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海草有性繁殖成花诱因研究进展与展望* 

杜建国 1,2,3  陈炜霖 1,2  邱广龙 4  张  涵 2   

陈  彬 2  胡文佳 2  郭玉清 1① 
(1. 集美大学水产学院  福建  厦门  361021； 

2. 自然资源部海洋生态保护与修复重点实验室  自然资源部第三海洋研究所  福建  厦门  361005； 

3. 厦门海洋职业技术学院  福建  厦门  361100 

4. 广西海洋科学院(广西红树林研究中心)  广西红树林保护与利用重点实验室  广西  北海  536000) 

摘要    海草是一类生活在热带至温带浅海、完全适应海洋环境的沉水被子植物的总称。海草床作

为连接珊瑚礁与红树林的纽带，具有重要的生态功能与经济价值。近年来，随着人们对海草认识的

不断加深，海草的有性繁殖行为逐渐受到关注，而成花诱导是海草从营养生长向生殖生长过渡的重

要环节。本文综述了海草有性繁殖中成花诱因的研究进展，探讨了温度、光照、盐度等相关因子对

海草成花诱导的影响，分析了海草响应外界环境刺激与内源信号启动开花途径可能集中在光周期途

径、春化途径和自发途径上。建议未来海草床保护修复工作应加强对海草有性生殖行为的研究，明

确不同海域海草的集中开花和结果时间，对海草床生态系统的修复与保护具有重要意义。 

关键词    海草；有性繁殖；成花诱导；开花途径 

中图分类号 Q948.8   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0001-11 

海草(Seagrass)是一类生活在热带至温带浅海、完

全适应海洋环境的沉水被子植物的总称(Unsworth et al, 

2022; 张沛东等, 2020)。海草生态系统作为连接珊瑚

礁与红树林生态系统的纽带，在改善水质、提供育幼

场、保护海岸带、提供蓝碳、缓解气候变化等方面有

着重要贡献(Macreadie et al, 2019; Du et al, 2020a、b)，

海草也为鱼类、海龟、儒艮等海洋生物直接或间接提

供食物来源(黄小平等, 2006; Du et al, 2016、2019)。

但是，自 20 世纪 80 年代以来，由于全球气候变化以

及区域性围填海、破坏性挖捕、水体富营养化等人为

活动影响，全球海草面积减少约 29%，并正以每年

1%~7% 的 速 度 继 续 减 少 (Waycott et al, 2009; 

Unsworth et al, 2022)。与此同时，我国海草床也面临

着不断退化的风险(郑凤英等, 2013; Hu et al, 2021)。

截至 2020 年，我国海草床总面积约为 2.6×104 hm2，

近岸海域超过 80%的海草床已经消失(于硕等, 2022)。

以海南岛为例，2009—2019 年期间，黎安港海草床

面积减少约 114 hm2，占黎安港海草床总面积的 55% 

(吴钟解等, 2014; 陈石泉等, 2020)；2016—2020 年新

村港海草床面积减少约 79 hm2，约占新村港海草床总

面积的 16% (Li et al, 2022)。此外，海南岛其他海草

床的面积、盖度、密度、生物量也有所降低。分布在

中国北方的温带海草床，其面积、种类、生物量等也

存在着不同程度的下降(刘伟妍等, 2017)。 
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为了缓解海草床面临的威胁，了解海草的繁殖特

性并积极开展海草床保护修复工作尤为重要(Du et al, 

2023)。海草的繁殖方式分为无性繁殖与有性繁殖，

其中，无性繁殖主要以克隆生长的方式(张沛东等 , 

2020)，有性繁殖则包括了植株开花、传粉、受精、

种子发育等过程，少部分海草还具有胎生和假胎生行

为(Kuo et al, 1990; Ballesteros et al, 2005)。当前对海

草床的修复大多基于其克隆生长的繁殖模式，虽然这

种方式生育成本低、个体存活率高，但易造成海草遗

传多样性降低，一旦环境超过某种优势海草的抵抗阈

值，便易造成海草床大面积的退化。相比之下，基于

海草有性繁殖开展的修复工作能够维持海草床种群

遗传多样性、建立当地新的海草斑块，基于此构建的

土壤种子库也有利于海草床干扰后快速恢复(邱广龙

等, 2022)。成花过程是海草有性繁殖的关键阶段，包

括成花诱导、花发育和开花 3 个过程(周琴等, 2018)。

其中，成花诱导是海草从营养生长向生殖生长过渡的

重要环节，也是成花过程中最关键的步骤(宋杨等 , 

2014)。当前对海草成花诱导的机制与影响因素大多

停留在野外观测与记录阶段，但基于有性繁殖的海草

床修复方式已被公认为是较好的海草床修复方式。本

文综述了近年来国内外关于海草成花记录与研究的

相关文献，概述了影响海草成花的环境因素，拟为海

草床监测、评估与修复提供理论参考。 

1  海草有性繁殖特点 

海草的有性繁殖具有以下几个特点：(1)有性繁 

殖具有策略性：海草为雌雄同株或雌雄异株(表 1) 

(Ackerman, 2007)。Cox 等(1988)调查发现，龟裂泰来

草(Thalassia testudinum)雄花与雌花比例为 60∶1，这

可能是因为在海洋环境中，花粉易因接收不足而产生

花粉限制，以及产生雄花所需能量远低于产生雌花和

果实的能量(van Tussenbroek et al, 2010、2016a)。海

草的雌雄性器官成熟的先后不同，海草可以通过这种

方式促进异交，保证基因的多样性(Ruckelshaus, 1995; 

Ackerman, 2007; Entrambasaguas et al, 2017)。(2)授粉

方式独特：与陆生植物不同，海草的花小且构造上大

多退化(柯智仁, 2004)。部分海草产丝状花粉，这种

花粉形态更有利于在海水动态流动的状态情况下进

行水上或水下授粉(表 1) (Cox, 1983; Ackerman, 2007)。

此外，花粉的释放、运输、捕获受到水流与海草冠层之

间相互作用的影响(Ackerman, 2002)。之前观点普遍认

为，海草授粉仅通过海水流动进行，海洋生物不参与海

草的授粉过程，但 van Tussenbroek 等(2016b)通过室

内实验发现，在夜间没有水流的情况下，无脊椎动物

在花朵附近觅食时，黏性的花粉粒会附着在无脊椎动

物身上，当其靠近雌花柱头时被捕获并成功授粉。(3)

海草植株的成熟时间较长：海草具有一年生与多年生的

生长形式，不同的生长形式对海草群落的生物多样性

与遗传多样性具有重要的贡献(邱广龙等, 2022)。在对

菲律宾的海草床调查中发现，圆叶丝粉草(Cymodocea 

rotundata)与泰来草(Thalassia hemprichii)开花率分别

为 5.6%和 17.0%，且开花株年龄皆为 0.5 年以上

(Duarte et al, 1997)，而鳗草(Zostera marina)的开花株 
 

表 1  不同属海草有性生殖特性 
Tab.1  Selected reproductive characters in seagrass genera 

属名 Genus 授粉方式 Pollination mode 雌雄同株/雌雄异株 Dicliny 花粉 Pollen 

丝粉草属 Cymodocea 水下 Submarine 雌雄异株 Dioecious 丝状 Filiform 

二药草属 Halodule 水下 Submarine 雌雄异株 Dioecious 丝状 Filiform 

针叶草属 Syringodium 水下 Submarine 雌雄异株 Dioecious 丝状 Filiform 

全楔草属 Thalassodendron 水下 Submarine 雌雄异株 Dioecious 丝状 Filiform 

海菖蒲属 Enhalus 水面 Surface 雌雄异株 Dioecious 球状 Spherical 

喜盐草属 Halophila 水下 Submarine 
雌雄同株、雌雄异株 
Monoecious and dioecious 

椭圆状 Ellipsoidal 

泰来草属 Thalassia 水下 Submarine 雌雄异株 Dioecious 球状 Spherical 

川蔓草属 Ruppia 水面 Surface 雌雄同株 Monoecious 丝状 Filiform 

虾形草属 Phyllospadix 
水下、水面  
Submarine and surface  

雌雄异株 Dioecious 丝状 Filiform 

鳗草属 Zostera 
水下、水面 
Submarine and surface 

雌雄同株 Monoecious 丝状 Filiform 

注：改自 Ackerman (2007)。Note: Adapted from Ackerman (2007). 
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年龄均为 1 年以上(Duarte et al, 1997; Blok et al, 2018)。 

(4)受多因素影响：海草有性生殖行为不仅受单一因素

影响，而是多种因素共同作用的结果。研究表明，温

度(McMillan, 1980; Qin et al, 2020a)、光照(Collier 

et al, 2012; Olesen et al, 2017)、盐度(Fernández et al, 

1999; Ankel et al, 2021)、水深(Cox, 1988; Tongkok 

et al, 2017)、营养盐(Smith et al, 2016; Jackson et al, 

2017)等相关因素均会对海草有性生殖造成影响。 

2  海草成花的研究趋势分析 

2.1  研究数量趋势 

本研究基于文献计量手段对海草成花研究发展

趋势进行了分析与归纳总结。研究选择了美国科学信

息研究所(Institute for Scientific Information, ISI)的

Web of Science 核心合集的 SCIE 数据库为检索源，选

择已发表的国际期刊作为研究对象。以 “seagrass 

flowering”作为检索关键词，共检索出相关文献 300

篇。从 2008—2021 逐年文献发表数量上看，海草成

花相关文献整体呈增长趋势，并在近年来逐渐得到更

多的关注(图 1)。 

 

 
 

图 1  在 Web of science 检索 2008—2021 年 

关键词“seagrass flowering”文献数量 
Fig.1  Number of literatures searched for the keyword  

“seagrass flowering” from 2008 to 2021 in Web of Science  

 

2.2  海草有性繁殖与成花研究热点分析 

高频关键词反映了该研究领域的热点主题与发

展方向。利用 VOSviewer (Version 1.6.18)软件中的聚

类算法对高频关键词进行统计和共现分析，并构建共

现网络(图 2)。结果显示，1991—2022 年关于海草有

性繁殖研究的高频关键词依次包括种群、发育、种子、

遗传多样性、动力学、成花和发芽等。对出现频率>3

的关键词(共有 204 个)进行共现分析，通过关键词共

现关系聚类，近 32 年来，海草有性繁殖领域的研究

热点主题可归纳为相关因子研究、种群遗传研究、种

群保护研究。3 个研究主题之间存在交叉联系。 

本研究对海草成花研究热点进一步进行筛选，并

对高频关键词进行统计和共现分析，并构建共现网络

(图 3)。结果显示，从 1991—2022 年关于海草成花研

究的高频关键词依次包括种子、生物量、授粉、花粉、

气候变化、物候、营养物、光、食草活动、幼苗、季

节性、温度、沉积物和盐度等。对出现频率>3 的关

键词(共有 250 个)进行共现分析，通过关键词共现关

系聚类，近 32 年来海草成花领域的研究热点主题可

归纳为以下 3 个主题：(1)成花条件研究：主要关键词

包括温度、光照、盐度、沉积物、营养盐、密度、生

物量等；(2)种子发育研究：主要关键词包括种子、物

候学、气候变化、水质、纬度等；(3)海草授粉研究：

主要关键词包括授粉、花粉、DNA、雌雄比例、资源

分配等。 

3  影响海草成花的相关因子 

尽管当前关于高等植物的成花诱因的研究多集

中于模式生物与经济作物上，对海草的关注度相对较

少，但已有相关研究表明，海草中同样存在诱导其成

花的相关因子。这些因子主要分为两个方面，一方面

主要与生物自身遗传、生理特性等因素相关，另一方

面则主要与非生物因素(如温度、盐度、光照等)间接

调控有关(Diaz-Almela et al, 2016)。 

3.1  温度 

海草对温度的适应性较强，除了北冰洋沿岸外，

全球几乎所有海岸都有海草的分布 (Shor t  e t  a l , 

2007)。热带海草的最适温度为 23~32 ℃，温带海草

的最适温度约为 12~26  (℃ 林显程等, 2019)。全球气

候变化可能通过影响海草成花而影响海草的物候学

(Diaz-almela et al, 2007)。当海水温度升高时，海草可

能通过减少碳储备、降低有性繁殖的强度，以应对热

胁迫造成的生理反应，过高的温度可能导致分生组织

缺氧而造成植物死亡，从而影响越冬种群的规模，并

对下一年海草种群的开花时间、强度、规模产生影响

(Greve et al, 2003; Qin et al, 2020b)。如泰来草的成花

与低温表现出显著相关性(McMillan, 1980; 许战洲等, 

2008)，这种低温促使植物开花的现象成为春化作用，

春化途径也是一些植物诱导开花的途径之一(孙昌辉

等, 2007; 刘永平等, 2015)。但不同种类的海草对温度

的响应不同。对大洋波喜荡草(Posidonia oceanica)研

究发现，其开花率、开花强度与全年最高海表温存在

显著正相关关系(Diaz-Almela et al, 2007)。Ruiz 等 
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图 2  1991—2022 年海草有性繁殖研究的主要关键词及其共现关系 
Fig.2  Main keywords and their co-occurrence in the seagrass sexual reproduction research in 1991–2022 

红色为相关因子研究，绿色为种群遗传研究，蓝色为种群保护研究；字号与圆圈大小表示关键词的共现强度。 
Red is the study of relevant factors, green is the study of population genetics, and blue is the study of population  

protection. Word size and circle size indicate the co-occurrence strength of keyword. 
 

 
 

图 3  1991—2022 年海草成花研究的主要关键词及其共现关系 
Fig.3  Main keywords and their co-occurrence in the seagrass flowering research in 1991-2022 

红色为成花条件研究，绿色为种子发育研究，蓝色为海草授粉研究；字号与圆圈大小表示关键词的共现强度。 
Red is the study of flowering conditions, green is the study of seed development, and blue is the study of seagrass  

pollination; word size and circle size indicate the co-occurrence strength of keyword. 
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表 2  我国不同种类海草成花温度 
Tab.2  Flowering temperature of different seagrass in China 

属名 Genus 种名 Species 
成花温度 Flowering temperature/

℃ 
参考文献 Reference 

圆叶丝粉草 Cymodocea rotundata 27~31 McMillan (1982) 丝粉草属 Cymodocea 

齿叶丝粉草 C. serrulate 27~31 McMillan (1982) 

羽叶二药草 Halodule pinifolia – – 二药草属 Halodule 

单脉二药草 H. uninervis 24~27 McMillan (1982) 

针叶草属 Syringodium 针叶草 Syringodium isoetifolium 22~26 McMillan (1982) 

全楔草属 
Thalassodendron 

全楔草 Thalassodendron ciliatum 
– – 

海菖蒲属 Enhalus 海菖蒲 Enhalus acoroides 23~33 Kenyon 等(1997) 

贝克喜盐草 Halophila beccarii 30~38 Zakaria 等(2002) 

毛叶喜盐草 H. decipiens – – 

小喜盐草 H. minor – – 

喜盐草属 Halophila 

卵叶喜盐草 H. ovalis – – 

泰来草属 Thalassia 泰来草 Thalassia hemprichii 22~26 McMillan (1982) 

川蔓草属 Ruppia 川蔓草 Ruppia sp.* 18~25 Silberhorn 等(1996) 

虾形草属 Phyllospadix 虾形草 Phyllospadix sp.* 15~21 Williams (1995) 

宽叶鳗草 Zostera asiatica – – 

丛生鳗草 Z. caespitosa 10~16 Lee 等(2005) 

具茎鳗草 Z. caulescens – – 

日本鳗草 Z. japonica 18~22 Lee 等(2005) 

鳗草属 Zostera 

鳗草 Z. marina 7~21 Lee 等(2005) 

注：*表示未在中国分布的同属海草成花温度。–表示无成花温度数据。 
Note: * It indicates the seagrass flowering temperature of the same genus not distributed in China. – indicates no flowering 

temperature data. 
 

(2018)在室内人工环境下对大洋波喜荡草(Posidonia 

oceanica)进行了热暴露实验，同样表明热暴露是大洋

波喜荡草成花的主要诱因。因此，温度的升高或降低

都可能诱导海草成花，作者通过收集我国不同种类海

草成花温度数据(表 2)，推测低温可能是海草受到春

化作用而诱导成花，但高温可能是通过环境压力导致

海草受迫，从而诱导成花。 

3.2  光照 

海草为沉水性植物，除部分浅海海草床在潮汐过

程中出现短时间裸露外，大部分种类海草终生沉水生

活。光照强度的变化一方面直接影响海草植株的形态

特征、元素含量、生物量等(符妙等, 2022)；另一方

面海草可以通过感知光照时间的周期变化调节自身

新陈代谢及生理过程，如植株生长发育、固碳能力、

相关基因表达等(Collier et al, 2012; Trevathan-Tackett 

et al, 2018; Wong et al, 2020; Ruocco et al, 2022)。

Wong 等(2020)对鳗草海草床进行人为遮阴，遮阴后

的鳗草通过改变植株形态、降低密度以维持低光照下

的碳平衡。对有性繁殖而言，光照强度不足减少了海

草对有性繁殖的投入，限制海草繁殖芽的诱导，导致

海草的营养枝与开花枝的密度下降(Olesen et al, 2017; 

Qin et al, 2020b)。McMillan(1982)曾在实验室连续光

照的环境下观察到多个属的海草开花，表明海草可能

是长日照植物，即在长日照条件下可以促进开花，短

日照则会抑制开花。海草的有性繁殖整体呈季节性，

在一年四季中，夏季的日照时间长、温度高，较高温

度和较高光照强度是海草进入有性繁殖的诱因，这也

与温带海草多集中在夏季开花相符合(Ramage et al, 

1998)，但同时将温度与光照作为变量对海草有性繁

殖的研究较少。因此，未来对海草有性繁殖诱因研究

过程中，应将温度与光强、光周期、光质等光照条件

综合探讨。 

3.3  盐度 

海草长期生活在近岸海域，盐度的耐受范围为

5~35 (Nejrup et al, 2008)。盐度通过影响海草细胞渗

透压而影响海草的生理生化结构(杨冉, 2015)。对混

合种海草床而言，盐度的升高与降低对不同种类海草

的生长动态产生影响，甚至可能会发生物种演替(Qiu 
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et al, 2017)。关于盐度对海草成花的影响，相关文章

记载较少且说法不一。McMillan (1980)研究表明，齿

叶丝粉草(Cymodocea serrulata)的开花量随着盐度降

低至 25 而增加。Ramage(1998)则认为，盐度下降会

导致海草无法繁殖。此外也有研究表明，诺氏鳗草

(Zostera noltii)在低盐度与高盐度情况下表现出较为

相似的物候学(Ankel et al, 2021)。这表明盐度对海草

成花的影响并不直接，可能通过对相关酶活性、光合

速率等因子对海草产生影响(Fernández et al, 1999)。

对多数海草种类而言，降低盐度可以提高海草种子的

萌发率并缩短萌发历期(韦梅球, 2017)，故在受到低

盐度胁迫时，海草植株可能更倾向于增加有性繁殖的

投入。对不同种类、地域的海草在受到盐度胁迫响应

是否一致仍然需要进一步研究。 

3.4  水深与潮汐 

海草一般栖息于潮下带 6 m 以上的近岸浅水区，

最深也可分布至 90 m，分布深度主要受到光照的影

响(Duarte, 1991)。浅层海草与较深层海草的有性繁殖

策略相似，但浅层海草开花芽发育早于较深层海草，

可能通过这种方式影响种群内的基因交流与遗传结

构(von Staats et al, 2020)。潮汐导致的深度变化会影

响授粉的成功与否。对部分海草而言，雄花花粉释放

后浮于水面，借助水流在水面上漂浮运输，花粉与同

样浮于水面雌花柱头完成授粉过程，此时水深若大于

雌花花梗长度，雌花将无法浮于水面从而影响授粉过

程(Rollón et al, 2003)。Cox 等(1988、1991)研究发现，

全楔草(Thalassodendron ciliatum)与龟裂泰来草的开

花与当地的极低潮有关，这可能是潮间带海草长期适

应的结果，通过在低潮时期海草密集开花，更多的花

粉与浮于水面的雌花授粉，通过低潮将立体授粉过程

转为平面授粉过程，以提高授粉效率(Cox, 1983)。但

潮汐在海草有性繁殖过程中可能并不起主导作用，可

能通过改变水深影响光照与温度并对海草产生刺激。

Tongkok (2017)研究发现，处于花期的泰来草对不同

潮位、不同时间段的响应不同，在低潮位的夜间，泰

来草的花开得最盛。 

3.5  营养盐 

海草生长于近岸，土地肥料使用与养殖尾水的排

放易造成近岸海草床底质有机物富集。相关研究发

现，在沉积物营养富集区域的鳗草的开花枝、开花枝

高度、子房数量等都随着沉积物营养盐的富集而增

加，较高的生殖枝能获得来自更远的花粉，一定程度

上避免了近亲杂交，而子房数量则是直接影响海草种

子产量(Jackson et al, 2017; Johnson et al, 2017)。营养

盐过多富集还可能导致底质缺氧，产生有毒物质，并

对海草床系统造成生存压力，通过胁迫诱导海草开花

(Smith et al, 2016; Guerrero-Meseguer et al, 2021)。而

水体的营养盐富集引发的大型海藻与附生藻类大量

繁殖，使得海草可利用光能大幅度减少，从而对有性

繁殖产生抑制(黄驰等, 2017; 刘伟妍等, 2017)。 

3.6  其他 

除以上主要环境因素外，地理位置(如纬度)也会

对海草成花有一定影响。研究表明，广泛分布于不同

纬度的温带海草鳗草，其开花物候与繁殖策略略有不

同(Qin et al, 2020b)。未来海洋变暖一方面可能导致

温带海草物种北移，另一方面可能导致海草有性繁殖

提前，增强高纬度地区海草的有性繁殖能力 (Blok 

et al, 2018; Wang et al, 2022)。此外，近年来一些研究

也表明，海草具有逆境诱导开花的现象，即在受到胁

迫时提前开花，通过调节自身生长与发育应对外界环

境变化(张敏等, 2016)。如日本鳗草(Zostera japonica)

在沉积物掩埋的干扰下，有性繁殖率随着掩埋程度的

增加呈先上升后下降的趋势(Henderson et al, 2015)。

Lekammudiyanse 等(2022)研究也表明，修剪至 1 cm

的牟氏鳗草(Zostera muelleri)的开花率显著高于修剪

至 3 cm 牟氏鳗草的开花率，这些结果均表明，在逆

境条件下，海草会将个体更多资源分配给有性繁殖以

抵御环境干扰。 

4  海草有性繁殖在海草床修复与保护方面

的应用 

海草床修复最早记录于 1947 年，随着近年来海

草床持续退化以及人们对海草床重要性认识的深入，

海草床的修复与保护逐渐成为关注的热点(陈石泉等, 

2021)。海草床修复方式可分为 3 种：生境恢复法、

种子法和植株移植法(张剑, 2022)。其中，种子法被

认为是成本低、破坏少，并能够维持遗传多样性的修

复方式(于硕等, 2019)。但现阶段仍然面临种子收集

难度大、数量不稳定等问题(韦梅球, 2017)。明确海

草有性繁殖的成花诱因、准确判断成花时间，对使用

种子法进行海草修复具有重要意义。 

水生植物形成新种群更易依赖单一基因型的克

隆生殖(Silvertown, 2008)。当一个特定基因型的海草

非常适合当地的环境，那么可能会更多选择通过克隆

生殖来扩大种群量，减少有性繁殖，降低可能改变关

键性状的风险；不适应当地环境的基因型则可能会通
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过有性繁殖产生新性状以提高适应能力(Henderson et al, 

2015)。海草大多为雌雄异株，广泛的无性繁殖可能

构成较多单性海草种群，这可能也是众多野外观察中

果实与种子数量较少的原因(Rasheed, 2004)。海草在

适宜的环境下进行大规模克隆生殖，意味着其面对胁

迫时的承受能力较低，对大面积海草床而言，可以将

基因型作为一项评估指标。 

海草在生长过程中需要将有限的资源分配在生

长、繁殖、抵御环境变化等方面，以保证其在当前环

境下拥有适应能力(Rasheed, 2004)。海草床有性繁殖

情况可能是对当地海草床压力状况的一种反映，长期

处于高资源可利用地区的海草个体相较于低资源可

利用地区的个体更可能将自身大部分能量用于海草

有性繁殖(Johnson et al, 2017)。然而，现阶段关于逆

境对海草有性繁殖的研究较少，在海草床长期监测过

程中也未将其应用，建议未来在对海草床监测中可将

有性繁殖率与一些受迫指标共同分析，更加全面对海

草床健康状况进行评估。 

5  总结与展望 

近年来，国外研究者对海草有性繁殖关注度在逐

步提升，我国关于海草研究起步较晚，对海草有性繁

殖行为关注较低。本文整理了国内外海草成花相关文

献，列出 6 项直接或间接影响海草成花的因素，认为

海草响应外界环境刺激与内源信号启动开花途径可

能集中在光周期途径、春化途径和自发途径上。但海

草不同种类、不同种群间有性繁殖差异较大，现阶段

对海草成花诱因与机理的认识仍不充分。 

针对目前国内外海草有性繁殖成花诱因研究存

在的主要问题，建议在以下几方面开展重点工作：(1)

国内外对海草有性繁殖研究较少，野外海草的有性繁

殖行为可能比目前认为的更常见，明确主要海草床集

中开花时间对研究海草成花诱因、保护海草种子库等

有促进作用；(2)开展海草成花诱因室内相关模拟实

验，明确海草成花诱因，为室外海草有性生殖行为提

供参考依据；(3)海草在逆境环境下进行有性繁殖的行

为可用于指示气候与环境的变化，但现有的调查研究

对海草有性繁殖的关注度较低，也未将有性繁殖率作

为一项长期监测指标，建议在海草床长期监测、评估

健康时将有性繁殖率与环境因子相结合，共同评估海

草床状况。 
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Abstract    Seagrass is a group of flowering plants capable of completing their life cycle in a 

marine environment. It not only provides a refuge for biodiversity and essential fish spawning and 
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nursery grounds, but also provides ecologically and socioeconomically important services for urban 

coasts. Seagrass is widely distributed along temperate and tropical coastlines globally. The 

biodiversity corresponds with differences in the relative importance of sexual (seed production) and 

asexual (clonal growth) life history strategies in the maintenance of seagrass populations. Sexual 

reproduction in predominantly clonal marine plants increases recombination favoring adaptation and 

enhancing species resilience to environmental change. Flowering induction is an important link in the 

transition from vegetative growth to reproductive growth of seagrasses. Recent studies on seagrasses 

suggest that flowering intensity and frequency are correlated with global climate change, and the 

response of seagrasses will be more complex, and potentially more resilient than previously 

imagined. 

Seagrass environments are characterized by physical conditions, such as temperature, salinity, 

currents, waves, turbulence, and light. Each of these parameters has the potential to affect vegetation 

from the smallest (molecular and physiological) to the largest (ecosystem as well as global) scale. 

Based on bibliometric methods, this study summarized the development trend of seagrass flowering 

formation research. The SCIE database of the Web of Science core collection of the Institute for 

Scientific Information (ISI) was chosen as the retrieval source, and select published international 

journals were chosen as the research object. With "seagrass flowering" as the search keyword, a total 

of 300 related publications were retrieved. In terms of the number of relevant publications each year, 

there was an overall increasing trend, indicating that this topic has gradually received more attention 

in recent years, which has great research potential. 

This review summarizes the research progress of flowering inducement in the sexual 

reproduction of seagrasses and discusses the influence of physical factors on the flowering induction 

of seagrasses. It was previously thought that the flowering pathway initiated by seagrasses in 

response to environmental factors and endogenous signals may focus on the photoperiod, 

vernalization, and spontaneous pathways. However, the sexual reproduction of different species is 

different, and studying the interaction between seagrasses and their physical environment may 

improve understanding of the processes that influence their biology. This review focuses on the 

following aspects: 1) Clarifying the period of concentrated flowering of the seagrass bed, which is 

conducive to studying the inducement of flowering of seagrass and protecting the seagrass seed bank. 

2) Discussing whether more genotypes of seagrass should be introduced for planting in the process of 

seagrass bed repair to avoid large-scale clonal reproduction of a single genotype of seagrass. 3) How 

sexual reproduction of seagrasses under adverse environments can be used to indicate changes in the 

climate and environment. However, existing studies have paid little attention to the sexual 

reproduction of seagrass beds, and do not consider the sexual reproduction rate as a long-term 

monitoring indicator. It is suggested that the sexual reproduction rate should be combined with 

environmental factors in the future long-term monitoring and assessment of the health status of 

seagrass beds to jointly assess their pressure status. 

Key words    Seagrass; Sexual reproduction; Flowering induction; Flowering pathway 
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荣成天鹅湖海草床及其邻近裸沙区 

浮游生物的时空变化特征* 

路  加 1  郭  栋 2  余思湉 1  李文涛 1  张沛东 1① 
(1. 中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室  山东  青岛  266003； 

2. 辽宁省海洋水产科学研究院  辽宁  大连  116023) 

摘要    海草床是近海典型生态系统之一，为了解山东省荣成市天鹅湖鳗草(Zostera marina)海草床

及其邻近裸沙区的浮游生物群落结构及时空变化特征，于 2019 年 2 月、5 月、8 月和 11 月，对天

鹅湖鳗草海草床及其邻近裸沙区的浮游生物、海草床生态学特征及关键环境因子进行了周年调查，

并应用典范对应分析(CCA)和冗余分析(RDA)探究了环境因子对浮游生物优势种的影响。结果显示，

共发现浮游植物 38 种，隶属 3 门 25 属，其中，硅藻门(Bacilariophyta)种类最多(89.4%)，甲藻门

(Dinophyta)次之(7.8%)；共发现浮游动物 18 种，幼虫 3 类，以甲壳动物(71.4%)为主；浮游生物种

类数呈现显著的季节变化，且在 11 月达到最大值；海草床浮游植物和浮游动物的年平均丰度分别

为 5.4×104 cells/m3 和 1.6×104 ind./m3，是裸沙区浮游植物和浮游动物年平均丰度的 1.4 倍和 1.5 倍；

典范对应分析和冗余分析显示，海草床浮游生物优势种主要与水温、海草床的植株密度及生物量显

著相关，而裸沙区浮游生物优势种则主要与水温、pH 值及氨氮含量等环境因子显著相关。结果表

明，天鹅湖海草床相比裸沙区具有更丰富的浮游生物。本研究为深入了解海草床生态系统的结构和

功能提供了基础数据。 

关键词    海草床；浮游植物；浮游动物；群落结构；环境因子；天鹅湖 

中图分类号 Q-9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0012-14 

海草床是滨海三大典型生态系统之一，不仅可以

吸收营养盐、改善水质，还能固定底质、抵抗风浪、

保护海岸，亦可为许多动物提供栖息地、繁育场所和

食物来源，对浅海海岸和河口生态系统具有极其重要

的意义(Fonseca et al, 1992; Edgar et al, 1994; Moore, 

2004; Unsworth et al, 2019)。浮游生物作为水域生态

系统重要的生物组分，是鱼类等水生动物的天然饵

料，也是水体营养物质生产和传输的重要环节，对维

持食物网的复杂性和稳定性具有重要作用(Tang et al, 

2019)。海草床作为重要的育幼场所，为多种海洋生

物提供丰富的食物来源，主要包括以浮游植物为代表

的初级生产者和以初级生产者为食的浮游动物
(Nakamura et al, 2005; Lugendo et al, 2006; Gullström 
et al, 2011; Park et al, 2013)。 

研究发现，海草床显著影响浮游生物的群落结

构。如，Ambo-Rappe (2011)研究表明，印度尼西亚

abc
图章
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Barrang Lompo 岛附近海菖蒲(Enhalus acoroides)海草

床和卵叶喜盐草(Halophila ovalis)海草床的浮游植物

多样性指数是邻近裸沙区的 1.7 倍；Lo 等(2020)研究

发现，马来西亚 Limau-limauan 海域海菖蒲海草床的

浮游动物丰度是邻近裸沙区的 1.5 倍以上。海草叶片

是大量附生植物的优良附着基，这些附生植物是端目

类和桡足类等众多浮游动物的重要食物来源，而浮游

动物又被海草床的鱼类等更高营养级动物所捕食
(Jernakoff et al, 1998; Beck et al, 2001; Heck et al, 
2003; Blandon et al, 2014)。因此，海草床的植株密度

和生物量等生态特征决定了海草生境结构的复杂性，也

显著影响浮游生物的群落结构(Azmi et al, 2016; Metillo 

et al, 2019)。目前为止，相关研究大多集中于热带海草

床生境，以温带海草床生境为研究区域的报道还很少。 

为查明温带海草床及其邻近裸沙区浮游生物群

落结构的时空变化特征，本研究选取荣成天鹅湖鳗草

(Zostera marina)海草床及其邻近裸沙区，通过对浮游

生物群落结构、鳗草生物量和植株密度以及关键环境

因子的周年调查，对比分析海草床及其邻近裸沙区浮

游生物群落结构的时空分布差异，探讨浮游生物群落

与鳗草海草床生态学特征及关键环境因子的相关性，

以期为深入了解海草床的生态功能、实现海草生境的

科学保护提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  研究区域与站位布设 

天鹅湖(37.34°~37.36°N，122.56°~122.58°E)位于

山东半岛最东端，面积约为 4.8 km2，是一个半封闭

的海湾泻湖，湖东南部的狭长潮汐汊道与外海相通，

湖区平均水深小于 2 m (帅莉等, 2003; Zhang et al, 

2015)。湖内分布有鳗草和日本鳗草(Zostera japonica) 

2 种海草，其中鳗草为优势种，主要分布于天鹅湖中

央部分的潮下带和潮间带区域，形成大面积海草床

(刘建影等, 2017)。 

2019 年 2 月、5 月、8 月和 11 月，对天鹅湖海

草床及其邻近裸沙区的浮游生物、关键环境因子和海

草床生态特征进行了调查。根据天鹅湖生境类型，共

设置 8 个站位，其中，C1、C2、C3 和 C4 位于鳗草

海草床，S1、S2、S3 和 S4 位于邻近裸沙区(图 1)。 
 

 
 

图 1  调查站位设置 
Fig.1  Setting of survey stations 

 

1.2  样品采集及处理 

1.2.1  浮游生物    浮游生物的采集按照《海洋调查

规范》(GB/T 12763-2007)进行，其中，浮游植物使用

浅水Ⅲ型浮游生物网(网口面积 0.1 m2，筛孔 77 μm)

由底至表进行垂直拖网，样品用鲁哥氏液现场固定；

浮游动物使用浅水Ⅰ型浮游生物网(网口面积 0.2 m2，

孔径 0.5 mm)由底至表垂直拖网，样品使用 5%甲醛

溶液现场固定保存。固定好的样品带回实验室进行种

类鉴定和数量统计。  

1.2.2  环境指标     在各站位，采用 Professional 

Plus 多功能水质仪(美国 YSI 公司)现场测定海水的

pH 值、水温(WT)、溶解氧含量(DO)，用盐度计测定

海水盐度；用采水器于水下 0.5 m 处采集水样，按照

《海洋监测规范》(GB/T17378.4-2007)的方法进行海

水化学需氧量 (COD)、生化需氧量 (BOD5)、氨氮

(NH4
+-N)和磷酸盐(PO4

3–-P)的测定。 
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1.2.3  海草床生态学特征    在海草床的各站位，使

用 0.5 m×0.5 m 的采样框进行海草植株取样，潜水挖

掘采样框内鳗草植株，并确保植株的完整性，每站位

重复取样 3 次。用海水将植株彻底冲洗干净后放到聚

乙烯封口袋中，加冰低温运回实验室。先计数每个采

样框的植株数量以计算植株密度(shoots/m2)，再将样

品用去离子水进行漂洗，并在 60 ℃烘干至恒重，测

量植株生物量(g DW/m2)。 

1.3  数据处理与分析 

浮游生物的丰度根据采样时的滤水体积，以每立

方米水体中细胞数或个体数(cells/m3, ind./m3)表示。 

优势种使用浮游生物优势度(Y)表示，生物多样

性采用香农–威纳指数(Shannon-Weaner index) (H ׳)、
均匀度指数(Pielou index)(J)和 Margalef 丰富度指数

(D)进行分析(张雪等, 2018)，计算公式为： 

( / )i iY n N f   (1) 

2
1

log
s

i i
i

H P P


    (2) 

2/ logJ H S  (3) 

2( 1) / logD S N   (4) 

式中， in 为 i 种的个体数，N 为所有种类总个体数，

if 为该种出现的频率。Y >0.02 的种类为优势种。Pi

为样品中第 i 种的个体数与总个体数的比值；S 为各

站位水柱种类数。 

对各环境指标和浮游生物丰度的时间变化进行

单因素方差分析(one-way ANOVA)，结果用平均值±

标准差(Mean±SD)表示，差异显著时使用 Duncan 多

重比较；对同月份海草床和裸沙区的环境指标、浮游

生物群落多样性指数进行独立样本 T 检验；显著性水

平设置为 P≤0.05。 

运用 Canoco 5.0 软件分析浮游生物群落结构和

环境因子之间的关系。对优势种的丰度/生物量数据

进行去趋势对应分析 (DCA)。如果最大梯度长度

(length of gradient) >4.0，进行典范对应分析(CCA)；

如果在 3.0~4.0 之间，冗余分析(RDA)和 CCA 均可；

如果<3.0，进行 RDA 分析。排序结果用物种–环境因

子关系双序图表示。 

2  结果与分析 

2.1  关键环境因子 

调查结果显示(表 1)，海草床与裸沙区的关键环

境因子呈现显著的季节变化，且两区之间存在一定的

差异。多数环境因子在冬季和春季达到最大值，水温

和 pH 值在夏季达到最大值，而盐度在秋季达到最大

值。尽管各环境因子的平均值在海草床与裸沙区之间

无明显不同，但一些环境因子于某些季节在两区之间

存在显著差异(P<0.05)。如，裸沙区海水 COD 含量 

 

表 1  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区环境因子的时空变化 
Tab.1  Spatial-temporal variation of environmental factors in seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

环境指标 
Environmental parameters 

区域 
Area 

2 月 
February 

5 月  
May 

8 月  
August 

11 月 
November 

均值  
Average 

海草床 Seagrass bed 1.91±0.15a 2.23±0.41a 2.00±0.23a 1.33±0.21b 1.86±0.06化学需氧量 
COD /(mg/L) 裸沙区 Bare sand area 1.84±0.14ab 3.08±0.11a* 2.38±0.31a* 1.37±0.10b 2.16±0.33

海草床 Seagrass bed 4.34±0.06a 2.12±0.14b 0.78±0.53c 1.83±0.11b 2.34±0.42生化需氧量 
BOD5 /(mg/L) 裸沙区 Bare sand area 4.33±0.14a 2.02±0.32b 0.99±0.08c 2.59±0.42b* 2.48±0.46

海草床 Seagrass bed 11.49±0.12a* 8.85±0.39c 5.96±0.25d 10.16±0.20b 9.12±0.35溶解氧 DO /(mg/L) 

裸沙区 Bare sand area 10.14±0.13a 8.16±0.26c 6.30±0.14d 9.52±0.11b 8.53±0.22

海草床 Seagrass bed 2.68±0.02d 15.03±0.17b 25.80±0.08a 9.60±0.28c 13.28±0.25水温 WT /℃ 

裸沙区 Bare sand area 2.96±0.01d 15.20±0.28b 26.15±0.07a 9.70±0.14c 13.50±0.13

海草床 Seagrass bed 8.35±0.13b 8.07±0.07d 8.46±0.07a 8.26±0.04c 8.29±0.08pH 

裸沙区 Bare sand area 8.37±0.06b 8.02±0.04c 8.53±0.06a 8.31±0.01b 8.31±0.05

海草床 Seagrass bed 31.41±0.04c 33.85±0.65b 31.75±0.29c 34.25±0.29a 32.82±0.35盐度 
Salinity 裸沙区 Bare sand area 31.41±0.04c 33.50±0.00b 31.50±0.00c 34.51±0.71a 32.73±0.54

海草床 Seagrass bed 1.04±0.14a* 1.21±0.15a* 0.76±0.29b 0.79±0.15b 0.88±0.14氨氮 NH4
+-N /(mg/L) 

裸沙区 Bare sand area 0.60±0.23b 0.70±0.24b 2.14±0.27a* 1.07±0.20b 1.18±0.23

海草床 Seagrass bed 0.43±0.21c 1.81±0.11a* 0.38±0.09c 1.29±0.10b* 0.98±0.25磷酸盐 
PO4

3–-P /(μmol/L) 裸沙区 Bare sand area 0.29±0.08c 1.27±0.12a 0.41±0.13c 0.92±0.18b 0.73±0.22

注：*表示海草床与裸沙区之间存在显著差异(P<0.05)，不同小写字母表示不同月份间存在显著差异(P<0.05)。下同。 
Note: * indicates that there is significant difference between seagrass bed and bare sand area (P<0.05), and different 

lowercase letters indicate significant difference between different months (P<0.05). The same as below. 
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在春、夏季显著高于海草床，平均为海草床的 1.3 倍；

裸沙区海水 BOD5 含量在秋季显著高于海草床，是其

1.4 倍；海草床海水 NH4
+-N 含量在冬季和春季显著高

于裸沙区，为裸沙区的 1.7 倍，夏季则正相反，海草

床海水 NH4
+-N 含量仅为裸沙区 NH4

+-N 含量的 40%。 

2.2  海草床生态学特征 

鳗草植株的生长表现出明显的季节变化，植株密

度和生物量均于8月达到最大值，分别为 (1 472.0± 

33.8) shoots/m2和(800.3±40.2) g DW/m2，是2月植株密

度和生物量的1.7倍和16.7倍(P<0.05) (表2)。 

2.3  浮游植物群落结构 

2.3.1  种类组成和丰度    调查期间，共发现浮游植

物 38 种，隶属于 3 门 25 属，如表 3 所示。其中，硅

藻门(Bacilariophyta)最多，共 16 科 21 属 34 种，占总

种数的 89.4%；甲藻门(Dinophyta)次之，共 3 科 3 属

3 种，占总种数的 7.8%；金藻门(Chrysophyta)最少，

仅 1 科 1 属 1 种。浮游植物种类数呈现明显的季节变

化，海草床和裸沙区均在 11 月达到最大值，显著高

于其他月份(P<0.05)，相同月份海草床和裸沙区的浮

游植物种类数差异不显著(P>0.05) (图 2)。 

 

表 2  天鹅湖海草床生态学特征的季节变化 

Tab.2  Seasonal variation of ecological characteristics in seagrass bed of Swan Lake 

调查指标 Surveyed parameter 2 月 February 5 月 May 8 月 August 11 月 November 

植株密度 Density /(shoots/m2) 882.0±43.9c 1374.0±19.9a 1472.0±33.8a 1041.0±56.8b 

植株生物量 Biomass /(g DW/m2) 48.2±3.8d 461.4±11.8b 800.3±40.2a 167.8±8.5c 

 
表 3  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游植物物种名录 

Tab.3  List of phytoplankton species in seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

序号 Code 种名 Species 2 月 February 5 月 May 8 月 August 11 月 November

硅藻 Bacilariophyta     

1 柔弱根管藻 Rhizosolenia delicatula +/* –/– –/– +/* 

2 刚毛根管藻 Rhizosolenia setigera –/– +/* +/* +/* 

3 格氏圆筛藻 Coscinodiscus granii +/* +/* –/– +/* 

4 琼氏圆筛藻 Coscinodiscus jonesianus –/– +/* –/– +/* 

5 辐射列圆筛藻 Coscinodiscus radiatus –/– –/– –/– +/* 

6 星脐圆筛藻 Coscinodiscus asteromphalus –/– –/– –/– +/* 

7 虹彩圆筛藻 Coscinodiscus oculus-iridis –/– –/– –/– +/* 

8 圆筛藻 Coscinodiscaceae sp. –/– –/– –/– +/* 

9 卡氏角毛藻 Chaetoceros castracanei +/* –/– –/– –/– 

10 范氏角毛藻 Chaetoceros vanheurckii –/– +/* +/* +/* 

11 并基角毛藻 Chaetoceros decipiens –/– –/– –/– +/* 

12 罗氏角毛藻 Chaetoceros lauderi –/– –/– –/– +/* 

13 艾氏角毛藻 Chaetoceros eibenii –/– –/– –/– +/* 

14 条纹小环藻 Cyclotella striata +/* +/* +/– –/– 

15 海链藻 Thalassiosira sp. +/* +/* +/* –/– 

16 中华盒形藻 Bidduiphia sinensis Greville +/– –/– –/– +/* 

17 太阳漂流藻 Planktoniella sol +/* +/– –/– –/– 

18 细弱明盘藻 Hyalodiscus subtilis Bailey –/– –/– –/– +/– 

19 曲舟藻 Pleurosigma spp. –/– +/* +/* –/– 

20 柔弱几内亚藻 Guinardia delicatula –/– +/– –/– +/* 

21 长耳齿状藻 Odontella aurita –/– +/– –/– –/– 

22 针杆藻 Synedra spp. –/– +/* +/* –/– 

23 长海毛藻 Thalassiothrix longissima –/– +/* –/– –/– 

24 透明辐杆藻 Bacteriastrum hyalinum –/– +/* +/– –/– 
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续表 3 

序号 Code 种名 Species 2 月 February 5 月 May 8 月 August 11 月 November

硅藻 Bacilariophyta     

25 钝头盒形藻 Biddulphia obtusa –/– +/* –/– –/– 

26 念珠直链藻 Melosira moniliformis –/– –/+ –/– –/– 

27 丹麦细柱藻 Leptocylindrus danicus –/– –/– +/* +/* 

28 菱面盒形藻 Biddulphia rhombus –/– –/– +/* –/– 

29 具槽帕拉藻 Paralia sulcata –/– –/– –/+ –/– 

30 菱形藻 Nitzschia sp. –/– –/– –/+ –/– 

31 并基海链藻 Thalassiosira decipens –/– –/– –/– +/* 

32 中肋骨条藻 Skeletonema costatum –/– –/– –/– +/* 

33 泰晤士旋鞘藻 Streptotheca thamesis –/– –/– –/– +/* 

34 舟形藻 Navicula sp. –/– –/– –/– +/* 

甲藻 Dinophyta     

35 夜光藻 Noctiluca scintillans –/– +/* –/– +/* 

36 三角角藻 Ceratium tripos –/– –/– –/– +/* 

37 大角三趾藻 Tripos macroceros –/– –/– –/– +/* 

金藻 Chrysophyta     

38 小等刺硅鞭藻 Dictyocha fibula +/* +/– +/* –/– 

注：+表示该物种于该月份出现在海草床，*表示该物种于该月份出现在裸沙区，–表示该月份海草床或裸沙区无该物

种。下同。 
Note: + indicates that the species appears in the seagrass bed in this month, * indicates that the species appears in the bare 

sand area in this month, – indicates that there is no species in the seagrass bed or bare sand area in this month. The same as below. 
 

 
 

图 2  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区 

浮游植物种类数的时空变化 
Fig.2  Spatial-temporal variation of phytoplankton species in 

seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 
 

调查结果显示，海草床与裸沙区的浮游植物丰度

呈现明显的季节变化，且两区之间存在一定的差异

(图 3)。海草床与裸沙区浮游植物丰度均在 5 月显著高

于其他月份 (P<0.05)，分别为 9.06×104 cells/m3 和

6.12×104 cells/m3，为 2 月浮游植物丰度的 3.4 倍和 2.4

倍。5 月时，海草床浮游植物丰度显著高于裸沙区

(P<0.05)，是裸沙区的 1.5 倍；其余调查月份，海草

床浮游植物丰度亦高于裸沙区浮游植物丰度，但二者

差异不显著(P>0.05)。 

 
 

图 3  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区 

浮游植物丰度的时空变化 
Fig.3  Spatial-temporal variation of phytoplankton 

abundance in seagrass bed and its adjacent  
bare sand area of Swan Lake 

 

2.3.2  第1优势种组成    浮游植物第1优势种组成

表现出明显的季节变化(表4)。5月时，海草床和裸沙区

的第1优势种分别为硅藻门的刚毛根管藻(Rhizosolenia 

setigera)和范氏角毛藻(Chaetoceros vanheurckii)，平

均丰度为1.69×104 cells/m3和1.13×104 cells/m3，均高于

其他调查月第1优势种的丰度。 

2.3.3  群落结构特征指数    除裸沙区的均匀度指

数外，海草床和裸沙区浮游植物群落结构特征指数表 
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表 4  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游植物第 1 优势种及优势度指数的时空变化 
Tab.4  Spatial-temporal variation of the first dominant species and dominance index of  

phytoplankton in seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

月份 Month 区域 Area 第 1 优势种 Dominant species 平均丰度 Average abundance/(×104 cells/m3) 优势度 Dominance

海草床 Seagrass bed 格氏圆筛藻 C. granii 0.50 0.21 2 月 
February 裸沙区 Bare sand area 格氏圆筛藻 C. granii 0.63 0.24 

海草床 Seagrass bed 刚毛根管藻 R. setigera 1.69 0.19 5 月 
May 裸沙区 Bare sand area 范氏角毛藻 C. vanheurckii 1.13 0.18 

海草床 Seagrass bed 曲舟藻 Pleurosigma spp. 1.06 0.22 8 月 
August 裸沙区 Bare sand area 范氏角毛藻 C. vanheurckii 1.01 0.31 

海草床 Seagrass bed 中肋骨条藻 S. costatum 0.56 0.11 11 月 
November 裸沙区 Bare sand area 夜光藻 N. scintillans 0.43 0.11 

 
表 5  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游植物群落特征指数的时空变化(平均值±标准差) 

Tab.5  Spatial-temporal variation of phytoplankton community parameters in seagrass bed and  
its adjacent bare sand area of Swan Lake (Mean±SD) 

群落特征指数 
Community parameters 

区域 
Area 

2 月 
February 

5 月 
May 

8 月 
August 

11 月 
November 

均值 
Average 

海草床 Seagrass bed 1.9±0.1b 2.0±0.1b 1.8±0.1b 2.7±0.2a 2.1±0.4 多样性指数 
Diversity index (H′) 裸沙区 Bare sand area 2.0±0.1b 2.1±0.1b 1.7±0.3b 2.8±0.1a 2.1±0.5 

海草床 Seagrass bed 0.9±0.0a 0.8±0.0b 1.0±0.1a 0.9±0.0a 0.9±0.0 均匀度指数 
Evenness index (J) 裸沙区 Bare sand area 0.9±0.0 0.9±0.0 0.9±0.0 0.9±0.0 0.9±0.0 

海草床 Seagrass bed 4.9±0.3b 4.4±0.3b 4.2±0.2b 11.4±0.3a 6.2±2.6 丰富度指数 
Richness index (D) 裸沙区 Bare sand area 5.2±0.4b 5.2±0.3b 4.7±0.3b 14.0±0.5a* 7.3±3.2 

 
现出明显的季节变化(表 5)。其中，两区的多样性指

数和丰富度指数均在 11 月达到最高值，在 8 月达到

最低值，而海草床浮游植物的均匀度指数则在 5 月达

到最低值。海草床和裸沙区之间浮游植物群落结构特

征指数的差异不明显，仅在 11 月，裸沙区浮游植物

丰富度指数显著高于海草床(P<0.05)。 

2.3.4  优势种与环境因子的关系    分别对海草床

和裸沙区浮游植物优势种与环境因子进行 CCA 分

析，如图 4 所示。其中，海草床浮游植物群落前 2 个

排序轴的特征值为 0.849 和 0.673，对物种变量的解

释量达 72%。由图 4a 可知，影响海草床浮游植物群

落结构的主要因素为水温、鳗草植株密度和生物量，

且格氏圆筛藻(Coscinodiscus granii)、刚毛根管藻等

多数优势种与这 3 个因子表现为正相关。 

裸沙区浮游植物群落前2个排序轴的特征值为

0.825和0.719，对物种变量的解释量达74%。由图4b

可知，影响裸沙区浮游植物群落结构的主要因素为水

温和氨氮，且范氏角毛藻、针杆藻(Synedra spp.)、夜

光藻(Noctiluca scintillans)等大多数优势种与这2个因

子表现为正相关。 

2.4  浮游动物群落结构 

2.4.1  种类组成和丰度    在鳗草草床及其邻近裸

沙区共鉴定出浮游动物 18 种、幼虫 3 类(表 6)。其中，

浮游动物成体隶属于刺胞动物门(Cnidaria)(1 种)、甲

壳动物门(Crustacea)(桡足类 10 种，枝角类 3 种，端

足类 1 种，甲壳类 1 种)、毛颚动物门(Cheaetognatha) 

(1 种)、尾索动物门(Urochordata)(1 种)。浮游动物种

类数呈现明显的季节变化，海草床和裸沙区均在 11

月达到最大值，显著高于其他月份(P<0.05)；两区之

间浮游动物种类数差异不明显，仅在 2 月时，海草床

浮游动物的种类数显著高于裸沙区(P<0.05) (图 5)。 

调查结果显示，海草床与裸沙区的浮游动物丰度

呈现明显的季节变化，且两区之间存在一定的差异

(图 6)。海草床浮游动物丰度在 2 月达到最高值，为

2.88×104 ind./m3，是 8 月海草床浮游动物丰度的 14.5

倍；裸沙区浮游动物丰度则在 5 月达到最高值，为

2.14×104 ind./m3，是 8 月裸沙区浮游动物丰度的 10.2

倍。2 月时，海草床浮游动物丰度显著高于裸沙区

(P<0.05)，是裸沙区浮游动物丰度(1.25×104 ind./m3)

的 2.2 倍；其余月份，海草床的浮游动物丰度亦高于

裸沙区浮游动物丰度，但两区差异不显著(P>0.05)。 
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图 4  天鹅湖海草床(a)及其邻近裸沙区(b)浮游植物优势种与环境因子的 CCA 排序图 
Fig.4  CCA ordination of phytoplankton dominant species and associated environment  

factors in seagrass bed (a) and its adjacent bare sand area (b) of Swan Lake 

1: 小等刺硅鞭藻 D. fibula; 2: 卡氏角毛藻 C. castracanei; 3: 条纹小环藻 C. striata; 4: 格氏圆筛藻 C. granii;  

5: 刚毛根管藻 R. delicatula; 6: 范氏角毛藻 C. vanheurckii; 7: 长海毛藻 T. longissimi; 8: 针杆藻 Synedra spp.;  

9: 丹麦细柱藻 L. danicus; 10: 夜光藻 N. scintillans; 11: 辐射列圆筛藻 C. radiatus; 12: 虹彩圆筛藻 C. oculus-iridis;  

13: 圆筛藻 Coscinodiscaceae sp.; 14: 中肋骨条藻 S. costatum; 15: 并基角毛藻 C. decipiens; 16: 舟形藻 Navicula spp.;  

17: 柔弱根管藻 R. delicatula; 18: 海链藻 Thalassiosira sp.; 19: 太阳漂流藻 P. sol; 20: 琼氏圆筛藻 C. jonesianus;  

21: 曲舟藻 Pleurosigma spp.; 22: 具槽帕拉藻 B. sulcate; 23: 菱形藻 Nitzschia sp.; 24: 中华盒形藻 B. greville; 25: 并基海链

藻 T. decipens; 26: 三角角藻 C. tripos; 27: 艾氏角毛藻 C. eibenii; 28: 柔弱几内亚藻 G. delicatula; 29: 罗氏角毛藻 C. lauderi 

 

  
图 5  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区 

浮游动物种类数的时空变化 
Fig.5  Spatial-temporal variation of zooplankton species in 
seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

图 6  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区 

浮游动物丰度的时空变化 
Fig.6  Spatial-temporal variation of zooplankton abundance in 

seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 
 

2.4.2  第 1 优势种组成    调查期间，海草床和裸沙

区浮游动物第 1 优势种均为桡足类的小拟哲水蚤

(Paracalanus parvus)，其丰度具有明显季节变化，平

均丰度均于 5 月达到最大值，分别为 1.87×104 ind./m3

和 1.75×104 ind./m3，是 8 月平均丰度的 25.9 倍和 29.2

倍(表 7)。两区之间小拟哲水蚤的丰度也具有一定差

异。 2 月时，海草床小拟哲水蚤平均丰度 (1.06× 

104 ind./m3)为裸沙区的 2.1 倍；其余调查月份，两区

之间差异不明显。 

2.4.3  群落结构特征指数    海草床和裸沙区的浮

游动物群落结构特征指数表现出相同的季节变化，如

表 8 所示。其中，多样性指数和丰富度指数均在 11

月达到最高值，而均匀度指数则在 5 月达到最低值。

两区之间群落特征指数差异不明显，仅 2 月时，海草

床浮游动物丰富度指数显著高于裸沙区(P<0.05)。 

2.4.4  优势种与环境因子的关系    分别对海草床

和裸沙区浮游动物优势种与环境因子进行 RDA 分

析，如图 7 所示。其中，海草床浮游动物前 2 个排序 
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表 6  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游动物物种名录 
Tab.6  List of zooplankton species in seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

序号 Code 种名 Species 2 月 February 5 月 May 8 月 August 11 月 November

刺胞动物门 Cnidaria     

水螅水母亚纲 Hydromedusae     

1 四枝管水母 Proboscidactyla flavicirrata –/– –/– –/* –/– 

节肢动物门 Arthropoda     

桡足类 Copepoda     

2 海洋伪镖水蚤 Pseudodiaptomus marinus –/– –/– –/– +/* 

3 火腿许水蚤 Schmakeria poplesia –/– –/– –/– +/* 

4 克氏纺锤水蚤 Acartia clausi –/– –/– –/– +/* 

5 猛水蚤 Harpacticoida sp. +/* –/* –/– –/– 

6 双刺纺锤水蚤 Acartia bipinnata –/– –/– –/– +/* 

7 太平洋纺锤水蚤 Acartia pacifica –/– –/– –/– +/* 

8 太平洋真宽水蚤 Eurytemora pacifica –/– +/* +/* –/– 

9 细巧华哲水蚤 Sinocalanus tenellus –/– –/– +/* +/* 

10 小拟哲水蚤 Paracalanus parvus +/* +/* +/* +/* 

11 中华哲水蚤 Calanus sinicus +/* +/* +/* +/* 

枝角类 Cladocera     

12 肥胖三角溞 Evadne tergestina –/– –/– –/– +/* 

13 鸟缘尖头溞 Penilia avirostris +/– –/– +/* +/* 

14 诺氏三角溞 Evadne nordmanni –/– –/– –/– +/* 

端足目 Amphipoda     

15 细长脚虫戎 Theisto gracilipes (Norman) +/– +/* +/* –/– 

鳃足纲 Branchiopoda     

16 盐卤虫 Artemia salina (Linnaeus) –/– –/– –/– +/* 

毛颚动物门 Cheaetognatha     

17 强壮箭虫 Sagitta crassa +/* +/* –/– +/* 

尾索动物门 Urochordata     

18 长尾住囊虫 Oikopleura longicauda –/– –/– –/– +/* 

浮游幼虫 Pelagic larvae     

19 多毛类幼体 Polychaet larvae –/– –/– –/– +/* 

20 腹足类幼体 Gastropod larvae –/– +/* +/* –/– 

21 双壳类幼体 Bivalve larvae –/– –/– –/– +/* 

 
表 7  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游动物第 1 优势种及优势度指数的时空变化 
Tab.7  Spatial-temporal variation of the first dominant species and dominance index of  

zooplankton in seagrass bed and its adjacent bare sand area of Swan Lake 

月份 
Month 

区域 
Area 

第 1 优势种 
Dominant species 

平均丰度 
Average abundance /(×104 ind./m3) 

优势度 
Dominance

海草床 Seagrass bed 小拟哲水蚤 P. parvus 1.06 0.37 2 月 February 

裸沙区 Bare sand area 小拟哲水蚤 P. parvus 0.51 0.40 

海草床 Seagrass bed 小拟哲水蚤 P. parvus 1.81 0.85 5 月 May 

裸沙区 Bare sand area 小拟哲水蚤 P. parvus 1.75 0.70 

海草床 Seagrass bed 小拟哲水蚤 P. parvus 0.07 0.31 8 月 August 

裸沙区 Bare sand area 小拟哲水蚤 P. parvus 0.06 0.37 

海草床 Seagrass bed 小拟哲水蚤 P. parvus 0.17 0.25 11 月 November 

裸沙区 Bare sand area 小拟哲水蚤 P. parvus 0.18 0.25 
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轴的特征值为 0.58 和 0.27，物种变量的解释量达

91%。由图 7a 可知，影响海草床浮游动物群落结构

的主要因素为水温、鳗草植株密度和生物量，且鸟缘

尖 头 溞 (Penilia avirostris) 、 太 平 洋 真 宽 水 蚤

(Eurytemora pacifica)、细巧华哲水蚤 (Sinocalanus 

tenellus)等优势种与这 3 个因子呈正相关。 

裸沙区浮游动物前 2 个排序轴的特征值为 0.61

和 0.24，对物种变量的解释量达 94%。由图 7b 可知，

影响裸沙区浮游动物群落结构的主要因素为 pH、氨

氮、水温，且鸟缘尖头溞、太平洋真宽水蚤、细巧华

哲水蚤和克氏纺锤水蚤(Acartia clausi)等优势种与这

些环境因子表现为正相关。 
 

表 8  天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游动物群落特征指数的时空变化(平均值±标准差) 
Tab.8  Spatial-temporal variation of zooplankton Community parameters in seagrass bed and  

its adjacent bare sand area of Swan Lake (Mean±SD) 

群落特征指数 
Community parameters 

区域 
Area 

2 月 
February 

5 月 
May 

8 月 
August 

11 月 
November 

均值 
Average 

海草床 Seagrass bed 1.5±0.1b 1.0±0.2c 1.9±0.1b 2.5±0.1a 1.7±0.1 多样性指数 
Diversity index (H′) 裸沙区 Bare sand area 1.2±0.1c 1.3±0.1c 2.0±0.1b 2.6±0.0a 1.8±0.1 

海草床 Seagrass bed 1.0±0.0a 0.7±0.1b 1.0±0.0a 1.0±0.0a 0.9±0.2 均匀度指数 
Evenness index (J) 裸沙区 Bare sand area 1.0±0.0a 0.7±0.0b 1.0±0.0a 1.0±0.0a 0.9±0.1 

海草床 Seagrass bed 1.8±0.2b* 2.5±0.1b 2.7±0.3b 4.5±0.3a 2.8±0.2 丰富度指数 
Richness index (D) 裸沙区 Bare sand area 1.3±0.3c 2.8±0.4b 3.0±0.4b 4.9±0.2a 3.0±0.3 

 

 
 

图 7  天鹅湖海草床(a)及其邻近裸沙区(b)浮游动物优势种与环境因子的 RDA 排序图 
Fig.7  RDA ordination of zooplankton dominant species and associated environment factors in  

seagrass bed (a) and its adjacent bare sand area (b) of Swan Lake 

1: 小拟哲水蚤 P. parvus; 2: 强壮箭虫 S. crassa; 3: 中华哲水蚤 C. sinicus; 4: 猛水蚤 Harpacticoida sp.;  

5: 细长脚虫戎 T. gracilipes; 6: 腹足类幼体 Gastropod larvae; 7: 鸟缘尖头溞 P. avirostris; 8: 太平洋真宽水蚤 E. pacifica;  

9: 细巧华哲水蚤 S. tenellus; 10: 克氏纺锤水蚤 A. clausi; 11: 太平洋纺锤水蚤 A. pacifica; 12: 海洋伪镖水蚤 P. marinus;  

13: 火腿许水蚤 S. poplesia; 14: 长尾住囊虫 O. longicauda 

 

3  讨论 

3.1  浮游生物群落结构的季节性变化特征 

天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游植物种类组

成与荣成附近海域浮游植物种类大致相同，以近岸广

布种为主，硅藻占绝对优势(潘玉龙等, 2019)。浮游

植物丰度在两区域表现出相同的季节变化，春季达到

最高值，夏秋次之，冬季最低。另外，浮游植物数目

的季节差异大于空间差异，种类数均在 11 月最高，

且每个物种的个体丰度差异较小，导致生物多样性指

数和丰富度指数在 11 月显著升高。生物多样性指数

的高低反映生物群落结构的复杂程度，通常指数越

高，群落越复杂，对环境的反馈和适应功能越强，群

落的结构越稳定(李超伦等, 2010)。天鹅湖浮游植物
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多样性指数在 1.7~2.8 之间，均匀度指数在 0.8~1.0

之间，处于附近黄海已有研究结果变化范围之内，说

明天鹅湖浮游植物群落处于较为稳定的状态(李超伦

等, 2010; 慕建东等, 2009)。 

天鹅湖海草床及其邻近裸沙区浮游动物种类组

成以近岸低盐类群[海洋伪镖水蚤(P. marinus)和太平

洋 真 宽 水 蚤 等 ] 和 广 温 广 盐 类 群 [ 中 华 哲 水 蚤

(C. sinicus)和小拟哲水蚤]为代表。浮游动物丰度在冬

春季显著高于夏秋季，其中，冬春季节浮游动物丰度

较高主要是由优势种小拟哲水蚤和中华哲水蚤较高

的个体丰度造成的，而夏秋季节浮游动物丰度较低则

可能与附近海域的养殖活动有关(刘萍等, 2013)。浮

游动物种类数从高到低依次为 11 月>8 月>5 月>2 月，

符合黄海浮游动物种类数夏秋季较多、春冬季较少的

一般规律(杜明敏等, 2013)。本研究发现，小拟哲水

蚤、强壮箭虫和中华哲水蚤为天鹅湖的主要优势种，

这与帅莉等(2003)在天鹅湖的调查结果相同。海草床

和裸沙区浮游动物种类数均在 11 月最高且物种个体

丰度差异较小，导致 11 月生物多样性指数和丰富度

指数显著升高。均匀度指数则在 5 月最低，这可能是

由于 5 月小拟哲水蚤在海草床及裸沙区占据绝对优

势，优势度分别为 0.85 和 0.70，浮游动物种类过于

单一，导致均匀度指数降低。 

3.2  浮游生物群落变化的重要控制因素 

浮游生物群落结构受环境因素的综合影响，且在

不同水体中环境因子对群落结构也存在差异。侯兴等

(2021)对桑沟湾浮游植物的调查发现，各个季节浮游

植物丰度与氨氮呈负相关，除秋季外，浮游植物与磷

酸盐呈正相关。潘玉龙等(2019)对荣成近岸养殖海域

浮游植物的调查发现，浮游植物群落结构主要受溶解

氧、硅酸盐、铵盐、温度和 pH 等因素的影响。本研

究发现，海草床浮游植物优势种主要与水温、鳗草植

株密度和生物量相关，裸沙区浮游植物优势种主要与

水温、氨氮相关。海草叶片是附生藻类生长繁殖的基

质，尤其在春季时，海草叶片生长周期较长、更新速

率较慢，利于附生藻类繁殖，累积更高的生物量

(Lavery et al, 2002)。鳗草植株密度也可以通过改变水

下 光 照 条 件 影 响 浮 游 植 物 的 生 长 发 育 (Maucha, 

1942)。 

荣成天鹅湖地处中纬度地区，季节分明，因此，

温度对生物的影响较大，是影响浮游植物种类及生物

量的关键因子(代龚圆等, 2012)。如硅藻适宜在较低

温度的 水体 中生长 ，最 适温度 通常 低于 18 ℃ 

(Wasmund et al, 2011)。本研究发现，硅藻门物种所占

比例为 89%，且天鹅湖 5 月平均水温为 15 ℃，有利

于硅藻大量繁殖，可能是浮游植物丰度在 5 月达到最

高值的主要原因。季节性的调查研究表明，随着可利

用光和温度上升，浮游植物生物量通常随之增加

(Alcoverro et al, 1997; Lepoint et al, 1999)。因此，温

度与可利用光的相互结合很大程度上影响着海草床

浮游植物的生长。氮是浮游植物生长所需的重要营养

元素，也是限制元素(Ma et al, 2013)。氨氮作为一种

重要的氮源，显著影响裸沙区浮游植物的生长繁殖，

这可能是由于氨氮能被浮游植物直接利用，但利用程

度取决于浮游植物种类(Balode et al, 1998; Strom et al, 

2009)。本研究中，裸沙区圆筛藻等优势种与氨氮含

量呈正相关，可以推测这些浮游植物能直接利用氨氮。  

本研究发现，海草床浮游动物优势种主要与水

温、鳗草植株密度和生物量相关，裸沙区浮游动物优

势种主要与 pH、氨氮和水温相关，因此，水温是天

鹅湖浮游动物种类和丰度的关键因子。许多研究表

明，水温能够影响浮游动物的体温、新陈代谢强度、

生长发育以及繁殖周期，从而影响其丰度变化以及群

落结构的分布(Lenz et al, 2005; Devreker et al, 2005; 

姜会超等, 2015)；另外，浮游植物可为浮游动物的生

长繁殖提供饵料，水温也可通过影响浮游植物种类和

丰度进而改变浮游动物的种类和丰度 (叶文建等 , 

2021)。海草的存在对浮游动物具有显著影响，这是

由于海草床的存在和其复杂的空间结构，减小了水流

和捕食者的影响，为浮游动物提供了保护(Lo et al, 

2020)。水流的削弱也会促进悬浮物沉积，与海草碎

片一同作为浮游动物的碎屑食物来源(Roman et al, 

1983; Fonseca et al, 1986、2007; Thresher et al, 1992)。

此外，海草凋落叶含有丰富的非结构碳水化合物等活

性物质，会以溶解有机碳(DOC)的形式释放进入水体

或沉积物，并在微食物环作用下，DOC 得以被浮游

动物所利用(Vichkovitten et al, 2004; Lavery et al, 

2013; 张明亮等, 2018)。因此，海草床复杂的物理空

间带来的栖息、隐蔽、摄食环境是引起浮游动物丰度

高的重要因素。裸沙区氨氮含量可能通过限制浮游植

物的生长进而对浮游动物产生间接影响 (赵鑫等 , 

2021)。刘潇等(2019)对荣成近岸海域浮游动物群落进

行 RDA 分析发现，pH 是第 1 排序轴重要的负相关影响

因子，和本研究裸沙区浮游动物与环境因子 RDA 的结

果较为一致。 

3.3  海草床对浮游生物群落的影响及其生态学意义 

本研究发现，天鹅湖海草床浮游植物和浮游动物的

年平均丰度分别为 5.4×104 cells/m3 和 1.6×104 ind./m3，
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是裸沙区浮游植物和浮游动物年平均丰度的 1.4 倍和

1.5 倍。相比裸沙区，海草床复杂的物理空间和环境

条件以及海草叶片、碎屑的可利用性可能是海草床浮

游生物丰度和生物量水平较高的关键因素，这些特性

可为浮游生物提供基质、食物和庇护 (Nagelkerken, 

2009; Nanjo et al, 2014)。海草床对浮游生物群落的生

态学意义主要有：(1) 海草叶片阻碍光向水底的传

播，具有或明或暗的光环境，这对某些浮游植物生长、

浮游动物的产卵和幼体发育具有重要作用(Przeslawski, 

2004; Sridhar et al, 2008; Fernandes et al, 2011)；(2) 海

草叶片不仅是附生藻类和黏性卵良好的附着基，还是

生物幼体固着变态发育过程理想的固着基 (Allen, 

2014)；(3) 海草叶片与附生藻类之间有着密切的营养

物质交换关系，大部分从海草植株释放至周围水柱的

营养物质通常在被水流稀释之前可被附生藻类所摄

取和利用，同时海草凋落叶会释放 DOC 到周围环境

中，经微食物环被浮游动物所利用(McRoy et al, 1974; 

Vichkovitten et al, 2004; Lavery et al, 2013; 张明亮等, 

2018)；(4) 海草的存在可有效削弱水流，从而为浮游

生物提供保护，同时，会促进悬浮物沉积和浮游植物

附着，与海草碎屑一起作为浮游动物的食物来源
(Kimmerer et al, 1985; Fonseca et al, 2007; Lo et al, 
2020)。然而，海草床属于脆弱的生态系统，易受自

然环境变迁和人类活动影响，因此，建议加强对海草

床的有效保护和科学修复，促进海草床的恢复，并发

挥其对资源养护和环境改善的重要作用。 
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Spatial-Temporal Variation of Characteristics of Plankton in a Seagrass Bed 
and an Adjacent Area of Bare Sand in Swan Lake, Rongcheng, China 

LU Jia1, GUO Dong2, YU Sitian1, LI Wentao1, ZHANG Peidong1①
 

(1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao  266003, China;  
2. Liaoning Ocean and Fisheries Science Research Institute, Dalian  116023, China) 

Abstract    Seagrass beds are a typical coastal ecosystem. To understand the temporal and spatial 

variation characteristics of the plankton community structure in a Zostera marina seagrass bed and an 

adjacent area of bare sand in Swan Lake, Rongcheng City, Shandong Province, an investigation of 

plankton diversity and abundance, ecological characteristics of the seagrass bed, and key environmental 

factors in the Z. marina seagrass bed and its adjacent bare sand area was conducted in February, May, 

August, and November in 2019. Canonical correspondence analysis (CCA) and redundancy analysis 

(RDA) were used to explore the influence of environmental factors on the diversity of plankton species. 

The results showed that there were 38 species of phytoplankton, belonging to 25 genera and three phyla, 

among which diatom species were the most abundant (89.4%), followed by dinoflagellates (7.8%). A total 

of 18 species of zooplankton and three species of larvae were identified (mainly crustaceans: 71.4%), and 

the number of plankton species was the highest in November. The annual average abundance of 

phytoplankton and zooplankton in the seagrass bed was 5.4×104 cells/m3 and 1.6×104 ind./m3, respectively, 

which were 1.4 times and 1.5 times higher than those in the bare sand area. The CCA and RDA analyses 

showed that the dominant plankton species in the seagrass bed were significantly correlated with water 

temperature, plant density, and biomass of seagrass beds, while the dominant plankton species in the bare 

sand area were mainly correlated with environmental factors such as water temperature, pH value, and 

ammonia nitrogen content. The results showed that the seagrass bed in Swan Lake supported a higher 

abundance and diversity of plankton compared with the bare sand area. This study provides baseline data 

for further elucidating the structure and function of the seagrass bed ecosystem.  

Key words    Seagrass bed; Phytoplankton; Zooplankton; Community structure; Environmental factors; 

Swan Lake 
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赤霉素和弱酸对鳗草种子萌发和生理特性的影响* 

于  兵  杨启文  张彦浩  李洪辰  张沛东① 
(中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  山东  青岛  266003) 

摘要    本文研究了赤霉素和弱酸对鳗草(Zostera marina)种子萌发和生理特性的影响，监测了鳗草

种子的累积萌发率、幼苗建成率以及种子萌发过程中种子干重、水分、呼吸速率、可溶性糖、淀粉、

赤霉素、脱落酸含量和 α-淀粉酶、β-淀粉酶活性的动态变化，探究了 2 种外源处理对鳗草种子的促

萌作用，分析了鳗草种子应对外源促萌的生理响应过程。结果显示，2 种促萌处理均能有效促进鳗

草种子萌发和幼苗建成，其中，赤霉素处理组促萌效果最优，其种子萌发率和幼苗建成率为对照组

的 1.6 倍；促萌期间，2 个促萌处理组种子 α-淀粉酶活性呈先上升后下降的趋势，淀粉含量呈下降

趋势，可溶性糖含量呈持续上升趋势；至实验结束时，赤霉素处理组种子可溶性糖含量最高，是促

萌前初始值的 3.3 倍，亦显著高于弱酸处理组和对照组(P<0.05)，弱酸处理组种子淀粉含量最低，

显著低于其他 2 组(P<0.05)，而各处理组之间种子的 α-淀粉酶活性无显著差异(P>0.05)；主成分分

析显示，种子 α-淀粉酶活性、淀粉和可溶性糖含量为种子萌发过程中的关键因子。综合分析认为，

外源赤霉素处理是破除鳗草种子休眠的有效方法，其主要通过调节种子淀粉酶活性、提高淀粉分解

速率和提高可溶性糖含量为种子萌发提供能量实现破除休眠的作用。本研究结果为鳗草种子快速萌

发技术提供了理论依据和科学基础。 

关键词    赤霉素；萌发率；种子休眠；营养物质；鳗草 

中图分类号 Q948.8   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0026-09 

海草是一类能够在海洋环境中完成整个生活史

的高等被子植物，其在适宜环境中能够成片生长从而

形成大面积的海草床 (Short et al, 2011; 周媛媛 , 

2021)。海草床是近岸海域生产力最高的生态系统之

一，在海洋生态环境改善、觅食与庇护所提供、防风

固堤、碳封存等方面具有极其重要的生态功能(Stevenson, 

1988)。然而，受人类活动及气候变化等影响，全球

海草床的分布面积正以 110 km2/yr 的速度迅速衰退，

目前，全球约有 29%的海草床已完全消失，且退化速

度仍在加快(吴钟解等, 2021)。 

随着海草床退化趋势的日趋严重，有关海草床的

生态修复与保护愈发受到国内外学者的关注(Steinbach 

et al, 1997; Martins et al, 2005; 王丽荣等, 2018)。大多

数海草的种子数量多、易于采集和保存，海草种子生

态修复法成为当前海草床规模化生态修复工程的首

选，并得到广泛应用(周毅等, 2020)。但在海草床修

复实践中，播种的海草种子受到埋藏深度、水流冲刷、

生物捕食与扰动等多重因素影响(刘燕山等, 2014)，

其成苗率普遍在 1%~10%之间(Orth et al, 2009)。此

外，大部分海草的种子具有坚硬的种皮，休眠期长达

几周至几年，导致播种种子的成苗率偏低(高春智等, 

2012; 田璐, 2014)。因此，明确海草种子的播前促萌

abc
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理论和方法，是提高海草播种种子成苗率的有效途径

之一。 

有关播前促萌打破海草种子休眠的研究已有较

多报道。研究表明，盐度、温度、光照、溶解氧、激

素和机械划破种皮等因素都是影响海草种子休眠或

萌发的主要因素(刘永庆等 , 1995; 李凤玲等 , 2000; 

李海平等, 2009)，但不同因素对海草种子萌发的影响

程度存在差异。刘云龙等(2016)研究发现，低盐条件

能促进鳗草(Zostera marina)种子萌发，当盐度降至 15

以下时种子萌发率显著提高，且淡水处理的种子萌发

率最高。一些研究表明，酸蚀、摩擦、刺破等方式破

除种皮可促进某些采用物理方法休眠的海草种子萌

发，如诺氏鳗草(Z. noltii)和鳗草(Loques et al, 1990; 

Harrison et al, 1992)。Conacher 等(1994)研究发现，较

高浓度的赤霉素(50 mg/L，GbA3 和 KN03)和硫脲

(50 mg/L)处理可以促进牟氏鳗草(Z. muelleri)种子萌

发。在种子萌发时，种子内部会进行一系列生理生化

变化，包括能量代谢、贮藏物质的转化和细胞的修复

与活化等。种子吸水是萌发的启动条件，随后种子的

淀粉、脂肪、蛋白质等组分在呼吸作用下被分解和转

化，用于种子的生长发育(潘瑞炽等, 2008)。尽管有

关海草种子萌发生理的研究已有一些报道，但关于

播前促萌对海草种子萌发和生理特性的影响还未见

报道。 

对陆生植物与水生植物的研究均表明，赤霉素和

弱酸条件均能促进种子萌发(Jiang et al, 2016; 张敏

等, 2021)。例如，田璐(2014)探究了不同种皮破除方

式(摩擦、酸蚀、碱蚀等)以及赤霉素处理对鳗草种子

萌发的影响，发现摩擦破除种皮、50 mg/L 赤霉素处

理和 pH=6、浸种 96 h 的弱酸处理，对鳗草种子具有

良好的促萌效果，2 个处理的种子累积萌发率分别达

到 62.9%和 77.9%。本研究在借鉴已有报道的基础上，

以温带海域海草优势种——鳗草为对象，验证外源赤

霉素处理(50 mg/L 浸种 15 d)和弱酸处理(pH=6 浸种

96 h)对鳗草种子破除休眠的影响，分析种子萌发过程

中 α-淀粉酶活性、淀粉和可溶性糖含量的变化，旨在

查明鳗草种子对不同促萌手段的生理学响应过程，以

期为建立鳗草种子人工促萌理论提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  种子采集与保存 

实验用鳗草种子于 2019 年 7 月采集于山东省荣

成市天鹅湖海域(37.3382°N~37.3588°N, 122.5551°E~ 

122.5793°E)。天鹅湖鳗草海草床的平均种子产量可达

(53 623.66±19 628.11) seeds/m2 (徐少春, 2017)。因此，

采集时仅需选择 2~3 m2 的海草床即可满足本研究种

子用量。采集时，仅摘取具有种子的佛焰苞，避免对营

养枝造成影响。将摘取的佛焰苞放入网目孔径为

1.0 mm 的尼龙袋，封口后浸于自然海域 1 个月。待种

子进一步成熟并自然脱落后，将内容物移入整理箱并

反复加入海水搅拌，除去上层有机碎屑及贝壳等杂质，

收集种子至广口瓶带回实验室，移入尼龙袋并置于室

内 4 ℃循环水槽在自然光照、盐度 33 的条件下暂养。 

1.2  实验设计 

实验于 2020 年 1—4 月进行，共计 120 d。实验

设置 3 个处理组，分别为赤霉素处理组、弱酸处理组

以及对照组。赤霉素处理组用盐度为 33 的人工海水

将外源赤霉素纯品稀释至 50 mg/L 后浸泡鳗草种子

15 d，后置于 4 ℃环境下春化 1 周，弱酸处理组用 0.1 

mol/L HCl 和 2 mol/L NaOH 溶液将盐度为 33 的人工

海水调至 pH=6 后浸泡鳗草种子 96 h，然后置于 4 ℃

环境下春化 1 周，对照组为不对鳗草种子进行促萌处

理，置于 4 ℃环境下春化 1 周。 

1.3  实验过程与条件 

首先开展不同处理对种子的促萌，挑选 90 000 粒

色泽较深、颗粒饱满的成熟鳗草种子，将种子随机平

均分成 30 份，每个处理组随机选择 10 份(重复)，按

实验设计进行种子促萌处理，结束后将每份种子分别

放入 500 mL 烧杯，加入 300 mL 盐度为 33 的无菌海

水开始种子萌发。萌发期间，保持无光照和室温，每

2 d 换水 1 次。以子叶伸出种皮 1 cm 作为萌发的标志。

每 5 d 观察种子萌发情况，统计各重复组萌发数量，

计算累积萌发率和平均萌发历期(MTG)，并进行一次

取样，于每个处理组的各重复中随机取出 100 粒种

子，共计 1 000 粒。然后将各处理组取出的种子均匀

混合，平均分为 4 份，分别测定种子鲜重、干重、水

分、呼吸速率、可溶性糖、淀粉、赤霉素、脱落酸含

量和 α-淀粉酶、β-淀粉酶活性。至种子萌发停滞(累

积萌发率不再上升)时停止取样，共计 80 d。 

期间，将子叶长 1 cm 的幼苗按不同处理组分别

移植于底部铺设有 3 cm 厚细沙的 100 mL 烧杯内，并

在烧杯壁贴好标签，每个烧杯植入 20 株幼苗，移植

时使细沙覆盖幼苗下胚轴。然后将烧杯放入 40 cm× 

40 cm × 20 cm (长×宽×高)的玻璃水槽中，添加海水至

水深达到 15 cm (完全覆盖烧杯)，放入光照培养箱

(GXZ-0288，宁波江南仪器厂)培养 30 d。培养过程中

隔天换水，水温设置为 17 ℃，光照周期 L∶D=12 h∶
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12 h，光照强度 50 µmol/(m2·s)。 

培养结束后，统计幼苗数量，计算幼苗建成率。

从各处理组中随机取出 30 株鳗草幼苗，测量幼苗的

株高(cm)、叶鞘长(cm)、叶长(cm)和叶宽(mm)等形态

学指标。 

1.4  样品处理与分析 

1.4.1  种子萌发和幼苗建成    实验结束后，统计并

计算种子的累积萌发率、平均萌发历期(MTG)和幼苗

建成率： 

 累积萌发率(%) 100in

N
      (1) 

式中，ni 为第 i 天种子的萌发数，N 为萌发种子的

总数；  

 MTG(d) in d

N


             (2) 

式中，ni 为第 i 天种子的萌发数，d 为萌发的第 i 天，

N 为萌发种子的总数； 

 幼苗建成率(%)= 100
m

N
    (3) 

式中，m 为幼苗建成数量，N 为播种的种子数量。 

1.4.2  种子水分和内含物组分测定    实验开始前，

随机挑选成熟饱满的鳗草种子 500 粒，测定种子各项

指标初始值；实验开始后，每 5 d 取样 1 次进行各项

指标监测。水分含量的测定采用烘干法(杨敏, 2013)；

呼吸速率[v, mg/(g·h)]通过海水溶氧含量的变化测定，

选取 50 粒鳗草种子，用吸水纸吸除表面水分后称重，

记为湿重 M，然后放入 25 mL 封闭试管内，倒入 10 mL

海水，使用微电极溶氧仪测定海水的溶氧含量(记为

C1)，间隔 1 h 后再次测定海水的溶氧含量(记为 C2)，

计算公式： 

 v[(mg/g·h)]
 1 2C C V

M T





        (4) 

式中，V 为 10 mL，T 为 1 h。 

可溶性糖及淀粉含量的测定采用蒽酮法(Lewis 

et al, 2007)。α-淀粉酶、β-淀粉酶活性使用 β-淀粉酶

检测试剂盒测定，赤霉素水平使用植物赤霉素酶联免

疫分析试剂盒测定，脱落酸水平使用植物脱落酸酶联

免疫分析试剂盒测定，以上试剂盒均来自南京建成生

物工程研究所。每组样品的同一指标重复测定 4 次。 

1.5  数据处理 

根据种子水分含量的变化趋势将种子吸涨分为

快速吸水期(1~30 d)、滞缓期(31~50 d)、二次吸水期

(51~65 d)和二次平稳期(66~80 d)，种子组分的分析基

于与水分同样的分期。使用 SPSS 19.0 和 Origin 8.5

软件对数据进行分析作图，使用单因素方差分析

(one-way ANOVA)分析组间差异，若差异显著，使用

Tukey 多重比较，以 P<0.05 作为差异显著水平。并

对种子萌发率和其他生理生化指标进行主成分分析，

以 P<0.05 作为差异显著水平，P<0.01 作为差异极显

著水平。 

2  结果 

2.1  鳗草的种子萌发和幼苗建成 

2.1.1  累积萌发率    随萌发时间增加，3 个处理组

鳗草种子的累计萌发率均呈逐渐升高趋势，后期趋于

平缓。除 15 和 20 d 外，赤霉素处理组与弱酸处理组

的种子累积萌发率均显著高于对照组(P<0.05)。赤霉

素处理组鳗草种子的累计萌发率最高，达到 53.3%，

是对照组的 1.6 倍；弱酸处理组鳗草种子的累积萌发

率次之，达到 49.0%，是对照组的 1.4 倍(图 1)。 

 

 
 

图 1  不同促萌处理组鳗草种子累积萌发率的变化 
Fig.1  Change in cumulative germination rate of seeds of  

Z. marina under different treatments 

不同字母表示同一萌发时长各处理组之间 

存在显著差异(P<0.05)。下同。 
Different letters indicate significant differences among 

treatments at the same germination time (P<0.05).  
The same as below. 

 
2.1.2  平均萌发历期    经过 80 d 的种子促萌，各

处理组的种子平均萌发历期为 37.3~39.1 d，各处理组

的种子平均萌发历期差异不显著(P>0.05)。 

2.1.3  幼苗建成率    经过 80 d 的种子促萌和 30 d

幼苗培养，赤霉素组、弱酸组和对照组鳗草的幼苗建

成率存在显著差异(P<0.05)。其中，赤霉素处理组的

幼苗建成率最高，显著高于弱酸处理组和对照组，是

对照组的 1.6 倍；弱酸处理组的幼苗建成率次之，亦

显著高于对照组，是对照组的 1.4 倍(图 2)。 
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图 2  不同种子促萌处理对鳗草幼苗建成率的影响 
Fig.2  Effects of different seed germination treatments on 

the seedling establishment rate of eelgrass 
 

2.1.4  幼苗生长    经 30 d 幼苗培养，除叶宽外，

弱酸处理组幼苗的生长指标均达到最大值，其中，叶

鞘长显著高于对照组(P<0.05) (表 1)。各处理组幼苗的

株高、叶片数、叶长和叶宽均无显著差异(P>0.05)。 

2.2  鳗草的生理学指标 

2.2.1  不同促萌处理鳗草种子萌发与生理指标的关

系    对鳗草不同处理组进行主成分分析，结果显

示，不同处理间呈显著差异(图 3A)。对鳗草水分、干

重、淀粉、可溶性糖、呼吸速率、赤霉素、脱落酸、

α-淀粉酶、β-淀粉酶等生理指标进行 PCA 分析，如图

3B 所示。前 2 个主成分(PC1 和 PC2)的特征值>1，占

变异性的 80%以上。其中，α-淀粉酶、淀粉和可溶性

糖 3 个指标的影响程度最高，贡献度超过 40%。α-

淀粉酶活性和淀粉含量呈正相关关系，可溶性糖与淀

粉含量呈显著的负相关关系(P<0.05)。结果表明，在

α-淀粉酶影响下，淀粉和可溶性糖的相互转化可能是

影响鳗草种子萌发的关键生理过程，因此，后续重点

分析这 3 个指标。 

2.2.2  α-淀粉酶    实验期间，种子 α-淀粉酶活性的

变化如图 4A 所示，各时期不同促萌处理组种子 α-淀

粉酶活性的比较如图 4B 所示。赤霉素组 α-淀粉酶活

性在滞缓期达到最大值，上升了 20.7%，显著高于其

他 2 组(P<0.05)。二次吸水期赤霉素组 α-淀粉酶活性

达到 2.02 U/g，显著高于其他 2 组(P<0.05)。 

2.2.3  淀粉含量    实验期间，不同促萌处理组种子

淀粉含量的变化整体呈下降趋势(图 5A)。各时期不同

促萌处理组种子淀粉含量的比较如图 5B 所示。赤霉

素处理组种子淀粉由初始值 48.8%于滞缓期下降了 
 

表 1  不同促萌处理组幼苗形态学指标(平均值±标准差) 
Tab.1  Morphological indexes of seedlings at different treatments (Mean±SD) 

处理组 Treatment 指标 
Index 赤霉素 Gibberellin 弱酸 Weak acid 对照 Control 

株高 Shoot height /cm 8.8±0.3a 9.4±0.6a 8.7±0.4a 

叶鞘长 Leaf sheath length /cm 2.0±0.1ab 2.2±0.1a 1.9±0.1b 

叶片数 Leave number (片/株) 2.1±0.1a 2.1±0.2a 2.0±0.2a 

叶长 Leaf length /cm 5.2±0.3a 5.6±0.4a 4.9±0.4a 

叶宽 Leaf width /cm 0.1±0.0a 0.1±0.0a 0.1±0.0a 

注：同一行数据右上角的不同上标字母表示不同处理组之间存在显著差异(P<0.05)。 
Note: Different superscript letters in the same line indicate significant differences between different treatments (P<0.05). 

 

 
 

图 3  不同处理组间(A)与鳗草各指标(B)主成分分析 
Fig.3  Principal component analysis of different treatments (A) and eelgrass indicators (B) 
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图 4  实验期间(A)与不同时期(B)各处理组种子 α-淀粉酶活性变化 
Fig.4  The changes of α-amylase activity in seeds exposed to different treatments during the  

experiment (A) and different periods (B) 
 

6.6%，弱酸处理组下降了 5.6%，均显著低于对照组

(P<0.05)。二次吸水期间，赤霉素处理组和弱酸处理

组种子淀粉均显著高于对照组(P<0.05)。 

2.2.4  可溶性糖    实验期间，不同促萌处理组种子

可溶性糖含量的变化整体呈上升趋势(图 6A)。各时期

不同促萌处理组种子可溶性糖含量的比较如图 6B 所

示。其中，与初始值相比，滞缓期赤霉素处理组可溶

性糖含量较初始值上升了 2 倍，弱酸组可溶性糖含量

上升了 1.9 倍，均显著高于对照组(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  人工促萌对海草种子萌发和幼苗建成的影响 

外源赤霉素的添加以及酸化处理能有效促进种

子萌发，打破种子的休眠。本研究发现，对鳗草种子

进行赤霉素与弱酸促萌处理的累积萌发率和幼苗建

成率均得到提高，分别达到对照组的 1.6 倍和 1.4 倍。

田璐等(2014)研究发现，在 pH=6 的条件下浸泡鳗草

种子 96 h，种子累积萌发率高于其他各组，达到

77.9%，是对照组的 1.14 倍；对种子进行 50 mg/L 的

赤霉素激素处理能显著提高累积萌发率，达到

51.1%。本研究弱酸处理组种子的萌发率低于田璐

(2014)的实验结果，可能与本实验种子初始活力较低

(63.3%)有关。 

唐实玉等(2021)研究发现，200 mg/L 赤霉素浸泡

处理后，色木槭(Acer mono Maxim.)种子萌发率达到

29.3%，是对照组的 1.7 倍。文湘穗等(2023)研究发现，

对北五味子(Schisandra chinensis)种子进行 250 mg/L 

GA3 + 50 mg/L 6-BA 的激素浓度浸泡可以有效打破

种子休眠，种子发芽率达到 55%，较对照组增加 27%。

杨爽(2013)等研究发现，用 15%的硫酸处理茅膏菜

(Drosera spatulata)种子 20 min，发芽率较对照组提高

5.5 倍，达到 79.8%。这些研究说明外源赤霉素添加

与酸化均能有效促进鳗草种子的萌发与幼苗建成，证 
 

 
 

图 5  实验期间(A)与不同时期(B)各处理组种子淀粉含量变化 
Fig.5  The changes of seed starch contents in seeds exposed to different treatments  

during the experiment (A) and different periods (B) 
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图 6  实验期间(A)与不同时期(B)各处理组种子可溶性糖含量变化 
Fig.6  The changes of seed soluble sugar contents in seeds exposed to different treatments  

during the experiment (A)and different periods (B) 
 

实了外源赤霉素的添加以及酸化处理能有效破除鳗

草种子休眠、促进萌发的假设。此外，盐度和温度也

是影响海草种子萌发与幼苗建成的重要因素。Kahn

等(2005)研究了盐度(0~70)对川蔓草(Ruppia maritima)

种子萌发的影响，发现只有在低盐度条件下(0、10

和 20)时种子萌发，且盐度 0 处理组萌发率最高，达

到 40%。过高或过低的盐度条件会导致龟裂泰来草

(Thalassia testudinum)幼苗的存活率降低甚至全部死

亡，盐度 30 和 40 是幼苗生长的最适宜条件。Morita

等(2010)研究发现，对鳗草种子 7 ℃低温处理 1 个月，

萌发率显著高于 21~25 ℃处理组。 

3.2  海草种子对人工促萌的生理响应 

种子萌发包括吸胀、萌动、发芽和成苗 4 个阶段，

种子吸水是水分转向萌发的必要起始步骤(宋松泉等, 

2008)。种子在休眠过程中，种子的营养物质与酶活

性处于一定的动态变化过程(刘子凡等, 2016)。种子

内存在丰富的营养物质，在萌发过程中逐步被分解

利用，一方面在呼吸过程中转化为能量，另一方面

通过代谢转化为新细胞的组成成分(Steinbach et al, 

1997)。 

本研究发现，赤霉素与弱酸处理对鳗草种子的休

眠破除作用是多种因素共同作用的结果，综合各处理

组鳗草种子萌发率和其他指标的主成分分析发现，α-

淀粉酶活性、淀粉和可溶性糖含量是种子萌发期间的

关键因素。促萌处理能显著提升种子萌发前期的吸水

速率，随种子吸水吸胀的进程，淀粉酶活性提升，加

快淀粉的分解速率，种子干重下降，淀粉在酶作用下

被分解成可溶性糖，为种子萌发过程提供能量，可溶

性糖含量迅速上升。进入滞缓期，种子停止吸水，此

时 α-淀粉酶活性达到最高，赤霉素组酶活显著高于其

他 2 组，达到对照组的 1.3 倍，此时，赤霉素组和弱

酸组淀粉含量均显著低于对照组，可溶性糖含量显著

高于对照组。二次吸水期种子重新开始吸水，由于种

子呼吸活动加剧各组可溶性糖含量上升缓慢。二次平

稳期种子各项指标都趋于稳定，赤霉素组的可溶性糖

含量显著高于其他 2 组。淀粉是种子萌发过程中能量

代谢和物质代谢的基础。种子萌发和幼苗生长主要依

赖于内源淀粉和可溶性糖的降解(Lv et al, 2021)。研

究表明，种子萌发前期营养物质快速消耗，为种子萌

发提供必要的能量与物质基础(闫晓娜等, 2020)。在

种子萌发前利用赤霉素的拮抗作用减弱或消除脱落

酸抑制萌发的生理效应是十分必要的 (Sun et al, 

2004)。 

4  结论 

本研究探究了赤霉素与弱酸 2 种外源促萌处理

对破除鳗草种子休眠的作用，分析了鳗草种子应对外

源促萌处理的生理响应过程。结果发现，赤霉素与弱

酸 2 种促萌方法均能有效促进鳗草种子萌发，其中以

赤霉素的促萌效果最好，其种子累积萌发率和实生苗

建成率分别达到 53.3%和 33.4%，是对照组的 1.6 倍；

促萌处理提升了鳗草种子内源赤霉素含量，加快水分

吸收，抑制脱落酸含量，进而提高 α-淀粉酶活性，加

快了营养物质的水解与转化，从而促进了种子的萌

发，具体模式如图 7 所示。外源赤霉素与弱酸对海草

种子萌发的促进作用可能存在协同效应，因此，未来

的研究需进一步探究赤霉素和弱酸对鳗草种子萌发

和生理特性的协同影响。 
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图 7  促萌模式 
Fig.7  Pattern of promoting germination 
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Effects of Gibberellin and Weak Acid on Seed Germination and  
Physiological Characteristics of the Eelgrass Zostera marina 

YU Bing, YANG Qiwen, ZHANG Yanhao, LI Hongchen, ZHANG Peidong①
 

(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003, China) 

Abstract    The effects of gibberellin and weak acid on the germination and physiological 

characteristics of eelgrass (Zostera marina) seeds were studied under laboratory conditions. The 

cumulative seed germination and seedling establishment rates were calculated. The dynamic changes in 

seed dry weight, water content, respiration rate, soluble sugar, starch, gibberellin, abscisic acid content, 

and α-amylase and β-amylase activities during seed germination were monitored. The effect of two 

exogenous germination-promoting treatments on seed germination was explored, and the physiological 

response process of the seeds to these treatments was analyzed. The results showed that the treatments 

effectively promoted seed germination and seedling establishment. The gibberellin treatment had the best 

germination-promoting effect, and the seed germination and seedling establishment rates were 1.6 times 

higher than those under the control. During the germination period of seeds in the two treatments, the 

α-amylase activity first increased and then decreased, the starch content showed a downward trend, and 

the soluble sugar content continued to increase. At the end of the experiment, the soluble sugar content of 

seeds in the gibberellin treatment attained the highest value, which was 3.3 times higher than the value 

before germination and was significantly higher than that in the weak acid treatment and control (P<0.05). 

The starch content of seeds in the weak acid treatment attained the lowest value, which was significantly 

lower than that in the other two treatments (P<0.05). There was no significant difference in α-amylase 

activity among the treatments (P>0.05). Principal component analysis showed that α-amylase activity and 

starch and soluble sugar contents of seeds were the key factors in seed germination. Comprehensive 

analysis showed that exogenous gibberellin treatment was an effective method to break seed dormancy. 

