


 

中国科技核心期刊
中 文 核 心 期 刊
全国优秀农业期刊

中国科学引文数据库(CSCD)核心库来源期刊
中国科技论文统计源核心期刊

RCCSE 中国权威学术期刊
中国期刊全文数据库(CNKI)、万方数据、

中文科技期刊数据库(维普网)收录期刊
中国海洋文献数据库(CODS)来源期刊

英国《动物学记录》(ZR)收录期刊
《水科学与渔业文摘》(ASFA)收录期刊

《剑桥科学文摘》(CSA)收录期刊
《乌利希期刊指南》(UPD)收录期刊

渔 业 科 学 进 展 
YUYE KEXUE JINZHAN 

 
 

第 41 卷    第 5 期 

2020 年 10 月 《开放获取期刊指南》(DOAJ)收录期刊

目    次 

研究论文 
西北太平洋秋刀鱼 CPUE 标准化研究 ....................................................石永闯  朱清澄  黄硕琳  冯慧丽 (1) 
渤海伏季休渔效果初步评价 .................................................................... 胡芷君  单秀娟  杨  涛  丁  琪 (13) 
舟山群岛以东沿岸海域虾类资源状况及其多样性分析 .......................................胡嘉豪  俞存根  刘  惠 (22) 
西江流域卷口鱼线粒体 D-loop 序列的遗传多样性分析 ....................................................................................  
 ...............................................彭  敏  王大鹏  施  军  韩耀全  雷建军  李育森  吴伟军  何安尤 (30) 
广西仙岛公园和沙井红树林土壤碳氮储量的空间分布 ......陶玉华  黄  星  王薛平  钟秋平  亢振军 (38) 
东南太平洋茎柔鱼资源丰度灰色预测研究 ...........................闫永斌  陈新军  汪金涛  雷  林  程起群 (46) 
江苏省 4 个太湖新银鱼种群遗传多样性和遗传结构分析 .................................................................................  
 ...............................................李大命  唐晟凯  刘燕山  谷先坤  刘小维  殷稼雯  张彤晴  潘建林 (52) 
大黄鱼消化道菌群结构、消化酶和非特异性免疫酶活力分析 .........................................................................  
 .............姜  燕  徐永江  于超勇  柳学周  王  滨  郑炜强  官曙光  史  宝  陈  佳  柯巧珍 (61) 
线粒体 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因在 6 种金枪鱼鉴定中的适用性分析 .................................................  
 ..............................陆键萍  姚  琳  信红梅  曲  梦  江艳华  李风铃  郭莹莹  王联珠  许加超 (73) 
凡纳滨对虾养殖体系中群体感应淬灭菌的筛选、安全性评估及发酵条件优化 ............................................  
 ................................................................................................ 于  鹏  叶海斌  单洪伟  马  甡  王  腾 (82) 
三疣梭子蟹 C-JUN 氨基末端激酶基因克隆及在病原胁迫后的表达特征分析 ...............................................  
 ................................................................................张云滨  任宪云  高保全  吕建建  王  磊  刘  萍 (92) 
基于微卫星分子标记的凡纳滨对虾商业苗种遗传多样性分析 .........................................................................  
 ..............................方振朋  孟宪红  李旭鹏  栾  生  曹家旺  陈宝龙  孔  杰  闫茂仓  胡利华 (101) 
基于 DEB 理论的皱纹盘鲍个体生长模型参数的测定 .......................................................................................  
 ............................................................... 段娇阳  刘  慧  陈四清  蒋增杰  蔺  凡  常丽荣  卢龙飞 (110) 
墨西哥湾扇贝和扇贝“渤海红”及其杂交子代的遗传分析..................................................................................  
 .........姚高友  谭  杰  吴羽媛  苏晓盈  刘付少梅  张  元  方家熙  陈楠生  王春德  刘志刚 (118) 
短期酸化对魁蚶摄食、呼吸代谢及能量收支的影响 .........................................................................................  
 .......................................... 薛素燕  李加琦  李  阳  丁敬坤    徐  涵   张雯雯  毛玉泽  方建光 (127) 
桑沟湾海带标准化养殖模式的优势探析 ..............................................................................................................  
 ..............................房景辉  蒋增杰  蔺  凡  高亚平  方建光  张  鹏  郭智俐  杜美荣  孟  珊 (134) 
盐度及钒酸钠胁迫对红毛菜光合生理的影响 ......................................................................................................  
 .............................. 魏家慧  李晓蕾  马德英  汪文俊  梁洲瑞  李国梁  刘福利  孙修涛  王飞久 (141) 
光裸星虫 Hsp90 基因的全长克隆及其在全组织和卵母细胞中的表达分析 ....................................................  
 ...............................................................周  丹  苏泳霖  钟如卓  郭志诚  邬  婧  郑  哲  王庆恒 (150) 
利用 mini-Tn10 转座子文库筛选鳗弧菌 M3 表型发生变化的基因 ... 李  倩  李贵阳  李  杰  莫照兰 (160) 

鲀暗纹东方 鱼精蛋白的提取工艺优化研究 ............................................................ 张家源  张洪才  陈舜胜 (168) 
印尼拟松鲷肌肉营养成分分析与评价 ..................................................................................................................  
 ...............................................宋红梅  屈政委  汪学杰  牟希东  刘  超  刘  奕  赖明信  胡隐昌 (177) 
综述 
水生生物环境丰容技术及其应用研究进展 ..........................................................................................................  
 ............................................................... 秦传新  潘莞倪  于  刚  左  涛  席世改  朱文涛  马鸿梅 (185) 
主要经济双壳贝类性别分化的分子机制概述 ...................... 周丽青  赵  丹  吴  宙  吴  磊  杨金龙 (194) 
 

期刊基本参数：CN37-1466/S * 1980 * b * A4 * 202 * zh+en * p * ￥40.00 * 800 * 23 * 2020-10 

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章

wyl
图章



 

PROGRESS IN FISHERY SCIENCES 

CONTENTS 

Vol.41  No.5  October  2020 

Study on CPUE Standardization of Chinese Pacific Saury (Cololabis saira) Fishery in the Northwest Pacific Ocean 
 ................................................................................... SHI Yongchuang, ZHU Qingcheng, HUANG Shuolin, FENG Huili (1) 
Preliminary Evaluation of Summer Fishing Moratorium in the Bohai Sea ..............................................................................  
 ...............................................................................................................HU Zhijun, SHAN Xiujuan, YANG Tao, DING Qi (13) 
Current Status and Diversity Analysis of the Shrimp Resources in Coastal Waters East of the Zhoushan Islands 
 ...........................................................................................................................................HU Jiahao, YU Cungen, LIU Hui (22) 
Genetic Diversity Analysis of Mitochondrial D-loop Sequence of Ptychidio jordani in Xijiang River Basin 
 ..........................PENG Min, WANG Dapeng, SHI Jun, HAN Yaoquan, LEI Jianjun, LI Yusen, WU Weijun, HE Anyou (30) 
Spatial Distribution of Soil Carbon and Nitrogen Stocks in Mangrove Wetland of Xiandao Park and Shajing in Guangxi 
 ........................................................... TAO Yuhua, HUANG Xing, WANG Xueping, ZHONG Qiuping, KANG Zhenjun (38) 
Prediction of Abundance Index of the Humboldt Squid (Dosidicus gigas) in the Southeast Pacific Ocean Based on a 

Grey System-Based Model ................................YAN Yongbin, CHEN Xinjun, WANG Jintao, LEI Lin, CHENG Qiqun (46) 
Genetic Diversity and Population Structure of Four Neosalanx taihuensis Populations in Jiangsu Province .......................  
 ..........................................................................................................................LI Daming, TANG Shengkai, LIU Yanshan,  
  GU Xiankun, LIU Xiaowei, YIN Jiawen, ZHANG Tongqing, PAN Jianlin (52) 
Analysis of Microbiota Structure, Digestive Enzyme and Nonspecific Immune Enzyme Activity in the Gastrointestinal 

Tract of Large Yellow Croaker ............................................ JIANG Yan, XU Yongjiang, YU Chaoyong, LIU Xuezhou,  
  WANG Bin, ZHENG Weiqiang, GUAN Shuguang, SHI Bao, CHEN Jia, KE Qiaozhen (61) 
Applicability Analysis of Mitochondrial COⅠ, Cyt b and 16S rRNA Genes in Identification of Six Tuna Species 
 ............................................................................................................... LU Jianping, YAO Lin, XIN Hongmei, QU Meng,  
  JIANG Yanhua, LI Fengling, GUO Yingying, WANG Lianzhu, XU Jiachao (73) 
Screening, Safety Evaluation and Fermentation Conditions Optimization of Quorum Quenching Bacteria from 

Litopenaeus vannamai Culture System.........................YU Peng, YE Haibin, SHAN Hongwei, MA Shen, WANG Teng (82) 
Cloning and Expression Analysis of c-Jun N-Terminal Kinase Gene in Portunus trituberculatus after Pathogenic Stress 
 .......................................................ZHANG Yunbin, REN Xianyun, GAO Baoquan, LÜ Jianjian, WANG Lei, LIU Ping (92) 
Genetic Diversity Analysis of Domestic Commercial Brands Seedlings of Litopenaeus vannamei Based on 

Microsatellite Molecular Markers ......................................................... FANG Zhenpeng, MENG Xianhong, LI Xupeng,  
  LUAN Sheng, CAO Jiawang, CHEN Baolong, KONG Jie, YAN Maocang, HU Lihua (101) 
The Measurement of Parameters for the Dynamic Energy Budget (DEB) Model in Haliotis discus hannai (Disk Abalone) 

...............................DUAN Jiaoyang, LIU Hui, CHEN Siqing, JIANG Zengjie, LIN Fan, CHANG Lirong, LU Longfei (110) 
Genetic Analysis of Argopecten irradians concentricus, “Bohai Red” and Their Hybrids.....................................................   
 ............................................................................... YAO Gaoyou, TAN Jie, WU Yuyuan, SU Xiaoying, LIUFU Shaomei,  
  ZHANG Yuan, FANG Jiaxi, CHEN Nansheng, WANG Chunde, LIU Zhigang (118) 
Effects of Short-Term Acidification on Feeding, Respiratory Metabolism, and Energy Budget of Scapharca broughtonii 
 .................. XUE Suyan, LI Jiaqi, LI Yang, DING Jingkun, XU Han, ZHANG Wenwen, MAO Yuze, FANG Jianguang (127) 
Analysis on the Advantages of Standard Kelp Long Line Culture in Sanggou Bay.................. FANG Jinghui, JIANG Zengjie,  
  LIN Fan, GAO Yaping, FANG Jianguang, ZHANG Peng, GUO Zhili, DU Meirong, MENG Shan (134) 
Effects of Salinity and Na3VO4 Stress on Photosynthetic Physiology of Bangia ....... WEI Jiahui, LI Xiaolei, MA Deying,  
  WANG Wenjun, LIANG Zhourui, LI Guoliang, LIU Fuli, SUN Xiutao, WANG Feijiu (141) 
Molecular Cloning and Expression Analysis of HSP90 of Peanut Worm Sipunculus nudus ..................................................   
 ........................ZHOU Dan, SU Yonglin, ZHONG Ruzhuo, GUO Zhicheng, WU Jing, ZHENG Zhe, WANG Qingheng (150) 
Construction of A mini-Tn10 Transposon Library to Identify Genes Associated with Several Phenotypes of Vibrio 

aguillarum M3....................................................................................................LI Qian, LI Guiyang, LI Jie, MO Zhaolan (160) 
Optimization of Extraction Process of Protamine from Takifugu obscurus .............................................................................   
 ...................................................................................................... ZHANG Jiayuan, ZHANG Hongcai, CHEN Shunsheng (168) 
Analysis and Assessment for Nutritional Components of the Muscle of Datnioides pulcher.................................................   
 ........... SONG Hongmei, QU Zhengwei, WANG Xuejie, MU Xidong, LIU Chao, LIU Yi, LAI Mingxin, HU Yinchang (177) 
Review on Environmental Enrichment for Aquatic Organisms.................................................................................................   
 ..............................................QIN Chuanxin, PAN Wanni, YU Gang, ZUO Tao, XI Shigai, ZHU Wentao, MA Hongmei (185) 
Review: Molecular Mechanism of Sex Differentiation in Major Economic Bivalves.............................................................   
 .........................................................................................ZHOU Liqing, ZHAO Dan, WU Zhou, WU Lei, YANG Jinlong (194) 



第 41 卷    第 5 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.41, No.5 
2 0 2 0 年 1 0 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Oct., 2020 

                            

* 国家科技支撑计划(2013BAD13B05)资助 [This work was supported by National Key Technology Support Program 
(2013BAD13B05)]. 石永闯，E-mail: syc13052326091@163.com 

① 通讯作者：朱清澄，教授，E-mail: qczhu@shou.edu.cn 
收稿日期: 2019-04-07, 收修改稿日期: 2019-06-05 
 
 

DOI: 10.19663/j.issn2095-9869.20190407001  http://www.yykxjz.cn/ 

石永闯, 朱清澄, 黄硕琳, 冯慧丽. 西北太平洋秋刀鱼 CPUE 标准化研究. 渔业科学进展, 2020, 41(5): 01–12 
Shi YC, Zhu QC, Huang SL, Feng HL. Study on CPUE standardization of Chinese Pacific saury (Cololabis saira) fishery in the 
Northwest Pacific Ocean. Progress in Fishery Sciences, 2020, 41(5): 01–12 

西北太平洋秋刀鱼 CPUE 标准化研究* 
石永闯 1  朱清澄 2,3①  黄硕琳 1,2,4  冯慧丽 2 

(1. 上海海洋大学海洋文化与法律学院  上海  201306；2. 上海海洋大学海洋科学学院  上海  201306； 
3. 上海海洋大学国家远洋渔业工程技术研究中心  上海海洋大学大洋渔业资源可持续开发省部共建 

教育部重点实验室  上海  201306；4. 上海海洋大学海洋政策与法律研究所  上海  201306) 

摘要    秋刀鱼(Cololabis saira)是西北太平洋海域重要的渔业种类之一，其资源评估工作已成为热

点问题，单位捕捞努力量渔获量(CPUE)标准化可以为开展有效的资源评估研究提供科学依据。为

此，本研究利用 2003~2017 年中国大陆西北太平洋秋刀鱼渔业生产统计资料，结合卫星遥感获得的

海洋环境数据，如海表面温度、海表温度梯度、海表面高度等，基于广义线性模型(General linear 
model, GLM)和广义可加模型(Generalized additive model, GAM)对中国大陆西北太平洋秋刀鱼渔业

进行 CPUE 标准化。结果显示，根据 BIC 准则，在 GLM 模型结果中，年份、月份、经度、纬度、

海表面温度、海表面高度、海表温度梯度及年份与月份对 CPUE 具有显著影响，并组成了 GLM 模

型的最佳模型，对 CPUE 偏差的解释率为 52.47%；在 GAM 模型结果中，除上述 8 个影响变量外，

交互项月份与经度和月份与纬度也对 CPUE 影响较大，GAM 的最佳模型对 CPUE 偏差的解释率为

61.9%。通过 5-fold 交叉验证分析发现，GAM 模型标准化结果较优于 GLM 模型，更适合于西北太

平洋秋刀鱼渔业 CPUE 标准化。 
关键词    秋刀鱼；广义可加模型；广义线性模型；CPUE 标准化；西北太平洋 
中图分类号 S932.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0001-12 

单位捕捞努力量渔获量(Catch Per Unit Effort, 
CPUE)常作为相对资源丰度指数而广泛运用于渔业

资源评估和管理中(Hilborn, 1992; Maunder et al, 2004; 
Erisman et al, 2011; 冯波等, 2014)。目前，由于商业

性渔业数据具有易获得和低消耗等特点，我国渔业资

源评估和渔场研究仍然依赖于该类数据(Guan et al, 
2014; 李亚楠等, 2018; 陶雅晋等, 2019)。然而，由渔

业生产统计数据计算的名义 CPUE 与资源量关系较

复杂，会受到海洋环境因素(海表面温度、海表面高

度、海表温度梯度)、时空效应(年份、月份、经度、

纬度)、捕捞能力(渔船长度)以及商业捕捞策略等因素

的影响，无法真实反映鱼类资源丰度变化，导致在渔

业资源评估中 CPUE 与资源量间正比关系的假设常

被诟病(Harley, 2001; Ye et al, 2009)。CPUE 标准化可

去除部分外界因素对 CPUE 的影响，使其更加准确地

表达渔业资源丰度的变化情况，从而增加资源评估的

容错性和可靠性(Salthaug et al, 2003; Campbell, 2004; 
Maunder et al, 2004)。因此，开展 CPUE 标准化研究

是进行资源评估前的一项基础性工作。 
近年来，许多学者运用不同的统计模型进行了

CPUE 标准化研究，陆化杰等(2013)利用广义线性模

型 (General linear model, GLM) 和 广 义 可 加 模 型

abc
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(Generalized additive model, GAM)对中国大陆西南大

西洋阿根廷滑柔鱼(Illex argentinus)渔业 CPUE 标准

化，表明 GAM 模型比 GLM 模型更适合用于该渔业

CPUE 标准化。Mateo 等(2014)分别用 GLM 模型、

GAM 模 型 和 回 归 树 模 型 对 黑 鳕 鱼 (Anoplopoma 
fimbria)进行了 CPUE 标准化研究并对比分析了标准

化结果。徐洁等(2015)和李娜等(2018)分别利用基于

空 间 自 相 关 的 GLM 模 型 对 西 北 太 平 洋 柔 鱼

(Ommastrephes bartramii)和阿根廷滑柔鱼的 CPUE 进

行了标准化研究。目前，GLM 模型和 GAM 模型是

CPUE 标准化研究 常用的 2 个模型(Maunder et al, 
2004)，GLM 模型假设响应变量与解释变量间存在线

性关系，但大部分情况下，由于外界因素的影响，

CPUE 与环境等因子存在非线性关系(Hinton et al, 
2004; Venables et al, 2004; Thorson et al, 2013)。GAM
模型是 GLM 模型的延伸，可以处理好这种非线性关

系(Chen et al, 2009; Guan et al, 2014)。这 2 种模型具

有简单、易操作等特点，均可使用用户良好型软件来

执行计算(Rodriguez et al, 2003)，是资源评估研究处

于起步阶段的渔业进行 CPUE 标准化的良好选择。 
秋刀鱼(Cololabis saira)是一种中上层小型洄游

性鱼类(Watanabe et al, 1988)，广泛分布在日本群岛至

美国沿岸的太平洋海域，主要渔场分布在日本海、太

平洋海域和鄂霍次海(Tiana et al, 2004; Nakaya et al, 
2010)。现阶段，中国大陆、中国台湾、韩国、俄罗

斯、日本、瓦努阿图为主要的秋刀鱼生产国家和地区

(汤振明等, 2004; 花传祥等, 2017, 石永闯等, 2018)。
中国大陆于 2003 年开始在西北太平洋海域进行秋刀

鱼资源探捕，其中，2014 年到达 高产量(7.6×104 t)，
秋刀鱼渔业也成为中国 重要的渔业之一。近年来，

由于捕捞强度、环境因素等影响，秋刀鱼资源量发生

波动，渔获量出现明显的年间变化 (Tian, 2003; 
Watanabe et al, 2006; Tseng et al, 2013)。同时，秋刀

鱼已被北太平洋渔业管理委员会列为优先管理鱼种

之一(Zavolokin, 2018)，相关资源评估和管理方案制

定等工作已被纳入议事日程。目前，对秋刀鱼生物学

(张阳等, 2013)、渔场分布(花传祥等, 2005; 晏磊等, 
2012; 张孝民等 , 2015)、渔具性能 (许巍等 , 2005;   
石永闯等, 2016、2018)等进行了一些研究，但对中国

大陆西北太平洋秋刀鱼渔业 CPUE 标准化的研究尚

未见报道。 
为此，本研究根据 2003~2017 年中国大陆在西北

太平洋海域的秋刀鱼生产统计资料，结合卫星遥感获

得的海洋环境数据，如海表面温度(SST)、海表面高

度(SSH)以及海表温度梯度(SSTG)等，基于 GLM 和

GAM 模型对中国大陆西北太平洋秋刀鱼渔业进行

CPUE 标准化，并对比分析 2 种模型的结果。应用

GLM 和 GAM 模型对秋刀鱼渔业 CPUE 进行标准化，

以期为西北太平洋秋刀鱼资源评估工作提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域 

研究区域位于日本和俄罗斯的专属经济区(EEZ)
之外(图 1)，该区域位于黑潮暖流和亲潮寒流的交汇

处，它们共同为海洋生物提供了充足的营养基础，使

该地区成为世界上高产海域之一 (Watanabe et al, 
2006)。 

 

 
图 1  研究区域 

Fig.1  Study area of Pacific saury 

蓝色实线代表亲潮寒流，蓝色虚线代表亲潮延伸流，黑色

线代表黑潮暖流，红色圆圈代表 CPUE 
The blue solid lines represent the Oyashio cold current, the 

blue dashed lines represent the Oyashio extension current, the 
black lines correspond to Kuroshio warm current, and the red 

circles represent CPUE, in units of tons per vessel per day 
 

1.2  数据来源 

1.2.1  渔业数据    2003~2017 年西北太平洋秋刀

鱼统计数据源自于中国远洋渔业分会上海海洋大学

秋刀鱼技术组，数据包括日期、纬度、经度、产量(t)
和作业天数，时间分辨率为 d、空间分辨率为 0.5°× 
0.5°。由于中国大陆在西北太平洋生产渔船参数基本

一致，因此，本研究在数据分析时忽略其影响。 
CPUE 定义为每天的捕捞产量，第 i 年、l 月、k

经度、j 纬度(分辨率为 0.5°×0.5°)对应的月均 CPUE
定义为： 

 

, , ,
, , ,

, , ,

Catch
CPUE i l k j

i l k j
i l k jE

 
  

(1) 

式中， , , ,Catchi l k j 为第 i 年、l 月、k 经度、j
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纬度总产量。 , , ,  i l k jE 为对应的总作业天数。 

1.2.2  海洋环境数据     环境数据包括海表面温

度、海表温度梯度、海表面高度。其中，SST 数据

来源于 NOAA (National Oceanic and Atmospheric 
Administration; ftp.nodc.noaa.gov) ，空间分辨率为

0.1°×0.1°；SSH 数据来自 AVISO (Archiving Validation 
and Interpolation of Satellite Oceanographic; www. 
aviso.altimetry.fr)，空间分辨率为 0.25°×0.25°；SSTG
数据从梯度幅值估算得出，方程如下： 

 

,

2 2
1, 1, , 1 , 1

SSTG

SST SST SST SST

i j

i j i j i j i j

x y
   



    
   

    
 (2)

 

式中， 1,SSTi j 、 1,SSTi j 、 , 1SSTi j 和 , 1SSTi j 为   

4 个相邻网格的 SST 数值，i 和 j 分别代表行号和列

号， x 是 j–1 和 j+1 列的经度距离， y 是 i–1 和 i+1
的纬度距离。 ,SSTG i j 为 i, j 网格的 SSTG 值，单位为

℃/km。因渔业生产数据和海洋环境数据的空间分辨

率不同，本研究将其转化为统一标准。 

1.3  变量的相互独立性检验 

本研究根据秋刀鱼渔业特点选择解释变量为年

份、月份、经度、纬度、海表面温度、海表温度梯度

和海表面高度。通过方差膨胀因子(VIF)和 Spearman
相关系数对解释变量进行相互独立性检验(表 1)。当

VIF<10 时，认为变量之间无严重多重共线性(Menard 
et al, 2011; Tien et al, 2011)。从表 1 可以看出，各个

解释变量的 VIF 均小于 10，说明各解释变量之间无

严重多重共线性。 
 

表 1  解释变量间方差膨胀因子 
Tab.1  Variance inflation factor among explanatory variables 

      解释变量 Explanatory variables 方差膨胀因子 VIF
年份 Year 1.19 
月份 Month 2.47 
经度 Longitude 3.13 
纬度 Latitude 3.37 

海表面温度 SST 1.55 
海表温度梯度 SSTG 1.43 

海表面高度 SSH 3.41 
 

1.4  研究方法 

GLM 模型是 CPUE 标准化 常用的方法之一，

GLM 模型重要的假设为响应变量的期望值与解释变

量呈线性关系： 

 g( ) T
i iX   (3) 

式中，g 为链接函数， ( )i iE Y  ，Xi 为第 i 个响

应变量的解释变量，β为模型估计参数，Yi 为第 i 个
响应变量。本研究没有零渔获量数据，因此，将

ln(CPUE)作为响应变量，假设响应变量服从正态分

布，则 GLM 模型为： 
ln(CPUE) Year Month Longitude Latitude

SST SSTG SSH Interaction 
    

     (4)
 

式中，CPUE 为每船每天的产量；Interactions 为

时间与空间解释变量的交互效应；ε为误差项，假设

其服从正态分布。 
GAM 模型是 GLM 模型的延伸，可以用来表示

响应变量和解释变量之间的非线性关系(Tseng et al, 
2013)，即： 

 
1

g( ) α ( )i i i i
i

f X 


    (5) 

式中， if 为平滑函数， i 为误差项，GAM 模型： 

 

ln(CPUE) Year Month (Longitude)
(Latitude) (SST) (SSTG)
(SSH) (Interactions)

s
s s s
s s 

   
  

 

 
(6)

 

式中，ε 为误差项，假设其服从正态分布。时空

交互项包括年份×月份、年份×经度、年份×纬度、月

份×经度、月份×纬度以及经度×纬度等所有可能的组

合，本研究均考虑在内。 

1.5  标准化 CPUE 的计算 

年标准化 CPUE 通过以下公式计算： 

 
1

1CPUE CPUE
in

i k
i kn



   (7) 

式中， CPUEi 是第 i 年的标准化 CPUE， in 是第

i 年的观测数目， CPUEk 是第 i 年的第 k 个 CPUE。

月标准化 CPUE 计算公式与年 CPUE 计算公式一致。 

1.6  模型评价 

GLM 和 GAM 模型中均将年份、月份、经度和

纬度看作离散变量，SST、SSTG 和 SSH 为连续变量。

本研究中，将解释变量依次加入 GLM 或 GAM 模型

中，得到包含不同个数解释变量的 GLM 或 GAM 模

型 (Shono, 2005) 。根据 BIC (Bayesian information 
criterion)值选择 佳的GLM和GAM模型(Quinn et al, 
2002; Watanabe et al, 2006)，BIC 计算公式： 

 BIC ln( ) ln(RSS / )m n n n   (8) 
式中，m 是模型中参数的个数，n 为观测值个数，

RSS 为残差平方和。 
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模型间比较方面，本研究通过 5 折交差验证法，

通过计算模拟值与观测值之间的 Spearman 相关性，

以及 2个CPUE之间均方误差以评估预测性能(Kohavi, 
1995; Arlot et al, 2010)。本研究所有统计分析均采用

R(V3.2.2)统计软件处理。 

2  结果 

2.1  解释变量 ln(CPUE)的统计分布检验 

K-S 检验结果显示，ln(CPUE)趋向于服从正态分

布(μ=2.12, σ=1.06) (图 2a)，同时，ln(CPUE)的数据点

基本形成一条直线(图 2b)，说明本研究关于 ln(CPUE)
服从正态分布的假设是合理的，采用 GLM 和 GAM
模型进行标准化是合适的。 

2.2  GLM 模型分析 

基于 BIC 原则选择的 佳 GLM 模型见表 2，从

表 2 可以看出，该模型对 CPUE 的解释率为 52.47%。

佳 GLM 模型显著性变量检验见表 3。F 检验结果

表明，包括交互项在内的所有解释变量均为显著性变

量，对 CPUE 有显著性影响(P<0.05)。表 4 为 佳 GLM
模型的 5-fold 交差验证结果。 

 

 
 

图 2  2003~2017 年西北太平洋秋刀鱼 ln(CPUE)的频次分布及其检验 
Fig.2  ln(CPUE) distribution and its distribution tests of the Chinese Pacific saury fishery in 2003~2017 

 
表 2  基于 BIC 的 GLM 模型选择 

Tab.2  GLM model selection based BIC values 

GLM 模型 GLM model R2 (%) BIC 解释率 Explained deviance (%)
ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+Lon+Lat 26.18 3169.14 30.71 
ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+Lon+Lat+SST 29.73 3094.05 34.52 
ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+Lon+Lat+SST+SSTG 35.61 2849.61 42.06 
ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+Lon+Lat+SST+SSTG+SSH 39.87 2735.38 47.29 
ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+Lon+Lat+SST+SSTG+SSH+Year:Month+ε 42.66 2661.17 52.47 

 
表 3  最佳 GLM 模型的方差分析 

Tab.3  Anova test for the best GLM model 

因素 
Parameter 

自由度 
df 

偏差  
Deviance

残差自由度 
Resid.df 

残差偏差  
Resid.Dev 

F Pr(>F) 

Intercept   849 952.86   
年份 Factor(Year) 13 133.31 836 819.55 15.86 <2.2×10–16

月份 Factor(Month) 7 201.19 829 618.36 44.46 <2.2×10–16

经度 Factor(Lon) 23 24.12 806 594.24 1.62 <2.2×10–16

纬度 Factor(Lat) 13 24.98 793 569.26 2.97 2.94×10–4 
海表面温度 SST 1 0.37 792 568.89 0.57 <2.2×10–16

海表温度梯度 SSTG 1 0.34 791 568.55 0.53 3.21×10–5 
海表面高度 SSH 1 2.38 790 566.16 3.67 4.71×10–2 
年份×月份 Factor(Year) : Factor(Month) 48 86.46 742 479.7 2.79 5.08×10–9 
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表 4    最佳 GLM 模型的 5 折交叉验证 
Tab.4  Five-fold cross validation of the best GLM 

情景 
Case 

相关性检验 
Cor_GLM_test 

均方误差检验 
MSE_GLM_test 

1 0.5154 1.2841 
2 0.5219 1.2196 
3 0.5086 1.3582 
4 0.5217 1.2587 
5 0.5308 1.1375 

2.3  GAM 模型分析 

基于 BIC 原则选择的 佳 GAM 模型见表 5，从

表 5 可以看出，该模型对 CPUE 的解释率为 61.9%。

佳 GAM 模型显著性变量检验见表 6。F 检验结果

表明，包括交互项在内的所有解释变量均为显著性变

量，对 CPUE 有显著性影响(P<0.05)。表 7 为 佳 GAM
模型的 5-fold 交差验证结果。 

 
表 5  基于 BIC 的 GAM 模型选择 

Tab.5  GAM model selected based on BIC values 

GAM 模型 GAM model R2 (%) BIC 解释率 
Explained deviance(%)

ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+s(Lon)+s(Lat)+s(SST)+s(SSTG)+s(SSH) 37.69 49351.69 46.25 

ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+s(Lon)+s(Lat)+s(SST)+s(SSTG)+s(SSH)+ 
s(Year:Month) 

40.18 48372.25 52.74 

ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+s(Lon)+s(Lat)+s(SST)+s(SSTG)+s(SSH)+ 
s(Year:Month)+s(Month:Lon) 

45.93 46103.72 57.28 

ln(CPUE)~Intercept+Year+Month+s(Lon)+s(Lat)+s(SST)+s(SSTG)+s(SSH)+ 
s(Year:Month)+s(Month:Lon)+s(Month:Lat)+ε 

48.50 45254.56 61.90 

 
表 6  最佳 GAM 模型的方差分析 

Tab.6  Anova test for the best GAM model 

参数 Parameter 自由度 df F P-value 

年份 Factor(Year) 13 4.383 4.03×10–7 

月份 Factor(Month) 7 1.543 1.71×10–3 

经度 Factor(Lon) 23 2.992 4.34×10–6 

纬度 Factor(Lat) 13 1.344 9.88×10–3 

年份×月份 Factor(Year): Factor(Month) 61 3.534 <2×10–16 

月份×经度 Factor(Month): Factor(Lon) 92 1.995 8.35×10–7 

月份×纬度 Factor(Month): Factor(Lat) 53 1.416 3.15×10–3 

光滑项的显著性 Approximate significance of smooth terms: 

项目 Items edf Ref.df F P-value 

海表面温度 s(SST) 4.523 5.368 5.570 <2×10–16 

海表温度梯度 s(SSTG) 3.196 4.052 4.509 6.75×10–5 

海表面高度 s(SSH) 2.116 2.776 3.602 0.0211 
 

表 7  最佳 GAM 模型的 5 折交叉验证 
Tab.7  Five-fold cross validation of the best GAM 

情景 
Case 

相关性检验 
Cor_GAM_test 

均方误差检验 
MSE_GAM_test 

1 0.6751 0.9178 
2 0.6836 0.9093 
3 0.6629 0.9375 
4 0.6891 0.9013 
5 0.6784 0.9125 

 
图 3 为 佳 GAM 模型拟合的解释变量和残差的

箱线图。从图 3 可以看出，GAM 模型中的时间和空

间解释变量年份、月份、经度和纬度有相对较小的残

差，其值接近于零(图 3a~图 3d)。作为环境解释变量，

SST 平均残差范围为–0.33~0.28，其中，海表面温度

为 7℃时，GAM 模型的负残差值 大，9℃时具有

大的正残差值(图 3e)。SSTG 的残差也存在一定波动，

其中，海表温度梯度为 0.11 时，具有 大的正残差

值(0.58)(图 3f)。SSH 的平均残差范围为–1.39~0.31，
其中，海表面高度为 1 m 时，GAM 模型的负残差值

大，0.7 m 时具有 大的正残差值(图 3g)。 
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图 3  佳 GAM 模型拟合的解释变量和残差的箱线图 
Fig.3  Boxplot of residuals and explanatory variables fitted by best GAM 

 
2.4  各解释变量对 CPUE 的影响 

从图 4a 可以看出，年份对 CPUE 的影响呈先减

小后增加再减小的趋势，CPUE 在 2004~2008 年间呈

逐渐下降趋势，并在 2008 年达到 低点；在 2008~ 
2014 年间呈稳步增长趋势；2014 年后略有下降。月

份对 CPUE 影响方面，5~8 月 CPUE 呈逐月下降的趋

势，8 月达到 低点。在秋刀鱼主要捕捞季节(9~12
月)，CPUE 随月份逐渐增加(图 4b)。空间因子方面，

CPUE 在 145°~151°E 间呈逐渐上升的趋势，在 151°E
出现 大值，此后，随着经度的增加，CPUE 呈缓慢

下降的趋势(图 4c)。CPUE 在 36°~41°N 间缓慢上升，

在 41°N 时出现峰值，然后在 41°~50°间呈逐渐下降

趋势(图 4d)。环境因子方面，SST 在不同的温度范围 

内对 CPUE 存在不同的影响。当海表面温度在 10℃~ 
15℃时，SST 对 CPUE 的影响相对稳定。在 15℃~   
23℃间，呈先上升后下降再上升的趋势(图 4e)。随着

SSTG 的增加，对 CPUE 的影响也逐渐增加(图 4f)。
SSH 对 CPUE 的影响也显示出一些波动(图 4g)，当海

表面高度在 0.1~0.6 m 时，CPUE 随 SSH 的增加而渐

渐增加，0.6~1.2 m 之间，CPUE 呈现下降的趋势。 

2.5  名义 CPUE 和标准化 CPUE 比较 

图 5 为年间及月间名义 CPUE 与基于 GLM 和

GAM 模型的标准化 CPUE 变化趋势。从图 5a 可以看

出，GLM 模型标准化 CPUE 均低于名义 CPUE，且

2003~2017 年间标准化 CPUE 与名义 CPUE 的变化趋

势相近。对于 GAM 模型，除 2003 年外，标准化 
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图 4  各解释变量对西北太平洋秋刀鱼渔业 CPUE 的影响 
Fig.4  Effects of temporal, spatial and environmental variables on Pacific saury CPUE derived  

from the GAM analysis in the northwest Pacific Ocean 

 

 
 

图 5  基于 GLM 和 GAM 模型的西北太平洋秋刀鱼标准化 CPUE 
Fig.5  Standardized CPUE of Pacific saury in the Northwest Pacific Ocean based on GLM and GAM models  
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CPUE 均低于相应的名义 CPUE，变化趋势同样与名

义 CPUE 相近。GLM 和 GAM 模型的标准化 CPUE
之间存在一些差别，这可能与 CPUE 和解释变量之间

关系的假设有关。图 5b 为 GLM 和 GAM 模型估算出

的月间标准化 CPUE 变化趋势，名义 CPUE 及 GAM
模型的标准化 CPUE 从 5~8 月间标准化 CPUE 逐渐下

降，9~12 月标准化 CPUE 呈先增加后下降的趋势，

10 月 CPUE 值 高。GLM 模型的标准化 CPUE 在 5~ 
6 月之间呈上升趋势，其他月份与名义 CPUE 变化趋

势相似。 

3  讨论 

3.1  时空效应对西北太平洋秋刀鱼 CPUE 影响 

GLM和GAM模型分析显示，时间因素(即年份和

月份)和空间因素(即经度和纬度)均对CPUE有显著影

响(P<0.05)，在CPUE标准化建模过程中起着重要作

用，是主要的影响变量。GAM模型分析显示，对CPUE
影响 重要的因素为经度和年份，这2个因素占较大

的影响百分比。资源波动、海洋环境条件、气候和捕

捞努力的变化 终导致CPUE的年间和月间波动。

2003~2005年标准化CPUE呈先增加后降低的趋势，

2005~2009年CPUE逐渐下降，并在2009年降至过去 
12年间 低水平(图5a)。2009年后，标准化CPUE显著

增长，在2014年达到峰值，但随后逐渐下降。捕捞努

力量的变化可能是CPUE年间波动和下降的主要原

因。2009年之前，中国秋刀鱼渔业处于发展阶段，秋

刀鱼渔业规模较小，产量较低。随着秋刀鱼渔船数量

的上升和渔网具的优化改进，秋刀鱼渔获量逐渐上

升，CPUE同样有所提高。Tian等(2002)研究认为，秋

刀鱼资源的年间波动与南方涛动指数和太平洋冬季

季风指数相关。此外，黑潮延伸区的海表面水温对秋

刀鱼资源丰度的长期变动也有重要影响。标准化

CPUE在月间显著不同(P<0.05)，从5月到8月逐渐减

少，然后从9~12月先增加后减少，10月达到峰值   
(图5b)，这一结果与吴越等(2015)和晏磊等(2012)的研

究结果一致。秋刀鱼的季节性洄游和渔业作业生产时

间可能是CPUE季节性波动的主要原因，因此，产生

了一定的月间波动。 
GLM及GAM模型标准化后的CPUE均显示了西

北太平洋秋刀鱼资源存在着空间上的差异。研究结果

显示，在36°~41°N和145°~151°E的范围内，CPUE随

着经度和纬度的增加而增加，但存在一定的波动，这

与Chang等(2018)的结果相似，在41°N和151°E附近海

域达到峰值，随后出现下降趋势，这种变化波动可能

与秋刀鱼的迁徙路线有关。秋刀鱼在8月之前，从南

部海域迁移到北部海域索饵，然后，从9月开始沿46°N
附近返回到南部海域(Tian, 2003; 沈建华等, 2004)。
在其向北迁徙期间，秋刀鱼分布广泛，渔场相对分散，

在其向南迁徙过程中，由于亲潮海流强度的增加和丰

富的海水养分导致了浮游生物的增加，使得秋刀鱼鱼

群逐渐集中在沿海水域附近(何敏等, 1999)，该处渔

获量不断增加，直到12月初的捕捞季节结束。同时，

秋刀鱼高集群、大密度的洄游会对CPUE产生影响。

由此可见，时空效应对西北太平洋秋刀鱼CPUE具有

较大影响，在CPUE标准化建模中应占较大权重。 

3.2  环境效应对西北太平洋秋刀鱼 CPUE 影响 

秋刀鱼的资源分布与海洋环境因素密切相关

(Stephens et al, 2004; Takasuka et al, 2014; 张人禾等, 
2017)。本研究中，GLM 和 GAM 模型检验结果均表

明，SST 对 CPUE 有极显著影响(P<0.01)。在 11℃~  
15℃的海表面温度范围内，CPUE 随 SST 的增加而缓

慢增加，这与朱清澄等(2006)的研究结果一致。Tseng
等(2013)研究发现，在北太平洋公海海域，秋刀鱼产

量主要分布在海表面温度 14℃~16℃范围。Syah 等

(2017)研究认为，西北太平洋海域秋刀鱼 适水温为

13℃~18℃。Ito 等(2013)研究发现，海表面温度升高

及尺度降低将阻止或延缓秋刀鱼在冬季的南下洄游，

这也验证了本研究的结果。SST 在海洋小型中上层鱼

类 (如秋刀鱼 )资源分布中有重要的影响(石永闯等 , 
2019)，因此，在秋刀鱼 CPUE 标准化研究中应着重考

虑，赋予其较大权重。 
GLM 和 GAM 模型结果显示，CPUE 与 SSH 和

SSTG 均存在显著相关性(P<0.05)。SSH 在 0.2~0.6 m
之间，CPUE 随 SSH 的增加而增加；在 0.6~1.2 m 之

间，CPUE 呈波动略有下降的趋势。SSTG 为 0.05~  
0.15℃/km 时，CPUE 随 SSTG 的增加而增加，该结

果与 Tian 等(2004)的研究结果一致。因此，环境因素

对秋刀鱼 CPUE 有重大影响，在未来的秋刀鱼渔业资

源分布、生物学及资源评估研究中应予以考虑。 

3.3  GLM 和 GAM 模型对比 

GLM 和 GAM 模型是进行 CPUE 标准化的常用

模型，二者均存在各自的优点和局限性。GLM 模型

假设响应变量和解释变量之间存在线性关系。然而，

鱼群密度和环境因素之间通常存在非线性关系

(Walsh et al, 2001; Denis et al, 2002)。例如，对秋刀鱼

CPUE 影响 重要的 3 个影响因子 SST、纬度和经度

均可能与秋刀鱼 CPUE 存在非线性关系。GAM 模型
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是 GLM 模型的扩展，其中，解释变量已被平滑函数

替换，以处理响应变量和解释变量之间的非线性关

系。应用 GAM 模型对 CPUE 进行标准化的例子非常

多，但其任何形式的推断过程(假设检验、置信区间

等)均可能存在问题。尽管如此，本研究中，GLM 和

GAM 模型在估算相对资源丰度时均有良好的表现。 
本研究 GLM 模型分析显示，年份、月份、经度、

纬度、SST、SSTG、SSH 和交互项年份×月份均为显

著变量，对 CPUE 有显著的影响(P<0.05)。而 GAM
模型分析显示，交互项包括年份×月份、月份×经度、

月份×纬度、经度×纬度对 CPUE 有显著影响(P<0.05)。
GAM 模型解释偏差百分比高于 GLM 模型(表 2 和表

5)，可以看出 CPUE 和解释变量之间的线性关系可能

较弱，偏差解释率仅为 52.47%，CPUE 和解释变量可

能存在更多的非线性关系，解释偏差率达到 61.9%。

比较 GLM 和 GAM 模型分析中的 5 折交叉验证结果

发现(表 4 和表 7)，通过 GAM 模型观察到测试数据

的观察值和预测值之间有更高的 Spearman 相关性和

更低的均方误差(MSE)。因此，GAM 模型可能比 GLM
模型更适合西北太平洋秋刀鱼 CPUE 标准化。 

结果显示，对于年均 CPUE，GLM 模型和 GAM
模型标准化后的 CPUE 均小于名义 CPUE，且年间波

动均较名义 CPUE 波动小，但 GLM 模型标准化后的

CPUE 与名义 CPUE 的变化趋势有一定差异，而 GAM
模型得到的 CPUE 与名义 CPUE 的变化趋势基本相同

(图 5a)。对于月平均 CPUE，GLM 模型得到的 CPUE
和名义 CPUE 变化趋势存在差异(图 5b)，GAM 模型

标准化的 CPUE 值均比名义 CPUE 小，且趋势与名义

CPUE 基本一致。从统计学来看，GLM 模型只能应

用于响应变量的期望值与解释变量呈线性关系的

CPUE 标准化中，而影响秋刀鱼渔业的很多因素和

CPUE 之间可能呈非线性关系，GAM 模型则可以处

理这种非线性关系(Yu, 2013)，同时，GAM 模型中各

个解释变量都是独立的，互不影响，用于西北太平洋

秋刀鱼渔业 CPUE 标准化更加准确。综上所述，GAM
模型较 GLM 模型更加适用于西北太平洋秋刀鱼渔业

CPUE 标准化。 

3.4  不足与展望 

本研究首次使用 GLM 和 GAM 模型对西北太平

洋秋刀鱼 CPUE 进行了标准化研究。结果表明，GAM
模型比 GLM 模型更适合秋刀鱼渔业 CPUE 标准化研

究，研究结果可对秋刀鱼资源评估研究打下基础，为

秋刀鱼资源养护和管理提供参考。但是，本研究仍然

存在一些不足和需改善之处。例如，本研究假设名义

CPUE 在空间上是相互独立的，但往往 CPUE 观测存

在一定的空间相关性 (官文江等 , 2014; 徐洁等 , 
2015)；GLM 和 GAM 模型在处理误差结构、变量选

择以及复杂交互效应问题时缺乏一定的灵活性；模型

假设响应变量为正态分布，但经检验发现，ln(CPUE)
为近似正态分布。因此，这些因素都有可能增加秋刀

鱼渔业 CPUE 标准化结果的不确定性。为得到更加准

确的 CPUE 标准化结果，制定更加科学合理的渔业管

理策略，在今后的研究中，可以从以下几方面改进：

(1)从原始渔业数据入手，完善数据统计机制，获取更

加准确的名义 CPUE 数据；(2)考虑名义 CPUE 存在的

空间自相关性，将其加入到 CPUE 标准化模型中；(3)
尽可能使用更多模型，比如基于栖息地的 CPUE 标准

化方法、回归树模型、贝叶斯 CPUE 标准化方法等，

并将研究结果进行对比分析，以期更好地为秋刀鱼渔

业的可持续发展服务。 
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Study on CPUE Standardization of Chinese Pacific Saury (Cololabis saira) 
Fishery in the Northwest Pacific Ocean 

SHI Yongchuang1, ZHU Qingcheng2,3①
, HUANG Shuolin1,2,4, FENG Huili2 

(1. College of Marine Culture and Law, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
2. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  

3. National Engineering Research Center for Pelagic Fishery, Shanghai Ocean University, Key Laboratory of Sustainable 
Exploitation of Oceanic Fisheries Resources, Ministry of Education, Shanghai  201306;  
4. Institute of Marine Policy and Law, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Pacific saury (Cololabis saira) is an important high-seas fishery resource in the Northwest 
Pacific Ocean for the Chinese mainland. The species is widely distributed in the international waters of 
the Northwestern Pacific Ocean ranging from the subarctic to subtropical regions. With a long-distance 
and large-scale migratory route, sauries experience extremely complicated oceanographic and climatic 
conditions throughout their entire lifecycle. They are known to pass northwards through the Kuroshio- 
Oyashio Transition Zone (TZ) and then return southwards to the coastal waters of Japan in winter. The 
species is harvested primarily by the countries of Japan, Russia, South Korea, Taiwan Province, and 
mainland China. China began Pacific saury fishing in the high seas in 2003, and it has since become one 
of the most important fisheries for China. Owing to increasingly commercial, cultural, bioeconomic, and 
ecological values, saury has been listed among the priority species by North Pacific Fisheries Commission 
(NPFC). Catch per unit effort (CPUE) is an important relative index and dataset of fish abundance 
commonly used in fisheries stock assessment. Reliable and accurate CPUE plays a significant role in 
Pacific saury stock assessment. Many statistical models have been used in the previous CPUE 
standardization research. Here, we compare the performance of Generalized Linear Models (GLMs) and 
Generalized Additive Models (GAMs) using CPUE data collected from Chinese saury fisheries in the 
Northwest Pacific Ocean from 2003 to 2017 (excluding data from Taipei of China) and evaluate the 
influence of spatial, temporal, environmental variables, and vessel length on CPUE. Optimal GLM/GAM 
models were selected using the Bayesian information criterion (BIC). Explained deviance and five-fold 
bootstrap cross-validation results were used to compare the performance of the two model types. Fitted 
GLMs accounted for 52.47% of the total model-explained deviance, while GAMs accounted for 61.9%. 
Predictive performance metrics and five-fold cross-validation results showed that the best GAM 
performed better than the best GLM. Therefore, we recommend a GAM as the preferred model for 
standardizing CPUE of Pacific saury in the Northwest Pacific Ocean. The goal of this study was to 
identify the best method for standardizing Pacific saury CPUE data and improve the quality of future 
stock assessment for Pacific saury. 
Key words    Cololabis saira; Generalized additive model; Generalized linear model; CPUE 
standardization; Northwest Pacific Ocean 
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渤海伏季休渔效果初步评价* 

胡芷君 1,3  单秀娟 2,3①  杨  涛 2,3  丁  琪 2,3 
(1. 上海海洋大学海洋科学学院  上海  201306；2. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋 
渔业科学与食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  山东省渔业资源与生态环境重点实验室  青岛  266071) 

摘要    本研究基于渔业统计和资源调查数据，比较分析了我国实施伏季休渔制度 20 多年来对渤

海渔业资源的影响。结果显示，1995 年实施伏季休渔制度以后，渤海捕捞产量和捕捞效率在短期

内大幅增加，特别是小黄鱼(Larimichthys polyactis)、蓝点马鲛(Scomberomorus niphonius)的捕捞产量

分别增加了 3.96 倍和 1.74 倍，占渤海总捕捞产量的比重有所提高。1999 年以后，捕捞产量逐年下

降，并于 2008 年趋于稳定。资源调查结果显示，在 1998~2014 年渤海渔业资源量急剧下降之后，

近年来有资源量增加迹象，鳀(Engraulis japonicus)、银鲳(Pampus argenteus)和三疣梭子蟹(Portunus 
trituberculatus)等经济种类的资源量在 2014~2015 年有所提高，但总体低于 1992 年同期水平。休渔

期内，渤海主要渔业种类得到了生长繁殖的时间和空间，资源量增加了 3 倍以上，渔业生物平均体

长和体重增加，但长期以来资源小型化和低质化趋势未见好转。 
关键词    渤海；伏季休渔；渔业资源；养护 
中图分类号 S931   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0002-09 

渤海具有丰富的陆源性营养物质补充，为海洋生

物提供了充足的饵料生物、适宜的水动力条件和栖息

环境，是中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)、小

黄鱼(Larimichthys polyactis)、带鱼(Trichiurus haumela)
等重要经济种类的产卵场、索饵场和育幼场，被称为

我国的“战略粮仓”。20 世纪 50 年代以来，由于受到

人类活动和环境变化的影响，渤海渔业资源严重衰

退，渔业生物群落结构和生态坏境遭到破坏，严重阻

碍了渔业资源的可持续发展(单秀娟等, 2012; 李忠义

等, 2017; 吴强等, 2018)。为遏制近海渔业资源继续恶

化，我国实施了一系列渔业资源养护和管理措施，其

中，伏季休渔制度是影响范围最广、程度最深、涉及

渔船渔民数量最多的管理政策。1995 年开始，我国

相继在东海和黄渤海实施伏季休渔制度。为了更好地

保护产卵群体和幼鱼等渔业资源，2017 年伏季休渔

时限调整为 4~4.5 个月，每年 5 月 1 日~9 月 1 日期间

在渤海禁止除钓具外的其他渔具类型作业。 
1995 年至今，我国实施伏季休渔制度已有 20 多

abc
图章
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年，其在缓解捕捞对渔业资源带来的巨大压力和资源

养护方面具体发挥了多大作用？对渔业资源的可持

续补充贡献如何？这些都是评估伏季休渔制度的关

键问题。有关休渔(禁渔)效果评价的研究在我国南海、

东海、长江、珠江以及国外的地中海、北海中部和苏

格兰西海岸水域等均有报道(卢昌彩等,2015; 邹建伟

等, 2016; 段辛斌等, 2008; 高原等, 2017; Clarke et al, 
2015; Samy-Kamal et al, 2015)。研究方法可分为 2 种：

理论模型方法和统计分析方法。多数研究结果显示，

伏季休渔和春季禁渔在保护产卵群体和补充群体以

及提高社会经济效益等方面都起到一定的积极作用，

但仍需进一步对伏季休渔制度加以完善 (Demestre  
et al, 2008; Zhang et al, 2016; 严利平等, 2019)。目前，

关于渤海伏季休渔制度的实施效果评价尚未见报道。

本研究利用渤海渔业资源调查数据，结合《中国渔业

统计年鉴》，分析了伏季休渔制度实施以来渤海渔业

资源的动态变化，以及伏季休渔对渤海捕捞产量、资

源量、渔获种类组成及其生物学特征等方面的影响，

旨在进一步完善伏季休渔制度，为渤海渔业资源的可

持续发展提供参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源和分析 

渔业统计资料来源于《中国渔业统计年鉴》(1979~ 
2018 年)，包括渤海捕捞产量、渤海沿岸三省一市(辽
宁省、河北省、山东省和天津市)捕捞产量及其在渤

海的捕捞产量、三省一市的各渔获种类捕捞产量和海

洋渔业机动渔船功率资料。采用海洋渔业机动渔船功

率作为捕捞努力量，捕捞效率为捕捞量与捕捞努力量

的比值。根据三省一市在渤海的捕捞产量与其总捕捞

产量的比值，利用三省一市各渔获种类的捕捞产量换

算出其在渤海的捕捞产量。 
渔业资源调查数据，包括1992年10月，1993年    

5月，1998年5、8和10月，2004年5、10月，2010年5、
8月，2014年8、10月和2015年5月。调查网具网口高

度约为6 m，网口宽度为22.6 m，网口周长为1740目，

网目为63 mm，网囊网目为20 mm，每个站点拖曵1 h，
平均拖速约3.0 kn。每次拖网结束后，记录渔获种类、

单位时间渔获量(kg/h)和渔获尾数(ind/h)，测量主要经

济种类的长度和体重等基础生物学信息，估算渤海渔业

资源量。 
伏季休渔制度的实施效果评价，一方面，将伏季

休渔制度实施前(1979~1994 年)和伏季休渔制度实施

后(1995~2017 年) 2 个时段的渤海捕捞产量和渔获种

类进行对比分析。另一方面，利用 1992~2015 年渤海

季度渔业资源量、主要渔业种类资源量及其生物学资

料，分析伏季休渔制度实施前后和休渔期间渤海资源

量及其主要渔业种类的资源变动情况，以此评价渤海

伏季休渔制度的实施效果。 

1.2  资源量估计 

以扫海面积法估计渤海资源量，通过计算单位面

积内的资源量，分别估计整个调查海域的总资源量和

单种资源量，计算公式如下： 
CB A
aq

  

式中，B 为总资源量或某一物种资源量(kg)；C
为单位时间取样面积内的平均渔获量或某一物种平

均渔获量 (kg/h)；a 为单位时间内拖网扫过的面积

(km2)，取 0.1256 km2；q 为网具对某一种类的可捕系

数，取值参照金显仕等(1998)；A 为渤海总面积，约

为 77000 km2。 

2  结果 

2.1  渤海捕捞产量变化 

1979年以来，渤海捕捞产量、捕捞努力量和捕捞效

率变化见图1。伏季休渔制度实施前(1979~1994年)，捕

捞努力量处于快速增长期，捕捞产量随捕捞努力量增

大，由38.06万 t增至106.83万 t，增长率为4.3万 t/年。

而捕捞效率在此期间逐年下降，降幅达36.33%，1990年
开始快速增加。1995年伏季休渔实施后，捕捞产量增

长加快，1995~1999年平均增长率为9.98万t/年。1999年 
 

 
 

图 1  1979~2017 年渤海捕捞产量、捕捞努力量及 
捕捞效率变化 

Fig.1  Landings, fishing effort and fishing efficiency in the 
Bohai Sea during1979~2017 
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获得最大捕捞产量，为162.45万t。捕捞效率也取得较

大值(0.66 t/kW)，为1995年的1.15倍。此后，捕捞产量

持续下降，并在2008年后基本稳定在100万t，但2017年
突然下降至69.8万t。在此期间，捕捞努力量持续加大，

2002年突破300万kW，近年来处于波动状态，波动范围

在239~340万kW之间，年平均功率为286万kW。捕捞效

率在1999年以后持续下降，最低值为2017年的0.29 t/kW。 

2.2  主要渔业种类捕捞产量变化 

伏季休渔制度实施以来，渤海各种主要渔业种类的

捕捞产量有不同程度的增长，其中小黄鱼和蓝点马鲛

(Scomberomorus niphonius)等捕捞产量比重增加(图2，
图3)。1995~2007年渤海小黄鱼的捕捞产量范围为

1.08~5.48万t，平均捕捞产量为3.34万t，比1983~1994年 

伏季休渔制度实施前增加了3.96倍，其在渤海总捕捞产

量中所占比重由0.97%增加到2.60%，2008年以后其捕

捞产量基本稳定在6.5万 t。带鱼、蓝点马鲛和海鳗

(Muraenesox cinereius)等在伏季休渔制度实施前后的相

同时间间隔内(12年)，捕捞产量分别增加了0.89、1.74
和7.18倍，其捕捞产量比重除带鱼外均有所增加，  
2008年以后捕捞产量平均值分别为2.6、6.8和0.44万t。
1995年后，甲壳类捕捞产量总体呈下降趋势，虽然在

1996~2000年短期内有所增加(增长率为36.25%)，但

2001年以后持续下降，2017年捕捞产量仅为2000年的

37.86%。20世纪90年代以来，鳀(Engraulis japonicus)
捕捞产量快速增加，2003年达到最大值(22.01万t)，伏

季休渔制度实施后其捕捞产量比重显著增加，且高于小

黄鱼、带鱼和蓝点马鲛所占比重的总和。 

 

 
 

图 2  1983~2017 年渤海主要渔业种类捕捞产量变化 
Fig.2  Landings of major fishery species in the Bohai Sea during 1983~2017 

 
2.3  资源量年间和季节变动 

从伏季休渔制度实施后的渔业资源来看，季度资

源量有较大波动(图 4)。1998~2010 年春季(5 月)资源量

呈持续下降趋势，下降幅度为 74.6%。与 1998 年同期

相比，2010、2014 年夏季(8 月)资源量分别增加 
了561%和11.9%，2004、2014年秋季(10月)资源量分别

减少了90.5%和63.4%。总体看来，1998~2014年平均季

度资源量为1.51万t，最低为2004年的0.31万t，2010年达 

到最大值2.88万t，渤海渔业资源量急剧下降之后有所

回升。对比春季(休渔前)、夏季(休渔期间)和秋季(休
渔结束)的渔业资源量，1998年渔业资源量由春季的

0.83万t逐渐增加为夏季的0.84万t，秋季资源量达3.5万t，
增幅为321.7%。而2004年总体资源量较低，秋季资源

量达到最大值，仅为0.33万t，休渔前后资源量变化不大。

2010~2014年资源量有所回升，平均资源量分别为

2.88和1.11万t，2010年夏季资源量出现最高峰5.56万t，
2014年在秋季资源量最高1.28万t，资源量增长明显。 
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图 3  伏季休渔制度实施前后主要渔业种类 
捕捞产量比重变化 

Fig.3  Changes of major fishery  
species in the proportion of landings before and after the 

 implementation of summer fishing moratorium 

鳀的对比范围为伏季休渔制度实施前后 6 年，其他种类为

伏季休渔制度实施前后 12 年 
The comparison for anchovy (E. japonicus) was between  
6 years before and after the summer fishing moratorium,  
the other species was between 12 years before and after  

the summer fishing moratorium 
*: P<0.5; **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: P<0.0001  

 

 
 

图 4  1998~2014 年渤海各季度资源量变化 
Fig.4  Seasonal changes of the biomass in the  

Bohai Sea during 1998~2014 
 

2.4  主要渔业种类资源量变动 

1992~2015 年渤海资源调查结果显示，银鲳

(Pampus argenteus)和口虾蛄(Oratosquilla oratoria)在
2015年春季资源量超过1993年同期，多数种类有资源

量增加迹象(图5)。银鲳春季资源量先减少后增加、且

幅度较大，1993年为473 t，随后，从2004年的337 t
下降为2010年89 t，2015年增长到2205 t，为1993年的

4.6倍。此外，黄鲫(Setipinna tenuifilis)、斑 (Konosirus 
punctatus)、赤鼻棱鳀(Thrissa kammalensis)和口虾蛄

春季资源量也有相似的变化趋势，在1993~2010年呈

下降趋势，2015年有所增长，分别为其1993年春季资

源量的12.77%、29.2%、26.59%和174.64%。三疣梭

子蟹(Portunus trituberculatus)在2004~2015年间春季

资源量持续增加，涨幅为157.59%，而鳀和枪乌贼

(Loligo spp.)春季资源量在1993~2015年间持续下降，

降幅分别为99.15%和98.25%。 
伏季休渔制度实施后，主要经济种类小黄鱼的秋

季资源量仍呈下降趋势，由1992年的4619 t下降为

2004年的320 t，降幅为93%，2014年继续下降到179 t，
仅为1992年的3.87%。黄鲫和斑 资源量变化趋势与

小黄鱼相同，1992~2014年秋季资源量分别下降了

78.95%和99.5%。银鲳和青鳞小沙丁鱼(Sardinella zunasi)
的秋季资源量呈现先增加后下降的趋势，1992年资源

量分别为1920 t和1417 t，2004年增加了16.6%和

220.5%，2014年银鲳秋季资源量急剧下降为2004年的

17.78% ，青鳞小沙丁鱼则略微下降为 2004 年的

74.58%。与总资源量变化趋势相同，鳀、枪乌贼、三

疣梭子蟹和口虾蛄秋季资源量呈急剧下降后上升的

趋势，1992~2004年降幅分别为88.44%、99.23%、

96.05% 和 98.72% ， 2014 年 增 幅 分 别 为 1992 年 的

16.72%、9.34%、18.15%和35.82%，口虾蛄恢复速度

相对较快。 
从资源量季节变化来看，主要渔业种类的资源量

均有所增加。其中，斑 和三疣梭子蟹增幅较大， 
2004年秋季资源量分别为其春季的 12.28和 55.56倍。

黄鲫和银鲳的涨幅分别为 495.5%和 564.7%。但伏季

休渔结束后的高强度捕捞，使大多数渔业种类资源量

严重下降。其中，鳀下降最为严重，2015 年 5 月资

源量仅为 2014 年 10 月的 3.3%，黄鲫、枪乌贼和口

虾蛄资源量分别下降到上年秋季的 11.1%、7.75%和

24.6%。然而，银鲳和三疣梭子蟹在遭受捕捞期间资

源量上升，2015 年 5 月的资源量分别为 2014 年 10 月

的 2.5 和 1.5 倍。 

2.5  主要渔业种类生物学特征变化  

对比分析休渔期间渔业生物的体长和体重变化

(图 6)，2014 年带鱼和黄鲫平均体长分别从 8 月(休渔

期内)的 64.16 和 89.49 mm 增加到 10 月(休渔结束)的
111.08 和 107.59 mm，涨幅分别为 73.13%和 20.23%，  
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图 5  1992~2015 年春季和秋季渤海主要渔业种类资源量对数转换后的变化 
Fig.5  Changes of the biomass after logarithmic conversion of the major fishery species in the Bohai Sea in  

spring and summer during 1992~2015 
 

 
 

图 6  2014 年渤海主要渔业种类的平均体长和重量变化 
Fig.6  Changes of the average length and weight of the 

major fishery species in the Bohai Sea in 2014 

平均体重增幅分别为 195.74%和 87.03%。但三疣梭子

蟹、口虾蛄和日本枪乌贼在此期间平均长度和重量下

降，平均长度分别下降 58.7%、12.3%和 15.6%，平均

体重分别下降 92.5%、18.96%和 45.58%。 

3  讨论 

3.1  生态效益 

春、夏季是我国近海多数渔业种类的繁殖期，如

小黄鱼每年 4 月进入渤海，5 月进入产卵高峰期，此

时，约 80%个体处于性成熟阶段(李显森, 2008)，伏

季休渔在春夏季为渔业生物提供了生长繁殖的时间

和空间，有利于渔业资源休养生息。自 1995 年实施

伏季休渔制度以来，渤海捕捞产量和捕捞效率均有所

提高。小黄鱼、蓝点马鲛、海鳗等经济种类捕捞产量

及其比重增长幅度较大，其中，鳀的增长幅度高于其

他种类，可能与其开发利用时间较晚，种群适应能力

较强等有关(王玉衡, 2011)。在高强度的捕捞努力量和
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其他因素作用下，渤海渔业资源逐渐衰退，1959 年

以来，其季度平均相对资源密度由 193.4 kg/(网·h)下
降到 1982~1983 年的 87.8 kg/(网·h)，1992~1993 年平

均资源量为 74.8 kg/(网·h)(金显仕, 2001)。在伏季休

渔制度下，渤海季度平均资源量在 2004 年开始缓慢

回升。伏季休渔在一定时间内限制捕捞努力量，减弱

了捕捞对种群结构和生态环境的破坏，有利于渔业资

源生物量的增加。 
伏季休渔制度下，渤海多种经济种类资源量有所

回升。相对于2010年春季，2015年黄鲫、斑 、银鲳

等种类资源量有所增加，其繁殖期多在5~8月，资源

量的增加说明产卵群体数量增加。同时，伏季休渔也

为幼鱼群体生长提供有利条件，提高了补充群体的存

活率，从而促进渔业资源量增加。在东海，休渔也有

效促进了亲体和补充群体的增加(严利平等, 2019)。
此外，由于伏季休渔减弱了各类渔具特别是底拖网对

海洋生物栖息环境的破坏，口虾蛄、三疣梭子蟹在

2015年春季和秋季的资源量均高于2004年同期，与吴

强等(2018)对渤海甲壳类群落调查的研究结果基本一

致。此外，口虾蛄在近几年成为渤海资源优势种，可

能与其捕食者减少和栖息环境条件适宜有关(吴强等, 
2018)，三疣梭子蟹等资源量增加与增殖放流和底栖

生物食性种类数量减少也有一定关系(许思思, 2011)。
休渔期间，渔业种类生长增重明显。2014年8~10月，

带鱼平均肛长和体重分别增加了46.92 mm和9.68 g，伏

季休渔短期内有效改善了资源群体结构组成和渔获

质量。但甲壳类和日本枪乌贼长度和体重均下降，可

能与捕捞作用和幼鱼比例增加有关(刘修泽等, 2014)。
与1993年相比，渤海渔业资源量仍处于较低水平，渔

获种类组成变化较大，主要经济种类的资源量、平均

体长和体重仍呈下降趋势。1959年，渤海渔获物小黄

鱼和带鱼占绝对优势，二者资源量之和占总资源量的

85.1%，小黄鱼平均体长为205.8 mm；20世纪80年代

开始，鳀和黄鲫所占比重大幅度上升，占总资源量的

56.7%，小黄鱼平均体长下降为143.31 mm (Jin, 2004; 
郭旭鹏等, 2006)。本研究发现，无论是春季还是秋季，

1992~  1993年均以鳀为主，2004年黄鲫和鳀分别在

春季和秋季资源量最高，2015年鳀、赤鼻棱鳀和黄鲫

都处于较高的资源量水平。近年来，渤海渔获物以鳀、

黄鲫和矛尾虾虎鱼等小型鱼类为主，并在渤海食物网

中发挥重要作用(李忠义等, 2018)，渤海生态系统仍

然存在食物链缩短、渔业生物小型化和低质化等问

题。捕捞对渔业生物个体大小的选择性可能导致其生

物学特征发生适应性演变，在缺少反向选择压力的情

况下，生物学特征的恢复所需时间要远超其生物量

(Neubauer et al, 2013; Enberg et al, 2009)。 

3.2  经济效益 

伏季休渔制度作为国内外具有较大影响力的渔

业管理制度，其最直观的经济效益是伏季休渔制度下

捕捞产量增加带来的经济收益。虽然，伏季休渔制度

实施后捕捞作业时间缩短，但捕捞产量和经济收益仍

高于实施前。以山东省为例，在 20 世纪末，渔民年

人均收入开始快速增长，渔民生活有了明显改善和提

高(图 7; 中国渔业统计年鉴, 1986~2018 年)。同时，

实施伏季休渔制度后捕捞效率大幅提高，缩短捕捞作

业时间有利于降低捕捞成本和渔需物资消耗。一对

300 kW 拖网渔船，每小时耗油量为 0.56 kg/kw，柴

油价格为 0.24 万元/t，休渔 3 个月仅燃油费用至少节

省 60 万元(徐皓等, 2009)。休渔期内，渔业资源得到

休养生息，个体增重明显，经济种类比例增多，渔获

物质量和价值的提高也有力促进了渔民增收。 
 

 
 

图 7  1986~2016 年山东省渔民年人均收入情况 
Fig.7  Annual per capita income of fishermen in  

Shandong Province during 1986~2016 
 
1995年我国开始在渤海实施伏季休渔制度，同时

开展了一系列增殖放流活动，进一步提高了渔业生产

效益。2005年山东省发布了《山东省渔业资源修复行

动规划》，每年6~7月在渤海沿海进行大规模增殖放流

活动，增殖放流投入逐年增加，放流品种包括褐牙鲆

(Paralichthys olivaceus)、许氏平 (Sebastes schlegeli)、
梭鱼 (Liza haematocheila) 、半滑舌鳎 (Cynoglossus 
semilaevis) 、 中 国 明 对 虾 、 三 疣 梭 子 蟹 和 海 蜇

(Rhopilema esculentum)等10余种。伏季休渔期间禁止

从事捕捞活动，提高了增殖苗种的成活率。据统计，

2008年仅山东省秋汛回捕增值资源达21.94万t，产值

54.01亿元(张秀梅等, 2009)。伏季休渔制度和增殖放流

的联合在养护资源的同时，促进了渔业增效、渔民增收。 
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3.3  社会效益 

渤海实施伏季休渔制度20多年来，捕捞作业结构

得到一定改善，由于休渔主要禁止拖网、帆张网等捕

捞网具作业，促进了部分渔民和生产单位转变作业类

型。以山东省为例，20世纪90年代开始拖网捕捞产量

的比例逐渐下降，刺网和钓具类有所增加，捕捞作业

结构的完善也促进了更多有潜力的渔业资源得到合

理利用(图8; 中国渔业统计年鉴, 1980~2017年)。此

外，通过广泛的宣传和实践，社会各界对伏季休渔的

关注程度逐年提高，广大渔民和基层生产单位对渔业

资源和生态环境的保护意识逐渐增强，对伏季休渔工

作的认识和重视程度也逐渐提高。2017年，渔民对进

一步延长伏季休渔时间的新规定支持率达到84%，从

“要我休渔”到“我要休渔”，渔民对伏季休渔态度

逐渐转变(农业部, 2017)。渔民利用休渔时间进行修

补网具，参加各种法规宣传、安全教育和新的职业技

能培训等，有利于提高渔民的法制观念、科学文化素

质、生活质量和渔船生产安全性等。如今更多渔民

自觉遵守伏季休渔管理规定，配合休渔执法检查，

主动举报违法违规作业渔船，加上严厉的涉海违法打

击力度，伏季休渔制度的实施得到有力保障，同时，

也有利于渔民退出沿海捕捞业，践行我国的减船减

产政策。 
 

 
 

图 8  1980~2017 年山东省各捕捞网具的产量比例变化 
Fig.8  Changes of the landings proportion of fishing nets in 

Shandong Province during 1980~2017 
 

3.4  存在的问题及对策建议 

伏季休渔制度的实施带来捕捞产量的增加和部

分渔业种类资源量的回升，但从 2000 年起，渤海捕

捞效率逐年下降，主要渔获种类向个体小、价值低的

种类转变的趋势并未扭转。黄鲫、枪乌贼和口虾蛄等

面对开捕后的强大捕捞力量冲击，仅有平均 14%能成

为剩余群体进入第二年繁殖。目前，伏季休渔效果只

是当年见效、当年利用的短期效应，短时间内增加的

资源量，短时间内又被捕捞消耗，无法遏制资源衰退。

此外，污染、涉海工程等也导致伏季休渔对渔业资源

的养护作用减弱。为确保伏季休渔制度的实施效果，

建议：建立和完善伏季休渔效果评价机制；形成一套

科学合理、完备的、全程监控的资源养护和管理体系，

同时，制定相应的扶持政策；适当降低开捕后的捕捞

强度，以月为单位限制可捕量，避免短期捕捞压力过

大导致的渔业资源崩溃；鼓励发展休闲渔业，以旅游、

观光等进一步增加渔民经济收益。 
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Preliminary Evaluation of Summer Fishing Moratorium in the Bohai Sea 

HU Zhijun1,3, SHAN Xiujuan2,3①
, YANG Tao2,3, DING Qi2,3 

(1. College of Marine Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and 
Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  

3. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable  
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Shandong Provincial Key Laboratory of  

Fishery Resources and Eco-Environment, Shandong Qingdao  266071) 

Abstract    The Bohai Sea, a landlocked body of water in China, provides spawning, feeding, and 
breeding habitats for many economically important species. The summer fishing moratorium in the Bohai 
Sea was implemented in 1995, and for more than two decades in place it has played an important role in 
alleviating the intensive fishing pressure on it as a fishery resource as well as in resource conservation. 
However, the evaluation of the implementation effect of a summer fishing moratorium system in the Bohai 
Sea has not yet to be reported. Based on the Chinese Fishery Statistics Yearbook and data from the fishery 
resource survey, we made a comparative analysis of the implementation effects of the summer fishing 
moratorium system on fishery resources in the Bohai Sea. The results showed that the capture and fishing 
efficiency in the Bohai Sea increased rapidly in the short term following the end of the summer fishing 
moratorium. This was especially true for economically important species such as Larimichthys polyactis 
and Scomberomorus niphonius, which harvests increased 3.96 times and 1.74 times, respectively, and 
their proportion of total capture yield increased significantly. After 1999, capture yield declined year to 
year and stabilized in 2008. According to the results of the fishery resources survey, signs of recovery 
have shown in recent years following the sharp decline of the fishery resources in the Bohai Sea from 
1998 to 2014. The biomass of the economically important species increased during the period of 
2014~2015, such as Engraulis japonicus, Pampus argenteus, and Portunus trituberculatus, but it was 
lower than the same period in 1992. During the period of fishing moratorium, the primary fishery species 
have time and space to grow and spawn. Giving the populations time to replenish has resulted in the total 
resources increasing more than three times since the beginning of the moratorium, and the average length 
and weight of fishery organisms has also increased significantly. However, the general trend of 
miniaturization and degradation of fishery resources has not improved for a long time. In order to ensure 
the implementation effect and improve the restoration of fishery resources, it is necessary to further 
enhance the summer fishing moratorium system.  
Key words    Bohai Sea; Summer fishing moratorium; Fishery resource; Conservation 
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舟山群岛以东沿岸海域 
虾类资源状况及其多样性分析* 

胡嘉豪  俞存根①  刘  惠 
(浙江海洋大学水产学院  舟山  316022) 

摘要    依据 2018 年 4 月和 11 月在舟山群岛以东沿岸海域开展的渔业资源调查所获得的虾类资

料，应用相对重要性指数公式、生物多样性指数、ABC 曲线等方法，对虾类的种类组成、物种多

样性、优势种、种类的空间分布、丰度/生物量等进行研究。经鉴定，本次调查共捕获虾类 32 种，

隶属于 10 科 21 属。春季(4 月)出现的虾类共有 22 种，隶属于 9 科 16 属；秋季(11 月)共有 29 种虾

类，隶属于 9 科 20 属，出现种类较多。两季共出现虾类 19 种。秋季虾类的种类数高于春季，秋季

有哈氏仿对虾(Parapenaeopsis hardwickii)和中华管鞭虾(Solenocera crassicornis) 2 种优势种，春季无

优势种出现。秋季生物多样性指数与丰富度指数的平均值高于春季，而均匀度指数则相反，秋季

小于春季。ABC 曲线的 W 值春季小于 0，秋季大于 0，表明春季群落结构受到较大程度的干扰，秋

季群落结构受到干扰的程度较小。春、秋季 ABC 曲线末端均有重叠，表明舟山群岛以东沿岸海域

虾类群落遭到一定程度的破坏。 
关键词    虾类；生物多样性；优势种；ABC 曲线 
中图分类号 S932.5+1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0003-08 

舟山渔场位于长江、钱塘江等大陆径流的入海交

汇区，地理位置优越，其沿岸线曲折，岛屿密布。受

各种大陆径流形成的沿岸水、台湾暖流所带来的外海

高盐水和黄海冷水团季节性分布的影响(俞存根等 , 
2011)。舟山渔场水文环境适宜，渔业资源极其丰盛，

海洋渔业生物种类繁多，饵料生物充足，是虾类繁衍、

索饵、发育的良好栖息场所。 
国外学者对于虾类的研究报导较多，Almeida 等

(2012)研究了巴西东南海岸一种虾 Nematopalaemon 
schmitti 在不同海湾的生态分布特征。Asvin 等(2014)
分析了虾类幼体阶段群聚的季节组成、水平和垂直分

布规律。Abushaal 等(2014)分析了在海岸带营底栖生

活虾类的丰度和其生物多样性。Takada 等(2015)研究

了砂质沙滩冲浪带中环境因子对 3 种虾 Haustorioides 
japonicus、Excirolana chiltoni 和 Archaeomysis kokuboi
资源丰度分布的影响。 

在我国，张洪亮等(2013)分析了浙江南部沿海春

季产卵虾类的群落结构特征，林群等(2018)研究了渤

海生态系统的营养关系、结构及功能参数，评估了中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)在渤海的生态容

量变化。左涛等(2015)研究了南极大磷虾(Euphausia 
superba)的数量、体长分布和发育期组成等种群结构

特点。李显森等(2015)分析了南极磷虾资源的时空分

布及其渔场形成机制。陈丹等(2013)研究了南极半岛

abc
图章
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邻近海域的长臂樱磷虾(Thysanoessa macrura)数量密

度、体长分布及发育期组成。阙江龙等(2014)探讨了

台湾海峡附近海域的虾类数量和优势种分布特征。 
何贤保等(2013)、夏陆军等(2016)、徐捷等(2014)着重

研究了东海的虾类群落结构及其特征。 
1980 年以来，我国近海渔业资源不断减少，虾

类在我国渔业资源中所占有的经济地位越来越重。

2015 年全国海洋捕捞虾类的产量为 1.58×106 t，占

2015 年全国海洋捕捞渔业资源产量的 12.05% (2015
年中国渔业统计年鉴, 2016)。在海洋生物食物链中，

许多捕食者以虾类为食，故海洋食物链的稳定性会

受虾类资源的影响，甚至整个海洋生态系统的稳定性

也会受到影响。因此，分析虾类的群落结构是如何变

化的、虾类的生物多样性等，不仅有利于了解海洋

生物群落结构及其动态变化的生态学问题，也有利于

促进渔业生产的健康发展，实现渔业资源的可持续

利用。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

本研究所用数据来自 2018 年 4 月(春季)和 11 月

(秋季)租用浙江海洋大学浙渔科 2 号科考船(科考船

主机功率为 1007 kW，船上配备卫导、探渔仪、对讲

机等导航、定位仪及其他助渔机械设施)在舟山群岛

以东沿岸海域开展渔业资源底拖网调查所获得的虾

类 资 料 。 调 查 范 围 为 29°10ʹ~30°43ʹN 、 122°53ʹ~ 
124°48ʹE，共设置 16 个站位，具体调查站位如图 1
所示。春、秋季网具规格为 1020 目×80 mm。本次调

查每站拖曳时间约为 1 h，渔船拖速约为 3.5 kn。每

站拖网所得的渔获物全部取样装入样品袋，之后进行

编号、记录，冰鲜保存，带回实验室之后进行种类、

数量等的分析、生物学鉴定，利用精确度为 0.01 g 电

子天平称重。同时，在每一个站位，使用 CTD (温盐

深仪)同步测量水温及盐度等水文环境因子。 
 

 
 

图 1  渔业资源调查站位 
Fig.1  Survey stations of fishery resources 

 

1.2  数据处理及分析方法 

本研究采用 Surfer 11 软件绘制站位图及物种数

的平面分布图，采用 Excel 统计分析数据， 后采用

Primer 5.0 软件进行多样性分析和相似性分析。 
1.2.1  优势种的计算公式    采用相对重要性指数

计算优势种，计算公式(Pinkas et al, 1971)： 
4IRI [( / / ) / ] 10i i in N w W f m     

式中，IRI 即为相对重要性指数； in 、 iw 分别为

第 i 种虾类生物的个体数和生物量；N 、W 分别为调

查获得的虾类总个体数和总生物量； if 为第 i 种虾类

生物在 m 次取样中出现的频率； m 为取样次数。本

研究将 IRI>1000 者定为优势种，100~1000 之间者定

为常见种(俞存根等, 2005)。 
由于 2018 年春、秋季实际调查过程中各站位的

拖网时间有差异，拖速也不同，数据均以拖速 3.5 kn、
时间 1 h 为基准标准化处理调查数据。 
1.2.2  生物多样性指数计算公式    生物多样性主

要采用 Shannon-Weaver(H')指数(Shannon et al, 1949)、
Pielou 均匀度指数(J')(Pielou, 1975)、Margalef 种类丰

富度指数(D)(Margalef, 1958)计算： 

2
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2(S-1)/logD N  
式中， S 为虾类生物的总种数； iP 为第 i 种虾类

生物的个体数或生物量占虾类生物总个体数或总生

物量的比例； N 为虾类生物的总尾数。 
1.2.3  丰度/生物量曲线(ABC 曲线)    ABC 曲线是

在同一坐标系中比较生物量优势度曲线和丰度优势

度曲线，通过 2 条曲线的分布情况来分析群落处于不

同干扰状况下的特征(孙儒泳等, 2002)，统计量用 W
表示(Clarke et al, 2001)，公式如下： 

1 50(S 1)

S
i i

i

B A
W






  

式中，S 为出现的物种数，Bi、Ai 分别为曲线中

种类序号对应的生物量和丰度的累计百分比，当生物

量优势度曲线在丰度优势度曲线之上时，W 为正，反

之为负。 

2  结果 

2.1  种类组成及优势种 

2.1.1  种类组成    舟山群岛以东沿岸海域 2018 年

春、秋季共鉴定出虾类 32 种，隶属于 10 科 21 属。

其中，春季有 22 种，隶属于 9 科 16 属；秋季出现种

类较多，共有 29 种，隶属于 9 科 20 属。2 个季节共

有种类 19 种。 
2.1.2  优势种    舟山群岛以东沿岸海域 2018 年春、

秋季的虾类 IRI 如表 1 所示。从表 1 可以看出，春季

生物量 高的为须赤虾(Metapenaeopsis barbata)，秋

季为哈氏仿对虾(Parapenaeopsis hardwickii)。调查海

域春、秋季虾类的 IRI 差异较大，春季虾类无优势种

出现，常见种有葛氏长臂虾(Palaemon gravieri)、戴氏

赤虾 (Metapenaeopsis dalei)、须赤虾和中华管鞭虾

(Solenocera crassicornis)等 4 种。秋季优势种为中华

管鞭虾和哈氏仿对虾，且秋季哈氏仿对虾站位出现频

率为 100%。进一步分析发现，哈氏仿对虾占总渔获

重量的 30.00%，总尾数的 30.20%。中华管鞭虾占总

渔获重量的 11.30%，总尾数的 8.10%。常见种类则有

鹰爪虾(Trachysalambria curvirostris)、戴氏赤虾、须

赤虾、东海红虾 (Plesionika izumiae)、刀额仿对虾

(Parapenaeopsis cultrirostris Alcock)和细巧仿对虾

(Alpheus japonicus)等 9 种虾类。 

2.2  生物多样性指数 

舟山群岛以东沿岸海域虾类 2018 年春、秋季的

生物多样性指数见表 2，春季生物多样性指数(H')在 
 

表 1  舟山群岛以东沿岸海域虾类优势种及常见种的季节变化 
Tab.1  The seasonal variation of dominant species and common species  

of shrimps in coastal waters east of Zhoushan Islands 

春季 Spring 秋季 Autumn 
种类 

Species 总生物量
W (%)

