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黄海中国对虾环境 DNA (eDNA)的 

垂直分布规律及其影响因素初探* 

钱瑭毅 1,2  王伟继 2,3  李  苗 2  单秀娟 2,3①  金显仕 2,3 
(1. 大连海洋大学水产与生命学院  大连  116036；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  山东省渔业资源与生态环境重点实验室  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    准确掌握物种分布和种群动态是渔业资源评估的基础。然而，对某些种群规模小或生活史

复杂的物种进行监测的难度很大。近年来，环境 DNA 技术快速兴起，已被广泛应用于各类物种监

测、生物多样性评估和生物量评价等领域。为了解冬季中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)越冬洄

游过程中的分布情况，2019 年 12 月在黄海中南部采集表、中、底 3 个水层水样，检测其中中国对

虾的 eDNA，并对表层沉积物进行室内实验。结果显示，中国对虾 eDNA 在自然水体中呈现特殊的

垂直分布规律：底层浓度高，表层浓度低，这一规律与中国对虾生活习性相关；表层沉积物会在外

力作用下再悬浮，并向周围释放 eDNA，对水体造成较大程度影响，本研究将采集到的表层沉积物

分为 3 个实验组，3 个实验组最大释放量分别为 1624.06、3453.34 和 1143.24 copies/L，沉积物对水

体的影响持续 1 周左右。 

关键词    环境 DNA；中国对虾；分布规律；表层沉积物；生物量评估 

中图分类号 S932.5+1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0001-09 

准确地掌握目标物种的分布信息是生物多样性

研究的必要前提之一，且对生物地理学、保护生物学

和生态学等学科领域的研究也具有重要意义(Lodge 

et al, 2012, Ficetola et al, 2008)。与陆地环境不同，受

到水深、温度、光照、压力等诸多因素限制，对水生

生物进行直接观察和识别难度很大 (Bogich et al, 

2008)，特别是某些低密度或具有独特生活史的种群

(Dejean et al, 2011)。目前，传统调查方法，例如拖网、

影像和声学调查等，通常成本高昂且会对珍稀物种造

成巨大威胁(Murphy et al, 2010)。随着分子生物学研

究的不断发展，环境 DNA (environmental DNA, eDNA)

技术的出现使得“非侵入”式资源调查和物种跟踪成

abc
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为可能(Taberlet et al, 2012)。该技术是通过采集并检

测生物体向水环境中释放的 DNA 片段来判断生物是

否存在于该水域，并进行生物量评估的一种新兴技术

(Ficetola et al, 2008; Takahara et al, 2012)。eDNA 的来

源广泛，可以是生物的表皮、黏液、粪便、尿液和生

殖细胞等 (Turner et al, 2015; Klymus et al, 2015; 

Wilcox et al, 2015)，并且只需通过少量水样的采集分

析即可满足调查目的(Thomsen et al, 2012a、b)，从而

降低采样成本，减少采样工作对环境和生物体的干

扰和破坏。eDNA 技术很大程度地弥补了传统调查方

法的不足，在物种保护和生物量评估等方面发挥重要

作用。 

已有学者对 eDNA 在河流中的扩散或降解进行

研究(Deiner et al, 2014; Jane et al, 2015; Sansom et al, 

2017)，发现水体中的 eDNA 在自然条件下易降解，

且会在环境中扩散，以短片段的形式移动到远离释放

源的位置。此外，仅依靠分析 eDNA 本身无法就其源

头及释放时间进一步溯源。然而，对于在面积、水流

及深度相比河流都更为复杂的海洋环境中，eDNA 的

分布规律及变化研究仍旧十分有限(Yamamoto et al, 

2016; O’Donnell et al, 2017)。了解 eDNA 在水体中扩

散和滞留的规律对于采样设计和空间推断(即样本所

代表的可能出现的目标生物的位置)具有重要意义

(Shogren et al, 2017)。对水体中 eDNA 变化规律的阐

释是利用其进行目标物种追踪及生物量评估的前提。

一般而言，利用 eDNA 技术对目标物种进行追踪是为

获取其准确的分布位置和种群信息。而 eDNA 在水体

中的分布受多种因素影响，包括物种分布、水流、沉

降和沉积物再悬浮等(Deiner et al, 2014; Robison et al, 

1981; Saba et al, 2012; Wotton et al, 2001; Maggi, 
2013)。这些除物种分布以外的其他因素的影响所导

致 eDNA 的杂乱分布是研究者不想看到的。如何避免

这些因素影响，从而通过 eDNA 获取有效的目标物种

信息是研究者一直以来想要解决的问题。而目前已有

研究对 eDNA 的水平分布讨论较多(Thalinger et al, 

2019)，很少涉及垂直分布的特点，或只涉及了单一

介质 (Turner et al, 2015)。本研究选用中国对虾

(Fenneropenaeus chinensis)作为目标物种，选择平均

水深较大的黄海作为研究水域，以 eDNA 垂直分布作

为主要考察要素。鉴于沉积物也会对水体中 eDNA 浓

度造成一定程度的影响(Turner et al, 2015; 魏楠等, 

2020)。将水体与沉积物的相互效应也考虑在内，希

望能更加科学合理地解释 eDNA 的分布特点。本研究

分为两部分内容：(1) 在黄海中南部海域 8 个站位的

不同水深(表、中、底)采水，研究水体中中国对虾

eDNA 的分布规律；(2) 采集表层沉积物并进行室内

实验，分析沉积物对水体的影响方式。通过本研究希

望能够了解中国对虾 eDNA 在水中的分布规律和影

响因素，更合理地设计采样工作以及更有效地将

eDNA 技术推广到其他物种的研究中。 

1  材料与方法 

1.1  采样站位 

样品来源于中国水产科学研究院黄海水产研究

所蓝海 101 号科研调查船于 2019 年 12 月 21 日在黄

海的调查。根据邓景耀等(1990)对中国对虾的研究方

法，在中国对虾越冬洄游路线上，选取 8 个站位，利

用分层采水方法在各站位分别采集表、中、底 3 个水

层水样。其中，表层水在距海面 3 m 深的位置取水，

中层水在 20 m 左右水深采水，底层水在该站位水深

于海底以上 5 m 左右位置取水(具体采样深度根据海

况及作业难度有所变动)，具体采样位置见图 1，采样

水深信息见表 1。 
 

 
 

图 1  2019 年 12 月黄海采样站位 
Fig.1  Sampling stations in the Yellow Sea in Dec. 2019 

 

1.2  目的基因及特异性引物 

选择中国对虾的线粒体细胞色素 C 氧化亚基Ⅰ
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基因 (mtDNA COⅠ )进行研究。引物参照李苗等

(2019)，其中，COI PF 与 COI PR 作为普通 PCR 引物

用来制备质粒标准品 DNA。COI DF 与 COI DR 作为

定量 PCR 引物，扩增的目的片段为普通 PCR 引物所

扩增片段的一部分。引物与探针由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成。 

 
表 1  各站位采样水深 

Tab.1  Station location and sampling depth 

站位号 
Station 

经度  
Longitude 

(°) 

纬度  
Latitude 

(°) 

水深 
Depth 

(m) 

表层 

水深  
Surface 

(m) 

中层

水深
Mid 
(m)

底层

水深 
Bottom 

(m)

8694 112.18 35.54 56 3 20 48 

8894 123.29 35.59 76 3 23 69 

10594 122.50 35.00 68 3 20 60 

10794 123.30 34.59 79 3 20 70 

12394 122.25 34.00 51 3 21 33 

12594 123.27 33.56 71 3 21 63 

13994 122.52 32.57 35 3 20 28 

14194 123.31 32.57 39 3 14 33 

 

1.3  中国对虾 eDNA 富集 

使用滤膜法对海水中 eDNA 进行富集。选取直径

为 47 mm、孔径为 0.45 μm 的玻璃纤维滤膜对 1 L 所

采水样过滤(李苗等, 2019)，每个水样取 3 个平行样

本及 3 个阴性对照，共计 75 个样本。为避免样品相

互污染，过滤完后每张滤膜用锡纸单独包裹再放入封

口袋中并做好标记，–20℃保存直到进行 DNA 提取。 

1.4  eDNA 提取 

使用试剂盒进行 eDNA 提取，具体提取方法参照

Renshaw 等(2015)并加以改进，其具体提取步骤为： 

(1)将滤膜从冰箱取出后，用剪刀去除滤膜边缘

多余部分，再剪成条状，置于 2 ml 无菌离心管中；

向离心管内加入 570 μl 的 Buffer ATL 和 60 μl 的蛋白

酶 K 溶液(20 mg/ml)，涡旋震荡，将混合液混合均匀，

在恒温水浴锅内 65℃水浴 3 h，水浴期间，每隔 15 min

轻轻颠倒混匀离心管，使其充分裂解，裂解完成后取

出并挤干剩余滤膜； 

(2)向离心管内加入 630 μl 的 Buffer AL 和 630 μl

的无水乙醇，涡旋震荡 15 s，使其混合均匀；将 2 ml  

 

表 2  本研究用到的引物与探针 
Tab.2  Primers and probes used in this study 

引物 
Primer 

引物序列  
Primer sequence (5′~3′) 

退火温度 

Annealing temperature (℃) 
片段大小
Size (bp)

COI PF TTGTAGTTACAGCCCACGCT 56.4 597 

COI PR AAATTATCCCGAAGGCGGGT 56.7  

COI DF AGGGGTAGGAACAGGATGAAC 57.7 106 

COI DR GACACCAGCTAGATGCAGCG 59.1  

Probe 5′FAM-TCAGCTAGAATTGCTCATGCCGGAGCTTCAGT-3′BHQ1 66.2 106 

 
离心管中的混合液转移到 DNeasy 离心柱中，25℃ 

8000 g 离心 1 min； 

(3)向离心柱内加入 500 μl Buffer AW1，25℃ 

8000 g 离心 1 min，再向离心柱内加入 500 μl Buffer 

AW2，25℃ 8000 g 离心 3 min； 

(4)将离心柱放入 1.5 ml 的无菌离心管中，在离

心柱中央加入 100 μl Buffer TE，25℃孵育 1 min。25℃ 

8000 g 离心 1 min； 

eDNA 提取完成后，立即使用超微量紫外分光光

度计检测其浓度及质量，若 eDNA 样品的浓度高于

250 ng/μl (实时荧光定量 PCR 试剂盒要求待测样品的

DNA 浓度低于 250 ng/μl)，则将其进行稀释。在每个

eDNA 样品内吸取 10 μl DNA 溶液，用作琼脂糖凝胶

电泳检测及 PCR 定量分析，其余 90 μl eDNA 溶液

–80 ℃保存备用。 

1.5  中国对虾 eDNA 定量分析 

所有提取的 eDNA 样品采用 BBI 生命科学有限

公司的 2×TaqMan Fast qPCR Master Mix (Low Rox)实

时荧光定量 PCR 试剂盒进行定量分析。定量 PCR 

(Quantitative PCR, qPCR)扩增的反应体系按照试剂盒

说明书要求采用 20 μl 体系(表 3)。qPCR 扩增反应程

序：94℃ 3 min；94℃ 5 s，60℃ 35 s，40 个循环。

qPCR 扩增仪器为 ABI 7500 型定量 PCR 仪，质粒标

准品 DNA 与未知浓度 eDNA 样品在每个 96 孔板均

设计 3 个 qPCR 重复，每个 96 孔板设置 3 个阴性对

照(无模板)与 3 个阳性对照(中国对虾基因组 DNA)，

质粒标准品 DNA 依次从 107 copies/μl 以 10 倍的浓度
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梯度稀释到 10 copies/μl。实验获得的所有数据采用绝

对定量法分析，每个 eDNA 样品最终的拷贝数以阳性

扩增样品的平均值为准，应用系统软件 SDS 1.4.0.25

自动计算 Ct 值，并生成标准曲线与扩增曲线。 

 
表 3  实时荧光定量 PCR 反应体系及用量 

Tab.3  Real-time fluorescence quantitative PCR  
reaction system and dosage 

反应体系  
Reaction system 

用量  
Dosage (μl) 

2×PCR 反应预混液 2×PCR Master Mix 10.0 

COI DF (10 μmol/L) 0.4 

COI DR (10 μmol/L) 0.4 

探针 Probe (10 μmol/L) 0.4 

模板 DNA Template DNA 2.0 

双蒸水 ddH2O 6.8 

 

1.6  表层沉积物释放实验设置 

选择黄海中南部的 3 个站位(8694、10594 和 13994)

采集表层沉积物(采样站位根据该海域底质类型进行

选择)。表层沉积物的采集工作在同一航次中完成，

采样时，将采泥器垂直下放至海底抓取沉积物，待采

泥器闭合后提出海面移至夹板，排出采泥器中残留海

水以避免沉积物悬浮进入水体。采样前后，采泥设备

用双蒸水冲洗 2 遍以避免样品交叉污染。样品放入无

菌封口袋，于–20℃冷库中保存，运输过程用冰块保

持温度在–10℃左右，避免样品反复冻融。2020 年 1

月 3 日样品送达实验室后立即进行实验。3 个站位的

表层沉积物分为 3 个实验组。每个实验组为 1 个 15 L

的塑料整理箱(长×宽×高：35 cm × 24 cm × 20 cm)，

内装 1000 g 沉积物样品和 10 L 人工海水。实验过程

中，所用人工海水经实验室 qPCR 检测，无中国对虾

eDNA 存在。实验启动时，分别混匀 3 个实验组，待沉

积物重新沉淀后，采集 1 L 上层水样(3 个平行样品)进

行中国对虾 eDNA 富集，滤膜用锡纸单独包装，–20℃

保存待用。取样后向整理箱中重新加入 3 L 人工海水

以保证下次取样浓度一致。每日 15:00 取样，连续进

行 1 周。所有实验组均在室内进行，室温保持在 10℃，

水温保持在 6℃并通过空气泵持续曝气。所有实验设

备均在实验前用高锰酸钾消毒，并用双蒸水冲洗。实

验结束后，对所有样品统一进行 eDNA 的提取和

qPCR 检测。室内实验中国对虾 eDNA 的富集、提取

及 qPCR 分析方法同上(1.3、1.4 和 1.5)。 

表 4  实验条件设置 
Tab.4  Setting of experimental condition  

实验组 
Experimental 

group 

表层沉积物 
Surface  

sediment (g) 

人工海水 
Artificial  

seawater (L) 

平行样本数量
Parallel  
samples 

8694 1000.00 10.00 3 

10594 1000.00 10.00 3 

13994 1000.00 10.00 3 

空白 Blank 0 10.00 3 
 

1.7  数据分析 

所有数据经标准化处理后使用 Excel 2016、R 

3.6.3 及其集成开发环境 R Studio 软件处理。 

2  结果与分析 

2.1  引物特异性验证 

2%的琼脂糖凝胶电泳检测表明，引物 COI DF/ 

DR 成功扩增了中国对虾 mtDNA COⅠ长度为 106 bp

的目的片段，电泳条带单一明亮、无杂带(图 2)，与

预期结果一致，说明所选引物特异性良好。 

2.2  中国对虾 COⅠ基因 qPCR 扩增的标准曲线 

从图 3 可以看出，本实验稀释的质粒标准品 DNA

浓度在 10~107 copies/μl 范围内具有良好的线性关系，

说明本研究建立的标准曲线能够准确地反应中国对

虾 mtDNA COⅠ基因的扩增。 

2.3  中国对虾 eDNA 分布规律 

检测结果显示，在黄海 8 个站位的表、中、底水

样中，底层 eDNA 拷贝数与表层和中层具有显著差异

(P=0.003, P=0.0009)。除个别站位外，底层水体 eDNA

拷贝数均大于表、中层水体(表 5)。8894、12394 和

14194 站位表层 eDNA 浓度大于中层，其中，14194

站位表层 eDNA 浓度最高，呈现了中国对虾 eDNA 分

布规律为表层少、底层多(图 4)。 

2.4  表层沉积物释放实验 

室内沉积物释放实验结果显示，表层沉积物在外

力作用下会向水体中释放大量中国对虾 eDNA，其

中，8694 与 10594 站位在实验第 1 天释放量最高，

分别为 1624.06 和 3453.34 copies/L，而 13994 站位在

第 2 天释放量达到最高，为 1143.24 copies/L。3 个实

验组沉积物释放的 eDNA 拷贝数与时间呈负相关关

系。均在第 7 天(2020 年 1 月 9 日)趋于稳定且保持在

较低水平(表 6 和图 5)。 
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图 2  qPCR 产物的琼脂糖凝胶凝胶电泳检测结果 
Fig.2  Detection of qPCR production by agarose gel electrophoresis 

M: DNA Marker DL 2000；–：负极；+：正极；连续 3 列泳道为同一采样站位 
M: DNA Marker DL 2000; –: Negative electrode; +: Positive electrode;  

Three rows of lanes are for the same sampling station 
 

 
 

图 3  中国对虾 mtDNA COⅠ基因 qPCR 标准曲线 
Fig.3  The standard curve of qPCR of  

F. chinensis mtDNA COⅠ gene 
 

3  讨论 

3.1  生物习性对其 eDNA 分布的影响 

本研究发现，中国对虾在垂直方向上具有显著的

分布规律。结合目标物种在不同发育阶段的生活习性

和实际环境条件，对 eDNA 浓度进行分析推测，能够

分析得到更为准确的物种分布位置和生物量情况。以 

表 5  黄海 8 个站位不同水深中国对虾 eDNA 浓度 
Tab.5  Concentrations of F. chinensis eDNA in different 

water depths at eight stations in Yellow Sea (copies/L) 

站位号
Station No.

表层  
Surface 

中层  
Mid 

底层  
Bottom 

8694 1898.74 2882.14 3465.42 

8894 1818.40 1401.69 2212.25 

10594 1616.72 2163.28 2551.10 

10794 3582.64 7267.49 9338.28 

12394 1789.86 1160.17 3054.33 

12594 2689.88 3476.83 3425.31 

13994 1415.96 1817.87 2596.97 

14194 1735.86 1130.94 1118.00 

 
往研究表明，中国对虾在越冬场主要以底栖的甲壳

类、瓣鳃类、多毛类、蛇尾类(Ophiuroidea)及小型鱼

类为食，还会摄食寄居蟹皮海绵(Suberites domumeula) 

(邓景耀等, 1990)。根据中国对虾这一摄食习性，可

以推测中国对虾在黄海越冬洄游过程中应该集中分

布于底层水体。而检测结果与这一推测相符：越冬期

中国对虾 eDNA 底层浓度相对较大。同时，粪便和外

壳作为越冬期中国对虾的主要 eDNA 来源，由于涌浪 
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图 4  黄海 8 个站位不同水深中国对虾 eDNA 浓度 
Fig.4  Concentrations of F. chinensis eDNA in different water depths at eight stations in Yellow Sea 

 
表 6  表层沉积物释放中国对虾 eDNA 浓度 

Tab.6  Variations of environmental DNA concentration of F. chinensis released from the surface substrate (copies/L) 

站位号 Station 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

8694 1624.06 1000.07 281.30 342.61 329.11 153.95 247.09 

10594 3453.34 2812.50 1283.75 1039.92 544.87 640.89 270.17 

13994 494.87 1143.24 1020.98 687.93 616.26 264.56 188.96 

 

 
 

图 5  室内实验中国对虾 eDNA 的浓度变化 
Fig.5  Variation of eDNA concentration of  

F. chinensis in laboratory experiments 

 
和沉降作用，这些物质会变成细小碎屑沉至底层水体

(Turner et al, 2015)，也会导致底层水体中国对虾

eDNA 浓度升高。此外，不同物种或同一物种在不同

发育阶段，其 eDNA 的释放速率也存在一定差异 

(Minamoto et al, 2017; Maruyama et al, 2014)。将种群

构成因素纳入到考量范围，也是提高 eDNA 技术准确

性的有效途径。 

3.2  水体浑浊度对 eDNA 分布的影响 

结果显示，中国对虾的 eDNA 在自然水体中总体

呈现底层浓度高、表层浓度低的特点，但 8894、12394

和 14194 的检测结果与其他站位存在差异。在采样过

程中发现，这 3 站的水体较为浑浊，泥沙量大，可能

是导致 eDNA 浓度反常变化的原因之一，怀疑该海域

存在垂直流，导致底部泥沙悬浮，从而对 eDNA 浓度

存在一定程度影响。具体影响方式需要开展更多实验

来验证。 

3.3  沉积物对 eDNA 分布的影响 

本研究发现，eDNA 会在水体与沉积物之间双向

移动，粪便和外壳作为中国对虾越冬期的主要 eDNA

来源，不仅会在沉降作用下进入沉积物，并且沉积物

会在外力(如垂直流、底栖生物扰动和人为干扰等)作
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用下，导致沉积物再悬浮(Turner et al, 2015)，向周围

释放 eDNA，使得底层水体 eDNA 浓度升高，从而使

测量值高于真实值。研究表明，eDNA 会在水体与沉

积物之间转移，因此，将沉积物与水体结合进行分析

更有意义(Leff et al, 1992)。相比水体，沉积物中含有

更多的 eDNA(Corinaldesi et al, 2005; Dell’Anno et al, 

2004)。其原因是：(1) 生物的粪便、外壳和脱落的组

织会在沉降作用下进入沉积物中，使沉积物中 eDNA

浓度升高(Turner et al, 2015)；(2) eDNA 可被沉积物

中的表面活性颗粒吸附，受保护而不被降解，并且这

些颗粒还会吸附核酸酶，导致酶活性降低，从而延长

eDNA 降解时间(Pietramellara et al, 2009)，使沉积物

中 eDNA 不断积累，浓度上升。以上两点说明了沉积

物在 eDNA 研究中的重要性。但大多数研究只是单独

对沉积物中的 eDNA 进行研究，鲜有研究者将沉积物

与周围环境结合看待(魏楠等, 2020)，因而沉积物对

周围环境的影响极易被忽视。本研究揭示了沉积物通

过再悬浮释放 eDNA 的方式对周围水体造成巨大影

响，如何屏蔽这一影响，减少测量误差，是接下来研

究的重点。 

3.4  再悬浮 eDNA 残留时间的区别 

室内实验发现，表层沉积物中的中国对虾 eDNA

溶解进入水体 7 d 后近乎完全降解。而这与李苗等

(2018)对中国对虾 eDNA 水中残留时间的研究结果存

在差异，其研究发现，新鲜的 eDNA 可以在水体中残

留 27 d。同时还发现，eDNA 降解时间受 eDNA 浓度

影响。eDNA 浓度较高，其降解时间较长(李苗等 , 

2020)。考虑到本研究的样本是在野外采集到的，其

浓度远比养殖场中的样品浓度小。因此，本研究中沉

积物释放的 eDNA 残留时间相对较短。另外，新鲜的

eDNA 被生物体释放进入水体时发生降解，致使片段

长度缩短，并在沉降作用下保留在沉积物中，沉积物

又在外力作用下再悬浮，导致所释放短片段 eDNA 环

境改变，加速了降解过程，因此，沉积物释放的 eDNA

仅能残留较短时间。已有研究表明，不同片段长度的

eDNA 在残留时间上具有显著差异 (Dejean et al, 

2011)。在以后的研究中，可以根据 eDNA 片段长度

的不同，对 eDNA 进行区分，选择合适的引物长度进

行 qPCR 检测，以此降低沉积物释放的干扰。 

在了解目标生物的生活习性的前提下，研究人员

进行有针对性的采样设计，可以使检测结果更加可

信。但需要对再悬浮的 eDNA 进行有效区分，以避免

测量结果的误差，从而将 eDNA 技术更好地推广到其

他水生物种的生态系统研究中。 
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A Preliminary Study on the Vertical Distribution of Fenneropenaeus chinensis 
Environmental DNA in the Yellow Sea and Its Influencing Factors 

QIAN Tangyi1,2, WANG Weiji2,3, LI Miao2, SHAN Xiujuan2,3①
, JIN Xianshi2,3 

(1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian  116036; 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, Shandong Provincial Key Laboratory of Fishery Resources and Eco-Environment, Qingdao  266071;  
3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,  

Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Accurate knowledge of species distributions and population dynamics is the basis for 
fishery resource assessments. However, it is difficult to monitor certain species with small populations or 
complex life histories. Recently, as a new monitoring technology, environmental DNA (eDNA) has been 
widely used in species monitoring, biodiversity assessments, and biomass assessments. In this study, 
eDNA technology was employed to understand the distribution of Chinese shrimp during its winter 
migration. In December 2019, we collected water samples from three water layers in the south-central 
Yellow Sea to test the eDNA of Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis. In addition, laboratory 
experiments were carried out on the surficial sediments of the seabed. First, it was found that the eDNA of 
Chinese shrimp exhibited a specific vertical distribution in the natural water, which was characterized by a 
high concentration in the bottom layer and low concentration in the surface layer. This distribution is 
related to the life habits of Chinese shrimp. Second, the surficial sediments would re-suspend and release 
eDNA to the surrounding areas under the action of external forces, causing a large impact on the water. In 
this study, the surficial sediments were divided into three experimental groups. The maximum amounts of 
eDNA released by the three experimental groups were 1624.06, 3453.34, and 1143.24 copies/L, the 
effects of which lasted for approximately a week. It is hoped that this study will assist with the eDNA 
sampling design in the future. 
Key words    Environmental DNA; Chinese shrimp; Distribution; Surficial sediment; Biomass 
assessment 
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基于碳、氮稳定同位素研究黄海及东海北部 

主要鱼类的营养级和食性* 

白怀宇 1  王玉堃 2  张廷廷 2  黄凌风 1,3①  孙  耀 2,4① 
(1. 厦门大学环境与生态学院  厦门  361102；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

3. 滨海湿地生态系统教育部重点实验室  厦门  361102； 

4. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071) 

摘要    本研究通过对 2011~2014 年间在黄海及东海北部采集的 36 种海洋鱼类进行碳、氮稳定同

位素测定，利用碳稳定同位素比值(δ13C)计算底层饵料贡献比(Bp)来确定鱼类的食性，利用氮稳定

同位素比值(δ15N)计算其营养级(TL)。结果显示，这 36 种鱼类的营养级范围为 2.75~4.34，平均值

为 3.47。其中，4 种为完全浮游生物食性，8 种为底栖生物食性，完全底栖生物食性为 12 种，混合

食性为 12 种。中(TL=3.5~4)、低(TL<3.5)营养级的种类占大多数(91.67%)，而高营养级(TL>4)种类

较少，仅为 3 种，且全部为混合食性。营养级的研究结果与 1986、1992 和 2004 年的研究对比发现，

个别种类发生了改变。如蓝点马鲛(Scomberomorus niphonius)营养级有不同程度的下降；而黄鲫

(Setipinna taty)却有不同程度的上升。食性的研究结果与 2004、2009 和 2011 年的研究对比发现，

有些种类食性发生了较大变化，如白姑鱼(Argyrosomus argentatus)；有些种类食性几乎没有变化，

如小黄鱼(Larimichthys polyactis)。 

关键词    碳、氮稳定同位素；营养级；食性 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0010-08 

稳定同位素是一种天然的示踪物质，近年来，在

海洋生物学及生态学的研究中受到越来越多的重视

(蔡德陵等, 2005; 孙明等, 2013; Ohshimo et al, 2019)。

生物体内的碳稳定同位素比值(δ13C)受其代谢活动及

摄食情况等多方面的影响，在生物体对其饵料进行同

化吸收时富集值极低，因此，可用来判断摄食者的食

物来源(张波等, 2016)。而氮稳定同位素在生物体内

富集系数较大，在消费者和其食物之间以平均 3.4‰

的差值递减，可以用来确定食物网结构或生物的营养

级(徐军等, 2010)。 

营养级(Trophic level, TL)，是指某一种生物在生

态系统的食物链中所处的营养层次(张波等, 2004)。

海洋生态系统十分复杂，具有多层次的营养级结构。

了解各种海洋生物尤其是鱼类的营养级及其食性是

现代海洋生物学的基础目标之一(蔡德陵等, 2005)。

计算营养级和食性的传统方法为胃含物分析法，即利

abc
图章
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用某一种鱼类消化道内未消化的饵料生物的物种组

成及数量确定其在食物网中的位置和食性(纪炜炜 , 

2011)。而稳定同位素能反映生物体一段时间内对食

物的吸收代谢情况，具有检测灵敏度高、不受时间和

空间限制等特点(王玉堃, 2015)。蔡德陵等(2005)通过

对黄、东海生态系统进行长期研究，基于大量渔业资

源调查数据，利用氮稳定同位素比值(δ15N)，以紫贻

贝(Mytilus edulis)作为基准生物，总结出一个适应于

黄、东海鱼类的营养级计算公式。纪炜炜等(2011)利

用碳稳定同位素比值(δ13C)计算底层饵料贡献比来确

定鱼类的食性，将其分为 3 大类：浮游动物食性、底

栖动物食性和混合食性。 

在过去几十年里，相关学者对黄海和东海渔业资

源的调查和研究从未间断(张波等, 2004; 李忠义等, 

2009)。本研究在对 2011 年后捕获的黄海和东海北部

36 种海洋鱼类进行碳、氮稳定同位素测定的基础上，

分析其营养级及食性，并与以往的研究进行对比，拟

解决以下问题：1)黄海和东海北部主要鱼类的营养级

在 2011 年后是否发生改变；2)黄海和东海北部主要

鱼类的食性是否发生变化。 

1  材料与方法 

1.1  鱼类样品的采集和处理 

实验鱼类为 2011~2014 年间中国水产科学研究

院黄海水产研究所“北斗”号渔业科学调查船于黄海

和东海北部(30~39N，120.5~126E)采集的 36 种鱼

类。采样航次分别为 2011 年秋季航次(10~11 月)和

2013、2014 年夏季航次(7~8 月)。将鱼冷冻带回实验

室后，用解剖刀去除鱼鳞及鱼皮等，取适量背部肌肉，

置于 60℃恒温鼓风干燥箱中烘干 48 h，之后使用玛

瑙研钵将肌肉组织研磨成细粉末备用。 

1.2  稳定同位素检测 

实验样品的稳定同位素分析在中国农业科学院

农业环境与可持续发展研究所农业环境稳定同位素

实验室进行，使用 Isoprime-100 稳定同位素质谱仪(德

国 Elementar 公司)进行测定，碳或氮的稳定同位素比

值以国际通用的 δ值表示，其定义为： 

δ(‰)=[(R 样品–R 标准)/R 标准]×1000 

式中， R为所测同位素的比率，为 13C/12C或
15N/14N，碳、氮同位素比值以国际通用标准物PDB和

大气氮(N2)作为标准值。每种鱼取3个个体的样品进

行测定。实验中每5个样品加测1个标准品，每10个样

品中随机选取1个样品进行2~3次重复测定，δ13C值的

分析精度为±0.1‰，δ15N值的分析精度为±0.2‰。 

1.3  鱼类营养级计算 

根据蔡德陵等(2005)的研究结果，将 δ15N 用于计

算黄、东海鱼类的营养级，其公式如下： 

TL = (δ15N 样品 – δ15N 基准)/δ15N + 1 

式中，δ15N 样品为所测样品的氮同位素比值。营养

级的氮同位素富集值δ15N=2.5 及基准值 δ15N 基准= 6.05‰

均采用蔡德陵等(2005)的结果，其研究中的基准生物

为紫贻贝。本研究未额外测定基准值。 

1.4  鱼类食性测定 

参考纪炜炜等(2013)的研究，通过计算底层饵料

贡献比测定某种鱼类的食性，其公式为： 

底层饵料贡献比(Bp)=(δ13CC–δ13CP)/(δ13CB–δ13CP) 

式中，δ13CC、δ13CP 和 δ13CB 分别代表消费者、

浮游生物饵料和底层生物饵料的碳同位素平均值，该

公式假设营养级之间碳稳定同位素富集度为 0 (Vander 

Zander et al, 2002)。 

根据底层饵料贡献比(Bp)可将水生生物的摄食

生态类型划分为 3 大类：Bp<0.25，为浮游生物食性；

Bp=0.25~0.75，为混合食性；Bp>0.75，为底栖生物

食性。此外，当 Bp<0 时，为完全意义上的浮游生物

食性；Bp>1，则为完全意义上的底栖生物食性(Vander 

Zander et al, 2002; Sherwood et al, 2005; 李忠义等, 

2009; 纪炜炜, 2011)。 

通过查阅以往的研究结果，确定黄海和东海北部

浮游生物饵料和底层生物饵料的优势类群及其碳同位

素平均值。其中，浮游生物饵料定义为粒径大于 1000 μm

的浮游动物，底层生物饵料定义为凹管鞭虾(Solenocera 

koelbeli)、哈氏仿对虾(Parapenaeopsis hardwickii)、鹰爪

虾 (Trachypenaeu scurvirostris) 和 日 本 蟳 (Charybdis 

japonica)等底栖无脊椎动物；浮游生物饵料的碳同位

素平均值取–22.09‰，底层生物饵料的碳同位素平均

值取–17.19‰(薛莹, 2005; 李忠义, 2006)。 

1.5  数据处理 

本研究对鱼类样本的碳、氮稳定同位素进行统

计，并计算出营养级和食性结果，与以往研究中黄海

及东海北部鱼类的营养级和食性分析结果进行对比，

数据处理软件为 Excel 2013。 

2  结果 

2.1  稳定同位素测定结果 

对于研究中测定的 36 种鱼类，样品中 δ13C 的范
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围为–15.40‰~–24.18‰，总跨度为 8.78‰，平均值为

(–18.60±2.24)‰；δ15N 的范围为 10.42‰~14.39‰，总

跨度为 3.97‰，平均值为(12.23±0.92)‰。稳定同位

素测定结果如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  36 种海洋鱼类的碳、氮稳定同位素比值 

(平均值±标准差) 
Fig. 1  δ13C and δ15N values of 36 species of  

marine fishes (Mean±SD) 
 

2.2  鱼类营养级分析结果 

根据实验测定的 δ15N 计算得到本研究中的 36 种

海洋鱼类的营养级，结果如表 1 所示，其营养级范围

为 2.75~4.34，总跨度为 1.59，平均值为 3.47。其中，

(Miichthys miiuy) 的营养级最低，黄姑鱼 (Nibea 

albiflora)的营养级最高。 

2.3  鱼类底层饵料贡献比和食性测定结果 

计算获得的底层饵料贡献比(Bp)值，其范围为

–0.43~1.37，总跨度为 1.80，其中，斑 (Konosirus 

punctatus)的 Bp 值最小，黑姑鱼(Atrobucca nibe)的 Bp

值最大。根据底层饵料贡献比值可判定，本研究分析

的 36 种海洋鱼类中，有 4 种为完全浮游生物食性，   

8 种为底栖生物食性(非完全意义上的)，混合食性为

12 种，完全底栖生物食性为 12 种(表 2)。本研究未见

其他食性的鱼类。 

2.4  营养级分组的食性统计结果 

参考张波等(2015)的研究，将本研究中的 36 种海 

洋鱼类依据营养级不同分为 3 组，分别为低营养级组

(TL<3.50)、中营养级组 (TL=3.5~4)和高营养级组

(TL>4)，并对不同食性的鱼种数进行统计(图 2)发现，

中、低营养级组的鱼类占绝大多数，高营养级组的鱼

类所占比例较少(8.33%)，且都是混合食性。中营养

级组不同食性的鱼种数呈现明显的梯度变化，其中有

一半为完全底栖食性。低营养级组所占比例较大

(52.78%)，以混合食性和完全底栖食性为主。 

 
表 1  黄海及东海北部 36 种海洋鱼类营养级谱及对比 

Tab. 1  Trophic levels of 36 marine fishes in Yellow Sea and northern East China Sea 

氮同位素法 Analysis of δ15N 胃含物分析法 Analysis of stomach content 
鱼的种类 

Fish species 本研究 
This study 

蔡德陵等 
(2005) 

邓景耀等 
(1986) 

韦晟等 
(1992) 

张波等 
(2004) 

 Miichthys miiuy 2.75 3.58 3.40 3.40 4.34 

斑  Konosirus punctatus 2.81  – 2.00 3.22 

银鲳 Pampus argenteus 2.82 2.48 – 2.20 3.12 

绿鳍鱼 Chelidonichthys kumu 2.86 2.35 – 2.80 4.10 

黑姑鱼 Atrobucca nibe 3.11 – – – – 

玉筋鱼 Ammodytes personatus 3.14 2.55 – 2.30 – 

日本鲭 Scomber japonicus 3.15 – – – – 

鳓 Ilisha elongata 3.21 – – – – 

褐牙鲆 Paralichthys olivaceus 3.23 – – – – 

黄鲫 Setipinna taty 3.28 2.99 2.40 2.20 3.22 

小黄鱼 Larimichthys polyactis 3.30 2.70 3.10 2.70 3.7 

棘头梅童鱼 Collichthys lucidus 3.31 1.91 2.70 2.50 3.7 

长绵鳚 Zoarces elongatus 3.34 2.82 2.40 2.40 – 

白姑鱼 Argyrosomus argentatus 3.38 3.38 3.20 2.90 3.81 

银色突吻鳗 Gnathophis nystromi 3.42 – – – – 

刺鲳 Psenopsis anomala 3.44 – – – 4.03 
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续表 1 

氮同位素法 Analysis of δ15N 胃含物分析法 Analysis of stomach content 
鱼的种类 

Fish species 本研究 
This study 

蔡德陵等 
(2005) 

邓景耀等 
(1986) 

韦晟等 
(1992) 

张波等 
(2004) 

蓝点马鲛 Scomberomorus niphonius 3.45 3.62 3.90 3.80 3.89 

龙头鱼 Harpadon nehereus 3.47 2.60 – – 3.55 

长蛇鲻 Saurida elongate 3.49 3.49 3.80 3.80 – 

多齿蛇鲻 Saurida tumbil 3.50 – 3.45 – – 

竹荚鱼 Trachurus trachurus 3.50 3.02 – – 3.80 

高眼鲽 Cleisthenes herzensteini 3.53 3.30 3.30 – 4.20 

尖嘴扁颚针鱼 Ablennes anastomella 3.53 – – 3.80 – 

皮氏叫姑鱼 Johnius belengerii 3.53 3.38 3.30 – – 

宽体舌鳎 Cynoglossus robustus 3.65 2.46 – – – 

带鱼 Trichiurus coxii 3.65 2.82 – 3.40 3.81 

真鲷 Pagrosomus major 3.66 – – 2.90 4.40 

大泷六线鱼 Hexagrammos otakii 3.69 – 3.00 – – 

太平洋鲱 Clupea pallasi 3.70 – – – – 

许氏平鲉 Sebastes schlegelii 3.80 – – – – 

多鳞  Sillago sihama 3.82 – – 2.40 – 

无斑圆颚针鱼 Tylosurus leiurus 3.83 – – – – 

鲬 Platycephalus indicus 3.93 – – 3.00 – 

矛尾复 虎鱼 Synechogobius hasta 4.02 3.24 3.00 3.00 – 

大头鳕 Gadus macrocephalus 4.22 2.53 – 3.50 4.50 

黄姑鱼 Nibea albiflora 4.34 – – 3.00 3.93 

注：“–”表示未得到相关数据，下同 
Note: “–”: Data unavailable. The same as below 

 

表 2  黄海和东海北部 36 种海洋鱼类的食性测定结果及对比 
Tab.2  Feeding characters of 36 marine fishes in Yellow Sea and northern East China Sea 

生态摄食类型 Feeding characters 
鱼的种类 

Fish species 
Bp 值 

Bp value 本研究 
This study 

张波等 
(2004) 

李忠义等 
(2009) 

纪炜炜等
(2011) 

斑  Konosirus punctatus –0.43 完全浮游生物食性 底栖动物食性 – – 

玉筋鱼 Ammodytes personatus –0.41 完全浮游生物食性 – – – 

太平洋鲱 Clupea pallasi –0.30 完全浮游生物食性 – – – 

棘头梅童鱼 Collichthys lucidus –0.08 完全浮游生物食性 浮游动物食性 – – 

长绵鳚 Zoarces elongatus 0.36 混合食性 – – – 

高眼鲽 Cleisthenes 
herzensteini 

0.41 混合食性 底栖、游泳动物食性 – – 

蓝点马鲛 Scomberomorus  
niphonius 

0.41 混合食性 浮游、底栖和游泳 

动物食性 

– – 

日本鲭 Scomber japonicus 0.41 混合食性 – – – 

矛尾复 虎鱼 Synechogobius hasta 0.47 混合食性 – 混合食性 – 

大泷六线鱼 Hexagrammos otakii 0.54 混合食性 – 浮游生物食性 – 

黄姑鱼 Nibea albiflora 0.56 混合食性 – 完全底栖 

生物食性 

底栖生物

食性 

小黄鱼 Larimichthys polyactis 0.59 混合食性 浮游、底栖和游泳 

动物食性 

混合食性 混合食性 

大头鳕 Gadus macrocephalus 0.68 混合食性 – – – 
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续表 2 

生态摄食类型 Feeding characters 
鱼的种类 

Fish species 
Bp 值 

Bp value 本研究 
This study 

张波等 
(2004) 

李忠义等 
(2009) 

纪炜炜等
(2011) 

白姑鱼 Argyrosomus 
argentatus 

0.70 混合食性 底栖、游泳动物食性 浮游生物食性 底栖生物 

食性 

绿鳍鱼 Chelidonichthys kumu 0.72 混合食性 底栖动物食性 – 混合食性 

银鲳 Pampus argenteus 0.72 混合食性 浮游底栖动物食性 混合食性 混合食性 

宽体舌鳎 Cynoglossus robustus 0.78 底栖生物食性 – – – 

黄鲫 Setipinna taty 0.80 底栖生物食性 浮游动物食性 混合食性 混合或浮游

生物食性 

长蛇鲻 Saurida elongate 0.85 底栖生物食性 – 浮游生物食性 – 

尖嘴扁颚针鱼 Ablennes anastomella 0.88 底栖生物食性 – – – 

 Miichthys miiuy 
0.91 底栖生物食性 – 完全底栖生物

食性 

– 

许氏平鲉 Sebastes schlegelii 0.92 底栖生物食性 – – – 

褐牙鲆 Paralichthys olivaceus 0.92 底栖生物食性 – – – 

无斑圆颚针鱼 Tylosurus leiurus 0.94 底栖生物食性 – – – 

带鱼 Trichiurus coxii 1.03 完全底栖生物食性 – – – 

多齿蛇鲻 Saurida tumbil 1.03 完全底栖生物食性 – – – 

真鲷 Pagrosomus major 1.05 完全底栖生物食性 游泳动物食性 – – 

多鳞鱚 Sillago sihama 1.05 完全底栖生物食性 – – – 

鲬 Platycephalus indicus 1.10 完全底栖生物食性 – – – 

银色突吻鳗 Gnathophis nystromi 1.11 完全底栖生物食性 – – – 

刺鲳 Psenopsis anomala 
1.14 完全底栖生物食性 游泳动物食性 – 底栖生物 

食性 

竹荚鱼 Trachurus trachurus 
1.19 完全底栖生物食性 浮游、底栖和游泳 

动物食性 

底栖或浮游 

生物食性 

– 

鳓 Ilisha elongata 1.21 完全底栖生物食性 – – – 

龙头鱼 Harpadon nehereus 
1.22 完全底栖生物食性 游泳动物食性 混合食性 浮游生物 

食性 

皮氏叫姑鱼 Johnius belengerii 
1.25 完全底栖生物食性 – – 底栖生物 

食性 

黑姑鱼 Atrobucca nibe 1.37 完全底栖生物食性 – – – 

 

3  讨论 

3.1  碳、氮稳定同位素比值分析 

海洋鱼类体内碳、氮稳定同位素含量受其代谢活

动等多方面的影响，同时，不同鱼类因其生活史和摄

食偏好等的不同，也可能导致它们的 δ13C 和 δ15N 含

量相差较大(图 1)。在本研究 36 种海洋鱼类中，共有

19 种与蔡德陵等(2005)在黄海和东海进行的海洋生

物稳定同位素研究的种类相同。整体研究结果与之相

比，δ13C 的总跨度相差较小(8.78‰ vs 7.04‰)，而 δ15N

的总跨度相差较大(3.97‰ vs 7.17‰)。考虑除个体差

异和种群特异性之外，2 个研究在采样时不能保证同

种鱼处在相同的生长阶段(如幼鱼或成鱼)，因此，其

稳定同位素的分析结果也会不相同。 

此外，研究表明，在同一生态系统中，如果 2 个

物种间的碳稳定同位素差异小于 0.60‰或大于

1.50‰，便可认为这 2 个物种间不存在捕食关系。因
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为对于前一种情况，它们可能处于同一个营养级上；

而对于后一种，这 2 个物种之间至少还存在 1 个营养

级(王玉堃, 2015)。由此，本研究中的 36 种海洋鱼类，

δ13C 总跨度为 8.78‰，应存在多个营养层次。 

对于同一种鱼的稳定同位素比值，其或因在不同

类型的海区，饵料种类和丰富度不同而产生差异。张

博伦等(2019)研究了天津海域某人工鱼礁区的食物网

结构，对于 2012 年建成的鱼礁区，其许氏平鲉的 δ13C 

(–17.19‰)与本研究 (–17.58‰)相差较小，但 δ15N 

(14.30‰)与本研究(13.04‰)相差较大。这或许是因为

人工鱼礁区比本研究中的开阔海域饵料更丰富。 

本研究中，不同鱼种的碳、氮稳定同位素几乎无

相关性(图 1)，这或许是由于其营养级跨度较大导致。

而对于同一种鱼的稳定同位素分析，Pethybridge 等

(2015)研究发现，长鳍金枪鱼(Thunnus alalunga)肌肉

组织中碳、氮稳定同位素具有很好的相关性。陶雅晋

等(2017)利用稳定同位素技术结合胃含物分析法研究

南海黄鳍金枪鱼(Thunnus albacores)的摄食习性。他

们的研究成果为今后利用稳定同位素分析法深入研

究某一种海洋鱼类，尤其是经济鱼种提供了思路。 

3.2  海洋鱼类的营养级和食性变动 

对于水域生态系统生物营养级和食性的分析测

定最早采用胃含物分析法。这种方法比较直观、操作

性强，但对样品的需求量大，也需要研究者具有娴熟

的生物种类识别能力，且容易存在偶然误差(生物偶食

性和饵料难消化吸收等情况)。相对而言，稳定同位素

分析法需要的样品量较小，高效、准确(王玉堃, 2015)。 

本研究查阅以往调查数据，包括邓景耀等(1986)

对渤海鱼类的研究，韦晟等(1992)对黄海鱼类的研究

以及张波等(2004)对东海和黄海鱼类的研究。通过对

比发现，不同年代、不同海域的同种鱼类，其营养级

测定结果存在一定的偏差。同时，张波等(2004)研究

发现，海洋鱼类的平均营养级随年代变化有下降的趋

势。以 为例，本研究中其营养级与张波等(2004)和

蔡德陵等 (2005)的研究相比，分别下降了 1.59和  

0.83个营养级。这可能与本研究中所采集的 未生长

到成鱼阶段有关。此外，本研究结果与Pauly等(1998)

提出的捕捞能降低海洋食物网营养级的观点相吻合，

即在高强度的捕捞影响下，海洋生态系统中营养级较

高的捕食者(通常是成年个体较大、经济价值较高的

种类)会持续减少，从而导致渔获物的整体组成向个

体较小、营养级较低、经济价值较低的种类转变   

(纪炜炜, 2011; 王玉堃, 2015)。 

影响鱼类食性的因素有很多，其中饵料生物的类

型是主要因素，栖息环境也在一定程度上影响其食性

和摄食量(李忠义等, 2009)。本研究通过与以往学者

对黄海和东海北部鱼类食性的研究对比发现，少数种

类在近 10 年中，其食性几乎没有变化，如小黄鱼、

银鲳等(表 2)。其他种类的食性随年代和海域的不同

而略有偏差，如白姑鱼、龙头鱼等，考虑到同一种鱼

在不同生长阶段其食性会发生改变(张波等, 2016)，

而在调查取样时不可能确保所有样本都取到成年个

体，从而导致出现这种结果。 

营养级分组的食性统计结果(图 2)同以往的研究

(张波等, 2004; 李忠义等, 2009)相比，黄海和东海北

部的主要鱼类有向较低营养级转变的趋势，同时，中、

高营养级组的鱼类以混合食性和完全底栖食性为主，

分别占这 2 组种类总数的 29.41%和 41.18%。这种情

况，一方面可能是由于捕捞压力使海洋中饵料生物的

种类和数量减少，迫使某些海洋鱼类改变了食性范

围，由单一食性转变为混合食性；另一方面，中、高

营养级的部分种类大多以“伏击”的方式捕食其他鱼

类，所以会选择较隐蔽的水底生活，促使其食性为完

全底栖，例如，Henderson 等 (2014)对大西洋牙鲆

(Paralichthys dentatus)的研究就说明了这一点。 
 

 
 

图 2  本研究中不同营养级分组的鱼类食性种类数 
Fig.2  Fish species of feeding character in different  

trophic levels in this study 
 

有学者提出“海洋营养级指数”的概念，即海洋

渔获物的平均营养级，可反映渔获物及其营养层次的

变化趋势。通过近几十年对我国黄海和东海海洋鱼类

营养级的研究，杜建国等(2014)发现，海洋营养级指

数有下降的趋势，说明我国的海洋渔获物正从高营养

级、高经济价值的鱼类向低营养级、低经济价值的鱼

类转变。同时，本研究和以往的研究对比发现，部分

鱼种的营养级发生了较大改变。除了强大的捕捞压力

外，鱼类生境及栖息地的破坏也是导致其营养级变动

的一大因素(张波等, 2004)。 
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Trophic Levels and Feeding Characters of Marine Fishes in the Yellow Sea and 
Northern East China Sea Based on Stable Isotope Analysis 

BAI Huaiyu1, WANG Yukun2, ZHANG Tingting2, HUANG Lingfeng1,3①
, SUN Yao2,4① 

(1. College of Environment and Ecology, Xiamen University, Xiamen  361102; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese 
Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Key Laboratory of the Ministry of Education for Coastal and Wetland 
Ecosystems, Xiamen  361102; 4. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National 

Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    This study analyzed the carbon and nitrogen stable isotopes from 36 species of marine 

fishes in the Yellow Sea and northern East China Sea in 2011~2014. The feeding characters were 

determined by calculating the benthos proportion (Bp) with the δ13C data, and the trophic levels (TLs) 

were calculated using the δ15N data. The results showed that the trophic levels of the fishes ranged from 

2.75 to 4.34 (mean 3.47). Four of the 36 species were completely plankton-feeding, and eight of them 

were benthos-feeding. The number of mixed feeding and complete benthos-feeding species was 12. Most 

of the fish species (91.67%) belonged to the middle (TL=3.5~4) and low (TL<3.5) trophic levels. 

However, the number of high trophic level (TL>4) species was only 3, and all were mixed feeding. In 

contrast to the TL research results of 1986, 1992, and 2004, the authors of this paper found that the trophic 

levels of some species had changed slightly in recent years. For example, the TL of Scomberomorus 

niphonius had decreased to varying degrees, while that of Setipinna taty had increased to a certain extent. 

The feeding character results were compared to those of 2004, 2009, and 2011. It showed that the feeding 

character of some fishes, such as Argyrosomus argentatus, had changed significantly. That of others, such 

as Larimichthys polyactis, had not changed significantly. 

Key words    Carbon and nitrogen stable isotope; Trophic level; Feeding character 
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桑沟湾浮游植物群落结构时空变化 

特征及影响因素* 
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摘要    为了解北方典型养殖海湾——桑沟湾水域浮游植物群落结构的时空变化特征及其影响因

素，于 2017 年 4 月(春季)、7 月(夏季)、11 月(秋季)和 2018 年 1 月(冬季)对桑沟湾水域 21 个站点进

行 4个航次的大面调查。结果显示，调查期间，该湾共采集到浮游植物 31属 51种，其中，硅藻(Diatom) 

24 属 43 种，甲藻(Dinoflagellate) 3 属 4 种，绿藻(Chlorophyta) 2 属 2 种，金藻(Chrysophyta) 2 种，蓝

藻(Cyanophyta) 1 种。按照季节划分，春季 22 种，夏季 20 种，秋季 23 种，冬季 20 种。优势度指

数分析结果表明，硅藻是绝对优势种，其中，具槽帕拉藻(Paralia sulcate)为全年优势种，数量百分

比在 18.6%~84.9%之间。浮游植物细胞丰度在 0.16×103~12.20×103 个/L 之间，表现为冬季>春季>

秋季>夏季。物种多样性指数(Shannon)范围为0.69~1.35，物种均匀度指数 J (Pielou)范围为0.42~0.70。

磷酸盐是桑沟湾浮游植物生长的主要限制营养盐。研究结果揭示了桑沟湾养殖水域浮游植物的时空

变化特征，为深入认识养殖生态系统的结构和功能提供了基础数据。 

关键词    浮游植物；群落结构；营养盐；滤食性贝类；桑沟湾 

中图分类号 Q-9    文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0018-10 

浮游植物是海洋生态系统中最重要的初级生产 者，在海洋生态系统的物质循环和能量流动过程中发

abc
图章
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挥着重要作用。我国是世界贝类养殖第一大国，牡蛎、

贻贝、扇贝、蛤仔等滤食性贝类是海水贝类养殖的主

要种类，作为滤食性贝类主要的食物来源，浮游植物

的群落结构和多样性研究对于滤食性贝类养殖业的

健康可持续发展具有重要的指导意义。 

桑沟湾位于山东省荣成市，水域面积约为

144 km2，平均水深约为 7.5 m，是我国北方典型的规

模化养殖海湾(Fang et al, 2016)，主要养殖对象为长

牡蛎(Crassostrea gigas)、栉孔扇贝(Chlamys farreri)

及海带(Saccharina japonica)等。自 20 世纪 80 年代发

展至今，桑沟湾形成了规模化的多营养层次综合养殖

模式：由湾内到湾外依次为贝类养殖区、贝类海带综

合养殖区、海带养殖区，并且海带养殖区已经扩展到

了湾口外的大片区域(郝林华等, 2012)。近些年来，

对桑沟湾浮游植物的种类组成、数量分布、季节变化、

多样性特征、光合色素特征等进行了研究(毛兴华等, 

1988; 刘慧等 , 2003; 宋洪军等 , 2007; 李超伦等 , 

2010; 王晓敏, 2017)，但规模化养殖水域的生态环境

条件随不同年份养殖活动的强弱变化响应不同，阶段

性开展养殖区的浮游植物结构组成研究对于持续掌

握养殖水域饵料基础条件的变化趋势非常必要。因

此，本研究于 2017 年 4 月~2018 年 1 月，对桑沟湾水

域进行 4 个航次的大面调查，结合历史数据，分析了

浮游植物群落结构和环境因子基础数据的时空变化特

征、潜在成因及长期变化趋势，研究结果可为深入认

识桑沟湾规模化海水养殖活动的资源环境效应提供数

据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和处理方法 

于2017年4月(春季)、7月(夏季)、11月(秋季)及

2018年1月(冬季)在桑沟湾(122.48°~122.64°E, 37.04°~ 

37.15°N)进行4个季度的大面调查，共设置21个站位

(图1)，覆盖桑沟湾贝类养殖区、海带养殖区和贝藻综

合养殖区。其中，站点1、2+、4+为外海区，站点2、

3、4为海带区，站点5、6、7、10、11、12为贝藻综合

养殖区，站点8、9、14、15、16、18、19为贝类区养

殖，站点13为沿岸区。对各站点进行浮游植物群落调

查并开展水质指标检测调查，水质理化指标包括水温

(T)、pH、盐度(S)、溶解氧(DO)、透明度(SD)、NH4
+-N、

NO3
–-N、NO2

–-N和PO4
3–-P等。 

 

 
 

图 1  桑沟湾水域调查站位分布 
Fig.1  Location of sampling station in the Sanggou Bay 

 

温度、pH、盐度和溶解氧使用经标定后的便携

式水质分析仪(美国 YSI 公司，Professional Plus)现场

测定，SD 采用透明度盘现场测定。使用 Niskin 采水

器采集距表层 0.2 m 处水样，2.5 L 用于浮游植物的鉴

定和计数，使用 5%的甲醛溶液固定保存，运回实验

室后观察。同时，另取 2.5 L 水样用于营养盐测定，

测定方法按照《海洋调查规范》(GB12763-2007)中的

要求进行：经 0.45 μm 醋酸纤维滤膜过滤后，分别采用

次溴酸钠氧化法、锌镉还原法、重氮偶氮法和磷钼蓝

法测定 NH4
+-N、NO3

–-N、NO2
–-N 和 PO4

3–-P。 

1.2  数据处理与分析 

群落优势种选用 McNaughton 优势度指数 (Y) 

(Y>0.02 为优势种)，物种多样性指数采用 Shannon- 

Wiener 多样性指数(H')，物种均匀度指数采用 Pielou

指数(J)，计算公式分别为： 

 i
i

n
Y f

N
  (1) 

 
2log

H'
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S
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式中，Y 为优势度，ni 为第 i 个种的丰度，N 为

样品的总丰度，fi 为该种的站位出现频率。H'为生物

多样性指数，S 为样品中的种类总数，Pi 为第 i 种的

个体数与总个体数的比值。 

数据处理采用 Excel 2016，站位图绘制采用

Surfer 12.0 软件，数据统计分析采用 SPSS 19.0 软件，

进行 Pearson 相关性分析。 

2  结果与分析  

2.1  表层海水主要理化环境参数时空变化特征 

桑沟湾水域主要水质参数见表 1。表层水温的年

变化范围为 9.14℃~22.40℃，其中，冬季温度较低。

溶解氧的年平均值为 8.80 mg/L，冬季溶解氧含量较

高；pH 的年变化范围为 7.84~8.16，春季 pH 较低。

盐度的年平均变化范围为 31.8~32.7，季节变化不大。

透明度的年平均变化范围为 0.88~2.90 m，其中，夏

季透明度较高，春季较低。 

2.2  表层海水浮游植物群落结构时空变化特征 

2.2.1  浮游植物的种类组成    本研究鉴定的浮游植

物 属 于 硅 藻 (Diatom) 、 蓝 藻 (Cyanophyta) 、 绿 藻

(Chlorophyta)、甲藻(Dinoflagellate)、金藻(Chrysophyta)

等 5 个门类，共计 31 属 5 种。硅藻 24 属 43 种，其中，

圆筛藻属(Coscinodiscus)和角毛藻属(Chaetoceros)种

类最多，各为 6 种。甲藻 3 属 4 种，绿藻 2 属 2 种，

金藻 2 种，蓝藻 1 种。种类多属温带近岸广布种，但

种类组成上存在季节性演替。 
 

表 1  桑沟湾主要水质参数 
Tab.1  Main parameters of water quality in Sanggou Bay 

季节 Season 参数 
Parameters 春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 

水温 T (℃) 9.26±2.37 22.40±3.13 14.14±1.01 3.51±1.27 

溶解氧 DO (mg/L) – 7.41±0.21 8.16±0.51 10.84±0.52 

pH 7.84±0.13 8.02±0.08 8.06±0.09 8.16±1.30 

盐度 Salinity 32.31±0.03 31.85±0.08 32.02±0.16 32.72±0.08 

透明度 SD (m) 0.88±0.64 2.90±1.50 1.47±0.84 1.49±1.23 

NH4
+-N (μmol/L) 1.73±0.63 3.14±1.53 3.81±1.63 3.02±1.26 

NO2
–-N (μmol/L) 0.28±0.05 0.35±0.04 1.86±0.28 0.86±0.15 

NO3
–-N (μmol/L) 2.34±1.18 5.64±4.87 7.92±2.69 7.63±1.95 

DIN (μmol/L) 4.35±1.24 8.80±2.01 13.59±3.27 11.52±3.11 

PO4
3–-P (μmol/L) 0.26±0.21 0.13±0.12 0.21±1.17 0.38±0.27 

 

如表 2 所示，桑沟湾浮游植物优势种明显，优势

种在各个季节中既有交叉又有演替，从每个季节来

看，通常有 2~4 种优势种，且皆为硅藻类，从全年来

看，优势种占据了全部浮游植物 69.3%~89.5%的数

量。其中，具槽帕拉藻在 4 个季节中均为优势种，平

均密度在 0.24×103~3.89×103 个/L 之间，各站位数量

百分比在 18.6%~84.9%之间，特别是春季，具槽帕拉

藻占据绝对优势。夏季，角毛藻属优势种较多，数量百

分比达到 35.8%。另外，奇异菱形藻(Nitzschia paradoxa)、

小环藻(Cyclotella sp.)在秋季和冬季均为优势种。 

桑 沟 湾 出 现 的 甲 藻 为 大 角 角 藻 (Ceratium 

macroceros)、三角角藻(C. tripos)、夜光藻(Noctiluca 

scintillans)、透明原多甲藻(Protoperidinium)，各季节

平均浓度在 0~0.02×103 个/L 之间；金藻为球等边金

藻 (Isochrysis galbana) 、小等刺硅鞭藻 (Dictyocha 

fibula)，各站季节平均浓度在 0~0.13×103 个/L 之间；

绿藻为单角盘星藻(Pediastrum simplex)、二形栅藻

(Scenedesmus dimorphus)，各季节平均浓度在 0~ 

0.13×103 个 /L 之间 ;蓝藻为卷曲鱼腥藻 (Anabaena 

circinalis)，各季节平均浓度在 0~0.48×103 个/L 之间。

与往年的优势种相比，中肋骨条藻 (Skeletonema 

costatum) 、 针 杆 藻 (Synedra sp.) 、 丹 麦 细 柱 藻

(Leptocylindrus danicus)等往年出现的优势种在本年

度只是少量出现，而具槽帕拉藻、角毛藻、菱形藻、

圆筛藻则是常年出现的优势种。 

2.2.2  浮游植物的丰度分布    如图 2 所示，春季浮

游植物细胞丰度在 0.28×103~10.48×103 个/L 之间，平

均值为 4.44×103 个/L，共发现 22 种藻类，其中，硅

藻占 99.7%，甲藻占 0.3%，具槽帕拉藻为主要优势种，

占 84.9%的数量。春季的浮游植物高值区出现在湾内

东南区，丰度以该区域为中心向湾内及湾外递减。 

夏季浮游植物细胞在 0.16×103~6.60×103 个/L 之 



第 2 期 侯  兴等: 桑沟湾浮游植物群落结构时空变化特征及影响因素 21 

 

表 2  桑沟湾浮游植物优势种组成 
Tab.2  The dominant species of phytoplankton in Sanggou Bay 

数量百分比 
Quantity percentage (%) 

季节 
Season 

优势种 
Dominant species 

优势度 
Dominance 

平均密度 
Average density 

(×103cells/L) 单种 Single 合计 Total

具槽帕拉藻 Paralia sulcata 0.679 3.77 84.9 春季 
Spring 圆筛藻 Coscinodiscus sp. 0.037 0.21 4.6 

89.5 

旋链角毛藻 Chaetoceros curvisetus 0.192 0.66 38.5 

扭链角毛藻 Chaetoceros tortissimus 0.050 0.28 16.7 

夏季 
Summer 

具槽帕拉藻 Paralia sulcata 0.042 0.24 14.1 

69.3 

具槽帕拉藻 Paralia sulcata 0.335 1.62 41.9 

奇异菱形藻 Nitzschia paradoxa 0.147 0.63 16.3 

柔弱几内亚藻 Guinardia delicatula 0.060 0.58 15.0 

秋季 
Autumn 

小环藻 Cyclotella sp. 0.029 0.16 4.1 

77.3 

具槽帕拉藻 Paralia sulcata 0.363 3.89 58.1 

小环藻 Cyclotella sp. 0.047 0.36 5.4 

曲舟藻 Pleurosigma sp. 0.036 0.65 9.7 

冬季 
Winter 

奇异菱形藻 Nitzschia paradoxa 0.032 0.29 4.2 

77.4 

 

 
 

图 2  桑沟湾浮游植物细胞数量丰度(×103 个/L)分布的季节变化 
Fig.2  Seasonal variation of the abundance of phytoplankton cells (×103 cells/L) in Sanggou Bay 

 

间，平均值为 1.70×103 个/L，共发现 20 种藻类，其

中，硅藻占 99.8%，蓝藻占 0.2%，旋链角毛藻

(Chaetoceros curvisetus)是主要优势种，占 38.5%的数

量。夏季出现 2 个浮游植物高值区，其中一个与春季
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位置相似，出现在湾内东南区，另一个出现在湾西北

区，丰度从这 2 个区域向湾中部和湾外递减。 

秋季浮游植物细胞丰度在 1.5×103~9.8×103 个/L

之间，平均值为 3.87×103 个/L，共发现 29 种藻类，

硅藻占 96.9%，蓝藻占 2.7%，具槽帕拉藻为主要优势

种，占 41.9%的数量。秋季丰度高值区在湾外外海区，

丰度自冬向西逐渐递减。 

冬季浮游植物细胞丰度在 2.8×103~12.2×103 个/L

之间，平均值为 6.69×103 个/L，共发现 29 种藻类，

其中，硅藻占 89.0%，蓝藻占 7.1%，绿藻占 3.7%，具

槽帕拉藻为主要优势种，占 58.1%的数量，除去具槽

帕拉藻的浮游植物丰度在 0.7×103~6.4×103个/L 之间。

冬季丰度高值区出现在湾外东北侧外海区，丰度向湾

内逐渐递减。 

2.2.3  浮游植物的物种多样性    桑沟湾水域年平

均浮游植物多样性指数为 1.01。如图 3 所示，春季多

样性指数在 0.29~1.55 之间，平均值为 0.69，自西北

向东南方向递减；夏季多样性指数在 0.35~1.48 之间，

平均值为 1.03，自西向东递减；秋季多样性指数在

0.89~1.90 之间，平均值为 1.35，自西南向东北递减；

冬季多样性指数在 0.47~1.53 之间，平均值为 0.96，自

西南向东北递减。 
 

 
 

图 3  桑沟湾浮游植物多样性指数(香浓–威纳指数)季节分布 
Fig.3  Seasonal distribution of phytoplankton diversity index (Shannon-Wiener index) in Sanggou Bay 

 

均匀度指数在 0~1 之间时，J 值大，体现种间个

体数分布较均匀，J 值小则反映种间个体数分布欠均

匀。如果采样点种间个体数分布的差别大，则 J 值偏

低。桑沟湾海域浮游植物的年平均均匀度指数为

0.59。如图 4 所示，春季均匀度指数在 0.19~0.68 之

间，平均值为 0.42，自西北向东南递减；夏季均匀度

指数在 0.44~1.00 之间，平均值为 0.70，自西向东递 

减；秋季均匀度指数在 0.41~0.87 之间，平均值为

0.71，自湾西部、南部向东部、北部递减；冬季均匀

度指数在 0.27~0.86 之间，平均值为 0.53，自西南向

东北递减。 

2.3  浮游植物群落与环境因子相关性 

由表 3 可以看出，各个季节影响浮游植物丰度的
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因素不同，春季浮游植物丰度与水温、盐度、pH 等

呈现较强负相关。夏季与溶解氧呈负相关，与磷酸盐

呈较强正相关，秋季未表现出与某一因子有较强相关

性，而冬季则与亚硝态氮呈较强负相关。同时发现，

各个季节浮游植物丰度与氨氮都呈现负相关，除秋季

外，浮游植物与磷酸盐皆呈正相关，其中夏季有很强

的相关性(P<0.01)。并且，除夏季外，浮游植物群落

丰度都与透明度呈负相关。 

 
 

图 4  桑沟湾浮游植物均匀度指数(Pielou 指数)季节分布 
Fig.4  Seasonal distribution of phytoplankton evenness index (Pielou index) in Sanggou Bay 

 

表 3  浮游植物丰度与环境因子的相关性 
Tab.3  Pearson correlation between the phytoplankton cell abundance and environmental factors 

春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 环境因子 
Environmental factors R2 P R2 P R2 P R2 P 

水温 T –0.637* 0.048 0.473 0.168 –0.259 0.470 0.315 0.447 

透明度 SD –0.508 0.134 0.410 0.239 –0.198 0.583 –0.642 0.086 

盐度 Salinity –0.648* 0.043 –0.548 0.101 0.264 0.527 0.476 0.233 

溶解氧 DO – – –0.649* 0.042 0.367 0.297 –0.594 0.121 

pH –0.847** 0.002 –0.423 0.223 0.616 0.058 –0.313 0.450 

NO2
–-N 0.278 0.437 0.000 0.999 –0.427 0.219 –0.700 0.053 

NO3
–-N 0.188 0.602 –0.269 0.453 –0.167 0.645 0.206 0.625 

NH4
+-N –0.134 0.712 –0.351 0.320 –0.157 0.665 –0.235 0.575 

PO4
3–-P 0.437 0.206 0.895** 0.001 –0.236 0.512 0.066 0.877 

注：* P＜0.05 差异显著；** P＜0.01 差异极显著 

Note: * P＜0.05, significant difference; ** P＜0.01, highly significant difference 
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3  讨论 

3.1  海区营养盐结构及年际变化特点 

水体中，营养盐的浓度和结构影响着浮游植物的

群落结构。浮游植物的氮限制浓度为 1 μmol/L，磷限

制浓度为 0.2 μmol/L(Dortch et al, 1992)，此外，常用

氮磷比来判断浮游植物的营养限制因子，氮磷原子比

为 16∶1，即与微藻细胞氮磷比一致时，微藻能均衡

生长(Redfield et al, 1963)，当比值显著小于 16∶1 时，

氮为限制因子，反之磷为限制因子。 

通过对桑沟湾历年氮磷浓度和结构长期观测 

(表 4)，可以发现，历年无机氮浓度春季较低，秋季 

最高。除个别季节外，桑沟湾氮磷比均>16，无机氮

浓度均高于氮限制浓度，而较多季节磷酸盐浓度低于

或接近磷限制浓度。本次调查也符合近年来氮磷变化

特点，2017~2018 年各站位无机氮在 3.30~20.36 μmol/L

之间，浓度均高于限制浓度，而无机磷浓度在

0.01~0.97 μmol/L 之间，全年平均值为 0.25 μmol/L，

有较多区域浓度接近限制浓度。各季节氮磷比平均值

在 19.66~87.34 之间，除春季极个别站位外，比值均

>16。相关性分析(表 3)显示，各个季节浮游植物丰度

与氨氮都呈负相关，除秋季外，浮游植物与磷酸盐皆

呈正相关。可以看出，磷酸盐是桑沟湾浮游植物生长

的主要限制营养盐，这也符合黄海初级生产力在一定

程度上受到磷限制这一现象(金杰, 2014)。 

 
表 4  桑沟湾氮磷浓度和结构的长期观测数据 

Tab.4  Long-term observation data of nitrogen and phosphorus concentration and structure in Sanggou Bay 

溶解无机氮 DIN(μmol/L) 磷酸盐 PO4
3–-P(μmol/L) 氮磷比 N/P 调查时间 

Investigation 
time 

春 
Spring 

夏 
Summer 

秋 
Autumn 

冬 
Winter 

春 
Spring

夏 
Summer

秋 
Autumn

冬
Winter

春
Spring

夏 
Summer

秋 
Autumn 

冬 
Winter 

参考文献 
Reference 

1994 3.39 5.87 20.48 2.81 0.24 0.19 0.54 0.48 14.10 30.90 37.90 5.90 宋云利等(1996)

1997 3.96 7.21 20.43 10.01 – – – – – – – – 连岩等(1998) 

2003~2004 4.85 16.83 22.59 6.73 0.11 0.24 0.31 0.26 44.10 70.10 72.90 26.90 孙丕喜等(2007)

3.08 7.97 15.84 11.38 0.24 0.18 0.88 0.60 15.71 76.99 19.03 21.78 张继红等(2010)2006~2007 

3.86 9.06 14.4 9.17 0.09 0.12 0.68 0.32 55.00 105 21.70 27.20 孙珊等(2010) 

2013~2014 5.57 3.19 13.8 8.02 0.31 0.13 0.58 0.33 19 32 24 33 李瑞环(2014) 

2014~2015 8.75 9.02 13.35 8.33 0.41 0.42 0.70 0.59 27.37 28.41 20.42 18.28 徐东会等(2017)

2017~2018 4.35 8.80 13.59 11.52 0.26 0.13 0.21 0.38 19.66 75.36 87.34 47.93 本研究 This study

 
桑沟湾的海带养殖对营养盐，尤其是无机氮，有

着重要的影响。春季水温回升，光照增强，海带进入

快速生长期，海带有较快的无机氮吸收能力(毛玉泽

等 , 2018)，能够在春季大量吸收无机氮 (武晋宣 , 

2005)。秋季海带已完全收获，海水中无机氮受到的

移除作用大大降低，进而导致秋季无机氮浓度最大，

并且由于外海营养盐补充是桑沟湾内无机氮营养盐

的主要来源，桑沟湾全年通过与黄海的水交换获得的

无机氮占营养盐总收入量的 33.6%，在整个海带生长

期，外海对桑沟湾无机氮的补充更是占全年外海补充

的 87.2%(史洁等, 2010)，持续的无机氮输入使得其浓

度始终高于限制浓度。 

3.2  浮游植物群落结构的年度变化特点与潜在成因 

通常来说，群落中的一种或几种种类优势越明

显，则群落结构越简单，物种多样性越低，群落稳定

性也越低。历史资料显示，桑沟湾浮游植物群落物种 

数具有明显变化(表 5)，从 20 世纪 80 年代至今，桑沟

湾海区浮游植物的物种数、多样性指数都有较明显的

递减趋势，与 1983~1984 年相比，浮游植物物种数下

降了约 71.8%。 

桑沟湾多年来开展的大规模海水养殖活动是导

致出现这一现象的原因之一。自 20 世纪 80 年代发展

至今，养殖面积已占水域面积的 70%~80%(傅明珠等, 

2013)，主要养殖物种海带、长牡蛎和栉孔扇贝的年

产量分别为 84500、60000 和 15000 t (Jiang et al, 

2015)，桑沟湾养殖生态系统受到中等程度的压力，

其中，较高的养殖密度、较大的养殖面积是重要影响

因素(傅明珠等, 2013)。 

在滤食性贝类区，浮游植物的群落结构受滤食性

贝类摄食作用的下行控制效应和营养盐等因素的上

行控制效应影响。一方面，滤食性贝类有着很强的滤

水能力，局部高密度养殖的滤食性贝类的摄食作用会

对浮游植物的数量造成压制，本研究发现，浮游植物 
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表 5  桑沟湾浮游植物物种组成长期变化 
Tab.5  Long-term changes of the species composition of phytoplankton in Sanggou Bay 

浮游植物种类组成 
Phytoplankton species composition 

Shannon 多样性指数 
Shannon’s diversity index 调查时间 

Investigation time 总数 
Total 

硅藻 
Diatom 

甲藻 
Dinoflagellate

其他
Others

范围 
Range 

平均值 
Mean 

参考文献 
Reference 

1983~1984 181 145 34 2 – 1.71 毛兴华等(1988)

1989~1990 118 103 14 1 – 2.10 宋洪军等(2007)

1999~2000 148 117 25 6 – 1.98 宋洪军等(2007)

2003~2004 75 65 9 1 – 1.58 宋洪军等(2007)

2006~2007 92 74 11 7 1. 91~2.74 – 李超伦等(2010)

2015.5 70 60 7 3 0.49~2.31 1.21 钱罡等(2017) 

2017~2018 51 43 4 5 0.30~1.92 1.01 本研究 This study

 
丰度均值的最高值出现在滤食性贝类摄食能力低的

冬季；除夏季外，浮游植物丰度的高值区均出现在非

贝类养殖区，这些现象都印证了以上观点。另一方面，

贝类的代谢产物带来的营养物质又会促进浮游植物的

生长(Asmus et al, 1991; 王俊等 , 2001; 董双林等 , 

1999)，刺激初级生产。董双林等(1999)指出，放养适

量的滤食性贝类以维持一定的浮游植物数量对保持

养殖水体的良好水质是必要的，并且初级生产力的升

与降取决于放养的密度和环境因子。已有研究表明，

目前，桑沟湾牡蛎养殖区的养殖密度已超过生态容量

(Gao et al, 2020)，加之桑沟湾的养殖规划尚存在不合

理的情况，局部区域养殖密度过高，超出养殖容量的

现象仍然存在。在这样规模化、超容量养殖条件下，

滤食性贝类摄食作用的下行控制效应占主导地位，使

得浮游植物群落结构难以尽快恢复。由此开展养殖容

量的研究，控制合理的养殖密度，是防止此类现象发

生的有效途径。 

浮游植物现存量是滤食性贝类养殖容量评估的

重要参数之一。目前，对于浮游植物种类、营养盐等

水环境信息的获取手段主要依赖于大面航次调查、传

统显微镜分类等，数据的同步性、客观性和精确性存

在局限，随着科技手段的不断进步，开展基于藻细胞

形态的浮游植物显微图像自动识别、荧光光谱识别等

技术的实时、连续、多站位同步观测将是下一步的重

点工作方向。 
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Temporal and Spatial Variation in Phytoplankton Community Structure  
and Their Relationship with Environmental Factors in Sanggou Bay 
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Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
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Abstract    In order to better understand the temporal and spatial variation in characteristics of 

phytoplankton community structure and their relationship with environmental factors in Sanggou Bay, 

four seasonal cruises were carried out at 21 sites in April (spring), July (summer) and November (autumn) 

2017 and in January 2018 (winter). Analysis identified 51 species from 31 phytoplankton genera in the 

surveyed area. Among these, 43 species were from 24 genera of diatoms, 4 species from 3 genera of 

dinoflagellates, 2 species from 2 genera of Chlorophyta, and 1 species of Cyanophyta. Seasonal analysis 

showed that there were 22 species in spring, 20 species in summer, 23 species in autumn, and 20 species 

in winter. The dominance index showed that diatoms comprised the dominant species, and that Paralia 

sulcata was the dominant species throughout the year, with percentages ranging between 18.6% and 

84.9%. The abundance of phytoplankton cells ranged from 0.16×103 cells/L to 12.2×103 cells/L (winter > 

spring > autumn > summer). The species diversity index (Shannon-Wiener index) varied from 0.69 to 

1.35 (autumn > summer > winter > spring). The species evenness index J (Pielou) ranged from 0.42 to 

0.70. Phosphate is the main limiting nutrient for phytoplankton growth in Sanggou Bay. The results reveal 

the spatial and temporal variation characteristics of phytoplankton community in a typical large-scale 

mariculture bay and provide the basic data for in depth understanding of the structure and function of the 

mariculture ecosystem. 