This effect was mainly achieved by regulating amylase activity, increasing starch decomposition rate, and 

increasing soluble sugar content to provide energy for seed germination. The results provide a theoretical 

and scientific basis for the rapid germination technology of eelgrass seeds. 

Key words    Gibberellin; Germination rate; Seed dormancy; Nutrients; Zostera marina 
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不同水体浊度对鳗草存活、生长和生理的影响* 

李艳平  张彦浩  吴晓晓  李文涛  张沛东① 
(中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  山东  青岛  266003) 

摘要    海水浊度升高是导致海草床退化的主要因素之一。通过 3 个月的室内实验，研究了不同水

体浊度[2 (对照)、10、20、30 和 40 NTU]对鳗草存活、生长和生理的影响。结果显示，3 个月后，

鳗草植株的存活率随水体浊度升高呈现逐渐降低趋势，10~40 NTU 处理组植株存活均显著低于对照

组(P<0.05)，至 40 NTU 处理组，植株存活率仅为对照组的 56.1%；随水体浊度升高，植株的生长

速率和生产力亦呈现下降趋势，至 40 NTU 处理组，植株茎节延伸速率和叶片延伸速率达到最小值，

分别下降至对照组的 48.9%和 61.6%，地上生产力和地下生产力与对照组相比下降了 64.6%和

78.8%；相关性分析表明，长期浊度胁迫主要是通过影响植株非结构性碳水化合物含量，进而对植

株生长存活产生负面影响。植株非结构性碳水化合物含量随水体浊度增加而逐渐下降，10~40 NTU

处理组植株碳水化合物含量均显著低于对照组(P<0.05)，各浊度升高处理组植株地上组织可溶性糖

含量相比对照组降低了 20.2%~74.7%。研究表明，水体浊度长期升高导致鳗草植株非结构性碳水化

合物显著下降，对鳗草的生长存活不利。本研究为阐明鳗草海草床退化机理和选划适宜修复区等提

供了理论依据。 

关键词    鳗草；浊度；存活；生产力；生长速率；碳水化合物 

中图分类号 Q948.8   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0035-10 

海草床是近岸海域生产力极高的生态系统之一，

具有水质净化、海岸保护、碳封存等重要的生态功能，

还可为众多海洋生物提供复杂多样的栖息、产卵、育

幼和避敌等场所(Jackson et al, 2001; Marbà et al, 
2007; Barbier et al, 2011; Christianen et al, 2013; 
Momota et al, 2022)。然而，受自然环境变迁和人类活

动的影响，全球海草床的分布面积迅速减少，自 1980 年

以来，全球约 1/3 的海草床已退化消失，且消失速率

已从 20 世纪 90 年代的 0.9%/yr 上升至 7%/yr (Waycott 

et al, 2009; Unsworth et al, 2019)。引起海草床衰退的

因素主要包括台风、营养盐富集、水体浑浊度增加、

渔业捕捞和围垦造田等，而因水体浊度增加导致的透

明度下降是海草床退化和消失的主要因素之一 (Li 

et al, 2021)。例如，2009 年 7 月马来西亚东部老越海

域发生浊度升高事件，水体浊度增加约 2.5 倍(浊度为

10 NTU)，海域内以羽叶二药草(Halodule pinifolia)为

主的海草床的平均覆盖率在 2 个月后大约下降 6% 

(Ahmad-Kamil et al, 2013)。 

水体浊度增加的原因主要分为突发输入事件(如

洪水、径流、降雨)和飓风、疏浚、拖网渔船作业及

水产养殖等导致的沉积物再悬浮(Li et al, 2021)。水体

浊度增加对沉水植物的负面影响往往是持续性的，短

abc
图章
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则持续数小时，长则可达数月(Chartrand et al, 2016)。

相关研究发现，水体浊度升高对水生植物具有明显的

消极影响(Samper-Villarreal et al, 2016)。例如，李强等

(2006)研究发现，30~90 NTU 水体浊度限制菹草

(Potamogeton cripus)的生长，实验持续 23 d 时，植株

株高和叶片数减少，90 NTU 条件下，水下 0.7 m 处

光照强度仅为水面光照强度(63 000 lx)的 0.6%，菹草

的株高和叶片数分别为对照组的 86.5%和 77.1%。Li

等(2021)研究了水体浊度(4、50、100、200、300 和

400 NTU)和浊度突变持续时间(5、10、15 和 20 d)对

鳗草(Zostera marina)存活和生长的影响(水深 0.55 m)，

并对胁迫结束后的植株进行了 30 d 的恢复培育，发

现浊度突变持续 15 d，50~200 NTU 浊度处理组鳗草

的植株恢复努力(恢复结束时植株存活率与胁迫结束

时植株存活率的比率)大于 60%，而 300~400 NTU 浊

度植株恢复努力为 0，300 NTU 浊度水平下，持续时

间 10 d 植株地上生产努力(恢复结束时植株地上生产

力与胁迫结束时植株地上生产力的比率)是 5 d 的

66.7%。目前的研究主要集中于短周期水体浊度升高

对沉水植物生长存活的影响，有关长周期水体浊度升

高对海洋高等植物生长存活的影响及其生理响应过

程的研究尚未见报道。 

本研究以温带优势海草种类——鳗草为对象，通

过 3 个月的室内实验，研究了不同水体浊度[2 (对照)、

10、20、30 和 40 NTU]对鳗草存活和生长的影响，并

探究了鳗草应对浊度长期胁迫的生理响应，以期为查

明海草床的退化机理提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

实验鳗草植株于 2018 年 6 月采自山东省荣成市

天鹅湖海域(37°21′N，122°34′E)。采集期间，天鹅湖

水体平均盐度为 30.2，平均浊度为 2 NTU。采集过程

中，用手将鳗草植株从底部连根挖起，尽量保证植株

根系完整，然后，将其用海水洗净，去除植株表面附

着的泥沙、贝类和其他附生生物，运回马山集团有限

公司育苗车间，置于 12 m × 1 m × 0.6 m 的循环水泥

池暂养 7 d。暂养期间，保持自然水温(23±1) ℃和光

照条件(1 847.14~17 200.31 lx)。 

1.2  实验设计 

以天鹅湖天然海草床的海水浊度(2 NTU)为对

照组，浊度升高处理组则根据 Li 等(2021)的研究结

论以及山东半岛成山角附近海域水体浊度(最高可达

40 NTU 以上) (王勇智等, 2014)等报道，分别设定为

10、20、30 和 40 NTU。每个处理组设置 12 个重复，

实验进行 3 个月。水体浊度配制所用泥沙为天鹅湖岸

边土，将泥沙与海水混匀，静置 5 min 后，使用网目

规格为 100 µm 的筛绢过滤上层悬浊液，将滤液在 4 个

循环水泥池(8 m × 1 m × 0.8 m)中用海水分别配制成

浊度为 10、20、30 和 40 NTU 的实验水体。水体浊

度采用上海昕瑞 WGZ-2 型浊度仪测定。 

1.3  实验过程 

1.3.1  实验容器和基质     使用 60 个聚乙烯盒

(40 cm × 30 cm × 7 cm)作为移植容器，在聚乙烯盒中

填充 8 cm 厚的基质。基质配比为 25%细砂(粒度

63~250 μm)与 75%粉土和黏土(粒度<63 μm)的混合土

壤(Zhang et al, 2015)。植株移植之前，先将装有基质

的聚乙烯盒在海水中浸泡至少 48 h，之后将其取出，于

室温下晾晒 2 h，以保证基质凝固，增加基质的固定性。 

1.3.2  植株预处理和移植    从暂养在室内循环水

槽的植株中选取 960 株健康、生长状况良好的鳗草植

株作为实验植株，并对实验植株进行标准化处理，即

株高 24~26 cm，叶片 4~5 片，茎节长 5 cm，并对其

进行标记。在植株维管束顶端即分生组织上方 1 cm

处使用针孔标记法标记所有叶片(Short et al, 2001)，

以进行植株生长速率测定。将标记植株随机平均分为

60 份，每份植株移植于 1 个聚乙烯盒中，移植时小

心地将植株的根茎插入基质中约 5 cm，随后于每个

循环水泥池内随机放置 12 个聚乙烯盒并开始实验。 

1.3.3  环境条件控制     实验期间，海水盐度为

30.0±1.2，自然水温为 22.71~27.91 ℃，光照条件为

1 847.14~17 200.31 lx，每天换自然海水 1/2。为维持

水体浊度的长期稳定，每个循环水泥池底各放置 5 个

功率为 200 W 的水泵，以 900 L/h 的交换速率进行水

体循环，各循环水泥池配备冷水机以控制水温。各处

理组水下光照和温度使用美国 Onset公司的 HOBO温

度/光照记录仪以 15 min 间隔进行连续监测，实验持

续 3 个月。各处理组使用美国 LI-Cor 公司的 LI-250

数据采集器和 LI-193SA 球形光量子传感器同步测定

水下光照，拟合光照强度(lx)和光合光量子通量密度

[photosynthetic flux density, PFD, µmol/(m2·s)]之间的关

系，将 HOBO 光照和温度数据采集器采集到的光照强

度数据转换为 PFD，并计算出日 PFD [mol/(m2·d)]。根

据 Beer-Lambert 表达式(Iz=Is×e–Kd Z，Z 为深度，Iz 为

Z 深度处的辐照度，Is 为表面辐照度)计算不同浊度组

的光照衰减系数(Kd, m
–1) (Ruiz et al, 2003)。 
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1.4  样品采集与处理 

1.4.1  存活与生长指标    实验结束，统计各处理组

鳗草植株的存活情况，并计算存活率(SR, %)。各处

理组随机选取 4 组重复，每组重复随机选取 6 株植株

监测鳗草的株高(H, cm)、新生的根长(R, cm)、茎节直

径(I, mm)、单株叶面积(TLA, cm2/shoot)、叶片延伸

速 率 [LER, cm/(shoot·d)] 、 茎 节 伸 长 速 率 [(IER, 

mm/(shoot·d)]、地上生产力[ADP, mg·DW/(shoot·d)]和地

下生产力[BDP, mg·DW/(shoot·d)] (张沛东等, 2016; Xu 

et al, 2019)。 

1.4.2  生理指标 

1.4.2.1  光合色素    各处理组中随机抽取 4 个重复

组，每个重复中随机抽取 1~2 株植株，取植株第 2 片

新叶 2 cm2 浸没于 5 mL N, N-二甲基甲酰胺中，于黑

暗条件下萃取 3 d，采用萃取法测定叶片叶绿素 a 含

量(Chl-a, mg/cm2)和叶绿素 b 含量(Chl-b, mg/cm2) 

(王文杰等, 2009)。 

1.4.2.2  非结构性碳水化合物    各处理组随机选

取 4 个重复组，每个重复组随机选取 1~2 株植株，

于 60 ℃下烘干至恒重，并对干样进行研磨，采用

蒽酮法测定植株可溶性糖含量(SS, mg/g)和淀粉含

量(S, mg/g) (Lewis et al, 2007)。 

1.5  数据分析 

对所有数据进行正态性和方差齐性检验，以满足

参数统计分析的假设。对鳗草植株各指标进行单因素

方差分析(one-way ANOVA)检验不同水体浊度对鳗

草的影响，使用 Duncan 多重比较分析组间差异，结

果使用平均值±标准差(Mean±SD)表示，显著性水平

设置为 P<0.05。数据统计分析和曲线拟合使用 SPSS 

25.0 软件进行，分析结果使用 OriginLab 2023、R 语

言进行绘图。采用 R 语言 ggplot2 包对各处理组鳗草

植株的存活和生长指标进行主成分分析 (principal 

component analysis, PCA)，以揭示鳗草植株生长与存

活之间的关系并进行降维。采用 R 语言 Corrplot 包对

鳗草植株存活率、生产力、可溶性糖和叶绿素等指标

进行 Spearman 相关性分析，揭示生长、存活和生理

之间的潜在相关性。 

2  结果 

2.1  水温和光合光量子通量密度(PFD) 

实验期间，水温范围为 22.7~27.9 ℃，各处理组间

无显著差异(P>0.05)。不同处理组水体 PFD 存在显著不

同(P<0.05)，呈现随水体浊度增加，水体 PFD 减弱的趋

势；40 NTU 处理组的平均 PFD 为 5.8 mol/(m2·d)，与

对照组相比降低了 40.3% (图 1)。光照衰减系数 Kd 值

范围为 0.62~1.19 m–1，随水体浊度增加，Kd 值持续增

大，曲线拟合显示，Kd 和水体浊度(Tur.)呈现显著的

线性关系(P<0.05)(图 2)。 

2.2  存活率 

鳗草植株存活率随水体浊度增加呈现逐渐降低

的趋势，至 40 NTU 处理组，植株存活率为 44.4%，

仅为对照组的 56.1% (图 3)。单因素方差分析显示，

各处理组之间存在显著差异，浊度升高处理组鳗草存

活率均显著低于对照组(P<0.05)。 

 

 
 

图 1  实验期间各处理组水下光合光量子通量密度的变化(A)和比较(B) 
Fig.1  The change (A) and comparison (B) of underwater photon flux density in each treatment during the experiment 

不同字母代表组间差异显著, Duncan test, P<0.05。下同。 
Different letters represent significant differences among treatments, Duncan test, P<0.05. The same as below. 
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图 2  不同水体浊度水平光照衰减系数的变化 
Fig.2  The change of coefficient of light attenuation  

under different turbidity levels 
 

2.3  生长 

单因素方差分析结果显示，10~40 NTU 处理组鳗

草植株的各项生长指标均显著低于对照组(P<0.05) 

(表 1)。水体浊度升高对植株的根长、单株叶面积和茎

节延伸速率影响最显著，其中，30 和 40 NTU 处理组

植株均未见新生根，40 NTU 处理组植株的单株叶面 

积和茎节延伸速率均不足对照组的 50%。水体浊度升

高对植株的株高、茎节直径和叶片延伸速率亦有显

著影响，40 NTU 处理组植株 3 项指标分别是对照组

的 75.5%、74.1%和 61.6%。鳗草的植株生产力随水

体浊度增加呈显著降低趋势，至 40 NTU 处理组，

植株地上和地下生产力与对照组相比下降 64.6%和

78.8%。 
 

 
 

图 3  不同水体浊度水平下鳗草植株存活率的变化 
Fig.3  The change of survival rate of Z. marina  

under different turbidity levels 
 

表 1  不同浊度水平下鳗草生长指标的变化 
Tab.1  The changes of growth indices of Z. marina under different turbidity levels 

生长指标 Growth indices 2 NTU 10 NTU 20 NTU 30 NTU 40 NTU 

株高 Shoot height/cm 27.73±2.25a 23.10±0.10b 23.90±0.79b 23.15±0.47b 20.93±3.46b

根长 Root length /cm 24.73±2.21a 12.00±1.78b 8.85±1.05c 0.00±0.00d 0.00±0.00d

茎节直径 Internode diameter /mm 2.74±0.14a 2.43±0.03b 2.49±0.09b 2.20±0.12c 2.03±0.12d

单株叶面积 Total leaf area /(cm2/shoot) 16.56±1.07a 11.76±0.83b 12.22±0.67b 8.50±1.57c 7.58±0.73c

茎节延伸速率 Internode elongation rate [mm/(shoot·d)] 0.45±0.05a 0.31±0.02b 0.32±0.03b 0.29±0.01b 0.22±0.03c

叶片延伸速率 Leaf elongation rate [mm/(shoot·d)] 1.51±0.14a 1.25±0.10b 1.30±0.07b 0.97±0.13c 0.93±0.26c

地上生产力 
Aboveground productivity [mg·DW/(shoot·d)] 

3.05±0.26a 2.08±0.18b 2.04±0.09b 1.25±0.18c 1.08±0.15c

地下生产力 
Belowground productivity [mg·DW/(shoot·d)] 

0.99±0.08a 0.61±0.05b 0.66±0.11b 0.34±0.06c 0.21±0.13c

注：同行不同字母表示不同处理组间存在显著差异(P<0.05)。 
Note: Different letters in the same row indicate significant differences within the treatments (P<0.05). 

 

2.4  生理指标 

2.4.1  光合色素   单因素方差分析结果显示，10 和

20 NTU 处理组植株的叶绿素含量与对照组无显著差

异(P>0.05)，而 30 和 40 NTU 处理组植株的光合色素

含量均显著高于对照组(P<0.05) (图 4)。其中，30 和

40 NTU处理组植株Chl-a含量平均是对照组的1.24倍，

Chl-b 含量则平均是对照组的 1.27 倍。 

2.4.2  非结构性碳水化合物    实验发现，植株组织

可溶性糖和淀粉含量随浊度增加基本呈逐渐降低的

变化趋势(图 5)。单因素方差分析结果显示，各浊度

升高处理组的鳗草组织可溶性糖和淀粉含量均显著

低于对照组(P<0.05)。10~40 NTU 浊度组植株地上组

织可溶性糖含量与对照组相比降低了 20.2%~74.7%，

植株地下组织可溶性糖含量分别为对照组的 77.3%~ 

62.3%。30 NTU 浊度水平下，植株地上组织淀粉含量

最低，与对照组相比下降了 38.1%。至 40 NTU 处理

组，植株地下组织淀粉含量为对照组的 60.2%。 

2.5  植株存活和生长指标的主成分分析 

对不同浊度水平之间鳗草植株的存活和生长指

标进行主成分分析(图 6)。第 1 排序轴和第 2 排序轴

对植株各指标的累计解释量达 91.4%。除株高外，其

他指标在第 1 排序轴附近聚成一簇，呈较强相关性， 
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图 4  不同浊度水平下鳗草光合色素含量的变化 
Fig.4  The changes of photosynthetic pigment contents  

of Z. marina under different turbidity levels 

 
且相关性随矢量夹角的增加而降低。植株的株高 H

的贡献最大，其后依次是叶片延伸速率 LER、地下生

产力 ADP 和地上生产力 BDP。将 9 个指标的射线延

长，5 个处理组均垂直投射到射线上，根据投影点到

射线实心箭头处的相对距离为标准进行排序，综合结

果为 2 NTU(对照)>10 NTU > 20 NTU > 30 NTU > 

40 NTU，40 NTU 浊度条件下，植株的存活率和生长

指标均低于其他浊度处理组。 

2.6  鳗草生态学指标和生理指标的相关性分析 

选取 SR 以及解释量较大的生长指标 H、LER、

ADP、BDP 和生理指标进行相关性分析(图 7)。如图 7

所示，植株的生态学指标与生理指标之间存在较强的

相关性。植株存活率与地上组织可溶性糖含量呈极显

著正相关关系(ρ=0.87, P<0.01)，植株生产力则与可溶

性糖含量呈极显著的正相关(P<0.01)；植株 Chl-a、

Chl-b 含量与植株的生长、存活间存在较强负相关性。

因此，水体浊度增加主要是通过影响植株非结构性碳

水化合物，进而对植株存活和生长造成负面影响。为

适应高水体浊度下水体光照强度的降低，植株的光合

色素含量升高，提高了植株的光合效率，以应对水体

光照强度的降低。 

 

 
 

图 5  不同浊度水平下鳗草非结构性碳水化合物含量的变化 
Fig.5  The changes of non-structural carbohydrates content of Z. marina under different turbidity levels 

 

3  讨论 

3.1  水体浊度增加对海草生长存活的影响 

长期水体浊度升高可导致海草床的急剧衰退。

York 等(2015)研究发现，澳大利亚昆士兰因波特港口

于 2006 年开展了 8 个月的疏浚活动，造成了大量持

续的浑浊水流[日总辐照度<0.5 mol/(m·d)]，导致该区

域的毛叶喜盐草(Halophila decipiens)和棘状喜盐草

(Halophila spinulosa)在疏浚期间无法建植，且疏浚结

束 8 个月后海草的平均生物量仅为疏浚前的 1%，于 
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图 6  鳗草存活和生长指标的主成分分析 
Fig.6  Principal component analysis of survival and  

growth indices of Z. marina 

H：株高；R：根长；I：茎节直径；TLA：单株叶面积； 

IER：茎节延伸速率；LER：叶片延伸速率； 

ADP：地上生产力；BDP：地下生产力；SR：存活率。 
H: Shoot height; R: Root length; I: Internode diameter; TLA: 

Total leaf area; IER: Internode elongation rate; LER: Leaf 
elongation rate; ADP: Aboveground productivity; BDP: 

Belowground productivity; SR: Survival rate. 

 

 
 

图 7  鳗草生态学指标和生理指标的相关性分析 
Fig.7  Correlation analysis between ecological indicators 

and physiological indices of Z. marina. 

H：株高；LER：叶片延伸速率；ADP：地上生产力； 

BDP：地下生产力；AS：地上组织淀粉；BS：地下组织淀

粉；ASS：地上组织可溶性糖；BSS：地下组织可溶性糖； 

Chl-a：叶绿素 a；Chl-b：叶绿素 b；SR：存活率。 

*：P≤0.05；**：P≤0.01。 
H: Shoot height; LER: Leaf elongation rate; ADP: 

Aboveground productivity; BDP: Belowground productivity; 
AS: Aboveground starch; BS: Belowground starch;  

ASS: Aboveground soluble sugar; BSS: Belowground soluble 
sugar; Chl-a: Chlorophyll a; Chl-b: Chlorophyll b;  

SR: Survival rate; *: P≤0.05; **: P≤0.01. 

2012 年 10 月恢复至疏浚前生物量峰值的 12%。本研

究表明，水体浊度长时间升高严重限制了鳗草植株的

存活和生长，当水体浊度持续 3 个月为 40 NTU 时，

鳗草植株的存活率与对照组相比显著降低 43.9%，叶

片延伸速率和地上生产力则分别显著降低 38.4%和

64.6%。Bulmer 等(2018)分析了水体浊度对新西兰凯

帕拉湾 3 个海区的牟氏鳗草(Zostera muelleri)生长状

况的影响，结果发现，牟氏鳗草的总生物量在

Mairetahi Creek (水体浊度为 41 g/m3)最低，为

2.14 g/core，分别是 Kakaria Flats (浊度为 25 g/m3)和

Tapora Bank (浊度为 12 g/m3)的 76.4%和 57.8%。Li

等(2021)研究发现，在 200 NTU 浊度水平下，持续时

间为 20 d 时，鳗草的植株生产努力与持续时间为 5 d

时相比下降约 28%，300 NTU 浊度水平下植株的半致

死时间(死亡率增加至对照组死亡率的50%的持续时间)

为 50 NTU 浊度组的 1/2 左右。在一些淡水沉水植物

的相关研究中也有类似发现，王晋等(2015)研究发现，

水体浊度 30 NTU (水深 0.65 m)持续 20 d 菹草的植株

高度显著降低至对照组的 78%，持续至 33 d 时，植

株大量死亡，叶片数降低至对照组的 73%。综上，水

体浊度升高对水生植物(包括海草)的生长发育具有一

定限制作用，且随着浊度持续时间的增加抑制作用愈

发明显。 

水体浊度增加导致海水悬浮颗粒物水平增加，造

成水下辐照度降低，从而导致海草的存活和生长受到

限制(Vermaat et al, 1997)。一般而言，浊度升高导致

的光照降低和叶片泥沙附着增加对海草生长存活的

双重负面影响，更容易致使植株死亡。大量研究表明，

光照是限制海草生长存活的关键因子 (牛淑娜等 , 

2011)，维持海草正常生长存活的表面辐照度通常需

要大于 11% (Ochieng et al, 2010; 符妙等, 2022a)。

Bertelli 等(2018)研究模拟了表面辐照度降低对鳗草

生长的影响，发现 40%和 90%遮光条件下[冠层 PFD

分别为 0.73 和 0.35 mol/(m2·d)]持续 29 d 时，鳗草叶

片表面积与对照组相比分别降低了 41.5%和 44.0%。

符妙等(2022b)在黎安港对海菖蒲(Enhalus acoroides)

进行原位遮光实验，发现海菖蒲生物量随光照减弱而

降低，其中，60%和 90%遮光处理下，海菖蒲的地上

组织生物量分别是全光照组的 69%和 56%。Li 等

(2021)研究也发现，浑浊水体中植株叶片上的泥沙负

荷增加会降低海草的光可利用性。Bryars 等(2004)调

查发现，南澳大利亚阿德莱德港污水处理厂运行了

15年的污泥排放口致使周边 365 hm2区域的波状波喜

荡海草(Posidonia sinuosa)、南极根枝草(Amphibolis 

antarctica)和塔斯鳗草(Zostera tasmanica)完全丧失。
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Lambert 等(2021)调查研究了澳大利亚伯德金河河口

沉积物再悬浮对海草生态特征的影响，发现悬浮颗粒

物负荷与植株密度呈显著负相关，2011—2012 年悬

浮颗粒物强度达到 20~30 Mt (1 Mt =103 kg)，致使海

草床面积一年内下降近 50%。综上，导致鳗草植株存

活率下降、植株生长速率降低、生产力下降的因素可

能是水体浊度升高引起的叶片泥沙负荷增加和水下

光照减弱。 

3.2  海草对水体浊度升高的生理响应 

光合色素是植物进行光合作用不可或缺的物质，

植物组织中储存的非结构性碳水化合物是光合作用

的产物，在植物生命代谢过程发挥重要作用(江志坚

等, 2012)。本研究结果显示，随水体浊度增加，鳗草

植株的非结构性碳水化合物(可溶性糖和淀粉)含量显

著下降，叶绿素含量增加；当水体浊度升高至 40 NTU

时，植株地上组织可溶性糖含量下降为对照组的

25.3%，叶绿素 a 和叶绿素 b 含量则为对照组的 1.2 倍。 

随着水体浊度升高，水体透光率降低，水下形成

弱光照环境。另外，光质也随之发生变化，蓝光的吸

收增加，海草叶片用于吸收蓝光的叶绿素 b 含量也相

对于叶绿素 a增加(符妙等, 2022b)。Longstaff等(1999)

发现，遮光(冠层光照强度为 0 lx) 78 d，羽叶二药草

(Halodule pinifolia)叶片 Chl-a/Chl-b 下降至遮光前的

86%，总 Chl 含量相比遮光前增加 52%。海草叶片

Chl 含量增加、Chl-a 和 Chl-b 含量比值降低是应对水

体浊度升高(或水体透明度降低)的一种适应性反应

(Longstaff et al, 1999)。为适应高浊度环境，植株叶片

光合色素含量升高以生产更多的有机物质，平衡呼吸

消耗的能量进行光补偿(Longstaff et al, 1999)。然而，

在过高的浊度环境，光合效率降低，组织非结构性碳

水化合物的消耗超过光合作用的净生产量，严重限制

了植株的生长和存活(Durako, 1993; 丰玉等, 2018)。 

水体浊度升高影响的是光照通透性，透光率降

低，植株的光可利用性下降。在西班牙东南部黎凡特

湾，高浊度的内港光可用性为表面辐照度 (Surface 

irradiance, SI)的 21.9%~24.6%，而低浊度的外港约为

SI 的 30% (Ruiz et al, 2003)。弱光环境下，植株的光

合作用受限制，海草光合作用产物不足以维持正常生

长所需，组织中储存的非结构性碳水化合物作为能源

被过量消耗(Alcoverro et al, 2001; Ruiz et al, 2003; 

Ralph et al, 2007; Eklof et al, 2009)。Longstaff 等(1999)

研究发现，遮光前羽叶二药草叶片 13C 同位素比值

为–9‰，而在遮光(冠层光照强度为 0 lx) 38 和 78 d

时分别降至–9.5‰和–10.5‰。Silva 等(2013)研究发现，处

于 24% [PFD=19.7 mol/(m2·d)]、40% [PFD=15.6 mol/(m2·d)]

和 75% [PFD=6.5 mol/(m2·d)]光衰减环境(水深 3 m) 

3 周后，鳗草叶片和根茎的可溶性糖含量显著低于天然

光照组[PFD=25.9 mol/(m2·d)]，其中，根茎可溶糖含量

相比对照组降低了70%~85%。Collier 等(2008)研究发

现，在 3~4 m 水深、遮光条件[冠层 PFD 为 0.6 mol/(m2·d)]

下，波状波喜荡草地下组织可溶性糖与对照组相比下

降了 32%~52%。Ruiz 等(2003)研究发现，西班牙黎

凡特湾港口高浊度区[光照衰减系数 Kd 为 0.205 m–1，

冠层 PFD 为 6.67 mol/(m2·d)]大洋波喜荡草(Posidonia 

oceanica)植株根茎淀粉含量是中浊度区[Kd=0.184 m–1，

冠层 PFD 为 7.72 mol/(m2·d)]和低浊度区[Kd=0.131 m–1，

冠层 PFD 为 9.28 mol/(m2·d)]的 57%和 64%。综上所述，

植株叶绿素含量增加、非结构性碳水化合物含量下降

可能是海草应对水体浊度升高导致的水体透光率降

低、植株光可利用性下降的重要生理响应过程。 

4  结论 

水体浊度增加对沉水植物的负面影响往往是持

续性的，导致的光照降低和叶片泥沙附着对海草生长

存活的双重负面影响，更易致植株死亡。本研究以温

带优势海草种类——鳗草为对象，探究了不同水体浊

度对鳗草存活和生长的影响，分析了鳗草应对浊度长

期胁迫的生理响应。实验结束时，10~40 NTU 浊度组

植 株 的 存 活 率 较 对 照 组 降 低 了 15.8%~43.9% ，

30~40 NTU 浊度组无新生根且其地上和地下生产力

均低于对照组的 50%；10~40 NTU 浊度组植株地上组

织可溶性糖含量与对照组相比降低了 20.2%~74.7%，

而植株叶绿素含量随水体浊度的升高而升高，其中，

30 和 40 NTU 处理组植株 Chl-a 和 Chl-b 含量平均分

别为对照组的 1.24 和 1.27 倍。研究表明，水体浊度

长时间增加能抑制鳗草植株的存活和生长扩繁，其主

要通过影响植株非结构性碳水化合物，进而对鳗草的

存活和生长造成负面影响，同时，鳗草植株通过增加

光合色素含量，进而提高光合效率以应对高水体浊

度条件下水下光照强度的降低。研究结果为阐明海

草床的退化机理及选择适宜的修复区等提供了基础

数据。 

参  考  文  献 

AHMAD-KAMIL E I, RAMLI R, IAAMAN S A, et al. The 

effects of water parameters on monthly seagrass percentage 

cover in Lawas, East Malaysia. Scientific World Journal, 

2013, 2013: 892746 



42 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

ALCOVERRO T, MANZANERA M, ROMERO J. Annual 

metabolic carbon balance of the seagrass Posidonia oceanica: 

The importance of carbohydrate reserves. Marine Ecology 

Progress Series, 2001, 211: 105–116 

BARBIER E B, HACKER S D, KENNEDY C, et al. The value 

of estuarine and coastal ecosystem services. Ecological 

Monographs, 2011, 81(2): 169–193 

BERTELLI C M, UNSWORTH R K F. Light stress responses by 

the eelgrass, Zostera marina (L). Frontiers in Environmental 

Science, 2018, 6: 39 

BRYARS S, NEVERAUSKAS V. Natural recolonisation of 

seagrasses at a disused sewage sludge outfall. Aquatic Botany, 

2004, 80(4): 283–289 

BULMER R H, TOWNSEND M, DRYLIE T, et al. Elevated 

turbidity and the nutrient removal capacity of seagrass. 

Frontiers in Marine Science, 2018, 5: 462 

CHARTRAND K M, BRYANT C V, CARTER A B, et al. Light 

Thresholds to prevent dredging impacts on the Great Barrier 

Reef seagrass, Zostera muelleri ssp. capricorni. Frontiers in 

Marine Science, 2016, 3: 106 

CHRISTIANEN M J A, Van BELZEN J, HERMAN P M J, et al. 

Low-canopy seagrass beds still provide important coastal 

protection services. PLoS One, 2013, 8(5): e62413 

COLLIER C J, LAVERY P S, RALPH P J, et al. Shade-induced 

response and recovery of the seagrass Posidonia sinuosa. 

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, 2008, 

370(1/2): 89–103 

DURAKO M J. Photosynthetic utilization of CO2(aq) and HCO3
– in 

Thalassia testudinum (Hydrocharitaceae). Marine Biology, 

1993, 115(3): 373–380 

EKLOF J S, MCMAHON K, LAVERY P S. Effects of multiple 

disturbances in seagrass meadows: Shading decreases 

resilience to grazing. Marine and Freshwater Research, 2009, 

60(12): 1317–1327 

FENG Y, JIANG X L, LIN H Y, et al. Photosynthetic responce of 

Zostera japonica during environmental stress in the Yellow 

River Estuary. Journal of Beijing Normal University 

(Natural Science), 2018, 54(1): 25–31 [丰玉, 蒋湘丽, 林海

英, 等. 黄河口日本鳗草(Zostera japonica)在环境胁迫下

的光合响应研究. 北京师范大学学报(自然科学版), 2018, 

54(1): 25–31] 

FU M, DENG N, LIAO L G, et al. Effects of shading on 

morphological characteristics and element content of Enhalus 

acoroides. Journal of Tropical Biology, 2022a, 13(3): 

212–219 [符妙, 邓娜, 廖立国, 等. 遮光对海菖蒲形态特

征及元素含量的影响 . 热带生物学报 , 2022a, 13(3): 

212–219] 

FU M, LIAO L G, LIU Y S, et al. Research progress on the effect 

of light reduction on seagrass. Marine Fisheries, 2022b, 

44(5): 648–656 [符妙, 廖立国, 刘应帅, 等. 光照减少对

海草的影响研究进展. 海洋渔业, 2022b, 44(4): 648–656] 

JACKSON E L, ROWDEN A A, ATTRILL M J, et al. The 

importance of seagrass beds as a habitat for fishery species. 

Oceanography and Marine Biology, 2001, 39: 269–304 

JIANG Z J, HUANG X P, ZHANG J P. Effect of environment 

stress on non-structural carbohydrates reserves and transfer 

in seagrasses. Acta Ecologica Sinica, 2012, 32(19): 6242– 

6250 [江志坚, 黄小平, 张景平. 环境胁迫对海草非结构

性碳水化合物储存和转移的影响. 生态学报, 2012, 32(19): 

6242–6250] 

LAMBERT V, BAINBRIDGE Z T, COLLIER C, et al. Connecting 

targets for catchment sediment loads to ecological outcomes 

for seagrass using multiple lines of evidence. Marine 

Pollution Bulletin, 2021, 169(6): 112494 

LEWIS M A, DANTIN D D, CHANCY C A, et al. Florida 

seagrass habitat evaluation: A comparative survey for chemical 

quality. Environmental Pollution, 2007, 146(1): 206–218 

LI C, ZHANG Y H, WU X X, et al. Changes in survival and 

growth in response to different combinations of turbidity 

and duration in eelgrass Zostera marina plants. Estuarine, 

Coastal and Shelf Science, 2021, 249: 107108 

LI Q, WANG G X, PAN G Q, et al. Influence of water turbidity 

on germination of Potamogeton crispus and growth of 

germinated seedling. Acta Ecologica Sinica, 2006, 26(11): 

3594–3601 [李强, 王国祥, 潘国权, 等. 水体浊度对菹草

萌发及萌发苗光合荧光特性的影响. 生态学报, 2006, 

26(11): 3594–3601] 

LONGSTAFF B J, DENNISON W C. Seagrass survival during 

pulsed turbidity events: The effects of light deprivation on 

the seagrasses Halodule pinifolia and Halophila ovalis. 

Aquatic Botany, 1999, 65(1/2/3/4): 105–121 

MARBÀ N, HOLMER M, GACIA E, et al. Seagrass beds and 

coastal biogeochemistry. Seagrasses: Biology, Ecology and 

Conservation, 2007, 135–157 

MOMOTA K, HOSOKAWA S, KOMURO T. Small-scale 

heterogeneity of fish diversity evaluated by environmental 

DNA analysis in eelgrass beds. Marine Ecology Progress 

Series, 2022, 688: 99–112 

NIU S N, ZHANG P D, ZHANG X M. Research progress in the 

effect of light intensity on the growth and photosynthesis of 

submerged aquatic vegetation. Modern Fisheries Information , 

2011, 26(11): 9–12 [牛淑娜, 张沛东, 张秀梅. 光照强度

对沉水植物生长和光合作用影响的研究进展. 现代渔业

信息, 2011, 26(11): 9–12] 

OCHIENG C A, SHORT F T, WALKER D I. Photosynthetic and 

morphological responses of eelgrass (Zostera marina L.) to 

a gradient of light conditions. Journal of Experimental Marine 

Biology and Ecology, 2010, 382(2): 117–124 

RALPH P J, DURAKO M J, ENRÍQUEZ S, et al. Impact of 

light limitation on seagrasses. Journal of Experimental 

Marine Biology and Ecology, 2007, 350(1/2): 176–193 

RUIZ J M, ROMERO J. Effects of disturbances caused by 

coastal constructions on spatial structure, growth dynamics 

and photosynthesis of the seagrass Posidonia oceanica. 



第 4 期 李艳平等: 不同水体浊度对鳗草存活、生长和生理的影响 43 

 

Marine Pollution Bulletin, 2003, 46(12): 1523–1533 

SAMPER-VILLARREAL J, LOVELOCK C E, SAUNDERS M I, 

et al. Organic carbon in seagrass sediments is influenced by 

seagrass canopy complexity, turbidity, wave height, and water 

depth. Limnology and Oceanography, 2016, 61(3): 938–952 

SHORT F T, DUARTE C M. Methods for the measurement of 

seagrass growth and production. Global Seagrass Research 

Methods, 2001, 155–182 

SILVA J, BARROTE I, COSTA M M, et al. Physiological 

responses of Zostera marina and Cymodocea nodosa to 

light-limitation stress. PLoS One, 2013, 8(11): e81058 

UNSWORTH R K F, MTWANA NORDLUND L M, CULLEN- 

UNSWORTH L C. Seagrass meadows support global 

fisheries production. Conservation Letters, 2019, 12(1): 

e12566 

VERMAAT J E, AGAWIN N S R, FORTES M D, et al. The 

capacity of seagrasses to survive increased turbidity and 

siltation: The significance of growth form and light use. 

Ambio, 1997, 26(8): 499–504 

WANG J, LIN C, ZHANG Y M, et al. Impact of water turbidity 

on growth of submerged plant Potamogeton cripus. Journal 

of Ecology and Rural Environment, 2015, 31(3): 353–358 

[王晋, 林超, 张毅敏, 等. 水体浊度对沉水植物菹草生长

的影响. 生态与农村环境学报, 2015, 31(3): 353–358] 

WANG W J, HE H S, GUAN Y, et al. Methodological 

comparison of chlorophyll and carotenoids contents of plant 

species measured by DMSO and acetone-extraction methods. 

Bulletin of Botanical Research, 2009, 29(2): 224–229 [王文

杰, 贺海升, 关宇, 等. 丙酮和二甲基亚砜法测定植物叶

绿素和类胡萝卜素的方法学比较. 植物研究, 2009, 29(2): 

224–229] 
WANG Y Z, JU X, QIAO L L, et al. Water turbidity in the 

northern Yellow Sea in summer and winter. Oceanologia 
et Limnologia Sinica, 2014, 45(5): 928–937 [王勇智, 鞠

霞, 乔璐璐, 等. 夏冬季北黄海水体浊度分布特征研究. 

海洋与湖沼, 2014, 45(5): 928–937] 

WAYCOTT M, DUARTE C M, CARRUTHERS T J B, et al. 

Accelerating loss of seagrasses across the globe threatens 

coastal ecosystems. Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America, 2009, 106(30): 

12377–12381 

XU J G, ZHANG Q, LI H C, et al. Changes in survival, growth 

and photosynthetic pigment in response to iron increase in 

the leaf and root-rhizome tissues of eelgrass Zostera marina. 

Aquatic Botany, 2019, 154: 60–65 

YORK P H, CARTER A B, CHARTRAND K, et al. Dynamics 

of a deep-water seagrass population on the Great Barrier 

Reef: Annual occurrence and response to a major dredging 

program. Scientific Reports, 2015, 5(1): 13167 

ZHANG P D, WU X X, XU Q, et al. Studies on promotion of 

exogenous auxin to Zostera marina growth. Periodical of 

Ocean University of China, 2016, 46(11): 99–107 [张沛东, 

吴晓晓, 徐强, 等. 外源植物生长素对鳗草植株促生长作

用的研究. 中国海洋大学学报(自然科学版), 2016, 46(11): 

99–107] 

ZHANG Q, LIU J, ZHANG P D, et al. Effect of silt and clay 

percentage in sediment on the survival and growth of 

eelgrass Zostera marina: Transplantation experiment in 

Swan Lake on the eastern coast of Shandong Peninsula, 

China. Aquatic Botany, 2015, 122: 15–19 

 

(编辑  马璀艳) 
 



44 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

Effects of Different Water Turbidity Levels on the Survival,  
Growth and Physiology of the Eelgrass Zostera marina 

LI Yanping, ZHANG Yanhao, WU Xiaoxiao, LI Wentao, ZHANG Peidong①
 

(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003, China) 

Abstract    An increase in water turbidity is one of the main factors underlying seagrass meadow 

degradation. The effect of different water turbidity levels [2 (control), 10, 20, 30, and 40 NTU] on the 

survival, growth and physiology of eelgrass (Zostera marina) was studied through a 3-month indoor 

experiment. The results showed that the survival rate of eelgrass decreased gradually with an increase of 

water turbidity, and the survival rate under 10–40 NTU conditions was significantly lower than that of the 

control group (P<0.05). In particular, the survival rate of eelgrass exposed to 40 NTU was only 56.1% that 

of the control group. With an increase of water turbidity, the growth rate and productivity of eelgrass also 

showed a decreasing trend. In the 40 NTU treatment group, the internode elongation rate and leaf 

elongation rate of eelgrass reached minimum values, which decreased to 48.9% and 61.6% of that of the 

control group, respectively. Compared to the productivity of the control group, aboveground and 

underground productivity decreased by 64.6% and 78.8%, respectively. Correlation analysis showed that 

the increase of water turbidity mainly affected the growth and survival of eelgrass by affecting the content 

of nonstructural carbohydrates. The content of nonstructural carbohydrates in eelgrass decreased gradually 

with an increase of water turbidity, and the content of carbohydrates in plants exposed to 10~40 NTU was 

significantly lower than that in the control group (P<0.05). The aboveground soluble sugar content in 

eelgrass exposed to 10–40 NTU was 20.2%–74.7% lower than that in the control group. The results 

showed that a long-term increase of water turbidity led to a significant decrease in the nonstructural 

carbohydrates of eelgrass, which was not conducive to its growth and survival. The results provide a 

theoretical basis for clarifying the degradation mechanism of Z. marina seagrass meadows and selecting 

suitable restoration areas.  

Key words    Zostera marina; Turbidity; Survival; Productivity; Growth rate; Carbohydrate 
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黄条 胚胎发育和早期仔鱼生长的温盐适应特性* 

徐永江①  崔爱君  姜  燕  王  滨  周鹤庭  柳学周  刘新富 
(中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室 

青岛海洋科学与技术试点国家实验室深蓝渔业工程联合实验室  山东  青岛  266071) 

摘要    采用实验生态学、形态测度和分子生物学的方法，研究了温度、盐度对大洋性经济鱼类黄

条 (Seriola aureovittata)胚胎孵化率、初孵仔鱼畸形率、内源性营养吸收利用、生长基因表达、存

活指数(SAI)和饥饿不可逆点(PNR)的影响，并对早期仔鱼活力进行了评价。结果显示，在最适水温

20~22 ℃条件下，胚胎孵化率最高，达 75%~81%，且初孵仔鱼畸形率低于 6.7%，胚胎发育的温度

系数 Q10 值最接近 2，且初孵仔鱼全长和卵黄囊体积最大。受精卵在盐度＞30 时漂浮在水面，而在

盐度为 20~25 时悬浮在水中，在盐度为 10~15 时下沉于水底部。受精卵胚胎发育的最适盐度范围为

30~35，胚胎孵化率达 79%~80%，初孵仔鱼畸形率低于 6.0%。在 4 个不同温度条件下(18、20、22、

24 )℃ 初孵仔鱼卵黄囊吸收利用速率随着温度的升高而加快。不同盐度条件下，初孵仔鱼的 SAI 值

表明，盐度为 30~35 时，仔鱼的 SAI 值较高且峰值出现在盐度为 30 组，而盐度为 10 组仔鱼 SAI

值最低。在水温为 20~22 ℃时，6 d 仔鱼的初次摄食率最高(78%)，PNR 出现在 7~8 d。初孵仔鱼在

水温为 20~24 ℃、盐度为 30~35 条件下，IGF-1 mRNA 表达水平显著高于其他实验组。饥饿条件下，

IGF-1 mRNA 在饥饿后第 2 天显著升高，其后在第 3~4 天显著下降，但仍保持较高表达水平，随着

饥饿的进行继续下降至显著低于开口期表达水平。本研究明确了黄条 受精卵孵化的最适温度为

20~22 ℃、最适盐度为 30~35，并建立了初孵仔鱼活力评价的指标，研究结果可为建立规范化的黄

条 胚胎孵化和苗种培育技术提供依据。 

关键词    黄条 ；胚胎发育；仔鱼生长；水温；盐度 

中图分类号 S966   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0045-10 

我国是世界上最早开展鱼类养殖的国家之一，在

春秋时代就有范蠡《养鱼经》的记载，其后我国开发

天然水域的鱼类资源用于人工养殖的历史不断丰富。

进入 21 世纪以来，随着全球人口数量的爆发式增长，

人类对于海洋优质蛋白的需求不断增加，而自然资源

却不断下降，因此，人类开发海水鱼类等海洋生物资

源的强度不断加大。开展海水鱼类人工养殖的关键是

认识其生活史特征，特别是早期生活史阶段(主要是

脆弱的胚胎、仔鱼、稚鱼和幼鱼期)，这一时期鱼类

个体发育形态特征、生态和生理变化相当剧烈，对环

abc
图章
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境因子变化的感知最为敏感(殷名称, 1991)。温度、

盐度、饥饿等是影响海水鱼类早期生长发育的重要环

境因素，在胚胎孵化和器官发育、仔鱼生长发育及代

谢调控中起着关键的生理作用，也是影响胚胎和仔鱼

成活的决定性因素(徐永江等, 2005; 黄贤克等, 2017; 

方璐等, 2021)。因此，认识海水鱼类早期生活史阶段

对环境因子的适应特性，提高胚胎孵化效率和仔稚幼

鱼的成活率是成功进行苗种人工培育的关键，对于阐

明鱼类自然资源的补充、数量动态特征和可持续利用

机制也具有重要的现实意义(陈大刚, 1991)。 

黄条 (Seriola aureovittata)是一种全球海洋广

泛分布的具有长距离洄游特性的大洋性经济鱼类，在

我国沿海均有分布(张春霖, 1955)，具有体型大、生

长快、营养丰富和经济价值高等特点，深受国际消费

市场青睐。养殖实践表明，黄条 非常适宜于深水抗

风浪网箱养殖生产方式，是开发前景广阔的一种深远

海养殖优良鱼种。目前，国际上 10 余个国家已开展

了黄条 人工养殖技术研发，特别是中国、日本、澳

大利亚、新西兰、智利等国家开展了黄条 的人工繁

殖技术研究(Sang et al, 2016; Stuart et al, 2013; Yang 

et al, 2016)。2017 年以来，中国水产科学研究院黄海

水产研究所突破了黄条 的人工繁育技术，获得了亲

鱼自然产卵，建立了苗种“工程化池塘+工厂化循环水

车间”接力规模化培育技术。然而，苗种培育技术研

发过程中时常会出现受精卵孵化不稳定、早期苗种大

量减耗、畸形率高等问题(Leyton et al, 2017; 徐永江等, 

2019)，成为制约苗种规模化培育的瓶颈，主要原因

在于对黄条 早期生活史的生长发育规律及其环境

适应机制的认识不足。针对于此，本团队开展了温度、

盐度对黄条 胚胎和早期仔鱼生长发育的影响研究，

揭示了温度、盐度对胚胎孵化、初孵仔鱼营养吸收、

饥饿耐受力、生存指数(survival index, SAI)以及生长

相关基因表达的影响，明确了黄条 胚胎发育和早期

仔鱼生长的适宜温度和盐度以及活力评价方法，以期

丰富黄条 的早期发育生物学内容，为建立稳定的黄

条 胚胎孵化和苗种规模化繁育技术提供基础生物

学资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验于 2019—2021 年分别于辽宁大连富谷食品

有限公司和山东青岛贝宝海洋科技有限公司开展。使

用的受精卵来自于 2 个公司培育的黄条 亲鱼自然

产卵(20~22 )℃ 获得。2019—2021 年，在大连富谷食

品有限公司开展了胚胎发育的环境因子适应实验。

2020—2021 年，在青岛贝宝海洋科技有限公司同时

进行了胚胎发育和早期仔鱼生长的环境因子适应实验。 

胚胎发育的环境适应实验优选细胞分裂相正常

的多细胞期受精卵，仔鱼生长的环境适应及活力评价

实验选择体态正常的初孵仔鱼。 

1.2  温度对胚胎孵化的影响 

在盐度为 32 条件下，设置 14、16、18、20、22、

24、26 和 28 ℃ 共 8 个温度实验组，每组设置 2 个平行。

以 2 000 mL 玻璃烧杯为实验容器，置于容积为 200 L 的

不同白色塑料桶水浴系统中，以加热器和控温仪(精确

度±0.5 )℃ 控制水浴内水温并设定的温度。每个烧杯

内加入发育至多细胞期的受精卵 100 粒。孵化过程中

微充气，及时使用吸管移除烧杯内死亡的沉卵。受精卵

死亡的依据是沉入水底且发白。 

统计不同温度条件下受精卵的孵化时间，计算受

精卵孵化的温度系数 Q10 值(代表温度升高 10℃时胚

胎发育速度加快的倍数)，定量表示某一范围内温度

变化对鱼类胚胎发育时间的影响。计算公式如下： 
Q10 = (t0/ta)

10/(Ta–T0) 
式中，T0 为胚胎发育的起始温度，t0 表示 T0 温度条件

下的孵化时间；ta 表示 Ta 温度下的孵化时间。一般认

为，当 Q10 值为 2 时，胚胎发育的温度范围最为适宜。 

比较了 6 个不同温度条件下(18、20、22、24、

26 和 28 )℃ 的初孵仔鱼规格，测量了全长、卵黄囊长

径、短径和油球径等指标。 

1.3   盐度对胚胎孵化的影响 

设置 10、15、20、25、30、35 和 40 共 7 个盐度

实验组，每个实验组设置 2 个平行。高盐度海水以砂

滤海水添加人工海水素配制而成；低盐度海水以砂滤

海水加淡水(充分曝气除 Cl2)配制。以海水比重计(精

确度±1‰)标定盐度值(徐永江等, 2005)。 

以 2 000 mL 烧杯为容器，置于容积为 200 L 的白

色塑料桶水浴系统中，以加热器和控温仪 (精确度

±0.5 )℃ 控制水浴内水温在 20~21 ℃。每个烧杯内加

入发育至多细胞期的受精卵 100 粒。孵化过程中微充

气，实验过程中，及时使用吸管移出沉卵。统计不同

盐度组受精卵的孵化时间，观察受精卵和初孵仔鱼在

不同盐度水体中的分布情况，并记录和描述。  

1.4  温度对初孵仔鱼卵黄囊营养利用的影响 

选取 4 个不同温度(18、20、22 和 24 )℃ 条件下

的正常初孵仔鱼，继续以原温度静水不投饵培育。每

天取样 20~30 尾测量仔鱼卵黄囊长径、短径。仔鱼卵
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黄囊体积计算公式： 
 V(mm3)=4/3π×R/2×(r/2)2 (1) 
式中，R 为卵黄囊长径(mm)，r 为卵黄囊短径(mm)。

比较不同温度条件下，初孵仔鱼卵黄囊的吸收利用速

率。实验持续7 d至所有实验组仔鱼的卵黄囊吸收完毕。 

1.5  盐度对初孵仔鱼 SAI 值的影响 

在温度为 20~21 ℃条件下，使用 2 000 mL 烧杯

设置 10、15、20、25、30、35 和 40 共 7 个盐度实验

组，各放入体态正常、活力较好的初孵仔鱼 100 尾，

在无投饵、静水和无充气条件下进行培育。每天上、

下午统计死亡仔鱼数并及时清除。计算仔鱼生存指数

(SAI)，用于评价不同盐度下仔鱼的活力(陈昌生等 , 

1997)，公式如下： 

 SAI=
1

( )
k

i
i

i
N h

N


   (2) 

式中，N 为实验仔鱼数，hi 为第 i 天的仔鱼死亡累计数，

K 为生存尾数为 0 时的天数。实验持续时间为 7 d。 

1.6  初孵仔鱼饥饿不可逆点的确定 

饥饿不可逆点(point of no return, PNR)的确定参

照万瑞景等(2004)的方法。仔鱼孵化出膜后，置入容

积为 10 L 的白色圆形塑料桶内培育，温度为 20~ 

21 ℃、盐度为 35 条件下，持续饥饿。从第 3 天开始，

每天选择 100 尾仔鱼，放入 2 000 mL 的烧杯内，投

喂褶皱臂尾轮虫(Brachionus plicatilis)(10 个/mL)，同

时，添加海水小球藻(Chlorella sp.)，观察统计饥饿仔

鱼的初次摄食率，当所测定的初次摄食率下降至最高

初次摄食率的 1/2 时，即为 PNR 时间，以孵化后日

龄(d)表示。 

1.7  温度、盐度和饥饿对初孵仔鱼 IGF-1 基因表达

的影响 

收集不同温度(20、22、24 和 26 )℃ 和盐度(20、

25、30 和 35)组孵化的健康初孵仔鱼各 20 尾。饥饿

组的设置：在温度为 20~21 ℃、盐度为 32 条件下，

在容积为 10 L 的白色圆形塑料桶内培育初孵仔鱼，

持续饥饿，自开口(孵化后 3 d)开始，每天取样 20 尾，

一直取样至仔鱼全部饥饿死亡。所有样品快速冷冻于

液氮中，带回实验室后保存于–80 ℃保存备用。 

总 RNA、cDNA 反转录、引物序列、定量扩增

和结果计算等参考 Wang 等(2019)的方法，以黄条

18S rRNA 为内参基因(表 1)。PCR 体系为 20 μL：

10 μL 的 2×SYBR® Premix Ex TaqⅡ；10 μmol/L 的上、

下游引物各为 0.8 μL；2 μL 的 cDNA 模版；7.2 μL 的

ddH2O。PCR 扩增条件：95℃预变性 30 s，95  5 s℃ ，

58  30℃  s，72  20℃  s，共 40 个循环。目的基因表达

量采用 2–ΔΔCt 法计算。 

 
表 1  黄条 IGF-1 定量扩增引物序列 

(引自 Wang et al, 2019) 
Tab.1  The primer sequences used for  

quantitative amplification of IGF-1 gene of  
S. aureovittata (from Wang et al, 2019) 

引物名称  
Primer name 

引物序列  
Primer sequence 

igf1 F TTGTGTGTGGAGAGAGAGGCTTT  

igf1 R GAAGCAGCATTCGTCAACAATG 

18S F TACCACATCCAAAGAAGGCA 

18S R TCGATCCCGAGATCCAACTA 

 
1.8  数据统计分析 

受精卵孵化率、仔鱼畸形率、SAI 值、基因表

达等数据采用平均值±标准差(Mean±SD)表示，使用

SPSS 24.0 软件进行单因素方差(one-way ANOVA)

分析，设定差异显著性水平 P=0.05，P<0.05 为差异

显著。 

2  结果 

2.1  温度对黄条 胚胎孵化的影响 

本研究显示，在温度为 14~16 ℃时，黄条 胚胎

发育停滞在原肠中期和胚体形成初期，均无法孵化出

膜。在温度为 18~28 ℃条件下，胚胎均可孵化出膜。

其中，18 ℃时胚胎孵化率仅为(55.72±3.02)%，初孵

仔鱼畸形率达(19.67±4.51)%。在温度为 20~26 ℃条件

下，孵化率均达 60.00%~81.00%，其中，在温度为

20~22 ℃条件下，孵化率高达 75.00%~81.00%，畸形率低

于 6.70%；在温度为 24~26 ℃条件下，初孵仔鱼畸形率

达 17.67%~ 27.33%。在温度为 28 ℃时，孵化率下降至

(49.09± 4.64)%，且初孵仔鱼畸形率高达(67.67±7.63)%。 

本研究发现，温度为 18 ℃时，黄条 胚胎孵化

出膜时间明显延长，达 98.5 h；在温度为 20~28 ℃条

件下，胚胎孵化时间分别为 84.6、73.6、58.2、48.5

和 41.5 h。同时，不同温度下胚胎发育的温度系数 Q10

不同，其中，温度为 20~22 ℃时，Q10 为 2.007 (表 2)，

表明 20~22 ℃为黄条 胚胎孵化的最适温度范围。 

测量了 6 个不同温度条件下(18、20、22、24、

26 和 28 )℃ 的初孵仔鱼规格(表 3)。在温度为 18 ℃时，

初孵仔鱼全长最小，而温度为 22 ℃时，初孵仔鱼全长最 
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图 1  温度对黄条 胚胎孵化和 

初孵仔鱼畸形率的影响 
Fig.1  Effects of temperature on embryonic  

hatching and deforming rate of newly hatched  
larvae of S. aureovittata 

不同字母表示组间具有显著性差异，下同。 
Different letters indicate significant differences among groups, 

the same as below. 

 

表 2  黄条 胚胎发育各温度带的 Q10 
Tab. 2  Values of Q10 at different temperature bands  

for embryonic development of S. aureovittata 

Ta/℃ T0/℃ ta/h t0/h Ta-T0/℃ Q10 

28 26 41.5 48.5 2 2.380

 24 41.5 58.2 4 2.329

 22 41.5 73.6 6 2.598

 20 41.5 84.6 8 2.436

 18 41.5 98.5 10 2.373

26 24 48.5 58.2 2 2.488

 22 48.5 73.6 4 2.837

 20 48.5 84.6 6 2.528

 18 48.5 98.5 8 2.424

24 22 58.2 73.6 2 3.234

 20 58.2 84.6 4 2.548

 18 58.2 96.5 6 2.323

22 20 73.6 84.6 2 2.007

 18 73.6 98.5 4 2.072

20 18 84.6 98.5 2 2.139

表 3  不同温度下孵化的初孵仔鱼的全长、卵黄囊与油球规格 
Tab.3  The size of total length, yolk-sac and oil globe of S. aureovittata 

温度 
Temperature/℃ 

全长 
Total length/mm 

卵黄囊长径 
Horizontal diameter 

of yolk sac/mm 

卵黄囊短径 
Vertical diameter of  

yolk sac/mm 

油球直径 
Diameter of oil  

globe/mm 

18 4.36±0.22 0.82±0.11 0.33±0.02 0.32±0.03 

20 4.45±0.32 0.83±0.10 0.33±0.01 0.31±0.01 

22 4.48±0.28 0.79±0.07 0.32±0.05 0.31±0.01 

24 4.43±0.14 0.72±0.05 0.30±0.02 0.29±0.02 

26 4.41±0.12 0.64±0.03 0.27±0.02 0.24±0.02 

28 4.39±0.11 0.58±0.01 0.25±0.03 0.22±0.01 

  
大，而温度为 20 ℃时，孵化的仔鱼卵黄囊长径和短径

最大。不同温度条件下，孵化的初孵仔鱼全长、卵黄

囊长短径以及油球直径相比无显著差异(P>0.05)。 

2.2  盐度对胚胎孵化的影响 

受精卵在盐度＞30 时漂浮在水面，而在盐度为

25 时悬浮在水体中部，盐度为 10~20 时沉于容器底

部。所有盐度条件下胚胎均可孵化出膜。其中，盐度

为 10 和 15 时，胚胎孵化率低于 26.0%，初孵仔鱼畸

形率高达 57.0%~94.2%。盐度为 20、25 时，孵化率

升高至 51.0%~66.0%，且初孵仔鱼畸形率下降至

10.0%~25.0%。盐度为 30 和 35 时，胚胎孵化率最高

达 79.0%~80.0%，且初孵仔鱼畸形率低于 6.0%。当

盐度为 40 时，虽然，胚胎孵化率达 69.0%，但初孵

仔鱼畸形率上升至(14.0±3.1)%。 

 
 

图 2  盐度对黄条 胚胎孵化和 

初孵仔鱼畸形率的影响 
Fig.2  The effects of salinity on embryonic  

hatching and deforming rate of newly hatched 
larvae of S. aureovittata 
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仔鱼孵化出膜后，盐度为 35 组，90%以上仔鱼

分布在水体上层和表层，10%分布在水体中部和底

部。盐度为 25 和 30 组，仔鱼 80%分布在水体上层和

表层，20%分布在水体中部和底部。而在盐度为 15~20

组， 60%~70% 的仔鱼分布在水体上层和表层，

40%~30%仔鱼分布在水体中部和底部。而盐度为 10

实验组，仅有约 10%在水体上层和表层分布，约 90%

分布在水体中部和底部(图 2)。 

盐度为 25~40 时，胚胎孵化时间为 73.4~75.5 h，

无明显差异；盐度为 20 时，胚胎孵化时间为 78.5 h；

而盐度为 10~15 时，胚胎孵化时间延长至 82~84 h。综

合孵化率、初孵仔鱼畸形率、仔鱼分布和孵化时间等结

果，黄条 胚胎适宜的孵化盐度范围为 30~35。 

2.3  初孵仔鱼活力评价 

2.3.1  温度对初孵仔鱼内源性营养利用的影响     

比较了 4 个不同温度条件下(18、20、22 和 24 )℃ ，

初孵仔鱼卵黄囊的消耗速度，发现随着温度的升高，

卵黄消耗速度加快，在温度为 18 ℃条件下，孵化后

168 h 才完全消耗完毕；在温度为 20 和 22 ℃条件下，

分别在孵化后 144、120 h 消耗完毕；而 24 ℃条件下，

在孵化后 96 h 即完全消耗完毕(图 3)。 
 

 
 

图 3  不同温度下孵化的初孵仔鱼卵黄囊 

吸收利用速度 

Fig.3  The effects of temperature on absorption  
of yolk sac of S.aureovittata larvae 

 

2.3.2  不同盐度条件下初孵仔鱼的 SAI 值     在不

同盐度条件下，静水无投饵培育对仔鱼的生长和存活

影响较大(图 4)。SAI 值最高点(10.20)出现在盐度为

30 组，仔鱼存活时间最长达 8 d；而最低 SAI 值(2.99)

出现在盐度为 10 组，仔鱼孵化后 4 d 全部死亡，而

盐度为 15、20 和 40 组仔鱼的 SAI 值均较低，表明过

高或高低盐度都会对仔鱼的活力产生不利的影响。 

 
 

图 4  不同盐度下黄条 初孵仔鱼的 SAI 值 

Fig.4  The SAI value of newly hatched  
larvae of S. aureovittata   

 
2.3.3  初孵仔鱼饥饿不可逆点(PNR)    在水温为

20~22 ℃条件下，初孵仔鱼开口后第 3 天(6 d 仔鱼)

的初次摄食率最高 (78%)，其后初次摄食率下降，

PNR 出现在 7~8 d 之间，仔鱼开始进入饥饿不可逆

转期(图 5)。 

 

 
 

图 5  黄条 初孵仔鱼的饥饿不可逆点 

Fig.5  The point of no return of newly hatched  
larvae of S. aureovittata 

 

2.4  温度、盐度与饥饿对初孵仔鱼 IGF-1 基因表达

的影响 

不同温度条件下，孵化的仔鱼中 IGF-1 mRNA 表

达水平有显著差异。在温度为 20~24 ℃条件下，初孵

仔鱼 IGF-1 mRNA 表达水平显著高于其他温度组，以

温度为 24 ℃组为最高。同时，盐度为 25~35 条件下，

初孵仔鱼 IGF-1 mRNA 表达水平显著高于其他盐度

组。在饥饿条件下，IGF-1 mRNA 在饥饿后第 2 天显

著升高，其后在饥饿第 3~4 天显著下降，但仍保持高

表达水平，随着饥饿的进行继续下降至显著低于开口

期表达水平(P<0.05)(图 6~图 8)。 
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图 6  不同温度下初孵仔鱼 IGF-1 mRNA 的表达水平 
Fig.6  The effect of temperature on IGF-1 mRNA level  

in newly hatched larvae of S. aureovittata  
 

 
 

图 7  不同盐度下初孵仔鱼 IGF-1 mRNA 的表达 
Fig.7  The effect of salinity on IGF-1 mRNA level  

in newly hatched larvae of S. aureovittata  
 

 
 

图 8  饥饿对早期仔鱼 IGF-1 mRNA 表达的影响 
Fig.8  The effects of starvation on IGF-1 mRNA level  

in early larvae of S. aureovittata  
 

3  讨论 

本研究确立了大洋性经济鱼类黄条 胚胎孵化

的适宜温度和盐度，查明了不同温度和盐度条件下，

初孵仔鱼规格、卵黄囊吸收利用、SAI 值、PNR 值和

IGF-1 基因表达等特性，为建立规范化的受精卵孵化和

苗种培育技术提供了早期发育生物学与生态学资料。 

温度和盐度是影响鱼类在水域中分布和生长繁

衍的关键因子，在胚胎发育和仔鱼生长过程中，细胞

分化和器官发生等关键生理过程起关键调控作用(陈昌生

等, 1997; 黄贤克等, 2017; 张廷廷等, 2016)。对五条

(Seriola quinqueradiata)的研究表明，胚胎孵化的适

宜温度为 22~24 ℃，低温条件下胚胎发育迟滞，而高

温条件下孵化时间较短但仔鱼畸形率高 (方璐等 , 

2021)。本研究也发现，14 和 16 ℃温度条件下，黄条

胚胎发育停滞后死亡，表明 16 ℃为胚胎发育的下

限。本研究还发现，黄条 胚胎发育与温度呈负相关

关系，胚胎在 20~22 ℃孵化率最高，初孵仔鱼的畸形

率最低，且温度系数 Q10 最接近 2。研究表明，温度

可通过调控孵化酶的作用影响鱼类胚胎孵化，只有在

适宜的温度范围内孵化酶才拥有最大活性(樊廷俊等, 

2002; 楼允东, 1965)，过高的温度会抑制孵化酶活性

或使得卵裂及器官分化过程出现紊乱 (王宏田等 , 

1998)，从而导致胚胎孵化率下降和畸形率升高，因此，

鱼类胚胎发育的启动和正常过程需要在生物学 0 ℃以

上的适宜温度带内，与本研究结果相一致。Moran 等 

(2007)研究了澳大利亚海域黄条 胚胎发育过程中的

能量代谢特性，发现胚胎发育所需的耗氧量与温度呈

负相关关系，同时，高温下孵化的仔鱼全长相对较小，

认为是由氨基酸等代谢产物的过快利用和消耗引起

的。本研究发现，高温条件下(24~28 )℃ 黄条 胚胎

孵化时间短，而初孵仔鱼的全长和卵黄囊相对小，可

能也是由于温度对胚胎和仔鱼生长发育能量分配机

制的改变引起的。因此，也提示在黄条 胚胎孵化和

早期仔鱼培育过程中，应保持适宜的孵化和培育温

度，以获得较高的孵化率和高质量的初孵仔鱼。 

作为一种具有长距离洄游的大洋性经济鱼类，黄

条 对高盐度有较高的适应能力。本研究发现，在盐

度为 30~35 条件下，胚胎孵化率最高，盐度＜30 和

>35 时，孵化率降低且初孵仔鱼畸形率升高，这与同

属鲹科(Carangidae)的髙体 (Seriola dumerili)类似，

较 半 滑 舌 鳎 (Cynoglossus semilaevis)( 柳 学 周 等 , 

2004)、条石鲷(Oplegnathus fasciatus)(徐永江等, 2009)

等海水鱼类的最适孵化盐度要高。高体 受精卵在盐

度<30 时呈沉性，而在盐度>32 的海水中漂浮(陈昌生

等, 1997)。本研究也发现，黄条 受精卵在盐度>30

时漂浮，而在盐度为 25 时悬浮，盐度<20 时沉于烧

杯底部，表明低盐度条件对于维持受精卵正常的漂流

态是不利的。 

在海水鱼类苗种培育过程中，日本等国家多采用

SAI 来评价仔鱼活力，进而决定仔鱼是否可以用于苗
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种培育(陈昌生等, 1997)。SAI 代表仔鱼在无投饵、饥

饿、无换水和无充气条件下的存活能力，其值越高，

仔鱼的活力就越好，用于苗种培育时成活率比较高。

对髙体 的研究表明，盐度为 32~35 条件下的仔鱼

SAI 值最高(18.3~18.8)，卵形鲳鲹、石斑鱼[云纹石斑

鱼(Epinephelus moara) (♀)×七带石斑鱼(Epinephelus 

septemfasciatus)(♂)]等鱼类也是在适宜孵化的盐度下

获得的仔鱼 SAI 值最高(许晓娟等, 2009; 李炎璐等, 

2013)，表明胚胎孵化期间的盐度条件决定了仔鱼的

质量。本研究中，黄条 仔鱼在盐度为 30~35 时 SAI

值最高，表明这一盐度范围内孵化的仔鱼用于苗种培

育可提高成功率，为建立胚胎孵化和早期苗种培育技

术规范提供了条件选择依据。 

殷名称(1991)研究认为，鱼类早期生活史阶段的

初次摄食期是一个可能引起大量死亡的危险阶段，而

饥饿是被认为引发初次摄食期死亡的主要原因之一。

Blaxter 等(1963)提出了初次摄食期仔鱼 PNR 的概念，

从生态学角度研究初次摄食期仔鱼对饥饿的耐受能

力和饥饿致死临界点。其后，这一概念被引入到鱼类

的人工繁殖过程中，以 PNR 来评价初孵仔鱼的活力

以及确定最佳的初次饵料投喂时间(陈昌生等, 1997; 

李艳秋等, 2014)。李艳秋等(2014)研究表明，太平洋

鳕(Gadous macrocephaius)仔鱼初次摄食率为 30%，PNR

出现在 9 d，最佳投喂时间为 5~7 d；而鳀鱼(Engraulis 

japonicus)的 PNR 发生在 6 d (万瑞景等, 2004)。本研

究中，黄条 仔鱼的 PNR 出现在孵化后 7~8 d，从最

高初次摄食率到进入不可逆转期的时间较达到最高

初次摄食率的时间短了 2 d，表明黄条 仔鱼耐饥饿

能力相对较弱，另外，其卵黄囊和油球等内源性营养

物质吸收殆尽的时间为 4~5 d (徐永江等, 2019)，因

此，建议早期苗种培育的适宜初次投喂时间为 4 d，

同时，保证饵料的充足供应，以便于仔鱼在混合营养

期内建立外源性摄食关系，使得初孵仔鱼免受进展性

饥饿，提高早期苗种培育成活率。 

鱼类的生长是一个由内在生理遗传与外界环境共

同互作调控的过程，其中，GH-IGF-1 轴起关键调控作用，

大量研究表明，IGF-1 是鱼类生长发育的一个关键生长

功能因子(张雅星等 , 2019; Triantaphyllopoulos et al, 

2019)。对半滑舌鳎的研究表明，IGF-1 具有母源遗传

的特性，在胚胎即将孵化期表达水平最高(张雅星等, 

2019)。Wang 等(2019)的研究表明，黄条 IGF-1 也

具有亲本遗传的特性，且在胚胎发育早期具有较高表

达水平，因此，胚胎发育期间的环境因子对其发生和

表达具有重要的影响。本研究表明，不同温度下孵化

出的黄条 仔鱼 IGF-1 mRNA 表达水平差异较大，温

度为 20~24 ℃组仔鱼中，IGF-1 mRNA 表达水平显著

高于其他温度组，与胚胎孵化的适宜温度范围相一

致，说明在适宜温度条件下，孵化出的仔鱼具有较高

的生长潜力。同样，在盐度为 25~35 条件下，孵化的

仔鱼中 IGF-1 mRNA 表达水平显著高于其他温度组，

表明在胚胎孵化期适宜的盐度对于亲本 IGF-1 积累和传

递具有较大的影响。在仔鱼饥饿过程中，IGF-1 mRNA

表达水平呈先显著上调再显著下调的趋势，这与其他

鱼类中的表达模式一致 (Triantaphyllopoulos et al, 

2019)，饥饿初期的 IGF-1 mRNA 表达水平上升，可

能是内在生理补偿代谢机制启动的结果，随后内源性

营养和能量的消耗殆尽而外源性营养未及时补充，导

致生长轴生理调控功能失衡，因此，IGF-1 mRNA 表

达水平在 7~8 d 显著下调，从分子层面验证了饥饿不

可逆点的可靠性，为早期仔鱼培育提供了内在生理指

示指标。 

4  小结 

本研究针对大洋性经济鱼类黄条 苗种繁育的

技术需求，查明了受精卵孵化的最适温度为 20~22 

℃、最适盐度为 30~35，并通过 SAI、PNR、内源性

营养吸收利用、初孵仔鱼 IGF-1 等验证了最适温盐范

围和评价了初孵仔鱼活力，确立了适宜的评价参数，

可为建立规范化的黄条 胚胎孵化和苗种培育技术

提供依据。  
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The Ecological and Physiological Responses of Embryonic Development and 
Early Larval Growth of Seriola aureovittata to Temperature and Salinity 

XU Yongjiang①
, CUI Aijun, JIANG Yan, WANG Bin, ZHOU Heting, LIU Xuezhou, LIU Xinfu 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Joint Laboratory for Deep Blue Fishery 
Engineering of Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071, China) 

Abstract    Yellowtail kingfish, Seriola aureovittata, is a long-distance migratory oceanic species 

belonging to the Carangidae family of Perciformes, which has a global distribution and inhabits temperate 

and subtropical marine waters. S. aureovittata is large in size, has a fast growth rate, and is highly favored 

by international consumers owing to its excellent flesh taste, nutritional quality, and economic value. 

Furthermore, it is a promising candidate for the global farming industry and is particularly suitable for 

rapidly developed open ocean aquaculture in China.  

Currently, yellowtail kingfish aquaculture occurs in over 10 countries including Japan, Australia, 

New Zealand, South Africa, Chile, Greece, Holland, USA, Mexico, and China. In 2017, a great 

breakthrough in seedling production of S. aureovittata was achieved, and currently juveniles are 

mass-produced in China by combining the “engineering pond” and “land based indoor tanks” modes, 

which led to the rapid development of the Seriola fish farming industry in China. Nowadays, Seriola 

species are farmed in Liaoning Province, Fujian Province, and Shandong Province of China, and the 

combined annual farming yield is approximately 500 tons. However, we found that during seedling 

production of S. aureovittata, especially at the early larval growth stage, the hatching rate of eggs was 

variable among different spawning batches, and the survival of early larvae was low especially when the 

larvae reached 8~10 d post hatching. Occasionally, the high total death rate was attributed to the sudden 

“sinking death” of larvae, which may have been caused by stress as a result of changes in environmental 

factors. Therefore, it is necessary to determine the ecological and physiological effects of environmental 

factors, especially temperature and salinity fluctuations, on the early life stages of S. aureovittata under 

artificial breeding conditions.  

In the present study, the effects of two key environmental factors, temperature and salinity, on 

embryonic development and early larval growth of S. aureovittata were investigated using experimental 

ecology, morphological measurements, and molecular methods under laboratory conditions. The indexes 

including hatching rate of eggs, deformation rate of newly hatched larvae, absorption of yolk sac, IGF-1 
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gene expression, survival index (SAI), and point of no return (PNR) were determined. Moreover, the 

vitality of newly hatched larvae was tested and evaluated. The results showed that the highest hatching 

rates of 75%~81% were obtained under temperatures of 20~22 , and the deformation rates of newly ℃

hatched larvae were lower than 6.7%. In addition, according to the Q10 calculation, the most appropriate 

water temperature range for embryonic development of S. aureovittata was confirmed to be 20~22 ℃. 

Meanwhile, the total length and yolk sac volume of newly hatched larvae of yellowtail kingfish hatched 

from the 20℃ and 22 ℃ groups were larger than those in the other temperature groups. Regarding salinity, 

the fertilized eggs floated on the water surface when salinity was over 30 ‰, were suspended in the water 

when salinity was between 20~25, and sank to the bottom of the container when salinity was lower than 

15. The optimum salinity range for embryonic development of S. aureovittata was therefore determined to 

be 30~35, when hatching rates were between 79%~80%, and the deformation rate of newly hatched larvae 

was 6%. The yolk sac absorption by newly hatched larvae was measured under four temperatures (18 ℃, 

20 , 22 ℃ ℃, and 24 ℃). It was found that the absorption and exhaustion speed of the yolk sac increased 

with temperature, and the yolk sac was exhausted at 7 d post hatching at 18 , whereas the time ℃

decreased to 6 d, 5 d, and 4 d at 20 , 22 , and 2℃ ℃ 4 , respectively. The highest SAI value for newly ℃

hatched larvae was observed at a salinity of 30, whereas the lowest was observed at a salinity of 10, which 

was consistent with the hatching results of embryos under different salinities. The highest first feeding 

rate of newly hatched larvae was observed at 6 d post hatching, and the PNR appeared between 7 d and 8 

d post hatching at culture temperatures ranging from 20~22 .℃  IGF-1 mRNA levels in newly hatched 

larvae from different temperatures and salinities were detected, and significantly higher expression levels 

were found at temperatures of 20~24  and salinities of 30℃ ~35. Under continuous starvation conditions, 

the IGF-1 mRNA in larvae significantly increased at 2 d post mouth open and decreased at 3 d and 4 d, 

although expression levels remained relatively high, and then continually decreased to a significantly 

lower level as starvation continued. Results from the present study provide basic knowledge and useful 

tools for the construction of standardized technological methods for optimal embryonic hatching and 

seedling production of S. aureovittata. 

Key words    Seriola aureovittata; Embryonic development; Larval growth; Temperature; Salinity 
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黄条  hsp70 基因克隆及其在早期生长发育 

过程中的表达调控特性* 

方  璐 1,2  徐永江 2①  崔爱君 2  姜  燕 2  王  滨 2  周鹤庭 1,2  柳学周 2 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  

青岛海洋科学与技术试点国家实验室深蓝渔业工程联合实验室  山东  青岛   266071) 

摘要    热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)在鱼类的应激与免疫反应中发挥重要的生理调控作

用，HSP70 是该家族的重要成员。为探讨热休克蛋白在大洋性经济鱼类黄条 (Seriola aureovittata)

生长发育中的生理作用，本研究克隆获得了黄条  hsp70 基因的全长 cDNA 序列，并采用定量 PCR

技术测定了其组织分布及在早期生长发育过程中的表达特征。结果显示，黄条  hsp70 基因的 cDNA

序列全长为 2 332 bp，其中，5′-UTR 长度为 187 bp，ORF 长度为 1 920 bp，3′-UTR 长度为 225 bp，

编码 639 个氨基酸，蛋白质分子量为 70.1 kDa，等电点为 5.16。黄条  hsp70 mRNA 的组织表达具

有性别二态性差异，其中，在雌性鳃、心、脾脏和卵巢组织中显著高表达(P<0.05)，且以卵巢中表

达量最高；雄性垂体、鳃、头肾和精巢组织显著高表达(P<0.05)，且以鳃中表达量最高。胚胎发育

过程的表达检测显示，在卵裂前的受精卵中可检测到 hsp70 的表达，表明其具有亲本遗传的特性。

同时，在胚胎发育过程的各个时期都可检测到 hsp70 mRNA 的表达，且在低囊胚期之前的各发育阶

段一直保持较低表达水平，在原肠前期开始显著上调表达(P<0.05)，其后保持相对较高表达水平，

至胚胎孵化出膜期达峰值。在仔稚幼鱼中，hsp70 mRNA 在初孵仔鱼和 1 d 仔鱼中高表达，其后在

4 d 仔鱼中显著降低(P<0.05)，其后显著上调表达，至 15 d 仔鱼达峰值，其后在 20 d 仔鱼显著下降，

并在 25 d 后稚鱼和幼鱼中保持相对较低表达水平。研究结果可为深入认识黄条  hsp70 基因的结构

特征、发生发育及其早期生长发育阶段的表达调控功能提供依据。 

关键词    黄条 ；hsp70；基因克隆；表达调控；早期生活史 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0055-09 

黄条 (Seriola aureovittata)是一种在全球水域广

泛分布的暖温性中上层掠食性长距离洄游鱼类，我国

沿海均有分布(张春霖, 1955; 刘静等, 2015)。黄条

体型大、游泳速度快，肉质鲜美、营养丰富、生食口

感可媲美三文鱼，经济价值较高。2017 年以来，中

国水产科学研究院黄海水产研究所突破了黄条 苗

abc
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种培育关键技术，然而，黄条 在苗种早期培育阶段，

对水温、光照、营养等条件的应答较为敏感，导致苗

种在早期因应激而批量死亡的问题较为突出，直接导

致苗种早期培育成活率低。因此，有必要认识黄条

早期生长发育对环境因子胁迫的生理应答机制，为建

立稳定的苗种培育技术提供理论依据。 

热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)是一类具

有高度保守结构的分子伴侣，广泛存在于细菌、哺乳

动物和植物中，在应对环境压力等方面发挥着关键作

用(Hartl, 1996)。根据分子量大小和氨基酸序列同源

性，热休克蛋白一般分为 5 个主要家族：HSP100、

HSP90、HSP70、HSP60 和低分子量 HSP (Surajit et al, 

2011)。HSP70 是热休克蛋白家族中最为重要的一员，

具有分子伴侣、保护 DNA、增强细胞耐受能力等生

物学功能，特别是在高温下，HSP70 能协助变性蛋白

复性、保护生物体免受损伤(Heredia, 2008; Deane, 

2006; Rosic et al, 2011)。在水产生物中，对 HSP70 的

研究较为广泛，主要集中在其应对环境胁迫适应的蛋

白稳态和细胞修复方面(Hangzo et al, 2016; Abha et al, 

2020; Sun et al, 2021)；在鱼类早期生长发育方面研究

较少，对鳜鱼(Siniperca chuatsi)和斑马鱼(Danio rerio)

的研究发现，hsp70 参与晶状体的形成过程(王鹏飞, 

2014; Evans et al, 2005)。本研究采用 RACE 法(rapid- 

amplification of cDNA ends)克隆获得了黄条 hsp70

基因的 cDNA 序列，并揭示了其组织表达特性，探明

了其在胚胎和仔稚幼鱼生长发育过程中的差异表达

调控特性，旨在为开发黄条 生长发育应答环境胁迫

的应激消减调控技术提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用 1 龄黄条 取自大连富谷食品有限公司，

全长为 (44.0±3.5) cm，体重为 (822.5±212.9) g。用

MS-222 (80 mg/L)的麻醉鱼，快速解剖取出脑、垂体、

鳃、心、肝、脾、肾、头肾、胃、肠、肌肉和性腺，

置于液氮中保存，带回实验室后转移到–80 ℃冰箱保

存备用。 

2020 年的黄条 繁殖和苗种培育季节，在大连

富谷食品有限公司采集了 17 个不同发育时期的胚胎

样品，包括受精卵、2 细胞期、4 细胞期、8 细胞期、

16 细胞期、32 细胞期、64 细胞期、多细胞期、桑葚

胚期、高囊胚期、低囊胚期、原肠早期、原肠后期、

神经胚期、胚体包被 1/2 期、胚体包被 2/3 期和破膜

孵化期；采集了仔稚幼鱼样品：孵化出膜后 1、4、7、

10、15、20、25、30、40、50、60 d 样品。将样品贮

存于液氮中带回实验室，转移至–80 ℃冰箱中保存。 

1.2  总 RNA 提取和 cDNA 第一链合成 

取黄条 成鱼不同组织样品各约 20 mg，按照

TRIzol 试剂(TaKaRa, 日本)说明书进行 RNA 提取。

总 RNA 以 NanoDrop2000C (Thermo, 美国)分光光度

计测定浓度，取高质量 RNA 用于反转录。以

SMARTer® RACE 5′/3′ kit (TaKaRa, 日本)合成 5′及
3′-RACE cDNA 第 1 链，用于 hsp70 基因全长克隆。

以 PrimeScriptTM Ⅱ 1st strand cDNA synthesis kit 

(TaKaRa, 日本)合成 cDNA 第 1 链，用于 hsp70 mRNA

组织表达特性分析。反转录操作按照说明书进行。 

1.3  黄条  hsp70 基因核心片段克隆 

以脑组织 cDNA 为模板，设计 3 对引物(HSP70 

F1、HSP70 R1；HSP70 F2、HSP70 R2；HSP70 F3、

HSP70 R3) (表 1)，使用重组 Taq DNA 聚合酶混合物

(TaKaRa, 日本)进行扩增，分别对 hsp70 基因核心片

段进行 PCR 扩增。3 次 PCR 体系均为 25 μL：0.2 μL 

TaKaRa Ex Taq、2.5 μL 10× Taq Buffer、2.0 μL dNTP 

Mix (2.5 μmol/L)、0.5 μL 模板、1.0 μL 正向引物

(HSP70 F1、HSP70F2、HSP70F3)、1.0 μL 反向引物

(HSP70 R1、HSP70R2、HSP70R3)、17.8 μL ddH2O。

PCR 条件：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 38 个循环；最后 72 ℃

延伸 5 min。将产物利用 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测，

目的条带产物利用 SteadyPure DNA 凝胶回收试剂盒

(AG, 中国)回收，回收产物连接到 pEASY-T1 simple

载体 (TransGene Biotech, 中国 )，后转入 Transl-T1 

Phage Resistant 感受态细胞(TransGene Biotech, 中

国)，摇菌培养 1 h 后，涂布于含有氨苄的固体培养基，

37 ℃过夜培养；挑单克隆菌落于含有氨苄的 LB 液体

培养基中，37 ℃下 200 r/min 振荡 2 h，菌液 PCR 验

证后，将筛选出的阳性克隆送至生工生物工程(上海)

股份有限公司测序。 

1.4  黄条  hsp70 基因 5′端和 3′端序列扩增 

根据获得的 hsp70 基因核心片段设计 RACE 引物

(表 1)。使用 Smart RACE Advantage 2 PCR 试剂盒

(TaKaRa, 日本)进行扩增。第 1 次 PCR 体系：17.5 μL 

RNase free H2O、2 μL Buffer、2 μL 50× dNTP mix、

0.5 μL 50× Advantage 2 polymerase mix、1 μL cDNA、

1 μL 引物(HSP70 3'F1 和 HSP70 5'R1) (表 1) 和 1 μL 
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表 1  黄条  hsp70 基因克隆及定量表达所用引物 
Tab.1  The primer used for cloning and quantitative expression of S. aureovittata hsp70 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5′~3′) 目的 Purpose 

HSP70 F1 CAACGCAGTCGTCACAG 

HSP70 R1 CGATGCCCTCAAACAGA 

HSP70 F2 AAGGACATCAGCCAGAACA 

HSP70 R2 TTCTGGACTTTGGGGATT 

HSP70 F3 GCTGTGCTCCGACCTGT 

HSP70 R3 GCCAGGCGATGGTCTCA 

Partial CDS 

HSP70 3'F1 GAGGCTCCACCCGAATC 3′RACE, 1st PCR 

HSP70 3'F2 GGAGTCCTACGCCTTCAACA 3′RACE, 2nd PCR

HSP70 5'R1 GTGATGGAGGTGTAGAAGTCG 5′RACE, 1st PCR 

HSP70 5'R2 CTGGGACTGTGACGACTGC 5′RACE, 2nd PCR

UPM (long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

UPM (short) CTAATACGACTCACTATAGGGC 

Universal primers 

q-HSP70 F ACCTTCGACGTGTCCATCCT 

q-HSP70 R TGGCTGATGTCCTTCTTGTGTT 

18S F TACCACATCCAAAGAAGGCA 

18S R TCGATCCCGAGATCCAACTA 

qPCR 

 
UPM (long)，共 25 μL。PCR 扩增条件：95 ℃ 5 min；

95 ℃ 30 s，54 ℃ 1 min，72 ℃ 5 min，38 个循环；

72 ℃ 5 min；12 ℃保存。以第 1 次 PCR 的产物稀释

10 倍为模板，进行巢式 PCR 扩增，反应体系：16.5 μL 

ddH2O、2 μL Buffer、2 μL 50× dNTP mix、0.5 μL 50× 

Advantage 2 polymerase mix、2 μL cDNA、1 μL UPM 

(short)和 1 μL引物(HSP70 3′F2和 HSP70 5′R2) (表 1)，

共 25 μL。PCR 扩增条件同第 1 次 PCR。PCR 产物于

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后，对目的条带进行胶回

收、载体连接、转化、筛选阳性克隆并测序。 

1.5  黄条  hsp70 基因的定量表达检测 

根据黄条  hsp70 cDNA 序列设计定量引物，以

18S rRNA为内参。使用 Light Cycler 96 Real-time PCR

仪(Roche, 瑞士)，使用 SYBR® Green Premix Pro Taq 

HS qPCR Kit Ⅱ试剂盒(AG, 中国)，在黄条 不同组

织、胚胎和仔稚幼鱼中扩增检测。PCR 体系为 20 μL：

2×SYBR® Green Pro Taq HS Premix Ⅱ  10 μL、

ddH2O 7.4 μL、cDNA 模板 1 μL、引物(10 μmol/L)各

0.8 μL。PCR 扩增条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变

性 5 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循

环。采用 2–ΔΔCt 方法计算 hsp70 基因的表达量。 

1.6  数据处理及分析 

通过软件 SignalP 5.0 Server (http://www.cbs.dtu. 

dk/services/SignalP/)预测黄条  hsp70 基因的信号

肽，利用 ExPASy (www.expasy.org/tools/protparam. 

html)预测蛋白结构和分子量等。使用软件 DNAman 

6.0 (LynnonBiosoft, 美国)将得到的 hsp70 基因 cDNA

序列片段进行拼接，得到完整的 cDNA 序列；使用

NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 

cdd/wrpsb.cgi) 进行结构域的预测；通过 SWISS- 

MODEL 自动化蛋白质建模服务器 ProModⅡ程序估计

三 级 蛋 白 质 结 构 (http://www.expasy.org/swissmod/ 

SWISS-MODEL.html)；采用 MEGA 7.0 软件进行同源

序列比对，应用邻接法构建氨基酸的系统进化树，

1 000 次重复计算自展值。采用 SPSS 26.0 软件(IBM, 

美国)进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，通过

Duncan 统计比较各个基因在不同组织和不同发育阶

段的相对表达水平的差异，显著性水平 P 设置为

0.05，当 P<0.05 时认为差异显著。 

2  结果 

2.1  黄条  hsp70 的序列全长和结构特征 

黄条  hsp70 基因的 cDNA 全长为 2 332 bp，其

中，5′-UTR 长度为 187 bp，ORF 长度为 1 920 bp，

3′-UTR 长度为 225 bp，编码氨基酸 639 个，蛋白质

分子量为 70.1 kDa，等电点为 5.16 (图 1)。序列中存

在非细胞器特征的基序 RARFEEL 和位于 C-端的细

胞质定位特征基序 EEVD。拥有 3 个典型的 HSP70

家族标签基序 IDLGTTYS、IFDLGGGTFDVSIL 和

IVLVGGSTRIPKIQK。 

应用 SWISS-MODEL 软件中 ProModⅡ程序对获
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得的黄条  hsp70 空间结构进行预测(图 2)。结果显

示，hsp70 空间结构由 3 部分组成：ATP 酶结合结构

域、底物多肽结构域和 C 端结构域。其中，ATP 酶结

合结构域是由 4 个亚域构成的 2 个叶状结构；底物多

肽结构域具有结合底物多肽的功能，由 2 个亚域组

成，它们之间由螺旋结构相连。 

 

 
 

图 1  黄条  hsp70 基因全长 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 
Fig.1  The complete cDNA sequence and deduced amino acid sequence of S. aureovittata hsp70 

ORF 用大写字母表示，5′-UTR 和 3′-UTR 用小写字母表示。起始密码子加框显示，终止密码子以星号标注。 

阴影部分为 hsp70 家族保守基序。 
The ORF domain is indicated with uppercase letters, and the 5′-UTR domain and 3′-UTR domain are indicated with  

lowercase letters. The start codon is boxed and the stop codon is indicated with asterisk.  
The conservative motif domains of hsp70 gene are shown in shadow. 
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图 2  预测的黄条  HSP70 三级结构 
Fig.2  The predicted tertiary structure of HSP70  

of S. aureovittata 
 

2.2  氨基酸序列同源性比较和系统进化分析 

对黄条 和其他脊椎动物的 hsp70 基因的氨基酸

序列进行同源序列比对(表 2)，并绘制了基于氨基酸

序列的 NJ 系统进化树(图 3)。结果显示，黄条 与同

为鲈形目(Perciformes)的长背 (S. lalandi dorsalis)的

hsp70 同源性最高，达 99.5%，其次为高体 (Seriola 

dumerili)，达 98.9%，与鲤形目(Cypriniformes)和鲑形

目(Salmoniformes)的亲缘关系较远，与哺乳纲其他动

物的亲缘关系更远。系统进化分析表明，我国黄条

 HSP70 与长背 和高体 HSP70 聚为一个小分支，

与其他鲤形目和鲑形目鱼类聚为大分支，表明鲹科

(Carangidae)鱼类 hsp 基因的进化亲缘关系最为接近。 

2.3  黄条  hsp70 mRNA 的组织表达特性 

检测了 hsp70 基因在雌雄成鱼组织中的表达，发

现各组织中均可检测到 hsp70 基因 mRNA 表达(图 4)，

雌鱼中以卵巢组织表达水平最高，其次为鳃、心、脾

脏，在肾脏和垂体等其他组织中低表达；雄鱼中以鳃

组织 hsp70 mRNA 表达水平显著高于其他组织，其次

在垂体、头肾和精巢中也显著高表达，在脾脏等其他

组织中相对低表达，表明 hsp70 基因在黄条 成鱼的

组织表达模式和生理功能各不相同，具有明显的性别

二态性。 

2.4  黄条  hsp70 基因 mRNA 在胚胎发育过程中的

表达特性 

本研究发现，在未卵裂前的受精卵中可检测到

hsp70 的表达，表明其具有亲本遗传的特性。在胚胎

发育过程的各个时期都可检测到 hsp70 mRNA 的表

达，在低囊胚前各发育阶段，hsp70 mRNA 一直保持

较低表达水平，在原肠前期开始显著上调表达，其后

保持相对较高表达水平至胚胎孵化出膜期达峰值

(P<0.05)(图 5)。 

 
表 2  黄条 与其他脊椎动物 hsp70 基因氨基酸序列同源性分析/% 

Tab.2  Homology analysis of amino acid sequences of hsp70 gene of S. aureovittata and other vertebrates /% 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1              

2 86.1             

3 90.1 85.4            

4 86.5 83.6 83.8           

5 90.0 89.8 86.0 85.2          

6 88.1 83.9 86.3 85.5 85.3         

7 86.4 84.7 85.1 95.5 86.2 85.6        

8 81.1 76.7 79.0 82.7 79.1 80.5 83.3       

9 91.7 85.7 89.3 85.1 89.4 86.7 85.6 80.7      

10 86.5 96.0 85.5 83.3 88.9 83.7 84.1 76.3 85.9     

11 91.5 85.7 88.1 86.0 89.8 85.9 86.0 80.0 94.2 86.3    

12 91.9 85.4 88.5 86.2 89.5 86.2 85.7 80.9 94.4 86.3 98.4   

13 92.0 85.7 88.5 86.0 89.8 86.4 86.0 80.4 94.7 86.3 99.5 98.9  

注：1. 团头鲂；2. 加州鲈；3. 大黄鱼；4. 小鼠；5. 斜带石斑鱼；6. 爪蟾蜍；7. 牛；8. 猪；9. 罗非鱼；10. 虹鳟；

11. 长背 ；12. 高体 ；13. 黄条 。 

Note: 1. Megalobrama amblycephala; 2. Micropterus salmoides; 3. Larimichthys crocea; 4. Mus musculus; 5. Epinephelus 
coioides; 6. Xenopus laevis; 7. Bos indicus; 8. Sus scrofa; 9. Oreochromis mossambicus; 10. Oncorhynchus mykiss; 11. Seriola 
lalandi dorsalis; 12. Seriola dumerili; 13. Seriola aureovittata. 
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图 3  黄条  HSP70 与其他脊椎动物的 NJ 系统进化树 

Fig.3  The phylogenetic tree of HSP70 of S. aureovittata and other vertebrates by neighbor-joining method 

 

 
 

图 4  黄条  hsp70 基因在雌性(左)和雄性(右)中的组织表达分布特性 
Fig.4  The differential spatial expression patterns of hsp70 mRNA in female (left) and male (right) S. aureovittata 

 

2.5  黄条  hsp70 在仔稚幼鱼生长发育过程中的表

达特性 

检测了 hsp70 mRNA 在仔稚幼鱼生长发育过程

中的表达变化(图 6)。结果显示，hsp70 mRNA 在 1 d

仔鱼中高表达，在 4 d 仔鱼中显著降低(P<0.05)，自 7 d

仔鱼开始显著上调表达至 15 d 仔鱼达峰值(P<0.05)，

在 20 d 仔鱼中显著下降(P<0.05)，并在 25 d 稚鱼及其

后均保持相对较低表达水平。 

3  讨论 

有关 hsp 基因家族的研究始于 20 世纪发现了果

蝇(Drosophila)的 HSP 蛋白(Ritossa, 1962)，其后各种

HSP 家族的功能因子的结构与功能研究逐步深入。

HSP70 家族是进化最为保守也是研究最为广泛的 HSPs 

(Sun et al, 2021)。本研究通过同源克隆和 RACE 方法

获得了黄条  hsp70 基因的全长 cDNA 序列，揭示了

其结构特征、系统进化地位以及在胚胎和仔稚幼鱼生

长发育过程中的表达调控特性，为鱼类 hsp70 基因的

生理功能研究添加了新的基础资料。 

HSP 家族基因序列高度保守，无论在脊椎动物还

是无脊椎动物的不同种属之间均有很高相似性，因

此，先前研究认为这些蛋白具有相似的功能(Gething 

et al, 1992)。目前，已有数十种鱼类的 hsp70 基因的 
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图 5  黄条 胚胎发育过程中 hsp70 mRNA 表达特性 
Fig.5  The temporal expression pattern of hsp70 mRNA  

of S. aureovittata during embryonic development 
 

 
 

图 6  黄条 仔稚幼鱼生长发育过程中 

hsp70 mRNA 表达水平变化 
Fig.6  The temporal expression pattern of hsp70 mRNA  

of S. aureovittata larvae and juveniles 
 

结构和组织表达特性公开报道(Rosic et al, 2011; Ma 

et al, 2020)。本研究发现，黄条  hsp70 基因具有真

核生物 hsp70 家族的典型结构特征，包括 3 个功能结

构域和 3 个典型的 hsp70 家族标签基序；存在非细胞

器基序 RARFEEL，说明它定位于胞质中，进一步验

证了鱼类 hsp70 基因的结构保守特性 (Sun et al, 

2021) 。 在 组 织 表 达 特 性 方 面 ， 对 杂 交 黄 颡 鱼

(Pelteobagrus fulvidraco ♀×P. vachelli ♂)的研究表

明，hsp70 基因主要在肝脏中表达，其次为脑、鳃和

肌肉 (朱凌威等 , 2021)。在草鱼 (Ctenopharyngodon 

idella)中，hsp70 基因主要在脑中表达，其次为肝胰

脏 、 鳃 和 肌 肉 ( 林 亚 秋 等 , 2009) 。 而 淞 江 鲈

(Trachidermus fasciatus) hsp70 基因主要在鳃中最高

表达，其次为脑、肌肉和肝脏(刘庆全, 2013)。在鳜

鱼(Siniperca chuatsi)中，以卵巢、肠道和头肾中的表

达水平较高(王鹏飞, 2014)。本研究中，雌性黄条 卵

巢中 hsp70 基因表达最高，其次为鳃、心和脾脏，而

雄性黄条 中鳃组织 hsp70 基因显著高表达，其次为

垂体、头肾和精巢，与其他已报道的鱼类有一定的差

异，表明 hsp70 基因的组织表达特性具有典型的物种

特异性。更有趣的是，黄条  hsp70 基因的组织表达也

具有较为明显的性别二态性，其具体的生物学意义和生

理学功能有待于进一步深入解析。 

先前研究表明，热休克蛋白在动物胚胎发育过程

中也起着非常重要的生理作用，除了作为分子伴侣维

持胞内蛋白稳态以外，还参与组织或器官的形态建

成，HSPs 在胚胎发育中的表达具有发育阶段依赖性

和组织特异性(Rupik et al, 2011)。但有关 hsp70 对水

生生物胚胎发育的调控作用及机制研究报道较少，对

斑马鱼(Danio rerio)的研究表明，在卵母细胞发生过

程中可检测到 hsp70 基因表达，且与胚胎发育过程中

晶状体和脑等器官的发生发育密切相关(Evans et al, 

2005、2007)。本研究中，黄条 未发生卵裂的受精

卵中检测到 hsp70 mRNA 的表达，表明其具有亲本遗

传的特性，这与斑马鱼中 hsp70 参与卵母细胞发育过

程的结果类似(Rupik et al, 2011)，但黄条  hsp70 基

因主要来自母本还是父本或者父母本双方，有待于进

一步在性腺分化发育过程中的表达检测来验证。另

外，在黄条 胚胎发育各阶段均可检测到 hsp70 基因

的转录表达，在原肠前期开始显著上调表达直至胚胎

孵化出膜期达峰值，该结果与鳜鱼 hsp70 在胚胎发育

过程中的表达模式相似(王鹏飞, 2014)。在黄条 胚胎

发育过程中，自原肠期原口关闭后，胚体形成，其后

视囊和晶体等器官相继发生和发育(徐永江等, 2019)，

hsp70 的这种特定发育期的高表达模式表明其可能参

与了黄条 胚胎发育阶段器官形成发育的调控，具体

的作用及机制有待于进一步研究确证。 

在黄条 仔稚幼鱼生长发育阶段，hsp70 在 1 d

仔鱼中高表达，这与亲本遗传有关。其后，在 4 d 仔

鱼中显著下调表达，这一时期是黄条 开口由内源性

营养向外源性营养过渡的关键时期，仔鱼初次接触到

外源性营养供给，可能会造成一定的生理适应性的改

变，而 hsp70 的下调表达特性也表明其可能参与了内

外营养转化过程的生理适应调控。黄条  7 d 仔鱼已

完全积极地摄食外源营养，鳔已充气，10~15 d 仔鱼

消化系统发育完全、生长加速，且 15 d 仔鱼尾椎开

始完全准备进入变态期(徐永江等, 2019)，这一时期
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hsp70 的高表达可能提示其在黄条 变态前期摄食与

生长发育过程中起着重要的生理调控作用，具体的途

径与机制有待于深入研究。黄条  20 d 仔鱼进入变态

期，至 25 d 变态完成进入稚鱼期，此时的苗种各种

表观器官发育更为完善且生长更为迅速，而 hsp70 显

著下调表达，表明其在变态期和变态完成后的调控作

用发生变化。下一步，本实验室将借助基因敲降等手

段深入探究黄条 胚胎发育过程中 hsp70 基因对器官

发生发育的调控作用与生理机制。 
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Molecular Cloning and Temporal Expression Pattern of hsp70 Gene  
During the Early Life Stages of Seriola aureovittata 

FANG Lu1,2, XU Yongjiang2①
, CUI Aijun2, JIANG Yan2, WANG Bin2, ZHOU Heting1,2, LIU Xuezhou2 

(1. School of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Joint Laboratory for Deep Blue Fishery 

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

Abstract    Seriola aureovittata is a long-distance migratory oceanic species belonging to the 

Carangidae family; it is also known as yellowtail kingfish. It inhabits temperate and subtropical marine 

waters worldwide. We reached a significant breakthrough in S. aureovittata seedlings production in 2017, 

enabling current massively juvenile rearing in China, which became a promising candidate for the farming 

industry, especially for the rapidly growing open ocean aquaculture. However, sudden larvae death caused 

by environmental changes-related stresses during the early life stages of S. aureovittata leads to great 

losses. Thus, exploring the physiological mechanism of larvae responses to environmental stresses during 

seedlings' production under artificial breeding conditions is urgently needed. Heat shock proteins (HSPs) 

play an important function in the physiological regulation of stress and immune responses in vertebrates, 

including fish. HSP70 is a member of the HSPs family studied in dozens of fish species, with 

physiological roles in protein homeostasis, DNA protection, and stress tolerance enhancement, among 

others. To investigate the possible physiological effects of HSPs on early growth and development of 

S. aureovittata, we cloned and obtained the full-length cDNA sequence of the hsp70 gene. Furthermore, 

the structure and spatial and temporal expression patterns of hsp70 during embryonic development, larval 

and juvenile growth and development of S. aureovittata were determined. The results showed that the 

full-length cDNA sequence of the hsp70 gene contains 2 332 bp, wherein the 5'-UTR is 187 bp, the ORF 

is 1 920 bp, and the 3'-UTR is 225 bp in length. A 639 amino acids protein with a molecular weight of 

70.1 kDa is encoded by hsp70. The hsp70 spatial expression exhibited a sex dimorphism pattern, with 

significantly high expression levels in the gill, heart, spleen, and ovary in females, whereas in males, the 

significantly high expression levels were found in the pituitary, gill, head kidney, and testis. Notably, the 

highest hsp70 expression levels were observed in the ovary of females and the testis of males. During the 

S. aureovittata embryonic development, the hsp70 mRNA was detected in fertilized eggs before cleavage, 

indicating that hsp70 is parentally inherited. Additionally, the hsp70 mRNA could be detected at all stages 

of embryonic development, wherein the lowest expression levels were observed before the low blastula 

stage, with a significant increase at the early gastrula stage maintained until the hatching stage. The high 

levels of hsp70 mRNA were detected in one-day-old larva, which decreased in four-day-old larva, 

followed by an increase in 15-day-old larva. Remarkably, the hsp70 mRNA level once again decreased in 

20-day-old larva, maintaining an average level until 60-day-old juveniles. The results from the present 

study may provide insights into the origin and physiological function of hsp70 during the early life stages 

of S. aureovittata.   