总个体数
N (%) 

频率
F 

相对重要性

指数 IRI
总生物量

W (%)
总个体数 

N (%) 
频率 

F 
相对重要性

指数 IRI

扁足异对虾 Atypopenaeus stenodactylus 0.05 0.02 18.75 0.90 0.01 0.02 6.25 0.10 
安氏白虾 Exopalaemon annandalei 0.00 0.01 6.25 0.00 0.46 0.88 43.75 36.80 
敖氏红虾 Plesionika ortmanni 0.00 0.00 12.50 0.00 0.10 0.11 31.25 4.30 
大管鞭虾 Solenocera melantho 0.43 0.06 31.25 9.70 – – – – 
戴氏赤虾 Metapenaeopsis dalei 5.42 10.36 93.75 924.70 0.60 2.46 75.00 143.40 
东海红虾 Plesionika izumiae 0.72 1.86 25.00 40.30 1.72 3.66 50.00 168.00 
葛氏长臂虾 Palaemon gravieri 2.42 2.01 93.75 259.20 1.63 2.65 50.00 134.00 
哈氏仿对虾 Parapenaeopsis hardwickii 0.41 0.12 31.25 10.20 28.46 30.27 100.00 3670.70 
红条鞭腕虾 Lysmata vittata 0.00 0.01 6.25 0.10 0.00 0.01 6.25 0.10 
滑脊等腕虾 Procletes levicarina 0.08 0.07 25.00 2.40 0.04 0.07 37.50 2.60 

假长缝拟对虾 Parapenaeus  
fissuroidesfissuroides 

1.45 0.74 31.25 42.90 – – – – 

拉式爱情虾 Aegaeon rathbuni 0.06 0.18 18.75 2.80 0.00 0.00 6.25 0.00 
日本鼓虾 Alpheus japonicus 0.09 0.23 62.50 12.50 1.60 5.03 81.25 336.80 
细螯虾 Leptochela gracilis 0.00 0.04 12.50 0.40 – – – – 
细巧仿对虾 Parapenaeopsis tenella 0.09 0.11 12.50 1.60 2.07 6.35 100.00 525.90 
鲜明鼓虾 Alpheus distinguendus 0.22 0.22 81.25 22.30 1.37 2.38 81.25 190.20 
日本异指虾 Processa japonica 0.05 0.02 12.50 0.50 0.25 0.50 37.50 17.60 
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 续表 1 

春季 Spring 秋季 Autumn 
种类 

Species 总生物量
W (%)

总个体数
N (%) 

频率
F 

相对重要性

指数 IRI
总生物量

W (%)
总个体数 

N (%) 
频率 

F 
相对重要性

指数 IRI

须赤虾 Metapenaeopsis barbata 16.18 11.00 37.50 637.10 8.00 2.85 50.00 339.20 
鹰爪虾 Trachysalambria curvirostris 0.82 0.14 50.00 30.20 5.59 2.01 68.75 326.70 

长角赤虾 Metapenaeopsis provocatoria  
longirostris 

0.03 0.01 18.75 0.50 0.02 0.01 6.25 0.10 

中华管鞭虾 Solenocera crassicornis 1.53 1.16 75.00 126.40 11.30 8.06 93.75 1134.60 
周氏新对虾 Metapenaeus joyneri 0.05 0.01 12.50 0.50 0.45 0.12 18.75 6.70 
中国明对虾 Fenneropenaeus chinensis – – – – 0.03 0.00 6.25 0.10 
中国毛虾 Acetes chinensis Hansen – – – – 0.00 0.01 18.75 0.20 
长额拟鞭腕虾 Exhippolysmata ensirostris – – – – 0.02 0.01 6.25 0.10 
刀额仿对虾 Parapenaeopsis cultrirostris – – – – 4.99 2.92 87.50 432.80 
高脊管鞭虾 Solenocera alticarinata – – – – 0.22 0.02 12.50 1.90 
高脊赤虾 Metapenaeopsis lamellate – – – – 0.00 0.00 6.25 0.00 
钩腹船形虾 Tozeuma armatum – – – – 0.01 0.08 31.25 1.60 
矛形拟对虾 Parapenaeus lanceolatus – – – – 0.66 1.06 18.75 20.10 
泥污疣褐虾 Pontocaris pennate – – – – 0.02 0.03 6.25 0.20 
日本囊对虾 Marsupenaeus japonicus – – – – 0.24 0.01 18.75 3.00 

 
表 2  舟山群岛以东沿岸海域虾类生物多样性指数 
Tab.2  Biological diversity index of shrimp in coastal  

waters east of Zhoushan Islands 

春季 Spring 秋季 Autumn 

站位
Station 

丰富度

指数 
D 

均匀度

指数 
J' 

生物多

样性指

数 H'

丰富度

指数 
D 

均匀度

指数
J' 

生物多

样性指

数 H'

1 0.81 0.81 1.62 1.60 0.33 1.28
2 1.32 0.89 2.49 1.18 0.28 0.99
3 0.99 0.76 1.97 0.86 0.65 1.95
4 1.20 0.69 2.08 1.21 0.64 2.14
5 0.91 0.78 1.82 1.08 0.77 2.44
6 1.89 0.70 2.59 1.23 0.55 1.83
7 1.80 0.57 2.17 1.69 0.67 2.62
8 0.82 0.62 1.61 0.75 0.30 0.85
9 0.54 0.38 0.99 1.85 0.59 2.42

10 0.77 0.41 1.24 1.74 0.69 2.71
11 1.08 0.31 1.00 1.34 0.70 2.43
12 0.78 0.76 1.96 1.16 0.65 2.17
13 0.85 0.57 1.31 1.42 0.55 2.03
14 1.02 0.65 1.67 1.49 0.39 1.44
15 1.38 0.76 2.40 0.93 0.80 2.54
16 1.57 0.64 2.23 1.28 0.60 2.08

 
0.99~2.59 之间，平均为 1.82， 高为 6 号站位，

低为 9 号站位；均匀度指数(J')分布在 0.31~0.89 之间，

平均为 0.64， 高为 2 号站位， 低为 11 号站位；

丰富度指数(D)分布在 0.54~1.89 之间，平均为 1.11，
高为 6 号站位， 低为 9 号站位。秋季生物多样性

指数(H')分布在 0.85~2.71 之间，平均为 1.99， 高为

10 号站位， 低为 9 号站位；均匀度指数(J')分布在

0.28~0.80 之间，平均为 0.57， 高为 15 号站位，

低为 2 号站位；丰富度指数(D)分布在 0.75~1.85 之间，

平均为 1.30， 高为 9 号站位， 低为 8 号站位。 
秋季 H'平均值(1.99)大于春季(1.82)。秋季 D 平

均值(1.30)大于春季(1.11)。秋季 J'平均值(0.57)小于

春季(0.64)。 

2.3  ABC 曲线特征 

舟山群岛以东沿岸海域 2018 年春、秋季 ABC 曲

线对比见图 2。2 条曲线在末端逐渐靠近，并发生重

合，W 统计值春季为负值，秋季为正值。 
春、秋季虾类丰度/生物量趋势相反：春季虾类

的生物量曲线在丰度曲线之下，W 为–0.005(<0)；秋

季相反，生物量曲线在丰度曲线之上，W 为 0.034(>0)，
表明春季群落结构受到较大程度的干扰，秋季群落结

构受到干扰的程度较小，说明春季在调查海域的虾类

群落组成中个体相对较小，生物量占据明显优势的大

个体较少，而秋季虾类组成中主要以大个体优势种为

主，丰度占优势的小个体较少。春季的生物量曲线相

对于秋季而言起点较高，但上升较慢，秋季生物量曲

线起点较低，但上升较快。春、秋季的丰度和生物量 
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图 2  2018 年舟山群岛以东沿岸海域虾类的 ABC 曲线 
Fig.2  The ABC curves of shrimp species in coastal waters east of Zhoushan Islands in 2018 

 
2 条曲线在末端交汇，表明调查海域受到一定程度的

破坏。 

3  讨论 

3.1  虾类种类组成及优势种 

本次调查结果显示，在春、秋季调查渔获中虾类

种类共有 32 种，春、秋季共同出现的虾类共有 19 种，

占虾类总数的 59.38%；较小种类出现在特定的季节，

如假长缝拟对虾 (Parapenaeus fissuroides)和细螯虾

(Leptochela gracilis)等只出现在春季，刀额仿对虾和

高脊管鞭虾 (Solenocera alticarinata)等只出现在秋

季，可见分布在舟山群岛以东沿岸海域的虾类以地方

性种类为主，季节性种类相对较少。从生态类型来看，

分布于舟山群岛以东沿岸海域的虾类多为广温广盐

性，这可能是与舟山渔场的水文条件独特有关，其地

处钱塘江口外、长江口南侧，春、秋季盐度变化巨大，

海水温度高低温相差明显(俞存根, 2011)。且须赤虾、

假长缝拟对虾为舟山附近海域常见种，但在本次调查

中，只在部分站位出现，可能是因为多年来，拖虾渔

船数量增多、马力增大，须赤虾和假长缝拟对虾承受

着强大的捕捞压力，群落资源受到破坏，并且本次调

查范围与方式也有所不同导致(宋海棠等, 2002)。而

根据宋海棠等(2003)的调查表明，浙江近海共有虾类

64 种，与本次调查结果相差较大，可能与 2 次调查

范围、调查工具不同有关。 
对比本调查结果(表 1)与何贤保等(2013)对舟山

渔场虾类的调查结果发现，春季虾类种类数略有变

化，均无优势种，但较高经济价值的虾类如戴氏赤虾、

中华管鞭虾和细巧仿对虾等都有出现。秋季虾类种类

数同样有所变化，优势种为哈氏仿对虾和中华管鞭

虾，秋季具有较高经济价值的虾类有葛氏长臂虾、中

华管鞭虾和哈氏仿对虾等。这些经济虾类资源量年际

变化与张平等(2017)的调查结果相比，春、秋季捕捞

资源量均有所增加，其原因可能是，2 次调查站位、

调查范围、拖网网目尺寸均不同，近年来禁渔期的实

施有所成效。对比发现，春、秋季虾类优势种更替率

为 100%。究其原因，哈氏仿对虾在春季进入沿岸水

区产卵，秋季为哈氏仿对虾成虾期，经过夏季浅海区

的索饵生长后，哈氏仿对虾迅速生长，并向调查海域

移动。中华管鞭虾的生态习性与哈氏仿对虾类似，常

与其混栖(俞存根, 2011)。 
此前诸多对舟山海域虾类的调查中，俞存根等

(2009)调查发现，捕获量较多的虾类有戴氏赤虾、假

长缝拟对虾、须赤虾和葛氏长臂虾等。与俞存根(2011)
对舟山渔场渔业资源的调查结果相比，此前鹰爪虾、

葛氏长臂虾和中华管鞭虾等优势种的资源量在本次调

查中不再占有绝对优势。在张平等(2017)的调查中，此

前捕获量较多的有安氏白虾(Exopalaemon annandalei)、
中国毛虾(Acetes chinensis Hansen)和细螯虾等，在本

次调查中只在少数几个站位中出现，变化巨大。在一

定程度上说明，舟山海域的渔业资源近年来遭到一定

程度的破坏，虾类群落结构出现明显的更替。 

3.2  生物多样性分析 

从调查海域虾类生物多样性的春、秋季季节变化

情况来看(表 2)，多样性指数(H′)的意义有两个方面，

分别是虾类各种间个体分布的均匀性与虾类的种类

数，即各种之间的虾类个体数分配越均匀，H′值就越

大(李德伟等, 2014)。本次调查中秋季 H′平均值(1.99)
大于春季(1.82)，说明调查海域秋季各种虾类之间的

个体数量分布比春季更均匀。春、秋季调查海域的丰

富度指数(D)同样有所差别，秋季 D 平均值(1.30)大于

春季(1.11)，且可以看出春、秋季各站位种类数相差

较大，秋季大部分站位丰度和生物量比春季高，说明

调查海域虾类的 Margalef 种类 D 值的空间分布在季

节上有所变化。而春、秋季的均匀性指数(J')只有轻

微差别，与 H'、D 不同的是，春季的 J'平均值(0.64)
大于秋季(0.57)，但相差不超过 0.1，即虾类在不同季

节分布的均匀度和区域分化程度区别不大(刘灿然等, 
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1998)，本研究结果显示，调查海域的虾类群落较稳

定，整个虾类群落格局变动较小，说明群落结构均匀

度的变化与环境条件的影响较小(苗璐等, 2017)。 

3.3  ABC 曲线分析 

根据舟山群岛以东沿岸海域 2018 年春季 ABC 曲

线(图 2)的结果来看，春季群落结构受到的干扰较大，

而秋季群落结构受到的干扰较小。当 W 值接近于 1
时，表明该群落生物量的优势度逐渐由较单一的物种

所统治，但各物种的丰富度呈相同趋势 (苗露等 , 
2017)。ABC 曲线的应用具有一些局限性，在底栖生

物群落的研究中较为常见(曲方圆等, 2009)。本次调

查，春、秋季生物量曲线与丰度曲线末端均发生交错

重叠的现象，表明调查海域的群落受到了一定程度的

破坏，需要引起重视。根据方雯雯等(2016)对舟山渔

场环境的调查，破坏原因可能是舟山渔场近岸海域与

长江、钱塘江、甬江等大陆径流相贯通，其沿途夹带

着大量污染物质进入舟山渔场海域。沿岸城市的混合

排污口和工业企业的直接排污口排放的有毒有害物

质直接流向调查海域。排放的营养盐导致海水富营养

化而形成赤潮，加剧了水体恶化。 
沿用底栖生物研究中的解释(蔡丽萍等, 2018)，

春季生物量曲线位于丰度曲线之上，存在部分重合，

因此，调查海域的环境受到的扰动程度较大，使整个

虾类群落处于动态变化中，使较大个体的优势种受到

削弱，丰度和生物量优势度不均等程度减弱，这种变

化也说明了当前群落趋于小型化，群落处于一种低水

平的稳定状态(沈新强等, 2013)。秋季生物量曲线位

于丰度曲线上方，存在部分重合，调查海域中虾类群

落受到扰动程度较小。 

4  结论 

本次调查所获 32 种虾类，主要以广温、广盐性

虾类为主，春、秋季共同出现的虾类有 19 种，59.38%
的虾类是洄游性虾类；优势种有哈氏仿对虾和中华管

鞭虾 2 种。秋季的 H'和 D 高于春季，J'小于春季。春

季虾类群落受到的破坏程度大于秋季。 
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Current Status and Diversity Analysis of the Shrimp Resources in  
Coastal Waters East of the Zhoushan Islands 

HU Jiahao, YU Cungen①
, LIU Hui 

(College of Fisheries, Zhejiang Ocean University, Zhoushan  316022) 

Abstract    In order to assess the current diversity and status of shrimp resources in the coastal waters 
east of the Zhoushan Islands, data was collected and shrimp fishery resources were investigated from 
April and November 2018. We used the relative importance index, biodiversity index, and ABC stock 
curve to identify prawn class based on species composition, biodiversity, dominant species, the spatial 
distribution of species, and abundance/biomass. The results showed that a total of 32 shrimp species 
distributed across one order, ten families, and 21 genera, were captured and identified in coastal waters 
east of the Zhoushan Islands. In the spring, 22 shrimp species were observed, which belonged to nine 
families and 16 genera. Twenty-nine shrimp species were observed in the fall season, belonging to nine 
families and 20 genera. There were 19 shrimp species in common between the spring and fall. The 
number of shrimp species in fall was higher than that of spring, and the dominant species in fall included 
Parapenaeopsis hardwickii, and Solenocera crassicornis; however, no dominant species was found in 
spring. The mean value of the biodiversity index and richness index in fall were higher than those in 
spring, while the evenness index was lower in fall than in spring. The W value of the ABC curve was 
negative in the spring and positive in the fall. This indicates that the community structure in the spring 
was greatly disturbed, while that in the fall was less disturbed. In spring and fall, the end of the ABC 
curve overlapped, showing that the shrimp communities in the coastal waters east of the Zhoushan Islands 
were certainly polluted to some extent. 
Key words    Shrimp; Biodiversity; Dominant species; ABC curve 
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西江流域卷口鱼线粒体 D-loop 序列的 
遗传多样性分析* 

彭  敏  王大鹏  施  军  韩耀全  雷建军   
李育森  吴伟军  何安尤① 

(广西遗传育种与健康养殖重点实验室  广西水产科学研究院  南宁  530021) 

摘要    为研究西江流域广西境内卷口鱼(Ptychidio jordani)种群的遗传变异情况，自广西境内 6 个

江段采集了 139 尾样本，采用 PCR 与 DNA 测序技术分析其线粒体 D-loop 序列的遗传多样性及群

体历史动态；139 条 D-loop 序列长度均为 725 bp，碱基组成 A+T (65.7%)远远高于 C+G (34.3%)，
共检测到变异位点 25 个，转颠换比 R 值为 11.5。139 尾样本共定义 23 个单倍型。单倍型的 NJ 系

统树以及网络结构图显示，23 个单倍型间有 2 个明显分支，不同地理群体来源的单倍型混杂分布

在 2 个分支中，未能观察到明显的地理聚群。6 个群体遗传多样性较好，单倍型多样性

Hd=0.71585~0.92063，核苷酸多样性 Pi=0.00173~0.00668，遗传分化极其显著 (遗传分化系数

Fst=0.36737，P<0.001)。AMOVA 分析表明，群体内变异占 63.26%，群体间为 36.74%。中性检验

(Tajima’s D= –0.50322，P=0.34600；Fu’s Fs= –5.05210，P=0.08800)与核苷酸错配分布表明，西江流

域卷口鱼种群近期内未经历过种群扩张。综上所述，西江流域广西境内的卷口鱼遗传多样性表现为

高单倍型、低核苷酸多样性的特征，群体间不同程度的遗传分化表明水坝阻隔及捕捞因素可能促进

其发生，而水利梯级开发可能是促进卷口鱼群体遗传分化的首要原因。 
关键词    卷口鱼；D-loop；遗传多样性；遗传分化；西江流域 
中图分类号 Q319.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0004-08 

线粒体 DNA 为环状闭合结构，因具有突变率高、

重组率低、严格遵循母系遗传等特点，常被作为鱼类

分子群体遗传学和分子系统学的重要标记(Xiao et al, 
2000)。其中，应用较为广泛的有线粒体控制区序列

(D-loop)、细胞色素 B 基因(Cyt b)和线粒体细胞色素

C 氧化酶Ⅰ(COⅠ)。孙超等(2018)通过 Cyt b 和 D-loop

基因判别不同鲚属鱼类早期生活史个体；李瑶瑶等

(2018)通过线粒体 COⅠ基因研究魁蚶 (Scapharca 
brouhtonii)中国群体的分类学地位；黄镇宇等(2019)
通过线粒体 COⅠ基因分析中国前鳞 (Liza affinis)的
遗传多样性；周华兴等(2019)通过线粒体 D-loop 序列

解析温州光唇鱼 (Acrossocheilus wenchowensis)的群

abc
图章
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体遗传变异规律。诸多应用均表明，线粒体中部分基

因在鱼类遗传进化的研究方面具有重要作用。 
卷 口 鱼 (Ptychidio jordani) 隶 属 于 鲤 形 目

(Cypriniformes) 、 鲤 科 (Cyprinidae) 、 野 鲮 亚 科

(Labeoninae)、卷口鱼属(Ptychidio)，俗称嘉鱼，其因

肉质细嫩、味道鲜美而深受消费者喜爱，经济价值极

高，与斑鳠、鲈鱼、鳜鱼并称为“珠江四大淡水名鱼”。
近年来，因过度捕捞和江河污染加剧，卷口鱼自然资

源急剧衰退，因此，其种质资源保护和人工养殖越来

越引起重视。 
关于卷口鱼的研究在 21 世纪初期主要集中在形

态分析、年龄与生长、生理生态、人工繁殖等(崔淼

等, 2001; 谢刚等, 2001; 廖显平等, 2016; 廖国璋等, 
2016; 祁宝崙等, 2001)。随着珠江水系鱼类资源日益

下降，特别是梯级电站开发后，鱼类种群规模与种类

日趋减少(王崇等, 2015)，众多学者的关注点开始转

向卷口鱼自然种群的健康发展，即通过分子生物学的

手段，检测卷口鱼的遗传多样性以评估该群体未来的

遗传发展趋势，但相关研究相对较少 (刘毅辉等 , 
2007)。杜合军等(2006)利用 RAPD 技术检测了广西桂

平至广东肇庆之间的卷口鱼群体，认为其中至少存在

2 个群体；赵建(2007)采用了传统形态学和框架分析

的方法对珠江水系柳江、浔江、西江 3 个地理群体的

卷口鱼的形态变异进行分析，认为 3 个江段卷口鱼形

态差异明显，有一定程度的分化。范凤娟等(2010)开

展了广西合山、柳州、桂平和广东郁南 4 个地理群体

卷口鱼线粒体 Cyt b 基因的遗传变异分析，认为 4 个

地理群体间无显著的遗传分化。众多学者对珠江水系

卷口鱼的遗传分化情况得出不同结论，可能是由于分

析方法不同造成的差异，亦有可能是样品数量较少造

成的误差。但是，现行捕捞强度是否对某些群体造成

毁灭性打击，梯级电站的开发是否对不同河段的卷口

鱼群体造成地理隔离，种群是否能持续健康的发展仍

需进行持续的调查评估。 
本研究采用 mtDNA D-loop 序列测定的方法，对

采自西江流域广西境内 6 条支流的卷口鱼群体进行

遗传结构、遗传分化程度和基因交流状况分析，对广

西境内的卷口鱼野生群体遗传状况进行评价，掌握其

遗传背景资料，为今后西江卷口鱼的种质资源管理、

保护和开发利用提供基础数据和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料采集 

卷口鱼样本于 2014 年 6 月~2016 年 12 月采自西

江水系广西境内，分别为红水河(HSH)、柳江(LIUJ)、
西江(XIJ)、右江(YOUJ)、郁江(YUJ)和左江(ZJ)江段，

共 139 尾。活体每尾取约 5 g 背部肌肉样本，用 95%
酒精保存于 15 ml 离心管备用，每天更换 1 次酒精(持
续 2 d)。样本数量、采样点见表 1。 

 
表 1  卷口鱼 D-loop 遗传多样性指数 

Tab.1  Genetic diversity parameters of P. jordani 

河段 
Reach 

样品数 
Sample number 

变异位点 
Variation locus 

单倍型数
Number of 
Haplotype

单倍型多样性 
Haplotypes diversity

平均核苷酸差异 
Average number of 

nucleotide differences 

核苷酸多样性 
Nucleotide diversity

红水河 HSH 28 17 12 0.92063 4.83333 0.00669 
柳江 LIUJ 41 5 6 0.71585 1.25366 0.00173 
西江 XIJ 10 5 6 0.88889 1.64444 0.00227 
右江 YOUJ 15 11 5 0.74286 3.67619 0.00508 
郁江 YUJ 31 11 8 0.82581 2.36559 0.00327 
左江 ZJ 14 8 5 0.73626 1.68132 0.00233 
总计 Total 139 25 23 0.91263 3.74330 0.00518 

 

1.2  DNA 提取、PCR 扩增与测序 

取约 50 mg 保存肌肉于 1.5 ml 的 EP 管中，采用

醋酸铵法提取卷口鱼的总 DNA (彭敏等, 2011)，采用

微量核酸蛋白分析仪对所提 DNA 的浓度和纯度进行

检测，DNA 质量检测采用 1%的琼脂糖凝胶电泳，经

检测合格的 DNA 模板保存于–20℃冰箱备用。采用由

生工生物工程(上海)技术服务有限公司合成的 D-loop
通用引物对卷口鱼的 D-loop 序列进行扩增，引物序列为

D-loop-F (5′-CACCCYTRRCTCCCAAAGCYA-3′) 和

D-loop-R (5′-GGTGCGGRKACTTGCATGTRTAA-3′) 
(Xiao et al, 2001)。 

PCR 反应体系 50.0 μl，包括 2×Ex Taq Master Mix 
25 μl，10 μmol/L 的上、下游引物各 2 μl，250 ng/μl 
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DNA 模板 2.0 μl，用 ddH2O 补至 50.0 μl。反应条件：

94℃预变性 3 min，94℃变性 45 s，60℃退火 45 s，
72℃延伸 90 s，共进行 35 次循环。 

经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测合格的 PCR 扩增产

物送至深圳华大基因公司进行正反 2 次重复测序。 

1.3  数据处理 

采用 MEGA 4.1软件中的 ClustalW程序并辅以人 
工校对去除序列两端不稳定部分，分析序列碱基含量

及变异位点，利用该软件的 Kimura 2-parameter 模型

计算遗传距离，并以大眼卷口鱼(Ptychidio macrops) 
(GenBank 登录号：MF457481.1)作为外类群，构建单

倍型的 NJ 系统树(金逍逍等, 2013)。单倍型及遗传多样

性参数使用 DnsSP 5.10 软件(Librado et al, 2009)统计。

采用 Arlequin 3.5 软件(Excoffier et al, 2010)进行分子方

差分析、评估种群的遗传分化，并进行 Tajima’s D 和

Fu′s Fs 中性检验以及核苷酸不配对分布；用 Network 
4.0 软件(Bandelt et al, 1999)构建单倍型网络结构图。 

2  结果与分析 

2.1  卷口鱼线粒体 D-loop 碱基组成及突变类型 

2.1.1  碱基组成    6 个卷口鱼群体的 139 条 D-loop
序列(去除序列两端不稳定部分)忽略插入、缺失时长

度均为 725 bp，碱基 T、C、A 和 G 的平均含量分别

为 34.6%、20.1%、31.0%和 14.2%，其中，A+T (65.7%)
远远高于 C+G (34.3%)，表现出较强的碱基偏倚性，

与脊椎动物线粒体 DNA 序列特征类似。其中，本研

究所获得的卷口鱼 23 个单倍型序列已上传至 GenBank 
(登录号：MN093128-MN093150)。 
2.1.2  突变类型    139 尾卷口鱼 D-loop 序列共检

测出变异位点 25 个，占总位点数的 3.45%，其中，

简约信息位点 19 个，单一变异位点 6 个，共检测到

1 个插入或缺失位点。其中，红水河群体变异位点最

多，共 17 个；其次为右江和郁江群体，为 11 个；柳

江和西江群体变异位点最少，均为 5 个(表 1)。转颠

换比 R 值为 11.5，其中，23 个为转换，2 个为颠换。 

2.2  卷口鱼线粒体 D-loop 的遗传多样性 

2.2.1  群体间遗传多样性差异    将 6 个不同地理

群体设置为同一组群，单倍型多样性 Hd=0.91263，核

苷酸多样性 Pi=0.00517 。群体间的 Hd=0.71585~ 
0.92063，其中，红水河群体最高(0.92063)，其次为

西江群体(0.88889)，最低为柳江群体(0.71585)；群体

间 Pi=0.00173~0.00668，与单倍型多样性表现相一致。

平均核苷酸差异以红水河群体最高，为 4.83333，最

低为柳江群体，为 1.25366。遗传多样性各指数均以

红水河最好，柳江最差(表 1)。 
2.2.2  NJ 系统树与单倍型网络结构    单倍型网络

结构(图 1)和 NJ 系统树(图 2)表现出较高的一致性。 
 

 
 

图 1  卷口鱼单倍型网络结构 
Fig.1  Haplotype network structure of P. jordani 

圆面积代表单倍型出现的频率，彩色扇形代表各群体在同一单倍型中所占的比例，空圈代表未发现或已经灭绝的单倍型 
Circle portion represents the frequencies of haplotype, and the colored portion represents the percentage of the same  

haplotype in each populations, the empty circles represents the haplotypes which were not found or extinct 
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图 2  卷口鱼单倍型系统树 
Fig.2  Haplotype system tree of P. jordani 

 
139 尾个体拥有 23 个单倍型，主要分为 2 大支(Ⅰ和

Ⅱ)，分支Ⅱ仅由红水河群体大半个体和右江群体的 
3 个个体构成，其余个体构成分支Ⅰ。hap13 为优势

单倍型，由 23 尾个体共享，占总个体数的 16.55%，

主要分布于柳江、右江、郁江和左江群体；hap14 仅

分布于柳江和西江群体，有 21 尾个体，占总个体数

的 15.11%。单倍型丰度最多的为红水河群体，拥有

12 个单倍型；其次为郁江群体，拥有 8 个单倍型；柳

江与西江群体均拥有 6 个单倍型；左江与右江群体有

5 个单倍型。共有 13 个单倍型为不同群体独享，其

中，红水河群体独享 7 个，郁江群体 4 个，左江群体

2 个，右江群体 1 个，柳江与西江群体均无独享单倍

型。单倍型网络结构和 NJ 系统树拓扑结构显示，不

同地理群体个体的单倍型分布混杂，未能观察到明显

的地理聚群。 

2.3  卷口鱼的遗传分化 

利用 MEGA 4.1 软件分析结果如表 2 所示：红水

河群体和左江、郁江群体间的遗传距离最远，均为

0.00863；遗传距离最近的是西江群体和柳江群体

(0.00210)。群体内遗传距离由大到小依次为为红水河

群体 (0.00673)>右江 (0.00513)>郁江 (0.00329)>西江

(0.00228)>左江(0.00233)>柳江(0.00174)。依据 NJ 系

统树划分的 2 大分支计算，分支Ⅰ遗传距离为

0.003120，分支Ⅱ遗传距离为 0.004869，2 分支间遗

传距离为 0.010280。 
群体间 Fst=0.05533~0.58351，除了左江与郁江、

右江群体外，其余群体间均存在显著的遗传分化(P< 
0.05)，左江与柳江群体的遗传分化程度最大(0.52351)，
与郁江群体间的遗传分化程度最小(0.05533)。 

AMOVA 分析(表 3)发现，各地理群体间存在极

显著的遗传分化(Fst=0.36737，P<0.01)。群体间变异

占 36.74%，群体内变异占 63.26%，变异大部分来自

群体内部，基因流 Nm=0.430513。按图 2 将所有个体 
划分为 2 个谱系，分支间仍存在极显著的遗传分化

(Fst=0.69318，P<0.01)，其中，分支间变异占 69.32%，

分支内变异占 30.68%，基因流 Nm=0.221313，表明   
2 分支间基因交流处于较低水平。 

2.4  群体动态分析 

核苷酸错配分布(图 3)及 Tajima's D 和 Fu′s Fs 的

检验(表 4)结果如下：Fu’s Fs 检验(Fu’s Fs=–5.05210, 
P=0.08800)和 Tajima’s D(Tajima’s D=–0.50322, P= 
0.34600)检验均为不显著负值(P>0.05)，核苷酸错配 

 
表 2  卷口鱼遗传距离与遗传分化系数(Fst) 

Tab.2  Genetic distance and genetic differentiation coefficient (Fst) of P. jordani 

 红水河 HSH 柳江 LIUJ 西江 XIJ 右江 YOUJ 郁江 YUJ 左江 ZJ 
红水河 HSH 0.00673 0.41905** 0.29707** 0.22857** 0.42336** 0.43090** 
柳江 LIUJ 0.00692 0.00174 0.05900 0.44877** 0.44908** 0.58351** 
西江 XIJ 0.00704 0.00210 0.00228 0.27950** 0.30606** 0.46545** 
右江 YOUJ 0.00778 0.00548 0.00530 0.00513 0.08939* 0.06772 
郁江 YUJ 0.00863 0.00446 0.00416 0.00455 0.00329 0.05533 
左江 ZJ 0.00863 0.00467 0.00432 0.00401 0.00300 0.00233 

注：对角线为群体内遗传距离；对角线下方表示群体间遗传距离；对角线上方表示 Fst 值。“**”表示 P<0.01, “*”表示 P<0.05 
Note: The diagonal is the genetic distance within the population; and below the diagonal is the genetic distance between the 

populations; above the diagonal is the genetic differentiation coefficient (Fst). **: P<0.01; *: P<0.05 
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表 3  AMOVA 分析 
Tab.3  Analysis of molecular variances (AMOVA) 

项目 
Items 

变异来源 
Source of variation 

自由度 
df 

平方和 
Quadratic sum

方差组分 
Variance 

components

变异百分率 
Percent of 

variation (%) 

统计量 
F 

基因流 
Nm 

群体间 
Between populations 

5 88.419 0.74168 Va 36.74 0.36737** 0.430513

群体内 
Within populations 

133 169.869 1.27721 Vb 63.26   

6 个群体 
Six populations 

总体 Total 138 258.288 2.01889    

群体间 
Between populations 

1 97.669 2.81571 Va 69.32 0.69318** 0.221313

群体内 
Within populations 

137 170.748 1.24634 Vb 30.68   

两谱系 
Two pedigree 

总体 Total 138 268.417 4.06205    

**: P<0.01 
 

 
表 4  卷口鱼 D-loop 序列 Tajima´s D 和 Tajima´s D 检验 

Tab.4  Tajima´s D and Tajima´s D test of P. jordani mtRNA D-loop 

项目 Items 红水河 HSH 柳江 LIUJ 西江 XIJ 右江 YOUJ 郁江 YUJ 左江 ZJ 总体 Total
Tajima’s D 0.36913 0.18413 –0.27902 0.33405 –0.45015 –1.25061 –0.50322 
Tajima’s D P-value 0.67600 0.61400 0.40500 0.67400 0.35900 0.10600 0.34600 
Fu’s FS –1.33004 –0.58449 –2.36445 1.89454 –0.65605 –0.3516 –5.05210 
Fu’s FS P-value 0.29200 0.40100 0.03100 0.83700 0.39800 0.38800 0.08800 

 

 
 

图 3  卷口鱼核苷酸错配分布 
Fig.3  Nucleotide mismatch profile of P. jordani 

 
分布为双峰，表明西江水系卷口鱼基于 D-loop 序列

的群体动态分析支持西江水系卷口鱼未经历过种群

扩张。各江段分析结果发现，除西江群体 Fu's Fs 检验

为显著负值外(P=0.031)，其他为不显著负值或正值

(P>0.05)，表明除西江群体可能发生过种群扩张外，

其他江段并无种群扩张迹象。 

3  讨论 

3.1  卷口鱼的遗传多样性 

遗传多样性通常是物种长期进化的结果，是物种

或其群体持续生存并适应不断变化的环境而进化的

前提。通常物种的遗传多样性或变异性越丰富，则表

明该物种的进化潜力越大，对环境改变响应的进化能

力就越强(Laikre et al, 2005; 宋娜等, 2018)。遗传多样

性大小决定该生物能否继续在生物圈繁衍和生活，多

样性下降将会对种群的健康发展产生负面影响

(Ryman et al, 1987; 姜艳艳等, 2003; 杨子拓, 2016)。
单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数通常被用于

评估生物遗传多样性 (Vrijenhoek, 1994; 李大命等 , 
2017)。本研究发现，西江流域广西境内 6 个地理群

体的卷口鱼多样性指数 Hd=0.91260，Pi=0.00517。与

同样基于 D-loop 序列为分子标记分析的同一流域的

其他鲤科鱼类相比，高于位于可渡河的光唇裂腹鱼

(Schizothorax lissolabiatus)种群(Hd=0.733，Pi=0.0027) 
(韩虎峰等, 2010)，低于赤眼鳟(Spualiobarbus curriculus)
种群(Hd=0.978，Pi=0.00791)(陈方灿等, 2015; 李潮等, 
2018)和大眼华鳊(Sinibrama macrops)群体(Hd=0.91600，
Pi=0.01569)；与翘嘴鲌 (Culter alburnus)群体 (Hd= 
0.87506, Pi=0.0070)，和大眼近红鲌(Ancherythroculter 
lini)群体(Hd=0.847，Pi=0.00693)相比，具有更高的单

倍型多样性与较低的核苷酸多样性(杨子拓等, 2016; 
杨子拓, 2016)。本研究中，各群体的遗传多样性差异
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较大，除了红水河与右江群体，其他各江段的遗传多

样性仍相对较低。西江流域广西境内多个江段卷口鱼

群体呈现出高单倍型和低核苷酸多样性特征，可能是

种群发生瓶颈效应后快速增长，使得单倍型的丰度提

高，但时间不足以提高核苷酸多样性所造成(Grant, 
1998)。 

3.2  卷口鱼的遗传分化 

群体间的遗传距离是物种分类的一个重要依据。

遗传距离越大表明群体间亲缘关系越远(张鹤千等 , 
2015)。本研究中，各群体间遗传距离为 0.00210~ 
0.00863，各群体内的遗传距离为 0.00228~0.00673，
无明显差异，表明该 6 个群体间具有较近的亲缘关

系。单倍型的 NJ 系统树和网络图显示，本次采样的

6 个不同地理群体个体来源的单倍型分布混杂，未能

观察到明显的地理聚群。但按 NJ 系统树划分的两分

支间存在显著较高的遗传分化(Fst=0.69318，P<0.01)。 
群体遗传学认为，Fst 是测量群体间遗传分化的

重要参数，Fst 值越大表明分化程度较高(Wright, 1979; 
沈朕等 , 2017) 。 Wright(1965) 提出遗传分化标准

(Fst<0.05，无遗传分化；0.05<Fst<0.15，较小遗传分

化；0.15<Fst<0.25，中度遗传分化；Fst>0.25，遗传分

化较大)。研究表明，柳江与西江、右江与郁江/左江、

郁江与左江群体之间的遗传分化值为 0.05~0.15，遗

传分化较小；红水河与右江间的遗传分化值为

0.15~0.25，为中度遗传分化；而红水河与柳江/西江/
郁江/左江、柳江与右江/郁江/左江、西江与右江/郁江

/左江间 Fst>0.25，遗传分化较大，地理隔离造成群体

间基因交流减少可能是造成该结果的原因之一。如左

江、右江是郁江、西江的上游，群体间遗传距离均小

于 0.00500，其主要受水坝阻隔的影响；又如红水河

与郁江、右江群体的遗传距离均大于 0.00500，因受

大坝阻隔与不同支流的双重影响，遗传距离远大于前

者，水坝阻隔与不同支流间的地理阻碍使基因交流更

加困难，相应分化程度就越高，而红水河与其他群体

遗传距离较远，可能与红水河过于密集的梯级开发程

度有关。在 2010 年的调查中，红水河干流 11 个梯级

中有 10 个已建或在建(薛联芳等, 2010)。匡天旭等

(2018)在对珠江鲫(Carassius auratus auratus)遗传种

质资源分析中亦发现，大量的水利开发可能是导致遗

传多样性差异分布的原因之一。 

3.3  西江流域卷口鱼的历史动态 

Tajima(1989)认为，如果 Tajima’s D 与 Fu’s Fs 值

呈负值，且在统计学上达到显著标准，则说明序列中

含有比中性进化模型更多的核苷酸位点变化，可能预

示着被研究种群曾经历过一个扩张的历史。同一组群

AMOVA 分析及核苷酸错配分布图表明，Fu’s Fs 检验

(Fu’s Fs=–5.05210，P=0.08800)和 Tajima’s D (Tajima's 
D=–0.50322，P=0.34600)检验均为不显著负值，核苷

酸错配分布为双峰。结果支持西江流域卷口鱼未经历

过种群扩张。 

3.4  西江流域卷口鱼的种质资源保护 

鱼类作为水域生态系统的消费者，在水域环境中

处于食物链的末端，对维护水域生态系统的物质循环

与能量流动具有重要作用，任何水环境污染及水利工

程开发等都有可能对鱼类群体的健康发展造成不良

影响，从而影响水域生态系统的稳定及正常运行。西

江流域广西境内的卷口鱼群体仍保持着较好的遗传

多样性，但部分群体间遗传分化程度较大，水坝阻隔

和捕捞因素可能促进了卷口鱼的遗传分化，其中，以

红水河水利梯级开发对卷口鱼的基因交流造成的影

响更为明显。建议加强对卷口鱼以及西江流域其他土

著鱼类遗传多样性的监控；水电大坝合理设置过鱼设

施以促进各江段群体间迁移；适当引入同一流域不同

江段的亲鱼进行人工繁育以获得杂合度更高的子代，

并通过增殖放流增进各江段群体间基因交流，以此弥

补因地理阻隔造成的基因缺失。 
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Genetic Diversity Analysis of Mitochondrial D-loop Sequence of  
Ptychidio jordani in Xijiang River Basin 

PENG Min, WANG Dapeng, SHI Jun, HAN Yaoquan, LEI Jianjun, LI Yusen, WU Weijun, HE Anyou①
 

(Guangxi Key Laboratory of Aquatic Genetic Breeding and Healthy Aquaculture, 
 Guangxi Academy of Fishery Sciences, Nanning  530021) 

Abstract    To study the genetic diversity and genetic differentiation of a Ptychidio jordani population 
in the Xijiang River Basin, Guangxi Province, China, mitochondrial D-loop sequences from six rivers 
were subjected to polymer chain reaction and DNA sequencing analysis. The A+T base composition was 
much higher (65.7%) than the C+G combination (34.3%) in 139 individuals, which have a D-loop 
sequence length of 725 bp, and a transversion ratio R of 11.5. Twenty-five polymorphic sites were defined. 
An NJ system tree of haplotypes and network structure diagram revealed two distinct branches among 23 
haplotypes but no obvious geographic clusters, because the haplotypes from different geographic groups 
were mixed in two branches. Individuals from six different geographic populations had superior genetic 
diversity (Hd=0.71585~0.92063, Pi=0.00173~0.00668) and extremely significant genetic differentiation 
(Fst=0.36737, P<0.001). Analysis of molecular variance indicated that most of the variation was 
intragroup (63.26%). The results of a neutrality test (Tajima’s D= –0.50322, P-value=0.34600; Fu’s Fs= 
–5.05210, P-value=0.08800) and nucleotide mismatch distribution showed that the population of P. 
jordani in the Xijiang River Basin had not experienced a population expansion in recent years. The 
genetic diversity of the P. jordani in the Xijiang River Basin exhibited high haplotype and low nucleotide 
diversity. Various degrees of genetic differentiation intergroups indicate that a dam barrier and fishing 
factors may be contributing to their occurrence, and a cascade development of water resources may be the 
primary cause of population genetic differentiation of P. jordani.  
Key words    Ptychidio jordani; D-loop; Genetic diversity; Genetic differentiation; Xijiang River Basin 
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广西仙岛公园和沙井红树林 
土壤碳氮储量的空间分布* 

陶玉华①  黄  星  王薛平  钟秋平  亢振军 
(北部湾大学  广西北部湾海洋灾害研究重点实验室  广西北部湾海岸科学与工程实验室  钦州  535011) 

摘要    通过对广西茅尾海的仙岛公园和沙井红树林土壤有机碳(SOC)、全氮(TN)含量和空间分布

特征，以及碳氮比(C/N)与 SOC 和 TN 的相关性研究，结果显示，仙岛公园红树林的 SOC 和 TN 的

平均含量分别为 24.5 和 1.06 g/kg，沙井红树林的 SOC 和 TN 平均含量分别为 11.9 和 0.71 g/kg。仙

岛公园和沙井红树林的 SOC 储量分别为 181.03 和 92.4 t/hm2，存在显著性差异(P<0.05)，仙岛公园

和沙井红树林的 TN 储量分别为 8.23 和 5.12 t/hm2，SOC 和 TN 储量垂直分布，随土层深度的增加

呈先减少后增加的趋势(沙井 TN 除外)。沙井红树林的 SOC 与 TN 储量之间相关性极显著(P<0.01，
R=0.947)，仙岛公园红树林的 SOC 与 TN 储量之间相关系数为 0.407。这 2 个研究地点的 C/N 值为

16.77~24.39，其有机质主要来源于陆地，仙岛公园红树林的 C/N 值与 SOC 储量存在显著的相关性

(P<0.01)，沙井红树林的 C/N 值与 TN 储量呈显著负相关(P<0.05)。仙岛公园红树林的 SOC 储量高

于我国森林土壤平均碳储量，显示了红树林土壤较高的固碳能力。 
关键词    仙岛公园；沙井；红树林；碳氮储量；空间分布 
中图分类号 S154.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0005-08 

红树林是热带、亚热带海岸重要的湿地生态系

统，是全球生产力最高的区域之一，具有极其重要的

生态和环境价值(高天伦等, 2017; 许永辉等, 2018)。
碳和氮是海洋初级生产力的关键营养元素(张雪等 , 
2018)，土壤有机碳(Soil organic carbon, SOC)和全氮

(Total nitrogen, TN)是评价土壤肥力的重要指标，直接

影响湿地生态系统的生产力，对生态系统结构和功能

的形成具有重要作用。土壤的碳氮比(C/N)是反映土壤

质量变化的敏感指标，也是反映土壤微生物群落结构

的重要标志，印证着区域生态系统的演变规律(肖玉

等, 2003)。人类活动对红树林产生了极大的干扰，从

填海造地等土地利用变化到过度挖掘、捕获海洋经济

动物对红树林的损坏，以及船只出入对红树林的压踩

等，都影响了红树林生态系统的物质循环。通过对不

同人类活动区域的红树林碳氮储量变化的研究，可为

红树林物质循环及其保护提供理论依据。全球气候变

化日益受到重视，滨海湿地碳氮储量及其分布特征越

来越受到关注(Liu et al, 2007)。国外对红树林生态系

abc
图章
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统碳氮储量研究较多，尤其是集中于有机碳储量的研

究(Chen et al, 2014; Laanbroek et al, 2018; Marchand, 
2017; Morimaru et al, 2017)。我国关于红树林湿地研

究多集中在重金属、微生物和有机碳等方面(罗松英

等, 2018; 丁苏丽等, 2018; 胡杰龙等, 2015)，少有同

时对其碳库和氮库的研究以及 C/N 与碳、氮相关性

的研究，而且对红树林湿地碳库和氮库的研究多集

中在海南、闽江和广东等地，而对于广西红树林湿

地的相关研究不多，不利于总结规律性的成果。 
本研究地点设立在广西北部湾茅尾海红树林保

护区。茅尾海红树林是我国面积最大、最典型的岛群

红树林和特有的岩滩红树林，是北部湾最北端的红树林

分布区，植物群落类型为桐花树(Aegiceras corniculatum)
群落、秋茄(Kandelia candel)+桐花树群落、白 骨 壤

(Avicennia marina)+桐花树群落和白骨壤群落。仙岛

公园是红树林受到较好保护的地点，而沙井位于渔业

区范围内，受到人为活动影响较大，研究其土壤有机

碳和全氮储量及分布特征，分析 C/N 与 SOC 和 TN 储

量之间的相关性，试图揭示广西茅尾海红树林湿地

SOC 和 TN 的分布规律，有助于更好地认识茅尾海

红树林湿地的碳汇能力，为区域性碳氮循环研究和红

树林保护提供理论依据，对理解生物地球化学循环和生

态作用具有重要意义。 

1  地理概貌 

茅尾海位于北部湾顶部钦州湾海域，为半封闭式

内海，连接着钦江和茅岭江，面积约为135 km2，处

于南亚热带，受热带海洋气候的影响，季风环流明显，

年均气温为22℃，平均年降雨量为2104.2 mm，年平

均降雨日数为171 d(刘永泉等, 2009)。茅尾海海底底

质以淤泥、淤泥质土以及粗、中、细和粉砂为主。沿

岸红树林面积约为2302 km2，主要为木榄(Bruguiera 
gymnorrhiza) 、 秋 茄 、 桐 花 树 、 海 漆 (Excoecari 
aagallocha)、白骨壤、红海榄(Rhizophora stylosa)、无

瓣海桑(Sonneratia apetala)、银叶树(Heritiera littoralis)、
黄槿(Hibiscus tiliaceus)、露兜树(Pandanus tectorius)、
小花老鼠簕(Acanthus ebracteatus)和老鼠簕(Acanthus 
ilicifolius)。茅尾海红树林自然保护区于2005年成立，

所在海域为不规则全日潮，平均潮差为2.52 m (常涛

等 , 2014)。选取茅尾海的仙岛公园和沙井作为研究

地点，与保护较好的仙岛公园相比，沙井是钦州养

殖大蚝的主要产区，受人为活动影响稍大。研究区

域红树林种类包括桐花树、秋茄、白骨壤和少量的

无瓣海桑及半红树植物老鼠簕，通过样方调查测定

仙岛公园红树林平均胸径为4.03 cm，树高为3.03 m，

沙井红树林平均胸径为2.4 cm，树高为2.1 m。 

2  研究方法 

2.1  采集土样 

分别在仙岛公园和沙井红树林区域设立 8 个 5 m× 
5 m 的样方，在每个样方内随机选取 3 个土壤采样点，

土壤剖面深度分别为 0~20 cm、20~40 cm 和 40~60 cm，

采用 100 cm3 环刀取样，并测定土壤容重。将土壤样

品放入聚乙烯自封袋后运回实验室，经过自然风干、

过筛和去除凋落物、石砾和根系(杂物)后，用于 SOC
含量和全氮含量的测定。 

 

 
 

图 1  仙岛公园和沙井采样点 
Fig.1  Sample sites in Xiandao Park and Shajing 
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2.1.1  SOC 和 TN 的测定     SOC 含量采用重铬

酸钾外加热法测定，土壤 TN 含量采用凯氏定氮法

测定。  
2.1.2  土壤 SOC 储量和 TN 储量的计算    土壤容

重的计算公式如下： 
rs=g·100/v·(100+W) 

式中，rs 为土壤容重(g/cm3)，g 为环刀土鲜重(g)，
v 为环刀容积(100 cm³)，W 为样品含水百分数(不带%) 

SOC 储量和 TN 储量计算公式如下： 

SOC 0.1

STN 0.1

n

S i i i
i
n

S i i i
i

D M H

D N H

   

   




 

式中，SOCS 为一定深度内的 SOC 储量(t/hm2)，
STNS 为一定深度内土壤 TN 储量(t/hm2)，Di 为第 i 层

土壤容重(g/cm3)，Mi 为第 i 层 SOC 含量(g/kg)，Ni

为第 i 层土壤 TN 含量(g/kg), Hi 为第 i 层土壤厚度

(cm)，n 为土层数。 
2.2  统计分析 

用 Pearson 相关法和 SPSS 19.0 软件进行统计分

析，比较仙岛公园与沙井红树林湿地 SOC 和 TN 储

量的差异，并分析 C/N 与 SOC 和 TN 储量的相关性。 

3  结果与分析 

3.1  仙岛公园和沙井红树林 SOC 和 TN 含量变化 

仙岛公园和沙井 SOC 和 TN 含量表现为表聚性

特征，即最高值出现在 0~20 cm。仙岛公园 SOC 含量

在 0~60 cm 的范围为 22.4~27.03 g/kg，TN 含量为

1.02~1.1 g/kg。沙井 SOC 含量在 0~60 cm 的范围为

10.5~14.2 g/kg，TN 含量为 0.57~0.79 g/kg。仙岛公园

SOC 和 TN 均高于沙井，二者 SOC 含量在 0~20 cm
土层没有显著差异，但在 20~40 cm 和 40~60 cm 土层

中，二者 SOC 含量均有显著差异。仙岛公园和沙井

TN 含量仅在 40~60 cm 土层中有显著差异。同一研究

点不同土层 SOC 和 TN 含量均无显著差异(P>0.05)  
(图 2)。 

3.2  仙岛公园和沙井红树林 SOC 和 TN 储量的分配 

仙岛公园红树林总SOC储量和总TN储量均大于

沙井。仙岛公园红树林在0~60 cm土层的SOC总储量

为181.03 t/hm2，大于沙井SOC储量(92.4 t/hm2)，二者

存在显著差异。仙岛公园红树林在20~40 cm和40~60 cm
土层的SOC均与沙井红树林存在显著性差异。仙岛公

园的TN储量(8.23 t/hm2)大于沙井(5.12 t/hm2)，但差异

不显著，在各土层间无显著差异。仙岛公园和沙井

红树林SOC储量和TN储量在0~60 cm的3个土层均无

显著差异(P>0.05)。2个研究地点的SOC储量均表现

为表聚性。仙岛公园0~20 cm、20~40 cm和40~60 cm
层的SOC储量分别占总SOC储量的34.5%、32.1%和

34.4% ， 沙 井 各 层 SOC 储 量 则 为 35.5% 、 30.2% 和

34.3%。仙岛公园TN储量最高值出现在20~40 cm土

层，占总TN储量的34.8%。沙井TN储量占总储量的

35.3%(表1)。 

 

 
 

图 2  仙岛公园和沙井土壤有机碳和全氮含量 
Fig.2  Content of soil organic carbon and  
total nitrogen in Xiandao park and Shajing 

不同大写字母表示不同地点在同一土层差异 
显著(P<0.05)，不同小写字母表示同一地点不 

同土层深度差异显著(P<0.05)，下同 
Different capital letters mean significant differences at 0.05 

level among different location in same soil layer. Small letters 
mean significant differences at 0.05 level among the same 

location in different soil layer, the same as below 
 

3.3  C/N 与 SOC 和 TN 的相关性 

由表 2 可知，仙岛公园 C/N 值与 SOC 储量存在

显著相关性(P<0.01，R=0.961)，C/N 值与 TN 相关性

不显著，SOC 储量与 TN 储量之间相关性不显著。沙

井 C/N 值与 SOC 储量无显著相关性，与 TN 储量显著

负相关(P<0.05，R= –0.681)，SOC 储量与 TN 储量之

间相关性极显著(P<0.01，R=0.947)。 
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表 1  仙岛公园和沙井 SOC 和 TN 储量 
Tab.1  Storage of soil organic carbon and total nitrogen in Xiandao Park and Shajing 

处理 Treatment (t/hm2) 土壤深度 Soil depth (cm) 仙岛公园 Xiandao Park 沙井 Shajing 
SOC 储量 Storage of SOC  0~20 62.47±13.77Aa 32.77±6.4Ab 

 20~40 58.26±13.97Aa 27.93±8.99Bb 
 40~60 60.30±13.55Aa 31.70±5.35Bb 

TN 储量 Storage of TN 0~20 2.66±0.17Aa 1.81±0.57Ab 
 20~40 2.86±0.05Aa 1.66±0.63Ab 
 40~60 2.72±0.25Aa 1.65±0.32Ab 

注：不同大写字母表示不同地点在同一土层差异显著(P<0.05)，不同小写字母表示同一地点不同土层差异显著(P<0.05) 
Note: Different capital letters mean significant differences at 0.05 level among different locations in the same soil layer. 

Small letters mean significant differences at 0.05 level among the same location in different soil layers 
 

表 2  仙岛公园和沙井 SOC、TN 储量与 C/N 的相关性 
Tab.2  Correlation coefficients between storage of soil organic carbon, total nitrogen and C/N in Xiandao Park and Shajing 

仙岛公园 Xiandao Park 沙井 Shajing 
相关系数 

Correlation SOC 储量 
Storage of SOC 

TN 储量 
Storage of TN

C/N SOC 储量 
Storage of SOC 

TN 储量 
Storage of TN

C/N 

SOC 储量 Storage of SOC 1 0.407 0.961** 1 0.947** –0.425
TN 储量 Storage of TN 0.407 1 0.141 0.947** 1 –0.681*

C/N 0.961** 0.141 1 –0.425 –0.681* 1 

注：*：在 0.05 级别(双尾)，相关性显著；**：在 0.01 级别(双尾)，相关性显著 
Note: *: The correlation was significant at 0.05 level (double tail); **: The correlation was significant at 0.01 level (double tail) 
 

3.4  仙岛公园和沙井土壤 C/N 的变化 

仙岛公园和沙井红树林土壤 C/N 值在 0~60 cm 土

层的变化范围为 16.77~24.39。仙岛公园红树林土壤 C/N
值均大于沙井，但差异不显著，仙岛公园 C/N 最大值

出现在 0~20 cm 红树林土层中，沙井红树林土壤 C/N
最大值出现在 40~60 cm 土层(图 3)。 

 

 
 

图 3  仙岛公园和沙井 C/N 值的变化 
Fig.3  Soil C/N variation in Xiandao Park and Shajing 

4  讨论 

4.1  SOC 和 TN 的分布及碳氮相关性 

仙岛公园红树林 SOC 和 TN 含量和储量均大于

沙井，茅尾海红树林湿地是全国天然大蚝的主要繁殖

场所之一，被渔业区所包围，距离居民区较近，周边

居民的生产生活对红树林产生了一定的影响，尤其沙

井是大蚝人工养殖区，人为活动较多，如制作蚝排和

蚝桩、拾螺捡贝、挖泥丁和弹涂鱼以及船只出入踏踩

红树林，土壤扰动易造成营养物质的流失，造成厌氧

环境的改变，导致土壤氮的矿化作用和加快有机碳的

分解，从而使土壤 SOC 和 TN 下降(陈志杰等, 2016; 
Hanke et al, 2013)。相比之下，仙岛公园保护管理较

好，受人为活动影响较少。沙井红树林大多数为次生

林，较矮小，挖掘、捕获活动对红树林根系有损害，

危及红树林幼苗和繁殖体库，使其植物群落更新困

难。仙岛公园的红树林长势较好，树高和胸径明显高

于沙井，Tian 等(2010)研究表明，植物生物量对 SOC
积累起着重要作用，植物与其土壤养分之间具有互相

促进的关系，高生物量区域的 SOC 和 TN 储量较高。 
仙岛公园和沙井 SOC 含量均低于湛江和东寨港

红树林(郭志华等, 2014; 许方宏等, 2012)。仙岛公园

SOC 含量高于雷州半岛红树林(杨娟等, 2012)和闽东

红树林湿地，沙井 SOC 平均含量与闽东红树林湿地

SOC 含量相近(廖小娟等, 2013)。除仙岛公园的 TN
储量外，仙岛公园和沙井红树林 SOC 和 TN 含量和

储量表现为表聚性现象，即最高值出现在 0~20 cm 土
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层，与海南红树林 SOC 储量的分布(辛琨等, 2014)及
崇明东滩湿地 SOC 和 TN 含量的分布一致(陈怀璞等, 
2017)。红树林湿地 SOC 来源有内源性和外源性 2 种

输入，内源性主要来源于植物枯落物、根系和其分泌

物以及动物残体和排泄物等，经过土壤中微生物的分

解作用释放到土壤表层，使得土壤表层的 SOC 量高，

加之红树林地处热带和亚热带地区，光照和降水充

足，植被丰富，凋落物量大，增加了 SOC 的内源性

输入；外源性输入主要来自潮汐、降雨和河水等携带

的有机物。在受到来自人类活动影响小的情况下，红

树林湿地 SOC 来源主要以内源性输入为主。红树林

及其所处的动态环境，在沉积物、植被、间隙水、海

水和大气之间存在多个界面的碳氮交换过程，同时受

多种理化因子的影响，红树林沉积物有机碳存在很大

的不确定性(Kauffman et al, 2011; Giri et al, 2011)。因

此，不同地点、不同群落 SOC 和 TN 含量的变化会

存在较大差异。闽江河口区湿地 SOC 含量最高值出

现在 0~10 cm 土层(王维奇等, 2012)。海南岛红树林

土壤 SOC 含量最高值出现在 20~40 cm(郭志华等, 
2014)。海南东寨港秋茄红树林 SOC 含量最高值出现

在 40~50 cm(詹绍芬等, 2015)。深圳红树林 SOC 含量

最高值却出现在 70 cm 处(乔永民等, 2018)。 
与一般陆地森林土壤分布规律不同，2 个研究地

点 SOC 和 TN 垂直分布特征总体上表现为，随着土

层深度的增加呈先减少后增加的趋势(沙井的 TN 除

外)，与广西钦州湾混交林红树林湿地 SOC 储量研究

结果相近(周慧杰等, 2015)。有研究报道，土壤表层

SOC 和 TN 储量较高是因为植被地上枯落物的输入，

深层土壤 SOC 和 TN 储量则主要受植物根系的影响

(Yang et al, 2015)。红树林根系发达，在土壤 40~60 cm
处还存在大量的细根，细根为土壤提供丰富的碳氮，

根系及其活动是土壤深层碳氮的重要来源之一(辛琨

等, 2014)。同时，红树林湿地所处的水淹的厌氧环境

造成土壤呼吸释放缓慢，有利于深层土壤中氮和有机

碳的积累。仙岛公园红树林 SOC 储量(181.03 t/hm2)
远高于广西主要森林 SOC 储量(124.7 mg/hm2)(杜虎

等, 2016)，高于我国森林 SOC 平均储量(107.8 t/hm2) 

(刘世荣等, 2011)，远高于福州和海南滨海人工防护林

(尾巨桉、木麻黄、纹荚相思) SOC 储量(葛露露等, 
2018; 宿少锋等, 2018)，显示了红树林湿地巨大的碳

汇能力。 
SOC 和 TN 受土壤理化特性、水文气候条件和湿

地生物以及人类活动等多因素的影响(张剑等, 2017; 
辛琨等, 2014)。讨论 SOC 和 TN 的影响因素需要考虑

外界影响因子和土壤本身特性的综合性因素，本研究

未涉及红树林沉积物间隙水以及海水的 SOC 和 TN
的研究，还不能从多个碳交换界面去全面分析与 SOC
和 TN 的关系。 

沙井红树林 SOC 与 TN 储量之间相关性极显著

(P<0.01，R=0.947)，仙岛公园红树林 SOC 与 TN 储

量之间相关系数为 0.407，与陈怀璞等(2017)和崔静等

(2012)的研究结果相近。陈怀璞等(2017)研究显示，

土壤 SOC 与 TN 储量间呈极显著正相关性。SOC 与

TN 之间存在一定的消长和耦合效应，增加氮素可促

进植物的生长，从而提高有机碳的积累，而有机碳

的分解也可以促进氮素在土壤中的释放(吴绽蕾等 , 
2015)，碳固定能引起氮固定。 

4.2  土壤 C/N 变化及与 SOC 和 TN 储量的相关性 

湿地沉积物中 C/N 值是确定其有机质来源的一

个重要方法，当沉积物中 C/N>10 时，沉积物有机质

以外源为主，C/N<10 时，以内源有机质为主，C/N≈10
时，外源与内源有机质达到平衡状态(Krishnamurthy 
et al, 1986)。本研究中，红树林湿地 C/N 值范围为

16.77~24.39，平均值为 20.45，依此判断为标准，仙

岛公园和沙井红树林湿地有机质主要来源于陆地，与

夏鹏等(2015)通过同位素示踪研究广西钦州湾红树林

有机碳来源的结果一致。 
仙岛公园 C/N 值与 SOC 储量存在极显著相关性

(P<0.01，R=0.961)，Wang 等(2014)和 Yang 等(2013)
研究报道，湿地土壤较高的 C/N 值会导致土壤微生物

活性降低，使活性碳库周转率降低，减少有机碳的氧

化和流失，最终，加快 SOC 的积累。所以，较高的

C/N 值表明有机碳的积累多，仙岛公园和沙井红树林

平均 C/N 值大于中国土壤平均 C/N 值(王绍强等 , 
2008)，说明红树林湿地具有强大的固碳能力。 

5  结论 

仙岛公园沙井红树林的 SOC 储量分别为 181.03 和

92.4 t/hm2，二者存在显著性差异(P<0.05)，其垂直分

布特征均表现为随土层深度的增加呈先减少后增加

的趋势。仙岛公园和沙井红树林 TN 储量分别为 8.23
和 5.12 t/hm2，仙岛公园红树林 TN 垂直特征同 SOC，

沙井红树林 TN 随土层深度的增加呈减少的趋势。 
沙井红树林的 SOC 与 TN 储量之间相关性极显

著(P<0.01，R=0.947)，仙岛公园红树林 SOC 与 TN
储量之间相关系数为 0.407。2 个研究地点 C/N 值为

16.77~24.39，平均值为 20.45，说明有机质主要来源于

陆地，仙岛公园红树林 C/N 值与 SOC 储量存在极显
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著相关性(P<0.01，R=0.961)，C/N 值与 TN 相关性不

显著，沙井红树林 C/N 值与 TN 储量存在显著负相关

(P<0.05)。 
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Spatial Distribution of Soil Carbon and Nitrogen Stocks in  
Mangrove Wetland of Xiandao Park and Shajing in Guangxi 

TAO Yuhua①
, HUANG Xing, WANG Xueping, ZHONG Qiuping, KANG Zhenjun 

(Beibu Gulf University, Guangxi Key Laboratory of Marine Disaster in the Beibu Gulf, and  
Key Laboratory of Coastal Science and Engineering, Beibu Gulf, Qinzhou  535011) 

Abstract    The contents and storage patterns of soil organic carbon (SOC) and total nitrogen (TN), 
spatial distribution characteristics of SOC and TN, C/N ratios, and correlation between SOC and TN 
in Xiandao Park and Shajing (Guangxi) mangrove wetlands were assessed. The average SOC and TN 
contents of the Xiandao Park mangrove wetlands were 24.5 and 1.06 g/kg, respectively, and those of 
the Shajing mangrove wetlands were 11.9 and 0.71 g/kg, respectively. SOC storage capacities of the 
Xiandao Park and Shajing mangrove wetlands were 181.03 and 92.4 t/hm2, respectively, and were 
significantly different (P<0.05). TN storage capacities of Xiandao Park and Shajing mangrove 
wetlands were 8.23 and 5.12 t/hm2, respectively. The highest-to-lowest vertical distribution of SOC 
storage at both sites and TN storage at Xiandao Park was 20~40 cm > 40~60 cm > 0~20 cm, while 
TN storage at Shajing decreased with increasing soil depth. A significant correlation was observed 
between SOC and TN contents at Shajing (P<0.01); the correlation coefficient was 0.947. C/N ratio at 
both sites ranged from 16.77 to 24.39, indicating that the organic matter came primarily from the land. 
A significant correlation between soil C/N and SOC storage was evident at Xiandao Park (P<0.01), 
and a significant negative correlation between C/N and TN storage was evident at Shajing (P<0.05). 
The SOC storage of the Xiandao Park mangrove wetlands was higher than that of Chinese forests, 
indicating that mangrove soil has a higher carbon sequestration capacity. 
Key words    Xiandao Park; Shajing; Mangrove; Storage of SOC and TN; Spatial distribution 
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东南太平洋茎柔鱼资源丰度灰色预测研究* 

闫永斌 1,3  陈新军 1,2  汪金涛 1,2①  雷  林 1,2  程起群 3 
(1. 上海海洋大学海洋科学学院  上海  201306；2. 农业农村部大洋渔业开发重点实验室  国家远洋渔业工程技术研究

中心  大洋渔业资源可持续开发教育部重点实验室  农业农村部大洋渔业资源环境科学观测实验站  上海  201306； 
3. 中国水产科学研究院东海水产研究所  上海  200090) 

摘要    茎柔鱼(Dosidicus gigas)是东南太平洋头足类中个体最大、资源最丰富的种类之一，经济价

值高，已成为我国远洋渔业的重要组成部分。准确的资源丰度预测有利于资源的合理开发和利用。

本研究基于 2003~2015 年东南太平洋茎柔鱼生产统计数据以及其产卵场环境、气候因子资料，使用

相关性分析和灰色系统方法，建立东南太平洋茎柔鱼资源丰度的预报模型。结果显示，2 月产卵场

海表面温度(Sea surface temperature, SST)、3 月产卵场叶绿素 a 浓度(Chl a)、12 月太平洋年代气候

震荡(Pacific decadal oscillation, PDO)和 10 月厄尔尼诺指数(Oceanic Nino index, ONI)与茎柔鱼资源

丰度具有较好的相关性。比较多种预报模型发现，基于 2 月 SST、12 月 PDO 和 10 月 ONI 的 GM(1, 
4)模型有较好的预测效果，其准确率达到 85%以上，可用于东南太平洋茎柔鱼资源丰度的预测。 
关键词    东南太平洋；茎柔鱼；灰色预测；资源丰度 
中图分类号 S932   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0006-06 

茎柔鱼(Dosidicus gigas)广泛分布于东太平洋的

加利福尼亚(37°N)到智利(47°S)的海域中，在赤道附

近可向西至 125°W (Anatolio et al, 2001; Nigmatullin 
et al, 2001)，是头足类中个体最大、资源最丰富的种

类之一(王尧耕, 2005)，具有极高的经济价值，为中

国、日本、韩国、秘鲁和智利等各国主要捕捞对象之

一(Liu et al, 2015)。自 2001 年我国对秘鲁海区茎柔鱼

资源进行探捕以来，茎柔鱼资源逐渐成为我国头足类

产量的重要组成部分，约占我国头足类产量的 30% 
(陈新军等, 2006; 贡艺等, 2018)。 

资源量预报属于中长期渔情预报的一种，对资源

补充量进行精确的预报是确保渔业资源科学管理、合

理开发的关键。科学预测资源量或者资源丰度，首先，

必须要了解预测对象的生活史过程、栖息环境及其洄

游分布。以总渔获量和单位捕捞努力量渔获量为基础

进行分析预报的具体步骤：(1)筛选渔情预报指标，影

响鱼群行动规律的生物性或非生物性因素等均可成

为预报指标；(2)建立预报模型，以生态位(Ecological 
niche)或资源选择函数 (Resource selection function, 
RSF)为理论基础，主要通过频率分析和回归等统计学

方法分析目标鱼种的生态位或者对于关键环境因子

的响应函数，从而建立渔情预报模型。主要渔情预报

模型有线性回归模型、广义回归模型、贝叶斯方法和

时间序列分析等(陈新军, 2004)。 

abc
图章
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在东南太平洋海域，关于茎柔鱼资源补充量的研

究多集中在单因子影响方面。如陈新军等(2006)研究

指出，茎柔鱼资源状况与海洋环境关系密切，特别是

厄尔尼诺和拉尼娜事件。徐冰(2012)利用典型相关性

分析，分析了海表面温度 (Sea surface temperature, 
SST)、表温距平均值(Sea surface temperature anomaly, 
SSTA)、茎柔鱼产卵场、索饵场最适表层水温范围占

总面积的比例与资源丰度、补充量相关性，并建立了

基于 SST 因子的资源丰度线性预报模型。Ichii 等

(2002)指出，水温并非影响茎柔鱼资源丰度和补充量

的主要限制性因子。这些研究通常是分析单一海洋环

境或气候指标对茎柔鱼资源量的影响，没有综合研究

环境及气候因子对茎柔鱼资源量的影响。 
灰色系统理论是由邓聚龙教授于 1982 年创立的

一种研究少数据、贫信息、不确定性问题的新方法。

以“部分信息已知，部分信息未知”的“小样本”、“贫
信息”不确定性系统为研究对象，通过对“部分”已知

信息的生成、开发，提取有价值的信息，实现对系统

运行行为、演化规律的正确描述和有效监控(何盛明, 
1990)，与一般的概率统计及模糊数学方法相比的优

点在于它允许分析的样本数据较少且服从任意的分

布。因此，在数据一般较少的长期(年间)资源预报中

会有较大的应用前景(陈新军, 2003)。目前，该方法

已在诸多领域取得成果，如方舟等(2018)利用灰色关

联分析和灰色预测模型预测了中西太平洋鲣鱼

(Katsuwonus pelamis)的资源丰度，朱文涛等(2018)利用

灰色系统预测了西北太平洋秋刀鱼(Cololabis saira)的
资源丰度。 

本研究拟采用东南太平洋茎柔鱼生产统计数据和

海洋环境与气候数据，使用灰色预测模型，分析影响茎

柔鱼资源丰度变化因子，并建立多种资源丰度预报模

型，以此反映该种类的资源丰度动态，为我国东南太

平洋鱿钓渔船的科学生产与管理提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  渔业数据 

东南太平洋茎柔鱼生产统计资料来自上海海洋

大学中国远洋渔业数据中心，时间为 2003~2015 年，

数据包括日期、总产量和总作业渔船数。 
单位捕捞努力量渔获量 (Catch per unit effort, 

CPUE)可以作为表征茎柔鱼资源密度的指标(汪金涛

等, 2013; 陈洋洋等, 2017)，因此，计算年平均 CPUE
作为资源丰度的指标： 

 
CPUE y

y

C
V


 

(1) 

式中，CPUE 为单位捕捞努力量渔获量(t/V)； yC

为历年总渔获量； yV 为历年作业渔船总数；y 为年。 

1.2  环境数据 

本研究采用 4 种环境及气候因子，包括太平洋年

代气候震荡(Pacific decadal oscillation, PDO)数据，厄尔

尼诺指数(Oceanic Nino index, ONI)，茎柔鱼产卵场海

表面温度(Sea surface temperature, SST)，叶绿素 a 浓

度 (Chl a)(余为等, 2015; 魏联等, 2017; 魏广恩等, 
2018; 官文江等, 2017)。PDO 和 ONI 来自美国国家海

洋 和 气 象 管 理 局 网 站 (https://www.esrl.noaa.gov/ 
psd/data/climateindices/list)。因 PDO 和 ONI 现象对茎

柔鱼产卵及发育阶段产生影响，反应在茎柔鱼成体上

有一定的滞后，所以 PDO 和 ONI 数据的时间范围为

2001~2013 年，时间分辨率为月。SST 和 Chl a 来自

美国国家海洋和气象管理局网站(https://oceanwatch. 
pifsc.noaa.gov)，时间为 2003~2015 年的 1~12 月，空

间范围为茎柔鱼的产卵场海域(5°~7°S, 84°~86°E)，时

间分辨率为月，空间分辨率均为 0.1°×0.1°。 

1.3  关键环境因子的选择 

利用相关性分析选取显著影响东南太平洋茎柔

鱼资源丰度环境因子： 
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式中，x、y 分别为环境因子和资源丰度 CPUE
组成的时间系列值， x 、 y 分别为 x、y 的平均值，i
为第 n 项环境因子，r 为相关系数。 

1.4  灰色预报模型的建立 

灰色预测建模是以灰色模块概念为基础。灰色系

统理论认为，一切随机量都是在一定范围内、一定时

段上变化的灰色量及灰色过程。对于灰色量的处理，

是从无规律的原始数据中找出规律，即对数据通过一

定方式处理后，使其成为较有规律的时间序列数据，

再建立模型。灰色 GM 建模实际上是生成数据模型，

CPUE 序列为系统的特征数据序列，各个环境因子序

列为相关因素序列，模型细节及具体建模过程参照陈

新军(2003)的方法。本研究利用离散 GM(1, N)模型，

考虑多种关键环境因子的不同组合，建立东南太平洋

茎柔鱼资源丰度预测模型。利用相对误差和均方误差

(MSE)检验模型的精度与稳定性(汤银才, 2008)。 
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1.5  预测验证 

利用 2016 及 2017 年的环境气候因子数据和渔业

生产数据对所建立的灰色预测模型进行验证。 

2  结果 

2.1  CPUE 的变化趋势 

2003~2015 年，东南太平洋茎柔鱼 CPUE 的年间

波动剧烈，最高值出现在 2004 年，最低值发生在 
2012 年，CPUE 均值在 1200 t/V 上下波动(图 1)。 

 

 
 

图 1  2003~2015 年东南太平洋茎柔鱼 CPUE 
Fig.1  Annual CPUE of D. gigas during 2003~2015  

in Southeast Pacific Ocean 
 

2.2  关键环境因子 

相关性分析显示，2 月产卵场(5°~7°S, 84°~86°E) 
SST、3 月产卵场 Chl a、12 月 PDO 和 10 月 ONI 均
与其资源丰度呈显著相关性(表 1)。因此，选用这几

个月的环境因子构建灰色系统预测模型。 

表 1  2003~2015 年东南太平洋茎柔鱼 CPUE 
与环境、气候因子相关性分析 

Tab.1  Correlation analysis between CPUE of D. gigas  
and environmental-climatic factors in Southeast Pacific 

Ocean during 2003~2015 

相关性分析统计量 
Correlation analysis statistics 

 

r P 
2 月产卵场 SST 
SST in spawning grounds 
in February 

0.51 P<0.1 

3 月产卵场 Chl a 
Chl a in spawning grounds 
in March 

0.61 P<0.05 

12 月 PDO 
PDO in December 

0.62 P<0.05 

10 月 ONI 
ONI in October 

0.72 P<0.05 
 

2.3  灰色模型 

根据选定的 4 种关键环境因子，以 CPUE 为因变

量，建立 5 种预测模型(表 2)。5 种模型中相对误差由

低到高依次为模型 3、模型 5、模型 4、模型 1 和模

型 2 (表 3)；而模型均方误差由小到大分别为模型 3、
模型 5、模型 4、模型 1 和模型 2(表 3)。因此，综合

考虑这 2 种模型指标，选用模型 3 作为东南太平洋茎

柔鱼资源丰度预测模型。 

2.4  验证结果 

对模型 3 的验证结果见表 4，由表 4 可知，2016 年

的相对误差较大，但在 30%以内，2017 年的相对误

差较小，预测结果较为准确。 
 

表 2  5 种灰色预报模型 
Tab.2  Five gray forecast models 

模型 1 
GM(1, 5) 

模型 2 
GM(1, 4) 

模型 3 
GM(1, 4) 

模型 4 
GM(1, 4) 

模型 5 
GM(1, 4) 

SST, Chl a, PDO, ONI Chl a, PDO, ONI SST, PDO, ONI SST, Chl a, ONI SST, Chla, PDO 
 

3  讨论与分析 

2003~2015 年，东南太平洋茎柔鱼年渔获量和

CPUE 变化趋势有差异(图 1)，年渔获量由于捕捞技

术、捕捞规模等影响较大，并不能反映茎柔鱼资源相

对丰度真实情况，因此，选用 CPUE 作为茎柔鱼资源

丰度指标(魏联等, 2017)。茎柔鱼作为短生命周期机

会主义鱼种，其资源量极易受气候和海洋环境变化的

影响(Rodhouse, 2001)。所以，预测其资源丰度必须要

考虑茎柔鱼栖息地的气候和海洋环境因素。 
本研究使用东南太平洋茎柔鱼产卵场的环境因

子和气候因子为自变量，建立多种灰色系统资源丰度

预测模型。其中，不包含产卵场 Chl a 的模型 3 的预

测精度高，但该模型未能准确预测 2005 年 CPUE(图 2)。
因为灰色系统是一种基于贫数据的分析方法(何盛明, 
1990)，所以，在基于少量数据构建的模型中，预测

模型会受到前列数据的影响，在各组的结果间倾向于

表达出相对平缓的变化趋势，对突变情况的响应能力

比较差，导致模型存在一定的不确定性，在 2005 年

的预测结果上有较大的误差，可能是因为当年捕捞作

业区域发生了变化所导致的。另外，模型 2 自变量不

包括产卵场 SST，其预测误差大，说明产卵场 SST 

关键环境及气候因子
Key environmental and 

climatic factors 
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表 3  茎柔鱼资源丰度灰色预测模型相对误差及均方误差(%) 
Tab.3  Relative errors (%) and MSE of grey models for  

D. gigas in the Southeast Pacific Ocean 

年份 
Year 

模型 1 
Model 1 

模型 2 
Model 2 

模型 3* 

Model 3 
模型 4 

Model 4 
模型 5

Model 5
2004 –18.5 –18.1 –25.7 –19.2 –17.7 
2005 79.5 75.6 77.5 81.4 81.6 
2006 30.4 38.7 11.8 21.6 8.8 
2007 12.5 12.5 12.0 16.7 21.9 
2008 2.6 12.2 –6.2 –3.6 –13.4 
2009 –17.4 –23.1 –7.4 –6.2 12.5 
2010 15.5 38.3 –10.2 5.5 0.3 
2011 28.4 55.4 3.0 14.2 –1.6 
2012 –30.8 –65.4 14.7 –7.7 20.6 
2013 –9.4 –8.8 –9.4 –12.5 –13.2 
2014 16.1 28.2 6.5 8.5 –0.9 
2015 –4.5 –9.1 4.5 –2.1 –1.0 
RE 20.5 29.6 14.5 15.3 14.9 

MSE 96076.5 186544.7 64799.7 70440.9 68047.6

注：*为选择的最优模型  
Note: *: The best model chosen 

 
表 4  预测验证结果 

Tab.4  Predictive verification result 

项目 Items 2016 2017 
实际值 Real CPUE (t/V) 750.4 794.6 
预测值 Predicted CPUE (t/V) 539.7 859.9 
相对误差 RE(%) 28.07 8.22 

 

 
 

图 2  茎柔鱼资源丰度灰色模型预测结果 
Fig.2  Results of the prediction of D. gigas in the Southeast 

Pacific Ocean based on grey models 
 

与茎柔鱼资源丰度有较为密切的关系。汪金涛(2015)
曾利用产卵场区水温作为其预测模型的一个因子，

Cao 等(2009)也利用了产卵场适宜水温面积作为资源

预报模型中的一个变量，均取得较好的预测效果，表

明茎柔鱼早期生活栖息环境因子，尤其是 SST，很大

程度上决定柔鱼资源丰度。 
本研究去除了产卵场 Chl a 数据的模型 3 在相对

误差和均方误差分析中都有较为精确的预测结果，且

高于不包含部分气候因子的模型 4 和模型 5。这说明

在不包含所有环境因子且加入气候因子的情况下，建

立的模型效果好于包含所有环境因子且不包含部分

气候因子所建立的模型效果，一定程度上反映了气候

对茎柔鱼资源量的影响高于环境对茎柔鱼资源量的

影响。Anatolio 等(2001)的研究表明，茎柔鱼资源量

与全球性气候条件有关，特别是厄尔尼诺和拉尼娜现

象。厄尔尼诺现象将导致秘鲁外海的茎柔鱼资源量减

少，捕捞产量下降(Anderson et al, 2001)。高雪等(2017)
的研究也表明，茎柔鱼资源量与 PDO 和厄尔尼诺事

件有关，且 PDO 比厄尔尼诺事件更为重要。但也有

研究表明，PDO 是作用于整个太平洋的一种气候现

象，而本研究的茎柔鱼是栖息于东南太平洋的一种鱼

类，与 PDO 定义[北太平洋北纬 20°N 以北区域 SST
距平的经验正交函数的第一分量(余为, 2016)]的作用

区域有所不同，关联性较弱，且为年代际的一种变动，

年度间变动较小，因此，对茎柔鱼的影响较厄尔尼诺

事件弱(段丁毓等, 2018)。许骆良等(2015)通过构建广

义线性模型和广义加性模型，认为只有叶绿素浓度对

茎柔鱼资源量有显著性影响，而通常认为，对渔场起

到决定作用的水温因素则为非显著因子。汪金涛等

(2014)基于神经网络模型认为，海表面温度、叶绿素

和海面高度这 3 个因子对茎柔鱼资源量都具有显著

影响，并构建了基于以上因子茎柔鱼资源丰度的预测

模型。这可能是由于各研究所选取的环境因子的地理

位置不同，导致结果出现差异，本研究中，可能由于

只选取了产卵场 Chl a 并采用平均的方式进行研究，在

一定程度上淡化了 Chl a 对茎柔鱼资源量的影响。 
综上所述，本研究建立的 5 种预测模型均能较好

地预测东南太平洋茎柔鱼资源丰度，模型 3精度最高，

且验证结果较为准确，选定为最终模型。同时，本研究

也存在一些不足，如无法具体分析各因子之间的交互

效应，例如，PDO 的变化会导致 SST 的变化、相对贡

献率，没有考虑环境、气候因子的滞后效应等。在今

后的研究中，应更加精细和量化东南太平洋茎柔鱼整

个生活史气候因子和环境因子，并与其他模型进行综

合比较，选择全局最优的资源丰度预测模型。 
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Prediction of Abundance Index of the Humboldt Squid (Dosidicus gigas)  
in the Southeast Pacific Ocean Based on a Grey System-Based Model 