Key words    Phytoplankton; Community structure; Inorganic nutrients; Filter-feeding bivalves; 

Sanggou Bay 
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不同模拟情景下长江江豚种群生存力分析* 

吴  斌  王伟萍  贺  刚  王海华① 
(江西省水产科学研究所  南昌  330039) 

摘要    为了探讨长江江豚(Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis)种群的生存动态和管护对

策，本研究利用漩涡模型(Vortex 10.3.7.0)对长江江豚种群生存力进行了回顾和现状分析。结果发现，

以 1999 年作为回顾分析起点，长江江豚的灭绝概率最可能为 0.0754，且不高于 0.5629。平均灭绝

时间最可能为 93.5 年，且不少于 87.9 年。以 2017 年作为现状分析起点，长江江豚种群灭绝概率为

0.3551~0.6985，平均灭绝时间为 83.5~88.0 年。在特定情景下，设定新生幼豚雄性所占比例分别为

0.55、0.50 和 0.45，经模拟计算得出，雄性化让灭绝概率由 0.6985 增加到 0.9157，雌性化使其下降

到 0.3664。同时，数据比较发现，新生幼豚雄性所占比例下降 10%，成年雌豚生殖率提高 10%，

二者最终效果相当。上述研究结果表明，长江江豚种群生存风险较大，需重点保护，修复其生境，

尤其是母子豚相关生境有利于长江江豚的保护。 

关键词    长江江豚；种群生存力；旋涡模型；死亡率；生殖率 

中图分类号 Q145.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0028-08 

种群生存力分析 (Population viability analysis, 

PVA)是以物种生活史信息为参数，运用计算机模型

来估计濒危物种种群未来大小和灭绝风险的一种方

法，多用于模拟孤立小种群的生存动态过程，可以预

测种群数量变化和灭绝概率(Brook et al, 2000a、b)。

应用这一理论，发展了许多计算机应用程序，包括

RAMAS(Ferson et al, 1989)、NEMESIS(Gilpin, 1993)、

ALEX(Possingham et al, 1992)和 Vortex (Lacy et al, 

1993)等，其中，Vortex 模型(漩涡模型)应用最为广泛。

国内学者已经利用该模型对白鳍豚(Lipotes vexillifer) 

( 张 先 锋 等 , 1994) 、 长 江 江 豚 (Neophocaena 

asiaeorientalis asiaeorientalis) (张先锋等, 1999)、普氏

野马(Equus przewalskii) (裴鹏祖等, 2018)、川金丝猴

(Rhinopithecus roxellana) (张宇等, 2018)、猕猴(Macaca 

mulatta)(楚原梦冉等, 2019)等种群动态进行模拟和研

究。张先锋等(1999)采用漩涡模型(Vortex 7.3)模拟长

江江豚的种群生存力，预测了长江江豚未来的种群动

态。20 年来，长江江豚种群结构发生了新变化，种

群生态学研究也取得了新成果(杨健等, 2000; 于道平

等, 2005; 张新桥, 2011; Kimura et al, 2012; Mei et al, 

2014、2017; Zhou et al, 2018; Yuan et al, 2018)，有必

要对长江江豚种群生存状况进行再评估和再认识。为

此，本研究利用漩涡模型(Vortex 10.3.7.0)对长江江豚

种群生存力及其致危因素进行分析，以期为未来种群

管理和有效保护提供有益参考。 

1  种群生存力分析的种群参数及其估计 

1.1  种群描述 

长时间以来，长江和海洋江豚的分类关系一直存

abc
图章
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在争议，曾被认为是同一个物种(3 个亚种)，后被认

定为 2 个物种：以台湾海峡为界，以南海域是印太江

豚；以北海域包括长江流域为窄脊江豚(Neophocaena 

asiaeorientalis)。2 种江豚形态上区分的显著特点是其

脊背宽窄和疣粒数量多少。长江江豚是江豚的最濒危

的一个亚种，仅生活在长江中下游干流和大型通江湖

泊—鄱阳湖和洞庭湖中。但目前基于江豚种群基因组

学最新研究结果显示，极度濒危的长江江豚种群应被

作为一个独立的物种(Zhou et al, 2018)。长江江豚不

仅 是 全 世 界 唯 一 生 存 于 淡 水 环 境 的 鼠 海 豚 科

(Phocaenidae)动物，也是长江流域极可能唯一现存的

的水生哺乳动物(2007 年白鱀豚功能性灭绝)。自上世

纪九十年代以来，长江江豚的数量呈现出持续性的衰

减趋势，2018 年 7 月正式发布《2017 长江江豚生态

科学考察报告》，这也是目前最新的长江江豚科考成

果。江豚种群数量大幅下降的趋势得到遏制，估算长

江江豚数量约为 1012 头，其中，鄱阳湖约为 457 头，

是野外江豚分布密度最高的区域。长江江豚发生了一

些新变化，种群趋于向受人为扰动较少的江段集中，

过半数水域种群持续下降或没有发现种群，种群分布

呈碎片化特征(先义杰, 2018)。因其受威胁的严峻程

度，长江江豚已被按照国家一级保护动物进行保护。

2018 年，中国科学院深海科学与工程研究所海洋哺

乳动物研究团队对长江江豚进行了全基因组测序，组

装得到了 2.22 Gb 的基因组草图，对江豚基因组的研

究奠定了基础(Yuan et al, 2018)。 

本研究以 1999 年作为回顾分析的起点，2017 年

作为模拟验证时间节点和现状分析的起点，进行长江

江豚种群生存力分析。为进一步提升精度和可信度，

将迭代次数设定为 10000，为前人同类研究的 10 倍。

MVP 定义为以 95%的概率健康存活 100 年所需的最

小种群数量。估算方法为：分析不同初始种群数量(Ni)

在 100 年内的种群生存力，当种群存活概率达到 95%

时的 Ni 即为 MVP(Lacy et al, 2009、2017)。 

1.2  迁移扩散  

长江江豚与海江豚之间存在着显著而稳定的遗

传分化，提示它们之间缺乏基因交流而出现了生殖隔

离，长江江豚因此被认定为独立物种，长江江豚和海

江豚最明显的差别是一个生活在淡水，另一个生活在

咸水。通过大数据分析，发现长江江豚和海江豚在进

化上显著不同，特别是基因上体现对水环境的适应性

差异，表明了长江江豚和其他江豚之间，已经不可能

出现基因交流和种群间混合，因此，不存在迁移扩散

问题(Zhou et al, 2018)。 

1.3  种群繁殖参数 

长江江豚为混交制，雌性可能先于雄性性成熟，

雌性首次生育为 4~6 龄，雄性为 4.5~7 龄(郝玉江等, 

2006)。Shirakihara 等(1993)发现，2 头 21 龄和 23 龄

的个体可以怀孕和哺乳。长江江豚无论野外还是人工

环境下均无产双胞胎记录，因此，在模拟中设定每胎

最大产仔数为 1。长江江豚新生婴豚的性比为 1∶1，

雌性首次生育年龄为 4 龄，雄性为 5 龄，最高繁殖年

龄约为 20 龄。该物种的种群增长应为密度制约型，

即参加繁殖的雌性数占全部成年雌性数的比例[P(N)]

随种群大小(N)的变化而变化。Fowler(1981)认为，描

述这种变化强度的参数 B 取值 2能更好地模拟密度制

约型种群的增长，描述雌性交配率降低的参数 A 取值

也为 2。假设 N 接近环境容纳量 K 时，繁殖雌性的比

例 P(K)为 25%；当 N 接近 0 时，P(0)为 70%(张先锋

等, 1999)。 

1.4  繁殖率 

张先锋等(1992)研究指出，长江江豚繁殖周期一

般为 2 年，年生殖率为 20%。2020 年 1 月公开报道

显示，湖北石首天鹅洲迁地保护区内，江豚种群 5 年

内净增长 108%。因此，推测对仍处于种群数量下降

趋势的长江江豚来说，目前可能的繁殖率只相当于其

理论值的一半左右，即成年雌豚生殖率可能为

20%~25%。目前，关于长江江豚流产率和幼豚夭折率

及流产或幼豚夭折等对其繁殖周期的影响还不全面，

进一步深入研究有助于提升相关参数估算的精度。 

1.5  死亡率 

张先锋等(1999)研究发现，长江江豚 0~1 和 1~2

年龄组的死亡率为 20%，其他年龄组的死亡率为

15%。20 世纪 90 年代以来，长江江豚种群下降速率

每年约为 6.3%，并推测幼体死亡率较高可能是决定

其种群动态的重要因素(梅志刚等, 2011)。在模拟中设

定 0~1 年龄组的死亡率为 20%~30%，1~2 年龄组的

死亡率为 20%，其他年龄组为 15%。 

1.6  灾害 

张先锋等(1999)设置 2 种灾害类型，发生频率为

10%，以死亡率均值为存活率下降率(95%)，用成年

雌性死亡率表示繁殖率下降率(95%)。2016 年，习近

平总书记在重庆召开推动长江经济带发展座谈会，提

出要把修复长江生态环境摆在压倒性位置，“共抓大

保护、不搞大开发”。农业农村部发布《关于长江流



30 渔   业   科   学   进   展 第 42 卷 

 

域重点水域禁捕范围和时间的通告》，通告指出，长

江干流和重要支流除水生生物自然保护区和水产种

质资源保护区以外的天然水域，最晚自 2021 年 1 月

1 日 0 时起实行暂定为期 10 年的常年禁捕，期间禁

止天然渔业资源的生产性捕捞。人类不利于长江江豚

保护的活动减少，但像 2008 年的大雪灾害、2019 年

的鄱阳湖大干旱极低水位以及意外事故等灾害仍然

存在。综合病害等生理风险和意外等生态风险 2 种灾

害类型，同时，长江江豚种群存在碎片化分布趋势，

影响程度更大。为此，以 1999 年作为回顾分析的起

点，2017 年为模拟验证时间节点，设置灾害 2 种类

型，发生频率为 10%，以死亡率均值为存活率下降率

(95%)，成年雌性死亡率表示繁殖率下降率(95%)。以

2017 年作为现状分析的起点，设置灾害 2 种类型，

发生频率均为 10%，以死亡率均值为存活率下降率

(90%)，成年雌性死亡率表示繁殖率下降率(90%)。 

1.7  初始头数及环境容纳量 

张先锋等 (1999)设置长江江豚的初始头数为

2000 头，环境容纳量为 5000 头，每 5 年环境容纳量

将减少 10%。为此，以 1999 年作为回顾分析的起点，

2017 年为模拟验证时间节点，也设置初始头数为

2000 头，环境容纳量为 5000 头。环境容纳量每年减

少 2%~3%，连续减少 15 年。以 2017 年作为现状分

析的起点，设置初始头数为 1012 头，环境容纳量为

4000 头，每年增加 1%，连续变动 10 年。 

1.8  近亲繁殖  

对于小种群而言，近交衰退是影响其长期存活的

重要因素之一。Vortex 软件通过模拟有无近亲繁殖时

的种群动态来说明其对种群的影响。Ralls 等(1988)

研究了 40 个哺乳动物种群致死等价系数，认为每个

二倍体有 3.14 个致死基因当量。因此，设置 3.14 作

为致死等价系数。 

1.9  人为捕获和补充  

目前，没有对长江江豚的捕获和补充，故该参数

设置为 0。 

2  结果与分析 

2.1  不同模拟情景下长江江豚种群生存力回顾分析 

通过 Vortex 模拟计算可知，以 1999 年作为回顾

分析的起点，8 种不同情景下具体结果见表 1。长江

江豚种群未来 100 年的内禀增长率 r 为–0.0622~ 

–0.0231，周限增长率 λ 为 0.9397~0.9701，净生殖率

Ro 为 0.5747~0.8211，平均世代时间雌性为 8.55~8.90

年，雄性为 9.41~9.73 年，平均现存种群数量为 8.20± 

6.08~184.16±139.75 头，平均种群数量为 2.03±4.36~ 

183.92±139.81 头，遗传多样性为 0.6990±0.1455~ 

0.9585±0.0301。灭绝概率为 0.0013~0.7828，平均首

次灭绝时间为 84.4~95.4 年，具体见表 2。以 2017 年

长江江豚数量约为 1012 头作为模拟验证来看，情景

2 和情景 4 与实际情况不吻合，为小概率情景。情景

3 模拟结果与实际调查情况契合度最好，情景 1 次之，

情景 5 也较理想。情景 5 和情景 7 种群存活概率达到

95%以上。 

2.2  长江江豚种群最小可存活种群估计 

情景 5 的模拟结果与实际调查情况契合度较理

想，种群灭绝概率为 0.0128。因此，情景 5 可以作

为阶段性的科学研究及精准管护的目标。为此，求取

情景 5 条件下的最小可存活种群(Minimum viable 

population, MVP)，初始头数为 1000 开始模拟，按照

需要每次增减 5 头，不难发现，情景 5 时，MVP 为 
 

表 1  长江江豚种群生存力回顾分析的不同模拟情景 
Tab.1  Different simulation scenarios of the retrospective analysis of the viability of Yangtze finless porpoise populations 

项目 Items 
情景 1 

Scenario 1 
情景 2 

Scenario 2
情景 3 

Scenario 3
情景 4

Scenario 4
情景 5 

Scenario 5
情景 6 

Scenario 6 
情景 7 

Scenario 7
情景 8 

Scenario 8

环境容纳量变动年限 Changing years 
of environmental capacity 

15 15 15 15 15 15 15 15 

环境容纳量年变动大小 Annual 
variation of environmental capacity (%) 

–2 –2 –3 –3 –3 –3 –3 –3 

0~1 龄组死亡率 
Mortality in the 0~1 age group (%) 

30 30 30 30 25 25 20 20 

成年雌豚生殖率 Breeding rate (%) 25 20 25 20 25 20 25 20 

初始头数 Initial population size, Ni 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 

初始年份 Initial year 1999 1999 1999 1999 1999 1999 1999 1999 
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表 2  长江江豚种群生存力回顾分析结果 
Tab.2  Results of the retrospective analysis on the survival ability of Yangtze finless porpoise populations 

项目 Items 
情景 1 

Scenario 1 
情景 2 

Scenario 2
情景 3 

Scenario 3
情景 4 

Scenario 4
情景 5 

Scenario 5
情景 6 

Scenario 6 
情景 7 

Scenario 7
情景 8 

Scenario 8

r –0.0381 –0.0622 –0.0381 –0.0622 –0.0304 –0.0549 –0.0231 –0.0479

λ 0.9626 0.9397 0.9626 0.9397 0.9701 0.9466 0.9772 0.9532

Ro 0.7184 0.5747 0.7184 0.5747 0.7697 0.6158 0.8211 0.6568

平均世代雌性 
Average generation female 

8.68 8.90 8.68 8.90 8.61 8.84 8.55 8.77

平均世代雄性 
Average generation male 

9.53 9.73 9.53 9.73 9.47 9.67 9.41 9.61

N-extant±SD 40.30 
±35.44 

8.20
±6.08

40.57
±34.86

8.22
±6.51

86.84
±70.77

11.74 
±9.73 

184.16 
±139.75 

17.72
±15.71

N-all±SD 37.64 
±35.60 

2.03
±4.36

37.60
±35.09

2.10
±4.57

85.75
±70.96

5.42 
±8.53 

183.92 
±139.81 

12.23
±15.19

PE 0.0683 0.7828 0.0754 0.7746 0.0128 0.5629 0.0013 0.3232

GeneDiv±SD 0.8801 
±0.0829 

0.6990
±0.1455

0.8822
±0.0803

0.6990
±0.1411

0.9290
±0.0533

0.7533 
±0.1282 

0.9585 
±0.0301 

0.8028
±0.1132

平均 TE Mean TE 93.3 84.4 93.5 84.5 94.4 87.9 95.4 90.5

2017 年预测头数±SD 
Predicted value of 2017±SD 

1021.36 
±260.19 

662.07
±178.28

1015.90
±262.61

661.71
±181.40

1167.91
±304.61

756.99 
±206.54 

1329.71 
±343.37 

854.52
±230.54

注：r: 内禀增长率; λ: 周限增长率; Ro: 净生殖率; N-extant: 平均现存种群数量; N-all: 平均种群数量; PE: 灭绝概率; 

GeneDiv: 遗传多样性; TE: 灭绝时间(年)。表 5 同 
Note: r: Annual internal growth rate; λ: Finite rate of increase; Ro: Net reproduction rate; N-extant: Average number of 

existing populations; N-all: Average population number; PE: Extinction probability; GeneDiv: Genetic diversity; TE: Extinction 
time (years). Same in the Tab.5 

 
1305 头，具体结果见表 3。同理，采取渐进逼近的方

法发现，情景 5 条件下，满足 MVP 为 1305 头的最小

环境容量为 2300 头。 

2.3  不同模拟情景下长江江豚种群生存力现状分析 

首先，在回顾分析中情景 3 基础上，以 2017 年

作为现状分析的起点，设置初始头数为 1012 头，环

境容纳量为 5000 头和 4000 头，发现灭绝概率分别为 

0.7012 和 0.6950。在情景 5 的基础上，设定环境容纳

量为 4000 头，环境容纳量分别每年变动–1%、0%和

1%，连续变动 10 年，发现灭绝概率分别为 0.4635、

0.4592 和 0.4588。随后，环境容纳量设定为 4000 头，

每年增加 1%，连续变动 10 年，以 2017 年作为起点

进行不同模拟情景的生存动态分析，具体见表 4。长

江江豚种群 100 年的内禀增长率 r 为 –0.0733~ 

–0.0207，周限增长率 λ 为 0.9293~0.9795，净增值率

Ro 为 0.5235~0.8413，平均世代雌性为 8.36~8.83 年，

雄性为 9.23~9.66 年，平均现存种群数量 5.49±3.58~ 

110.81±108.10 头 ， 平 均 种 群 数 量 为 0.11±0.80~ 

107.91±108.10 头，遗传多样性为 0.5801±0.1671~ 

0.9169±0.0659。灭绝概率为 0.0264~0.9860，平均首

次灭绝时间为 68.4~91.9 年，具体见表 5。 

在现状分析情景 6 的基础，设定性比雄性化、雌

性化偏离 10%，即雄性所占比例分别为 0.55、0.50

和 0.45，模拟计算得出，长江江豚种群 100 年的内禀

增长率 r 分别为–0.0608、–0.0493 和–0.0386，周限增

长率 λ 分别为 0.9410、0.9519 和 0.9621，净增值率

Ro 分别为 0.5889、0.6543 和 0.7198，平均世代雌性分

别为 8.71、8.61 和 8.51 年，雄性分别为 9.56、9.46

和 9.37 年，平均现存种群数量分别为 7.30±5.69、

11.67±10.17 和 22.42±22.58 头，平均种群数量分别为

0.76±2.66、3.75±7.66 和 14.42±20.39 头，遗传多样性 

 
表 3  特定情景下长江江豚种群 MVP 模拟分析 

Tab.3  Simulation analysis of MVP of Yangtze finless porpoise population under specific scenarios 

初始头数 Initial population size, Ni 1325 1320 1315 1310 1305 

PE 0.0460 0.0484 0.0476 0.0540 0.0549 
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表 4  长江江豚种群生存力现状分析的不同模拟情景 
Tab.4  Different simulation scenarios for the analysis of the current viability of Yangtze finless porpoise population  

项目 Items 
情景 1 

Scenario 1 
情景 2

Scenario 2
情景 3 

Scenario 3
情景 4

Scenario 4
情景 5 

Scenario 5
情景 6 

Scenario 6 
情景 7 

Scenario 7
情景 8 

Scenario 8

0~1 龄组死亡率 
Mortality in the 0~1 age group (%) 

25 25 25 25 30 30 30 30 

成年雌豚生殖率 
Breeding rate of adult female (%) 

20 25 27.5 30 20 25 27.5 30 

初始头数 Initial population size, Ni 1012 1012 1012 1012 1012 1012 1012 1012 

初始年份 Initial year 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 

 
表 5  长江江豚种群生存力现状分析结果 

Tab.5  Analysis results of current viability of finless porpoise population in the Yangtze River 

项目 Items 
情景 1 

Scenario 1 
情景 2 

Scenario 2
情景 3 

Scenario 3
情景 4 

Scenario 4
情景 5 

Scenario 5
情景 6 

Scenario 6 
情景 7 

Scenario 7
情景 8 

Scenario 8

r –0.0660 –0.0416 –0.0308 –0.0207 –0.0733 –0.0493 –0.0386 –0.0287

λ 0.9361 0.9593 0.9697 0.9795 0.9293 0.9519 0.9621 0.9717

Ro 0.5609 0.7011 0.7712 0.8413 0.5235 0.6543 0.7198 0.7852

平均世代雌性 
Average generation female 

8.76 8.54 8.44 8.36 8.83 8.61 8.51 8.43

平均世代雄性 
Average generation male 

9.60 9.40 9.31 9.23 9.66 9.46 9.37 9.30

N-extant±SD 6.32 
±4.47 

18.18
±17.56

42.13
±42.94

110.81
±108.10

5.49
±3.58

11.67 
±10.17 

22.16 
±22.07 

51.10
±52.51

N-all±SD 0.34 
±1.58 

10.08
±15.65

35.83
±42.24

107.91
±108.10

0.11
±0.80

3.75 
±7.66 

14.50 
±20.52 

45.58
±51.98

PE 0.9589 0.4588 0.1523 0.0264 0.9860 0.6985 0.3551 0.1098

GeneDiv±SD 0.6113 
±0.1620 

0.7745
±0.1303

0.8532
±0.1026

0.9169
±0.0659

0.5801
±0.1671

0.7191 
±0.1483 

0.7976 
±0.1225 

0.8677
±0.0981

平均 TE Mean TE 73.4 87.1 89.8 91.9 68.4 83.5 88.0 90.2

 
分别为 0.6490±0.1597、0.7191±0.1483 和 0.7950± 

0.1237。灭绝概率为 0.9157、0.6985 和 0.3664，平均

首次灭绝时间为 76.5、83.5 和 88.0 年。 

3  讨论 

本研究以 1999 年作为回顾分析的起点，2017 年

为模拟验证时间节点，在综合分析历史文献资料以及

最新研究成果的基础上，围绕环境容纳量、0~1 龄组

死亡率、成年雌豚生殖率设定了回顾分析 8 种不同情

景，长江江豚种群 100 年灭绝概率为 0.0013~0.7828，

平均灭绝时间为 84.4~95.4 年。以 2017 年长江江豚数

量约为 1012 头作为模拟验证来看，情景 2 和 4 与实

际情况不吻合，情景 3 模拟结果与实际调查情况吻合

度最好，情景 1 次之，情景 5 也较理想。情景 5 和 7

的种群存活概率达到 95%以上。提示上述情景 3 中模

拟参数与历史生境及长江江豚种群特性的契合度较

好，在该情景下进行深入系统分析具有较强的理论和 

实际价值。通过 Vortex 模拟计算可知，环境容纳量为

5000 头和 4000 头，发现灭绝概率分别为 0.7012 和

0.6950。进一步设定环境容纳量为 4000 头，环境容

纳量分别每年变动–1%、0%和 1%，连续变动 10 年，

发现灭绝概率分别为 0.4635、0.4592 和 0.4588，提示

环境容纳量小范围变动对长江江豚种群生存力影响

不大。从回顾分析结果来看，长江江豚的灭绝概率最

可能为 0.0754，且不高于 0.5629。平均灭绝时间最可

能为 93.5 年，且不少于 87.9 年。0~1 龄组死亡率最

可能为 30%左右，成年雌豚生殖率最可能为 25%左

右。杨光等(1998)研究指出，长江江豚 0~2 龄组死亡

率为 0.308，繁殖率可高达 0.7。张先锋等(1999)研究

发现，长江江豚 0~1 龄组的死亡率为 20%，年生殖率

为 20%。因此，模拟计算确认的长江江豚 0~1 龄组死

亡率最可能为 30%左右，成年雌豚生殖率最可能为

25%左右，在合理范围之内。通过进一步分析，不难

发现，成年雌豚生殖率和 0~1 龄组死亡率与种群生存 
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力关系密切，模拟计算出，成年雌豚生殖率为 25%时，

长江江豚 0~1 龄组死亡率由 30%分别下降为 25%和

20%时，灭绝概率由 0.0754 下降为 0.0128 和 0.0013。

0~1 龄组死亡率为 30%时，成年雌豚生殖率由 25%下

降为 20%时，灭绝概率由 0.0754 增高为 0.7746。因

此，长江江豚种群所面临灭绝“漩涡”，直接原因应该

是“一低一高”，即成年雌豚生殖率低，而 0~1 龄组死

亡率高，但除了长江江豚自身生理生态以及进化演化

适应方面的原因，长江江豚的生境干扰、破坏，特别

是适合母子豚栖息、抚幼以及幼豚生长发育生境的数

量减少和质量下降，导致其种群被动碎片化分布，个

体水平可能有利于减小生存压力。但从种群水平来

说，繁殖、遗传方面等风险加剧，“一低一高”现象持

续恶化。另一方面，饵料鱼类资源下降，特别是渔汛

等减少，捕食成本大幅提高，而长江江豚作为淡水水

生哺乳动物，能量需求相对较大，特别是求偶、怀孕

和哺乳等特定生理阶段，饵料相对不足，必将严重影

响繁殖活动，并对幼仔生存带来巨大挑战，最终可能

让长江江豚陷入种群灭绝“漩涡”。在回顾分析中，求

取了情景 5，即最可能达到情景下的 MVP，为 1305

头，且满足该条件的最小环境容纳量为 2300 头。提

示在进行长江江豚保护时，长江干流、鄱阳湖以及洞

庭湖等水域在加强重点水域重点保护的同时，必须强

化长江中下游水域大范围的“互联互通”，单一特定水

域难以承载长江江豚的持续生存繁衍。 

本研究中，从 0~1 龄组死亡率和成年雌豚生殖率

的角度设定了 8 种不同模拟情景，环境容纳量设定为

4000 头，每年增加 1%，连续变动 10 年，以 2017 年

作为现状分析的起点，从上述回顾分析的结果来看，

现状分析中的情景 6 和情景 7 是最可能情景，即长江

江豚种群灭绝概率可能为 0.3551~0.6985，平均灭绝

时间可能为 83.5~88.0 年。而情景 1 和情景 5 是小概

率情景，情景 2 和情景 3 是可能性较低情景，情景 4

和情景 8 是相对理想情景。长江江豚新生幼豚性比(雄

性所占比例)对模拟结果具有较大影响，性比雄性化、

雌性化偏离 10%，灭绝概率由 0.6985 分别增加为

0.9157 和下降为 0.3664。提示长江江豚新生幼豚性比

研究对于长江江豚保护具有特别意义，通过比较相关

数据，现状分析中情景 6 新生幼豚性比雌性化 10%，

与情景 7 模拟结果相当，即在情景 6 时，新生幼豚性

比雌性化 10%与成年雌豚生殖率提高 10%，效果是相

当的，提示人为诱导甚至控制长江江豚新生幼豚性比

可能是进行长江江豚抢救性保护的措施之一。当种群

面临灭绝漩涡风险时，重点保护、修复母子豚栖息区

等特定自然生境，缓解甚至逆转长江江豚成年雌豚生

殖率低，而 0~1 龄组死亡率高的现状，有利于长江江

豚的保护，当然这需要对长江江豚生理生态学、行为

生态学、繁殖生态学等进行深入而系统的研究。需要

特别指出的是，我国实施伏季休渔制度已有 20 多年，

在缓解捕捞对渔业资源带来的巨大压力和资源养护

方面发挥了积极作用(胡芷君等, 2019)，长江十年禁

捕等战略性政策的落地，必将有效增加长江江豚饵料

资源，对其保护意义重大。本文模型使用的参数是由

系统整理前人长江江豚研究结果获得的，特别是繁殖

率和最高繁殖年龄的设定是整体权衡的结果，单一参

数可能存在较大误差，但参数组合误差相对较小，且

本研究首次运用迭代 1 万次的方法进行相关模拟和

估计，迭代次数为前人研究的 10 倍，一定程度上减

小了系统误差，能够为长江江豚种群生存力分析及相

关濒危机制探讨，特别是长江江豚种群的保护提供一

定借鉴和管护依据。同时，有报道使用灰色预测模型，

分析影响资源丰度变化因子，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，应用效果

较好，提示多种模型协同应用可能是未来种群生存力

分析的发展方向之一(闫永斌等, 2019)。 
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Analysis of Population Viability Analysis of Yangtze Finless Porpoise 
in Different Simulated Scenarios 

WU Bin, WANG Weiping, HE Gang, WANG Haihua①
 

(Jiangxi Institute for Fisheries Sciences, Nanchang  330039) 

Abstract    To study the population dynamics and conservation strategies of the Yangtze finless 

porpoise (Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis), Vortex (v.10.3.7.0) was used to analyze the 

population viability. Taking 1999 as the starting point, a retrospective analysis revealed that the extinction 

probability of finless porpoise was most likely to be 0.0754 and was not higher than 0.5629. The mean 

extinction time was most likely to be 93.5 years and not less than 87.9 years. Taking 2017 as the starting 

point, through the analysis of the current situation, it was found that the extinction probability of the 

Yangtze finless porpoise population was 0.3551~0.6985, and the average extinction time was 83.5~88.0 

years. In certain situations, the proportion of newborn male Yangtze finless porpoise was 0.55, 0.50, and 

0.45, respectively. The results showed that masculinization increased the probability of extinction from 

0.6985 to 0.9157, and feminization brought it down to 0.3664. At the same time, comparison of the data 

found that a 10% decrease in the proportion of newborn males and a 10% increase in the breeding rate of 

adult females had the same effect. The above results suggested that the extinction risk of the finless 

porpoise population in the Yangtze River was relatively high. Focusing on the protection and restoration 

of high-quality habitats, especially those related to parents–children, is important for the protection of the 

Yangtze finless porpoise. 
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北部湾春季多齿蛇鲻生物学特征及其年际变化* 
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沈春燕 1,3  何雄波 1①  颜云榕 1,2,3,4① 
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2. 南方海洋科学与工程广东省实验室(湛江)南海资源大数据中心  湛江  524013； 

3. 广东省南海深远海渔业管理与捕捞工程技术研究中心  湛江  524088； 

4. 广东海洋大学深圳研究院海洋渔业信息化技术中心  深圳  518120) 

摘要    根据北部湾渔港采样及海上调查生物学测定与数据分析，研究了北部湾多齿蛇鲻(Saurida 

tumbil)春季生物学特征及其年际变化。结果显示，2008~2018 年春季，多齿蛇鲻个体呈小型化趋势，

各年度平均体长范围为 15.8~16.9 cm，平均体质量范围为 48.8~77.5 g，2018 年的平均体长和平均体

质量比 2008 年分别降低了 6.5%和 34.5%。体长–体质量关系式中的异速生长参数 b 的范围为

3.03~3.42，表明春季群体主要呈正异速生长状态(b>3)。性成熟体长年际变化分析表明，北部湾多

齿蛇鲻存在性成熟提前的现象，雌性群体 50%性成熟体长从 2008 年(19.0 cm)至 2018 年(16.6 cm)

整体呈减小趋势，10 年间减小比例为 12.6%，其中，2011~2015 年海上采样的样品对比显示，50%

性成熟体长减小比例为 3.8%。2008~2018 年北部湾多齿蛇鲻的肥满度整体呈下降趋势，均值变化范

围为 1.09~1.29，渔港采样样品和海上采样样品的肥满度年际变化皆呈下降趋势。 

关键词    北部湾；多齿蛇鲻；生物学特征；50%性成熟体长；肥满度；年际变化 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0036-09 

鱼类生物学特征是评价渔业资源现状的重要内

容，其指标的对比分析可反映种群结构以及资源动

态，对渔业资源利用评价和科学管理策略制定具有重

要的参考意义(黄硕琳等, 2019)。体长和体质量是鱼

类的基本生物学特征，能反映鱼类个体生理状态和种

群结构变动(Andersen et al, 2016)；体长–体质量关系

在一定程度上能反映鱼类的生长状况(詹秉义, 1995)；

鱼类 50%性成熟体长(L50)是研究渔业资源质量和评

估管理的基础指标之一(詹秉义, 1995)；肥满度则是

反映鱼类营养状况的重要指标(戴强等, 2006)。 

多齿蛇鲻(Saurida tumbil)(Bloch, 1795)，隶属狗

母鱼科，为暖水性底层鱼类，分布于印度洋和太平洋

西岸，在我国主要分布于东海和南海，是北部湾海域

底拖网渔业的重要经济种(陈再超等, 1982; 刘金殿, 

abc
图章
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2009; 傅昕龙等, 2019)和传统优势种(乔延龙等, 2008; 

王雪辉等, 2011、2012)。国内外学者对多齿蛇鲻的生

长特征(Singh et al, 1995; 舒黎明等, 2004; 侯刚等, 

2014)、年龄结构(Rao, 1984; Ambak et al, 1986)、鳞

片特征(张其永等, 1987; Jawad et al, 2007)、摄食习性

(颜云榕等, 2010; 杨璐等, 2016)和种群动态(Jaiswar 

et al, 2003)等方面开展过大量研究。研究发现，近几

十年来，多齿蛇鲻已出现不同程度的资源衰退现象，

主要表现为种群结构低龄化、小型化，资源量和资

源密度下降等(卢振彬等, 1999; 王跃中等, 2008)。  

孙典荣(2008)和Wang等(2012)分别从资源量和种群动

力学方面评估多齿蛇鲻的资源状况，发现北部湾多齿

蛇鲻已遭过度开发，出现资源衰退的趋势。渔业资源

衰退除资源量下降和开发率过高等表现外，物种的生

物学特征也会发生显著变化。近10年来，对于北部湾

衰退资源种多齿蛇鲻的生物学特征产生的变化仍不

清楚，这制约着对多齿蛇鲻的管理和保护，其衰退趋

势是否有所改观，仍有待进一步研究。 

本研究根据北部湾春季沿岸渔港采样 (2008、

2018 年)和底拖网调查采样(2011、2015 年)数据，分别

采用体长‒体质量关系参数、性成熟比例、50%性成熟

体长和肥满度参数等生物学指标，通过对比分析，研究

该海域多齿蛇鲻生物学特征及其年际变化，探明资源

衰退下生物学特征的变化幅度及趋势，旨在为北部湾

多齿蛇鲻资源的合理利用和有效管理提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与数据来源 

分别于 2008、2011、2015 和 2018 年春季对南海

北部湾多齿蛇鲻进行采样。其中，2008 和 2018 年为

渔港定点采样，采样站点分别为广东湛江江洪港和广

西北海侨港，对底拖网上岸渔获物进行随机抽样；

2011 和 2015 年的样品通过海上调查采集(表 1)。4 个

年度共采样 1063 尾。按《海洋调查规范》(国家海洋

局, 2007)进行生物学测定与解剖，测定指标有体长、

体质量和性成熟度等，其中，体长精确到 0.1 cm，体

质量精确到 0.1 g。性成熟度分期主要参照刘筠(1993)

的方法分为 6 期。由于 2008 和 2011 年的样本量与 2015

和 2018 年的样本量相差较大，本研究利用软件 SPSS 

19.0，采用按月分层随机抽样方法(袁兴伟等, 2011)，对

2008 和 2011 年的数据抽样，使相同采样方式得到相

同样品量，以消除样本量差异对多齿蛇鲻生物学分析

结果的影响，即 2008 年抽取 57 尾，2011 年抽取 48 尾。 
 

表 1  北部湾多齿蛇鲻底拖网样品采样信息 
Tab.1  Sampling information of S. tumbil using bottom trawl in the Beibu Gulf 

年度 
Year 

月份 
Month 

地点 
Locations 

样品数 
Samples 

分层抽样数 
Stratified sampling size

2008 3~4 渔港采样：北海侨港、湛江江洪 
Fishing port sampling: Qiaogang Town, Beihai City; Jianghong 
Town, Zhanjiang City 

353 57 

2011 4 海上采样：17°~22°N；105°~110°E 

Marine survey: 17°~22°N；105°~110°E 

605 48 

2015 4 海上采样：17°~22°N；105°~110°E 

Marine survey: 17°~22°N；105°~110°E 

48 48 

2018 3~4 渔港采样：北海侨港、湛江江洪 
Fishing port sampling: Qiaogang Town, Beihai City; Jianghong 
Town, Zhanjiang City 

57 57 

 

1.2  数据处理与分析  

体长–体质量关系采用幂函数表示： 

W=aLb 

式中，W 为体质量(g)；L 为体长(cm)；a、b 为

该公式的参数，其中，b 又被称为异速生长参数。当

b=3 时，鱼类个体呈等速生长；b>3 时，呈正异速生

长；b<3 时，呈负异速生长(Froese, 2006; Pitcher et al, 

1982)。 

50%性成熟体长：以长度 1.0 cm 为间隔，对体长

数据进行分组，对不同体长组的性成熟个体百分比拟

合逻辑斯蒂曲线，确定其 50%性成熟体长： 

 
1

1 i
i a bl

P
e 




 

L50=a/b 
式中，Pi 为性成熟个体在该体长组内样本中所占

百分比；li (cm)为各体长组中值；a、b 为估算参数；

L50 为 50%性成熟体长。 
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肥满度采用 Fulton 状态指数 K(Fulton, 1911)表示： 
K=(W/L3)×100 

式中，W 为体质量(g)，L 为体长(cm)。 

数据分析使用软件 SPSS 19.0，平均体长、平均

体质量和肥满度的年间差异使用单因素方差分析

(One-way ANOVA)检验，体长‒体质量关系参数的年

间差异使用协方差分析(ANCOVA)检验。 

2  结果 

2.1  体长和体质量的分布特征 

2008 和 2018 年渔港采样中，北部湾春季多齿蛇

鲻体长范围为10.3~29.8 cm，体质量范围为9.7~366.1 g，

体长和体质量优势组分别为 14.0~18.0 cm 和 30.0~ 

70.0 g，体长优势组分别占比 56.1%和 63.2%，体质量

优势组分别占比 57.9%和 59.6%。平均体长分别为 16.9

和 15.8 cm，平均体质量为分别为 77.5 和 50.8 g；与  

2008 年相比，2018 年平均体长下降 6.5%，平均体质量

下降 34.5% (图 1, 表 2)。 

2011和2015年海上采样中，样品体长范围为

12.0~23.6 cm，体质量范围为17.8~160.7 g，体长和体

质量优势组分别为14.0~18.0 cm和30.0~70.0 g，体长

优势组分别占比68.8%和75.0%，体质量优势组分别占

比72.9%和75.0%。平均体长分别为16.0和16.3 cm，平

均体质量为分别为52.9和48.8 g；与2011年相比， 

2015 年平均体长增加比例为 1.9%，平均体质量下降

7.8% (图 1, 表 2)。 

北 部 湾 多 齿 蛇 鲻 的 体 长 分 布 范 围 为 10.3~ 

29.8 cm，体质量分布范围为 9.7~366.1 g，各年度的

体长优势组和体质量优势组无明显变化，分别为

14.0~18.0 cm 和 30.0~70.0 g。平均体长和体质量呈波

动下降趋势，平均体长最大值为 2008 年的 16.9 cm，

最小值为 2018 年的 15.8 cm，平均体质量最大值为

2008 年的 77.5 g，最小值为 2015 年的 48.8 g。2008~ 

2018 年平均体长和平均体质量分别下降 6.5%和

34.5% (图 1, 表 2)。 

单因素方差检验表明，平均体长除 2018 年显著

小于 2008 年外(P<0.05)，各年间差异不显著(P>0.05)；

2008 年平均体质量显著大于其余年度 (P<0.05)，

2011、2015 和 2018 年间差异不显著(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  多齿蛇鲻平均体长和体质量年际变化 
Fig.1  Inter-annual changes in the average standard length 

and body weight of S. tumbil in the Beibu Gulf 
 

表 2  多齿蛇鲻体长和体质量分布特征 
Tab.2  Distribution characteristics of standard length and body weight of S. tumbil 

年度 Year 
项目 Item  

2008 2011 2015 2018 

范围 Range 11.7~29.8 12.2~23.6 12.0~20.5 10.3~21.5 

平均值 Mean 16.9 16.0 16.3 15.8 

标准偏差 SD 4.5 2.2 1.8 2.2 

优势组 Dominant 14.0~18.0 14.0~18.0 14.0~18.0 14.0~18.0 

体长 
Standard length (SL) (cm) 

优势组比例 Percentage (%) 56.1 68.8 75.0 63.2 

范围 Range 19.8~366.1 19.8~160.7 17.8~95.3 9.7~126.6 

平均值 Mean 77.5 52.9 48.8 50.8 

标准偏差 SD 80.2 28.5 17.0 24.3 

优势组 Dominant 30.0~70.0 30.0~70.0 30.0~70.0 30.0~70.0 

体质量 
Body weight (BW) (g) 

优势组比例 Percentage (%) 57.9 72.9 75.0 59.6 

 

2.2  体长–体质量关系 

2008~2018 年北部湾春季多齿蛇鲻体长–体质量

关系参数 a 的范围为 0.0037~0.0119，年际变化总体

呈下降趋势；其中，最大值出现在 2008 年，最小值

出现在 2018 年。异速生长参数 b 的范围为 3.03~3.42，

群体主要呈正异速生长状态，年际变化总体呈上升趋

势，最高值为 2018 年的 3.42，最低值为 2008 年的

3.03；2008 和 2018 年的参数 b 差异极显著(P<0.01)，

2011 与 2015 年差异不显著(P>0.05)(表 3)。 
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表 3  多齿蛇鲻的体长–体质量关系参数 
Tab.3  Relationship parameters of standard length-body 

weight for S. tumbil 

年度 
Year 

a 
95%置信区间 

95%CL 
b 

95%置信区间
95%CL 

相关系

数 R²

2008 0.0119 0.0085~0.0167 3.03 2.91~3.15 0.98

2011 0.0070 0.0072~0.0172 3.19 2.87~3.52 0.89

2015 0.0059 0.0033~0.0106 3.22 3.01~3.43 0.95

2018 0.0037 0.0019~0.0073 3.42 3.18~3.67 0.93

注：a，b：体长(cm)–体质量(g)关系参数 
Note: a, b: Standard length-body weight relationship 

parameters 
 

2.3  性成熟比例 

2008 和 2018 年渔港采样中，北部湾多齿蛇鲻性

成熟比例分别为 29.8%和 25.0%，与 2008 年相比， 

2018 年下降 4.8%(图 2)。2011 和 2015 年海上采样中，

性成熟比例分别为 22.9%和 16.7%，与 2011 年相比，

2015 年下降 6.2%(图 2)。 

北部湾多齿蛇鲻春季性成熟比例范围基本保持

在 20%左右，不同年度性成熟个体比例为 16.7%~ 

29.8%，平均值为 23.6%，比例最高的年度为 2008 年，

比例最低的年度为 2015 年，年际变化总体呈先减小

后增大的趋势(图 2)。 
 

 
 

图 2  北部湾多齿蛇鲻性成熟比例年际变化 
Fig.2  Inter-annual changes in proportion of maturity  

S. tumbil in the Beibu Gulf 
 

2.4  50%性成熟体长 

2008和2018年渔港采样中，多齿蛇鲻雌性群体的

50%性成熟体长分别为19.0和16.6 cm，与2008年相

比，2018年下降12.6% (图3)。2011和2015年海上采样

中，多齿蛇鲻雌性群体50%性成熟体长分别为18.6和

17.9 cm，与2011年相比，2015年下降3.8% (图3)。多 

齿蛇鲻雌性群体 50%性成熟体长年际变化范围为

16.6~19.0 cm，呈下降趋势(图 3, 图 4)。最大值出现

在 2008 年，最小值出现在 2018 年，10 年间 50%性

成熟体长降幅达 12.6%。 

 
 

图 3  北部湾多齿蛇鲻雌性群体 50%性成熟体长年际变化 
Fig.3  Inter-annual changes in the length at 50% maturity of 

female S. tumbil in the Beibu Gulf 
 

2.5  肥满度的年际变化 

2008 和 2018 年渔港采样中，多齿蛇鲻肥满度的

均值分别为 1.29 和 1.19。与 2008 年相比，2018 年肥

满度下降 7.8%。2011 和 2015 年海上采样中，多齿蛇

鲻肥满度均值分别为 1.21 和 1.09。与 2011 年相比，

2015 年肥满度下降 9.5%。经单因素方差检验，除 2011

与 2018 年差异不显著外，其余各年度肥满度差异显

著(P<0.01)(图 5)。 

2008~2018 年的年际变化呈先减小后增大的趋

势，变化范围为 1.09~1.29。2008 年样品的肥满度整

体水平最高，最低点出现在 2015 年(图 5)。 

随着体长增长，多齿蛇鲻的肥满度呈逐渐增大的

趋势(图 6)。渔港采样部分(图 6A)，2008 年不同体长

组的肥满度均值范围为 1.19~1.39，最低值出现在

22~24 cm 体长组，最大值出现在 28~30 cm 体长组；

2018 年的范围为 0.88~1.29，最低值出现在 10~12 cm

体长组，最大值出现在 16~18 cm 体长组。海上采样

部分(图 6B)，2011 年不同体长组肥满度均值的范围

为 1.12~1.48，最低值出现在 18~20 cm 体长组，最大

值出现在 20~22 cm 体长组；2015 年的范围为 1.04~ 

1.14，最低值出现在 10~12 cm 体长组，最大值出现

在 18~20 cm 体长组。 

3  讨论 

3.1  生物学特征 

在长时间的高强度捕捞压力下，鱼类的表型特征

会对所处的环境产生响应性变化，其中，体长和体质

量的变化是最直接的响应(Law, 2000; Conover et al, 

2002)。本研究表明，10 多年来北部湾多齿蛇鲻个体

呈现一定程度的小型化现象，渔港采样部分平均体长

和体质量变化显著；而海上采样部分可能因为采样时

间间隔相对较短，种群生物学特性变化不明显，平均 
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图 4  北部湾多齿蛇鲻个体性成熟比例与体长拟合的逻辑斯蒂曲线 
Fig.4  Logistics model fitted for the relationship between standard length and percentage of mature S tumbil in the Beibu Gulf  

 

 
 

图 5  北部湾多齿蛇鲻肥满度年度变化 
Fig.5  Inter-annual changes in fatness of  

S. tumbil in the Beibu Gulf 
 

体长和平均体质量变化幅度相对较小。与黄梓荣

(2002)的研究对比，本研究 2018 年春季多齿蛇鲻平均

体长比 2001 年小 10.7% (1.9 cm)。类似地，王雪辉等

(2012)研究发现，1997~1999 年到 2006~2007 年期间

南海海域多齿蛇鲻渐进体长下降了 47%。研究发现，

北部湾大部分传统经济鱼类存在生物学衰退的现象，

有学者提出鱼类生物学衰退的原因是过度捕捞(张魁

等, 2016a、b; 耿平等, 2018)。除过高的捕捞压力外，

也有学者认为，生物学衰退的表现跟人类的选择性捕

捞活动有关(Rutter, 1902)。不同尺寸的网囊对渔获物

的选择能力有所差别(许庆昌等, 2020)，且大多数网

具对鱼类具有“捕大留小”的选择性，导致生长慢的 

 
 

图 6  北部湾多齿蛇鲻不同体长肥满度变化 
Fig.6  The change in fatness of S. tumbil of different 

standard length in the Beibu Gulf 
 

基因得以保存，且得到更多表达，而生长较快的基因

逐渐被淘汰，剩余群体逐渐向小型化的趋势发展

(Pitcher et al, 1982; Conover et al, 2002)。 
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除此之外，有研究表明北部湾部分经济鱼类存在

一 定 程 度 的 性 成 熟 提 前 现 象 ， 如 深 水 金 线 鱼

(Nemipterus bathybius)(陈作志等, 2012a)和二长棘犁

齿鲷(Evynnis cardinalis)(张魁等, 2016a)，过度捕捞导

致L50下降。本研究发现，近年来，北部湾多齿蛇鲻

同样发生了性成熟提前，渔港采样部分2018年的L50

比2008年小2.4 cm，2015年海上采样部分比2011年小

0.7 cm，总体上，L50呈逐渐减小趋势，与同是蛇鲻属

的花斑蛇鲻 (Saurida undosquamis)的变化趋势一致

(陈作志等, 2012b)。在捕捞压力影响下，为了种群的

延续，鱼类会产生性成熟提前的适应性变化，国际上

称为捕捞诱导进化 (Heino et al, 2015; 单秀娟等 , 

2020)。而对于在捕捞活动终止后，性成熟提前是否

会发生逆转，相关学者提出了不同的观点。de Roos

等(2006)通过生态动力学模型和进化动力学方法，发

现鱼类的群体结构及表征容易受捕捞压力的影响，产

生不可逆的响应。但也有学者认为是可逆的，Conover

等(2009)研究发现，在过高捕捞压力下产生适应性响

应的鱼类，在停止捕捞活动后，这种响应机制将在新

的12个世代后发生逆转。黄梓荣(2002)研究发现，在

实施休渔政策后，南海北部海域多齿蛇鲻资源有一定

程度的恢复，说明捕捞强度的降低或有效控制有利于

鱼类小型化趋势的逆转。 

3.2  体长–体质量的关系及肥满度 

本研究多齿蛇鲻的异速生长参数 b 值范围为

3.03~3.42，与 Carlander (1969)研究发现的大部分鱼

类 b 值落在 2.5~3.5 之间的结果一致。且 b 值均大于

3，说明春季多齿蛇鲻处于正异速生长状态，与王理

想(2009)对北部湾春季多齿蛇鲻异速生长参数的研究

结果一致(表 4)。而其他学者关于多齿蛇鲻年度异速

生长参数的估算大部分接近 3，呈匀速生长(表 4)。相

对于其他季节，春季的 b 值偏大，可能是由于多齿蛇

鲻在春季处于育肥阶段，所摄取的能量主要用于性腺

的发育，个体体长增长率相对小于体质量增长率，表

现为正异速生长。Froese(2006)研究发现，b 值变化受

生长发育及环境等因素影响。从生长发育来看，北部

湾多齿蛇鲻全年存在 3 个繁殖高峰期，春季属于主要

繁殖期之一，且繁殖期间并未停止进食或降低摄食强

度(颜云榕等, 2010)，为性腺发育提供大量能量(Hofer 

et al, 1985)，从而表现出体质量的增速相对高于体长

的增速；从环境因素来看，多齿蛇鲻主要栖息于近海

底层，分布水深约为 40~150 m，处于沿岸水与外海

水交界，小型鱼类资源种类及营养物质丰富，是生物

量最高的海域(贾晓平等, 2005)，是多齿蛇鲻摄食与

繁殖发育的主要场所，为多齿蛇鲻的快速生长提供了

有利条件。 

 
表 4  南海多齿蛇鲻异速生长参数的差别 

Tab.4  Difference of allometric parameters for S. tumbil in South China Sea 

采样时间 Sampling time 

年度 Year 月份 Month 

海域 
Sea area 

异速生长参数 b 
Allometric parameter b 

参考文献 
References 

1964~1965 1~12 南海北部海南岛以东 
The northern part of the South China Sea, 
east of Hainan Island 

3.17 中华人民共和国水产部

南海水产研究所(1966) 

1964~1965 1~2，5~12 南海北部海南岛以东 
The northern part of the South China Sea, 
east of Hainan Island 

3.01 舒黎明等(2004) 

1981~1982 – 南海北部大陆架 
The northern shelf of the South China Sea 

2.98 舒黎明等(2004) 

1997~1999 – 南海北部大陆架 
The northern shelf of the South China Sea 

3.06 舒黎明等(2004) 

2006 4 北部湾 Beibu Gulf 3.40 王理想(2009) 

2006~2008 1~12 北部湾 Beibu Gulf 3.27 刘金殿等(2009) 

2006~2007 1、4、7、10 北部湾 Beibu Gulf 3.05 Wang 等(2012) 

2008 3~4 北部湾 Beibu Gulf 3.03 本研究 This study 

2011 4 北部湾 Beibu Gulf 3.19 本研究 This study 

2015 4 北部湾 Beibu Gulf 3.22 本研究 This study 

2018 3~4 北部湾 Beibu Gulf 3.42 本研究 This study 
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鱼类在过度捕捞压力下，剩余群体所摄取的能量

主要用于生长和性腺发育，导致其肥满度降低(李忠炉

等, 2011)。本研究中，2008 年多齿蛇鲻的肥满度为最

大值，随后出现降低，至 2018 年有回升的迹象；另

外，对渔港采样和海上采样数据进行单独分析，肥

满度的年际变化皆呈下降趋势。此外，随着体长增

长，多齿蛇鲻的肥满度呈逐渐增长的趋势。Panda 等

(2016)认为，小尺寸的群体生存状况较差，肥满度小；

而 Fulton (1904)则认为，鱼类早期生长速度相对较快，

从而表现出小尺寸群体的肥满度较低。本研究数据支

持 Fulton 的观点，判断鱼类在特定阶段生存状态的

好坏，仍需考虑环境条件或自身生理状态的影响。 
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Biological Characteristics and Inter-Annual Changes of Saurida tumbil  
in Spring in the Beibu Gulf, South China Sea  

DENG Yujian1, YI Murong1,2, LI Bo1, LIU Sibiao1, QIU Kangwen1,  
SHEN Chunyan1,3, HE Xiongbo1①, YAN Yunrong1,2,3,4①

 
(1. College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 2. Marine Resources Big Data Center of  

South China Sea, Southern Marine Science and Engineering Guangdong Laboratory (Zhanjiang), Zhanjiang  524013;  
3. Guangdong Provincial Engineering and Technology Research Center of Far Sea Fisheries Management and Fishing of  

South China Sea, Zhanjiang  524088; 4. Center of Marine Fisheries Information Technology, Shenzhen Institute of  
Guangdong Ocean University, Shenzhen  518120) 

Abstract    Using data from the spring fishing port samples and bottom trawl surveys in the Beibu Gulf, 
the biological characteristics and inter-annual changes of Saurida tumbil were investigated. The 
population structure of S. tumbil in the Beibu Gulf had a miniaturization trend - the average standard 
length (SL) and body weight (BW) decreased from 2008 to 2018, with ranges of 15.8~16.9 cm and 
48.8~77.5 g, respectively. There were also temporal variations in SL and BW; the average values 
decreased by 6.5% and 34.5% from 2008 to 2018, respectively. The range of the allometric parameter b 
was 3.03~3.42, indicating that S. tumbil had positive allometric growth (b>3) in the Beibu Gulf in spring. 
Analysis of the inter-annual change in length at 50% maturity (L50) in females showed that the S. tumbil 
population maturated before the L50, decreasing 12.6% from 2008 (19.0 cm) to 2018 (16.6 cm). Compared 
to 2011 (18.6 cm), the 2015 female L50 reduced by 3.8% (17.9 cm). Fatness also declined from 2008 to 
2018 (range: 1.09~1.29), as evidenced by consistent downward trends in the fatness samples from both 
fishing methods. However, fatness had an overall increasing trend with increasing SL. 
Key words    Beibu Gulf; Saurida tumbil; Biological characteristics; Length at 50% maturity; Fatness; 
Inter-annual change 
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半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因的克隆 

及其温度响应的表达规律* 

郝先才 1,2  冯  博 1,2  邵长伟 1,2  王  倩 2① 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与 

技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071) 

摘要    皮质醇在鱼类应对外界环境压力的过程中起到重要调控作用，而 hsd11b1l 和 hsd11b2 具有

调节体内皮质醇浓度的重要功能。本研究克隆了半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) hsd11b1l 和

hsd11b2 基因的 cDNA 全长序列，分析了其序列特征，研究了其时空表达特征及温度响应的表达规

律。结果显示，hsd11b1l cDNA 全长为 1650 bp，开放性阅读框长度为 864 bp，编码 287 个氨基酸；

hsd11b2 cDNA 全长为 4526 bp，开放性阅读框长度为 1209 bp，编码 402 个氨基酸。半滑舌鳎不同

组织和性腺发育时期的表达分析结果显示，hsd11b1l 在肝脏中表达量最高，在卵巢的表达量是精巢

的 2 倍，且在 6 月龄和 3 龄鱼的卵巢中呈现较高表达；而 hsd11b2 主要在精巢中表达，在 6 月龄鱼

的精巢中表达量最高，随后表达量急剧降低，在卵巢中各个时期几乎不表达。半滑舌鳎温度响应的

表达结果显示，高温(28℃)处理 2 个月后，与正常温度(22℃)对照组相比，hsd11b1l 和 hsd11b2 在雄

鱼中的表达量均显著降低(P<0.05)；高温短期应激 48 h，hsd11b1l 表达在雌鱼和雄鱼中均显著降低，

hsd11b2 表达仅在雄鱼中有显著下调(P<0.05)。本研究探讨了 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在半滑舌鳎性

别分化过程中的表达规律，为研究环境温度与半滑舌鳎性别分化之间的关系奠定了基础。 

关键词    半滑舌鳎；性别决定；温度；hsd11b1l 基因；hsd11b2 基因 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0045-10 

脊椎动物的性别通常由基因型决定，其性别一旦

形成就很难发生改变，这种性别决定方式称为遗传型

性别决定(Genetic sex determination, GSD)。但在一些

爬行类、两栖类、鱼类等相对低等的脊椎动物中，外

界环境因素，诸如温度、pH、密度及社会性等都有 

可能影响性别，而这种性别决定方式称为环境型性别

决定(Environmental sex determination, ESD) (Francis 

1984; Rubin, 1985; Francis et al, 1993; Tabata, 1995)。

前期研究发现，皮质醇在 ESD 型物种响应外界环境

压力方面起到重要作用(Sadoul et al, 2019)。在鱼类 

abc
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中，温度是主要的外界压力源，外界温度的变化会显

著增加机体或细胞的皮质醇水平，从而对鱼类生殖生

长、性别分化等产生影响 (Wendelaar Bonga, 1997; 

Mommsen et al, 1999)。在大西洋鲑(Salmo salar)幼鱼

时期，注射皮质醇后发现，雄鱼的比例增加并且卵巢

生长受到抑制(van den Hurk et al, 1985)。在牙鲆

(Paralichthys olivaceus)性别决定时期，高温引起皮

质醇的增加，进而导致雄性比例升高(Yamaguchi et al, 

2010)。截至目前，皮质醇介导温度进而影响性别决

定的机制尚不完全清楚。 

羟基类固醇11β脱氢酶 (Hydroxysteroid 11-beta 

dehydrogenase, HSD11β)属于氧化还原酶家族，调控

活性和无活性皮质酮间的相互转化，同时，还参与类

固醇代谢的生理过程(Krozowski, 1999)。在哺乳动物

中，羟基类固醇11β脱氢酶存在2个亚型，分别为

11β-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (hsd11b1)和

hsd11b2。hsd11b1的功能是将无活性的皮质酮转化为

有活性的皮质醇，hsd11b2的功能则相反(Albiston et al, 

1994; Hu et al, 2019)。鱼类不存在hsd11b1基因，而存

在其同源基因Hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1 

like (hsd11b1l)(Tsachaki et al, 2017)。在斑马鱼(Danio 

rerio)和虱目鱼(Chanos chanos)中，hsd11b1l可以增加

皮质醇的水平，这与哺乳动物中hsd11b1的功能相似

(Baker, 2010; Hu et al, 2019)。hsd11b2可以降低鱼类组

织皮质醇水平，从而保护组织免受皮质醇的伤害，并

参与雄激素的合成(Alderman et al, 2012; Tokarz et al, 

2013)。研究表明，高水平的雄激素可以直接影响鱼

类的性别决定和分化(Miura et al, 2008; Hattori et al, 

2009; Blasco et al, 2010) 。 牙 汉 鱼 (Odontesthes 

bonariensis)高温诱导雄性化过程中，皮质醇通过调节

hsd11b2高表达促进雄激素生成，从而驱动精巢发生

(Fernandino et al, 2012)。 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国重要的

经济鱼类。研究表明，半滑舌鳎的性别决定类型是

ZZ/ZW 型，但其性别分化也受到外界环境的直接影

响。在半滑舌鳎性别决定和分化的关键时期，高温

可以诱导遗传雌性向表型雄性逆转 (Chen et al, 

2014)。因此，半滑舌鳎是理解温度与性别分化关系

的理想模型。在本研究中，通过 RACE 克隆获得半

滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 的 cDNA 全长，并对序

列特征进行生物信息学分析，进而通过荧光定量

PCR 技术，分析其时空表达特征及温度响应的表达

规律，可为后续深入探究温度与性别分化的关系提

供基础信息。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验用半滑舌鳎均取自山东海阳黄海水产有

限公司。随机选取 3 龄半滑舌鳎雌鱼和雄鱼各 3 条，

解剖后取脑、心脏、肠、鳃、脾脏、肾脏、肝脏、皮

肤、精巢及卵巢。此外，取不同发育时期(30 日龄、

50 日龄、3 月龄、6 月龄、2 龄和 3 龄)半滑舌鳎性腺

或性腺区域。将 280 尾 30 日龄的半滑舌鳎鱼苗随

机等分为 2 组，分别采用高温(28℃)及常温(22℃)

处理 2 个月，并在 3 月龄时解剖取性腺组织样品；另

取 140 尾 3 月龄半滑舌鳎鱼苗，随机等分为 2 组，分

别进行高温(28℃)与常温(22℃)处理，48 h 后解剖取

性腺组织样品。将上述样品液氮速冻后放入超低温冰

箱保存。所有半滑舌鳎同时取尾鳍组织保存于酒精

中，通过实验室前期建立的性别特异分子标记方法进

行遗传性别鉴定(Jiang et al, 2017; Cui et al, 2018)，对

于 3 月龄半滑舌鳎，进一步结合 dmrt1 基因的相对表

达量剔除伪雄鱼(Cui et al, 2017)。 

1.2  半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 的全长克隆 

使用 RNAprep pure Tissue Kit (Tiangen, 中国)提

取 3 龄半滑舌鳎的精巢组织总 RNA ，并使用

PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 
(TaKaRa, 日本)完成 cDNA 反转录。根据半滑舌鳎基

因组中的 hsd11b1l (GenBank ID: XM_025065042)和

hsd11b2 (GenBank ID: XM_008310169)基因序列，利

用 Primer 6.0 设计引物(hsd11b1l-F/R 和 hsd11b2-F/R) 

(表 1)。利用 SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 

(Clontech, 美国)进行 5′和 3′RACE 克隆。RACE 引物

如表 1 所示。PCR 产物经纯化，克隆到 pEasy-T1 载

体(TransGen, 中国)并进行测序。 

1.3  hsd11b1l和 hsd11b2基因序列的生物信息学分析 

通过在线工具 SMART (http://smart.embl-heidelberg. 

de/)预测了 hsd11b1l 和 hsd11b2 的蛋白质结构。使用

AliBaba2.1(http://gene-regulation.com/pub/programs/al
ibaba2/index.html)对 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因启动子

区域(转录起始位点上游 500 bp和 5'UTR区域)进行转

录因子结合位点预测。从 NCBI 下载不同物种的蛋白

质序列，然用根据软件 MEGAX 使用 Neighbor- 

Joining (NJ)法构建系统进化树(Bootstrap=1000)。 

1.4  半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因的表达分析 

选取各样本高质量的 RNA 1 μg，利用 PrimeScript  
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表 1  实验所用到的引物 
Tab.1  Primers used in the experiments 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Utilization 

hsd11b1l-F GCATGGTTGGGGGTCACGGT Fragment PCR 

hsd11b1l-R GTGCTGGCCCGTACTGTCTGG Fragment PCR 

hsd11b2-F AGGCCCTGCTAACACCGCAG Fragment PCR 

hsd11b2-R TTGGTCAGCGGGATCGGCAA Fragment PCR 

hsd11b1l-5-GSP CCGTTCAAGGTGTGTTTGGTCGAGCTG RACE 

hsd11b1l-5-NGSP CAACCTGCTGTAACATCGCTTCTC RACE 

hsd11b1l-3-GSP CCCAGCCACAGACGCAGCCTTGAACA RACE 

hsd11b1l-3-NGSP GACTGTAACCAAAGACTGGACCCCT RACE 

hsd11b2-5-GSP GGAGAGTGATGTGTGGGCAATAAAAGGAGG RACE 

hsd11b2-5-NGSP GGGCCTAACCATGACGGGGG RACE 

hsd11b2-3-GSP GTCATTTCATTGGTCCTGGCTCCTGCTG RACE 

hsd11b2-3-NGSP GCTCCCTCCAGAGGTGTAGGCTGT RACE 

hsd11b1-l-qF AGAGTCTCTCAGAGGAGCCA qRT-PCR 

hsd11b1-l-qR ACAACCTGCTGTAACATCGC qRT-PCR 

hsd11b2-qF TCCATCATCCTGCCCTCATC qRT-PCR 

hsd11b2-qR TGAGGTCTGGGTTAGCTTGG qRT-PCR 

β-actin-qF GCTGTGCTGTCCCTGTA qRT-PCR 

β-actin-qR GAGTAGCCACGCTCTGTC qRT-PCR 

 
RT reagent Kit (Takara, 日本)试剂盒反转录生成 cDNA。

设计 hsd11b1l 和 hsd11b2 的荧光定量检测引物(表 1)，

进行实时荧光定量 PCR (Real-time PCR)表达分析。使

用 QuantiNova™ SYBR Green PCR Kit (Qiagen, 德国)

试剂盒，反应体系为 20 μl，分别包含 1 μl cDNA 模

板、10 μl SYBR Green PCR Master Mix (2×)、2 μl QN 

ROX Reference Dye及 0.7 μmol/L的正向和反向引物。

反 应 在 ABI StepOnePlus_Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, 美国)进行，程序为 95℃ 2 min；

95℃ 5 s, 60℃ 10 s，共 40 个循环；95℃ 5 s, 60℃ 

1 min, +1℃/min, 95℃ 15 s。内参用 β-actin 基因片段

(β-actin-qF/R，表 1)。每个反应体系设置 3 个技术重

复。使用 2–ΔΔCt 方法分析 hsd11b1l 以及 hsd11b2 基因

在半滑舌鳎雌雄各组织、不同发育时期及温度处理样

品中的表达水平(Livak et al, 2001; Li et al, 2010)。利

用 T-检验分析显著性，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  hsd11b1l 和 hsd11b2 克隆和序列分析 

通过 RACE 克隆获得半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2

基因的 cDNA 全长。hsd11b1l 的 cDNA 全长为 1650 bp，

包含 97 bp 的 5'UTR 和 689 bp 的 3'UTR，开放性阅读

框(Open Reading Frame, ORF)为 864 bp，编码 287 个

氨基酸，蛋白质的分子量为 31.79 kDa，预测理论等

电点(pI)为 7.65(图 1)。启动子区域转录因子结合位点

预测分析显示，hsd11b1l 启动子区域存在 NF-kappaB、

AP-1、E2、GATA-1、GR、PR、C/EBPalp、C/EBPbeta、

TBP、HNF1、HNF3 等转录因子结合位点。hsd11b2

基因的 cDNA 全长为 4526 bp，包括 1209 bp 的 ORF，

5′UTR 和 3′UTR 长度分别为 403 bp 和 2914 bp，编码

402 个氨基酸，预测分子量为 44.5 kDa，理论等电点为

8.38(图 2)。启动子区域转录因子结合位点预测分析显

示，hsd11b2 启动子区域包含 GR、TBP、Sp1、Ahr、

PR、Sox-2、C/EBPalp、Elk-1、HNF-3、COUP、GATA-1

等转录结合位点。将 hsd11b1l 和 hsd11b2 mRNA 比对

到对应 DNA 序列，显示 hsd11b1l 包含 6 个外显子，

hsd11b2 包含 5 个外显子(图 3A)。 

2.2  多序列比对和系统进化树分析 

利用 SMART 预测了半滑舌鳎 HSD11B1L 和

HSD11B2 的蛋白结构。结果显示，这 2 个蛋白都存

在 1 个保守的结构域，为短链脱氢酶(adh_short)，其

中，HSD11B1L 还具有信号肽，HSD11B2 包含 2 个

跨膜结构域(图 3B)。根据 ExPASy (https://www.expasy. 

org/)的 GOR IV 工具预测 HSD11B1L 和 HSD11B2 蛋白

的二级结构，结果表明，HSD11B2 蛋白的 α-螺旋和

无规卷曲含量比 HSD11B1L 高，而延伸链的比例少。 
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图 1  半滑舌鳎 hsd11b1l 基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Cynoglossus semilaevis hsd11b1l 

方框内为起始密码子和终止密码子，黑色下划线表示 polyA 信号， 

红色下划线表示信号肽位置，蓝色下划线表示保守结构域 
Frames indicate the start codon and stop codon, respectively. Black underline indicates the PolyA tail sequence,  

red underline indicates signal peptide, and blue underline indicates conserved domain 
 

半滑舌鳎 HSD11B1L 和 HSD11B2 蛋白序列与其

他物种同源性分析显示，HSD11B1L 与河豚(Takifugu 

rubripes, XP_029684148.1)、牙鲆 (XP_019936361.1)

和斑马鱼(NP_ 956617.2) HSD11B1L 蛋白的相似性分

别为 77.04%、73.08%和 66.89%。HSD11B2 蛋白与河

豚(XP_029702217.1)、罗非鱼(Oreochromis niloticus, 

NP_001266686.1)和斑马鱼 (NP_997885.2) HSD11B2

蛋白的序列相似性分别为 77.08%、75.33%和 69.40%。

进化树分析结果表明，HSD11B1L 和 HSD11B2 均聚

成了两支，一支是哺乳动物、鸟类、两栖动物和爬行

动物，另一支是鱼类(图 4A、B)。 

2.3  hsd11b1l 和 hsd11b2 在不同组织中的表达分布 

hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在 3 龄半滑舌鳎不同组

织的表达分析结果显示，hsd11b1l 主要在肝脏、卵巢、

精巢和肠中表达，并且卵巢中的表达量显著高于精巢

(P<0.05)。hsd11b2 在精巢、肠、肝脏和肾脏中广泛表

达，而在卵巢中几乎不表达(图 5)。 

2.4  hsd11b1l 和 hsd11b2 在性腺发育中的表达模式 

hsd11b1l 在性别分化早期基本不表达，3 月龄开

始有微弱表达。在卵巢中，hsd11b1l 在 6 月龄的表达

量急剧升高，然后在 2 龄时期急剧下降，在 3 龄表达

量重新上升并达到峰值；在精巢中，hsd11b1l 表达与

卵巢中类似，在 6 月龄表达量急剧升高，在 2 龄表达

量略有下降，在 3 龄表达量重新上升并达到峰值，在

6 月龄及 3 龄中精巢的表达量均显著低于卵巢(P<0.05) 

(图 5A)。 

hsd11b2 基因在性别分化早期基本不表达。在精

巢中，hsd11b2 在 3 月龄开始表达，6 月龄达到峰值

且显著高于其他时期(P<0.05)，随后在 2 龄表达量下

降并维持较低水平至 3 龄；在卵巢中，各阶段均几乎

无法检测到 hsd11b2 的表达(图 6B)。 

2.5  hsd11b1l 和 hsd11b2 在高温处理下的表达 

在 30 日龄到 3 月龄性别分化过程对半滑舌鳎进

行高温(28℃)处理，hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在雄鱼

中的表达量均显著低于正常生长温度组(P<0.05)，在

雌鱼中的表达量无显著差异(图 7A、B)。对 3 月龄幼

鱼进行 48 h 的短期高温刺激后，hsd11b1l 表达量在雌

鱼和雄鱼中均显著下调，雌鱼为常温条件下的 37.80%，

雄鱼为 47.18%；hsd11b2基因在雄鱼中显著下调表达， 



第 2 期 郝先才等: 半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因的克隆及其温度响应的表达规律 49 

 

 
 

图 2  半滑舌鳎 hsd11b2 基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of C. semilaevis hsd11b2 

方框内为起始密码子和终止密码子，黑色下划线表示 polyA 信号， 

紫色下划线表示跨膜结构域，蓝色下划线表示保守结构域 
Frames indicate the start codon and stop codon, respectively. Black underline indicates the PolyA tail sequence,  

violet underline indicates transmembrane region, blue underline indicates conserved domain 
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图 3  半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 的基因结构分析及蛋白结构域预测 
Fig.3  The gene structure analysis and protein domain prediction of C. semilaevis hsd11b1l and hsd11b2 

A：基因结构示意图，外显子用红色框表示，DNA 序列用黑线表示，UTR 用蓝框表示； 

B：HSD11B1L 和 HSD11B2 保守结构域 
A: Schematic representation of genomic structure. The exons were represented by red boxes, DNA sequences were  

indicated by lines, and UTRs were shown as blues boxes; B: The predicted conserved domain of HSD11B1L and HSD11B2 

 

 
 

图 4  HSD11B1L 和 HSD11B2 蛋白系统发育树 
Fig.4  Phylogenetic analysis of HSD11B1L and HSD11B2 proteins 

A: HSD11B1L; B: HSD11B2 
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图 5  hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在半滑舌鳎中的组织表达模式 
Fig.5  Tissue expression analysis of hsd11b1l and hsd11b2 in C. semilaevis 

数据用 3 个独立个体的 Mean±SE 表示(n=3)。*表示显著差异。下同 
The mean±SE values from three separate individuals (n=3) are shown. Asterisks indicate significant differences (P<0.05).  

