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桑沟湾春季海–气界面 CO2 交换通量 

及其与养殖活动的关系分析* 

刘  毅 1  张继红 1,2①  房景辉 1  蔺  凡 1  吴文广 1 
(1. 农业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  青岛  266071； 

2. 青岛海洋科学与技术国家实验室  海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071) 

摘要    为研究不同养殖活动对海–气界面 CO2 交换通量(F)的影响，于 2014 年 5 月采用走航式 CO2 分

压仪对中国北方典型的多营养层次混合养殖海域—桑沟湾养殖区的表层水 CO2 分压(pCO2)进行了大面

调查，并通过数据计算桑沟湾海区的 F 值。在调查过程中，选择在网箱养殖区、贝类养殖区、藻类养殖

区等区域内进行 24 h 定点连续观测。探讨了春季桑沟湾海–气界面 CO2 的交换通量及其主要影响因素。

大面调查结果显示，桑沟湾内海水中 pCO2 总体变化趋势是由湾内向湾外递减，网箱养殖区海水中 pCO2

远远高于其他区域。在大面调查中，贝类、藻类、贝藻混养、网箱养殖区的 F 值分别为(–1.02±0.83)、

(–15.40±1.28)、(–4.32±1.41)、8.14 mmol/(m2·d)。定点连续监测显示，藻类、贝类、网箱养殖区的 pCO2     

24 h 平均值分别为(320±14)、(330±10)、(413±37) μatm。研究表明，光合作用是海–气界面 CO2 交换通量

的主要影响因素之一，不同养殖区之间的海–气界面 CO2 交换通量差异显著。影响各养殖区海–气界面

CO2 交换通量日变化规律的影响因子与走航调查结果一致。养殖活动是影响海–气界面 CO2 交换通量的

主导因素。 

关键词    桑沟湾；交换通量；CO2 分压；海水养殖 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0001-08 

海洋占据了地球表面积的 70%，从海洋中获取食

物，发展海洋经济，是缓解粮食短缺这一世界性问题

的重要手段之一。工业革命之后，由于人类使用化石

燃料无节的制排放和对树木的乱砍乱伐，导致大气

CO2 浓度增加，所引起的“温室效应”是目前人类最为

急切解决的问题之一。全球碳循环是国际地圈–生物

圈计划(IGBP)的核心问题之一。人类通过燃烧的方式

利用化石燃料，并向大气中排放 CO2，人类活动每年

向大气中排放约为 6 Gt 的碳，这些碳被海洋吸收了

约 1/3，被吸收的碳量为 2.2 Gt/a(Baliño et al, 2001)。

海洋在吸收 CO2、调节全球气候，缓解“温室效应”对

全球气候带来的变化做出了巨大贡献。碳是主要的生

命元素，CO2 在海–气界面转移的生物化学过程是关

键的海洋碳循环过程，研究海–气界面 CO2 交换通量

是认识 CO2 在海水中转移与归宿的基础 (李宁等 , 

2005)。我国在世界海水水产养殖产量和养殖规模上

都稳居第一，人类的养殖活动可能成为减排增汇的有

效手段(Tang et al, 2011)。我国学者在 2010 年左右率

先提出“碳汇渔业”的概念，近年来的不断探索在世界

范围内引起了广泛关注，并逐渐被人们接受。目前，

有关海–气界面 CO2 交换通量的研究主要集中在开阔

海域，对人类活动集中的陆架边缘海中不同养殖区的

abc
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研究鲜见报道。目前，对养殖区与非养殖区之间的不

同变化影响研究(蒋增杰等, 2013)较少，随着“碳汇渔

业”研究的不断深入，研究不同养殖模式对海–气界面

CO2 交换通量的影响就显得尤为重要。 

桑沟湾是我国典型的多营养层次综合养殖海域

之一，同时也是我国北方重要的藻类养殖基地，养殖

总面积达 135 km2。湾内共划分 4 个养殖区，分别是

网箱养殖区、贝类养殖区、贝藻混养区以及藻类养殖

区。本研究在 2014 年 5 月 20–24 日，通过对桑沟湾

表层海水 pCO2 等参数的大面调查，以及不同养殖区

的昼夜变化监测。分析了该海域不同养殖模式的 CO2

交换通量及其影响机制。 

1  调查海域与方法 

1.1  调查海域及站位设置 

桑沟湾位于山东半岛的最东端，是半岛东侧最开

阔的海湾，海湾面积约为 150 km2。桑沟湾内分 4 类养

殖区，湾内为贝类养殖区，靠近湾口为藻类养殖区，

中间是贝藻混养区，网箱养殖区位于湾内的西南角。

桑沟湾养殖海区分布情况以及本研究的调查站位见 

图 1，共设置 14 个调查站位，于 2014 年 5 月 20 日高

潮时，分别由两条调查船沿海流方向同时出发，调查

两条断面(断面 1 包括 18、15、10、6、3、1、21 站位；

断面 2 包括 19、14、11、5、4、22 站位)。另外，于        

5 月 21–24 日分别在贝类养殖区、藻类养殖区、网箱 

养殖区进行 24 h 的连续观测。 

1.2  调查参数与方法 

所 有 取 得 的 样 品 均 按 《 海 洋 监 测 规 范 》

(GB17378.3-2007)中规定的方法采集、处理和保存。

现场使用美国 YSI-EXO2 型水质分析仪直接测定和

读取溶解氧(DO)、水温(T)、pH(相对精度±0.01)及盐

度(S)等海洋监测指标。利用水样采集器采集表层水

样并迅速导入 2.5 L 加仑桶，现场用 GF/F 膜及醋酸

纤维素膜抽滤，将 GF/F 膜抽滤后的水样移入提前经

过马弗炉 450℃ 4 h 灼烧过的 30 ml 广口瓶中，用于溶

解无机碳(DIC)的检测。醋酸纤维素膜和抽滤后的水样

于 4℃保存，用于叶绿素 a (Chl-a)以及总碱度(TA)的分

析。 TA 采用自动电位滴定法测定 ( 自动滴定仪

848Titrino plus, Metrohm 公司 , 瑞士 )，测量精度  

±0.01 μmol/L。DIC 采用德国耶拿 Multi N/C 总有机

碳分析仪直接测得，表层水 CO2 分压(pCO2)由德国

SubCtech 公司的 OceanPack 走航仪进行测定。 

1.3  数据分析与计算方法 

目前，关于海气界面 CO2 交换通量的计算模式较

多，其中，以 Wanninkhof (1999)提出的模式应用比较

广泛(Rehder et al, 2001; Ternon, 2000)，海–气界面

CO2 交换通量采用以下公式进行估算： 
F=k×αs×∆pCO2 

式中，F 为海–气界面 CO2 交换通量(mmol/m2·d)，

F 值为 CO2 交换通量即大气 CO2 源汇的强度，正负代 

 

 
 

图 1  桑沟湾调查站位 
Fig.1  Sampling stations in Sanggou Bay 

A、B、C 分别为贝类养殖区、藻类养殖区、网箱养殖区的连续监测站 
A, B and C refer to continuous observation stations in bivalves area, seaweed area and net-cage area, respectively 
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表源汇的方向。当海水从大气中吸收 CO2，表现为汇

时 F 为负值；当海水向大气中释放 CO2 时，表现为

源 F 为正值。k 为海–气界面气体传输速度(cm/h)；αs

为 CO2 在海水中的溶解度系数(mol/kg·atm)，是与温

度和盐度相关的函数，参照 Weiss(1974)公式计算得

到；∆pCO2 是海水与大气中 pCO2 的差值。本研究中，

大气 pCO2 取值为 397 μatm(World Meteorological 

Organization, 2014)，海气界面气体传输速度 k 取大陆

架海区的平均值 10.3(Tsunogai et al, 1999)。 

等值线的绘制采用 Surfer 8.0 软件；差异显著性及

相关性分析采用 SPSS 17.0 软件，P<0.05 为差异显著。 

2  结果 

2.1  桑沟湾走航调查结果 

2.1.1  表层水 pCO2 等参数的空间分布特征    由于

桑沟湾内水位较浅，受光照影响近岸升温较快，水

温的变化趋势由湾内向湾外递减。水温的最高值为

16.89℃(19 站位)，最低值为 11.47℃(1 站位)，相差

5.42℃。盐度集中在 30.20–30.94 之间，变化较小。

Chl-a 的浓度介于 0.14–1.40 μg/L 之间，平均值为

(0.67±0.39) μg/L，平面分布从湾内向湾外逐渐升高

(图 2-a)。TA 的平面分布趋势是从湾内向湾外递增 

(图 2-b)，变化幅度为 2251.93–2849.68 μmol/L。DIC

的浓度范围为 2120.74–2284.13 μmol/L，平均值为 

(2213.91±43.05) μmol/L，平面分布的趋势是由湾内向

湾外递减，并在外海空白区有一个明显升高的趋势

(图 2-c)。由于数据丢失，DO 只有一条断面的数据得

以保留，通过对剩余数据的分析，DO 的变化也大体

呈现由湾内向湾外递增的趋势。pH 值的变化范围为

7.44–8.27，最低值出现在贝类养殖区，最高值出现在

藻类养殖区，平面分布也是由湾内向湾外递增。 
调查海区表层海水中 pCO2 的平面分布见图 2-d。

从图 2-d 可以看出，在桑沟湾养殖海域表层海水的

pCO2 平面分布呈现从湾内到湾外逐渐降低的趋势，

最高值出现在网箱养殖区，为 402.56 μatm。且不同

养殖区之间的 pCO2 差异显著(P<0.05)。 

2.1.2  不同养殖区海–气界面 CO2 交换通量    表层

海水中 pCO2 的变化范围在 323.42–402.56 μatm 之间。

按照不同养殖海区划分各站位的 CO2 交换通量值 F

见表 1。空白区、藻类区、贝藻混养区、贝类区、网

箱区的 CO2 通量分别为(–3.30±0.35)、(–15.40±1.28)、

(–4.32±1.41)、(–1.02±0.83)、8.14 mmol/(m2·d)。除网

箱区外，其他各区都表现为汇区。其中，藻类区的 F

值最大，其次是贝藻混养区，贝类区最小。各区之间

的差异性显著(P<0.05)。 

2.2  定点连续监测结果 

藻类、贝类、网箱养殖区 24 h 连续监测的结果 
 

 
 

图 2  桑沟湾春季表层水中叶绿素 a、总碱度、溶解无机碳浓度和 CO2 分压的空间分布 
Fig.2  Spatial distribution of Chl-a, TA, DIC and pCO2 of surface water in Sanggou Bay in spring 
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表 1  桑沟湾不同养殖区的 CO2 通量 F 
Tab.1  Flux of CO2 in different areas of Sanggou Bay 

养殖区 Culture area 站位 Station 
CO2 交换通量 F 

(mmol/m2·d) 

21 –3.68 

1 –3.23 

22 –3.00 

空白 
Control 

平均值 Mean –3.30±0.35 

3 –14.50 

4 –16.31 

藻类 
Seaweed 

平均值 Mean –15.40±1.28 

5 –6.22 

6 –4.43 

10 –3.70 

11 –2.93 

贝藻 
Bivalves and seaweed 

平均值 Mean –4.32±1.41 

14 –0.68 

15 –2.08 

18 –1.21 

19 –0.12 

贝类 
Bivalves 

平均值 Mean –1.02±0.83 

网箱 Cage 13 8.14 

 
见图 3–图 5(贝类养殖区的 DO 和温度数据丢失)。从

图 3–图 5 可以看出，藻类区的温度明显低于贝类区

及网箱区，与走航调查的结果一致。各监测点之间以

及每个监测点的盐度昼夜变化都不大。贝类区的 pH

显著低于藻类区和网箱区(P<0.05)。藻类区的平均 DO

浓度为(9.37±0.35) mg/L，显著高于网箱区(P<0.05)(贝

类区溶氧数据丢失无法比较)。藻类区的 Chl-a 浓度

最高，平均值为(1.56± 0.54) μg/L，网箱区最低，平

均值为(1.18±0.20) μg/L。藻类区、贝类区、网箱区

pCO2 的 24 h 平均值分别为(320±14)、(330±10)、

(413±37) μatm。相互间关系为藻类区<贝类区<网箱

区，与走航调查的结果相一致。藻类区的 pCO2 变化

范围为 298–340 μatm，最大值与最小值相差 42 μatm，

贝类区 pCO2 变化范围为 313–344 μatm，最大值与最

小值相差 31 μatm，网箱区 pCO2 变化范围为 324–  

467 μatm，最大值与最小值相差 143 μatm。藻类区

与贝类区的 pCO2 与 Chl-a 浓度显著负相关，同时，

藻类区 Chl-a 与 DO 显著正相关(R=0.97, P<0.01)。 

通过连续 24 h 观测，网箱养殖区始终是 CO2 的

源区，Chl-a、pH 值等相关参数的变化幅度较小，且

网箱养殖区更靠近陆地，受陆源以及人为因素的影响

较大，导致网箱养殖区各时间点参数均无明显的相关

性，但从总体分析来看，网箱区较其他区的低 Chl-a

浓度，低 pH 值仍然可以解释此区域的高 pCO2。 

3  讨论 

3.1  桑沟湾表层水 pCO2 空间变化特征 

3.1.1  CO2 体系各参数与环境因子的关系    走航

作业中，DIC 最低值出现在藻类养殖区 3 站位，最高

值出现在贝类养殖区 15 站位，DIC 含量的最高值与

最低值相差约 164 μmol/L。由于调查海区筏架较多，

且盐度相差较小，可以排除海流对 DIC 分布的影响

作用，但是整个桑沟湾内表层海水温差较大，湾内贝

类养殖区温度比湾外藻类养殖区温度高 5℃左右，通

过 CO2 SYS 软件对温度差进行校正发现，当温度升

高 5℃时，会促使 DIC 降低 27 μmol/L。扣除温度的

影响，藻类养殖区的 DIC 含量仍然低于贝类养殖区，

可见大型藻类对 DIC 的大量消耗，所以，DIC 的浓度

差异是大型藻类的光合作用消耗的结果。各站位 pH

差别较大，最低值出现在贝类养殖区，最高值出现在

藻类养殖区。贝类自身的呼吸排泄导致贝类养殖区

pH 降低，而大型藻类的光合作用可以提高水体 pH

值，有效改善水体环境(Tang et al, 2011)。所以，从

pH 的差别可以推断，不同养殖模式对水质的变化也

有直接影响。 
表层海水 pCO2 会受到物理、化学、生物的各种

影响，水温和盐度是重要的影响因素之一 (Weiss, 

1974)。温带表层海水 pCO2 和水温之间存在显著的正

相关关系(宋金明, 2004)。本研究结果并未与这种普

遍规律相一致。可能的原因是养殖生物的生理活动对

表层海水 pCO2 变化的影响强度大于温度对海水

pCO2 变化的影响，且桑沟湾内水温差形成的主要原

因是湾内筏架较多，水体交换不明显，湾内水深较浅，

受光照影响升温较快。在本次调查中由于仪器原因，

丢失了其中一条断面的 DO 数据，导致数据不完整，

无法准确分析相关参数的相关性。通过对剩余一条断

面 DO 的分析，整体分布趋势是由湾内向湾外递增，

且 DO 浓度与本条断面的 Chl-a 浓度呈现正相关

(R=0.89, P<0.05)，与表层水 pCO2 呈负相关(R=0.90, 

P<0.05)。可以推断，在春季桑沟湾养殖海区影响表

层海水 pCO2 的主要因素是大型藻类的光合作用，即

光合作用越强，吸收的 CO2 越多，释放的 O2 越多，

海水中的 pCO2 越低。 

3.1.2  养殖活动对 pCO2 及交换通量 F 的影响    春季

是藻类的生长旺季，大型藻类在生长过程中可以通过

光合作用吸收水体中的 DIC，从而降低水体中 DIC

的浓度和表层水的 pCO2，提高水体 pH 值，有效改善 
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图 3  藻类养殖区环境参数的昼夜变化 
Fig.3  Daily changes of environmental parameters in seaweed area 

 

 
 

图 4  贝类养殖区环境参数的昼夜变化 
Fig.4  Daily changes of environmental parameters in bivalves area 
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图 5  网箱养殖区环境参数的昼夜变化 
Fig.5  Daily changes of environmental parameters in cage culture area 

 

水体环境(韩婷婷, 2013)1)。DIC 浓度的高低，也会成

为影响大型藻类生长的限制因子(Zou et al, 2004)。走

航调查和定点连续监测的结果都显示，DIC 和 pCO2

浓度最低值出现在藻类养殖区，与上述大型藻类的光

合作用功能相一致，由于 DIC 的消耗在一定程度上

也会促使海洋吸收大气中的 CO2，从而使 pCO2 下降

(Tang et al, 2011)。藻类区的高 Chl-a 浓度以及高 DO

可以推断，藻类的光合作用在海–气界面 CO2 交换通

量的变化中起到主导作用。因此，藻类养殖区表现为

CO2 的汇区。 

春季的藻类和贝类生长活动旺盛，桑沟湾的碳酸

盐体系受藻类和贝类生长活动的影响，以及他们之间

的相互作用，造成了这一体系的异常复杂。研究何种

养殖活动对 pCO2 的影响占据主导地位，对研究桑沟

湾海区海–气界面 CO2 交换通量起着至关重要的作

用。通过相关性分析显示，pCO2 与 Chl-a 成显著负相

关(R=0.87, P<0.01)，可以推断，光合作用对影响表层

水 pCO2起到决定性作用。Chauvaud等(2003)和 Martin

等(2006)在研究野生贝类群落对海洋碳循环影响的过

程中认为，贝类会在生长过程中呼吸和钙化释放出

CO2，从而认为贝类群落应该是碳源。在本次调查中

没有发现贝类养殖区的 pCO2 高于空气中的 pCO2。虽

然贝类养殖区的 CO2 交换通量 F 最低，但是仍然表

现为 CO2 的汇区。通过分析发现，贝类自身旺盛的呼

吸代谢作用提高了该区域表层海水中 CO2 的含量，这

也是导致了贝类养殖区 pH 值较低的原因。虽然贝类

养殖区的 Chl-a 浓度较其他养殖区域略低，但是整个

桑沟湾海区的营养盐浓度水平较高，浮游植物可以大

量繁殖，贝类的滤食作用又可以促进浮游植物的生

长。浮游植物的光合作用会降低水体中的 pCO 2    

(张龙军等, 2008)，说明贝类养殖区浮游植物的光合

作用可以抵消部分贝类的呼吸和钙化作用，从而 
                            

1) Han TT. Photosynthetic physiological responses of macroalgae to different CO2 concentrations and their ecological effects. 
Doctoral Dissertation of Chinese Academy of Sciences, 2013 [韩婷婷. 大型海藻对不同 CO2 浓度的光合生理响应及其生态效应. 中

国科学院研究生院博士研究生学位论文, 2013] 
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使得海水中的 pCO2 仍然低于大气。所以对浮游植物

等的固碳作用也应有充分的认识。同时作者也认为，

若养殖密度过大，贝类养殖区将对环境造成一定的负

面影响。pH 降低过多会严重影响贝类的钙化和呼吸

活动，不利于贝类的生长。Zhang 等(2011)研究表明，

pH 值为 7.3 时，栉孔扇贝(Chlamys farreri)的钙化率

接近于 0，将不能合成贝壳。所以，如何在保证经济

利益的同时科学养殖贝类是我们面临的一大问题。 

网箱养殖区表现为 CO2 的源区，可能是春季   

(5 月)气温升高，正是鱼类繁殖与生长的季节，鱼类

的呼吸作用占据了主导地位，从而影响了 CO2 交换通

量，使网箱养殖区成为 CO2 的源区。不同的养殖活动

对海–气界面的 CO2 交换通量有不同的影响结果。但

本研究所得到的不同养殖区 CO2 交换通量的变化趋

势与邱爽等(2013)对桑沟湾 2012 年春季 pCO2 分布的

研究结论不同。可能的原因是，本研究海区水体环境

情况良好，而张继红等(2013)在调查中遇到赤潮发生，

而浮游藻类大量繁殖造成的赤潮可能会导致调查结

果的偏差。最后，根据近年来对大气中 CO2 含量的检

测，发现空气中 pCO2 有时会超过 400 μatm，本研究

仍采用世界气象组织 2014 年温室气体公报中的 CO2

平均值，可能会与实际情况存在差别，进而会造成实

验误差。 

3.2  养殖活动对 CO2 通量 F 昼夜变化的影响 

在本研究中，通过对藻类和贝类养殖区的 24 h

连续监测，更好地验证了走航调查中所得出的相关推

论。同时，根据昼夜变化的数据分析可以推断，养殖

生物的生理活动对表层海水 pCO2 的变化也有影响。

在藻类养殖区，夜间藻类进行呼吸作用，光合作用减

弱，表层海水 pCO2 升高，pH 值降低，同时，由于光

合作用的减弱，藻类对 DIC 的利用也会减弱，夜间

DIC 浓度高于日间 DIC 浓度。在贝类养殖区，表层海

水中 pCO2 与 Chl-a、pH 呈负相关关系，与 DIC、TA

成正相关关系(李宁等, 2005)。同时，贝类养殖区的

DIC 最高、pH 值最低也证明了不同养殖活动对水体

环境的不同影响。 

4  结论 

本次调查中，春季桑沟湾养殖海区除网箱养殖区

外都表现为大气 CO2 的汇区。其中，CO2 交换通量表

现为藻类养殖区>贝藻混养养殖区>空白海区>贝类养

殖区，说明在一定条件下，贝类养殖区仍然可以表现

为大气 CO2 的汇。不同养殖模式对 CO2 交换通量的

影响差异显著。此次调查中，Chl-a 是影响海–气界面

CO2 交换通量 F 的主要因素之一，DO、pH 和 DIC 是

表层海水中 pCO2 的影响因子。藻类对 DIC 的吸收和

利用会在一定程度上影响碳酸盐体系的平衡，促使平

衡向着 CO2 溶解的方向进行，同时提高水体 pH，有

效地改善水体环境。而贝类的呼吸排泄导致水体中

pH 降低，过度养殖贝类将会对环境有一定负面影响，

并且可以预见若贝类养殖密度过大，贝类养殖区可能

会出现 CO2 的源，所以适当的贝藻混养可以有效地保

护水域环境、提高作物产量。 
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Analysis of the Air-Sea Surface Carbon Dioxide Flux and Its  
Interaction with Aquaculture Activities in Sanggou Bay 

LIU Yi1, ZHANG Jihong1,2①
, FANG Jinghui1, LIN Fan1, WU Wenguang1 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 

Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266071) 

Abstract    To study the impact of different aquaculture activities on the air-sea carbon dioxide flux (F), 
a cruise research was carried out in May, 2014 in Sanggou Bay, the most representative area of integrated 
multi-trophic aquaculture in northern China. During the study, the partial pressure (pCO2) of the surface 
sea water was measured using the pCO2 underway system (OceanPack, SubCtech Co., German). The CO2 
flux of the Sanggou Bay was evaluated through following parameters. Twenty-four hours monitoring was 
set up and performed in the caging culture area, bivalves culture area and kelp culture areas. Furthermore, 
the in situ hydrodynamic, chemical, biological and culture conditions, the impact factor of the air-sea CO2 
flux in Sanggou Bay in spring were discussed. The results showed that the pCO2 in cage culture areas was 
much higher than the other culture areas. The F value was (–1.02±0.83) mmol/(m2·d) in bivalves culture 
area, (–15.40±1.28) mmol/(m2·d)in kelp culture area, (–4.32±1.41) mmol/(m2·d) in bivalves-kelp culture 
area, and 8.14 mmol/(m2·d) in cage culture area. The continuous 24 h observation showed that the average 
values of pCO2 in kelp, bivalves and cage culture area were (320±14) μatm, (330±10) μatm, (413±     
37) μatm, respectively. The results showed that the Chl-a value was one of the key factors for the air-sea 
carbon-dioxide flux F, with significant differences in F value among different culture areas. The F value 
was negative in the bivalves, kelp and bivalves-kelp multi-culture areas, which means these areas 'sank' or 
absorbed the atmospheric CO2. By contrast, F value in cage culture area was positive, which indicated 
that it was a 'source' or producer of the atmospheric CO2. 