YAN Yongbin1,3, CHEN Xinjun1,2, WANG Jintao1,2①
, LEI Lin1,2, CHENG Qiqun3 

(1. College of Marine Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
2. Key Laboratory of Oceanic Fisheries Exploration, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; National Engineering Research 

Center for Oceanic Fisheries; Key Laboratory of Sustainable Exploitation of Oceanic Fisheries Resources, Ministry of Education; 
Scientific Observing and Experimental Station of Oceanic Fishery Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai  

201306; 3. East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090) 

Abstract    The Humboldt squid (Dosidicus gigas) is one of the most abundant fisheries resource in the 
Southeast Pacific Ocean. It has become an important component of China's offshore fisheries due to its 
high economic value. Accurate abundance index prediction is important to the rational development and 
utilization of D. gigas. In this study, the correlation analysis and grey system method were used to 
establish a model (GM) for predicting the abundance of squid in the southeastern Pacific based on fishery 
data as well as environmental and climatic factors, including Sea Surface Temperature (SST), Pacific 
Decadal Oscillation (PDO), Oceanic Nino Index (ONI), and Chlorophyll concentration a (Chl a). The 
results showed that the SST of the spawning ground in February, the Chl a of the spawning ground in 
March, the PDO in December, and the ONI in October had significant correlations with the abundance of 
squid. The GM (1, 4) model with SST, PDO, and ONI as independent variables had the highest accuracy 
(> 85%), which could be used to accurately predict the abundance of D. gigas in the Southeast Pacific.  
Key words    Southeast Pacific Ocean; Dosidicus gigas; Grey system; Abundance index 
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江苏省 4 个太湖新银鱼种群遗传多样性 
和遗传结构分析* 

李大命  唐晟凯  刘燕山  谷先坤  刘小维   
殷稼雯  张彤晴①  潘建林① 

(江苏省淡水水产研究所  江苏省内陆水域渔业资源重点实验室  南京  210017) 

摘要    太湖新银鱼(Neosalanx taihuensis)是我国特有的银鱼种类，主要分布在长江和淮河中下游

及其附属湖泊，近年来其资源量呈明显下降趋势。为了解太湖新银鱼遗传背景，本研究采用线粒体

细胞色素 b (Cytochrome b, Cyt b)基因序列，分析了江苏省太湖、高邮湖、洪泽湖和骆马湖 4 个太湖

新银鱼野生群体共 144 尾样本的遗传多样性及遗传结构。结果显示，太湖新银鱼 Cyt b 基因序列共

发现 29 个变异位点，定义 25 个单倍型；平均单倍型多样性(Hd)为 0.682±0.037，核苷酸多样性(π)
为 0.00231±0.00021；4 个群体中，高邮湖群体的遗传多样性最高(Hd: 0.609±0.078; π: 0.00094± 
0.00027)，太湖群体的遗传多样性最低(Hd: 0.343±0.107; π: 0.00075±0.00033)。分子方差分析(AMOVA)
显示，太湖新银鱼群体间遗传差异(71.53%)大于群体内遗传差异(28.47%)，遗传变异主要来自于群体

间。遗传分化指数 Fst 值统计检验表明，骆马湖群体与太湖、高邮湖和洪泽湖群体之间有显著性差异。

分子系统树和单倍型网络进化图分析显示，25 个单倍型形成 2 个明显的地理分支，一支由太湖群

体、高邮湖群体和洪泽湖群体组成，另一支由骆马湖群体组成。中性检验和错配分布图分析表明，

太湖新银鱼历史上发生过群体扩张。整体来看，太湖新银鱼野生种群遗传多样性较低，应加强种质

资源保护。建议将太湖、高邮湖群体和洪泽湖群体作为整体进行管理和保护，骆马湖群体单独管理

和保护。 
关键词    太湖新银鱼；细胞色素 b；遗传多样性；遗传结构 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0007-09 

太湖新银鱼(Neosalanx taihuensis Chen, 1956)属
于鲑形目(Salmoniformes)、银鱼科(Salangidae)的新银

鱼属，主要分布在黄河、淮河和长江中下游及其附属

湖泊，是我国特有的银鱼种类，营养丰富，经济价值

较高(解玉浩等, 1997; 倪勇等, 2006)。太湖新银鱼为

一年生小型鱼类，生长速度快、世代离散，对环境变

化比较敏感，种群易于波动(王忠锁等, 2002)。近年

来，受围湖造田、过度捕捞、环境污染和生境破碎化

等多种不利因素的影响，我国的银鱼天然资源急剧

衰减，分化范围显著缩小，个别物种渐危，银鱼资源

abc
图章
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的可持续发展受到严重威胁(王忠锁等, 2002)。 
遗传多样性是物种生存与进化的物质基础，开展

鱼类遗传多样性研究可以为种质资源保护和遗传育

种提供重要参考 (Ward, 2000)。鱼类线粒体 DNA 
(Mitochondrial DNA, mtDNA)具有分子小、母系遗传、

进化速率快等特点，是鱼类分子系统学和群体遗传结

构研究的理想分子标记(Xiao et al, 2000)。细胞色素 b 
(Cytochrome b, Cyt b)基因是 mtDNA 的 13 个蛋白质编

码基因之一，其结构和功能 为清晰，且其进化速度

适中，被广泛运用于鱼类遗传多样性和遗传结构研究

(张东亚等, 2009; 李大命等, 2015; 蓝昭军等, 2016; 
张争世等, 2017; 周华兴等, 2019)。 

目前，太湖新银鱼有关研究主要在营养(林伟信, 
1992)、基础生物学(徐桂珍等, 1998)、种群生态(赵丽爽

等 , 2018)、生殖发育(杨战伟等 , 2012)及移植引种

(林炯等, 1998)等方面，而在分子生物学方面的研究

较少。张际峰等 (2008)测定了大银鱼 (Protosalanx 
hyalocranius)和太湖新银鱼线粒体 COⅡ及 tRNA 基因

序列并分析了其亲缘关系。赵亮等(2010)研究了太湖

新银鱼线粒体 D-loop 和 Cyt b 片段序列结构，并比较

了二者的进化速率。王维维等(2013)对太湖新银鱼

Cyt b 基因 PCR 扩增条件进行了优化研究。另外，已

有研究者利用多种分子标记技术研究太湖新银鱼遗

传多样性，比如同工酶(张颖等, 2005)、RAPD(夏德全

等, 2007)、AFLP (Kim et al, 2007)及线粒体 Cyt b (Zhao 
et al, 2008; 罗宏伟等, 2009)和 COⅠ(张迪等, 2012)等，

但对太湖新银鱼种群遗传结构和地理分布格局的研

究尚显不足。本研究采集江苏省太湖、高邮湖、洪泽

湖和骆马湖 4 个湖泊太湖新银鱼样本，通过扩增和测

定 Cyt b 基因序列，分析太湖新银鱼遗传多样性和遗

传结构，以期为管理、保护和开发利用太湖新银鱼种

质资源提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

2018 年 8~12 月采集太湖、高邮湖、洪泽湖和骆

马湖的太湖新银鱼野生群体，其中，太湖群体 32 尾，

高邮湖群体 40 尾，洪泽湖群体 37 尾，骆马湖群体

35 尾，共 144 尾样本。从每尾样本剪取肌肉组织，

放入 1.5 ml 离心管中，加入适量的无水乙醇保存，带

回实验室备用。 

1.2  DNA 提取、PCR 扩增与测序 

采用 TaKaRa 公司的广谱性基因组 DNA 提取试

剂盒，提取太湖新银鱼基因组 DNA，将 DNA 溶于

TE 溶液中，操作步骤参照试剂盒说明书。采用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测所提取 DNA 的完整性，用核酸蛋

白定量仪检测其浓度。 
扩增 Cyt b 序列的正向引物为 L14321 (5′-CCA 

GTGACTTGAAAAACCACCG-3′)，反向引物为 H15634 
(5′-CTTAGCTTTGGGAGTTAAGGGT-3′) (Zhang et al, 
2007)。PCR 扩增体系为 50 μl：Premix Taq 25 μl，上下

游引物各 2 μl (10 μmol/L)，DNA 模板 2 μl (40 ng/μl)，
用 ddH2O 补足至 50 μl。PCR 扩增条件：94℃预变性

3 min；94℃变性 30 s，55℃退火 40 s，72℃延伸 90 s，
30 个循环； 后，72℃延伸 10 min。用 1.5%的琼脂

糖凝胶检测 PCR 产物，凝胶成像系统拍照。PCR 产

物送往生工生物工程(上海)股份有限公司进行双向测

序，测序采用与 PCR 反应相同的引物。 

1.3  数据分析 

采用 BioEdit 7.0 软件(Hall, 1999)和 ClustalX 1.81
软件(Thompson et al, 1997)对测序结果进行编辑和同

源比对。使用 DnaSP 5.0 软件(Liorado et al, 2009)统计

核苷酸变异位点、单倍型数目、单倍型多样性(Hd)和
核苷酸多样性(π)。 

利用 MEGA 7.0 软件(Kumar et al, 2016)统计序列

的碱基组成，计算群体间的 Kimura 双参数模型(K2P)
遗传距离，并构建单倍型建邻接(Neighbor-Joinning, 
NJ)进化树。同时采用 Network 4.6.1.0 软件(Bandelt  
et al, 1999)构建单倍型的简约中介(Reduced-Median, 
MJ)网络图，用以检测单倍型之间的进化关系。 

使用 Arlequin3.1 软件(Excoffier et al, 2010)计算

两两群体间的遗传分化指数 Fst，采用 AMOVA 分析

检验群体遗传结构，通过 1000 次重抽样来检验 Fst

值的显著性。通过 Tajima’s D 检验(Hickerson et al, 
2007)、Fu’s Fs 检验(Fu, 1997)和核苷酸不配对分布

(Mismatch distributions)分析来检验太湖新银鱼群体

的历史动态，以确定是否存在瓶颈效应或群体扩张。 

2  结果与分析 

2.1  Cyt b 基因序列变异 

测序得到 144尾太湖新银鱼的 Cyt b基因全序列，

序列长度为 1141 bp。144 条序列中共检测到 29 个变

异位点，总变异率为 2.54%。其中，单一信息位点有

14 个，简约信息位点 15 个。变异均为转换或颠换，

转换与颠换的比值为 4.6，无插入或缺失位点。4 个

群体所有个体序列中的 A、C、T 和 G 组成比例为

21.1%、33.5%、28.0%和 17.4%，其中，碱基 G 的含
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量明显低于其他 3 种碱基含量，表现出很强的碱基组

成偏向性。 

2.2  太湖新银鱼群体遗传多样性 

基于 Cyt b 的太湖新银鱼遗传多样性统计结果见

表 1。144 尾样本共定义了 25 个单倍型(H1~H25)，高

邮湖群体拥有 多的单倍型数(9 个单倍型)，骆马湖

群体次之(7 个单倍型)，太湖和洪泽湖群体拥有的单

倍型数相同(均有 6 个单倍型)。其中，单倍型 H3 分

布于太湖、高邮湖和骆马湖群体，包含 76 个个体，

是数量 多的单倍型。单倍型 H7 和 H9 由高邮湖和

洪泽湖群体共享，分别包含 2 和 14 个个体。单倍型

H4 和 H5 为太湖群体特有，单倍型 H1、H6、H12、
H14、H21 和 H22 为高邮湖群体特有，单倍型 H2、
H10 和 H13 为洪泽湖群体特有，单倍型 H16~H20 和

H24~H25 为骆马湖群体特有。 
4 个群体的单倍型多样性 (Hd)为 0.343±0.107~ 

0.609±0.078，核苷酸多样性(π)为 0.00057±0.00016~ 
0.00094±0.00027。其中，高邮湖群体的遗传多样性

丰富，太湖群体的遗传多样性 低，但均表现出较低

的遗传多样性水平。整体来看，太湖新银鱼群体总

的单倍型多样性为 0.682±0.037，核苷酸多样性为

0.00231±0.00021。 

2.3  太湖新银鱼群体遗传结构 

采用 Mega 7.0 软件计算太湖新银鱼群体内和群

体间的遗传距离，结果见表 2。太湖、高邮湖和洪泽

湖群体间的遗传距离均为 0.001，与骆马湖群体间的

遗传距离均为 0.005。 
太湖新银鱼群体分子方差分析结果见表 3。结果

显示，群体间分子变异占 71.53%，群体内分子变异

占 28.47%，分子变异主要发生在群体间。群体间的

遗传分化指数 Fst=0.71531，且统计检验具有极显著性

(P=0.0000)，说明群体间出现了显著的遗传分化。进

一步比较两两群体间的遗传分化指数，结果见表 2。
太湖、高邮湖和洪泽湖群体间的遗传分化指数较小，

且统计检验均不显著(P>0.05)，与骆马湖群体间的遗

传分化指数较大，且统计检验均极显著(P<0.01)。 

2.4  太湖新银鱼分子系统发育 

为更好地了解太湖新银鱼各种群之间的亲缘关

系，以近缘物种大银鱼为外类群，采用邻接法对    
25 个单倍型进行系统发育分析，构建分子系统发育

树(图 1)。从图 1 可以看出，4 个太湖新银鱼群体具有

明显的地理遗传结构，形成 2 个分支：单倍型 H1~H14
和 H21~H23 聚为一支，由太湖、高邮湖和洪泽湖群

体的个体组成；单倍型 H15~H20 和 H24~H25 聚为一

支，由骆马湖群体的个体组成。 
采用 Network 构建的单倍型 小网络进化图显

示(图 2)，整个进化图呈星状，单倍型 H3 位于网络结

构图的中央。25 个单倍型按其所处地理位置演化为

两支，一支是由太湖、高邮湖和洪泽湖群体的单倍型

组成，另一支由骆马湖群体独有的单倍型组成。网络

图进一步支持了系统发育树的分析结果，4 个湖泊太

湖新银鱼群体形成 2 个进化单元，且 2 个单元间缺乏

基因交流。 

2.5  群体历史动态分析 

对 4 个太湖新银鱼所有个体进行中性检验(表 4)
和歧点分布图分析(图 3)。结果显示，中性检测 Fu’s Fs

及 Tajima’s D 的值均为负值，且检验统计结果均具有

显著性差异(P<0.05)，同时，歧点分布图呈单峰形，

表明 4 个太湖新银鱼野生群体在进化过程中经历过

种群扩张。 
 

表 1  太湖新银鱼群体的遗传多样性 
Tab.1  Genetic diversity parameters of four N. taihuensis populations 

群体 
Population 

样本数 
Size 

变异位点数 
Variable site 

单倍型(个体数)  
Haplotype(number) 

单倍型多样性 
Hd 

核苷酸多样性 
π 

TH 32 9 H3(26), H4(1), H5(1), H8(1), H11(1), H23(2) 0.343±0.107 0.00075±0.00033

GY 40 13 H1(1), H3(24), H6(1), H7(1), H9(8),  
H12(2), H14(1), H21(1), H22(1) 0.609±0.078 0.00094±0.00027

HZ 37 7 H2(1), H3(26), H7(1), H9(6), H10(2), H13(1) 0.488±0.091 0.00057±0.00016

LM 35 11 H16(26), H17(1), H18(1), H19(1),  
H20(1), H24(1), H25(1) 0.449±0.103 0.00092±0.00030

整体 Total 144 29  0.682±0.037 0.00231±0.00021

注: TH: 太湖; GY: 高邮湖; HZ: 洪泽湖; LM: 骆马湖。下同 
Note: TH: Tai Lake; GY: Gaoyou Lake; HZ: Hongze Lake; LM: Luoma Lake. The same as below 
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表 2  太湖新银鱼 Cyt b 群体间的遗传分化指数(Fst)(对角线上方)和群体间的遗传距离(对角线下方) 
Tab.2  The fixation index (above diagonal) and genetic distance (below diagonal) among populations of N.taihuensis 

群体 Population TH GY HZ LM 
TH – 0.02720 0.04417 0.82820*** 
GY 0.001 – –0.00409 0.81425*** 
HZ 0.001 0.001 – 0.84614*** 
LM 0.005 0.005 0.001 – 

*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001 
 

表 3  太湖新银鱼群体分子方差分析结果 
Tab.3  Results of AMOVA analysis of N. taihuensis populations 

变异来源 
Source of variation 

自由度 
df 

平方和 
Sum of squares

变异组分 
Variance components

变异百分比 
Percentage of variation(%)

Fst 

群体间 Among populations 3 124.528 1.14290 71.53149 0.71531
群体内 Within populations 141 63.680 0.45486 28.46851  
总体 Total 144 188.208 1.59776 100.00  

 

 
 

图 1  基于 Cyt b 基因构建的太湖新银鱼系统进化树 
Fig.1  Phylogenetic tree for N. taihuensis based on 

mitochondrial Cyt b gene 
 

表 4  太湖新银鱼群体的 Tajima’s D 和 Fu’s Fs 中性检验 
Tab.4  Neutral test of Fu’s Fs and Tajima’s D of  

N. taihuensis populations 

中性检验 Neutral test 群体 
Population Tajima’s D P Fu’s Fs P 

TH –1.89141 0.00500 –2.04314 0.05800
GY –2.02718 0.01400 –4.28205 0.00700
HZ –1.71658 0.03300 –2.71311 0.01900
LM –1.89633 0.01500 –3.45460 0.02600

 
 

图 2  太湖新银鱼单倍型 小网络进化图 
Fig.2  Haplotypes minimum spanning network for N. taihuensis 
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图 3  太湖新银鱼歧点分布 
Fig.3  Mismatch distributions of N. taihuensis populations 

 
3  讨论 

3.1  太湖新银鱼种群遗传多样性 

遗传多样性是指生物种内和种间遗传变异的总

和，是生物进化和物种分化的基础，也是评价种群资

源状况的重要依据。一个物种的遗传多样性水平越

高，其进化潜力及适应环境能力也越强。单倍型多样

性和核苷酸多样性是评价物种遗传多样性的两个重

要参数。按照 Grant 等(1998)提出的标准，单倍型多

样性以 0.5 为临界值，核苷酸多样性以 0.005 为临界

值，二者的值越大，群体的多样性程度越高。本研究

中，4 个太湖新银鱼群体的单倍型多样性为 0.343± 
0.107~0.609±0.078，核苷酸多样为 0.00057±0.00016~ 
0.00094±0.00027。除高邮湖群体外，其他 3 个群体的

单倍型多样性均低于 0.5，且 4 个群体的核苷酸多样

性均远小于 0.005，表明太湖新银鱼遗传多样性处于

较低水平，这也反映了银鱼资源趋于枯竭的现状，导

致银鱼有效种群数量减少，遗传多样性水平较低。近

年来，受过度捕捞、环境污染、栖息地破坏等多种因

素的影响，江苏省湖泊银鱼野生资源严重衰退，已无

法形成渔汛，失去捕捞价值(倪勇等, 2006)，与本实

验室多年调查结果一致(数据未给出)。从整体来看， 
4 个群体总的单倍型多样性为 0.682±0.037，核苷酸多

样性为 0.00231±0.00021，属于高单倍型多样性，低

核苷酸多样性群体。已有文献报道，我国长江、淮河 

和珠江水系太湖新银鱼群体总的遗传多样性 (Hd: 
0.713±0.022; π: 0.0022±0.0001)，其中，太湖群体的单

倍型多样性和核苷酸多样性分别为 0.798±0.039 和

0.0028±0.0002，洪泽湖群体的单倍型和核苷酸多样性

分别为 0.686±0.088 和 0.0021±0.0003)(Zhao et al, 
2008)。比较发现，江苏省 4 个湖泊太湖新银鱼群体遗

传多样性低于全国水平，且太湖和洪泽湖群体的遗传

多样性下降明显，表明太湖新银鱼种质资源下降趋势

尚无改变。另外，与其他银鱼种类遗传多样性相比，如

三峡库区大银鱼(Hd: 0.804±0.032; π: 0.00146±0.00009) 
(罗宏伟等, 2009)、乔什新银鱼(Neosalanx jordani)(Hd: 
0.590±0.047; π: 0.00088±0.00011)(赵亮等, 2010)、白

肌银鱼 (Leucosoma chinensis)(Hd: 0.888; π: 0.0990)  
(黄小彧等 , 2012)、居氏银鱼(Salanx curvieri) (Hd: 
0.967; π: 0.006)(司从利等, 2012)和黑龙江流域大银鱼
(Hd: 0.827±0.038; π: 0.00202±0.00028)(Tang et al, 2008)
等，江苏省 4 个湖泊太湖新银鱼遗传多样性明显低于

大银鱼、白肌银鱼及居氏银鱼，仅高于乔氏新银鱼。

因此，必须加强太湖新银鱼资源的保护力度，增加其

种群数量，提高其遗传多样性水平，以避免太湖新银

鱼种质资源的进一步衰退。 

3.2  太湖新银鱼种群的历史动态  

鱼类遗传多样性与其进化历史密切相关，可以利

用单倍型多样性和核苷酸多样性来估计种群的进化
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历史，当 Hd≥0.5、π<0.5%时，是受瓶颈效应后种群

数量的迅速扩张导致；当 Hd≥0.5、π≥0.5%时，表示

种群稳定，具有比较悠久的进化历史；当 Hd<0.5、
π≥0.5%时，种群经历了轻微的瓶颈效应，几乎没有

影响到核苷酸变异；当 Hd<0.5、π<0.5%时，表明种

群近期经历了瓶颈效应(Grant et al, 1998)。本研究中，

高邮湖群体的单倍型多样性>0.5，而核苷酸多样性

<0.5%，属于高单倍型多样性、低核苷酸多样性的进

化模式，与文献报道的我国珠江、淮河和长江流域太

湖新银鱼遗传多样性模式一致(Zhao et al, 2008)。出

现这种多样性模式，可能是群体受到瓶颈效应后种群

迅速扩张所导致的结果。在群体扩张过程中，随着种

群数量的急剧增加，导致单倍型多样性增加，而核苷

酸的变异速率较低，没有足够的时间来积累核苷酸变

异，因为核苷酸多样性的积累时间比单倍型多样性的

积累时间要漫长得多 (范启等 , 2014; 蓝昭军等 , 
2016)。其他 3 个太湖新银鱼群体单倍型多样性和核

苷酸多样性都较低，表明群体 近经历过瓶颈效应或

受奠基者效应的影响所致。 
利用中性检验和核苷酸歧点分布推测种群经过

的历史。若 Fu’s Fs 和 Tajima’s D 呈负值，并且在统

计学上有较显著的标准，则说明序列中含有比中性进

化模型更多的核苷酸位点变化，可能预示着种群经历

过扩张历史(Fu, 1997; Hickerson et al, 2007)。歧点分

布曲线呈泊松状分布的单峰，说明种群趋于发生了瓶

颈效应或者种群扩张(Barbosa et al, 2013)。中性检测

结果显示(表 4)，4 个太湖新银鱼群体的 Fu’s Fs 和

Tajima’s D 的值为负值，且显著偏离中性检验；同时，

歧点分布图均呈明显的单峰形(图 3)，表明 4 个太湖

新银鱼野生群体发生过历史扩张。 

3.3  太湖新银鱼种群遗传结构 

研究群体遗传结构不仅可以用于评价物种群体

的变异水平和不同地理群体之间的关系，还可以确定

群体中的进化显著单元和管理单元，以及制定资源的

保护和管理策略(O’Brien, 1994)。遗传分化系数(Fst)
是反映不同地理种群间遗传分化的重要指标。

Wright(1990)认为，若种群 Fst 为 0~0.05，则表明其各

种群间不存在分化；若 Fst 为 0.05~0.15，则表明其各

种群间存在中度分化；若 Fst 为 0.15~0.25，则为高度

分化。AMOVA 结果显示，太湖新银鱼群体间变异占

比为 71.53%，群体内变异占比为 28.47%，群体间变

异是遗传变异的主要来源。4 个群体间的遗传分化指

数及其统计结果表明，太湖、高邮湖和洪泽湖群体间

没有出现显著遗传分化，但均与骆马湖群体存在高度

遗传分化，这说明 4 个太湖新银鱼群体分为 2 个进化

类群，其中一个类群由太湖、高邮湖和洪泽湖群体组

成，另一个类群由骆马湖群体组成，这与单倍型 NJ
进化树和 小网络进化图的分析结果相一致。从单倍

型组成看，太湖、高邮湖和洪泽湖群体拥有共享单倍

型，且该单倍型为占比 高的优势单倍型，表明 3 个

群体间存在广泛的基因交流；而骆马湖群体则全部由

独享单倍型个体组成，与其他 3 个群体缺乏基因交

流，形成了明显的地理遗传结构。 
一般来说，鱼类的遗传分化格局与其分布的水系

格局吻合：流域之间存在明显的种群分化，同一流域

内的种群通常分化不明显或没有遗传分化(Perdices 
et al, 2005; Hashiguchi et al, 2006; Xia et al, 2006)。从

地理分布来看，太湖属于长江水系，高邮湖、洪泽湖

和骆马湖则属于淮河水系。本研究结果说明，太湖新

银鱼种群遗传分化格局与现有水系的分布格局明显

不吻合，这与太湖新银鱼和乔什新银鱼的研究结果类

似(Zhao et al, 2008; 赵亮等, 2010)。因此，太湖新银

鱼群体遗传结构可能与其进化历史有密切关系(Zhao 
et al, 2008)。研究表明，银鱼 早可能起源于第三纪

中期，地质史上的重大事件，尤其是第四纪冰期和间

冰期气候的交替变化，导致银鱼栖息地数度隔离和连

接，从而对银鱼的进化分化过程造成了重大影响。在

冰期和间冰期的交替变化过程中，银鱼的生境不断扩

展，生境异质性不断提高，逐渐分化、进化成现今的

银鱼遗传格局(张广学, 1993; Zhao et al, 2008)。由单

倍型 小进化网络图(图 2)可以看出，单倍型 H3 是太

湖、高邮湖和洪泽湖群体的祖先单倍型，单倍型 H16
是骆马湖群体的祖先单倍型。随着 后一次冰期结

束，气候变暖，海平面上升，太湖新银鱼的分布区扩

大，种群开始扩张，逐渐产生不同的周单倍型，形成

现今的遗传结构模式。 

3.4  太湖新银鱼种质资源保护 

太湖新银鱼是我国特有的银鱼种类，属于典型的

r-对策者，其种群易波动，对生态环境要求高(王忠锁

等, 2002)。本研究对江苏省 4 个湖泊太湖新银鱼野生

群体遗传多样性进行研究，结果表明，4 个群体的遗

传多样性处于较低水平，应当采取措施，加强太湖新

银鱼各群体的种质资源保护力度。比如，严格控制捕

捞强度，加强环境保护，延长禁渔期等，保证太湖新

银鱼种群生殖繁衍和资源恢复。根据 4 个太湖新银鱼

群体的遗传结构，建议将太湖、高邮湖和洪泽湖群体

作为一个整体进行管理和保护，骆马湖群体单独进行

管理和保护。本研究初步反映了太湖新银鱼的遗传背
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景、遗传结构及遗传变异水平，后续可以通过利用多

种分子标记技术如 SSR、SNP 等联合分析，更全面地

为太湖新银鱼资源的保护和合理开发提供理论依据。 
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Genetic Diversity and Population Structure of Four  
Neosalanx taihuensis Populations in Jiangsu Province 

LI Daming, TANG Shengkai, LIU Yanshan, GU Xiankun, LIU Xiaowei,  
YIN Jiawen, ZHANG Tongqing①

, PAN Jianlin① 
(Freshwater Fisheries Research Institute of Jiangsu Province, Key Laboratory of Fisheries  

Resources in Inland Water of Jiangsu Province, Nanjing  210017) 

Abstract    Neosalanx taihuensis is an icefish endemic to China and mainly distributed in the middle 
and lower reaches of the Yangtze and Huaihe rivers and affiliated lakes. In recent years, the natural 
resources of this species have declined markedly. To assess the genetic diversity and genetic structure of 
wild populations of N. taihuensis, we amplified and sequenced mitochondrial cyt b gene sequences from 
144 individuals from four lakes [Tai Lake (TH), Gaoyou Lake (GY), Hongze Lake (HZ) and Luoma Lake 
(LM)] in Jiangsu Province. The results detected 29 polymorphic nucleotide sites and 25 haplotypes among 
the cyt b sequences of the 144 individuals. Haplotype diversity was 0.682±0.037, and nucleotide diversity 
was 0.00231±0.00021. The GY population showed the highest genetic diversity among the four 
populations and the TH population the lowest. Analysis of molecular variance showed that 71.53% of the 
molecular variation was among populations and 28.47% was within populations, with the molecular 
variation originating mainly from interpopulation differences. A pairwise fixation index (Fst) revealed 
significant differences between the LM population and the TH, GY, and HZ populations, and no 
significant differences among the TH, GY, and HZ populations. A phylogenetic tree and a minimum 
spanning network showed that the 25 haplotypes form two distinct geographical clades: one consisting of 
the TH, GY, and HZ populations, and the other consisting of the LM population. The results of a 
neutrality test showed that the values of Tajima’s D and Fu’s Fs were negative, and had significant 
differences. The mismatch distribution was unimodal, which indicated that the four N. taihuensis 
populations had experienced population expansion. As the genetic diversity of the N. taihuensis 
populations is low, measures to protect its wild resources are warranted. The TH, GY, and HZ populations 
should be protected and managed as a whole population and the LM population as a distinct population. 
Key words    Neosalanx taihuensis; Cyt b; Genetic diversity; Genetic structure 
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大黄鱼消化道菌群结构、消化酶和 
非特异性免疫酶活力分析* 

姜  燕 1,2  徐永江 2  于超勇 3  柳学周 1,2①  王  滨 2   
郑炜强 1  官曙光 3  史  宝 2  陈  佳 1  柯巧珍 1 

(1. 大黄鱼育种国家重点实验室 宁德市富发水产有限公司  宁德  352103；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  青岛  266071； 

3. 山东省海洋生物研究院  青岛  266104) 

摘要    为研究大黄鱼(Larimichthys crocea)消化道的菌群结构、消化酶和非特异性免疫酶活力特

征，本研究采用高通量测序技术系统分析大黄鱼胃、幽门盲囊和肠道中菌群组成及分布，并对比研

究工厂化养殖和网箱养殖模式下的消化道菌群；同时，结合生化分析方法解析 2 种模式下消化道消

化酶和非特异性免疫酶活力特征。结果显示，2 种养殖模式下，菌群多样性随消化道延伸呈下降趋

势；乳杆菌科(Lactobacillaceae(f))、Fructobacillus、黄杆菌属(Flavobacterium)等代表的菌属为共有

优势菌群。其中，拟杆菌属(Bacteroides)和 Anaerostipes 等的丰度随消化道延伸呈下降趋势，而乳杆

菌科、E01_9C_26_marine_group(o)所代表的菌属及黄杆菌属等则相反；普氏菌属(Prevotella_9)、乳

杆菌科代表的菌属为 2 种模式养殖大黄鱼的主要差异菌属。工厂化养殖条件下，幽门盲囊和肠道中

的菌群组成及其参与营养和免疫相关代谢通路的基因数目差异不显著(P>0.05)，但与胃部的菌群组

成和相关代谢通路基因数目存在明显差异；而网箱养殖大黄鱼胃部与幽门盲囊和肠道的菌群结构及

相关代谢通路基因数目差异相对较小。2 种养殖模式下的大黄鱼消化道菌群与饲料菌群相近。另外，

胃和幽门盲囊也具有非特异性免疫酶活性，说明，整个消化道还具有一定的化学免疫屏障作用。本

研究结果将为大黄鱼健康养殖提供基础参考，并为消化道菌群生理功能探讨提供理论依据。 
关键词    大黄鱼；消化道；菌群；消化酶；非特异性免疫酶；养殖模式 
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国的重要经济

鱼种之一，其产业链为我国带来了巨大的经济和社会

效益。据统计，2017 年，我国大黄鱼产量为 177640 t，
是 2016 年的 1.11 倍，仅福建省产量高达 150542 t，
占全国大黄鱼总产量的 84.75%(农业农村部渔业渔政

管理局等, 2018)。可见，福建省是我国大黄鱼重要的

养殖产地。但是，随着养殖规模的不断壮大，养殖密

度胁迫、养殖用水和饲料质量等各种问题不断涌现，

导致大黄鱼养殖病害频发，包括弧菌病、细菌性肠炎

病、刺激隐核虫病等在内的细菌性疾病、寄生虫病等

病害种类呈现上升趋势，成为限制产业健康持续发展

的一大“瓶颈”(杜明洋等, 2017)。由于细菌具有种

类多、繁殖快、传播途径多样化等特点，因此，养殖

过程中仍以细菌性疾病为主。 
随着人们对健康、环保意识的不断增强，在对细

菌性疾病的治疗方面，疫苗、益生菌等生物防治措施

备受关注 (Nayak, 2010; Cai et al, 2013; Li et al, 
2016)。这些生物产品仍以微生物为主，而消化道内

居住着数以万亿计的微生物，其携带的基因数量远超

宿主基因组的上百倍，并且可通过结构变化调整自身

功能基因在某一代谢通路中的富集，从而在营养、免

疫等多方面参与并影响宿主的生理活动(Shabat et al, 
2016; Zhang et al, 2016; Dwivedi et al, 2017)。同时，

消化道菌群的动态平衡是维持消化道健康的一个重

要保障，也是菌群协同宿主进行各种生理功能的必要

前提。因此，对消化道菌群组成信息、分布特征进行

系统分析是后续开展“土著”益生菌筛选、结构有效

调控及其机理等相关研究的重要基础。 
本研究以工厂化和网箱模式养殖大黄鱼为研究

对象，针对其胃、幽门盲囊和肠道中的菌群分布特征、

组成信息及其参与营养和免疫相关代谢功能的基因

信息进行对比分析，明确消化道菌群结构特征；结合

环境菌群信息，解析消化道菌群与环境的关系，以期

为大黄鱼养殖产业中消化道菌群的健康调控及病害

的有效防控提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼样本采集与处理 

2018 年 3 月 23 日，在水温为 13℃~16℃的条件

下，对宁德市富发水产有限公司养殖的来源于同批苗

种的 1 龄大黄鱼进行实验用鱼样本的采集。其中，工

厂化养殖大黄鱼体重为 (96.13±38.23) g、体长为

(20.75±2.98) cm，养殖密度为 60 尾/m3；网箱养殖大

黄鱼体重为(110.21±31.77) g、体长为(21.08±2.98) cm，

养殖密度为 1.5 尾/m3。 
消化道样本：2 种养殖模式分别作为 2 个实验

组，每组分别随机挑选 6 尾大黄鱼作为实验用鱼，饥

饿处理 12 h 后，采用 MS-222 (Fluka, 美国)麻醉处

理。无菌环境下，采用 75%酒精擦拭体表，解剖，提

取消化道，分离胃、幽门盲囊和肠道组织，去除内

容物，采用预冷的灭菌生理盐水冲洗各组织，分装、

液氮保存，用于微生物多样性、消化酶和免疫酶活

性分析。 
水环境样本：分别采集工厂化养殖模式的进水口

水样和网箱水样，每种模式采集 3 次作为 3 个平行样

本，每次通过采水器收集 3 L 水，采用 0.22 μm 的滤

膜进行真空抽滤，滤膜分装后置于液氮中保存，用于

微生物多样性分析。 
饲料样本：2 种模式养殖大黄鱼均为 1 龄鱼，投

喂的配合饲料完全相同。因此，分别称取 3 份 0.1 g
的配合饲料作为 3 个平行样本，于液氮中保存，用于

微生物多样性分析。 

1.2  样本微生物总 DNA 提取与高通量测序 

将液氮中保存的样本取出，冰上自然解冻，随机

选取3条鱼的消化道作为平行样本，每个消化道组织

均匀剪取一部分用于DNA提取，剩余部分用于酶活检

测。采用QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 德国)试剂

盒提取组织样本和饲料样本微生物总DNA；采用

OMEGA Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek, 美国)试剂盒

提取处理水样所得滤膜的微生物总DNA。共27个生物

样本用于微生物总DNA的提取，具体信息见表1。将通

过各试剂盒提取的微生物总DNA进行PCR扩增，扩增

序列为16s rDNA V3~V4高变区的序列，选取引物

338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′) 和 806R 
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)，经琼脂糖凝

胶电泳检测合格后，构建文库，通过Illumina MiSeq 
PE300平台进行高通量测序。 

 
表 1  高通量测序生物样本信息 

Tab.1  The information of biology samples used  
for high throughput sequencing 

分组  
Group 

胃
Stomach

幽门盲囊
Pyloric 
caecum 

肠道 
Gut 

饲料 
Feed

水 
Water

工厂化模式
Industrialized 

pattern 
√ √ √ √ 

网箱模式 Net 
cage pattern

√ √ √ 

√ 

√ 
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1.3  消化道样本酶活力检测 

将消化道各组织样本分别称重，按1∶9(w/v)比例

加入适量预冷匀浆液，冰浴条件下采用T 10 Basic S25 
(IKA, 德国)组织匀浆机匀浆，4℃  5000 r/min离心  
30 min，取上清液，作为粗酶提取液，分别按照南京

建成的消化酶(胃蛋白酶、胰蛋白酶、淀粉酶、脂肪

酶)和非特异性免疫酶(酸性磷酸酶ACP、碱性磷酸酶

AKP、超氧化物歧化酶SOD、溶菌酶LZM)检测试剂

盒说明书测定酶活力。 

1.4  数据处理 

通过高通量测序获得原始的下机数据，运用

Trimmomatic (v 0.35)软件对双端序列去杂、Flash   
(v 1.2.11)软件拼接 (overlap的范围为10~200 bp)、
Uchime (v 4.2)去嵌合体序列等一系列处理得到有效

序列。采用Vsearch(v 2.4.2)根据序列的相似性，将相

似 度 ≥ 97% 的 序 列 被 归 为 1 个 可 操 作 分 类 单 元

(Operational taxonomic units, OTU)，并选取每个OTU
的代表性序列。用RDP Classifer (v 2.2)与Silva数据库

(v 123)对OTUs代表序列进行物种注释，保留置信区

间>0.7的注释结果。采用tax4fun(0.3.1)对微生物组基

因参与的KEGG通路进行比对分析。 
采用单因素方差分析(One-way ANOVA)对数据

进行统计分析，利用 Duncan’s 检验对同一养殖模式

下大黄鱼不同消化道组织间的差异性进行多重比较，

采用 T-test 检验对不同养殖模式下大黄鱼相同消化道

组织进行差异性分析，显著性水平为 P<0.05。所有数

值均采用平均值±标准误(Means±SE)表示。 

2  结果 

本研究共采集 27 个生物样本，经高通量测序及

对测序数据的一系列处理，共获得 916483 条 Effective 
tags，经归类操作得到 2829 个 OTUs。 

2.1  大黄鱼消化道菌群结构特征 

工厂化养殖条件下，大黄鱼消化道中幽门盲囊和

肠道菌群 chao 1 指数(314.44、364.34)和香农指数

(6.48、6.23)差异不显著(P>0.05)，但二者均显著低于

胃中菌群的多样性指数(P<0.05)(表 2)。说明，菌群多

样性伴随大黄鱼消化道的延伸整体呈现下降趋势。 
网箱模式下，菌群多样性指数同样随消化道的延

伸整体呈现下降趋势。但幽门盲囊和肠道菌群 chao 1
指数(465.79、327.02)均显著低于胃中菌群的 chao 1
指数(744.64)(P<0.05)，而香农指数在消化道各部位间

则差异不显著(P>0.05)(表 2)。 
 
表 2  2 种养殖模式大黄鱼消化道菌群多样性 

Tab.2  The gastrointestinal microbiota diversity of large 
yellow croaker cultured in different patterns 

指数 Indices 
样品 

Samples chao 1 香农指数 
Shannon indices 

I1YS 823.97±45.33a 7.32±0.06a 

I1YP 314.44±43.92b 6.48±0.27b 

I1YG 364.34±40.73b 6.23±0.03b 

C1YS 744.64±72.44a 7.18±0.28 

C1YP 465.79±61.92b 5.36±1.38 

C1YG 327.02±27.29b 6.28±0.31 

注：不同的上标小写字母表示同一养殖模式下消化道

不同部位菌群多样性差异显著(n=3, P<0.05)。I1YS、I1YP
和 I1YG 分别表示工厂化模式养殖大黄鱼胃、幽门盲囊和

肠道样品；C1YS、C1YP 和 C1YG 分别表示网箱模式养殖

大黄鱼胃、幽门盲囊和肠道样品。下同 
Notes: Values with different lowercases differ 

significantly in the same aquaculture pattern for each index 
(n=3, P<0.05). I1YS, I1YP and I1YG represent samples from 
stomach, pyloric caecum and gut of large yellow croaker 
cultured in industrialized pattern, while C1YS, C1YP and 
C1YG represent those of large yellow croaker cultured in net 
cage. The same as below 

 
由表 2 可以看出，2 种养殖模式下大黄鱼消化道

同一部位间的菌群 chao 1 和香农指数差异均不显著

(P>0.05)。 
图1A为样本中相对丰度排列前十的优势菌属。

工厂化养殖条件下，大黄鱼胃中拟杆菌属(Bacteroides)
的相对丰度 高(平均为23.70%)，而在幽门盲囊和肠

道 中 的 丰 度 显 著 下 降 (1.16%~1.32%) (P<0.05) ；
Bacteroidales_S24_7_group(f) 、 Parabacteroides 、

Alistipes、Anaerostipes、Candidatus_ Soleaferrea所代

表的菌属在胃中的丰度均显著高于其他组织中的丰

度 (P<0.05)(图1B)。而乳杆菌科 (Lactobacillaceae(f))
代表的菌属在幽门盲囊和肠道中为优势菌属，其相对

丰度显著高于在胃中的丰度(P<0.05)；幽门盲囊和肠

道中黄杆菌属(Flavobacterium)、Fructobacillus、醋杆

菌科(Acetobacteraceae(f))、E01_9C_26_marine_group 
(o)等菌属的丰度均显著高于在胃中的丰度(P<0.05)。
可见，工厂化养殖条件下，大黄鱼幽门盲囊和肠道中

的菌群结构较为相近，与胃部的存在显著差异。 
网箱养殖大黄鱼胃部的 优势菌属依然是拟杆

菌属(平均丰度为 15.68%)，但与工厂化养殖大黄鱼相

比，其消化道不同部位间优势菌属差异较小(图 1A 和
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图 1C)。其中，优势菌属中拟杆菌属、Parabacteroides
的相对丰度从胃到肠道逐渐降低，在胃部的丰度显著

高于在肠道中的丰度(P<0.05)；醋杆菌科代表的菌属

则呈相反趋势，肠道中的丰度显著高于胃和幽门盲囊

中的丰度(P<0.05)(图 1C)。乳杆菌科、无氧芽孢杆菌

属(Anoxybacillus)、E01_9C_26_marine_group(o)等优

势菌属在消化道不同部位间的丰度接近。 
乳杆菌科、Fructobacillus、黄杆菌属、E01_9C_ 

26_marine_group(o)、拟杆菌属、Parabacteroides 和

Anaerostipes 等所代表的菌属为 2 种模式养殖大黄鱼

消 化 道 共 有 的 优 势 菌 群 。 其 中 ， 拟 杆 菌 属 、

Parabacteroides 和 Anaerostipes 等所代表的菌属丰度

从胃到肠道呈下降趋势，而乳杆菌科、黄杆菌属等代

表的菌属则呈相反趋势(图 1A、图 1B 和图 1C)。由

图 1D 可以看出，不同模式养殖大黄鱼消化道同一部

位间均存在差异显著的菌属(P<0.05)。其中，优势菌

群中的普氏菌属(Prevotella_9)、乳杆菌科代表的菌属

分别在胃和肠道中差异显著(P<0.05)。 
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图 1  大黄鱼消化道菌群属水平结构特征(n=3, P<0.05) 
Fig.1  The structural characteristics of microbiota in the gastrointestinal  

tract of large yellow croaker at the genus level (n=3, P<0.05) 

A：2 种养殖模式下大黄鱼消化道各部位优势菌属组成；B、C：分别为工厂化和网箱模式下大黄鱼 
消化道各部位优势菌属的丰度特征；D：不同养殖模式下大黄鱼同一消化道组织差异菌属 

I1YS、I1YP 和 I1YG 分别表示工厂化模式养殖大黄鱼胃、幽门盲囊和肠道； 
C1YS、C1YP 和 C1YG 分别表示网箱模式养殖大黄鱼胃、幽门盲囊和肠道。下同 

A: The composition of dominant microbiota in gastrointestinal tract for large yellow croaker cultured by two patterns;  
B and C: The abundances characteristics of dominant microbiota in different gastrointestinal tract tissues of large yellow croaker 

cultured in industrialized pattern and net cage, respectively; D: The significantly different genera of the same gastrointestinal 
tract tissue of large yellow croaker cultured in two different aquaculture patterns 

I1YS, I1YP and I1YG represent stomach, pyloric caecum and gut of large yellow croaker cultured in industrialized pattern,  
while C1YS, C1YP and C1YG represent those of large yellow croaker cultured in net cage. The same as below 
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2.2  大黄鱼消化道菌群功能特征 

通过 KEGG 分析，在二级水平下，对菌群参与

的与营养、免疫功能相关的环境信息处理、新陈代谢、

器官系统代谢通路的基因数目进行统计分析(表 3)。 
 

表 3  2 种模式养殖大黄鱼消化道各部位菌群参与各代谢通路的基因丰度 
Tab.3  Microbiota gene abundances participating in metabolic pathways in 

 different gastrointestinal tract parts of large yellow croaker cultured in two patterns 

样品 Samples 

胃 Stomach 幽门盲囊 Pyloric caecum 肠 Gut 
代谢通路 

Metabolic pathways 工厂化模式
Industrialized 
pattern (×104)

网箱模式 
Net cage 

pattern (×104)

工厂化模式
Industrialized 
pattern (×104)

网箱模式 
Net cage 

pattern (×104) 

工厂化模式
Industrialized 
pattern (×104) 

网箱模式 
Net cage 

pattern (×104)
膜转运 Membrane transport 384.48±11.50b 417.59±39.9 512.48±28.64a 338.64±96.69 540.94±4.55a 432.96±40.16
信号转导 Signal transduction 60.01±3.36b 66.17±8.16 87.90±4.41a 55.65±15.39 88.67±1.28a 71.69±6.53
信号分子与互作 
Signaling molecules and interaction 

5.41±0.11b 5.36±0.20 5.98±0.20a 4.12±1.23 5.89±0.08ab 4.91±0.37

氨基酸代谢 
Amino acid metabolism 

278.34±5.90b 281.14±13.93 315.37±10.19a 215.30±64.01 315.69±3.10a 265.67±22.30

其他次级代谢产物生物合成 
Biosynthesis of other secondary 
metabolites 

27.52±0.91 26.25±1.13 27.26±1.22 18.93±5.83 26.45±0.32 22.75±2.12

碳水化合物代谢 
Carbohydrate metabolism 

329.06±7.79b 333.83±17.62 371.26±14.60a 254.20±75.48 377.77±3.58a 311.09±27.06

能量代谢 Energy metabolism 165.35±4.46 164.52±7.01 176.46±6.07 122.65±37.20 176.19±1.11 148.76±11.58
酶家族 Enzyme families 63.85±1.31b 65.23±3.71 74.02±2.99a 50.38±14.90 74.62±0.63a 62.09±5.11 
多糖生物合成与代谢 
Glycan biosynthesis and metabolism 

76.24±1.31 75.05±3.92 83.54±4.33 55.86±16.41 82.89±1.43 69.45±5.56

脂类代谢 Lipid metabolism 90.67±2.13b 93.33±6.42 112.07±3.48a 74.88±21.67 111.54±0.72a 91.58±7.47
辅酶因子和维生素代谢 
Metabolism of cofactors and 
vitamins 

122.94±2.65b 123.75±5.87 136.36±4.75a 93.91±27.95 137.01±0.98a 115.39±8.95

其他氨基酸代谢 
Metabolism of other amino acids 

50.17±1.57b 52.40±4.24 63.63±2.47a 42.15±12.00 64.38±0.81a 52.63±4.23

萜类和聚酮类代谢 
Metabolism of terpenoids and 
polyketides 

49.18±0.91b 50.14±2.87 58.17±1.76a 39.47±11.53 58.29±0.47a 48.52±3.73

核苷酸代谢 Nucleotide metabolism 108.45±2.71b 108.67±4.37 116.02±3.51ab 81.52±24.84 117.72±0.72a 100.13±8.53
外源性物质生物降解与代谢
Xenobiotics biodegradation and 
metabolism 

61.05±3.37b 66.01±7.26 88.13±2.12a 57.58±16.18 89.46±0.62a 71.43±5.36

循环系统 Circulatory system 0.26±0.05b 0.28±0.06 0.58±0.07a* 0.33±0.11* 0.50±0.04a 0.43±0.04
消化系统 Digestive system 1.50±0.04 1.48±0.09 1.63±0.12 1.09±0.30 1.65±0.08 1.43±0.12
内分泌系统 Endocrine system 8.06±0.35a 7.47±0.44 7.39±0.37ab 5.23±1.67 6.92±0.10a 6.35±0.73
环境适应 Environmental adaptation 4.08±0.13b 4.10±0.16 4.48±0.13a 3.10±0.94 4.43±0.04ab 3.87±0.42
排泄系统 Excretory system 0.75±0.03b 0.75±0.04 0.86±2.02a 0.56±0.16 0.84±0.01a 0.71±0.09
免疫系统 Immune system 2.28±0.12 2.19±0.10 2.08±0.12 1.52±0.49 2.13±0.03 1.89±0.19
神经系统 Nervous system 2.66±0.19 2.42±0.20 2.08±0.05 1.59±0.55 2.07±0.01 1.83±0.16

注：*表示不同养殖模式下大黄鱼消化道同一组织间菌群参与代谢通路的基因丰度差异显著(n=3, P<0.05)，不同上标

小写字母表示同一养殖模式大黄鱼消化道各部位间菌群参与代谢通路的基因丰度差异显著(n=3, P<0.05) 
Notes: * represents the significant difference between 2 different aquaculture patterns for microbiota gene abundances 

participating in metabolic pathways of the same large yellow croaker gastrointestinal tract tissue (n=3, P<0.05). Values with 
different lowercase represent the significant difference among different gastrointestinal tract tissues of large yellow croaker that 
cultured in the same pattern for microbiota gene abundances participating in metabolic pathways (n=3, P<0.05) 
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综合对比发现，消化道中参与膜转运的菌群基因丰度

高 (3386400~5409400)，其次为碳水化合物代谢

(2542000~3712600)、氨基酸代谢(2153000~3156900)
等。工厂化模式下，大黄鱼肠道和幽门盲囊中菌群参

与膜转运、氨基酸代谢、碳水化合物代谢、能量代谢

等基因数目均高于胃部，仅在神经系统、免疫系统和

内分泌系统功能方面呈相反趋势。幽门盲囊和肠道的

菌群参与的相关代谢通路的基因丰度差异不显著

(P>0.05)，但是二者与胃部的相关基因丰度存在显著

差异(P<0.05)。网箱养殖大黄鱼消化道菌群参与膜转

运、氨基酸代谢、碳水化合物代谢和能量代谢等基因

数目与其他功能相比依然较多，但在消化道各部位间

的差异均不显著(P>0.05)。在 2 种养殖模式的对比中

发现，工厂化养殖大黄鱼幽门盲囊中菌群参与循环系

统的基因丰度为 5800，显著高于网箱模式大黄鱼的

相关基因丰度 (3300)(P<0.05)，其他差异均不显著

(P>0.05)。 

2.3  大黄鱼消化道菌群与环境菌群的相关性 

PCA 分析中，每一个点代表了 1 个样本中菌群

的组成信息，点与点之间的距离越近表示 2 样本间菌

群结构较为相近。幽门盲囊与肠道样本相距较近；与

环境水样本相比，消化道样本与饵料样本相距较近

(图 2A)。说明，工厂化养殖大黄鱼消化道中幽门盲囊

和肠道的菌群组成相似，均与胃部的菌群组成存在较

大差异；同时，3 个部位的菌群组成与饲料中的相关

性较大。以各平行样本间的共有菌群为基础，图 2C
显示了工厂化模式下大黄鱼消化道与环境菌群共有

及特有菌属情况，胃与幽门盲囊共有菌属 55 个，占

胃中菌属总量的 28.95%；而肠道与幽门盲囊共有菌 
 

 
 

图 2  大黄鱼消化道菌群与环境菌群的相似性 
Fig.2  The similarity of microbiota between the gastrointestinal tract and environment 

A、B 分别代表工厂化和网箱模式下的菌群 PCA 分析；C、D 分别代表工厂化和网箱模式下不同样本间菌群共有分析 
A and B represent the principal components analysis (PCA) of gastrointestinal tract microbiota in large yellow croaker cultured 

by industrialized pattern and net cage, respectively; C and D represent the analysis of shared microbiota among different samples 
from large yellow croaker cultured by industrialized pattern and net cage, respectively 
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属为 46 个，占肠道菌属总量的 56.79%；饲料与消化

道共有的菌属数目占饲料总数的 42.06%，高于与水

样的共有菌属比例(33.88%)。 
网箱养殖模式下，大黄鱼胃、幽门盲囊、肠道间

的菌群组成均相近，并且三者与饲料菌群组成相近

(图 2B)。与工厂化养殖情况相似，胃和幽门盲囊共有

菌属 75 个，占胃中菌属总量的 45.73%；肠道与幽门

盲囊的共有菌属 51 个，占肠道菌属总量的 82.26%；

与环境菌群相关性分析中，消化道与饲料的共有菌属

比例(38.89%)仍然高于消化道与水的共有菌属比例

(21.02%)(图 2D)。说明，在大黄鱼消化道中，幽门盲

囊与肠道的菌群组成相近，消化道菌群整体与饲料菌

群组成相近。 

2.4  大黄鱼消化道消化酶和非特异性免疫酶活力特征 

工厂化模式养殖大黄鱼消化道中，除胰蛋白酶

外，其他消化酶活力均高于网箱养殖大黄鱼，工厂化

养殖大黄鱼幽门盲囊的胃蛋白酶(24.78 U/mg prot)和
淀粉酶(0.16 U/mg prot)活力均显著高于网箱养殖大

黄鱼(15.24 和 0.07 U/mg prot)(P<0.05)(表 4)。同时，

工厂化养殖大黄鱼幽门盲囊和肠道中的淀粉酶活力

(0.16 和 0.14 U/mg prot)显著高于胃中淀粉酶活力

(0.08 U/mg prot)(P<0.05)。 
整体上，工厂化养殖大黄鱼消化道中的包括

ACP、AKP、SOD 和 LZM 在内的非特异性免疫酶活

力高于网箱养殖大黄鱼；除肠道中 LZM 外，不同养

殖模式下相同消化道组织及同一养殖模式不同消化

道组织的 SOD 和 LZM 活力均差异显著(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  大黄鱼消化道菌群特征分析 

水产动物易受环境条件的影响造成自身的不稳

定，从而影响消化道微生物群。王程程等(2014)对同

一养殖海区的 1 龄大黄鱼的肠道菌群进行分析，发现

肠壁中拟杆菌属优势度 高。本研究中，拟杆菌属为

大黄鱼胃中的优势细菌，而在肠道中其丰度仅为

0.88%~1.32%，这可能是取样时间不同造成的环境条

件差异引起的，当然也有来自鱼体自身的差异。在同

一取样时间，对来源于同一养殖场繁育的 0 龄大黄鱼

消化道菌群特征进行研究，发光杆菌属(Photorhabdus)、
弧菌属(Vibrios)、乳杆菌属(Lactobacillus)等为 2 种模

式养殖大黄鱼消化道的共有优势菌群，而假单胞菌属

(Pseudomonas)、气单胞菌属(Aeromonas)和 Escherichia_ 
Shigella 为主要差异菌属(姜燕等, 2019)。然而，本文

中对 1 龄大黄鱼消化道菌群的研究却发现，乳杆菌科、

Fructobacillus 和黄杆菌属等所代表的菌属为 2 种模式

养殖大黄鱼消化道共有的优势菌群，其中，拟杆菌属、 
 

表 4  不同模式养殖大黄鱼消化道各部位消化酶和非特异性免疫酶活力 
Tab.4  The activity of digestive and nonspecific immunity enzyme of the gastrointestinal tract 

of large yellow croaker cultured in different patterns 

样品 Sample 指标 
Indices I1YS I1YP I1YG C1YS C1YP C1YG 

胃蛋白酶 Pepsase (U/mg prot) 53.27±8.09 24.78±4.04* – 27.38±11.13 15.24±2.36* – 
胰蛋白酶 Trypsin (U/mg prot) – 183.89±2.76 189.68±45.57 – 659.81±184.88 481.99±255.75
淀粉酶 Amylase (U/mg prot) 0.08±0.02b 0.16±0.01a* 0.14±0.00a 0.10±0.03 0.07±0.01* 0.10±0.02 
脂肪酶 Lipase (U/g prot) 5.90±0.66 4.22±0.80 4.43±0.17 4.91±0.83 4.00±1.17 3.53±0.44 

酸性磷酸酶 Acid phosphatase 
(king unit/g prot) 

270.84±21.29 230.09±40.01 290.60±64.84 304.50±46.15 217.98±38.70 198.14±36.50

碱性磷酸酶 
Alkaline phosphatase  
(king unit/g prot) 

220.55±30.53 519.08±99.97 480.62±134.29 265.93±84.35 191.70±28.10 327.03±140.67

超氧化物歧化酶 
Superoxide dismutase  
(U/mg prot) 

1083.45±4.80a* 861.77±6.03b* 839.31±11.03b* 925.32±21.00b* 1028.13±17.42a* 716.68±9.04c*

溶菌酶 Lysozyme (U/mg prot) 73.93±7.02a* 21.44±0.95b* 25.84±1.11b 6.53±1.13b* 71.59±10.05a* 20.70±4.02b

注：*表示大黄鱼消化道同一组织不同养殖模式间酶活力差异显著(n=3, P<0.05)，不同上标小写字母表示同一养殖模

式大黄鱼消化道各部位间酶活力差异显著(n=3, P<0.05)  
Notes: * represents the significant difference between different aquaculture patterns for enzyme activity of the same 

gastrointestinal tract tissue of large yellow croaker (n=3, P<0.05). Values with different lowercase represent the significant 
difference among different gastrointestinal tract tissues of large yellow croaker for enzyme activity that cultured in the same 
pattern (n=3, P<0.05) 
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黄杆菌属和普氏菌属_9为0龄和1龄大黄鱼消化道共

存的优势菌属；2种模式的大黄鱼消化道差异菌属则

不存在共有情况。这也反映出鱼体的生理阶段、生存

环境等均可对消化道菌群结构特征形成一定的影响
(Banerjee et al, 2017; Jiang et al, 2019a; Kelly, 2010; 
Shabat et al, 2016; Sullam et al, 2012; Zhang et al, 
2016)。同时也说明，鱼体自身及其生存环境对其消

化道菌群存在影响，但一些主要菌群依然定植于消化

道。Jiang等(2019a、b)在对牙鲆(Paralichthys olivaceus)
和大菱鲆(Scophthalmus maximus)早期生长阶段消化

道菌群结构特征和演替的研究中发现，从1日龄仔鱼

开始，经过生物饵料(轮虫、卤虫)期，至颗粒饵料稳

定期，同样存在一些共有菌属始终以优势菌群的地位

定植于消化道中。可见，每种鱼都有几个优势菌属始

终定植于消化道。 
不同养殖模式对鱼类消化道菌群结构特征具有

一定影响。在池塘与工厂化养殖模式的对比中发现，

池塘养殖牙鲆肠道菌群多样性高于工厂化养殖牙鲆，

且优势菌属中的芽孢杆菌属和弧菌属的丰度在 2 种

养殖模式下差异显著(李存玉等, 2015)。Wang 等(2017)
研究发现，网箱和养殖池养殖的罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)肠道菌群存在一定差异。本研究中，详细对

比各优势菌属分别在 2 种模式养殖大黄鱼消化道不

同部位间的显著性差异，而且还针对工厂化和网箱养

殖模式下大黄鱼消化道每一个部位间的差异菌属进

行对比分析，发现幽门盲囊和肠道的菌属组成相似，

二者与胃的菌属差异较大，并且工厂化条件下的差异

相对明显。同时，普氏菌属、乳杆菌科代表的菌属为

2 种模式养殖大黄鱼的主要差异菌属。推测，这可能

与养殖鱼类自身特性及其养殖环境有关。同时，水和

饵料是水产养殖过程中必不可少的两大外部要素，对

养殖动物或消化道的菌群结构具有一定的影响   
(De Schryver et al, 2010; Bakke et al, 2013; Li et al, 
2017; 刘增新等, 2017; 何娇娇等, 2018; Jiang et al, 
2018)。本研究发现，与养殖水体相比，养殖大黄鱼

消化道菌群结构与饲料菌群结构更相近，而 2 种养殖

模式的大黄鱼采用同种饲料投喂，且 2 种养殖模式大

黄鱼的消化道菌群结构存在一定的差异，这可能与养殖

模式不同造成的环境差异相关。 

3.2  大黄鱼消化道菌群功能分析 

消化道是营养代谢的主要场所，而菌群对宿主营

养相关功能方面发挥着重要作用(Cantarel et al, 2009; 
Flint et al, 2012; Ray et al, 2012; Semova et al, 2012)。
在反刍动物的研究中显示，消化道菌群在能量代谢方

面能够协同宿主更好地适应生存环境(Shabat et al, 
2016; Zhang et al, 2016)。本研究中，结合 2 种模式下

大黄鱼消化道各部位菌群结构特征分析，发现菌群功

能与结构呈正相关关系。工厂化条件下，大黄鱼胃部

菌群功能与幽门盲囊和肠道菌群功能差异显著，而网

箱条件下该差异减弱，并且二级水平下 2 种模式间的

菌群功能差异不显著。推测，这可能与工厂化条件下

养殖密度较高有关。在与营养相关的代谢功能中，与

参与其他代谢通路的基因丰度相比，消化道各部位菌

群参与碳水化合物代谢、氨基酸代谢、膜转运、能量

代谢等的基因数目相对较高，说明，菌群主要参与了

大黄鱼对营养消化、吸收和转运的过程。这与不同模

式养殖 0 龄大黄鱼的消化道菌群功能研究结果相似

(姜燕等, 2019)。 
另外，消化道菌群能够通过产物抑制等竞争性作

用阻止外源微生物的入侵，有效提高宿主的免疫功能
(Tagg et al, 1976; Noonpakdee et al, 2003; Qian et al, 
2007; Chen et al, 2010)。本研究中，大黄鱼消化道菌

群中参与免疫相关功能的基因数目与其他功能的基

因数相比较少，并且不同部位间差异不显著，这可能

与实验鱼处于健康状态、菌群基因主要富集在与营养

相关的代谢通路中相关。 

3.3  大黄鱼消化道消化酶和非特异性免疫酶活力分析 

摄入体内的食物消化主要依赖于消化腺和消化

器官分泌的消化酶，而消化酶活力受生存环境、pH、

鱼体生理阶段、鱼种类、食性和营养水平等多种因素

的影响(赵志刚等 , 2017; 王常安等 , 2017; 杨婳等 , 
2014; 周景祥等, 2001)。而消化酶活力的大小则代表

消化能力的强弱。研究指出，有胃鱼类特别是肉食性

鱼类，摄入体内的蛋白主要在胃中进行消化(周景祥

等, 2001)。肠道中的蛋白酶主要来源于肠粘膜、肝胰

脏、幽门垂等分泌的胰蛋白酶(王海英, 2004)。鱼类

的各消化器官均存在淀粉酶，而幽门盲囊中一般不存

在脂肪酶(李瑾等, 2001)。而相关报道指出，大菱鲆、

亚东鲑(Salmo trutta fario)等的幽门盲囊具有相对较

高的脂肪酶活力(王海英, 2004; 王常安等, 2017)。本

研究中，通过对比也发现，蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶

存在于消化道的各部位。出现这种现象可能与鱼的食

性、生存环境等相关。研究还发现，除胰蛋白酶外，

工厂化养殖的大黄鱼消化道各消化酶活力均高于网

箱养殖大黄鱼，可能与工厂化条件下养殖密度较高及

定植于消化道内壁的菌群结构相关。 
本研究发现，消化道中的胃和幽门盲囊均具有相

对较高的ACP、AKP、SOD和LZM活力，说明，大黄



70 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

鱼的整个消化道不仅具有微生物免疫屏障作用，而且

还具有一定的化学免疫屏障作用。相关报道指出，摄

食和生存环境因子等均可在一定程度上影响鱼类的

免疫酶活力(Liu et al, 2017; Zhang et al, 2012; 卓丽欣

等, 2018)。相对于工厂化模式，网箱养殖密度相对较

低，养殖环境相对开放，这些因素综合导致工厂化养

殖大黄鱼提高自身的非特异性免疫酶活力来适应生

存环境。因此，本研究中，鱼类整个消化道都存在

ACP和SOD等非特异性免疫酶，工厂化养殖条件下，

鱼的非特异性免疫酶活力高于网箱养殖大黄鱼，推测

与养殖密度和养殖模式相关。王孝杉等(2018)对放养

密度基本一致的循环水和网箱模式养殖黄姑鱼的生

长、免疫、血清生化等指标进行对比分析，发现循环

水系统对黄姑鱼的胁迫大于网箱系统。然而，密度胁

迫可能会导致养殖鱼类体内免疫酶活性的降低，并影

响鱼类的生长(薛宝贵等, 2013; Barcellos et al, 2004)。 

4  结论 

通过对比分析，明确了大黄鱼消化道共有的优势

菌群为乳杆菌科、Fructobacillus、黄杆菌属、E01_9C_ 
26_marine_group(o)、拟杆菌属、Parabacteroides 和

Anaerostipes 等所代表的菌属。工厂化模式养殖大黄

鱼消化道各组织间菌群结构与功能存在一定差异，  
2 种模式养殖大黄鱼消化道菌群与饲料菌群更相近。

同时发现，大黄鱼整个消化道均具有一定的非特异性

免疫酶活性，不同分组间的消化酶和免疫酶活力存在

一定差异。 
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Analysis of Microbiota Structure, Digestive Enzyme and Nonspecific  
Immune Enzyme Activity in the Gastrointestinal Tract of Large Yellow Croaker  

JIANG Yan1,2, XU Yongjiang2, YU Chaoyong3, LIU Xuezhou1,2①
, WANG Bin2,  

ZHENG Weiqiang1, GUAN Shuguang3, SHI Bao2, CHEN Jia1, KE Qiaozhen1 
(1. State Key Laboratory of Large Yellow Croaker Breeding, Ningde Fufa Fisheries Co. Ltd., Ningde  352103;  

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), Qingdao  266071;  

3. Marine Biology Institute of Shandong Provincial, Qingdao  266104) 

Abstract    The aim of this project was to investigate the characteristics of the microbiota structure 
and the activity of digestive and nonspecific immune enzymes in the gastrointestinal tract of large 
yellow croaker (Larimichthys crocea). We systematically analyzed the composition and distribution 
of microbiota in the stomach, pyloric caecum, and gut of large yellow croaker using high-throughput 
sequencing. Moreover, we conducted comparative analysis of the gastrointestinal tract microbiota in 
large yellow croakers cultured via the industrialized or net cage culture pattern. Under these two 
aquaculture patterns, we analyzed the activity of digestive and nonspecific immune enzymes in the 
gastrointestinal tract through biochemical methods. The microbiota diversity in the gastrointestinal 
tract declined under both aquaculture patterns. The genera including Lactobacillaceae(f), 
Fructobacillus and Flavobacterium, and etc, were the shared and dominant microbiota. The 
abundances of Bacteroides and Anaerostipes declined from the beginning of the gastrointestinal tract 
to the end, while those of Flavobacterium and genera represented by Lactobacillaceae (f) and the 
E01_9C_26_marine_group increased under both aquaculture patterns. Genera belonging to 
Prevotella_9 and Lactobacillaceae(f) were the main different species between these two aquaculture 
patterns. Under the industrialized pattern, the composition of microbiota and number of genes 
involved in metabolic pathways associated with nutrition and immunity were not significantly 
different between the pyloric caecum and gut (P>0.05), while these values obviously different from 
those in the stomach. In contrast, under net cage culture, differences between the stomach and pyloric 
caecum or gut decreased. The microbiota composition of the gastrointestinal tract of large yellow 
croakers cultured with these two patterns was similar to that of the feed. Additionally, the stomach 
and pyloric caecum exhibited nonspecific immune enzyme activities, indicating that the entire 
gastrointestinal tract functions as a chemical immune barrier. These results can serve as a basis for 
healthy large yellow croaker cultures and provide a theoretical foundation for studying the 
physiological functions of the gastrointestinal tract microbiota. 
Key words    Large yellow croaker; Gastrointestinal tract; Microbiota; Digestive enzymes; Nonspecific 
immune enzymes; Culture mode 
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线粒体 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因在 
6 种金枪鱼鉴定中的适用性分析* 

陆键萍 1,2  姚  琳 2  信红梅 2,3  曲  梦 2  江艳华 2   
李风铃 2  郭莹莹 2  王联珠 2①  许加超 1① 

(1. 中国海洋大学食品科学与工程学院  青岛  266000；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部水产品 
质量安全检测与评价重点实验室  青岛  266071；3. 大连工业大学  大连  116000) 

摘要    探讨细胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因(COⅠ)、细胞色素 b 基因(Cyt b)及 16S rRNA 基因对主要

渔获区的蓝鳍金枪鱼(Thunnus thynnus)、马苏金枪鱼(Thunnus maccoyii)、黄鳍金枪鱼(Thunnus 
albacares)、大目金枪鱼(Thunnus obesus)、长鳍金枪鱼(Thunnus alalunga)和正鲣(Katsuwonus pelamis) 
6 种重要的生食金枪鱼及其易混品种的物种鉴定和进化分析的适用性。采用 3 对通用引物对 6 种金

枪鱼共 63个样品的COⅠ、Cyt b和 16S rRNA 3种序列片段进行PCR扩增、测序，并运用DnaSP 5.10、
Mega 7.0 等软件进行了 DNA 序列分析、遗传差异分析和进化树分析。结果显示，16S rRNA 较为

保守，不能很好区分 6 种金枪鱼，且不能对同一物种不同地理群体进行聚类分析；Cyt b 和 COⅠ配

合使用能很好区分 6 种金枪鱼，且存在一定同一物种地理群体聚类的趋势。建议 COⅠ与 Cyt b 基

因联合用于上述 6 种金枪鱼的分子鉴别研究。本研究为生食金枪鱼及其制品的物种鉴定及金枪鱼产

业的健康发展提供了技术支撑。 
关键词    金枪鱼；分子鉴定；COⅠ；Cyt b；16S rRNA 
中图分类号 TS254.7；S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0009-09 

金枪鱼是栖息在大洋上层的大型鱼类，具有高度

洄游的特性，在世界渔业中占有重要的地位(戴小杰

等, 2007)。从渔业利用角度讲，金枪鱼一般指经济价

值较大的蓝鳍金枪鱼(Thunnus thynnus)、马苏金枪鱼

(Thunnus maccoyii)、黄鳍金枪鱼(Thunnus albacares)、
大目金枪鱼(Thunnus obesus)、长鳍金枪鱼(Thunnus 
alalunga)和正鲣 (Katsuwonus pelamis)等 (徐坤华等 , 
2014)，其中，蓝鳍、马苏、黄鳍和大目金枪鱼等主

要用于生鱼片的加工，长鳍金枪鱼和正鲣等小型金枪

鱼主要作为金枪鱼罐头和日本“木鱼”(Katsuobushi)原
料(方健民等, 2006)。不同品种金枪鱼价格差异很大，

尤其是其去头去皮的销售方式，导致金枪鱼市场上标

签错乱和以次充好的问题尤为严重，损害了消费者利

益，破坏了正常的经营秩序；由于市售金枪鱼及其制

品均缺少失主要的形态学鉴定特征，因此，金枪鱼及

其制品的分子鉴定方法成为国内外的研究热点。 

abc
图章
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DNA 条形码是物种分子鉴定研究中的重要方

法，美国 FDA(Food and Drug Administration)也将其

作为食品标签认证的方法(王敏等, 2015; Karim et al, 
2016)，弥补了传统形态学鉴定方法的不足。Barrett
等(2005)最早提出 DNA 条形码的定义，且最先以细

胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因(COⅠ)为研究对象。COⅠ

基因具有足够的遗传变异信息，广泛用于鱼类的鉴定

和分类(Hanner et al, 2011; Khedkar et al, 2014)。随着

基因条形码技术的发展，除了 COⅠ基因序列作为标

准条形码外，作为重要条形码的细胞色素 b 基因(Cyt 
b)、16S rRNA 和线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅱ基

因(COⅡ)等，近年也越来越多地被应用于物种鉴定和

遗传多样性分析 (Chapela et al, 2005; 崔文涛等 , 
2013)。Cyt b 能在同一物种内表现出稳定的遗传性，

却在不同物种间具有明显的遗传差异，因此，被用于

物种种属鉴定(Becker et al, 2015)；线粒体 16S rRNA
既含有高度保守的序列区域，又有中度保守和高度变

化的序列区域，已成为广泛应用于水生动物群体遗传

多样性和系统进化分析研究的分子标记 (孙超等 , 
2014; 陈文炳等, 2017)。 

本研究以主要生食金枪鱼及其易混品种(蓝鳍、

马苏、黄鳍、大目、长鳍金枪鱼和正鲣)为研究对象，

利用 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因对其进行 DNA
条形码研究、遗传差异分析和进化树分析，探讨 3 种

基因在金枪鱼分子鉴定研究中的适用性，为生食金

枪鱼的物种鉴定及金枪鱼产业的健康发展提供技术

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品    长鳍金枪鱼(组编号：CQ，下同)、黄

鳍金枪鱼(HQ)、蓝鳍金枪鱼(LQ)、马苏金枪鱼(MS)、
大目金枪鱼(DM)、正鲣(JY)肌肉组织共 63 份，每份

均来自于捕捞地点、外形特征明确的金枪鱼个体，如

表 1 所示，由本实验室收集保存。 

表 1  样品信息及编号 
Tab.1  Sample information and number 

样品 
Samples

组号
Group 

No.

捕捞地点 
Sampling location 

样品号
Sample 

No.

