，占总吸附量的 96.5%。推测，极

北海带对 Cd2+和 Pb2+的富集主要是其细胞表面的吸

附作用，相对而言，Cd2+和 Pb2+对极北海带生长的影

响较小。海藻中砷大多以有机态存在，无机态砷含量

较少，但在海水中，砷大多以有毒的砷盐的形式存在

(范晓等, 1997; Andreae et al, 1978)。聂新华等(2013)
研究表明，威海市俚岛和崮山海带养殖区中的海带对

无机砷的富集量分别为 0.20 和 0.24 mg/kg，远低于本研

究中极北海带对 As5+的富集量(168.33 mg/kg)，其原因

可能是本研究中的培养液砷浓度远高于自然海区的

砷浓度。 
综上所述，极北海带对 N、P 营养盐具有较强的

吸收能力，72 h 对 P 的吸收率达到了 95%~98%，对

氨氮的吸收率为 96%，对硝酸氮的吸收率约为 42%，

在一定程度上吸附 As5+、Cd2+、Pb2+重金属离子。同

时，极北海带还具有“多年生、个体大、耐低光”的

特征，可形成“海底森林”，因此有望成为我国海洋
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藻场建设和生态修复的潜力藻种。 
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Study on the Assimilation of Nitrogen and Phosphorus and 
on the Sorption of Heavy Metals in Laminaria hyperborea 

YUAN Yanmin1,2, LIU Fuli2,3①, DU Xinxin4, LIANG Zhourui2,3, WANG Wenjun2,3, SUN Xiutao2,3 
(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 Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of 
Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production  

Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
4. College of Marine Science and Engineering, Qingdao Agricultural University, Qingdao  266109) 

Abstract    Laminaria hyperborea is an economically and ecologically important kelp. It can grow 
lushly in the subtidal zone and from the seaweed forest, playing a significant ecological function. In this 
study, the absorption rates of nitrogen and phosphorus of L. hyperborea was determined at different 
temperatures (5℃, 9℃, 13℃, 17℃), as well as relative growth rate (RGR) and accumulation of selected 
heavy metal ions (arsenic ions As5+, cadmium ions Cd2+, lead ions Pb2+), aiming to evaluate whether    
L. hyperborea is a potentially feasible candidate species for marine bioremediation. The main results are 
as follows: (1) the experimental specimens illustrated maximum absorption rates of nitrogen and 
phosphorus at 9℃~13℃ after 72 h. The maximum absorption rates of phosphorus, ammonia nitrogen and 
nitrogen nitrate were 95%~98%, 96% and 42% respectively, indicating that the removal of nitrogen nitrate, 
ammonia nitrogen, and phosphorus by L. hyperborea from seawater is significant. (2) The total arsenic 
ions content accumulated in the L. hyperborea was 168.33 mg/kg, there was no significant difference 
between the surface (55%) and inner (45%) of the algae; the relative growth rate was –0.92%/d when    
L. hyperborea were treated with arsenic ions for 6 days. The total cadmium ions content accumulated in   
L. hyperborea was 15 mg/kg, and the surface content (91%) was significantly higher compared to the 
inner content (9%); the relative growth rate of those individuals who were treated with Cd2+ enriched 
solution for 6 days was 5.78%/d (lower than the control). The total lead ion content accumulated in the  
L. hyperborea was 320 mg/kg. The surface concentration (96.5%) was significantly higher compared to 
that of the inner concentration (3.5%) of the algae; the relative growth rate of those individuals who were 
treated in Pb2+ enriched solution for 6 days was 6.73%/d, which had no significant difference with control 
condition. The results suggested L. hyperborea could be an ideal candidate in marine bioremediation. 
Key words    Laminaria hyperborea; Eutrophication; Temperature; Heavy metal ions; Bioremediation 
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摘要    为了研究 Cu2+对厚壳贻贝(Mytilus coruscus)的毒性效应，开展了厚壳贻贝幼体在 Cu2+水溶

液中的 96 h 急性毒性效应实验及 7 d 胁迫实验，将厚壳贻贝内脏团、鳃组织中的超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, CAT)、脂质过氧化水平(Lipid peroxidation, LPO)
以及金属硫蛋白(Metallothioneins, MT)作为生物标志物，应用综合生物标志物响应(Integrated 
biomarker response, IBR)指数整合 4 种生物标志物。结果显示，Cu2+对厚壳贻贝幼体的 96 h 半致死

浓度为 1.55 mg/L，内脏团、鳃组织各个生物标志物指标呈现出不同的变化趋势，内脏团、鳃组织

SOD、CAT 活性以及鳃组织 MT 含量均呈先上升后下降的趋势，内脏团组织 MT 含量及内脏团、鳃

组织 MDA 含量均呈持续上升的趋势。IBR 值呈先上升后下降的趋势，内脏团组织 IBR 值高于鳃组

织。研究表明，生物标志物的变化与 Cu2+暴露浓度有关，IBR 分析可以辨别不同暴露浓度之间的差

异，可以作为量化污染物暴露效应的有效工具。 
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人类对重金属的开发利用历史悠久，随着现代工

业的发展，大量的重金属被排入水体环境中，由于重

金属不能被生物降解，因此，已经成为一类典型的传

统环境污染物，主要包括铅(Pb)、镉(Cd)、铬(Cr)、
汞(Hg)、类金属砷(As)等毒性较强的重金属，也包括

铜(Cu)、锌(Zn)、镍(Ni)等有一定毒性的一般重金属

(Bhuyan et al, 2017; Järup, 2003)。重金属通过生物富

集在海洋生物体内累积并最终通过食物链途径转移

到人体体内，危害人类健康(Apeti et al, 2005; 孙元芹

等, 2013)。Cu 是一种存在于各种岩石和矿物中的微

量金属元素，由于其使用广泛，不能被生物降解，

易在生物体内积累且对水生生物具有致毒效应毒性

而受到广泛关注(Sloman et al, 2005)。水体中溶解态

Cu2+对海洋鱼类(Johnson et al, 2007; Monteiro et al, 
2009)、微藻(Cid et al, 1995)、甲壳类(Hansen et al, 
1992; Young et al, 1979)、无脊椎动物(Iwinski et al, 

abc
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2016)、贝类(Chang et al, 1996)等会产生氧化应激、

DNA 损伤、细胞凋亡、蛋白质变性等各类毒性效应。 
相比较其他海洋生物，海洋贝类由于其滤食性特

点，更容易从周围环境中富集 Cu2+等重金属，常被用

作重金属污染的指示生物，因此，研究重金属对海洋

贝类的毒性效应有重要的现实意义 (Nsofor et al, 
2014)。厚壳贻贝(Mytilus coruscus)主要分布于中国的

渤海、黄东海等地，日本、朝鲜部分区域也有分布，

属于滤食性附着生活的双壳贝类。国内外学者利用分

子生物标志物研究了 Cu2+对厚壳贻贝的毒性效应，

Xu 等(2016)、Li 等(2012)、Wu 等(2017)、王昊盛等

(2017)、刘慧慧等(2014)从不同角度研究了厚壳贻贝

不同组织酶活性及相关基因表达对 Cu2+暴露胁迫的

响应。张翼飞(2017)研究了 Cu2+和苯并芘(BaP)对厚壳

贻贝的联合毒性效应。但各类生物标志物对 Cu2+的敏

感程度不同，诱导程度、变化趋势也存在差异，单独

依据个别生物标志物对 Cu2+暴露的响应不能有效的

评估 Cu2+的毒性效应，需要一种能够评估生物标志物

整体变化的方法。综合生物标志物响应 (Integrated 
biomarker response, IBR)指数能够综合所有的生物标

志物对污染物的响应，转换成一个“压力指数”值，

已经应用于评估各类污染物的生物毒性效应研究中

(Kim et al, 2016; Xia et al, 2014; Zheng et al, 2013)。 
本研究通过 Cu2+对厚壳贻贝的暴露实验，比较

分析了厚壳贻贝的鳃、内脏团组织超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, 
CAT)、脂质过氧化水平(Lipid peroxidation, LPO)、金

属硫蛋白(Metallothioneins, MT)含量等生物标志物

在不同 Cu2+暴露下的变化及相关关系，应用 IBR 指

数评价组织对 Cu2+暴露的响应差异，探讨 Cu2+对厚

壳贻贝的致毒机理及其生理响应，为基于双壳贝类的

重金属污染监测预警提供更多的技术支持。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

厚壳贻贝取自浙江省嵊泗县枸杞岛养殖区，平均

体重为(6.06±0.34) g，参考养殖区水环境条件并使用

海水晶(溶解于纯净水中，Cu2+浓度为 1.3×10–3 mg/L)、
纯净水配制实验用海水(盐度为 32.5，pH 为 8.10)，水

质指标符合《渔业水质标准》(国家环境保护局，1989)
的要求。实验容器为 10 L 的玻璃容器。Cu2+实验母液

为 100 mg/ml 的 Cu2+标准溶液(中国标准物质网)，实

验时稀释到所需浓度。厚壳贻贝在实验开始前暂养

3 d，每天投喂角毛藻(Chaetoceros gracilis)，每 24 h 
100%换水 1 次，水温为(19.0±0.3)℃。 

1.2  实验方法 

1.2.1  96 h 急性毒性实验    采用半静态实验方法，

先进行预实验，确定厚壳贻贝全部死亡的最低浓度

(LC0)和 96 h 全部存活的最高浓度(LC100)，在预实验的

基础上，设置 6 组实验浓度(8.0、4.0、2.0、1.0、0.5、
0.25 mg/L，配制海水中的 Cu2+浓度极低，忽略不计)，
同时，设置 1 组海水对照组，每组 3 个重复，分别放

置 30 个厚壳贻贝。实验期间，光照比为 12∶12，水

温为(19.0±0.3)℃，容器加入 5 L 海水，每 24 h 100%
换水 1 次，实验期间不投喂饵料，使用微型充气泵充

氧，溶解氧(DO)的范围为 7.0~7.5 mg/L。及时将死亡

的厚壳贻贝捞出，死亡标准是用玻璃棒重复触碰，若

厚壳贻贝没有反应确认为死亡。分别于第 24、48、
72、96 小时记录厚壳贻贝的死亡情况。 

利用 SPSS16.0 软件进行数据处理，采用概率单

位算法计算 96 h LC50，根据公式：SC=96 h LC50×0.1，
计算 Cu2+的安全浓度。 
1.2.2  7 d 毒性实验    根据 96 h 急性毒性实验结果

(96 h LC50=1.55 mg/L)，设置 0.04、0.08、0.16 mg/L
共 3 组实验浓度(1/10 急性毒性实验浓度)，实验进行

7 d 时，实验条件与 96 h 急性毒性实验相同，实验

前与第 0、1、3、7 天分别采集 8 个样品，取鳃、内

脏团组织，保存在液氮中。 

1.3  毒理学指标的测定 

使用超纯水(Millipore，美国)配制与厚壳贻贝生

理盐度相同的冰水，取约 0.5 g 鳃、内脏团样品置于

4.5 ml 生理盐水中，在 15000 r/min 条件下，使用自

动匀浆机(Ika T10b，德国)匀浆，匀浆样品在 4℃、

1431 r/min 条件下，离心 20 min，取上清液(Lowe et al, 
1995)，使用南京建成生物工程研究所试剂盒测定

SOD、CAT 酶活性及 MDA 含量(代表 LPO 水平)。 
将鳃、内脏团样品按照 1∶4 的比例(体重/体积比)

加入 Tris-HCl 缓冲液(pH 为 8.3)，冰浴条件下匀浆，

然后，将匀浆液在 0℃、10000 r/min 下离心 30 min，
取上清液，采用镉–血红蛋白饱和法测定 MT 含量

(Onosaka et al, 1982)。利用原子吸收仪(SOLAARM6, 
Thermo Fisher Scientific, 美国)分析 Cd2+浓度，按照  
1 个 MT 分子结合 6 个 Cd2+和 MT 分子量为 7000 Da
的原则(Narula et al, 1995)计算 MT 的含量(μg/g)。 

1.4  综合生物标志物响应指数 

应用 IBR值的计算方法并参照 Kim等(2016)的方

法。首先，计算生物标志物在各阶段的平均值(xi)、
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总平均值( x )、标准差(s)，然后，按照下列公式对各

阶段的 xi 进行均一化处理： 

 
( ) /i ix x x s  

 
(1)

 
式中， ix为 ix 均一化后的值。 
各阶段生物标志物的得分 Bi 值计算公式： 

 miniB Z x   (2) 

式中，|xmin|为各阶段生物标志物均一化处理后的

数据最小值的绝对值，Bi 值的大小在星状图中以辐射

线的长度代表，星状图面积(即图中由相邻生物标志

物的辐射线围成的三角形面积 Ai 之和)按照下列公式

计算： 

 1
IBR

n

i
i

A


 
 

(3) 

 1/ 2sin cos s( )ini i i iA B B B     (4) 
 1 1arctan sin α / co( )s αi i iB B B   －  (5) 

式中，n 为生物标志物数量；α 为相邻的 2 条辐

射线夹角，α=2π/n；Bn+1=B1。当 n=4 时，α=π/2，Ai

计算公式可以简化为： 
Ai=BiBi+1/2 

1.5  数据处理与分析 

所有数据均以平均值±标准差(Means±SD)表示，

应用 SPSS 16.0 软件对数据进行分析，采用单因素方

差(One-way ANOVA)对数据进行分析，差异显著时进

行 Duncan’s test 多重比较，显著性水平设为 0.05。 

2  结果 

2.1  Cu2+对厚壳贻贝的 96 h 急性毒性实验 

Cu2+浓度与厚壳贻贝的死亡率之间表现为正相

关的剂量效应关系，剂量效应关系公式为： 
y=0.834x+4.634 

相关系数 R2=0.958，96 h LC50 浓度为 1.55 mg/L，

安全浓度为 0.16 mg/L。 

2.2  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团组织 SOD、CAT 活

性及 MDA、MT 含量的影响 

2.2.1  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团组织 SOD 活性的

影响    各实验组中，厚壳贻贝鳃组织、内脏团的

SOD 活性均表现为先上升后下降的趋势(图 1)。各实验

组厚壳贻贝鳃组织的 SOD 活性在第 1 天即达到最高

值，其中，0.16、0.08 mg/L 组鳃组织的 SOD 活性均

显著高于对照组(P<0.05)，分别为对照组的 2.93、2.20
倍，0.04 mg/L 组中鳃组织的 SOD 活性与对照组之间

无显著差异(P>0.05)；第 3 天时，仅有 0.16 mg/L 组

鳃组织的 SOD 活性显著高于对照组(P<0.05)；第 7

天时，3 组实验组中鳃组织的 SOD 活性与对照组间

均无显著差异(P>0.05)(图 1a)。0.16 mg/L 实验组厚

壳贻贝内脏团的 SOD 活性在 3 个取样阶段均显著高于

对照组(P<0.05)，第 3 天达到峰值，分别为对照组的

2.45、3.32、2.80 倍；0.08 mg/L 组内脏团的 SOD 活

性在第 3、7 天显著高于对照组，分别为对照组的 2.48
和 2.11 倍；0.04 mg/L 组鳃组织的 SOD 活性与对照组

间无显著差异(P>0.05)(图 1b)。 
 

 
 

图 1  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)SOD 活性的影响 
Fig.1  Effects of Cu2+ on SOD activities of  

gill (a) and visceral mass (b) 

*为与对照组相比差异显著(P<0.05)，下同 
Single asterisk (*) indicates significant  

difference between treatment groups and control  
group (P<0.05), the same as below 

 
2.2.2  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 CAT 活性的影响     

各实验组中，厚壳贻贝鳃组织、内脏团的 CAT
活性变化呈先上升后下降的趋势(图 2)。各实验组厚壳

贻贝鳃组织的 CAT 活性在第 1 天即达到最高值，但

仅有 0.16 mg/L 实验组鳃组织的 CAT 活性显著高于对

照组(P<0.05)，为对照组的 3.02 倍，其余实验组与对

照组间均无显著差异(P>0.05)(图 2a)。各实验组厚壳贻

贝内脏团的 CAT 活性也在第 1 天即达到最高值，其

中，0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团的 CAT 活性均显
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著高于对照组(P<0.05)，分别为对照组的 3.50、2.65
倍；0.04 mg/L 实验组内脏团的 SOD 活性与对照组间

无显著差异(P>0.05)。第 3 天仅有 0.16 mg/L 实验组

内脏团组织的 CAT 活性显著高于对照组(P<0.05)，第

7 天各实验组内脏团的 CAT 活性与对照组之间均无

显著差异(P>0.05)(图 2b)。 
 

 
 

图 2  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)CAT 活性的影响 
Fig.2  Effects of Cu2+ on CAT activities of gill  

(a) and visceral mass (b) 
 

2.2.3  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 MDA 含量的影响     
各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团的 MDA 含

量均呈逐渐上升的趋势(图 3)。第 3 天开始，0.16、   
0.08 mg/L 实验组鳃组织的 MDA 含量均显著高于对

照组(P<0.05)，0.04 mg/L 实验组鳃组织的 MDA 含量

与对照组间无显著差异(P>0.05)(图 3a)。第 1 天开始，

0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团的 MDA 含量均显著高

于对照组(P<0.05)，0.04 mg/L 实验组内脏团组织的

MDA 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；第 3、7
天时，3 个实验组内脏团组织的 MDA 含量均显著高

于对照组(P<0.05)(图 3b)。 
2.2.4  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 MT 含量的影响     

各实验组厚壳贻贝鳃组织的 MT 含量变化呈先

上升后下降的趋势(图 4a)。厚壳贻贝鳃组织的 MT 含

量在第 1 天即达到最高值，其中，0.16、0.08 mg/L 实

验组鳃组织的 MT 含量均显著高于对照组(P<0.05)；
分别为对照组的 5.25、3.12 倍，0.04 mg/L 实验组内 

 
 

图 3  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)MDA 含量的影响 
Fig.3  Effects of Cu2+ on MDA content of gill  

(a) and visceral mass (b) 
 

 
 

图 4  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)MT 含量的影响 
Fig.4  Effects of Cu2+ on MT content of gill  

(a) and visceral mass (b) 
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鳃组织的 MT 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；
第 3、7 天仅有 0.16 mg/L 实验组中鳃组织的 MT 含量

均显著高于对照组(P<0.05)，其余 2 个实验组与对照

组间无显著差异(P>0.05)(图 4a)。各实验组厚壳贻贝内

脏团的 MT 含量变化呈逐渐上升的趋势(图 4b)。第 1
天开始，仅有 0.16 mg/L 实验组内脏团的 MT 含量显

著高于对照组(P<0.05)，为对照组的 2.76 倍，其余 2
个实验组内脏团的 MT 含量与对照组间无显著差异

(P>0.05)；第 3 天时，0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团

组织的 MT 含量均显著高于对照组(P<0.05)，分别为

对照组的 4.21、2.86 倍，0.04 mg/L 实验组内脏团组

织的 MT 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；第 7
天时，3 个实验组中内脏团组织的 MT 含量均显著高

于对照组(P<0.05)。 

2.3  综合生物标志物分析 

各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR 值随

暴露时间的变化见图 5。从图 5 可以看出，1~7 d 各

实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR 值均呈先上

升后下降的趋势。其中，0.16、0.08 mg/L 实验组中鳃

组织均在第 3 天达到峰值，0.04 mg/L 实验组中鳃组

织在第 1 天达到峰值，IBR 峰值分别为 2.23、1.24、
0.41(图 5a)。0.16、0.08、0.04 mg/L 实验组内脏团组

织均在第 3 天达到峰值，IBR 峰值分别为 12.24、5.98、
3.22(图 5b)。相同浓度下，内脏团组织 IBR 值高于鳃

组织，各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR
值均随实验浓度的下降而下降。 

 

 
 

图 5  IBR 值随时间的变化 
Fig.5  IBR values changes over time 

3  讨论 

污染物在生物体内的富集可以触发氧化还原反

应产生自由基，特别是细胞内 ROS，如超氧阴离子、

过氧化氢、羟基自由基及其衍生物(Oost et al, 2003)。
一般情况下，ROS 的产生和消除处于动态平衡，然而，

高活性中间体可攻击细胞内外的靶标，当 ROS 累积

到一定程度时，超过抗氧化防御系统的能力时，就会

引起脂质过氧化(LPO)(Alzbeta et al, 2012)。SOD 能将

2O转化成 H2O2，CAT 能进一步将 H2O2 转化成水，

是抗氧化系统的重要组成部分 (Solé et al, 1995、
2000)，LPO 可用丙二醛(MDA)含量代表(Masseroli et al, 
1990)，MT (Thirumoorthy et al, 2007)在重金属胁迫过

程中的变化是重金属污染的典型指标，上述指标均可

以作为典型的生物标志物反映污染物对生物体组织

的影响。 
在本研究中，各实验组中鳃组织、内脏团组织

MDA 含量在第 1 天即开始上升(图 3)。表明 Cu2+暴露

产生的 ROS 已对鳃组织、内脏团组织造成了一定的

氧化损伤。第 1 天时，各实验组鳃组织、内脏团组织

SOD 活性也开始上升，且高浓度暴露组均显著高于

对照组(P<0.05)，此时，ROS 的大量累积诱导 SOD 活

性发生代偿性上升以清除 ROS，随后各实验组鳃组

织 SOD 活性开始下降，内脏团组织 SOD 活性在第 3
天开始下降，表明 ROS 的大量累积超过了 SOD 清除

自由基的能力，对鳃组织、内脏团组织造成了一定

的损伤，抑制了 SOD 的活性。CAT 与 SOD 功能相关，

在抗氧化过程中仅次于 SOD 被诱导(Velisek et al, 
2011)，各实验组中，鳃组织、内脏团组织 CAT 活性

表现出与 SOD 活性类似的剂量–效应关系，均呈先上

升后下降的变化趋势，SOD 转化功能的下降也导致

了 CAT 的诱导量下降。另外研究也表明，CAT 也可

以被 2O 等灭活(Modesto et al, 2010)，这可能也是

CAT 活性下降的原因。 
Zn、Cu、Cd、Hg 等重金属能诱导 MT 的合成，

并与重金属相结合，诱导程度与重金属浓度、种类具

有一定的相关性，是生物体解毒代谢重金属的重要途

径之一，MT 含量的变化可以预测机体组织受重金属

胁迫的压力，已经在众多研究中证实(Ridlington et al, 
1979; Thirumoorthy et al, 2007)。Cu2+是生物体新陈代

谢必需的元素之一，但过量的 Cu2+对生物体组织会造

成损伤。在本研究中，各实验组中鳃组织、内脏团组

织 MT 含量第 1 天即开始上升，且高浓度暴露组均显

著高于对照组(P<0.05)(图 4)。此时，机体组织通过 MT
的合成并与 Cu2+结合，减少 Cu2+与机体细胞中具有
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高亲和力的巯基(-SH)基团非特异性结合，最终利用

溶酶体将结合物从细胞质中排出，降低 Cu2+的毒性

(Isani et al, 2000)。同时，各实验组鳃组织、内脏团

组织 MT 含量变化趋势存在差异，鳃组织 MT 含量在

第 1 天峰值后开始逐渐下降，而内脏团组织 MT 含量

呈逐渐上升趋势，这与不同组织对重金属的富集能力

及组织之间的蛋白质代谢变化差异有关，相比较鳃组

织，内脏团组织中的蛋白质水平更高(Legras et al, 
2000)，同时，由于生物体自身的屏障属性，不同组

织间的重金属分布状况存在差异，内脏团组织对重金

属的富集能力高于鳃组织，MT 的含量与重金属含量

有一定的正相关关系(Domouhtsidou et al, 2004)，上

述 2 个因素共同决定了内脏团组织中 MT 的含量高于

鳃组织。 
使用生物标志物评估毒性物质的毒性效应及作

用途径是一个常用手段，通常情况下，多种生物标志

物会同时出现，以解释不同的毒性效应，但过多的生

物标志物混合就使整体的毒性效应及其变化趋势难

以解释。本研究中，各浓度实验组生物标志物相比较

对照组均表现出一定的变化，从不同角度反映出 Cu2+

对厚壳贻贝内脏团组织、鳃组织的影响。为了更准确

地比较 Cu2+对厚壳贻贝的整体胁迫压力，使 IBR 指数

可以通过量化的数值直观比较 Cu2+对厚壳贻贝不同组

织的暴露毒性。在本研究中，厚壳贻贝的鳃组织、内

脏团组织表现出不同的剂量–毒性效应结果(图 5)，对

相同组织，高浓度实验组的 IBR 值高于低浓度实验

组，而对相同实验浓度，内脏团组织的 IBR 值高于鳃

组织。这个结果不仅验证了内脏团组织的主要解毒代

谢功能，更量化了其与鳃组织的差异，表明 IBR 可以

作为一种定量评价污染物毒性效应的有效工具。 
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Toxic Effects of Copper Ion in Mytilus coruscus:  
An Integrated Biomarker Approach 

LI Lei1, PING Xianyin1, SONG Wei1, JIANG Mei1, HUANG Ting2, WANG Lumin1①
 

(1. East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090;  
2. International Copper Association, Ltd. (ICA), Shanghai  200020) 

Abstract    Heavy metal contamination of the natural environment has always been a great concern, 
because of toxicity and non-biodegradability of the metals. Copper (Cu) is an abundant trace element 
found in a variety of rocks and minerals and has received much attention due to its widespread use, 
persistence in nature, tendency to accumulate in and toxicity to aquatic organisms. There are many 
documented physiological effects of waterborne Cu2+ exposure in a variety of shellfish species, but further 
research is needed to explain the relationship between Cu2+ and shellfish species. To study the 
toxicological effects of Cu2+ on mussel Mytilus coruscus, juvenile M. coruscus were exposed to aqueous 
solutions of Cu2+. Ninety-six-hour acute toxicity effect experiments and 7 days stress experiments were 
carried out. Biomarkers including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), lipid peroxidation (LPO), 
and metallothioneins (MT) in gill and visceral mass were determined after seven days of exposure. 
Integrated biomarker response (IBR) was calculated by combining multiple biomarkers into a single value 
in order to assess the responses of different tissues. The acute toxicity experiments showed 1.55 mg/L to 
be the 96 h median lethal concentration in juvenile M. coruscus. The 7 days stress experimental results 
showed that the activity of biomarkers were inhibited by all test concentrations and each index hadits own 
variation trend.Biomarkers SOD and CAT showed activity in gill and visceral mass, MT content in the gill 
firstly increased and then tended to decrease later, while the MT content in visceral mass and MDA 
content in gill and visceral mass exhibited an upward tendency. IBR values exhibited an increase at first 
then tended to decrease later, the IBR value in the visceral mass was higher than that in the gill. Changes 
of biomarkers’ activity were related to different exposure concentrations. IBR analysis allowed good 
discrimination between the different exposure concentrations and might be a useful tool for the 
quantification of various biomarker responses induced by toxic chemicals.  
Key words    Mytilus coruscus; Copper ion; Toxic effects; Integrated biomarker response model 
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布设间距对多孔方型人工鱼礁流场效应 
影响的数值模拟研究* 

王佳浩  刘莉莉①  蔡新晨  陈佳滢  杨意馨  姜书侠 
(浙江海洋大学水产学院  舟山  316004) 

摘要    采用计算流体动力学(CFD)技术，研究了不同布设间距下，多孔方型人工鱼礁周围水流运

动的规律，旨在为深入研究人工鱼礁的集鱼原理和海洋牧场建设中人工鱼礁的投放和布设提供更多

参考。本研究采用了 4 种布设间距，分别为 0.5、1、1.5 和 2 倍鱼礁高度，基于计算机数值模拟技

术，模拟了速度为 0.8 m/s 的水流流经 2 个礁体的过程，分别观察鱼礁周围水流运动情况。结果显

示，多孔方型人工鱼礁内部和周围存在缓流区、背涡流区、上升流区、死水区等有显著特征的区域；

多孔方型人工鱼礁上升流的最大速度与来流速度的比值约为 0.95 倍；多孔方型人工鱼礁周围上升

流最大抬升高度与鱼礁高度之比约为 2.1；多孔方型人工鱼礁的结构在一定程度上为鱼礁周围的流

态多样性提供了较有利的作用；多孔方型人工鱼礁的布设间距对 2 个鱼礁单体间的旋涡数量和旋涡

方向有较大影响，也对涡量大小和涡量分布范围产生影响。研究表明，在一定范围内，布设间距越

大，涡量越大，分布范围越广，但超过一定范围后，涡量不再增大，分布范围也不再扩大；多孔方

型人工鱼礁的布设间距越大，背涡流在 X 方向和 Y 方向的影响面积越大。研究结果清晰地展现了

不同布设间距下的人工鱼礁的流场效应，对在特定条件下进行人工鱼礁投放和布设具有重要意义。 
关键词    计算流体动力学(CFD)；多孔方型人工鱼礁；布设间距；上升流；背涡流 
中图分类号 S953.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-040-09 

人工鱼礁是人为置于海底的构筑物，会在其布设

周围的一定范围内形成上升流，将海底深层的营养物

质带到表层水面，促进浮游植物生长、吸引鱼类觅食。

由于其结构的复杂性，人工鱼礁还能为鱼类等提供相

对安全的栖息环境和索饵繁殖场所，有利于幼鱼和繁

殖期鱼类的栖息。在投放一定时间后，人工鱼礁附近

会形成稳定的生态环境，有利于渔场的修复(王波等, 

2004; 潘迎捷 , 2007; 张永波等 , 2016; Lee et al, 
2018)。人工鱼礁的形状多种多样，有方形、三角形、

圆台形、米字型、金字塔型等(郑延璇等, 2014; 赵林

等, 2018; 黄远东等, 2012a、2012b; 兰孝政等, 2016)。
人工鱼礁投放方式有单体布设和多体布设等。对于如

何更有效地投放人工鱼礁，也是现今建设海洋牧场需

要优化的问题(Lan et al, 2006)。 

abc
图章
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计算流体动力学(CFD)是通过计算机数值计算和

图像显示，对包含有流体流动等相关物理现象的系统

进行分析。通过此种数值模拟技术，可以得到所研究

流场内各个位置上的基本物理量。 
目前，已有崔勇等(2011)采用数值模拟方法研究

了布设间距对无孔实心方型人工鱼礁周围流场的影

响；邓济通等(2013)研究了布设间距对无孔三棱柱形

人工鱼礁周围流场的影响；于定勇等(2019)研究了不同

开口比的方形鱼礁的水动力特性；黄远东等(2012b)
研究了多孔方型人工鱼礁周围流态效应，尚未涉及布

设间距对多孔方型人工鱼礁流场效应的影响。 
为了进一步探究布设间距对多孔方型人工鱼礁

流场效应的影响，本研究基于 FLUENT 软件的数值

模拟技术，模拟 4 种布设间距下 2 个鱼礁单体周围流

态，研究结果将对鱼礁的优化布置具有指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  礁体模型和计算区域 

在进行数值模拟前，需先进行礁体模型的设计和

计算网格的划分。由于方型鱼礁制作方便，透水性好，

适合中下层鱼类产卵和避敌，是一种在混凝土礁体中

普遍被采用的礁体类型(王磊, 2007)，并已经在我国

沿海海域(如江苏吕泗渔场)进行了投放。于定勇等

(2019)研究发现，方型开孔礁体具有抗滑移、抗倾覆

安全系数能满足工程的要求。Wang 等(2018)研究发

现，方型鱼礁单侧开口数量为 4 或 9 个，开口比为

0.2 或 0.3 时，产生上升流和背涡流的效果最明显。

因此，本研究礁体采用边长为 3 m，壁厚为 0.1 m 的

空心多孔方型人工鱼礁。礁体的每个侧面都开有 4 个

直径为 0.8 m 的圆孔，顶盖中央开有 1 个直径为 0.8 m
的圆孔(图 1)。 

为 适 应 山 东 省 人 工 鱼 礁 建 设 技 术 规 范

(DB37T2090-2012)，并能正确反映人工鱼礁周围流场

的显示效果(Miao et al, 2007; 郑延璇等, 2012)，本研

究将整个计算域尺寸的长度设为单个礁体的 20 倍长

度，宽度设为单个礁体的 10 倍长度，高度设为单个

礁体的 10 倍长度，即 60 m×30 m×30 m(图 2)。其中,
第 1 个圆孔方型礁的礁前计算域长度为 6 倍单体礁长

度(18 m)，2 个单体礁横向布设，布设间距分别为 0.5、
1、1.5、2 倍鱼礁长度，礁体底部贴紧计算域，计算

域侧面距 2 个鱼礁单体中心均为 15 m。 

1.2  控制方程及湍流模型 

由于流动分离和旋涡发展演化，使得人工鱼礁附

近的流动为黏性不可压缩流体的湍流运动。因此，其

控制方程采用定常、不可压缩流动下的连续性方程和

N-S方程，而模型则选取可以有效模拟分布比较均匀、

湍流结构较小的湍流模型中的 RNG k-epsilon 模型 
(黄远东等, 2012a; 姜少杰等, 2017)。 

 

 
 

图 1  人工鱼礁礁体模型(m) 
Fig.1  Geometry of the artificial reef (m) 

 

1.3  计算区域的网格划分 

在 计 算 区 域 的 网 格 划 分 上 ， 采 用 ANSYS 
Workbench Meshing 的自适应网格划分方式，划分成

四面体非结构化网格。礁体附近区域自动加密，使

得在数值模拟时能捕捉礁体的几何细节；在其他区

域使用较大网格划分，可节约计算成本。本研究采

用的网格尺度经过 Fluent 软件中的网格独立性验证，

结果表明，对于鱼礁附近的流场分辨效果良好。整

个计算区域的网格单元数为 1866200，计算区域网格

划分见图 3。 

1.4  边界条件的设置 

计算区域入口设为速度入口条件，在投放人工鱼 
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图 2  计算区域(m) 
Fig.2  Calculational domain (m) 

 

 
 

图 3  网格划分 
Fig.3  Mesh generation 

 

 

礁的海域流速以不超过 1 m/s 为宜(刘心媚等, 2019)，
并参考浙江舟山群岛海域在涨落潮时，底层海水平均

流速为 0.8 m/s 的数据(寿玮玮, 2009)。本研究选取

0.8 m/s 的来流速度进行模拟仿真；计算区域出口设

为自由出流条件；计算区域的两侧和顶面采用对称边

界条件；计算区域的底面和鱼礁壁面采用无滑移边界

条件(黄远东等, 2012a、2012b; Liu et al, 2013)。 

1.5  数值算法 

本研究涉及的数值模拟计算在 Ansys Fluent 17.0 
平台上完成。压力与速度耦合采用 Simplec 算法，方程

离散采用 Quick 格式，计算迭代步数为 2000 步，计算精

度残差值取 10–6 (姜少杰等, 2017; 邵万骏等, 2014)。 

1.6  数学模型的验证 

为验证 Fluent 软件模拟人工鱼礁流场效应的可

行性，需要对比在不同测点用水槽实验和数值模拟  
2 种方式得到的速度。唐衍力(2013)在水槽中测量了

来流速度为 0.5 m/s 时，多孔方型鱼礁各测点的流速。

礁体边长为 15 cm，侧面分别开 4 个直径为 0.4 cm 的

圆孔，顶面开一个直径为 0.4 cm 的圆孔。本研究利

用唐衍力(2013)的模型，在鱼礁一半高度的水平断面

和与水槽垂直的 C2 断面的交线上，选择了 A3、A4、
A5、A6、A3’、A4’、A5’共 7 个测点(图 4)。利用水

槽实验和数值模拟 2 种方法测出各测点的流速，得到

了 2 种方法的结果对比见图 5。从图 5 中的误差来看，

本研究所选模型能够利用 Fluent 软件进行数值模拟

得到较准确的流态分布。 
 

 
 

图 4  测点分布 
Fig.4  Distribution of measuring stations 

 
 

 
 

图 5  测量点流速的实验值与模拟值的比较 
Fig.5  Comparison of the simulated and measured  

velocities of the measuring stations 

2  结果与讨论 

2.1  多孔方型鱼礁单体周围流态变化的基本情况 

唐衍力等(2017)研究表明，6 个代表礁体(方型、

框架型等)的上升流面积和背涡流面积的大小与来流

速度不相关；礁体的上升流高度与来流速度也不相

关。黄远东等(2012a)研究发现，不同来流速度工况下，

方型鱼礁上升流的最大速度与来流速度的比均约为

定值，上升流的最大高度与礁体高度的比均约为定

值。本研究还参考了其他学者对其他礁体的研究均发

现，改变来流速度对相关数据影响不大，故本研究为

了减轻计算成本，只选取恒定来流速度进行研究。为分
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析鱼礁周围流场的分布情况，选择来流速度为 0.8 m/s，
鱼礁布设间距为 6 m 的鱼礁周围流场进行分析。流场

中 Y=0 平面上的速度分布云图见图 6。从图 6 可以看

出，当水流经过鱼礁时，流速变缓且越靠近鱼礁前壁

面流速越小，并在鱼礁的前方形成一片流速几乎为 0
的滞留区；在鱼礁上方一定区域内形成上升流，上升

流会改变原来水流的运动状态和流速。在上升流区

域，水流最大速度为 1.1 m/s；在鱼礁后方的背流面产

生了背涡流，背涡流影响区域可达 2 倍鱼礁边长。背涡

流流速明显小于来流速度，存在部分流速为 0 的区域。 
流场中 Z=3 m 平面上的速度分布云图见图 7。从

图 7 可以看出，2 个鱼礁两侧均有侧向流存在，第 1
个鱼礁的侧向流区域速度大于第 2 个鱼礁。 

 

 
 

图 6  Y=0 平面上的速度分布(m/s) 
Fig.6  Velocity distribution on Y=0 plane (m/s) 

 
 

图 7  Z=3 m 平面上的速度分布(m/s) 
Fig.7  Velocity distribution on Z=3 m plane (m/s) 

 
2.2  多孔方型鱼礁在不同布设间距下所产生的上升

流情况 

本研究取 Z 方向上速度分量与来流速度之比≥5%
的水域为上升流区域(黄远东等, 2012b)，为分析不同

布设间距下鱼礁所产生的上升流的情况，选取 4 种不

同的布设间距进行 CFD 仿真，分别为 0.5、1、1.5
和 2 倍鱼礁长度，得到 1.5、3.0、4.5 和 6.0 m 的 4 种

布设间距下流场在 Y=0平面上的 Z方向速度分量分布

见图 8。图 8 上刻度可以对上升流最大抬升高度进行

比较。从仿真结果可以得出，不同布设间距下，上升

流的最大流速、最大抬升高度以及分别与来流速度、

鱼礁高度的关系见表 1。 

 

(a) d=1.5 m (b) d=3 m 

(c) d=4.5 m (d) d=6 m 
 

图 8  4 种布设间距下 Y=0 平面上的 Z 方向速度分量分布(m/s) 
Fig.8  Z-direction velocity component distribution on Y=0 plane with four layouts (m/s) 
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表 1  不同布设间距下的上升流速度和抬升高度 
Tab.1  Upwelling velocity and elevation under different layout spaces 

鱼礁高度 
Height of  

the reef (m) 

来流速度 
Inflow 

velocity (m/s) 

布设间距 
Laying 

distance (m) 

最大上升流速
Maximum 
upwelling 

velocity (m/s)

上升流最大 
抬升高度 

Maximum upwelling 
elevation (m) 

最大上升流速与 
来流速度比值 

Ratio of maximum 
upwelling velocity to 

inflow velocity 

上升流最大抬升高度

与鱼礁高度比值 
Ratio of maximum 
upwelling elevation 

to reef 
1.5 0.74 6.28 0.93 2.09 
3.0 0.75 6.27 0.94 2.09 
4.5 0.84 6.28 1.05 2.09 

3 0.8 

6.0 0.79 6.29 0.99 2.10 
 

由鱼礁的影响所产生的上升流速和抬升高度代

表鱼礁水动力特性的丰富性(吴伟等, 2016)，即流速

越大，抬升高度越高，其越能满足适应不同流速的鱼

类的需求，集鱼效果也就越好。 
从图 8 和表 1 可以看出，不同布设间距下，多孔

方型人工鱼礁上升流的最大速度与来流速度的比值

约为 0.95 倍，布设间距分别为 4.5、6.0 m 时，最大

上升流速度和上升流范围比布设间距为 1.5、3.0 m 时

有增大的趋势。因此，在一定程度上，扩大多孔方型

鱼礁的排布间距有利于形成更丰富的上升流。 
上升流最大抬升高度与鱼礁高度之比为 2.1，且

最大抬升高度点均出现在第 1 个鱼礁上方，说明上升

流最大抬升高度与鱼礁布设间距之间无关联。另外，

图8中各个鱼礁的顶部开孔处中心区域的上升流效应

明显强于顶部的其他区域。由此可见，人工鱼礁上方

开孔有助于增强上升流效应。 

2.3  多孔方型鱼礁在不同布设间距下所产生的旋涡

情况 

4 种布设间距下流场在 Y=0 平面上的速度矢量分

布见图 9。从图 9 可以看出，在来流速度为 0.8 m/s
时，布设间距分别为 1.5、3.0、4.5 m 的 2 个鱼礁之

间都形成了 1 个顺时针涡旋，形成的涡旋大小随布设

间距的增大而增大。产生的涡旋靠左，旋涡中心在 Z
方向 2.5 m 左右。其中，布设间距为 4.5 m 时，顺时

针旋涡上方隐约出现第 2 个逆时针旋涡；而当布设间

距为 6.0 m 时，顺时针旋涡上方的逆时针旋涡变得明

显，且原来的顺时针旋涡被挤到较下方位置，并且旋

涡开始变小。可以推测，鱼礁布设间距会对第 1 个鱼礁

后的涡旋产生影响。布设间距越大，涡旋越大，但布设

间距增大到一定程度后，会生成第 2 个反方向的旋涡。 
从图 9 可以看出，4 个图中第 2 个鱼礁的背部都

产生了 2 个大小相近、垂直排布的旋涡，其中，上方

的旋涡为逆时针，下方的旋涡为顺时针。由此可见，

不同布设间距不会对第 2 个人工鱼礁的旋涡造成影响。 

通过对比不同布设间距 2 个人工鱼礁背部的旋

涡数量和旋涡方向，若继续增大排布间距，第 1 个鱼

礁背部可能会产生像第 2 个鱼礁背部的旋涡。 

2.4  多孔方型鱼礁在不同布设间距的涡量情况 

4 种布设间距下，流场在 Y=0 平面上的涡量云图

见图 10。从图 10 可以看出，在来流速度为 0.8 m/s
时，随着布设间距的增大，鱼礁附近的涡量也随之增

大，布设间距分别为 1.5、3.0、4.5 m 时，鱼礁涡量

明显逐渐增大，且涡量分布范围逐渐增大；当布设间

距为 6 m 时，涡量大小和分布范围开始变小。另外，

从图 10 还可以看出，涡量的最高值都出现在鱼礁的

顶部开孔处。由此可以推测，鱼礁布设间距会对涡量

大小和涡量分布范围涡旋产生影响。在一定范围内，

布设间距越大，涡量越大，分布范围越广。但超过一

定范围后，涡量不再增大，分布范围也不再扩大。 

2.5  多孔方型鱼礁在不同布设间距的内部流态和背

涡流情况 

为了研究空心多孔方型人工鱼礁的内部流态情

况和背涡流情况，故选择人工鱼礁的横切面进行后处

理(Liu et al, 2013)。4 种布设间距下，Z=1.5 m 平面上

的速度矢量分布见图 11。从图 11 可以看出，在 4 种

布设间距下，尽管前后 2 个鱼礁内部流态各异，但都

存在一定共性：第 1 个鱼礁内部速度大小总体上大于

第 2 个鱼礁内部的速度；前后 2 个鱼礁内部均产生了

2 个 Y 轴向排布、大小相近的旋涡，其中，上方的旋

涡均为顺时针，下方的旋涡均为逆时针。上下 2 个旋

涡的速度分布也相似；鱼礁内部的 4 个角落处存在大

量速度较小的缓流区。 
对比鱼礁内部与鱼礁周围侧向绕流流速发现，鱼

礁内部大部分区域流速小于鱼礁周围侧向绕流流速，

在鱼礁内部的 4 个角落，存在速度为 0 的死水区。在

不同布设间距下，前后 2 个鱼礁背流面均产生了背涡

流，第 2 个鱼礁后的背涡流差异较小，而第 1 个鱼礁 
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(a) d=1.5 m (b) d=3.0 m 

(c) d=4.5 m (d) d=6.0 m 
 

图 9  4 种布设间距下 Y=0 平面上的速度矢量分布(m/s) 
Fig.9  Velocity vector distribution on Y=0 plane with four layouts (m/s) 

 

(a) d=1.5 m (b) d=3.0 m 

(c) d=4.5 m (d) d=6.0 m 
 

图 10  4 种布设间距下 Y=0 平面上的涡量分布(S–1) 
Fig.10  Vorticity distribution on Y=0 plane with four layouts (S–1) 
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(a) d=1.5 m (b) d=3.0 m 

  
(c) d=4.5 m (d) d=6.0 m 

 

图 11  4 种布设间距下 Z=1.5m 平面上的速度矢量分布(m/s) 
Fig.11  Velocity vector distribution on Z=1.5m plane with four layouts (m/s) 

 
后的背涡流随布设间距的增大有较大变化。当布设间

距为 1.5 m 时，第 1 个鱼礁后出现 2 个旋转方向相反

的旋涡，旋涡大小约为 1.00 m×0.75 m；而当布设间

距分别为 3.0、4.5、6.0 m 时，旋涡大小均增大到 2.50 m× 
1.25 m。另外，当布设间距分别为 4.5、6.0 m 时，第

1 个鱼礁后的背涡流中有较多流集聚到第 2 个鱼礁的

迎流面；而布设间距为 1.5 或 3.0 m 时，这种情况较

少。从图 9 和图 11 中 2 个不同平面上的背涡流影响

范围可以看出，在 4 种布设间距下，布设间距越大，背

涡流在 X 方向和 Y 方向的面积越大，这与崔勇等(2011)  
的研究结果相一致。而在 Z 方向上，背涡流高度约为

礁体高度的 1.2 倍，这与黄远东等(2012b)的研究结果

相近。因此，将布设间距继续扩大到 2 倍鱼礁宽度以

上，对本研究工作的开展具有重要意义。 

3  结论 

基于 Fluent 软件的数值模拟技术，本研究仿真了

在一定的流速下，4 种不同布设间距的多孔方型人工

鱼礁的周围流场运动规律，并从数值模拟结果中对比

分析了4 种布设间距对礁体周围的上升流、礁体内部、

2 个鱼礁单体之间的旋涡大小和数量，以及礁体周围

涡量的影响。结果显示，多孔方型人工鱼礁内部和周

围流态较为复杂，但可以根据流速和流向明显分辨出

缓流区、背涡区、上升流区、死水区等有显著特征的

区域，说明数值模拟技术是优化人工鱼礁设计和部署

的可行工具。多孔方型人工鱼礁上升流的最大速度与

来流速度的比值约为 0.95 倍；多孔方型人工鱼礁周

围上升流最大抬升高度与鱼礁高度之比约为 2.1；多

孔方型人工鱼礁的结构在一定程度上为鱼礁周围的

流态多样性提供了较有利的作用。多孔方型人工鱼礁

的布设间距对 2 个鱼礁单体间的旋涡数量和旋涡方向

有较大影响，也对涡量大小和涡量分布范围产生影

响。在一定范围内，布设间距越大，涡量越大，涡量

分布范围越广；但超过一定范围后，涡量不再增大，

涡量分布范围也不再扩大。多孔方型人工鱼礁的布设

间距越大；背涡流在 X方向和 Y方向的影响面积越大；

而在 Z 方向中，背涡流面积不随间距变化而显著变

化，背涡流高度约为礁体高度的 1.2 倍。 
本研究结果为人工鱼礁的集鱼原理和海洋牧场

建设中考虑人工鱼礁的布设方式的科研工作者提供

初步参考。本研究暂未进行整个单位鱼礁或鱼礁群的

研究，只研究了水流方向的 2 个鱼礁单体布设间距的
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影响，故存在一定局限性，还需对其他布设形式进行

数值模拟分析。另外，数值模拟技术并不能完全模拟

各地投礁海域的复杂海况，所以，实际海域中，在人

工鱼礁投放前还需通过水槽实验和实地调查(郑延璇等, 
2012; 姜少杰等, 2017; 李娇等, 2013、2018; Lee et al, 
2018; Komyakova et al, 2019; Jiang et al, 2016)等研究方

法来验证数值模拟结果的准确性。 
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Numerical Simulation Study on Influence of Disposal Space on Effects of  
Flow Field Around Porous Square Artificial Reefs 

WANG Jiahao, LIU Lili①, CAI Xinchen, CHEN Jiaying, YANG Yixin, JIANG Shuxia 
(School of Fisheries, Zhejiang Ocean University, Zhoushan  316004) 

Abstract    In this study, computational fluid dynamics (CFD) technology was used to study the flow 
patterns around porous square artificial reefs with different disposal spaces. The aim was to increase our 
knowledge base of the fish harvesting principles of artificial reefs and the deployment and layout of the 
artificial reefs in the construction of marine pastures. Four kinds of disposal spaces were used in the study; 
they were 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 times the height of the reef. Based on the computer numerical simulation 
technology, the process of water flowing past the two reefs at a speed of 0.8 m/s was simulated, and the 
flow around the reef was observed. The results show that there were obvious characteristics of slow flow 
areas, back eddy current areas, upwelling areas, and dead water areas inside and around the porous square 
artificial reef. The ratio of the maximum upwelling velocity to the inflow velocity of the porous square 
artificial reef was about 0.95 times. The ratio of the maximum upwelling height to the reef height around 
the porous square artificial reef is about 2∶1. To some extent, the structure of the artificial reef provides a 
favorable role for the diversity of flow patterns around the reef. The spacing of the porous square artificial 
reef has a great influence on the number, size, distribution, and direction of vortices between the two reefs. 
Within a certain range, the larger the spacing, the larger the vorticity and the wider the distribution range. 
Beyond a certain range, the vorticity does not increase and the distribution range does not expand. The 
larger the spacing of the porous square artificial reefs, the larger the influence area of the back eddy 
current in the X and Y directions is. The results clearly show the flow field effects of artificial reefs with 
different disposal spaces, which is of great significance to the deployment and layout of artificial reefs 
under specific conditions. 
Key words    CFD; Porous square artificial reef; Disposal space; Upwelling; Back eddy current 
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半滑舌鳎甘露糖结合凝集素相关丝氨酸 
蛋白酶 1 基因的克隆及表达分析* 

王  倩 1  张  雪 1  陈亚东 2,3  沙珍霞 1,2① 
(1. 青岛大学生命科学学院  青岛  266071;  

2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071; 
3. 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可持续发展重点实验室  青岛  266071) 

摘要    甘露糖结合凝集素相关丝氨酸蛋白酶 1 (Mannan-binding lectin associated serine protease 1, 
MASP1)是补体凝集素途径中起重要作用的激活蛋白。本研究以半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)为
研究对象，应用 RACE 技术和实时荧光定量 qRT-PCR 技术对半滑舌鳎 MASP1 基因(Cynoglossus 
semilaevis MASP1, CsMASP1)进行了克隆和表达模式分析。结果显示，CsMASP1 基因 cDNA 序列全

长为 2507 bp，5′非编码区长 82 bp，3′非编码区长 142 bp，开放阅读框长 2283 bp，共编码 760 个氨基

酸；CsMASP1 基因包含 13 个外显子和 12 个内含子，与多数已知鱼类的 MASP1 基因结构一致；SMART
分析显示，CsMASP1 包含 6 个结构域，与哺乳动物、鸟类、其他鱼类的结构域一致；同源比对发现，

CsMASP1 和鱼类的相似度较高，与金目鲈(Lates calcarifer)的相似性最高，为 76%。CsMASP1 基因

在 11 种健康组织(血液、脑、鳃、性腺、心脏、头肾、肠、肝、皮肤、脾和后肾)中均有表达，其中，

在肝、脾和头肾中表达量较高；鳗弧菌(Vibro anguillarum)感染后，CsMASP1 基因在 6 种免疫组织(血
液、鳃、头肾、肠、肝和脾)中呈现不同的表达模式，在 6 种免疫组织中呈现明显的上调表达，肝的

表达峰值出现在感染后 24 h；脾和鳃的表达峰值出现在感染后 6 h；肠、头肾和血液的表达峰值均出

现在感染后 12 h；随着病原菌感染时间增加，基因表达量逐渐降低并恢复至正常水平。研究表明，

CsMASP1 基因参与了半滑舌鳎的免疫应答过程，本结果为半滑舌鳎的免疫机理研究奠定了基础。 
关键词    半滑舌鳎；MASP1 基因；基因克隆；基因表达；免疫应答 
中图分类号 S971.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0049-11 

甘露糖结合凝集素相关丝氨酸蛋白酶 1(MASP1)
属于丝氨酸蛋白酶(Serine proteases, SP)超家族成员，

包括 MASP1(Takahashi et al, 2013)、MASP2(Swierzko 
et al, 2014)和 MASP3(Dahl et al, 2001)。MASP1 是补

体凝集素途径中起重要作用的激活蛋白，MASP1 可

被甘露糖结合凝集素(Mannan-binding lectin, MBL)激
活以响应病原体感染，MBL-MASP 复合物共同激活

凝集素途径(Sunyer et al, 1998; Schwaebl et al, 2002)。 
目前，关于 MASP1 的研究相对较少，2000 年首

次在人中克隆鉴定出 MASP1(Chen et al, 2000)，随后

abc
图章
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构建了人的 MASP1 N 端片段原核表达载体并在大肠

杆菌中进行了表达(Cai et al, 2008)。迄今仅在文昌鱼

(Branchiostoma belcheri)(Endo et al, 2003)、七鳃鳗

(Lampetra fluviatilis)(Endo et al, 2003) 、 草 鱼

(Ctenopharyngodon idella)(Dang et al, 2017)和菊海鞘

(Botryllus schlosseri)(Nicola et al, 2017)等水生生物中

开展了 MASP1 的克隆表达及免疫应答相关研究。硬

骨鱼 MASP1 的研究还极为有限。 
半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国重要的

海水养殖鱼类。近年来，随着水产养殖行业的快速发

展，病害问题特别是弧菌病对半滑舌鳎养殖业造成严

重的经济损失。有关半滑舌鳎免疫机制的研究和有效

的病害防控手段还有待深入研究(Chen et al, 2015)。本

研究通过 PCR 技术克隆了 CsMASP1 基因的 cDNA，并

分析了其基因结构及其进化关系，还研究了 CsMASP1
基因在半滑舌鳎 11 种健康组织中的表达特征，及鳗

弧菌感染后该基因在 6 种免疫组织中的时空表达规

律，为进一步深入了解 CsMASP1 基因在半滑舌鳎免

疫防御中的作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

半滑舌鳎购自山东海阳黄海水产有限公司，鱼龄

为 2 龄左右，平均体重为(400±5) g，平均体长为

(40.3±0.1) cm。健康实验鱼在 24℃水族箱中暂养 7 d，
每天换新鲜灭菌海水，尽量消除环境胁迫。鳗弧菌为

本实验室保存菌种，经 16S rRNA 测序进行菌种鉴定。 

1.2  样品处理和采集 

随机选取 3 条健康的半滑舌鳎，分别采集每条鱼

的血液、脑、鳃、性腺、心脏、头肾、肠、肝、皮肤、

脾和后肾共 11 种组织，并立即投入液氮中冷冻，然

后转移至–80℃冰箱保存，用于总 RNA 提取。鳗弧菌

感染参照(Sha et al, 2017)实验方法略作修改，采用腹

腔注射方法对实验组进行鳗弧菌感染，感染剂量(半
致死剂量)为 3.18×105 CFU/g 鱼体，对照组注射相同

体积的无菌 PBS 溶液。在注射后 0、6、12、24、48
和 72 h 共 6 个时间点，每个时间点取 3 条鱼，分别

收集实验组和对照组的血液、鳃、头肾、肠、肝脏和

脾脏 6 种组织，保存方式同上所述。 

1.3  RNA 提取和 cDNA 制备 

采用液氮研磨收集的组织，按照 RNA 提取试剂

盒(天根，北京)的说明书进行组织总 RNA 提取。提取

的 RNA 用琼脂糖凝胶电泳(1.00%)检测其完整性。用
Agilent 2100 biological analyzer (Applied Biosystems, 
美国 )检测其纯度和浓度。按照 PrimeScript Ⅱ  1st 
Strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa, 大连)试剂盒反转

录成 cDNA，–20℃冰箱保存备用。 

1.4  CsMASP1 基因的 cDNA 序列的扩增 

通过对半滑舌鳎转录组和基因组数据进行生物

信息学分析，筛选了 CsMASP1 基因的部分 cDNA 序

列，并对该序列设计特异性引物 P1 和 P2(表 1)，以

半滑舌鳎 11 个组织混合 cDNA 为模板，进行 PCR 扩

增。PCR 反应体系(20 μl)：Trans Taq®HiFi Polymerase 
(5 U/μl) 0.2 μl, 10×Trans Taq HiFi BufferⅡ2 μl,   
2.5 mmol/L dNTPs 1.6 μl, P1 1 μl, P2 1 μl, cDNA 模板

2 μl, ddH2O 12.2 μl。反应程序：95℃ 5 min；95℃ 30 s，
58℃ 30 s，72℃ 30 s，38 个循环；72℃ 10 min；4℃
保存。1.00%琼脂糖凝胶电泳检测后，用 DNA 胶回收

试剂盒(诺唯赞, 南京)纯化 PCR 扩增特异性产物，连

接到 pEASY-T1(全式金, 北京)载体上，重组载体转化

到 TransT1 感受态细胞(全式金, 北京)中，挑取阳 
 

表 1  半滑舌鳎 MASP1 基因克隆和表达分析所用引物 
Tab.1  PCR primers used for cloning and expression analysis of MASP1 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Application 
P1 TTCTTTCTTCATCTACTTTT PCR 扩增 
P2 GATATTTTTTCAACTAACAG PCR 扩增 
P3 GTAGTGAGCCATGAAACCTGAATGTC 5′RACE 扩增 
P4 GTGTGTGAAGTACAACTTGACTCGG 5′RACE 扩增 
P5 TAGAGAAACACCTCCAGATTTTCC 3′RACE 扩增 
P6 CTGTGCTGGCTTCTTTGAAGGG 3′RACE 扩增 
P7 AACGTGGGCTGCCGTGAGG qRT-PCR 扩增 
P8 TGGAGCCAAGCACCAGCAAC qRT-PCR 扩增 
Cs18s-F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC qRT-PCR 内参引物 
Cs18s-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC qRT-PCR 内参引物 
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性克隆进行菌液 PCR 验证后测序(上海派森诺生物科

技有限公司)。在克隆获得的序列 5′端和 3′端设计

RACE (Rapid-Amplification of cDNA Ends)引物 P3 和

P5(表 1)和巢式特异性引物 P4 和 P6(表 1)，使用
SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit(TaKaRa, 
大连)获得该基因的 5′和 3′端序列，将克隆的序列进

行拼接获得 CsMASP1 基因的 cDNA 全长序列。 

1.5  CsMASP1 基因序列分析 

将 CsMASP1 的全长 cDNA 序列提交到 NCBI 网

站(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)，利用 BLAST
程序进行核苷酸同源性比对，利用 ORF Finder 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)查找开放

阅 读 框 ， 并 推 导 其 相 应 的 氨 基 酸 序 列 ； 采 用
SMART(Simple Modular Architecture Research Tool)
在线软件分析 CsMASP1 蛋白的结构域，利用 ExPASy
软件 (http://www.expasy.org)预测其相对分子质量和

等电点；用 SignalP 4.0 Server (http://www.cbs.dtu. 
dk/services/SignalP/)软件分析CsMASP1蛋白的信号肽。

应用 Splign(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/ 
Ostell/Spidey/)在线软件确定 CsMASP1 基因的内含子

与外显子的数目，分析不同物种 MASP1 的基因结构

以及其所在染色体的位置。 

1.6  MASP1 同源比对系统进化树构建 

从 GenBank 中查询不同物种 MASP1 基因的氨基

酸序列，采用 DNAMAN 软件进行不同物种的 MASP1
蛋白的氨基酸序列多重比对，用 MEGA 6.0 软件中的

Neighbor-joining 法构建系统进化树。 

1.7  CsMASP1 基因表达的实时定量分析 

根据 CsMASP1基因设计扩增引物 P7和 P8(表 1)，
以半滑舌鳎 18S rRNA 基因为内参设计特异引物

Cs18s-F 和 Cs18s-R (表 1)。基因实时定量表达参照已

报道的方法进行(Lu et al, 2013; Yu et al, 2017)。使用

ChamQTMSYBR® Color qPCR Master Mix 试剂(诺唯

赞, 南京)，按照说明书于 Applied Biosystems 7500 
Real Time PCR 仪上进行该基因的实时定量分析

(qRT-PCR)。反应体系为 20 μl：10 μl 2×ChamQ SYBR 
Color qPCR Master Mix，1 μl 模板 cDNA，0.4 μl 引物

P7，0.4 μl 引物 P8，0.4 μl 50×ROX Reference Dye 2，
7.8 μl ddH2O。反应程序：预变性 95℃ 3 min；95℃ 10 s，
60℃ 30 s，40 个循环；熔解曲线 95℃ 15 s；60℃ 
1 min；95℃ 15 s。每个样品设置 3 个技术重复，采

用 2–ΔΔCt 方法计算目的基因的相对表达量，Ct 值取

3 个平行样品的平均值。qRT-PCR 检测结果使用 SPSS 

19.0 统计软件进行单因素方差分析(One-way ANOVA)
的 Duncan 法对多组样本平均值进行两两比较分析，

P<0.05 时，认为存在显著性差异。 

2  结果 

2.1  CsMASP1 基因序列分析和结构特征 

克隆获得的 CsMASP1 基因 cDNA 序列全长为

2507 bp (登录号：XM_008309208.2)，5′非编码区

(Untranslated Region, UTR, 5′ UTR)长 82 bp，3′ UTR
长 142 bp，开放阅读框(Open reading frame, ORF)长
2283 bp (图 1)。推测 CsMASP1 编码氨基酸为 760 个，

预测其分子量为 84.95 kDa，理论等电点(pI)为 5.33。
SignalP 4.0 Server 分析显示，此氨基酸序列无信号肽。

SMART软件分析显示，CsMASP1 蛋白含 6 个结构域：

分别是 2 个类 Clr/Cls蛋白(like Clr/Cls Protein domain, 
CUB)结构域(47~168 aa, 215~327 aa)，1 个表皮细胞

生 长 因 子 样 (Calcium-binding epidermal growth 
factor-like domain, EGF-CA)结构域(169~212 aa)，2 个

补体控制蛋白区(Complement control protein domain, 
CCP)结构域(331~392 aa, 397~461 aa)和 1 个丝氨酸蛋

白激酶区(Serine protease domain, SP)Tryp-SPc 结构域

(478~752 aa) (图 2)。  
利用 Splign 软件分析了 7 个物种的 MASP1 基因

结构并进行了比较 (图 3)，它们是半滑舌鳎 (XM_ 
008309208.2) 、剑尾鱼 (Xiphophorus maculatus)(XM_ 
023351221.1) 、 大 黄 鱼 (Larimichthys crocea)(XM_ 
027280128.1)、斑马鱼(Danio rerio)(XM_001341900. 6)、
马 (Equus caballus) (XM_001499629.5) 、 人 (Homo 
sapiens)(NM_001879.5)和中国仓鼠(Cricetulus griseus) 
(XM_003495604.2)。结果显示，CsMASP1 含 13 个外