Key words    Seriola aureovittata; hsp70; Gene cloning; Expression and regulation; Early life stages 
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黄条 白介素-1β基因克隆及其免疫应答分析* 

王  琳 1,2  王  滨 1,2  徐永江 1,2①  关长涛 1,2 
(1. 农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室(中国水产科学研究院黄海水产研究所)  山东  青岛  266071； 

2. 崂山实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能研究室  山东  青岛  266237) 

摘要    白介素-1β 是一种典型的促炎细胞因子，参与调控免疫细胞增殖、分化和凋亡等过程。本

研究从黄条 (Seriola aureovittata)中鉴定到 2 个白介素-1β 分子(分别命名为 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2)。

SaIL-1β1 全长 cDNA 序列为 1 292 bp，开放阅读框长度为 828 bp，编码 275 个氨基酸；SaIL-1β2 cDNA

序列为 1 337 bp，开放阅读框长度为 960 bp，编码 319 个氨基酸。SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 编码的蛋白

均含有 IL-1 保守的结构域和 12 个 β折叠，具有结构上的保守性。组织表达分布显示，SaIL-1β1 在

头肾中表达量最高，脾脏和肝脏次之；而 SaIL-1β2 在鳃中表达量最高，头肾和脾脏次之。脂多糖(LPS)

刺激后，SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 在头肾和脾脏中的表达量均显著增加。在头肾中，LPS 刺激后 6 h，

SaIL-1β1 急剧上升至对照组的 10.03 倍(P<0.05)，随后逐渐回落，在 12、24、48、72 h 分别为对照

组的 7.15、4.09、2.71、3.03 倍(P<0.05)；在刺激后 6 h，SaIL-1β2 表达量急剧上升至对照组的 11.49 倍

(P<0.05)，最后逐渐回落，48 h 恢复至正常水平，72 h 下降至对照组的 0.29 倍(P<0.05)。脾脏中，

LPS 刺激后 6 h，SaIL-1β1 表达量急剧上升至对照组的 6.59 倍(P<0.05)，随后逐渐回落；SaIL-1β2

转录水平表达模式与 SaIL-1β2 相似。综上，本研究在黄条 中鉴定了 2 种白介素-1β 分子，并探讨

了其在免疫应答中的表达规律，为研究白介素-1β 分子在黄条 抗菌免疫中的作用提供了基础。 

关键词    白介素-1β；免疫应答；细胞因子；黄条  

中图分类号 Q71   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0064-10 

白介素-1 (IL-1)家族是调节免疫系统炎症反应的

重要细胞因子，在哺乳动物中，该家族包含 IL-1α、
IL-1β、IL-18、IL-1Ra、IL-36Ra、IL-38 和 IL-17 等

11 个成员(Wang et al, 2013)，按功能主要分为三类，

分别为具有促炎活性的细胞因子、天然受体拮抗剂和

抗炎细胞因子(Dinarello, 2018)。IL-1β 作为一个典型

的促炎细胞因子，广泛存在于后生动物中，在病原感

染引起的免疫防御中发挥重要作用。哺乳动物成熟的

IL-1β 蛋白由 IL 前体和 IL1 两个结构域构成，12 个 β
折叠片折叠形成三叶草状结构，其 C-末端含有 IL-1

家族的特征基序(Dinarello, 2013)。正常情况下，IL-1β
以无活性的前体形式存在于细胞基质中，当接收到外

界刺激信号后， IL-1β 前体经半胱氨酸蛋白酶 -1 

(caspase-1)特异性切割，形成具有生物学活性的成熟

abc
图章
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IL-1β，通过非经典分泌途径从细胞中释放出来

(Wewers et al, 1997)。IL-1β 与受体结合后，通过衔接

蛋白髓样分化因子(MyD88)激活下游的白介素 1 受体

相关激酶 (IRAKs)和肿瘤坏死因子受体相关因子

(TRAF6)，调控核因子 κB (NF-κB)、c-Jun 氨基末端

激酶(JNK)等转录因子的激活，进而在机体免疫应答、

炎症响应、代谢调节、肿瘤转移等一系列生理过程中

发挥作用(Dinarello, 2018)。 

IL-1β 的结构和功能在进化中较为保守。目前，

已在多种鱼类中鉴定出 IL-1β基因，且发现在新真骨

鱼亚群、原棘鳍总目等鱼类中存在 1 个以上的 IL-1β

亚型(Engelsma et al, 2003; Zou et al, 1999)。溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)、耶尔森氏菌(Yersinia ruckeri)、

神 经 坏 死 病 病 毒 (VNNV) 和 寄 生 性 血 内 鞭 毛 虫

(Trypanoplasma borreli)感染能够引起鱼类 IL-1β表达

响应(Wu et al, 2015; Pleguezuelos et al, 2000; Wu et al, 

2019)。个体注射重组 IL-1β 蛋白能够增强鱼类单核/

巨噬细胞迁移和吞噬活性，抑制细菌增殖(Gao et al, 

2019; Hong et al, 2003)。在鲤鱼(Cyprinus carpio)、牙

鲆(Paralichthys olivaceus)中使用重组 IL-1β 作为佐剂

可增强疫苗注射后的免疫应答，提高抗体效价(Guo 

et al, 2018; Taechavasonyoo et al, 2013)。 

黄条 (Seriola aureovittata)肉质鲜嫩，具有极大

的消费市场潜力(Wang et al, 2021)。目前，黄条 的

人工繁育和养殖技术已日渐成熟，但其疾病防控技术

尚待完善(Purcell et al, 2018)。本研究通过 RACE 克

隆获得黄条  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的 cDNA 全长，

并基于序列特征进行了生物信息学分析，进而通过荧

光定量 PCR (qRT-PCR)技术对 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的

组织分布和免疫应答模式进行了探究，以期为黄条 疾

病综合防控技术提供基础信息。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用黄条 (平均体重约 430 g)于实验 1 周前

购自辽宁省大连富谷水产有限公司，置于 18~25 ℃、

盐度 20~23、pH 8.0~8.3 的无菌海水中暂养，期间持

续充氧，并投喂商品化基础饲料以维持良好状态。 

1.2  实验方法 

1.2.1  动物刺激实验、样品收集    将 40 尾黄条

随机等分为 2 组，MS222 麻醉后称重，实验组按照

1 μg/g 体重注射脂多糖(LPS)，对照组注射磷酸盐缓

冲液(PBS)，分别于 6、12、24、48、72 h 后每组随

机取 4 尾鱼，解剖取头肾和脾脏组织，保存于液氮中，

用于总 RNA 提取。此外，取对照组黄条 的脑、肝

脏、肌肉、垂体、胃、心脏、脾脏、头肾和鳃组织保

存于液氮中，用于基因克隆和组织表达分析。 

1.2.2  总 RNA 提取和 cDNA 合成    采用 Trizol 法

提取上述黄条 各组织样品总 RNA。通过琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA 质量，使用 NanoDrop2000 定量并

调整至相同浓度备用。以黄条  9 个组织混合 RNA

为模板，使用 SMARTer RACE 5′/3′试剂盒(TaKaRa)，

按照说明书操作步骤分别合成 5′RACE 及 3′RACE 

cDNA，用于基因片段克隆。使用 Primer ScriptTM RT 

Master Mix 试剂盒(TaKaRa)将黄条  LPS 刺激实验

的组织 RNA 分别反转录为 cDNA，用于不同组织及

LPS 不同时期基因表达情况的检测。 

1.2.3  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 基因的克隆与测序 

根据 NCBI 基因组数据库中注释的基因序列信

息，使用 Primer Premier 5.0 软件设计 SaIL-1β1 和

SaIL-1β2 的特异引物(表 1)，并利用 ExTaq 高保真酶

进行扩增。扩增体系(25 μL)：ExTaq 酶 0.15 μL，cDNA

模板 1 μL，正反向引物各 1 μL，10×Buffer 2.5 μL，

dNTP 2.0 μL、MgCl2 1.5 μL，ddH2O 15.85 μL。反应

程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 3 min 40 s，35 个循环。扩增产物经

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后，切胶回收目的条带连接

T 载体并转化至克隆菌 pMD19-T，挑取阳性单克隆菌

株，送生工生物(上海)股份有限公司进行测序。 

1.2.4  基因序列分析    利用 DNAMAN 对 SaIL- 

1β1 和 SaIL-1β2 的氨基酸序列进行序列比对；利用

SMART 软件预测 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的蛋白结构域；

利用在线蛋白分析软件(https://www.expasy.org)预测蛋

白分子量和等电点；通过 SWISS-MODEL (https:// 

swissmodel.expasy.org/)预测 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 蛋

白的三级结构；通过 NCBI 查找相关脊椎动物 IL-1

氨基酸序列(表 2)，利用 SeaView4 软件(Gouy et al, 

2010)采用最大似然法构建进化树。 

1.2.5  qRT-PCR    根据 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 序列

设计 qRT-PCR 引物，选用 18S rRNA 作为内参基因进

行 qRT-PCR 扩增。反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 15 s，

60 ℃ 45 s，40 个循环。每个待测样品均设置 3 次重

复，保证准确性。实验得到的数据采用 2−ΔΔCt 法处理

数据，经计算得到 SaIL-1β1 和 SaIL-1β的相对表达量

(Schmittgen et al, 2008)。 

1.2.6  数据分析    本实验所涉及数据的差异性分

析均利用 SPSS 软件，使用单因素方差分析(one-way 

ANOVA)进行比较。所有数据以平均值 ±标准差

(Mean±SD)(n=3)表示，P<0.05 为差异显著。  
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表 1  本研究用到的引物序列 
Tab.1  Nucleotide sequence of primers used in this study 

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

SaIL-1β1-F1 TTCACTCTCATCAGTCTACATCAGG 

SaIL-1β1-R1 GTACCCTCAGCATCTGGATACATTA 

SaIL-1β1 核心序列扩增 
SaIL-1β1 core sequence 

SaIL-1β2-F1 CAGACCTTCCTCAATTCAGAAAAAG 

SaIL-1β2-R1 CCAAATTAGTTACAAGGCTTTATTA 

SaIL-1β2 核心序列扩增 
SaIL-1β2 core sequence 

UPM(long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT Universal primer 

UPM (short) CTAATACGACTCACTATAGGGC Universal primer 

SaIL-1β1-R334 GGCGTCCGCAACCGTCTTCACAAC 5ʹRACE, 1st 

SaIL-1β1-R220 GTTCACCGCCATCACCAGCGTAGC 5ʹRACE, 2nd 

SaIL-1β1-F197 GCTACGCTGGTGATGGCGGTGAAC 3ʹRACE, 1st 

SaIL-1β1-F385 CACCCTGAGCGACACCCAGAAGAA 3ʹRACE, 2nd 

SaIL-1β2-R761 GGGTGCCAGTCTACATTCAGTAAGGGG 5ʹRACE, 1st 

SaIL-1β2-R416 GTGCTGGGTAAAGGTGGCAAGTAGGT 5ʹRACE, 2nd 

SaIL-1β2-F735 CCCCTTACTGAATGTAGACTGGCACCC 3ʹRACE, 1st 

SaIL-1β2-F227 GTGCTTTTCAAATCCACCAAGTCAGTT 3ʹRACE, 2nd 

SaIL-1β1-F2 GTCACTCTGAAAGGAGGATACGCCG qRT-PCR 

SaIL-1β1-R2 GACGCAGGAGAGGTAGAACTTGTGG  

SaIL-1β2-F2 TGGAGACAGTGGAGGACAAAAGC qRT-PCR 

SaIL-1β2-R2 AGGGAAGGAGGCAGACATGAAAG  

18S-F TACCACATCCAAAGAAGGCA 内参基因 

18S-R TCGATCCCGAGATCCAACTA Reference gene 
 

2  结果 

2.1  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的编码序列分析 

以黄条 脑、肝脏和肌肉等混合组织为模板，扩

增得到候选白介素基因序列，分别命名为 SaIL-1β1

和 SaIL-1β2，SaIL-1β1 基因全长 cDNA 为 1 292 bp，

其中，5′UTR 为 25 bp，3′UTR 为 439 bp，编码区长

度为 828 bp，编码 275 个氨基酸，预测蛋白质分子量

为 30.75 kDa，理论等电点为 6.14 (图 1)。SMART 保

守结构域分析显示，SaIL-1β1 第 121~268 个氨基酸区

域构成 IL-1 结构域(图 3a)。SaIL-1β2 基因全长 cDNA

序列为 1 337 bp，其中，5′UTR 为 122 bp，3′UTR 为

255 bp，编码区长度为 960 bp，编码 319 个氨基酸，

预测蛋白质分子量为 36.66 kDa，理论等电点为 6.40 

(图 2)。SMART 保守结构域分析显示，SaIL-1β1 第

91~245 个氨基酸区域构成 IL-1 结构域(图 3b)。通过

SWISS-MODEL 网站预测获得，SaIL-1β1 和 SaIL-1β2

蛋白均为由 12 个 β 折叠构成的三叶草结构(图 4)。 

2.2  氨基酸多序列比对与系统进化分析 

SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 蛋白序列与其他物种的同

源性分析显示，SaIL-1β1 与高体 (Seriola dumerili, 

XP_022625284.1)、大菱鲆(Scophthalmus maximus, 

XP_035481228.1)、大黄鱼(Larimichthys crocea , 

KAE8285371.1)和罗非鱼(Oreochromis niloticus , 

XP_005457944.1)蛋白的相似性分别为 87.04%、

53.01%、50.55%和 47.58%。SaIL-1β2 与高体  

(BAT57261 .1 )、卵形鲳鲹 (Trach ino tus  ova tus , 

AZL87291.1)、大菱鲆(XP_035496710.1)和大黄鱼

(KAE8291795.1)蛋白的相似性分别是 97.25%、

77.43%、65.18%和 60.16%。氨基酸多序列比对揭示，

SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的 C 端均含有 IL-1 超家族典型的
[FC]-x-S-[ASLV]-x(2)-P-x(2)-[FYLIV]-[LI]-[SCA]-T-x
(7)-[LIVM]基序(图 5)。进化树分析结果表明，脊椎动物

IL-1β 蛋白分为两支，哺乳动物、爬行动物和鸟类聚为

一支，鱼类聚为一支，SaIL-1β1 与高体  IL-1β 亲缘关

系较近，SaIL-1β2 与卵形鲳鲹 IL-1β亲缘关系较近(图 6)。 

2.3  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 在不同组织中的表达分布 

通过 qRT-PCR 检测 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 在黄条

脑、肝脏、肌肉、垂体、胃、心脏、脾脏、头肾和

鳃中的表达水平。结果显示，9 种组织中均检测到

SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 转录水平表达。其中，SaIL-1β1

在头肾中表达量最高，脾脏和肝脏次之，随后依次是

鳃、心脏、胃、垂体、肌肉和脑(图 7a)。SaIL-1β2 在 
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图 1  黄条  SaIL-1β1 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 SaIL-1β1 in S. aureovittata 

小写字母为核苷酸序列，大写字母为推导的氨基酸序列，阴影表示起始密码子和终止密码子； 

下划线表示保守结构域；双下划线表示 polyA 信号。 
Lowercases indicate the nucleotides, and uppercases indicate the amino acids. Shadow indicates the start and stop codons. 

Underline indicates the conserved domain. Double underline indicates the polyA tail sequence. 
 

鳃中表达量最高，头肾和脾脏次之，随后依次是心脏、

胃、垂体、肌肉、肝脏和脑(图 7b)。 

2.4  LPS 刺激后黄条 免疫组织中 SaIL-1β1 和

SaIL-1β2 的表达 

在 LPS 刺激后的黄条 头肾中，SaIL-1β1 各时间

点转录水平表达均显著高于对照组，在 LPS 刺激后

6 h，SaIL-1β1 急剧上升至对照组的 10.03 倍(P<0.01)，

随后逐渐回落，在 12、24、48、72 h 分别为对照组

的 7.15、4.09、2.71、3.03 倍(P<0.05)(图 8a)。SaIL-1β2

转录水平呈现出先上升后下降的趋势，在 LPS 刺激

后 6 h，急剧上升至对照组的 11.49 倍(P<0.05)，最后

逐渐回落，48 h 恢复至正常水平，72 h 下降至对照组

的 0.29 倍(P<0.05)(图 8b)。 
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图 2  黄条  SaIL-1β2 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 SaIL-1β2 in S. aureovittata 

小写字母为核苷酸序列，大写字母为推导的氨基酸序列，阴影表示起始密码子和终止密码子； 

下划线表示保守结构域；双下划线表示 polyA 信号。 
Lowercases indicate the nucleotides, and uppercases indicate the amino acids. Shadow indicates the start and stop codons. 

Underline indicates the conserved domain. Double underline indicates the polyA tail sequence. 
 

在 LPS 刺激后的黄条 脾脏中，SaIL-1β1 转录水

平显著升高，在 LPS 刺激后 6 h，SaIL-1β1 急剧上升

至对照组的 6.59 倍(P<0.05)，随后逐渐回落，在 12、

24、48 h 分别为对照组的 3.85、4.09、2.17、2.65 倍

(P<0.05)，72 h 恢复正常水平(图 8c)。SaIL-1β2 转录

水平表达模式与 SaIL-1β1 相似，在 6、12、24、48 h 

分别为对照组的 7.25、3.20、2.02、1.59 倍，72 h 恢

复至正常水平(图 8d)。 

3  讨论 

本研究在黄条 中克隆获得了 SaIL-1β1 和

SaIL-1β2 两个基因，分别编码 275 和 319 个氨基酸。
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经预测，2 个蛋白均不含信号肽，具有白介素-1 结构

域并含有 12 个 β 折叠片。与其他脊椎动物相同，鱼

类 IL-1β蛋白在前体阶段被半胱天冬-1 酶分解后分泌 
 

 
 

图 3  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 蛋白结构域预测 
Fig.3  The predicted domain of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 

a：SaIL-1β1 结构域；b：SaIL-1β2 结构域 
a: Domain of SaIL-1β1; b: Domain of SaIL-1β2 

 

 
 

图 4  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 蛋白三级结构预测 
Fig.4  The tertiary structure of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 

a：SaIL-1β1 蛋白；b：SaIL-1β2 蛋白； 

c：人类 IL-1β 蛋白 
a: SaIL-1β1 protein; b: SaIL-1β2 protein;  

c: Human IL-1β protein 
 

表 2  序列比对及进化树构建所用 IL-1β蛋白序列 
Tab.2  The amino acid sequences of IL-1β used in 

multi-sequence alignment and phylogenetic analyses 

物种名 Species NCBI Accession No.

智人 Homo sapiens AAA74137.1 

小鼠 Mus musculus EDL28238.1 

绿海龟 Chelonia mydas XP_007066079.1 

原鸡 Gallus gallus NP_989855.1 

非洲爪蟾 Xenopus laevis AAI70521.1 

罗非鱼 Oreochromis niloticus XP_005457944.1 

大黄鱼 Larimichthys crocea KAE8285371.1 

大菱鲆 Scophthalmus maximus XP_035481228.1 

高体  Seriola dumerili XP_022625284.1 

卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus AZL87291.1 

至细胞外，因此，分解过程无信号肽参与(Wewers et al, 

1997)。SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 两个蛋白含有的 12 个 β
折叠是成熟 IL-1β 的典型特征，可能形成对受体结合

至关重要的 β三叶草结构。高等脊椎动物 IL-1β由 IL1

前体结构域和 IL1 结构域组成(Dinarello, 2013)。已有

研究提出，部分鱼类物种中缺少的 IL1 前体结构域功

能性较弱，且其保守性远低于 IL1 结构域(Hailey et al, 

2009)。哺乳动物 IL-1 超家族的 C 端经典基序为[FC]- 
x-S-[ASLV]-x(2)-P-x(2)-[FYLIV]-[LI]-[SCA]-T-x(7)- 
[LIVM] (Bird et al, 2002)，多序列比对结果显示，

IL-1β 的 C 端典型基序在 SaIL-1β1 和 SaIL-1β 蛋白中

均存在，但在黄条 中存在细微变异，为[FC]-x-S- 
[ASLV]-x(2)-[PRS]-x(2)-[FYLIV]-[LI]-[SCA]-T-x(7)- 
[LIVM]形式。相较于哺乳动物 IL-1β，鱼类的 IL-1β
存在基因多态性(Eggestøl et al, 2020; Engelsma et al, 

2003)，本研究在黄条 中发现了 SaIL-1β1和 SaIL-1β2

两种亚型，可能与鱼类基因组复制有关。进一步分析

脊椎动物 IL-1β 分子的进化关系，结果表明，鱼类的

IL-1β 分子发生了独立复制，单独聚为一支，而在鱼

类中 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 分属于 2 个分支，其中，

SaIL-1β1 与高体  IL-1β 进化关系最近，SaIL-1β2 与

卵形鲳鲹进化关系最近。以上结果表明，SaIL-1β1 和

SaIL-1β2 基本具有脊椎动物 IL-1β 的结构特征，可能

属于白介素-1 超家族成员。 

IL-1β 是一种重要的促炎症细胞因子，在免疫响

应中起着重要的调节作用(Dinarello, 2018)。本研究显

示 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 mRNA 在脑、肝脏、肌肉、

垂体、胃、心脏、脾脏、头肾和鳃组织广泛表达，表

明 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 可能广泛参与机体各种生理

活动，其中 SaIL-1β1 在头肾、脾脏、肝脏和鳃中表

达较高，而 SaIL-1β2 主要在鳃、头肾、脾脏和心脏

中表达较高，在肝脏中较少。头肾和脾脏是鱼类主要

的免疫器官，鳃是鱼类接触水环境微生物的主要器

官，其中的黏膜中含有大量的 T 淋巴细胞抵御病原感

染(Klosterhoff et al, 2015)。以上结果暗示了 SaIL-1β1

和 SaIL-1β2 在黄条 免疫响应中具有重要作用。 

头肾和脾脏是硬骨鱼类免疫细胞产生和分化的

重要器官(Kumar et al, 2016)。LPS 是革兰氏阴性菌细

胞壁外壁的主要成分，能够模拟细菌感染、激活机体

炎症信号通路、诱导炎症因子的释放(Lu et al, 2008)。

为探究 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 是否参与黄条 免疫应

答，本研究检测了 LPS 刺激后黄条 头肾和脾脏中

SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 转录水平时序变化。qRT-PCR

结果显示，SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 均在 LPS 刺激后大

量表达，且在刺激 6 h 时表达量最高，达到对照组的

10 倍以上。斑马鱼和大西洋鲑(Salmo salar)等硬骨鱼类 
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图 5  黄条  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 与其他物种 IL-1β 氨基酸序列比对 
Fig.5  Multi-sequence alignment of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 with IL-1β in other species 

黄框为 IL-1 超家族 C 端保守基序。 
Yellow box indicates the conserved motifs of IL-1 superfamily. 
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图 6  黄条  SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 与其他脊椎动物 

IL-1β2 的系统进化树 
Fig.6  Phylogenetic relationship of SaIL-1β1 and  

SaIL-1β2 with other IL-1βs in vertebrates 

在 LPS 刺激后，激活 Toll 通路上调 il-1β表达，进而

诱导其他炎症细胞因子、趋化因子的合成，激活淋巴

细胞和巨噬细胞等，介导机体促炎反应(Pleguezuelos 

et al, 2000; Vojtech et al, 2012)。因此，可以推测，在

LPS 刺激后，SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 在黄条 头肾和脾

脏中表达量上调以参与免疫反应，且在免疫防御早期

的促炎反应中发挥重要作用。 

本研究首次在黄条 中克隆得到 SaIL-1β1 和

SaIL-1β2，通过序列结构、组织表达分析等手段鉴定

了其作为 IL-1β 分子的特征。同时，探明了 SaIL-1β1

和 SaIL-1β2 参与黄条 免疫响应的表达规律，为今

后深入研究细胞因子白介素在黄条 免疫防御中的

作用提供了基础信息。 

 

 
 

图 7  黄条 主要组织中 SaIL-1β1(a)和 SaIL-1β2(b)转录水平表达 
Fig.7  The expression of SaIL-1β1 (a) and SaIL-1β2 (b) transcripts in different tissues of S. aureovittata 

 

 

 
 

图 8  LPS 刺激后 SaIL-1β1 和 SaIL-1β2 的转录水平变化 
Fig.8  The expression of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 transcripts after LPS stimulation 
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Two Putative Interleukin-1 beta Molecules Involved in the  
Immune Response of Seriola aureovittata 

WANG Lin1,2, WANG Bin1,2, XU Yongjiang1,2①
, GUAN Changtao1,2 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea 
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071, China;  

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Laoshan Laboratory, Qingdao  266237, China) 

Abstract    Interleukin-1 beta (IL-1β) is the quintessential pro-inflammatory cytokine, playing 
important roles in immune cell proliferation, differentiation, and apoptosis. The IL-1β genes have been 
characterized for many fish species. Unlike mammalian genes, several species of fish possess two IL-1β 
genes, which may be a consequence of genome duplication in particular fish lineages. Yellowtail kingfish 
(Seriola aureovittata) is a pelagic marine finfish species, which is an emerging candidate for the 
aquaculture industry. Therefore, details encompassing the role of IL-1β in the immune response aids a 
development strategy for economic and efficient aquaculture. In the present study, two novel il-1β 
molecules were identified from S. aureovittata (designated as SaIL-1β1 and SaIL-1β2). The full-length 
cDNA of SaIL-1β1 was 1 292 bp with a 828 bp open reading frame, encoding a polypeptide of 275 amino 
acids, while the full-length cDNA of SaIL-1β2 was 1 337 bp with a 960 bp open reading frame, encoding 
a polypeptide of 319 amino acids. Both SaIL-1β molecules contain an IL1 domain, 12 β-sheets, and a 
C-terminal conserved region, which are IL-1 family signature characters. A phylogenetic analysis revealed 
the fish IL-1βs clustered together. SaIL-1β1 and IL-1β in Seriola dumerili initially clustered together. 
However, SaIL-1β2 initially clustered with IL-1β in Trachinotus ovatu. Real-time PCR showed the 
transcripts of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 were present in all the tested tissues, including the head kidney, 
spleen, liver, gill, heart, stomach, pituitary gland, muscle, and brain. Among them, the SaIL-1β1 
transcripts were predominantly in the head kidney, spleen, and liver. The expression of SaIL-1β2 mRNA 
was predominantly in the gill, head kidney, and spleen. The high expression of SaIL-1β1 and SaIL-1β2 
mRNA in the immune related organs implies a potential role in immune regulation. LPS is a 
pro-inflammatory endotoxin used as a standard immune activating agent. After LPS stimulation, the two 
SaIL-1βs transcripts were vigorously altered in the head kidney and spleen. SaIL-1β1 transcripts were 
significantly increased at 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, and 72 h post-stimulation in the head kidney (10.03, 7.15, 
4.09, 2.71, and 3.03-fold of the control group results, respectively) (P<0.05). Meanwhile, SaIL-1β2 
transcripts significantly increased from 6 h to 24 h post-stimulation after infection in the head kidney (11.49, 
4.08, and 4.70-fold of the control group, respectively) (P<0.05), had returned to normal at 48 h, and had 
decreased at 72 h (to 0.29-fold of the control group) (P<0.05). In the spleen, SaIL-1β1 transcripts were 
sharply elevated at 6 h (to 6.59-fold of control group), gradually returned to normal at 12 h, 24 h, and 48 h 
(3.85, 4.09, 2.17, and 2.65-fold of control group, respectively) (P<0.05), and had dropped to basal level by 
72 h. SaIL-1β2 mRNA had a similar expression pattern to SaIL-1β1. SaIL-1β2 mRNA increased from 6 h 
to 48 h post-stimulation after infection (7.25, 3.20, 1.59, and 1.59-fold of the control group, respectively) 
(P<0.05) and had returned to normal by 72 h. The activated immune signaling promoted the expression of 
SaIL-1β1and SaIL-1β2 in the immune response, especially in the early stage, indicating they might be a 
pro-inflammatory cytokine in S. aureovittata. Collectively, the conserved structure and tissue distribution 
of SaIL-1β1 and SaIL-1β2, together with their sensitivity to LPS stimulation suggests their involvement in 
the immune response, providing clues to our understanding of the role of IL-1β in S. aureovittata during 
immune response.  
Key words    Interleukin-1 beta; Immune response; Cytokine; Seriola aureovittata 
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黄条  npy 基因克隆及其对饥饿再投喂 

的应答特性* 

邱夏君 1,2  王  滨 2  徐永江 2①  崔爱君 2  姜  燕 2 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所   

青岛海洋科学与技术试点国家实验室深蓝渔业工程联合实验室  山东  青岛  266071) 

摘要    为探究神经肽 Y (neuropeptide Y, NPY)在黄条 (Seriola aureovittata)摄食调控中的作用及

机制，本研究采用同源克隆的方法获得了黄条  npy 基因的开放阅读框(ORF)序列，并利用实时荧

光定量 PCR 技术分析了 npy 基因的组织分布以及其对饥饿再投喂的应答特性。黄条  npy 基因 ORF

序列长度为 300 bp，编码 99 个氨基酸的前体蛋白，其中包括 28 个氨基酸的信号肽、36 个氨基酸

的成熟肽。氨基酸序列同源性比对发现，黄条  npy 编码的氨基酸序列与斑马鱼(Danio rerio)等其

他硬骨鱼高度保守(>90%)；系统进化树分析表明，黄条  npy 与高体 (Seriola dumerili)的关系最

近。npy mRNA 在所检测的 12 种组织中均有表达，其中，在脑组织表达量最高，在垂体和胃中表

达量次之。在饥饿再投喂实验中，饥饿刺激了 npy mRNA 的表达，特别是饥饿 21 d 时，实验组垂

体 npy mRNA 表达量显著高于对照组，再投喂 7 d 后恢复到对照组水平。上述结果表明，npy 可能

参与了黄条 的摄食调控，在饥饿代谢补偿机制中发挥了重要作用。 

关键词    黄条 ；npy；克隆；组织表达；摄食 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0074-10 

鱼类的摄食行为不仅与外界因素有关，还受到多

种内源性摄食因子的调控(Volkoff et al, 2020)。下丘

脑神经内分泌因子，如神经肽 Y (neuropeptide Y, 

NPY)、黑皮质素(melanocortin, MCR)及食欲肽(orexin)

等在鱼类摄食中发挥重要的调控作用(Bertucci et al, 

2019; Soengas et al, 2018)。其中，NPY 在鱼类中是一

种强有力的促食欲因子(Bertucci et al, 2019)。 

1982 年，NPY 首次从猪脑中提取出来，因其富

含酪氨酸而被称为神经肽酪氨酸或神经肽 Y，具有显

著促进摄食的功能(Tatemoto et al, 1982)。在硬骨鱼类

中，npy 于 1989 年首次在金鱼(Carassius curatus)中克

隆获得(Kah et al, 1989)。目前，已在大西洋鲑(Salmo 

salar) (Murashita et al, 2009) 、 重 口 裂 腹 鱼

(Schizothorax davidi) (Deng et al, 2019) 、 银 鲫

(Carassius auratus gibelio) (Lei et al, 2019)等硬骨鱼

中相继克隆获得了 npy 基因。已有研究表明，鱼类

npy mRNA 主要在脑中表达(Lei et al, 2019; Deng et al, 

2019)，参与摄食调控、糖脂代谢等多种生理功能

abc
图章
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(Horio et al, 2021)。 

黄条 (Seriola aureovittata)是一种大型长距离

洄游的掠食性鱼类 (Booth et al, 2022; 柳学周等 , 

2017)。本团队于 2017 年突破了黄条 苗种繁育技术，

并开展了其生长和生殖功能基因的相关研究(Wang 

et al, 2021; 徐永江等, 2019)。黄条 食量较大且摄食

凶猛，在养殖过程中，养殖者需了解黄条 的摄食特

性及其内在调控机制，以便对投喂策略做出调整，在

节约养殖成本的同时，促进养殖鱼类的生长，从而获

得更大的经济效益。NPY 作为一种强有力的促食欲

因子(Bertucci et al, 2019)，在硬骨鱼中被证明有促摄

食的作用(Lei et al, 2019; Tolås et al, 2021)，但尚未在

黄条 中鉴定出该基因。本研究拟探究 npy 基因在黄

条 摄食与饥饿补偿机制中的规律，以期为进一步研

究黄条 的摄食和能量代谢提供基础。 

1  材料与方法  

1.1  实验设计与样品采集  

所有动物均经中国水产科学研究院黄海水产研

究所实验动物福利伦理和动物实验安全委员会批准。

本研究所用黄条 购自大连富谷食品有限公司，克隆

及组织表达所用的黄条 为 3 龄鱼，取样 3 尾雌鱼[体

重为(5.58±0.21) kg，全长为(85.67±2.18 cm)]和 3 尾雄

鱼[体重为(4.28±0.04) kg，全长为(80.33±1.36) cm]。

用 MS-222 (120 mg/L)将黄条 麻醉，分别取脑、垂

体、鳃、心、肝、脾、肾、胃、肠、肌肉和性腺等组

织样品，置于液氮中保存备用。 

饥饿再投喂实验所用的黄条 为 1 龄鱼，使用

180 尾实验鱼[体重为(616.25±24.23) g，全长为(41.5± 

0.65 cm)]，设置对照组(持续投喂)和实验组(饥饿再投

喂)，每组设置 3 个平行，每个平行 30 尾鱼，实验正

式开始前驯化 7 d。实验鱼被饲养在容积为 3 m³玻璃

钢水槽中，充气流水养殖(盐度为 27~30，pH 值为

7.8~8.2，溶氧>6 mg/L，水温为 24~26 ℃)，日换水率

为 300%。饵料为冰鲜玉筋鱼(Ammodytes personatus)， 

每天投喂 2 次(07:00 和 18:00)至饱食，1 h 后清理底

部残饵。饥饿再投喂实验组先进行 21 d 饥饿处理，

随后 7 d 与对照组同步投喂。在实验开始后的第 7、

14、21 和 28 天进行取样，每次每组取样 6 尾。取样

前 12 h 统一停止投喂，采用 MS-222 麻醉实验鱼(身

体失去平衡，腹部向上，眼睑有反应)，解剖后取出

脑、垂体和胃，置于液氮中保存备用。 

1.2  总 RNA 提取与 cDNA 反转录 

使 用 RNAiso Plus Total RNA 提 取 试 剂 盒

(TaKaRa, 日本 )提取黄条 的组织总 RNA，通过

NanoDrop 2000C 分光光度计 (Thermo, 美国 )测定

RNA 浓度，当 A260 nm/A280 nm 在 1.8~2.0 之间，RNA 可

用于后续实验。使用 PrimeScript™ RT reagent kit with 

gDNA eraser (TaKaRa, 日本)合成 cDNA 第一链，按

照说明书的操作步骤进行，合成的 cDNA 模板保存于

–20 ℃备用。 

1.3  基因克隆  

根 据 NCBI 数 据 库 中 预 测 的 npy 序 列

(XP_023282438.1)设计特异性引物(表 1)。基因克隆以

脑 cDNA 为模板，PCR 体系(50 μL)包含 25 μL rTaq

酶、ddH2O 21 μL、上下游引物各 1 μL 和 cDNA 模板

2 μL。PCR 扩增条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，38 个循环；

最后 72 ℃再延伸 5 min，4 ℃保存。 

将符合目的基因大小的条带用 Steady Pure DNA

凝胶回收试剂盒(艾科瑞生物)进行胶回收，将胶回收

产物与 pEASY-T1 Simple 载体、Trans1-T1 Phage 

Resistant 感受态细胞(TransGene Biotech, 北京)进行

连接转化，37 ℃培养箱中培养 12 h，挑取阳性克隆

产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.4  基因定量表达分析 

基因定量表达分析使用 TB Green Premix Ex 

TaqTM Ⅱ试剂盒(TaKaRa, 日本)，仪器为 Lightcycler 
 

表 1  本研究所用引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5′~3′) 退火温度 Tm /℃ 目的 Purpose 

npy F ATGCAGCCTAACATGGTGAGC 55 ORF sequence amplification

npy R TCACCACAATGACGGGTCAT 

npy qF GCGGAGGAACTGGCCAAATA 60 qPCR 

npy qR CAACAGCAGCTCTGAGACCA 

18S F TACCACATCCAAAGAAGGCA 53 

18S R TCGATCCCGAGATCCAACTA 
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480ⅡReal-time PCR 仪 (Roche, 瑞士 )。PCR 体系

(10 μL): TB Green Premix Ex Taq Ⅱ 5 μL，上、下游

引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，ddH2O 3.2 μL，cDNA 模

板 1 μL。PCR 扩增条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 

20 s，共 40 个循环，反应结束后进行熔解曲线分析以

验证产物特异性。所有目的基因和内参基因的标准曲

线相关系数 (r2)和扩增效率 (E)：0.99<(r2)<0.999，

0.9<E<1.1。18S 为内参基因，基因相对表达量参照

2–ΔΔCt 法计算(Livak et al, 2001)。 

1.5  结果分析  

使用 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

查找预测的黄条  npy 序列，利用软件 SignalP5.0 

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 分 析

黄条  npy 基因的信号肽，通过 Clustal Omega (http:// 

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)进行序列比对和同

源性分析，利用软件 ExPASy (http://web.expasy.org/ 

compute_pi/)分析成熟蛋白的分子量和等电点，采用

SWISS-MODEL 自动化蛋白质建模服务器 ProModⅡ

程序估计三级蛋白质结构 (https://www.expasy.org/ 

swissmod/SWISS-MODEL.html)。通过 MEGA 7.0 软

件，以邻接法 Neighbor-Joining (NJ)构建系统进化树。 

实验数据以平均值±标准误(Mean±SE)表示。采

用 SPSS 26.0 统计软件进行 T 检验、单因素方差分析

(one-way ANOVA)和 Duncan 多重比较，显著性水平 P

设为 0.05，当 P<0.05 时认为差异显著，当 P<0.01 时

认为差异极显著。 

2  结果 

2.1  黄条  npy cDNA 序列克隆、组织分布和系统进

化分析  

黄条  npy 基因的 ORF 序列长度为 300 bp，编

码 99 个氨基酸，其中，包括 28 个氨基酸的信号肽，

36 个氨基酸的成熟肽，32 个氨基酸的 C 端未知功能

肽段和 1 个 GKR 蛋白水解位点(图 1)，预测的蛋白质

分子量为 11.24 kDa，等电点为 5.02。 

黄条 与斑马鱼(Danio rerio)、大西洋鲑等物种

的 NPY 氨基酸序列比对结果见表 2。黄条  npy 与高

体 (Seriola dumerili) (99.0%)、条纹鲈鱼(Morone 

saxatilis) (98.0%)、大口黑鲈(Micropterus salmoides) 

(96.0%)、大菱鲆(Scophthalmus maximus) (94.9%)的

npy 表现出高度的同源性，其次是鳜鱼(Siniperca 

chuatsi)和半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) (93.9%)、

青鳉(Oryzias latipes) (92.9%)。此外，与其他鱼相比， 

 
 

图 1  黄条  npy 基因 ORF 序列和推导的氨基酸序列 
Fig.1  Sequence of open reading frame and deduced  

amino acid of S. aureovittata npy gene 

起始密码子加框，终止密码子用星号表示。 

推定的信号肽加下划线，水解位点用方框表示。 

成熟肽标以下划线和粗体字母表示。 
The start codon is boxed, and the stop codon is indicated by 

asterisk. Putative signal peptides are underlined, and 

proteolytic site is framed. Mature peptides are underlined and 

indicated in bold letters. 

 

序列相似度也较高(66.3%~80.8%)。npy 基因序列的三

级结构由 2 个螺旋区组成，即 α 螺旋和富含脯氨酸的

螺旋区。2 个螺旋区是互逆平行的，都有两性电离的

特点，且靠疏水键维持稳定(图 2A)。与其他脊椎动物

相比较，黄条  npy 信号肽和成熟肽的结构非常保

守，都包含 28 个氨基酸的信号肽、36 个氨基酸的成

熟肽、3 个脯氨酸和 2 个酪氨酸残基(Pro2/5/8 和 Tyr20/27) 

(图 2B)。系统进化分析表明，黄条  npy 与高体 聚

为一个小的分支，且与鲈形目(Perciformes)、鲽形目

(Pleuronectiformes)的鱼类聚为一个大的分支(图 3)。 

2.2  npy 基因的组织表达分析 

npy 在黄条 脑、垂体和胃中表达量较高，其他

组织少量表达。通过对雌、雄黄条  npy 的组织表达

特性比较发现，在雌鱼和雄鱼的性腺组织中，npy 

mRNA 表达水平呈现显著性差异(P<0.05)，在肠组织

中存在极显著性差异(P<0.01) (图 4)。 

2.3  饥饿再投喂对黄条  npy 基因表达的影响 

与对照组相比，饥饿组黄条 脑、垂体和胃组

织中 npy mRNA 上调表达，恢复投喂后 npy mRNA

表达水平下降。脑组织中，随着饥饿时间的延长，实

验组 npy mRNA 表达水平有上升的趋势，恢复投喂

7 d 后恢复到对照组水平(图 5A)。垂体组织中，实验

组 npy mRNA 变化趋势与脑相似，特别是在饥饿

21 d，与对照组相比，实验组 npy 显著高表达(P<0.05) 

(图 5B)。实验组胃组织中 npy mRNA 水平在饥饿

14 d 时略高于对照组，恢复投喂 7 d 后略低于对照

组(图 5C)。 
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表 2  黄条 与其他脊椎动物 npy 基因氨基酸序列的同源性分析/% 
Tab.2  Homology analysis of amino acid sequences of npy gene of S. aureovittata and other vertebrates /% 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 100                  

2 83.5 100                 

3 64.6 64.6 100                

4 61.5 62.5 65.3 100               

5 63.5 64.6 65.3 97.0 100              

6 80.4 90.7 66.7 63.5 65.6 100             

7 63.9 61.9 64.6 79.8 82.8 63.9 100            

8 61.5 61.5 64.2 91.9 94.9 62.5 77.8 100           

9 64.9 61.9 64.6 79.8 82.8 63.9 98.0 77.8 100          

10 62.5 64.6 64.2 93.9 97.0 65.6 81.8 91.9 81.8 100         

11 64.6 64.6 65.3 96.0 99.0 65.6 81.8 93.9 81.8 96.0 100        

12 65.6 64.6 66.3 96.0 98.0 65.6 80.8 92.9 80.8 94.9 99.0 100       

13 63.5 63.5 93.8 67.4 67.4 66.7 66.7 66.3 66.7 66.3 66.3 67.4 100      

14 62.5 62.5 92.7 66.3 66.3 65.6 65.6 65.3 65.6 65.3 65.3 66.3 97.9 100     

15 64.6 66.7 63.2 92.9 96.0 64.6 79.8 90.9 79.8 92.9 94.9 93.9 65.3 64.2 100    

16 80.4 76.3 61.5 58.3 59.4 74.2 58.8 57.3 58.8 60.4 60.4 61.5 59.4 58.3 59.4 100   

17 85.6 94.8 65.6 61.5 63.5 92.8 60.8 61.5 60.8 63.5 63.5 63.5 64.6 63.5 62.5 78.4 100  

18 62.5 63.5 65.3 94.9 96.0 64.6 79.8 90.9 79.8 94.9 94.9 93.9 67.4 66.3 91.9 59.4 62.5 100

注：1. 安乐蜥；2. 牛；3. 斑马鱼；4. 大口黑鲈；5. 条纹鲈鱼；6. 小家鼠；7. 虹鳟；8. 青鳉；9. 大西洋鲑；

10. 大菱鲆；11. 高体 ；12. 黄条 ；13. 中华倒刺鲃；14. 银鲫；15. 鳜鱼；16. 非洲爪蟾；17. 人；18. 半滑舌鳎。 
Note: 1. Anolis carolinensis; 2. Bos taurus; 3. Danio rerio; 4. Micropterus salmoides; 5. Morone saxatilis; 6. Mus musculus; 

7. Oncorhynchus mykiss; 8. Oryzias latipes; 9. Salmo salar; 10. Scophthalmus maximus; 11. Seriola dumerili; 12. Seriola 
aureovittata; 13. Spinibarbus sinensis; 14. Carassius gibelio; 15. Siniperca chuatsi; 16. Xenopus laevis; 17. Homo sapiens; 18. 
Cynoglossus semilaevis. 

 

3  讨论 

3.1  黄条  npy 基因克隆与序列分析 

黄条  npy 基因编码 99 个氨基酸，这与大口黑

鲈(刘浩等, 2016)、牙鲆(Paralichthys olivaceus) (Wang 

et al, 2015)一致，而银鲫 npy 基因编码 96 个氨基酸

(Lei et al, 2019)，大西洋鲑 npy 基因编码 100 个氨基

酸(Murashita et al, 2009)。黄条 成熟肽中的 3 个脯

氨酸和 2 个酪氨酸残基(Pro2/5/8 和 Tyr20/27)在脊椎动物

中是非常保守的，这些脯氨酸和酪氨酸残基在维持

npy 家族的构象中具有重要作用(Cerdá-Reverter et al, 

2000)。与其他硬骨鱼类相似，黄条  npy 的成熟肽 C

端附近也发现 13 个氨基酸残基(ALRHYINLITRQR)，

说明这 13 个氨基酸残基高度保守(Deng et al, 2019; 

Lei et al, 2019)。在爬行类、两栖类、哺乳类和硬骨

鱼类的 NPY 成熟肽中不含半胱氨酸(C)，只在信号肽

第 21 个氨基酸位点上有一个半胱氨酸(C)，在重口裂

腹鱼(Deng et al, 2019)、银鲫(Lei et al, 2019)也得到相

同结果。通过氨基酸比对发现，黄条 与条纹鲈鱼、

大口黑鲈分别有 2 个和 3 个氨基酸差异，与高体 仅

有 1 个氨基酸不同，并且与高体  npy 编码的氨基酸

序列一致性高达 99%。另外，构建的 npy 基因的系统

进化树显示，黄条 与鲈形目、鲽形目其他鱼类聚为

一支，亲缘关系较近。 

3.2  黄条  npy 组织分布特征 

黄条  npy mRNA 在大部分组织中均有表达，特

别是脑、垂体和胃中有较高的表达，这与银鲫(Lei 

et al, 2019)、重口裂腹鱼(Deng et al, 2019)、斑马鱼

(Kaniganti et al, 2021)的结果一致。本研究还发现，

黄条 雌鱼和雄鱼肠组织和性腺中 npy mRNA 的表

达有显著性差异，表明 npy 基因在黄条 的组织表达

模式具有明显的性别二态性，这与黄条  hsp70 基因

的组织表达模式一致(方璐等, 2023)，提示 npy 基因在

雌、雄性腺发育、消化等生理过程中发挥重要的差异

化调控作用，具体的功能差异及可能的作用途径有待

深入研究确证。目前，在其他硬骨鱼中尚未见 npy 基

因的性别二态性相关报道，根据这一特性，可以在产

卵前针对性地对雌、雄亲鱼分别进行营养强化，或可 
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图 2  黄条  NPY 的分子特征 

Fig.2  Molecular characterization of S. aureovittata NPY 

A：预测的黄条 NPY 三级结构；B：黄条  npy 基因编码的氨基酸序列与其他脊椎动物的比对分析。 

连字符(–)指示在一些序列中引入的间隙以最大化对齐，相同的序列用星号(*)表示，保守氨基酸用点号(.)表示， 

高度保守的氨基酸用冒号(:)表示，推定的信号肽标以下划线表示，NPY 成熟肽用方框表示。 
A: The predicted tertiary structure of NPY in S. aureovittata; B: Alignment of the amino acid sequences of the npy gene between 

S. aureovittata and other vertebrates. Gaps introduced in some sequences to maximize the alignment are indicated by hyphens. 

Identical sequences are indicated by asterisks. Dots denote conserved amino acids, and colons indicate highly conserved amino 
acids. Putative signal peptides are underlined, the mature NPY peptide sequences are boxed. 

 

为黄条 亲鱼提供差异化强化培育的思路。 

3.3  黄条  NPY 对饥饿再投喂的应答特性 

摄食调控是由中枢和外周系统协同完成。已有研

究证实，NPY 行使生理功能主要是通过 NPY 受体的

直接或间接作用来实现。斑马鱼室旁核中的 NPY 与

NPY Y1、NPY Y2 或 NPY Y5 受体结合引发传出信

号，激活 PKC 通路，增加食欲和摄食量(Yokobori et al, 

2012)。对大西洋鲑的研究表明，弓状核中的 NPY 神

经元还可以对进入的外周信号如瘦素、胰岛素等因子

做出快速反应，信号向下传递到各个组织，刺激胃等

消化系统分泌 npy mRNA (Kalananthan et al, 2020)；

同时上调促摄食因子(agrp 和 ghrelin)，下调抑摄食因

子(pomc 和 leptin) (Opazo et al, 2019; Zhang et al, 

2020)，从而实现对生物体的摄食调控。 

本研究中，黄条 在饥饿期间，npy mRNA 呈现 
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图 3  黄条  npy 基因与其他脊椎动物的 NJ 系统进化树 
Fig.3  The phylogenetic tree of npy gene of S. aureovittata and other vertebrates using neighbor-joining method 

 

 
 

图 4  黄条  npy mRNA 的组织表达分布特征 
Fig.4  Spatial expression pattern of npy mRNA of S. aureovittata 

柱上方相同字母表示差异不显著(P>0.05)，不同小写字母表示雄鱼各个组织之间存在显著性差异(P<0.05)， 

不同大写字母表示雌鱼各个组织之间存在显著性差异(P<0.05)。 

*表示雌鱼和雄鱼在同一组织内存在显著差异(P<0.05)，**表示存在极显著性差异(P<0.01)。 
Above the same column, the same letters indicate no significant difference (P>0.05), while with different lowercase letters mean 

significant difference between the various tissues of male fish (P<0.05), and different uppercase letters mean significant difference 
between the various tissues of female fish (P<0.05). * indicates significant difference within the same tissue between female and male 

fish (P<0.05), and ** indicates highly significant difference within the same tissue between female and male fish (P<0.01). 
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图 5  黄条 的脑(A)、垂体(B)和胃(C)中 npy mRNA 

在饥饿再投喂条件下的相对表达 
Fig.5  Relative expression of npy mRNA in the brain (A), 

pituitary (B) and stomach (C) of S. aureovittata  
after starving and refeeding 

不同字母表示组内有显著性差异(P<0.05)，*表示在同一个

时间点，对照组和实验组之间存在显著性差异(P<0.05)。 
Different letters indicate significant difference within the group 
(P<0.05), and * indicates significant difference between control 
and experimental groups fish at one given time point (P<0.05). 

 

为上调表达，恢复投喂 7 d 后，npy mRNA 表达水平

恢复到对照组水平，这与银鲫(Lei et al, 2019)、重口

裂腹鱼(Deng et al, 2019)的研究结果相似，表明与其

他硬骨鱼一样，黄条  npy 也参与了摄食调控。 

本研究中，饥饿期间，黄条 脑和垂体 npy mRNA

表达量上升，其原因可能是饥饿刺激神经中枢发出促

食信号，从而启动了 npy mRNA 的表达，从而达到增

强食欲的作用(Yousefvand et al, 2021)；且在恢复投喂

7 d 后，神经中枢发出饱食信号，使 npy mRNA 表达

量略低于对照组。本研究还发现，黄条 饥饿 21 d，

脑组织中 npy mRNA 的表达量升高(P>0.05)；Kehoe 

(2007)等对大西洋鳕(Gadus morhua)研究发现，饥饿

7 d，其脑组织中 npy mRNA 表达变化同本结果一致；

然而，Deng (2019)研究发现，重口裂腹鱼饥饿 5 d 时，

其脑组织中 npy mRNA 出现显著变化。上述研究表

明，npy 基因在禁食初期出现显著应答的时间不同，

这可能是由于物种特异性和环境差异造成。另外，本

研究仅检测了脑、垂体和胃组织中 npy 基因的表达调

控特性，未对 npy 信号通路上其他相关基因如 leptin、

ghrelin、npyr、pomc、gh 和 igf 等摄食与生长调控因

子进行检测及互作关系进行分析，因此，未能进一步

揭示 npy 基因对黄条 摄食调控作用的信号通路，下

一步本实验室将深入开展相关研究，揭示 npy 调控黄

条 摄食作用的信号通路。 

胃是动物重要的消化器官，在摄食调控中扮演了

重要角色(Abdalla, 2017)。本研究中，与脑、垂体组

织一样，黄条 胃组织中 npy mRNA 也存在着明显的

变化，表明胃中的 npy 基因对饥饿再投喂产生了应

答，也参与了黄条 的摄食调节。Kalananthan 等(2020)

研究发现，大西洋鲑胃的扩张与肠壁上的内分泌因子

和受体之间的相互作用调节着肽激素的分泌，这些肽

激素将胃和肠道的饱腹程度以及营养含量传递给中枢

系统。本研究中，饥饿再投喂诱导黄条 脑、垂体和

胃中 npy mRNA 表达的规律一致，均呈现上升再下降

的变化趋势，说明脑、垂体和胃中 npy 对于饥饿的响

应机制是一致的。关于 npy 基因的调控方式仍需进一

步研究，以探明 npy 基因在黄条 饥饿再投喂中的机

制，进一步优化黄条 的摄食投喂策略。 

综上，本研究首次克隆了黄条  npy 基因的 ORF

序列并对其结构和表达模式进行了研究。npy 转录本

主要在脑中显著高表达，其次是垂体和胃，这与其他

硬骨鱼类似。饥饿再投喂实验表明，黄条  NPY 是

具有显著促食欲的内分泌因子，其促摄食的分子调控

机制值得进一步研究。 
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Molecular Cloning and Characterization of npy Gene and Its Response to 
Starvation-Refeeding Strategy in Seriola aureovittata 

QIU Xiajun1,2, WANG Bin2, XU Yongjiang2①
, CUI Aijun2, JIANG Yan2 

(1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China; 2. Yellow Sea Fisheries 
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Joint Laboratory for Deep Blue Fishery Engineering of Pilot National 

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

Abstract    Yellowtail kingfish (Seriola aureovittata), a pelagic marine finfish species with a 

worldwide distribution, is regarded as an emerging candidate for the aquaculture industry owing to its 

fast growth, superior flesh quality, and farming suitability in both sea cages and land-based facilities 

in China. The species has high economic value and is the second most produced Seriola species in the 

world following Japanese yellowtail Seriola quinqueradiata. Researchers worldwide have studied the 

role of regulatory factors neuropeptide Y (NPY) in fish feeding regulation. In recent years, there has 

been great progress in research on food intake in fish, however, very little attention has been paid to 

the endocrine regulation mechanism of food intake. Methods on strengthening the production 

performance of fish through appetite regulation is still a hot research topic. 

The control of food intake and energy metabolism in vertebrates are complex processes 

involving several neural pathways. Some hypothalamic signals are released by peripheral tissues that 

are associated with energy homeostasis or nutrient availability. Among the signaling molecules 

involved, NPY plays a key role. NPY is recognized as one of the most effective appetite regulators, 

which primarily function as a signaling factor to regulate a variety of biological processes such as 

food intake and glucose homeostasis. The orexigenic actions of NPY have been well investigated 

thoroughly over the past decades. Much evidence supports that NPY´s functional role as a regulator 

of energy homeostasis and appetite control is conserved across vertebrates, including teleosts. In 

several species, including rainbow trout, Nile tilapia, and grass carp, NPY injections increase food 

intake, supporting an orexigenic role. In line with this, food deprivation increased npy mRNA 

expression in the brain, such as seen for goldfish and Johnny carp. Moreover, refeeding normalized 

npy mRNA abundance following food deprivation. As S. aureovittata feeds heavily and fiercely, the 

breeding industries need to understand its feeding control mechanism. To make real-time adjustment 

to feeding strategy, it is necessary to obtain high-quality and high-yield aquatic products with the 

least input to maximize economic benefits. As a potent appetite stimulating factor, npy has been 

proven to promote feeding, but this gene has not been identified in S. aureovittata. Therefore, it is 

necessary to explore the variable rules of the npy gene in feeding and starvation compensation 
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mechanism, to provide the special compound feed for breeding. 

To gain insight into the existence of npy in S. aureovittata, we used homologous cloning, RNA 

extraction and reverse-transcription to obtain the ORF sequence of npy. npy belongs to the pancreatic 

polypeptide (PP) family, which plays an important role in appetite regulation and energy expenditure 

in mammals and fish. The ORF of S. aureovittata npy is 300 nucleotides in size and encodes a 

99-amino-acid precusor, with a calculated molecular mass and isoelectric point of 11.24 kDa and 5.02, 

respectively. The precursor protein is composed of a predicted signal peptide of 28-aa in size, 36-aa 

putative mature peptide, a GKR protein proteolytic site, and a 32-aa C terminus of unknown function. 

Bioinformatics analysis on the amino acid sequence identities and evolutionary relationships of the 

npy was performed. Comparison of homology of the precursor peptide sequences of npy analysis 

revealed that S. aureovittata npy displayed a high degree of identity with the counterparts of Seriola 

dumerili (99.0%), Morone saxatilis (98.0%), Micropterus salmoides (96.0%), and Scophthalmus 

maximus (94.9%), followed by Cynoglossus semilaevis (93.9%) and Oryzias latipes (92.9%). 

Phylogenetic analysis highly supported that the npy of S. aureovittata was closely related to that of S. 

dumerili. Furthermore, using real-time quantitative PCR, we found that the npy mRNA is widely 

expressed in 12 tissues, with abundant expression in the brain, followed by the pituitary and stomach. 

In addition, except for the intestine and gonad, npy was found to have no significant difference in all 

other detected tissues of both sexes. To establish the functional link between npy and feeding, the 

expression profiles of npy mRNA during food deprivation and refeeding were examined in S. 

aureovittata. We detected the 7 d, 14 d, and 21 d starvation and 7 d refeeding effect on npy mRNA 

levels. Results showed that fasting induced an increase of npy mRNA levels in brain, pituitary, and 

stomach when compared to the control groups. Interestingly, the pituitary npy transcripts significantly 

increased after 21 d of starvation compared with the control group. In addition, refeeding normalized 

npy mRNA abundance following food deprivation in the brain, pituitary, and stomach. These results 

indicated that npy is involved in the regulation of feeding and energy homeostasis in S. aureovittata. 

Collectively, we provided initial evidence for the existence of npy in S. aureovittata and suggested its 

involvement in the regulation of feeding, which plays an important role in the starvation 

compensation mechanism. 

In summary, we obtained the ORF sequence of npy and clarified its role as a potent orexigenic 

peptide in feeding regulation of S. aureovittata, which would be beneficial for specific feed for this 

species. 

Key words    Seriola aureovittata; npy; Cloning; Tissue expression; Food intake     
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黄条  igfbp-1 和 igfbp-2 基因克隆、表达 

及其生长调控作用* 

张文静 1,2  徐永江 2①  崔爱君 2  王  滨 2  姜  燕 2  王开杰 2  周鹤庭 2 
(1. 浙江海洋大学国家海洋设施养殖工程技术研究中心  浙江  舟山  316022；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深蓝渔业工程联合实验室  山东  青岛  266071) 

摘要    胰岛素样生长因子结合蛋白(insulin-like growth factor binding proteins, IGFBPs)在调节胰岛

素样生长因子的生物学活性和生长调控中起着至关重要的生理作用。本研究克隆了黄条 (Seriola 

aureovittata) igfbp-1、igfbp-2a 和 igfbp-2b 等 3 个基因 cDNA 编码的开放阅读框(ORF)序列，分析了

其组织分布特征，并检测了工厂化不同养殖密度下黄条 肝脏中 5 个基因 igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b、

igf-1和 igf-2对生长的调控作用。结果显示，igfbp-1的ORF长为 741 bp，共编码 246个氨基酸；igfbp-2a

的 ORF 长度为 882 bp，共编码 293 个氨基酸；igfbp-2b 的 ORF 长度为 810 bp，共编码 269 个氨基

酸。它们均具有广泛的组织表达特性，其中在肝脏中显著高表达，且具有性别二态性表达特性。工

厂化养殖条件下，低密度组实验鱼生长速度最快且 igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b、igf-1 和 igf-2 表达

量均最高，与中、高密度组有显著性差异(P<0.05)，且与血清 IGF-1、GH 表达趋势相同，与皮质醇

含量及葡萄糖浓度的趋势相反；而中、高密度组实验鱼的生长及 igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b、igf-1

和 igf-2 表达量均无显著差异。本研究表明，igfbp-1、igfbp-2a 和 igfbp-2b 参与了不同养殖密度下黄

条 生长的调控过程，且与 igf-1、igf-2 对生长的表达调控存在正向协同效应。研究结果为阐释黄

条 生长的分子机制以及工厂化条件下适宜养殖密度的调控提供了理论依据。 

关键词    cDNA 克隆；igfbp-1；igfbp-2；黄条 ；组织表达；生长调控 

中图分类号 S965.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0084-15 

胰岛素样生长因子 (insulin-like growth factor, 

IGF)在脊椎动物的生长发育和代谢调节中起着重要

作用，主要包括 IGFs (IGF-1、IGF-2 和 IGF-3)、细胞

表面受体(IGF-1R 和 IGF-2R)和 IGF 结合蛋白(IGFBP)

等关键因子。IGFBP 是一个由 6 个成员组成的蛋白质

家族(IGFBP1~6) (Hwa et al, 1999; Duan et al, 2005)，

对 IGF 有高度的亲和力。IGFBP 通过与 IGF 及其受

体之间的相互作用影响 IGF 的分布、稳定性、生物学

活性以及在体循环中的流通、转运，从而实现对脊椎

动物生长的调控。目前，在哺乳动物中已发现有 6 种

abc
图章
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类型的 igfbp，每一种通常都有一个等位基因形式，

而在斑马鱼(Danio rerio)、大西洋鲑(Salmo salar)等硬

骨鱼中每个 igfbp 则有 2 个或 4 个亚型，它们虽然在

结构上高度同源，但各有不同的结构功能和组织表达

特性(Allard et al, 2018)。研究显示，肝脏是硬骨鱼类

igfbp 主要的合成场所(钱焜等, 2014)。igfbp-1 被认为

是硬骨鱼生长、繁殖和发育的重要调控因子(Wood 

et al, 2005a; Garcia de la Serrana et al, 2018)，如在大

西洋鲑幼鱼中，igfbp-1 可以与皮质醇相互作用来调控

生长(Breves et al, 2020)。在斜带石斑鱼(Epinephelus 

coioides)体外孵育的原代肝细胞中，igfbp-1 可通过与

胰岛素的互作进而实现对细胞代谢和生长的调控

(Yang et al, 2019)。在硬骨鱼中，igfbp-2 具有广泛组

织表达特性，对 igf 的调控可能通过自分泌或者旁分

泌的通路进行。如在斑马鱼中，长期禁食诱导了肝脏

中 igfbp-2 表达量增加(Duan et al, 1999)。另外，igfbp-2

会通过与 igf的高亲和力来抑制 igf配体的活性从而对

斑马鱼生长过程起抑制调控作用(Wood et al, 2005b)。

Chen 等(2014)在金鱼(Carassius auratus) igfbp-2 的克

隆、分子表征及表达分析中发现，禁食后金鱼肝脏中

igfbp-2 表达量显著上调，并在饲养后迅速恢复到正常

水平，表明 igfbp-2 的表达可能与金鱼的合成和分解

代谢有关，且受到代谢因子的调控。 

黄条 (Seriola aureovittata)是一种具有长距离

洄游特性的暖温性大洋性经济鱼类，分布于全球海洋

中上层，具有较高的经济价值和营养价值(徐永江等, 

2019)，适宜在陆基工厂化循环水、深水网箱、围栏

以及养殖工船等多种模式下养殖(崔爱君等, 2022)。

黄条 体型大、生长速度快，我们前期陆海接力养殖

的研究表明，鱼类的生长受到多种环境因素的影响，

如养殖密度、温度等(Ndandala et al, 2022; 倪嘉豪等, 

2020)，同时受到内源性生长激素–胰岛素样生长因子

(GH-IGFs)轴的调控。igfbp-1 和 igfbp-2 是硬骨鱼类生

长轴的重要调控因子，它们通过与 igfs 及其受体协同

作用调控鱼类的生长发育和营养代谢，但其在黄条

生长调控中的功能与作用目前尚未见报道。 

本实验室前期已开展黄条 快速生长的调控机

制相关研究，克隆了 gh、igf-1、igf-2、ghr 等生长相

关功能基因，并揭示了其在早期生长发育中的分子调

控功能(Wang et al, 2019、2020)。为进一步揭示生长

轴在黄条 生长中的调控作用，本研究克隆得到黄条

 igfbp-1、igfbp-2a 和 igfbp-2b 基因开放阅读框(ORF)

区域，解析其结构特征及表达特性，并探究肝脏中

igfbp-1、igfbp-2 与生长轴关键因子 igf-1、igf-2 对不

同养殖密度下黄条 生长的调控作用，为进一步阐释

黄条 生长调控机制与开发养殖关键技术提供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用黄条 取自大连富谷食品有限公司工厂

化养殖车间，在 6 个容积约 3 m3 的圆形玻璃缸水槽

中随机投放实验用鱼，采用流水养殖的方式，日换水

率 400%以上。养殖水温保持在 22~27 ℃，盐度为

29~32，溶解氧>6 mg/L。按鱼体重的 3%~5%投喂冰

鲜玉筋鱼(Ammodytes personatus)，均饱食投喂。每天

投喂后 1 h 清理养殖水槽，保持底部清洁。实验开始

之前，将实验鱼在玻璃缸水槽中暂养适应 14 d。将筛

选后体质健康的 1 龄鱼[平均体长为(33.12±0.83) cm，平

均体重为(565.83±70.22) g)]重新随机分布，并开始正式

实验，设置低密度组(10 尾/m3)、中密度组(20 尾/m3)和

高密度组(30 尾/m3) 3 个实验组，每个实验组设 2 个平

行。实验鱼在不同养殖密度下 60 d 后取样。暂养结

束时随机取雌雄鱼各 3 尾，用 120 mg/L 的 MS222 麻

醉处理，在冰盘上快速取脑、垂体、鳃、心脏、肝脏、

脾脏、肾脏、头肾、胃、肌肉、性腺等组织于 1.5 mL

无酶灭菌离心管中，置于液氮中保存，后转入–80℃

冰箱中保存，用于 igfbp-1、igfbp-2a 和 igfbp-2b 基因

克隆与组织分布分析。实验结束时，每个密度组分别

采集 6 条实验鱼的肝脏组织于 1.5 mL 无酶灭菌离心

管中，置于液氮中保存后转入–80 ℃中保存，用于检

测不同养殖密度下肝脏组织中 igfbp-1、 igfbp-2a、

igfbp-2b、igf-1 和 igf-2 基因对黄条 生长的表达调控

作用分析。 

1.2  黄条  igfbp-1、igfbp-2 基因克隆 

提取肝脏组织总 RNA，使用 RNAiso Plus 试剂盒

(TaKaRa)；琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性，以

NanoDrop2000C 分光光度计 (Thermo, 美国 ) 测定

RNA 的质量。用 PrimeScript™ RT reagent kit with 

gDNAEraser (Perfect Real-Time)反转录试剂盒(TaKaRa)

合成 cDNA 第一链。 

根据 GenBank 数据库中黄条  igfbp 基因的预

测序列设计引物(表 1)，按照表 2 中的 PCR 体系及

程序扩增 igfbp-1、 igfbp-2a、 igfbp-2b 3 个基因的

ORF 区。 

PCR 扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳后，将目

的条带切胶、回收，将胶回收产物用 pEASY-T1 

Simple 载体(TransGene Biotech，中国)、Trans1-T1 
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表 1  基因克隆及定量表达分析用的引物序列 
Tab.1  Primer sequences used for gene cloning and quantitative expression analysis 

引物 Primer 引物序列 Primer sequence (5′~3′) 目的 Purpose 

igfbp-1 F: ATGCTTCTGTATTTAAACATCCTGGTG 
R: TCAGTGTGTGACTTCTTGATGACACTC 

ORF 扩增 ORF amplification 

igfbp-2a F: ATGATAATGACCAAAAACCTCATGCCTA 
R: CTATATCTGGGCCATGTCAGGGA 

ORF 扩增 ORF amplification 

igfbp-2b F: ATGGTCATACATTTTACATACGGATGGC 
R: TCAGCGGGACGTTGATGCA 

ORF 扩增 ORF amplification 

qigfbp-1 F: TGAGAAGACATTTGTGGCAGGAGTG 
R: CGGGATGGCAGGACAGTTGTTC 

实时荧光定量 PCR qRT-PCR 

qigfbp-2a F: GACACCGAGACGACCACTTTCAG 
R: ATCTCACTCACGCCCTGCTCAG 

实时荧光定量 PCR qRT-PCR 

qigfbp-2b F: CACCAAGAGACCAGCCATAGATGC 
R: ACTCCGTCTGACAGGCACTCTG 

实时荧光定量 PCR qRT-PCR 

qigf-1 F: TTGTGTGTGGAGAGAGAGGCTTT 
R: GAAGCAGCATTCGTCAACAATG 

实时荧光定量 PCR qRT-PCR 

qigf-2 F: GCAAAGATACGGACACCACTCACT 
R: CGCAGGACTGGACGAAGACAT 

实时荧光定量 PCR qRT-PCR 

arp F: TGCCATTGTCATACACTTGCTG 
R: GGGGAACCATTGAAATCTTGAG 

内参基因 Reference gene 

 
表 2  黄条  igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b PCR 体系及扩增程序 

Tab.2  PCR system and amplification procedure for Seriola aureovittata igfbp-1, igfbp-2a and igfbp-2b 

基因 
Gene 

PCR 体系 
PCR system 

PCR 扩增条件 
PCR amplification conditions 

igfbp-1 25 μL Premix Taq™ (TaKaRa Taq™ Version 2.0 plus dye)、正反

向引物各 1 μL、cDNA 模板 2 μL、ddH2O 补充终体积为 50 μL

95 ℃ 5 min，38 个循环(95 ℃ 30 s，58 ℃

30 s，72 ℃ 45 s)，72 ℃ 5 min，4 ℃保存 

igfbp-2a 25 μL Premix Taq™、正反向引物各 1 μL、cDNA 模板 2 μL、

ddH2O 补充终体积为 50 μL 

95 ℃ 5 min，38 个循环(95 ℃ 30 s，56 ℃

30 s，72 ℃ 1min)，72 ℃ 5 min，4 ℃保存。

igfbp-2b 0.5 μL Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England 
BioLabs)、正反向引物各 2.5 μL、10 μL 5×Q5 reaction buffer、1 μL 

10 mmol/L dNTP、cDNA 模板 3 μL，ddH2O 补充终体积为 50 μL

98 ℃ 30 s，50 个循环(98 ℃ 10 s，57 ℃ 30 s，

72 ℃ 90 s)，72 ℃ 10 min，4 ℃保存。 

 
Phage Resistant 感受态细胞(TransGene Biotech,中国)

进行连接转化。之后挑取阳性克隆，送至生工生物工

程(上海)股份有限公司测序。 

1.3  序列分析 

利用 BLAST 程序比对所得 cDNA 及其氨基酸序

列；利用 DNAMAN 进行多序列比对及预测蛋白分子

量和等电点；利用 SignalP 5.0 Server (https://services. 

healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0)在线软件预

测蛋白的信号肽；利用 NetPhos 3.1 Server 软件
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos
-3.1)预测磷酸化位点；利用 NCBI 数据库 (https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)分析预

测结构域；利用 SWISS-MODEL 软件(https://swissmodel. 

expasy.org/interactive)预测蛋白 3D 结构，建立模型；

利用 MEGA 7 软件构建系统进化树。 

1.4  基因表达特性分析 

检测了 igfbp-1、igfbp-2a 和 igfbp-2b 基因的组织

表达特性，以及工厂化不同养殖密度下实验鱼肝脏中

igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b、igf-1 和 igf-2 基因 mRNA

的相对表达量。引物序列见表 1。 

基因定量检测使用 SYBR Premix Ex TaqTM(TaKaRa)

试剂盒，定量 PCR 体系为 10 μL：cDNA 模板 1 μL，TB 

Green Premix Ex TaqTM  (TaKaRa) 5 μLⅡ ，上下游引物

各 0.4 μL，灭菌水 3.2 μL。运用 LightCycler480 荧光

定量 PCR 仪(美国)进行 qRT-PCR。采用两步法反应，

PCR 扩增条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20 s，

共 40 个循环。每个样品设 3 个重复，使用 2–ΔΔCt 法计

算基因的相对表达量。黄条  arp 基因作为内参(表 1)。 
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1.5  统计分析 

数据表示为平均值±标准误(Mean±SE)，用 SPSS 

26.0 软件对基因在不同组织间、不同性别间的表达水

平差异进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，运用

Duncan 多重比较进行显著性检验。采用 Pearson 法进

行基因表达量与不同养殖密度下生长的相关性分析。

以 P<0.05 作为差异显著性标准。 

2  结果 

2.1  黄条  igfbp-1 和 igfbp-2 的基因结构特征 

黄条  igfbp-1 基因 ORF 长度为 741 bp，共编码

246 个氨基酸，其编码蛋白预测分子量为 26.558 kDa，

等电点为 6.55；预测信号肽为 23 个氨基酸，整个编

码序列包含 18 个半胱氨酸残基，聚集在 N 末端和 C

末端结构域(图 1)。 

igfbp-2a 基因 ORF 长度为 882 bp，编码 293 个氨

基酸，预测信号肽为 33 个氨基酸，其编码的蛋白预

测分子量为 32.850 kDa，等电点为 7.42，成熟蛋白在

其 N 末端和 C 末端含有 18 个半胱氨酸残基(图 2)。 

igfbp-2b 基因 ORF 长度为 810 bp，编码 269 个氨

基酸，预测信号肽为 23 个氨基酸，其编码的蛋白预

测分子量为 29.774 kDa，等电点为 7.19，成熟蛋白在

其 N 末端和 C 末端含有 18 个半胱氨酸残基(图 3)。 

3 个基因编码的蛋白 3D 空间结构如图 4 所示：

IGFBP 空间结构 N 末端均存在胰岛素样生长因子结

合蛋白同源物(IB)保守结构域，C 末端均含有甲状腺

球蛋白Ⅰ型重复(Ty-1)保守结构域，且均具有蛋白激

酶 A 和 C、酪蛋白激酶和细胞周期素依赖蛋白激酶 5

磷酸化位点。IGFBP-1 的 N 端结构域位于 32~109，C

端结构域位于 165~240，该域具有 3 个二硫键，分别

位于 165~195、206~217、219~240；具有 DNA 依赖

性蛋白激酶磷酸化位点；α-螺旋占 26.83%，延伸链占

7.72%。IGFBP-2A 的 N 端结构域位于 37~114，C 端

结构域位于 197~276，该域中，3 个二硫键分别位于

197~231、242~253、255~276，还存在一个 N-糖基化

位点位于 275，以及 P38 蛋白激酶、DNA 依赖性蛋

白激酶、丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶、细胞分裂周期激

酶 2、蛋白激酶 G 磷酸化位点；α-螺旋占 29.69%，延

伸链占 6.83%。IGFBP-2B 的 N 端结构域位于 26~102，

C 端结构域位于 173~252，该域中，3 个二硫键分别

位于 173~207、218~229、231~252，还存在糖原合成

酶激酶-3 磷酸化位点；α-螺旋占 25.65%，延伸链占

9.67%。 

 
 

图 1  黄条  igfbp-1 基因 ORF 序列和推导的氨基酸序列 
Fig.1  ORF sequence and the deduced amino acid sequence 

of igfbp-1 gene from Seriola aureovittata 

ORF 区用大写字母表示。起始密码子加框。信号肽加下划

线。下划线和加粗的氨基酸序列表示保守结构域(IB 结构域

和 Ty_1 结构域)。灰色阴影表示半胱氨酸残基； 

*表示终止密码子。下同。 
The ORF domain is indicated by capital letters. The start 

codon is boxed. The signal peptide is underlined. The 
underlined and bold amino acid sequence represent the 

conserved domains (IB domain and Ty_1 domain). The gray 
shadow shows cysteine residues. The stop codon is indicated 

by an asterisk. The same as below. 
 

2.2  氨基酸序列同源性与系统进化分析 

同源性分析表明，黄条  IGFBP-1 氨基酸序列与

五条 (Seriola quinqueradiata)、斜带石斑鱼、黄金鲈

(Perca flavescens)的 IGFBP-1 同源性分别为 98.37%、

84.08%、83.20%，与哺乳动物的 IGFBP-1 同源性为

41%~46% (图 5)。 IGFBP-2A 与高体 (Seriola 

dumeril i)、河鲈 (Perca f luviati l is)、鞍带石斑鱼

(Epinephelus lanceolatus)、大菱鲆(Scophthalmus 

maximus)的同源性分别为 100%、95.90%、96.59%、

93.01%，与高等脊椎动物的同源性为 50%~51%。

igfbp-2b 氨基酸序列与牙鲆(Paralichthys olivaceus)、斑

马鱼、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的同源性分别为 
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图 2  黄条  igfbp-2a 基因 ORF 序列和推导的氨基酸序列 

Fig.2  ORF sequence and the deduced amino acid sequence 
of igfbp-2a gene from Seriola aureovittata 

 

 
 

图 3  黄条  igfbp-2b 基因 ORF 序列和推导的氨基酸序列 
Fig.3  ORF sequence and the deduced amino acid sequence 

of igfbp-2b gene from Seriola aureovittata 

 
 

图 4  黄条  IGFBP-1、IGFBP-2A、IGFBP-2B 蛋白结构 

Fig.4  3D structure of Seriola aureovittata IGFBP-1,  
IGFBP-2A, and IGFBP-2B 

 
84.39%、60.08%、56.93%，与高等脊椎动物的同源

性为 45%~47%。黄条  IGFBP-2A 和 IGFBP-2B 的氨

基酸序列同源性为 55.22% (图 6)。 

系统进化分析表明，黄条  IGFBP-1 与五条  

IGFBP-1 聚为一个小的分支，又与黄金鲈和斜带石斑

鱼等鲈形目鱼类聚为一个大的分支，哺乳动物的

IGFBP-1 单独为一分支。IGFBP-2A 与高体  IGFBP-2

聚为一个小的分支，与河鲈和鞍带石斑鱼等鲈形目鱼

类 IGFBP-2A 聚为一支，又与大菱鲆 IGFBP-2A、牙

鲆 IGFBP-2A 鲽形目鱼类聚为大的一支。而 IGFBP-2B

与牙鲆 IGFBP-2B 等鲽形目鱼类聚为一小支，然后与

斑马鱼 IGFBP-2B 鲤形目鱼类聚为一支，哺乳动物

IGFBP-2 聚为一支，表明黄条  IGFBP-2B 在系统进

化上的保守性较低(图 7)。 

2.3  组织分布 

黄条  igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b 基因在所检

测组织中均有分布(图 8)。igfbp-1 在雌雄鱼肝脏中均

表达量最高(P<0.05)，在性腺中也有高表达，且雄鱼

表达量高于雌鱼(P<0.05)，其他组织间的表达量极低

且无显著差异。igfbp-2a 在雌雄鱼在肝脏中均表达量

最高(P<0.05)，其次为性腺(P<0.05)，在其他组织中

表达量相对较低，雌鱼肝脏中的表达量高于雄鱼的表

达量(P<0.05)。igfbp-2b 在雌雄鱼肝脏中均表达量最

高(P<0.05)，在其他组织中表达量较低且无显著性差

异，雄鱼肝脏中的表达量高于雌鱼(P<0.05)。 

2.4  肝脏 igfbp 对不同养殖密度下生长的表达调控 

本实验室前期研究已表明，在不同工厂化养殖密

度条件下，黄条 的生长性能出现明显差异：低密度

组实验鱼终末体质量和肥满度显著高于高密度组

(P<0.05)，增重率和特定生长率显著高于中、高密度

组(P<0.05)，而中、高密度组实验鱼生长差异不显著

(姜燕等, 2022)。 
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图 5  黄条  IGFBP-1 与其他物种氨基酸序列比对 

Fig.5  Amino acid sequence alignment of Seriola aureovittata IGFBP-1 with other species 

红色框表示(GCGCCXXC)结构域，蓝色框表示(CWCV)结构，绿色框表示 RGD 结构。下同。 
The red box represents the (GCGCCXXC) structure, the blue box the (CWCV) structure,  

and the green box the RGD structure. The same as below. 
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图 6  黄条  IGFBP-2 与其他物种氨基酸序列比对 

Fig.6  Amino acid sequence alignment of Seriola aureovittata IGFBP-2 with other species 
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图 7  黄条  IGFBP-1 和 IGFBP-2 氨基酸序列的系统进化树 
Fig.7  Phylogenetic tree of Seriola aureovittata IGFBP-1 and IGFBP-2 amino acid sequences 

 

检测了不同养殖密度组黄条 肝脏中 igfbp-1、

-2a、-2b 以及 igf-1 和 igf-2 基因表达水平变化(图 9)：

随着密度的增加，igfbp-1、-2a、-2b 的表达量呈现下

降趋势，低密度组表达量最高(P<0.05)，中、高密度

组表达量低且无显著性差异；igf-1 和 igf-2 也呈现低

密度组表达量最高的表达特性(P<0.05) (图 9)。相关

性分析表明，各基因表达水平均与低密度组实验鱼生

长呈现显著正相关(igfbp-1 r=0.836, P<0.05; igfbp-2a 
r=0.443, P<0.05; igfbp-2b r=0.549, P<0.05; igf-1 
r=0.500, P<0.05; igf-2 r=0.925, P<0.05;)，但与中、高

密度组实验鱼生长无显著相关关系。 

3  讨论 

3.1  黄条  igfbp-1、igfbp-2 基因结构与系统进化分析 

本研究首次获得了黄条  igfbp-1、igfbp-2a 和

igfbp-2b 基因的 ORF 序列。结果显示，与其他硬骨鱼

类基本一致，igfbp-1 和 igfbp-2 中均存在 N 末端结构

域中 12 个半胱氨酸残基和 C 末端结构域中 6 个半胱

氨酸残基，这些半胱氨酸残基参与内部二硫键的形成

以及帮助形成 N 末端和 C 末端结构域的球状结构，

且在进化上较为保守(Hwa et al, 1999; Zhou et al, 

2008)。已有研究发现，半胱氨酸残基参与了草鱼

(Ctenopharyngodon idellus) igfbp-2 空间结构的形成

(Yang et al, 2020)。序列比对结果显示，在 N 末端结

构域中，黄条  3 个 igfbp 之间也存在一个共同的保

守的基序(GCGCCXXC)，五条 中也存在类似情况

(Pedroso et al, 2009)，此基序在与 igf 的相互作用中起

着重要作用(Kamangar et al, 2006)。不同物种中 igfbp

的 N 末端和 C 末端具有高度的保守性。中间可变结

构域保守性较低，翻译后修饰，如糖基化位点和磷酸 
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图 8  黄条  igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b 基因在不同组织中的相对表达量 

Fig.8  Relative expression levels of igfbp-1, igfbp-2a, and igfbp-2b in different tissues of Seriola aureovittata 

不同大写字母表示雌鱼不同组织之间差异显著(P<0.05)；不同小写字母表示雄鱼不同组织之间差异显著(P<0.05)。 

*表示雌鱼和雄鱼在同一组织内存在显著差异(P<0.05)，**代表有极显著差异(P<0.01)。 
Different capital letters indicate significant differences between different tissues of female (P<0.05), and different small letters 
indicate significant differences between different tissues of male (P<0.05). * indicates significant difference within the same 
tissue between female and male fish (P<0.05), and ** indicates highly significant difference within the same tissue between 

female and male fish (P<0.01). 
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图 9  不同养殖密度下黄条 肝脏 igfbp-1、igfbp-2a、igfbp-2b、igf-1 和 igf-2 基因的表达特性 
Fig.9  Expression characteristics of liver igfbp-1, igfbp-2a, igfbp-2b, igf-1, and igf-2  

of Seriola aureovittata under different stocking densities 

A、B、C 分别代表低、中、高密度组。 
A, B, and C stand for low, medium, and high density culture group, respectively. 

 
化位点，通常在这个中间区域发现(Zhou et al, 2008)。

黄条  igfbp-1 和 igfbp-2 的 C 末端结构域高度保守，

其中包含一个保守的 CWCV 结构，此结构被称为甲

状腺球蛋白Ⅰ型重复结构域(钱焜等, 2014)，可能在

igfbp 和 igf 与细胞外基质的结合中起重要作用(Bach, 

2018)。先前研究表明，所有哺乳动物 igfbp-1 和 igfbp-2

的 C 末端都含有 RGD 结构(Rodgers et al, 2008)，人

类 igfbp-1 可以通过 RGD 结构与 α5β1 整合素结合来

刺激细胞迁移(Feng et al, 2015)，但在黄条 与其他硬

骨鱼的 igfbp-1 中，其 C 末端区域缺失 RGD 结构，取

而代之的结构为 LGD。斑马鱼(Maures et al, 2002)、

花鲈(Lateolabrax japonicus)(钱焜等, 2014)、大菱鲆

(胡健等, 2012) igfbp-1 中也均未发现 RGD 结构。而

哺乳动物、鸟类和其他已知硬骨鱼 igfbp-2 中的 RGD

结构在黄条  igfbp-2 中有发现，花鲈、大菱鲆 igfbp-2

中也是如此，表明 igfbp-1 在鱼类与硬骨鱼类中发挥

生理功能的机制存在差异。 

本研究从黄条 肝脏中克隆出 2 种类型的

igfbp-2，分别为 igfbp-2a、igfbp-2b。黄条  igfbp-2a

和 igfbp-2b 基因位于不同分支。igfbp-2a 与高体 关

系最近，和斑马鱼 igfbp-2a 聚为一支；而 igfbp-2b 与

牙鲆关系最近，和斑马鱼 igfbp-2b 聚为一支。系统进

化分析结果表明黄条  igfbp-2a 和 igfbp-2b 基因起源

于同一祖先基因，经历了鱼类基因组的复制，是人类

等其他哺乳动物 igfbp-2 的同源基因。在虹鳟体内也

发现了 2 种同源的 igfbp-2 (钱焜等, 2014)，其中一种

还被误命名为 igfbp-3 (Maures et al, 2002)，原因是其

结构与其他的 igfbp 结构相似度很低。本研究也发现，

黄条  igfbp-2b 在结构上保守性较差，系统进化分析

也 表 明 其 与 鲽 形 目 (Pleuronectiformes) 、 鲤 形 目

(Cypriniformes)聚为一支，表明其在系统进化上保守

性不高。在斑马鱼及其他鱼中也发现，igfbp-2 存在类

似同源性且具有不同功能，可能是由基因组复制引起

并在进化过程中发生了生理功能的改变(Allard et al, 

2018)。本研究虽未对其功能进行研究，但发现在黄

条 生长调控中与 igfbp-2a 表达量一致，表明虽结构

不保守，但功能是保守的。 

3.2  组织分布特征 

已有研究表明，肝脏是硬骨鱼 igfbp-1 合成的主

要场所(Pedroso et al, 2009)。本研究在黄条 中检测

到 igfbp-1 mRNA 在肝脏中表达量最高，在脑和性腺

中也有显著表达，但其他组织中 igfbp-1 mRNA 表达

量极低；组织分布特征与五条 (Pedroso et al, 2009)、

牙鲆(翟万营等, 2012)类似。但也有研究表明，陶洋

等(2011)在草鱼成鱼的脾、肌、眼、鳃、胰脏、肠、

脑和性腺中均未检测到 igfbp-1 mRNA 的表达。以上

结果表明，不同鱼类 igfbp-1 mRNA 主要在肝脏中表

达，在除肝脏以外的组织中表达分布差异较大，这可

能取决于物种的特异性。 
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Zhou(2008)等对斑马鱼研究发现，斑马鱼基因组

包含 2 个 igfbp-2，igfbp-2a 和 igfbp-2b 的蛋白具有类

似的生物活性，但这 2 个基因却表现出不同的时空表

达模式。本研究黄条  igfbp-2 mRNA 在肝脏组织中

显著高表达，与鲤鱼(Cyprinus carpio) (Chen et al, 

2009) 、斜带石斑鱼 (Chen et al, 2010) 、五条  

(Pedroso et al, 2009)的研究结果一致。igfbp-2a mRNA

表达量最丰富的组织是肝脏，性腺次之，在鳃、心脏、

肾脏、头肾中也有较高表达但无显著差异。igfbp-2b 

mRNA 也是在肝脏组织表达量最高，其余组织中均有

分布，但表达量极低且无显著差异。这些结果表明，

除了在结构和系统进化上有差别外，黄条 igfbp-2

的 2 种等位基因在生理功能上可能也不同，其功能的

差异特性及可能的作用通路有待于今后进一步验证。

另外，本研究还发现，黄条  igfbp-2a mRNA 在性腺

中也有明显高表达，可能说明其除了调控生长之外，

还有更广泛的生物功能，这在其他鱼中也有发现，如

在鲤鱼(Chen et al, 2009)和虹鳟(钱焜等, 2014)性腺中

也检测到有表达，表明 igfbp-2 对于鱼类性腺发育也

可能具有重要的调控作用 (Chen et al, 2010)，但

igfbp-2 对黄条 性腺发育是否具有生理调控作用尚

需进一步确证。 

本研究还发现，雌雄鱼相同组织中同一基因的表

达量之间也存在差异，比如雄鱼肝脏中基因的表达量

igfbp-1 和 igfbp-2b 显著高于雌鱼，而雌鱼肝脏

igfbp-2a 表达量则显著高于雄鱼。这种性别之间基因

的组织差异性表达，说明 igfbp 发挥生理功能时可能

具有性别二态性，同黄条  hsp70 的基因表达模式相

似(方璐等, 2023)，但这种雌雄差异的特性具体是由

什么决定以及可能的信号通路尚不清楚，值得今后深

入研究。 

3.3  IGFBPs 对黄条 生长的表达调控作用 

越来越多的研究证实，IGFBP 通过生长轴(GH/ 

IGF-I axis)对鱼类生长代谢起着重要的生理调控作用

(Reinecke, 2010)。胡健等(2012)对大菱鲆早期生长发

育过程的调控机制的研究表明，IGFBP-1 和 IGFBP-2

对细胞增殖、生长及组织器官分化发育都起着重要的

生理学作用。本实验室开展的工厂化养殖密度对黄条

生长的影响研究发现，低密度组实验鱼生长显著快

于高密度组(姜燕等, 2022)。本研究进一步发现，在

工厂化低密度养殖条件下，黄条 肝脏中 igfbp-1、

igfbp-2、igf-1 和 igf-2 mRNA 表达水平均显著高于高

密度组实验鱼，同时，这些生长关键因子的表达与低

养殖密度下的快速生长呈显著正相关关系，表明

IGFBPs 与 IGFs 等生长因子通过生长轴对黄条 的生

长起着正向协同调控作用。已有研究表明，igfbp-1

主要在肝脏中合成，其表达和分泌受到分解代谢因子

和激素的高度调控，如肝脏 igfbp-1 表达水平被饥饿、

缺氧和应激高度诱导(Maures et al, 2002; Kajimura 

et al, 2006)。Breves 等(2016)的研究也表明，在饥饿

条件下，大西洋鲑的肝脏 igfbp1a1 显著上调表达，但

同时肌肉 igf1 则显著下调表达，表明肝脏和肌肉组织

中的生长关键因子可能通过不同的途径参与了生长

代谢调控。对五条 的研究也表明，在实验鱼饥饿并

恢复投喂后生长速度加快，同时，肝脏中 igfbp-1、

igfbp-2、igfbp-3、igfbp-5 和 igf-1 表达量均升高，表明

生长轴关键因子 igf-1 与 igfbps 协同参与了饥饿后的代

谢补偿生长调控(Pedroso et al, 2009)。另外，对若鲉杜

父鱼(Scorpaenichthys marmoratus) (Strobel et al, 2020)

研究也表明，实验鱼在饥饿条件下生长受到抑制，同

时肝脏 igf-1 和 igfbp-1 表达水平升高，而 igfbp-2b 基

因表达水平降低，推测是 igf-1 通过与 igfbp 的结合直

接调节细胞有丝分裂和代谢过程，激活生长因子的合

成和释放来调节机体生长(Qian et al, 2016; Hack et al, 

2019)。在体外细胞孵育水平上，有学者研究了生长

激素对鲤鱼原代培养肝细胞中 igfbp-1a 的表达影响，

结果表明，生长激素下调了肝细胞中 igfbp-1a的表达，

推测通过 MAPK 和三碘化磷激酶信号通路实现了对

细胞生长的调控(Chen et al, 2018)。本研究结果表明，

高密度抑制了黄条 肝脏 igfbps 与 igfs 基因的表达，

且它们在生长过程中起正向协同调控作用。 

本实验室的前期研究还发现，工厂化低密度养殖

条件下显著快速生长的黄条 血清中 IGF-1、GH 的

水平均显著高于高密度组条件下生长显著迟滞的实

验鱼，而血清中皮质醇含量及葡萄糖浓度显著低于高

密度组(姜燕等, 2022)。本研究深入分析发现，低密

度下快速生长的黄条 肝脏中 igfbp-1、igfbp-2、igf-1

和 igf-2 mRNA 显著高表达，且血清 IGF-1、GH 具有

相同表达趋势，与皮质醇含量及葡萄糖浓度表达趋势

相反，表明生长轴关键因子与皮质醇和葡萄糖参与了

不同密度下黄条 的生长调控。皮质醇是指示生物应

激状态程度的重要因子，而葡萄糖则是机体供能的重

要来源以及应对环境胁迫的重要生理指标。已有研究

表明，胰岛素可降低 igfbp-1 的表达，糖皮质激素可

增加其表达(O'brien et al, 1995)，这种调节机制有助

于促进 igfbp-1 在饥饿和分解代谢条件下的表达，包

括氨基酸短缺和缺氧(McLellan et al, 1992)。在不利生

长条件下，igfbp-1 的功能是通过与 igf 结合并抑制 igf

活性来降低发育和生长速率 (Maures et al, 2002; 
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Kajimura et al, 2006)。新近对大西洋鲑幼鱼的研究表

明，外源皮质醇激素可以通过调节 GH/IGF-I 生长轴，

主要是肝脏中 igf-1、igf-2、igfbp-1 和 igfbp-2 的表达

来影响大西洋鲑幼鱼的生长和离子调节(Breves et al, 

2020)。同时，Yang 等(2020)在草鱼肝脏细胞的体外

孵育研究中发现，肝细胞 igfbp-2 的表达受到葡萄糖、

胰岛素和胰高血糖素的调控。因此，本研究发现的黄

条 肝脏 IGFBP-1、IGFBP-2、IGF-1 和 IGF-2 等生长

因子与血清皮质醇、葡萄糖之间存在的相关表达调

控，是否是黄条 通过调整机体代谢水平以适应环境从

而获得不同密度下的快速生长优势尚有待于深入研究。 
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Molecular Cloning, Expression Profiles of Insulin-Like Growth Factor-Binding 
Protein-1 (igfbp-1) and igfbp-2 and their regulation effects on growth of 

Yellowtail Kingfish (Seriola aureovittata) 

ZHANG Wenjing1,2, XU Yongjiang2①
, CUI Aijun2, WANG Bin2,  

JIANG Yan2, WANG Kaijie2, ZHOU Heting2 
(1. National Engineering Research Center for Marine Aquaculture, Zhejiang Ocean University, Zhoushan  316022, China; 
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Joint Laboratory for Deep Blue Fishery 

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

Abstract    Insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs) play crucial roles in regulating 

biological activities of insulin-like growth factors (IGFs) and growth performance in vertebrates. 