样品数
Sample 
quantity

南太平洋 
Southern Pacific Ocean 

chq 5  CQ

北太平洋 
Northern Pacific Ocean 

cm 5 

大西洋 Atlantic Ocean dd 4 

太平洋 Pacific Ocean dt 4 

 DM

印度洋 India Ocean dy 4 

太平洋 Pacific Ocean hu 4 

大西洋 Atlantic Ocean hud 3 
黄鳍金枪鱼

Thunnus 
albacares

HQ

印度洋 India Ocean huy 4 

蓝鳍金枪鱼
Thunnus 
thynnus 

LQ 大西洋 Atlantic Ocean lq 10 

太平洋 Pacific Ocean ms 5 马苏金枪鱼
Thunnus 
maccoyii

MS

印度洋 India Ocean my 5 

鲣鱼 
Katsuwonus 

pelamis 

JY 印度洋 India Ocean jy 10 

 

1.1.2  试剂与仪器     TIANGEN 海洋动物组织

DNA 提取试剂盒、2×Taq PCR Master Mix 和 DL2000 
DNA marker 购自天根生化科技(北京)有限公司；其他

试剂为国产分析纯；引物合成及序列测定由生工生物

工程(上海)股份有限公司完成；PCR 仪为 T1 常规 PCR
仪(德国 Whatman Biomerra 公司)，凝胶成像分析系统

Infinity 3000(法国 Vilber Lourmat 公司)，核酸蛋白测

定仪 NanoPhotometer Pearl(德国 Implen 公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取及 PCR 扩增    取 30 mg 鱼肉，剪

碎后置于离心管中，按照试剂盒说明书提取 DNA，

用核酸蛋白测定仪测定 DNA 浓度和纯度，–20℃保

存。本实验选取引物见表 2，PCR 反应体系见表 3。 
 

表 2  引物信息 
Tab.2  Information of primers 

引物 
Primer 

序列 
Primer sequence (5′~3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

参考文献 
Reference 

COⅠFiF2 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC Ward 等(2009) 
COⅠFiR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA

52 
  

Cyt b-1 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA Marko 等(2004) 
Cyt b-2 CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 

53 
  

16S-AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT Inoue 等(2001) 
16S-BR CCGGTCTGAACTCAGATCACG 

52 
 

长鳍金枪鱼
Thunnus 
alalunga

大目金枪鱼
Thunnus 
obesus
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表 3  PCR 扩增体系 
Tab.3  PCR amplification system 

试剂 
Reagent 

浓度 
Concentration 

加样量 
Sampling volume (μl)

PCR master mix 2× 25 
上游引物 

Forward primer 
10.0 μmol/L 1.0 

下游引物 
Reverse primer 

10.0 μmol/L 1.0 

模板 Template 约 100 ng/μl 1.0 
去离子水 ddH2O — 22.0 

 

PCR 反应程序为：95℃ 10 min；94℃ 1 min，52℃或

53℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循环；72℃ 10 min。 
将 PCR 产物进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳，在凝胶

成像系统下观察并记录实验结果；PCR 产物由生工生

物工程(上海)股份有限公司进行序列测定。 
1.2.2  序列比对与建树分析    测序结果经人工校

对后去除引物区，在 NCBI 网站上通过 BLAST 分析

将测序结果与 GenBank 中参考序列比对分析，其中，

COⅠ基因采用 BOLD(Barcode of Life Data System 生

命条形码数据系统 www.boldsystems.org)进行分析；

通过 DnaSP 5.10 软件计算其二者序列的单倍型数

(h)、单倍型多样性指数(Hd)、平均核苷酸差异数(k)、
核苷酸多样性指数(π)等遗传多样性参数。运用 Mega 
7.0 软件，统计序列碱基组成，计算序列保守位点

(C-conserved sites) 、简约信息位点 (PI-parsimony- 
informative sites)和变异位点(V-variable sites)，并采用邻

接法(Neighbor joining, NJ)法，自展检验 1000 次，采用

Kimura 2-parameter 模型，以牛(Bos grunniens, GenBank：
KM233416)线粒体 DNA(mtDNA，包含 COⅠ、Cyt b
和 16S rRNA 基因)作为外类群，同时在 NCBI 网站选

取 6 种金枪鱼 mtDNA(T. alalunga GenBank: AB101291; T. 
albacares GenBank: JN086153; T. maccoyii GenBank: 
KF925362; T. obesus GenBank: GU256525; T. thynnus 
GenBank: KF906720; K. pelamis GenBank: KM605252)
作为标准基因，构建系统发育进化树。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增 

长鳍金枪鱼等 63 个实验样本均扩增出单一的片段，

未发现其片段长度多态性，测序得到片段大小分别为

COⅠ 652 bp、Cyt b 307 bp、16S rRNA 576 bp(图 1)，
与预期一致。 

 

 
 

图 1  部分样品 3 种基因 PCR 产物电泳图 
Fig.1  Electrophoresis map of three gene PCR products 

M：DNA marker；1：长鳍金枪鱼；2：蓝鳍金枪鱼；3：大目金枪鱼； 
4：黄鳍金枪鱼；5：马苏金枪鱼；6：鲣鱼；7：空白对照 

M: DNA marker; 1: T. alalunga; 2: T. thynnus; 3: T. obesus; 4: T. albacares; 5: T. maccoyiis; 6: K. pelamis; 7: Blank control 
 

2.2  基因序列 

3 种基因扩增产物序列经 GenBank 数据库比对，

确定位于 mtDNA 16S rRNA、COⅠ、Cyt b 区域，

BLAST 结果和 BOLD 比对结果与各样本来源鱼的形

态学鉴定结果一致。 

经人工校正去除上下游引物，得到 COⅠ、Cyt b 和

16S rRNA 基因片段中 T、C、A 和 G 平均含量(表 4)，
其中，16S rRNA 基因中 A+T 平均含量为 52.7%，稍高

于 G+C 平均含量(47.3%)，且 6 种金枪鱼的 GC 含量差异

不大；其中，COⅠ基因中 A+T 平均含量为 53.0%，稍高

于 G+C 平均含量(47.0%)，且 6 种金枪鱼的 GC 含量差异 
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表 4  6 种金枪鱼 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因碱基组成 
Tab.4  Base composition of COⅠ, Cyt b and 16S rRNA genes in six tuna species 

16S rRNA 碱基含量 
16S rRNA base content (%) 

COⅠ碱基含量 
COⅠ base content (%) 

Cyt b 碱基含量 
Cyt b base content (%) 组编号 

Group number 
T C A G T C A G T C A G 

CQ 22.9 24.3 29.7 23.1 28.8 28.2 24.1 18.8 30.0 31.6 21.5 16.9 
DM 22.7 24.5 29.9 22.9 28.6 28.4 24.1 19.0 29.7 31.2 22.4 16.7 
HQ 22.7 24.5 29.9 22.9 28.7 28.4 24.1 18.9 29.2 32.0 21.8 16.9 
JY 23.4 24.5 29.3 22.7 30.6 27.3 23.3 18.7 29.5 31.7 22.8 16.0 
LQ 22.7 24.5 30.0 22.7 28.7 28.4 24.1 18.9 30.0 31.3 21.8 16.9 
MS 22.7 24.5 30.0 22.7 28.7 28.4 24.0 18.9 30.0 31.3 22.4 16.4 

平均 Average 22.9 24.5 29.8 22.9 29.0 28.2 23.9 18.9 29.7 31.5 22.1 16.6 
 

不大；其中，Cyt b 基因 A+T 平均含量为 51.9%，稍高

于 G+C 平均含量(48.1%)，且 6 种金枪鱼相互间的 GC
含量差异也不大。3 种基因的 GC 含量在 47.0%~48.1%之

间，其中，Cyt b 基因 GC 含量最高(48.1%)。 
各项遗传多样性参数统计如表 5 所示。基于 16S 

rRNA 序列的金枪鱼各物种变异位点(V)为 12，变异

率仅为 2.08%，远小于 COⅠ(11.35%)、Cyt b(15.96%)。
16S rRNA 序列转换/颠换比(R)为 1.49，也小于 COⅠ

(2.50)和 Cyt b(2.48)。从平均核苷酸差异数(k)和核苷

酸多样性指数(π)来看，16S rRNA 是 3 种基因中最小

的，而保守位点所占比率为 97.92%，是 3 种基因中

最保守的，说明了该核苷酸变异程度较低，表明了遗

传物质的稳定性。 
基于 Cyt b 序列的金枪鱼各物种的变异位点(V)

为 49，小于 COⅠ(71)，但其变异率为 15.96%，高于

COⅠ变异率(11.35%)。Cyt b 序列的单倍型多样性指

数(Hd)低于 COⅠ，平均核苷酸差异数(k)低于 COⅠ，

而核苷酸多样性指数(π)却是 3 种基因片段中最高的，

说明较之 16S rRNA 和 COⅠ序列，Cyt b 序列核苷酸

变异程度最高，遗传多样性较高，分化程度要比其余

二者高，但其遗传多样性没有 COⅠ序列高，COⅠ序

列遗传资源较丰富。 
 

表 5  3 种基因片段的遗传多样性参数 
Tab.5  Genetic diversity parameters of three gene fragments 

遗传多样性参数 Genetic diversity parameters 基因 
Gene 

序列长度 
Sequence length C PI V R h Hd k π 

16S rRNA 576 564 12 12 1.49 4 0.653±0.054 3.074 0.00534±0.00138
COⅠ 652 578 71 74 2.50 21 0.941±0.016 17.020 0.02610±0.00637
Cyt b 307 258 47 49 2.48 15 0.902±0.024 11.621 0.03785±0.00834

注：C：保守位点；PI：简约信息位点；V：变异位点；R：转换/颠换比；h：单倍型数；Hd：单倍型多样性指数；k：
平均核苷酸差异数；π：核苷酸多样性指数 

Note: C: Conserved sites; PI: Parsimony-informative sites; V: Variable sites; R: Transitions/transversions ratio; h: Number 
of haplotypes; Hd: Haplotype diversity; k: Average number of nucleoside difference; π: Nucleotide diversity 

 

2.3  系统进化树 

2.3.1  16S rRNA    基于 16S rRNA 基因构建的 NJ
系统进化树见图 2。图 2 显示，6 种金枪鱼分为 4 大支，

黄鳍金枪鱼(HQ)与大目金枪鱼(DM)聚为一支。蓝鳍

金枪鱼(LQ)与马苏金枪鱼(MS)聚为一支，其中 3 条标

准 序 列 T. albacares (JN086153) ， T. thynnus 
(KF906720)和 T. obesus (GU256525)聚为一小支，与 
T. maccoyii (KF925362)共同在这一大支下。长鳍金枪

鱼(CQ)和 T. alalunga (AB101291)的遗传差异与上述

4 种金枪鱼较大，单独聚为一支。鲣鱼(JY)和 K.pelamis 
(KM605252)单独归为一大支，且和上述 5 种金枪鱼

属遗传距离最远，亲缘关系也最远。这一结果表明，

16S rRNA 基因只能单独区分出长鳍金枪鱼和鲣鱼，

不能很好区分黄鳍、大目、蓝鳍与马苏金枪鱼，而且

不能对同一物种不同地理群体进行聚类分析。16S rRNA
基因序列相对较为保守，6 种金枪鱼的遗传距离较为

接近，遗传差异较小。 
2.3.2  COⅠ    基于 COⅠ基因构建的 NJ 系统进化

树见图 3。图 3 显示，6 种金枪鱼分为 6 大支，大西

洋大目(dd)、太平洋大目(dt)和印度洋大目(dy)以及

T.obesus (GU256525)归为一大支，虽然可以看出有地

理群体聚类的趋势(dd-21、dd-25 和 dd-27 聚为一小支

等)，但也存在混杂不同地理群体大目金枪鱼的问题 
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图 2  6 种金枪鱼基于 16S rRNA 基因的系统进化树 
Fig.2  Phylogenetic tree of 16S rRNA in six  

species of tuna gene  
 

 
 

图 3  6 种金枪鱼基于 COⅠ基因的系统进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree of COⅠ gene in six species of tuna 
 
(dy 和 dt 相互参杂，dd-30 与它们在同一分支下)。虽

然蓝鳍金枪鱼(LQ)和 T. thynnus (KF906720)与马苏金

枪鱼(MS)遗传距离较为接近，但明显单独成为一支。

印度洋马苏 (my)和养殖马苏 (ms)以及 T. maccoyii 
(KF925362)归为马苏金枪鱼(MS)一大支，但无法从进

化树当中明显看出二者因地理位置导致的遗传差异。

除了 huy-16 的其他印度洋黄鳍(huy)、大西洋黄鳍(hud)
和太平洋黄鳍(hu)以及 T. albacares(JN086153)归为黄

鳍金枪鱼(HU)一大支，三者同样无法从进化树当中看

出明显的因地理位置导致的遗传差异。huy-16 进化分

支地位与 HQ、DM、MS 和 LQ 四者并列，这一个体

单独成一支。南太平洋长鳍(chq)和美国长鳍(cm)以及

T.alalunga (AB101291)归为长鳍金枪鱼(CQ)一大支，

同样无法从进化树明显看出二者因地理位置导致的

遗传差异。鲣鱼(JY)和 K.pelamis (KM605252)单独归

为一大支，且和上述 5 种金枪鱼遗传距离最远，亲缘

关系也最远。结果表明，COⅠ基因能较好区别 6 种

金枪鱼，其进化速率与 16S rRNA 基因相比较快，遗

传信息较为丰富。 
2.3.3  Cyt b    基于 Cyt b 基因构建的 NJ 系统进化

树见图 4，其建树结果与 COⅠ建树结果大体一致。

不同的是，样品 huy-16 在 Cyt b 建树结果中归为黄鳍

金枪鱼(HU)一大支，且 Cyt b 基因建树结果存在一定

程度的地理群体聚类的趋势(dd-21、dd-25 和 dd-27
聚为一小支等)，但总体而言，无法从进化树中明显

看出同种金枪鱼因地理位置导致的遗传差异。结果表

明，相比于 16S rRNA 和 COⅠ基因，Cyt b 基因对于

6 种金枪鱼的区分最为准确，基因分化程度较高，区

分度较好。 
 

 
 

图 4  6 种金枪鱼基于 Cyt b 基因的系统进化树 

Fig.4  Phylogenetic tree of Cyt b gene in six species of tuna  
 

3  讨论 

随着现代分子生物技术的快速发展，物种鉴定的

研究方法已从形态学、生理生化水平发展到分子水

平，鉴定的依据从形状、大小、颜色和解剖特征等方

面，发展到 DNA、RNA 和蛋白质等生物大分子层面

(蒋守富等, 2014; 柳淑芳等, 2016)。基于 DNA 开发的

多种分子鉴定方法，已广泛应用于金枪鱼及其易混物

种的鉴定中。Liu 等(2016)采用实时荧光 PCR 技术成
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功鉴定了马苏、大目、黄鳍、长鳍和正鲣等金枪鱼；

Lin 等 (2008)建立了多重 PCR 方法，用来区分鲣

(Euthynnus pelamis)、圆舵鲣(Auxis rochei)、扁舵鲣

(Auxis thazard) 、 东方 狐 鲣 (Sarda orientalis) 和鲔

(Euthynnus affinis)等 5 种小型金枪鱼；Abdullah 等

(2016)运用单链构象多态性(Single-strand conformation 
polymorphism, SSCP)方法将圆舵鲣从金枪鱼属中鉴

定出来。近年来，微卫星(Simple sequence repeats, 
SSRs)分子标记技术越来越多地应用于物种的鉴定和

遗传多样性研究，邱凡等(2008)运用 RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA，随机扩增多态性 DNA
标记)和微卫星技术对比分析了太平洋蓝鳍金枪鱼野

生群体的遗传多样性，发现微卫星与 RAPD 相比能更

好更完善地揭示群体的遗传多样性；Riccioni 等(2010)
采用微卫星技术分析了大西洋蓝鳍金枪鱼从 20 世纪

初到 2007 年的遗传差异，发现大西洋蓝鳍金枪鱼在

空间和时间上保留了高水平的遗传多样性，为蓝鳍金

枪鱼的鉴定研究奠定基础。上述技术手段能对特定范

围内的金枪鱼进行鉴定，但也在不同程度上存在操作

繁琐、鉴定时间长、成本较高等不足。 
DNA 条形码是分子鉴定研究中的主要方法，具

有很多优点：基本不受样品组织形态的影响；不受样

品生命周期的限制；通过基因测序鉴定，准确性高；

操作简便，成本低；效率高，可快速鉴定大量样本；

可帮助无专业分类学知识的人获得物种信息(律迎春

等, 2011)。理想的标准 DNA 条形码片段并不局限于

COⅠ基因序列，能有效鉴定物种的 DNA 片段都可以

应用。此外，多基因遗传信息的组合使用，能获得更

理想的物种系统进化分析结果(Aoyama et al, 2001)。
针对金枪鱼采用多基因片段组合使用的鉴定方法已

成为目前的关注重点，Neils 等(2015)利用 COⅠ和

ITS1(内转录间隔 1 区)基因成功识别了地中海的 3 个

产卵区的蓝鳍金枪鱼幼体；Lowenstein 等(2009)采用

多条 COⅠ基因引物鉴定 68 种金枪鱼寿司样本，其中

的 22 个样本商品标签与实际物种信息不符，显示了

多基因组合使用的思路在金枪鱼物种分子鉴定领域

中的广泛应用。邻接法、最大似然法 (Maximum 
likelihood, ML)和最大简约法 (Maximum parsimony, 
MP)是目前构建系统进化树的主要方法。其中，NJ
法是基于最小进化原理常用的一种算法，具有重建的

树相对准确、假设少、计算速度快等优点。故 NJ 法

适用于进化距离不大，信息位点少的短序列，广泛用

于鳕鱼、鲳鱼和银鱼等遗传进化分析。 
本研究以主要渔获海域的 6 种金枪鱼及其易混

种为研究对象，采用 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因

序列作为 DNA 条形码进行进化分析，探讨多基因条

形码在金枪鱼鉴定研究中的适用性。从实验数据来

看，16S rRNA 基因序列变异率仅为 2.08%，远小于

COⅠ(11.35%)、Cyt b(15.96%)，且其他遗传多样性参

数也是 3 种序列中最小的；从建树结果来看，16S 
rRNA 基因并不能完全区分出 6 种金枪鱼，只能鉴定

出长鳍金枪鱼和鲣鱼，不能区分黄鳍和大目金枪鱼，

也不能区分蓝鳍与马苏金枪鱼，更不能获得同一物种

因地理位置导致的遗传差异。结果表明，COⅠ和 Cyt b
基因的进化速率较 16S rRNA 基因快，16S rRNA 则

相对保守，这在狭鳕(Theragra chalcogramma)、太平

洋鳕(Gadus macrocephalus)等 4 种鳕鱼的遗传分析上

也有类似结果(毕潇潇等, 2009)。 
单倍型多样性指数、核苷酸多样性指数是衡量一

个物种群体多样性的非常重要的指标 (Vrijenhoek, 
1994)。单倍型多样性指数是群体变异程度的重要指

标，单倍型多样度高的群体说明其遗传多样性高，遗

传资源丰富；而核酸多样性指数小，说明核苷酸变异

程度较低，表明了遗传物质的稳定性。Cyt b 序列的

单倍型多样性指数(Hd)和平均核苷酸差异数(k)均低

于 COⅠ，而核苷酸多样性指数(π)却高于 COⅠ，说

明金枪鱼中 Cyt b 基因较 COⅠ基因序列变异速率快，

这 与 鲳 属 (Pampus) 鱼 类 、 波 纹 唇 鱼 (Cheilinus 
undulatus)和大银鱼(Protosalanx hyalocranius)中的规

律相似 (孙鹏等 , 2011; 胡静等 , 2014; 李大命等 , 
2017)。相比之下，COⅠ基因序列进化速率较慢，且

比 Cyt b 拥有更多系统发育信息，更适合解析亲缘关

系密切的分类类群(莫帮辉等, 2008)。相比而言，Cyt b
进化速度适中，可以用于分析物种种内，甚至种属科

间的进化遗传信息，有较强的适用性 (辛翠娜等 , 
2009)。从建树结果来看，针对 huy-16 样本，Cyt b
序列建树结果将 huy-16 归为黄鳍金枪鱼(HQ)这一大

支；而 COⅠ序列建树结果显示，该样本单独归为一

支，独立于黄鳍、马苏、蓝鳍和大目金枪鱼之外，无

法成功鉴定该样品。关于样品 huy-16，16S rRNA 和

Cyt b 序列建树结果都显示为黄鳍金枪鱼，而该样本

来源经形态学鉴定，确属黄鳍金枪鱼，而从 COⅠ序

列建树结果并未得出这一结论，所以从该角度来看，

Cyt b 序列建树结果要比 COⅠ序列建树结果要准确。

COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 3 种基因都无法从进化树

中看出同种金枪鱼因地理位置导致的遗传差异，无法

进行同一物种不同地理群体的聚类分析，但 COⅠ与

Cyt b 在一定程度上体现了地理聚类趋势，可作为群体

遗传进化研究的辅助参考。 
目前，国内外研究多采用 COⅠ基因作为鱼类分
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子鉴定及进化分析的目标基因，也有学者认为，如果

仅以一种基因作为参考序列，有可能导致鉴定结果发

生偏差，因此，建议同时使用多种基因进行研究(Page 
et al, 2010; Krück et al, 2013)，这一观点已在石斑鱼

和河鲀中得到证实(陈双雅等, 2012; 李楠等, 2018)。
本研究结果进一步表明，对金枪鱼这种大洋性鱼类，

不宜单独使用单一基因作为鉴定依据，建议 COⅠ序

列与 Cyt b 序列联合用于金枪鱼及其制品的物种鉴定

研究。 
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Applicability Analysis of Mitochondrial COⅠ, Cyt b and 16S rRNA  
Genes in Identification of Six Tuna Species 

LU Jianping1,2, YAO Lin2, XIN Hongmei2,3, QU Meng2, JIANG Yanhua2,  
LI Fengling2, GUO Yingying2, WANG Lianzhu2①

, XU Jiachao1① 
(1. College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao  266000;  

2. Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

3. School of Food Science and Technology, Dalian Polytechnic University, Dalian  116000) 

Abstract    Tuna is rich in nutrients and one of three major fish recommended by the International 
Nutrition Society. Large tuna such as Thunnus albacares, T. maccoyii, T. obesus, and T. thynnus are 
used as top-grade aquatic products, mainly in the form of sushi or other fresh fish products. Small 
tuna such as T. alalunga and Katsuwonus pelamis are mainly used in canned tuna and processed 
katsuobushi. The price of different species of tuna varies greatly, especially because selling tuna 
without the head or skin can lead to mislabeling and substandard products, which harms the interests 
of consumers and undermines market functions. This study was aimed at the identification         
T. albacares, T. maccoyii, T. obesus, T. thynnus, T. alalonga, and K. pelamis. Using tuna DNA as a 
template, three pairs of universal primers were used to amplify and sequence the DNA fragments of 
three genes (16S rRNA, Cyt b, and COⅠ) from six species of tuna. The sequencing results were 
manually corrected to remove the primer regions, which were compared with reference sequences in 
GenBank by BLAST analysis on the National Center for Biotechnology Information website. The CO
Ⅰ gene was analyzed by the Barcode of Life Data System (www.boldsystems.org). As a result, DNA 
sequences of 16S rRNA (576 bp), Cyt b (652 bp) and COⅠ (307 bp) were obtained from 63 samples 
of six species of tuna. Genetic diversity parameters such as Number of Haplotypes (h), Haplotype 
diversity (Hd), Average number of nucleoside difference (k), and Nucleotide diversity (π) were 
calculated by DnaSP 5.10 software. C-conserved sites, PI-parsimony-informative sites, and V-variable 
sites were calculated using Mega 7.0 software, which performed 1000 bootstrap tests with neighbor 
joining. The Kimura 2-parameter model was used to construct a phylogenetic evolutionary tree. The 
experimental results showed that 16S rRNA was relatively conservative and could not distinguish 
among the six tuna species. Cyt b and COⅠ could be used to identify the species. However, it is 
possible that COⅠ and Cyt b sequences can be used together as a DNA barcode for tuna research. A 
multi-gene DNA-barcode species-identification method that provides technical support for the 
identification of tuna and its fish products would be of great significance in promoting the accurate 
identification and healthy development of aquatic products. 
Key words    Tuna; Molecular identification; COⅠ; Cyt b; 16S rRNA 
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凡纳滨对虾养殖体系中群体感应淬灭菌的筛选、 
安全性评估及发酵条件优化* 

于  鹏 1,2  叶海斌 2  单洪伟 1①  马  甡 1  王  腾 1 
(1. 中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003; 

2. 山东省海水养殖病害防治重点实验室  山东省海洋生物研究院  青岛  266104) 

摘要    从凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamai)养殖体系中筛选得到具有群体感应淬灭(Quorum 
quenching, QQ)活性的潜在功能菌，并对菌株进行 16S rDNA 鉴定、安全性评估及发酵条件优化。

采用根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) A136 液体 X-gal 法进行活性菌株筛选，发现 2 株细菌

(BDZ5 和 W1B)的发酵液对信号分子己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)具有显著的降解作用，但经沸水

浴处理后均丧失降解活性。经 16S rDNA 基因序列分析，菌株 BDZ5 和 W1B 分别被鉴定为芽孢杆

菌属(Bacillus)和科贝特氏菌属(Cobetia)。安全性评估结果显示，菌株 BDZ5 和 W1B 均无溶血性，

且对多数抗生素具有敏感性，注射 2 株活性菌未提高凡纳滨对虾死亡率，且对凡纳滨对虾血清免疫

酶活性无显著影响。单因素条件优化结果显示，在起始 pH 为 7.0、盐度为 20、0.0005%的 MnCl2

条件下培养 48 h 后，菌株 BDZ5 达到最大生长量；在起始 pH 为 6.0、盐度为 40、0.05%的 CaCl2

条件下培养 48 h，菌株 W1B 达到最大生长量。2 株菌的最适信号分子 C6-HSL 降解条件与其生长

条件有所不同，在起始 pH 为 7.5、盐度为 30、0.0005%的 MnCl2 条件下培养 48 h，2 株活性菌对信

号分子 C6-HSL 的降解率达到最大值。研究表明，菌株 BDZ5 和 W1B 可作为益生菌应用于水产养

殖，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性病害提供优良菌种。 
关键词    凡纳滨对虾；细菌性病害防治；群体感应淬灭菌株；安全性；条件优化 
中图分类号 S968.22   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0010-10 

随着凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamai)养殖业

的 不 断 发 展 ， 急 性 肝 胰 腺 坏 死 综 合 征 (Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease, AHPND) (Soto- 
Rodriguez et al, 2015)、发光病(Luminous Bacterial 
Disease) (Lavilla-Pitogo et al, 1990)、红体病(Red Body 
Disease) (Cao et al, 2014)等细菌性病害频发，给对虾

养殖业造成了严重的经济损失，阻碍了其进一步健康

发展。使用抗菌药物是控制细菌性病害的主要方法，

但会造成病原菌耐药性的产生，并对生态环境及人类

健康有危害(Elmahdi et al, 2016)。因此，亟待探索新

的环境友好型的对虾细菌性病害防治手段。 
群体感应(Quorum sensing, QS)是广泛存在于细

abc
图章
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菌之间的一种特殊的通讯手段，细菌可以通过向环境

中释放特定的信号分子，如不同碳链长度的 N-酰基

高丝氨酸内酯(N-acylhomoscrine lactones, AHLs)、自

诱导肽 (Autoinducing peptides, AIPs)和自诱导物 -2 
(Autoinducter-2, AI-2)等，并通过感知信号分子浓度的

变化调控特定基因的表达(Whiteley et al, 2017)。对虾

养殖过程中常见的病原菌包括哈维氏弧菌 (Vibrio 
harveyi)、坎贝氏弧菌 (V. campbellii)、副溶血弧菌    
(V. parahaemolyticus)等(Austin et al, 2006; Haldar et al, 
2011; Joshi et al, 2014)。Ng 等(2009)研究表明，多数

病原菌的毒力因子表达及致病性的产生与其 QS 系统

具有密切联系。抑制病原菌的 QS 系统，即群体感应

淬灭 (Quorum quenching, QQ) (Grandclément et al, 
2015)可以在不杀死病原菌的前提下减轻其致病性 
(王岩等，2017)。Tinh 等(2007)曾从凡纳滨对虾体内

筛选得到 3 株 QQ 菌，并发现该 3 株菌能对哈维氏弧

菌产生的信号分子起到降解作用，进而调控其代谢活

动。Vinoj 等(2014)研究发现，具有 QQ 功能的地衣芽

孢杆菌(Bacillus licheniformis)能有效减少由副溶血弧

菌引起的印度明对虾 (Fenneropenaeus indicus)死亡

率。这些研究均表明，基于 QQ 角度防治水产动物细

菌性病害问题的可行性及巨大潜力。 
本研究以根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) 

A136 株为报告菌，在实验室已筛选得到的菌株基础

上，进一步采用 Tang 等(2013)所构建的 A136 液体

X-gal 法，从凡纳滨对虾体内及养殖环境中筛选到具

有 QQ 功能的活性菌株，探讨了活性菌株的安全性，

并通过单因素实验探究了不同培养条件对活性菌株

生长及其对己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)降解率的

影响，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性病害提供优良

菌种和基础研究资料。 

1  材料与方法 

1.1  群体感应猝灭菌株的筛选 

从健康凡纳滨对虾体内及养殖环境中分离出纯

菌株后，以根癌农杆菌 A136 株为报告菌，参照并改

进 Tang 等(2013)所构建的 A136 液体 X-gal 法进行 QQ
菌的筛选。A136 于培养基(蛋白胨 10 g、酵母粉 5 g、
NaCl 10 g、H2O 1000 ml、pH 7.0；灭菌后加入终浓度

为 50 μg/ml 的壮观霉素和终浓度为 4.5 μg/ml 的四环

素)中活化 24 h 后，调节 OD600=0.5，并按 1%接种量

接种于新的 A136 培养基中，加入终浓度为 250 μg/ml
的 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)共同培养

24 h。待测菌株在 LB 液体培养基(蛋白胨 10 g、酵母

粉 5 g、NaCl 30 g、H2O 1000 ml、pH 7.2~7.4)中活

化 24 h 后稀释至 OD600 nm=0.5，然后，按 2%接种量接

种于新的 LB 液体培养基中培养 24 h。取 178 μl 培养

好的待测菌发酵液与 2 μl 5 mmol/L 的信号分子

C6-HSL (Cayman Chemical 公司, 美国)及 20 μl 哌嗪

-1,4-二乙磺酸(PIPEs)缓冲液(1 mol/L, pH 6.7)混合，

制成孵育体系，并于 30℃条件下孵育。阳性对照

(Positive control, PC)组的孵育体系中，以 178 μl 无菌

LB 液体培养基代替待测菌发酵液，阴性对照(Negative 
control, NC)组中无信号分子 C6-HSL。孵育 24 h 后，

离心(9570×g, 10 min)取上清液 10 μl，与 190 μl 培养

好的 A136 菌液混合加入 96 孔板中培养 12 h。测定

混合体系的 OD630 nm 和 OD490 nm，根据公式： 
490 nm 630 nm

630 nm 490 nm

0.653 OD OD
β-gal

0.267 OD OD
 


   

计算 β-gal 活性，活性越高表明混合体系中信号

分子 C6-HSL 的含量越高，即待测菌株的 QQ 活性越

弱。同时，通过检测活性菌株 AHL 降解活性的耐热

性，初步判断活性菌株是否存在 AHL 降解酶。将筛

选出的活性菌株在 LB 液体培养基中培养 24 h 后，沸

水浴处理 5 min，再采用 A136 液体 X-gal 法检测其

C6-HSL 降解活性是否丧失。 

1.2  菌株 16S rDNA 鉴定 

测定活性菌株的基因 16S rDNA 序列，并于 NCBI
进行基因序列同源性比较分析，利用 MEGA 5.0 软件

邻接法(Neighbor-joining method)构建系统发育树。目

标菌株的 16S rDNA 序列由生工生物工程(上海)股份

有限公司提取并测定。 

1.3  活性菌株的体外安全性评估 

1.3.1  溶血性    采用滤纸片法(王晓琳等, 2016)检
测活性菌株的溶血性，血琼脂平板培养基购自贝瑞特

生物技术(郑州)有限责任公司。将无菌滤纸片置于血

琼脂培养基上方，将培养好的活性菌株发酵液稀释至

OD600 nm=1.0 后，取 10 μl 加在滤纸片上，每个功能菌

重复 3 次，30℃条件下培养 24 h，观察血琼脂培养基

上是否有溶血圈产生。 
1.3.2  药敏性    采用抗菌药物药敏纸片琼脂扩散

法(K-B法)(王岚等, 2017)进行活性菌株药敏性实验，

药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司。将活性菌株

接入LB液体培养基中培养24 h后，取100 μl OD600 nm=1.0
的发酵液均匀涂布于LB固体培养基上，并将药敏纸

片贴于上方，每种药敏纸片重复3次。在30℃条件下，

培养24 h后，观察是否出现抑菌圈并用游标卡尺测量



84 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

抑菌圈直径。参照CLSI标准–2011的标准判断菌株对

各抗生素的敏感性。 

1.4  活性菌株的体内安全性评估 

1.4.1  实验对虾与菌株    实验凡纳滨对虾购自山

东乳山某对虾养殖场，平均体长为(5.7±0.4) cm，平

均体重为(1.9±0.9) g，体色正常，游泳活泼，暂养 7 d
后进行实验。 

从上述实验中筛选得到的菌株 BDZ5 和 W1B 作

为实验材料，以实验室前期保存的副溶血弧菌为 PC
组。将各菌株于 LB 液体培养基中培养 24 h，然后离

心(1531×g, 10 min)，弃上清液，并用无菌生理盐水稀

释至浓度为 1×106 和 1×104 CFU/ml 的菌悬液。 
1.4.2  实验设计    采用肌肉注射的方法进行体内

安全性评估，注射部位为凡纳滨对虾第Ⅳ、Ⅴ腹节之

间，注射剂量为 50 μl/尾。实验共分为 7 组，阴性对

照组(NC 组)注射等剂量的无菌生理盐水；L-BDZ5、
L-W1B 和 L-PC 组为低浓度(Low, L-)菌液组，分别注

射浓度为 1×104 CFU/ml 的 BDZ5、W1B 和副溶血弧菌

菌悬液；H-BDZ5、H-W1B 和 H-PC 组为高浓度(High, 
H-)菌液组，即分别注射浓度为 1×106 CFU/ml 的相

应菌悬液。每组设置 3 个重复，每个重复放 15 只虾。

实验持续 96 h，实验期间，不投喂，不换水，连续

充氧。 
1.4.3  样本采集与指标测定    实验期间，定期观

察、记录凡纳滨对虾的死亡情况并计算累积死亡率。

在实验的第 96 小时采集各实验组对虾的血清，用于

免疫指标的测定。免疫指标包括超氧化物歧化酶

(SOD)、一氧化氮合酶(NOS)、溶菌酶(LZM)活力和抗

菌酶活力(Ua)。其中，SOD、NOS 和 LZM 活力采用

南京建成生物科技有限公司试剂盒测定；Ua 的测定参

照 Xu 等(2013)的方法，将哈维氏弧菌用磷酸钾盐缓冲

溶液(1 mol/L, pH=6.4)稀释成 OD570 nm=0.4 的菌悬液，

在试管(冰水浴条件下)中加入 3 ml 哈维氏弧菌菌悬

液和 50 μl 血清，混匀后立即测定其 OD570 nm 值 A1，再

将试管于 37℃条件下水浴 30 min，立即取出并测定其

OD570 nm 值 A2，根据公式：Ua=[(A1–A2)/A2]1/2 计算 Ua。 

1.5  活性菌株发酵条件优化 

以 LB 液体培养基为基础培养基，采用分光光度

计法探究不同发酵条件对菌株生长的影响，采用 1.1
中的 A136 液体 X-gal 法探究不同发酵条件对菌株降

解信号分子 C6-HSL 能力的影响。 
培养时间：保持其他条件一致，设置 12、24、

36、48 和 60 h 共 5 个发酵时间，在 28℃、180 r/min

条件下，培养以探究功能菌的 适培养时间。 
起始 pH：设置 5.0、6.0、7.0、7.5 和 8.0 共 5 个

起始 pH，其他条件一致，在 28℃、180 r/min 条件下

培养 48 h，以确定 适起始 pH。 
盐度：向培养基中添加 NaCl，设置 0、10、20、

30 和 40 共 5 个盐度，在其他发酵条件及发酵时间一

致的情况下，探究 适发酵盐度。 
金属离子：参照叶云峰等(2011)的方法，根据菌

株对 K+、Mg2+、Ca2+、Fe2+和 Mn2+利用情况的差   
异，按 0.5%的量加入 K2HPO43H2O，按 0.05%的量

加入 MgSO47H2O 和 CaCl2,按 0.0005%的量加入

FeSO47H2O 和 MnCl2，保持其他发酵条件及发酵时

间一致，确定 适发酵金属离子。 

1.6  数据统计与分析 

实验数据均采用平均值±标准差(Mean±SD)，运

用 SPSS 22.0 软件进行数据统计与分析。分析之前 
测试数据的正态性 (Shapiro-wilk test)和方差齐性

(Levene's test)，若数据不具有方差齐性，则对数据进

行 lg 转化并进一步测试。采用 Tukey 多重比较检验

对符合正态分布和方差齐性的数据进行单因素方差

(One-way ANOVA)分析。对于不符合正态分布及 lg
转化后仍不具有方差齐性的数据，采用非参数检验并

通过 Kruskal-Wallis 测试进行显著性差异分析。

P<0.05 表示各组数据差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  群体感应淬灭活性菌株的筛选 

经 A136 液体 X-gal 法筛选发现，2 株细菌(BDZ5
和 W1B)的菌液对信号分子 C6-HSL 具有显著的降解

作用(P<0.05)(图 1)，且经沸水处理后，2 株 QQ 活性

菌株均丧失了 C6-HSL 降解活性。 

2.2  活性菌株 16S rDNA 鉴定结果 

菌株 BDZ5 和 W1B 的系统发育树见图 2。从图 2
可以看出，BDZ5 被鉴定为芽孢杆菌属(Bacillus)，且

与 枯 草 芽 孢 杆 菌 (B.subtilis) 具 有 高 的 相 似 度

(100%)，W1B 被鉴定为科贝特氏菌属(Cobetia)，且

与海科贝特氏菌(C. marina)亲缘关系 近(98%)。 

2.3  体外安全性评估结果 

从图 3 可以看出，菌株 BDZ5 和菌株 W1B 在血

平板上无明显的溶血现象，表明菌株 BDZ5 和 W1B
在该实验条件下不产生溶血素。药物敏感性实验结果

显示(表 1)，菌株 BDZ5 对头孢氨苄(Cephalexin)、头 
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图 1  2 株活性菌株菌液的标准化 β-半乳糖苷酶(β-gal)活性 
Fig.1  The normalized β-galactosidase (β-gal)  

activity of two bacteria 

H-：沸水浴后的菌液；PC：阳性对照组；NC：阴性 
对照组。不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 

H-: The bacteria after boiling water bath; PC: Positive control; 
NC: Negative control. Different letters indicate significant 

differences between groups (P<0.05) 
 

孢唑林(Cefamezin)、头孢拉定(Cefradine)等 13 种抗生

素高度敏感；对苯唑西林(Oxacillin)中度敏感；菌株 W1B
对羧苄西林(Carbenicillin)、头孢他啶(Ceftazidime)、
头孢曲松(Ceftriaxone)等 8 种抗生素高度敏感；对氨

苄西林(Ampicillin)、哌拉西林(Piperacillin)、头孢氨

苄(Cephalexin)等 8 种抗生素中度敏感。 

2.4  感染细菌后各组凡纳滨对虾累积死亡率 

注射感染 96 h 后，L-BDZ5、H-BDZ5、L-W1B
和 H-W1B 组凡纳滨对虾累积死亡率均低于 NC 组，

且 H-W1B 组 低(图 4)，但与 NC 组相比无显著差异

(P>0.05)。L-PC 和 H-PC 组累积死亡率均高于 NC 组，

且 H-PC 组 高，与 NC 组之间相比无显著差异(P> 
0.05)。此外，H-PC 组的凡纳滨对虾累积死亡率显著

高于 H-W1B 组(P<0.05)。 
 

 
 

图 2  菌株 BDZ5 和 W1B 基于 Neighbor-Joining 方法的 16S rDNA 基因序列系统发育树(比例尺代表遗传距离) 
Fig.2  Phylogenetic tree of strains BDZ5 and W1B based on concatenated sequences of 16S rDNA  

genes using Neighbor-Joining method (The scale represents the genetic distance) 
 

 

  
 

图 3  菌株 BDZ5 和 W1B 溶血性实验 
Fig.3  The hemolytic test of strains BDZ5 and W1B 

 

2.5  感染细菌后各组对虾血清免疫酶活性 

注射 1×104 CFU/ml 的 BDZ5 菌悬液使凡纳滨对

虾血清中 SOD 活性显著提高(P<0.05)(图 5A)，其余各

组与 NC 组相比无显著差异(P>0.05)；注射不同浓度

的 BDZ5 和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾血清中的 NOS
活性无显著影响(P>0.05) (图 5B)，但观察到 H-PC 组

凡纳滨对虾血清中 NOS 活性显著高于 NC 组(P<0.05)；

各组凡纳滨对虾血清中 LZM 活性与 NC 组相比均无

显著差异(P>0.05) (图 5C)，但 H-W1B 组的 LZM 活性

显著高于 H-PC 组(P<0.05)；注射不同浓度的 BDZ5
和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾血清中的抗菌酶活性无

显著影响(P>0.05)(图 5D)，但注射 1×106 CFU/ml 的副

溶血弧菌菌悬液使凡纳滨对虾血清中抗菌酶活性显

著降低(P<0.05)。 

2.6  培养条件优化结果 

随着培养时间的延长，菌株 BDZ5 和 W1B 的生长

及信号分子 C6-HSL 降解率均逐渐提高(图 6A、图 7A)，
48 h 时达到 高，继续延长培养时间，菌株 BDZ5 和

W1B 的生长及信号分子 C6-HSL 降解率呈下降趋势。

起始 pH 为 7.0 时， 有利于菌株 BDZ5 生长(图 6B)；
起始 pH 为 7.5 时，菌株 BDZ5 的信号分子 C6-HSL
降解率达到 高。起始 pH 为 6 时，菌株 W1B 生长

好(图 7B)；起始 pH 为 7.5 时，菌株 W1B 对信号分

子 C6-HSL 的降解率 高。菌株 BDZ5 的生长随盐度 
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表 1  菌株 BDZ5 和 W1B 药敏性实验结果 
Tab.1  The antibiotic susceptibility test result of strains BDZ5 and W1B 

抗生素 
Antibiotics 

纸片含药量
Drug content

Piece 

BDZ5 株抑菌

圈直径 
Diameter of 
inhibition 
zone (mm) 

判定结果 
Judgement 

result 

W1B 株抑菌

圈直径 
Diameter of 
inhibition  
zone (mm) 

判定结果 
Judgement 

result 

青霉素 G 纸片 Penicillin (P) 10 U 9.46  R 11.41  R 
苯唑西林 Oxacillin 1 12.83  I 0 R 
氨苄西林 Ampicillin (AM) 10 9.49  R 14.32  I 
羧苄西林 Carbenicillin 100 11.95  R 23.29  S 
哌拉西林 Piperacillin 100 12.17  R 14.21  I 
头孢氨苄 Cephalexin 30 32.09  S 18.63  I 
头孢唑啉 Cefamezin (CZ) 30 37.72  S 17.68  I 
头孢拉定 Cefradine (RAD) 30 34.60  S 17.78  I 
头孢呋辛 Cefuroxime 30 28.76  S 17.29  I 
头孢他啶 Ceftazidime (CAZ) 30 26.69  S 27.64  S 
头孢曲松 Ceftriaxone 30 31.34  S 22.20  S 
头孢哌酮 Cefoperazone (CFP) 75 27.99  S 17.26  I 
麦迪霉素 Midecamycinum 30 33.83  S 23.17  S 
诺氟沙星 Norfloxacin 10 25.34  S 23.74  S 
氧氟沙星 Ofloxacin (OFX) 5 28.78  S 26.97  S 
环丙沙星 Ciprofloxacin (CIP) 5 33.65  S 30.73  S 
万古霉素 Vancomycin 30 20.34  S 0  R 
多粘菌素 B Polymyxin B (PB) 300 IU 0  R 11.08  R 

复方新诺明 Compound Sulfamethoxazole 23.75/1.25 24.85  S 16.81  R 
呋喃唑酮(痢特灵) Furazolidone 100 10.89  R 14.95  I 

注：R：耐药；I：中度敏感；S：敏感 
Note: R: Resistance; I: Moderate sensitivity; S: Sensitive 

 

 
 

图 4  感染细菌后各组对虾累积死亡率 
Fig.4  Cumulative mortality of shrimp in each group after infection of bacteria 

PC：阳性对照组；NC：阴性对照组。96 h 时不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 
PC: Positive control; NC: Negative control. Different letters at 96 h indicate  

significant difference between the groups (P<0.05) 
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图 5  感染细菌后各组对虾血清超氧化物歧化酶(A)，一氧化氮合酶(B)，溶菌酶(C)和抗菌酶(D)活性 
Fig.5  Activities of shrimp serum superoxide dismutase (A), nitric oxide synthase (B), lysozyme (C) 

and antibacterial (D) in each group after infection of bacteria 

PC：阳性对照组；NC：阴性对照组。不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 
PC: Positive control; NC: Negative control. Different letters indicate significant difference between the groups (P <0.05) 

 

 
 

图 6  不同培养时间(A)、pH (B)、盐度(C)和金属离子(D)对菌株 BDZ5 的 C6-HSL 降解率及生长的影响 
Fig.6  Effects of different culture time (A), pH (B), salinity (C) and metal ions (D) on the degradation rate  

of C6-HSL and the growth of strain BDZ5 

NC：阴性对照组。不同大写字母表示菌株对信号分子 C6-HSL 降解率具有显著差异(P<0.05)， 
不同小写字母表示菌株的生长具有显著差异(P<0.05)，下同 

NC: Negative control. Different uppercase letters indicate that the C6-HSL degradation rate of the strains with different metal ions 
were significantly different (P<0.05). Different lowercase letters indicate that the growth of the strains with different metal ions 

were significantly different (P<0.05), the same as bellow 
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图 7  不同培养时间(A)、pH (B)、盐度(C)和金属离子(D)对菌株 W1B 的 C6-HSL 降解率及生长的影响 
Fig.7  Effects of different culture time (A), pH (B), salinity (C) and metal ions (D) on the degradation rate  

of C6-HSL and the growth of strain W1B 
 

的提高呈先上升后下降的趋势(图 6C)，盐度为 20 条

件下，菌株 BDZ5 生长情况 好；当盐度为 30 时，

菌株 BDZ5 对信号分子 C6-HSL 的降解率达到 高。

菌株 W1B 在盐度≤20 的条件下无法培养(图 7C)，且

在盐度为 40 条件下的生长情况显著好于盐度为 30 
(P<0.05)；但在盐度为 30 条件下，菌株 W1B 对信号

分子 C6-HSL 的降解率显著高于盐度为 40 (P<0.05)。
培养基中添加一定量的 Mn2+和 Fe2+使菌株 BDZ5 的

生长显著提高(P<0.05)(图 6D)，其中，Mn2+的效果

好；且 Mn2+能显著提高菌株 BDZ5 对信号分子 C6-HSL
的降解能力(P<0.05)。Mn2+、Fe2+、Mg2+和 Ca2+均能

使菌株 W1B的生长显著提高(P<0.05) (图 7D)，且 Ca2+

效果 好；Mn2+和 Ca2+能提高菌株 W1B 对信号分子

C6-HSL 的降解率，但与对照组相比未达到显著水平

(P>0.05)。 

3  讨论 

本研究采用 A136 液体 X-gal 法从健康的凡纳 
滨对虾体内及养殖环境中筛选得到 2 株对信号分子

C6-HSL 具有降解作用的活性菌株 BDZ5 和 W1B，经

鉴定分别为芽孢杆菌属和科贝特氏菌属。近年来，

QQ 菌的相关研究已经成为了微生物领域的热点，但

其在水产养殖领域的应用尚处于起步阶段。此前，已

有研究表明，芽孢杆菌属的某些细菌，如短小芽孢杆

菌(B. pumilus)、苏云金芽孢杆菌(B.thuringiensis)、蜡

样芽孢杆菌(B. cereus)、巨大芽孢杆菌(B. megaterium)
和枯草芽孢杆菌等能抑制某些病原菌的 QS 系统，降

低病原菌的毒力并对水产动物起到保护作用(Bai et al, 
2008; Pan et al, 2008; 宋增福等，2013; Tinh et al, 
2014; 韦存等，2018)，本研究结果再一次表明了芽孢

杆菌属细菌的 QQ 功能。科贝特氏菌是生活在海水环

境中的一种革兰氏阴性菌，目前，针对科贝特氏菌的

研究相对较少，尤其是在 QQ 方面。Trentin 等(2011)
曾从干扰病原菌 QS 系统的角度探究了海科贝特氏菌

对表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)生物膜

形成的影响，但并未给出直接研究结果来证明海科贝

特氏菌的 QQ 活性。该研究是首次报道关于科贝特氏

菌属对信号分子 C6-HSL 具有强降解作用。 
本研究发现，经沸水浴处理后，2 株功能菌株均

丧失了对信号分子 C6-HSL 的降解活性。QQ 菌通过

QQ 活性物质起到抑制病原菌 QS 系统的作用，根据

分子量的大小，可分为大分子 QQ 酶和小分子 QS 阻

抑物(于敏等, 2018)。其中，AHL 降解酶是目前大分

子 QQ 物质研究的重点，根据降解机制的不同，AHL
降解酶又分为 AHL 内酯酶、AHL 酰基转移酶和 AHL
氧化还原酶，多数的 AHL 降解酶不具有耐热性，因

此，可通过检测功能菌株降解信号分子的耐热性，初

步判断菌株是否具有 AHL 降解酶。本研究结果表明，

功能菌株可能存在 AHL 降解酶活性，但菌株 BDZ5
和 W1B 各具有何种 QQ 酶仍需进一步深入探讨。 

益生菌的安全性问题备受关注，目前，还没有形成
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完善的安全性评价体系。当前，针对益生菌安全性的

研究主要集中在体外研究和体内研究 2个方面(郝生宏

等, 2004)。溶血实验和药物敏感性实验是体外安全性

评估的 2 个重要方面(Baumgartner et al, 1998; 刘勇

等, 2011)。某些细菌能释放溶血素引起红细胞膜裂解

而导致严重的细菌性疾病(Craig et al, 2017)，甚至对

人类具有潜在的危害。本研究中，枯草芽孢杆菌 BDZ5
和海科贝特氏菌 W1B 均未表现出明显的溶血现象，

表明在实验条件下，该 2 株菌株均不产生溶血素。药

物敏感性实验是体外安全性评价的另一个重要方面，

其主要目的是测试待测菌株对抗生素是否具有耐药

性，从而防止耐药益生菌无限生长及对机体内源性菌

株产生耐药性诱导(王晓琳, 2016)。本研究发现，菌

株 BDZ5 对头孢氨苄、头孢唑林等 13 种抗生素敏感，

菌株 W1B 对羧苄西林、头孢他啶等 8 种抗生素敏感，

并对多数抗生素中度敏感，表明多数抗生素能对该 2
株菌株进行有效控制。根据体外安全性评估结果，可

以将该 2 株菌作为潜在益生菌应用于水产养殖。 
除了体外安全性评估，对养殖动物进行体内安全

性测试也是十分重要的。对水产动物进行体内安全性

测试的方式主要包括注射、浸浴和投喂等。张欢欢等

(2016)采用注射和浸浴的方式检测功能菌对凡纳滨

对虾的安全性；陈文斌等(2017)采用浸浴的方式发现

降氮菌株 NB9 对对虾的成活率无显著影响。本研究

发现，与副溶血弧菌不同，向凡纳滨对虾体内注射  
1×104 CFU/ml 和 1×106 CFU/ml 的 BDZ5 及 W1B 菌悬

液均不会引起对虾死亡率的升高，进一步表明这 2 株

菌对凡纳滨对虾无明显毒害作用。 
本研究进一步测试了感染细菌后，各组凡纳滨对

虾血清中的免疫及抗氧化相关酶活性，包括 SOD、

NOS、LZM 和抗菌活性。其中，SOD 在清除凡纳滨

对虾体内自由基方面具有重要作用(Trenzado et al, 
2006)；NOS 在细菌感染后被激活，通过释放 NO 对

病原起到灭杀作用(Yao et al, 2010)；LZM 和抗菌酶在

破坏和清除体内病原方面十分重要 (Chang et al, 
2018)。这些免疫及抗氧化酶活性的变化反映出凡纳

滨对虾受刺激的情况。本研究中，未观察到注射 BDZ5
和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾的免疫及抗氧化酶活性

具有显著影响，表明这 2 株菌对凡纳滨对虾未造成明

显的刺激。相反，注射 1×106 CFU/ml 的副溶血弧菌后，

NOS 活性显著提高，表明凡纳滨对虾受到了病原的

刺激；抗菌酶活性显著降低，表明凡纳滨对虾的免疫

系统受到了病原的破坏。此外，还观察到凡纳滨对虾

注射 1×106 CFU/ml 的副溶血弧菌后的 LZM 活性显著

低于注射 1×106 CFU/ml 的 W1B，与该 2 组的累积死

亡率数据一致。总之，通过凡纳滨对虾血清中免疫及

抗氧化酶活性的变化进一步说明了 BDZ5 和 W1B 具有

安全性。 
为探究不同的培养条件对这 2 株活性菌株生长

及功能的影响，本研究以 LB 液体培养基为基础培养

基进行单因素实验，分别研究了不同培养时间、起始

pH、盐度和金属离子对活性菌株生长和信号分子

C6-HSL 降解率的影响，研究结果可为菌株的大规模

发酵及实际应用提供参考。此外，本研究还发现，不

同培养条件对活性菌株的生长和功能的影响具有不

一致性，即 适生长条件下，菌株并不一定具有 高

的信号分子 C6-HSL 降解活性，二者之间甚至可能完

全相反，这与丁碧婷(2012)的研究结果相似。 
综上所述，本研究从凡纳滨对虾养殖体系中筛选

得到 2 株具有 QQ 功能的活性菌株，经鉴定分别是芽

孢杆菌属和科贝特氏菌属。安全性评价结果表明，这

2 株活性菌对凡纳滨对虾无明显毒害作用，可以作为

潜在益生菌应用于对虾养殖， 终通过单因素条件

优化实验确定了 2 株活性菌的 适生长和信号分子

C6-HSL 降解条件，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性

病害提供了优良菌种，并为菌株的大规模发酵及后续

应用提供了参考资料。后续研究将集中在 QQ 活性物

质的分离、纯化及实际应用效果方面，探究活性菌株

的主要功能组分及对对虾的保护作用，为在实际生产

中应用 QQ 菌株防治细菌性病害提供基础研究资料。 
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Screening, Safety Evaluation and Fermentation Conditions Optimization of 
Quorum Quenching Bacteria from Litopenaeus vannamai Culture System 

YU Peng1,2, YE Haibin2, SHAN Hongwei1①
, MA Shen1, WANG Teng1 

(1. Ocean University of China, Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Qingdao  266003; 2. Shandong Key 
Laboratory of Disease Control in Mariculture, Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao  266104) 

Abstract    With the development of shrimp culture industry, bacterial diseases are becoming very 
serious. To explore the new methods of controlling bacterial diseases in shrimps through quorum 
quenching (QQ), potential probiotics with QQ activity from the culture system of Litopenaeus vannamei 
were screened and identified in the present study. The safety of QQ strains was evaluated and 
fermentation conditions were optimized. The Agrobacterium tumefaciens A136 liquid X-gal method was 
used to screen QQ strains. Two bacterial fermentation broths showed significant degradation of hexanoyl 
homoserine lactone (C6-HSL), while the degradation activities were both lost after boiling water bath 
treatment. The strains were subjected to 16S rDNA gene sequencing analysis, and BDZ5 and W1B were 
identified as Bacillus sp. and Cobetia sp., respectively. The safety evaluation results showed that strains 
BDZ5 and W1B were not hemolyzed and were not sensitive to most antibiotics. After injection of the two 
strains, the cumulative mortality of shrimp did not increase, and the serum immune and antioxidase 
enzyme activities in shrimp did not change significantly, indicating that the two strains are safe for shrimp. 
Single factor condition optimization results showed the optimal growth conditions of BDZ5 as follows: 
initial pH 7.0, salinity 20, and 0.0005% MnCl2 for 48 h culture time. Moreover, the optimal growth 
conditions of W1B were as follows: initial pH 6.0, salinity 40, and 0.05% CaCl2 for 48 h. Except for the 
culture time, the optimal C6-HSL degradation conditions of two strains were different from their growth 
conditions. Under the culture condition of initial pH 7.5, salinity 30, and 0.0005% MnCl2 for 48 h, the 
degradation rate of the signal molecule C6-HSL by the action of the two active bacteria reached the 
maximum. The results of the study can provide excellent strains for controlling bacterial diseases in 
shrimp based on QQ and provide reference materials for large-scale fermentation and subsequent 
application of the strains. 
Key words    Litopenaeus vannamai; Bacterial disease control; Quorum quenching bacteria; Safety; 
Condition optimization 
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张云滨, 任宪云, 高保全, 吕建建, 王磊, 刘萍. 三疣梭子蟹 C-JUN 氨基末端激酶基因克隆及在病原胁迫后的表达特征分

析. 渔业科学进展, 2020, 41(5): 92–100 
Zhang YB, Ren XY, Gao BQ, Lü JJ, Wang L, Liu P. Cloning and expression analysis of c-Jun N-terminal kinase gene in Portunus 
trituberculatus after pathogenic stress. Progress in Fishery Sciences, 2020, 41(5): 92–100 

三疣梭子蟹 C-JUN 氨基末端激酶基因克隆 
及在病原胁迫后的表达特征分析* 

张云滨 1,3  任宪云 2,3  高保全 2,3  吕建建 2,3   
王  磊 1,3  刘  萍 2,3① 

(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. 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    C-JUN 氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, JNK)作为丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)超家

族的重要一员，在细胞增殖、凋亡和免疫应激等过程中发挥着重要作用。为深入研究 JNK 基因的

免疫防御机制，本研究从三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)转录组数据库中筛选到 JNK 基因的

EST 序列，利用 RACE 扩增技术克隆得到该基因全长序列，命名为 PtJNK，cDNA 全长为 3240 bp，
开放阅读框(ORF)为 1380 bp，编码 459 个氨基酸，具有 TPY 磷酸化位点的 S_TKC 保守结构域，是

JNK 基因家族典型特征。组织表达分布结果显示，PtJNK 基因在所有组织中均有表达；Real-time PCR
检测不同病原刺激下 PtJNK 基因的表达水平，结果显示，注射副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)
后，该基因显著下调表达(P<0.05)；而注射白斑综合征病毒(WSSV)后，该基因显著上调表达(P<0.05)。
综上所述，PtJNK 基因是一种广泛表达基因，且在不同的病原感染情况下，该基因的表达模式存在

差异，在免疫防御过程中具有重要作用。 
关键词    三疣梭子蟹；PtJNK；基因克隆；病原感染；实时荧光定量 PCR 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0011-09 

C-JUN 氨基末端激酶 (c-Jun N-terminal kinase, 
JNK)在 1990 年被发现，是形成丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)超家族的重要亚基。 JNK 基因家族具有

THR-Pro-Tyr(TPY)磷酸化位点的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶 (S_TKC)典型结构域，是上游基因 MKK4 与

MKK7 的激活区域，磷酸化的 JNK 可激活下游各种

转录因子(Davis, 2000; Minden et al, 2008)和非转录

因子(Lin, 2003)，参与细胞增殖(Zhang et al, 2002)、

abc
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凋亡(Kyriakis et al, 1994)、分化和免疫应激(Huang et al, 
2009)等生理过程。国内外研究者发现，JNK 可介导

多种外界因素引起的细胞凋亡，如 Dhanasekaran 等

(2008) 研究发现， JNK 可活化其下游转录因子

c-JUN/AP-1 的活性，进而调节凋亡蛋白的表达；活

化 P53 基因的表达可调节细胞凋亡 (Jones et al, 
2008)；JNK 还可以介导非转录因子 BCL-2 家族基因

的表达来调节细胞凋亡(Aoki et al, 2002)。JNK 除在

细胞凋亡中发挥重要作用外，在机体免疫应激过程中

也发挥重要作用，如在果蝇(Drosophila)中，JNK 基

因可以激活脂肪体中抗菌肽基因的表达，参与对致病

菌(Bond et al, 2009)、真菌(Sluss et al, 1996)和病毒

(Delaney et al, 2006)的免疫防御；Shi 等(2012)在凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)中获得的 JNK 同源基

因与 WSSV 的复制和基因转录有关；Zhu 等(2016)在
中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)中发现，JNK 信号通路

可调节抗菌肽(AMPs)的表达。可见 JNK 在机体的免

疫防御过程中具有极其重要的作用。然而，在三疣梭

子蟹(Portunus trituberculatus)中，有关 JNK 是否参与

细胞凋亡、免疫防御的作用机制尚未见报道。 
三疣梭子蟹具有较高的经济价值，是我国重要的

海产养殖品种(任海波等, 2018）。但由于养殖环境的

破坏与病害频发，三疣梭子蟹养殖规模呈现下降的趋

势，其中，副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)和白

斑综合征病毒(WSSV)是导致三疣梭子蟹病害频发的

主要病原(周俊芳等 , 2014; 李卢 , 2005; 阎斌伦等 , 
2010)。因此，本研究采用 RACE 技术克隆三疣梭子

蟹的 JNK 基因，通过生物学软件分析其基因结构与

功能，并利用实时荧光定量技术(qRT-PCR)对其在不同

病原感染下的表达模式进行分析，为进一步探索三疣梭

子蟹 JNK基因在免疫防御中的作用机制提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验样品的获取 

三疣梭子蟹采集于山东省潍坊市昌邑海丰养殖

基地，选择健康的三疣梭子蟹 200 只[(25±3) g]，在 10 m2

的室内水池中暂养 7 d，水温为(25±2)℃，盐度为 33，
持续充氧，为保证水质良好，每天换水 1/3，定时、定

点、定量投喂新鲜杂鱼，投喂量为其体重的 30%左右。

随机选取 3 只暂养后的健康三疣梭子蟹，分别取其

10 个组织(脑、肝胰腺、血细胞、肌肉、胸腺、肠、

眼柄、胃、鳃和心脏)存于液氮，用于组织表达分布分

析，其中，血细胞 800×g 4℃离心 10 min，去上清液，

保留血细胞，并保存于液氮中。 

将剩余的健康三疣梭子蟹平均分为 3 组，即对照组

(甲壳动物生理盐水)、副溶血弧菌感染组(1×107 CFU/ml)
和 WSSV(3.7×107 copy/ml)感染组，每组 50 只以确保

有足够的取样个体数量，浓度参照张杰等(2018)，注

射量为 100 μl，分别在感染 0、3、6、12、24、48 和

72 h 时取其鳃、肝胰腺和血细胞组织，每组取 3 只混

合放置在 1.5 ml 离心管中。其中，血细胞 800×g 4℃
离心 10 min，去上清液，保留血细胞，并保存于液氮

中，用于后续总 RNA 提取等。 

1.2  总 RNA 提取与 RACE 模板合成 

将保存于液氮未处理的组织进行充分研磨，采用

TRIzol® Reagent(Roche 公司)方法进行总 RNA 提取，

然后进行 1%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

(NanoDrop 2000, Thermo)检测其质量和浓度，将高质

量的 RNA 进行分装保存(–80℃)。将各组织中高质量

的总 RNA 均匀混合，并使用 SMARTer® RACE cDNA 
Amplification Kit (TaKaRa 公司)试剂盒合成 3′和 5′ 
RACE cDNA 模板(–80℃分装保存)，用于后续基因克

隆实验。 

1.3  PtJNK 基因 cDNA 全长扩增 

根据三疣梭子蟹转录组数据库筛选得到 PtJNK
的 EST 序列，利用 Primer Premier 5.0 软件设计 3′和 5′ 
RACE 特异性引物及通用引物，由生工生物工程(上
海)有限公司合成(表 1)，使用 Trans Taq® DNA 高保真

聚合酶(北京全式金生物公司)进行 3′和 5′末端巢式

PCR 扩增，第 1 轮使用 UPM 通用引物，10 µl 反应体

系： 0.5 µl 模板、 0.4 µl Forward/Reverse Primer 
(10 µmol/L)、5 µl Premix Taq (LA Taq Ver 2.0)、ddH2O 补

足；程序：94℃ 5 min；94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 
1.5 min，35 个循环；72℃ 10 min。第 2 轮以第 1 轮反

应为模板，使用 NUP 通用引物，20 l 反应体系，程

序：94℃ 5min；94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 1.5 min，
35 个循环；72℃ 10 min。将获得的 PCR 产物使用 1%
琼脂糖凝胶电泳检测，将检测合理的目的条带进行切

胶 回 收 (TaKaRa Mini BEST Agarose Gel DNA 
Extraction Kit Ver.4.0)，与 pMD-18T 载体(TaKaRa)连
接 3 h，转化至 DH5α 大肠杆菌感受态细胞(TSINGKE)
中，涂布于含氨苄的固体培养基上，37℃恒温过夜培

养，挑取阳性单克隆，加入含 100 µg/ml 氨苄的 LB 液

体培养基中，37℃  200 r/min 振荡培养 4 h，用

M13-47/48 引物进行菌落 PCR 鉴定，并将检测准确

的目的菌液送至生工生物工程(上海)有限公司进行

测序。 
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表 1  本研究所用引物序列 
Tab.1  Nucleotide sequences of the PCR primers used in this study 

引物 Primers 序列 Sequences (5′~3′) 用途 Purpose 
PtJNK-3′ F1 GACCCAGAACGCAGGATAAGT 
PtJNK-3′ F2 TGTTCTCCCCCTCTCCCACT 

3′-RACE 

PtJNK-5′ R1 GTTGGCTGTAATCTGGACATAAAGT 
PtJNK-5′ R2 GGGCTCCTCACTGCTTCCAA 

5′-RACE 

JNK-F TATGTTGAAAACCGTCCTCGC 
JNK-R CCACACTTATCCTGCGTTCTG 

RT-PCR 

UPM-long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
UPM-short CTAATACGACTCACTATAGGGC 
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

RACE 通用引物 
RACE universal primers 

M13F (–47) CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
M13R (–48) AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 

菌落 PCR 
Colony PCR 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG 
β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC 

qRT-PCR 内参 
qRT-PCR internal reference 

 
1.4  PtJNK 基因序列生物信息学分析 

利用Contig Express软件将 3′和 5′克隆序列与EST
序列进行拼接、验证，得到 PtJNK 基因的 cDNA 全长，

利用 NCBI-BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
在线软件对 PtJNK 基因序列进行比对，并使用 ORF 
Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cgi)
在线软件预测 PtJNK 基因序列的开放阅读框(ORF)。利

用 ExPASy(http://cn.expasy.org/tools/pi_tool.html)、SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de)、SignalP 4.1 (http:// 
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)在线生物学分析软

件对基因编码的氨基酸进行物理性质、结构域、跨膜结

构域和信号肽的预测。使用 DNA MAN 5.2.9 软件对不同

物种的氨基酸序列进行多重序列比对，并通过MEGA 6.0
软件(Tamura et al, 2011)采用邻接法(Neighbor-Joining 
method) (Saitou et al, 1987)进行系统进化树的构建。 

1.5  PtJNK 基因组织表达分析 

将提取的总 RNA 用 HiScript II Q RT SuperMix 
for qPCR (+gDNA wiper) kit (南京诺维赞)进行反转录

成 cDNA，用于组织表达定量检测。根据 PtJNK 基因

的全长序列，通过 Primer Premier 5.0 软件设计 qRT-PCR
特异性引物，内参基因选用 β-actin(表 1)。采用 10 µl 
qRT-PCR 体系：SYBR Premix Ex Taq Ⅱ (2×) 5.0 µl，正/
反向引物(10 µmol/L) 0.4 µl，ROX Reference Dye Ⅱ (50×) 
0.2 µl，cDNA 模板 2.0 µl，灭菌水 3.0 µl。反应程序：

95℃ 30 s；95℃ 5 s，60℃ 34 s，40 个循环；95℃ 15 s，
60℃ 1.0 min，95℃ 15 s。采用 2–∆∆Ct 方法(Livak et al, 
2001)对荧光定量结果进行分析，并通过 SPSS 19.0
软件进行显著性分析(P<0.05)。 

2  结果 

2.1  PtJNK 基因全长与序列结构特征 

利用 RACE 方法得到三疣梭子蟹 JNK 基因全长

序列 3240 bp，命名为 PtJNK(GenBank 登录号：

MK28792)(图 1)。生物学软件分析显示，该基因包含

5′非编码区 668 bp，3′非编码区 1192 bp，其开放阅读

框(ORF)1380 bp，编码 459 个氨基酸，预测分子量为

51.7 kDa，理论等电点为 6.47。SMART、Signal 4.1
在线软件分析显示，该氨基酸序列具有 TPY 磷酸化

位点的 S_TKC 保守结构域(图 2)，属于 JNK 基因家

族典型结构特征，无信号肽及跨膜结构域。 

2.2  PtJNK 氨基酸同源性与系统进化树分析 

利用 Blast 在线软件对 PtJNK 氨基酸序列和其他

物种的 JNK 氨基酸序列进行同源性比对，结果显示，

PtJNK 氨基酸序列与锯缘青蟹(Scylla paramamosain) 
SpJNK 氨基酸序列同源性最高(91.7%)，其次是中华

绒螯蟹 EsJNK(89.98%)、凡纳滨对虾 PvJNK(88.52%)、
日本对虾 (Penaeus japonicas)PjJNK(87.90%)。利用

DNA MAN 对多个序列进行同源性比对发现(图 3)，
每个氨基酸序列都具有 TPY 磷酸化位点的 S_TKC 保

守结构域结构。通过对多个氨基酸序列构建系统进化

树发现(图 4)，三疣梭子蟹与锯缘青蟹和中华绒螯蟹

聚为一支，其次与凡纳滨对虾和日本对虾聚为一类。 

2.3  PtJNK 基因组织表达分析 

2.3.1  PtJNK 全组织相对表达分析    利用 qRT- 
PCR 技术对三疣梭子蟹不同组织的 PtJNK mRNA 进  
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图 1  三疣梭子蟹 PtJNK 基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide sequence and deduced amino acids sequence of PtJNK 

起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG)用方框标出；阴影部分为 S_TKC 保守结构域；TPY 磷酸化位点用单下划线标出 
Boxes: Start codon (ATG) and stop codon (TAG); Shadow: S_TKC Conservative domain; Underline: TPY phosphorylation 

 

 
 

图 2  三疣梭子蟹 PtJNK 基因编码蛋白结构域位置 
Fig.2  The protein domain architecture of PtJNK 
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图 3  三疣梭子蟹 PtJNK 氨基酸序列的多序列比对 
Fig.3  The multiple sequence alignment of that PtJNK amino acid sequences 

各物种名称及 GenBank 登录号：三疣梭子蟹 MK28792；锯缘青蟹 AYK28495.1；中华绒螯蟹 AHG95993.1；凡纳滨对虾

XP_027218684.1；日本对虾 BAI87826.1；家蚕 NP_001103396.1；果蝇 AAB97094.1；乾木白蚁 PNF21055.1；内华达古白

蚁 KDR18179.1；小鼠 BAA85875.1；人 NP_001310231.1 
Name of each species and GenBank accession numbers: P. trituberculatus MK28792; S. paramamosain AYK28495.1; E. sinensis 

AHG95993.1; P. vannamei XP_027218684.1; P. japonicus BAI87826.1; B. mori NP_001103396.1; D. melanogaster AAB97094.1; 
C. secundus PNF21055.1; Z. nevadensis KDR18179.1; M. musculus BAA85875.1; H. sapiens NP_001310231.1 

 

 
 

图 4  基于 JNK 氨基酸序列构建的不同物种的系统进化树 
Fig.4  Phylogenetic tree of different species based on JNK amino acid sequences 
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行相对表达定量检测，结果显示(图 5)，PtJNK 在各组

织中都有表达，且表达存在显著差异(P<0.05)。实验

以肝胰腺作为对照，其中，胃和肌肉中的表达量最

高(与肝胰腺的表达水平相比分别为 3.98 和 3.78倍)；
其次在鳃的表达水平是肝胰腺的 1.79 倍；在心脏略

低于肝胰腺的表达水平，在血细胞的相对表达量较

低。因此，推测 PtJNK 可能在三疣梭子蟹中发挥不

同的作用，其作用因组织类型的不同而不同。 
 

 
 

图 5  三疣梭子蟹 PtJNK 基因在不同组织中的表达 
Fig.5  Relative expression characterization of PtJNK  

gene in the various tissues of P. trituberculatus 

相同字母代表差异不显著(P>0.05)， 
不同字母代表差异显著(P<0.05)，下同 

Same letters indicated no significantly different (P>0.05), 
different letters indicated significantly different (P˂0.05).  

The same as below 
 

2.3.2  不同病原刺激下 PtJNK 基因的表达分析    本
研究利用 qRT-PCR 技术，研究在不同的病原刺激下，

三疣梭子蟹血细胞、肝胰腺和鳃中 JNK 基因的表达

情况(图 6)。在副溶血弧菌感染后，PtJNK 基因在血

细胞、鳃和肝胰腺 3 个组织中，与对照组相比基本呈

现不同程度的下调趋势，且呈现先下降后上升再下降

后趋于平衡的表达模式。在血细胞中，分别在 12 h
和 24 h 高于对照组表达量，达到最高表达水平，为

对照组的 1.79 倍和 1.54 倍；在肝胰腺中，在 12 h 达

到最高值，为对照组的 0.63 倍；在鳃中，在 6 h 达到

最高表达量，为对照组的 0.61 倍，在 48 h 和 72 h 达

到恒定水平，为对照组的 0.56 倍和 0.59 倍。 
在注射 WSSV 后，PtJNK 基因在血细胞、肝胰腺

和鳃 3 个组织中，相对对照组呈上调表达。在血细胞

中呈先下降后上升再下降的表达模式，在 24 h 达到

最大值，为对照组的 18.21 倍；在肝胰腺中，PtJNK

基因的表达整体呈先上升后下降的表达趋势，在 12 h
表达量达到最大值，为对照组的 4.91 倍；在鳃中，

PtJNK 基因的表达整体呈先上升后下降再上升的表

达趋势，其中，在 12 h 下调至最低水平，为对照组

的 0.38 倍。 
 

 
 

图 6  三疣梭子蟹在不同病原感染下 PtJNK 在血细胞(A)、
肝胰腺(B)和鳃(C)中的表达模式 

Fig.6  The expression of PtJNK in haemocytes (A), 
hepatopancreas(B), and gill(C) of P. trituberculatus after 

different pathogen infection 

感染组间没有进行差异显著分析 
No analysis was performed between infected groups 
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3  讨论 

为更加深入了解三疣梭子蟹 JNK 基因的分子特

征，本研究首次获得 PtJNK 基因的全长序列，cDNA
全长为 3240 bp。经生物学软件分析，PtJNK 基因含有 TPY
磷酸化位点的 S_TKC 保守结构域，是 C-JUN 氨基末端

激酶(JNK)基因家族的典型结构域。氨基酸多重序列

比对结果显示，PtJNK 氨基酸序列与其他物种具有高

度的保守性。系统进化树结果表明，无脊椎动物与脊

椎动物有关 JNK 基因在进化上并没有十分密切的联

系，而三疣梭子蟹 PtJNK 基因与锯缘青蟹、中华绒螯

蟹聚为一支。综上所述，该序列确定为三疣梭子蟹

JNK 基因，且在进化上高度保守。 
JNK 基因可由各种环境应激激活，如细菌或病毒

感染、氧化应激等。为了深入研究 JNK 基因在三疣

梭子蟹中的功能，进行了病原感染实验，并利用 qRT- 
PCR 对 PtJNK 基因的组织表达模式进行了分析。结果

显示，该基因在各检测组织(胃、肌肉、肠、眼柄、

胸腺、鳃、脑、心脏、肝胰腺和血细胞)中均有表达，

其中，在胃和肌肉中表达量最高。时恭芳(2017)在对

斑节对虾(Penaeus monodon)的研究中发现，PmJNK
在各组织中广泛表达，其中，在血淋巴、鰓和肠道中

高 表 达 ； Sun 等 (2016) 对 虾 夷 扇 贝 (Patinopecten 
yessoensis)研究发现，JNK 基因在肌肉中表达量最高。

因此，推断 PtJNK 基因在三疣梭子蟹中可能参与多种

生理表达，且因物种的不同其表达模式具有明显的差异。 
在无脊椎动物中，血细胞 (Wang et al, 2005; 

Bachère et al, 2004; Xiao et al, 2013)、肝胰腺(Diggles 
et al, 2000; Wang et al, 2012)被认为是主要的免疫器官，

在宿主对外来病原体的免疫防御中发挥重要作用。为

进一步研究 PtJNK 基因的功能，本研究对血细胞、鳃

和肝胰腺 3 个组织进行了表达定量分析。研究发现，

在注射副溶血弧菌后，PtJNK 基因在血细胞、鳃和肝

胰腺中的表达呈现一定程度的下调表达(P<0.05)，在

3 h 后，该基因的表达量呈先上升后下降的模式，而

在 对 凡 纳 滨 对 虾 (Li et al, 2015) 和 近 江 牡 蛎

(Crassostrea hongkongensis) (Qu et al, 2016)中研究发

现，JNK 基因呈上调表达，且在病原感染的过程中发

挥着免疫调节作用，因此，推测副溶血弧菌导致三疣

梭子蟹机体紊乱，引起 PtJNK 基因表达受到抑制，表

明 PtJNK 基因参与了三疣梭子蟹免疫防御过程。

WSSV 感染后发现，在所观察的血细胞、肝胰腺和鳃

中均呈现显著的上调表达(P<0.05)，分别在 24 h、12 h
和 48 h 达到最大值，为对照组的 18.21 倍、4.9 倍和

11.68 倍，这与凡纳滨对虾的研究结果相似：Shi 等

(2012)的研究证明了该基因具有抑制 WSSV复制的功

能，Li 等(2015)证明了 JNK 途径的激活(包括 MKK7/ 
JNK/AP-1)可以增强抗菌肽(AMPs)的产生。另有研究

发现，在病毒感染过程中，JNK 信号通路参与病毒复

制和调控特定病毒蛋白的表达(Sun et al, 2018; Li et al, 
2015; Wei et al, 2015)，而抗菌肽在机体免疫调节中具

有重要的作用，这进一步证实了 PtJNK 基因在三疣梭

子蟹免疫防御过程中起调节作用。 
综上所述，本研究首次成功克隆得到三疣梭子蟹

的 PtJNK 基因序列全长，并对其氨基酸序列进行了生

物学分析，通过病原感染实验检测 PtJNK 基因在血细

胞、肝胰腺和鳃中的相对表达量，初步证实了 PtJNK
基因在三疣梭子蟹感染病原的过程中发挥着重要的

作用，为深入研究 PtJNK 基因的功能作用机制提供了

理论参考。 

参  考  文  献 

Aoki H, Kang PM, Hampe J, et al. Direct activation of 
mitochondrial apoptosis machinery by c-Jun N-terminal 
kinase in adult cardiac myocytes. Journal of Biological 
Chemistry, 2002, 277(12): 10244–10250 

Bachère E, Gueguen Y, Gonzalez M, et al. Insights into the 
anti-microbial defense of marine invertebrates: The penaeid 
shrimps and the oyster Crassostrea gigas. Immunological 
Reviews, 2004, 198(1): 149–168 

Bond D, Foley E. A quantitative RNAi screen for JNK modifiers 
identifies Pvr as a novel regulator of Drosophila immune 
signaling. PLoS Pathogens, 2009, 5(11): 1000655 

Davis RJ. Signal transduction by the JNK group of MAP kinases. 
Cell, 2000, 103(2): 239 

Delaney JR, Stoven S, Uvell H, et al. Cooperative control of 
Drosophila immune responses by the JNK and NF-kappaB 
signaling pathways. EMBO Journal, 2006, 25(13): 3068–3077 

Dhanasekaran DN, Reddy EP. JNK signaling in apoptosis. 
Oncogene, 2008, 27(48): 6245–6251 

Diggles BK, Moss GA, Carson J, et al. Luminous vibriosis in rock 
lobster Jasus verreauxi (Decapoda: Palinuridae) phyllosoma 
larvae associated with infection by Vibrio harveyi. Diseases 
of Aquatic Organisms, 2000, 43(2): 127–137 

Huang G, Shi LZ, Chi H. Regulation of JNK and p38 MAPK in 
the immune system: Signal integration, propagation and 
termination. Cytokine, 2009, 48(3): 161–169 

Jones E, Dickman M, Whitmarsh A. Regulation of p73-mediated 
apoptosis by c-Jun N-terminal kinase. Biochemical Journal, 
2007, 405(3): 617–623 

Kyriakis JM, Banerjee P, Nikolakaki E, et al. The stress- 
activated protein kinase subfamily of c-Jun kinases. Nature, 
1994, 369(6476): 156–160 

Li C, Li H, Wang S, et al. The c-Fos and c-Jun from Litopenaeus 



第 5 期 张云滨等: 三疣梭子蟹 C-JUN 氨基末端激酶基因克隆及在病原胁迫后的表达特征分析 99 

 

vannamei play opposite roles in Vibrio parahaemolyticus 
and white spot syndrome virus infection. Developmental 
and Comparative Immunology, 2015, 52(1): 26–36 

Li L. Common diseases and their control of swimming crab, 
Portunus trituberculatus. Fisheries Science and Technology 
Information, 2005, 32(6): 269–271 [李卢. 三疣梭子蟹的常

见病及其防治. 水产科技情报, 2005, 32(6): 269–271] 
Lin A. Activation of the JNK signaling pathway: Breaking the 

brake on apoptosis. Bioessays News and Reviews in Molecular 
Cellular and Developmental Biology, 2003, 25(1): 17–24 

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression 
data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta 
C(T) method. Methods, 2001, 25(4): 402–408 

Minden A, Karin M. Regulation and function of the JNK 
subgroup of MAP kinases. Letters in Spatial and Resource 
Sciences, 2008, 1333(2): 85–104 

Qu F, Xiang Z, Xiao S, et al. c-Jun N-terminal kinase (JNK) is 
involved in immune defense against bacterial infection in 
Crassostrea hongkongensis. Developmental and Comparative 
Immunology, 2016, 67: 77–85 

Ren HB, Li YB, Zhang XR, et al. Molecular cloning and 
sequence analysis of Scygonadin from Portunus trituberculatus. 
Journal of Biology, 2018, 35(4): 21–24 [任海波, 李燕波, 
张肖荣, 等. 三疣梭子蟹抗菌肽 Scygonadin 基因的克隆

与序列分析. 生物学杂志, 2018, 35(4): 21–24] 
Saitou N, Nei M. The neighbor-joining method: A new method 

for reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology 
and Evolution, 1987, 4(4): 406–425 

Shi GF. The cloning and function research of the genes JNK, 
C-JUN and ATF-2 in the JNK signaling pathway from 
shrimp, Penaeus monodon. Master´s Thesis of Shanghai 
Ocean University, 2017 [时恭芳. 斑节对虾 JNK 信号通路

中的 JNK、C-JUN 和 ATF-2 基因的克隆与功能研究. 上
海海洋大学硕士研究生学位论文, 2017] 

Shi H, Yan X, Ruan L, et al. A novel JNK from Litopenaeus 
vannamei involved in white spot syndrome virus infection. 
Developmental and Comparative Immunology, 2012, 
37(3–4): 421–428 

Sluss HK, Goberdhan DC, Davis RJ, et al. A JNK signal 
transduction pathway that mediates morphogenesis and an 
immune response in Drosophila. Genes and Development, 
1996, 10(21): 2745–2758 

Sun J, Li Y, Li M, et al. A novel JNK is involved in immune 
response by regulating IL expression in oyster, Crassostrea 
gigas. Fish and Shellfish Immunology, 2018, 79: 93–101 

Sun Y, Zhang L, Zhang M, et al. Characterization of three 
mitogen-activated protein kinases (MAPK) genes reveals 

involvement of ERK and JNK, not p38 in defense against 
bacterial infection in Yesso scallop Patinopecten yessoensis. 
Fish and Shellfish Immunology, 2016, 54: 507–515 

Tamura K, Peterson D, Peterson N, et al. MEGA5: Molecular 
evolutionary genetics analysis using maximum likelihood, 
evolutionary distance, and maximum parsimony methods. 
Molecular Biology and Evolution, 2011, 28(10): 2731–2739 

Wang PH, Liang JP, Gu ZH, et al. Molecular cloning, 
characterization and expression analysis of two novel Tolls 
(LvToll2 and LvToll3) and three putative Spätzle-like Toll 
ligands (LvSpz1-3) from Litopenaeus vannamei. Developmental 
and Comparative Immunology, 2012, 36(2): 359–371 

Wang Y, Puscheck EE, Lewis JJ, et al. Increases in phosphorylation 
of SAPK/JNK and p38MAPK correlate negatively with 
mouse embryo development after culture in different media. 
Fertility and Sterility, 2005, 83(1): 1144–1154 

Wei S, Huang Y, Huang X, et al. Characterization of c-Jun from 
orange-spotted grouper, Epinephelus coioides involved in 
SGIV infection. Fish and Shellfish Immunology, 2015, 
1(43): 230–240 

Xiao YM, Zhou YH, Xiong Z, et al. Involvement of JNK in the 
embryonic development and organogenesis in zebrafish. 
Marine Biotechnology, 2013, 15(6): 716–725 

Yan BL, Liang LG, Zhang XJ. Prevention and cure of fish 
disease proceedings on main diseases of swimming crab, 
Portunus trituberculatus. Fisheries Science and Technology 
Information, 2010, 37(1): 29–33 [阎斌伦, 梁利国, 张晓君. 
三疣梭子蟹主要病害研究进展. 水产科技情报, 2010, 
37(1): 29–33] 

Zhang J, Lü JJ, Liu P, et al. Cloning of Toll4 in Portunus 
trituberculatus and its expression in responding to pathogenic 
infection and low salinity stress. Progress in Fishery 
Sciences, 2018, 39(2): 146–155 [张杰, 吕建建, 刘萍, 等. 
三疣梭子蟹 Toll4 基因克隆及其在病原和低盐胁迫中的

表达特征分析. 渔业科学进展, 2018, 39(2): 146–155] 
Zhang W, Liu HT. MAPK signal pathways in the regulation of 

cell proliferation in mammalian cells. Cell Research, 2002, 
12(1): 9–18 

Zhou JF, Li XC, Wang JY, et al. Analysis of major infectious 
diseases and their causative agents of Chinese sea crab. 
Marine Sciences, 2014, 38(6): 102–106 [周俊芳, 李新苍, 
王江勇, 等. 中国海水蟹主要流行性疾病及其病原分析. 
海洋科学, 2014, 38(6): 102–106] 

Zhu YT, Zhang X, Wang SC, et al. Antimicrobial functions of 
EsLecH, a C-type lectin, via JNK pathway in the Chinese 
mitten crab, Eriocheir sinensis. Developmental and 
Comparative Immunology, 2016, 61: 225–235 

 
(编辑  冯小花) 



100 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

 
 

Cloning and Expression Analysis of c-Jun N-Terminal Kinase Gene  
in Portunus trituberculatus after Pathogenic Stress 
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Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071) 

Abstract    The c-Jun N-terminal kinase (JNK) is a member of the mitogen-activated protein kinase 
superfamily, which plays an important role in cell proliferation, apoptosis, and immune stress. To further 
explore the immune defense mechanism of JNK in Portunus trituberculatus, the EST sequence of PtJNK 
was isolated from the transcriptome database of P. trituberculatus. In this study, the JNK gene of        
P. trituberculatus (PtJNK) was successfully cloned by RACE; measurements showed a cDNA length of 
3240 bp and an open reading frame of 1380 bp. PtJNK consists of 459 amino acids, including a 
serine/threonine protein kinase (S-TKc) domain with a conserved Thr-Pro-Tyr (TPY) motif, which is a 
typical feature of the JNK gene family. The results of tissue expression and distribution show that the 
PtJNK gene is expressed in all tissues. Real-time PCR was used to detect the expression of PtJNK under 
different pathogenic stimuli. The results show that expression of the gene is significantly down-regulated 
after injection of Vibrio parahaemolyticus (P<0.05), while expression is significantly up-regulated when 
white spot syndrome virus is injected (P<0.05). To sum up, PtJNK gene is a widely expressed gene, and 
expression of the gene differs according to pathogen. 
Key words    Portunus trituberculatus; PtJNK; Gene cloning; Pathogenic infection; Quantitative 
Real-time PCR 
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基于微卫星分子标记的凡纳滨对虾 
商业苗种遗传多样性分析* 

方振朋 1,2  孟宪红 2①  李旭鹏 2  栾  生 2   
曹家旺 2  陈宝龙 2  孔  杰 2  闫茂仓 3  胡利华 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； 
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摘要    为研究我国凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)商业苗种的遗传多样性特征，于河北、山东、

广东、海南等地采集了 6 个有代表性的凡纳滨对虾品牌苗种，分别命名为黄骅 R、东营 M、广州 P、
广州 Z、海南 S 和海南 Z，以 8 个微卫星标记检测其遗传多样性。结果显示，6 个品牌的凡纳滨对

虾在 8 个位点呈现不同程度的多态性，其平均等位基因数(Na)、期望杂合度(He)、观测杂合度(Ho)
和多态信息含量(PIC)分别为 4.5~9.5、0.516~0.733、0.346~0.550 和 0.472~0.700，各品牌遗传多样性

丰富程度从高到低分别为黄骅 R>广州 Z>广州 P>海南 Z>东营 M>海南 S。哈迪–温伯格平衡(HWE)
检验显示，4.17% (2/48)的检测结果表现为显著的偏离(0.01<P<0.05)，58.33% (28/48)表现为极显著

偏离(P<0.01)。分子变异方差分析(AMOVA)发现，12%的变异来自品牌间，24%的变异来自品牌内

个体间，其余 64%的变异均来自所有品牌个体。UPGMA 聚类分析结果显示，6 个品牌的凡纳滨对

虾聚为 2 个明显的分支，广州 P 和广州 Z 聚为一支，东营 M、黄骅 R、海南 Z 和海南 S 聚为一支。

主成分分析(PCA)结果显示，各品牌凡纳滨对虾无法单独进行聚类。本研究初步分析了当前国内养

殖凡纳滨对虾的遗传背景，实验结果可为凡纳滨对虾良种选育提供数据支撑。 
关键词    凡纳滨对虾；商业苗种；微卫星；遗传多样性 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0012-09 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)原产地主要 为中、南美的秘鲁北部至墨西哥太平洋沿岸，尤其以
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厄瓜多尔沿岸分布最为密集(王兴强等, 2004)。凡纳