显子，位于 4 号染色体上；剑尾鱼 MASP1 含 13 个外

显子，位于 18 号染色体上；大黄鱼 MASP1 含 13 个

外显子，位于 7 号染色体上；斑马鱼 MASP1 含 12 个

外显子，位于 15 号染色体上；马 MASP1 含 16 个外

显子，位于 19 号染色体上；人 MASP1 含 16 个外显

子，位于 3 号染色体上；中国仓鼠 MASP1 含 15 个外

显子，位于 4 号染色体上。半滑舌鳎 MASP1 基因结

构与多数已知鱼类(剑尾鱼和大黄鱼)一致，与哺乳类

(人、马和中国仓鼠)在外显子数目上有差异，说明该

基因在鱼类保守。 

2.2  半滑舌鳎与其他物种 MASP1 同源比对和系统

进化分析 

通过 BLAST 比对，将 CsMASP1 氨基酸序列 
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图 1  半滑舌鳎 MASP1 cDNA 序列和推测的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Cynoglossus semilaevis MASP1 

推导的氨基酸序列显示在核苷酸序列下方，用大写字母表示。方框所示为起始密码子(ATG)、星号(*)所示为终止密码子

(TGA)；实线(   )所示为 CUB 结构域；圆点线(   )所示为 EGF-CA 结构域；短划线(   )所示为 CCP 结构域；双划线(   )
所示为 Tryp-SPc 结构域；波浪线(   )所示为 poly A 结构 

Translated amino acid sequence was shown under the nucleotide sequence as uppercase. The iniation codon and termination 
codon were marked by a box and an asterisk, respectively; CUB domain was shown in solid line(   ); EGF-CA domain was 

shown in dot line(   ); CCP domain was shown in dashed line(   ); Tryp-SPc domain was shown in double 
solid line(   ); poly A was shown in wavy line(   ) 
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(XP_008307430.1) 与 金 目 鲈 (Lates calcarifer)(XP_ 
018560455.1) 、 牙 鲆 (Paralichthys olivaceus)(XP_ 
019966501.1)、黄鳝(Monopterus albus)(XP_020477488.1)、
伯氏朴丽鱼(Haplochromis burtoni)(XP_014184888.1)、非

洲爪蟾 (Xenopus laevis)(AAI70221.1)、海龟 (Chelonia 
mydas)(EMP37646.1) 、 红 喉 潜 鸟 (Gavia stellata) 
(XP_009815055.1)、皇帝企鹅 (Aptenodytes forsteri) 
(KFM09600.1)、白鹭(Egretta garzetta)(XP_009633907.1)、
西伯利亚虎(Panthera tigris altaica) (XP_015393589.1)、
羊 驼 (Vicugna pacos)(XP_ 006201039.1) 、 马 (XP_ 
005601936.1)、中国仓鼠(XP_007606939.1)、人(XP_ 
016862358.1)的 MASP1 氨基酸序列进行同源比对，

相似性范围为 76%~42%。其中，CsMASP1 与金目

鲈的相似性最高，为 76%；而与中国仓鼠的相似性

最低，为 42%。将半滑舌鳎和其他 13 个物种 MASP1

的氨基酸序列进行多重比对，可以看出不同物种

MASP1 存在高度保守的氨基酸残基，如图 4 所示，

保守氨基酸出现在丝氨酸蛋白酶活性中心处：组氨酸

His526、天冬氨酸 Asp582 和丝氨酸 Ser705，这 3 个氨基

酸的保守定位对于维持丝氨酸蛋白酶的活性是十分

重要的。 
利用 MEGA 6.0 软件对上述各个物种的 MASP1

氨基酸序列进行比对构建了系统进化树(图 5)。结果

显示，半滑舌鳎与伯氏朴丽鱼、金目鲈和黄鳝等鱼类

的 MASP1 聚为一支。两栖类海龟和非洲爪蟾、鸟类

白鹭、皇帝企鹅和红喉潜鸟，哺乳类马、西伯利亚虎、

羊驼、人和中国仓鼠等动物的 MASP1 聚为一支。但

两栖类、鸟类和哺乳类又按亲缘关系远近聚成相应的

亚类。MASP1 在进化上与伯氏朴丽鱼的亲缘关系最

近，与哺乳类、爬行类和鸟类等动物的 MASP1 的亲 
 

 
 

图 2  半滑舌鳎 MASP1 蛋白结构域预测 
Fig.2  Domain structure prediction of Cynoglossus semilaevis MASP1 

SMART 软件在线预测 CsMASP1 蛋白的结构域，CsMASP1 包含 6 个结构域，从 C 端到 N 端分别是 CUB  
结构域(47~168 aa), EGF-CA 结构域(169~212aa), CUB 结构域(215~327 aa), CCP 结构域(331~392 aa), 

 CCP 结构域(397~461 aa), Tryp-SPc 结构域(478~752 aa) 
SMART software predicts the domain of CsMASP1 protein online. CsMASP1 contains six domains: 

CUB domain (47~168 aa), EGF-CA domain (169~212 aa), CUB domain (215~327 aa), CCP domain (331~392 aa), 
CCP domain (397~461 aa), Tryp-SPc domain (478~752 aa) 

 

 
 

图 3  不同物种的 MASP1 基因结构比较 
Fig.3  Comparison of MASP1 gene structures of different species 

7 个物种的 MASP1 基因结构图，各个物种的 MASP1 基因序列号与所在染色体基因组序列号分别为：人 NM_001879.5, 
NG_029440.1; 马 XM_001499629.5, NC_009162.3; 中国仓鼠 XM_003495604.2, NW_003613596.1; 剑尾鱼 XM_023351221.1, 

NC_036460.1; 大黄鱼 XM_027280128.1, NC_040017.1; 半滑舌鳎 XM_008309208.2, NC_024310.1; 斑马鱼
XM_001341900.6, NC_007126.7 

The sequence numbers of the MASP1 gene and the genome numbers of the chromosomes in seven species were as follows: Homo 
sapiens NM_001879.5, NG_029440.1; Equus caballus XM_001499629.5, NC_009162.3; Cricetulus griseus XM_003495604.2, 

NW_003613596.1; Xiphophorus maculatus XM_023351221.1, NC_036460.1; Larimichthys crocea XM_027280128.1, 
NC_040017.1; Cynoglossus semilaevis XM_008309208.2, NC_024310.1; Danio rerio XM_001341900.6, NC_007126.7 
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图 4  半滑舌鳎和其他物种 MASP1 氨基酸序列的多重比对 
Fig.4  Multiple alignment of the deduced amino acids of MASP1 among half-smooth tongue sole and other different species 

MASP1 氨基酸序列比对，丝氨酸蛋白酶结构域中保守氨基酸用黑框标出：组氨酸 His526、天冬氨酸 Asp582 和丝氨酸 Ser705 

Amino acid sequence alignment of MASP1, conservative amino acids in serine protease domain  
were marked by the black box: His526, Asp582 and Ser705 
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图 5  MEGA 6.0 软件构建的基于 MASP1 氨基酸序列的系统进化树 
Fig.5  Phylogenetic tree based on MASP1 amino acid sequence by MEGA 6.0 

 
缘关系较远。从进化的结果看，几个关键节点的支持

率较高，均在 90%以上。例如：金目鲈和黄鳝，半滑

舌鳎和伯氏朴丽鱼这几个物种聚类为一个分支，支持

率分别为 98%和 100%。 

2.3  CsMASP1 基因在健康组织中的表达分析 

利用 qRT-PCR 分析 CsMASP1 基因在 11 种健康

组织中的表达特征。结果显示，CsMASP1 基因在血

液、脑、鳃、性腺、心脏、头肾、肠、肝、皮肤、脾

和后肾中均有表达；其中，肝中相对表达量最高

(185.4)，其次为脾(138.1)和头肾(76.2)，在脑、心脏、

血液、肠、后肾、性腺、皮肤和鳃中表达量较低且表

达量依次降低(图 6)。 

2.4  鳗弧菌感染后 CsMASP1 基因在免疫组织中的

表达分析 

鳗弧菌感染半滑舌鳎后可诱导 CsMASP1 在免疫

组织中的表达变化，在感染 0、6、12、24、48、72 h
后，CsMASP1 在 PBS 对照组和感染组半滑舌鳎的血

液、鳃、头肾、肠、肝和脾 6 种免疫组织中的表达水

平如图 7 所示。CsMASP1 基因表达总体趋势表现为

先升高后降低。在脾和鳃中，CsMASP1 基因的表达

呈现相同的上调趋势，其表达峰值出现在鳗弧菌感染

后 6 h，在脾中为对照组表达量的 15.4 倍；在鳃中则

是对照组的 4.6 倍；在肝中 CsMASP1 基因表达上调，

最大表达量出现在感染后 24 h，是对照组的 12.4 倍；

在肠中 CsMASP1 基因表达上调，最大表达量出现在

感染后 12 h，是对照组的 7.7 倍，72 h 时依然保持较

高的表达水平；在头肾和血液中，CsMASP1 基因的表

达峰值均出现在鳗弧菌感染后 12 h，在头肾中为对照

组表达量的 9.7 倍；在血液中则是对照组的 6.8 倍；随

后基因表达量逐渐下降至略低于正常水平值。 

3  讨论 

3.1  CsMASP1 基因 cDNA 的克隆及序列分析 

甘露聚糖结合凝集素相关丝氨酸蛋白酶是机体 
 

 
 

图 6  CsMASP1 基因在半滑舌鳎健康组织中的相对表达量 
Fig.6  The relative expression of CsMASP1 gene in normal 

tissues of C. semilaevis 

Bl: 血液；Br：脑；Gi：鳃；Go：性腺；He：心脏；HK：

头肾；In：肠；Li：肝；Sk：皮肤；Sp：脾；TK：后肾。

字母“a, b, c”代表 SPSS 多重分析的不同分组，有相同字

母表示差异不显著(P>0.05)，无相同字母表示差异显著

(P<0.05)；下同 
Bl: Blood; Br: Brain; Gi: Gills; Go: Gonad; He: Heart;  
Hk: Head kidney; In: Intestine; Li: Liver; Sk: Skin; Sp: 

Spleen; Tk: Trunk kidney. The letters of ‘a, b, and c’ 
indicated the Duncan grouping in SPSS 19.0 software. The 
same letters indicate no significant difference (P>0.05), the 
different letters indicate significant difference (P<0.05); the 

same applies below 
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图 7  鳗弧菌感染半滑舌鳎后不同时间点 6 种组织(血液、鳃、头肾、肠、肝和脾)中 
CsMASP1 基因的相对表达水平 

Fig.7  Relative expression of CsMASP1 gene in six tissues (blood, gill, head kidney, intestine, liver and spleen) 
of C. semilaevis at different time points after Vibrio anguillarum infection 

 

重要的天然免疫防御分子，通过激活补体和调理吞噬

2 种方式来清除病原体(Chen et al, 2000)。MASP1 是

形成 C4bC2a 转化酶的必要因子，是凝集素激活途径

中的特异性启动酶(Oroszlan et al, 2016)。MASP 最初

是作为与 Complement component 1s(Cls)功能相似可

以裂解 C4 和 C2 的一种新型丝氨酸蛋白酶被发现的

(Matsushita et al, 1992)。鉴于 MASP 与 Cls 相似，推

测 MBL-MASP1-MASP2 与 C1q-C1r2-C1s2 相似，因

此，MASP1 和 MASP2 可能分别与类 Complement 
component 1r (Clr)和类 C1s 丝氨酸蛋白酶有相似的功

能(Matsushita et al, 1998、2000)。虽然在硬骨鱼的免

疫系统中已经鉴定出了 MASP1，但其对细菌感染的

免疫功能尚不清楚 (Endo et al, 2003; Dang et al, 

2017)。本研究成功克隆了 CsMASP1 基因，预测其编

码蛋白的分子量为 84.95 kDa，与已报道的草鱼

MASP1 (Dang et al, 2017)的分子量和人 MASP1 
(Matsushita et al, 1998)的分子量类似。CsMASP1 编码

的氨基酸序列经 SignalP 软件预测无信号肽，而草鱼

MASP1 蛋白序列中包含一段 19 aa 的信号肽(Dang 
et al, 2017)。研究表明，MASP 的 SP 区(Serine protease 
domain)是催化功能区，含有所有丝氨酸蛋白酶活性

中心高度保守的组氨酸(His)、丙氨酸(Asp)和丝氨酸

(Ser)等 3 个氨基酸残基，与 MASP 的丝氨酸蛋白酶

活性有关(Wallis et al, 2000、2007)。在本研究中，

SMART 结果显示，CsMASP1 含有 6 个结构域，分别

是 2 个 CUB 结构域(47~168 aa, 215~327 aa)、1 个 EGF
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结构域(169~212 aa)、2 个 CCP 结构域(331~392 aa, 
397~461 aa)和 1 个 Tryp-SPc 结构域(478~752 aa)。与

文献报道的人 MASP1(Matsushita et al, 1998; Stover 
et al, 2001; Dobo et al, 2016)结构域相同，与草鱼

MASP1(Dang et al, 2017)结构域也相同。丝氨酸蛋白

酶结构域(SP)活性中心有 1 个典型的组氨酸环。氨基

酸序列比对结果显示，丝氨酸蛋白酶结构域完全相

似，组氨酸 His526、天冬氨酸 Asp582 和丝氨酸 Ser705

定位相当保守，与文献报道的文昌鱼和七鳃鳗(Endo 
et al, 2003)的比对结果一致，说明该活性中心在进化

上相对保守。这些特性与 MASP/C1r/C1s 家族的进化

相关 (Jia et al, 2003)。系统进化分析结果显示，

CsMASP1 与伯氏朴丽鱼 MASP1 亲缘关系最近，与

金目鲈和黄鳝等鱼类的 MASP1 亲缘关系次之。 

3.2  CsMASP1在健康组织和鳗弧菌感染后的免疫组

织中的表达分析 

本研究利用 qRT-PCR 检测 CsMASP1 在半滑舌鳎

11 种健康组织和感染后 6 种免疫组织中的表达谱，

结果显示，在所检测的 11 种组织中分布广泛且具有

组织特异性，在肝中表达水平最高，脾中表达水平次

之，在头肾中的表达相对其他组织也较高，推测其可

能在免疫调控中发挥作用。与草鱼的分布结果不相

同，草鱼 MASP1 在心脏中表达水平最高，在肝和脑

中表达水平次之(Dang et al, 2017)。 
MASP1 是构成先天性免疫防御体系的重要成员

之 一 (Ammitzboll et al, 2013) 。 本 研 究 报 道 了

CsMASP1 参与鳗弧菌感染后机体反应的免疫应答。

鳗弧菌感染半滑舌鳎 72 h 内，CsMASP1 在血液、鳃、

头肾、肠、肝和脾组织中均出现上调表达的情况，总

体趋势表现为表达量先升高，达到一个峰值后，随感

染时间的延长表达量逐渐降低恢复至正常水平，说明

CsMASP1 在病原入侵后参与了机体的免疫应答。鳃

和肠中的 CsMASP1 表达量在鳗弧菌感染后 6 h 大幅

上调，鳃在 6 h 达到最大值，肠比鳃稍微滞后，肠在

12 h 达到最高峰，分别是对照组的 7.7 倍和 4.6 倍，

随后下降到与对照组无显著差异。肠是最大的免疫器

官，肠上分布着大量的肠相关淋巴组织，肠道组织和

鳃是腹腔注射鳗弧菌后直接接触的部位，所以肠和鳃

CsMASP1 的表达量均先于其他免疫组织上调。随后，

病原菌进入其他免疫组织，激活其他免疫组织

CsMASP1 基因的表达。与 Dang 等(2017)研究发现草

鱼感染嗜水气单胞菌后，草鱼 MASP1 在鳃和肠中表

达量短时快速增加结果相一致；但草鱼 MASP1 在肠

中感染后 4、24、72 h 显示 3 个表达高峰与本研究的

结果不太一致，推测草鱼 MASP1 在肠中感染后出现

3 个峰值可能是由于感染菌不同，也可能是由于鱼体

差异等。脾 CsMASP1 的表达量随着时间增加而增加，

在感染 6 h 后达到最大值，约是对照组的 15 倍，是

所有免疫组织中增量最高的组织；这与肾、脾是鱼类

免疫细胞生成的主要场所，也是产生免疫应答的主要

部位这一观点是一致的(Wang et al, 2018)。6 种免疫

组织表现出不同的表达模式可能与不同时间点的信

号转导有关，在我们之前的研究中，感染后，补体激

活途径、凝血级联激活途径和弧菌感染相关途径均被

激活来抵御病原菌的入侵 (Zhang et al, 2015)。
CsMASP1 在免疫组织中的高表达暗示了 CsMASP1 在

机体免疫反应中可能发挥着重要作用。本结果为深入

研究 MASP1 基因在半滑舌鳎免疫防御系统中的作用

奠定了基础。 
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Cloning and Expression Analysis of the MASP1 Gene from the Half-Smooth  
Tongue Sole (Cynoglossus semilaevis) 

WANG Qian1, ZHANG Xue1, CHEN Yadong2,3, SHA Zhenxia1,2①
 

(1. College of Life Science, Qingdao University, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 
Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  

3. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory for Sustainable  
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071) 

Abstract    Mannan-binding lectin-associated serine protease 1 (MBL associated serine protease 1, 
MASP1) is an important activator in the complement lectin pathway. In this study, the cDNA of the 
MASP1 gene from Cynoglossus semilaevis (CsMASP1) was cloned using a RACE method based on the 
partial sequence of CsMASP1, and gene expression was performed by qRT-PCR. The results showed that 
the full length of cDNA was 2507 bp in size, including a 5′-untranslated region (UTR) of 82 bp, 3′-UTR 
of 142 bp, and a complete open reading frame (ORF) of 2283 bp, encoding 760 amino acids. The 
theoretical isoelectric point (pI) of the predicted protein was 5.33 and the molecular weight was 84.95 kDa. 
Homologous alignment showed that the amino acids sequence of CsMASP1 had a high identity with those 
of other species, approximately 42%~76%. The CsMASP1 gene was expressed in all tested tissues (liver, 
intestine, spleen, head-kidney, gill, blood, brain, skin, heart, trunk-kidney, and gonad) in the healthy C. 
semilaevis and the highest expression was in the liver (185.4). To study the expression patterns of the 
CsMASP1 gene in an immune response, the specific expression of CsMASP1 was performed after Vibrio 
anguillarum infection. The results showed that the expression of the CsMASP1 gene was up-regulated in 
the liver, gill, blood, intestine, head-kidney, and spleen after V. anguillarum infection. The most 
significantly up-regulated expression and the peak level at 6 h reached 15.4 times baseline in the spleen. 
The results indicate that the CsMASP1 genes are involved in the immune response. 
Key words    Cynoglossus semilaevis; MASP1; Gene cloning; Gene expression; Immune response 
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卵形鲳鲹对饲料中硒的需求量* 
于万峰 1,2  林黑着 2,3①  黄  忠 2,3  虞  为 2,3  周传朋 2  

谭连杰 1,2  荀鹏伟 1,2  黄倩倩 1,2  黄小林 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南海水产研究所  农业农村部南海渔业资源

开发利用重点实验室  广州  510300；3. 中国水产科学研究院南海水产研究所深圳试验基地  深圳  518121) 

摘要    为确定卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)对饲料中硒的需求量，选取初始体重为(15.04±0.20) g
的卵形鲳鲹 450 尾，随机分成 6 组，每组 3 个重复，每个重复 25 尾。分别投喂以亚硒酸钠(Na2SeO3)
为硒源，硒含量分别为 0.41、0.60、0.73、0.80、0.90 和 1.12 mg/kg 的等氮等脂饲料 50 d。结果显

示，随着饲料中硒含量的增加，卵形鲳鲹的增重率和特定生长率先升高后趋于稳定，饲料系数变化

趋势与之相反。饲料中硒含量对全鱼体成分无显著影响(P>0.05)。血清白蛋白和高密度脂蛋白胆固

醇含量随饲料中硒含量的增加呈先升高后降低的趋势，而血清碱性磷酸酶活性先升高后保持稳定。

饲料中添加硒可以显著提高血清谷胱甘肽过氧化物酶、超氧化物歧化酶和肝脏谷胱甘肽过氧化物

酶、谷胱甘肽硫转移酶、谷胱甘肽还原酶、过氧化氢酶活性(P<0.05)，随着饲料中硒含量的增加，

其谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽硫转移酶和过氧化氢酶活性呈先升高后稳定的趋势，而超氧化物

歧化酶和谷胱甘肽还原酶活性呈先上升后下降的趋势。饲料中不同硒水平显著影响了卵形鲳鲹全鱼

中的硒含量(P<0.05)，且随着饲料中硒含量的增加先上升后趋于稳定。折线回归分析表明，以增重

率、血清谷胱甘肽过氧化物酶活性和全鱼中硒含量为评价指标，卵形鲳鲹对饲料中硒的需求量分别

为 0.66、0.82 和 0.76 mg/kg。 
关键词    卵形鲳鲹；硒；需求量；生长性能；抗氧化能力 
中图分类号 S963.73+4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0060-10 

硒存在于动物机体的所有组织和细胞，是鱼类所

必需的微量元素之一。硒是谷胱甘肽过氧化物酶的组

成成分，该酶能催化过氧化氢和脂质过氧化物分别转

化为水和脂质醇(NRC, 2011)，可维持细胞结构完整

和生理功能正常。硒参与多种抗氧化酶的组成，可通

过其抗氧化作用和对免疫细胞及免疫因子的调节来

abc
图章



第 3 期 于万峰等: 卵形鲳鲹对饲料中硒的需求量 61 

 

增强动物机体的免疫功能(方热军等, 2018)。此外，

硒对提高动物生长繁殖性能、维持甲状腺正常生理功

能、防癌抗癌及解毒等具有重要作用(段亮亮, 2018)。
目前，部分鱼类对硒的需求量已被确定，如石斑鱼

(Epinephelus malabaricus)为 0.70 mg/kg (Lin et al, 2005)、
异育银鲫 (Carassius auratus gibelio)为 1.18 mg/kg 
(Han et al, 2011)、黄尾 (Seriola lalandi)为 5.56 mg/kg 
(Le et al, 2013)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)为 0.15~ 
0.38 mg/kg (Hilton et al, 1980)、大黄鱼(Larimichthys 
croceus)为 0.178~0.575 mg/kg (曹娟娟等, 2015)、鲈鱼

(Lateolabrax japonicus)为 0.63~0.75 mg/kg (谈枫等, 2015)、
军曹鱼(Rachycentron canadum L.)为 0.788~0.811 mg/kg 
(Liu et al，2010)、条纹锯 (Centropristis striata)为 0.62~ 
0.92 mg/kg (张清雯等, 2018)和尼罗罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)为 1.06~2.06 mg/kg (Lee et al, 2016)等。 

卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)，属暖水性中上层

洄游鱼类，具有生长快、肉细嫩、味鲜美和价格适中

等多种优点，是我国福建、广东及海南等沿海地区的

重要经济鱼类之一。关于卵形鲳鲹蛋白质(刘兴旺等, 
2011)、脂肪(王飞, 2012)、碳水化合物 (Zhou et al, 
2015)、氨基酸(杜强, 2012; 谭小红, 2015; Huang et al, 
2018)、脂肪酸 (戚常乐 , 2016)和维生素 (荀鹏伟等 , 
2018; 黄倩倩等, 2019; Xun et al, 2019)等营养需要量

的研究已有相关报道，但对其微量元素硒需要量的研

究尚属空白。本实验以卵形鲳鲹为研究对象，研究饲

料中不同硒含量对其生长性能、全鱼体成分、血清生

化指标、血清和肝脏抗氧化指标、全鱼和脊椎骨中硒

含量的影响，旨在确定卵形鲳鲹对饲料中硒的 适需

求量，为其配合饲料配制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

实验饲料配方及营养组成见表 1。以酪蛋白、鱼

粉、大豆浓缩蛋白、豆粕、花生粕和玉米蛋白粉为蛋

白源，鱼油和大豆卵磷脂为脂肪源，面粉和玉米淀粉

为糖源，配制成基础饲料。以亚硒酸钠(Na2SeO3, 硒
含量 0.45%，饲料级，购自河北省黄骅市津骅添加剂

有限公司)为硒源，硒的添加水平为 0、0.15、0.30、
0.45、0.60 和 0.75 mg/kg，并相应减少微晶纤维素的

用量，配制成 6 种不同硒含量的等氮等脂半纯化饲

料。实验饲料委托中国广州分析测试中心采用氢化物

原子荧光光谱法(GB/T 13883-2008)测定，其硒的含量

分别为 0.41、0.60、0.73、0.80、0.90 和 1.12 mg/kg。
将鱼粉等原料用粉碎机粉碎，使其过 40 目筛网。按

照饲料配方准确称量每种饲料原料，把常量组分混合

均匀后，微量组分通过逐级扩大混匀的方法加入，初

步混匀后倒入搅拌机(SZ250, 广州旭众食品有限公

司)搅拌 10 min 后取出。按配方比例加入鱼油和大豆

卵磷脂，搓碎混匀并过 40 目筛网后倒入搅拌机搅拌

10 min。添加适量水(约 40%)再搅拌 10 min 后，用双

螺杆挤条机(F-26, 华南理工大学)挤压成直径为 2.0
和 2.5 mm 的 2 种条形物。经造粒机(G-500, 华南理

工大学)将其甩成颗粒后风干，然后用封口袋密封并

做好标签，保存于–20℃冰箱中备用。 

1.2  饲养管理 

本实验卵形鲳鲹由深圳市龙岐庄实业发展有限

公司培育，正式实验前先在中国水产科学研究院南海

水产研究所深圳试验基地养殖池塘的网箱中暂养。投

喂基础饲料驯化 7 d 后，选取体质健康、规格整齐的

卵形鲳鲹 450 尾[初始体重为(15.04±0.20) g]，随机分

配到 18 个网箱中(1.0 m×1.0 m×1.5 m)，随机分成 6 组，

每组 3 个重复，每个重复 25 尾，分别投喂 6 组实验饲

料。每天 06:30 和 17:30 饱食投喂 2 次，24 h 充氧，

实验周期为 50 d。养殖期间水温为 27℃~31℃，盐度

为 15~20，溶解氧浓度>5.0 mg/L。 

1.3  样品采集 

养殖实验结束时，将卵形鲳鲹停食 24 h 后，称

取每个网箱的鱼体总重并记录鱼尾数。每个网箱随机

取 7 尾鱼，其中 2 尾鱼用于全鱼体成分和硒含量分析，

剩余 5 尾鱼测体长和体重并记录。之后，用 1 ml 注
射器(1%肝素钠润洗)从尾静脉取血，注入 1.5 ml 离心

管中，4℃静置 30 min 后离心(3000 r/min, 10 min, 4℃)，
获取上清液并分装于 1.5 ml 离心管中，于–80℃保存，

用于血清生化和酶活性分析；按顺序解剖出采血后鱼

的内脏和肝脏，称量并记录，肝脏分装于 2 ml 冻存

管中，液氮速冻后于–80℃保存，用于肝脏酶活性分析；

将解剖后的鱼置于微波炉加热 3 min，剥离肌肉并取出

脊椎骨，于烘箱中 105℃烘干 2 h，然后粉碎，用于

脊椎骨硒含量分析。 

1.4  指标测定 

增重率(Weight gain rate, WGR, %)=100×[末均体

重(g)–初均体重(g)]/初均体重(g) 
特定生长率(Specific growth rate, SGR, %/d)=100× 

[ln 末均体重(g)–ln 初均体重(g)]/养殖天数(d) 

饲料系数(Feed conversion ratio, FCR)=饲料投喂

量(g)/鱼体增重(g) 
肥满度(Condition factor, CF)=100×体重 (g)/[体
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长(cm)]3 
脏体比(Viscerosomatic index, VSI, %)=100×内脏

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

重(g)/鱼体重(g) 
饲料和全鱼水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量分

别采用 105℃常压干燥法、凯氏定氮法、索氏抽提法

(石油醚为抽提剂)和 550℃马弗炉灼烧法进行测定； 

血清生化指标委托广州新海医院检验中心进行测定；

血清和肝脏抗氧化指标采用试剂盒(南京建成生物工

程研究所提供)进行测定；全鱼和脊椎骨中硒含量委

托中国广州分析测试中心采用氢化物原子荧光光谱

法(GB 5009.93-2017)进行测定。 

1.5  数据分析 

实验数据采用 Excel 2016 软件进行处理，通过 
 

表 1  实验饲料配方及营养组成(干物质基础, %) 
Tab.1  Formulation and nutrient composition of the experimental diets (DM basis, %) 

饲料 Diets 成分  
Ingredients Diet 1 Diet 2 Diet 3 Diet 4 Diet 5 Diet 6 

酪蛋白 Casein 26 26 26 26 26 26 
鱼粉 Fish meal 10 10 10 10 10 10 
大豆浓缩蛋白 Soy protein concentrate 10 10 10 10 10 10 
豆粕 Soybean meal 6 6 6 6 6 6 
花生粕 Peanut meal 5 5 5 5 5 5 
玉米蛋白粉 Corn protein meal 2 2 2 2 2 2 
面粉 Wheat flour 13 13 13 13 13 13 
玉米淀粉 Corn starch 9 9 9 9 9 9 
鱼油 Fish oil 9 9 9 9 9 9 
大豆卵磷脂 Soybean lecithin 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 
维生素预混料 Vitamin premix1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
无硒矿物质预混料 Selenium-free mineral premix2 2 2 2 2 2 2 
维生素 C Vitamin C (95%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
抗氧化剂 Antioxidant  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
氯化胆碱 Choline chloride 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
微晶纤维素 Microcrystalline cellulose 3.700 3.697 3.693 3.690 3.687 3.683 
甜菜碱 Betaine 1 1 1 1 1 1 
海藻酸钠 Sodium alginate 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
亚硒酸钠 Na2SeO3 (mg/kg) 0 33.33 66.67 100.00 133.33 166.67 
营养组成 Nutrient composition (%)       
水分 Moisture 7.30 7.48 7.33 7.40 7.36 7.49 
粗蛋白 Crude protein 43.0 42.8 43.0 43.0 42.9 42.9 
粗脂肪 Crude lipid 11.4 11.4 11.6 11.5 11.7 11.6 
灰分 Ash 6.32 6.27 6.26 6.27 6.33 6.27 
硒 Selenium (mg/kg) 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

注：1. 维生素预混料(mg/kg 饲料)：维生素 A 1200 mg，维生素 D3 50 mg，维生素 E 30000 mg，维生素 K3 30000 mg，
维生素 B1 8000 mg，维生素 B2 15000 mg，维生素 B6 12000 mg，维生素 B12 90 mg，烟酸 90000 mg，肌醇 80000 mg，泛

酸钙 50000 mg，叶酸 1200 mg，生物素 40 mg 
2. 无硒矿物质预混料(mg/kg 饲料)：氟化钠 4 mg，碘化钾 1.6 mg，氯化钴(1%)100 mg，硫酸亚铁 160 mg，硫酸锌

100 mg，硫酸铜 20 mg，硫酸锰 120 mg，硫酸镁 1352 mg，磷酸二氢钙 6000 mg，氯化钠 200 mg，沸石粉 11942.4 mg 
Note: 1. Vitamin premix (mg/kg diet): Vitamin A 1200 mg, Vitamin D3 50 mg, Vitamin E 30000 mg, Vitamin K3 30000 mg, 

Vitamin B1 8000 mg, Vitamin B2 15000 mg, Vitamin B6 12000 mg, Vitamin B12 90 mg, Nicotinic acid 90000 mg, Inositol   
80000 mg, Calcium pantothenate 50000 mg, Folic acid 1200 mg, Biotin 40 mg 

2. Selenium-free mineral premix (mg/kg diet): NaF 4 mg, KI 1.6 mg, CoCl2·6H2O (1%) 100 mg, FeSO4·H2O 160 mg, 
ZnSO4·H2O 100 mg, CuSO4·5H2O 20 mg, MnSO4·H2O 120 mg, MgSO4·H2O 1352 mg, Ca(H2PO4)2·H2O 6000 mg, NaCl 200 mg, 
Zeolite powder 11942.4 mg 
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SPASS 25.0 软件进行单因素方差分析 (One-way 
ANOVA)，所得数据用“平均值±标准差( SDX  )”表
示，若组间差异显著，再采用 Duncan 氏法进行多重

比较分析，以 P<0.05 为差异显著水平。 

2  结果 

2.1  饲料中硒含量对卵形鲳鲹生长性能的影响 

由表 2 可知，随着饲料中硒含量的增加，卵形鲳

鲹的终末体重、WGR 和 SGR 先升高后保持稳定，且

0.41 mg/kg 组的终末体重、WGR 和 SGR 均显著低于

其他各组(P<0.05)。FCR 随饲料中硒含量的增加先降

低后趋于稳定，0.41 mg/kg 组的 FCR 显著高于 0.80、
0.90 和 1.12 mg/kg 组(P<0.05)。饲料中硒含量对卵形鲳

鲹的 CF、VSI 和 HSI 均无显著影响(P>0.05)。以 WGR 

为评价指标，通过折线回归分析得出卵形鲳鲹饲料中

适硒含量为 0.66 mg/kg (图 1)。 
 

 
 

图 1  卵形鲳鲹增重率与饲料中硒含量的关系 
Fig.1  Relationship between dietary selenium content and 

weight gain rate of golden pompano 
 

 
表 2  饲料中硒含量对卵形鲳鲹生长性能的影响 

Tab.2  Effects of dietary selenium content on growth performance of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

初始体重 Initial weight (g) 15.12±0.18 15.00±0.26 15.19±0.11 14.92±0.16 15.02±0.21 14.98±0.27 

终末体重 Final weight (g) 40.15±4.33a 53.30±2.06b 54.78±8.01b 57.07±2.15b 58.16±2.27b 59.14±1.86b

增重率 WGR (%) 165.39±26.63a 255.33±8.86b 260.81±55.38b 282.64±17.57b 287.31±18.91b 295.13±19.86b

特定生长率 SGR (%/d) 1.94±0.20a 2.53±0.05b 2.55±0.30b 2.68±0.09b 2.71±0.10b 2.75±0.10b

饲料系数 FCR 2.81±0.31a 2.57±0.22ab 2.55±0.11ab 2.40±0.11b 2.42±0.06b 2.35±0.07b

肥满度 CF 3.49±0.14 3.72±0.10 3.62±0.15 3.66±0.19 3.69±0.17 3.77±0.11 

脏体比 VSI (%) 6.92±0.05 6.80±0.12 6.54±0.24 6.55±0.27 6.74±0.06 6.84±0.36 

肝体比 HSI (%) 1.63±0.15 1.68±0.23 1.50±0.03 1.45±0.09 1.47±0.05 1.47±0.07 

注：同行数据上标字母不同表示差异显著(P<0.05)，相同字母或无字母表示差异不显著(P>0.05)，下同 
Note: In the same row, values with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the same or 

no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), the same as below 
 

表 3  饲料中硒含量对卵形鲳鲹全鱼体成分的影响 
Tab.3  Effects of dietary selenium content on the whole body composition of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

水分 Moisture (%)  69.25±1.02 68.00±1.01 68.87±1.46 68.32±0.52 68.91±1.51 68.18±0.77 

粗蛋白 Crude protein (%) 52.29±1.61 52.63±1.55 53.60±0.52 52.55±0.85 51.49±2.69 52.67±1.35 

粗脂肪 Crude lipid (%) 34.76±3.20 35.71±3.16 34.93±1.14 35.71±0.68 37.46±1.14 36.04±2.31 

灰分 Ash (%) 13.23±1.44 11.44±0.76 12.77±1.43 12.26±0.46 11.37±0.67 11.75±1.18 

 

2.2  饲料中硒含量对卵形鲳鲹全鱼体成分的影响 

由表 3 可知，随着饲料中硒含量的增加，各组间

卵形鲳鲹鱼体的水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分含量差

异不显著(P>0.05)。 

2.3  饲料中硒含量对卵形鲳鲹血清生化指标的影响 

由表 4 可知，血清白蛋白(ALB)和高密度脂蛋白

胆固醇(HDL-C)含量均随饲料中硒含量的增加呈先

上升后下降的趋势，且 0.73 mg/kg 组的血清 ALB 含
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量和 0.90 mg/kg 组的血清 HDL-C 含量显著高于

0.41 mg/kg 组(P<0.05)。0.41 和 0.60 mg/kg 组的血清

碱性磷酸酶(ALP)活性显著低于其他各组(P<0.05)，其
活性随饲料中硒含量的增加先升高后趋于稳定。饲料

中硒含量对血清总蛋白(TP)和总胆固醇(TCHO)含量

无显著影响(P>0.05)。 

2.4  饲料中硒含量对卵形鲳鲹血清抗氧化指标的影响 

由表 5 可知，随着饲料中硒含量的增加，血清谷

胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)活性先升高后趋于稳

定，且 0.41 mg/kg 组的血清 GSH-PX 活性显著低于其

他各组(P<0.05)。血清超氧化物歧化酶(SOD)活性随

饲料中硒含量的增加呈先升高后降低的趋势，

0.73 mg/kg 组的血清 SOD 活性除了与 0.60 mg/kg 组

没有显著性差异(P>0.05)外，均显著高于其他各组 

(P<0.05)。以血清 GSH-PX 活性为评价指标，通过折

线回归分析得出卵形鲳鲹饲料中 适硒含量为

0.82 mg/kg (图 2)。 
 

 
 

图 2  卵形鲳鲹血清谷胱甘肽过氧化物酶活性与 
饲料中硒含量的关系 

Fig.2  Relationship between dietary selenium content and 
serum GSH-PX activity of golden pompano 

 
表 4  饲料中硒含量对卵形鲳鲹血清生化指标的影响 

Tab.4  Effects of dietary selenium content on serum biochemical indexes of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

总蛋白 TP (g/L) 41.97±5.25 45.13±2.31 47.25±2.65 45.95±2.55 42.80±2.00 42.60±1.10 

白蛋白 ALB (g/L) 9.83±0.93a 11.03±0.95ab 11.95±0.85b 11.37±1.31ab 11.00±0.20ab 10.60±0.10ab

碱性磷酸酶活性 ALP activity (U/L) 59.00±9.64a 61.33±4.16a 75.00±5.29b 74.67±8.08b 73.33±4.93b 74.00±1.00b

总胆固醇 TCHO (mmol/L) 3.05±0.21 3.42±0.12 3.53±0.38 3.51±0.49 3.68±0.45 3.44±0.33 

高密度脂蛋白胆固醇 HDL-C (mmol/L) 2.20±0.17a 2.42±0.29ab 2.40±0.11ab 2.42±0.15ab 2.59±0.20b 2.41±0.16ab

 
表 5  饲料中硒含量对卵形鲳鲹血清抗氧化相关酶活性的影响 

Tab.5  Effects of dietary selenium content on serum antioxidant enzyme activity of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

谷胱甘肽过氧化物酶活性 
GSH-PX activity (U/ml)  

151.77±1.56a 178.40±20.81b 207.36±17.33c 215.56±8.06c 218.34±16.18c 220.17±15.42c

超氧化物歧化酶活性 
SOD activity(U/ml) 

43.25±2.57a 49.58±4.28ab 55.66±2.76b 45.71±4.36a 44.17±2.48a 45.19±4.02a 

 
2.5  饲料中硒含量对卵形鲳鲹肝脏抗氧化指标的影响 

由表 6 可知，饲料中不同硒含量显著影响了卵形

鲳鲹肝脏 GSH-PX、谷胱甘肽硫转移酶(GST)、谷胱

甘肽还原酶(GR)和过氧化氢酶(CAT)的活性(P<0.05)。
随着饲料中硒含量的增加，肝脏 GSH-PX、GST 和

CAT 活性先升高后保持稳定，其中，0.41 mg/kg 组的

肝脏 GSH-PX 活性显著低于其他各组(P<0.05)，0.41
和 0.60 mg/kg 组的肝脏 GST 和 CAT 活性显著低于其

他各组(P<0.05)。肝脏 GR 活性随饲料中硒含量的增

加呈先上升后下降的趋势，其活性在 0.60 mg/kg 组达

到峰值并显著高于其他各组(P<0.05)。 

2.6  饲料中硒含量对卵形鲳鲹全鱼和脊椎骨中硒含

量的影响 

由表 7 可知，全鱼中硒含量随着饲料中硒含量的

增加先升高后保持稳定，且 0.41mg/kg 组全鱼硒含量

除了与 0.60 mg/kg 组差异不显著(P>0.05)外，均显著

低于其他各硒添加组(P<0.05)。饲料中硒含量对脊椎

骨中硒含量的影响不显著(P>0.05)。以全鱼中硒含量

为评价指标，通过折线回归分析得出卵形鲳鲹饲料中

适硒含量为 0.76 mg/kg (图 3)。 
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表 6  饲料中硒含量对卵形鲳鲹肝脏抗氧化相关酶活性的影响 
Tab.6  Effects of dietary selenium content on liver antioxidant enzyme activity of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

谷胱甘肽过氧化物酶活性 
GSH-PX activity (U/mg prot) 

7.68±0.25a 15.93±0.84b 17.77±1.34b 18.57±2.21b 22.63±2.28c 23.13±2.19c

谷胱甘肽硫转移酶活性 
GST activity (U/mg prot) 29.44±0.69a 30.74±2.05a 35.67±3.05b 36.12±2.35b 39.71±0.11c 40.25±1.38c

谷胱甘肽还原酶活性 
GR activity (U/g prot) 1.63±0.02a 1.96±0.16b 1.72±0.03a 1.69±0.08a 1.63±0.09a 1.63±0.07a

过氧化氢酶活性 
CAT activity (U/mg prot) 

85.22±5.02a 95.19±1.75a 123.58±5.56b 115.73±13.28b 117.47±0.48b 114.71±2.99b

 
表 7  饲料中硒含量对卵形鲳鲹全鱼和脊椎骨中硒含量的影响 

Tab.7  Effects of dietary selenium content on selenium concentrations in whole body and vertebrae of golden pompano 

饲料中硒含量 Dietary selenium content (mg/kg) 指标 
Parameters 0.41 0.60 0.73 0.80 0.90 1.12 

全鱼中硒含量  
Whole body selenium concentration (mg/kg) 

0.24±0.03a 0.34±0.01ab 0.41±0.09b 0.43±0.07b 0.43±0.06b 0.41±0.08b

脊椎骨中硒含量 
Vertebrae selenium concentration (mg/kg) 

0.08±0.00 0.10±0.00 0.09±0.02 0.10±0.02 0.10±0.01 0.10±0.02

 

 
 

图 3  卵形鲳鲹全鱼中硒含量与饲料中硒含量的关系 
Fig.3  Relationship between dietary selenium content and 

whole body selenium concentration of golden pompano 
 

3  讨论 

饲料中添加硒可促进鱼类生长。本实验结果显

示，随着饲料中硒含量的增加，卵形鲳鲹的增重率和 
特定生长率先升高后保持稳定，这与大黄鱼(曹娟娟

等, 2015)、异育银鲫(Han et al, 2011)和军曹鱼(Liu et al, 
2010)的研究报道相似。饲料中添加硒不仅可以改善

鱼类生长性能，还可提高其饲料利用率。本研究中，

饲料系数随饲料中硒水平的上升先降低后稳定在一

定水平，这与军曹鱼(Liu et al, 2010)的研究结果相吻

合。这是因为硒不仅可以提高动物机体的抗氧化、抗

应激和免疫能力，而且硒还是 5′-脱碘酶的组成部分，

介导甲状腺素的合成与代谢，催化 T4 转化成 T3，而

T3 控制着生长激素的基因表达及合成，有利于动物

的生长发育(谢帝芝等，2010)。然而在尼罗罗非鱼(Lee 
et al, 2016) 、石斑鱼 (Lin et al, 2005) 和黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco) (胡俊茹等, 2016)的研究中

发现，饲料中添加硒也可显著提高其增重率和饲料效

率，不同的是随着饲料中硒含量的增加，增重率和饲

料效率呈先升高后降低的趋势，造成这种差异显示了

硒营养和毒性的双重效应(Wang et al, 2012)，再加上

不同种鱼类对硒的耐受程度不同所导致。Seko 等

(1989)认为过量硒可能会攻击特定的脱氢酶系统，并

且硒化合物浓度过高会产生自由基而对动物组织造

成氧化损伤，从而影响动物的正常生长发育。 
饲料中不同硒水平对不同鱼种全鱼体成分存在

较大差异。饲料中硒含量显著影响了黄颡鱼(胡俊茹

等, 2016)鱼体的水分、粗蛋白、粗脂肪和粗灰分含量，

且粗脂肪含量随饲料中硒含量的增加呈先升高后稳

定的趋势；而在绿鲟 (Acipenser medirostris)和白鲟

(Acipenser transmontanus) (Riu et al, 2014)的研究中

发现，其全鱼粗脂肪含量随饲料中硒水平的上升呈下

降趋势，这可能是因为硒与动物体脂肪的代谢有关。

本研究中，饲料中硒含量对卵形鲳鲹鱼体的水分、粗

蛋白、粗脂肪和灰分含量影响不显著，与曹娟娟等

(2015)的研究结果相似。 
血清生化指标可以反映鱼体的正常生理状态、健

康状况和营养水平 (韩娜娜等 , 2010)。血清白蛋白

(ALB)由肝脏合成，对维持血液胶体渗透压、运输小
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分子物质、修补组织及清除自由基等具有重要作用

(Ahmed et al, 2002; 张敏, 2011)。本研究中，血清 ALB
含量随饲料中硒水平的上升呈先升高后降低的趋势，

这说明饲料中适宜硒含量可提高肝脏合成 ALB 的能

力，但硒含量过高可能会对鱼体的肝功能造成损害。

碱性磷酸酶(ALP)是一种磷酸单脂水解酶，其活性可

以反映鱼体非特异性免疫能力的水平(Prabhu et al, 
2016; 张媛媛等, 2012)。本研究结果显示，随着饲料

中硒含量的增加，血清 ALP 活性先上升后趋于稳定，

这可能是因为硒对于增强鱼体的非特异性免疫功能

具有一定程度的促进作用。高密度脂蛋白胆固醇

(HDL-C)主要是由肝脏合成，可将血液中多余的血脂

和胆固醇转运到肝脏并分解(吴凡等, 2011)，起到清除

血液垃圾的作用。本研究中，饲料中添加硒可以显著

提高血清 HDL-C 的含量，有利于鱼体血脂的代谢，

但随着饲料中硒水平进一步升高，血清 HDL-C 含量

呈下降趋势，与大口黑鲈 (Micropterus salmoides)  
(李宁等, 2017)的研究报道相似，这可能是由于饲料

中较高硒含量会对机体肝脏造成不同程度的损伤，降

低肝脏对 HDL-C 的合成能力，从而不利于血液垃圾

的清除，进而影响鱼体健康。 
硒影响鱼类的抗氧化能力是其主要作用之一。饲

料中硒不足，可导致草鱼(Ctenopharyngodon ideelus) 
(苏传福 , 2008)血清和肝胰脏谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH-PX)活性明显降低。饲料中适宜硒水平可显著提

高大口黑鲈(李宁等, 2017)血清和肝脏 GSH-PX、谷胱

甘肽硫转移酶(GST)和 SOD 活性。GSH-PX 能将体内

多余的过氧化物清除掉，以保护机体免受其氧化损伤

(张滕闲等, 2017)。SOD 能清除体内氧自由基以起到

对机体的防御保护作用(王丽丽等, 2019)。本研究中，

饲料中添加硒显著提高了血清 GSH-PX 活性，这与军

曹鱼(Liu et al, 2010)的报道相似。随着饲料中硒含量

的增加，血清 SOD 活性呈先上升后下降的趋势，与

大黄鱼(曹娟娟等, 2015)和鲈鱼(谈枫等, 2015)的研究

结果类似，这是因为 SOD 是一种含金属元素的蛋白

酶，而饲料中较高硒水平可能影响了机体对金属元素

的吸收利用，从而降低其活性。GST 属于抗氧化酶之

一，可通过修复自由基造成的细胞膜磷脂损伤和抑制

微粒体的过氧化反应等多种途径来发挥其抗氧化作

用(冯欣等, 2010)。谷胱甘肽还原酶(GR)能清除在氧

化胁迫反应中所产生的活性氧自由基 (张新党等 , 
2018)。过氧化氢酶(CAT)通过参与活性氧的代谢能使

机体内的功能性大分子物质免受其氧化损伤(谭连杰

等, 2019)。本研究中，肝脏 GSH-PX 活性随饲料中硒

含量的增加先升高后保持稳定，这一结果与石斑鱼

(Lin et al, 2005)和军曹鱼(Liu et al, 2010)等诸多研究

报道相似。饲料中添加硒也可显著提高肝脏 GST 和

CAT 活性，且随着饲料中硒水平的上升，其活性先升

高后趋于稳定。肝脏 GR 活性随饲料中硒含量的增加

呈先上升后下降的趋势，这与大黄鱼(曹娟娟等, 2015)
的研究报道相吻合。以上结果表明，饲料中适宜硒含

量可通过提高 GSH-PX、GST、GR、CAT 和 SOD 等

抗氧化酶的活性来清除体内的活性氧和自由基，进而

提高卵形鲳鲹的抗氧化能力以起到保护机体的作用。 
硒在体内沉积对满足鱼体营养需要和氧化应激

生理状态下的快速利用具有重要意义 (张清雯等 , 
2018)。本实验结果显示，饲料中添加硒可显著提高

全鱼中的硒含量，且随着饲料中硒水平的上升，其含

量先增加后趋于稳定，此结果与大黄鱼(曹娟娟等, 
2015)和军曹鱼(Liu et al, 2010)的报道相吻合。饲料中

硒水平不会显著影响卵形鲳鲹脊椎骨中的硒含量，这

可能是因为脊椎骨中硒含量对饲料中硒添加水平不太

敏感，或者更多的硒被储存在其他组织，如肝脏(Le et al, 
2014)和肌肉(Lin, 2014)等，因此，增加饲料中的硒含

量并不会使硒在其脊椎骨中沉积。 
通过对卵形鲳鲹增重率、血清 GSH-PX 活性和全

鱼中硒含量进行评估，得出卵形鲳鲹对饲料中硒的需

求量分别为 0.66、0.82 和 0.76 mg/kg，与石斑鱼(Lin   
et al, 2005)、鲈鱼(谈枫等, 2015)、军曹鱼(Liu et al, 
2010)和条纹锯 (张清雯等 , 2018)的硒需求量相接

近，低于异育银鲫(Han et al, 2011)、黄尾 (Le et al, 
2013)和尼罗罗非鱼(Lee et al, 2016)，高于虹鳟(Hilton 
et al, 1980)和大黄鱼(曹娟娟等, 2015)。 

4  结论 

饲料中添加硒可以改善卵形鲳鲹的生长性能和

血清生化指标，并能提高机体的抗氧化能力和鱼体硒

沉积量。以增重率、血清 GSH-PX 活性和全鱼中硒含

量为评价指标，得出卵形鲳鲹对饲料中硒的需求量分

别为 0.66、0.82 和 0.76 mg/kg。 
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Dietary Selenium Requirement of Golden Pompano (Trachinotus ovatus) 

YU Wanfeng1,2, LIN Heizhao2,3①
, HUANG Zhong2,3, YU Wei2,3, ZHOU Chuanpeng2,  

TAN Lianjie1,2, XUN Pengwei1,2, HUANG Qianqian1,2, HUANG Xiaolin2,3   
(1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of South China Sea 

Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, South China Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300; 3. Shenzhen Base of South China Sea Fisheries Research 

Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shenzhen  518121) 

Abstract    To determine the optimal dietary selenium requirement of golden pompano (Trachinotus ovatus), 
a total of 450 fish with an initial body weight of (15.04±0.20) g were randomly assigned into 6 groups with 3 
replicates per group and 25 fish per replicate. The fish were fed isonitrogenous and isolipidic diets with sodium 
selenite (Na2SeO3) as the selenium source for 50 days, which the selenium contents were 0.41, 0.60, 0.73, 0.80, 
0.90 and 1.12 mg/kg, respectively. The results showed that weight gain rate and specific growth rate firstly 
increased and then remained stable with the increased dietary selenium content, while the feed conversion ratio 
had an opposite trend. No significant difference was found in the whole body composition (P>0.05). In serum, 
with the dietary selenium levels increasing, the contents of albumin and high density lipoprotein cholesterol 
firstly increased and then decreased, while the activity of alkaline phosphatase increased and then remained 
stable. The selenium in the feed had significant effects on the activities of glutathione peroxidase and 
superoxide dismutase in the serum, and glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, glutathione reductase, 
catalase in the liver (P<0.05). As the dietary selenium levels increased, the activities of glutathione peroxidase, 
glutathione S-transferase and catalase firstly increased and then remained stable, whereas the activities of 
superoxide dismutase and glutathione reductase increased and then decreased. The selenium levels in feed 
significantly affected the selenium concentration in the whole body (P<0.05), as the dietary selenium content 
increased, whole body selenium concentration increased and then remained stable. Broken-line regression 
analysis based on the weight gain rate, serum glutathione peroxidase activity and whole body selenium 
concentration indicate that the optimal dietary selenium requirements for golden pompano are 0.66, 0.82 and 
0.76 mg/kg, respectively. 
Key words    Trachinotus ovatus; Selenium; Requirement; Growth performance; Antioxidant capacity 
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四指马鲅淋巴器官发育组织学观察* 
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摘要    采用石蜡组织连续切片和 HE 染色技术，对 1~60 dph (Days post hatching)四指马鲅

(Eleutheronema tetradactylum)的淋巴器官个体发育进行研究，描述了淋巴器官发育特点及组织学特

征。结果显示，在盐度为 9.0±0.5，水温为(28±2)℃条件下，3 dph 胸腺原基出现，由 4~6 层未分化干

细胞和淋巴母细胞样的细胞组成；胸腺发育迅速，主要由淋巴细胞填充；至 25 dph 皮质区和髓质区

分明显，胸腺发育基本完成。3 dph 头肾原基形成，由前肾管和少量造血干细胞组成；5 dph 胸腺淋

巴细胞向头肾迁移，头肾开始淋巴化；随着鱼体生长，造血干细胞分化成不同类型细胞；18 dph 前肾

管开始退化，至 53 dph 完全消失，头肾主要由网状内皮系统支持下的淋巴造血组织构成。7 dph 脾脏

原基形成，至 16 dph 开始淋巴化；脾脏内皮系统较头肾发达，但其发育速度较胸腺和头肾慢，淋巴

细胞明显少于胸腺和头肾。研究表明，四指马鲅淋巴器官原基出现及淋巴化的顺序是胸腺、头肾、

脾脏。免疫淋巴器官结构及功能尚未发育完善，可能是四指马鲅在变态期间幼体死亡率高的主要原

因之一。 
关键词    四指马鲅；淋巴器官；发育；组织学 
中图分类号 Q954.6   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0070-08 

鱼类的淋巴器官主要包括胸腺、头肾、脾脏以及

黏膜相关的淋巴组织(Boehm et al, 2012)，黏膜相关淋

巴组织包括鼻咽、内脏、鳃和皮肤相关淋巴组织，它

们通过细胞和体液介导途径参与继发性淋巴免疫反

应。胸腺是大多数鱼类最早发育的中枢淋巴器官，它

在鱼类胚胎发育早期就已经形成并发挥作用，胸腺为

T 细胞的增殖、成熟和抗原受体库的生成提供了适宜

的微环境(Nakanishi et al, 2015)，同时，产生促淋巴

细胞生成素以促进其他淋巴器官的淋巴细胞生成

(Fishelson, 2006)。头肾和脾脏是主要的免疫及造血器

abc
图章
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官，含有丰富的血管、血窦和免疫细胞(胡玲玲等 , 
2010)。其免疫细胞介导并参与免疫反应，尤其吞噬

细胞(黑色素–巨噬细胞和粒细胞)是免疫系统的重要

组成部分，具有趋化、吞噬、细胞因子分泌、抗原处

理以及通过多种机制表达来清除病原体的作用

(Espinosa et al, 2018; 邢贺飞等, 2016)。免疫淋巴器官

是鱼类防止病原入侵的主要防线，研究免疫淋巴器官

的发生发育可了解机体免疫活性建立的时间节点，对

优化养殖条件、完善苗种培育和健康养殖技术具有重

要意义(Campoverde et al, 2019)。近年来，国内外越

来越多的学者针对鱼类免疫淋巴器官的发生发育开

展研究，如在大西洋白姑鱼(Argyrosomus regius)、考

氏鳍竺鲷(Pterapogon kauderni)、斑马鱼(Barchydanio 
rerio var) 、 牙 鲆 (Paralichthys olivaceus) 、 草 鱼

(Ctenopharyngodon idellus)和斜带石斑鱼(Epinephelus 
coioides)等多种鱼类已见报道(Campoverde et al, 2019; 
Fishelson, 2010; Danilova et al, 2004; Liu et al, 2004; 
雷雪彬等, 2013; 吴金英等, 2003)。 

四指马鲅 (Eleutheronema tetradactylum)俗称马

友、午鱼、午笋等，通常分布于热带和温带海区，主

要分布于印度洋和太平洋西部，在我国黄海、东海、

南海和渤海均有分布(Moore et al, 2011; Wang et al, 
2014)。其肉质鲜美，营养价值高，具有良好的养殖

前景。2012 年我国规模化全人工繁育和养殖四指马

鲅属鱼类获得成功，近年来先后在广东、海南、福建、

广西、上海、江苏、山东、浙江、河北等沿海地区开

展了养殖技术推广应用，四指马鲅已成为海水鱼类养

殖的新品种(林先智等, 2015)。目前，四指马鲅苗种

培育和养殖技术已经成功，但在仔稚鱼变态发育阶段

常出现大量死亡现象，同时，在成鱼养殖过程中对应

激反应比较敏感，容易因手工操作受伤死亡，其中原

因需要进一步研究(刘奇奇等, 2017)。鱼类淋巴器官

对病害具有重要的免疫作用，关于四指马鲅淋巴器官

发生发育的研究目前在国内外尚未见报道。本研究采

用石蜡组织连续切片和 HE 染色技术对人工培育的四

指马鲅淋巴器官发育进行研究，试从免疫器官发育的

角度推测机体免疫活性建立的时间，并观察淋巴器官发

育过程中组织形态学特点，以丰富四指马鲅的基础生物

学资料，为其苗种培育和成鱼健康养殖提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的四指马鲅仔稚鱼为2018年6~9月在中

国水产科学研究院南海水产研究所珠海试验基地培

育所得。 

1.2  实验方法 

鱼苗孵化及培育参考区又君等(2017)的方法进

行。孵化后2 dph (Days post hatching, dph)将鱼苗置于

1000 L白色塑料桶中培育，放苗前，水桶中预先接种

小球藻和轮虫，每天添加淡水降低盐度0.5~1，直到

盐度降至9.0±0.5。培育水温为(28±2)℃。7 dph投喂枝

角类和桡足类幼体，25 dph起投喂卤虫无节幼体，30 dph
起投喂粉状配合饲料并逐渐过渡到人工颗粒饲料。1~  
18 dph，每天取样1次；20~45 dph，每5 d取样1次；45~ 
60 dph，每7 d取样1次，每次取15尾。取样时，记录

鱼苗日龄，并用数显游标卡尺(精确度0.01 mm)测量

全长，置于4%多聚甲醛中固定，24 h后转入70%的乙

醇中保存。参考马定昌等(2014)的方法并稍作调整，

将固定好的样品进行流水冲洗12 h，经50%～100%梯

度乙醇脱水(50%乙醇2 h、70%乙醇4 h、80%乙醇2 h、
85%乙醇2 h、95%乙醇45 min×2、100%乙醇45 min×2)，
二甲苯透明(1/2无水乙醇+1/2二甲苯混合液1 h、二甲

苯15 min×2)，浸蜡(石蜡2 h×2)，石蜡包埋，以4~6 μm
的厚度进行纵向连续切片，苏木精‒伊红(HE)染色，

中性树脂封片，在ZEISS Axio Scope. A1型光学显微

镜(德国)下观察并摄影记录。 

2  结果 

2.1  胸腺 

3 dph，胸腺原基开始形成，位于鳃盖骨背上角

处，由 4~6 层未分化干细胞和淋巴母细胞样的细胞组

成，细胞较大，圆形或椭圆形，嗜碱性，核大且深染，

原基外缘上皮鞘尚未形成(图 1A)。6 dph，胸腺个体

增大，呈长椭圆形，胸腺细胞增多，染色加深，出现

小淋巴细胞，呈紫红色，上皮鞘形成(图 1B)。18 dph，
胸腺外包结缔组织被膜，淋巴细胞增多，密度增大 
(图 1C)。20 dph，结缔组织开始向胸腺实质伸展把腺

体分成若干小叶，小叶间结缔组织形成的小梁将其分

成数个小结(图 1D)。25 dph，胸腺与头肾有结缔组织

连接(图 1E)，胸腺分区明显，皮质区位于胸腺外层，

淋巴细胞密集，着色较深，有许多微血管分布；髓质

区位于胸腺内层，着色较浅，淋巴细胞数量较少。胸

腺小叶明显，由于小叶间隔不明显，小结不完全隔开

(图 1F)。胸腺主要由着色较深的淋巴母细胞和淋巴细

胞所填充，偶见少量红细胞。 
另外，在早期发育过程中，胸腺外周有一些分散

的淋巴细胞，胸腺与头肾有细胞“桥”连接(图2B),
到发育基本完成，细胞“桥”衍变成结缔组织，胸腺

与头肾独立分开。 
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图 1  四指马鲅胸腺的发育 
Fig.1  Development of thymus in E. tetradactylum 

A：3dph (Days post hatching)，示胸腺淋巴母细胞，400×；B：6 dph，示胸腺淋巴母细胞和小淋巴细胞，400×； 
C：18 dph，示胸腺淋巴细胞和结缔组织被膜，200×；D：20 dph，示胸腺小叶、小梁及小结出现，200×；E：25 dph， 
示头肾和胸腺，100×；F：25 dph，示胸腺皮质区、髓质区、小叶、小梁，400×；CTC：结缔组织被膜；CA：皮质区； 

DT：消化道；G：鳃弓；LB：淋巴母细胞；MA：髓质区；O：耳囊；OP：鳃盖骨；PR：头肾；PRT：前肾管； 
SL：小淋巴细胞；TH：胸腺；TL：胸腺小叶；TT：胸腺小梁；TN：胸腺小结 

A: 3 dph, showing lymphoblasts of the thymus, 400×; B: 6 dph, showing lymphoblasts and small lymphocytic of  
the thymus, 400×; C: 18 dph, showing lymphocytes and connective tissue, 200×; D: 20 dph, showing thymic lobules,  

trabeculae, and nodules appear, 200×; E: 25 dph, showing thymus and pronephros; F: 25 dph, showing the cortical areas, 
 medulla areas, lobule, trabecular, 400×; CTC: Connective tissue; CA: Cortical areas; DT: Digestive tract; G: Gill;  
LB: Lymphoblasts; MA: Medulla areas; O: Oticcapsule; OP: Operculum; PR: Pronephros; PRT: Pronephric tubules;  