Key words    Sanggou Bay; Sea-air flux; pCO2; Mariculture 
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黄河口海域夏季大型底栖动物的生态学特征* 

李少文 1①  任中华 2  王田田 3 
(1. 山东省海洋资源与环境研究院  山东省海洋生态修复重点实验室  烟台  264006；2. 中国科学院海洋研究所 

海洋生态与环境科学重点实验室  青岛  266071；3. 烟台市水产研究所  烟台 264003) 

摘要    根据 2012 年 6 月黄河口海域的大型底栖动物调查数据，应用典范对应分析等方法对大型

底栖动物生态学特征进行分析。结果显示，在调查海域共采集到大型底栖动物 67 种，隶属于 6 门

53 科，多毛类 28 种，节肢动物 17 种，软体动物 16 种，棘皮动物和其他类群各 3 种。优势种有         

3 种，为无尾涟虫 (Leucon sp.)、丝异须虫 (Heteromastus filiforms)和寡节甘吻沙蚕 (Glycinde 
gurjanovae)。调查海域的生物量和栖息密度的平均值分别为 2.03 g/m2 和 358 ind./m2。物种多样性指

数变化范围为 1.825–3.976；种类丰富度指数为 0.775–4.052；物种均匀度指数为 0.637–0.924。群落

结构多元统计分析和典范对应分析表明，18 个调查站位可分为 3 组，Ⅰ组(C4、D4 站位)，群落组

成为长尾虫(Apseudes sp.)、日本鳞缘蛇尾(Ophiophragmus japonicus)、钩虾 1 种(Gammaridea sp.)，

它们的分布与水深、水温、盐度呈正相关；Ⅲ组(C1、B1 站位)为丝异须虫、背蚓虫(Notomastus 
latericeus)群落，与氨氮、硝酸盐、总氮和溶解氧呈正相关；其余站位为Ⅱ组，为寡节甘吻沙蚕、

江户明樱蛤(Moerella jedoensis)、无尾涟虫群落，与各环境因子不相关。ABC 曲线分析显示出黄河

口海域的大型底栖动物群落倾向于受到中等程度的干扰。环境因子中，水深与大型底栖动物丰度分

布相关性最高，其次为氨氮。 

关键词    黄河口海域；大型底栖动物；群落结构；环境因子；典范对应分析 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0009-09 

黄河口海域是陆地海洋交汇的过渡带，受到人类

活动和自然界的双重影响，生态系统较脆弱。大型底

栖动物是黄河口海域生态系统的重要组成部分，它们

参与生物地球化学循环，维持生态系统的结构功能，

是监测生态系统变化的重要研究对象 (Graf et al, 
1997; Heip et al, 2001; 田胜燕等, 2009)。 

国内对于黄河口大型底栖动物的研究基本集中

于潮间带、滩涂湿地等区域，涉及到群落结构、多样

性(夏江宝等, 2009; 李佳芮, 20111); 董贯仓等, 2012;

冷宇等, 2013a、b)、次级生产力(姚晓, 20102); 王志忠

等, 2012)等诸多方面，但关于黄河口近海海域大型底

栖动物的生态学研究鲜见。本研究以 2012 年夏季黄

河口海域的大型底栖动物和环境调查资料为基础，阐

述了大型底栖动物的生态学特征，分析了其与黄河口

海域环境因子的关系，以期为黄河口海域生态系统的

深入研究和保护提供参考依据。 

abc
图章
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1  研究海域与方法 

1.1  调查海域及站位布设 

2012 年 6 月调水调沙前对黄河口海域的 18 个站

位进行了调查，调查范围为 3740–3809N，11900– 

11940E(图 1)。距黄河入海口由近及远设置 4 个断

面，Ⅰ断面(B1、C1、D1 站)距离入海口 5 km，Ⅱ断

面(A2、B2、C2、D2、E2 站)距离入海口 10 km，Ⅲ

断面(A3、B3、C3、D3、E3 站)距离入海口 20 km，

Ⅳ断面(A4、B4、C4、D4、E4 站)距离入海口 40 km。 
 

 
 

图 1  黄河口调查站位 
Fig.1  Sampling stations at theYellow River Estuary 

 

1.2  样品采集与处理 

使用 0.05 m2 的抓斗采泥器，每个站位采样 4 次，

使用 0.5 mm 的套筛现场冲洗后用 5%的甲醛溶液固

定，在实验室进行分类鉴定。 

同步测定站位水深 (DEP)及底层水体的温度

(TEM)、盐度(SAL)、pH 值、悬浮物(SS)、溶解氧(DO)、

化学需氧量(COD)、总氮(TN)、总磷(TP)、活性磷酸

盐(DIP)，包括硝酸盐(NO3-N)、亚硝酸盐(NO2-N)和

氨氮(NH4-N)。采样和室内分析方法按《海洋调查规

范》(GB/T 12763.9-2007)进行。 

1.3  数据处理 

1.3.1  生态优势度    计算 Pinkas 相对重要性指数

(IRI)以确定物种在群落中的重要性(Pinkas et al, 1971)。 
 IRI=(Wi+Ni)×Fi×104 

式中，Wi 为第 i 种底栖动物的重量在总样品重

量中所占的百分比，Ni 为第 i 种底栖动物的个体数

在总样品个体数中所占的百分比，Fi 为第 i 种底栖动

物在取样站位的出现率。将 IRI>1000 的物种定义为

优势种。 

1.3.2  多样性指数    根据黄河口海域大型底栖动

物群落的特点及取样数据，采用以下公式进行多样性

分析(Margalef, 1957; Wilhm, 1968)： 

Margalef 种类丰富度指数 

 2

1

log

Sd
N


  (1) 

Shannon-Wiener 多样性指数 

 
2

1

log
S

i i
i

H P P


    (2) 

Pielou 均匀度指数 

 
2log

HJ
S


  (3) 

式中，d 为种类丰富度指数，H为 Shannon-Wiener

多样性指数，J 为 Pielou 均匀度指数，S 为采泥样品

中的种类总数，N 为采泥样品中所有种类的总个体

数，Pi 为第 i 种的个体数与样品中的总个数的比值。 

1.3.3  群落结构    采用非参数多变量分析群落结

构，对各站位大型底栖动物的栖息密度进行 4 次方根

转换，选择至少在 2 个或 2 个以上位点出现，至少    

1 个站位的相对丰度≥1%的属种用于分析(王宗兴等, 

2012)，根据群落 Bray-Curtis 相似性系数，采用等级

聚类的方法和非度量多维标度(NMDS)的排序方法分

析调查站位的大型底栖动物结构特征(Clarke et al, 
2001; Field et al, 1982)。 

1.3.4  ABC 曲线    采用丰度/生物量比较曲线(ABC

曲线)来分析群落的受干扰情况，用 W 统计量作为

ABC 曲线法的一个统计量，其公式为： 

 W=
 
 1 50 1

S
i i

i

B A
S



  

式中，Bi 和 Ai 为 ABC 曲线中种类序号对应的生

物量和数量的累积百分比，S 为出现的种类数(Warwick, 

1986; Clarke et al, 2001)。 

1.3.5  与环境因子相关分析    使用 Canoco for 

Windows 4.5 对大型底栖动物的丰度与环境因子间的

关系进行典范对应分析 (Canonical correspondence 

analysis, CCA)(TerBraak, 1987)。排除 IRI≤10 的物种

以减少干扰(廖一波等, 2011)，物种和环境数据进行

lg(x+1)转换，避免不同指标单位造成的统计偏差

(Flores et al, 1998)。 

2  结果与分析 

2.1  种类、数量组成和优势种 

经过分析鉴定，调查海域共采到大型底栖动物

67 种，隶属于 6 门 53 科。其中，多毛类种数最多，

为 28 种，占 41.79%；节肢动物为 17 种，占 25.37%；
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软体动物为 16 种，占 23.88%；棘皮动物和其他类群

各 3 种，占 4.48%。各类群生物量和栖息密度占比情 

况见表 1。 

该海域生物量和栖息密度的平均值分别为  

2.03 g/m2 和 358 ind./m2；以 C1–C4 站为中线，调查

海域的东侧生物量和栖息密度总体要高于西侧；从 

Ⅰ–Ⅳ断面生物量和栖息密度表现出先增后减的变化

趋势，在 D3 站位附近生物量和栖息密度均出现峰值

(图 2)。 

调查海域大型底栖动物优势种有 3 种，为无尾涟

虫(Leucon sp.)、丝异须虫(Heteromastus filiforms)和寡

节甘吻沙蚕(Glycinde gurjanovae)，优势种占本次调查

大型底栖动物质量的 7.49%，数量的 42.22%；重要种

有 16 种，分别是江户明樱蛤(Moerella jedoensis)、纵

沟 纽 虫 (Lineus sp.) 、 昆 士 兰 稚 齿 虫 (Prionospio 
queenslandica)等，常见种和少见种分别为 16 种和 32 种。 

2.2  多样性指数 

调查海域的种类丰富度指数 d 平均值为 2.643，

最高值出现在 D3 站，最低值出现在 B1 站；物种多

样性指数 H平均值为 3.078，以 E3 站最高，B1 站最

低；物种均匀度指数 J 平均值为 0.793，A3 站最高，

D3 站最低(表 2)。 
 

表 1  黄河口海域大型底栖动物各类群占比 
Tab.1  Proportion of each group of macrobenthos at the 

Yellow River Estuary (%) 

类群 Group 生物量 Biomass 栖息密度 Abundance

多毛类 Polychaeta 47.13 49.91 

软体动物 Mollusca 24.86 11.16 

节肢动物 Arthropoda 16.92 35.34 

棘皮动物 Echinodermata 1.19 1.92 

其他类 Others 9.89 1.67 

 

 
 

图 2  黄河口海域大型底栖动物的生物量(a)和栖息密度(b)分布 
Fig.2  Biomass (a) and abundance (b) distribution of macrobenthos at the Yellow River Estuary 

 
表 2  黄河口海域大型底栖动物多样性指数 

Tab.2  Diversity indices of macrobenthos at the Yellow River Estuary 

站位 Station 丰富度指数 d 多样性指数 H 均匀度指数 J 站位 Station 丰富度指数 d 多样性指数 H 均匀度指数 J
A2 2.652 3.022 0.774 C3 2.548 3.144 0.786 

A3 2.799 3.518 0.924 C4 3.523 3.805 0.866 

A4 2.867 3.384 0.866 D1 2.254 2.550 0.670 

B1 0.775 1.825 0.913 D2 2.059 2.817 0.740 

B2 3.081 3.454 0.845 D3 4.052 3.125 0.637 

B3 3.456 3.546 0.820 D4 1.874 2.229 0.644 

B4 2.464 3.233 0.808 E2 3.350 3.743 0.898 

C1 1.166 1.835 0.654 E3 3.768 3.976 0.836 

C2 1.895 2.870 0.830 E4 2.993 3.323 0.769 

 
2.3  群落聚类分析 

对各站位大型底栖动物群落结构进行聚类分析

见图 3。从图 3 可以看出，在 30%的相似水平上可将

18 个站位分为 3 组，其中，C4、D4 站为Ⅰ组，群落 

 

组成为长尾虫 ( A p s e u d e s  s p . )、日本鳞缘蛇尾

(Ophiophragmus japonicus)、钩虾 1 种(Gammaridea 

s p . )；C1、B1 站为Ⅲ组，为丝异须虫、背蚓虫

(Notomastus latericeus)群落；其余站位为Ⅱ组，为寡 



12 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

 
 

图 3  黄河口海域大型底栖动物聚类树枝图(a)和 MDS(b)排序分析 
Fig.3  Cluster(a) and MDS(b) analysis of macrobenthos at the Yellow River Estuary 

 
节甘吻沙蚕、江户明樱蛤、无尾涟虫群落。多维排序

尺度方法(MDS)分析图中胁强系数 Stress=0.17<0.2，

表示分析结果有一定的解释意义。 

2.4  ABC 曲线分析 

根据调查海域大型底栖动物的丰度和生物量绘

制 ABC 曲线见图 4。从图 4 可以看出，丰度和生物

量曲线重叠相交，表明黄河口海域的大型底栖动物群

落倾向于受到中等程度的扰动。 
 

 
 

图 4  黄河口海域大型底栖动物 ABC 曲线 
Fig.4  ABC curve of macrobenthos at  

the Yellow River Estuary 

2.5  CCA 排序分析 

对黄河口海域的大型底栖动物种类数据进行筛

选后得到 34 种，对其进行编号(表 3)。经 DCA 分析，

前 2 个排序轴的特征值分别为 0.264 和 0.151，4 个轴

分布的最大梯度长度为 3.324，说明可以采用单峰模

型的典范对应分析(CCA)进行排序。 

CCA 排序结果前 2 轴与物种和环境因子的相关

系数分别达到 0.960 和 0.984，所有排序轴对物种和

环境因子关系的累积贡献率达到 57.2%(图 5)。水深

与第 1 排序轴相关性最高 (r=0.590)，其次为氨氮

(r=–0.427)；盐度与第 2 排序轴相关性最高(r=0.588)，

其次为水温(r=–0.349)。 

由图 5 可以看出，Ⅰ组出现的优势种类有长尾

虫、钩虾 1 种和日本鳞缘蛇尾，它们集中分布在    

第 1 排序轴右侧，说明这些种类与水深、水温、盐度

呈正相关；Ⅱ组出现的优势种类有无尾涟虫、江户明

樱蛤、寡节甘吻沙蚕，分布在第 1 排序轴的左侧靠近

中心区域，这些种类与各环境因子的相关性不明显；

Ⅲ组的优势种类丝异须虫、背蚓虫分布在第 1 排序轴

左侧，与氨氮、硝酸盐、总氮和溶解氧呈正相关性。 
 

 
 

图 5  黄河口海域大型底栖动物与环境 

因子关系的 CCA 排序 
Fig.5  CCA ordination of the relationships between 

macrobenthos and environmental factors at the Yellow River 
Estuary 

SAL：盐度；DEP：水深；COD：化学需氧量； 

DO：溶解氧；NH4-N：氨氮；NO2-N：亚硝酸盐； 

NO3-N：硝酸盐；DIP：无机磷；TP：总磷；  

TN：总氮；SS：悬浮物；TEM：水温；pH：酸碱度 



第 6 期 李少文等: 黄河口海域夏季大型底栖动物的生态学特征 13 

 

表 3  黄河口海域主要大型底栖动物种名录 
Tab.3  List of main macrobenthos species at the Yellow River Estuary 

站位 Station 编号 
Number 

种类 
Species B1 C1 D1 A2 B2 C2 D2 E2 A3 B3 C3 D3 E3 A4 B4 C4 D4 E4

多毛类 Polychaeta                   

1 巴氏钩毛虫 Sigambra bassi +  + + +  + + + + + + + +  +   

2 独指虫 Aricidea fragilis    +  + +  +  + +  + + +  +

3 寡节甘吻沙蚕 G. gurjanovae  + + + + + + + + + + + + + + + + +

4 
寡鳃齿吻沙蚕 
Nephtys oligobranchia 

  +     +    +   + +   

5 
昆士兰稚齿虫 
P. queenslandica 

  +  + + + +  + + + + + +   +

6 花索沙蚕 Arabella iricolor  +   +   + + + + + + + + +   

7 
异足索沙蚕 
Lumbrineris heteropoda 

    + +       +      

8 
拟特须虫 
Paralacydonia paradoxa 

         + + +  + + +  +

9 
乳突半突虫 
Phyllodoce papillosa 

 + + +   +   + + + +  +   +

10 背蚓虫 N. latericeus + + + + +     +   +  +    

11 丝鳃虫 Cirratulus cirratus      + +      +      

12 丝异须虫 H. filiforms + + + + + + +  + + + + + + +    

13 小头虫 Capitella capitata +  +  +  + +  +   +     +

14 
狭细蛇潜虫 
Ophiodromus angutifrons 

    +       + + +     

15 不倒翁虫 Sternaspis sculata          +  + +   +   

16 
日本长手沙蚕 
Magelona japonica 

   +          +  +   

17 长吻沙蚕 Glycera chirori    +    +    +       

软体动物 Mollusca                   

18 扁玉螺 Neverita didyma        + + +  + +    + +

19 江户明樱蛤 M. jedoensis   + +   + + + + + + +  +   +

20 小亮樱蛤 Nitidotellina minuta        +   +  +     +

21 微小海螂 Leptomya minuta       +     + +      

22 
锐齿缘壳蛞蝓 
Vokoyamaia acutangula 

       +     + +     

23 紫壳阿文蛤 Alvenius ojianus           + + +     +

24 
纵肋织纹螺 
Nassarius variciferus 

       +  +         

节肢动物 Arthropoda                   

25 英高虫 Ingolfiellidae     +   +  +   +  +  + +

26 钩虾 1 种 Gammaridea sp.   + + +  + + + + + + +  + + + +

27 无尾涟虫 Leucon sp.   +  + + + +  + + + + + +   +

28 细长涟虫 Iphinoe tenera   +  +    +  + +  + +    
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续表 3 

站位 Station 编号 
Number 

种类 
Species B1 C1 D1 A2 B2 C2 D2 E2 A3 B3 C3 D3 E3 A4 B4 C4 D4 E4

29 
亚洲异针尾涟虫
Dimorphostylis asiatica 

  +   +  +    +       

30 长尾虫 Apseudes sp.                + + +

31 
长额超刺糠虾
Hyperacanthomysis longirostris 

  +   +   +          

32 细螯虾 Leptochela gracilis +    +        +     +

棘皮动物 Echinodermata                   

33 日本鳞缘蛇尾 O. japonicus                  +

纽形动物 Nemertean                   

34 纵沟纽虫 Lineus sp.    + +  +  + + + + +   +  +

 
 

3  讨论 

3.1  群落时空分布 

结合历史调查资料，在相同的采样条件下，

2004–2009 年黄河口海域调查大型底栖动物生物量平

均值为 8.74 g/m2，栖息密度平均值为 260 ind./m2   

(冷宇等, 2013a)，本次调查栖息密度高于历史调查值，

而生物量却低于历史调查值，可以推测黄河口海域大

型底栖动物种群总体可能向小个体种类演变。 

从空间尺度上看，根据调查结果可以发现，调查

海域大型底栖动物的生物量、栖息密度以及生物多样

性指数的高值区域都出现在Ⅲ断面的东侧海域，而低

值区域则出现在黄河入海口周围。形成这种分布格局

的原因可能是入海口处直接受河水和泥沙扰动，生态

环境较复杂，而远离河口处的海域环境较为稳定，所

以大型底栖动物群落结构也相对稳定。刘录三等

(2008)在研究辽东湾北部海域大型底栖动物时发现，

辽河、双台子河等河流携带大量陆源污染物入海，这

些污染物会对河口的底栖生物产生抑制作用；王瑜等

(2010)研究渤海湾近岸海域底栖动物群落时发现，位

于海河口附近站位的底栖动物群落组成受到了限制，

而位于流速低、颗粒沉降快、含沙量高的远河口站位

由于生境适宜，大型底栖动物种类数量丰富，上述研

究报道与本研究结果是一致的。 

3.2  多样性 

Shannon-Wiener 多样性指数常用来监测淡水、海

水底栖动物群落结构的变化，是一个较好的评价工具

(李永祺等, 1991)。Chainho 等(2007)提出的多样性指

数合理范围，黄河口海域大型底栖动物的物种多样性

指数为“好(3.0–4.0)”。多样性的低值区域为河口的

B1 和 C1 站位，级别为“差(1.0–2.0)”，2 个站位出现

的种类数分别为 5 种和 7 种，其原因可能是河口存在

盐度梯度和其他物理化学因子的变化，仅有少数生物

能够适应和忍受生存条件的快速变化，最终导致河口

海域相对较低的生物多样性 (Miller et al, 1985;    

沈国英等, 2010)。多样性指数的高值区域分布在远离

河口的海域，多数站位级别为“好”，推测原因有两

点，其一，离河口较远的海域受扰动相对较小；其二，

黄河会携带大量营养物质入海，这些营养物质可能扩

散一定的距离后才会沉淀，这种营养物质的输移对于

维系黄河口海域的生物多样性水平和生态系统稳定

性有非常重要的作用(张敬怀, 2014)。 

3.3  优势种及其与环境因子的关系 

根据以往的调查资料，20 世纪 80–90 年代黄河

口底栖动物占据优势的种类是棘皮动物和软体动物

(张志南等, 1990)，本次调查发现，大型底栖动物多

毛类占比重最大，优势种为小型个体的寡节甘吻沙蚕

和丝异须虫，棘皮动物所占比重最小，且重要种也鲜

见大个体底栖动物。据何明海等(1988)对厦门西港底

栖生物的研究报道，棘皮动物数量减少甚至绝迹，多

毛类机会种大量繁殖，这是底栖动物群落对于环境污

染或人为扰动做出的反应，这种变化与莱州湾大型底

栖动物的种类组成变化是相同的(李少文等, 2013)。 

本次调查发现，各采样站位无机氮均达Ⅳ类海水

水质标准(GB3097-1997《海水水质标准》)，B2、B3

和 D2 站位劣于Ⅳ类海水水质标准，可见黄河口海域

无机氮水平较高。Pearson 等 (1978)早在 20 世纪    

70 年代就提出，多毛类机会种(如丝异须虫、小头虫

等)在环境受到污染或人为扰动后可以迅速增殖，可

作为环境扰动的指示生物。本研究的排序分析结果显
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示，优势种丝异须虫与氨氮、硝酸盐呈正相关性；此

外，ABC 曲线显示，丰度和生物量曲线重叠相交，

说明黄河口海域的大型底栖动物群落倾向于受到中

等程度的干扰。 

黄河调水调沙也是长期影响黄河口海域大型底

栖动物群落的重要因素。调水调沙的时间一般在每年

6 月中下旬，历时 20 d，这个时间是各种海洋生物的

生长繁殖季节，尤其是浮游生物的大量繁殖，可以为

大型底栖动物提供充足的食物来源。而黄河口海域每

年受调水调沙带来的大量水沙和上游物质影响，其水

环境和沉积物环境可能发生一定程度的改变，这种改

变具有延滞效应，需要长期监测才能发现其作用规律

(李少文等, 2015)。  
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Ecological Characteristics of Macrobenthos at the  
Yellow River Estuary in Summer 

LI Shaowen1①
, REN Zhonghua2, WANG Tiantian3 

(1. Shandong Marine and Environment Research Institute, Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology, 
Yantai  264006; 2. Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of 

Sciences, Qingdao  266071; 3. Yantai Fisheries Research Institute, Yantai  264003) 

Abstract    Based on the survey data at the Yellow River estuary in June 2012, the characteristics of 

macrobenthos were analyzed using canonical correspondence analysis and other methods. Sixty-seven 

species of macrobenthos were identified, which belonged to 6 phylums and 53 families. Among them,  

28 species were crustacea; 17 were arthropods; 16 were mollusca; 3 were echinodermata; 3 belonged to 

other benthic groups. There were three dominant species including Leucon sp., Heteromastus filiforms and 

Glycinde gurjanovae. The average biomass and the habitat density were 2.03 g/m2 and 358 ind./m2, 

respectively. The ranges of Margalef species richness index, Shannon-Wiener diversity index and Pielou’s 

evenness index were 0.775–4.052, 1.825–3.976, and 0.637–0.924, respectively. The results of MDS and 

CCA indicated that 18 stations could be divided into three groups. The community of GroupⅠ(C4, D4) 

was composed of Apseudes sp.-Ophiophragmus japonicus-Gammaridea sp., and their distribution were 

positively correlated with the water depth, water temperature and salinity. Group Ⅲ(C1, B1) had      

H. filiforms-Notomastus latericeus, of which the distribution were positively correlated with ammonia, 

nitrate, total nitrogen and dissolved oxygen. Group Ⅱ included all other stations, and it had            

G. gurjanovae-Moerella jedoensis-Leucon sp., and their distribution had no obvious relationship with 

environmental factors. ABC curving analysis showed that the macrobenthic community tend to be 

disturbed moderately. The depth and ammonia were the most and second most relevant factors in the 

distribution of abundance. 