滨对虾为世界三大养殖对虾之一(张伟权, 1990)，其

产量约占全球对虾产量的 70%(张龙等, 2019)，具有

成活率高、食性广、生长快、适应能力强等优点。凡

纳滨对虾于 1988 年从美国引入，之后迅速在全国范

围内普及(于洋, 2014; 唐扬等, 2018)，成为我国海水

养殖动物中养殖发展最快的一个种类 (马春艳等 , 
2011)。目前，我国已成为世界上凡纳滨对虾养殖产

量最高的国家(颉晓勇等, 2008; 童馨等, 2009)。 
随着我国凡纳滨对虾市场需求量的增大，对虾苗

种培育方式也出现了转变。目前，在集约化苗种培育

技术已达峰值的背景下，有些育苗场为了进一步降低

成本，种虾不经选育，长期近交繁殖，随着养殖产量

的增大，随之而来的问题也越来越多。最大的问题莫

过于养殖对虾遗传多样性下降，加之外来亲本得不到

更新，国内养殖对虾出现了种质退化、病害暴发频繁

的现象。从长远角度来看，查清我国凡纳滨对虾遗传

背景，对进一步培育优良品种和促进可持续健康养殖

具有重要指导意义。 
分子标记目前已广泛运用于水产动物育种中(张琼

等, 2011; 孙苗苗等, 2017; 王军等, 2018)，其中，又以

微卫星(Microsatellite或Simple Sequence Repeats)分子

标记应用最为普遍。微卫星标记是2~6个碱基为核心

的短串联重复序列，重复单位的重复次数在个体间呈

高度变异性且数量丰富，分布于生物体整个基因组中

(Tautz, 1989; Schlötterer et al, 1992)。微卫星标记具有

多态性高、重复性好、操作简单、共显性遗传等优

点，被广泛用于对虾群体遗传多样性分析(Bringmann 
et al, 1996; Postlethwait et al, 1998; 张天时等, 2005; 
曾地刚等, 2008)。本研究利用8个扩增稳定的微卫星

位点，对国内6个商业品牌凡纳滨对虾苗种进行遗传

多样性分析，初步分析当前国内养殖凡纳滨对虾的

遗传背景，为凡纳滨对虾优良品种的选育提供基础

数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

选用我国有代表性的 6 个品牌凡纳滨对虾商业

苗种[平均体长为(49.73±1.53) mm，平均体重为(1.41± 
0.11) g]，分别命名为黄骅 R、海南 Z、海南 S、广州

Z、广州 P 和东营 M。每个品牌取 30 尾个体进行肌

肉组织 DNA 提取，共计 180 尾凡纳滨对虾个体。 

1.2  实验方法 

采用天根海洋动物组织 DNA 提取试剂盒进行肌

肉组织 DNA 提取，利用紫外分光光度计(BioImaging 
ystems, UVP)进行 DNA 浓度测量，并根据测量结果

将 DNA 稀释至 50 ng/μl。将稀释得到的 DNA 利用   
8 个微卫星位点进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：总

体积为 20 μl，其中，模板 DNA 1.5 μl，(Vazyme) 2 × 
Taq Master Mix (Dye Plus) 10 μl，正向和反向引物   
(10 mmol/L)各 0.8 μl，灭菌超纯水 6.9 μl。PCR 反应程

序：95℃预变性 3 min；95℃变性 30 s；72℃退火 30 s，
72℃延伸 30 s，共 30 个循环；72℃延伸 5 min；4℃
保存。PCR 产物微卫星分型于生工生物工程(上海)股
份有限公司，利用 ABI 3730XL 测序仪完成，所用微

卫星位点及其引物信息见表 1。 

1.3  数据处理 

对 6 个品牌凡纳滨对虾商业苗种进行哈迪–温伯

格平衡(Hardy-Weinberg equilibrium, HWE)检测和遗

传多样性分析。利用 GENEPOP version 3.4 软件进行

HWE 检验，得到精确 P 值(PH-W)。通过 Cervus 3.0 计

算各位点的等位基因数目(Number of alleles, Na)，观

测杂合度(Observed heterozygosities, Ho)、期望杂合度

(Expected heterozygosities, He)、8 个微卫星位点的多态

信息含量(Polymorphism information content, PIC)和无

效等位基因频率[Null alleles frequency, F(Null)]。利用

GenAlEx 6.51软件计算 6个品牌凡纳滨对虾在各位点

的香农多样性指数(Shannon's diversity index)、8 个位

点每个品牌特有等位基因(Private alleles)平均值、各

品牌间的遗传分化程度和基因流(包括总的 FST 值以

及两两品牌间的 FST 值)；分子变异方差分析(Analysis 
of molecular variance, AMOVA)，估测遗传变异在品牌

内和品牌间的分配情况；6 个品牌间 Nei’s 无偏遗传

距离、遗传相似性系数、品牌间遗传距离矩阵、个体

间遗传距离矩阵；利用品牌间和个体间遗传距离矩阵

进行主成分分析(Principal coordinate analysis, PCA)。
利用 NTSYSpc 2.1 软件按照遗传一致度进行 6 个品牌

凡纳滨对虾 UPGMA 聚类。 

2  结果 

2.1  6 个商业品牌凡纳滨对虾苗种遗传多样性分析 

6 个品牌凡纳滨对虾商业苗种的遗传多样性参数

见表 2 和图 1。在 8 个微卫星位点中，6 个品牌凡纳

滨对虾总等位基因数为 36~76 个，最大为黄骅 R，最

小为东营 M。各品牌平均等位基因数为 4.5~9.5 个。 
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表 1  8 个微卫星位点信息 
Tab.1  The information of 8 microsatellites loci 

位点 
Loci 

引物序列(5′~3′)及荧光类型 
Primer sequences (5′~3′) and the  
fluorescence labeling of primers 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

产物片段范围 
Amplified fragment size (bp)

F：HEX-GGCACACTGTTTAGTCCTCG TUMXLv7.121 
R：CGAACAGAATGGCAGAGGAG 

58 194~244 

F：TAMRA-GACCAAAGGATATTGGCTCG TUMXLv9.90 
R：GTAATCAGGAGATGGTCCGC 

58 282~292 

F：6-FAM-GGCTGTGTTTGCGGTGTAGTTTM1103 
R：TCATACGATAATGGCATAGAAGG 

55 376~391 

F：ROX-CACCAAAACGAACGAAACG TUMXLv9.103 
R：GGATAAAAACGAATTGTATACCG 

58 199~393 

F：6-FAM-GATCATTCGCCCCTCTTTTT Lv12 
R：ATCTACGGTTCGAGAGCAGA 

55 125~134 

F：HEX-CGAAGAGATTTATCCAGGG TUMXLv10.33 
R：CGTGCATTATTATCCTTTCC 

56 252~324 

F：ROX-GGACTCACACTTCTGGTTC TUMXLv8.256 
R：GGCTGCACCTTGTAAGTC 

55 150~163 

F：TAMRA-CCATGGCTTTCCTCTTCTTTC TUMXLv7.56 
R：AGGTAGGGAAGTCGTGAGGG 

62 311~490 

 
黄骅 R 平均每个微卫星位点存在 1.625 个特有等位基

因，在所有品牌中最多。东营 M 平均每个位点存在

0.125 个特有等位基因，为各品牌中最少。8 个微卫

星位点的多态信息含量(PIC)值为 0.343~0.925，最高

为 TuMXLv7.56 位点，最低为 M1103 位点，除 M1103
位点外，其他 7 个微卫星位点 PIC 都大于 0.5。黄骅 R、

广州 Z 和海南 Z 的香农多样性指数较高，其他 3 个品

牌较低。8 个微卫星位点的无效等位基因频率范围为

0.031~0.403，5 个位点存在无效等位基因。8 个微卫

星位点分别对 6 个品牌凡纳滨对虾进行了 48 次 HWE
检验。其中，4.17%(2/48)的检测结果表现为显著的偏

离 (0.01<P<0.05)，58.33%(28/48)表现为极显著偏离

(P<0.01)，其余的 37.5%(18/48)符合 HWE (P>0.05)。 

2.2  6 个商业品牌凡纳滨对虾的遗传分化 

分子变异方差分析(AMOVA)发现，仅有12%的遗

传变异来自品牌间，24%来自品牌内个体间，其余64%
的变异均来自所有品牌个体，这表明遗传变异主要存

在于个体间(表3)。 
6 个品牌凡纳滨对虾商业苗种的 F 统计量分别为

0.359 (FIT)，0.273 (FIS)，0.118 (FST)。两两品牌间的

值 FST 在 0.034 和 0.111 之间，均<0.15(表 4)，且明显

的分成两部分。其中，小于 0.05 的为 4 组，占全部

15 组的 26.67%，没有出现遗传分化(FST<0.05)；介于

0.05 和 0.15 之间的为 11 组，占全部 15 组的 73.33%，

为中等程度分化(0.05<FST<0.15)。另外，从基因流分

布情况来看，两两群体间 Nm>1，范围为 1.806~7.027 
(表 4)。 

2.3  6 个商业品牌凡纳滨对虾的遗传聚类 

从表 5 可以看出，东营 M 和海南 Z 品牌间的遗

传距离最近(0.128)，遗传相似性系数最大(0.880)，亲

缘关系最近；广州 P 和海南 S 品牌间的遗传距离最远

(0.549)，遗传相似性系数最小(0.578)，亲缘关系最远。

由图 2 可以看出，6 个品牌的凡纳滨对虾聚为 2 个明

显的分支，广州 P 和广州 Z 聚为一支，东营 M、黄

骅 R、海南 Z 和海南 S 聚为一支。 

2.4  6 个商业品牌凡纳滨对虾遗传关系主成分分析 

主成分分析(PCA)结果显示(图 3)，6 个品牌凡纳

滨对虾商业苗种产生了明显的遗传歧化。其中，广州

P 和广州 Z 最为聚集，其次为东营 M 和海南 Z，之后

为黄骅 R 和海南 S，主成分 1 (Coord.1)和主成分 2 
(Coord.2)共解释了总遗传变异的 71.22%。在个体水

平上，主成分 1 (Coord.1)和主成分 2 (Coord.2)共解

释了总遗传变异的 20.05%。从图 3 可知，6 个品牌

的 180 尾凡纳滨对虾个体聚集较为集中，其中，广州

P、广州 Z 和黄骅 R 3 个品牌的凡纳滨对虾交集最

大。同时，每个品牌的凡纳滨对虾个体无法单独聚为

一类。 
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表 2  6 个品牌凡纳滨对虾在 8 个微卫星位点中的遗传多样性参数 
Tab.2  Genetic diversity indices of 8 microsatellite loci of L. vannamei from 6 brands 

位点 Loci  
品牌 

Brands 
参数

Indices TuMXLv
8.256 M1103 TuMXLv

7.121 
TuMXLv

9.90 Lv12 TuMXLv
9.103 

TuMXLv
7.56 

TuMXLv
10.33 

Na 5 5 4 8 9 10 12 7 
Ne 2.590 2.187 3.209 4.775 5.279 4.986 6.977 4.235 
I 1.195 1.109 1.261 1.731 1.839 1.870 2.176 1.619 

Ho 0.233 0.533 0.733 0.567 0.600 0.600 0.867 0.200 
He 0.614 0.543 0.688 0.791 0.811 0.799 0.857 0.764 

广州 P 

PH-W 0 0.090 0.570 0 0.270 0 0 0 
Na 6 5 5 8 7 15 16 7 
Ne 2.667 1.933 2.857 4.523 4.327 8.219 9.677 3.082 
I 1.278 0.873 1.288 1.742 1.630 2.409 2.451 1.433 

Ho 0.267 0.533 0.500 0.433 0.433 0.633 0.867 0.133 
He 0.625 0.483 0.650 0.779 0.769 0.878 0.897 0.676 

广州 Z 

PH-W 0 1.000 0.040 0 0 0 0 0 
Na 6 5 6 11 6 12 10 7 
Ne 2.795 1.421 3.020 4.986 2.975 5.863 7.087 4.337 
I 1.321 0.649 1.361 1.920 1.316 2.013 2.087 1.653 

Ho 0.267 0.300 0.867 0.800 0.633 0.700 0.833 0.533 
He 0.642 0.296 0.669 0.799 0.664 0.829 0.859 0.769 

海南 Z 

PH-W 0 0.140 0.370 0 0 0 0.440 0.130 
Na 3 2 5 7 5 4 8 2 
Ne 1.665 1.514 2.643 4.433 2.242 3.141 4.412 1.342 
I 0.642 0.523 1.235 1.680 1.093 1.231 1.647 0.423 

Ho 0.467 0.233 0.633 0.767 0.133 0.400 0.700 0.233 
He 0.399 0.339 0.622 0.774 0.554 0.682 0.773 0.255 

东营 M 

PH-W 0.750 0.090 0.980 0.170 0 0.010 0.520 0.640 
Na 8 3 6 11 10 12 15 11 
Ne 3.066 1.439 3.346 8.108 5.573 5.769 11.842 3.364 
I 1.525 0.532 1.393 2.231 1.942 2.060 2.569 1.622 

Ho 0.433 0.300 0.700 0.800 0.467 0.333 0.633 0.333 
He 0.674 0.305 0.701 0.877 0.821 0.827 0.916 0.703 

黄骅 R 

PH-W 0 0.990 0.140 0.620 0 0 0 0 
Na 6 2 5 4 3 4 7 7 
Ne 2.927 1.142 2.296 2.353 1.106 3.025 4.412 3.015 
I 1.291 0.245 1.028 1.002 0.230 1.212 1.624 1.359 

Ho 0.300 0.133 0.333 0.433 0.033 0.467 0.700 0.367 
He 0.658 0.124 0.564 0.575 0.096 0.669 0.773 0.668 

海南 S 

PH-W 0 0.700 0 0.100 0 0 0 0 
 

3  讨论 

微卫星分子标记在种内有高度的遗传变异，是群

体遗传分化分析的有效标记(孙效文等, 2008)。微卫

星分子标记广泛分布于基因组中，数量众多，容易检

测，在分子辅助育种和物种多样性检测等方面被广泛

应用(张丽娟等, 2014)。群体的遗传多样性来源于物

种适应复杂环境和生存进化(Li et al, 2016)，其主要表

现在等位基因数的丰富和均匀程度、遗传杂合度的大

小、多态信息含量的高低 3 个方面(Beardmore et al, 
1997; 王鹤等, 2016)。研究发现，等位基因越丰富，

遗传杂合度数值越大，多态信息含量越高，则群体遗 
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图 1  6 个品牌凡纳滨对虾商业苗种遗传多样性参数均值(8 个微卫星位点) 
Fig. 1  Mean value of genetic diversity parameters of L. vannamei from 6 brands (8 microsatellite loci) 

 
表 3  6 个品牌凡纳滨对虾分子变异方差分析 

Tab.3  Analysis of molecular variances (AMOVA) of microsatellites in 6 brands of L. vannamei 

变异 
Source of variation 

自由度 
df 

总方差 
Sum of squares 

变异组分 
Variance components

占总变异的百分比 
Percentage of variation 

固定系数 
Fixation indices

P 

品牌间 
Among brands 

5 124.825 0.359 12% 0.118 0.001

品牌内个体间 
Among individuals 

174 594.033 0.732 24% 0.273 0.001

所有个体间 
Within individuals 

180 351.000 1.950 64% 0.359 0.001

总计 Total 359 1069.858 3.041 100%   

 
表 4  6 个品牌凡纳滨对虾 FST值(下三角)与 Nm值(上三角) 

Tab. 4  Pair-wise FST (below the diagonal) and Nm (above 
the diagonal) between six brands of L. vannamei 

 广州 P 广州 Z 海南 Z 东营 M 黄骅 R 海南 S

广州 P 1 7.027 4.175 2.061 4.995 1.806

广州 Z 0.034 1 4.015 2.657 6.108 1.988

海南 Z 0.056 0.059 1 5.146 5.231 3.205

东营 M 0.059 0.086 0.046 1  2.093

黄骅 R 0.108 0.039 0.046 0.085 1 3.394

海南 S 0.086 0.111 0.072 0.107 0.069 1 

 
表 5  6 个品牌凡纳滨对虾遗传相似性系数 

(下三角)与遗传距离(上三角) 
Tab.5  Genetic similarity coefficient (below the diagonal) 

and genetic distance (above the diagonal) of  
six brands’ L. vannamei 

 广州 P 广州 Z 海南 Z 东营 M 黄骅 R 海南 S

广州 P 1 0.172 0.314 0.510 0.286 0.549

广州 Z 0.842 1 0.317 0.359 0.212 0.447

海南 Z 0.730 0.729 1 0.128 0.241 0.222

东营 M 0.601 0.698 0.880 1 0.366 0.318

黄骅 R 0.751 0.809 0.786 0.694 1 0.206

海南 S 0.578 0.639 0.801 0.728 0.814 1 

 
 

图 2  根据遗传一致度构建的 UPGMA 树 
Fig. 2  UPGMA dendrogram based on genetic identity  

of L. vannamei from 6 brands 
 

传变异更高，更能应对环境变化，也更能产生优质的

种质资源(Eschenroeder et al, 2016)。 
关于凡纳滨对虾微卫星标记开发和筛选的工作

已有大量报道 (Meehan, et al, 2003; 马宁等 , 2013;   
杨铭等, 2017)。本研究从实验室发表过的文章(李东宇

等, 2016)中筛选出 8 个扩增稳定的微卫星位点，分析

了 6 个国内品牌的凡纳滨对虾商业苗种的遗传多样

性、遗传结构和亲缘关系。结果显示，87.5% (7/8)的
位点平均多态信息含量 (PIC)都在 0.5 以上。根据

Botstein 等(1980)提出的衡量标准，当 PIC>0.5 时，意

味着该位点为高度多态位点，这也说明本研究所引用

的微卫星标记的多态性较高。基因杂合度是衡量群体 
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图 3  6 个品牌凡纳滨对虾主成分分析 
Fig. 3  Principal coordinate analysis (PCA) for L. vannamei from six brands 

 
遗传变异水平的理想参数(王日芳等, 2017)，8 个微卫

星位点中的观测杂合度(Ho)平均为 0.486，期望杂合

度(He)平均为 0.745，观测杂合度小于期望杂合度，

也从一个侧面说明了国内商业苗种凡纳滨对虾出现

了杂合子缺失、纯合子过剩的情况。在进行微卫星分

型的 8 个位点中，有 5 个(62.5%)位点显著偏离 HWE 
(P<0.05)。产生该结果的原因：一方面为实验对虾纯

合子过剩、杂合子缺失；另一方面为水产动物生物结

构较为简单，从而导致的遗传变异度也较高。因此，

造成微卫星位点在同一物种不同个体中发生碱基形

态和数目的变异，无法扩增正确的等位基因，扩增的

无效等位 基 因会导致 分 型结果显 著 偏离 HWE    
(舒妙安等, 2011; 宋忠魁等, 2013)。亲缘关系的远近

可以用遗传距离来反映(陈子桂等, 2016; 刘洪涛等, 
2018)。在本研究中，遗传距离最大的 2 个品牌是广

州 P 和海南 S，遗传距离最小的 2 个品牌是东营 M 和

海南 Z，并且针对个体的遗传关系主成分分析(PCA)
表明，6 个品牌的凡纳滨对虾无法依照每个品牌单独

聚集，品牌间亲缘关系较为接近。这种结果表明，当

前国内不同品牌的凡纳滨对虾来源存在一定的相似

性，也可能是二代、三代苗种导致部分品牌对虾出现

近交情况，使其亲缘关系逐渐接近。 
种苗处于对虾产业链上游，其质量对养殖成败起

关键作用(黄小帅等, 2019)。本研究所分析的 6 个品

牌凡纳滨对虾商业苗种中，黄骅 R 与广州 Z 具有较

高的遗传多样性，不同品牌的商业苗种间的遗传特征

存在一定差异。在当前凡纳滨对虾养殖规模不断扩大

的情况下，研究遗传因素与养殖生产性能之间的关联

尤为重要，只有充分掌握对虾群体的遗传背景，才能

合理利用杂交优势进行良种选育。 

参  考  文  献 

Beardmore JA, Mair GC, Lewis RI. Biodiversity in aquatic 
systems in relation to aquaculture. Aquaculture Research, 
1997, 28(10): 829–839 

Botstein D, White RL, Skolnick M, et al. Construction of a 
genetic linkage map in man using restriction fragment length 
polymorphisms. American Journal of Human Genetics, 1980, 
32(3): 314–331 

Bringmann P, Rinke J, Appel B, et al. Microsatellite polymorphism 
and the population structure of Atlantic cod (Gadus morhua) 
in the northwest Atlantic. Canadian Journal of Fisheries and 
Aquatic Sciences, 1996, 53(4): 2706–2721 

Chen ZG, Wang PP, Liao Y, et al. Genetic diversity analysis of F2 
generation families of carp hybrid lines population using 
microsatellite. Fisheries Science and Technology Information, 
2016, 43(2): 83–87 [陈子桂, 王培培, 廖愚, 等. 微卫星分

析鲤鱼杂交系 F2 代家系群体遗传多样性. 水产科技情报, 
2016, 43(2): 83–87] 

Eschenroeder JC, Roberts JH. Novel polymorphic microsatellite 



第 5 期 方振朋等: 基于微卫星分子标记的凡纳滨对虾商业苗种遗传多样性分析 107 

 

loci for distinguishing rock bass (Ambloplites rupestris), 
Roanoke bass (Ambloplites cavifrons), and their hybrids. 
Molecular Biology Reports, 2016, 43(10): 1035–1039 

Huang XS, Xu Y, Hu XJ, et al. Genetic diversity analysis of first 
filial generation of seven introduced Litopenaeus vannamei 
populations using microsatellite DNA markers. South China 
Fisheries Science, 2019, 15(1): 54–62 [黄小帅, 徐煜, 胡晓

娟, 等. 利用微卫星标记分析 7个凡纳滨对虾引进群体子

一代的遗传多样性. 南方水产科学, 2019, 15(1): 54–62] 
Jie XY, Su TF, Chen W, et al. Analysis on genetic diversity of six 

cultured stocks of Litopenaeus vannamei. South China 
Fisheries Science, 2008, 4(6): 42–49 [颉晓勇, 苏天凤, 陈
文, 等. 凡纳滨对虾 6个养殖群体遗传多样性的比较分析. 
南方水产, 2008, 4(6): 42–49] 

Li DY, Kong J, Meng XH, et al. Development of multiplex PCR 
systems of microsatellite markers for Pacific white shrimp 
(Litopenaeus vannamei) and its application for parentage 
identification. Progress in Fishery Sciences, 2016, 37(3): 
58–67 [李东宇, 孔杰, 孟宪红, 等. 凡纳滨对虾(Litopenaeus 
vannamei)微卫星多重 PCR 体系的建立及其在家系亲权

鉴定中的应用. 渔业科学进展, 2016, 37(3): 58–67] 
Li Y, Zhao H, Peng Z, et al. Isolation and characterization of 21 

polymorphic microsatellite markers for a new labeonine fish 
(Paraqianlabeo lineatus Zhao et al. 2014) using illumina 
paired-end sequencing. Journal of Applied Ichthyology, 
2016, 32(1): 126–128 

Liu HT, Yang MQ, He YG, et al. Microsatellite analysis of 
genetic diversity in eight geographical populations of 
Litopenaeus vannamei. Natural Science Journal of Hainan 
University, 2018, 36(2): 146–152 [刘洪涛, 杨明秋, 何玉

贵, 等. 凡纳滨对虾八个地理群体遗传多样性的微卫星

分析. 海南大学学报自然科学版, 2018, 36(2): 146–152] 
Ma CY, Ma HY, Ma LB, et al. Microsatellite analysis on genetic 

variation of imported Litopenaeus vannamei populanon and 
culture stocks. Marine Fisheries, 2011, 33(1): 1–8 [马春艳, 
马洪雨, 马凌波, 等. 凡纳滨对虾引进群体和 2 个养殖群

体遗传变异的微卫星分析. 海洋渔业, 2011, 33(1): 1–8] 
Ma N, Zeng DG. Isolation of microsatellite sequences from 

Litopenaeus vannamei. Southwest China Journal of 
Agricultural Sciences, 2013, 26(6): 2629–2633 [马宁, 曾地

刚. 凡纳滨对虾微卫星序列的筛选. 西南农业学报, 2013, 
26(6): 2629–2633] 

Meehan D, Xu Z, Zuniga G, et al. High frequency and large 
number of polymorphic microsatellites in cultured shrimp, 
Penaeus (Litopenaeus) vannamei [Crustacea: Decapoda]. 
Marine Biotechnology, 2003, 5(4): 311–330 

Postlethwait JH, Yan YL, Gates MA, et al. Vertebrate genome 
evolution and the zebrafish gene map. Nature Genetics, 
1998, 18(4): 345–349 

Schlötterer C, Tautz D. Slippage synthesis of simple sequence 
DNA. Nucleic Acids Research, 1992, 20(2): 211–215 

Shu MA, Zhou YF, Zhu XY, et al. Microsatellite analysis on 

genetic diversity of seven wild populations of Scylla 
paramamosain in China. Journal of Fisheries of China, 2011, 
35(7): 977–984 [舒妙安, 周宇芳, 朱晓宇, 等. 中国沿海

拟穴青蟹群体遗传多样性的微卫星分析. 水产学报, 2011, 
35(7): 977–984] 

Song ZK, Nie ZP, Wang YF. Screening for polymorphic primer 
pairs of (CA)n microsatellite from Scylla paramamosain 
(mud crab) genome. Marine Sciences, 2013, 37(10): 98–103 
[宋忠魁, 聂振平, 王芳宇. 拟穴青蟹(CA)n 微卫星 DNA
多态性引物筛选. 海洋科学, 2013, 37(10): 98–103] 

Sun MM, Yang QB, Chen BY, et al. Genetic diversity in four 
populations of Penaeus monodon assessed by AFLP makers. 
Marine Sciences, 2017, 41(3): 41–47 [孙苗苗, 杨其彬, 陈
百尧, 等. 斑节对虾 4 个地理群体遗传多样性的 AFLP 分

析. 海洋科学, 2017, 41(3): 41–47] 
Sun XW, Zhang XF, Zhao YY, et al. Development and 

application of microsatellite markers in aquatic species. 
Journal of Fishery Sciences of China, 2008, 15(4): 689–703 
[孙效文, 张晓锋, 赵莹莹, 等. 水产生物微卫星标记技术

研究进展及其应用. 中国水产科学, 2008, 15(4): 689–703] 
Tang Y, Meng XF, Shen RF, et al. Research and application of 

family selective breeding in culture of Pacific white shrimp 
Litopeneaus vannamei. Fisheries Science, 2018, 37(4): 555– 
563 [唐扬, 孟小菲, 沈瑞福, 等. 凡纳滨对虾家系选育的

研究与应用. 水产科学, 2018, 37(4): 555–563] 
Tautz D. Hypervariabflity of simple sequences as a general 

source for polymorphic DNA markers. Nucleic Acids 
Research, 1989, 17(16): 6463–6471 

Tong X, Gong SY, Yu DH, et al. Genetic diversity of cultured 
Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) stocks of 
different generations in China. Oceanologia et Limnologia 
Sinica, 2009, 40(2): 214–220 [童馨, 龚世圆, 喻达辉, 等. 
凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)不同世代养殖群体的

遗传多样性分析. 海洋与湖沼, 2009, 40(2): 214–220] 
Wang H, Wang TT, Hu LP, et al. Microsatellite analysis of gentic 

characteristics in crosses between Korea population and 
China population of sea cucumber Apostichopus japonicus. 
Fisheries Science, 2016, 35(1): 60–66 [王鹤, 王田田, 胡丽

萍, 等. 仿刺参中国群体与韩国群体杂交子代微卫星标

记分析. 水产科学, 2016, 35(1): 60–66] 
Wang J, Wang QY, Kong J, et al. SSR analysis on genetic 

diversity in breeding and wild populations of Fenneropenaeus 
chinensis. Progress in Fishery Sciences, 2018, 39(2): 104– 
111 [王军, 王清印, 孔杰, 等. 中国明对虾人工选育群体

与野生群体遗传多样性的 SSR 分析. 渔业科学进展, 2018, 
39(2): 104–111] 

Wang RF, Li J, Li JT, et al. Genetic analysis of 33 microsatellite 
loci in 3 families of Exopalaemon carinicauda inbred line. 
Progress in Fishery Sciences, 2017, 38(4): 78–86 [王日芳, 
李健, 李吉涛, 等. 脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)
近交系 3 个家系 33 个微卫星座位的遗传分析. 渔业科学

进展, 2017, 38(4): 78–86] 



108 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

Wang XQ, Ma S, Dong SL. Studies on the biology and cultural 
ecology of Litopenaeus vannamei: A review. Transactions of 
Oceanology and Limnology, 2004(4): 94–100 [王兴强, 马
甡, 董双林. 凡纳滨对虾生物学及养殖生态学研究进展. 
海洋湖沼通报, 2004(4): 94–100] 

Yang M, Yu Y, Zhang XJ, et al. Development of microsatellite 
markers from the transcriptome sequences of Pacific white 
shrimp (Litopenaus vannamei). Marine Sciences, 2017, 
41(2): 96–102 [杨铭, 于洋, 张晓军, 等. 基于转录组数据

的凡纳滨对虾微卫星标记开发. 海洋科学, 2017, 41(2): 
96–102] 

Yu Y. Development of molecular markers and their applications 
in selective breeding of the Pacific white shrimp, 
Litopeneaus vannamei. Doctoral Dissertation of Institute of 
Oceanology, Chinese Academy of Sciences, 2014 [于洋. 凡
纳滨对虾分子标记的开发及其在遗传育种中的应用. 中
国科学院研究生院(海洋研究所)博士研究生学位论文, 
2014] 

Zeng DG, Chen XH, Li YM, et al. SSR Analysis of genetic 
diversity of Litopenaeus vannamei. Reservoir Fisheries, 
2008, 28(1): 31–34 [曾地刚, 陈晓汉, 李咏梅, 等. 凡纳滨

对虾遗传多样性的 SSR 分析. 水利渔业, 2008, 28(1): 
31–34] 

Zhang L, Chen Z, Wang L, et al. Effect of stocking density on 

intermediate cultivation of Litopenaeus vannamei postlarvae. 
Progress in Fishery Sciences, 2019, 40(1): 76–83 [张龙, 陈
钊, 汪鲁, 等. 放养密度对凡纳滨对虾苗种中间培育效果

的影响. 渔业科学进展, 2019, 40(1): 76–83] 
Zhang LJ, Zhu F, Yin SW, et al. Microsatellite analysis of 

Odontobutis potamophila, O. yaluensis and their hybrid 
progeny. Freshwater Fisheries, 2014, 44(5): 9–14 [张丽娟, 
祝斐, 尹绍武, 等. 河川沙塘鳢、鸭绿沙塘鳢及其杂交子

代的微卫星分析. 淡水渔业, 2014, 44(5): 9–14] 
Zhang Q, Li XL, Xue SW, et al. Screening and polymorphism of 

EST-microsatellite markers in Litopenaeus vannamei. Acta 
Oceanologica Sinica, 2011, 33(1): 121–126 [张琼, 李喜莲, 
薛淑雯, 等. 凡纳滨对虾 EST-SSR 标记的筛选及遗传多

态性检测. 海洋学报, 2011, 33(1): 121–126] 
Zhang TS, Liu P, Li J, et al. Genetic diversity of cultured 

populations of Fenneropenaeus chinensis shrimp using 
microsatellites. Journal of Fisheries of China, 2005, 29(1): 
6–12 [张天时, 刘萍, 李健, 等. 用微卫星 DNA 技术对中

国对虾人工选育群体遗传多样性的研究. 水产学报, 2005, 
29(1): 6–12] 

Zhang WQ. An important breeding species in the world‒Biology 
of Litopenaeus vannamei. Marine Sciences, 1990, 14: 69–73 
[张伟权. 世界重要养殖品种——南美白对虾生物学简介. 
海洋科学, 1990, 14: 69–73] 

 
(编辑  马璀艳) 



第 5 期 方振朋等: 基于微卫星分子标记的凡纳滨对虾商业苗种遗传多样性分析 109 

 

 
 

Genetic Diversity Analysis of Domestic Commercial Brands Seedlings of 
Litopenaeus vannamei Based on Microsatellite Molecular Markers 

FANG Zhenpeng1,2, MENG Xianhong2①
, LI Xupeng2, LUAN Sheng2,  

CAO Jiawang2, CHEN Baolong2, KONG Jie2, YAN Maocang3, HU Lihua3 
(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, Laboratory of Marine Fisheries Science and Food Production Processes,  

Pilot National Laboratory of Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
3. Zhejiang Key Laboratory of Exploitation and Preservation of Coastal Bio-Resource, Wenzhou  325005) 

Abstract    To clarify the genetic diversity characteristics of domestic commercial brand seedlings of 
Litopenaeus vannamei, six domestic commercial brands of L. vannamei, namely, Huanghua R, Dongying 
M, Guangzhou P, Guangzhou Z, Hainan S, and Hainan Z, were collected from Hebei, Shandong, 
Guangdong, and Hainan Province. Their genetic diversity was detected using eight microsatellite markers. 
The results showed that the average allele number (Na), expected heterozygosity (He), observed 
heterozygosity (Ho), and polymorphic information content (PIC) were 4.5~9.5, 0.516~0.733, 0.346~0.550, 
and 0.472~0.700, respectively. The genetic diversity of the six brands ranged from high to low: Huanghua 
R > Guangzhou Z > Guangzhou P > Hainan Z >Dongying M > Hainan S, and 48 Hardy-Weinberg 
equilibrium tests were conducted on the 6 brands of L. vannamei using 8 microsatellite loci. It was 
observed that, 4.17% (2/48) showed significant deviation (0.01<P<0.05) and 58.33% (28/48) showed 
extremely significant deviation (P<0.01). Molecular variance analysis (AMOVA) showed that 12% of the 
variance was from the brand, 24% was from the individual within the brand, and the remaining 64% was 
from all individual brands. UPGMA clustering map showed that each brand of L. vannamei could not 
cluster independently. The analysis showed that the six brands of L. vannamei clustered into two distinct 
branches, Guangzhou P and Guangzhou Z clustered into one branch, and Dongying M, Huanghua R, 
Hainan Z, and Hainan S clustered into another branch. PCA results showed that each brand of          
L. vannamei could not cluster independently. This study preliminarily analyzed the genetic background of 
L. vannamei cultured in China. The experimental results can provide data to support the breeding of 
improved varieties of L. vannamei.  
Key words    Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei; Commercial seedling; Microsatellite; 
Genetic diversity 
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基于 DEB 理论的皱纹盘鲍个体 
生长模型参数的测定* 

段娇阳 1,2  刘  慧 2①  陈四清 2  蒋增杰 2  蔺  凡 2  常丽荣 3  卢龙飞 3 
(1. 上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心  水产动物遗传育种中心上海市协同创新中心  

上海水产养殖工程技术研究中心  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. 威海长青海洋科技股份有限公司  荣成  264316) 

摘要    为获取皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)个体生长模型所需的6个关键参数，设计了饥饿耗能、

温度对耗氧的影响等相关生理实验，计算得到各项参数值。单位体积维持耗能率的值 [ ]Mp 、形成

单位体积结构物质所需的能量值  GE 、单位体积最大储存能量  mE 和储备能量值 E 4个参数，通

过连续测定皱纹盘鲍饥饿过程中呼吸耗氧率和软组织干重不断下降直至保持稳定时的能量值计算；

温度函数中Arrhenius温度 AT 的数值根据皱纹盘鲍在不同温度梯度下的单位干重耗氧率测定、计算；

形状系数δm值通过统计测量的壳长、软组织湿重等生物学参数拟合回归得到。结果显示，皱纹盘鲍

在饥饿后，呼吸耗氧率和软组织干重分别降低了26.3%和70.0%，呼吸耗氧率由2.69 mg/(ind.∙h)逐渐

降低并稳定在0.8 mg/(ind.∙h)，软组织干重由(5.21±0.89) g降低至(3.84±0.22) g；根据公式计算得[ ]Mp

和 GE 的值分别为20.18 J/(cm3∙d)和8120 J/cm；皱纹盘鲍饥饿前后有机物含量分别为80%和58%，经

过换算，  mE 和 E 的值分别为2726 J/cm3和32583 J/g。不同规格的皱纹盘鲍在水温为5℃~20℃范

围内，温度与单位干重耗氧率呈正比；当水温超过20℃之后，温度与单位干重耗氧率呈反比。在转折

点20℃之前，单位干重耗氧率的ln值与温度(热力学温度，K)的倒数呈线性关系，线性回归方程斜率

的绝对值为Arrhenius温度 AT 值( AT =7196 K)。生物学统计分析鲍壳长(L)与体积(V)呈三次函数关系：

V=0.0639 L3.1621(R²=0.9852)，根据公式对软组织湿重的立方根与壳长进行线性回归，所得的斜率即为

形状系数δm值(δm=0.43)。本研究对建立以DEB理论为指导的皱纹盘鲍个体生长模型提供了数据支撑。 
关键词    皱纹盘鲍；DEB理论；模型参数 
中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0013-08 

动态能量收支(Dynamic energy budget, DEB)理 论是 Kooijman(1986)基于 κ原则提出的，描述生物摄食

abc
图章
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同化的能量一部分(κ)用于维持身体结构生长，另一部

分(1–κ)用于性腺成熟和繁殖储备(Kooijman, 2000)。
依据 DEB 理论而建立的个体生长模型，又称动态能量

收支模型、DEB 模型，不仅能够量化能量在整个生

物生活史阶段的分配情况(Sousa et al, 2010; Ren et al, 
2001；Kooijman, 2010)，而且能够模拟生物在一段时

期内的生长状况。DEB 理论的关键是基于物种之间

代谢的相似性，且都遵循 κ 原则。DEB 模型是参数

化模型，原则上相同的基础模型结构可用于所有的生

物物种，模型表现出的物种在生命史上的差异主要是

由于 DEB 参数集合的差异(Sousa et al, 2006)。因此，

参数对于 DEB 模型的构建十分重要，参数越准确，

模型的拟合效果越好 (Ren et al, 2008; 张继红等 , 
2016)。目前，DEB 模型已成功应用于水产养殖，包

括鱼类(Orestis et al, 2019)、贝类(Bourlès et al, 2009)、
大型海藻(蔡碧莹等, 2019)和海参(Ren et al, 2016)等。 

皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)是我国重要的

养殖经济贝类，主要分布在辽东半岛和山东半岛  
(常亚青等, 1998)。皱纹盘鲍含有丰富的营养成分，

深受人们喜爱(Koizumi et al, 2017; 李太武等, 1995)。
随着市场需求量的增大以及水产养殖技术的成熟，皱纹

盘鲍已经实现大规模人工养殖(杨义等, 2007; 张晓梅

等, 2010)。通过建立皱纹盘鲍个体生长模型，并进一

步建立 其养殖容量模型，对于指导养殖管理和评估

养殖容量具有重要意义(刘慧等, 2018)。国内外对双

壳滤食性贝类 DEB 模型的研究已有较多报道。国外

已建立贻贝(Mytilus edulis) (Saraiva et al, 2012)、长牡

蛎(Crassostrea gigas) (Rico-Villa et al, 2010)、蛤类

(Macoma balthica; Cerastoderma edule) (van Hare et al, 
1993)等的 DEB 模型；国内有虾夷扇贝(Patinopecten 
yessoensis)(张继红等, 2017)的 DEB 模型。由于国外

鲍养殖相较于其他海产贝类品种较少，国内对数理模

型的研究起步较晚，因此，单壳舐食性贝类(如鲍)DEB
模型的研究较少，主要以传统能量方程的研究为主

(Fang et al, 2018)。本研究参照国内外贝类生物 DEB
模型的研究方法，通过生理实验确定皱纹盘鲍 DEB
模型的 6 个相关参数，包括单位体积维持耗能率

(Volume-specific maintenance costs, [ ]Mp )、单位体积

结 构 物 质 所 需 的 能 量 (Volume-specificcosts for 
structure, [ ]GE )、单位体积最大储存能量(Maximum 

storage density, [ ]mE )、储备能量含量(Energy content 

of reserve, E )、形状系数(Shape coefficient, δm)和

Arrhenius 温度(Arrhenius temperature,  AT )，可为皱纹

盘鲍个体生长模型的构建奠定参数基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

选取壳长为(5.91±0.26) cm 的皱纹盘鲍用于饥饿

实验。选取不同规格[分为 3 组：a 组壳长为(2.37± 
0.18) cm，b 组为(4.65±0.11) cm，c 组为(6.21±0.51) cm]
分别用于温度对耗氧的影响实验和生物学测量。样品

均取自山东省荣成市寻山集团。皱纹盘鲍去掉表层

附着物之后置于实验室水槽中 24 h 充气暂养，暂养

水温为(18±1)℃，盐度为 30，暂养 3 d，成活率稳定

后开始正式实验。 
实验于 2018 年 9 月~10 月初、10 月底~12 月在

威海长青海洋科技股份有限公司国家海产贝类研究

中心实验室进行。 

1.2  实验方法 

1.2.1  饥饿实验     取同一规格、壳长为 (5.91±  
0.26) cm 皱纹盘鲍 70 个，进行饥饿实验。实验期间

不投饵，水温为皱纹盘鲍正常呼吸代谢的温度，控制

在 18℃左右，每 7 d 换水 3 次，保持水槽中的海水清

洁且不含杂藻。每隔 5~10 d 取 5 个皱纹盘鲍，碘量

法(GB/T 7489-87)测定其呼吸耗氧率，并测定其总湿

重(W)、软组织湿重(WW)、软组织干重(DW)和软组

织有机物含量(%)，软组织干重与呼吸耗氧率基本保

持恒定时结束实验(35 d)。其中，总湿重为皱纹盘鲍体

表无水后的全重量；软组织湿重为剥离壳之后，剩余

全部软组织的鲜重；软组织干重为测定完软组织湿重

之后，在 60℃下的烘干箱烘干 72 h 的重量；软组织

有机物含量根据灰分法(GB 5009.4-2016《食品安全国

家标准 食品中灰分的测定》)估算，即将称过干重的

软组织进行碳化至无烟，然后转移到马弗炉中，在

450℃下灼烧 4 h 后称重，质量差即为软组织有机物

的含量。皱纹盘鲍不随饥饿时间而变化的呼吸耗氧率

为单位体积维持耗能率 [ ]Mp ： 
  [ ] /M t o op R E t V     (1) 

式中， tR 为皱纹盘鲍饥饿后基本恒定的呼吸耗氧

率[mg/(ind.∙h)]， oE 为 O2 的能值(1 ml O2=20.3 J)(Ren  
et al, 2008)， t 为时间转化系数(1 d= 24 h)， o 为 O2

在 15℃下的密度(1.226 mg/ml)， V 为皱纹盘鲍的体积

(cm3)。 
皱纹盘鲍软组织干重不随饥饿时间变化时有机

物的重量即为皱纹盘鲍单位体积结构物质所需的能

量 [ ]GE ： 
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  [ ] /G t t rE k W C T V     (2) 

式中， k 为有机物的能值(23000 J/g) (Brey et al, 
1988; van der Veer et al, 2006)， tW 为实验结束时保持

恒定的软组织干重(g)， tC 为实验结束时贝类软组织有

机物含量(%)， rT 为生长效率的转换系数( rT =40%) 
(van der Veer et al, 2006)，  V 为鲍的体积(cm3)。 

鲍最大储存能量 [ ]mE 为初始能量与饥饿后剩余

的结构物质能量之差： 
  0 0[ ] /m t tE k W C W C V      (3) 

式中， k 为有机物的能值(23000 J/g)， 0 W 为软组

织干重的初始值(g)， 0C 为实验初始时皱纹盘鲍软组

织有机物含量(%)， tW 为实验结束时保持恒定软组织

干重 (g)， tC 为实验结束时贝类软组织有机物含量

(%)，  V 为鲍的体积(cm3)。 
储备能量含量 E 为初始和终末能量之差与软组

织干重之差的比值： 
    0 0 0/E t t tk W C W C W W        (4) 

式中， k 为有机物的能值(23000 J/g)， 0 W 为软组

织干重的初始值(g)， 0C 为实验初始时鲍软组织有机

物含量(%)， tW 为实验结束时保持恒定的软组织干重

(g)， tC 为实验结束时贝类软组织有机物含量(%)。 
1.2.2  单位干重耗氧率的影响    将暂养的 3 种规

格的皱纹盘鲍分为 5 组，每组 5 只，由室温 18℃逐

步升温或降温至 5℃、10℃、15℃、20℃和 25℃      
5 个温度梯度，防止皱纹盘鲍因温度骤变不适应而死

亡。溶解氧采用碘量法测定，耗氧实验进行 1~2 h，
在密闭的呼吸室中测定初始和终末耗氧率(DO)，并测

定鲍的软组织干重(DW)。 
单位干重耗氧率 OR 计算公式： 

    0 1OR DO DO / DWt LV t     (5) 

式 中 ， OR 为 皱 纹 盘 鲍 单 位 干 重 耗 氧 率

[mg/(g∙h)]， 0DO 为初始溶解氧(mg/L)，DOt 结束时溶

氧(mg/L)， LV 为呼吸室体积(L)，  DW 为软组织干重

(g)， 1t 为耗氧实验持续的时间(h)。 
1.2.3  生物学测定    取 100 只不同规格的鲍测定

其生物学参数，包括壳长(L)、总湿重(W)、软组织湿

重(WW)及软组织干重(DW)。壳长用游标卡尺(精度

0.01 mm)测量；重量采用电子天平(精度 0.01 g)称量。

体积(V)通常较难测量，一般根据软组织湿重和密度

(1.1 g/cm3)的乘积得到(Sablani et al, 2004)。 
 3( )V m L   (6) 

式中，V 为鲍的体积(cm3)； m 为形状系数；L
为鲍的壳长(cm)；DW 为鲍软组织干重(g)。 

1.3  数据分析 

实验结果运用 Excel 2016 进行数据统计与线性

回归估计并作图；采用 SPSS 22.0 分析软件进行单因

素方差分析(One-way ANOVA)得到标准差，最终结果

以平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  [ ]GE 、 [ ]Mp 、 [ ]mE 和 Eμ 的值  

实验共进行 35 d，期间不投喂。随着饥饿时间

延长，皱纹盘鲍软组织干重和耗氧率逐渐降低。鲍

呼吸耗氧率由最初 2.69 mg/(ind.∙h)逐渐下降，到第 30
天左右逐渐稳定在 0.8 mg/(ind.∙h) (图 1)，软组织干重

由(5.21±0.89) g 降低至(3.84±0.22) g(图 2)，并基本保

持恒定。软组织干重和呼吸耗氧率较初始值下降

26.3%和 70%，皱纹盘鲍软组织有机物含量从 80%降

到 58% (表 1)。 
皱纹盘鲍在饥饿后耗氧率基本维持稳定，根据

公式(1)计算得出单位体积维持耗能率 [ ]Mp 的平均值

为 20.18 J/(cm3∙d)。 
 

 
 

图 1  皱纹盘鲍耗氧率随饥饿时间的变化情况 
Fig.1  The change of oxygen consumption rate of H. discus 

hannai with the starvation time 
 

 
 

图 2  皱纹盘鲍软组织干重(A)和存储物质(B) 
随饥饿时间变化情况 

Fig.2  Changes in dry flesh weight (A) and storage of reserves 
(B) in H. discus hannai during the starvation experiment 
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表 1  饥饿实验相关参数计算值 
Tab.1  Parameter calculation value related to the starvation experiment 

项目 Items 初始值 Initial value 终末值 End value 结果 Result 
软组织干重 Dry flesh weight (g) 5.21±0.89 3.84±0.22  
有机物含量 Organic content (%) 80.00±6.01 58.00±4.65  

单位体积结构物质所需的能量 [ ]GE  
Volume-specific costs for structure, [ ]GE (J/cm3) 

  8120±328 

单位体积最大储存能量 [ ]mE  
Maximum storage density, [ ]mE (J/cm3) 

  2726±168 

单位体积维持耗能率 [ ]Mp  
Volume-specific maintenance costs, [ ]Mp [J/(cm3∙d)]

  20.18±2.71 

储备能量含量 μE  
Energy content of reserve , μE (J/g) 

  32583±2810 

 
在饥饿实验 25 d 内，软组织干重下降明显，在

35 d 之后基本趋于稳定，根据公式(2)，将软组织干

重转化为单位体积结构物质所需的能量值 [ ]GE ，为

8120 J/cm3。 
根据公式(3)，将鲍饥饿实验初始时的能量值与

饥饿后剩余能量的差值转化为单位体积最大存储能

量 [ ]mE ，为 2726 J/cm3(表 1)；能量的差值与饥饿实

验初始与结束时软组织干重差值的比值为储备能量

E ，为 32583 J/g。 

2.2  Arrhenius 温度 AT 的值 

在实验条件下，3组皱纹盘鲍(表1)单位干重耗氧

率随个体大小的增加而减小(图3)。耗氧率随温度呈先

上升后下降的趋势，在5℃~20℃时，单位干重耗氧率

随温度的升高而增大，在20℃达最高值；之后，随温

度升高，单位干重耗氧率降低。在20℃转折点之前，

依据温度对皱纹盘鲍单位干重耗氧率的关系，得出 a、
b、c 组鲍耗氧率的 ln 值与温度(热力学温度)倒数的线

性关系分别为 lnR=–6201.1T–1+21.377 (R²=0.9914)、
lnR=–7578.7T–1+25.87(R²=0.9126) 、 lnR=–7807.6T–1+ 
26.104(R²=0.8656) (图4)。3组方程斜率的绝对值的平

均值为7196 K，即皱纹盘鲍的 Arrhenius 温度 AT 。 
 

表 2  3 组皱纹盘鲍生物学特征 
Tab.2  Biological characteristics of three groups  

of H. discus hannai  

组别 Group a b c 
壳长 Shell length (cm) 2.37±0.18 4.65±0.11 6.21±0.51

总湿重 
Shell-on wet weight (g) 

1.28±0.27 10.90±2.58 28.75±5.60

软组织干重 
Dry flesh weight (g) 

0.15±0.08 1.98±0.35 5.63±0.89

 
 

图 3  不同大小的皱纹盘鲍在不同温度下的单位干重耗氧率 
Fig.3  Oxygen consumption rate per unit dry weight  

of abalone at different sizes 
 

 
 

图 4  皱纹盘鲍单位干重耗氧率的 ln 值与 
温度的倒数线性关系 

Fig.4  Linear relationship between the logarithm value of the  
oxygen consumption rate per unit dry weight  

and the reciprocal temperature 
 

2.3  形状系数 δm 的值 

通过拟合回归，皱纹盘鲍壳长与体积符合三次函

数(图5)：V=0.0639 L3.1621(R²=0.9852)，根据公式(6)壳
长与软组织湿重的立方根线性回归的斜率(图5)即为
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形状系数 δm 的值为0.43。 
 

 
 

图 5  皱纹盘鲍壳长与软组织湿重的关系 
Fig.5  The relationship between wet flesh weight and  

shell length for H. discus hannai  

3  讨论 

3.1  贝类 DEB 模型参数获取方法 

体积是模型输出状态变量的关键因素，形状系数

δm 是表征体积和表面积函数的重要参数，因此，δm
值的获得对模型构建十分重要。因贝类的体积和表面

积较难测量，通常使用间接法测定。一种方法是只有

贝壳的情况下测定贝壳的重量，用密度为 1 g/cm3 物

质(如马铃薯渣)填满贝壳再次称重(van der Veer et al, 
2001、2006)，质量差为贝的物理体积，然后再通过

公式 3( )V m L  计算形状系数的值，这种方法测定

的体积要比实际生物量要高 (van der Veer et al, 
2006)，δm 的值也高。为使数据更准确，研究者通过

另一种方法，直接测定软组织湿重，通过软组织密度

转化获得。本研究根据后一种方法测定。 
[ ]GE 和 [ ]Mp 的值无法直接测量得出，根据 van 

der Veer 等(2006)总结的方法： [ ]GE 值可以通过计算

贝饥饿后且死亡之前软组织干重乘以转换系数来计

算； [ ]Mp 值通过测定随着饥饿时间的推移，呼吸耗

氧率的变化来推算，但要注意饥饿实验不能过长，否

则结构物质会被分解，参数值会偏低。[ ]mE 值可以直

接通过比较饱食个体最初的能量和饥饿后但死亡之

前能量含量得出，也可通过比较个体在冬季和生长旺

盛季节能量的差异间接估计得出，但这种方法耗时长

且所得值偏小。3 个参数均与饥饿过程有关，因此，

通过饥饿实验可以同时获得 [ ]GE 、[ ]mE 和 [ ]Mp 的值。

本研究 3 个参数的获取就是采用饥饿实验的方法。 
几乎所有贝类的生长都受温度的影响(王有基等, 

2014)，因 Arrhenius 温度 AT 值是模型中很重要的一个

参数。温度对生长、摄食、耗氧、排氨和吸收效率都

有影响，因此，Arrhenius 温度可以通过测定温度对

生物这几项指标的影响获得(张继红等, 2016)。其中，

温度对生物的生长、摄食和吸收效率的影响通常需要

长时间观测；排氨值的测定往往不够准确，通常食物

残渣与生物粪便不好收集，容易造成数据偏高或偏

低；测定耗氧相对来说耗时短且准确率相对高，因

此，较多研究者通过测定温度对耗氧的影响来确定

Arrhenius 温度的值。本研究即通过温度对耗氧率的

影响获得鲍的 Arrhenius 温度的值。 

3.2  不同贝类 DEB 模型参数的差异  

目前已有多种双壳贝类 DEB 模型参数的报道，

其中，形状系数主要在 0.17~0.39 范围内，如太平洋

牡蛎(Crassostrea gigas)的 δm 值为 0.175，紫贻贝

(Mytilus edulis)为 0.287，虾夷扇贝为 0.32 等(van der 
Veer et al, 2006)。本研究测得的皱纹盘鲍形状系数是

0.43，比已报道的双壳贝类数值要大，这也许与皱纹

盘鲍是单壳贝类，其软组织湿重与壳长的比值要高于

双壳贝类。 
贝类 Arrhenius 温度 AT 的数值差异较大，一般品

种贝类 Arrhenius 温度数值主要在 4000~11000 范围

内，例如虾夷扇贝的 AT 值为 4160(张继红等, 2016)；
新西兰绿唇贻贝(Perna canaliculus)的 AT 值为 5530 
(Ren et al, 2005)；太平洋牡蛎幼虫的 AT 值为 11000 
(Rico-Villa et al, 2010)。本研究测得的鲍的 AT 值为

7196，在已知研究报道的中上范围内。分析 AT 值差

异较大的主要原因是不同地域、不同贝类种群对温度

的响应适应能力有差异(常亚青, 2007)。 
不同贝类饥饿实验相关参数值 [ ]GE 、[ ]Mp 、[ ]mE

和 E 值也有一定的差异，贝类 [ ]Mp 和 [ ]mE 的值在

10~26 和 2000~3000 范围内(van der Veer et al, 2006)。
主要原因是不同贝类对饥饿胁迫的响应程度不同；同

时，这几个参数都与体积有关，因此，单位体积的差

距导致最终的参数值不同，例如虾夷扇贝(张继红等, 
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2016)在饥饿 30 d 后，软组织干重和耗氧率降低了

56%和 81%，而本研究测得皱纹盘鲍在饥饿 35 d 后，

软组织干重和耗氧率较初始下降 26%和 70%，其中，

耗氧率下降均在 60%以上，这与贝类在饥饿后首先通

过调节自身代谢水平来适应环境的变化，减少能量

的消耗有关(何毛贤等 , 2010; Mehner et al, 2010)；
而软组织干重的下降率相差较大，这主要是因为皱

纹盘鲍耐饥饿能力较强，一般体重下降 12%~24%才

开始死亡(Leighton et al, 1963)。 
DEB 模型中其他的参数，如温度函数中温度的

上下限可根据鲍生长温度确定，结构物质体积根据

鲍性腺发育成熟的壳长计算，吸收效率可根据已有

研究得出。 
DEB 模型已广泛应用于双壳贝类，但对于鲍等

单壳贝类研究较少。本研究通过实验计算了 6 个参

数值，为进一步构建皱纹盘鲍 DEB 模型提供了必需

的参数值，也为进一步研究其他单壳贝类提供了理论

依据。 
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The Measurement of Parameters for the Dynamic Energy Budget (DEB)  
Model in Haliotis discus hannai (Disk Abalone) 

DUAN Jiaoyang1,2, LIU Hui2①
, CHEN Siqing2, JIANG Zengjie2, LIN Fan2, CHANG Lirong3, LU Longfei3 

(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University,  
Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and 

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

Abstract    Six key parameters for the dynamic energy budget (DEB) model of the disk abalone 
(Haliotis discus hannai) were obtained through physiological experiments. The goal was to determine the 
influence of starvation on energy consumption and the influence of temperature on oxygen consumption. 
The value of four parameters, i.e., Volume-specific maintenance costs [ ]Mp , Volume- specific costs for 
structure [ ]GE , Maximum storage density [ ]mE , and Energy content of reserve E , was calculated 
through measuring energy consumption when oxygen consumption rate and dry flesh weight had ceased 
to decrease and remained steady during the starvation period. The value of Arrhenius temperature ( AT ) 
was determined by measuring oxygen consumption rate of abalone per unit dry weight under different 
mperature gradients. The value of shape coefficient (δm) was calculated with a regression equation based 
on length and body mass data. The results showed: After the starvation experiment, dry flesh weight and 
oxygen consumption rate decreased by 26.3% and 70%, respectively. Meanwhile, the oxygen 
consumption rate increased from 2.69 mg/(ind.∙h) to 0.8 mg/(ind.∙h), and remained constant. The dry flesh 
weight decreased from (5.21±0.89) g to (3.84±0.22) g. Calculated according to the standard formulas, the 
values of [ ]Mp  and  GE  were 20.18 J/(cm3∙d) and 8120 J/cm3, respectively. The content of organic 
matter before and after starvation was 80% and 58%, respectively. Through conversion of the organic 
content, the values of  mE  and E  were 2726 J/cm3 and 32583 J/g, respectively. For abalone of 
different sizes, temperature was proportional to the oxygen consumption rate at water temperatures of   
5℃~20℃, and the temperature was inversely proportional to the oxygen consumption rate over 20℃. 
Before the turning point of 20℃, the ln value of the oxygen consumption rate was linearly correlated to 
the reciprocal of the thermodynamic temperature. The absolute value of the slope of the linear regression 
equation was the Arrhenius temperature AT value ( AT =7196 K) before the turning point (20℃). Through 
biological statistical analysis, there was a cubic function relationship between abalone shell length (L) and 
volume (V): V=0.0639L3.1621 (R²=0.9852). The slope was shown as the Shape coefficient  m  value 
(δm=0.43), which was calculated by linear regression of volume of the cube root of the soft tissue and 
shell length. This study provides scientific data support for the construction of an individual-based model 
following the DEB theory for H. discus hannai.  
Key words    Haliotis discus hannai; Dynamic energy budget (DEB) theory; Model parameters 
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摘要    利用 SSR (Simple Sequence Repeats)分子标记技术，对扇贝“渤海红”、墨西哥湾扇贝

(Argopecten irradians concentricus)及其杂交子代 3 个群体共 90 个个体的遗传多样性进行分析。结果

显示，8 个 SSR 位点共扩增出 67 个等位基因，各位点等位基因数范围为 4~14 个，平均等位基因数

为 8.5 个。扇贝“渤海红”有效等位基因数(Ne)、平均观测杂合度(Ho)和多态信息含量(PIC)最高，分别

为 2.3947、0.504 和 0.462；3 个群体的遗传分化指数(Fst)、基因流(Nm)和固定系数(Fis)分别为 0.1398、
1.5387 和 0.3698。对亲代与杂交子代间的遗传分化分析表明，杂交子代与扇贝“渤海红”的遗传距离

最小(0.1188)，遗传相似度最大(0.888)，杂交子代的遗传结构更偏向亲本扇贝“渤海红”。研究结果

可为扇贝“渤海红”和墨西哥湾扇贝群体种质资源评估和杂交新品种的选育提供理论参考。 
关键词    墨西哥湾扇贝；扇贝“渤海红”；杂交；遗传多样性 
中图分类号 S966.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0014-09 

扇贝“渤海红”为紫扇贝(Argopecten purpuratus)
与海湾扇贝北部亚种(Airradians irradians)杂交，经   
6 代选育而成，于 2015 年通过新品种审定。与传统

海湾扇贝相比，扇贝“渤海红”生长上表现出极显著的

杂种优势，产生了巨大的社会及经济效益(丰玮等 , 
2012; 李建立等, 2012; 南乐红等, 2012; Wang et al, 

2017)，但扇贝“渤海红”高温耐受性差，96 h 半致死

温度为 29℃ (Wang et al, 2017)，不利于其在全国推

广 养 殖 。 墨 西 哥 湾 扇 贝 (Argopecten irradians 
concentricus)又称海湾扇贝南方亚种，原产于美国大

西洋沿岸，其生长快、鲜肉柱率高、高温耐受性强，

稚贝在 32℃海水中存活率达 76%(刘志刚等, 2007a)，

abc
图章
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1991 年引进中国后在南方北部湾成功推广，成为北

部湾渔业支柱产业之一 (Abbott, 1974; 刘志刚等 , 
2007b)。但由于最初引进群体小且经过 20 多年小群

体繁育，墨西哥湾扇贝已出现较为严重的种质退化问

题(彭张明等, 2014)，影响产业健康可持续发展。 
杂交育种是贝类遗传改良的重要方法，能够有效

提高子代生长及抗逆性状。为解决墨西哥湾扇贝种质

退化问题，国内学者进行了华贵栉孔扇贝(Chalmys 
nobilis)×墨西哥湾扇贝 (潘奕达 , 2016; 潘奕达等 , 
2017)、紫扇贝×墨西哥湾扇贝(南乐红等, 2012)种间杂

交与墨西哥湾扇贝×海湾扇贝等北部亚种(Zhang et al, 
2007; Zheng et al, 2011)等种内杂交。其杂交子代虽

然在生长上表现出一定的杂种优势，但未能完全适应

我国南方海域环境，种质退化问题仍未得到有效解

决。为改善墨西哥湾扇贝种质退化和扇贝“渤海红”
高温敏感性问题，课题组进行了墨西哥湾扇贝与扇

贝“渤海红”的杂交育种研究，并成功获得杂交子代。

杂交子代在生长上表现出明显的杂种优势，并完全适

应我国南方北部湾海域环境，具有良好的推广养殖

前景。 
种群结构的变异大小可以评判种群抵御外界环

境压力及进化的潜力，即遗传多样性较高的种群对环

境恶化耐受力较强，反之，则可能出现衰退(Cronquist, 
1991; 钱迎倩等, 1994)。遗传多样性评估对贝类健康

养殖指导及适应性进化潜力评价具有重要意义。   
刘保忠(2003)和Wang等(2011)发现，我国海湾扇贝养

殖群体与原引种地区海湾扇贝群体相比，等位基因数

量降低了20%，遗传多样性存在瓶颈效应。谭杰等(2018)
研究发现，海湾扇贝北部亚种“中科红”经过多年的定

向选育，仍具有较高的遗传多样性，还具有较高的选

育潜力。目前，关于扇贝“渤海红”及墨西哥湾扇贝及

其杂交子代遗传多样性研究未见报道。SSR分子标记

技术作为重要的DNA分子标记技术之一，在皱纹盘鲍

(Haliotis discus hannai)(聂鸿涛等, 2013)、栉孔扇贝

(Chlamys farreri)( 张 秀 英 等 , 2012) 、 虾 夷 扇 贝

(Patinopecten yessoensis)(韩斐斐等, 2012; 张广明等, 
2018)、栉江珧(Atrina pectinata)(李东明等, 2017)和马

氏珠母贝(Pinctada martensii)(赵晓霞等, 2010)等多种

重要海水贝类遗传多样性分析中得到广泛应用。荧光

标记毛细管电泳检测技术具有自动化、精度好、高通

量等优点，已在长牡蛎 (Crassostrea gigas)(郭香等 , 
2018)、欧洲牡蛎(Ostrea edulis)(Wang et al, 2010)等重

要贝类品种中得到应用。本研究利用8对SSR引物，

采用毛细管电泳技术，对扇贝“渤海红”、墨西哥湾扇

贝及其杂交子代的遗传多样性进行分析，以期为扇贝

“渤海红”和墨西哥湾扇贝的群体遗传评估和杂交新

品种的选育提供一定的理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

墨西哥湾扇贝群体为北部湾普通养殖群体，由湛

江银浪生物技术有限公司提供。扇贝“渤海红”群体由

青岛农业大学王春德教授提供。杂交贝为扇贝“渤海

红”×墨西哥湾扇贝正反交子代(各 1/2)中的橙色壳色

群体。每个群体随机选取 30 个个体，取闭壳肌于无

水乙醇中，放入–20℃保存备用。 

1.2  基因组 DNA 提取与检测 

采用全式金公司海洋生物基因组 DNA 提取试剂

盒(Marine Animal Genomic DNA Kit)提取各群体基因

组 DNA。以 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。 

1.3  微卫星引物 

从本课题组开发的墨西哥湾扇贝 SSR 引物中，

挑选多态性好、等位基因数较多的 8 对引物用于遗传

分析，引物信息见表 1，荧光 SSR 引物由天一辉远公

司合成。 

1.4  PCR 扩增程序及反应 

PCR 反应采用全式金公司 Super mix 试剂盒，

PCR 反应体系为 10 μl，其中，模板 0.5 μl，引物对各

0.5 μl，2×Taq PCR Master Mix 5 μl，无菌水 3 μl。PCR
扩增反应程序：95℃预变性 5 min，10 个循环，每个

循环降低 1℃ (95℃变性 30 s，62℃~52℃退火 30 s，
72℃延伸 30 s)，25 个循环(95℃变性、52℃退火、72℃
延伸)，72℃延伸 10 min，4℃，保存。扩增产物采用

ABI3730XL 测序仪进行片段长度分析。 

1.5  数据分析 

利用POPGENE 1.32软件计算群体的等位基因数

(Na)、有效等位基因数(Ne)、期望杂合度(He)、观测杂

合度 (Ho) 、遗传相似系数及遗传距离等。使用

PIC-CALC软件计算多态信息含量。 

2  结果与分析 

2.1  微卫星位点的多态性 

8 个简单重复序列标记(Simple Sequence Repeats, 
SSR)位点均能在扇贝“渤海红”、墨西哥湾扇贝及其杂

交子代中有效扩增。表 2 为 8 个位点的遗传多样性信

息。8 个微卫星位点共得到 68 个等位基因，其中，
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位点 M1 的等位基因最多(12 个)，位点 M7 等位基因

最少(4 个)，各微卫星位点的期望杂合度(He)范围为

0.2973~0.6265 ， 观 测 杂 合 度 (Ho) 范 围 为 0.1556~ 
0.5385，平均期望杂合度为 0.5491，平均观测杂合度

为 0.2960，多态信息含量(PIC)介于 0.2657~0.6255 之

间，平均多态信息含量为 0.49836，说明位点具有较

高的遗传多样性，其中，高度多态位点 5 个(PIC>0.5)，
中度多态位点 3 个(0.25<PIC<0.5)。 

 
表 1  8 个多态 SSRs 引物信息 

Tab.1  Primer information for eight pairs of polymorphic SSRs 

编号 
Number 

引物 
Primers 

序列 
Sequence (5′~3′) 

重复类型(次数) 
Repeat type (frequency) 

产物大小 
Size of product (bp) 

M1-F CAACATTCACACACTACCGTATGA 
1 

M1-R ACCAAAAATGATTGAACGTAACACT
TA(6) 125~156 

M4-F TCAAACTGCCAATTCATAGAACA 
2 

M4-R TGATTTATTCGTGGTAATTTGGAA 
AT(6) 133~137 

M5-R CATATTGTAGGGGCGTGGTTTTC 
3 

M5-F CAATAGCAGTAACGGCGAACAAA 
AT(7) 119~156 

M6-F GACATTTTCCTGTCGATAAGAGCC 
4 

M6-R ATATAGGGGTTGGTGAATGCATTG 
TC(6) 102~126 

M7-F TGTTAAAGTTGTTCTCTGGCATGT 
5 

M7-R GCTGCAAAATTTTGTCACCACTG 
AT(6) 119~121 

M8-F GCTTGTAAATTGATTTTGGAGTGT 
6 

M8-R TGGCACTTCATCTCAGTTAATATGT 
AT(7) 158~167 

M100-F GCGAGATTCAATACGCATGTGTA 
7 

M100-R GTGCTGAAATTGATGCATGCATG 
TA(7) 99~110 

M115-F GTTCCCAGATGACTAGTGAAGCA 
8 

M115-R TGCAAAATGGATGTCTATTGAAGTG 
TA(7) 101~125 

 
表 2  3 个群体在 8 个微卫星位点上的遗传多样性信息 

Tab.2  The polymorphism information of eight microsatellite loci in three populations 

位点 Locus 等位基因数 Na 有效等位基因数 Ne 期望杂合度 He 观测杂合度 Ho 多态信息含量 PIC
M1 12 2.652 0.626 0.538 0.596 
M4 7 2.199 0.548 0.195 0.508 
M5 7 2.523 0.607 0.489 0.539 
M6 6 2.161 0.540 0.250 0.488 
M7 4 1.419 0.297 0.239 0.265 
M8 10 3.001 0.670 0.155 0.625 

M100 8 2.130 0.533 0.271 0.446 
M115 14 2.304 0.569 0.228 0.514 

均值 Mean 8.500 2.299 0.549 0.296 0.498 
 

2.2  等位基因频率 

8 个位点在 3 个群体中扩增的等位基因片段大小

范围为 91~205 bp(表 3)，3 个群体均存在稀有等位基

因(0<基因频率<0.050)，墨西哥湾扇贝、扇贝“渤海红”
及杂交子代分别存在 15、29 和 13 个稀有等位基因。

各个微卫星位点在 3 个群体的等位基因频率分布不

均，群体间存在一定的遗传差异。 

2.3  遗传距离 

墨西哥湾扇贝、扇贝“渤海红”及杂交子代的遗

传距离及遗传相似度见表 4。结果显示，3 个群体间

均具有较高的遗传相似度，其中，扇贝“渤海红”与
杂交子代的遗传相似度(0.888)高于墨西哥湾扇贝与

杂交子代(0.736)，墨西哥湾扇贝与扇贝“渤海红”遗
传相似率最小(0.714)。杂交子代与墨西哥湾扇贝的

遗传距离(0.279)高于扇贝“渤海红”与杂交子代的遗

传距离(0.118)。杂交子代的遗传结构更倾向亲本扇贝

“渤海红”。 

2.4  3 个群体遗传多样性分析 

杂交子代、墨西哥湾扇贝、扇贝“渤海红”的平均多

态信息含量分别 0.358、0.4376、0.462(表 5~表 7)，说

明 3 个群体都具有中等遗传多样性(0.25<P<0.5)。其中，
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扇贝“渤海红”平均期望杂合度、平均观测杂合度和平

均有效等位基因最高，分别为 0.2971、0.5045和 2.394。
杂交子代平均期望杂合度、平均观测杂合度、平均有

效等位基因最低，分别为 0.2458、0.4230 和 1.8316。 

2.5  群体间遗传分化 

群体间的基因流(Nm)和遗传分化指数(Fst)是反应

群体遗传分化的重要指标(表 8)。当 0<Fst<0.05 时，

说明群体的遗传分化程度很弱；当 0.05<Fst<0.15 时， 
 

群体处于中等程度的遗传分化；当 0.15<Fst<0.25 时，

群体有较大的遗传分化；当 Fst>0.25 时，群体的遗传

分化极大(Wright, 1951)。在本研究中，3 个群体 8 个

微卫星位点 Fst 值介于 0.0825~0.2755，平均值为

0.1398，表明 13.98%的遗传变异由群体分化而导致，

86.02%的遗传变异来源于群体内部，说明群体中存在

较低水平的随机交配，3 个群体平均基因流(Nm)为
1.5387，平均固定系数(Fis)为 0.3698。3 个群体间出

现中等程度的遗传分化。 

表 3  3 个群体 8 个微卫星位点上的等位基因频率 
Tab.3  Allele frequency of three populations in eight microsatellite loci 

位点
Locus 

等位基因 
大小 

Allele size 
(bp) 

墨西哥 
湾扇贝 

A. irradian 
sconcentricus

扇贝 
“渤海红” 

“Bohai  
Red ” 

墨西哥湾扇贝

×扇贝“渤海

红”杂交子代
Hybrid 

位点
Locus

等位基因

大小 
Allele size 

(bp) 

墨西哥 
湾扇贝 

A. irradian 
sconcentricus 

扇贝 
“渤海红” 

“Bohai  
Red ” 

墨西哥湾扇贝

×扇贝“渤海

红”杂交子代
Hybrid 

M1 145 0.241 0.016 0.166 M8 153 0.032 0.379 – 
 147 0.032 0.016 0.133  158 0.854 0.137 0.266 
 151 0.016 0.033 –  160 0.080 0.120 0.550 
 152 – 0.050 –  162 – 0.035 0.033 
 154 – 0.050 0.016  163 – 0.155 0.033 
 156 0.677 0.383 0.683  167 0.032 0.155 – 
 158 0.032 0.050 –  197 – 0.017 0.066 
 160 – 0.300 –  201 – – 0.033 
 162 – 0.033 –  205 – – 0.016 
 161 – 0.016 – M110 98 – 0.016 – 
 164 – 0.033 –  101 0.265 0.383 0.383 
 152 – 0.016 –  103 0.687 0.516 0.566 

M4 135 0.500 – 0.016  106 – 0.016 – 
 136 0.046 0.116 –  109 – – 0.0333 
 137 0.015 0.033 0.016  110 0.015 0.066 0.016 
 139 0.375 0.666 0.90  96 0.015 – – 
 140 – 0.033 –  99 0.015 – – 
 142 0.062 0.133 0.066 M115 91 – 0.033 – 
 146 – 0.016 –  92 – 0.016 – 

M5 152 0.062 0.016 0.016  99 – 0.050 – 
 154 0.093 0.233 0.616  102 0.046 – – 
 156 0.578 0.666 0.366  108 – 0.033 – 
 158 – 0.033 –  113 – 0.033 – 
 160 – 0.016 –  115 0.203 0.783 0.850 
 162 – 0.016 –  119 – – 0.016 
 180 0.265 0.016 –  120 0.015 – – 

M6 152 0.062 0.016 0.033  123 – – – 
 154 0.046 0.150 0.466  126 0.046 – – 
 156 0.609 0.800 0.500  128 0.609 0.017 0.133 
 158 – 0.016 –  121 0.078 – – 
 160 0.281 0.016 –  130 – 0.016 – 

M7 116 0.031 0.050 –  131 – 0.016 – 
 118 – – –      
 120 0.687 0.933 0.866      
 122 0.281 0.016 0.133      
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表 4  墨西哥湾扇贝、扇贝“渤海红”及其杂交子代的遗传距离(对角线下方)和遗传相似系数(对角线上方) 
Tab.4  Genetic similarity coefficient (above the diagonal) and distance (below the diagonal) of three populations  

群体 
Populations 

墨西哥湾扇贝 
A. irradians concentricus

扇贝“渤海红”
“Bohai Red” 

墨西哥湾扇贝×扇贝 
“渤海红”杂交子代 Hybrid 

墨西哥湾扇贝 A. irradians concentricus *** 0.715 0.756 
扇贝“渤海红”“Bohai Red” 0.336 *** 0.888 
杂交子代 Hybrid 0.279 0.119 *** 

 
表 5  杂交子代在 8 个微卫星位点的遗传多样性参数 

Tab.5  Genetic diversity index of hybrid (A. irradians concentricus×“Bohai Red”) in eight microsatellite loci 

位点 Locus 参数 
Parameters M1 M4 M5 M6 M7 M8 M110 M115 均值 Mean

Na 4.000 4.000 3.000 3.000 2.000 7.000 4.000 3.000 3.750 
Ne 1.950 1.227 1.941 2.132 1.300 2.620 2.130 1.350 1.831 
He 0.600 0.066 0.233 0.066 0.266 0.133 0.400 0.200 0.245 
Ho 0.495 0.188 0.493 0.540 0.235 0.628 0.539 0.263 0.423 

PIC 0.443 0.176 0.382 0.421 0.204 0.569 0.434 0.233 0.358 
 

表 6  墨西哥湾扇贝在 8 个微卫星位点的遗传多样性参数 
Tab.6  Genetic diversity index of A. irradians concentricus in eight microsatellite loci 

位点 Locus 参数 
Parameters M1 M4 M5 M6 M7 M8 M110 M115 均值 Mean

Na 5.000 5.00 4.000 4.000 3.000 4.000 5.000 6.000 4.500 
Ne 1.923 2.511 2.395 2.190 1.809 1.352 1.838 2.362 2.048 
He 0.645 0.250 0.625 0.343 0.375 0.032 0.125 0.343 0.342 
Ho 0.488 0.612 0.591 0.552 0.454 0.264 0.463 0.585 0.501 

PIC 0.424 0.527 0.52 0.479 0.371 0.248 0.388 0.53 0.437 
 

表 7  扇贝“渤海红”在 8 个微卫星位点的遗传多样性参数 
Tab.7  Genetic diversity index of “Bohai Red” in eight microsatellite loci 

位点 Locus 参数 
Parameters M1 M4 M5 M6 M7 M8 M110 M115 均值 Mean

Na 12.00 6.000 7.000 5.000 3.000 7.000 5.000 9.000 6.750 
Ne 4.017 2.090 1.995 1.507 1.144 4.403 2.387 1.611 2.394 
He 0.366 0.266 0.600 0.333 0.066 0.310 0.300 0.133 0.297 
Ho 0.763 0.530 0.507 0.342 0.128 0.786 0.591 0.385 0.504 

PIC 0.718 0.490 0.448 0.306 0.1213 0.743 0.498 0.370 0.462 
 

表 8  3 个群体 8 个微卫星位点 F 统计量及基因流值 
Tab.8  F-statistics and gene flow value of eight microsatellite loci in three populations 

位点 Locus 遗传分化指数 Fst 基因流 Nm 固定系数 Fis 
M1 0.0825 2.7818 0.0621 
M4 0.1918 1.0533 0.5546 
M5 0.1333 1.6254 0.0690 
M6 0.1219 1.8001 0.4730 
M7 0.0798 2.8810 0.1195 
M8 0.1797 1.1414 0.7119 

M110 0.0174 14.0963 0.4738 
M115 0.2755 0.6576 0.4430 

均值 Mean 0.1398 1.5387 0.3698 
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3  讨论 

3.1  亲本群体遗传多样性 

遗传多样性可用于评估一个种群抵御外界环境

压力的能力及进化的潜力。在水产动物育种中，遗传

多样性指数常作为一个养殖品种是否需要进行遗传

改良的基础指标之一。本研究中，墨西哥湾扇贝遗传

多样性参数(PIC=0.358)明显低于扇贝“渤海红”(PIC= 
0.462)。研究表明，亲本数量的减少会引起一些低频

率位点的丢失(万俊芬等, 2004a)。在贝类人工养殖过

程中的近亲繁殖、遗传漂变及瓶颈效应使得养殖群体

基因库中某些等位基因丢失，造成养殖群体遗传多样

性和遗传变异度降低(吕林兰等, 2008)。墨西哥湾扇

贝养殖群体最初引种基础群体小(222 个)，且经过 20
多代的累代养殖(张福绥等, 1994)，遗传多样性出现

明显下降。作为新兴的养殖品种扇贝“渤海红”群体，

其遗传多样性参数接近高度遗传多样性(PIC>0.5)，说
明扇贝“渤海红”仍具有较大的选育潜力。 

3.2  杂种优势与亲本遗传距离 

杂种优势是指杂交子代在生长、存活等方面均优

于双亲的现象(张国范等, 2004)。一般认为，杂种优

势的强弱与亲本自身的遗传差异有关，即在一定的范

围内，亲本间的遗传差异越大，其杂交子代往往具有

更高的杂种优势(魏继海等, 2016; 谢晓东等, 2003)。
而亲本间的遗传差异大小可以用遗传距离来衡量 
(张佳佳等, 2018)。本研究中，墨西哥湾扇贝与扇贝“渤
海红”的遗传相似度为 0.7146，遗传距离为 0.3361。
根据 Thorpe(1982)提出的同种群体遗传相似性系数

应介于 0.80~0.97，而遗传距离应介于 0.03~0.20 的观

点，本研究结果中，亲本群体这 2 个参数均不在同种

群体范围内，说明 2 个群体间存在明显的遗传差异。

理论上，二者杂交能够产生杂种优势明显的杂交子

代。研究表明，墨西哥湾扇贝×扇贝“渤海红”的杂交

子代生长速度与亲本墨西哥湾扇贝相比，提高了

20%，具有明显的生长优势，其结果也验证了本研究

的推论(谭杰, 2018)。但贝类遗传育种的实践及理论

证明了杂种优势利用的关键不仅在于亲本间的遗传

差异，还需要亲本间具有较高的配合力(张国范等 , 
2004)。这在海湾扇贝自交家系与交杂家系(郑怀平等, 
2004)及太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)近交系间杂交

(Hedgecock et al, 1995)的杂种优势比较中均证明了

这一点。因此，在扇贝“渤海红”与墨西哥湾扇贝 2 个

亲本群体中选择更高配合力亲本个体可能会加强杂

交子代杂种优势的利用。 

3.3  杂交子代遗传偏向性与遗传变异 

在贝类杂交育种中，杂交子代在遗传结构偏向亲

本一方的现象已经有较多报道，如合浦珠母贝

(Pinctada martensii)×珠母贝 (Pinctada margaritifera)
的杂交子代在核型和同工酶上均与合浦珠母贝一致

(姜卫国等, 1983; 李刚等, 1983)；栉孔扇贝×虾夷扇贝

的杂交 F1 代均偏向各自的母本(何斌等, 2007)；栉孔

扇贝×华贵栉孔扇贝的杂交 F1代在遗传上也同样更加

偏向母本栉孔扇贝(万俊芬等, 2004b)。本研究中，杂

交子代与亲本扇贝“渤海红”的遗传距离为 0.1188，与

亲本墨西哥湾扇贝的遗传距离为 0.279，杂交贝在遗

传结构上更偏向于亲本扇贝“渤海红”。研究表明，杂

交子代偏向某一方亲本，与杂交过程中染色体重组、

突变和异染色质附近区域的 SSR 标记的偏分离聚集

(张玉山等, 2008)，以及在胚胎发育过程中染色体的

选择性丢失等相关(Estoup et al, 2002; Fujiwara et al, 
1997)。但也有学者认为，亲本遗传物质对后代贡献

率不一致是因为两亲本基因纯合度不同，基因纯度高

亲本基因型在后代中被检测几率增加(蔡磊等, 2012)。
亲本基因纯合度及遗传物质的重组、变异等原因可能

造成杂交子代在遗传结构上更加偏向于亲本扇贝“渤
海红”。 

杂交能够提高杂交子代的遗传多样性，如日本沼

虾(Macrobrachium nippo Nense)太湖群体和鄱阳湖群

体杂交后，其杂交子代的观测杂合度有明显的提高

(李瀚声等, 2011)；马氏珠母贝近交家系遗传多样性显

著低于杂交家系(张嘉丽等, 2015)。但本研究中，杂

交子代的遗传参数(Ne、He、Ho 和 PIC)均低于亲本墨

西哥湾扇贝和扇贝“渤海红”。同样的现象也出现在紫

扇贝×海湾扇贝的杂交实验中(孙妍等, 2013)。这可能

与杂交实验中使用的亲本数量较少(5 个)有关。研究

表明，当亲本数量低于有效亲本数量时，会导致子代

种群遗传变异力下降(Su et al, 1996)；张海滨等(2005)
等也发现，海湾扇贝过低的亲本数量能够显著影响子

代的生长及存活。贝类配子具有多产性，贝类杂交育

种常采用少数亲本杂交的方式，这种杂交方式可能导

致子代中亲本部分等位基因丢失而影响子代的遗传

变异程度，不利于后续杂交子代继代选育。此外，本

研究中杂交子代群体选用了橙色群体，这也可能造成

杂交子代遗传多样性低于双亲。 
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Genetic Analysis of Argopecten irradians concentricus,  
“Bohai Red” and Their Hybrids 