SL: Small lymphocytic; TH: Thymus; TL: Thymic lobule; TT: Thymic trabecular; TN: Thymic nodules 
 

2.2  头肾 

1 dph，头肾原基尚未形成，原肾管沿脊椎直抵

躯干后部，开口于肛门。3 dph，原肾管前端分化成

若干个前肾管，前肾管的管壁由单层上皮细胞组成，

前肾管间有少量未分化的造血干细胞，此时头肾原基

形成(图 2A)。5 dph，前肾管由外向内集中且管径增

大，头肾外围有红色髓性细胞分布，边缘出现淋巴样

组织，呈紫红色(图 2B)。7 dph，前肾管管径增大，

管壁细胞红色深染，细胞核偏位，肾管外缘出现淋巴

母细胞和圆形的粒细胞，管间组织开始填充，前肾管

之间有少量红细胞分布(图 2C)。15 dph，头肾的淋巴

细胞分化明显，淋巴细胞逐渐增多，前肾管之间的填

充细胞增多，红细胞数量增加(图 2D)。18 dph，前肾

管开始退化，管壁细胞出现凋亡现象；淋巴细胞增多，

着色加深，出现淋巴细胞集中区(图 2E)。20 dph，头肾

内出现肾上腺，有少量圆形、紫红色的肾上腺细胞分

布，淋巴细胞集中区明显，粒细胞增多，在肾管外缘

偶见黄褐色的巨噬细胞(图 2F)。25 dph，大量前肾管

退化，淋巴细胞比例增大，并出现大量嗜铬细胞团，

呈黄褐色，分布于头肾外缘(图 2G)。30 dph，前肾管

减少，肾上腺增大，肾上腺细胞及嗜铬细胞团增多 
(图 2H)。35 dph，头肾中央静脉出现，只有少数前肾

管和退化残留的小肾管(图 2I)。40 dph，头肾内部红

细胞活跃，淋巴细胞和粒细胞相间分布，偶见着色较

深的淋巴细胞集中区和着色较浅粒细胞集中区   
(图 2J)。53 dph，前肾管完全退化，仅有少量退化后

的前肾管残留(图 2L)，静脉腔直径增大，内有较多的

血细胞(图 2K)，此时与成鱼头肾的组织结构接近。头

肾外缘由被膜包围，实质由大量的淋巴细胞、血细胞

和粒细胞填充，仅见少数黑色素‒巨噬细胞聚集中心，

淋巴细胞集中区和粒细胞集中区比较明显，其形态很

不规则。 

2.3  脾脏 

7 dph，脾原基出现，位于肠壁背侧，并被胰脏

组织包围，卵圆形，由疏松的间充质细胞索和毛细血

管组成(图3A)。16 dph，脾原基增大，梨形，内含少量 
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图 2  四指马鲅头肾的发育 
Fig.2  Development of head kidney in E. tetradactylum 

A：3 dph，示头肾的造血干细胞(↑)和前肾管，400×；B：5 dph，示增大的前肾管和淋巴组织，400×；C：7 dph，示继续增大

的前肾管，管间组织，淋巴母细胞，粒细胞，红细胞，400×；D：15 dph，示前肾管，淋巴细胞，红细胞，400×；E：18 dph，
示淋巴细胞集中区和退化的肾管，凋亡细胞，200×；F：20 dph，示肾上腺细胞，前肾管，粒细胞，淋巴细胞，巨噬细胞，400×；
G：25 dph，示大量前肾管退化(▲)，嗜铬细胞团，200×；H：30 dph，示前肾管，肾上腺，嗜铬细胞团，200×；I：35 dph，示

中央静脉，血窦，前肾管，200×；J：40 dph，示前肾管，血窦，血细胞，淋巴细胞，粒细胞，400×；K：53 dph，示静脉，400×；
L：53 dph，示已退化的前肾管，400×；AC：凋亡细胞；AG：肾上腺；AGC：肾上腺细胞；ALY：淋巴细胞集中区； 

BC：血细胞；BS：血窦；CCM：嗜铬细胞团；CV：中央静脉；DT：消化道；G：鳃弓；GA：粒细胞；IT：管间组织； 
LP：肝原基；LT：淋巴组织；LB：淋巴母细胞；LY：淋巴细胞；MA：巨噬细胞；ND：肾管； 

PR：前肾；PRT：前肾管；RBC：红细胞；V：静脉；VPRT：退化的前肾管 
A: 3 dph, showing hematopoietic stem cells of head kidney(↑) and pronephric tubules, 400×; B: 5 dph, showing enlarged pronephric 
tubules and lymphatic tissue, 400×; C: 7 dph, showing pronephric tubules continues to enlarge, inter tubular tissue, lymphocytoblast, 

granulocytes, red blood cell, 400×; D: 15 dph, showing pronephric tubules, lymphocyte, red blood cell, 400×; E: 18 dph, showing 
lymphocytes accumulation, degenerated pronephric tubules and apoptotic cell, 200×; F: 20 dph, showing adrenal gland cells, pronephric 
tubules, granulocytes, lymphocyte, macrophage, 400×; G: 25 dph, showing a lot of pronephric tubules degenerate(▲), chromaffin cell 
mass, 200×; H: 30 dph, showing pronephric tubules, adrenal gland, chromaffin cell mass, 200×; I: 35 dph, showing central veins, blood 

sinus, pronephric tubules, 200×; J: 40 dph, showing pronephric tubules, blood sinus, blood cell, lymphocyte, granulocytes, 400×;  
K: 53 dph, showing vein, 400×; L: 53 dph, showing vestigial pronephric tubules, 400×; AC: Apoptotic cell; AG: Adrenal gland;  

AGC: Adrenal gland cells; ALY: Lymphocytes accumulation; BC: Blood cell; BS: Blood sinus; CCM: Chromaffin cell mass;  
CV: Central veins; DT: Digestive tract; G: Gill; GA: Granulocytes; IT: Inter tubular tissue; LP: Liver primordium;  

LT: Lymphoid tissue; LB: Lymphocytoblast; LY: Lymphocyte; MA: Macrophage; ND: Nephric ducts; PR: Pronephros;  
PRT: Pronephric tubules; RBC: Red blood cell; V: Vein; VPRT: Vestigial pronephric tubules 
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嗜碱性细胞或造血干细胞，并开始淋巴化(图3B)。  
20 dph，脾体积增大，淋巴细胞与红细胞相间排列，

可见活跃的红细胞生成；着色较深的嗜碱性细胞、成

纤维细胞与红细胞排列较疏松，成索状结构(图3C)。
25 dph，脾外缘由浆膜包裹，淋巴细胞密度增大，毛

细血管增多，偶见黑色素巨噬细胞聚集中心(图3D)。
30 dph，脾脏增大，小淋巴细胞增多，巨噬细胞出现，

黄褐色，形状不规则；毛细血管增多，椭圆体结构出

现(图3E)。35 dph，黑色素巨噬细胞聚集中心数量增

多，体积增大；淋巴细胞和红细胞增多，着色加深，

出现明显的淋巴细胞集中区(图3F)。45 dph，结缔组织

被膜伸入脾实质内形成脾小梁，脾小叶开始形成，着

色较深的白髄和着色较浅的红髓开始区分，红细胞增

多，巨噬细胞明显(图3G)。53 dph，淋巴细胞数量增

加，着色加深，呈紫红色(图3H)，红髓与白髄交错排

列，脾窦较明显(图3I)。此时，脾组织发育基本完成， 
 

 
 

图 3  四指马鲅脾脏的发育 
Fig.3  Development of spleen in E. tetradactylum 

A：7 dph，示脾脏原基和胰脏，400×；B：16 dph，脾脏体积增大，细胞开始淋巴化，200×；C：20 dph， 
示淋巴母细胞，小淋巴细胞和红细胞，400×；D：25 dph，示黑色素-巨噬细胞聚集中心，浆膜，血管，200×； 

E：30 dph，小淋巴细胞增多，示巨噬细胞，椭圆体，200×；F：35 dph，示中央静脉，淋巴细胞聚集区，200×； 
G：45 dph，示脾小梁，红髓，白髄，200×；H：53 dph，200×；I：53 dph，示脾窦，红髓，白髄，200×。 

BL：血管；E：椭圆体；IN：肠；LB：淋巴母细胞；LC：淋巴细胞聚集区；M：巨噬细胞； 
MC：黑色素-巨噬细胞聚集中心；PA：胰脏；RBC：红细胞；RP：红髓；S：胃；SE：浆膜； 

SP：脾脏；SL：小淋巴细胞；ST：脾小梁；SI：脾窦；V：静脉；WP：白髄 
A: 7 dph, showing the spleen primordium and pancreas, 400×; B: 16 dph, showing the spleen bulked up, and the cells began to 

lymphatize, 200×; C: 20 dph, showing the lymphoblast, small lymphocytes and red blood cells, 400×; D: 25 dph, showing blood 
vessel, melano-macrophage centers and serosa, 200×; E: 30 dph, showing small lymphocytic increase, macrophage and ellipsoid, 

200×; F: 35 dph, showing central veins, lymphocyte aggregation center, 200×; G: 45 dph, showing spleen trabecular, red pulp, 
white pulp, 200×; H: 53 dph, 200×; I: 53 dph, showing splenic sinus, red pulp, white pulp, 200×. BL: Blood vessel; 

CV: Central veins; E: Ellipsoid; IN: Intestines; LB: Lymphoblast; LC: Lymphocyte aggregation center; M: Macrophage; 
MC: Melano-macrophage centers; PA: Pancreas; RBC: Red blood cell; RP: Red pulp; S: Stomach; SE: Serosa; SP: Spleen; 

SL: Small lymphocytic; ST: Spleen trabecular; SI: Splenic sinus; V: Vein; WP: White pulp 
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但尚未成熟，往后继续增大，脾细胞继续淋巴化。脾

的内皮系统较头肾发达，其发育速度较胸腺和头肾

慢，淋巴细胞明显少于胸腺和头肾。 

3  讨论 

在许多硬骨鱼类发育过程中，胸腺是第一个发育

成熟的淋巴器官，如斑马鱼在 4 dph 时，其胸腺在其

他淋巴器官开始发育之前就已经形成(Hansen et al, 
1998; Willett et al, 1999)。本研究结果显示，四指马

鲅胸腺原基及头肾原基均在 3 dph 出现，但胸腺原基

发育较快，25 dph 基本发育完成，而头肾淋巴化速度

较慢；脾脏原基则在 7 dph 形成，发育过程较为缓慢。

四指马鲅淋巴器官淋巴化的顺序是胸腺、头肾、脾脏，

可见胸腺作为鱼类中枢免疫器官在维系机体早期发

育阶段的免疫机能具有重要作用(Rauta et al, 2012)。
这与斜带石斑鱼、军曹鱼(Rachycentron canadum)等海

水鱼类的研究结果一致(吴金英等, 2003; 苏友禄等, 
2008)。四指马鲅的胸腺与鳃咽腔由组织被膜相隔，

与咽上皮密切相关，这有利于口咽腔和鳃组织抵抗病

原入侵，促进和调节淋巴细胞和非淋巴细胞的相互作

用，发挥免疫防御功能(Boehm et al, 2003)。胸腺组织

结构的分化在硬骨鱼类中是高度可变的，在许多鱼类

中胸腺的皮质和髓质没有明显的分化 (Liu et al, 
2004)。25 dph 胸腺皮质和髓质区分明显，髓质可以

看成是一个次级淋巴器官，因为，它可以被外源性抗

原和淋巴细胞所利用(Schuurman et al, 1997)。不同的

鱼类其免疫能力存在差异可能与胸腺的组织结构特

征有一定的关系。 
本研究发现，在四指马鲅早期发育过程中，胸腺

外周有一些分散的淋巴细胞；胸腺与头肾互相靠拢，

有细胞“桥”连接。同样，在金头鲷(Sparus aurata)、
罗非鱼(Oreochromis spp)、虹鳉(Poecilia rticulatus)、
鲽(Pleuronectes platessa)等鱼类中也有关于胸腺与头

肾存在细胞“桥”相连的报道(Jósefsson et al, 1993)。 
3 dph 时，四指马鲅头肾原基中未分化的造血干细胞

在形态特征与胸腺的干细胞相似，此时，胸腺和头肾

均未开始淋巴化；5 dph 时胸腺淋巴细胞有往头肾迁

移的迹象，头肾的造血干细胞开始分化，出现淋巴样

组织。这为“头肾的淋巴细胞是从胸腺迁移而来”这

一观点提供佐证(Jósefsson et al, 1993; Bowden et al, 
2005)。但与斜带石斑鱼(吴金英等, 2003)及卵形鲳鲹

(Trachinotus ovatus) (蔡文超等, 2012)的研究结果不

尽相同，可见不同的鱼类其头肾淋巴细胞的起源存在

差别。四指马鲅头肾在发育早期有较多的肾小管，随

着鱼体的生长，淋巴细胞增多，18 dph 时肾小管开始 

退化，直到53 dph肾小管才完全消失，后来主要由淋

巴细胞、粒细胞和血细胞等填充，此时头肾形成了具

有免疫和造血功能的淋巴样器官。这与牙鲆、斜带石

斑鱼、草鱼、鳜 (Siniperca chuatsi)、黄颡鱼 (Pelteo 
bagrus fulvidraco)等多种鱼类的研究结果类似(吴金英

等, 2003; 雷雪彬等, 2013; 田敬云等, 2005; 刘小玲

等, 2009)。20 dph时头肾开始出现少量巨噬细胞和肾

上腺细胞，巨噬细胞可吞噬和消灭入侵的病原体，还

有助于释放对宿主免疫应答启动起重要作用的促炎

细胞因子，表明此时四指马鲅的头肾可能开始具有免

疫防御功能(Pressley et al, 2005; Nayak et al, 2007; 
Fishelson, 2010)。25 dph时头肾淋巴细胞增多，边缘

出现大量黄褐色或黑色的嗜铬细胞团，而成熟的嗜铬

细胞和肾上腺细胞可分泌儿茶酚胺类激素和皮质类固醇

激素，从而参与水盐代谢及应激反应(Geven et al, 
2017)。脾脏原基在7 dph时出现，淋巴化的时间最迟，

30 dph时有黑色素–巨噬细胞聚集中心出现，往后不断

增多，因其有从循环系统中清除可溶性和颗粒物质的

作用，常被广泛用作监测水质和鱼体健康状况的生物

标记(刘小玲等, 2009)。53 dph时红髓与白髄相间排

列，区分不明显，此时，脾脏尚未具备强大的造血和

免疫功能，需要继续发育完善。在脾脏发育过程中，

红细胞较为活跃，数量明显增长，血管系统发达，表明

脾脏具有很强的造血、血液过滤及储存功能(区又君

等, 2015)。相对于胸腺和头肾，脾脏淋巴化过程较为

缓慢，淋巴细胞也明显少于胸腺和头肾，可见脾脏在

体液免疫中处于相对次要的地位(Rauta et al, 2012)。 
对于脊椎动物而言，免疫活性的建立依赖于免疫

淋巴器官的发育成熟。研究表明，鱼类淋巴细胞的出

现并不代表其功能成熟，而淋巴细胞的功能成熟往往

比淋巴器官的出现迟，一般要到幼鱼期以后才发育完

成，而免疫功能的完善则更迟(吴金英等, 2003)。此

外，鱼类淋巴器官的形态及功能发育受营养及环境的

影响较大，如环境温度会影响胸腺形态结构的发育以

及淋巴细胞的生成(Bowden et al, 2005)，矿物质缺乏

(如铁、磷、硒)会损害幼鱼免疫器官的功能和结构完

整性(Guo et al, 2017; Chen et al, 2017; Lin et al, 
2018)；拥挤应激会对鱼类的非特异性免疫反应产生

负面影响，增加脾脏的不适当凋亡，使鱼类更易受到

病原体的侵袭，最终影响鱼类的生存(Zheng et al, 
2018)。相对其他鱼类而言，四指马鲅淋巴器官原基

出现的时间较早，胸腺淋巴化也较迅速，但头肾和脾

脏发育较滞后。四指马鲅从出膜经过仔鱼期、稚鱼期

再到幼鱼期需要较长的一段时间过渡。从稚鱼到幼鱼

这一变态发育阶段，鱼体的形态结构与器官的发育尚

处于演变和完善过程，加上环境因子和营养因素对免
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疫淋巴器官结构及功能发育的影响，导致其免疫防御

机能较弱，这可能是变态期间鱼苗脆弱，容易患病，

死亡率高的主要原因。针对该问题亟待进一步往免疫

调控机制方面深入研究，这对苗种培育和成鱼健康养

殖具有重要意义。 
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Histological Observations on the Early Development of Lymphoid 
Organs in Eleutheronema tetradactylum 

LAN Junnan1,2, WEN Jiufu1, LI Junwei1, OU Youjun1①
, ZHOU Hui1, LI Jiaer1，LI Huo3 

(1. Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation &Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 
South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300; 2. Shanghai Ocean 

University, Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education; National 
Demonstration Center for Experimental Fisheries, Science Education; Key Laboratory of Marine Animal Taxonomy and Evolution, 

Shanghai  201306; 3. Maoming Jinyang Tropical Fish Breeding Co. Ltd, Maoming  525444) 

Abstract    This work focused on the histological study of the ontogeny of lymphoid organs by paraffin 
tissue sections and HE staining techniques in Eleutheronema tetradactylum, from 1 to 60 dph (day post 
hatching). The results showed that in the conditions of salinity 9.0±0.5 and water temperature (28±2)℃, 
thymus primordium appears at 3 dph that composed of 4~6 layers of undifferentiated stem cells and 
lymphocyte-like cells; thymus differentiated rapidly and mainly filled with lymphocytes; at 25 dph, the 
cortex and medulla are clearly distinguished and thymus development was basically completed. Similarly, 
the head kidney primordium formed at 3 dph, it consists of pronephric tubules and a few of hematopoietic 
stem cells; at 5 dph, the head kidney began to lymphatize when the thymic lymphocytes migrate there, 
and hematopoietic stem cells differentiated into different types of cells as the fish grew; at 18 dph, 
pronephric tubules began to degenerate and disappeared completely until 53 dph, when the head kidney is 
mainly composed of lymphopoietic tissue supported by reticular endothelial system. At 7 dph, the spleen 
primordium appears and begins to lymphatize obviously until 16 dph. The endothelial system of spleen is 
more developed than that of head kidney, but its development speed is significantly slower than thymus 
and head kidney, and lymphocytes are less than in the thymus and head kidney. These observations 
suggested that the respective lymphoid organs primordium becomes the thymus, head kidney and spleen 
successively. The structure and function of the lymphatic organs in E. tetradactylum have not been fully 
developed and maybe one of the main causes of high mortality during the metamorphosis period. This 
study is of great significance for optimizing breeding conditions, improving juvenile cultivation and 
healthy aquaculture technology.  
Key words    Eleutheronema tetradactylum; Lymphoid organs; Development; Histology 
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斑石鲷 TGF-β1 基因克隆和表达分析* 
王  杉 1,2  徐文腾 1  李  明 1,2  王  洁 1,2  王  磊 1  翟介明 3  陈松林 1① 

(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程 
功能实验室  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;  

3. 莱州市明波水产有限公司  烟台  261400) 

摘要    虹彩病毒是造成斑石鲷(Oplegnathus punctatus)工厂化养殖中大规模死亡的主要病原，其感

染力极强，感染后的斑石鲷死亡率高，严重影响了斑石鲷养殖产业发展。转化生长因子 TGF-β1 是

一种重要的免疫调节因子，在病毒免疫应答中发挥重要作用。为研究 TGF-β1 在斑石鲷被虹彩病毒

感染过程中发挥的作用，运用 RACE 和实时荧光定量 qRT-PCR 技术对 TGF-β1 进行了基因克隆，

并对其进行在不同组织、不同时间点相对表达量的差异分析。结果显示，斑石鲷 TGF-β1 基因 cDNA
序列全长为 3157 bp，5非编码区长 712 bp，3非编码区长 1278 bp，开放性阅读框长 1167 bp，编码

388 个氨基酸，基因组包含 6 个外显子和 5 个内含子。同源分析发现，TGF-β1 和鱼类相似度较高，

与半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)的同源性最高，为 76.67%。TGF-β1 在斑石鲷健康组织(肝脏、

脾脏、肾脏、头肾、心脏、鳃、胃、肠和皮肤)中均有表达，在头肾、肠、肝脏和皮肤组织中表达

量较高，而在脾脏和肾脏组织表达量较低。为进一步研究 TGF-β1 在病毒感染过程中相对表达量的

变化，对健康斑石鲷注射虹彩病毒进行刺激，随后比较了 TGF-β1 在脾脏、肝脏、肾脏、头肾 4 个

不同组织、不同时间点的相对表达量的差异，在头肾、脾脏和肝脏中，病毒刺激后 TGF-β1 的表达

量均出现升高，但在脾脏和肝脏中，峰值出现在刺激后第 4 天，而在头肾中峰值出现在感染后的第

10 天。在肾脏中，病毒刺激后的 TGF-β1 的表达呈现下降趋势，0 d 表达量最高，4、7 d 依次降低，

7 d 降至最低，10 d 有所恢复。以上研究表明，TGF-β1 可能响应了虹彩病毒对机体的刺激，可能在

对病毒免疫应答中发挥作用。而病毒感染后不同组织中 TGF-β1 相对表达量的差异，则值得进一步

研究。 
关键词    斑石鲷；虹彩病毒；TGF-β1 
中图分类号 S942.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0078-10 

斑石鲷(Oplegnathus punctatus)属于鲈形目、石鲷

科、石鲷属，主要分布在太平洋东北部，朝鲜、日本、

中国等地沿海地区。因其营养丰富、经济价值高，成

为一种新兴的工厂化养殖鱼类。但在斑石鲷大规模养

殖过程中病害频发，严重影响斑石鲷的产业发展。因

此，研究病毒感染与免疫的分子机制，对于斑石鲷病

abc
图章
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害防控具有重要意义。 
通过对某养殖场患病或死亡斑石鲷的 PCR检测，

可以扩增出明亮的虹彩病毒特有的条带。因此，认为

这些斑石鲷携带虹彩病毒，并推测虹彩病毒可能与斑

石鲷的死亡有关。虹彩病毒科包括 5 个属：细胞肿大

病毒属、蛙病毒属、淋巴肿大病毒属、虹彩病毒属和

绿虹彩病毒属等。其中，感染鱼类的主要是细胞肿大

病毒属中的真鲷虹彩病毒 (RSIV)和脾肾坏死病毒

(ISKNV)，它们可以感染多种海洋鱼类，感染后死亡

率极高(Nakajima et al, 1998; He et al, 2001)。虹彩病

毒是一种大型二十面体病毒，具有线性双链 DNA 基

因组(Goorha et al, 1984)。在一些亚洲国家，细胞肿

大病毒导致多种海洋物种在高水温下死亡(Inoue et al, 
1992; Nakajima et al, 1994; Chua et al, 1994; Matsuoke 
et al, 1996; Miyata et al, 2010; Chou et al, 1998)。在韩

国，1998 年首次在南部沿海地区发现条石鲷虹彩病

毒感染(Jung et al, 2000)。疾病的最初症状是进食量减

少，嗜睡，身体颜色异常，鳃有淤点，以及脾脏、鳃

和消化道的病变。在疾病的末期，患病鱼在笼子边缘

无规律游动 (Inoue et al, 1992; Jung et al, 2000; 
Gibson-Kueh et al, 2003; He et al, 2000; Miyata et al, 
1997)。受虹彩病毒感染的鱼的特征是脾脏增大，脾

脏、鳃、肾、心脏和肝脏中存在嗜碱性细胞增大的现

象，并导致肾和脾造血组织坏死(Nakajima et al, 1998; 
Oshima et al, 1998; Qin et al, 2002; Jung et al, 2000)。
虹彩病毒对斑石鲷养殖业危害巨大，因此，亟需从分

子机制角度对斑石鲷虹彩病毒病进行防治。 
TGF-β 是调节复杂免疫反应的主要分子开关，在

免疫过程中起促进和抑制的双重调节作用。转化生长

因子 β 超家族(TGF-βS)属于多功能生长因子的超家

族，主要包括 5 个成员(TGF-β 1~5) (Roberts et al, 1990; 
Kehrl et al, 1986)。体内绝大部分组织和细胞都能产生

TGF-β 及其受体(Le et al, 2005)，在成纤维细胞、巨

噬 细 胞 和 血 小 板 中 表 达 量 较 高 (Takehara, 2000; 
Thompson et al, 1989)，其广泛参与体内各种生理生化

功能的调节，包括哺乳动物胚胎发育，两栖动物、昆

虫的骨骼发育，伤口愈合、免疫以及成人的炎症反应，

调节细胞增殖、分化和生长(Senturk et al, 2010)，并

能调节包括干扰素 γ 和肿瘤坏死因子 α 在内的其他生

长因子的表达和激活，其中，TGF-β1 含量最高且功

能最为广泛。 
目前，TGF-β1 在鱼类中的研究主要集中在基因克

隆和对免疫细胞调节方面，先后在虹鳟(Oncorhynchus 
mykiss) (Daniels et al, 1999)、斑马鱼(Danio rerio) 
(Kohli et al, 2003)、海鲷(Sparus aurata) (Tafalla et al, 
2003)、草鱼(Ctenopharyngodon idella) (Yang et al, 

2008)中克隆得到 TGF-β1；在鱼类免疫细胞中的研究

表明，通过用 LPS 刺激草鱼体外培养的单核巨噬细

胞，发现 TGF-β1 抑制了炎性细胞因子如肿瘤坏死因

子(tnfa)、白细胞介素(il1b)、肌苷(inos)和白细胞介素

(il8) mRNA 水平的表达 (Wei et al, 2015)。金鱼

(Carassius auratus L.) TGF-β1 抑制 TNF-α 激活的巨

噬细胞中的一氧化氮的生成(Haddad et al, 2008)，从

而抑制巨噬细胞的活化。草鱼 TGF-β1 显著降低草鱼

头部肾白细胞(hkls)的活性(Yang et al, 2012)。这些研

究表明，TGF-β1 主要通过抑制促炎性因子的表达来

发挥抗炎症作用，因为过度炎症可能导致组织损伤和

广泛的慢性疾病，在哺乳动物中造成如关节炎、炎症

性肠病和哮喘等(Foster et al, 2009)。TGF-β1 已被证

明能够抑制 toll 样受体下游的炎症信号，在炎症的消

退中起关键作用(Han et al, 2005; Serhan et al, 2005; 
Yoshimura et al, 2010)。然而，TGF-β1 在某些研究中

呈现出截然相反的作用，如草鱼体内 TGF-β1 下调

LPS/PHA 刺激造成的外周血淋巴细胞增殖，而

TGF-β1 在同一细胞中的刺激作用则出现与之相反的

情况(Yang et al, 2010)。TGF-β1 在哺乳动物的免疫应

答中同样发挥双重作用。如在癌细胞发展初期起到抑

制作用，而在癌细胞的侵袭和扩散过程中起促进作

用。这些研究不仅可以将 TGF-β1 看作是硬骨鱼类的

免疫调节因子，还表明 TGF-β1 在脊椎动物进化过程

中保持基本相近的免疫功能。然而，有关鱼类 TGF-β1
参与炎症调节的机制仍然缺乏研究。实际上，到底是

什么机制介导其对免疫应答的抑制作用，仍然没有详

细的阐释。 
本文主要研究了 TGF-β1 基因在斑石鲷健康组织

中的相对表达量以及斑石鲷感染虹彩病毒后该基因

在 4 种不同免疫组织中相对表达量的差异，希望能为

进一步深入了解 TGF-β1 基因在斑石鲷免疫调节中起

的作用提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

正常组织：健康、体重为(300±10) g 的斑石鲷由

莱州明波水产有限公司提供，实验前，在水箱中暂养

3 d (24℃~26℃)。麻醉后，取 3 条鱼进行解剖，取肝

脏、脾脏、肾脏、头肾、心脏、鳃、胃、肠和皮肤组

织，立即放入液氮保存，随后将样品转移到80℃保

存，用于后续的 RNA 提取。 
斑石鲷虹彩病毒感染及样品采集：健康、体重为

(150±10) g 的斑石鲷，由莱州明波水产有限公司提供，
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实验前暂养 3 d (24℃~26℃)。麻醉后，腹腔注射斑石

鲷虹彩病毒液(由华南农业大学秦启伟教授提供)，每

尾 100 μl (109 拷贝数)。虹彩病毒感染后，在 0、4、7、
10 d 时间点取样，每个时间点取 3 条鱼，每条鱼取肝

脏、脾脏、肾脏和头肾 4 个组织。取完的组织立即放

入液氮中，随后放入80℃冰箱中冷冻保存，以待后

续的 DNA 和 RNA 提取。 

1.2  RNA 提取和 cDNA 的合成 

本实验使用 Trizol 法对样品的 RNA 进行提取，

包括所有健康组织和所有感染后的样品。用琼脂糖凝

胶电泳对提取的 RNA 进行检测，使用 Gene Quant Pro 
RNA/DNA 分光光度计测定提取的 RNA 的浓度。将

鉴定合格的 RNA，使用 cDNA 反转录试剂盒(TaKaRa)
反转录合成 cDNA，再用琼脂糖凝胶电泳检测 cDNA
的质量。使用 RACE 试剂盒(TaKaRa)，按照说明合成

RACE-Ready-cDNA，作为扩增 5和 3非翻译区

(Untranslated Region, UTR)的模板。 

1.3  TGF-β1 基因全长 cDNA 与基因组序列的克隆 

1.3.1  中间片段的验证    根据斑石鲷转录组测序

结果，获得TGF-β1基因的部分cDNA序列，使用Primer 
5.0软件设计引物(TGF-β1-F/TGF-β1-R) (表1)，分别将 

9个不同组织(肝脏、脾脏、肾脏、头肾、心脏、鳃、

胃、肠和皮肤)的cDNA模板进行混合，使用混合模板

进行PCR扩增。总体系为15 μl: Mix (TaKaRa) 7.5 μl，
TGF-β1-F 1 μl，TGF-β1-R 1 μl，ddH2O 4.5 μl，模板

cDNA 1 μl。反应程序：95℃预变性5 min；95℃ 30 s，
58℃ 30 s，72℃ 60 s，共40个循环；72℃ 7 min；4℃
保存。 

将得到的 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，

PCR 产物与目的片段大小一致，将目的片段切下，使

用胶回收试剂盒(诺唯赞, 南京)对目的片段进行回收

纯化，将回收产物连接到 pEASY-T1 载体(全式金, 北
京)，转化到 Trans-T1 感受态细胞(全式金, 北京)中，

加入无抗 LB 液体培养基，振荡培养 1 h，涂板，37℃
过夜培养(12~16 h)，挑取 6 个克隆送到北京睿博兴科

生物技术有限公司(青岛区)测序。 
1.3.2  5和 3RACE 克隆    根据已经验证正确的部

分 cDNA 序列，分别在序列两端设计 5 (TGF-β1-5- 
GSP/TGF-β1-5  -NGSP)和 3   (TGF-β1-3  -GSP/ 
TGF-β1-3-NGSP) RACE 引物(表 1)。使用巢氏 PCR
扩增 5/3UTR。第一轮反应体系为 10 μl，使用 TaKaRa 
LA TaqTM Hot Start Version 试剂盒，按照使用说明的

比例加样混合，进行 Touchdown PCR 程序反应。将 
 

表 1  本实验所用到的引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 用途 Usage 
TGF-β1-F CCGAATTCATGAAGCTGGCATTCTTGATGCTC 验证内部片段 
TGF-β1-R CGGAGCTCGCTACACTTGCAGGACTTCACAAT Verifying the internal fragment 
TGF-β1-5-GSP TAATCCCCCACACTTTCTCGTATCACC 5和 3端克隆 Cloning the 5 and 3 ends 
TGF-β1-5-NGSP CTTGTTCAGCACCTTGGCGAAG  
TGF-β1-3-GSP CTCTGGGACCGTGGGTGCTAGGG  
TGF-β1-3-NGSP GGAAGTGGATACATAAGCCGACG  
TGF-β1-qRT-F GCCAGACGAGCGTTGATAGTG Real-time PCR 
TGF-β1-qRT-R TTTTTTGCGTGAGGTGAGGTG   
β-actin-F GCTGTGCTGTCCCTGTA 内参 Internal reference 
β-actin-R GAGTAGCCACGCTCTGTC   
TGF-β1-GM-F1 GAGGGAGGATTTGCTAAGAACC 验证基因片段 
TGF-β1-GM-R1 GAAAGTAACGCACAGCATCAGAC Verifying the genomic fragment 
TGF-β1-GM-F2 CTGGTCTGATGCTGTGCGTTAC 
TGF-β1-GM-R2 GGAAGCGAGGTAGCGGGC 
TGF-β1-GM-F3 GGAAAATAGGGAATGAATGGTG 
TGF-β1-GM-R3 CCAAAAGTGTTCTTCCATCGTG 
TGF-β1-GM-F4 CTGGTCTGATGCTGTGCGTTAC 
TGF-β1-GM-R4 CCAGTATTGCCATCTGTGTCATTG 
TGF-β1-GM-F5 AAGCAACGGGGGTCGGACAGTATG 
TGF-β1-GM-R5 CGGGAAGCGAGGTAGCGGGC 
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第一轮 PCR 反应的产物稀释 20 倍作为模板，随后进

行第二轮普通 PCR 扩增反应。反应体系为 50 μl，同

上按照比例加样混合后进行第二轮普通 PCR 反应。

将得到的 PCR 产物根据 1.3.1 中间片段验证的方法进

行测序(Wang et al, 2019)。 
1.3.3  基因组序列的克隆    提取 3 条斑石鲷的脾

脏组织的 DNA，以此为模板，验证 TGF-β1 的基因组。

方法与 1.3.1 中间片段的验证类似，引物(TGF-β1-GM- 
F1/TGF-β1-GM-R1, TGF-β1-GM-F2/TGF-β1-GM-R2, 
TGF-β1-GM-F3/TGF-β1-GM-R3, TGF-β1-GM-F4/TGF- 
β1-GM-R4 和 TGF-β1-GM-F5/TGF-β1-GM-R5)退火温

度改设为 55℃，延伸时间设为 5 min。 

1.4  生物学分析及系统发育树的构建 

使用 NCBI 对克隆得到的 TGF-β1 基因的全长

cDNA 序列进行分析，预测其开放阅读框(ORF)和氨

基酸序列，并推导出其蛋白的分子量和等电点(图 1)。
使用网站(http://smart.embl-heidelberg.de/)对翻译的氨基

酸序列进行分析，包括信号肽，氨基酸序列跨膜结构域。 
在 NCBI 中搜索 TGF-β1 基因放入同源氨基酸序 

列并预测其功能结构域。使用 DNAMAN 软件对

TGF-β1 进行氨基酸多重比对，通过 MEGA 7.0 软件

完成其生物系统进化树构建。 

1.5  TGF-β1 基因的相对表达量检测 

通过使用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测健康

的斑石鲷不同组织中 TGF-β1 基因的相对表达量；经

虹彩病毒感染刺激后 4 个不同时间点、4 个不同组织

(肝、肾、脾和头肾)的相对表达量的变化。根据得到

的 ORF 序列设计实时荧光定量 PCR 引物(TGF-β1- 
qRT-F/TGF-β1-qRT-R, 表 1)，再以 β-actin 基因(β- 
actin-F/β-actin-R, 表 1)作为内参基因，每个样品设置

3 个生物学重复，按照 TaKaRa SYBR® Premix Ex 
TaqTM 说明书介绍的方法进行 TGF-β1 基因的定量分

析。根据测得的 Ct 值(Ct 取 3 个平行样品的平均值)，
利用 2ΔΔCt 法计算 TGF-β1 基因相对表达量，实验得

到的数据均采用 SPSS 软件进行方差分析，设定

P<0.05 为差异显著。使用 Origin Pro 8 软件将定量结

果作图(Wang et al, 2018)。 
 

 
 

图 1  斑石鲷 TGF-β1 cDNA 序列和推测的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of O. punctatus TGF-β1 

推导的氨基酸序列显示在核苷酸序列下方，用大写字母表示。方框所示为起始密码子(ATG)、星号(*)所示为终止密码子

(TGA)；下划线(—)所示为 TGF-β 家族结构域；蓝色下划线(—)所示为终止信号；黄色下划线(—)所示为 polyA 结构 
The deduced amino acid sequence is shown below the nucleotide sequence and expressed in capital letters. The starting codon 

(ATG), asterisk (*) and termination codon (TGA) are shown in the box, the underline (—) is shown in the TGF-beta family 
domain, the blue underline (—) is shown in the termination signal, and the Yellow underline (—) is shown in the polyA structure 
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2  结果与分析 

2.1  斑石鲷 TGF-β1 基因序列特征 

斑石鲷TGF-β1基因的cDNA全长为3157 bp，开放

阅读框长1167 bp，编码388个氨基酸，5非编码区长

712 bp，3非编码区长1278 bp，相对分子质量为  
44.32 kDa，预测等电点为8.178。对TGF-β1基因的氨

基酸序列进行分析，发现该基因没有信号肽，也没有

跨膜区，含有1个TGF-β前导肽，为第19~260个氨基

酸；含有1个TGF-β结构域，为第291~388个氨基酸，

长98个氨基酸。 

2.2  系统进化树分析和氨基酸多序列比对 

将斑石鲷的 TGF-β1 基因对应的氨基酸序列通过

NCBI 的 Protein Blast 比对，从 NCBI 上下载其他物种

TGF-β1 基因的氨基酸序列，鸟纲 2 种：鸡(Gallus gallus) 
( X P _ 0 2 5 0 0 0 2 2 1 . 1 ) 、大山雀 ( P a r u s  m a j o r ) 
(XP_015471764.1)；哺乳纲 2 种：人(Homo sapiens) 
(NP_000651.3)、小鼠(Mus musculus) (NP_035707.1)；爬

行纲 2 种：多疣壁虎 ( G e k k o  ja p o n icu s )  ( X P _ 
015282748.1)、原矛头蝮(Protobothrops mucrosquamatus) 
(XP_015680068.1)；两栖纲 1 种：热带爪蟾(Xenopus 
t ro p i c a l i s )  ( X P _ 0 0 2 9 3 9 4 3 3 . 1 )；鱼纲 9 种： 

青鳉(Oryzias latipes) (XP_004075270.1)、墨西哥丽脂

鲤(Astyanax mexicanus) (XP_022531678.1)、斑点雀鳝

(Lepisosteus oculatus) (XP_015196176.1) 、虹鳟 (O. 
mykiss) (XP_021447007.1)、白斑狗鱼 (Esox lucius) 
(XP_010868815.1)、半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 
(XP_008307032.1) 、 欧 洲 鲤 鱼 (Cyprinus carpio) 
(XP_018927916.1) 、斑马拟丽鱼 (Maylandia zebra) 
(XP_004569626.1)，共计 16 种。多重氨基酸序列比

对结果显示，斑石鲷和其他鱼类物种 TGF-β1 氨基酸

序列相对保守，其中，特有的 TGF-β 结构域更为保

守(图 2)。系统进化树显示，鱼纲聚为一大支，青鳉(鳉
形目青鳉科)、斑石鲷(鲈形目石鲷科)、半滑舌鳎(鲽
形目舌鳎科)、斑马拟丽鱼(鲈形目慈鲷科)聚为一支；

欧洲鲤(鲤形目鲤科)、虹鳟(鲑形目鲑科)、白斑狗鱼

(狗鱼目狗鱼科)、墨西哥丽脂鲤(脂鲤目脂鲤科)聚为

一支。鸟纲的鸡(鸡形目雉科)和大山雀(雀形目山雀科)
聚为一支；哺乳纲的小鼠(鼠目啮齿科)和人(灵长目人

科)聚为一支；爬行纲的多疣壁虎(有鳞目壁虎科)、原

矛头蝮(有鳞目蝰科)聚为一支；两栖纲的热带爪蟾(无
尾目负子蟾科)单独聚为一支(图 3)。经基因组分析发

现，斑石鲷与半滑舌鳎的基因组都包含 6 个外显子和

5 个内含子，白斑狗鱼和人则含有 7 个外显子和 6 个

内含子(图 4)。 
 

 
 

图 2  斑石鲷与其他物种 TGF-β1 氨基酸序列多重比对 
Fig.2  Multiple alignment of the deduced amino acids of TGF-β1 among O. punctatus and other different species 
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图 3  斑石鲷 TGF-β1 与其他物种 TGF-β1 系统进化分析 
Fig.3  Phylogenetic analysis of TGF-β1 among O. punctatus and other different species 

 

 
 

图 4  斑石鲷、白斑狗鱼、半滑舌鳎和人的 TGF-β1 基因结构 
Fig.4  Structure of TGF-β1 gene in O. punctatus, E. Lucius, C. semilaevis and H. sapiens 

黄色方框代表外显子，直线代表内含子。  exon  intron 
The yellow box represents the exon and the straight line represents the intron 

斑石鲷(O. punctatus): 1: 332 bp; 2: 291 bp; 3: 239 bp; 4: 155 bp; 5: 116 bp; 6: 50 bp;  
a: 4411 bp; b: 164 bp; c: 541 bp; d: 1332 bp; e: 113 bp. 

白斑狗鱼(E. lucius): 1: 1295 bp; 2: 270 bp; 3: 80 bp; 4: 147 bp; 5: 154 bp; 6: 115 bp; 7: 532 bp;  
a: 4295 bp; b: 198 bp; c: 107 bp; d: 159 bp; e: 153 bp; f: 131 bp. 

半滑舌鳎(C. semilaevis): 1: 2492 bp; 2: 279 bp; 3: 242 bp; 4: 150 bp; 5: 115 bp; 6: 60bp;  
a: 5351 bp; b: 79 bp; c: 154 bp; d: 1326 bp; e: 102 bp. 

人(H. sapiens): 1: 553 bp; 2: 162 bp; 3: 121 bp; 4: 80 bp; 5: 160 bp; 6: 173 bp; 7: 304 bp;  
a: 4234 bp; b: 3429 bp; c: 2497 bp; d: 128 bp; e: 9590 bp; f: 903 bp. 

 
2.3  斑石鲷 TGF-β1 基因的相对表达量 

2.3.1  TGF-β1 基因在正常斑石鲷各组织中的相对表

达量     qRT-PCR 健康组织的表达结果显示，

TGF-β1 基因在斑石鲷各个组织中均有表达，其中，

在肝脏、头肾、肠、皮肤、鳃中表达量较高，头肾

最高；在脾脏、肾脏、胃、脑中表达量较低，脾脏最

低(图 5)。 

2.3.2  斑石鲷虹彩病毒感染后 TGF-β1 基因的相对

表达量的变化    在肝脏中呈现出先升高后降低的

趋势，在 4 d 时表达量最高，约是 0 d 的 2.7 倍；在

头肾中呈现波动的趋势，0~4 d 升高，第 4 天是 0 d
的 1.94 倍，4~7 d 降低，7~10 d 再度升高，10 d 时

表达量最高，是 0 d 的 2.5 倍；脾脏与头肾的趋势类

似，不过在 4 d 时表达量最高，是 0 d 的 3.1 倍；在

肾脏中呈现先下降后升高的趋势，0~7 d 下降，7~10 d 
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图 5  TGF-β1 基因在健康斑石鲷组织中的相对表达量 
Fig.5  The relative expression of TGF-β1 gene in normal 

tissues of O. punctatus 

a、b 和 c 表示在 SPSS 19.0 软件中的 Duncan 分组。 
同一字母表示无显著差异(P>0.05)，不同字母表示 

显著差异(P<0.05)。下同 
The letters of ‘a, b and c’ indicated the Duncan grouping in 
SPSS 19.0 software. The same letters indicate no significant 
difference (P>0.05), the different letters indicate significant 

difference (P<0.05). The same applies below 
 

升高，其中，7 d 时表达量最低，是 0 d 的 0.38 倍   
(图 6)。 

3  讨论 

本研究通过 PCR 和 RACE 技术克隆得到了斑石

鲷 TGF-β1 基因的 cDNA 全长序列，研究了斑石鲷在

健康组织和响应虹彩病毒刺激后 TGF-β1 相对表达量

的变化。对 TGF-β1 基因的多重氨基酸序列比对结果

分析，发现参与比对的不同物种 TGF-β1 蛋白结构比

较相似，都包含 1 个前导肽(第 19~260 氨基酸)和    
1 个 TGF-β 结构域(第 291~388 氨基酸)。但相对而言，

不同鱼类之间 TGF-β 序列更为相似，而在不同纲之

间差异较大，例如，斑石鲷与人类 TGF-β1 氨基酸序

列相似度为 47.34%，与半滑舌鳎相似度为 76.67%。

TGF-β 蛋白起初是以未激活的形式从细胞中分泌出

来的，称为休眠 TGF-β 或小休眠复合体。对克隆得

到的 TGF-β1 基因的氨基酸序列分析证明其包含 1 个

前导肽。TGF-β 家族有 9 个半胱氨酸，这 9 个半胱胺

酸中的 8 个会每 2 个为 1 组形成半胱氨酸结(Cysteine 
knot)，这个结构是整个 TGF-β 超家族所共有的特征，

第 9 个半胱氨酸会通过共价的二硫键与另外一个次

单元的半胱氨酸形成二聚体。其他的 TGF-β 结构主

要以非共价的疏水性相互作用力 ( H y d r o p h o b i c 
interactions)形成其二级结构。第 5 个与第 6 个半胱氨

酸之间含有最多的氨基酸变异区域，而这段区域是使 
 

 
 

图 6  斑石鲷感染斑石鲷虹彩病毒 4 种组织(肝脏、肾脏、头肾和脾脏)中 TGF-β1 基因的相对表达量 
Fig.6  Relative expression of TGF-β1 gene in four tissues (liver, spleen, kidney, and head kidney) of  

O. punctatus at different time points after SKIV infection 
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TGF-β 分子暴露在外，使不同的 TGF-β 与不同受体

分子相互识别并相互结合的区域(Daopin et al, 1992)。 
鱼类免疫主要以先天性免疫为主。大马哈鱼

(Oncorhynchus keta)抗体的产生需要 4~6 周时间，并

且依赖温度，然而病原体的侵袭在短短几天内就可以

造成鱼体死亡，因此，鱼类抗病原体的免疫应答中，

先天性免疫在感染初期发挥主要作用，由肾脏、脾脏

及粘膜相关淋巴组织(存在于鳃、消化道等富含粘膜

层的组织中)执行(Ellis, 2001)；另外，在许多物种的

肝脏移植研究中发现，肝脏也具有免疫调节功能

(Qian et al, 1997)。对斑石鲷健康组织相对表达量分析

发现，TGF-β1 基因在斑石鲷各个组织中均有表达，

并且具有组织特异性，其中，头肾表达量最高，这与

罗非鱼(Oreochromis niloticus)健康组织中的情况一致

(Zhan et al, 2015)，在肝脏、肠、皮肤和鳃中表达量

较高，可能是由于 TGF-β1 主要分布在细胞分化旺盛

或与外界有直接接触并且含有大量淋巴组织的外周

免疫器官之中，这些组织含有大量的未被激活的

TGF-β1，作为免疫应答的启动因子储存。TGF-β1 在

斑石鲷头肾、脾脏和肝脏中相对表达量的变化则有可

能与 TGF-β1 在免疫过程中发挥的双重调节作用有

关。其中，病毒感染后的第 4 天斑石鲷开始发病，头

肾、脾脏、肝脏中的上调可能代表 TGF-β1 是促进免

疫应答的，一些研究表明，TGF-β 可以在感染部位招

募单核细胞和中性粒细胞，触发促炎性细胞因子表达

(如 TNF-α、IL-γ 等)，激活白细胞促进其对感染细胞

的吞噬和抗原的呈递，放大炎症反应(Li et al, 2006; 
McGeachy et al, 2007; Wan et al, 2007)，这可以帮助

机体对抗病毒的侵袭；随后表达下降(第 7 天)，但在

第 10 天，脾脏和头肾再度上调可能是与其抑制或终

止免疫应答有关，有研究证明，TGF-β 可以直接下调

其他促炎性细胞因子的表达，参与炎症的消退

(Roberts et al, 1993)，可以避免机体过度炎症反应引

起的损伤，TGF-β 的双重调节机制可能依赖于作用部

位的体液环境，受调控细胞类型和自身浓度梯度影

响。无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)感染罗非

鱼的实验中，头肾 TGF-β1 也表现出在 0~4 d 升高，

随后下降的趋势，但其在 10 d 时并未再度升高，与

本研究肝脏情况一致，VHSV (Viral haemorrhagic 
septicemia virus)感染虹鳟的实验中，TGF-β1 在头肾

组织中也呈现先升高后下降的趋势，非致病性病毒株

感染组在第 3 天达到峰值，致病性病毒株感染组在第

5 天达到峰值(Maehr et al, 2013)。至于病毒感染后肾

脏中 TGF-β1 表达一直呈下调趋势，这种变化则十分

有趣。由于虹彩病毒主要感染部位是脾脏和肾脏，这

可能是由于在感染后主要是头肾而非整个肾脏发挥

主要免疫作用而造成的。哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)
感染半滑舌鳎的实验中发现，感染后的 72 h 内，半

滑舌鳎肝脏、脾脏和肾脏中 TGF-β1 呈现先上升后下

降的表达趋势，不同组织达到峰值的时间并不相同，

肝脏 48 h、脾脏 24 h、肾脏 12 h (李雪等, 2016)，而

本研究中 TGF-β1 表达量在第 4 天时出现显著升高(肝
脏、脾脏和肾脏)，随后回落，这可能是由于感染初

期病毒处于潜伏期，机体免疫应答处于持续增强阶

段，到第 4 天时达到较高水平，随后，随着机体免疫

功能的自我调节，TGF-β1 的表达水平逐渐回落。本

研究发现，TGF-β1 可能参与了斑石鲷对虹彩病毒的

免疫应答，并在其中发挥一定作用，希望能为深入研

究 TGF-β1 基因在斑石鲷免疫应答过程中发挥的作用

提供借鉴。 

4  结论 

斑石鲷 TGF-β1 基因 cDNA 序列与半滑舌鳎

TGF-β1 基因序列最相似。健康斑石鲷中，TGF-β1 基

因主要在头肾、肝和肠中表达；虹彩病毒感染后，

TGF-β1 基因表达量显著上调，揭示了 TGF-β1 可能与

斑石鲷抗虹彩病毒免疫应答有关。 
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Molecular Cloning and Expression Pattern Analysis of TGF-β1 in  
Spotted Knifejaw (Oplegnathus punctatus) 

WANG Shan1,2, XU Wenteng1, LI Ming1,2, WANG Jie1,2, WANG Lei1, ZHAI Jieming3, CHEN Songlin1①
 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Laboratory for Marine Fisheries Science and 
Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
2. International Research Center for Marine Biosciences, Shanghai Ocean University, Ministry of Science and Technology, 

Shanghai  201306; 3. Laizhou Mingbo Aquatic Co., Ltd., Yantai  261400) 

Abstract    Iridovirus has a wide infection spectrum in aquatic animals, which is harmful to aquaculture. 
In spotted knifejaw (Oplegnathus punctatus), iridovirus is the major factor causing large-scale mortality. 
Iridovirus infection results in high mortality rate and thus limits the development of the spotted knifejaw 
industry. As an important immunoregulatory factor, TGF-β1 plays a vital role in viral immune response. 
In order to study its role in the process of iridovirus infection, we have cloned this gene and studied its 
spatiotemporal expression patterns. The total length of TGF-β1 gene is 3157 bp, including 5′-untranslated 
region (UTR) of 712 bp, 3′-UTR of 1278 bp. The open reading frame length is 1167 bp that encodes 388 
amino acids, including 6 exons and 5 introns. Homologous alignment showed that the amino acid 
sequence of TGF-β1 in spotted knifejaw had a close identity to Cynoglossus semilaevis, of about 76.67%. 
TGF-β1 is widely distributed in tissues, and high expressed in the head kidney, intestine, liver, skin, but 
shows a relatively low expression in the spleen and kidney. To further illustrate the expression patterns of 
TGF-β1 during viral infection, we have analyzed the expression patterns of TGF-β1 in the spleen, liver, 
kidney, and head kidney at different time points after iridovirus infection. In head kidney, spleen and liver, 
the expression of TGF-β1 was increased post infection. The peak level in the spleen and liver appeared 4 
days post infection (dpi), and in the head kidney the peak appeared at 10 dpi. In the kidney, viral infection 
seemed to downregulate TGF-β1 expression. The highest expression was observed at day 0, then 
decreased at 4 dpi and reach the lowest level at 7 dpi. At 10 dpi, the expression had recovered but still 
lower than level of day 0. These results suggest that TGF-β1 could respond to iridovirus infection and 
may play an important role in the process of viral immunity. However, the different expression pattern of 
TGF-β1 in different tissues after viral infection requires further study. 
Key words    Oplegnathus punctatus; Iridovirus; TGF-β1 
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低温驯化下斑马鱼 LINE1 的表达检测* 
陶筱帆 1  谢婷婷 1  李小霞 1  罗军涛 1   
白雅静 1,2  韩兵社 1,2,3  张俊芳 1,2,3① 

(1. 上海海洋大学  水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室  上海  201306； 
2. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306； 

3. 上海海洋大学  中国科学技术部海洋生物科学国际联合研究中心  上海  201306) 

摘要    长散布核元件-1(Long spread nuclear element-1, LINE1)是跳跃基因。前期比较基因组研究发

现，南极鱼经历漫长的低温适应进化后，与南极圈外的同亚目鱼类相比较，在基因水平上 LINE1
的扩增效率高达 8~300 倍，但 LINE1 的扩增与鱼类抵御寒冷之间的关系尚未明了。本实验对斑马

鱼(Danio rerio)胚胎成纤维细胞 ZF4 进行了不同时间梯度的低温处理(18℃、5 d 和 18℃、30 d)，同

时对斑马鱼成鱼也进行了不同时间的低温处理(10℃, 3 h、6 h、1 d、3 d、5 d)。采用 RT-qPCR 检测

了 LINE1 的 mRNA 水平，并克隆了斑马鱼 LINE1 基因启动子区，利用 Luciferase 双荧光报告系统，

在 ZF4 细胞中验证 LINE1 5UTR 在低温压力下的生物活性。结果显示，短时间低温处理下，ZF4
细胞中 LINE1 mRNA 水平有所降低，而在长时间低温处理中，LINE1 的 mRNA 水平显著升高。在

成鱼中，短时间低温处理下，LINE1 mRNA 水平降低；长期低温处理下，LINE1 mRNA 水平显著升

高。在 ZF4 细胞中发现，LINE1 5UTR 具有生物活性。在低温处理(18℃，3 d)下，报告基因信号减

弱，间接表明 LINE1 启动子活性减弱。研究结果表明，低温压力会影响 LINE1 在鱼类中的表达。

本研究为进一步探究 LINE1 在鱼类适应低温环境中的作用机制奠定了基础。 
关键词    LINE1；低温；斑马鱼；ZF4 细胞；启动子 
中图分类号 Q74   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0088-06 

真核生物基因组中存在大量的转座子元件，包含

LINE1、Alu 和 SVA。迄今为止，3 种逆转座子依旧具

有活性：LINE1、Alu 和 SVA 元素。LINE1 逆转座子

包含 5UTR、2个开放阅读框及具有 PolyA尾的 3UTR 
(Dombroski et al, 1991)。LINE1 属跳跃基因，占人类

基因组约 17%，为自主转座，通过 RNA 中间体自我

传播；而 Alu 和 SVA 为非自主转座(Lander et al, 2001)。
它们利用“复制–粘贴”机制，通过 RNA 中间体在整个

基因组中繁殖，这一过程称为逆转录(Lu et al, 2016)。
逆转座子的转座导致基因组改变，多数时候给基因组

abc
图章
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带来负面影响，如：改变基因组结构、影响基因表达、

改变基因调控方式等(Gilbert et al, 2005; Tubio et al, 
2014)。因此，宿主基因会通过启动子区域甲基化或

者小 RNA 干扰等机制来抑制转座(Kinomoto et al, 
2007; Levin et al , 2011)。但研究表明，转座元件与基

因组是互益的(Faulkner et al , 2009)，逆转座子的转座

可导致新基因产生，这对于物种多样性和物种进化具

有积极意义(Hamon et al, 2011; Volff et al, 2000)。 
鱼类作为变温动物，水温变化在很大程度上影响其

生理及行为(Perry et al, 2005)。南极大陆经历了漫长降

温，水温常年处于 0℃以下(Gordon, 2003)，南极圈内与

南极圈外同亚目鱼类相比较逆转座子的扩增倍率在 8
倍以上，有些甚至高达 300 倍(Chen et al, 2008)。这些

基因可能参与了鱼类适应寒冷的过程，在漫长的历史进

化中变化。同时，研究发现，在面对环境压力时，逆转

座子 LINE1 的逆转座活性会受到环境因素影响(Butelli 
et al, 2012)。因此，推测寒冷可能会导致鱼类 LINE1 逆

转座子扩增，并且可能与鱼类适应寒冷环境相关。 
斑马鱼(Danio rerio)体型纤细，成体长为 3~4 cm，

对水质要求不高。孵出后约 4 个月达到性成熟，成熟

鱼每隔几天可产卵一次，卵子体外受精，体外发育，

胚胎发育速度快，胚体透明、子代多、遗传背景清楚，

容易进行实验操作，易于在实验室内繁殖饲养，与人

类基因 87%相似(Watanabe et al, 2016)，作为一种模式

生物应用于生物学中(Howe et al, 2013; Sollars et al,  

2003)。斑马鱼 ZF4 细胞来自孵化后 1 d 的斑马鱼胚

胎(Driever et al, 1993)，被广泛用于生物学实验中(Hu 
et al, 2015)。为研究低温对 LINE1 的影响，本研究检

测了斑马鱼 ZF4 细胞 18℃培养 5 d 和 30 d、10℃培养

3 h、6 h、1 d、3 d、5 d L1NE1 mRNA 水平以及通过

报告基因监测 LINE1 基因 5UTR 在 18℃ 3 d 的活性

变化，为研究寒冷环境下鱼类基因组中 LINE1 的表达

变化奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  ZF4 细胞和斑马鱼 

斑马鱼胚胎成纤维细胞 ZF4 购买于 ATCC 
(American Type Culture Collection)。斑马鱼由实验室

斑马鱼鱼房饲养，恒温循环水系统，水温为 27℃~ 
28℃，pH 为 6.8~7.8，用丰年虫(Artemia salina)饲养。 

1.2  主要试剂和仪器 

胎牛血清和胰蛋白酶、DMEM︰F12 液体培养基

购于 Gibco 公司；T4 连接酶和限制性内切酶购于 New 
England；SYBR Green 购于罗氏公司；Lipofectamine3000
购于英潍捷基贸易有限公司；RT-qPCR 反转录试剂盒

购于宝生物工程(大连)有限公司；双荧光报告系统试

剂盒购于 Promega 公司，引物由上海生工生物工程有

限公司合成(表 1)。 
 

表 1  PCR 扩增引物 
Tab.1  PCR amplification primers 

引物 Primer 正向引物序列 Sequence of primer F 反向引物序列 Sequence of primer R 
L1-1 CTAGCTAGCGGGCGCTACTGAGCAGGCG CGGGGTACCTTGGATTTATAGAGAACC 
L1-1B CTAGCTAGCGCTTCCGGTTTGGTCGGC CGGGGTACCAGCCAATTAGGCTCGAGAAAG 
LINE1-1 ATGGCGGGCAAACTACGTAA TCAGT GTGTTCGGCTFFCTC 
LINE1-1B ATGGCTG GCAAGCGCAA GAGGACGAGCTC TTGGTTAGTT 
β-actin CGCGCAGGAGATGGGA ACC CAACGGAAACGCTCATTGC 

 
主要仪器：细胞低温培养箱(Galaxy170R, eppendorf)、

LightCycler 480Ⅱ(罗氏)；酶标仪(Bio-Rad 公司)；
NanoDrop2000 赛默飞世尔科技(中国)有限公司。 

1.3  实时荧光定量 PCR 

应用 IDT 引物设计软件 (http://sg.idtdna.com/ 
sessionTimeout.aspx) 设 计 RT-qPCR 引 物 (LINE1-1, 
LINE1-1B, 表 1)。采用 Trizol 方法提取斑马鱼细胞和

肌肉组织的 RNA，使用 TaKaRa 反转录试剂盒(货号: 
RR047A)进行反转录实验，以反转录的 cDNA 为模

板，进行 SYBR Green 荧光定量 PCR 实验。PCR 条

件：95℃预变性 3 min；95℃变性 30 s，58℃退火 30 s，
72℃延伸 30 s，共 35 个循环；72℃延伸 5 min。每个

样品 3 个生物学重复，LINE1 相对表达量的计算方法

用 2–ΔΔCt 计算，β-actin 作为内参。 

1.4  载体构建及报告基因检测 

提取斑马鱼细胞基因组 DNA，以基因组 DNA 为

模板，上下游引物(L1-1，L1-1B, 表 1)分别引入酶切

位点 KpnⅠ和 NheⅠ，利用 PCR 扩增基因 5UTR，

KpnⅠ、 NheⅠ酶切后用 T4 连接酶连接至载体

PGL4.10 中，将重组质粒转化到大肠杆菌内。 
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选择生长状态良好的 ZF4 细胞接种于 6 孔板中，

次日细胞完全贴壁后弃除培养基，按 Lipofectamine3000
说明书进行转染。 

采用 Dual-Luciferase Reporter Assay System 进行

双荧光报告基因活性检测，按说明书进行测定。 

1.5  统计分析方法 

统计学分析应用 GraphPad Prism 5 (GraphPad 
software, 美国)软件分析。LINE1 的表达数据和双荧光

检测数据均来自 3 次独立重复实验，采用 Student’s t-test
方法分析统计学差异，P<0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  斑马鱼胚胎成纤维细胞(ZF4)和斑马鱼成鱼在

低温处理下 LINE1 的表达变化 

有研究表明，长期生活在低温环境的南极鱼基因

组与南极圈外同亚目鱼类的基因组相比较，LINE 转

座家族发生了 8~300 倍的扩增(Chen et al, 2008)。本

研究选取 LINE1 的 2 个基因 LINE1-1 和 LINE1-1B 进 

行实时荧光定量 PCR。在斑马鱼成鱼中，10℃为斑马

鱼低温生存的临界温度，因此，选取 10℃作为鱼类

低温处理温度。与在常温(28℃)饲养的成鱼相比，在

10℃低温处理 3 h 和 6 h 的成鱼肌肉组织中 LINE1-1 的

mRNA 水平(图 1A)有所下调，而在 10℃低温处理 1 d、
3 d、5 d 的成鱼肌肉组织中 LINE1-1 mRNA 水平显著

上调，在成鱼中 LINE1-1B 的 mRNA 水平(图 1B)与
LINE1-1 的 mRNA 有相同趋势；在 ZF4 细胞中，选

取 18℃作为低温环境(Han et al, 2016)，与常温(28℃)
细胞对比，在 18℃低温处理 5 d 的细胞中 LINE1-1 的

mRNA 水平有所下调，而在 18℃低温处理 30 d 的细

胞 LINE1-1 的 mRNA 水平显著上调(图 1C)。 

2.2  重组质粒构建与检测 

实验室前期研究发现，低温环境会引起 LINE1 
CpG 位点甲基化的改变(Han et al, 2016)。猜测低温环

境会影响 LINE1 5UTR 区域启动子的活性，以斑马鱼

基因组 DNA 为模板，将 2 个 LINE1 基因的 5UTR 区

域进行 PCR 扩增(图 2)。 
 

 
 