IGFBP is a six-member protein family (IGFBP1–6) with a high affinity for IGF. It affects the 

distribution, stability, and biological activity of IGF by regulating the interaction between IGF 

ligands and receptors. Recently, IGFBP-1 was identified as a regulator of growth, reproduction, and 

development in bony fish, such as juvenile Atlantic salmon, where IGFBP-1 interacts with cortisol to 

regulate growth. IGFBP-1 regulates cell metabolism and growth through interaction with insulin in 

primary hepatocytes incubated in vitro in orange-spotted grouper (Epinephelus coioides). IGFBP-2 

has a wide range of tissue expression characteristics in bony fish, and IGF regulation may occur 

through autocrine or paracrine pathways. For example, long-term fasting induced increased igfbp-2 

mRNA expression in the liver of zebrafish. In addition, IGFBP-2 can inhibit the activity of IGF 

ligand through its high affinity with IGF to play an inhibitory and regulatory role in zebrafish growth. 

igfbp-2 mRNA expression was significantly up-regulated in Carassius auratus (goldfish) liver after 

fasting, and quickly recovered to normal levels after feeding. This indicated that igfbp-2 mRNA 

expression may be related to the anabolism and catabolism of goldfish, and is regulated by metabolic 

factors. 

Yellowtail kingfish (Seriola aureovittata) of the Carangidae family has high economic value and 

nutrition value. It is a warm and temperate oceanic fish with long distance migration characteristics 

that is distributed in the middle and upper oceans globally. This species is large with a fast growth 

rate, and is a promising candidate for aquaculture in land-based industrial circulating water system, 

deep-water cages, net pen systems, and aquaculture craft, etc. Our laboratory studied the regulatory 

mechanism of the rapid growth of yellowtail kingfish and cloned gh, igf-1, igf-2, ghr, and other 

growth-related functional genes to reveal their molecular regulation in early growth and development. 

igfbp genes regulate the growth, development, and nutrient metabolism of fish through their 

interaction with growth axis. The mechanism of IGFBP and how it influences the regulation of 

yellowtail kingfish growth is unreported. This paper further studied the growth of yellowtail kingfish 
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by analyzing the key growth axis factors.  

RNAiso Plus reagent (TaKaRa) was used to extract total RNA from tissues. RNA integrity was 

detected by agarose gel electrophoresis, and RNA quality was determined by a NanoDrop 2000C 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). First, cDNA strand was synthesized using a 

PrimeScript™ RT reagent kit with a gDNA Eraser (Perfect Real-Time) reverse transcription kit 

(TaKaRa). Primers were designed to clone the predicted sequence of yellowtail kingfish igfbp gene 

according to the NCBI GenBank database. The product was amplified by polymerase chain reaction, 

purified from agarose gel electrophoresis, linked with T4 Ligases, transformed into Trans1-T1 Phage 

Resistant Chemically Competent Cell, and positive clones were selected and tested. Quantitative real 

time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to analyze the distribution of yellowtail kingfish 

tissues and the expression patterns of liver tissues under different densities of industrial culture.  

The lengths of igfbp-1, igfbp-2a, igfbp-2b open reading frame (ORF) domains were 741 bp, 

882 bp, and 801 bp, and encoded 246 amino acids, 293 amino acids, and 269 amino acids, 

respectively. The conserved domain of insulin growth factor-binding protein homologues (IB) was 

present in the N-terminus of the three igfbps, and the conserved domain of thyroglobulin type-1 

repeat (Ty-1) was present in the C-terminus. They had a wide range of tissue expression 

characteristics and were highly expressed in the liver. There were differences between the expression 

of the same gene in the same tissues of male and female fish. For example, the expression of igfbp-1 

and igfbp-2b genes was significantly higher in the liver of male fish compared with female fish, while 

igfbp-2a expression was significantly higher in the liver of female fish compared with male fish. The 

tissue differential expression of genes between sexes indicates that igfbp may have sex dimorphism 

when it plays a physiological role. However, the specific characteristics of this difference between 

males and females and the possible signaling pathway are unclear. The fish in the low-density group 

showed the greatest growth rate and the highest expression levels of igfbp-1, igfbp-2a, igfbp-2b, igf-1, 

and igf-2 under industrial culture conditions. These expression levels were significantly different 

from those of the medium and high-density groups (P<0.05). However, there were no significant 

differences in the expression levels of growth and liver genes between the middle and high-density 

groups.  

igfbp-1, igfbp-2a, and igfbp-2b participated in the growth regulation of yellowtail kingfish. The 

expression regulation of igf-1 and igf-2 had a positive synergistic effect with growth regulation of 

yellowtail kingfish. The ORF regions of igfbp-1, igfbp-2a, and igfbp-2b genes of yellowtail kingfish were 

cloned, and the structural characteristics, tissue expression characteristics, and relationships with growth 

performance were analyzed under different culture densities. The content of serum IGF-1, GH, cortisol, 

and glucose concentration was detected in the early stage. The expression trend of igfbp-1, igfbp-2, igf-1, 

and igf-2 was the same as that of serum IGF-1 and GH in the liver of yellowtail kingfish rapidly growing 

at the low-density group, but contrary to the expression trend of cortisol content and glucose 

concentration. This indicated that the key factors of growth axis, cortisol, and glucose participated in the 

growth regulation of yellowtail kingfish at different densities. However, the specific regulatory 

mechanism requires further study. The results provide a theoretical basis for interpreting the molecular 

mechanism of the growth of yellowtail kingfish and the regulation of suitable culture densities under 

industrial conditions.  

Key words    cDNA cloning; Seriola aureovittata; igfbp-1; igfbp-2; Tissue expression; Growth 

regulation 
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摘要    基于 2019—2020 年北太平洋灯光敷网渔业数据和海表温度、叶绿素、海面高度等环境数

据，采用空间叠加图、频次分析与经验累积分布函数、K-S 检验和 GAM 模型 4 种方法分析了远东

拟沙丁鱼(Sardinops sagax)渔场的单位捕捞努力量(CPUE)时空分布特征及与关键环境因子的相关关

系。分析结果显示，作业渔场重心分布范围为 147°~153°E、39°~43°N，在 4—8 月向东北方向移动，

9—11 月则向西南方向折返。通过频次分析与经验累积分布函数分析，中心渔场区域最适海表温度

为 10.0~18.0 ℃，最适叶绿素浓度为 0.2~0.6 mg/m3，最适海面高度为 0.2~0.7 m。K-S 检验分析表明，

高值 CPUE 海域和海表温度、叶绿素浓度、海面高度均有密切关系，最适范围分别为 10.9~18.9 ℃、

0.2~0.6 mg/m3、0.2~0.7 m。GAM 模型模拟结果表明，高值 CPUE 的最适海表温度为 11.0~17.0 ℃，

最适叶绿素浓度为 0.3~0.8 mg/m3，最适海面高度为 0.1~0.4 m。综合来说，CPUE 高值区海域的最

适海表温度为 11.0~18.0 ℃，叶绿素浓度为 0.2~0.6 mg/m3，海面高度为 0.2~0.7 m。 
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远东拟沙丁鱼(Sardinops sagax)作为一种暖温性小

型中上层鱼类，其集群性强，是世界上渔获量较高的中

上层鱼类之一(韦晟等, 1989)。北太平洋远东拟沙丁鱼

主要分布于中国、日本、俄罗斯沿海及附近公海海域 

(胡雅竹等, 1993)。日本在 20 世纪 20 年代开始进行远

东拟沙丁鱼的商业捕捞，我国在 20 世纪 80 年代开始相

关渔业资源的开发(王明彦等, 1992)。近些年来，我国

在北太平洋公海的远洋渔业稳步发展，主捕鱼种为日本

鲭 (Scomber japonicus) 、 远 东 拟 沙 丁 鱼 、 柔 鱼

(Ommastrephes bartrami) 和秋刀鱼 (Cololabis saira) 

(马超等, 2018)。 

远东拟沙丁鱼渔场历史上经历过数次大的变动，其

产量极不稳定，最显著的是 1965—1980 年间，其产量

最高可达百万吨，而最低时产量不足万吨(管锡弟等, 

abc
图章
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1985)。目前，极少有关于北太平洋远东拟沙丁鱼与海

洋环境因子之间关系的研究报道，仅在食品加工和生理

学方面有少量报道(李亚会等, 2021; 李锐等, 2019)。关

于远东拟沙丁鱼的渔场与海洋环境的关系，仅见徐博等

(2020)对北太平洋的渔获物组成及渔场时空的研究中

有所涉及。根据中国远洋渔业协会统计，近些年来，北

太平洋远东拟沙丁鱼的产量逐渐上升，2020 年其产量

已超过灯光敷网渔业总渔获量的 50%。北太平洋渔业委

员会(North Pacific Fisheries Commission, NPFC)将其列

为优先评估鱼种，准备开展其资源评估与管理的工作

(Nippon Suisan Gakkaishi, 2016)。因此，探讨北太平洋

远东拟沙丁鱼的渔场时空分布及其最适环境特征的影

响对于提高我国北太平洋公海渔业的捕捞效率及渔业

资源的科学管理具有重要现实意义。 

为可持续利用北太平洋远东拟沙丁鱼资源，本研

究采用 2019—2020 年我国在北太平洋渔业生产数

据，结合卫星遥感的海表温度、叶绿素浓度、海面高

度数据，分析远东拟沙丁鱼渔场时空分布及其最适环

境特征的影响，从而为该渔业资源的合理利用和我国

在 NPFC 制定管理政策提供数据支撑与依据。 

1  数据与方法 

1.1  数据来源 

远东拟沙丁鱼渔业数据来自于我国公海拖围网

渔业生产数据库的灯光敷网船生产作业数据，包括作

业时间、作业位置、日产量和作业网次数。时间范围

为 2019—2020 年的渔汛期 4—11 月，渔场范围为 

39°~43°N、147°~153°E (图 1)。 

海表面温度(sea surface temperature, SST)、海面

高度(sea surface height, SSH)数据来自于 CMEMS 

(copernicus.eu) 网 站的 再 分析 数 据， 叶绿 素 浓度

(chlorophyll-a, Chl-a)数据来自 https://coastwatch.pfeg. 

noaa.gov/erddap/griddap/index.html网站的Aqua卫星，

时间范围均为 2019—2020 年，其中，SST 与 SSH 的

空间分辨率为 0.25°×0.25°，Chl-a 空间分辨率为

0.025°×0.025°。使用 ArcGIS10.6 软件进行重采样，

将空间分辨率为 0.025°×0.025°的环境数据(Chl-a)转

换为 0.25°×0.25°的空间分辨率，使用 MATLAB 

2020(a)软件将 0.25°×0.25°的渔业数据与环境数据进

行时空匹配。 

1.2  数据分析方法 

1.2.1  单位捕捞努力渔获量    按照经纬度 0.25°× 

0.25°的空间分辨率计算 2019—2020 年远东拟沙丁鱼

渔场的单位捕捞努力渔获量 (catch per unit effort, 

CPUE)的月平均值，计算公式为(田思泉等, 2010)： 

 CPUE
C

E
  (1) 

式中，C 为 0.25°×0.25°网格内 2019—2020 年 4—11

月每月的渔获量(t)，E 为 0.25°×0.25°网格内每月作业

的总网次数(网)，CPUE 单位为 t/网。共获得 CPUE

样本数量 766 个。 

1.2.2  渔场重心计算    渔场时空位置的变化可以

使用渔场重心来描述，其计算公式为(唐峰华等, 2014; 

化成君等, 2014)： 
 

 
 

图 1  北太平洋远东拟沙丁鱼作业范围 
Fig.1  Range of Sardinops sagax operation in the North Pacific 
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式中，X 代表渔场重心的经度，Y 代表渔场重心的纬

度；Xi 为第 i 网次放网时的纬度，Yi 代表第 i 网次放

网时的纬度；Ci 为第 i 网次的 CPUE，n 代表下网的

总次数。使用 ArcGIS 10.6 软件绘制渔场重心分布图。 

1.2.3  渔场与适宜环境区间     SST、Chl-a、SSH

与 CPUE 的时空变化规律使用 ArcGIS 10.6 软件绘制

分布图来分析，其最适环境参数通过频次分析与经验

累积分布函数(ECDF)得到。高值 CPUE 与适宜表层

环境参数区间和表层环境参数的平均值，采用非参数

统计 K-S (Kolmogorov-Smirnov)检验方法进行显著性

检验。检验方法为分别计算 3 个表层环境变量和中心

渔场(CPUE>10 t/网的海域) CPUE 累计频度曲线，求

出 K-S 检验的统计量 D，并与 D0.05=0.07 (据样本数

766，选取显著性水平为 0.05 可得)相比较，观察其是

否具有显著相关性。累计分布曲线方程和统计量计算

公式如下所示(Perry et al, 1994)： 
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式中， ( )f t 是特征参数经验累积频率分布函数， il x（ ）

是分段函数，g(t)是中心渔场 CPUE 权重经验累积分

布函数。n 为资料个数；t 为分组环境因子值， ix 为

第 i 月温跃层特征参数值；yi为第 i 月的月平均 CPUE；

y 为月平均 CPUE 的平均值；D 为 K-S 检验中的临界

值；通过给定的显著水平 α，采用 K-S 检验统计量。

统计分析使用 MATLAB 2020(a)软件及相关工具包。 

1.2.4  GAM 模 型 构 建     使用广义可加模型

(generalized additive model, GAM)对远东拟沙丁鱼及

其影响因子的关系进行分析，将标准化后的沙丁鱼

CPUE 作为响应变量，SST、SSH、Chl-a 浓度、Lon、

Lat 和 month 作为解释变量构建 GAM 模型，分析时

空和环境因子对 2019—2020 年远东拟沙丁鱼 CPUE

的时空分布的影响。GAM 的表达式为： 

 
log(CPUE)+1~ (SST)+ (SSH)+

(Lon)+ (Lat)+ (Chl- )+ (month)+ε
S S

S S S a S
 (7) 

S 为 自 然 立 方 样 条 平 滑 (natural cube spline 

smoother)，  为误差项。在处理 GAM 模型时，为避

免因为 CPUE 出现零值报错，将所有处理过的标准

CPUE 加 1 后再处理。将 GAM 模型的模拟结果中上

下 95%置信区间虚线离实线最接近的区间定义为渔

场最适环境因子的范围，F 检验来评估影响因子的显

著性。GAM 模型采用 R 语言及相关工具包实现。 

2  结果 

2.1  渔获量 

2019 年，远东拟沙丁鱼总产量为 23 751.6 t，

5—9 月每月产量均保持在 3 000 t 左右的较高水平，5

月总产量达到峰值，为 3 877.8 t (图 2)。2020 年，远

东拟沙丁鱼总产量达到 87 384.47 t，较 2019 年增幅

为 268%，7—8 月产量维持在较高水平(约 20 000 t)，

7 月产量达到峰值，为 20 074.45 t。2019 年 CPUE 值

波动较小，6 月 CPUE 值最高(11.25 t/网)。2020 年

CPUE 值在生产初期波动较大，在生产中期直至末期

趋于稳定，5 月 CPUE 值最高(24.61 t/网) (图 2)。 

 

 
 

图 2  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼 

月平均产量和 CPUE (平均值±标准误) 
Fig.2  Average monthly S. sagax production and CPUE  

in the North Pacific in 2019–2020 (Mean±SE) 
 

2.2  渔场重心变化  

在春季(4—5 月)和夏季(6—8 月)，2019 年远东拟

沙丁鱼渔场重心空间变化规律与 2020 年基本一致，

均从 147~148°E、39~40°N 海域开始作业，随后向东北

方向移动至东北端海域(152~153°E、42~43°N)。在秋季

(9—11 月)，2020 年渔场重心仅向西南方向折返至

152°E、42°N，149°E、41°N，比 2019 年更偏北(图 3)。 

2.3  远东拟沙丁鱼渔场与海洋环境的关系 

2.3.1  远东拟沙丁鱼渔场与海表温度的关系   北太平

洋远东拟沙丁鱼渔场分布呈现明显的时空差异(图 4)。 
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图 3  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼渔场重心月变化 
Fig.3  Monthly changes of S. sagax fishing ground center  

in the North Pacific in 2019–2020 

空间上，中心渔场区域随着季节变化逐渐向北转移。

时间上，不同月份中心渔场对应的适宜海表温度范围

有所不同；6 月渔场区最适 SST 范围为 14.0~16.0 ℃，

7—9 月为 18.0~20.0 ℃，11 月为 11.0~13.0 ℃。此外，

高值 CPUE 多出现在等值线较为密集的海域。 

由散点图(图 5a)得出，远东拟沙丁鱼渔场的 SST

适宜温度范围为 11~20 ℃，作业网次数比例较高值

(9%~11%)渔场适宜 SST 范围为 10.9~17.9 ℃(图 5b)，

综合 SST 空间叠加图(图 4)与 SST 散点与频次分析图

(图 5)的分析结果得出，CPUE 高值区所在的适宜温

度范围为 10.0~18.0 ℃。 
 

 
 

图 4  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼月平均 CPUE 和海表温度空间叠加 
Fig.4  Stack distribution of SST and CPUE of S. sagax in the North Pacific in 2019–2020 
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图 5  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼 CPUE 与海面温度散点图(a)及作业网次比例与海面温度频次图(b) 
Fig.5  Scatter plot between S. sagax CPUE and SST (a), and frequency plot of proportion of catch nets and SST (b)  

in the North Pacific in 2019–2020 
 

2.3.2  远东拟沙丁鱼渔场与叶绿素的关系    北太

平洋远东拟沙丁鱼渔场与 Chl-a 同样呈现较为明显的

时间与空间差异，通过 Chl-a 环境因子与 CPUE 叠加

可以得出(图 6)，随着季节的变化，Chl-a 浓度在空间

上也发生变化，具体表现在 4—6 月高值区 (0.8~ 

1.2 mg/m3)空间分布较广，6 月之后逐渐向西北方向

收缩，10—11 月公海海域的浓度较低。虽然浓度在

时空尺度上变化较大，但从整个作业期间来看，远东

拟沙丁鱼的大部分高值 CPUE 区的最适叶绿素浓度

为 0.3~0.5 mg/m3 (图 6)。 

由散点图(图 7a)得出，远东拟沙丁鱼中心渔场适

宜的 Chl-a 浓度范围为 0.2~0.5 mg/m3，作业网次数比

例较高值(15%~26%)的渔场适宜 Chl-a 范围为 0.2~ 

0.6 mg/m3 (图 8b)，综合 Chl-a 空间叠加图(图 6)和散

点与频次分析图(图 7)可知，CPUE 高值海域的适宜

浓度为 0.2~0.6 mg/m3。 

2.3.3  远东拟沙丁鱼渔场与海面高度的关系    北
太平洋远东拟沙丁鱼渔场生产期间海面高度南部整

体大于北部(图 8)，南部 36°N 附近为黑潮延伸区，海

面高度较高。通过分析叠加图得出，渔汛期 CPUE 高

值区海面高度为 0.3~0.7 m。此外，在 9—11 月，高

值 CPUE 区所对应的海域为海面高度等值线密集区。 

由散点图(图 9a)得出，远东拟沙丁鱼中心渔场适

宜 SSH 范围为 0.2~0.7 m，作业网次数比例较高值

(12%~19%)的渔场适宜 SSH 为 0.2~0.5 m (图 10b)，

综合 SSH 空间叠加图(图 8)与散点与频次分析图(图  9)

的结果得出，CPUE 的高值区所在海域的适宜范围为

0.2~0.7 m。 

2.3.4  K-S 检验分析    在 α=0.05 显著性的水平下，

SST、Chl-a 和 SSH 3 个参数对应的 D 值分别为 0.03、

0.01 和 0.03，均小于 D0.05=0.07，表明 CPUE 和 3 个

参数变量服从了同一分布，说明高值 CPUE 海域与

Chl-a、SSH、SST 均有密切关系，最适范围分别为

0.2~0.6 mg/m3、0.2~0.7 m 和 10.9~18.9 ℃(图 11)。 

2.3.5  GAM 模型分析    GAM 模型分析环境因子

和时空因素对 2019—2020 年北太平洋公海远东拟沙

丁鱼 CPUE 的结果见图 11。高值 CPUE 的最适 SST

为 11~17 ℃，最适 Chl-a 为 0.3~0.8 mg/m3，最适 SSH

为 0.1~0.4 m，远东拟沙丁鱼的作业渔场主要集中在

149°~153°E、40°N~42°N。GAM 结果表明，5—7 月

的 CPUE 值较高，8—10 月呈负相关，CPUE 值较低，

10 月之后呈正相关，CPUE 值提升。根据远东拟沙丁

鱼的 CPUE 与环境因子与时空因子的 GAM 模型，经

F 检验得到(表 1)，SST、SSH、Chl-a、Lat 差异性极

显著(P<0.001)，month、Lon 差异显著(P<0.05)。 
 

表 1  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼环境因子 

与渔获量 GAM 模拟的检验系数值和显著性 
Tab.1  Test coefficient values and significance of GAM 

simulations of environmental factors and S. sagax fishery in 
the North Pacific in 2019–2020 

环境因子 
Environment 

factor 

有效自由度 
Effective degrees 

of freedom 
F P 

海表温度 SST 8.673 8.969 <2×10–16***

海面高度 SSH 5.501 3.870 4.910×10–4***

叶绿素 a Chl-a 8.239 28.680 <2×10–16***

月份 month 4.897 3.108 7.478×10–3**

经度 Lon 9.017 2.407 6.285×10–3**

纬度 Lat 8.396 6.812 <2×10–16***

注：**代表 1%显著性水平，***代表 0.1%显著性水平。 
Note: ** represents 1% significance level, and *** 

represents 0.1% significance level. 
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图 6  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼月平均 CPUE 和叶绿素浓度空间叠加 
Fig.6  Stack distribution of Chl-a and CPUE of S. sagax in the North Pacific in 2019–2020 

 

 
根据 GAM 模型分析环境因子对中心渔场的结果

来看，对其影响最大的为 SST 与 Chl-a 浓度，SSH 对

其影响不如前二者。空间上来看，纬度对中心渔场分

布的影响大于经度，时间尺度上来看，5—7 月 CPUE

值较高，8—10 月 CPUE 值较低。 

3  讨论 

3.1  产量、CPUE 及渔场重心的变化 

2019 年 CPUE 从生产作业初期(4 月)至末期(10、

11 月)波动不大，维持在 10 t/d 左右。2020 年在生产 



第 4 期 杨  超等: 北太平洋远东拟沙丁鱼渔场时空分布及其最适环境特征 105 

 

 
 

图 7  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼 CPUE 与叶绿素浓度(a)及作业网次比例与叶绿素浓度(b)的关系 
Fig.7  Relationship between S. sagax CPUE and Chl-a (a), proportion of catch nets and Chl-a (b) in the North Pacific in 2019–2020 

a：散点图；b：频次图 

a: Scatter plot; b: Frequency plot 
 

作业初期和中期 CPUE 波动较大，初期(5 月)较高

(24.61 t/d)，中期(7—8 月)维持在 20 t/d 左右，末期

(9—11 月)维持在 15 t/d 左右，CPUE 值的变化可以很

好地体现沙丁鱼渔业的资源变动，在外界环境没有显

著变化的情况下，2020 年 CPUE 值的升高与北太平

洋远东拟沙丁鱼资源量变好有直接关联。渔场重心的

变化在生产作业初期，远东拟沙丁鱼渔场重心位于

147.9°E、39.2°N 附近海域，之后向东北方向移动，

生产作业中期到达最东北端(151.9°E、42.3°N)，生产作

业末期再向西南海域(149.4°E、41.1°N)折返，其空间变

化与远东拟沙丁鱼的迁徙变化一致 (Okunishi et al, 

2009)，与 2016—2017 年北太平洋公海围网主要渔获

种类渔场重心与环境因子的分析结果同样相符(徐博

等, 2020)。 

3.2  远东拟沙丁鱼渔场与海洋环境的关系 

远东拟沙丁鱼和日本鲭同属中上层鱼类，且生活

习性类似，因此，可采用日本鲭的中心渔场与海洋环

境因子的关系来对比远东拟沙丁鱼(戴澍蔚等, 2018)。

研究表明，SST、SSH、Chl-a 这些海洋环境因子对日

本鲭中心渔场的有显著影响(袁小楠等, 2016)。本文

综合频次分析、ECDF 方法、K-S 检验分析与广义可

加模型 GAM 等 4 种方法得出，北太平洋远东拟沙丁鱼

渔场的适宜海洋环境因子分布范围，SST 为 11~18 ℃，

Chl-a 为 0.2~0.6 mg/m3，SSH 为 0.2~0.7 m。 

各个海洋环境因子之间均有着密切关系(刘金立

等, 2021)，并且对远东拟沙丁鱼的洄游、生殖和产卵

都有着非常重要的影响，北太平洋的海表温度有着随

着季节变化呈先升高再降低的趋势，中心渔场随上述

规律先向东北方向移动，到生产作业末期再向西南折

返，以寻求 11~18 ℃范围的最适海表温度环境。北太

平洋的海表温度除了受季节影响之外，同时受黑潮的

影响也较大，从北赤道流北上的黑潮携带着高温、高

盐的海流影响着北太平洋的渔场 (Watanabe et al, 

1995)，在黑潮延伸区远东拟沙丁鱼的自然死亡系数

与春、冬季海表温度呈显著正相关(Noto et al, 1999)。

对于沙丁鱼幼鱼，其洄游路线上的海温和食物密度被

认为是影响生存和决定资源丰度的主要因素(Kawasaki 

et al, 2010)，海洋中叶绿素浓度是浮游植物存量多少

的一个重要指标，其分布反映了海水中浮游植物及藻

类的丰度及其相关的变化规律(刘广鹏, 2014)，远东拟

沙丁鱼的主要摄食对象为海洋中的藻类和浮游植物，

其资源量的变化与因气候变动而导致的藻类和浮游

植物的变化趋势非常吻合(Kawasaki et al, 1984)。北太

平洋远东拟沙丁鱼的最适叶绿素浓度为0.3~0.6 mg/m3，

当叶绿素浓度不适宜时，渔获量都较少；在相关海域

海洋环境中叶绿素浓度适宜时(7—8 月)，渔场产量较

高；在相关海域的海洋环境中叶绿素浓度较高时(4— 

6 月、10—11 月)，产量较叶绿素浓度适宜时(7—8 月)

低，说明远东拟沙丁鱼对叶绿素浓度的季节性变化反

应较为显著。海流的聚合和辐散会影响海面高度的上

升和下降，从而形成渔场区域(邵全琴等, 2005; Wang 

et al, 2021)。北太平洋的黑潮延伸区有明显的 SSH 梯

度密集的海域(Bo et al, 2000)，密集梯度的出现与黑

潮和亲潮的交汇相关(Imawaki et al, 2001)，中心渔场

大多分布在密集梯度区偏北一侧，与黑潮延伸体的北

面分支海域相重叠(图 1)，黑潮的延伸带来了大量的

营养物质和 CO2 复杂水团 (Sakamoto et al, 2005; 
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Nakano et al, 2011)，由此所形成的特殊海洋环境使得

该海域不仅形成了远东拟沙丁鱼的渔场，同时也是柔

鱼、日本鲭等诸多渔业的复合渔场(陈新军等, 2012、

1997; 解明阳等, 2021)。 

北太平洋远东拟沙丁鱼中心渔场的分布除了与

上述的海洋环境因子相关外，在远东拟沙丁鱼研究中

的气候变化对资源量变动是一个非常重要的因素，其

变化会直接影响海洋环境因子的变动(Alheit et al, 

2012; Kaplan et al, 2016)，进而导致远东拟沙丁鱼的

栖息地随之变化(Urias-Sotomayor et al, 2018)。目前，

国内关于北太平洋公海远东拟沙丁鱼的研究较少，但

根据其捕捞数据及 CPUE 值来看，在作业方式与渔船

数量基本保持不变的情况下，2020 年 CPUE 值大幅

提升。导致该现象的相关因素有很多，仍需要采集更

多的远东拟沙丁鱼渔业数据，更加了解其生物学特征

和洄游习性，才能得出针对该现象的相关结论。 
 

 
 

图 8  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼月平均 CPUE 和海面高度空间叠加 
Fig.8  Stack distribution of SSH and CPUE of S. sagax in the North Pacific in 2019–2020 
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图 9  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼 CPUE 与海面高度(a)及作业网次比例与海面高度(b)的关系 
Fig.9  Relationship between S. sagax CPUE and SSH (a), proportion of catch nets and SSH (b) 

 in the North Pacific in 2019–2020 

a：散点图；b：频次图  
a: Scatter plot; b: Frequency plot 

 

 
 

图 10  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼 CPUE 与 SST、Chl-a、SSH 的关系 
Fig.10  Relationship between the S. sagax CPUE and SST, Chl-a and SSH in the North Pacific in 2019–2020 

 

 
 

图 11  2019—2020 年北太平洋远东拟沙丁鱼环境因子与渔获量 GAM 模拟结果 
Fig.11  GAM simulation results of environmental factors and catch of S. sagax  

in the North Pacific in 2019–2020 
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Spatio-Temporal Distribution of Sardinops sagax in the North Pacific:  
Optimal Environmental Characteristics  

YANG Chao1,2, ZHANG Heng1,2,3①
, HAN Haibin1,2, ZHAO Guoqing1,2,  

SHI Yongchuang1,2, XU Bo4, JIANG Peiwen2,5, YAN Yunzhi5, GE Yali5 
(1. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China;  

2. Key Laboratory of Oceanic and Polar Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs;  
East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090, China;  

3. Yangtze Delta Estuarine Wetland Ecosystem Observation and Research Station, Ministry of Education & Shanghai  
Science and Technology Committee, Shanghai  202162, China; 4. Polar Research Institute of China, Shanghai  201209, China;  

5. School of Ecology and Environment, Anhui Normal University, Wuhu  241000, China) 

Abstract    Sea surface temperature (SST) and chlorophyll concentration in the North Pacific in 

2019–2020 were analyzed based on the data of light net fertilization fisheries, including chlorophyll-a, sea 

surface height (SSH), and data regarding other environmental factors. The spatial and temporal 

distribution characteristics of catch per unit effort (CPUE) and its relationship with key environmental 

factors of Sardinops sagax fishery in the Far East were analyzed by spatial superposition map and 

frequency analysis, empirical cumulative distribution function, K-S test, and GAM model. The results 

showed that the geographical fishery center ranges from 147°–153°E and 39°–43°N and moves to the 

northeast from April to August, returning to the southwest from September to November. According to the 

frequency analysis and empirical cumulative distribution function, the optimal SST and chlorophyll 

concentration in the central fishing area were10.0–18.0 ℃ and 0.2–0.6 mg/m3, while the optimal sea level 

was 0.2–0.7 m. The K-S test showed that high CPUE was closely related to SST, chlorophyll 

concentration, and sea surface height, and the optimal ranges were 10.9–18.9 ℃, 0.2–0.6 mg/m3, and 

0.2–0.7 m, respectively. The GAM model simulation results showed that the optimal SST of high CPUE 

was 11.0–17.0 ℃, the optimal chlorophyll concentration was 0.3–0.8 mg/m3, and the optimal sea surface 

height was 0.1–0.4 m. Overall, the results showed that the optimal SST, chlorophyll concentration, and 

sea surface height were 11.0–18.0 ℃, 0.2–0.6 mg/m3, and 0.2–0.7 m, respectively.  

Key words    North Pacific high seas; Sardinops sagax; Environmental factors; GAM 
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牡蛎–海参筏式综合养殖可行性研究* 

黄俊杭 1,2  房景辉 1①  方建光 1  于瑞海 2  郑小东 2  毛玉泽 1  蒋增杰 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  山东  青岛  266071；2. 中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  山东  青岛  266003) 

摘要    为探究牡蛎–海参筏式综合养殖模式的可行性，在 2 个具有代表性的牡蛎养殖区——山东

荣成桑沟湾和乳山挂子场海域开展了长牡蛎(Crassostrea gigas)–仿刺参(Apostichopus japonicus)筏式笼

养效果对比实验。在牡蛎养殖笼中，奇数层放养长牡蛎，偶数层放养仿刺参。实验设置 3 个因子：偶数

层的底盘类型(普通养殖盘、无孔养殖盘和无孔养殖盘加无节网)、放养仿刺参的密度(1、2 和 4 头/盘)

和放养海域(桑沟湾和挂子场)，共 18 个处理组，每组 5 个重复，实验期为 2020 年 11 月—2021 年 6 月。

实验期间，对两海域水体 6 项指标(叶绿素 a、颗粒有机物、活性磷酸盐、亚硝酸盐、硝酸盐和铵盐)

和实验动物的生长、存活等方面进行跟踪测定和比较分析。结果显示，两海域叶绿素 a 和颗粒有机

物无显著性差异(P>0.05)，但其他 4 项营养盐指标均差异显著(P<0.05)。处理组中，两海域各处理

组间牡蛎个体体重及肥满度无显著差异(P>0.05)，海参低密度处理组中，海参个体体重及成活率显

著高于海参高密度处理组(P<0.05)；在其他处理条件相同时，无孔养殖盘处理组的仿刺参个体体重

高于普通养殖盘处理组，在挂子场海域有显著差异(P<0.05)。本研究表明，在牡蛎养殖笼偶数层使

用无孔养殖盘并放养 1 头仿刺参，能在降低牡蛎养殖密度的同时，显著提高仿刺参的个体体重和成

活率。综上，该牡蛎–海参筏式综合养殖模式可以作为牡蛎规模化养殖区的有益补充。 

关键词    仿刺参；长牡蛎；多营养层次综合养殖；生长；营养盐；水环境 

中图分类号 S968.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0111-10 

我国是水产养殖大国，养殖产量和面积均位于世

界首位，其中，牡蛎养殖产量占全球牡蛎总养殖产量

的 80% (于潇等, 2020)。但伴随着养殖产业的迅猛发

展，也产生了一系列的问题。近年来，为了追求经济

利益，养殖海区内牡蛎养殖密度不断增加，辽宁大连

大窑湾海区、广西钦州、北海和防城港等地均因为牡

蛎养殖密度不断增加，出现产量下降、个体变瘦、牡

蛎大量死亡和病害频繁发生等问题(隋锡林等, 2002; 

潘英等, 2021)。因此，迫切需要探索新型养殖模式，

以期解决上述问题。 

随着人们对海洋生态系统的深入研究，生态养殖模

式逐渐被人们接受并加以推广，其中，多营养层次综合

养殖模式(integrated multi-trophic aquaculture, IMTA)是

公认的环境友好型养殖模式。该养殖模式的核心是将

不同生态位的种类，按照适当比例在同一水体中进行

养殖，部分生物的排泄物作为另一生物的饵料，在减

abc
图章
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少废物排放的同时，增加经济效益，使能量和营养得

到充分利用。目前，许多研究证实，该养殖模式应用

效果显著(Ashkenazi et al, 2019; Gui et al, 2018)，可以

增加单位面积产出(于潇等 , 2020)、改善海域环境

(张继红等, 2013)、提高物质利用率(吴文广等, 2021)。  

规模化养殖的滤食性贝类，在摄食后会产生大量

的生物沉积物，将水体中的颗粒物质由上层搬运至底

层(聂梦晨等, 2022)。大量有机物以生物沉积物的形

式累积到养殖区海底，会对底质环境造成一定负面影

响(Hatcher et al, 1994)。研究表明，海参能大量摄食

贝类产生的富含有机质的沉积物，加快系统内营养

盐的循环，降低沿海贝类及鱼类养殖造成的营养负

荷(赵聚萍, 2018; 秦培兵等, 1999)。因此，在多营养

层次综合养殖原理的基础上，利用具有沉积食性的海

参对滤食性贝类产生的生物沉积物进行摄食，可能形

成一种新型的综合养殖模式。基于此，本研究通过改

进养殖方式，尝试在长牡蛎(Crassostrea gigas)的下层

水体中养殖仿刺参(Apostichopus japonicus)，进行牡

蛎–海参筏式综合养殖，目的是使牡蛎产生的生物沉

积物得到原位利用，降低牡蛎养殖密度，维持经济

效益。 

1  材料与方法 

1.1  实验生物来源 

实验所使用的牡蛎为长牡蛎，海参为仿刺参，均

由山东荣成楮岛水产有限公司提供。挑选规格相近、

活力好的长牡蛎和仿刺参用于实验。长牡蛎和仿刺参

初始体重分别为(60±15) g 和(40±10) g。 

1.2  实验设计 

本研究选择了 2 个具有代表性的牡蛎养殖海

域 (图 1)：山东省荣成市桑沟湾海域 (37°03′58″N, 

122°33′28″E)和山东省乳山市挂子场渔港附近海域

(36°43′48″N, 121°36′21″E)。 

使用牡蛎养殖笼(直径为 31 cm，高约为 170 cm，

孔径为 1.6 cm，共 10 层)进行实验。长牡蛎和仿刺参

隔层放养，奇数层放养总重 0.6 kg 的长牡蛎，每个养 
 

 
 

图 1  实验海域示意图 
Fig.1  Sketch map of experimental sea area 
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殖笼内长牡蛎的初始总重为 3 kg；偶数层放养仿刺

参，其数量根据如下实验分组确定：每偶数层放养仿

刺参分为 3 个密度，分别为 1、2 和 4 头，标记为海

参密度 1、2、4 头/盘。偶数层的养殖盘分为普通养

殖盘和无孔养殖盘 2 种，分别标记为 P 和 W 处理；

同时，在部分无孔养殖盘的笼内放置约为 2 倍养殖盘

面积的无结网，标记为 J 处理。每个海域 9 个处理组

编号见表 1。本研究在 2 个海域进行，共 18 个处理组，

每个处理组 5 个重复，每个实验海域使用 45 个养殖笼，

实验共使用 90 个养殖笼。 
 

表 1  处理组编号 
Tab.1  Treatment group number 

海参密度 
Density of sea cucumber/(ind./plate)养殖盘处理 

Treatment of plate 
1  2  4  

普通养殖盘 P 
Common plate 

P1 P2 P4 

无孔养殖盘 W 
Holeless plate 

W1 W2 W4 

无孔养殖盘+无结网 J 
Holeless plate with 
non-knot nets 

J1 J2 J4 

 

1.3  样品采集 

实验时间为 2020 年 11 月—2021 年 6 月，每月

定期前往 2 个实验海域进行样品采集。现场随机选取

5 个取样位点，使用 YSI 多参数水质分析仪(Eureka

公司，美国)测量实验海域的水温(T)、盐度(S)、溶解

氧(DO)和 pH 值。每个位点采集 2.5 L 表层水，参照

《海洋监测规范 GB17378.4-2007》进行现场固定，

将水样带回实验室进行相关分析。 

每 2 个月采集 1 次长牡蛎和仿刺参样品，每个处

理组采集长牡蛎个体 30 个、仿刺参个体 5 个，用于

测量生长指标。养殖实验结束后，对所有养殖笼内长

牡蛎和仿刺参进行称重和计数，计算不同处理组长牡

蛎和仿刺参的平均单笼总重和成活率。 

1.4  样品测定 

使用游标卡尺测量长牡蛎壳高、壳长和壳宽，使

用电子天平(0.01 g 精度)测量长牡蛎的总湿重、软体

部湿重和仿刺参湿重。将长牡蛎软体部和壳在 70 ℃

烘箱内烘干 72 h 至恒重后，测量长牡蛎软体部干重

和壳干重。 

叶绿素 a (Chl-a)参照《海洋监测规范 GB 17378.7- 

2007》使用分光光度法测定；颗粒有机物(POM)参照

《海洋调查规范 GB/T 12763.9-2007》，使用预先灼

烧称重后的 GF/F 玻璃纤维滤膜测定；活性磷酸盐

(PO4
3–-P)、亚硝酸盐(NO2

–-N)、硝酸盐(NO3
–-N)和铵盐

(NH4
+-N)参照《海洋调查规范 GB/T 12763.4-2007》分

别使用抗坏血酸还原磷钼蓝法、重氮–偶氮法、锌镉

还原法和次溴酸钠氧化法测定。 

1.5  计算公式和数据分析 

牡蛎个体肥满度(condition index, CI)计算公式

(Walne, 1976)： 
CI = DWt/DWs×100% 

式中，DWt 表示牡蛎软体部干重，DWs 表示牡蛎壳干重。 

实验数据均采用平均值±标准差 (Mean±SD)表

示。使用 SPSS 23.0 统计分析软件分析数据；采用

Shapiro-Wilk 检验和 Levene 检验方法对数据进行正

态分布检验和方差齐性检验。使用双因素方差分析

(two-way ANOVA)检验不同海域和取样月份对海域

Chl-a、POM、PO4
3–-P、NO2

–-N、NO3
–-N 和 NH4

+-N 的

影响；使用三因素方差分析(three-way ANOVA)检验

不同海域、养殖盘和海参密度对长牡蛎单笼总重、仿

刺参单笼总重、仿刺参个体体重、仿刺参成活率、长

牡蛎个体体重和长牡蛎肥满度的影响，以 P<0.05 作

为差异显著水平，P<0.01 作为差异极显著水平。对

存在显著交互效应的因变量，分析各处理组间的简单

效应；对不存在显著交互效应、仅存在显著主效应的因

变量，使用单因素方差分析(one-way ANOVA)和 Duncan

多重比较分析各处理组间是否存在显著差异。使用

GraphPad Prism 7.0 软件绘制图表。 

2  结果 

2.1  养殖区环境因子变化 

2.1.1  叶绿素 a 和颗粒有机物    双因素方差分析

显示，海域对 Chl-a 和 POM 影响不显著(P>0.05)；取

样月份对 Chl-a 和 POM 影响均极显著(P<0.01)；海域

和取样月份交互效应对 Chl-a 影响显著(P<0.05)，对

POM 影响极显著(P<0.01) (表 2)。 

12 月和翌年 5 月两海域 Chl-a 含量存在显著差异

(P<0.05)，其他各月份两海域 Chl-a 含量无显著差异

(P>0.05)。相同海域内各月份 Chl-a 含量差异显著

(P<0.05)，桑沟湾海域变化范围为 0.92~2.11 μg/L，挂

子场海域变化范围为 0.88~2.41 μg/L (图 2a)。 

12 月两海域 POM 含量存在显著差异(P<0.05)，

其他各月份两海域 POM 含量无显著差异(P>0.05)。

相同海域各月份差异显著(P<0.05)，桑沟湾海域变化
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范围为 3.57~12.52 mg/L，挂子场海域变化范围为

4.02~11.59 mg/L (图 2b)。 

2.1.2  营养盐    双因素方差分析显示，海域和取样月

份对 4 项营养盐指标的影响均极显著(P<0.01)；海域和取

样月份交互效应对 PO4
3–-P 和 NO3

–-N 的影响极显著(P< 

0.01)，对 NO2
–-N 和 NH4

+-N 的影响不显著(P>0.05) (表 2)。 

12 月桑沟湾海域 PO4
3–-P 浓度显著低于挂子场海

域(P<0.05)，其他各月桑沟湾海域均高于挂子场海

域，除 1 月和 6 月以外的月份差异显著(P<0.05)；相

同海域各月的 PO4
3–-P 浓度差异显著(P<0.05)，整体表

现为先下降后上升的趋势(图 3a)。 

挂子场海域 NO2
–-N 浓度整体高于桑沟湾海区，除

3 月、6 月以外的月份差异显著(P<0.05)；相同海域各月

NO2
–-N 浓度差异显著(P<0.05)，整体较为稳定(图 3b)。 

表 2  海域与取样月份对海域环境因子影响的 

双因素方差分析结果 
Tab.2  Two-way ANOVA analysis of the influence of sea 

area and month on the environmental factors 

P 值 P value 环境因子 

海域 
Sea area

取样月份 
Month 

海域×取样月份
Sea area × month

Chl-a 0.163 <0.001** 0.019* 

POM 0.590 <0.001** <0.001** 

PO4
3–-P <0.001** <0.001** <0.001** 

NO2
–-N <0.001** <0.001** 0.109 

NO3
–-N <0.001** <0.001** <0.001** 

NH4
+-N <0.001** <0.001** 0.107 

注：**：P<0.01，*：0.01<P<0.05，下同。 
Note: ** represents P<0.01, * represents 0.01<P<0.05, 

the same as below. 
 

 
 

图 2  实验海域叶绿素 a 和颗粒有机物含量变化 
Fig.2  Variation of Chlorophyll a content and POM content in experimental sea areas 

不同大写字母表示桑沟湾海域不同月份数据差异显著(P<0.05)；不同小写字母表示挂子场海域不同月份数据 

差异显著(P<0.05)；*表示相同月份不同海域数据差异显著(P<0.05)，下同。 
Different capital letters indicate significant differences (P<0.05) among different months in Sanggou Bay, and 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05) among different months in Guazichang.  

* indicates significant differences (P<0.05) between sea areas in the same month, the same as below. 
 

桑沟湾海域 NO3
–-N 浓度整体高于挂子场海域，

除 4 月和 6 月以外的月份差异显著(P<0.05)；相同海域

各月份 NO3
–-N 浓度差异显著(P<0.05)，整体表现为下降

趋势(图 3c)。 

桑沟湾海域 NH4
+-N 浓度整体高于挂子场海域，

除 2 月和 5 月以外的月份差异显著(P<0.05)；相同海

域各月份 NH4
+-N 浓度差异显著(P<0.05)，整体较为稳

定(图 3d)。 

2.2  长牡蛎和仿刺参的生长 

2.2.1  长牡蛎总重和仿刺参总重    三因素方差分

析显示(表 3)，养殖盘和海参密度对仿刺参和长牡蛎

单笼总重影响均极显著(P<0.01)，海域影响不显著

(P>0.05)；两因素交互作用对仿刺参单笼总重影响不

显著(P>0.05)，对长牡蛎单笼总重影响显著(P<0.05)；

三因素交互作用对仿刺参单笼总重影响不显著(P> 

0.05)，对长牡蛎单笼总重影响显著(P<0.05)。 

相同养殖盘和海参密度条件下，W2 和 J2 处理组

不同海域之间长牡蛎单笼总重存在显著差异 (P< 

0.05)，其他各处理组不同海域之间均无显著差异

(P>0.05)。相同海域和海参密度条件下，密度为 1 头/盘

时，W 和 J 处理组显著高于 P 处理组(P<0.05)。相同

海域和养殖盘条件下，当养殖盘为普通养殖盘(P)时，

2 头/盘的处理组显著高于 1 头/盘的处理组(P<0.05)，与
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4 头/盘的处理组差异不显著(P>0.05) (图 4a)。 

相同养殖盘和海参密度条件下，各处理组不同海

域之间仿刺参单笼总重均无显著差异(P>0.05)。相同

海域和海参密度条件下，W 处理组仿刺参单笼总重显

著高于 P 和 J 处理组(P<0.05)。相同海域和养殖盘条

件下，密度为 4 头/盘的处理组仿刺参单笼总重显著

高于 1 和 2 头/盘的处理组(P<0.05)。相对于初始体重，

1 头/盘的处理组仿刺参单笼总重表现出增长，其他处

理组均表现为下降(图 4b)。 

2.2.2  仿刺参个体体重和存活率    三因素方差分

析显示(表 3)，海域对仿刺参个体体重影响极显著(P< 

0.01)，对其成活率影响不显著(P>0.05)，海参密度对

两指标影响均极显著(P<0.01)，养殖盘对两指标影响

均不显著(P>0.05)；两因素交互作用中只有海域× 
 

 
 

图 3  实验海域营养盐含量变化 
Fig.3  Variation of nutrient contents in experimental sea areas 

 

表 3  海域、养殖盘和海参密度对长牡蛎及仿刺参生长指标的三因素方差分析结果 
Tab.3  Three-way ANOVA analysis of the influence of sea area, aquaculture plate, and sea cucumber density 

on the growth index of the C. gigas and A. japonicus 

生长指标 Growth index  

因素 
Factor 

仿刺参单笼总重
Total weight of 
sea cucumber 

长牡蛎单笼总重
Total weight of 

oysters 

仿刺参个体体重
Sea cucumber 

weight 

仿刺参成活率 
Survival rate of 
sea cucumber 

长牡蛎个体体重 
Oyster  
weight 

长牡蛎肥满度
Condition  

index 

A 0.343 0.537 <0.001** 0.100 0.834 0.186 

B 0.005** <0.001** 0.131 0.161 0.969 0.529 

C <0.001** <0.001** <0.001** <0.001** 0.682 0.578 

A × B 0.622 0.007** 0.213 0.148 0.991 0.679 

A × C 0.277 0.026* 0.028* 0.432 0.996 0.938 

B × C 0.057 <0.001** 0.093 0.737 0.990 0.090 

A × B × C 0.301 0.031* 0.011* 0.430 0.996 0.688 

注：A 表示海域，B 表示养殖盘，C 表示海参密度。 
Note: A represents sea area, B represents aquaculture plate, and C represents sea cucumber density. 
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海参密度交互作用对仿刺参个体体重影响显著(P< 

0.05)，其他两因素交互作用对两指标影响均不显著

(P>0.05)；三因素交互作用对仿刺参个体体重影响显

著(P<0.05)，对其成活率影响不显著(P>0.05)。 

相同养殖盘和海参密度条件下，除 W1、J1 和 P4

处理组挂子场海域仿刺参个体体重显著高于桑沟湾

海域以外(P<0.05)，其他各处理组不同海域之间均无

显著差异(P>0.05)。相同海域和海参密度条件下，挂

子场海域的 W1 和 J1 处理组仿刺参个体体重显著高

于 P1 处理组(P<0.05)。相同海域和养殖盘条件下，

密度为 1 头/盘的处理组显著高于 2 和 4 头/盘处理组

(P<0.05)；同时，相对于初始仿刺参个体体重，仅有

密度为 1 头/盘的处理组表现出增长，其他密度处理组

均表现为下降(图 5a)。 

相同养殖盘和海参密度条件下，各处理组不同海

域之间海参成活率均无显著差异(P>0.05)。相同海域

和海参密度条件下，仅有桑沟湾海域 W2 处理组显著

低于 P2 和 J2 处理组(P<0.05)，其他各组之间无显著

差异(P>0.05)。相同海域和养殖盘条件下，海参密度

为1头/盘的处理组显著高于2和4头/盘处理组(P<0.05) 

(图 5b)。 

2.2.3  长牡蛎个体体重和肥满度    三因素方差分

析显示，3 种因素对长牡蛎个体体重及其肥满度均无

显著影响(P>0.05)；两因素和三因素交互作用对两指

标均无显著影响(P>0.05) (表 3)。 

在所有组别中，长牡蛎个体体重各组间均无显著

差异(P>0.05) (图 6a)。 

相同养殖盘和海参密度条件下，各处理组不同海

域之间长牡蛎肥满度均无显著差异(P>0.05)。相同海

域和海参密度条件下，仅有桑沟湾海域 W2 处理组长

牡蛎肥满度显著低于 P2 处理组(P<0.05)，其他各组

间无显著差异(P>0.05)。相同海域和养殖盘条件下，

仅有桑沟湾海域 W2 处理组长牡蛎肥满度显著低于

W1 和 W4 处理组(P<0.05)，其他各组间无显著差异

(P>0.05) (图 6b)。 

3  讨论 

3.1  实验海域水质条件变化对牡蛎养殖的启示 

桑沟湾和挂子场海域都是我国北方重要的水产

养殖海域，其中，挂子场海域隶属于山东省乳山海域，

以牡蛎养殖著称，有“中国牡蛎之乡”的美誉 (Fang 

et al, 2016; 谭林涛等, 2019)。目前，很大一部分牡蛎

在桑沟湾海区生长至一定规格后，转运去乳山海域中

进行育肥养殖，这说明在生产实践中人们得出了乳山

海域水质比桑沟湾海域更适合牡蛎生长的结论(徐雯雯 

 

 
 

图 4  长牡蛎和仿刺参单笼总重比较 
Fig.4  Comparison of total weight of C. gigas and A. japonicus in a single aquaculture cage 

P 代表普通养殖盘处理组，W 代表无孔养殖盘处理组，J 代表添加无节网处理组；数字 1、2、4 分别代表每层投放 

海参密度为 1、2、4 头/盘；不同大写字母表示相同海域和海参密度条件下不同养殖盘组数据差异显著(P<0.05)； 

不同小写字母表示相同海域和养殖盘条件下不同海参密度组数据差异显著(P<0.05)； 

*表示相同处理条件下不同海域数据差异显著(P<0.05)，下同。 
P represents the common aquaculture plate treatment group, W represents the holeless aquaculture plate treatment group, and J 

represents the treatment group of adding non-knot net. Numbers 1, 2, and 4 represent the density of sea cucumbers treated as 1, 2, 
and 4 ind./plate. Different capital letters indicate significant differences of different aquaculture plate groups in the same sea area 
and sea cucumber density (P<0.05). Different lowercase letters indicate significant differences of different sea cucumber density 

groups in the same sea area and using the same kind of aquaculture plate (P<0.05).  
* indicate significant differences (P<0.05) between different sea areas in the same treatment group, the same as below. 
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图 5  仿刺参个体体重和成活率差异 
Fig.5  Comparison of individual weight and survival rate of A. japonicus 

 

 
 

图 6  长牡蛎个体体重和肥满度差异 
Fig.6  Comparison of individual weight and condition index of C. gigas 

 
等, 2021)。本研究中，测得桑沟湾海域 Chl-a 浓度范

围为 0.92~2.11 μg/L，与吴文广等(2016)于 2014 年测

得 Chl-a 浓度(0.30~1.87 μg/L)大致相符；但测得挂子

场海域 Chl-a 浓度范围为 0.88~2.41 μg/L，显著低于陈辰

等(2013)于 2010 年测得 Chl-a 浓度范围(0.76~9.94 μg/L)；

除 12 月和翌年 5 月以外，这 2 片海域的 Chl-a 浓度和

POM 含量相差较小，无显著差异(P>0.05)，这与传统

认知中的“乳山水肥”相悖。由此可以推断，挂子场养

殖区可能已经接近甚至超过了该海域的养殖容量。近

年来，已有许多研究证实了这一点。徐雯雯等(2021)

研究显示，乳山市牡蛎养殖面积由 2008 年的 2 900 hm2

已经发展至 2020 年的 20 000 hm2；吕旭宁(2017)研究

发现，在牡蛎的摄食压力作用下，养殖海域中浮游植

物的生物量和悬浮颗粒物浓度迅速下降，难以支撑大

规模牡蛎养殖的摄食和营养需求。本研究中，两海域

长牡蛎生长和肥满度均无显著差异(P>0.05)，这也印

证了环境数据的结果。同时，挂子场海域 NO2
–-N 浓

度显著高于桑沟湾海域，也可能是由于牡蛎的大规模

养殖所导致。2021 年市场调研发现，当年乳山海域

养殖的牡蛎肥满度较差，相同养殖时间无法达到与往

年相同的品质。综上所述，建议适当降低挂子场海域

的牡蛎养殖密度，降低养殖户的养殖风险，有利于牡

蛎养殖产业的可持续发展。 

3.2  牡蛎–海参筏式综合养殖的可行性与优越性 

本研究中，海参密度为 1 头 /盘的实验组经过

8 个月养殖后，个体体重较实验初始体重增重 25%以

上，同时，仿刺参的成活率都在 90%以上，在较高密

度的实验组中，个体体重均产生了不同程度的下降，

成活率也显著低于密度为 1 头/盘实验组(P<0.05)。这

说明仿刺参在养殖笼有限的空间中，可通过摄食上层

长牡蛎产生的粪便等生物沉积物以及附着在养殖盘

上的藻类等附着物满足生长需求(Paltzat et al, 2008)。

但海参密度增加后，食物需求也增加，笼内单位时间

内产生的食物不足以满足仿刺参生长需求，导致个体

体重下降、死亡率升高。 

在 6 个密度为 1 头/盘的处理组中，挂子场海域

仿刺参个体体重均显著高于桑沟湾海域(P<0.05)，这
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可能与不同海区附着在养殖笼内的藻类不同有关。相

同海域和密度为 1 头/盘的条件下，W 和 J 处理组的

仿刺参个体体重高于 P 处理组，在挂子场海域有显著

差异(P<0.05)。推测认为，无孔养殖盘(W 和 J)相较

于带孔养殖盘(P)表面积更大、水流冲刷弱、上层长

牡蛎产生的生物沉积物会在养殖盘上积累更多，同

时，无孔养殖盘上可供底栖硅藻附着的面积更大，为

仿刺参提供了更多食物，促进其生长。J 处理组相较

于 W 处理组的仿刺参个体体重无显著差异(P>0.05)，

虽然无节网上能附着更多藻类、生物沉积物等有机

物，但考虑到海参活动能力较弱(许慈荣, 1983)，无

节网可能会阻碍仿刺参的活动，从而限制其活动范

围，导致 J 处理组的个体体重未表现出更显著的增长。 

本研究中，各处理组的长牡蛎生长无显著差异，

说明通过该牡蛎–海参筏式综合养殖模式不会影响长

牡蛎的生长，且通过养殖高经济价值的仿刺参，可以

弥补牡蛎养殖密度下降带来的养殖收益下降问题。相

较于底播养殖海参，筏式笼养模式安全性更高，可有

效防止养殖海参被捕食，提高回捕率和成活率，且收

获时无需潜水捕捞，降低了人力成本 (刘园园等 , 

2013)。综上所述，在长牡蛎养殖笼中养殖适当数量

的仿刺参可以降低牡蛎养殖密度，减少环境压力，同

时，仿刺参可以弥补由于牡蛎密度降低造成的产量和

收益下降。因此，该养殖模式可以作为牡蛎规模化养

殖区的有益补充，从而促进牡蛎养殖产业的健康可持

续发展。 
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Feasibility of Integrated Oyster-Sea Cucumber Raft Culture 

HUANG Junhang1,2, FANG Jinghui1①
, FANG Jianguang1, YU Ruihai2,  

ZHENG Xiaodong2, MAO Yuze1, JIANG Zengjie1 
(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, China;  

2. Ocean University of China, Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Qingdao  266003, China) 

Abstract    China is a major aquaculture country, with both the world´s largest aquaculture 

production and area, especially oyster aquaculture which accounts for 80% of the global production. 

However, its ascent has had numerous negative implications, requiring the development of more 

environmentally friendly aquaculture methods. The ecological farming model is gradually being 

acknowledged and encouraged as it is the result of in-depth investigations of marine ecosystems. 

"Integrated Multi-trophic Aquaculture" is a well-known environmentally friendly aquaculture model. 

The application effects have been outstanding, as it boosts high output per unit area, improves the 

marine environment, and improves material utilization. Filter-feeding shellfish are raised at levels 

that create considerable biodeposition. Particulate matter is transferred from the upper to the lower 

layers of the water body. Organic matter accumulates on the seafloor in the form of biological 

sediments, which badly influences the substrate environment, including releasing ammonia nitrogen, 

increasing dissolved oxygen consumption, and altering seabed biodiversity. Previous research 

suggests sea cucumbers absorb large amounts of organic matter-rich sediments, reducing the nutrient 

load caused by coastal shellfish and fish aquaculture. Therefore, a novel sustainable farming model 

based on the principle of multi-trophic integrated farming could be developed by using sedimentary 

sea cucumbers to feed on the biological sediments produced by filter-feeding shellfish. The purpose 

of this study was to investigate the possibility of an oyster-sea cucumber raft integrated culture. Sea 

cucumbers were stocked in oyster breeding cages. A raft-style integrated oyster-sea cucumber culture 

 
                            

① Corresponding author: FANG Jinghui, E-mail: fangjh@ysfri.ac.cn 
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was attempted to improve the breeding method. This method allows oyster biological sediments to be 

utilized in situ, reducing oyster breeding density and maintaining economic benefits. This 

comparative culture experiment of integrated oyster (Crassostrea gigas)-sea cucumber (Apostichopus 

japonicus) raft culture utilized Sanggou Bay and Guazichang as representative oyster farming 

locations. We stocked C. gigas in the odd-numbered layers and A. japonicus in the even-numbered 

layers of the oyster cages in polyculture. Even-numbered layers had three levels of chassis: common 

aquaculture plate, holeless aquaculture plate, and holeless aquaculture plate with non-knot nets. The 

aquaculture plate was the first variable in the experiment. The stocking density of A. japonicus in 

each of the even-numbered layers were separated into three levels, 1, 2, and 4 ind./plate. The second 

variable in the experiment was stocking density of sea cucumbers. The experiment was 

simultaneously conducted at both sea locations. Therefore, the experimental design consisted of a 

three-factor and three-level experiment with a total of 18 treatment groups. During the experiment, 

we examined to content of: chlorophyll a, particulate organic matter, PO4
3–-P, NO2

–-N, NO3
–-N, and 

NH4
+-N in both sea locations. The survival rate, growth performance, and condition of C. gigas and 

A. japonicus were compared. There was no significant difference in the contents of chlorophyll a or 

particle organic matter between the two marine areas (P>0.05). There were significant differences in 

the four nutrient salt contents between the two locations (P<0.05). There were no significant 

differences in the individual oyster weight or condition between the two locations (P>0.05). Only the 

low-stocking density sea cucumbers grew, with individual weights over 25% higher than that of the 

high-density individuals. Individual sea cucumber weights and survival rates in the low density 

treatment groups were considerably higher than those in the high density treatment groups (P<0.05). 

The performance of the holeless aquaculture plate considerably exceeded the common treatment 

group (P<0.05). The holeless aquaculture plates with sea cucumbers at a density of 1 ind./plate 

achieved the highest results in this study. The chlorophyll in the sea area of Sanggou Bay remained 

mostly unchanged in this experiment. However, the chlorophyll in the water region of Guazichang 

reduced when compared with that of previous data. With the recent rapid growth in the oyster 

industry in Rushan City, the oyster output may have reached or possibly exceeds the area´s 

aquaculture capacity. We advise the oyster breeding density in the Rushan sea area to be reduced to 

lower the breeding risk for farmers while also promoting the breeding industry´s long-term viability. 

In this experiment, there was no significant difference in oyster growth across the treatment groups, 

indicating that the integrated oyster-sea cucumber raft culture mode can lower oyster density and 

reduce environmental impacts. Simultaneously, breeding high-value sea cucumbers compensates for 

the loss of breeding income induced by the lower oyster breeding density. When compared to 

bottom-seeded sea cucumbers, this raft cage mode has a higher level of safety and ease of harvest. 

This method can be used to replenish oyster growing zones with a high density of oysters to boost the 

aquaculture industry´s health and long-term development. 

Key words    Apostichopus japonicus; Crassostrea gigas; Integrated multi-trophic aquaculture; Growth; 

Nutrient; Water environment 
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冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征 

及其影响因素* 

裴泓霖 1  谭八梅 1  王  荦 1①  夏兴龙 1  郝振林 1  丁  君 1,2  常亚青 1 
(1. 大连海洋大学  农业农村部北方海水增养殖重点实验室  辽宁  大连  116023； 

2. 南方海洋科学与工程广东省实验室(广州)  广东  广州  511458) 

摘要    本研究以我国北方典型岸基半开放刺参(Apostichopus japonicus)养殖池塘为对象，利用高

通量测序技术构建冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 16S rRNA 基因测序文库，解析封冰期、融冰期

和化冰期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征，并查明影响菌群结构的主导环境因子。结果显示，冻

融期刺参养殖池塘沉积物菌群丰度和多样性表现为整体下调趋势，在融冰初期呈现显著性波动

(P<0.05)。冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构呈现显著性差异，封冰期、融冰期和化冰期差异菌

群分别隶属于厚壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)和软壁菌门(Tenericutes)。尽管不同阶

段微生物相对丰度比例不同，但第一优势菌门均隶属于变形菌门(Proteobacteria)，相对丰度高于

49.04%；次优势菌门则呈现出显著性变化，其中，封冰期为拟杆菌门(Bacteroidetes)，融冰期为绿

弯菌门(Chloroflexi)和放线菌门(Actinobacteria)，化冰期为浮霉菌门(Planctomycetes)。环境因子与菌

群相关性分析表明，冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构与环境因子具有显著相关性(P<0.05)，温

度、盐度、总氮和总有机碳是沉积物菌群的主导环境因子。本研究将为刺参养殖池塘精细化管理提

供理论依据。 

关键词    刺参；冻融期；沉积物；高通量测序；菌群结构 

中图分类号 S966.9   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0121-14 

刺参(Apostichopus japonicus)具有较高的经济价

值，是我国北方重要的海水养殖品种(Roggatz et al, 

2018)。随着刺参养殖产业的不断发展，封闭或半封

闭的池塘养殖已成为刺参增养殖的主要模式 (Yuan 

et al, 2007)。 

冻融期是我国北方地区因初春气温回升导致池

塘表面冰层融化的一段特殊时期。冻融期冰层的融化

使养殖池塘水体环境由封闭状态逐渐转变为对外交

换状态，由此引起养殖池塘水体出现温跃层、盐跃层

和溶解氧分层等现象(Giliehinsky et al, 2002)。调查显

示，冰层融化导致的池塘跃层会引起池塘底部水质恶

化及病原菌暴发，进而危害养殖生物的健康(黄华伟

abc
图章
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等, 2011)。 

沉积物菌群在养殖池塘生态系统中占据着重要

地位，在生态系统平衡、水质调控、养殖生物疾病防

控等 方 面 均 发挥 着 重要 作用 (Deng et al, 2009; 

Michaud et al, 2009; Blancheton et al, 2013; 范立民, 

2015; 姜燕等, 2022)。李步先(2015)研究表明，从虾

蟹 养 殖 池 溏 沉 积 物 中 分 离 得 到 的 盐 单 胞 菌 属

(Halomonas)能改善养殖环境、有效降解养殖环境中

的氨态氮、防止因氮污染滋生病原菌引起养殖生物患

病，且具有修复环境污染的功能。从刺参养殖池塘沉

积物中分离得到的益生菌菌株 YQ-2 和 DY-6 能有效

抑制刺参病原菌——灿烂弧菌(Vibrio splendidus)和

假交替单胞菌(Psedoalteromonas nigrifaciens)的生长

繁殖(杜佗等, 2017; 王金燕等, 2018)。然而，养殖池

塘生态系统极易受到外部理化因子的影响，季节变

动、营养物质输入等变化均可造成池塘养殖环境菌群

种类和丰度的改变(Bentzon-Tilia et al, 2016; 谭八梅

等, 2021)。例如，高温条件能提高微生物体内的酶活

性、提高微生物代谢水平、加速有机物分解，进而促

进养殖环境物质循环(李彬等, 2010)。水体透明度直

接决定光照射入池塘水体的深度，控制了水中微生物

的光合作用强度，进而改变养殖环境物质循环状态

(龚骏等, 2013)。pH 是生物地球转换的重要调控因

子，能够通过调节菌群对水中离子和微量金属的利

用率，从而改变代谢效率(Lindstöm et al, 2012)。外

部理化环境因子变化剧烈的冻融期是刺参健康养

殖的关键时期，但关于养殖池塘冻融期菌群结构方

面的研究还鲜有报道。  

因此，本研究以中国北方典型岸基半开放刺参养

殖池塘为对象，利用高通量测序技术解析冻融期刺参

养殖池塘沉积物菌群结构特征及其影响因素，旨在为

刺参养殖池塘精细化管理提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  采集样品 

本研究选取中国北方典型岸基半开放刺参养殖

池塘(403746N；122859E)为对象，利用采泥器分

别采集封冰期、融冰期和化冰期同一刺参养殖池塘表

层 3~5 cm 沉积物样品，采样信息见表 1。样品装入

无菌离心管中，–80 ℃冰箱冷冻保存，用于细菌总

DNA 的提取。所有样品采自同一池塘并设置 3 个平

行，池塘面积约为 0.07 km2，水深约为 4 m，刺参密

度约为 5 头/m2，全年未使用微生物制剂。  

表 1  样品信息 
Tab.1  Sampling information 

采样时期 
Sampling period 

样品信息 
Sample information 

封冰期 Icebound period C-1、C-2、C-3 

融冰第 1 天 R1-1、R1-2、R1-3 

融冰第 3 天 R3-1、R3-2、R3-3 
融冰期 
Melting period 

融冰第 5 天 R5-1、R5-2、R5-3 

化冰第 7 天 R7-1、R7-2、R7-3 化冰期 
Ablation period 化冰第 14 天 R14-1、R14-2、R14-3

注：封冰期是指冰层未融化的时期；融冰期是指冰层

开始融化至冰层完全融化的时期；化冰期是指冰层完全消

失后的时期。 
Note: Icebound period refer to the period when the ice 

does not melt. Melting period refers to the period from the 
beginning of melting to the complete melting of ice. Ablation 
period refers to the period after the complete disappearance of 
ice. 

 

1.2  环境因子测定 

采用 HACH (HQd)水质分析仪器(HACH 公司, 

美国)，现场测定养殖池水的温度(T)、盐度(S)和酸碱

度(pH)，其他理化参数测定均依据中华人民共和国

《海洋沉积物质量标准(GB18668-2002)》进行。沉积

物总有机碳(TOC)的测定采用重铬酸钾氧化–还原容

量法，总氮(TN)采用过硫酸钾氧化法，总磷(TP)采用

钼锑抗分光光度法，氨氮(NH4
+-N)采用次溴酸盐氧化

法，硝酸盐(NO3
–-N)采用镉柱还原法，亚硝酸盐(NO2

–-N)

采用萘乙二胺分光光度法，磷酸盐(PO3
–-P)采用磷钼

蓝分光光度法，硫化物采用亚甲基蓝分光光度法。 

1.3  DNA 提取、扩增和测序 

选用 OMEGA Soil DNA 试剂盒(D5625)提取沉积

物总 DNA。提取的 DNA 用 NanoDrop2000 分光光度

计检测浓度和纯度，为确保 DNA 无降解无污染，DNA

浓度要求≥50 ng/μL，纯度 OD260 nm/OD280 nm=1.8~2.0。

利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，DNA 条带清

晰且带型完整无拖尾现象，表明所提 DNA 无蛋白质污

染、无降解发生。 

以细菌 16S rRNA 基因 V3~V4 片段 341F (5´-CCT 

ACGGGNGGCWGCAG-3´)和 805R(5´-GACTACHVG 

GGTATCTAATCC-3´)作为扩增引物进行 PCR 扩增，

使用带 barcode 的特异引物，TaKaRa 公司的 Tks Gflex 

DNA 聚合酶进行 PCR，确保扩增效率和准确性。 

将上述 PCR扩增后获得的细菌 16S rRNA基因产

物送生工生物工程 ( 上海 ) 股份有限公司，采用
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Illumina Miseq 2×300 bp 测序平台进行高通量测序。 

1.4  数据处理与分析 

用 FASTP (版本 0.18.0) (Guo et al, 2017)对 Illumina

平台的原始数据进行过滤，标准如下：去除含有未知

核苷酸(N)≥10%的 reads；去除 phred 质量评分≤20

的碱基≥50%的 reads；删除含接头的 reads。对低质

量 tag 过滤得到 clean tag (Bokulich et al, 2013)。参照

QIIME (Caporaso et al, 2010)的 tags 质量控制流程。

使用 UCHIME 算法(Edgar et al, 2011)进行 tag 的嵌合

体检查。过滤嵌合体后得到的 effective tag 进行 OTU

丰度统计和其他后续分析。选取丰度最高的 tag 序列

作为每个操作分类单元(operational taxonomic units, 

OTUs)的代表序列。采用 Usearch (8.1.1831)软件，按

照序列相似性为 97%的阈值进行 OTUs 聚类。采用

Mothur (1.30.1)软件对样品序列进行 α 多样性分析。

采用 RDP Classifier (2.12)软件对样品合格序列进行

物种分类操作，阈值设置为 0.8，低于该阈值的分类结

果被划归为 unclassified 一类。使用 R 语言(版本 2.5.3)

进行环境因子相关性分析，以明确环境因素对群落组成

的影响，获得不同水平各 rank 的丰度值。环境因素与

物种之间的 Pearson 相关系数使用 R 语言 psych 包(版

本 1.8.4)计算(Revelle et al, 2010)。使用 SPSS19.0 软件

对样本进行单因素方差分析(one-way ANOVA)。 

2  结果 

2.1  环境因子监测 

本研究对中国北方典型岸基半开放刺参养殖池

塘封冰期、融冰期和化冰期沉积物环境理化因子进行

监测(表 2)。结果显示，融冰期温度和盐度呈现显著

性升高(P<0.05)，TOC 在融冰期第 1 天达到最高，TOC

在第 3 天开始显著下降，至融冰期达到最低点(P< 

0.05)，随后保持稳定。TP、NO3-N 和 PO4
3-P 含量在

冻融期间呈逐渐下降的趋势。化冰后期环境因子波动

较小，温度和盐度基本保持稳定。 

 
表 2  冻融期刺参养殖池塘沉积物环境理化因子 

Tab.2  Environment factors of the sediment of ponds for culturing sea cucumber during ice-melting period 

封冰期 
Icebound period 

融冰期 
Melting period 

化冰期 
Ablation period 环境因子 

Environmental factor 
C R1 R3 R5 R7 R14 

底层水温 T/℃ 5.60±0.09b 7.50±0.40a 6.90±0.07ab 8.30±0.21a 8.10±0.13a 8.00±0.10a 

盐度 S 28.80±2.11b 30.80±0.52a 33.80±0.62a 33.20±0.74a 31.30±0.26a 31.30±0.13a 

溶解度 DO/(mg/L) 12.75±0.11a 12.92±0.48a 12.87±0.25b 12.94±0.27b 13.30±0.53b 10.62±0.62c 

酸碱度 pH 7.79±0.20a 7.79±0.15a 7.82±0.04a 7.85±0.11a 7.43±0.09a 7.74±0.03a 

总氮 TN/(mg/kg) 1.650±0.131a 1.732±0.032a 1.195±0.053b 1.427±0.242ab 1.512±0.108ab 1.244±0.241b 

总磷 TP/(mg/kg) 0.047±0.001a 0.033±0.000a 0.031±0.011a 0.003±0.000b 0.036±0.012a 0.024±0.044a 

氨氮 NH4
+-N/(mg/kg) 0.046±0.010a 0.033±0.000a 0.036±0.001a 0.030±0.001a 0.037±0.000a 0.043±0.023a 

硝酸氮 NO3
–-N/(mg/kg) 2.550±0.540a 0.353±0.012b 0.374±0.102b 0.139±0.193b 0.501±0.232b 0.293±0.171b 

磷酸盐 PO4
3–/(mg/kg) 1.927±0.012a 1.164±0.071a 1.080±0.034a 0.239±0.143b 0.249±0.031b 0.196±0.011b 

硫化物 Sulfide/(mg/kg) 0.008±0.000b 0.020±0.012b 0.008±0.000b 0.007±0.000b 4.637±1.376a 5.269±0.835a 

总有机碳 TOC/(mg/kg) 7.855±0.032a 8.949±0.143a 3.372±0.924b 4.487±0.571b 0.014±0.572c 0.005±0.000c 

氧化还原电位 ORP/(mV) –62±3b –121±7a –127±3a –93±1ab –95±1ab –101±2ab 

注：表中数据为平均数±标准差；同行不同字母表示不同时期的差异达到显著水平(P<0.05)。 
Note: Data in the table are Mean±SD; Data with different superscripts in the same row are significantly different (P<0.05). 

 

2.2  高通量测序结果 

冻融期不同阶段共 18 个样品所得原始测序序列

为 45 106~79 040 条，原始序列经质量控制、嵌合体

和非靶区域序列去除后，所得有效序列为 42 993~ 

76 635 条(表 3)。 

2.3  α多样性分析 

通过比较不同时期样本 α多样性指数得出(图 1)，

刺参养殖池塘冻融期间沉积物菌群丰度和多样性呈

总体下降的趋势，融冰前期则呈显著性波动(P<0.05)，

融冰后期菌群呈回升趋势，在冰层完全消失的化冰期 
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表 3  刺参养殖池塘沉积物菌群高通量测序结果 
Tab.3  High throughput sequencing results of bacteria in the sediment of ponds for culturing sea cucumber  

样品  
Sample 

原始序列 
Original sequence 

质量控后序列 
Quality control sequence

非靶区序列 
Not target sequence

嵌合体序列 
Chimeric sequence

有效序列 
Effective sequence 

OTU 数目 
OTU number

C-1 53 771 53 492 14 433 53 045 4 042 

C-2 54 122 53 851 8 452 53 391 4 289 

C-3 47 742 47 502 17 664 46 821 3 956 

R1-1 66 119 65 745 17 282 65 446 3 728 

R1-2 52 576 52 337 35 756 51 546 3 200 

R1-3 59 108 58 705 12 1 327 57 366 4 068 

R3-1 79 040 78 919 34 2 250 76 635 5 297 

R3-2 64 976 64 942 28 674 64 240 4 707 

R3-3 47 306 47 267 18 497 46 752 4 399 

R5-1 77 450 77 336 48 2 994 74 294 4 580 

R5-2 47 175 47 137 19 2 252 44 866 3 546 

R5-3 68 082 67 993 15 1 883 66 095 4 313 

R7-1 57 329 57 247 25 5 763 51 459 3 808 

R7-2 46 641 46 596 30 3 305 43 261 3 323 

R7-3 54 086 54 021 4 4 262 49 755 3 688 

R14-1 45 106 45 077 7 2 077 42 993 3 751 

R14-2 64 018 63 988 19 2 674 61 295 4 430 

R14-3 55 559 55 508 15 1 623 53 870 3 866 

 
菌群丰度和多样性再次下调。 

2.4  β多样性分析 

在 OTU 水平上，根据加权 Unifrac 距离不同对封

冰期、融冰期和化冰期样本进行主成分分析(图 2)。

其中，PCA1 (principal component analysis)、PCA2 和

PCA3 的贡献率分别为 94%、2%和 1%，总贡献率为

97%。各组分样品聚集在 PCA1，显示出较好的生物

学重复性。不同时期样品分布分散，说明组间群落结

构存在差异。 

2.5  菌群结构特征分析 

门水平上(图 3a)，相对丰度排名前 5 的菌门分别

为变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、

放线菌门(Actinobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、

酸杆菌门(Acidobacteria)。冻融期刺参养殖池塘沉积

物第一优势菌门均为变形菌门(相对丰度>49.04%)。

次优势菌门存在显著性差异，其中，封冰期次优势菌

门为拟杆菌门(相对丰度>6.80%)，融冰期次优势菌门

为绿弯菌门(Chloroflexi)和放线菌门；化冰期次优势

菌门则演替为浮霉菌门。 

属水平上(图 3b)，封冰期优势菌属主要隶属于海

泥大海球菌 (Halioglobus)、硫卵菌属 (Sulfurovum)、

Desulfopila、Lutimonas、硫深海菌属(Thioprofundum)；

融冰期优势菌属主要隶属于 Sulfurovum、Thioprofundum、

Desulfopila；化冰期优势菌属主要隶属于 Sulfurovum、

Desulfopila、Thioprofundum。值得注意的是，在冻融

期 间 检 测 出 刺 参 条 件 致 病 菌 假 交 替 单 胞 杆 菌

(Pseudoalteromonas) (相对丰度为 0.9%)。 

线性判别法 LEfSe 分析显示(图 4)，不同分类水

平下共有 244 个细菌类群在冻融期存在差异。封冰期

刺参养殖池塘沉积物差异菌门主要隶属于厚壁菌门，

其代表菌属为盐厌氧杆菌(Halanaerobium)和嗜盐菌

属(Halocella)。融冰期沉积物差异菌门隶属于酸杆菌

门，其代表性差异菌属分别为 GP7、GP17 和 GP26。

化冰期沉积物差异菌门隶属于软壁菌门(Tenericutes)，

其代表性差异菌属为 Haloplasma。 

2.6  COG 功能预测分析 

基于 COG 数据库(图 5)，对比 25 组功能蛋白，

刺参养殖池塘沉积物菌群在冻融期共有 18 组功能蛋

白存在显著性差异(P<0.05)。与封冰期相比，融冰期沉

积物菌群在一般功能预测(general function prediction 

only) [R]，次生代谢物生物合成、运输和分解代谢
(secondary metabolites biosynthesis, transport, and 
ca tabol ism)  [Q]，辅酶的运输和代谢 (coenzyme 

transport and metabolism) [H]，碳水化合物的运输和

代谢(carbohydrate transport and metabolism) [G]，核苷 
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图 1  刺参养殖池塘沉积物菌群 α 多样性指数 
Fig.1  α Diversity index in sea cucumber culture pond during ice-melting period 

 

S-R1、S-R3、S-R5 分别为融冰期的第 1、3、5 天；S-R7、S-R14 分别为化冰期的第 7、14 天。 
S-R1, S-R3, and S-R5 indicate the first, third and fifth day of the melting period, respectively; 

S-R7 and S-R14 indicate the 7th and 14th day of the ablation period. 
 

 
 

图 2  刺参养殖池塘沉积物菌群 PCA 分析图 
Fig.2  PCA analysis diagram in sea cucumber culture  

pond during ice-melting period 

酸的运输和代谢(nucleotide transport and metabolism) 

[F]，能量产生与转化(energy production and conversion) 

[C]，复制、重组和修复(replication, recombination and 

repair) [L]，转录(transcription) [K]，染色质结构及作

用方式(chromatin structure and dynamics) [B]，RNA

加工与修饰(RNA processing and modification) [A]，细

胞外结构功能(extracellular structures) [W]，细胞骨架

(cytoskeleton) [Z]，防御机制(defense mechanisms) [V]，

信息转导机制(signal transduction mechanisms) [T]，细

胞膜、细胞壁、包膜生物发生 (cell wall/membrane/ 

envelope biogenesis) [M]，细胞周期控制、细胞分裂、

染色体分区(cell cycle control, cell division, chromosome 

partitioning) [D] 16 个方面呈现出显著性上调(P<0.05)。
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化冰期，沉积物菌群在染色质结构及作用方式

(chromatin structure and dynamics) [B]，RNA 加工与

修饰(RNA processing and modification) [A]，碳水化合

物的运输和代谢(carbohydrate transport and metabolism) 

[G]，细胞周期控制、细胞分裂、染色体分区(cell cycle 

control, cell division, chromosome partitioning) [D]，细

胞外结构功能(extracellular structures) [W]，信息转导

机制(signal transduction mechanisms) [T]，一般功能预

测 (general function prediction only) [R] ， 转 录

(transcription) [K]，次生代谢物生物合成、运输和分

解代谢(secondary metabolites biosynthesis, transport, 

and catabolism) [Q] 9 组功能蛋白中表现为显著性下

调(P<0.05)。 

2.7  菌群结构与环境因子相关性分析 

冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群与环境因子 
 

CCA 分析结果见图 6。如图 6 所示，封冰期刺参养殖

池塘沉积物菌群单独聚为一类，融冰期和化冰期沉积

物菌群则聚为另一类。根据环境因子箭头与原点连线

的长度可知，刺参养殖池塘沉积物菌群排名前 4 的主

导环境因子分别为温度、盐度、TN 和 TOC。其中，

温度和盐度与封冰期沉积物菌群呈负相关，与融冰期

沉积物菌群呈正相关。TOC 和 TN 与封冰期沉积物菌

群相对丰度呈正相关。 

冻融期刺参养殖池塘沉积物优势菌门与主导环

境因子间相关性分析结果见表 4。其中，拟杆菌门与盐

度呈极显著负相关(P<0.001)，表明拟杆菌门受沉积物

盐度影响较大。绿弯菌门与温度和盐度呈极显著正相

关(P<0.001)，与 TOC 含量呈极显著负相关(P<0.001)。

浮霉菌门与温度和盐度等环境因子均未表现出显著

相关性(P>0.05)。放线菌门与盐度呈极显著正相关

(P<0.01)，与 TOC 含量呈极显著负相关(P<0.01)。 

 
 

图 3  沉积物菌群结构相对丰度图 
Fig.3  Relative abundance of sediment bacterial community 
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图 4  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 LEfSe 分析 
Fig.4  LEfSe analysis of the sediment bacterial community in sea cucumber culture pond during ice-melting period 

 

3  讨论 

3.1  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群丰度和多样性 

微生物作为养殖池塘生态系统的生产者和分解

者，在生态系统物质循环和能量流动过程中发挥着重

要作用(Langenheder et al, 2006; Adams et al, 2010; 

金笑等, 2017)。菌群生长繁殖所需的营养物质主要依

靠环境中的无机盐和有机物，其群落组成对环境因子

的变化有较强的敏感性(王轶南等, 2010; Bell et al, 

2013; 李建光等, 2014; Yang et al, 2015; Amabebe 

et al, 2020)。本研究表明，冻融期刺参养殖池塘沉积

物菌群丰度和多样性总体呈下调趋势，但融冰初期则

出现显著波动。相较于封冰期，温跃层及盐跃层的出

现引起底部水层环境因子发生剧烈变化(姜森颢等 , 

2015)。温度的升高为更多微生物提供了适宜的生境，

能加速酶促反应，进而促进微生物代谢(Tang et al, 
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2014; Cardona et al, 2016)，造成融冰初期菌群丰度及

多样性上调。同时，盐度作为海水养殖中的重要环境

因素，能干扰水体微生物新陈代谢，影响沉积物中微

生物的多样性(Jackson et al, 2009)。倪蒙等(2019)对不

同盐度罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)养殖池

塘调查显示，高盐度组菌群丰度与多样性显著高于低

盐度组。环境因子的大幅改变，破坏了封冰期沉积物

原有的菌群结构，引起冻融期微生物丰度和多样性出

现波动，随着气温回升，养殖环境温度和盐度变化趋势

减小，养殖池塘环境因子和菌群结构也趋于稳定。 

相比于融冰期，化冰期菌群丰度及多样性呈下调

趋势。微生物能通过碳循环获取能量，而有机碳作为

环境中碳源的指标之一，能在一定程度上反映环境微

生物丰度。李谷等(2013)对养殖池塘群落的碳源代谢 
 

 
 

图 5  基于 COG 数据库注释沉积物菌群功能 
Fig.5  Function abundances of sediment bacterial based on COG database 

同一组中上标不同字母表示平均值间差异显著(P<0.05)，各组上标相同字母表示组间差异不显著(P>0.05)。 
In the same group, there is a significant difference between the mean values indicated by different superscripts (P<0.05), while 

there is no significant difference between groups indicated by the same superscripts (P>0.05). 
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图 6  沉积物菌群与环境因子 CCA 分析图 
Fig.6  CCA analysis of sediment bacterial community and 

environmental factors 

 
特性和功能多样性进行调查，发现养殖池塘水体微生

物群落对不同类型的碳源有不同程度的利用。高浓度

有机碳更适合微生物大量繁殖栖息(Ram et al, 1982)。

本研究中，化冰期沉积物 TOC 含量显著下降(仅为

0.014 mg/kg)。TOC 含量过低抑制了微生物的生长繁

殖，进而限制了微生物的丰度及其多样性，可能是引

起化冰期微生物丰度及多样性出现下调的原因。 

3.2  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构特征及其

影响因素 

本研究中，冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群结构

呈现显著的演替特征，但变形菌门始终为冻融期沉积

物第一优势菌门。变形菌门作为刺参养殖池塘丰度最

高的菌群(丁斯予等, 2019; 任利华等, 2015; 窦妍等, 

2016)，主要是由其在原核生物分子生物学分类中的

绝对优势所决定的(Gupta, 2000)。Auguet 等(2009)研

究表明，α-变形菌纲通过光合作用储存能量，用于生

长代谢、CO2 和 N 的固定。厌氧条件下，一些γ-变

形菌可以和厌氧环境中的动物产生共生关系，对环境

中的 C、N 和 S 循环起着重要作用(Olav et al, 1989; 

Bakunina et al, 2000; Manzoni et al, 2008)。 

此外，不同时期菌群存在显著性差异，且各时期

差异菌群与其生境环境因子之间显著相关。闫法军等

(2014)研究表明，微生物作为生境的反映，与环境理

化性质密切相关且相互限制影响。其中，封冰期刺参

养殖池塘沉积物差异菌以厚壁菌门为代表。厚壁菌门

可以形成抗逆性芽孢，具有极强的环境适应性，温度

越低，厚壁菌门的相对丰度越大(宋兆齐等, 2015，与

封冰期的低温条件相符。酸杆菌门作为融冰期特异性

菌群的代表，与 pH 值密切相关。Jones 等(2009)对北

美和南美的共 87 个土壤样品大尺度分析发现，酸杆 
 

表 4  沉积物优势菌群与主导环境因子相关性分析 
Tab.4  Correlation analysis between dominant bacterial community and environment factors in sediment 

环境因子 Environment factors 优势菌群 
Dominant bacterial community 温度 T 总氮 TN 盐度 S 总有机碳 TOC 硫化物 Sulfide 酸碱度 pH

拟杆菌门 Bacteroidetes –0.515** 0.375* –0.634*** 0.452* –0.120 0.341 

绿弯菌门 Chloroflexi 0.596*** –0.550** 0.607*** –0.668*** 0.453* 0.241 

浮霉菌门 Planctomycetes –0.040 0.221 0.845 0.062 –0.151 –0.251 

放线菌门 Actinobacteria 0.425* –0.299 0.550** –0.494** 0.194 –0.016 

注：同列中标有***表示差异极显著(P<0.001)；**表示差异显著(P<0.01)；*表示差异显著(0.01<P<0.05)；无标注则为

差异不显著(P>0.05)。 
Note: In the same column, *** indicates extremely significant difference (P<0.001), ** indicates highly significant 

difference (P<0.01), * indicates significant difference (0.01<P<0.05), and no marked indicates no significant difference (P>0.05). 
 

菌门中的 GP7 和 GP17 相对丰度与 pH 呈显著正相关

关系。结合环境因子数据，与融冰期沉积物较高 pH

条件相符。化冰期刺参养殖池塘沉积物差异菌以软壁

菌门为代表，而目前有关于软壁菌门的研究还鲜有

报道。值得注意的是，冻融期间刺参养殖池塘沉积物

中发现假交替单胞杆菌，相对丰度为 0.9%，该菌是

刺参腐皮综合征的主要致病菌(李强等, 2013)，发病

时的死亡率可达 90%。因此，冻融期养殖环境管理十

分重要，建议定期向水中投放水质改良剂，防止水质

恶化。同时加入免疫增强剂促进诱发宿主防御反应，

增强刺参抗病能力。 

3.3  冻融期刺参养殖池塘沉积物菌群 COG 功能分析 

微生物参与多种物质循环，与次生代谢物生物合

成、运输和分解代谢、碳水化合物的运输和代谢、能

量产生与转化、转录、RNA 加工与修饰等功能息息
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相关(Rungrassamee et al, 2016; Xiong et al, 2016)。放

线菌门与绿弯菌门作为融冰期的两大优势菌门与该

时期 COG 功能蛋白的上调具有一定相关性。放线菌

门具有降解淀粉和蛋白质等大分子的功能，在氮磷循

环、有机物降解及矿化过程中也具有重要作用，其发

酵产物能抗菌抗病毒，能够抑制部分革兰氏阳性菌发

挥功能(李文均等, 2002; 凌春耀等, 2020; Bull et al, 

2005)。绿弯菌门营养方式和代谢途径十分丰富，是 C、

N、S 等元素的生物地球化学循环的重要参与者(鲜文东

等, 2020)，如 CO2 固定、CO、CH4、NO2
–氧化及纤维

素等大分子的降解，这些功能与碳水化合物的运输和

代谢、能量产生与转化等功能息息相关。其部分次级

代谢产物具有高效的细胞毒性和抗菌作用，具有成为

益生菌的潜力(Nett et al, 2006)。这些优势菌群功能与

COG 蛋白中次生代谢物合成、运输和分解代谢、碳

水化合物的运输代谢、能量产生与转化等功能相吻

合，说明冻融期独特的优势菌门可能是其功能蛋白显

著上调的原因。开展冻融期沉积物菌群 COG 功能分

析，能够反映出菌群整体代谢水平及其生理偏向。 

4  结论 

本研究利用高通量测序技术首次探究冻融期刺

参养殖池塘沉积物菌群结构和功能的演替特征，并查

明影响沉积物菌群结构的主导环境因子。研究表明，

环境因子改变不利于养殖池塘沉积物菌群结构的稳

定，易导致潜在致病菌增殖，加大养殖生物患病风险。

因此，在养殖过程中应注重融冰期养殖池塘环境的管

理，避免水质恶化与病害暴发。 
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Composition of the Bacterial Community in the Sediment of  
Ponds for Culturing Sea Cucumber (Apostichopus japonicus):  

Influence of Environmental Factors During Ice-Melting Period 

PEI Honglin1, TAN Bamei1, WANG Luo1①
, XIA Xinglong1,  

HAO Zhenlin1, DING Jun1,2, CHANG Yaqing1 

(1. Dalian Ocean University, Agriculture Department Key Laboratory of Mariculture and Stock Enhancement  
in North China Sea, Dalian  116023, China; 2. Guangdong Provincial Laboratory of Southern Marine Science  

and Engineering (Guangzhou), Guangzhou  511458, China) 

Abstract    The sea cucumber (Apostichopus japonicus) has high economic value and is one of the 

important mariculture species in northern China. With the continuous development of aquaculture 

industry, closed or semiclosed pond aquaculture has become the main sea cucumber culture method. 

The ice-melting period is a special period when the ice on the pond surface melts due to the 

temperature rise in early spring in northern China. During this period, the ice-melting layer gradually 

changes the water environment of pond aquaculture from a closed state to external exchange state, 

resulting in the formation of thermocline and halocline areas and dissolved oxygen stratification in 

pond aquaculture waters. Some investigations have shown that the thermocline of pond water caused 

by ice-melting will cause the deterioration of water quality at the bottom of the pond and the outbreak 

of pathogenic bacteria, which will endanger the health of cultured organisms. Microorganisms are an 

important part of the pond aquaculture ecosystem. They play an important role in the ecosystem´s 

material circulation and energy flow and are significant to maintaining its balance. As an important 

part of the pond aquaculture ecosystem, sediment bacteria not only play a great role in the material 

circulation and energy flow processes but correlate with the growth, digestion, immunity, and 

diseases of aquaculture organisms. However, external physical and chemical factors easily affect the 

pond aquaculture ecosystem´s bacterial structure. Seasonal changes and nutrient input can modulate 

the species and abundance of bacteria in the pond aquaculture environment, and indirectly affect the 

growth and health of aquaculture organisms. In recent years, investigations have been carried out on 

the bacterial community structure in ponds water and sediment. Nonetheless, only few reports 

comprise the structure and function of the bacterial community during the ice-melting period. 

Therefore, it is of great theoretical and practical significance to study the structural and functional 

characteristics of the sea cucumber sediment bacterial community in the pond aquaculture during the 

ice-melting period. Therefore, this study used the typical shore-based semi-open sea cucumber pond 

culture in northern China as its research object. A 16S rRNA sequencing library was constructed 

based on the sediment bacterial community during the icebound, melting, and ablation periods and 

analyzed using high-throughput sequencing technology. These sequences were used to evaluate the 

structural characteristics of these bacterial communities and identify the dominant environmental 

factors affecting them. The results showed that the abundance and diversity of sediment bacterial 
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communities showed an overall downward trend in the ice melting period, fluctuating significantly in 

the early stage of ice-melting (P<0.05). Compared with the icebound period, the appearance of 

thermocline and halocline caused drastic changes in the environmental factors of the bottom water 

layer. The temperature increase provides a suitable habitat for more microorganisms, accelerating 

enzymatic reactions and promoting microbial metabolism, which results in the up-regulation of 

bacteria abundance and diversity in the early melting period. As an important environmental factor in 

mariculture, salinity can interfere with the metabolism of microorganisms in the water and affect its 

diversity in sediments. This investigation showed that the bacterial community abundance and 

diversity in high-salinity conditions were significantly higher than those in low salinity. The 

substantial changes in the environmental factors destroyed the original sediment bacterial structure 

during the icebound period, resulting in microbial abundance and diversity fluctuation during the 

ice-melting period. With the gradual disappearance of the thermocline and salt layers, the pond 

aquaculture´s environmental factors and bacterial structure tended to be stable. In the ice-melting 

period, there were significant differences in the structure of sediment bacteria. The differential 

bacterial communities in the icebound, melting, and ablation periods were Firmicutes, Acidobacteria, 

and Tenericutes, respectively. Although the relative abundance ratio of microorganisms in different 

stages is distinct, the first dominant bacteria belong to Proteobacteria, and the relative abundance is 

higher than 49.04%. The secondary dominant bacteria included Bacteroides in the icebound period, 

Chloroflexi and Actinobacteria in the melting period, and Planctomycetes in the ablation period. The 

environmental factors and bacterial community structure showed significant correlation in the sea 

cucumber culture pond during the ice-melting period (P<0.05). Temperature, salinity, total nitrogen, 

and total organic carbon were the dominant environmental factors affecting sediment bacteria. This 

study will provide a theoretical basis for effectively managing sea cucumber pond aquaculture. 