Key words    Yellow River Estuary; Macrobenthos; Community structure; Environmental factors; 

Canonical correspondence analysis 
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秦皇岛近海增殖放流区牙鲆(Paralichthys  
olivaceus)回捕群体的遗传多样性分析 

司  飞 1  孙朝徽 1  于姗姗 2  赵雅贤 1  宋立民 1 

王树亮 3  王青林 1①  姜秀凤 1  王玉芬 1  于清海 1 
(1. 中国水产科学研究院北戴河中心实验站  秦皇岛  066100; 2. 河北农业大学海洋学院  秦皇岛  066100;  

3. 潍坊市海洋与渔业局  潍坊  261000) 

摘要    本研究利用 12 对微卫星标记对秦皇岛近海增殖放流区内的牙鲆(Paralichthys olivaceus)回

捕群体的遗传多样性进行分析，并与放流用牙鲆亲本群体和放流前群体的遗传多样性进行对比。结

果显示，在 3 个群体中，等位基因数(Na)为 11.917–22.167 个，平均观测杂合度(Ho)为 0.800–0.836，

平均期望杂合度(He)为 0.814–0.845，平均多态信息含量(PIC)为 0.775–0.818。其中，回捕群体的平

均 Na 最多，为 22.167，放流前群体的平均 Na 最少，为 11.917。平均 Ho 最大的是回捕群体(0.836)，

最小的是放流前群体(0.800)。平均 He 最大的是亲本群体(0.845)，最小的是放流前群体(0.814)。在

36 个群体–位点组合中，有 23 个群体–位点组合显著偏离哈迪温伯格平衡状态(P<0.05)。3 个群体

的基因分化系数 Gst 值为 0.005–0.043，遗传分化均为较弱。研究表明，3 个群体均保持较高的遗传

多样性，放流人工培育苗种对回捕群体的遗传多样性和遗传结构未产生明显的影响。 

关键词    牙鲆；回捕群体；增殖放流；遗传多样性 

中图分类号 Q953   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0018-07 

牙鲆(Paralichthys olivaceus)是渤海重要土著经

济鱼类，其个体硕大、肉质细嫩鲜美，深受消费者喜

爱。但由于掠夺式的捕捞和严重的近海污染等原因，

牙鲆野生资源日渐枯竭。为了应对资源衰退，我国自

20 世纪 80 年代开始在渤海海域进行牙鲆的增殖放流

活动(金显仕等, 2014)。秦皇岛近海增殖放流区位于

河北省东北部近海，每年有数百万的牙鲆苗种被投放

到该海域，是我国牙鲆增殖放流的主要区域之一。增

殖放流活动在促进渔民增产增收和修复渔业种群资

源方面起到了积极的作用，但大规模放流人工培育群

体所引起的生态和遗传风险同样不能忽视(Araki et al, 

2010; González-Wangüemert et al, 2012; Taranger et al, 
2015)。 

遗传多样性是生物多样性的重要组成部分，它是

衡量一个种群种质资源质量的重要标准，通过衡量生

物所携带遗传信息的变异程度来反映遗传多样性的

高低，由于 DNA 是遗传信息的载体，所以 DNA 的

变化直接反应了物种遗传变异的程度 (刘海金等 , 

2008; 姚韩韩, 20111))。微卫星 DNA 分子标记，又称

简单序列重复(Simple sequence repeat, SSR)，在基因

组中数量众多且分布均匀，具有多态性丰富、杂合度

高和检测方便等优点，已经广泛应用于群体遗传多样

abc
图章
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性的研究(Wang et al, 2013)。至今，利用微卫星 DNA

分子标记进行牙鲆遗传多样性及遗传结构分析报道 

较多，主要集中在自然群体、养殖群体和繁育后代群

体，如马晓冰等(2012)和刘永新等(2013)分别用 18 对

和 72 对微卫星分子标记对 90 尾和 74 尾野生牙鲆群

体进行了遗传多样性分析；刘海金等(2008)和邵长伟

等(2009)分别利用 5 对和 16 对微卫星分子标记对   

3 个和 5 个牙鲆养殖群体进行了遗传多样性分析；徐

田军等(2009)利用 10对微卫星分子标记对由 3个牙鲆

基础群体组合交配建立的 4 个选择性繁育后代群体

进行遗传多样性分析。但关于增殖放流对牙鲆回捕群

体遗传多样性影响的研究还未见报道。本研究利用

12 对微卫星分子标记对秦皇岛近海增殖放流区内的

牙鲆回捕群体的遗传多样性进行分析，并与放流用牙

鲆亲本和放流前群体的遗传多样性进行对比，从分子

遗传学角度对牙鲆增殖放流可能引起的遗传风险进

行评估，以期为我国牙鲆种质资源保护和增殖放流工

作提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和 DNA 提取 

共 3 个群体：2015 年河北北戴河中心实验站放

流用野生牙鲆亲鱼(以下简称亲本 M)、增殖放流前牙

鲆幼鱼(以下简称放流前群体 P)及 2015 年禁渔期结束

后从秦皇岛近海增殖放流区回捕的牙鲆幼鱼(以下简

称回捕群体 C)。亲本群体及放流前群体各采集样本

30 尾。其中，亲本 M 体重为(3675.22±1572.45) g，体

长 为 (81.66±12.38) cm ； 放 流 前 群 体 P 体 重 为

(1.59±1.06) g，体长为(5.94±0.97) cm。回捕群体 C 分

别从河北山海关、北戴河和昌黎码头收集，每处采集

样本 30 尾，该群体体重为(55.84±48.65) g，体长为

(12.49±6.82) cm。剪取胸鳍平铺于采样纸上，37℃烘

干后保存。使用海洋动物基因组 DNA 提取试剂盒

(TIANGEN, DP324)提取基因组 DNA。提取完成后，

采用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计分别检测

DNA 的质量和浓度。 

1.2  微卫星分析 

从马晓冰等(2012)和刘永新等(2013)发表的 72 对

牙鲆微卫星标记中选取 12 对多态性高的标记用于本

研究。各标记的名称、引物序列、退火温度等见表 1，

引物由上海生工生物工程技术有限公司合成。PCR 反

应体系为 20 μl：dH2O 7.4 µl，2×Es Taq MasterMix 10 µl，

上下游引物(10 pmol/μl)各 0.3 μl，DNA 模板 2 µl。PCR

反应程序为：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，54℃

复性 35 s，72℃延伸 40 s，共 35 个循环；最终 72℃

延伸 3 min。PCR 扩增在 PE9700 型 PCR 仪上进行。

将甲酰胺与分子量内标按 100∶1 的体积比混匀后，

取 15 µl 加入上样板中，再加入 1 µl 稀释 10 倍的 PCR

产物。然后使用 3730XL 测序仪进行毛细管电泳，利

用 Genemarker 中的 Fragment (Plant)片段分析软件对

测序仪得到的原始数据进行分析，将各泳道内分子量

内标的位置与各样品峰值的位置进行比较分析，得到

片段大小。 

1.3  数据分析 

利用 Genepop 4.0 软件分析分型结果，统计各位

点等位基因数(Na)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)

和多态信息含量(PIC)，并分析群体的 Hardy-Weinberg

遗传平衡状态。计算群体间各群体的基因分化系数

(Gst)、基因流、遗传相似性系数(I 对角线下方)和 Nei

氏遗传距离。使用 MEGA 5.0 软件，采用 UPGMA 方

法根据 3 个群体的遗传距离进行聚类。 

2  结果 

2.1  遗传多样性分析 

12 对微卫星标记的遗传多样性参数 Na、Ho、He、

PIC 值列于表 2。从表 2 可以看出，12 对微卫星标记

在 3 个群体中的 PCR 扩增得到的平均 Na 为

11.917–22.167 个，平均 Ho 为 0.800–0.836，平均 He

为 0.814–0.845，平均 PIC 为 0.775–0.818。其中，回

捕群体 C 的平均 Na 最多，为 22.167，放流前群体 P

的平均 Na 最少，为 11.917。平均 Ho 最大的是回捕群

体 C (0.836)，最小的是放流前群体 P (0.800)。平均

He 最大的是亲本 M(0.845)，最小的是放流前群体 P 

(0.814)。哈迪–温伯格平衡检验结果显示，在 36 个群

体–位点组合中，有 23 个群体–位点组合显著偏离哈

迪–温伯格平衡状态(P<0.05)。在 3 个群体中偏离哈迪

–温伯格平衡相对最少的是放流前群体 P，仅在微卫

星标记 Poli1396TUF、8-D2 和 Poli1024TUF 中显著偏

离(P<0.05)。偏离哈迪–温伯格平衡相对最多的是回捕

群体 C。 

2.2  遗传分化 

3 个群体各位点的基因分化系数 Gst 值为 0.005– 

0.043，位点 HLJYP90 的基因分化系数 Gst 值最大

(0.043)，位点 Poli1408TUF 的基因分化系数 Gst 值最

小 ( 0 . 0 0 5 )。 3 个群体各位点的基因流 N m 值为

5.515–45.983(表 3)。位点 Poli1408TUF 的 Nm 值最大，  
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表 1  12 对微卫星标记的名称、重复序列、引物序列、退火温度及 GenBank 登录号 
Tab.1  Loci, repeat motifs, primer sequences, annealing temperatures and GenBank accession numbers of 12 microsatellite markers 

位点  
Locus 

引物序列  

Primer sequence (53) 
退火温度 

Annealing temperature (℃) 

GenBank 登录号 
GenBank accession No.

Poli1345TUF F: AATGGTGAGGAGCCAGATTG 
R:AGTGGGCGATGGAGATGTAG 

60 DQ888920 

Poli1491TUF F: AGGGAGGGAACAAGCACTG 
R:TGATACCACGCTGTGTCGTC 

60 DQ889053 

HLJYP90 F: TTCTACACAAAACACCCGACT 
R:GAGCTTTGAGCAGTACCTGGAT 

60 FJ915043 

Poli1124TUF F: CTAGAAGACGGACCCACGAG 
R:AACACAACATGGCAGCTGAG 

60 EF112920 

Newpao202 F: GTCCAGACCAGGACAGTGGT 
R:AGGCATGGCCCTACCTACAT 

60 HQ528205 

Poli1396TUF F: ACATGTGACAGCTCGTGAGGC 
R:AGGATCACAGCCACAGTTTGGAC 

60 DQ888961 

8-G3 F: CCCTAAATCTTCTGCGTGGA 
R:AGGGAGGCAAGAGGAGAGAG 

60 GQ421174 

8-D2 F: CTGGTGGTGTGGAGTCACAT 
R:AAAGGGCTGAAAACTGAGCA 

60 GQ421181 

Poli1024TUF F: CACCAACTGGCCTTTGTTTT 
R:CCCACCACAACTTGGTCTTT 

60 AB458916 

Poli1408TUF F:AGCAACAGCTCAGTATGGCAGTGTA 
R:TTCCAGAGGCCCAGGGAGTT 

60 DQ888973 

Poli1377TUF F: CCCTCGGGGATGAATAAAGT 
R:TGAGTGCATTTCCATTTTTCAG 

60 DQ888946 

Poli866TUF F: TGTGTGCTCTTGCATGCTCT 
R: GAGCGATAGGGACTGTCAGG 

57 EF112814 

 
表 2  牙鲆不同群体的哈迪–温伯格平衡(HWE)检验及遗传多样性 

Tab.2  The genetic diversity and HWE test of different populations of P. olivaceus 

遗传参数 Genetic parameters 群体 
Populations 

位点 Loci 
Na Ho He PIC P 

Poli1345TUF 29 0.967 0.942 0.930  0** 

Poli1491TUF 7 0.717 0.732 0.681 0.215 

HLJYP90 7 0.433 0.767 0.722  0** 

Poli1124TUF 21 0.900 0.907 0.891  0** 

Newpao202 21 0.900 0.879 0.860 0.004* 

Poli1396TUF 8 0.817 0.791 0.754 0.516 

8-G3 21 0.900 0.896 0.880  0** 

8-D2 8 0.717 0.829 0.798 0.051 

Poli1024TUF 20 0.867 0.888 0.870  0** 

Poli1408TUF 6 0.617 0.619 0.565 0.009* 

Poli1377TUF 36 0.917 0.941 0.930  0** 

Poli866TUF 28 0.983 0.949 0.938  0** 

亲本 M  
Brood stock 

平均值 Mean 17.667 0.811 0.845 0.818   

Poli1345TUF 21 0.967 0.926 0.904 0.117 

Poli1491TUF 6 0.667 0.737 0.681 0.590 

HLJYP90 6 0.567 0.740 0.681 0.118 

放流前群体 P 
Pre-releasing 

population 

Poli1124TUF 13 0.933 0.897 0.871 0.287 
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续表 

遗传参数 Genetic parameters 群体 
Population 

位点 Loci 
Na Ho He PIC P 

Newpao202 13 0.900 0.859 0.828 0.401 

Poli1396TUF 7 0.833 0.778 0.729   0** 

8-G3 16 0.833 0.893 0.868 0.118 

8-D2 5 0.567 0.764 0.715  0.003* 

Poli1024TUF 10 0.867 0.802 0.761  0.003* 

Poli1408TUF 5 0.600 0.535 0.482 0.992 

Poli1377TUF 23 0.967 0.933 0.912 0.574 

Poli866TUF 18 0.900 0.898 0.873 0.445 

放流前群体 P 
Pre-releasing 

population 

平均值 Mean 11.917 0.800 0.814 0.775  

Poli1345TUF 41 0.965 0.952 0.944  0** 

Poli1491TUF 10 0.802 0.747 0.710  0** 

HLJYP90 9 0.419 0.730 0.676  0** 

Poli1124TUF 21 0.930 0.867 0.848 0.340 

Newpao202 20 0.872 0.869 0.851  0** 

Poli1396TUF 14 0.872 0.825 0.800  0** 

8-G3 29 0.907 0.887 0.873  0** 

8-D2 9 0.756 0.791 0.760  0** 

Poli1024TUF 28 0.849 0.865 0.850  0** 

Poli1408TUF 10 0.791 0.657 0.617  0** 

Poli1377TUF 40 0.895 0.924 0.914  0** 

Poli866TUF 35 0.977 0.936 0.927  0** 

回捕群体 C 
Captured 

population 

平均值 Mean 22.167 0.836 0.838 0.814   

Poli1345TUF 46 0.966 0.958 0.954   

Poli1491TUF 11 0.750 0.744 0.706   

HLJYP90 10 0.449 0.774 0.736   

Poli1124TUF 27 0.920 0.897 0.886   

Newpao202 24 0.886 0.879 0.866   

Poli1396TUF 16 0.847 0.807 0.781   

8-G3 34 0.892 0.900 0.890   

8-D2 10 0.710 0.809 0.783   

Poli1024TUF 34 0.858 0.870 0.857   

Poli1408TUF 10 0.699 0.622 0.579   

Poli1377TUF 51 0.915 0.939 0.934   

Poli866TUF 43 0.966 0.943 0.937   

总计 Total 

平均值 Mean 26.333 0.822 0.843 0.826   

注：Na 为等位基因数，Ho 为观测杂合度，He 为期望杂合度，PIC 为多态信息含量，哈迪温伯格平衡检验经过 Bonferroni

校正，*为显著偏离(P<0.05)，**为极显著偏离(P<0.01) 
Note: Na: Number of alleles; Ho: Observed heterozygosity; He: Expected heterozygosity; PIC: Polymorphism information 

content. HWE test was corrected by Bonferroni, * Indicated significant difference (P<0.05), ** Indicated highly significant 
difference (P<0.01) 

 

为 45.983，位点 HLJYP90 的 Nm 值最小，为 5.515。3

个群体相互间的遗传相似系数和 Nei 氏遗传距离分

别为 0.848–0.941 和 0.061–0.164(表 4)。根据各群体

之间的遗传距离，对 3 个群体进行聚类(图 1)，3 个群

体主要分为两类，放流前群体 P 和回捕群体 C 遗传距

离较小，首先聚类，然后再与亲本 M 聚类。 



22 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

表 3  牙鲆 3 个群体各位点的基因分化系数(Gst)和基因流(Nm) 
Tab.3  The coefficient of gene differentiation (Gst) and gene flow (Nm) among three P. olivaceus populations 

位点 Loci Gst Nm 位点 Loci Gst Nm 

Poli1345TUF 0.023 10.491 8-G3 0.018 13.974 

Poli1491TUF 0.011 21.983 8-D2 0.021 11.965 

HLJYP90 0.043 5.515 Poli1024TUF 0.018 13.383 

Poli1124TUF 0.019 13.139 Poli1408TUF 0.005 45.983 

Newpao202 0.019 12.896 Poli1377TUF 0.017 14.106 

Poli1396TUF 0.010 25.330 Poli866TUF 0.018 13.326 

平均值 Mean 0.019 13.025      

 
表 4  牙鲆 3 个群体遗传相似性系数(I对角线下方)和 Nei 氏遗传距离(D对角线上方) 

Tab.4  The genetic identity (under the diagonal) and Nei’s unbiased genetic distances (above the diagonal)  
of three P. olivaceus populations  

群体 Populations 
亲本 M 

Brood stock 
放流前群体 P 

Pre-releasing population 
回捕群体 C 

Captured population 

亲本 M Brood stock  0.164 0.132 

放流前群体 P Pre-releasing population 0.848  0.061 

回捕群体 C Captured population 0.876 0.941  

  

 
 

图 1  根据 Nei 氏遗传距离用 UPGMA 法构建的牙鲆 3 个群体的进化树 
Fig.1  UPGMA dendrogram for three P. olivaceus populations based on Nei´s unbiased genetic distances 

 

3  讨论 

牙鲆是黄渤海重要的增殖放流鱼类，北戴河中心

实验站自2009年开始在秦皇岛近海增殖放流区进行

牙鲆增殖放流活动，至今累计放流不同规格牙鲆苗种

1300万尾。随着放流数量的增多，放流群体对固有群

体遗传多样性的影响值得关注。鉴于此，本研究以秦

皇岛近海增殖放流区域捕捞的牙鲆幼鱼为研究对象，

分析回捕群体的遗传多样性，并与放流用牙鲆亲鱼和

放流前群体的遗传多样性参数作对比分析。 

多态信息含量(PIC)为衡量标记遗传信息含量高

低的主要参数，当 PIC>0.5 时，表明该遗传标记具有

高度的可提供遗传信息性，即高度多态；当 0.25< 

PIC<0.5 时，表明该遗传标记能够较为合理地提供遗

传信息，为中度多态；而当 PIC<0.25 时，表明该遗传

标记可提供的遗传信息较差，为低度多态(McDonald et al, 
2003)。本研究中，除标记 Poli1408TUF 在放流前群体中

的 PIC 值为 0.482 外，各标记的 PIC 范围为 0.565– 

0.944，表明所选用的微卫星标记具有高度多态性，

可以用于分析牙鲆群体的遗传多样性。各标记在 3 个 

群体中的平均 Na 范围为 11.917–22.167，其中，回捕

群体的 Na 最高(22.167)，说明这 3 个群体的遗传信息

含量都比较丰富，且回捕群体的多态性水平要高于其

他群体。马晓冰等 (2012)和刘永新等 (2014)分别于

2009 年和 2012 年对秦皇岛附近海域牙鲆自然群体的

等位基因数进行研究，结果分别为 8.9 和 6.789，均

低于本研究结果(17.667)。这说明，作为国家级牙鲆

良种场，我站每年春季从秦皇岛海域捕捞野生牙鲆对

放流用牙鲆亲本群体进行补充更换，确保了放流牙鲆

亲本群体遗传多样性的丰富度。 

杂合度包括观测杂合度(Ho)和期望杂合度(He)，

是反映微卫星标记在群体中遗传变异程度的最优参

数，是描述遗传多样性的最适参数，杂合度越高，表

明群体内遗传多样性就越高，遗传变异程度就越大，

反之则群体内遗传变异程度就小(Nei et al, 1975)。本

研究 He 在 3 个群体中的范围为 0.814–0.845，亲本群
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体最高(0.845)，放流前群体最低(0.814)(表 2)。放流

前群体 He 低于亲本群体的主要原因是并非所有的亲

鱼都参与繁殖活动。之前的研究结果表明，牙鲆亲本

对后代的贡献率严重失衡(Hara et al, 2006; 陈睿毅等,  

2013)，存在有效亲本群体比实际群体小的问题，且

后代仅来自少数几尾亲本。生产上为了克服这个问

题，常用的方法是增加繁殖亲本的数量。此外，生殖

细胞移植技术在水产动物方面的发展应用为解决这

个问题提供了新的方法(Lacerda et al, 2013; Silva et al, 
2016)。回捕群体 C 的 He 值为 0.838，远高于邵长伟等

(2009)研究中的养殖群体，略低于野生群体(马晓冰等, 

2012)，说明秦皇岛近海增殖放流区的人工放流活动

未引起明显的遗传风险。 

基因分化系数(Gst)是反映群体间遗传分化程度

的重要参数。一般认为，Gst 值在 0–0.05 之间时，群

体的遗传分化较弱，为轻度遗传分化；Gst 值在

0.05–0.15 之间时，遗传分化水平中等；Gst 值大于 0.15

时，遗传分化较大(Balloux et al, 2002)。本研究中，

牙鲆 3 个群体不同位点的遗传分化系数 Gst 值为

0.005–0.043，3 个群体之间表现为轻度分化水平，遗

传分化均为较弱。不同群体之间遗传分化系数平均值

为 0.019，说明 3 个群体的变异中约有 1.9%是由不同

群体之间的基因变异引起的，而 98.1%的变异来源于

群体内。检验结果表明，亲本群体 M 和回捕群体 C

微卫星位点偏离哈迪–温伯格平衡较多，其中，亲本

群体 M 多数表现出显著的杂合子缺失，回捕群体 C

多数表现为显著的杂合子过剩。基因流是指一些个体

从一个群体迁移到另一个群体时把某些基因带到新

的群体，从而产生的基因流动(曲若竹等, 2004)。基

因流与基因分化系数呈负相关，即基因流越大，群体

间相似性越大，遗传分化越小(曲若竹等, 2004; 刘海

金等, 2008)。本研究各位点基因流较大(Nm>5)，说明 3

个群体间遗传分化较小，足以抵抗遗传漂变，与本研究

中基因分化系数相关结果相互支持。 

遗传多样性和遗传结构是种群繁衍生息的重要

原因，遗传多样性降低可能导致种群生长缓慢、个体

变小、性成熟提早、抗病力下降等不良影响(黎中宝

等, 2009; 李树华, 20141))。本研究中，亲本群体M与

回捕群体C较高的遗传多样性水平说明秦皇岛附近海

域牙鲆资源在增殖放流活动的实施下，其遗传多样性

得到了有效的保护，进而说明，保持放流亲本群体较 

高的遗传多样性，对有效提高资源量修复水平有促进

作用，对渔业资源及生态平衡保护有重要意义。 
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Analysis of the Genetic Variability of the Captured Population of Japanese 
Flounder Paralichthys olivaceus in the Coastal Releasing Area of Qinhuangdao 

SI Fei1, SUN Zhaohui1, YU Shanshan2, ZHAO Yaxian1, SONG Limin1, WANG Shuliang3 
WANG Qinglin1①, JIANG Xiufeng1, WANG Yufen1, YU Qinghai1 

(1. Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao  066100;  
2. Ocean College, Agriculture University of Hebei, Qinhuangdao  066100; 
3. Weifang Municipal Ocean and Fishery Administration, Weifang  261000) 

Abstract    Japanese flounder Paralichthys olivaceus is the major species of released fish in the coastal 
area of Qinhuangdao. In recent years, the ecological and genetic risks caused by releasing a large number 
of hatchery-reared fish to the sea have attracted more and more attention. In this study, we used 12 
microsatellite markers to analyze the genetic variability of the captured population of P. olivaceus from 
the coastal releasing area of Qinhuangdao. We also compared parameters of genetic diversity among the 
brood stock, the pre-releasing population and the captured population. The mean number of alleles was 
between 11.917 and 22.167, and the maximum and minimum values were found in the captured 
population and the pre-releasing population respectively. The mean observed heterozygosity (Ho) ranged 
from 0.800 to 0.836, and the mean expected heterozygosity (He) was between 0.814 and 0.845. The brood 
stock had the highest He value, and the pre-releasing population had the lowest value. The mean 
polymorphism information content (PIC) ranged from 0.775 to 0.818. Twenty-three out of 36 group-loci 
combinations were significantly deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05). The Gst values 
among the five populations varied from 0.005 to 0.043, indicating a low level of differentiation. Results of 
this study suggested the high genetic diversity of these three populations. Moreover, no obvious genetic 
risk was caused by the large-scale releasing of hatchery-reared fish in the coastal releasing area of 
Qinhuangdao.  
Key words    Paralichthys olivaceus; Captured population; Artificial release; Genetic diversity 

 

 
                            

① Corresponding author: WANG Qinglin, E-mail: wangqinglin_1984@163.com 



第 38 卷    第 6 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.38, No.6 

2 0 1 7 年 1 2 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Dec., 2017 

                            

* 江苏省水生生物资源重大专项(ZYHB16-3)资助[This work was supported by Major Project of Hydrobios Resources in 

Jiangsu Province(ZYHB16-3)]. 李大命，E-mail: ldm8212@126.com 

① 通讯作者：潘建林，研究员，E-mail: Jianlinpan2006@126.com  

收稿日期: 2016-08-08, 收修改稿日期: 2016-08-29 
 

 

DOI: 10.11758/yykxjz.20160808001  http://www.yykxjz.cn/ 

洪泽湖大银鱼(Protosalanx hyalocranius) Cytb 和 

COⅠ基因序列多态性分析*  

李大命 1  李  康 2  张彤晴 1  唐晟凯 1  刘燕山 1 

刘小维 1  穆  欢 3  黄越峰 3   潘建林 1① 
(1. 江苏省淡水水产研究所  江苏省内陆水域渔业资源重点实验室  南京  210017； 

2. 南京师范大学生命科学学院  南京  210046；3. 江苏省洪泽湖渔业管理委员会办公室  淮安  223300) 

摘要    为揭示我国洪泽湖大银鱼(Protosalanx hyalocranius)遗传多样性现状，科学保护和合理利用

大银鱼种质资源，采用线粒体细胞色素 b 基因(Cytb)和细胞色素 c 氧化酶Ⅰ亚基基因(COⅠ)序列，

分析了洪泽湖 40 尾大银鱼的遗传多样性。通过 PCR 扩增与序列测定分别获得了长度为 1141 bp 和

630 bp 的 Cytb 和 COⅠ基因序列。40 条 Cytb 基因序列碱基 A、T、G 和 C 的平均含量分别为 21.7%、

29.3%、16.7%和 32.3%，检出 6 个变异位点，定义 7 个单倍型，单倍型多样性和核苷酸多样性分别

为 0.775 和 0.00129，碱基平均差异数为 1.469。40 条 COⅠ基因序列碱基 A、T、G 和 C 的平均含

量分别为 21.6%、26.0%、19.2%和 33.2%，检出 5 个变异位点，定义 6 个单倍型，单倍型多样性和

核苷酸多样性分别为 0.700 和 0.00207，平均碱基差异数是 1.303。Cytb 及 COⅠ基因单倍型之间的

遗传距离较小，且 NJ 系统进化树聚为一支，说明大银鱼单倍型没有出现遗传分化。Fu’s Fs 中性检

验结果和碱基歧点分布图均表明，洪泽湖大银鱼近期经历了种群扩张事件。 

关键词    遗传多样性；细胞色素 b 基因；细胞色素 c 氧化酶亚基Ⅰ基因；大银鱼；洪泽湖 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0025-07 