图 1  斑马鱼低温处理下 LINE1 表达的变化(*: P<0.05.下同) 
Fig.1  Expression changes of LINE1 in zebrafish under low temperature treatment (*: P<0.05. Same as below) 

 

 
 

图 2  PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果 
Fig.2  The agarose gel electrophoresis results of PCR products  

1: LINE1-1-promoter; 2: LINE1-1B-promoter 

载体 PGL4.10-basic 与 PCR 扩增片段经过 Kpn
Ⅰ和 NheⅠ双酶切后，在 T4 DNA 连接酶的作用下，

将 PCR 扩增产物插入 PGL4.10-basic 载体中(图 3)，
将重组质粒送上海生工生物工程有限公司测序，测

序结果与 PCR 扩增的基因序列相同，重组质粒构建

成功。 

2.3  双荧光报告系统检测结果 

通过检测相对荧光素酶活性，间接检测 LINE1 
5UTR 区域启动子活性，LINE1 5UTR 区域启动子活

性越高，荧光素酶活性发光值越高。海肾荧光素作为

检测系统内参，当 LINE1 5UTR 区域启动子没有生物



第 3 期 陶筱帆等: 低温驯化下斑马鱼 LINE1 的表达检测 91 

 

学活性时，不能检测到荧光素酶活性发光值。将构建

的重组质粒转染进常温(28℃)培养 ZF4 细胞中，结果

显示，与阴性对照 PGL4.10-basic 相比，重组质粒均 
能检测到荧光素酶活性发光值，而 PGL4.10-basic 不

能检测到荧光素酶发光值，表明 LINE1 5UTR 具有启

动子活性(图 4A)。将重组质粒与 PGL4.10-basic 和

PGL3- promoter 转染到 18℃低温处理 3 d 的 ZF4 细胞

中，PGL4.10-basic 为阴性对照，PGL3-promoter 为阳

性对照，结果显示，与常温(28℃)细胞相比，重组质

粒在低温处理下荧光素酶活性发光值均有不同程度

的下降，表明短期低温处理会影响 LINE1 基因 5UTR
区域启动子活性(图 4B)。 

 

 
 

图 3  PGL4.10-LINE1 5UTR 质粒构建 
Fig.3  Plasmid construction map of PGL4.10-LINE1 5UTR 

 

 
 

图 4  重组质粒 PGL4.10-LINE1-promoter 转染斑马鱼细胞后双荧光素酶相对活性分析 
Fig.4  Analysis of relative activity of dual luciferase after transfection of zebrafish cells  

with recombinant plasmid PGL4.10-LINE1-promoter 
 

3  讨论 

LINE1 属于最丰富的一类自主转座因子。尽管多

数 LINE1 被抑制活性，但依旧有很少一部分的 LINE1
具有活性，LINE1 的插入虽与疾病相关，但 LINE1

同样影响基因组的进化(Beck et al, 2011)。当面对环

境因素刺激时，基因组进行自身进化诱导转座子转座

(McClintock, 1984)，使生物对环境变化做出适应性改

变。在之前研究中发现，南极圈内物种与南极圈外物

种转座子扩增效率存在巨大差异。在西西里血橙中，
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寒冷诱导逆转座子的扩增(Butelli et al, 2012)。这提示

LINE1 的扩增可能与生物体对长期寒冷环境的适应

相关。为了研究逆转座子在长期低温环境下的大量扩

增是否与生物体对寒冷环境的适应相关，将 ZF4 细胞

培养在 18℃ 5 d，发现 ZF4 细胞生长明显停滞，而后

20 d 左右逐渐恢复生长状态，尽管相比 28℃依旧缓

慢。本研究发现，短期低温处理诱导斑马鱼成鱼及斑

马鱼 ZF4 细胞 LINE1 的 mRNA 水平下调，长期低温

处理诱导斑马鱼成鱼及斑马鱼 ZF4 细胞 LINE1 的

mRNA 水平显著上调，推测 LINE1 对生物体适应外

界低温环境压力可能有积极作用。生物体在寒冷环境

下转座子转座水平升高，可能增加生物体基因型的多

样性，使其对环境压力产生适应性进化。 
在自然界中遵循着优胜劣汰的法则，从生物的进

化开始，生物体内有益于适应环境、使生物体更好生

存下去的基因会保留，垃圾基因会逐渐被淘汰，那么

在长期寒冷环境中，L1 的显著扩增是否是生物体为

了适应寒冷环境而选择的一种生物途径？在之前研

究中发现，LINE1 启动子甲基化水平在低温环境下有

所改变：18℃低温处理 ZF4 细胞 5 d，LINE1 启动子

甲基化水平升高，而低温处理 30 d 时，甲基化水平降

低(Han et al, 2016)。生物体会通过甲基化水平来调节

LINE1 表达水平，LINE1 与甲基化水平呈负相关关系

(Hata et al, 1997)，因此，甲基化水平升高时，LINE1
被抑制，LINE1 mRNA 水平呈下降趋势；当甲基化水

平降低时，LINE1 激活，LINE1 mRNA 水平呈上升趋

势。据此推测，低温环境会通过影响 LINE1 5UTR
区域启动子活性，进而影响 LINE1 的扩增。构建重组

质粒发现，低温确实能引起 LINE1 5UTR 区域启动子

活性改变，推测这种调节可能是生物体应对外界低温

环境压力的方式之一，L1 对生物体适应外界低温环

境压力可能有积极作用。生物体在寒冷环境下转座子

转座水平升高，可能增加生物体基因型的多样性，使

其对环境压力产生适应性进化。 
总之，本研究通过对斑马鱼细胞以及斑马鱼成鱼

不同时间的低温处理，研究 LINE1 的表达变化，为更

好了解 LINE1 在鱼类寒冷适应中的作用机制奠定了

基础。 
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Expression of LINE1 in Zebrafish (Danio rerio) During Cold Acclimation 

TAO Xiaofan1, XIE Tingting1, LI Xiaoxia1, LUO Juntao1, BAI Yajing1,2,  
HAN Bingshe1,2,3, ZHANG Junfang1,2,3①

 
(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,  

Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries  
Science Education, Ministry of Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  

3. International Research Center for Marine Biosciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    The long-spread nuclear element-1 (LINE1) retrotransposon is a mobile element in 
genome. Previous comparative genomic studies found that Antarctic Notothenioid fish underwent a 
long low-temperature adaptation evolution, and compared with Notothenioid fish outside the 
Antarctic circle, LINE1 genes were duplicated by 8~300 fold. The link between this augmentation 
and the resistance of fish to cold is not known. In this study, zebrafish (Danio rerio) embryonic 
fibroblasts ZF4 were exposed to a low temperature (18℃) for 5 days and 30 days, and adult zebrafish 
were exposed to a low temperature (10℃) for 3 h, 6 h, 1 d, 3 d, and 5 d. The mRNA expression of 
LINE1 was examined using RT-qPCR. The promoter regions of zebrafish LINE1 gene were cloned 
and the biological activity of LINE1 5'UTR at low temperature were verified in ZF4 cells by using the 
dual-luciferase reporter system. The following results were obtained: (1) In ZF4 cells, LINE1 mRNA 
expression was decreased by short-term low temperature treatment, but was significantly increased by 
long-term low temperature treatment. (2) In adult fish, LINE1 mRNA expression was decreased by 
short-term low temperature treatment, but was significantly increased in long-term low temperature 
treatment. (3) The LINE1 5'UTR was found to be biologically active in ZF4 cells. (4) It was found 
that during low temperature treatment (18℃, 3 d), the reporter gene signal was weakened, which 
indirectly indicated that the LINE1 promoter activity was weakened. The results showed that low 
temperature stress affected LINE1 expression in fish, which presents a foundation for further study on 
the mechanism of action of LINE1 in fish adaptation to a low temperature environment. 
Key words    LINE1; Low temperature; Danio rerio; ZF4 cells; Promoter 
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正反交奥尼罗非鱼形态性状差异 
及对体质量的影响* 

陈炳霖 1,2  肖  炜 1,2  邹芝英 2  祝璟琳 2  李大宇 2   
喻  杰 2  杨  弘 1,2①  胡平各 1,2  马银花 1,2 

(1. 南京农业大学无锡渔业学院  无锡  214081； 
2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心  农业农村部淡水渔业和种质资源利用重点实验室  无锡  214081) 

摘要     为探究不同杂交方式奥尼罗非鱼形态性状对体质量的影响，对埃及尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)与“夏奥 1 号”奥利亚罗非鱼(Oreochromisco aureus)正反交子代奥尼罗非鱼群

体开展体质量(BW)与全长(TL)、体长(SL)、头长(HL)、体高(BD)、尾柄长(CPL)、尾柄高(CPD)、
体厚(BWD)共 7 个形态性状测定与分析，判断影响奥尼罗非鱼体质量的主要性状，并建立体质量多

元回归方程；采用单因素相关性分析、复相关分析、主成分分析等多元分析方法，比较了正反交奥

尼罗非鱼的形态差异。结果显示，正交奥尼罗非鱼群体全长、体高和尾柄高 3 个性状对体质量产生

主要影响，回归方程为 YBW=154.286+9.016XTL+10.065XBD+17.884XCPD；反交雌性奥尼罗非鱼群体全

长和体高 2 个性状对体质量产生主要影响，回归方程为 YBW=92.582+7.415XTL+8.727XBD；反交雄

性奥尼罗非鱼群体体长和体高 2 个性状对体质量产生主要影响，回归方程为 YBW=120.299+ 
8.661XSL+16.590XBD。主成分分析构建了 2 个主成分，第 1 主成分主要代表 TS、BDS、CDS、BWS
和 HS 形态特征，第 2 主成分主要代表 BS 和 CLS 形态特征，对 PCA1 和 PCA2 作散点图可将正交

雄鱼与反交雌鱼有效区分。研究表明，不同杂交方式、不同性别的奥尼罗非鱼影响体质量的形态特

征均存在差别，在亲鱼挑选及子代选育工作中，建议采用多性状综合选育的方式，以提高选育培养

结果的准确性和稳定性。  
关键词    奥尼罗非鱼；通径分析；多元回归方程；主成分分析；多性状选育 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0094-09 

罗非鱼(Tilapia)是联合国粮农组织(FAO)向全球

推广养殖、食用的优质鱼类。自 20 世纪 70 年代年以

来，我国成功培养并推广了数个生长速度快、抗病能

力强的罗非鱼品种，推动了我国水产养殖的发展。目

abc
图章
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前，作为我国罗非鱼主要养殖品种的奥尼罗非鱼是以

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)♀和奥利亚罗非鱼

(Oreochromisco aureus)♂为亲本的杂交种，其以雄性

率高、生长速度快等特点，深受养殖者的喜爱(杨弘, 
2010)。在罗非鱼的选育过程中发现，由于环境影响

和多种基因差异表达等因素限制，在选育过程中，仅

建立体质量标准已很难满足养殖者对优良品种的选

育要求(Neira et al, 2004; Rutten et al, 2005)，因此，

利用通径分析、回归分析、主成分分析等方法评估各

形态特征对体质量的影响程度，筛选与体质量相关性

较大的形态性状并以此建立选育标准，对选育成果的

稳定性具有重要意义。近年来，在虾类(孙海峰等 , 
2018)、蟹类(Ma et al, 2013)、贝类(Luo et al, 2013)、
鱼类(李炎璐等, 2016)等水产动物中均已开展上述相

关性研究。目前，对以奥利亚罗非鱼为父本、尼罗罗

非鱼为母本进行杂交的正交奥尼罗非鱼(尼罗罗非鱼

♀×奥利亚罗非鱼♂)涉及雄性率、基因表达及选育的

研究已较为广泛，而对反交奥尼罗非鱼(奥利亚罗非

鱼♀×尼罗罗非鱼♂)的研究鲜有报道。对同龄同生长

时期正反交奥尼罗非鱼进行形态特征对比分析，有利

于探究杂交种的显著差异特征，为进一步提高杂种选

育优势提供数据依据。 
本研究利用国家罗非鱼产业技术体系保种的埃

及尼罗罗非鱼和“夏奥 1 号”奥利亚罗非鱼进行正反

杂交，对繁育的杂交子代各性状及生长数据进行跟踪

测量，建立不同杂交方式下子代各性状对体质量影响

的最优回归方程，开展了各个比例性状的主成分分析

以及综合影响因素分析，以期为提高罗非鱼选育工作

的准确性及稳定性提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

将尼罗罗非鱼埃及品系与“夏奥 1 号”奥利亚罗

非鱼进行 6×3 (♀×♂)配组，正交和反交各 1 组。配

组中，尼罗罗非鱼为我国从阿斯旺坝地区筛选引进的

优良品种，“夏奥 1 号”奥利亚罗非鱼是以我国从美

国引进的优良亲鱼群体为基础，结合遗传标记、杂种

优势等方法，经历 10 代以上的群体选育形成的优良

新品种(肖炜等, 2012)。将 2 组在 7 d 内产出的杂交子

代鱼苗作为基础实验群体，分别放入相同规格的网箱

(长×宽×高为 4 m × 4 m × 1.5 m)养殖 1 个月后，仔细

观察正交子代及反交子代 2 个基础群体泄殖孔来区

分幼鱼性别，由于随机挑选的 300 尾正交子代中只有

雌性个体 4 尾，个体雄性率达 98.67%，因此，本研

究不设置正交雌鱼实验组。挑选体型健壮的正交雄

鱼、反交雌鱼和反交雄鱼各 300 尾，每 100 尾为 1 组，

共 9 组，分别放入相同规格的网箱(4 m×4 m×1.5 m)
中养殖 2 个月，根据摄食情况统一投喂粗蛋白质含量

高于 28.0%的配合饲料，日投喂 2 次。 

1.2  数据测量 

采样前禁食 24 h，随机挑选正交雄鱼、反交雌鱼

和反交雄鱼各 50 尾，使用 MS-222 麻醉后，用电子

天平测量体质量(Body weight, BW)和内脏重(Visceral 
weight, VW)，精确到 0.01 g；用直尺、游标卡尺测量

全长(Total length, TL)、体长(Standard length, SL)、头

长(Head length, HL)、体高(Body depth, BD)、尾柄长

(Caudal peduncle length, CPL)、尾柄高(Caudal peduncle 
depth, CPD)、体厚(Body width, BWD)等形态性状，

分别精确到 0.1 cm 和 0.002 cm。 

1.3  数据处理 

运用 Excel 2017 和 SPSS 24.0 软件对各形态特征

的统计数据进行分析，计算各形态特征的相关分析数据。 
各性状参数平均值=数据总和/个体数 
标准差 SD=sqrt(s2)，s2 为各自变量的方差。 
变异系数 CV=SD/X×100%，SD 为标准差，X 为

平均值。 
脏体指数 VSI=Wv/WB×100% 
式中，Wv 为内脏重，WB 为体质量。 
形态性状对体质量的通径系数 Pi=bxi×σxi/σy 

式中，bxi 为自变量的回归系数，σxi 为自变量的

标准差，σy 为因变量的标准差。 
单个形态性状对体质量的决定系数 Dj=Pj

2 

式中，Pj 为该性状对体质量的通径系数。 
2 个性状对体质量的共同决定系数 Dij=2rij×Pi×Pj 

 式中，rij 为某 2 个性状间的相关系数，Pi、Pj 为

性状对体质量的通径系数。 
主成分分析：将各性状特征值与体长(SL)相比生

成比例性状数据，对各比例性状数据进行主成分分

析，分析体质量与各比例性状之间的关系及分布特征。 

2  结果与分析 

2.1  生长与形态性状的统计参数 

正反交奥尼罗非鱼形态性状表型参数数据见  
表 1。对正反交子代各形态特征进行方差统计及 LSD
检验，结果显示，反交雄鱼除体质量、全长、体长和

尾柄长外，其他各性状特征值均显著高于正交雄鱼

(P<0.05)，正交及反交雄鱼各形态特征值均显著高于
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反交雌鱼(P<0.05)。正反交子代各形态性状中变异系

数最大值均为体质量，正交雄鱼、反交雌鱼和反交雄

鱼体质量变异系数分别为 17.5%、14.3%和 11.6%，

说明各杂交组内体质量的特征值并不稳定，相比于组

内其他各形态特征差异，组内体质量的差异较大。正

反交子代脏体指数显示，正交雄鱼脏体指数显著高于

反交雄鱼，但与反交雌鱼差异不显著(P>0.05)，说明 
 

在相同饲养环境下，同龄反交雄鱼出肉率显著高于正

交雄鱼，反交雌鱼出肉率介于正反交雄鱼二者之间。 

2.2  形态性状间相关系数分析 

正反交奥尼罗非鱼体质量与其他 7 个形态性状

特征值之间的 Pearson 相关系数数据见表 2。正交子

代的体质量各形态性状的相关系数均达到了极显著 

表 1  正反交奥尼罗非鱼形态性状表型参数 
Tab.1  The apparent parameters of body weight and morphological traits for  

reciprocally-crossed subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus 

正交雄鱼 Forward hybrid males 反交雌鱼 Reverse hybrid females 反交雄鱼 Reverse hybrid males
性状 Traits 

Mean±SD 变异系 CV(%) Mean±SD 变异系 CV(%) Mean±SD 变异系 CV(%)
体质量 BW(g) 87.8±15.3a 17.5 55.8±8.0b 14.3 91.4±10.6a 11.6 
全长 TL(cm) 17.1±1.0a 6.1 14.6±0.7b 4.7 17.1±0.7a 4.2 
体长 SL(cm) 13.8±1.1a 8.2 11.9±0.6b 4.9 13.8±0.6a 4.5 
头长 HL(cm) 4.3±0.3b 7.0 3.8±0.3c 7.4 4.5±0.3a 6.4 
体高 BD(cm) 5.2±0.4b 7.5 4.6±0.3c 6.5 5.6±0.3a 5.6 
尾柄 CPL(cm) 1.5±0.2a 10.2 1.3±0.1b 9.5 1.6±0.2a 9.8 
尾柄 CPD(cm) 2.0±0.1b 7.0 1.7±0.1c 4.8 2.0±0.1a 5.7 
体厚 BWD(cm) 1.956±0.208b 10.642 1.682±0.102c 6.088 2.042±0.144a 7.072 
脏体指 VSI(%) 20.0±15.2a 25.8 17.9±6.8ab 38.3 16.1±3.9b 24.1 

注: 同一行内参数后字母不同表示差异显著(P<0.05)  
Note: The different letters on the parameters within the line mean significant difference (P<0.05) 

 
表 2  正反交奥尼罗非鱼形态性状参数相关系数 

Tab.2  The correlation coefficients of apparent parameters for reciprocally-crossed  
subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus 

项目 Items 性状 Traits 体质量 BW 全长 TL 体长 SL 头长 HL 体高 BD 尾柄长 CPL 尾柄高 CPD 体厚 BWD
体质量 BW  0.937** 0.811** 0.829** 0.837** 0.452** 0.825** 0.495** 
全长 TL   0.852** 0.855** 0.760** 0.510** 0.789** 0.483** 
体长 SL    0.805** 0.713** 0.340* 0.682** 0.332* 
头长 HL     0.744** 0.253 0.708** 0.470** 
体高 BD      0.279* 0.702** 0.388** 
尾柄 CPL       0.368** 0.076 
尾柄 CPD        0.399** 

正交 
Forward hybrid 

subgroups 

体厚 BWD         
          

体质量 BW  0.864** 0.885** 0.761** 0.882** 0.334* 0.601** 0.499** 
全长 TL 0.880**  0.940** 0.766** 0.813** 0.350* 0.555** 0.560** 
体长 SL 0.845** 0.945**  0.737** 0.787** 0.423** 0.566** 0.574** 
头长 HL 0.454** 0.673** 0.674**  0.749** 0.331* 0.446** 0.383** 
体高 BD 0.790** 0.715** 0.678** 0.304*  0.269 0.645** 0.44** 
尾柄长 CPL 0.236 0.185 0.196 0.149 0.281*  0.203 0.259 
尾柄高 CPD 0.674** 0.681** 0.664** 0.301* 0.572** 0.325*  0.307* 

反交 
Reverse hybrid 

subgroups 

体厚 BWD 0.397** 0.376** 0.401** 0.207 0.331* 0.065 0.206  

注：对角线下方为雌鱼表型性状相关系数；对角线上方为雄鱼表型性状相关系数。*: P<0.05; **: P<0.01  
Note: The apparent statistics below the diagonal were correlation coefficients in female fish; above the diagonal were in 

male fish. *: P<0.05; **: P<0.01 
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水平(P<0.01)，体质量与各性状间相关系数依次为全

长>体长>体高>头长>尾柄高>体厚>尾柄长。反交子

代中，雌鱼体质量与尾柄长关系不显著(P>0.05)，与

其他性状的相关系数均达到极显著水平(P<0.01)，体

质量与各性状间相关系数依次为全长>体长>体高>尾
柄高>头长>体厚>尾柄长；雄鱼体质量与尾柄长关系

达显著水平(P<0.05)，与其他性状的相关系数均达到

极显著水平(P<0.01)，体质量与各性状间相关系数依

次为体长>体高>全长>头长>尾柄高>体厚>尾柄长。

正反交子代中尾柄长与体质量的相关系数最小，体厚

其次，正交子代全长、头长、尾柄高与体质量的相关

系数均高于反交子代，而反交子代体高与体质量的相

关系数均高于正交子代。 

2.3  形态性状的回归分析 

对正反交奥尼罗非鱼各形态特征进行 Kolmogorov- 
Smirnov Z 检验，均满足正态分布(P>0.05)假设。使用

逐步引入剔除法，以体质量为因变量，各形态性状

为自变量进行回归分析，排除存在共线性的特征值，

并求得各形态特征对体质量的通径系数。各形态性状

回归分析相关数据见表 3。正交子代引入了全长、体

高和尾柄高 3 个自变量，回归方程公式为 YBW= 
154.286+9.016XTL+10.065XBD+17.884XCPD，XTL、XBD、

XCPD 分别代表全长、体高和尾柄高。反交子代中，雌

鱼依次引入全长和体高 2 个自变量，回归方程公式为

YBW=92.582+7.415XTL+8.727XBD，XTL、XBD 分别代表

全长和体高；雄鱼依次引入体长和体高 2 个自变量，

回归方程公式为 YBW=120.299 +8.661XSL+16.590XBD，

XSL、XBD 分别代表体长和体高。各个方程中，回归截

距及各自变量的偏回归系数均达到显著水平 (P< 
0.05)，表明建立的 3 个回归方程均能精准反映正反交

奥尼罗非鱼各保留特征与体质量的多元回归相关性。

同时，各回归方程的自变量、自变量偏回归系数及回

归截距均不同，表明不同杂交方式与不同性别的奥尼

罗非鱼影响增重的具体方式不同。 

2.4  各形态性状对体质量的影响程度和复相关分析 

对正反交奥尼罗非鱼体质量回归分析结果所引

入的各性状进行复相关分析数据见表 4。根据单个形

态性状对体质量的决定系数和 2 个性状对体质量的

共同决定系数，计算出形态性状对体质量的决定系数

数据见表 5。对角线上的数据是单一形态性状对体质 
 

表 3  正反交奥尼罗非鱼回归分析相关系数 
Tab.3  The correlation coefficients of regression analysis for reciprocally-crossed  

subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus 

项目 
Items 

保留性状 
Retained traits 

未标准化系数 
Unstandardized 

coefficients 

标准误差
Std. Error

标准化系数 
Standardized  
coefficients 

检验值 
t 

显著性
Sig. 

全长 TL 9.016 1.104 0.616 8.170 0.001 
体高 BD 10.065 2.544 0.257 3.956 0.001 

正交雄鱼 
Forward hybrid males 

尾柄高 CPD 17.884 7.733 0.159 2.313 0.025 
全长 TL 7.415 1.000 0.644 7.411 0.001 反交雌鱼 

Reverse hybrid females 体高 BD 8.727 2.297 0.330 3.799 0.001 
体长 BL 8.661 1.451 0.501 5.970 0.001 反交雄鱼 

Reverse hybrid males 体高 BD 16.590 2.853 0.488 5.820 0.001 

 
表 4  正反交奥尼罗非鱼形态性状对体质量的复相关分析 

Tab.4  The multiple-correlation coefficients between morphometric traits and body weight for  
reciprocally-crossed subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus 

项目 
Items 

正交雄鱼 
Forward hybrid males 

反交雌鱼 
Reverse hybrid females 

反交雄鱼 
Reverse hybrid males 

相关系数 R 0.961 0.909 0.935 
决定系数 R2 0.923 0.827 0.874 
矫正决定系数 Adjusted R2 0.918 0.819 0.869 
标准误差 Std. Error of the Estimate 4.388 3.384 3.853 
检验值 F 5.349 14.432 33.868 
显著性 Sig. 0.025 0.001 0.001 
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表 5  正反交奥尼罗非鱼形态学性状对体质量的决定系数 
Tab.5  The determinant coefficient of morphometric traits on the body weight for  

reciprocally-crossed subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus 

正交 Forward hybrid subgroups 反交 Reverse hybrid subgroups 项目 
Items 

 
全长 TL 体高 BD 尾柄高 CPL

 
全长 TL 体长 BL 体高 BD

全长 TL 0.415 — 0.304 雌鱼 
Females 

 
体高 BD  — 0.109 

全长 TL 0.379 0.241 0.155 体长 BL — 0.251 0.385 
体高 BD  0.066 0.057 体高 BD —  0.238 雄鱼 

Males 
尾柄高 CPL   0.025     

 
量的决定系数，对角线右上方的数据是 2 个性状共同

影响下对体质量的决定系数。正交子代中，各形态特

征对体质量的回归分析按影响程度引入全长、体高、

尾柄高 3 个自变量，3 个变量对体质量的相关系数为

0.961，决定系数为 0.923。全长、体高、尾柄高对正

交子代体质量的决定系数由大到小依次为 0.379、
0.066、0.025，性状两两间对体质量影响共同决定系

数由大到小依次为 0.241、0.155、0.057，3 个形态特

征协同作用对体质量的总决定系数为 0.923。反交子

代中，雌鱼各形态性状对体质量的回归分析按影响程

度引入全长、体高 2 个自变量，2 个变量对体质量的

相关系数为 0.909，决定系数为 0.827。全长、体高对

反交雌鱼体质量的决定系数由大到小依次为 0.451、
0.109，性状两两间对体质量影响共同决定系数为

0.304，2 个形态特征协同作用对体质量的总决定系数

为 0.864；雄鱼各形态性状对体质量的回归分析按影

响程度引入体长、体高 2 个自变量，2 个变量对体质

量的相关系数为 0.935，决定系数为 0.874。体长、体

高对反交雄鱼体质量的决定系数由大到小依次为

0.251、0.238，性状两两间对体质量影响共同决定系

数为 0.385，2 个形态特征协同作用对体质量的总决

定系数为 0.874。复相关分析数据说明，各杂交组所

保留的各性状对体质量均产生较大影响，且影响程度

比回归分析中排除的其他各形态性状更大。 

2.5  各形态性状主成分分析 

对 7 个比例性状进行主成分分析，最终提取出  
2 个主成分。第 1 主成分 PCA1=0.395BS+0.764TS+ 
0.469HS+0.731BDS+0.374CLS+0.691CDS+0.563BWS，
第 2 主 成 分 PCA2=0.600BS0.137TS0.635HS+ 
0.112BDS+0.348CLS+0.160CDS0.277BWS，2 个主

成分的贡献率分别为 34.689%、14.542%，累积贡献

率为 49.230%。根据各因子系数数据绘制散点图见图

1。从图 1 可观察到，7 个比例性状聚集成上下两部

分，主成分 1 中，TS (全长/体长)、BDS (体高/体长)、

CDS (尾柄高/体长)、BWS (体厚/体长)和 HS (头长/
体长) 5 个比例性状影响较大；主成分 2 中，BS (体质

量/体长)和 CLS (尾柄长/体长) 2 个比例性状影响较

大。根据各杂交子代个体在 PCA1、PCA2 主成分中

的得分，数绘制性状特征散点图(图 2)，3 个群体中反

交雄鱼与正交雄鱼有部分重叠，而反交雌鱼与正交雄

鱼及反交雄鱼重叠部分较少。正反交子代均有少数个

体成小簇聚集于大簇四周，表明在形态特征方面，正

反交子代间既有同源性又存在部分差别。 
 

 
 

图 1  性状因子主成分得分系数分布 
Fig.1  Characteristic coefficients plots of  

principal components factor scores 
BS=BW/SL; TS=TL/SL; HS=HL/SL;  

BDS=BD/SL; CLS=CPL/SL 
CDS=CPD/SL; BWS=BWD/SL 

 

 
 

图 2  正反交奥尼罗非鱼群体性状特征主因子散点图 
Fig.2  Scatter plots of principal components  

in reciprocally-crossed subgroups of  
Oreochromis niloticus × O. Aureus 
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3  讨论 

3.1  通径分析的必要性及多元回归方程的建立 

各形态特征间相关性分析显示，除尾柄长外，正

反交奥尼罗非鱼 7 个形态特征与体质量的相关系数

均达到极显著水平(P<0.01)。但经过通径分析并确认

回归曲线自变量后，正交奥尼罗非鱼仅保留 3 个形态

性状，反交奥尼罗非鱼仅保留 2 个形态性状。本研究

结果表明，表型相关性分析仅能体现各自变量(形态

性状)与因变量(体质量)的数据关系，但由于各自变量

之间存在多重共线性，相关性分析对各自变量间关系

的判断并不准确(李洋等, 2012)，因此，仅通过表型

相关性分析得到的数据不能直接作为体质量回归方

程中各自变量的偏回归系数。通径分析能将自变量和

因变量之间的相关系数拆分为直接表达和间接表达，

继而判断得出影响体质量的主要形态特征(王标等 , 
2009)。但通径分析所保留自变量的个数会直接影响

回归分析的准确性和复杂程度，自变量保留个数与准

确性和复杂程度均成正比，因此，有必要探寻二者之

间的平衡程度(肖炜等, 2015)。Luxinger 等(2018)利用

通径分析方法对巨骨舌鱼(Arapaima gigas)各形态学

性状对体质量、头重、空壳重等 7 个质量性状的影响

程度进行分析，筛选出对体质量影响程度最大的 5 个

形态特征，分别为全长、体长、躯干长(Trunk length)、
身体最大部分周长(Largest portion of the body)和胃部

周长(Caudal perimeter)，并建立基于以上 5 个性状为

自变量的体质量回归方程；董浚键等(2018)研究发现，

翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)的体质量主要受到全长、体

高、眼径和尾柄全长 4 个形态特征的影响，并以此为

依据，利用回归分析建立体质量回归方程。以上各研

究成果均建立了以通径分析筛选的形态特征为自变

量的体质量回归方程，并根据研究结果对上述水生动

物的综合选育提供指导。本研究中，正交奥尼罗非鱼

保留了全长、体高和尾柄高 3 个形态特征，对体质量

的相关指数达 0.923；反交雌性子代保留了全长和体

高 2 个形态特征，对体质量的相关指数达 0.827；反

交雄性子代保留了体长和体高 2 个形态特征，对体质

量的相关指数达 0.874。以上各回归分析中，回归常

数和各性状偏回归系数均达到显著水平(P<0.05)，说

明本研究成功揭示了影响正反交奥尼罗非鱼体质量

的主要形态性状，较明确地阐述了不同杂交方式下各

形态性状与体质量的真实关系。但本研究仅从形态学

角度对正反交奥尼罗非鱼各形态性状对体质量的影

响进行了初步探讨，后续仍需进行 SNP 位点、核基

因标记等遗传学分析，以获得更多有价值的结果。 

3.2  不同杂交方式奥尼罗非鱼影响体质量的主要形

态性状 

本研究对正反交奥尼罗非鱼进行相关性分析，并

在相关性分析的基础上，进行通径分析和多元回归分

析。结果显示，正交奥尼罗非鱼全长、体高和尾柄高

3 个形态特征对体质量的单独决定系数和双性状协同

决定系数之和为 0.923，决定体质量增长量变异的

92.3%；反交雌性奥尼罗非鱼全长和体高 2 个形态特

征对体质量的单独决定系数和双性状协同决定系数

之和为 0.864，决定体质量增长量变异的 86.4%；反

交雄性奥尼罗非鱼体长和体高 2 个形态特征对体质

量的单独决定系数和双性状协同决定系数之和为

0.874，决定体质量增长量变异的 87.4%。研究表明，

当各自变量对因变量的总决定系数(R2)高于临界点

0.85 时，才能初步判定各自变量为影响因变量的主要

变量(刘春雷等, 2011)。本研究中，3 个回归方程中各

自变量总决定系数均高于临界点，说明影响正反交奥

尼罗非鱼体质量的主要形态特征结果可靠。通径分析

结果显示，正反交奥尼罗非鱼保留至回归方程的各形

态性状对体质量的综合影响，除尾柄高(P<0.05)外，

均达到极显著水平(P<0.01)，而不同杂交方式对体质量

影响较大的各形态性状中均含有体高特征，且对正交

雄鱼和反交雌鱼体质量影响较大的形态性状中均含

有全长特征。这一结果与许氏平鲉(Sebastes schlegeli) 
(韩慧宗等 , 2016)、圆斑星鲽 (Verasper variegatus)  
(边力等, 2017)、大泷六线鱼(Hexagrammos otakii) (李莉

等 , 2019)、褐点石斑鱼 (Epinephelus fuscoguttatus)  
(黄建盛等, 2017)的研究结果相似。以上结果说明，在

对不同杂交方式奥尼罗非鱼进行多性状综合选育时，

除了设置体质量这一决定性性状外，还应考虑体高、

全长等形态特征，保证综合选育的有效性和稳定性。 

3.3  主成分分析对不同杂交方式差异判别和多性状

综合选育的指导 

目前，体质量依然是传统生产实践中亲鱼挑选或

子代选育的主要依据，但随着生产实践的需要，罗非

鱼生长速率、鱼类形态性状及特征成为国内外学者研

究的热门方向(Trong et al, 2013)。由于受到多重基因

间的连锁性影响以及环境的限制，单独以体质量为目

标的鱼类选育结果并不稳定(Carpenter et al, 1988)，
而在选育条件中加入体高、体长等与体质量存在高度

相关性的形态性状后，可将单性状选育改良为多性状

综合选育，从而有效地提升选育的准确性和稳定性。

作为肉量需求较大的商品鱼类，罗非鱼的出肉率同样
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是养殖者及消费者重视的特征，目前有研究发现，体

质量、体长、体高、体厚等性状与出肉率存在较大相

关性(Liere et al, 1992; Bolivar et al, 2002)，因此，在

选育过程中，通过对以上形态学性状的直接选择来提

升罗非鱼生长速率和出肉率等指标具有重要的指导

作用。统计学中，主成分分析通过降低数据主要原始

变量的线性组合来提高多变量数据集的有效维度，从

而确定变量与因变量的相关性，是生态数据分析中最

常用的工具之一(Peres-Neto et al, 2003)。近年来，通

过主成分分析对鱼类种内或种间关系及性状与品种

相关性的研究也取得了较大进展，于飞等(2008)对 4
个大菱鲆(Scophthalmus maximus)群体各比例性状进

行主成分分析，发现各群体间全长、体长、头长、吻

长和尾柄长 5 个形态特征已产生了明显差异；杨慧等

(2015)对 3 个红罗非鱼群体进行主成分分析并进行了

有效种分类判别，发现中国台湾红罗非鱼与另外 2 种

红罗非鱼群体在体高、头长、体长和尾柄长等形态特

征上存在较大差异；汪开成等(2018)对广西红水河外

来红腹罗非鱼(Coptodon zillii)进行主成分分析并发

现不同地理群体间已产生了明显形态分化，各地区群

体形态差异主要集中在头尾轴、躯干部和尾部性状

上。本研究通过对正反交奥尼罗非鱼进行各比例性状

的主成分分析发现，在体质量、尾柄长 2 项特征性状

上，奥尼罗非鱼正交子代与反交雌鱼存在较大差异，

反交雄鱼与正交雄鱼、反交雌鱼均存在较小差异；在

其他各项可量特征性状上，奥尼罗非鱼反交雌鱼与正

反交雄鱼均存在较大差异，正反交雄鱼间存在较小差

异。因此，可将上述形态特征差异作为正反交奥尼罗

非鱼子代形态特征差异判别和综合选育的主要依据。 
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Correlation Analysis and Morphological Difference and  
Contributions to Body Weight of Reciprocally-Crossed Subgroups of 

Oreochromis niloticus × O. Aureus 

CHEN Binglin1,2, XIAO Wei1,2, ZOU Zhiying2, ZHU Jinglin2,  
LI Dayu2, YU Jie2, YANG Hong1,2①

, HU Pingge1,2, MA Yinhua1,2 
(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi  214081;  

2. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Freshwater Fisheries and 
Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Wuxi  214081) 

Abstract    To study the effect of morphological difference and morphological characteristics on body 
weight of reciprocally-crossed subgroups of Oreochromis niloticus × O. Aureus, this study undertook to 
track and measure body weight and seven growth-related morphological traits, including total length, 
standard length, head length, body depth, caudal peduncle length, caudal peduncle depth, body width. 
Fifty individuals were randomly selected in the orthogonal group, and 50 males and 50 females were 
randomly selected in the backcrossing group for our analysis. All experimental fish are cultured in the 
same pond. The results showed that the total length, body depth and caudal peduncle depth 3 traits have a 
major impact on the weight of forward hybrid subgroups, thus establishing a multivariate regression 
equation related to body weight as YBW=–154.286+9.016XTL+10.065XBD+17.884XCPD; Meanwhile for 
female individuals of reverse hybrid subgroups, total length and body depth, were two traits found to have 
a major impact on body weight, thus establishing a multivariate regression equation related to body 
weight as YBW=–92.582+7.415XTL+8.727XBD; for male individuals, standard length and body depth are 
the two traits which have a major impact on body weight, thus establishing a multivariate regression 
equation related to body weight as YBW=–120.299+8.661XSL+16.590XBD. In order to eliminate the 
influence of differences in body size among the individuals, we obtained seven proportion characteristics 
including BS, TS, HS, BDS, CLS, CDS, and BWS, respectively. In the characteristic coefficients plots of 
principal components factor scores, those seven proportion characteristics were divided into two groups, 
the first group concluded TS, BDS, CDS, BWS and HS, the other concluded BS and CLS. We drew a 
scatter plot through the score coefficients of every individuals in principal component factors PCR1 and 
PCR2. In the plot, the individuals of forward hybrid males could obviously be differentiated with reverse 
hybrid females. The conclusion showed that the morphological traits affecting body weight were different 
between different hybridization methods and different genders. In the selection of broodstock and the 
breeding of progeny, comprehensive traits selection should be adopted to improve the accuracy and 
stability of the breeding results. 
Key words    Oreochromis niloticus × O. Aureus; Path analysis; Multiple regression equation; Principal 
component analysis; Multi-trait breeding 
 

 
                            

① Corresponding author: YANG Hong, E-mail: yanghong@ffrc.cn 



第 41 卷    第 3 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.41, No.3 
2 0 2 0 年 6 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Jun., 2020 

                            

* 国家自然科学基金联合基金项目(U1706203)、泰山学者种业人才团队项目、国家自然科学基金面上项目(41676148; 
31572616)、现代农业产业技术体系专项资金(CARS-48)和山东省农业良种工程(2017LZN011)共同资助 [This work was 
supported by Joint Fund of National Natural Science Foundation of China (U1706203), Taishan Scholar Program for Seed 
Industry, National Natural Science Foundation of China (41676148; 31572616), China Agriculture Research System (CARS-48), 
and Shandong Province Agricultural Seed Improvement Project (2017LZN011)]. 李旭鹏，E-mail: patrickxp@163.com 

①通讯作者：孟宪红, 研究员, E-mail: mengxianhong@ysfri.ac.cn；孔  杰，研究员，E-mail: kongjie@ysfri.ac.cn  
收稿日期: 2019-01-23, 收修改稿日期: 2019-04-21 
 
 

DOI: 10.19663/j.issn2095-9869.20190123001  http://www.yykxjz.cn/ 

李旭鹏, 栾生, 曹宝祥, 罗坤, 谭建, 孔张伟, 孟宪红, 孔杰. 凡纳滨对虾 6 个国内群体的遗传背景分析. 渔业科学进展, 
2020, 41(3): 103–110 
Li XP, Luan S, Cao BX, Luo K, Tan J, Kong ZW, Meng XH, Kong J. Genetic background analysis of six groups of white shrimp 
Litopenaeus vannamei in China using SSR markers. Progress in Fishery Sciences, 2020, 41(3): 103–110 

凡纳滨对虾 6 个国内群体的遗传背景分析* 
李旭鹏 1,2  栾  生 1,2  曹宝祥 1  罗  坤 1,2 
谭  建 1  孔张伟 1  孟宪红 1,2①  孔  杰 1,2① 

(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 
2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071) 

摘要    本研究选取了来自国内 6 个不同育苗场的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)群体，对 8 个

SSR 位点的基因型信息进行分析。结果显示，观察等位基因数(Na)平均值为 3.67~9.33，有效等位基

因数(Ne)平均值为 2.20~5.67，观察杂合度(Ho)平均值为 0.12~0.71，期望杂合度(He)平均值为

0.41~0.81，多态性信息含量(PIC)平均值为 0.36~0.76。聚类分析结果显示，来自于同一个育苗场的

对虾聚在一个分支。不同品牌来源的对虾分别聚在几个不同分支。6 个群体间的遗传一致度为

0.4229~0.8265，遗传距离为 0.1905~0.8607。遗传分化系数(FST)是 0.1837，群体内近交系数(FIS)是
0.2514，Ho<He，研究表明，6 个群体总的遗传多态性较高，但也提示品牌内不同群体间的遗传距离

可能较近，近交情况可能存在。 
关键词    凡纳滨对虾；遗传多态性；遗传距离；SSR 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0103-08 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)的野生群体

分布在太平洋东岸(墨西哥、厄瓜多尔、秘鲁等)。从

20 世纪末被引入我国开展养殖后，凡纳滨对虾已经

发展成为国内最主要的海水养殖对虾种类，产量占海

水养殖对虾总量的 80%。国内养殖业对于凡纳滨对虾

亲虾的依赖巨大。由于国内亲虾不足以满足生产，每

年需要从国外进口大量成本高的亲虾。但是，通常这

些亲虾的遗传背景和系谱信息无法得知。使用这些亲

虾配对生产的后代苗种可能存在遗传多态性低的情

况，随着培育代数的增加，近交变的更易发生，经济

性状衰退明显。因此，培育国内优质凡纳滨对虾新品

种意义重大。目前，已经证明遗传多态性的降低和近

交情况能够增加隐性有害等位基因的表达，对选育群

体的生长、存活、抗逆等性状造成近交衰退现象
(Spielman et al, 2004; Moss et al, 2007; Goyard et al, 
2008; Luo et al, 2014; 喻驰方等, 2013)。因此，在凡

纳滨对虾遗传选育工作中，为维持育种群体的遗传多

样性，避免近交，需要认清不同群体甚至个体间的分

子遗传背景差异，为制定合理配种方案提供参考。 
微卫星(SSR)标记是一种广泛存在于生物基因组

内的共显性标记，拥有遗传多态性高的特点。研究表

明，SSR 适合于遗传多样性分析(Valles-Jimenez et al, 

abc
图章
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2004; Perez-Enriquez et al, 2009; Rezaee et al, 2016)。
国内在 21 世纪初期已有利用 SSR 对黄渤海不同中国

对虾(Fenneropenaeus chinensis)群体的遗传多样性进

行调查研究，区分不同地理群体间的亲缘关系距离，为

种质资源利用和新品种选育提供了很好的参考(刘萍

等, 2004; 孟宪红等, 2008)。由于 SSR 位点信息量大、

分型技术成本低的优点，近年来依然被应用在对虾遗

传多样性分析中(王军等, 2018; 赵志英等, 2018)。本

研究使用 8 对 SSR 引物，随机对采集于我国的 6 个

凡纳滨对虾群体进行分析，为遗传育种工作中对不同

遗传背景的凡纳滨对虾资源的利用提供一些参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

随机从 6 家育苗场共收集 133 尾凡纳滨对虾，对

其遗传背景进行分析。来自于 6 家育苗场的对虾分别

编号为 CP-1、CP-2、CP-3、CP-4、PRI 和 SIS 群体。

其中，CP-1、CP-2、CP-3、CP-4 群体来自于同一个

品牌。PRI 和 SIS 群体分别来自 2 个不同品牌。21 尾

凡纳滨对虾来自 CP-1 群体；20 尾来自 CP-2 群体；

11 尾来自 CP-3 群体；10 尾来自 CP-4 群体；61 尾来

自 PRI 群体；10 尾来自 SIS 群体。所有群体的对虾

都孵化于同一年。在养殖场用消毒的剪刀取一条对虾

游泳足，保存于 95%酒精，带回实验室用于 DNA 提

取和分析。 

1.2  DNA 提取 

使用海洋动物组织基因组DNA提取试剂盒(天根)
从对虾游泳足的肌肉组织中提取DNA。分别使用分光

光度计和琼脂糖电泳检测DNA的质量。合格的DNA
用于后期SSR分型实验。 

1.3  SSR 分型 

使用 8对已公开发表的凡纳滨对虾 SSR引物
(Meehan et al, 2003; Alcivar-Warren et al, 2007; Zhang 
et al, 2007)进行实验。引物序列信息详见表1。PCR反

应体系包括 12.5 μl Premix Taq™ (TaKaRa Taq™ 
Version 2.0) (TaKaRa Taq 0.625 U、dNTPs 0.4 mmol/L、

Tris-HCl 20 mmol/L 、 KCl 100 mmol/L 、 MgCl2       
3 mmol/L) (TaKaRa)，1 μl模板DNA (200 ng/μl)，1 μl
正向引物(10 μmol/L)，1 μl反向引物(10 μmol/L)，   
9.5 μl去离子水。反应程序如下：98℃ 3 min；98℃   
30 s，60℃ 10 s，72℃ 1 min，25个循环；72℃延伸   
3 min。使用ABI 3730XL测序仪(Applied Biosystems, 
美国)获得每个SSR位点的基因型信息。 

表 1  引物信息 
Tab.1  Primer information 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence 

M1103-F GGCTGTGTTTGCGGTGTAGTTT 
M1103-R TCATACGATAATGGCATAGAAGG
TuMXLv7.121-F GGCACACTGTTTAGTCCTCG 
TuMXLv7.121-R CGAACAGAATGGCAGAGGAG 
Lv12-F GATCATTCGCCCCTCTTTTT 
Lv12-R ATCTACGGTTCGAGAGCAGA 
TuMXLv10.33-F CGAAGAGATTTATCCAGGG 
TuMXLv10.33-R CGTGCATTATTATCCTTTCC 
TuMXLv8.256-F GGACTCACACTTCTGGTTC 
TuMXLv8.256-R GGCTGCACCTTGTAAGTC 
TuMXLv7.56-F CCATGGCTTTCCTCTTCTTTC 
TuMXLv7.56-R AGGTAGGGAAGTCGTGAGGG 
TuMXLv9.103-F CACCAAAACGAACGAAACG 
TuMXLv9.103-R GGATAAAAACGAATTGTATACCG
TuMXLv9.90-F GACCAAAGGATATTGGCTCG 
TuMXLv9.90-R GTAATCAGGAGATGGTCCGC 

 

1.4  遗传多样性分析 

观察等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、观

察杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、HWE检验、遗传一

致度、遗传距离和F-统计量使用POPGene (Version 1.32)
软件 (https://sites.ualberta.ca/~fyeh/popgene.html)进行

计算。使用NTSYSpc (Version 2.10)软件(http://www. 
exetersoftware.com/cat/ntsyspc/ntsyspc.html)进行UPGMA
聚类分析。使用Cervus (Version 3.0.7)软件(http://www. 
fieldgenetics.com)计算多态性信息含量(PIC)。 

2  结果 

2.1  遗传多态性分析 

6 个凡纳滨对虾群体的遗传多态性信息见表 2。
其中，Na 平均值为 3.67~9.33。Ne 平均值为 2.20~5.67。
Ho 平均值为 0.12~0.71。He 平均值为 0.41~0.81。除了

在 CP-4 群体中的 Lv12 位点只检测到 1 种等位基因，

其他 SSR 位点在 6 个群体中的等位基因数都大于 1。  
8 个 SSR 位点的 PIC 平均值为 0.36~0.76。M1103 位

点在 CP-1、CP-3 和 PRI 群体中都显著偏离 HWE 
(P<0.05)。Lv12 位点在 CP-2 和 PRI 群体中都极显著

偏离 HWE(P<0.01)。TuMXLv10.33 位点在 CP-2、CP-3、
CP-4 和 PRI 群体中都极显著偏离 HWE(P<0.01)。
TuMXLv8.256 位点在 CP-4 群体中显著偏离 HWE 
(P<0.05)；在 CP-1、CP-2、CP-3 和 PRI 群体中极显

著偏离 HWE(P<0.01)。TuMXLv7.56 位点在 CP-4 群 
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表 2  遗传多样性分析 
Tab.2  Genetic diversity analysis 

群体 Populations 位点 
Locus 

参数 
Indices CP-1 CP-2 CP-3 CP-4 PRI SIS 

平均值 
Mean 

Ho 0.19 0.45 0.45 0.20 0.72 0.40 0.40 
He 0.42 0.38 0.60 0.19 0.79 0.51 0.48 
Na 2.00 3.00 3.00 2 10.00 2.00 3.67 
Ne 1.69 1.60 2.35 1.22 4.65 1.92 2.24 
P 0.01 0.50 0.04 0.74 0.01 0.49 0.30 

M1103 

PIC 0.33 0.34 0.48 0.16 0.76 0.37 0.41 
Ho 0.57 0.55 0.81 0.60 0.64 0.70 0.65 
He 0.60 0.59 0.77 0.51 0.70 0.67 0.64 
Na 4.00 4.00 6.00 2.00 10.00 4.00 5.00 
Ne 2.42 2.37 3.84 1.92 3.32 2.74 2.77 
P 0.81 0.20 0.54 0.52 0.14 0.48 0.45 

TuMXLv7.121 

PIC 0.51 0.53 0.70 0.37 0.66 0.57 0.56 
Ho 0.48 0.30 0.45 0.00 0.32 0.40 0.33 
He 0.70 0.70 0.45 0.00 0.78 0.72 0.56 
Na 7.00 6.00 4.00 1.00 10.00 4.00 5.33 
Ne 3.13 3.11 1.77 1.00 4.33 3.17 2.75 
P 0.21 0.00 0.63 NC 0.00 0.06 0.18 

Lv12 

PIC 0.63 0.64 0.39 0.00 0.73 0.63 0.50 
Ho 0.14 0.20 0.00 0.00 0.28 0.10 0.12 
He 0.22 0.70 0.42 0.19 0.80 0.10 0.41 
Na 3.00 5.00 2.00 2.00 11.00 2.00 4.17 
Ne 1.27 3.16 1.66 1.22 4.77 1.11 2.20 
P 0.36 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.23 

TuMXLv10.33 

PIC 0.20 0.63 0.32 0.16 0.76 0.09 0.36 
Ho 0.14 0.45 0.09 0.30 0.31 0.30 0.27 
He 0.62 0.61 0.54 0.71 0.69 0.63 0.63 
Na 3.00 4.00 4.00 4.00 5.00 5.00 4.17 
Ne 2.51 2.49 2.07 3.08 3.18 2.50 2.64 
P 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.14 0.03 

TuMXLv8.256 

PIC 0.53 0.55 0.45 0.61 0.63 0.54 0.55 
Ho 0.95 0.75 0.64 0.30 0.90 0.70 0.71 
He 0.90 0.82 0.91 0.59 0.85 0.80 0.81 
Na 14.00 9.00 11.00 4.00 13.00 5.00 9.33 
Ne 8.48 4.97 7.56 2.30 6.51 4.17 5.67 
P 1.00 0.97 0.94 0.01 0.98 0.15 0.68 

TuMXLv7.56 

PIC 0.87 0.77 0.86 0.51 0.83 0.72 0.76 
Ho 0.67 0.80 0.73 0.80 0.69 0.40 0.68 
He 0.89 0.85 0.84 0.81 0.74 0.72 0.81 
Na 11.00 8.00 8.00 5.00 10.00 5.00 7.83 
Ne 7.67 5.88 5.04 4.35 3.72 3.13 4.97 
P 0.56 0.72 0.69 0.12 0.37 0.06 0.42 

TuMXLv9.103 

PIC 0.86 0.81 0.78 0.73 0.71 0.62 0.75 
Ho 0.71 0.65 0.27 0.90 0.46 0.13 0.52 
He 0.84 0.82 0.75 0.78 0.74 0.83 0.79 
Na 6.00 7.00 5.00 5.00 6.00 7.00 6.00 
Ne 5.44 5.00 3.56 3.92 3.82 4.76 4.42 
P 0.11 0.06 0.03 0.48 0.00 0.51 0.20 

TuMXLv9.90 

PIC 0.79 0.77 0.67 0.71 0.69 0.76 0.73 
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体中显著偏离HWE(P<0.05)。TuMXLv9.90位点在CP-3
群体中显著偏离HWE(P<0.05)；在PRI群体中极显著

偏离HWE(P<0.01)。TuMXLv7.21和TuMXLv9.103位
点在所有群体中都没有发生偏离HWE。 

2.2  分子遗传距离分析 

图 1 是个体的聚类分析结果。所有来自于 CP-1、
CP-3 和 CP-4 群体的凡纳滨对虾集中在第 1 分支。其余 

来自于 CP-2、SIS 和 PRI 群体的凡纳滨对虾分别集中

于另外 3 个分支。除了个体水平，在群体水平也进行了

聚类分析(图 2)，在 2个水平的聚类分析结果是相符的。

6 个群体间的遗传一致度和遗传距离结果见表 3。从

表 3 可以看出，遗传一致度为 0.4229~0.8265。遗传

距离为 0.1905~0.8607。其中，CP-1 和 CP-4 群体间的

遗传一致度最高，遗传距离最近。CP-2 和 SIS 群体

间的遗传一致度最低，遗传距离最远。 
 

 
 

图 1  个体水平聚类分析 
Fig.1  The cluster analysis of individual L. vannamei from six populations 
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图 2  群体水平聚类分析 
Fig.2  The cluster analysis of six populations of L. vannamei 

 
表 3  遗传一致度和遗传距离 

Tab.3  Genetic identity and genetic distance 

群体 
Population 

CP-1 CP-2 CP-3 CP-4 PRI SIS

CP-1 / 0.6055 0.8108 0.8265 0.5163 0.6742
CP-2 0.5016 / 0.4809 0.5151 0.4509 0.4229
CP-3 0.2053 0.7321 / 0.6109 0.4885 0.5637
CP-4 0.1905 0.6633 0.4929 / 0.4361 0.5884
PRI 0.6611 0.7965 0.7164 0.8298 / 0.5311
SIS 0.3942 0.8607 0.5732 0.5303 0.6328 / 

注：对角线上方为遗传一致度，下方为遗传距离 
Note: The numbers above the diagonal line are genetic 

identities, and the numbers below the diagonal line are genetic 
distances 

 

2.3  F-统计量 

对 6个凡纳滨对虾群体进行 F-统计量分析(表 4)。
结果表明，8 个 SSR 位点的群体内近交系数(FIS)值为

‒0.0426~0.6943。多数位点的 FIS>0。FIS 平均值是

0.2514。8 个 SSR 位点的总群体近交系数(FIT)值为

0.0416~0.7665，FIT 平均值为 0.3889。8 个 SSR 位点

的遗传分化系数(FST)值为 0.0808~0.3003。FST 平均值

为 0.1837。 
 

表 4  F-统计量分析 
Tab.4  The F-statistics analysis 

位点 
Locus 

群体内近

交系数 FIS

总群体近 
交系数 FIT 

遗传分化

系数 FST

M1103 0.1374 0.3965 0.3003 
TuMXLv7.121 0.0426 0.0416 0.0808 
Lv12 0.3968 0.5674 0.2829 
TuMXLv10.33 0.6943 0.7665 0.2363 
TuMXLv8.256 0.5662 0.6181 0.1195 
TuMXLv7.56 0.1016 0.2413 0.1555 
TuMXLv9.103 0.1282 0.2749 0.1683 
TuMXLv9.90 0.1763 0.2863 0.1336 
平均值 Mean 0.2514 0.3889 0.1837 

2.4  等位基因的差异 

韦恩图 (图3)展示的是3个品牌凡纳滨对虾8个
SSR位点的等位基因的分布情况。8个SSR位点共计获

得等位基因个数是126。其中，只有12个等位基因类

型是在3个品牌的凡纳滨对虾中都有发现。CP、PRI、
SIS品牌的凡纳滨对虾各有36、29、4个等位基因类型

是各自特有的，分别占各自所有等位基因类型的比例

是40.9%、38.7%和12.5%。单独对CP的4个群体(CP-1、
CP-2、CP-3和CP-4)进行分析(图4)，4个群体共计有88
个等位基因类型，其中，4个群体共有的有10种。CP-1、
CP-2、CP-3和CP-4群体各自拥有14、20、10、4种特

有的等位基因，分别占各自所有等位基因类型的比例

是28.0%、44.4%、23.8%和16.0%。 
 

 
 

图 3  3 个品牌间 SSR 等位基因类型分布 
Fig.3  The allele distribution of SSRs of  
L. vannamei in the three different brands 

 

 
 

图 4  CP 品牌的 4 个群体 SSR 等位基因类型分布 
Fig.4  The allele distribution of SSRs of L. vannamei  

in the four populations from CP brand 

3  讨论 

SSR 标记广泛应用于生物的遗传多样性调查。在

前期研究中，Xu 等(2001)利用 6 对 SSR 引物对菲律
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宾的野生斑节对虾(Penaeus monodon)遗传多样性进

行研究，结果显示，其中 1 个野生群体的遗传多样性

要明显低于其他 3 个野生群体，研究结果为了解斑节

对虾的野生资源情况提供了参考。Rumisha 等(2017)
利用 SSR 标记调查了斑节对虾的遗传多态性与当地

水域金属污染水平的相关性，结果显示，遗传多态性

的改变与金属污染存在显著的相关性。王军等(2018)
利用 SSR 对中国对虾人工选育群体和野生群体进行

比较分析，结果显示，人工选育群体与野生群体间发

生弱遗传分化。 
本研究中，Na 平均值为 3.67~9.33。在 Perez- 

Enriquez 等(2009)研究中，凡纳滨对虾 SSR 的 Na 平

均值为 8.98。Cruz 等(2004)和 Rezaee 等(2016)的研究

中，凡纳滨对虾 SSR 的 Na 值为 5~10。上述研究结果

和本研究结果相近。但是有趣的是，凡纳滨对虾与其

他几种对虾相比，SSR 的 Na 值显得偏低很多。例如，

Wang 等(2016)研究表明，中国对虾的 Na 为 6~63。
Zhang 等(2015)研究表明，中国对虾 SSR 的 Na 平均值

为 36.5。 Luan 等 (2006)研究表明，日本囊对虾

(Marsupenaeus japonicas) SSR 的 Na 平均值为 7.5~ 
13.5。Xu 等(2001)关于斑节对虾的报道中，SSR 的

Na 值为 6~54。上述对虾种类都比凡纳滨对虾 SSR 的

Na 值高。考虑到凡纳滨对虾 SSR 位点普遍存在 Na 值

偏低的情况，在进行遗传多样性分析时，最好能选用

多态性高的 SSR 位点，或者适当增加分析位点的个

数。已有报道中凡纳滨对虾 SSR 位点 Na 值偏低的现

象是否与人工选择相关也值得探索。 
聚类分析结果表明，来自 6 个群体的凡纳滨对虾

主要分为 4 支。其中，来自 CP-1、CP-3 和 CP-4 群体

的凡纳滨对虾组成第 1 分支，表明这 3 个群体来源的

对虾遗传距离较近。来自 CP-2、PRI 和 SIS 群体的对

虾分别聚在其他 3 个分支，提示这 3 个群体来源的对

虾之间遗传距离较远。有趣的是，CP-1、CP-2、CP-3
和 CP-4 群体都是来源于同一个品牌，但 CP-2 群体与

CP-1、CP-3 和 CP-4 群体的遗传距离较远，甚至比

SIS 群体与 CP-1、CP-3 和 CP-4 群体的距离还远，显

示该品牌群体间遗传背景较为丰富，品牌内遗传距离

甚至高于品牌间遗传距离。通过聚类分析结果可以看

出，使用本研究的 8 对 SSR 引物，可以将不同品牌

间的个体准确区分开。但同一个品牌的群体间个体，

还不能被全部准确区分开，原因可能是这些群体的亲

本亲缘关系太近。 
本研究中，Ho 值为 0.12~0.71。8 个位点的杂合

度在不同群体中的差别较大。PIC 值为 0.36~0.76，SSR
位点的多态性较高，达到中高度水平(Botstein et al, 

1980)，适合遗传多样性分析。FST 平均值为 0.1837，
表明群体间已经达到高度遗传分化水平(0.15~0.25) 
(Balloux et al, 2002)，18.37%的遗传分化存在于各群

体间。 
对于等位基因类型在不同品牌凡纳滨对虾中的

分布情况，3 个品牌共有的等位基因类型并不多。尤

其是 CP 和 PRI 2 个品牌的凡纳滨对虾特有的等位基

因类型比例较高。提示这 2 个品牌的对虾拥有更独特

的遗传信息。但是与 CP、PRI 2 个品牌的对虾相比，

SIS 品牌的对虾特有的等位基因类型比例较低。CP
品牌的 4 个群体中，CP-2 特有的等位基因类型最高，

达到 44.4%，说明 CP-2 与其他 3 个 CP 品牌群体的遗

传背景差异较大，这个结果和聚类分析的结果是一致

的。假如在遗传选育中要将这 6 个群体引入基础选育

群体，那么参考 SSR 分型结果，可将 CP-1、CP-3、
CP-4 群体合并成 1 个群体看待，CP-2、SIS、PRI 各

自是 3 个独立群体。制定配种方案可优先考虑在这   
4 个新定义的群体间进行个体间配对，尽量避免群体

内部个体的配对。 
已有研究表明，控制近交在对虾育种中的重要

性。近交对于凡纳滨对虾生长、存活、抗病毒等性状

具有显著影响(Moss et al, 2007)。在中国对虾的研究

中同样也表明，近交对于生长和存活性状具有显著影

响(Luo et al, 2014)。在没有系谱参考的情况下，经过

几代人工选育群体内近交水平就可能达到极高水平。

而遗传信息丰富的基础选育群体也是保证人工选育

更好开展的前提。因此，在以未知遗传背景的群体作

为选育对象时，借助分子标记技术对群体、个体间的

分子遗传背景进行分析，可以为配种方案制定提供重

要的参考。本研究中计算的 FIS>0，表明群体内存在

杂合度降低现象；综合考虑 Ho<He 的结果，表明群体

内已经存在一定程度的近交现象，提醒在人工选育过

程中，可以适当增加基础群体的丰富性，避免遗传多

样性的丢失，同时，要严格控制近交程度，避免性状

衰退。 

4  结论 

本研究表明，不同品牌来源的凡纳滨对虾间的分

子遗传距离较远，利用 SSR 标记可以准确区分。但

是相同品牌的对虾，即使来自于不同群体，个体间的

分子遗传距离可能很近。本研究检测的群体内可能已

经存在一定近交现象。在遗传选育或者生产扩繁苗种

过程中，为了控制近交、提高遗传多样性，在缺少候

选亲本遗传背景信息时，可以尝试利用 SSR 标记对
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群体或个体的分子遗传背景进行调查，并计算分子遗