YAO Gaoyou1,3, TAN Jie1,3, WU Yuyuan1, SU Xiaoying1, LIUFU Shaomei2, ZHANG Yuan1,3,  
FANG Jiaxi4, CHEN Nansheng5, WANG Chunde6, LIU Zhigang1,3①  

(1. Fisheries College of Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 2. Zhanjiang Silverwave Marine Biotechnology 
Co.Ltd., Zhanjiang  524022; 3. Guangdong Province Nanhai Economic Invertebrates Healthy Breeding Engineering Research 
Center, Zhanjiang  524088; 4. Department of Applied Biology and Chemical Technology of Hong Kong Polytechnic University, 

Hong Kong  999077; 5. Department of Molecular Biology and Biochemistry of Simon Fraser University, British Columbia   
V5A 1S6; 6. College of Marine Science and Engineering, Qingdao Agricultural University, Qingdao  266109) 

Abstract    Hybridization between the ‘Bohai Red’ and Argopecten irradians concentricus was 
conducted. The hybrids exhibited heterosis in terms of survival rate, growth rate, and heat tolerance, 
demonstrating substantial potential to replace A. irradians concentricus. To ensure the efficient use 
of these hybrids, we need to understand the genetic structure of the hybrids and their parents. 
Microsatellites are widely used to assess the genetic diversity of aquaculture species and to construct 
a quantitative trait locus due to their characteristics such as abundant polymorphism, rich information, 
and high codominance and conservation. In this research, the genetic diversity of 90 individuals in 3 
populations of A. irradians concentricus, ‘Bohai Red’, and their hybrids was analyzed using 8 pairs 
of microsatellite primers. A total of 67 alleles were amplified, and 4~14 alleles at each locus were 
generated, with a mean allele number of 8.5. Effective allele number, expected heterozygosity, and 
polymorphic content were the highest in ‘Bohai Red’ (2.3947, 0.504, and 0.462, respectively). The 
genetic differentiation index, gene flow, and fixed coefficient were 0.1398, 1.5387, and 0.3698, 
respectively. Between the hybrids and ‘Bohai Red’, the genetic distance was the smallest (0.1188) and 
the genetic similarity was the highest (0.888), suggesting their similar genetic structures. These 
findings provide a reference for the genetic analyses of ‘Bohai Red’ and A. irradians concentricus as 
well as for the breeding of new varieties. 
Key words    Argopecten irradians concentricus; “Bohai Red”; Hybridization; Genetic diversity  
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短期酸化对魁蚶摄食、呼吸代谢 
及能量收支的影响* 

薛素燕 1,2  李加琦 1,2  李  阳 1  丁敬坤 1     
徐  涵 1   张雯雯 1  毛玉泽 1,2①  方建光 1 
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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) 

摘要    采用实验生态学方法，研究了魁蚶(Scapharca broughtonii)摄食、呼吸代谢及能量收支对短

期酸化(pH 分别为 8.2、7.9、7.6)的响应。结果显示，魁蚶的摄食率(IR)和排粪率(FER)均受 pH 影响

显著(P<0.05)，都随 pH 的降低而减少；魁蚶的耗氧率(OR)受 pH 影响显著(P<0.05)，随 pH 降低呈

明显的下降趋势，表明低 pH 在一定程度上抑制魁蚶的呼吸；排氨率(NR)受 pH 影响不显著，随 pH
的降低呈先下降再上升的趋势；O : N 值随 pH 的降低而减小。不同 pH 条件下的能量收支结果显示，

魁蚶的摄食能、呼吸能、排粪能和生长余力(SFG)均随 pH 的降低而减少。通过建立能量收支方程

发现，pH 显著影响魁蚶的能量分配(P<0.05)，随 pH 的降低，魁蚶的呼吸能和排泄能占摄食能的比

例增加，而排粪能和生长能占比减少，说明低 pH 条件下，魁蚶会做出适当生理调整降低 IR，增加

代谢率，导致能量减少，继而造成 SFG 减少。研究表明，短期酸化条件下，魁蚶的摄食和新陈代

谢显著降低，可能是细胞能量需求的增加和氮损失的协同作用。 
关键词    魁蚶；pH；摄食；呼吸代谢；能量收支 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0015-07 

海洋酸化会引发海洋生态系统内的一系列变化

(唐启升等, 2013)，已对贝类的受精、钙化、生长和

繁殖产生负面作用(Parker et al, 2009; Talmage et al, 

2011)。双壳贝类是最容易因 pH 的降低而受到影响的

海洋动物之一，海洋酸化将对它们产生严重危胁

(Kurihara et al, 2009)，可能导致代谢能力、能量存储

abc
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及生长速度降低(Zhang et al, 2012; Beniash et al, 
2010)。目前，海洋酸化对一些经济贝类的生理作用

过程尚不清楚。研究海洋酸化对经济贝类生理过程的

影响对我国的水产养殖具有重要意义。 
魁蚶(Scapharca broughtonii)是一种大型海洋底

栖贝类，在我国辽东半岛、山东半岛等沿海资源量丰富，

是我国具有重要经济价值的浅海增养殖贝类。由于生

境破坏、过度捕捞、疾病暴发和近亲繁殖等因素，导

致其种群数量急剧减少(Mao et al, 2013)。近年来，国

内许多学者开展了魁蚶的人工增养殖和资源修复等

方面的研究(阮飞腾等, 2014; 李阳等, 2018; 薛素燕等, 
2019)，但有关酸化对其摄食生理及能量收支的影响等

尚未见报道。本研究测定了不同 pH 条件下，魁蚶的摄

食率[Ingestion rate, IR, mg/(g·h)]、排粪率[Faecal egestion 
rate, FER, mg/(g·h)]、耗氧率(Oxygen consumption rate, 

OR, %)、排氨率(Ammonia excretion rate, NR, %)及能量

收支参数，探讨了低 pH 对魁蚶的摄食、代谢及能量收

支的影响，旨在为在日益酸化的海水环境中进行贝类

养殖提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用 2 龄魁蚶取自本课题组在山东青岛市崂

山湾增养殖实验的贝类群体，清洁贝壳表面污物和附着

生物，选择壳长为(4.31±0.23) cm 的个体若干，置于整理

箱中暂养。暂养水温为(16.8±1.3)℃，每天全量换水 1 次，

连续充气，并投喂螺旋藻(Spirulina spp.)液 2 次。实验所

用海水经砂滤沉淀后储存备用，海水 pH 为 8.21±0.06，盐

度为 33.12±0.36，暂养 14 d。实验用魁蚶生物学数据见表 1。 
 

表 1  魁蚶生物学数据(平均值±标准差) 
Tab.1  Biological characteristics of S. broughtonii (Mean±SD, n=36) 

壳长 
Shell length (mm) 

壳高 
Shell height (mm) 

湿体重 
Wet body weight (g)

软组织干重 
Soft tissue dry weight (g)

壳干重 
Shell dry weight (g) 

肥满度 
Condition index (%)

43.08±2.32 33.14±2.24 22.45±3.87 0.98±0.20 9.03±1.64 10.73±1.34 

注：肥满度(%)=(软组织干重/壳干重)×100 
Note: Condition index (%)=(soft tissue dry weight/shell dry weight)×100 
 

1.2  实验设计 

设置 3 个 pH 梯度分别为 8.2、7.9 和 7.6，其中，

pH 为 8.2 实验组是自然海水组，pH 为 7.9 和 7.6 实验

组通过向自然海水连续充入 CO2加富空气以降低 pH获

得，充气时，使用多参数水质监测仪(SmarTROLL-MP, 
美国)实时监测海水 pH 的变化，当 pH 达到所需值时，

减缓纯 CO2 气体的通入流量，维持 pH 稳定在实验所

需值。本实验中，每个 pH 实验组设置 4 个平行，每个

平行 30 只魁蚶，置于方形水槽中(50 cm×30 cm×20 cm)，
为摄食、呼吸、排泄实验备用。 

1.3  摄食实验 

摄食实验在方形缸(20 cm×15 cm×10 cm)中进行。

每个方形缸中放 5 只魁蚶，2 L 海水，水中溶解氧(DO)
保持在 5 mg/L 以上，待魁蚶适应 10 min 后，投入初

始浓度为 5 mg/L 的螺旋藻液，并保证螺旋藻在水中

悬浮均匀。摄食实验的水环境与上述各 pH 实验组的

水环境相同。每个 pH 摄食组设置 4 个平行，2 个空

白对照组(不加魁蚶)，实验时间为 2 h。实验结束后，

将魁蚶取出，用游标卡尺测量魁蚶的规格(壳长、壳

高)，并称量其鲜重，之后用解剖刀将软组织与壳分

开，分别以铝箔纸包封，60℃烘干 48 h 至恒重，分析

天平称重。测定实验前后水体中螺旋藻的饵料浓度，

收集实验后魁蚶的粪便，计算魁蚶的 IR 和 FER，公式

如下： 
IR=V (C0–Ct)/(N×t×W) 

式中，V 为实验海水体积(ml)，C0、Ct 分别为实

验开始和结束时的饵料浓度(mg/L)，N 为实验魁蚶数

量，t 为实验时间(h)，W 为软组织干重(g)。 
FER=IR×(1–AE) 

式中，IR 为摄食率，AE 为同化率。 
同化率(Assimilation rate, AE, %)公式： 

AE=(F–E)/[(1–E)×F]×100 
式中，F=(POM/TPM)，为饵料中有机质的干重

比例，E=(POM/TPM)，为粪便中有机质的干重比例，

POM 为颗粒有机物含量，TPM 为总颗粒物含量。 

1.4  呼吸排泄实验 

实验前停食 24 h，将 3 只生存状态良好、规格

一致的魁蚶(表 1)放入 3 L 呼吸瓶中，实验持续 2 h。
每组实验呼吸瓶的水环境与各处理水槽中水环境相

同，以不加魁蚶的呼吸瓶为对照，实验设 4 个平行，

2 个对照组。放入魁蚶待其适应 10 min 后作为实验起

始时间，根据始末 DO 和氨氮(NH4
+-N)浓度的变化计

算 OR 和 NR。在实验结束后，用游标卡尺测量魁蚶的
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规格(壳长、壳高)，并称其鲜重，之后用解剖刀将软

组织与壳分开，在 60℃烘箱中烘干 48 h 后，称壳干

重和软组织干重。按以下方法计算 OR 和 NR，公式

如下： 
OR=(D0–Dt)×V/(W×t) 

式中，OR 为单位体重耗氧率[mg/(g·h)]，D0 和 Dt

为实验空白对照组和实验组水中 DO 的含量(mg/L)，V
为呼吸瓶容积(L)，W 为软组织干重(g)，t 为实验持续

时间(h)，16 为氧原子的摩尔质量(g/mol)。 
NR=[(Nt–N0)×V]/(1000×W×t) 

式中，NR 为单位体重排氨率[mg/(g·h)]，N0 和 Nt

为实验空白对照组和实验组水中 NH4
+-N 的浓度(mg/L)。

V 为呼吸瓶容积(L)，W 为软组织干重(g)，t 为实验持

续时间(h)。 
氧氮比公式： 

O : N=(OR/16)/(NR/14) 
式中，O : N 为魁蚶 OR 和 NR 之间的比值；OR 为

单位体重 OR[mg/(g·h)]；NR 为单位体重 NR[mg/(g·h)]。 
采用 SmarTROLL-MP(美国)测定实验海水中的

DO，采用次溴酸钠氧化法测定水中的氨态氮。 

1.5  能量计算 

贝类能量收支方程： 
C=G+R+U+F 

式中，C 为摄食能，G 为生长能，R 为呼吸能，

U 为排泄能，F 为排粪能。 
生长余力(SFG)为动物摄取的食物能量与其消耗

及损失的能量之差，用来预测供生长和再生产的剩余

能量。生长余力公式： 
SFG=A–(R+U) 

式中，A 为吸收能(A=C–F)。 
本研究在进行能量预算时，使用如下能量转换因子：

1 mg POM=20.78 J；1 mg O2=14.24 J；1 mg NH4
+-N= 

24.87 J。 

1.6  数据分析 

使用 Excel 2016 和 SPSS 18.0 软件进行数据分析

和作图，采用单因子方差分析(One-way ANOVA)比较

不同数据之间的差异性，P<0.05 为不同处理组间差异

显著标准。 

2  结果与分析 

2.1  短期酸化对魁蚶摄食率和排粪率的影响 

在本研究中，pH 对魁蚶的 IR 有显著影响(P<0.05)。
魁蚶的 IR 随 pH 的降低而减少(图 1)，pH 为 8.2 组的

IR 最高[4.82 mg/(g·h)]，显著高于 pH 为 7.9、7.6 组

(P<0.05)；pH 为 7.6 组的 IR 和 pH 为 7.9 组相比差异

不显著(P>0.05)。 
pH 对魁蚶的 FER 有显著影响(P<0.05)。魁蚶 FER

随 pH 的降低而减少(图 1)，pH 为 8.2 组的 FER 最高

[1.51mg/(g·h)]，显著高于 pH 为 7.9、7.6 组(P<0.05)。 
  

 
 

图 1  pH 胁迫对魁蚶摄食率和排粪率的影响 
Fig.1  Effects of pH on the ingestion rate and faecal  

egestion rate of S. broughtonii 

不同字母表示组间差异显著(P<0.05)，下同 
Different letters indicate significant difference between 

treatments (P<0.05), the same as below 
 

 

2.2  短期酸化对魁蚶耗氧率和排氨率的影响 

本研究中，pH 对魁蚶的 OR 有显著影响(P<0.05)。
魁蚶的 OR 随 pH 的降低呈下降趋势(图 2)。pH 为 8.2
组的 OR 最高[1.04 mg/(g·h)]，显著高于 pH 为 7.9、
7.6 组(P<0.05)。pH 为 7.6 组的 OR 最低[0.50 mg/(g·h)]
是 pH 为 8.2 组的 48%(P<0.05)，但与 pH 为 7.9 组相

比差异不显著(P>0.05)。 
pH 对魁蚶 NR 的影响不显著(P>0.05)。随着 pH

的降低，魁蚶的 NR 呈先下降再上升的趋势(图 2)。pH
为 8.2 组的 NR 最高[0.10 mg/(g·h)]，pH 为 7.9 组的 NR
最低[0.06 mg/(g·h)]，是 pH 为 8.2 组的 60%。 

 

 
 

图 2  pH 胁迫对魁蚶耗氧率和排氨率的影响 
Fig.2  Effects of pH on the oxygen consumption rate  

and the ammonia excretion rate of S. broughtonii 
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2.3  短期酸化下魁蚶的氧氮比的变化 

本研究中，魁蚶的 O : N 值随 pH 的降低呈下降的

趋势。pH 为 8.2 组中，O : N 值最大(10.12)，pH 为 7.6
组 O : N 值最小(7.91)(图 3)。方差分析表明，pH 对魁

蚶 O : N 的影响无显著差异(P>0.05)。 

2.4  短期酸化下魁蚶的能量收支 

本研究中，随着 pH 的降低，魁蚶的摄食能、呼吸

能、排粪能和 SFG 逐渐减少，而排泄能则呈先减少再

略有增加的趋势(表 2)。方差分析表明，pH 对魁蚶的摄

食能、呼吸能、排粪能和SFG均具有显著的影响(P<0.05)。

不同 pH 条件下，魁蚶的 SFG 能量收支方程见表 3。 
 

 
 

图 3  pH 胁迫对魁蚶 O : N 的影响 
Fig.3  Effects of pH on O : N of S. broughtonii 

 
表 2  魁蚶在不同 pH 下的能量收支 

Tab.2  Energy budget of S. broughtonii at different pH [J/(g·h), Mean±SD] 

pH 摄食能 
Consumption energy 

呼吸能 
Respiration energy

排泄能 
Excretion energy 

排粪能 
Fecal energy 

生长余力 
Scope for growth 

8.2 100.25±5.32a 14.07±1.26a 2.52±0.38a 31.39±1.37a 52.27±4.72a 
7.9 56.51±10.56b 8.87±0.66b 1.53±0.34b 17.32±0.82b 28.79±11.03b 
7.6 40.26±8.56b 7.18±1.35b 1.73±0.43ab 11.29±0.22c 20.06±8.43b 

注：同一列中不同字母表示组间差异显著(P<0.05) 
Notes: Different letters in the same column indicate significant differences between treatments (P<0.05) 
 

表 3  不同 pH 下魁蚶的能量收支方程 
Tab.3  Energy budget equation of  

S. broughtonii at different pH 

pH 能量收支方程 Energy budget equation 

8.2 100C=14.03R+2.52U+31.31F+52.14G 
7.9 100C=15.69R+2.71U+30.65F+50.95G 
7.6 100C=17.83R+4.29U+28.05F+49.82G 

 

3  讨论 

3.1  短期酸化对魁蚶摄食的影响 

pH 是影响贝类生理代谢的重要环境因子之一。

大量研究表明，适宜 pH 条件下，贝类机体处于标准

代谢状态，超出贝类适宜 pH 范围，其 IR 明显下降

并表现出一定的不适应性(杨杰青等, 2016)。海洋酸

化对海洋贝类等矿化生物的影响是备受关注的焦点

之一(黄荣莲等, 2017)，低 pH 对海洋贝类的摄食能力

具有显著影响(Fernández-Reiriz et al, 2011)。长牡蛎

(Crassostrea gigas)、黑唇鲍(Haliotis rubra)处于酸化

环境时，其机体处于一种近乎麻痹的状态，且摄食活

力明显下降(Bamber et al, 1990; Harris et al, 1999)。在

酸化条件下，槽蛤仔(Ruditapes decussatus)幼体的 IR
显著降低(Fernández-Reiriz et al, 2011)。何苗等(2017)
研 究 也 发 现 ， pH 的 降 低 对 缢 蛏 (Sinonovacula 

constricta)的 IR 存在显著性影响，缢蛏的 IR 随 pH 降

低呈明显下降趋势。提升 CO2 浓度对智利贻贝(Mytilus 
chilensis)稚贝的生理具有非常消极的影响，能够降低

其摄食、能量吸收、新陈代谢和最终用于生长的能量

(Navarro et al, 2013)，与本研究结果相似。本研究中，

pH 为 8.2 组魁蚶的 IR 显著高于 pH 为 7.9、7.6 组，

同时，魁蚶的 FER 也随着 pH 的降低而降低，说明酸化

对魁蚶的摄食和排粪产生了一定的消极作用，使得魁

蚶对短期的酸化环境表现出不适应性，机体偏离正常

的生理状态，导致 IR 和 FER 明显下降。 

3.2  短期酸化对魁蚶呼吸代谢的影响 

双壳贝类在海水酸化的胁迫下，无法完全补偿体

内酸碱平衡而受到的干扰，使能量代谢受到抑制

(Miles et al, 2007)。在多种情况下，代谢抑制是双壳

贝 类 在 压 力 条 件 下 生 存 的 一 种 适 应 性 策 略

(Michaelidis et al, 2005; Liu et al, 2012)。Lanning 等

(2010)研究表明，海洋酸化会抑制长牡蛎的新陈代谢。

在长期酸化条件下，地中海贻贝(M. galloprovincialis)
会出现呼吸代谢下降的现象(Ding et al, 2012)。在海

水低 pH 环境中，合浦珠母贝(Pinctada fucata)、华贵

栉孔扇贝(Chlamys nobilis)和翡翠贻贝(Perna viridis)
的新陈代谢均有所下降(Liu et al, 2012)。在严重酸化

条件下，贝类新陈代谢降低的主要原因是细胞能量需
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求的增加和氮损失的协同作用(Thomsen et al, 2010)。
但也有研究表明，在酸化胁迫下，槽蛤仔幼体的呼吸

率显著降低，而 NR 增加 (Fernández-Reiriz et al, 
2011)，与本研究结果相似。本研究中，随着 pH 的降

低，魁蚶的 OR 显著降低，NR 呈先降低后略有升高

的趋势，但均低于正常海水组，推测魁蚶的呼吸代谢

在酸化条件下受到了一定抑制。 
O : N 值能够反映环境对有机体的压力程度，其

值的高低可以作为生物体适应环境压力的指标之一

(Widdows et al, 1971)。本研究中，各 pH 组魁蚶的

O : N 值虽无显著差异，但低 pH 组的 O : N 值均低于

正常海水组。当贝类遭受来自外界的胁迫时，其 O : N
值降低，这与贝类遭受外界胁迫从而降解体内蛋白质形

成氨基酸的生理适应相吻合(李晓艳 , 2014; 焦海峰  
等, 2017)。 

3.3  短期酸化对魁蚶能量收支的影响 

海水中 CO2 浓度上升时，CO2 能穿过生物体的

细胞膜等结构进入海洋生物体内，使得细胞内的 pH
降低，打破了细胞内原有的酸碱平衡，生物体会启

动一系列调控机制来调节酸碱平衡，而调节过程需

要消耗能量(Parker et al, 2013; Gutowska et al, 2010)。
如果生物体自身所能产生的能量水平是一定的，那

么根据能量守恒定律，离子运输或酸碱维持能量消耗

的增加必然会引起其他生命活动能量分配的减少 
(王秀丹, 2017; Esbaugh et al, 2012; Bechmann et al, 
2011)。当美洲牡蛎(C. virginica)处于较高 CO2 浓度的

环境时(pH 为 7.5)，为维持自身的内稳态，其能量消

耗大大增加，标准代谢率大大增加 (Beniash et al, 
2010)，与上述研究结果相一致。本研究结果表明，

魁蚶的摄食能、呼吸能、排粪能和 SFG 均随 pH 的

降低而减少(其中，pH 为 7.6 组魁蚶的摄食能仅为

pH 为 8.2 组摄食能的 40%)，排泄能呈先减少后增加

的趋势。同时，在 pH 从 8.2 降至 7.6 的过程中，魁

蚶呼吸能的占比由 14.03%升至 17.83%，排泄能占比

由 2.52%升至 4.29%，而排粪能占比由 31.31%降至

28.05%，生长能占比则由 52.14%降至 49.82%。在贝

类能量分配中，环境变化会引起各部分能量占比发生

改变(王有基等, 2014)。随着 pH 的降低，魁蚶会作出

适当的生理调整(如降低摄食率、增加代谢率)以调节

因酸化环境造成的体内酸碱平衡紊乱。研究表明，

摄入减少和排泄增加通常与能量输入减少有关，海

水酸化引起能量输入减少，导致贝类生长缓慢

(Fernández-Reiriz et al, 2011)。 
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Effects of Short-Term Acidification on Feeding, Respiratory Metabolism,  
and Energy Budget of Scapharca broughtonii 

XUE Suyan1,2, LI Jiaqi1,2, LI Yang1, DING Jingkun1,  
XU Han1, ZHANG Wenwen1, MAO Yuze1,2①

, FANG Jianguang1 
 (1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable Development of  

Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shandong Provincial Key Laboratory of Fishery Resources and 
Eco-Environment, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Ecology and Environmental Science, Pilot National 

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

Abstract    Ocean acidification is one of the major changes in marine ecosystem in this century. This 
has a negative effect on the fertilization, development, growth, and survival of marine mollusks. Presently, 
physiological effects of ocean acidification on some economic shellfish are not clear. To study the effects 
of ocean acidification on the physiological ecology of economic shellfish is of great significance for 
environmental science, ecology, and aquaculture. The feeding, respiratory metabolism, and energy budget 
of Scapharca broughtonii at different pH levels (pH 8.2~7.6) were studied in the laboratory. The results 
showed that the feeding and defecation rates of S. broughtonii were significantly (P<0.05) affected by pH, 
and there was a declining trend on the feeding and defecation rates with a decrease in pH value. The 
oxygen consumption rate was also significantly (P<0.05) affected by pH, showing an obvious downward 
trend with decreasing pH value. There was an initial decrease in ammonia excretion rate, which then 
increased with a decrease in pH value. O : N ratio at low pH value was lower than that of normal seawater, 
indicating that low pH value could inhibit the respiratory metabolism of S. broughtonii to some extent. 
The energy budget at different pH values indicated that energy ingestion, respiratory consumption, fecal 
energy loss, and energy absorbed in the growth process all decreased with a decrease in pH value. 
Interestingly, energy loss during excretion decreased first and then increased. According to energy budget 
equation, we found that pH had a significant effect on energy distribution of S. broughtonii (P<0.05). As 
the pH value decreases, the proportion of energy consumed during respiration and excretion increases, 
while the proportion involved in excrement and growth decreases. Under low pH conditions, S. 
broughtonii will make appropriate physiological adjustments to reduce the feeding rate and increase the 
metabolic rate, resulting in a decrease in energy, which leads to a decrease in energy deposition in the 
growth process. This study suggested that the feeding and metabolism of S. broughtonii decreased 
significantly under short-term acidification, which may be a synergistic effect of increased cell energy 
demand and nitrogen loss.   
Key words    Scapharca broughtonii; pH; Feeding; Respiratory metabolism; Energy budget 
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桑沟湾海带标准化养殖模式的优势探析* 
房景辉 1①  蒋增杰 1  蔺  凡 1  高亚平 1  方建光 1   

张  鹏 2  郭智俐 2  杜美荣 1  孟  珊 1,3 
(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  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. 山东大学(威海)海洋学院  威海  264209； 
3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    针对桑沟湾养殖海区海带(Laminaria japonica)的超容量养殖现象，研究了该海区中标准化

养殖模式和传统养殖模式的海带生长差异。结果显示，在标准化养殖模式下，海带长、宽、平均厚

度、湿重、投影面积和特定生长率均高于传统养殖模式，单棵海带重量显著提高，且海带的碳、氮

和蛋白质含量明显高于传统养殖模式，海带品质大大提升。养殖后期，标准化养殖海区养殖海带垂

直投影面积之和与对应养殖海区面积之比为 6.33，而传统养殖模式的比值为 9.15；标准化养殖海区

海带所处水层下方的光照强度显著高于传统养殖区，海带所处水层的海流流速也高于传统养殖区。

研究表明，桑沟湾海带标准化养殖模式使海带养殖密度降低，海带生长速度和品质均得以提高；在

标准化养殖模式下，海带重叠较小，接受的光照比传统养殖模式充足；较快的海流使标准化养殖海

区营养盐更新速度更快，这两方面可能是导致 2 种养殖模式下海带生长和品质产生差异的原因。 
关键词    海带；标准化养殖；养殖容量；生长；桑沟湾 
中图分类号 S917.3   文献标识码  A   文章编号  2095-9869(2020)05-0016-07 

桑沟湾位于山东半岛东部，平均水深约 8 m，总

面积约为 13333 hm²，是我国著名的水产养殖海湾，

也是我国重要的海带(Laminaria japonica)养殖海域。

自 20 世纪 60 年代末开始，桑沟湾便开始进行海带养

殖，随后贻贝、扇贝和牡蛎养殖业发展起来，与海带

养殖业一同成为桑沟湾水产养殖的主要养殖产业，但

海带养殖仍处于主体地位(方建光等, 1996)。多年来，

为满足国内外的市场需求，该海湾筏式养殖面积不断

扩大，养殖范围已扩展到湾外 20 m 水深处，同时，

养殖密度居高不下。由于海湾半封闭的特点，大面积

筏式养殖限制了水流交换，水交换速率下降(何宇晴

等, 2016)，湾内营养盐结构已经发生改变，磷成为海

带生长的限制性营养盐(刘慧 , 2002; 李瑞环 , 2014; 
徐东会等, 2017)。 

abc
图章
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海洋科学中应用容纳量的概念始于 20 世纪 30 年

代，养殖容量是容纳量概念应用于水产养殖业的一个

生态学特例(唐启升, 1996)，为单位水体内在保护环

境、节约资源和保证应有效益各方面都符合可持续发

展基本要求的最大养殖量(方建光等, 1996; 董双林等, 
1998)。20 世纪 90 年代中期，方建光等(1996)评估了

桑沟湾海带养殖容量，显示湾内海带单位养殖量已经

超过理论养殖量。而当前该湾海带的养殖规模已远远

超过当时，超容量养殖现象加剧(史洁, 2009)，导致

海带养殖问题频发、劳动力成本高、综合经济效益低、

产品质量差，不利于该湾海带养殖业的可持续发展。 
桑沟湾海带的传统养殖模式主要根据养殖从业

者的经验确定，已沿用多年。该模式筏架间距较小，

海带养殖密度较大，参数设置不能根据桑沟湾环境条

件的变化做出改变。针对桑沟湾海带养殖存在的问

题，本课题组构建了海带筏式养殖标准化模式与技术

方案。经过 2015~2016、2016~2017 年的养殖示范，

养殖效果突出，大大降低了海带养殖的劳动力、物资

成本，产品品质显著提高，经济效益显著。在桑沟湾

超容量养殖海区进行海带养殖，标准化与传统养殖方

式相比效果迥异，针对这一现象，课题组在 2017~2018
年再次实施标准化养殖示范，建立标准化养殖示范

区，以毗邻的传统养殖区为对照，比较养殖周期内 2
种养殖方式海带的生长情况；通过测定海带的投影面

积、海带所处深度的光照强度、养殖区海流流速等指

标，分析 2 种不同养殖模式条件下海带生长差异的原

因，初步探究超容量养殖条件下的海带生长差异机

制，为海带筏式养殖提供技术支撑和参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验海域与筏架布局 

实验海域选择在桑沟湾南侧的东楮岛养殖海域，

标准化养殖区 40 hm2，对照养殖海区 40 hm2，2 个养

殖区相距约 50 m。 
将筏架间距由传统养殖方式的 4.7 m 增大到

5.3 m；改变了浮漂颜色并增大了浮漂规格，将原来

的黑色 28 cm 直径的浮漂改为橘红色直径为 30 cm 的

浮漂，减少了每条筏架放置的浮漂数量；使用“八字

扣”固定海带苗绳，方便海带苗投放和收获；标准化

养殖模式海带绳间距约 1.15 m，传统养殖模式海带绳

间距约为 0.85 m；每条长度约 100 m 的筏架，标准化

养殖模式海带绳约 87 绳，传统养殖模式海带绳数量

约 115 绳；标准化养殖模式海带每绳 32 棵，传统养

殖模式每绳海带 35 棵。通过计算，标准化养殖模式

海带的密度降低为传统养殖方式的 62.9%。 

1.2  实验设计 

传统养殖区与标准化养殖区的海带样品，从挂苗

到收获共采集 5 次，分别为 2017 年 12 月 20 日、   
2018 年 1 月 19 日、2018 年 3 月 2 日、2018 年 4 月

12 日和 2018 年 4 月 26 日，分别在传统和标准化海

带养殖区内随机选取采样点，从海带苗绳靠绠绳一端

向内连续采集 8~10 棵。现场测量并记录长、宽、湿

重、垂直投影面积等。第 1、2 次取样由于海带较小，

整棵带回实验室冷冻保存、分析；实验后期，因为海

带较大，每棵海带从假根部往上分下、中、上 3 段等重

取样合计 300~500 g，带回实验室冷冻保存、分析。 
海带养殖后期，于 2018 年 2 月 10 日~4 月 12 日，

在传统养殖区与标准化养殖区中心位置各悬挂自容式

温度照度计(HOBO, UA-002-64, 美国)3 台，悬挂于海

带苗绳靠绠绳一端下方 70 cm 深处，设置每 15 min 记

录 1 次光照强度，用于测定透过海带养殖水层的光照

强度。海带养殖后期(2018 年 4 月 12 日~5 月 9 日)，
在 2 个养殖海区各投放 1 台 ADCP(Nortek, Aquadopp 
Profiler 1 MHz, 挪威)测定养殖区剖面海流，测定 1 个

潮周期。 

1.3  样品分析与测定 

1.3.1  海带垂直投影面积测定    本研究建立了海

带垂直投影面积计算方法，将每棵海带样品平铺于

1.5 m×1.5 m 的白板上，用相机在白板中心上方约

2.5 m 处垂直向下拍照，使用 Adobe Photoshop CS6
软件进行图片分析，计算海带的垂直投影面积。 
1.3.2  海带含水率与碳、氮含量测定    在 70℃条

件下，使用电热鼓风干燥箱将海带样品烘干至恒重，

使用电子天平称量干重。使用研磨机将海带研磨成粉

末，密封保存，并使用元素分析仪(Elementer Vario EL 
Ⅲ)分析其碳、氮含量。 

1.4  数据处理与分析 

1.4.1  特定生长率    本实验分 5 个阶段计算海带

特定生长率(Specific growth rate, SGR, %/d)，2017 年

12 月 20 日~2018 年 1 月 19 日、2018 年 1 月 19 日~    
3 月 2 日、2018 年 3 月 2 日~4 月 12 日、2018 年 4 月

12 日~26 日和 2017 年 12 月 20 日~2018 年 4 月 26 日

的 SGR 分别记为 SGRA、SGRB、SGRC、SGRD、SGRT。

特定生长率计算如下：  

 ln ln
SGR(% / ) 100%f iW W

d
d


   (1) 
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式中，Wf 为阶段海带末重(g)，Wi 为阶段海带

初重(g)，d 为阶段养殖天数。  
1.4.2  单位面积内海带垂直投影面积与养殖海区面

积比(P) 

   P 
海带垂直投影总面积

养殖海区面积
 (2) 

1.4.3  海带平均厚度    定义海带体积与海带垂直

投影面积的比为海带平均厚度： 

 / mD
S


  (3) 

式中，D 为海带厚度(cm)，m 为海带湿重(g)，以

排水法测定的 ρ 为海带密度(g/cm3)，S 为海带垂直投

影面积(cm2)。标准化养殖海带厚度与传统养殖海带

厚度差异百分比(R)为： 

  100%
D D

R
D


 传统标准化

传统

 (4) 

式中，R 为海带厚度差异百分比(%)，D 标准化为标

准化养殖模式下的海带厚度(cm)，D 传统为传统养殖模

式下的海带厚度(cm)。 
1.4.4  数据统计与分析    使用 Excel 2010 软件对

海带垂直投影面积与湿重关系进行曲线拟合，将 2018
年 2 月 8 日~4 月 11 日标准化养殖区与传统养殖区每

天的光照强度进行累计，分别对 3 个测量点的日累计

光照强度取均数做折线图进行比较。使用 SPSS 进行

统计分析，其中，标准化养殖模式与传统养殖模式海

带长、宽、湿重、投影面积、含水率、碳含量、氮含

量、光照强度差异使用独立样本 T 检验进行差异显著

性分析；海带垂直投影面积与湿重关系使用回归分析

进行曲线估计。 

2  结果 

2.1  特定生长率 

从整个过程来看，与传统养殖模式的海带相比，

标准化养殖模式海带的生长指标多数较高(表 1)。至

2018 年 4 月 12 日，标准化与传统养殖模式下海带的

长、宽和湿重均差异显著(P<0.05)，至 2018 年 4 月

26 日，虽然 2 种养殖模式海带生长差异减小，但标

准化养殖海带的各项生长指标仍大于传统养殖模式。 
标准化养殖模式下的 SGRA 和 SGRC 高于传统养

殖模式，传统养殖模式下的 SGRB 和 SGRD 高于标准

化养殖模式。从整个养殖周期来看，标准化养殖模式

的 SGRT 略高于传统养殖模式(表 2)。 

2.2  垂直投影面积 

2 种养殖模式的海带垂直投影面积变化趋势与生

长指标相似，到 2018 年 4 月 12 日，标准化与传统养

殖模式下的垂直投影面积差异显著(P<0.05)，实验结

束时，标准化养殖模式的海带垂直投影面积仍然较大

(表 1)。 
 

表 1  标准化与传统养殖模式下海带长、宽、湿重和垂直投影面积(平均值±标准差) 
Tab.1  Length, width, wet weight, vertical projection area of kelp under standard and traditional long line culture (Mean±SD) 

时间 Date 
Year-Month-Day 

筏式养殖模式 
Long line culture mode 

长 
Length (cm)

宽 
Width (cm) 

湿重 
Wet weight (g)

垂直投影面积 
Vertical projection area (cm²)

2017-12-20 初始值 Initial 43±14 7±2 8±5 115±87 
标准化 Standard 211±20b 35±8b 352±124b 3867±1105b 

2018-01-09 
传统 Traditional 186±49a 31±6a 282±167a 3134±1809a 
标准化 Standard 264±25a 43±6b 693±157a 6560±1285a 

2018-03-02 
传统 Traditional 289±50b 41±2a 709±172b 7026±1601b 
标准化 Standard 363±59b 43±6b 1520±339b 12018±2706b 

2018-04-12 
传统 Traditional 274±60a 38±5a 916±259a 7284±1941a 
标准化 Standard 348±31 44±5 1592±300 12054±2011 

2018-04-26 
传统 Traditional 313±60 45±6 1388±416 10678±2905 

注：不同字母表示相同时间标准化养殖模式与传统养殖模式的相应指标存在显著性差异(P<0.05)。下同 
Note: Data with different letters were significantly different between standard and traditional modes at the same time 

(P<0.05). The same as below 
 

在标准化和传统养殖模式下，海带垂直投影面积

与湿重均呈现显著的线性关系 (标准化：R²=0.95, 
P<0.01; 传统：R²=0.95，P<0.01; 图 1)。由公式(2)
可得，至 2018 年 4 月 26 日，传统养殖模式下单位养

殖面积内海带垂直投影总面积是养殖海区面积的

9.15 倍，标准化养殖模式下的海带投影总面积是养殖

海区面积的 6.33 倍，传统养殖模式下的海带垂直投

影总面积显著高于标准化养殖模式(P<0.05)。 
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表 2  标准化和传统养殖模式不同生长阶段海带的特定生长率(%/d) 
Tab.2  Comparison of specific growth rate (SGR, %/d) of kelp at different stages between standard and traditional long line culture 
筏式养殖模式 Long line culture mode SGRA SGRB SGRC SGRD SGRT 

标准化 Standard 12.83 1.61 1.92 0.30 4.22 
传统 Traditional 12.10 2.19 0.60 2.97 4.11 

注：表中 SGRT 为 2017 年 12 月 20 日~2018 年 4 月 26 日期间(整个实验期)的特定生长率。SGRA 为 2017 年 12 月 20
日~2018 年 1 月 19 日期间的特定生长率，SGRB 为 2018 年 1 月 19 日~3 月 2 日期间的特定生长率，SGRC 为 2018 年 3 月 2
日~4 月 12 日期间的特定生长率，SGRD 为 2018 年 4 月 12 日~26 日期间的特定生长率 

Note: SGRT stands for the specific growth rate (SGR) of 2017.12.20~2018.4.26. SGRA stands for the SGR of 
2017.12.20~2018.1.19. SGRB stands for the SGR of 2018.1.19~3.2. SGRC stands for the SGR of 2018.3.2~4.12. SGRD stands for 
the SGR of 2018.4.12~26 

 

 
 

 
 

图 1  标准化养殖模式下的海带湿重与垂直投影面积 
的线性回归关系 

Fig.1  Relationship between wet weight and vertical projection 
area of kelp in standard long line culture 

 

图 2  传统养殖模式下的海带湿重与垂直投影面积 
的线性回归关系 

Fig.2  Relationship between wet weight and vertical projection
area of kelp in traditional long line culture 

 

2.3  藻体成分组成 

2.3.1  水分    2018 年 1 月 19 日和 3 月 2 日，标准

化养殖模式下的海带含水率分别为 91.9%和 89.1%，

传统养殖模式下分别为 93.3%和 90.4%；2018 年 4 月

12 日和 4 月 26 日，标准化养殖模式下的海带含水率

分别为 89.6%和 89.6%，传统养殖模式下分别为 89.3%
和 88.5%。养殖前期，传统养殖模式的海带含水率略

高，而养殖后期，标准化养殖模式的海带含水率略高，

但不同时期 2 种模式养殖海带的含水率差异均不显著

(P>0.05)。 

2.3.2  碳、氮和蛋白质含量    从表 3 可以看出，

2018 年 3 月 2 日标准化养殖模式海带氮和蛋白质含

量略低于传统养殖模式，其他采样时间，标准化养殖

模式海带的氮和蛋白质含量均略高于传统养殖模式，

至 4 月 26 日，标准化养殖模式海带的氮和蛋白质含

量比传统养殖模式高 16.1% (P<0.05)。 

2.4  光照强度 

在 2 个养殖海区的 3 个照度计监测的约 12000 个

光照强度数据中，标准化养殖海区有 354 个数据超过

8000 lx，211 个数据超过 10000 lx，105 个数据超过 
 

表 3  标准化和传统养殖模式不同生长阶段海带的碳、氮和蛋白质含量(%)(平均值±标准差) 
Tab.3  Carbon, nitrogen and protein contents in kelp at different stages under standard and  

traditional long line culture (%) (Mean±SD) 
日期 Date 筏式养殖模式 

Long line culture mode 
成分 

Composition 2017-12-20 2018-01-19 2018-03-02 2018-04-12 2018-04-26
碳 Carbon 20.73±1.85 22.82±3.55 25.21±1.75 21.67±2.42 23.98±2.76 
氮 Nitrogen 2.21±0.30 2.11±0.33b 1.36±0.18a 1.10±0.17 0.98±0.09b 标准化 

Standard 
蛋白质 Protein 13.80±1.90 13.19±2.08b 8.49±1.09a 6.88±1.04 6.14±0.56b 

碳 Carbon 20.73±1.85 21.22±2.49 24.67±1.71 21.35±1.99 25.90±2.02 
氮 Nitrogen 2.21±0.30 1.78±0.26a 1.61±0.12b 0.97±0.20 0.85±0.12a 传统 

Traditional 
蛋白质 Protein 13.80±1.90 11.13±1.60a 10.06±0.75b 6.04±1.23 5.29±0.77a 
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12000 lx，55 个数据超过 14000 lx，只有 1 个数

据超过 22000 lx；而在传统养殖海区仅有 5 个数据超

过 8000 lx，1 个数据超过 14000 lx。从图 3 可以看出，

标准化养殖海区日累计光照强度明显大于传统养殖

模式。在整个监测时段内，标准化养殖海区 3 个照度

计平均日累计光照强度总和为 4422370 lx，传统养殖

海区 3 个照度计平均日累计光照强度总和仅为

2146402 lx，相差 1 倍以上。 
 

 
 

图 3  标准化与传统养殖模式日累计光照强度 
Fig.3  Sum of light intensity between the standard and 

traditional long line culture 
 

2.5  海流流速 

原计划测定 2 个养殖海区同一潮周期的海流流

速，由于仪器故障所获数据仅能比较大潮期 4 d (4 月

26~29 日)的海流流速。结果显示，标准化养殖海区海

带所处水层海流平均流速为 13.8 cm/s，而传统养殖海

区为 11.5 cm/s，标准化养殖海区比传统养殖海区快

20.0% (图 4)。从图 5 可以看出，传统养殖海区海流流

速多处于 0.4 m/s 以内，而标准化养殖海区海流流速在

0.2~0.6 m/s 范围内，出现频率明显高于传统养殖海区。 
 

 
 

图 4  不同养殖模式海带所处水层的海流流速 
Fig.4  The currents in the water layer where the kelp  

located in the long line culture areas 

 
 

图 5  不同养殖模式海带所处水层的海流流速分布 
Fig.5  The currents distribution in the water layer where  

the kelp located in the long line culture areas 
 

3  讨论 

3.1  不同养殖模式海带生长差异原因分析 

研究表明，影响海带生长的因素较多，诸多因素

中温度、光照、营养盐、海流流速等与海带的生长关

系尤为密切(吴荣军等, 2009)。海带生长最适温度为

10℃~20℃，温度低于 10℃或高于 20℃时，海带生长

滞缓(张起信, 1994)。桑沟湾湾口温度低于湾内温度，

春季表层平均水温为 14.76℃，夏季为 24.02℃，秋季

为 17.90℃，冬季为 5.61℃(刘慧, 2002)，秋、冬和春

季是海带生长的主要时期，除冬季水温偏低外，其余

时段均处于海带的生长期，且温度的差异不是影响海

带产量的决定性因素(李爱杰等, 1986)。为减少温度

差异对研究结果的影响，本研究标准化养殖海区与传

统养殖海区相邻约 50 m，2 个区域海带所处水层的温

度无显著差异。因此，温度不是导致本研究 2 种养殖

模式海带产生生长差异的原因。 
光照强度可影响海带的生长，处于厚成期、成熟

期、衰老期的海带光照强度控制在 14000~22000 lx
之间最为适宜(张起信, 1994)，特别是在厚成期，海

带对光照的需求较大。但是，过高的光照强度也会对

大型藻类生长产生胁迫作用，造成生长减缓(张清芳

等, 2017; 梁洲瑞等, 2011)。本研究中，在养殖中后期，

经 2 个多月光照强度监测发现，海带养殖水层光照强

度极少超过 22000 lx，不存在强光胁迫的问题。而光

照强度不足却是传统养殖模式存在的明显问题，该模

式中海带所处水层的光照强度很少超过 8000 lx。经

过对海带垂直投影面积测算，海带垂直投影总面积与

筏架面积的比例越大，说明海带重叠面积越大，海带

相互遮挡阳光越严重。本研究光照强度测量数据显

示，标准化养殖模式下的海带所处水层的光照强度远
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远高于传统养殖模式，且从 2 种养殖模式下总投影面

积与筏架总面积的比例关系对比中可知，传统养殖与

标准化养殖中海带接受光照强度的差异是导致其生

长出现显著差异的重要因素。 
以 N、P、Si、Fe、Mn 为重要限制元素的营养盐

是限制海带生长的重要因素(刘慧, 2002)，充足的营养

盐等生源要素是保障大型藻类生长的必要条件，在营养

盐限制的条件下，其更新速度或者说海流流速可能会对

海带生长产生重要影响(张定民等, 1986)。从海流数据

可以看出，2 种养殖模式的养殖海带所处水层海流流

速存在明显差异，传统养殖区营养盐更新要比标准化

养殖区慢。另外，海流流速决定了海带在水层中所处

的位置及方向，较快的流速可以使海带处于较浅水层，

并处于平铺状态，能够较好地接受光照。本研究结果

与张定民等(1986)的研究结果相似，该研究发现，海流

流速 53 cm/s(监测点的最大流速)是海带生长的最佳流

速，当流速小于 53 cm/s 时，海带生长速度随着流速

减小而降低。本研究中，标准化养殖海区海带所处水

层最大海流流速均在 65 cm/s 以内，而传统养殖模式海

区海带所处水层最大海流流速均在 45 cm/s 以内。因此，

不同养殖模式海带所处水层的海流流速差异也是造成海

带生长差别的重要因素。 

3.2  标准化海带养殖模式优势分析 

本研究通过测量对比筏式养殖海带标准化养殖

模式与传统养殖模式生长参数(长、宽、平均厚度、

湿重等)发现，标准化养殖模式的海带特定生长率略

高于传统养殖模式，实验结束时，标准化养殖海区海

带规格显著高于传统养殖模式海区，且从含水率可以

看出，实验结束时，标准化养殖模式海带成熟度不如

传统养殖模式，前者具有更长的生长期，收获时的规

格更大。从碳、氮组成来看，标准化养殖模式下的海

带碳、氮元素的含量均高于传统养殖模式，说明标准

化养殖模式下的海带蛋白质含量显著提高，海带品质

提高。因此，与常规养殖方式相比，标准化养殖区海

带的养殖密度降低了 30%以上，单位养殖海区耗费的

养殖物资显著降低，同时，降低了劳动力投入和成本；

养殖的海带产品品质显著提高，干海带产品价格要比

传统养殖模式下的干海带平均价格高，综合以上因

素，标准化养殖模式所带来的综合经济效益显著提高。 
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Analysis on the Advantages of Standard Kelp Long Line Culture in Sanggou Bay 

FANG Jinghui1①
, JIANG Zengjie1, LIN Fan1, GAO Yaping1, FANG Jianguang1, ZHANG Peng2, 

GUO Zhili2, DU Meirong1, MENG Shan1,3 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Sustainable Development of 

Marine Fisheries, 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;  

2. Marine College, Shandong University (Weihai), Weihai  264209; 3. College of Fisheries and Life Science,  
 Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In the 1990s, kelp (Laminaria japonica) aquaculture was over capacity in Sanggou Bay; 
however, the area used for kelp aquaculture has almost doubled since then. Consequently, the levels and 
proportion of nutrients has changed since the end of last century. In order to address this problem, we 
previously established standard long line culture to reduce kelp density. After two years, profit had 
increased significantly; however, the reasons why kelp growth improved in the standard long line culture 
area compared to the traditional area remained unknown. This study was carried out to elucidate the 
advantages of standard kelp long line culture in Sanggou Bay. There were two 40 hm2 experimental areas: 
a standard kelp long line culture area and a traditional long line culture area. The distance between the two 
areas was approximately 50 m. The growth and composition of kelp, light density, and current in both 
areas were measured throughout the experiment. The length, width, average thickness, wet weight, 
projected area, and specific growth rate of kelp were higher in the standard long line culture area than in 
the traditional long line culture area, with kelp weight significantly higher in the standard area. The carbon, 
nitrogen, and protein content of the kelp in the standard long line culture area was significantly higher 
than that in the traditional culture area, and the quality of the kelp product was greatly improved. During 
the later stages of cultivation, the ratio of the sum of the projection area of cultured kelp in the standard 
culture area to the corresponding cultured sea area was 6.33, while that of the traditional area was 9.15. 
The light density of the water layer beneath the kelp in the standard area was significantly higher than that 
in the traditional area, and the current speed was also higher in the standard area than in the traditional 
culture area. Our results showed that kelp overlap decreased in the standard area and that total light 
density was higher in the standard area than in the traditional area. Moreover, the increased current in the 
standard area carried more nutrients to the kelp. These may be the factors resulting in differences between 
the two methods of kelp culture.  
Key words    Laminaria japonica; Standard aquaculture; Carrying capacity; Growth; Sanggou Bay 
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盐度及钒酸钠胁迫对红毛菜光合生理的影响* 

魏家慧 1,2  李晓蕾 2  马德英 2  汪文俊 2,3①  梁洲瑞 2,3   
李国梁 1,2  刘福利 2,3  孙修涛 2,3  王飞久 2 

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

摘要    利用叶绿素荧光技术和液相氧电极技术，研究了盐度与钒酸钠胁迫对红毛菜(Bangia 
fuscopurpurea，海水种)和暗紫红毛菜(Bangia atropurpurea，淡水种)光合作用的影响。结果显示，

红毛菜和暗紫红毛菜分别在低盐、高盐下胁迫 1 h，PSⅡ原初光能转化效率(Fv/Fm)均快速下降，且

下降幅度与胁迫程度正相关；第 3 天开始，盐度 0 和 8 对红毛菜 Fv/Fm 具有明显抑制效应，盐度 16
和 24 组与对照组相当；暗紫红毛菜各高盐胁迫组的 Fv/Fm 从第 1 天开始显著低于对照组，但到后

期(6~7 d)与对照组间无显著差异。盐度胁迫对 2 种红毛菜的表观光合速率(Pn)影响显著，尤其到后

期(3 d 后)，多数实验组 Pn 均显著降低。红毛菜的呼吸耗氧速率(Rd)在胁迫早期的变化与 Fv/Fm 一致，

呈先下降后快速恢复到对照组水平；暗紫红毛菜随胁迫时间的延长，胁迫组 Rd 呈上升趋势，显著

高于对照组。高浓度(200~500 μmol/L)钒酸钠胁迫 3 d 后可显著抑制红毛菜 Fv/Fm，暗紫红毛菜的

Fv/Fm 在钒酸钠胁迫 1 d 后呈下降趋势，且下降幅度与钒酸纳胁迫程度正相关。整体上，随着钒酸

钠浓度增加，低盐、高盐胁迫分别加重红毛菜和暗紫红毛菜的 Fv/Fm 和 Pn 的抑制效应。而 Rd 随胁

迫程度的增加而升高，在暗紫红毛菜中尤为明显。研究表明，红毛菜和暗紫红毛菜对盐度胁迫可作

出快速响应，其呼吸作用的增强及对质膜-H+-ATPase 的调控，可能在应对盐度胁迫时发挥重要作用，

而较长时间盐度胁迫对 2 种红毛菜的光合作用均产生不可逆影响。 
关键词    红毛菜；盐度；钒酸钠；PSⅡ原初光能转化效率；表观光合速率；呼吸耗氧速率 
中图分类号 S968.43   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0017-09 

红毛菜属(Bangia lyngbye)分布广泛，几乎遍布亚

寒带及亚热带等地(Woolcott et al, 1998; Müller et al, 
2003; 汪文俊等, 2008)，兼具海水和淡水种类。红毛

菜(Bangia fuscopurpurea)为典型海水种，一般生长在

风浪较大的高潮带岩石上；暗紫红毛菜 (Bangia 
atropurpurea)为淡水种，也是目前发现的唯一一个淡

水红毛菜科(Bangiaceae)藻类(Wang et al, 2018)。红毛

菜具有较高的营养、药用和生态价值(黄文凤等, 1998; 

abc
图章
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马家海等, 2002; 王翔宇等, 2011)，已成为继海带、紫

菜、龙须菜之后在福建莆田养殖的代表性经济海藻

之一。 
不同于潮间带其他海藻(如紫菜)，红毛菜属红藻

在数亿年演化过程中完成了海水种到淡水种的进化

(Butterfield, 2000)，证明红毛菜拥有一套特殊的盐度适

应机制。前期研究发现，红毛菜在低盐胁迫初期，质

膜-H+-ATPase 基因的表达量呈快速上升趋势，提示该

酶在红毛菜响应盐度变化过程中起着关键的调节作

用(曹原, 2018; Wang et al, 2019)。质膜-H+-ATPase 是

植物细胞质膜上最重要的酶类，在植物抗逆过程中发

挥积极作用。NaCl 处理使耐盐小麦根质膜-H+-ATPase
活性升高(Yang et al, 2003)。盐胁迫过程中，耐盐性

芦苇愈伤组织质膜-H+-ATPase 蛋白量与对照组相比

明显增多(Zhao et al, 2004)。钒酸钠是质膜-H+-ATPase
的专一抑制剂，在调控植物质膜-H+-ATPase 活性方面

应用较为广泛。王小治等(2010)研究发现，钒酸盐可

显著抑制玉米根质膜 -H+-ATPase 活性。朱志明等

(2017)研究表明，钒酸钠能显著抑制宁夏枸杞根系在

盐胁迫下质膜-H+-ATPase 的活性，从而改变细胞内外

离子流向。 
叶绿素荧光技术是研究植物光合作用和逆境生

理的重要工具之一(Schreiber et al, 1995)。目前，叶绿

素荧光技术在紫菜(姚春燕等, 2011; Wang et al, 2016; 
Li et al, 2018)、鼠尾藻(Sargassum thunbergii)(梁洲瑞

等, 2011)、铜藻(Sargassum horuer) (张玉荣等, 2009)
等藻类胁迫机制研究中已有较多应用。PSⅡ原初光能

转化效率(Fv/Fm)反映植物在充足的暗适应后，所有

PSⅡ反映中心均处于开放状态时的量子产量，是衡量

植物光合完整性的指标之一(张守仁, 1999)。当植物

遭遇外界胁迫时，Fv/Fm 值存在不同程度的下降，表

明 PSⅡ反应中心受到了不同程度的损伤。液相氧电

极技术可以准确测得海藻实时的表观光合速率(Pn)及
呼吸耗氧速率(Rd)，目前，已广泛应用于藻类光合生

理领域(姚海芹等 , 2016; 张曼等 , 2010; 马兴宇等 , 
2014)。 

本研究采用叶绿素荧光技术和液相氧电极技术，

研究了红毛菜光合系统和质膜-H+-ATPase 对盐胁迫

的响应，旨在为揭示红毛菜盐胁迫响应机制、培育红

毛菜抗逆优质品种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及培养条件 

暗紫红毛菜于2019年5月采自山西阳泉娘子关 

(37°6′N、113°5′E)，红毛菜于2018年3月采自山东   
东营港(118°6′N、38°1′E)。取回后立即冲洗、晾干，

以去除表面附生杂藻及污泥，灭菌海水和淡水分别作

为红毛菜与暗紫红毛菜的培养液，放入光照培养箱内

暂养。暂养条件：温度为15℃，光照为40 μmol/(m2·s)，
光周期为12 L : 12 D。培养液中添加2 mg/L NO3

–-N，  
1 mg/L PO4

3–-P。培养适应3 d后进行盐胁迫实验。 

1.2  实验方法 

1.2.1  盐度对光合作用的影响    盐度对红毛菜和

暗紫红毛菜 Fv/Fm 值的影响：设置 5 个盐度组(括号中

为相应处理的符号表示，下同)：32(S32)、24(S24)、
16(S16)、8(S8)和 0(S0)，每组 3 个平行。培养 1 h、6 h、
12 h、1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d 和 7 d 后，测定

Fv/Fm (Eggert et al, 2007)。测定方法：取少量红毛菜

于 暗 盒 中 ， 对 藻 体 进 行 20 min 暗 适 应 ， 打 开

IMAGING-PAM (WALZ，德国)，设置测量光和光化光

并选取待测位点，进行测定。 
盐度对红毛菜和暗紫红毛菜表观光合速率、呼吸

耗氧速率值的影响：盐度设置同上。培养 6 h、1 d、3 d、
5 d、7 d 后，用液相氧电极(Hansatech Oxygraph，英国)
测定样品的表观光合速率(Pn)和呼吸耗氧速率(Rd)。
反应介质为灭菌海水和淡水，光源为 500 W 碘钨灯，

通过控制灯的远近将光强控制在 40 μmol/(m2·s)。 
每个条件下反应稳定 5 min，每次测试时间控制在  
10 min 内，取较为平滑曲线计算。由氧电极自带软件

得出实验数据，每个梯度设 3 次平行。 
1.2.2  钒酸钠对 Fv/Fm 值的影响    设置 4 个钒酸钠

浓度(括号中为相应处理的符号，下同)：0(V0)、50(V50)、
200(V200)和 500 μmol/L(V500)，每组实验设置 3 个生物

学重复。培养 1 h、6 h、12 h、1 d、2 d、3 d、4 d、        
5 d、6 d 和 7 d 后，测定红毛菜的 Fv/Fm 值。 
1.2.3  盐度和钒酸钠对光合作用的影响     盐度

和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜 Fv/Fm 值的影响：

钒酸钠及盐度设置同上，分别测定不同钒酸钠浓度

处理液中，各盐度胁迫下 2 种红毛菜的 Fv/Fm，操作

同上。 
盐度和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜表观光合、

呼吸耗氧速率值的影响：钒酸钠浓度为 500 μmol/L，

盐度设置及操作同上。 

1.3  数据处理 

采用 Excel 软件进行数据整理分析并绘制图形，

采用 SPSS 18.0 软件分别进行 t 检验、单因子方差
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(One-way ANOVA)分析以及 Duncan 多重比较，P< 
0.05 作为差异显著水平。 

2  结果 

2.1  盐度对红毛菜和暗紫红毛菜光合作用的影响 

2.1.1  盐度对红毛菜和暗紫红毛菜 Fv/Fm 的影响 
从图 1A 可以看出，红毛菜在低盐胁迫 1h 时后，

各胁迫组 Fv/Fm 与对照组(S32)相比显著下降(P<0.05)。
12 h 时，各组间 Fv/Fm 无显著差异。一直到第 7 天，

S16 和 S24 组 Fv/Fm 与对照组相比无显著差异，S0 组

Fv/Fm 在 12 h~7 d 的胁迫期内呈直线下降趋势。在处

理过程中，S8 组 Fv/Fm 出现较大波动，1~3 d 线性下

降，低于对照组(P<0.05)，第 4 天时，恢复到与对照

组相当，第 4~5 天又呈线性下降。 
从图 1B 可以看出，暗紫红毛菜在高盐胁迫 1 h

时，各胁迫组 Fv/Fm 与对照组 (S0)均呈显著差异

(P<0.05)，且与高盐胁迫程度正相关。6 h 时，胁迫组

Fv/Fm 快速回升，12 h 时，与对照组相当。1~3 d 时，

各胁迫组与对照组相比，Fv/Fm 均显著下降。4~5 d
时，S32 与 S24 组出现较大波动，第 5 天时，S32 组显

著低于对照组(P<0.05)。第 7 天时，只有 S24 组显著低

于对照组(P<0.05)，其余各组均与对照组无显著差异

(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  不同盐度处理后的红毛菜(A)和暗紫红毛菜(B)的 Fv/Fm 
Fig.1  The Fv/Fm of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea (B) at different salinities 

 
2.1.2  盐度对红毛菜和暗紫红毛菜表观光合速率的

影响    从图 2A 可以看出，与对照组相比，低盐胁迫

使红毛菜 Pn 显著降低(P<0.05)。6 h 时，各盐度组均显

著低于对照组(P<0.05)，且 S24 组显著低于其他各组(P< 
0.05)；第 1 天，S32、S24、S16 和 S8 胁迫组 Pn 上升(P<0.05)，
第 3 天又显著下降(P<0.05)；在 6 h~3 d 中，S0 组 Pn

呈线性下降(P<0.05)，而后在第 5 天时上升，但仍低

于对照组(P<0.05)；5~7 d 时，各盐度组间 Pn 较稳定。 

从图2B 可以看出，暗紫红毛菜中，对照组 Pn 一

直维持在较稳定水平。6 h 时，S16、S24和 S32胁迫组

Pn 显著低于对照组 (P<0.05)，且组间差异不显著

(P>0.05)，S8组明显高于对照组(P<0.05)；1 d 时，S16、

S24和 S32组 Pn 显著上升(P<0.05)；3~5 d 时又降低

(P<0.05)，后维持较稳定水平，显著低于对照组

(P<0.05)；第7天时，S24组显著上升(P<0.05)，且各盐

度胁迫组 Pn 显著低于对照组(P<0.05)。 

 

 
 

图 2  盐度对红毛菜(A)和暗紫红毛菜(B)表观光合速率的影响 
Fig.2  The net photosynthetic rate of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea (B) at different salinities 
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2.1.3  盐度对红毛菜和暗紫红毛菜呼吸耗氧速率的

影响    从图 3A 可以看出，红毛菜在胁迫 6 h 时，

S16、S8 和 S0 组显著低于对照组(P<0.05)；1 d 时，各

盐胁迫组 Rd 上升，仅 S8 组显著低于对照组(P<0.05)；
5~7 d 时，各胁迫组 Rd 显著低于对照组(P<0.05)。 

从图 3B 可以看出，暗紫红毛菜在 6 h~1 d 时，

S8、S24 与 S32 组 Rd 显著低于对照组(P<0.05)，S16 组

与对照组相当；3 d 时，S16 组 Rd 降低，显著低于对照

组(P<0.05)；3 d 时，其余 3 组 Rd 上升；到第 7 天时，

除 S16 组与对照组无显著差异外，其他胁迫组均显著 

高于对照组(P<0.05)。 

2.2  钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜 Fv/Fm 的影响  

从图 4A可以看出，红毛菜藻体培养 6 h，对照组

(V0)相比，仅V200 组Fv/Fm显著下降(P<0.05)，3~7 d时，

V200 与V500 组下降显著(P<0.05)。前期，V50 组与对照

组无显著差异，从第 6 天开始，V50 组的Fv/Fm显著高

于对照组。暗紫红毛菜(图 4B)除第 12 小时外，各胁

迫组与对照组相比，Fv/Fm均显著下降(P<0.05)。早期

(1~12 h)，各钒酸钠组之间无显著差异，但从第 5 天

开始，Fv/Fm下降幅度与钒酸钠浓度成正比。 
 

 
 

图 3  盐度对红毛菜(A)和暗紫红毛菜(B)呼吸耗氧速率的影响 
Fig.3  The respiratory oxygen consumption rate of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea (B) at different salinities 

 

 
 

图 4  不同浓度钒酸钠处理后的红毛菜(A)和暗紫毛菜(B) Fv/Fm 值 
Fig.4  The Fv/Fm of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea (B) at different Na3VO4 concentrations 

 
2.3  盐度和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜光合作用

的影响 

2.3.1  盐度和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜 Fv/Fm 的

影响    从图 5A~图 5D 可以看出，红毛菜在低盐胁

迫下，早期(1~12 h)钒酸钠组的 Fv/Fm 与对照组相比，

差异不显著(P>0.05)，有些钒酸钠浓度组比对照组高

(P<0.05)。随低盐胁迫程度的增加，高钒酸钠浓度组

对 Fv/Fm 影响显著(P<0.05)，在 S24、S16 和 S8 组胁迫

下(图 5A~图 5C)，实验后期(4~7 d)，V200 和 V500 钒酸

钠胁迫组 F v / F m 下降明显，均显著低于对照组

(P<0.05)；V50 组总体上与对照组差异不显著；S0 组 

中(图 5D)，随胁迫时间的延长(3~7 d)，V50 和 V200 组

Fv/Fm 显著高于对照组(P<0.05)，且与钒酸钠浓度正相

关，而 V500 组下降趋势明显(P<0.05)。 
从图 5E~图 5H 可以看出，暗紫红毛菜在 1 h 时，

除 S16 组，其他高盐胁迫组、高浓度钒酸钠(V200 和/
或 V500)组，Fv/Fm 显著高于对照组。6~12 h 时，高盐

胁迫组 Fv/Fm 总体上明显上升，随后，Fv/Fm 呈不同

程度下降：S16 和 S8 组中(图 5E~图 5F)，从第 3 天或    
第 4 天开始，各钒酸钠组 Fv/Fm 明显下降，显著低于

对照组(P<0.05)，且高浓度钒酸钠组的下降幅度显著

增大(V200≈V500<V50)；S24 组中(图 5G)，2~3 d 时，V500
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组显著高于对照，5 d 后，所有钒酸钠组 Fv/Fm 均显

著低于对照组(P<0.05)，但不同钒酸钠浓度组间不成

线性关系；S32 中(图 5H)，从第 1 天开始，各钒酸钠

组与对照组相比差异不显著；第 4 天，各钒酸钠组显

著低于对照组，随后，仅 V500 组显著低于对照组，

V50 和 V200 组与对照组间无显著差异(P<0.05)。 
 

 
 

图 5  不同盐度和钒酸钠处理后红毛菜(A~D)和暗紫红毛菜(E~H)的 Fv/Fm 
Fig.5  The Fv/Fm of B.fuscopurpurea (A~D) and B.atropurpurea ((E~H) at different Na3VO4 concentrations and salinities 

 
2.3.2  盐度和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜表观光

合速率的影响     从图 6A 可以看出，红毛菜在

500 μmol/L 钒酸钠胁迫 6 h 时，S24 和 S16 组显著低于

对照组 (S32) (P<0.05)，其他 2 组显著高于对照组

(P<0.05)；第 1 天时，S24、S16 和 S8 组 Pn 显著上升，

高于对照组(P<0.05)；3~7 d 时，S8 组与对照组相当，

甚至高于对照组；第 7 天时，仅 S0 组显著低于对照

组及其他胁迫组(P<0.05)。 
从图 6B 可以看出，暗紫红毛菜在实验过程中，

对照组 Pn 波动较大，呈先上升后下降的趋势。6 h 时，

S8 组与对照组相当，其他高盐胁迫组均显著低于对照

组(P<0.05)；1 d 时，S0、S8、S16 和 S24 组 Pn 显著上
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升(P<0.05)，1~3 d 时，各胁迫组 Pn 较稳定，显著低

于对照组(P<0.05)；第 5 天，各胁迫组显著高于对照

组(P<0.05)；7 d 时，S16 和 S32 组与对照组相当，均为

负值。 
 

 
 

图 6  盐度、钒酸钠对红毛菜(A)和暗紫红毛菜(B)表观光合速率的影响 
Fig.6  The net photosynthetic rate of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea (B) at different salinities with Na3VO4 

 
2.3.3  盐度和钒酸钠对红毛菜和暗紫红毛菜呼吸耗

氧速率的影响    在 500 μmol/L 钒酸钠中，红毛菜

(图 7A)在 6 h 时，S24 组 Rd 高于对照组，其他低盐组与

对照组相当或略低于对照组；1 d 时，S24 和 S16 组显

著高于对照组(P<0.05)；3 d 时，S0 组 Rd 上升显著，高

于对照组(P<0.05)。5 d 时，低盐(S16、S8 和 S0 组)胁
迫组均显著下降，明显低于对照组(P<0.05)。培养第 7
天时，除 S24 组高于对照组外，其他各组间差异不显著。 

从图 7B 可以看出，暗紫红毛菜在 6h 时，各胁迫

组 Rd 值显著高于对照组(100%淡水) (P<0.05)；1 d 时，

对照组 Rd 略有上升，除 S32 组外，其余胁迫组 Rd 显

著低于对照组(P<0.05)；3 d 时，S24 和 S32 组 Rd 直线

上升，显著高于对照组及其他 2 组(P<0.05)；5~7 d
时，对照组 Rd 值较稳定，除 S16 组外，其他胁迫组均

显著高于对照组(P<0.05)，且第 7 天时，胁迫组间差

异不显著。 
 

 
 

图 7  盐度、钒酸钠对红毛菜(A)和暗紫红毛菜(B)呼吸耗氧速率的影响 
Fig.7  The respiratory oxygen consumption rate of B. fuscopurpurea (A) and B. atropurpurea  

(B) at different salinities with Na3VO4 
 

3  讨论 

叶绿素荧光参数可反应光合作用的强弱(Anderson 
et al, 1987)，可以作为生物遭遇外界胁迫时的环境传

感器(Pfannschmidt, 2003; Bräutigam et al, 2010)。本研

究发现，红毛菜在低盐、暗紫红毛菜在高盐胁迫下，

Fv/Fm 均快速下降(1 h)，下降幅度与胁迫程度正相关。

随胁迫时间的延长，低盐胁迫(S0 和 S8 组)对红毛菜的

Fv/Fm 具有明显抑制效应，其他胁迫组与对照组相当；

在暗紫红毛菜中，各高盐胁迫组 Fv/Fm 从第 1 天开始显

著低于对照组，但到后期(6~7 d)，全海水培养与对照

组(S0)相比没有差异，可见高度低盐胁迫对红毛菜光合

作用影响较大，暗紫红毛菜对海水有较强适应能力。 
当植物应对逆境胁迫时，最先作出反应的是质膜

及其功能蛋白(Gong et al, 2002)。质膜-H+-ATPase 在

细胞离子稳态的建立和维持过程中起着巨大作用，其

活性的变化是植物受伤害的原初位点。钒酸盐常被用

作质膜-H+-ATPase 的特异性抑制剂(Cantley et al, 
1977、1978)，其作用位点位于 ATPase 的磷酸酶结构

域(Serrano, 1989; De Michelis et al, 1986)。彭建新等
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(2000)研究发现，钒酸钠可以显著抑制杜氏盐藻

(Dunaliella saline)细胞的光合放氧速率，使其生长速

率明显降低(魏亮等, 2006)。同时，钒酸盐可显著降

低甜土植物(Glycophytes)与盐生植物(Halophytes)的
Fv/Fm (Percey et al, 2016)。质膜-H+-ATPase 基因在红

毛菜遭受胁迫时，表达量明显上升(曹原, 2018)。本

研究中，S0 组的红毛菜与 S32 处理组的暗紫红毛菜，

在钒酸钠胁迫下，Fv/Fm 值的变化与其他组明显不同 
(图 1)。从研究结果来看，50~200 μmol/L 钒酸钠提高

了红毛菜对低盐胁迫的耐受性，钒酸钠本身是一种钠

盐，而 Na+是藻类应对盐胁迫时的关键离子(Balnokin 
et al, 1997; Serrano et al, 1999)，在淡水中加入适量钒

酸钠，提高了环境中的 Na+浓度，从而缓解了低盐胁

迫效应。同理，向淡水中添加钒酸钠增加了 Na+浓度，

导致暗紫红毛菜在对照组(S0)中的 Fv/Fm 随钒酸钠浓

度的增加直线下降。而在高盐胁迫下的暗紫红毛菜，

启动了一系列高盐胁迫响应机制，此时，加入中等程

度的钒酸钠，对其在高盐环境下的影响反而不显著。 
基于盐胁迫下红毛菜 Fv/Fm 以及盐胁迫下海水红

毛菜质膜-H+-ATPase 基因的表达特征，进一步检测了

采用质膜-H+-ATPase 的特异性抑制剂钒酸钠处理后，

红毛菜的光合作用与呼吸作用的变化情况。结果显

示，红毛菜在低盐胁迫下，Pn 与 Rd 总体低于对照组，

可能是盐胁迫导致植物叶绿素降解，从而降低叶绿体

对光能的吸收，影响光能在 2 个光系统间的合理分

配，从而降低光合速率(Aro et al, 1993; 惠红霞等, 
2004)。实验后期，红毛菜各胁迫组 Pn 与 Rd 较为恒定，

组间差异不显著；暗紫红毛菜各胁迫组 Rd 在 1~7 d
中均有不同程度的上升(图 3)。可能原因是呼吸作用

为植物生命活动提供能量，而植物通过调节自身生理

状态来适应或抵抗盐胁迫等一系列过程需要消耗大

量能量，因此，盐胁迫下暗紫红毛菜的呼吸强度增加。 
在添加 500 μmol/L 钒酸钠后，2 种红毛菜 Pn 与

Rd 在实验前期均出现不同幅度上升，随后，各组有不

同程度下降，与 Fv/Fm 结果类似。红毛菜在中等程度

盐胁迫下，早期 Pn 甚至高于对照组，可能是因为 Na+

缓解了红毛菜的低盐胁迫效应；随胁迫时间的延长，

各胁迫组 Pn 显著下降，第 7 天时，仅 S0 组显著低于

其他各组。Rd 则波动较大(图 7)，实验后期，各组总

体处于同一水平。而暗紫红毛菜在 500 μmol/L 钒酸

钠胁迫下，对照组 Pn 从第 5 天开始直线下降，胁迫

组 Rd 在第 3 天时，上升幅度与低盐胁迫程度基本呈

正相关，后期 Pn 与 Rd 均出现胁迫组高出对照组现象。

说 明红毛菜在正常环境中，钒酸钠抑制了质膜

-H+-ATPase 活性，从而降低了藻体光合呼吸速率。当红

毛菜或暗紫红毛菜应对低盐或高盐胁迫时，出现少数

胁迫组 Pn 或 Rd 升高现象，原因可能是逆境促使质膜

-H+-ATPase 基因表达上调，质膜-H+-ATPase 活性上升，

超出钒酸钠可调控范围，对此有待进一步研究证实。 
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Effects of Salinity and Na3VO4 Stress on Photosynthetic Physiology of Bangia 

WEI Jiahui1,2, LI Xiaolei2, MA Deying2, WANG Wenjun2,3①
, LIANG Zhourui2,3,  

LI Guoliang1,2, LIU Fuli2,3, SUN Xiutao2,3, WANG Feijiu2 
(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) 

Abstract    The effect of salinity and Na3VO4 on photosynthesis of Bangia fuscopurpurea and Bangia 
atropurpurea was investigated, respectively, to investigate the photosynthetic physiology of Bangia, using 
chorophyll Ⅱ fluorescence and photosynthetic oxygen evolution measurements. The main results were 
as follows: The conversion efficiency of primary light energy of PSⅡ (Fv/Fm) of B. fuscopurpurea 
declined rapidly in salinity conditions lower than natural seawater while that of B. atropurpurea declined 
in salinity higher than freshwater, and the decrease was positively related to the level of stress. The Fv/Fm 
of B. fuscopurpurea was significantly inhibited under salinity 0 and 8 after 3 days of hyposaline treatment. 
No significant difference was seen among the different hyposalinity-stressed groups of B. fuscopurpurea. 
The Fv/Fm of B. atropurpurea under hypersaline stress was significantly lower than that of the control from 
the first day, and recovered to control levels after 6 or 7 days of hypersaline treatment. Saline stress had 
significant effects on net photosynthetic rate (Pn) in both Bangia species. Respiratory oxygen 
consumption rate (Rd) decreased at the early stage and then rapidly recovered to the level of the control on 
the first day. After 1 day, Rd of the hyposalinity-stressed B. fuscopurpurea groups was significantly lower 
than the control. As the hypersalinity continued, Rd of the stressed B. atropurpurea increased and became 
significantly higher than the control. After 3 days, the Fv/Fm of B. fuscopurpurea decreased significantly 
under treatment with 200~500 μmol/L Na3VO4. The decrease of Fv/Fm in B. atropurpurea with Na3VO4 
treatment was positively correlated with Na3VO4 concentration. In general, with an increase in Na3VO4 
concentration, the salinity stress had significant inhibitory effect on the Fv/Fm and Pn of Bangia. Rd of 
both B. fuscopurpurea and B. atropurpurea increased with stress, an effect that was more obvious in    
B. atropurpurea. The present results reveal that both marine and freshwater Bangia respond quickly to 
saline stress. The enhancement of Rd and regulation of plasma membrane-H+-ATPase may play an 
important role in response to saline stress. Long-term saline stress had irreversible harmful effects on 
photosynthesis in Bangia. 
Key words    Bangia; Salinity; Sodium orthovanadate; Conversion efficiency of primary light energy of 
PS Ⅱ; Net photosynthetic rate; Respiratory oxygen consumption rate 
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光裸星虫 Hsp90 基因的全长克隆 
及其在全组织和卵母细胞中的表达分析* 
周  丹  苏泳霖  钟如卓  郭志诚  邬  婧  郑  哲①  王庆恒 

(广东海洋大学水产学院  湛江  524025) 

摘要    热休克蛋白 Hsp90 在蛋白质正确折叠、胞内物质运输、细胞增殖调控、配子发生等过程中

发挥重要的作用。本研究利用 RACE 技术克隆获得了光裸星虫热休克蛋白 Hsp90 (SnHsp90) cDNA
全长序列。SnHsp90 全长 3110 bp，其中，3´UTR 为 582 bp，5´UTR 为 72 bp，开放阅读框为 2456 bp，
编码 818 个氨基酸。序列分析结果显示，SnHsp90 蛋白具有 1 个信号肽，存在 B 型 Hsp90 的 3 个

标签序列 FLREL、IGQFGVGFYS、LPLNVSRE 以及保守模块 GxxGxG，表明 SnHsp90 属于 Hsp90B
亚族。与其他物种的 Hsp90 氨基酸序列比对发现，SnHsp90 与鸭嘴海豆芽(Lingula anatine) Hsp90
相似度最高，为 77.72%。三维结构建模发现，Hsp90 在不同物种之间的空间构象具有较高保守性。

系统进化树分析显示，SnHsp90 先与小头虫(Capitella teleta)、水蛭(Helobdella robusta)等环节动物

的 Hsp90 聚为一支，再与鸭嘴海豆芽等其他无脊椎动物聚为一大支，而脊椎动物聚为另一大支，表

明 SnHsp90 与小头虫 Hsp90 亲缘关系最近。RT-PCR 结果显示，SnHsp90 在光裸星虫的体壁、收吻

肌、肾管等组织中均有表达。SnHsp90 也可在卵母细胞不同发育时期表达，其中，在卵黄旺盛合成

前期(Egg2)和外排卵母细胞期(Egg6)显著高表达(P<0.05)，暗示，SnHsp90 可能参与到光裸星虫卵母

细胞的蛋白质正确折叠、卵黄合成与环境抗逆等过程。研究结果为进一步探究光裸星虫卵母细胞发

育的分子机制积累了基础资料。 
关键词    光裸星虫；热休克蛋白 Hsp90；基因克隆；表达分析；卵母细胞 
中图分类号 Q959.19   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0018-10 

热休克蛋白(Heat shock proteins, Hsps)是目前研

究最为广泛的应激蛋白之一，可在各种环境胁迫下诱

导大量表达；在正常环境条件下，细胞内也存在丰富

的 Hsps；根据分子量大小，Hsps 可以分为 Hsp110s、
Hsp90s、Hsp70s、Hsp60s 和小分子量 Hsps 等多个家

族(Lindquist et al, 1988)。其中，Hsp90 是一类进化上

高度保守的重要细胞内伴侣蛋白，在正常情况约占细

胞溶质蛋白总量的 1%~2%(Lai et al, 1984)，具有辅助

蛋白质正确折叠、胞内物质运输、细胞增殖调控等重

要功能(McClellan et al, 2007)。此外，Hsp90 在配子

abc
图章
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发生中也具有重要功能。例如，非洲爪蟾(Xenopus 
laevis)卵母细胞的 Hsp90 可通过磷酸化稳定 c-Mos 蛋 
白，并依赖丝裂原活化蛋白激酶 (Mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) 途 径 影 响 成 熟 促 进 因 子

(Maturation-promoting Factor, MPF)的合成 (朱建安 , 
2007)。在刀额新对虾(Metapenaeus ensis)卵母细胞中，

Hsp90 与雌激素受体(Estrogen receptor, ER)共同作

用，激活或增强卵黄蛋白原(Vitellogenin, Vg)等靶基

因的转录(Wu et al, 2008)。 
光裸星虫(Sipunculus nudus)又名裸体方格星虫，

俗称沙虫，主要栖息于暖水性海滨潮间带，在我国华

南沿海资源量较为丰富 (李凤鲁等 , 1990; Li et al, 
2017)，其味道鲜美，含有大量谷氨酸、天冬氨酸等

呈味氨基酸，具有很高的市场价值(罗少杰等, 2016)。
近年来，光裸星虫逐渐成为广东湛江、广西北海等北

部湾沿岸地区养殖新热点，但苗种短缺制约了产业发

展。目前，关于光裸星虫繁殖生物学研究主要在形态

学方面，尚未开展分子机制研究。如，王庆恒等(2017)
报道了光裸星虫卵子发生的超微结构，建立了卵母细

胞粒径、超微结构和发育阶段的对应关系；张家炜等

(2018a)观察了光裸星虫胚胎和幼体发育的超微结构。

光裸星虫体腔液中有大量生殖细胞游离发育，但直接

解剖获取的卵母细胞不具备受精能力。解析卵母细胞

成熟机制，有助于建立卵母细胞体外促熟技术，从而

提高光裸星虫苗种产量，促进产业发展。作者所在课

题组已构建了不同发育阶段卵子的转录组文库，分析

表明，Hsp90 在卵母细胞中表达量较高，可能在卵母

细胞发育过程中起着重要作用(未发表)。 
本研究通过 RACE 技术获得 SnHsp90 的 cDNA 

全长，并对其序列结构、不同组织及不同卵子发育时

期的表达模式进行分析，以探究 SnHsp90 在光裸星虫

卵母细胞发育中的作用，为认识光裸星虫卵母细胞发

育的分子机制积累基础资料。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料  

实验所用光裸星虫于 2018 年 6 月采集自广东省

湛江市草潭镇潮间带，取钻沙有力、体壁无伤的雌性

虫体用于实验，体重为(12.92±1.68) g。 
灭菌海水清洗虫体表面砂砾后，用 2 ml 注射器

抽取少量体腔液，镜检分辨雌雄。取 30 尾雌虫，每

尾抽取 2 ml 体腔液，分别置于 5 ml 离心管中冰浴静

置 5 min，卵母细胞沉降到管底，上层悬浮液中则含

有各类血细胞、卵原细胞等。弃悬浮液，在沉淀中加

入 RNA Later 吹打混匀，冰浴静置 5 min，弃上清液，

再次加入 RNA Later 吹打混匀。将获得的卵母细胞悬

浮液全部置于 50 ml 烧杯中混合，逐次使用 100、150
和 300 目的细胞筛进行分级分离，结合王庆恒等(2017)
工作，获得的各级卵母细胞的直径及发育时期分别