大银鱼(Protosalanx hyalocranius)为 1 年生的小

型鱼类，隶属于胡瓜鱼目 (Osmeriformes)、银鱼科

(Salangidae)、大银鱼属(Protosalanx)，对环境变化反

应敏感，是典型的 r-选择物种(王忠锁等, 2002)。大银

鱼广泛分布于我国钱塘江河口、长江口、长江下游湖

泊及黄海、渤海沿岸河口和朝鲜西海岸，为近海河口

洄游或淡水定居鱼种。大银鱼肉味鲜美，营养丰富，

经济价值较高，曾经是我国重要的出口创汇水产品。

近年来，由于环境污染、过度捕捞、水利工程以及生

境破碎化等多种因素的影响，大银鱼的种群数量急剧

下降，天然资源已逐渐枯竭(王忠锁等, 2002)。因此，

开展大银鱼资源保护已经迫在眉睫。 

鱼类遗传多样性的研究一方面能够掌握渔业种

质资源遗传多样性现状，另一方面可以为渔业资源的

可持续发展提供重要的科学依据。鱼类线粒体 DNA 

(mtDNA)是遗传物质的主要载体，具有进化速率快、

严格的母系遗传和几乎无重组等特点，是揭示群体遗

传多样性及遗传结构的理想材料(吕国庆等, 1998)。

线粒体细胞色素 b (Cytochrome b, Cytb)和细胞色素 c

氧化酶亚基Ⅰ(Cytochrome c oxidase subunitⅠ, COⅠ)

基因序列具有进化速度较快、易扩增等优点，适用于

种群水平遗传多样性的检测，已被广泛地应用于鱼类

等水生生物的系统学和种群遗传学研究中(孙鹏等 , 

2011; 胡静等, 2014; 李大命等, 2015a)。 

abc
图章
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洪泽湖面积为 1597 km2，是江苏省第二大湖泊，

也是我国第四大淡水湖泊(朱松泉等, 1993)。洪泽湖

渔业资源丰富，对湖区经济发展具有重要作用(王欣

等, 2008)。在 20 世纪六七十年代，洪泽湖大银鱼资

源非常丰富，每年都形成大规模的银鱼鱼汛，创造了

巨大的经济效益(江苏省地理研究所等, 1977)。近年

来，洪泽湖大银鱼天然资源量急剧下降，已无法形成

有效的捕捞群体。有关洪泽湖大银鱼的研究主要集中

在生长、摄食、繁殖及增殖等生物学方面(江苏省地

理研究所湖泊室洪泽湖银鱼增殖研究课题组, 1975; 

张开翔等 , 1981; 林明利等 , 2013)。张颖(2005)1)和  

薛丹(2015)2)采用分子生物学技术探究了我国不同地

理分布大银鱼群体的遗传多样性及遗传结构，而有关

洪泽湖大银鱼的遗传学特征则尚未见报道。本研究通

过对洪泽湖大银鱼的 Cytb 和 COⅠ序列片段进行扩

增、测序，分析其遗传多样性及遗传结构，不仅有利

于丰富我国大银鱼的遗传学资料，同时可为洪泽湖大

银鱼资源的保护及合理利用提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

2015 年 8 月从洪泽湖的韩桥水域(332405N, 

1184120E)采集 40 尾大银鱼样本，体长在 3.5–7.0 cm

之间(平均值为 5.2 cm)，体重在 0.1562–0.7680 g 之间

(平均值为 0.4375 g)。剪取大银鱼尾鳍，放入无水乙

醇中保存，带回实验室备用。 

1.2  基因组 DNA 提取 

剪取大银鱼尾鳍组织约 100 mg，装入 1.5 ml 离

心管，剪碎。采用广谱性基因组 DNA 提取试剂盒 

(TaKaRa, 日本)提取大银鱼基因组 DNA，将 DNA 溶

于 200 µl TE 溶液中，置于–20℃保存备用。 

1.3  Cytb 和 COⅠ基因扩增、纯化与测序 

本研究中，Ctyb 扩增和测序引物为 L14321 

(5-CCAGTGACTTGAAAAACCACCG-3) 、 H15634 

(5-CTTAGCTTTGGGAGTTAAGGGT-3)(Zhang et al, 
2007)。 COⅠ扩增和测序引物为 F1(5-TCAACC- 

AACCACAAAGACATTGGCAC-3)、R1 (5-TAGACT- 

TCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3) (Ward et al, 2005)。

PCR 反应总体积均为 50 µl，其中 10PCR Buffer (含

Mg2+) 5 µl，Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.4 µl，dNTP 

(各 2.5 mmol/L) 4 µl，上、下游引物(10 µmol/L)各 2 µl，

DNA 模板 2 µl (50 ng/µl)，ddH2O 补足体积。PCR 扩

增反应程序均为 94℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，

55℃退火 50 s，72℃延伸 90 s(Cytb)或 50 s(COⅠ)，   

30 个循环，72℃最后延伸 10 min。 

PCR 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离后，

经 DNA 胶回收试剂盒(TaKaRa, 日本)纯化后送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。为保证所测序

列的准确性，所有样品均采用双向测序。 

1.4  数据分析 

所得序列用 ClustalX 软件进行编辑、校对和排序

(Thompson et al, 1997)。用 DnaSP4.10 分析软件(Rozas 

et al, 2003)计算多态位点数目(Number of polymorphic 

sites)、单倍型数目(Number of haplotypes)、单倍型多

样性(Haplotype diversity)、核苷酸多样性(Nucleotide 

diversity) 和 平 均 碱 基 差 异 数 (Average number of 

nucleotide differences)。用 MEGA 4.0 软件(Tamura et al, 
2007)统计碱基组成，并基于 Kimura 双参数模型计算

单倍型之间的遗传距离。以太湖新银鱼 (Neosalanx 
taihuensis)的同源序列(GenBank登录号为 JX524196.1)

作为外群，采用邻接法(Neighbor-joining method, NJ)

分别构建 Cytb 和 COⅠ基因单倍型系统进化树，进化

树中节点的自举置信度水平由自引导值 (Bootstrap 

value)估计，共 1000 次循环。 

用 Fu’s Fs中性检验和核苷酸不配对分布(Mismatch 

distribution)检测洪泽湖大银鱼种群的历史动态。 

2  结果 

2.1  Cytb 和 COⅠ基因序列分析 

经 PCR 扩增、测序和校对，获得洪泽湖大银鱼

线粒体 Cytb 基因全长序列，其长度为 1141 bp。     

40 条 Ctyb 基因同源序列包含 6 个变异位点，其中有

4 个简约信息位点，2 个单一信息位点。碱基 A、T、

G 和 C 的平均含量分别为 21.7%、29.3%、16.7%和

32.3%，其中 A+T 的含量(51.0%)略高于 G+C 含量 
                            

1) Zhang Y. The study on the genetic diversity of Protosalanx hyalocranius. Masters Thesis of Tianjin Normal University, 

2005, 1–63 [张颖. 大银鱼遗传多样性的研究. 天津师范大学硕士研究生学位论文, 2005, 1–63]  

2) Xue D. Genetic diversity of 9 populations of Protosalanx hyalocranius in China based on Cyt b sequences. Masters 

Thesis of Jinan University, 2015,1–53 [薛丹. 基于细胞色素 b 的中国 9 个大银鱼群体遗传多样性研究. 暨南大学硕士研究生

学位论文, 2015, 1–53] 
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(49.0%)。40 条 Ctyb 基因序列定义了 7 个单倍型

(Hb1–Hb7)，其中，单倍型 Hb1 数量最多(16 个)，单

倍型 Hb2 和 Hb6 数量最少，均只有 1 个。 

经 PCR 扩增、测序和校对，获得洪泽湖大银鱼

线粒体 COⅠ基因序列片段，其长度为 630 bp。40 条

COⅠ基因同源序列共有 5 处变异位点，其中，有    

4 个简约信息位点，1 个单一信息位点。碱基 A、T、

G 和 C 的平均含量分别为 21.6%、26.0%、19.2%和

33.2%，其中，A+T 的含量(47.6%)略低于 G+C 含量

(52.4%)。40 条 COⅠ基因序列定义了 6 个单倍型

(Hc1–Hc2)，其中，单倍型 Hc3 数量最多(17 个)，单 

倍型 Hc2 数量最少(1 个)。 

2.2  洪泽湖大银鱼遗传多样性参数 

采用 DnaSP 软件获得洪泽湖大银鱼的遗传多样

性参数(表 1)。从表 1 可以得出，Cytb 基因单倍型多

样性和核苷酸多样性分别为 0.755±0.045 和 0.00129± 

0.00010，碱基平均差异数为 1.469；COⅠ基因单倍型

多 样 性 和 核 苷 酸 多 样 性 分 别 为 0.700±0.047 和

0.00207±0.00016，碱基平均差异数为 1.303。结果显

示，Cytb 和 COⅠ基因的遗传多样性水平均表现出较

高的单倍型多样性和低的核苷酸多样性模式。 
 

表 1  洪泽湖大银鱼遗传多样性参数 
Tab.1  Genetic diversity parameters of P. Hyalocranius population in the Hongze Lake 

群体 
Population 

样本数 
Sample 
number 

基因 
Gene 

多态位点数
Polymorphic 

sites 

单倍型数
Haplotypes

number 

单倍型多样性
Haplotype 
diversity 

核苷酸多样性 
Nucleotide  
diversity 

碱基平均差异数 
Average number of 

nucleotide differences

Cytb 6 7 0.755±0.045 0.00129±0.00010 1.469 大银鱼 
P. hyalocranius 

40 
COⅠ 5 6 0.700±0.047 0.00207±0.00016 1.303 

 

2.3  Cytb 和 COⅠ基因单倍型系统进化树 

采用 Mega 软件分别计算 Cytb 和 COⅠ基因单倍

型之间的遗传距离。Cytb 基因单倍型之间的遗传距离

在 0.001–0.004 之间(表 2)；COⅠ基因单倍型之间的

遗传距离在 0.002–0.005 之间(表 3)。由此可以得出，

洪泽湖大银鱼的 Cytb和 COⅠ基因单倍型之间的遗传

距离较小。 

以太湖新银鱼作为外类群，采用 NJ 法构建了洪

泽湖大银鱼 Cytb 和 COⅠ基因单倍型的系统树(图 1

和图 2)。由图 1 和图 2 可知，Cytb 和 COⅠ基因单倍

型聚为一支，表明单倍型之间的遗传关系较近，这与

Cytb 和 COⅠ基因单倍型之间的遗传距离(表 2 和    

表 3)具有一致性。单倍型之间的遗传距离及系统进化

树表明，洪泽湖大银鱼单倍型之间未出现遗传分化。 
 

表 2  大银鱼 Cytb 基因单倍型间的遗传距离 
(基于 Kimura-2 parameter 法) 

Tab.2  Genetic distance of the haplotypes of Cytb of  
P. hyalocranius (by Kimura-2 parameter method) 

单倍型 
Haplotypes 

Hb1 Hb2 Hb3 Hb4 Hb5 Hb6 Hb7

Hb1        

Hb2 0.001       

Hb3 0.001 0.002      

Hb4 0.002 0.003 0.001     

Hb5 0.002 0.003 0.001 0.002    

Hb6 0.003 0.004 0.002 0.003 0.001   

Hb7 0.003 0.004 0.002 0.003 0.001 0.002  

表 3  大银鱼 COⅠ基因单倍型间的遗传距离 
(基于 Kimura-2 parameter 法) 

Tab.3  Genetic distance of the haplotypes of COⅠ of  
P. hyalocranius (by Kimura-2 parameter method) 

单倍型
Haplotypes

Hc1 Hc2 Hc3 Hc4 Hc5 Hc6

Hc1       

Hc2 0.002      

Hc3 0.002 0.003     

Hc4 0.003 0.005 0.005    

Hc5 0.002 0.003 0.003 0.002   

Hc6 0.003 0.005 0.005 0.003 0.002  
 

 
 

图 1  洪泽湖大银鱼 Cytb 基因单倍型的 NJ 系统发生树 
Fig.1  Neighbor-joining tree of Cytb haplotypes  

in P. hyalocranius 
 

 
 

图 2  洪泽湖大银鱼 COⅠ基因单倍型的 NJ 系统发生树 

Fig.2  Neighbor-joining tree of COⅠ haplotypes  
in P. hyalocranius 
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2.4  大银鱼种群历史动态 

中性检验分析结果显示，Cytb 和 COⅠ基因的

Fu’s Fs 值均为负值，分别为–0.32836 和–0.52548，但

统计检验均不显著(P>0.1)，显示种群偏离中性进化。

碱基歧点分布(Mismatch distribution)分析图谱呈现单

峰型(图 3、图 4)，中性检验和碱基歧点分布图均表明，

洪泽湖大银鱼在历史上可能经历了种群扩张事件。 
 

 
 

图 3  大银鱼 mtDNA Cytb 基因序列错配碱基分布 
Fig.3  The distribution of mismatched bases in mtDNA Cytb 

gene sequences of P. hyalocranius 
 

 
 

图 4  大银鱼 mtDNA COⅠ基因序列错配碱基分布 
Fig.4  The distribution of mismatched bases in mtDNA   

COⅠ gene sequences of P. hyalocranius 

3  讨论 

本研究基于线粒体 DNA 的 Cytb 和 COⅠ基因序

列探讨了洪泽湖大银鱼的遗传多样性。通过对 Cytb
和 COⅠ基因分析得出序列的碱基组成呈现出不均一

性，与鱼类线粒体 DNA 碱基组成具有一致性(孙鹏等, 

2011; 胡静等, 2014)。其中，Cytb 基因序列碱基 A、T、

G 和 C 的平均含量分别为 21.7%、29.3%、16.7%和

32.3%，COⅠ基因序列碱基含量分别是 21.6%、26.0%、

19.2%和 33.2%，2 个基因序列中碱基 G 含量最低，C

含量最高，表现出明显的偏倚性 (张迪等 , 2012;     

罗旭光等, 2014)。另外，Cytb 基因的 A+T 含量(51.0%)

略大于 G+C 含量(49.0%)，而 COⅠ基因片段的 A+T 含

量(47.6%)略小于 G+C 含量(52.4%)，说明大银鱼线粒

体 DNA 不同基因的 A+T 含量与 G+C 含量存在差异。 

遗传多样性是指生物种内的遗传变异度，是生物

适应环境与进化的基础。单倍型多样性指数、核苷酸

多样性指数是衡量一个物种群体多样性的两个非常

重要的指标(Vrijenhoek, 1994)。本研究结果显示，基

于 Cytb和 COⅠ基因序列的洪泽湖大银鱼单倍型多样

性分别为 0.755±0.045 和 0.700±0.047，核苷酸多样性

分别为 0.00129±0.00010 和 0.00207±0.00016，呈现出

高单倍型多样性和低核苷酸多样性特征，与太湖和三

峡水库的大银鱼及银鱼科其他种类的多样性特征具

有一致性。比如，太湖大银鱼单倍型和核苷酸多样性

分别为 0.850±0.045 和 0.02960±0.00017(李大命等 , 

2015b)，三峡水库大银鱼的单倍型和核苷酸多样性分

别为 0.804±0.032 和 0.00146±0.00009( 罗宏伟等 , 

2009)。大银鱼的遗传多样性特征显示，该类型鱼类

群体可能经历过历史扩张事件，即由一个较小的有效

群体在短时间内快速成长为一个大的群体 (Grant, 

1998)。本研究结果显示，Cytb 和 COⅠ基因的 Fu’s Fs

值为负值，且碱基歧点分布图谱呈现单峰型，均表明

洪泽湖大银鱼历史上经历了种群扩张。在种群扩张的

过程中，随着种群数量的增加，单倍型多样性会有所

提高，但没有足够的时间来积累核苷酸产生的变异，

因此，会造成单倍型多样性较高而核苷酸多样性较低

的遗传多样性模式(Grant, 1998)。另外，Cytb 基因单

倍型高于 COⅠ基因单倍型多样性，说明大银鱼中

Cytb 基因较 COⅠ基因序列变异速率快，这与其他鱼

类中的规律相似 (毕潇潇等 , 2009; 孙鹏等 , 2011;    

胡静等, 2014)。 

已有研究结果显示，洪泽湖的太湖新银鱼单倍型

和核苷酸多样性分别为 0.686±0.039 和 0.0021±0.0003 

(Zhao et al, 2008)，乔氏新银鱼(Neosalanx jordani)单
倍型和核苷酸多样性分别为 0.583±0.109 和 0.00067± 

0.00017(赵亮等, 2010)。本研究的洪泽湖大银鱼的遗

传多样性高于太湖新银鱼和乔什新银鱼，但低于太湖

及三峡库区的大银鱼遗传多样 (罗宏伟等 , 2009;   

李大命等, 2015b)。从整体来看，洪泽湖银鱼种质资

源遗传多样性处于较低水平。一般来说，物种的遗传

多样性高低与其适应能力、生存能力和进化潜力密切

相关。丰富的遗传多样性意味着较高的适应生存潜

力、丰富的育种和遗传改良潜力。相反，物种遗传变

异的减少可能导致严重的后果，如成活率、生长与繁

殖效率变低，降低种群个体对环境变化的适应能力

(Yang et al, 2007)。因此，需要加大洪泽湖银鱼资源

保护力度，逐步恢复银鱼资源量，提高其遗传多样性，
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为洪泽湖银鱼资源可持续发展及利用奠定基础。 

从单倍型间的遗传距离和 NJ 系统树可以看出，

洪泽湖大银鱼单倍型之间的遗传距离非常低，且所有

单倍型聚为一支，表明大银鱼种群内没有出现遗传分

化。这表明洪泽湖大银鱼个体间不存在地理隔离，且

有频繁的基因交流，导致大银鱼具有遗传同质性。同

样地，太湖及三峡库区大银鱼群体的单倍型之间也具

有相似规律(罗宏伟等, 2009; 李大命等, 2015b)。本研

究表明，洪泽湖大银鱼单倍型组成有较大差异，比如，

在 Cytb 基因的 7 个单倍型中，单倍型 Hb1 数量有   

16 个，而单倍型 Hb2 和 Hb6 数量均只有 1 个；在    

COⅠ基因的 6 个单倍型中，单倍型 Hc3 数量有 17 个，

而单倍型 Hc2 数量仅有 1 个。相较而言，对单倍型数

量较少的大银鱼种质资源保护显得尤为重要。目前，

增殖放流是恢复渔业资源量及维持渔业资源可持续

发展的重要措施，但增殖放流群体对野生鱼类资源遗

传结构及遗传多样性的影响缺乏科学评价(张燕萍等, 

2013; 陈文静等, 2013)。通过分析研究增殖放流群体

与野生资源之间的遗传关系，尽可能补充单倍型数量

较少的群体数量，才能更有利于恢复和提高鱼类种质

资源的遗传多样性。因此，本研究也可以为开展洪泽

湖大银鱼增殖放流提供重要参考依据。 
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Genetic Polymorphism Analysis of Cytb and COⅠGene Sequences of  
Protosalanx hyalocranius in the Hongze Lake 

LI Daming1, LI Kang2, ZHANG Tongqing1, TANG Shengkai1, LIU Yanshan1, 
LIU Xiaowei1, MU Huan3, HUANG Yuefeng3, PAN Jianlin1①

 
(1. Freshwater Fisheries Research Institute of Jiangsu Province, Key Laboratory of Fisheries Resources in Inland Water of Jiangsu  

Province, Nanjing  210017; 2. School of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing  210046;  
3. Hongze Lake Fisheries Administration Committee Office of Jiangsu Province, Huai’an  223300) 

Abstract    In order to analyze the genetic diversity of Protosalanx hyalocranius in the Hongze Lake, 

the mitochondrial cytochrome b (Cytb) and cytochrome c oxidase subunitⅠ(COⅠ) gene sequences were 

investigated in this study. Using PCR amplification and sequencing, 1141 bp of Cytb and 630 bp of COⅠ 

sequences were identified. For the Cytb sequence, the contents of A, T, G and C accounted for 21.7%, 

29.3%, 16.7%, and 32.3% respectively. Six polymorphic sites and 7 haplotypes were obtained from 40 

individuals. The haplotype diversity and nucleotide diversity were 0.775 and 0.00129 respectively. The 

average nucleotide difference was 1.469. For the COⅠsequence, the contents of A, T, G and C accounted 

for 21.6%, 26.0%, 19.2% and 33.2% respectively. Five polymorphic sites and 6 haplotypes were obtained 

from 40 individuals. The haplotype diversity and nucleotide diversity were 0.700 and 0.00207 respectively. 

The average nucleotide difference was 1.303. The kimura-two-parameters analysis showed that the genetic 

distances of the haplotypes varied between 0.001 and 0.004 for Cytb, and between 0.002 and 0.005 for 

COⅠ. Furthermore, the phylogenetic tree constructed with the neighbor-joining (NJ) method indicated 

that the haplotypes of P. hyalocranius formed one clade, which suggested that there was no genetic 

differentiation in the haplotypes of Cytb and COⅠof P. hyalocranius. Fu’s Fs values (–0.32836 for Ctyb 

and –0.52548 for COⅠ) in the neutrality test was negative, but there was no significant difference. The 

mismatched bases distribution analysis showed a peak type, which indicated that P. hyalocranius in the 

Hongze Lake had experienced a population expansion. 

Key words    Genetic diversity; Cytb; COⅠ; Protosalanx hyalocranius; Hongze Lake 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)PRL 基因、

Na+-K+-ATPase 1 基因对盐度胁迫的响应* 

崔文晓 1,2  马爱军 1,3①  黄智慧 1,3  孙志宾 1,3  刘志峰 1,3 

夏丹丹 1,3  唐启政 1,3  杨  志 4  曲江波 4 
(1. 农业部海洋渔业可持续发展重点实验室  青岛市海水鱼类种子工程与生物技术重点实验室   

中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306； 

3. 青岛海洋科学与技术国家实验室 海洋生物学与生物技术功能实验室  青岛  266071； 

4. 烟台开发区天源水产有限公司  烟台  264003) 

摘要    采用荧光定量 PCR 技术对不同盐度胁迫下各时间点大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼

肠、鳃中催乳素(PRL)基因和 Na+-K+-ATPase 1 两种基因的表达量进行检测。以盐度 30 为对照组，

盐度 5、10、40 和 50 为实验组进行数据分析。结果显示，两种基因在两种组织中均有表达，且基

因的表达量具有组织和时间特异性。肠组织 PRL、Na+-K+-ATPase 1 基因的表达量，在盐度 50 和

5 条件下，随胁迫时间的延长呈先升高后降低的变化趋势；鳃组织 PRL 基因表达量，在盐度 50 和

盐度 5 条件下，随胁迫时间延长先升高后降低，而 Na+-K+-ATPase 1 基因表达量在低盐条件下(盐

度 5)没有显著变化，在高盐条件下(盐度 50)随时间延长呈现先降低后升高的变化趋势。在肠组织中，

两种基因存在极显著的协同作用，随着盐度的升高，两种基因的表达量都呈现先升高后降低的趋势，

且相关系数均接近于 1；在鳃组织中，在 10–40 盐度范围内，两种基因的表达存在明显的拮抗作用，

当 PRL 基因的表达量呈现升高(或下降)趋势时，Na+-K+-ATPase 1 基因的表达量呈现下降(或升高)

趋势，且两种基因的相关系数均为负值。研究表明，PRL 具有抑制 Na+/K+-ATP 酶活性的作用，为

今后盐度胁迫分子调控机理研究提供理论依据。 

关键词    大菱鲆；荧光定量 PCR；PRL 基因；Na+-K+-ATPase 1 基因；盐度胁迫 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0032-09 

大菱鲆(Scophthalmus maximus)是原产于欧洲大

西洋海域的底栖硬骨鱼类，成鱼在 12–40 盐度范围内

能较好的生长，甚至能在盐度低至 5 的水环境中生存

(马爱军等, 2002)。为了适应大范围的盐度变化，鱼

类往往进化出较为复杂的渗透调节机制，并通过控制

基因的表达来控制离子平衡，从而达到渗透压平衡的

效果(Burel et al, 1996)。近年来，有关广盐性鱼类渗

透压调节机制的研究日趋完善。人们对鱼类渗透调节

的研究，已经从由观察鳃丝及其氯细胞的形态变化、

测定鳃丝等渗透调节器官 Na+-K+-ATPase 的活性和血

浆激素浓度等生理生化方面(唐贤明等, 2006; 曾霖等, 

2014; 郭黎等, 2012; 罗海忠等, 2015)，深入到了分子

abc
图章
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水平的研究(刘珊等, 2011)，而从分子方面揭示大菱鲆

渗透压调节机制却少有报道。 

催乳素(Prolactin, PRL)和 Na+-K+-ATase 作为盐度

调控相关的主要功能基因，受到国内外越来越多学者

的关注。王杰等(2012)在研究建鲤(Cyprinus carpio var. 