Key words    Apostichopus japonicus; Ice-melting period; Sediment; High-throughput sequencing; 

Bacterial community 
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军曹鱼全基因组微卫星特征分析与 

多态性标记的筛选及应用* 

马  骞 1,2  吴雨薇 1  王刘永 1  赵晓龙 1  周启苓 1  陈  刚 1,2①  黄建盛 1,2 
(1. 广东海洋大学水产学院  广东  湛江  524025； 

2. 南方海洋科学与工程广东省实验室(湛江)  广东  湛江  524025) 

摘要    为更好地开发军曹鱼(Rachycentron canadum)高多态性微卫星分子标记，本研究基于军曹鱼

全基因组测序结果，利用 MISA1.0 软件对其简单重复序列(simple sequence repeat, SSR)的位点信息

进行检索及分析。结果显示，基因组中共筛选出 1~6 个核苷酸为重复单元的 SSR 位点 344 820 个，

其中，以单核苷酸重复序列最多(174 146 个)，占 SSR 总数的 50.50%；其次为二核苷酸重复和三核

苷酸重复序列，分别占 SSR 总数的 30.23%和 14.02%。在 SSR 包含的重复单元中，单核苷酸重复

以 A/T 类型为主，AC/GT 是二核苷酸的优势重复单元类型。军曹鱼基因组 SSR 核心序列重复次数

在 4~275 次范围内波动，单核苷酸 SSR 重复数为 10 的最多，二核苷酸 SSR 重复次数为 6 的最多。

本研究设置长度≥12 bp 为筛选高多态性 SSR 位点的标准，共获得 361 684 个位点。在上述位点中

随机选取 100 个候选位点进行基因分型检测，利用从中筛选到多态性较高的 10 个 SSR 标记分别对

北海、陵水、硇洲、徐闻和三亚 5 个养殖群体进行遗传多样性分析，145 尾个体中共检测到 69 个

等位基因，观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)和多态信息含量(PIC)平均值分别为 0.628、0.706 和

0.653。相关研究表明，军曹鱼基因组中 SSR 位点类型较为丰富、多态性潜能较高，从中筛选获得

的多态性 SSR 标记可为军曹鱼分子标记辅助育种、群体遗传多样性评价等研究提供有力支持。 

关键词    军曹鱼；基因组；SSR；分子标记；遗传多样性 

中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0135-10 

军曹鱼(Rachycentron canadum)俗称海鲡、海龙，

是大型肉食性暖水鱼类，主要分布于印度洋、西太平

洋和大西洋沿岸，在我国的南海、东海及黄海均有分

布(勾效伟等, 2007)。军曹鱼因其肉质细嫩、味道鲜

美、营养价值高而深受消费者喜爱；其在营养成分上

富含多种不饱和脂肪酸及微量元素，具有一定的药用

价值；加之军曹鱼具有生长速度快、抗病力强等优点，

因而成为我国最具养殖前景的海水鱼类之一(李刘冬

等, 2002)。近年来，国内外学者针对军曹鱼的生长发

育特征(邝杰华等, 2021; 毛非凡等, 2022)、繁殖生物

学特征(邝杰华等, 2021)、营养需求(麻永财等, 2012)、

人工繁育及苗种培育(陈刚等, 2004; 刘海娟等, 2012)

abc
图章
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等开展了大量研究。目前，关于军曹鱼遗传多样性水

平的研究报道较少。王中铎等(2010、2011)利用简单

重复序列(simple sequence repeat, SSR)分子标记和扩

增片段长度多态分析技术(AFLP)对军曹鱼养殖群体

的遗传多样性分析显示，选取的各养殖群体遗传多样

性水平较高，其群体遗传分化水平与野生群体差异不

大。李伟强等(2020)利用 12 个 SSR 标记对广东、海

南等 5 个军曹鱼养殖群体的遗传多样性分析结果显

示，各群体的遗传多样性水平较 10 年前均有所下降。

由此推测，长期人工繁育可能会导致军曹鱼不同养殖

群体间基因交流减少，群体遗传多样性水平降低。因

此，加强军曹鱼种质资源保护与利用，对于其增养殖

业的健康发展具有重要意义。 

SSR 分子标记也称为微卫星 DNA 序列标记，其

最常见的重复单元类型为 1~6 个核苷酸重复排列  

(赵相艳, 2014)。SSR 在真核生物基因组中广泛分布

(罗文永等, 2003)，鱼类基因组中绝大多数 SSR 位于

非编码区，但也有少数 SSR 位于编码区附近，甚至

编码区内(李红梅, 2014)。SSR 具有数量多、分布广、

易检测且符合孟德尔遗传等特点，目前已被广泛应用

于遗传多样性分析、遗传图谱构建、物种及亲缘关系

鉴定等研究(罗文永等, 2003; 李红梅, 2014; 赵相艳, 

2014)。SSR 分子标记的开发对于海水鱼类种质资源

保护利用及分子辅助育种等工作的开展具有重要意

义。然而，目前已发表军曹鱼 SSR 标记的数量十分

有限，亟需开发筛选更多的多态性标记。 

相较于传统的文库法、富集法等 SSR 开发方法，

基于高通量测序数据批量开发 SSR 标记这一研究策

略已在大黄鱼(Pseudosciaena crocea)(李红梅, 2014)、

黄鳍棘鲷(Acanthopagrus latus)(吴仁协等, 2019)、红

鳍笛鲷(Lutjanus erythropterus)(郭昱嵩等, 2011)等多

种鱼类中获得广泛应用。本研究在军曹鱼 Illumina 

HiSeq X Ten 及 PacBio Sequel 测序平台测序获得数据

信息的基础上，利用 MicroSatellite (MISA)软件从基

因组测序结果中查找 SSR 位点，并对其分布、数量、

组成特征等进行分析；利用从中开发的多态性 SSR

标记用于养殖群体的遗传多样性分析。筛选获得的

SSR 标记可用于军曹鱼群体遗传结构分析、重要性状

QTL 定位和良种选育等研究，以期为军曹鱼增养殖业

的健康发展提供有效技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

基因组测序用军曹鱼取自北部湾养殖群体，剪取

其背部肌肉，置于 95%的乙醇中储存，用于军曹鱼基

因组 DNA 的提取。 

军曹鱼样品为北海养殖群体(RC-BH) 30 尾、陵水

养殖群体(RC-LS)30尾、硇洲养殖群体(RC-NZ) 30尾、

徐闻养殖群体(RC-XW) 20 尾和三亚养殖群体(RC-SY) 

35 尾，共 145 尾。剪取少量尾鳍保存在 95%的乙醇

中，于−40 ℃储存，用于基因组 DNA 提取。 

1.2  全基因组数据来源 

军曹鱼基因测序由武汉菲沙基因信息有限公司

完成，基因组大小为 575.35 Mb，原始数据已上传至

NCBI (登录号 PRJNA634421)。 

1.3  SSR 序列搜索及筛选标准 

利用 MISA1.0 软件对军曹鱼全基因组序列进行

分析，并对基因组单链 DNA 上 SSR 序列的数量和种

类进行统计。SSR 位点的选择及筛选参数设置参照其

他鱼类基因组 SSR 特征分析结果及筛选依据(段永楠

等, 2019; 王耀嵘等, 2020; 黄纬杰等, 2022)，选取单

核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸

和六核苷酸重复；通过设定筛选标准为单核苷酸重复

单元的重复次数至少 10 次，二核苷酸重复至少 6 次，

三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复次数

至少 4 次，以筛选多态性 SSR 位点。 

1.4  多态性 SSR 标记的筛选 

根据上述筛选得到的 SSR 位点信息，随机选取

适合扩增的 100 个位点设计并合成引物。所有正向引

物在 5´端添加 16 bp 的通用 Tag，以随机 5 尾军曹鱼

的混合 DNA 作为模板，优化 PCR 条件，并排除扩增

无条带、条带模糊及多条带等 PCR 结果不理想的位

点。此后，以不同养殖群体的 16 尾军曹鱼 DNA 为模

板，利用 PCR 扩增理想的 SSR 引物进行多重扩增(Tag

修饰引物，各标记正向、反向引物)(Schuelke, 2000)。

所有引物由北京擎科生物科技有限公司合成。PCR 体

系为 20 μL：金牌 Mix 16.45 μL (北京擎科生物科技有

限公司)，正向引物(10 μmol/L) 0.15 μL，反向引物

(10 μmol/L) 1.2 μL，Tag 引物(10 μmol/L) 1.2 μL，

gDNA 10~50 ng。PCR 条件：98 ℃预变性 2 min；98 ℃

变性 10 s，各引物适宜退火温度 10 s，72 ℃延伸 10 s，

共进行 35 个循环；72 ℃延伸 5 min。PCR 产物由北

京擎科生物科技有限公司进行毛细管荧光电泳检测

(ABI3730)，并利用 GeneMapper 4.1 软件进行数据准

确位点的分析。基于基因分型数据，挑选其中多态性

高的 SSR 位点进行 5 个养殖群体的遗传多样性分析。 
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1.5  数据分析 

群体遗传多样性的数据统计及分析参照李伟强

等(2020)的方法。利用 PopGene32 软件计算等位基因

数(Na)、有效等位基因数(Ne)、Shannon 指数(H)、近

交系数(Fis)、基因流(Nm)等；利用 Cervus 3.0.7 软件

(Kalinowski et al, 2007)计算微卫星标记观测杂合度

(Ho)、期望杂合度(He)和多态信息含量(PIC)；利用

Genepop4.0.7 软件检测哈迪–温伯格(Hardy-Weinberg, 

HWE)平衡。利用 MEGA 6.0 软件构建 5 个军曹鱼养

殖群体的系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  军曹鱼基因组 SSR 位点类型与数量分析 

统计军曹鱼基因组中不同碱基重复序列，共发现

424 827 条 SSR 重复序列，其中，符合本研究筛选标

准的以 1~6 个碱基为重复单元的 SSR 位点共计

344 820 个，占总 SSR 的 81.17%。在这些 SSR 位点

中，单核苷酸重复类型最多(174 146 个)，占总数的

50.50%；其次为二核苷酸重复(104 242 个)，占总 SSR

的 30.23%；三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核

苷酸重复各有 48 358、12 792、4 403 和 879 个，分

别占总 SSR 的 14.02%、3.71%、1.28%和 0.25%(表 1)。 

2.2  军曹鱼 SSR 重复单元的序列组成 

由表 2 可知，在军曹鱼基因组 SSR 中，单核苷

酸重复序列以 A/T 重复类别最多，共 159 774 条，占

SSR 总数的 46.34%；二核苷酸重复序列中，AC/GT

为主要重复类别，有 75 190条，占 SSR总数的 21.81%， 
 

表 1  军曹鱼基因组 SSR 不同重复单元分布情况 
Tab.1  Distribution of different nucleotide repeat types of 

microsatellite in cobia genome 

重复类型 
Repeat type 

SSR 数 
SSR number 

占总 SSR 比例 
Proportion in total SSR/%

单核苷酸  
Mononucleotide 

174 146 50.50 

二核苷酸  
Dinucleotide 

104 242 30.23 

三核苷酸  
Trinucleotide 

48 358 14.02 

四核苷酸  
Tetranucleotide 

12 792 3.71 

五核苷酸  
Pentanucleotide 

4 403 1.28 

六核苷酸  
Hexanucleotide 

879 0.25 

CG/CG 重复类别数量最少(105 条)，占 SSR 总数的

0.03%；三核苷酸重复序列以 AAT/ATT 和 AGG/CCT

居多，分别为 13 133 和 8 775 条，各占 SSR 总数的

3.81%和 2.54%；四核苷酸重复以 AAAT/ATTT 出现

频率最高，这一重复单元序列共有 2 452 条，占 SSR

总数的 0.71%；五核苷酸重复序列中 AGAGG/CCTCT 
 

表 2  军曹鱼 SSR 重复单元的类型 
Tab.2  Type of microsatellite repeat motifs in cobia genome 

重复类型 
Repeat type 

重复单元 
Repeat motif 

重复个数 
Repeat 
number 

占总SSR比例

Proportion of 
total SSR/%

A/T 159 774 46.34 单核苷酸 
Mononucleotide C/G 14 372 4.17 

AC/GT 75 190 21.81 二核苷酸 
Dinucleotide AG/CT 18 236 5.29 

 AT/AT 10 711 3.11 

 CG/CG 105 0.03 

AAT/ATT 13 133 3.81 三核苷酸 
Trinucleotide AGG/CCT 8 775 2.54 

 GCC/GGC 523 0.15 

 AAC/GTT 5 303 1.54 

 AAG/CTT 4 676 1.36 

 ACT/AGT 3 648 1.06 

 ATC/ATG 3 596 1.04 

 ACG/CGT 2 938 0.85 

 AGC/CTG 2 930 0.85 

 ACC/GGT 2 836 0.82 

AAAT/ATTT 2 454 0.71 四核苷酸 
Tetranucleotide AAAC/GTTT 1 664 0.48 

 AAAG/CTTT 872 0.25 

 AGAT/ATCT 1 326 0.38 

 AGAC/GTCT 841 0.24 

 其他类型四核苷酸 
Other types of 
tetranucleotide 

5 635 1.63 

AGAGG/CCTCT 913 0.26 五核苷酸 
Hexanucleotide AGAGA/TCTCT 227 0.07 

 AAAAC/GTTTT 315 0.09 

 AAAAT/ATTTT 224 0.06 

 AAGGC/GCCTT 331 0.10 

 ATTAT/ATAAT 235 0.07 

 其他类型五核苷酸
Other types of 

pentanucleotide 
2 158 0.63 

ACCAGG/CCTGGT 92 0.03 六核苷酸 
Hexanucleotide 其他类型六核苷酸 

Other types of 
hexanucleotide 

787 0.23 
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重复类别最多，有 913 条，占 SSR 总数的 0.25%；六

核苷酸重复序列的重复类别种类多于其他核苷酸，以

ACCAGG/CCTGGT 为主，仅有 92 条。 

2.3  军曹鱼基因组 SSR 的重复次数 

军曹鱼基因组 SSR 核心序列重复次数整体在

4~275 范围内波动，不同类型 SSR 核苷酸重复次数的

波动范围和数量差异较大。单核苷酸 SSR 核心序列

的重复次数为 10~105，其中，重复数为 10 的 SSR 最

多，有 37 572 个，占单核苷酸 SSR 总数的 21.58%，

20 次及以上的重复共计 24 812 个，在单核苷酸 SSR

中占 14.25%；二核苷酸 SSR 的重复数为 6~167，其

中，6 次重复的 SSR 最多，有 24 371 个，占其总数

的 23.38%；三核苷酸 SSR 重复次数为 4~275，其中，

4 次重复最多(29 144 个)，占 SSR 总数的 60.27%；四

核苷酸、五核苷酸、六核苷酸的重复次数分别为

4~272、4~28 和 4~19，均以 4 次重复最多，分别有

7 200、2 290 和 602 个，在同类型的 SSR 中各自占比

56.29%、52.01%和 68.49%。 

2.4  军曹鱼基因组 SSR 的长度 

为筛选具有潜在利用价值的高多态性 SSR 位点，

本研究只对长度≥12 bp 的 SSR 位点进行分析，共筛

选出符合上述标准的 SSR 位点 361 684 个。由军曹鱼

基因组 SSR 片段长度的分布情况(图 1)可知，片段长

度为 12~19 bp 的 SSR 位点最多(188 166 个)，占 SSR

总数的 52.02%；其次是重复单元长度为 20~30 bp 的

SSR 位点(70 081 个)，占 SSR 总数的 19.38%；长度

为 31~40 bp 的 SSR 位点共有 22 809 个，占 SSR 总数

的 6.31%；长度为 41~50 bp 的 SSR 位点有 14 551 个，

占 SSR 总数的 4.02%；片段长度>50 的 SSR 数量为

66 077 个，占 SSR 总数的 18.27%。66 077 个，占 SSR

总数的 18.27%。 
 

 
 

图 1  军曹鱼 SSR 位点重复单元序列长度分布频率 
Fig.1  Frequency of SSR repeat sequence length 

distribution in cobia 

2.5  多态性 SSR 位点的筛选及其在养殖群体遗传多

样性分析中的应用 

基于 100 个候选位点设计的引物在 5 尾军曹鱼混

合 DNA 的扩增结果中，筛选出条带明亮单一的引物

共 23 对。随后，对筛选出的引物进行荧光标记修饰，

并检测其在 16 尾军曹鱼 DNA 中的基因分型结果，共

从中筛选到 10 个多态性较高的 SSR 标记(表 3)。利

用这些标记在 5 个养殖群体 145 尾军曹鱼中共检测到

69 个等位基因，其中，最小等位基因数目为 5 

(RCSSR155)，最大等位基因数目为 11 (RCSSR50)。

观测杂合度(Ho)为 0.396~0.799，平均值为 0.628；期

望杂合度(He)为 0.610~0.767，平均值为 0.706；平均

多态信息含量(PIC)为 0.528~0.724，平均值为 0.653。

10 个位点在 5 个军曹鱼养殖群体中的近交系数(Fis)

范围为−0.317~0.270 (表 4)。 

5 个军曹鱼养殖群体间的遗传相似度和遗传距离

如表 5 所示，遗传距离为 0.141~0.464，相似度为

0.629~0.868。根据 Nei´s 遗传距离构建的 UPGMA 系

统进化树如图 2 所示，RC-LS 和 RC-XW 聚为一支后

与 RC-NZ 聚在一起；RC-BH 和 RC-SY 聚为一支。 

3  讨论 

随着 SSR 重复单元序列碱基数目的增加，军曹

鱼基因组 SSR 不同重复单元的出现频率逐渐下降，

与斑点叉尾 (Ictalurus punctatus)(唐荣叶等, 2021)、

斑鳢(Channa maculata)(上官清等, 2020)、达氏鲟

(Acipenser dabryanus)(李薇等, 2017)等鱼类基因组或

转录组中 SSR 的分布特征相似。然而，各物种基因

组 SSR 在核苷酸组成分布上(优势 SSR 类型)存在一

定的特异性，例如，军曹鱼基因组 1~6 碱基 SSR 中

单核苷酸重复所占比例最大，其次为二核苷酸重复和

三核苷酸重复，这与鲤鱼(Cyprinus carpio)(梁霞等, 

2021)、圆口铜鱼 (Coreius guichenoti)(李学梅等 , 

2021)、斑鳢(上官清等, 2020)等鱼类基因组 SSR 的分

布情况相似；但在黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)  

(徐杰杰等, 2020)、大黄鱼(李红梅, 2014)和金钱鱼

(Scatophagus argus)(王耀嵘等, 2020)等鱼类基因组

中，其 SSR 均以二核苷酸重复类型为主。推测造成

这种差异的主要原因，可能是各研究用于筛选和分析

SSR 特征的软件及其中设置的筛选标准等存在差异。

目前，硬骨鱼类基因组 SSR 在分布特征上尚未发现

三核苷酸重复类型占优势的情况，但在西施舌

(Coelomactra antiquata)(王雨吉等 , 2021)、缢蛏

(Sinonovacula constricta Lamarck)(刘博等, 2012)等软 
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表 3  10 个军曹鱼微卫星位点引物基本信息 
Tab.3  Basic information of ten identified SSR primers for cobia 

引物 
Primer 

重复单元 
Repeat motif 

引物序列 
Primer sequence 

片段大小 
Size range /bp

退火温度 

Annealing temp./℃ 
荧光标记物质 

Fluorescence label

RCSSR026 (TTCC)7 F: CCTTCCTCCGTTCTTTCCTC 199 62.00 Fam 

  R: AGGGAGGGTGGCAGTGAG    

RCSSR027 (TGAT)8 F: ACAGCGTTTGCTCAGTTCCT 216 60.00 Fam 

  R: GATGCTCAGCTCTTTGCCTT    

RCSSR045 (CA)21 F: TGCTGTTGTTGACCCAACTC 206 60.00 Fam 

  R: GGCGACTTCTGCTTTCAATC    

RCSSR046 (GAG)10 F: CTGTCAGTGAGGAAGGGAGG 224 64.00 Fam 

  R: GACAACAATGGCATGTCAGC    

RCSSR095 (ATTA)4 F: ACCAAGGCCAAACTACAACG 263 60.00 Hex 

  R: CTTAGAGTGCAGGCTGGCTT    

RCSSR104 (TG)25 F: AGGTGAGACTGGGACACTTCTC 264 60.00 Hex 

  R: GGCTTCTGCACTAAATTGCC    

RCSSR112 (CTTT)7 F: GTGACACAGCTGCTGGAAAG 187 62.00 Rox 

  R: CACAATGCACACATGCAGAG    

RCSSR148 (ATTG)10 F: TGTCAAACTACACAAAGCTGCAT 220 54.90 Rox 

  R: ACCTCTTCAACCACACGACC    

RCSSR155 (GT)16 F: GGACTAGTTTCCCTGACGCA 164 62.00 Rox 

  R: AGTGATGGTCGGTCGATACC    

RCSSR050 (CA)13 F: ATGTGGAGCAACACACAAGG 136 60.00 Fam 

  R: CGTGTTTGTCCCTGTCACTG    

 
表 4  军曹鱼 10 个多态性微卫星位点的遗传学特征 

Tab.4  Characterization of 10 polymorphic SSR loci in in five cultured population of cobia 

位点 
Locus 

等位基因数 
Na 

有效等位基因 
Ne 

观测杂合度
Ho 

期望杂合度
He 

Shannon 指数
H 

多态信息含量 
PIC 

HWE 平衡 
PHWE 

近交系数
Fis 

基因流
Nm 

RCSSR026 8 4.242 0.799 0.767 1.528 0.724 0.002** –0.228 1.447

RCSSR027 6 2.997 0.718 0.669 1.184 0.598 0.000*** –0.204 1.426

RCSSR045 6 3.425 0.655 0.710 1.433 0.671 0.000*** 0.086 1.099

RCSSR046 6 2.888 0.577 0.656 1.218 0.596 0.010* –0.123 1.235

RCSSR104 6 2.548 0.685 0.610 1.057 0.528 0.000*** –0.317 0.983

RCSSR095 7 3.433 0.664 0.711 1.399 0.662 0.000*** –0.163 1.216

RCSSR112 6 3.617 0.584 0.726 1.420 0.676 0.000*** –0.238 0.628

RCSSR148 8 3.893 0.642 0.746 1.550 0.707 0.000*** –0.118 1.001

RCSSR155 5 3.465 0.557 0.714 1.351 0.660 0.000*** –0.012 0.758

RCSSR050 11 3.941 0.396 0.749 1.674 0.710 0.000*** 0.270 1.245

注：PHWE 为哈迪–温伯格平衡。*为显著偏离 HWE，P<0.05；**为极显著偏离 HWE，P<0.01；***为极其显著偏离

HWE，P<0.001。 

Note: PHWE represented Hardy-Weinberg equilibrium. * indicated significant deviation from HWE, P<0.05; ** indicated 
significantly deviated from HWE, P<0.01; *** indicated extremely significant deviation from HWE, P<0.001. 

 
体动物中，三核苷酸重复则是基因组 SSR 的主要重

复类型。 

军曹鱼基因组 SSR 中，单核苷酸重复类别主要

以 A/T 类型为主，这与红鳍东方鲀(Takifugu rubripes) 

(崔建洲等, 2006)、西施舌(王雨吉等, 2021)等物种基

因组 SSR 中的主要单核苷酸重复类型相同。二核苷

酸重复类别中，AC/GT 类型出现的频率最高，这与

黄唇鱼(Bahaba flavolabiata)(赵彦花等, 2019)、大泷六 
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表 5  5 个军曹鱼养殖群体的遗传相似度和遗传距离 
Tab.5  Genetic identity and genetic distance of  

five cultured population of cobia 

群体 
Population 

RC-BH RC-LS RC-NZ RC-SY RC-XW

RC-BH *** 0.633 0.629 0.868 0.692 

RC-LS 0.457 *** 0.704 0.759 0.750 

RC-NZ 0.464 0.352 *** 0.659 0.704 

RC-SY 0.141 0.276 0.417 *** 0.764 

RC-XW 0.369 0.288 0.352 0.269 *** 

注：对角线以上为遗传相似度，对角线以下为遗传距离。

RC-BH：北海养殖群体；RC-LS：陵水养殖群体；RC-NZ：

硇洲养殖群体；RC-XW：徐闻养殖群体；RC-SY：三亚养

殖群体。图 2 同。 

Note: Genetic distance is above diagonal, genetic identity is 
below diagonal. RC-BH, RC-LS, RC-NZ, RC-XW and 
RC-SY respectively represented cultured population collected 
in Beihai, Lingshui, Naozhou, Xuwen and Sanya. The same as 
in Fig.2. 

 

 
 

图 2  基于 Nei´s 遗传距离构建的 5 个军曹鱼群体的 

UPGMA 系统进化树 
Fig.2  UPGMA dendrogram of five population of cobia 

based on Nei´s genetic distance 
 

线鱼(Hexagrammos otakii)(沈朕, 2017)、鲤鱼(梁霞等, 

2021)等硬骨鱼类的结果一致。此外，在已报道的脊

椎动物基因组 SSR 特征分析结果中，CG/CG 这一类

型的二核苷酸重复序列的分布水平普遍较低，同样

地，军曹鱼基因组 SSR 中 CG/CG 类型中在二核苷酸

重复类别中的出现次数最少。推测产生上述现象的原

因有二，一是少量的 CG 利于维持 DNA 热力学稳定

性；二是基因组 DNA 在复制及转录过程中 C/G 可能

突变为 A/T (Schorderet et al, 1992)。军曹鱼基因组

SSR 三核苷酸重复类别中，AAT/ATT 重复单元的占

比最高。这一优势类型在斑点叉尾  (唐荣叶等 , 

2021)、花斑无须鲶(Ageneiosus marmoratus)(苏孟园等, 

2021)、美丽硬仆骨舌鱼(Scleropages formosus)(段永楠

等, 2019)等多种鱼类基因组 SSR 的三核苷酸重复类

别中的位点数目均为最高。此外，卵形鲳鲹(Trachinotus 

ovatus)(张永德等, 2020)基因组 SSR 三核苷酸类别以

GAG/CTC 为优势类型；虾虎鱼科(Gobiidae)物种则以

ACT/AGT 为优势类型(白翠翠等, 2016)。四核苷酸、

五核苷酸和六核苷酸类型在不同生物基因组中分布

存在较大差异，分布情况更为复杂。 

随着核心序列拷贝数的增加，军曹鱼基因组中各

重复类型 SSR 的数目呈递减趋势。这一现象同样存

在于斑点叉尾  (唐荣叶等, 2021)、黄颡鱼(徐杰杰等, 

2020)、金钱鱼(王耀嵘等, 2020)、花斑无须鲶(苏孟园

等, 2021)等鱼类中。推测这一现象产生的主要原因，

一是 SSR 重复单元的重复次数增多会导致其长度相

应增加，从而引起稳定性降低、突变率增高等情况，

并最终导致该重复类型 SSR 数目减少(Wierdl et al, 

1997)；二是 SSR 通常会维持一定的长度范围，长等

位基因会倾向于变短，从而使得 SSR 长度不能无限

增长，因而核心序列拷贝数越多的 SSR 其数目就会

越少(Ellegren et al, 2000)。 

SSR 片段长度大小会影响其多态性的高低，SSR

分子标记的多态性越高，其潜在利用价值则越高。当

SSR 的重复单元长度低于 12 bp 时，其多态性较低；

当 SSR 重复单元长度大小在 12~20 bp 区间时，其具

有中等多态性水平；当长度>20 bp 时，其多态性较高

(田镇等, 2021)。军曹鱼基因组中，重复序列长度在

20 bp 以上的 SSR 位点共有 173 518 个，占 SSR 总数

的 47.98%，这些 SSR 位点在理论上具有较高的多态

性，本研究从中随机选取 100 个位点进行多态性标记

筛选，共获得 10 个多态性较高的 SSR 标记，并将其

应用于军曹鱼养殖群体遗传多样性分析。 

本研究采用李伟强等(2020)使用的相同军曹鱼

养殖群体样品，10 个 SSR 位点在 5 个群体中获得的

Na、Ne 均低于前期报道中 12 个 SSR 位点所获得的数

值，但 Ho 和 He 则高于或接近前期结果。上述结果表

明，利用不同标记对相同养殖群体的遗传多样性评估

结果存在一定差异，但各参数的平均值并无显著差

异。此外，遗传距离和遗传相似度分析结果显示，各

参数数值排序与前期研究相似，即 RC-SY 与 RC-BH

之间的遗传距离最小(0.141)，而 RC-NZ 与 RC-BH 之

间的最大(0.464)，表明两批次标记对各养殖群体间遗

传关系的评价较为一致。基于 UPMGA 法构建的群体

聚类分析结果显示，RC-NZ 与 RC-LS/RC-XW 分支先

聚在一起，而后与 RC-BH/RC-SY 进行聚类；但前期

研究结果中，RC-BH 和 RC-SY 聚为一支，RC-LS 和

RC-XW 聚为一支，两支聚为一支后又与 RC-NZ 聚为

一支。由此可见，本研究基于基因组信息查找筛选获

得的 SSR 标记在 5 个养殖群体中的遗传多样性参数、

群体遗传距离等结果均与前期研究相似，进一步验证
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了军曹鱼养殖群体遗传多样性在多代的人工选育后

有所降低这一现状；但群体聚类分析结果的差异也在

一定程度上反映了标记数量及类型对遗传多样性评

估结果的影响，因此，针对不同情况选取最适数量及

类型的标记对于获得准确研究结果至关重要。此外，

SSR 位点的无效等位基因频率及多态性等因素也会

影响聚类分析结果的可靠性。与前期研究相比，本研

究筛选得到的 SSR 标记偏离哈迪–温伯格平衡的情况

更为突出，因此，也会造成系统进化树分支的聚类存

在差异。最后，鉴于军曹鱼各养殖群体间仍存在较大

的分化程度，因此，在后续选育过程中，可利用本研

究筛选获得的多态性标记对亲本群体进行评估，优化

繁殖配组方式，避免因近亲交配等产生种质退化问

题，保障军曹鱼种业的健康发展。 

本研究开展的军曹鱼基因组 SSR 特征分析可为

多态性 SSR 标记的筛选提供重要数据资料，相关研

究为鱼类多态性分子标记的开发提供了新思路，筛选

获得的 SSR 标记为鱼类群体遗传多样性分析、种质

资源评估及分子辅助育种等提供了有力的评价工具。 
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Screening and Characterization of Polymorphic SSR Markers Based on  
Whole Genome Sequencing of Cobia (Rachycentron canadum) 
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Abstract    The cobia, Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766), is an important aquaculture 

species in cage and other intensive systems. This species has many advantages such as fast growth 

rate, excellent meat quality, and high market value, making cobia an excellent candidate species for 

commercial aquaculture. However, long-term artificial breeding of cobia has reduced gene exchange 

and population genetic diversity. To better protect germplasm resources, molecular markers provide a 

powerful tool in developing the breeding industry of cobia. Microsatellites are widely distributed, 

large in number with high polymorphism, and have long been considered important molecular 

markers for genetic diversity and marker-assisted breeding. More polymorphic microsatellite markers 

need to be developed for cobia because the number of published polymorphic simple sequence repeat 

(SSR) loci is very limited. In this study, Micro Satellite (MISA) software was used to identify SSR 

loci based on the genome sequencing data of cobia. We analyzed the distribution, quantity, and 

composition characteristics of the SSR loci to develop polymorphic microsatellite markers. The 

identified markers were used to evaluate the genetic diversity in five cultured populations.  

In this study, a total of 424 827 SSR loci were identified in the genome data of cobia, among 

which mononucleotides, dinucleotides, and trinucleotides accounted for 50.50%, 30.23%, and 

14.02% of the total SSRs, respectively. Among all the repeat units contained in the total SSRs, A/T 

was the predominant repeat type of the mononucleotide repeats; AT/AT and AC/GT were the 

dominant repeat types of dinucleotides; AAT/ATT and AGG/CCT were the dominant repeat types of 

 
                            

① Corresponding author: CHEN Gang, E-mail: cheng@gdou.edu.cn 



144 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

trinucleotides. Repeat numbers of the SSR core sequences in the genome of cobia ranged from 4 to 

275 times. The predominant repeat number of the mononucleotide SSR was ten and the predominant 

number of the dinucleotide and trinucleotide SSR were six and four, respectively. A total of 173 518 

SSR loci had a length of ≥20 bp, accounting for 47.98% of the total number of SSRs in the genome. 

These results indicated that the SSR loci in the genome of cobia were of a high frequency, rich variety, 

and with high polymorphic potential. 

Unigenes obtained by the genome sequencing of cobia were used to detect and analyze the SSR 

loci information using MISA software. The numbers and types of SSR sequences on the 

single-stranded DNA of the genome were counted. SSR sites in cobia genome mainly contain 

mononucleotide, dinucleotide, trinucleotide, tetranucleotide, pentanucleotide, and hexanucleotide 

repeats. The screening criteria for the polymorphic SSR loci was set as “mononucleotide repeat units 

with repeats at least 10 times; dinucleotides with repeats at least six times; trinucleotides, 

tetranucleotides, pentanucleotides, and hexanucleotides with repeats at least four times”. 

Subsequently, based on the information of SSR loci screening, 100 candidate loci were randomly 

selected to design and synthesize primers for amplification. A total of 16 DNA samples from different 

cultured populations were used as templates. Multiple PCR amplifications were performed to screen 

ideal polymorphic SSR loci and suitable PCR primers. PCR products were detected using capillary 

fluorescence electrophoresis. The GeneMapper 4.1 software was used to analyze the accurate sites of 

the amplified sequences. Based on the genotyping data of the 100 SSR loci, SSR loci with high 

polymorphism were selected to analyze the genetic diversity of five cultured populations of cobia. 

The screening analysis results revealed a total of 344 820 SSR loci were detected in the genome of 

cobia. Among these SSR (with 1–6 nucleotide as repeat units), the top three repeat types were 

mononucleotide, dinucleotide, and trinucleotide, accounting for 50.49%, 30.23% and 14.02% of the total 

detected SSRs, respectively. Among the repeating units included in the detected SSRs, the 

mononucleotide repeats were dominated by A/T type, accounting for 46.34% of the total detected SSRs; 

AC/GT was the dominant repeat unit type of dinucleotide, accounting for 21.81% of the total detected 

SSRs. The number of SSR core sequence repeats in the total detected SSRs fluctuated in the range of 4 to 

275 times. The predominant number of repeats of mononucleotide SSR was ten, and the predominant 

number of repeats of dinucleotide SSR was six. In this study, the length of ≥12 bp was set as the standard 

for screening high polymorphic SSR loci. A total of 361 684 SSR loci were obtained. However, the SSR 

loci with fragment lengths of 12–19 bp accounted the largest number, with a total of 188 166; these loci 

accounted for 52.02% of the total number of SSRs. Among the selected 100 candidate loci for genotyping, 

a total of ten polymorphic SSR markers were obtained. These markers were used in the genetic diversity 

analysis of five cultured populations collected in Beihai (RC-BH), Lingshui (RC-LS), Naozhou (RC-NZ), 

Xuwen (RC-XW), and Sanya (RC-SY). A total of 69 alleles were detected from 145 individuals, the 

average observed heterozygosity (Ho) was 0.628, and the average expected heterozygosity (He) was 0.706, 

and the mean polymorphism information content (PIC) was 0.653. The inbreeding coefficient (Fis) of the 

ten loci in the five cultured populations ranged from –0.317 to 0.270. The genetic distance between the 

five cultured populations ranged from 0.141 to 0.464, and the genetic similarity was 0.629–0.868. The 

results were similar to that of previous research using published markers, indicating that the polymorphic 

markers screened from the genome of cobia were of high accuracy and reliability. These polymorphic 

SSR markers provide strong support for population genetic diversity evaluation and molecular 

marker-assisted breeding of cobia, and provide effective technical support for the development of the 

cobia aquaculture industry.  

Key words    Rachycentron canadum; Genome; SSR; Molecular marker; Genetic diversity 
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拟赤梢鱼卵巢早期发育与 sox3 基因 cDNA 
克隆及表达分析* 

王  雨 1,2,3  徐  伟 1,2①  杨  建 1,2  耿龙武 1,2  张宇婷 1,2,3 
(1. 中国水产科学研究院黑龙江水产研究所  黑龙江  哈尔滨  150070；2. 黑龙江省冷水性鱼类种质资源及增养殖 

重点开放实验室  黑龙江  哈尔滨  150070；3. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306) 

摘要    为初步阐明拟赤梢鱼(Pseudaspius leptocephalus)卵巢发育特征及 sox3 (sry related high 

mobility group box 3)基因在其卵巢发育过程中的作用，本研究通过组织切片观察了拟赤梢鱼卵巢早

期发育过程，利用 RACE 技术克隆了该鱼 sox3 基因 cDNA 全长序列，并进行生物信息学分析；利

用实时荧光定量 PCR 技术分析了 sox3 基因在拟赤梢鱼不同组织及性腺不同发育时期的表达模式。

结果显示，拟赤梢鱼卵巢在孵化后 45 d 分化形成，160 d 时由Ⅰ期进入Ⅱ期，孵化后 360 d，卵巢

仍处于Ⅱ期。拟赤梢鱼 sox3 基因 cDNA 全长为 1 800 bp (GenBank 登录号：MT952206)，编码 299 个

氨基酸，存在保守的 HMG (histidine, methionine, glycine-rich)结构域。氨基酸序列比对和系统进化

树分析结果显示，拟赤梢鱼 SOX3 蛋白与斑马鱼(Danio rerio)和翘嘴鲌(Culter alburnus)亲缘关系最

近。此外，sox3 基因在拟赤梢鱼卵巢中表达量最高，其次是脑和眼睛，在精巢和其他组织中微量表

达；在性腺分化过程中，sox3 基因在卵巢中表达量显著高于未分化性腺和精巢，在卵巢发育阶段表

达量不断升高，而在精巢中持续低水平表达。综上，本研究推测 sox3 基因主要参与拟赤梢鱼卵巢

的分化和发育。 

关键词    拟赤梢鱼；卵巢发育；sox3；基因克隆；基因表达 

中图分类号 S961.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0145-10 

拟赤梢鱼 (Pseudaspius leptocephalus)隶属鲤科

(Cyprinidae)、雅罗鱼亚科(Leuciscinae)、拟赤梢鱼属

(张觉民, 1995)，在中国主要分布于黑龙江流域，是

当地珍稀名贵经济鱼类之一。近年来，由于环境污染、

过度捕捞，拟赤梢鱼的野生资源量迅速下降(李明德, 

2011)。目前，对拟赤梢鱼的研究在肌肉营养(吴善福

等, 2016)、胚胎发育(杨建等, 2021)等方面有少量报

道。拟赤梢鱼的保护性研究工作于 2015 年陆续展开，

2019 年成功攻克了拟赤梢鱼的人工繁殖难题(张颖等, 

2016)。2021 年，实现拟赤梢鱼全人工繁育(杨建等, 

2021)。目前，亟需开展拟赤梢鱼性腺分化、发育特

征和成鱼性腺发育周年变化规律等方面的研究，为其

人工繁育提供理论指导。 

性腺分化与发育是一个复杂的基因调控过程，已

有多个性别决定相关基因相继被发现。其中，sox3

基因(sry related high mobility group box 3)作为转录

abc
图章
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调控因子 sox 家族成员之一，是唯一定位于 X 染色体

上的 sox 家族基因，且与雄性性别决定基因 sry 在

HMG (histidine, methionine, glycine-rich)结构域上的同

源性最高(Rajakumar et al, 2014)，被认为是参与个体

性别决定和分化相关的重要基因(许可等, 2017)。 

本研究通过 RACE 技术克隆了拟赤梢鱼 sox3 基

因，同时利用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术检测

其在不同组织和性腺早期分化、发育过程中的时空表

达特征，并结合组织切片技术观察拟赤梢鱼早期卵巢

分化、发育的结构变化特征，以期初步阐明 sox3 基

因在拟赤梢鱼卵巢发育与分化中的作用，为开展拟赤

梢鱼的人工繁育研究提供理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

实验用拟赤梢鱼亲鱼取自中国水产科学研究院

黑龙江水产研究所呼兰试验站，经池塘人工肥育后使

用药物催产获得受精卵，将受精卵置于室内水温

22 ℃条件下孵化。仔鱼破膜、平游后，移至室内循

环水养殖系统培育，水温 21~23 ℃，孵化后 45 d 内

投喂丰年虫；45~85 d 期间，使用丰年虫和升索 S4

级鲤鱼幼鱼商品料混合投喂；85~360 d，幼鱼置于室

内养殖池培育，期间投喂鲤鱼颗粒饲料。 

1.2  样品采集 

性腺发育组织切片样品采集：仔鱼破膜 0~85 d，

每 5 d 采集一次整鱼样本，每个时间点采集 20 尾；

85~360 d，每 20 d 采集一次性腺组织样本，每次采集

20 尾。采集的样品用波恩氏液固定 48 h 后，置于 75%

酒精保存，以备组织切片观察性腺分化时间及各发育时

期特点。不同生长时期拟赤梢鱼体长数据见表 1。 

qRT-PCR 样品采集：挑选 4 龄雌性、雄性成鱼各

3 尾，体长为(26.862±2.172) cm，体重为(194.033± 

9.734) g，分别采集其脑、眼睛、鳃、心脏、肝、肾、

脾、肠、肌肉、精巢和卵巢等组织，液氮保存，以备

sox3 基因组织表达特征分析；根据组织切片结果，采

集性腺分化期仔鱼 20 尾，每条仔鱼于背鳍附近切取

5 mm 厚的鱼段，波恩氏液固定，用于组织切片确定

性腺类型，剩余样本液氮保存，以备 sox3 基因在性

腺分化过程表达特征分析；采集孵化后 85、160、260、

360 d 幼鱼及 4 龄成鱼各 20 尾，一侧性腺固定于波恩

氏液，用于组织切片确定性腺类型，另一侧液氮保

存，以备 sox3 基因在性腺发育过程表达特征分析。 

1.3  性腺发育组织切片 

取波恩氏液固定好的样品，经梯度酒精脱水、二

甲苯透明、浸腊、包埋、连续切片、二甲苯脱蜡、梯

度酒精复水、H.E 染色、透明、中性树胶封片、烘片

等步骤后用显微镜观察、拍照。 

1.4  总 RNA 提取和 cDNA 合成 

采取 Trizol 法提取拟赤梢鱼不同组织及性腺不

同发育时期样品的总 RNA，并用 1%琼脂糖凝胶电泳

和超微量核酸蛋白测定仪(Thermo Scientific)检测总

RNA 的完整性和浓度。取 1 μg 总 RNA 作为模板，

按照 GoScriptTM Reverse Transcription Mix, Oligo (dT)

试剂盒 (Promega) 说明书进行反转录合成第一链

cDNA，产物稀释 5 倍后于–20 ℃保存备用。 

1.5  拟赤梢鱼 sox3 基因 cDNA 克隆 

根据斑马鱼(Danio rerio) sox3 基因 cDNA 序列

(GenBank: NM_001001811.2)设计引物(表 2)。以拟赤

梢鱼成鱼卵巢 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，反应体

系为 20 μL，反应程序：94 ℃ 5min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 

30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。产物经

1%琼脂糖凝胶电泳后进行胶回收、纯化，纯化片段

连接到 pMD18-T 载体(TaKaRa)，转化至大肠杆菌

DH5α 感受态细胞(TaKaRa)，经菌落 PCR 鉴定，挑选

阳性克隆菌落送金唯智生物科技有限公司测序。 

 
表 1  拟赤梢鱼生长数据(平均值±标准差) 

Tab.1  The growth data of Pseudaspius leptocephalus (Mean±SD) 

日龄 Days/d 全长 Total length/cm 体重 Body weight/g 日龄 Days/d 全长 Total length/cm 体重 Body weight/g

15 1.172±0.141 0.016±0.001 75 4.650±0.356 1.356±0.285 

25 1.964±0.101 0.105±0.018 85 4.754±0.324 1.428±0.180 

35 2.718±0.094 0.254±0.031 160 9.126±0.448 7.672±0.477 

45 3.508±0.099 0.498±0.046 220 12.185±0.672 9.364±0.563 

55 3.943±0.091 0.857±0.087 260 13.748±0.590 10.831±0.664 

65 4.424±0.196 1.076±0.072 360 15.748±0.807 12.482±0.626 
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表 2  实验所用引物及序列 
Tab.2  Sequences of primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3') 应用 Application 

sox3-F GAGATTAAAAGCCCCATTCCGC 

sox3-R GCTACCCCTAACCCACATTTGA 

部分 CDS 区扩增 Part of the CDS amplification 

GSP5′ GGCCAGCTGGTCCTGCATGAGGGAGT 5′-RACE 扩增 5ʹ-RACE amplification 

GSP3′ AAGCATGTACCTGCCGCCCGGAGG 3′-RACE 扩增 3ʹ-RACE amplification 

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAG 
CAGTGGTATCAACGCAGAGT 

RACE 通用引物 RACE universal primer 

Q-sox3-F ACAGCGCATACTCCCTCATG 

Q-sox3-R GCCGTGGACATCATTGGGTA 

qRT-PCR 

18S-F CCGCTTTGGTGACTCTAGAT 

18S-R CTTGGATGTGGTAGCCGTTTC 

内参基因 Internal reference gene 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 

阳性克隆验证 Positive clone verification 

 

根 据 获 得 的 sox3 基 因 中 间 片 段 分 别 设 计

5′-RACE 和 3′-RACE 特异性引物 ( 表 2) ，按照

SMARTer® RACE 5′/3′试剂盒 (TaKaRa)说明书，以

RACE Ready cDNA 第一链为模板，进行 PCR 扩增，

反应程序：94 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，5 个循环；94 ℃ 

30 s，70 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，5 个循环；94 ℃ 30 s，

68 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，25 个循环；4 ℃保持。扩

增产物经胶回收、纯化、连接、转化及阳性菌落筛选，

挑选阳性克隆菌落送金唯智生物科技有限公司测序。 

1.6  sox3 基因生物信息学分析 

将拟赤梢鱼 sox3 基因部分 CDS 区、5′/3′端序列

通过 SeqMan 软件进行拼接，得到 cDNA 全长序列；

使用 DNAMAN 8.0 软件分析开放阅读框(ORF)结构，

推导氨基酸序列，并进行氨基酸同源对比；使用专业

蛋白分析系统(Expert Protein Analysis System)分析

SOX3 蛋白基本理化性质；使用 MEGA 5.0 软件，采

用邻接法构建 sox3 基因系统进化树，Bootstrap 重复

次数设置为 1 000；使用 Swiss-Model 预测拟赤梢鱼

SOX3 蛋白三级结构。 

1.7  qRT-PCR 检测 sox3 基因的表达规律 

根据获得的 sox3 基因全长 cDNA 序列设计

qRT-PCR 特异性引物(表 2)；以拟赤梢鱼不同发育阶

段性腺样本及各组织 cDNA 为模板，18S 基因为内参，

使用 ABI 7500荧光定量 PCR仪(Applied Biosystems)，

按照 TB Green Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒(TaKaRa)说

明书进行操作，每个样品重复测定 3 次。反应体系

10 μL，反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，

40 个循环。 

1.8  数据处理 

采用 2−ΔΔCT 法计算基因的相对表达量，结果用平

均值±标准差(Mean±SD)表示。用 SPSS 22.0 进行单因

素方差分析(one-way ANOVA)和 Duncan 多重比较，

显著性水平设为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  拟赤梢鱼性腺发育组织学观察 

2.1.1  性腺分化    孵化后 1 d，拟赤梢鱼原始生殖

细胞(PGCs)位于脊索下方体壁腹膜背侧，体积明显大

于周围体细胞，呈圆形(图 1-a)。孵化后 5 d，PGCs

数量增加至多个，并在脊索下方前肾管聚集(图 1-b)；

15 d 时，PGCs 被上皮细胞包围，形成纺锤形原始性

腺，由肠系膜粘附在鳔和肠道之间(图 1-c)；40 d 时，

性腺呈现椭圆形和梭形 2 种不同的形态(图 1-e、f)；

至 45 d 时，椭圆形性腺中央可观察到中空的卵巢腔

结构，且性腺细胞数量较多(图 1-h)，卵巢分化形成；

至 75 d 时，梭形性腺体积明显增大，出现大量弱嗜碱

性的精原细胞，可见精小管(图 1-i)，精巢分化形成。 

2.1.2  卵巢发育    孵化后 100 d 时，拟赤梢鱼卵巢

体积和生殖细胞数目明显增加，卵巢处于Ⅰ期发育阶

段(图 1-10)；120 d 时，卵母细胞核增大，核内含 1~3

个大而圆的核仁，且分布在细胞核膜附近(图 1-k)；

至 160 d 时，卵母细胞质出现液泡，及少量的滤泡细

胞，标志着卵巢发育进入Ⅱ期(图 1-l)；260 d 时，卵

母细胞呈不规则多角形，形态发生改变，在卵巢中松

散分布，部分卵母细胞质出现卵黄核(图 1-m)；360 d

卵母细胞卵质加厚，卵黄核明显，未见辐射带及滤泡

层出现，仍处于Ⅱ期(图 1-n)。 
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图 1  拟赤梢鱼卵巢分化与不同发育时期形态结构变化 
Fig.1  The changes of morphosis in ovary differentiation and development of P. leptocephalus at different stages 

a：1 d；b：5 d；c：15 d；d：35 d；e 和 f：40 d；g 和 h：45 d；i：75 d； 

j：100 d；k：120 d；l：160 d；m：260 d。n：360 d  

PGC：原始生殖细胞；No：脊索；PG：原始性腺；K：肾；G：肠；ME：肠系膜；Sb：鳔；GC：生殖细胞；PE：腹膜上

皮；SC：体细胞；OC：卵巢腔；ED：精小管；OV：卵巢；TE：精巢；SG：精原细胞；Og：卵原细胞；Nu：核仁； 

OO：卵母细胞；FC：滤泡细胞；V：液泡；YN：卵黄核；BV：血管；St：光滑边缘；Et：生殖上皮  
a: 1 d; b: 5 d; c: 15 d; d: 35 d; e and f: 40 d; g and h: 45 d; i: 75 d; j: 100 d; k: 120 d; l: 160 d; m: 260 d; n: 360 d. 

PGC: Primordial germ cell; No: Notochord; PG: Primary gonad; K: Kidney; G: Gut; ME: Mesentery; Sb: Swim bladder;  
Gc: Germ cell; PE: Peritoneum; SC: Somatic cell; OC: Ovarian cavity; ED: Efferent duct; OV: Ovary; TE: Testis;  

SG: Spermatogonia; Og: Oogonium; Nu: Nucleolus; OO: Oocyte; FC: Follicular cells;  
V: Vacuole; YN: Yolk nuclear; BV: Blood vessel; St: Smooth type; Et: Germinal epithelium.  

 

2.2  拟赤梢鱼 sox3 基因 cDNA 序列分析 

拟赤梢鱼 sox3 基因 cDNA 全长为 1 800 bp 

(GenBank 登录号为 MT952206)，包括 5′非编码区 

(5′-UTR, 209 bp)、3′非编码区(3′-UTR, 691 bp)和开放

阅读框(ORF, 900 bp)，共编码 299 个氨基酸，第

34~104 位为 HMG 保守结构域(图 2)。拟赤梢鱼 SOX3

蛋白分子式为 C1425H2259N427O443S25，相对分子量为 
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图 2  拟赤梢鱼 sox3 cDNA 序列及氨基酸序列 
Fig.2  cDNA and amino acid sequence of P. leptocephalus sox3 

灰色阴影：起始密码子(ATG)、终止密码子(TGA)；黄色阴影：HMG-box 序列； 

黑色方框：SOXp motif；下划线：5′/3′-UTR；斜体加粗：加强信号和 Poly A 尾。 
Grey shadow: Initiation codon (ATG), termination codon (TGA); Yellow shadow: HMG-box;  

Black box: SOXp motif; Underline: 5′/3′-UTR; Italics bold: Strengthen the signal and poly A tail. 
 

33.26 kDa，理论 pI 值为 9.63，蛋白质的不稳定系数

为 66.11。 

2.3  拟赤梢鱼 SOX3 蛋白氨基酸序列同源性分析   

在 NCBI 数据库中，拟赤梢鱼与其他物种 sox3

基因编码的氨基酸序列比对结果显示，拟赤梢鱼与其

他硬骨鱼类同源性在 98.66%~92.33%之间；与翘嘴鲌

(Culter alburnus)氨基酸同源性最高，与高等哺乳动物

小鼠(Mus musculus)的同源性达 61.33% (表 3)。利用

DNAMAN 8.0 软件比较分析拟赤梢鱼与其他物种

SOX3 蛋白氨基酸序列，不同物种 SOX3 蛋白氨基酸

序列中均存在高度保守的 HMG 结构域(图 3)。此外，

拟赤梢鱼 SOX3 蛋白三级结构与斑马鱼高度一致，均

含有 3 个 α 螺旋和 2 个环区(图 4)。 

2.4  拟赤梢鱼 sox3 基因系统进化树分析 

拟赤梢鱼与其他硬骨鱼类聚为一支，人(Homo 

表 3  拟赤梢鱼 SOX3 蛋白氨基酸序列同源性比对 
Tab.3  Homology comparison of amino acid  

sequence of P. leptocephalus SOX3 

物种 
Species 

GenBank 登录号 
GenBank No. 

同源性 
Identity /%

翘嘴鲌 C. alburnus QJU11823.1 98.66 

鲫鱼 C. auratus XP_026136346.1 97.32 

斑马鱼 D. rerio XP_016413698.1 97.00 

香鱼 Plecoglossus altivelis AHK05949.1 95.00 

青鳉 Oryzias latipes NP_001098234.1 95.00 

牙鲆 P. olivaceus XP_019939045.1 93.67 

黑鲷 A. schlegelii ABQ96860.1 92.33 

大鲵 Andrias davidianus AVV62220.1 67.10 

人 Homo sapiens CAA50465.1 66.78 

小鼠 M. musculus AAL40744.1 61.33 
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sapiens)、小鼠等哺乳动物聚为一支，两栖类单独聚

为一支(图 5)。其中，拟赤梢鱼与斑马鱼、翘嘴鲌 sox3

基因氨基酸序列相似度最高，与人、鼠和原鸡(Gallus 

gallus)等较高等脊椎动物的亲缘关系较远。 

2.5  拟赤梢鱼 sox3 基因组织特异性表达分析 

如图 6 所示，sox3 基因在拟赤梢鱼肝、肾、心、 

脾、肠、脑、鳃、肌肉、眼和性腺 10 种组织中的表

达水平存在显著差异(P<0.05)，在卵巢中表达量最

高，脑次之，眼睛再次之，在精巢和其他组织中均

微量表达。此外，sox3 基因在性腺中的表达具有显

著的性别差异(P<0.05)，卵巢中的表达量约为精巢中

表达量的 46 倍，而在其他组织中的表达无性别差异

(P>0.05)。 

 

 
 

图 3  拟赤梢鱼 SOX3 蛋白氨基酸序列同源性比对 
Fig.3  Homology comparison of amino acid sequence of P. leptocephalus SOX3 

红色方框：HMG 结构域   Red box: HMG domain 

 

 
 

图 4  拟赤梢鱼与斑马鱼 SOX3 蛋白分子三级结构 
Fig.4  The spatial structure of SOX3 proteins of  

P. leptocephalus (A) and Danio rerio (B) 

α 螺旋用 H1~H3 表示。 
Alpha helices are indicated as H1~H3. 

 

2.6  拟赤梢鱼 sox3 基因在早期性腺发育阶段的表达

分析 

根据组织切片结果选择未分化性腺、卵巢和精巢

3 种类型性腺样品检测 sox3 基因表达量，sox3 基因在

上述 3 种不同类型性腺中的表达存在显著差异，卵巢 

 
 

图 5  拟赤梢鱼与其他脊椎动物 sox3 基因构建的系统进化树 
Fig.5  Phylogenetic tree of sox3 of P. leptocephalus and other species 
 

中 sox3 基因表达量显著高于未分化性腺和精巢

(P<0.05)，精巢中的表达量最低，仅为卵巢表达量的

1/8 (图 7-A)。 
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图 6  sox3 基因在拟赤梢鱼不同组织中的表达 
Fig.6  The expression levels of sox3 in different  

tissues of P. leptocephalus 

不同字母表示组织间存在显著差异(P<0.05)。 
Different letters indicate significant differences  

between tissues (P<0.05). 

 
在 85~360 d 卵巢早期发育过程中，sox3 基因的

表达呈显著上升的变化趋势。其中，360 d 时，sox3

基因表达量约为 85 d 时的 127 倍，成熟卵巢中 sox3

基因的表达量显著高于 85 d、160 d 卵巢发育期

(P>0.05)，但显著低于 260 d、360 d 发育期(P>0.05)；

在孵化后 85 d、360 d 的精巢发育过程及成熟精巢中，

sox3 基因表达量在各发育阶段无显著差异(P>0.05)，

始终微量表达(图 7-B)。 

3  讨论 

目前，关于鱼类性腺分化时间及特征主要从解剖

学和细胞学特征来区分，如卵巢腔、输精管、精小叶

的发生(刘亚秋等, 2019; 刘淑琰, 2017)；而细胞学分

化主要是以生殖细胞的减数分裂为标志 (Nagasawa 

et al, 2013)，但这一划分标准仍存在一定的争议。不

同鱼类早期性腺分化时的结构特征存在显著差异，如

南方鲶(Silurus meridionalis)性腺横切面呈梨形的分

化为卵巢，呈长条形的将分化成精巢(张修月等, 2005)；

而大黄鱼(Larimichthys crocea)早期性腺呈梨形的分

化成精巢，呈长条形的分化成卵巢(游秀荣, 2012)。 

鱼类的性腺分化方式主要分为两类，一类是由原

始性腺直接发育为精巢或卵巢，称为可分化的雌雄异

体型(刘晨斌等, 2019)，如四大家鱼(刘晓蕾, 2013)；

另一类是先由原始性腺发育为类卵巢结构，类卵巢继

续发育为卵巢，结构退化的类卵巢则发育为精巢，称

为不分化的雌雄异体型，如斑马鱼(王晶等, 2011)等。

本研究结果显示，拟赤梢鱼原始性腺在孵化后 40 d

时，出现椭圆形和梭形 2 种形态差异显著的原始性

腺；孵化后 45 d 的椭圆形性腺首次出现卵巢腔结构，

标志着卵巢分化的开始；75 d 时，梭形性腺中出现精

细小管及精原细胞，标志着精巢分化形成。在拟赤梢

鱼性腺分化期间，未发现类卵巢结构特征的原始性

腺，因此，本研究认为拟赤梢鱼性腺分化方式属于可

分化的雌雄异体型。 

 

 
 

图 7  拟赤梢鱼 sox3 基因在性腺分化、发育不同阶段中的表达 
Fig.7  Expression of sox3 of P. leptocephalus during different gonad  

differentiation and development stages 

A：性腺分化阶段；B：卵巢分化后。不同字母表示存在显著差异(P<0.05)。 
A: Gonad differentiation stages; B: Gonad development stages after differentiation.  

Different letters indicate significant differences (P<0.05). 
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鱼类性腺分化的时间存在种属差异，青鳉

(Oryzias latipes)(张静, 2013)在孵化后 5~10 d 发生性

腺分化，人工养殖的中华鲟(Acipense sinensis)(陈细华

等, 2004)性腺直至 9 月龄才开始分化，而同属鲤科鱼

类的鲫鱼(Carassius auratus)(岳敏娟等, 2009)与拟赤

梢鱼性腺分化时间相近，在 2 月龄开始出现分化。此外，

大多数硬骨鱼类卵巢分化要早于精巢分化(Rasmussen 

et al, 2006)，如黄河鲤(Cyprinus carpio)(Jiang et al, 

2019)、花鲈(Lateolabrax maculatus)(李冰玉等, 2021)；

在本研究中拟赤梢鱼卵巢分化较精巢早约 30 d。 

拟赤梢鱼及其他硬骨鱼类和哺乳动物的 sox3 基

因同源比较和系统进化树分析结果表明，拟赤梢鱼

sox3 基因与硬骨鱼类聚为一簇，且 SOX3 蛋白与同属

鲤科鱼类翘嘴鲌和斑马鱼 SOX3 蛋白的 HMG 结构域

高度一致，亲缘关系最近，这表明 sox3 基因在进化

上具有一定保守性。拟赤梢鱼 SOX3 蛋白三维结构与

Hou 等(2017)报道 SOX3 蛋白结构相一致，3 个 α 螺

旋组成的空间结构是一个 L 型，便于结合 DNA 分子。

HMG 结构域能够识别 DNA 特异性结合位点，SOX

蛋白可以依靠 HMG 与目的 DNA 结合，进而调节目

的基因的转录(贺超等, 2017)，其高度保守性保证了

sox3 基因在不同物种间功能的发挥。 

sox3 基因参与生物体性腺分化与发育的整个过

程，在性别分化和性腺发育中起着不可或缺的作用

(Cheah et al, 2015)。目前，关于 sox3 基因在鱼类性腺

发育中的具体功能还存在一定的争议。在许氏平鲉

(Sebastes schlegelii)卵巢分化和卵子发生时，sox3 基因

发 挥 着 重 要 作 用 (Ma et al, 2019) ； 而 在 黑 鲷

(Acanthopagrus schlegelii)中的 sox3 基因在精巢中表

达量强于卵巢(Shin et al, 2009)。本研究中检测到 sox3

基因在拟赤梢鱼卵巢中表达量最高，脑次之，其次是

眼睛，在精巢等其他组织中均微量表达，具有显著的

组织特异性；切片结果可知，卵巢分化早于精巢，孵

化后 75 d 精巢出现分化，在该时期同时存在未分化

性腺、卵巢和精巢 3 种类型性腺，sox3 基因在卵巢中

的表达显著高于未分化性腺，而在精巢中的表达处于

较低水平，由不同性腺类型表达差异推测，sox3 基因

可能在拟赤梢鱼卵巢分化过程中发挥一定作用。拟赤

梢鱼孵化后 160 d，卵巢发育开始进入Ⅱ期，此时 sox3

基因转录水平显著升高，显著高于成熟期卵巢，在精

巢中始终持续低水平表达，由组织特异性结果显示，

sox3 基因在维持拟赤梢鱼卵巢发育过程中可能发挥

更重要的作用。这与斑马鱼中的研究结果相一致

(Qiang et al, 2019)。sox3 基因同样参与斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)卵巢发生和功能维持，在其未

成熟卵巢中大量表达，在卵母细胞成熟期微弱表达

(姚波等, 2003)。 

sox3 基因还广泛参与软骨组织生成、血细胞形成

以及心脏和神经系统发生发育等(郭稳杰等, 2014)。

本研究结果显示，sox3 基因在拟赤梢鱼眼睛和脑组织

中存在较高表达，这与之前的报道相一致(Kamachi 

et al, 2013)。推测 sox3 基因参与鱼类眼睛晶状体和神

经系统的发生发育。 
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Early Ovary Development, sox3 Gene cDNA Cloning and  
Expression Analysis of Pseudaspius leptocephalus 

WANG Yu1,2,3, XU Wei1,2①
, YANG Jian1,2, GENG Longwu1,2, ZHANG Yuting1,2,3 

(1. Heilongjiang River Fishery Research Institute of Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin  150070, China;  
2. Key Open Laboratory of Cold Water Fish Germplasm Resources and Breeding of Heilongjiang Province, Harbin  150070, 

China; 3. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,  
Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China) 

Abstract    Pseudaspius leptocephalus is the famous indigenous fish in Northeast China region, 

with very important economic and research value. In recent years, environmental pollution and 

overfishing has caused it to become increasingly scarce. We performed P. leptocephalus conservation 

research, including clarifying the characteristics of ovarian development and the role of the sox3 gene 

(SRY-related high-mobility-group-box 3) in the ovarian development of P. leptocephalus. The 

histological characteristics of P. leptocephalus ovarian development were investigated using the 

paraffin section technique. The full length of the cDNA of the sox3 gene was cloned and analyzed 

using Rapid Amplification of cDNA End (RACE) technology. The expression pattern of the sox3 gene 

in different tissues and at different gonad development stages were analyzed using real-time PCR.  

The results revealed the ovarian cavity was clearly visible in the elliptical gonads, indicating 

ovary formation occurs around 45 d. At 160 d, the nucleoli of the oocytes in the ovaries were 

distributed along the nucleus and the testis was preparing to form seminiferous lobules and began to 

enter early stage Ⅱ development. At 260 d of ovarian development, the yolk nucleus appeared in the 

cytoplasm of some ovary oocytes, and the ovaries entered the middle stage Ⅱ phase. Also at 260 d, 

the number of secondary spermatocytes in the testis increased, and remained at stage Ⅱ until 360 d 

(when the study ceased). The differentiation of the testis began later than that of the ovaries. This 

result is consistent with the gonadal development in most fish. The results indicate the cDNA of the 

sox3 gene in P. leptocephalus is 1 800 bp (GenBank: MT952206), and encodes 299 amino acids. Among 

them, the protein contains an HMG conserved domain. The alignment of the amino acid sequence and 

the phylogenetic tree analysis indicates the SOX3 sequence in P. leptocephalus contains highly conserved 

regions. These regions are highly consistent with the SOX3 sequences in Danio rerio and Carassius 

auratus. Furthermore, the RT-PCR demonstrated that sox3 was highly expressed in the ovary, 

followed by the brain and eyes. Between the sexes, the expression level of the sox3 gene only varied 

significantly in the gonads, with the sox3 gene expression in the ovary being significantly higher than 

that in the testis. In the early stage of gonadal differentiation, the expression of sox3 in the ovaries is 

obviously higher than that in undifferentiated gonads. The lowest expression levels were detected in 

the testis. In the developmental stage after gonadal differentiation, sox3 was continuously expressed 

throughout ovarian development, while the expression in the testis remained at a low level. Therefore, 

the sox3 gene might play an important role in ovary differentiation and development when compared 

to the testis, but its specific function and mechanism require further research. 

Key words    Pseudaspius leptocephalus; Ovarian development; sox3; Gene cloning; Gene expression 
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杜博博, 姚璐, 李治平, 董迎辉, 任建峰. 缢蛏 Toll 样受体家族基因全基因组水平鉴定及其在弧菌刺激下的表达分析. 渔

业科学进展, 2023, 44(4): 155–166 
DU B B, YAO L, LI Z P, DONG Y H, REN J F. Genome-wide identification of Toll-like receptor family genes in Sinonovacula 
constricta and their expression in response to Vibrio parahemolyticus infection. Progress in Fishery Sciences, 2023, 44(4): 155–166 

缢蛏 Toll 样受体家族基因全基因组水平鉴定 

及其在弧菌刺激下的表达分析* 

杜博博 1,3  姚  璐 1,3  李治平 1,3  董迎辉 2  任建峰 1,3① 
(1. 上海海洋大学  科技部海洋生物科学国际联合研究中心  上海  201306;  

2. 浙江万里学院生物与环境学院  浙江省水产种质资源高效利用技术研究重点实验室  浙江  宁波  315000;  

3. 上海海洋大学  水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室  上海  201306) 

摘要    缢蛏(Sinonovacula constricta)是我国传统的四大海水养殖贝类之一，养殖过程中易受病原

菌感染而造成大量死亡和经济损失。Toll 样受体(Toll-like receptor, TLR)是目前研究最多的模式识别

受体，在无脊椎动物的先天性免疫中发挥着重要作用。研究缢蛏 TLR 分子特征及其免疫功能对预

防和控制病原菌感染至关重要。本研究从缢蛏基因组序列中鉴定出 42 个 TLR 基因(ScTLR)，其中，

33 个编码典型的 TLR 蛋白，其他 9 个为 TLR 样蛋白。根据蛋白结构域特点，将典型的 TLR 蛋白

分为 2 大类 4 个亚类，一类为多半胱氨酸簇 TLR (mccTLR)，包括 1 个 P 型 TLR 和 7 个 sPP 型 TLR；

另一类为单半胱氨酸簇 TLR (sccTLR)，包括 16 个 sP 型 TLR 和 9 个 Ls 型 TLR。与其他 9 种软体动

物 TLR 基因的类型和数目比较结果显示，缢蛏基因组中未发现其他软体动物中存在的 V 型和

Twin-TIR 型 TLR，起源古老的 mccTLR 类群在软体动物中没有大规模的扩张，而起源较晚的 sccTLR

类群却发生了大规模的扩张。荧光定量 PCR 分析显示，6 种 ScTLR 在检测的 7 种组织中普遍表达，

且在血细胞、鳃和肝胰腺组织中高表达。最后，副溶血弧菌(Vibrio parahemolyticus)胁迫 12 h 和 48 h

的缢蛏鳃和肝胰腺转录组数据分析显示，副溶血弧菌感染前后 9 个 TLR 基因在鳃或肝胰腺中的表

达量发生显著变化，6 个基因(ctg118.25、ctg118.26、ctg356.25、ctg774.6、ctg681.6 和 ctg1513.5)在

感染 12 h 或 48 h 后的鳃组织中表达差异显著，前 5 个基因表达量上调，仅 ctg1513.5 表达量下调；

3 个基因(ctg467.9、ctg2496.3 和 ctg903.17)在感染 12 h 或 48 h 后的肝胰腺中表达差异显著，其中，

ctg467.9 和 ctg2496.3 表达量下调，ctg903.17 表达量上调。综上所述，本研究结果将为深入探讨不

同 TLR 基因在缢蛏天然免疫中发挥的作用提供研究基础。 

关键词    缢蛏；Toll 样受体；弧菌刺激；表达分析 

中图分类号 K826.15   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0155-12 

贝类作为一种无脊椎动物，体内不存在特异性免

疫细胞和相应的抗体，主要依靠先天性免疫系统发挥

免疫功能。先天性免疫反应的第一步是通过模式识别

受体(pattern recognition receptor, PRR)来感知病原体

abc
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相关的分子模式(pathogen associated molecular pattern, 

PAMP)，启动特定的信号通路，抵御病原体的入侵

(Medzhitov, 2007)。Toll 样受体(Toll-like receptor, TLR)

是研究最广泛和深入的模式识别受体之一，在先天性

免 疫 系 统 中 发 挥 着 重 要 功 能 。 果 蝇 (Drosophila 

melanogaster)的 Toll-1 是第一个被发现的 TLR，其通

过激活转录因子 NF-κB 信号通路来指导胚胎的早期

发育(Medzhitov et al, 1998)，随后证实 Toll 基因在果

蝇抗感染免疫方面也发挥重要的作用(Lemaitre et al, 

1997)。典型的 TLR 蛋白包括 3 个主要的结构域，一

是富含亮氨酸重复序列(leucine-rich repeat, LRR)的胞

外结构域；二是跨膜结构域(transmembrane domain, 

TMD)；三是含有 TIR (Toll/interleukin-1 receptor)的胞

内结构域。根据其胞外结构域的变化，TLR 可分为两

大类：单半胱氨酸簇 TLR (single cysteine cluster TLR, 

sccTLR)和多半胱氨酸簇 TLR (multiple cysteine cluster 

TLR, mccTLR)，sccTLR 的特征是在 LRR 的 C-末端

存在 1 个与细胞膜并列的半胱氨酸簇，而 mccTLR 胞

外结构域具有 2 个或更多的半胱氨酸簇(Leulier et al, 

2008)。Brennan 等(2018)推测，mccTLR 起源于刺胞

动物门 (Cnidaria)，而 sccTLR 类群在软体动物门

(Mollusca)显著扩张，TLR 在低等生物体中具有免疫

和发育双重功能。 

TLR 基因作为先天免疫的重要组成部分，在脊椎

动物中受到广泛研究，但海洋无脊椎动物 TLR 的分

子特征和功能的研究仍处于初步阶段。相对于脊椎动

物，海洋无脊椎动物基因组中 TLR 数目均存在不同

程度的扩张现象。前期的研究表明，在文昌鱼

(Branchiostoma floridae) 和 海 胆 (Strongylocentrotus 

purpuratus)中分别鉴定出 72 个和 222 个 TLR (Satake 

et al, 2012)；Toubiana 等(2013)在地中海贻贝(Mytilus 

galloprovincialis)中通过转录组数据鉴定出 23 个

TLR，其中，3 个 TLR 为 mccTLR，其他 TLR 均属于

sccTLR；Zhang 等(2015)从长牡蛎(Crassostrea gigas)

基因组中注释得到 83 个 TLR，根据蛋白结构域的特

点，将其分为 V、P、sP、sPP 和 Ls 共 5 种类型，其

中 19 个 TLR 在病毒和细菌的刺激下差异表达；

Gorbushin (2020)从厚壳玉黍螺(Littorina littorea)血细

胞转录组中鉴定出 43 个 TLR，根据 TLR 蛋白的最新

分类标准，将它们分为 V 型和 Twin-TIR 型两类；除

此 之 外 ， Ren 等 (2021) 从 菲 律 宾 蛤 仔 (Ruditapes 

philippinarum)转录组文库中鉴定出 8 个 TLR，并将

其分为 V、P、sP 和 Ls 型。 

贝类生活在水体中，易受病原菌的感染，如弧菌

(Vibrio)和病毒对贝类养殖产业产生极大危害并造成

严重的经济损失(张颖雪等, 2020; 白昌明等, 2021)。

缢蛏(Sinonovacula constricta)是我国传统的四大海水

养殖贝类之一，广泛分布于西太平洋沿岸的潮间带和

河口水域(Zhao et al, 2017)。然而，随着养殖环境恶

化及各种细菌病毒病的暴发，给缢蛏养殖产业带来较

大的经济损失，因此，深入了解缢蛏的免疫防御机制

有利于制定有效的抗病策略。先前的研究表明，副溶

血弧菌(Vibrio parahemolyticus)感染后，缢蛏鳃和肝胰

腺组织中部分免疫相关的基因发生了应答(Zhao et al, 

2017)；急性高温胁迫下缢蛏的免疫反应也会发生很

大的变化(孔祥辉等, 2022)。然而，对缢蛏免疫相关

信号通路的研究仍相对较少，仅少数免疫基因被克隆

和表征，如组织蛋白酶(Niu et al, 2013a、b)、纤维蛋

白原相关蛋白 (Wu et al, 2021)、肽聚糖识别蛋白

(Meng et al, 2022)以及 C-型凝集素(Xu et al, 2020)等。

本文通过对缢蛏全基因组中 TLR 基因的鉴定和分

类、其组织表达模式的分析以及副溶血弧菌感染前

后其在鳃和肝胰腺免疫组织的表达变化研究，进一

步了解缢蛏 TLR 基因的扩张现象，并为深入探讨不

同 TLR 基因在缢蛏天然免疫中发挥的作用提供研究

基础。 

1  材料与方法 

1.1  缢蛏 TLR 基因鉴定 

基于已有的缢蛏全基因组数据(Dong et al, 2020)，

对 TLR 家族基因进行全基因组范围内的鉴定。从

Pfam 蛋白质家族数据库 (http://pfam.xfam.org/)查询

TIR 结构域 (PF01582)和 LRR 结构域 (PF13855)的

Pfam 编号，基于缢蛏全基因组编码基因蛋白序列的

InterProScan 分析结果文件，根据 Pfam 编号，对同时

包含 LRR 和 TIR 两种结构域的蛋白编码基因进行检

索。利用检索获得的基因蛋白序列作为种子序列，通

过 TBLASTN 程序在全基因组 DNA 序列内进一步鉴

定出基因组注释过程中未正确注释出的 TLR 基因。

通过 SMART 网站(http://smart.embl-heidelberg.de/)对

已鉴定的 TLR 蛋白结构域进一步分析和确认，结构

域对比结果阈值设定为 E<1×10–5。完整的 TLR 蛋白

序列应该至少由 LRR 和 TIR 两个结构域组成，且具

有较高的序列保守性。对于蛋白结构域不完整的 TLR

基因，利用 Softberry 网站(http://www.softberry.com/)
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的 FGENESH+在线基因预测程序，利用基因组序列对

其基因结构进行校正。基于校正后的基因序列进行数

据 分 析 ( 缢 蛏 TLR 基 因 cDNA 和 蛋 白 序 列 见

https://figshare.com/s/958beb427d81530b78a0)。 

1.2  软体动物 TLR 家族基因的比较和系统发育分析 

对软体动物 4 个纲 9 个代表物种[多板纲：石鳖

(Acanthopleura granulate)；头足纲：中国真蛸(Octopus 

vulgaris)；腹足纲：加州海兔(Aplysia californica)、福

寿螺 (Pomacea canaliculata)、霸王莲花青螺 (Lottia 

gigantean)；双壳类：栉孔扇贝(Chlamys farreri)、马

氏珠母贝(Pinctada martensi)、美洲牡蛎(Crassostrea 

virginica)、长牡蛎]的 TLR 家族基因进行分类，并与

缢蛏 TLR 基因分类进行比较。TLR 基因分类基于其蛋

白结构域序列，根据 Gerdol 等(2017)提出的方法进行

分类。本研究 9 种软体动物校正的 TLR 蛋白序列参

考王璐等(2021)。 

获取缢蛏全长 TLR 蛋白序列中保守的 TIR 结构

域，利用 ClustalW (Thompson et al, 1994)对 TIR 蛋白

序列进行多重序列比对，然后再利用 MEGA7 软件

(Kumar et al, 2016) 基 于 邻 接 法 (neighbor-joining 

method, NJ)构建系统发育树，使用 P-distance 模型及

Bootstrap 抽样自展法估算进化树分支节点的支持率，

重复数为 1 000。系统发育树结果用 iTOL (https://itol. 

embl.de/index.shtml)(Letunic et al, 2016)进行可视化。 

1.3  实验样品与组织收集 

本实验所用缢蛏的平均壳长为(6.7±0.2) cm，湿

重为(12.0±0.5) g，采自浙江省台州市三门县。实验前，

将缢蛏在水温为 20 ℃、盐度为 20 的海水中暂养 1 周，

然后随机挑选 9 只健康个体，用 1 mL 的注射器从闭

壳肌采集血淋巴，立即于 4 ℃ 800 g 离心 10 min，弃

上清液，获得血细胞。加入 1 mL TRIzol (诺唯赞

R401-01)重悬血细胞，提取血细胞总 RNA。然后再收

集外套膜、斧足、水管、鳃、性腺和肝胰腺等组织样

品，放入 RNase-free 的离心管中，立即液氮速冻，

然后放入–80 ℃冰箱保存备用。将 60 只规格一致、

暂养 1 周的缢蛏随机分为 2 组，即细菌攻毒组和对照

组，每组各 30 只。用 1 mL 注射器向攻毒组缢蛏的斧

足中注射 100 μL PBS 稀释后浓度为 1×108 CFU/mL 的

副溶血弧菌，对照组注射相同体积的 PBS 无菌缓冲

液。于注射后 12 h 和 48 h 后分别从实验组和对照组

随机选取 6 只缢蛏，收集鳃和肝胰腺组织，提取总

RNA，每组选取 3 只缢蛏合格 RNA 用于转录组文库

的构建和测序。 

1.4  RNA 的提取 

使用 TRIzol (诺唯赞 R401-01)提取缢蛏各组织总

RNA，NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 美国)和 1%

琼脂糖凝胶电泳分别检测其浓度和完整性。将提取的

RNA 放入–80 ℃冰箱保存备用。 

1.5  实时荧光定量 PCR 分析 

为探究缢蛏 TLR 基因在成体组织中的表达模式，

从 33 个结构域完整的 TLR 基因中随机选取 6 个基因，

分别为 mccTLR 类中的 ctg294.3 (sPP 型)、ctg1017.8 

(sPP型)和 ctg1228.10 (P型)及 sccTLR类中的 ctg1513.3 

(Ls 型)、ctg5741.1 (sP 型)和 ctg169.28 (Ls 型)。利用

实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术对其在健康成体

组织中的表达水平进行定量分析。具体步骤如下：将

缢蛏 7 种组织的 RNA，分别利用 HiScript® Ⅱ Q RT 

SuperMix for qPCR (诺唯赞 R223-01)试剂盒反转录成

cDNA，然后以 18S rRNA 为内参基因，进行 qRT-PCR

定量(表 1)。定量反应利用 ChamQ Universal SYBR 

qPCR Master Mix 预混液(诺唯赞 Q712)，在 Roche 

LightCycler® 480Ⅱ荧光定量 PCR 系统上进行。反应

体系：10 L 2× SYBR qPCR Master Mix，0.4 L 正向

引物(0.4 μmol/L)，0.4 L 反向引物(0.4 μmol/L)，2 L 

cDNA 模板，ddH2O 补至 20 L。采用两步法程序进

行反应：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退

火和延伸 30 s，进行 40 个循环。健康缢蛏组织 TLR

基因的表达模式分析，以血细胞中阈值循环数(CT 值)

作为对照，计算 TLR 在其他组织(实验组)中的表达水

平。将血细胞(对照组)和其他组织(实验组)的 mRNA

表达水平标准化到同一样本的 18S rRNA 基因表达水

平。实验重复 3 次，以 2–∆∆CT 法计算基因的表达量。

使用 GraphPad Prism 8.4.3 软件进行单因素方差分析

(one-way ANOVA)及作图，其中，P<0.05 表示差异显

著，P>0.05 表示差异不显著。 

1.6  弧菌感染后缢蛏 TLR 基因响应分析 

将转录组测序得到的干净读段(clean reads)使用

HISAT2 软件将比对到缢蛏参考基因组上(Mortazavi 

et al, 2008)，然后，根据比对结果利用 FeatureCounts

统计每个基因上的读段数目(Liao et al, 2014)。最后，

利用 DESeq2 进行不同样品组间差异基因表达分析

(Love et al, 2014)，从分析结果中检索 42 个 TLR 基因

的表达量数据绘制热图，根据差异表达基因绘制维恩

图。差异表达标准为|log2FoldChange| >1 且 P<0.05 (TLR

基因在不同样品中表达量的具体数值和统计分析结果

见 https://figshare.com/s/958beb427d81530b78a0)。 
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表 1  实时荧光定量 PCR 引物 
Tab.1  Sequence of primers used for qRT-PCR 

基因编号 
Gene ID 

引物序列  
Primer sequences (5′~3′) 

用途 
Purpose

F: GACGGCAACTGGATAAATAA ctg169.28 

R: TTGACAGAAGGAGGTGAAGC 

qRT-PCR

F: TACCCGAAGCCGATTATACGA ctg294.3 

R: TACCAACCAGCACTTGACGA 

qRT-PCR

F: ATGTTCTATTACCTCGTCTTC ctg1228.10 

R: TGACTCTATGCCTTCTTTCT 

qRT-PCR

F: CTGGAACGATTGGAAAAGTA ctg5741.1 

R: CATCAAGGTTGCACAAGACA 

qRT-PCR

F: AACTGGACTAATTGCGAACC ctg1513.5 

R: GTCGGAAGTATTGTAGAAGAT 

qRT-PCR

F: ATTGCATTGCGATTGTTATTCC ctg1017.8 

R: GACAACACTCGGCACCACCA 

qRT-PCR

F: TCGGTTCTATTGCGTTGGTTTT 18S rRNA 

R: CAGTTGGCATCGTTTATGGTCA 

内参 
Reference

 

2  结果与分析 

2.1  缢蛏 TLR 家族基因全基因组水平的鉴定 

基于氨基酸序列的相似性和蛋白结构域的组成，

本研究在缢蛏全基因组序列中共鉴定出 42 个 TLR 基

因(表 2)。通过对结构域编码不完整的 TLR 基因利用

FGENESH+基因预测程序在基因组序列层面进行校

正，并结合 SMART 网站对 TLR 蛋白结构域分析，

结果显示，33 个 TLR 蛋白具有 LRR 结构域、跨膜结

构域和胞内 TIR 结构域，为典型的完整 TLR 蛋白，

其他 9 个为 TLR 样蛋白，其中，4 个 TLR 蛋白缺乏

胞内 TIR 结构域，2 个缺乏跨膜结构域，1 个缺乏 LRR

结构域，其他 2 个缺乏 TIR 和 TM 结构域或 LRR 和

TM 结构域。 

2.2  缢蛏 TLR 家族基因的分类和系统演化 

基于胞外 LRR 结构域的特征，软体动物 TLR 可

以分为两大类：sccTLR 和 mccTLR，并进一步细分为

6 个亚类(图 1)，其中，sccTLR 包括 3 个亚类：(1) V

型 TLR，经典的 sccTLR，其 N 端和 C 端的 LRR 结

构域(LRR-NT 和 LRR-CT)位于 LRR 两侧；(2) sP 型

TLR，类似于 V 型 TLR，但略短；(3) Ls 型 TLR，无

LRR-NT 结构域，胞外为不规范或退化的 LRR 结构

域。mccTLR 也分为 3 个亚类：(4) P 型 TLR，类似于

果蝇 Toll 基因，其特征是典型的 2 个 LRR 结构域被

LRR-NT 和 LRR-CT 结构域分隔；(5) sPP 型 TLR，类

似于 P 型 TLR，但略短；(6) Twin-TIR 型 TLR，类似

于 P 型和 sPP 型 TLR，但具有 2 个连续的 TIR 结构

域(Gerdol et al, 2017)。此外，对于缺乏 LRR 或者 TIR

结构域的蛋白统称为 TLR 样蛋白(TLR-like protein) 

(Brennan et al, 2018)。缢蛏 42 个 TLR 基因包括 25 个

sccTLR、8 个 mccTLR 和 9 个 TLR 样蛋白(表 2)。为

了更好地研究缢蛏 TLR 家族基因的结构和系统演化

关系，将缢蛏 33 个完整 TLR 蛋白基于 TIR 结构域序

列构建系统发育树。根据 TLR 结构域注释及系统发

育分析发现，缢蛏的 33 个完整 TLR 分属在 4 个亚类，

分别为 P 型、sPP 型、sP 型和 Ls 型，其中，sP 和 Ls

型 TLR 分散于进化树不同的亚支(图 2)。 

2.3  软体动物 TLR 的分类比较 

基于 TLR 蛋白结构域特点，并根据 Gerdol 等

(2017)提出的 TLR 分类方法，进行包括缢蛏在内的

10 种软体动物 TLR 家族基因分类和数目比较(表 3)。

从表 3 可以看出，缢蛏中不存在 V 型和 Twin-TIR 型

TLR，且 sccTLR 数目多于 mccTLR，其中，sccTLR

中的 sP 型 TLR 最多，有 16 个；而 mccTLR 中的 P

型 TLR 与大多数软体动物一样数目较少，仅有 1 个。

此外，缢蛏中存在 9 个 TLR 样蛋白，这在大部分软

体动物中都有发现，如长牡蛎和马氏珠母贝中分别有

6 个和 11 个。通过对 10 种软体动物 TLR 家族基因分

类和数目比较可以看出，不同软体动物的 TLR 基因

的数目存在较大差异，腹足纲的霸王莲花青螺仅有

16 个 TLR，而双壳纲的美洲牡蛎却有高达 130 个

TLR；作为同属的长牡蛎和美洲牡蛎，其 TLR 的数

目也存在较大差异，长牡蛎有 83 个 TLR；除此之外，

Ls 型和 sP 型 TLR 在软体动物中占主导地位，与其他

类型的 TLR 相比数目明显偏多，且存在于脊椎动物

中的 V 型 TLR 在部分软体动物中也存在，但数量较

少，在 1~4 个之间。 

2.4  缢蛏 TLR 基因在成体组织中的表达特征 

TLR 基因成体组织表达特征分析结果显示，6 个

TLR 基因在所检测的 7 个组织中，包括血细胞、鳃、

肝胰腺、性腺、斧足、外套膜和水管中均有不同程度

的表达(图 3)。其中，ctg294.3 (sPP 型)、ctg1017.8 (sPP

型)和 ctg1513.3 (Ls 型) 3 个基因均在血细胞中显著高

表达(P<0.05)，其次是鳃，而在水管、外套膜和性腺

等组织中表达量较低(P>0.05)。除血细胞外，ctg294.3

和 ctg1513.3 的表达量在其他组织间差异不显著，而

ctg1017.8 鳃组织与其他组织差异较显著(P<0.05)。

ctg5741.1 (sP 型)和 ctg169.28 (Ls 型) 2 个基因分别在

肝胰腺和鳃中表达量最高(P<0.05)，在斧足和性腺中 
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表 2  缢蛏全基因组中鉴定出的 TLRs 
Tab.2  TLRs identified in the genome of Sinonovacula constricta 

TLR 类型 
TLR type 

TLR 亚类 
TLR subtype 

基因编号 
Gene ID 

蛋白长度 
Protein length /aa

结构域 
Domain structure 

P 型 ctg1228.10 1 213 SP-LRR(18)-NT-LRR(3)-TM-TIR 

ctg1017.8 755 LRR(5)-CT-NT-LRR(2)-CT-TM-TIR 

ctg294.1 362 LRR(8)-CT-NT-LRR(5)-CT-TM-TIR 

ctg294.3 710 LRR(2)-CT-NT-LRR(5)-CT-TM-TIR 

ctg1017.9 269 SP-LRR(5)-CT-NT-LRR(2)-CT-TM-TIR 

ctg1350.1 1 155 SP-LRR(5)-CT-NT-LRR-CT-TM-TIR 

ctg356.25 531 CT-NT-CT-TM-TIR 

mccTLR 

sPP 型 

ctg2.41 601 CT-NT-LRR(1)-CT-TIR 

ctg774.6 750 SP-LRR(2)-NT-LRR-TM-TIR 

ctg899.7 835 SP-LRR(1)-NT-LRR(1)-TM-TIR 

ctg368.18_20 774 SP-LRR(2)-NT-TM-TIR 

ctg903.17 224 SP-NT-LRR(7)-TM-TIR 

ctg255.18 564 LRR(6)-TM-TIR 

ctg414.46 880 SP-LRR(8)-TM-TIR 

ctg1193.4 864 SP-LRR(9)-TM-TIR 

ctg58.57 606 SP-LRR(2)-TM-TIR 

ctg730.10 251 LRR(1)-TM-TIR 

ctg58.54 438 SP-LRR(2)-TM-TIR 

ctg118.25 607 LRR(1)-TM-TIR 

ctg118.26 393 LRR-TM-TIR 

ctg2496.3 408 CT-TM-TIR 

ctg467.9 705 SP-NT-LRR(7)-CT-TM-TIR 

ctg5741.1 705 SP-NT-LRR(7)-CT-TM-TIR 

sP 型 

ctg467.8 705 SP-NT-LRR(5)-CT-TM-TIR 

ctg1105.25 945 CT-TM-TIR 

ctg4463.3 1 030 CT-TM-TIR 

ctg169.28 725 SP-LRR(6)-CT-TM-TIR 

ctg169.30 723 SP-LRR(6)-CT-TM-TIR 

ctg169.29 723 SP-LRR(6)-CT-TM-TIR 

ctg109.1 737 SP-LRR(5)-CT-TM-TIR 

ctg18.55 735 LRR(9)-CT-TM-TIR 

ctg1513.3 455 LRR(1)-CT-TM-TIR 

sccTLR 

Ls 型 

ctg1513.5 733 SP-LRR(10)-CT-TM-TIR 

ctg681.6 409 SP-LRR(4)-TIR 无 TM 结构域 
No TM domain ctg242.33 615 LRR(9)-TIR 

ctg58.58 558 LRR(6)-TM 

ctg375.2 601 SP-LRR(4)-TM 

ctg730.9 630 SP-LRR(7)-TM 

无 TIR 结构域 
No TIR domain 

ctg375.3 855 LRR(5)-TM 

无 LRR 结构域 
No LRR domain 

ctg356.23 239 TM-TIR 

ctg1472.2 96 TIR 

TLR 样蛋白 
TLR-like protein 

其他 Others 
ctg1184.1 466 SP-NT-LRR(8) 

注：LRR：亮氨酸重复序列；TM：跨膜结构域；TIR：TIR 结构域；SP：信号肽；CT：LRR 的 C 末端；NT：LRR 的
N 末端。 

Note: LRR: Leucine-rich repeat; TM: Transmembrane domain; TIR: Toll/interleukin-1 receptor domain; SP: Signal peptide; 
CT: C-terminus of the LRR; NT: N-terminus of the LRR. 
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图 1  不同亚类 TLR 蛋白结构域模式 
Fig.1  Pattern of protein domains in different subtype of TLRs 

LRR：亮氨酸重复序列；LRR-CT：LRR 的 C 末端； 

LRR-NT：LRR 的 N 末端；TIR：TIR 结构域。 
LRR: Leucine-rich repeat; LRR-CT: C-terminus of the LRR; 

LRR-NT: N-terminus of the LRR; TIR: Toll/interleukin-1 
receptor domain. 

 

表达较低(P>0.05)，而 ctg1228.10 (P 型)基因在各组

织中广泛表达，表达水平不存在显著性差异。TLR 基

因成体组织表达模式与其结构特征未表现出相关性。 

2.5  感染弧菌后缢蛏 TLR 基因响应分析 

根据转录组中基因表达水平数据，绘制 TLR 基

因表达热图(图 4A)，可以看出，在 PBS 对照组中，

42 个基因中 41 个基因均有表达(FPKM>1)，但不同基

因表达模式有明显的差别，有些基因只在 1 种组织(鳃

或肝胰腺)中明显表达，有些基因在 2 种组织(鳃和肝

胰腺)中均明显表达。如 ctg1184.1 在肝胰腺中高表达

(PBS_H 组 3 个重复 FPKM 值分别为 1 672、1 370 和

2002)，鳃中几乎不表达(PBS_G 组 3 个重复 FPKM 值

分别为 0.027、0 和 0.029)；ctg2.41 在鳃中明显表达

(PBS_G 组 3 个重复 FPKM 值分别为 3.04、9.33 和

12.97)，肝胰腺中几乎不表达(PBS_H 组 3 个重复

FPKM 值分别为 0.49、0.43 和 0.07)，而 ctg356.25 在

鳃和肝胰腺中均有表达(PBS_G 组 3 个重复 FPKM 值

分别为 2.86、2.77 和 2.23；PBS_H 组 3 个重复 FPKM

值分别为 6.01、3.08 和 1.43)。在弧菌感染实验组中，

一些 TLR 基因在弧菌感染 12 h 和/或 48 h 后在鳃或肝

胰腺中的表达量发生了变化，根据差异表达基因筛选

标准，共有 9 个 TLR 基因在鳃或肝胰腺中的表达量

发生了显著变化。差异基因表达热图(图 4B)显示，感

染弧菌后，5 个基因(ctg118.25、ctg118.26、ctg356.25、

ctg774.6 和 ctg681.6)在鳃组织中表达量上调，前 4 个

基因在感染 12 h 变化较显著，仅 ctg681.6 在感染 48 h

变化较显著；ctg1513.5 在感染弧菌后的鳃组织表达 
 

 
 

图 2  缢蛏 32 个完整 TLR 的分类及系统发育树 
Fig.2  Classification and phylogenetic tree of 32 complete TLRs identified in the genome of S. constricta 



第 4 期 杜博博等: 缢蛏 Toll 样受体家族基因全基因组水平鉴定及其在弧菌刺激下的表达分析 161 

 

表 3  软体动物 TLR 基因的分类 
Tab.3  Classification of TLR genes in molluscs 

单半胱氨酸簇 TLR 
sccTLR 

多半胱氨酸簇 TLR 
mccTLR 

未分类 
Unclassified 物种  

Species 
V-type Ls-type sP-type sPP-type P-type Twin-TIR 

TLR 样蛋白
TLR-like protein

总计
Total

石鳖 Acanthopleura granulata 1 12 7 5 1 1 3 30

中国真蛸 Octopus sinensis 1 8 4 3 1 – – 17

加州海兔 Aplysia californica – 1 33 1 3 – 10 48

霸王莲花青螺 Lottia gigantea – 4 7 2 2 – 1 16

福寿螺 Pomacea canaliculata 2 40 8 13 – 1 8 72

缢蛏 Sinonovacula constricta – 9 16 7 1 – 9 42

美洲牡蛎  
Crassostrea virginica 

1 36 73 5 2 2 11 130

长牡蛎 Crassostrea gigas 4 13 55 3 2 – 6 83

栉孔扇贝 Chlamys farreri – 23 25 5 – 1 5 59

马氏珠母贝 Pinctada fucata 1 18 52 12 2 – 11 96

 

 
 

图 3  缢蛏 6 个 TLR 基因在不同组织中的相对表达水平 
Fig.3  Relative expression level of six TLR genes in the different tissues of S. constricta 

相同字母代表差异不显著(P>0.05)，不同字母代表差异显著(P<0.05)。 
The same letters indicate no significant difference (P>0.05), while different letters indicate significant difference (P˂0.05). 

 
量下调且 12 h 变化较显著；ctg903.17、ctg467.9 和

ctg2496.3 在弧菌感染后的肝胰腺中表达量显著变化，

其中，ctg2496.3 和 ctg467.9 表达量下调且 48 h 较为

显著，ctg903.17 表达量上调且 12 h 较为显著。 
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图 4  TLR 基因在鳃和肝胰腺中的表达量热图(A)和不同组间差异表达基因的表达量热图(B) 
Fig.4  Heat map of TLR expression level in gill and hepatopancreas (A)  

and heat map of genes deferentially expressed between different groups (B) 

PBS_G：对照组鳃组织；PBS_H：对照组肝胰腺；VP_12G：副溶血弧菌感染 12 h 鳃组织； 

VP_48G：副溶血弧菌感染 48 h 鳃组织；VP_12H：副溶血弧菌感染 12 h 肝胰腺；VP_48H：副溶血弧菌感染 48 h 肝胰腺。 
PBS_G: Gill of control group; PBS_H: Hepatopancreas of control group; VP_12G: Gill of Vibrio parahemolyticu (VP)  

infection for 12 h; VP_48G: Gill of VP infection for 48 h; VP_12H: Hepatopancreas of VP infection for 12 h;  
VP_48H: Hepatopancreas of VP infection for 48 h. 