传距离用于配种方案参考。 
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Genetic Background Analysis of Six Groups of White Shrimp  
Litopenaeus vannamei in China Using SSR Markers 

LI Xupeng1,2, LUAN Sheng1,2, CAO Baoxiang1, LUO Kun1,2, 
TAN Jian1, KONG Zhangwei1, MENG Xianhong1,2①, KONG Jie1,2①

 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National  
Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Controlling the inbreeding level is an important task in animal breeding. Genetic analysis 
such as genetic diversity and genetic distance estimate could provide information for the artificial 
selection of animals. In the present study, the genetic information of Pacific white shrimp Litopenaeus 
vannamei from six different populations in China were analyzed using genotyping data of eight SSR loci. 
The results showed that the mean Na ranged from 3.67 to 9.33, the mean Ne range from 2.20 to 5.67, the 
mean Ho ranged from 0.12 to 0.71, the mean He ranged from 0.41 to 0.81, and the mean PIC ranged from 
0.36 to 0.76. The cluster analysis results showed that the individual shrimps from populations of different 
companies were clustered in different nodes. The individual shrimps from three hatcheries from the same 
company were clustered in one node. Among the six populations of L. vannamei, the genetic identity 
ranged from 0.4229 to 0.8265, and the genetic distance ranged from 0.1905 to 0.8607. The mean value of 
FST was 0.1837. The FIS value was 0.2514. And the Ho value was smaller than the He value. The results 
suggested that genetic diversity between L. vannamei from different populations could be high, while, 
genetic relationship of L. vannamei in populations of the same company might be quite close. There might 
be an inbreeding phenomenon. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Genetic diversity; Genetic distance; SSR 
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栉孔扇贝消化盲囊亚细胞组分分离与鉴定技术* 
陈  维  魏守祥  李禹含  潘鲁青① 

(中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003) 

摘要    采用匀浆、差速离心、镜检和标志酶测定等方法，研究了栉孔扇贝(Chlamys farreri)消化盲

囊亚细胞组分分离与鉴定技术。结果显示，经 Hoechst 33258 染色，在匀浆 2 min 对照组中，观察

到大量栉孔扇贝消化盲囊完整细胞，呈圆形或椭圆形，细胞膜完整，荧光强度较高；在匀浆 3、4、
5 min 实验组中，完整细胞数目逐渐减少，且出现许多形态较小、荧光强度弱、轮廓模糊的细胞碎

片。通过血球计数板法得到的细胞破碎结果与上述染色结果一致，随着匀浆时间(2~5 min)的增加，

细胞破碎率升高，当匀浆时间达到 5 min 时，细胞破碎率升至 94.24%。利用 Hoechst 33258 染色栉

孔扇贝消化盲囊亚细胞分离组分(S2、C2、C4、S5 和 C5)，镜检发现，C2 组分荧光强度最强，荧

光颗粒数目多，而其他组分荧光强度弱，且基本观察不到荧光颗粒。由此推测，细胞核主要存在于

C2 组分中；同时，细胞膜(5-核苷酸酶)、线粒体(琥珀酸脱氢酶)、细胞质(乳酸脱氢酶)和微粒体(葡
萄糖-6-磷酸酶)标志酶活力在其他亚细胞组分中有少量检出，但它们在 S2、C4、S5 和 C5 组分中的

的标志酶活性比例较高(分别为 63.90%、64.89%、77.82%和 67.55%)。由此推测，S2、C2、C4、S5
和 C5 分离组分分别为细胞膜、细胞核、细胞质、线粒体和微粒体。本研究成功构建了栉孔扇贝消

化盲囊亚细胞组分分离与鉴定技术方法，为贝类生理机制研究提供技术支持。 
关键词    栉孔扇贝；消化盲囊；亚细胞组分；分离鉴定 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0111-08 

细胞是生物体结构和功能的基本单位，由具有一

定形态、在细胞内执行特定功能的亚细胞组分构成，

包括细胞膜、细胞质、细胞器、细胞核等。亚细胞组

分是细胞内生理代谢反应的主要场所，分布着许多重

要的生化代谢酶。目前，关于亚细胞组分的生化组成、

特定功能和超微结构等研究已成为热点(赵艳芳等 , 
2013; 陈扬等, 2017: Jadot et al, 2017)，而亚细胞组分

分离技术则是研究的前提与关键，主要的分离方法有

超速离心、电泳(Heidrich et al, 1976; Islinger et al, 
2011)、亲和纯化(Vitale et al, 1998; Takemoto et al, 

2002; Merino et al, 2012)等，其中，超速离心是最常

用的亚细胞组分分离技术(贺芳等, 2005)。在哺乳动

物中，通过超速离心已能分离出细胞核、细胞膜、细

胞质、线粒体、微粒体、溶酶体等多种亚细胞组分。

同时，采用标志酶、蛋白质印迹、电镜观察等方法，

建立了亚细胞组分种类鉴定、纯度分析的技术方法
(Fleischer et al, 1974; Cooper et al, 2010; Lieb et al, 
2010)。王伟等(2012)用超速离心法从新生大鼠(Rattus 
norvegicus)右侧大脑皮质组织中分离得到线粒体和

胞浆 2 种亚细胞组分，并通过测定凋亡蛋白 Smac、

abc
图章
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Diablo 蛋白在其中的表达，探究大鼠 H/I 后神经元

Smac/Diablo 的亚细胞器转移与神经元凋亡的作用机

制；Jiang 等(2004)离心分离了大鼠肝脏粗制线粒体、

纯化线粒体、胞质等亚细胞组分，通过亚细胞蛋白质

组学分析，鉴定了共 564 个蛋白质，又根据物理化学

特征和功能对其进行了详细的生物信息学注释；Kiri
等(2005)通过蔗糖密度梯度离心得到高度富集的牛心

脏线粒体，发现了来自不同年龄牛心脏的线粒体制剂

的蛋白质谱存在显著差异。 
目前，贝类亚细胞组分分离技术和功能研究也受

到广泛关注。Keiichi 等(2013)从长牡蛎(Crassostrea 
gigas)和日本蚬(Corbicula japonica)组织中离心分离

了线粒体、微粒体，通过体外实验发现这 2 种亚细胞

组分提取物在冈田酸酰化反应中起到关键作用；

Livingstone 等(1984)分离了紫贻贝(Mytilus edulis)微
粒体、线粒体、细胞质等亚细胞组分，但仅在微粒体

及线粒体中检测到混合功能氧化酶(MFO)及苯并[a]
芘(BaP)代谢相关酶酶活性；Siebert 等(2017)离心分离

了牡蛎(Crassostrea brasiliana)鳃和消化盲囊的微粒

体、细胞质，也仅在微粒体中检测到乙氧基脱嘌呤

O-脱乙酰酶(EROD)的活性。目前，获得贝类亚细胞

组分的方法仍主要参照哺乳动物亚细胞组分分离方

法的研究，通过超速离心能够获得细胞核、细胞质、

线粒体、微粒体等亚细胞组分中的 1~2 个组分，但之

后极少有开展亚细胞组分种类鉴定及纯度分析的研

究，因此分离效率低，准确性难以保证。 
本研究以栉孔扇贝(Chlamys farreri)为对象，在已

有的哺乳动物和贝类亚细胞组分分离技术的基础上，

依据栉孔扇贝消化盲囊特有的组织细胞特征，开展组

织匀浆液制备和检验技术的研究，探究贝类亚细胞组

分超速离心分离与鉴定技术，不仅可为贝类亚细胞组

分的生理功能研究提供技术支持，也可为贝类亚细胞

组分标准化分离技术提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用栉孔扇贝于 2018 年 4 月购自山东省青

岛市崂山区沙子口养殖场，壳高为(6.15±0.50) cm。

采用青岛近海自然海水暂养 10 d，温度为(18±1)℃，

海水盐度为 31，pH 为 8.1，连续充气，日换水量为

1/2，投喂螺旋藻粉，日投饵量为 3 mg/L。 

1.2  实验方法 

1.2.1  消化盲囊组织匀浆液的制备    配制匀浆缓

冲液，A 液：0.02 mol/L Tris、0.15 mol/L KCl、1 mmol/L 

DTT、0.5 mol/L 蔗糖，pH 调至 7.7，于 4℃保存；B
液：150 mmol/L MgCl2，于 4℃保存；C 液：100 mmol/L 
PMSF，于20℃保存。 

选择健康、活力强的栉孔扇贝，解剖并称取消化

盲囊组织 2 g，剪碎后，放入预冷的玻璃匀浆器中，

加入 10 ml A 液、100 μl B 液和 10 μl C 液，4℃冰水

浴下研磨，经预实验设置匀浆时间分别为 2、3、4、
5 min，然后采用医用纱布挤压过滤，滤液放入预冷

的 15 ml 离心管中。 
1.2.2  细胞裂解率检验    取 100 μl 过滤液，用匀

浆缓冲液 A 液稀释 10 倍。再取 100 μl 稀释后的过滤

液，加入 100 μl 10 μg/ml 的 Hoechst 工作液，混匀，

暗处理 10 min，之后，取 2.5 μl 均匀涂片，在荧光显

微镜(Nikon50i，蓝色滤光片，荧光激发光波长为 346~ 
352 nm，发射波长为 460~461 nm)下观察细胞形态及

大小，以匀浆 2 min 染色结果为对照组，其他匀浆时

间与之比较，观察完整细胞形态并计数。 
吸取 2.5 μl 上述稀释的匀浆液，滴于血球计数板

上，在荧光显微镜光镜下(10×40 倍)观察细胞形态并

计数。细胞破碎率公式：破碎率(%)=1实验组完整细

胞个数 /对照组完整细胞个数，当破碎率达 90%以上

时，视为匀浆质量良好，可用于亚细胞组分的分离实验。 
1.2.3  消 化 盲 囊 亚 细 胞 组 分 的 分 离     参 照

Livingstone 等(1984)和 Song 等(2006)的分离方法，并

根据预实验情况对缓冲液和具体离心步骤进行调整

和优化，所有分离过程温度均控制在 0℃~4℃，具体

操作步骤如图 1 所示。 
 

 
 

图 1  栉孔扇贝消化盲囊亚细胞组分分离流程 
Fig.1  Subcellular fraction centrifugation process of 

digestive glands tissues of C. farreri 
 

取匀浆质量良好的过滤液 10 ml，加入 10 μl C液，

混匀，于 600×g 离心 1 h，分离上清液 S1 和沉淀 C1。
C1 中加入 0.5 ml D 液和 4.5 ml E 液重悬，重悬液于

71000×g 离心 90 min，分离上清液 S2 和沉淀 C2。S1
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于 12000×g 离心 45 min，分离获得上清液 S3 和沉淀

C3，C3 加入 2 ml 匀浆缓冲液重悬，于 12000×g 离心

45 min，分离获得沉淀 C4 和上清液 S4，S4 与 S3 合

并后于 100000×g 下离心 90 min，分离获得上清液

S5 和沉淀 C5。沉淀 C2、C4、C5 中加入 2 ml 储备缓

冲液 F 液和 0.4 g 储备缓冲液 G 液，悬浮沉淀，置于

80℃保存。 
离心步骤中用到的缓冲液配方如下，D 液：

0.3 mol/L 蔗糖溶液、50 mmol/L Tris、1.5 mmol/L 
MgCl2，pH 7.7；E 液：1.98 mol/L 蔗糖溶液、50 mmol/L 
Tris、1.5 mmol/L MgCl2，pH 7.7；F 液：20 mmol/L Tris、
1 mmol/L DTT，pH 7.7，均在 4℃保存；G 液：甘油。 
1.2.4  细胞核纯度及活性检验    取 S2、C2、C4、
S5 和 C5 各 100 μl，稀释 10 倍后，分别按 1.2.2 中步

骤进行 Hoechst 染色，在荧光显微镜下观察细胞核形

态和大小。 
1.2.5  亚细胞组分标志酶的活性测定     按照

Beneking 等(1978)，测定细胞膜标志酶 5-核苷酸酶

(5-NT)；参照 Storrie 等(1990)，测定细胞质标志酶乳

酸脱氢酶(LDH)；依据 Klaassen 等(1969)，测定微粒

体标志酶葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)；采用南京建成

试剂盒，测定线粒体标志酶琥珀酸脱氢酶(SDH)。蛋

白质含量的测定按照 Bradford(1976)，以牛血清白蛋

白(BSA)为标准蛋白。 

1.3  数据处理与分析 

所有实验数据均以 4 个平行组数据的平均值±标
准差(Means±SD)表示，采用 SPSS 22.0 软件进行单因

素方差分析(One-way ANOVA)、差异显著性分析用

Duncan 检验法，以 P<0.05 表示差异显著，P>0.05 表

示差异不显著。 

2  结果 

2.1  栉孔扇贝消化盲囊组织细胞匀浆与检验技术 

由图 2 可以看出，Hoechst 33258 染色后，在荧

光显微镜下，消化盲囊组织在匀浆后完整，细胞形态

饱满，呈圆形或椭圆形，细胞膜完整，荧光强度较强；

而破碎细胞形态较小，荧光强度弱，细胞轮廓模糊。

在匀浆 2 min 对照组中，可以观察到大量完整的细胞，

随着匀浆时间的增加，完整细胞个数减少，荧光强度

弱的颗粒数增加，匀浆 5 min 实验组中基本没有完整

细胞的存在。随着匀浆时间(2~5 min)的增加，栉孔

扇贝消化盲囊组织细胞破碎率升高，以匀浆 2 min
为对照组，匀浆时间为 5 min 时，细胞破碎率达到

94.24% (表 1)。 
 

表 1  栉孔扇贝消化盲囊在不同匀浆时间下细胞破碎率 
Tab.1  Broken rate of digestive gland cells of C. farreri at 

different homogenization time 

匀浆时间
Homogenization 

time (min) 

平均完整细胞数量
Average cell number 

(ind.) 

破碎率 
Broken rate 

(%) 
2 556±9.91a 0 
3 433±6.55b 22.12 
4 86±5.12c 84.53 
5 32±3.30d 94.24 

注：匀浆 2 min 作为对照组，同一列标有不同上标字

母表示差异显著(P<0.05) 
Note: 2 min homogenization group was the control 

group, different superscripts in the same column indicate 
significant differences (P<0.05) 

 

2.2  栉孔扇贝消化盲囊组织亚细胞组分的鉴定 

将栉孔扇贝消化盲囊亚细胞分离组分(S2、C2、
C4、S5 和 C5)进行 Hoechst 33258 染色，在荧光显微

镜下观察，C2 组分荧光强度最强，视野中荧光颗粒

数多，颗粒间粘黏比例低，说明细胞核提纯质量较好

(图 3)；其他组分荧光强度弱，基本观察不到荧光颗

粒。因此，细胞核主要存在于 C2 组分中，其他组分

中不存在细胞核。 
由表 2 可知，细胞膜(5-NT)、线粒体(SDH)、微

粒体(G-6-Pase)和细胞质(LDH)标志酶在栉孔扇贝消

化盲囊亚细胞组分(S2、C2、C4、S5 和 C5)中显示有

不同的分布，其中，5-NT、SDH、LDH 和 G-6-Pase
分别在 S2、C4、S5 和 C5 组分中占有高比例(63.90%、

64.89%、77.82%和 67.55%)的标志酶活性(图 4)，由

此推测，S2、C4、S5 和 C5 分离组分分别为细胞膜、

细胞质、线粒体和微粒体。虽然 4 种亚细胞组分标志

酶在 C2 中均有微量检出，但结合细胞核 Hoechst 
33258 染色结果，确定为细胞核。综合标志酶检测和

Hoechst 33258 染色细胞核的结果，本实验得到的 S2、
C2、C4、S5 和 C5 分别为细胞膜、细胞核、线粒体、

细胞质和微粒体。 

3  讨论 

3.1  贝类组织细胞匀浆方法 

动物组织细胞匀浆质量直接关系到亚细胞组分

的充分释放和完整程度，实验材料处理方法、匀浆方

法和匀浆介质等是影响组织匀浆质量的重要因素。新

鲜动物肝脏是亚细胞组分分离的最佳材料(Mootha  
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图 2  在不同匀浆时间下的栉孔扇贝消化盲囊细胞 Hoechst 33258 染色 
Fig.2  Hoechst 33258 staining of digestive gland cells of C. farreri at different homogenization time 

 

 
 

图 3  栉孔扇贝消化盲囊亚细胞组分的 Hoechst 33258 染色 
Fig.3  Hoechst 33258 staining of digestive glands subcellular fractions of C. farreri  

A: S2; B: C2; C: C4; D: S5; E: C5 
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表 2  栉孔扇贝消化盲囊亚细胞组分标志酶分布 
Tab.2  Distribution of marker enzymes in subcellular fractions of digestive glands of C. farreri 

分离亚细胞组分 Subcellular fractions 标志酶 
Marker enzymes S2 C2 C4 S5 C5 

5-核苷酸酶活力 
5'-nucleotidase [nmol/(min·mg prot)] 

21.73±0.14e 0.81±0.01a 2.55±0.03c 7.78±0.30d 1.14±0.02b 

琥珀酸脱氢酶活力 
Succinate dehydrogenase (U/mg prot) 

0.78±0.11b 0.26±0.01a 4.91±0.12d 1.1±0.08c 1.16±0.07c 

乳酸脱氢酶活力 
Lactate dehydrogenase (U/mg prot) 

1.19±0.07b 0.09±0.01a 0.07±0.01a 6.35±0.66c 0.46±0.01ab 

葡萄糖-6-磷酸酶活力 
Glucose-6-phosphatase 
[nmol/(min·mg prot)]  

2.55±0.02c 0.65±0.04a 1.14±0.01b 5.47±0.01b 12.07±0.24d 

注：同一行中标有不同上标字母表示差异性显著(P<0.05) 
Note: Different superscripts in the same line indicate significant differences (P<0.05) 

 

 
 

图 4  栉孔扇贝消化盲囊的 5 种亚细胞组分中 
标志酶活性比例 

Fig.4  Distribution of marker enzymes in five subcellular 
fractions of digestive glands tissues of C. farreri 

以栉孔扇贝消化盲囊亚细胞各分离组分(S2、C2、 
C4、S5 和 C5)标记酶活性总和为参照，计算 

各分离组分所占标记酶活性的比例。同一颜色柱子 
标有不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 

The total activity of marker enzymes in subcellular  
fractions (S2, C2, C4, S5, and C5) of digestive glands of  

C. farreri was used as a reference to calculated the 
proportions of the marker enzymes activity in each  

isolated fraction. Different letters in the column of the  
same color indicate significant differences (P<0.05) 

 
et al, 2003; Kikuchi et al, 2004; Li et al, 2004; 
Bagshaw et al, 2005)，但有时因为实验条件限制，低

温冷冻的实验材料也被用来离心分离亚细胞组分

(Hoffmann et al, 2005)。Song 等(2006)研究显示，小

鼠(Mus musculus)冷冻肝脏制备的亚细胞组分回收率

显著低于新鲜肝脏组和冷冻均质肝脏组。Nielsen 等

(2005)研究显示，冷冻处理导致细胞核破碎释放 DNA，

会引起其他膜系细胞器的聚集，不利于细胞膜和其他

亚细胞组分的分离。因此，不建议冷冻肝脏用于亚细

胞组分分离研究。此外，还应根据待均质化的组织类

型和实验的具体目的，合理选择玻璃匀浆、过滤、研

磨、超声处理、酶溶解等匀浆方法。本研究以新鲜栉

孔扇贝消化盲囊组织作为实验材料，采用玻璃匀浆法

研磨组织细胞，整个匀浆、分离过程严格控制实验

温度在 0℃~4℃，亚细胞组分分离效果好、损伤小。 
动物组织匀浆介质的选择和制备要考虑渗透压、

pH、蛋白质保护剂等条件，这对于亚细胞组分的分

离及完整性至关重要。已有研究表明，在蔗糖溶液中

加入低浓度的 Ca2+或 Mg2+可防止细胞核团簇(Anderson 
et al, 1951; Hogeboom et al, 1952)，但 Ca2+、Mg2+的

存在对线粒体的功能有害(Graham et al, 2006)；因而，

在匀浆缓冲液中加入 100 mmol/L KCl，或在细胞核分

离步骤完成后，往上清液中加入 EDTA，可平衡 Ca2+、

Mg2+等引起的核粘连以及核和其他碎片粘连(费一楠

等, 2007)。本研究中，栉孔扇贝消化盲囊组织细胞匀

浆缓冲液已经过预实验优化，结果显示，匀浆液中不

加细胞核稳定剂 MgCl2，会发生细胞核大面积团簇现

象，而加入 MgCl2 的实验组，得到的细胞核分散、形

态清晰、个体完整，这与上述一些研究结果类似。与

Livingstone 等(1984)在紫贻贝上和 Siebert 等(2017)在
牡蛎上所用匀浆缓冲液相比，其优点在于能更好地保

护膜蛋白，且协调了 MgCl2 能减少细胞核破裂、结块

的优点和影响其他细胞器功能缺点之间的矛盾。 

3.2  贝类组织细胞匀浆破碎率检验方法 

目前，动物组织细胞匀浆破碎率大多利用形态学

手段如台盼蓝染色(Lepvrier et al, 2017)、相差显微镜

观察(Huber et al, 2003)等方法检验，通过测定完整细

胞的数量和观察细胞核的聚集情况，来评估均质化的
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质量，但这些方法存在观察结果模糊、对比不明显等

缺点。Hoechst 33258 是一种毒性较低的蓝色荧光染

料，因其能穿透细胞膜与核酸结合，常用于细胞凋亡

检测和活细胞标记(谢兴文等 , 2012; 吴彪等 , 2013; 
王净等, 2015)。本研究利用 Hoechst 33258 染色的特

性，通过该方法观察不同匀浆时间里的完整细胞数

量，结果显示，经玻璃匀浆 5 min 时完整细胞数目最

少，匀浆效果较好。同时，将 Hoechst 33258 染色结

果与血球计数板计数结果进行比较，验证了 Hoechst 
33258 染色法检验匀浆破碎率的可行性。由此，建立

了栉孔扇贝 (贝类 )消化盲囊组织细胞匀浆破碎率

Hoechst 33258 染色检验方法。 

3.3  贝类组织亚细胞组分鉴定与纯度分析 

亚细胞组分分离技术在过去的几十年中得到了

很大完善，同时，也发展出了一系列提纯亚细胞组分

的方法，如重复洗涤、密度梯度离心或其他蛋白质纯

化程序(Pasquali et al, 1999)，但要得到纯净的亚细胞

组分仍然是现在细胞生物学中很难实现的目标。提纯

亚细胞组分的每一步操作都以损失亚细胞组分的活

性为代价，因此，分离纯化亚细胞组分的纯度只要达

到实验要求即可。 
标志酶、蛋白质印迹、电镜观察等方法是常用的

动物组织细胞亚细胞组分鉴定与纯度分析方法
(Fleischer et al, 1974; Cooper et al, 2010; Lieb et al, 
2010)，其中，标志酶法通过检测各个亚细胞分离组

分的标志酶活性大小和酶活性贡献比率，获得亚细胞

组分纯度和分布信息(Andreyev et al, 2010)，如某一目

标亚细胞组分中检测到有对应的标记酶以外的其他

标志酶活性，则表明存在其他亚细胞组分，通过计算

标记酶的酶活性贡献比率，可以得到亚细胞组分富集

和分布情况。Siebert 等(2017)未对牡蛎消化盲囊组织

离心得到的微粒体和细胞质进行鉴定和纯度分析，难

以保证实验精确性；Livingstone 等(1984)利用琥珀酸

脱氢酶(SDH)、葡萄糖-6-磷酸酶(G6PASE)、丙酮酸激

酶(PK)对紫贻贝消化盲囊线粒体、细胞质、微粒体进

行鉴定，且用标志酶活性大小表示它们的富集情况，

结果显示，G6PASE 酶活性在分离得到的其他几个组

分中都有较高的检出，微粒体富集程度不理想。 
本研究通过 5-核苷酸酶、琥珀酸脱氢酶、乳酸

脱氢酶和葡萄糖-6-磷酸酶鉴定了细胞膜、线粒体、细

胞质、微粒体 4 种亚细胞组分的种类，且通过标志酶

活力大小和酶活性贡献比率显示 4 种标志酶分别在

S2、C4、S5 和 C5 组分中占有高比例(63.90%、64.89%、

77.82%和 67.55%)的标志酶活性。由此确定，S2、C2、

C4、S5 和 C5 组分分别为细胞膜、细胞核、细胞质、

线粒体和微粒体。另外，本研究将分离组分(S2、C2、
C4、S5 和 C5)用 Hoechst 33258 染色，镜检发现，C2
组分荧光强度最强，荧光颗粒数目多，其他组分荧光

强度微弱，荧光颗粒数目稀少，由此推出细胞核存在

于 C2 组分中。由此说明，本研究不仅分离、鉴定出

5 个栉孔扇贝消化盲囊组织亚细胞组分，还获得了活

性良好的细胞核，充分证明本研究建立的栉孔扇贝组

织细胞亚细胞组分分离、鉴定方法是可行的，对于贝

类组织细胞亚细胞组分分离鉴定和生理机制研究具

有重要意义。 

参  考  文  献 

Anderson NG, Wilbur KM. Studies on isolated cell components: 
II. The release of a nuclear gel by heparin. Journal of General 
Physiology, 1951, 34(5): 647‒655 

Andreyev AY, Shen Z, Guan Z, et al. Application of proteomic 
marker ensembles to subcellular organelle identification. 
Molecular and Cellular Proteomics, 2010, 9(2): 388‒402 

Bagshaw RD, Mahuran DJ, Callahan JW. A proteomic analysis 
of lysosomal integral membrane proteins reveals the diverse 
composition of the organelle. Molecular and Cellular 
Proteomics, 2005, 4(2): 133‒143 

Beneking M, Schmidt H, Weiss G. Subcellular distribution of a 
factor inactivating tyrosine aminotransferase. FEBS Journal, 
1978, 82(1): 235‒243 

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation 
of microgram quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 1976, 72(1–2): 
248–254 

Chen Y, Yu L. Research progress of membranous organelles and 
their subcellular structures in China. Chinese Science 
Bulletin, 2017, 62(19): 2055‒2062 [陈扬, 俞立. 膜性细胞

器及其亚结构的动态调控机制国内研究进展. 科学通报, 
2017, 62(19): 2055‒2062] 

Cooper S, Hare L, Campbell PG. Subcellular partitioning of 
cadmium in the freshwater bivalve, Pyganodon grandis, 
after separate short-term exposures to waterborne or diet- 
borne metal. Aquatic Toxicology, 2010, 100(4): 303‒312 

Fei YN, Zhang Z, Cao C, et al. The culture of tobacco 
suspension cells and the isolation of organelles. Journal of 
Capital Normal University (Natural Science), 2007, 28(2): 
68‒74 [费一楠, 张钊, 曹聪, 等. 烟草悬浮系培养与细胞

器的分离. 首都师范大学学报(自然科学版), 2007, 28(2): 
68‒74] 

Fleischer S, Kervina M. Subcellular fractionation of rat liver. 
Methods in Enzymology, 1974, 31(Pt A): 6‒41 

Graham J, Harris JR. Isolation and functional analysis of 
organelles. Cell Biology Protocols. John Wiley and Sons, 



第 3 期 陈  维等: 栉孔扇贝消化盲囊亚细胞组分分离与鉴定技术 117 

 

Ltd, 2006, 87‒151 
He F, He DC. The development of the techniques of subcellular 

isolation. Modern Instruments, 2005, 11(2): 1‒5 [贺芳, 何
大澄. 亚细胞器分离纯化技术的发展. 现代仪器, 2005, 
11(2): 1‒5] 

Heidrich HG, Dew ME. Preparative free-flow electrophoresis for 
the isolation of membrane, organelle and cell fractions from 
rabbit kidney cortex. Current Problems in Clinical 
Biochemistry, 1976, 6(S2): 108‒112 

Hoffmann K, Blaudszun J, Brunken C, et al. New application of 
a subcellular fractionation method to kidney and testis for 
the determination of conjugated linoleic acid in selected cell 
organelles of healthy and cancerous human tissues. Analytical 
and Bioanalytical Chemistry, 2005, 381(6): 1138‒1144 

Hogeboom GH, Schneider WC, Striebich MJ. Cytochemical 
studies. V. On the isolation and biochemical properties of 
liver cell nuclei. Journal of Biological Chemistry, 1952, 
196(196): 111‒120 

Huber LA, Pfaller K, Vietor I. Organelle proteomics: Implications 
for subcellular fractionation in proteomics. Circulation 
Research, 2003, 92(9): 962‒968 

Islinger M, Kirsch J, Angermüller S, et al. Subcellular 
fractionation of brain tissue using free-flow electrophoresis. 
Neuroproteomics, 2011 in Li K. (eds) Neuroproteomics. 
Neuromethods, vol 57. Humana Press, Totowa, NJ 

Jadot M, Boonen M, Thirion J, et al. Accounting for protein 
subcellular localization: A compartmental map of the rat 
liver proteome. Molecular and Cellular Proteomics, 2017, 
16(2): 194 

Jiang XS, Zhou H, Zhang L, et al. A high-throughput approach 
for subcellular proteome identification of rat liver proteins 
using subcellular fractionation coupled with two-dimensional 
liquid chromatography tandem mass spectrometry and 
bioinformatic analysis. Molecular and Cellular Proteomics, 
2004, 3(5): 441 

Keiichi K, Tatsuya O, Ryuichi W, et al. In vitro acylation of 
okadaic acid in the presence of various bivalves’ extracts. 
Marine Drugs, 2013, 11(2): 300‒315 

Kikuchi M, Hatano N, Yokota S, et al. Proteomic analysis of rat 
liver peroxisome: Presence of peroxisome-specific isozyme 
of Lon protease. Journal of Biological Chemistry, 2004, 
279(1): 421‒428 

Kiri AN, Tran HC, Drahos KL, et al. Proteomic changes in 
bovine heart mitochondria with age: Using a novel 
technique for organelle separation and enrichment. Journal 
of Biomolecular Techniques, 2005, 16(4): 371 

Klaassen CD, Plaa GL. Comparison of the biochemical 
alterations elicited in livers from rats treated with carbon 
tetrachloride, chloroform, 1, 1, 2-trichloroethaneand 1, 1, 
1-trichloroethane. Biochemical Pharmacology, 1969, 18(8): 
2019‒2027 

Lepvrier E, Martin S, Collet B. Production of the non-apoptotic 

metalloprotease-cleaved CD95L and its cytotoxic recombinant 
counterpart designed Ig-CD95L. Methods in Molecular 
Biology, 2017, 1557: 1‒10 

Li KW, Hornshaw MP, van der Schors RC, et al. Proteomics 
analysis of rat brain postsynaptic density: Implications of 
the diverse protein functional groups for the integration of 
synaptic physiology. Journal of Biological Chemistry, 2004, 
279(2): 987‒1002 

Lieb B, Gebauer W, Gatsogiannis C, et al. Molluscan mega- 
hemocyanin: An ancient oxygen carrier tuned by a 550 kDa 
polypeptide. Frontiers in Zoology, 2010, 7(1): 14 

Livingstone DR, Farrar SV. Tissue and subcellular distribution of 
enzyme activities of mixed- function oxygenase and benzo 
[a] pyrene metabolism in the common mussel Mytilus edulis 
L. Science of the Total Environment, 1984, 39(3): 209‒235 

Merino V, Kumar NS. Isolation, affinity purification and 
biochemical characterization of a lysosomal cathepsin D 
from the deuterostome Asterias rubens. Comparative 
Biochemistry and Physiology Part B Biochemistry and 
Molecular Biology, 2012, 161(3): 240‒246 

Mootha VK, Bunkenborg J, Olsen JV, et al. Integrated analysis 
of protein composition, tissue diversity, and gene regulation 
in mouse mitochondria. Cell, 2003, 115(5): 629‒640 

Nielsen PA, Olsen JV, Podtelejnikov AV, et al. Proteomic 
mapping of brain plasma membrane proteins. Molecular and 
Cellular Proteomics, 2005, 4(4): 402‒408 

Pasquali C, Fialka I, Huber LA. Subcellular fractionation, 
electromigration analysis and mapping of organelles. 
Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and 
Applications, 1999, 722(1–2): 89‒102 

Siebert MN, Mattos JJ, Piazza CE, et al. Characterization of 
ethoxyresorufin O-deethylase activity (EROD) in oyster 
Crassostrea brasiliana. Comparative Biochemistry and 
Physiology Part B: Biochemistry and Molecular Biology, 
2017, 203: 115‒121 

Song Y, Hao Y, Sun A, et al. Sample preparation project for the 
subcellular proteome of mouse liver. Proteomics, 2006, 
6(19): 5269‒5277 

Storrie B, Amadden E. Isolation of subcellular organelles. 
Methods in Enzymology, 1990, 182: 203‒225 

Takemoto M, Asker N, Gerhardt H, et al. A new method for large 
scale isolation of kidney glomeruli from mice. American 
Journal of Pathology, 2002, 161(3): 799‒805 

Vitale N, Horiba K, Ferrans VJ, et al. Localization of 
ADP-ribosylation factor domain protein 1 (ARD1) in 
lysosomes and Golgi apparatus. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 1998, 
95(15): 8613‒8618 

Wang J, Han YP, Yang RF, et al. Optimization of labeling and 
localizing bacterial membrane and nucleus with FM4-64 
and Hoechst dyes. Acta microbiologica Sinica, 2015, 55(8): 
1068‒1073 [王净 , 韩延平 , 杨瑞馥 , 等 . FM4-64 和

Hoechst 染料在活细菌胞膜和拟核标记定位中的条件优



118 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

化与应用. 微生物学报, 2015, 55(8): 1068‒1073] 
Wang W, Wang J, Xue L. Expression of Smac/Diablo in neonatal 

rats with hypoxic-ischemic brain damage and protective 
mechanism of Shenfu injection. Apoplexy and Nervous 
Diseases, 2012, 29(9): 790‒793 [王伟, 王军, 薛莉. HIBD
新生大鼠线粒体凋亡蛋白 Smac/Diablo 的亚细胞器表达

及参附注射液的干预作用. 中风与神经疾病, 2012, 29(9): 
790‒793] 

Wu B, Yu T, Yang AG, et al. Cytological observations on 
fertilization of Scapharca broughtonii from China and 
Korea. Progress in Fishery Sciences, 2013, 34(5): 64‒68 [吴
彪, 于涛, 杨爱国, 等. 不同地理群体魁蚶杂交受精过程

的荧光观察. 渔业科学进展, 2013, 34(5): 64‒68] 
Xie XW, Hou FY, Li N, et al. Hoechst33342 for labeling rat bone 

marrow mesenchymal stem cells. Journal of Clinical 
Rehabilitative Tissue Engineering Research, 2012(49): 
9146‒9151[谢兴文, 侯费祎, 李宁, 等. Hoechst33342 对

大鼠骨髓间充质干细胞的标记 . 中国组织工程研究 , 
2012(49): 9146‒9151] 

Zhao YF, Shang DR, Ning JS, et al. Subcellular distributions of 
trace metals in Sargassum fusiforme. Progress in Fishery 
Sciences, 2013, 34(6): 118‒123 [赵艳芳, 尚德荣, 宁劲松, 
等. 羊栖菜中微量金属元素的亚细胞分区分布. 渔业科

学进展, 2013, 34(6): 118‒123] 
 

(编辑  马璀艳) 
 

Isolation and Identification of Subcellular Fractions from  
Digestive Glands of Chlamys farreri 

CHEN Wei, WEI Shouxiang, LI Yuhan, PAN Luqing①
 

(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    In this study, homogenization, centrifugation, microscopy, and marker enzyme assays were 
used to study the separation and identification techniques for subcellular fractions of the digestive gland 
tissues of Chlamys farreri. The results showed that after Hoechst 33258 staining, a large number of intact 
cells, which were round or elliptical, with complete cell membrane and high fluorescence intensity, were 
observed in the 2 min homogenization group. In the 3, 4, and 5 min homogenization group, the number of 
intact cells gradually decreased, and many cell fragments with small morphology, weak fluorescence, and 
blurred outline appeared. Additionally, the blood cell counting results were consistent with the Hoechst 
staining results. With the increase in homogenization time (2~5 min), the broken cell rate was increased 
under an optical microscope and when the 2 min homogenization group was used as the control group, the 
broken cell rate reached 94.24% in the 5 min homogenization group. There were more fluorescent 
particles in C2 with appropriate size, and clear structure, and fewer fluorescent particles were observed in 
other separated fractions, when fractions (S2, C2, C4, S5, and C5) of the digestive gland tissues of      
C. farreri were stained with Hoechst 33258. Therefore, the nucleus mainly presented in the C2 fraction. 
At the same time, the marker enzyme activity of the cell membrane (5ʹ-nucleotidase), mitochondria 
(succinate dehydrogenase), cytoplasmic (lactate dehydrogenase), and microsomes (glucose-6-phosphatase) 
accounted for a high proportion (63.90%, 64.89%, 77.82%, and 67.55%) in the S2, C4, S5, and C5 
fractions, respectively; however, there were also a small amount found in other subcellular fractions. As a 
result, the separated fractions of S2, C2, C4, S5, and C5 were cell membrane, nucleus, mitochondria, 
cytoplasm, and microsomes, respectively, and the technical methods for separation and identification of 
subcellular fractions of the digestive gland tissues of C. farreri were successfully determined. 
Key words    Chlamys farreri; Digestive glands tissues; Subcellular fractions; Isolation and identification 
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短期高盐胁迫对脆江蓠抗氧化酶活性 
及光合酶活性的影响* 

徐  涵 1,3  薛素燕 1,2  李加琦 1,2  丁敬坤 1,3   
霍恩泽 1,3  张雯雯 1,3  毛玉泽 1,2①  方建光 1 

(1. 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；2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋生态 

与环境科学功能实验室  青岛  266071；3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    采用实验生态学方法，研究了脆江蓠(Gracilaria chouae)相关酶活性对短期高盐胁迫的响

应，旨在为提高脆江蓠规模化养殖夹苗效率提供理论依据。实验设置 5 个盐度梯度(40、45、50、
55 和 60)，自然海水作为对照组，研究了高盐处理 0.5 h 及自然海水恢复 12 和 24 h 对脆江蓠抗氧化酶

和光合酶活性的影响。结果显示，高盐胁迫 0.5 h 后，随盐度的升高，脆江蓠的抗氧化酶中，超氧化

物歧化酶(SOD)活性逐渐升高(P<0.05)，过氧化物酶(POD)活性呈波动变化(P<0.05)，过氧化氢酶(CAT)
活性逐渐降低但差异不显著(P>0.05)，丙二醛(MDA)含量随盐度升高显著升高(P<0.01)，上述抗氧

化酶活性均在盐度 50~55 时出现极值；脆江蓠光合作用关键酶 Rubisco 活性随盐度升高逐渐降低

(P<0.01)，碳酸酐酶(CA)含量随盐度增加略有增加(P<0.05)。随恢复时间的增加，脆江蓠 SOD、POD
和 CAT 活性逐渐升高(P<0.05)，MDA 含量显著降低(P<0.05)；Rubisco 活性逐渐升高(P<0.05)，CA 含

量呈波动变化。研究表明，短期高盐胁迫显著影响脆江蓠藻体抗氧化酶和光合酶活性，藻体通过提

高抗氧化酶活性以及加强对无机碳的吸收利用来应对高盐胁迫，胁迫去除后逐渐恢复至正常水平。 
关键词    脆江蓠；高盐胁迫；抗氧化酶；光合酶 
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脆江蓠(Gracilaria chouae)是我国特有的暖水种

经济红藻，具有较高的研究价值。前期研究表明，短

期高盐海水浸泡脆江蓠使其藻体软化，用于实际夹苗

生产的前处理方法是可行的，该方法夹苗牢固，对藻

abc
图章
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体损伤小，且可在短期内恢复正常。但高盐度诱发活

性氧积累会造成海藻损伤，而海藻抗氧化系统清除活

性氧能力在海藻耐盐能力中起着重要作用。对高等植

物研究发现，盐胁迫可增加植物体内活性氧的产生，

造成氧化胁迫(Heidari et al, 2011)。在大型红藻的研

究中也发现，盐度胁迫会引起藻体内抗氧化酶活性的

升高(李晓蕾等, 2019；Kumar et al, 2010)。抗氧化酶

活 性 与 藻 类 的 抗 逆 性 之 间 有 着 重 要 的 相 关 性

(Dummermuth et al, 2003)。在系统进化中，藻类进化

出一套自由基清除系统来去除体内过多的氧自由基，

抵抗氧化胁迫，从而避免藻体损伤。植物的抗氧化系

统包括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、
过氧化氢酶(CAT)等酶促抗氧化系统和包括抗坏血

酸、类胡萝卜素和脯氨酸等在内的非酶促抗氧化系统。 
通常盐碱胁迫会减弱植物的光合作用，而藻类

的生长发育及产量与光合作用密切相关 (徐涵等 ,  
2019)。高盐胁迫下，植物细胞发生水分亏缺，光合

作用能力与叶绿体内的光合酶活性有关(Kaiser et al, 
2015)。研究表明，细胞在缺水条件下，光合作用的

下调与抗氧化酶的活性有关，此时，细胞内活性氧自

由基(ROS)大量积累，抗氧化系统作用减弱，造成细

胞膜脂过氧化损伤，从而导致了植物光合碳同化能力

下降(闻志彬等, 2015)。植物光合碳同化途径可以随

环境改变发生适应性变化(Hibberd et al, 2004)，大型

海藻的光合碳代谢除了 C3 途径外，通常还同时存在

不一定完整的 C4 途径(芦笛, 2013)。作为 C3 途径的补

充，C4 植物具有高光合效率、低 CO2 补偿点、几乎

没有光呼吸等特点(李卫华等, 1999)，尤其在干旱、

盐碱胁迫下，C4 植物具有明显的生长优势及水分和营

养利用率(Hatch, 1987)。 
目前，有关盐度对脆江蓠影响的研究甚少，主要

为低盐对脆江蓠生长、光合色素含量及抗氧化酶活性

等影响方面的少数研究(金玉林等, 2012; 解修俊等, 
2014)。但高盐胁迫对脆江蓠影响的研究还未见报道。

本研究通过测定不同高盐度和不同处理时间对脆江

蓠抗氧化酶以及光合作用相关酶含量的变化，探讨高

盐胁迫对脆江蓠光合作用相关酶活性的影响以及脆

江蓠抗氧化酶活性对短期盐度胁迫的调控作用，为大

型藻类耐盐机制的研究提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

脆江蓠取自山东省青岛市城阳水产批发市场，低

温运回实验室。选取生长状况良好，形态一致的藻体，

灭菌海水反复冲洗至表面无杂质，GXZ 智能光照培

养箱(宁波江南仪器厂)预培养 7 d。培养海水取自胶

州湾养殖区(盐度为 32, pH 为 7.99, 无机氮浓度为

56.9 μmol/dm3, 无机磷浓度为 2.16 μmol/dm3)，1 L 培

养液放入 1 g 藻体，温度为(20±1)℃，光照强度为

(70±10) μmol/m2·s，光照周期为 12 L∶12 D。每天更

换一次培养液。 

1.2  浸泡处理 

使用 NaCl 溶解于灭菌自然海水的方法，调节水

体盐度至 40、45、50、55 和 60。将脆江蓠浸泡于上

述盐度海水中，光照培养箱培养(培养条件与暂养一

致) 0.5 h 后，置于自然灭菌海水中恢复 12、24 h，每

个处理设置 3 个重复。选取健康、生长一致藻体，无

菌海水冲洗 3 次并吸干表面水分，进行酶活测定实

验，自然海水作为对照组。 

1.3  抗氧化相关酶活性的测定 

脆江蓠 SOD、POD、CAT 和丙二醛(MDA)活性使

用南京建成酶活试剂盒测定，具体方法参见试剂盒使

用说明书。 

1.4  光合碳代谢相关键酶活性的测定 

脆江蓠 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶(Rubisco)活性使用

索莱宝酶活试剂盒测定，碳酸酐酶(CA)活性使用 Melson
检测试剂盒测定，具体方法参见试剂盒使用说明书。 

1.5  数据处理和统计学分析 

使用 Excel 2013 进行数据处理；采用 SPSS 17.0
软件进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，使用

Duncan 法进行多重比较，P<0.05 为显著标准。 

2  结果 

2.1  高盐处理对脆江蓠抗氧化相关酶、MDA 活性的

影响 

如图 1~图 4 所示，盐度胁迫显著影响脆江蓠抗

氧化酶活性及 MDA 含量(P<0.05)。高盐处理 0.5 h
后，SOD 活性随盐度升高，呈先降低后升高趋势

(P<0.05)，盐度为 55 时达最大值。POD 活性随盐度

升高波动变化(P<0.05)。CAT 活性随盐度升高略有降

低，但与对照组间差异不显著(P>0.05)。MDA 含量随

盐度升高呈先降低后升高(P<0.01)，盐度为 40 时含量

最低，盐度为 55 时达最大值。 
恢复 12 h 后，脆江蓠抗氧化酶系统活性变化见

图 1~图 4，随盐度的升高，SOD 活性逐渐升高
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(P<0.01)(图 1)，盐度为 55 时含量最高。POD 活性随

盐度升高呈与高盐处理 0.5 h 相反的趋势波动变化

(P<0.05)(图 2)。 CAT 活性随盐度升高逐渐降低

(P<0.01)(图 3)，盐度为 55 时含量最低。MDA 含量变

化趋势与盐处理 0.5 h 相同(P<0.01)，较盐处理 0.5 h
含量低(图 4)。 

 

 
 

图 1  盐度对脆江蓠超氧化物歧化酶活性的影响 
Fig.1  The effect of salinity on SOD activity of G. chouae 

不同小写字母表示同一处理时间下不同盐度处理组间 
差异显著(P<0.05)，不同大写字母表示同一盐度处理组 

在不同处理时间下差异显著(P<0.05)。下同 
Different lowercases indicate significant difference (P<0.05) 

among different groups at the same time. Different uppercases 
lowercases indicate significant difference (P<0.05) at 

different time point of the same group. The same as below 
 

 
 

图 2  盐度对脆江蓠过氧化物酶活性的影响 
Fig.2  The effect of salinity on POD activity of G. chouae 

 
胁迫去除后，随恢复时间的增加，藻体内抗氧化

酶活性显著升高(P<0.01)，MDA 含量明显降低(图 1~  
图 4)。SOD 活性随恢复时间的增加显著升高(P<0.01)，
恢复 24 h 后，随盐度的增加显著升高(P<0.01)。POD
活性随恢复时间的增加而升高(P<0.01)，恢复 24 h 后，

POD 活性波动变化总体呈升高趋势(P<0.05)，盐度为

55 时达最大值。除盐度 40 组外，各盐度处理组 CAT
活性随恢复时间的增加而升高，盐度为 50 和 55 时最

为显著(P<0.01)，且随恢复时间的增加而升高。MDA
含量与盐处理 0.5 h 相比明显降低。 

 
 

图 3  盐度对脆江蓠过氧化氢酶活性的影响 
Fig.3  The effect of salinity on CAT activity of G. chouae 

 

 
 

图 4  盐度对脆江蓠丙二醛含量的影响 
Fig.4  The effect of salinity on MDA content of G. chouae 

 

2.2  高盐处理对脆江蓠光合作用关键酶活性的影响 

盐处理 0.5 h 及恢复 24 h 后脆江蓠 Rubisco 活性

变化见图 5。盐处理 0.5 h 后，随着盐度增加，Rubisco
活性呈先增加后减少的趋势(P<0.01)。经过 24 h 恢复，

盐度为 40、50及 60组 Rubisco活性显著增加(P<0.01)。 
盐处理 0.5 h 后(图 6)，盐度 55 组 CA 含量显著

低于对照组(P<0.05)，其余各处理组与对照组相比 CA
含量有所增加。恢复 24 h 后，与盐处理 0.5 h 相比，

盐度 45、50 和 60 组中 CA 含量开始降低，盐度为 55
组 CA 含量显著增加(P<0.05)。 

 

 
 

图 5  盐度对脆江蓠二磷酸核酮糖羧化酶活性的影响 
Fig.5  The effect of salinity on Rubisco activity of G. chouae 
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图 6  盐度对脆江蓠碳酸酐酶含量的影响 
Fig.6  The effect of salinity on CA content of G. chouae 

 

3  讨论 

3.1  脆江蓠抗氧化酶系统对短期高盐胁迫的调控作用 

高渗透压胁迫下，在不同光、重金属等环境胁迫， 
大型藻类藻体会发生快速、强烈但短期的活性氧

(ROS)猝发(Dring, 2005)。ROS 的大量积累，会引起

植物膜结构和功能的破坏、DNA 突变及蛋白质降解

(Bowler et al, 1992)等生物损伤。大型藻类在逆境胁迫

下进化出一套自由基清除系统，通过增加细胞内抗氧

化物、SOD、POD、CAT 等抗氧化酶的含量清除过多

的活性氧，减少细胞损伤(Dring, 2005)。本研究中，

盐度处理 0.5 h，藻体 SOD 活性在盐度为 45 以后随

盐度增加而升高，盐度为 55 时达最大值，这与金玉林

(2012)的研究结果相似。SOD 是抗氧化酶抵御不良环

境的第一道防线，其活性增加是对体内氧自由基增加

的应急解毒措施(罗广华等, 1987)，在一定盐度胁迫范

围内，SOD 活性可随胁迫强度的增加而升高，迅速清

除 ROS，从而达到对机体的保护作用。POD 对环境

变化尤其敏感(刘晓培等, 2012)，但盐度胁迫需要依

赖细胞的完整性才能诱导 POD 酶活性(柯德森等 , 
2006)。本研究中，POD 活性随盐度增加呈波动变化，

推测其原因可能是，藻体内积累的活性氧造成细胞膜

结构和功能的破坏，POD 不能完全发挥作用而导致

的。CAT 活性随盐度增加逐渐降低，可能是由于 CAT
酶蛋白更易受到损伤，这与高 NaCl 可引起螺旋藻CAT
失活的结果相似(刘志礼等, 1998)。 

当机体自由基清除系统不能及时清除大量 ROS
时，会产生大量的脂质过氧化产物 MDA，其极易与

细胞内各种成分反应，从而引起细胞膜及胞内酶的严

重损伤，MDA 是衡量脂质损害程度的重要指标   
(王爱国等, 1986)。本研究中，盐处理 0.5 h，盐度不

超过 45 时，脆江蓠体内 MDA 含量随盐度升高呈先

减少后增加的趋势，说明在一定范围内升高盐度，脆

江蓠体内自由基清除系统能有效发挥作用，降低

MDA 含量。当盐度继续增加，机体来不及清除体内

过多 ROS，MDA 含量随盐度增加而升高，与冯琛等

(2004)对条斑紫菜的研究结果相一致。 
盐度为 60 时，脆江蓠藻体 SOD、POD 以及 CAT

活性都显著降低。可能是藻体受到极端胁迫时，破坏

了自由基清除系统，对生物体的保护功能降低    
(王建华等, 1989)。当胁迫停止，随恢复时间的增加，

藻体 SOD、POD 及 CAT 活性明显升高，MDA 活性

显著降低，表明胁迫去除后，抗氧化酶类活性增加，

藻体保护系统又逐步恢复作用，大量清除 ROS，藻体

逐渐恢复。藻类抗氧化酶系统和抗逆性之间存在着重

要的联系(Dummermuth et al, 2003)，抗氧化酶系统或

许可以作为藻类抗逆的指标，但对藻类抗氧化酶系统

抵御盐度胁迫机制的了解还不够，还需进一步研究。 

3.2  短时间高盐处理对脆江蓠光合作用相关酶含量

的影响 

盐碱胁迫通常会减弱植物的光合作用，细胞缺水

条件下，光合作用的下调与抗氧化酶的活性有关，此

时细胞内 ROS 大量积累，抗氧化系统作用减弱，造

成细胞膜脂过氧化损伤，从而导致了植物光合碳同化

能力下降。影响光合作用的各种生态因子都通过

Rubisco 而起作用(Brüggemann et al, 1992)。本研究中，

盐处理 0.5 h 后，轻微的盐度增加，使藻体 Rubisco 活性

有所增加，可能是因为轻微盐度刺激 ATP 和呼吸产

生的还原能量，增强了藻体解毒系统对活性氧释放的

反应活性。盐度超过 40，Rubisco 活性随盐度增加显

著降低，可能是因为氧化的 Rubisco 是一种更好的蛋

白酶底物，盐度胁迫可能会增强 AOS 造成的 Rubisco
降解(Ishida et al, 1997)。Rubisco 可以通过调节光合

作用和光呼吸来决定光合效率，高盐胁迫可能限制了

藻体 ATP 的供应，影响了活化酶对 Rubisco 的激活，

使 Rubisco 活性下降，进而对胁迫下的光合作用产生

调控。有研究认为，在盐度胁迫下，鱼腥藻(Anabaena) 
Rubisco 蛋白表达量增加，可能是由于离子胁迫和氧

化损伤的积累效应(Rai et al, 2013)。大多数红藻对

CO2 和 HCO3
–都能利用(Maberly, 1990)，CA 与大型海

藻高效的 CO2 浓缩机制(CCM)密切相关。CA 通过催

化 CO2 和 HCO3
–之间的相互转化，加速无机碳向羧化

酶活性部位的扩散，还能增加 1,5-二磷酸核酮糖

(RuBP)的羧化活性，降低其加氧活性，从而提高 CO2

的固定速率。本研究中，盐处理 0.5 h，盐度 45 以后，
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脆江蓠体内 CA 含量随盐度增加逐渐降低，表明高盐

胁迫对藻体无机碳吸收产生了影响，CA 能对环境胁

迫进行适应性调节(张震林等, 1992)。 
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Effects of Short Period High-Salinity Stress on Antioxidant Enzyme  
Activities and Photosynthesis Enzyme Activities of Gracilaria chouae 
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Science, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 
 3. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    The effects of acute hypersalinity stress on the antioxidant and photosynthetic enzyme 
activities of Gracilaria chouae were studied. Plants were exposed to different levels of salinity ranging 
from 33 (control) to 60 under laboratory conditions. After incubation, plants were then transferred to 
seawater with a controlled level of salinity and recovered after 12 or 24 hours, respectively. The activity of 
antioxidant enzyme SOD increased (P<0.05), the activity of POD was fluctuated (P<0.05), the activity of 
CAT gradually decreased without significant difference (P>0.05) but the content of MDA was 
significantly increased (P<0.01). The activity of SOD、POD、CAT and MDA reached the maximum in 
50~55 psu groups but decreased significantly at salinity 60; The activity of Rubisco, a key enzyme in 
photosynthesis of C3, gradually decreased with the increase of salinity (P<0.01). The content of CA 
slightly increased with the increase of salinity (P<0.05). With the increase of recovery time, SOD, POD 
and CAT activities gradually increased (P<0.05), and the activity of each antioxidant enzyme showed a 
maximum value in 50~55 psu groups, but MDA content decreased considerably (P<0.05). Rubisco 
activity was significantly higher than that in 0.5 h (P<0.05), and CA content fluctuated with salinity. Short 
period high-salinity stress significantly affected the activities of antioxidant enzymes and photosynthetic 
enzymes in G. chouae. Algae responded to hypersalinity stress by increasing the activities of antioxidant 
enzymes, and enhancing the absorption and utilization of inorganic carbon by CA. The alga gradually 
returned to the normal level after the stress was removed. The purpose of this study is to provide a 
theoretical basis for improving the efficiency of large-scale cultivation of G. chouae, and to provide basic 
data for the study of salt tolerance mechanism of macroalgae. 
Key words    Gracilaria chouae; High-salinity stress; Antioxidant enzyme; Photosynthetic enzymes 
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UV-B 紫外辐射对条斑紫菜生理生化的影响* 
潘  雪  茅云翔  王俊皓  曹  敏  毕桂萁  杜国英① 

(中国海洋大学海洋生物遗传学与育种教育部重点实验室  青岛  266003) 

摘要    条斑紫菜(Pyropia yezoensis)作为一种生长在潮间带的经济海藻，在适应干露失水时的高紫

外辐射上有其独特的特性。本研究以无 UV-B 辐射为对照组，0.5 W/m2(低)和 2 W/m2(高)UV-B 辐射

为实验组，检测条斑紫菜对 UV-B 紫外辐射响应的叶绿素荧光光合参数、多光谱荧光参数以及酪氨

酸酶活性的变化。结果显示，受到 UV-B 辐射的条斑紫菜的叶绿素荧光光合参数(QY_max、NPQ_Lss、
qP_Lss 和 Rfd_Lss)随辐照时间呈不同程度的下降趋势，并且高辐射强度下的各光合参数值低于低辐

射强度，表明条斑紫菜光合作用受到辐射的负面影响；极早期胁迫参数 F440/F690 和 F440/F740 的

差异表明，2 W/m2 UV-B 辐射组条斑紫菜比 0.5 W/m2 辐照组更早(1 h)进入胁迫状态，且 UV-B 辐射

下条斑紫菜酚醛类物质减少；与叶绿素浓度呈负相关的参数 F690/F740 变化表明，0.5 W/m2 辐照组

叶绿素浓度高于对照组，而在辐照 3 h 内低于 2 W/m2 辐照组，2 W/m2 辐照组叶绿素浓度则先上升，

并在辐照 4 h 下降，至 6 h 呈显著降低，说明藻体可耐受较低 UV-B 辐射，而高 UV-B 长时间辐照

对藻体造成明显的伤害；对酪氨酸酶的活性检测结果表明，受到 UV-B 辐照的条斑紫菜酪氨酸酶活

性显著高于对照组，且高辐照组的酶活性高于低辐照组的酶活性。 
关键词    条斑紫菜；UV-B；光合作用；叶绿素荧光；酪氨酸酶 
中图分类号  S917.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0125-08 

近年来，由于大气层中臭氧层的破坏加剧，导致

到达地球表面的太阳紫外辐射 UV-B 增强。有研究表

明，臭氧浓度每减少 1%，到达地表的 UV-B 辐射量

会增加 2%。研究日渐增强的 UV-B 对营光合作用生

长的生物影响一直以来备受关注(李梅, 2013; 郭秀林

等, 2001)。 
UV-B 辐射对海洋藻类的生理生化影响首先体现

在对其光合作用的影响上：一是破坏反应系统，光合

作用的原初光化学反应在反应中心进行，光能被捕光

天线色素吸收后，经过色素间的能量传递最后到达反

应中心。类囊体膜上存在 2 种光系统：光系统Ⅰ   
(PSⅠ)和光系统Ⅱ(PSⅡ)。虽然 UV-B 辐射对 PS 有影

响，但 UV-B 辐射对植物的主要作用部位是 PSⅡ，

已有很多实验证据支持这一结论(师生波等, 2011)。
UV-B 辐射会引起电子传递效率下降，导致光合作用

被抑制，使叶绿体的放氧活性下降。其原因是：(1) 增
强的 UV-B 辐射导致叶绿素(包括叶绿素 a 和叶绿素

b)和类胡萝卜素含量下降。(2) PSⅡ的蛋白被破坏，

abc
图章
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电子传递受阻，叶绿素吸收光而激发的高能电子传不

出去，积累的能量导致叶绿素的卟啉环发生氧化—开

环，光系统反应中心失活，Hill 反应活力下降，PSⅡ
的电子传递效率降低。二是使光合作用的关键酶含量

和酶活性下降，导致 CO2 羧化效率降低。三是引起参

与卡尔文循环的酶的活性发生变化。在种子植物中，

UV-B 能够引发 2 个独立的效应：一种是针对损伤的

应答反应；另一种是通过磷酸化的 UV-B 感光受体，

来引发光形态建成(高淑清等, 2004; Frohnmeyer et al, 
2003; Ulm et al, 2005)。引发的反应与受到 UV-B 的波

长、通量和持续时间有关。本研究中应用的叶绿素荧

光检测技术是一种简便、快捷、可靠、无损伤的光合作

用研究方法，在植物的光合作用、胁迫生理学、水生生

物学等方面都得到了广泛的应用(简敏菲等, 2016)。 
另一方面，在紫外辐射诱导下，生物体内会有相

应的生化代谢产物响应。在植物中，响应紫外诱导的

方式主要体现为次生代谢物的变化(陈梦, 2018)；在

动物中，UV-B 辐射可影响其鞘脂类代谢、核酸代谢、

亚油酸代谢、氨基酸代谢等通路(王恩鹏等, 2016)；
在微生物中，紫外诱变改变了菌株次级代谢产物的种

类(韦云, 2016)。不同种植物的叶绿素对 UV-B 紫外线

辐射的敏感度不同，同种植物的叶绿素含量对不同

UV-B 辐射强度的敏感度也不同 (蒋鹤鸣等 , 2012;   
王龙飞, 2013; 耿予欢等, 2006)。本研究使用的多光谱

荧光成像技术不仅可以作为植物生物和非生物胁迫

的诊断指标，其荧光参数 F440/F690 和 F440/F740 还

可以表示植物次级代谢产物酚醛类化合物的变化；

F690/F740 与叶绿素浓度负相关，可以表示叶绿素浓

度的变化，在植物和藻类中得到了广泛应用(Granum 
et al, 2015)。 

酪氨酸酶能够结合铜离子来催化初始的单酚类

物质(如酪氨酸)羟基化反应，并进一步氧化二元酚物

质(如 DOPA 与 DHI)来产生醌类物质，是植物黑色素

合成过程中的关键酶(Zhang et al, 2006)。正常的黑色

素合成和沉着具有保护表层细胞、防御紫外线辐射和

防止内部组织过热等作用。已有研究表明，UV-B 辐

射条件下的酪氨酸酶活性与黑色素含量有明显提高 
(吴姗姗等, 2016)，酪氨酸酶的活性高低将直接影响

黑色素的合成(宋康康, 2007)。 
藻类受 UV-B 辐射的影响，除以上在光合作用及

次级代谢物的影响外，还包括植物酶系统、蛋白含量

的变化、金属元素含量的变化等方面(蔡恒江等, 2006; 
缪锦来等, 2004)。在对红藻抗紫外辐射的研究中，多

聚焦在类菌孢素氨基酸(MAA)物质合成和抗辐射机

制上 (Brawley et al, 2017)。本实验室在条斑紫菜

(Pyropia yezoensis)的基因组研究中，除了发现 MAA
合成机制外，还发现酪氨酸酶基因在紫菜中呈显著扩

张，预示着紫菜可能通过该家族基因扩张在应对紫外

辐射产生了适应性(毕桂萁, 2018)。 
条斑紫菜作为一种生长在浅海潮间带的大型海

藻，在退潮期间，藻体完全暴露在空气中接受太阳照

射，因此，随着全球范围紫外辐射的逐渐增强，条斑

紫菜藻体会比被海水覆盖的海藻受到更强烈、更直接

的 UV-B 辐射(姜红霞, 2007)；而其作为我国主要的养

殖海藻，具有极高的经济价值(高淑清等, 2004)，研

究 UV-B 辐射对条斑紫菜影响极为必要。 
本研究拟应用叶绿素荧光成像及多光谱荧光成

像技术，检测条斑紫菜在不同强度 UV-B 辐照下的光

合作用及生理生化特征的变化，并同时检测酪氨酸酶

活性的变化，以深入解析条斑紫菜对紫外辐射的响应

及防御机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

采用本实验室条斑紫菜纯系 RZ 品系叶状体为实

验材料，于光照为 35~45 μmol/m2·s、光周期为 12 L :  
12 D、10℃通气条件下培养。挑选生长一致、长度约为

5 cm 且状态良好的藻体进行辐照实验。 

1.2  实验内容及方法 

1.2.1  UV-B 系统设置    如图 1 所示，UV-B 辐射

系统空间分为左右 2 个部分，左侧为对照组系统，右

侧为实验组系统，各组中间使用不透光黑布隔开，防

止紫外线穿过。辐射体系采用德国飞利浦生产的

UV-B 紫外灯，紫外灯外用上海生化试剂公司生产的

0.12 mm 乙酸纤维素薄膜包裹，目的是除去 280 nm
短波长紫外线。同时，为了防止乙酸纤维素薄膜的老

化，所用薄膜每周更新一次。整个 UV-B 辐射系统在

正式实验前连续照射 72 h 以上，以减少光源的不稳

定性。实验组和对照组上方分别悬挂可见光源，使用

光照计测量可见光光强，调整光源距离，确保实验组

系统的可见光强始终为 35~45 μmol/m2·s。在 UV-B 系

统实验组的上方加挂 UV-B 光源，并使用山东师范大

学生产的 UV-B 型紫外辐射强度仪测定辐照强度，调

整 UV-B 光源距离，确保实验 A 组的 UV-B 光强恒定

为 0.5 W/m2，实验 B 组的 UV-B 光强始终为 2 W/m2。

每个实验组光源下放置 5 个直径为 15 cm 的玻璃平

皿，每个平皿中加入适量海水，海水中均匀分散放置

10 片完整条斑紫菜叶片(即 5 个平行)，使每片藻体互 
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图 1  实验装置示意 
Fig.1  Schematic diagram of the experimental device 