Jian)催乳素基因时发现，PRL 在建鲤的多个渗透调节

器官和组织都有表达。目前，已报道了金头鲷(Sparus 
aurata) (Laiz-Carrión et al, 2009) 、 建 鲤 ( 王 杰 等 , 

2012) 、 红 鳍 东 方 鲀 (Takifugu rubripes)(Lee et al, 
2006)、平鲷(Rhabdosargus sarba)(Kwong et al, 2008)、

黄金鲈(Perca flavescens)(Lynn et al, 2007)、尼罗罗非

鱼(Tilapia nilotica)(Shepherd et al, 1999)、斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)(Zhang et al, 2004) 、 黑 鲷

(Acanthopagrus schlegelii)(Chang et al, 2007)、莫桑比

克 罗 非 鱼 (Oreochromis mossambicus)(Breves et al, 
2011)、金鱼(Carassius auratus)(Imaoka et al, 2000)、

大西洋鲑(Salmo salar)(Ágústsson et al, 2003)、齐口裂

腹鱼(Schizthorax prenanti)(Li et al, 2011)等鱼的 PRL

基因序列及其在不同盐度环境下的表达变化研究。 

广盐性硬骨鱼盐度适应过程中血液皮质醇、生长

激 素 水 平 增 加 刺 激 鳃 上 氯 细 胞 内 Na+-K+-ATPase 

mRNA 的表达提高，酶活性的增加与氯细胞数量的增

加及鳃 Na+外排量成正比(McCormick, 2001)。目前，

已报道了斑马鱼(Barchydanio rerio var)(Rajarao et al, 
2001) 、 萨 罗 罗 非 鱼 (Sarotherodon melanotheron) 

(Hwang et al, 1998) 、 虹 鳟 (Oncorhynchus mykiss) 

(Richards et al, 2003)、大西洋鲑(D’cotta et al, 1996)

等鱼的 Na+-K+-ATPase 1 基因序列，并且证明了不

同物种间的 Na+-K+-ATPase 1 基因的氨基酸序列极

为保守。 

研究表明，PRL 与 Na+-K+-ATPase 两个功能基因

具有极其显著的相关性，其中，PRL 在脊椎动物中具

有多种生理作用，而在鱼类中已知的主要功能是通过

改变 Na+-K+-ATPase 活性来调控血浆渗透压的大小，

以调节鱼体渗透压和离子平衡(Li et al, 2011)。广盐性

鱼类从海水到淡水适应过程中，催乳素分泌增加明显

使氯细胞变小并抑制 Na+-K+-ATPase 的活性，减少鳃

对 Na+、C1–的排出量(魏渲辉等, 2001)。因此，研究

不同盐度条件下两种功能基因的相互作用极其表达

变化，对于揭示鱼类渗透压调节的分子机制有着重要

的理论意义，而此类研究鲜有报道。因此，本研究采

用实时荧光定量 PCR 技术，检测不同盐度条件下不

同组织内 PRL 和 Na+-K+-ATPase 1 两种功能基因的

表达量变化，探索 Na+-K+-ATPase 1、PRL 基因在大

菱鲆渗透调节过程中的作用和二者之间的相互作用，

以期为大菱鲆的耐盐性研究提供科学依据，并为大菱

鲆推广工作打下坚实的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验大菱鲆幼鱼取自山东省烟台天源水产有限

公司，体长为(10.14±0.29) cm (n=300)的健康个体。

正式实验前暂养 2 周，25 尾/桶，盛水 160 L，采用静

水充气养殖，养殖用水为深井过滤海水。养殖用水盐

度在 30±1(对照组)的基础上，分别调至 5±0.5、10±1、

30±1、40±1 和 50±1 这 5 个盐度，每个盐度设 3 个重

复组，高盐度和低盐度由天然海水(盐度为 30±1)与海

水晶或淡水调配而成，每天换水率为 90%。实验过程

中不喂食。实验开始后 5、12、24、53、102 h 分别

取样，每个盐度取 4 尾鱼，每条鱼分别取鳃和肠组织，

迅速浸入 10 倍体积 RNA 保存液中，4℃暂存一昼夜，

再转入–20℃冰箱长期保存，带回实验室进行实验。 

1.2  总 RNA 提取及 cDNA 文库构建 

总 RNA 的提取按照总 RNA 试剂盒(RNA prep 

pure Tissue Kit, 天根)进行，琼脂糖电泳检测 RNA 的

纯度，紫外分光光度计检测样品浓度。RNA 原液置

于–80℃保存。取 1 μg 总 RNA，用 Quant Reverse 

Transcriptase 逆转录酶(TIANscript RT Kit, 天根)，按

照说明书合成 cDNA 第一链，–20℃保存。 

1.3  实时荧光定量 PCR 检测 

实时荧光定量 PCR 试剂盒为北京天根生化科技

有限公司的 SuperReal PreMix Plus(SYBR Green)；实

时荧光定量 PCR 反应采用上海启文生物科技有限公

司生产的 FTC-3000P Real-Time Quantitative Thermal 

Cycler。根据 GenBank 中斑马鱼(Barchydanio rerio var) 

PRL 序列，用 Primer 5.0 设计 PRL 基因引物，Na+-K+- 

ATPase 1 基因的引物引用刘珊等(2012) (表 1)，以大

菱鲆 β-actin 基因为内参，由北京擎科新业生物技术

有限公司合成。用 Oligo6.0 检验引物优劣，BLASTX

验证引物特异性和唯一性。分别检测 PRL 和 Na+- 

K+-ATPase 1 基因在各组织的 mRNA 相对表达量。

在 96 孔板中装入以下体系：2×SuperReal PreMix Plus 

10 μl、50×ROX Reference Dye 0.4 μl、RNase-Free 

ddH2O 7.4 μl、引物 F 和引物 R 各 0.6 μl、cDNA 模板

1 μl。PCR 反应条件为 95℃ 15 min，95℃ 10 s，60℃ 

30 s，40 个循环；最后在 55–95℃制作熔解曲线。 
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表 1  PRL 和 Na+-K+-ATPase 1qPCR 引物序列 

(刘珊等, 2012) 

Tab.1  Primers of PRL and Na+-K+-ATPase 1 in 
quantitative PCR (Liu et al, 2012) 

引物名称 Primer name 序列 Primer sequence(5–3) 

PRL-F GTCCTCGTCACCATAAGCAT 

PRL-R ACACATCTGGGACCCTCTTC 

Na+-K+-ATPase 1F GTGGGCCGATTTGATCATTTGC

Na+-K+-ATPase 1R CCTGGGCTGCGTCGAATGATAAG

β-actin F GTAGGTGATGAAGCCCAGAGCA

β-actin R CTGGGTCATCTTCTCCCTGT 

1.4  数据分析 

利用网上资源 http:∥blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast

的 blastN 和 blastX 工具进行同源基因搜索。在保证

扩增效率的前提下，正常条件下基因的组织分布表达

分析采用 2ΔCt 法，ΔCt=Ct(target)Ct(reference)，盐

胁迫下基因在组织中的表达分析采用 2ΔΔCt 法，ΔΔCt = 

ΔCt(test)ΔCt(control)，其中，ΔCt(test)=Ct(test, target) 

Ct(test, reference)，ΔCt(control)=Ct(control, target)－

Ct(control, reference) (Schmittgen et al, 2000)。数据采

用平均值±标准差(Mean±SD)表示。用 Excel 软件进行

作 图 。 应 用 SPSS19.0 统 计 软 件 单 因 素 方 差 分 析

(One-way ANOVA)及 Duncan 检验对数据进行统计学

分析(P<0.05 为显著水平)，相关性用分析相关双变

量方法进行皮尔逊检验(Pearson correlation)，判断两个

基因是否具有相关性，Pearson 系数相关公式为： 
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2  结果 

2.1  盐度胁迫对 PRL mRNA 表达的影响 

以大菱鲆 β-actin 为内参基因，荧光定量 PCR 检

测肠、鳃中 PRL mRNA 的相对表达量，以盐度 30 数

据为对照组，盐度 5、10、40 和 50 为实验组，进行数

据分析。结果显示，PRL mRNA 在肠、鳃中均有表达。

鳃组织和肠组织中 PRL mRNA 的相对表达量，在高盐

胁迫条件下，随盐度的升高呈现降低趋势；在低盐胁

迫条件下，随盐度的降低呈现降低趋势，其中，正常

盐度条件下表达量最高且差异极显著(P<0.01)(图 1)。 

根据预实验结果，选取了在鳃、肠道 2 个组织中

PRL mRNA 表达差异性显著的 2 个极端盐度(50 和 5)

开展时间累积效应分析。结果显示，鳃组织在盐度 

50 和盐度 5 两组极端胁迫条件下，随实验时间延长，

PRL mRNA 的表达呈先升高后降低的趋势，且在第

12 小时达到峰值(图 2)；而在盐度 50 和盐度 5 条件下

的肠组织，在实验时间内 PRL mRNA 的表达均呈现

先增加后减少的趋势，并且均在实验进行的第 24 小

时达到峰值(图 3)。 
 

 
 

图 1  PRL mRNA 在肠、鳃中的表达 
Fig.1  The mRNA expression of PRL in the gill and intestine 

不同的字母代表组间差异显著(P<0.05)，下同 
Different letters represented significant differences between 

groups (P<0.05), the same as below 
 

 
 

图 2  鳃组织中 PRL mRNA 表达量 
Fig.2  The mRNA expression of PRL in the gill 

 

 
 

图 3  肠组织中 PRL mRNA 表达量 
Fig.3  The mRNA expression of PRL in the intestine 
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2.2  盐度胁迫对 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的影响 

以大菱鲆 β-actin 为内参基因，荧光定量 PCR 检

测肠、鳃中 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的相对表达量，

以盐度 30 数据为对照组进行数据分析。结果显示，

Na+-K+-ATPase 1 mRNA 在肠和鳃中均有表达。肠组

织中该基因表达量在高、低盐度胁迫条件下，随盐度

的升高(或降低)呈现先升高后降低趋势，在正常盐度

(30)时最高，差异极显著(P<0.01)；鳃组织中该基因

表达量在高、低盐度胁迫条件下，随盐度的升高(或

降低)均呈现降低趋势，其中，在盐度 10 时最高，差

异极显著(P<0.01)(图 4)。 
 

 
 

图 4  Na+-K+-ATPase 1 mRNA 在肠、鳃中的表达 

Fig.4  The mRNA expression of Na+-K+-ATPase 1  
in the gill and intestine 

 

根据预实验结果，选取了 Na+-K+- ATPase 1 

mRNA 在鳃、肠道两个组织中表达差异性显著的两个

极端盐度(50 和 5)开展时间累积效应分析，具体结果

如 下 ： 低 盐 ( 盐 度 5) 胁 迫 后 ， 鳃 组 织 中 的 Na+- 

K+-ATPase 1 mRNA 随时间没有显著性变化；高盐

(盐度 50)胁迫后，大菱鲆鳃组织 Na+-K+-ATPase 1 

mRNA 表达水平整体呈先减少后增加的变化趋势，且

在 24 h 内达到最低值后 mRNA 表达水平显著上调

(P<0.05)(图 5)；盐度 50 和盐度 5 胁迫下的肠组织表

现出相同的变化趋势，在胁迫 24 h mRNA 表达量达

到最大值，其后出现显著降幅(P<0.05)(图 6)。 
 

 
 

图 5  鳃组织中 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 表达量 

Fig.5  The mRNA expression of Na+-K+-ATPase 1 in the gill 

 
 

图 6  肠组织中 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 表达量 

Fig.6  The mRNA expression of Na+-K+-ATPase 1  
in the intestine 

 

2.3  两种基因在盐度胁迫下的相互作用 

不同盐度胁迫 12 h、24 h 和 53 h 条件下，PRL

和 Na+-K+-ATPase 1 两种基因在肠组织中 mRNA 表

达量变化趋势均相似，即以正常盐度(30)为对照，随

着盐度升高或者降低两种基因的 mRNA 表达量都呈

降低趋势(图 7)；两种基因在 3 个时间点的相关系数

分别为 0.999、0.992 和 1，正相关性极显著(P<0.01)。

在鳃组织中，以正常盐度(30)为对照，3 个时间点的

Na+-K+-ATPase 1 的 mRNA 表达量随着盐度的升高

或下降，均呈现先升高后降低的趋势，而 PRL 的

mRNA 表达量则呈现下降趋势(图 8)；二者表达量变

化的拮抗作用表现为盐度在 10–40 区间内，当 PRL

的 mRNA 表达量呈现升高趋势时，Na+-K+-ATPase 1

的 mRNA 表达量呈现下降趋势，而当 PRL 的 mRNA

表达量呈现下降趋势时，Na+-K+-ATPase 1 的 mRNA

表达量都呈现上升趋势，而在盐度 5 和盐度 50 的极

端胁迫条件下全部降低到最低点，PRL mRNA 表达量

较低时 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 有较高的表达量；

两种基因在 3 个时间点的相关系数分别为–0.864、

–0.742、–0.945，负相关性不显著(P>0.05)。 

3  讨论 

鳃是鱼类主要的渗透压调节器官，当水环境中的

盐度发生变化时，鱼鳃中的氯细胞会分泌体内过多的

Na+、Cl–，调节体液渗透压平衡。在低盐环境中，氯

细胞中的线粒体数量少且不发达；在高盐环境下，氯

细胞中的线粒体数量多且发达。氯细胞的这种结构和

功能，是鱼类能够调整自身来适应环境中复杂的盐度

变化的重要原因。王兵等(2011)对不同盐度下吉丽罗

非鱼(O.niloticus×S.melanotheron F2)不同组织中

NKCC1a 基因 mRNA 表达量进行分析表明，鳃组织在

吉丽罗非鱼高渗透压调节中起最主要作用。Pisam 等

(1993)研究发现，注射催乳素后的罗非鱼鳃中氯细 
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图 7  不同时间、不同盐度条件下 PRL 与 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 在肠中表达变化 
Fig.7  The variations in the mRNA expression of PRL and Na+-K+-ATPase 1 in the intestine under  

different salinities at different time 

 

 
 

图 8  不同时间、不同盐度条件下 PRL 与 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 在鳃中表达变化 
Fig. 8  The variations in the mRNA expression of PRL and Na+-K+-ATPase 1 in the gill under  

different salinities at different time 

 
胞体积变小并出现了一些小的 β 氯细胞。肠是鱼体内

营养物质消化吸收、水和离子(Na+)交换的主要场所，

当肠内的 Na+、Cl–较高时，肠道是被动吸收 Na+、Cl–，

也是维持水和盐平衡的重要器官(Hirose et al, 2003)。

两种器官功能的实现都需要 Na+-K+-ATPase。 

催乳素 PRL 是由动物脑垂体合成分泌的一种单

链多肽类激素(Kelly et al, 2001)，其作用是防止体内

离子的流失和外界水分的进入，降低体内器官的渗透

性(Bole-Feysot et al, 1998)。PRL 是 Farmer 等(1977)

首先从非鲫脑垂体中分离出来。Na+-K+-ATPase 又称

Na-K 泵，其由、β 两亚基组成。亚基是催化亚基，

由 Na+-K+-ATPase 基因编码，亚基存在 4 种同工

型，分别是1、2、3 和4，其中，1 型在各种组

织中广泛存在，是一种维持 Na+、K+浓度梯度及渗透

压的管家基因(Lingrel et al, 2007)。左映平等(2007)

研究表明，PRL 可以降低肠对水和盐的通透性以及

Na+-K+-ATPase 的活性，从而减少对 Na+、Cl–和水的

吸收；在淡水环境中，PRL 降低鳃中盐的排出量，增

加肠中盐和水的摄取量。探讨不同盐度胁迫下鳃和肠

组织中 PRL 和 Na+-K+-ATPase 两种基因的表达，对于

研究大菱鲆渗透压调节机制有着非常重要的意义。 

3.1  PRL 基因对盐度胁迫的响应 

采用实时荧光定量 PCR 技术对大菱鲆幼鱼肠和

鳃中 PRL mRNA 的表达量进行检测，结果显示 PRL 

mRNA 在两种组织中均有表达，这与王杰等(2012)的

研究结果相似。Ágústsson 等(2003)对大西洋鲑海水适

应研究发现，PRL 基因的表达量随着盐度的升高表达

量明显上升，这与本研究结果基本一致，即从低盐度

(5)到正常盐度(30)的升高过程中，PRL mRNA 的相对

表达量逐渐升高。但与 Laiz-Carrión 等(2009)对金头

鲷(Sparus auratus)在高盐度(38)、中盐度(12)和低盐度

(6)3 种盐度条件下的 PRL mRNA 表达水平研究结果

存在较大的差异。研究发现，随着盐度的升高，PRL 

mRNA 的相对表达水平逐渐降低。这可能与大菱鲆

较强的低盐度水体适应能力有密切的关系。大菱鲆

有较强的渗透压调节能力，在淡水适应过程中随盐

度的降低，进入鱼体的离子减少，需要调节离子的

氯细胞的数量减少、体积减小，从而离子排出量减

少，不需要通过催乳素的增加来减少鳃对 Na+、Cl–

的排出量来调节渗透压；也可能不需要通过增加催乳

素降低上皮对离子和水的渗透性来调节离子平衡。 

3.2  Na+-K+-ATPase 1 基因对盐度胁迫的响应 

采用实时荧光定量 PCR 技术对大菱鲆幼鱼肠和

鳃中 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达量进行检测，

结果显示，Na+-K+-ATPase 1 基因在两种组织中均有

表达。当环境盐度发生变化时，机体细胞为了适应外

界 环 境 而 快 速 应 答 ， 细 胞 内 盐 度 有 关 的 基 因 ( 如

Na+-K+-ATPase 1)通过表达量的变化来调节机体细
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胞渗透压。在本研究的鳃组织中，以正常盐度(30)为

对照，Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达量随着盐度的

升高或下降，均呈现先升高后降低的趋势，原因可能

是在高盐适应过程中，环境盐度升高后，会有更多的

离子进入体内，为了排出过多的离子，鳃丝 Na+-K+- 

ATPase 活力逐步上升，以调节血清中过高的离子浓

度，直至平衡。随着盐度的降低，进入鱼体内的离子

减少，通过调节使氯细胞数量减少，体积缩小，所以

Na+-K+-ATPase 活性下降。随着盐度的进一步降低，

进入体内的离子急剧减少，为防止各种离子的流失，

需从外界水体中吸收离子，因此 Na+-K+-ATPase 活性

会增加。 

本研究结果显示，在盐度 50 和 5 的肠组织中，

Na+- K+-ATPase 1 mRNA 随时间呈先升高后降低最

后趋于平缓的趋势，证明当环境盐度增加时伴随着

Na+-K+-ATPase 活性的剧烈升高，而随着盐度和时间

的升高和延长，Na+-K+-ATPase 活性逐渐降低。此阶

段基因调控系统通过反馈调节系统使得机体与外界

环境逐渐相适应，细胞内基因表达调控系统也随着环

境 的 改 变 而 改 变 。 冯 平 等 (2006)对 青 鳉 鱼 (Oryzias 
latipes)的研究发现，Na+-K+-ATPase 基因表达量不

受盐度变化的影响，这与本研究盐度 5 中的鳃组织中

Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达量随时间没有出现

显著性变化的发现相一致。而 Romão 等(2001)认为盐

度对鱼类鳃丝 Na+-K+-ATPase 的活力无显著影响，但

是对河鲀鱼(Takifugu sp.)的研究发现，盐度对鳃丝

Na+-K+-ATPase 活力有显著的影响。这可能是不同种

类的鱼渗透压调节能力和方式不同。本研究还发现，

在盐度 50 中的鳃组织 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表

达量随时间呈先降低后升高的趋势，推测其是在高盐

度胁迫初期，大菱鲆不需要 Na-K 泵排出 Na+、泵进

K+，来防止细胞水肿，胁迫后期细胞失水严重从而需

要 Na-K 泵吸收 离子 保 持细 胞形 态 ，进 而细 胞 中

Na+-K+- ATPase 1 基因表达量上调。 

3.3  两种基因在盐度胁迫下的相互作用 

本研究发现，在肠组织中 PRL 和 Na+-K+-ATPase 

1 mRNA 的表达存在极显著(P<0.01)的协同作用，两

种基因在正常盐度时的表达量最高且差异最大，随着

盐度升高或者降低两种基因的表达量都呈现出降低

的趋势。由于肠是鱼类吸收水分和盐的重要器官，需

要两种基因的协同作用调节体内渗透压来适应外界

环境的变化。但在鳃组织中，两种基因的表达存在相

关性较好但不显著(P>0.05)的拮抗作用，在盐度为

10–40 区间内，当 PRL mRNA 表达量呈现升高趋势

时，Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达量呈现下降趋

势，而当 PRL mRNA 的表达量呈现下降趋势时，

Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达量都呈现上升趋势。

推测鳃是机体与外界接触的第一道防线，盐度变化对

鳃的胁迫应激较为显著，从而使功能基因在分子水平

上表现出较为敏感的变化。但大菱鲆具有较强的渗透

压 调 节 能 力 ， 盐 度 的 变 化 并 没 有 使 得 PRL 对

Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表达水平产生较强的抑

制作用。也可能是由于在高盐度和低盐度下，环境盐

度与体内渗透压差距过大，需要消耗大量的 Na+-K+- 

ATPase 来维持生命活动，从而导致两种基因的拮抗

作用不显著。但是，在相同盐度胁迫下 Na+-K+-ATPase 

1 mRNA 表达水平显著高于 PRL 的表达量，其中，

PRL mRNA 表达量的降低减少了对 Na+-K+-ATPase 

1 基因的抑制，使得 Na+-K+-ATPase 1 mRNA 的表

达水平在短时间内提高。证实了 PRL 具有抑制 Na+- 

K+-ATPase 活性的作用，这与 Herndon 等(1991)和

Pisam 等(1993)对海水罗非鱼注射 PRL 后会导致鳃盖

氯细胞中 Na+-K+-ATPase 斑状分布以及数量的减少的

结果相吻合。 

4  结论 

本研究采用实时荧光定量 PCR 技术，检测大菱

鲆不同盐度下不同时间点不同组织中 PRL 和 Na+-K+- 

ATPase 1 mRNA 的表达量。对结果的统计分析发现，

两种基因存在组织和时间特异性。研究表明，两种基

因作为渗透压调节基因在鱼体内的定量分布和鱼的

种类、生长环境和生长阶段相关。基因对环境变化做

出的应答机制是多种基因相互作用的复杂过程，PRL

和 Na+-K+-ATPase 1 基因具有相同的作用位点，因

此可能存在表达上的相互作用。为在分子水平上阐述大

菱鲆的渗透压调节机制，为大菱鲆的内陆推广和海陆交

接提供科学依据，大菱鲆盐度基因有待更深入的研究。 
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Effects of Salinity Stress on the mRNA Expression of PRL and  
Na+-K+-ATPase 1 of Turbot (Scophthalmus maximus) 

CUI Wenxiao1,2, MA Aijun1,3①
, HUANG Zhihui1,3, SUN Zhibin1,3, LIU Zhifeng1,3, 

 XIA Dandan1,3, TANG Qizheng1,3, YANG Zhi4, QU Jiangbo4 
(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Qingdao Key Laboratory for Marine 

Fish Breeding and Biotechnology; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  
266071; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 3. Laboratory for Marine 

Biology and Biotechnology, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266071;  
4. Yantai Tianyuan Aquatic Limited Corporation, Yantai  264003) 

Abstract    Turbot (Scophthalmus maximus) is an economically important species extensively cultured 

in China. In this study, we exerted acute salinity stress on turbot to identify their response in the 

expression of certain genes including prolactin (PRL) and Na+-K+-ATPase 1 in the intestine and gill. 

Relative mRNA expression of PRL and Na+-K+-ATPase 1 in four salinity groups (salinity 5, 10, 40, 50) 

and a control group (salinity 30) were tested using quantitative real-time PCR. Sampling of the control 

group conducted at 5 h, 12 h, 24 h, 53 h, and 102 h. Data analysis demonstrated that the two genes 

expressed in all tissues in a spatio and time specific pattern. Over the time, the relative mRNA expression 

of intestinal PRL and Na+-K+-ATPase 1 firstly increased and then decreased under the stress of salinity 5 

and 50. The expression of PRL mRNA in the gill firstly increased and then decreased under salinity 50; 

under the same salinity, the expression of Na+-K+-ATPase 1 mRNA showed a reversed pattern which 

was a decrease followed by an increase. Compared to the control group, the mRNA expression of 

Na+-K+-ATPase 1 in the gill did not change significantly under salinity 5. In the intestine, the mRNA 

expression of the two genes were highly synergic, and they both firstly increased and decreased along 

with the increase of salinity, and the correlation coefficient was close to 1. However, there was an obvious 

antagonistic effect between the two genes in the gill under salinities 10 to 40. When the expression of PRL 

rose/fell, the expression of Na+-K+-ATPase 1 declined/rose, and the correlation coefficient was negative. 

This confirmed that PRL could inhibit the Na+-K+-ATPase activity. Our study provided theoretical 

information in the turbot gene regulation mechanism in response to salinity stress.  