 
3  讨论 

3.1  缢蛏 TLR 家族基因的鉴定及分类 

在长期进化过程中，海洋无脊椎动物已进化出独

特的免疫防御体系，如通过免疫基因的大量扩张等策

略来适应环境。TLR 是模式识别受体家族中的重要一

员，它可以特异地识别病原体相关的分子模式，激活

信号级联反应，释放各种细胞因子和干扰素来消除病

原微生物，在抵御病原微生物过程中发挥重要作用。

本研究利用基因组数据鉴定了缢蛏的 TLR，并对其进

行了特征分析和分类。和大多数软体动物一样，缢蛏

基因组中的 TLR 数目也发生了显著性扩张，共鉴定

出 42 个 TLR，其中 33 个 TLR 具有 LRR 结构域，跨

膜结构域和胞内 TIR 结构域，为典型的 TLR 蛋白，

而剩余的 9 个 TLR 结构域不完整，称为 TLR 样蛋白，

可能是基因组序列不完整，或是基因长期进化过程中

结构域丢失造成的。 

根据 TLR 蛋白结构域注释及系统发育分析，缢

蛏的 TLR 分为 mccTLR 和 sccTLR 两大类，mccTLR

进一步分为 P 型和 sPP 型，而 sccTLR 进一步分为 Ls

和 sP 型，缢蛏基因组中未发现其他软体动物中存在

的 V 型和 Twin-TIR 型 TLR (表 3)。mccTLR 典型的

特征为 LRR 被 LRR-NT 和 LRR-CT 结构域分隔，而

sccTLR 中单个 LRR-NT 和 LRR-CT 结构域位于典型

的 LRR 两侧。由于结构上的差异，mccTLRs 和 sccTLRs

一直被认为具有独立的起源(Luo et al, 2000)。从图 2

可以看出，sPP、sP 和 Ls 型 TLR 在缢蛏中均发生明

显的扩张现象，其中 sP 型 TLR 的扩张占主导地位，

这与长牡蛎 TLR 的扩张现象一致(Zhang et al, 2015)。

缢蛏中 TLR 的扩张现象证实了 TLR 在宿主免疫防御

中功能的多样化和复杂性。 

为进一步了解软体动物不同类型 TLR 的扩张现

象，根据 Gerdol 等(2017)提出的 TLR 分类方法，本

研究对软体动物 4 个纲 10 个代表物种的 TLR 进行分

类。P 型 TLR 与昆虫 Toll 具有高度的结构相似性，

支持所有无脊椎动物 P 型 TLR 共同起源的假设

(Toubiana et al, 2013)。软体动物中仅有少量的 P 型

TLR (表 3)，如缢蛏和长牡蛎基因组中分别有 1 个和

2 个 P 型 TLR，表明这类 TLR 在软体动物中没有经

历过扩张。先前的研究表明，sPP 型 TLR 是一个基因
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数目相对较少的 TLR 类型，如长牡蛎中仅有 2 个 sPP

型 TLR (Zhang et al, 2015)；在这 10 种软体动物中，

sPP 型 TLR 数量不等，在 1~13 个之间，数目变化较

大，马氏珠母贝和福寿螺中 sPP 型 TLR 数量分别为

12 和 13 个。目前，sPP 型 TLR 在软体动物中的功能 

尚不清楚。Twin-TIR 型 TLR 为 mccTLR 的新成员，

其存在 2 个连续的胞内 TIR 结构域，三角帆蚌

(Hyriopsis cumingii) Toll-2 为贝类中发现的第 1 个

Twin-TIR 型 TLR，其能够通过诱导 AMP 的表达参与

抗菌免疫反应(Ren et al, 2014)。目前，仅在少数软体

动物中发现 Twin-TIR 型 TLR。sccTLR 为起源较晚的

TLR 类群。与 P 型 TLR 类似，V 型 TLR 与其他动物

门包括脊椎动物门中发现的 sccTLR 也显示出惊人的

相似性(Gerdol et al, 2017)，而在软体动物中，仅在少

数动物中鉴定出少量的 V 型 TLR，缢蛏基因组中未

发现 V 型 TLR。除此之外，sP 和 Ls 型 TLR 作为软

体动物中数目最多的 TLR 类群，在 10 种软体动物中

均发生了不同程度的扩张，可能是软体动物长期应对

复杂多变的环境进化出的一类特殊的免疫机制，然而

这类 TLR 具体的作用机制目前尚不清楚。根据 Gerdol

等(2017)提出的 TLR 分类原则，我们还发现了一些

TLR 蛋白不能归类到现有的 TLR 类型，定义为 TLR

样蛋白，其分类原则和功能有待进一步研究。综上所

述，mccTLR 作为起源古老的 TLR 类群，在无脊椎动

物中的分布范围很广，在软体动物中没有经历大规模

的扩张，而起源较晚的 sccTLR 类群在软体动物的进

化中发生了大规模的扩张。本研究结果丰富了双壳类

TLR 的信息，并为进一步研究 TLR 在缢蛏非特异性

免疫中的功能奠定了基础。 

3.2  缢蛏 TLR 基因在成体组织中的表达特征 

作为重要的模式识别受体，TLR 在动物非特异性

免疫防御中发挥重要作用。在软体动物中，尽管不同

的 TLR 一般在各个组织都有表达，但它们的表达水

平有显著差异。如长牡蛎 CgToll1 和 CgTLR6、皱纹

盘鲍(Haliotis discus discus) AbTLR-A、栉孔扇贝

CfToll-1、厚壳贻贝(Mytilus coruscus) McTLR2 及菲律

宾蛤仔 8 个 RpTLR 基因主要在血细胞中表达(Li et al, 

2019; Priyathilaka et al, 2019; Qiu et al, 2007; Ren et al, 
2021; Wang et al, 2016; Zhang et al, 2011), 而厚壳贻

贝 McTLRj 在肝胰腺中表达水平最高，其次是鳃和血

细胞，而性腺和外套膜中表达量中等，肝胰腺和闭壳

肌中表达较弱(Xu et al, 2019)。皱纹盘鲍 AbTLR-B 主

要在鳃中表达(Priyathilaka et al, 2019)，三角帆蚌的

HcToll1 在血细胞、肝胰腺、鳃和外套膜中高表达(Ren 

et al, 2013)，而三角帆蚌另一个新型 HcTLR 在所有组

织中均广泛表达，在鳃和肝胰腺中表达水平较高(Yin 

et al, 2021)。为了检测缢蛏 TLR 基因的组织表达规律，

我们从结构域编码完整的 TLR 基因中随机选择 6 个

TLR，利用 qRT-PCR 技术检测其在健康缢蛏组织中 

的表达模式，结果显示，ScTLR 在所有检测组织中广

泛表达，其中，血细胞、鳃和肝胰腺中表达水平较高，

而其他组织表达量差异不显著，这些 ScTLR 基因的不

同表达谱可能暗示它们在缢蛏中发挥的功能不同。不

同的 TLR 基因在血细胞或鳃中不同程度地呈现高表

达水平，也证实了血细胞和鳃是软体动物中主要的免

疫组织(Xu et al, 2019)，同时也表明 ScTLR 可能在缢

蛏的非特异性免疫防御中发挥重要作用。 

3.3  缢蛏 TLR 基因对弧菌感染的响应 

根据缢蛏转录组数据，我们对 TLR 基因的表达

量进行了分析，在鉴定的 42 个 TLR 基因中，41 个基

因在鳃或者肝胰腺中有表达，但表达量各不相同且具

有明显的组织差异，这反映了鳃和肝胰腺组织在缢蛏

免疫防疫反应中的分工。此外，有 9 个 TLR 在弧菌

感染前后在鳃和肝胰腺中表达量发生显著变化，其中

6 个 TLR 表达量显著上调，可能在抵御弧菌的入侵过

程中发挥了重要的作用，这与栉孔扇贝和厚壳贻贝中

TLR 的表达模式一致(Lu et al, 2016; Xu et al, 2019)，

而对于表达量显著下调的 3 个 TLR，其在抵御病原菌

的入侵中可能发挥了不同作用。总之，这些结果表明，

在弧菌胁迫下缢蛏可能通过鳃和肝胰腺两种重要免

疫器官中不同 TLR 基因的表达，协同控制下游免疫

相关基因的表达，以达到免疫防御的效果。 

4  结论 

本研究基于缢蛏全基因组序列，系统地鉴定出

42 个 ScTLR 基因，其中，33 个编码典型的 TLR 蛋白，

其他的 9 个为 TLR 样蛋白；根据其蛋白结构域的位

置特点将其进一步分为 P 型、sPP 型、sP 型和 Ls 型

4 种类型。此外，通过与 9 种软体动物 TLR 蛋白比较，

在缢蛏基因组中未发现其他软体动物中存在的 V 型

和 Twin-TIR 型 TLR；起源古老的 mccTLR 类群在软

体动物中没有经历大规模的扩张，而起源较晚的

sccTLR 类群却发生了大规模的扩张。TLR 基因组织

表达水平检测结果显示，缢蛏 TLR 在血细胞或鳃组

织中高表达，进一步证实血细胞和鳃是软体动物中主

要的免疫组织。最后，弧菌胁迫下缢蛏鳃和肝胰腺转

录组数据显示，41 个 TLR 基因在鳃和肝胰腺中表达

量各不相同且具有明显的组织差异，这反映了鳃和肝
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胰腺组织在缢蛏免疫反应中的分工；缢蛏可能通过鳃

和肝胰腺 2 种重要免疫器官中不同 TLR 基因的表达，

协同控制下游免疫相关基因的表达，以达到免疫防御

的效果。本研究结果为深入探讨不同 TLR 基因在缢

蛏天然免疫中发挥的作用提供了基础。 
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Abstract    Molluscs do not have adaptive immune cells and corresponding antibodies in their bodies. 
They mainly rely on the innate immune system to protect themselves from various pathogens and foreign 
substances to maintain normal life activities. Pattern recognition receptors (PRRs) first sense 
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) during the innate immune response, triggering specific 
signaling pathways and resisting pathogenic invasion. Toll-like receptors (TLRs) are widely studied PRRs 
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and play important roles in the innate immunity of invertebrates. The first TLR was found in Drosophila, 
which activated the transcription factor NF-κB signaling pathway to guide early embryonic development. 
Later, it was proved to play an important role in the immunity of Drosophila. A typical TLR protein 
includes three protein domains, the extracellular domain containing two to 45 leucine-rich repeats (LRRs), 
the transmembrane domain, and the intracellular region containing a TIR (Toll/interleukin-1 receptor) 
domain. According to their structure variation in the LRR extracellular domain, TLRs can be divided into 
two types, namely single cysteine cluster TLR (sccTLR) and multiple cysteine cluster TLR (mccTLR).  

The razor clam Sinonovacula constricta is an economically important bivalve species and one of 

the four traditional mariculture mollusks in China. However, deterioration of the rearing environment and 

various bacterial and viral disease outbreaks have caused significant economic losses to the S. constricta 

industry. Therefore, a deep understanding of the immune defense mechanisms in S. constricta would help 

implement effective disease resistance strategies. In this study, we identified all TLR genes in 

S. constricta using whole genomic resources. Firstly, we identified the S. constricta proteins with both 

TIR domain (PF01582) and LRR domain (PF13855) using the InterProScan. Secondly, we further 

searched the whole genome DNA sequence using the TBLASTN program and the TIR-LRR protein 

sequences as query to identify missed TLR genes during genome annotation. The TLR protein domains 

identified were analyzed with the SMART software (http://smart.embl-heidelberg.de/). The TLR proteins 

with incomplete domains were further corrected with the FGENESH+ program on the Softberry website 

(http://www.softberry.com/). Finally, a total of 42 S. constricta TLR (ScTLR) genes were identified. 

Among them, 33 genes encode typical TLR proteins with three domains, and the remaining nine genes 

encode TLR-like proteins lacking some domains. The typical S. constricta TLR proteins were classified 

into two types and four subtypes based on the protein domain structure characteristics. The type mccTLR 

includes one P-TLR and seven sPP-TLRs, while the type sccTLR includes 16 sP-TLRs and nine Ls-TLRs. 

Furthermore, the type and number of TLR genes were compared among ten species from four classes of 

mollusks, including S. constricta. The results showed that two types of TLR genes, V-type and Twin-TIR 

TLR, identified in other mollusks were not found in the S. constricta genome. The number of TLR genes 

varied dramatically between different species, wherein the owl limpet (Lottia gigantea) and the common 

octopus (Octopus sinensis) possessed 16 and 17 TLR genes, respectively, while the American oyster 

(Crassostrea virginica) owned more than 130 TLR genes. Even in the same taxonomic genus, different 

species had a vastly different number of TLR genes, such as the Pacific oyster (Crassostrea gigas), which 

belongs to the same genus as the American oyster, and possessed 83 TLR genes, obviously less than the 

American oyster. Evolutionarily, the anciently originated mccTLR genes in mollusks did not expand in 

number, while the recently originated sccTLR genes largely expanded in number. The qRT-PCR 

tissue-specific expression analysis showed that six TLR genes randomly selected were expressed in seven 

tissues, including the hemolymph, gill, hepatopancreas, gonad, foot, mantle, and siphon, being highly 

expressed in the hemolymph, gill, and hepatopancreas. Finally, the razor clams were infected with Vibrio 

parahemolyticus, and the gill and hepatopancreas tissues were collected at 12 h and 24 h post-injection 

(hpi) for further transcriptome analysis. The results showed that nine TLR genes were differentially 

expressed in the gill or hepatopancreas before and after V. parahemolyticus injection. Six genes (ctg118.25, 

ctg118.26, ctg356.25, ctg774.6, ctg681.6, and ctg1513.5) were differentially expressed in gill at 12 hpi or 

48 hpi, in which only ctg1513.5 was down-regulated and the other five were up-regulated. Three genes 

(ctg467.9, ctg2496.3, and ctg903.17) were differentially expressed in the hepatopancreas at 12 hpi or 

48 hpi, wherein ctg467.9 and ctg2496.3 were down-regulated, and ctg903.17 was up-regulated. In 

summary, our findings will pave the way for investigating the functions of TLR genes in the innate 

immune response to different pathogens. 

Key words    Sinonovacula constricta; Toll-like receptors; Vibrio challenge; Expression analysis 
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低氧胁迫下中华圆田螺的肝脏转录组学分析 
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郭睿婕 1  杨旭红 1  吴耀庭 1 
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摘要    为了探究低氧胁迫下中华圆田螺(Cipangopaludina cathayensis)肝脏组织基因的差异表达，

本研究通过高通量测序技术，分析中华园田螺低氧胁迫组(2.5 mg/L)和常氧组(6.9 mg/L)某些基因的

差异表达，并对差异基因进行生物信息学分析，进一步采用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)对关键差

异表达基因进行验证。结果显示，测序共获得 232 379 条基因(unigenes)，与对照组比较，低氧胁迫

组筛到 176 个差异基因，包含 64 个上调基因和 112 个下调基因。GO 功能注释分析显示，差异基

因主要富集在生物学过程中的几丁质代谢过程和含氨基葡萄糖的复合代谢过程，细胞组分中的胶原

三聚体成分，分子功能中的几丁质结合功能和糖衍生物结合功能。KEGG 通路富集分析显示，差异

基因主要集中于环境信息处理、遗传信息处理、代谢和生物系统这 4 大类通路。6 个关键差异基因

的 RT-qPCR 结果显示，热休克蛋白 70B2 和热休克蛋白 β-6 基因表达量上调，几丁质酶蛋白 4、α-1

胶原蛋白(XIV)、α-4 胶原蛋白(XIV)、5-磷酸酶蛋白基因表达量下调，证实了转录组测序结果的可

靠性。本研究发现，低氧胁迫激活了中华圆田螺适应缺氧的生理活动，并获得了低氧胁迫下中华圆

田螺肝脏组织中相关功能基因的表达信息，为深入研究中华圆田螺响应低氧胁迫的调控机制提供了

基础数据和理论依据。 

关键词    中华圆田螺；低氧胁迫；转录组；差异表达基因；热休克蛋白 

中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0167-12 

中华圆田螺(Cipangopaludina cathayensis)是我国

特有的物种(陈元晓等, 2009)，适宜生长在富含底泥

腐殖质、溶氧充足、天然饵料较丰富的微流水水域中

(杨立平, 2007)。稻田养殖田螺优先选取水源丰富、

水质清新且水体溶氧达到 5 mg/L 以上的稻田(廖建云, 

2020)。溶解氧是水体环境中最重要的因子之一，对

水产动物的生长发育、新陈代谢、繁殖繁育等一系列

生命活动都有重要影响(Small et al, 2014)。水中溶解

氧低于 2 mg/L 时，水体处于低氧或缺氧状态(王春枝

等, 2014; 王晓雯等, 2016; 徐贺等, 2016)。低氧胁迫

会使水生动物生长发育缓慢，抗病能力以及繁殖能力

下降，严重时会导致水生动物死亡(徐贺等, 2016)。

李丽萍等(2012)在研究溶解氧和体重对无齿蚌耗氧率

的影响时发现，椭圆背角无齿蚌(A. woodiana elliptica)

和圆背角无齿蚌(A. woodia pacifica)耗氧率均随水中

溶解氧降低而降低。 

RNA-seq 技术是目前筛选机体特异性状的关键

基因和研究基因表达调控机制的有效方法(Li et al, 

abc
图章
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2014) 。 曹 梅 等 (2021) 对 低 氧 胁 迫 下 脊 尾 白 虾

(Palaemon carincauda)的转录组分析，推测低氧诱导

因子可以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，并且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。刘韬等

(2023)基于转录组分析了青田田鱼(Cyprinus carpio var. 

qingtianensis)对稻田急性溶氧变化的水环境的适应

性，为进一步研究青田田鱼在急性溶氧变化环境下的

生理调节机制提供了基础数据。 

近年来，关于中华圆田螺的研究主要集中在抗肿

瘤机制(朱涛等, 2016)、免疫应答(赵劲松等, 2019)、

营养价值评价(薛飞等, 2022)和耐抗生素性(王宏伟等, 

2017)等方面，而关于中华圆田螺在转录水平上进行

的低氧调控方面的研究尚未见报道。本研究基于

RNA-seq 技术对低氧胁迫下中华圆田螺肝脏组织进

行转录组分析，探究低氧胁迫对中华圆田螺的影响，

进而为深入研究中华圆田螺应对低氧胁迫的调控机

制奠定基础，也为中华圆田螺的健康养殖提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的中华圆田螺均取自广西玉林陆川县养殖

基地，其生活水温为(26.5±0.5) ℃，溶氧量(6.9±0.2) mg/L，

氨氮含量<0.5 mg/L，采用微流水稻田养殖模式。随

机选择健康且螺壳无机械损伤的田螺进行实验。选取

田螺的壳宽、壳高及体重见表 1。 
 

表 1  中华圆田螺基础指标 
Tab.1  Basic traits of C. cathayensis 

基础指标 Basic traits 数据 Data 

壳宽 Shell width /mm 30.57±7.51 

壳高 Shell height /mm 44.62±11.33 

壳口宽 Shell mouth width /mm 24.58±6.51 

壳口高 Shell mouth height /mm 18.14±3.95 

体重 Body weight /g 22.33±10.38 

 

1.2  低氧胁迫实验 

中华圆田螺运至实验室后于 40 L 塑料桶中暂养 1

周，温度维持在 26 ℃，溶氧量维持在(6.9±0.1) mg/L。

将中华圆田螺随机设置为低氧胁迫组和常氧对照组，

每组 3 个重复，每个重复 30 只。低氧胁迫处理方法：

溶解氧在 1 h 之内从 6.9 mg/L 下降到 2.5 mg/L 左右，

维持 24 h。在低氧培养期间，不投喂饵料，同时利用

HQ30D 型便携式溶氧仪每 1 h 测定一次水体中溶氧

含量。对照组维持溶氧为(6.9±0.1) mg/L，24 h 后与低

氧组同时取样。2 组各取 15 只田螺(每个平行组随机

取 5 只田螺)，活体解剖，取肝脏组织立即置于液氮

中速冻，然后在–80 ℃冰箱中保存备用。 

1.3  总 RNA 的提取 

分别取低氧组和对照组田螺的肝脏组织(每个平

行组随机取 5 只田螺的肝脏组织并混合)，利用 Trizol

法提取总 RNA，通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量，

利用紫外分光光度计检测其纯度及浓度。总 RNA 的浓

度>250 ng/μL，OD260 nm/OD280 nm 介于 1.8~2.2 之间，

OD260 nm/OD230 nm≥2.0，确保 RNA 无降解、无污染。 

1.4  mRNA 文库构建及测序 

利用试剂盒(Qubit RNA)精确定量 RNA，确定构

建 mRNA 文库加入量。根据试剂盒(Hieff NGS™)说

明书，用 Tris Buffer 重悬磁珠对提取的总 RNA 进行

成熟 mRNA 富集和纯化，按照其建议构建文库。利

用 Illumina Hiseq™平台进行测序，使用 FastQC 平台

对数据进行可视化质量评估，以确保质量达标。 

1.5  转录组序列组装及注释 

将原始数据使用 Trimmomatic 去除低质量碱基、

含 N 序列以及 reads 接头序列，质控后的序列利用

Trinity 软件组装 clean data 得到每个转录本中最长序

列作为 unigene，即参考序列(Grabherr et al, 2011)。

将 unigene 分别与 Blast+、NCBI、NR、GO、KEGG、

KOG 数据库进行比对注释。 

1.6  差异表达分析 

采用 DESeq 分析差异表达基因 (differentially 

expressed genes, DEGs)，筛选阈值为 Fold change>2

及 Q-value<0.05，Q-value 越小，则基因表达量差异

越显著(Anders et al, 2010)。选取 DEGs 进行 GO 功能

注释和 KEGG 富集分析。 
 

1.7  实时荧光定量 PCR 分析 

选 取 6 个 DEGs 进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR 

(RT-qPCR)验证，以此评价 RNA-seq 技术鉴定差异基

因的可靠性。利用 Primer 5.0 软件设计特异性引物 

(表 2)，并在生工生物工程(上海股份有限公司)完成引

物合成。使用反转录试剂盒(TaKaRa)将每组 RNA(样

本数目及提取方法同 1.3)反转录为 cDNA，之后以

cDNA 为模板、β-actin 为内参进行 RT-qPCR 检测。

每个样品 3 次重复，采用 2–ΔΔCt 方法计算各基因的相

对表达量。 
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表 2  中华圆田螺肝脏差异表达基因 RT-qPCR 分析引物 
Tab.2  Primers used for the RT-qPCR analysis of differentially expressed genes in the C. cathayensis 

引物 Primer 
Unigene ID 基因 Gene 

正向 Forward (5ʹ~3ʹ) 反向 Reverse (5ʹ~3ʹ) 

DN72529_c3_g1 Beta-actin CTGGAAGGTGGACAGAGAGG AAATCATCGCTCCACCAGAG

TDN76189_c0_g5 Heat shock protein 70 B2 ATTCGATACACCTCCCGCAC AGAAACTGAGCAGCAGCGAT

TDN59468_c0_g4 Heat shock protein beta-6 GTCGCGAAGTACACTGACCA AATTAACGGTTCACGCCAGC

TDN70295_c1_g2 Chitinase-like protein 4 TCCAGTGACCAGAACATGGC GTGCAGTCACAACCATACGC

TDN75616_c0_g1 Collagen alpha-1(XIV) chain CCAAGCAGTCTTGCGAATGG AGGCTCTCAGTGTTGAAGGC

TDN57666_c0_g1 Collagen alpha-4(Ⅵ) chain ACGTAGACGTTCCCAAGCAG TTCGGATGATCTCGCTCGTG 

TDN74463_c0_g1 Phospholipid phosphatase-related 
protein type 5 

TATGAAGTGCCTGTGCGTGT ACTGTCACTGCGAGGTTCTG 

 

2  结果与分析 

2.1  测序结果及转录组拼接 

使用 Trimmomatic 处理 Illumina Hiseq™测序得

到的原始数据(raw reads)，去除低质量与含接头的

reads 后，利用 Trinity 软件对所得数据进行组装，得

到 500 584条转录本(transcript)和 232 379条 unigenes，

转录本与 unigenes的 N50分别为 1 674 bp和 1 127 bp。

组装数据统计见表 3，unigenes 长度分布见图 1。由

拼接结果判断出原始数据拼接的质量较高，可用于后

续功能注释和 DEGs 分析。 

2.2  基因功能注释 

将 unigenes 信息分别在 Swiss-Prot、GO、KOG、

Nr 和 KEGG 数据库进行序列比对及功能注释。共有

232 379 条 unigenes 得到注释，各数据库注释到的

unigenes 数量及百分比见表 4。 
 
 

与 Nr 蛋白数据库进行同源性比对后，有 26 636

条 unigenes 与已知基因同源，与中华圆田螺相关的注

释信息较少(图 2)。注释信息占比最高为海兔(Aplysia 

california, 6 470)，随后依次是霸王莲花青螺(Lottia 

gigantea, 3 121)、光滑双脐螺(Biomphalaria glabrate, 
 

表 3  组装结果统计 
Tab.3  Statistics of assembly results 

序列长度 
Length range 

转录本
Transcript 

单基因簇
Unigene 

≥500 bp 222 895 79 176 

≥1 000 bp 128 141 37 541 

总计 Count 500 584 232 379 

最大长度 Max length /bp 36 115 36 115 

最小长度 Min length /bp 201 201 

平均长度 Mean length /bp 891.24 686.65 

N50 1 674 1 127 

N90 323 270 

 
 

图 1  unigenes 序列长度分布 
Fig.1  Length distribution of unigenes 
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表 4  Unigenes 注释统计 
Tab.4  Statistics of unigenes annotated 

注释数据库 

Annotated  
database 

单基因簇数量 

Number of 
unigenes 

百分比 

Percentage 
/% 

Nr 26 636 11.46 

GO 22 907 9.86 

Swiss-Prot 20 061 8.63 

KOG 13 290 5.72 

KEGG 4 179 1.8 

合计 Total 232 379 100 

 
3 110)、太平洋牡蛎(Crassostrea gigas, 2 976)、舌形贝

(Lingula anatine, 994) 、 双 唇 海 鲶 (Octopus 

bimaculoides, 967)、紫色球海胆 (Strongylocentrotus 

purpuratus, 428)、海葵(Exaiptasia pallida, 370)、囊舌

虫 (Saccoglossus kowalevskii, 300) 和 文 昌 鱼

(Branchiostoma floridae, 276)。 
 

 
 

图 2  Nr 同源物种分布 
Fig.2  Homologous species distribution of Nr 

 

2.3  Unigenes 的 GO 分析 

将所有 unigenes 进行 GO 统计分析，共有 22 907

条 unigenes 得到注释。unigenes 在生物学(biological 

process)、细胞组分(cellular component)和分子功能

(molecular function)中均有分布，得到注释的基因数

目分别为 6 737、8 759、7 411 个(图 3)。 

 

 
 

图 3  Unigenes 的 GO 功能分类 
Fig.3  Unigenes GO functional classification 

 

2.4  Unigenes 的 KOG 功能分析 

对所有 unigenes 进行 KOG 功能注释，有 13 290

条 unigenes 得到注释。其中，信号转导机制(signal 

transduction mechanisms, 2 543)是最大的类群，占

19.13%，其次是转录(transcription, 1 593)和蛋白质翻

译后修饰、转换和伴侣(posttranslational modification, 

protein turnover, chaperones, 1 270)相关的 unigenes 较

多，各占 11.99%和 9.56%，而与细胞运动(cell motility, 

21)相关功能基因占比很少，低于 1% (图 4)。 

2.5  Unigenes 的 KEGG pathway 分析 

根据 KEGG 数据库，进一步对中华圆田螺肝脏

unigenes 进行注释，共有 4 179 条 unigenes 得到注释，

分布于新陈代谢(metabolism)、有机系统(organismal 

systems)、遗传信息处理(genetic information processing)、

环境信息处理(environmental information processing)

和细胞过程(cellular processes)这 5 大类通路(图 5)。 

2.6  差异表达基因筛选 

通过 DEseq 进行差异表达分析，设置 2 倍 fold 
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图 4  KOG 分类柱状图 
Fig.4  Column chart of KOG classification 

 

 
 

图 5  KEGG pathway 分类柱状图 
Fig.5  KEGG pathway classification histogram 

 
change 以及 Q-value=0.05 为筛选标准，综合 3 次平行

重复结果，共得到 176 个 DEGs，包括 64 条上调基因，

112 条下调基因(图 6)。 

2.7  DEGs 的 GO 功能富集分析 

与对照组相比，低氧胁迫组中 DEGs 的 GO 功能

富集分析结果在生物学过程上主要集中于几丁质代

谢过程(chitin metabolic process, GO: 0006030)、含氨

基葡萄糖的复合代谢过程(glucosamine-containing 

compound metabolic process, GO: 1901071)和氨基糖

代谢途径 (amino sugar  metabolic process,  GO: 

0006040)等；在细胞组成上主要集中于胶原三聚体

(collagen trimer, GO: 0005581)等；在分子功能上主要

集中于几丁质结合(chitin binding, GO: 0008061)、糖 
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图 6  A 组和 B 组差异表达基因统计火山图 
Fig.6  Volcano plot of DEGs in A and B groups 

A：低氧胁迫组；B：对照组 
A: Hypoxia group; B: Control group 

 
衍 生 物 结 合 (carbohydrate derivative binding, GO: 

0097367)、细胞外基质结构组分(extracellular matrix 

structural constituent, GO: 0005201)和糖衍生物结合

(carbohydrate derivative binding, GO: 0097367)等(图 7)。 

2.8  DEGs 的 KEGG pathway 富集分析 

对中华圆田螺 DEGs 进行 KEGG pathway 富集分

析 ， 其 注 释 结 果 主 要 集 中 于 环 境 信 息 处 理

(environmental information processing, 3)、遗传信息处

理(genetic information processing, 4)、代谢(metabolism, 6)

和生物系统(organismal systems, 7)这 4 大类通路(图 8)。 

在这些通路中，信号转导(signal transduction, 3)、

折叠排序与降级(folding sorting and degradation, 3)和

内分泌系统(endocrine system, 4)的 DEGs 最多，其次

是运输和分解代谢(transport and catabolism, 1)、转录

(transcription, 1)、氨基酸代谢(amino acid metabolism, 

1)、碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism, 2)、脂

质代谢(lipid metabolism, 1)、核苷酸代谢(nucleotide 

metabolism, 1)、衰老(aging, 1)和免疫系统(immune 

system, 2)。在 KEGG pathway 中有 7 个 DEGs 表达量

上调，13 个 DEGs 表达量下调(表 5)。 

2.9  RT-qPCR 验证 

为验证转录组结果，选取 6 个 DEGs 进行

RT-qPCR 验证。热休克蛋白 70B2 与热休克蛋白 β-6

基因表达水平上调；几丁质酶蛋白 4 (chitinase-like  

 

 
 

图 7  低氧组中华圆田螺肝脏中差异表达基因的 GO 功能富集图 
Fig.7  GO functional enrichment map of DEGs in liver of C. cathayensis under hypoxia group 
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图 8  差异表达基因 KEGG 分类 
Fig.8  KEGG classification map of differentially expressed genes 

深色柱体表示所有基因的注释情况，浅色柱体表示差异表达基因的注释情况。 
The dark column represents the annotation of unigenes, and the light column represents the annotation of DEGs. 

 
表 5  差异表达基因的 KEGG 富集结果 

Tab.5  Enrichment results of KEGG of DEGs 

 
通路名称 

KEGG pathway 
差异表达基因数
Number of DEGs

 通路名称 
KEGG pathway 

差异表达基因数
Number of DEGs

信号转导 Signal transduction 2 免疫系统 Immune system 1 

折叠排序和降级  
Folding sorting and degradation 

2 
运输和分解代谢  
Transport and catabolism 

1 

氨基酸代谢 Amino acid metabolism 1 信号转导 Signal transduction 1 

碳水化合物代谢  
Carbohydrate metabolism 

2 
折叠排序和降级  
Folding sorting and degradation 

1 

脂质代谢 Lipid metabolism 1 衰老 Aging 1 

核苷酸代谢 Nucleotide metabolism 1 转录 Transcription 1 

内分泌系统 Endocrine system 3 内分泌系统 Endocrine system 1 

下调 
Down 

免疫系统 Immune system 1 

上调
Up 

  

 
protein 4)、α-1 胶原蛋白(XIV)[collagen alpha-1 chain 

( X I V ) ]、 α - 4 胶原蛋白 ( X I V )、 5 -磷酸酶蛋白

(phosphatase-related protein type 5)基因表达水平下

调。结果显示，虽然 RT-qPCR 定量和 RNA-seq 表达

存在表达量上的偏差，但其变化趋势一致，由此证明 

了本研究转录组分析结果的可靠性(图 9)。 

3  讨论 

高通量测序技术可用于检测基因表达量、揭示转

录组复杂性、分析代谢的调控机制等。转录组学连接 
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图 9  中华圆田螺肝脏组织差异表达基因 RT-qPCR 验证 
Fig.9  Validation of DEGs in liver tissue of  

C. cathayensis by RT-qPCR 

 
着生物的基因组遗传信息和蛋白质组功能信息，是基

因表达与表型特征的桥梁(Zheng et al, 2011)。梁雪茹

等 (2022)研究发现，在马氏珠母贝 (Pinctada fucata 

martensii)不同发育阶段的转录组中表达了 12 个组蛋

白 H1 基因，表明组蛋白 H1 参与调控马氏珠母贝的

生长发育。杨凯等(2020)采用 Illumina HiSeq-2500 分

别对 5 个不同高温处理组的大菱鲆 (Scophthalmus 

maximus)肾脏组织进行转录组测序，得到 68 525 条

unigenes，初步建立了大菱鲆热应激肾脏转录组数据

库。赵晓霞(2011)在基于 RNA 测序技术的马氏珠母

贝珍珠囊转录组及数字基因表达谱分析中发现，被注

释的 unigenes 仅有 35.99%。Meyer 等(2009)在研究珊

瑚虫转录组中发现，只有 8.5%的 unigenes 得到注释，

剩余 unigenes 未能得到注释。本研究中，中华圆田螺

转录组组装得到的 232 379 条 unigenes，只有 11.46% 

unigenes 得到注释。部分基因未得到注释的原因可能

与各类公共基因数据库收录相近物种基因信息较少、

注释信息不够全面有关。对中华圆田螺 DEGs 进行

GO 功能富集分析，发现 DEGs 主要与生物学过程中

的代谢有关，且集中在氨基糖代谢和几丁质代谢过

程。同时，DEGs KEGG pathway 分析结果表明，中华

圆田螺在低氧胁迫下，通过抑制细胞生长、加速细胞衰

老凋亡来应对氧化应激。  

3.1  低氧胁迫下热休克蛋白的调控作用 

热休克蛋白(HSPs)是机体受到外界刺激后而产

生的蛋白质，当生物体受到外界刺激时，体内细胞会

自动关闭正常的蛋白合成，转而合成一系列的 HSPs

来快速调整应激过程中细胞的存活性，协助细胞快速

适应外界环境的变化，又称为应激蛋白(Zhang et al, 

2016)。Yuan 等(2010)研究发现，小鼠急速运动后处

于低氧状态时，腓肠肌中 Hsp70 表达量明显上升。

HSPs 是低氧诱导因子(HIFs)的靶基因，在低氧状态下

HIF-1 能诱导 Hsp70 的转录表达(Yeh et al, 2010; Goel 

et al, 2010)。王婷(2017)通过转录组测序对长牡蛎

(Crassostrea gigas)低氧信号通路分子作用机制的研

究，分析了HIF与羟化酶 PHD的互作关系，发现HIF-α
是长牡蛎适应低氧过程的关键基因。曹梅等(2021)基

于低氧胁迫下对脊尾白虾进行转录组学分析发现，低

氧诱导因子 1 (HIF1) 2 个亚基 HIF1α和 HIF1β表达量

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。布会敏等

(2011)在研究慢性间歇性低压低氧对发育大鼠心肌热

休克蛋白表达中发现，大鼠通过增加 Hsp27、Hsp70 

mRNA 的表达来保护心肌细胞免受低氧损伤。由此推

测，处于低氧环境胁迫下的中华圆田螺通过提高

Hsp70 mRNA 的表达量来保护机体肝脏免受低氧损

伤，协助机体快速适应环境的改变。本研究中，中华

圆田螺肝脏中热休克蛋白 Hsp70 B2、Hspβ-6、Hsp9β
基因发生了显著上调，由此推测，肝脏中热休克蛋白

受低氧胁迫时激发表达特性，从而使中华圆田螺尽可

能地避免低氧带来的损伤，提高机体耐低氧能力与存

活力。 

3.2  低氧胁迫下几丁质的调控作用 

几丁质又称甲壳质或甲壳素，是以 N-乙酰-D-氨

基葡萄糖为单体，通过 β-1,4 糖苷键连接而成的高分

子多聚物(姜竹峪等, 2016)。几丁质的降解与合成是

甲壳类动物进行生长发育的重要生理过程，与机体的

营养代谢、免疫病害防御等功能密切相关(吕黎等 , 

2011; Covi et al, 2012)。当水生甲壳类受到外源性刺

激时，机体几丁质酶基因表达会发生显著变化，参与

生物体的免疫防控(李旭光等, 2017)。王俊等(2017)

研究栉孔扇贝(Chlamys farreri)几丁质酶的功能鉴定

中推测，几丁质酶通过水解几丁质来保证有机框架的

有序性，从而对贝壳外形起到调控作用。宋柳等(2019)

通过克隆三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) Group 

5 的几丁质酶基因 PtCht6，分析 PtCht6 基因作为免疫

基因参与机体的病原免疫防御机制。本研究中，通过

GO 功能富集分析得出低氧胁迫下中华圆田螺 DEGs

部分集中在几丁质代谢过程中，RT-qPCR 验证了几丁

质酶蛋白 4、胶原 α-1 蛋白表达基因显著下调，表明
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低氧胁迫影响了中华圆田螺肝脏中的几丁质、胶原蛋

白的合成，可能在软体动物外壳的非生物胁迫响应中

起到重要作用。由于目前软体动物的非生物胁迫机理研

究较为薄弱(Bueter et al, 2013)，这一发现还需进一步验

证是否与中华圆田螺耐低氧性状相关，才能进行更深入

的研究。 

综上所述，本研究为了解中华圆田螺在应对低氧胁

迫过程中的生理调节机制，从转录组层面对常氧组和低

氧组的中华圆田螺肝脏组织进行研究分析。低氧胁迫

24 h 后，相对于常氧组，低氧组表达下调的 DEGs 数目

多于表达上调，且多集中于代谢过程，说明中华圆田

螺通过抑制更多的代谢通道来应对低氧胁迫下的氧

化应激，如降低氨基酸代谢和脂质代谢途径为机体保

留能量；而表达上调的 HSPs 基因说明中华圆田螺通过

增强免疫代谢系统来避免机体受到低氧损伤。本研究

结果为探究中华圆田螺低氧胁迫响应的分子调控机制

提供了基础数据，可为发展中华圆田螺健康养殖技术和

进一步研究中华圆田螺低氧胁迫响应的性状提供参考。 
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Transcriptome Analysis of Liver Tissue of  
Cipangopaludina cathayensis Under Hypoxic Stress 

YIN Likun1, HUANG Kai1①
, YU Kai1, SU Zhijian2, GUO Ruijie1, YANG Xuhong1, WU Yaoting1  

(1. College of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning  530004, China; 
2. Decheng Market Supervision Administration, Dezhou  253011, China) 

Abstract    Cipangopaludina cathayensis is a snail species unique to China. Domestic research on 

C. cathayensis has mainly focused on aquaculture technology, especially the paddy field breeding 

method, where water quality plays a critical role in the cultivation of C. cathayensis. Dissolved 

oxygen is one of the most important factors in the aquatic environment because it impacts a series of 

biological activities such as the growth and development, metabolism, reproduction, and breeding of 

aquatic animals. When the dissolution of oxygen in water is less than 2 mg/L, the water is in a low 

oxygen or anoxic state. Hypoxia can slow the growth and development of aquatic animals, reduce 

their disease resistance and reproductive ability, and, in serious cases, can lead to their death. In 

recent years, research on C. cathayensis has mainly focused on the anti-tumor mechanism, immune 

response, nutritional value evaluation, and antibiotic resistance. However, there is currently no report 

on the regulation of response to hypoxia in C. cathayensis either domestically or internationally. The 

purpose of this study was to explore the differential expression of genes in the liver of C. cathayensis 

under hypoxic stress.  

In this study, healthy C. cathayensis without mechanical damage were cultured in a hypoxia 

stress group (2.5 mg/L) and a normoxia (control) group (6.9 mg/L), with 90 C. cathayensis in each 

group and 3 replicates. For the low oxygen stress treatment, dissolved oxygen was decreased from 

6.9 mg/L to 2.5 mg/L within 1 h and maintained for 24 h. The liver tissue was taken as the 

experimental material in both the hypoxia stress group and normoxic group. The total RNA was 

extracted and an mRNA library was constructed. The liver tissue samples of C. cathayensis from both 

groups were sequenced and analyzed using an Illumina HiSeq-2500 technology platform, and 

unigenes were compared and annotated in GO, KOG, Nr, and KEGG databases. The differentially 

expressed genes were analyzed using DESeq. Bioinformatics analysis was performed on the function 

of GO and KEGG of differentially expressed genes, and the key differentially expressed genes were 

further validated by qPCR. 

Transcriptome analysis results showed that 500 584 transcripts were assembled from the original 

data and 23 379 unigenes were obtained by sequencing, with an average length of 686.65 bp and N50 

of 1 127 bp. Among the unigenes, 26 636 were found to be homologous to genes in the Nr protein 

database. Additionally, 22 907 unigenes were annotated in the GO database, 13 290 in the KOG 

database, and at least 4 179 in the KEGG database. Compared with the control group, 176 

differentially expressed genes were screened in the hypoxia stress group, among which 64 and 112 

were up- and down-regulated, respectively. Further, GO functional enrichment analysis found that the 

differential genes were mainly enriched in chitin metabolic and glucosamine-containing compound 

metabolic processes in the biological process. Differential genes were also enriched in collagen trimer 
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in the cellular component and chitin binding in the molecular function. The enrichment analysis 

results of the KEGG pathway mainly focused on four pathway categories, namely environmental 

information processing, genetic information processing, metabolism, and organismal systems. Finally, 

the qPCR results of six key differentially expressed genes were obtained by RT-qPCR. Among the 

up-regulated genes under hypoxic stress were the heat shock proteins 70B2 and beta-6, and the 

down-regulated genes were chitinase-like protein 4, collagen alpha-1 chain (XIV), collagen alpha-4 

chain (XIV), and phosphatase-related protein type 5, which confirmed the reliability of the 

transcriptome sequencing results.  

Studies have shown that, through transcriptome sequencing, the expression information of relevant 

functional genes in C. cathayensis liver tissues under hypoxic stress can be obtained. Among them, the 

expression of heat shock protein genes were up-regulated, indicating that hypoxic stress activated the 

physiological activities of C. cathayensis to adapt to hypoxia and protected the body from hypoxic 

damage. In addition, the down-regulated expression of related genes in the metabolic pathway indicates 

that the growth of C. cathayensis is affected under hypoxic environments. In conclusion, the results of this 

study provide basic data and a theoretical basis for the in-depth study of the regulatory mechanism of 

C. cathayensis in response to hypoxic stress. 

Key words    Cipangopaludina cathayensis; Hypoxia; Transcriptome; Differentially expressed genes; 

Heat shock protein 
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秦岭细鳞鲑稚鱼对底质颜色、光照强度 

及光色的选择行为* 
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摘要    光照、底质颜色是影响鱼类行为、生存的重要环境因子，为探究秦岭细鳞鲑(Brachymystax 

tsinlingensis)稚鱼对光照及底质颜色环境偏好，本研究以秦岭细鳞鲑子代为实验鱼[平均全长为

(3.31±0.67) cm；平均体重为(0.42±0.18) g]开展了秦岭细鳞鲑稚鱼对底质颜色、光照强度及光照颜色

的选择行为。结果显示，秦岭细鳞鲑稚鱼个体与群体均对黑色底质偏好明显；个体对 3 种光照强度

(弱光区为 1~5 lx，过渡区为 5~10 lx，强光区为 10~25 lx)均无明显趋向性(P>0.05)，而群体对强光

(10~25 lx)有明显趋避性；在相同光照强度(1~3 lx)下，个体对 4 种光照颜色(黄、红、绿和蓝)无明显

趋向性(P>0.05)，而群体对绿光有明显趋避性(P<0.05)。秦岭细鳞鲑个体和群体对光照强度和光照

颜色的差异性表现可能与其信息传递特征或环境反应机制不同有关，而个体和群体均偏好黑色底

质，其偏好光照强度为 1~10 lx，对绿光具有趋避性，这可能与该物种生活环境特征相关。本研究

结论可进一步为秦岭细鳞鲑苗种培育和增殖放流环境选择提供参考。 

关键词    底质；光照；选择行为；秦岭细鳞鲑；稚鱼 
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鱼类的行为和生存状况受栖息水域中诸多环境

因子影响，如温度、光环境、水流、底质等(蔡厚才

等, 1998)。光环境作为重要的环境因子之一，主要包

括光照强度、光照颜色和光周期，有研究表明，强光

(>340 lx)显著促进了大西洋鲑 (Salmo salar)的生长

(Oppedal et al, 1997)，随后证实连续光照也能促进大

西洋鲑的生长，并随着光照强度的升高，生长率提高

(Stefansson et al, 1993)。顾孝连等(2009)研究发现，

长江口中华鲟(Acipenser sinensis)幼鱼摄食率受光照

强度影响不明显，但对光照强度具有正趋向性，其正

趋光性有利于寻找食物丰富的栖息环境；而川陕哲罗

鲑(Hucho bleekeri)在弱光(1.11 lx)下受精卵孵化率显

著高于强光(570 lx)，且孵出时间早于强光(王成友等, 

2019)。与光照强度相似，光照颜色也可影响鱼类的

abc
图章
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摄食、生长、繁殖等生理活动，如虹鳟(Oncorhynchus 

mykiss)在红光下皮质醇、超氧化物歧化酶(SOD)、和

过氧化氢酶(CAT)含量最高，受到的胁迫最强，生长

缓慢；在绿光下皮质醇含量最低，受到的胁迫最弱，

生长最快(赵鑫等, 2021)。鲫(Carassius auratus)在蓝

光下红细胞、血红蛋白、球蛋白含量最高，免疫生理

反应最好，生长率最快(Salwa et al, 2021)。在红光下，

银化期大西洋鲑的日增重、摄食率以及存活率最高

(张海耿等, 2020)。在黄光下，红鳍东方鲀(Takifugu 

rubripes)受精卵孵化时间比白光早 2 d (魏平平等 , 

2020)。此外，鱼类栖息地也体现在底质颜色的选择

上，比如长江口日本鳗鲡(Anguilla japonica)为躲避敌

害而选择黑色底质便于藏匿，有利于提高其生存能力

(龚盼等, 2015)；史氏鲟(Acipenser schrenckii)为便于

发现和捕食细小的饵料而选择白色底质(李大鹏等 , 

2001)；黑斑原 (Glyptosternum maculatum)因不同光

补偿条件对底质颜色选择不同，在弱光补偿(10±2) lx

条件选择黑色底质，而在强光补偿(400±50) lx 条件无

选择(席杰等, 2021)。总之，光照强度、光照颜色和

底质颜色对淡海水鱼类的生长发育、摄食以及选择行

为等都具有影响，但不同鱼种间的影响不尽相同，其

特征究竟如何成为鱼类人工繁育及资源增殖的关键

制约因素之一。因此，研究光照及其栖息环境与鱼

类生存行为等方面的关系具有重要意义，尤其是在

我国特有珍稀鱼类繁育和资源增殖工作中，将有利

于苗种规模化生产和提高存活率。 

秦岭细鳞鲑(Brachymystax tsinlingensis)隶属于鲑

形目(Salmoniformes)、鲑科(Salmonidae)、细鳞鲑属

(Brachymystax)，别名花鱼(陕西)和梅花鱼(甘肃)等，

为我国特有冷水性鱼类，仅分布在秦岭太白山峰的黑

河、石头河、赤水河和太白河等河段及陇县千河支流、

甘肃渭河支流(李思忠, 1966)。由于秦岭细鳞鲑应激

性强、生境条件苛刻、生长缓慢(邵俭等, 2018)，加

之受人为过度捕捞等影响，秦岭细鳞鲑野生种群数量

急剧锐减，个体小型化趋势明显，种质资源破坏严重，

已被列入国家二级保护动物(乐佩琦等, 1998)。近年

来，有学者先后对秦岭细鳞鲑的早期发育(施德亮等 , 

2012)、年龄与生长(薛超等, 2013)、遗传与繁殖(Shao 

et al, 2017)等方面做了大量研究。秦岭细鳞鲑人工繁

殖技术已取得初步突破(邵俭等, 2014)，但苗种培育

成活率相对较低。我们在前期育苗研究中发现，光环

境和底质条件是影响苗种成活的关键因子，但迄今为

止相关研究仍十分匮乏。因此，本研究旨在对秦岭细

鳞鲑子代进行光环境、底质颜色等行为学实验，探讨

秦岭细鳞鲑稚鱼对光照环境因子以及底质颜色的行

为选择，以期了解秦岭细鳞鲑栖息环境偏好，为其苗

种培育和资源恢复提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼  

实验鱼为 2021 年 4 月在陕西省太白县白云峡秦

岭细鳞鲑人工繁育试验基地通过对人工驯养的亲鱼

催产、孵化所得。随机挑选同批次生产、体质健壮的

鱼苗进行实验，其全长为 2.23~4.57 cm，平均全长为

(3.31±0.67) cm；体重为 0.21~0.77 g，平均体重为

(0.42±0.18) g。实验前先将实验鱼转至实验水槽中适

应 10 d，避免应激产生，消除实验误差。 

实验鱼每日投喂 6 次(投喂时间为 08:00、10:00、

12:00、16:00、18:00 和 20:00)，投喂饵料为丰年虫

(Artemia salina)+水蚯蚓(Limnodrilus hoffmeisteri)；实

验用水为经充分沉淀过滤后的山涧溪流，水质参数使

用 YSI ProPlus 多参数水质仪测定，见表 1。实时监

测实验鱼在适应期的摄食情况，发现第 5 天实验鱼摄 
 

表 1  水质参数 
Tab.1  Water quality parameters 

实验水源 
Experimental 
water source 

趋光性实验 
Phototropism  

test 

底质颜色选择实验 
Substrate color  
preference test 

光色选择实验 
Light color  

preference test 监测项目 
Monitoring Items 

—— 
实验前 Pre-
experiment

实验后 Post-
experiment

实验前 Pre-
experiment

实验后 Post- 
experiment 

实验前 Pre-
experiment 

实验后 Post-
experiment

pH 7.21 7.23 7.31 6.98 7.18 7.11 7.16 

温度 Temperature /℃ 17.8 16.0 17.2 17.2 17.6 17.7 18.3 

溶氧 Dissolved oxygen /(mg/L) 7.4 7.3 7.1 7.6 7.4 7.5 7.4 

氨氮离子 
Ammoniacal nitrogen ions /(mg/L)

0.22 0.25 0.18 0.12 0.18 0.12 0.10 

盐度 Salinity /(mg/L) 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 
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食行为明显，摄食效果达到最佳，可认定为已完全适

应实验环境。实验开始前 2 h 对实验鱼不进行投喂，

避免摄食因素影响实验结果。 

1.2  实验装置与方法  

1.2.1  趋光性实验     将水族箱 (长 1.80 m×宽

0.45 m×高 0.50 m)分成面积相等的 3 个区域，再以   

2 只 15 W 白炽灯提供唯一光源放在水族箱一端，调

节 2 个白炽灯与水族箱的距离，使水族箱 3 个等面积

区域照度为弱光区为 1~5 lx，过渡区为 5~10 lx，强光

区为 10~25 lx (图 1)。光照强度由 Spectrum LightScout

光量子计(3415F)多次重复测定。每组实验后调换强

区弱区位置，消除位置适应性误差。 

 

 
 

图 1  光照强度实验示意图 
Fig.1  Sketch map for light intensity preference test 

 
将水族箱进行清洗消毒后加入实验用水，水深为

20.06~21.50 cm，水质情况见表 1。 

个体实验：从暂养槽随机挑选 20 尾实验鱼进行

实验，每次从水族箱中央(过渡区中央)放入 1 尾鱼，

适应 2 min 后，利用摄像机连续录像 5 min，再新取

出下一尾鱼按同样的方法进行实验；统计每尾鱼在  

3 种不同照度区域中停留的时间，以实验鱼在不同照

度区域中的时间百分比平均数作为个体对不同光照

强度的选择性指标。 

群体实验：从暂养槽随机挑选 30 尾实验鱼并分

为 5 组进行实验，每组 6 尾鱼同时放入水族箱中央，

适应 2 min 后，每间隔 30 s 记录 1 次，记录在不同光

照区域的实验鱼数量，每组记录 10 次，再新取出下

一组实验鱼按同样的方法进行实验；计算不同光照强

度区域中实验鱼的数量百分比，以各个区域中的数量百

分比平均数作为群体对不同光照强度选择性的指标。 

所有实验统计时，以实验鱼头部进入某个区域作

为处于该区域的标准，开始计时或计数。 

1.2.2  底质颜色选择实验    用白色、黑色、蓝色大

小相等、不透光彩布(长 0.60 m×宽 0.45 m)将水族箱

底部铺设成面积相等的 3 个区域，再将 2 只 15 W 白

炽灯作为唯一光源置于水族箱的正上方，调节两灯间

的位置，使 3 个等面积区域的光照强度均为 20~25 lx 

(图 2)。每组实验结束后交换底质位置，消除位置适

应性误差。 
 

 
 

图 2  底质颜色实验示意图 
Fig.2  Sketch map for substrate color preference test 

 
底质颜色选择实验与趋光性实验类似。 

个体实验：随机选 20 尾实验鱼，每次放入 1 尾

进行实验；统计每尾鱼在各个区域停留的时间，以实

验鱼在各个区域的时间百分比平均数作为个体对不

同底质颜色的选择性指标。 

群体实验：每组随机挑选 30 尾实验鱼，每次放入

6 尾进行实验；计算每次记录时各个区域实验鱼的数

量百分比，以各个区域中的数量百分比平均数作为群体

对不同底质颜色的选择性指标。 

1.2.3  光照颜色选择实验    在水族箱内用 3 块面

积相等的不透光挡板(长 0.45 m×宽 0.20 m)将水族箱

划分为 4 个等面积区域，再以 1 W 的黄色、红色、绿

色和蓝色 4 种颜色的 LED 彩灯作为每个等面积区域

内的唯一光源，置于水族箱正上方中心的同一平线

上，使 4 个等面积区域的光照强度都为 1~3 lx (图 3)。

每组实验结束后采用顺时针方向交换光色位置，消除

位置适应性和光色组合带来的误差。 

 

 
 

图 3  光照颜色选择实验示意图 
Fig.3  Sketch map for light color preference test 
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个体实验：每次放入 1 尾实验鱼，共重复 20 次；

统计每尾鱼在各个区域停留的时间，以实验鱼在各个

区域的时间百分比平均数作为个体对不同光色的选

择性指标。 

群体实验：每次同时放入 6 尾实验鱼，共重复 5

次；计算每次记录时各个区域中实验鱼的数量百分

比，以各个区域中的数量百分比平均数作为群体对不

光色的选择性指标。该实验部分参照周显青等(2000)

对鱼类光色偏好研究，光照颜色设计为黄色、红色、

绿色和蓝色 4 种。 

1.3  数据处理 

运用非参数统计方法 Kruskal-Wallis Test 检验各

区域内活动时间百分比和分布数量百分比差异显著

性，利用单因素方差分析(one-way ANOVA)中 Duncan

法进行多重比较检验两两区域间显著性分析(王恒等, 

2014)。数据使用 Excel 2016 和 SPSS 25 软件进行统

计分析，结果均采用平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  趋光性行为 

秦岭细鳞鲑稚鱼在 3 个照度区域(强光区、过渡

区和弱光区 )内的个体停留时间百分比为 (35.49± 

27.88)%、(27.14±16.71)%和(37.37±31.43)%，实验发

现，20 尾稚鱼中的 3 尾行为个性显著，再次统计分

析其余 17 尾的个体停留时间百分比则为 (35.60± 

20.23)%、(32.51±11.81)%和(31.89±21.38)%；以上各照

度区差异均不显著(P>0.05)。群体分布尾数数量百分比

为(21.33±10.24)%、(36.00±5.08)%和(42.67±10.24)%，

群体在强光区的分布尾数数量百分比低于弱光区和过

渡区，且差异显著(P<0.05)，弱光区和过渡区间无显著

性差异(P>0.05)，表明群体对强光有负趋向性(图 4)。 

2.2  底质颜色选择 

实验照度范围为 20~25 lx，秦岭细鳞鲑稚鱼在  

3 种颜色底质(白色、黑色和蓝色)内，个体停留时间

百分比依次为 (22.13%±17.46)%、 (55.48±20.62)%和

(22.39±14.45)%，在黑色底质区域活动时间百分比显

著高于其他区域(P<0.05)；群体分布尾数数量百分比

依 次 为 (16.00±10.58)% 、 (58.33±17.16)% 和 (25.67± 

12.05)%，群体在黑色底质的数量百分数高于白色底

质和蓝色底质，且差异显著(P<0.05)，白色底质和蓝

色底质间无显著差异(P>0.05)(图 5)。结果表明，秦岭

细鳞鲑稚鱼偏好于黑色底质，对白色底质和蓝色底质

均偏好不明显。 

 
 

图 4  秦岭细鳞鲑稚鱼趋光性 
Fig.4  Preference for illumination intensity of  

juvenile B. tsinlingensis 

n1 表示个体实验的样本量；n2 表示群体实验的样本量。 

不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。 
n1 denotes the sample size of individual experiments;  
n2 denotes the sample size of population experiments. 

Different letters indicate significant differences (P<0.05).  
The same as below. 

 

 
 

图 5  秦岭细鳞鲑稚鱼对底质颜色的选择 
Fig.5  Preference for substrate color of juvenile  

B. tsinlingensis 

小写字母代表不同处理组个体之间的差异性； 

大写字母代表不同处理组群体之间的差异性。 
Lowercase letters represent the variability between 

individuals in different treatment groups,  
and uppercase letters represent the variability  
between groups in different treatment groups. 

 

2.3  光照颜色选择 

实验照度范围为 20~25 lx，秦岭细鳞鲑稚鱼在黄、

红、绿和蓝色 4 种光照颜色区域内，个体停留时间百

分比依次为(26.15±23.72)%、(28.38± 20.12)%、(24.29± 

17.81)%和(21.19±16.77)% (图 6)，在蓝色区域的分布

率(34.33±14.07)%最高，黄色(33.00±14.20)%次之，绿

色区域的分布率最低，仅(12.67±3.65)%，蓝光和黄光

显著高于绿光(P<0.05)，对 4 种光照颜色的喜好排序：

蓝色>黄色>红色>绿色。稚鱼在绿光分布尾数数量百

分比低于其他光区，且差异显著(P<0.05) (表 2)，蓝
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光和黄光区间无显著性差异(P>0.05)，群体对绿光有

负趋向性。 
 

表 2  秦岭细鳞鲑稚鱼在 4 种颜色区域的 

分布率及差异显著性 
Tab.2  Distribution rate and significant difference of juvenile 

B. tsinlingensis in four kinds of color regions 

光色 
Color 

分布尾数 
Distribution 

number 

分布率 F 
Distribution 

rate F /% 

多重比较结果 
Multiple 

comparison results

蓝色 Blue 103 34.33 A 

黄色 Yellow 99 33.00 A 

红色 Red 60 20.00 AB 

绿色 Green 38 12.67 B 

注：不同字母表示差异显著(P<0.05)。 
Note: Different letters indicate significant differences 

(P<0.05). 

 

 
 

图 6  秦岭细鳞鲑稚鱼对光照颜色的选择 
Fig.6  Preference for light color of juvenile  

B. tsinlingensis 
 

3  讨论 

3.1  秦岭细鳞鲑稚鱼的光照强度选择 

鱼类对光刺激产生定性运动的特征称为趋光性，

不同鱼类对光强的敏感性不同，朝向光源运动称为正

趋光性，背离光源运动称为负趋光性(俞文钊, 1981)。

鱼类对光照强度的选择是其对栖息选择的适应表现，

许多中上层鱼具有正趋光性，如罗非鱼(Oreochromis 

niloticus) (杨弘等, 2011)、大西洋鲟(Acipenser sturios) 

(Kynard et al, 2002)、鲫(巩建华等, 2016)等。而底栖

性鱼类由于栖息、索饵、繁殖于河底，光线对其作用

较弱，对光照刺激呈现负趋光性 (茅绍廉, 1985)，如瓦

氏黄颡鱼(Pelteobagrus vachelli) (路波等, 2012)、大西

洋鲑(Pinhorn et al, 1965)。本研究发现，秦岭细鳞鲑

稚鱼对光照强度呈负趋向性，与秦岭细鳞鲑自然种群

喜好遮蔽度高的山涧溪流深潭等昏暗环境相吻合。鱼

类的趋光性是鱼类探寻适宜照度的结果，并经常在该

照度的水域内集群 (蔡厚才等 , 1988)，四川裂腹鱼

(Schizothorax kolzovi)常在 10.0~ 39.5 lx 照度范围内集

群明显(董登攀等, 2021)，与秦岭细鳞鲑稚鱼在 1~10 

lx 照度区域集群明显不一致。行为是生物长期进化的

结果，鱼类所选择的生活条件及行为也是其长期进化

的结果(Clarke et al, 1981)，集群行为可以更快获取信

息、有效躲避敌害、增强适应能力(周应祺等, 2013)。

秦岭细鳞鲑稚鱼对光照强度的负趋向性以及弱照度

下的集群行为都是其对栖息地选择的自然进化表现。

鱼类视觉器官中视网膜形态组合与其生存的环境相

适应，其中，视柱细胞对光照强度较为敏感，可以分

辨明暗(蔡厚才等, 1988)，秦岭细鳞鲑趋向弱光与视

网膜形态结构的关系还有待后续研究。 

3.2  秦岭细鳞鲑稚鱼的底质颜色选择 

秦岭细鳞鲑稚鱼游经黑色底质的水族箱区域时

游动缓慢、停留时间长，说明其对黑色底质有明显偏

好，与依靠嗅觉夜间摄食的革胡子鲶(Clarias gariepius) 

(汪留全等, 1990)、黑斑原  (席杰等, 2021)、黄颡鱼

(Pseudobagrus fulvidraco) (路波等, 2012)偏好一致。

施德亮(2012)对秦岭细鳞鲑的摄食习性观察发现，黄

昏或黑暗条件下摄食效果最佳，而此条件下难以依靠

视觉发现食物或捕获饵料，间接说明选择黑色底质可

能更多作为寻找安全栖息地的信号。本研究中，秦岭

细鳞鲑稚鱼偏好黑色底质，这可能是由于在光照环境

下当光穿过水层照射在黑色底质时能形成相对较暗

的水域环境，有利于提供安全的藏匿环境。吴金明等

(2017)研究表明，秦岭细鳞鲑自然种群常选择两岸植

被茂盛、遮蔽度高、石砾底质的山涧溪流深水区栖息，

而当光穿过栖息地同样会形成昏暗的环境。因此，秦

岭细鳞鲑稚鱼对黑色底质的偏好性是对栖息地适应

性的选择，其适应性意义主要是为了躲避敌害避免被

捕食、提高生存能力。 

3.3  秦岭细鳞鲑稚鱼的光照颜色选择 

秦岭细鳞鲑稚鱼在黄色、红色、绿色和蓝色 4 种

光色区域具有选择性停留，并且会尝试其他区域，当

其游经绿色区域时表现为游动突然加速通过该区域

或者选择回避该区域，表现出惊慌不安远离逃窜，趋

避行为明显；在黄色区域表现出游泳缓慢、有序游动，

自主巡游，活动稳定；以上说明秦岭细鳞鲑对黄光具

有正趋向性，而对绿光具有负趋向性，充分证明秦岭

细鳞鲑具有一定的辨色能力。根据光谱理论可知，由

于水的吸收和反射作用，太阳光穿过水层时，大部分
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红光会被滤掉(Volpato et al, 2001; 张延青等, 2020)，

水体底层主要以蓝绿光为主。秦岭细鳞鲑常栖息于黑

色底层，其视觉特征与自然栖息环境相适应。罗会明

(1985)研究表明，鱼类在游动过程中会对看到的灯光

感到好奇，因而产生探索性反射，趋向光源。当红光

突然出现时可能会与秦岭细鳞鲑喜好的栖息环境出

现较大反差，产生探索性反射而趋向光源。因此，秦

岭细鳞鲑对红光具有探索性趋向，而对绿光具有趋避

性，在培育过程中避免使用红色和绿色光源,可以降

低秦岭细鳞鲑对环境的探索和趋避行为，从而有效减

少应激反应、提高成活率。 

3.4  秦岭细鳞鲑稚鱼个体、群体间选择行为差异 

鱼类个体行为在不同情境下表现出稳定的差异

称为“个性”，群体间的个体行为差异有利于集体协

同作用(张东等, 2021)。本研究表明，秦岭细鳞鲑个

体、群体间的底质颜色选择结果保持一致，而光照强

度和光照颜色选择实验中个体、群体间的结果有趋向

性分歧；秦岭细鳞鲑稚鱼个体对光照强度和光照颜色

趋向性不明显，而群体对强光和绿光负趋向性明显。

张嫱等(2017)认为，具有“冒险型个性”的个体能对

环境进行快速探索，因此，在群体中通常占据主导地

位。秦岭细鳞鲑与褐鳟(Salmo trutta)、虹鳟等群体中

也有“冒险型”的个体(Fredrik et al, 2004; Sneddon, 

2003)。同时，鱼类在集群中可以通过个体间相互传

递信息(周应祺等, 2013)，秦岭细鳞鲑群体中“冒险

型”个体将环境信息传递给其他鱼，使其更快地趋避

不利环境，即减少探索时间，有更多时间停留在适宜

照度和光色区域，导致群体趋避性明显 (任为公 , 

1992)。个体和群体不同的现象原因有多种，Chan 等

(1997)对海湾鲟(gulf sturgeons)研究发现，群体间由于

存在种内斗争会对卵石回避或无选择，而个体选择卵

石；大型鱼类中华鲟群体由于部分进入亮光区的幼鱼

进行适应性圆周运动，迫使其他幼鱼更多停留在过渡

区，而个体更多停留在亮光区(王恒等, 2014)。本研

究中，秦岭细鳞鲑稚鱼群体能更快趋避强光区和绿光

区，停留时间较短，而个体停留时间较长，这可能是

集群后群体与个体信息传递特征或环境反应机制不

同所导致。 

4  结论 

秦岭细鳞鲑属冷水性鱼类，生长缓慢，应激性强，

基于研究结果并结合秦岭细鳞鲑早期生物学特性，建

议在秦岭细鳞鲑苗种培育与资源增殖过程中，尤其是

在稚鱼期，其光照强度设置为 1~10 lx，使用黑色或

深色底质的养殖设施，避免使用绿色和红色光色的光

源，以上措施将会利于秦岭细鳞鲑稚鱼集群行为产

生，降低应激行为频次和减少能量消耗，从而使其生长

发育、摄食和存活率等方面得到改善。需要强调的是，

本研究仅针对秦岭细鳞鲑早期发育关键阶段，关于其他

发育阶段及其行为规律有待于后续进一步研究。 
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Selective Behavior of Juvenile Brachymystax tsinlingensis Depends on  
Substrate Color, Light Intensity, and Light Color 
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Abstract    Brachymystax tsinlingensis is a unique cold water fish locally distributed in China, belonging to 

Salmoniformes, Salmonidae and Brachymystax. It is mainly distributed in the mountain streams of the Qinling 
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mountain range, including the Shitouhe River in the northern foothills, the Heihe River in the eastern foothills 

and the Taibaihe and Xushuihe rivers in the southern foothills. B. tsinlingensis has high sensitivity owing to 

demanding natural habitat conditions and special biological properties. In the past few decades, environmental 

pollution, a variety of human-caused threats, and reduced resources has caused drastic declines in the wild 

populations of B. tsinlingensis. In 1998, the species was listed as a second-class state-protected wild animal in 

the China Red Data Book of Endangered Animals. Due to environmental disruption and human impacts, wild 

numbers of this species have declined quickly. In China, researchers have focused on B. tsinlingensis 

conservation. Artificial propagation is one of the most effective methods to restore the natural populations of  

B. tsinlingensis. In recent years, initial breakthroughs in artificial propagation techniques have aided this 

species, but the fry survival rate remains relatively low. During artificial breeding experiments, we identified 

the light environment and substrate conditions that are important factors affecting the survival rate of fry. Fry 

behavioral selection of light and substrate characteristics was highly significant. The aim of this study was to 

identify the habitat preferences and associated behavior of B. tsinlingensis. Behavioral experiments were 

conducted on the progeny of B. tsinlingensis in response to the light environment and substrate color. In this 

study, we randomly selected healthy juveniles from the same offspring batch obtained through artificial 

propagation as the experimental fish. The fry total length ranged from 2.23–4.57 cm, with an average of 

(3.31±0.67) cm. Fry weight ranged from 0.21–0.77 g, with an average weight of (0.42±0.18) g. The 

experimental fish were not fed 2 h before initiating the experiment. We undertook a combination of individual 

tests and population tests to investigate three different behavioral selection experiments on juveniles: substrate 

color preference with the substrate colors of black, white, and blue; light intensity preference with the light 

intensity of dark (from 1 lx to 5 lx), transition area (from 5 lx to 10 lx), and illuminated area (from 10 lx to 25 

lx); light color preference with the light colors of yellow, red, green, or blue. The statistical analysis of the 

percentage of residence time and the distribution number of experimental fish in each area, enabled analysis 

using a selective index for the different light intensities, different light colors, and different substrate colors. All 

analyses used Excel 2016 and SPSS (V 25.0) software, and the statistical values were expressed as the mean ± 

standard deviation. The results showed that the percentage of time the individuals resided in the black substrate 

area was significantly higher than that in the white or blue area (P<0.05). The percentage of the population 

distributed in the black substrate area was also significantly higher than that in the white or blue area (P<0.05). 

Therefore, the majority of the fish preferred the black substrate. The fish swam slowly through the black 

substrate area in the substrate color experiments. Secondly, in the phototropism experiment, there was no 

significant variation in the duration of each individual in the three light intensity areas (P>0.05), and the 

percentage of the population in the illuminated area was significantly lower than that in the dark area and the 

transition area (P<0.05). There was no significant difference between the dark area and the transition area. The 

population had a negative tendency to the illuminated area, and fish were observed clustering in the dark area 

and the transition area. Moreover, individuals did not differ significantly in the percent of time they resided in 

the four light color areas (P>0.05). However, the percentage of individuals in the green light area was 

significantly lower than that in other areas (P<0.05). The population had a negative tendency towards the green 

light, and fish displayed sudden acceleration when swimming through the green area in the light color selection 

experiment. Consequently, the population had a more pronounced avoidance than the individual experiments, 

this might be related to the mutual transmission of information when residing in clusters, and the speed of 

information transmission in groups encouraging individuals to avoid the adverse environment. Juvenile B. 

tsinlingensis preferred a black substrate, avoided green light, and their optimum illumination range was 1–10 lx. 

The results provide scientific guidance for environmental fry rearing and releasing of B. tsinlingensis.   

Key words    Substrate environment; Light; Behavior selectivity; Brachymystax tsinlingensis; Juvenile 
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YANG S S, ZHU S C, ZHANG D D, PAN Z X, LI J Y, WU X G, ZHENG S Y. Effects of two feeding modes on the culture 
performance and physiological metabolism of juvenile Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) reared in rice fields. Progress in Fishery 
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2 种饵料模式对稻田养殖中华绒螯蟹 

幼蟹养殖性能和生理代谢的影响* 

杨帅帅 1  朱筛成 1  张冬冬 1  潘祯祥 1   

李嘉尧 1  吴旭干 1,2,3①  郑善玉 4 
(1. 上海海洋大学  上海水产养殖工程技术研究中心  上海  201306；2. 上海海洋大学  农业农村部 

鱼类营养与环境生态研究中心  上海  201306；3. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心   

上海  201306；4. 淮安市淮阴区农业农村局  江苏  淮安  223300) 

摘要    为优化稻田养殖中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)幼蟹的饵料模式，本研究分别采用配合饲料

和传统饵料(豆粕、麸皮、玉米和小麦)投喂稻田养殖中华绒螯蟹幼蟹 152 d，每种投喂组各 3 个重

复，比较 2 种饵料模式对幼蟹养殖性能、蛋白质代谢、消化酶、抗氧化和免疫指标的影响。结果显

示，配合饲料组的雌蟹和雄蟹体质量均高于传统饵料组，但差异不显著(P>0.05)；就养殖性能而言，

2 种饵料模式下，配合饲料组正常幼蟹的平均体质量及产量、1 龄早熟蟹平均体质量及其产量、总

产量和成活率均略高于传统饵料组，饵料系数显著低于传统饵料组(P<0.05)；就蛋白质代谢而言，

配合饲料组雌蟹和雄蟹血淋巴中的总蛋白含量显著高于传统饵料组(P<0.05)，而传统饵料组雄蟹血

淋巴中的尿素氮含量和肝胰腺中的谷草转氨酶活力显著高于配合饲料组(P<0.05)；配合饲料组雌蟹

和雄蟹肝胰腺中的脂肪酶均显著高于传统饵料组(P<0.05)，而雄蟹的 α-淀粉酶活力显著低于传统饵

料组；配合饲料组的雌蟹血淋巴中总抗氧化能力、碱性磷酸酶、酸性磷酸酶活力和肝胰腺中酸性磷

酸酶活力均显著高于传统饵料组(P<0.05)。综上所述，投喂配合饲料可以提高稻田扣蟹的养殖性能、

促进蛋白质沉积和脂类吸收、增强幼蟹抗氧化和免疫能力、提高蟹种质量。 

关键词    中华绒螯蟹；稻蟹共生；饵料模式；养殖性能；生理代谢 

中图分类号 Q958   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0188-13 

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是我国重要的经

济蟹类(He et al, 2014)。据 2021 年渔业统计年鉴，我

国中华绒螯蟹扣蟹年产量为 6.54 万 t，成蟹年产量为

77.5 万 t (农业农村部渔业渔政管理局等, 2021)。目

前，中华绒螯蟹的扣蟹和成蟹养殖在我国绝大部分地

区主要在池塘中进行(王少兵等, 2018)，稻田扣蟹养

殖主要在东北地区(Bao et al, 2022)。稻蟹共生具有

“一水两用、稻蟹互利共生”的优点，稻田中的天然

饵料可以减少扣蟹养殖的饲料投入，中华绒螯蟹的粪

便和残饵又可以为水稻生长提供部分氮磷元素，从而

abc
图章
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减少饲料用量和水稻施肥量，为稻渔综合种养可持续

发展提供了样板(Bao et al, 2022)。尽管，我国已经在

稻蟹养殖的田间工程、水稻种植方式、中华绒螯蟹养

殖密度和生态效益方面取得了一定进展(孙富余等 , 

2010; 吕东锋等, 2010; Bao et al, 2022)，但关于稻蟹

养殖模式下适宜的饵料投喂种类均未见报道，在河蟹

池塘养殖过程中，投喂的饵料是以豆粕、玉米和小麦

为主的传统饵料和配合饲料，现尚不清楚在稻田扣蟹

养殖过程中适宜的投喂饵料种类以及不同饵料对中

华绒螯蟹的生长和生理代谢的影响。 

由于配合饲料具有营养全面、质量稳定和便于投

喂等优点，因此，研发实用廉价的中华绒螯蟹配合饲

料是促进中华绒螯蟹产业可持续发展的重要抓手 

(杨丽丽等, 2011)。尽管，科研工作者已经研发出中

华绒螯蟹扣蟹和成蟹养殖阶段的系列化配合饲料 

(何杰等 2016)，但由于养殖者的投喂习惯和饲料价格

等原因，目前，我国扣蟹养殖过程中主要采用传统饵

料(豆粕、菜粕、玉米、麸皮和小麦)或传统饵料和配

合饲料混合投喂的饵料模式(姜晓东等, 2017)。尽管

先前有大量研究表明，投喂中华绒螯蟹配合饲料有诸

多优点，如提高幼蟹成活率(杨丽丽等, 2011)、降低

幼蟹早熟率(Wu et al, 2011)、提高幼蟹非特异性免疫

力和抗病力(姜晓东等, 2017)、提高蟹种质量(姜晓东

等, 2017)、养殖性能和经济效益(王少兵等, 2018)等，

但这些研究都是在室内养殖条件或者池塘养殖条件

下进行的。稻田与池塘的养殖环境差异较大，2 种养

殖环境下扣蟹的饲料来源和环境胁迫可能也存在较

大差异，因此，探讨稻田扣蟹养殖的饵料模式具有重

要的现实意义。迄今为止，尚无稻田扣蟹养殖条件下

饵料模式的相关研究，这不利于稻蟹养殖模式的优化

和中华绒螯蟹产业高质量发展。鉴于此，本研究系统

比较扣蟹在稻田养殖的条件下，投喂配合饲料和传统

饵料对中华绒螯蟹幼蟹的养殖性能和生理代谢指标

的影响，以期为中华绒螯蟹稻田养殖技术优化和开发

应用配合饲料提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计及实验用蟹 

实验于上海海洋大学宣城基地的 6 个面积为

3 000 m2 稻田养殖池塘中进行，稻田池塘均呈“回”

字形，四周为环沟，边台宽为 4 m，环沟宽为 3 m，

沟深为 0.5 m，中间为平台区(长×宽=51.0 m×33.5 m)，

面积为 1 700 m2，每口稻田池塘外围均设置 35 cm 高

的塑料防逃围板，防止实验蟹逃跑或者混杂。实验分

为配合饲料组和传统饵料组，每个组别分别设置 3 个

平行实验池塘，配合饲料组的饵料模式根据幼蟹体质

量，依次投喂不同粒径的配合饲料，其中，扣蟹 1#、

2#和 3#饲料粒径分别为 1.2、1.6 和 1.8 mm (浙江澳华

饲料有限公司)，后期配合饲料与发酵饲料(浙江博仕

佳生物科技有限公司)交替投喂。传统饵料组前期投

喂豆粕和麸皮，中期投喂豆粕、玉米片和小麦，后期

投喂豆粕和玉米片，根据食台饵料剩余量适当调整投

喂量。具体的饵料投喂策略见表 1，不同饵料的常规

生化组成见表 2。 

每口稻田池塘中间平台于 2020 年 5 月 15 日均匀

种植水稻，种植株距为 10 cm，行距为 25 cm。稻田

四周环沟均匀栽植一定量的水花生 (Alternanthera 

philoxeroides)，为幼蟹提供隐蔽场所，水花生面积占

稻田环沟的 50%左右。 

2020 年 6 月中旬，从上海海洋大学宣城基地的

扣蟹暂养池塘中用地笼捕捞出豆蟹(约 0.6 g/只)放入

6 个稻田实验池塘，每口稻田池塘按照 30 只豆蟹/㎡

的密度(投放面积为稻田总面积)进行投放。 

1.2  养殖管理 

实验于 2020 年 6 月 15 日开始正式投喂，每日

16:00 左右投喂一次，20:00 左右检查残饵。根据水温

和摄食情况灵活调整饵料投喂量，并记录各个稻田的

每日实际投喂量；夏季及时梳理稻田中水花生，防止

水花生密度过高影响中华绒螯蟹正常活动和摄食；每

周进行 1 次池塘水体 pH、氨氮和亚硝酸盐含量的测

定，根据水质情况，每半个月左右换水 1 次，换水量

根据实际情况确定，并定期使用消毒剂或微生态制剂

调节水质；每日 06:30 和 21:00 巡塘查看中华绒螯蟹

活动情况。 

1.3  样品和数据采集 

1.3.1  生长情况    自 7 月开始，每月中下旬随机从

每口稻田中用抄网各采集 200 只幼蟹，雌雄各占一

半，用干毛巾轻轻擦拭蟹体表水分后，采用电子天平

精确称重(精确到 0.01 g)，准确记录每只蟹的体质量

和性别。据此计算增重率(WGR)和特定生长率(SGR)，

计算公式如下： 
WGR (%)=100×(Wt–Wt–1)/Wt–1 

SGR (%/d)=100×(lnWt–lnWt–1)/D 

式中，Wt 指第 t 月蟹的平均体质量，Wt–1 指第 t–1 月

蟹的平均体质量，D 为采样的间隔天数。 

1.3.2  最终平均体质量、规格分布和养殖性能    养

殖实验于 11 月中旬停止，从每个池塘中随机捞出  
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表 1  中华绒螯蟹幼蟹稻田养殖过程中的饵料投喂策略 
Tab.1  The feeding strategy of juvenile E. sinensis reared in rice fields 

配合饲料组 Formulated feed group 传统饵料组 Traditional mixed feed group 

时间 
Time 饵料 

Diet 

投喂率
Feeding 
rate/%

饵料 
Diet 

投喂率
Feeding 
rate/%

2020-06-15—2020-07-12 

 

破碎料 
Broken diets 

5~8 豆粕∶麸皮=2∶1 

Soybean∶Bran=2∶1 

7~10

2020-07-13—2020-07-15  
 

扣蟹 1#饲料 
Juvenile diets 1# 

5~8 豆粕∶麸皮=2∶1 

Soybean∶Bran=2∶1 

7~10

2020-07-16—2020-07-20 
 

扣蟹 1#饲料 
Juvenile diets 1# 

3~5 豆粕∶玉米片∶小麦=1∶1∶1 

Soybean∶Corn flake∶Wheat=1∶1∶1

5~7 

2020-07-21—2020-09-04 
 

扣蟹 2#饲料和发酵饲料交替投喂
Feed alternately with juvenile diets 
2# and fermented diets 

2~4 豆粕∶玉米片∶小麦=1∶1∶1 

Soybean∶Corn flake∶Wheat=1∶1∶1

3~5 

2020-09-05—2020-09-22 
 

扣蟹 2#饲料和发酵饲料交替投喂
Feed alternately with juvenile diets 
2# and fermented diets 

1~3 豆粕∶玉米片=1∶2 

Soybean∶Corn flake=1∶2 

1~3 

2020-09-23—2020-11-20  
 

扣蟹 3#饲料和发酵饲料交替投喂
feed alternately with juvenile diets 
3# and fermented diets 

0.5~2 豆粕∶玉米片=1∶2 

Soybean∶Corn flake=1∶2 

0.5~2

 
表 2  不同饵料的常规生化组成(%, 干重) 

Tab.2  The proximate composition of different diets (%, dry mass) 

饵料名称 Diets 水分 Moisture 蛋白 Crude protein 脂肪 Total lipid 灰分 Ash 

破碎料 Broken diets 10.42±0.23 44.12±0.18 8.53±0.28 10.21±0.17 

扣蟹 1#饲料 Juvenile diets 1# 11.02±0.16 41.53±0.33 8.98±0.38 10.25±0.22 

扣蟹 2#饲料 Juvenile diets 2# 9.58±0.15 36.02±0.19 6.77±0.29 9.08±0.26 

扣蟹 3#饲料 Juvenile diets 3# 10.11±0.34 41.85±0.36 9.12±0.24 10.88±0.33 

发酵饲料 Fermented diets 44.02±0.39 36.36±0.28 7.32±0.21 8.87±0.11 

豆粕 Soybean meal 11.43±0.18 42.56±0.52 1.88±0.12 5.78±0.31 

麸皮 Bran 13.77±0.22 14.02±0.19 4.38±0.23 3.65±0.11 

小麦 Wheat 12.85±0.12 12.03±0.09 3.33±0.08 1.82±0.05 

玉米 Corn 12.48±0.13 9.56±0.16 4.62±0.15 2.78±0.12 

 
300 只扣蟹，分别对每口稻田中雌雄扣蟹的体质量进

行统计，并根据张列士等(2001)的方法判断扣蟹是否

性成熟，由此计算每个池塘扣蟹的平均体质量和一龄

性早熟率。对所有捕获的非早熟扣蟹按体质量进行规

格划分：<6 g、6~<10 g、10~<14 g、14~<18 g、≥18 g，

分别统计各规格区间比例。根据最终这 6 口稻田池塘

的扣蟹出售量、平均规格和早熟蟹情况，分别计算每

口稻田非早熟扣蟹产量、早熟蟹产量和总产量(早熟

蟹+正常扣蟹)，并据此计算幼蟹成活率和早熟率。根

据整个实验期间投喂的饵料总量和幼蟹总产量，计算

饲料系数(FCR)： 
 

FCR =消耗饵料总重/ 

  (最终产出蟹总重–实验初放养豆蟹总重) 

1.3.3  蛋白质代谢指标、消化酶指标和抗氧化免疫指

标的测定    9 月中旬，分别从每口稻田中各取 9 只

雌、雄幼蟹，将幼蟹放在冰上麻醉后，采用 1 mL 无

菌注射器从第 3 步足基部抽取血淋巴，每口稻田中的

3 只幼蟹的血淋巴合并成一个样品装于 2 mL 的离心

管中；然后解剖取出幼蟹肝胰腺，每口稻田中的 3 只

幼蟹的肝胰腺合并装于一个冻存管中，所有肝胰腺和

血淋巴样品于–80 ℃超低温冰箱中保存，用于幼蟹蛋

白质代谢、消化酶和抗氧化及免疫指标测定。 
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样品测定时，称取 2 g 左右的肝胰腺，加入 10 mL 

(重量与体积比约为 1︰5)预冷的生理盐水后，用 

T10B 型微型匀浆器(IKA，德国)匀浆 30 s，在 4  ℃

12 000 r/min 条件下离心 20 min，取中间清液(上层为

油脂，下层为组织沉淀)再次离心，取中间清液用于

后续分析。血淋巴解冻后分别用微型匀浆器匀浆

30 s，然后在 4  12℃  000 r/min 条件下离心 20 min，

取出上清液(血清)待测。采用南京建成生物工程研究

所 生 产 的 试 剂 盒 测 定 总 蛋 白 (total protein, TP, 

A045-2-2) 、 总 氨 基 酸 (total amino acid, TAA, 

A026-1-1)、尿素氮(urea nitrogen, BUN, C013-2-1)、

谷草转氨酶(glutamic oxaloacetic transaminase, GOT, 

C010-2-1) 、 谷 丙 转 氨 酶 (glutamate pyruvic 

transaminase, GPT, C009-2-1) 、 胰 蛋 白 酶 (trypsin, 

C010-2-1) 、脂 肪 酶 (lipase, A054-1-1) 、 α- 淀 粉 酶

(Amylase, C016-1-1)、纤维素酶(cellulase, A138-1-1)、

总 抗 氧 化 能 力 (total antioxidant capacity, T-AOC, 

A015-1-2)和超氧化物歧化酶 (superoxyde dismutase, 

SOD, A001-4-1) 、丙二醛 (malondialdehyde, MDA, 

A003-1-2)、碱性磷酸酶 (alkalinephosphatase, AKP, 

A059-1-1) 、 酸 性 磷 酸 酶 (acidphosphatase, ACP, 

A060-1-1)。 

1.4  统计分析 

所有数据采用平均值±标准差(Mean±SD)表示。

采用 SPSS 22.0 软件对实验数据进行统计分析，用

Levene 方法进行方差齐性检测，当不满足使用齐性

时，对数据进行反正弦或平方根处理，用 t-检验检查

两实验组各指标间的差异性，当数据转换后仍不满足

齐性方差时，采用 Mann-Whiteny test 进行非参数检 

验。取 P<0.05 为差异显著。利用 Excel 和 GraphPad 

Prism 软件上绘制相关图表。 

2  结果与分析 

2.1  生长指标 

图 1 为 2 种饵料模式下在稻田扣蟹养殖阶段的体

质量变化情况。无论雌雄，7—11 月配合饲料组的平

均体质量均高于传统饵料组，其中，7 月份配合饲料

组的雌蟹体质量显著高于传统饵料组(P<0.05)。扣蟹

养殖期间的增重率变化如图 2 所示，整个养殖过程

中，2 组扣蟹的增重率均呈下降趋势；就雌体而言，

配合饲料组在 7—8 月和 9—10 月的增重率大于传统

饵料组，而 8—9 月和 10—11 月期间传统饵料组的增

重率大于配合饲料组；就雄体而言，配合饲料组的增

重率仅在 10—11 月略大于传统饵料组，其他月 2 组

的增重率基本一致。2 组扣蟹的体质量特定生长率变

化趋势及差异情况与增重率基本一致(图 3)。 

2.2  最终养殖性能和规格分布 

表 3 为 2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹稻田养殖

性能的影响。2 种饵料模式下正常幼蟹平均体质量、

1 龄早熟蟹平均体质量、正常扣蟹产量、1 龄早熟蟹

产量、总产量、1 龄早熟蟹比例和成活率均无显著差

异(P>0.05)。整体上，传统饵料组的正常扣蟹和 1 龄

早熟蟹单位面积产量和平均体质量均略低于配合饲

料组。2 种饵料模式下，从豆蟹到养成扣蟹的成活率

均在 20%左右，但传统饵料组的饲料系数显著高于配

合饲料组(P<0.05)。 

2 种饵料模式养成扣蟹的规格分布如图 4 所示。

2 组扣蟹的优势规格都主要集中在 6~<10 g，配合饲

料组和传统饵料组分别为 38.33%和 40.17%。配合饲 
 

 
 

图 1  中华绒螯蟹 2 种饵料模式下在稻田扣蟹养殖阶段的体质量变化 
Fig.1  Changes of body weight of rice field-reared juvenile Chinese mitten crab under the two feeding modes 

方柱标注“*”表示两组间差异显著(P<0.05)。下同。 
The columns with “*” indicate significant differences among different groups (P<0.05). The same as below. 
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图 2  中华绒螯蟹 2 种饵料模式下在稻田扣蟹养殖阶段的增重率变化 
Fig.2  Changes of weight gain rate of rice field-reared juvenile Chinese mitten crab  

under the two feeding modes 
 

 
 

图 3  中华绒螯蟹 2 种饵料模式下在稻田扣蟹养殖阶段的特定生长率变化 
Fig.3  Changes of specific growth rate of rice field-reared juvenile Chinese mitten crab  

under the two feeding modes 
 

表 3  2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹稻田养殖性能的影响 
Tab.3  Effects of two feeding modes on the culture performance of juvenile Chinese mitten crab  

reared in rice fields 

项目 
Items 

配合饲料组 
Formulated feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed feed group

正常扣蟹平均体质量 Average body weight of normal juvenile crab/g 11.39±0.28 10.48±0.35 

1 龄早熟蟹平均体质量 Average body weight of precocious crab/g 24.97±0.09 24.54±0.16 

正常扣蟹产量 Yield of normal juvenile crab/(kg/667 m2) 43.41±8.76 38.94±9.73 

1 龄早熟蟹产量 Yield of precocious crab/(kg/667 m2) 23.43±0.61 19.60±2.61 

总产量 Total yield/(kg/667 m2) 66.84±9.38 58.53±12.34 

1 龄早熟蟹重量比 Yield percent of precocious crab/% 35.63±4.09 34.05±2.73 

成活率 Survival rate/% 20.30±3.76 19.09±3.86 

饵料系数 FCR 2.74±0.44 4.40±1.12* 

注：数据上带有“*”表示同一性别下 2 种饵料组间差异显著(P<0.05)，下同。 
Notes: Values with “*” represent the significant difference between different feeding modes at ment groups at the same time 

point within the same row are significantly different (P<0.05). The same as below. 
 

料组在<6 g 和 6~<10 g 区间内的扣蟹比例略低于传统

饵料组，但在其他 3 种规格的扣蟹比例均高于传统饵

料组，整体上，2 种饵料模式对养成扣蟹规格分布无 

显著差异(P>0.05)。 

2.3  蛋白质代谢和消化酶指标 

2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹蛋白质代谢指标

的影响见表 4。就雌蟹而言，配合饲料组幼蟹血淋 
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图 4  中华绒螯蟹 2 种饵料模式在稻田扣蟹 

养殖阶段的最终规格分布 
Fig.4  The size distribution of different body weight  

ranges for juvenile Chinese mitten crab  
reared in rice fields 

 
巴中的总蛋白(TP)含量显著高于传统饵料组(P<0.05)，

而总氨基酸(T-AA)和尿素氮(BUN)含量以及肝胰腺

中谷草转氨酶(GOT)和谷丙转氨酶(GPT)活力均无显

著差异(P>0.05)；就雄蟹而言，传统饵料组血淋巴中

的尿素氮(BUN)含量和肝胰腺中的 GOT 活力显著高

于配合饲料组(P<0.05)，而血淋巴中 TP 和 T-AA 含量

及肝胰腺中的 GPT 活力均无显著差异(P>0.05)。此

外，雄蟹血淋巴中尿素氮含量显著低于雌蟹，而其肝

胰腺中谷丙转氨酶活力较雌蟹高。 

2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹消化酶代谢指标

的影响见表 5。无论雌蟹还是雄蟹，配合饲料组与传

统饵料组的胰蛋白酶和纤维素酶均无显著差异

(P>0.05)，而配合饲料组雌蟹和雄蟹肝胰腺中的脂肪

酶均显著高于传统饵料组(P< 0.05)；传统饵料组雄蟹

的 α-淀粉酶活力显著高于配合饲料组，而雌蟹 α-淀

粉酶活力在配合饲料组和传统饵料组无显著差异

(P>0.05)。 

2.4  抗氧化免疫指标 

2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹抗氧化免疫指标

的影响见表 6。就雌蟹而言，配合饲料组血淋巴中的

T-AOC、AKP 和 ACP 活力以及肝胰腺中 ACP 显著高

于传统饵料组(P<0.05)。就雄蟹而言，配合饲料组血

淋巴中的 T-SOD 活力显著低于传统饵料组(P<0.05)，

而血淋巴中的 M D A 含量显著高于传统饵料组 

 
表 4  2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹蛋白质代谢指标的比较 

Tab.4  The comparison of protein metabolism indices of juvenile Chinese mitten crab  
under the two feeding modes 

雌蟹 Female 雄蟹 Male 

项目 
Items 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

血淋巴 Haemolymph 

总蛋白 TP/(mg/mL) 54.95±8.10* 39.97±9.30 50.94±9.40 45.43±10.38 

总氨基酸 T-AA/(μmol/L) 4.84±1.05 5.37±2.18 5.66±1.88 5.08±1.79 

尿素氮 BUN/(mmol/L) 25.99±5.16 34.37±8.84 4.85±0.95 8.01±1.78* 

肝胰腺 Hepatopancreas 

谷草转氨酶 GOT/(U/mL) 1.41±0.76 1.32±0.73 0.61±0.25 1.37±0.70* 

谷丙转氨酶 GPT/(U/mL) 0.91±0.15 0.70±0.26 1.06±0.59 1.24±0.67 

 
表 5  2 种饵料模式对中华绒螯蟹幼蟹肝胰腺中消化酶活力的影响 

Tab.5  The comparison of digestive enzyme activities of hepantopancreas in juvenile Chinese  
mitten crab under the two feeding modes 

雌蟹 Female 雄蟹 Male 

项目 
Items 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

胰蛋白酶 Trypsin/(U/mg prot) 622.00±171.29 576.34±95.20 641.59±122.20 576.79±156.81 

脂肪酶 Lipase/(μmol/min/mg prot) 2.03±0.17* 0.76±0.12 1.82±0.27* 1.00±0.20 

α-淀粉酶 Amylase/(U/g prot) 138.00±23.32 126.81±24.15 115.86±16.72 148.93±23.83* 

纤维素酶 Cellulase/(U/mg prot) 74.74±23.02 85.24±16.57 71.36±31.20 77.40±29.32 
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表 6  2 种不同饵料模式下中华绒螯蟹幼蟹抗氧化和免疫指标的比较 
Tab.6  The comparison of antioxidant and immune indices of juvenile Chinese mitten crab  

under the two feeding modes 

雌蟹 Female 雄蟹 Male 

项目 
Items 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

配合饲料组 
Formulated  
feed group 

传统饵料组 
Traditional mixed 

feed group 

血淋巴 Haemolymph 

总抗氧化能力 T-AOC/(U/mL) 7.05±1.27* 4.79±1.00 5.77±2.05 3.95±1.04 

总超氧化物歧化酶 T-SOD/(U/mL) 112.03±19.30 137.91±19.20* 76.88±34.09 148.47±26.58* 

丙二醛 MDA/(nmol/mL) 12.44±2.98 13.64±2.50 22.82±3.99* 11.50±2.52 

碱性磷酸酶 AKP/(U/mL) 5.80±1.07* 3.34±1.16 2.23±0.42 2.84±1.06 

酸性磷酸酶 ACP/(U/mL) 7.85±0.91* 2.08±0.62 1.89±1.39 1.56±0.46 

肝胰腺 Hepatopancreas 

总抗氧化能力 T-AOC/(U/mg prot) 0.67±0.19 0.50±0.18 0.49±0.11 0.52±0.20 

总超氧化物歧化酶 T-SOD/(U/mg prot) 1.88±0.57 1.83±0.81 2.08±0.69 2.59±0.56 

谷胱甘肽过氧化物酶 GSH-Px/(U/mg prot) 3.72±0.82 3.55±0.79 3.80±0.28 3.66±0.61 

丙二醛 MDA/(nmol/mg prot) 2.61±0.91 3.34±0.97 2.84±0.92 3.53±1.25 

碱性磷酸酶 AKP/(U/mg prot) 40.27±13.36 49.95±14.18 35.39±12.39 33.18±12.54 

酸性磷酸酶 ACP/(U/mg prot) 5.34±1.36* 3.42±0.91 2.96±1.02 2.54±0.72 

 
(P<0.05)。此外，无论是配合饲料组还是传统饵料组，

雌蟹的血淋巴和肝胰腺中 AKP 和 ACP 均高于雄蟹。 

3  讨论 

3.1  2 种饵料模式对稻田养殖扣蟹养殖性能的影响 

体质量的增长情况是衡量扣蟹生长性能最重要

的经济性状，影响蟹种在成蟹阶段的养殖性能以及最

终经济效益(Racotta et al, 2003)。本研究发现，无论

雌蟹还是雄蟹，每个月配合饲料组的蟹平均体质量都

大于传统饵料组，且 7 月配合饲料组雌蟹的平均体质

量显著大于传统饵料组，结果表明，稻田养殖下投喂

配合饲料的中华绒螯蟹幼蟹可以获得较好的养殖性

能，这也与之前一些中华绒螯蟹池塘养殖的相关研究

结果相一致(王少兵等, 2018; 韩文峰等, 2021)。此外，

郭永坚等(2015)在对鲻(Mugil cephalus)的研究中也发

现类似的结论，投喂配合饲料的鲻有更好的生长性

能，这可能是由于配合饲料的营养价值较传统饵料

高。就蛋白质含量而言，传统饵料豆粕的粗蛋白含量

一般为 44%~48%，玉米和麸皮的蛋白含量较低，分

别为 8%~9.4%和 14%~15% (熊本海等, 2018; 王少兵

等, 2018)。而有研究表明，幼蟹阶段适宜的蛋白需求

为 34%~42% (陈立侨等, 1994; Mu et al, 1998; 刘兴国, 

2001)，因此，豆粕、麸皮和玉米这些传统饵料混合

投喂无法满足幼蟹的营养需求。本研究中配合饲料是

根据幼蟹不同生长阶段的营养需求设计的，营养较传 

统饵料全面。其次，本研究中传统饵料主要有豆粕、

麸皮、玉米和小麦 4 种饵料组成，这些饵料是重要的

植物蛋白源，但与含有鱼粉和肉粉等动物蛋白源的配

合饲料相比，豆粕、麸皮和玉米的氨基酸平衡性、蛋

白质和氨基酸消化率要低于动物蛋白源 (张璐等 , 

2007; 江星等, 2013)。此外，豆粕中含有一定量的单

宁、蛋白酶抑制因子和大豆皂苷等抗营养因子(张璐, 

2007)，而本研究中传统饵料组的豆粕比例高达

33%~66%，显著高于配合饲料中比例。因此，传统饵

料的抗营养因子含量可能高于配合饲料，从而降低了

幼蟹对蛋白和氨基酸的利用，而配合饲料添加了如鱼

粉等部分优质动物蛋白源，并根据原料氨基酸组成进

行配比，使得饲料氨基酸更加平衡，从而导致配合饲

料组幼蟹的体质量、增重率和特定生长率高于传统饵

料组。配合饲料具有较好的适口性和诱食性，且含有

一定量的蜕壳素和促生长剂，可以大大缩短扣蟹的蜕

壳周期，提高蜕壳率(张丙群, 1992; 李洪宇等, 2013)。

整体上，配合饲料组无论是扣蟹产量、早熟蟹产量和

成活率都高于传统饵料组且饵料系数配合饲料组低

于传统饵料组，说明投喂配合饲料可以提高饵料转化

率和养殖效果。 

中华绒螯蟹 1 龄性早熟是中华绒螯蟹幼蟹养殖

过程中常见的问题，是由内因和外因共同作用的结

果，主要与自身遗传特性以及环境温度、水质、放养

密度和营养等外在因素有关(徐如卫等, 2001)。本研

究中，在稻田养殖条件下 2 种饵料组 1 龄早熟蟹比例
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(35%)比在池塘条件下养殖的幼蟹 1 龄早熟率(5%~ 

15%)高很多(何杰等, 2015; 王少兵等, 2018; 王海宁

等, 2020)，这可能与稻田低水位导致水温较高以及豆

蟹放养密度低有关，积温增高和中华绒螯蟹密度较低

条件下可以增加中华绒螯蟹 1 龄性早熟比例(张列士

等, 2001; 徐如卫等, 2001)。此外，也可能与稻田里存

在大量天然饵料有关(李岩等, 2013)，特别是水温较

高情况下造成生物饵料大量繁殖(赵瀛, 2012)，导致

中华绒螯蟹摄食量增加和营养过剩。徐如卫等(2001)

研究表明，营养过剩是中华绒螯蟹 1 龄性早熟的重要

诱因。今后可以通过适当增加稻田水位和豆蟹放养密

度以及适当降低投喂量来控制稻蟹模式下幼蟹的性

早熟比例，也为今后稻蟹模式的养殖和投喂技术优化

提供研究方向。 

3.2  2 种饵料模式对稻田养殖扣蟹生理代谢的影响 

3.2.1  蛋白质代谢和消化酶活力的比较    肝胰腺

是中华绒螯蟹氨基酸分解代谢中心，而谷草转氨酶

(GOT)和谷丙转氨酶(GPT)是肝脏中 2 种最重要的氨

基转移酶，转氨酶活性的升高，说明了动物体内蛋白

质的吸收和氨基酸的代谢更为旺盛(Fynn-Aikins et al, 

1995; Duan et al, 2018)。血淋巴中的总蛋白(TP)的含

量能够反映动物体内蛋白质代谢和营养吸收的水平

(许晨远等, 2019)。血清尿素氮(BUN)可以较准确反映

动物体内蛋白质的代谢情况和饲料氨基酸平衡情况，

当饲料氨基酸不平衡时，氨基酸脱氨降解，导致血清

中尿素氮含量升高(李彬等, 2014)。本研究中，传统

饵料组的雄蟹肝胰腺 GOT活力和血清 BUN含量显著

高于配合饲料组，而血清 TP 含量显著低于配合饲料

组，这表明传统饵料组的雄蟹体内氨基酸的分解代谢

比配合饲料组的旺盛，而蛋白沉积较配合饲料组少，

雌蟹也显示相同的趋势。这可能是造成传统饵料组雌

蟹和雄蟹体质量均低于配合饲料组的原因，也侧面反

映了传统饵料的氨基酸组成平衡性比配合饲料差。 

消化酶是底物适应性酶，与饵料营养组成(蛋白

水平、脂肪水平、碳水化合物水平、粗纤维含量)密

切相关。研究表明，动物体内胰蛋白酶和脂肪酶活性

与饵料中的蛋白质水平 (江洪波等 , 2005; 陈壮等 , 

2014)和脂肪水平(迟淑艳等, 2005)呈正相关。本研究

表明，投喂配合饲料的雌、雄蟹肝胰腺中胰蛋白酶和

脂肪酶活性均高于投喂传统饵料，其中脂肪酶更为显

著，这与 Long 等(2022)研究池塘养殖条件下不同饵

料投喂模式对成蟹消化酶活力影响的结果一致，投喂

配合饲料组的成蟹胰蛋白酶和脂肪酶活力均高于投

喂配合饲料组，这可能是由于配合饲料的粗蛋白和总

脂肪含量较传统饵料高。此外，江洪波等(2005)研究

发现，饲料中蛋白质对中华绒螯蟹仔蟹肝胰腺淀粉酶

活性具有明显的抑制作用，这与本研究的结果配合饲

料组雄蟹肝胰腺中淀粉酶活性显著低于传统饵料组

相一致。由此可见，投喂配合饲料可以促进幼蟹对蛋

白质和脂类物质的消化分解和吸收。此外，本研究发

现，传统饵料组雌、雄蟹纤维素酶均高于配合饲料组，

这可能与传统饵料中玉米、麸皮等富含纤维素有关，

投喂富含纤维素的植物性饵料有利于幼蟹纤维素酶

活性的提高(杨霞等, 2014; 韩文峰等, 2021)。 

3.2.2  抗氧化和免疫指标的比较    T-AOC 是用于

衡量机体抗氧化系统功能状况的综合性指标，其大小

反映了机体抗氧化酶系统和非酶系统对外来刺激的

代偿能力及机体自由基代谢状况(郭婷, 2013)。SOD

是生物体内重要的抗氧化酶之一，可清除机体过多的

自由基，从而起到保护细胞免受损伤的作用，其活力

的高低反映了体内氧自由基水平的高低(朱筛成等 , 

2019)。本研究中，传统饵料组的雌蟹和雄蟹的 T-SOD

活力显著高于配合饲料组，这表明投喂传统饵料组幼

蟹体内的氧化胁迫程度较配合饲料组高，机体需要提

高 SOD 酶活力来清除体内自由基。而雌、雄幼蟹的

T-AOC 均在配合饲料组较高，推测可能与配合饲料

中添加的鱼粉和维生素 C 等有关，鱼粉中含有一定量

的硒和类胡萝卜素(李宁等, 2017)，而这些物质具有

提高机体抗氧化能力的作用。因此，投喂配合饲料相

较于投喂传统饵料能够提高幼蟹的抗氧化能力，降低

体内氧化应激。MDA 是细胞脂质氧化的代谢产物，

其含量的高低显示了机体脂质过氧化的程度(Long et al, 

2017)。而本研究中配合饲料组的雄蟹 MDA 含量显著

高于传统饵料组，且配合饲料组幼蟹的脂肪酶活力较

传统饵料组高，这与 Long 等(2022)结果类似，池塘

养殖条件下投喂配合饲料的雄性成蟹肝胰腺中 MDA

含量也高与投喂传统饵料组，推测可能与配合饲料组

幼蟹体内脂质积累较高有关，使得更容易发生脂质过

氧化反应(何志刚等, 2016)。 

AKP 和 ACP 是生物体内 2 种重要的非特异性磷

酸水解酶，能催化磷酸单酯的水解及磷酸基团的转移

反应，不仅参与甲壳动物的磷、钙、蛋白质和脂质代

谢，且对机体免疫性能具有重要作用(刘树青等, 1999; 

Xue et al, 2000)。本研究结果表明，配合饲料组雌、

雄蟹的血清和肝胰腺中 AKP 和 ACP 活力均显著高于

传统饵料组，这表明投喂配合饲料能够提高幼蟹的免

疫性能，此外，配合饲料组幼蟹 AKP 活力增加可能

与饲料中添加矿物质有关，促进了钙、磷等物质在体

内的吸收和转运(Zhou et al, 2000; Li et al, 2011)。这
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与 Long 等(2022)的研究结果一致，投喂配合饲料组

相比于投喂传统饵料能够提高中华绒螯蟹的非特异

性免疫能力。 

综上所述，在稻田养殖模式下，中华绒螯蟹幼蟹

相较于投喂传统饵料，投喂配合饲料对幼蟹的生长、

最终养殖性能和营养物质消化吸收以及抗氧化免疫

性能具有明显的优势。此外，稻蟹模式下的中华绒螯

蟹 1 龄性早熟率较池塘养殖条件下要高，今后可以进

一步通过饲料配方优化，开发适合稻蟹模式下幼蟹的

优质高效的实用配合饲料，通过营养调控手段进一步

降低性早熟率以优化稻蟹养殖技术。 
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Abstract    The Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) is an important economic crab in China. 