The same as below 

 

 
 

图 6  hsd11b1l 和 hsd11b2 在性腺发育阶段的表达模式 
Fig.6  The hsd11b1l and hsd11b2 expression in gonad development stage 

 
为常温对照组的 25.65%(P<0.05)，在雌鱼中的表达量

无显著差异(图 7C、D)。 

3  讨论 

本研究克隆获得了半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2

基因的 cDNA 全长，分析了基因序列特征。研究发现，

2 个基因都含有 1 个保守的短链脱氢酶结构域，该结

构域属于链脱氢酶/还原酶家族(SDR)，是一种重要的

氧化还原酶家族(Ghosh et al, 1994)，表明 hsd11b1l 和

hsd11b2 基因在皮质醇的生理过程中具有氧化还原酶

的作用。此外，hsd11b1l 基因启动子序列中包含糖

皮质激素受体(GR)、雌激素(E2)、TATA 结合蛋白

(TATA-binding protein, TBP)等转录结合位点， 

hsd11b2 启动子区域包含糖皮质激素受体(GR)、雄

激素受体(AHR)和 TBP 等转录结合位点。皮质醇是

一种糖皮质激素，可以与糖皮质激素受体结合，在

生长、生殖等生理活动中起到重要作用(Mommsen 

et al, 1999)。在牙鲆、青鳉(Oryzias latipes)、牙汉

鱼等鱼类中，皮质醇参与高温诱导雄性化(Hattori 

et al, 2009; Hayashi et al, 2010; Yamaguchi et al, 
2010)。雄激素和雌激素受体可以直接参与鱼类的

性别发育调节。TBP 则是一类可以与 RNA 聚合酶

Ⅱ共同发挥作用的转录因子，在精子形成期过量表

达，参与精细胞的形成(Schmidt et al, 1997)。 

本研究分析了半滑舌鳎 hsd11b1l 和 hsd11b2 基

因的时空表达特征。组织表达结果显示，hsd11b1l 
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图 7  高温(28℃)处理后 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在性腺中的表达模式 

Fig.7  Analysis of hsd11b1l and hsd11b2 expression after high temperature treatment (28℃) 

 
基因主要在半滑舌鳎肝脏和性腺中表达，这与其他

脊椎动物中的研究结果相似。HSD11B1 是一种还原

型酶，可以转化生成大量皮质醇并且增强糖皮质激素

的作用，这种酶存在于人类的多种组织器官中，在肝

脏、脂肪等关键的代谢组织中非常丰富(White et al, 

1997; Tomlinson et al, 2004)。本研究结果显示，半滑

舌鳎 hsd11b1l 于 3 月龄开始表达，在 6 月龄和 3 龄时

期鱼的卵巢中显著高于其他时期和精巢。半滑舌鳎在

6 月龄左右开始分化形成卵母细胞，3 龄已进入卵巢

发育成熟期，暗示 hsd11b1l 可能参与半滑舌鳎卵巢发

育过程(Chen et al, 2014; Li et al, 2016、2017)。前期

研究表明，hsd11b2 不仅催化皮质酮向皮质醇的转化

过程，还可催化 11-酮基雄烯二酮生成 11-酮基睾酮，

在 雄 激 素 的 形 成 过 程 中 起 到 至 关 重 要 的 作 用

(Oppermann et al, 1997)。牙汉鱼 hsd11b2 可通过合成

雄激素进而参与雄性化形成(Zhang et al, 2018)。在虹

鳟(Oncorhynchus mykiss)中，hsd11b2 在调节精子发生

过程中起到重要作用，其表达模式在雄鱼发育过程中

发生显著变化(Liu et al, 2000; Kusakabe et al, 2002)。

本研究中，半滑舌鳎 hsd11b2 主要在精巢中表达，在

卵巢中几乎不表达，也提示该基因在精巢中发挥重要

作用。对精巢各发育时期的进一步分析表明，hsd11b2

在 3 月龄开始表达，在 6 月龄达到峰值，随后在成熟

精巢中表达量下降，这一发现与半滑舌鳎精巢细胞分

化时间吻合(Chen et al, 2014; Li et al, 2016; Chen et al, 

2009)，表明 hsd11b2 在生殖细胞分化增殖过程中起到

重要作用。 

在高温处理 2 个月后，hsd11b1l 和 hsd11b2 在雄

鱼中表达量均显著降低；高温处理 48 h 后，hsd11b1l

在雌、雄鱼中表达量均显著降低，hsd11b2 在雄鱼中

表达量显著降低(P<0.05)，表明温度可影响皮质醇和

皮质酮之间的相互转化。但在牙汉鱼中，高温处理

14 d 后，hsd11b2 表达量升高，与本研究结果相反

(Fernandino et al, 2012)。牙汉鱼分析的是 hsd11b2 在

幼鱼躯干部位的表达变化，包括了肝、肠、性腺等多

个组织。根据 hsd11b2 的功能及组织表达模式，肝脏

也是其发挥作用的主要器官。因此，结果的不同可能

反映了不同组织在应对高温时的不同表现。后续将针

对 hsd11b1l 和 hsd11b2 基因在肝脏和不同性腺中的作

用机制展开更深入的研究。 

综上所述，本研究报道了半滑舌鳎 hsd11b1l 和

hsd11b2 基因的全长序列，分析了它们在性腺发育过

程以及高温胁迫后的表达规律，为进一步研究二者在

温度介导半滑舌鳎性别分化过程中的机理奠定了基础。 
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Molecular Characterization and Expression Patterns of hsd11b1l and  
hsd11b2 and Their Response to High Temperature Stress in Chinese  

Tongue Sole Cynoglossus semilaevis 

HAO Xiancai1,2, FENG Bo1,2, SHAO Changwei1,2, WANG Qian2①
 

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), 

Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao  266071) 

Abstract    Sex determination and differentiation in fish are not only influenced by genetic factors, but 
also controlled by environmental factors. Previous studies have shown that cortisol plays an important 
role in the feedback of environmental stress in fish. Fish hsd11b1l and hsd11b2 can regulate the 
concentration of cortisol. In this study, we cloned full-length cDNA of hsd11b1l and hsd11b2, and 
analyzed their sequence characteristics in Chinese tongue sole (Cynoglossus semilaevis). We then detected 
their spatiotemporal expression characteristics and expression patterns after temperature stress. The 
full-length cDNA of hsd11b1l was 1650 bp with 864 bp open reading frame encoding a predicted 287 
amino acid protein. While the full-length of hsd11b2 was 4526 bp with 1209 bp open reading frame 
encoding 402 amino acid protein. The qPCR showed that the highest expression of hsd11b1l was within 
the liver and the expression level in the ovary was two-fold higher than that in testis. In particular, the 
expression level of hsd11b1l in the ovary was higher than in testis at the stages of 6 mpf and 3 ypf. The 
hsd11b2 was expressed mainly in the testis and expression level peaked in testis at 6 mpf. Conversely, 
expression of hsd11b2 was hardly detected in any stages of ovary development. In addition, we analyzed 
the expression patterns of hsd11b1l and hsd11b2 after high-temperature (28℃) treatment. The expression 
levels of hsd11b1l and hsd11b2 was significantly reduced in the gonads of males (P<0.05) after the 
high-temperature treatment for 2 months. For the acute high-temperature treatment (48 h), the expression 
of hsd11b1l significantly decreased in the gonads of both females and males (P<0.05), and the expression 
of hsd11b2 was only significantly down-regulated in the male testis (P<0.05). In this study, the expression 
patterns of hsd11b1l and hsd11b2 genes in the developmental stages of gonads affected by high 
temperature stress lays a foundation for understanding the relationship between temperature and sexual 
differentiation in Chinese tongue sole. 

Key words    Cynoglossus semilaevis; Sex determination; Temperature; hsd11b1l; hsd11b2 
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投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼生长、生理指标及 

肝脏 hsp70 基因表达丰度的影响* 

徐郑鑫 1#  张鹏飞 2#  陈四清 2,3  边  力 2  常  青 2①  王志达 4 
(1. 江苏海洋大学海洋科学与水产学院  连云港  222005；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

3. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071； 

4. 青岛悦海湾海洋产业发展有限公司  青岛  266200) 

摘要    为探究投喂频率对绿鳍马面鲀(Thamnaconus septentrionalis)幼鱼生长、生理指标及肝脏

hsp70 基因表达的影响，本研究设 5 个投喂频率，分别为 1、2、3、4 和 5 次/d (分别简称为 F1、F2、

F3、F4 和 F5)，每个处理组设 3 个平行，每缸养殖 30 尾鱼[(6.47±0.56) g]。实验期间，水温为 17℃~     

26℃，盐度为 30~31，pH 为 6.8~7.6，溶解氧≥5 mg/L，养殖周期为 30 d。结果表明，不同投喂频

率对绿鳍马面鲀幼鱼的生长、体成分、消化酶和抗氧化酶活性均有影响。随着投喂频率的增加，绿

鳍马面鲀幼鱼的摄食和生长均呈上升趋势，F5 组数值最大，摄食率为 3.95%，增重率为 347.19%，

特定生长率为 5.07%/d，增重率为 F1 组的 2 倍多。F1 组的肥满度为 1.79，显著低于其他 4 组(P<0.05)；

肝体比逐渐升高，F4 和 F5 组的肝体比显著高于其他 3 组(P<0.05)。增加投喂频率，鱼体的粗蛋白含

量呈先升高后降低的趋势，F2 组最高，为 59.82%；粗脂肪含量呈逐渐升高的趋势，F5 组最高，为

31.23%。胰蛋白酶活性随投喂频率增加呈先降低后增加的趋势，F3 组活性最低，为 37.48 U/μg prot；

脂肪酶活性逐渐升高，F5 组最高，为 2.67 U/g prot；淀粉酶活性不受投喂频率的影响(P>0.05)。过

氧化氢酶、超氧化物歧化酶活性和丙二醛含量最高均在 F5 组，分别为 14.71 U/mg prot、250.32 U/mg 

prot 和 2.73 nmol/mg。肝脏中 hsp70 基因的相对表达量不受投喂频率的影响(P>0.05)。基于绿鳍马

面鲀幼鱼的生长性能和生理效应的综合考虑，其最适投喂频率为 3 次/d。 

关键词    投喂频率；绿鳍马面鲀；生长性能；生理指标 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0055-08 

鱼类的生长受到许多方面的制约，包括饲料类

型、粒径、营养含量、投喂量、投喂频率等。其中，

投喂频率是一个非常重要的因素，因鱼类自身种类、

规格和饲料类型而异(Kubitza et al, 1999; Wang et al, 
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2007)。适宜的投喂频率，可提高鱼类饵料转化率，

提高经济和生态效益，减少个体生长差异和水质污染。

绿鳍马面鲀(Thamnaconus septentrionalis)在我国的四大

海域均有分布(林新濯等, 1984)，主要生活在水深 60~ 

120 m 处，为外海暖温性底层鱼类(秦忆芹, 1981)。其

肌肉富含牛磺酸、多不饱和脂肪酸(EPA、DHA)，是

营养价值极高的健康食品(徐大凤等, 2018)。在 20 世

纪 80 年代前，绿鳍马面鲀在海洋中产量很高，仅次于

带鱼(Trichiurus lepturus)(许学龙等, 1992)，但近些年

来，由于过度捕捞，其种群密度不断减小，产量严重

衰竭，迫切需要进行人工养殖。在绿鳍马面鲀人工育

苗方面已获得新的突破，但尚未实现大规模的工厂化

养殖。对绿鳍马面鲀幼鱼昼夜摄食节律及胃排空模型

的研究发现，其最适投喂时间为每天的 09:00~15:00 

(张鹏飞等, 2020)，但对其最适投喂频率还需进一步

研究。本文通过研究不同投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼

的生长性能、全鱼成分、消化酶、抗氧化酶活性及肝

脏 hsp70 基因表达的影响，以确定其最适投喂频率，

可节约养殖成本、提高生产效率、保护环境等。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

绿鳍马面鲀幼鱼购自银泽水产有限公司，养殖实

验开展于青岛悦海湾海洋产业发展有限公司。养殖实

验开始前，在有效容积为 39.52 m3 (长、宽、高分别

为 7.6、6.5、1.5 m)的水泥池中暂养 2 周，使鱼适应

养殖环境，恢复体质。暂养期间，每天于 06:00、12:00

和 18:00 饱食投喂 3 次，所用饲料为进口新爱鱼仔商

品饲料(为沉性颗粒饲料，粗蛋白 49.86%，粗脂肪

9.68%，灰分 12.65%，水分 8.32%)。养殖用水经砂滤

池沉淀后，再经蛋白分离器过滤后使用。 

1.2  实验设计和饲养管理 

实验设计 5 个处理组，分别为 F1(12:00)、F2(09:00

和 15:00)、F3(06:00、12:00 和 18:00)、F4(06:00、09:00、

12:00 和 15:00)、F5(06:00、09:00、12:00、15:00 和

18:00)，每个处理组设 3 个重复。选择规格整齐、表

观健康的 450 尾鱼[平均体重为(6.47±0.56) g]随机分

配到 15 个桶中(有效容积为 400 L)，每个桶 30 尾鱼，

使用流水养殖的方式进行养殖。实验鱼采用表观饱食

投喂法，每天吸污 1 次，换水 1 次，周期为 30 d，期

间白天采用自然光照，傍晚 18:00 投喂时开启白炽灯

照明，喂完后熄灯。水温为 17℃~26℃，盐度为 30~31，

pH 为 6.8~7.6，溶解氧≥5 mg/L。 

1.3  样品制备和分析方法 

在养殖实验结束后，将实验鱼饥饿 1 d，记录各

桶中鱼的重量和数量，计算特定生长率、饲料效率等

指标。每桶取 3 尾鱼用来检测全鱼营养成分。然后再

从每个实验桶中随机捞出 3 尾绿鳍马面鲀幼鱼，用

MS-222 进行深度麻醉，称重后放在托盘上用尺子测

量体长，求肥满度。随后从肛门处剖开腹部，取肝脏

和内脏(不包含肝脏)，分别称重，求肝体比和脏体比。

而后将全肠放入冻存管中，取部分肝脏，分别放入两

个冻存管中，–80℃保存，肠道用于测定消化酶活性，

肝脏测定抗氧化酶活性和 hsp70 基因的表达。 

全鱼样品中水分、粗蛋白和粗脂肪含量分别采用

烘箱干燥法(105℃)、凯氏定氮仪法和索氏抽提法测

定。蛋白定量、消化酶和抗氧化酶活性采用南京建成

生物工程研究所生产的相应试剂盒测定。 

肝脏中 hsp70 基因表达量的测定根据 Vazyme 

RNA-easyTM Isolation Reagent 试剂盒说明书提取绿鳍

马面鲀肝脏的总 RNA，通过电泳检测 RNA 的完整性，

Thermo Fisher NanoDrop 测定 RNA 的浓度。使用
TaKaRa Prime ScriptTM 1st strand cDNA Synthesis Kit
试剂盒将 RNA 反转录成 cDNA，并置于–20℃保存。

根据 NCBI 查找绿鳍马面鲀 hsp70 基因全长序列，采

用 Primer Premier 5.0 设计特异性引物，扩增片段长度

为 100~180 bp 之间(表 1)，所有引物均由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。 

β-actin 和 hsp70 基因丰度表达量采用 7500 实时

定量 PCR 系统(Applied Biosystems, 美国)进行 qPCR

反应。反应程序：95℃，2 min；95℃，10 s；60℃，

30 s，共 40 个循环；熔解曲线：95℃，15 s；60℃，

60 s；95℃，15 s。反应结束后，确认熔解曲线是否

单一，并做标准曲线，计算引物的扩增效率是否在

90%~110%，r2 在 0.95~1 之间。qPCR 的结果采用 2–Ct

进行计算。 
 

表 1  实时定量 PCR 引物 
Tab.1  Gene-specific real-time quantitative PCR primers 

引物 
Primer

序列 
Sequence(5~3) 

片段大小 
Fragment size(bp)

β-actinF CGGAATCCACGAGACCACCTAC 

β-actinR TGCATCCTGTCGGCGATGC 

139 

hsp70F CAACCCTGATGAAGCTGTG 

hsp70R TGGTGGTGTTCCGTTTGAT 

170 

 

1.4  计算公式 

摄食率(FIR, %) = 100 × FT/[(WF + WI)/2] 

增重率(WG, %) = 100 × (WF –WI)/WI 

特定生长率(SGR, %/d) = 100×[lnWF – lnWI]/TD 
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饲料效率(FCR, %) = 100 × WZ/FT 

肥满度(CF) = 100 × WF/L3 

肝体指数(HIS, %) = 100 × Wh/WF  

脏体指数(VSI, %) = 100 × WV/WF 

WF 为实验鱼结束时的重量，WI 为实验鱼初始重

量，TD 为实验天数，L 为实验结束时鱼体的体长，

WH 为鱼体的肝脏重量，WV 为鱼体的内脏重量，WZ

为鱼体总增重量，FT 为总投饲量。 

1.5  数据处理与统计分析 

实验数据采用 Excel 2016 分析，SPSS 20.0 进行

单因素方差(One-way ANOVA)分析，邓肯多重比较，

P<0.05 为差异显著。 

2  结果 

2.1  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼生长性能和饲料利

用的影响 

不同投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼摄食率、增重

率、特定生长率和饲料效率的影响见表 2。在投喂频

率不断增加的情况下，绿鳍马面鲀幼鱼的摄食率、增

重率和特定生长率都呈现出上升的趋势。F4 和 F5 组

之间在摄食率、增重率和特定生长率指标上均不存在

显著性差异(P>0.05)。在饲料效率方面，F1 组的饲料

效率显著高于其他 4 组(P<0.05)，其他 4 组之间差异

不显著(P>0.05)。 
 
表 2  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼生长性能 

和饲料利用的影响(平均值±标准误) 
Tab.2  Effects of feeding frequency on growth performance 
and feed utilization of T. septentrionalis juvenile (Mean±SE) 

组别 
Group 

摄食率 
FIR(%) 

增重率 
WG(%) 

特定生长率 
SGR(%/d) 

饲料效率
FCR(%) 

F1 2.41±0.02a 138.94±5.27a 2.85±0.04a 113.06±2.91b

F2 2.99±0.04b 179.30±12.92b 3.46±0.10b 105.26±1.12a

F3 3.58±0.04c 266.50±10.75c 4.52±0.04cd 106.32±1.45a

F4 3.82±0.12d 323.56±16.04d 4.81±0.21de 107.68±0.81a

F5 3.95±0.02d 347.19±10.98d 5.07±0.07e 107.09±1.85a

注：同一列数值上标英文字母不同，表示组间有显著

差异(P<0.05)，下表同 
Note: The values in the same column with different 

superscript indicate significant differences between groups 
(P<0.05). The same as below 

 

2.2  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼形态指标的影响 

不同投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼形态的影响见

表 3。结果显示，在肥满度方面，F1 组显著低于其他

4 组(P<0.05)，而其他 4 组之间没有显著性差异(P>0.05)。

在肝体比方面，F4 和 F5 组之间无显著性差异(P>0.05)，

且显著高于其他 3 组(P<0.05)。脏体比不受投喂频率

的影响(P>0.05)。 
 

表 3  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼形体指标的影响 
Tab.3  Effects of feeding frequency on body indices  

of T. septentrionalis juvenile 

组别 Group 肥满度 CF 肝体比 HSI(%) 脏体比 VSI(%)

F1 1.79±0.5a 8.87±0.29a 14.57±0.29

F2 2.14±0.37b 8.94±0.29a 14.81±0.29

F3 2.05±0.69b 9.71±0.29a 14.87±0.29

F4 1.98±0.35b 9.97±0.52b 15.37±0.52

F5 2.06±0.16b 10.65±0.12b 14.97±0.12
 

2.3  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼体成分的影响 

投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼体成分的影响见  

表 4。结果显示，随着投喂频率的增加，鱼体粗蛋白

在 F1、F2 和 F3 组之间无显著性差异，F4 和 F5 组显

著低于其他 3 组(P<0.05)。粗脂肪含量随着投喂频率

的增加而增加，而水分含量无显著性差异(P>0.05)。 
 

表 4  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼体成分的影响 
Tab.4  Effects of feeding frequency on composition of 

whole-body of T. septentrionalis juvenile 

组别 
Group

粗蛋白 
Crude protein

(% dry weight)

粗脂肪 
Crude lipid 

(% dry weight) 

水分 
Moisture(%)

F1 58.53±0.16bc 26.38±0.30a 75.90±0.02 

F2 59.82±0.66c 26.30±0.41a 75.66±0.85 

F3 58.64±0.83bc 28.94±0.68bc 74.92±0.55 

F4 56.90±0.40ab 30.01±0.18bc 74.19±0.38 

F5 55.89±1.18a 31.23±0.76c 73.54±0.20 
 

2.4  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼消化酶的影响 

投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼消化酶的影响见  

表 5。从表 5 可以看出，当投喂频率不断增加，肠道

胰蛋白酶呈先下降后上升的趋势，脂肪酶活性呈上升

趋势，而淀粉酶活性无显著性差异(P>0.05)。 
 

表 5  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼消化酶活性的影响 
Tab.5  Effects of feeding frequency on digestive enzyme 

activity of T. septentrionalis juvenile 

组别 
Group

胰蛋白酶 
Trypsin 

(U/μg prot) 

脂肪酶 
Lipase  

(U/g prot) 

淀粉酶
Amylase 

(U/mg prot)

F1 47.03±0.77c 1.89±0.38a 3.51±0.28 

F2 42.64±0.41b 2.11±0.35ab 3.95±0.45 

F3 37.48±1.48a 2.28±0.38ab 3.84±0.50 

F4 41.17±0.96c 2.63±0.16b 4.61±0.41 

F5 46.87±0.51c 2.67±0.34b 4.01±0.85 
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2.5  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏抗氧化酶活性

的影响 

投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏抗氧化酶活性

的影响见表 6。当投喂频率不断增加，肝脏过氧化氢

酶无显著变化(P>0.05)；超氧化物歧化酶活性和丙二

醛含量在 F5 组最高，在 F3 组最低。 
 

表 6  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏抗氧化酶活性的影响 
Tab.6  Effects of feeding frequency on liver antioxidant 

enzyme activity of T. septentrionalis juvenile 

组别 
Group 

过氧化氢酶 
(U/mg prot) 

超氧化物歧化酶 
SOD(U/mg prot) 

丙二醛 MDA
(nmol/mg) 

F1 14.49±1.71 218.87±1.48ab 1.93±0.04a 

F2 12.06±1.59 204.65±4.53a 2.01±0.04a 

F3 14.36±1.61 202.38±4.94a 1.91±0.09a 

F4 13.48±0.48 229.77±7.50bc 2.42±0.14b 

F5 14.71±0.16 250.32±9.44c 2.73±0.09b 

  

2.6  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏中 hsp70 基因

表达的影响 

由图 1 可知，绿鳍马面鲀幼鱼肝脏中 hsp70 基因

相对表达量在各组之间差异不显著。 
 

 
 

图 1  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏中 

hsp70 基因表达的影响 
Fig.1  The effect of feeding frequency on expressions of 

hsp70 in liver of T. septentrionalis juvenile 
 

3  讨论 

3.1  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼生长性能和饲料利

用的影响 

在一定程度上，提高投喂频率能提高鱼类的生长

性能，缩短养殖周期，但超过一定的范围，再增加投

喂频率，不会促进鱼类的生长性能，反而对鱼肉的品

质有不利的影响(周志刚等, 2003)。适宜的投喂频率

与鱼的种类和规格均有关系。谢苏明等(2020)研究发

现，大口黑鲈(Micropterus salmoides)在 0~60 d 时，投

喂频率从 2 次/d 增加到 4 次/d，鱼体增重率无显著性

差异，而在 60~120 d 时，随着投喂频率次数的增加，

鱼体增重率呈逐渐减小的趋势。邱婷婷等(2019)研究

发现，当投喂频率从 0.5 次/d 增加到 3 次/d 时，杂交

鲂(Megalobrama terminalis Richardson ♀× Erythroculter 

ilishaeformis ♂)增重量显著上升，而从 3 次/d 增加到

4 次/d 时，鱼体增重率、摄食率和饲料系数都没有显

著性变化。这与本研究所得结果相似，当投喂频率从

1 次/d 提高到 3 次/d 时，绿鳍马面鲀幼鱼的摄食率、

增重率和特定生长率呈现显著性升高，但从 4 次/d 增

加到 5 次/d 时，摄食率、增重率、特定生长率和饲料

效率均无显著性变化。究其原因可归结为以下两个方

面：一是投喂间隔过短会导致肠胃负担过重，排空速

度加快，饲料未经完全消化就排出体外，影响营养物

质的吸收(Dwyer et al, 2002)；二是鱼类过多的摄食行

为会消耗部分能量，从而影响生长速度。 

研究发现，因鱼的种类和规格的不同，投喂频率

与饲料效率之间呈现出不同的关系。有些鱼类如大西

洋鳙鲽(Hippoglossus hippoglossus)(Schnaittacher et al, 

2005)、牙鲆(Paralichthys olivaceus)(鲍枳月等, 2019) 

等，随着投喂频率的增加，摄食率增加，饲料效率不

受影响。有些鱼类如异育银鲫 (Carassius auratus 

gibelio)(Zhao et al, 2016) 、卵形鲳鲹 (Trachinotus 

ovatus) (Wu et al, 2015)等，随着投喂频率的增加，摄

食率和饲料效率也会增加。而有些鱼类，如大吻鲈

(Dicentrarchus labrax) (Tsevis et al, 1992)、大黄鱼

(Pseudosciaena crocea) (孙瑞健等, 2013)，随投喂频率

的增加，摄食率增加，饲料效率会降低。这与本研究

结果有相似之处，F1 组饲料效率显著高于其他 4 组，

而其他 4 组之间没有显著性差异。 

3.2  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼形体指标和体成分

的影响 

形体指标是评价鱼体能量状态的重要参数，随着

摄食量的增加，鱼类获得更多的能量，一部分过剩的

能量将蓄积在内脏中，使鱼体的肝体比和脏体比上

升。对大杂交鲟(Huso dauricus ♀ × Acipenser schrenckii 

♂)(褚志鹏等, 2020)和花鲈(Lateolabrax maculatus)(王

伟等, 2018)的研究发现，投喂频率与鱼类的肝体比和

脏体比呈正比关系。这和本研究结果有些许不同，绿

鳍马面鲀幼鱼仅肝体比随投喂频率的增加出现显著

性差异，而脏体比与投喂频率无关，这与子二代中华

鲟(Acipenser sinensis)的结果相同(管敏等, 2019)。当

投喂频率不断升高时，许氏平鲉(Sebastes schlegelii)
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幼鱼(冒树泉等, 2014)肝体比和脏体比呈现降低的趋

势，这可能与鱼种和饲料等有关。 

鱼体营养成分决定了鱼肉的品质，而鱼体的营养

成分由品种、生长阶段等内源性因子和食物营养、投

喂策略等外源性因子共同决定。不同的投喂频率对鱼

体营养成分的影响不一。一般认为，投喂频率的增加

会促进鱼类摄食量，而过剩的营养物质转化为脂肪储

存在鱼体内，从而导致鱼体脂肪含量上升，水分含量

下降。对杂交鲂(邱婷婷等, 2019)、花鲈(王伟等, 2018)

和牙鲆(Lee et al, 2010)研究发现，随着投喂频率的增

加，粗脂肪含量逐渐增加，水分含量逐渐减少。本研

究则发现，投喂频率的增加使绿鳍马面鲀幼鱼粗脂肪

含量升高，粗蛋白含量下降，水分含量则无显著性变

化。这与冒树泉等(2014)对许氏平鲉幼鱼的研究结果

相一致。可能是由于投喂频率的不断增加，绿鳍马面

鲀可以获得更多的食物，未被利用的能量转化成脂

肪，在机体中储存下来，从而导致水分含量不变，粗

脂肪含量上升，粗蛋白含量下降；也可能是受到种类、

环境、规格等因素影响，具体原因还需要进一步研究。 

3.3  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼消化酶和肝脏抗氧

化酶活性的影响 

鱼类消化酶主要指蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶，这

些酶的活性反映了鱼类对饲料营养物质的消化吸收

能力(李希国等, 2005)。本研究发现，投喂频率对绿

鳍马面鲀幼鱼消化酶活性有显著影响，随着投喂频率

的增加，幼鱼肠道中胰蛋白酶活力呈先降低后升高的

趋势。这与黄斑篮子(Siganus oramin)幼鱼(杨育凯等, 

2020)、灰海马(Hippocampus erectus)(席寅峰等, 2013)

等的结果一致。推测原因可能是由于投喂频率低，导

致摄食量不足，机体需要产生大量的胰蛋白酶，充分

吸收利用营养物质，这可能也是 1 次/d 组的饲料效率

较高的原因；当摄食量增加后，机体只需要产生少量

消化酶即可消化所需营养物质；而当摄食量过多后，

食物对其机体产生一定的负担，需要提高胰蛋白酶来

充分利用营养物质。脂肪酶活性随着投喂频率的增加

而增加，这正好印证了全鱼营养成分中粗脂肪含量不

断上升的趋势，表明绿鳍马面鲀可能对脂肪有较好的

利用能力。 

超氧化物歧化酶(SOD)是生物体内一种重要的抗

氧化酶，能够催化超氧阴离子自由基(·O2)2
2–歧化生成

过氧化氢(H2O2)和氧(O2)，再由过氧化氢酶(CAT)把生

成的过氧化氢转化成对机体无害的水和氧气，共同保

护机体免受损伤，其酶活性的变化可以反映机体的免

疫水平(饶玉才等, 2009)。丙二醛(MDA)是一种衡量自

由基与抗氧化系统平衡的指标，当机体过氧化时，丙

二醛含量不断增加，加速组织和细胞的损伤。对大西

洋鲑(Salmo salar)的研究发现，投喂频率在 1 次/3 d~  

1 次/1 d 时，肝脏中丙二醛、超氧化物歧化酶和总抗

氧化能力的差异不显著(刘淑兰等, 2019)。这与本研

究结果相似，投喂频率在 1~3 次/d 时，超氧化物歧化

酶和丙二醛的活性差异均不显著，表明机体处于健康

状态；但投喂频率由 3 次/d 增加到 5 次/d 时，超氧化

物歧化酶和丙二醛均显著上升，表明此时机体受到了

胁迫。 

3.4  投喂频率对绿鳍马面鲀幼鱼肝脏中 hsp70 基因

表达的影响 

hsp70 是热休克蛋白(Heat Shock Proteins, HSPs)

家族中最为重要的一员。细胞在热休克、缺氧、低温、

营养缺乏等应激条件下，也能生成 HSPs，因此，也

称为应激蛋白。hsp70 基因在硬骨鱼类的肝脏中具有

高表达量，如草鱼(Ctenopharyngodon idella) (林亚秋等, 

2009)、淞江鲈(Trachidermus fasciatus)(刘庆全, 2013)、

达氏鳇(Huso dauricus)(Peng et al, 2016)和杂交黄颡

鱼 (黄颡鱼 Pelteobagrus fulvidraco ♀×瓦氏黄颡鱼

Pelteobagrus vachelli ♂)(朱凌威等, 2020)。这可能是

因为肝脏在动物的消化、代谢、免疫和体内环境调节

等方面都起到了十分重要的作用。朱凌威等(2020)研

究发现，水温从 20℃升高至 28℃时，杂交黄颡鱼的

肝脏、鳃、脑和肌肉中 hsp70 基因表达量显著上升。

刘伟(2018)研究发现，吉富罗非鱼(Oreachromis niloticus)

在养殖 10 d 时，不同的投喂频率对肝脏中 hsp70 基因

表达均有显著影响，而在 20、30、40 d 时，则无显

著影响。本研究中，随着投喂频率的增加，鱼体肝脏

中 hsp70 基因表达量无显著差异(P>0.05)，但 F3、F4

和 F5 组高于 F1 和 F2 组。可能原因有两个：一是取

样时水温过低，导致 hsp70 基因表达量整体下降，进

而导致各组之间差异不显著；二是随着养殖天数的增

加，鱼体抗应激能力也相应增加。具体原因还需要进

一步探究。 

4  结论 

综上所述，养殖周期为 30 d，投喂频率对初始体

重为(6.470.56)g 的绿鳍马面鲀幼鱼在生长、形体、

体成分、消化酶和抗氧化酶活性方面均有影响。考虑

生长和形体，投喂频率为 4~5 次/d 最好；而考虑体成

分和抗氧化酶活性，3 次/d 最好。综合考虑绿鳍马面

鲀幼鱼的生长、健康、生态效益和经济效益，建议其

幼鱼投喂频率为 3 次/d。 
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Effects of Feeding Frequency on the Growth, Physiology, and Expression 
Abundance of hsp70 mRNA in Juvenile Thamnaconus septentrionalis 

XU Zhengxin1#, ZHANG Pengfei2#, CHEN Siqing2,3, BIAN Li2, CHANG Qing2①
, WANG Zhida4 

(1. College of Marine Science and Fisheries, Jiangsu Ocean University, Lianyungang  222005;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

3. Laboratory of Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology (Qingdao), Qingdao  266071; 4. Qingdao Yuehaiwan Marine Industry Development Co., Ltd., Qingdao  266200) 

Abstract    The effects of five different feeding frequencies on the growth performance, physiological 

index, and hepatic heat shock protein 70 (hsp70) gene expression levels of juvenile Thamnaconus 

septentrionalis [body weight of (6.47±0.56) g] were studied. The experiment design included 5 feeding 

frequencies, namely 1, 2, 3, 4, and 5 times/d (referred to as F1, F2, F3, F4, and F5 respectively), and each 

treatment group was designed with 3 parallels, and each tank was cultured 30 fish. The experimental 

period was 30 days and water temperature range was 17℃~26℃, the salinity was 30~31, the pH was 

6.8~7.6, and the dissolved oxygen was ≥ 5 mg/L. Results showed that under different feeding frequency 

conditions, the growth, body composition, digestive enzymes, and antioxidant enzyme activities of the 

juvenile T. septentrionalis were affected. With the increase in feeding frequency, the feeding and growth 

of T. septentrionalis showed an upward trend. The F5 group had the largest value, with a feeding rate of 

3.95%, a weight gain rate of 347.19%, a specific growth rate of 5.07%/d. The weight gain rate of the F5 

group exceeded twice the value of the F1 group. The condition factor of the F1 group was 1.79, which 

was significantly lower than that of the other four groups (P<0.05). The hepatosomatic index gradually 

increased, and the F4 and F5 groups exhibiting significantly higher values than the other three groups 

(P<0.05). With an increase in the feeding frequency, the crude protein content of the experimental fish 

showed a trend of first increasing and then decreasing: F2 showed the highest crude protein content of 

59.82%, and the crude lipid content showed a gradually increasing trend: F5 was the highest with a crude 

lipid content of 31.23%. Trypsin activity showed a trend of first decreasing and then increasing with the 

increase in feeding frequency. The F3 group had the lowest activity of 37.48 U/μg prot; lipase activity 

gradually increased, and the F5 group showed the highest activity of 2.67 U/g prot; amylase activity was 

not affected by the feeding frequency (P>0.05). Catalase activity, superoxide dismutase activity, and the 

content of malondialdehyde were the highest in the F5 group, at 14.71 U/mg prot, 250.32 U/mg prot, and 

2.73 nmol/mg, respectively. The relative expression levels of the hsp70 gene in the liver was not affected 

by the feeding frequency (P>0.05). Based the findings of this study and the comprehensive consideration 

of the growth performance and physiological indices of Thamnaconus septentrionalis, the optimal feeding 

frequency for this species was determined to be 3 times/d. 

Key words    Feeding frequency; Thamnaconus septentrionalis; Growth performance; Physiological index 
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大菱鲆体重和体尺性状联合 GWAS 分析* 

高  进 1,2  杨润清 1,2① 
(1. 南京农业大学无锡渔业学院  无锡  214081；2. 中国水产科学研究院生物技术研究中心  北京  100141) 

摘要    为了揭示大菱鲆(Scophthalmus maximus)体重和体尺性状的分子遗传机制，探寻用于改良目

标性状的分子标记及候选基因，本研究以大菱鲆育种群体为研究对象，分别测量其体重、体长、体

宽和尾柄宽性状的表型值，利用简化基因组测序技术(2b-RAD)获得相应基因型数据，进行全基因组

关联研究(Genome-wide association study, GWAS)，筛选与大菱鲆体重和体尺性状显著关联的数量性

状核苷酸(Quantitative trait nucleotides, QTNs)遗传位点。结果显示，以多性状线性混合模型(mvLMM)

对体重–体长和体长–体宽–尾柄宽 2 个性状组合进行多性状 GWAS 分析，分别检测到 9 个和 2 个一

因多效 QTNs；以单一性状线性混合模型(LMM)对各个性状进行 GWAS 分析，在体重性状中检测到

4 个与之显著关联的 QTNs，在体长和体宽性状中各检测到 1 个 QTN，而在尾柄宽性状中则没有检

测到显著的遗传位点。比较 2 种模型的结果，发现 mvLMM 相较于 LMM 能够检测到更多 QTNs，

且检测到的 QTNs 为更具生物学意义的一因多效 QTNs。本研究首次利用 mvLMM 和 LMM 对大菱

鲆体重和体尺性状进行联合 GWAS 分析，共筛选到 17 个显著的 QTNs，其中，有 4 个 QTNs 被重

复检测到。以这些检测到的 QTNs 为探针，在大菱鲆全基因组上找到了距离其最近的 12 个候选基

因，它们可能是影响大菱鲆体重和体尺性状的重要候选标记和功能基因，本研究为大菱鲆体重和体

尺性状的分子标记辅助选育提供了理论素材和参考。 

关键词    大菱鲆；体重和体尺性状；全基因组关联分析；多性状线性混合模型 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0063-08 

大菱鲆(Scophthalmus maximus)，俗称“欧洲比目

鱼”或“多宝鱼”，是中国北部沿海地区重要的海水养

殖经济鱼类。大菱鲆具有生长速度快、肉质鲜美以及

抗逆性强等诸多优点，其养殖区域迅速扩展、产量产

值不断攀升(雷霁霖等, 2002、2005)。然而，随着工

厂化养殖规模和集约化程度的扩大，特别是种质资源

的退化，成活率低、病害严重和生产缓慢等问题逐渐

显现(李杰等, 2019; 王岚等, 2017)。因此，开展大菱

鲆相关经济性状的选育研究，培育具有强抗逆性和高

生长性能的新品种对大菱鲆产业发展具有重要意义。

传统的育种方法是基于目标性状的表型值来开展选

育工作(Hulata, 2001)，对于高生长性能品种选育，通

常挑选符合标准的个体进行群体混养或是建立多个

家系并选择优良的家系作为亲本用于进一步选育。然

abc
图章
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而，分子生物学和基因组学的快速发展则促使鱼类育

种研究由传统选育和杂交育种向基于基因组信息的

分子育种转变(Xu et al, 2015)，如以基因定位和数量

性状位点(Quantitative trait locus, QTL)作图为基础的

分子标记辅助选择(Marker-assisted selection, MAS)育

种(Wang et al, 2015; 刘晓菲等, 2019)。利用目标性状

与分子标记间的显著关联性，依据标记对后代个体进

行全基因组选择或是综合标记与表型信息构建选择

指数筛选个体，加速育种过程，提高选育效率。 

随着测序成本的下降与高通量基因分型技术的

迅猛发展，基于海量单核苷酸多态性(Single-nucleotide 

polymorphisms, SNP) 标 记 的 全 基 因 组 关 联 分 析

(Genome-wide association studies, GWAS)已取代利用

稀疏遗传标记的 QTL 定位，成为鉴定与目标性状显

著关联的遗传变异的主要方法。早期 GWAS 研究主

要针对单一性状表型(Yu et al, 2006; Burton et al, 

2007)，而在进行复杂性状的遗传解析且记录有多个

相关性状表型值时，考虑多个性状联合信息的多性状

GWAS 策略通常要优于逐个性状与遗传位点间的关

联分析(Kim et al, 2009; Bolormaa et al, 2010)。相较单

一性状 GWAS 分析，表型具有潜在相关性的多性状

GWAS 分析更具优势，主要是因为：当不同性状间存

在遗传相关时，因考虑了单一性状分析中忽略的性状

间 协 方 差 ， 多 性 状 分 析 提 高 了 检 验 功 效 (Stephens, 

2013)和参数估计的精度(Zhu et al, 2009)；在多性状

GWAS 分析过程中，数量性状核苷酸(Quantitative trait 

nucleotides, QTNs)的统计推断只进行一次统计检验，

与逐个性状单独分析相比，降低了多重检验造成的误

差(Klei et al, 2008)；存在基因多效性时，单个遗传变

异与多个性状相关联，使得多性状 GWAS 分析更具

生物学意义(Chavali et al, 2010)；Porter 等(2017)综合

比较了当下流行的多性状 GWAS 分析方法，发现大

多数现存的多性状 GWAS 分析方法具有明显相似的

统计检验功效，与单一性状 GWAS 相比，能够大幅

增加显著遗传变异的检测效率。 

本 研 究 采 用 实 验 成 本 较 低 的 简 化 基 因 组 (2b- 

RAD)测序技术进行 SNP 分型，基于多性状线性混合

模型对体重–体长和体长–体宽–尾柄宽共 2 种多性状

相关表型组合进行全基因组关联分析，关联定位控制

这些性状的一因多效 QTNs，为大菱鲆的体重和体尺

性状改良提供理论基础。此外，对逐个性状进行了单

一性状线性混合模型 GWAS 分析，并将其结果与多

性状 GWAS 分析结果进行比较。 

1  材料与方法 

1.1  实验群体及表型测量 

实验用鱼共 585 条，取自 29 个全同胞家系组成

的大菱鲆育种群体，4 月龄时，对群体中所有大菱鲆

个体注射电子标记，并提取鳍条组织 DNA 用于后续

的 2 b - R A D 测 序 。 随 后 ， 将 标 记 后 的 大 菱 鲆 随 

机混养在 2 个 6 m×6 m×1.5 m 具有循环水养殖系统的

水泥池中，控制水温在 5℃~24℃，每天定时投喂商

用饵料 2 次至饱食。实验用鱼按孵化日期至表型测量

时的生长天数为 275~1001 d 不等。对实验用鱼进行

11 次不定期表型测量，每次测量前利用 50 mg/ml 

MS-222 鱼用安定剂麻醉待测大菱鲆个体，避免应激

反应造成的鱼体损伤。利用电子秤称量每个个体的体

重(Body weight, g, BM)性状，同时在统一的参考标尺

下，用数码相机由固定高度向下垂直拍摄相应个体的

体尺性状。根据拍摄图形，利用 ImageJ 软件标定每

条大菱鲆的体长(Body length, cm, BL)、体宽(Body 

width, cm, BW)和尾柄宽(Caudal peduncle width, cm, 

CPW)共 3 个体尺性状的表型值。采用简化基因组

2b-RAD 高通量标记分型技术对具有表型测量记录的

个体进行 SNP 分型，共获得 30049 个多态 SNP 分子

标记，参考大菱鲆基因组(ASM318616v1)建立多态标

记物理图谱。挑选生长周期为 473 d 左右(前后皆不超

过 5 d)大菱鲆个体的表型观测值作为多性状 GWAS

分析的表型值，使用 PLINK v1.9 (http://www.cog- 

genomics.org/plink2)对相应样本个体的基因型数据进

行质量控制。剔除低于 90%最小检出率的个体以及最

小 检 出 频 率 低 于 95% 、 最 小 哈 代 温 伯 格 平 衡 为

1.0×10–6、最小等位基因频率小于 3%和方差变异大于

0.05 的 SNPs，最终得到 441 个样本的 23988 个 SNP

标记用于全基因组关联分析。 

1.2  关联统计分析 

本研究使用 GEMMA 软件(Zhou et al, 2014)中的

多性状线性混合模型(Multivariate linear mixed model, 

mvLMM)进行多个性状表型值和 SNPs 标记的全基因

组关联分析，所用模型为： 

Y = WA + xβ + G + E 

式中，Y 为 n×t 维表型矩阵，n 是样本个数，t 是

分析性状个数；W 为 n×c 维协变量(非遗传固定效应，

如性别、年龄等)矩阵，A 为 c 维相应系数行向量，c

是包含截距项在内的协变量个数；x 为 n 维当前检验
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SNP 的基因型指示变量列向量，β为 t 维当前检验 SNP

的加性遗传效应行向量；G 为 n×t 维不包括当前检验

SNP 的剩余多基因效应矩阵，G~MN(0, Vg K)，K 是

由全基因组 SNP 标记构建的基因组亲缘关系矩阵，

Vg 是 t×t 维剩余多基因方差–协方差矩阵；E 为 n×t 维

误差项矩阵，E~MN(0, Ve  I)，Ve 是 t×t 维误差方差–

协方差矩阵，I 是单位矩阵。 

最终，全基因组上每个 SNP 都能得到 1 个一因

多效 Wald 统计量和相对应的统计概率 P 值。此外，

还利用因子谱分解线性混合模型(Factored spectrally 
transformed linear mixed model, FaST-LMM) (Lippert 
et al, 2011)逐个性状进行单一性状的 GWAS 分析，检

测与各个性状相关联的 QTNs。使用 R 语言绘制曼哈

顿和 Quantile-Quantile (QQ)图，同时，统计用于判别

群 体 分 层 影 响 大 小 的 膨 胀 系 数 或 称 基 因 组 控 制

(Genomic control, GC)值，在实际研究中 GC 值被定义

为所有 SNP 标记的卡方统计量均值(Price et al, 2010)。 

1.3  遗传参数估计和基因注释 

将 质 量 控 制 后 的 基 因 型 数 据 用 PLINK 软 件

(Chang et al, 2015)处理为分析所需的格式，再利用单

性状约束最大法估计法(Restricted maximum likelihood, 

REML)逐个估计各性状的遗传参数。查找关联分析得 

到的显著 SNP 位点在全基因组上所处的物理位置，

于大菱鲆全基因组(GCA_003186165.1)上选择距离其

最近的候选基因进行注释分析。 

2  结果 

2.1  表型值的描述性统计 

选取生长天数为 473 d 左右的 441 条大菱鲆的体

重、体长、体宽和尾柄宽 4 个性状进行联合 GWAS

分析。4 个性状的表型频数分布见图 1。从图 1 可以

看出，各个性状的表型值基本都符合正态分布，具有

一定的可靠性，适合后续的 GWAS 分析。各性状的

原始表型的统计分析和遗传力估计值见表 1。此外，

还对原始以及校正了性别、池子和测定日期等非遗传

固定效应后的表型值进行了性状间的相关分析，发现

各性状表型值间具有较强的相关性(表 2)。 

2.2  GWAS 分析结果 

根据质量控制结果，441 条大菱鲆的 23988 个

SNPs 被用于体重和体尺性状的联合 GWAS 分析，分

别进行了 BM-BL 和 BL-BW-CPW 两个性状组合的多 
 

 
 

图 1  4 个性状的频数分布 
Fig.1  Frequency distribution histograms of four traits 
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表 1  大菱鲆体重和体尺性状的描述性统计 
Tab.1  Descriptive statistics of body weight and 

morphological traits in turbot 

性状 Trait 

参数 
Parameter 

体重 
Body 

weight  
(g) 

体长 
Body  
length  
(cm) 

体宽 
Body  
width  
(cm) 

尾柄宽 
Caudal 

peduncle 
width (cm)

最大值 
Maximum 

541.60 26.71 9.16 3.62 

最小值 
Minimum 

74.40 13.69 4.45 1.58 

平均值 
Mean 

245.72 18.69 6.53 2.53 

标准误 
SE 

1.77×10–1 1.04×10–3 1.51×10–3 7.78×10–4

变异系数 
VC 

0.32 0.10 0.10 0.14 

遗传力 
Heritability 

0.72 0.58 0.59 0.48 

 
性状线性混合模型以及逐个性状的单一性状线性混

合模型 GWAS 分析。对 BM-BL 两个性状的多性状

GWAS 分析后(图 2 和表 3)发现，超过基因组显著水

平(5% Bonferroni 校正阈值，即 2.084×10–6)的 QTN

位点共 9 个，其中，各有 1 个显著 QTN 位于 1、10

和 20 号染色体上，即 SNP_1_31495825、SNP_10_ 

6893888 和 SNP_20_18773114，分别有 2 个显著 QTNs

位于 3 (SNP_3_21601589 与 SNP_3_24007357)、

5(SNP_5_25635891 与 SNP_5_26888833)和 22(SNP_22_ 

6190492 与 SNP_22_6380029)号染色体上。而在相同

显著水准下，BL-BW-CPW 3 个体尺性状的 GWAS 分 

表 2  大菱鲆体重和体尺性状相关程度 
Tab.2  Degree of correlation for body mass and 

morphological traits in turbot 

相关系数 
Correlation 
coefficient 

体重
Body 

weight

体长 
Body 
length 

体宽 
Body 
width 

尾柄宽 
Caudal 

peduncle width

体重 
Body weight

1 0.759 0.801 0.662 

体长 
Body length

0.834 1 0.825 0.772 

体宽 
Body width 

0.807 0.832 1 0.729 

尾柄宽 
Caudal 

peduncle 
width 

0.784 0.842 0.787 1 

注：下三角中的值为性状原始表型间相关程度，上三

角中的值为校正了非遗传固定效应后表型间的相关程度 
Note: Values in lower-triangular matrix represent 

degrees of correlation among original phenotypes, and values 
in up-triangular matrix mean degrees of correlation among 
phenotypes which were adjusted by non-genetic fixed effects 

 
析则在 10 号染色体上检测到 2 个显著的 QTN 位点

SNP_10_2724296 和 SNP_10_6893888。2 组多性状

GWAS 分析的 GC 值分别为 BM-BL(1.035)和 BL- 

BW-CPW(1.044)。 

对体重和体尺的逐个性状单一性状 GWAS 分析

结果(图 3 和表 3)显示，在 BM 性状中，于 3 和 5 号

染 色 体 上 各 检 测 到 1 个 显 著 的 Q T N 位 点 ， 即

SNP_3_21601589 和 SNP_5_26888833，10 号染色体

上检测到 2 个显著的 QTN 位点 SNP_10_2724296 和

SNP_10_6893888。BL 和 BW 性状分别在 62 和 8 号 

 

 
 

图 2  大菱鲆体重与体尺多性状 GWAS 曼哈顿和 QQ 图 
Fig.2  Manhattan and Q-Q plots of multi-trait GWAS on body mass and morphological traits in turbot 
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图 3  大菱鲆体重与体尺单一性状 GWAS 曼哈顿和 QQ 图 
Fig.3  Manhattan and Q-Q plots of single-trait GWAS on body mass and morphological traits in turbot 

 

表 3  大菱鲆体重和体尺性状显著关联的 QTNs 信息 
Tab.3  Information of QTNs significantly associated with body mass and morphological traits in turbot 

性状 
Trait 

SNP 位点 
SNP ID 

等位基因
Allele 

染色体
Chr 

位置 
Position 

P 值 
P value 

附近基因 
Nearby gene 

区域 
Region (bp) 

多性状线性混合模型 Multivariate Linear Mixed Models 

BM-BL SNP_1_31495825 G/A 1 31,495,825 1.78×10–6 GRIK2 31268951~31431331

 SNP_3_21601589 C/G 3 21,601,589 1.09×10–6 cyp21a2 21601235~21604716

 SNP_3_24007357 G/T 3 24,007,357 1.96×10–6 novel gene* 23968869~23970083

 SNP_5_25635891 A/G 5 25,635,891 2.64×10–7 tshz3b 25624917~25661383

 SNP_5_26888833 C/T 5 26,888,833 8.85×10–7 adamts17 26823608~26965578

 SNP_10_6893888 A/G 10 6,893,888 3.91×10–7 SYT8 6878968~6899153 

 SNP_20_18773114 G/A 20 18,773,114 1.88×10–8 myt1la 18751768~18792541

 SNP_22_6190492 T/C 22 6,190,492 7.73×10–7 psmd4a 6191068~6196105 

 SNP_22_6380029 T/C 22 6,380,029 4.98×10–7 novel gene* 6365881~6382399 

BL-BW-CPW SNP_10_2724296 A/C 10 2,724,296 2.83×10–7 novel gene* 2717495~2721226 

 SNP_10_6893888 A/G 10 6,893,888 1.48×10–6 SYT8 6878968~6899153 

单性状线性混合模型 Single-trait Linear Mixed Model 

BM SNP_3_21601589 C/G 3 21,601,589 1.61×10–7 cyp21a2 21540626~21547626

 SNP_5_26888833 C/T 5 26,888,833 5.94×10–7 adamts17 26823608~26965578

 SNP_10_2724296 A/C 10 2,724,296 5.75×10–7 novel gene* 2717495~2721226 

 SNP_10_6893888 A/G 10 6,893,888 7.32×10–8 SYT8 6878968~6899153 

BL SNP_6_6047375 G/A 6 6,047,375 1.42×10–6 grm4 5928125~6045591 

BW SNP_8_3870447 G/A 8 3,870,447 1.98×10–6 BFAR 3863424~3871475 

CPW – – – – – – – 

注: *表示未在大菱鲆全基因组中进行功能注释的新基因 
Note: * represents novel gene which has not found any gene function annotation in genome of S. maximus



68 渔   业   科   学   进   展 第 42 卷 

 

染 色 体 上 检 测 到 1 个 显 著 的 QTN 位 点 SNP_6_ 

6047375 和 SNP_8_3870447。而在 CPW 性状中则没

有 检 测 到 显 著 的 遗 传 变 异 位 点 。 各 性 状 单 一 性 状

GWAS 分析的 GC 值分别为 1.026 (BM)、1.021 (BL)、

1.034 (BW)和 1.031 (CPW)。 

2.3  候选基因 

以大菱鲆多性状与单一性状 GWAS 获得的显著

SNP 位点为探针，根据其在大菱鲆全基因组的位置，

向上下游寻找距离最近的候选基因。在本研究检测到

的 17 个 QTNs 附近共找到 12 个候选基因(表 3)，分

别为 GRIK2 (Glutamate receptor, ionotropic, kainate 

2)、cyp21a2 (Cytochrome P450, family 21, subfamily A, 

polypeptide 2)、tshz3b (Teashirt zinc finger homeobox 

3b)、adamts17 (ADAM metallopeptidase with thrombo- 

spondin type 1 motif, 17)、SYT8 (Synaptotagmin 8)、

myt1la (Myelin transcription factor 1-like, a)、psmd4a 

(Proteasome 26S subunit, non-ATPase 4a) 、 grm4 

(Glutamate receptor, metabotropic 4)、BFAR (Bifunctional 

apoptosis regulator)和 3 个新基因。对这些候选基因进

行 GO 注释分析发现，细胞组分主要涉及核膜、细胞

质膜及细胞核等；分子功能主要涉及离子通道活性、

激素活性、氧化还原酶活性、肽酶活性、核苷酸结合、

蛋白结合及 G 蛋白偶联受体活性等；而生物学进程

则主要涉及离子转运、糖皮质激素生物合成过程、氧

化还原过程、细胞信号转导、基因表达调控、蛋白酶

解、胞外分泌、转录调控和 G 蛋白偶联受体信号通

路等。其中，3 个新基因在大菱鲆基因组中未有相关

注释信息。 

3  讨论 

GWAS 作为一种定位影响重要经济性状分子标

记的有效方法，是以全基因组 SNPs 直接关联复杂性

状表型，广泛应用于动植物分子标记开发和辅助选择

育种等方面(Santana et al, 2015; He et al, 2017)。随着

诸多水产动物基因组测序工作相继完成以及测序成

本的下降，水产动物生长和抗病等复杂性状的 GWAS

分析多有研究报道。Gutierrez 等(2015)对大西洋鲑

(Salmo salar)在性成熟时的生长速率性状进行 GWAS

分析，检测到多个在大西洋鲑代谢和生长发育过程中

发挥重要作用的候选基因。Zhou 等(2019)利用 GWAS

揭示了半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)抗病的遗传

机制，共定位了与抗病性状显著关联的 33 个 SNP 位

点，结合基因表达和甲基化分析，检测到数个影响半

滑舌鳎抗病力的候选基因。Jiang 等(2019)则对罗非鱼

(Tilapia)的耐盐性状进行 GWAS 和 QTL 定位研究，

为罗非鱼耐盐性遗传机理揭示及进一步的功能分析

奠定了基础。目前，大菱鲆生长和体尺相关性状的

GWAS 分析鲜有应用，但 QTL 定位研究已在大菱鲆

生 长 (Enrique et al, 2011) 和 气 单 胞 菌 (Aeromonas 

salmonicida)耐药性(Silvia et al, 2011)等相关性状中

开展。 

现有的绝大多数 GWAS 研究都是关联全基因组

上 SNP 位点与单个性状表型值，即使当多个相关表

型性状存在时，往往也会选择逐个性状分别进行单一

性状 GWAS 分析(Stephens, 2013)。在多个相关表型性

状条件下，单一性状关联定位方法忽略了 QTNs 对多

个表型性状的共同影响。相较于单一性状关联分析方

法，多性状 GWAS 方法具有更高的统计功效和参数

估计及定位精确度。通过比较大菱鲆体重和体尺多性

状 GWAS 与各个性状逐个进行单一性状 GWAS 的定

位结果发现，在相同的显著水准下，前者检测到的

QTN 数多于后者(表 3)。在 BM-BL 性状组合的多性

状 GWAS 分析中，共检测到 9 个 QTNs，而在相对应

的 BM 和 BL 单一性状 GWAS 分析中，BM 中检测到

4 个 QTNs，BL 中仅定位到 1 个 QTN，且 BM 中检

测到的 4 个 QTNs 中有 3 个与多性状 GWAS 分析得

到的 QTNs 重复。同样，BL-BW-CPW 性状组合多性

状 GWAS 分析检测到的 QTNs 也多于 3 个性状各自

进行单一性状 GWAS 分析得到的 QTNs。除了能够检

测到更多的 QTNs，由于多性状 GWAS 分析检测到的

QTN 是一因多效 QTN，相较于单一性状 GWAS 分析

检测到的 QTN 在生物学和实际应用层面更有意义。 

在大菱鲆全基因组上寻找距离每个 QTN 最近的

基因，共找到 12 个候选基因，其中，有 9 个已知的

功能基因及 3 个新基因。这些影响大菱鲆体重和体尺

性状的候选基因在全基因组分布较为分散，没有明显

集中区域。本研究为首次对大菱鲆体重和体尺性状进

行全基因组关联分析，检测到在大菱鲆相关研究中尚

未见报道的显著的已知功能基因。相关研究表明，

GRIK2 为离子型受体，它偶联离子通道并形成受体通

道复合物，且与细胞缺血缺氧损伤有关(张冬梅等 , 

2010)。Eachus 等(2017)和 Weger 等(2018)的研究均表

明，cyp21a2 在斑马鱼(Brachydanio rerio var)幼鱼的

糖皮质激素生物合成中发挥着重要作用。Erickson 等

(2011)以斑马鱼为实验动物模型，发现 tshz3b 可能调

控后脑中的 Hox 功能，而 Hox 功能则被认为与形态

发生和器官形成有关联(Gair et al, 2003)。由此可见，

该基因可能参与大菱鲆体形态发育过程。Myt1la 可能

在有丝分裂结束阶段发挥重要作用(Nakajima et al, 
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2008)，BFAR 则能与 p75NTR 的蛋白相互作用并抑制

p75NTR 信号转导，而 p75NTR 可与高亲和力受体

TrkA 协同作用促进细胞增殖或与细胞内配体结合诱

导细胞凋亡 (李红梅等, 2011)。本研究找到的候选基

因可能都是大菱鲆体重和体尺性状的重要候选功能

基因，它们在大菱鲆生长发育过程中的影响有待进一

步的功能实验验证。 
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Joint Genome-Wide Association Study of Body Mass and Morphological  
Traits in Turbot (Scophthalmus maximus) 

GAO Jin1,2, YANG Runqing1,2①
 

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi  214081;  
2. Research Centre for Aquatic Biotechnology, Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing  100141) 

Abstract    To reveal the molecular genetic mechanisms of body mass and morphological traits in 
turbot (Scophthalmus maximus) and scan molecular markers and candidate genes, which can be used to 
improve the target traits, a genome-wide association study (GWAS) was carried out using specific-locus 
amplified fragment technology (restriction site-associated DNA, 2b-RAD). First, body mass (BM), body 
length (BL), body width (BW), and caudal peduncle width (CPW) of 441 individuals were measured at 
about 473 days of growth period in a turbot breeding population. Second, all individuals were genotyped 
using 2b-RAD, and 23,988 SNPs were obtained after strict quality control. Using a multivariate linear 
mixed model (mvLMM) for GWAS of traits of BM-BL and BL-BW-CPW, 9 and 2 pleiotropic QTNs were 
detected for each phenotypic combination, respectively. However, a single-trait linear mixed model 
(LMM) based on the FaST-LMM algorithm was used for the association analysis of each trait, and the 
results showed that 4 QTNs were detected in the BM trait, 1 QTN was associated with BL and BW traits, 
respectively, and no significant locus was found in the CPW trait. A comparison between results of 
mvLMM and LMM found that mvLMM could detect more QTNs than LMM in GWAS, and the 
pleiotropic QTNs detected by mvLMM were more biologically meaningful. This study applied mvLMM 
and LMM to the joint GWAS of body mass and morphological traits in turbot, 17 significant QTNs were 
detected both using mvLMM and LMM, and 4 of them were detected repeatedly. Furthermore, 12 
candidate genes were found by searching the nearest gene of each detected QTN on the whole turbot 
genome. All of them might be important candidate markers and functional genes, which could influence 
turbot body mass and morphology. Our study also provided the theory and a reference for marker-assisted 
selection of body mass and morphological traits in turbot. 
Key words    Turbot; Body mass and morphological traits; Genome-wide Association Analysis; 
Multivariate linear mixed models 
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黄条 生长性状全基因组关联分析* 

崔爱君 1,2  徐永江 1,2①  王  滨 1  姜  燕 1  柳学周 1 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家实验室 

海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    利用 2b-RAD 技术对 119 尾黄条 (Seriola lalandi)个体进行测序，共获得黄条 SNP 分子

标记 26665 个，对黄条 个体的体质量和全长这 2 个重要生长性状进行全基因组关联分析，筛选与

体质量和全长性状相关的 SNP 位点和候选基因。结果显示，黄条 体质量性状中共筛选到 17 个体

质量显著关联的 SNP 位点，找到 17 个可能的候选基因，全长性状共筛选到 12 个潜在显著关联位

点，找到 12 个可能的候选基因。利用 KEGG 数据库对可能的候选基因进行 Pathway 分析，得知候

选基因主要参与了细胞或组织生长发育相关的代谢通路调控过程，可能是影响黄条 生长性状密切

相关的重要候选 SNP 位点和功能基因，结果可为今后黄条 种质资源可持续利用和育种提供遗传

信息资料积累。 

关键词    黄条 ；生长性状；全基因组关联分析；2b-RAD；简化基因组 

中图分类号  S917; Q78  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0071-08 

全 基 因 组 关 联 分 析 (Genome-wide association 

study, GWAS)是应用全基因组范围内的大量分子标

记(一般为 SNP)，将标记基因型结合性状表型进行联

合分析，统计每个标记与目标性状之间的关联性大小

(一般用 P 值表示)，鉴定出与目标性状密切相关且具

有特定功能和育种潜力的基因位点或分子标记，主要

用于物种经济性状相关 SNP 分子标记以及功能基因

的鉴定，从而达到缩短育种周期和提高育种效率的目

的，目前已在畜禽等脊椎动物育种中广泛应用
(Tavares et al, 2020; Müller et al, 2019; Cui et al, 2016; 
Zhang et al, 2019)。近年来，随着基因组高通量测序

技术的发展及测序成本的降低，GWAS 开始应用于水

产养殖动物的育种研究，如在大黄鱼 (Larimichthys 

crocea)、鲶鱼(Silurus asotus)、凡纳滨对虾(Litopeneaus 

vannamei)、龙胆石斑鱼(Epinephelus lanceolatus)、虾

夷扇贝(Patinopecten yessoensis)等物种的生长性状关

联 SNP 位点、候选基因的挖掘和鉴定(Zhou et al, 2019; 
Li et al, 2017; Yu et al, 2019; Wu et al, 2019; Ning et al, 
2019)方面应用并取得了一定进展。但是，与陆生脊

椎动物相比，GWAS 在水产动物育种中的应用尚处于

起步阶段。 

黄条 (Seriola lalandi)属鲈形目(Perciformes)、

abc
图章
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鲹科(Carangidae)、 属(Seriola)，俗称“黄犍牛”、“黄

金鲅”，是一种全球广泛分布且具有长距离洄游特性

的大洋性经济鱼类。黄条 体型大，生长迅速，肉质

鲜嫩，具有较优的口感鲜度和较高的营养价值，品质

可与三文鱼、金枪鱼媲美，国内外市场消费需求旺盛，

是 属鱼类中经济价值最高的一种。近年来，全球很

多国家纷纷开展黄条 的人工繁育和养殖(Sicuro et al, 

2016)，目前，已在中国、日本、澳大利亚、新西兰

和智利等国形成一定规模的养殖产业。为支撑养殖产

业可持续发展，初步开展了黄条 种质资源的相关研

究，主要包括染色体核型和带型(史宝等, 2017; 刘永山

等 , 2018)和群体遗传学 (Premachandra et al, 2017; 

Sepulveda et al, 2017; Nguyen et al, 2018a，2018b)等

研究，相关结果为黄条 种质资源的科学利用和育种

研究提供了遗传信息参考。我国于 2017 年在黄条

人工繁育技术方面取得突破，培育出批量优质苗种，

开启了我国黄条 人工养殖的序幕。目前，本实验室

正在开展黄条 的群体遗传特性研究，利用 2b-RAD

简化基因组测序技术获得了大量 SNP 分子标记，对

亲鱼和 F1 代苗种的遗传多样性变动情况进行监测。

生长性状在水产养殖业中具有重要的经济价值，直接

和产量相关(Li et al, 2017)。黄条 体型较大，生长速

度快，前期研究发现，体高和体长是影响黄条 体质

量的 2 个重要性状，共同决定程度达 42.88%(李荣等, 

2017)。本研究选择全长和体质量这 2 个重要生长相

关性状为目标，利用获得的 SNP 分子标记进行全长

和体质量性状的 GWAS 分析，以期找到影响体质量

和全长性状的关键 SNP 分子标记和候选功能基因，

为黄条 种质资源评价和持续利用提供遗传信息积

累和技术依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

选择来自我国黄海种群养殖黄条  F1 代 1~2 龄成

鱼共 119 尾，用卷尺测量其全长(cm)，精确到 1 mm；电

子天平测量其体质量(g)，精确到 0.1 g。利用高压高温

(180℃)灭菌后的手术剪，分别剪取样品的胸鳍，以

95%无水乙醇浸润后，在 4℃冰箱中保存待用。 

1.2  基因组 DNA 提取与质量检测 

使用 QIAGEN 公司生产的动物基因组 DNA 提取

试剂盒(DP121221)，参照试剂盒使用说明，提取鳍条

基因组 DNA。用 NanoDrop 2000 分光光度计(Thermo, 

美国)测定基因组 DNA 浓度，通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA 的完整性，通过 A260 nm/A280 nm 的比值来

判断 DNA 的质量。将质检合格的 DNA 浓度稀释至

100 ng/µl，于–20℃条件保存备用。 

1.3  文库构建与测序 

将≥200 ng 的各样品基因组 DNA 采用 IIB 型限

制性内切酶 BsaXI 进行酶切，酶切产物分别加入 5 组

不同的接头，使用 T4 DNA Ligase 连接，然后 PCR

扩增连接产物，最后根据 5 组接头信息，将 5 个标签

按顺序串联，连接产物添加 barcode 序列，混库，使

用 Illumina Hiseq 测序平台对混合好的文库进行

Paired-end 测序。 

1.4  数据分析 

1.4.1  表型数据分析    使用 R 语言中 fivenum()函

数，对黄条 体质量和全长表型数据进行描述性统

计，计算其平均值、中位数、最小值、最大值、标准

差和变异系数。 

1.4.2  测序数据分析与 SNP 分型    Illumina HiSeq

测序平台得到的原始图像数据文件经碱基识别转化

为 Raw Reads，过滤删除含有接头序列的 Reads，得

到 Clean Reads，过滤删除含有 N 碱基比例大于 8%的

Reads，过滤删除低质量 Reads(质量值低于 Q30 的碱

基超过 15%)；利用 Pear (Zhang et al, 2014)软件

(V0.9.6)将成对的 Clean Reads 拼接，提取出各样品对

应的 Reads，过滤删除不含酶切识别位点的 Reads 后，

得到各样品的 Enzyme Reads；利用电子酶切从参考

基因组中提取含有酶切识别位点的标签，作为参考序

列，利用 SOAP 软件将各样品的 Enzyme Reads 比对

到参考序列上，主要参数为-r0–M4–v2 (-r0 指唯一比

对；–M4 指最优比对；–v2 指比对允许 2 个错配)，

对比对到相同标签的 reads 聚类，得到 unique 标签深

度，选择样品深度>3×且深度<500、标签长度为 27 bp

的标签，利用 SOAP 软件(V 2.21) (Li et al, 2008)将测

序数据比对到参考序列，利用最大似然法(ML)进行位

点的分型(Fu et al, 2013)，过程中使用的 RAD 分型软

件包(RAD typing)，包含 10 余个软件组分，覆盖了从

数据预处理至最终分型结果输出的全过程。 

1.4.3  全基因组关联分析    使用 EMMA eXpedited 

(EMMAX)高效混合模型(Kang et al, 2010)，通过方差

分量方法进行 SNP 分子标记和表型性状的全基因组

关联分析，所用模型： 

y Xb Ga e    

式中，y 为表型值；X 为固定效应关联矩阵，b

为固定效应向量，G 为通过 SNP 标记计算得到的关
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系矩阵，a 为随机加性遗传方差的参数，e 为剩余效

应的向量。 

每个 SNP 位点能得到 1 个关联值 P。对 GWAS

给出的 P 值划定 2 条显著性水平线，其中 1 条经

Bonferroni校正 P=0.05/N来确定全基因组显著性阈值

(Bonferroni, 1936)， N 为 SNP 标记的个数，2 个性状

经 Bonferroni 校正后显著关联阈值–lgP=5.726；另一

条使用 R 软件包中的 p.adjust()函数计算得到经 FDR

校正后的阈值，体质量性状潜在显著关联阈值–lgP= 

4.091，全长性状潜在显著关联阈值–lgP=4.413，挑选

Scaffold 长度的前 30 使用 R 软件包的 qqman 绘制曼

哈顿图，绘制 QQ 图对关联分析进行评价，判断关联

分析结果是否可靠。 

1.5  候选基因鉴定及功能分析 

将筛选到的具有关联性的 SNP 位点上下游 1 Mb

范围内的碱基序列与 GenBank 数据库中已有的黄条

参考基因组(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/? 

term=Seriola+lalandi+dorsalis)进行序列比对，使用

SnpEff 软件(Version 4.3T) (Cingolani et al, 2012)对得

到的 SNP 位点进行注释，以确定 SNP 位点在基因元

件的位置、对氨基酸的变化影响等找到距离 SNP 位

点最近的基因。将所有关联基因与 KEGG 数据库比

对，进行 Pathway 分析，并用超几何分布检验的方法计

算每个 Pathway 条目中基因富集的显著性，公式如下： 

1

0

1
m

i

M N M

i n i
p

N

n





  
     

 
 
 


 

式中，N 为所有基因中具有 KEGG 注释的基因数

目，n 为 N 中差异表达基因中具有的 KEGG 注释的基

因数目，M 为所有基因中注释为某特定 KEGG 的基

因数目，m 为注释某特定 KEGG 的差异表达基因的

数目。计算的结果会返回一个富集显著性的 P 值，小

的 P 值表示基因在该 Pathway 中出现富集，当 P≤0.05

表示显著富集。 

2  结果 

2.1  表型性状描述性统计 

根据本研究所用黄条 样品的体质量和全长性状

的描述性统计结果(表 1)可知，体质量范围为 228~ 

3000 g，变异系数为 58.12，全长范围为 27~67 cm，

变异系数为 19.49。统计分析显示，黄条 体质量和

全长的表型数据呈近正态分布。 

表 1  黄条 生长性状表型的统计 
Tab.1  Descriptive statistics of growth traits of yellowtail kingfish 