 
不遮挡。设置时间梯度为 0、1、2、3、4、5 和 6 h，
每隔 1 h 从对照组、实验 A 组和实验 B 组的培养皿中

各采集一次藻体样本。 
1.2.2  生理生化指标测定    叶绿素荧光参数和多

光谱参数测定：每次随机收取 5 片叶状体，按照对照

组、实验 A 组、实验 B 组的顺序分别放入提前准备

好的无菌小平皿中，用无菌镊子使其排列整齐，并展

平。同时，为使藻体表面能够保持湿润状态，在展平

过程中要时刻注意藻体的状态，并用无菌刷子补充水

分。放入叶绿素荧光成像仪 Fluor Cam 系统(Fluor 
Cam 800MF，北京易科泰生态技术有限公司)、多光

谱荧光成像仪(Multi-color Fluor Cam，北京易科泰生

态技术有限公司)。15 min 暗适应后，进行多种荧光

参数的测定。叶绿素荧光成像仪 Fluor Cam 系统设定

快门 shutter=1，敏感度 Sensitivity=45，光化光光强

Act1=21，饱和光光强 Super=45，测定参数包括最大

光量子效率(QY_max，评估 PSⅡ最大光合效率)、非

光化学淬灭(NPQ_Lss，评估藻体光保护能力)、光化

学淬灭 (qP_Lss，PSⅡ中处于开放状态的反应中心

的比例)和稳态荧光衰减率(Rfd_Lss，评估藻体活力)。
多光谱荧光成像系统设定快门 shutter=5，敏感度

Sensitivity=6.2，紫外光 UV=100。测定参数包括极早

期胁迫参数 F440/F690、F440/F740 和叶绿素负相关

参数 F690/F740。 
酪氨酸酶活性测定：使用北京索莱宝科技有限公

司的酪氨酸酶活性检测试剂盒(微量法)进行测定。 
1.2.3  数据处理    图片绘制使用 R 语言的 ggplot2

包和 ggpubr 包，组间差异显著性比较使用 R 语言的

Wilcoxon 秩和检验，使用默认双侧检验。 

2  结果 

2.1  叶绿素荧光光合参数 

对照组、0.5 W/m2 实验 A 组、2 W/m2 实验 B 组

中的叶绿素荧光动力学数据分析结果见图 2。与对照

组相比(图 2a)，在 0.5 W/m2 和 2 W/m2 辐射条件下，

QY_max 在 1~6 h 逐渐下降，0.5 W/m2 条件下，

QY_max 从 0.59 下降至 0.218 (P<0.05)；2 W/m2 条件

下 QY_max 从 0.59 下降至 0.072 (P<0.05)。与各时间

段的对照组相比(图 2b)，0.5 W/m2 和 2 W/m2 UV-B 辐

射条件下的 NPQ_Lss 值均呈下降趋势，0.5 W/m2 辐

射条件下，NPQ_Lss 值从 0 h 的 0.15 下降到了 6 h 的

0.05 (P<0.05)，但在 2 h 数值有小幅度回升(P>0.1)，
3~6 h 持续下降。2 W/m2 辐射条件下，NPQ_Lss 值从

0 h 的 0.15 下降到了 6 h 的 0.03 (P<0.05)，但在 3 h 数

值有小幅度回升(P>0.1)，从 2 h开始趋于平稳；0.5 W/m2

条件下，qP_Lss 值在 0~1 h 的均值图(图 2c)中无显著

变化(P>0.1)，与此时对照组的数值大体一致；在 1 h
后 qP_Lss 值开始下降(P<0.01)，但幅度相较于 2 W/m2

辐射条件下缓和；qP_Lss 在 2 W/m2 辐射条件下 1 h
处的值与 0.5 W/m2条件下的 6 h处的值相似(P>0.05)；
不同强度紫外线都会降低条斑紫菜叶状体的 Rfd_Lss
值(图 2d)，0.5 W/m2 Rfd_Lss 缓慢匀速下降；2 W/m2

照射条件下在 0~1 h 中，Rfd_Lss 值受到的影响显著

(P<0.01)，1~6 h 时间段内 Rfd_Lss 值缓慢降低。 
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图 2  不同处理条件下条斑紫菜叶绿素荧光参数变化 
Fig.2  Changes of chlorophyll fluorescence parameters of P. yezoensis under different treatment conditions 

 

2.2  多光谱荧光参数 

在 F440/F690(图 3a)和 F440/F740(图 3b)图中， 
0.5 W/m2 辐射条件下 0~2 h 均略高于对照组，在 3 h
的时间点上，均值下降但并不显著(P>0.05)，3~6 h 不

再下降，趋于稳定。2 W/m2 紫外辐射条件下，F440/F690
和 F440/F740 的均值在 2 h 处便与对照组有显著差异

(P<0.05)，开始有明显的下降趋势。这相比于 0.5 W/m2

条件下提前 1 h 左右。在图 3c 中，0.5 W/m2 紫外辐 

射条件下的 6 h 内，F690/F740 值在总体水平上降低，

但并不显著(P>0.05)，而在 2 W/m2 的辐射条件下，

F690/F740 值在 0~3 h 下降，于 4 h 后迅速上升，于 5 h
开始高于对照组(P<0.05)。 

2.3  酪氨酸酶活性 

未照射 UV-B 的对照组显示，条斑紫菜在 0~6 h
时间内的酶活力较为稳定，数值在 35 U/g 上下波动；

与对照组相比，经 UV-B 处理的 2 个实验组在 1 h 后 
 

 
 

图 3  不同处理条件下条斑紫菜多光谱参数变化 
Fig.3  Multi-spectral parameters of P. yezoensis under different treatment conditions 
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酪氨酸酶的活性明显升高(P<0.01)，0.5 W/m2 实验组

的酪氨酸酶活性上升至 67.38 U/g，2 W/m2 实验组的

酪氨酸酶活性上升至 77.55 U/g，2 个实验组的酪氨酸

酶 活 在 随 后 的 时 间 内 分 别 在 64.90~70.78 和

65.54~77.55 U/g 范围内波动(图 4a)。 

对照组的酪氨酸酶活在 0~6 h 时间段中一直处于

较低水平(中位数<40)，而实验组酪氨酸酶活均处于

较高水平(中位数>60)，并且 0.5 W/m2 条件下的酶活

性相较与 2 W/m2 条件下稳定，但酶活性中位数略低

于后者(P<0.05)(图 4b)。 
 

 
 

图 4  UV-B 照射条件下 0~6 h 酪氨酸酶活力的变化 
Fig.4  Changes in tyrosinase activity in UV-B irradiation for 1~6 h 

 

3  讨论 

随着臭氧空洞的不断扩大，能够到达地表的

UV-B 辐射也逐渐增强。条斑紫菜作为一种生长在潮

间带的大型经济海藻，紫外辐射的变化直接影响到其

生长和发育。 
已有研究表明，UV(主要是 UV-B)会对藻类光合

系统造成巨大损伤，这在 Herrmann 等(1996)与 Prasad
等(2004)分析 UV 对杜氏盐藻(Dunaliella salina)、棕

鞭藻(Ochromonas danica)与蓝藻(Plectonema boryanum)
的影响时即有发现。 

本研究发现，UV-B 会直接影响条斑紫菜的最大

光量子效率(QY_max)，且在强度高的紫外辐射下，

最大光量子效率比低强度紫外辐射提前下降至平稳

期，说明藻体 PSⅡ最大光合效率降低；不同强度的

紫外线都会对条斑紫菜叶状体的非光化学淬灭

(NPQ_Lss)造成负面影响，且紫外强度越高，NPQ_Lss
值整体越低，说明藻体以热能的形式散失多余能量的

能力越弱，光保护能力降低；藻体的光化学淬灭

(qP_Lss)变化结果说明，PSⅡ中处于开放状态的反应

中心同样受 UV-B 的影响趋于关闭状态；藻体光合活

性(Rfd_Lss)受 UV-B 辐射影响会明显降低，光合器官

受到损伤，但藻体自身会通过自保机制维持自身在一

段时间内的活性，随着照射时间的增长，自保机制不足

以抵御 UV-B 辐射的伤害，藻体的活性会继续下降。 
Frohnmeyer 等(2003)、Ulm 等(2005)和 Jenkins 

(2009)研究发现，自然条件下，由于它们拥有有效的

修复和保护机制，植物在 UV-B 辐射下都可以很好地

避免损伤。利用多光谱荧光技术对条斑紫菜叶状体

在受胁迫初期进行检测，采用极早期胁迫参数

F440/F690、F440/F740 和叶绿素浓度负相关参数

F690/F740，分析条斑紫菜的生理生化响应。研究发

现，极早期胁迫参数值在低辐照强度下的 0~2 h 变化

并不显著，而在高辐照强度下的 1 h 便开始变化，并

在 2 h 处有显著性差异，说明紫外线强度不同会影响

藻体进入受胁迫阶段的时间，且强度越大，进入受胁

迫阶段的时间越早；同时，在 UV-B 辐照下，随辐照

时间增加，F440/F690 和 F440/F740 值在高、低辐射

强度下均呈下降趋势，说明酚醛类物质随辐照时间延

长浓度会降低；藻体中的叶绿素浓度(F690/F740)受紫

外线强度和照射时间长短的影响，叶绿素浓度在

UV-B 胁迫初期略微上升，但当 2 W/m2 UV-B 辐射强

度超过 4 h 后，叶绿素浓度会迅速下降。0.5 W/m2 
UV-B 辐射强度在 6 h 内对叶绿素浓度影响不大，甚

至可以提高叶绿素浓度。这与 UV-B 在绿藻中的研究

一致(王明辉, 2008)。 
在紫菜抵抗紫外辐射机制的研究中，认为紫菜

能够合成一类特殊的氨基酸 —类菌胞素氨基酸

(Mycosporine-like amino acid, MAA)(张英莲, 2007)。
MAA 能够有效吸收紫外光线，根据同源基因预测，

也发现了紫菜能够合成 MAA 的基因(Brawley et al, 
2017)。基于本实验室对条斑紫菜与坛紫菜高质量基

因组的分析，发现除 MAA 合成机制外，紫菜中还含
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有酪氨酸酶基因家族(毕桂萁, 2018)。酪氨酸酶是黑

色素合成的关键酶(宋康康, 2007)，在抵抗紫外辐射

中起着重要作用(朱静等, 2013; 宋缘, 2017)。本研究

通过检测不同 UV-B 照射条件下的酪氨酸酶活性，发

现条斑紫菜的酪氨酸酶活性水平在 1 h 内即显著提

高，并且在随后的紫外辐射期间，始终维持高活性水

平，推测条斑紫菜可能会通过酪氨酸酶途径以酚类物

质为前体合成黑色素，以抵御紫外辐射。 
综上所述，当辐射强度较低时，条斑紫菜叶绿素

对 UV-B 辐射的敏感度较低，当辐射强度较高时，条

斑紫菜叶绿素对 UV-B 辐射的敏感度较高；随着

UV-B 辐射时间和强度的增加，光合反应中心的开放

程度以及光合效率会降低，酚醛类等物质会减少，酪

氨酸酶活性升高。本研究可为后续分析条斑紫菜抗紫

外线辐射机制提供研究基础，保障我国紫菜产业的可

持续健康发展。 

参  考  文  献 

Bi GQ. Genome of Pyropia yezoensis and Pyropia haitanensis 
reveals key functional and evolutionary innovations at 
environmental adaptation at environmental adaptation. 
Doctoral Dissertation of Ocean University of China, 2018 
[毕桂萁. 紫菜基因组及其环境适应性研究. 中国海洋大

学博士研究生学位论文, 2018] 
Brawley SH, Blouin NA, Ficko-Blean E, et al. Insights into the 

red algae and eukaryotic evolution from the genome of 
Porphyra umbilicalis (Bangiophyceae, Rhodophyta). 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2017, 
114(31): 6361–6370  

Cai HJ, Tang XX, Zhang PY, et al. Response of activity of 
antioxidant enzymes to UV-B radiation enhancement in 
three species of red-tide microalgae. Periodical of Ocean 
University of China (Natural Science), 2006, 36(1): 81–84 
[蔡恒江, 唐学玺, 张培玉, 等. 3 种海洋赤潮微藻抗氧化

酶活性对 UV-B 辐射增强的响应. 中国海洋大学学报(自
然科学版), 2006, 36(1): 81–84] 

Chen M. Study of regulation mechanism for secondary 
metabolites disturbance in Clematis terniflora DC. under 
UVB irradiation & cloning and expression analysis of CtPPQ 
in coumarin biosynthesis. Master′s Thesis of Zhejiang 
University, 2018, 1–115 [陈梦. 紫外诱导圆锥铁线莲次生

代谢扰动的调控机制研究及香豆素合成酶 PPO 的克隆与

表达. 浙江大学硕士研究生学位论文, 2018, 1–115] 
Granum E, Pérez-Bueno ML, Calderón CE, et al. Metabolic 

responses of avocado plants to stress induced by Rosellinia 
necatrix analysed by fluorescence and thermal imaging. 
European Journal of Plant Pathology, 2015, 142(3): 625–632 

Frohnmeyer H, Staiger D. Ultraviolet-B radiation-mediated 
responses in plants: Balancing damage and protection. Plant 

Physiology, 2003, 133(4): 1420–1428 
Gao SQ, Shan BN. Advances in biological functions of Pyropia 

yezoensis. Modern Journal of Integrated Traditional Chinese 
and Western Medicine, 2004, 13(12): 1661–1662 [高淑清, 
单保恩. 条斑紫菜生物学作用的研究进展. 现代中西医

结合杂志, 2004, 13(12): 1661–1662] 
Geng YH, Li L, Wei D, et al. Physiological adaptability of 

Chlamydomonas nivalis under ultraviolet radiation. Food 
Science, 2006, 27(3): 40–43 [耿予欢, 李琳, 魏东, 等. 极
地雪藻对紫外辐射的生理适应性研究. 食品科学, 2006, 
27(3): 40–43] 

Guo XL, Wang RW. Influence of enhanced ultraviolet radiation 
on growth and physiological metabolism in plants. Journal 
of Biology, 2001, 18(1): 12–14 [郭秀林, 王睿文. 紫外辐

射增加对植物生长及某些生理代谢的影响. 生物学杂志, 
2001, 18(1): 12–14] 

Herrmann H, Häder DP, Köfferlein M, et al. Effects of UV 
radiation on photosynthesis of phytoplankton exposed to 
solar simulator light. Journal of Photochemistry and 
Photobiology B: Biology, 1996, 34(1): 21–28 

Jenkins GI. Signal transduction in responses to UV-B radiation. 
Annual Review of Plant Biology, 2009, 60(1): 407–431 

Jian MF, Wang SC, YU HP, et al. Influence of Cd2+ or Cu2+ 
stress on the growth and photosynthetic fluorescence 
characteristics of Hydrilla verticillata. Acta Ecologica 
Sinica, 2016, 36(6): 1719–1727 [简敏菲, 汪斯琛, 余厚平, 
等. Cd2+、Cu2+胁迫对黑藻(Hydrilla verticillata)的生长及光

合荧光特性的影响. 生态学报, 2016, 36(6): 1719–1727] 
Jiang HM, Jiang H, Zhou GM, et al. Spectral reflectance 

response of plant leaf to simulated UVB stress. Spectroscopy 
and Spectral Analysis, 2012, 32(2): 453–458 [蒋鹤鸣, 江洪, 
周国模, 等. 利用高光谱遥感监测紫外辐射对亚热带树

木的影响. 光谱学与光谱分析, 2012, 32(2): 453–458] 
Jiang HX. Ecophysiological responses of Pyropia haitanensis 

(Rhodophyta) to solar ultraviolet radiation. Doctoral 
Dissertation of Shantou University, 2007, 1–166 [姜红霞. 
坛紫菜对阳光紫外辐射的生理生态学响应. 汕头大学博

士研究生学位论文, 2007, 1–166] 
Li M. Effects of excess UV-B irradiation on physiological and 

biochemical responses in three species of Saussurea on 
eastern of Qinghai-Tibetan Plateau. Master′s Thesis of 
Northwest Normal University, 2013, 1–66 [李梅. 青藏高原

东缘三种风毛菊属植物对增补 UV-B 辐射的生理响应. 
西北师范大学硕士研究生学位论文, 2013, 1–66] 

Miao JL, Kan GF, JiangYH, et al. Responses of bio-chemical 
compositions of four Antarctic ice microalgae to UV-B 
irradiation enhancement. Marine Sciences, 2004(9): 26–31 
[缪锦来, 阚光锋, 姜英辉, 等. 4 种南极冰藻的生化组成

对 UV-B 辐射增强的响应. 海洋科学, 2004(9): 26–31] 
Prasad SM, Zeeshan M. Effect of UV-B and monocrotophos, 

singly and in combination, on photosynthetic activity and 
growth of non-heterocystous cyanobacterium Plectonema 



第 3 期 潘  雪等: UV-B 紫外辐射对条斑紫菜生理生化的影响 131 

 

boryanum. Environmental and Experimental Botany, 2004, 
52(2): 175-184 

Shi SB, Shang YX, Zhu PJ, et al. Effects of solar UV-B radiation 
on the efficiency of PSⅡ photochemistry in the alpine plant 
Saussurea superba under different weather conditions in the 
Qinghai-Tibet Plateau of China. Chinese Journal of Plant 
Ecology, 2011, 35(7): 741–750 [师生波, 尚艳霞, 朱鹏锦, 
等. 不同天气类型下 UV-B 辐射对高山植物美丽风毛菊

叶片 PSⅡ光化学效率的影响分析. 植物生态学报, 2011, 
35(7) : 741–750] 

Song KK. Effects of inhibitors on tyrosinase and their regulation 
on melanogenesis. Doctoral Dissertation of Xiamen University, 
2007, 1–166 [宋康康. 抑制剂对酪氨酸酶的效应及其对黑

色素生成调控的研究. 厦门大学博士研究生学位论文, 
2007, 1–166] 

Song Y. Studies on the radioprotection effect of melanin from 
spores of Aspergillus niger. Master′s Thesis of Lanzhou 
University, 2017, 1–62 [宋缘. 黑曲霉黑色素辐射防护作

用的研究. 兰州大学硕士研究生学位论文, 2017, 1–62] 
Ulm R, Nagy F. Signalling and gene regulation in response to 

ultraviolet light. Current Opinion in Plant Biology, 2005, 
8(5): 477–482 

Wang LF. The interactive effects of drought and enhanced UV-B 
radiation on photosynthesis and anthocyanin in three species 
in Lespedeza michx. Master′s Thesis of Northwest A&F 
University, 2003, 1–78 [王龙飞. UV-B 辐射及干旱胁迫对

三种胡枝子叶片光合特性及花青素含量的影响. 西北农

林科技大学硕士研究生学位论文, 2013, 1–78] 
Wang MH. Influence of ultraviolet radiation on growth, 

reproduction and chlorophyll content of green algae 
Scenedesmus dimorphus. Journal of Anhui Agricultural 
Sciences, 2008, 36(23): 9863–9864 [王明辉. 紫外线照射

对绿藻 Scenedesmus dimorphus 生长繁殖和叶绿素含量的

影响. 安徽农业科学, 2008, 36(23): 9863–9864] 

Wang NP, Sun Y, Yue H, et al. Urinary metabonomic investigation 
into acute photo damage of rats induced by ultraviolet B 
irradiation using rapid resolution liquid chromatography-mass 
spectrometry. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 2016, 
44(9): 1410–1418 [王恩鹏, 孙岩, 越皓, 等. 基于快速高分

辨液相色谱–质谱的中波紫外线辐射诱导大鼠急性光损伤

的代谢组学研究. 分析化学, 2016, 44(9): 1410–1418] 
Wei Y. Study on the biological characteristics of two Metarhizium 

anisopliae UV-induced mutants. Master′s Thesis of South 
China Agricultural University, 2016, 1–48 [韦云. 两株绿僵

菌紫外线诱变株的生物学特性研究. 华南农业大学硕士

研究生学位论文, 2016, 1–48] 
Wu SS, Xu HH, Zhu DD, et al. Effect of UVB radiation on 

melanocytes and melanin synthesis-related gene expression. 
Journal of Xinjiang Medical University, 2016, 39(4): 422– 
425, 429 [吴姗姗, 许欢欢, 朱丹丹, 等. UVB 辐射对黑色

素细胞黑素合成及其相关基因表达的影响. 新疆医科大

学学报, 2016, 39(4): 422–425, 429] 
Zhang C, Xie LP, Huang J, et al. A novel putative tyrosinase 

involved in periostracum formation from the pearl oyster 
(Pinctada fucata). Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 2006, 342(2): 632–639 

Zhang YL. UV-B induced changes of growth and MAAs in HAB 
causative algae from South China Sea. Master′s Thesis of 
South China Normal University, 2007, 1–53 [张英莲. UV-B
辐射对华南沿海常见赤潮藻类生长和类菌孢素氨基酸

(MAAs)含量的影响. 华南师范大学硕士研究生学位论文, 
2007, 1–53] 

Zhu J, Gu MY, Wang W, et al. Study on identification of a 
radiation-resistant black yeast-like fungus and isolation of 
melanin. Xinjiang Agricultural Sciences, 2013, 50(10): 
1858–1864 [朱静, 顾美英, 王玮, 等. 一株耐辐射真菌的

鉴定及黑色素分离提取. 新疆农业科学, 2013, 50(10): 
1858–1864] 

 
(编辑  陈  辉) 



132 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

 

Effects of UV-B Ultraviolet Radiation on the Physiology  
and Biochemistry of Pyropia yezoensis 

PAN Xue, MAO Yunxiang, WANG Junhao, CAO Min, BI Guiqi, DU Guoying①
 

(Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    As an economically important alga growing in the intertidal zone, Pyropia yezoensis has the 
unique characteristics of adapting to high ultraviolet radiation in the open air and to desiccation conditions. 
In this experiment, light without UV-B radiation was used as a control, and low UV-B radiation of      
0.5 W/m2 and high UV-B radiation of 2 W/m2 were used to detect changes in chlorophyll fluorescence 
photosynthetic parameters, multi-spectral fluorescence parameters, and tyrosinase activity in response to 
UV-B ultraviolet radiation in the gametophytes of P. yezoensis. The results showed that the chlorophyll 
fluorescence photosynthetic parameters (QY_max, NPQ_Lss, qP_Lss, Rfd_Lss) of P. yezoensis under 
UV-B radiation displayed a gradient decline with irradiation time, and the values of photosynthetic 
parameters were lower at high radiation intensity (2 W/m2) than at low radiation intensity (0.5 W/m2). The 
early stress parameters of F440/F690 and F440/F740, which are positively related to secondary metabolites 
such as phenol or aldehyde concentration, showed that the group under conditions of 2 W/m2 entered a 
forced state earlier than the group under 0.5 W/m2. Secondary metabolites such as phenol or aldehyde 
showed concentration declines. F690/F740, which is negatively correlated with chlorophyll concentration, 
indicated that the chlorophyll concentration under 0.5 W/m2 irradiation was higher than that under no 
UV-B irradiation, but was lower than the maximum value in the rising period of 2 W/m2 irradiation. The 
chlorophyll concentration increased initially and then decreased rapidly after 4 h under 2 W/m2, indicating 
that the chlorophyll concentration is less sensitive to UV-B radiation under low radiation intensity, whereas 
it is more sensitive under high radiation intensity. The results showed that the tyrosinase activity was 
significantly higher in P. yezoensis gametophytes irradiated with UV-B than in the control group and that 
the enzyme activity under 2 W/m2 UV-B was higher than that under 0.5 W/m2 UV-B. 
Key words    Pyropia yezoensis; UV-B; Photosynthesis; Chlorophyll fluorescence; Tyrosinase 
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一种复合益生菌对凡纳滨对虾抗副溶血弧菌 
感染能力的影响* 

杨运楷 1,2  宋晓玲 2①  王海亮 2  谢国驷 2  黄  倢 2 
(1. 上海海洋大学  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家 

实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  农业农村部海水养殖病害防治重点实验室   
青岛市海水养殖流行病学与生物安保重点实验室  青岛  266071) 

摘要    本研究选择 1 株地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) BL-9、1 株枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis) BS-12、1 株金丽假交替单胞菌(Pseudoalteromonas flavipulchra) CDM8，以 1∶1∶1 将其

组成复合益生菌，各益生菌水体添加浓度为 107 CFU/ml，进行为期 30 d 的凡纳滨对虾(Litopenaeus 
vannamei)养殖实验。实验分为暂养期 (7 d)、益生菌处理期 (15 d)、副溶血弧菌 (Vibrio 
parahaemolyticus)攻毒期(10 d)。结果显示，养殖水体中添加复合益生菌能显著增加水体和对虾

肠道可培养细菌总数(P0.05)，攻毒实验结束时，实验组对虾累积存活率为(73.33±6.83)%，显著

高于阳性对照组(25.33±15.43)%。对虾抗病基因热激蛋白 70 (Heat shock proteins 70, Hsp70)、β-1,3-
葡聚糖结合蛋白-脂蛋白(Beta-1,3-glucan-binding protein-lipoprotein, βGBP-HDL)、脂多糖-β-1,3-葡聚

糖结合蛋白(Lipopolysaccharide-β-1, 3-glucan binding protein, LGBP)、抗菌肽 Crustin 在益生菌处理阶

段均出现不同程度的上调，在攻毒阶段虽呈现各自不同的表达情况，但所有基因都经历了更大幅度

上调。研究表明，水体中添加芽孢杆菌和假交替单胞菌组成的复合益生菌可提高凡纳滨对虾抗副溶

血弧菌感染能力，对虾抗病力的提高可能与益生菌增加对虾肠道可培养细菌数量、抗病相关基因表

达水平及过氧化氢酶(CAT)活性有关。 
关键词    凡纳滨对虾；复合益生菌；副溶血弧菌；免疫基因；过氧化氢酶 
中图分类号 S945   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0133-09 

致急性肝胰腺坏死病 (Acute hepatopancreatic 
necrosis disease, AHPND)是近 5 年来严重危害全球对

虾养殖业发展的疫病之一，该病是由携带 pirVP 基因

的弧菌引起的一类细菌性疾病。目前，已报道的致

AHPND 弧 菌 包 括 副 溶 血 弧 菌 (Vibrio 
parahaemolyticus)、坎贝氏弧菌(V. campbelli)、欧文氏

abc
图章
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弧菌(V. owensii)等(贾丹等, 2018)。本研究所用副溶血

弧菌为本实验室在 2013 年从广西患 AHPND 的凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)中分离出 1 株致病性副

溶 血 弧 菌 (AHPND-causing Vibrio parahaemolyticus, 
VpAHPND)，编号为 20130629002S01。该菌对卤虫无节幼

体的半致死浓度(LD50)为 2.58×105 CFU/ml(王娜等 , 
2016; 陈蒙蒙等, 2018)。 

益生菌是指在一定浓度范围内能够提高机体健

康的活性微生物制剂，作为抗生素及化学药剂的替代

品，在医学、食品、养殖等领域已经得到了快速的发

展(Balcázar et al, 2006)。益生菌在水产养殖过程中的

作用机理有以下几个方面：一是通过细菌自身代谢分

解食物或产生消化酶提高机体消化能力；二是竞争性

抑制，通过竞争营养、附着位点或合成、分泌抗菌活

性因子等来抑制有害微生物的繁殖；三是通过降低水

体中的氨氮等有害物质改善养殖水环境；四是通过增

强机体免疫功能来提高抗病能力等(Thompson et al, 
1999; Balcázar et al, 2006)。高戈等(2017)使用巨大芽

孢杆菌(Bacillus magaterium)进行凡纳滨对虾生物絮

团养殖实验，养殖结束时，添加巨大芽孢杆菌组的对

虾体长、体重均显著高于其他 2 组。张盛静等(2015)
研究发现，在饲料中添加单一益生菌或复合益生菌均

可显著提高对虾抗副溶血弧菌感染的能力，且复合益

生菌的保护效果更佳。 
芽孢杆菌在水产养殖中的应用较为广泛。刘观斌

等(2015)在养殖水体中泼洒适当浓度的枯草芽孢杆菌

(B. subtilis)可以改善水质，提高罗非鱼机体的免疫

力、抗氧化能力，进而提高罗非鱼抗无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)病的能力。张欢欢等(2016)
研究发现，生物絮团对虾养殖系统中添加菌株 02，能

改善菌群结构，抑制弧菌生长。作者在前期的研究工作

发现，在凡纳滨对虾养殖水体中单独添加 107 CFU/ml
数量级的地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)BL-9、枯草

芽孢杆菌 BS-12 菌液后，使用副溶血弧菌进行攻毒，

实验组相对于对照组均显著提高对虾的成活率。金丽

假交替单胞菌 (Pseudoalteromonas flavipulchra)CDM8
具有突出的弧菌拮抗能力(Wang et al, 2018)，在零交

换水条件下，能显著提高凡纳滨对虾 ZⅢ幼体和仔虾

PL5 的变态率和成活率(孙博超等, 2019)。因此，本研

究选择上述 3 株菌组成复合益生菌添加到养殖水体

中，评价其对养殖水体及凡纳滨对虾肠道菌群、抗副

溶血弧菌感染能力、过氧化氢酶(CAT)活性、抗病基

因表达水平的影响，以期为复合益生菌在凡纳滨对虾

养殖中的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  对虾与益生菌 

1.1.1  实验用凡纳滨对虾    实验用凡纳滨对虾购

自山东莱州单山水产养殖公司(体长为6.2~10.6 cm)。
实验前参照OIE(2017)水生动物疾病诊断手册及Wang
等(2018)中的PCR方法，进行AHPND病原的套式PCR
检测，结果为阴性。投喂饲料为宁波天邦饲料有限公

司生产的凡纳滨对虾全熟化颗粒饲料，对虾养殖容器为

100 L的PC塑料桶，养殖有效水体为60 L的过滤海水。 
1.1.2  实验用菌种及培养    实验用菌株：金丽假交

替单胞菌 CDM8、地衣芽孢杆菌 BL-9、枯草芽孢杆

菌 S-12、副溶血弧菌 20130629002S01，均由本实验

室分离、鉴定及保存。 
菌液发酵采用 2216E 培养基，28℃恒温震荡培

养，当菌液的 OD580 nm≈1 时(此时，细菌浓度约为

2×109~3×109 CFU/ml)，终止发酵，使用时通过稀释的

方法调整细菌的水体添加浓度。 
CDM8、BL-9、BS-12和副溶血弧菌在水体的添加

浓度分别为 2.24×107 、 2.93×107 、 2.77×107 和 2.13×   
105 CFU/ml。 

1.2  实验期及实验分组 

实验分 3 个时期：暂养期、益生菌处理期、副溶

血弧菌感染期。 
暂养期：对虾不分组，共 7 d。期间随机挑选     

12 尾凡纳滨对虾进行病原检测，暂养第 7 天检测养殖

水体及对虾肠道可培养细菌数量，采集对虾肝胰腺组

织用于抗病基因表达及CAT酶活性检测。暂养稳定后，

挑选 630 尾大小均匀、活力良好的对虾用于后续实验。 
益生菌处理期：对虾分为实验组和对照组。每组

7 个平行，其中，3 个用于统计死亡率，4 个用于采

样(对照组为 2 组，预先设置攻毒阶段的阴性和阳性

对照组)。实验组养殖水体中添加复合益生菌，各菌以

1∶1∶1 比例添加，对照组不添加益生菌。实验周期为

15 d，由于 CDM8 拮抗能力较强，所以益生菌添加采

取交替添加的方式，即 3 d 为 1 个添加周期。第 1 天

添加益生菌 CDM8 菌液，第 2 天添加 BL-9 和 BS-12
菌液，共 5 个添加周期。在益生菌处理期，第 7 天和

第 14 天检测养殖水体及对虾肠道可培养细菌数量，采

集对虾肝胰腺组织用于抗病基因表达及酶活性检测。 
副溶血弧菌攻毒期：对虾分为 3 组，实验组、阳 

性对照组和阴性对照组，每组 7 个平行，其中，3 个

用于统计死亡率，4 个用于采样。益生菌处理期，每

桶包含对虾 30 尾，攻毒期调整为每桶 25 尾。实验组
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和阳性对照组使用副溶血弧菌浸浴攻毒，先将对虾于

2.13×107 CFU/ml 副溶血弧菌菌液中浸泡 15 min，然

后放回，向养殖水体中添加副溶血弧菌菌液使得水体

中的弧菌浓度达到 2.13×105 CFU/ml 左右，阴性对照

组使用无菌 2216E 培养基浸浴。副溶血弧菌攻毒期持

续 10 d，攻毒期间不添加益生菌。在攻毒的 6、18、
42、66、90 h 采集对虾的肝胰腺组织进行实验相关指

标的测量，并统计每天对虾的累积死亡率。 

1.3  实验管理 

实验期间连续充气，水温控制在(28±1)℃。根据

每天对虾桶内是否有残饵来调整投喂量，每天投喂  
2 次。48 h 换水 1 次，换水量为水体积的 2/3。 

1.4  样品及处理 

1.4.1  水体和对虾肠道内可培养细菌计数    水体

及对虾肠道细菌计数采用 2216E 琼脂平板涂布计数

的方式。对虾肠道活菌计数，先将对虾完整肠道加入

无菌 PBS 缓冲液研磨，后进行活菌计数。 
1.4.2  对虾肝胰腺样品采集及处理    在各个取样

时间点采集对虾肝胰腺，每桶取对虾 2 尾，每组 3 个

平行，共 6 尾对虾。解剖采集的对虾肝胰腺经液氮迅

速冷冻后，放置在–80℃超低温冰箱保存。 

1.5  RNA 提取及 cDNA 合成 

按 TRIZOL Reagent (Invitrogen)说明书进行总

RNA 的抽提，用 Nanodrop 2000c (Thermo)测定 RNA
浓度，1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质量后，保存

于–80℃备用。cDNA 合成采用 TaKaRa 公司生产的反

转录试剂盒进行，使用方式参考试剂盒说明书。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

1.6.1  实时荧光定量 PCR 及引物     使用 Fast 
Essential DNA Green Master 荧光定量试剂盒(Roche, 
瑞士)进行实时荧光定量 PCR 检测，方法参考试剂盒说

明书。抗病相关基因的检测引物名称及序列见表 1。 

1.6.2  荧光定量体系及反应程序    PCR 反应体系

包括 SYBR Premix Ex TaqTM (2×) 12.5 µl，cDNA 模板

1 µl，上下游引物各 0.5 µl (10 µmol/L)，DEPC 处理

水 10.5 µl。PCR 反应条件：94℃，5 min；94℃ 30 s，
58℃ 30 s，72℃ 30 s，35 个循环。每个组织的样品

设 3 个重复。对实验结果采用 2‒Ct 法进行相对定量

分析(Livak et al, 2001)。 

1.7  免疫酶活性检测 

对各组凡纳滨对虾肝胰腺组织进行 CAT 酶活测

定，测定方法参照检测试剂盒(南京建成生物工程研

究所)说明书进行。 

1.8  数据分析与处理 

采用 SPSS 16.0 软件对实验数据进行单因素方差

分析(One-way ANOVA)，以 Duncan’s 多重比较进行

不同处理间的显著性分析，P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  益生菌处理期养殖水体及对虾肠道可培养细菌

数量 

养殖水体可培养细菌数量见图 1A，在添加益生

菌前(0 d)，各组水体可培养细菌数量处于 105 CFU/ml
数量级(P>0.05)。益生菌处理阶段第 7 天和第 14 天实

验组水体可培养细菌数量均处于 107 CFU/ml 数量级，

显著高于对照组(P<0.05)。对虾肠道可培养细菌数量

见图 1B，在添加益生菌前(0 d)凡纳滨对虾肠道细菌总

数在 104 CFU 数量级，添加益生菌后实验组对虾肠道

内可培养细菌数量第 7 天(3.22×104 CFU)，第 14 天

(3.54×104 CFU)均显著高于对照组(第 7 天为 3.04×  
104 CFU, 第 14 天为 3.03×104 CFU) (P<0.05)。 

2.2  副溶血弧菌攻毒后各组对虾累积存活率 

副溶血弧菌攻毒后取实验组和阳性对照组濒死

对虾肝胰腺组织，用 TCBS 平板涂布培养，长出大量 
 

表 1  实时荧光定量 PCR 所用的引物及序列 
Tab.1  Primer sequences used in quantitive real-time PCR 

基因 
Gene 

正向引物 
Forward primer (5′~3′) 

反向引物 
Reverse primer (3′~5′) 

序列号 
Accession number 

文献 
Reference 

β-actin CATCAAGGAGAAACTGTGCT GATGGAGTTGTAGGTGGTCT AF300705 柴鹏程(2012) 
Hsp70 CCTCCAGGACTTCTTCAACG GGTCACGTCCAACAGCAAC EF495128 王春迪等(2016)
βGBP-HDL CGAGAACGGACAAGAAGTGGAGG ATCGACGAACACGCAGGGAATG AY249858 王春迪等(2016)
Crustin ACGAGGCAACCATGAAGG AACCACCACCAACACCTAC AY488497 张盛静等(2016)
LGBP CATGTCCAACTTCGCTTTCAGA ATCACCGCGTGCCATCTT AY723297 王春迪等(2016)
Lysozyme GGACTACGGCATCTTCGAGA ATCGGACATCAGATCGGAAC AY170126.2 柴鹏程(2012) 



136 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

 
 

图 1  养殖水体(A)及对虾肠道(B)可培养细菌总数 
Fig.1  Total number of culturable bacteria in aquaculture water (A) and L. vannamei intestines(B) 

不同字母代表同一时间点不同组之间存在显著差异，“*”代表同一组之间不同时间点存在显著差异。下同 
Different letters in the same time mean significantly different at 0.05 level (P<0.05),  

“*” means significantly different at 0.05 level in the same group (P<0.05). The same as below 
 
绿色菌落，与攻毒所用副溶血弧菌菌落形态相同。实

验组和阳性对照组的对虾均在第 18 小时开始出现死

亡。攻毒后 258 h 时，实验组和阴性对照组对虾的累

积存活率分别为 73.33%和 86.67%，而阳性对照组对

虾的累积存活率为 25.33%。实验组比阳性对照组累

积存活率提高了 48.00% (表 2)。 

2.3  对虾肝胰腺组织免疫基因相对表达量 

2.3.1  Hsp70 基因的相对表达量    益生菌处理期，

凡纳滨对虾肝胰腺 Hsp70 的相对表达量测定结果见

图 2A。第 7 天和第 14 天实验组基因表达量显著高于

对照组(P<0.05)。攻毒期，凡纳滨对虾肝胰腺 Hsp70
的相对表达量测定结果见图 2B。实验组和阳性对照

组 Hsp70 表达均呈现上升后下降的趋势，均在 18 h
达到 大值(P<0.05)。 
2.3.2  βGBP-HDL 基因的相对表达量    益生菌处

理期，凡纳滨对虾肝胰腺 βGBP-HDL 的相对表达量

测定结果见图 3A，第 7 天和第 14 天实验组基因表达 

量均显著高于对照组(P<0.05)。攻毒期，凡纳滨对虾

肝胰腺 βGBP-HDL 的相对表达量测定结果见图 3B，

实验组对虾的 βGBP-HDL 的表达量呈先升高后下降

趋势，而阳性对照组呈先升高再下降，再升高再下降

的趋势；实验组和阳性对照组基因的表达量分别在 6
和 66 h 达到 高(P<0.05)。 
2.3.3  Crustin 基因的相对表达量     益生菌处理

期，凡纳滨对虾肝胰腺 Crustin 的相对表达量测定结

果见图 4A。实验组基因表达量在第 7 天和第 14 天均

显著高于对照组(P<0.05)。攻毒期，凡纳滨对虾肝胰

腺 Crustin 的相对表达量测定结果见图 4B。实验组和

阳性对照组基因的表达均呈先升高后下降的趋势，实

验组基因表达量在 42 h 达到 大值，阳性对照组中

基因在 18 h 基因达到 大值。 
2.3.4  LGBP 基因的相对表达量    益生菌处理期，

凡纳滨对虾肝胰腺 LGBP 的相对表达量测定结果见

图 5A，实验组表达量在第 7 天显著高于对照组，而

在第 14 天时表达量则低于对照组的(P<0.05)。攻毒 
 

表 2  凡纳滨对虾感染副溶血弧菌后累积存活率 
Tab.2  Accumulative survival rate of L. vannamei post V. parahaemolyticus challenge (%; n=3; x ±SD) 

感染后时间 Time post infection (h) 组别 
Group 6 18 42 66 90 114 138 186 210 234 258 
实验组 

Experimental 
group 

100.00±0a 98.67±
1.89a 

97.33± 
1.89a 

97.33±
1.89a 

97.33±
1.89a 

93.33±
1.89a 

90.67±
1.89a 

82.67±
5.00a 

77.33± 
3.78a 

73.33±
6.83a 

73.33±
6.80a 

阳性对照组 
Positive 

control group 
100.00±0a 97.33±

3.78a 
90.67± 
4.99a 

85.33±
6.80b 

80.00±
8.64b 

66.67±
6.80b 

60.00±
8.64b 

46.67±
10.51b

38.67± 
10.53b 

28.00±
14.24b

25.33±
15.43b

阴性对照组 
Negative 

control group 
100.00±0a 100.00

±0a 
98.67± 
1.89a 

97.33±
1.89a 

97.33±
1.89a 

96.00±
3.27a 

92.00±
3.27a 

88.00±
3.27a 

88.00± 
3.27a 

88.00±
3.27a 

86.67±
1.89a 

注：同列中数据后面不同字母表示显著性差异(P<0.05) 
Note: Different letters in the same column mean significantly different (P<0.05) 
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图 2  凡纳滨对虾肝胰腺中 Hsp70 基因的相对表达量 
Fig.2  Relative expression of Hsp70 in the hepatopancreas of L. vannamei 

A：益生菌处理阶段；B：攻毒阶段 
A: Probiotics immersion period; B: VpAHPND infection period 

 

 
 

图 3  凡纳滨对虾肝胰腺中 βGBP-HDL 基因的相对表达量 
Fig.3  Relative expression of βGBP-HDL in the hepatopancreas of L. vannamei  

A：益生菌处理阶段；B：攻毒阶段 
A: Probiotics immersion period; B: VpAHPND infection period 

 

 
 

图 4  凡纳滨对虾肝胰腺中 Crustin 基因的相对表达量 
Fig.4  Relative expression of Crustin in the hepatopancreas of L. vannamei  

A：益生菌处理阶段；B：攻毒阶段 
A: Probiotics immersion period; B: VpAHPND infection period 
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期，凡纳滨对虾肝胰腺 LGBP 的相对表达量测定结果

见图 5B，实验组和阳性对照组基因的表达量均呈先

升高后下降的趋势，攻毒 42 h 以后，实验组对虾 LGBP
的表达量高于阳性对照组(P<0.05)。 
2.3.5  过氧化氢酶(CAT)活性    益生菌处理期，凡

纳滨对虾肝胰腺 CAT 活性的测定结果见图 6A，实验

组 CAT 活性显著高于对照组的(P<0.05)，呈逐渐升高

趋势。攻毒期，凡纳滨对虾肝胰腺 CAT 活性的测定结

果见图6B，实验组从第18小时开始呈逐渐升高的趋势，

而阳性对照组呈先升高后下降、再升高再下降的趋势。 
 

 
 

图 5  凡纳滨对虾肝胰腺中 LGBP 的相对表达量 

Fig.5  Relative expression of LGBP in the hepatopancreas of L. vannamei 
A：益生菌处理阶段；B：攻毒阶段 

A: Probiotics immersion period; B: VpAHPND infection period 
 

 
 

图 6  凡纳滨对虾肝胰腺 CAT 活性 
Fig.6  CAT activity of L. vannamei hepatopancreas 

A：益生菌处理阶段；B：攻毒阶段 
A: Probiotics immersion period; B: VpAHPND infection period 

 

3  讨论 

Wu 等(2008)研究表明，益生菌可以在对虾肠道

内复杂的环境中竞争有限的生态位点，阻止致病微生

物在该位点定植与繁殖。竞争性抑制是益生菌通过与

肠道上皮细胞发生反应，与致病菌竞争肠道黏膜表面

结合位点，进而抑制致病菌在肠道内的黏附和定植，

是益生菌的益生机制之一(廖文艳等, 2011)。本研究

中，实验组水体可培养细菌总数显著高于对照组，且

实验组对虾肠道可培养细菌总数也显著高于对照组，

说明添加益生菌不仅对养殖水体可培养细菌总数产

生影响，同时，也影响对虾肠道可培养细菌总数。类

似地，胡毅等(2008)研究发现，饲料中添加枯草芽孢

杆菌能显著增加凡纳滨对虾肠道细菌总数，且与对照

组相比饲料中添加益生菌在实验前期和末期均显著

降低了对虾肠道的弧菌数量。刘文亮等(2017)在凡纳

滨对虾养殖水体中投喂含有蜡样芽胞杆菌(Bacillus 
cereus)的饲料，用 16S rDNA 序列 V3+V4 区高通量

测序方法检测对虾肠道内微生物群落的结构及变化，

结果表明，饲料中添加蜡样芽孢杆菌投喂凡纳滨对虾

后，可改变对虾肠道的微生物组成，提高凡纳滨对虾

生长速度、增强抗病能力。本研究攻毒阶段实验组对
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虾 相 对 于 阳 性 对 照 组 对 虾 累 积 存 活 率 提 高 了

48.00%，说明复合益生菌能够提高对虾抗副溶血弧菌

感染能力，这可能与益生菌增加对虾肠道可培养细菌

总数有关。由于本研究取样次数较多，导致每次取样

的对虾样本量偏少，对虾肠道可培养细菌数量增多并

不足以说明对虾肠道菌落结构的变化。益生菌是否在

凡纳滨对虾体内定植还有待进一步探索。 
LGBP作为一种模式识别受体能够识别革兰氏阴

性菌和真菌细胞壁的脂多糖和 β-1,3-葡聚糖，并通过

激活 ProPO 系统发挥作用，它是甲壳动物对抗副溶血

弧菌感染的一个重要免疫因子(王锡波等, 2013)；与

LGBP 功能类似，βGBP-HDL 在激活 ProPO 系统、凝

结过程等方面起着重要作用(王春迪等, 2016)。本研

究中，益生菌处理阶段 LGBP，βGBP-HDL 在第 7 天

均出现不同程度上调，孙艳等(2012)研究也发现，凡

纳滨对虾 βGBP在含益生菌的饲料饲喂对虾过程中表

达上调，并在 72 h 时达到 大值，与本研究结果类

似。攻毒阶段，实验组的 LGBP 表达始终显著高于阴

性对照组，阳性对照组的 LGBP 则在攻毒后第 66 小

时低于阴性对照组，且攻毒 42 h 后，实验组 LGBP
表达始终高于阳性对照组；而实验组的 βGBP-HDL
在攻毒后前 42 h 显著高于阳性对照组。分析实验结

果，水体添加复合益生菌不同程度的促进了 LGBP，

βGBP-HDL 表达，说明复合益生菌在凡纳滨对虾抵抗

副溶血弧菌侵染的过程中发挥了积极的作用。 
HSP 作为一种对环境应激敏感的蛋白，在外界环

境刺激下其表达量会明显增加，参与到细胞保护机制

中，对保证正常的细胞结构，维持机体新陈代谢具有

重要意义(明建华等, 2009)。本研究攻毒阶段，实验

组和阳性对照组 Hsp70 表达均呈先上升后下降的趋

势，但实验组基因表达量显著高于阳性对照组，说明养

殖水体添加益生菌后，相比阳性对照组实验对虾抗应激

反应能力更强。类似的研究，王春迪等(2016)在养殖水

体中添加蜡样芽胞杆菌后，用 WSSV 感染凡纳滨对虾，

实验组对虾 Hsp70 在第 96 小时表达量显著高于对照

组。水体添加高浓度副溶血弧菌攻毒能引起对虾的应

激反应，而本研究结果表明，副溶血弧菌攻毒时，复

合益生菌能够提高凡纳滨对虾抗应激反应的能力。 
抗菌肽(Antimicrobial peptides, AMPs)是一种原

始的具有防御功能的生物分子，目前主要包括：

ALFs、Crustins、Peneidins 三大类以及一些血蓝蛋白、

溶菌酶、C 型外源凝集素等(Antony et al, 2011)。本实

验中益生菌处理阶段，实验组 Crustin 在第 7 天和第

14 天的表达量均高于对照组，说明水体添加益生菌

能促进 Crustin 表达。攻毒阶段，实验组和阳性对照

组 Crustin 的表达均呈现先升高后下降的趋势，阳性

对照组在第 18 小时达到 大，实验组在第 42 小时达

到 大。赵伟等(2017)用副溶血弧菌攻毒发现，攻毒

后的实验组对虾 Crustin 呈现先上升后下降的趋势，

并在攻毒的第 12 小时达到 大，跟本研究阳性对照

组实验结果类似。攻毒后，副溶血弧菌对对虾机体造

成伤害，Crustin 短时间内的迅速表达能够抵抗副溶

血弧菌的入侵。研究表明，复合益生菌增强对虾抗副

溶血弧菌入侵的能力，可能与攻毒后复合益生菌延缓

对虾 Crustin 基因的表达有关。 
氢氧自由基(OH, ROS)是化学性质 活泼的活

性氧，它几乎与细胞内的每一类有机物如糖、氨基酸、

磷脂、核苷酸和有机酸发生反应，其破坏性极强(Liu 
et al, 2010)。当副溶血弧菌侵入凡纳滨对虾体内时，

会激发对虾天然免疫系统，产生 ROS 以对抗弧菌的

入侵，虽然释放 ROS 是甲壳动物对抗微生物感染的

重要防御机制，产生过量同时会导致细胞损伤，但它

可以被过氧化氢酶分解(Duan et al, 2015)。本研究益

生菌处理阶段，复合益生菌能够显著提高对虾 CAT
活性。桂琳等(2015)研究也发现，水体添加复合益生

菌能显著提高草鱼 (Ctenopharyngodon idellus)血清中

CAT 活性。本研究攻毒阶段，阳性对照组 CAT 活性

呈上升、下降、再上升、再下降的趋势。赵伟等(2017)
使用副溶血弧菌攻毒，36 h 内观察对凡纳滨对虾 CAT
的影响，发现实验组凡纳滨对虾肝胰腺 CAT 活性呈

先升高后降低的趋势，与本研究阳性对照组结果相

似，说明副溶血弧菌对凡纳滨对虾的这种天然免疫系

统造成了破坏；而本研究中，实验组 CAT 活性则呈

逐渐上升的趋势，这种逐渐上升的趋势说明实验组对

虾的这种免疫机制仍然完善。分析实验结果，益生菌

增强对虾抗弧菌感染能力，可能与益生菌能够提高对

虾的 CAT 活性有关。 

4  结论 

凡纳滨对虾养殖水体中添加的复合益生菌能显

著提高对虾感染副溶血弧菌后的成活率，增加水体和

对虾肠道中可培养细菌量。在益生菌处理时期，复合

益生菌能够不同程度的提高对虾抗病相关基因的表

达量和 CAT 活性；副溶血弧菌攻毒时期，对虾抗病

相关基因表达呈现各自不同的情况。实验结果表明，

复合益生菌提高凡纳滨对虾抗副溶血弧菌感染能力

的原因可能与复合益生菌增加水体和对虾肠道中可

培养细菌量、提高凡纳滨对虾抗病相关基因表达和

CAT 活性有关。 
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Effect of A Compound Probiotics on the Ability of Litopenaeus vannamei to 
Resist Vibrio parahaemolyticus Infection 
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(1. Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 
Sciences; Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science 
and Technology (Qingdao); Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 

Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Qingdao  266071) 

Abstract    In this culture experiments of Litopenaeus vannamei, we explore the effect of compound 
probiotics on the ability of L. vannamei to resist Vibrio parahaemolyticus infection at different experimental 
stages. One strain of Bacillus licheniformis (BL-9), one B. subtilis (BS-12), and one Pseudoalteromonas 
flavipulchra (CDM8) were selected to make up a compound of probiotics at the same concentration   
(107 CFU/ml). The effect of compound probiotics on the V. parahaemolyticus infection of L. vannamei 
was observed by adding the compound probiotics to the culture water of the L. vannamei. The experiment 
took place over 30 d, including a temporary period (7 d), a probiotics immersion period (15 d), and a  
V. parahaemolyticus infection period (10 d). The experiment results showed that the addition of 
compound probiotics in the culture water could significantly increase the total number of bacteria culture 
in the water and the intestinal tract of L. vannamei (P<0.05). The cumulative survival rate of shrimp in the 
experimental group was (73.33±6.83)% at the end of the infection periodwhich was significantly higher 
than that of the positive control group (25.33±15.43)%. The disease-resistant-related gene: heat shock 
protein 70 (Hsp70), β-1,3-glucan binding protein-lipoprotein (βGBP-HDL), lipopolysaccharide-β-1, 
3-glucan binding protein(LGBP), crustin, and immune related enzymes catalase (CAT), was up-regulated 
by different degrees in the probiotics immersion phase. And all the genes up-regulated extensively during 
the V. parahaemolyticus infection stage, but expressed at different levels. The results suggested that the 
compound probiotics with BL-9, BS-12, and CDM8 in water could improve the ability of shrimp to resist 
V. parahaemolyticus infection. The increase of disease resistance of L. vannamei may be related to the 
colonization of probiotics in the intestinal tract, and the expression level of disease resistance related 
genes and catalase activity in L. vannamei. It is hoped that the results of this study can provide a reference 
for the application of compound probiotics in the cultivation of L. vannamei. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Compound probiotics; Vibrio parahaemolyticus; Immune genes; 
Catalase 
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发病鲆鲽类分离菌株的 16S rRNA 基因测序分析* 
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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    细菌性疾病是中国海水养殖鲆鲽类的主要病害，为全面了解病原菌种类，本研究对

1999~2012 年从山东、江苏、河北、天津等沿海地区养殖场发病鲆鲽鱼类中分离得到的 124 株优势

菌株进行了 16S rRNA 基因测序和系统发育学分析。将基因序列与 GenBank 核酸序列数据库进行相

似度比对分析，结果显示，有 83 株与弧菌属(Vibrio sp.)细菌相似度最高，11 株与气单胞菌属

(Aeromonas sp.)细菌相似度最高，4 株与爱德华氏菌属(Edwardsiella sp.)细菌相似度最高，26 株为其

他 15 种属的细菌。根据系统发育学分析结果，进一步将 66 株菌鉴定为 16 个种，优势种为溶藻弧

菌(V. alginolyticus)、哈氏弧菌(V. harveyi)、鳗弧菌(V. anguillarum)、杀鲑气单胞菌(A. salmonicida)和
迟缓爱德华氏菌(E. tarda)。选择其中的 9 株鳗弧菌和 4 株迟缓爱德华氏菌进行人工感染实验，结果

显示，其中 7 株鳗弧菌和 3 株迟缓爱德华氏菌对大菱鲆(Scophthalmus maximus)有较强的致病性。研

究结果可为阐明中国海水养殖鲆鲽类的流行病发生历史、病原种类、病原监测及疾病控制提供重要

参考。 
关键词    鲆鲽类；病原菌；16S rRNA 基因；系统发育学分析；鉴定 
中图分类号 S943   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0142-09 

近年来，中国水产养殖业发展迅速，已成为国民

经济的重要组成部分，但随着养殖规模的扩大，水产

病害也越来越严重，成为制约中国水产业发展的一个

重要因素。据统计，2017 年水产养殖因病害造成的

直接经济损失达约 361 亿元，在监测到的 96 种病原

中，细菌性疾病种类占了 46 种(张显良等, 2018)。中

国海水养殖地域范围分布广，从辽宁到海南的纬度跨

度达 23°，同时，养殖品种多，导致不同地区养殖病

害种类复杂，极大地增加了病害防控的难度。鲆鲽类

是中国海水养殖的重要品种，在辽宁、河北、山东、

江苏等多个省份均有养殖。对养殖鲆鲽类进行流行病

学调查，可为中国水产流行病学的监控提供基础数

据，并可进一步有针对性地对细菌性病害进行防治，

对中国水产事业的发展有重要意义。 
水产养殖动物的病原主要有细菌、病毒、真菌和

寄生虫四大类。其中，细菌性疾病是鱼类中 为常见

且是危害 大的一类疾病。现已报道的海水鱼类细菌

病原超过 40 种，包括弧菌 (Vibrio)、爱德华氏菌

abc
图章
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(Edwardsiella)、气单胞菌 (Aeromonas)、假单胞菌

(Pseudomonas)、屈桡杆菌(Flexibacter)、巴斯德氏菌

(Pasteurella) 、 肾 杆 菌 (Renibacterium) 、 链 球 菌

(Streptococcus)、分枝杆菌(Mycobacterium)和诺卡氏

菌(Nocardia)等(Austin et al, 2007; Fryer et al, 1993)。 
目前，16S rRNA 基因的高通量测序在环境细菌

组成分析研究中已得到广泛应用，通过提取、扩增和

分析水体、鱼体表和组织的总 DNA，对 16S rRNA 基

因进行扩增、测序和比对，判断细菌的种类组成，并

可获得大量的非可培养细菌的数据。16S rRNA 是高

度保守的分子，又有中度保守和高度变化的序列区

域，适合于研究进化距离不同的各类原核生物的亲缘

关系，目前已广泛应用于细菌的分类研究(东秀珠等, 
2001; Borrell et al, 1997)。但由于病原需要通过柯赫

氏法则进行确定，因此，在病原的鉴定过程中，分离

培养依旧是不可缺少的一部分。鲆鲽类是中国重要的

海水养殖品种，本实验室自 1999 年以来，开展了海

水养殖鲆鲽类病害调查，从江苏、山东、河北、天津

等沿海养殖场的发病鱼分离收集菌株。本研究通过分

析分离菌株的 16S rRNA 基因序列，对其进行分类，

并对其中的鳗弧菌和迟缓爱德华氏菌进行致病性检

验，以期对中国海水养殖鲆鲽类的细菌性病原种类有

深入的了解，为病害控制提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

本研究所用菌株为 1999~2012 年从江苏、山东、

河北、天津等沿海地区海水养殖场发病鲆鲽类内脏分

离纯化(表 1)，用甘油保存于‒80℃冰箱中。 

1.2  细菌 16S rRNA 基因序列的 PCR 扩增和测序 

取保存于‒80℃冰箱的菌株在胰大豆蛋白胨平板

(TSA)划线，28℃培养24~36 h，挑取单一菌落悬浮于

50 μl无菌蒸馏水，在100℃水浴5 min裂解细胞，离心

沉淀细胞碎片，取上清液作为细菌DNA模板。以细菌

16S rRNA基因通用引物27F(5-AGAGTTTGATCCT 
GGCTCAG-3)和1492R(5-GGTTACCTT GTTACGAC 
TT-3)进行PCR扩增(Lane, 1991)。50 μl PCR反应体

系：5 μl 10×Taq buffer，1 μl 2.5 mmol/L dNTPs (Thermo, 
美国)，3 μl 25 mmol/L MgCl2，10 μmol/L引物各1 μl，
Taq酶0.5 μl (Thermo, 美国)，DNA模板2 μl，ddH2O
补至50 μl。反应程序：95℃  5 min；95℃ 1 min，
52℃ 1 min，72℃ 1 min 40 s，30个循环；72℃ 10 min。
PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测后，用DNA胶回

收试剂盒(上海生工)进行纯化，纯化产物送上海桑尼

生物科技有限公司测序。 

1.3  16S rRNA 基因序列比对分析 

所得序列在 GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/)核酸数据库进行 Blast 比对分析，根据序列相似

性>95%为同属细菌，在 70%~95%为不同属细菌(杨霞

等, 2008)，初步确定所测细菌在属水平上的分类地

位。采用 BioEdit 的 ClustalW Multiple alignment 比对

分析，运用 Mega5.05 以 Neighbor-Joining 法，重复

1000 次计算 bootstrap 值，Kimura 2-parameter 模型构

建系统发育树。 

1.4  人工感染实验 

选择均重约为30 g的健康大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)，养殖水温为16℃~18℃，通过肌肉注射方

式进行人工感染。选取鉴定为鳗弧菌和迟缓爱德华氏

菌的菌株接种于TSB液体培养基，28℃摇床培养12 h。
离心收集菌体，用生理盐水将菌液依次稀释至106、

105、104和103 CFU/ml。每个浓度注射10尾鱼，每尾

注射0.1 ml，对照组注射等体积的灭菌生理盐水。每

天正常饲喂、换水，记录发病和死亡情况，对死亡鱼

及时解剖，并对病原进行分离。同时，平板计数稀释

液以确定菌液具体浓度。根据改进的寇氏法(杨茂成, 
1990)计算菌株的半数致死量(50% lethal dose, LD50)。 

2  结果与分析 

2.1  细菌 16S rRNA 基因扩增及序列分析 

以引物对 27F/1492R 进行 PCR 扩增，获得

1500 bp 左右的 DNA 片段。对纯化的 DNA 片段进行

测序，获得的 16S rRNA 基因序列提交至 GenBank，
登录号见表 1。Blast 结果显示，所得 124 个 16S rRNA
基因序列与 GenBank 核酸数据库序列的 高相似性