Key words    Turbot Scophthalmus maximus; Quantitative real-time PCR; PRL; Na+-K+-ATPase 1; 

Salinity stress 
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越冬对黄鳝(Monopterus albus)机体生化组成及 

部分血清生化指标的影响* 

李昭林 1,2,4  刘庄鹏 1  何志刚 3  田芊芊 1,2  张俊智 1  

张  璐 4  米海峰 4  胡  毅 1,2① 
(1. 湖南农业大学  湖南省特色水产资源利用工程技术研究中心  长沙  410128；2. 水产高效健康生产湖南省 

协同创新中心  常德  415000；3. 湖南省水产科学研究所  长沙  410153；4. 通威股份有限公司  成都  610041) 

摘要    以初始体重为(118.42±4.38) g 的黄鳝(Monopterus albus)为研究对象，研究越冬对黄鳝机体

生化组成及部分血清生理生化指标的影响。实验结果显示，与越冬前相比，1) 越冬后黄鳝全鱼、

肝脏和肌肉组成显著改变，越冬后鱼体粗脂肪含量显著下降(P<0.05)，鱼体水分和粗灰分含量显著

升高(P<0.05)，肝体比和肝糖原含量极显著降低(P<0.01)，肝脏粗脂肪含量显著升高(P<0.05)，肌肉

中总氨基酸和必需氨基酸含量极显著升高(P<0.01)，肌肉中饱和脂肪酸含量极显著降低(P<0.01)，

多不饱和脂肪酸含量显著升高(P<0.05)；2) 越冬后黄鳝血清甘油三酯、葡萄糖和总蛋白含量以及血

清氨基酸发生显著改变，越冬导致黄鳝血清甘油三酯、葡萄糖含量显著降低(P<0.05)，总蛋白含量

极显著升高(P<0.01)，黄鳝血清中总氨基酸和必需氨基酸含量显著下降(P<0.05)，但越冬对血清总

胆固醇和尿素氮含量、谷草转氨酶和谷丙转氨酶活力无显著影响。上述结果表明，越冬期间黄鳝营

养物质消耗以肝糖原和鱼体脂肪为主，越冬后肌肉氨基酸和脂肪酸组成显著改变。 

关键词    黄鳝；越冬；机体生化组成；血清生化指标；脂肪酸；氨基酸 

中图分类号 S917   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0041-07 

温度是影响水产动物生长发育、生理功能和行为

活动的重要环境因素之一，水产动物生长的适宜温度

差异较大，冷水性鱼类适温小于 15℃，温水性鱼类

适温为 15–25℃，暖水性鱼类适温为 25–35℃(董双林

等, 2004)。水温较低时，水产动物活动明显减弱，摄

食减少甚至停止，新陈代谢下降，抵抗力降低，出现

病症和死亡(许友卿等, 2012)，此时水产动物主要通

过利用体内储蓄的蛋白质、脂肪和碳水化合物等营养

物质来维持生命活动，营养物质消耗一般优先动用脂

肪或碳水化合物，其次为蛋白质(麦康森等, 2011)，从

而引起鱼类机体生化组成改变。 

黄鳝(Monopterus albus)亦称鳝鱼，营穴居生活，

具有较高的营养价值和药用价值，是我国重要的淡水

经济鱼类，其适宜生长温度为 15–28℃，当水温低于

15℃时，黄鳝摄食明显减少；水温低于 12.5℃时，黄

鳝基本停止摄食；水温低于 5℃时，黄鳝开始进入冬

眠(杨代勤等, 1997; 周文宗等, 2008)。我国华中地区

寒冷季节长达 4–5 个月，越冬期间，黄鳝遭受寒冷与

饥饿双重胁迫，除自身营养物质消耗导致体重减轻

外，还可能引起黄鳝部分死亡。关于黄鳝越冬的研究

仅在体重、肠道消化酶、免疫能力、肌肉和肝脏脂肪

含量的变化上有报道 (刘庄鹏等 , 2015; 吴湘香等 , 

abc
图章
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2005)，但对越冬期间黄鳝的营养物质消耗和生理适

应并不完全了解。因此，探索越冬对黄鳝机体生化组

成及部分血清生理生化指标的变化具有重要意义，可

为华中地区黄鳝养殖安全越冬提供一定的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼及管理 

越冬实验在常德西湖黄鳝养殖基地进行，实验鱼

为基地同一批次养殖的商品黄鳝，挑选规格一致[初

始平均体重为(118.42±4.38) g]、健康的黄鳝(已停食 7 d)

置于实验网箱中(网箱规格 1.5 m×2.0 m×1.5 m)，每箱

70 尾(越冬前取样除外)，共 5 个网箱。越冬时间约为

4 个月，共 124 d，期间网箱水温在 4.1–13.2℃之间，

溶氧量为(6.5±0.7) mg/L，pH 为 7.9±0.5，氨氮浓度在

0.1–0.3 mg/L 之间，亚硝酸盐低于 0.1 mg/L。 

1.2  样品收集、分析与计算 

1.2.1  体形指标的测定    实验开始和结束时分别

对各实验网箱中黄鳝进行称重、记数，计算成活率

(Survival rate, SR)，随机挑选 5 尾黄鳝记录体重，然

后解剖，分离内脏和肝脏并称重，计算肝体比

(Hepatosomatic index, HSI)、脏体比(Visceral index, 

VSI)，收集肝脏置于–20℃保存备用。计算公式如下： 
SR(%) =100×Nt/N0 

VSI(%) =100×Wfv/Wf 
HSI(%) =100×Wfh/Wf 

N0、Nt 分别表示黄鳝初始尾数、终末尾数；Wf、

Wfv、Wfh 分别表示终末鱼体重(g)、内脏重(g)、肝脏重(g)。 

1.2.2  体组成的测定    越冬前后分别从每箱随机

取 5 尾黄鳝，全鱼样品置于–20℃冰箱保存，鱼体常

规成分测定参照 AOAC 的方法。其中，水分的测定

采用 105℃烘箱干燥恒重法；粗蛋白的测定采用凯氏

定氮法；粗脂肪的测定采取索氏抽提法；粗灰分采用

550℃马福炉灼烧法。 

越冬前后分别从每箱随机取 5 尾黄鳝，解剖取肝

脏，置于–80℃冰箱保存备用，肝糖原采用南京建成

生物工程研究所试剂盒测定。 

1.2.3  血清生理生化指标的测定    越冬前后分别

从每个网箱中随机取 5 尾黄鳝，用 2.0 ml 无菌注射器

尾静脉采血。每个网箱抽取的血液合并置于 10 ml 无

菌离心管中，4℃静置过夜后，3500 r/min 离心 15 min，

取上层血清置于–80℃冰箱保存备用。血清总蛋白

(TP)、总胆固醇 (T-CHO)、甘油三酯 (TG)、葡萄糖

(GLU)、尿素氮(UN)、谷草转氨酶(AST)和谷丙转氨

酶(ALT)均采用南京建成生物工程研究所试剂盒测定。 

1.2.4  氨基酸和脂肪酸的测定    越冬前后分别从

每个网箱中随机取 5 尾黄鳝，剪取相同部位的背部白

肌合并后制成肌肉样品，用于氨基酸和脂肪酸的测

定；血清氨基酸取已保存的血清进行测定；氨基酸的

测定采用氨基酸自动分析仪(日立 L-8900)；脂肪酸的

测定采用气相色谱 – 质谱仪 (Thermo Quest Trace 

GC/MS)，将样品质谱图与 NIST 标准图库质谱图进行

匹配，确认样品中的脂肪酸类别，采用面积归一化法

计算组分的相对含量。氨基酸和脂肪酸均在湖南农业

大学分析测试中心测定。 

1.3  数据统计分析 

实验结果以平均值±标准误(Mean±SE)表示，用

SPSS 17.0 软件进行配对样本 t 检验。P＜0.05 时为差

异显著，P＜0.01 时为差异极显著。 

2  结果 

2.1  越冬对黄鳝体组成的影响 

越冬显著影响池塘网箱养殖黄鳝的成活率、体

重、体成分及肝组成。由表 1 可知，越冬使黄鳝的成

活率、平均体重、脏体比显著下降(P<0.05)，鱼体粗

脂肪含量显著降低(P<0.05)，鱼体水分和粗灰分含量

显 著 升 高 (P<0.05) ， 肝 脏 粗 脂 肪 含 量 显 著 升 高

(P<0.05)，越冬使鱼体粗蛋白含量有一定的降低，但

差异不显著(P>0.05)，越冬极显著降低了肝体比和肝

糖原含量(P<0.01)。 

2.2  越冬对黄鳝血清部分生理生化指标的影响 

由表 2 可知，越冬显著影响了黄鳝血清血糖、甘

油三酯和总蛋白含量，越冬后黄鳝血清血糖和甘油三

酯含量显著降低(P<0.05)，血清总蛋白含量极显著升

高(P<0.01)，但越冬对血清尿素氮、总胆固醇含量及

血清谷草转氨酶、谷丙转氨酶活力无显著影响(P>0.05)。 

2.3  越冬对黄鳝氨基酸和脂肪酸组成的影响 

2.3.1  越冬对黄鳝血清和肌肉氨基酸组成的影响  
由表 3 可知，越冬显著影响了血清氨基酸含量，

导致黄鳝血清中总氨基酸和必需氨基酸含量显著下

降(P<0.05)，血清中组氨酸、苏氨酸、苯丙氨酸等必

需氨基酸含量显著降低(P<0.05)，血清中的精氨酸、

蛋氨酸含量在越冬后极显著降低(P<0.01)。 

由表 4 可知，越冬显著影响肌肉氨基酸组成，越

冬后黄鳝肌肉中的必需氨基酸、鲜味氨基酸和总氨基

酸的含量极显升高(P<0.01)，其中，天门冬氨酸、苏 
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表 1  越冬对黄鳝体组成的影响 
Tab.1  Effects of overwintering on the body composition of M. albus 

体组成 Body composition 越冬前 Before overwintering 越冬后 After overwintering P 值 Significance 

成活率 Survival rate (%) 100.00±0.00 97.14±0.45* 0.035 

平均体重 Average body weight (g) 118.42±4.38 110.72±3.99* 0.023 

肝体比 Hepatosomatic index (%) 7.47±0.83 5.01±1.05** 0.001 

脏体比 Visceral index (%) 13.76±1.32 11.03±1.66* 0.034 

鱼体水分 Body moisture (%) 72.13±1.67 73.43±2.49* 0.027 

鱼体粗脂肪 Body crude lipid (%) 6.84±0.27 6.01±0.19* 0.028 

鱼体粗蛋白质 Body crude protein (%) 16.65±0.19 16.36±0.61 0.136 

鱼体粗灰分 Body crude ash (%) 2.04±0.08 2.25±0.11* 0.021 

肝脏粗脂肪 Liver crude lipid (%) 3.61±0.17 4.09±0.09* 0.033 

肝糖原 Liver glycogen (%) 20.77±1.17 16.95±1.30** 0.009 

注：表格中同列肩标无字母表示差异不显著(P>0.05)，*表示差异显著(P<0.05)，**表示差异极显著(P<0.01)。下同 
Note: In the same column, values without superscripts were not significantly different (P>0.05), *: Significant difference 

(P<0.05), **: Highly significant difference (P<0.01). The same as below 
 

表 2  越冬对黄鳝血清部分生化指标的影响 
Tab.2  Effects of overwintering on the partial serum 

biochemical indices of M. albus 

血清生化指标 
Serum biochemical 

indices 

越冬前 
Before 

overwintering

越冬后 
After 

overwintering 

P 值
Significance

总蛋白 TP (mg/ml) 26.36±3.41 32.24±2.93** 0.002 

总胆固醇 
T-CHO (mmol/L) 

5.09±0.31 5.24±0.19 0.377 

甘油三酯 
TG (mmol/L) 

1.76±0.28 0.79±0.20* 0.017 

葡萄糖 
GLU (mmol/L) 

3.81±0.23 3.24±0.04* 0.038 

尿素氮 
UN (mmoL/L) 

2.01±0.10 1.81±0.18 0.229 

谷草转氨酶 
AST (U/L) 

364.88±14.18 354.14±9.63 0.096 

谷丙转氨酶 
ALT (IU/L) 

184.36±6.03 178.76±10.91 0.625 

 

氨酸、谷氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨

酸、赖氨酸、精氨酸的含量极显著升高(P<0.01)，丝

氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、蛋氨酸、组氨酸的

含量显著升高(P<0.05)。 

2.3.2  越冬对黄鳝肌肉脂肪酸组成的影响    由表

5 可知，越冬使黄鳝肌肉中的饱和脂肪酸(SFA)含量极显

著下降(P<0.01)，但其中的 C24:0 含量显著上升(P<0.05)；

越冬对黄鳝肌肉中单不饱和脂肪酸(MUFA)含量无显著

性影响，但其中的 C17:1 和 C20:1n-9 含量显著上升

(P<0.05)，C18:1n-9c 含量显著下降(P<0.05)；越冬使黄

鳝肌肉中的多不饱和脂肪酸(PUFA)含量显著升高

(P<0.05)，使 n-3/n-6 值显著升高(P<0.05)，其中，C22:5n-3

含量显著升高(P<0.05)，C20:3n-6上升幅度最大(P<0.01)。 

表 3  越冬前后黄鳝血清氨基酸含量的变化(ml/100 ml) 
Tab.3  Effects of overwintering on amino acid contents 

 in the serum of M. albus (ml/100 ml) 

氨基酸 1  

Amino acids1 

越冬前 
Before 

overwintering 

越冬后 
After 

overwintering

P 值
Significance

天门冬氨酸 Asp＊ 0.33±0.03 0.29±0.03 0.602 

苏氨酸 Thr☆ 0.78±0.00 0.37±0.02* 0.022 

丝氨酸 Ser 0.24±0.01 0.12±0.01* 0.017 

谷氨酸 Glu＊ 0.70±0.01 0.60±0.01 0.171 

脯氨酸 Pro 0.73±0.02 0.64±0.20 0.116 

甘氨酸 Gly＊ 0.39±0.00 0.57±0.04 0.126 

丙氨酸 Ala＊ 0.75±0.01 1.12±0.04** 0.006 

缬氨酸 Val☆ 0.74±0.03 0.67±0.13 0.718 

蛋氨酸 Met☆ 0.10±0.00 0.04±0.01** 0.007 

异亮氨酸 Ile☆ 0.37±0.01 0.35±0.06 0.676 

亮氨酸 Leu☆ 0.77±0.02 0.70±0.15 0.756 

苯丙氨酸 Phe☆ 0.39±0.02 0.32±0.02* 0.044 

赖氨酸 Lys☆ 0.54±0.05 0.30±0.06 0.070 

组氨酸 His☆ 0.40±0.00 0.15±0.01* 0.044 

精氨酸 Arg☆ 0.72±0.03 0.47±0.01** 0.006 

必需氨基酸 TEAA 4.83±0.04 3.35±0.20* 0.012 

鲜味氨基酸 TDEE 2.18±0.04 2.58±0.03** 0.001 

总氨基酸 TAA 8.33±0.09 6.77±0.06* 0.018 

1.色氨酸未测定;＊. 鲜味氨基酸;☆. 必需氨基酸;下同 

1. Tryptophane was not determined; ＊. Delicious amino 
☆acid; . Essential amino acids. The same as below 

 

3  讨论 

3.1  越冬对黄鳝机体组成的影响 

寒冷的冬季使黄鳝很少摄食甚至停止摄食，新陈

代谢下降，但处于饥寒交迫状态下的黄鳝需要消耗体

内积蓄的营养物质维持基本生命活动，从而导致了黄 



44 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

表 4  越冬前后黄鳝肌肉氨基酸含量的变化(g/100 g) 

Tab.4  Effects of overwintering on the amino acid 
composition in muscles of M. albus (g/100 g) 

氨基酸 1 

Amino acids1 

越冬前 
Before 

overwintering

越冬后 
After 

overwintering 

P 值
Significance

天门冬氨酸 Asp＊ 0.46±0.01 0.68±0.33** 0.007 

苏氨酸 Thr☆ 0.24±0.08 0.35±0.01** 0.003 

丝氨酸 Ser 0.25±0.01 0.36±0.02* 0.011 

谷氨酸 Glu＊ 0.79±0.02 1.05±0.03** 0.002 

脯氨酸 Pro 0.24±0.01 0.33±0.02* 0.035 

甘氨酸 Gly＊ 0.33±0.02 0.54±0.04* 0.015 

丙氨酸 Ala＊ 0.37±0.02 0.53±0.04* 0.013 

缬氨酸 Val☆ 0.25±0.01 0.36±0.02** 0.004 

蛋氨酸 Met☆ 0.09±0.00 0.15±0.01* 0.012 

异亮氨酸 Ile☆ 0.17±0.01 0.25±0.01** 0.005 

亮氨酸 Leu☆ 0.40±0.02 0.58±0.03** 0.005 

苯丙氨酸 Phe☆ 0.22±0.01 0.31±0.02** 0.008 

赖氨酸 Lys☆ 0.34±0.01 0.50±0.02** 0.004 

组氨酸 His☆ 0.13±0.01 0.20±0.02* 0.027 

精氨酸 Arg☆ 0.24±0.01 0.37±0.02** 0.006 

必需氨基酸 TEAA 2.08±0.08 3.08±0.15** 0.004 

鲜味氨基酸 TDEE 1.95±0.07 2.81±0.13** 0.006 

总氨基酸 TAA 4.59±0.17 6.68±0.32** 0.005 
 

鳝体重下降，机体组成发生变化，长吻 (Leiocassis 
longirostris)(梁友光, 2005)1)和鲤鱼(Cyprinus carpio) 

(胡雪松等, 2010; 于淼等, 2015)的越冬研究中也得到

了相似的结果。 

糖原是碳水化合物在机体内的主要贮存形式，血

糖(葡萄糖)是糖类在体内的主要运输形式，葡萄糖氧

化分解是水产动物重要的能量供给途径。饥饿时，哺

乳类动物肝糖原迅速分解成葡萄糖提供能量，但水产动

物饥饿时不一定优先利用糖原，研究表明，薄氏大弹涂

鱼(Boleophthalmus boddaerti) (Lim et al, 1989)饥饿时

优先分解肌肉蛋白质，卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus) 

(苏慧等, 2012)饥饿早期主要利用脂肪，后期消耗蛋白

质。本研究表明，越冬后黄鳝肝体比、肝糖原、血清血

糖含量均显著降低，说明越冬期间黄鳝和哺乳动物一样，

可以利用肝糖原提供能量，与异育银鲫 (Carassius 
auratus gibelio) (吕林兰等, 2007)和史氏鲟(Acipenser 
schrenckii) (高露娇等, 2004)饥饿研究的结果一致。 

脂类是水产动物所必需的营养物质，是组织细胞

的组成成分。脂肪又称甘油三酯，由甘油的 3 个羟基 

表 5  越冬对黄鳝肌肉脂肪酸组成的影响(%) 

Tab.5  Effects of overwintering on the fatty acid 
composition in muscles of M. albus (%) 

脂肪酸 
Fatty acids

越冬前 
Before 

overwintering 

越冬后 
After 

overwintering

P 值
Significance

C13:0 0.12±0.01 0.12±0.00 0.861 

C14:0 4.55±0.24 4.06±0.03 0.165 

C15:0 1.54±0.15 1.57±0.02 0.873 

C16:0 14.42±0.23 13.43±0.12* 0.049 

C17:0 1.73±0.09 1.19±0.06* 0.013 

C18:0 4.89±0.12 4.83±0.12 0.776 

C19:0 0.23±0.04 0.31±0.01 0.166 

C20:0 0.54±0.04 0.55±0.02 0.821 

C24:0 0.09±0.01 0.13±0.01* 0.026 

∑SFA 28.11±0.23 26.18±0.02** 0.004 

C14:1 0.32±0.03 0.26±0.02 0.232 

C16:1 9.11±0.20 9.01±0.32 0.815 

C17:1 1.27±0.01 1.46±0.05* 0.035 

C18:1n-9t 18.67±1.21 18.95±0.55 0.795 

C18:1n-9c 3.26±0.04 2.62±0.10*  0.011 

C20:1n-9 1.34±0.03 1.61±0.03** 0.009 

∑MUFA 34.04±1.42 34.03±0.97 0.992 

C18:3n-3  7.38±0.29 7.60±0.12 0.614 

C20:5n-3  2.43±0.09 2.29±0.09 0.446 

C22:5n-3 5.60±0.12 6.07±0.20* 0.019 

C22:6n-3 5.50±0.12 5.62±0.16 0.687 

∑n-3 PUFA 20.90±0.26 21.59±0.19 0.191 

C18:2n-6  2.55±0.07 2.67±0.21 0.789 

C18:3n-6 5.77±0.20 5.74±0.15 0.992 

C20:2n-6 0.89±0.12 1.66±0.20* 0.014 

C20:3n-6 0.30±0.01 0.34±0.01** 0.007 

C20:4n-6  4.19±0.45 4.25±0.82 0.955 

∑n-6 PUFA 14.21±0.27 13.98±0.76 0.681 

n-3/n-6 1.46±0.02 1.58±0.01* 0.015 

∑PUFA 34.29±0.13 36.54±0.35* 0.038 

 
与 3 个脂肪酸在肝脏中缩合而成，通过血液循环贮存

在脂肪组织中备用。当机体需要时，脂肪动员脂肪细

胞中的甘油三酯逐步水解产生游离脂肪酸，为机体生

命代谢提供能量，如肝脏脂肪是鲤鱼和鳕鱼(Gadus 

sp.) 饥饿时首先动用的能源(麦康森等, 2011)。黄鳝越

冬后鱼体粗脂肪含量、血清甘油三酯含量显著下降，说

明越冬期间黄鳝可分解脂肪，氧化游离脂肪酸，释放能 
                            

1) Liang YG. The physiological and biochemical adaptation of long-snout catfish (Leiocassis longirostris) to overwintering. 
Doctoral Dissertation of Huazhong Agricultural University, 2005, 31–119 [梁友光. 长吻 越冬的生理生化适应. 华中农业大

学博士研究生学位论文, 2005, 31–119] 
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量，这与长吻 (梁友光, 2005)1)越冬的结果相似。与肝

糖原相比，越冬后黄鳝肝脏粗脂肪含量显著上升，说明

肝脏的脂肪消耗量要远少于肝糖原，使肝脏粗脂肪相

对含量上升，这可能与肝脏是糖原的主要存储器官有关

(麦康森等, 2015)。越冬使鱼体脂肪含量下降，肌肉中

饱和脂肪酸含量显著下降，可能与越冬期间消耗的脂肪

主要来自肌肉脂肪有关，在黑鲷(Sparus macrocephalus) 

(邓利等, 2003)的饥饿研究中也有类似报道。 

蛋白质是动物机体的主要构成成分，也具有供能

作用，在机体能量供应不足时，蛋白质可直接分解供

能以维持机体的代谢活动。越冬对鱼体粗蛋白含量无

显著影响，但导致黄鳝体重显著下降，从而致使机体

的实际蛋白质重量同比体重质量减少，说明越冬期间

黄鳝除了利用肝糖原和脂肪外，也利用了一部分蛋白

质来提供能量。褐菖鲉(Sebastiscus marmoratus)饥饿

时除了消耗脂肪外，也消耗蛋白质供能(江丽华等 , 

2011)。越冬后黄鳝血清总氨基酸和必需氨基酸含量

均显著下降，可能也是蛋白质被消耗所导致，也可能

是由于新陈代谢水平降低所导致，肌肉总氨基酸和必

需氨基酸含量升高，与遮目鱼(Chanos chanos)(Shiau et al, 
2001)和 鱼 (Miichthysmiiuy basilewsky) (柳敏海等 , 

2009)饥饿实验的结果相悖，这可能是肌肉中的脂肪

和糖原被大量消耗导致蛋白质相对含量升高的结果。 

水产动物脂肪酸组成与其生存环境的水温有关，

冷水性鱼类不饱和脂肪酸含量比温水性鱼类更高。低

水温可导致鱼类细胞膜磷脂中多不饱和脂肪酸和单

不饱和脂肪酸比例升高，而饱和脂肪酸比例下降

(Tocher, 2003)。越冬后，黄鳝肌肉中的饱和脂肪酸被

消耗，多不饱和脂肪酸比例增加，可能是黄鳝对寒冷

环境适应的变化，这在鲤科鱼类(童圣英, 1997)和大

黄鱼(Pseudosciaena crocea) (张春丹等, 2014)越冬研

究中也得到相似的结果。脂肪酸去饱和化及延长被认

为是水产动物适应低温的一种重要机制(许友卿等 , 

2012; 谢帝芝等, 2013)，低温时，水产动物通过激活

和强化硬脂酰辅酶 A 去饱和酶(SCD)和脂肪酸延长酶

活性，使饱和脂肪酸去饱和并延长，从而不饱和脂肪

酸比例升高，增强膜流动性，提高机体御寒能力。黄

鳝越冬后，肌肉中 C16:0 和 C18:1n-9c 含量显著降低，

C20:1n-9 含量显著升高，这表明低温环境下黄鳝也可

通过脂肪酸去饱和化和延长这种机制抵御寒冷。冷水

性鱼类对 n-3 系列脂肪酸的需求量大于 n-6 系列的脂 

肪酸，越冬后，黄鳝肌肉中 n-3/n-6 值显著升高，这可

能是 n-3 系列脂肪酸更有利于鱼类在低温环境中生存。 

3.2  越冬对黄鳝血清部分生理生化指标的影响 

血液是鱼类维持动物生命活动的重要组织之一，

其成分随着机体生理状态的变化而改变，故血清生理

生化指标变化可反映黄鳝对越冬的适应。血清总蛋白

包括白蛋白和球蛋白，具有修补组织、免疫、运输脂

肪酸等功能(Luk'ianenko et al, 2002)；胆固醇是构成

细胞膜的重要组成成分，是维持细胞膜功能的关键物

质(邹思湘等, 2010)。长期饥饿可导致水产动物的免

疫能力下降(刘庄鹏等, 2015; 田青等, 2014; 刘波等, 

2009)，但越冬后血清总蛋白含量升高，可能是低温

环境下机体可以自身激发少数免疫，如增加血清总蛋

白含量，弥补免疫力的下降，达到免疫平衡，从而有

利于黄鳝抵御越冬的胁迫，这与对吉富罗非鱼

(Oreochromis niloticus)(石桂成等, 2012)低温胁迫研究

中的结果相似。越冬对黄鳝血清总胆固醇含量没有显

著影响，可能与血清总胆固醇维护细胞膜结构提供物

质基础，增强细胞膜的流动性，适应低温环境有关，

这种现象在吉富罗非鱼的低温应激研究中也得到了

验证(刘波等, 2011)。 

谷草转氨酶主要存在于心肌细胞中，谷丙转氨酶

是反映肝组织健康完整的重要指标(Srivastava et al, 
2007)，当心肌和肝脏组织受损，谷草转氨酶和谷丙

转氨酶将大量溢出到血液中(蔡林婷等, 2013)。低温

饥饿胁迫大黄鱼时(冀德伟等, 2009; 徐浩等, 2015)，

血清中谷草转氨酶和谷丙转氨酶活力显著升高，但本

越冬实验并不影响血清中谷草转氨酶和谷丙转氨酶

活力，可能高水平的多不饱和脂肪酸和稳定水平的胆

固醇对维护肝脏和心肌细胞膜的结构起到了重要作用。 
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Effects of Overwintering on the Body Biochemical Composition and Serum 
Biochemical Indices of Rice Field Eel (Monopterus albus) 