性状 
Trait 

平均值
Mean

中位数
Median

最小值
Min 

最大值
Max 

标准差
SD 

变异系

数 CV

体质量
Weight

1237.87 947.85 228.00 3000.00 719.48 58.12

全长 Total 
length

47.98 46.50 27.00 67.00 9.35 19.49

 

2.2  SNP 分型 

对 2b-RAD 简化基因组测序数据按照以下指标

进一步过滤。剔除所有样品中低于 80%个体可以分型

的位点；剔除 MAF 低于 0.05 的位点，剔除等位基因

大于 2 的位点。最终，测序获得 26665 个 SNP 位点

进行 GWAS 分析。 

2.3  全基因组关联分析 

利用 R 软件包分别绘制黄条 体质量和全长性

状 GWAS 分析的 QQ 图(图 1 和图 2)，比较观测值(纵

轴)和期望值(横轴)的一致性，散点分布与阈值实线在

前端基本贴合一致，代表 SNP 假阳性较低，关联分

析结果可靠。黄条 体质量与全长性状 GWAS 分析

的曼哈顿图分别见图 3 和图 4。根据全基因组关联分

析软件 EMMAX 方差分量法的计算和 Bonferroni 校

正 P 值，共筛选到 17 个与体质量性状显著相关的 SNP

位点(表 2)。通过 NCBI 和 Ensembl 数据库比对，当

体质量性状的显著性值 P=3.49×10–10 时，有 1 个 SNP

位点，在基因组上找到 1 个基因 LOC111655074；当

P=1.20× 10–8 时，鉴定出 15 个显著关联 SNP 位点，

找到 15 个关联基因，分别是 ptpn14、LOC111651007、

LOC111655681、LOC111658683、LOC111659677、 
 

 
 

图 1  黄条 体质量性状 GWAS 关联分析的 QQ 检验 
Fig.1  QQ-plot of genome-wide association of body weight 

trait of yellowtail kingfish 
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图 2  黄条 全长性状 GWAS 关联分析的 QQ 检验 
Fig.2  QQ-plot of genome-wide association of total length 

trait of yellowtail kingfish 

 

 
 

图 3  黄条 体质量性状 GWAS 分析的曼哈顿图 
Fig.3  Manhattan plot of the genome-wide association 

analysis for body weight of yellowtail kingfish 

红色实线代表全基因显著关联阈值：–log10P=5.726,  

蓝色实线代表潜在显著关联阈值: –log10P=4.091 
The red solid line indicates the genome wide  

significant threshold: –log10P=5.726. The blue  
solid line indicates the threshold for the significance of 

“suggestive association”: –log10P=4.091 

 

 
 

图 4  黄条 全长性状 GWAS 分析的曼哈顿图 
Fig.4  Manhattan plot of the genome-wide association 

analysis for total length of yellowtail kingfish 

红色实线代表全基因显著关联阈值–log10P=5.726,  

蓝色实线代表潜在显著关联阈值–log10P=4.413 
The red solid line indicates the genome wide  

significant threshold: –log10P=5.726. The blue solid  
line indicates the threshold for the significance of  

“suggestive association”: –log10P=4.413 

gpr139、LOC111668306、LOC111670411、LOC111673333、

LOC111645011、dag1、LOC111645458、poglut1、

LOC111646889 和 LOC111648303；当 P=6.29×10–8

时，定位了 1 个 SNP 位点，找到 1 个关联基因

LOC111657860。全长性状未找到经 Bonferroni 校正

后的阈值线以上的显著关联位点，但经 FDR 校正后

找到全长性状潜在显著关联 SNP 位点 12 个(表 3)，

可能的候选基因 12 个。 

2.4  候选基因生物信息学分析 

本研究共鉴定黄条 17个体质量性状显著关联

SNP 位点，12个全长性状潜在显著关联 SNP 位点。

通过 NCBI 和 Ensembl 数据库比对，分别找到17个体

质量性状关联基因和12个全长性状关联基因。通过与

KEGG 数据库比对，进行 Pathway 分析，发现体质量

和全长性状共5个关联基因参与的6条相关代谢通路

(表4)，主要与营养代谢、生长代谢、免疫调控、生殖

调控等生物学过程密切相关；这些与体质量和全长性

状关联的 SNP 位点和相关基因参与多个生物学进程，

具有重要的调控作用，在今后遗传选育中可能具有较

大的应用价值。 

3  讨论 

黄条 作为一种全球分布的大洋性经济鱼类

(Swart et al, 2016)，因其高营养和经济价值在国际上

诸多国家开始了苗种繁育和养殖 (Whatmore et al, 

2013)。有学者分析了全球 鱼养殖发展现状，认为

种苗早期成活率低、遗传育种研究迟滞以及专用高效

饲料缺乏是目前 鱼养殖产业发展的主要瓶颈

(Sicuro et al, 2016)，加之过度捕捞和环境退化加剧，

近年来，全球黄条 种质资源下降迅速，有必要加强

黄条 种质资源与遗传育种相关研究。目前，有关黄

条 遗传育种的研究较少，新西兰已开展了黄条 人

工选育研究并取得了一定进展(Symonds et al, 2014)。

另外，日本学者 Ohara 等(2005)通过微卫星标记建立

了黄条 和五条 (Seriola quinqueradiata)的遗传连

锁图谱，为其遗传育种提供了重要工具，但未进行经

济性状的关联分析。澳大利亚学者 Nguyen 等(2018b)

利用 SNP 分子标记构建了黄条 的高密度遗传连锁

图谱，并通过全基因组关联分析，鉴定出 6 个与体质

量性状显著关联的位点，为体质量性状控制的遗传基

础解析和下一步育种应用提供了依据。本研究首次利

用 2b-RAD 简化基因组测序技术获得了黄条 SNP 位

点 26665 个，并在此基础上进行全长、体质量性状的

GWAS 分析，筛选到 17 个与体质量性状显著关联的 
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表 4  体质量性状和全长性状 KEGG 注释结果 
Tab.4  KEGG annotation results of body weight and total length trait 

通路 ID KEGG ID 通路名称 Pathway P 值 P value 基因名称 Gene name 

ko00514 Other types of O-glycan biosynthesis 0.000367 poglut1 

ko04512 ECM-receptor interaction 0.002148 dag1 

ko04380 Osteoclast differentiation 0.004151 LOC111651007 

ko04530 Tight junction 0.009224 LOC111659677 

ko04020 Calcium signaling pathway 0.01454 LOC111670411 

ko04080 Neuroactive ligand-receptor interaction 0.031111 LOC111670411 

 

SNP 位点、12 个与全长性状潜在显著关联的 SNP 位

点，为黄条 全长与体质量性状遗传基础解析和遗传

育种提供了潜在可用的分子标记与候选基因。 

GWAS 依赖于连锁不平衡(Linkage Disequilibrium, 

LD)检测目标物种群体的遗传变异与性状之间的关

联，然后通过统计基因型和表型的关联性大小筛选出

影响显著的遗传变异，定位影响表型性状的重要数量

性状位点(QTL)和候选基因，确定其遗传机制(陶林等, 

2019; Naha et al, 2016)。本研究根据鉴定出与体质量

和全长性状关联的 SNP 位点，在每个 SNP 上、下游

1 Mb 序列范围内扫描，共挖掘到 17 个体质量性状显

著关联基因、12 个全长性状潜在显著关联基因，但

这些基因尚未在黄条 研究中报道。已有研究表明，

脊椎动物包括鱼类的生长过程是一个由多基因共同

参与的级联式网络调控过程，除生长轴相关因子外，

其他相关的基因、激素、代谢产物等通过内分泌、旁

分泌的通路对生长起到调控作用，成为潜在的育种靶

位点(Zhou et al, 2019)。Wang 等(2019)通过克隆获得

了黄条 生长相关关键基因并验证了其在早期生长

发育过程中的表达调控作用。但本研究未能关联体质

量、全长性状至 GH、IGF 等经典生长调控功能基因。

本研究定位到的所有黄条 体质量、全长性状关联基

因中，通过 KEGG 或文献检索，发现部分基因在其

他动物生长性状调控过程中起重要作用。如 adhesion 

G protein-coupled receptor B2-like、G protein-coupled 

receptor 139 等均为 G 蛋白偶联受体家族成员，主要

参与有丝分裂、肌肉收缩、离子通道调控、基因转录

等生理过程(Raise et al, 2015)。Myosin-10-like 和 four 

and a half LIM domains protein 2-like 都是重要的细胞

骨架调控蛋白，参与信号转导、细胞黏附和细胞增殖
(Matthias et al, 2006; Johannessen et al, 2006; Pi et al, 
2008; Woolner et al, 2008)。Dag1 通过 ECM-receptor 

interaction 通路发挥作用，细胞与细胞外基质相互作

用导致直接或间接控制细胞粘附、迁移、分化、增殖

和凋亡等。LIM 结合结构域基因在鸡(Gallus gallus)

脚重性状中显著关联并被证明是影响脚重的重要基

因(陈则东等, 2016)。在已报道的其他鱼类生长性状

全基因组关联分析研究中，生长性状大多关联到生长

轴以外的重要功能基因，这些生长轴以外的基因都通

过相关通路对生长起到间接调控作用 (Zhou et al, 
2019; Li et al, 2018; Yu et al, 2019; Wu et al, 2019; 
Ning et al, 2019)，提示除经典生长轴功能基因外，其

他生长因子也会在鱼类生长性状选育中成为重要的

靶向分子标记。 

本研究发现了 29 个与黄条 体质量、全长性状

显著或潜在显著关联的 SNP 位点，并定位到 29 个显

著关联基因。这些基因在其他物种中主要参与细胞分

化增殖、免疫、组织器官发育等相关的代谢通路调控

过程，因此，可能会在今后黄条 选育中发挥重要的

作用，但其具体的生理功能和遗传育种应用价值尚需

研究和验证。全基因组关联分析(GWAS)已广泛应用

于脊椎动物经济性状相关 SNP 位点筛选与鉴定，是

进行 QTL 精细定位的重要工具，但在水产动物特别

是鱼类上的研究报道较少。今后，随着鱼类基因组研

究的深入发展和技术进步，GWAS 技术有望在养殖鱼

类经济性状解析和遗传育种中得到更加广泛的应用

(陈松林等, 2019)。 
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Genome-Wide Association Analysis of Growth Traits in  
Yellowtail Kingfish (Seriola lalandi) 
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Abstract    The genetic resources available for the commercially important pelagic yellowtail kingfish 

(Seriola lalandi) are relative sparse. 2b-RAD simplified genome sequencing technology was applied to 

screen single nucleotide polymorphisms (SNPs) in yellowtail kingfish, and a total of 26,665 SNPs were 

obtained. A genome-wide association study was carried out to detect body weight- and total 

length-associated SNPs in 119 individuals from the yellowtail kingfish population in the Yellow Sea. The 

results showed that 17 SNPs associated with body weight and with potential genome-wide significance 

were found. Genes in the candidate regions with 1 Mb windows were screened, and 17 candidate genes 

were obtained. A total of 12 SNPs associated with total length and with potential genome-wide 

significance were identified, and 12 candidate genes were found. For these candidate genes, KEGG 

pathway analysis showed that they are mainly involved in the metabolic regulation pathway of growth and 

development in other vertebrates, which may be important candidate SNP loci and functional genes 

closely related to the growth traits of yellowtail kingfish. The present results could provide genetic 

information for the sustainable utilization of germplasm resources and genetic breeding of yellowtail 

kingfish in the in the future.  
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狼鳗的外部形态、消化系统和生殖系统的观察* 
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摘要    采用观察、测量、解剖和拍照的方法，对狼鳗(Anarrhichthys ocellatus)的外部形态、可数

可量性状及消化系统、生殖系统进行研究，并描述了狼鳗的相关特征。结果显示，狼鳗体型为鳗形，

整体呈黑色或灰黑色，头部、背部及背鳍鳍条上有若干似眼睛的黑色圆斑，体表无鳞。背鳍鳍条数

为 232~267，胸鳍鳍条数为 15~22，臀鳍鳍条数为 189~220，无腹鳍，背鳍和臀鳍因与尾鳍相连而无

明显区分界限，侧线左右各 2 条，均不完整，雄性侧线点明显，而雌性侧线点不明显。上排侧线点

数为 18~25，下排侧线点数为 76~85。上鳃耙数为 49~70，下鳃耙数为 55~73，脊椎骨数为 232~271。

全长/体长线性相关性最好，雌、雄差异很小，稳定性最好。头长/吻长、头长/眼径、体长/肠长的变

化范围较大，雌、雄间差异较大，线性相关性差，可以作为区分狼鳗雌、雄的重要特征；狼鳗体重

与体长关系：W=0.0337Sl
2.4798(R2=0.9992)，雌性：W=0.0326Sl

2.4864(R2=0.9990)，雄性：W= 0.0359Sl
2.4672 

(R2=0.9995)。消化系统由消化道和消化腺构成，口咽腔大，具颌齿，无腭齿、犁齿，咽喉齿发达；

胃大，呈“Ⅰ”型，无幽门盲囊；肠短粗，比肠长为 0.45；相关性状及特征显示狼鳗为肉食性鱼类。

雌雄异体，卵巢(Ⅲ~Ⅳ)呈椭圆形，粉红色，左右对称，精巢(Ⅲ~Ⅳ)呈黄白色，“Y”形。 

关键词    狼鳗；外部形态；可数可量性状；消化系统；生殖系统 

中图分类号 S965   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0079-08 

狼鳗(Anarrhichthys ocellatus)又称龙鳗、鳗狼鱼、

眼斑鳗狼鱼，广泛分布于阿留申群岛至美国加利福尼

亚州南部海域，为肉食性鱼类 (Wilimovsky, 1964; 

Hubbs et al, 1944)，初孵幼鱼即可游到水面以浮游生

物为食，成鱼营底栖生活，大多在滨海潮间带礁石地

区活动，以海星(Asteroidea)、海胆(Echinoidea)、海

虾、大鳌虾(Cambarus)、软体动物、腹足纲动物等底

栖生物为食(Marliave, 1987; 云子, 1998)。狼鳗为冷水

性鱼类，幼鱼最适生长温度为 9℃~16℃，最高耐受温

度为 24℃，盐度适应范围广，最适生长盐度为 20~38，

abc
图章
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最低和最高耐受盐度分别为 6 和 44，处于快速生长

期的狼鳗日均增长率可达 1.07%(刘春胜等, 2011)，狼

鳗生长迅速，个体大，成体可达 15~20 kg。尽管该物

种的分类地位及地理分布已被人熟知，但关于狼鳗生

物学方面的信息却十分匮乏，其外部形态和内部结构

的研究未见报道。本文对狼鳗外部形态和内部结构特

征进行研究，有助于丰富狼鳗的基础生物学资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

实验样品采自山东省烟台开发区天源水产有限

公司养殖的狼鳗成熟个体，雌、雄各 30 条，雌鱼全

长为(140±10) cm，体重为(7181±1282) g；雄鱼全长为

(145.6±9.8) cm，体重为(7865±1280) g。 

实验工具：测量尺、电子秤、照相机、解剖刀、

解剖盘、解剖剪和镊子等。 

1.2  研究方法 

1.2.1  外部形态特征    按照体型、体色、口、齿、

鼻、眼、鳍和侧线的顺序对其形态、大小、颜色和位

置进行观察、测量和记录。 

1.2.2  可量可比性状    测量项目：体重、全长、体

长、体高、体宽、躯干长、尾长、眼后头长、眼径、

吻长、口裂长、口裂宽、眼间距、肛前长和肛后长。 

测量方法：按照鱼类种质研究(李思发, 1998)所

述方法进行。 

测量结果：计算平均值，采用 Excel 求标准偏差，

相关方程和 R2。 

1.2.3  可数性状    统计项目包括背鳍鳍条、臀鳍鳍

条、胸鳍鳍条、牙齿、幽门盲囊、脊椎骨、臀鳍前脊

椎骨、上鳃耙和下鳃耙。 

统计方法：通过麻醉、解剖，对可数形状进行计

数统计，采用 Excel 求标准偏差(齐国山等, 2008)。 

1.2.4  内部结构观察    解剖狼鳗，对其消化系统、

生殖系统各组织器官进行观察、拍照及描述。取出内

脏使用电子天平称重，精确到 0.01 g；取出肠道，采

用生理盐水去除肠道内容物并将其弯曲展开，测量并

记录肠道长度，精确到 1 mm，用于计算比肠长。 

2  结果与分析 

2.1  形态特征 

狼鳗(图 1A♂、图 1B♀)体延长，呈鳗型，前部亚

圆型，尾部侧扁，左右对称。体表呈灰黑色，头部、

背部和背鳍有若干类似眼睛状的黑色圆斑，因而又称

眼斑狼鱼。头部近似梯形，较大，头长约占全长的

12%，口咽腔前位，头部宽大，下颌略长于上颌，无颏须，

雌性口咽腔较尖(图 1D♀)，雄性口咽腔宽大(图 1C♂)、

唇厚而柔软，向外褶出，口咽腔可作为雌、雄鉴别的

一个形态特征。舌肉质，灵活，具有色素斑点。鼻孔

1 对，位于眼前侧，无膜覆盖。眼较大，位于头部两

侧，两眼突出，在同一水平线上。鳃孔宽大，鳃盖膜

连接到颊部，左右鳃各 4 个鳃片，鳃耙短粗，内侧与

鳃弓相连，外侧分叉，呈“Y”型。 

 

 
 

图 1  狼鰻 
Fig.1  A. ocellatus 

A 和 C：雄性；B 和 D：雌性 
A and C: Male; B and D: Female 

 
各鳍无棘，均为不分枝鳍条，背鳍、臀鳍和胸鳍

较大，尾鳍小。胸鳍 1 对，其基部起始于鳃盖骨后缘，

形状宽圆，呈“团扇”形。背鳍 1 个，背鳍基较长，

起始于胸鳍基上方部背侧，后端与尾鳍相连，鳍上有

10~15 个黑色圆斑，呈单列分布。臀鳍 1 个，起始于

肛门后部，后端与尾鳍相连。尾鳍较小，背鳍和臀鳍

借鳍膜与尾鳍相连。肛门和生殖孔位于体长前 1/4 处，

肛门在前，生殖孔在后。肛门周围皮肤有灰色条纹。

体表无鳞，侧线左右各 2 条，均位于侧中部偏背侧，

上排侧线起始于鳃盖骨后缘，至约 4/5 体长处消失，

侧线孔为 7~11 个，下排侧线起始于鳃盖骨后缘，至

1/2 体长处消失，侧线孔为 79~82 个，雄鱼侧线明显，

雌鱼侧线不明显。 

2.2  可量可比性状  

测量和计算获得的可量可比性状见表 1。从表 1

可以看出，雌、雄样本比较中发现，总样本中全长/

体长的标准偏差最小(0.008)，变动范围最小，表明该

性状最稳定。雌、雄样本中，全长/体长的标准偏差

为 0.006 和 0.009，平均值均为 1.02，表明雌、雄全 
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表 1  狼鳗形态特征的可量可比性状 
Tab.1  Measurable parameter ratios of A. ocellatus 

项目 
Items 

比值 

Ratio(Mean±SD) 
相关方程 

Correlation equation 
R2 

1.02±0.008 Sl=0.9963Tl–2.3458 0.9883 

♀1.02±0.006 Sl=0.983Tl–0.1484 0.9927 

全长/体长 Tl/Sl 
Totallength/Standard length 

♂1.02±0.009 Sl=1.0286Tl–7.3767 0.9862 

7.75±0.56 Bd=0.1871Sl–8.0221 0.7113 

♀7.78±0.50 Bd=0.198Sl –9.4731 0.7829 

体长/体高 Sl/Bd 
Standard length/Body depth 

♂7.72±0.62 Bd=0.1787Sl–6.8712 0.6317 

8.32±0.53 Hl=0.1828Sl–8.6641 0.8441 

♀8.31±0.38 Hl=0.1455Sl–3.436 0.8242 

体长/头长 Sl/Hl 
Standard length/Head length 

♂8.32±0.66 Hl=0.223Sl–14.484 0.9044 

4.31±0.57 Pl=0.1333Hl+2.0461 0.2351 

♀4.32±0.08 Pl=0.0417Hl+4.0218 0.7005 

头长/吻长 Hl/Pl 
Head length/Proboscis length 

♂3.90±0.55 Pl=0.2263Hl–0.0097 0.9952 

3.84±0.13 Ei=0.1816Hl+1.3508 0.5956 

♀3.70±0.32 Ei=0.0447 Hl+3.7557 0.2076 

头长/眼间距 Hl/Ei 
Head length/Eye interval 

♂3.97±0.23 Ei=0.581Hl–0.0975 0.8709 

9.20±2.45 Ed=0.0546Hl+1.0394 0.0458 

♀6.84±0.27 Ed=0.1315Hl+0.2479 0.8495 

头长/眼径 Hl/Ed 
Head length/Eye diameter 

♂11.57±0.63 Ed=0.0756Hl+0.1884 0.8605 

2.24±0.54 Ll=–0.013Sl+68.118 7×10–5 

♀1.73±0.11 Ll=0.3242Sl+35.512 0.3307 

体长/肠长 Sl/Ll 
Standard length/Intestine length 

♂2.84±0.09 Ll=0.3208Sl+4.8638 0.7822 

28.16±4.16 Wi=0.0067Wb+214.83 0.4356 

♀27.01±3.81 Wi=0.009Wb+200.11 0.6054 

体重/肠重 Wb/Wi 
Body weight/Intestine weight 

♂29.26±4.36 Wi=0.0042Wb+235.28 0.2196 

11.71±1.66 Wv=0.0171Wb+511.41 0.7859 

♀11.32±1.71 Wv=0.0147Wb+526.47 0.7432 

体重/内脏团重 Wb/Wv 
Body weight/Visceral weight 

♂12.09±1.57 Wv=0.0186Wb+501.5 0.8055 

0.38±0.075 Ala=2.8125Alb–0.501 0.9754 

♀0.38±0046 Ala=2.4286Alb+0.4429 0.9601 

肛前长/肛后长 Alb/Ala 
Anterior anal length/Posterior length anal 

♂0.38±0.012 Ala=2.7568Alb–0.3324 0.9636 
 

长/体长的差异很小。全长/体长、体长/头长、肛前

长/肛后长的相关方程的 R2>0.8，表明全长与体长、

肛前长/肛后长及体长与头长的线性相关性好。体重/

肠重的标准偏差为 4.16，该性状的变动范围最大，表

明该性状最不稳定。雌性和雄性样本中，体重/肠重

标准偏差分别为 3.81 和 4.36，二者相关方程 R2 均较

小，雄性 R2 为 0.2196，表明体重/肠重变动大，线性

相关性差，不具有性状辨别参考价值。雌性样本中

除了头长/眼间距、体长/肠长相关方程 R2<0.5 外，

其余均在 0.6 以上，其中，全长/体长、肛前长/肛后

长、体长/头长及头长/眼径线性相关 R2>0.8，说明四

者的线性相关性都较好。雄性样本中，全长/体长的

标准偏差为 0.009，其性状变动范围也最小。而体重/

肠重的标准偏差最大，为 4.36，则该性状的变动范

围也最大。全长/体长、肛前长/肛后长、体长/头长、

头长/吻长和头长/眼间距、头长/眼径、体重/内脏重

线性相关方程的 R2>0.8，说明雄性该 7 项的线性相

关性好。 

雌、雄样本与总样本的比较发现，雌、雄样本中

全长/体长、肛前长/肛后长、体长/体高、体长/头长及

体重/内脏重与总样本中该 5 项比值差距较小外，其

他各项比值差距均较大，线性相关方程的 R2 也表现

出相同的规律。头长/吻长、头长/眼间距、头长/眼径、

体长/肠长的平均值雌、雄差异较大，说明该 4 项指

标可以作为区分狼鳗雌雄性别的重要特征。 

狼鳗体长与体重的关系公式为： 
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W=0.0337Sl
2.4798，R2=0.9992； 

雌性：W=0.0326Sl
2.4864，R2=0.9990 

雄性：W=0.0359Sl
2.4672，R2=0.9995 

式中，W 为体重(g)；Sl 为体长(cm)。 

2.3  可数性状 

本研究测得的狼鳗可数性状数据见表 2。从表 2

可以看出，总样本各项可数性状中，下颌犬齿平均值

的标准偏差最小，为 0.6，说明其最稳定。脊椎骨的

标准偏差最大，为 10.49，说明可变范围也最大，为

232~271。背鳍鳍条(232~267)与臀鳍鳍条(189~ 220)

数目有一定的变化范围且变化趋势一致，上排侧线

孔、下排侧线孔、臀鳍前脊椎骨数量相对稳定。上

鳃耙、下鳃耙可变范围较大，下鳃耙比上鳃耙数量多。 
雌性狼鳗各项可数性状与总体样本范围均相同。

雄性样本中，背鳍鳍条、臀鳍鳍条、上颌犬齿、上颌

臼齿、下颌臼齿与总体样本不同，但都在总体样本范

围内，无明显差异，其中，牙齿数量的不同可能与狼

鳗驯化后牙齿退化有关。 

 
表 2  狼鳗的可数性状 

Tab.2  Observed numbers of A. ocellatus 

项目 
Items 

数据范围 
Value interval 

平均值±标准差
Mean±SD 

项目 
Items 

数据范围 
Value interval 

平均值±标准差
Mean±SD 

232~267 1~3 

♀232~267 ♀1~3 

背鳍鳍条 
Dorsal fin ray 

♂234~267 

248.009.11 下颌犬齿 
Mandibular canine

♂1~3 

3.000.60 

189~220 5~16 

♀189~220 ♀5~16 

臀鳍鳍条 
Anal fin ray 

♂189~217 

202.007.93 上颌臼齿 
Maxillary molar 

♂5~14 

11.003.24 

15~22 4~16 

♀15~22 ♀4~16 

胸鳍鳍条 
Pelvic fin ray 

♂15~22 

19.002.03 下颌臼齿 
Mandibular molar 

♂4~15 

11.003.31 

18~25 49~70 

♀18~25 ♀49~70 

上排侧线孔 
Upper lateral-line pore 

♂18~25 

21.002.01 上鳃耙 
Upper gill raker 

♂49~70 

59.005.37 

76~85 55~73 

♀76~85 ♀55~73 

下排侧线孔 
Lower lateral-line pore 

♂76~85 

80.002.77 下鳃耙 
Lower gill raker 

♂55~73 

63.004.55 

1~3 232~271 

♀1~3 ♀232~271 

上颌犬齿 
Maxillary canine 

♂1~2 

2.000.76 脊椎骨 
Vertebra 

♂232~271 

249.0010.49 

35~40 

♀35~40 

臀鳍前脊椎骨 
Vertebra before the anal fin 

♂35~40 

37.301.56 

   

 

2.4  消化系统 

狼鳗的消化系统主要包括消化道和消化腺 2 个

部分(图 2)。消化道呈管状，长度约占体长的 1/2，起

始于口咽腔，经腹腔，以肛门开口于体外。消化道包

括口咽腔、食道、胃、小肠、直肠和肛门。狼鳗的口

裂较大，吻较短(约占头长的 1/5)，口咽腔前位，左

右对称，下颌略长于上颌。上、下颌均具牙齿，上颌

前端具犬牙 2~3 枚，后侧为 1 排臼齿，下颌最前端具

犬牙 2~3 枚，后侧臼齿共 2 排，外侧较大，向后逐渐

变为 1 排，犬齿状牙齿尖锐且锋利，有的齿端呈弯钩

状，臼齿钝圆。腭骨、犁骨上未见有齿分布。舌大而

肥厚，上具色斑，没有舌齿。咽部发达，有鳃耙和咽

喉齿，咽喉齿发达，共 4 簇，左右对称，上部呈不规

则圆形，下部呈长条状。食道短而直，前后粗细一致，

前部与咽部相连，后部与胃相连，食道与胃的连接部

不明显。胃大，壁厚，呈“Ⅰ”型，分为贲门部、幽

门部和胃体部 3 部分，分化不明显，无盲囊，摄食后

整个胃部呈囊状，是饥饿状态的 2 倍。胃后部与肠相

连，连接处明显。从外观上将肠分为小肠和直肠，小

肠发达，结果还需组织学鉴定。前后宽度基本一致，

呈粉红色，富血管，肠壁厚度比食道、胃和直肠薄。
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同龄狼鳗雌性肠道比雄性长，雌性肠道长度约为体长

的 3/5，在腹腔中呈 4 次弯曲；雄性肠道长度约为体

长的 2/5，在腹腔中呈 2 次弯曲。直肠较短且发达，

后部与肛门相连，开口于体外。 

消化腺包括肝脏和胰脏。肝脏成黄色，较大，左

右 2 叶，左侧较右侧大，半包围在食道和胃体两侧，

前端相连，中后部分开，呈游离状态。胆囊为绿色，

椭圆形，经胆管先与肝脏左侧中下部相连，后经胆管

开口于小肠与胃的连接处。胰脏呈暗红色，位于腹腔

背侧，有固定形态，中部有结缔组织将其分为两侧，

相互对称，通过管状结构与胃和肠道相连。 
 

 
 

图 2  狼鳗消化系统及生殖系统结构 
Fig.2  Structure of digestive and reproductive 

system of A. ocellatus 

A：雌性；B：雄性；1 食道；2：肝脏；3：胆囊； 

4：胆管；5：胃；6：胰脏；7：小肠；8：卵巢； 

9：精巢；10：直肠；11：膀胱；12：肛门；13：生殖孔 
A: Female; B: Male; 1: Oesophagus; 2: Liver; 3: Gall bladder; 

4: Bile duct; 5: Stomach; 6: Pancreas; 7: Small intestine;  
8: Ovary; 9: Testis; 10: Rectum; 11: Bladder; 12: Anus;  

13: Genital foramen 
 

2.5  生殖系统 

狼鳗为雌雄异体，解剖狼鳗(Ⅲ~Ⅳ)雌性个体发

现 1 对肥硕的卵巢(图 2-8)，呈椭圆形，粉红色，左右

各 1 个，前端分离，基本对称，中部通过膜状结构相

连，卵巢的被膜较薄，易破裂，上面存在大量血管和

微血管。后部通过输卵管与生殖孔相连，开口于体外。

狼鳗性成熟后生殖腺位于腹腔后部约 1/2 处。成熟的

卵粒呈圆形，不透明。雄性狼鳗性腺(Ⅲ~Ⅳ)呈黄白

色，左右对称，两边又各自分 4~5 瓣，前端分离，后

部相连，呈“Y”形。前端较后端宽，后部与生殖孔

相连，开口于体外。腹腔后侧与性腺相连有一囊状结

构，用导管吸取其内液体发现有尿液，推测其为膀胱。 

3  讨论 

3.1  狼鳗形态及参数 

生态形态学指出，鱼类的形态和其生态有相关

性，鱼类生存环境的差异也决定了其形态的明显差

别，这是鱼类对环境的一种适应性进化 (李荣等，

2017)。狼鳗体型呈鳗型，胸鳍较大，可能与其在礁

石间游泳及觅食的习性相适应，体表呈灰黑色，有利

于隐藏、躲避敌害。研究表明，初孵狼鳗生活在较浅

的水域，以浮游生物为食，成鱼则营底栖穴居生活，

栖息于 200 m 左右的深海海底(Marliave, 1987; 云子, 

1998)，所测量狼鳗全长为 140~150 cm，为成鱼阶段，

因此，更倾向于底栖生活。 

鱼类性状的比值可以反映鱼类的体型、可食部分

的比例等(陈寅儿等, 2019)。狼鳗体较长，体长∶体

高∶体宽比值约为 18∶2∶1；体长和头长的比例为

8.32，大于银鲑(Silver salmon)(匡友谊等, 2004)、半滑

舌鳎(Cynoglossus semilaevis)(陈京华等, 2005)、星突

江鲽(Pleuronectinae stellatus)(齐国山等, 2008)、大菱

鲆(Scophthalmus maximus)(雷霁霖, 2005)和松江鲈鱼

(Estuarylateolabrax japonicu)(郭瑞昕等, 2008)等，与

大多数可食用鱼类相比，狼鳗可食用部分的比例较

大，利用率高。 

可数性状是鱼类分类研究的依据之一，在不同鱼

种中的某些可数性状相对比较稳定，像鳍条数、鳃耙

数和脊柱骨数等，但也有一些差异(刘春胜等, 2011)。

Hart(1973)研究表明，狼鳗脊椎骨数为 228~250，与

本研究脊椎骨数 232~271，稍微有些差异，但臀鳍前

脊椎骨数较为稳定，为 35~40，因此，可以作为分类

的参考依据之一。基于本研究结果，狼鳗胸鳍鳍条、

上排侧线孔、下排侧线孔、上颌犬齿、下颌犬齿、臀

鳍前脊椎骨的可数性状是比较稳定的，可以初步作为

狼鳗区分的参考依据。 

3.2  狼鳗消化系统结构与食性 

鱼类在长期的自然选择过程中，形成了一系列的

形态特征以适应各自的食物类型和摄食方式(薛莹等, 

2005)。消化道形态结构是了解和探讨鱼类摄食、消

化和吸收等生理机制的基础(王瑞霞, 1990)，鱼类的

消化器官同时能够体现出食性(Wang, 1996)。从消化
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道各段的结构可了解相应的功能(林浩然, 1999)，鱼

类口裂的相对或绝对大小与其摄食食物大小呈正相

关，也与食性呈正相关，肉食性鱼类的口裂一般较草

食性、滤食性和杂食性的大(Piet, 1998)。狼鳗口咽腔

较大，可以摄食体积较大的食物。鱼的牙齿可用于捕

食，同时，不同类型的牙齿还有撕裂、咬断、研磨等

功能，牙齿的形状通常与它们的食性密切相关，狼鳗

具有发达的臼齿，可以摄食甲壳类、海胆等较为结实

的动物。狼鳗的犬齿稍向口咽腔弯曲，和进食方向相

同，可以防止食物脱落、保证食物顺利进入体内。这

些特征与带鱼 (Trichiurus lepturus)、鳗鲡 (Anguilla 

japonica)、海鳗(Muraenesox cinereus)(大连水产学院, 

1983)相似。 

胃是狼鳗消化道较为膨大的部位，呈“Ⅰ”型，

壁厚，分为贲门部、幽门部和胃体部 3 部分，分化不

明显，与肉食性鱼类星斑川鲽(Platichthys stellatus)相

似(李侠等, 2009)。从胃的结构看，狼鳗胃的肌层较消

化道其他部位厚，胃黏膜上皮有比较发达的低矮褶皱；

形态上看，食物在进入前后，胃的体积发生很大变化，

饱食状态下胃部膨大，是饥饿状态的 2 倍左右。由此

推测食物在胃中可以储存和初步消化(李斌等, 2017)。 

肠道是食物消化的主要场所，又是用于鱼类食性

划分的重要依据之一(Grover et al, 1990)，比肠长(肠

长/体长)为鱼类消化管的指数之一，该值在某种程度

上反映了鱼的摄食习性。肉食性鱼类摄食的食物一般

易于消化，肠道相对较短，比肠长一般小于 1，狼鳗

的比肠长为 0.45，肠长约占体长的 1/2，食物在肠中

停留时间较短，与银鱼科(Salangidae)、鲶科(Siluridae)、

条斑星鲽 (Verasper moseri)等鱼类相似 (王晓伟等 , 

2008)，小于肉食性鱼类南方大口鲶(Silurus soldatovi 

meridionalis)、黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) (曾端等, 

1998)和大鳍鳠(Mystus macropterus)(向枭等, 2003)。

狼鳗内脏团重和肠道重分别约占体重的 8.54%和

3.55%，要小于偏肉食性的1~2龄的裸盖鱼(Anoplopoma 

fimbria)(分别为 10.8%和 4.8%)，与肉食性鱼类大银鱼

(Protsalanx iyaloranius)类似(钱云霞等, 2001)。 

消化腺分为肝脏和胰脏，肝脏为两叶，分别在食

道两旁，一叶较长，一叶较短，与大黄鱼(Larimichthys 

crocea)相似(吴燕燕等, 2019)。中间由结缔组织和食

道连接。胆囊与肝脏明显分离，数目与圆口纲的七鳃

鳗(Lampetra japonicum)相同，胰脏发达，双叶，明显

与肝脏分离，与板鳃鱼类(Elasmobranchs)相同(大连水

产学院, 1983)。尾崎久雄(1984)曾将硬骨鱼类胰腺进

行分类，分别是紧凑型、弥散型和散布型。狼鳗的胰

脏具有固定形态，属于紧凑型。据资料记载，一般紧

凑型的胰腺脂肪酶含量较弥散型的丰富，能够更加高

效地进行脂肪代谢(葛清秀等, 2001)。相关研究表明，

狼鳗以海星、海胆、海虾、软体动物等为食(Marliave, 

1987; 云子, 1998)，消化系统结构也反映出狼鳗为肉

食性鱼类。  

4  结论 

狼鳗胸鳍鳍条、上排侧线孔、下排侧线孔、上颌

犬齿、下颌犬齿、臀鳍前脊椎骨数是比较稳定的性状，

可以作为狼鳗形态学参数的参考依据。头长与吻长、

头长与眼径的线性相关性较差，而在雌、雄样本中，

2 个指标的线性相关性良好(均>0.7)，说明头长/吻长

以及头长/眼径是可以区分狼鳗雌、雄个体的重要外

部特征。狼鳗比肠长、比肠重、比内脏团重以及消化

道的形态结构特征均显示狼鳗为肉食性鱼类。 
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Morphological Characteristics, Digestive System and Reproductive  
System of the Wolf-Eel (Anarrhichthys ocellatus)  

LIU Yuyan1, LI Fenghui2, ZHANG Xiaozhong4, BIAN Li2, CHEN Siqing2①
,  

QU Jiangbo3, GAO Wenlei3, LIU Changlin2, GE Jianlong2 
(1. Shanghai Ocean University, National Experimental Teaching Demonstration Center of Fisheries Science,  

Aquatic Animal Genetics and Breeding Center Shanghai Collaborative Innovation Center, Shanghai Aquaculture 
 Engineering Technology Research Center, 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. Yantai Tianyuan Aquatic Products Co., Ltd., Yantai  265619;  

4. Shibei Branch of Qingdao Ecological Environment Bureau, Qingdao  266033) 

Abstract    We observed, measured, anatomized, and photographed the external shape, meristic and 

metric characters, digestive system, and reproductive system of Anarrhichthys ocellatus. The results are as 

follows: the body type of the A. ocellatus is anguilliform, the skin color is black or rubricans without any 

mackerel scales, and there are a number of dollar spot-like eyes on the head, back, and dorsal fin. The 

number of spots on the dorsal fin, pectoral fin and anal fin were 232~267, 15~22, and 189~220, 

respectively. A. ocellatus has no ventral fin, and the tail fin is linked to the dorsal fin and pectoral fin and 

cannot be distinguished. There are two incomplete lateral lines on each side, the upper is 18–25 and the 

lower is 76~85. The female lateral line is distinct. However, that of the male is not. A. ocellatus also has 

no pyloric caeca, and the number of upward gill rakers, downward gill rakers, and vertebrae are 49~70, 

55~73, and 232~271, respectively. Besides, the magnitude of variation in the total length/standard length 

is small, with little difference between females and males. The values of the head length/proboscis length, 

head length/eye diameter, and standard length/intestine length not only vary largely, but present poor 

linear correlation, with great differences between females and males. Therefore, the females and males 

can be distinguished. The relationship between weight and length: W = 0.0337Sl
2.4798 (R2 = 0.9992), for 

females, W = 0.0326Sl
2.486 (R2 = 0.9990); and for males, W = 0.0359Sl

2.4672 (R2 = 0.9995). The digestive 

system consists of the digestive tract and digestive glands, and the oropharyngeal cavity is large; A. 

ocellatus has jaw teeth, without cavities and plow teeth, the pharyngeal teeth are well-developed, the 

stomach is “I”-shaped and large. The intestines are wide and short, and the ratio of intestine length/total 

length is 0.45. The related traits and characteristics show that the A. ocellatus is carnivorous and 

hermaphroditic. The ovaries (Ⅲ~Ⅳ) are elliptical, pink, and left right symmetrical. The testes (Ⅲ~Ⅳ) are 

“Y”-shaped and pink 

Key words    Anarrhichthys ocellatus; Morphometic characters; Meristic and metric characters; Digestive 

system; Reproductive system 
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响应面法优化斑马鱼中微塑料分离、提取的工艺* 

吕世伟 1,2  周德庆 2①  刘  楠 2  于  莹 1,2  宿小杰 2 
(1. 中国海洋大学食品科学与工程学院  青岛  266003；2. 中国水产科学院黄海水产研究所   

青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋药物与生物制品功能实验室  青岛  266071) 

摘要    微塑料广泛存在于海洋中，是全球十大新兴环境问题之一。微塑料可以被鱼类、贝类和底

栖动物等海洋生物摄入，危害海洋生命。为了更好地从海洋生物中分离和检测微塑料，本研究优化

了一种新方案。以斑马鱼(Danio rerio)为原料，对其中的微塑料进行分离提取。首先，通过消化率、

回收率、拉曼光谱分析和扫描电镜等方法对 KOH、H2O2、HNO3 和胰蛋白酶 4 种消化液进行选择，

选定 KOH 溶液为最适消化液。然后通过单因素实验和 Box-Behnken 响应面实验设计优化 KOH 溶

液为消化液的最佳消解条件。研究表明，消解最适条件为浓度 4%、温度 47℃、时间 20 h，在此条

件下的消化率为 97.38%。KOH 消化液显著提高了消解效率，为微塑料的进一步检测分析提供了技

术支持。 

关键词    斑马鱼；微塑料；消化液；响应面分析；工艺优化 

中图分类号 X55   文献标识码  B    文章编号  2095-9869(2021)02-0087-09 

随着社会的发展和科技的进步，塑料在世界范围

内大量生产与应用，目前年均产量超过 3.11 亿 t (Gil- 

Delgado et al, 2017)。塑料通过机械作用、生物降解

和太阳辐射等被分解成小颗粒，当其直径小于 5 mm

时即可定义为微塑料(文天, 2016)。环境中的塑料残

体可以通过风力、河流、洋流等外力进行远距离迁移

(Cole et al, 2011)，从而对全球海洋造成污染。塑料制

品的普及和广泛应用，海洋中的塑料逐年增加，海水

中微塑料会逐渐转移到海洋生物体内，包括浮游动物

(Mao et al, 2018)、双壳类(Abidli et al, 2019)、底栖类

(Sussarellu et al, 2016)和鱼类(Espinosa et al, 2018)等。

调查研究发现，墨尔本地区 19.4%的鱼体内都含有微

塑料，且体内的微塑料含量平均高于头部(Su et al, 

2019)；突尼斯北部湖中软体动物表现出相对较高的

微塑料污染水平，总浓度在 703.95~109.80 个/kg 至

1482.82~19.20 个/kg (Abidli et al, 2019)；Zhu 等(2019)

首次在濒危物种白海豚(Sousa chinensis)的肠道中检

测到了微塑料。在海洋环境中，微塑料对海洋生物的

危害主要有 2 个方面：一是海洋生物摄入微塑料，会

对生命健康产生直接影响。据已有的研究发现，微塑

料可能会导致鱼类(Lu et al, 2016)、甲壳类(Watts et al, 

2014)和双壳类(van Cauwenberghe et al, 2014)等消化

道阻塞，进食能力受损，甚至导致生殖能力障碍等不

良影响。如果微塑料长时间在生物体内，会影响正常

的食物摄取，最终导致生物体的饥饿和死亡。二是微

塑料易与有毒化学物质结合，从而危害海洋生物。因

为微塑料比一般塑料更容易吸附有毒有害物质，已经

发现由于微塑料自身的疏水特性，它可以浓缩多氯联

abc
图章
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苯、多溴联苯和多环芳烃等多种有机污染物、重金属，

以及添加剂衍生的化学品(Castillo et al, 2016)。微塑

料污染对海洋动物和沿海生态系统造成了影响，并对

人类健康产生了威胁。目前，Wu 等(2019)研究了不

同粒径聚苯乙烯对人结肠腺癌细胞的细胞毒性，发现

2 种微塑料均对细胞活力、氧化应激、膜完整性和流

动性有低毒作用。Schirinzi 等(2017)体外研究发现，

微塑料可以引起大脑和人类上皮细胞高活性氧产生。

Hwang等(2019)研究了聚丙烯微塑料在人源性细胞中

的毒性，研究表明，微塑料直接与细胞接触可能通过

诱导免疫细胞产生细胞因子而产生健康问题。然而，

由于缺乏可靠的数据来量化微塑料在人体的真实情

况，因此，很难合理地评估微塑料对人体健康的实际

影响。关于微塑料在人体的存在情况以及对人体健康

的影响，仍有许多工作要做。 

从海洋生物样品中提取微塑料的主要方法是消

化法，即使用酸、碱、氧化剂或酶等消化液来进行组

织消解。酸性消化液通常使用的是 69% HNO3(Dekiff 

et al, 2014)，其他酸性消化液还有 65% HNO3 和 65% 

HClO4 等(Santana et al, 2016)。碱性消化液通常使用

的是 10% KOH(Dehaut et al, 2016)。氧化剂消化液通

常选择 30% H2O2(Karami et al, 2016)。酶使用较多的

是脂肪酶(Waite et al, 2018)、胰蛋白酶(Courtene-Jones 

et al, 2017)。然而，在早期的实验研究中存在一些问

题。首先，消化液对微塑料的影响不是通过在生物组

织中加入微塑料来测试的，而是直接与消化液接触。

其次，不适当的消化液或温度等消化条件可能会低估

海洋生物中的微塑料含量，或者腐蚀性消化液也可能

导致颗粒破碎，从而高估微塑料的含量。因此，本研

究旨在通过消化率、回收率、拉曼光谱分析和扫描电

镜等多方面的分析，选取最适的消化液，并对其消化

工艺进行优化，建立一种高效的消化方法，在保护微

塑料聚合物完整性的同时，有效地消化鱼类组织，为

海洋生物中微塑料的分离提取提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

斑马鱼(Danio rerio)是一种常见的热带淡水鱼，

头小稍尖，略呈纺锤形，具有个体小、易于饲养、繁

殖力旺盛、生长周期短和发育快等特点(Talwar et al, 

1994)。本实验斑马鱼于 2019 年 4 月购自青岛当地水

产市场，体长为(2.0±0.6) cm，实验前驯养 7 d (驯养

期间无斑马鱼死亡)，饲养用水为自来水不断曝气 24 h，

水温为(26.00.5)℃，每日投食 1 次。 

KOH、H2O2 和 HNO3 购自国药集团化学试剂有

限公司，均为分析纯；胰蛋白酶购自北京索莱宝生物

科技有限公司；500 m 聚苯乙烯塑料购自天津市倍

思乐色谱技术开发中心；滤纸 (No.540)购自美国

Whatman 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  消化率    选取常用的 4 种消化液：10% KOH 

(Ali et al, 2017)、30% H2O2 (Avio et al, 2015)、69% 

HNO3 (Vandermeersch et al, 2015)和 0.3125%胰蛋白

酶(Courtene-Jones et al, 2017)。在相同温度、相同时

间下进行组织消化。 

在磨碎的 0.6 g 斑马鱼鱼肉组织(不加聚苯乙烯颗

粒)里分别加入 6 ml 10% KOH、30% H2O2、69% HNO3

和 0.3125%胰蛋白酶(Dehaut et al, 2016)，一式 3 份，

安瓿瓶密封，放入 55℃烘箱中保持 48 h。用 Whatman 

No.540 滤纸对消化液进行真空过滤。过滤前后，滤

膜保持 50℃下 5 h，称重精度为 0.1 mg。计算消化率 

(Catarino et al, 2016)： 

( )
% i a b

i

W W W

W

 
消化率  

式中，Wi 为斑马鱼组织初始重量，Wa 为过滤后

的滤膜重量，Wb 为过滤前的滤膜重量。 

1.2.2  回收率    收集 0.6 g 磨碎的斑马鱼鱼肉，将

0.06 g 聚苯乙烯微塑料加入到磨碎的鱼肉中，搅拌均

匀，将混合物转移到装有 6 ml 10% KOH、30% H2O2、

69% HNO3 和 0.3125%胰蛋白酶的安瓿瓶中，并在

55℃下保持 48 h (n=3)。然后，用 Whatman No.540

滤纸进行过滤，在 50℃下干燥 5 h，在体视显微镜下

将聚苯乙烯颗粒挑出、称量，计算回收率(Catarino 

et al, 2016)： 

% a

i

W

W
回收率  

式中，Wa 为消化后聚苯乙烯的重量，Wi 为聚苯

乙烯的初始重量。 

1.2.3  体视显微镜和扫描电镜观察及拉曼光谱分析   

将未经消化处理的聚苯乙烯颗粒和经过 4 种消

化液消化的聚苯乙烯颗粒在体视显微镜(3)下观察，

检查其形态及其颜色的变化。扫描电镜通过聚焦电子

束扫描表面产生微塑料图像，用于表征微塑料的表面

形貌。将 5 种聚苯乙烯颗粒进行扫描电镜观察。用涂

布机对样品涂上一层金，以防止电子束对样品充电。

观察未经处理(对照)的聚苯乙烯颗粒和消化后的聚苯

乙烯颗粒的形貌(Ali et al, 2017; Sun et al, 2019)。 

此外，为了评估聚合物的分子完整性，消化后的
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聚苯乙烯颗粒使用拉曼光谱进行检测，且与自建的数

据库进行比较。检测条件：激光波长为 785 nm，激光

功率为 350 mW，扫描范围为 200~3000 cm–1 (Araujo 

et al, 2018; Alexandre et al, 2019)。 

1.2.4  单因素实验    选择消化温度(25℃、35℃、

45℃、55℃和 65℃)、消化时间(6、12、24、48 和 72 h)、

消化浓度(3%、5%、10%、20%和 30%)进行单因素实

验，分别考察这 3 个因素对斑马鱼消化率的影响。 

1.2.5  响应面优化实验    根据 Box-Behnken 实验

设计原理进行 3 因素 3 水平实验设计，利用 Design- 

Expert 8.0 软件进行数据拟合，优化斑马鱼消化率工

艺。在单因素的基础上，自变量的实验水平分别以–1、

0、1 进行编码，共设计 15 个实验点(3 个中心点)。实

验因素和水平见表 1。 
 

表 1  响应面实验水平因素 
Tab.1  Factors and their coded levels used in experimental 

design for response surface methodology 

因素 Factors 
水平  
Level A 浓度 

Concentration(%) 
B 时间 
Time(h) 

C 温度 

Temperature(℃)

–1 2 18 40 

0 5 24 45 

1 8 30 50 
 

2  结果与讨论 

2.1  消化率 

在消化液种类选择中，消化率是非常重要的指

标。将斑马鱼肉组织与 4 种消化液进行反应后得到消

化率数据见图 1。从图 1 可以看出，消化率最高的是 
 

 
 

图 1  不同消化液下斑马鱼的消化率 
Fig.1   Digestibility of zebrafish in  

different digestive compound 

a、b、c 和 d 表示各处理间差异显著(P<0.05) 
a, b, c, and d indicate significant difference  

among treatments at 0.05 level 

HNO3，达到了 100%。Ali 等(2017)发现，浓缩 HCl

和 HNO3 可以完全消化鱼的组织。KOH 和胰蛋白酶

的消化率分别达到 90.97%和 85.89%。消化能力较弱

的是 H2O2，消化率仅有 58.82%。因此，从消化率上

来看，H2O2 不适合作为斑马鱼的消化液。 

2.2  回收率 

在 55℃温度下，斑马鱼肉与聚苯乙烯颗粒混合

后分别与 4 种消化液一起消化，测定其回收率。不同

消化液下，聚苯乙烯颗粒的回收率见图 2。从图 2 可

知，不同消化液之间的差异不显著。HNO3 的回收率

最高，超过了 100%，达到了 104.13%。其原因可能

是 HNO3 可以有效地消解有机质，但油脂和组织残渣

仍然存在，附着在微塑料上导致重量改变，影响微塑

料的最终定量(李陵云等, 2019)。KOH 和 H2O2 的回收

率分别为 93.50%和 94.63%。回收率最低的是胰蛋白

酶，仅有 90.13%。与本研究不同的是，Catarino 等(2016)

对 NaOH、HNO3 和 Corolase 7089 对贻贝中的微塑料

进行回收，蛋白酶的提取回收率均达到了 93%以上。

可能的原因是，不同消化液对微塑料的种类和消化对

象有差异性。因此，从回收率来看，HNO3 不适合作

为消化液。综合消化率与回收率的结果可以得出，

KOH 比较适合作为从斑马鱼肉中分离提取聚苯乙烯

颗粒的消化液。 
 

 
 

图 2  不同消化液下聚苯乙烯颗粒的回收率 
Fig.2  Recovery rates of polystyrene in  

different digestive compound 
 
 

2.3  体式显微镜观察 

通过体式显微镜观察 4 种消化液消化的聚苯乙

烯颗粒，其颜色和状态变化如图 3 所示。HNO3 作为

消化液导致聚苯乙烯颗粒严重变色且颗粒间发生粘

连。有研究表明，消化液会导致微塑料变色，从而干

扰其进行光学检测(Catarino et al, 2016)。变色的原因

可能是由于 HNO3 可以有效地消解有机质，但油脂仍
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然存在，附着在微塑料上，导致颜色和状态发生改变

(Santana et al, 2016)，从而影响微塑料的最终定量，

回收率的实验结果也证明了这一点。而 KOH、H2O2

和胰蛋白酶这 3 种消化液不会导致微塑料变色，但聚

苯乙烯颗粒的表面附着少量消化后的生物组织。其

中，KOH 消化液消化过的聚苯乙烯颗粒表面附着残

留斑马鱼肉组织最少，胰蛋白酶消化液由于消化不彻

底，残留组织最多。 

 

 
 

图 3  正常与不同消化液消化后聚苯乙烯颗粒的形貌(放大倍数 3)  

Fig.3  Morphology of polystyrene particles in digestion with normal and different digestive compound (magnification 3)  

a: 对照；b: 硝酸；c: 氢氧化钾；d: 过氧化氢；e: 胰蛋白酶 
a: Control; b: HNO3; c: KOH; d: H2O2; e: Trypsin 

 
2.4  电镜 

为了进一步了解 4 种消化液种类对聚苯乙烯颗

粒完整性的影响，进行了扫描电镜观察，结果如图 4

所示。由图 4 可以看出，经过 HNO3 消化后的聚苯乙

烯颗粒表面出现褶皱且球体融化粘连在一起，表明

HNO3 在消化生物组织的同时，也对聚苯乙烯颗粒产

生了严重的破坏，对实验结果有较大的影响。而经过

KOH、H2O2 和胰蛋白酶消化后的聚苯乙烯颗粒并未

发生明显的变化，但球体表面有生物组织残留，其中，

胰蛋白酶消化后的聚苯乙烯颗粒上残留的生物组织

较多，直接证明了其对斑马鱼肉组织消化不彻底。 

2.5  拉曼光谱 

为了有效地分析不同消化液消化后聚苯乙烯颗

粒的结构特征，本研究采用拉曼光谱进行分析研究，

结果如图 5 所示。从图 5 可以看出，HNO3、KOH

和胰蛋白酶与对照拉曼光谱相比，并无其他明显特

征峰值出现，由此可知，HNO3、KOH 和胰蛋白酶 

在消化斑马鱼的同时，不会破坏聚苯乙烯的化学结

构。而 H2O2 的拉曼光谱与对照相比，在波长 1130、

1375 和 1630 cm–1 左右的峰值的相对强度减弱。波

长为 1130 cm–1 左右处的变化是由苯环与碳原子间

非对称伸缩振动引起的，而 1375 cm–1 左右的变化是

由碳氢原子间非对称弯曲振动引起的，1630 cm–1 处

是由苯环内碳原子间非对称伸缩振动引起的。因此，

H2O2 不适合作为从斑马鱼肉组织中提取微塑料颗粒

的消化液。 

2.6  单因素实验 

2.6.1  不同浓度 KOH 对斑马鱼消化率的影响    消

化液的浓度是影响消化率的重要因素，在 45℃、24 h

的条件下，不同浓度的 KOH 消化液对斑马鱼消化率

的影响见图 6。从图 6 可以看出，随着 KOH 浓度的

增加，斑马鱼消化率呈现上升趋势；当 KOH 浓度达

到 5%时，消化率达到峰值，为 97.32%。KOH 浓度

继续增加，消化率开始下降，且下降趋势明显。 
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图 4  正常与不同消化液下的聚苯乙烯扫描电镜照片 
Fig.4  Scanning electron microscopy of polystyrene in normal and different digestive compound 

a: 对照；b: 硝酸；c: 氢氧化钾；d: 过氧化氢；e: 胰蛋白酶 
a: Control; b: HNO3; c: KOH; d: H2O2; e: Trypsin 

 

 
 

图 5  正常和不同消化液下的聚苯乙烯颗粒拉曼光谱 
Fig.5  Raman spectra of polystyrene particles in  

normal and different digestive compound 
 

 
 

图 6  不同浓度 KOH 对斑马鱼消化率的影响 
Fig.6  Effects of different concentration of  

KOH on digestibility of zebrafish 
 

2.6.2  不同消化时间对斑马鱼消化率的影响    在

5% KOH、45℃的条件下，不同消化时间对斑马鱼消

化率的影响见图 7。如图 7 所示，随着消化时间的增加，

斑马鱼消化率也增加。当消化时间增加到 24 h 时，

消化率的变化最明显，达到了 97.32%。当消化时间增

加到 48 和 72 h 时，斑马鱼的消化率趋于稳定。 
 

 
 

图 7  不同消化时间对斑马鱼消化率的影响 
Fig.7  Effect of different digestion time on  

digestibility of zebrafish 

 
2.6.3  不同温度对斑马鱼消化率的影响    使用 5% 

KOH 溶液消化 24 h，研究斑马鱼消化率的最佳温度，

见图 8。如图 8 所示，随着温度的不断升高，斑马鱼

的消化率呈现大幅度的上升。当温度达到 45℃时，

斑马鱼的消化率达到最高。高于 45℃，斑马鱼的消

化率趋于稳定，基本不变。 

2.7  响应面实验 

2.7.1  响应面实验方案及结果    利用Design-Expert 

8.0 软件进行数据拟合，实验设计与结果见表 2。 
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图 8  不同温度对斑马鱼消化率的影响 
Fig.8  Effects of different temperature on  

digestibility of zebrafish 
 

2.7.2  模型的建立与显著性检验    利用Design-Expert 

8.0 软件对表 2 中的数据进行多元回归拟合，获得斑

马鱼消化率(Y)对自变量浓度(A)、时间(B)、温度(C)

的二元多项回归方程：Y=97.32–0.21A–0.16B+0.32C 

+0.37AB+0.077AC–0.42BC–0.67A2–0.32B2–0.87C2。方

程中各项系数绝对值的大小直接反映各因素对响应

值的影响程度，系数的正、负反映影响方向(冯艳霞

等, 2016) (黄梦诗等, 2019)。由于该方程的二次项系

数均为负值，可以推断方程代表的抛物面开口向下，

因而具有极大值点，可以进行优化分析。由方程的一

次项系数可以得出影响斑马鱼消化率的因素的主次 
 
 

顺序为温度>浓度>时间。对该模型进行方差分析，结

果见表 3。 
 

表 2  Box-Behnken 实验设计及结果 
Tab.2  Design and results for Box-Behnken responses 

surface methodology 

实验号
No. 

A 浓度 
Concentration

B 时间 
Time 

C 温度 
Temperature 

消化率 
Digestibility(%)

1 0 0 0 97.08 

2 0 –1 1 97.21 

3 –1 0 –1 95.78 

4 0 0 0 97.81 

5 –1 1 0 96.17 

6 0 –1 –1 95.72 

7 1 0 –1 95.15 

8 0 1 –1 95.90 

9 0 0 0 97.06 

10 –1 –1 0 96.86 

11 1 0 1 95.94 

12 0 1 1 95.70 

13 1 1 0 96.53 

14 –1 0 1 96.26 

15 1 –1 0 95.76 

表 3  回归模型方差分析 
Tab.3  Analysis of variance of the regression model 

来源 Source 平方和 Sum of squares 自由度 df 均方 Mean square F 值 F value P 值 P value

模型 Model 6.920 9 0.770 6.21 0.0292 

    A 浓度 Concentration 0.360 1 0.360 2.88 0.1503 

B 时间 Time 0.200 1 0.200 1.58 0.2647 

C 温度 Temperature 0.820 1 0.820 6.61 0.0499 

AB 0.530 1 0.530 4.30 0.0927 

AC 0.024 1 0.024 0.19 0.6780 

BC 0.710 1 0.710 5.76 0.0616 

A2 1.650 1 1.650 13.31 0.0148 

B2 0.370 1 0.370 3.02 0.1427 

C2 2.770 1 2.770 22.35 0.0052 

残差 Residual 0.620 5 0.120   

失拟 Lack of Fit 0.250 3 0.085 0.46 0.7372 

纯误差 Pure error 0.370 2 0.180   

总变异 Cor total 7.540 14    

: P<0.05，为差异显著 

*: P<0.05, significant difference  
 

由表 3 可以看出，模型的 P=0.0292 (显著)，失拟

项 P=0.7372 (不显著)，表明模型充分拟合实验数据，

该方程是斑马鱼消化率与消化工艺参数的合适数学

模型。 

2.7.3  响应面优化分析    等高线图可以直观地反

映两变量交互作用的显著程度，圆形表示两因素交互

作用不显著，而椭圆形与之相反(吕小京等, 2018)。

根据回归方程绘制响应面(图 9)。 
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图 9  各因素交互作用对消化率的等高线和响应面图 
Fig.9  Contour and response surface plots for the effects of different factors on the digestibility 

 
图 9 中响应面的变化及等高线的形状可以直观地

反映温度、时间和浓度 3 个因素对斑马鱼消化率的影

响。由图 9a 可知，当时间一定时，消化率随着温度的

增加而逐渐增大，当温度达到一定值后，消化率基本

趋于稳定。由等高线的形状可以看出，温度与时间的

交互作用对响应值的作用显著。由图 9b 可知，在相

同的温度下，消化率随着浓度的增加呈现先增大后减

小的趋势。由等高线的形状可以看出，温度和浓度的

交互作用对响应值的影响显著。由图 9c 可知，当浓

度一定时，消化率随着时间的增加而增加，当时间增

加到一定值时，继续增大时间，消化率的增加却不明显，

稍有下降。时间与浓度的交互作用对响应值影响显著。 

2.7.4  最佳条件的确定及验证    通过软件分析，得

到以消化率为指标的最佳消化条件为浓度 4.06%、时

间 20.15 h、温度 46.64℃，此时的消化率预测值为

97.45%。结合实际操作，将工艺条件调整为浓度 4%、

时间 20 h、温度 47℃，在此条件下进行 3 次实验，

测定消化率为(97.38±0.04)%，相对误差为 0.07%，处

于误差范围内，所以，实验值与预测值可认为基本一

致，说明此消化条件下的回归模型方程可靠。 
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3  结论 

化学消解法提取微塑料操作简单，材料费用较

低。但是，化学消解中的消解液种类多，不同生物需

要的消解液的种类、温度和时间不同。除此之外，使

用化学消解法处理样品，花费时间长，并且在消解的

过程中可能会有其他物质产生，影响消解效果。因此，

从海洋生物中分离提取微塑料消化液的选择和消化

条件的设置是至关重要的。本研究首先采用 KOH、

H2O2、HNO3 和胰蛋白酶这 4 种消化液对斑马鱼进行

消化，研究表明，KOH 溶液比 H2O2、HNO3 和胰蛋

白酶更适合作为消化液从斑马鱼中提取微塑料。KOH

溶液中可以有效的去除生物组织，同时保持被测塑料

聚合物结构的完整性。在单因素的基础上，通过响应

面优化实验分析表明，KOH 溶液作为消化液消化斑马

鱼的最佳条件为浓度 4%、温度 47℃、时间 20 h。各

因素对斑马鱼消化率的影响依次为温度>浓度>时间。

此消化条件下，实际测得的斑马鱼消化率为 97.38%。

回归分析和验证实验表明该响应面法合理、可行。 
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Process Optimization of Microplastics Extraction and Isolation in  
Zebrafish Using Response Surface Methodology 

LÜ Shiwei1,2, ZHOU Deqing2①
, LIU Nan2, YU Ying1,2, SU Xiaojie2 

(1. College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao  266003; 2. Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Laboratory for Marine Drugs and Biological Products, Pilot National Laboratory 

Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Recently, with the increase of global plastic production, microplastic accumulation in aquatic 

environments is increasing. This seriously endangers the living environment and aquatic organism health. 

Furthermore, it endangers human health through the food chain. Microplastic detection in aquatic products 

is fundamental to understanding microplastics. Using digestive compounds to extract and separate 

microplastic from aquatic organisms is an effective means. It is particularly important to choose the correct 

digestive compounds and conditions. In the present experiment, zebrafish was used as an aquatic model, 

and polystyrene was used as the raw material. Zebrafish and microplastics were mixed in proportion. The 

microplastics were separated and extracted using different digestive compounds. Initially, 10% KOH, 30% 

H2O2, 69% HNO3, and trypsin were selected based on digestibility, recovery rate, Raman spectroscopic 

analysis, and scanning electron microscopy. The results showed that 30% H2O2 has the lowest digestibility 

and can change its chemical structure. Trypsin has the lowest recovery rate. Scanning electron microscopy 

and stereoscopic microscopy showed that 69% HNO3 changed the microplastics color and corroded the 

surface. Therefore, 10% KOH solution was selected as the optimal digestive compound. Then, the optimal 

digestion conditions of KOH solution were determined using single factor and Box-Behnken design tests. 