Across most of China, juvenile Chinese mitten crabs are cultured in earthen ponds. Juvenile crab cultured 

in rice fields is mainly restricted to the northeastern region. Rice-crab coculture is a new mode of 

sustainable development, which has developed over the past 30 years in China with progress in field 

engineering, culture density of the Chinese mitten crab, and ecological benefits. However, there are no 

reports on appropriate feeds in rice-crab coculture. Presently, crabs reared in an earthen pond consume a 

traditional diet (including soybean meal, corn, bran, and wheat) or formulated feed. Due to the numerous 

advantages of formulated feed (including comprehensive nutrition, stable quality, and ease of feeding) the 

development of practical and cheap formulated feed for Chinese mitten crab is the latest focus for 

promoting the sustainable development of the Chinese mitten crab industry. Although researchers have 

developed a series of formulated feed for Chinese mitten crab, traditional feed is more commonly used in 

the culture of Chinese mitten crab due to farmers feeding habits and the low price of traditional products. 

However, numerous studies have shown that feeding Chinese mitten crabs formulated diets has many 

advantages, for example: it improves the survival rate, reduces the early maturity rate, improves 

non-specific immunity and disease resistance of juvenile crabs, improves the quality and culture 

performance of crab species, and economic benefits, etc. However, research were usually conducted under 

indoor or pond culture conditions. The culture environment of rice fields and ponds are quite different to 

each other. The feed sources and environmental stress on juvenile crabs may also be quite different 

between the culture environments. Therefore, it is important to explore the feeding mode of juvenile crabs 

cultured in rice fields. However, the optimum feed and the effect of different diets on the growth and 

physiological metabolism of Chinese mitten crab reared in rice fields remains unclear. It is important to 

optimize the rice-crab breeding mode to achieve a high-quality Chinese mitten crab industry. Formulated 

diets and traditional diets (soybean meal, bran, corn, and wheat) were fed to juvenile E. sinensis cultured 

in a rice field for 152 days. Each feeding group included three replicates. This study was conducted to 

compare formulated diets with traditional diets using culture performance, protein metabolism, digestive 

enzymes, and the antioxidant and immune indexes of juvenile crabs. The results showed that: (1) the body 

weights of female and male crabs from the formulated diet group were higher than those in the traditional 

diet group, but the differences were not significant (P>0.05) (Fig.1–3); (2) in terms of culture performance, 

the average body weight and yield of juvenile crabs, 1-year-old precocious crabs, and the overall total 

yield and survival rate of juvenile crabs in the formulated diet group were slightly higher than those of the 
 
                            
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traditional diet group. The feed conversion ratio of the formulated diet group was much lower than that of 

the traditional diet group (P<0.05); (3) in terms of protein metabolism, the total protein content in the 

hemolymph of both female and male crabs fed the formulated diet was significantly higher than that in the 

traditional diet group (P<0.05). Conversely, the contents of urea nitrogen in the hemolymph of male crabs 

and the activity of glutamic oxaloacetic transaminase in the hepatopancreas of the traditional diet group 

were significantly higher than those of the formulated diet group (P<0.05); (4) lipase in the 

hepatopancreas of female and male crabs in the formulated feed group was significantly higher than that 

in the traditional diet group (P<0.05). Conversely, the α-amylase activity of the male crabs in the 

formulated diet group was significantly lower than that of the traditional diet group; (5) the total 

antioxidant capacity, alkaline phosphatase, and acid phosphatase activities in the hemolymph of female 

crabs and the acid phosphatase activity in the hepatopancreas of the formulated diet group were 

significantly higher than those of the traditional feed group (P<0.05). In conclusion, feeding a formulated 

diet can improve the culture performance, promote protein deposition and lipid absorption, and enhance 

the antioxidant and immune capacity of juvenile E. sinensis reared in a rice field. These factors result in 

improved crab quality. This study provides a basis for optimizing the culture technology of Chinese mitten 

crab and the development of a formulated diet for improved rice-crab coculture. 

Key words    Eriocheir sinensis; Rice-crab co-culture; Feeding mode; Culture performance; 

Physiological metabolism 
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叶尔羌高原鳅耳石形态探究及群体判别分析* 

王新月 1  陈生熬 1,2①  王程欣 1  訾方泽 1  常德胜 1  许  豪 1  李大鹏 2 
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2. 华中农业大学水产学院  湖北  武汉  430070) 

摘要    为进一步开展叶尔羌高原鳅(Triplophysa yarkandensis)不同地理群体分类判别、探明耳石与

鱼类生活史的相关机制，本研究基于耳石形态学和鱼类生态学方法，对叶尔羌河、和田河和塔里木

河的 734 尾叶尔羌高原鳅耳石与鱼体的形态指标进行了统计分析。结果显示，叶尔羌高原鳅耳石较

小，左右微耳石形态无显著差异(P>0.05)；叶尔羌高原鳅耳石形态指标与体长、体质量呈对数函数

关系，R2 范围在 0.48~0.62；采用鱼体形态学、耳石形态测量法和椭圆傅里叶分析法分别对两两群

体进行判别分析，和田河群体与塔里木河群体判别准确率分别为 96.0%、61.4%和 82.2%，叶尔羌

河群体与和田河群体判别准确率分别为 93.0%、79.5%和 87.9%，叶尔羌河群体与塔里木河群体判

别准确率分别为 96.5%、77.5%和 86.8%。叶尔羌高原鳅耳石形态与鱼体生长的关系极大程度地反

映了其个体发育对栖息环境的适应性，且不同地理群体叶尔羌高原鳅耳石形态特征存在显著差异

(P<0.05)。本研究将耳石形态学首次应用于叶尔羌高原鳅种群的鉴别分析，为进一步开展高原鳅属

进化分类提供参考，为高原渔业种质资源保护提供了科学依据。 

关键词    叶尔羌高原鳅；耳石；形态差异；判别分析 

中图分类号 Q954   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0201-11 

叶 尔 羌 高 原 鳅 Triplophysa (Hedinichthys) 

yarkandensis (Day, 1877) ， 隶 属 鲤 形 目

(Cyprinidformes) 、 鳅 科 (Cobitidae) 、 条 鳅 亚 科

(Nemachilinae)、高原鳅属(Triplophysa)、鼓鳔鳅亚属

(Hedinichthys)，是塔里木河水系特有鱼类 (郭焱等 , 

2012)，新疆维吾尔自治区二级重点保护水生动物。

目前，其研究主要集中在生长繁殖、养殖及毒性实验、

遗传多样性等方面，对其不同地理群体开展分类鉴别

仅见鱼体形态学及分子手段(Chen et al, 2016、2020; 

陈生熬, 2019; 王锦秀等, 2021; 王新月等, 2022)。基

于耳石是稳定硬组织的特点及其良好的信息储存功

能，耳石不仅作为普遍的鱼龄鉴定材料，近年来国内

外学者还将其广泛地应用于鱼类物种鉴别、种群结构、

微化学生境履历分析和生活史策略等(Mesa et al, 2020; 

谭博真等, 2020; Battaglia et al, 2010; 欧利国, 2020; 彭艳

等, 2018; 王继隆等, 2019; 李孟孟等, 2017)。较鱼体形

态学，耳石形态学具有易保存、操作重复性强、受环境

影响小等优点，可作为其他组织的有效补充；较分子

手段，基于耳石形态学开展群体鉴别成本更低、更便

捷。故本研究将耳石形态学引入叶尔羌高原鳅的群体鉴

abc
图章
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别，为其微化学分析和生活史策略的研究打下基础。 

本研究以探究叶尔羌高原鳅耳石特征，比对耳石

形态学对其不同地理群体鉴别的有效性为出发点，

拟合耳石形态与体长和体质量的关系，为叶尔羌高

原鳅的生长繁殖及资源管理提供理论支持，为进一

步研究其种群组成和洄游生长提供参考；通过鱼体

形态学、耳石形态测量法、椭圆傅里叶分析法比较不同

河流叶尔羌高原鳅的种内差异，为传统形态分类提供

有效补充，为高原渔业种质资源保护提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2019—2021 年秋季在叶尔羌河(Yarkand River，

Y)、和田河(Hotan River，H)和塔里木河(Tarim River，

T)，用地笼(网目 2a=2.00 cm)随机采集叶尔羌高原鳅

样本 734 尾(表 1)，现场进行生物学测定(殷名称, 1995)

并解剖取出耳石，其他组织用 10%甲醛溶液固定，带

回实验室进行后续处理。 
 

 
表 1  叶尔羌高原鳅样本信息 

Tab.1  Sample information of T. yarkandensis 

体长 
Body length/mm 

体质量 
Body weight/g 群体 

Population 
采样时间 

Sampling time 
采样点 

Sampling site 
样本量 

Sample number 范围 
Range 

平均值±标准差 
Mean±SD 

范围 
Range 

平均值±标准差
Mean±SD 

叶尔羌河 
Yarkand River 

2019.10 
E 29°90′ 
N 38°00′ 

120 51.15~133.92 73.42±17.97 2.49~34.03 7.11±6.09 

和田河 
Hotan River 

2020.10 
E 80°80′ 
N 38°32′ 

321 43.34~137.34 90.41±13.49 1.09~35.11 11.06±4.84 

塔里木河 
Tarim River 

2021.10 
E 81°88′ 
N 40°80′ 

313 48.84~93.70 70.91±8.61 1.23~12.57 5.58±2.20 

 
1.2  方法 

1.2.1  鱼体形态学    传统形态学数据包括体质量

(body weight)、全长(total length)、体长(body length)、

体高 (body height)、体宽 (body width)、头长 (head 

length)、吻长(snout length)、眼径(eye diameter)、眼

间距(eye interval)、尾柄长(caudal peduncle length)和

尾柄高(height of caudal peduncle)。框架法坐标点选择

及框架数据指标选择见图 1。 

采用数显游标卡尺(CD67-S15PS)测量长度(精度

为 0.01 mm)，电子天平(LE403E)称量体质量(精度为

0.01 g)。 

1.2.2  耳石形态学    使用体式显微镜(SMZ1270i)

和 NIS Element 软件对叶尔羌高原鳅微耳石(图 2)进

行拍照及形态指标测量，得到 6 个形态指标：耳石周

长(otolith perimeter, OP)、耳石面积(otolith area, OA)、

耳石长(otolith length, OL)、耳石宽(otolith width, OW)、

耳石最大半径(maximum radius of otolith, Rmax)、耳石

最小半径(minimum radius of otolith, Rmin)。 

1.2.3  傅里叶分析法    椭圆傅里叶分析 (Elliptic 

Fourier Descriptors, EFDs)，经灰阶转换、二值化图像 

 
 

图 1  叶尔羌高原鳅的框架测量 
Fig.1  Frame measurement of T. yarkandensis 

1：吻端；2：枕后；3：背鳍起点； 

4：背鳍后基；5：尾鳍背部起点；6：尾鳍腹部起点； 

7：臀鳍后基；8：臀鳍起点；9：腹鳍起点；10：胸鳍起点；

11：胸鳍后基；12：腹鳍后基。两坐标点间距离构成 24 项

框架指标：1–2、2–3、3–4、4–5、5–6、6–8、8–9、9–10、

10–1、1–9、2–10、2–9、3–1、3–10、3–9、3–8、3–6、4–9、

4–8、4–6、5–8、10–11、9–12、8–7。 
1: Tip of snout; 2: The last end of the frontal maxilla;  

3: Origin of dorsal fin; 4: Terminus of dorsal fin; 5: Dorsal 
origin of caudal fin; 6: Ventral origin of caudal fin;  

7: Terminus of anal fin; 8: Origin of anal fin; 9: Insertion of 
pelvic fin; 10: Insertion of pectoral fin; 11: Terminus of 

pectoral fin; 12: Terminus of pelvic fin. Twenty-four truss 
parameters are constructed by distance measurements 

between two coordinate points: 1–2, 2–3, 3–4, 4–5, 5–6, 6–8, 
8–9, 9–10, 10–1, 1–9, 2–10, 2–9, 3–1, 3–10, 3–9, 3–8, 3–6, 

4–9, 4–8, 4–6, 5–8, 10–11, 9–12, 8–7. 
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图 2  叶尔羌高原鳅左耳石外侧面示意图 
Fig.2  View of external surface of the left lapillus otoliths of 

T. yarkandensis illustrating various features 
 

处理、消除噪音、提取链码，每个耳石轮廓生成 20 个

傅里叶谐波，每个谐波由 4 个系数(a、b、c、d)组成，

共得到 80 个 EFDs 系数。因标准化时 a1 固定为 1，

b1 和 c1 无限趋近于 0，故每个耳石整体形态轮廓信

息一般由 77 个 EFDs 系数表达(欧利国等, 2019)。 

1.3  数据处理 

1.3.1  鱼体形态指标    为消除样本规格差异对鱼

体形态学指标的影响，每尾样本的所有实测长度数据

采用头部特征除以头长、其他特征除以体长的方法予

以校正，得到除体质量和体长外的 31 项比例性状。

数据处理采用 Excel 软件。 

1.3.2  耳石形态特征    采用 Shapiro-Wilk 检验，基

于偏度(Sk)、峰度(Ku)数值对耳石形态各指标进行正

态性检验；参照谢桢桢等(2019)的方法，将 6 个耳石

形态指标转化为 6 个形态因子和 7 个形态指数，见

表 2。数据处理采用 NIS Element、SPSS18.0 软件。 

1.3.3  耳石形态与体长、体质量的关系    通过线性

模型、幂函数模型、多项式模型、指数回归模型及对

数模型拟合耳石主要形态指标与叶尔羌高原鳅体长、

体质量的关系，依据 AIC (Akaike information criterion)

准则选取最适模型，计算公式如下(Burnham et al, 

2002)： 
AIC=n×ln(RSS/n)+2k 

式中，n 为样本数量；k 为方程中参数常数的数量；

RSS 为残差平方和。数据处理采用 NIS Element、

SPSS18.0、Origin9.0 软件。 
1.3.4  群体判别    采用逐步判别分析法，提取形态

差异作用最显著的多项参数建立判别公式，计算判别

准确率。数据处理采用 NIS Element、SPSS18.0 和

Shape 软件。 

 
表 2  叶尔羌高原鳅耳石的形态因子与形态指标 

Tab.2  Shape factors and morphological indices  
for otoliths of T. yarkandensis 

形态因子 
Shape factor 

形态指标 
Morphological index 

F1=OP/(OA)1/2 圆度 Roundness=4OA/ΠOL2 

F2=OP/OL 形态因子 Format factor=4ΠOA/OP2 

F3=OP/OW 环率 Circularity=OP2/OA 

F4=(OA)1/2/OL 矩形趋近率 Rectangularity=OA/(OL×OW)

F5=(OA)1/2/OW 椭圆率 Ellipticity=(OL+OW)/(OL–OW) 

F6=OW/OL 半径比 Radius ratio=Rmax/Rmin 

 幅形比 Aspect ratio=OL/OW 

 

2  结果 

2.1  耳石形态特征 

叶尔羌高原鳅微耳石较小，近似椭圆形，中间较

厚，逐渐向外边缘变薄，外侧面中央具明显突起。耳

石长明显大于耳石宽，主间沟不明显，基叶发达，耳

石腹部边缘较为光滑，呈浅弧形，耳石背部有波浪状

突起。 

配对样本 t 检验显示，叶尔羌高原鳅左右微耳石

形态无显著差异(P>0.05)，本研究中统一使用左耳石

(表 3)。Shapiro-Wilk 检验表明，耳石面积(Sk=0.915, 

Ku=1.181)、耳石最小半径(Sk=0.499, Ku=0.153)、耳

石最大半径(Sk=0.533, Ku=0.182)、耳石周长(Sk=0.517, 

Ku=0.288)、耳石长 (Sk=0.562, Ku=0.209)和耳石宽

(Sk=0.578, Ku=0.569)等各指标均不符合正态分布。 

2.2  耳石形态与体长、体质量的关系 

依据 AIC 值最小原则(表 4、表 5)，叶尔羌高原

鳅耳石形态指标与体长、体质量的关系以对数函数为

最佳拟合方程(图 3、图 4)建立回归方程(n=734)，进

行相关性分析，R2 范围在 0.48~0.62，相关性不高，

拟合效果无显著差异(P>0.05)，体长与叶尔羌高原鳅

耳石形态指标相关性略高于体质量。 

2.3  叶尔羌高原鳅不同群体判别比较 

基于 Shape 软件提取叶尔羌高原鳅耳石外轮廓

(图 5)，不同群体叶尔羌高原鳅存在耳石形态差异，

进一步开展判别分析。由表 6 可知，常规的鱼体形态 
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表 3  叶尔羌高原鳅耳石形态参数值 
Tab.3  Morphological parameters of otolith in T. yarkandensis 

叶尔羌河 
Yarkand River 

和田河 
Hotan River 

塔里木河 
Tarim River 形态参数 

Morphological parameter 范围 
Range 

平均值±标准差
Mean±SD 

范围 
Range 

平均值±标准差
Mean±SD 

范围 
Range 

平均值±标准差
Mean±SD 

耳石面积 OA/mm2 0.39~1.54 0.87±0.18 0.29~1.06 0.56±0.14 0.24~0.84 0.53±0.14 

耳石最小半径 Rmin/mm 0.62~1.19 0.86±0.09 0.53~1.03 0.72±0.08 0.49~0.94 0.69±0.09 

耳石最大半径 Rmax/mm 0.85~1.75 1.33±0.15 0.71~1.49 1.03±0.15 0.66~1.32 1.01±0.14 

耳石周长 OP/mm 2.36~4.84 3.58±0.41 1.97~3.91 2.86±0.38 1.88~5.17 2.86±0.48 

耳石长 OL/mm 0.86~2.66 1.34±0.20 0.70~1.49 1.02±0.15 0.65~1.28 0.99±0.14 

耳石宽 OW/mm 0.62~1.83 0.89±0.13 0.53~1.05 0.73±0.08 0.49~0.91 0.69±0.09 

 
表 4  叶尔羌高原鳅耳石形态指标与体长关系拟合方程的 AIC 值比较 

Tab.4  Comparison of morphological parameters of otolith with AIC values of different growth equations for body length 

形态参数 Morphological parameter 线性方程 Linear 对数方程 Logarithmic 幂函数方程 Power 指数方程 Exponential

耳石面积 OA –3 050.174 70 –3 052.386 64 –3 041.717 08 –321.129 24 

耳石最小半径 Rmax –2 080.816 76 –3 749.732 48 –3 747.555 44 –442.776 39 

耳石最大半径 Rmin –3 100.088 22 –3 120.882 21 –3 111.152 43 114.347 46 

耳石周长 OP –1 512.862 69 –1 533.823 43 –1 524.229 67 1 598.858 19 

耳石长 OL –2 937.542 39 –2 952.680 46 –2 945.122 56 105.191 67 

耳石宽 OW –3 524.074 73 –3 531.114 78 –3 529.892 82 –422.780 94 

 

 
 

图 3  叶尔羌高原鳅耳石形态参数与体长的关系 
Fig.3  Relationship between morphological parameters of otolith and body length of T. yarkandensis 

 
学判别准确率均大于 90.0%，基于耳石形态的椭圆傅

里叶分析法准确率均大于 80.0%，可作为叶尔羌高原

鳅群体判别鉴定方法。 

2.3.1  和田河群体与塔里木河群体比较    基于鱼

体形态学方法对叶尔羌高原鳅和田河和塔里木河群

体进行判别分析，筛选判别系数最大的参数即形态差

异作用最显著，分别是头长、眼径、8–9、3–6、4–8、

5–8、9–12、7–8，以 X1~X8 代替，建立判别式： 

YH= –754.363+1 083.724X1+334.874X2+279.518X3+ 
272.926X4+267.890X5+263.520X6–253.284X7+400.190X8； 
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表 5  叶尔羌高原鳅耳石形态指标与体质量关系拟合方程的 AIC 值比较 
Tab.5  Comparison of morphological parameters of otolith with AIC values of different growth equations for body weight 

形态参数 Morphological parameter 线性方程 Linear 对数方程 Logarithmic 幂函数方程 Power 指数方程 Exponential

耳石面积 OA –291.594 16 –3 024.812 57 –3 013.910 78 –684.761 13 

耳石最小半径 Rmax –3 626.861 08 –3 736.881 90 –3 735.044 95 –442.776 39 

耳石最大半径 Rmin –2 911.459 40 –3 072.187 51 –3 066.261 07 120.350 09 

耳石周长 OP –1 376.495 75 –1 507.315 32 –1 503.050 33 1 598.858 19 

耳石长 OL –2 776.462 59 –2 909.166 40 –2 904.399 40 111.191 48 

耳石宽 OW –3 424.907 80 –3 513.422 09 –3 512.379 29 –422.780 94 

 

 
 

图 4  叶尔羌高原鳅耳石形态参数与体质量的关系 
Fig.4  Relationship between morphological parameters of otolith and body weight of T. yarkandensis 

 

 
 

图 5  不同河流叶尔羌高原鳅耳石外轮廓 
Fig.5  Outer contour of otolith for T. yarkandensis  

collected from different rivers 

 
YT= –765.345+1 080.053X1+407.084X2+315.256X3+ 

238.547X4+238.434X5+231.260X6–449.899X7+419.197X8； 

 

基于耳石形态测量法进行判别分析，筛选判别系

数最大的参数是形态因子、圆度、幅形比、椭圆率、

F2，以 X1~X5 代替，建立判别式： 

YH= –44 367.499+26 121.376X1–86 564.057X2+ 
51 480.547X3–163 355.968X4+39 357.468X5； 

YT= –44 369.703+26 136.450X1–86 612.301X2+ 
51 471.603X3–16 3426.585X4+39 362.058X5； 

基于椭圆傅里叶分析法进行判别分析，筛选判别

系数最大的参数是 a13、a16、a18、a19、a20、b14、

b15、b17、b18、c15、c16、c18、d20，以 X1~X14 代

替，建立判别式： 

YH= –199.932+758.738X1–2 102.559X2+726.672X3– 
1 107.394X4–962.014X5–754.826X6–1 177.008X7– 

940.482X8+2 193.824X9+1 195.518X10–918.204X11– 
1 850.064X12–1 107.443X13+661.465X14； 
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表 6  叶尔羌高原鳅不同判别方法下的判别分析结果 
Tab.6  Results of discriminant analysis for T. yarkandensis by different discriminant methods 

判别方法 Discrimination method 
群体 

Population 鱼体形态 
Fish body morphology 

耳石形态测量法 
Otolith morphology measurement 

椭圆傅里叶分析法 
Elliptic Fourier descriptors

和田河与塔里木河 
Hotan River and Tarim River 

96.0% 61.4% 82.2% 

和田河与叶尔羌河 
Hotan River and Yarkand River

93.0% 79.5% 87.9% 

塔里木河与叶尔羌河 
Tarim River and Yarkand River

96.5% 77.5% 86.8% 

 
YT= –199.640+783.528X1–1 951.237X2+683.243X3– 

1 138.197X4–1 112.959X5–700.998X6–1 152.762X7– 
894.934X8+2 218.983X9+1 291.767X10–1 123.028X11– 

1 973.454X12–1 082.204X13+724.591X14。 
2.3.2  叶尔羌河群体与和田河群体比较    基于鱼

体形态学方法对叶尔羌高原鳅和田河和叶尔羌河群

体进行判别分析，筛选判别系数最大的参数是体宽、

眼径、2–3、8–9、10–1、1–9、4–9、4–6，以 X1~X8

代替，建立判别式： 
YH= –668.713+389.423X1+265.391X2+486.391X3+ 

447.592X4+396.093X5+539.875X6+570.868X7+675.140X8； 
YY= –681.434+288.918X1+264.054X2+538.090X3+ 

447.764X4+370.297X5+521.379X6+587.450X7+670.824X8； 

基于耳石形态测量法判别分析，筛选判别系数最

大的参数是圆度、幅形比、椭圆率、F2、F3，以 X1~X5

代替，建立判别式： 
YH= –55 356.713–22 149.057X1+62 324.801X2+ 

42 712.676X3+48 381.766X4–27 766.797X5； 
YY= –55 394.983–22 190.885X1+62 387.283X2+ 

42 529.960X3+48 393.094X4–27 767.867X5； 

基于椭圆傅里叶分析法进行判别分析，筛选判别

系数最大的参数是 a12、a13、b11、b12、b18、c14、

c15、c16、d16、d18，以 X1~X10 代替，建立判别式： 
YH= –416.030+4 455.567X1+3 352.006X2–3 978.189X3– 
5 440.704X4+6 959.784X5–6 403.301X6–3 937.816X7– 

8 695.303X8–4 967.260X9–7 673.580X10； 
YY= –400.877+4 455.259X1+3 317.600X2–3 809.155X3– 
5 480.003X4+6 839.061X5–6 672.229X6–4 243.988X7– 

8 830.099X8–4 917.392X9–7 642.107X10。 

2.3.3  叶尔羌河群体与塔里木河群体比较    基于

鱼体形态学方法对叶尔羌高原鳅叶尔羌河和塔里木

河群体进行判别分析，筛选判别系数最大的参数是尾

柄高、1–2、2–3、3–4、5–6、8–9、1–9、4–6，以 X1~X8

代替，建立判别式： 
YY= –459.682+602.652X1+411.037X2+358.023X3+ 

590.587X4+304.627X5+281.896X6+223.528X7+479.519X8； 

YT= –457.459+472.565X1+358.121X2+338.437X3+ 
536.212X4+147.591X5+320.927X6+242.390X7+467.632X8； 

基于耳石形态测量法进行判别分析，筛选判别系

数最大的参数是形态因子、幅形比、椭圆率、F4，以

X1~X4 代替，建立判别式： 

YY= –36 264.928–21 268.574X1+27 706.671X2+ 
50 957.276X3+17 1304.008X4； 

YT= –36 120.795–21 251.167X1+27 632.731X2+ 
50 969.229X3+171 072.841X4； 

基于椭圆傅里叶分析法进行判别分析，筛选判别

系数最大的参数是 a15、a16、a18、a19、a20、b14、

b15、b16、b17、b18、b20、c15、c16、c18、d19，

以 X1~X15 代替，建立判别式： 

YY= –189.680+1 031.189X1–2 027.467X2+1 212.271X3– 
1 751.883X4–960.044X5–1 778.774X6–1 038.040X7– 
909.234X8+2 547.771X9+1 542.394X10–1001.411X11– 

1 284.393X12–1 640.681X13–1 034.732X14–1 121.346X15； 

YT= –205.272+1 003.808X1–1 942.790X2+1 100.498X3– 
1 975.260X4–1 076.922X5–1 794.153X6–1 024.873X7– 

1 089.052X8+2 650.965X9+1 671.729X10–1 018.921X11– 
1 405.119X12–1 642.858X13–1 014.032X14–1 195.007X15。 

3  讨论 

3.1  鱼类耳石形态与生长的相关性 

水生动物生长发育过程中，不同生境下水体中矿

物质元素在机体内的沉积有所不同，尤其体现在耳石

等硬组织上，提取耳石形态特征不仅可以完成年龄识

别，也是分类鉴别的有效手段(Sergio, 2007)。鱼类耳

石形态的变化响应特定基因引导机制，也受水温、摄

食行为、饵料丰度等因子影响 (Ding et al, 2019; 

Morrison et al, 2019; Milošević et al, 2021)。耳石上元

素的沉积决定耳石的形态和生长，随水域环境的变

化，耳石生长与鱼类生长速度成线性相关(Souza et al, 

2020)。叶尔羌高原鳅曾广泛分布于塔里木河水系，
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栖息海拔较高、生境温度低，加之生存在高盐碱劣化

水体等，在饵料生物极度贫瘠水域环境中，鱼体生长

缓慢，耳石生长也较慢，这与 Souza 等 (2020)和

Morrison 等(2019)等对河鲈(Perca fluviatilis)及花羔红

点鲑(Salvelinus malma)开展耳石生长研究时得到的

结论相似。本研究中，叶尔羌高原鳅唯冬季越冬时才

进入深水区，其他季节喜沿边游动。Lombarte 等(2007)

研究表明，随鱼类栖息水域深度变化，耳石大小随之

呈正比变化，故栖息深度浅是造成叶尔羌高原鳅耳石

规格过小的主要原因。 

鱼类年龄鉴定中，可通过耳石半径来推算鱼类生

长，表现出鱼体生长和耳石形态结构间的线性相关性

(张涛等, 2017; 麻秋云等, 2013; 彭露等, 2018)。在统

计分析中，R2 可反映其相关性高低。本研究中的叶尔

羌高原鳅耳石形态与体长、体质量的相关性 R2<0.7。

Battaglia 等(2010)和 Souza 等(2020)开展 16 种地中海

深海鱼类和欧洲鲈鱼(Perca fluviatilis)体长、体质量与

耳石形态关系的研究中 R2>0.8。段咪等(2018)研究表

明，在阿拉斯加狭鳕(Gadus chalcogrammus)的耳石形

态与体长、体质量关系中 R2 仅为 0.5，这与本研究中

叶尔羌高原鳅耳石形态与体长、体质量较低的相关性

相类似。Morrison 等(2019)研究指出，造成这种现象

的原因是鱼类的洄游行为，鱼类洄游区域的变化继而

引起摄食行为的变化，当洄游至优越的水体环境，获

得更丰富营养饵料，机体快速生长，这与生物补偿性

生长理论一致，即鱼类从完全或部分食物剥夺中再恢

复时，其躯体倾向于加速生长(Fey, 2006; Mangel et al, 

2005)。然而洄游区域停留时间较短，水体中矿物质

元素无法在短期内实现快速沉积，机体生长加速不能

完整呈现在耳石生长上，导致了耳石生长异速现象。

陈生熬(2012)研究也指出，为集聚能量，叶尔羌高原

鳅在洄游产卵前出现抢食行为，短期快速的补偿性生

长影响了耳石和鱼体生长的相关性。以上研究都佐证

了生境片段化条件下的短距离洄游行为是影响叶尔羌

高原鳅耳石与鱼体生长相关性的主要原因。 

3.2  耳石在鱼类群体鉴定分类中的应用 

鱼类耳石形态具有高度物种特异性和群系特异

性，不仅体现在不同物种间，同一物种不同生存环境

下种群间及同一物种不同群体间也存在一定差异，这

对鱼种识别及系统分类具有重要意义(王英俊, 2010)。

Cerda 等(2021)评估了颈瘤鳚属(Auchenionchus) 2 种

同域鱼类矢耳石形状，证实了矢耳石形态测量法在海

洋鱼类鉴别中的有效性。Zhuang 等(2015)的研究也表

明，基于耳石形态反映出的亲缘关系与其种内系统发

育关系相吻合，为耳石与系统发育体系构建打下基础。 

基于耳石形态开展鱼类群体划分，通过判别分析

对不同种类的鉴别效果进行评价，结果也有所不同。

宋超等 (2020)研究发现，不同地理群体凤鲚 (Coilia 

mystus)矢耳石形态指标存在显著差异(P<0.05)，判别

准确率依次为温州群体(96.7%)、崇明群体(66.7%)、

吕四群体(60.0%)和舟山群体(58.3%)。Zhuang 等(2015)

基于耳石形态指标法和傅里叶分析法鉴别多群体鲽

科(Pleuronectidae)判别准确率大于 95.00%。杨林林等

(2020)研究发现，蓝点马鲛(Scomberomorus niphonius)

海州湾和吕四渔场群体、象山湾和沙埕湾群体不存在

显著差异(P>0.05)，渤海、黄海和东海群体间存在极

显著差异(P<0.01)，综合判别率为 71.07%。本研究与

上述分析方法一致，可对鉴别效果进行有效评估。不

同群体叶尔羌高原鳅鱼体及耳石形态存在显著差异

(P<0.05)，基于耳石形态测量法和椭圆傅里叶分析进

行群体判别分析，和田河与塔里木河群体判别准确率

分别为 61.4%和 82.2%，叶尔羌河与和田河群体分别

为 79.5%和 87.9%，叶尔羌河与塔里木河群体分别为

77.5%和 86.8%，然而判别准确率不同，这与 3.1 涉及

耳石生长异速现象的影响因素基本相同。 

对比鱼体形态学，孙志成等(2020)通过 2 种方法

判别斑尾刺虾虎鱼(Acanthogobius ommaturus)和黄鳍

刺虾虎鱼(A. flavimanus)，准确率均为 100.0%，证明

了不同判定方法的有效性，但在鱼体生长受限或机体

损伤情况下，耳石形态可成为更有力的鉴别方法。本

研究基于鱼体形态学判别叶尔羌高原鳅的准确率

(>90.0%)略高于椭圆傅里叶分析法(>80.0%)，二者都

可作为判别依据。叶尔羌高原鳅耳石规格过小是导致

对总体样本开展耳石形态差异探究时判别准确率略低

的重要原因，然而耳石形态学较传统鱼体形态学具有

易保存、操作重复性强、受环境影响小等优点，尤其

在肉食性鱼类内容物的食性分析、古脊椎动物探究等方

面有着良好的应用前景(潘晓哲等, 2010)，故将耳石形

态引入叶尔羌高原鳅的群体识别具有重要的研究价值。 

耳石形态的种内差异受多因素影响，如宋超等

(2020)研究发现，不同群体凤鲚间耳石形态差异大小

与其洄游习性和地理阻隔程度密切相关，该短距离洄

游性鱼类产卵主要选择在就近的近岸河口，地理位置

相近群体耳石形态差异较小。结合叶尔羌高原鳅洄游

习性和对塔里木河水系的调查，发现水利工程建设导

致叶尔羌高原鳅原有生境破碎化，严重影响其生殖洄

游行为，形成不同地理群体，这与上述研究结果相吻

合，故耳石形态差异与鱼类行为和栖息环境有关。鉴

于耳石在叶尔羌高原鳅群体分类判别中的有效性，可
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进一步在高原鱼类鉴定分类中应用。 

4  结论 

叶尔羌高原鳅耳石形态与机体的生长相关性较

强，以对数方程为最佳拟合关系，反映个体发育对水

域环境的适应，而洄游行为则是影响其耳石形态与鱼

体形态关系的主要原因。不同物种或同一物种不同地

理群体鱼类耳石形态存在差异，是因为个体发生和环

境因子共同作用，叶尔羌高原鳅耳石的变化与塔里木

河水量减少、盐碱加剧及饵料缺乏等特殊生态环境密

切相关。叶尔羌高原鳅不同地理群体多种方法判别比

较中，基于鱼体形态学的各群体判别准确率均高于

90.0%，基于耳石形态的椭圆傅里叶分析法的判别准

确率均高于 80.0%，证实了耳石形态差异对群体划分

的可行性。本研究为构建高原特有鱼类耳石系统分类

检索体系积累数据，进一步夯实高原鳅属分类学数据

库建设，为渔业资源动态评估和管理提供依据，推动

水产种业可持续发展。 
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Otolith Morphology and Population Discrimination of Triplophysa yarkandensis 
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(1. College of Life Sciences and Technology, Tarim University, Tarim Research Center of Rare Fishes, Alar  843300, China;  

2. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan  430070, China) 

Abstract    To study the classification, identification, and discrimination between different geographical 

populations of Triplophysa yarkandensis and explore the related otolith morphology and fish life history, 

this study statistically analyzed the morphological otolith indices and fish bodies of 734 T. yarkandensis 

from the Yarkand River, Hotan River, and Tarim River using otolith morphology and fish ecology 

methods. The results showed that otoliths were small in T. yarkandensis, approximately elliptic, thicker in 

the middle, gradually thinning to the outer edge, and with a prominent protrusion in the center of the 

external surface. Otolith length was obviously larger than otolith width while the excisural notch was not 

obvious, wherein the rostrum was developed, the ventral otolith edge was smooth with a shallow arc, and 

the otolith dorsal had a crest-like ridge. No significant difference between left and right lapillus 

morphology was observed (P>0.05). The otolith morphological indices followed a logarithmic function 

with the body length and weight (R2=0.48~0.62). It reflects the ontogenetic adaptation to the environment, 

and migration behavior mainly affects the relationship between otolith morphology and fish body 

morphology. The SHAPE software was used to extract the outer otolith contour of T. yarkandensis, 

revealing morphological differences between T. yarkandensis populations. The parameter with the largest 

discriminant coefficient, i.e., the one in which the morphological difference has the greatest significant 

effect, was screened. Therewith, the discriminant formula was set up to calculate the discriminant 

accuracy. Discriminant analysis between groups using fish morphology, otolith morphometry and 

elliptical Fourier analysis, respectively. The discriminant accuracy of the Hotan River and Tarim River 

populations was 96.0%, 61.4%, and 82.2%; the Yarkand River and Hotan River was 93.0%, 79.5%, and 

87.9%; the Yarkand River and Tarim River populations was 96.5%, 77.5%, and 86.8%. Environmental 

factors such as water temperature, spatial niche adaptation, and habitat depth were the main causes of the 

otolith morphological changes, also affecting the behavior characteristics of typical T. yarkandensis life 

history, especially fish migration. In this study, the T. yarkandensis was found to live in high altitude, low 

habitat temperature, and high salinity and alkaline waters, so the fish body growth and the elements 

deposition rate onto otoliths were low. T. yarkandensis belongs to the sub-cold water and benthic fish 

group, which only enters deep water during overwintering in winter. In other seasons, it swims along the 

edge and rests in shallow depth waters, so the otolith grows slowly and has a small size. The relationship 

between otolith and body growth reflected the T. yarkandensis ontogenetic adaptability to its habitat. As 

the T. yarkandensis residence time is short in the migration area, mineral elements in the water body 

cannot be rapidly deposited in a short period of time, and the accelerated body growth is not completely 

reflected in the otolith growth. Therefore, the short-distance migration behavior under habitat 

fragmentation mainly affects the correlation between otolith and fish growth in T. yarkandensis. The fish 

otolith morphology is highly species-specific and population-specific. T. yarkandensis otolith morphology 
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was significantly different among the geographically different populations (P<0.05). In this study, the 

accuracy rate (>90.0%) was slightly higher than that of elliptic Fourier analysis (>80.0%), both of which 

could be used as the discrimination basis parameter. However, the traditional fish otolith morphology is 

easy to record, as repetitive operations are robust and less affected by the environment, especially in the 

contents of a carnivorous fish feeding analysis; therefore, vertebrate paleontology explore has a useful 

application prospect in these aspects. Moreover, it could serve as an effective tool to identify fish 

intraspecific differences in the case of growth restriction or bodily injury. Therefore, it is of great research 

value to introduce the otolith morphology into the population identification of T. yarkandensis. This study 

explored the T. yarkandensis morphological characteristics and compared otolith morphologies to 

effectively identify the geographically different population, co-relating otolith shape with T. yarkandensis 

growth (i.e., body length and quality) and resource management, providing theoretical support to further 

researches about the composition and migratory population growth. The T. yarkandensis intraspecies 

differences in different rivers were also compared concerning fish body morphology, otolith 

measurements, and elliptic Fourier analysis, providing strong evidence for traditional morphological 

classification. The effective utilization and cost control of incomplete fish samples was greatly favored by 

this study. Otolith morphology was applied for the first time in the classification and population 

identification of T. yarkandensis, which laid a foundation for the development and research of its 

microchemical features and life history strategy, presenting a reference for further identification and 

evolutionary classification of Triplophysa, strengthening the taxonomic foundation of aquatilia, and 

providing scientific basis for protecting the plateau fishery germplasm resources. 

Key words    Triplophysa yarkandensis; Otolith; Morphological difference; Discriminant analysis 
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海带孢子囊发育过程中的形态结构 

与生理生化变化研究* 
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摘要    本研究以海带(Saccharina japonica)杂交品系“玉带 1 号”为研究对象，根据孢子囊形成过

程中的外观形态，将孢子囊形成与发育过程分为 5 个阶段，系统观察了孢子囊形成过程中的外观形

态和组织结构变化，研究了孢子囊发育不同阶段生理生化特征的变化规律。结果显示，在孢子囊发

育过程中，孢子体表面依次出现光滑、磨砂、突起、破皮和光滑等表观现象，伴随着表皮细胞的突

起、隔丝的伸长、孢子母细胞的分化与发育，以及游孢子的形成和释放等组织变化过程；另外，在

孢子囊发育过程中，海带孢子体对氮的积累持续增加，蛋白含量呈先显著增加到释放游孢子阶段又

有所降低的趋势；过氧化氢(H2O2)和超氧阴离子含量的变化趋势相似，在孢子囊形成初期，其含量

呈先上升到后期又有所下降；不同抗氧化酶在孢子囊形成过程中的活性变化存在差异，其中，超氧

化物歧化酶(MDA)活性总体呈下降趋势，而抗坏血酸过氧化物酶(APX)、过氧化物酶(POD)、过氧

化氢酶(CAT)活性均呈先上升后下降的趋势，丙二醛(MDA)含量无显著变化；在孢子囊发育过程中，

1,5-二磷酸核酮糖羧化酶活性呈先降低后升高的趋势，苹果酸脱氢酶(MDH)活性无显著变化。本研

究有助于加深对海带杂交品种孢子囊形成过程及生理生化特征的理解，可为海带杂交品种孢子囊的

人工诱导提供理论依据。 

关键词    海带；孢子囊；发育过程；形态结构；生理生化 

中图分类号 S968.42+1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0212-11 

海带(Saccharina japonica)的生活史属于异型世

代交替类型，包含大型的孢子体世代和微观的配子体

世代。成熟期的海带孢子体在表面形成具有生殖能力

的孢子囊结构，孢子囊作为海带孢子体重要的生殖器

官，对于完成海带生活史、保证群体延续等具有重要

作用。海带杂交新品种具有优良的经济性状，在养殖

生产中的应用潜力巨大，但一些杂交新品种尤其是远

缘杂交品种形成孢子囊的特点十分接近其野生亲本，

而不同于常规养殖品种的亲本，即相较于常规的海带

品种晚熟，其形成孢子囊的时间大大延迟，错过了海

abc
图章
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带育苗生产中的种海带采孢子时间(苏丽等, 2017)，

限制了具有优良生产性状的海带杂交品种的应用与

推广。因此，了解海带孢子囊发育过程中的外观形态、

组织结构和生理生化变化过程，对研究海带杂交品

种晚熟的调控机制具有重要指导意义。 

苏丽等(2018)研究表明，提前采苗时间不能促进

海带杂交品种提前产生孢子，但晚熟海带的孢子囊可

通过改变孢子体的养殖条件获得。关于环境影响海带

孢子囊发育的研究有较多报道，其中，温度(Su et al, 

2020)、营养盐浓度(Kumura et al, 2010; Mizuta et al, 

1998)等多种环境因素均影响海带孢子囊的形成。除

培养条件的影响因素外，海带孢子体组织部位(Lüning 

et al, 1988; Shao et al, 2004)、脱落酸含量(Nimura et al, 

2002; Schaffelke et al, 1995)和孢子体的碳氮比值

(C:N)(Harries et al, 1932)也是孢子囊发育的内在影响

因素。另外，形成孢子囊的孢子体长时间在培养温度

为 23 ℃时受到胁迫，影响游孢子的释放和发育(李霞

等, 2016)。在大型褐藻孢子囊发育过程中，伴随着光

合 作用减弱、呼吸作用增强 (Aruga et al, 1990; 
Matsuyama et al, 1983; Nimura et al, 2001; Sakanishi 
et al, 1991)、褐藻多酚积累(Alstyne et al, 1999)以及

RNA/DNA 比率增加(Nimura et al, 2001)等生物学过

程。Mizuta 等(2010)研究表明，活性氧(ROS)清除机

制和碘外排的抗氧化机制在海带孢子囊发育过程中

也发挥着重要作用。在以往对海带孢子囊的研究中，

多以野生海带为研究对象，对人工培育的海带杂交品

种孢子囊形成的研究较少。Su 等(2020)研究了光周期

和温度等对海带杂交品种孢子囊的诱导作用，尚未有

关于人工培育的海带杂交品种孢子囊形成过程与生

理生化特征的研究。 

本研究通过室内培养海带孢子体的组织块样品，

系统观察海带孢子囊形成与发育过程中的外观形态

和组织结构变化，探明海带孢子囊发育过程中生化组

分的变化过程与特征，相关结果有利于加深对海带杂

交品种孢子囊形成的过程及生理生化特征的理解，可

为进一步解决海带杂交品种孢子囊晚熟问题、探索

孢子囊形成诱导新方法提供理论依据和数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究的海带是以中国养殖海带品种海带“黄官

1 号”和日本野生海带为父母本的杂交后代，具有孢

子囊晚熟的典型特征。2021 年 6 月在海带养殖筏架

上选取 3 株长势相近、长度为 3.0~3.5 m 的厚成期海带

孢子体，于保温箱中 12 h 内带回实验室，使用灭菌海

水清洗干净后，在孢子体叶片距离基部 40~60 cm 处

的中带部靠近边缘部分，使用打孔器获得直径为 2 cm

的海带孢子体圆片状的组织块。圆片状的海带组织块

于冷光源低温光照培养箱(DGXM-508B)中使用 2 L

充气烧瓶(自制)作为培养容器进行培养。充气装置为

V-30 型超静强力气泵。 

1.2  实验设计 

1.2.1  培养条件    设置海带孢子体形成孢子囊的

环境条件：白光，光周期 8 (L)∶16 (D)，光照强度

为 0~100 μmol photons/(m2·s)，温度为 17 ℃，煮沸

冷却的自然海水中添加外源 N 浓度为 5.0 mg/L，外源

P 浓度 0.5 mg/L 作为培养液。每天观察海带孢子体

变化。 

1.2.2  生化指标测定样品的取样    基于前期研究

对孢子囊发育过程的观察，在 1.2.1 条件下分别选取

营养生长期(SA)样品：培养 2 d，孢子体未形成孢子

囊；孢子囊发育初期(SB)样品：培养约 10 d，显微镜

下观察发现，海带表面形成轻度磨砂状突起(肉眼观

察情况下不明显)；孢子囊发育中期(SC)样品: 培养约

19 d，海带表面形成明显突起，且在水中观察到由褐

色向黄色转变；孢子囊成熟期(SD)样品：培养约 24 d，

海带孢子囊表皮形成泡状胶质突起并逐渐脱落；游动

孢子释放期(SE)：培养约 30 d，阴干后孢子囊释放游

动孢子。每个阶段的样品均设置 3 个生物学重复，取

样的时间为涵盖海带孢子囊发育前、中、后的整个

过程。 

1.3  组织结构观测与生化指标测定 

对 SA、SB、SC、SD 和 SE 样品制作组织切片，

使用苏木精－伊红 (HE 染色 )对组织染色，使用

OLYMPUS SZ61 解剖镜(日本)、Nikon ECLIPSE E800

显微镜 (日本 )对染色组织切片观察，并通过 NIS- 

EIements D 3.1 软件拍照记录，使用 Image-Pro Plus 

5.1 软件对孢子体最外层细胞(后期发育为隔丝细胞)

和孢子母细胞(发育形成孢子囊)长度进行测量。 

将无孢子囊结构的孢子体(SA)和表面带有孢子

囊的孢子体样品(SB~SE)使用液氮冷冻 15~20 min，

随后–80 ℃保存。总氮(TN)使用凯氏定氮法测定，可

溶性蛋白(BCA 法)、叶绿素、1,5-二磷酸核酮糖(RUBP)

羧化酶 (RUBP carboxylase, RubisCO)、超氧阴离子

(superoxide anion)使用比色法测定，相关试剂盒均购

于苏州科铭生物技术有限公司。超氧化物歧化酶

(SOD) (WST-1 法)、过氧化氢酶(CAT)(钼酸铵法)、丙
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二醛(MDA)(硫代巴比妥酸法，TBA 法)，抗坏血酸过

氧化物酶(APX)、过氧化物酶(POD)、过氧化氢(H2O2)、

植物苹果酸脱氢酶(MDH)等使用比色法，各指标测定

使用的试剂盒购于南京建成生物公司。每个测量实验

均设置 3 个平行，测定 TN 含量时，每个平行称取 0.3 g

样品，其余指标称取 0.1 g 样品，并按照组织质量(g)∶

提取液体积(mL)为 1∶10 的比例获取提取液，测定叶

绿素时，组织质量(g)∶提取液体积(mL)为 1∶100，

严格按照对应试剂盒操作步骤进行各个指标的测定。 

1.4  数据处理 

使用 IBM SPSS Statistics 19.0 软件对孢子囊发育

过程中细胞长度变化和各项生理生化指标进行单因

素方差分析(onw-way ANOVA)和 Duncan 多重比较，

P<0.05 表示差异显著，并使用 GraphPad Prism 8.3.0

软件作图。 

2  结果 

2.1  孢子囊不同发育阶段的外观形态和组织结构变化 

在孢子囊发育过程中，不同阶段的表观形态发生

了明显变化(图 1)。海带孢子体在形成孢子囊前表面

光滑(SA)；随着孢子囊逐渐形成，表皮细胞开始向外

突出，海带表面开始形成磨砂状凸起(SB)，随后表皮

细胞继续延伸，在表面形成增厚突起，海带表面在水 

体中观察由褐色变黄色(SC)；随着培养时间的延长，

胶质组成的保护膜形成凸起并开始脱落，此时，阴干

后不释放游动孢子(SD)；随着保护层的脱落，海带孢

子囊表面变得光滑，阴干处理后大量释放游动孢子

(SE)。 

海带孢子囊的组织结构变化见图 2。从图 2 可以

看出，由表皮细胞分化形成的上层细胞延伸形成隔丝

细胞(p)，组织结构切片显示，隔丝细胞在孢子囊发育

整个时期不断伸长，其顶端形成透明胶质薄膜(d)；隔

丝之间形成隔丝腔(pc)，在隔丝腔中，基部细部分化

形成孢子母细胞，随后孢子母细胞经历减数和有丝分

裂，孢子母细胞不断伸长；在孢子母细胞发育过程中

发现，SD 阶段形成孢子囊帽状结构(cl)，此时，未形

成游动孢子；当在单个孢子母细胞形成 32 个细胞核

时，每个细胞核与一个色素体及其周边的原生质结合

形成一个游动孢子，孢子囊帽状结构(cl)结构不显著，

隔丝腔空间被孢子母细胞填充而减少。此时，能释放

游动孢子，但基细胞仍在分化形成孢子母细胞，说明

孢子母细胞发育的不同步，这可能是孢子囊能连续和

多次释放游动孢子的原因。 

2.2  孢子囊发育不同阶段的表皮细胞长度变化 

对孢子囊发育不同阶段的最外层细胞(后期分化 
 

 
 

图 1  海带孢子囊发育过程中的外观形态特征变化 
Fig.1  Changes in morphological characteristics during the sorus formation process of S. japonica 

SA：营养生长期；SB：孢子囊发育初期；SC:孢子囊发育中期；SD：孢子囊成熟期；SE：游动孢子释放期；下同。 
SA: Vegetative stage; SB: Early development stage of sorus; SC: Middle development of sorus;  

SD: Sorus maturity stage; SE: Release stage of zoospores. The same as below. 
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图 2  海带孢子囊发育过程中的组织结构变化 

Fig.2  Changes of tissue structure during the sorus formation of S. japonica 

bc：基细胞；cl：孢子囊帽状结构；d：隔丝细胞顶端的胶质层；p：隔丝；s：孢子母细胞或孢子囊。 
bc: Basal cell; cl: Cap-like structures of sours; d: Cuticle at the apex of the paraphysis cells;  

p: Paraphyses; s: Sporoblast or sporangium. 

 
为隔丝细胞)和孢子母细胞(后期发育成孢子囊细胞)

长度变化统计结果见图 3。从图 3 可以看出，在孢子

囊发育整个时期，分化成隔丝的细胞长度在各阶段均

显著增加(P<0.05)，在 SC 阶段分化形成的孢子母细 
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图 3  海带孢子囊发育阶段细胞长度的变化 
Fig.3  Changes of cell length during sorus  

development of S. japonica 

柱状图上的字母下标为相同数字的作为同一组进行 

多重比较，同一组的不同字母表示在 P<0.05 水平 

具有显著性差异。 
The same subscript number at the letters represent the same 
group. The measured value in the same group are compared. 
The different letters in the same group represent significant 

differences (P<0.05). 
 
 

胞不断延伸，在各阶段显著增加(P<0.05)，尤其在游动

孢子形成阶段，孢子囊细胞长度约为 SD 阶段的 2 倍。 

2.3  孢子囊发育不同阶段的可溶性蛋白与氮含量变化 

从图 4a 可以看出，在孢子囊发育过程中，可溶

性蛋白含量呈先升高后降低的变化趋势。其中，从

SA~SC 阶段蛋白含量逐渐增加，SB＞SA，但相比差

异不显著(P<0.05)，SC 阶段蛋白含量显著高于其他阶

段(P<0.05)。SC~SE 阶段蛋白含量逐渐降低，且 SE

阶段蛋白含量最低，与 SC 阶段相比差异显著

(P<0.05)。从图 4b 可以看出，在孢子囊发育过程中，

氮含量总体呈上升趋势，SA 与 SB 阶段、SB 与 SC

阶段海带组织氮含量相比无显著差异(P>0.05)，SC

阶段相对于 SA 阶段氮含量显著升高(P<0.05)，随着

孢子囊的持续形成，SD 和 SE 阶段氮含量显著高于

SC 阶段(P<0.05)，SD 发育至 SE 阶段过程中的氮含

量相比无显著变化(P>0.05)。 

 
 

图 4  海带孢子囊发育不同阶段蛋白和氮含量变化 
Fig.4  Changes of souluble protein and nitrogen content during different development stages of S. japonica sorus 

不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同。 
Different letters indicate significant difference (P<0.05), the same as below. 

 

2.4  孢子囊发育不同阶段的叶绿素含量变化 

从图 5 可以看出，在孢子囊发育过程中，SA 与

SB 阶段的叶绿素 a 含量无显著变化(P>0.05)，发育到

SC 阶段时，叶绿素 a 含量相比于 SB 阶段显著增加

(P<0.05)。同时，叶绿素 a 含量在孢子囊发育的 SC~SE

阶段相比无显著变化(P>0.05)。 

2.5  孢子囊发育不同阶段的活性氧(ROS)含量变化 

从图 6a 可以看出，海带孢子囊发育前期的 SA

阶段到形成初期的 SB 阶段，超氧阴离子含量有所下

降(P>0.05)，SB 阶段发育至 SC 阶段超氧阴离子含量

显著升高(P<0.05)，并在 SD和 SE阶段保持较高水平， 

 
 

图 5  海带孢子囊发育阶段叶绿素 a 含量变化 
Fig.5  Changes of Chlorophyll-a content during different 

development stages of S. japonica sorus 



第 4 期 刘  义等: 海带孢子囊发育过程中的形态结构与生理生化变化研究 217 

 

且显著高于 SB 阶段(P<0.05)。从图 6b 可以看出，H2O2

含量变化呈明显的先升高后下降趋势。孢子囊未形成

前的 SA 阶段 H2O2 含量最低，随着孢子囊的发育，

SB 阶段 H2O2 含量显著升高(P<0.05)，在发育到 SD

阶段时达到峰值，随后在 SE 阶段显著降低(P<0.05)，

但仍显著高于 SA 阶段(P<0.05)。 

2.6  MDA 含量变化 

从图 7 可以看出，MDA 含量在海带表皮形成磨

砂状突起阶段(SB)相对于 SA 阶段有所增加，在 SB

到 SC 阶段 MDA 含量下降，从 SC~SE 阶段 MDA 含

量持续增加，但整个过程相比无显著变化(P>0.05)。

鉴于海带孢子囊发育过程中活性氧水平升高，但未出

现膜脂氧化而导致 MDA 含量升高，这说明活性氧受

到抗氧化系统的合理调控。 

2.7  孢子囊发育不同阶段抗氧化酶类变化 

孢子囊发育不同阶段抗氧化酶类变化见图 8。从

图 8a 可以看出，SOD 活力随着孢子囊的发育而降低，

在 SA 和 SB 阶段 SOD 活力下降，但相比无显著差异

(P>0.05)，当发育到 SC 阶段时，SOD 活力与 SA 阶

段相比显著降低(P<0.05)，并始终低于未形成孢子囊

时的酶活力。CAT 与 POD 活力在孢子囊发育前期有所

增加，在形成隔丝细胞与孢子母细胞阶段(SC)明显降

低，透明胶状保护膜脱落和孢子母细胞发育阶段(SD)

升高，在释放游动孢子阶段(SE)时降低(图 8b 和图 8c)。

APX 活力与 POD 活力变化趋势相似(图 8d)，但在孢

子囊发育的SD和SE阶段的酶活性显著下降(P<0.05)。 
 

 
 

图 6  海带孢子囊发育阶段超氧阴离子和 H2O2 含量变化 
Fig.6  Changes of superoxide anion and H2O2 content during different development stages of S. japonica sorus 

 

 
 

图 7  海带孢子囊发育阶段 MDA 含量变化 
Fig.7  Changes of malondialdehyde (MDA) content during 

different development stages of S. japonica sorus 

 

2.8  孢子囊发育不同阶段的 RubisCO、MDH 变化 

从图 9 可以看出，RubisCO 活力在孢子囊发育过

程中表现为先降低后升高的趋势。海带表面由光滑

(SA) 到表面形成磨砂状突起 (SB) 阶段显著降低

(P<0.05)，SC 阶段相比于 SB 阶段有所降低，但相比

无显著差异(P>0.05)。随着孢子囊发育到 SD 阶段，

RubisCO 酶活力显著增加(P<0.05)且达到整个发育过

程的最大值。MDH 活力在孢子囊发育整个过程中变

化不显著(P>0.05)。 

3  讨论 

海带孢子囊的发育伴随着隔丝细胞与孢子母细

胞的形成(Abe et al, 1939)。本研究发现，孢子囊开始

发育时，隔丝细胞开始伸长，此时，表观结构发生变

化，表现为孢子体表面变成磨砂状表面，直到能够释

放游动孢子，隔丝细胞长度持续增加。当基细胞形成

孢子母细胞时，孢子母细胞在隔丝腔中不断延伸，且

在不同发育阶段表现出显著变化，尤其在游动孢子形

成及释放阶段，孢子母细胞长度比未释放游动孢子

(表层保护膜凸起并脱落阶段)时延长近 1 倍。 

可溶性蛋白主要是植物体中生理代谢相关酶类

等物质，可溶性蛋白含量的多少可以反映植物体内代谢

水平的高低。蛋白含量在孢子囊发育过程中，SA~SC 
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图 8  海带孢子囊发育阶段抗氧化酶类的酶活力 
Fig.8  Enzyme activity of antioxidant enzymes during different stages of S. japonica sorus development 

 

 
 

图 9  海带孢子囊发育阶段 RubisCO 和 MDH 活性 
Fig.9  The activities variation of RubisCO and MDH during 

different stages of S.a japonica sorus development 
 

阶段逐渐升高，SC~SE 阶段逐步下降。孢子囊发育过

程中的表皮形成突起、细胞伸长形成单细胞隔丝及孢

子母细胞形成等生命活动都需要较高的代谢水平来

支撑，而在孢子囊发育过程后期，主要包括游孢子的

形成和释放等生命过程，可溶性蛋白含量降低。在高

等植物中，Kong 等(2016)研究指出，营养期积累的氮

会在繁殖和衰老期通过高分子物质降解，如蛋白含量

降低，从而实现物质转移。本研究发现，在释放游孢

子阶段，蛋白含量降低到未形成孢子囊(SA)阶段时的

含量以下，这可能与孢子囊发育过程中对氮的需求较

大，从而出现对氮的再分配，使蛋白含量有所降低

有关。 

海带中叶绿素含量的高低反映出光合作用的强

弱，并影响植物体内能量和物质的转化(黄健等, 2002; 

文滨滨等, 2019)，同时，影响着光合作用的捕获、传

递和转化(胡单等, 2011; 杨昕宇等, 2019; 周竹青等, 

2001)。Aruga 等(1990)研究表明，孢子囊部分和非孢

子囊部分叶绿素 a 含量相比无明显差异。本研究发

现，叶绿素 a 含量在孢子囊发育前期有所降低，但在

发育后期显著升高。叶绿素 a 在隔丝细胞形成后均显

著高于未形成孢子囊时的初始值(P<0.05)，说明孢子

囊在发育过程中，尤其在隔丝细胞、孢子母细胞、游

孢子的形成和释放阶段伴随着叶绿素的大量积累。但

也有研究认为，在孢子囊发育过程中，光合作用降低，

呼吸作用增强(Aruga et al, 1990; Matsuyama et al, 1983; 

Nimura et al, 2001; Sakanishi et al, 1991)，孢子囊部分

的光补偿点升高。活化的 RubisCO 在一定程度上能

表征光合作用的强弱。本研究发现，RubisCO 活性在

孢子囊发育前期降低，但发育到 SD 和 SE 阶段时，

酶活性升高。由于净光合速率的强弱不仅与叶绿素含

量有关，对于光需求量较少的阴生植物来说，光照强

度较高时，光合作用的强弱主要受到光合电子传递关

键组分和碳同化关键酶等限制因素的影响(许大全等, 

2002)。因此，在孢子囊发育过程中，叶绿素含量虽

然显著升高，但可能由其他限速条件引起光合作用在

孢子囊发育前期(SB 和 SC 阶段)下降。MDH 参与线
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粒体能量代谢(汪新颖等, 2009)，本研究发现，MDH

活力在孢子囊发育过程中变化不大，仅在 SE 阶段活

性有所升高，可能与释放游孢子等生命活动需要能量

支撑有关。 

孢子囊发育受到氮和磷含量的影响，较低的氮含量

能延迟孢子囊的形成并减少孢子囊的面积，孢子囊发育

时间、位置与孢子体的生长程度和氮含量有关(Mizuta 

et al, 1998)，孢子体中足够的营养物质积累能促进孢子

囊发育(Kumura et al, 2010)。本研究发现，在孢子囊发育

过程中，氮积累持续增加，尤其在 SC 与 SA 阶段氮含量

显著增多，SD 和 SE 阶段持续保持较高水平。研究显示，

长海带(L. longissimi)孢子囊中的蛋白质、脂质和糖类含量

高于其他部分，当叶片组织中的 C/N 值较低时，会形

成孢子囊(Harries et al, 1932; Hosoda et al, 1970)。另

外，Sasaki 等(1969)研究发现，当单位面积鲜重比超

过 58 mg/cm2 时，L. angustata var. longissima 开始形

成孢子囊，说明孢子囊的形成需要营养物质积累为前提。 

ROS 包括单线态氧(1O2)、超氧阴离子(O–
2)、H2O2

和羟基自由基(HO•)，对植物细胞既有毒害作用，也

在植物生长、防御、激素信号传导方面发挥着重要作

用(Mittler et al, 2004)。Mizuta 等(2010)研究发现，相

比于未形成孢子囊的部分，孢子囊部分细胞内 ROS

产量升高并伴随着 ROS 的释放，抗氧化物和 ROS 清

除酶活性显著升高。另外，ROS 能促进细胞壁松动诱

导细胞生长 (Fry et al, 1998; Liszkay et al, 2004; 

Potikha et al, 1999)，并在孢子囊发育时促进细胞的伸

长。本研究发现，在整个发育过程中，SOD 活性逐

渐降低，而 H2O2 含量持续增加，这表明海带孢子囊

发育可能需要 H2O2 的参与。在高温胁迫下，海带孢

子体中 MDA 含量显著增加(凌晶宇等, 2016)，但在温

度为 17 ℃培养孢子囊的过程中，MDA 含量在孢子

囊发育过程虽然呈动态变化，与未形成孢子囊时期相

比无显著差异，说明在此过程中 H2O2 的变化并未对

海带孢子体生长发育形成胁迫。另外，ROS 不仅与胁

迫耐受性有关(Choo et al, 2004; Collén et al, 2010a、b、

c)，ROS 作为生物和非生物胁迫的信号物质发挥作用 

(Breusegem et al, 2006)。因此，在孢子囊发育过程中，

各种抗氧化酶类的活性在孢子囊发育不同阶段的动

态变化，精准调控 ROS 保持在合理的水平，既不会

对细胞造成伤害，又能保障 ROS 作为信号分子参与

孢子囊发育的分子调控过程。 

4  结论 

海带孢子囊形成时伴随着孢子体表皮细胞的分

化，隔丝细胞和孢子母细胞的变化引起海带孢子体表

面特征的变化。在孢子囊发育过程中，伴随着 N、蛋白

含量、叶绿素含量的增加，在抗氧化酶类的动态调节下

H2O2 含量持续增加，说明在孢子囊发育过程中，较高

含量的 ROS可能在孢子囊发育过程中发挥重要作用。 
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The Morphological Structure, Physiological and Biochemical Changes  
During Sorus Development of Saccharina japonica 

LIU Yi1, LIANG Zhourui1, ZHANG Pengyan1, YUAN Yanmin1,  
WU Yukun1, DUAN Maohong1, LIU Fuli2①

, DAI Hongliang3 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable Development 

 of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071, China; 2. Key Laboratory of Marine Genetics 
and Breeding, Ministry of Education, College of Marine Life Science, Ocean University of China, Qingdao  266003, China;  

3. Yantai Fenghong Marine Seeds Co., LTD, Yantai  265617, China) 

Abstract    The reproductive characteristics of some hybrids from crosses of cultivated strains with 

wild populations are more similar to their wild parents. These hybrids form sorus twice a year in spring 

and autumn, unlike the conventional cultivars, which formed sorus once a year in summer. The 

S. japonica seedling industry begins in August in the north of China. However, hybrids form sorus in 

September or later. Therefore, these hybrids cannot be used as parental stock in the cultivation of summer 

seedlings in the north of China, hindering the promotion and application of these hybrids with excellent 

traits. Unfortunately, very few studies have focused on the induction and mechanism of sorus formation in 

kelp. It was of great significance to explore artificial induction technology for sorus formation of kelp 

hybrids and ensure the timely formation of sorus when the summer seedling cultivation based on an 

understanding of the biological process of sorus development. At present, research on the biological 

processes and characteristics of hybrid kelp sorus were limited. This study investigated the hybrid variety 

"Yudai No. 1". Discs from the kelp sporophytes were cultured in inflatable bottles. The sorus development 

process was divided into five stages (SA~SE) based on the appearance and morphological changes of the 

sorus. Samples for each stage were collected separately. The appearance, morphology, and tissue structure 

changes during the formation and development of sorus were systematically observed. Changes in the 

physiological and biochemical characteristics at different stages were also quantitatively studied. During 

sorus development, the surface of the sporophyte was smooth at stage SA, frosted in stage SB, noticeably 

protruded at stage SC, the cuticle at the apex of the paraphysis cells broken at stage SD, and the cuticle 

was smooth again in stage SE. The process was accompanied by the protrusion of epidermal cells (SB), 

the elongation of paraphysis cell (SC), the differentiation and development of sporoblast (SC, SD), and 
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the formation and release of zoospores (SE). The cells (paraphysis cell and sporoblast) varied significantly 

and were constantly elongating at all stages (P<0.05). The cells were especially elongated during the 

stage of zoospore formation and release (SE), zoospore cells were nearly 1-fold longer than the zoospores 

that were not released at stage SD. During the development of S. japonica sorus, the accumulation of 

nitrogen by sorus continued to increase, and there was little change after reaching the maximum level at 

stage SD. The formation of sorus was accompanied by the accumulation of nutrients. The protein content 

increased significantly in the early stages of sorus development and decreased at the stage of zoospore 

release. The protein content was significantly higher in the SC stage than that at stage SA (P<0.05). 

Subsequently, the decline began after the SC stage, indicating the development of the sorus was the main 

biological activity, and the metabolic level was gradually reduced. Unlike that in previous studies, we 

identified a significant increase in the chlorophyll content during sorus development, which probably 

ensured all zoospores include chloroplasts. Meanwhile, hydrogen peroxide (H2O2) and superoxide anions 

showed similar trends of initially increasing at the beginning of sorus formation and decreasing in the 

later stages. Changes in the H2O2 content were highly significant in sorus formation. There were 

differences in the activity of different antioxidant enzymes in the process of sorus formation, among 

which superoxide dismutase (SOD) activity had a general downward trend, while ascorbate peroxidase 

(APX), peroxidase (POD), and catalase (CAT) showed a trend of rising in the early stages and then 

declining in the later stages. Moreover, POD, APX, and CAT activity had the significantly lowest levels at 

stage SC, SD, and SE, whereas the maximum levels of POD and APX were at stage SB, and maximum 

CAT levels were at stage SD. However, the malondialdehyde (MDA) content did not vary significantly 

during the whole development process. SOD activity gradually decreased throughout development, and 

the H2O2 content continued to increase, suggesting kelp sorus development may require hydrogen 

peroxide involvement. The activities of various antioxidant enzymes changed dynamically at different 

stages of sporangia development, and accurately regulated the oxygen species (ROS). The ROS increase 

in the process of sorus development did not harm any cells and ROS participated as a signaling molecule 

in the molecular regulation process of sorus development. In sorus development, the activity of RuBP 

carboxylase (RubisCO) initially decreased at stage SB and SC and then increased. There was no 

significant variation in the plant malate dehydrogenase activity. This study deepened the understanding of 

the hybrid kelp sorus formation process, physiological, and biochemical characteristics, and provided a 

theoretical basis for the artificial induction of hybrid kelp sorus formation in the future. 

Key words    Saccharina japonica; Sorus; Development process; Morphological structure; Physiology 

and biochemistry 
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杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种 

PCR 检测方法的建立* 

刘静静 1,2  李贵阳 1  晋怀远 1,3  高  晔 1  王会林 1,3  李  杰 1,3① 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程 

功能实验室  农业农村部海水养殖病害防治重点实验室  山东  青岛  266071；2. 上海海洋大学   

水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306；3. 天津农学院水产学院  天津  300384) 

摘要    杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)是一种重要的鱼类致病菌，可以感染多种海淡水鱼类。

杀鲑气单胞菌包括 5 个亚种，目前常用的生理生化特征和 16S rDNA 序列分析方法很难实现亚种的快

速精确区分。为实现杀鲑气单胞菌亚种的快速鉴定和检测，针对我国常见的杀鲑气单胞菌杀鲑亚种

(A. salmonicida subsp. salmonicida)和杀日本鲑亚种(A. salmonicida subsp. masoucida)，本研究开发了其

特异性的 PCR 检测方法。根据 Gene Bank 已公布的杀鲑气单胞菌基因组信息，选择杀鲑亚种 phoB

基因和杀日本鲑亚种 LOC111476736 基因作为目标基因，根据其序列设计特异性引物，进一步对 PCR

反应的退火温度、引物浓度、dNTPs 浓度、Mg2+浓度和酶浓度 5 个方面进行了优化，并测试了该方

法的特异性、敏感性和应用效果。结果显示，2 对引物分别可以扩增出杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 522 bp

的 phoB 特异性基因片段和杀日本鲑亚种 515 bp 的 LOC111476736 特异性基因片段。杀鲑亚种特异性

引物最适退火温度为 64 ℃，10 µmol/L 引物、2 mmol/L dNTPs、25 mmol/L MgSO4 和 1 U/µL KOD 酶

的最适添加量分别为 1.5、2、1.5 和 0.5 µL。杀日本鲑亚种特异性引物最适退火温度为 64 ℃，10 µmol/L

引物、2 mmol/L dNTPs、25 mmol/L MgSO4和 1 U/µL KOD 酶的最适添加量分别为 0.75、1、1.5 和 0.5 µL。

以鳗弧菌 (Vibrio anguillarum)、美人鱼发光杆菌 (Photobacterium damselae)、杀鱼爱德华氏菌

(Edwardsiella piscicida)、杀鲑气单胞菌其他亚种等 14 种其他水产病原菌或常见环境菌为模板进行

PCR 检测，均无特异性条带。该方法对杀鲑气单胞菌杀鲑亚种的检测灵敏度为 12.8 CFU/反应(菌体)或

17.6 fg/反应(DNA)，对杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种的检测灵敏度为 23.8 CFU/反应(菌体)或 27.2 fg/反应

(DNA)。利用杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种分别对大菱鲆(Scophthalmus maximus)进行人工感

染实验，感染后取病鱼组织进行 PCR 检测，结果显示，本方法可以从感染后的大菱鲆中分别检测到

相应病原。综上所述，本研究建立了杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种的特异性 PCR 检测方法，

该检测方法为杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种的流行病调查和快速诊断提供了支撑。 

关键词    杀鲑气单胞菌杀鲑亚种；杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种；PCR；检测 

中图分类号 S942.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0223-11 
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杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)属气单胞

菌科(Aeromonadaceae)、气单胞菌属(Aeromonas)，为

兼性好氧或需氧革兰氏阴性菌(Najimi et al, 2008)，主

要分为 5 个亚种：杀鲑亚种(A. salmonicida subsp. 

salmonicida)、史氏亚种(A. salmonicida subsp. smithia)、

无色亚种(A. salmonicida subsp. achromogenes)、杀日

本鲑亚种(A. salmonicida subsp. masoucida)和溶果胶亚

种(A. salmonicida subsp. pectinolytica) (Pavan et al, 

2000)。杀鲑气单胞菌在国内已报道可以感染多种养

殖鱼类并引起疖疮病 (张晓君等 , 2006; 李绍戊等 , 

2015; 周冬仁等, 2015; 王晓冉等, 2017)。传统的杀鲑

气单胞菌鉴定方法主要根据生理生化特征、菌株形态

和培养特性等特征，这些方法繁琐耗时且易与其他病

原菌发生交叉反应(Lee et al, 2002; Keeling et al, 

2013)。16S rRNA 基因扩增已用于杀鲑气单胞菌的鉴定

(del Cerro et al, 2002; Hiney et al, 1998; Miyata et al, 
1996)，其他常规 PCR (Byers et al, 2002)、多重 PCR 

(Altinok et al, 2008)、荧光定量 PCR (Fernández-Álvarez 

et al, 2016)、环介导等温扩增技术(LAMP) (Kulkarni 

et al, 2009)和免疫学技术(Adams et al, 1990)也有广泛

报道，但这些方法只能鉴定属或种，无法鉴定到亚种。

目前，仅有 2 篇关于杀鲑气单胞菌杀鲑亚种快速检测

方法的报道，但根据最新的基因组信息数据，这些方

法均具有一定的局限性。Miyata 等(1996)利用 PCR 方法

建立了杀鲑气单胞菌杀鲑亚种的检测方法，但加拿大分

离的杀鲑亚种中缺少该方法的目标基因；Fernández- 

Álvarez 等(2016)建立了 SYBR GreenⅠ荧光定量 PCR 方

法检测杀鲑气单胞菌杀鲑亚种，灵敏度可达到 21 fg，但

在部分杀日本鲑亚种基因组中也存在检测的目标基因。 

基于上述原因，为建立杀鲑气单胞菌亚种的检测

方法，本研究以实验室前期分离到的杀鲑气单胞菌杀

鲑亚种和杀日本鲑亚种为研究对象，通过分析已公布

的杀鲑气单胞菌基因组序列信息，选取 phoB 基因和

LOC111476736 基因设计特异性引物，建立杀鲑气单胞

菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种的 PCR 检测方法，为杀鲑

气单胞菌病原的快速检测和亚种区分提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养条件 

本实验用菌株见表 1，其中，杀鲑气单胞菌、鳗

鱼气单胞菌(Aeromonas encheleia)在 TSA 培养基 20 ℃

培养，大肠杆菌(Escherichia coli)在 LB 培养基 37 ℃

培养，杀鱼爱德华氏菌(Edwardsiella piscicida)、嗜水

气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、美人鱼发光杆菌

(Photobacterium damselae)、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、

哈氏弧菌(Vibrio harveyi)、副乳房链球菌(Streptococcus 

parauberis)、海豚链球菌(Streptococcus iniae)、停乳

链球菌 (Streptococcus dysgalactiae)和枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)等其他菌株在 TSA培养基中 28 ℃培

养。杀鲑气单胞菌标准菌株购自美国菌种保藏中心

(ATCC)，其他菌株由本实验室临床分离并鉴定。 

1.2  提取细菌基因组 DNA 

本实验使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根, 

中国)按照说明书步骤提取细菌基因组 DNA。 

1.3  特异性引物设计和筛选反应条件 

对 GenBank 中已公布的 48 株确定亚种的杀鲑气

单胞菌基因组信息进行比较基因组学分析，筛选杀鲑

气单胞菌亚种的特异性基因，并将特异性基因的序列

与其他病原进行比较分析。根据分析结果，最终选择

杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 phoB 基因和杀日本鲑亚种

LOC111476736 基因作为目标基因。利用 Primer- 

BLAST 设计特异性引物，并通过 BLAST 筛选，排除

引物与其他微生物和大菱鲆(Scophthalmus maximus)、

大西洋鲑(Salmo salar)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)

和褐鳟(Salmo trutta)等杀鲑气单胞菌敏感宿主基因组

的非特异性结合，选取最适引物用于后期检测(表 2)。

按照 KOD 酶(TOYOBO, 上海)说明书配制 25 μL PCR

体系：2.5 µL 10×PCR buffer、0.75 μL 10 µmol/L 正/

反向引物、1 μL 2 mmol/L dNTPs、1.5 μL 25 mmol/L 

MgSO4、0.5 μL 1 U/µL KOD 酶、1 μL DNA 模板、17 μL 

ddH2O，空白对照以 ddH2O 作为模板。引物 A. 

salmonicida F1/R1 和 A. masoucida F2/R2 的 PCR 条

件：94 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 10 s，分别采用 52、

54、56、58、60、62 和 64 ℃退火 30 s，68 ℃延伸 15 s，

35 个循环；68 ℃充分延伸 7 min。扩增产物用 1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测后测序验证。 

1.4  PCR 体系的优化 

为优化杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种

的 PCR 扩增条件，分别对反应体系中的 dNTPs 浓度、

引物浓度、MgSO4 浓度和酶浓度进行优化，优化条件

见表 3。PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳后比较产

物的亮度差异。 

1.5  PCR 的灵敏度检测 

以平板计数法测定杀鲑气单胞菌杀鲑亚种

ATCC33658 和杀日本鲑亚种 ATCC27013 的菌液浓 
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表 1  本研究使用菌株 
Tab.1  Bacterial strains used in this study 

种 Strain 编号 No. 宿主(来源) Host (Source) 

ATCC27013 大麻哈鱼 Oncorhynchus keta 

ASM20200505RZ2L 大菱鲆 S. maximus 

ASM20160705RZ6S 大菱鲆 S. maximus 

杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种 
A. salmonicida subsp. masoucida 

ASM20181222LN1G 大菱鲆 S. maximus 

ASS20180101GZ 鳜鱼 Siniperca chuatsi 

ASS20200608XZ11L 亚东鲑 Salmo trutta fario 

杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

A. salmonicida subsp. salmonicida 

ATCC33658 大西洋鲑 Salmo salar 

杀鲑气单胞菌无色亚种 
A. salmonicida subsp. achromogenes 

ATCC33659 褐鳟 Salmo trutta 

杀鲑气单胞菌史氏亚种 
A. salmonicida subsp. smithia 

ATCC49393 拟鲤 Rutilus rutilus 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 本实验室 This laboratory 

嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila AH20200705GX6L 鲟鱼 Acipenser sinensis 

鳗弧菌 Vibrio anguillarum VH20200505RZ4L 大菱鲆 S. maximus 

VH20171120ZGHYDX 条纹斑竹鲨 Chiloscyllium plagiosum哈氏弧菌 Vibrio harveyi 

VH20210117QD2S 绿鳍马面鲀 Thamnaconus modestus 

鳗鱼气单胞菌 Aeromonas encheleia AE20181222lN1K 大菱鲆 S. maximus 

PD20190927JS2L 许氏平鲉 Sebastes schlegelii 美人鱼发光杆菌 Photobacterium damselae 

PD20191102HN 海水样品 Sea water sample 

Vibrio salmonicida VS20180305RZ4S 硬头鳟 Oncorhynchus mykiss 

海豚链球菌 Streptococcus iniae SI20200705GX7L 鲟鱼 Acipenser sinensis 

副乳房链球菌 Streptococcus parauberis SP20191120LZ3Z 大菱鲆 S. maximus 

停乳链球菌 Streptococcus dysgalactiae SD20191105HN2K 豹纹鳃棘鲈 Plectropomus leopardus 

杀鱼爱德华氏菌 Edwardsiella piscicida ET20180101HLD1S 大菱鲆 S. maximus 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis BS20180724QD5Y 海水样品 Sea water sample 

 
表 2  本研究中所用引物 

Tab.2  Primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 长度 Length /bp 亚种 Subspecies 

A. masoucida F2 ATCCACAGCAGCCATCAATAGAGG 

A. masoucida R2 ACACAGAACAGAAGACGAACACAGT 
515 

杀日本鲑亚种 
A. salmonicida subsp. masoucida

A. salmonicida F1 CGGTCATCGCGTTAAACGAT 

A. salmonicida R1 AGGCAACCGATCAAATCACTG 
522 

杀鲑亚种 
A. salmonicida subsp. salmonicida

 
表 3  PCR 体系的优化(25 µL) 

Tab.3  Optimization of PCR reaction system (25 µL) 

成分 Component 体积 Volume /µL 

2 mmol/L dNTPs  1.0, 2.0, 3.0, 4.0  

25 mmol/L MgSO4  1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 

10 µmol/L 引物 Primer 1.25、1.00、0.75、0.50 

1 U/µL KOD 酶 0.25、0.50、0.75、1.00 

 
度，用 PBS 将 ATCC33658 菌液梯度稀释至 1.28×105~ 

1.28×100 CFU/μL，将 ATCC27013 菌液梯度稀释至

1.19×105~1.19×100 CFU/μL，分别取 1 μL 稀释的菌液

用于 PCR 扩增并进行电泳检测。 

使用 NanoDrop 2000 测定杀鲑气单胞菌的基因

组 DNA 浓度，用 ddH2O 将基因组梯度稀释至

1.76×103~1.76×100 fg/μL (ATCC33658) 和 2.72×103~ 

2.72×100 fg/μL (ATCC27013)。每个稀释梯度的 DNA

溶液分别取 1 μL 作为模板用于 PCR 扩增检测。 

1.6  PCR 特异性检测 

本实验所用细菌见表 1，用 PBS 将过夜培养的细

菌稀释至约 1×106 CFU/mL，95 ℃加热 5 min，取 1 μL

作为模板，以同样浓度的杀鲑气单胞菌杀鲑亚种
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ATCC33658 和杀日本鲑亚种 ATCC27013 菌体为阳性

对照，以 ddH2O 为阴性对照，利用引物 A. salmonicida 

F1/R1、A. masoucida F2/R2 对 23 株菌进行 PCR 扩增，

并进行电泳检测，确定 PCR 检测方法的特异性。 

1.7  鱼体中的病原检测 

大菱鲆购于莱阳某养殖场，体重为 50~60 g，实

验前养殖于 100 L 循环海水养殖系统中，水温为 18 ℃。

感染实验前随机取 5 尾鱼解剖，取肝脏、脾脏和肾脏匀

浆涂布于 TSA 培养基，确定实验鱼未携带病原。将实

验鱼随机分为 2 组，每组 10 尾。利用 PBS 缓冲液将培

养好的杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 ASS20200608XZ11L 和

杀日本鲑亚种 ASM20160705RZ6S 菌液浓度调整至

1×106 CFU/mL。采用背部肌肉注射方法，每尾大菱鲆

注射 0.1 mL，对照组注射 0.1 mL 的 PBS 缓冲液，饲养

于相同条件下。取 50 mg 发病鱼组织加入 PBS 研磨，95 ℃

加热 10 min，取 1 µL 作为模板，ASS20200608XZ11L 和

ASM20160705RZ6S 菌体 DNA 为阳性对照。按照上

述反应体系和程序进行 PCR。 

2  结果 

2.1  PCR 检测的最适反应条件 

利用引物 A. salmonicida F1/R1、A. masoucida 

F2/R2 对杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 ATCC33658 和杀鲑

气单胞菌杀日本鲑亚种 ATCC27013 进行 PCR，测序

结果显示，A. salmonicida F1/R1 引物扩增的片段为

522 bp，A. masoucida F2/R2 引物扩增的片段为 515 bp，

与预测结果一致，且经比对后与 GenBank 中 phoB、

LOC111476736 基 因 的 序 列 完 全 一 致 。 以 引 物

A. salmonicida F1/R1 和 A. masoucida F2/R2 进行

PCR，退火温度为 52~64 ℃时均能扩增出特异性条带

(图 1)，亮度无明显差异且无杂带。为保证特异性，

2 对引物均以 64 ℃作为退火温度。 

2.2  PCR 检测最佳反应体系 

为提高灵敏度，对 25 µL PCR 体系进行优化，结

果表明，以 A. salmonicida F1/R1 为引物的杀鲑气单

胞菌杀鲑亚种 PCR 检测体系中，2 mmol/L dNTPs 最

适添加量为 2.0、3.0、4.0 µL (图 2a)，25 mmol/L MgSO4

最适添加量为 1.5、2.0、2.5 µL (图 2b)，10 µmol/L

引物最适添加量为 1.5 µL (图 2c)，1 U/µL 酶最适添

加量为 0.50、 0.75 µL(图 2d)。因此，后期引物

A. salmonicida F1/R1 采用的反应体系为 2.5 µL 10× 

PCR buffer、2 µL 2 mmol/L dNTPs、1.5 µL 25 mmol/L 

MgSO4，1.5 µL 10 µmol/L 正/反向引物，0.5 µL 1 U/µL

酶、15.5 µL ddH2O、1 µL 模板。反应程序为 94 ℃预

变性 5 min；98 ℃变性 10 s、64 ℃退火 30 s、68 ℃延

伸 15 s，35 个循环；68 ℃充分延伸 7 min。 

以 A. masoucida F2/R2 为引物的杀鲑气单胞菌杀

日本鲑亚种 PCR 检测体系中，2 mmol/L dNTPs 最适

添加量为 1.0、2.0、3.0 µL (图 2e)；25 mmol/L MgSO4

最适添加量为 1.5、2.0、2.5、3.0 µL (图 2f)；10 µmol/L

引物的添加量为 0.75、1.00、1.50 µL (图 2g)；1 U/µL

酶最适添加量为 0.50、0.75、1.00 µL (图 2h)。因此，

后期引物 A. masoucida F2/R2 采用的反应体系为 2.5 µL 

10×PCR buffer、1 µL 2 mmol/L dNTPs、1.5 µL 25 mmol/L 

MgSO4、0.75 µL 10 µmol/L 正 /反向引物、0.5 µL 

1 U/µL 酶、17 µL ddH2O、1 µL 模板。反应程序为 94 ℃

预变性 5 min；98 ℃变性 10 s、64 ℃退火 30 s、68 ℃延

伸 15 s，35 个循环；68 ℃充分延伸 7 min。 

 

 
 

图 1  引物 A. salmonicida F1/R1 (a)和 A. masoucida F2/R2 (b)退火温度筛选 
Fig.1  Screening annealing temperature of primers A. salmonicida F1/R1 (a) and A. masoucida F2/R2 (b) 

M：DL 2000 marker；1~6：退火温度为 52、54、56、58、60、62、64 ℃；7：空白对照。 

M: DL 2000 marker; 1~6: Annealing temperature of 52, 54, 56, 58, 60, 62, and 64 ℃; 7: Negative control. 
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图 2  引物 A. salmonicida F1/R1 (a、b、c、d)和 A. masoucida F2/R2 (e、f、g、h) PCR 体系优化 
Fig.2  PCR system optimization of primers A. salmonicida F1/R1 (a, b, c, d) and A. masoucida F2/R2 (e, f, g, h) 

a, e: 2 mmol/L dNTPs, 1~4: 1, 2, 3, 4 µL; b, f: 25 mmol/L MgSO4, 1~5: 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 µL; c, g: 10 µmol /L primer,  
1~4: 1.50, 1.00, 0.75, 0.50 µL; d, h: 1 U/µL KOD, 1~4: 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 µL. M: DL 2000 marker. 

 

2.3  PCR 检测灵敏度 

以杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 ATCC33658 梯度稀释

的菌液为模板，菌液浓度为 1.28×105~1.28×101 CFU/μL

时均可扩增出目的条带，但当菌液浓度为 1.28 CFU/μL

时未扩增到目的条带，因此，本方法针对杀鲑气单胞

菌杀鲑亚种的检测灵敏度为 12.8 CFU/反应(图 3a)。

以 DNA 为模板，当浓度为 1.76 fg 时未扩增到目的条

带，其他浓度均可检测到条带。因此，A. salmonicida 

F1/R1 引物的 PCR 检测方法检出下限为 17.6 fg/反应

(图 3b)。 

以杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种 ATCC27013 梯度

稀释的菌液为模板，菌液浓度为 1.19×105~2.38×   

101 CFU/μL 时均可扩增出目的条带，但当菌液浓度

低至 1.19×101 CFU/μL 时未扩增出目的条带，因此，

本方法针对杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种的检测灵敏

度为 23.8 CFU/反应(图 3c)。以 DNA 为模板，当浓度

为 2.72 fg 时未扩增到目的条带，其他浓度均可检测

到条带。因此，A. masoucida F2/R2 引物的 PCR 检测

检出下限为 27.2 fg/反应(图 3d)。 

2.4  PCR 特异性检测 

选取表 1 中的 23 株菌，包括 4 株杀鲑气单胞

菌杀日本鲑亚种、3 株杀鲑气单胞菌杀鲑亚种和

14 种其他菌属细菌，检测引物 A. salmonicida F1/R1、

A. masoucida F2/R2 的特异性，以 A. salmonicida 

F1/R1 为引物进行 PCR 时，仅在杀鲑气单胞菌杀鲑亚

种中扩增出特异性目的条带(图 4a)。以 A. masoucida 

F2/R2 为引物进行 PCR 时，仅杀鲑气单胞菌杀日本

鲑亚种扩增出特异性目的条带(图 4b)，2 对引物从

其他细菌的 DNA 中未扩增出预期 DNA 条带。因此，

本研究设计的 2 对引物能够特异性地检测杀鲑气单

胞菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种。 

2.5  病鱼组织检测 

以杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 ASS20200608XZ11L

和杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种 ASM20160705RZ6S

肌肉注射感染大菱鲆，7 d 内大菱鲆全部死亡。组织

检测结果显示，A. salmonicida F1/R1 和 A. masoucida 

F2/R2 均能检测到病鱼组织中的杀鲑气单胞菌杀鲑亚

种或杀日本鲑亚种，而在健康鱼组织中未扩增出预期条

带(图 5)，表明引物 A. salmonicida F1/R1 和 A. masoucida 

F2/R2 可以从发病的鱼中检测到杀鲑气单胞菌病原。 

3  讨论 

杀鲑气单胞菌是水产养殖过程中最为常见的病

原菌之一，最早在欧洲的鲑鳟类发现，严重影响了鲑

鳟类的养殖健康。近年来，杀鲑气单胞菌的感染病例

越来越多，威胁多种海、淡水养殖鱼类。目前，杀鲑

气单胞菌病原的鉴定和亚种区分主要依靠病原培养、

生理生化检测和管家基因分析，如 Long 等(2020)运
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图 3  以细菌(a、c)和 DNA(b、d)为模板进行 PCR 灵敏度检测 
Fig.3  PCR sensitivity detection using bacteria (a, c) and DNA (b, d) as templates 

a：1~7：使用引物 A. salmonicida F1/R1，每反应以 1.28×105、1.28×104、1.28×103、1.28×102、0.256×102、1.28×101 和 1.28×100 

CFU 的 ATCC33658 菌体为模板进行 PCR；8：空白对照。b：1~4：使用引物 A. salmonicida F1/R1，每反应以 1.76×103、

1.76×102、1.76×101、1.76×100 fg 的 ATCC33658 基因组 DNA 为模板进行 PCR；5：空白对照。c：1~7：使用引物 A. masoucida  

F2/R2，每反应以 1.19×105、1.19×104、1.19×103、1.19×102、0.238×102、1.19×101 和 1.19×100 CFU 煮沸细菌 ATCC27013 

为模板进行 PCR；8：空白对照。d：1~4：使用引物 A. masoucida F2/R2，每反应以 2.72×103、2.72×102、2.72× 101、 

2.72×100 fg 的 ATCC27013 基因组 DNA 为模板进行 PCR；5：空白对照。M: DL2000 marker。 
a: 1~7: Using primers A. salmonicida F1/R1 and 1.28×105, 1.28×104, 1.28×103, 1.28×102, 0.256×102, 1.28×101 and 

1.28×100 CFU boiled bacteria ATCC33658 as template for each PCR; 8: Negative control. b: 1~4: Using primer A. salmonicida 
F1/R1 and 1.76×103, 1.76×102, 17.6, and 1.76×100 fg of ATCC33658 genomic DNA as the template for each PCR; 5: Negative 

control. c: Using primers A. masoucida F2/R2 and 1.19×105, 1.19×104, 1.19×103, 1.19×102, 0.238×102, 1.19×101 and 
1.19×100 CFU boiled bacteria ATCC27013 as template for each PCR; 8: Negative control. d: 1~4: Using primers  

A. masoucida F2/R2 and 2.72×103, 2.72×102, 2.72×101 and 2.72×100 fg of ATCC27013 genomic DNA as  
templates for each PCR ; 5: Negative control. M: DL2000 marker. 