LI Zhaolin1,2,4, LIU Zhuangpeng1, HE Zhigang3, TIAN Qianqian1,2, ZHANG Junzhi1,  
ZHANG Lu4, MI Haifeng4, HU Yi1,2①

 
(1. Hunan Engineering Technology Research Center of Featured Aquatic Resources Utilization, Hunan Agricultural University, 
Changsha  410128; 2. Collaborative Innovation Center for Efficient and Health Production of Fisheries in Hunan Province, 

Changde  415000; 3. Hunan Fisheries Science Institute, Changsha  410153; 4. Tongwei Co., Ltd, Chengdu  610041) 

Abstract    Temperature is one of the key environmental factors affecting the growth and physiological 
functions of fish. Both the physical activity and the feeding behavior of fish can be significantly reduced 
or even stopped at low temperature. In this case, fish may consume stored nutrients to stay alive. Rice 
field eel Monopterus albus is a subtropical freshwater fish with great commercial values. They are prone 
to diseases and have a high mortality rate in winter. Previous studies suggested that overwintering could 
significantly affect the intestinal digestive enzymes, the immune and antioxidant functions (serum catalase 
and lysozyme), muscles and the liver lipid content of M. albus. However, changes in nutrients and 
physiological adaption during overwintering have been unclear. In this study, we conducted a 124-day 
experiment to investigate effects of overwintering on the body biochemical composition and partial serum 
biochemical indices of M. albus with the initial average body weight of (118.42±4.38) g. Results showed 
that after overwintering: 1) The compositions of the whole body, the liver and muscles of M. albus were 
significantly affected. The body crude lipid decreased compared to that before overwintering (P<0.05), 
whereas the body moisture and body crude ash were increased (P<0.05). The hepatosomatic ratio and the 
content of the liver glycogen were dramatically reduced (P<0.01), but the liver crude lipid was 
significantly increased (P<0.05). In muscles, the level of saturated fatty acids dropped (P<0.01), the 
content of polyunsaturated fatty acids rose (P<0.05), and the total amino acids and essential amino acids 
were markedly increased (P<0.01). 2) The serum triglycerides, glucose, total amino acids and essential 
amino acids became lower than those before overwintering (P<0.05), and the level of total serum proteins 
was greatly increased (P<0.01). However, there were no differences in the total cholesterol, the blood urea 
nitrogen, the aspartate transaminase and the alanine aminotransferase before and after overwintering 
(P>0.05). In conclusion, M. albus may consume the liver glycogen and body lipids to maintain life 
activities during overwintering, which consequently changes the compositions of amino acids and fatty 
acids in the muscle. 
Key words    Monopterus albus; Overwintering; Body biochemical composition; Serum biochemical 
indices; Fatty acids; Amino acids 
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急性离水操作胁迫对四指马鲅(Eleutheronema 
tetradactylum)幼鱼组织结构和氧化应激的影响* 

刘奇奇 1,2  温久福 1  区又君 1①  李加儿 1  周  慧 1,2  
(1. 中国水产科学研究院南海水产研究所  农业部南海渔业资源开发利用重点实验室  广州  510300； 

2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    为探究急性离水操作胁迫对四指马鲅(Eleutheronema tetradactylum)幼鱼组织结构和氧化应

激的影响，本研究通过组织切片和酶活性测定来观察及检测鳃和肌肉显微结构的变化、抗氧化酶活

性以及 Na+-K+-ATP 酶活性，以探究四指马鲅应激反应规律。结果显示，急性离水操作胁迫 2 h 后，

鳃小片、扁平上皮细胞以及线粒体丰富细胞都出现不同程度的损伤；肌肉从肌纤维变性、肌纤维束

之间的间隙增宽、空泡化至肌肉组织整体失去固有形态，并且呈逐渐分解的趋势；超氧化物歧化酶

(SOD)和还原型谷胱甘肽(GSH)有相同的变化趋势，胁迫后的 2 h 显著下降(P<0.05)，但 12 h 时则升

至最高值。过氧化氢酶(CAT)和总抗氧化能力(T-AOC)水平在处理后 2 h 无显著变化(P>0.05)，之后

升高，直到 12 h 达到峰值。丙二醛(MDA)含量在胁迫后的 2 h 无显著差异(P>0.05)，直到 6 h 达到

峰值。SOD 和 CAT 活性在处理 24 h 后显著低于处理前，其他酶变化不显著。Na+-K+-ATP 酶活性

在处理后 2 h 显著升高(P<0.05)，12 h 达到峰值，24 h 恢复到处理前水平。本研究表明，操作胁迫

会对鳃和肌肉的组织结构造成损伤，而且随时间持续，损伤呈现加重趋势；肌肉抗氧化酶系统在受

到氧化压力 2 h 后才启动，处理后 12 h 肌肉受到的氧化压力最大，抗氧化酶活性最强；在受到外界

刺激时，SOD 和 GSH 之间可能存在协同作用；MDA 可以作为四指马鲅氧化损伤的快速响应生物

标记物。 

关键词    四指马鲅；操作胁迫；抗氧化酶；Na+-K+-ATP 酶 

中图分类号 S961.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0048-08 

四 指 马 鲅 (Eleutheronema tetradactylum)俗 称 午

鱼 、 马 友 、 章 跳 、 鲤 后 等 ， 隶 属 于 鲻 形 目

(Mugiliformes)、马鲅科(Polynemidae)、四指马鲅属 

(孙典荣等, 2013)，在我国多分布于东海、南海海域，

在全球范围内主要分布于中国、日本、越南及东南亚

沿海区域(张涛等, 2009)。四指马鲅肉质鲜美、生长

速度快、经济价值高，极具发展前景。目前，人工繁

育技术已经突破，对四指马鲅胚胎发育、盐度耐受性、

消 化 道 结 构 和 功 能 细 胞 的 发 育 等 已 有 系 统 研 究   

(谢木娇等, 2015、2016a、2016b)，大规模苗种生产技

术为其作为新兴养殖品种的推广奠定了物质基础。但

是，四指马鲅对应激反应十分敏感，在养殖过程中容

易因手工操作受伤死亡，影响了该鱼养殖产业的健康

发展。 

abc
图章
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应激是机体对外界或内部的各种异常刺激所产

生的非特异性全身反应，是生物体在长期进化中形成

的一种适应性和防御性功能。翁朝红等(2008)的研究

表明，在水产养殖生产管理中，一些不可避免的操作，

如 运 输 、 拉 网 捕 捉 、 吸 残 饵 排 污 等 ， 会 对 大 黄 鱼

(Pseudosciaena crocea)造成一定的胁迫，从而导致鱼

类产生应激反应。这些应激反应会对鱼类的生理生化

等方面产生不利影响。孙鹏等(2014)的研究表明，长

时 间 的 应 激 胁 迫 会 降 低 云 纹 石 斑 鱼 (Epinephelus  
moara)的抵抗力以及生长速率。目前，有关鱼类环境

胁 迫 的 研 究 相 对 较 多 ， 主 要 包 括 盐 度 对 龙 虎 斑

(Epinephelus ianceolatus♂×E. fuscoguttatus♀) 和 鲻

(Mugil cephalus)(王成桂等, 2014; 于娜等, 2011)、温

度 对 舌 齿 鲈 (Dicentrarchus labrax) 和 银 鲳 (Pampus 
argenteus) (Besson et al, 2016; 施兆鸿等, 2016)、pH 对

草鱼(Ctenopharyngodon idellus)(马广智等, 2001)、鱼

毒性赤潮藻对青鳉(Oryzias latipes)(李昌伟, 2014)1)、

养殖密度对北极红点鲑(Salvelinus alpinus) (Wallace 

et al, 1988)的胁迫等，而有关养殖过程中操作胁迫的

研究主要集中在虹鳟(Oncorhynchus mykiss) (Wiseman 

et al, 2007)、刀鲚(Coilia nasus)(王宇等, 2014; 徐钢春

等, 2015; 高金伟等, 2015; Du et al, 2014)，而对四指

马鲅的研究相对较少。鱼类机体抗氧化系统在抵御由环

境变化导致的氧化压力中有重要作用，包括小分子非酶

物质[如谷胱甘肽、维生素 C (VC)、维生素 E (VE)]和抗

氧化物酶(如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱肽还

原酶等)。四指马鲅受到急性应激时口裂完全张开、肌

肉抽搐而死。本研究通过模拟拉网对四指马鲅进行操

作胁迫，以探究四指马鲅应激反应特点，为其健康养

殖技术的建立提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的四指马鲅于 2015 年 6–8 月在中国水

产科学研究院南海水产研究所珠海试验基地培育所

得，体长为(6.00±0.21) cm，体重为(4.00±0.15) g。实

验开始前暂养 1 周，暂养期间，每天换水 1 次，每次

换水量 1/2 左右，连续充气。随机挑选体色正常、健

康的幼鱼 240 尾进行实验。 

1.2  实验设计 

采用操网捕捉的方式对四指马鲅进行急性离水 

操作胁迫，每次先将四指马鲅全部聚拢在操网内拥挤

胁迫 5 s，然后捞起暴露于空气中 5 s，再放入水中 3 min，

重复以上操作共持续 10 个循环。 

将四指马鲅分为 3 个平行组，然后胁迫结束后的

2 h、6 h、12 h 和 24 h 以及各时间点的对照组，分别

取样 15 尾，采集前先用 MS-222 麻醉实验鱼 2–3 min，

解剖鱼体，采集肌肉、鳃组织样品，用作组织切片观

察的样品固定于 4%多聚甲醛溶液中；测量酶活的样

品置于液氮中保存以备后续实验使用。 

1.3  样品测定 

组织切片观察，采用区又君等(2015)的研究方法：

取 多 聚 甲 醛 固 定 的 肌 肉 和 鳃 ， 经 过 流 水 冲 洗 、

70%–100%的乙醇脱水和二甲苯透明、石蜡包埋处理

后，用 Leica 切片机进行连续切片，切片厚度为 5– 6 μm，

采用 HE 染色和中性树脂封片，于 Zeiss 显微镜下拍照。 

肌肉抗氧化酶以及鳃 Na+-K+-ATP 酶活性测定，

取经液氮固定的肌肉和鳃，准确称取组织重量，按重

量(g)︰体积(ml)=1︰9 的比例加入 9 倍生理盐水，冰

水浴条件下机械匀浆，250 r/min 离心 10 min，取上

清液(10%的组织匀浆液)。按照南京建成试剂盒说明

书分别测定酶活，以 BCA 法测定蛋白含量。总抗氧

化能力(T-AOC)通过 520 nm 波长 37℃条件下每分钟

每毫克组织蛋白使反应体系的吸光度(OD)值每增加

0.01 时，为 1 个总抗氧化能力单位来测定；过氧化氢

酶(CAT)活性通过 405 nm 波长处测定过氧化氢减少

量 来 测 定 ， 单 位 定 义 为 每 毫 克 组 织 蛋 白 每 秒 分 解    

1 μmol 的 H2O2 的量为 1 个活性单位；超氧化物歧化

酶(SOD)活性单位定义为：反应体系中 SOD 抑制率达

到 50%时所对应的酶量为 1 个 SOD 活性单位(U)；过

氧化脂降解产物丙二醛(MDA)通过 TBA 法来测定，

其测定原理为 MDA 分子与硫代巴比妥酸(TBA)分子

在酸性条件下共热，形成粉红色复合物，该复合物在

波长 532 nm 处有最大吸收峰；还原型谷胱甘肽(GSH)

可与二硫代二硝基甲酸(DTNB)反应，生成一种黄色

化合物，可在 405 nm 波长处进行比色定量测定 GSH

含量；鳃组织的 Na+-K+-ATP 酶活性定义为：每小时

每毫克组织蛋白的组织中 ATP 酶分解 ATP 产生     

1 μmol 无机磷的量为 1 个 ATP 酶活性单位。 

1.4  数据分析 

经实验测量得到的数据都表示为平均值±标准差 
                            

1) Li CW. The detrimental mechanism of ichthytoxic microalgae species on marine medaka (Oryzias melastigma). Masters 
Thesis of Jinan University, 2014 [李昌伟. 鱼毒性赤潮藻对海洋青鳉鱼的致害机理研究. 暨南大学硕士研究生学位论文, 2014] 
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(Mean±SD)。利用 Excel 2003 以及 SPSS 22.0 软件进

行方差分析，Duncan 氏检验进行显著性分析和多重

比较，P<0.05 时，认为数据有显著性差异。由于对照

组在各时间点的数据之间无显著差异(P>0.05)，故都

归于同一组。 

2  结果 

2.1  急性离水操作胁迫对四指马鲅鳃和肌肉组织形

态的影响 

2.1.1  鳃    对照组未经胁迫，鳃组织表现为正常的

生理形态，鳃丝整齐密集，两侧鳃小片对称完整，上

皮细胞排列规则，线粒体丰富细胞呈椭圆形(图 1-1)。

离水胁迫后 2 h，鳃组织轻微损伤，部分鳃丝两侧的

鳃小片出现轻微弯曲，其中，鳃丝血管、基底层细胞

未见异常(图 1-2)。胁迫后 6 h，鳃组织损伤明显，鳃

小片血管收缩，血细胞减少且红细胞染色不明显，着

色力减弱，鳃丝部分区域的鳃小片出现弯曲，有些在

中上部出现断裂。高倍镜下观察，鳃小片基底部的黏

液细胞和线粒体丰富细胞数量增多，部分细胞出现水

肿，体积增大(图 1-3)。胁迫后 12 h，鳃损伤更为明

显，主要表现为鳃小片严重弯曲，其末端出现肿胀，

鳃 小 片 出 现 多 处 断 裂 ， 大 部 分 上 皮 细 胞 水 肿 变 性 
 

 
 

图 1  急性离水操作胁迫对四指马鲅鳃组织结构的影响 
Fig.1  The effects of acute off-water handling stress on  

microstructure of gills of E. tetradactylum 

1：对照组；2：胁迫后 2 h；3：胁迫后 6 h；4：胁迫后        

12 h；5、6：胁迫后 24 h；MC：黏液细胞；PVC：扁平上

皮细胞；MRC：线粒体丰富细胞；BL：鳃小片； 

BV：血管；BC：血细胞 
1: Control group; 2: 2 h after off-water handling stress;  

3: 6 h after off-water handling stress; 4: 12 h after  
off-water handling stress; 5 and 6: 24 h after off-water  

handling stress; MC: Mucous cells; PVC: Pavement cells; 
MRC: Mitochondrion-rich cells; BL: Gill lamella;  

BV: Blood vessel; BC: Blood cell 

(图 1-4)。胁迫后 24 h，鳃组织表现为不可逆的损伤，

鳃丝整体偏离正常形态，鳃小片扭曲紊乱，细胞变形

严重，部分细胞核发生溶解(图 1-5、图 1-6)。 

2.1.2  肌肉    未经胁迫的对照组肌细胞呈现其正

常形态，其外形呈纺锤状，肌纤维之间排列紧密，无

弯曲现象，细胞核位于肌纤维的中央一侧(图 2-1)；

在胁迫后 2 h，肌肉组织部分区域出现肌纤维轻微变

形扭曲，纤维束间隙增宽，肌细胞未见异常(图 2-2)。

胁迫后 6 h，肌组织损伤明显，肌纤维变形加剧，部

分区域可见纤维束弯曲紊乱，有些部位发现肌纤维断

裂，肌纤维间隙明显增宽，形成空泡(图 2-3)。胁迫

后 12 h，肌组织损伤更为明显，肌纤维排列紊乱，扭

曲变形呈锯齿状，多处出现肌纤维断裂，肌细胞轻微

变形，有些部位出现肌细胞核聚集现象，部分细胞核

变形，肌纤维束间隙增宽，空泡化严重(图 2-4、图 2-5)。

胁迫后 24 h，肌肉组织损伤程度进一步加重，而肌纤

维和肌细胞变形程度均加深，肌肉组织整体失去固有

形态，呈逐渐分解的趋势(图 2-6)。 
 

 
 

图 2  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉组织结构的影响 
Fig.2  The effects of acute off-water handling stress  

on microstructure of muscles of E. tetradactylum 

1：对照组；2：胁迫后 2h；3：胁迫后 6 h；4、5：胁迫后

12 h；6：胁迫后 24 h；N：细胞核；M：肌细胞 
1: Control group; 2: 2 h after off-water handling stress;  
3: 6 h after off-water handling stress; 4 and 5: 12 h after 

off-water handling stress; 6: 24 h after off-water handling 
stress; N: Nucleus; M: Muscle cells 

 

2.2  急性离水操作胁迫对四指马鲅相关酶活性的影响 

2.2.1  对肌肉 SOD 活性的影响    与对照组相比，

离水胁迫后 2 h 的 SOD 活性显著下降(P<0.05)。随着时

间的延长，SOD 活性渐渐升高，直到胁迫后 12 h，SOD

活 性 达 到 最 高 值 ， 显 著 高 于 对 照 组 及 其 他 处 理 组

(P<0.05)。处理后 24 h，SOD 活性降到较低水平，显

著低于对照组(P<0.05)(图 3)。 
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图 3  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉 SOD 活性的影响 
Fig.3  The effects of acute off-water handling stress on the  

activity of SOD in muscles of E. tetradactylum 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05)，下同 
Different letters indicated significant differences among  

groups (P<0.05), the same as below 
 

2.2.2  对肌肉 CAT 活性的影响    胁迫后 2 h，CAT

活性无明显变化(P> 0.05)。随后，CAT 活性明显升高，

直到 12 h 达到最高值，显著高于对照组及其他处理

组(P<0.05)。处理后 24 h，CAT 活性降到最低值，显

著低于对照组及其他处理组(P<0.05)(图 4)。 
 

 
 

图 4  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉 CAT 活性的影响 
Fig.4  The effects of acute off-water handling stress on the 

activity of CAT in muscles of E. tetradactylum 
 

2.2.3  对肌肉 MDA 含量的影响    离水胁迫 2 h，

肌肉中 MDA 含量无明显变化(P>0.05)。处理 6 h 后，

MDA 含量达到最大值，显著高于对照组及其他处理

组(P<0.05)。随着时间延长，MDA 含量逐渐降低，直

至 24 h MDA 含量降到处理前水平(图 5)。 

2.2.4  对肌肉 GSH 含量的影响    胁迫后 2 h，GSH

含量显著降低(P< 0.05)。随后其含量升高，直到胁迫

后的 12 h GSH 含量达到最高值，显著高于对照组及

其他实验组(P<0.05)。胁迫后 24 h，GSH 含量恢复到

正常水平，与对照组无显著差异(P>0.05)(图 6)。 

2.2.5  对肌肉 T-AOC 的影响    在胁迫开始的 2 h，

肌肉 T-AOC 无显著变化(P>0.05)。胁迫后 2–12 h，肌

肉 T-AOC 逐渐升高，直到胁迫后 12 h 达到最大值。

胁迫后 24 h，肌肉 T-AOC 与对照组无显著差异(图 7)。 

 
 

图 5  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉中 

MDA 含量的影响 
Fig.5  The effects of acute off-water handling stress on  

the content of MDA in muscles of E. tetradactylum 
 

 
 

图 6  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉中 

GSH 含量的影响 
Fig.6  The effects of acute off-water handling stress on  

the content of GSH in muscles of E. tetradactylum 
 

 
 

图 7  急性离水操作胁迫对四指马鲅肌肉 T-AOC 的影响 
Fig.7  The effects of acute off-water handling stress on  

T-AOC in muscles of E. tetradactylum 
 

2.2.6  对鳃 Na+-K+-ATPase 活性的影响    离水胁

迫后 2 h，鳃 Na+-K+-ATPase 活性明显升高(P<0.05)；

胁迫后 6 h，Na+-K+-ATPase 活性与胁迫后 2 h 无显著

差异(P>0.05)；胁迫后 12 h，鳃 Na+-K+-ATPase 活性

达到较高水平(P<0.05)，24 h 后酶活水平下降，与对

照组无显著差异(P>0.05)(图 8)。 

2.3  急性离水操作胁迫后四指马鲅幼鱼的生存状态 

未经胁迫的四指马鲅幼鱼表现正常，即沿暂养池

壁集体朝同一方向不停地游动；胁迫后 2 h，其主要 
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图 8  急性离水操作胁迫对四指马鲅鳃 Na+-K+-ATPase 

活性的影响 
Fig.8  The effects of acute off-water handling stress on the  

activity of Na+-K+-ATPase in gills of E. tetradactylum 
 

 

表现为向不同的方向快速、杂乱无章地游动，并撞击

池壁；胁迫后 6 h，个别幼鱼死亡，其他则仍无规律

地游动、撞击池壁，但游动速度明显下降；胁迫后

12 h，部分幼鱼死亡，其他则游泳动作不协调，速度

减慢，甚至侧游或翻身游动；胁迫后 24 h，四指马鲅

幼鱼出现大量死亡，剩余幼鱼大部分处于侧游或翻身

游动状态。 

3  讨论 

3.1  操作胁迫对四指马鲅鳃和肌肉组织结构的影响 

鱼类在进化过程中对内外界剌激形成了一定的

适应能力，轻度刺激可促进鱼类的生长，改善鱼类体

质(刘小玲, 2007)。但剧烈或长期的刺激会对鱼体产

生危害，导致机体各种生理功能紊乱、甚至死亡。   

刘小玲(2007)的研究表明，鱼类的应激包括一系列复

杂的生理变化，可分为初级、次级和第三级应激反应，

其中，次级反应是由初级反应引起的组织和器官水平

上的一系列功能和结构的变化。本研究表明，经过急

性离水操作胁迫 2 h 后鳃小片、扁平上皮细胞及线粒

体丰富细胞开始出现不同程度的损伤；肌肉从肌纤维

变性、肌纤维束之间的间隙增宽，空泡化至肌肉组织

整体失去固有形态呈逐渐分解的趋势，表明急性胁迫

确实会引起四指马鲅显著的应激反应。急性离水操作

胁迫后，鳃小片基底部的线粒体丰富细胞数量增多，

这个结果与盐度胁迫遮目鱼(Chanos chanos)幼鱼实

验的结果 (区又君等 , 2014)相类似。类比翁朝红等

(2008)对大黄鱼的研究结果推测，这可能与四指马鲅

为克服操作胁迫造成的应激反应，调动相关生理反

应，增加额外的能量代谢有关。鱼类鳃部的黏液细胞

可分泌大量黏液性物质，在鳃的表面形成一层对鳃组

织具有保护作用的屏障，本研究发现，操作胁迫后 6 h，

黏液细胞数量增多，体积增大，也是机体抵御应激的

保护机制(图 1-3、图 2-3)。在操作胁迫后 6 h，鳃和

肌肉的组织结构开始出现损伤，表明胁迫后 6 h 四指

马鲅的应激反应已经进入次级反应阶段，随时间持续

操作胁迫对机体鳃和肌肉组织造成的损伤逐渐加剧，

表明所施加的胁迫强度已经超出机体能够适应和调

控的范围，对鳃和肌肉产生不可逆的损伤。本研究结

果显示，在四指马鲅的养殖管理过程中要科学操作，

适当添加抗应激制剂，严格控制各种胁迫因子，避免

造成不良影响。 

3.2  操作胁迫对四指马鲅肌肉抗氧化系统的影响 

Martínez-Álvarez 等(2005)的研究表明，通常情况

下，鱼体代谢产生的自由基处在动态平衡中。当受到

外界环境干扰之后，平衡被打破，自由基大量积累，

过量的自由基会对鱼体产生不利影响。一般情况下，

鱼体率先利用第一道防线(如 VC、VE 等小分子非酶物

质)清除过多的自由基；当第一道防线不足以清除过

多的自由基时，鱼体则会启动第二道防线，即合成相

应的抗氧化酶以减少氧化压力。本研究中，操作胁迫

后 2 h，肌肉 SOD、GSH 活性出现显著性下降，表明

SOD、GSH 可以作为四指马鲅受到氧化应激的灵敏

指示物，这也与其功能相一致。CAT、GSH 活性也

在操作胁迫后 2 h 下降，但变化不显著，T-AOC 稍微

增加，表明此时肌肉组织主要依靠第一道防线抵御胁

迫造成的氧化应激，尚未启动抗氧化酶系统来应对操

作胁迫。在整个处理过程中，SOD、GSH 与 CAT 活

性有相同的变化趋势，也证明了四指马鲅肌肉组织

SOD、CAT 和 GSH 之间在抗氧化应激方面具有协同

作用，此结论与杨唐斌等(1994)的研究结果相似。胁

迫后 6 h，实验所测抗氧化酶都出现显著增加，表明

机体已经启动抗氧化系统清除逐渐增多的自由基，这

与孙鹏等(2014)对云纹石斑鱼进行惊扰胁迫的研究结

果类似；操作胁迫后 12 h，四指马鲅肌肉组织内积累

的自由基达到最高峰，随后就逐渐下降，这也是操作

胁迫后机体内氧化压力与抗氧化防御响应之间动态

互作过程，表明抗氧化酶系统在应对氧化压力过程中

发挥主要作用。 

Srikanth 等(2013)的研究表明，鱼类氧化应激响

应在不同种类的鱼中呈现特定的时间变化趋势。在研

究胁迫因子对银鲳、广东鲂(Megalobrama terminalis)、

条石鲷(Oplegnathus fasciatus)和黄姑鱼(Nibea albiflora)