The results showed that the optimum digestion conditions were: concentration – 4%, temperature – 47℃, 

time – 20 h, with 97.38% digestibility. The digestive compounds and conditions screened in this study 

could significantly improve zebrafish digestion efficiency. The results provided a new method for the 

digestion of aquatic products and further detection and analysis of microplastics in aquatic products. 
Key words    Zebrafish; Microplastic; Digestive compounds; Response surface analysis; Process 
optimization 
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红鳍东方鲀对 8 种饲料原料的表观消化率* 

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

摘要    本研究旨在探讨红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)幼鱼对红鱼粉、白鱼粉、豆粕、菜粕、花生

粕、棉粕、玉米酒糟蛋白(DDGS)和肉骨粉中干物质、粗蛋白、粗脂肪、氨基酸、总能和总磷的表

观消化率。实验饲料由 70%的基础饲料和 30%的待测饲料原料组成，并添加0.1%的三氧化二钇(Y2O3)

作为外源添加剂，选取平均体重为 37.90 g 的红鳍东方鲀幼鱼，随机分成 8 组，每组 3 个重复，每

个重复 30 尾鱼，按照不同处理分别投喂相应饲料，采用虹吸法收集粪便。结果显示，白鱼粉、红

鱼粉和豆粕的干物质表观消化率分别为 70.54%、69.02%和 60.37%，显著高于菜粕、棉粕及

DDGS(P<0.05)；粗蛋白的表观消化率为 50.91%~92.78%，肉骨粉粗蛋白表观消化率最低(50.91%)，

显著低于白鱼粉、红鱼粉、豆粕、菜粕、花生粕和 DDGS(P<0.05)，各待测饲料原料中总氨基酸表

观消化率的变化趋势与粗蛋白的表观消化率基本一致；粗脂肪的表观消化率为 70.6%~94.19%，白

鱼粉粗脂肪表观消化率最高(94.19%)，显著高于棉粕和肉骨粉(P<0.05)；能量的表观消化率为

30.58%~90.01%，白鱼粉、红鱼粉、豆粕和花生粕总能的表观消化率最高(76.26%~90.01%)(P<0.05)；

磷的表观消化率为 9.13%~68.14%，白鱼粉和红鱼粉的总磷表观消化率最高(分别为 66.98%和

68.14%)(P<0.05)。白鱼粉、红鱼粉的各种营养成分的表观消化率均较佳，肉骨粉及棉粕各种营养成

分的表观消化率相对较差；豆粕及花生粕的粗蛋白消化率及必需氨基酸的消化率优于其他植物蛋

白，菜粕次之。 

关键词    红鳍东方鲀；表观消化率；饲料原料；营养物质 

中图分类号 S963  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0096-08 

鱼粉是水产饲料最重要的蛋白质源，但随着水产

养殖业的发展以及饲料工业的进步，优质蛋白质源的

鱼粉受资源和价格的限制，供应日益紧张，寻找可替

代鱼粉的低价蛋白质源成为研究的热点，替代蛋白源

营养评价及利用率就显得尤为重要。消化率是指动物

所摄入的营养物质在体内被消化吸收的程度，评定蛋

白源的表观消化率是评定蛋白源营养价值的重要方

式，也是研发配合饲料的重要步骤 (Goddard et al, 

2001; Silva et al, 1995)。在掌握饲料原料消化率的基

础上，才能提高饲料的消化率，充分利用饲料原料，

减少浪费及对水环境污染。 

红 鳍 东 方 鲀 (Takifugu rubripes) 属 硬 骨 鱼 纲

(Osteichthyes)、鲀形目 (Tetraodontiformes) 、鲀亚目

(Tetraodontoidei) 、 鲀 总 科 (Tetraodntoidea) 、 鲀 科

abc
图章
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(Tetraodontidae)、东方鲀属(Takifugu)，肉味鲜美，营

养丰富，经济价值较高，是我国北方重要的海水养殖

鱼类。但红鳍东方鲀基础营养学研究相对缺乏，特别

是重要的饲料蛋白原料的消化率，目前为止未见报

道。本研究分析测定了红鳍东方鲀幼鱼对红鱼粉、白

鱼粉、豆粕、菜粕、花生粕、棉粕、玉米酒糟蛋白(DDGS)

和肉骨粉 8 种饲料原料的干物质、粗蛋白、粗脂肪、

氨基酸、总能和总磷的表观消化率，以期为红鳍东方

鲀精准饲料配方的设计提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

以白鱼粉和豆粕作为主要蛋白源，鱼油和豆油

作为脂肪源，小麦粉作为糖源配制基础饲料，基础

饲料组成及营养成分见表 1。待测饲料原料为白鱼

粉、红鱼粉、豆粕、棉粕、菜粕、花生粕、肉骨粉

和 DDGS (饲料原料营养成分见表 2)。实验采用 Cho

等(1982)的方法，实验饲料由基础饲料 70%和待测原  
 

表 1  基础饲料配方及其化学组成(%干物质) 
Tab.1  Formulation and proximate composition of reference diets (% dry matter) 

原料 Ingredient 含量 Content 原料 Ingredient 含量 Content

白鱼粉  White fish meal 50.00 氯化胆碱 Choline chloride 1.00 

豆粕  Soybean meal 18.00 磷酸二氢钙 Calcium dihydrogen phosphate 1.50 

鱼油  Fish oil 3.00 三氧化二钇 Y2O3 0.10 

豆油  Soybean oil 3.00 维生素 C Vitamin C 0.50 

小麦粉 Wheat meal 14.90 化学成分 Chemical composition (%)  

酵母粉  Yeast meal 3.00 干物质 Dry matter 93.71 

卵磷脂  Lecithin 2.50 粗蛋白 Crude protein 48.86 

复合维生素  Vitamin premix1 1.00 粗脂肪 Crude lipid 9.89 

复合矿物质  Mineral premix2 1.00 能量 Gross energy (MJ/kg) 21.25 

诱食剂  Attractant 0.50 总磷 Total phosphorus (g/kg) 26.40 

注：1: 维生素混合物(mg/g 混合物)：硫胺素，2.5 mg；核黄素，4.5 mg；盐酸吡哆醇，2 mg；维生素 B12，0.01 mg；

生物素，0.12 mg；维生素 K3，1 mg；肌醇，80 mg；泛酸，6 mg；烟酸，20 mg；叶酸，2 mg；维生素 A，3.2 mg；维生

素 D，0.5 mg；维生素 E，12 mg；次粉 867 mg  

2: 矿物质混合物(mg/g 混合物)：氟化钠，0.2 mg；碘化钾，0.08 mg；氯化钴，5 mg；硫酸铜，1 mg；硫酸铁，8 mg；

硫酸锌，5 mg；硫酸镁，120 mg；磷酸二氢钙，300 mg；氯化钠，10 mg；沸石粉，551 mg  
Note: 1: Vitamin premix (mg/g premix): thiamine 2.5 mg; riboflavin 4.5 mg; pyridoxine 2 mg; vitamin B12 0.01 mg; biotin 

0.12 mg; menadione 1 mg; inositol 80 mg; pantothenate 6 mg; tocopherol acetate 20 mg; folic acid 2 mg; vitamin A 3.2 mg; 
vitamin D 0.5 mg; vitamin E 12 mg; wheat flour 867 mg  

2: Mineral premix (mg/g premix): NaF 0.2 mg; KI 0.08 mg; CoCl2·6H2O 5mg; CuSO4·5H2O 1mg; FeSO4·7H2O 8 mg; 
ZnSO4·7H2O 5 mg; MnSO4·4H2O 120 mg; Ca(H2PO4)2·H2O 300 mg; NaCl 10mg ; Mordenzeo 551 mg  

 
表 2  实验饲料原料营养成分组成 

Tab.2  Proximate chemical composition of experimental feed ingredients (%) 

项目 Items 
红鱼粉 1  

BFM 
白鱼粉 
WFM 

肉骨粉 
MBM 

豆粕 
SBM 

菜粕 
RSM 

棉粕 
CSM 

花生粕 
PNM 

玉米酒糟蛋白
DDGS 

干物质 Dry matter 96.81 96.64 99.07 92.31 95.28 97.26 96.31 93.76 

粗蛋白 Crude protein 77.44 71.04 29.95 51.94 60.91 60.91 54.90 35.50 

粗脂肪 Crude lipid 7.39 7.61 2.21 0.56 2.56 2.56 0.27 1.44 

注：1 原料来源：红鱼粉 BFM：秘鲁进口；白鱼粉 WFM：俄罗斯进口；肉骨粉 MBM：国产市售；豆粕 SBM、棉粕

CSM(国产 50 棉粕)、菜粕 RSM(双低菜粕)、花生粕 PNM 和玉米酒糟蛋白 DDGS：山东海鼎农牧有限公司 
Note: 1: BFM, brown fish meal, imported from Peru; WFM, white fish meal, imported from Ruassia; MBM, meat and bond 

meal, from local market; SBM, soybean meal, RSM, rapeseed meal, CSM, cottonseed meal, PNM, local 54.9 peanut meal, and  
DDGS, distillers dried grains with solubles, obtained from Shandong Haiding Agriculture and animal husbandry Co., LTD 
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料 30%组成，并添加 0.1%的氧化钇(Y2O3)为外源指

示剂。所有原料测定常规成分后，粉碎过 80 目筛，

按配方称量原料，逐级混匀，用制粒机制成直径为

2 mm 的颗粒饲料，55℃鼓风干燥 12 h 后置于–20℃

冷库保存。实验饲料的化学组成及氨基酸组成分别见

表 3 和表 4。 
 

表 3  实验饲料化学成分组成 
Tab.3  Proximate chemical composition of experimental feeds (%) 

项目 Item 
红鱼粉 
BFM 

白鱼粉
WFM 

肉骨粉
MBM 

豆粕 
SBM 

菜粕 
RSM 

棉粕 
CSM 

花生粕
PNM 

玉米酒糟蛋

白 DDGS

干物质 Dry matter 93.47 92.75 94.74 93.75 90.84 92.33 94.24 93.66 

粗蛋白 Crude protein 51.67 49.65 38.05 46.57 42.89 47.44 44.90 40.08 

粗脂肪 Crude lipid 10.78 11.25 8.75 9.04 9.09 8.82 8.84 13.40 

总能 Gross energy (MJ/kg) 21.06 21.51 17.98 20.98 20.98 20.90 21.02 21.66 

总磷 Total phosphorus (g/kg) 33.70 29.50 51.10 23.30 25.60 16.70 19.10 20.00 
 

 
表 4  实验饲料氨基酸组成 

Tab.4  Amino acid composition of experimental feeds (%) 

氨基酸 
Amino acid 

红鱼粉 
BFM 

白鱼粉
WFM 

肉骨粉
MBM 

豆粕 
SBM 

菜粕 
RSM 

棉粕 
CSM 

花生粕
PNM 

玉米酒糟蛋

白 DDGS 

苏氨酸  Thr 2.02 2.15 1.53 1.43 1.81 1.71 1.61 1.32 

缬氨酸  Val 2.62 2.72 1.99 1.99 2.57 2.24 2.32 1.99 

蛋氨酸  Met 0.39 0.48 0.44 0.52 0.62 0.27 0.58 0.19 

异亮氨酸 Ile 2.28 2.31 1.59 1.74 2.14 1.81 1.96 1.61 

亮氨酸  Leu 3.77 3.82 2.66 2.85 3.43 3.11 3.32 3.14 

苯丙氨酸 Phe 2.38 2.57 1.93 2.60 1.98 2.47 2.23 2.80 

赖氨酸  Lys 3.68 3.36 2.21 2.63 2.82 2.52 2.57 2.31 

组氨酸  His 1.44 1.45 1.08 2.35 1.08 1.21 1.02 0.83 

精氨酸  Arg 2.53 2.37 1.99 3.14 2.21 3.27 3.00 1.83 

牛磺酸 Tau 0.30 0.19 0.12 0.14 0.14 0.13 0.14 0.19 

天冬氨酸  Asp 3.86 4.38 3.34 3.15 3.59 4.10 4.01 2.04 

丝氨酸  Ser 1.88 1.99 1.49 1.47 1.74 1.77 1.80 1.37 

谷氨酸 Glu 7.24 7.50 5.69 5.62 7.33 7.73 7.67 5.08 

甘氨酸  Gly 2.78 2.80 2.63 1.80 2.60 2.20 2.51 1.85 

丙氨酸  Ala 2.92 2.89 2.25 1.89 2.57 2.17 2.36 2.21 

胱氨酸  Cys 0.12 0.87 1.18 0.94 0.41 0.43 0.09 0.20 

酪氨酸  Tyr 1.28 1.46 0.89 1.19 1.37 1.09 1.47 0.90 

脯氨酸 Pro 2.17 1.94 2.09 1.85 3.42 1.96 2.91 2.37 

必需氨基酸 EAA 21.11 21.23 15.43 19.25 18.65 18.61 18.60 16.03 

非必需氨基酸  NEAA 22.54 24.02 19.67 18.07 23.18 21.57 22.98 16.21 

总氨基酸  TAA 43.65 45.24 35.10 37.32 41.83 40.18 41.58 32.24 

 
1.2  实验鱼来源及驯化 

实验用鱼苗来自河北唐山海都水产食品有限公

司，体重为 14.95 g，在暂养池(方形，5.0 m×5.0 m× 

1.5 m)中用商业配合饲料(蛋白质水平为 47.74%，脂

肪水平为 10.01%)进行为期 28 d 转饵驯化，使红鳍东

方鲀从摄食冰鲜杂鱼转为摄食饲料。为防止实验期间

红鳍东方鲀之间残食，对每尾幼鱼剪牙，然后继续在

暂养池中暂养 14 d，使其适应养殖环境。 

1.3  饲养管理与粪便收集 

养殖实验在山东省烟台市海阳市黄海水产公司

基地进行，选择初始体重为 37.90 g 的红鳍东方鲀幼

鱼在养殖桶(方形，0.7 m×0.7 m×0.4 m)中进行，在

08:00 和 19:00 手工缓慢投喂至表观饱食。每天在投

饲 1 h 后清除残饵，5 h 后开始采用虹吸法收集聚集

的粪便，将粪便于 55℃烘干后，置–20℃冰箱保存，

用于测定饲料原料的表观消化率。养殖过程中，养殖
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车间采用自然光周期，流水养殖，水温为 20℃~22℃，

盐度为 30~31，pH 为 7.4~8.2，溶解氧(DO)为 5~7 mg/L。 

1.4  样品分析与消化率计算 

饲料原料、实验饲料及鱼体常规成分的分析均采

用(AOAC, 1995)的标准方法。其中，水分含量用(105± 

2)℃常温干燥法；粗蛋白含量采用凯氏定氮仪测定
(VELP, UDK142 automatic distillation unit, VELP, 
Usmate, MB, 意大利)；粗脂肪采用索氏抽提仪测定

(Foss Tecator, Hoganas, 瑞典)；饲料、粪便及原料氨

基酸分析采用盐酸水解法，通过全自动氨基酸分析仪

(日立 L-8900, 日本)测定；饲料及粪便的能量采用氧

弹仪(Parr 6100, 美国)测定；饲料、粪便中的磷和钇

使用电感耦合等离子体发射光谱仪 (Thermo iCAP 

7600 ICP-OES, 美国)测定。 

基础饲料和实验饲料干物质、营养成分 (蛋白 

质、脂肪、磷和氨基酸)及能量的表观消化率计算公式

如下： 

ADC=(1–DY/FY)×100； 

ADCd=[1–(F/D)×(FY/DY)]×100； 

ADCi=(ADCt–0.7×ADCr)/(1–0.7) 

式中，ADC 为饲料中干物质的表观消化率(%)；

ADCd 为饲料中某营养物质的表观消化率(%)；ADCi

为待测蛋白质源的表观消化率(%)；DY 为饲料中 Y2O3

的含量(%)；FY 为粪便中 Y2O3 的含量(%)；F 为粪便

中对应的营养物质的含量(%)；D 为实验饲料中对应

营养物质的含量(%)；ADCt 为实验饲料中对应营养物 

质的表观消化率(%)；ADCr 为基础饲料中对应营养物

质的表观消化率(%)。 

1.5  数据统计 

实验所得数据以平均值±标准误 (Mean±SE)表

示。实验数据采用 SPSS 20.0 软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA)，当差异显著时(P<0.05)，采用

Tukey 检验进行多重比较。 

2  结果 

2.1  红鳍东方鲀对 8 种饲料原料中干物质、粗蛋白、

粗脂肪、总磷和总能的表观消化率 

红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲料原料干物质、粗蛋

白、粗脂肪、氨基酸、总能和总磷的表观消化率结果

见表 5。干物质的表观消化率在 43.35%~70.54%之间。

其中，白鱼粉的消化率最高，与红鱼粉及豆粕无显著

性差异(P>0.05)，显著高于 DDGS、菜粕、棉粕和肉

骨粉(43.35%~46.39%)(P<0.05)。植物蛋白中豆粕干物

质消化率最高，显著高于菜粕、棉粕及 DDGS(P<0.05)，

与花生粕无显著差异(P>0.05)。 
 

表 5  红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲料原料干物质、粗蛋白、粗脂肪、能量以及磷的表观消化率  
Tab.5  Apparent digestibility of nutrients and energy in tested feed ingredients of T. rubripes (%) 

表观消化率 Apparent digestibility 

项目 Items 红鱼粉 
BFM 

白鱼粉
WFM 

肉骨粉 

MBM 

豆粕 
SBM 

菜粕 
RSM 

棉粕 
CSM 

花生粕 

PNM 

玉米酒糟蛋

白 DDGS

干物质 Dry matter 69.02±3.79cd 70.54±1.39d 43.35±2.41a 60.37±3.00cd 44.08±0.77a 43.87±1.33a 57.27±2.22bc 46.39±2.88ab

粗蛋白 Crude protein 88.57±2.13cd 92.78±2.66d 50.91±3.28a 84.01±1.34cd 78.27±6.01bcd 62.16±4.98ab 83.32±1.13cd 72.50±3.63bc

粗脂肪 Crude lipid 90.95±0.43bc 94.19±4.28c 78.33±3.08ab 89.83±1.22bc 80.66±4.91abc70.60±4.38a 89.82±1.02bc 84.38±0.62abc

总能 Gross energy 90.01±2.60c 88.62±2.62c 30.58±4.58a 76.26±2.87c 50.39±0.84b 46.79±2.89b 88.67±2.34c 39.17±3.13ab

总磷 Total phosphorus 68.14±5.25d 66.98±3.17d 31.04±4.35bc 20.94±1.67ab 45.20±4.06c 9.13±0.50a 31.74±0.59bc 37.20±1.87c

注：同一行数值中右上角不同小写字母表示组间存在显著差异(P<0.05)，下同 
Note: Data within the same row with different superscriptes are significantly different (P<0.05), the same as below 
 

饲 料 原 料 粗 蛋 白 的 表 观 消 化 率 在 50.91%~ 

92.78%之间，其中，白鱼粉的表观消化率最高为

92.78%，红鱼粉、菜粕、豆粕和花生粕也均在 78%以

上，且与白鱼粉无显著性差异(P>0.05)；肉骨粉和棉

粕的粗蛋白表观消化率分别是 50.91%和 62.16%，显

著低于白鱼粉、红鱼粉、豆粕和花生粕(P<0.05)；植

物蛋白中豆粕粗蛋白消化率最高，显著高于棉粕(P< 

0.05)，与花生粕、菜粕及 DDGS 无显著差异(P>0.05)。 

饲 料 原 料 粗 脂 肪 的 表 观 消 化 率 为 70.6%~ 

94.19%，其中，DDGS、白鱼粉、菜粕、豆粕、红鱼

粉和花生粕粗脂肪表观消化率较高，均在 80%以上，

且各组之间无显著性差异(P>0.05)；棉粕和肉骨粉粗

脂肪表观消化率分别为 70.60%和 78.33%，显著低于

白鱼粉组(P<0.05)。 

饲料原料的能量表观消化率为 30.58%~90.01%，

其中，白鱼粉、豆粕、红鱼粉和花生粕的能量表观消

化 率 显 著 高 于 D D G S 、 菜 粕 、 棉 粕 和 肉 骨 粉 

(P<0.05)，肉骨粉的能量表观消化率显著低于白鱼粉、
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红鱼粉、豆粕、菜粕、花生粕和棉粕(P<0.05)。 

饲料原料的磷表观消化率为9.13%~68.14%，其中，

棉粕磷的表观消化率显著低于白鱼粉、红鱼粉、菜粕、

花生粕、肉骨粉和 DDGS(P<0.05)，白鱼粉和红鱼粉

的磷的表观消化率显著高于豆粕、菜粕、花生粕、棉

粕、肉骨粉和 DDGS(P<0.05)。 

2.2  红鳍东方鲀对 8 种饲料原料中氨基酸的表观消

化率 

红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲料原料的氨基酸的表

观消化率如表 6 所示，红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲料原

料的氨基酸的表观消化率差异较大，但各饲料原料的

总氨基酸表观消化率变化趋势与各自的粗蛋白表观

消化率基本一致。白鱼粉和红鱼粉的总氨基酸表观消

化率最高，分别达到 84.35%和 85.79%，显著高于菜

粕、豆粕、花生粕、棉粕、肉骨粉和 DDGS(P<0.05)，

且这 2 组氨基酸组成较为均衡，必需氨基酸的表观消

化率均在 75%以上。DDGS 的总氨基酸表观消化率为 

61.21%，显著低于白鱼粉、红鱼粉、豆粕、花生粕和

棉粕，显著高于肉骨粉(P<0.05)。豆粕和花生粕总氨

基酸的表观消化率分别为 76.40%和 75.57%，二者间

无显著性差异(P>0.05)，豆粕必需氨基酸表观消化率

为 78.39%~95.35%，非必需氨基酸表观消化率为

20.68%~87.52%，花生粕必需氨基酸的表观消化率为

74.02%~85.10%，非必需氨基酸表观消化率为 40.77% 

~86.75%。棉粕和菜粕的总氨基酸 69.26%和 67.63%，

棉粕必需氨基酸表观消化率为 63.74%~80.89%，非必

需氨基酸的表观消化率为 28.46%~80.70%，菜粕必需

氨基酸表观消化率为 63.90%~82.18%，非必需氨基酸

的表观消化率为 36.72%~81.40%。肉骨粉总氨基酸表

观消化率为 41.90%，显著性低于白鱼粉、红鱼粉、

菜粕、棉粕、豆粕、花生粕和 DDGS(P<0.05)，必需

氨基酸表观消化率为 25.08%~57.82%，非必需氨基酸

表观消化率为 15.26%~59.38%。 

 
表 6  红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲料原料氨基酸的表观消化率 

Tab.6  Apparent digestibility of amino acids in tested feed ingredients of T. rubripes (%) 

氨基酸 
Amino acid 

红鱼粉 
BFM 

白鱼粉 
WFM 

肉骨粉 
MBM 

豆粕 
SBM 

菜粕 
RSM 

棉粕 
CSM 

花生粕 
PNM 

玉米酒糟蛋

白 DDGS

苏氨酸 Thr 90.83±2.85d 80.33±3.23cd 25.08±4.38a 79.06±3.31cd 63.90±5.44bc 65.18±4.04c 74.02±2.98cd 44.00±5.65ab

缬氨酸 Val 93.06±2.49d 91.49±2.85d 45.02±4.69a 95.35±2.68d 68.39±4.03b 80.89±2.96bcd 83.77±2.36cd 71.32±1.89bc

蛋氨酸 Met 75.08±4.82bc 75.99±2.33bc 29.79±3.44a 78.85±1.89c 78.07±0.90bc 63.74±4.10b 76.91±2.95bc 24.81±1.59a

异亮氨酸 Ile 89.48±3.90c 84.82±2.29bc 39.14±3.73a 80.65±2.78bc 66.18±1.19b 72.50±8.33bc 75.43±4.46bc 65.33±3.12b

亮氨酸 Leu 88.58±1.79c 84.32±4.20bc 44.37±3.65a 83.22±3.54bc 68.57±3.64b 71.54±4.51bc 77.26±3.16bc 72.34±1.36b

苯丙氨酸 Phe 91.01±3.63b 88.54±3.59b 56.78±3.05a 78.39±4.69b 75.40±5.58ab 75.97±4.92ab 78.67±1.02b 81.26±4.59b

赖氨酸 Lys 93.28±0.81de 93.93±1.08e 57.82±4.25a 89.72±2.53cde 77.90±2.99bc 71.41±3.99ab 83.46±1.62bcde 79.54±3.80bcd

组氨酸 His 91.86±1.92c 90.05±1.97c 33.55±6.98a 80.56±2.81bc 82.18±4.42bc 63.85±2.34b 75.39±3.42bc 66.02±3.41b

精氨酸 Arg 90.42±3.30d 90.78±2.04d 44.53±3.93a 83.18±2.25cd 79.23±2.85bcd 75.95±1.78bc 85.10±2.95cd 68.20±3.20b

牛磺酸 Tau 81.62±2.66d 73.61±4.24cd 15.26±1.09a 53.70±3.11b 47.49±4.79b 57.11±6.46bc 40.77±2.20b 56.95±4.86bc

天冬氨酸 Asp 88.37±1.56d 82.68±5.04cd 59.38±6.87ab 87.52±3.25d 65.43±0.82bc 80.70±4.61cd 86.62±2.82d 40.04±4.19a

丝氨酸 Ser 87.12±2.89c 88.42±3.66c 38.56±4.95a 71.27±2.54bc 81.40±4.00bc 76.54±4.21bc 81.77±2.57bc 64.57±4.04b

谷氨酸 Glu 80.71±4.46bc 90.45±3.35c 52.24±3.47a 75.11±1.58bc 77.83±2.65bc 71.82±3.80b 78.74±1.82bc 69.87±4.47b

甘氨酸 Gly 78.29±2.36d 89.01±3.40d 45.24±1.04a 76.79±1.91d 60.42±3.89b 79.95±3.65d 75.00±2.23cd 61.49±3.91bc

丙氨酸 Ala 90.38±3.61cd 92.53±2.53d 20.71±2.64a 83.50±1.94bcd76.85±3.62bcd 71.66±6.52bc 73.74±2.12bcd 70.06±5.52b

胱氨酸 Cys 73.26±0.80b 69.19±4.15b 33.24±4.40a 20.68±4.06a 66.01±1.49b 28.46±3.68a 61.66±2.40b 63.09±2.53b

酪氨酸 Tyr 90.59±4.15d 79.79±4.30cd 46.88±1.64a 75.31±4.05bcd 44.47±4.39a 65.56±4.30bc 86.75±2.40d 60.64±2.08ab

脯氨酸 Pro 66.19±3.10bc 66.41±3.41bc 36.60±3.65a 68.74±3.90c 36.72±3.02a 71.95±1.98c 63.54±3.12bc 52.10±0.87b

必需氨基酸 EAA 89.31±0.25f 86.54±1.16ef 41.71±0.62a 83.01±1.31de 73.28±1.49c 71.28±1.33bc 79.23±1.51d 63.34±3.75b

非必需氨基酸 NEAA 81.70±2.60d 81.40±1.03d 38.46±0.42a 68.53±2.32bc 61.44±1.52b 68.21±2.42bc 77.06±2.99cd 60.19±1.14b

总氨基酸 TAA 85.79±0.43e 84.35±1.93e 41.90±0.84a 76.40±2.24d 67.63±0.86bc 69.26±2.97cd 75.67±1.30d 61.21±0.97b

 
白鱼粉赖氨酸消化率最高，显著高于肉骨粉、棉

粕及 DDGS(P<0.05)，与红鱼粉、豆粕及花生粕无显

著差异(P>0.05)。除苯丙氨酸、牛磺酸及胱氨酸的消

化率较低外，红鳍东方鲀对白鱼粉、红鱼粉的其他氨

基酸的消化率均较高；除精氨酸外，花生粕的所有必

需 氨 基 酸 消 化 率 虽 低 于 豆 粕 ， 但 无 显 著 差 异

(P>0.05)；红鳍东方鲀对肉骨粉的氨基酸消化率都比

较低；除赖氨酸和苏氨酸，红鳍东方鲀对 DDGS 氨
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基酸消化率均较低。 

3  讨论  

本研究以红鳍东方鲀幼鱼为研究对象，采用氧化

钇(Y2O3)为外源指示剂，在饲料配制方面，采用 Cho

等(1982)的“套算法”，即用“70%的基础饲料和 30%

的待测饲料原料”配制成实验饲料，这样既保证了红

鳍东方鲀的正常生长生理需求，又保证了所测蛋白原

料表观消化率的数据更加接近鱼体营养消化生理的

真实情况。 

干物质的表观消化率反映了鱼类对饲料原料总

体的消化吸收水平。本研究红鳍东方鲀幼鱼对白鱼粉

和红鱼粉的干物质表观消化率显著高于植物性饲料，

这 与 大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus)( 杨 传 哲 等 , 

2016)、军曹鱼 (Rachycentron canadum)(任鸣春等 , 

2012)、真鲷(Pagrus major) (McGoogan et al, 1996)、大

黄鱼(Pseudosciaena crocea) (李会涛等, 2007)、条纹鲈

(Morone saxatilis) (Sullivan et al, 1995)和罗非鱼

(Oreochromis mossambicus) (Guimarães et al, 2008)的

研究结果相似。而且，目前已有研究表明，肉食性鱼

类对鱼粉等动物性饲料原料的干物质消化吸收要比

植物性饲料原料好(Bergot et al, 1983)。肉食性鱼类利

用纤维素的能力较差，可能是植物性饲料原料表观消

化率偏低的原因，本研究肉骨粉的干物质表观消化率

为 43.35%，显著低于美国红鱼(Sciaenops ocellatus) 

(86%) (Gaylord et al, 1996)，同时也显著低于豆粕和花

生粕(P<0.05)，这和很多已有的结果不同，但在大黄

鱼(李会涛等, 2007)中有类似的情况。现有报道指出，

肉骨粉不同批次差异较大，可比较性较差，当肉骨粉中

骨粉含量较大时，可能会使消化吸收情况受到影响

(李会涛等, 2007)，这可能是其干物质消化率较低的

原因。  

饲料原料蛋白质的质量是影响鱼类生长性能的

重要因素，饲料蛋白质粗蛋白表观消化率是饲料配制

切实有效的测定方法。本研究中，红鳍东方鲀幼鱼对

8 种饲料原料的粗蛋白表观消化率中，白鱼粉的最高，

达到 92.78%，红鱼粉次之，这与大部分报道的肉食

性鱼类的结果一致。白鱼粉、红鱼粉的粗蛋白表观消

化率与豆粕、花生粕及菜粕无显著性差异(P>0.05)，

说明红鳍东方鲀对豆粕、花生粕及菜粕的蛋白质消化

率较高，可以有效地部分替代鱼粉。本研究发现，红

鳍东方鲀对肉骨粉粗蛋白消化率较低(50.91%)，花鲈

(Lateolabrax japonicus)对肉骨粉的消化率虽然在所

测定的鱼粉、肉骨粉、豆粕、棉粕、花生粕及菜粕中

处于较低水平，但也达到了 77.39%  (常青等, 2005)；虹

鳟(Oncorhynchus mykiss) (Bureau et al, 1999)对肉骨粉的

消化率为 83%~89%，乌鳢(Ophiocephalus argus) (Yu 

et al, 2013)的粗蛋白消化率为 80.10%，粗蛋白的消化

率虽与鱼种有关，但也受肉骨粉的加工条件和肉的质

量的影响。对于植物蛋白，豆粕和花生粕蛋白质消化

较高，菜粕次之，棉粕最差，这与花鲈的研究结果一

致(常青等, 2005)。本研究 DDGS 的消化率为 72.5%，

远远高于大菱鲆(杨传哲等, 2016)对玉米蛋白粉的消

化率(48.97%~57.20%)，低于钟国防等(2012)报道暗纹

东 方 鲀 (Takifugu obscurus) 玉 米 蛋 白 粉 的 消 化 率

(94.97%)，但据报道军曹鱼(Zhou et al, 2004)、建鲤

(Cyprinus carpio var. Jian) (梁丹妮等, 2010)和凡纳滨

对虾(Litopenaeus vannamei)(韩斌等, 2009)对玉米蛋

白粉中粗蛋白质的表观消化率分别为 94.42%、

92.85%及 90.40%。可能原因是 DDGS 是一种以玉米

为原料发酵制取乙醇后产出的酒糟，含有蛋白质、B

族维生素及氨基酸，是一种非常优良的饲料，与玉米

蛋白粉不同的蛋白质含量及其他成分差异较大。本研

究发现，红鳍东方鲀对肉骨粉和棉粕蛋白质消化率较

低，建议在配方中不宜高水平添加。影响饲料蛋白源

中粗蛋白表观消化率的因素主要有两方面，一是蛋白

质的质量取决于蛋白源的氨基酸组成和可利用性，在

植物蛋白替代鱼粉时，往往因为植物蛋白氨基酸不平

衡而影响其蛋白质利用率(Hasan et al, 1997)；二是植

物性蛋白源中往往存在一种或多种抗营养因子，这也

影响粗蛋白的消化吸收(Francis et al, 2001)。 

氨基酸的组成和表观消化率可以反映饲料原料

的蛋白质质量。本研究中，红鳍东方鲀幼鱼对 8 种饲

料原料氨基酸表观消化率的变化趋势与粗蛋白的表

观消化率基本一致，这与银鲈 (Bidyanus bidyanus)  

(周兴华等, 2003)和大菱鲆(杨传哲等, 2016)中得出的

结果相一致。饲料中必需氨基酸的缺乏会导致鱼体生

长缓慢(Bergot et al, 1983)，在选择饲料原料时，饲料

氨基酸的组成至关重要。DDGS 的蛋氨酸和苏氨酸的

消化率较低，导致粗蛋白消化率较低；而肉骨粉的蛋

氨酸、苏氨酸、蛋氨酸、组氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、

赖氨酸、苯丙氨酸及精氨酸均较低，与粗蛋白消化率

最低的结果相吻合。红鳍东方鲀氨基酸消化率的获得

使更精准更经济地进行配方设计得以实现。 

脂肪是鱼类体内重要的能源物质。本研究红鳍东

方鲀幼鱼对 8 种饲料原料的脂肪表观消化率差异显

著(P<0.05)，在 70.60%~94.19%之间。说明红鳍东方

鲀对大部分饲料的脂肪具有很好的消化能力 , 除棉

粕和肉骨粉的消化率较低外，其余的饲料脂肪消化率

都在 80%以上，与大多数鱼类都可利用脂肪的特性一
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致。棉粕的粗脂肪表观消化率为 70.60%，低于花鲈 

(常青等 , 2005)和斑点叉尾 (Ictalurus punctatus) 

(NRC, 1993)的研究结果，分别为 80.46%和 88%，高

于大黄鱼的研究结果(61.3%)(李会涛等, 2007)。肉骨

粉的粗脂肪表观消化率为 78.33%，这与美国红鱼的研

究结果接近(McGoogan et al, 1996; Gaylord et al, 1996)。 

研究表明，肉食性鱼类对动物性饲料原料的能量

消化率要优于植物性饲料原料 (Cho et al, 1982; 

Sullivan et al, 1995; Bergot et al, 1983)。本研究中，肉

骨粉能量的表观消化率最低(30.58%)，这可能与肉骨

粉的原料组成、加工过程密切相关。 

本研究中，对于花生粕、棉粕、菜粕和 DDGS

等原料磷的表观消化率为 9.13%~45.20%，存在普遍

偏低的现象，这种情况在其他鱼类如斑点叉尾  

(NRC, 1993)、虹鳟(Lall, 1991)等肉食性鱼类中也有类

似的结果，豆粕、花生粕和棉粕等植物性饲料原料中

的磷是以植酸及其盐的形式存在(Lall, 1991)，而鱼类

无法利用植酸磷，这也影响了红鳍东方鲀幼鱼对植物

性饲料原料磷的表观消化率(Marty et al, 1996)。本研

究中的肉骨粉的磷表观消化率显著高于棉粕，显著低

于白鱼粉和红鱼粉，肉骨粉中骨骼含量高，而骨骼中

含有大量的磷，这部分磷大多以不溶的羟基磷石灰和

磷酸钙的形式存在，鱼类不易吸收(Lall, 1991)。这也

是同为动物性饲料原料，肉骨粉的磷表观消化率要低

于鱼粉的原因。 

4  小结 

白鱼粉和红鱼粉的各种营养成分的表观消化率

均较佳，肉骨粉及棉粕各种营养成分的表观消化率相

对较差；豆粕及花生粕的粗蛋白质消化率及必需氨基

酸的消化率优于其他植物蛋白，菜粕次之，可在红鳍

东方鲀饲料中适量添加。 
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Apparent Digestibility Coefficients of Selected Feed Ingredients  
for Juvenile Tiger Puffer (Takifugu rubripes) 

WANG Jianxue1,2, WEI Yuliang2, XU Houguo2, LIANG Mengqing2①
 

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

Abstract    Apparent digestibility coefficients (ADCs) of dry matter, crude protein, crude lipid, gross 
energy, phosphorus and amino acids in white fish meal, Peruvian red fish meal, meat and bone meal, corn 
gluten meal, soybean meal, peanut meal, cottonseed meal, and rapeseed meal were determined for 
juvenile tiger puffer (Takifugu rubripes) with initial mean body weight of 37.90 g. A reference diet and 
test diets that consisted of a 70 : 30 mixture of the reference diet to test ingredient were used with 0.1% 
Y2O3 as an external indicator. White fish meal, Peruvian red fish meal and soybean meal had higher ADCs 
of dry matter, dry matter ADCs ranged in 43.35%~70.54% among ingredients tested. Protein ADCs of 
feed ingredients ranged in 50.91%~92.78%, meat and bone meal had significantly lower ADCs of protein 
compared with that of white fish meal, Peruvian red fish meal, soybean meal, peanut meal, rapeseed meal 
and distillers dried grains with solubles (DDGS) (P<0.05). Amino acid ADCs generally reflected protein 
digestibility. ADCs of lipid were relatively high in the ingredients tested. Energy ADCs of feed 
ingredients ranged in 30.58%~90.01%, white fish meal, Peruvian red fish meal, soybean meal and peanut 
meal had significantly higher ADCs of energy (76.26%~90.01%). Phosphorus ADCs of feed ingredients 
ranged in 9.13%~68.14%, white fish meal, Peruvian red fish meal had significantly higher ADCs of 
phosphorus among ingredients tested. In conclusion, ADCs of dry matter, crude protein, crude lipid, gross 
energy, phosphorus and amino acids in white fish meal, Peruvian red fish meal were higher, while ADCs 
of dry matter, crude protein, crude lipid, gross energy, phosphorus and amino acids in meat and bone meal 
and DDGS were lower compared with that other tested ingredient for tiger puffer. Soybean meal and 
peanut meal had higher ADCs of protein and essential amino acids in plant protein ingredients. Resultant 
digestibility data may provide useful information to commercial tiger puffer feed industry. 
Key words    Takifugu rubrpes; Apparent digestibility coefficients; Feed ingredients; Nutrients 
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经验对欧洲舌齿鲈幼鱼行为及其 

关联性指标的影响* 

胡  雨 1,2  刘  鹰 1,2  范继泽 1,2  周  诚 1,2  张志强 1,2  马  真 1,2① 
(1. 大连海洋大学  大连  116023；2. 设施渔业教育部重点实验室  大连  116023) 

摘要    学习和信息传递是鱼类认知过程中的重要内容。本研究设计了特定实验装置，通过 2 个实

验测定了欧洲舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)幼鱼在有/无有经验个体条件下完成任务的时间和行为表

现。实验装置呈“L”型，有 3 个 PVC 材质构建的 60 cm×60 cm 的实验区域，2 个相邻区域之间用内

径为 12 cm 的圆柱体通道连通(即通道 1 和通道 2)。结果显示：(1)实验 1 中无有经验鱼陪伴的个体

(AF)和实验 2 中有有经验鱼陪伴的个体(SF)通过通道 2 的时间均显著低于通过通道 1 的时间

(P<0.05)；(2)分别对 2 个实验中 AF 和 SF 通过通道 1 或通道 2 的时间进行比较，结果均无显著差

异(P>0.05)；(3)实验 2 中成对鱼的移动距离、速度、加速度、转角和活跃度均表现出显著相关性。

本研究表明，有经验个体的存在能够影响无经验个体的行为表现，但无经验个体在探索环境的过程

中，自身可能会获得更复杂的信息。本研究旨在为今后深入研究鱼类认知、通讯和社会互动等行为

提供参考。 

关键词    欧洲舌齿鲈；行为；经验；学习 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0104-08 

鱼类行为研究涉及多个方面，包括游泳行为(Cai 

et al, 2013)、摄食行为(周朝伟等, 2019; 张鹏飞等, 

2020)和繁殖行为(刘丽丽等, 2010)等，而对鱼类认知

的研究较少。认知(包括感知、学习、记忆和决策等)

在动物行为中起着重要作用(Shettleworth, 2001)。在

脊椎动物的认知研究中，鱼类是一个特别值得研究的

群体(Bshary et al, 2014)。经验和学习是鱼类认知过程

中非常重要的部分(Hsu et al, 2006; Kozak et al, 2008; 
Manassa et al, 2012; Alcazar et al, 2014; Vega-Trejo  

et al, 2014)。目前，关于鱼类认知的研究多集中在鱼

类感觉器官的功能研究方面(Giaquinto et al, 1997; 

Lucon-Xiccato et al, 2019; Frommen, 2020)。但越来越

多的研究表明，鱼类认知不仅限于自身的感觉器官，

还会根据相邻个体的行为调整自身运动(Berdahl et al, 

2013)，通过与周围有经验个体进行社会互动来提高

自身行为的效率。Reebs(2000)研究表明，少数经过训

练的美鳊(Notemigonus crysoleucas)能引导未经训练

的鱼来到食物区，提高集体的觅食效率。Webster 等

abc
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(2017) 研 究 表 明 ， 经 过 训 练 的 刺 鱼 (Gasterosteus 

aculeatus)能显著提高混合群体中未经训练的个体的

觅食效率。 

欧洲舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)，又名欧鲈，

是目前地中海区域最主要的商业养殖鱼类之一，具有

较强的学习能力和行为可塑性 (Covès et al, 2006; 

Benhaïm et al, 2011)。关于鱼类经验和学习行为的研

究现多集中在孔雀鱼 (Poecilia reticulata) (Goodey 

et al, 1986; Shohet et al, 2009)、虹鳟(Salmo gairdneri) 

(Ware, 1971)、大西洋鲑(Salmo salar) (Reiriz et al, 

1998)、雀鲷(Acanthochromis polyacanthus) (Ramasamy 

et al, 2015)等鱼类，对欧洲舌齿鲈学习和信息传递的

相关研究较少。本研究通过设定在特定环境背景条件

下，分析欧洲舌齿鲈幼鱼在有/无有经验个体条件下

完成任务的时间及相关行为指标的关联性，为今后深

入研究欧洲舌齿鲈及其他鱼类的学习和信息传递行

为提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验对象及条件 

实验用欧洲舌齿鲈幼鱼取自大连海洋大学设施

渔业教育部重点实验室，共 45 尾，平均全长为(20.69± 

0.21) cm。所有实验用鱼性腺发育均未成熟，故不考

虑性行为。 

实验共使用 9 个蓝色水箱，每个水箱 5 尾幼鱼。

实验正式开始前，实验幼鱼在水箱中暂养 20 d，水温

控制在 18℃±1℃，溶解氧(DO)保持在 6 mg/L 以上，

光照周期为 12 L∶12 D，每日 08:00 和 17:00 投喂饲

料颗粒，实验期间停止投喂。 

1.2  实验装置 

实验装置放置于 240 cm × 240 cm × 50 cm 的玻

璃缸中，共 2 套，水深为 10 cm。装置呈“L”型，采

用白色 PVC 板搭建，共分为 3 个 60 cm × 60 cm 的象

限，相邻象限之间由内径为 12 cm 的透明亚克力材质

圆柱体连通(图 1)。其中，象限 1 与通道的连接处插

有 20 cm × 20 cm 的白色 PVC 隔板；象限 2 右上角底

面和侧面分别贴有 20 cm×20 cm 的红色防水贴纸；象

限 3 左上角底面和侧面分别贴有 40 cm × 40 cm 和

40 cm × 20 cm 的红色防水贴纸。红色防水贴纸一是

为了模拟陌生的背景环境；二是从鱼的感官角度来识

别各象限的差异。 

为尽可能减少实验过程中对鱼的干扰，每个60 cm × 

20 cm 的板面底侧都均匀分布 3 个 4 cm×0.5 cm 的小 

 
 

图 1  实验装置的俯视图 
Fig.1  Top view of experimental setup 

a：象限 1；b：象限 2；c：象限 3；d：通道 1； 

e：通道 2。灰色区域表示红色贴纸区域 
a is the first quadrant, b is the second quadrant, c is the  

third quadrant, d is the first channel, e is the second  
channel. Gray areas are red sticker 

 
孔，方便换水和清理粪便。实验为静水环境，以减少

鱼类之间信息交流的可能性。每套实验装置的正上方

各布设 1 盏 LED 灯和 1 台高清摄像机。 

1.3  实验设计 

实验分为 2 个部分：实验 1 用于测试首次进入

陌生环境后，单独 1 尾幼鱼的行为表现；实验 2 用

于测试陌生环境中已有有经验鱼存在时，幼鱼首次

进入后的行为表现以及 2 尾鱼的运动状态。随机挑

选 3 个水箱用于实验 1 (共 15 尾鱼)，剩余 6 个水箱

用于实验 2(共 30 尾鱼)。各水箱设定为不熟悉组，因

为熟悉度已被证明会影响个体的学习效率 (Swaney 

et al, 2001)。 

1.3.1  单独 1 尾欧洲舌齿鲈幼鱼的行为表现    将 

1 尾欧洲舌齿鲈幼鱼放入象限 1，记为 Alone Fish (AF)，

适应 30 min 后轻轻地取走隔板，记为实验开始；欧

洲舌齿鲈幼鱼首次进入象限 3 10 min 后，记为实验结

束。将鱼捞出放入新的暂养水箱中，对整个装置进行

清理和换水，重复以上过程，共 13 组。 
利用全事件观测法，记录每尾鱼实验开始至整个

鱼体完全通过通道 1 的时间间隔(T1)和鱼体第 1 次完

全通过通道 1 至完全通过通道 2 的时间间隔(T2)。 

1.3.2  有经验鱼存在时欧洲舌齿鲈幼鱼的行为表现 

从 2 个水箱中随机各捞出 1 尾鱼，作为 1 组实验

对象，每组随机挑选 1 尾欧洲舌齿鲈幼鱼记为 First 

Fish (FF, 有经验鱼)，第 2 尾记为 Second Fish (SF, 无

经验鱼)。用于实验 2 的幼鱼在实验前 24 h 麻醉，并
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快速在背鳍前端固定直径为 8 mm 的不同颜色轻型圆

形卡片，并通过卡片颜色实现个体识别。 
首先，将 FF 放进插有隔板的象限 1，适应 30 min

后轻轻地取走隔板，FF 在实验装置中活动 24 h，使

鱼适应并熟悉整个实验环境；其次，当 FF 在象限 3

时，重新插回隔板，并立即放入 SF，为了减少 FF 对

SF 存在的感知，放入过程用黑色塑料遮住 SF；然后，

当 SF 在象限 1 适应 30 min 后，轻轻拿走隔板，记为

实验开始，2 h 后记为实验结束(当 FF 进入象限 1 发

现 SF，且此时 SF 仍然在象限 1 时，则为有效实验；

反之，实验无效)；最后，捞出 FF 和 SF 放入新的暂

养水箱中，对整个装置进行清理和换水，重复以上过

程，共 15 组。 

利用全事件观测法，记录FF和SF第1次相遇至SF

整个鱼体完全通过通道1的时间间隔(t1)和SF第1次完

全通过通道1至完全通过通道2的时间间隔(t2)。利用

行为学软件分析FF和SF在第1次相遇10 min内的行为

参数。 

1.4  行为参数获取及分析 

使用 Noldus EthoVision XT (版本 12.0; Noldus 信

息技术, 荷兰)对欧洲舌齿鲈幼鱼的行为进行分析。采

用 25 帧/s (即每秒采集 25 个样本)的频率追踪实验鱼

的实时坐标 X 和 Y，计算相关行为学参数，各参数的

计算方法如下： 

移动距离(cm)、速度(cm/s)和加速度(最小值和最

大值) (cm/s2)计算公式： 
15000

2 2
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式中， DMn 为移动距离， nV 为速度， nA 为加速

度。 1nX  、 1nY  为样本 n–1 的中心基点的 X、Y 坐标，

nX 、 nY 为样本 n 的中心基点的 X、Y 坐标， 1n nt t  为

当前样本与上一样本时间差。 

转角(度)计算公式： 

1RTA Heading Headingn n n   

式中，RTAn 为转角。 1Heading Headingn n 为当

前样本与上一样本中心基点方向线之间的差值。 

活跃度计算方法：拾取对象的每个像素，并在当

前图像与上一图像之间逐一对比各像素。活跃度(频

次)计算公式： 

1 1CA ( ) ( )n n n n nA A A A      

1

CA
Activity 100n

n nA A
 


 

式中， CAn 为当前样本 n 的已变化面积(图 2)，

Activity 为活跃度。 nA 为当前样本 n 的面积， 1nA  为

上一样本 n–1 的面积。面积指像素数。 
 

 
 

图 2  CAn 已变化面积的示意图 

Fig.2  Schematic diagram of changed area in CAn  

 

活跃度具有 3 种可能状态：狂躁、活跃和静止，

并根据活跃度与 2 个自定义阈值之间的关系，确定每

个样本的活跃状态。本研究设定活跃度阈值为 60%和

20%。当身体面积的变化百分比高于 60%时，为狂躁

状态；当身体面积的变化百分比低于 20%时，为静止

状态；当身体面积的变化百分比介于二者之间时，为

活跃状态。 

对象间的距离(cm)计算公式： 

2 2
, , , ,DS ( ) ( )n a n r n a n r nX X Y Y     

式中，DSn 为样本 n 处观察对象和参考对象之间

的距离。 ,a nX 、 ,a nY 为样本 n 处观察对象中心点的 X

和 Y 坐标， ,r nX 、 ,r nY 为样本 n 处参考对象中心点的

X 和 Y 坐标。 

1.5  统计分析 

实验数据用 SPSS 24.0 软件进行独立样本 t 检验。

采用重复测量多变量方差分析(MANOVA)，以 FF 和

SF 为独立变量，检验 2 尾鱼在不同行为指标上的差

异。对实验 2 中 2 尾幼鱼的行为参数进行 Pearson 相

关性检验。处理结果均以 P<0.05 为显著性水平。 

2  结果 

在整个实验过程中，实验 2 有 2 组无效数据被剔

除。AF 通过通道 1 的时间(T1)显著高于通过通道 2

的时间(T2) (P<0.05)，T1 约为 T2 的 4 倍(图 3a)。由

图 3b 可知，SF 通过通道 1 的时间(t1)也显著高于通

过通道 2 的时间(t2) (P<0.05)，t1 约为 t2 的 8 倍。分
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别对 AF 和 SF 通过通道 1 或通过通道 2 的时间进行

比较，结果无显著差异(P>0.05)，但 AF 通过通道 2 的

时间(T2)近乎是 SF 通过通道 2 的时间(t2)的 2 倍(图 4)。 

图 5 表示实验 2 中 2 尾鱼首次相遇 10 min 内成

对鱼间的平均距离。结果显示，若以鱼的平均全长为

基线，13 组实验中共有 9 组成对鱼的距离小于 1 倍

平均全长(图 5)。除此之外，13 组成对鱼之间的平均 
 

 
 

图 3  实验鱼通过通道 1 和通道 2 的时间 
Fig.3  Time for the tested fish to pass through  

the first and second channel 

(a)：单独的鱼；(b)：无经验鱼 

字母不同表示差异显著(P<0.05) 
(a): AF; (b): SF 

Different letters mean significant differences (P<0.05) 
 

 
 

图 4  AF 和 SF 通过通道的时间 
Fig.4  Time for AF and SF to pass through the channels 

(a)：通过通道 1；(b)：通过通道 2； 

AF：单独的鱼；SF：无经验鱼。 

相同字母表示差异不显著(P>0.05) 
(a): Pass through the first channel; (b): Pass through the 

second channel; AF: Alone fish; SF: Second fish.  
Same letters mean no significant difference (P>0.05) 

 
 

图 5  首次相遇 10 min 内每对实验鱼之间的 

平均距离基于鱼的平均全长的分布情况 
Fig.5  Distribution of the average distance between  

pairs of fish based on the mean total length of fish within  
10 min after the first met  

直线为鱼平均全长；正方形为每对实验鱼之间的平均距离 
Straight line is the average total length of fish; square is the 

average distance between each pair of experimental fish 
 

距离与鱼平均全长之间无显著差异(P>0.05)。 

对实验2中2尾鱼的行为参数进行重复测量多变量

方差分析(MANOVA)可知，首次相遇 10 min 内 2 尾鱼

之间的移动距离、速度、加速度、转角和活跃度均无显

著差异(P>0.05)。此外，对实验 2 的成对鱼首次相遇

10 min 内的行为参数进行 Pearson 相关性分析，结果如

表 1 所示，除成对鱼的加速度(最小值)为显著相关(P<  
 

表 1  首次相遇 10 min 内成对鱼之间行为学参数相关性分析 
Tab.1  Correlation analysis of behavioral parameters 
between pairs of fish within 10 min after the first met 

行为学参数 
Behavioral parameters 

相关性 
Correlation 

显著性 
Significance

移动距离 Distance moved (cm) 0.798** 0.001 

速度 Velocity (cm/s) 0.810** 0.001 

加速度 Acceleration (cm/s2) 

最小值 Minimum 0.634* 0.020 

最大值 Maximum 0.865** 0.000 

转角/度 Turn angle 0.833** 0.000 

活跃度(频次) Activity (frequency) 

狂躁 Highly active 0.882** 0.000 

活跃 Active 0.784** 0.002 

静止 Inactive 0.823** 0.001 

注：*表示在 0.05 级别(双尾)，**表示在 0.01 级别(双

尾)，相关性显著 

Note: * at level 0.05 (double-tailed), ** at level 0.01 
(double-tailed), the correlations are significant 
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0.05)外，其他行为学参数，如移动距离、速度、加速度

(最大值)、转角和活跃度均为极显著相关(P<0.01)。 

对实验 2 的成对鱼首次相遇 10 min 内的状态进

行跟踪，结果如图 6 所示。整体来讲，成对鱼的运动 
 

 
 

图 6  首次相遇 10 min 内成对鱼运动状态随时间间隔的变化 
Fig.6  The changes of fish motion state within 10 min after the first met 

加速度最小值取绝对值，*表示差异显著(P<0.05) 
Acceleration minimum values takes absolute value; * represents significant difference (P<0.05) 
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变化具有相似的趋势(图 6)。在 FF 和 SF 相遇 6 min

时，成对鱼的移动距离、速度和加速度(最大值)逐渐

趋近相同值(图 6a、图 6b 和图 6d)。成对鱼的加速度(最

小值)和转角变化趋势无明显规律(图 6c 和图 6e)，除

最后 1 min 内成对鱼的转角存在显著差异外(P<0.05) 

(图 6e)，其余成对鱼的转角结果均无显著差异。当有

FF 存在时，SF 活跃度的变化趋势与 FF 相似(图 6f、

图 6g 和图 6h)，特别是狂躁状态的结果，相遇 3~7 min

变化趋势基本一致(图 6f)。 

3  讨论 

鱼类和其他脊椎动物一样，具有复杂的认知行

为，其中学习在这一过程中起着非常重要的作用

(Brown et al, 2003; Laland et al, 2003)。鱼类通过学习

获得经验，以适应周围的环境变化 (Kieffer et al, 

1992)，改善自身的摄食性能(Warburton, 2003)以及提

高性选择机率(Rystrom et al, 2019)等。在本研究中，

无论是否存在有经验的鱼，AF 和 SF 通过通道的时间

T1(t1)都显著高于 T2(t2)，表明在特定环境背景下，

AF 和 SF 的学习能力表现出相似性，即经验的积累会

显著提高完成任务的效率，对环境的适应性也会随时

间的推移逐渐增强。在整个实验过程中，AF 和 SF

通过通道 1 的时间较长，观察到 AF 和 SF 在通过通

道 2 之前，在象限 1 和通道 1 之间多次徘徊，原因可

能是鱼暴露在新环境中时，需要承担一定的风险

(Huntingford et al, 2010)，个体通过反复探索来了解

周围环境(Braithwaite, 2006)。 

已有研究结果显示，有经验的个体可以“领导”无

经验的个体(Reebs, 2000)，无经验个体发生跟随行为

的原因可能是向有经验的个体学习，也可能是依赖其

寻找食物或躲避敌害(Bshary et al, 2014)。在本研究

中，分别对 2 个实验中 AF 和 SF 通过通道 1 或通道 2

的时间进行比较，结果均无显著差异(图 4)，但 SF 通

过通道的时间 t2 约为 AF 通过通道时间 T2 的 1/2，表

明有经验个体的存在能够在一定程度上提高欧洲舌

齿鲈幼鱼的学习能力，即经验丰富个体的存在能够提

高无经验个体完成任务的效率(Webster et al, 2017)。

除此之外，鱼类的个性、对环境的感知能力或自身学

习 能 力 等 因 素 对 鱼 类 行 为 表 现 有 很 大 的 影 响

(Sneddon, 2003; Millot et al, 2014)。大胆的个体愿意

为了获得食物或配偶承担一定的风险，而害羞的个体

则选择避免风险(Chapman et al, 2010)。Mamuneas 等

(2015) 研 究 也 表 明 ， 与 害 羞 的 刺 鱼 (Gasterosteus 

aculeatus)相比，大胆的刺鱼探索新环境和获取信息

的速度更快。这也可能是实验 1 中各重复组 AF 完成

任务时间差异较大的原因(通过通道 2 的时间最快只

需十几秒，而最慢的则超过 1 h)。 

图 5、图 6 和表 1 分析结果显示，成对鱼首次相

遇 10 min 内的平均距离较近，同时，其游泳行为具

有较强的同步性(例如，相似的变化趋势等)，推测成

对鱼之间可能存在信息传递，进而影响 SF 的学习效

率。对于领地行为较强的鱼类来说，当 2 尾鱼相遇时，

领地行为的胁迫也会导致 2 尾鱼的行为表现发生变

化，例如，胁迫鱼的驱赶和被胁迫鱼的逃避等。但

Pérez-Ruzafa 等(2014)在对欧洲舌齿鲈行为生态学进

行研究时发现，欧洲舌齿鲈不具有领地意识。因此，

推测 SF 通过通道时间变短的原因，对于领地行为的

胁迫来说，更多可能是由于学习行为导致。另外，已

有研究表明，鱼类可通过视觉线索来获得重要信息

(Strandburg-Peshkin et al, 2013; Lemasson et al, 2018)，

从而影响自身的行为决策。全事件观测法的结果显

示，在多组实验中，FF 首次与 SF 相遇后会多次往返

于象限 1 和象限 3 之间。这一行为可能通过 SF 视觉

感 官 对 其 调 整 自 身 行 为 起 到 刺 激 和 示 范 作 用

(Rosenthal et al, 2015)。对成对鱼的行为表现进行观

察时还发现，成对鱼在首次相遇时，FF 会保持“警惕

状态”，随后缓慢地靠近 SF 的泄殖孔部位或尾部，根

据相关研究表明，鱼类可通过视觉信号、听觉信号、

嗅觉信号或化学信号，如尿液(Keller-Costa et al, 2016)、

胆盐(Buchinger et al, 2014)等进行信息传递，但这一

过程的发生途径尚不清楚，还需继续开展相关实验加

以验证。 

本研究表明，有经验的个体能影响无经验个体的

行为表现，但无经验个体在探索环境的过程中，自身

可能会获得更复杂的信息。若要确切阐明成对鱼之间

信息传递的方式及其机制，还需开展进一步研究，更

系统地提供鱼类认知方面的理论基础，这些探索性工

作将为进一步揭示鱼类的认知提供参考。  
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Effect of Experience on Behavior and Parameter Correlation in  
Juvenile Seabass (Dicentrarchus labrax) 
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Abstract    Learning and information transfer are two important parts of fish cognitive processes. This 

study aimed to compare the time and behavioral parameters of juvenile seabass (Dicentrarchus labrax) 

with or without experienced individuals under a specific environmental condition. The experimental 

device was “L”-shaped and consisted of three 60 cm×60 cm test compartments made of PVC material. 

The two adjacent compartments were connected by a cylinder channel with an inner diameter of 12 cm 

(i.e., first channel and second channel). The experiment comprised two trials: The first tested the time and 

behavior of an alone fish (AF) to complete the task, and the second tested the time and behavior of 

inexperienced fish (SF) in the presence of experienced fish to complete the task and the correlation of 

behavioral parameters between pairs of fish. The results showed that the time for the AF and SF to pass 

through the second channel was significantly lower than that through the first channel (P<0.05), 

regardless of the presence of experienced fish. Over the entire experiment, no significant difference was 

observed between the times taken for AF and SF to pass through the second channel (P>0.05), but less 

time was taken in the second trial. The pairs of fish showed similar motion trends within 10 min after they 

first met and kept the relative movement distance within one total length. There were significant 

correlations between the pairs of fish in terms of the distance moved, velocity, acceleration, turn angle, 

and activity. These results suggested that inexperienced fishes’ behavior might be influenced by an 

experienced individual, and that inexperienced fish might obtain more complex information in the process 

of exploring their environment.  

Key words    Dicentrarchus labrax; Behavior; Experience; Learning 
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脊尾白虾对低氧响应的转录组学分析* 
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摘要    本研究通过高通量测序，分析低氧胁迫下脊尾白虾(Palaemon carincauda)某些基因的差异

表达，获得 10.62 Gb 高质量测序数据，组装得到 155113 条转录本和 118953 条 Unigene。注释 Unigene 

37580 条。其中，33659 条 Unigene 与 Nr 蛋白数据库基因同源；11275 条 Unigene 注释到 KEGG 数

据库，归类到 223 个代谢通路。低氧胁迫产生 1392 条差异表达基因，包括 311 条上调基因和 1081

条下调基因，784 条差异基因得到注释，并富集到抗氧化活性、细胞连接、蛋白结合转录因子活性、

多细胞生物过程、复制和生殖等过程，表明低氧胁迫激活了虾体适应缺氧的一系列生理活动。其中，

低氧胁迫下，低氧诱导因子 1(HIF1) 2 个亚基 HIF1α和 HIF1β表达量上调；实时定量测定证实，在

胁迫的后期，脊尾白虾肝胰脏和鳃 HIF1α 和 HIF1β 明显上调，推测脊尾白虾细胞在低溶氧环境下

诱导 HIF 产生，刺激机体增加血液氧的供应能力。同时，低氧胁迫下，脊尾白虾差异基因富集到

糖酵解/葡萄糖生成、精氨酸和脯氨酸代谢和丙酮酸代谢等通路，表明虾体缺氧使糖酵解等无氧代

谢途径增强，同时促进了部分糖类和氨基酸的代谢。另外，低氧胁迫下，脊尾白虾溶酶体通路、吞

噬通路、过氧化物酶体通路和内吞作用通路的差异基因较多，推测低氧诱导因子可能通过抑制线粒

体生物合成和活化线粒体自噬来降低线粒体氧耗。 

关键词    脊尾白虾；低氧胁迫；转录组分析；差异基因表达 

中图分类号 S917.4; S968.22   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0112-12 

溶解氧是对虾养殖环境中重要的环境因子，直接

影响对虾的存活、生长、代谢、消化和免疫能力。养

殖环境中溶解氧受诸多因素的影响，环境中浮游植物

优势种群的突然改变或死亡、阴天暴雨及过量投饵造

成的池塘水质污染等都会导致溶解氧急剧下降(郑慧

等 , 2014; 李根瑞等 , 2016)。此时，凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei) 、日本沼虾 (Macrobrachium 

nipponense)、细角滨对虾(Litopenaeus stylirostris)和罗

氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)等抗氧化活性和

免疫力发生显著变化(Han et al, 2018)。低氧胁迫时，

日本沼虾有氧代谢减弱，无氧酵解和抗氧化能力增

强，糖原和磷酸精氨酸大量消耗，以维持机体能量需

abc
图章
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要(Sun et al, 2018)。其中，低氧诱导因子 1 (HIF1)是

虾体维持氧稳态的关键异二聚体转录因子，由受氧调

节的 α 亚基和组成型表达的 β 亚基组成，最先由

Semenza(1992)在缺氧诱导的细胞核抽提物中发现，

参与许多重要的生物学反应。例如，HIF1α和 HIF1β

亚基均参与虾类缺氧适应性反应(Terova et al, 2010; 

连春盎, 2016)。缺氧时，凡纳滨对虾鳃 HIF1α、甘油

醛-3-磷酸脱氢酶和肝胰脏磷酸果糖激酶、果糖-1,6-

二磷酸酶表达量显著增高，而 HIF1α 或 HIF1α 亚基

的沉默阻断了鳃中己糖激酶表达和酶活性诱导

(Camacho-Jiménez et al, 2018)。通常情况下，HIF1 的

稳定性和活性由 HIF1α决定，HIF1α 的调节受多种因

素影响，且 HIF1α 为专一受 O2 调控的亚基。HIF1α

的 N 末端用来介导 α 和 β 两亚基二聚化及与靶基因

特异 DNA 序列结合，HIF1α的 C 末端用来介导降解

和反式激活，含有 2 个独立的反式激活结构域，2 个

结构域序列间为负调控反式激活结构域，而中部是氧

依赖降解结构域(Oxygen dependent degradation domain, 

ODDD)，ODDD 决定 HIF1α 的稳定性。在常氧条件

下，位于 HIF1α ODDD 内的脯氨酸残基的羟基化可

促进 HIF1α 的泛素化和蛋白酶的降解，这种羟基化作

用由多聚羟化酶介导。其中，脯氨酸羟化酶(PHDs)

被认为在细胞质中广泛表达，且在羟基化中作用最

大。另一种羟基化酶是 HIF1 抑制剂，主要进行天门

冬氨酰残基的羟基化，进而抑制 HIF1α 的激活(李国

青等, 2005)。转录组学可用于分析不同组织或生理状

态下某些基因表达水平的差异，发掘与特定生理功能

相关的未知基因。本研究通过高通量测序，分析低氧

胁迫下脊尾白虾(Palaemon carincauda)某些基因的差

异表达，可为进一步揭示虾体响应低氧胁迫的分子机

制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

1.1.1 低氧胁迫实验   实验前，脊尾白虾暂养 1 周，

以适应实验室环境。暂养期间，海水温度为 22℃~  

24℃、盐度为 29、pH 为 8.1，人工增氧。随机挑选

湿重为(3.15±0.26) g 的脊尾白虾 60 只，分为 2 组，

每组 3 个重复，每个水族箱(水体约 50 L)放养 10 只

脊尾白虾，人工增氧适应 24 h，哈希(HACH) DR900

测定实验水体溶解氧浓度为 7.6 mg/L。实验开始时，

停止低氧胁迫组的人工增氧，水族箱用 2 mm 厚液体

石蜡封闭。胁迫约 3.5 h 后，脊尾白虾虾体从尾部开

始变白；约 4 h 后，开始侧卧游动，猜测其处于昏厥

状态，此时，水体溶解氧浓度为(1.13±0.26) mg/L，脊

尾白虾整体取样，速冻于液氮中备用。预实验表明，

低氧胁迫条件下，白虾侧卧后约 10~20 min 死亡。为确

保取到新鲜的样品，白虾侧卧游动时马上取样。对照

组保持人工增氧，白虾游动正常，溶解氧浓度为

(7.59±0.66) mg/L，同样取样冻存。 

1.1.2  基因表达验证实验    实验前，脊尾白虾暂养

1 周，暂养条件同 1.1.1。随机挑选湿重为(2.77±0.34) g

的脊尾白虾 120 只，分为 2 组，每组设 3 个重复，每

个水族箱(水体约为 100 L)放养 20 只白虾，人工增氧

适应 24 h，哈希(HACH) DR900 测得水体溶解氧浓度

为 7.6 mg/L。实验开始时，低氧胁迫组停止人工增氧，

水族箱用 2 mm 厚液体石蜡封闭，在 0、10、20、40、

120、240 和 480 min，从每个箱中取 2 只虾，解剖取

出肌肉、鳃和肝胰脏，液氮速冻，取样时间点水体溶

解氧浓度分别为 (8.05±0.40)、 (7.21±0.23)、 (6.71± 

0.18)、(6.10±0.22)、(5.81±0.25)、(4.08±0.47)和(2.03± 

0.15) mg/L；对照组保持人工增氧，白虾游动正常，

溶解氧浓度为(8.11±0.42) mg/L，同样取样冻存。 

1.2  转录组测序 

将 1.1.1 中冻存的低氧胁迫组和对照组样品分别

在液氮中全虾研磨混合，常规方法提取总 RNA。采

用带有 Oligo (dT)的磁珠富集真核生物 mRNA，加入

破碎液，将 mRNA 进行随机打断，以 mRNA 为模板，

反转合成双链 cDNA 链。利用 AMPure XP beads 纯化

cDNA，对纯化的双链 cDNA 进行末端修复、加尾并

连接测序接头，然后，采用 AMPure XP beads 进行片

段大小选择。最后，通过 PCR 富集得到 cDNA 文库。

送北京百迈客生物科技有限公司进行 HiSeq2500 高

通量测序，测序读长为 PE125。 

1.3  生物信息学分析 

对原始数据进行过滤，去除其中的接头及低质量

Reads，获得高质量的测序数据。将高质量测序数据

通过 Trinity 软件进行序列组装，获得该物种的

Unigene 库。将低氧胁迫组和对照组高质量的测序数

据与组装得到的 Unigene 库进行序列比对和基因表达

量分析，筛选差异表达的基因。使用 BLAST 软件将

Unigene 序列与 NR、Swiss-Prot、GO、COG、KOG

和 KEGG 数据库比对，获得 Unigene 及差异表达基因

的功能注释信息。使用 TransDecoder 软件进行

Unigene 基因结构预测。 

1.4  实时定量测定 

常规方法提取 1.1.2 中的样品 RNA，反转录成
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cDNA。同时，设计引物进行实时定量 PCR，引物序

列见表 1；利用软件 SPSS 11 进行统计分析，以 P<0.05

作为差异显著水平。 
 

表 1  脊尾白虾实时定量所用引物序列 
Tab.1  Sequences of P. carincauda qRT-PCR primers 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 

HIF1α-F GCTAAAGGTGGGGCAAGTGG 

HIF1α-R TGACGCCTACCTCGTTGGAT 

HIF1β-F GTCTCGCTCGCCTTCTACAC 

HIF1β-R TGCTCCTTCTGTTCCCAAGC 

HIF1αi-F GCCCCTGAACACTATGAGCG 

HIF1αi-R AGCTGATCAAGCCCAGGGAA 

PHDs-F GGGGATGGCCGATGTATCAC 

PHDs-R AGGGTTCCGTCTATCCGACC 

2  结果 

2.1  转录组测序数据组装 

完成对照和低氧胁迫组脊尾白虾样品的转录组

测序，获得 10.62 Gb 高质量测序数据，各样品高质

量测序数据均达到 5.27 Gb，质量值≥30 的碱基所占

的百分比(Q30)≥90.21%(表 2)。 

应用 Trinity 对高质量测序数据进行组装，得到

155113 条转录本和 118953 条 Unigene，转录本与

Unigene 的 N50 分别为 1940 和 928 (表 2)。序列长度

为 200~300 nt 的 Unigene 最多，占总数的 42.76%；

300~500 nt 的有 33316 条，占 28.01%；500~1000 nt 有

19088 条，占 16.05%；1000~2000 nt 有 9112 条，占

7.66%；2000 nt 以上的 Unigene 有 6569 条，占 5.52%。 
 

表 2  高质量测序数据评估统计 
Tab.2  Statistics for evaluation of clean sequencing data 

处理 
Treatment 

双向测序读数 
Pair-ends reads 

碱基数量 
Base number 

GC 含量 
GC content(%) 

Q30(%) 

对照 Control 20926999 5270136419 44.29 90.21 

低氧胁迫 Hypoxic stress 21257665 5352900655 44.42 90.35 

注：Q30：质量值≥30 的碱基所占的百分比 
Note: Q30: Percentage of bases quality score which is greater than or equal to 30 
 

表 3  组装结果统计 
Tab.3  Statistics of assembly results 

项目 
Items 

转录本 
Transcript 

Unigene 

200~300 nt 57076(36.80%) 50868(42.76%)

300~500 nt 39602(25.53%) 33316(28.01%)

500~1000 nt 26081(16.81%) 19088(16.05%)

1000~2000 nt 15506(10.00%) 9112(7.66%) 

≥2000 nt 16848(10.86%) 6569(5.52%) 

总数 Total number 155113 118953 

总长度 Total length 135682981 73521294 

N50 长度 N50 length 1940 928 

平均长度 Mean length 874.74 618.07 
 

2.2  Unigene 功能注释  

对脊尾白虾Unigene进行功能注释，选择BLAST

参数E≤10–5和HMMER参数E≤10–10，获得37580条有

注释信息的Unigene (表3)。其中，COG得到注释的

Unigene 12527条，GO 13878条，KEGG 11275条。 

与 Nr 蛋白数据库进行同源性比对，有 33659 条

白虾 Unigene 与已知基因同源，在 Nr 蛋白数据库中，

与虾类相关的注释信息较少(图 1)。相似序列比例最 

表 4  Unigene 注释统计 
Tab.4  Statistics of Unigene annotated  

注释数据库 

Annotated databases
Unigene ≥300 nt ≥1000 nt

COG 12527 9481 4182 

GO 13878 10018 3941 

KEGG 11275 8707 3995 

KOG 24738 18260 8144 

Pfam 23791 18817 8903 

Swiss-Prot 22344 17618 8421 

Nr 33659 25595 10923 

合计 Total 37580 27426 11044 

 
高为内华达古白蚁(Zootermopsis nevadensis) (2787 条，

8%)，随后依次是蚤状蚤(Daphnia pulex, 1765)、隆头蛛

(Stegodyphus mimosarum, 1169)、文昌鱼(Branchiostoma 

floridae, 1046)、囊舌虫(Saccoglossuskowalevskii, 1019)、

紫海胆(Strongylocentrotus purpuratus, 965)、赤拟谷盗

(Tribolium castaneum, 871)、卡氏棘阿米巴(Acanthamoeba 

castellanii, 735)、海蠕虫(Capitella teleta, 644)、霸王莲

花青螺(Lottia gigantea, 605)、凡纳滨对虾(217)、罗氏

沼虾(107)、中国对虾(Fenneropenaeus chinensis, 92)和

日本沼虾(M. nipponense, 79)。 
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图 1  Nr 同源物种分布 
Fig.1  Homologous species distribution of Nr 

 

11275 条脊尾白虾 Unigene 注释到 KEGG，归类

为 223 个代谢通路，其中，基因数量排名前 20 的通

路如图 2 所示，包括核糖体、内质网中蛋白质加工、

RNA 转运、剪接体、溶酶体、氧化磷酸化、糖酵解/

糖异生、吞噬体、泛素介导的蛋白水解、嘌呤代谢、

mRNA 监测、内吞、PI3K-AKT 信号通路、蛋白酶体、 
 

 
 

图 2  Unigene 的 KEGG 分析 
Fig.2  KEGG analysis of Unigene 

显示基因数量排名前 20 位的 KEGG 通路 
Top 20 of gene number in KEGG pathway 

过氧化物酶体、真核生物核糖体生物合成、丙酮酸代

谢、嘧啶代谢、柠檬酸循环和 RNA 降解。另外，在

代谢通路中与低氧有关的还包括 Wnt 信号通路、

mTOR 信号通路、自噬调节、p53 信号通路、癌症通

路、HIF-1 信号通路和精氨酸与脯氨酸代谢。 

2.3  差异表达基因分析 

低溶氧胁迫脊尾白虾产生 1392 条差异表达基

因，包括 311 条上调基因和 1081 条下调基因。对脊

尾白虾差异表达基因进行功能注释，共注释到 784 条

差异基因，其中，COG 232 条，GO 240 条，KEGG 206

条，KOG 460 条，Pfam 587 条，Swiss-Prot 542 条，

Nr 742 条。图 3 展示了白虾差异表达基因和所有基因

在 GO 各二级功能中的注释情况，发现差异基因主要

富集到抗氧化活性、细胞连接、蛋白结合转录因子活

性、多细胞生物过程、复制和生殖等过程。 

利用 COG 对脊尾白虾差异表达基因产物进行直

系同源分类，发现碳水化合物运输和代谢、转录、复

制、重组和修复、翻译后修饰、蛋白质周转和分子伴

侣等 4 类富集的差异基因超过 20 个。其次，无机离

子转运与代谢、信号转导机制、氨基酸转运和代谢、

细胞周期调控、细胞分裂和染色体分离、能量生产和

转换、翻译、核糖体结构和生物合成、次生代谢产物

生物合成、运输和代谢等过程富集的差异基因较多

(图 4)。 

按照 KEGG 通路类型分类，脊尾白虾差异表达

基因分别注释到环境信息处理、人类疾病、遗传信息

处理、代谢、细胞过程和有机系统 6 个分支。其中，

遗传信息处理、代谢和细胞过程这 3 大类通路中脊尾

白虾差异基因富集较多。在这些代谢通路中，泛素介

导的蛋白水解和溶酶体富集的差异基因最多，分别为

11 和 10 条；其次是吞噬(4)、过氧化物酶体(4)和内吞

作用(3)；另外，还包括糖酵解/葡萄糖生成(6)、精氨

酸和脯氨酸代谢(4)、果糖和甘露糖代谢(4)、丙氨酸、

天冬氨酸和谷氨酸代谢(4)和丙酮酸代谢(2)(图 5)。 

表 5 为筛选出的部分脊尾白虾差异表达基因，

KOG 分类注释包括 3 条氨基酸的运输和代谢基因

(Amino acid transport and metabolism)、5 条碳水化合物

的运输和新陈代谢基因(Carbohydrate transport and 

metabolism)、2条防御机制基因(Defense mechanisms)、

2 条能源生产和转化基因(Energy production and 

conversion)、7 条一般功能预测基因(General function 

prediction only)、6 条无机离子转运和代谢基因

(Inorganic ion transport and metabolism)、3 条脂质转

运和新陈代谢基因(Lipid transport and metabolism)、 
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图 3  差异表达基因 GO 二级节点注释统计 
Fig.3  Annotated statistical map of GO secondary node of differentially expressed genes 

横坐标为 GO 三大分类下的二级节点，纵坐标表示注释到该节点的基因数目及占所有基因数目的百分比， 

红色柱体表示所有基因的注释情况，蓝色柱体表示差异表达基因的注释情况 
The abscissa is the secondary node under the three categories of GO. The ordinates represent the number of  

genes annotated to the node and the percentage of all genes. The red column represents the annotation of  
all genes, and the blue column represents the annotation of differentially expressed genes 

 

 
 

图 4  差异表达基因 COG 注释分类 
Fig.4  Classification of COG annotations for differentially expressed genes 

横坐标为 COG 各分类内容，纵坐标为基因数目 
The abscissa is the classification content of COG, and the ordinate is the number of genes 
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图 5  差异表达基因 KEGG 分类 
Fig.5  KEGG classification map of differentially expressed genes 

纵坐标为 KEGG 代谢通路的名称，横坐标为注释到该通路下的基因个数及其个数占被注释上的基因总数的比例 
The ordinate is the name of KEGG metabolic pathway. The abscissa is the number of genes annotated to the pathway and the 

proportion of the number of genes annotated to the total number of genes annotated 
 

9 条翻译后修饰、蛋白质周转和蛋白质伴侣基因

(Posttranslational modification, protein turnover, 
chaperones)、1 条复制、重组和修复基因(Replication, 

recombination and repair)、2 条次生代谢物的生物合

成、运输和分解代谢基因 (Secondary metabolites 

biosynthesis, transport and catabolism)、7 条信号转导

机制基因(Signal transduction mechanisms)、1 条转录基

因(Transcription)和 1 条翻译、核糖体结构和生物起源

基因(Translation, ribosomal structure and biogenesis)。

log2FC 数值最大的为丝氨酸苏氨酸蛋白激酶(Serine/ 

threonine protein kinase)，为 4.98；其次是 DNA 错配

修复蛋白(DNA mismatch repair protein)，为 3.38。

log2FC 数值最小的为组织蛋白酶 l (Cathepsin l)，为

–6.89；其次是内切几丁质酶(Endochitinase)，–6.58。 

2.4  低氧胁迫对 HIF1 信号通路基因表达的影响 

本研究中，HIF1 密切相关的差异基因有 4 个，

HIF1α 和 HIF1β 缺氧时表达量上调，而 HIF1α 抑制

剂(HIF1αi)和 PHDs 表达量下调。从转录组测序注释

到的缺氧 HIF1 信号通路看出，HIF1α的表达受 PI3K、

mTOR 和 MARK 等信号通路关键因子的影响(图 6)。 
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表 5  部分差异表达基因 
Tab.5  Part of differentially expressed gene 

KOG 分类注释 
KOG classification annotation 

Unigene 

对照组 

FPKM 值 
Control 
FPKM 

低盐胁迫组

FPKM 值 
Hypoxic stress 

FPKM 

log2FC

酚氧化酶原激活酶 
Prophenoloxidase activating enzyme 

16.60 65.77 2.13

氨基酸转运体 Amino acid transporter 15.38 1.40 –3.27

氨基酸的运输和代谢 
Amino acid transport and metabolism 

谷氨酰胺合成酶 Glutamine synthetase 3.77 0 –6.04

腺苷激酶 Adenosine kinase 1.84 0 –4.12

磷酸甘油酸激酶 1 
Phosphoglycerate kinase 1 

1.21 0 –4.12

糖原蛋白 1 Glycogenin 1 8.96 0.28 –4.64

1,6-二磷酸果糖醛酸酶 
Fructose 1,6-bisphosphate aldolase 

5.22 0.08 –5.06

碳水化合物的运输和新陈代谢 
Carbohydrate transport and metabolism 

甘油醛 3 磷酸脱氢酶 
Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 

1.95 0 –5.13

丝氨酸蛋白酶抑制剂 
Serine proteinase inhibitor 

37.19 2.97 –3.46防御机制 Defense mechanisms 

丝氨酸蛋白酶 Serine protease 42.28 2.65 –3.84

羟酸氧化酶 1 Hydroxyacid oxidase 1 0.90 0 –4.28能源生产和转化 
Energy production and conversion 苹果酸脱氢酶 Malate dehydrogenase 1.90 0 –4.56