为：Egg1 (<48 μm，卵黄形成初期)、Egg2 (48~108 μm，

卵黄旺盛合成前期)、Egg3 (108~150 μm，卵黄旺盛合成

后期)和 Egg4 (>150 μm，成熟期)(图 1)。 
解剖雌虫，如果肾管充盈，即用过滤海水清洗肾

管表面，将肾管游离端轻轻放入 2 ml 离心管中，用

解剖针刺破肾管收集卵母细胞，加入 RNA Later 吹打

混匀。本研究共获得 30 尾雌虫肾管中的卵母细胞，

混合后作为样品 Egg5 (肾管发育时期)。另取 30 尾雌虫，

阴干刺激后放入过滤海水中促使排卵，用 100 目筛绢网

捞取水体中的外排卵母细胞，加入 RNA Later 吹打混匀

作为样品 Egg6 (外排卵母细胞)。 
解剖取 9 尾雌虫取体壁(M)、肠道(I)、收吻肌

(Rm)、肾管(Ne)组织以及体腔液细胞(Co)，液氮速冻，

并转移至–80℃冰箱保存，用于 RNA 提取。 

1.2  SnHsp90 基因全长 cDNA 克隆 

总 RNA 提取及第一链 cDNA 合成参照赖卓欣等

(2019)的方法进行。根据本课题组前期光裸星虫转录

组数据中 Hsp90 的部分序列，利用 Primer premier 6.0
软件设计引物(表 1)。 

采用巢式 PCR 扩增 SnHsp90 3´UTR 和 5´UTR，

PCR 产物利用 1%琼脂糖电泳检测，产物与载体

pMD18-T 连接，连接产物转化至 DH5α 感受态细胞，

并在固体氨苄选择培养基上培养 12 h。挑取阳性单克

隆菌落进行 PCR 检测，合格后送至生工生物工程(上
海)股份有限公司测序。 

1.3  SnHsp90 序列分析 

利用 DNAman 8 对测序结果进行拼接，获得

SnHsp90 全长。采用 ORF Finder (https://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/orffinder)预测 SnHsp90 的开放阅读框(Open 
Reading Frame, ORF)以及蛋白质氨基酸序列。利用

ProtParam(https://web.expasy.org/protparam/)进行理化

性质及二级结构预测。ProtComp 9.0(http://linux1. 
softberry.com/berry.phtml?topic=protcompan&group= 
programs&subgroup=proloc)进行蛋白亚细胞定位。

NCBI Blast 在线分析工具 (https://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi)进行序列同源性、一致性性分析。Phyer2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id= 
index)预测蛋白三级结构。smart 进行保守结构域预测

(http://smart.embl-heidelberg.de/)。MEME (http://meme- 
suite.org/index.html)进行 motif 挖掘。使用 Mega X 构

建生物系统进化树。 
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图 1  光裸星虫不同时期卵母细胞形态 
Fig.1  Oocytes of S. nudus at different developmental stages 

A：卵黄形成初期(Egg1)；B：卵黄旺盛合成前期(Egg2)；C：卵黄旺盛合成后期(Egg3)； 
D：成熟期(Egg4)；E：肾管发育时期 (Egg5)；F：外排卵母细胞(Egg6)。图 8 同 

A: Oocyte in beginning of yolk synthesis; B: Oocyte in early stage of vigorous yolk synthesis; C: Oocyte in late stage of vigorous 
yolk synthesis; D: Oocyte in mature stage; E: Oocytes in the nephridioduct; F: Excretive oocyte. The same as Fig.8 

 
表 1  SnHsp90 基因克隆及荧光定量的引物序列 

Tab.1  Primer sequence used in the cloning and real-time PCR of SnHsp90 gene 

引物 Primers 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Usage 

5′-outer CTCCTTCTGCTCCTCCTCATC 5′RACE 

5′-inner GCTCTTCTGTTGCTGATAATGC 5′RACE 

3′-outer ACTCTCCGCTCTGGCTACT 3′RACE 

3′-inner GGAAGAGGAGGCTGGAGATG 3′RACE 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 菌落 PCR Colony PCR 

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 菌落 PCR Colony PCR 

qPCR-S CTCTGATGACCTGCCACTGAA 荧光定量 Fluorescent quantitation 

qPCR-A TGTGCTCCTGCTTCTCCTTC 荧光定量 Fluorescent quantitation 

60S-S GACGAGACCAAGGCTACCAT 荧光定量(内参) Fluorescent quantitation (internal reference) 

60S-A TCAACAGAGACACGAGGAAGT 荧光定量(内参) Fluorescent quantitation (internal reference) 
 

1.4  SnHsp90 差异表达分析 

分别以 TBP(张家炜等, 2018b)和 60s-L7(筛选过

程未发表)基因作为内参基因，检测 SnHsp90 在成体

不同组织及在不同发育时期卵母细胞的表达水平。反

应体系：上下游引物各 0.4 μl，SYBR® Select Master 
Mix 5 μl，cDNA 模板 0.4 μl，灭菌水 3.8 μl。反应条

件：95℃预变性 2 min，95℃变性 15 s，60℃退火延

伸 1 min，共 40 个循环。采用 2–ΔΔCt 法计算 SnHsp90
的相对表达量。通过 IBM SPSS Statistics 22 进行显著

性分析(置信水平取 95%)。 

2  结果与分析 

2.1  SnHsp90 基因克隆及氨基酸序列 

本研究利用 RACE 技术克隆获得光裸星虫

SnHsp90 基因 cDNA 序列，全长 3110 bp，其中，5′ UTR
为 72 bp；3′ UTR 为 582 bp，开放式阅读框(ORF)长
度为 2456 bp，编码 818 个氨基酸。SnHsp90 同时具

有 B 型 Hsp90(Hsp90B)的 3 个特征序列(FLREL、

IGQFGVGFYS、LPLNVSRE)以及保守模块“GxxGxG” 
(图 2)。 



第 5 期 周  丹等: 光裸星虫 Hsp90 基因的全长克隆及其在全组织和卵母细胞中的表达分析 153 

 

 
 

图 2  SnHsp90 cDNA 序列全长及推导的氨基酸序列 
Fig.2  The full length and deduced amino acid sequence of SnHsp90 cDNA 

黄色背景为 Hsp90B 蛋白家族的特征序列；GxxGxG 以红色字体突出；5′和 3′ UTR 用小写字母表示；编码区以及推导的氨

基酸序列用大写字母表示；信号肽以灰色阴影突出；HATPase_c 结构域以黑框框出；Hsp90 结构域以蓝色字体突出 
The yellow background is the characteristic sequence of the Hsp90B protein family; the GxxGxG motif is highlighted in red;  

5' UTR and 3' UTR are indicated with small letters; open reading fragment and the deduced amino acid sequences are indicated 
with capital letters; the signal peptide is highlighted by a gray shadow; the HATPase_c domain is outlined in black box; the 

Hsp90 domain is highlighted in blue 
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2.2  SnHsp90 蛋白质理化分析 

利用 ProtParam 预测得到 SnHsp90 的理论分子量

为 93.839 kDa，等电点为 4.75，负电荷残基 178 个，

正电荷残基 114 个。结果显示，其脂溶指数(Aliphatic 
index)为 77.98，总平均亲水性 (Grand average of 
hydropathy, GRAVY)为–0.752，属于亲水性蛋白。使

用 SOPMA 软件对 SnHsp90 二级结构进行预测，发现

螺旋、转角和延伸链分别占整体的 55.87%、4.28%
和 12.59%。细胞亚定位预测结果显示，SnHsp90 定

位于内质网上。结构域分析显示，不同物种的 Hsp90
都 含 有 信 号 肽 、 组 氨 酸 激 酶 结 构 域 (HATPase-c 
Domain)和热休克蛋白结构域(Hsp90 Domain)(图 3)，
可见 Hsp90 蛋白在结构域上具有高度保守性。 

2.3  Hsp90 蛋白序列分析 

对来源于鸭嘴海豆芽 (Lingula anatine ,  XP_ 
023932276.1)、小头虫(Capitella teleta, ELU00023.1)、
福寿螺(Pomacea canaliculated, XP_025107756.1)、太

平洋牡蛎(Crassostrea gigas, BAF63637.1)、水蛭

(Helobdella robusta, XP_009019107.1)、猫头鹰帽贝

(Lottia gigantean ,  XP_009065664.1)、虾夷扇贝

(Mizuhopecten yessoensis, OWF41993.1)、白氏文昌鱼

(Branchiostoma belcheri, XP_019627224.1)、棘冠海星

(Acanthaster planci, XP_022100344.1)、斑马拟丽鱼

(Maylandia zebra, XP_004567801.1)、尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus, XP_003443932.1)、杂色鳉

(Cyprinodon variegatus, XP_015232211.1)、隆头蛛 
 

 
 

图 3  不同物种 Hsp90 蛋白的结构域 
Fig.3  The domains of of Hsp90 proteins of different species 

红色部分为信号肽；绿色三角 HATPase_c 结构域；黑色矩形为 Hsp90 结构域；各物种 hsp90 基因序列登录号： 
虾夷扇贝 OWF41993.1; 猫头鹰帽贝 XP_009065664.1; 鸭嘴海豆芽 XP_023932276.1; 太平洋牡蛎 BAF63637.1;  

小头虫 ELU00023.1; 福寿螺 XP_025107756.1 
Red section is signal peptide; green triangle is HATPase_c domain; black rectangle is Hsp90 domain;  

The hsp90 GenBank accession numbers of each species are following: Mizuhopecten yessoensis, OWF41993.1;  
Lottia gigantean, XP_009065664.1; Lingula anatine, XP_023932276.1; Crassostrea gigas, BAF63637.1;  

Capitella teleta, ELU00023.1; Pomacea canaliculated, XP_025107756.1 
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(Stegodyphus mimosarum, KFM57735.1)、银大马哈鱼

(Oncorhynchus kisutch, XP_020311813.1)、大弹涂鱼

(Boleophthalmus pectinirostris, XP_020790709.1) 的

Hsp90 蛋白与光裸星虫 Hsp90 序列进行 motif 分析，

结果表明，各物种 Hsp90 蛋白序列保守性较高(图 4)。

其中，光裸星虫 Hsp90 与鸭嘴海豆芽的相似性最高，

为 77.72%；与大弹涂鱼的相似性最低，为 69.18%。

对不同物种的 Hsp90 蛋白序列进行 Motif 分析，发现

这些物种均具有 Motif (1~10)，且相对位置一致，进

一步表明 Hsp90 蛋白在序列上的保守性。 
 

 
 

图 4  Hsp90 氨基酸序列 Motif 分析 
Fig.4  Motif analysis of amino acid sequence of Hsp90 

 
对来自小头虫、鸭嘴海豆芽、水蛭的 Hsp90 和

SnHsp90 进行三级结构预测，结果发现，光裸星虫与

鸭嘴海豆芽、小头虫、水蛭 Hsp90 在三级结果上相似

性很高(图 5)，说明 Hsp90 蛋白的三级结构非常保守。 

2.4  SnHsp90 系统发育分析  

利用最大似然法(Maximum likelihood)，选择光裸

星虫、太平洋牡蛎、福寿螺、猫头鹰帽贝、虾夷扇 

贝、鸭嘴海豆芽、小头虫、水蛭、白氏文昌鱼、杂色

鳉、尼罗罗非鱼、斑马拟丽鱼、大弹涂鱼以及银大马

哈鱼的 Hsp90 蛋白序列构建系统进化发育树。结果显

示，Hsp90 系统发育树可分为无脊椎动物和脊椎动物两

大支，在无脊椎动物中，光裸星虫 Hsp90 与水蛭、小

头虫等环节动物聚为一支，再与鸭嘴海豆芽、太平洋

牡蛎、虾夷扇贝等软体动物聚为一支(图 6)。系统发

育树聚类结果与传统分类学结果一致。 



156 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

 
 

图 5  光裸星虫(A)、鸭嘴海豆芽(B)、小头虫(C)和水蛭(D)Hsp90 蛋白分子结构 
Fig.5  The spatial structure of Hsp90 protein molecules of S. nudus (A), L. anatina (B), C. teleta(C) and H. robusta (D) 

 

 
 

图 6  Hsp90 蛋白质聚类分析 
Fig.6  Protein cluster analysis of Hsp90 

 
2.5  SnHsp90 表达模式分析 

利用 qRT-PCR 对 SnHsp90 进行不同组织的表达

模式分析，结果显示，SnHsp90 在光裸星虫的各个组 
 

 
 

图 7  光裸星虫 SnHsp90 在不同组织中的相对表达量 
Fig.7  Relative expression of SnHsp90 in different tissues 

M：体壁；I：肠；Rm：收吻肌；Ne：肾管；Co：体腔液细胞。

不同字母代表差异性显著(P<0.05), 下同 
M: Body wall; I: Intestine; Rm: Rhynchonellida muscle; Ne: 

Nephridioduct; Co: Coelomic cell. Different letters mean 
significant difference (P<0.05). The same as below 

织中均有表达，且收吻肌中表达量最高，差异显著

(P<0.05) (图 7)。 
如图 8 所示，SnHsp90 在不同发育时期卵母细胞

中均有表达。其中，在 Egg6 的表达量显著高于其他

时期(P<0.05)，Egg2 表达量显著高于 Egg1 和 Egg3~5 
(P<0.05)。 

 
 

 
 

图 8  SnHsp90 在不同时期卵母细胞中的相对表达量 
Fig.8  Relative expression of SnHsp90 in oocytes  

at different periods  
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3  讨论 

生殖细胞发生是水产动物繁殖生物学研究的重

要内容。近年来，通过构建不同发育时期性腺的转录

组文库，已发掘了大量与水产动物繁殖相关的关键基

因。例如，袁静(2013)比较分析了 5~180 日龄尼罗罗

非鱼(Oreochromis niloticus)性腺转录组，发现雌雄性

腺特异表达的基因分别为 69 个和 259 个。林睿涓

(2017)利用七彩神仙鱼(Symphysodon haraldi)性腺转

录组文库，筛选出 12 个与性别决定、性腺发育和性

激素调控相关的重要功能基因。本课题组前期构建了

光裸星虫卵母细胞的转录组文库，分析发现 Hsp90
在各时期卵母细胞均具有较高的表达水平(未发表)，
暗示着其在卵母细胞或胚胎发育中承担着重要作用。

本研究通过分析 SnHsp90 的序列特征及表达模式，探

索其在卵母细胞发育中可能具有的功能。 
Hsp90 家族可分为 Hsp90A、Hsp90B、TNF 受体

相关因子(TNF receptor associated factors, TRAP)、
Hsp90C、高温蛋白 G (High-temperature protein G, 
HTPG) 5 个亚家族，其中，Hsp90B 定位于真核生物

内质网中，含有信号肽结构，序列上同时存在

“FLREL”、“IGQFGVGFYS”及“LPLNVSRE” 3 个标签

序列(Chen et al, 2006)。本研究利用 RACE 方法克隆

获得 SnHsp90 cDNA 全长序列，显示 SnHsp90 具有信

号肽结构，且存在 Hsp90B 亚家族的上述 3 个特征序

列标签，可见本研究克隆所得的 SnHsp90 属于

Hsp90B 亚家族。一般来说，Hsp90B 亚家族的 C 末

端具有内质网定位序列“KDEL”。然而，有研究指出，

该序列在 Hsp90B 中并不保守，其 K 位点和 D 位点

会发生一定的变化(Gupta, 1995; Chen et al, 2006)。这

与本研究发现的 SnHsp90 氨基酸序列 C 末端序列为

“HTEL”的结果一致。 
对软体动物、棘皮动物、脊椎动物等 16 个物种

进行 motif 搜索，发现不同物种间搜索出来的 motif
类型、数目以及排列顺序上均一致；光裸星虫、鸭嘴

海豆芽、小头虫和水蛭同源 Hsp90 在三维结构上高度

相似。以上结果均说明了 Hsp90 在二级和三级序列上

均具有较高的保守性。 
Hsp90B 也 称 为 葡 萄 糖 调 节 的 蛋 白 (Glucose 

regulated protein 94 kDa, Grp94) (Gupta, 1995; Chen  
et al, 2006)，作为分子伴侣时，有助于蛋白质的正确

折叠以及防止错误折叠蛋白的积累(Young et al, 2001; 
Mamipour et al, 2017; Krüger et al, 2019)；参与免疫球

蛋白、Toll 样受体(Toll-like receptors, TLRs)和某些整

联蛋白(Integrin)的折叠、组装和转运等过程(Melnick 

et al, 1992; Yang et al, 2007)。本研究中，SnHsp90 在

收吻肌、体壁、肠等组织中均有表达，提示该基因广

泛参与了各组织的生理活动。在收吻肌的参与下，光

裸星虫的吻可快速伸缩进行摄食和钻穴。在频繁的强

力伸缩过程中，收吻肌的细胞可能发生损伤，SnHsp90
在收吻肌中的表达量显著高于其他组织，推测与细胞

的损伤修复有关。 
卵母细胞发育过程中，核糖体、内质网、高尔基

体等细胞器大量增殖，积累大量酶、蛋白质、mRNA
等物质。本研究显示，SnHsp90 在光裸星虫各时期卵

母细胞中均有较高表达，有利于快速合成蛋白的正确

折叠，与卵母细胞旺盛的转录和翻译活动相一致。有

研究显示，Hsp90 可与 Greatwall 激酶结合，影响生

殖细胞的细胞周期进程(Yamamoto et al, 2014)。在刀

额新对虾中，Hsp90 与雌激素受体结合，介导雌激素

信号转导过程，开启靶基因如卵黄蛋白原的转录(Wu 
et al, 2008)。光裸星虫卵母细胞 Egg2 处于卵黄旺盛

合成前期，卵黄快速积累(王庆恒等, 2017)，本研究

显示，光裸星虫 SnHsp90 在该时期显著高表达

(P<0.05)，暗示 SnHsp90 的表达可能与卵黄合成之间

存在相关性，与刀额新对虾的研究结果相似。 
Hsp90 在水生生物应激和抗逆过程中具有重要

作用。例如，Hsp90B 在莱茵衣藻 (Chlamydomonas 
reinhardtii)耐盐群体的细胞中表达上调，可能在盐度

耐受方面起作用(Sithtisarn et al, 2017)；三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)具有 2 个 Hsp90 基因，对胁

迫条件可产生不同的响应，例如，热处理导致 Hsp90-1
的表达量显著上调，而 Hsp90-2 则显著下调(Zhang  
et al, 2009)；氨氮胁迫下，中国对虾(Fenneropenaeus 
chinensis)鳃、肝胰腺、肌肉和血细胞的 Hsp90 表达

量均在短时间内明显上调，有利于防止分子氨对组织

细胞的损伤(王芸等, 2013)。本研究中，Egg6 是经肾

管排放到水体中的卵母细胞，需要应对体内外渗透

压、pH、离子浓度等环境因子的重大改变，SnHsp90
在 Egg6 时期表达量最高，暗示 SnHsp90 的高表达可

能与卵母细胞应对环境变化密切相关。 
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Molecular Cloning and Expression Analysis of HSP90 of Peanut 
Worm Sipunculus nudus 

ZHOU Dan, SU Yonglin, ZHONG Ruzhuo, GUO Zhicheng,  
WU Jing, ZHENG Zhe①

, WANG Qingheng 
(Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524025) 

Abstract    Heat shock protein 90 (Hsp90) plays important roles in correct protein folding, intracellular 
material transport, cell proliferation regulation, and gametogenesis. In this study, the full-length cDNA of 
Hsp90 (SnHsp90) of Sipunculus nudus was cloned using RACE technology. The results showed that 
SnHsp90 is 3110 bp in length, including a 3´ UTR of 582 bp and a 5´ UTR of 72 bp. The open reading 
frame is 2456 bp in length and it encodes 818 amino acids. Sequence analysis showed that SnHsp90 has a 
signal peptide, with three tag sequences FLREL, IGQFGVGFYS, and LPLNVSRE and a conserved 
module, GxGxG, of type B Hsp90, thereby indicating that SnHsp90 belongs to the Hsp90B subgroup. 
Compared with other species, SnHsp90 showed the highest similarity (77.72%) with the Hsp90 of 
duck-billed bean sprouts. Three-dimensional structural modeling showed that the spatial conformation of 
Hsp90 among different species is highly conserved. Phylogenetic tree analysis showed that SnHsp90 was 
clustered into one branch of Hsp90 of annelids such as Capitella teleta and Helobdella robusta. The 
Hsp90 of all invertebrates was clustered into one branch, whereas that of the vertebrates was clustered 
into another branch, thus suggesting that SnHsp90 is closely related to the Hsp90 of Capitella teleta. 
RT-PCR results showed that SnHsp90 was expressed in different tissues of S. nudus, such as those of the 
body wall, muscles, and kidney tubes. SnHsp90 can also be expressed at different developmental stages of 
oocytes, and it is significantly expressed in Egg2 (oocyte in early stage of vigorous yolk synthesis) and 
Egg6 (excretive oocyte) (P<0.05). This result suggests the involvement of SnHsp90 in correct protein 
folding, yolk synthesis, and environmental stress resistance of S. nudus. The above results provide a basis 
for further exploration of the developmental mechanism of Sipunculus nudus oocytes. 
Key words    Sipunculus nudus; Oocyte; HSP90; Gene cloning; Expression analysis 
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李倩, 李贵阳, 李杰, 莫照兰. 利用mini-Tn10转座子文库筛选鳗弧菌M3表型发生变化的基因. 渔业科学进展, 2020, 41(5): 160–167 
Li Q, Li GY, Li J, Mo ZL. Construction of a mini-Tn10 transposon library to identify genes associated with several phenotypes of 
Vibrio aguillarum M3. Progress in Fishery Sciences, 2020, 41(5): 160–167 

利用 mini-Tn10 转座子文库筛选 
鳗弧菌 M3 表型发生变化的基因 

李  倩 1  李贵阳 2  李  杰 2  莫照兰 1,2① 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所 农业农村部海水养殖病害防

治重点实验室 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    为了寻找影响鳗弧菌(Vibrio anguillarum)表型变化的基因，本研究使用转座子 mini-Tn10 
(pLOF/Kana)构建了鳗弧菌 M3 突变株文库，筛选影响表型变化的菌株及相关基因，证明这些表型

变化的突变子与毒力存在一定的相关性。对 M3 突变文库的 1152 突变子进行筛选，获得泳动能力

改变的突变子 1 个(编号为 6G_1)，酪蛋白酶活性发生改变的突变子 3 个(编号为 5A_11、7B_12 和

7E_12)，明胶酶活性发生改变的突变子 1 个(编号为 7H_1)，以及菌膜形成能力发生显著变化的突变

子 3 个(编号为 5E_2、6A_2 和 6E_12)。对转座子插入位点进一步分析显示，一个磷酸二酯酶相关

基因突变引起泳动能力增强(P<0.05)，leuD、rseB 和 thiQ 突变引起酪蛋白酶活性显著减弱(P<0.05)，
potD 突变引起明胶蛋白酶活性显著减弱(P<0.05)，leuO、ilvH 和 grpB 的突变引起菌膜形成能力明

显减弱(P<0.05)。对这些表型变化的突变子进行毒力感染，发现野生型 M3 是 6G_1 突变子的半数

致死剂量(Lethal dose 50%，LD50)的 2.04 倍，该突变子毒力相对增强。5A_11、7B_12 和 7E_12 的

突变子 LD50 分别为野生型 M3 的 2.96、3.25 和 3.36 倍。7H_1 的 LD50 是野生型 M3 的 1.25 倍，5E_2、
6A_2 和 6E_12 的 LD50 分别为野生型 M3 的 3.34、4.08 和 1.84 倍，这些突变子毒力相对减弱。本研

究结果为进一步阐明鳗弧菌的发病机制提供了理论基础。 
关键词    鳗弧菌；mini-Tn10 转座子；突变文库；表型；基因 
中图分类号 S917.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0019-08 

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)广泛存在于大洋、河

口等环境，也是多种海洋生物的正常菌群之一，一些

致病性菌株可感染多种鱼类，引起出血性败血症

(Austin et al, 2007; 丁山等, 2018)。鳗弧菌致病包括

粘附、侵袭、体内增殖、产生毒素等一系列过程，而

这些过程又与细菌产生的各种致病因子有关(Frans 
et al, 2011)。已知的致病因子包括外膜蛋白、鞭毛、

蛋白酶、脂多糖和溶血素等 (Norqvist et al, 1990; 
Austin et al, 1995; Hirono et al, 1996; Milton et al, 1996)。
鞭毛参与鳗弧菌的运动，当细菌失去运动能力或运动

abc
图章
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能力下降时，其感染宿主细胞的能力明显减弱

(Ormonde et al, 2000)。很多胞外蛋白酶是病原菌的

主要致病因子，它们可以水解组织细胞，增强其通

透性，产生细胞毒性，最终造成组织损伤等 (Naka 
et al, 2011)。鳗弧菌的金属蛋白酶基因 prtV 发生突

变时，其对宿主红细胞的溶血活性下降、毒力减弱

(Mo et al, 2010)。Stewart 等(2001)研究表明，几乎所

有的细菌都可以形成菌膜，为细菌提供物理和化学

屏障，营造一种相对稳定的状态。菌膜使鳗弧菌能

够对消毒剂、抗生素等不利环境具有一定的耐受力，

使其保持持续感染和耐药性 (Hall-Stoodley et al, 
2004; Lindell et al, 2012)。一些基因参与调控鳗弧菌

菌膜和毒力的形成，如 luxR 能够抑制胞外蛋白的产

生、调控菌膜的形成，进而参与细菌毒力和耐药性的

调控(Croxatto et al, 2002)。可见，鳗弧菌在运动、胞

外蛋白酶产生、菌膜形成等表型方面的变化与细菌的

致病性相关。 
转座子 mini-Tn10 是一种微型转座子，已被广泛

应用于多种细菌基因的功能研究，如用于鉴定炭疽杆

菌(Anthrax bacillus)未知的调控因子及代谢途径研究

(Wilson et al, 2007)，用于鉴定影响苏云金杆菌 
(Bacillus thuringiensis)细菌素产生的基因 (Kamoun 
et al, 2009)。为找到影响鳗弧菌表型变化的基因，

本研究使用转座子 mini-Tn10 (pLOF/Kana)构建鳗

弧菌 M3 突变菌株文库，筛选影响表型变化的菌株

及相关基因，为进一步研究鳗弧菌的致病机理提供

基础。  

1  材料与方法 

1.1  菌株、实验鱼、引物和培养条件 

鳗弧菌 M3(AmpR)由本实验室保存，用胰大豆蛋

白胨培养基(TSA 和 TSB)培养，培养条件为 28℃，静

置或 150 r/min 摇床培养。 
大肠杆菌 (Escherich coli) CC118 (pLOF/Kana, 

KanaR, AmpR)和大肠杆菌SM10(KanaR)由集美大学 
鄢庆枇教授惠赠，用含卡那霉素(Kana) 100 μg/ml的
LB液体培养基培养，培养条件为37℃、静置或150 
r/min摇床培养。 

斑马鱼(Barchydanio rerio var)，体长为 3~4 cm，

购于青岛市南山花鸟虫鱼市场。实验前暂养于 15 L
水族箱中 1 周，正常换水、喂食，养殖水温为 22℃。 

TCBS 固体培养基(含 Kana 600 μg/ml)用于筛选

带有 Kana 抗性的鳗弧菌突变子。 

1.2  鳗弧菌 M3 mini-Tn10 转座子文库构建 

突变文库的构建参照 Herrero 等(1990)方法并适

当改进。供体菌 E.coli SM10 (pLOF/ Kana)在 LB [氨
苄青霉素(Amp)，50 μg/ml；Kana，100 μg/ml]培养基

中 37℃震荡培养过夜，受体菌(鳗弧菌) M3 在 TSB 培

养基中 28℃震荡培养过夜。分别离心，收集供体菌

和受体菌，用新鲜培养基洗涤，并重悬菌体，供体菌

与受体菌按 1∶4 的比例混合均匀，用 0.22 μm 的微

孔滤膜过滤混合菌液，取出滤膜置于 TSA 平板上，

28℃培养 4 h 后，用 1 ml TSB 培养基洗脱滤膜上的细

菌，取 50 μl 涂布 TCBS+Kana 平板，28℃培养 24 h。
从 TCBS+Kana 平板上挑取单菌落，–80℃保存于 96 孔

板中。 

1.3  突变子表型检测 

对鳗弧菌转座子突变文库进行泳动、酪蛋白酶活性、

明胶酶活性、菌膜形成能力等表型检测。具体方法：

将鳗弧菌 M3 及其突变文库菌株在 TSB 过夜培养，调

节菌液为 OD540 nm=0.5，取 2 μl 菌液分别点种于含

0.35%琼脂、含 1%酪蛋白、含 1%明胶的 TSA 平板上，

每组设 3 个重复。28℃静置培养 24 h 后，分别测量

平板上细菌的泳动圈直径(Schaber et al, 2004)、酪蛋

白酶产生直径(Wilhelm et al, 2007)、明胶酶产生直径

(Zhou et al, 2013)。 
应用结晶紫染色法检测突变菌株菌膜形成能力

(Lazarevic et al, 2005)。取 OD540 nm 为 0.5 的菌液 150 μl
加入 96 孔板中，以 TSB 作为空白对照。在 28℃静置

培养 24 h，用磷酸盐缓冲液(PBS, 浓度 0.2 mol/L, pH 7.0)
洗涤 5 次后，用包音氏固定液(Bouin’s stationary liquid)
固定，37℃下静置培养 1 h，用 PBS 缓冲液清洗除去

残留物，置于 37℃恒温培养箱完全干燥后，加入结晶

紫染色、蒸馏水清洗，加入乙醇溶解吸附结晶紫，然后，

测定其在 OD595 nm 的吸光度。 

1.4  转座子插入突变子的数量及基因的确定 

根据 Lee 等(2008)的方法确定转座子插入突变子

的数量，具体步骤：鳗弧菌 M3 rpoB 基因为单拷贝基

因，选取其作为内参基因，neoR 基因为转座子特有，

选 取 其 为 目 的 基 因 ， 根 据 引 物 rpoB-for/rev 、

neo-for/rev(表 1)扩增 rpoB 和 neoR 片段。连接 rpoB
片段和 neoR 片段，构建重组载体质粒，根据该质粒

计算 DNA 拷贝数，并以该重组质粒为模板，rpoB- 
SYBR-for/rev、neoR-SYBR-for/rev 为引物，制作标准

曲线，得到扩增效率 E 值(ErpoB 和 EneoR)，再以突变子

DNA 为模板，进行相对定量 PCR，得到 ΔCtrpoB 和
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ΔCtneoR，由公式计算转座子插入个数。 
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式中，ΔCtneoR 为扩增 neoR 基因时，突变子株 DNA
为模板的 Ct 与重组质粒为模板的 Ct 差值。ΔCtrpoB 为

扩增 rpoB 基因时，突变子株 DNA 为模板的 Ct 与重

组质粒为模板的 Ct 差值。 
根据 Xie 等(2011)的方法适当改进，确定转座子

插入基因，具体步骤：根据转座子 mini-Tn10 中 neoR
基因序列进行特异性引物设计，具体引物序列见表 1。

对筛选出的 8 株菌株进行基因步移(Genome walking) 
扩增。以 8 株突变子菌株基因组 DNA 为模板，使用

外引物 neo-Rrev-0a 和 M3-1-1 进行第 1 轮 PCR；取

适量的第 1 轮 PCR 产物反应液稀释 50 倍后，使用内引

物 neoR-rev-1a 和 M3-1 进行第 2 轮 PCR；取适量的第

2 轮 PCR 产物反应液稀释 50 倍后，使用内引物

neoR-rev-b1 和 M3-1 进行第 3 轮 PCR 反应。PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，确认目的条带后，经

1.5%琼脂糖凝胶电泳，切胶回收目的片段、连接至载体，

送上海派森诺生物技术有限公司测序，测序结果与已公

布的 M3 基因组信息在 NCBI 上进行比对。 

 
表 1  本实验所用引物 

Tab.1  Primers used in this study 
引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5′~3′) 

M3-1 TGGGACACTCGGGATAGTGG 

M3-1-1 TGGGACACTCGGGATAGTGNNNNNGGAA 

neoR-rev0a GGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCA 

neoR-rev1a ACGATGGACTCCAGTCCGGCCGCCATTACGCTCGTCATCAA 

neoR-rev-b1 ACCGTTATTCGTGATTGC 

rpoB-for GCGTAGGTCTTGTGCGTGTTG 

rpoB-rev GGATAAGCGAAGCGGCGATTG 

rpoB-SYBR -for CGTGTTGTTGATGGTGTGGTGACTGA 

rpoB-SYBR -rev GGATAAGCGAAGCGGCGATTGATACG 

neoR-for GGCAATCAGGTGCGACAATCTAT 

neoR-rev CCGACTCGTCCAACATCAATACAA 

neoR-SYBR-for ATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGG 

neoR-SYBR-rev GGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAAC 

 
1.5  突变子毒力检测 

利用斑马鱼作为实验动物，检测突变子的毒力变

化，根据杨茂成(1990)的方法，鳗弧菌野生型 M3 及

8 株突变菌株作为感染组，无菌生理盐水作为对照组，

设置细菌浓度梯度为 108、107、106和 105 CFU/ml，TSA
平板检测活菌数。每个梯度 10 尾鱼，每尾鱼注射 10 μl
菌液，进行肌肉注射攻毒，记录感染后斑马鱼的死亡情

况，采用改进的寇氏法计算细菌对斑马鱼的半数致死量

(Lethal dose 50%, LD50)。 

1.6  数据分析 

细菌的泳动圈直径、酪蛋白酶产生直径、明胶酶

产生直径和成膜能力的吸光度采用平均值±标准差

(Mean±SD)表示，并使用 SPSS 软件对这些数据进行

单因素方差分析(One-way ANOVA)。 

2  结果 

2.1  鳗弧菌 M3 mini-Tn10 转座子文库的构建和筛选 

利用 mini Tn10 转座子构建鳗弧菌 M3 的突变文

库，得到 1152 株突变子。对突变子进行泳动、酪蛋

白酶活性、明胶酶活性、菌膜形成能力的检测，发现

与野生型 M3 相比，突变子株 6G_1 的泳动能力明显

增强(P<0.05)(图 1)，5A_11、7B_12、7E_12 的酪蛋

白酶活性显著减弱(P<0.05)(图 2)，7H_1 的明胶酶活

性显著减弱(P<0.05)(图 3)，5E_2、6A_2、6E_12 的

菌膜形成能力显著减弱(P<0.05)(图 4)。 

2.2  转座子插入突变子的数量及基因的确定 

选取筛选的 8 株菌，利用实时 PCR 相对定量标

准曲线法和 ΔCt 法确定了转座子插入个数(表 2)。通过 
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图 1  鳗弧菌 M3 转座子文库突变子泳动能力检测 

Fig.1  Detection of swimming ability of V. anguillarum M3 
transposon library 

不同字母表示组间差异显著(P<0.05)，下同 
Data with different letters are significantly different among 

different groups (P<0.05), the same as below 
 

图 2  鳗弧菌 M3 转座子文库突变子酪蛋白酶活性检测 
Fig.2  Detection of casein activity of V. anguillarum M3 

transposon library 

  
图 3  鳗弧菌 M3 转座子文库突变子明胶酶酶活性检测 

Fig.3  Detection of luciferase activity of V. anguillarum M3 
transposon library 

图 4  鳗弧菌 M3 转座子文库突变子菌膜形成能力检测 
Fig.4  Detection of membrane formation ability of V. anguillarum 

M3 transposon library 

 
表 2  目的基因 neoR 和内参基因 rpoB 的扩增效率及 ΔCt值 

Tab.2  Amplification efficiency and ΔCt of target gene neoR and reference gene rpoB 
菌株 Strain 扩增效率 ErpoB 扩增效率 EneoR ΔCtrpoB ΔCtneoR 转座子插入个数 Inserts number 

5E_2 8.53 8.37 1 

5A_11 14.60 15.63 1 

6A_2 7.85 8.06 1 

6E_12 9.23 8.10 2 

6G_1 9.19 9.59 1 

7B_12 10.41 10.51 1 

7E_12 7.80 7.48 1 

7H_1 

97% 93% 

9.22 8.94 1 
 

基因步移扩增法获得转座子插入位点，将得到的序列

与 M3 全基因组序列进行比对，得到插入基因在 M3
基因组上的位置信息和编码蛋白信息(图 5，表 3)。leuD、

rseB、thiQ、ilvH、grpB 位于 M3 染色体Ⅰ上，1 个磷

酸二酯酶相关基因和 potD 位于染色体Ⅱ上。其中，

磷酸二酯酶相关基因影响 M3 的运动能力，leuD、rseB、

thiQ 影响 M3 酪蛋白酶产生，potD 影响 M3 明胶蛋白 

酶产生，leuO、ilvH 和 grpB 影响 M3 的菌膜形成能力。 

2.3  突变子毒力检测 

肌肉注射攻毒实验结果见表 4。由表 4 可知，突变

子 6G_1 的 LD50 为 5.439×104 CFU/尾，野生型 M3 是该

突变子的 2.04 倍，突变子 5A_11、7B_12 和 7E_12 的 LD50

分别为 3.29×105、3.734×105、和 3.734×105 CFU/尾，分 
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图 5  转座子插入位点及基因 
Fig.5  Transposon insertion sites and genes 

 
表 3  转座子插入位点信息 

Tab.3  Information of transposon insertion site  
菌株 
Strain 

表型 
Phenotype 

基因 
Gene 

基因产物 
Gene product 

预测功能 
Predict function 

5A_11 leuD 异丙基苹果酸异构酶 影响细胞壁合成，钾离子吸收，c-di-AMP
水平，细菌的存活能力 

7B_12 rseB 一种直链蛋白 调控外膜完整性，调节 Sigma E 因子转录 
7E_12 

酪蛋白酶活性降低

thiQ 硫胺素 ABC 转运 ATP
结合蛋白 

蛋白 TbpA、ThiP 和 TPP 运输系统的一部分

7H_1 明胶酶活性降低 potD 蛋白 PotD是与底物结合

的细胞质组分 
转运亚精胺和腐胺 

5E_2 leuO 2-异丙基苹果酸异构酶 调节群体感应，参与各种基因的表达，影响

生物膜的形成 
6A_2 ilvH 乙酰乳酸合酶 催化从丙酮酸到 2-乙酰乳酸的合成 

基因名称不明确 核苷合成蛋白 促进 GTP 的合成，用于天门冬氨酸、天门

冬酰胺、酪氨酸和组氨酸的合成 

6E_12 

菌膜形成能力降低

grpB 2-甲基异柠檬酸裂解酶 促进 2-甲基异柠檬酸酯催化丙酮酸和琥珀

酸酯的形成 
6G_1 泳动性增强 基因名称不明确 磷酸二酯酶 水解细胞内第二信使(环磷酸腺苷 cAMP 或

环磷酸鸟苷 cGMP) 
 

别为野生型 M3 的 2.96、3.25 和 3.36 倍。7H_1 的 LD50

为 1.374×105 CFU/尾，是野生型 M3 的 1.25 倍，5E_2、
6A_2 和 6E_12 的 LD50 分别为 3.716×105、4.453×105

和 2.052×105 CFU/尾，分别为野生型 M3 的 3.34、4.08
和 1.84 倍。 

3  讨论 

本研究利用 mini-Tn10 转座子构建了鳗弧菌 M3
的突变文库，筛选得到影响细菌泳动、酪蛋白酶活性、

明胶酶活性、菌膜形成能力的突变子菌株，通过基因

步移和序列比对，找到影响上述表型的相关基因。结果

显示，1 个磷酸二酯酶相关基因的突变引起泳动能力

增强(P<0.05)，毒力相对增强，leuD、rseB、thiQ 的

突变引起酪蛋白酶活性明显减弱(P<0.05)，potD 的突

变引起明胶蛋白酶活性显著减弱(P<0.05)，leuO、ilvH
和 grpB 的突变引起菌膜形成能力明显减弱(P<0.05)
且这些菌株毒力相对减弱。研究表明，细菌毒力产生

主要包括铁摄取系统、外膜蛋白、胞外蛋白酶、脂多

糖和溶血素等(Weber et al, 2009; Naka et al, 2011)。
O’Toole 等(1996)研究发现，鳗弧菌鞭毛被破坏后，泳 
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表 4  鳗弧菌 M3 野生型及其突变子株攻毒实验结果 
Tab.4  Experimental results of virulence of V. anguillarum 

M3 wild type and its mutants 
菌株 Strain 半数致死量 LD50(CFU/尾) 

M3 1.111×105 
6G_1 5.439×104 
5A_11 3.290×105 
7B_12 3.611×105 
7E_12 3.611×105 
7H_1 1.374×105 
5E_2 3.716×105 
6A_2 4.453×105 
6E_12 2.052×105 

 
动能力减弱的菌株毒力较野生型减弱了几百倍，表明

趋化运动是鞭毛对鳗弧菌毒力的一种必需功能。Hao
等(2013)研究表明，鳗弧菌 rpoN 基因缺失突变株因

为其各种表型缺陷和调控能力丧失，致使鳗弧菌在宿

主体内存活能力下降，致病力减弱，证实了表型和毒

力存在相关性。 
磷酸二酯酶(PDES)具有水解细胞内第二信使(环

磷酸腺苷 cAMP 或环磷酸鸟苷 cGMP)的功能，降解

细胞内 cAMP 或 cGMP，从而终结这些第二信使所传

导的生化作用(田慧等, 2003)。Fahmin 等(2017)研究显

示，PDES、二腺苷酸环化酶(DACS)和 c-di-AMP 合

成酶构成环二腺苷单磷酸(c-di-AMP)，PDES 和 DACS
协同调节 c-di-AMP 的稳态，PDES 的缺失可导致革

兰氏阳性细菌的细胞壁发生改变、钾离子吸收失调、

c-di-AMP 水平改变、细菌的存活率下降。c-di-AMP
在不同的细菌体内具有不同的作用，可以影响生物膜

的形成、毒力因子的表达、运动性和碳代谢(Corrigan 
et al, 2013)，但其调控细菌表型和毒力的机制尚不清

楚(Pham et al, 2016; Corrigan et al, 2013)。本研究中，

由于转座子插入，使鳗弧菌的 1 个 PDES 失活，有

可能影响了细菌细胞壁离子代谢和生物膜形成，而

导致细菌运动能力改变，具体的影响机制还需进一

步探究。 
leuD 编码异丙基苹果酸异构酶，将 α-异丙基苹

果酸催化为 β-异丙基苹果酸，为亮氨酸的合成提供前

体(Kohlhaw et al, 2003)。qsdS 编码异丙基苹果酸脱氢

酶，具有 N-酰基-L-高丝氨酸内酯(AHL)降解酶活性

(Ma et al, 2018)。AHL 参加细菌密度感应系统(QS)的
调节，调控生物膜形成(Parsek et al, 2000)、蛋白酶活

性(Waters et al, 2005)等。在染色体上，qsdS 位于 leuD
和 leuO 之间，由此推测，leuD 的插入失活间接影响

了 qsdS 的功能，从而影响鳗弧菌 QS 的功能，使蛋白

酶活性、生物膜形成能力受到影响。 
rseB 编码一种细胞质蛋白，与内层锚定蛋白

RseA 结合，调节膜内蛋白水解与蛋白酶活性(Kim  
et al, 2010)；thiQ 编码硫胺素 ABC 转运 ATP 结合蛋

白，参与细菌的能量代谢，该基因的缺失不仅使细菌

整体的能量代谢下降，还使细菌的生长减慢，细菌生

物膜合成所需的蛋白、胞外多糖等合成能力减弱

(Huang et al, 2014)。potD 编码一种胞浆蛋白，参与亚

精胺和腐胺的转运(Shah et al, 2008)。因此，这些基

因的缺失可能导致鳗弧菌多种蛋白或蛋白酶合成能

力、转运能力下降，间接影响蛋白酶的活性。这些基

因对蛋白酶活性的影响机制有待阐明。 
ilvH 编码乙酰乳酸合酶，催化 2-乙酰乳酸的合

成，参与三羧酸循环(Zhao et al, 2013)；grpB 编码   
2-甲基异柠檬酸裂解酶，促进 2-甲基异柠檬酸酯催化

丙 酮 酸 和 琥 珀 酸 酯 的 形 成 ， 参 与 碳 源 合 成

(Hubstenberger et al, 2015)，说明 ilvH 和 grpB 与 ATP
合成相关。因此，猜测这 2 个参与能量合成的基因间

接影响鳗弧菌菌膜的形成，它们对菌膜形成的影响机

制有待阐明。 
总之，本研究通过转座子文库，鉴定出 8 个与鳗

弧菌运动、胞外蛋白酶活性、菌膜形成有关的基因。

由于转座子的插入突变可能会引发极性效应，使得插

入位点的下游基因受到影响。因此，后期还需要通过

基因敲除、基因回补实验来确证它们与表型变化的关

系，在此基础上研究基因的功能及作用机制。 
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Construction of A mini-Tn10 Transposon Library to Identify Genes  
Associated with Several Phenotypes of Vibrio aguillarum M3 

LI Qian1, LI Guiyang2, LI Jie2, MO Zhaolan1,2①
 

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Maricultural Organism 
Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production 

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

Abstract    The phenotypic characteristics of Vibrio anguillarum are related to the pathogenicity of the 
bacteria, such as swimming motion, ability of membrane formation, and extracellular protease production. 
To identify the genes affecting phenotypic changes in V. anguillarum, this study used transposon 
mini-Tn10 (pLOF/Kana) to construct a library of V. anguillarum M3 mutant strains and to screen the 
strains and related genes that affect phenotypic changes. It is proved that there is a certain correlation 
between mutants causing these phenotypic changes and the virulence. Mutations of 1152 strains of M3 
mutant library were screened, and mutant strains with significant changes in swimming ability (strain 
6G_1), casein enzyme activity (strains 5A_11, 7B_12, and 7E_12), gelatin enzyme activity (strain 7H_1), 
and biofilm formation ability (strains 5E_2, 6A_2, and 6E_12) were noted. Further analysis revealed that 
a phosphodiesterase-related gene mutation caused increased swimming capacity (P<0.05), leuD, rseB, and 
thiQ mutations caused a significant decrease in caseinase activity (P<0.05), and potD mutations caused a 
significant decrease in gelatinase activity (P<0.05). Moreover, mutations in leuO, ilvH and grpB resulted 
in a significant decrease in the ability to form bacterial membranes (P<0.05). Moreover, we observed a 
virulent infection in these mutant strains, which showed that LD50 of wild type M3 was 2.04 times higher 
than that of 6G_1 and the virulence was relatively increased. Additionally, 5A_11, 7B_12, and 7E_12 
LD50 were 2.96 times, 3.25 times, and 3.36 times higher than that of wild-type M3, respectively. The LD50 
with the strain 7H_1 was 1.25 times higher than that of wild M3, and the LD50 with the strains 5E_2, 
6A_2, and 6E_12 were 3.34, 4.08, and 1.84 times higher than that of wild M3, respectively. These results 
lay a foundation for further study on the pathogenic mechanism of V. anguillarum. 
Key words    Vibrio anguillarum; mini-Tn10 transposon; Mutant library; Phenotype; Gene 
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暗纹东方鲀鱼精蛋白的提取工艺优化研究* 

张家源 1,2  张洪才 1,2  陈舜胜 1,2① 
(1. 上海海洋大学食品学院  上海  201306；2. 国家淡水水产品加工技术研发分中心(上海) 

食品科学与工程国家级实验教学示范中心(上海海洋大学)  上海  201306) 

摘要    以暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)精巢组织为原料，采用酸提法提取鱼精蛋白。以得率为指标，

通过正交实验，确定了最佳的提取参数。结果显示，提取鱼精蛋白的影响因素重要性依次为：提取次

数>硫酸用量>硫酸浓度>95%乙醇用量；最佳提取工艺条件：硫酸浓度为 0.2 mol/L、硫酸用量为 2.5 倍、

提取次数为 2 次、95%乙醇用量为 2.5 倍。在此工艺条件下，暗纹东方鲀鱼精蛋白的得率为 3.82%，蛋

白含量达 89.01%。通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(Tricine-SDS-PAGE)可知，提取的粗鱼精蛋

白有 2 个条带，分子量分别在 25 和 20 kDa 附近。分析其氨酸酸组成发现，暗纹东方鲀鱼精蛋白属于双

鱼精蛋白，其中，精氨酸和丙氨酸含量相对较高，分别占 31.40%和 17.39%。本研究对暗纹东方鲀鱼精

蛋白更好地应用在食品和医药领域具有重要意义。 
关键词    暗纹东方鲀；鱼精蛋白；提取；工艺优化 
中图分类号 TS254.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0020-09 

鱼类的精巢俗称鱼白，因其具有特殊的气味，常

被作为废弃物丢弃，是鱼类加工的副产品之一。从鱼

类的精巢中可以提取到一种碱性蛋白质，即鱼精蛋

白。鱼精蛋白(Protamine)又称精蛋白，是一种高度聚

阳离子肽，可代替精子细胞中的组蛋白，当其与 DNA
结合时形成核蛋白，等电点在 11~13 之间(Xie et al, 
2018; Egawa et al, 2008; Fu et al, 2019; Potter et al, 
2005)。鱼精蛋白的分子量较小，由 30~50 个氨基酸

组成，可溶于水，不溶于丙酮、乙醚等有机溶剂，富

含核酸、蛋白和微量元素等活性成分(陈金梅等，2015)。
由于鱼精蛋白特殊的生物学组成而使其异于其他蛋

白质有着独特的功能。鱼精蛋白是肝素唯一的拮抗

剂，可用于外科手术后中和肝素，同时，由于鱼精蛋

白具有良好的生物兼容性，因此，可作为运输药物的

载体(Gill et al, 2006; Kishimoto et al, 2012; Park et al, 

2017; González-Aramundiz et al, 2015; Sommers et al, 
2017)。此外，鱼精蛋白还可作为一些食品中的抗菌

成分应用在食品保鲜领域，具有安全性高、抗菌性能

好、热稳定性高等优点。其在碱性条件下具有明显的

抗菌活性，是一种很有前途的抗菌剂 (Guan et al, 
2017)。因此，无论在医学领域还是食品领域，鱼精

蛋白都有着重要的作用和应用价值。 
鱼精蛋白常以 DNA-蛋白质的形态存在，其结合

键不牢固，易断开，可用硫酸将其断开，制成鱼精蛋

白硫酸盐，再用有机溶剂析出沉淀(李若绮等, 2014)。
提取反应过程：DNA-蛋白质+H2SO4→硫酸鱼精蛋白

+DNA+H2O(吴燕燕等 , 1999)。对 DNA-核蛋白和

RNA-核蛋白溶解度的研究发现，当 NaCl 浓度为   
0.14 mol/L 时，DNA-核蛋白溶解度仅为水中溶解度

的 1%，而 RNA-核蛋白有相当大的溶解度，因此，

abc
图章
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选用 0.14 mol/L NaCl 来沉淀 DNA-核蛋白(谢俊杰等, 
2002)。因鱼的种类不同，提取得到的鱼精蛋白也存在

较大差异。目前，国内外学者主要从鲑鱼(Oncorhynchus 
keta)和鲱鱼(Clupea pallasi)的成熟精巢中提取鱼精蛋

白，而对河鲀(Tetraodontidae)鱼精蛋白的研究较少。

河鲀，又名鲀、吹肚鱼、气泡鱼等，属硬骨鱼纲、鲀

形目、鲀科、东方鲀属，主要分布在我国渤海、东海、

黄海及江河下游，为近海与河川底层肉食性海产有毒

鱼类(杨春等, 2003)。野生河鲀毒性较高，而人工养

殖的河鲀基本无毒。中国河鲀资源丰富，据统计，中

国海水养殖河鲀产量约为 23000 t，淡水养殖河鲀产

量约为 5000 t。暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)是主要

养殖种类之一，主要养殖区域是江苏、广东和福建地

区(张迪等, 2017)。江苏地区主要为淡水养殖河鲀，

产量约占全国总河鲀淡水养殖的 68%。 
本研究以暗纹东方鲀精巢为原料，采用酸法提取

鱼精蛋白，通过 6 个单因素实验，探讨硫酸浓度、硫

酸用量、提取时间、提取次数、提取温度和 95%乙醇

用量对鱼精蛋白提取的影响，并通过正交法优化其

提取工艺，得到 佳提取工艺条件，通过十二烷基

硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳(Tricine-SDS-PAGE)分
析暗纹东方鲀鱼精蛋白的分子量，并对其氨基酸含

量进行测定。本研究对河鲀精巢的高效利用具有重

大意义，以期河鲀鱼精蛋白可以更好地应用在食品

和医药领域。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

暗纹东方鲀精巢(2019 年 2 月，冷冻运输)江苏中

洋集团提供。 
NaCl、95%乙醇、丙酮、乙醚和硫酸(均为分析

纯)，国药集团上海化学试剂有限公司；考马斯亮蓝

染色液 G-250、SDS-PAGE 电泳液、BeyoGelTMSDS- 
PAGE 预制胶(4%~20%)，上海碧云天生物技术有限

公司；2×Protein Loading Buffer，天根生化科技(北
京)有限公司；Real Band 蛋白预染，美国 Marker Bio 
Basic Inc (BBI)；蛋白定量测试盒，南京建成生物工

程研究所。 

1.2  仪器与设备 

FJ-200 高速分散均质机，上海标本模型厂；GL- 
26M/MI 立式高速冷冻离心机，上海赵迪生物科技有

限公司；AUW320 电子分析天平，日本岛津公司；凝

胶成像系统，上海天能科技有限公司；UV-1800PC 紫

外可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公司；氨基

酸自动分析仪 L-8800，日本日立公司；LGJ-12 冷冻

干燥机，河南兄弟仪器设备有限公司；DHG-9076A 型
电热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；

TY-80A/S 脱色摇床，江苏省金坛市荣华仪器制造有

限公司；DYCZ-24DN 电泳槽、DYY-6C 型电泳仪，

北京六一仪器厂。 

1.3  方法 

1.3.1  样品制备    将暗纹东方鲀精巢组织解冻后，

用蒸馏水清洗干净(主要去除附着的杂物，如结缔组

织、腺体、脂肪等)，沥干水分，分装在密封袋中(每
袋约 200 g)，–30℃冷藏备用。 
1.3.2  原料基本营养成分测定     水分测定参考

(GB 5009.3-2016)《食品中水分的测定》中的直接干

燥法；灰分测定参考(GB 5009.4-2016)《食品中灰分

的测定》中的食品中总灰分的测定；蛋白质测定参考

(GB 5009.5-2016)《食品中蛋白质的测定》中的凯氏

定氮法；脂肪测定参考(GB 5009.6-2016)《食品中脂

肪的测定》中的索氏抽提法。 
1.3.3  鲀暗纹东方 鱼精蛋白提取工艺    工艺流程：

解冻后的精巢组织→捣碎→匀浆→离心→弃上清液，

沉淀重复操作 1 次→H2SO4 溶液提取→离心→收集离

心的上清液→过滤→冷乙醇沉淀→丙酮洗涤→乙醚

洗涤→冷冻干燥→鱼精蛋白粗品。 
参照白婵等(2018)和曹文红等(2017)的方法稍作

修改。称取 100 g 暗纹东方鲀精巢于组织捣碎机中，

加入 2 倍体积 0.14 mol/L 的 NaCl 溶液，匀浆 1 min，
冰浴搅拌 15 min，静置 15 min，于 4℃、8000 r/min
离心 10 min，弃上清液，沉淀重复操作 1 次，收集沉

淀，加入 H2SO4，在一定温度下提取一定时间，4℃、

10000 r/min 离心 10 min，收集离心的上清液，过滤，

滤液用一定体积的 95%乙醇冰浴沉淀过夜后离心，所

得沉淀用丙酮洗涤 2 次，乙醚洗涤 1 次，冷冻干燥即

得暗纹东方鲀鱼精蛋白粗品。 
1.3.4  硫酸提取法提取条件单因素实验     

(1)硫酸浓度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
设定硫酸用量为 3 倍(ml/g)，提取温度为(25±1)℃，

提取时间为0.5 h，提取2次，95%乙醇用量为3倍(ml/g)，
分别控制硫酸浓度为 0.1、0.3、0.5、0.7 和 0.9 mol/L，

探讨硫酸浓度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响。 
(2)硫酸用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
设定硫酸浓度为 0.3 mol/L，提取温度为(25±1)℃，

提取时间为 0.5 h，提取 2 次，95%乙醇用量为 3 倍

(ml/g)，分别控制硫酸用量为 1、2、3、4 和 5 倍，探
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讨硫酸用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响。 
(3)提取次数对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
设定硫酸浓度为 0.3 mol/L，硫酸用量为 3 倍

(ml/g)，提取温度为(25±1)℃，提取时间为 0.5 h，95%
乙醇用量为 3 倍(ml/g)，分别控制提取次数为 1、2、
3、4 和 5 次，探讨提取次数对暗纹东方鲀鱼精蛋白

得率的影响。 
(4)提取时间对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
设定硫酸浓度为 0.3 mol/L，硫酸用量为 3 倍

(ml/g)，提取温度为(25±1)℃，提取 2 次，95%乙醇用

量为 3 倍(ml/g)，分别控制提取时间为 0.5、1.0、1.5、
2.0 和 2.5 h，探讨提取时间对暗纹东方鲀鱼精蛋白得

率的影响。 
(5)提取温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
设定硫酸浓度为 0.3 mol/L，硫酸用量为 3 倍

(ml/g)，提取时间为 0.5 h，提取 2 次，95%乙醇用量

为 3 倍(ml/g)，分别控制提取温度为 10℃、20℃、30℃、

40℃和 50℃，探讨提取温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白

得率的影响。 
(6) 95%乙醇用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的

影响 
设定硫酸浓度为 0.3 mol/L，硫酸用量为 3 倍

(ml/g)，提取温度为(25±1)℃，提取时间为 0.5 h，提

取 2 次，分别控制 95%乙醇用量为 1、2、3、4 和       
5 倍，探讨 95%乙醇用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率

的影响。 
1.3.5  硫酸提取法正交实验    根据单因素实验结

果，选择硫酸浓度、硫酸用量、提取次数和 95%乙醇

用量进行 L9(34)正交实验，以确定暗纹东方鲀鱼精蛋白

的 佳提取工艺条件，实验因素与水平设计见表 1。 
 

表 1  L9(34)暗纹东方鲀鱼精蛋白提取工艺正交实验设计因素水平 
Tab.1  Factors and their levels used in L9(34 ) orthogonal design of the extraction of T. obscurus protamine experiments 

水平 
Level 

A：H2SO4 浓度 
Sulfuric acid concentration (mol/L) 

B：H2SO4 用量 
Sulfuric acid dosage (倍)

C：提取次数 
Number of extractions (次) 

D：95%乙醇用量 
95% ethanol dosage (倍)

1 0.2 2.5 1 2.5 

2 0.3 3.0 2 3.0 

3 0.4 3.5 3 3.5 

 
1.3.6  鲀暗纹东方 鱼精蛋白得率的测定    准确称

取 10 mg 提取的粗鱼精蛋白，用生理盐水定容至 10 ml，
配制成 1 mg/ml 的蛋白溶液。再用蛋白定量试剂盒进

行测定。 
蛋白质提取率按公式(1)计算： 

 

1
1

0
100%AR

A
 

 
(1) 

式中，R1 为暗纹东方鲀鱼精蛋白得率(%)，A1 为

蛋白质量(g)，A0 为暗纹东方鲀精巢质量(g)。 
1.3.7  鲀暗纹东方 鱼精蛋白相对分子质量的测定 

采用十二烷基硫酸钠 –聚丙烯酰胺凝胶电泳

(Tricine-SDS-PAGE)对提取的暗纹东方鲀鱼精蛋白进

行分析，以确定该鱼精蛋白的相对分子质量。100 v
恒压电泳约 100 min，至溴酚蓝迁移至距凝胶下端约

1 cm 处，停止电泳，取出凝胶，用考马斯亮蓝染色液染

色 30 min，再用脱色液脱色至背景褪色、条带清晰可见
(Compton et al, 1985; Sedmak et al, 1977; Schägger, 
2006)。测量迁移距离，计算相对迁移率(Rf)(徐明生等, 
2004)。 
1.3.8  鲀暗纹东方 鱼精蛋白的氨基酸组成    采用

GB 5009.124-2016《食品中氨基酸的测定方法》进行

样品前处理。 

氨基酸自动分析仪条件：色谱柱(4.6 mm I.D.× 
60.0 mm)；分离树脂：阳离子交换树脂；柱温度：      
57℃；检测波长：570 nm(脯氨酸 440 nm)；1 通道缓

冲溶液流速：0.40 ml/min；反应液：茚三酮试剂；2
通道反应液流速：0.35 ml/min；进样量：20 μl。 

1.4  数据处理 

所测结果为 3 次重复实验的平均值，采用 Origin 
8.5 软件进行作图，SPSS Statistics 17.0 软件进行数据

统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  暗纹东方鲀精巢基本成分 

暗纹东方鲀精巢的营养成分见表 2。从表 2 可以

看出，含水量较高，达 80.22%；其次是粗蛋白，占

湿重的的 14.66%；脂肪含量较低，仅占湿重的 1.73%。

通过计算，粗蛋白占暗纹东方鲀精巢干重的 74.12%，

脂肪占 8.75%，说明暗纹东方鲀精巢是富含蛋白质，

而脂肪含量很低的产品，与胡晓璐等(2013)研究的鱿

鱼精巢组织基本成分的结论一致。 
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表 2  暗纹东方鲀精巢的基本成分 
Tab.2  Basic composition of the T. obscurus testis 

成分 Composition 水分 Water 粗蛋白 Crude protein 粗脂肪 Crude fat 灰分 Ash 
含量 Content (%) 80.22 14.66 1.73 1.60 

注: 各组分含量按湿重计 
Note: The content of every composition was counted on wet weight 

 
2.2  暗纹东方鲀鱼精蛋白提取工艺单因素实验 

2.2.1  硫酸浓度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
硫酸浓度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响见

图 1。低浓度的硫酸对鱼精蛋白提取不完全，硫酸与

鱼精蛋白结合较少，生成的鱼精蛋白硫酸盐较少，得

率较低，适当提高硫酸浓度，可帮助拆分核酸与目标

蛋白之间的键，提高目标蛋白得率，当浓度达到   
0.3 mol/L 时，蛋白的提取接近饱和，得率为 3.51%，

出现峰值后，得率会随浓度的增大而降低，此时，高

浓度的硫酸会使蛋白质暴露出更多的疏水基团

(Omana et al, 2010)，从而破坏蛋白结构，导致蛋白质

可能被部分水解，降低了鱼精蛋白的含量。该结果与

刘淑集等(2019)的研究一致，均表现出相对较高浓度

的硫酸会使鱼精蛋白的得率下降。从图 1 中还可以看

出，暗纹东方鲀鱼精蛋白受硫酸浓度影响明显，所以

选择硫酸浓度值为 0.3 mol/L 为 适宜条件。 
 

 
 

图 1  硫酸浓度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率影响 
Fig.1  Effect of sulfuric acid concentration on  

the yield of T. obscurus protamine 
 

2.2.2  硫酸用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
硫酸用量对得率的影响见图 2。硫酸用量从 1 ml/g 

(体积与质量比，下同)增加到 5 ml/g 时，鱼精蛋白得

率呈先升高、后降低， 后趋于平稳的变化趋势。当

硫酸用量较少时，体系过小而导致鱼精蛋白溶解不完

全，适当增加硫酸提取液有助于鱼精蛋白溶出，当硫

酸用量为 3 ml/g 时，鱼精蛋白得率 高，蛋白质溶出

达到饱和，继续增加硫酸用量，鱼精蛋白得率出现小

幅度降低，主要是因为提取液体积过大，增加了操作

体系的整体规模，也增大操了作过程中的损失率，因

而对得率产生负面影响。故使得蛋白得率 大化的

佳硫酸用量为 3 ml/g。 
 

 
 

图 2  硫酸用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率影响 
Fig.2  Effect of sulfuric acid dosage on the  

yield of T. obscurus protamine 
 

2.2.3  提取次数对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
提取次数对鱼精蛋白得率的影响见图 3。暗纹东

方鲀鱼精蛋白经过 2 次提取后，继续增加提取次数

时，得率反而降低，说明残渣中可提取的鱼精蛋白在

第 2 次基本被提取完全，继续重复提取只会增加操作

过程中的损失，降低鱼精蛋白得率。因此，提取次数

2 次为 佳。 
 

 
 

图 3  提取次数对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
Fig.3  Effect of extraction frequency on yield  

of T. obscurus protamine 
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2.2.4  提取时间对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
提取时间对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响见

图 4。随着提取时间从 0.5 h 延长到 2.5 h，暗纹东方

鲀鱼精蛋白得率整体呈下降趋势，说明延长提取时间

不能提高鱼精蛋白的得率。从加入硫酸开始提取计

时，0.5 h 前，硫酸会辅助鱼精蛋白与核酸之间的键断

开，随着时间的增加，得率逐渐降低，可能是因为之

前被分离出来的鱼精蛋白被酸水解，因此，绝大多数

的精蛋白都在 0.5 h 内被提取出来。综合来看，0.5 h
时，鱼精蛋白溶解量与损失量差值达到 大化，得率较

高，提取较为充分，故选取提取时间为 0.5 h 比较合适。 
 

 
 

图 4  提取时间对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
Fig.4  Effect of extraction time on the  

yield of T. obscurus protamine 
 

2.2.5  提取温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
提取温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响见

图 5。温度较低时，对鱼精蛋白得率产生副作用，当

温度从 10℃升高到 50℃时，鱼精蛋白得率呈现先升

高后趋于平稳的趋势。因为适当升高温度可使分子的

运动速度加快，提高了蛋白的溶出率(洪晶等，2013)。
继续增加温度，鱼精蛋白得率没有明显升高，而是在

此基础上浮动，说明该鱼精蛋白的耐热性较好，不易

受温度的影响而变性。总体来看，温度对河鲀鱼精蛋

白的提取率影响并不大，提取得到的蛋白均为白色，

因此，在简化提取条件和节约操作成本的角度考虑，

选取室温提取比较好。 
2.2.6  95%乙醇用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的

影响    乙醇用量对鱼精蛋白得率的影响见图 6。随

着乙醇用量的增大，暗纹东方鲀鱼精蛋白得率呈先增

长后降低的趋势，用量 3 倍时，得率达到 高点，继

续增加乙醇用量，鱼精蛋白得率呈缓慢下降趋势，可

能是乙醇用量过大，破坏了蛋白的结构，影响得率。

因此， 佳用量为 3 ml/g。 

 
 

图 5  提取温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率的影响 
Fig.5  Effect of extraction temperature on the  

yield of T. obscurus protamine 

 

 
 

图 6  乙醇用量对暗纹东方鲀鱼精蛋白得率影响 
Fig.6  Effect of icy ethyl alcohol dosage on the  

yield of T. obscurus protamine 

 
2.3  暗纹东方鲀鱼精蛋白提取工艺优化 

根据单因素实验结果，分别以硫酸浓度、硫酸用

量、提取次数和 95%乙醇用量为考察因素，以暗纹东

方鲀鱼精蛋白得率为评价指标，按 L9(34)进行正交实

验，优化 佳提取条件，结果见表 3。 
由表 3 可知，在 9 个实验设计组中，第 4 组的提

取效果 好，蛋白得率达到 3.04%；其次为第 2 组，

蛋白得率达到 3.01%；由极差分析可知，影响暗纹东

方鲀鱼精蛋白得率的因素主次为：C>B>A>D，即提

取次数>硫酸用量>硫酸浓度>95%乙醇用量。暗纹东

方鲀鱼精蛋白提取 优工艺组合为 A1B1C2D1，即硫

酸浓度为 0.2 mol/L、硫酸用量为 2.5 倍、提取次数为

2 次、冷乙醇用量为 2.5 倍。该工艺条件下提取的鱼

精蛋白得率可达 3.82%，高于各实验组中暗纹东方鲀

鱼精蛋白的得率。 
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表 3  L9(34)暗纹东方鲀鱼精蛋白提取工艺正交实验结果 
Tab.3  L9(34) orthogonal result of the extraction of T. obscurus protamine 

实验号 
Test number 

A：H2SO4 浓度 
Sulfuric acid 

concentration (mol/L) 

B：H2SO4 用量
Sulfuric acid 
dosage (倍) 

C：提取次数 
Number of 

extractions (次) 

D：95%乙醇用量 
95% ethanol 
dosage (倍) 

河鲀鱼精蛋白得率
Puffer-fish 

protamine yield (%)

1 1 1 1 1 2.09 
2 1 2 2 2 3.01 
3 1 3 3 3 1.81 
4 2 1 2 3 3.04 
5 2 2 3 1 1.87 
6 2 3 1 2 1.37 
7 3 1 3 2 1.69 
8 3 2 1 3 1.59 
9 3 3 2 1 2.61 

K1 6.91 6.82 5.05 6.57  
K2 6.28 6.47 8.66 6.07  
K3 5.89 5.79 5.37 6.44  
k1 2.303 2.273 1.683 2.190  
k2 2.093 2.157 2.887 2.023  
k3 1.963 1.930 1.790 2.147  
R 0.340 0.343 1.204 0.167  

优水平 
Optimal level 

A1 B1 C2 D1  

 
由表 4 可知，校正模型具有显著性，其中，硫

酸浓度(A)、硫酸用量(B)对提取率的影响(P<0.05)，
提取次数(C)对提取率的影响(P<0.01)，95%乙醇用

量(D)对提取率的影响(P>0.05)，依次对应与蛋白得

率的关系依次为显著、显著、极显著和不显著。四

者在暗纹东方鲀鱼精蛋白提取过程中需重点控制的

顺序为：提取次数>硫酸用量>硫酸浓度>95%乙醇

用量。 
 

表 4  正交实验方差分析 
Tab.4  Analysis of variance of the experimental results of orthogonal array design 

方差来源 
Source of variance 

偏差平方和 
Sum of squared deviation

自由度 
Degree of freedom

均方 
Mean square

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significant

校正模型 
Correction model 

6.165 8 0.771 28.406 <0.0001 ** 

截距 Intercept 80.772 1 80.772 2977.467 <0.0001 ** 

A：硫酸浓度 Sulfuric 
acid concentration 

0.353 2 0.177 6.510 0.0178 * 

B：硫酸用量 
Sulfuric acid dosage 

0.373 2 0.186 6.868 0.0154 * 

C：提取次数 
Number of extractions 

5.348 2 2.674 98.575 <0.0001 ** 

D：95%乙醇用量 
95% ethanol dosage 

0.091 2 0.045 1.670 0.2416  

误差 Error 0.244 9 0.027    

*：差异显著，P<0.05；**：差异极显著，P<0.01 
*: The difference is significant, P < 0.05; **: The difference is highly significant, P <0.01 
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2.4  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 

利用十二烷基硫酸钠 –聚丙烯酰胺凝胶电泳

(Tricine-SDS-PAGE)确定暗纹东方鲀精巢中抗菌活性

蛋白的相对分子量及分析其成分组成见图 7。由图 7 可

知，所提取的暗纹东方鲀精巢组织中的抗菌活性蛋白

组分由 2 个条带组成，主体成分相对分子量在 17~  
25 kDa 之间。经计算，暗纹东方鲀鱼精蛋白 2 条区带

的相对迁移率(Rf)分别为 0.7814 和 0.8772。以标准蛋

白分子量的对数为纵坐标，相对迁移率(Rf)为横坐标，

进行直线回归分析(图 8)，回归系数 R2=0.9934，回归

方程为 Y=–1.1073X+2.2321。暗纹东方鲀鱼精蛋白的

分子量分别为 23.27 和 18.23 kDa。在相关鱼类精巢抗

菌活性蛋白的研究中，此抗菌活性蛋白的相对分子质

量大于徐明生等(2004)测得鲤鱼(Cyprinus carpio)抗 
 

 
 

图 7  暗纹东方鲀鱼精蛋白 Tricine-SDS-PAEG 电泳 
Fig.7  T. obscurus protamine  

Tricine-SDS-PAEG electrophoresis 

M：预染蛋白 Marker；A：暗纹东方鲀鱼精蛋白 
M: Pre-stained protein marker; A: T. obscurus protamine 

 

 
 

图 8  相对分子质量标准曲线 
Fig.8  Standard curve of the molecular weight 

菌鱼精蛋白纯品的分子量(15.32 kDa)。本研究提取的暗

纹东方鲀粗鱼精蛋白有 2 个条带，分析其原因主要有

2 点，一是样品中含有其他杂蛋白，二是该蛋白质分子

具有几个亚基。也有研究表明，鱼类精巢抗菌活性蛋白

组分并不单一，它是由互相类似的数种成分组成。 

2.5  暗纹东方鲀鱼精蛋白的氨基酸组成 

暗纹东方鲀鱼精蛋白的氨基酸组成见表 5，从  
表 5 中可以看出，丙氨酸和精氨酸是是该鱼精蛋白的

主要氨基酸，相对含量分别为 17.39%和 31.40%，约

占总氨基酸的 50%。这与刘红玉等(2007)研究的大马

哈鱼(Oncorhynchus keta)的氨基酸组成较为类似，均

含有较高的精氨酸。碱性氨基酸(精氨酸、赖氨酸和

组氨酸 )占 31.87%，与鲢鱼 (Hypophthalmichthys 
molitrix)中碱性氨基酸含量相近(谢俊杰等, 2001)。但

与俞加林(1994)文中提到的精氨酸占 2/3 以上的结果

有明显差别。分析其原因可能是随着时间的延长，人

工养殖的河鲀由于食物、地理位置和环境等差异，导 
 

表 5  暗纹东方鲀鱼精蛋白氨基酸组成分析 
Tab.5  Amino acid composition analysis of  

T. obscurus protamine 

氨基酸种类 
Amino acid type 

含量 
Content 

(g/100 g) 

相对含量
Relative 
content 

天冬氨酸 Asp 3.07 4.84 
苏氨酸 Thr* 3.07 4.84 
丝氨酸 Ser 3.56 5.61 

谷氨酸 Glu 3.01 4.75 

甘氨酸 Gly 3.93 6.70 

丙氨酸 Ala 11.03 17.39 
缬氨酸 Val* 3.72 5.86 

甲硫氨酸 Met* 0.34 0.54 
异亮氨酸 Ile* 2.23 3.52 

亮氨酸 Leu* 3.98 6.27 

酪氨酸 Tyr 1.56 2.46 
苯丙氨酸 Phe* 1.51 2.38 
赖氨酸 Lys* – – 
组氨酸 His 0.3 0.47 
精氨酸 Arg 19.92 31.40 
脯氨酸 Pro 2.24 3.53 

半胱氨酸 Cys – – 
总氨基酸量 
Total amino acid amount 

63.43 100.00 

总必需氨基酸量 
Total essential amino acid amount 

14.85 23.41 

*：必需氨基酸；–：未检测到 
*: Essential amino acid; – : Not detected 
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致目前河鲀精巢的氨基酸组成与过去有所差异。根

据氨基酸的组成和种类，可将鱼精蛋白分为 3 类，

分别是单鱼精蛋白、双鱼精蛋白和三鱼精蛋白。因

暗纹东方鲀鱼精蛋白含有精氨酸和组氨酸，所以属

于双鱼精蛋白。 

3  结论 

本研究采用硫酸提取法提取暗纹东方鲀鱼精蛋

白，通过正交实验法优化得到 佳提取工艺：硫酸浓

度为 0.2 mol/L、硫酸用量为 2.5 倍、提取次数为 2 次、

冷乙醇用量为 2.5 倍。影响暗纹东方鲀鱼精蛋白得率

的因素主次为：提取次数>硫酸用量>硫酸浓度>95%
乙醇用量。温度对暗纹东方鲀鱼精蛋白的得率影响较

小，说明暗纹东方鲀鱼精蛋白具有很好的耐热性。在

佳提取工艺条件下，暗纹东方鲀鱼精蛋白的得率

大为 3.82%。由Tricine-SDS-PAGE电泳可知，鱼精蛋

白的分子量较小，粗提法得到的鱼精蛋白经电泳后出

现 2 个条带，说明该粗鱼精蛋白杂质较少。经计算，

暗纹东方鲀鱼精蛋白的分子量分别为 23.27 和  
18.23 kDa。丙氨酸和精氨酸是是该鱼精蛋白的主要氨

基酸，相对含量分别为 17.39%和 31.40%，约占总氨

基酸的 50%。根据氨基酸的组成种类和数量来分，暗

纹东方鲀鱼精蛋白属于双鱼精蛋白。该研究为河鲀鱼

精蛋白的高效利用奠定理论基础。接下来可对该鱼精

蛋白的理化特性进一步研究。 
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Optimization of Extraction Process of Protamine from Takifugu obscurus 

ZHANG Jiayuan1,2, ZHANG Hongcai1,2, CHEN Shunsheng1,2①
 

(1. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. National Research and 
Development Branch Center for Freshwater Aquatic Products Processing Technology (Shanghai), National Experimental 

 Teaching Demonstration Center of Food Science and Engineering (Shanghai Ocean University), Shanghai  201306) 

Abstract    The fish's testis, commonly known as fish white, is often discarded as waste owing to its 
specific odor and is one of the by-products of fish processing. A basic protein, protamine, can be extracted 
from the testis of fish. Protamine has the advantages of high safety, good antibacterial performance, and 
high thermal stability. It can be used as an antibacterial ingredient in some foods in the field of food 
preservation. It has obvious antibacterial activity under alkaline conditions and is a promising 
antibacterial agent. Here, the testis of Takifugu obscurus was used as the raw material, and the protamine 
was extracted by acid extraction. The extraction coefficient was used to determine the optimal extraction 
parameters. According to the results of orthogonal test, the importance factors of the extraction of 
protamine are as follows: extraction times > sulfuric acid dosage > sulfuric acid concentration>95% 
ethanol; optimal extraction conditions are: sulfuric acid concentration 0.2 mol/L, sulfuric acid dosage is 
2.5 times, the number of extractions was 2, and the amount of 95% ethanol was 2.5 times. Under this 
condition, the extraction rate of protamine from T. obscurus was 3.82%, and the protein content was 
89.01%. According to the tricine-SDS-PAGE, the extracted crude protamine has two bands with 
molecular weights of 25 kDa and 20 kDa, respectively. Analysis of its lytic acid composition found that 
arginine and alanine content were relatively higher, accounting for 31.40% and 17.39%, respectively. This 
study is of great significance for the efficient use of testes of puffer-fish (dark-spotted oriental carp), and 
also lays a theoretical foundation for the application of stag beetle (dark-spotted oriental carp) protamine 
in the food and pharmaceutical fields. 
Key words    Takifugu obscurus; Protamine; Extraction; Process optimization 
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印尼拟松鲷肌肉营养成分分析与评价* 

宋红梅 1  屈政委 2  汪学杰 1  牟希东 1  刘  超 1   
刘  奕 1  赖明信 1  胡隐昌 1① 

(1. 农业农村部休闲渔业重点实验室  广东省现代休闲渔业工程技术研究中心   
中国水产科学研究院珠江水产研究所  广州  510380；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    为分析和评价印尼拟松鲷(Datnioides pulcher)的营养价值，采用常规方法检测印尼拟松鲷肌肉

的营养成分，并与同科经济鱼类和常见的优质淡水鱼类进行比较。结果显示，印尼拟松鲷肌肉中的水分、

粗蛋白质、粗脂肪和粗灰分含量分别为 65.6%、19.6%、7.6%和 1.3%。在肌肉中共测得 16 种氨基酸，总

含量为 18.4%，其中，包含 7 种人体必需氨基酸(EAA)，占氨基酸总量(TAA)的 36.09%；必需氨基酸指数

(EAAI)为 79.46%，符合 FAO/WHO 所规定的人体必需氨基酸的均衡模式；印尼拟松鲷第一和第二限制

性氨基酸分别是蛋氨酸和缬氨酸；特征性鲜味氨基酸(FAA)含量为 42.15%。不饱和脂肪酸共 16 种，总

量为 68.41%，其中，油酸和亚油酸分别为 23.99%和 10.56%，并且含有丰富的 DHA 和鱼油中相对缺乏

的 DPA，含量分别为 8.5%和 5.1%。研究表明，印尼拟松鲷氨基酸含量均衡丰富，不饱和脂肪酸含量高，

是兼具较高观赏价值和与食用价值于一身的可开发鱼类品种。 
关键词    印尼拟松鲷；肌肉；营养成分 
中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0021-08 

印尼拟松鲷(Datnioides pulcher)，亦称印度尼西

亚虎鱼，为鲈形目(Perciformes)、鲈亚目(Percoidei)、
松鲷科(Lobotidae)、拟松鲷属(Datnioides)的洄游性鱼

类，属拟松鲷鱼类中观赏性较高的一种。印尼拟松鲷

原产于泰国、柬埔寨和印度尼西亚等东南亚国家，与

金龙鱼(Scleropages formosus)混养非常具有观赏性。  
中国是拟松鲷属鱼的主要进口国之一，在观赏鱼

市场中其需求量缺口非常巨大，近几年，以泰国虎鱼

(Datnioides microlepis)为标榜的亚洲拟松鲷属鱼类

在中国的数量逐年增多，但价格居高不下，这主要

是因为拟松鲷属鱼类属于洄游性鱼类，且雌雄难辨，

其繁育技术和规模化生产仍然面临很多挑战，相关

基础研究薄弱，因此，加强对印尼虎鱼进行研究，

对其开发利用具有重要意义。目前，国内外对拟松鲷

鱼类的研究鲜有报道，仅有泰北细纹虎 (Datnioides 
undecimradiatus)(Wang et al, 2016a) 和粗纹泰国虎

(Datnioides microlepis)(Wang et al, 2016b)相关线粒体

测序分析以及银老虎(Datnioides polota)血细胞生化特

征(Acharya et al, 2018)相关报道，鲜有关于拟松鲷鱼类

相关基础研究。中国水产科学研究院珠江水产研究所

abc
图章
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观赏渔业研究室于 2017 年经原产地引进印尼拟松鲷，