达 99%~100%，可鉴定到属的地位，其中，弧菌属

(Vibrio sp.)数量 多，共分离到 83 株，占 66.9%；其

次依次为气单胞菌属(Aeromonas sp.) (共 11 株, 占
8.9%)、爱德华氏菌属 (Edwardsiella sp.) (4 株 , 占

3.2%)、假交替单胞菌属(Pseudaltermonas sp.) (3 株, 
占 2.4%)和假单胞菌属(Pseudomonas sp.) (3 株, 占
2.4%)等(表 2)。在 1999~2004 年，分离到的细菌大部

分属于弧菌属，占 77.3%；在 2005 年以后，随着养

殖技术的提高和养殖条件的改善，弧菌的比例逐渐下

降，仅占 29.6%，气单胞菌属和爱德华氏菌属的菌株
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逐渐增多，分别占 40.7%和 11.1%。 
根据在 GenBank 核酸数据库中进行 Blast 比对的

结果，并从 GenBank 选取属内具有代表性的 16S 
rRNA 基因序列作为参考序列，与所得序列共同构建

系统进化树(图略)。综合相似性和系统进化结果，将

66 株细菌鉴定到种的水平，其中，15 株为溶藻弧菌(占
12.1%)，9 株为哈氏弧菌(占 7.3%)，9 株为鳗弧菌(占
7.3%)，6 株为杀鲑气单胞菌(占 4.8%)，4 株为迟缓爱

德华氏菌(占 3.2%)，以及其他种类的细菌(表 3)，其

余菌株均须结合其他方法鉴定到种的水平。 
 

表 1  分离菌株 16S rRNA 基因序列在 GenBank 核酸数据库 BLAST 分析 
Tab.1  BLAST analysis of 16S rRNA gene sequences in GenBank Nucleotide Database 

菌株编号 
Strains name 

GenBank 登录号 
Access number 

与 GenBank 有 高相似度的细菌 
The highest identification strains in GenBank, Access number 

分离年份 
Year of isolation

M3 AY035897 Vibrio anguillarum 775, CP002284 1999~2001 
B17 AY046955 Vibrio sp. clone H02C48-20, HQ161427 1999~2001 
M4 AY046956 Vibrio sp. J207, GU223597 1999~2001 

SMP1 EF091702 Vibrio anguillarum 610, AM162655 2004 
MHK9 EF091705 Vibrio anguillarum strain HQ010516A-1, DQ068758 2005 
MHK2 HQ611038 Edwardsiella tarda C07-087, CP004141 2005 

MHK25 HQ611039 Edwardsiella tarda C07-087, CP004141 2005 
5SHT KC884584 Vibrio sp. D4058, DQ480136 2007 
8SHT KC884585 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 2007 
25C KC884586 Vibrio parahaemolyticus ATCC 13150, DQ068942 2002~2003 
AJ1 KC884587 Vibrio harveyi CGB10, GU070669 1999~2001 
AX4 KC884588 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 1999~2001 
AX6 KC884589 Vibrio ponticus strain AN62, JQ409384 1999~2001 

B17-4 KC884590 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 1999~2001 
DFHYSS-1 KC884591 Vibrio litoralis strain MANO22D, NR043545 2010 

ED2-1 KC884592 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 1999~2001 
ED3 KC884593 Vibrio sp. A975, GU223593 1999~2001 

ED22 KC884594 Vibrio harveyi strain VSH5, KC261414 1999~2001 
F6 KC884595 Vibrio sp. A5-15, JX134469 1999~2001 
H5 KC884596 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 1999~2001 

HFST-4 KC884597 Vibrio azureus strain UDC491, HM032017 2009 
IM4-1 KC884598 Vibrio harveyi strain CAIM 1792, JQ434106 1999~2001 
IM4-2 KC884599 Vibrio harveyi strain CAIM 1792, JQ434106 1999~2001 
IM7-1 KC884600 Vibrio sp. SBP, HQ123984 1999~2001 

L2 KC884601 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 2002~2003 
L4 KC884602 Vibrio anguillarum 610, AM162655 2002~2003 
L6 KC884603 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 2002~2003 
L8 KC884604 Vibrio vulnificus NBRC 15645, AB680930 2002~2003 
L9 KC884605 Vibrio damselae subsp. damselae NBRC 15633, AB680919 2002~2003 

L10-1 KC884606 Vibrio furnissii NCTC 11218, CP002377 2002~2003 
L10-2 KC884607 Vibrio furnissii strain 9119-82, NR037067 2002~2003 
L15 KC884608 Vibrio parahaemolyticus BB22OP, CP003973 2002~2003 

L15-2 KC884609 Vibrio parahaemolyticus BB22OP, CP003973 2002~2003 
L18 KC884610 Vibrio furnissii NCTC 11218, CP002377 2002~2003 
L21 KC884611 Vibrio damselae subsp. damselae NBRC 15633, AB680919 2002~2003 
L25 KC884612 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 2002~2003 
L32 KC884613 Vibrio vulnificus CMCP6 strain CMCP6, NR074889 2002~2003 
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续表 1 

菌株编号 
Strains name 

GenBank 登录号 
Access number 

与 GenBank 有 高相似度的细菌 
The highest identification strains in GenBank, Access number 

分离年份 
Year of isolation

L33 KC884614 Vibrio metschnikovii strain H050610-1, EF645831 2002~2003 
L35 KC884615 Vibrio furnissii NCTC 11218, CP002377 2002~2003 
L37 KC884616 Vibrio harveyi ATCC 35084, HM771342 2002~2003 
L38 KC884617 Vibrio parahaemolyticus BB22OP, CP003973 2002~2003 
L40 KC884618 Vibrio parahaemolyticus NBRC 12711, AB680329 2002~2003 
L41 KC884619 Vibrio parahaemolyticus BB22OP, CP003973 2002-2003 
L44 KC884620 Vibrio sp. SBP, HQ123984 2002~2003 
L47 KC884621 Vibrio harveyi ATCC BAA-1116, CP000789 2002~2003 
L48 KC884622 Vibrio harveyi strain VSH5, KC261414 2002~2003 
L50 KC884623 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 2002~2003 
L52 KC884624 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 2002~2003 
L53 KC884625 Vibrio sp. SBP, HQ123984 2002~2003 
L62 KC884626 Vibrio anguillarum NBRC 13266, AB680389 2002~2003 
L63 KC884627 Vibrio sp. A975, GU223593 2002~2003 
L66 KC884628 Vibrio harveyi strain VSH5, KC261414 2002~2003 
L67 KC884629 Vibrio sp. Y1-10, JX134423 2002~2003 

MHK4 KC884630 Vibrio damselae subsp. damselae 04Ya311, AB571870 2005 
MHK5 KC884631 Bacterium 3H203, JF411537 2005 

MHK13 KC884632 Vibrio anguillarum AQ_Vang_001_2012_A4398, KC404866 2005 
MT83 KC884633 Vibrio sp. HS1, EU086102 1999~2001 
MWL1 KC884634 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 1999~2001 

NH1 KC884635 Vibrio harveyi strain VSH5, KC261414 2004 
NH2 KC884636 Vibrio sp. Y1-10, JX134423 2004 
NH4 KC884637 Vibrio commol/Lunis strain F052, JF836182 2004 
NH6 KC884638 Vibrio sp. CF4-11, FJ169995 2004 
NH7 KC884639 Vibrio harveyi CGB10, GU070669 2004 

SMP2 KC884640 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 2004 
SMP3 KC884641 Vibrio anguillarum 610, AM162655 2004 
SMP4 KC884642 Vibrio anguillarum 610, AM162655 2004 
SMQ6 KC884643 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 1999~2001 
SMQ7 KC884644 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 1999~2001 
SMQ8 KC884645 Vibrio ichthyoenteri isolate HQ010223-1, DQ003270 1999~2001 
SMQ9 KC884646 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 1999~2001 

SMQ10 KC884647 Vibrio ichthyoenteri isolate HQ010223-1, DQ003270 1999~2001 
SMQ15 KC884648 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 1999~2001 
SMQ16 KC884649 Marine bacterium B27, AB607151 1999~2001 
SMQ29 KC884650 Vibrio anguillarum 775, CP002284 1999~2001 
SMW3 KC884651 Vibrio scophthalmi LMG 19158, HM771340 2004 

STD3-90 KC884652 Vibrio harveyi isolate EHP13, FJ227119 1999~2001 
TW3 KC884653 Vibrio parahaemolyticus ATCC 13150, DQ068942 1999~2001 

TWL2 KC884654 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 1999~2001 
TWL3 KC884655 Bacterium 4D704, JF411554 1999~2001 
TWL4 KC884656 Vibrio sp. V639, DQ146989 1999~2001 
WT82 KC884657 Vibrio neptunius strain LMG 20536, NR025476 1999~2001 
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续表 1 

菌株编号 
Strains name 

GenBank 登录号 
Access number 

与 GenBank 有 高相似度的细菌 
The highest identification strains in GenBank, Access number 

分离年份 
Year of isolation

X32 KC884658 Vibrio scophthalmi strain D725, JF836195 1999~2001 
XJ3 KC884659 Vibrio ponticus strain AN62, JQ409384 1999~2001 
YL1 KC884660 Vibrio sp. CIFRI CH-TSB-27, JF784044 1999~2001 
YR1 KC884661 Vibrio sp. Y1-10, JX134423 1999~2001 
JN KC884662 Edwardsiella tarda C07-087, CP004141 2007 

SMQ34 KC884663 Edwardsiella tarda C07-087, CP004141 1999~2001 
2E42-LD KC884664 Aeromonas sp. SXHSY1, JX110711 2012 
3A5LX KC884665 Aeromonas sp. SXHSY1, JX110711 2012 
3B5-2 KC884666 Aeromonas sp. SXHSY1, JX110711 2012 

8C31-L KC884667 Aeromonas sp. Z2_S_TSA18, KC213894 2012 
8C41-L KC884668 Aeromonas sp. SXHSY1, JX110711 2012 
MHK8 KC884669 Uncultured bacterium clone OTU-14_BBA, JN981934 2005 

MHK10 KC884670 Aeromonas allosaccharophila strain QL01, KC130967 2005 
MHK14 KC884671 Uncultured bacterium clone C6, JX262562 2005 
MHK20 KC884672 Aeromonas allosaccharophila strain QL01, KC130967 2005 
MHK26 KC884673 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila NBRC12658, AB680307 2005 

ZD3 KC884674 Aeromonas sp. Z3_S_TSA6, KC213888 2012 
9DLP KC884675 Pseudomonas sp. XjGEB-1, JQ320089 2012 
2SHT KC884676 Uncultured bacterium clone JdFBHulkDF9, JQ678565 2012 

100409-4 KC884677 Uncultured bacterium clone D49, EU234302 2010 
100409-5 KC884678 Psychrobacter sp. enrichment culture clone B2-3, GU570644 2010 

DA1 KC884679 Brevibacterium sp. MN3-3, JQ396535 1999~2001 
F2 KC884680 Virgibacillus sp. B1-21, EU435360 1999~2001 

IM1-1 KC884681 Uncultured bacterium clone TE-2-B10, JQ337350 1999~2001 
L1 KC884682 Stenotrophomonas maltophilia strain FF111, GQ280904 2002~2003 

L12 KC884683 Uncultured Proteus sp. clone W60, JF733467 2002~2003 
L16 KC884684 Providencia vermicola strain AR_PSBH1, HM582881 2002~2003 
L29 KC884685 Uncultured Proteus sp. clone W60, JF733467 2002~2003 
L34 KC884686 Uncultured proteobacterium clone ncLO3SP1, JQ218658 2002~2003 

L39-1 KC884687 Jeotgalicoccus halotolerans strain YKJ-101, NR025643 2002~2003 
L54 KC884688 Halomonas sp. BJGMMOL/L-B48, JQ716248 2002~2003 
L56 KC884689 Halomonas sp. BJGMMOL/L-B48, JQ716248 2002~2003 
L58 KC884690 Brachybacterium sp. PL16F2_S1, JF274910 2002~2003 
L60 KC884691 Pseudomonas aeruginosa B136-33, CP004061 2002~2003 
L68 KC884692 Uncultured bacterium clone TE-2-B10, JQ337350 2002~2003 
L70 KC884693 Pseudomonas straminea NBRC 16640, AB681096 2002~2003 

MHK15 KC884694 Pantoea sp. HC001005-1, EU364832 2005 
SMP5 KC884695 Arthrobacter creatinolyticus NML12-0043, JX476083 2004 
SMW6 KC884696 Uncultured proteobacterium clone ncLO3SP1, JQ218658 2004 
SMW8 KC884697 Enterococcus casseliflavus EC20, CP004856 2004 

T2 KC884698 Virgibacillus sp. B1-21, EU435360 1999~2001 
WT65-2 KC884699 Brachybacterium sp. PB10, DQ643203 1999~2001 
ZMN6 KC884700 Arthrobacter sp. S44, HE662658 1999~2001 
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表 2  分离菌株在属水平上的分类地位 
Tab.2  Classification status of the isolated strains on genus level 

菌株编号 
Strain name 

数量
Number

比例 
Percentage (%) 

属 
Genus 

5SHT, 8SHT, 25C, AJ1, AX4, AX6, B17, B17-4, DFHYSS-1, ED2-1, ED3, 
ED22, F6, H5, HFST-4, IM4-1, IM4-2, IM7-1, L2, L4, L6, L8, L9, L10-1, 
L10-2, L15, L15-2, L18, L21, L25, L32, L33, L35, L37, L38, L40, L41, L44, 
L47, L48, L50, L52, L53, L62, L63, L66, L67, M3, M4, MHK4, MHK5, 
MHK9, MHK13, MT83, MWL1, NH1, NH2, NH4, NH6, NH7, SMP1, SMP2, 
SMP3, SMP4, SMQ6, SMQ7, SMQ8, SMQ9, SMQ10, SMQ15, SMQ16, 
SMQ29, SMW3, STD3-90, TW3, TWL2, TWL3, TWL4, WT82, X32, XJ3, 
YL1, YR1 

83 66.9 Vibrio sp. 

2E42-LD, 3A5LX, 3B5-2, 8C31-L, 8C41-L, MHK8, MHK10, MHK14, 
MHK20, MHK26, ZD3 

11 8.9 Aeromonas sp. 

JN, MHK2, MHK25, SMQ34 4 3.2 Edwardsiella sp. 
2SHT, L34, SMW6 3 2.4 Pseudoalteromonas sp.
9DLP, L60, L70 3 2.4 Pseudomonas sp. 
100409-5, IM1-1, L68 3 2.4 Psychrobacter sp. 
SMP5, ZMN6 2 1.6 Arthrobacter sp. 
L58, WT65-2 2 1.6 Brachybacterium sp. 
L54, L56 2 1.6 Halomonas sp. 
L12, L29 2 1.6 Proteus sp. 
F2, T2 2 1.6 Virgibacillus sp. 
100409-4 1 0.8 Bacillus sp. 
DA1 1 0.8 Brevibacterium sp. 
SMW8 1 0.8 Enterococcus sp. 
L39-1 1 0.8 Jeotgalicoccus sp. 
MHK15 1 0.8 Pantoea sp. 
L16 1 0.8 Providencia sp. 
L1 1 0.8 Stenotrophomonas sp.

 
表 3  分离菌株在种水平上的分类地位 

Tab.3  Classification status of the isolated strains on species level 

菌株编号 
Strain name 

数量 
Number

比例 
Percentage (%)

种 
Species 

ED3, L2, L6, L25, L50, L52, L63, L67, NH2, NH6, STD3-90, 
TWL2, YL1, YR1 15 12.1 Vibrio alginolyticus 

M4, AJ1, IM4-1, IM4-2, L37, MHK5, NH7, TWL3, TWL4 9 7.3 Vibrio harveyi 
M3, SMP1, MHK9, L4, L62, MHK13, SMP3, SMP4, SMQ29 9 7.3 Vibrio anguillarum 
L9, L21, MHK4 3 2.4 Vibrio damselae 
L10-1, L10-2, L18 3 2.4 Vibrio furnissii 
B17, 5SHT, SMQ16 3 2.4 Vibrio splendidus 
F6, MT83 2 1.6 Vibrio azureus 
AX6, XJ3 2 1.6 Vibrio ponticus 
L8, L32 2 1.6 Vibrio vulnificus 
DFHYSS-1 1 0.8 Vibrio litoralis 
L33 1 0.8 Vibrio metschnikovii 
WT82 1 0.8 Vibrio neptunius 
2E42-LD, 3A5LX, 3B5-2, 8C31-L, 8C41-L, ZD3 6 4.8 Aeromonas salmonicida 
MHK8, MHK10, MHK20 3 2.4 Aeromonas allosaccharophila
MHK14, MHK26 2 1.6 Aeromonas veronii 
JN, MHK2, MHK25, SMQ34 4 3.2 Edwardsiella tarda 
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2.2  人工感染实验和半数致死量 

选取鉴定为鳗弧菌和迟缓爱德华氏菌的菌株对

大菱鲆进行人工感染实验和半数致死量计算。结果显

示，在9株鳗弧菌中，7株对大菱鲆具有较强的致病性；

在4株迟缓爱德华氏菌中，3株有较强的致病性。细菌

的半数致死量如表4所示，鳗弧菌M3、SMP1和SMQ29
对大菱鲆的半数致死量在105 CFU/尾左右，L4、L62、
SMP3和SMP4的半数致死量在106 CFU/尾左右，鳗弧

菌MHK9和MHK13的半数致死量都在107 CFU/尾以

上，属于非致病性菌株。迟缓爱德华氏菌JN、SMQ34
和MHK2对大菱鲆的半数致死量在103~104 CFU/尾，

MHK25的半数致死量超过107 CFU/尾，也属于非致病

性菌株。 
 

表 4  分离菌株对大菱鲆的半数致死量 
Tab.4  The 50% lethal dose of isolates in turbot 

菌株 
Strains 

半数致死量 
50% lethal dose (CFU/ind.)

M3 105.1 

SMP1 105.2 

SMQ29 105.4 

L4 106.2 

L62 106.5 

SMP3 106.8 

SMP4 106.8 

MHK13 > 107 

Vibrio anguillarum 

MHK9 > 107 

MHK2 104.1 

JN 103.4 

SMQ34 103.8 

Edwardsiella tarda 

MHK25 > 107 

 

3  讨论 

本研究采用 16S rRNA 基因序列测定及比对分析

方法，对 1999~2012 年从发病海水养殖鲆鲽类中分离

到的 124 株细菌进行了分类地位的分析。结果表明， 
分离到的弧菌菌株 多，占 66.9%，表明弧菌病仍然

是中国鲆鲽类养殖的主要疾病。弧菌广泛分布于海洋

和河口环境，共发现有 66 个种(Garrity et al, 2004)，
其中，对于水生动物危害严重的常见种类有鳗弧菌、

溶藻弧菌、哈氏弧菌、创伤弧菌、拟态弧菌(V. mimicus)
和河弧菌(V. fluvialis)等。本研究表明，溶藻弧菌、鱼

肠道弧菌、大菱鲆弧菌、哈氏弧菌和鳗弧菌为江苏、

山东、河北和天津鲆鲽类养殖场发病鱼分离到的优

势种。鳗弧菌是鲆鲽类常见的致病菌，本研究共分 

离到 9 株鳗弧菌，占分离弧菌的 10.84%。另外，还

分离到创伤弧菌、河弧菌、灿烂弧菌、费氏弧菌     
(V. fischeri)、梅氏弧菌(V. metschnikovii)、美人鱼弧菌

(V. damsela)、病海鱼弧菌(V. ordalii)、栖黑海弧菌   
(V. ponticus)，这些弧菌感染水产动物并引起疾病的

事件在国内外均有报道(Austin et al, 2007; Xie et al, 
2007)。在分离得到的弧菌中，溶藻弧菌、创伤弧菌

为食源性致病菌，可引起人类食物中毒 (Austin, 
2010)，这表明对水产品来源的弧菌监测应当成为食

品安全监管的重要内容。 
气单胞菌属的细菌为人鱼共患病原，其中，杀鲑

气单胞菌、嗜水气单胞菌(A. hydrophila)、维隆气单胞

菌(A. veronii)是引起鱼疾病的主要病原(Austin et al, 
2007)。本研究鉴定的11株气单胞菌，分别为杀鲑气

单 胞 菌 、 维 隆 气 单 胞 菌 和 异 常 嗜 糖 气 单 胞 菌       
(A. allosaccharophila)。杀鲑气单胞菌是鲑科鱼类的主

要病原，引起鲑鳟鱼的病害并造成严重经济损失

(Austin et al, 2007)，在中国已发现该病原可感染石鲽

(Kareius bicoloratus)、刺参(Apostichopus japonicus)
等养殖对象(曹成易等, 2009; 杨嘉龙等, 2007; 张晓

君等, 2005)；维隆气单胞菌宿主广泛，可感染多种淡

水养殖鱼类(Janda et al, 2010)，在海水鱼类的肠道中

也广泛存在(Herrera et al, 2006)，在养殖环境恶化或

病原感染的情况下，可能会入侵鱼体引起继发性感

染；异常嗜糖气单胞菌也在西班牙养殖的欧洲鳗鲡

(Anguilla anguilla)中有感染报道(Martinez-Murcia et al, 
1992)。 

迟缓爱德华氏菌能感染许多动物并引发爱德华

氏菌病，感染的动物包括鱼类、两栖类、爬行类直到

哺乳类(Thune et al, 1993)。多年来，中国北方的重要

水 产 养 殖 品 种 如 大 菱 鲆 、 牙 鲆 (Paralichthys 
olivaceus)、半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)等常受

到迟缓爱德华氏菌感染，经济损失严重(王印庚等 , 
2007; 李杰等, 2008)，给水产养殖业造成了严重影响。

目前，迟缓爱德华氏菌是该属唯一可以感染人的致病

菌，给水产食品安全带来威胁，应引起广泛的重视。 
鳗弧菌和迟缓爱德华氏菌是近年来常见的鲆鲽

类致病菌，针对这 2 种病原，对分离得到的菌株进行

了大菱鲆感染实验。在分离到的 9 株鳗弧菌中，7 株

对大菱鲆具有较强的致病性；4 株迟缓爱德华氏菌中，

3 株对大菱鲆有较强的致病性。近年来，随着鲆鲽类

养殖业的发展，疾病种类也不断增加(李杰等, 2019)。
中国鲆鲽类大规模养殖起源于 20 世纪 90 年代，本研

究中检测的菌株大多是实验室在 2000 年左右分离 
(表 1)，这表明在规模化养殖初期，这些病原就开始
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危害中国的养殖鲆鲽类，在今后的水产养殖疾病预防

中需对其进行特别关注和重视。 
有26株细菌未能鉴定到种的地位，分别为假单胞

菌属、假交替单胞菌属、冷杆菌属(Psychrobacter sp.)、
嗜盐单胞菌属(Halomonas sp.)等15个属。假单胞菌属

细菌是动植物、人类常见的病原，能引起养殖鲆鲽类

的脱鳞症(Li et al, 2018)。假交替单胞菌对海洋动物致

病性的报道不多，在中国已发现该属细菌可引起刺

参、七带石斑鱼 (Epinephelus septemfasciatus)疾病  
(王印庚等, 2006; 孟庆国等, 2006; 乔迁等, 2010)。其他

13个种属的细菌为水环境的菌株，对水生动物的致病性

尚未有报道，其致病性需要通过进一步的研究来确定。 
鲆鲽类的规模化养殖在中国已有 20 多年历史，

病害是影响鲆鲽类养殖业的重要因素，不仅引起鱼类

死亡造成直接经济损失，而且可能导致药物滥用引起

药残超标，造成消费者恐慌，进而影响市场价格。目

前，国内对养殖鱼类的发病情况报道多集中于个体病

例分析，缺乏对产业病害的整体分析，更缺乏规模化

养殖起步阶段的病害情况资料。本研究对实验室自

1999 年以来从发病养殖鲆鲽类中分离的 124 株菌株

进行了鉴定和综合分析，初步确定了中国养殖鲆鲽类

主要流行的细菌性病原，为病害防治、流行病衍化和

疫苗开发提供了基础数据。 
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Sequencing and Phylogenetic Analysis of the 16S rRNA Genes of 
Bacterial Strains Isolated from Diseased Flatfish 

LAN Xin1,2, LI Jie3, LI Guiyang3, XIAO Peng1, MO Zhaolan3①
 

(1. Institution of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao  266071; 2. Graduate University of Chinese Academy of 
Sciences, Beijing  100049; 3. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of 
Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Laboratory for Marine Fisheries Science and 

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

Abstract    Flatfish are the major industrial aquaculture marine fish species bred in North China. During 
the culturing process, members of this species are exposed to infection from a variety of pathogens. 
Diseases caused by bacterial pathogens are the major cause of harm to cultured flatfish in China. To 
investigate the bacterial pathogens that affect flatfish, we focused on 124 strains isolated from organs of 
diseased flatfish in Shandong, Jiangsu, Hebei, Tianjin and other similar places between 1999 and 2012. 
The 16S rRNA gene of the isolates was sequenced, analyzed using BLAST (GenBank), and subjected to 
phylogenetic analysis by using Mega 5.05. The results identified 66.90% of isolates as Vibrio (83 strains), 
8.90% as Aeromonas (11 strains), 3.20% as Edwardsiella (4 strains), and other 15 genera (26 strains). 
According to the phylogenetic tree, 66 strains were identified as 16 species; the dominant species were V. 
alginolyticus, V. harveyi, V. anguillarum, V. damselae, V. furnissii, V. splendidus, A. allosaccharophila, A. 
salmonicida, and E. tarda. To evaluate the pathogenicity of isolates, the virulence of V. anguillarum and E. 
tarda strains isolated from diseased fish was further determined by experimental infection based on the 
50% lethal dose (LD50) in turbot (Scophthalmus maximus). The results showed that seven V. anguillarum 
strains and three E. tarda strains were pathogenic to fish. The LD50 values were 105.1 to 106.8 CFU/fish for 
pathogenic V. anguillarum and 103.4 to 104.1 CFU/fish for pathogenic E. tarda. There were also two strains 
of V. anguillarum and one strain of E. tarda that showed low virulence to turbot, with an LD50 higher than 
107 CFU/fish. The presented results provide significant information to ascertain the bacterial pathogens of 
flatfish, which is important for establishing strategies for the epidemiology, monitoring, and control of 
bacterial diseases. 
Key words    Flatfish; Pathogen; 16S rRNA gene; Phylogenetic analysis; Identification 
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大口黑鲈弹状病毒的分离培养 
及其卵黄抗体的制备* 

袁雪梅  吕孙建  施伟达  杭小英  刘  莉①  吴颖蕾 
(农业农村部淡水渔业健康养殖重点实验室  浙江省鱼类健康与营养 

重点实验室  浙江省淡水水产研究所  湖州  313001) 

摘要    本研究从爆发性死亡的大口黑鲈(Micropterus salmoides)鱼苗病样中分离培养 1株大口黑鲈

弹状病毒(M. salmoides rhabdovirus, MSRV)毒株，采用甲醛灭活大口黑鲈弹状病毒，制备佐剂灭活

疫苗，免疫产蛋鸡，收集高免蛋，制备 MSRV 卵黄抗体，测定其效价、中和效果及对病毒复制和

宿主细胞内凝集素基因(intelectin)表达的影响。结果显示，成功利用草鱼(Ctenopharyngodon idellus)
卵巢细胞株 CO 细胞分离培养大口黑鲈鱼弹状病毒，并用于佐剂灭活疫苗的制备；MSRV 佐剂灭活

疫苗免疫蛋鸡，成功获得 MRSV 的卵黄抗体，效价为 1∶256，稀释度为 1∶64 时的中和病毒的作

用最为明显，中和作用率达 38.29%以上，病毒核酸拷贝数明显降低。同时，还可上调细胞内凝集

素的表达。研究表明，特异性卵黄抗体对大口黑鲈弹状病毒具有明显的中和效果，为后续卵黄抗

体作为免疫制剂的应用奠定了基础。 
关键词    大口黑鲈；弹状病毒；卵黄抗体；病毒中和 
中图分类号 S917.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0151-07 

大口黑鲈(Micropterus salmoides)俗称加州鲈，原

产于美国加利福尼亚州密西西比河水系，肉质鲜美、

在市场上很受欢迎，加之具有生长迅速、易起捕、适

温范围广、耐低氧能力强等特点，一直深受养殖户的

欢迎(樊佳佳等 , 2019)。我国年产量超过 30 万 t，是

全球产量最高的国家(邓国成等 , 2011)。近年来，大

口黑鲈已逐渐成为跑道式循环水养殖的主要养殖品

种。但无论是传统的高密度养殖，还是跑道式集中圈

养模式，都存在着疫病快速传播的潜在危险。其中，

病毒性病害的爆发，常造成严重的经济损失。弹状病

毒(Rhabdovirus)为一种单股不分节段的负链 RNA 病

毒，种类较多，包括 175 种以上的成员，可感染脊椎

动物、无脊椎动物和植物。鱼类弹状病毒因宿主广、

毒株种类多、毒力强等特点，对各种淡水和海水鱼造

成了严重危害(Zhang et al, 2018)。近几年，在大口黑

鲈苗种培育及养殖早期流行一种可引起大口黑鲈鱼

苗大量死亡的疾病，给鲈鱼养殖业带来巨大的经济损

失。雷燕等(2015)结合流行病学调查及分子生物学鉴

定，确认引起广东省佛山市一大口黑鲈养殖池塘鱼种

暴发性死亡的疾病为弹状病毒病，其病原为弹状病

abc
图章
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毒。寻找敏感细胞是病毒体外培养的关键，而病毒的

体外培养又是后续研究的基础。目前，已报道的用于

大口黑鲈弹状病毒体外培养的细胞仅有大口黑鲈皮

肤(LBS)细胞一种(Gao et al, 2018)。 
卵黄抗体(IgY)是指从免疫禽蛋中提取出的针对

特定抗原的抗体，具有化学性质稳定、产量高、成本

低、特异性强且无任何毒副作用的优势；由于与鱼类

种系发生距离远，不会发生交叉血清学反应。卵黄抗

体对某些动物疫病具有明显治疗和紧急预防作用；纯

化后的卵黄抗体还可用于病毒的检测(陈斌等, 2005)。
卵黄抗体应用于水生动物疾病的预防和治疗屡见报

道。特异性卵黄抗体可较好地保护感染白斑综合症病

毒的斑节对虾，显著提高斑节对虾的存活率(Kumaran 
et al, 2010)，用抗溶藻弧菌卵黄抗体拌喂感染溶藻弧

菌的鲍鱼，可显著降低鲍鱼的死亡率(Wu et al, 2011)。
Sunwoo 等(2010)发现，特异性卵黄抗体能抑制大肠

杆菌(Escherichia coli 987P)的生长。程娜(2014)研究

发现，抗鳗利斯顿氏菌(Listonella anguillarum)卵黄抗

体可明显提高感染鳗利斯顿氏菌香鱼 (Plecoglossus 
altivelis)的存活率。由于大口黑鲈弹状病毒主要危害

5 cm 以下的鲈鱼苗种，而这一阶段的鱼苗免疫系统

发育不完善，主动免疫预防难以实现，加之发病急，

病程短，以抗体作为被动免疫的预防措施更具有生产

实践意义。本研究在成功分离培养大口黑鲈弹状病毒

的基础上，针对大口黑鲈病毒制备卵黄抗体，研究其

对大口黑鲈弹状病毒的中和作用，为大口黑鲈弹状病

毒病的防治与诊断试剂的开发提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  病毒、细胞及实验动物 

弹状病毒感染的大口黑鲈鱼苗病样采自浙江省

湖州市某苗种场，草鱼(Ctenopharyngodon idellus)卵巢

细胞株(CO)由实验室保存。180 日龄的健康蛋鸡由浙

江湖州杨家埠鸡场提供，10 只进行免疫，5 只用作阴

性对照。 

1.2  主要试剂 

弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自 Sigma 公

司(美国)；细胞培养基 M199、胎牛血清及双抗均购

自 GIBCO 公司；TRIZOL 总 RNA 提取试剂、Ex Taq 
DNA 聚合酶和 pGEM-T 连接试剂盒购自 TaKaRa 公

司(日本)；反转录和定量 PCR 试剂购自 TOYOBO 公

司(日本)；2×Taq PCR Master Mix 购自天根生化科技

(北京)有限公司；辣根过氧化物酶 HRP 标记的羊抗鸡

抗体、TMB 显色试剂盒、MTT 细胞增殖和细胞毒性

检测试剂盒均购自碧云天生物技术公司(上海)；引物

由苏州金唯智生物科技有限公司合成；其他试剂均为

国产分析纯级试剂。 

1.3  大口黑鲈感染弹状病毒检测及分离培养 

取 10 尾患病大口黑鲈鱼苗置于冰上研磨，采用

TRIZOL 试剂提取组织总 RNA，参考雷燕等(2015)的
方法，进行 RT-PCR 检测，扩增产物送苏州金唯智生

物科技有限公司测序。经 PCR 检测后，取感染 MSRV
的大口黑鲈鱼苗，匀浆后离心，取上清液，过滤除菌，

滤液即为粗提的病毒原液。采用草鱼卵巢细胞株 CO
细胞作为大口黑鲈弹状病毒的敏感细胞，以含 10%胎

牛血清的 M199 完全培养基培养 CO 细胞至汇片

60%~80%时，上述病毒粗提液用 M199 基础培养基

1∶5 倍稀释后感染细胞，吸附 1.5~2 h 后，吸出未吸

附病毒液，添加 M199 维持液继续培养 48~72 h，出

现细胞病变 50%以上，收获病毒的细胞培养物，置于

–80℃保存备用。此外，根据已公布的 MSRV 核酸序

列(GenBank No: MK397811)设计引物，扩增特异性产

物构建质粒，用于制备定量检测病毒核酸的标准品。

同时，设计用于荧光定量 PCR 检测病毒核酸、内凝

集素(intelectin)和内参的引物。所用引物具体信息见

表 1。 

1.4  大口黑鲈弹状病毒灭活疫苗的制备及免疫 

病毒的细胞培养物冻融、离心，取上清液，加入

甲醛使终浓度为 0.5%，密封后置于 65℃灭活 2 h，每

30 min 摇匀 1 次。冷却至室温，加入青霉素和链霉素

(双抗浓度为 100 μg/ml)，分装封口，4℃保存。将灭

活的大口黑鲈弹状病毒分别与弗氏完全佐剂和弗氏

不完全佐剂按 1∶1 体积比混合，完全乳化后得弗氏

完全佐剂乳化疫苗和弗氏不完全佐剂乳化疫苗，4℃
保存备用。 

用上述制备的佐剂乳化疫苗采用胸肌多点注射

的方式，免疫 180~190 日龄的产蛋鸡。分别于 1、7、
14 和 28 d 免疫，共免疫 4 次，每次免疫 1 ml/只。第

1 次采用弗氏完全佐剂乳化疫苗免疫，其他时间点用

弗氏不完全佐剂乳化疫苗免疫。免疫 5 周后，从第

35 天开始收集鸡蛋，每天收集免疫鸡所产的鸡蛋，

总共收集 20 d。同时，以注射 PBS 作为对照组，免

疫程序与实验组相同。 

1.5  卵黄抗体的制备及效价测定 

收集的鸡蛋经表面消毒，在无菌条件下取蛋黄倒

入烧杯中，加入 8 倍体积的乙酸-乙酸钠缓冲液(pH 5.2)，
搅拌 10 min，4℃沉淀过夜，吸取上清液，10000 r/min 
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表 1  本研究所用引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物名 
Primer name 

引物序列 
Sequence (5′~3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃)

片段大小 
Amplicon size (bp) 

用途 
Purpose 

MSRV-F ATAAGGGTAGTTGAGAAGAAG 
MSRV-R CTTCTTGTTGCTCTTCTTAAA 

55 372 PCR 

MSRV-F1 CTGCTGTGTTAATTTTGCTCTTGGTCCGA 
TTTTCGGAGCCTTACCCGCTGTTTGTTCCG

MSRV-R1 GATGGTGGTGGTGGTGGCTGCCGC 
TCACTCCAGTTCCCACC 

58 1386 标准质粒

制备 

MSRV-F2 AGCAGCATCACCAGCCACATC 
MSRV-R2 CGTCCGTCGCTTGACTCAATT 

58 185 

Intelectin-F AGGCGGATGGACTCTTGTGG 
Intelectin-R TTCAGGCAGGTTCTGGTCGTT 

58 109 

β-actin-F CATCCTCCGTCTGGACTTGGCT 
β-actin-R CCTCTGGGCACCTGAACCTCT 

58 257 

Real-time 
PCR 

 
离心 15 min，收集上清液，加入饱和硫酸铵沉淀抗体

蛋白，12000 r/min 离心，收集沉淀，超纯水重悬，透

析去除卵黄抗体中残留的盐离子。采用 SDS-PAGE
检测卵黄抗体纯度，BCA 蛋白定量试剂盒测定浓度。 

采用ELISA测定卵黄抗体效价。首先，制备MSRV
蛋白，在MSRV病毒液中加入适量RIPA(含1 mmon/L 
PMSF)，混匀后，置于冰上30 min，12000 r/min离心

10 min，上清液即为病毒蛋白。病毒蛋白用PBS稀释

后铺板，每孔100 μl，4℃包被过夜；之后，PBST洗

涤3次后，加入倍比稀释的卵黄抗体，每孔100 μl，37℃
孵育1 h，洗涤3次后，再加入羊抗鸡二抗，于37℃孵

育1 h，洗涤3次后，加TMB底物显色，最后，加入10%
硫酸溶液终止反应。 

1.6  卵黄抗体的抗病毒效果及其对内凝集素基因

(intelectin)表达的影响 

1.6.1  卵黄抗体对病毒的中和作用    首先，测定病

毒半数细胞感染量(TCID50)，即 MSRV 病毒原液进行

10 倍稀释，分别接种 CO 细胞，每个稀释度设 8 个重

复。24℃培养 96 h，记录病变细胞数和未病变细胞数，

按 Reed-Muech 法计算 TCID50。 
以每孔 100 个 TCID50 病毒量与倍比稀释的卵黄

抗体混匀，24℃作用 2 h 后接种细胞，同时，设正常

细胞孔对照及 100 TCID50/孔、0.1 TCID50/孔的病毒对

照，当 100 TCID50/孔全部病变，而 0.1 TCID50/孔中

无病变时，用 MTT 法检测细胞存活量，按公式计算

中和作用率： 
作用率(%)=[(给药组平均值–病毒对照平均值)/ 

(正常细胞对照组平均值–病毒对照平均值)]×100% 

1.6.2  卵黄抗体对弹状病毒复制的影响    参考  
刘珍等(2016)的方法制备标准品，使用引物 MSRV-F1/ 
MSRV-R1 扩增病毒核酸特异性片段，PCR 产物经纯

化后与载体 pGEM-T 连接，将连接产物转化至大肠杆

菌 DH5α，筛选阳性克隆，提取质粒，并测序验证。

测定重组质粒 DNA 浓度，换算成拷贝数作为标准品

原液。以 10 倍梯度稀释的标准质粒为模板，MSRV-F2
和 MSRV-R2 为引物，进行 Real-time PCR 扩增。反

应参数：95℃预变性 5 min，95℃变性 30 s，58℃退

火 30 s，72℃延伸 1 min 19 s，共 40 个循环。得出计

算病毒核酸拷贝数的标准曲线。 
卵黄抗体与等体积的病毒液混合，24℃作用 2 h

后接种细胞，同时，设置病毒对照和正常细胞对照。

于接种后第 6、12、24、48 和 72 小时收集细胞病毒

液，TRIZOL 提取总 RNA，反转录参照 TOYOBO 公

司的“ReverTra Ace qPCR RT Master Mix”试剂盒合

成 cDNA。使用引物 MSRV-F2/MSRV-R2对样品 cDNA
进行 Real-time PCR 扩增，通过标准曲线换算得到样

品中病毒 RNA 的拷贝数。 
1.6.3  卵黄抗体对 CO 细胞中 intelectin 表达的影响 

按照 1.6.2 所述步骤处理样品，得到的样品 cDNA
分别用引物 intelectin-F/intelectin-R 和 β-actin-F/β- 
actin-R 进行 Real-time PCR 扩增，反应程序同 1.6.2。
得到的数据利用 2–ΔΔCt方法计算实验组 intelectin 的相

对表达量。 

1.7  统计分析 

采用软件 SPSS 16.0 的单因素方差分析(One-way 
ANOVA)对各组数据进行差异分析，P<0.05 为显著性
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差异，P<0.01 为极显著性差异。 

2  结果 

2.1  弹状病毒核酸检测及分离培养 

患病大口黑鲈鱼苗的主要症状表现为停止摄食，

水面漫游，打转，体色发黑，鳃和腹部充血(图 1a)。
采用特异性引物对患病鱼组织核酸进行 PCR 检测，

扩增片段大小与预期 372 bp 相符(图 1b)。 
利用患病鱼组织制备的病毒粗提液接种 CO 细胞

后，24 h 开始出现细胞病变，表现为细胞收缩变圆，

聚集成团，出现明显的空斑(图 2)。细胞培养物经

RT-PCR 检测，同样可扩增出大口黑鲈弹状病毒的特

异性片段。 

2.2  卵黄抗体制备及浓度、纯度和效价测定 

收集免疫后的鸡蛋蛋黄，纯化后得到的卵黄抗体

浓度为 1.8 mg/ml，经 SDS-PAGE 检测，从图 3 可以

看出，在 50~75 kDa 和 25~37 kDa 之间有明显的条带，

与卵黄抗体轻链和重链大小预期相符 (He et al, 
2011)。ELISA 测得卵黄抗体的效价为 1∶256。 

2.3  卵黄抗体的中和作用及对病毒复制的影响 

病毒 TCID50 经测定为 104.12。卵黄抗体倍比稀释

后，与病毒作用后接种 CO 细胞，用 MTT 法检测卵

黄抗体中和作用率，结果显示，1/64 倍稀释的卵黄抗

体对病毒的中和作用最为明显，中和作用率为

38.29%以上。 
为定量测定病毒复制的核酸拷贝数，制备了荧光 

 

 
 

图 1  大口黑鲈弹状病毒的临床症状(a)与 PCR 检测结果(b) 
Fig. 1  Clinical symptoms (a) and MSRV PCR products (b) of diseased M. salmoides 

1~3：病鱼样品 Diseased M. salmoide samples；4：阴性对照 Negative control；M：DNA Marker DL2000 

 

 
 

图 2  大口黑鲈弹状病毒在草鱼卵巢细胞株(CO)上的病变情况 
Fig. 2  Cytopathic effect of CO cell monolayer inoculated with diseased fish tissue homogenate filtrate 

a：接种病毒 2 d 的 CO 细胞；b：正常的 CO 细胞 
a: Cytopathic effect of CO cells 2 days post-infection; b: Normal CO cell monolayer 
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图 3  卵黄抗体的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of IgY 

1~3: IgY; M: 蛋白分子量标准 Protein maker 
 

定量 PCR 的标准曲线，其 R2 为 0.9983，引物的扩增

效率为 103%。在此基础上，应用 Real-time PCR 方法

检测中和实验组及对照组的病毒复制情况，结果显

示，病毒与卵黄抗体中和作用后接种 CO 细胞，于 6、
12、24、48 和 72 h 5 个时间点收集的细胞培养物，

测得的病毒 RNA 拷贝数均显著低于病毒对照组  
(图 4)，其中，第 12 小时中和实验组病毒拷贝数仅为

病毒对照组的 0.003 倍。 
 

 
 

图 4  卵黄抗体对弹状病毒复制的影响 
Fig. 4  Neutralization of relative virus copies of MSRV  

using egg-yolk antibody 

**表示差异极显著(P<0.01)，下同 
** indicate highly significant differences, the same as below 

 
2.4  卵黄抗体对 CO 细胞 intelectin 基因表达的影响 

采用 Real-time PCR 方法检测中和实验组及细胞

对照组不同时间点的 CO 细胞中 intelectin 基因的表达

水平。结果显示，中和实验组 intelectin 基因的表达量

在 5 个时间点均高于细胞对照组，其中，72 h 时，中

和实验组 intelectin 的表达量达到细胞对照组的 10 倍

(图 5)。 
 

 
 

图 5  卵黄抗体对 CO 细胞 intelectin 表达的影响 
Fig. 5  Relative expression of intelectin mRNA of MSRV 

challenged CO neutralized with egg-yolk antibody 
 
 

3  讨论 

近年来，大口黑鲈弹状病毒在大口黑鲈苗种培育

及养殖早期流行，严重时，80%池塘发病，死亡率高，

短时间内可高达 90%，经济损失巨大。研究利用 CO
细胞分离培养大口黑鲈弹状病毒，得到了较好的效

果，病毒能在 CO 细胞上稳定传代，利用荧光定量

PCR 测定 CO 细胞培养的病毒 RNA 拷贝数，可达

109 copies/ml 以上，收获的细胞病毒液经浸泡感染大

口黑鲈鱼苗，能复制出与自然发病鱼相似的症状。目

前，用于大口黑鲈弹状病毒体外培养的细胞鲜有报

道。Gao 等(2018)利用大口黑鲈皮肤(LBS)细胞培养

MSRV，可产生明显的细胞病变效应，应用 Real-time 
PCR 方法检测，感染细胞 24 h 时病毒 RNA 相对表达

量为感染 6 h 时的 70 多倍。在应用 CO 细胞感染

MSRV 病毒时，检测到感染 24 h 时病毒 RNA 相对表

达量为 6 h 时的 800 倍以上，说明，CO 细胞较 LBS
细胞更适合 MSRV 的复制增殖。 

卵黄抗体因具备无毒副作用和特异性高等特

点，被广泛用于人和动物的疾病控制和治疗 (Zhen  
et al, 2008)。本研究发现，大口黑鲈弹状病毒与特异

性卵黄抗体作用后，在 CO 细胞中的复制水平明显降

低，说明，特异性卵黄抗体对大口黑鲈弹状病毒具有

中和作用，但其抗体效价低于已报道的抗病毒卵黄抗

体水平。王建梅等(2012)用盐析法粗提制备的抗犬瘟

热卵黄抗体，其效价最高可达 1∶819。张述斌等(2013)
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建立了一种用水稀释反复冻溶法、氯仿萃取法与冷乙

醇沉淀法相互结合提取鸡新城疫卵黄抗体的方法，效

价可达到 1∶2048。雷丹等(2018)应用水稀释法提取

抗猪流行性腹泻病毒(PEDV)变异株卵黄抗体，其效

价为 1∶12800。分析本研究中卵黄抗体效价低的原

因，可能是免疫程序和抗体提取纯化方法不够理想，

还需进一步优化。此外，本研究还发现，5 个时间点

中和实验组病毒 RNA 拷贝数较病毒对照组下降水平

不一，其中，12 h 时下降 1000 倍，表明卵黄抗体除

了可以直接中和病毒，还可能在病毒复制增殖过程中

发挥作用，其机制有待进一步研究。 
内凝集素作为凝集素家族的一员，是一种新发现

的分泌型凝集素。本研究中和实验组细胞的intelectin
表达水平较正常细胞组有所升高，提示，卵黄抗体在

免疫防御或应答方面发挥作用。李媛(2016)研究发现，

迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)特异性IgY能够

增强大菱鲆(Scophthalmus maximus)头肾巨噬细胞的

吞噬活性，刺激大菱鲆非特异性免疫相关酶(溶菌酶、

超氧化物歧化酶、碱性磷酸酶)的产生，还能增强这

些酶的活性，也说明，卵黄抗体具有刺激和调节机体

免疫功能的作用。目前，水生动物有关intelectin的报

道很少，Chang等(2007)报道，在草鱼体内经脂多糖

诱导后 intelectin表达水平显著上调。Lin等(2009)报
道，在感染杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)的肝

脏中intelectin表达水平上调。本实验室前期研究发现，

草鱼在接种草鱼出血病灭活苗早期，肾脏中intelectin基
因表达显著上调(奕志娟等, 2015)。Chen等(2018)报
道，斑马鱼(Danio rerio) intelectin基因zITLN1、zITLN2
和zITLN3可以识别细菌细胞壁的主要成分，从而能结

合细菌并引发细菌的凝集。目前，尚未见卵黄抗体刺

激intelectin基因上调的相关报道，其上调与病毒复制

的相关性及其机理有待进一步研究。 
本研究成功建立了大口黑鲈弹状病毒的体外培

养和卵黄抗体制备方法，明确了卵黄抗体的抗病毒中

和作用，为进一步开发用于弹状病毒免疫防治的免疫

制剂奠定了良好的基础。 
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Isolation and Egg-Yolk Antibody Preparation of  
Micropterus salmonides Rhabdovirus 

YUAN Xuemei, LV Sunjian, SHI Weida, HANG Xiaoying, LIU Li①, WU Yinglei 
(Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Fish Health and 

Nutrition of Zhejiang Province, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou  313001) 

Abstract    The largemouth bass Micropterus salmoides has been widely cultured in China due to its 
considerable economic value. Recently, the species suffered from serious M. salmoides rhabdovirus 
(MSRV) disease during the juvenile phase, particularly in aquaculture conditions. In this study, a strain of 
M. salmoides rhabdovirus isolated from dying juvenile fish was cultured in a grass carp ovary (CO) cell 
line. To take advantage of passive immunity, we explored anti-MSRV immunoglobin Y (IgY) by 
discontinuously immunization on laying hens with a formalin-killed vaccine of MSRV. The antibody was 
purified by saturated ammonium sulfate, and displayed virus resistance with an ELISA antibody titer of  
1∶256 detected. The bioactivity of anti-MSRV IgY was tested simultaneously after being added to a CO 
cell line incubated with MSRV. This antibody showed antiviral activity, with 38.29% of neutralizing 
effectiveness detected at a dilution of 1∶64. The RNA copies of MSRV in the test group were clearly 
fewer in number compared with those of members of a control group. By the florescent real-time 
quantitative PCR, the intracellular lectin experienced significantly up-regulated pick-up to nearly 10-fold 
at 72 h compared with the control group. In conclusion, we successfully isolated a strain of MRSV and 
cultured it in a CO cell line. Anti-MSRV IgY prepared with vaccinations of inactive virus displayed 
antiviral activity in this study, laying a foundation for the application of yolk antibodies as an immune 
preparation. 
Key words    Micropterus salmoides; Rhabdovirus; Egg-yolk antibody; Virus neutralization 
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金乌贼端粒酶逆转录酶基因鉴定和 
组织差异表达分析* 

项子龙 1,2,3  刘长琳 2  张金勇 2,3,4  胡  鹏 2,3   
何暮春 5  柳淑芳 2,3①  庄志猛 2  薛同明 6 

(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  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  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； 
4. 南京农业大学无锡渔业学院  无锡  214081；5. 中国海洋大学生命学院  青岛  266003;  

6. 青岛金沙滩水产开发有限公司  青岛  266000) 

摘要    本研究从金乌贼(Sepia esculenta)转录组中筛选出疑似 TERT (Telomerase reverse transcriptase)
基因序列，通过系统进化和同源序列分析，鉴定出该基因为金乌贼 TERT 基因，序列长度为 2415 bp。
采用实时荧光定量 PCR 技术，检测和分析金乌贼 TERT 基因在不同组织、不同发育时期和不同性

别的相对表达量差异。结果显示，与产卵期相比，濒死期的心、肝、胰、鳃、性腺、食道上神经团

(除去视腺和视叶后的脑组织)等 6 个组织的 TERT 基因表达量呈显著下调趋势，推测与濒死期的器

官组织分裂和增殖能力下降有关。TERT 基因在金乌贼不同组织中具有明显的组织特异性，说明金

乌贼各组织器官的衰老状态并不一致。本研究结果可为深入研究头足类生殖与衰老等生命过程的端

粒酶调控机制提供基础数据。 
关键词    金乌贼；TERT 基因；qRT-PCR；系统进化树；基因差异表达分析 
中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0158-07 

端粒是真核细胞线性染色体末端的一段特殊

DNA-蛋白复合体，使染色体的天然末端有别于一般

性的损伤断端，对维持细胞正常生命活动的生理内稳

态起关键作用(Moyzis et al, 1988; Verdun et al, 2007; 
Deng et al, 2007; Mergny et al, 2002)。衰老的端粒学

说(Telomere theory)认为端粒在细胞老化过程中起重

要作用，每次细胞分裂都会因 DNA 聚合酶功能障碍

而不能完全复制它们的染色体，端粒 DNA 序列长度

逐渐缩短，最终造成细胞衰老死亡。端粒决定了细胞

分裂的次数，故端粒又被称作生命体的“分子时钟”，

abc
图章
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端粒损耗的速度则是衡量“生物衰老”的方法之一

(Spivak et al, 2016)。端粒酶(Telomerase)能延长端粒

重复序列，维持染色体稳定，确保细胞复制能力

(Wright et al, 1996)。因此，端粒酶具有保持端粒稳定、

染色体完整、细胞活性和增殖能力等重要作用。端粒

酶由端粒酶模板 RNA(Telomerase RNA, TR)、端粒酶

逆转录酶(Telomerase reverse transcriptase, TERT)和
端粒酶相关蛋白构成(Wright et al, 1995)。TERT 基因

是端粒酶起作用的关键结构和主要调控亚单位，通过

逆转录端粒酶 RNA 模板序列，合成端粒 DNA 重复

序列并添加到染色体末端，从而弥补了端粒在细胞分

裂中的消耗。研究表明，在正常细胞中导入 TERT 基

因载体并表达，能够促进细胞生长，延长细胞寿命，

这些现象表明端粒酶在阻止细胞衰老的过程中具有

重要作用(Bodnar et al, 1998)。 
金 乌 贼 (Sepia esculenta) 是 头 足 类 鞘 亚 纲

(Coleoidea)的代表种，一年生且终生仅繁殖 1 次，生

殖后快速死亡，属于一次生殖类型。这种在短时间内

发生的生殖和死亡现象可以作为研究生殖、衰老和死

亡之间错综复杂关系的切入点。依据衰老的端粒学

说，金乌贼生殖后快速死亡是否与端粒 DNA 序列长

度缩短有关？生殖前后至自然死亡过程中，TERT 基

因表达有什么规律？TERT 基因表达量是否存在组织

差异性和性别差异？为了回答这些问题，本研究从课

题组前期获得的金乌贼卵巢转录组数据(Zhang et al, 
2019)中筛选出 TERT 基因，并选取了金乌贼的生长

期(Growth Stage, GS)、产卵期(Spawning Stage, SS)、
濒死期(Aging Stage, AS) 3 个关键生长发育阶段样

品，运用 qRT-PCR 技术分析不同发育阶段、不同组

织和不同性别的 TERT 基因表达规律，为揭示金乌贼 
生殖与衰老的关系奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

金乌贼野生幼体于 2016 年 9 月捕捞自山东青岛

沿海，经过近 1 年人工培育性成熟并自然交配，于

2017 年 7 月获得受精卵。受精卵在水温 19℃~20℃、

盐度 29~30 条件下孵化 30 d 后，获得初孵幼体。幼

体和成体培育水温为 20℃~23℃，盐度为 29~30，0~30
日龄投喂活体糠虾(Opossum shrimp)，30 日龄后投喂

活体小虾和小鱼，每天投喂 2 次，每次投饵至饱食。

从 2017 年 7 月~2018 年 7 月跟踪采集金乌贼样品。

选取生长期、产卵期、濒死期 3 个关键时期的金乌贼

样品，每个时期雌、雄各取 3 只，共采集 18 只金乌

贼的肝脏、胰脏、性腺、鳃、食道上神经团(除去视

腺和视叶后的脑组织)、心脏等组织样品，将 18 组样

品液氮速冻后，随即转入80℃冰箱冻存备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  TERT 基因的筛选与鉴定    从课题组前期获

得的金乌贼卵巢转录组数据(Zhang et al, 2019)中筛

到疑似 TERT 基因片段序列信息。将疑似金乌贼

TERT基因序列信息与 NCBI数据库(https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov)下载的已知物种 TERT 基因序列比对分

析(表 1)。用 ClustalX 对所有序列进行比对排序并去

除两端冗余序列，保留共有序列 2415 bp。使用 MEGA 
6.0 软件分析序列的核苷酸组成、变异位点数等，采用 

 
表 1  TERT 基因序列信息 

Tab.1  TERT gene sequence information 

物种 
Species 

分类 
Type 

序列长度 
Sequence length (bp) 

GenBank No. 

金乌贼 Sepia esculenta 软体动物门 头足纲 十腕目 2415 本研究 This study

加州双班蛸 Octopus bimaculoides 软体动物门 头足纲 八腕目 30352 NW014724770.1

美洲牡蛎 Crassostrea virginica 软体动物门 双壳纲 牡蛎目 3233 XM022469838.1

虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis 软体动物门 双壳纲 海扇蛤目 6018 XM021523133.1

福寿螺 Pomacea canaliculata 软体动物门 腹足纲 中腹足目 5212 XM025238462.1

舌形贝 Lingula anatina 腕足动物门 无铰纲 舌形贝目 3553 XM013525154.2

斑马鱼 Danio reri 脊索动物门 硬骨鱼纲 鲤形目 3530 EF202140.1 

地松鼠 Ictidomys tridecemlineatus 脊索动物门 哺乳纲 啮齿目 4311 XM005340748.2

太平洋斑纹海豚 agenorhynchus obliquidens 脊索动物门 哺乳纲 鲸目 4090 XM027125435.1

食蟹猕猴 Macaca fascicularis 脊索动物门 哺乳纲 灵长目 4007 XM005556550.2

眼镜猴 Carlito syrichta 脊椎动物门 哺乳纲 灵长目 3246 XM021717883.1
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邻接法(Neighbour-joining, NJ) 构建分子系统进化树，

经 1000 次重复抽样(Bootstraps)检测其置信度(图 1)。
同时，使用 DNAman 软件，保留共有序列，对金乌

贼以及其相物种进行同源序列分析，确定该序列与已

知 TERT 基因的同源性。 
1.2.2  RNA 提取与反转录    使用 TaKaRaTM Mini 
BEST Universal RNA Extraction Kit 提取 RNA，1%琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性。使用 NanoDrop2000 
(Thermo)检测 RNA 浓度与纯度，选择条带清晰纯度

高 RNA 样品。 
按照 Vazyme 公司 HiScript ®Ⅱ Q RT SuperMix for 

qPCR (+gDNA wiper)试剂盒推荐反应体系，以前期提

取合格 RNA 为模板，反转录合成 cDNA。 
1.2.3  引物设计    使用 Primer 5.0 设计 TERT 基因

特异性扩增引物 QTERT1、QTERT2 和内参基因 18S
的特异性扩增引物 Q18S，用于定量分析(表 2)。 
1.2.4  实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)    本研究采用

非特异性荧光标记 SYBR Green 对 TERT 基因在金乌

贼各发育阶段的组织样品中进行相对荧光定量 PCR
检测。使用 ABI 7500 型实时荧光定量 PCR 系统，

TaKaRaTM TB Green Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒，反应

体系 20 μl：ROXⅡ 0.4 μl；上游引物 0.4 mmol/L；下

游引物 0.8 mmol/L；TB Green 10 μl；H2O 6 μl。使用 

18S 作为 qPCR 内参基因。 
反应条件为两步法 PCR 扩增标准程序：95℃预

变性 30 s；95℃ 5 s，60℃ 34 s，40 个循环。 

1.3  数据处理 

根据荧光实时定量 PCR 测得的 Ct 值，运用 2Ct 

法计算 TERT 基因的表达量。每个处理组的数据独立

分析，即同一个处理组内每个样品的 ΔΔCt 值为该样

品 ΔCt 值减去组内最大 ΔCt 值，通过计算得出 2ΔΔCt

值便可以估算在同一处理组内各个样品的相对表达

量的差异。 
分析结果均以平均值±标准误(Mean±SE)表示，

并利用 SPSS 16.0 软件中的单因素方差 (One-way 
ANOVA)分析 TERT mRNA 表达量在不同组织及各发

育时期间的差异水平。使用 GraphPad Prism 5 软件绘

制每个处理组相对表达量的差异图。 

2  结果与分析 

2.1  TERT 基因的筛选与鉴定 

在 NJ 系统进化树中(图 1)，金乌贼的疑似 TERT
基因首先与同为头足纲的加州双班蛸 ( O c t o p u s 
bimaculoides)的 TERT 基因聚为一支，自展支持率为 

 
表 2  TERT 与内参基因 18S qRT-PCR 引物信息 

Tab.2  qRT-PCR primer information of TERT and 18S 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5~3) 

引物长度 
Primer length (bp) 

产物大小 
Product size (bp) 

QTERT1F GCAACATTTGGACTGAGGCTTTC 23 

QTERT1R GTCCCTGGCACATCTACATCCT 22 
160 

QTERT2F CCATGGTGTGGATTGTTGATTG 22 

QTERT2R GGGTCAGGTTCACAGTTAGTATG 23 
168 

18S F CAGTGGCGGCTTAGTGGTTGAC 22 

18S R AGTCCTTCTGGCAGTTGTTGTTGG 24 
100 

 

 
 

图 1  TERT 基因 NJ 系统进化树 
Fig.1  NJ phylogenetic tree of TERT gene 



第 3 期 项子龙等: 金乌贼端粒酶逆转录酶基因鉴定和组织差异表达分析 161 

 

100；然后，与其他软体动物聚为一个大的类群。脊

索动物门的 5 个种则聚成另外一个独立分支，与无脊

椎动物形成 2 个并列分支。DNAman 软件同源序列分

析结果表明，金乌贼 TERT 基因序列与加州双班蛸

TERT 基因序列一致性为 58.28%。NJ 系统进化树分

析与同源序列分析将金乌贼转录组数据中筛选到的

疑似 TERT 基因鉴定为金乌贼 TERT 基因。 

2.2  不同组织 TERT 基因表达规律 

雌性金乌贼卵巢的 TERT 基因相对表达量最高，

食道上神经团次之，接下来是心脏。随着金乌贼生长

发育过程的推进，性腺和心脏的 TERT 基因表达量呈

逐渐下调的趋势(P<0.05)，而食道上神经团在产卵期

的表达量显著高于生长期和濒死期(P<0.05)，肝、胰、

鳃等组织的表达量则一直很低(图 2)。 

 

 
 

图 2  雌性金乌贼 TERT 基因在不同组织 3 个时期的表达 
Fig.2  Female S. esculenta TERT gene expression  

in different tissues at three stages 

上方字母不同表示差异显著(P<0.05)。下同 
Different letters indicate significant difference (P<0.05).  