促性腺激素释放激素受体 
Gonadotropin releasing hormone receptor 

5.53 0.80 –2.58

绒毛膜过氧化物酶 Chorion peroxidase 17.91 2.01 –2.98

锌指蛋白 Zinc finger protein 2.76 0.25 –3.18

神经肽 Neuropeptide 1.97 0.17 –3.20

翻译起始因子 Translation initiation factor 3.90 0 –5.53

几丁质识别蛋白 Chitin recognition protein 11.77 0 –6.08

一般功能预测 
General function prediction only 

内切几丁质酶 Endochitinase 20.70 0.10 –6.58

锌转运体 Zinc transporter 1.99 0.27 –2.49

铜特异性金属硫蛋白 
Copper specific metallothionein 

21.23 0.5 –4.97

无机离子转运和代谢 
Inorganic ion transport and metabolism 

铜伴侣 Copper chaperone 4.88 0 –4.99

过氧化氢酶 Catalase 1.77 0 –5.46

碳酸酐酶 1 Carbonic anhydrase 1 11.61 0.14 –5.75

无机离子转运和代谢 
Inorganic ion transport and metabolism 

金属硫蛋白 Metallothionein 9.54 0 –6.32

脂肪酸合酶 Fatty acid synthase 17.14 6.66 –1.22

鞘磷脂磷酸二酯酶 
Sphingomyelin phosphodiesterase 

1.71 0.11 –3.65

脂质转运和新陈代谢 
Lipid transport and metabolism 

肌醇 3 磷酸合酶 
Inositol 3 phosphate synthase 

1.40 0 –5.13

过氧化物酶 l Peroxidase l 0 1.36 4.24

热休克蛋白 20 Heat shock protein 20 5.93 0.38 –3.34

硫氧还蛋白 2 Thioredoxin 2 1.63 0 –4.12

谷胱甘肽过氧化物酶 
Glutathione peroxidase 

5.53 0.08 –5.00

翻译后修饰、蛋白质周转和蛋白质 

伴侣 
Posttranslational modification, protein 
turnover, chaperones 

半胱氨酸蛋白酶 Cysteine proteinase 1.81 0 –5.43
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续表 5 

KOG 分类注释 
KOG classification annotatation 

Unigene 

对照组

FPKM 值
Control 
FPKM 

低盐胁迫组

FPKM 值 
Hypoxic stress 

FPKM 

log2FC

蛋白酶调节亚基 
Protease regulatory subunit 

15.38 0.22 –5.63

谷胱甘肽 S 转移酶 
Glutathione S transferase 

4.43 0 –5.92

组织蛋白酶 l Cathepsin l 46.67 0.30 –6.89

翻译后修饰、蛋白质周转和蛋白质 

伴侣 
Posttranslational modification, protein  
turnover, chaperones 

腺苷三磷酸酶 ATPase 6.84 0 –7.23

复制、重组和修复 
Replication, recombination and repair 

DNA 错配修复蛋白 
DNA mismatch repair protein 

2.39 23.72 3.38

山梨醇脱氢酶 Sorbitol dehydrogenase 2.38 0 –4.21次生代谢物的生物合成、运输和分 

解代谢 
Secondary metabolites biosynthesis,  
transport and catabolism 

依赖于 NADP 的醇类氢化酶 
NADP dependent alcohol hydrogenase 

12.52 0.27 –4.88

丝氨酸苏氨酸蛋白激酶 
Serine/threonine protein kinase 

0.11 5.97 4.98

G 蛋白信号调节因子 
Regulator of G protein signaling 

2.52 6.72 1.54

清道夫受体 B Scavenger receptor class B 53.43 5.47 –3.13

信号转导机制 
Signal transduction mechanisms 

卵黄蛋白原 Vitellogenin 50.02 3.23 –3.79

卵黄蛋白原受体 Vitellogenin receptor 39.84 2.26 –3.99

胰岛素受体 Insulin receptor 4.12 0.20 –4.11

信号转导机制 
Signal transduction mechanisms 

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 
Serine/threonine protein kinase mos 

4.36 0.13 –4.38

转录 Transcription 拉长素 C Elongin C 43.65 2.01 –4.21

翻译、核糖体结构和生物起源 
Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 

蛋白质翻译因子 Protein translation factor 25.49 0.28 –5.98

注：FPKM：基因表达量；log2FC：基因表达量差异倍数的对数值 
Note: FPKM: Gene expression level; log2FC: Logarithm of differential multiple of gene expression level  
 
由图 7 可以看出，在 0~120 min 内，随着低氧胁

迫时间的延长，脊尾白虾肝胰脏、肌肉和鳃 HIF1α

基因表达与对照组相比明显下调；而在 240 min，脊

尾白虾肝胰脏、肌肉和鳃 HIF1α基因表达与对照组相

比，明显上调；其中，低氧胁迫对脊尾白虾肝胰脏

HIF1α 基因表达影响显著(P<0.05)。在 10~20 min 时

间范围内，随着低氧胁迫时间的延长，脊尾白虾肝胰

脏、肌肉和鳃 HIF1β 基因表达与对照组相比明显下

调；其中，低氧胁迫对脊尾白虾鳃 HIF1β基因表达影

响显著(P<0.05)。在 0~20 min 时间范围内，随着低氧

胁迫时间的延长，脊尾白虾肝胰脏、肌肉和鳃 HIF1αi

和 PHDEs 基因表达与对照组相比明显下调；其中，

低氧胁迫对脊尾白虾所有组织 HIF1αi 和 PHDEs 基因

表达影响显著(P<0.05)。 

3  讨论 

曾地刚等(2013)通过 454 技术对凡纳滨对虾肝

胰脏转录组测序，获得 20225 条 Unigene。闫允君

等(2020)利用 RNA-Seq 技术对中国对虾对照组和

肌肉生长抑制素(Mstn)表达抑制组进行了测序分

析，发现 Mstn 表达被抑制后共筛选到 1657 个差异

表达基因，其中，805 个显著上调，852 个显著下

调，初步筛选出 29 个 Mstn 调控的与肌肉生长相关

的基因，为阐明对虾的肌肉发育调控机制提供了重

要基础。刘欣(2016)获得日本沼虾 Unigenes 142560

条，其中，43038 条获得注释，占总 Unigene 的 30.20%。

本研究组装得到 155113 条转录本和 118953 条

Unigene，获得 37580 条有注释信息的 Unigene，占 



120 渔   业   科   学   进   展 第 42 卷 

 

 
 

图 6  缺氧 HIF1 信号通路 
Fig.6  Hypoxic HIF1 signaling pathway 

红色为转录组测序注释到的 Unigene 
Red is the Unigene annotated by transcriptome sequencing 

 

 
 

图 7  低氧胁迫对脊尾白虾基因表达的影响 
Fig.7  Effects of hypoxic stress on gene expression of P. carincauda 

同一线条中具有不同字母的数据间差异显著(P<0.05) 
Data with different letters in the same line is significantly different (P<0.05) 
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31.59%，其中，COG 注释 Unigene 12527 条，GO 13878

条，KEGG 11275 条，Nr 33659 条；在 223 个 KEGG

代谢通路中，HIF1 信号通路、Wnt 信号通路、mTOR

信号通路、p53 信号通路、癌症通路、自噬调节、精

氨酸与脯氨酸代谢等通路与低氧胁迫有关。未获得功

能注释的 Unigene 81373 条，占 68.41%(表 2、表 3)。

未注释的原因可能与组装的序列太短有关，转录组组

装的 Unigene 长度在 500 nt 以下的占总量的 70.77%，

增加了功能注释的难度。另外，各类数据库功能注释

信息不够全面，使一些基因不能够得到相应的注释，

例如，在 Nr 注释中，白虾 Unigene 仅与 217 条凡纳

滨对虾、107 条罗氏沼虾、92 条中国对虾和 79 条日

本沼虾基因同源。 

机体为适应缺氧环境会诱导一些与红细胞生成/

铁代谢、血管生成、葡萄糖代谢、细胞增殖/生存和

凋亡等相关基因的表达(Terova et al, 2010)。本研究

中，低氧胁迫产生 1392 条差异表达基因，784 条差

异基因得到注释(表 5)。GO 和 COG 注释表明，抗氧

化活性、细胞连接、蛋白结合转录因子活性、多细胞

生物过程、复制和生殖等过程富集的差异基因较多。

与 GO 和 COG 注释类似，富集差异基因较多的与免

疫有关的 KEGG 通路包括泛素介导的蛋白水解，含

11 条差异表达基因，其次是溶酶体 10 条、吞噬 4 条、

过氧化物酶体 4 条和内吞作用 3 条；而富集差异基因

较多的与代谢有关的 KEGG 通路包括糖酵解/葡萄糖

生成，含 6 条差异表达基因，其次是精氨酸和脯氨酸

代谢 4 条、果糖和甘露糖代谢 4 条、丙氨酸、天冬氨

酸和谷氨酸代谢 4 条和丙酮酸代谢 2 条(图 5)。这些

富集的差异基因表明，低氧胁迫激活了虾体适应缺氧

的一系列生理活动，如诱导相关基因转录翻译，参与

应激反应，增强白虾各类物质代谢。由表 5 可以看出，

低氧胁迫条件下脊尾白虾酚氧化酶原激活酶、过氧化

物酶 l、DNA 错配修复蛋白、丝氨酸苏氨酸蛋白激酶

和 G 蛋白信号调节因子等基因显著上调。低氧胁迫

对碳水化合物的运输和新陈代谢基、防御机制、能源

生产和转化、一般功能预测、无机离子转运和代谢、

脂质转运和新陈代谢、次生代谢物的生物合成、运输

和分解代谢、转录和翻译、核糖体结构和生物起源等

过程产生了抑制效应，表现为富集大量下调的差异表

达基因。 

转录因子HIF1α是氧传感的核心成分，HIF1α还

可作为许多基因的转录调节因子，这些基因在生理学

和医学中至关重要(McNamee et al, 2016; Semenza, 

2012)。HIF1α抑制剂PHDs需要氧作为羟化作用的辅

助因子，在正常条件下，PHDs通过PHD-HIF途径羟

基化HIF1α保守的脯氨酰残基，从而靶向HIF1α被泛

素蛋白酶体降解失活。然而，在缺氧或炎症条件下，

PHD-HIF途径失活，产生稳定的HIF1α、HIF1α和

HIF1β组成转录活性二聚体HIF1移位至细胞核，与缺

氧调节基因的启动子区域结合调控下游基因表达，这

些区域通常是启动子内的“缺氧反应元件”；一方面，

通过激活促红细胞生成素(EPO)基因表达促进红细胞

生成，激活血清铁传递蛋白 (TF)和转铁蛋白受体

(TFRC)基因表达促进铁代谢，激活血管内皮生长因子

(VEGF)、血管内皮生长因子受体(Flt1)、表皮细胞生

长因子(EGF)、血管生成素(ANGPT)和金属肽酶抑制

剂(TIMP1)等基因表达促进血管生成，激活血红素加

氧酶1(HMOX1)增强血管张力，通过以上调控增强氧

的传递；另一方面，通过激活磷酸肌醇依赖的蛋白激

酶1(PDK1)抑制三羧酸循环代谢，激活磷酸甘油脱氢

酶(GPDH)、己糖激酶(HK)、α烯醇化酶(ENO 1)、6-

磷酸果糖激酶2(PFK 2)和磷酸甘油酸激酶1(PGK1)等

表达促进厌氧代谢，激活B淋巴细胞瘤 2(bcl2)和

p21/p27蛋白调节增殖凋亡、降低O2消耗，通过以上

调控，缓解机体对缺氧的不适(图6)。当处于缺氧条件

下 ， 草 鱼 (Ctenopharyngodon idellus) 、 石 首 鱼

(Sciaenidae)、黑鲈(Micropterus salmoniodes)和河鲈

(Perca fluviatilis)一些组织中HIF1α转录水平显著上

调(Terova et al, 2010)。任倩妍等(2018)研究发现，大

弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)在缺氧环境下

HIF信号通路被激活，肝中低氧诱导因子表达量上调。

Okamura等(2018)研究发现，日本沼虾HIF1α表达水平

在缺氧刺激24 h后显著增加，缺氧刺激6 h后Von 

Hippel-Lindau肿瘤抑制剂基因表达显着下降。与以上

研究类似，转录组数据分析发现，HIF1α和HIF1β缺

氧时表达量上调；低氧胁迫实时定量测定证实，在胁

迫的后期，脊尾白虾肝胰脏和鳃HIF1α和HIF1β明显

上调，表明脊尾白虾细胞在低溶氧环境下诱导HIF产

生，刺激机体增加血液氧的供应能力。HIF1α还激活

葡萄糖转运蛋白、糖酵解酶、血管内皮生长因子等，

通过提高糖转运和促进糖酵解以适应缺氧环境(Zhou 

et al, 2018)。周晓黎等(2018)研究发现，阻断PI3K/AKT

信号途径，结肠癌细胞中HIF1α下调，并可导致糖酵

解相关蛋白如葡萄糖转运蛋白-1和乳酸脱氢酶A的表

达下降，糖酵解代谢产物乳酸含量下降。本研究中，

糖酵解/葡萄糖生成通路、精氨酸和脯氨酸代谢和丙

酮酸代谢富集大量差异表达基因(图5)，也说明机体缺

氧使糖酵解等无氧代谢途径增强，同时促进了部分糖

类和氨基酸的代谢。 

细胞自噬通过分解代谢和再循环来消除受损或

有害成分，以维持营养和能量稳态，涉及细胞质、细

胞器或胞质组分的溶酶体降解；该途径可通过多种形
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式的细胞应激来刺激，包括营养或生长因子剥夺、缺

氧、活性氧物质、DNA 损伤、蛋白质聚集体、受损

细胞器或细胞内病原体(Kroemer et al, 2010; 马骊等, 

2018)。在自噬过程中，细胞形成双膜囊泡、自噬体、

隔离细胞器，蛋白质或部分细胞等递送至溶酶体细胞

质，溶解体中的隔离内容物被降解(He et al, 2009)。

自噬构成了一种主要的保护机制，使细胞能够在多种

应激源的作用下存活，并有助于保护生物免受退化、

炎症、感染和肿瘤疾病的侵害 (Levine et al, 2008; 

Mizushima et al, 2008)。在 Snare 蛋白及小 Rab GTP

激酶的作用下，自噬小体与溶酶体融合形成自噬溶酶

体，发挥其降解功能(徐倩等, 2017)。缺氧可通过 NF-κB

途径诱导自噬激活，从而调节细胞增殖和迁移，以诱

导肺血管重塑(Jing et al, 2018)。闫广伟等(2018)研究

发现，低氧环境可能通过 HIF-1α/Bnip3 途径诱导滋养

细胞自噬水平增强。本研究代谢通路中，溶酶体通路、

吞噬通路、过氧化物酶体通路和内吞作用通路富集的

差异基因较多(图 5)，这些差异基因的表达也证实可

能与缺氧引起的自噬有关。推测 HIF 可通过抑制线粒

体生物合成和活化线粒体自噬来降低线粒体氧耗。 

综上所述，低氧胁迫可诱导脊尾白虾产生低氧诱

导因子调控下游基因表达，进而激活虾体适应缺氧的

一系列生理活动，增强脊尾白虾各类物质代谢，促进

血管生成，增强血管张力，刺激虾体增加血液氧供应

能力；另一方面，低氧胁迫促进厌氧代谢，缓解虾体

对缺氧的不适，而低氧诱导因子可通过抑制线粒体生

物合成和活化线粒体自噬来降低线粒体氧耗。 
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Transcriptome Analysis of Palaemon carincauda Subjected to Hypoxic Stress 

CAO Mei1, WANG Xingqiang1①
, QIN Chuanxin2, SHEN Ye1, ZHANG Ziyang1, QIAN Shiyue1 

(1. College of Marine Science and Fisheries, Jiangsu Ocean University, Lianyungang  222005;  
2. Guangdong Provincial Key Laboratory of Fishery Ecology and Environment;  

South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Guangzhou  510300) 

Abstract    A rapid reduction in the dissolved oxygen concentration of water is an important factor 
contributing to disease in shrimps. In this study, we examined differential gene expression in the shrimp 
Palaemon carincauda under conditions of hypoxic stress. We obtained 10.62 Gb of high-quality 
sequencing data, from which 155113 transcripts and 118953 unigenes were assembled. Among the 
unigenes, 37580 were annotated and 33659 were found to be homologous to genes in the Nr protein 
database. We also annotated 11275 unigenes using the KEGG database, which were further classified into 
223 metabolic pathways. We detected 1392 genes that were differentially expressed in shrimps exposed to 
hypoxic stress, among which 311 and 1081 were up- and down-regulated, respectively, and 784 were 
annotated. The enrichment of differentially expressed genes in antioxidant activity, cell connection, 
protein-binding transcription factor activity, multicellular biological processes, replication, and 
reproductive processes indicated that exposure to hypoxia activated a series of physiological responses in 
shrimps associated with adaptation to low levels of dissolved oxygen. Among the genes up-regulated 
under hypoxic stress was hypoxic induction factor 1 (HIF1), which is comprised the two subunits HIF1α 
and HIF1β. RT-PCR analysis revealed that during the latter stages of hypoxic stress, there was a notable 
up-regulated expression of HIF1α and HIF1β in the hepatopancreas and gills of P. carincauda. These 
observations indicated that P. carincauda cells induced hypoxic induction factor production in a hypoxic 
environment, thereby inducing an increase in blood oxygen supply. We also detected an enrichment of 
differentially expressed genes in the glycolysis/glucose generation pathway, arginine and proline 
metabolism, and pyruvate metabolism in response to hypoxic stress, which indicated an upregulation of 
anaerobic metabolic processes such as glycolysis, and increased metabolism of certain carbohydrates and 
amino acids. In addition, we detected numerous differentially expressed genes associated with the 
pathways involving lysozymes, phagocytosis, peroxisomes, and endocytosis in P. carincauda exposed to 
hypoxia, thereby indicating that HIFs might reduce mitochondrial oxygen consumption by inhibiting 
mitochondrial biosynthesis and activating mitochondrial autophagy. 
Key words    Palaemon carincauda; Stress hypoxic; Transcriptome analysis; Differential gene expression 
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南极磷虾与鹰爪糙对虾酚氧化酶 

生化性质对比分析* 

林瑞环 1,2  赵  玲 2  曹  荣 2,3①  刘  淇 2 
(1. 上海海洋大学食品学院  上海  200090；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

3. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋药物与生物制品功能实验室  青岛  266071) 

摘要    黑变是南极磷虾(Euphausia superba)贮运流通过程中的突出问题，为探究南极磷虾与普通海

捕虾在黑变进程方面的异同，选取南极磷虾和海捕鹰爪糙对虾(Trachypenaeus curvirostris)作为研究对

象，对 2 种虾在(2±1)℃贮藏过程中的黑变进程进行了感官评价，提取其酚氧化酶(PO)并进行了纯

化，对 2 种虾 PO 的生化性质进行了对比分析。结果显示，冷藏条件下，24 h 时南极磷虾的黑变已

非常严重，黑变部位主要集中在头胸部、腹部甲壳以及尾节部分。72 h 时鹰爪糙对虾的头胸部和尾

节部分开始有轻微的黑变，之后逐渐扩散到躯干。南极磷虾和鹰爪糙对虾 PO 粗酶液经硫酸铵沉淀、

Sephadex G-100 凝胶过滤后，酶的纯化倍数分别达到 17.22 和 19.67。2 种虾 PO 的最适温度分别为

30℃和 40℃，南极磷虾 PO 在低温下仍具有较高的活力。二者的最适 pH 均为 6.0~7.0 之间。焦亚

硫酸钠、亚硫酸氢钠、4-己基间苯二酚、L-半胱氨酸和抗坏血酸均可较好地抑制 2 种虾 PO 活力，

其中，4-己基间苯二酚抑制效果最好。研究结果为南极磷虾冷链物流过程中的品质控制提供了依据，

同时，为虾死后如何有效抑制其黑变提供了参考。 

关键词    黑变；南极磷虾；鹰爪糙对虾；酚氧化酶 

中图分类号 S983 文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0124-08 

虾在我国渔业经济中占有重要地位，鲜销是其主

要的产品形态，然而，鲜虾在流通和储藏过程中有一

最为突出的问题––黑变。虾的黑变是其体内的酪氨酸

或其衍生物等色原物质在酶的作用下经过一系列生

化反应最终形成黑色素的过程，这一过程与酚氧化酶

(Phenoloxidase, PO)密切相关(Begoña et al, 2010)。PO

可以催化虾体中的无色单酚化合物向双酚及双酚化

合物转化，进而转化为醌类物质，醌类物质进一步与

氨基酸或蛋白质结合生成黑色素，产生黑变，从而严

重影响虾的外观，制约其商业价值(Friedman, 1996)。 

PO 是虾类黑色素生成反应的限速酶，研究其生

化性质对于探究虾的黑变机理及防控方法具有重要

的现实意义。目前，已有国内外学者对斑节对虾

(Penaeus monodon) (Rolle et al, 1991)、桃红对虾

(Penaeus duorarum) (Simpson et al, 1998)、中国对虾

(Penaeus chinensis) (汪小锋等 , 2003)、日本对虾

abc
图章
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(Penaeus japonicus) (Soottawat et al, 2005)、长额拟对

虾(Parapenaeus longirostris) (José-Pablo et al, 2009) 

和凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) (鲍俊旺等 , 

2019)等的 PO 进行了分离纯化和生化性质研究，发现

不同种类虾的 PO 在分子量、等电点、最适 pH 值、

热稳定性以及动力学参数等方面均有很大差异。对于

虾黑变的控制目前主要采用化学法，如亚硫酸盐类

(李小蕾等，2012)、4-己基间苯二酚(周宇芳等, 2019)

以及一些天然提取物(Jang et al, 2003; Nilesh et al, 

2009; Nalan et al, 2008)等，均表现出了很好的防黑变

效果，但对于酚酶活性的影响研究尚不够全面。  

南极磷虾(Euphausia superba)富含 8 种人体必需

氨基酸且比例适宜，具有很高的营养价值(聂玉晨等, 

2016; 曹荣等, 2018b)，广泛分布于环南极大陆架水

域，资源量极为丰富。在世界近海渔业资源普遍衰退

的情况下，南极磷虾已成为世界渔业发达国家竞相开

发利用的海洋新资源(曹荣等, 2018a)。在其运输过程

中，大部分采用船上冷冻保藏到陆地上解冻二次加工

的方法，在此过程中很容易发生自溶、黑变等变化，

影响南极磷虾品质(陈怡炫等, 2018)。我国从 2009 年

开始对南极磷虾进行大规模的商业化捕捞和加工 

(黄洪亮等, 2015)，但在船载加工技术和设备方面还

比较落后，在南极磷虾贮运与利用方面的研究也比较

薄弱(谌志新等 , 2019)。鹰爪糙对虾(Trachypenaeus 

curvirostris)又称立虾、红虾，体型较小，体长与南极

磷虾相似，是我国黄、渤海产量较高的一种海捕虾类，

味道鲜美，是加工“金钩海米”的原材料(张树德等，

1992)。目前，已有较多关于大宗虾类品种黑变方面

的研究报道，但对南极磷虾黑变以及 PO 性质的相关

研究较少，南极磷虾与普通海捕虾在黑变进程和机制

方面是否存在差异也尚未可知。 

本文选取南极磷虾及鲜活鹰爪糙对虾作为研究

对象，观察 2 种虾在(2±1)℃贮藏过程中的黑变进程，

从头胸部提取到 PO 粗酶并进行了纯化，对 2 种虾 PO

的生化性质进行了对比分析，旨在为南极磷虾冷链

物流过程中的品质控制和死后黑变机理研究等提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验原料与试剂 

南极磷虾由辽宁省大连海洋渔业集团南极磷虾

作业船于 2018 年 11 月在南极海域捕捞，捕后包被冰

衣，–30℃冻藏，2019 年 5 月运抵实验室后，迅速用

流动水解冻，选取完整的南极磷虾进行后续实验。 

鲜活鹰爪糙对虾购于青岛市埠东水产品批发市

场，充氧条件下 30 min 内运送至实验室，剔除死亡

个体，选取体长均一个体(4~5 cm)，流水冲洗后加冰

猝死，进行后续实验。 

L-3,4-二羟基苯丙氨酸、硫酸铵、焦亚硫酸钠、

亚硫酸氢钠、植酸钠、L-半胱氨酸、4-己基间苯二酚

(4-HR)、抗坏血酸、苯甲酸、柠檬酸和乳酸等均为分

析纯，购于美国 Sigma 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  黑变进程观察    将解冻后的南极磷虾与猝

死后的鹰爪糙对虾分别放置于(2±1)℃冰箱中，定期

取样观察其黑变情况。 

1.2.2  PO 粗酶液的制备与部分纯化    参照汪小锋

等(2003)的方法，略有改动。取虾的头胸部按 1∶5 (w/v)

比例加入预先冷却的磷酸盐缓冲溶液(0.1 mol/L, pH 

7.2)，剪碎、均质 30 min 后离心(4℃, 8000 r/min, 

20 min)，取上清液，测定蛋白质含量及酶活力。 

在上清液中缓慢加入固体硫酸铵粉末，并不断搅

拌，分别收集 0~40%、40%~75%和 75%~100%部分

的沉淀。将 3 组沉淀分散于磷酸盐缓冲液(0.1 mol/L，

pH 7.2)中，透析 24 h，离心(4℃, 8000 r/min, 20 min)后

取上清液，分别测定蛋白质含量及酶活力。 

Sephadex G-100 凝胶过滤柱(1.8 cm×75.0 cm)经

磷酸缓冲液(0.1 mol/L, pH 7.2)预平衡后，取 40%~75%

硫酸铵沉淀对应的组分上柱，以 0.5 ml/min 的流速进

行洗脱，检测 280 nm 下的吸光度值，收集蛋白峰对

应的组分，检测酶活力，收集酶活较高的管数，超滤

浓缩后–80℃保存，留待后续实验测定。 

1.2.3  PO比活力测定    参照Zamorano等(2009)的

方法，略有改动。以L-3,4-二羟基苯丙氨酸为底物，

将 2.0 ml磷酸盐缓冲液(0.1 mol/L，pH 7.2)与 2.0 ml 

L-3,4-二羟基苯丙氨酸溶液(20.0 mmol/L)混合，30℃

水浴中孵育，加入待测酶液 0.2 ml混匀，反应 5 min

后，在波长为 475 nm处测定吸光度值。每分钟吸光

度值增加 0.001 定义为 1 个酶活力单位(U)。 

采用双缩脲法测蛋白质含量，计算比活力(U/mg)。 

1.2.4  温度对酚氧化酶活力的影响    将底物与待

测酶液分别在 5℃、10℃、20℃、30℃、40℃、50℃

和 60℃条件下孵育后混合，反应 5 min后测定酶活力。 

1.2.5  pH 对酚 PO 活力的影响    将底物与不同 pH

的缓冲溶液混合，使反应体系的最终 pH 分别为 3.0、

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，30℃水浴中孵育，加

入待测酶液 0.2 ml 混匀，反应 5 min 后测定酶活力。 

1.2.6  化学试剂对 PO 活力的影响     分别配制
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0.1%(w/v)的焦亚硫酸钠、亚硫酸氢钠、植酸钠、L-

半胱氨酸、4-己基间苯二酚、抗坏血酸、苯甲酸、柠

檬酸和乳酸水溶液。将底物溶液与上述溶液 1∶1(v/v)

混合，30℃水浴中孵育，加入待测酶液 0.2 ml 混匀，

反应 5 min 后，在波长为 475 nm 处测定吸光度值，计

算酶活力。以磷酸盐缓冲溶液为对照，计算相对酶活力。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件对数据进行处理，结果以平

均值±标准差 (Mean±SD)表示，P<0.01 为极显著，

P<0.05 为显著，P>0.05 为不显著。 

2  结果与分析 

2.1  南极磷虾与鹰爪糙对虾冷藏过程黑变进程 

由表 1 可以看出，南极磷虾的黑变进程与鹰爪糙

对虾相比更为迅速。冷藏条件下 24 h 时，南极磷虾

的黑变已经非常明显，黑变部位集中在头胸部、腹部

甲壳以及尾节部分，这与长额拟对虾(José-Pablo et al, 

2009)发生黑变的规律类似。鹰爪糙对虾在 72 h 时可

以观察到头胸部、尾节部分有轻微的黑变，之后逐渐

扩散到躯干。鹰爪糙对虾不同个体间的黑变进程略有

差别，这可能与其死前的生理状态有关，虾个体在

底物水平、酶激活因子等方面的差异也会影响黑变的

进程。 

2.2  南极磷虾与鹰爪糙对虾 PO 分离纯化结果 

对 2 种虾 PO 的纯化结果见表 2。南极磷虾 PO

粗酶液的比活力为 1.58 U/mg，经硫酸铵沉淀后，得

到初步纯化酶，其中，40%~75%硫酸铵沉淀组分的蛋

白回收率为 40.67%，酶活回收率高达 67.11%，比活

力提高至 2.61 U/mg，该组分经 Sephadex G-100 凝胶过

滤后，比活力达 27.25 U/mg，纯化倍数提高至 17.22。 

鹰爪糙对虾 PO 粗酶液的比活力为 1.28 U/mg，

略低于南极磷虾，且 PO 活性主要集中在 0~40%硫酸

铵沉淀部分，酶活回收率达 59.55%，这与赵娇等(1997)

发现日本对虾 PO 活性主要存在于 0~40%硫酸铵沉淀

组分中一致。该组分经 Sephadex G-100 凝胶过滤后，

比活力提高至 25.21 U/mg，酶的纯化倍数达到 19.67。 

2.3  温度对 PO 活力的影响 

温度对 2 种虾 PO 活力的影响如图 1。南极磷虾

PO 在 5℃和 10℃条件下，活力极显著高于鹰爪糙对

虾(P<0.01)，这与其在低温储藏时黑变发生更为迅速

的现象一致，最适温度在 30℃左右，50℃以上活力迅

速下降，这可能与南极磷虾生长的环境温度较低，南

极海域海水温度范围在–1.3℃~3.0℃(李莹春等, 2012)

有关。 

鹰爪糙对虾 PO 在低温条件下活力较低，而 50℃

和 60℃下的活力显著高于南极磷虾。鹰爪糙对虾 PO

的最适温度在 40℃左右，这与凡纳滨对虾(鲍俊旺等, 

2019; Nilesh et al, 2011)、中国对虾(樊廷俊等, 2002)

等 PO 的最适温度接近。 
 

 
 

图 1  温度对南极磷虾与鹰爪糙对虾 PO 活力影响 
Fig.1  Effects of temperature on the PO activity of  

E. superba and T. curvirostris 

*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著(P<0.01) 
*: The difference is significant (P<0.05);  

**: The difference is highly significant (P<0.01) 

2.4  pH 对 PO 活力的影响 

南极磷虾和鹰爪糙对虾 PO 随 pH 的变化规律较

为一致，如图 2 所示，最适 pH 均在 6.0~7.0 范围内，

酸性或碱性条件对酶活力都有一定的抑制作用，因

此，南极磷虾在运输过程中提供一个酸性冷冻环境对

其保鲜期延长效果会有帮助。 
 

 
 

图 2  pH 对南极磷虾与鹰爪糙对虾 PO 活力影响 
Fig.2  Effects of pH on the PO activity of  

E. superba and T. curvirostris 
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2.5  化学试剂对 PO 活力的影响 

化学法是抑制虾类黑变最为常见的方法。几种化

学试剂对 2 种虾 PO 活力的影响见图 3。植酸钠、苯

甲酸、柠檬酸和乳酸未表现出明显的 PO 抑制效果。

焦亚硫酸钠和亚硫酸氢钠对南极磷虾和鹰爪糙对虾

PO 均有较好的抑制作用，相对酶活都低于 60%。亚

硫酸盐类在控制虾类黑变中应用广泛(李小蕾等, 2012; 

Ferrer et al, 1989)，其分解后释放的 SO2 可有效抑制

PO 活性，同时，可与黑变的中间产物–醌类化合物发

生反应从而阻断黑变发生，但亚硫酸盐类在使用过程

中往往存在过量使用、残留超标的问题，存在一定的

安全隐患。 

4-HR 表现出很好的 PO 抑制效果，南极磷虾和

鹰爪糙对虾 PO 经 4-HR 处理后，相对酶活力仅有

30.16%和 19.75%。4-HR 可竞争性抑制 PO，有效防

止黑色素的形成(周宇芳等, 2019)。我国曾在 20 世纪

90 年代引进了美国瑞辉公司的“虾鲜宝”产品(殷邦忠

等, 1994)，该产品的主要有效成份即 4-HR，但 4-HR

成本相对较高，限制了其大范围应用推广。 

L-半胱氨酸和抗坏血酸也表现出较好的 PO 活力

抑制效果。抗坏血酸是一种强还原剂，可阻止底物被

氧化成醌类以及醌类进一步聚合成黑色素，从而抑制

黑变。L-半胱氨酸则直接与酶促反应的中间产物–醌

类化合物结合生成无色的硫氢化合物(Soottawat et al, 

2006)，从而阻断黑变的发生。这 2 种化合物均对人

体无毒副作用，在食品安全方面更符合要求。 
 

 
 

图 3  化学试剂对南极磷虾与鹰爪糙对虾 PO 活力的影响 
Fig.3  Effects of chemical reagents on the PO activity of  

E. superba and T. curvirostris 

3  结论 

冷藏条件下南极磷虾与鹰爪糙对虾黑变情况差

异较大，南极磷虾黑变更为迅速，这可能与其生存环

境有关，经过长期的自然选择，南极磷虾更能适应低

温环境，所以其 PO 在低温条件下仍保持较高的活力。

南极磷虾和鹰爪糙对虾 PO 的最适温度分别为 30℃、

40℃，最适 pH 均在 6.0~7.0 范围内，酸性环境能较

好地抑制其酶活，因此，在 2 种虾的运输、保存过程

中，可选择添加一些酸性物质来达到延长其保鲜期的

目的。焦亚硫酸钠、亚硫酸氢钠、4-HR、L-半胱氨酸

和抗坏血酸均表现出较好的 PO 活力抑制效果，适宜

用来配制虾类防黑变保鲜剂。 
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Comparative Analysis of the Biochemical Properties of Phenoloxidase Isolated 
from Euphausia superba and Trachypenaeus curvirostris 

LIN Ruihuan1,2, ZHAO Ling2, CAO Rong2,3①
, LIU Qi2 

(1. College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  200090;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

3. Laboratory for Marine Drugs and Bioproducts, Pilot National Laboratory for  
Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Melanosis is a prominent problem in the transportation and storage of Antarctic krill. In 

order to explore the similarities and differences in the process of melanosis between Antarctic krill and 

common sea shrimps, Euphausia superba and Trachypenaeus curvirostris were selected as research objects. 

A sensory evaluation of the melanosis process of the two shrimps during storage at (2±1)℃ were observed. 

The phenoloxidase (PO) was extracted and purified from the two species, the biochemical properties of 

which were further examined and compared. The results showed that the black spot formation was more 

serious in Antarctic krill under cold conditions at 24 h, and large areas of black spots were concentrated in 

the cephalothorax, abdominal shell, and tail of Antarctic krill. For T. curvirostris, slight black spots were 

observed in the cephalothorax and tail after 72 h, and then gradually spread to the whole body. The crude 

PO solutions of the two shrimp species were purified using ammonium sulfate and filtered through 

Sephadex G-100 gel. The purification fold of the PO solutions of T. curvirostris and E. superba reached 

17.22 and 19.67, respectively. The optimum PO temperature was 30℃ for E. superba and 40℃ for     

T. curvirostris, respectively. The PO activity of Antarctic krill was higher at low temperatures and that of 

sea catch shrimp was higher at high temperatures. The optimum pH was between 6.0 and 7.0 for both 

species. Sodium metabisulfite, sodium bisulfite, 4-HR, L-cysteine, and ascorbic acid can all effectively 

inhibit the PO activity of the two shrimp species. Among these chemical reagents, 4-HR showed the best 

inhibitory effect on PO activity. The findings in this paper may provide a basis for the quality control 

during cold chain logistics of Antarctic krill, and also provide a reference for effectively suppressing 

melanosis in shrimps after death. 

Key words    Melanosis; Euphausia superba; Trachypenaeus curvirostris; Phenoloxidase 
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盐度骤降对近江牡蛎和长牡蛎能量收支的影响* 

霍恩泽 1,2,3  张雯雯 1,2,3  李加琦 2,3  丁敬坤 1,2,3  薛素燕 2,3   

王英朴 2  于文涵 1,2,3  侯  兴 1,2  蒋增杰 2  方建光 2  毛玉泽 2,3①  
(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   
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3. 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，研究了盐度骤降(盐度分别为 10、20，自然海水为对照组)对近江牡

蛎(Crassostrea ariakensis)和长牡蛎(Crassostrea gigas)生理代谢的影响。结果显示，盐度骤降对长牡

蛎和近江牡蛎的耗氧率(OR)、排氨率(NR)、排粪率(FER)均有显著影响(P<0.05)，且 2 种牡蛎对盐

度骤降的响应存在差异。长牡蛎的耗氧率、排氨率、摄食率(IR)和排粪率均在自然海水中最高，低

盐对长牡蛎产生不同程度的胁迫。而近江牡蛎在盐度为 20 时的上述指标显著高于其他盐度处理组。

通过测定不同规格牡蛎的代谢率，建立 2 种牡蛎在不同盐度下的代谢率与规格(湿重)的回归方程，

该方程符合幂指数：Y=aWb。通过归一化处理，比较湿重在 20 g 时，2 种牡蛎的能量分配差异。盐

度为 20 时，近江牡蛎的呼吸代谢较强(呼吸能占 16.1%)，而长牡蛎在自然海水中呼吸代谢较强(呼

吸能占 7.8%)，2 种牡蛎的呼吸代谢均在盐度为 10 时较低，其中，长牡蛎呼吸能仅占 0.7%。研究

表明，盐度骤降对长牡蛎的影响大于近江牡蛎，小幅度的盐度骤降对近江牡蛎的能量代谢有一定的

促进作用。本研究从能量代谢角度，探讨了近江牡蛎和长牡蛎对盐度骤变的响应，可为牡蛎礁修复

工作和养殖生产过程中的品种选择提供参考。 

关键词    盐度；长牡蛎；近江牡蛎；能量收支 

中图分类号 S966   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0132-07 

牡蛎礁被誉为温带地区的“珊瑚礁”，在净化水

体、提供鱼类生境及维持生物多样性等方面均具有重

要的生态功能。近几十年来，过度捕捞、环境污染、

围海造地和病害浸染使世界温带河口和滨海区野生

牡蛎资源量急剧下降，牡蛎礁生境遭到破坏，面积减

小或丧失(Beck et al, 2016; Jackson et al, 2001)，牡蛎

礁生态修复已经成为海洋生态系统保护和恢复的研

究热点。除此之外，地表径流激增引发的河口区海水

盐度骤降，严重威胁区域内牡蛎等贝类的养殖及牡蛎

礁修复。2018~2019 年，降雨和地表径流对山东省潍

abc
图章
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坊小清河口区牡蛎产生重要影响，在降水密集、盐度

降低幅度大的月份，长牡蛎(Crassostrea gigas)的死亡率

高于近江牡蛎(Crassostrea ariakensis)。 

长牡蛎俗称太平洋牡蛎，是一种广温、广盐性双

壳贝类，是我国沿海地区的重要养殖经济贝类。近江

牡蛎广泛分布于我国沿海(北自中朝边界的蜊子江，

南至海南岛)，是我国河口区牡蛎礁的核心种，曾一

度认为在我国北方濒临功能性灭绝。牡蛎具有超强的

过滤功能，被称为海洋工程师，在沿岸带生态保护和

修复中具有重要功能。贝类的生物能量学与其呼吸、

代谢、滤食和摄食等生命活动密切相关，滤水、摄食

和呼吸代谢受水温、饵料浓度等多种环境因子的影

响，是反映滤食性贝类生理状况的重要指标，也是评

估贝类养殖容量的必要参数(包杰等, 2013; Mao et al, 

2006)。盐度是影响滤食性贝类摄食和代谢的一个重

要环境因子，低盐会影响牡蛎的正常生理代谢包括

摄食、免疫活性及生长，甚至引起大规模死亡(宫建文

等, 2019)。本研究从能量代谢角度，探讨了近江牡蛎

和长牡蛎对盐度骤变的响应机制，旨在为牡蛎礁修复

和养殖生产过程中的品种选择提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用牡蛎为 2 龄贝，生物学参数见表 1。长

牡蛎取自桑沟湾牡蛎养殖区，近江牡蛎于 2018 年在

山东省莱州湾海域人工育苗养殖获得。2019 年 6 月

采集 2 种牡蛎，经分离、清洁壳表面污物和附着物后，

放置在桑沟湾楮岛实验基地所属养殖区暂养。实验前

7 d，取回 2 种牡蛎，置于室内水族箱中微流水暂养，

暂养水温为(21.5±0.3)℃，海水盐度为 29.0±0.1。 

1.2  实验设计 

2018~2019 年，在莱州湾小清河河口区，牡蛎礁

恢复工作中监测到降雨和上游河水注入，使该区域盐

度骤降到 10 甚至更低，致使长牡蛎大量死亡。本研

究根据盐度的降低情况，设计了 2 个低盐度梯度，分

别为 10 和 20，自然海水作为对照组(盐度约为 29)，

利用淡水和自然海水不同配比调至所需盐度，使用流

水装置开展实验，随机挑选不同规格的近江牡蛎和长

牡蛎若干。 
 

表 1  2 种牡蛎的生物学数据 
Tab.1  Biological parameters of two species of oyster 

种类 
Species 

壳高 Shell  
height (mm) 

壳长 Shell 
length (mm) 

壳宽 Shell 
width (mm) 

总湿重 Wet 
weight (g)

软体部湿重 
Wet body weight (g) 

软体部干重 
Dry weight of soft tissue (g)

近江牡蛎 C. ariakensis 33.1~89.9 20.74~60.9 8.2~54.8 3.0~57.3 0.24~9.03 0.01~1.46 

长牡蛎 C. gigas 32.8~95.0 19.45~65.9 8.6~30.4 4.0~49.4 0.27~12.11 0.05~2.07 

 

1.3  耗氧率和排氨率测定 

随机选取状态良好的 3 只牡蛎放入 400 ml 的呼

吸瓶中，流水保持水体中溶解氧(DO)充足，待牡蛎壳

张开时即盖上呼吸瓶的盖子，实验持续 2 h。每组实

验中呼吸瓶的水环境与上述盐度设置的水环境相同，

以不加牡蛎的呼吸瓶作为对照，每个盐度处理组设 3

个平行，3 个对照。测定实验前后呼吸瓶中溶解氧和

氨氮(NH4
+-N)的浓度，DO 使用溶氧仪(德国, PreSens, 

OXY-4mini)测定，NH4
+-N 采用次溴酸盐氧化法测定。

根据始末 DO 和 NH4
+-N 浓度的变化计算耗氧率

(Oxygen consumption rate, OR, mg/h) 和 排 氨 率

(Ammonia excretion rate, NR, μmol/h)。实验结束后，

用游标卡尺测量牡蛎的规格(壳长、壳高和壳宽)，称

量湿重，后用解剖刀将软组织与壳分开，测其软体部

湿重，并在 60℃烘箱烘干 48 h 后称软组织干重。按

以下方法计算耗氧率和排氨率： 

OR=(DO0DOt)×V/t 

式中，OR 为归一化后(20 g)的耗氧率，DO0 和

DOt 分别为实验开始和结束时实验水中 DO 的含量

(mg/L)，V 为呼吸瓶容积(L)，t 为实验持续时间(h)。 

NR=(N0Nt)V/t 
式中，NR 为归一化后(20 g)排氨率，N0 和 Nt 分

为空白组与实验组的 NH4
+-N 浓度(μmol/L)。 

氧氮比(O∶N)指呼吸消耗氧原子数与排出氨态

氮原子数之比，按下式计算： 

O∶N=(OR/16×1000)/NR 

1.4  摄食率和排粪率测定 

采用流水装置进行滤水实验(王晓芹等, 2019)。

根据生物沉积法测定滤食性动物滤水率 (周毅等 , 

2002)，每种牡蛎每个盐度处理设置 3 个平行，每个

平行放入 3 只牡蛎，自然海水作为对照(3 个平行)，

实验在 50 L 流水槽中进行，实验时间为 24 h，实验

结束后，收集粪便，分离假粪。测定实验前后水体和

粪便中的总颗粒物浓度(PIM)和颗粒有机物(POM)浓
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度，计算无机颗粒物浓度： 

PIM=TPM–POM 
POM 和 TPM 采用 GF/C 膜过滤，采用灼烧法测

定，详见海洋监测规范(GB 17378-2007)。 
 IFR=IBD  (1) 
 CR=IFR/PIM=IBD/PIM  (2) 
 FR=CR×TPM=IBD×TPM/PIM  (3) 

式中，IFR 和 IBD 为贝类对海水中无机物的过滤速

率和生物沉积速率，CR (Clearance rate)和 FR (Filtration 

rate)分别为滤水率和滤食率。当颗粒物浓度很高以致

引起假粪产生时，摄食率需减去假粪的排出速率。 

1.5  能量代谢测定 

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。C、R、U 和 F 分别通过食

物中 POM、呼吸率、排泄率和粪便中 POM 计算，采

用的能量转换因子为 1 mg POM=20.78 J、1 mg O2= 

14.24 J、1 μmol 氨氮=0.34 J，生长能通过上式计算。 

1.6  代谢率的归一化处理 

由于近江牡蛎和长牡蛎成体个体差异较大，为比

较 2 种牡蛎对盐度骤降胁迫的差异响应，对 2 种牡蛎

的代谢率进行归一化处理。测定不同盐度梯度下，不

同规格的长牡蛎和近江牡蛎单位个体代谢指标(耗氧

率、排氨率、排粪率和摄食率)，建立各代谢指标与

牡蛎总湿重的相关方程，方程符合幂指数函数： 
Y=aWb 

式中，Y 为代谢速率；W 为湿重；a 和 b 为系数。 

对 2 种牡蛎的规格实验进行统计比较，选择湿

重为 20 g 时进行归一化处理，计算 2 种牡蛎在湿重

为 20 g 时的代谢率指标，并通过能量转换因子和贝

类能量收支方程计算呼吸能、排泄能、排粪能和生

长能(见 1.5)，建立不同盐度的能量收支方程。 

1.7  数据分析 

使用 Excel 2013 和 SPSS 18.0 软件进行数据分析

和作图，实验结果采用平均值标准差(MeanSD)表

示，采用单因素方差(One-way ANOVA)进行数据分

析，以 P<0.05 为不同处理组间差异显著。 

2  结果 

2.1  代谢率与体重(湿重)的相关方程 

2 种牡蛎的摄食率、耗氧率、排氨率、排粪率与

总湿重相关，且符合幂指数关系：Y=aWb，相关系数

见表 2。从表 2 可以看出，2 种牡蛎的系数 b 都小于

1，近江牡蛎的系数 b 范围为 0.3669~0.9369，长牡蛎

的系数 b 范围为 0.1954~0.9641。 
 

表 2  不同盐度下 2 种牡蛎代谢率与湿重关系 
Tab.2  Allometric relationships of metabolic rate to wet 

weight of two oysters under different salinity 

近江牡蛎 
C. ariakensis 

长牡蛎 
C. gigas 

代谢率 
Metabolic

rate 

盐度
Salinity

a b a b 

10 0.2715 0.3681 0.4648 0.1954

20 0.2149 0.7278 0.3607 0.3520

摄食率 
Ingestion 

rate (mg/h)
对照组
Control

0.1590 0.8564 0.2916 0.4550

10 0.0112 0.5750 0.0009 0.7417

20 0.0242 0.7858 0.0048 0.8458

耗氧率 
Oxygen 

consumption 
rate (mg/h) 对照组

Control
0.0076 0.8154 0.0123 0.7883

10 0.2789 0.5724 0.3899 0.6857

20 0.3733 0.8797 0.2521 0.8714

排氨率 
Ammonia 

excretion rate
(μmol/h) 对照组

Control
0.2907 0.8218 0.9878 0.4827

10 0.1235 0.3669 0.2750 0.9641

20 0.6524 0.3940 0.2688 0.2847

排粪率 
Feces  

production 
rate (mg/h) 对照组

Control
0.0740 0.9369 0.3439 0.2953

 

2.2  不同盐度对近江牡蛎和长牡蛎呼吸代谢的影响 

根据湿重和耗氧率的相关方程对 2 种牡蛎的耗

氧率进行归一化处理，计算湿重为 20 g 时，2 种牡蛎

的耗氧率(图 1)。从图 1 可以看出，盐度对近江牡蛎和

长牡蛎的耗氧率均有显著影响(P<0.05)。长牡蛎的耗

氧率在盐度为 10 时最低，为 0.008 mg/h，对照组的 
 

 
 

图 1  不同盐度对牡蛎耗氧率的影响 
Fig.1  Effects of salinity on oxygen consumption rate of oysters 

*为同一种牡蛎不同盐度处理组与 

对照组之间差异显著(P<0.05)，下同 
* represents significant difference between treatment groups and 

control group (P<0.05), the same as below 



第 2 期 霍恩泽等: 盐度骤降对近江牡蛎和长牡蛎能量收支的影响 135 

 

耗氧率最高，为 0.13 mg/h。而近江牡蛎的耗氧率在盐

度为 20 时最高，为 0.25 mg/h。 

盐度对近江牡蛎和长牡蛎排氨率的影响差异显

著(P<0.05)，在盐度为 10 和 20 时，长牡蛎排氨率较

低，在对照组中，排氨率达到最大值，为 4.19 μmol/h。

而近江牡蛎的排氨率在盐度为 20 时最高，为

3.98 μmol/h (图 2)。 
 

 
 

图 2  不同盐度对牡蛎排氨率的影响 
Fig.2  Effects of salinity on ammonia excretion rates of oysters 

 

2.3  不同盐度对近江牡蛎和长牡蛎氧氮比(O:N)的

影响  

长牡蛎呼吸排泄的 O∶N 值波动范围为 5.5~9.4 

(图 3)，O∶N 值在盐度为 10 和 20 时相近且低于对照

组；而近江牡蛎不同盐度之间的 O∶N 值均有显著差

异(P<0.05)，在盐度为 20 时，近江牡蛎的 O∶N 值最

大，为 24.2。 
 

 

 
 

图 3  不同盐度对牡蛎 O∶N 的影响 
Fig.3  Effects of salinity on O:N of oysters 

 

2.4  不同盐度对近江牡蛎和长牡蛎摄食率、排粪率

的影响  

盐度对长牡蛎的摄食率和排粪率均具有显著影

响(P<0.05)，近江牡蛎在盐度为 10 和 20 时，摄食率

无显著差异(P>0.05)。长牡蛎在盐度为 10 和 20 时，

摄食率和排粪率均低于对照组，而近江牡蛎的摄食率

和排粪率在盐度为 20 时最高，分别为 1.90 和 0.73 mg/h 

(图 4 和图 5)。 
 

 
 

图 4  不同盐度对牡蛎摄食率的影响 
Fig.4  Effects of salinity on ingestion rates of oysters 

 

 
 

图 5  不同盐度对牡蛎排粪率的影响 
Fig.5  Effects of salinity on feces production rate of oysters 

 

2.5  不同盐度对近江牡蛎和长牡蛎能量收支的影响 

长牡蛎在盐度为 10 时摄食能最低，为 0.37 J/(g·h)，

而近江牡蛎在盐度为 20 时摄食能最高，为 1.97 J/(g·h)，

且近江牡蛎在盐度为 20 时，呼吸能、排泄能、排粪

能及生长余能均达到最大。长牡蛎和近江牡蛎在响应

盐度骤降胁迫时，二者的能量收支差异明显(表 3)。 

3  讨论 

贝类的摄食和代谢受多种环境因子的影响，盐度

是决定海洋贝类分布并影响其生理代谢的重要环境

因子之一(陈丽梅等, 2007)。这是因为贝类属于变渗

透压动物，当盐度发生变化时，需要消耗大量能量用

于维持渗透压平衡，能量分配也发生变化(杜美荣等, 

2007)。盐度主要通过影响海洋贝类的胞内等渗调节、

新陈代谢、消化吸收效率、免疫能力等控制个体的生 
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表 3  不同盐度下长牡蛎和近江牡蛎的能量收支方程 
Tab.3  Energy budget equation of two species of oyster under different salinities 

盐度 Salinity 物种 Species 能量收支方程 Energy budget equation 
长牡蛎 C. gigas 100C=0.68R+7.50U+43.98F+47.84G 10 

近江牡蛎 C.ariakensis 100C=4.98R+2.94U+42.95F+49.13G 

长牡蛎 C. gigas 100C=6.50R+2.01U+51.13F+40.36G 20 

近江牡蛎 C.ariakensis 100C=16.09R+3.42U+43.96F+36.53G 

长牡蛎 C. gigas 100C=7.85R+1.25U+49.52F+41.38G 对照组 Control 
近江牡蛎 C.ariakensis 100C=6.68R+5.80U+50.54F+36.98G 

 
长、发育、数量消长和分布等(许岚等, 2017)。 

3.1  不同盐度下近江牡蛎和长牡蛎归一化处理系数

的变化 

动物的体型关系通常符合异速生长模型，一般符

合幂指数方程：Y=aWb，其中，系数 a 和 b 是由方程

两边分别取对数，再进行线性回归计算，系数 b 被称

为功能常数，系数 a 指单位体重的代谢速率，与种类

有关。最重要的体型关系是呼吸作用，即耗氧量或

CO2 产量，其中，单细胞生物的系数 b 约为 0.66，恒

温动物约为 0.88，变温动物约为 0.69(Kooijman, 1986)。

本研究中，2 种牡蛎的摄食率、耗氧率、排氨率、排

粪率与总湿重的关系均可用幂函数式 Y=aWb 表示，与

Bayne 等(1976、1973)的研究结果相一致，系数 b 的

范围一般为 0.40~0.75。本研究中，近江牡蛎在不同

盐度下，b 值的变化在 0.3669~0.9369 之间，长牡蛎

在不同盐度下 b 值的变化在 0.1954~0.9641 之间。长

牡蛎在盐度为 10 时，摄食率 b 值最低，可能与长牡

蛎在低盐条件下贝壳出现部分或全部关闭现象有关

(Djangmah et al, 1979)，导致单位体重摄食率较低。 

3.2  盐度对近江牡蛎和长牡蛎能量代谢的影响 

盐度是影响贝类生理代谢及其分布规律的环境

因子之一。研究表明，盐度通过影响贝类鳃纤毛运动

(Berger et al, 1997)、心脏跳动、附着力等生理代谢，

进而导致贝类选择性分布。不同贝类对盐度的变化具

有一定的适应范围，过高或过低的盐度都将影响贝类

的正常代谢(吕昊泽等, 2016)。 

本研究中，长牡蛎与近江牡蛎对盐度的适应范围

不同，长牡蛎在自然海水中(盐度约为 29)的代谢率相

对较高，而近江牡蛎在盐度为 20 时的代谢率相对较

高，研究结果与姚托等(2015)对 2 种牡蛎稚贝生长的

研究结果一致。以耗氧率为例，在自然海水中，长牡

蛎耗氧率最大，在盐度为 10 时最低，与王芳等(2003)

对长牡蛎的研究结果一致。在盐度为 15~35 范围内，

长牡蛎耗氧率随盐度的升高而增大，其原因可能是因

为在低盐度条件下，贝壳会出现部分或全部关闭现象

(Djangmah et al, 1979)。本研究也观察到长牡蛎在盐

度为 10 时，出现闭壳和个别个体死亡现象，可能无

法迅速适应骤降的低盐环境，导致代谢紊乱，甚至死

亡，其主要原因是盐度骤变引起海水渗透压的改变超

出了贝类自身调节能力所致(刘志刚等, 2006)。 

O∶N 值的大小反映了动物特定状态下机体脂肪

和糖类与蛋白质分解代谢的比率，可作为机体适应环

境压力的指标(焦海峰等, 2017)。当机体以蛋白质代

谢为主要供能方式时，其代谢产物以氨的形式释放，

O∶N 值较低；如果由脂肪和碳水化合物供能，O∶N

值约为 24。本研究中，盐度为 20 时，对照组中长牡

蛎 O∶N 值较高，盐度降低时，O∶N 值下降，这表

明在低盐环境下，长牡蛎蛋白质代谢比例增大。近江

牡蛎在各盐度处理组的 O∶N 值都低于长牡蛎，可能

是归一化引起的个体差异，但相对于低盐度，其在高

盐度下 O∶N 值更低。 

盐度骤降对近江牡蛎影响的研究相对较少，主要

涉及到个体免疫(Xu et al, 2012)、敌害生物、生态毒

理和倍性等，也有少数研究涉及到其生理特性

(Audemard et al, 2008)。本研究中，近江牡蛎的代谢

率在盐度为 20 时较高，说明该盐度是近江牡蛎较适

宜的盐度，这与姚托等(2015)的研究结果相一致，表

明近江牡蛎的最适盐度范围为 10~25。 

本研究在模拟现场条件下，建立了 2 种牡蛎在不

同盐度下的能量收支方程可以看出，2 种牡蛎在不同

盐度下的能量分配不同，长牡蛎在低盐下呼吸能非常

低，说明受到盐度骤降的胁迫较大，而近江牡蛎在低

盐下的生长能相对较高。本研究采用生物沉积物法建

立能量方程中的生长能相对于自然环境中较高，可能

由于自然海水中饵料浓度相对较低，产生一定误差。

但从能量代谢的角度分析，长牡蛎在自然海水中代谢

速率较高，而近江牡蛎更能适应低盐环境。 
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Effects of Acute Salinity Changes on Energy Budgets of  
Oysters Crassostrea ariakensis and Crassostrea gigas 

HUO Enze1,2,3, ZHANG Wenwen1,2,3, LI Jiaqi2,3, DING Jingkun1,2,3, XUE Suyan2,3,  
WANG Yingpu2, YU Wenhan1,2,3, HOU Xing1,2, JIANG Zengjie2, FANG Jianguang2, MAO Yuze2,3①

 
(1. College of Fisheries and Life Science, Ocean University of Shanghai, 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 of Marine Ecology and Environmental Science, Pilot National 
Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    The restoration of oyster reefs is a hot issue and has being attracting the attention of 
researchers worldwide. Crassostrea gigas and C. ariakensis are two important species that build up oyster 
reefs; however, the population dynamics of these two species in low-salinity estuaries are not the same. 
We used experimental ecology methods to study the effects of acute lowered salinity (10 and 20, with 
natural seawater about 29 as a control) on the variations in the physiological metabolism of C. gigas and 
C. ariakensis. The results showed that acute lowered-salinity incubation significantly affected the oxygen 
consumption rate, ammonia excretion rate, and feces production rate of these two oysters (P < 0.05), but 
the responses of these two species were also different. The highest oxygen consumption rate, ammonia 
excretion rate, feeding rate and feces production rate of C. gigas were found in the control group, which 
indicated that a decrease in salinity impacted the metabolism of this species. However, C. ariakensis 
showed better metabolic parameters at salinity 20 than that in the other two groups. To normalize the 
metabolic rate of oysters with a broad range of wet weights, a regression equation for the metabolic rate to 
wet weight was established: Y=aWb. The wet weight (20 g) was used for the comparison after 
normalization. At salinity 20, the respiration rate of C. ariakensis was strong, and the respiration energy 
accounted for 16.1% of the total energy consumption, while C. gigas showed a stronger oxygen 
consumption rate in natural seawater (respiratory energy accounted for 7.8% of the total energy 
consumption), and a lower oxygen consumption rate at salinity 10 (respiratory energy accounted for 0.7% 
of the total energy consumption). Our results indicated that the acute lowered-salinity incubation had a 
more significant influence on C. gigas than C. ariakensis, and a low-level reduction in salinity can even 
promote the energy metabolism of C. ariakensis. From the perspective of energy metabolism, this study 
explored the response of C. gigas and C. ariakensis to acute reductions in salinities, and provided 
references for oyster reef restoration, selective breeding, and aquaculture. 
Key words    Salinity; Crassostrea gigas; Crassostrea ariakensis; Energy budget 
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背角无齿蚌稚蚌的生长和发育研究* 

郑浩然 1  陈修报 2  刘洪波 2  杨  健 1,2① 
(1. 南京农业大学无锡渔业学院  无锡  214081; 2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心   

中国水产科学研究院长江中下游渔业生态环境评价和资源养护重点实验室  无锡  214081) 

摘要    背角无齿蚌(Anodonta woodiana)为具有食用、育珠、净水及生物监测等重要经济和生态价

值的淡水双壳贝类。为把握其早期生活史过程中形态变化、器官发育和生长速率的特征，本研究对

从脱落后第 1~30 天稚蚌期的个体开展了连续性、系统性的研究。结果显示，在稚蚌 1~30 d 的生长

过程中，铰合部的前缘和后缘向上突起，壳顶相对向内收缩，前端生长迅速、向外侧扩展，后端向

腹缘方向生长，而腹缘相对向后端生长。第 1 天，稚蚌出现了斧足；第 4 天，内脏团较为明显；第

10 天，鳃清晰可见，前、后闭壳肌已经形成；第 15 天，肠道和心脏清晰可见；第 20 天，进水管

和出水管形成；第 25 天以后，稚蚌的器官已经全部发育完成。壳长、壳高和年龄之间呈指数型相

关关系，壳长与壳高之间呈正异速生长关系。上述结果可为背角无齿蚌的人工繁育、种质资源保护

和种群恢复以及有效开发、利用其为水污染监测专用指示生物等工作提供理论指导。 

关键词    背角无齿蚌；稚蚌；形态；器官；生长；指示生物 

中图分类号 Q174   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0139-08 

背角无齿蚌(Anodonta woodiana)是起源于我国黑

龙江和长江流域的一种淡水双壳贝类(Demayo et al, 

2012)。其不仅具有食用、育珠等传统的水产经济价

值，而且具有净水、监测水体污染等重要生态价值(Liu 

et al, 2008; Yang et al, 2008; Chen et al, 2012; 孙珊等, 

2017)。特别是该蚌已被筛选为“淡水贝类观察”研究

体系的专用指示生物和模式动物(杨健等, 2005; 杨健, 

2015)，分别应用于水污染的被动监测(刘洪波等, 2009; 

Bian et al, 2009; Liu et al, 2010)、主动监测(陈修报等, 

2014; Chen et al, 2019)和毒理学研究(陈修报等, 2017; 

Liu et al, 2018)。值得注意的是，由于人类活动对水

域生态环境的破坏，野生背角无齿蚌的资源量正急剧

减少(董志国等, 2004)，因此，迫切需要有效的人工繁

养增殖和自然种群复壮。 

稚蚌是指钩介幼虫从宿主鱼身上破囊脱落下来

的幼体(常亚青, 2007)。背角无齿蚌稚蚌阶段的死亡

率最高，是决定其人工繁养成败的关键时期(苏彦平

等, 2014)。虽然，闻海波等(2006)报道了圆背角无齿

蚌(Anodonta woodiana pacifica)刚脱落(第 1 天)和生

长第 6 天的稚蚌形态特征。徐良等(2016)初步研究了

背角无齿蚌 30 d 稚蚌的壳长等生长状况。刘士力等

(2009a)对背角无齿蚌稚蚌形态进行了较为详细的记

录，并对壳长的生长特征进行了研究。Chen 等(2015)

在人工繁养背角无齿蚌稚蚌的研究中取得突破。然

abc
图章
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而，以上报道都未对稚蚌的形态、器官及生长动态等

进行连续性、系统性的研究。本研究通过连续采集背

角无齿蚌稚蚌(1~30 d)的个体样本，探究和掌握其形

态变化、器官发育和个体生长等方面的特征，以期为

其人工繁养、种质资源保护、自然种群恢复及水污染

监测指示生物群体的建立、开发和利用提供理论支撑

和技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

背角无齿蚌的人工繁育在中国水产科学研究院

淡水渔业研究中心南泉养殖基地进行。2019 年 5 月

中旬，从成熟母蚌中人工获取钩介幼虫，并选用黄颡

鱼 (Pelteobagrus fulvidraco)作为寄生鱼 (Chen et al, 

2015)，在稚蚌脱落高峰时将其转移至自主研发的立

体循环水淡水贝类繁育系统(LFER-FWMW-1901 型，中

国水产科学研究院淡水渔业研究中心)进行培育。每

天 16:00~17:00 进行稚蚌的采集，连续采集 30 d，每

次在同一培育池中随机采集 30 个稚蚌。 

1.2  形态结构分析 

应用光学显微镜(BX-51 型, Olympus, 日本)和连

续变倍体视显微镜(XTL-3400 型, 上海精密仪器仪表

有限公司)观察、记录其形态和器官发育情况。拍照

并用测量软件(Olympus, 日本)测定壳长和壳高。利用

tpsdig2软件(闫宝荣等, 2010; 姜涛等, 2011)对拍摄好

并经过处理的稚蚌形态建立的地标点(图 1)，获取地标

点的坐标值，建立地标点数据文件。随后，使用 tpsRelw

计算平均型，并用 tpsRegr 根据稚蚌的平均型对不同

阶段稚蚌进行薄板样条分析并绘制网格图。 

1.3  生长分析 

利用绝对生长率(AGR)(Mohamed et al, 2006)和 
 

 
 

图 1  稚蚌所选定的形态学地标点示意图 
Fig.1  Landmark points for morphological measurements  

of the A. woodiana juvenile 

相对生长率(IGR)(Hopkins et al, 1992)比较稚蚌的生

长速率： 

AGR=(Lt–Li)/t 

式中，Li 为初始长度，Lt 为在 t 时刻的最终长度。 

IGR=(lnt–lni)/t 

式中，lni 为初始长度的自然对数，lnt 为在 t 时

刻长度的自然对数。 

通过对数据进行线性函数拟合来分析壳长和壳

高之间的关系(Kovitvadhi et al, 2009)： 

LogY=Logb + aLogX 

式中，LogY 和 LogX 为指壳长、壳高的对数，

Logb 为截距，a 为斜率。线性回归得到的 a 值显示

生长是等速的(a=1)还是异速的(负异速：a<1；正异

速：a>1)。变量之间的关联程度由相关系数(R2)计算

得出。 

1.4  统计分析 

应用 SPSS 23.0 和 Excel 2010 进行数据分析。选

定相关系数(R2)为最大值的函数关系式作为最佳回归

曲线(姚建平等, 2018; 徐大凤等, 2019)；利用形态地标

点法(闫宝荣等, 2010; 姜涛等, 2011)分析稚蚌的形态

变化；应用独立样本 t 检验分析壳长和壳高的绝对生

长率、相对生长率之间的差异。P<0.05 表示相关性或

差异水平显著。 

2  结果 

2.1  形态变化 

稚蚌的形态变化见图 2。第 1 天，稚蚌的外部形

态类似于成熟的钩介幼虫 (图 2A)，壳钩依然存在    

(图 2B)；第 4 天，稚蚌的内侧已长出 1 对新壳，壳钩

完全退化，双壳可完全闭合(图 2C)；第 10 天，稚蚌

分泌形成的新贝壳的生长轮清晰可见，前、后端分化

明显(图 2D)；第 15 天，稚蚌的前后端增长显著，呈

椭圆形，铰合部呈直线生长(图 2E)；第 20 天，稚蚌

的铰合部前缘和后缘开始向上生长(图 2F)；第 25 天，

稚蚌的背角开始形成(图 2G)；第 30 天，稚蚌的形

态已趋于成体(图 2H)。  

使用 tpsRegr 软件将不同日龄稚蚌的差异可视

化，进行网格变形分析后获得网格变形图(变异扩大 

3 倍)(图 3)。从图 3 可以看出，在稚蚌 1~30 d 的生长

过程中，铰合部的前缘和后缘(1、3 地标点)向上突起，

壳顶(2 地标点)相对向内收缩，中轴线前端(4 地标点)

生长迅速、向外侧扩展，中轴线后端(5 地标点)向腹

缘方向生长，腹缘(6 地标点)相对向后端生长。 
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图 2  背角无齿蚌稚蚌的生长发育形态 
Fig.2  Morphological development of early juvenile A. woodiana 

A：第 1 天；B：第 1 天壳钩；C：第 4 天；D：第 10 天；E：第 15 天；F：第 20 天；G：第 25 天；H：第 30 天 

f：斧足；h：壳钩；vm：内脏团；g：鳃；aa：前闭壳肌；pa：后闭壳肌；he：心脏； 

i：肠道；ea：出水管；ia：入水管；aw：前背角；pw：后背角 
A: 1st day; B: The hook of 1st day juvenile; C: 4th day; D: 10th day; E: 15th day; F: 20th day; G: 25th day; H: 30th day 

f: Foot; h: Hook; vm: Visceral mass; g: Gill; aa: Anterior adductor; pa: Posterior adductor; he: Heart; i: Intestine;  
ea: Exhalant aperture; ia: Inhalant aperture; aw: Anterior wing; pw: Posterior wing 

 

 
 

图 3  背角无齿蚌稚蚌形态的网格变形图(变异扩大 3 倍) 
Fig.3  Morphological grid deformation for early juvenile 

 A. woodiana (variation enlarged 3 times) 

 

2.2  器官发育 

第 1 天，稚蚌最明显的特征是出现斧足，可自由

爬行(图 2A)；第 4 天，稚蚌的内脏团较为明显(图 2C)；

第 10 天，稚蚌内脏团和鳃均清晰可见，前、后闭壳

肌已经形成(图 2D)；第 15 天，稚蚌的肠道和心脏清

晰可见(图 2E)；第 20 天，稚蚌鳃的外端与外套膜逐

渐愈合，形成进水管和出水管(图 2F)；第 25 天(图 2G)

和第 30 天(图 2H)，稚蚌的器官已全部发育完成。 

2.3  生长特征 

表 1 为背角无齿蚌第 1~30 天的形态测定结果。

第 1 天，稚蚌的壳长为(0.257±0.007) mm，壳高为

(0.291±0.011) mm；第 15 天，稚蚌的壳长为(1.399± 

0.128) mm，壳高为(0.933±0.115) mm；第 30 天，稚 

表 1  背角无齿蚌第 1~30 天稚蚌的形态变化 
Tab.1  Variation of morphological morphometrics from  

1~30 day-old juvenile A. woodiana 

日龄 
Day age

壳长 Shell 
length (mm)

壳高 Shell 
height (mm) 

壳长/壳高 Shell 
length/Shell height

1 0.257±0.007 0.291±0.011 0.883 
2 0.265±0.012 0.296±0.012 0.895 
3 0.291±0.019 0.306±0.020 0.950 
4 0.326±0.025 0.331±0.024 0.985 
5 0.375±0.036 0.349±0.023 1.074 
6 0.463±0.081 0.374±0.057 1.238 
7 0.586±0.055 0.406±0.040 1.443 
8 0.631±0.107 0.454±0.059 1.390 
9 0.741±0.107 0.529±0.077 1.401 

10 0.857±0.130 0.614±0.083 1.396 
11 0.984±0.136 0.667±0.069 1.475 
12 1.181±0.151 0.781±0.093 1.512 
13 1.261±0.130 0.876±0.083 1.439 
14 1.365±0.130 0.910±0.113 1.500 
15 1.399±0.128 0.933±0.115 1.499 
16 1.479±0.199 0.955±0.133 1.549 
17 1.626±0.256 1.060±0.170 1.534 
18 1.651±0.312 1.089±0.197 1.516 
19 1.806±0.357 1.146±0.227 1.576 
20 1.998±0.413 1.262±0.241 1.583 
21 2.070±0.276 1.304±0.156 1.587 
22 2.297±0.322 1.443±0.185 1.592 
23 2.418±0.279 1.613±0.137 1.499 
24 2.807±0.607 1.738±0.341 1.615 
25 3.170±0.732 1.917±0.327 1.654 
26 3.846±0.894 2.162±0.591 1.779 
27 4.326±0.706 2.477±0.337 1.746 
28 4.881±1.123 2.816±0.584 1.733 
29 5.494±1.111 3.167±0.613 1.735 
30 5.746±1.191 3.288±0.657 1.748 
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蚌的壳长为(5.746±1.191) mm，壳高为(3.288±0.657) mm。

背角无齿蚌稚蚌壳长、壳高与日龄之间均呈指数型相

关关系(图 4)。 
 

 
 

图 4  背角无齿蚌稚蚌壳的形态与日龄之间的关系 
Fig.4  Relationships between shell morphology and  

day age of early juvenile A. woodiana 
 

第 1、15 和 30 天稚蚌的壳长与壳高比分别为

0.883、1.499 和 1.748。壳长和壳高比在第 26 天达到

最高值(1.779)(表 1)。稚蚌壳长的绝对生长率明显高

于壳高的绝对生长率(P<0.05；图 5a)。壳长绝对生长

率的峰值(0.676)在第 26 天出现；壳高绝对生长率的

峰值(0.351)出现在第 29 天。壳长的相对生长率也明

显高于壳高的相对生长率(P<0.05)，壳长相对生长率

的峰值出现在第 10 天，达 0.151；壳高相对生长率的

峰值出现在第 13 天，达 0.092(图 5b)。壳长和壳高之

间呈正异速(a>1)生长，即壳长比壳高增长得快(图 6)。 

3  讨论 

3.1  形态变化 

一般来说，通过传统形态学方法来了解生物生长

发育较为简便、直观、成本低，但其结果可能会受到

不够客观或不够精确的限制。本研究采用的地标点法

能较灵敏地把握水生动物(特别是甲壳类、软体动物 

 
 

图 5  背角无齿蚌稚蚌壳长、壳高的生长率 
Fig.5  Growth rate of shell length and height  

of early juvenile A. woodiana 
 

 
 

图 6  背角无齿蚌稚蚌壳长和壳高之间的生长关系 
Fig.6  Relationship between Log L and Log H  

of early juvenile A. woodiana 

 
和鱼类)的形态变化(陈新军等, 2013)。该法主要优点

是可将研究对象的形状作为变量来进行比较，从而找

出形态学观察中难以发现的形态变化特征 (Urban, 

2002)，并且以图形化的方式更加直观地再现形态差

异，清晰展现稚蚌形态变化的趋势(Ponton, 2006)。在

本研究中，选择稚蚌的壳顶、铰合部前缘后缘、中轴 
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线前端后端等 6 个特征点作为地标点，1、2、3、5 为

Ⅰ型地标点，4、6 为Ⅲ型地标点(图 1)。其中，壳顶

(2 地标点)、稚蚌前端(4 地标点)和腹缘(6 地标点)在

形态变化中最明显(图 3)。壳顶是原钩介幼虫的双壳

所在位置，是形成新贝壳的中心点。壳顶(2 地标点)

相对向内收缩，提示壳顶的形成可能是钩介幼虫双壳

退化和稚蚌贝壳增长的双重作用引起的。稚蚌壳前端

(4 地标点)显示出明显的近乎水平向外侧生长的趋

势，表明该部分是决定稚蚌形态生长方向的重要因

素，且生长速率较快。腹缘(6 地标点)相对向后端生

长，值得注意的是，腹缘是稚蚌壳钩的所在位置，这

可能与稚蚌生长过程中壳钩退化有关。壳钩是钩介幼

虫附着寄生鱼类、完成寄生过程的主要器官(陈修报

等, 2011)。传统观点认为，刚脱落的稚蚌壳钩就已经

退化 (陈修报等 , 2010; 王宏等 , 2007)。刘士力等

(2009a)观察到刚脱落的稚蚌壳钩并没有退化，但对其

具体退化时间没有详细记录。本研究首次发现虽然

稚蚌壳钩的大小相对于钩介幼虫时期明显变小，但

直到第 4 天才完全退化；且在第 1~4 天，双壳由于壳

钩的存在而无法紧密闭合。另外，在第 4 天之前，稚

蚌的鳃尚未发育完全(图 2)，还不能完全进行自主呼

吸；故认为，稚蚌壳钩的“延迟”退化可能与维护蚌

体的呼吸效率有关。 

3.2  器官发育 

本研究中，背角无齿蚌稚蚌的大部分器官出现的

时间与先前的研究较一致(Chen et al, 2015)，即第1天

观察到斧足，第4天观察到内脏团，第10天观察到鳃

和闭壳肌，第15天观察到肠道和心脏，第20天观察到

进水管和出水管。然而，与其他淡水贝类相比具有明

显差异性。例如，淡水帆蚌属贝类Hyriopsis myersiana

的鳃直到第13天才完全发育成熟，100 d后进水管和出

水管才完全发育成熟(Kovitvadhi et al, 2009)；三角帆

蚌(Hyriopsis cumingii)的鳃直到第15天才完全发育成

熟，27 d后才出现进水管和出水管(刘士力等, 2009b)。

鳃是淡水贝类的呼吸器官，进水管和出水管则是促进

摄食的重要器官(陈修报等, 2011)。背角无齿蚌稚蚌相

关器官的出现时间均明显早于H. myersiana和三角帆

蚌，提示前者呼吸和摄食的需求较早。 

3.3  生长特征 

刘士力等(2009a)研究显示，背角无齿蚌稚蚌壳长

与日龄之间呈三次函数(L=370.11–32.66t+14.27t2– 

0.15t3, R2=0.9526)生长，而本研究发现，背角无齿 

蚌 1~30 d 稚蚌的壳长与日龄之间呈指数型相关关系

(L= 0.2577e0.1245t, R2=0.9801)(图 4a)。前者是每 5 d 测

定 1 次稚蚌规格，而本研究是每天采样进行连续测

定，因此，本研究拟合的生长关系更精准地反映稚蚌

的生长特征(R2 更接近于 1)。本研究首次阐明了稚蚌

壳高与日龄的关系(图 4b)，壳长和壳高的绝对、相对

生长率(图 5)及二者的关系(图 6)。刘士力等(2009b)

研究发现，刚脱落的三角帆蚌稚蚌的平均壳长为

0.221 mm，平均壳高为 0.249 mm，其规格小于刚脱

落的背角无齿蚌稚蚌(平均壳长为 0.257 mm，平均壳高

为 0.291 mm)。此外，背角无齿蚌稚蚌生长速度比三

角帆蚌快。需要关注的是，背角无齿蚌壳长、壳高的

绝对生长率和相对生长率的峰值及达到峰值的时间

是不同的，而相对生长率更加准确的反映出稚蚌生长

发育的关键时期(如在峰值出现期，正是稚蚌鳃和心

脏等关键器官的发育期)，因此，建议在背角无齿蚌

人工繁养过程中根据相对生长率适时调整繁养对策。 

背角无齿蚌稚蚌的壳长和壳高呈正异速生长关

系(a>1，即壳长比壳高增长得更快)(图 6)，这与壳长

和壳高的比值相一致(表 1)。通过比较可发现，刚脱

落的背角无齿蚌和三角帆蚌的壳长/壳高比值相近，均

为 0.9 左右(刘士力等, 2009a、2009b)。随着日龄的增

加，背角无齿蚌稚蚌前后两端的生长速度更快，30 d

稚蚌的壳长/壳高比值为 1.7 (表 1，图 6)，形状类似

于椭圆形；而三角帆蚌 30 d 稚蚌的壳长约为 2 mm，

壳高约为 1.5 mm，壳长/壳高比值为 1.3 (刘士力等, 

2009b)，形状向三角形演变(刘士力等, 2009b; 孙朝虎

等, 2019)，表明背角无齿蚌稚蚌的生长(特别是壳长)

速度相对更快。作者认为这是由二者的种间差异造成

的。淡水贝类中，基于壳长和壳高间生长关系(包括

壳长和壳高的比值)的差异是否具有种类鉴别的潜力

尚待进一步确证。 

4  结论 

本研究较为连续而系统地研究和阐释了背角无

齿蚌 1~30 d 稚蚌的形态变化、器官发育及生长速率

的特征。稚蚌形态变化的总体特征为铰合部的前缘和

后缘向上突起，壳顶相对向内收缩，前端生长迅速、

向外侧扩展，后端向腹缘方向生长，而腹缘相对向后

端生长。稚蚌器官发育形成的先后顺序可能是斧足、

内脏团、鳃、闭壳肌、心脏、肠道、进水管和出水管，

直至最后发育完全。稚蚌生长的特点表现在壳长、壳

高与日龄之间均呈指数型相关关系，生长速率呈前期

快、后期慢的生长特征，且壳长与壳高为正异速生长

关系。上述结果将为破解人工繁育过程中稚蚌期死亡
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率高的“瓶颈”提供思路，也可为背角无齿蚌的种质

资源保护、自然种群恢复及水污染监测指示生物群体

的建立、开发和利用提供理论支撑和技术基础。 
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Growth and Development of the Early Juvenile Anodonta woodiana 
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Abstract    The freshwater mussel Anodonta woodiana is a freshwater bivalve with important 

economic and ecological values, e.g., as a food source or for pearl cultivation, water purification, and 

aquatic biological monitoring. In order to understand the morphological change, organ development, 

and growth rate characteristics of A. woodiana during its early life stages, relevant studies were 

conducted on 1~30-day-old juveniles. From the 1 to 30-day stages, the leading and trailing edges of 

the hinge for the juveniles were raised upward. The umbo was contracted relatively inward. The 

anterior grew rapidly and extended outwards, but the posterior grew toward the ventral edge. The 

ventral edge grew toward the ventral edge. The most obvious feature in the one-day-old juveniles was 

the appearance of a mobile foot. The visceral mass was more obvious in 4-day-old juveniles. At 10 

days old, the gills were clearly visible, and the anterior and posterior adductors were formed. The 

intestine and heart were obviously visible in 15-day-old juveniles. The incurrent and excurrent 

siphons had been formed in 20-day-old juveniles. For the 25-day-old juveniles, the organs were fully 

developed. The shell length, height, and age grew exponentially, and the shell length and height grew 

at a positive allometry. These results can provide theoretical guidance for the artificial breeding of A. 

woodiana, its germplasm resource protection and population restoration, and the effective 

development and utilization of this bivalve as a special indicator for aquatic pollution biomonitoring. 