 

用生理生化检测、6 个管家基因和 16S rRNA 系统发

育分析等方法，鉴定了圆口铜鱼(Coreius guichenoti)

中感染的杀鲑气单胞菌杀鲑亚种；刘宁等(2015)利用

生化鉴定和 16S rRNA 序列分析等方法鉴定了细鳞鱼

(Brachymystax lenok)中感染的杀鲑气单胞菌无色亚

种；我国的国家标准(GB/T 15805.6-2008)也采用了生

理生化特征为检测指标，作为鉴定杀鲑气单胞菌和区

分亚种的标准。但生理生化实验需要经过微生物纯化

和培养过程，用时长，且部分新发现的临床菌株生理

生化反应并不完全符合亚种鉴定标准，给鉴定带来了

一定的困难。16S rRNA 测序是细菌鉴定和系统发育

研究的最有力方法(李志刚等, 2001)，对区分大多数

气单胞菌的分类具有重要参考价值(Martinez-Murcia 

et al, 1992)，但测序会增加病原检测和鉴定的周期，

且无法区分杀鲑气单胞菌亚种。 

在杀鲑气单胞菌的快速检测方面，PCR 技术已经

得到了广泛应用，如常规 PCR (Beaz-Hidalgo et al, 

2008)、多重 PCR (Onuk et al, 2010)、实时荧光定量

PCR (Bartkova et al, 2017; 刘帅等, 2017)等。其中，

vapA 基因编码 A 层蛋白(A-layer protein)是杀鲑气单

胞菌的重要毒力蛋白，vapA 基因也是杀鲑气单胞菌

鉴定和分型的重要分子标记(Lago et al, 2012)。通过

对 vapA 基因序列的进化发育分析，可以将杀鲑气单

胞菌分为 14 个亚型以及缺乏 vapA 基因的溶果胶亚种

(Gulla et al, 2019)。Gustafson 等(1992)建立了基于

vapA 基因的杀鲑气单胞菌 PCR 检测方法，检测下限 
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图 4  PCR 检测引物 A. salmonicida F1/R1 (a)和 A. masoucida F2/R2 (b)的特异性 
Fig.4  Specificity of PCR detection with primers A. salmonicida F1/R1 (a) or A. masoucida F2/R2 (b) 

M：DL 2000 marker；1~4：杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种；5~7：杀鲑气单胞菌杀鲑亚种；8：杀鲑气单胞菌无色亚种； 

9：杀鲑气单胞菌史氏亚种；10：大肠杆菌；11：嗜水气单胞菌；12：鳗弧菌；13~14：哈氏弧菌；15：鳗鱼气单胞菌； 

16：美人鱼发光杆菌；17：美人鱼发光杆菌；18：杀鲑弧菌；19：海豚链球菌；20：副乳房链球菌；21：停乳链球菌； 

22：杀鱼爱德华氏菌；23：芽孢杆菌；24：空白对照。 
M: DL 2000 marker; 1~4: A. salmonicida subsp. masoucida; 5~7: A. salmonicida subsp. salmonicida;  

8: A. salmonicida subsp. achromogenes; 9: A. salmonicida subsp. smithia; 10: E. coli; 11: A. hydrophila;  
12: V. anguillarum; 13~14: V. harveyi; 15: A. encheleia; 16: P. damselae; 17: P. damselae; 18: V. salmonicida;  

19: S. iniae; 20: S. parauberis; 21: S. dysgalactiae; 22: E. piscicida; 23: Bacillus sp.; 24: Blank control. 
 

 
 

图 5  以发病大菱鲆组织为模板进行 PCR 
Fig.5  PCR with infected turbot tissue as template 

a：引物为 A. salmonicida F1/R1 进行的 PCR；b：引物为 A. masoucida F2/R2 进行的 PCR； 

1：健康鱼组织液；2：病死鱼组织液；3：阳性对照；4：空白对照；M：DL 2000 marker。 
a: PCR with primer A. salmonicida F1/R1; b: PCR with primer A. masoucida F2/R2;  

1: Healthy fish tissue fluid; 2: Infected fish tissue fluid; 3: Positive control; 4: Blank control; M: DL 2000 marker. 
 

为 5 fg。我国出入境检验检疫行业标准(SN/T 2095- 

2010)也以 vapA 基因为靶点进行 PCR 检测来鉴定杀

鲑气单胞菌。但目前大多数杀鲑气单胞菌的特异性

PCR 检测方法只能检测到种，无法确定亚种，亚种鉴

定还需要依靠生理生化分析和基因序列进化分析。 

不同的杀鲑气单胞菌亚种在毒力、宿主偏好性和

疫苗交叉免疫等方面均有差异，因此，确定其亚种对

于疾病的诊断、治疗和预防具有重要意义。目前，杀
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鲑气单胞菌亚种的快速检测方法非常少，只有 2 种针对

杀鲑亚种的检测(Miyata et al, 1996; Fernández-Álvarez 

et al, 2016)，但随着更多的菌株基因组测序，通过

GenBank 中最新的基因组序列信息分析发现，这 2 种

方法在检测中均存在一定的不足，可能漏检某些地理

区域的临床株，或发生非特异性扩增。本研究针对杀鲑

气单胞菌杀鲑亚种 phoB 基因和杀日本鲑亚种

LOC111476736 基因设计了引物 A. salmonicida F1/R1

和 A. masoucida F2/R2，可以特异性地检测杀鲑气单

胞菌的杀鲑亚种和杀日本鲑亚种。经过反应体系优

化，该方法检测灵敏度在 DNA 水平上分别达到 17.6

和 27.2 fg，在细胞水平达到 12.8 和 23.8 CFU/反应，

与 Høie 等(1997)以质粒序列为靶基因建立的 PCR 检

测方法的检测灵敏度相当，具有较高的检测灵敏度。

同时，本方法以 23 株水产常见的其他病原菌和环境

菌株进行了特异性检测，结果显示，只有杀鲑气单胞

菌杀鲑亚种和杀日本鲑亚种检测到特异性条带，其他

细菌中无特异性条带，说明该检测方法具有较高的特

异性。本方法也可以从人工感染发病鱼的组织中检测

到杀鲑气单胞菌的 2 个亚种，具有较好的产业应用

性。综上所述，本研究建立的杀鲑气单胞菌杀鲑亚种

和杀日本鲑亚种的特异性检测方法具有较高的灵敏

度和特异性，且应用方便，可作为流行病学调查和疾

病快速诊断的一个重要依据。 
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Development of a PCR Method to Detect the Aeromonas salmonicida subsp.  
salmonicida and Aeromonas salmonicida subsp. masoucida 
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Abstract    Aeromonas salmonicida is an important pathogen that can infect a variety of marine and 

freshwater fish. There are five subspecies of Aeromonas salmonicida: A. salmonicida subsp. salmonicida, 

A. salmonicida subsp. smithia, A. salmonicida subsp. achromogenes, A. salmonicida subsp. masoucida, 

and A. salmonicida subsp. pectinolytica. Traditionally, the detection of A. salmonicida has been based on 

16S rRNA sequencing and physiological and biochemical characterization, but it is difficult to identify the 

subspecies using these methods. Outer membrane protein (A-layer protein, VapA), which is encoded by 

the vapA gene and regulated by the luxS gene, is an important secretion protein of A. salmonicida. It is 

involved in bacterial self-agglutination induction, macrophage phagocytosis resistance, and provides 

protection against chemicals such as antibiotics and disinfectants. In addition, the vapA gene is also an 

effective molecular marker for the identification of A. salmonicida subspecies, however, gene sequencing 

and phylogenetic analysis are required for subspecies determination. To establish an accurate and sensitive 

rapid detection of A. salmonicida subspecies, in this study we tried to establish a specific PCR method for 

A. salmonicida subsp. salmonicida and A. salmonicida subsp. masoucida identification. Based on genome 

analysis, the phoB and LOC111476736 genes were used as molecular markers for PCR amplification with 

specific primers designed according to the sequences in the GenBank database. The target gene was 

amplified using the genomic DNA of A. salmonicida subsp. salmonicida or A. salmonicida subsp. 

masoucida, and the method was optimized to improve the efficiency and accuracy of distinguishing these 

two subspecies from other pathogens in aquaculture. First, the annealing temperature, primer 

concentration, dNTPs concentration, Mg2+ concentration, and enzyme dosage of the PCR system were 

optimized to improve the sensitivity of the detection method. The results showed that the primers could 

amplify the phoB gene fragment of 522 bp and the LOC111476736 gene fragment of 515 bp. The optimal 

annealing temperature of specific primers for A. salmonicida subsp. salmonicida was 64 ℃, and the 

optimal volume of 10 μmol/L primers, 2 mmol/L dNTPs, 25 mmol/L MgSO4, and 1 U/µL enzyme were 

1.5 µL, 2.0 µL, 1.5 µL, and 0.5 μL (25 μL reaction system), respectively. The optimum annealing 

temperature of specific primers for A. salmonicida subsp. masoucida was 64 , and the optimum volume ℃

of 10 µmol/L primers, 2 mmol/L dNTPs, 25 mmol/L MgSO4, and 1 U/µL enzyme were 0.75 µL, 1.00 µL, 

1.50 µL, and 0.50 µL (25 μL reaction system), respectively. The sensitivity of the detection method was 

determined using a gradient diluted A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC33658 bacterin as the 

template, and the target band could not be amplified when the bacterin concentration was lower than 12.8 

CFU/reaction. The detection limit of A. salmonicida subsp. salmonicida based on the phoB gene sequence 

established in this study was 12.8 CFU/reaction. With DNA as the template, when the concentration of the 
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DNA template was lower than 17.6 fg/reaction, the target band could not be amplified. Thus, the detection 

limit of specific primers based on the phoB gene sequence for A. salmonicida subsp. salmonicida was 

17.6 fg/reaction. When the gradient dilution of A. salmonicida subsp. masoucida ATCC27013 bacterin 

was used as the template, the target band could not be amplified when the bacterin concentration was 

lower than 23.8 CFU/reaction. Thus, the detection limit of the method for A. salmonicida subsp. 

masoucida, based on the LOC111476736 gene sequence was 23.8 CFU/reaction. With DNA of 

ATCC27013 as the template, when the concentration of the DNA template was lower than 27.2 fg/reaction, 

the target band could not be amplified. Thus, in this study, the detection limit of DNA for A. salmonicida 

subsp. masoucida using specific primers designed according to the LOC111476736 gene sequence was 

27.2 fg/reaction. The specificity of the detection method using specific primers based on the phoB and 

LOC111476736 genes was also determined in this study. Aquaculture pathogens or environmental bacteria, 

such as Vibrio anguillarum, Photobacterium damselae, Edwardsiella piscicida, Escherichia coli, 

Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi, Aeromonas encheleia, Streptococcus parauberis, Streptococcus 

iniae, Streptococcus dysgalactiae, and Bacillus subtilis, were used as templates for specificity testing. No 

specific products were found for any of the other pathogens tested. The specific PCR products could only 

be amplified from the bacterins of A. salmonicida subsp. salmonicida or A. salmonicida subsp. masoucida. 

We also tested the application of detection methods using an experimentally infected turbot as a model. 

Turbot was infected with A. salmonicida subsp. salmonicida strain ASS20200608XZ11L or A. salmonicida 

subsp. masoucida strain ASM20160705RZ6S by intramuscular injection. All turbot died within 7 days 

post-infection, and the liver, spleen, and kidney of moribund fish were used as templates. The results 

showed that the established method could accurately detect A. salmonicida subsp. salmonicida or 

A. salmonicida subsp. masoucida in the turbot, without nonspecific amplification in the tissues of the 

healthy turbot. In conclusion, we established a specific PCR method to detect two subspecies of 

A. salmonicida, and these methods could be used as effective tools for investigating the epidemiology of 

A. salmonicida. 

Key words    Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida; Aeromonas salmonicida subsp. masoucida; 

PCR; Detection 
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2 种乌贼肌肉的营养成分及品质评价* 

贾俊琦  张  悦  廖月琴  林慧敏① 
(浙江海洋大学食品与药学学院  浙江  舟山  316022) 

摘要    为了探究 2 种乌贼肌肉营养成分及品质差异，评价其营养价值，本研究对浙江舟山地区捕

获量较大的日本无针乌贼(Sepiella japonica)和金乌贼(Sepia esculenta)的常规营养成分、质构特性、

蒸煮损失率、甲醛含量、氨基酸和脂肪酸组成及矿物元素进行了分析。结果显示，日本无针乌贼肌

肉的粗蛋白、粗脂肪含量与金乌贼相比无显著差异(P>0.05)，水分含量显著低于金乌贼(P<0.05)，

粗灰分含量显著高于金乌贼(P<0.05)。金乌贼肌肉的硬度、弹性、胶粘性、咀嚼性和内聚性均显著

高于日本无针乌贼(P<0.05)。2 种乌贼肌肉的甲醛含量分别为 0.56 和 1.18 mg/kg，均符合国家卫生

标准。氨基酸测定结果显示，2 种乌贼的肌肉中均检测出 17 种水解氨基酸，第一限制性氨基酸均

为色氨酸；其中，必需氨基酸占总氨基酸的比例均高于 31%，金乌贼与 FAO/WHO 推荐的理想蛋

白模式更接近，其必需氨基酸指数(EAAI)高达 82.99。脂肪酸测定结果显示，2 种乌贼的肌肉中均

检测出 20 种脂肪酸；其中，C20:5n-3 (EPA)和 C22:6n-3 (DHA)的总含量均高于 40%，且日本无针

乌贼显著高于金乌贼(P<0.05)。2 种乌贼肌肉富含人体所需的多种无机元素，常量元素中 K 和 P 含

量最高，微量元素中 Zn 和 I 含量最高。研究表明，2 种乌贼肌肉的营养成分及品质存在一定的差

异，但均属于优质的低脂蛋白，具有较好的开发利用价值。本研究为开发利用东海头足类海洋资源

提供了一定的依据和参考。 

关键词    乌贼；营养成分；氨基酸；脂肪酸；品质评价 
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乌贼(Cuttlefish)又名墨鱼、乌鱼，属软体动物门

(Mollusca)，分布于我国渤海、黄海、东海、南海、

日本列岛以及菲律宾群岛海域，产量极高，被列为“四

大海产”之一(张涛等, 2018)。根据中国渔业统计年

鉴(2021)，2020 年中国头足类的捕捞量达 56.49 万 t。

研究发现，头足类动物具有繁殖能力强、能快速适应

新的栖息地并适应气候变化的特点。与许多鱼类种群

相比，所有头足类动物种群产量逐年升高，且在过去

60 年中一直呈上升趋势(Doubleday et al, 2016)。日本

无 针 乌 贼 (Sepiella japonica) 别 名 曼 氏 无 针 乌 贼

(Sepiella maindroni)(王鹏帅等, 2016)，又称墨鱼、血

墨，广泛分布在我国浙江和福建沿海，为东海“四大

海产”之一，其肉质鲜美、营养价值高，深受广大消

费者喜爱。金乌贼(Sepia esculenta)又称乌鱼、针墨鱼，

广泛分布于日本沿海、南海及东海海域，具有生长发

育快、生命周期短等优点，曾为中国四大海洋渔业的

捕捞对象之一，是我国北方渔业中重要的经济头足类

(郝振林等, 2007)。 

迄今为止，许多学者对乌贼肌肉的营养成分进行

了研究(宋超霞等, 2009; 蒋霞敏等, 2012; 曹子豪等, 
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2015; 刘长琳等, 2016)，但对乌贼的品质差异鲜见报

道。同时，人们生活水平日渐提高，对食物的要求也

越来越高，红肉中含有大量的饱和脂肪酸、胆固醇和

脂肪等，长期食用会增加患心血管疾病和结肠癌的风

险(McAfee et al, 2010)。头足类属于低脂、高蛋白的

水产品，比禽畜肉更易消化吸收，广受消费者欢迎。

因此，消费者对其肌肉品质的要求越来越高，乌贼肌

肉的品质成为影响其产品价值的重要因素。本研究主

要对浙江舟山捕获量较高的 2 种乌贼肌肉的营养成

分及品质评价比较，分析 2 种乌贼的营养价值，为消

费者提供一定的参考，同时，为 2 种乌贼开发低脂产

品和精深利用加工提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用日本无针乌贼和金乌贼均购于浙江舟

山国际水产城，其中，日本无针乌贼样品平均胴体长

为(104.00±0.24) mm，平均体重为(134.00±0.11) g；金

乌贼样品平均胴体长为(162.00±0.17) mm，平均体重

为(356.00±0.09) g。每个样本设 3 个平行测定，取其

胴体肌肉–80 ℃冷冻后备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  常规营养成分的测定    水分含量的测定采

用 105 ℃烘干恒重法(GB/T 5009.3-2016)；粗蛋白含

量采用凯氏定氮仪(KDN816, 上海)参照(GB 5009.5- 

2016)《食品中蛋白质的测定》(第一法)凯氏定氮法测

定；粗脂肪含量采用粗脂肪测定仪(SZF-06A, 上海)

参照(GB/T 5009.6-2016)酸水解法测定；粗灰分含量的测

定采用链式电阻炉 550 ℃灼烧法(GB/T 5009.4-2016)。 

1.2.2  质构特性测定    取乌贼胴体中心部位的肌

肉，切成 1 cm×1 cm×1 cm 的方块，采用质构分析

(texture profile analysis, TPA)模型进行测定：测探头

型号为 P/50，测试前、中、后速度均为 60 mm/min，

压缩程度为 30%，压缩时间间隔 5 s，测定乌贼肌肉

的硬度、弹性、胶粘性、咀嚼性和内聚性。 

1.2.3  蒸煮损失测定    将乌贼肌肉切成 1 cm×1 cm× 

1 cm 的方块，吸干表面水分称重，然后放入聚乙烯

塑料袋，浸入 85 ℃水浴中 20 min，取出冷却 5 min，

吸干表面水分称重，蒸煮损失率按以下公式计算： 

 1 2

1

/%= 100
m m

m


蒸煮损失率  (1) 

式中，m1 为蒸煮前乌贼肌肉质量(g)；m2 为蒸煮后乌

贼肌肉质量(g)。 

1.2.4  甲醛 (FA)的测定     FA 的测定参考 (SC/T 

3025-2006)《水产品中甲醛的测定》中高效液相色谱法。

取 5 g 样品，加水混匀，置于 40 ℃恒温振荡箱中 2 h，

取出后冷却至室温过滤，取 5 mL 滤液加入 2,4-二硝基

苯肼(2 mL)、乙腈(3 mL)，混匀后 60 ℃加热 20 min，

冷却后过滤，利用液相色谱仪(Agilent 1260, 上海)测定。 

1.2.5  氨 基 酸 测 定     氨基酸含量参考 GB/T 

5009.124-2016《食品中氨基酸的测定》，取适量样品

加入 6 mol/L HCl 溶液(10 mL)，冷冻后 5 min 后充氮

封管，置于 110 ℃的烘箱中水解 22 h，减压蒸干，采用

1.0 mL pH=2.2 的柠檬酸钠缓冲溶液复溶，利用氨基酸自

动分析仪(LA8080, 上海)测定；另一样品用 4.3 mol/L 

NaOH 水解，利用液相色谱仪(Agilent 1260, 上海)测定。 

1.2.6  牛磺酸测定方法    取 5 g 样品加入 40 mL 温

水，超声提取 10 min，加入 500 μL K4Fe(CN)6、

(CH3COO)2Zn 溶液，混匀定容至 50 mL，离心 10 min 

(6 000 r/min)，取 1 mL 上清液，加入 1 mL Na2CO3 缓

冲液、1 mL 丹磺酰氯溶液，充分混合，避光衍生 2 h 

(1 h 后需摇晃 1 次)，加入 0.1 mL 盐酸甲胺溶液涡旋

混匀，终止反应，避光静置至沉淀完全。取上清液过

滤膜(0.45 μm)后上机待测。 

1.2.7  脂肪酸测定    脂肪酸含量采用(GB 5009.168- 

2016)酸水解法提取脂肪，经过皂化甲酯化利用气相

色谱仪(Agilent 7890A, 上海)测定。 

1.2.8  矿物质元素测定    矿物元素参考 GB 5009.268- 

2016，称取适量样品置于消解罐中，加入 5 mL 硝酸，

静置直至反应结束，密封后放入微波消解仪，冷却后

在通风橱中用超纯水润洗，转移至容量瓶中，使用超

纯水稀释定容，微量元素使用电感耦合等离子体质谱

仪(Thermo iCAPQ, ICP-MS, 美国)测定，常量元素使

用电感耦合等离子光谱仪(Perkin Elmer optima 8000, 

ICP-OES, 美国)测定。 

1.2.9  营养价值评定方法    根据 1973 年联合国粮

农组织(FAO)/世界卫生组织(WHO)提出的理想蛋白

质必需氨基酸评分模式和全鸡蛋蛋白质氨基酸模式，

按公式(2)~(4)分别计算出各乌贼的化学评分(CS)、氨基

酸评分(AAS)和必需氨基酸指数(EAAI)。参照周建设等

(2020)的方法，根据公式(5)~(6)计算动脉粥样硬化指

数(IA)和血栓形成指数(IT)，评估 2 种乌贼肌肉脂肪

酸对人类心血管疾病发生的影响程度。 

氨基酸评价模式如下： 

 aa
CS=

AA(Egg)
 (2) 

 
aa

AAS=
FAO

AA
WHO

 
 
 

 (3) 
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A B C H

A B C H
     (4) 

式中，aa 为乌贼氨基酸含量(mg/g)，AA(Egg)为全鸡

蛋蛋白质中同种氨基酸含量(mg/g)，AA(FAO/WHO)

为评分标准模式中同种氨基酸含量(mg/g)，n 为比较

的必需氨基酸个数，A、B、C、…、H 为乌贼肌肉每

克蛋白质各种必需氨基酸含量(mg/g)，AE、BE、CE，…、

HE 为全鸡蛋蛋白质的必需氨基酸含量(mg/g)。 

脂肪酸评价模型如下： 

  IA=(C12:0+4 C14:0+C16:0 / MUFA+ PUFA  ）  (5) 

IT=(C14:0+C16:0+C18:0)/ 0.5 MUFA+0.5

PUFAn-6
PUFA(n 6)+3 PUFA(n 3)+

PUFAn-3


 


        

 (6) 

式中，C12:0 为十二烷酸，C14:0 为十四烷酸，C16:0

为十六烷酸，C18:0 为十八烷酸，ΣMUFA 为总单不

饱和脂肪酸，ΣPUFA 为总多不饱和脂肪酸，ΣPUFA(n-3)

为 n-3 系列多不饱和脂肪酸；ΣPUFA(n-6)为 n-6 系列

多不饱和脂肪酸。 

1.3  数据分析 

实验数据采用 Excel 2019 软件进行整理，采用

SPSS 25.0 软件进行独立样本 T 检验(independent- 

samples T test)分析，P<0.05 为显著水平，结果以平

均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  2 种乌贼肌肉的基本营养组成 

2 种乌贼肌肉的基本营养成分见表 1，金乌贼水

分含量显著高于日本无针乌贼(P<0.05)。2 种乌贼的 
 

表 1  2 种乌贼肌肉的基本营养组成/% 
Tab.1  Basic nutritional composition of muscle of 

 two species of cuttlefish /% 

营养成分 
Nutritive components 

日本无针乌贼 
S. japonica 

金乌贼 
S. esculenta 

水分 Moisture 80.08±0.37b 81.42±0.21a 

粗蛋白 Crude protein 15.64±1.17a 14.77±1.13a 

粗脂肪 Crude lipid 1.28±0.22a 1.40±0.35a 

粗灰分 Crude ash 1.81±0.14a 1.56±0.12b 

注：同行数据标注不同小写字母表示差异显著，字母

相同表示差异不显著，下同。 
Note: Data marked with different lowercase letters 

indicate significant difference, and the same letters indicate 
no significant difference, the same as below. 

粗蛋白、粗脂肪含量均无显著性差异(P>0.05)。日本

无针乌贼的粗灰分含量显著高于金乌贼(P<0.05)。 

2.2  2 种乌贼的常规肌肉品质 

由表 2 可知，在质构特性方面，金乌贼肌肉的硬

度、弹性、胶粘性、咀嚼性和内聚性均显著高于日本

无针乌贼(P<0.05)，通常情况下弹性大、肉质紧实的

肌肉口感更好，日本无针乌贼的蒸煮损失率显著高于

金乌贼(P<0.05)，而蒸煮损失率与弹性、内聚性有关。

新鲜鱿鱼自身就含有甲醛，并且贮藏和运输过程中也

会产生甲醛(段文佳, 2011)，其中，金乌贼肌肉的甲醛

含量的本底值显著高于日本无针乌贼(P<0.05)。 

 
表 2  2 种乌贼的常规肌肉品质 

Tab.2  Conventional muscle qualities of two  
cuttlefish species 

项目 
Items 

日本无针乌贼 
S. japonica 

金乌贼 
S. esculenta

硬度 Hardness/g 23.46±3.22b 37.26±2.60a

弹性 Springiness/mm 0.79±0.06 b 0.97±0.06a

胶粘性 
Adhesiveness/(g/mm) 

10.64±2.19b 20.68±2.11a

咀嚼性 
Chewiness/(g/mm) 

8.55±2.27b 20.22±3.19a

内聚性 Cohesiveness 0.30±0.04b 0.46±0.02a

蒸煮损失率 
Cooking loss rate/% 

29.12±0.04a 25.19±0.01b

甲醛 
Formaldehyde/(mg/kg) 

0.56±0.05b 1.18±0.07a

 

2.3  氨基酸的组成及含量 

由表 3 可知，2 种乌贼肌肉中均检测出 17 种水解

氨基酸、色氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺和少量牛磺酸，

其中，必需氨基酸(EAA) 8 种，半必需氨基酸(HEAA)   

2 种、非必需氨基酸(NEAA) 11 种。2 种乌贼肌肉中

谷氨酸(2.67~2.79 g/100 g)和天冬氨酸(1.75~1.83 g/100 g)

含量最高，其次是谷氨酰胺(1.68~1.75 g/100 g)、亮氨

酸(1.51~1.62 g/100 g)、精氨酸(1.40~1.43 g/100 g)和赖

氨酸(1.39~1.43 g/100 g)，半胱氨酸(0.12~0.13 g/100 g)

和色氨酸(0.08~0.09 g/100 g)含量最低。2 种乌贼肌肉

中鲜味氨基酸含量(6.17~6.51 g/100 g)占氨基酸总量

的比例均超过 32%，且金乌贼鲜味氨基酸含量高于日

本无针乌贼。谷氨酸是主要呈味氨基酸，这也是 2 种

乌贼味道鲜美的原因。金乌贼(19.74 g/100 g)的氨基酸

总量 (TAA)显著高于日本无针乌贼 (19.05 g/100 g) 

(P<0.05)，必需氨基酸含量(EAA)(6.40 g/100 g)也显著
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高 于日 本 无 针 乌贼 (6.07 g/100 g)(P<0.05) 。根据

FAO/WHO 的理想模式(刘胜男等, 2022)，ΣEAA/ΣTAA

接近 40%，ΣEAA/ΣNEAA 接近 60%，符合优质蛋白的

判定标准。金乌贼(32.42)的 ΣEAA/ΣTAA 值高于日本无

针乌贼(31.86)，金乌贼(54.98)的 ΣEAA/ΣNEAA 值也高

于日本无针乌贼(53.91)。因此，金乌贼比日本无针乌

贼更接近理想模式。 
 

表 3  氨基酸的组成及含量(g/100g) 
Tab.3  Composition and content of amino acids (g/100g) 

含量 Contents 
氨基酸 

Amino acid 日本无针乌贼 
S. japonica 

金乌贼 
S. esculenta 

苏氨酸 Thr* 0.75±0.12a 0.79±0.22a 

缬氨酸 Val* 0.62±0.13a 0.67±0.18a 

蛋氨酸 Met* 0.45±0.01a 0.45±0.02a 

异亮氨酸 IIe* 0.61±0.04a 0.67±0.03a 

亮氨酸 Leu* 1.51±0.02b 1.62±0.05a 

苯丙氨酸 Phe* 0.65±0.01a 0.69±0.21a 

赖氨酸 Lys* 1.39±0.14a 1.43±0.09a 

色氨酸 Trp* 0.09±0.01a 0.08±0.01a 

精氨酸 Arg** 1.43±0.05a 1.40±0.06a 

组氨酸 His** 0.29±0.05a 0.30±0.01a 

谷氨酸 Glu※ 2.67±0.04b 2.79±0.02a 

甘氨酸 Gly※ 0.73±0.04b 0.83±0.01a 

丙氨酸 Ala※ 1.02±0.16a 1.06±0.03a 

天冬氨酸 Asp※ 1.75±0.03a 1.83±0.14a 

酪氨酸 Tyr 0.39±0.02b 0.49±0.05a 

脯氨酸 Pro 1.11±0.01a 0.92±0.02b 

丝氨酸 Ser 0.73±0.11a 0.81±0.12a 

天冬酰胺 Asn 0.78±0.17a 0.81±0.19a 

谷氨酰胺 Gln 1.68±0.10a 1.75±0.18a 

半胱氨酸 Cys 0.13±0.02a 0.12±0.01a 

牛磺酸 Tau 0.27±0.03a 0.23±0.05a 

氨基酸总量 ΣTAA 19.05±0.26b 19.74±0.23a 

必需氨基酸 ΣEAA 6.07±0.12b 6.40±0.14a 

半必需氨基酸 ΣHEAA 1.72±0.13a 1.70±0.14a 

非必需氨基酸 ΣNEAA 11.26±0.17b 11.64±0.16a 

鲜味氨基酸 ΣDAA 6.17±0.05b 6.51±0.14a 

鲜味氨基酸/氨基酸总量 
ΣDAA/ΣTAA 

32.39 32.98 

必需氨基酸/氨基酸总量 
ΣEAA/ΣTAA 

31.86 32.42 

必需氨基酸 /非必需氨基

酸总量 ΣEAA/ΣNEAA 
53.91 54.98 

注：*必需氨基酸，**半必需氨基酸，※鲜味氨基酸。 
Note: *: Essential amino acids; **: Semi-essential amino 
※acids; : Flavor amino acids. 

2.4  肌肉蛋白质的营养价值评价 

必需氨基酸营养价值评估结果表明(表 4)，2 种

乌贼肌肉中赖氨酸的 AAS 和 CS 皆是最高。根据

AAS、CS 评分可知，日本无针乌贼的异亮氨酸、缬

氨酸、色氨酸含量均低于 FAO/WHO 标准，但金乌贼

除缬氨酸和色氨酸外，其余氨基酸含量均高于

FAO/WHO 标准(Seligson et al, 1984)。2 种乌贼除色

氨酸 AAS 评分较低，其他氨基酸评分均大于或者趋近

于 1，因此，2 种乌贼的第一限制性氨基酸均为色氨

酸。根据 CS 评分可知，2 种乌贼的苏氨酸、亮氨酸、

赖氨酸较鸡蛋蛋白含量更高。其中，金乌贼的 EAAI

指数(82.99)高于日本无针乌贼(75.37)，表明金乌贼的

氨基酸营养价值更高。 

2.5  脂肪酸的组成及含量 

由表 5 可知，2 种乌贼脂肪酸种类丰富，且含有

相同种类的饱和脂肪酸(SFA)共有 9 种，不饱和脂肪

酸(UFA)11 种，其中，单不饱和脂肪酸(MUFA) 4 种，

多不饱和脂肪酸(PUFA) 7 种。2 种乌贼肌肉的饱和脂

肪酸中 C16:0 含量最高，其次是 C18:0，C23:0 含量

最低；单不饱和脂肪酸中，日本无针乌贼的 C20:1 含

量最高，金乌贼的 C18:1n9c 含量最高，二者 C24:1 含量

均最低；多不饱和脂肪酸中，2 种乌贼的 DHA 含量

最高，且日本无针乌贼的 DHA、EPA 含量均显著高

于金乌贼(P<0.05)，其中，日本无针乌贼的 DHA、EPA

含量分别占总脂肪酸的 27.98%和 14.06%，金乌贼分

别占总脂肪酸的 26.98%和 13.13%。金乌贼的血栓形

成指数 IT 值(0.30)与日本无针乌贼(0.29)相比无显著

差异(P> 0.05)，日本无针乌贼的动脉粥样硬化指数 IA

值(0.63)与金乌贼(0.60)相比差异显著(P<0.05)。根据

脂肪酸品质评价结果，2 种乌贼均可作为预防心血管

疾病的优质脂肪酸来源。 

2.6  矿物元素的组成及含量 

由表 6 可知，日本无针乌贼、金乌贼肌肉均检测

了 10 种矿物元素，各种矿物元素含量均有差异。2 种

乌贼肌肉中 K、P、Mg 和 Ca 含量最为丰富，其中，

P 的含量差距最大，且金乌贼肌肉中的 P (2 260 mg/kg)

含量显著高于日本无针乌贼(1 970 mg/kg)(P<0.05)，

日本无针乌贼肌肉的 Z n 含量显著低于金乌贼

(P<0.05)，其含量分别达到 10.4 和 14.5 mg/kg，I 元

素的含量显著高于金乌贼(P<0.05)，其含量分别达到

13.6 和 9.2 mg/kg。Mn、Cu、Fe 和 Se 为 2 种乌贼肌肉

中含量较低的矿物元素，其中，金乌贼肌肉中的 Mn  
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表 4  肌肉蛋白质的营养价值评价 
Tab.4  Evaluation of nutritional value of muscle protein 

氨基酸评分 AAS 化学评分 CS 
必需氨基酸 

Essential amino acid 

FAO/WHO 评分模式
FAO/WHO scoring 

pattern/(mg/g) 

鸡蛋蛋白 
Egg protein 

/(mg/g) 
日本无针乌贼

S. japonica
金乌贼 

S. esculenta 
日本无针乌贼

S. japonica
金乌贼

S. esculenta

苏氨酸 Thr 250 292 1.20 1.34 1.03 1.14 

缬氨酸 Val 310 411 0.80 0.91 0.60 0.69 

异亮氨酸 Ile 250 331 0.98 1.13 0.74 0.86 

亮氨酸 Leu 440 534 1.37 1.56 1.13 1.28 

苯丙氨酸+酪氨酸 Phe+Tyr 380 565 1.09 1.31 0.74 0.88 

蛋氨酸+半胱氨酸 Met+Cys 220 386 1.05 1.10 0.60 0.62 

赖氨酸 Lys 340 441 1.63 1.78 1.26 1.37 

色氨酸 Trp 60 99 0.60 0.56 0.36 0.34 

总量 Total 2 250 3 059 8.72 9.69 6.46 7.18 

必需氨基酸指数 EAAI 75.37 82.99 
 

表 5  脂肪酸的组成及含量/% 
Tab.5  Composition and content of fatty acids /% 

脂肪酸 
Fatty acids 

日本无针乌贼 
S. japonica 

金乌贼 
S. esculenta 

<C14:0 — — 

C14:0 2.14±0.03a 2.08±0.06a 

C15:0 0.67±0.13a 0.95±0.11a 

C16:0 27.18±0.55a 24.90±0.46b 

C17:0 0.94±0.06b 1.90±0.16a 

C18:0 10.31±0.41b 11.82±0.36a 

C20:0 1.16±0.15b 1.54±0.11a 

C22:0 0.54±0.08a
 0.63±0.09a 

C23:0 0.13±0.01b 0.27±0.02a 

C24:0 0.45±0.04a 0.32±0.06b 

C16:1 0.62±0.22a 0.59±0.25a 

C20:1 2.95±0.16a 2.54±0.14b 

C24:1 0.54±0.14a 0.36±0.03a 

C18:1n9c 2.86±0.16a 2.81±0.11a 

C18:2n6c 0.31±0.04a 0.36±0.02a 

C18:3n3 0.49±0.12b 0.81±0.11a 

C20:2 0.27±0.05b 0.63±0.06a 

C20:3n3 0.31±0.03a 0.41±0.17a 

C20:4n6 6.11±0.32a 6.47±0.22a 

C20:5n3(EPA) 14.06±0.14a 13.13±0.03b 

C22:6n3(DHA) 27.98±0.26a 26.98±0.21b 

DHA/EPA 1.99±0.02a 2.05±0.05a 

EPA+DHA 42.04±0.27a 40.11±0.31b 

ΣSFA 43.52±0.20a 44.41±0.28a 

ΣMUFA 6.97±0.11a 6.30±0.08b 

ΣPUFA 49.53±0.31a 48.79±0.33b 

Σn-3 PUFA 42.84±0.22a 41.33±0.17b 

Σn-6 PUFA 6.42±0.02a 6.83±0.22a 

注：SFA：饱和脂肪酸；MUFA：单不饱和脂肪酸；PUFA：

多不饱和脂肪酸。 
Note: SFA: Saturated fatty acid; MUFA: Monounsaturated 

fatty acid; PUFA: Polyunsaturated fatty acid. 

表 6  矿物元素的组成及含量(mg/kg) 
Tab.6  Composition and content of mineral elements (mg/kg) 

元素 
Elements 

日本无针乌贼 
S. japonica 

金乌贼 
S. esculenta 

钾 K 2 640±140.83a 2 870±137.12a 

钙 Ca 133.43±12.14a 145±10.12a 

镁 Mg 525.49±26.09a 552±22.33a 

磷 P 1 970±133b 2 260±135a 

锰 Mn 0.280±0.020b 0.356±0.023a 

锌 Zn 10.4±1.06b 14.50±1.13a 

铁 Fe 2.97±0.13a 2.89±0.24a 

铜 Cu 1.37±0.02b
 5.19±0.12a 

硒 Se 0.27±0.02a 0.22±0.07a 

碘 I 13.60±1.29a 9.20±0.17b 

 
和 Cu 含量显著高于日本无针乌贼(P<0.05)，其余元

素二者含量偏低且无显著性差异(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  2 种乌贼肌肉的常规营养成分 

肉类价值的关键指标包括蛋白质、脂肪等。本研

究中，2 种乌贼肌肉的蛋白质含量为 14.77%~15.64%，

脂肪含量为 1.28%~1.40%，属于低脂高蛋白的水产

品。其中，蛋白质是头足类动物中最丰富的宏量营养

素，2 种乌贼的蛋白质含量均高于日本枪乌贼(9.29%) 

(刘玉锋等, 2011)，较其他淡水鱼和海生鱼类有较低的

脂肪，如鲤(Cyprinus carpio)(5.91%)(王玉林等, 2019)、

大黄鱼(Pseudosciaena crocea)(5.10%)(许星鸿等, 2013)、

罗非鱼 (Oreochromis spp.)(4.49%)(王玉林等 , 2019)

等。本研究表明，2 种乌贼与大多数海洋乌贼相同，

具备低脂肪、高蛋白的优点，是一种优良的水产品，
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具有较高的营养价值。 

不同种类的乌贼肌肉其营养成分存在显著差异

(蒋霞敏等, 2012; 陈道海等, 2014; 王峥等, 2020)，同

一品种由于摄食种类和栖息地环境的不同个体间也

有差异(常抗美等, 2008; 宋超霞等, 2009; 曹子豪等, 

2015; 刘长琳等, 2016)，同一生长环境但处于不同的

生长阶段，其各营养组分均有差异(樊甄姣等, 2009)。

本研究产生差异也可能是 2 种乌贼生长环境、捕捞

期、摄食的饵料种类和数量的不同导致。 

3.2  2 种乌贼肌肉的品质差异 

除营养成分外，质构、蒸煮损失、甲醛含量均会

影响消费者的接受度。影响水产品质构特性的因素有

硬度、弹性、胶粘性、咀嚼性和内聚性。其中，硬度、

弹性、咀嚼性是评价肉质新鲜度的重要指标(陈依萍

等, 2020)。金乌贼的硬度、弹性和咀嚼性均显著高于

日本无针乌贼(P<0.05)，因此，金乌贼肌肉的品质更

好。胶粘性指克服食物表面和与食物接触的部位(如

舌头、牙齿等)表面之间的吸引力的特性，胶粘性与

样品的多汁性相关，多汁性与含水量相关(殷俊等 , 

2011)，金乌贼的含水量显著高于日本无针乌贼

(P<0.05)，因此，金乌贼的胶粘性高于日本无针乌贼。

内聚性指样品的内部结合强度，而内聚性越大，样品

口感就越好(邓丽等, 2014)。蒸煮损失反映样品在蒸

煮过程中保持水分的能力，而蒸煮损失率越高，其弹

性、内聚性越低(朱琳等, 2021)。对蒸煮损失过大的

肉来说，加工成干制品更有利(赵改名等, 2020)，因

此，大部分新鲜乌贼被加工成乌贼干、乌贼丝等干制

品。本研究中，金乌贼的质构特性均优于日本无针乌

贼且日本无针乌贼的蒸煮损失率要高于金乌贼。综上

所述，金乌贼肌肉的口感更好。 

甲醛的含量也可以反映肌肉的品质，甲醛是一种

毒性极强的物质，摄入小剂量会引起疼痛、呕吐和昏

迷，大剂量能引起死亡。在保藏和加工过程中，水产

品自身也会产生甲醛(李颖畅等, 2012)。李娟等(2018)

研究表明，乌贼属于甲醛本底值含量较低的海产品。

我国农业部规定水产品中甲醛含量应小于 10 mg/kg，

2 种乌贼均未超过此安全限量。 

3.3  2 种乌贼肌肉的氨基酸比较 

乌贼肌肉的营养价值由必需氨基酸的种类、数目

决定。本研究中，日本无针乌贼中必需氨基酸含量为

6.07 g/100 g，占氨基酸总量的 31.86%；金乌贼中必需

氨基酸含量为 6.40 g/100 g，占总量的 32.42%，与

FAO/WHO 推荐的优质蛋白标准相近，2 种乌贼均属于

优质蛋白。金乌贼肌肉中 ΣEAA/ΣTAA 值高于日本无

针乌贼，说明其氨基酸价值更高。其中，2 种乌贼肌

肉中非必需氨基酸含量最高的是谷氨酸，谷氨酸具有

调节神经功能、促进智力发育、提高记忆力等功效，

与 Loppies 等(2021)研究的谷氨酸含量总是最高的结

果相一致。金乌贼中谷氨酸的含量显著高于日本无针

乌贼(P<0.05)，谷氨酸是鲜味最强的呈味氨基酸，其

组成和含量决定了水产品的鲜美程度，可见，金乌贼

的肉质更加鲜美。除谷氨酸外，2 种乌贼肌肉中天冬氨

酸、谷氨酰胺、亮氨酸和精氨酸含量较高，与虎斑乌

贼 (Sepia pharaonis) 研究结果 相一 致 ( 陈道 海 等 , 

2014)。因此，2 种乌贼均属于氨基酸含量丰富的水产

品，但金乌贼氨基酸营养价值更高。 

牛磺酸具有调节机体正常生理活动、提高机体免

疫能力等功能，摄入适量的牛磺酸可显著降低肝脏和

血清胆固醇水平(Masaaki et al, 2021)。其中，日本无

针乌贼肌肉的牛磺酸含量(0.27 g/100 g)高于金乌贼

(0.23 g/100 g)。谭乐义等(2000)研究表明，牛磺酸在

贝类、甲壳类和头足类中含量更丰富，其中，真鲷

(Pagrus major)(0.11 g/100 g)、鲱鱼 (Clupea pallasi) 

(0.11 g/100 g)等鱼的肌肉牛磺酸含量均低于本研究的

2 种乌贼。由于人体内合成牛磺酸的能力较低，为了

满足人体需要，可以每天摄入适量水产品，头足类肌

肉的牛磺酸含量虽低于贝类，但远高于虾、禽畜类和

蛋类，属于牛磺酸含量较为丰富的水产品。 

AAS、CS 和 EAAI 是比较和分析动物肌肉 EAA

的组成，评价其蛋白质营养价值的常用指标。AAS

是指样品中某种 EAA 的含量与 FAO/WHO 推荐的理

想蛋白同种氨基酸含量的值，如果样品所有 EAA 的

AAS 均＞1，说明该样品的蛋白质营养价值较高(徐杰

等, 2021)。赖氨酸是 2 种乌贼的 AAS 和 CS 评分最高

的氨基酸，二者均超过 FAO/WHO 模式标准含量。本

研究中，2 种乌贼肌肉中色氨酸的 AAS 和 CS 评分最

低，因此，2 种乌贼的第一限制性氨基酸均为色氨酸。

这与陈道海等(2014)的研究结果不同，可能由于乌贼

的种类不同其氨基酸含量也有所差异。本研究表明，

除了色氨酸外，2 种乌贼肌肉中其他必需氨基酸的

AAS 均接近或＞1；而 CS 评分值均＞0.5。EAAI 表

示不同乌贼蛋白质的品质，一定程度上也反映蛋白质

的消化率(Liu et al, 2018)。从 EAAI 指数可以看出，

金乌贼的分值较高，为 82.99，进一步验证了金乌贼

的氨基酸营养价值相对较高。 

3.4  2 种乌贼肌肉的脂肪酸比较 

2 种乌贼肌肉的饱和脂肪酸中棕榈酸(C16:0)和
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硬脂酸(C18:0)含量较高。唐传核等(2000)研究表明，

硬脂酸(C18:0)对胆固醇无上升作用，棕榈酸(C16:0)

与神经发育、离子调节、躯体生长和生殖有关。日本

无针乌贼肌肉的单、多不饱和脂肪酸含量均显著高于

金乌贼(P<0.05)，其中，多不饱和脂肪酸中 DHA 含

量最高。郑娅等(2021)研究显示，不饱和脂肪酸可以

从营养代谢调控等方面发挥对其机体的保护作用，必

需脂肪酸所占比例越高其营养价值越高。EPA和 DHA

对人体心血管系统等有着显著的功效，是有益的营养

成分(郝颖等, 2006)，其中，日本无针乌贼的 EPA 和

DHA 总量显著高于金乌贼(P<0.05)。虽然头足类含有

含量较低的脂肪，但 n-3PUFA 含量却十分丰富，占

脂肪酸总量的 41.33%~42.84%。研究表明，富含

n-3PUFA 的饮食可以减少脂肪积累、抑制脂肪细胞的

分化、抵消多余的脂肪组织堆积(Ballester et al, 2020; 

Kim et al, 2021)。 Rudolph 等 (2017)研究表明，

n-6/n-3PUFA 的值越低，越易产生更多的脂联素，降

低脂肪的生成。其中，日本无针乌贼的 n-3PUFA 含

量显著高于金乌贼(P<0.05)且 n-6/n-3PUFA 值低于金

乌贼，所以，日本无针乌贼的脂肪含量更低。成年人

食用 n-6/n-3PUFA比值越低的水产品可以增强肥胖抵

抗力，摄入更低的能量。不饱和脂肪酸含量越高，越

有利于蛋白的积累 (宋益贞, 2012)，但其嫩度、多汁

性及总体可接受度越低；而 SFA+MUFA 含量越高，

其评分越高。日本无针乌贼的不饱和脂肪酸含量显著

高于金乌贼(P<0.05)，SFA+MUFA 含量低于金乌贼，

因此，日本无针乌贼的脂肪酸评分更高，金乌贼的肉

质更加鲜嫩多汁。 

3.5  2 种乌贼肌肉的矿物质比较 

2 种乌贼的胴体肌肉中含有较多的 K、P 等矿物

元素，含量分别高达 2 640~2 870、1 970~2 260 mg/kg，

Mikkelsen 等(2021)研究表明，缺 K 降低基因表达、

影响蛋白质合成和生长；P 参与能量转化，在糖和脂肪

的代谢中起重要作用。2 种乌贼的 Mg 含量较高，达到

525.49~552.00 mg/kg，Mg 具有保护心脏和增强记忆力

的作用。Cu、Mn 和 Zn 被认为是生物抗氧化剂(Aubourg 

et al, 2021)，金乌贼含量均显著高于日本无针乌贼

(P<0.05)，可见金乌贼的抗氧化性较好。因此，2 种乌

贼肌肉富含人体所需的多种无机元素，常量元素中，

K 和 P 含量最高；微量元素中，Zn 和 I 含量最高。 

4  结论 

综上所述，金乌贼与日本无针乌贼均是高蛋白、

低脂肪的水产品，其氨基酸种类丰富，与 FAO/WHO

模式推荐的标准相近，属于优质蛋白。从品质特性来看，

金乌贼的质构特性优于日本无针乌贼，口感更好。从

必需氨基酸指数来看，金乌贼高于日本无针乌贼。而从

EPA 和 DHA 的总量来看，日本无针乌贼显著高于金

乌贼，2 种乌贼均含有丰富的 PUFA，其中，EPA 和 DHA

的总含量占脂肪酸的含量均高于 40%。2 种乌贼均属

于营养价值高的水产品。研究结果可为 2 种乌贼开发

低脂高蛋白的产品提供理论依据，为消费者提供参考。 
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Evaluation of the Nutritional Composition and Quality of  
Muscles in Two Cuttlefish Species 

JIA Junqi, ZHANG Yue, LIAO Yueqin, LIN Huimin① 
(College of Food and Pharmacy, Zhejiang Ocean University, Zhoushan  316022, China) 

Abstract    Sepiella japonica is widely distributed on Zhejiang and Fujian coasts and is one of the four 

major fishery products in the East China Sea. Its meat is delicious, has high nutritional value, and is loved 

by consumers. Sepia esculenta is widely distributed on the Japanese coasts and South and East China Sea 

waters, with the advantages of fast growth and development, short life cycle. Hence, it is an important 

economic cephalopod in China's northern fisheries. With the improvement of people's living standards, 
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there is a higher demand for food quality. Red meat contains high levels of saturated fatty acids and 

cholesterol, which increase the risk of cardiovascular disease and colon cancer when consumed for an 

extended period. Cephalopods are low-fat and high-protein aquatic products, which are easier to digest 

and absorb than livestock meat and are widely welcomed by consumers. The quality of cuttlefish muscle 

is an essential factor affecting the value of cuttlefish products. So far, many scholars have studied the 

nutritional composition of cuttlefish muscle, but few reports have been made on its quality differences. 

Therefore, this study aimed to investigate the nutritional composition and quality differences of two 

cuttlefish muscles and evaluate their nutritional value. For that, the conventional nutrient composition, 

textural characteristics, cooking loss rate, formaldehyde (FA) content, amino acid and fatty acid 

composition, and mineral elements of S. japonica and S. esculenta were analyzed from specimens caught 

in large quantities in the Zhoushan area. Ten cuttlefish of each species were collected, each as an 

independent sample. The average carcass length for S. japonica was (104.00±0.24) mm and the average 

body weight (134.00±0.11) g, while for S. esculenta specimens, the averages were (162.00±0.17) mm and 

(356.00±0.09) g. The fresh samples were transported to the laboratory within 30 min. The basic nutrients 

of cuttlefish muscle were determined by the national standard method, texture characteristics by the TPA 

model, FA content by HPLC, amino acids content using the amino acid autoanalyzer, fatty acid content by 

gas chromatography, and mineral content by microwave digestion. The results showed that the crude 

protein and crude fat contents of S. japonica muscles were not significantly different from those of 

S. esculenta (P>0.05). The moisture content was significantly lower in S. japonica than that of 

S. esculenta (P<0.05), and the crude ash content was significantly higher than that of S. esculenta 

(P<0.05). The hardness, elasticity, adhesive, masticatory, and cohesive properties of S. esculenta muscles 

were significantly higher than those of S. japonica (P<0.05). The FA contents of the two cuttlefish 

muscles were 0.56 mg/kg and 1.18 mg/kg, respectively, following the national health standards. Muscles 

of both cuttlefish species showed 17 hydrolyzed amino acids, and the first limiting amino acid was 

tryptophan. Also, for both species, the ratio of essential amino acids to total amino acids was higher than 

31%, and the ratio of essential amino acids to non-essential amino acids was higher than 53%. 

S. esculenta was closer to the ideal protein pattern recommended by the FAO/WHO, and its essential 

amino acid index (EAAI) was as high as 82.99. Twenty types of fatty acids were detected in the muscles 

of both cuttlefishes. The total contents of C20:5n-3 (EPA) and C22:6n-3 (DHA) were higher than 40% in 

S. japonica, which were significantly higher than in S. esculenta (P<0.05). The muscles of both cuttlefish 

species were rich in many inorganic elements required by humans. The two cuttlefish muscles were rich in 

K, P, Mg, and Ca, with the greatest difference observed for P. The P and Zn contents of S. esculenta 

muscles were significantly higher than those of S. japonica (P<0.05), while the I content of S. japonica 

muscles was significantly higher than that of S. esculenta (P<0.05), reaching 13.6 mg/kg and 9.2 mg/kg, 

respectively. Macronutrients had the highest content of K and P and the trace elements, Zn and I. Overall, 

this study showed differences in the nutritional composition and quality of the two cuttlefish muscles, but 

both were high-quality and low-fat protein sources with good exploitation value. This study provides the 

scientific basis for utilizing the cephalopod marine resources in the East China Sea. 

Key words    Cuttlefish; Nutrients; Amino acids; Fatty acids; Quality evaluation 
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甲壳类水产品中氨基脲的来源 

及生成机理研究进展* 

陈胜军 1①  高芳芳 1,2  王  迪 1  冯  阳 1  邓建朝 1   

潘  创 1  赵永强 1  李春生 1 
(1. 中国水产科学研究院南海水产研究所  国家水产品加工技术研发中心     

农业农村部水产品加工重点实验室  广东  广州  510300；2. 上海海洋大学食品学院  上海  201306) 

摘要    氨基脲(semicarbazide, SEM)通常作为判断水产品中是否滥用呋喃西林的标志物，在动物

体内能与蛋白质结合形成稳定的结合物，摄入过多对人体有一定的危害。研究发现，甲壳类水产品

未使用呋喃西林仍能检测到 SEM，现已确认的 SEM 来源包括内源存在和外源摄入，外源摄入途径

有生长环境和饲料引入、加工过程中使用次氯酸盐消毒和偶氮二甲酰胺的分解产生。对于 SEM 广

泛的来源途径，目前，对 SEM 形成机理的研究相对较少。甲壳类水产品中 SEM 的天然存在给呋喃

西林药物检测带来了严重的干扰。本文对甲壳类水产品中 SEM 的来源途径进行总结并推测可能的

生成机理，可为甲壳类水产品质量控制及内源性 SEM 的生成机理提供理论参考。 

关键词    甲壳类水产品；氨基脲；来源；生成机理 

中图分类号 S912  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)04-0244-10 

呋喃西林是人工合成的广谱抗菌药物，能破坏细

菌的糖代谢和氧化酶系统，早期在水产和畜牧养殖中

用来治疗畜禽疾病和防治病虫害。呋喃西林进入动物

体内后迅速代谢，其代谢物氨基脲 (semicarbazide, 

SEM)与蛋白质结合后在动物体内长期稳定存在  

(范清涛等, 2020)。Vass 等(2008a、b)研究发现，动物

源性食品中残留的 SEM 可通过食物链传递给人类，

长期摄入对人体有致癌、致畸等副作用。对 SD 大鼠

(Rattus norvegicus)的研究表明，SEM 造成大鼠多个组

织器官发生病变，包括子宫、胰脏和甲状腺等，同时，

表现出致变性和弱遗传毒性效应(Maranghi et al, 2009; 

朱乐玫等, 2012)。对妊娠期大鼠腹腔注射 40 mg/kg 

SEM，21 d 后大鼠腹中胎儿组织和骨骼发生畸变，同

时多个脏器出现核酸水平显著降低的现象 (李嘉 , 

2008)。SEM 在组织形态学上导致多种组织器官形态

改变，也对神经系统、内分泌系统的功能产生影响。

美国、澳大利亚、加拿大、日本、新加坡、欧盟等已

禁止在食品工业中使用该类药物，并严格执行对水产

品中呋喃西林的残留监测(龚珞军等, 2019)。呋喃西

林也已被我国列入首批《兽药地方标准废止目录》中，

在《关于开展 2016 年国家产地水产品质量安全监督抽

查工作的通知》中，将SEM的残留限量值定为1.0 µg/kg。 

abc
图章
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近年来，我国对甲壳类水产品药物残留进行检测

发现，SEM 的检出超标率高达 50% (于慧娟等, 2012)。

2002—2003 年期间，欧盟食品和饲料快速预警系统

(Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF)发布了

300 余份来自泰国、文莱、巴西等国家的虾类等 SEM

残留事件的通报，数百吨水产品因此被销毁。SEM 在

不同甲壳类水生动物中的本底含量差异较大，几乎在所

有甲壳中均不同程度的检出 SEM，包括日本沼虾

(Macrobrachium nipponense)、罗氏沼虾(Macrobrachium 

rosenbergii)、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、克

氏原螯虾(Procambarus clarkii)、中华绒螯蟹(Eriocheir 

sinensis)等，其壳中 SEM 检出率为 100%，且含量远

高于 1.0 µg/kg。在甲壳类肌肉可食组织中，SEM 含

量差异较大，如凡纳滨对虾、中华绒螯蟹等肌肉中未

检出 SEM，而日本沼虾和罗氏沼虾肌肉中 SEM 检出

率极高(于慧娟等, 2012; 张睿等, 2012; 李东利等, 2015; 

王鼎南等 , 2016; 彭婕等 , 2019; 曹爱玲等 , 2020; 

范  清涛等, 2020) (表 1)。SEM 严重超标的现状引发了

人们对甲壳类水产品安全性的思考。本文针对甲壳类

水产品中 SEM 的不同来源进行总结，概述有关 SEM

来源的研究现状及生成机理，以期为甲壳类水产品中

SEM 的检测提供理论根据。 
 

表 1  不同品种甲壳类水产品不同检测部位 SEM 含量(μg/kg) 
Tab.1  SEM content in different test sites of different crustacean aquatic products (μg/kg) 

不同检测部位 Different test sites 
不同品种 Different breeds 拉丁名 Scientific name 

甲壳 Carapace 肌肉 Muscle 其他组织 Other tissues

日本沼虾 M. nipponense 30.00~315.30 1.38~11.87 58.60~81.30 

罗氏沼虾 M. rosenbergii 26.38~64.16 1.63~4.41 2.41~6.43 

凡纳滨对虾 L. vannamei 1.50~10.27 ND ND 

中国对虾 Penaees chinensis <1 <1 <1 

克氏原螯虾 P. clarkii 3.50±0.09 0.44~0.68 1.97~2.15 

虾类 Shrimp 

斑节虾 Penaeus monodon Fabricius 3.04~15.36 0~0.76 0.88~1.02 

中华鳌绒蟹 E. sinensis 5.48~24.31 0~2.05 ND 

海蟹 Portunus trituberculatus 13.80~26.50 ND ND 

锯缘青蟹 Scylla serrata 81.80±7.00 ND ND 

蟹类 Crab 

珍宝蟹 Dungeness crab 46.30±4.80 ND ND 

鳖类 Turtle 中华鳖 Trionyx sinensis 1.36±0.04 ND ND 

注：ND：未检出。 
Note: ND: Not detected. 

 

1  甲壳类水产品中 SEM 的来源 

1.1  甲壳类水产品中内源性 SEM 的来源 

赵芸等(2019)研究发现，许多不曾接触呋喃西林

药物的养殖甲壳类水生动物体内(以虾蟹为代表)含有

SEM。此外，研究人员多次从生活在天然水域的虾蟹

中检测出 SEM，推测 SEM 具有内源性。Saari 等(2004)

在未食用呋喃西林的克氏原螯虾中检测到 SEM 最高

含量为 12 µg/kg，首次提出了甲壳动物自身可以产生

SEM 的观点。McCracken 等(2013)通过对孟加拉国野

生淡水明虾(Macrobrachium agwi)研究发现，虾肉和

虾壳均有 SEM 检出，相较于虾肉，虾壳中 SEM 含量

更高，这与 van Poucke 等(2011)对罗氏沼虾、王鼎南

等(2016)对日本沼虾、倪永付等(2012)对微山湖小青

虾 SEM 检测结果一致。这些结果证明了甲壳类水产

品中内源性 SEM 的存在。彭婕等(2019)在中华绒螯

蟹脱壳后新长出的软壳中检测到了 SEM，而蟹肉中

未检出 SEM，推测水生动物甲壳可能是其内源性

SEM 的主要来源。 

1.2  甲壳类水产品中外源性 SEM 的来源 

1.2.1  生长环境或食物摄入 SEM    自然界中，甲

壳类动物的生存环境会因人类经济活动的影响而受

到 SEM 污染。于召强等(2013)研究发现，SEM 作为

一种新的水体污染物在水体和沉积物中长时间存在

并不断富集，最终进入生物体内。徐英江等(2010)在

潮河河口水和河流沉积物中检测到 SEM 大量存在；

田秀慧(2018)分别在山东省金城湾、四十里湾和莱州

湾西部 3 个水域的水体、沉积物中检测到 SEM 存在，

且所监测水域中的贝类、虾蟹等 SEM 均有不同程度

的检出，表明水体环境中的 SEM 对水生动物的富集

污染。其次，甲壳类水生动物可通过摄食自然界中的

藻类或喂食饲料引入 SEM，田秀慧(2018)通过对月菱
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形藻(Nitzschia closterium)、扁藻(Platymonas)和叉鞭

金藻(Dicrateria sp.)中的 SEM 进行监测，发现 SEM

在藻类中有很强的富集能力，富集系数为 145.3~200.0。

同样，Hoenicke 等(2004)在红藻(Rhodophyta)、褐藻

(Phaeophyta)中检测到了 SEM。水生动物食用这些天

然食物后，体内会产生 SEM 残留。 

1.2.2  养殖过程中非法使用呋喃西林引入 SEM 

呋喃西林作为广谱抗菌药物，具有良好的抗菌效

果和价格低廉等优点。某些养殖户为了降低水产品疾

病发生率(比较典型的疾病：赤皮、烂鳃和肠炎)、获

得更大的经济利益，违反呋喃西林使用规定。呋喃西

林进入动物体内后，可以在弱酸性条件下迅速分解成

SEM (Leitner et al, 2001)，从而与蛋白形成难以代谢

的结合体。Kwon(2017)研究表明，在混合养殖的过程

中，一些养殖户会用从出生开始就被投喂了呋喃西林

等抗生素的家禽垫料对池塘施肥，从而对养殖水体造

成 SEM 污染进而进入养殖动物体内。索纹纹等(2013)

研究发现，通过对养殖斑点叉尾 (Ictalurus punetaus)

的水体进行呋喃西林泼洒后，水体、底泥和鱼体均出

现了 SEM 蓄积，水体底泥蓄积量显著高于鱼体

(P<0.05)。樊新华等(2010)、蒋原等(2008)、谭志军等

(2008)分别对中华绒螯蟹、克氏原螯虾、大菱鲆

(Scophthalmus maximus)进行不同的呋喃西林给药方

式处理，以研究体内 SEM 的蓄积和消除规律，结果

发现，无论哪种给药方式，呋喃西林进入动物体内后

代谢迅速，而 SEM 残留时间可长达 180 d。丁春燕

(2019)、Pak-Sin 等(2008)、黄宣运等(2017)、丁军伟

等(2018)发现水生动物摄入含有呋喃西林的饲料后，

无法实现完全代谢，代谢物 SEM 会长期残留在动物

源性食品中，最终对人体产生毒副作用。 

1.2.3  次氯酸盐消毒产生 SEM    次氯酸盐因具有

强氧化性广泛用于水产品的卫生消毒 (李会生等 , 

2001)。袁涛等(2011)研究发现，次氯酸盐浸泡的水产

品中 SEM 含量显著高于清水浸泡的水产品。杨曦等

(2011)、王建(2015)发现水产品中 SEM 含量与次氯酸

盐的质量浓度、作用持续时间和食品接触物表面积成

正比。Zhang 等(2016)采用次氯酸盐处理凡纳滨对虾、

三疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)和哈氏仿对虾

(Parapenaeopsis hardwickii)后发现，SEM 含量与次氯

酸盐浓度存在剂量依赖性且次氯酸盐对不同水产品

的 SEM 含量具有差异。 

1.2.4  偶氮二甲酰胺加工产生 SEM    偶氮二甲酰

胺(azodicarbonamide, ADC)在人类生产生活中有 2 种

用途：一是用作食品添加剂，增强面粉团的柔韧性；

二是作为食品级玻璃罐密封垫圈的原材料(黄晓姗等, 

2018)。ADC 在高温高压条件下，受热快速分解产生

SEM，对与其接触的食品产生污染。 

某些生产厂家为迎合消费者口感需求会对水产

品裹粉以促进销售，如面包虾等，使用含 ADC 的面

粉作为甲壳类水产品的裹粉原料是导致甲壳类水产

品 SEM超标的原因之一。Pereira等(2004)在含有 ADC

添加剂的面粉中检出 SEM，含量约为 2~5 µg/kg。胡菏

等(2018)、阮莎莎等(2019)等对市售的面粉及面制品

中的 ADC 和 SEM 的含量进行监测发现，面粉及面制

品中均有 ADC检出，面制品中 SEM的含量高于面粉，

且面包中 SEM 的含量高达 139~1 288 µg/kg，说明

ADC 经高温反应生成了 SEM。另外，SEM 可通过包

装材料对与之接触的食品造成污染。Stadler 等(2004)

从水产品罐头、蜂蜜、调味品和婴儿食品罐头中均检

测到了 SEM，最高含量可达 25 µg/kg；陈志锋等(2009)

研究发现，食品接触垫圈经过加热可分解产生 SEM；

赵天祎等(2019)在蜂蜜中检测出 SEM，通过模拟性实

验推断是蜂蜜罐垫圈的内溶物外溶所致。Hoenicke 等

(2004)将玻璃罐垫圈进行加热并检测 SEM 含量，发现

垫圈中的 ADC 在高温条件下降解成 SEM，且 SEM

可从垫圈迁移到食品中。因此，甲壳类水产品在加工

运输过程中应当尽量避免与 ADC 接触，以防受到外

源性 SEM 的污染。 

2  甲壳类水产品中 SEM 的生成机理 

2.1  内源性 SEM 生成机理 

甲壳类水产品中壳的 SEM 含量普遍大于肉，而

壳的主要成分是甲壳素(几丁聚糖)。因此，相关研究

对内源性 SEM 是否来源于甲壳中的甲壳素进行了

论证。 

周萍等(2008)研究发现，未使用任何药物的蜂蛹

在生长后期体内的 SEM 含量随着甲壳素含量的增加

而逐渐增加，推测内源性 SEM 的形成或与内源甲壳

素有关。McCracken 等(2013)研究发现，在虾壳和虾

肉之间存在着一层分泌甲壳素的单细胞表皮层，靠近

该表皮层虾肉的 SEM 含量是内层虾肉检出量的 3 倍

以上，由此推断虾肉中的 SEM 主要来自于产生甲壳

素的细胞表皮层。然而，彭婕等(2015)通过对中华绒

螯蟹蟹壳中的甲壳素研究发现，内源性 SEM 的产生

与甲壳素无关，可能是蟹壳中的结合蛋白水解后，产

生了在一定条件下能转化为 SEM 的氨基酸。对于以

上实验结果，彭婕等(2019)进一步研究了不同蟹壳中
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的主要成分与 SEM 残留的相关性，发现不同部位蟹

壳中甲壳素含量与 SEM 残留水平呈明显的正相关

性，蛋白质含量及氨基酸组成与 SEM 残留水平呈负

相关性，这可能是甲壳素和氨基酸在之前处理过程中

产生了 SEM，是导致中华绒螯蟹中内源性 SEM 残留

的原因。 

目前，关于甲壳类水产品内源性 SEM 的形成机

理已有一定进展。一种被认可的说法是内源性 SEM

形成可能与甲壳中的结合蛋白及氨基酸有关。曹爱玲

等(2019、2020)研究发现，中华鳖壳中 SEM 含量随

着烘干温度的上升而上升，但其蛋白含量随烘干温度

的上升而下降，对其丰度差异蛋白质进行筛选，发现

球蛋白、角蛋白等 13 种蛋白与 SEM 含量的变化显著

相关，此类蛋白涉及细胞碳代谢、焦点黏附等生物过

程，由此猜测这些蛋白随热能的增加转化成了 SEM。

Samsonova 等(2008)对动物体内含有 SEM 残基的蛋白

进行鉴定，发现白蛋白中含有高浓度 SEM 残基，并

且在以谷胱甘肽 S-转移酶为主要成分的蛋白质混合

物中也发现含有高浓度的 SEM 残基，表明 SEM 的形

成可能与 SEM 结合的谷胱甘肽有关联。谢冬冬等

(2014)研究表明，甲壳类水产品中内源 SEM 不仅与

样品中的蛋白质有关，而且与样品中的氨基酸组成有

关联。Noonan 等(2008)证实甲壳类水产品中含量最丰

富的氨基酸是精氨酸。精氨酸酶可将精氨酸水解为鸟

氨酸和尿素进入尿素循环，尿素和 SEM 在结构上有

一定的相似性。Hoenicke 等(2004)认为 SEM 是由含

氮物质(如精氨酸、组氨酸、瓜氨酸和肌酐)与酰胺或

尿素反应形成。Abernethy 等(2015)研究表明，肼作为

参与尿素循环的重要中间物质，可与酸根离子反应生

成 SEM，因此，某些高氨氮(NH4
+-N)含量的食品可在

酸性条件下形成 SEM。由此推测，精氨酸可能是动物

内源性 SEM 的前体。Yu 等(2019)在凡纳滨对虾生长期

间对参与尿素循环的相关物质含量进行检测后认为，虾

体内的精氨酸等物质通过尿素循环最终形成 SEM。 

精氨酸是内源性 SEM 形成的重要潜在前体。精

氨酸等参与甲壳类水生动物的尿素循环，通过恶嗪啶

中间体产生了 SEM，结合尿素循环中主要物质的含

量变化分析，内源性 SEM 的形成与精氨酸的胍基和

酰胺基、瓜氨酸和尿素的酰胺结构密切相关，内源性

SEM 可能的生成机理如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  内源性 SEM 在甲壳类水产品中可能的生成机理 
Fig.1  Possible formation mechanism of endogenous SEM in crustacean aquatic products 

A: 虾肉；B: 虾表皮层；C: 虾壳。 
A: Shrimp meat; B: Shrimp epidermal layer; C: Shrimp shell. 

 
2.2  外源性 SEM 生成机理 

2.2.1  次氯酸盐引入 SEM 生成机理    Hoenicke 等

(2004)研究不同浓度的次氯酸盐对北海虾、鱼制品、

蛋白粉、红藻、鸡肉和蜂蜜的 SEM 检出的影响发现，

随着有效氯含量不断增加，6 种样品的 SEM 含量均

有不同程度的增加，其中，以蛋白粉最为显著，检出

量为 20 μg/kg。考虑到水产品中富含的精氨酸、组氨

酸、瓜氨酸、肌酸酐等多种具有脒基或脲基结构的含
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氮化学物质结构与 SEM 化学结构相近，Hoenickek

等(2004)认为这些含氮化学物质经过次氯酸盐溶液的

处理后，发生降解反应最终形成了 SEM。Abernethy

等(2015)推测次氯酸盐溶液中的氨基甲酸根离子可能

与水产品中的氨或酸性酰胺反应生成肼，肼通过尿素

循环与尿素及其他化合物反应生成 SEM。Bendall 

(2009)认为 SEM 是次氯酸盐和尿素在一定条件下发

生霍夫曼反应产生的。由此推测，水产品中的 SEM

可能来自体内以及次氯酸盐中的氨，次氯酸盐引入

SEM 可能生成机理见图 2。 

2.2.2  ADC 生成 SEM 机理    温度可能对 SEM 的

生成有影响。Pereira 等(2004)研究发现，在面粉中添

加 10 µg/kg 的 ADC，所检样品的 SEM 含量为 12 µg/kg，

转化率约为 0.1%。Ye 等(2011)研究发现，经高温烘

焙后，面粉中添加的 ADC 会分解成 SEM，且面制品

外部的 SEM 含量要高于内部，说明温度对 SEM 的生

成有积极影响。姚敬等(2016)、蒋志红等(2014)通过

实验证明了 ADC 在湿热条件下可生成 SEM。Noonan

等(2008)研究 ADC 面粉及面制品中的 SEM 生成情况

时发现，生面团不含 SEM，而面制品中有 SEM 检出，

进一步研究发现 SEM 含量与温度成正比。 

ADC 在高温条件下先降解为联二脲，联二脲再

经过水解反应转化为 SEM (李金强等, 2009)。考虑到

呋喃西林与联二脲分子结构的差异性，可排除呋喃西

林代谢产生联二脲的推测。从现有的研究看，ADC

是联二脲的唯一生物来源，因此，可将联二脲作为

ADC 相应的目标检出物，ADC 引入 SEM 生成机理

见图 2。 

 

 
 

图 2  外源性 SEM 在甲壳类水产品中可能的生成机理 
Fig.2  Possible formation mechanism of exogenous 

SEM in crustacean aquatic products 

3  结论与展望 

SEM 在自然界中的来源广泛，甲壳类水产品中

检出的 SEM 非呋喃西林唯一代谢产生，水体环境及

加工过程的污染等均可导致 SEM 超标。对于 SEM 的

生成机理，目前研究相对较少，当前对于内源性 SEM

的生成机理有 2 种推测：一是富含蛋白质的甲壳类水

产品中的含氮物质如精氨酸等参与尿素循环等过程

形成 SEM；二是来源于单细胞表皮层的甲壳素转化。

对于外源性 SEM 的生成机理也有 2 种推断：一是甲

壳类水产品经次氯酸盐的处理生成的肼进入尿素循

环，增加了 SEM 生成量；二是加工过程中外加的 ADC

经高温降解为 SEM，导致 SEM 过量残留。深入分析

研究甲壳类水产品中 SEM 的主要来源及形成作用机

理对于保障我国水产养殖业健康发展具有重大意义。

对甲壳类水产品内源性 SEM 的形成机理进行研究，

可为我国制定甲壳类水产品中 SEM 最大残留限量提

供科学数据。 

参  考  文  献 

ABERNETHY G A. Generation of semicarbazide from natural 

azine development in foods, followed by reaction with urea 

compounds. Food Additives and Contaminants, Part A. 

Chemistry Analysis Control Exposure and Risk Assessment, 

2015, 32(9): 1416–1430 

BENDALL J. Semicarbazide is non-specific as a marker 

metabolite to reveal nitrofurazone abuse as it can form under 

Hofmann conditions. Food Additives and Contaminants, Part 

A. Chemistry Analysis Control Exposure and Risk 

Assessment, 2009, 26(1): 47–56 

CAO A L, CHEN Y L, CAI L Y, et al. The effects of different 

drying temperatures on the detectable amount of 

semicarbazide in crustacean aquatic products. Chinese 

Journal of Animal Quarantine, 2020, 37(1): 94–99 [曹爱玲, 

陈怡琳, 蔡路昀, 等. 不同烘干温度对甲壳类水产品中氨

基脲检出量的影响. 中国动物检疫, 2020, 37(1): 94–99] 

CAO A L, YU Z F, CHEN Y L, et al. Research progress on 

nitrofurazone and its metabolite of semicarbazide in 

animal-derived food. Chinese Journal of Animal Quarantine, 

2019, 36(6): 62–67 [曹爱玲, 余招锋, 陈怡琳, 等. 动物源

食品中呋喃西林及其代谢物氨基脲研究进展. 中国动物

检疫, 2019, 36(6): 62–67]  

CHEN Z F, LI C, SUN L, et al. SEM problems in food contact 

materials. Food and Machinery, 2009, 25(2): 5–7 [陈志锋, 

李成, 孙利, 等. 食品接触材料中的氨基脲问题. 食品与

机械, 2009, 25(2): 5–7] 



第 4 期 陈胜军等: 甲壳类水产品中氨基脲的来源及生成机理研究进展 249 

 

DING C Y. Study on the detection of nitrofuran metabolites 

residues in shrimps. Master′s Thesis of Zhejiang University 

of Technology, 2019, 48–51 [丁春燕. 青虾中硝基呋喃代

谢物残留的检测研究. 浙江工业大学硕士研究生学位论

文, 2019, 48–51] 

DING J W, DENG J C, YANG X Q, et al. Accumulation and 

elimination of four nitrofuran metabolites in muscle of 

grouper (Epinephelus awoara). South China Fisheries 

Science, 2018, 14(1): 60–67 [丁军伟, 邓建朝, 杨贤庆, 等. 

4 种硝基呋喃类代谢物在青石斑鱼肌肉中的富集与消除

规律. 南方水产科学, 2018, 14(1): 60–67] 

FAN Q T, CHEN S J, DENG J C, et al. Research progress on the 

production and control of semicarbazide in crustacean 

aquatic products. Journal of Food Safety and Quality, 2020, 

11(5): 1439–1445 [范清涛, 陈胜军, 邓建朝, 等. 甲壳类

水产品中氨基脲产生及控制方法研究进展. 食品安全质

量检测学报, 2020, 11(5): 1439–1445] 

FAN X H, ZHEN H, QIAN W, et al. Study on SEM attenuation 

of nitrofurazone metabolites in Eriocheir sinensis. Jiangsu 

Agricultural Science, 2010(6): 368–370 [樊新华, 郑浩, 钱

伟, 等. 呋喃西林代谢物氨基脲在中华绒螯蟹体内的衰

减研究. 江苏农业科学, 2010(6): 368–370] 

GONG L J, YANG L S, WANG J L, et al. Lecture on quality and 

safety of aquatic products: Lecture Ⅱ  Nitrofurans and 

quality and safety of aquatic products (1). Guide to 

Enrichment in Fisheries, 2019(10): 58–60 [龚珞军, 杨兰松, 

王将来, 等. 《水产品质量安全》讲座第二讲：硝基呋喃

类药物与水产品质量安全(1). 渔业致富指南, 2019(10): 

58–60] 

HOENICKE K, GATERMANN R, HARTIG L, et al. Formation 

of semicarbazide (SEM) in food by hypochlorite treatment: 

Is SEM a specific marker for nitrofurazone abuse? Food 

Additives and Contaminants, 2004, 21(6): 526–537 

HU H, LIU X L, YU H, et al. Monitoring and analysis of 

semicarbazide contamination in flour products in Jiangxi. 

Chinese Journal of Health Inspection, 2018, 28(3): 340–342 

[胡菏, 刘小玲, 于晖, 等. 江西省面制品中氨基脲污染监

测分析. 中国卫生检验杂志, 2018, 28(3): 340–342] 

HUANG X S, GUAN M X, HANG Y P, et al. Study on 

degradation of flour additive azodicarbazide to 

semicarbazide under heat treatment. Journal of Instrumental 

Analysis, 2018, 37(8): 977‒980 [黄晓姗, 关铭鑫, 杭义萍. 

面制品添加剂偶氮甲酰胺热处理下转化为氨基脲的研究. 

分析测试学报, 2018, 37(8): 977‒980] 

HUANG X Y, SHEN X S, HUANG D M, et al. Elimination rules 

of nitrofurazone metabolite residue in Eriocheir sinensis 

cultured in outdoor ponds. Marine Fisheries, 2017, 39(6): 

674–681 [黄宣运, 沈晓盛, 黄冬梅, 等. 室外池塘自然养

殖条件下呋喃西林代谢物在中华绒螯蟹体内残留和消除

规律. 海洋渔业, 2017, 39(6): 674–681] 

JIANG Y, DING T, XU J Z, et al. Dynamical changes of 

Nitrfuran metabolites in crawfish. Animal Husbandry and 

Veterinarian, 2008(2): 34–37 [蒋原, 丁涛, 徐锦忠, 等. 硝

基呋喃类药物在克氏螯虾组织中消除规律的研究. 畜牧

与兽医, 2008(2): 34–37] 

JIANG Z H, WU X P, WANG M X, et al. relationship of added 

azodicarbonamide with the formation of semicarbazide in 

heated flour and deep-fried breaded shrimp. Food Science, 

2014, 35(19): 91–95 [蒋志红, 吴晓萍, 王明兴, 等. 偶氮

甲酰胺与氨基脲在面粉及面包虾中的形成关系. 食品科

学, 2014, 35(19): 91–95] 

KWON J W. Semicarbazide: Natural occurrence and uncertain 

evidence of its formation from food processing. Food 

Control, 2017(72): 268–275 

LEITNER A, ZOLLNER P, LINDNER W. Determination of the 

metabolites of nitrofuran antibiotics in animal tissue by 

high-performance liquid chromatography tandem mass 

spectrometry. Journal of Chromatography A, 2001, 939(1/2): 

49–58 

LI D L, LI J, CHANG Z Q, et al. The elimination rules of 

nitrofurazone metabolites and its effects on activities of 

metabolic enzymes in Fenneropenaeus chinensis. Progress 

in Fishery Sciences, 2015, 36(5): 87–94 [李东利, 李健, 常

志强 , 等 . 呋喃西林代谢产物在中国对虾 (Fennero- 

penaeus chinensis)体内的消除规律及其对代谢酶活性的

影响. 渔业科学进展, 2015, 36(5): 87–94] 

LI J Q, GUO H X, CAO P, et al. Study of the correlation about 

azodicarbonamide decomposing to semicarbazide. Chemical 

Analysis and Meterage, 2009, 18(6): 34–36 [李金强, 郭海

霞, 曹鹏, 等. 偶氮甲酰胺分解产生呋喃西林代谢物的相

关性研究. 化学分析计量, 2009, 18(6): 34–36] 

LI H S, WANG L. Application of chlorine dioxide in aquaculture 

industry. Inland Fisheries, 2001(1): 39–39 [李会生, 王玲. 

二氧化氯在水产养殖业中的应用. 内陆水产, 2001(1): 

39–39] 

LI J. Toxicology study on semicarbazide of food additive 

by-production. Master′s Thesis of Jilin Agricultural 

University, 2008 [李嘉. 食品添加剂副产物氨基脲的毒理

学研究. 吉林农业大学硕士研究生学位论文, 2008] 

MARANGHI F, TASSINA R, LAG A V, et al. Effects of the food 

contaminant semicarbazide following oral administration in 

juvenile Sprague-Dawley rats. Food and Chemical 

Toxicology, 2009, 47(2): 472–479 

MCCRACKEN R, HANNA B, ENNIS D, et al. The occurrence 

of semicarbazide in the meat and shell of Bangladeshi 

fresh-water shrimp. Food Chemistry, 2013, 136(3/4): 

825–832 

NI Y F, ZHU L P, WANG Y, et al. Determination of 

nitrofurazone metabolite in every part of Weishan Lake 

shrimp. Food and Fermentation Science and Technology, 

2012, 48(1): 86–88 [倪永付, 朱莉萍, 王勇, 等. 微山湖小

青虾各部分呋喃西林代谢物含量测定. 食品与发酵科技, 

2012, 48(1): 86–88] 



250 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

NOONAN G O, BEGLEY T H, DIACHENKO G W. 

Semicarbazide formation in flour and bread. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry, 2008, 56(6): 2064–2067 

PAK-SIN C, MAYDA I L, ANN A, et al. Residue depletion of 

nitrofuran drugs and their tissue-bound metabolites in 

channel catfish (Ictalurus punctatus) after oral dosing. 

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2008, 56(17): 

8030–8034 

PENG J, GAN J H, CHEN J W, et al. Distribution and formation 

mechanism of semicarbazide in Ericocheir sinensis. 

Freshwater Fisheries, 2015, 45(4): 108–112 [彭婕, 甘金华, 

陈建武, 等. 中华绒螯蟹中氨基脲的分布及产生机理分

析. 淡水渔业, 2015, 45(4): 108–112] 

PENG J, LÜ L, YU Y L, et al. Study on the formation approach 

of endogenous semicarbazide in Eriocheir sinensis. 

Freshwater Fisheries, 2019, 49(3): 108–112 [彭婕, 吕磊, 

喻亚丽, 等. 中华绒螯蟹中内源性氨基脲的产生途径研

究. 淡水渔业, 2019, 49(3): 108–112] 

PEREIRA A S, DONATO J L, DE N G. Implications of the use 

of semicarbazide as a metabolic target of nitrofurazone 

contamination in coated products. Food Additives and 

Contaminants, 2004, 21(1): 63–69 

RUAN S S, LIU G H, ZHU Z, et al. Dietary exposure 

assessment of azocarbamide and its transformation products 

in flour and flour products in Shenzhen. Journal of Food 

Safety Quality, 2019, 10(12): 3857–3862 [阮莎莎, 刘桂华, 

朱舟, 等. 深圳市面粉与面制品中偶氮甲酰胺及其转化

产物膳食暴露评估. 食品安全质量检测学报, 2019, 10(12): 

3857–3862] 

SAARI L, PELTONEN K. Novel source of semicarbazide: 

Levels of semicarbazide in cooked crayfish samples 

determined by LC/MS/MS. Food Additives and 

Contaminants, 2004, 21(9): 825–832 

SAMSONOVA J V, DOUGLAS A J, COPER K M, et al. The 

identification of potential alternative biomarkers of 

nitrofurazone abuse in animal derived food products. Food 

and Chemical Toxicology, 2008, 46(5): 1548–1554 

STADLER R H, MOTTIER P, GUY P, et al. Semicarbazide is a 

minor thermal decomposition product of azodicarbonamide 

sed in the gaskets of certain food jars. Analyst, 2004, 29(3): 

276–281 

SUO W W, LIU Y T, AI X H, et al. Elimination rules of the 

semicarbazide in environment and assessment of 

semiearbazide in the channel catfish (Ietalurus netaus) 

tissue. Journal of Agricultural Environmental Science, 2013, 

32 (4): 681–688 [索纹纹, 刘永涛, 艾晓辉, 等. 环境中氨

基脲消解规律及对斑点叉尾 残留评估. 农业环境科学

学报, 2013, 32(4): 681–688] 

TAN Z J, ZHAI Y X, LENG K L, et al. The depuration rules of 

the metabolites of furazolidone and nitrofurazone in turbot 

Scophthalmus maximus. Acta Scientiarum Naturalium 

Universitatis Sunyatseni, 2008, 47(S1): 63–69 [谭志军, 翟

毓秀, 冷凯良, 等. 呋喃西林和呋喃唑酮代谢物在大菱鲆

组织中的消除规律. 中山大学学报(自然科学版), 2008, 

47(S1): 63–69] 

TIAN X H. Temporal and spatial distribution in three typical 

mariculture bays of northern Shandong Province and 

biological toxicity in Apostichopus japonicus semicarbazide. 

Doctoral Dissertation of University of Chinese Academy 

Sciences (Yantai Coastal Institute, Chinese Academy of 

Sciences), 2018, 73–89 [田秀慧. 山东北部三个典型养殖

海湾氨基脲的时空分布及对刺参的生物毒性效应研究. 

中国科学院大学(中国科学院烟台海岸带研究所)博士研

究生学位论文, 2018, 73–89] 

VAN POUCKE C, DATEVERNIER C, WILLE M, et al. 

Investgation into the possible natural occurance of 

semicarbazide icarbazide in prawn Macrobrachium 

rosenbergii. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 

2011, 59(5): 2107–2112 

VASS M I, DIBLIKOVA I, CERNOCH M, et al. ELISA for 

semicarbazide and its application for screening in food 

contamination. Analytica Chimica Acta, 2008a, 608(1): 

86–94 

VASS M, HRUSKA K, FRANEK M. Nitrofuran antjbiotjcs: A 

review on the application prohibition and residual analysis. 

Journal of Veterinary Medical, 2008b, 53(9): 469–500 

WANG D N, ZHOU F, LI S Y, et al. Background value survey 

and source analysis of semicarbazide in shellfish. China 

Fisheries Quality and Standards, 2016, 6(6): 6–11 [王鼎南, 

周凡, 李诗言, 等. 甲壳类水产品中呋喃西林代谢物氨基

脲的本底调查及来源分析. 中国渔业质量与标准, 2016, 

6(6): 6–11] 

WANG J. Researches of nitrofurazone and semicarbazide in 

marine crustaceans. Master′s Thesis of Zhejiang Gongshang 

University, 2015, 53–59 [王建. 甲壳类水产中呋喃西林及

氨基脲的研究. 浙江工商大学硕士研究生学位论文, 2015, 

53–59] 

XIE D D, WAN Z G, SHEN J C, et al. Study on semicarbazide 

content difference from different organizations chicken 

generated by sodium hypochlorite. Journal of Food Safety 

and Quality, 2014, 5(11): 3394–3399 [谢冬冬, 万志刚, 沈

金灿, 等. 不同鸡组织经次氯酸钠处理后氨基脲生成量

差异研究. 食品安全质量检测学报, 2014, 5(11): 3394– 

3399] 

XU Y J, SUN Y Z, SONG X K, et al. Survey of semicarbazide 

contamination in coastal waters adjacent to the Chaohe 

River estuary. Oceanologia et Limnologia Sinica, 2010, 

41(4): 538–542 [徐英江, 孙玉增, 宋秀凯, 等. 潮河口邻

近海域氨基脲污染现状调查研究. 海洋与湖沼, 2010, 

41(4): 538–542] 

YANG X, LI H G. Study on formation of semicarbazide (SEM) 

in aquatic products by hypochlorite treatment. Science and 

Technology for Food Industry, 2011, 32(4): 158–159 [杨曦, 

李红光. 水产品在消毒水作用下产生呋喃西林代谢物的



第 4 期 陈胜军等: 甲壳类水产品中氨基脲的来源及生成机理研究进展 251 

 

研究. 食品工业科技, 2011, 32(4): 158–159] 

YAO J, HUANG W X, LI S X, et al. Detection of SEM in wheat 

flour products and study on the conversion rule with 

azocarbamide. Chinese Journal of Health Inspection, 2016, 

26(18): 2600–2602 [姚敬, 黄伟雄, 李少霞, 等. 小麦粉制

品中氨基脲的检测及与偶氮甲酰胺的转化规律研究. 中

国卫生检验杂志, 2016, 26(18): 2600–2602] 

YE J, WANG X H, SANG Y X, et al. Study on the determination 

of semicarbazide in flour products and the transformation 

law between azodicarbazide and semicarbazide. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry, 2011, 59(17): 9313–9318 

YU H J, LI B, CAI Y Q, et al. Determination of semicarbazide 

content in crustaceans by liquid chromatography tandem 

mass spectrometry. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 

2012, 40(10): 1530–1535 [于慧娟, 李冰, 蔡友琼, 等. 液

相色谱–串联质谱法测定甲壳类水产品中氨基脲的含量. 

分析化学, 2012, 40(10): 1530–1535] 

YU W L, LIU W H, SANG Y X, et al. Analysis of endogenous 

semicarbazide during the whole growth cycle of 

Litopenaeus vannamei and its possible biosynthetic pathway. 

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2019, 67(29): 

8235–8242 

YU Z Q, XU Y J, TIAN X H, et al. Semicarbazide 

bioaccumulation in seashells of Sishili Bay. Marine 

Environmental Science, 2013, 32(1): 39–42 [于召强, 徐英

江, 田秀慧, 等. 四十里湾海洋贝类对氨基脲的生物富集

特性. 海洋环境科学, 2013, 32(1): 39–42] 

YUAN T, TIAN G H, WU W, et al. Effect of sodium 

hypochlorite, alcohol and bamboo swab on nitrofurazone 

metabolite in chicken products. Journal of Anhui 

Agricultural Sciences, 2011, 39(30): 18733–18735 [袁涛, 

田国华, 吴伟, 等. 次氯酸钠、酒精及穿串用竹签对鸡肉

产品中呋喃西林代谢物检测结果的影响. 安徽农业科学, 

2011, 39(30): 18733–18735] 

ZHANG R, ZHANG X Y, WU B, et al. Determination and 

source analysis of semicarbazide in crustacean aquatic 

products. Environmental Chemistry, 2012, 31(6): 915–916 

[张睿, 张晓燕, 吴斌, 等. 甲壳类水产品中氨基脲的测定

和来源分析. 环境化学, 2012, 31(6): 915–916] 

ZHANG X J, CHEN X, XU H, et al. Identification and 

occurrence of endogenous semicarbazide in prawns and rabs 

from Zhejiang Province, China. Food Additives and 

Contaminants, PartA: Chemistry Analysis Control Exposure 

and Risk Assessment, 2016, 33(2): 252–258 

ZHAO T Y, MA Z F, ZHANG Y. Study on the source of 

semicarbazide in honey. Journal of Food Safety Quality 

Testing, 2019, 10(11): 3401–3404 [赵天祎, 马占峰, 张莹. 

蜂蜜中氨基脲本底来源研究. 食品安全质量检测学报, 

2019, 10(11): 3401–3404] 

ZHAO Y, WENG L P, ZHANG L. Preliminary study on the 

source of SEM in river shrimp. Hangzhou Agriculture and 

Science and Technology, 2019(4): 43–44 [赵芸, 翁丽萍, 

张乐 . 河虾中氨基脲的来源初探 . 杭州农业与科技 , 

2019(4): 43–44] 

ZHOU P, HU F L, ZHANG Z T, et al. Determination of 

nitrofuran metabolites in drone pupae and reasons for their 

exceeding the standards. Apiculture of China, 2008, 59(7): 

5–9 [周萍, 胡福良, 章征天, 等. 雄蜂蛹中硝基呋喃类代

谢物含量的测定及超标原因分析. 中国蜂业, 2008, 59(7): 

5–9] 

ZHU L M, YUAN P, ZHANG B B, et al. Antagonistic of 

procyanidins on semicarbazide-induced reproductive 

toxicity in male mice. Practical Preventive Medicine, 2012, 

19(2): 165–168 [朱乐玫, 袁萍, 张贝贝, 等. 原花青素对

氨基脲致雄性小鼠生殖毒性的拮抗作用. 实用预防医学, 

2012, 19(2): 165–168] 
 

(编辑  陈  辉) 
 



252 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

Progress on the Origin and Formation Mechanism of  
Semicarbazide in Crustacean Aquatic Products 

CHEN Shengjun1①
, GAO Fangfang1,2, WANG Di1, FENG Yang1, DENG Jianchao1,  

PAN Chuang1, ZHAO Yongqiang1, LI Chunsheng1 
(1. National Aquatic Products Processing Technology Research and Development Center;  
Key Laboratory of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture and Rural Affairs;  

South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300, China;  
2. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China) 

Abstract    Nitrofurazone is a synthetic antimicrobial drug developed by the Eaton Institute in the 

United States in the 1950s. Nitrofurazone can play an inhibitory or bactericidal role by interfering with the 

glucose metabolism process and oxidase system in bacteria. Due to its strong bactericidal ability, wide 

antibacterial spectrum, and low price, it was widely used in animal husbandry and aquaculture. 

Nitrofurazone is detected in animals because it is rapidly metabolized, with a half-life of only a few hours. 

Semicarbazide (a typical metabolite of nitrofurazone) is detected in food-borne products in a linear 

proportion to the amount of nitrofurazone added to the animal. Semicarbazide binds to animal proteins to 

generate stable residues and is difficult to metabolize completely. The United States, European Union, 

China, and other countries detect and monitor semicarbazide as a marker of nitrofurazone drugs. 

Nitrofurazone (and its metabolite semicarbazide) have teratogenic and carcinogenic effects on the human 

body. Any residues in animal-derived foods can be transmitted to humans through the food chain. 

Long-term intake of semicarbazide in humans will cause anemia, liver necrosis, neuritis, and damages the 

eyeball and DNA. Therefore, the United States, the European Union, and other countries have explicitly 

banned its use in the food industry. China has listed nitrofurazone as a banned drug and specified that 

nitrofurazone and its metabolites should not be detected in animal-derived foods. Over the years, the 

detection of semicarbazide has been limited by the detection methods and instruments. The Ministry of 

Agriculture has stated the residual limit of semicarbazide as 1.0 μg/kg and assigned a supervision and 

sampling inspection program. 

Existing studies have identified the semicarbazide detected in crustacean aquatic products combines 

the residue caused by nitrofurazone metabolism and other obvious sources of semicarbazide, which 

include: 1) the presence of endogenous sources in crustacean aquatic animals; 2) the growth environment 

and feed intake; and 3) aquatic product processing. Previously, semicarbazide residues were generally 

considered to be the result of excessive nitrofurazone drug use by farmers. In recent years, the farmers 

state they have not used nitrofurazone during aquaculture. However, semicarbazide has been present in 

seafood. In 2004, Saari et al. detected semicarbazide in Procambarus clarkii that did not consume 

nitrofurazone and provided the first report that crustaceans may naturally produce semicarbazide, which is 

causing the detection of semicarbazide in many cultured crustacean aquatic animals that have not been fed 

nitrofurazone drugs (represented by shrimp and crab). This research confirms the presence of endogenous 

semicarbazones in crustacean aquatic products. In addition, the natural living environment of crustacean 

aquatic animals is polluted with semicarbazide due to economic human activities. Many scientists have 

detected the presence of semicarbazide in the waters and sediments in various regions. Concurrently, 
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semicarbazides also contaminate aquatic plants. Semicarbazide is a new water pollutant that exists in 

water bodies and plants, which is continuously enriched and enters organisms. Nitrofurazone is a 

commonly used antibiotic for aquaculture products and is often detected when the amino residues exceed 

the standard levels due to illegal addition by farmers. Studies have shown that semicarbazide is also 

introduced through processing aquatic products, such as sodium hypochlorite disinfection resulting in an 

increase in the levels of semicarbazide, by azodicarboxamide through thermal decomposition producing 

semicarbazide and so on. The biological toxicity of semicarbazide and the food chain transfer effect have 

ensured semicarbazide is now an important environmental and food pollutant. 

In the current aquatic trade in China, the presence of endogenous semicarbazide in crustacean aquatic 

products has serious impacts and interferes in the detection of nitrofurazone drugs, resulting in an inability 

to accurately determine semicarbazide sources. It is of great importance to thoroughly analyze and 

understand the main sources and formation mechanism of SEM in crustacean aquatic products to ensure 

the healthy development of the aquaculture industry in China. At present, there are two statements on the 

formation mechanism of endogenous semicarbazide: arginine is involved in the urea cycle of crustacean 

aquatic animals and semicarbazide is produced through the oxadine intermediate. An analysis of content 

changes in the main substances of the urea cycle revealed the formation of endogenous semicarbazide is 

closely related to the guanidinyl and amide groups of arginine, citrulline, and the amide structure of urea. 

Arginine is a potentially important factor in the formation of endogenous semicarbazide; secondly, SEM 

is derived from a single cell epidermis that produces chitin. There is a single cell epidermal layer secreting 

chitin between the shrimp shell and shrimp meat, and the detection level of semicarbazide in the shrimp 

meat close to this epidermal layer was more than three times higher than the inner shrimp meat. Therefore, 

the semicarbazide in shrimp meat mainly originates from the epidermal layer cells producing chitin. Two 

inferences on the formation mechanism of exogenous semicarbazide are: the carbamate ions in 

hypochlorite solution may react with ammonia or acid amide in aquatic products to generate hydrazine, 

and hydrazine reacts with urea and other compounds through the urea cycle to generate semicarbazide, 

increasing the production of semicarbazide; the azodicarbonamide added in processing is degraded to 

biurea at high temperatures, and biurea is then converted to semicarbazide by the hydrolysis reaction. 

Considering the different molecular structures between nitrofurazone and biurea, the speculation that 

nitrofurazone is metabolized to produce biurea can be ruled out. From existing studies, azodicarbonamide 

is the only biological source of biurea, so biurea can be used as the corresponding target detector of 

azodicarbonamide. To solve the problem that endogenous and exogenous semicarbazide cannot be 

distinguished in aquatic products in China, the endogenous and exogenous pathways of semicarbazide and 

the corresponding possible formation mechanisms are reviewed in this paper. The formation pathways of 

endogenous semicarbazide are speculated to help solve the formation mechanism of semicarbazide in 

crustacean aquatic products and provide scientific data for the standardization of semicarbazide residue 

limits in China. 

Key words    Crustacean aquatic products; Semicarbazide; Source pathways; Generation mechanism 
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