构建了其稳定的繁育群体。目前，尚未见该鱼肌肉营

养成分和营养价值评定相关报道。本研究通过测定和

分析印尼拟松鲷肌肉的营养成分和营养品质，评估其

作为食用鱼的开发利用价值，也可为印尼拟松鲷营养

需求和配合饲料的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

供试印尼拟松鲷取自中国水产科学研究院珠江

水产研究所观赏渔业养殖基地。挑 15 尾健康无病害

的 2 龄养殖个体用于检测分析(图 1)。个体平均体长

为(21.34±1.74) cm，平均体重为(461.00±28.56) g。清

水洗净样品鱼，擦干体表水分，将 15 尾鱼随机分成    
3 份，每 5 尾鱼 1 份，去皮去鳞，取背部两侧肌肉，

在冰浴条件下混合搅碎，称取适量鲜样，将 5 尾鱼的

肌肉鲜样混合组成 1 个样本，共 3 个样本，每个样本

约 200 g，样品制备后置于–20℃冰箱保存待测。测量

时，将样品真空冷冻干燥至恒重，研磨混匀，再将样

品分为 2 份，分别进行一般营养成分、氨基酸和脂肪

酸组成的测定。 
 

 
 

图 1  印尼拟松鲷侧面图 
Fig.1  The model of D. pulcher 

 

1.2  测定方法 

1.2.1  常规营养成分的测定    肌肉中水分含量的

测定采用 GB5009.3-2016 的 105℃烘干法；粗蛋白质

含量的测定采用 GB5009.5-2016 的凯氏定氮法；粗脂

肪的测定采用 GB/T 5009.6-2016 的酸水解法，试样经

2 mol/L 盐酸水解后用无水乙醚或石油醚提取，除去

溶剂即得游离态和结合态脂肪的总含量；粗灰分的测

定采用 GB5009.4-2016 的高温灰化法。 
1.2.2  氨基酸的测定     氨基酸的测定采用 GB 
5009.124-2016 的盐酸水解法，将待测样本在水解管

内经 6 mol/L 盐酸溶液处理，混合氨基酸标准工作液

和样品测定液，分别以相同体积注入氨基酸分析仪

(日立 L-8900 型，日本)测定，以外标法通过峰面积计

算样品中水解氨基酸的浓度；色氨酸经 6 mol/L LiOH 
处理，采用液相色谱仪测定(安捷伦 1100 型，美国)。 
1.2.3  脂肪酸的测定     肌肉脂肪酸的测定采用

GB5009.168-2016 第三法，测试样品经水解–乙醚溶

液提取其中的脂肪后，在碱性条件下经过皂化和甲酯

化处理，生成脂肪酸甲酯，经气相色谱仪(Finnigan
公司 Trace MS 型，美国)分析，按峰面积归一化法计

算脂肪酸组成和百分含量，所得结果与其他经济鱼类

和淡水鱼类的营养成分测量结果进行比较。 

1.3  肌肉营养价值评价 

采用 1991 年中国预防医学科学院营养与食品卫

生研究所提出的鸡蛋蛋白模式和 1973 年联合国粮农

组织/世界卫生组织(FAO/WHO)建议的评分标准模式

(樊佳佳等, 2018; 赵婷婷等, 2015)，计算氨基酸评分
(Comprehensive evaluation in amino acids score, 
AAS)、化学评分(Chemical score, CS)和必需氨基酸指

数(Essential amino acid index, EAAI)的公式如下： 
CS=aa/AA(egg)×100 

AAS=aa/AA(FAO/WHO)×100 

EEAI 100%n a b c j
A B C J

     

式中，样品中氨基酸检测含量(%, DM)以 aa 表

示；FAO/WHO 评分标准模式中的同种氨基酸含量(%, 
DM)以 AA(FAO/WHO)表示；全鸡蛋蛋白质中的同种

氨基酸的含量(%, DM)以 AA(egg)表示；必需氨基酸

种类数以 n 表示。虎鱼肌肉中的必需氨基酸含量(%)
用 a、b、c……j 表示，鸡蛋蛋白质的必需氨基酸含

量(%)以 A、B、C……J 表示。 
F 值：支链氨基酸和芳香族氨基酸的比值，即： 

F值=(缬氨酸+亮氨酸+异亮氨酸)/(苯丙氨酸+酪氨酸)。 

1.4  数据分析 

用 SPSS 20.0 和 Excel 统计软件进行测试数据分

析，对数据进行方差分析和 Duncan’s 多重比较，用

平均值±标准差(Mean±SD)表示实验结果。 

2  结果与分析 

2.1  生化组成 

从表 1 可知，印尼拟松鲷肌肉的水分含量为

(65.61±0.58)%，蛋白含量为(19.44±0.29)%、脂肪含量

为(6.26±1.18)%、灰分含量为(1.27±0.02)%。 
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2.2  氨基酸组成 

由表 2 可见，印尼拟松鲷肌肉中共检测出 16 种

常见氨基酸，包括 7 种人体必需氨基酸(Essential 
aminoacids, EAA)、2 种半必需氨基酸、7 种非必需氨

基酸(Nonessential amino acid, NEAA)和 5 种鲜味氨基

酸酸(Delicious amino acids, DAA)。含量最高的 4 种

氨基酸依次分别为谷氨酸(3.04%)、天冬氨酸(1.79%)、 

赖氨酸(1.69%)和亮氨酸(1.42%)；组氨酸含量最低，

为 0.34%。印尼拟松鲷肌肉氨基酸总含量(TAA)为
18.72%(鲜样)，必需氨基酸总量为 6.81%，非必需氨基

酸总量的为 9.40%。印尼拟松鲷肌肉氨基酸总量高于草

鱼(Ctenopharynodon idellus) (15.52%)、养殖斑尾复虾

虎鱼(Synechogobius ommaturus) (15.59%)、红鳍笛鲷

(Lutjanus erythopterus) (13.80%) 和 短 须 裂 腹 鱼

(Schizothorax wangchiachii) (10.88%)等(表 3)。 

 
表 1  印尼拟松鲷与其他几种经济鱼类肌肉的生化组成(%, 湿重) 

Tab.1  Biochemical composition in muscle of D.pulcher and other freshwater fishes (%, Wet weight) 

种类 
Species 

水分 
Moisture(%)

粗蛋白质 
Crude protein(%)

粗脂肪 
Crude fat(%)

粗灰分 
Crude ash(%) 

文献 
Reference 

印尼拟松鲷 D. pulcher 65.61±0.58 19.44±0.29 6.26±1.18 1.27±0.02  

秀丽高原鳅 Triplophysa venusta 70.92 22.10 3.73 1.25 崔丽莉等(2016)

斑石鲷 Oplegnathus punctatus 70.50 20.20 7.80 1.30 尤宏争等(2016)

灰裂腹鱼 Schizothorax griseus  75.37±0.18 22.98±0.02 1.35±0.03 1.43±0.11 王思宇等(2018)

黄颡鱼 Pelteobagrus fulvidraco  76.54±1.09 17.55±0.34 4.15±0.09 1.88±0.09 邵韦涵等(2018)

尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus  79.33±0.88 16.10±1.64 0.90±0.21 1.27±0.17 谢文平等(2014)

斑尾复虾虎鱼 S. ommaturus  82.10±0.21 15.34±0.20 0.87±0.13 1.12±0.03 黄薇等(2014) 

诸氏鲻虾虎鱼 Mugilogobius chulae 79.40±0.03 17.54±0.31 0.62±0.09 2.34±0.07 李建军等(2013)

七彩神仙鱼 Symphysodon spp.  80.44±0.74 17.01±0.21 0.86±0.01 1.19±0.03 王磊等(2016) 

草鱼 C. idellus  78.40±0.57 19.95±0.35 0.50±0.16 1.45±0.07 朱冰等(2017) 

 
表 2  印尼拟松鲷肌肉氨基酸组成及含量(%, 湿重) 

Tab.2  Amino acid composition and contents in muscle of cultured D. pulcher (%, Wet matter)  

氨基酸 Amino acid 含量 Content 氨基酸 Amino acid 含量 Content 

必需氨基酸 EAA 甘氨酸 GlyΔ 1.20±0.63 

苏氨酸 Thr 0.80±0.06 丙氨酸 AlaΔ 1.27±0.10 

缬氨酸 Val 0.85±0.11 酪氨酸 TyrΔ 0.59±0.10 

蛋氨酸 Met 0.55±0.06 丝氨酸 Ser 0.74±0.03 

异亮氨酸 Ile 0.79±0.14 脯氨酸 Pro 0.77±0.42 

亮氨酸 Leu 1.42±0.22 氨基酸总和 TAA 18.72±0.18 

苯丙氨酸 Phe 0.72±0.10 必需氨基酸总量 EAA 6.81±0.14 

赖氨酸 Lys 1.69±0.28 半必需氨基酸总量 HEAA 1.52±0.06 

半必需氨基酸 HEAA 非必需氨基酸总量 NEAA 9.40±0.26 

组氨酸 His 0.34±0.03 鲜味氨基酸总量 DAA 7.89±0.31 

精氨酸 Arg 1.18±0.09 TEAA/TAA(%) 38.25 

非必需氨基酸 NEAA DAA/TAA(%) 42.15 

天冬氨酸 AspΔ 1.79±0.16 TEAA/TNEAA 76.17 

谷氨酸 AlaΔ 3.04±0.36 EAAI 79.46 
Δ 为鲜味氨基酸 
Δ: Delicious amino acids 
 



180 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

表 3  虎鱼与其他几种经济鱼类肌肉的氨基酸含量比较(%, 湿重) 
Tab.3  Comparison of amino acid composition in muscle of D. pulcher and other freshwater fishes (%, Wet matter) 

种类 
Species 

氨基酸总量
TAA 

必需氨基酸 
EAA 

鲜味氨基酸 
FAA 

文献 
Reference  

印尼拟松鲷 D. pulcher 18.72 6.81 7.89  

草鱼 C. idellus  15.52 5.35 6.41 朱冰等(2017) 
斑尾复虾虎鱼 S. ommaturus  15.59 5.87 5.95 黄薇等(2014) 

红鳍笛鲷 L. erythopterus  13.80 5.90 5.19 陈涛等(2016) 
黄条  Seriola aureovittata  17.83 7.72 5.75 柳学周等(2017) 

刀鲚 Coilia ectenes  17.42 6.47 / 唐雪等(2011) 
短须裂腹鱼 S. wangchiachii  10.88 5.05 4.35 王崇等(2017) 

 

2.3  营养品质评价 

EAA 的 AAS 和 CS 是衡量食物营养价值的重要

指标，将表 2 中数据换算成每克氮中含氨基酸毫克数

[(氨基酸含量(mg/g N)=鱼肉中氨基酸含量(%, DM)×
10×6.25/肌肉中蛋白质含量 (%,  DM)]后 (唐雪等 , 
2011)，与 FAO/WHO 建议的氨基酸评分标准模式和

鸡蛋蛋白质的氨基酸模式进行比较，并计算出印尼拟

松鲷的 AAS、CS 和 EAAI。从表 3 可见，印尼拟松

鲷 EAA 总量高于 FAO/WHO 模式，但稍低于鸡蛋蛋

白质的氨基酸模式。印尼拟松鲷的 AAS 值均接近或

大于 1，CS 值(除蛋氨酸外)均大于 0.5，表明印尼拟 

松鲷氨基酸组成均衡。赖氨酸的氨基酸和化学评分最

高，分别为 1.60 和 1.24；蛋氨酸的评分最低，缬氨

酸次之，说明印尼拟松鲷第一和第二限制性氨基酸分

别是蛋氨酸和缬氨酸，支链氨基酸与芳香族氨基酸的

比值(F 值)为 2.11，比值较高，支链氨基酸有护肝、降

低胆固醇和抑制癌细胞等功能。由表 4 可见，印尼拟

松 鲷 的 EAAI (79.46) 高 于 布 氏 罗 非 鱼 (Tilapia 
buttikoferi) (73.43%)(赵婷婷等, 2015)、斑尾复虾虎鱼 
(70.19%)( 黄 薇 等 , 2014) 、 红 鳍 笛 鲷 ( 陈 涛 等 , 
2016)(63.96%)、草鱼(61.53%)(朱冰等, 2017)等，说明

印尼拟松鲷的氨基酸含量均衡丰富，可见其肌肉功能

必需氨基酸满足率较高，是一种优质蛋白源。 
 

表 4  虎鱼肌肉的氨基酸评分和化学评分 
Tab.4  Evaluation for amino acids score (AAS) and chemical score (CS) of D. pulcher 

必需氨基酸 
EAA 

测定含量 
Measured content 

(mg/g) 

FAO/WHO 评分 
模式规定值 

FAO/WHO protein 
scoring pattern 

全鸡蛋蛋白 
评分规定值 

Whole-egg protein 
score rating  

氨基酸评分 
AAS 

化学评分
CS 

苏氨酸 Thr 257 250 292 1.03 0.88 
缬氨酸 Val1 275 310 441 0.89 0.62 
蛋氨酸 Met2 175 220 386 0.80 0.46 

异亮氨酸 Ile 253 250 331 1.01 0.76 
亮氨酸 Leu 458 440 534 1.04 0.86 

苯丙氨酸+酪氨酸 Phe+Tyr 422 380 565 1.11 0.75 
赖氨酸 Lys 545 340 441 1.60 1.24 

       合计 Total 2386 2109 2990   
必需氨基酸指数 EAAI 79.46     

F 值 F value 2.11     

注：1 为第一限制性氨基酸；2 为第二限制性氨基酸 
Note: 1: The first limiting amino acid; 2: The second limiting amino acid 
 

2.4  脂肪酸组成及含量 

从表5印尼拟松鲷肌肉脂肪酸含量和组成可见，

检测所的脂肪酸种类较多，印尼拟松鲷肌肉富含不饱

和脂肪酸(Unsaturated fatty acid, UFA)和人体必需脂

肪酸(Essential fatty acid, EFA)，共检测出27种脂肪

酸，其中，饱和脂肪酸(Saturated fatty acid, SFA)含量

为33.79%，共11种；不饱和脂肪酸达69.34%，共    
16种，包括7种单不饱和脂肪酸(Monounsaturated fatty 
acid, MUFA)和9种多不饱和脂肪酸 (Polyunsaturated 
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fatty acids, PUFA)，含量分别为34.62%和34.72%。SFA
中棕榈酸的比例最高 (20.51%)；月桂酸的比例最低

(0.06%)；MUFA 中油酸比例最高(23.99%)，豆蔻一烯酸

比例最低(0.15%)。SFA/UFA 为48.73%，说明不饱和

脂肪酸含量高于饱和脂肪酸含量。 
 

表 5  印尼拟松鲷肌肉脂肪酸组成及含量 
Tab.5  Fatty acid composition and contents in  

muscle of D. pulcher (%) 

脂肪酸 Fatty acids 含量 Content 

饱和脂肪酸 SFA 
月桂酸 C12:0 0.06±0.01 
十三烷酸 C13:0 0.11±0.02 
豆蔻酸 C14:0 2.80±0.21 
十五烷酸 C15:0 0.96±0.14 
棕榈酸 C16:0 20.51±0.49 
十七烷酸 C17:0 1.20±0.23 
硬脂酸 C18:0 7.49±0.35 
花生酸 C20:0 0.32±0.01 
二十一烷酸 C21:0 0.19±0.01 
山嵛酸 C22:0 0.15±0.01 
木焦油酸 C24:0 0.20±0.04 

单不饱和脂肪酸 MUFA 
豆蔻一烯酸 C14:1 0.15±0.02 
棕榈一烯酸 C16:1 6.48±0.64 
十七烷一烯酸 C17:1 0.95±0.13 
油酸 C18:1 23.99±0.71 
花生一烯酸 C20:1 1.42±0.14 
二十四碳一烯酸 C24:1 1.40±0.23 
芥酸 C22:1 0.23±0.06 

多不饱和脂肪酸 PUFA 
亚油酸 C18:2 10.56±1.45 
花生二烯酸 C20:2 0.68±0.05 
亚麻酸 C18:3 3.91±0.21 
花生三烯酸 C20:3 0.94±0.14 
十八碳四烯酸 C18:4 0.50±0.07 
ARA C20:4 3.47±0.14 
EPA C20:5 1.06±0.04 
DPA C22:5 5.10±0.98 
DHA C22:6 8.50±0.51 

饱和脂肪酸 SFA 33.79 
单不饱和脂肪酸 MUFA 34.62 
多不饱和脂肪酸 PUFA 34.72 
不饱和脂肪酸总量 Total UFA  69.34 

饱和脂肪酸总和/不饱和脂肪 
酸总和 SFA/UFA 

48.73 

 

3  讨论 

3.1  一般营养成分评价 

从营养角度看，食品中干物质的相对含量越高，其

总营养成分的含量就越高。鱼肉中的蛋白质和脂肪含

量是评价其营养价值的重要指标。印尼拟松鲷的肌肉

粗蛋白含量为 19.44%，含量高于草鱼(15.10%)(朱冰

等, 2017)、鳙鱼(Aristichthys nobilis)(15.3%)(周朝伟等, 
2018)、乌鳢(Channaargus)(11.58)(周朝伟等, 2018)和
短须裂腹鱼(14.24%)(王崇等 , 2017)；粗脂肪含量为

6.26%，明显高于秀丽高原鳅(3.73%)、尼罗罗非鱼

(1.75%)(赵婷婷等 , 2015)、草鱼 (0.62%)(赵婷婷等 , 
2015)、七彩神仙鱼(0.86%)(王磊等, 2016)、斑尾复虾

虎 鱼 (0.87%)( 黄 薇 等 , 2014) 和 诸 氏 鲻 虾 虎 鱼

(0.62%)(李建军等 , 2013)等，而与黄颡鱼 (5.24%)   
(邵韦涵等, 2018)和斑石鲷(7.80%)(尤宏争等, 2016)相
近。鱼类肌肉脂肪含量达到 3.5%~4.5%时，鱼肉才有

较好的适口性，印尼拟松鲷肌肉脂肪含量高，使其在

肉质的口感方面具有优势，也预示其肌肉比能值较

大，研究表明，印尼拟松鲷是一种蛋白质和脂肪含量

非常丰富的淡水经济鱼类。 
印尼拟松鲷肌肉中氨基酸总含量(TAA)为 18.72% 

(鲜样 )，高于养殖斑尾复虾虎鱼 (15.59%)(黄薇等 , 
2014)、草鱼(15.52%)(朱冰等, 2017)、红鳍笛鲷(13.8%) 
(陈涛等, 2016; 王崇等, 2017)和短须裂腹鱼(10.88%)   
(王崇等, 2017)等。从氨基酸组成上看，印尼拟松鲷

肌肉氨基酸中含量最高的为谷氨酸，这一组成特点与

布氏罗非鱼(赵婷婷等 , 2015)、黄斑蓝子鱼(Siganus 
oramin)(庄平等, 2008)和江鳕鱼(Lota lota)(徐革锋等, 
2013)等鱼类分析结果一致。谷氨酸不仅是具有成味 
作用的鲜味氨基酸，也参与了多种生理活性物质合成

(徐革锋等, 2013)；印尼拟松鲷肌肉中共有 5 种鲜味

氨基酸，包括谷氨酸、天冬氨酸、甘氨酸、丙氨酸和

酪氨酸，是决定肌肉鲜美程度的主要因素，其中，甘

氨酸和丙氨酸是呈现甘味的特征氨基酸，鲜味氨基酸

在肌肉中的总含量为 7.89%，鲜味氨基酸占氨基酸总

量的 42.15%，含量高于养殖斑尾复虾虎鱼(38.14%) 
(黄薇等, 2014)、红鳍笛鲷(37.6%) (陈涛等, 2016)、黄条

(32.20%)(柳学周等 , 2017)、布氏罗非鱼 (32.13%)  
(赵婷婷等, 2015)等鱼类；根据 FAO/WHO 的理想模

式，质量较好的蛋白质的氨基酸组成的 EAA/TAA 为

40%左右，EAA/NEAA 则在 60%以上。本研究中，印

尼拟松鲷肌肉中必需氨基酸占氨基酸总量(EAA/TAA)
的值为38.25%，必需氨基酸与非必需氨基酸(EAA/NEAA)
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的比值为 76.17%，均符合指标要求，氨基酸平衡效

果较好。从氨基酸含量来看，印尼拟松鲷肌肉中 EAA
含量为 6.81%，高于斑尾复虾虎鱼(5.87%)(黄薇等, 2014)
和红鳍笛鲷(5.9%)(陈涛等, 2016)；同时，EAAI(79.46)
也高于布氏罗非鱼(73.43%)(赵婷婷等, 2015)、养殖斑

尾复虾虎鱼(70.19%)(黄薇等, 2014)、红鳍笛鲷(63.96%) 
(陈涛等, 2016)、草鱼(61.53%)(朱冰等, 2017)和鲫鱼

(Carassius auratus)(58.22%)(赵婷婷等, 2015)等，可

见，印尼拟松鲷肌肉氨基酸组成达到指标要求，属于

优质蛋白质。 

3.2  脂肪酸和氨基酸营养价值评价 

脂肪酸是维持细胞的正常生理功能所不可或缺

的营养物质，在人体中具有酯化胆固醇、降低血液黏

稠度及提高脑细胞活性等生理功能。印尼拟松鲷的

UFA 总含量为 69.34%，高于尼罗罗非鱼、布氏罗非

鱼(赵婷婷等, 2015)、草鱼、短须裂腹鱼(王崇等, 2017)
和诸氏鲻虾虎鱼(李建军等, 2013)等经济鱼类，其中，

油酸和亚油酸含量较高，分别为 23.99%和 10.56%，

远高于短须裂腹鱼和布氏罗非鱼等经济鱼类(赵婷婷

等, 2015; 王崇等, 2017)。油酸能够显著降低血液中的

总胆固醇和有害胆固醇，降低低密度脂蛋白(LDL-C)
水平以及冠状心脏病的发生几率(徐善良等, 2012)。
亚油酸可在体内衍生为花生四烯酸(C20∶4)，显著降

低血液中的胆固醇含量，有效改善血液循环，抑制动

脉粥样硬化，预防心血管疾病的发生 (赵婷婷等 , 
2015)。PUFA 具有明显的降血脂、降血压和抗肿瘤等

功效，在促进神经系统视觉系统的发育，防治心血管

疾病、抗癌和抗炎等方面具有积极作用(赵亭亭等 , 
2018; 贡艺等, 2018)。此外，高含量 PUFA 可显著增

加鲜香味，并在一定程度上显示肌肉的多汁性(徐革

锋等, 2013)，印尼拟松鲷的 PUFA 总量为 34.72%，高

于短须裂腹鱼 (20.12%)(柳学周等 , 2017; 王崇等 , 
2017)、黄条 (26.14%)和黄斑蓝子鱼(28.28%)(庄平

等 , 2008)。DPA 和 DHA 属于 PUFA，印尼拟松鲷的

DPA 和 DHA 含量分别为 5.1%和 8.5%，也远高于短

须裂腹鱼和布氏罗非鱼等经济鱼类(赵婷婷等, 2015; 
王崇等, 2017)，脂肪酸含量配比说明印尼拟松鲷是一

种健康的膳食鱼类。 
饲料蛋白质的氨基酸组成有着和机体自身氨基

酸组成特征相似的特征，因此，可依据鱼类肌肉营养

成分的特征分析，推算其对饲料营养成分的需要量  
(邴旭文等, 2006)，如通过报道鲤肌肉蛋白质中所需

氨基酸含量来推算其必需氨基酸需求量等 (Ogino, 
1980) 。目前，印尼拟松鲷养殖主要以健康的鲮

(Cirrhinus molitorella) 和 麦 瑞 加 拉 野 鲮 (Cirrhinus 
mrigala)为主要饵料，以新鲜小河虾(Macrobranchium 
nipponense)和食蚊鱼(Gambusia affinis)作为健康苗种

为补充饵料，尚没有符合该鱼营养特征的专用配合饲

料。根据本研究对印尼拟松鲷营养特征的研究，可推

测该鱼对必需氨基酸的需求水平，为鱼类配合饲料中

氨基酸的平衡模式提供数据基础。 
研究表明，印尼拟松鲷肌肉中的蛋白质含量较高，

必需氨基酸和鲜味氨基酸含量丰富，氨基酸种类齐

全，是一种高质量的鱼类蛋白源。根据 AAS 和 CA 分

值，可见印尼拟松鲷的第一和第二限制性氨基酸为蛋

氨酸和缬氨酸。此外，印尼拟松鲷肌肉脂肪含量较高，

口感鲜度和营养价值俱佳，是兼具较高观赏价值和食

用价值的可开发鱼类品种，今后可开展印尼拟松鲷的

全人工繁育及养殖技术研发。 
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Analysis and Assessment for Nutritional Components  
of the Muscle of Datnioides pulcher 

SONG Hongmei1, QU Zhengwei2, WANG Xuejie1, MU Xidong1,  
LIU Chao1, LIU Yi1, LAI Mingxin1, HU Yinchang1①

 
(1. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Recreational Fisheries, 

Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangdong Modern Leisure Fisheries Engineering Technology Center, 
Guangzhou  510380; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    To analyze and conduct a scientific evaluation of nutritional value of Datnioides pulcher, 
the common nutrient components, amino acid composition, and acid composition in muscle of D. pulcher 
were determined on the basis of conventional nutritional components analysis. Then comparison was 
made between the fish and some economic fishes from the same family and other freshwater fishes with 
common quality. The results showed that the content of moisture, crude protein, crude fat, and crude ash 
in the fresh muscle of D. pulcher was 65.6%, 19.6%, 7.6%, and 1.3%, respectively. Sixteen kinds of 
amino acids of D. pulcher were found in dry muscle, of which seven were essential amino acids (EAA). 
In dry muscle, the total amino acid (TAA) content was 18.72%, the content was 6.81%, and the ratio of 
EAA to TAA was 36.09%. The essential amino acid index (EAAI) was 79.46%, which met the 
high-quality protein standard established by the Food and Agriculture Organization and Word Health 
Organization (FAO/WHO). According to the amino acids score (AAS) and chemical score (CS), the first 
and second limiting amino acids were Val and Met, respectively, and the EAAI of D. pulcher was 79.46. 
The flavor amino acid (FAA) content was 42.15%. There were 16 kinds of unsaturated fatty acids (UFA), 
which accounted for 68.41% of muscle, among which oleic acid and linoleic acid, with richness in 
docosahexaenoic acid (DHA) and docosapentaenoic acid (DPA), were 23.99% and 10.56%, respectively; 
meanwhile, DHA and DPA (relatively lacking in fish oil) contents were 8.5% and 5.1%, respectively. 
Results of the comprehensive analysis showed that the contents of amino acids and UFA in muscle of   
D. pulcher are higher, and the composition of amino acids is reasonable. Thus, D. pulcher is a 
high-quality fish with high ornamental value as well as edible value, and offers good prospects for 
exploitation and utilization. 
Key words    Datnioides pulcher; Muscle; Nutritional components 
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摘要    水生生物作为人类生活的重要组成部分，其在养殖、运输以及展示等过程中福利水平低下

现象层出不穷，寻求合适的方法来解决水生生物福利低下的问题，成为保障并提升水生生物福利的

一大重要工作。环境丰容作为一项能够通过对圈养动物生存环境进行优化，提升圈养动物福利水平，

使得圈养动物获得生理和心理健康，展示其自然行为的技术，成为保障和提升水生生物福利的一个

重要手段。目前，与国外相比，国内对水生生物环境丰容技术的研究还处于起步阶段，如何利用环

境丰容技术改善水生生物的生存环境，保障并提升水生生物福利水平日益成为研究热点。为此，本

文综述了环境丰容的定义、发展历程、环境丰容与动物福利的关系以及在水生生物中的 4 种主要环

境丰容技术。同时，就水生生物环境丰容技术存在的问题进行讨论并提出建议，以期为水生生物环

境丰容提供更多方案参考和理论支撑。 
关键词    环境丰容；动物福利；水生生物 
中图分类号 S953   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0022-09 

随着渔业技术的不断发展，生活水平的不断提

高，人们对水生生物的需求量逐渐增加，无论是从经

济价值、观赏价值以及教育意义层面上看，水生生物

已逐渐成为人类生活中不可或缺的一部分。然而，在

水生生物(尤其是鱼类)养殖、运输、展示等过程中，

仍然存在水生生物的福利水平低下的问题，具体体现

为存活率低下，疾病、焦虑以及刻板行为出现、侵略

行为加强等(Corcoran, 2015; Huntingford et al, 2014)，寻

求合适方法解决水生生物福利低下问题，已迫在眉睫。

环境丰容(Environmental enrichment)作为其中一项提升

圈养动物福利的技术手段，是指通过向圈养动物的生

活环境加入一定的刺激因素，改善圈养动物的生活条

件，提升圈养动物的福利，最终使圈养动物拥有正常

的 生 理 和 心 理 健 康 ， 展 示 其 自 然 行 为 的 过 程

(Swaisgood et al, 2005)。目前，环境丰容技术在哺乳

动物、鸟类及其他动物中已得到了广泛的应用，成为

现代动物园的一种新型管理方式(杨阳等, 2019; 陈旸

等, 2016; 毛杰等, 2010; 吴海丽等, 2015)。但是，与

abc
图章
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国外相比，国内对于水生生物环境丰容技术相关的研

究仍处于起步阶段。本文通过围绕环境丰容技术在国

内外水生生物中的研究进展和主要技术应用进行综

述，对环境丰容技术存在的问题进行讨论并提出建

议，以期为水生生物环境丰容提供更多方案参考和理

论基础。 

1  环境丰容 

1.1  定义 

环境丰容可以通过多种方式来定义，它通常涉及

对动物生境进行改造，对动物实施一定程度的保护，

使其身心状态免受不必要的痛苦，从而保障动物的福

利水平(Williams et al, 2008)。环境丰容通常被认为是

一种动态的工程，通过一系列的构建和改变圈养动物

的生活环境，允许动物表现出正常的行为，获得更多

的选择机会(张恩权, 2006; 田秀华等, 2007)。 

1.2  发展历程 

国际上，环境丰容这一概念的提出和应用，最早

可以追溯到人们开始将动物圈养到动物园的时期

(Mellen et al, 2001)。早在1925年，Robert Yerkes发现

为灵长类动物提供一定的运动和戏玩的设施后，其饲

养状况得到改善，让当时的群众意识到环境丰容对圈

养动物的健康生长具有重要作用，因此，Robert 
Yerkes的观点被认为是“环境丰容”概念的雏形(杜浩, 
2014)。1982年，Markowitz(1983)在美国波特兰动物

园开展环境丰容工作，成为史上开展环境丰容工作最

具影响力的人物之一。1981年，美国国会举行专门的

听证会，并于1985年完成了对动物福利行动计划案的

修订。这次修订制定了有关于狗类锻炼和灵长类心理

健康的相关制度，并将“环境丰容”概念写入草案。

1993年，美国华盛顿动物园首次举办了关于环境丰容

的学术研讨会，初步提出了环境丰容的理论框架，并

着手开展环境丰容的相关工作(Shepherdson et al, 1998)。 
目前，环境丰容及饲养驯化已经成为圈养动物日

常管理工作中不可分割的部分，也成为过去 30 多年

里动物园和水族馆所采取的主要工作措施 (Mellen  
et al, 1996)。在我国，北京动物园在 1995 年首次接触

这一概念并尝试开展对猩猩馆的环境丰容工作(李华

等 , 2005)。1996 年，成都卧龙大熊猫 (Ailuropoda 
melanoleuca)研究所也开展了环境丰容方面的相关实

验工作。2002 年，北京动物园在我国首次承办了由

中国动物园协会和华盛顿动物园联合举办的以环境

丰容为主题的研讨会，2005 年成都动物园开展了对大

熊猫环境丰容的相关工作(杨秀梅等, 2008)。2006 年，

上海动物园承办了国内第 2 次环境丰容研讨会，并对

狒狒、鸟类和马来熊(Helarctos malayanus)等动物进

行环境丰容的相关实验工作(田秀华等, 2007)。其后，

其他动物园也相继开展环境丰容的相关工作(黄潇航

等, 2018; 刘冰许等, 2016; 张轶卓, 2014)。 

1.3  环境丰容与福利 

环境丰容技术作为一项有效提升动物福利水平

的手段，应得到合理、有效的利用。尽管人们意识到

保障动物福利对动物健康的重要性，但在具体如何定

义福利水平和实施环境丰容问题上，科学家和哲学家

之间开展了大量的讨论(Williams et al, 2008)。为此，

英国农渔食品部农场动物福利委员会(Farm Animal 
Welfare Council, FAWC)(1993)颁布了关于陆生动物

的5种福利自由，经常被用作环境丰容技术设计和实

施的参考依据，主要内容为(1)拥有免受饥渴的自由；

(2)拥有免于不适的自由；(3)拥有免受疼痛、伤害或

疾病的自由；(4)拥有表达正常行为的自由；(5)拥有

免受恐惧和痛苦的自由。相应地，Mellor等(2001)针
对5项“自由”提出5项福利水平低下的表现，即(1)营养

不良；(2)环境不适；(3)出现疾病、损伤和功能障碍；

(4)行动受限；(5)出现精神和身体上痛苦。 
由于水生生物所生活环境的复杂性，为水生生物

环境丰容的设计、实现和评估带来了一定的技术难

题，但可以依据 FAWC(1993)提出的要求和 Mellor 等
(2001)的观点，以保障动物福利为基本原则，对水生

生物环境丰容技术进行提升，并进行有效评估，合理

利用环境丰容技术，切实提升水生生物福利水平。 

2  水生生物环境丰容技术研究现状 

由于人们对于水生生物的生活史、行为习惯、神

经调节等理论知识背景的了解相对匮乏，且对于水生

生物而言，尤其是对于鱼类到底能不能感知痛觉、是

否存在认知能力等问题上一直存在争议 (Corcoran, 
2015; Huntingford et al, 2014; Williams et al, 2008)。因
此，相对而言，环境丰容在水生生物中的研究进展较

慢。环境丰容技术在水生生物生长、繁殖中的应用研

究，主要开展以观赏(Ploeg, 2007; Stevens et al, 2017; 
Sullivan et al, 2015; Anderson et al, 2001)、实验(Lee  
et al, 2019; Collymore et al, 2015; Volgin et al, 2018; 
Schroeder et al, 2014; Kistler et al, 2011; Lee et al, 
2018)、增养殖或增殖放流(Braithwaite et al, 2014;  
Kihslinger et al, 2006; Brockmark et al, 2007; 
Hammenstig et al, 2014)为主要目的的水生生物环境
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丰容研究，且主要研究对象为鱼类(张宗航等, 2018)。
本文根据环境丰容技术的性质不同，在归纳前人研究

基础上将水生生物环境丰容技术划分为四大类，分别

为栖息地丰容技术、饵料丰容技术、社会丰容技术和

感官丰容技术(王志永等, 2010; 刘霞利, 2013; 赵雨梦

等, 2018)。 

2.1  栖息地丰容技术 

栖息地丰容技术，又称为生境丰容技术，是指对

水生生物的栖息地或其生境中的水流、光照、底质等

因素进行优化，减少动物的压力，增加其自然行为，

获得身心健康，以此提高水生生物福利水平的一项技

术(Swaisgood et al, 2005; 王志永等, 2010)，具体可分

为结构丰容、水流丰容和光照丰容等。目前，已有相

关的环境丰容技术在水生生物中应用，并取得一定成

效。Batzina 等(2012)探究海水再循环系统水缸中蓝

色、红棕色和绿色底质对金头鲷(Sparus aurata)的影

响，发现添加蓝色和红棕色底质可视为一种可行的环

境丰容方法。杜浩 (2014)通过对达氏鲟 (Acipenser 
dabryanus)进行水流丰容和极端光周期丰容，发现水

流丰容组达氏鲟的游泳能力得到明显提高；极端光周

期对达氏鲟的视觉发育影响显著。北京动物园仿照大

鲵(Andrias davidianus)栖息地原生环境造景，进行环

境丰容实验，极大改善了大鲵的生活质量和福利水平

(陈旸等, 2018)。 
水生生物对环境具有一定的偏好性，如金鱼

(Carassius auratus)(Sullivan et al, 2015)、斑马鱼(Danio 
rerio)(Schroeder et al, 2014; Kistler et al, 2011)等对于

水环境中添加底质、植物或其他结构的环境存在明显

的偏好。Braithwaite 等(2014)研究表明，大多数养殖

鱼类在远离自然的条件下，很可能会导致急性或慢性

胁迫，致使养殖鱼类的福利水平降低。通过结构丰容，

与对照组相比，斑马鱼的焦虑行为有所减少(Lee et al, 
2019; Collymore et al, 2015)，虹鳟 (Oncorhynchus 
mykiss)的应激后不良反应也相应减少(Pounder et al, 
2016)，大西洋鲑(Salmo salar)吃得更多，对自然捕食

的适应速度更快(Roberts et al, 2014)。且当进行简单

的空间学习任务测试时，来自复杂饲养处理的椰子深

虎鱼(Bathygobius cocosensis)的个体比在较简单的

环境(海草)和同质环境(砂基质)中饲养的个体更快地

达到学习标准(Carbia et al, 2019)。因此，通过适当的

添加底质、庇护所、植物等结构增加栖息地复杂性，

进行环境丰容，可以减少水生生物在环境中的焦虑、

不良行为，提升水生生物的环境适应性，并提高其存

活率。 

环境丰容对鱼类的“胆量”影响显著。Sneddon 
(2003)根据个体在实验水槽空白区域停留时间的长

短，对鱼类的“胆量”进行定义，停留时间越长，“胆
量”越大，反之，则“胆量”越小；且张宗航等(2018)
研究认为，鱼类行为是其 “胆量 ”的外在表现。

Castanheira 等(2017)指出，被动的、胆小的个体虽然

竞争能力较弱，但因其具有较强的行为和神经可塑

性，使其能够更好地适应复杂多变的水生环境。

Kihslinger 等(2006)研究表明，在一个简单的早期养殖

环境中，添加天然底物可以塑造幼年鲑鱼的行为和神

经表型的表达。张宗航等(2018)通过分别选用不同规

格的人工鱼礁模型和海藻模型，对增殖放流鱼种许氏

平鲉(Sebastods schlegelii)进行低水平、高水平环境丰

容，发现低水平的环境丰容能有效地增强许氏平鲉的

趋礁行为、减少幼鱼的“胆量”，在一定程度上有利于

提高增殖放流幼鱼在野外的存活率。有研究表明，在

进行环境丰容后，鳕鱼(Gadus morhua)(Salwanes et al, 
2005)、鲑鱼(Roberts et al, 2011)的“胆量”变小，在庇

护所停留的时间更长，并显示出更强的反捕食行为。

各项环境丰容技术之间并非是绝对独立的，它们相互

交叉、相互融合、相互协调，以求达到更好的丰容效

果。Brockmark 等(2010)结合栖息地丰容技术和社会

丰容技术对褐鳟(Salmo trutta)进行环境丰容，研究发

现，在自然密度下饲养的鱼苗在迷宫中找到猎物的速

度更快，且该密度养殖的幼鱼吃新型饵料的速度更

快，并表现出比在更高密度下饲养的鱼更有效的反捕

食行为；以低密度饲养的鳟鱼幼鱼在溪流中生存的可

能性是以高密度饲养幼鱼的 2 倍。 
然而，由于物种间的差异、环境丰容的方式以及

丰容水平等的不同，环境丰容可能并不能显著提升水

生生物的福利水平，甚至可能带来负面影响。通过栖

息地丰容技术和饵料丰容技术的结合，Persson 等

(2014)研究发现，庇护所的存在能使低水平饵料组的

大西洋鲑的鱼鳍受损率降低，但会对其存活率带来消

极影响。有研究发现，在进行结构丰容后，与在孵化

场典型的贫瘠环境中饲养相比，放流后的褐鳟(Watz, 
2019)在天然河流中的运动减少，虹鳟 (Lee et al, 
2008)、黄鳍结鱼(Tor putitora)(Ullah et al, 2017)的“胆
量”增大了，不利于其在野外的生存和发展。杜浩

(2014)研究发现，卵石底质养殖对达氏鲟生长表现出

明显的负面效应，达氏鲟的养殖成活率低。有研究发

现，丰容的孵化环境不会对斑马鱼的生长状况、生殖

能力以及攻击行为产生显著影响(Lee et al, 2018)，也

不会改善放流后大西洋鲑(Brockmark et al, 2007)和
虹鳟(Tatara et al, 2009)的生长或生存。Solås(2019)等
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采用结构丰容技术进行环境丰容发现，单独的结构丰

容不足以改善孵化后养殖鱼类的长期存活率，其他因

素可能会影响放流后的存活率。且有学者认为，环境

丰 容 之 所 以 能 降 低 巴 西 珠 母 丽 鱼 (Geophagus 
brasiliensis)的攻击性是由于栖息地复杂性的增加降

低了能见度，使得鱼类之间的相互作用降低(Kadry  
et al, 2010)。 

可见，采取适当的环境丰容技术在某种程度上能

够提升水生生物的福利，但仍需要根据物种的特异性

进行环境丰容设计、规划，探究适合的环境丰容手段，

调整环境丰容水平，以期更大程度地提高实验鱼的福

利水平。 

2.2  饵料丰容技术 

饵料丰容技术，则是对水生生物的食物种类、投

喂量、大小、颜色、位置、输送方式、获取的难易程

度等进行改变和优化，使得水生生物福利水平得到提

升的技术手段(Swaisgood et al, 2005; Williams et al, 
2008; 王志永等, 2010)。 

水生野外环境复杂多变，能对新型的、陌生的饵

料进行摄食，有利于水生生物在环境中的生存和发

展，这对水生生物是否能在增殖放流后适应环境，提

高存活率至关重要。通过使用生物饵料进行饵料丰

容，与人工饵料饲养组相比，生物饵料的喂养更有利

于达氏鲟在自然环境中对陌生饵料的摄食选择(杜浩, 
2014)。 

饵料丰容技术方法多样、水平各异，与其他丰容

技术的结合可能会取得更佳的效果，但也有可能与理

想效果相悖。通过饵料丰容技术和栖息地丰容技术相

结合，环境丰容组饲养的达氏鲟获得了更好的反捕食

训练效果(杜浩, 2014)，鳕鱼(Gadus morhua)获得了更

灵活的行为特征(Braithwaite et al, 2005)，大西洋鲑的

鱼鳍受损率也有所降低，但大西洋鲑在增殖放流后的

存活率有所降低(Persson et al, 2014)。 

2.3  社会丰容技术 

社会丰容，实际上可理解为增加水生生物与同物

种或非同物种之间的相互作用，调整社会条件，调动

其社会属性的过程，在实施过程中，需要考虑物种的

密度、规格、种类等问题 (Swaisgood et al, 2005; 
Williams et al, 2008; 王志永等, 2010)。 

通过调整饲养密度，改变水生生物的社会条件进

行社会丰容，能够在不同程度上改善放流后水生生物

在野外的存活率和适应能力。且在与其他丰容技术相

结合的时候，对于提高水生生物的福利水平，社会丰

容技术可能发挥着更大的作用。通过结合社会丰容技

术和栖息地丰容技术，Brockmark 等(2007)对 0 龄大

西洋鲑进行环境丰容，发现在育苗场，保持低密度和

结构丰容的鲑鱼比传统饲养的鲑鱼生长得更快。在成

熟时，保持在低密度饲养的鲑鱼比在标准密度饲养的

具有更高水平的胰岛素样生长因子Ⅰ；低密度组死亡

率低于高密度组；同时，低密度饲养的大西洋鲑的背

鳍受损程度低于标准密度。因此，Brockmark 等(2007)
研究认为，降低饲养密度可能比结构复杂性更重要，

可以应用此技术提高大西洋鲑幼鱼的放流存活率。

Brockmark 等(2010)研究发现，对褐鳟进行结构丰容

并没有取得明显的效果，认为降低饲养密度可以促进

圈养动物的行为生活技能的发展，从而增加它们对自

然生产的贡献。通过结合社会丰容和饵料丰容技术，

Hammenstig 等(2014)对适用于增殖放流的大西洋鲑

进行环境丰容，发现降低的饲养密度比降低的膳食脂

肪水平更为重要。 
除了同种间的社会作用，非同一物种间的社会丰

容技术，如“抖动鱼”(Dither fish)的使用、捕食者的引

入，对水生生物进行训练以及水生生物与人的相互作

用等社会丰容技术都能在不同程度上改善水生生物

的福利水平，达到较好的丰容效果，实现环境丰容的

目的(Williams et al, 2008; 杜浩, 2014; Brydges et al, 
2009)。有研究表明，使用“抖动鱼”进行社会丰容，

即加入体格较小鱼群作为体格更大的神经紧张的鱼

群的伴侣，能够减缓体格更大的鱼群的压力，这可能

对一个物种的多个生命阶段的社会互动和学习具有

重要作用(Williams et al, 2008)。杜浩(2014)通过引入

捕食者对达氏鲟进行反捕食训练，有效提高达氏鲟在

增殖放流后的反捕食能力；相关研究表明，通过训练

可以使得锦鲤进行较低压力捕获，并使它们习惯于处

理。也可以通过对鲨鱼、鳐等进行训练，在手术期间

缓解它们的压力，减少防御行为的出现，更容易实现

对它们的安全控制(Corcoran, 2015)；且与普通的水族

箱相比，在具备观察窗的水族箱的巨型太平洋章鱼逃

跑的次数要少得多(Anderson et al, 2001)。 

2.4  感官丰容技术 

感官丰容技术，是指通过对水生生物听觉、视觉、

嗅觉、味觉等感官给予一定的刺激，改善水生生物的

生活环境，从而提升水生生物福利水平的一种技术手

段(Swaisgood et al, 2005; Williams et al, 2008; 王志永

等, 2010)。 
通过改变饲养环境的背景、底质等颜色进行环境

丰容，对水生生物的健康发展有所帮助。Batzina 等
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(2012)通过探究海水再循环系统水缸中蓝色、红棕色

和绿色底质的存在对金头鲷的影响，发现添加蓝色和

红棕色底质可视为一种可行的环境丰容方法。基于之

前的研究(Batzina et al, 2012)，Batzina 等(2014)在不

同社会条件下(较低的 4.9 kg/m3 和较高的 9.7 kg/m3

密度)饲养金头鲷时发现，这种丰容仍然有益，且蓝

色底质能够促进金头鲷的生长发育，抑制其攻击行

为，并降低脑血清素活性。Barcellos 等(2009)在探究

颜色背景和遮蔽物可用性是否影响克林雷氏鲶

(Rhamdia quelen)中皮质醇对胁迫的反应时，发现提

升克林雷氏鲶福利水平的最佳选择是带蓝色墙壁并

提供庇护所的养殖箱。Papoutsoglou 等(2015)研究发

现，与其他声音(罗曼萨、巴赫、白噪声)相比，莫扎

特音乐的传播能够使金头鲷产生放松影响，减少焦

虑，达到最大的生长速度、体重，同时，肯定了金头

鲷听觉对音乐刺激的敏感性，并指出白噪声的存在可

能对金头鲷有特殊影响。 

3  水生生物环境丰容研究存在问题 

3.1  研究基础薄弱 

水生生物的福利水平具体体现在拥有健康的身

心和自然的行为(Swaisgood et al, 2005)，因此，水生

生物生活史、行为习惯、神经调节等理论知识背景的

研究成为水生生物环境丰容技术的基础。 
然而，目前国内外对于该方面的基础研究较为薄

弱，使得环境丰容技术、福利的定义、评估尚未有统

一的标准，对于什么才是水生生物的“自然”行为，仍

无法做出准确判断，环境丰容技术在水生生物中的研

究仍相对有限，水生生物环境丰容技术的进一步发展

面临困难 (Corcoran, 2015; Huntingford et al, 2014; 
Williams et al, 2008)。 

3.2  技术缺乏系统性、针对性 

由于现阶段对于环境丰容技术在水生生物中的

研究应用较少，相关应用仍处在初期探索阶段，仍无

法建立一套系统的水生生物环境丰容技术体系，无法

加以广泛应用。且对于已有的研究，若将其技术直接

应用，则容易缺乏针对性和特异性，导致丰容效果不佳。 

3.3  技术实施难度大 

环境丰容技术并不是有百利而无一弊的。在使用

各项环境丰容技术的时候，会发现环境丰容技术在改

善水生生物福利水平的同时，很可能会对某些物种带

来一些隐患和负面影响，如通过利用“抖动鱼”进行社会

丰容，能够减缓体格更大鱼的压力 (Williams et al, 
2008)，但“抖动鱼”也有可能引入疾病和寄生虫，面

临被捕食的风险，且多物种混养很可能使研究或实验

条件复杂化 (Williams et al, 2008; Brydges et al, 
2009)，使得因该技术的引进而产生安全、卫生、健

康等问题；同时，进行低水平的环境丰容能有效增强

许氏平鲉的趋礁行为、减少幼鱼的“胆量”，但高水平

的环境丰容很可能会产生不良影响(张宗航等, 2018)，
因而产生因物种、环境丰容技术及环境丰容水平差异

导致的丰容效果不佳等问题。研究表明，降低饲养密

度对水生生物福利水平的提高至关重要(Brockmark 
et al, 2007; Hammenstig et al, 2014; Brockmark et al, 
2010)，但对于养殖渔业而言，为追求经济效益，通

常采取集约化养殖，养殖密度较大、养殖环境较差，

若将环境技术加以应用，有可能会增加养殖成本，使

得环境丰容技术在以增养殖为目的的水生生物中的

实施难度较大。 

4  建议与展望 

基于环境丰容技术在哺乳动物、鸟类等动物中的

成功应用，作者有理由相信水生生物环境丰容技术具

有良好的前景，具有很大的发展空间。环境丰容技术

作为一项能够切实提高水生生物福利水平的技术手

段，人们可以利用其对水生生物中的经济生物、保护

生物、观赏生物开展福利提升的一系列相关实验，以

期为社会带来更大的经济、文化、社会价值。针对环

境丰容技术在水生生物应用中存在的问题，提出以下

建议： 

4.1  基础研究是推动环境丰容技术发展的基石 

人们需要提高对水生生物基本生物学知识的科

学认识和理解，加大对水生生物基础科学以及环境丰

容技术的科学实验和研究，丰富水生生物行为学、营

养学、神经学、病理学等学科内容，完善环境丰容的

技术支撑体系，建立多角度评估体系，加快水生生物

环境丰容技术的发展。 

4.2  针对不同物种开发关键技术研究 

由于提升福利水平对象的物种、生命阶段、生活

特性等存在差异，在设计、制定环境丰容方法时，需

要考虑由于物种间的差异、环境丰容的方式以及丰容

水平等的不同带来的影响，针对物种特异性，选择有

效的丰容计划，以期达到更好的丰容效果，减少水生

生物刻板行为和其他异常行为，实现水生生物福利水

平的切实保障和提高，切不可生搬硬套 (Corcoran, 
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2015; Huntingford et al, 2014; Williams et al, 2008;  
张宗航等, 2018)。 

4.3  综合开发提高推广应用效率 

单一的环境丰容技术可能效果不佳，可以考虑多

种环境丰容技术相互结合，同时，尽量避免环境丰容

技术本身带来的不良影响，如进行饵料丰容产生的疾

病、寄生虫等问题，减少在丰容技术实施过程中对水

生生物的伤害；加大对环境丰容技术和成功经验的推

广，实现环境丰容技术在更多水生生物物种中的实践

应用。同时，拓展应用领域。水生生物环境丰容技术

目前仅在小生境中应用较广，如水族馆、动物园和实

验室中，也可将该技术进行推广应用到大环境中。如

今，海洋牧场已经成为引领低碳潮流的海洋生物资源

可持续发展利用的重要载体(李波, 2012; Qin et al, 
2019; 段丁毓等, 2019; 莫宝霖等, 2017; 杨红生等, 
2019)。因此，可以利用水生生物环境丰容技术与海

洋牧场相结合，尤其是对于水生生物中的经济生物，

可以开展相应的环境丰容实验工作，如利用结构丰容

技术对一些具有趋礁习性的物种进行环境丰容，使用

人工鱼礁作为结构丰容的材料，结合增殖放流，响应

我国“蓝色粮仓”号召(方琼玟等, 2018; 杨红生, 2019; 
许强等, 2018; 段丁毓等, 2020)，在实现水生生物福利

提升的同时，为我国渔业更好的发展提供技术支持和

理论基础。 
总之，环境丰容技术的发展与水生生物福利水平

的进一步提升密切相关，进一步构建、完善水生生物

环境丰容技术体系将为我国渔业的发展带来新的契

机，有助于我国渔业实现更好、更稳健地发展。 
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Review on Environmental Enrichment for Aquatic Organisms 
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, PAN Wanni1,2, YU Gang1, ZUO Tao1, XI Shigai1, ZHU Wentao1,2, MA Hongmei1 
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Abstract    With the development of fishery technology and people's improving living standards, the 
demand for aquatic organisms has gradually increased. Whether in terms of economic value, ornamental 
value and educational significance, aquatic organisms have gradually become an indispensable part of our 
lives. However, aquatic organisms especially fish still have a low level of welfare in the process of the 
breeding, transportation and display. Finding a suitable method to solve the problems of low welfare of 
aquatic organism has become an important issue for improving aquatic organism welfare. As one of the 
technical means to improve the welfare of captive animals, environmental enrichment can increase the 
living conditions and welfare of captive animals by adding some stimulating factors to the captive 
environment, so as to make the captive animals have normal psychological and physiological health and 
show their natural behaviors. At present, compared with foreign countries, domestic researches on 
environment enrichment of aquatic organisms is still in its infancy. Using environmental enrichment 
technology to improve the living conditions, ensure and enhance the level of welfare of aquatic organisms 
has become a research hotspot. Therefore, based on the review of the research progress and application of 
environmental enrichment technology in aquatic organisms at home and abroad, this paper divided the 
environmental enrichment technology of the aquatic organisms into four categories, discussed the existing 
problems of environmental enrichment technology and put forward some suggestions, in order to provide 
more scheme reference and theoretical basis for environmental enrichment technology of aquatic 
organisms. 
Key words    Environmental enrichment; Animal welfare; Aquatic organisms 
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主要经济双壳贝类性别分化的分子机制概述* 

周丽青 1,2  赵  丹 2  吴  宙 3  吴  磊 4  杨金龙 2① 
(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  青岛  266071； 

2. 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； 
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4. 江苏海洋大学海洋生命与水产学院  连云港  222005) 

摘要    本文简要概述了主要经济双壳贝类性别分化分子机制研究进展，介绍国内外研究性别分化

和性别决定的代表性双壳贝类物种及主要研究成果，主要涉及牡蛎科 (Ostreidae)、扇贝科

(Pectinidae)、珍珠贝科(Pteriidae)等常见的经济物种，分子层面涵盖了核酸、蛋白质和激素等，通过

综述这些物种相关研究的现状，展望双壳贝类性别分化研究的发展趋势，以期加深对双壳贝类性别

分化和性腺发育的认识，为解析虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)及其他双壳贝类性别分化分子机

制研究理清思路。 
关键词    双壳贝类；性别分化；基因；分子；核酸；激素；蛋白质 
中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0023-09 

贝类繁殖机制与性别分化一直是生物学研究目

标之一，因种类繁多、方式各异，目前对软体动物繁

殖的分子机制仍知之甚少(Song et al, 2017; Zhang  
et al, 2014)。海洋软体动物，尤其双壳贝类存在雌雄

同体现象，但关于雌雄同体形成及性别分化的数据，

包括性别分化和性别决定过程的分子数据，还不多见

(Teaniniuraitemoana et al, 2014)。随着分子生物学研

究技术的快速发展，研究者们围绕双壳贝类性腺发

育、繁殖特性及性别分化和性别决定开展的研究越

来越深入。结合作者目前在虾夷扇贝(Patinopecten 
yessoensis)性腺发育和性别分化开展的研究工作，本

文简要介绍牡蛎科(Ostreidae)、扇贝科(Pectinidae)、
珍珠贝科(Pteriidae)等常见的经济物种性别分化、性 

别决定和性腺发育的研究现状，重点探讨双壳贝类性

别分化研究的发展趋势，以期加深对双壳贝类性别分

化和性腺发育的认识。一般来说，有机体的性别由   
2 个因素决定：遗传因素或环境因素。sox 9、foxl 2、
Gata 型锌指蛋白 I (zglp1)、蛋白 ovo(ovo)和 dmrt 基
因参与了贝类的遗传性别决定与分化。激素用量、温

度、污染、养殖条件等因素也影响着贝类的性别决定，

有时会引起性别逆转。双壳贝类性别分化或变化的分

子机制研究综述如下。 

1  牡蛎科性腺发育与性别分化分子机制 

牡蛎(Ostreida)俗称海蛎子，是世界第一大养殖贝

abc
图章
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类。除了可食用外，牡蛎也是海洋生态系统的重要成

员，对内湾和近海水域藻华的调控有重要作用。牡蛎

种类也很多，有些牡蛎有性生殖系统比较神奇，由雌

雄异体、性别变化和偶尔的雌雄同体组成，尽管很多

研究人员已经对牡蛎进行了大量研究，但对性别决定和

分化的分子机制的认识仍然存在很多盲区，关于繁殖调

控的分子通路研究也很少。有关牡蛎性腺发育和性别分

化相关研究见表 1。 
 

表 1  牡蛎科性腺发育及性别分化过程中的分子生物学研究 
Tab.1  Reports on molecular biology research of gonad development and sex differentiation in Ostreidae 

序号 No. 种类 Species 主要研究内容 Major research 参考文献 Reference 

1 Crassostrea gigas 采用高效液相色谱仪(HPLC)测定长牡蛎性腺中性激素含量。性

腺中可以合成雌性激素，其水平随生殖周期的变化而变化，在配

子的发育过程中起作用 

Matsumoto 等(1997) 

2 Crassostrea gigas 根据脊椎动物(神经)肽受体共有序列通过 RT-PCR 克隆长牡蛎受

体基因(Cg-GnRH-R)。定量 PCR 显示生殖周期中 Cg-GnRH-R 在

雄性和雌性性腺中均有特异性表达，首次证明 GnRH 受体同源物

可能参与原口无脊椎动物的生殖控制 

Rodet 等(2005) 

3 Crassostrea gigas 观察鉴定到长牡蛎中 1 个 GnRH-R mRNA 前体，通过可变剪接

产生 2 个同源异型的促性腺激素释放激素受体产物，一个是

Cg-GnRH-R，另一个是(Cg-GnRH-RII -L/Cg-GnRH-RII-S)，还包

括一个短受体(Cg-GnRH-R- TF)。这 2 个同源异型的促性腺激素

释放激素受体都具有配体特异性 

Rodet 等(2008) 

4 Crassostrea gigas 鉴定 Cg-dml(Cg-dmrt like)，实时定量 PCR 反应和原位杂交结果

表明，Cg-dml 在两性中均有表达，在成年配子发生周期结束时，

雄性中的表达明显高于雌性，Cg-dml 可能参与了性腺的发育 

Naimi 等(2009) 

5 Crassostrea gagia 荧光定量 PCR 和原位杂交显示，Cg-Foxl2 在雌、雄配子发生周

期中表达增加，但在雌性性腺中的表达量显著增加早于雄性，这

种增加对应于卵黄发生期；在 1~1.5 月龄稚贝中，Cg-DMl(雄性

性腺分化潜在因素)和 Oyvlg(vasa-like 基因)表达高峰和 Cg-Foxl2
表达显著下降，与性原细胞分化为生殖干细胞的第一次性别形成

相对应 

Naimi 等(2009) 

6 Crassostrea gigas 设计针对牡蛎 Oyvlg 的 dsRNA，在体内将 oyvl-dsRNA 注射到性

腺中，引起生殖细胞增殖不足和整个性腺过早阻止减数分裂的基

因敲除表型。证明 Oyvlg 对牡蛎生殖细胞发育具有重要意义。 

Fabioux 等(2009) 

7 Crassostrea gigas 采用免疫检测和增殖细胞核抗原(PCNA)表达法和实时定量 PCR
检测 PCNA 基因在整个性腺区的表达，并与激光显微切割保存的

性腺组织进行比较。PCNA 基因在雄性中的表达高于雌性，与精

子发生密切相关 

Franco 等(2010) 

8 Crassostrea gigas 通过采用抗体阻止长牡蛎性腺中 TGF-β 蛋白的成熟会使性腺萎

缩，说明成熟的 TGF-β 能激活牡蛎生殖细胞正常发育 
Corporeau 等(2011) 

9 Crassostrea gigas 通过定向特异性 RT-PCR、实时定量 PCR 和原位杂交技术分析

Cg-Foxl2 mRNA 在成贝性腺中的表达情况，认为 Cg-Foxl2 是导

致既有雌雄异体又有雌雄同体的雌性性腺分化最保守的早期级

联表达的基因之一 

Santerre 等(2012) 

10 Crassostrea gigas 采用研发的一种含有 31918 种寡聚核苷酸序列的微阵列确定可

变雌雄同体牡蛎性腺发育早中期性别分化的潜在标志物，鉴定出

特异性表达基因。 

Dheilly 等(2012) 

11 Crassostrea gigas 利用 RNA 干扰技术研究发现，牡蛎性腺转化生长因子

β(og-TGFβ)在牡蛎生殖细胞发育过程中起着重要的作用 
Huvet 等(2012) 
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序号 No. 种类 Species 主要研究内容 Major research 参考文献 Reference 

12 Crassostrea gigas 克隆了长牡蛎 GnRH 样肽前体的 cDNA 转录本，比较二者与其

他无脊椎动物和脊椎动物的未加工的和成熟的氨基酸序列，确定

了它们的表达位点和生物活性 

Treen 等(2012) 

13 Crassostrea gigas 研究腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)亚基的 mRNA 在配子发生过

程中的表达，发现雌雄同体牡蛎在繁殖过程中表现出较高的能量

分配 

Guévélou 等(2013) 

14 Crassostrea gigas 不同温度条件下，Cg-DMl、Cg-SoxE、Cg-β-catenin、Cg-Foxl2/Cg- 
Foxl2os 等基因和生殖细胞标志物 Oyvlg 的 mRNA 表达结果证实

牡蛎性别决定时间和控制的分子级联假设，认为温度影响着牡蛎

的性别决定，提出混合性别决定系统(GSD+TSD) 

Santerre 等(2013) 

15 Crassostrea gigas 研究了 SoxE 和 β-catenin 的同源序列，推测这些基因可能都参与

牡蛎早期性别的分化以及性别决定 
Santerre 等(2014) 

16 Crassostrea gigas 基于性腺转录组序列，分析鉴定牡蛎中关键的性别决定基因

(SoxH 或 Sry-like 和 Foxl2)及新同源物。CgSoxH 可能是一个新的

主要的雄性性腺决定调节因子，直接或间接地与促进雄性性腺的

CgDsx 和促进雌性性腺的 CgFoxl2 相互作用 

Zhang 等(2014) 

17 Crassostrea gigas 采用 RNA 干扰技术，研究了淀粉酶在长牡蛎消化道中的作用，

观察到喂养过程中能量吸收与牡蛎配子发生之间的关系 
Huvet 等(2015) 

18 Crassostrea gigas 利用免疫组织化学技术，观察细胞色素 P450 系列 (CYP) 
CYP356A1 在早期雄性生殖细胞的表达情况，认为这种蛋白质可

能参与雄性性腺发育 

Rodrigues-Silva 等
(2015) 

19 Crassostrea gigas 以长牡蛎 F1 全同胞家系为作图群体，构建含有 120 个微卫星和

66 个 SNP 标记的长牡蛎雌雄性别连锁图谱 
仲晓晓等(2015) 

20 Crassostrea gigas 通过全基因组测序技术鉴定出 1307 个在雌性性腺中特异高度表

达基因，526 个雄性性腺中特异高度表达基因。发现 Sox9、SRY
等基因在牡蛎雄性性腺中特异表达，认为可能是决定牡蛎雄性转

变的重要调控基因 

许飞等(2016) 

21 Crassostrea gigas 运用免疫荧光观察干细胞及线粒体标记，分析 Sox2、vasa 和染

色质结合的 Ser10 磷酸化组蛋白 H3 等标记物在牡蛎早期配子发

生过程中的特征，研究性别分化 

Cavelier 等(2017) 

22 Crassostrea gigas 通过对长牡蛎基因组的分析，筛选出与繁殖相关的基因 Song 等(2017) 

23 Crassostrea gigas 使用荧光标签甲基化敏感扩增多态性技术(F-MSAP)研究牡蛎全

基因组甲基化模式。发现长牡蛎雌性和雄性性腺发育过程中甲基

化有变化 

Zhang 等(2018) 

24 Crassostrea gigas 利用加权基因相关网络分析(WGCNA)方法对不同配子发育阶段性

腺进行 RNA-seq 分析，鉴定雌、雄性腺发育相关基因模块。GO 和

KEGG 富集分析显示，与雌性性腺发育相关的基因中，神经递质相

关项显著富集，提示神经递质可能调节雌性性别分化 

Yue 等(2018) 

25 Crassostrea gigas 鉴定了长牡蛎 Cg-Nanos-like 的同源物，并研究 Nanos 在 C. gigas
配子发生和胚胎发生过程中的表达模式。Cg-Nanos-like 参与生

殖细胞的发育和卵母细胞成熟的维持 

Xu 等(2018) 

26 Crassostrea gigas 通过 RACE 技术获得牡蛎 Fem 基因 cDNA 全长序列。通过

RT-PCR 技术对牡蛎周年性腺样品进行表达分析。推测 Fem–1b
和 Fem-1c 可能参与性别决定和性别分化过程 

周祖阳等(2018) 
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序号 No. 种类 Species 主要研究内容 Major research 参考文献 Reference 

27 Crassostrea virginica
Gmelin 

利用蛋白质组学工具 Proteinchip®和 SELDI-TOF- MS 分析血淋巴蛋

白质，建立一种测定牡蛎性别和发育阶段的方法。从牡蛎血淋巴中

检测到 139 个以上的肽或蛋白质，其中，62 个与生殖活动有关 

Li 等(2010) 

28 Crassostrea virginia
Gmlin 

报道一种不需杀死亲贝、利用蛋白芯片和 SELDI-TOF-MS 技术

分析血淋巴蛋白组分来鉴定性别及发育阶段的方法 
Li 等(2011) 

29 Crassostrea angulata 采用酶联免疫吸附法研究福建牡蛎雌二醇-17β(E2)和睾酮(T)含量

的变化，获得一个编码牡蛎雌激素受体(ER)，ER 可能在牡蛎性腺

发育中起重要作用 

Ni 等(2013) 

30 Crassostrea angulata 通过雌雄性腺中调节蛋白差异分析，发现对 Zn 胁迫的应对机制

存在性别差异 
Luo 等(2017) 

31 Crassostrea 
corteziensis Hertlein 

分析牡蛎生殖周期中性腺和非生殖相关的体细胞中 9 种金属微量

元素的浓度。推测 Mn 在性腺成熟或即将排放生殖细胞的过程中可

能发挥某些作用 

Frías-Espericueta 等
(1999) 

32 Crassostrea 
brasiliana 

应用原位杂交(ISH)技术分析牡蛎中先前被 PHE 激活的 CYP2AU1
基因的组织分布。CYP2AU1 信号在不同发育时期雌性性腺中所有

卵泡细胞中均有表达，而雄性只有在精子排放前的滤泡壁细胞才

有表达 

Reis 等(2015) 

33 Crassostrea 
hongkongensis 

对香港巨牡蛎雌性和雄性性腺间差异表达的 miRNAs 进行鉴定，

靶基因在多种 KEGG 代谢途径中富集，包括 ECM 受体相互作用、

半乳糖代谢、吞噬体和 notch 信号通路等。这些通路参与性腺分

化和功能维持 

Wei 等(2019) 

34 Saccostrea 
glomerata 

通过高通量转录组和肽组分析，确定在悉尼岩牡蛎内脏神经节和

性腺的关键调节组织中表达的基因和神经肽。合成 28 种具有生

物活性的神经肽，并对其促性腺发育和产卵能力进行测定。测试

证明 APGWa 和 buccalin 促进调节性腺成熟的能力 

In 等(2016) 

 
相关文献以品种和报道时间为序排布，从表 1 可

以看出，长牡蛎(Crassostrea gigas)因为分布范围广

泛，对其性腺发育和性别分化的研究开展得最多。从

20 世纪 90 年代起，至 2008 年前后，科研人员尝试

检测性激素含量和分析促性腺激素释放激素受体

GnRH-R 基因表达情况，来阐述性腺发育或性别分化

的过程；2012~2013 年期间，也有关于长牡蛎 GnRH
样肽前体基因的表达位点和生物活性的报道，及性腺

转化生长因子 β (og-TGFβ)在牡蛎生殖过程中的作

用，又如 Ni 等(2013)用酶联免疫吸附法研究福建牡蛎

雌二醇-17β(E2)和睾酮(Testosterone, T)含量的变化，

获得一个编码牡蛎雌激素受体(ER)，认为 ER 可能在

牡蛎性腺发育中起重要作用；Naimi 等(2009)分别观

察了长牡蛎 Cg-dml、Cg-Foxl2 和 vasa-like 基因(Oyvlg)
在雌雄配子发生周期中的表达特征；同年，Fabioux 等

(2009)采用 RNA 干扰技术敲除性腺细胞中的 Oyvlg 基

因，从而证明 Oyvlg 对牡蛎生殖细胞发育具有重要意

义，开启了一系列性别分化相关基因鉴定及功能的研 

究。随着分子生物学和生物信息学分析技术的发展，

转录组、基因组、蛋白质组和代谢组等组学分析技术

和精密检测设备的研发，使进一步揭示牡蛎性腺发育

和性别分化机制终将成为可能，并明确了牡蛎性别分

化过程是个多基因参与、环境和遗传因素相互作用的

遗传通路，这些研究也为扇贝、珠母贝等其他贝类的

相关研究奠定了基础。从最早的激素含量检测分析，到

性别分化相关基因的序列及功能分析，再到组学分析，

目标只有一个，就是探讨牡蛎性别分化机制，从而实现

对牡蛎的性别和繁殖调控，有利于牡蛎的遗传改良。 

2  扇贝科性腺发育与性别分化分子机制 

栉孔扇贝(Chlamys farreri)是中国重要的水产养

殖品种，然而，频繁的大规模病害已严重影响到产业

的发展，遗传连锁图谱对栉孔扇贝的遗传改良和选择

性育种有借鉴作用。因此，研究人员构建了栉孔扇贝

性别相关 AFLP 遗传连锁图谱，其中，有 1 个性别标

记在雌性第 19 个连锁组上，重组率为 0，LOD 为 27.3，
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而对应的雄性中没有这个标记，雌性中这个特殊的标

记(P2f230)一旦得到证实，将来可以分离、克隆、测序

和转化为 Sequence characterized amplified region (SCAR)，
将其定位于染色体上作为性别决定的基因(Li et al, 
2005)。在双壳贝类雌雄间性状无明显差异、尚未见

有性染色体的报道及性别决定因子或性别决定机制

不清楚的情况下，构建分子标记高密度遗传连锁图谱

将为品种改良奠定基础，多种双壳贝类遗传连锁图谱

构建中均发现，雄性遗传连锁图谱中基因重组率要低

于雌性，说明减数分裂时，雌性基因连锁互换的频率

要高于雄性，栉孔扇贝(Wang et al, 2005)和虾夷扇贝

(Chen et al, 2012)也是如此，与 Tegillarca granosa (Liu 
et al, 2017)、长牡蛎(Li et al, 2004)和贻贝(Mytilus 
edulis) (Lallias et al, 2007)相似。 

虾夷扇贝是中国和日本重要的养殖贝类。除具有

商业价值，还因其养殖群体中一定比例的雌雄同体在

性别决定和分化机制研究中的价值而备受关注。为确

定虾夷扇贝分子性别分化的开始，筛选早期性别鉴定

的分子标记，对 5~13 月龄贝的性腺进行组织学检查，

发现 10 月龄在性腺形态上发生性别分化，8 个性别

决定或分化候选基因的性腺表达谱显示，只有 2 个基

因表现出性别二型表达，雌性性腺中含有丰富的

FOXL2，雄性性腺中含有大量 DMRT1L，研究将有

助于更好地理解双壳类性别分化的分子机制(Li et al, 
2018)。利用 Illumina 测序技术对成熟期雄性和雌性

性腺转录组文库进行配对和末端测序，通过 BlastX
与 Swiss-Prot和 NR开放数据库相比，9354 个 unigenes
与已知的独特蛋白质显著匹配。根据注释信息，至少

有 30 个与性别决定和分化相关的基因，如 Dmrt1、
Sox9、fem1 和 vasa 被筛选和鉴定(Yang et al, 2016)。
也有研究对虾夷扇贝 3 个雌性和 3 个雄性性腺的转录

组进行测序和分析，研究了先前在脊椎动物中报道的

关键性别决定基因，并推测存在于双壳类贝类中，即

FOXL2、DMRT、SOXH 和 SOXE 等。这些基因均具有

保守的功能结构域，并在性腺中被检测到，其中，

PyFOXL2 偏向雌性，PyDMRT 和 PySOXH 偏向雄性，

表明这 3 个基因可能是扇贝性别决定或分化的关键候

选基因(Li et al, 2016)。为进一步研究双壳类性别决定和

分化的分子机制提供了资料。 
许多软体动物常发生性逆转，性激素可能会参与

这一过程。在成体虾夷扇贝中，促性腺激素释放激素

和 17β-雌二醇(E2)参与了雄贝的性成熟过程。成熟

期，Foxl2 和 Tesk 分别在扇贝的雌性和雄性性腺中表

达。性逆转期，扇贝性腺器官培养时，性激素处理降

低了性逆转期大部分扇贝性腺 Tesk 的表达。然而，

在培养的成熟性腺中，无论是 E2 还是睾酮(T)作用，

Foxl2 和 Tesk 的表达都没有明显的变化，提示性激素

处理可能影响性逆转期的性腺发育 (Otani et al, 
2017)。促性腺激素释放激素(GnRH)是控制脊椎动物

生殖周期的核心，由于 GnRH 同源激素也存在于无脊

椎动物中，因此，可能在双壳贝类中的也具有共同的

祖先 GnRH 样肽。比较虾夷扇贝 GnRH 样肽前体的

cDNA 转录本与其他无脊椎动物和脊椎动物的未加

工的和成熟的氨基酸序列，确定了它的表达位点和生

物活性。用抗章鱼 GnRH 样肽免疫细胞化学证明，扇

贝神经组织中存在 GnRH 样肽，扇贝 GnRH 样肽对体

外培养的扇贝雄性性腺精原细胞分裂有促进作用，但

对体外培养的鹌鹑垂体细胞释放 LH 无促进作用

(Treen et al, 2012)。 

3  珍珠贝科性腺发育与性别分化分子机制 

珍珠贝养殖是近年来备受关注的一种集约化珍

珠生产方式，珠母贝是生产珍珠的主要生物。这吸引

了专家对珠母贝的生长和繁殖进行研究，研究的目标

是通过利用控制繁殖的育种计划生产有活力的珠母

贝种群。在许多动物中，vasa 基因同源序列常被用作

特定生殖细胞检测的分子标记。珠母贝 (Pinctada 
fucata)成熟亲贝和稚贝 vasa 基因同源序列(povlg1)原
位杂交结果表明，1 月龄幼贝中，内脏团两侧对称分

布的一团生殖细胞最初由多个细胞组成。2 月龄幼贝，

这些细胞迁移到内脏团的腹侧边缘。4 月龄幼贝，这

些细胞团沿内脏团的外围迁移，迁移过程中细胞数量

和大小不断增加。这种对未成熟生殖细胞分布和迁移

的观察，将为控制性腺发育和珍珠质量提供有用的信

息(Sano et al, 2015)。马氏珠母贝(Pinctada matensii)
是我国人工培育海水珍珠的最主要珠母贝，在其养殖

群体中，有少数雌雄同体个体，并在一定条件下出现

性转化。因此，克隆鉴定马氏珠母贝的 Dmrt 基因既

可丰富 Dmrt 基因家族的成员，探讨 Dmrt 基因在贝

类中的保守性，也为进一步克隆贝类的性别决定和分

化的候选基因及探讨贝类性别决定和分化机制提供

基础资料(于非非等, 2007)。 
采用第二代测序方法和 RNAseq 技术，对生产黑

珍珠的黑唇珠母贝(P. margaritifera)不同发育阶段的

雄性和雌性性腺标本进行了测序，在 Illumina 测序、

组装和注释之后，差异表达分析鉴定了 1993 种不同

类型性腺间差异表达的 contigs；样本聚类分析解释了

性腺基因差异表达的大部分变异；对这些 contigs 的

分析揭示了已知的编码与性别决定和/或分化有关的
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蛋白质的特异基因的存在，如雄性的 dmrt 和 fem-1 
like，雌性的 foxl2 和卵黄原蛋白特异性表达基因

pmarg-fem1-like、pmarg-dmrt 和 pmarg-foxl2，在不同

生殖阶段(性别不确定、性反转和性腺衰退)的表达谱

表明这 3 个基因可能参与了黑唇珠母贝的精卵转换。

这些为研究雌雄同体海洋软体动物的繁殖提供了一

种新的转录组学分析方法，鉴定了雄性先熟、雌雄同

体黑唇珠母贝的性别分化和潜在的性别决定基因

(Teaniniuraitemoana et al, 2014)。同样是基于 RNAseq
数据集，严格的表达分析鉴定了 1937 个在性腺组织

学分类中差异表达的 contigs；9 个候选基因被鉴定为

性别通路的标记：7 个为雌性通路，2 个为雄性通路

(Teaniniuraitemoana et al, 2015)。这些是探究该物种

和其他相关物种性别反转、性别分化和性别决定论的

有用工具。 
Pf-Dmrt4 具有 Dmrt 家族的典型特征，与 Dmrt4

簇有显著的同源性。定量 PCR 反应测定发现，配子

发生过程中性腺中的 Pf-Dmrt4 mRNA 在成熟个体中

表达量最高；经原位杂交证实，Pf-Dmrt4 在精子、精

细胞、卵母细胞和卵黄原细胞中均有表达；用 RNA
干扰技术敲除 Pf-Dmrt4，导致 mRNA 表达水平下降，

注射 Pf-Dmrt4-dsRNA 组为排放期雄性性腺，滤泡破

裂，精子释放。结果表明，P. fucata 的 Pf-Dmrt4 可能

参与雄性性腺发育，维持雄性生殖功能(Wang et al, 
2018)。采用 RACE-PCR 技术，从马氏珠母贝雄性性

腺的 SMART cDNA 中克隆了 Dmrt5 基因的全长

cDNA 序列。同源性比对显示，pmDmrt5 编码的氨基

酸序列与海胆(Strongylocentrotus purpuratus)、线虫

(Caenorhabditis elegans)、青鳉(Oryzias latipes)、斑马

鱼 (Danio rerio)、爪蟾 (Xenopus laevis)和小鼠 (Mus 
musculus)的 Dmrt5 基因的同源性并不高，但它们的

DM 结构域是高度保守的。RT-PCR 结果认为，

pmDmrt5 基因可能参与了马氏珠母贝性别发育的调

控(于非非等, 2009)。利用 RACE-PCR 技术从 SMART 
cDNA 文库中克隆到一个 Sox 基因的 cDNA 全长，通

过荧光定量 PCR 技术，对该基因在不同组织及发育

不同时期性腺中的表达情况进行分析。结果显示，马

氏珠母贝这个 Sox 基因与长牡蛎 Sox11 基因的同源性

最高，为 80%，故命名为 pmSox11；系统进化树分析

也显示，pmSox11 与长牡蛎 Sox11 基因的亲缘关系最

近。荧光定量 PCR 分析组织表达特异性及时序表达

图谱显示，pmSox11 基因可能在马氏珠母贝早期神经

系统发育和性别发育的调控方面起重要作用(于非非

等 , 2016)。利用 RACE-PCR 技术获得企鹅珍珠贝

(Pteria penguin) Dmrt2 基因 cDNA 的全长序列，通过

荧光定量 PCR 分析 Dmrt2 基因在各组织中的表达特

征，以及在早期雌性性腺、成熟期雌性性腺、早期雄

性性腺、成熟期雄性性腺和排放期雄性性腺中的表达

变化结果，推测 Dmrt2 可能与企鹅珍珠贝雄性性腺的

发育有关，可能参与了企鹅珍珠贝雄性性别分化和性

腺发育的生理过程(潘珍妮等, 2017)。同样地，企鹅

珍珠贝 Sox9 基因与黑蝶真珠蛤(P. margaritifera)和马

氏珠母贝有高度同源性(>81%)；Sox9 在企鹅珍珠贝各

组织中均有表达，在足中表达量最高(P<0.05)，雄性性

腺中其次；Sox9 在成熟期雄性性腺中检测到最大表达

量(P<0.05)，在发育早期的雄性性腺、退化期雄性性腺

和成熟期雌性性腺中表达量较低，其中，发育早期雌性

性腺表达量最低(P<0.05)(许开航等, 2018)。 

4  总结与展望 

双壳贝类常有性逆转现象，从已有的研究报道来

看，除环境因素之外，遗传物质对性别的调控作用是

主要因素，性激素可能会参与这一过程。水产养殖业

是动物性食物生产增长速度最快的领域，贝类是水产

养殖的主要对象之一，采用现代生物技术以满足人们

对水产养殖产品的数量和质量增长的需求日益迫切。

然而，主要经济贝类种类较多，且繁殖特性和性别分

化各有特点，尽管开展了大量相关研究，仍有很多未

知亟待解答。通过对虾夷扇贝雌雄 2 个性别 3 个不同

发育阶段的大样本量性腺转录组数据，进行加权基因

共表达网络分析，发现 turquoise 和 green 基因模块的

基因与雄性性状密切相关，coral1 和 black 基因模块

的基因与雌性性状密切相关，Pydmrt1 在性别决定和

性别分化中起非常重要的作用(Zhou et al, 2019)，目

前，我们正在开展 Pydmrt1、SoxH、P450-1A1-like 等

基因功能验证分析。随着转录组、基因组和蛋白质组

学分析技术的发展，使得我们能以更开阔的视野探寻

双壳贝类性别分化的分子机制，将来有望对双壳贝类

进行性别和生殖调控，培育高产、抗逆、抗病新品种

(系)贝类，保护和增殖濒危或珍稀贝类资源。 
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(1. 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; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai 

Ocean University, Shanghai  201306; 3. Marine Science and Technology College, Zhejiang Ocean University,  
Zhoushan  316000; 4. College of Marine Life and Fisheries, Jiangsu Ocean University, Lianyungang  222005) 

Abstract    In this review, we have provided an overview of the current knowledge on the different 
molecular mechanisms of sex differentiation in major economic bivalves. The representative species of 
bivalves were introduced to understand the different mechanisms of sex differentiation or sex 
determination. The review provides a brief summary of the recent discoveries on sex differentiation in 
oysters, scallops, pearl oysters, and other common economically important bivalve species. The review 
highlights the various sex differentiation-associated molecular mechanisms by focusing on the 
involvement of nucleic acids, proteins, hormones, and so on. The current research trends on sex 
differentiation in bivalves have been discussed, which may help to advance our understanding of the sex 
differentiation and gonadal development of the Yesso scallop and other bivalves.  
Key words    Bivalves; Sex differentiation; Genes; Molecule; Nucleic acid; Hormone; Protein 
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