Key words    Anodonta woodiana; Juvenile; Morphology; Organ; Growth; Bioindicator 
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枯草芽孢杆菌对氨氮应答的转录组及 sRNA 分析* 

郑  姚 1  吴开年 1  王  利 1①  魏  勇 2 
(1. 西南民族大学  青藏高原动物遗传资源保护与利用教育部和四川省重点实验室  成都  610041； 

2. 四川省畜牧科学研究院  成都  610041) 

摘要    为探索枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)脱氮的分子机制，筛选枯草芽孢杆菌对氨氮的分子生

态学应答相关候选基因及 small RNA(sRNA)，本研究对处于富含氨氮环境和对照组的枯草芽孢杆菌

R47 进行原核链特异性转录组及 sRNA 分析，并采用 Real-time PCR 方法检测差异表达基因的相对

表达量。结果显示，平均每个测序样本得到约 1.40×107 条 reads。对照组与处理组 DESeq2 分析得

到 3918 个差异表达基因，并富集在 KEGG 数据库中的 176 个信号通路，其中，包括 8 个与适应富

含氨氮环境相关的信号通路(细菌双组分系统通路、精氨酸生物合成、嘌呤代谢等)，同时发现，epsA、

tasA、sinR、glnR、glnA、tnrA 和 ureABC 基因可能参与枯草芽孢杆菌对氨氮的应答过程。经 sRNA

分析获得已注释的枯草芽孢杆菌 sRNA 62 条。对 sRNA 靶基因的分析结果显示，其有 3960 个对应

的潜在靶基因，主要参与碳水化合物运输和新陈代谢、氨基酸转运和代谢、转录过程，其中，

sRNA2073 和 sRNA2182 对应的靶基因分别为 sinR 和 tnrA。Real-time PCR 结果显示，argH、codY、

argG、glnA 和 glnR 基因的相对表达量变化与转录组测序结果一致。本研究为进一步探究枯草芽孢

杆菌污水脱氮的分子机理提供参考数据。 

关键词    枯草芽孢杆菌；氨氮应答；转录组；差异表达基因；sRNA 分析 

中图分类号 Q933   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0147-08 

生活污水排放量的剧增、部分工厂未正确处理工

业废水等原因使水体中含氮有害物质积累，导致水体

氨氮污染，这对水生生物的生存造成威胁(Liu et al, 

2004)。因此，水体净化已是养殖业的关注焦点，当

前主要提倡微生物脱氮，以微生物作为生态调节剂来

维持水生态平衡，不仅效率高、成本低，而且不易造

成二次污染(康传磊等, 2018)。 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)为革兰氏阳性菌，

其抗逆性强、环境兼容性好，优异的蛋白质分泌功能

使其成为生产抗生素、药用蛋白和工业酶的重要宿

主(Kewcharoen et al, 2019; 王成强等, 2019)。枯草芽

孢杆菌因具有多种优良特性而在水产养殖中得到广

泛应用。枯草芽孢杆菌 HAINUP40 可降低模拟废水

及养殖废水水体中氨氮含量，是净化水质的一种良

好生物制剂(刘树彬等, 2018)。枯草芽孢杆菌对氨的

利 用 途 径 为 谷 氨 酰 胺 合 成 酶 / 谷 氨 酸 合 成 酶
(Glutamine synthetase/glutamate synthase, GS/GOGAT)
途径(Magasanik, 1982)。本研究以枯草芽孢杆菌 R47 为

研究对象，以(NH4)2SO4 作为水体氨氮污染来源，模拟

富含氨氮污水，采用高通量测序技术建立富含氨氮条

abc
图章



148 渔   业   科   学   进   展 第 42 卷 

 

件下枯草芽孢杆菌转录组数据库，初步筛选参与枯草

芽孢杆菌响应富含氨氮环境的相关基因及通路，为进

一步探究其对氨氮应答的分子机制提供数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

枯草芽孢杆菌 R47 分离于鲫鱼(Carassius auratus)

粪便，保存于西南民族大学青藏高原动物遗传资源保

护与利用教育部和四川省重点实验室。 

1.2  枯草芽孢杆菌 R47 对氨氮的应答实验 

将枯草芽孢杆菌 R47 接种于 LB 液体培养基，37℃

培养，待菌液浓度达 1.4×108 CFU/ml 时，取 10 ml

菌液加入 100 ml 水样中，分别于 6、18 和 24 h 取样，

根据水质检测试剂盒(杭州陆恒生物科技有限公司)操

作指南测定氨氮含量(mg/L)。 

1.3  转录组测序分析 

1.3.1  测序样品制备及测序    以(NH4)2SO4 为氨氮

污染来源，模拟富含氨氮污水。将枯草芽孢杆菌 R47

接种于 LB 液体培养基，37℃培养，待菌液浓度达

1.4×108 CFU/ml 时，向 LB 液体培养基中添加

(NH4)2SO4，对照组(C)和处理组(T)的(NH4)2SO4 浓度

分别为 0 和 40 mmol/L，37℃ 180 r/min 培养 24 h 后，

4℃ 12000 r/min 离心 2 min，收集菌体沉淀，–80℃

中保存。每个样品 3 个生物学重复。参照细菌总 RNA

提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)提取 2 组细

菌总 RNA ，经 NanoDrop ND-1000 核酸检测仪

(LabTech, 美国 )检测 RNA 的浓度与纯度。基于

Illumina 二代高通量测序平台(HiSeq 4000)测序，由上

海美吉生物医药科技有限公司完成。 

1.3.2  转录组数据处理与分析    将质控后的原始

数据，即 Clean data，与参考基因组使用软件 Bowtie

进行比对，获得用于后续分析的 Mapped data，同时，

对本次转录组测序的比对结果进行质量评估，Reads

在参考基因组不同区域分布以及 Reads 在不同染色

体分布分析，以此获得各样品 Reads 的比对效率和

Reads 在基因组上的位置信息。比对参考基因组进行

基础功能注释，基于蛋白序列与 NR 库(Non-Redundant 

Protein Database)、Swiss-prot 库(Swissprotein sequence 

database)、Pfam 数据库、COG 数据库 (Cluster of 

Orthologous Groups of proteins)和 KEGG 数据库(Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) 6 大数据库进行比

对，得到相应的功能注释信息，综合 NR、Swiss-Prot、

KEGG、COG 和 Pfam 数据库的注释结果，选择最佳

的 Unigene 进行分析。利用软件 RSEM(RNA-Seq 

expression estimation by Expectation-Maximization)以

TPM 为定量指标对基因的表达水平进行定量分析。

基于负二项分布的 DESeq2 软件对 Raw counts 进行组

间表达差异的基因统计分析，标准为对比组样品间表

达倍数(Fold Change)≥2 和错误发现率(False Discover 

Rate，FDR)<0.05&|log2
FC|>1。采用软件 Goatools 对

差异表达基因进行 GO 和 KEGG Pathway 富集分析，

预测其可能参与的生物学过程和功能。 

1.3.3  small RNA(sRNA)分析    采用软件 Rockhopper

获得 sRNA 预测结果后，使用 Blast 及公共数据

sRNAMap、sRNATarBase、SIPHT 及 Rfam 资源对鉴

定到的 sRNA 进行注释。采用 RNAplex 和 IntaRNA

分别对 sRNA 靶基因预测，然后对潜在靶基因的功能

进行分析。 

1.4  实时荧光定量 PCR 分析 

使用 PrimeScriptTM 1st strand cDNA Sythesis Kit

试剂盒(TaKaRa 公司)制备 cDNA。选择了 5 个差异表

达基因，以高水平、恒定表达的 16S rDNA 基因为内

参基因，设计特异性引物(表 1)。以合成的 cDNA 为

模板，使用 TB GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒

(TaKaRa 公司)进行实时荧光定量分析，检测其 mRNA

水平的相对表达量，采用 2–∆∆Ct 法分析结果。Real-Time 

PCR 结果与转录组测序数据结果均以|Log2
FC|表示。 

 
表 1  Real-Time PCR 引物 

Tab.1  Primers of Real-Time PCR 

基因 Gene 正向引物 Forward primer (5′~3′) 反向引物 Reverse primer (5′~3′) 

argH GCAGAGGAGGGAGCATTG AGTCGCCACCTGGTCATT 

argG AATCTTGACAGCCCGTAT AAGCGAGTAGGAAACACC 

glnA GAGCCAACGCTTGAACTAAA TCGTGTTGACCAGGTGCTAC 

glnR GCCGCTCAATGCCTTTAT CCTTGTTCTATCAGGTGCT 

codY AACAGTTGTCGGAATGGA TAACAGAACGGGTAATGC' 

16S rDNA GTAGTCCACGCCGTAAACGA CGAATTAAACCACATGCTCCA 
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2  结果 

2.1  枯草芽孢杆菌 R47 对氨氮的应答 

枯草芽孢杆菌菌株 R47 对氨氮的应答实验结果

显示，在 6 h 后水样中氨氮含量从 0.8 降至 0.01 mg/L，

18 和 24 h 后，水样中氨氮含量也均维持在 0.01 mg/L，

这表明枯草芽孢杆菌 R47 可明显降低氨氮含量，可能

存在同化吸收作用。 

2.2  转录组测序数据拼接与组装 

平均每个测序样本得到约 1.40×107 条 reads。质

控后碱基错误率(Clean Error Rate)为 0.01%，碱基质

量值大于 20 的占 99.24%，大于 30 的占 97.55%，GC

含量为 43.51%。以上结果显示，转录组测序结果质

量较高。将各样本比对到参考基因组上的 Reads 

(Mapped Reads)占 Clean Reads 的百分比均大于 80%，

表明所选参考基因组组装可以满足信息分析的需求。 

2.3  Unigene 的功能注释 

分别基于 NR、Swiss-prot、Pfam、COG、GO 和

KEGG 数据库进行总 Unigene 注释，注释到 NR 库的

基因占比最高，高达 96.95%，注释到 KEGG 库的基

因占总基因数最少，为 42.51%。6 个数据库总计能注

释的 Unigene 数目为 4420。 

2.4  转录组测序差异表达基因分析 

转录组测序数据相关性检查结果显示，每组样品

间基因表达水平皮尔逊相关系数的平方(R2)均大于

0.65，即各组样品之间表达模式的相似度较高，增加

了实验的可靠性。将 2 个组基因表达水平分析中得到

的数据采用 DESeq2 进行分析，结果显示，与对照组

相比，处理组共筛选出 3918 条差异表达基因

(Differentially expressed genes, DEGs)，其中，包括

1887 个 DEGs 上调表达，2031 个 DEGs 下调表达。

利用 KEGG 数据库，可将 DEGs 按照参与的 Pathway

通路或行使的功能进行分类，结果发现，表达下调基

因主要参与氨基酸代谢、碳水化合物代谢、膜运输过

程，上调基因则主要参与碳水化合物代谢、氨基酸代

谢与辅助因子和维生素的代谢等过程。 

2.5  差异表达基因功能富集分析 

采用软件 Goatools 对差异表达基因进行 GO 富集

分析，获得差异表达基因主要具有的 GO 功能(图 1)。

上调基因中对与氨氮代谢功能有关的 GO条目及候选

基因进行筛选，共得到 1 个 GO 条目，包含 37 个

DEGs。下调基因中 GO 条目及候选基因筛选共得到

13 个 GO 条目，包含 574 个 DEGs。将 DEGs 标注到

KEGG 数据库中，对基因进行 KEGG Pathway 富集分

析，结果显示，共富集到 176 个信号通路，上调基因

与下调基因共同信号通路有 130 个。在差异基因

KEGG 富集结果中，挑选了富集最显著的 20 条通路

在图形中展示(图 2)。在所有 KEGG 通路中，对参与

枯草芽孢杆菌氨氮代谢通路及候选基因筛选，共得到

8 个信号通路，包含 260 个 DEGs (表 2)。根据对差异

表达基因 GO 与 KEGG 富集分析中筛选出 9 个与枯草

芽孢杆菌 R47 对水中氨氮应答的相关基因(表 3)。 

2.6  sRNA 的预测和分析 

去除接头并滤去低质量数据后，获得 3348 条长

度为 50~500 nt 的 sRNA 序列，其中，以 50~100 nt

的序列居多。用 Blast 及公共数据库 sRNA Map、sRNA 

TarBase、SIPHT 及 Rfam 资源对鉴定到的 sRNA 进行

注释，被注释到的 sRNA 总数为 62。 

2.7  sRNA 的潜在靶位点及功能分类 

对 sRNA 靶基因的分析结果显示，其有 3960 个

对应的潜在靶基因。KEGG 数据库将潜在的靶基因分

为代谢、环境信息处理等 6 大类(表 4)。这些潜在靶

基因涉及较广的生物学过程及功能，其中主要参与碳

水化合物运输和新陈代谢、氨基酸转运和代谢、转录

过程等，但由于数据有限，有 1285 个靶基因功能不

明确。根据富集分析所得 9 个相关基因中，其中，sinR

和 tnrA 分别是 sRNA2073 和 sRNA2182 的靶基因。 

2.8  实时荧光定量 PCR 验证 

为评估转录组测序结果的可靠性，随机挑选

argH、codY、argG、glnA 和 glnR 共 5 个基因进行

Real-time PCR 分析。相关性分析结果显示，皮尔逊

相关系数为 0.947，P<0.05，Real-time PCR 与转录组

测序结果具有一致性，表明基于转录组分析差异表达

基因的表达结果较为可靠(图 3)。 

3  讨论与结论 

微生物可参与水环境中的物质代谢，将有机和无机

污染物转化为无毒化合物，从而达到改善水质的作用

(Hu et al, 2012)。比较来自海水分离的枯草芽孢杆

菌、粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)和绿脓杆菌

(Pseudomonas aeruginosa)，枯草芽孢杆菌所分泌的酶

具有最高的活性，去除污渍能力最强(Marathe et al, 

2018)。分离于水产养殖水体及底泥中枯草芽孢杆菌 
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图 1  差异表达基因 GO 富集散点图 
Fig.1  Scattered plot of GO enrichment of DEGs 

 
B7 具有良好的水质调控作用，对水体中氨氮的去除

率大于 80%(陈静, 2008)。鲫鱼粪便中分离的枯草芽

孢杆菌 R47 对氨氮具有相似响应，在一定时间内可降

低氨氮含量，从而改善水质。 

生物体对某一刺激作出反应时，阐明其生物功能

涉及的信号通路是至关重要的。本研究在 GO 富集分

析的基础上，进一步开展了 KEGG 信号通路分析，

发现 DEGs富集最多的候选信号通路为细菌双组分系

统(Two component system, TCS)。TCS 在细菌、古细

菌中均有发现，是其对环境刺激作出反应的多种信号

转导过程。枯草芽孢杆菌通过 TCS 来应对高浓度氨

氮环境，得以在逆境中生存(Galperin et al, 2018; Krell 

et al, 2010)。epsA、tasA 和 sinR 参与枯草芽孢杆菌

对高浓度氨氮的应激反应。TCS 可影响细菌的生物

膜形成(Plate et al, 2012)。枯草芽孢杆菌生物被膜的

胞外基质主要由胞外多糖和胞外蛋白质 TasA 2 个

主要组分组成，分别由 epsA-O 操纵子和 tapA-sipW- 

tasA 操纵子诱导合成(Kolodkin et al, 2010; Nagorska 

et al, 2010)。SinR 是枯草芽孢杆菌生物被膜形成过

程中重要的调控蛋白，通过抑制胞外多糖和胞外蛋

白 TasA 的合成，进而抑制生物被膜的形成(Kearns et al, 

2005)。差异表达分析结果显示，epsA 和 tasA 均表现出 
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图 2  差异表达基因 KEGG 富集散点图 
Fig.2  Scattered plot of KEGG enrichment of DEGs 

 
表 2  氨氮代谢相关差异表达基因 KEGG 富集通路 

Tab.2  The enrichment pathway of ammonia nitrogen metabolism related DEGs 

DEGs 
通路 Pathway Pathway ID 

up down

细菌双组分系统 Two component system map02020 40 62 

精氨酸生物合成 Arginine biosynthesis map00220 4 11 

嘌呤代谢 Metabolism map00230 23 31 

赖氨酸生物合成 Lysine biosynthesis map00300 5 8 

氮代谢 Nitrogen metabolism map00910 5 9 

硫胺素代谢 Thiamine metabolism map00730 9 8 

精氨酸和脯氨酸代谢 Arginine and proline metabolism map00330 11 11 

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 Alanine, aspartic acid and glutamate metabolism map00250 4 19 
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表 3  氨氮代谢相关差异表达基因 
Tab.3  DEGs related ammonia nitrogen metabolism 

基因 Gene 描述 Description 

epsA hypothetical protein 

glnR MerR family transcriptional regulator 

glnA glutamine synthetase 

sinR XRE family transcriptional regulator 

tasA spore coat protein N 

tnrA MerR family transcriptional regulator 

ureA urease subunit gamma 

ureB urease subunit beta 

ureC urease subunit alpha 

 
表 4  sRNA 潜在靶基因的 KEGG 代谢通路分类统计 
Tab.4  Classification of KEGG metabolic pathways of  

sRNA potential target genes 

KEGG 代谢通路 
KEGG metabolic pathway 

基因数目 
Number of gene

代谢 Metabolism 834 

遗传信息处理  
Genetic information processing 

143 

环境信息处理  
Environmental information processing 

234 

细胞过程 Cellular processes 113 

生物体系统 Organismal systems 27 

人类疾病 Human diseases 71 

 

 
 

图 3  转录组测序结果的实时定量 PCR 验证 
Fig.3  Verification of RNA-sequence by Real-time PCR 

 

下调趋势，而 sinR 表现出上调趋势。这可能是因为枯草

芽孢杆菌R47正处于高浓度氨氮水体的初级适应阶段。 

枯草芽孢杆菌没有谷氨酸脱氢酶活性，通过

GS/GOGAT 途径同化氨，glnR、glnA、ureABC 和 tnrA

参与此过程。glnR 基因编码的蛋白是氮代谢全局调控

因子(Global nitrogen regulator, GlnR)，一种转录调控

因子。枯草芽孢杆菌氮代谢途径的谷氨酰胺合成酶基

因 glnA 受 GlnR 的调节(杨帆等, 2019)，这一观点在

本研究也得以证实。glnR 位于 glnA 上游，参与双顺

反子 glnRA 操纵子的组成。具有一个 α-螺旋–转角–

螺旋结构域的 GlnR 形成二聚体后，结合到 glnRA 操

纵子上，在氮源丰富时抑制 glnA 转录，降低谷氨酸

合成酶的活性(Brown et al, 1996; Wray et al, 2008)，

同时，GlnR 也能抑制脲酶 ureABC 操纵子的转录，作

为阻遏物阻碍 tnrA 基因表达(Brandenburg et al, 2002; 

Randazzo et al, 2017)。差异表达基因分析结果显示，

glnA、ureABC 和 tnrA 呈下调趋势，与其保持一致。

枯草芽孢杆菌对氨氮的应答是一个复杂反应，多个信

号通路相互协调完成。本研究仅对枯草芽孢杆菌 R47

的双组分系统与部分基因进行了探讨，还需深入开展

研究。 

sRNA 介导的转录后基因调控是生物体的一种新

型基因调控机制，它在有机体适应环境、调节生命活

动等生物过程中有极为重要的作用。氮胁迫诱导

RNA1 和 RNA4 可调节念珠藻(Nostocales)和蓝细菌

(Cyanobacteria)对氮的可利用性 (Álvarez-Escribano  

et al, 2018; Klähn et al, 2018)。Gaimster 等(2019)发现，

副球菌(Paracoccus denitrificans) sRNA29 的过表达下

调亚硝酸盐还原酶并限制细胞产生 NO 和 N2O。本研

究对样本 sRNA 的靶基因进行预测分析，sRNA2073

和 sRNA2182 所介导的调控通路可能是枯草芽孢杆

菌 R47 进行氮代谢的重要辅助。 

本研究利用 Illumina二代高通量测序技术对在富

含氨氮环境中枯草芽孢杆菌 R47 进行测序，并初步分

析发现细菌双组分系统和 epsA、tasA、sinR、glnR、glnA、

tnrA、ureABC 等基因可能参与枯草芽孢杆菌 R47 对

氨氮应答过程，同时进行了 sRNA 分析，为后续深入

探讨枯草芽孢杆菌的脱氮分子机理提供数据支撑。 
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Transcriptome and sRNA Analyses of the Response of Bacillus subtilis  
to Ammonia Nitrogen 

ZHENG Yao1, WU Kainian1, WANG Li1①
, WEI Yong2 

(1. Key Laboratory of Qinghai-Tibetan Plateau Animal Genetic Resource Reservation and Utilization,  
Ministry of Education and Sichuan Province, Southwest Minzu University, Chengdu  610041;  

2. Animal Science Academy of Sichuan Province, Chengdu  610041) 

Abstract    To explore the molecular mechanism of denitrification by Bacillus subtilis and screen out 

candidate genes and small RNA (sRNA) related to the response of B. subtilis to ammonia nitrogen. 

Transcriptome sequencing and sRNA analysis were performed on B. subtilis in both an ammonia-rich 

environment and a control group. The relative expression changes in differentially expressed genes were 

analyzed using real-time PCR. The results showed that each sequencing sample yielded approximately 

1.40 × 107 reads on average. There were 3918 differentially expressed genes in the control and treatment 

groups as per DESeq2 analysis, which enriched 176 signaling pathways in the KEGG database, including 

eight signaling pathways (bacterial two-component system pathway, arginine biosynthesis, purine 

metabolism, and so on) adapted to the ammonia-rich environment. We found that epsA, tasA, SinR, glnR, 

glnA, tnrA, and ureABC genes may be involved in the response of B. subtilis to ammonia nitrogen in water. 

Sixty-two annotated strains of B. subtilis sRNA were obtained. The prediction and analysis results of 

sRNA target genes revealed that there are 3960 potential target genes involved in carbohydrate transport 

and metabolism, amino acid transport and metabolism, and transcription processes. Among them, the 

target genes corresponding to sRNA2073 and sRNA2182 were sinR and tnrA, respectively. Real-time 

PCR analysis showed that the relative expression changes of argH, codY, argG, glnA and glnR were 

consistent with transcriptome sequencing. These results provide reference data for further exploring the 

molecular mechanism of nitrogen removal by B. subtilis in wastewater. 

Key words    Bacillus subtilis; Response to ammonia nitrogen; Transcriptome; Differentially expressed 

genes; sRNA analysis 
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海水鱼蛭阿鲁加姆锡兰蛭(Zeylanicobdella 
arugamensis)的在体感染与生活史观察*  

任宁欣 1,2  史成银 1①  万晓媛 1  谢国驷 1  王仁宝 1,2  王海波 1 
(1. 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  青岛市海水养殖流行病学与 

生物安保重点实验室  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    阿鲁加姆锡兰蛭(Zeylanicobdella arugamensis)是重要的鱼类体外寄生虫，可感染 30 余种海

水鱼类。阿鲁加姆锡兰蛭病在我国和东南亚多个国家的海水养殖鱼类中流行，严重时可导致鱼类大

量死亡。为持续、稳定、足量地获得活体寄生虫，供防治鱼蛭病研究使用，本研究通过鱼蛭在体感

染实验，建立了阿鲁加姆锡兰蛭的传代培养体系。研究结果证实，2 种海水观赏鱼[棘颊雀鲷(Premnas 

biaculeatus)和白条双锯鱼(Amphiprion frenatus)]可作为宿主鱼，用于该鱼蛭的传代培养，且传 9 代后

产生的子代仍具有很强的感染力。鱼蛭的生活史观察显示，该鱼蛭的生活史可分为卵茧孵化和幼蛭

发育 2 个阶段。在水温为 26℃、盐度为 30 的条件下，鱼蛭最短 20 d 即可完成其生活史。其中，卵

茧孵化为幼蛭需要 9 d，孵化率高达 83.8%；幼蛭感染宿主、发育成熟并开始产卵茧最短需要 11 d。

本研究可为海水鱼蛭的生物学和鱼蛭病的防治研究提供技术支撑。 

关键词    鱼蛭；在体感染；生活史；棘颊雀鲷；白条双锯鱼 

中图分类号 S941.54   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0155-07 

鱼蛭是鱼类重要的体外寄生虫，通常寄生在鱼体表

面，吸食鱼的血液，使宿主鱼营养不良、身体消瘦，产

生体表创伤或溃疡，并造成继发感染 (王永波等 , 

2018)。鱼蛭还可作为细菌、病毒、真菌和血液寄生虫

的 载 体 ， 传 播 鱼 类 疾 病 ， 具 有 较 强 的 危 害 性

(Cruz-Lacierda et al, 2000; Kua et al, 2009、2010; Hayes 

et al, 2006; Ahne, 1985; Mulcahy et al, 1990)。 

海 水 鱼 蛭 阿 鲁 加 姆 锡 兰 蛭 (Zeylanicobdella 

arugamensis)隶属于环节动物门 (Annelida)、蛭亚纲

(Hirudinea)、蛭目(Hirudinida)、鱼蛭科(Piscicolidae)、

锡兰蛭属(Zeylanicobdella)，最早由 De Silva(1963)定

种。阿鲁加姆锡兰蛭可感染多种海水鱼类，其引起的

鱼蛭病在我国和东南亚的多个国家广泛流行并导致

海水养殖鱼类的死亡。例如，2000 年，在菲律宾养殖

的点带石斑鱼(Epinephelus coioides)幼鱼和成鱼中，其

流行率分别为 83%和 17%，且成鱼在感染 3 d 后死亡

(Cruz-Lacierda et al, 2000)。2009 年，在马来西亚某

养殖场的尖吻鲈(Lates calcarifer)幼鱼中，其流行率为

abc
图章
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100%，感染幼鱼的死亡率达 60%(Kua et al, 2009)。

2018~2019 年，我们在中国、马来西亚和印度尼西亚

养殖的豹纹鳃棘鲈(Plectropomus leopardus)和红鳍笛

鲷(Lutjanus erythropterus)鱼体上多次发现了阿鲁加

姆锡兰蛭的感染和流行，危害较为严重。 

国内外关于阿鲁加姆锡兰蛭的研究不多，主要集

中在分类鉴定、宿主、生活史和药物防治等方面   

(王永波等, 2018、2011; Cruz-Lacierda, 2000; Kua et al, 
2010; Williams et al, 2006; Murwantoko et al, 2017; 
Ravi et al, 2017)。文献已报道的阿鲁加姆锡兰蛭宿主

鱼 类 有 33 种 ， 包 括 豹 纹 鳃 棘 鲈 、 斜 带 石 斑 鱼

(Epinephelus coioides) 、 鞍 带 石 斑 鱼 (Epinephelus 

lanceolatus)、紫红笛鲷(Lutjanus argentimaculatus)、

军曹鱼 (Rachycentron canadum)等 (王永波等 , 2018; 

Kua et al, 2010; Nagasawa et al, 2012)。阿鲁加姆锡兰

蛭属于专性寄生类型，幼蛭感染宿主鱼后，会一直留

在鱼体上吸血，成熟后离开宿主鱼产卵茧，产卵茧后

不 再 感 染 宿 主 鱼 并 衰 老 死 亡 。 Kua 等 (2010) 和

Murwantoko等(2017)研究发现，阿鲁加姆锡兰蛭生活

史比较简单，包含卵茧孵化和幼蛭发育2个阶段；在

27℃和24℃~25℃时，阿鲁加姆锡兰蛭卵茧孵化分别

需要7 d和12 d。国内对阿鲁加姆锡兰蛭的研究很少，

仅有王永波等(2018)对阿鲁加姆锡兰蛭开展过种类鉴

定、宿主和寄生偏好等研究，发现在常见的5种石斑

鱼中，豹纹鳃棘鲈是该鱼蛭最喜好寄生的宿主。 

棘颊雀鲷 (Premnas biaculeatus)和白条双锯鱼

(Amphiprion frenatus)是雀鲷科(Pomacentridae)常见的

2 种海水观赏鱼类，最适养殖水温为 26℃，盐度为 30。

棘颊雀鲷俗称透红小丑鱼，体型小。白条双锯鱼俗称

番茄小丑鱼，体型比棘颊雀鲷稍大(张薇等, 2018)。

棘颊雀鲷和白条双锯鱼都具有体型小、容易在实验室

内养殖，体色鲜艳、易于实验观察等优点。目前，尚

未有阿鲁加姆锡兰蛭感染棘颊雀鲷和白条双锯鱼的

报道。鉴于这 2 种观赏鱼与阿鲁加姆锡兰蛭生活的最

适水温和盐度相近，本研究选择棘颊雀鲷和白条双锯

鱼作为宿主鱼开展了阿鲁加姆锡兰蛭的在体感染和

传代实验，并对传代培养鱼蛭的生活史进行了观察和

分析，以期为海水鱼蛭病的病原、病理、致病机制、

检测与防治研究提供生物材料和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

在患病的豹纹鳃棘鲈鳍条上采集数十尾活鱼蛭，

带回实验室供研究使用。棘颊雀鲷(全长为 40~45 mm，

体重为 2.0~2.5 g)和白条双锯鱼(全长为 70~75 mm，

体重为 9.0~11.0 g)，均由中国水产科学院黄海水产研

究所提供。 

1.2  实验方法 

1.2.1  阿鲁加姆锡兰蛭的在体感染和传代培养    将棘

颊雀鲷和白条双锯鱼分别养殖于不同的塑料水族箱

(0.8 m × 0.6 m × 0.4 m)或 2 L 的玻璃烧杯中，水温为

26℃，盐度为 30。每天换 1/3 海水，投喂 1 次。将采

集的成熟鱼蛭转移至 12 孔细胞培养板中，1 条/孔，

各孔中含 2 ml 无菌过滤海水，于 26℃恒温培养箱中

培养，每 2 d 换 1/2 海水。待鱼蛭产出卵茧后，计数

卵茧数量，测量卵茧大小，观察其孵化情况。待卵茧

孵出幼蛭后，在解剖镜下将幼蛭转移至水族箱或玻璃

烧杯中，使其自然感染棘颊雀鲷和白条双锯鱼，并发

育成熟。幼蛭成熟后，即体长>10 mm 并从鱼体脱落

时，将脱落的成熟鱼蛭转移到新的 12 孔细胞培养板

中，26℃恒温培养。重复上述操作，建立鱼蛭阿鲁加

姆锡兰蛭的在体感染和传代培养体系。 

1.2.2  阿鲁加姆锡兰蛭卵茧的孵化    取从鱼体脱落

的尚未产卵茧的成熟鱼蛭(静止时体长为 11~14 mm)，

置于含 2 ml 无菌海水的 12 孔细胞培养板中，海水水

温为 26℃、盐度为 30。待鱼蛭产出卵茧后，每隔 2~ 

24 h 在倒置显微镜(Optec BDS 300PH)下观察、记录

并拍照卵茧的发育情况，直至孵出幼蛭。 

1.2.3  阿鲁加姆锡兰蛭幼蛭的发育    在含 1.5 L 无

菌海水的 2 L 玻璃烧杯中，分别放入 2 尾健康的棘颊

雀鲷或 1 尾白条双锯鱼，于 26℃恒温培养箱中培养。

将刚孵出的 30 条幼蛭转移至上述含棘颊雀鲷或白条

双锯鱼的烧杯中，每个烧杯 10 尾。每天观察幼蛭的

发育情况，记录并拍照。实验期间保持养殖海水水温

为 26℃、盐度为 30。每天换 1/3 海水，投喂 1 次。 

2  结果 

2.1  阿鲁加姆锡兰蛭的在体感染和传代培养 

在水温为 26℃、盐度为 30 的条件下，12 孔细胞

培养板中的 16 条鱼蛭共产卵茧 259 个。随机测量了

50 枚卵茧，大小为 0.53~0.77 mm，平均大小为

(0.66±0.06) mm。每个卵茧内只有 1 个受精卵，可孵出

1 条幼蛭。9 d 后，259 个卵茧共孵出幼蛭 217 条，中

途停止发育或不发育的卵茧 42 个，孵化率为 83.8%。 

从孵出的幼蛭中随机挑取 30 条，每 10 条为 1 组，

共 3 组，放入饲养有 2 尾棘颊雀鲷的烧杯中，使其自

然感染棘颊雀鲷。1 d 后，3 组幼蛭均成功感染，开
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始营寄生生活，并逐渐长大。感染 11 d 后，鱼蛭发

育成熟、脱离鱼体，开始产卵茧。30 条成熟鱼蛭，平

均每条产卵茧 14.1 枚。鱼蛭产茧集中在脱离鱼体后的

前 4 d，之后一般不再产茧。目前，在实验室内已传代

培养阿鲁加姆锡兰蛭 9 代，新产生的幼蛭仍具有很强

的感染力，可长期、稳定地获得鱼蛭和卵茧。使用孵

出的幼蛭感染白条双锯鱼，也取得了类似的结果。 

2.2  阿鲁加姆锡兰蛭的生活史 

2.2.1  鱼蛭卵茧的发育    刚刚产出的卵茧呈黄棕

色，最外圈是黏液层，将卵茧牢牢地附着在细胞培养

板底壁或侧壁上。阿鲁加姆锡兰蛭的卵茧为头盔状，

一端稍尖，另一端钝圆，直径约为 0.7 mm。卵茧底 

部由 1 个椭圆形平板封闭，其中稍尖端有 1 个小圆栓，

钝圆端有 1 个大圆栓。受精卵位于 2 个圆栓之间，浮

在蛋白营养液里。新生卵茧内部有很多黑色的长丝状

结构，遮住了受精卵和圆栓(图 1a)。2 h 左右长丝状

结构消失(图 1b)。卵茧发育的前 36 h 胚胎体积增加较

缓慢(图 1c、图 1d)。48 h 时，胚胎体积急剧增大，可

观察到明显的大幅度收缩和扩张(图 1e)，72 h 时，胚

胎几乎充满整个卵茧(图 1f)；96 h 时，胚胎最外层出

现神经索(图 1g)，120 h 后出现长吻(图 1h)。144 h 时， 

继续变长，接近圆柱形，眼点等各部分器官逐渐发育

完全，表面体环越来越均匀密集，体色不断加深，此

时幼蛭非常活跃，等待脱茧而出(图 1j、图 1k)。幼蛭

脱茧时，先用头部顶开大圆栓，然后，前吸盘带着身 

 

 
 

图 1  阿鲁加姆锡兰蛭卵茧的发育 
Fig.1  Cocoon development of Z. arugamensis 

a: 0 h; b: 2 h; c: 12 h; d: 36 h; e: 48 h; f: 72 h; g: 96 h; h: 120 h; i: 144 h; j: 168 h; k: 192 h; l: 216 h 
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体钻出。由于后吸盘较大，会卡在圆栓开口位置。此

时，卵茧仍然附着在细胞培养板壁上，幼蛭用前吸盘

吸附在另一处壁上，轻松地将后吸盘拉出。216 h 后，

幼蛭完全脱离卵茧，仅剩下卵茧空壳(图 1l)。在海水

水温为 26℃、盐度为 30 的条件下，鱼蛭卵茧正常发

育为自由游动的幼蛭通常需要 9 d。 

新生卵茧如果因各种原因无法固着，便会随水漂

流。漂流的卵茧周围水环境条件不稳定，孵化率明显

降低。少量的漂流卵茧虽然可孵化成幼蛭，但幼蛭脱

茧时后吸盘常常被卡在卵茧中无法出来。此时，可见

幼蛭将前吸盘吸附在壁上，用身体后部狂甩卵茧试图

脱茧。但由于卵茧不固定，脱茧成功率通常不高。无

法成功脱茧的幼蛭，运动和感染能力都受到很大影

响，很快便会死亡。 

初孵幼蛭身体呈半透明的圆柱状，有前后2个吸

盘 (图 2a)。前吸盘背面有 1对黑色的三角形眼点    

(图2b)，颈部有长吻(图2c)。经测量，初孵幼蛭静止时

体长为(1.28±0.08) mm，宽度为(0.12±0.01) mm (n=50)。

幼蛭孵出后，如未能感染宿主鱼，则身体不会长大、

且在5~8 d后死亡。 

2.2.2  幼蛭的发育与成熟    阿鲁加姆锡兰蛭主要寄

生在棘颊雀鲷的鳍基部和眼睛等部位。1 d 后，幼蛭由

于吸食宿主鱼的血液身体变为黑色，体长约为 2.2 mm，

身体变粗(图 3a)。幼蛭成熟前以每天 1 mm 以上的速

度迅速生长，11 d 后，鱼蛭体长达 13 mm 并脱离鱼

体开始产卵茧(图 3b)。在水温为 26℃、盐度为 30 的

条件下，初孵幼蛭从感染宿主鱼到自然成熟产茧需

要 11 d。鱼蛭体长达 10 mm 为已发育成熟，但如果

不脱离鱼体将不会产茧。此时，如果将鱼蛭自鱼体

强行分离出来，置于细胞培养板中，在 26℃、盐度

30 的条件下培养，鱼蛭会自然产茧。产过茧的鱼蛭

不再感染宿主鱼，而进入衰老期，表现为鱼蛭体表 

 

 
 

图 2  阿鲁加姆锡兰蛭初孵幼蛭 
Fig.2  The juvenile of Z. arugamensis 

a：幼蛭；b 和 c：前吸盘，眼点(实线箭头)和长吻(虚线箭头) 
a: Juvenile; b and c: Anterior sucker, eyespot (solid arrow) and proboscis (dotted arrow) 

 

 
 

图 3  阿鲁加姆锡兰蛭幼蛭感染棘颊雀鲷 
Fig.3  Infestation of P. biaculeatus by the juvenile of Z. arugamensis 

a：感染 1 d 后；b：感染 11 d 后。箭头所示为鱼蛭 
a: 1 day after infestation; b: 11 days after infestation. Arrows indicate Z. arugamensis 
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花纹变得不清晰，身体慢慢缩短、膨胀，活力下降，

运动能力变差。鱼蛭脱离鱼体 9 d 后，仅为原体长的 1/2，

且后吸盘边缘有缺口，身体出现坏死部位，轮廓模糊，

10 d 后死亡。 

综上所述，在水温为 26℃、盐度为 30 的条件下，

使用棘颊雀鲷或白条双锯鱼在体感染和传代培养阿

鲁加姆锡兰蛭，鱼蛭从卵茧孵化为幼蛭需 9 d，幼蛭

发育为成蛭并产卵茧最短需要 11 d，即最短 20 d 即

可得到新一代鱼蛭。阿鲁加姆锡兰蛭的生活史示意图

见图 4。 
 

 
 

图 4  阿鲁加姆锡兰蛭的生活史 
Fig.4  The life cycle of Z. arugamensis 

  

3  讨论 

阿鲁加姆锡兰蛭尚无正式的中文学名，不利于该

病原的研究和交流。有学者将其种名和属名分别翻译

为菲律宾蛭和石斑蛭属(王永波等, 2018)，但其依据

不明，本研究认为不妥。作者分析发现，该鱼蛭最早

由 De Silva(1963)发现并定种为 Zeylanicobdella 

arugamensis。其属名 Zeylanicobdella 由 Zeylanico-和

-bdella 连接而成。其中 Zeylanico 是荷兰语词根“锡

兰的”；bdella 是拉丁语“水蛭”。因此，Zeylanicobdella

可以翻译为“锡兰蛭”。该鱼蛭的种加词 arugamensis

由 arugam 和拉丁语后缀-ensis 组成。其中 arugam 是

该鱼蛭的发现地点 Arugam 泻湖，其规范的中文名称 

为“阿鲁加姆”；拉丁语后缀-ensis 是地名后缀，即“某

地的(蛭)”。因此，arugamensis 可以翻译为“阿鲁加

姆(蛭)”。基于上述词源分析，作者建议将海水鱼蛭

Zeylanicobdella arugamensis 的中文属名定为“锡兰蛭

属”，中文种名定为“阿鲁加姆锡兰蛭”(任宁欣, 2020)。 

鱼类寄生虫的传代培养对于寄生虫的防治研究

具有重要意义 (Murwantoko et al, 2017; 王永波等 , 

2011; 刘婷婷等, 2015; 姚嘉赟等, 2019)，目前尚未有

阿鲁加姆锡兰蛭传代培养的报道。本研究建立了以棘

颊雀鲷和白条双锯鱼为宿主鱼的阿鲁加姆锡兰蛭在

体感染和传代培养体系，传了 9 代后产生的子代鱼蛭

仍具有很强的感染力。鉴于棘颊雀鲷和白条双锯鱼易

于在实验室内养殖和观察，本研究建立的阿鲁加姆锡

兰蛭传代培养体系可长期、稳定地提供鱼蛭和卵茧供

相关研究使用，具有较强的应用价值。 
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自然环境下，不同种类的鱼蛭喜好的产卵茧地点

可能会不同，如鱼蛭 Notostomum cyclostomum 将卵茧

产在十足目甲壳动物和海蜘蛛的腿或甲壳上，以便传

播散布(Khan et al, 1995、1976; Sloan et al, 1984)。调

查显示，阿鲁加姆锡兰蛭通常将卵茧产在较硬的基质

上面，比如水泥养殖池壁或水管壁上。本研究观察到

阿鲁加姆锡兰蛭的卵茧表面有一层粘液层，与 Kua 等

(2010)的报道一致。利用这个黏液层，阿鲁加姆锡兰

蛭卵茧可牢固地附着在水族箱壁、烧杯壁或者细胞培

养板壁上。本研究发现，这种牢固附着对阿鲁加姆锡

兰蛭卵茧的孵化和幼蛭的顺利脱茧都十分重要。不能

固着的漂流卵茧孵化率低，孵化出的幼蛭脱茧率低、

死亡率高。这提示今后可通过深入研究阿鲁加姆锡兰

蛭卵茧的附着机制，开发能有效降低卵茧附着率的技

术和产品，从而控制虫口密度，防治鱼蛭病。 

水温和盐度是影响阿鲁加姆锡兰蛭卵茧孵化和发

育的关键因素(Kua et al, 2010, 2014; Murwantoko et al, 

2017)。本研究发现，在水温为 26℃、盐度为 30 的条

件下，阿鲁加姆锡兰蛭的卵茧需要 9 d 孵出幼蛭；幼蛭

感染棘颊雀鲷或白条双锯鱼后，需要 11 d 才能发育成

熟、产下卵茧。即在上述条件下，阿鲁加姆锡兰蛭完

成整个生活史需要 20 d。这与此前的研究报道均有不

同。Kua 等(2010)报道，在 27℃、盐度为 28 的条件下，

以尖吻鲈为宿主鱼时，阿鲁加姆锡兰蛭卵茧孵化和幼

蛭发育的时间分别为 7 d 和 9~10 d，完成整个生活史

需要 16~17 d。Murwantoko 等(2017)在 25℃、盐度为

34 的条件下以杂交石斑鱼(Epinephelus sp.)为宿主鱼，

卵茧孵化和幼蛭成熟分别需要 12 d和 9 d，共需要 21 d。

作者认为，上述阿鲁加姆锡兰蛭在卵茧孵化和幼蛭发

育时长上的差异，主要与水温和盐度条件相关，与宿

主鱼种类可能也有一定的关系。文献报道，在水温为

26℃~27℃、盐度为 28 的实验室条件下，阿鲁加姆锡

兰蛭的卵茧孵化率介于 46.8%~88.1%之间，平均值为

69.9%。卵茧孵化的最适水温为 25℃~27℃，最适盐

度为 28~30。水温、盐度过高或过低，均会显著降低

卵茧孵化率，并缩短幼蛭和成蛭的存活时间(Kua et al, 

2014)。本研究在水温为 26℃、盐度为 30 的条件下，

得到阿鲁加姆锡兰蛭的卵茧孵化率为 83.7%，与上述

研究结果基本一致。当然，在鱼蛭卵茧孵化和幼蛭发

育的影响因素方面还需要更深入的研究。 
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In vivo Infestation and Life Cycle Observation of  
Marine Leech Zeylanicobdella arugamensis 

REN Ningxin1,2, SHI Chengyin1①
, WAN Xiaoyuan1, XIE Guosi1, WANG Renbao1,2, WANG Haibo1 

(1. 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 Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Qingdao  266071;  
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Zeylanicobdella arugamensis is an important ectoparasitic leech that can infest more than 
30 species of marine fish. Diseases associated with Z. arugamensis are prevalent in China and many 
countries of Southeast Asia, and frequently cause the death of cultured marine fishes. In order to 
continually and steadily provide sufficient live leeches and cocoons for the research of the prevention and 
treatment of Z. arugamensis, this study established a propagation method for Z. arugamensis through in 
vivo infestation experiments, and proved that two ornamental fish species, spinecheek anemonefish 
(Premnas biaculeatus) and tomato anemonefish (Amphiprion frenatus), were suitable for use as fish hosts. 
The parasite descendants generated by the in vivo propagation method are still very transmittable after 
nine generations. This study also used micrography to observe cocoons and the life cycle of propagated 
fish leeches. The results showed that the average cocoon size of Z. arugamensis was (0.66±0.06) mm, and 
there was only one fertilized egg in each cocoon. The life cycle of Z. arugamensis can be divided into two 
stages: The cocoon hatching stage and the juvenile development stage. Under a seawater temperature of 
26  and salinity of 30, ℃ Z. arugamensis can complete its life cycle in as short as 20 days. The cocoons of 
Z. arugamensis developed into juvenile leeches in nine days, with a hatching rate as high as 83.8%. The 
juvenile leeches subsequently infected the host fish, grew to mature adults, and produced new cocoons in 
11 days. This article confirmed for the first time that P. biaculeatus and A. frenatus were both susceptible 
hosts for Z. arugamensis. This study not only established an in vivo propagation method for 
Z. arugamensis, but also provided technical support for research on the pathogen, pathology, pathogenic 
mechanism, detection, and prevention of leech diseases related to Z. arugamensis. 
Key words    Fish leech (Zeylanicobdella arugamensis); In vivo Infestation; Life cycle; Spinecheek 
anemonefish (Premnas biaculeatus); Tomato anemonefish (Amphiprion frenatus) 
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池塘和稻田养殖模式下克氏原螯虾肌肉和 

肝脏营养成分比较* 

周  剑  赵仲孟  黄志鹏  赵  瀚  李  强  张  露   

柯红雨  苏旭涛  肖  宇  杜  军① 
(四川省农业科学院水产研究所  成都  611730) 

摘要    通过对池塘和稻田 2 种养殖模式下克氏原螯虾(Procambarus clarkii)的肌肉常规营养成分

进行测定，同时，对肌肉和肝胰腺的氨基酸和脂肪酸组成进行测定，从而对其营养品质进行分析评

价。结果显示，2 种养殖模式下克氏原螯虾粗蛋白和粗脂肪无显著性差异(P>0.05)，池塘养殖模式

下水分显著高于稻田模式(P<0.05)，而粗灰分显著低于稻田模式(P<0.05)。在 2 种模式下肌肉和肝

胰腺中均检测出 17 种氨基酸，包括 7 种必需氨基酸和 4 种鲜味氨基酸。2 种养殖模式下肌肉的必

需氨基酸总含量占氨基酸总量(WEAA/WTAA)值无显著性差异(P>0.05)，而肝胰腺中池塘养殖模式

WEAA/WTAA 值显著高于稻田模式(P<0.05)。根据氨基酸评分(AAS)和化学评分(CS)，克氏原螯虾肌

肉和肝胰腺中第一限制氨基酸均为甲硫氨酸＋胱氨酸，肌肉中第二限制氨基酸为缬氨酸，肝胰腺中

第二限制氨基酸为亮氨酸。另外，在肌肉中检测出 20 种脂肪酸，而在肝胰腺中检测出 24 种脂肪酸，

其中，肌肉和肝胰腺中饱和脂肪酸含量最高的是棕榈酸(C16:0)；单不饱和脂肪酸含量最高的是油酸

(C18:1n9c)。研究表明，池塘和稻田 2 种养殖模式下的克氏原螯虾，肌肉和肝胰腺均具有较高的食

用价值和营养价值。 

关键词    克氏原螯虾；池塘；稻田；营养价值；比较分析 

中图分类号 S965   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0162-08 

克氏原螯虾(Procambarus clarkii)又称淡水小龙

虾 ， 隶 属 于 节 肢 动 物 门 (Arthropoda) 、 甲 壳 纲

(Crustacea)、十足目(Decapoda)、螯虾科(Cambaridae)、

原螯虾属(Procambarus)(王顺昌, 2003)。克氏原螯虾

因其食性杂、生长速度快、适应能力强等原因，在当

地的生态环境中能够迅速成为绝对优势种(舒新亚 , 

2014)。又因其肉质鲜美而广受消费者喜欢，进入   

中国市场后，已经成为重要的甲壳经济物种(刘红等, 

2014)。 

克氏原螯虾虽出肉率不高，但是营养丰富，其蛋

白质成分高于大多数淡水和海水鱼虾。除肌肉部分可

供人食用外，克氏原螯虾的肝胰腺也可食用，其具有

蟹黄味，营养物质含量丰富，被称之为“虾黄”。目

前，除研究克氏原螯虾饲料中营养素的需求外(Dong 

abc
图章
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et al, 2013; Zhu et al, 2010; 李强等, 2013; 徐维娜等, 

2011)，对于克氏原螯虾的营养成分分析也有研究。

其中，丁建英等(2010)采用常规方法对江苏野生克氏

原螯虾肌肉进行营养成分分析，在克氏原螯虾肌肉中

测出 17 种氨基酸和 15 种脂肪酸，其必需氨基酸含量

远高于其他淡水虾类。唐黎等(2018)分析测定了贵州

稻田养殖的克氏原螯虾的肌肉含肉率及营养成分，结

果发现，克氏原螯虾含肉率为(18.40±1.60)%，检测出

17 种氨基酸，并对其钙、磷和常规营养成分进行测

定。此外，易瑞恺等(2013)对鄱阳湖克氏原螯虾肌肉

营养成分进行了分析与评价，而田娟等(2017)对洞庭

湖克氏原螯虾的肌肉也进行了分析。 

目前，克氏原螯虾在四川的产量逐年递增，据统

计，2018 年克氏原螯虾产量达 1.48 万 t，其养殖模式

主要以稻田和池塘为主。本研究通过对四川省池塘和

稻田 2 种养殖模式下克氏原螯虾的肌肉和肝胰腺营

养成分进行分析测定，比较分析 2 种养殖模式下克氏

原螯虾肌肉和肝胰腺的营养成分差异，旨在为克氏原

螯虾的人工养殖及饲养条件提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及样品处理 

实验虾取自四川省崇州市王场镇，其中，池塘面

积为 3200 m2，平均水深为 1.7 m，稻田面积为    

4100 m2，平均水深为 1.5 m。在池塘和稻田 2 种养殖

模式下，养殖水源和放养规格均一致(虾苗放养规格

为(2.5±0.5) g，其中池塘放养密度为 10000 尾/亩，稻

田放养密度为 4000 尾/亩。养殖期间，每天分 2 个时

间点(09:00 和 18:00)进行饲料喂食，实验期间采用蛋

白含量为 30%的商业小龙虾配合饲料进行投喂，每天

投喂量占虾苗总体重的 3%的饲料(下午投喂量为总

投喂量的 70%)。每次投喂前，用投料台观察吃食情

况，按需要对投喂量进行调整。实验期间，定期对养

殖塘水质进行检测，并且每个养殖塘每周定期更换

1/5 的养殖用水。 

经过为期 21 d 的养殖实验后，在不同养殖模式

塘中，随机选取体格健壮、附肢完好、规格均一的克

氏原螯虾各 15 尾，其中，池塘养殖模式的克氏原螯

虾体长为(8.41±0.29) cm，体重为(14.37±0.89) g；稻

田养殖模式的克氏原螯虾体长为(8.18±0.43) cm，体

重为(15.89±1.56) g。每个组各预留 5 只克氏原螯虾置

于–21℃保存，用于后续的体成分分析。剩余的 10 只

虾用常规组织取样法取肌肉和肝胰腺，并且每只虾所取

组织单独保存，用于后续的氨基酸和脂肪酸成分分析。 

1.2  检测方法 

分别对各组预留的 5 只克氏原螯虾每个个体单

独进行常规营养成分测定：根据 GB 5009.3-2016，测

定肌肉中水分；根据 GB 5009.4-2016 测定肌肉粗灰

分含量；根据 GB 5009.5-2016 测定肌肉粗蛋白含量；

根据 GB 5009.6-2016 测定肌肉粗脂肪含量。 

分别对各组 10 只克氏原螯虾的肌肉和肝胰腺单

独进行氨基酸和脂肪酸含量的测定：本研究中，氨基

酸采用 GB 5009.124-2016 微波辅助酸水解法进行测

定，脂肪酸采用 GB 5009.168-2016 法进行测定。 

1.3  营养品质的评定方法 

根据联合国粮食及农业组织(FAO)和世界卫生组织

(WHO) 1973 年建议的氨基酸评分标准模式和中国预

防医学科学院营养与食品卫生所提出的全鸡蛋蛋白

质的氨基酸模式进行比较，按下述公式计算氨基酸评分

(Amino acid score, AAS)、化学评分(Chemical score, CS)

和必需氨基酸指数(Essential amino acid index, EAAI)： 

(mg / gN)
AAS

FAO / WHO (mg / gN)


待测蛋白氨基酸含量

评分模式氨基酸含量
 

(mg / gN)
CS

(mg / gN)


待测蛋白氨基酸含量

全鸡蛋蛋白质同种氨基酸含量
 

100 100 100 100
EAAI

AE BE CE JE

n A B C J
     

氨基酸含量(mg/g)=鲜样氨基酸含量百分比/鲜样

粗蛋白含量百分比×6.25×1000 

式中，n 为氨基酸中需要比较的必需氨基酸个数；

AE、BE、······、JE 为全鸡蛋蛋白质的必需氨基酸含

量(mg/gN)；A、B、······、J 为克氏原螯虾肌肉或肝

胰腺蛋白质的必需氨基酸含量(mg/gN)。 

1.4  数据处理 

用 SPSS 16.0 统计分析软件进行统计分析，稻田

和池塘养殖模式下样本间的差异使用独立样本 t 检

验，使用 Levene’s test 进行方差齐性检验，描述性统

计值使用平均值±标准差(Mean±SD)。 

2  结果 

2.1  常规营养成分 

池塘养殖模式下克氏原螯虾肌肉粗蛋白和粗脂

肪含量低于稻田养殖模式，但差异并不显著(P>0.05)，

而粗灰分含量显著低于稻田养殖模式(P<0.05)。另外，

池塘养殖模式下的克氏原螯虾肌肉的水分含量显著

高于稻田模式(P<0.05)(表 1)。 
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表 1  2 种养殖模式下克氏原螯虾肌肉中 

主要营养物质(平均值±标准差) (%湿重) 
Tab.1  Nutrient components in muscles of the  

P. clarkii in two culture models  
(Mean±SD) (% wet weight) 

一般营养成分 
General nutrient components 

池塘 
Pond 

稻田 
Paddy field

水分 Moisture (%) 72.67±1.05a 68.03±0.61b

粗脂肪 Crude fat  1.00±0.22a 1.03±0.69a

粗灰分 Ash  9.60±1.20a 12.43±0.78b

粗蛋白 Crude protein  10.69±0.94a 11.70±0.78a

注：同一行数据具有不同右上标字母表示差异显著

(P<0.05)，下同 
Note: Different right superscript letters in the same row 

indicate significant difference (P<0.05). The same as below 

2.2  氨基酸组成 

在池塘和稻田 2 种模式下的克氏原螯虾肌肉中 

共检测出17种氨基酸 (表2)，氨基酸总含量分别为

17.0%和11.2%。池塘养殖模式下克氏原螯虾肌肉中氨

基酸总量、必需氨基酸和鲜味氨基酸高于稻田养殖模

式，但均未达到显著差异(P>0.05)，而鲜味氨基酸总

含量占氨基酸总量(WDAA/WTAA)的比值显著高于稻田

养殖模式(P<0.05)。除此之外，池塘养殖模式下克氏

原螯虾的肌肉中必需氨基酸总含量占氨基酸总量

(WEAA/WTAA)的比值低于稻田养殖模式，未达到显著差

异(P>0.05)，而必需氨基酸总含量占非必需氨基酸总量

(WEAA/WNEAA)的比值显著低于稻田养殖模式(P<0.05)。 

 
表 2  2 种养殖模式下克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中氨基酸组成及含量(平均值±标准差) (%湿重)  

Tab.2  Amino acids composition in muscles and hepatopancreas of the P. clarkii  
in two culture models (Mean±SD) (% wet weight) (mg/g) 

肌肉 Muscle 肝胰腺 Hepatopancreas 氨基酸 
Amino acids 池塘 Pond 稻田 Paddy field 池塘 Pond 稻田 Paddy field 

天门冬氨酸# Asp 17.87±0.10 11.85±0.12 6.70±0.04 6.40±0.07 

苏氨酸* Thr 6.53±0.05 4.80±0.03 3.53±0.02a 3.27±0.02b 

丝氨酸 Ser 6.77±0.04A 4.80±0.03B 3.23±0.02a 2.80±0.03b 

谷氨酸# Glu 29.17±0.20 18.75±0.08 9.37±0.05 9.77±0.14 

甘氨酸# Gly 8.37±0.08A 5.15±0.07B 4.30±0.05a 3.50±0.03b 

丙氨酸# Ala 10.93±0.05A 6.70±0.05B 3.63±0.02 3.63±0.01 

胱氨酸 Cys 1.03±0.00A 1.25±0.01B 1.60±0.00a 1.07±0.02b 

缬氨酸* Val 7.17±0.03 5.20±0.03 3.63±0.02 3.50±0.01 

蛋氨酸* Met 4.27±0.02 2.70±0.02 1.43±0.01a 1.33±0.00b 

异亮氨酸* Ile 7.67±0.03 4.95±0.05 2.97±0.02a 2.80±0.01b 

亮氨酸* Leu 13.57±0.07 8.85±0.09 5.13±0.03a 4.87±0.02b 

酪氨酸 Tyr 6.37±0.03A 4.55±0.03B 3.33±0.02a 3.03±0.04b 

苯丙氨酸* Phe 7.07±0.04 4.80±0.05 3.20±0.02 3.03±0.02 

赖氨酸* Lys 14.37±0.08 8.95±0.09 4.27±0.04a 3.83±0.02b 

组氨酸 His 3.77±0.02 2.70±0.01 2.07±0.01a 1.93±0.01b 

精氨酸 Arg 19.40±0.04A 12.45±0.10B 5.40±0.05a 4.80±0.03b 

脯氨酸 Pro 5.37±0.04 3.65±0.04 2.60±0.01 2.50±0.02 

氨基酸总量 WTAA 169.80±0.70 111.90±0.82 66.47±0.40a 62.20±0.27b 

必需氨基酸总量 WEAA 63.78±0.32 43.35±0.33 27.66±0.16a 25.40±0.09b 

鲜味氨基酸总量 WDAA 66.34±0.23 42.45±0.32 24.00±0.14 23.30±0.14 

非必需氨基酸总量 WNEAA 109.03±0.39A 71.85±0.48B 42.23±0.24a 39.44±0.22b 

WEAA/WTAA (%) 37.56 38.74 41.61a 40.84b 

WEAA/WNEAA (%) 58.50A 60.33B 65.50a 64.40b 

WDAA/WTAA (%) 39.07A 37.94B 36.11a 37.46b 

注：*代表必需氨基酸; #代表鲜味氨基酸。不同养殖模式下肌肉中氨基酸含量差异用大写字母 A 和 B 表示，不同养

殖模式下肝胰腺中氨基酸含量差异用小写字母 a 和 b 表示 
Note: *: Essential amino acids; #: Flavor amino acid. The difference of amino acid content in muscle under different culture 

modes is indicated by capital letters A and B. The difference of amino acid content in hepatopancreas under different culture modes 
is indicated by lowercase letters a and b 
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同样地，池塘养殖模式下克氏原螯虾肝胰腺中氨

基酸总量和必需氨基酸总量显著高于稻田养殖模式

(P<0.05)，而鲜味氨基酸总量高于稻田养殖模式，但

差异并不显著(P>0.05)。另外，池塘养殖模式下克氏

原螯虾肝胰腺中 WEAA/WTAA 和 WEAA/WNEAA 均显著高

于稻田养殖模式(P<0.05)，而 WDAA/WTAA 显著低于稻

田养殖模式(P<0.05)。 

2.3  肌肉营养品质评价 

通过计算得出池塘和稻田养殖模式下克氏原螯

虾肌肉和肝胰腺的 AAS 和 CS 值，池塘养殖模式下

克氏原螯虾肌肉中必需氨基酸的 AAS 在 0.27~2.47，

肝胰腺中必需氨基酸的 AAS 在 0.43~1.01；稻田养殖 

模式下克氏原螯虾肌肉中必需氨基酸的 AAS 在

0.30~1.41，肝胰腺中必需氨基酸的 AAS 在 0.26~0.85 

(表 3 和表 4)。根据 AAS 评分，池塘和稻田 2 种养殖

模式下克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中的第一限制氨基

酸均为甲硫氨酸＋胱氨酸；池塘和稻田 2 种养殖模式

下克氏原螯虾肌肉的第二限制氨基酸为缬氨酸；池塘

和稻田 2 种养殖模式下克氏原螯虾肝胰腺的第二限

制氨基酸为亮氨酸。根据 CS 评分，池塘和稻田 2 种

养殖模式下克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中的第一限制

氨基酸也均为甲硫氨酸＋胱氨酸；而第二限制氨基酸

均为缬氨酸。 

 
表 3  2 种养殖模式下克氏原螯虾肌肉中氨基酸评分和化学评分 

Tab.3  Comparative analysis of AAS and CS in muscles of the P. clarkii between two culture models 

氨基酸含量 
Amino acid contents 

稻田 
Paddy field 

池塘 
Pond 必需氨基酸种类 

EAA 稻田 
Paddy field 

池塘 
Pond 

FAO 评分模

式标准含量
FAO score 

model 

全鸡蛋蛋白

质标准含量
Egg score 

model 
氨基酸评分

值 AAS

化学评分 

值 CS 

氨基酸评分

值 AAS 

化学评分

值 CS 

亮氨酸 Leu 473 793 440 534 1.08 0.89 1.80 1.49 

异亮氨酸 Ile 264 448 250 331 1.06 0.80 1.79 1.35 

赖氨酸 Lys 478 840 340 441 1.41 1.08 2.47 1.90 

苏氨酸 Thr 256 382 250 292 1.02 0.88 1.53 1.31 

缬氨酸 Val 278 419 310 411 0.90 0.68 1.35 1.02 

苯丙+酪氨酸 Phe+Tyr 499 785 380 565 1.31 0.88 2.07 1.39 

甲硫+胱氨酸 Met+Cys 67 60 220 386 0.30 0.17 0.27 0.16 

总计 Total 2315 3727 2190 2960         

 
表 4  2 种养殖模式下克氏原螯虾肝胰腺中氨基酸评分和化学评分 

Tab.4  Comparative analysis of AAS and CS in hepatopancreas of the P. clarki between two culture models 

氨基酸含量 
Amino acid contents 

稻田 
Paddy field 

池塘 
Pond 必需氨基酸 

EAA 稻田 
Paddy field 

池塘 
Pond 

FAO 评分模

式标准含量
FAO score 

model 

全鸡蛋蛋白

质标准含量
Egg score 

model 
氨基酸评分

值 AAS

化学评分 

值 CS 

氨基酸评分

值 AAS 

化学评分

值 CS 

亮氨酸 Leu 260 300 440 534 0.59 0.49 0.68 0.56 

异亮氨酸 Ile 150 174 250 331 0.60 0.45 0.70 0.53 

赖氨酸 Lys 205 250 340 441 0.60 0.46 0.74 0.57 

苏氨酸 Thr 175 206 250 292 0.70 0.60 0.82 0.71 

缬氨酸 Val 187 212 310 411 0.60 0.45 0.68 0.52 

苯丙+酪氨酸 Phe+Tyr 324 382 380 565 0.85 0.57 1.01 0.68 

甲硫+胱氨酸 Met+Cys 57 94 220 386 0.26 0.15 0.43 0.24 

总计 Total 1358 1618 2190 2960         

 
2.4  脂肪酸组成 

在克氏原螯虾的肌肉中共检测出 20 种脂肪酸，

包括饱和脂肪酸(Saturated fatty acid, SFA)9 种，单不

饱和脂肪酸(Monounsaturated fatty acid, MUFA)3 种，

多不饱和脂肪酸 (Polyunsaturated fatty acid, PUFA)  

8 种(表 5)。其中，池塘养殖模式下肌肉 SFA 占肌肉

干重的 34.71%，显著高于稻田养殖模式下的 31.37%；
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池塘养殖模式下肌肉 MUFA 占肌肉干重的 23.29%，

同样显著高于稻田养殖模式下的 21.93%；而池塘养

殖模式下肌肉 PUFA 占肌肉干重的 41.54%，显著低

于稻田养殖模式下的 46.23%。此外，在肝胰腺中，

除肌肉中检测出的 20 种脂肪酸外，在 SFA 中还检测

出葵酸(C10:0)和月桂酸(C12:0)，MUFA 中还检测出

十七烷酸(C17:0)，在 PUFA 中还检测出 γ-亚油酸

(C18:3n6)。其中，池塘养殖模式下肝胰腺中 SFA 占

肝脏干重的 35.11%，显著高于稻田养殖模式下的

31.11%；池塘养殖模式下肝胰腺中 MUFA 占肝脏干

重的 36.44%，显著高于稻田养殖模式下的 30.02%；

而池塘养殖模式下肝胰腺中 PUFA 占肝脏干重的

26.85%，显著低于稻田养殖模式下的 37.72%。 

在 2 种养殖模式下，克氏原螯虾的肌肉和肝胰腺

中 SFA 含量最高的是棕榈酸(C16:0)；MUFA 含量最

高的是油酸(C18:1n9c)；而 PUFA 在肌肉中含量最高

的是顺式–5,8,11,14,17-二十碳烯酸(C20:5n3)，在肝胰

腺中含量最高的是亚油酸(C18:2n6c)。 

 
表 5  2 种养殖模式下克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中脂肪酸组成及含量(平均值±标准差) (%湿重) 

Tab.5  Fatty acids composition in muscles and hepatopancreas of the P. clarkii  
in two culture models (Mean±SD) (% wet weight) 

肌肉 Muscles 肝胰腺 Hepatopancreas 

脂肪酸 
Fatty acid  

池塘 
Pond 

稻田 
Paddy field 

脂肪酸 
Fatty acid  

池塘 
Pond 

稻田 
Paddy field 

C14:0 0.73±0.08 A 0.61±0.01B C10:0 0.05±0.02 a 0.04±0.01b 

C15:0 1.13±0.09A 0.91±0.01B C12:0 0.04±0.01 0.03±0.00 

C16:0 19.33±0.68A 16.80±0.10B C14:0 1.13±0.23 1.11±0.04 

C17:0 1.29±0.04 1.29±0.05 C15:0 1.15±0.11 1.21±0.03 

C18:0 9.51±0.35 9.37±0.03 C16:0 25.43±0.71a 21.13±0.47b 

C20:0 1.13±0.08A 1.04±0.01B C17:0 0.73±0.02a 0.98±0.13b 

C21:0 0.24±0.01A 0.27±0.03B C18:0 4.75±0.11a 4.19±0.26b 

C22:0 1.03±0.06A 0.80±0.06B C20:0 0.54±0.05a 0.61±0.04b 

C23:0 0.32±0.02 0.30±0.04 C21:0 0.25±0.03a 0.38±0.04b 

∑SFA 34.71±0.90A 31.37±0.26B C22:0 0.53±0.04a 0.73±0.02b 

C16:1 2.31±0.61 2.01±0.16 C23:0 0.51±0.05a 0.70±0.03b 

C18:1n9c 20.40±0.71A 19.20±0.50B ∑SFA 35.11±0.03a 31.11±0.89b 

C20:1 0.58±0.03A 0.72±0.10B C16:1 6.60±0.32a 4.91±0.10b 

∑MUFA 23.29±0.67A 21.93±0.44B C17:1 0.64±0.07a 0.75±0.02b 

C18:2n6c 12.13±0.81 12.60±0.10 C18:1n9c 28.87±0.10a 23.83±0.17b 

C18:3n3 2.80±0.30A 4.08±0.60B C20:1 0.34±0.04a 0.53±0.04b 

C20:2 1.28±0.25 1.22±0.08 ∑MUFA 36.44±0.78a 30.02±0.28b 

C20:3n6 0.73±0.15 0.66±0.01 C18:2n6c 19.83±0.22a 25.23±0.10b 

C20:3n3 0.53±0.03A 0.55±0.01B C18:3n6 0.24±0.06a 0.49±0.02b 

C20:4n6 7.46±0.49 7.18±0.16 C18:3n3 3.22±0.41a 7.44±0.68b 

C20:5n3(EPA) 12.37±0.47A 13.70±0.1B C20:2 0.39±0.03a 0.50±0.08b 

C22:6n3(DHA) 4.25±0.19A 6.25±0.12B C20:3n6 0.17±0.02a 0.24±0.04b 

∑PUFA 41.54±1.25A 46.23±0.26B C20:3n3 0.17±0.02a 0.24±0.04b 

      C20:4n6 1.28±0.23a 1.63±0.29b 

      C20:5n3(EPA) 1.16±0.26 1.28±0.55 

      C22:6n3(DHA) 0.38±0.09a 0.67±0.04b 

      ∑PUFA 26.85±1.45a 37.72±1.69b 

注：不同养殖模式下肌肉中脂肪酸含量差异用大写字母 A 和 B 表示，不同养殖模式下肝胰腺中脂肪酸含量差异用小

写字母 a 和 b 表示 
Note: The difference of fatty acid content in muscle under different culture modes is indicated by capital letters A and B. 