The same as below 
 

与雌性金乌贼相似，雄性的性腺也是 TERT 基因

相对表达量最高的组织，食道上神经团次之，接下来

是心脏。但雄性金乌贼的胰脏 TERT基因表达量较高，

与心脏相当。在雄性金乌贼的生长发育过程中，性腺

的生长期和产卵期该基因表达水平均较高(P>0.05)，
濒死期却显著下降(P<0.05)；胰脏和心脏的 TERT 基

因表达量呈逐渐下调的趋势(P<0.05)；食道上神经团

在 3 个阶段呈先上升后下降的趋势，且产卵期的表达

量极显著高于生长期和濒死期(P<0.01)；虽然肝脏和

鳃的表达量较低，但呈现出与食道上神经团类似的趋

势(图 3)。 
 

 
 

图 3  雄性金乌贼 TERT 基因在不同组织 3 个时期的表达 
Fig.3  Male S. esculenta TERT gene expression  

in different tissues at three stages 
 

2.3  金乌贼 TERT 基因表达性别差异 

比较雌、雄金乌贼相同组织的TERT基因表达量，

生长期，仅有胰脏和食道上神经团雄性表达量高于雌

性(P<0.05)，肝脏、性腺、鳃、心脏在雌、雄间均无

显著性差异(P>0.05)(图 4)。产卵期，卵巢 TERT 基因

表达量极显著高于精巢(P<0.01)，其他 5 个组织 TERT
基因的表达量均较低，且不存在性别差异(P>0.05) 
(图 5)。濒死期，卵巢组织的 TERT 基因表达量急剧

下降，导致卵巢中该基因表达量极显著低于精巢组织

(P<0.01)，其他 5 个组织的表达量依旧较低，且不存

在性别差异(P>0.05)(图 6)。 
 

 
 

图 4  生长期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.4  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at growth stage 
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图 5  产卵期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.5  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at spawning stage 

 

 
 

图 6  濒死期金乌贼不同组织 TERT 基因 
雌、雄表达差异比较 

Fig.6  Comparison of TERT gene expression in different 
tissues of male and female S. esculenta at aging stage 

 

3  讨论 

衰老又称老化，是生物发育成熟后的一个持续发

展的、动态的、缓慢的自身机能减退，结构、组分逐

步退行性病变并趋向死亡的不可逆转的现象(马少缔

等, 2017)。金乌贼以其生殖后快速衰老、死亡的特点，

成为研究衰老的一个理想物种。近年来，科研工作者

主要从繁殖生物学、遗传育种学、胚胎发育学等方面

展开研究(王亮等, 2017; 何暮春等, 2018; 刘长琳等

2018; 尹亚南等, 2018; 汪金梅等, 2017)。如果能充分

了解金乌贼的衰老过程及其分子调控机制，并应用于

生产，则能为渔业产量增长做出巨大贡献，并对人类

衰老研究提供一个新的视角。 
TERT 基因是端粒酶维持端粒长度的关键结构和

主要调控亚单位。虽然端粒酶活性变化规律在人、小

鼠、大鼠等物种的不同组织中已得到确认(Kim et al, 
1994; Wright et al, 1996; Ulaner et al, 1997)。但是，关

于海洋生物该基因的转录和调控规律却所知甚少，其

中一个复杂的问题是调控可能具有组织和细胞特异

性(Cong et al, 2002; Ducrest et al, 2002; Mergny et al, 
2002; Liu et al, 2004)。本研究发现，不同发育阶段的

金乌贼 TERT 基因在肝、胰腺、性腺、鳃、食道上神

经团和心脏中均有表达，并随着生长阶段变化，性腺、

心脏、胰等组织的基因表达量呈持续下降趋势。据

Kong 等(2008)研究报道，TERT 基因表达的差异化与

目标组织细胞的增殖能力有关。组织细胞增殖能力的

高低也是体现其衰老状态的一个重要因素。因此，

TERT 基因表达量的下降，揭示在金乌贼生命周期中，

其性腺、心脏和胰脏等器官组织的分裂和增殖能力处

于下降趋势。金乌贼性腺等组织的 TERT 基因表达下

降与细胞增殖分裂能力的变化是否与其产卵后快

速自然死亡存在有一定相关性，尚需要进一步工作来

证实。 
值得注意的是，雌、雄金乌贼食道上神经团的

TERT 基因相对表达量是在产卵期均大幅上调，濒死

期却又大幅下调。研究发现，动物繁殖性能的高低很

大程度上取决于下丘脑一垂体一性腺(HPG)轴的调

节。在鱼类中，鱼类的性腺发育和生殖活动是由脑下

垂体控制和调节的，而脑下垂体又在下丘脑控制之下

(王良臣, 1987)。而头足类中枢神经系统的食道上神

经团支配视腺调节性腺发育与成熟，视腺类似于脊椎

动物的脑垂体，而食道上神经团类似于脊椎动物的下

丘脑(Wells et al, 1959、1972)。推测产卵盛期的金乌

贼受中枢神经系统的食道上神经团调控，激活 TERT
基因，从而增强性腺细胞的增殖能力，促进金乌贼性

腺成熟和产卵，以适应金乌贼产卵期的生理需求。 
通过实验发现，TERT 基因在金乌贼不同组织中

具有明显的组织特异性，食道上神经团与性腺中高表

达，在其他组织中低表达，尤其在肝、鳃和心脏组织

中表达量最低，说明金乌贼各组织衰老状态并不一

致。这一结果与青鳉(Oryzias latipes)的相关研究结果

相似。在青鳉中胚胎期和成体分化组织中均有 TERT
基因表达，在成体组织中性腺和脑发现了 TERT 基因

高表达(Frank et al, 2008)。同时，黑点青鳉(Oryzias 
melastigma) (Yu et al, 2006)和河豚(Takifugu rubripes) 
(Yap et al, 2005)中的 TERT 基因组织间差异表达与本

研究结果相似，均表现为性腺 TERT 基因高表达，而

肝脏、鳃、心脏等组织均低表达。本研究结果显示

的性腺与其他组织的表达差异更大。  
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本研究结果还显示，金乌贼 TERT 基因表达具有

雌、雄性别间差异。产卵期，雌性金乌贼性腺组织

TERT 基因相对表达量显著高于雄性(P<0.05)；濒死

期，雄性金乌贼性腺组织 TERT 基因相对表达量显著

高于雌性(P<0.05)，其他组织低表达，无显著差异

(P>0.05)。这种性别差异与大西洋鳕(Gadus morhua)
和欧洲鳕(Merluccius merluccius) (López de et al, 2014)
的研究结果并不一致，大西洋鳕与欧洲鳕 TERT 基因

在性腺表达不具有显著差异，这种差异可能是物种差

异性造成的。 

4  小结 

本研究从金乌贼转录组数据中成功筛选出端粒

酶 TERT 基因，鉴定出的序列长度为 2415 bp，NJ 系

统进化树分析显示，金乌贼与加州双班蛸的 TERT 基

因遗传距离较近，二者同源性为 58.28%。金乌贼生

活史关键阶段的 TERT 基因相对表达差异分析表明，

与产卵期相比，濒死期的心、肝、胰、鳃、性腺、食

道上神经团(除去视腺和视叶后的脑组织)等 6 个组织

TERT 基因表达量呈显著下调趋势，推测与濒死期的

器官组织分裂和增殖能力下降有关。TERT 基因在金

乌贼不同组织中具有明显的组织特异性，说明金乌贼

各组织器官的衰老状态并不一致。 
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Gene Identification and Tissue Differential Expression Analysis of  
Sepia esculenta Telomerase Reverse Transcriptase 

XIANG Zilong1,2,3, LIU Changlin2, ZHANG Jinyong2,3,4, HU Peng2,3,  
HE Muchun5, LIU Shufang2,3①, ZHUANG Zhimeng2, XUE Tongming6 

(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 Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of 

Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, 
Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 4. Wuxi Fisheries College, Nanjing 

Agricultural University, Wuxi  214081; 5. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao  266003;  
6. Qingdao Jinshatan Aquatic Product Development Co., Ltd., Qingdao  266000) 

Abstract    Telomerase reverse transcriptase (TERT) gene is a key structure and major regulatory 
subunit of telomerase. TERT synthesizes telomeric DNA repeats by reverse transcription of telomerase 
RNA template sequences and adds them to the ends of chromosomes to maintain and extend the ends. 
Golden cuttlefish (Sepia esculenta) is an annual species that dies quickly after spawning. This 
characteristic makes it a potential research object for the study of reproduction and aging. In this study, 
the phylogenetic and homologous sequence analysis revealed that the gene was a Sepia esculenta TERT 
gene with a sequence length of 2415 bp. Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) was used to detect the 
relative expression of TERT gene in the growth stages, spawning stages and aging stages of S. esculenta, 
and to analyze life cycle differences and gender differences. The research results show that TERT gene 
expression in six tissues, including heart, liver, pancreas, gill, gonad and esophageal nerve mass, showed a 
downward trend, which was supposed to be related to the decline of organ division and proliferation in the 
near-death stage. TERT gene has obvious specificity in different tissues of, Sepia esculenta. It shows that 
the aging status of different tissues and organs of Sepia esculenta is different. The results of this study can 
provide basic data for the further study of the regulation mechanism of Telomerase in reproduction and 
senescence of cephalopod. 
Key words    Sepia esculenta; TERT gene; qRT-PCR; Phylogenetic tree; Gene differential expression 
analysis 
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捕捞诱导鱼类生物学特征进化研究进展* 
单秀娟 1,2①  胡芷君 1,3  邵长伟 1,2  唐  政 1,3 
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与生态环境重点实验室  青岛  266071；2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物 

产出过程功能实验室  青岛  266071；3. 上海海洋大学海洋科学学院  上海  201306) 

摘要    随着捕捞强度加大，渔业生物为了应对捕捞压力、维持种族繁衍，逐渐产生适应性进化，

这一过程称为捕捞诱导进化(Fishing-induced evolution, FIE)，通常表现为渔业生物个体变小、性成

熟提前，个体对捕捞的敏感性增强，进一步导致渔业种群结构简单、生态系统稳定性下降和渔业经

济效益降低。认知捕捞诱导的渔业生物适应性进化，掌握捕捞对渔业种群的作用机制，有利于制定

科学合理的渔业资源养护与管理策略。虽然 FIE 方面已进行了大量研究，但 FIE 在生理、生态及基

因层面上对渔业生物的具体影响过程尚未明确，尤其是在气候变化、多物种相互作用等的动态环境

中，FIE 的作用方式更为复杂。作者综述了鱼类 FIE 的主要研究方法，总结了捕捞对大个体的选择

性在鱼类生长、性成熟和行为方面的影响，并分析了这种影响对渔业种群恢复与管理产生的效

应，以及今后需要解决的关键科学问题，旨在为 FIE 的进一步深入研究和渔业资源的科学管理

提供帮助。 
关键词    鱼类；捕捞诱导进化；渔业资源；生物学特征；进化影响评估 
中图分类号 S937   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0165-11 

渔业资源是人类食物的重要来源之一。但是，随

着捕捞强度加大，全球已有超过 30%的渔业资源遭受

过度捕捞，约 60%处于完全开发阶段(FAO, 2016)。为

了适应捕捞压力、维持种群繁衍，渔业生物会在短时

间内发生适应性进化，这个过程称为捕捞诱导进化

(Fishing-induced evolution, FIE) (Jørgensen et al, 2007)。
Rutter (1902)首次提出捕捞可能使鱼类退化，但由于

不符合当时物种进化缓慢的观念，且缺乏相关理论支

撑，同一时期很多类似研究都未受到重视，如 Cooper
等(1953)、Handford 等(1977)和 Borisov (1978)。20 世

纪末，研究发现过度捕捞导致大西洋鳕 (Gadus 
morhua)生物量严重下降、性成熟年龄提前和体长变

小(Olsen et al, 2004; Hutchings, 2004)，恢复过程也变

得十分缓慢(Sinclair et al, 2002)，人们开始认识到捕

捞可能诱导海洋生物发生快速进化并阻碍种群恢复

(Kuparinen et al, 2007)。21 世纪初，FIE 逐渐成为渔

业资源研究的热点问题之一。我国关注到 FIE 问题是

在 20 世纪 60 年代，研究人员从“四大家鱼”中观察到

“鱼类小型化”现象(朱成德等, 1979)。此后，在海洋捕

捞和人工繁殖过程中，渔业生物也被发现存在小型化

abc
图章
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和性早熟现象(詹秉义等, 1986; 陈景元, 1985)。截止

目前，FIE 已经是一个普遍的生态学现象，影响着渔

业生物的生物学、生理、行为和遗传结构等(付辉云

等, 2015; Uusi-Heikkilä et al, 2008; Kokkonen et al, 
2015)，进而对渔获物质量、产量以及整个生态系统

产生重要影响(Jørgensen et al, 2013; Kuparinen et al, 
2016)。 

为了掌握捕捞对渔业生物进化的作用机制，制定

合理的渔业资源管理策略，需要对 FIE 进行深入研

究。近年来，FIE 的研究有很多，主要以鱼类作为研

究对象，研究内容集中在捕捞对鱼类生活史特征和遗

传结构的影响(Walraven et al, 2010; Diaz et al, 2015; 
Cuveliers et al, 2011)、探索多种研究方法在捕捞进化

效应的应用(Pauli et al, 2014; 李莉等, 2016; Laugen 
et al, 2014)、FIE 在种群和生态系统水平上的影响及

其对渔业经济和管理的意义 (Enberg et al ,  2009; 
Eikeset et al, 2013)等。然而，由于受到气候变化、污

染和围填海等多种因素影响(樊伟等, 2001)，研究 FIE
的具体过程与机制难度较大，多数研究结论只是理论

或实验预测，还缺少确切的野外观测证据(Heino et al, 
2015; Hard et al, 2008)。我国尚未进行 FIE 的系统研

究，少量相关研究主要探究鱼类生物学特征、种群结

构变动及其管理对策(李忠义等 ,  2017; 朱晓光等 , 
2009)，以及网具选择性、捕捞和环境变化对鱼类生

物学特征和种群结构的影响(林群等 ,  2016; 孙鹏 , 
2013)等。本文综述了国内外 FIE 的相关研究结果，

总结了 FIE 的主要研究方法和主要的捕捞方式(底拖 

网)在鱼类生长、性成熟和行为方面的影响，分析了

其对种群恢复及渔业资源管理的意义，旨在为 FIE 的

进一步研究和渔业资源管理提供参考资料。 

1  研究方法 

研究 FIE 的难点之一在于如何厘清环境和捕捞

压力、区分表型可塑性和进化作用，至今还没有一个

十分有效的方法。20 世纪末以前，主要利用简单的

回归统计方法分析野外调查数据，但不能有效排除环

境作用(Bigler et al, 1996)。之后的研究方法可大致分

为 4 种，分别应用于不同方面的 FIE 研究，并各有其

优缺点(Conover et al, 2009a) (表 1)。 
一是野外生态学的方法，利用野外调查数据构建

统计模型，用于排除环境影响。其中，使用最多的是

概率成熟反应范式 (Probabilistic maturation reaction 
norms, PMRN)，该模型假设环境变化通过生长作用于

性成熟，即未成熟鱼类在发育到性成熟的生长过程中

已包含了影响性成熟的所有因素，其性成熟概率变化

反映的是鱼类自身的变化——遗传进化。因此，

PMRN 方法可以在缺少遗传数据的情况下揭示鱼类

的进化可能性，而且所需的年龄、体长和性成熟数据

较容易获取、使用方法简单(Dieckmann et al, 2007)。
但是，由于鱼类性成熟所受的部分外界影响因素可能

并不影响其生长，因此，并未包含在此性成熟概率中，

概率变化未能完全证实适应性进化的存在 (Kraak, 
2007)。 

 

表 1  捕捞诱导进化(FIE)的研究方法及其优缺点 
Tab.1  Research methods of fishing-induced evolution (FIE) and their advantages and shortages 

研究方法 
Research methods 

描述 
Description 

优势 
Advantages 

不足 
Shortages 

文献 
References 

野外生态学 
Field ecology 

利用野外调查数据进行

分析 
通过直接观测获知野

外状况，是现阶段最常

用的研究方法 

数据收集困难，受

多种因素影响，不

易重复 

Rijnsdorp et al, 1993; Pardoe 
et al, 2009; Walraven et al, 
2010 

实验生态学
Experimental 
ecology 

控制环境和实验条件，

探究适应性进的诱导因

素和过程 

受人为控制，可重复性

强 
实验时间有限，与

野外自然状态下的

条件有差别 

Conover et al, 2002; Sutter 
et al, 2012; Uusi-Heikkilä 
et al, 2017; Pauli et al, 2014

数值模拟
Numerical 
simulation 

在一定选择压力和环境

变动下，计算机模拟已

知的生态、生理和遗传

过程进行预测 

可同时考虑环境、表型

可塑性、密度依赖效应

等多种因素，预测种群

变动 

模拟真实环境难度

较大，模拟结果只

能作为参考 

孙鹏 , 2013; Wang et al, 
2009; Dercole et al, 2017; 
Marty et al, 2015 

遗传学 
Genetics 

通过检测基因组序列、

结构、转录水平和表观

遗传等的变化，推测进

化过程 

利于探究鱼类适应性

进化及其机制 
缺少已知的生物遗

传信息，分析基因

型与表型的对应关

系难度大 

Therkildsen et al, 2013; 
Chebib et al, 2016; Uusi- 
Heikkilä et al, 2017; Barrett 
et al, 2011 



第 3 期 单秀娟等: 捕捞诱导鱼类生物学特征进化研究进展 167 

二是实验生态学方法，已广泛且有效地应用于各

个研究领域。在 FIE 研究上也不例外，其应用范围包

括探究捕捞对鱼类行为的影响(Sutter et al, 2012)、量

化生物学特征的演化速率(Audzijonyte et al, 2013)、
观测特征之间的共同演变(Cooke et al, 2007)和结合

分子技术探究捕捞选择的遗传机制(Wijk et al, 2013; 
Uusi-Heikkilä et al, 2017)等。在人为控制的不同捕捞

压力条件下，Conover 等(2002)首次为海洋鱼类的 FIE
提供了实验证据。 

三是数值模拟，得益于数据分析技术的发展，使

用计算机模拟鱼类生活史动态有利于从中得出 FIE
的作用规律。如今，数值模拟方法多用于探究网具选

择性的影响程度(Jørgensen et al, 2009)、过度开发时

鱼类的恢复情况(Dunlop et al, 2009; Kuparine et al, 2012)
以及量化 FIE 对渔业经济效益的影响(Zimmermann  
et al, 2015)等，但模拟结果与野外情况的一致性还需

进一步验证。 
四是遗传学方法，由于野外遗传数据缺乏，该方

法一般结合实验生态学方法进行。根据已有的物种遗

传信息，使用微卫星(Simple Sequence Repeats, SSR)
和单核苷酸多态 (Single nucleotide polymorphism, 
SNP)等基因标记，进行种内不同个体的比较，从而探

究捕捞对鱼类遗传组成产生的影响(李莉等, 2016)。
随着第二代测序技术的发展，采用基因组学的方法可

以实现群体间大量位点的序列分析，识别出与选择作

用相关的位点，并通过分析位点在个体内的功能，推

测适应性进化机制，这将成为日后 FIE 研究的最有力

的手段(Elmer et al, 2016; 柳莹等, 2016)。 

2  捕捞诱导鱼类生物学特征进化 

使用具有选择性的捕捞网具以及在渔场、渔汛期

定点定时作业都可能对渔业生物产生选择性，使生物

种群向着适应选择压力的方向演变(Hsieh et al, 2010; 
Heino et al, 2015)。这里所说的选择性与渔业管理上

的有所不同，后者以渔获的种类数区分，渔获种类多

则选择性小，而这里所说是以生物的某一特征(体型、

行为等)进行分类，如刺网较多选择体高且在一定体

长范围内的个体，因此，刺网捕捞都具有高选择性，

而且由于选择对象不同，其诱导进化方向和速率也有

差异。捕捞诱导进化，一方面是因为捕捞大量移出体

型较大的个体，同时也对基因型进行了定向选择

(Liang et al, 2014)；另一方面捕捞使物种组成、栖息

环境和种群密度等发生变化，从而通过改变营养关

系、生活环境和生活习性间接影响鱼类生活史特征

(Ricker, 1981)，其特征进化主要表现在生长、性成熟

和行为等方面(图 1) (Heino et al, 2015)。 

2.1  生长 

大多数捕捞网具是对鱼类个体大小的直接选择，

往往导致鱼类向个体变小的方向演变(Rutter, 1902)。
多数水域都出现了鱼类小型化现象，如小个体渔获物

的比例不断增加等(刘其根等, 2005)。有关捕捞影响

鱼类生长的研究已有许多报道，但是，由于个体生长

是鱼体内部生理条件和能量分配的体现，也受温度、

饵料、栖息环境和捕食者等多种外部因素影响，研究

难度较大，研究结果的差异也较大(Enberg et al, 2012)。 
Ricker (1981)通过分析 1951~1979 年的渔业捕捞

数据，发现 5 种太平洋鲑(Oncorhynchus spp.)在不同

时期都存在不同程度的平均体长、体重下降现象，与

温度、盐度之间没有显著的相关关系，指出捕捞是导

致鱼类生长变化的最主要原因，这与之后的大部分研

究结论一致(Enberg et al, 2012)。Conover 等(2002)利
用实验生态学的方法，发现捕捞 90%大个体使银汉鱼

(Menidia menidia)在 4 个世代内体重下降了 0.8 g，生

长率下降了 0.1 mm/d。Conover 等(2002)认为，鱼类

为了适应捕捞压力，把更多能量投入到性成熟和繁

殖，使其用于生长的能量减少，导致生长变慢。同时，

捕捞总是选择生长快、体长大的个体，可能导致生长

快的基因型减少，生长慢的基因更多地遗传给后代。

但也有大量研究表明，大规模捕捞使鱼类生长率增

加，如伊利湖鲈鱼(Perca flavescens) (Spangler et al, 
1977)、北海鲽(Pleuronectes platessa) (Walraven et al, 
2010)、小黄鱼 (Larimichthys polyactis) (单秀娟等 , 
2011)等。根据已有研究，造成结果差异的可能原因：

一是研究对象的生活史策略不同，鱼类用于繁殖和生

长的能量分配有所差异，生长快、寿命短的鱼类更倾

向于增加自身繁殖力来维持种群繁衍 (Silva et al, 
2013; Morbey et al, 2018)；二是研究方法不同，实验

生态学方法模拟的捕捞强度往往过大，且未考虑物种

相互作用、密度效应、生境变化等影响因素(Andersen 
et al, 2009)，而在自然环境中捕捞使种群密度降低、

相对饵料丰度增加可能掩盖鱼类生长减慢的现象

(Edeline et al, 2007)；三是捕捞的选择性使鱼类生物

学特征发生共同演变(Walsh et al, 2006)，如某些鱼类

摄食率下降、觅食行为减少等(Walsh et al, 2006)。由

于影响鱼类生长的因素很多，且过程复杂，不能单从

表型特征分析中得出结论，需从生理和分子层面上进

一步研究。 
如今，研究普遍认为，捕捞可能诱导鱼类发生适

应性进化，而不是以往所认为的表型可塑性变化
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(Jørgensen et al, 1990)。Hauser 等(2002)对新西兰笛鲷

(Pagrus auratus)群体的研究发现，遭受捕捞后其 SSRs
的杂合度和等位基因频率不断下降，群体遗传多样性

随生物量的减少而下降。van Wijk 等(2013)对孔雀鱼

(Poecilia reticulate)进行的捕捞生态学实验发现，持续

3 个世代捕捞 75%大个体，雄性孔雀鱼的进化速率是

自然种群的 2~5 倍，平均体长下降了 6.5%，位于 Y
染色体上的体长调控基因发生显著变化。最近的研究

发现，斑马鱼(Danio rerio)的多个基因对捕捞作出响

应，与其胚胎代谢、昼夜节律、压力响应、免疫系统

等过程有关(Uusi-Heikkilä et al, 2015)。同时，捕捞还

通过影响胰岛素通路的能量代谢调控基因，影响鱼类

寿命(Roff, 2007)。Uusi-Heikkilä 等(2017)认为，在捕

捞过程中的鱼类遗传响应方面，基因表达变化比基因

序列变化更有说服力。研究表明，选择性捕捞大个体

使鱼类种群的差异表达基因增加了 20%，其平均等位

基因频率变化普遍高于非差异表达基因，鱼类可能在

RNA 加工和代谢、蛋白质代谢、核糖体合成和氮化

合物代谢等方面响应捕捞。但基因差异表达的具体机

制尚未明确，捕捞诱导鱼类遗传进化的对应关系还不

清楚。除此之外，有研究表明，在某些情况下，气候

等环境变化对鱼类生长的影响超过捕捞因素(Perez- 
Rodriguez et al, 2013)，甚至改变鱼类遗传结构

(Edeline et al, 2007)。气候变化(Brander, 2007)、鱼类

种间竞争(Gobin et al, 2015)和生境变化(杨吝, 2005)等
多方面因素可能加快或减弱 FIE，需要进行综合考虑。 

2.2  性成熟 

鱼类性成熟的主要影响因素包括体长、温度和捕

捞(陈新军, 2004)。在捕捞诱导的特征演变中，鱼类

性成熟相关的研究最多，一方面是因为性成熟特征的

改变对种群繁殖、恢复和渔业经济效益有重要意义

(詹秉义, 1995; Conover et al, 2002)；另一方面，性成

熟方面数据较多。众多研究都表明，鱼类为了适应捕

捞压力而提前性成熟(Heino et al, 2015)。这种变化可

以用生活史进化理论来解释，鱼类性成熟年龄和体长

大小与其生命活动中的权衡和适合度有关(聂海燕等, 
2007)。鱼类进化成性早熟个体能缩短生长时间，降

低发育至性成熟的死亡风险，并且有更多的能量用于

繁殖，增加繁殖力(Conover et al, 2002)，从而提高适

合度，但同时个体竞争力和后代存活率会相应降低

(Swain, 2011)。对鱼类而言，在高强度的捕捞压力下

增加繁殖投入获得的收益远大于增加生长获得的收

益，因此，捕捞可能促使鱼类向初次性成熟年龄和体

长变小的方向演变(Kokkonen et al, 2015; Heino et al, 
2013)。但也有学者认为，捕捞引起的鱼类性成熟进

化程度不明显或不存在进化，其研究对象大多为短生

命周期种群，如沙丁鱼(Sardina pilchardus) (Silva et al, 
2013)、鲱(Clupea harengus) (Engelhard et al, 2004)，
可能是由于短生命周期鱼类在自然环境中也经历着

较高的死亡率并且性成熟较早，捕捞作用对其影响较

小，可在短时间内恢复(Feiner et al, 2015)。 
捕捞诱导的鱼类性成熟特征变化是否可遗传的

问题仍存在争议，如何区分温度、饵料、物种相互作

用等引起的表型可塑性变化和捕捞诱导的适应性进

化还没有有效的方法(Perez-Rodriguez et al, 2013)。目

前，使用 PMRN 方法进行了大量研究(Kuparinen et al, 
2007)，其中，大部分结果表明，鱼类性成熟体长和

年龄的变化存在进化可能性(Haugen et al, 2001)。如

Pardoe 等(2009)使用 PMRN 方法分析了 1964~1999 年

大西洋鳕的性成熟变化，发现其成熟体长和年龄的降

低不完全依赖于密度效应、生长可塑性变化和环境因

子(温度、饵料丰度等)。结合遗传学方法，研究表明，

捕捞过程中大西洋鳕在某些位点表现出高度分化，与

PMRN 中点的变化趋势存在相关性，而且其等位基因

频率变化不能完全解释为群体洄游过程中的杂交或

基因流，更多的是捕捞作用(Therkildsen et al, 2013)。
但也有部分研究表明，鱼类遗传结构变化与温度存在

一定相关性，鱼类生物学特性进化可能同时受到捕捞

和环境的影响，二者间的相对影响程度及相互作用还

需要更多关注(Perez-Rodriguez et al, 2013)。 
鱼类性成熟提前可能导致多种后果，如繁殖力变

化(Walsh et al, 2006)、卵径变小、孵化率降低、幼体

存活率下降等(Conover et al, 2002)。其中，鱼类的繁

殖力变化主要表现为鱼类相对性腺重变化、产卵前后

体重差值变化和亲体体重变化等。以能量密度作为繁

殖输出指标，有研究发现，亲体在繁殖期间体重显著

下降，蛋白质和脂肪比例存在雌雄差异，更多能量被

用于繁殖(Walraven et al, 2010)。但还没有足够证据能

说明繁殖力的变化是由捕捞造成的，相反这些变化更

可能与温度变化有关(O'Malley et al, 2013)。虽然捕捞

引起鱼类繁殖力的适应性进化还未得到证实，但由于

鱼类繁殖直接影响种群补充量，如果管理不当可能导

致种群灭绝(詹秉义, 1995)，因此，需要对渔业资源

进行针对性管理。 

2.3  行为 

捕捞的选择性还体现在鱼类行为上，包括摄食、
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求偶、育幼和洄游等(Cooke et al, 2007; Quinn et al, 
2007)，这些行为的改变在一定程度上影响鱼类生长、

繁殖和分布。目前，这方面还鲜有研究，主要原因是

鱼类行为的观测难度较大、缺乏有效数据 (Leclerc   
et al, 2017)。虽然已有较多技术用于追踪鱼类的洄游

路线(Walsh et al, 2006; Handegard et al, 2005)，如体

外和体内标记、数据储存式标记、声呐和回声探测仪

追踪等，但很少应用到 FIE 研究上。已有研究大多使

用实验生态学方法进行，研究比较深入的是大口黑鲈

(Micropterus salmoides)实验(Philipp et al, 2015)。由于

捕捞往往选择较活跃、大胆和受影响程度高的鱼类个

体(Diaz et al, 2015)，经过多个世代的钓捕选择，大口

黑鲈留存个体对网具的敏感性增强，并将其遗传给后

代(Philipp et al, 2009)。此外，伴随着生长变化、食物

需求降低、代谢减慢、对捕食者的警惕性降低等多种

生理和行为特征变化(Redpath et al, 2009; Cooke et al, 
2007)。斑马鱼的生态学实验表明，捕捞使控制血清

素合成的调控基因发生变化，从而影响了褪黑色素合

成量，最终影响鱼类的摄食能力和攻击性 (Uusi- 
Heikkilä et al, 2015)，这可能是捕捞影响鱼类行为的

内在机制。由于鱼类的行为习惯与体长相关，并具有

一定遗传能力，因此，捕捞也可能通过直接影响鱼类

行为(如摄食、活跃度、栖息地选择等)作用于其生长

和性成熟(Biro et al, 2008)。 

3  研究意义 

3.1  对种群恢复的影响 

持续高强度的捕捞会使鱼类生活史、生理、行为

和遗传等特征发生变化，进一步改变种群动态

(Dunlop et al, 2015)，降低种群稳定性(Kuparinen et al, 
2016)，最终影响种群恢复。但是，早在 20 世纪末关

于海洋鱼类灭绝风险评估，研究人员没有考虑鱼类生

物学特征和遗传进化，导致当今渔业种群可能正面临

着潜在的灭绝风险(Musick, 1999)。据 Hutchings (2000)
统计，11 科 38 种鱼类中大多数种类在 15 年内生物量

降低了 45%~99%，而且在之后的 15 年内，其生物量

几乎没有恢复。 
FIE 对种群恢复影响的研究较少，主要采用实验

生态学和数值模拟方法，大部分研究结果表明，FIE
对鱼类生物学特征的恢复起阻碍作用。Conover 等(2009b)
通过生态学实验发现，在相同的捕捞和恢复时间间隔

内，银汉鱼幼鱼生长几乎完全恢复，成鱼体长只恢复

了 50%。这是首次使用实验生态学方法探究遭受捕捞

后鱼类的恢复能力，但实验只简单考虑了幼鱼和成鱼

的体长恢复情况，且实验中较少的产卵群体数量(约
100 尾)可能影响实验结果。Uusi-Heikkilä 等(2017)研究

发现，在捕捞过程中差异表达的基因，在恢复阶段仍

差异表达，涉及蛋白质的转运和定位、胰岛素信号通

路等过程，可能因此影响种群恢复。基于大西洋鳕生

态和演变动态(个体生长繁殖、密度依赖效应和环境

变化)模拟捕捞，Enberg 等(2009)发现，种群生物量恢

复时间随捕捞强度和作用时间的增加而增加，当捕捞

时间少于 100 年、捕捞率低于 50%时，才能在较短时

间内恢复到初始水平。基于物种保护目的，且不考虑

环境因素，Kuparinen 等(2012)的模拟结果与 Enberg
等(2009)的基本一致，此外还发现，由于发生进化，

大西洋鳕的成熟体长和年龄恢复十分缓慢，恢复水平

也低于捕捞前。但是，在捕捞进化作用下，鱼类亲体

与补充量的恢复可能加快，保证了种群繁衍。为进一

步探究捕捞对种群恢复的影响程度，今后可考虑在

模型中加入性别选择(Hutchings et al, 2010)、栖息地

指数(杨吝, 2005)及基因交流(Pukk et al, 2013)等影响

因素。 
捕捞诱导鱼类生活史特征和行为等发生适应性

进化，不仅增加种群恢复时间而且加大种群恢复的不

确定性(Neubauer et al, 2013)。为了加快种群恢复，首

先需要全面了解渔业资源动态(Heino et al, 2015)，考

虑采用声学探测技术监测种群动态、分子标记评估种

群遗传变化以及在模型中考虑自然因素及遗传因素

等(Langard et al, 2015; Marty et al, 2015)，从而对渔业

资源进行有效管理。 

3.2  对渔业资源管理的意义 

FIE，一方面改变鱼类生物学特征和种群丰度，

影响其经济价值和产量(Eikeset et al, 2013)；另一方

面降低物种多样性和遗传多样性，影响生态系统稳定

和健康(Pinsky et al, 2014)。虽然 FIE 的作用机制还不

明确，但不可否认的是，FIE 影响着海洋生态系统服

务，特别是食物的可持续产出。值得注意的是，在捕

捞实验中，捕捞目标为重复产卵群体中的大个体时，

渔获量逐渐下降，而捕捞目标为小个体时，渔获量几

乎不变(Edley et al, 1988)。而对单次产卵群体，捕捞

大个体和小个体都会使渔业产量下降(Conover et al, 
2002)。由于实验处理方法不同，捕捞是否会对不同

鱼种的渔获量产生不同的影响，还需要涉及更多鱼种

的研究。总结已有研究，FIE 使渔业经济效益下降的

原因主要有以下几点：(1) 捕捞导致鱼类体长变小，
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在限定最小网目的政策下，能捕捞到的个体更少，而

且鱼类平均体重普遍下降 (Conover et al, 2002)；    
(2) 捕捞导致亲体数量大量减少(Walsh et al, 2006)，
补充能力下降。虽然有研究表明，鱼类把能量更多地

投入到繁殖中(Rijnsdorp et al, 2005)，如怀卵量增加，

但性成熟提前，导致卵质量下降、孵化率和幼体存活

率降低，使补充量远低于捕捞死亡 (Conover et al, 
2002)；(3) 捕捞使鱼类对网具的敏感性增强且具有遗

传能力，使鱼类更难捕获(Philipp et al, 2015)。 
为了减弱和避免 FIE 产生不良影响，需要把捕捞

诱导的已知和未知的生物、非生物因素及其之间的相

互作用纳入渔业管理的范畴，使渔业经济效益和生态

效益都保持在可持续范围内，这样的管理称为基于生

态系统水平的渔业管理(Ecosystem approach to fisheries, 
EAF) (Garcia, 2003)。应用这种管理办法，首先要对

各种因素及其产生的效应进行定量。定量 FIE 影响效

应的方法称为进化影响评估 (Evolutionary impact 
assessment, EvoIA) (Laugen et al, 2014)，评估内容包

括捕捞对鱼类生物学特征的影响、种群进化动态、社

会经济动态和管理策略评估(图 1)。由于实现种群、

生态和经济效应的定量评估十分困难，已有研究不

多。较早使用这种方法的是 Mollet (2010)，其研究发

现，考虑种群的生态和遗传过程时，现行的捕捞参考

点并不是真正可持续的，长期实施会导致渔业产量随

时间不断下降。随后，结合生态遗传模型和经济模型

提出了生物经济模型(Bioeconomic model)，模型中增

加了鱼类价格随渔获量和需求量波动的过程，研究发

现，忽略进化效应会高估捕捞产量和效益，并得出错

误的管理目标(Zimmermann et al, 2015)。但是，使用

不同的模型和参数估算方法，可能产生不同甚至相反

的结果(Pinsky et al, 2014)，需要对模型进行更多的敏

感性分析和验证。 
 

 
 

图 1  捕捞诱导进化(FIE)影响过程及进化影响评估(EvoIA)内容(Laugen et al, 2014) 
Fig.1  The fishing-induced evolution (FIE) impact process and its evolutionary impact assessment (EvoIA) 

(Laugen et al, 2014) 

*指被选择后剩余群体的特征平均值与选择前群体特征平均值的差值(朱伟俊等, 2007) 
* Refers to the average value difference of characteristics between surplus stock after being selected and stock before 

being selected (Zhu et al, 2007)
结合鱼类生物学特性和生态效应制定渔业资源

管理策略，建议：(1) 改进渔具结构，使渔获物体长

组成符合的大个体，这主要应用于休闲渔业、钓具、

陷阱类渔具；(2) 增加种群遗传和生态系统水平上的

研究，合理规划捕捞水域和设置生物学参考点；    
(3) 降低捕捞力量，建立保护区。制定渔业管理政策

时，还需要注意两点，一是不同生活史策略的鱼类受

FIE 影响可能不同；二是 FIE 也可能通过营养关系作
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用于没有遭受捕捞的鱼类(张波, 2018)。 

4  FIE 研究展望 

FIE 是渔业生物应对过度捕捞所作出的适应性响

应。由于其影响范围广、作用过程复杂，不能仅仅依

靠单一技术手段和单一物种研究，需结合进化种群统

计学和数量遗传学等方法，建议以功能群为单位，利

用基因标记进行长期野外监测并尽早开展相关实验

研究。目前，尽管 FIE 在鱼类生物学特征和渔业资源

管理意义方面已经有较多研究，但如何准确预测

FIE？其作用方式是改变渔业种类的生物学特征、种

群丰度、行为特征还是遗传结构？捕捞效应与气候变

化(如温度升高、极端天气)之间的相互作用对渔业生

物进化的影响如何？渔业生物进化对其个体、种群、

群落、生态系统等影响如何进行量化？又是如何进一

步影响社会经济效益？这些问题尚需进一步探究。 
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Progress in the Study of Fishing-Induced Evolution of  
Fish Biological Characteristics  

SHAN Xiujuan1,2①, HU Zhijun1,3, SHAO Changwei1,2, TANG Zheng1,3 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Science; Key Laboratory of Sustainable 

Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Shandong Provincial Key Laboratory of 
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Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  

3. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    With the increase of fishing intensity, fish gradually evolve to adapt in response to fishing 
pressures to maintain the reproduction of the population. This process is called fishing-induced evolution 
(FIE). Nowadays, many fish in the world have evolved these biological characteristics. For example, 
Atlantic cod (Gadus morhua), small yellow croaker (Larimichthys polyactis) and other fish became 
smaller size and earlier mature. These lead to further the simplification of fish population structure, the 
decline of ecosystem stability and the reduction of fishing economic benefits, finally FIE seriously affects 
the sustainable development of fish resources in many countries. Therefore, it is essential to recognize the 
fishing-induced adaptive evolution and grasp the mechanism of fishing effects on fish resources, in order 
to formulate a scientific and rational strategy for recovery and management of fishing resources. Although 
FIE has caused wide concerns, the mechanisms underlying the impact of fishing on physiological, 
ecological and genetic characteristics of fish are not clear, especially in the dynamic environment of 
climate change and multi-species interactions. The role of FIE is more complex due to a number of 
influencing factors and the complex evolutionary process. The existing studies mainly focus on 
fishing-induced changes in fish biological traits, computer-simulated population resilience and fish 
resource management strategies, but rarely on the mechanisms of FIE. Here, we reviewed the main 
research methods of fish FIE including methods of field ecology, experimental ecology, numerical 
simulation, and genetics. We summarized the related research results that fishing affects fish body length, 
sexual maturity, behavior and other factors, by selecting the larger individuals caught by the most 
important kind of fishing, bottom trawling, and analyzed the effects on the fish population recovery and 
management of fish stocks. Finally, we concluded that the key scientific problems to be solved, in order to 
provide help for further FIE research and scientific management of fish resources. 
Key words    Fish; FIE; Fisheries resource; Biological characteristics; Evolutionary impact assessment 
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α-黑素细胞刺激素及黑皮质素受体-4 
在能量平衡和繁殖中的功能研究* 

温海深 1①  张  莹 1  冯启超 2  侯志帅 1  齐  鑫 1  李  昀 1 
(1. 中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003；2. 全国水产技术推广总站  北京  100125) 

摘要    阿片黑素促皮质激素原(POMC)是黑皮质激素的前体物质，在机体中广泛分布。近年来，

POMC 及其衍生物黑素细胞刺激素(MSH)和黑皮质素受体-4(MC4R)在能量稳态和繁殖活动中的作

用备受关注。研究发现，POMC 神经元及其加工后的产物对摄食和体重的调节具有重要作用。此外，

POMC 神经元在下丘脑中与 GnRH 神经元紧密接触，由其产生的神经递质和神经肽可能对 GnRH
神经元具有重要的输入作用，从而直接或间接地调控下丘脑–垂体–性腺轴(HPG)中繁殖相关激素的

合成并影响生殖活动。本文综述了黑皮质素系统对能量稳态和繁殖活动的调控作用以及目前 MC4R
在硬骨鱼类中的药理学研究，以期其能够在动物的生长发育和繁殖中具有应用前景。 
关键词    阿片黑素促皮质激素原；α-黑素细胞刺激素；黑皮质素受体-4；能量稳态；繁殖 
中图分类号 S961   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)03-0176-08 

近年来，黑皮质素(Melanocyte-stimulating hormone, 
MSH)系统备受关注，作为阿片黑素促皮质激素原

(POMC)衍生物，在色素沉着、摄食、能量稳态、免

疫调节以及繁殖活动中起着重要的作用(史学营等 , 
2015; Chen et al, 2017; Carter et al, 2018; Clément   
et al, 2018; Matsuda et al, 2018)，特别是其对能量平衡

的调节作用，使之成为研究热点。通过定位 POMC
神经元及其衍生物在下丘脑中的分布位置及配受体

结合的药理学分析(Tao, 2010)，发现黑皮质素系统可

能通过调节下丘脑–垂体–性腺轴(HPG)从而对垂体中

促性腺激素(Gth)的合成产生影响以调节生殖活动。然

而，此类研究多集中于哺乳动物中，缺乏在低等脊椎

动物中的相关研究。本文基于黑皮质素系统在物种间

的保守性以及当前研究中对其在能量稳态和繁殖活

动中的调控实验，重点论述了 POMC、α-黑素细胞刺

激素(α-MSH)以及黑皮质素受体-4(MC4R)在哺乳动

物和鱼类中对能量稳态和繁殖活动的调节作用。 

1  阿片黑素促皮质激素原 

POMC 是黑皮质激素的前体物质，在机体中分布

广泛，在脑、垂体和性腺中均有表达，特别是下丘脑

弓状核中有大量表达(Kineman et al, 1989; 杜富宽等, 
2017)，经组织特异性转录调控加工成不同的衍生物。 

1.1  POMC 在能量稳态中的作用 

POMC 神经元作为能量稳态的中央调节器(Cone, 
1999)，对摄食和能量平衡的调控作用一直备受关注。

Cheung 等(1997)在弓状核的 POMC 神经元中检测到 

abc
图章
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图 1  POMC 翻译后加工产物 
Fig.1  Post-translational processing of POMC (Butler et al, 2017) 

 
瘦素表达；Caron 等(2018)发现动物处于饥饿状态时，

瘦素和 POMC 表达水平下降，摄食量增加。POMC
与肥胖息息相关，研究发现，POMC 突变患者出现早

发性肥胖(Krude et al, 1998)；敲除 POMC 后，采用

瘦素治疗也不能降低体重(Chhabra et al, 2016)。由此

说明，POMC 可能作为瘦素调控能量稳态的中间介质

调节摄食和体重。 

1.2  POMC 在繁殖活动中的功能 

POMC 除在能量调控中发挥重要作用外，在生殖

活动中的作用也不可忽视。光镜和电镜下观察到

GnRH 的轴突末端与 POMC 细胞体并置(Sotonyi et al, 
2010)。POMC 神经元还可能通过 Kisspeptin 中间神

经元影响 GnRH 的表达(Backholer et al, 2010)。Higo
等(2016)在下丘脑弓状核中定位 Kisspeptin 发现，

Kiss1r 表达神经元中分布着大约 63%的 POMC 神经

元。因此，POMC 与 GnRH 神经元在脑中的位置分布

表明，POMC 神经元可能对 GnRH 神经元具有重要的

输入作用，它能够直接或间接地参与中枢神经系统

中生殖功能的调控。目前，已通过脑内室注射(Intra- 
cerebroventricular injection, ICV)和基因敲除技术对

POMC 神经元在 HPG 轴中的作用进行探究。大鼠

(Rattus norvegicus) ICV 注射促性腺激素抑制激素

(GnIH)降低了 GnRH 和 POMC 的表达水平(司丽娜等, 
2017)；POMC 基因敲除小鼠(Mus musculus)的产仔率

有显著下降(Faulkner et al, 2015)，POMC 可能通过与

GnRH 神经元相互联系，从而调控 HPG 轴中激素的

合成而影响繁殖。 
除神经肽外，POMC 神经元释放的神经递质

GABA 和谷氨酸也显示出了对 GnRH 神经元的调节

作用(Kuehl-Kovarik et al, 2002)。综上，POMC 神经

元及其释放的神经肽和神经递质均可能通过直接或

间接的作用调节 GnRH 的表达，进而作用于繁殖功

能，但此类研究目前多集中在哺乳动物中，且其作用

机制还有待进一步研究。 

2  黑素细胞刺激素(α-MSH) 

MSH 包含 α-、β-、γ-和 δ-MSH，由 POMC 经组

织特异性翻译加工而成，对色素沉着、摄食和能量稳

态、免疫调节以及繁殖等生理活动具有重要作用(Cone, 
2006; 朱学武等, 2017)。由于 γ-MSH 与受体的结合

率较低(Tao, 2010)，δ-MSH 仅在软骨鱼中发现(Dores 
et al, 2003)，且 β-MSH 发现时间较晚(Mayer et al, 
2005)，对此研究较少。目前，关于黑素细胞刺激素

的研究多集中于 α-MSH。因此，本文仅论述了 α-MSH
对能量稳态和繁殖活动的调控作用。研究表明，

α-MSH 在中枢神经系统表达量较高，主要包括背侧、

外侧下丘脑以及弓状核(包新民等, 1990)。同时，在

垂体、皮肤、胃肠道及性腺中也检测到 α-MSH 的分

布，但表达量较低(Bardin et al, 1987; 何英等, 2013)。 

2.1  α-MSH 在能量稳态中的功能 

哺乳动物中，Leptin-Melanocortin 系统是调控能

量平衡的重要系统。脂肪组织分泌的瘦素穿过血脑屏

障，与位于下丘脑(特别是弓状核)的瘦素受体结合

(Lee, 2009)。此后，瘦素受体激活 α-MSH 神经元活

性，刺激下丘脑弓状核分泌 α-MSH。与此同时，分

泌刺鼠相关蛋白(Agouti-related protein, AgRP)的神经

元被抑制，AgRP 的合成与分泌减少(Ramos-Molina  
et al, 2016)。α-MSH 和 AgRP 具有相互拮抗的生理功

能，二者的动态平衡是有机体保证能量平衡的重要保

障之一(图 2)。 
鱼类中 α-MSH 相关研究结果与哺乳动物一致。

α-MSH 合成障碍的虹鳟出现食欲亢进、肝脏肿大和

腹腔脂肪堆积现象(Yada et al,  2002)。给予金鱼

(Carassius auratus)ICV 注射 NDP-α-MSH(α-MSH 的

高效类似物)，观察到剂量依赖性的抑制食物摄入，

且在中脑定位到了 α-MSH 的免疫性反应，发现

α-MSH 可能通过促肾上腺皮质激素释放激素(CRH)
信号通路抑制食物摄入(Cerdá-Reverter et al, 2003a;  
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图 2  瘦素–黑皮质素调控能量代谢 
Fig.2  Leptin-melanocortin pathway to regulate energy 

homeostasis (Ramos-Molina et al, 2016) 
 
Matsuda et al, 2008)。 

2.2  α-MSH 在繁殖活动中的功能 

α-MSH 也参与繁殖活动的调控，早期研究多集

中在哺乳动物中。用 α-MSH 多肽刺激小鼠卵巢，卵

巢内孕酮(P)含量显著增加(Durando et al, 1998)；ICV
注射 α-MSH 能够影响小鼠的性行为 (Thody et al, 
1979)，并且能够降低卵巢摘除小鼠中下丘脑和垂体组

织中的 GnRH、LH 和 FSH 的表达水平(杨松鹤等, 
2010)。随后发现，α-MSH 紧邻 GnRH 和 Kisspeptin
神经元(Cardoso et al, 2015)，α-MSH 处理可以激活

70%的 GnRH 神经元(Roa et al, 2012)。上述实验证实，

α-MSH 除可以在中枢神经系统和外周组织中直接调

控 HPG 轴，也可通过 Kisspeptin 间接调控生殖活动。 
硬骨鱼类中的研究证实，α-MSH 在鱼类中同样

能够调控 HPG 轴，表明其调控繁殖的生理功能具有

物种间的保守性。在欧洲狼鲈(Dicentrarchus labrax)
和黑鲷(Sparus aurata)的卵泡颗粒细胞及卵原细胞的

胞浆中发现 α-MSH，且在繁殖期表达水平最高

(Mosconi et al, 1994)，推测 α-MSH 在鱼类卵巢组织

中可能直接调控性类固醇激素的合成，从而影响卵泡

成熟和排卵。 

3  黑皮质素受体-4(MC4R) 

黑皮质素受体-4(Melanocortin-4 receptor, MC4R)
主要在下丘脑的室旁核(Paraventricular nucleus, PVN)
表达。作为 α-MSH 的重要受体之一，能够调控摄食

与能量稳态、糖类与脂质代谢、心血管功能和繁殖等

多种生理活动(Chen et al, 2017; Huszar et al, 1997; 

Nogueiras et al, 2007; da Silva et al, 2008)。人类的

MC4R 由 332 个氨基酸编码而成，是典型的 G 蛋白偶

联受体(GPCR)，具有 7 个跨膜螺旋结构域(Gantz et al, 
1993)，其 N 端和 C 端分别位于细胞外和细胞内，内

环和外环较短，使之成为 GPCR 超家族中最短的成员

之一(Tao, 2010)。目前，已在人、狗、猫、猪等哺乳

类动物和鱼、鸡、鸽子等非哺乳动物中克隆得到

MC4R 序列(Tao, 2010)，其在物种间高度保守。除

MC4R 外，在高等哺乳动物中，还观察到 MC3R 也是

α-MSH 的受体。MC3R 与 MC4R 在下丘脑中高水平

表达，共同参与能量调节，二者的功能并不重合。

MC3R 主要调节摄食行为和摄食效率，而 MC4R 主要

调节摄食量和能量消耗(Tao, 2010)。在硬骨鱼类中，

早期观点认为，硬骨鱼类的 MC3R 在进化过程中丢

失，仅保留 MC4R 调控鱼类的能量代谢(Cortés et al, 
2014)。近年来，部分硬骨鱼类的基因组数据鉴定出

MC3R(Logan et al, 2003)，但其生理学功能与药理学

特征尚需进一步研究。 

3.1  MC4R 信号通路 

MC4R 的经典信号通路是与异源 G 蛋白三聚体偶

联(Mountjoy et al, 2001)，MC4R 被激动剂，如 α-MSH、

β-MSH、-MSH、ACTH 激活后，引起环腺苷酸环化

酶(Adenylate cyclase, AC)活化，使细胞内环磷酸腺苷

酸(Cyclic adenosine monophosphate, cAMP)增加，进

而激活下游的蛋白激酶 A(PKA)，PKA 催化蛋白质的

磷酸化，进而调控蛋白质功能。与此同时，被 PKA
激活的某些蛋白可以作为转录因子，进入细胞核激活

或抑制相关基因的转录，从而调节细胞功能。除

GPCRs 经典的 Gs-cAMP-PKA 通路外，MC4R 还能够

激活丝裂原活化蛋白激酶–细胞外信号调节激酶

(MEK-ERK1/2)信号通路。早期实验观察到，MTⅡ诱

导的抑制食物摄入依赖于 MEK-ERK1/2 信号通路

(Sutton et al, 2005)。在稳定表达的人 MC4R 的中国仓

鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞中，MEK- 
ERK1/2 信号通路可以被 NDP-α-MSH 激活，并表现

出时间和剂量依赖性(Vongs et al, 2004)，从而调节下

游蛋白功能或相关基因的转录。 

3.2  MC4R 组织分布 

MC4R 研究较为广泛，早期在小鼠的丘脑、下丘

脑及海马体中观察到了 MC4R 的分布(Mountjoy et al, 
1994)。后续研究发现，MC4R 不仅存在于中枢神经

系统中，也在外周组织中表达。哺乳动物中，MC4R
在脑中的表达量显著高于其他组织，外周组织如在小
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鼠、山羊和猪的性腺、肌肉、肾和心脏中也有少量表

达(Mountjoy et al, 2003; 张子军等, 2012; 何夏萍等, 
2013)。禽类中，MC4R 在脑中与外周组织中的表达

量差异不显著，在鸡、鸭、鹅的脑、脂肪、肾、胃和

肠中均有较高表达 (Takeuchi et al, 1998; 王婕等 , 
2011; 原昊等, 2011)。MC4R 在低等脊椎动物中的组

织表达模式区别较大。例如，角鲨(Squalus acanthias)
的 MC4R 只在脑中表达(Ringholm et al, 2003)，而

在其他多种鱼类中，除在脑中表达外，外周组织中也

检测到了 MC4R 的分布，如金鱼(Cerdá-Reverter et al, 
2003a)、条斑星鲽(Verasper moseri)(Kobayashi et al, 
2008)、花鲈(Lateolabrax maculatus)(Zhang et al, 2019)
及金钱鱼(Scatophagus argus)(Li et al, 2016)的性腺、

肝脏和垂体中均有 MC4R 的表达。然而，MC4R 在斑

马鱼 (Danio rerio)的眼中也有分布 (Ringholm et al, 
2002)，而上述鱼类的眼中未检测到 MC4R 的表达。

MC4R 在脑、胃、肠中的分布，表明其能够参与摄食

和能量稳态的调控作用。在哺乳动物和鱼类中性腺的

分布，推测其可能对生殖活动产生影响。但 MC4R
的表达具有一定的组织特异性及物种特异性，其在外

周组织中的功能还有待进一步研究。 

3.3  MC4R 在能量稳态中的功能 

MC4R 作为瘦素介导食欲调节的最末端基因，在

摄食和能量稳态中的功能备受关注。Huszar 等(1997)
发现，敲除 MC4R 基因的小鼠食欲旺盛，体重增加。

Williams等(2002)将 MC4R的激动剂 MTⅡ对小鼠进行

ICV 注射，发现其能抑制摄食，而随后注射的抑制剂

SHU9119 缓解了这一现象。在瘦素基因敲除的小鼠中

注射 MC4R 的激动剂，观察到小鼠食欲减退，体重下

降(Clément et al, 2018)。上述研究表明，MC4R 不但

在瘦素调控能量稳态的过程中起到中间介质的作用，

还能够直接调控摄食、减少体重。 
在硬骨鱼中关于 MC4R 对摄食的调控也有研究。

给予金鱼和虹鳟 ICV 注射 MTⅡ，观察到食物摄入被

抑制；而注射 MC4R 特异性拮抗剂 HS024 会增加食

物摄入(Cerdá-Reverter et al, 2003b; Schjolden et al, 
2009)。齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)经过短期禁

食后，脑中 MC4R 的表达量显著增加 (Wei et al, 
2013)。在处于食物短缺环境中的墨西哥洞穴鱼

(Astyanax mexicanus)中发现，其 MC4R 基因的保守残

基出现了突变，该突变增加了墨西哥洞穴鱼抗饥饿的

能力以及对黑暗环境的适应能力 (Aspiras et al, 
2015)。此外，在 MC4R 的药理学研究中发现，MC4R
的反向激动剂(Inverse agonist)可以降低鱼类 MC4R

的组成性活性，刺激鱼类摄食，为养殖带来更高的效

益。在黄鳝(Monopterus albus)中发现 1 种小分子物质

ML00253764，可以作为 MC4R 的反向激动剂(Yi et al, 
2018)。小分子配体可以直接与饵料混合，避免肌肉

注射对鱼类的胁迫。然而，目前 ML00253764 的生产

成本较高，制约了其在养殖中的应用(Yi et al, 2018)。
如若今后可以鉴定出廉价、高效的鱼类 MC4R 小分

子反向激动剂，则有进一步应用前景。 

3.4  MC4R 在繁殖活动中的功能 

MC4R 在繁殖调控中的生理功能研究较少，且主

要集中在哺乳动物中。实验发现，AgRP 过表达导致

成年小鼠不育(Granholm et al, 1986)；通过基因敲降

技术得到的 MC4R 缺陷的雄性小鼠除表现出肥胖外，

其勃起功能受损，性行为受到影响(van der Ploeg et al, 
2002)；MC4R 缺陷雌性小鼠发情周期不规律(Chen  
et al, 2017)，且出现排卵率和受精率下降及早衰现象

(Sandrock et al, 2009)。为进一步明确 MC4R 是否参

与繁殖过程，对妊娠小鼠下丘脑弓状核中 MC4R 的

含量进行了测定，结果显示，在妊娠早期，MC4R 的

表达量较高，随着妊娠进行，表达水平下降(Asadi- 
Yousefabad et al, 2015)，表明 MC4R 除影响性功能及

性行为外，也参与到妊娠的维持过程。但 Stanley 等

(1999)研究发现，给予小鼠 ICV 注射 MC4R 的抑制剂

刺鼠相关蛋白(AgRP)后，GnRH、LH 和 FSH 的表达水

平上升，且在小鼠子宫内，MC4R 和雌激素(E2)呈负

相关(Cheung et al, 2001)。这与之前所述结果不同，

可能与 MC4R 激动剂或抑制剂的处理浓度相关，然

而具体原因还未得到实验验证，有待进一步探究。 
在硬骨鱼中(如条斑星鲽、金鱼、金钱鱼)，大量

实验观察到 MC4R 在性腺中表达量较高 (Cerdá- 
Reverter et al, 2003a; Li et al, 2016; Kobayashi et al, 
2008)，推测其参与繁殖调控。同时，近期实验观察

到黄鳝 MC4R 的表达具有性别特异性。雌性黄鳝脑

和性腺的 MC4R 基因表达显著高于雄性，推测 MC4R
参与大脑雌雄二象性的调控和性腺的分化与发育(Yi 
et al, 2018)。此外，在金钱鱼中，使用 MC4R 的激动

剂 THIQ 刺激体外培养的脑和垂体，发现其能够促进

GnRH、LHβ 和 FSHβ 的表达，而拮抗剂 SHU9119 作

用相反，表明 MC4R 除能够作用于 GnRH 调控生殖

活动外，也可以直接作用于垂体调节 Gth 的分泌

(Jiang et al, 2017)。 

3.5  MC4R 的其他生理功能 

哺乳动物中，对 MC4R 的研究较为广泛，除上

述在能量稳态和繁殖活动中的调控作用外，其在心血
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管系统及糖类和脂质代谢中的功能也受到关注，如注

射 MC4R 拮抗剂的小鼠和猕猴(Macaca arctoides)心率

和动脉压下降(Tallam et al, 2004; Kievit et al, 2013)，
MC4R 敲除小鼠脂质的吸收和甘油三酸酯的合成增

加，白色脂肪组织中脂肪积累，而注射 MTⅡ的小鼠

脂肪利用率增加，脂肪形成减少 (Nogueiras et al, 
2007)。由于鱼类在生理结构上与哺乳动物有较大差

别，其组织和器官的分化不显著，目前，在鱼类中未

有关于 MC4R 在心血管系统及糖类和脂质代谢中功

能的研究。 

4  总结与展望 

黑皮质素系统在色素沉着、摄食和能量稳态、免

疫调节以及繁殖等生理活动中具有重要作用。目前，

关于黑皮质素系统中 α-MSH 和 MC4R 对能量稳态和

繁殖活动调控作用的研究和应用还不充分，仍存在较

多未知。能否开发出廉价的新型小分子配体作为

MC4R 的反向激动剂，促进养殖动物增加体重？

MC4R 被配体激活后对 HPG 轴是否存在负反馈调

控？MC4R 在种间的组织表达模式存在较大差异，其

对繁殖活动的调控能力是否存在物种特异性？随着

基因敲除技术和药理学的不断发展，今后可以更加深

入地探索其在能量稳态和繁殖活动中的调节通路和

作用机理，并将研究结果充分应用于实际生产，以期

其在动物的生长发育和遗传育种中具有更加广阔的

应用前景。 
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The Functions of α-Melanocyte Stimulating Hormone and Melanocortin-4 
Receptor During Energy Homeostasis and Reproduction 

WEN Haishen1①
, ZHANG Ying1, FENG Qichao2, HOU Zhishuai1, QI Xin1, LI Yun1 

(1. Ocean University of China, Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Qingdao  266003;  
2. National Fisheries Technology Extension Center, Beijing  100125) 

Abstract    Melanocortins are the products of the precursor protein proopiomelanocortin (POMC) with 
extensive localization in the central nervous system and peripheral tissues. Melanocortins play important 
roles in the skin, stress response, immune system, feeding behavior, and sexual function. In recent years, 
the -melanocyte stimulating hormone (-MSH) and melanocortin-4 receptor (MC4R) have received 
considerable attention for their regulation of energy homeostasis and reproduction. Previous studies have 
shown that POMC, -MSH, and MC4R regulate food intake and the reproductive system by mediating 
the secretion of hormones related to the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis. In this review, we 
summarize the physiological functions of POMC, -MSH, and MC4R in energy homeostasis and 
reproduction. We also summarize the results of several studies reporting the pharmacological 
characteristics of teleost MC4R and discuss the potential commercial applications in aquaculture. 
Key words    Proopiomelanocorin; -Melanocyte stimulating hormone; Melanocortin-4 receptor; Energy 
homeostasis; Reproduction 
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《渔业科学进展》加入中国知网 
《中国学术期刊（网络版）》 

录用定稿网络首发征稿启事 

为了以规范的网络期刊出版方式更快更好地确立作者的科研成果首发权，全面提高学术论文的

传播效率和利用价值，我刊现已与《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司（简称电子杂

志社）签署《CAJ-N 网络首发学术期刊合作出版协议》，通过《中国学术期刊（网络版）》（CAJ-N）

正式出版我刊网络版。从 2018 年起，凡经我刊审定录用的稿件（录用定稿）均在我刊网络版上首

发，后视编排情况发布排版定稿和整期汇编定稿，最后由我刊印刷版出版。 

来稿要求详见我刊网站的《作者指南》。为规范录用定稿发布版式，我刊对稿件的排版格式作

如下规定：来稿为 WORD 格式，条目齐全，通栏版式，需打包上传矢量图，详见期刊网站中的“图

表的写作要求”、“参考文献的要求”等。 

录用定稿网络首发之后，在后续的排版定稿、整期汇编定稿网络版和印刷版中，不得修改论文

题目、作者署名、作者单位、资助课题以及学术内容，只可基于编辑规范进行少量文字的修改。

因此，在论文修改过程中，请谨慎定夺。 

CAJ-N 是国家新闻出版广电总局批准创办、国家教育部主管、清华控股有限公司主办、《中国

学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司出版的由我国各类学术期刊组成的连续型网络出版物，

每篇网络首发论文将被赋予一个唯一的国际 DOI 编码。按国家有关网络连续型出版物管理规定，

网络首发论文视为正式出版论文，我刊编辑部与电子杂志社共同为论文作者颁发《论文网络首发证

书》，作为正式发表的论文提交人事、科研管理等有关部门。 

竭诚欢迎海内外专家、学者来稿！ 
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