The difference of fatty acid content in hepatopancreas under different culture modes is indicated by lowercase letters a and b 
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3  讨论 

3.1  克氏原螯虾常规营养成分分析 

常规营养成分测定主要包括粗蛋白、水分、粗脂

肪和粗灰分的测定。其中，蛋白质是组成动物一切细

胞、组织的重要成分，机体所有重要的组成部分都需

要蛋白质的参加。食品中蛋白质含量的多少，虽然不

能决定一种食品营养价值的高低，但评定一种食品蛋

白质营养价值时，应以蛋白质含量为基础(王放等 , 

1996)。本研究中，池塘和稻田 2 种养殖模式下克氏

原螯虾的粗蛋白含量无显著性差异，与其他已报导的

克氏原螯虾营养成分相比，本研究的克氏原螯虾粗蛋

白含量低于易瑞恺等(2013)研究的鄱阳湖克氏原螯

虾，同时低于洞庭湖、常熟市和盱眙地区(丁建英等, 

2010; 田娟等, 2017; 刘平等, 2011)，这可能是由于各

地区温度、水体环境的变化及饲喂方式的不同导致。

本研究 2 种模式下的克氏原螯虾的水分含量在 70%

左右，低于洞庭湖、鄱阳湖和常熟等地区，同时低于

红 鳌 鳌 虾 (Cherax quadricarinatus) 、 日 本 沼 虾

(Macrobrachium nipponensis) 、 凡 纳 滨 对 虾

(Litopenaeus vannamei)、罗氏沼虾 (Macrobrachium 

rosenbergii)和日本对虾(Penaeus japonicus)(吴志新等, 

1995; 庄平等 , 2008; 陈晓汉等 , 2001; 姚根媒等 , 

1981; 许星鸿等, 2011)。脂肪是虾体能量的来源，本

研究克氏原螯虾粗脂肪含量低于常熟市，高于洞庭

湖，与鄱阳湖的克氏原螯虾接近(丁建英等, 2010; 田娟

等, 2017; 易瑞恺等, 2013)。另外，粗脂肪含量高于红

鳌鳌虾和南美白对虾等其他虾类，这可能是由于克氏

原螯虾耐低氧且生存能力强的原因(吴志新等, 1995; 

陈晓汉等, 2001)。 

3.2  克氏原螯虾营养品质的评价 

根据 FAO/WHO 的理想模式，必需氨基酸占氨基

酸总量的比值(WEAA/WTAA)为 40%左右，必需氨基酸

与非必需氨基酸的比值(WEAA/WNEAA)在 60%以上的

为质量较好的蛋白质(Pellet et al，1980)。本研究中，

池塘养殖模式下克氏原螯虾肌肉的 WEAA/WTAA 值低

于稻田养殖模式，但差异并不显著(P>0.05)，而 WEAA/ 

WNEAA 值显著低于稻田养殖模式(P<0.05)，说明稻田

养殖模式下克氏原螯虾肌肉的蛋白质质量较池塘养

殖模式蛋白质质量高，但均符合 FAO/WHO 标准模式

对质量较好的蛋白质氨基酸组成的要求。而 2 种养殖

模式下克氏原螯虾肝胰腺的 WEAA/WTAA 值和 WEAA/ 

WNEAA 值均分别高于 40%和 60%，说明 2 种模式下克

氏原螯虾的肝胰腺氨基酸组成符合上述指标要求，属

于优质蛋白质。在肌肉中，2 种养殖模式下必需氨基

酸含量最高的均为赖氨酸，均超过 FAO/WHO 模式和

鸡蛋蛋白质，而赖氨酸是乳液中第一限制性氨基酸，

并有“生长氨基酸”之称，食用克氏原螯虾可以弥补

以谷物为主的膳食者食物中赖氨酸的不足，从而提高

蛋白质的利用率(周均等, 2006)。除此之外，赖氨酸

含量还高于凡纳滨对虾和南极拟扇虾 (Parribacus 

antarctcus)，低于安氏白虾(Exopalaemon annandalei)

和日本沼虾(陈晓汉等, 2001; 初庆柱等, 2012; 庄平

等, 2008)。蛋白质的鲜美程度主要取决于呈鲜味的谷

氨酸和天门冬氨酸及呈甘味的甘氨酸和丙氨酸的组

成与含量，其中，含量最高的为谷氨酸，谷氨酸是鲜

味最强的氨基酸，也是脑组织生化代谢中合成生理活

性物质的重要参与物质 (张昌颖等 , 1988; 刘峰等 , 

2018)。与凡纳滨对虾、南极拟扇虾、安氏白虾和日

本沼虾相比，本研究 2 种养殖模式下克氏原螯虾肌

肉中谷氨酸的含量均较高，说明克氏原螯虾味道更加

鲜美。 

脂肪酸是机体主要能源之一，对虾类的生长和生

存起着重要作用。在池塘和稻田 2 种养殖模式下，克

氏原螯虾肌肉中均检测出 20 种脂肪酸。克氏原螯虾

肌肉中脂肪酸以 PUFA 最高，SFA 次之，MUFA 最低。

与易瑞恺等(2013)研究鄱阳湖克氏原螯虾得出 SFA最

高，MUFA 次之的结果不一致，这可能是由于养殖模

式及饲养方法的差异引起的。脂肪酸检测结果显示，

棕榈酸(C16:0)和油酸(C18:1n9c)在 2 种养殖模式下,

克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中含量最高，这一结果与安

氏白虾和日本沼虾结果一致(庄平等, 2008)。在克氏

原螯虾肝胰腺中检测出 24 种脂肪酸，其中，饱和脂

肪酸 11 种；单不饱和脂肪酸 4 种；多不饱和脂肪酸

9 种。对于虾类肝胰腺脂肪酸的研究相对较少，肝胰

腺作为“虾黄”，亦可供人食用，需后续进行更多的

研究。 

4  结论 

2 种养殖模式下除水分和粗灰分外，其他一般营

养物质无显著性差异。同时在 2 种养殖模式下肌肉和

肝胰腺中均检测出 17 种氨基酸，其中，必需氨基酸

7 种，鲜味氨基酸 4 种。根据 CS 评分，2 种养殖模

式下克氏原螯虾肌肉和肝胰腺中的第一限制氨基酸

均为甲硫氨酸＋胱氨酸，而第二限制氨基酸均为缬氨

酸，必需氨基酸的满足率较高。此外，20 种脂肪酸

在 2 种养殖模式下的克氏原螯虾肌肉中均被检出。而
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在肝胰腺中还检测出葵酸(C10:0)、月桂酸(C12:0)、

十七烷酸(C17:0)和 γ-亚油酸(C18:3n6)。2 种养殖模式

下的克氏原螯虾的肌肉和肝胰腺均具有较高的营养

价值，适宜食用。 
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Comparison of Nutrient Components in Muscles and Hepatopancreas of  
Pond- and Paddy Field-Cultured Procambarus clarkii 

ZHOU Jian, ZHAO Zhongmeng, HUANG Zhipeng, ZHAO Han, LI Qiang,  
ZHANG Lu, KE Hongyu, SU Xutao, XIAO Yu, DU Jun①

 
(Fisheries Institute, Sichuan Academy of Agricultural Sciences, Chengdu  611730) 

Abstract    To evaluate the quality characteristics of red swamp crayfish, Procambarus clarkii, crayfish 

from pond and paddy field cultures were used to compare the muscle, amino acid, and fatty acid 

compositions between the two culture models. The results showed that there was no significant difference 

in crude protein and crude fat between the two culture models (P>0.05). The muscle moisture content of 

crayfish in the pond culture was significantly higher than that in the paddy field culture (P>0.05), while 

the total ash content was significantly lower than that in the paddy field culture (P<0.05). Seventeen 

amino acids, including seven essential amino acids and four flavor amino acids, were detected in the 

muscle and hepatopancreas of the crayfish in the two culture models. There was no significant difference 

in the muscle WEAA/WTAA values between the two culture models (P>0.05), while the hepatopancreatine 

WEAA/WTAA values in the pond culture model were significantly higher than those in the paddy field 

model (P<0.05). According to the amino acid and chemistry score, the first limiting amino acids in the 

muscle and hepatopancreas were sulfur-containing amino acid (methionine and cysteine), while the 

second limiting amino acid in the muscle was valine and that in the hepatopancreas was leucine. In 

addition, 20 and 24 fatty acids were detected in the muscle and hepatopancreas of crayfish, respectively. 

Palmitic acid (C16:0) was the highest saturated fatty acid in the muscle and hepatopancreas, and oleic acid 

(C18:1n9c) was the highest monounsaturated fatty acid. The muscle and hepatopancreas of crayfish in the 

pond and paddy field models have higher edible and nutritional values.  

Key words    Procambarus clarkii; Pond; Paddy-field; Nutritive value; Comparative analysis 
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桑沟湾标准化与传统养殖模式 

海带的营养成分比较* 

房景辉 1  何  为 1,2  毛玉泽 1  方建光 1  蒋增杰 1①   

高亚平 1  蔺  凡 1  杜美荣 1  梁  博 1,2 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学 

与食物产出过程功能实验室  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    采用常规分析方法，对桑沟湾同一海域标准化养殖模式和传统养殖模式下海带(Saccharina 

japonica)产品的主要营养成分进行了分析比较。结果显示，2 种养殖模式下海带的水分含量均高于

88%，差异不显著；蛋白质含量差异不显著，而可溶性蛋白含量差异显著；脂肪含量均较低且二者

差异不显著。标准化养殖模式下海带的必需氨基酸含量(除赖氨酸外)和呈味氨基酸含量均高于传统

养殖模式，其中，谷氨酸含量最高，分别为 1.75%和 1.27%。2 种养殖模式下的海带各种脂肪酸含

量较低，均低于 1%。标准化养殖模式下海带的 Zn、Mg、Na 和 K 4 种矿物质元素的平均含量都略

高于传统养殖模式。标准化养殖模式下海带的可溶性糖含量显著高于传统养殖模式，褐藻胶含量分

别为 22.66%和 21.27%，标准化养殖模式略高。研究表明，与传统养殖模式相比，标准化养殖模式

海带产品的蛋白质、氨基酸、脂肪酸、矿物质元素、可溶性糖及褐藻胶等含量较高，显著提高了海

带产品的营养和品质，同时，也提高了其作为食品和工业原料的价值，桑沟湾标准化海带养殖模式

表现出显著优势。 

关键词    标准化养殖；传统养殖；海带；营养成分 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0170-06 

海带(Saccharina japonica)是我国水产养殖的主

要种类之一，在我国水产养殖产业中占有重要地位。

2018 年，我国海带产量为 152.25 万 t，占藻类总产量

的 64.96% (农业农村部渔业渔政管理局, 2019)。海带

abc
图章
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营养丰富，是百姓家中常见食品，具有增加食物鲜味、

高效补碘、预防和治疗甲状腺疾病的作用，其中的某

些成分还具有抵抗辐射、抑制脂肪消化吸收、保养皮

肤及头发和降低血压、血脂和血糖等保健功效。同时，

海带也是碘和褐藻胶提取的常用原料，工业价值颇

高，具有广阔的开发前景 (苏丽 , 2018; 王文亮等 , 

2008)。 

目前，筏式养殖是我国海带的主要养殖方式，由

于不同海域环境条件不同，海带筏式养殖密度和筏架

间距等具体养殖方法有所差异(段德麟等, 2015)，常

常依据养殖从业者经验确定。桑沟湾是我国海带的重

要养殖海域，海带传统养殖方法已沿用多年，随着养

殖规模不断扩大，已经超出了海带养殖容量(方建光

等, 1996; 史洁, 2009)。在超容量养殖条件下，海带收

获规格减小，干海带成色不佳。已有研究表明，海带

的营养成分受到温度、品种、生长阶段、养殖海域和

加工方式等因素的影响(Hwang et al, 2014; Boakye 

et al, 2018)，而在同一海域采取不同养殖方式能否对

海带的营养成分产生影响尚不清楚。作者在科学评估

桑沟湾海带养殖容量的基础上，建立了海带筏式养殖

的标准化模式与技术，取得了显著的效果(房景辉等, 

2019)。本研究在海带传统养殖模式和标准化养殖模

式下，分析不同养殖模式海带营养物质含量差异，旨

在进一步探究桑沟湾标准化海带养殖模式的优势，为

海带养殖方法改进提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验海带来源 

实验海带采自标准化养殖海区和传统养殖海区，

2 个海区均位于桑沟湾南侧的东楮岛养殖海域，相距

约 50 m。标准化养殖模式与传统养殖模式相比，增

大了筏架间距、浮漂大小和海带绳间距，减少了每条

筏架上海带绳数量及每根海带绳上的海带棵数，这些

参数的改变将标准化养殖模式海带的密度降低为传

统养殖方式的 62.9%(房景辉等, 2019)。2 个海区海带

夹苗时间均为 2017 年 12 月，于 2018 年 5 月收获，

养殖过程的管理方式相同。本研究随机在收获的海带

中各取 10 棵，每棵海带从假根部往上，分下、中、

上 3 段等重取样合计 500~600 g 作为样品进行分析。

其中，标准化养殖模式海带的规格为(1791±481) g，

传统养殖模式海带的规格为(1511±405) g。 

1.2  样品处理与营养成分测定 

在 70℃条件下，使用电热鼓风干燥箱 (DHG- 

9240A, 上海)将海带样品烘干至恒重，使用电子天平

称量干重，计算含水率，再研磨用于其他成分测定。

其中，可溶性蛋白采用考马斯亮蓝法测定，粗脂肪按

GB/T5009.6−2003 中的方法测定；氨基酸按 GB/ 

T5009.124−2016中的方法使用氨基酸自动分析仪

(L8900, HITACHI，日本)测定；脂肪酸使用脂肪酸分

析仪 (QP2010plus, SHIMADZU，日本 )按 GB/5009. 

168−2016中的方法测定；矿物质元素使用原子吸收光

谱仪(AA80, Perkin-Elmer，美国)测定；褐藻胶含量采

用醋酸钙法测定；可溶性糖采用市售植物可溶性糖含

量测试盒(蒽酮比色法)测定。 

1.3  数据处理 

所得数据采用 SPSS 22.0 统计分析软件分析处

理，采用独立样本 t 检验比较 2 种养殖模式下海带的

一般营养成分、氨基酸组成、脂肪酸组成、矿物质元

素含量、可溶性糖含量和褐藻胶含量，以 P<0.05 作

为差异显著水平。 

2  结果 

2.1  一般营养成分 

2 种养殖模式下海带的一般营养成分见表 1。标

准化养殖模式海带的水分、蛋白质和灰分含量略高于

传统养殖模式海带，但无显著性差异；脂肪含量略低

于传统养殖模式海带，但无显著性差异(P>0.05)。标

准化养殖模式海带的可溶性蛋白含量显著高于传统

养殖模式(P<0.05)。 

 
表 1  2 种养殖模式下海带的一般营养成分 

Tab.1  Nutrient compositions of kelp under standardized and 
traditional long-line aquaculture mode 

营养成分 
Nutrient 

标准化养殖 
Standardized 

传统养殖 
Traditional 

水分 Moisture (%) 88.32±2.10 88.06±1.58 

蛋白质 Protein (%) 6.88±0.33 6.88±0.33 

可溶性蛋白 
Soluble protein (g/L)

0.74±0.20a 0.41±0.14b 

脂肪 Lipid (%) 0.88±0.25 1.00±0.12 

灰分 Ash (%) 48.15±1.19 45.30±1.56 

注：表中同一行带有不同字母的数据表示相互之间差

异显著(P<0.05)，下表同 
Note: Data in the same row with different superscript 

letters are significantly different from each other (P<0.05), 
the same as below 

 

2.2  氨基酸组成 

从表 2 可以看出，除赖氨酸以外，标准化养殖模
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式海带的必需氨基酸的平均含量均高于传统养殖模

式的海带，其中，丙氨酸、丝氨酸和天冬酰胺等 8 种

氨基酸含量显著高于传统养殖模式(P<0.05)。所测的

氨基酸中，谷氨酸含量最高，标准化养殖模式与传统

养殖模式海带的谷氨酸含量分别为 1.75%和 1.27%。

标准化养殖模式下，海带的各呈味氨基酸平均含量均

高于传统模式。 
 

表 2  2 种养殖模式下海带的氨基酸组成 
Tab.2  Composition of amino acids in kelp under standardized 

and traditional long-line aquaculture modes (%) 

氨基酸 
Amino acids 

标准化养殖 
Standardized 

传统养殖 
Traditional 

丙氨酸 Ala* 0.63±0.10a 0.51±0.06b 

丝氨酸 Ser 0.28±0.05a 0.24±0.04b 

亮氨酸 Leu 0.39±0.06 0.34±0.06 

天冬酰胺 Asn* 0.97±0.24a 0.75±0.16b 

异亮氨酸 Ile 0.22±0.04a 0.18±0.04b 

甘氨酸 Gly* 0.34±0.05a 0.28±0.05b 

精氨酸 Arg 0.22±0.04a 0.18±0.04b 

组氨酸 His 0.11±0.02 0.09±0.02 

缬氨酸 Val 0.36±0.04 0.34±0.04 

苏氨酸 Thr 0.37±0.05a 0.30±0.04b 

苯丙氨酸 Phe* 0.27±0.03 0.24±0.03 

甲硫氨酸 Met 0.15±0.02 0.14±0.02 

谷氨酸 Glu* 1.75±0.61 1.27±0.43 

赖氨酸 Lys 0.27±0.04 0.34±0.35 

脯氨酸 Pro 0.26±0.08a 0.13±0.05b 

酪氨酸 Tyr* 0.22±0.02 0.20±0.02 

注：*表示呈味氨基酸 
Note: *: Flavor amino acid 
 

2.3  脂肪酸组成 

2 种养殖模式下海带的各种脂肪酸含量均较小，

除 C18:3 外，海带的其他脂肪酸指标均无显著差异

(P>0.05)。标准化养殖模式下海带的饱和脂肪酸平均

含量略高于传统养殖模式，不饱和脂肪酸平均含量略

低于传统养殖模式，但无显著性差异(P>0.05)(表 3)。 

2.4  矿物质元素 

2 种养殖模式下海带的矿物质含量均无显著差异

(P>0.05)。除 Fe、Ca 和 P 之外，标准化养殖模式海

带的 Zn、Mg、Na 和 K 4 种矿物质元素的平均含量都

略高于传统养殖模式，但无显著性差异 (P>0.05)   

(表 4)。 

表 3  2 种养殖模式下海带的脂肪酸组成 
Tab.3  Contents of fatty acids in kelp under standardized and 

traditional long-line aquaculture modes (%) 

脂肪酸 
Fatty acids 

标准化养殖 
Standardized 

传统养殖 
Traditional 

C14:0 0.100±0.010 0.090±0.010

C15:0 0.002±0.000 0.002±0.000

C16:0 0.170±0.020 0.170±0.020

C18:0 0.020±0.010 0.030±0.010

C20:0 0.003±0.000 0.003±0.000

饱和脂肪酸 
Saturated fatty acids

0.370±0.036 0.330±0.120

C16:1 0.020±0.010 0.020±0.000

C18:1 0.160±0.020 0.160±0.020

C18:2 0.060±0.020 0.06±0.010 

C18:3 0.030±0.040a 0.020±0.010b

C18:1n9 0.150±0.020 0.160±0.020

C20:3 0.003±0.002 0.005±0.003

EPA 0.030±0.010 0.030±0.010

C22:1 0.020±0.000 0.020±0.000

C23:0 0.070±0.010 0.080±0.010

不饱和脂肪酸 
Unsaturated fatty acids

0.310±0.038 0.330±0.048

 
表 4  2 种养殖模式下海带的矿物质元素含量 

Tab.4  Contents of mineral element in kelp under 
standardized and traditional long-line aquaculture modes (%) 

元素 
Elements 

标准化养殖 
Standardized 

传统养殖 
Traditional 

锌 Zn 0.0008±0.0003 0.0007±0.0001 

镁 Mg 0.56±0.13 0.54±0.04 

铁 Fe 0.03±0.02 0.03±0.01 

钠 Na 2.62±0.33 2.47±0.24 

钾 K 13.73±2.87 11.96±2.13 

钙 Ca 0.66±0.08 0.66±0.05 

磷 P 0.13±0.01 0.15±0.05 

注：表中 2 种模式相同指标的数据没有显著性差异
(P>0.05)  

Note: There is no significant difference in the same 
parameter of the two long-line aquaculture modes (P>0.05) 

 

2.5  可溶性糖及褐藻胶的含量 

标准化养殖模式下海带的可溶性糖含量为

0.89%，比传统养殖模式的0.59%高50.85%，且差异

显著(P<0.05)。褐藻胶含量比传统养殖模式高6.54%，

但2种模式无显著差异(P>0.05)(表5)。 
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表 5  2 种养殖模式下海带可溶性糖和褐藻胶的含量 
Tab.5  Contents of soluble sugar and sodium alginate  

in kelp under standardized and traditional long-line  
aquaculture modes (%) 

指标 
Parameters 

标准化养殖 
Standardized 

传统养殖 
Traditional 

可溶性糖 Soluble sugar 0.89±0.33a 0.59±0.16b 

褐藻胶 Sodium alginate 22.66±3.89 21.27±4.15 

 

3  讨论 

我国的海带产量居世界首位，海带对我国社会和

经济具有重要意义，它不仅是重要的食品，也是海带

多糖、褐藻胶和甘露醇等的主要生产原料。目前，关

于海带的营养成分研究报道较多，盛晓风等(2011)对

海带不同生长时期的营养成分进行了研究，发现不同

月份海带的甘露醇、褐藻胶和碘等含量有所差异；李

涛等(2012)以“黄官 1 号”海带为研究对象，对其在不

同海域的营养成分进行了研究，发现同一品种在不同

海域的营养成分会产生较大差异；刘红英等(2005)对

山东青岛和浙江宁波两地的海带营养成分进行了研

究，发现宁波海带中粗蛋白、碘和褐藻胶的含量大于

青岛海带，而岩藻聚糖硫酸酯和甘露醇的含量则远远

小于青岛海带。除此之外，还有学者研究发现，季节

(Black, 1948; Adams et al, 2011)、品种(王培功等, 

1998)、品系(刘建新等, 2001)，甚至个体(崔铁军等, 

1993)差异都是影响海带营养成分的重要因素，特别

是在不同海域，由于生长环境(温度、光照和营养盐

等)不同会导致海带成分产生差异。因此，生长海域

差异对海带主要成分的含量有重要影响已成为共识。 

但在环境条件一致的同一海域，采用不同的养殖

模式也会对海带产品的营养成分产生影响，这在以前

的研究中鲜见报道。本研究发现，标准化养殖模式可

以提高海带蛋白质、可溶性蛋白、氨基酸、饱和脂肪

酸、微量元素和可溶性糖等营养成分含量，尤其是可

以提高氨基酸和脂肪酸的含量。这表明标准化养殖模

式的海带产品营养价值和品质均优于传统养殖模式。

对比 2 种养殖模式重要环境指标发现，标准化养殖模

式下的海带比传统养殖模式有更充足的光照和更高

的海水交换速度。光照强度不足是传统养殖模式尤其

显著的问题，其海带所处水层的光照强度很少超过

8000 lx；传统养殖模式海流流速较慢，限制了营养盐

的更新速度，这 2 个重要因素限制了传统养殖模式海

带的生长(房景辉等, 2019)，从而导致营养积累不佳。

因此，除养殖海区的大环境差异可以影响海带生长

和营养成分外，海区局部环境甚至微环境也是影响海

带生长和营养成分的重要因素。 

本研究表明，标准化养殖的海带营养成分含量总

体上高于传统养殖模式的海带产品。我国是多糖、褐

藻胶和甘露醇等的主要生产国(宋武林, 2016; 刘树立

等, 2007)，作为褐藻胶的主要原料，海带中褐藻胶含

量对工业生产的意义重大。本研究结果显示，标准化

养殖模式下，成品海带的平均褐藻胶含量比传统养殖

模式高 6.54%，如果以我国万吨级的褐藻胶产业规模

进行计算(尚德荣等, 2011)，褐藻胶含量的提升可以产

生可观的经济价值。此外，标准化养殖模式下海带的

可溶性糖(包括单糖、寡糖和多糖)含量比传统养殖模

式高 50.85%，其藻体碳含量也得以提高(房景辉等, 

2019)，提升了海带作为多糖提取原料的利用价值。

对养殖企业来说，标准化养殖模式可以提高海带产品

品质，从而提高经济效益(房景辉等, 2019)；对加工

企业来说，获得质量较高的加工原料，在同样的加工

工艺条件下，可以获得品质较高的加工产品，同时保

证产量和效益(何敏元, 1986; 尚德荣等, 2011)；对消

费者来说，可以从优质的海带产品中获得较好的外

观、口感和营养等各方面体验，消费意愿得以提高。

因此，标准化养殖模式的优势显著，不仅可以提高产

品品质，同时，可以增加经济效益和生态效益(王丽, 

2010; 唐启升等, 2013)。优化养殖结构，改进养殖方

式是推动海带养殖技术升级的重要发展方向。 

4  结论 

本研究表明，在同一海域，不同养殖模式下的海

带营养成分会有所差异。标准化养殖模式下海带的营

养丰富，褐藻胶含量更高。在桑沟湾海域采用标准化

养殖模式养殖海带，能提高海带的食用价值和工业价

值，对生产有积极意义。 
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A Comparison of Nutrients in Kelp Cultured in Standardized and Traditional  
Long-Line Modes in Sanggou Bay 

FANG Jinghui1, HE Wei1,2, MAO Yuze1, FANG Jianguang1, JIANG Zengjie1①
,  

GAO Yaping1, LIN Fan1, DU Meirong1, LIANG Bo1,2 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Laboratory for Marine Fisheries Science and 

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

Abstract    The primary nutrients in kelp (Saccharina japonica) products cultivated under standardized 

and traditional long-line modes in the waters of Sanggou Bay, Shandong Province, were analyzed and 

compared. The results showed there was no significant difference in the moisture content of the kelp 

produced by the two methods, and in both cases, the moisture content was higher than 88%. The 

cultivation method did not significantly affect the total protein content of the kelp, but the soluble protein 

level was significantly different between the two methods. The fat content was low in all the kelp samples, 

and the difference between the products of the two cultivation methods was not significant. The essential 

amino acid content (except lysine) of kelp from the standardized cultivation method was higher than that 

from the traditional method. The amino acids responsible for flavor were higher in kelp produced by the 

standardized method than in kelp produced by traditional cultivation. Glutamic acid content in kelp from 

standardized production was high (1.75%) in comparison to other amino acids (1.27%). The fatty acid 

content of kelp from both cultivation modes was lower than 1%. The average levels of zinc, magnesium, 

sodium, and potassium in kelp from standardized cultivation were higher than traditionally produced kelp. 

Additionally, the soluble sugar content of kelp from standardized cultivation was significantly higher than 

that from traditional cultivation. The alginate content was 22.66% and 21.27% in the standardized 

cultivation and traditional cultivation modes, respectively. The results showed that the protein, amino acid, 

fatty acid, mineral elements, soluble sugar, and alginate contents in kelp produced by standardized 

cultivation were all higher than in kelp grown the traditional way. Therefore, the nutrient value and quality 

of kelp products were significantly better, when produced by standardized cultivation. The value of kelp 

products for food and industrial raw materials was also higher. Therefore, the standardized kelp cultivation 

method in Sanggou Bay has significant advantages. 

Key words    Standardized cultivation; Traditional cultivation; Saccharina japonica; Nutrients 
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威海双岛湾海域海草分布及其生态特征* 

李  政  李文涛  杨晓龙  张彦浩  张沛东① 
(中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003) 

摘要    2016 年 8 月，现场调查并分析了山东省威海市双岛湾海域的海草资源及其生态特征，发

现分布面积为 442.19 hm2 的海草床，种类为鳗草(Zostera marina)和红纤维虾形草(Phyllospadix 

iwatensis) 2 种。鳗草的分布面积约为 434.46 hm2，占总面积的 98.3%，主要分布在双岛湾中部东侧

及海参池，其平均植株密度和生物量分别为(174.2±9.2) shoots/m2 和(337.7±17.5) g DW/m2。红纤维

虾形草的分布面积约为 7.73 hm2，占总面积的 1.7%，主要分布在双岛湾湾口东侧及向东约 3 km 的

近岸礁石浅水区，呈明显的带状分布，其平均植株密度和生物量分别为(889.1±17.1) shoots/m2 和

(605.9±18.1) g DW/m2。双岛湾海草床平均水深约为 1.6 m，鳗草草床底质坚硬，平均底质粒径约为

(4.3±0.2) mm。本调查表明，双岛湾海草床受到陆源污染物排放、围海养殖和捕捞作业等人类活动

的严重威胁，提出了保护双岛湾海草床的建议和对策，为我国海草床现有资源提供数据补充。 

关键词    海草床；海草种类；分布面积；生态特征; 双岛湾 

中图分类号 Q948.8   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0176-08 

海草是一类分布于极圈以外海洋或河口的高等

水生植物(Duarte, 1991)，种类多样性较低，目前，全

球范围内共发现 74 种(黄小平等, 2018)，由单种或多

种海草构筑的海草床是地球生物圈最高产的生态系

统之一(Duarte et al, 1999)，也是多种水生动物重要的

产卵场、育幼场和栖息地(Costanza et al, 1997; Short 

et al, 2011a)。然而，在自然环境和人类活动的双重影

响下，世界范围内超过 1/3的海草床已经消失(Waycott 

et al, 2009; Short et al, 2011b)，山东省威海海域完全

退化或消失的海草床已超过 90% (郑凤英等, 2013)。

随着海草床生态及经济价值不断被发掘，各海洋强国

相继实施了全球性或区域性海草研究计划，海草床的

保护和修复等相关研究正成为生态修复工作的热点

(van Katwijk et al, 2009、2016; Statton et al, 2013)。而

与北美、澳大利亚和欧洲相比，我国对海草床的研究

仍有欠缺，山东半岛部分海域的海草床分布及其生境

状况缺少基础数据，严重影响了对海草现有资源量的

认识与保护工作的顺利开展。为此，作者于 2016 年

8 月对山东省威海双岛湾进行海草资源及其环境特征

的调查研究，以期为海草床生态系统的修复和管理提

供数据补充。 

1  调查方法 

1.1  断面布设与调查方法 

双岛湾 (37°27′N、121°58′E)位于山东半岛东北

部，濒临北黄海，湾内开阔，面积约为 18.70 km2。

由于受到海水和河口的常年冲积，双岛湾形成了独特

abc
图章
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的水下三角洲和大面积滩涂地貌，滩涂上布有大量养

殖池塘，湾中有菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)

增殖区(王军等, 2012)。 

2016 年 5 月，通过现场观测和渔民走访，确定

双岛湾海域存在较大面积的海草床。同年 8 月，通过

调查断面布设，结合双岛湾海域各岸段的地形和水文

等具体环境特征及海草的生长习性，对可能有海草床

分布的岸段进行分段调查。总调查面积为 31.60 km2，

共设置 32 个调查断面，覆盖双岛湾全湾、湾口及湾

口东侧海域，每个调查断面平行间距为 30 m (图 1)。

在大潮低潮段时进行调查，在确保安全的情况下由潜

水员手持水下摄像机进行潜水拍照与录像，以便更加准

确地识别海草种类、分布状况及海草床附近的地貌特

征。在海草覆盖度>5%的区域边界、拐点及中心位置设

置多个 GPS 定位点，用相机和记录本记录大致区域及

标志性建筑位置。在实验室进一步对拍摄录像和记录本

的记录内容进行分析整合，对定点坐标进行图像空间计

算，明确海草种类，估算海草床具体分布面积。 
 

 
 

图 1  双岛湾调查区域断面布设位置 
Fig.1  Section layout map of Shuangdao Bay survey area 

 

1.2  海草植株密度、形态学特征与生物量调查 

在发现的海草床内随机设置 3~5 个采样站位，利

用 25 cm × 25 cm 的取样框进行采样，每个站位采集

3 个重复样方，将取样框内所有海草地上和地下部分

完整取出，适当清洗后置于样品袋，将样品袋封口、

编号记录(包括日期、经纬度和种类等信息)后低温保

存带回实验室。结合视频资料和实验样品，于实验室

进一步通过外部形态、叶脉数量和组织切片的方式分

析海草种类。统计植株数量，计算单位面积植株密度。

在关键调查区域获得的样品中随机选取 30 株完整海

草植株，将其表面附着物与根部泥沙冲洗干净后进行

形态学测量。将测量后的海草植株在 65℃恒温条件

下烘干至恒重，对单位面积海草的生物量进行计算。 

1.3  海草床区域关键环境因子调查 

在各采样站位，运用 SM-5A 测深仪(Speedteach,

美国)测量水深，参考当地当日潮汐表校正实际水深。

使用 YSI 650 多参数水质监测仪(美国)监测调查海域

的水温、溶解氧、盐度和酸碱度。使用 SD20 透明度

塞氏盘(北京普力特仪器有限公司)测量水体透明度。

采集沉积物，采用实验室筛析法结合马尔文激光粒度

仪(Malvern Instruments Ltd., 英国)法测定沉积物的

平均粒径、砂含量、粉砂和粘土含量。 

1.4  数据处理与分析 

运用 ArcGIS10.2 软件估算双岛湾海域海草分布面

积、绘制海草分布图。运用 SPSS18.0 软件对海草床关
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键环境因子和海草形态学指标进行 T 检验、描述性统计

和单因素方差分析(One-way ANOVA)。实验数据采用平

均值±标准误差(Mean±SE)表示，显著性水平为 P=0.05。 

2  结果 

2.1  海草种类 

本调查通过植株形态学观察和组织切片法对调

查区域的海草进行种类鉴定。结果显示，双岛湾海域

共分布有2种海草，分别为鳗草科(Zosteraceae)、鳗草

属(Zostera)的鳗草(Z. marina)(图2)和鳗草科虾形草属

(Phyllospadix)的红纤维虾形草(P. iwatensis) (图3)。 
 

 
 

图 2  鳗草外部形态特征及其叶片横断面 
Fig.2  External morphological characters of  

Z. marina and its transection of leaf 
 

 
 

图 3  红纤维虾形草外部形态特征及其叶片横断面 
Fig.3  External morphological characters of  

P. iwatensis and its transection of leaf 
 

2.2  分布面积 

海草床分布总面积为 442.19 hm2(图 4)。鳗草是

双岛湾的海草优势种，分布面积为 434.46 hm2，占总

面积的 98.3%，主要分布于双岛湾中部东侧及海参池

中。海参池中的鳗草分布面积为 34.26 hm2，双岛湾

中部东侧的鳗草分布面积为 400.20 hm2，湾口 1~3 m

的浅水区成片连续分布，内湾鳗草呈斑块状或零星分

布，双岛湾西侧因受水动力作用淤积大面积的浅滩，

未发现鳗草分布。红纤维虾形草主要分布于双岛湾湾

口东侧及向东约 3 km 的近岸礁石浅水区，分布面积

仅为 7.73 hm2，占总面积的 1.7%。其中，湾口东侧

红纤维虾形草的分布面积约为 3.65 hm2，于礁石底质

呈小斑块状分布；而在近岸礁石浅水区的分布面积约

为 4.08 hm2，呈线性连续零星分布。 

 
 

图 4  双岛湾海草床的地理分布 
Fig.4  Geographical distribution of seagrass beds 

 in Shuangdao Bay 
 

2.3  海草的密度、生物量与形态学特征 

2.3.1  鳗草    双岛湾海域鳗草的平均植株密度为

(174.2±9.2) shoots/m2，其中，靠近湾口的鳗草密度最

大(218.7 shoots/m2)、湾中部最小(138.7 shoots/m2)。

鳗草的平均生物量为(337.7±17.5) g DW/m2，其中，

靠近湾口的平均生物量最大(472.4 g DW/m2)、内湾最

低(132.2 g DW/m2)。 

从双岛湾中部、湾口和内湾采集的样品中各随机

抽取 30 株鳗草进行形态学统计分析。调查表明，双

岛湾中部鳗草地上形态学指标显著高于湾口和内湾

(P<0.05)。中部鳗草平均株高最高，比湾口处鳗草高

约 10 cm，比湾内鳗草高约 20 cm，平均单株叶片数、

叶长和叶鞘长等指标均具有相似规律(表 1)。地下部

分，全湾鳗草平均节间长约为 1.7 cm，平均节间直径

约为 0.6 cm，平均根长约为 16.7 cm。 

2.3.2  红纤维虾形草    双岛湾海域靠近湾口的红

纤维虾形草的植株密度(969.8 shoots/m2)大于湾口东

侧(738.7 shoots/m2)，平均密度为(889.1±17.1) shoots/m2。

红纤维虾形草平均生物量为(605.9±18.1) g DW/m2，

靠近湾口的平均生物量为(727.7±21.3) g DW/m2，显

著大于湾口东侧[(525.3±15.8) g DW/m2] (P<0.05)。 

从双岛湾湾口和内湾采集的红纤维虾形草样品
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中各随机抽取 30 株进行形态学统计分析。从表 2 可

知，双岛湾湾口及其东侧的红纤维虾形草除株高、叶

鞘长与根长有显著差异外(P<0.05)，其他形态学指标

差异不显著(P>0.05)。总体来看，虾形草平均单株叶

片数为 3.4 leaves/shoot，平均株高为 71.2 cm, 平均叶

宽为 0.2 cm，平均节间直径为 0.4 cm，根长为 1.0 cm。 
 

表 1  双岛湾不同区域鳗草形态学指标 
Tab.1  Morphological indices of Z. marina in different areas of Shuangdao Bay 

形态学指标 
Morphological index 

湾口 
Bay mouth 

湾中部 
Central bay 

内湾 
Inner bay 

样本数 
Number of samples

叶片数 Number of leaves (leaves/shoot) 6.0±0.3a 6.7±0.3b 5.8±0.3c 30 

株高 Shoot height (cm) 152.7±7.4a 166.7±3.7b 154.4±3.6a 30 

叶鞘长 Leaf sheath length(cm) 37.9±1.6a 40.5±0.9b 38.8±1.3a 30 

叶鞘宽 Leaf sheath width(cm) 1.1±0.0a 1.2±0.1a 1.1±0.0a 30 

最大叶长 Maximum leaf length(cm) 114.8±6.1a 126.2±3.5b 115.6±4.2a 30 

最大叶宽 Maximum leaf width(cm) 1.0±0.0a 1.1±0.0a 1.0±0.0a 30 

节间长 Internode length(cm) 2.1±0.1a 1.7±0.1b 1.2±0.1c 30 

节间直径 Internode diameter(cm) 0.6±0.0a 0.7±0.0b 0.6±0.0a 30 

最大根长 Maximum root length(cm) 17.1±0.4a 17.1±0.9a 15.7±0.5b 30 

注：不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同 

Note: Different letters indicated significant differences (P<0.05). The same as below 
 

表 2  双岛湾不同区域红纤维虾形草植株形态学指标 
Tab.2  Morphological indices of P. iwatensis in different areas of Shuangdao Bay 

形态学指标 
Morphological index 

湾口 
Bay mouth 

湾口东侧 
Eastern bay mouth 

样本数 
Number of samples 

叶片数 Number of leaves (leaves/shoot) 3.4±0.3a 3.3±0.3a 30 

株高 Shoot height (cm) 67.4±2.8a 75.0±2.3b 30 

叶宽 Leaf width (cm) 0.2±0.0a 0.2±0.0a 30 

叶鞘长 Leaf sheath length (cm)  10.3±0.5a 9.8±0.4b 30 

叶鞘宽 Leaf sheath width (cm) 0.2±0.0a 0.3±0.0a 30 

节间直径 Internode diameter (cm) 0.4±0.1a 0.4±0.1a 30 

根长 Root length (cm)  0.9±0.0a 1.1±0.0b 30 

根直径 Root diameter (cm) 0.1±0.0a 0.1±0.0a 30 
 

2.4  双岛湾海草床区域关键环境因子 

从双岛湾湾口、湾中部、内湾和湾口东侧调查数

据中，各随机抽取 15 组关键环境因子进行数据分析， 

调查结果见表 3。从表 3 可以看出，部分区域的水深、

透明度和溶解氧含量存在显著差异(P<0.05)。水温、

盐度和 pH 差异不大，平均值分别为 28.7℃、31.9 和

7.4。调查发现，鳗草草床底质坚硬，平均底质粒径 
 

表 3  双岛湾海草床区域的关键环境因子 
Tab.3  Key environmental factors in the seagrass bed area of Shuangdao Bay 

环境因子 
Environmental factors 

湾口 
Bay mouth 

湾中部 
Central bay 

内湾 
Inner bay 

湾口东侧 
Eastern bay 

mouth 

样本数 
Number of 

samples 

水深 Water depth (m) 1.8±0.3a 2.0±0.2a 1.2±0.1b 1.5±0.1c 15 

透明度 Transparency (m)  0.9±0.1a 1.4±0.2b 0.9±0.1a 1.2±0.1b 15 

水温 Temperature (℃) 29.0±0.4a 29.0±0.3a 28.0±0.3b 28.9±0.6a 15 

盐度 Salinity 31.6±0.2a 32.1±0.1a 32.1±0.1a 31.9±0.1a 15 

溶解氧含量 Dissolved oxygen (mg/L) 7.9±0.0a 7.7±0.0a 7.5±0.0b 7.4±0.0b 15 

酸碱度 pH 7.4±0.1a 7.5±0.1a 7.4±0.1a 7.5±0.1a 15 

底质类型 
Bottom sediment types 

中细砂 
Medium-fine sand

中细砂 
Medium-fine sand

细中砂 
Fine to medium sand 

礁石 
Reef 

15 
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为(4.3±0.2) mm，红纤维虾形草则附生于礁石上。 

3  讨论 

3.1  环境因子与海草分布、形态学特征的互作关系 

基因和环境因子是导致物种差异性的主要原因，

同一物种在不同环境下也可能会呈现出一定的表观

差异(Palacio-Lόpez et al, 2015)。本调查中，双岛湾湾

口、湾中部、内湾及湾口东侧的水深、透明度和底质

粒径呈显著差异，是影响双岛湾海草分布及形态学差

异的重要环境变量。 

水深和水体透明度通过影响光照进而影响海草

的形态学特征(Karydis, 2009)。一般情况下，同一水

域中，光照随水深增加而递减；此外，水体透明度越

高，海草的可利用光也会随之增加。本研究中，双岛

湾中部和湾口东侧的水深、透明度显著高于湾口和内

湾，可能是导致湾中部鳗草和红纤维虾形草地上形态

学指标显著高于湾口和内湾(P<0.05)的重要原因。 

沉积物粒径是影响海草分布及生物学特征的又

一重要因素(Schanz et al, 2003)。一般情况下，海底沉

积物粒径和水流强度呈正相关关系，沉积物颗粒直径

越小，表明该区域的水动力较小(Andral et al, 1999)。

海草能通过适应水动力不同的环境来减少种间或种

内竞争，提升自身生存能力和资源利用率(Schanz et al, 

2003)，进而影响形态学特征。本研究中，双岛湾湾

口和中部底质类型为中细砂，内湾为细中砂，湾口东

侧为礁石底质，导致了海草种类分布及形态学的差异。 

3.2  双岛湾海草密度及生物量 

双岛湾海域鳗草的平均植株密度为174.2 shoots/m2，

显著低于同季节镆铘岛(364.0 shoots/m2)(李洪辰等 , 

2019)、荣成俚岛湾海域(1209.0 shoots/m2)、荣成马山里

海域 (688.0 shoots/m2)和荣成天鹅湖 (416.0 shoots/m2) 

(Zhang et al, 2016)的鳗草床植株密度。据报道，20世

纪80年代以前，山东省威海、青岛和烟台等沿海海域

广泛分布鳗草，威海海域鳗草床平均生物量达到

1500.0 g DW/m2(李恒等, 2006)，而本调查获得的双岛

湾鳗草草床生物量仅为337.7 g DW/m2。红纤维虾形

草于2011年被列为易危种(Short et al, 2011b)，对环境

变化较敏感，难以在恶劣的生态环境中生存(Shelton, 

2010)。本调查中，双岛湾红纤维虾形草仅零星分布于

礁石上，平均密度为889.1 shoots/m2，显著低于同季节

镆铘岛红纤维虾形草的平均植株密度(3087.0 shoots/m2) 

(李洪辰等, 2019)，应予以高度重视。 

本研究表明，双岛湾海域鳗草和红纤维虾形草的

植株密度和生物量均处于较低水平，但由于缺乏双岛

湾海域海草床的历史数据，故无法对双岛湾海草床的

衰退状况进行全面且准确的评价。通过对现场调查、

群众走访，初步认为双岛湾海草床处于较为严重的衰

退状况。此外，双岛湾底质坚硬，海草种子定栖和植

株扎根的难度极大，一旦海草床被破环，通过自然或

人工进行恢复将异常困难。 

3.3  双岛湾海草床生境面临的威胁 

根据本调查与渔民走访发现，双岛湾海域海草床

生境正受到围海养殖、捕捞和工业废水的严重威胁。 

3.3.1  围海养殖、捕捞    双岛湾是威海著名的海参

增养殖区(李乐乐, 2015)，潮间带大面积的海草床直

接被改造成了养殖池塘，导致这些海草床短时间内直

接被毁灭；养殖活动中，践踏海草或刨挖贝类，亦会

对海草的生长与繁殖造成巨大威胁(黄小平等, 2006)。

此外，近岸渔业用船螺旋桨的机械运作(Sargent et al, 

1995; Dawes et al, 1997)、渔业拖网和船锚(Burdick et al, 

1999; Neckles et al, 2005)的大量使用会在短时间内严重

切割连续海草床，导致海草床的斑块化和生境破碎化。 

3.3.2  工业废水的排放    据报道，双岛湾沿岸有工

厂数 10 家，其中，包括电镀厂、造纸厂、眼镜厂、

电化铝厂等，排出的工业废水经排污口流入初村河和

羊亭河，两河交汇后又流入双岛湾。对数个入海排污

口的监测结果显示，双岛湾海水处于富营养化水平。

对有机污染进行评价，结果显示，双岛湾海域水体处

于严重污染状态(周艳荣等, 2008)。长期的水污染导

致海草一系列的退化问题。首先，光照是决定海草生

长发育的关键环境因子(Adams et al, 2017)，水体长期

富营养化和较高的悬浮物浓度会抑制叶绿体的磷酸

化进程，对海草或其他浮游植物产生直接毒性作用，

甚至直接导致其死亡 (Touchette, 2000; 李凤雪等 , 

2020)。成熟植物对高浓度的无机氮营养盐耐受性较

差，如红纤维虾形草一般生活在中低水平营养盐环境

中，而在富营养化水体中，特别是铵态氮的过量富集

会直接引起红纤维虾形草中毒，走向衰亡(Ramírez- 

García et al, 2002)。其次，水体富营养化会促进大型

藻类的暴发性生长，大量藻类的遮挡会进一步减少海

草对光的吸收，导致其死亡(Han et al, 2016; Ruesink, 

2016)。另外，据报道双岛湾海水存在中高等级重金属

生物毒性效应(张学超等, 2014)，高浓度的重金属会破

坏海草叶片类囊体膜和叶绿体膜的超微结构，降低海

草的光合效率，进而导致其退化(Ralph et al, 1998)。 

3.4  保护建议 

针对双岛湾海草床所受威胁的类型和强度，提出
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以下建议，以实现有效保护和科学管理： 

(1)严格控制双岛湾周边企业的污水排量，同时严

格监管排放污水的处理，以改善水质。 

(2)对双岛湾海域划分不同功能区，加强对功能

区的管理。结合本调查结果和当地实际情况，可将双

岛湾划分出 3 个主要功能区(图 5)：增殖捕捞区、核

心保护区和海水养殖区。其中，增殖捕捞区主要用于

贝类的增殖放流和采集，该区域大部分水深较浅，退

潮后露出大片滩涂，适于贝类生长和捕捞，总面积为

117.32 hm2。核心保护区是海草床密集区，总面积为

105.21 hm2，该区域海草连续分布，水深较深且生物

多样性较高，但受人类活动影响较大，保护不当会造

成海草床衰退。因此，该区域应严格限制渔业捕捞和

开挖航道等行为。海水养殖区受陆源径流影响，营养

盐含量丰富，初级生产力高，适于海带、牡蛎等的养

殖，该功能区总面积约为 163.93 hm2。 
 

 
 

图 5  双岛湾海域不同功能区划分示意图 
Fig.5  Schematic diagram of the distribution of different 

functional areas in Shuangdao Bay 
 

(3)考虑到双岛湾长远发展的持久利益，同双岛

湾当地的环保、渔业、水产等相关部门进行协商，避

免短期行为，合理规划渔业捕捞、船舶运行及挖掘航

道等行为，尽量减少对海草床的破坏。 

(4)随着国内外学者对海草床的不断深入研究，

对海草床的管理、保护和修复也逐渐趋于正规化和科

学化，特别是近几年已在海草床修复方面取得重大突

破 (Verduin et al, 2012; 郭栋等 , 2012; 刘燕山等 , 

2015)。重视海草床的生境保护，结合成熟有效的海

草床修复方法，如海草植株枚钉移植法(刘燕山等 , 

2015)和种子保护袋播种法(Zhao et al, 2016)等，应用

海草植株的扩繁与定植理论(张沛东等, 2020)，结合

双岛湾鳗草的生殖期及生殖策略确定适宜的海草床

修复时间和修复地点(李乐乐等, 2015; 张飞, 2017)，

进而加快双岛湾生态系统的恢复与重建。 

综上所述，本调查初步摸清了双岛湾海域海草的

种类、分布面积、生物学特征及其生存环境特征，分

析了海草床退化的可能原因并提出了相应的建议和

对策，以期为海草床资源及滨海生境修复提供参考。 
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Distribution and Ecological Characteristics of Seagrass  
in Shuangdao Bay, Weihai 
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(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    The seagrass bed ecosystem is one of the most productive ecosystems on earth with 
important ecological functions and ecological service values. In August 2016, the seagrass resources 
and ecological characteristics were investigated and analyzed in Shuangdao Bay sea area of Weihai 
city, Shandong Province. Seagrass beds of Zostera marina and Phyllospadix iwatensis covering 
approximately 442.19 hm2 were discovered. Z. marina was distributed over 434.46 hm2, which is 
approximately 98.3% of the total seagrass area. These Z. marina plants mostly grow in the eastern 
part of Shuangdao Bay and in the farming ponds of Stichopus japonicus. The average shoot density 
and biomass of Z. marina were (174.2±9.2) shoots/m2 and (337.7±17.5) g DW/m2, respectively. The 
distribution area of P. iwatensis was 7.73 hm2 and was approximately equivalent to 1.7% of the total 
seagrass area. These P. iwatensis plants mostly grow on rocky coasts and displayed an obvious band-like 
distribution. The average shoot density and biomass of P. iwatensis were (889.1±17.1) shoots/m2 and 
(605.9±18.1) g DW/m2, respectively. The average water depth of seagrass beds was about 1.6 m and 
the farming ponds growing Z. marina had a hard substrate with an average particle size of (4.3± 
0.2) mm. The investigation showed that the seagrass habitats are being seriously threatened by human 
activities, such as pollution discharge from the land, culling, and fishing. Suggestions for the 
protection of the seagrass beds in Shuangdao Bay have been proposed to provide supplementary data 
on China’s seagrass resources and their conservation. 

Key words    Seagrass bed; Seagrass species; Distribution area; Ecological characteristics; Shuangdao 

Bay   
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海洋环境中有机胺的迁移转化研究进展* 
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摘要    大气中的有机胺具有潜在的气候效应，这是当今国际的研究热点之一。海洋是大气中有机

胺的重要来源，但由于海水中有机胺检测难度较大，导致海洋环境中有机胺的产生机制尚不清楚。

本文概述了海洋生物体内有机胺前体物的浓度特征及其对环境中有机胺的影响，阐述了沉积物、海

水及大气中有机胺的浓度特征，分析了海洋大气气溶胶中有机胺的形成途径，并指出海水中有机胺

检测的难点及现阶段亟待解决的科学问题。为深入认识海洋环境中有机胺的迁移转化规律及其潜在

气候效应提供科学依据。 

关键词    有机胺；海洋生物；盐度；形成途径；检测方法 

中图分类号 P76   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2021)02-0184-08 

大气中的有机胺可促进新粒子生成及颗粒物增

长，进而增加云凝结核数浓度，通过改变辐射强迫对

气候变化产生潜在重要的影响(Almeida et al, 2013; 

Chen et al, 2016; Sellegri et al, 2016; Yao et al, 2018)。

大气中有150余种有机胺，其中，三甲胺(TMA)、二

甲胺(DMA)和一甲胺(MMA)是最常见且含量最高的

有机胺(Ge et al, 2011; Yu et al, 2014)。海洋是这3种有

机胺的重要来源，每年向大气中释放80 Gg N (Ge   

et al, 2011)。有机胺还是海洋生物很重要的氮源和能

量源，例如，TMA可被约占海洋水体中总细菌20%的

玫瑰杆菌(Roseobacter)降解为NH4
+，同时释放三磷酸

腺苷(ATP)，ATP可为该细菌提供能量，NH4
+则可被其

他生物利用(Lidbury, 2015)；在海洋沉积物中，TMA

是温室气体甲烷(CH4)的重要前体物之一，在含盐环

境中，35%~90%的CH4是由TMA降解而来的(Oremland 

et al, 1982; King et al, 1983)。但当有机胺浓度过高时，

也会对生物造成危害，如在海水养殖环境中，TMA

和DMA是鱼类和藻类腐烂所释放气体(鱼腥味)的重

要组成部分(Chung et al, 2009)，也是致癌物–亚硝基

胺的前体物质。高浓度的TMA和DMA会抑制大分子

物质(如DNA、RNA和蛋白质)的合成，对动物晶胚有

致畸作用(Guest et al, 1992)。因此，认识海洋环境中

有机胺的形成机制、浓度变化特征等对海洋生物的健

康、海洋氮循环乃至全球气候变化具有重要的意义。 

abc
图章
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1  海洋环境中有机胺的源与汇 

有机胺主要来源于细菌或酶对甜菜碱(GBT)、氧

化三甲胺(TMAO)、胆碱(CHO)等季铵化合物的降解

(图1)(Welsh, 2000; Carpenter et al, 2012; Lidbury et al, 

2014; Lidbury, 2015; Lidbury et al, 2015a、2015b; Cree, 

2015)。在海洋环境中，为了应对高盐度(NaCl)的压力，

海洋植物、动物和微生物需要合成或吸收GBT、

TMAO来调节细胞渗透压(Carpenter et al, 2012; Oren, 

2015; Cree, 2015; Sun et al, 2019)。所以，季铵化合物

在海洋生物中的含量远远大于淡水生物。季铵化合物

被玫瑰杆菌等细菌降解后会释放出有机胺 (图 1) 
(Carpenter et al, 2012; Lidbury, 2015; Lidbury et al, 
2017)。以上大部分有机胺的形成过程主要发生在碎

屑颗粒、浮游动物肠道及沉积物等厌氧环境中

(Carpenter et al, 2012; Cree, 2015)。因此，有机胺在海

洋沉积物和水体中广泛存在。海洋沉积物或水体中有

机胺的汇主要有以下3种方式：一部分通过海气交换

从海水释放到大气中；一部分被硅藻和鞭毛藻等浮游

植物直接吸收(Cree, 2015)；剩余部分被降解后最终转

化为NH4
+、CH4和CO2。因此，季铵化合物及有机胺

是海洋环境中很重要的碳源、氮源、能量源(Chen, 
2012; Lidbury, 2015; Lidbury et al, 2015a; Cree, 2015; 
Taubert et al, 2017; Mausz et al, 2019; Sun et al, 
2019)。 

 

 
 

图 1  海洋环境中有机胺的产生与降解过程 
Fig.1  Production and degradation processes of amines in 

marine environment (Carpenter et al, 2012; Mausz et al, 2019) 
 

2  海洋生物体内有机胺前体物的浓度分布

特征 

国内外很多研究发现，海洋植物生物量的增加会 

 

显著促进水体或大气中有机胺浓度的增加(Gibb et al, 

1999a; Facchini et al, 2008; Müller et al, 2009; Hu et al, 
2015、2018; Yu et al, 2016; Dall’Osto et al, 2017)，这

主要是因为 GBT 和 TMAO 等季铵化合物广泛存在于

海洋大型植物和浮游植物等体内，GBT 可占藻类干

重的 2% (Blunden et al, 1992)。这些 GBT 通过细胞破

裂和摄食等方式释放到环境中，在含螺旋藻(Spirulina 

sp.)的沉积物中，GBT 浓度可达 100 μmol/gdw (King, 

1988)。另外，de Vooys 等(2002)研究发现，贝类体内

也含有大量的 GBT，在地中海贝类体内 GBT 的浓度

高达 30.0 g/kg。 

20世纪30年代，Beatty(1938)在腐烂的鱼中第1次

发现了TMA，因为在鱼类及软体动物中广泛存在有

机胺的另一种重要前体物TMAO (Seibel et al, 2002; 

Summers et al, 2017)。TMAO占海洋生物(鱼类和甲壳

类等)组织干重的7% (de Vooys, 2002)。在海洋鱼类体

内，TMAO可应对盐度、温度和浮力的变化，还可增

加蛋白质的稳定性(Summers et al, 2017)。例如，广盐

性鲨鱼从淡水转入海水中，体内TMAO浓度显著增加

(Pillans et al, 2005)。广盐性软骨鱼随着盐度的减小，

TMAO的浓度显著降低 (Sulikowski et al, 2003)。

Chung等(2009)通过对香港89种(共266条)海水鱼、海

水和淡水两栖鱼类、淡水鱼体内的TMAO分析发现，

9种淡水鱼中只有3种可检测出TMAO，8种海水和淡

水两栖鱼类中有6种可检测出TMAO，而72种海水鱼均

可检测出TMAO，海水鱼体内TMAO的浓度范围为

(0.12~3.5) g/kg，平均浓度为(1.4±0.75) g/kg。在山东

青岛阿根廷鱿鱼 (Illex argentinus)的TMAO含量为 

8.8 g/kg，硬骨鱼TMAO的含量范围为(0.35~2.3) g/kg，

甲壳类TMAO的含量>1.7 g/kg，贝类的TMAO含量低

于0.5 g/kg。因此，在不同种类动物体内TMAO的含量

存在差异，例如，头足类>甲壳类>硬骨鱼类>贝类  

(姜城子等, 2014)。海洋动物会通过分泌、排泄或被

降解向环境中释放TMAO (Sun et al, 2019)。通过宏基

因组研究发现，海洋环境中含有TMAO还原酶 (把

TMAO降解为TMA)，这说明TMAO降解产生的TMA

也可能是海洋环境中TMA等有机胺的一个重要来源

(Sun et al, 2019)。因此，海洋动物越多，海洋环境中

有机胺的浓度就会越高(Sørensen et al, 1987)。虽然，

海洋环境中有大量鱼类等动物(陆尧等, 2019; 戴芳群

等, 2020)，但现阶段关于海洋动物对海水中有机胺影

响的报道较少，特别是关于海洋动物种类、数量与海

水或大气中有机胺浓度的定性或定量关系鲜有报道。 
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图 2  海洋植物和动物对环境中有机胺的影响示意图 
Fig.2  Effects of marine plants and animals on  

amines in the environment 
 

3  海洋环境中有机胺的浓度特征 

海洋生物体内的 TMAO、GBT 和 CHO 等被降解

后会影响环境中有机胺的浓度(图 2)。Mausz 等(2019)

和 Sun 等(2019)对海水及沉积物空隙水中有机胺的浓

度做了详细总结，一般情况下，1 L 海水中有机胺的

浓度为纳摩尔级，其浓度较低，所以检测难度较大，

1 L 沉积物的孔隙水中有机胺的浓度较 1 L 海水中高

1~3 个数量级(微摩尔级)。例如，在英国默尔塞河口

沉积物的孔隙水中 MMA、DMA 和 TMA 的最高浓度

分别是 319、9 和 50 μmol/L (Mausz et al, 2019)。由于

沉积物中的有机质可吸附有机胺，所以，沉积物中有

机胺的浓度也较高(Wang et al, 1990; Wang et al, 

1994)。例如，在泰晤士河口沉积物中 3 种有机胺的

浓度之和可达 26 μmol/g (Fitzsimons et al, 2006)。 

一般情况下，海洋大气中颗粒态有机胺盐的浓度

是皮克至纳克级 (Cree, 2015; van Pinxteren et al, 

2019)。例如，阿拉伯海大气PM1.0 (空气动力学直径≤

1.0 μm的颗粒物 )中TMA+和DMA+ 的浓度范围为

(0.02~0.9)和(1.0~17.1) ng/m3 (Gibb et al, 1999b)；van 

Pinxteren等(2019) 2011~2013年在热带大西洋的佛得

角岛进行观测，发现PM1.0中MMA+和DMA+的浓度范

围为(0~0.6)和(2.2~13.0) ng/m3；地中海东部克里特岛

大气PM1.0中DMA+的平均浓度为(9.0±36.1) ng/m3，但

是TMA+浓度低于检测限(Violaki et al, 2010)；北大西

洋 (爱尔兰西海岸 )大气PM8.0中DMA+的浓度<(1.0~ 

24.0) ng/m3 (Facchini et al, 2008)；我国近海大气PM10 

(或 PM0.056~10)中 DMA+ 和TMA+ 的平均浓度范围为

(0~49.5)和(6.5~44.9) ng/m3 (Yu et al, 2016; Xie et al, 

2018; Hu et al, 2018; Zhou et al, 2019)，而PM0.1中

DMA+和TMA+的浓度范围分别是 (0.0~5.4)和 (2.7~ 

19.5) ng/m3 (Yu et al, 2016)。这说明我国近海大气中

有机胺盐的浓度比世界上大部分其他海域高，特别是

2012年5月PM11中有机胺盐浓度甚至比世界其他海域

高1~3个数量级(Hu et al, 2015)，如此高浓度有机胺可

能具有很重要的气候效应，但其形成原因有待近一步

确认。 

4  海洋大气气溶胶中有机胺盐的形成途径 

目前，国际上对海洋大气气溶胶中有机胺盐的形

成途径存在争议。国际主流观点认为，海水中有机胺

通过海气交换进入大气中，一部分以气态形式存在，

另一部分气体再通过大气化学反应形成二次有机胺

盐(即来自二次源)(Gibb et al, 1999b; Facchini et al, 

2008; Müller et al, 2009; Myriokefalitakis et al, 2010; 
Köllner et al, 2017; Willis et al, 2017)。例如，Müller

等(2009)研究发现，海洋大气气溶胶中高浓度的有机

胺盐主要分布在(0.14~0.42) µm 粒径段上，Facchini

等(2008)研究发现，海洋大气气溶胶中高浓度的有机

胺盐主要分布在(0.25~0.50) µm 粒径段上，并且与二

次生成的 NH4
+、SO4

2–和甲基磺酸盐(MSA–)的粒径分布

相似，认为该大气气溶胶中有机胺盐是二次生成的。

通过对 2012~2016 年从我国近海到西北太平洋 10 多

个航次分析发现，大气气溶胶中的 DMA+和 TMA+主

要分布在(0.20±0.10)、(0.40±0.10)和(0.80±0.20) µm 等

的粒径段上，推测这些有机胺盐也是来自二次源(Hu  

et al, 2015; Yu et al, 2016; Xie et al, 2018)。 

但是，Frossard 等(2014)在开阔大洋的一次源有

机气溶胶中检测出了有机胺官能团；Gorzelska 等

(1990)推测，在大风浪天气条件下，富含有机胺的海

洋表层物质可能会随着海盐气溶胶被传输到大气中，

从而导致大气气溶胶中有机胺盐浓度升高；Hu 等

(2018)在 2014 年春季对西北太平洋大气气溶胶中有

机胺盐进行分析发现，该区域有机胺盐的平均浓度比

近海高 1 个数量级，TMA+浓度最高(4.4 nmol/m3)的

样品是在风速最高时(14 m/s)被检测到，并且绝大部

分样品中 TMA+的粒径分布与最高浓度样品的相似，

即：大气气溶胶中 TMA+的浓度随粒径的减小逐渐升

高(Hu et al, 2018)。Hu 等(2017)研究发现，当风速

>5.4 m/s 时，西北太平洋水体中的有机质和细菌可能

会通过海洋飞沫气溶胶被传输到大气中，并且海洋飞
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沫气溶胶中有机质的丰度会随粒径的减少而增加

(Gantt et al, 2013; Quinn et al, 2014、2015)。另外，国

际上很多专家通过室内海洋飞沫气溶胶模拟实验，也

发现海水中有机质主要富集在亚微米大气气溶胶上

(Quinn et al, 2015; Hultin et al, 2010; Rastelli et al, 
2017)。因此，Hu 等(2018)推测，在高风速条件下，

海水中的 TMA+随海洋飞沫被直接传输到大气中(即

来自一次源)。Dall’Osto 等(2019)研究显示，大气气

溶胶中一次源有机胺盐占总有机胺盐的 11%~25%。

总体来说，现阶段关于一次源有机胺盐对总有机胺盐

占比的报道仍然较少。 

5  海水中有机胺的检测方法 

现阶段，国际上关于海洋生物体内有机胺前体物

浓度、大气中有机胺浓度的报道相对较多，但由于海

水中有机胺浓度较低(nmol/L级)，且MMA、DMA和

TMA具有易溶于水、极性强和易挥发等特点，一直

以来海水中有机胺的检测具有较大的挑战(Carpenter 

et al, 2012; Cree, 2015; Sun et al, 2019)，从而也限制

了对海洋环境中有机胺迁移转化规律的认识。目前，

海水中有机胺的检测主要分为3个关键的阶段：预浓

缩阶段、分离阶段和检测阶段。预浓缩所用的前处理

装置主要有：固相微萃取(SPME)、顶空固相微萃取

(HS-SPME)和吹扫捕集装置(P&T)等。分离和检测阶

段主要是由离子色谱(IC)或气相色谱仪(GC)等组合

不同检测器完成(Cree, 2015)。 

采用 IC 可检测大气中有机胺的浓度(Hu et al, 

2015、2018; Yu et al, 2016; Xie et al, 2018)，但由于

有机胺分析柱承载不了海水中高浓度的 Na+，导致海

水中有机胺不能直接在 IC上测试(Ferreira et al, 2017)。

Ferreira 等(2017)通过向 P&T 装置中加入 NaOH，把

含盐水体中有机胺挥发出来，再进行浓缩，最后进入

IC测试。但 P&T-IC方法对有机胺检测的灵敏度较低，

且在吹扫捕集的捕集阱内会存在严重残留，且捕集阱

内装填的吸附剂种类不同其吸附性能差异也较大(中

华人民共和国国家标准 HJ 1042-2019)，也不适合对

海水中低浓度有机胺的浓缩。Gibb 等(1995)采用流动

注入气体扩散(FIGD)装置与 IC 结合可很好地测试海

水中的有机胺。但由于 FIGD 比较复杂，近 20 年来

该方法未得到广泛地应用(Cree, 2015)。 

GC 对有机胺检测的灵敏度较高 (Huang et al, 

2014)。国内外很多专家采用 GC 结合不同检测器来

测定大气、水体、孔隙水和沉积物中的有机胺，如气

相色谱仪‒质谱仪(GC-MS)、气相色谱仪‒火焰检测器

(GC-FID)和气相色谱仪‒氮磷检测器(GC-NPD)(Cree, 

2015)。采用该仪器检测大气中有机胺的方法与水体

的大体相似。基本原理是把大气采样膜或沉积物中的

有机胺萃取到水体中，然后，通过衍生或把有机胺挥

发、再浓缩后进行测试。但 GC-MS 只能测 DMA+或

TMA+中的 1 种(Liu et al, 2017; Zhuang et al, 2017、

2018)，很难实现 DMA+和 TMA+的同步检测(Cree et al, 

2018)。GC-FID 和 GC-NPD 可同步检测以上 2 种有机

胺。与 GC-FID 相比，GC-NPD 对海水中有机胺的灵

敏度会更高(Cree, 2015)。Cree 等(2018)研究显示，可

采用 SPME-GC-NPD 检测海水中的 TMA+、DMA+和

MMA+，检测限可达(0.4~2.9) nmol/L。虽然，该方法

也存在一些不足之处，如该前处理方法耗时较长、分

析较低浓度样品时可能会存在实验误差等(Sun et al, 

2019)，但相比较而言，目前，该方法是国际上检测

海水中有机胺比较有效的方法之一。 

6  存在问题及展望 

综上所述，虽然目前国内外对海洋生物体内有机

胺前体物的浓度、降解这些前体物的优势细菌及大气

中有机胺的潜在气候效应等方面开展了一定的研究，

但海洋环境中有机胺的迁移转化规律还不清楚，还有

许多问题需要解决，具体体现在以下几点： 

(1)海洋生物对环境中有机胺的贡献。系统分析

不同种类浮游植物、动物体内有机胺前体物的浓度分

布特征；阐明这些前体物在食物链上的传递规律；鉴

定天然海域中把这些前体物降解为有机胺的优势细

菌；通过计算海洋生物量与环境中有机胺浓度的比

值，估算海洋生物对环境中有机胺的贡献。 

(2)海水中有机胺向大气中传输的影响机制。通

过利用在线离子色谱获取高时空分辨率的气态和颗

粒态有机胺数据，解析温度、相对湿度和风速等气象

因子对它们从海水向大气中传输的影响。 

(3)我国近海高浓度有机胺的来源解析。我国近

海不仅藻华和绿潮等灾害频发，同时，还进行着大规

模的海水养殖。通过现场观测，进一步解析我国近海

大量的浮游植物和养殖动物对我国近海大气中高浓

度有机胺的贡献。 

(4)海水中有机胺检测方法的建立。目前，

GC-NPD 是一种有效分离 3 种有机胺的检测方法，但

采用 SPME 浓缩海水中有机胺的方法还存在一定的

不足，未来通过研发更好的海水中有机胺的提取方

法，再结合 GC-NPD 实现海水中有机胺的检测。从

而进一步阐明有机胺在海洋生物、水体和大气中的迁
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移转化规律，以提升对海洋大气中有机胺潜在气候效

应的认识。 
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Abstract    In the atmosphere, amines play potentially important roles in climate change, which is a hot 

spot of the current international research. The ocean is an important source of amines in the atmosphere; 

however, the mechanism of the formation of amines in the environment has not been elucidated due to the 

difficulty of detecting amines in seawater. This article outlines the concentration characteristics of amine 

precursors in marine organisms and their impact on amines in the marine environment; summarizes the 

concentration characteristics of amines in sediments, seawater, and the atmosphere; analyzes the 

formation pathway of amines in marine atmospheric particles; and identifies the difficulties in the 

detection of amines in seawater and the related problems that need urgent attention. This study provides 

insights into the transport and transformation of amines in the marine environment and the resulting 

climatic effects on the marine atmosphere. 
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(3) 横、纵坐标需符合规范，包括中英文标目、单位（如有）。如：磷酸盐浓度 Concentration of 

phosphate/(mg·L-1)  
(4) 图中的数据、方程等要与文中的描述一致。 
(5) 图件请插入论文 Word 文档的相应位置，供审稿专家审阅。 
(6) 投稿时，请将所有图的原始图打包，作为附件上传，方便排版时调整图中文字的字体和字号。线条

图、柱状图等可提供原始软件制作的矢量图，如 emf、wmf、eps、Excel、surf 或 ai 等格式的文件。

照片图可提供 ppt 文件，每张照片单独成张，图中的线、点、箭头、文字等可编辑。 
8. 表格的要求 

(1) 请制作成三线表(顶线、表头线、底线)。 
(2) 表题、表注等需用中、英文双语标注。 
(3) 表格中的数据精确度(小数点后的位数)保持一致，一般情况下，小数点后的数字不超过 3 位。 

9. 参考文献的要求 
(1) 对国内外发表的相关论文，特别是近期的研究成果应充分引用。所有文献按字母顺序排列。 
(2) 中文参考文献需列出对应英文信息，请从数据库查阅其英文题目、期刊名称等。 
(3) 文中提及的文献需和文后列出的文献相对应，请仔细核对：正文中引用的文献，是否在正文后的参

考文献部分中列出；参考文献部分中列出的，是否已在正文中引用。 
(4) 参考文献的卷、期(如有)、页码均需详细列出。参考文献的作者需列出前 3 位。英文参考文献，请

注意区分外国作者的 Last name 和 First name，姓在前，名在后，名用缩写。英文刊名请使用全称。 
 

《渔业科学进展》编辑部 
2021 年 1 月 6 日 
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