影响的实验中发现，随处理时间延长，抗氧化酶呈现

增高的变化趋势，之后体内新的平衡机制建立，抗氧

化酶活性也恢复到正常水平(尹飞等, 2011; 谢明媚等, 

2015; 曾 艳 艺 等 , 2014; 孙 鹏 等 , 2010; 张 晨 捷 等 , 

2015)。本研究中，相应的抗氧化酶活性先下降，可
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能是机体尚未形成有效的抵抗机制，之后才逐渐升

高，并在处理后 24 h 又下降，这与以上研究结果相

似 。 宋 林 生 等 (2004) 在 温 度 骤 升 对 中 华 绒 螯 蟹

(Eriocheir sinensis)肝胰腺中抗氧化酶活性的研究结

果显示，温度升高后，CAT 和 SOD 马上出现显著降

低，MDA 含量一直增加，认为抗氧化系统受到一定

程度的影响，造成机体细胞结构和功能的丧失。本研

究中，虽然抗氧化酶活性在胁迫后 2 h 出现下降，但

从 6 h 又出现上升，表明其细胞结构和功能仍然正常，

其下降的原因可能是四指马鲅迅速启动第一道防线，

大量释放还原性物质 VC、VE 消除自由基，导致机体

氧化水平迅速降低有关，但具体作用机制还需要进一

步的深入研究。在处理后 24 h，SOD、CAT、MDA 和

GSH 抗氧化指标均低于处理前，而 T-AOC 和处理前

保持一致，表明此时肌肉组织的抗氧化应激主要是非

酶促反应。在本研究中，只观察到胁迫后 24 h 的变

化过程，尚不能判定四指马鲅肌肉抗氧化酶系统是否

受到损伤，故不能确定其抗氧化酶系统和氧化压力之

间平衡机制是否仍然有效运行。基于本研究结果，初

步认为四指马鲅肌肉组织应对氧化应激的策略是先

依靠第一道防线，然后启动抗氧化酶系统，新平衡建

立阶段仍然是非酶促反应。 

3.3  操作胁迫对四指马鲅肌肉 MDA 含量的影响 

Papadimitriou 等(2002)对湖蛙(Rana ridibunda)的

研究表明，细胞中过氧化脂降解产物 MDA 的含量反

映了机体脂质过氧化程度，其间接反映了细胞损伤程

度。本研究中，胁迫处理后 2 h，MDA 含量逐渐升高

直到 6 h 达到最高值，之后 MDA 降低(图 3)，这表明，

操作胁迫后 6 h MDA 含量逐渐积累到最大值，机体

细胞已经受到损伤，这也与组织切片观察的结果相一

致。然而，其他抗氧化酶在胁迫后 12 h 活性最高，

MDA 高峰出现早于其他抗氧化酶，表示如果抗氧化

酶不能及时清除多余的自由基，膜脂过氧化的程度就

会加重。表明鱼体通过调节体内抗氧化酶活性，可以

使体内脂质过氧化程度降低。本研究结果显示，MDA

可以作为四指马鲅氧化损伤的快速响应生物标记物。 

3.4  操作胁迫对四指马鲅 Na+-K+-ATPase 活性的影响 

尹飞等(2011)的研究表明，Na+-K+-ATPase 是组

成 Na+-K+泵活性的主要部分，Na+-K+-ATPase 可水解

ATP 产生 ADP 和能量，同时也是一项评价环境胁迫

影响的生物学指标。经过离水胁迫后，四指马鲅幼鱼

鳃中 Na+-K+-ATPase 活性显著升高(P<0.05)，直到胁

迫后 12 h，Na+-K+-ATPase 活性达到峰值。组织学观

察结果也显示，鳃小片基底部的线粒体丰富细胞数量

增多，这两方面的结果相互支持，表明四指马鲅鳃在

应对氧化应激过程中耗能较大，需要 Na+-K+-ATPase

活性增强，提供抗氧化应激所需能量。胁迫处理后

24 h，Na+-K+-ATPase 活性和处理前无显著差异，表

明鳃结构和功能尚未受到严重破坏，由于氧化压力降

低，鳃中 Na+-K+泵耗能也恢复到处理前水平。 
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The Effects of Acute Off-Water Handling Stress on the Tissue Structure  
and Oxidative Stress of Juvenile Eleutheronema tetradactylum 

LIU Qiqi1,2, WEN Jiufu1, OU Youjun1①
, LI Jiaer1, ZHOU Hui1,2 

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

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

Abstract    Eleutheronema tetradactylum is subordinate to Mugiliformes, Polynemida, Eleutheronema 

in taxonomy. As a new aquaculture species, it has gained popularity in most farmers in recent years 

because of the delicious meat, the fast growth, the high market value and other advantages. However, this 

species is prone to stress from the pulling capture and the transport due to its weak anti-stress ability. In 

order to understand the effects of acute off-water handling stress on the tissue structure and oxidative 

stress of juvenile E. tetradactylum, we stocked the juvenile fish in the outdoor water tank and stressed 

them by simulating the pulling capture. The samples were collected at 2 h, 6 h, 12 h and 24 h after the 

off-water handling stress, and fixed separately with poly formaldehyde and liquid nitrogen. The samples 

fixed with poly formaldehyde were used in tissue sectioning and we observed the changes in the micro- 

structure of gills and muscles. The samples fixed with liquid nitrogen were used to examine the activities 

of antioxidant enzymes in muscles and the Na+-K+-ATPase in gills. Results showed that varying degrees 

of damages were induced in the gill lamella, the squamous epithelium cells and mitochondrion-rich cells 

(MRC) in 2 h after stress. Firstly, the muscle fiber necrosis appeared and then the gap of muscle fiber 

became widened, followed by vacuolation and even muscle fiber loss. Superoxide dismutase (SOD) and 

glutathione (GSH) had the same changing pattern, which was a significant drop (P<0.05) in 2 h after 

stress, followed by the rise to the highest level 12 h later. Then they began to decline slightly lower than 

the control level at 24 h. Catalase (CAT) and total antioxidant capacity (T-AOC) did not change 

significantly (P>0.05) at the beginning of 2 h, but then it rose to a highest value at 12 h and subsequently 

recovered to the normal level at 24 h. The content of malondialdehyde (MDA) did not have a marked 

change (P>0.05), and it reached the highest value at 6 h, and then fell back to the normal value at 24 h. 

The activity of Na+-K+-ATPase was elevated (P<0.05) at 2 h, stayed stable, and rose again until 12 h 

when it reached the highest value, then it went back to the normal value at 24 h. In conclusion, muscles 

and gills of E. tetradactylum will be damaged by acute off-water handling stress; besides, the damage will 

deteriorate as the off-water time goes over. The muscle antioxidant enzyme system will only be activated 

at 2 h after the handling stress. The synergy may exist between SOD and GSH when the organism was 

stressed by external factors. At 24 h after the stress, the activities of SOD and CAT will be in a state of 

equilibrium and the values will be significantly lower (P<0.05) than the control level, and this explains 

that antioxidant enzymes were affected to certain extent by off-water handling stress. In addition, MDA, 

the degrading product of peroxide lipid, can be used as a biological marker of rapid stress response in   

E. tetradactylum. Na+-K+-ATPase in gills can provide energy support during this process to improve the 

anti-stress ability of E. tetradactylum. 

Key words    Eleutheronema tetradactylum; Handling stress; Antioxidant enzymes; Na+-K+-ATPase 
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姜黄素对黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) 
生长、消化与抗氧化能力的影响* 

张滕闲 1#  陈  钱 1#  张宝龙 2  林城丽 1  朱国霞 1  方珍珍 1  白东清 1① 
(1. 天津农学院水产学院  天津市水产生态及养殖重点实验室  天津  300384； 

2. 天津现代晨辉科技集团有限公司  天津  301800) 

摘要    选取初始体重为(13.17±0.68) g、初始体长为(11.86±0.53) cm黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) 

720 尾，随机分为 6 组，每组 3 个重复，每个重复 40 尾鱼。分别投喂添加 0、50、100、200、400、

800 mg/kg 姜黄素的实验饲料，分别标记为 T1–T6。实验周期为 60 d，实验结束后，测定黄颡鱼生

长、消化和抗氧化能力指标。结果显示，各实验组特定增长率和存活率均显著高于对照组(P<0.05)，

T4 组增重率和蛋白质效率显著高于对照组(P<0.05)，T3、T4 组饲料系数显著低于对照组(T1 组) 

(P<0.05)；T3、T4、T5 组前肠脂肪酶活力显著高于对照组(P<0.05)，T4 组前肠淀粉酶活力显著高于

对照组(P<0.05)；T6 组肝胰脏、T5 组脑与 T4 组头肾超氧化物歧化酶(SOD)活力均较对照组有显著

提升(P<0.05)；脑实验各组丙二醛(MDA)含量均显著低于对照组(P<0.05)；T6 组肝胰脏、T5 组脾脏

过氧化氢酶(CAT)活力显著高于对照组(P<0.05)；T4 组肝胰脏、T5 组脾脏、T5 组中肾谷胱甘肽过

氧化物酶(GSH-PX)活力显著提升(P<0.05)；血清实验各组 GSH-PX 活力均显著高于对照组(P<0.05)；

肝胰脏实验各组谷胱甘肽(GSH)含量均显著高于对照组(P<0.05)；T5 组肝胰脏、T4 组脾脏和血清一

氧化氮(NO)含量显著高于对照组(P<0.05)。研究表明，在饲料中添加适量的姜黄素可以显著提高黄

颡鱼的生长性能、消化能力以及抗氧化能力，以 200 mg/kg 添加量为最佳。 

关键词    姜黄素；黄颡鱼；生长；消化能力；抗氧化能力 

中图分类号 S948   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0056-08 

黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)是一种小型底层

淡水经济鱼类，在我国众多水域都有分布，尤其是在

长江中下游的湖泊、池塘、溪流中分布广泛(倪勇等, 

2006; 李明锋, 2010)。黄颡鱼对生态环境适应性强，

且具有极强的耐受性，其味道鲜美，营养价值高，

深受人们青睐。随着养殖规模的扩大和养殖密度的

增加，黄颡鱼的抗应激能力下降，疾病频发，经济损

失很大，开发黄颡鱼用纯天然环保型免疫增强剂迫在

眉睫。 

姜黄素(Curcumin)是从植物姜黄(Curcumin longa 
L)中提取的一种黄色酸性酚类物质，是姜黄发挥药理

作用 主要的活性成分，主要产于中国、日本、印度

等国家热带、亚热带地区(杨小萍等, 2009)。姜黄素

色泽稳定且无毒，已经被广泛用作食品色素和调味 

abc
图章
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剂。随着对姜黄素研究的不断深入，其抗炎、抑菌、

抗氧化、增强免疫等功能不断被人们发掘(顾军等 , 

2000)。但姜黄素在水产方面应用的报道仍较少。故

本研究通过在黄颡鱼饲料中添加不同水平的姜黄素，

探讨其对黄颡鱼生长、肠道消化酶活性和抗氧化能力

的影响，以期为姜黄素在黄颡鱼饲料中的应用提供进

一步参考。 

1  材料与方法 

1.1  姜黄素 

购于郑州永尚化工产品有限公司，纯度为 10%。 

1.2  实验设计与饲养管理 

实验在天津市蓝科水产有限公司进行，选取健康

的 1 龄黄颡鱼 720 尾，平均体重为(13.17±0.68) g，初

始体长为(11.86±0.53) cm，随机分为 6 组，每组 3 个

重复，每个重复 40 尾鱼。在基础饲料中添加 0、50、 

100、200、400、800 mg/kg 姜黄素的 6 种实验饲料，

分别饲喂 6 组实验鱼，分别标记为 T1–T6，T1 为对

照组。各种原料经粉碎机粉碎后，过 60 目筛，混匀

加水，用江苏牧羊集团牧羊 MUZLM V4 型饲料制粒

机加工成粒径为 2 mm 的沉性颗粒饲料，于室温通风

处晾干 2 h，保存于–20℃冰箱中待用。 

每组实验鱼饲养在 1.5 m (直径)0.75 m (高)的玻

璃拉丝鱼缸中，实验期间水温为(24±2)℃，连续充氧，

每天换水 1/2，日投饲率为 3%，每天投喂 2 次，根据

具体情况进行调整。实验周期为 60 d。实验饲料组成

及营养水平见表 1。 

1.3   实验方法 

1.3.1  样品制备    养殖实验结束后，每个重复随机

抽取黄颡鱼 15 尾，使用 MS-222 麻醉，擦拭体表后，

使用 2 ml 一次性无菌注射器进行尾静脉取血，   

4500 r/min 离心 15 min，制得血清样品。在冰浴条件

下解剖抽血后的黄颡鱼，剥取脑、鳃、肝胰脏、脾脏、 

 
表 1  实验饲料组成及营养水平(风干基础) 

Tab.1  Formulation and nutrient composition of test diets (Air-dry basis)(%) 

饲料组 Dietary group 
原料成份 Ingredients 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 

鱼粉 Fish meal 29 29 29 29 29 29 

豆粕 Soybean meal 20 20 20 20 20 20 

面粉 Flour 13 13 13 13 13 13 

花生粕 Peanut meal 8 8 8 8 8 8 

菜粕 Canola meal 13 13 13 13 13 13 

麸皮 Bran 8.50 8.45 8.40 8.30 8.10 7.70 

豆油 Soybean oil 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

预混料 Premix1) 4 4 4 4 4 4 

羧甲基纤维素 CMC 2 2 2 2 2 2 

姜黄素 Curcumin 0 0.05 0.10 0.20 0.40 0.80 

合计 Total 100 100 100 100 100 100 

营养组成 Proximate composition 

粗蛋白 Crude protein 38.67 38.67 38.65 38.64 38.61 38.56 

粗脂肪 Crude lipid 6.28 6.28 6.28 6.28 6.27 6.26 

总能 General energy (MJ/kg)2) 11.95 11.95 11.95 11.94 11.93 11.91 

粗灰分 Crude ash 10.15 10.18 10.12 10.16 10.09 10.13 

水分 Moisture 6.33 6.42 6.29 6.37 6.85 6.62 

1) 预混料为每千克饲料提供：Fe 150 mg，Zn 30 mg，Mn 13 mg，Cu 3 mg，Co 0.1 mg，I 0.6 mg，Se 0.15 mg，维生

素 C 100 mg，维生素 B1 3 mg，维生素 B2 10 mg，维生素 B6 12 mg，泛酸钙 30 mg，烟酸 30 mg，生物素 0.1mg，叶酸 2 mg，

维生素 B12 0.01 mg，肌醇 mg，胆碱 1000 mg，维生素 A 2000 IU，维生素 D3 1000 IU，维生素 E 60 mg，维生素 K 6 mg 

2) 总能为计算值总能=(总蛋白×5.64+总脂肪×9.44+总糖×4.11)/100×4.184 

1) Premix provided the following per kg of diet: Fe 150 mg; Zn 30 mg; Mn 13 mg; Cu3 mg; Co 0.1 mg; I 0.6 mg; Se    
0.15 mg; VC 100 mg; VB1 3 mg; VB2 10 mg; VB6 12 mg; Calcium pantothenate 30 mg; Nicotinic acid 30 mg; Biotin 0.1mg; Folic 
acid 2 mg; VB12 0.01 mg; Inosito 1400 mg; Choline 1000 mg; VA 2000 IU; VD3 1000 IU; VE 60 mg; VK 6 mg 

2) Total energy can always be equal to (total protein×5.64+total fat×9.44+total sugar×4.11)/100×4.184 
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中肾、头肾、前肠、中肠、后肠、胃组织。从食道括

约肌后到第一个弯曲止为前肠，中肠自第一弯曲到第

二弯曲止，此后至肛门一段的直肠为后肠。肠道、胃

组织按质量体积比 1︰4 加入预冷生理盐水，其余组

织加入 1︰9 预冷生理盐水，所有组织均用 YQ-3 型

电动匀浆机在冰浴条件下进行组织匀浆。匀浆液使用

Eppendorf 冷冻离心机于 4℃、3000 r/min 离心 15 min，

提取上清液即为粗酶液。 
1.3.2  生长指标的测定 

增重率(WGR, %)=100(Wt–W0)/W0； 

特定生长率(SGR, %/d)=(lnWt–lnW0)100/t； 

饲料系数(FCR)=Id/(Wt–W0) 

蛋白质效率(PER, %)=(Wt–W0)/(IdPd)； 

存活率(SR, %)=Nt100/N0 

式中，Wt 和 W0 分别为鱼的终末体重和初始体重

(g)；t 为实验天数；Id 为摄食量的干重(g)；Nt，N0

分别为实验末期和初期的鱼体总数；Pd 为饲料中蛋

白含量。 

1.3.3  生化指标的测定    超氧化物歧化酶(SOD)、

过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化

物酶(GSH-PX)、谷胱甘肽(GSH)、一氧化氮(NO)、消

化酶等指标，均采用南京建成生物工程技术研究所的

试剂盒进行测定。 

1.3.4  饲料常规成分测定方法    参照 新国标要

求，测定饲料常规成分含量，方法如下：水分用 105℃

常压恒温烘干法(GB/T5009.3-2010)测定，粗蛋白用杜

马斯灼烧法(GB/T24318-2009)测定，粗脂肪用索氏抽

提法(GB/T5009.6-2010)测定，粗灰分用 550℃高温灼

烧法(GB/T5009.4-2010)测定。 

1.4  数据处理 

实验数据用平均值±标准误(Mean±SE)表示，数据

分析采用 SPSS 17.0 软件中的单因素方差分析(One-  

way ANOVA)处理，以 P<0.05 为差异显著。 

2  结果 

2.1  姜黄素对黄颡鱼生长性能的影响 

投喂添加不同水平姜黄素的饲料，60 d 后，测定

实验鱼的体重和体长，计算增重率、特定增长率、存

活率、饲料系数和蛋白质效率(表 2)。从表 2 可以看

出，随着姜黄素含量的增加，增重率呈现先升高后下

降的变化趋势，其中，T4 组增重率显著高于对照组

(P<0.05)，其余各组之间差别不显著(P>0.05)；特定

增长率呈现先升高后下降的变化趋势，各实验组均显

著高于对照组(P<0.05)；饲料系数呈现先下降后升高

的变化趋势，T3、T4 组饲料系数显著低于对照组

(P<0.05)；存活率呈现先升高后下降的变化趋势，各

实验组均显著高于对照组(P<0.05)；蛋白质效率呈现

先升高后下降的变化趋势，其中，T4 组蛋白质效率

与对照组相比显著升高(P<0.05)，其余各组之间无显

著差异(P>0.05)。参考生长指标，200 mg/kg 姜黄素水

平(第 4 组)可显著提高黄颡鱼生长性能。 

2.2  姜黄素对黄颡鱼消化酶活力的影响 

黄颡鱼脂肪酶活力为前肠>中肠>胃>后肠。前肠

T3 组、T4 组、T5 组脂肪酶活力显著高于对照组

(P<0.05)，随着姜黄素添加量的升高，脂肪酶活力呈

现先上升后下降的趋势；T5 组后肠脂肪酶活力显著

高于对照组(P<0.05)；各实验组，中肠脂肪酶活力与

对照组相比无显著差异(P>0.05)；T5、T6 组胃脂肪酶

显著高于对照组(P<0.05)。 

黄颡鱼淀粉酶活力为中肠>后肠>前肠>胃。T4 组

前肠淀粉酶活力显著高于对照组(P<0.05)，随着姜黄

素添加量的升高，淀粉酶活力呈现先上升后下降的趋

势；各实验组中肠、后肠和胃淀粉酶活力与对照组相

比无显著差异(P>0.05)。 
 

表 2  姜黄素对黄颡鱼生长指标的影响 
Tab.2  Effects of dietary curcumin at different levels on the growth performance of P. fulvidraco 

组别 Groups 增重率 WGR (%) 特定增长率 SGR (%/d) 饲料系数 FCR 存活率 SR (%) 蛋白质效率 PER (%)

T1 131.05±13.28b 1.39±0.09d 1.93±0.05a 81.67±1.44c 1.43±0.15b 

T2 135.84±13.16ab 1.54±0.06c 1.70±0.02abc 85.83±1.44b 1.49±0.14ab 

T3 142.82±13.21ab 1.73±0.03b 1.61±0.03bc 86.67±1.44b 1.56±0.14ab 

T4 163.18±5.00a 1.84±0.02a 1.47±0.05c 88.33±1.44b 1.79±0.05a 

T5 144.96±27.37ab 1.66±0.00b 1.70±0.33abc 93.33±1.44a 1.59±0.30ab 

T6 135.54±4.82ab 1.52±0.03c 1.87±0.17ab 86.67±1.44b 1.51±0.08ab 

注：同列数据上标字母不同者之间存在显著差异(P<0.05)，下同 

Note：Within a column, values labeled with different superscripts were significantly different (P<0.05), the same as below 
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黄颡鱼蛋白酶活力为胃>前肠>中肠>后肠。T2 组

黄颡鱼中肠蛋白酶活力显著高于对照组(P<0.05)。各

实验组前肠、后肠和胃蛋白酶活力与对照组相比无显

著差异(P>0.05)(表 3)。 

2.3  姜黄素对黄颡鱼各组织抗氧化能力的影响 

2.3.1  姜黄素对黄颡鱼各组织 SOD 活力的影响     

黄颡鱼体内 SOD 活力为脑>鳃>肝胰脏>脾脏>中

肾>头肾>血清(表 4)。与对照组相比，T6 组肝胰脏、

T5 组脾脏、T4 组头肾的 SOD 活力均有显著提升

(P<0.05)。T4 组鳃、T5 组脑、各组血清的 SOD 活力

与对照组相比显著升高(P<0.05)。 

2.3.2  姜黄素对黄颡鱼各组织 MDA 含量的影响     

黄颡鱼体内 MDA 含量为肝胰脏<鳃<头肾<中肾

<血清<脾脏<脑(表 5)。T4 组肝胰脏的 MDA 含量显

著低于对照组(P<0.05)；T5、T6 组头肾的 MDA 含量

均显著低于对照组(P<0.05)；实验各组脑的 MDA 含

量均显著低于对照组(P<0.05)；其余各组织实验组的 

MDA 含量与对照组相比无显著差异(P>0.05) (表 5)。 

2.3.3  姜黄素对黄颡鱼各组织 CAT 活力的影响     

黄颡鱼体内各组织 CAT 活力为肝胰脏>脑>鳃>

血清>中肾>头肾>脾脏。T6 组肝胰脏、T5 组脾脏的

CAT 活力显著高于对照组(P<0.05)；其余组织的 CAT

活力与对照组相比无显著差异(P>0.05)(表 6)。 

2.3.4  姜黄素对黄颡鱼各组织 GSH-PX 活力的影响     

黄颡鱼体内各组织 GSH-PX 活力为头肾>肝胰脏>

血清>中肾>脾脏>鳃>脑。与对照组相比，T4 组肝胰

脏、T5 组脾脏与 T5 组中肾的 GSH-PX 活力显著提升

(P<0.05)；各组血清的 GSH-PX 活力均显著高于对照

组(P<0.05)，且呈现先上升后下降的趋势；姜黄素对

黄颡鱼头肾、鳃、脑的 GSH-PX 活力无显著影响

(P>0.05)(表 7)。 

2.3.5  姜黄素对黄颡鱼各组织 GSH 含量的影响     

黄颡鱼体内各组织 GSH 含量为血清>脑>头肾>

肝胰脏>鳃>中肾>脾脏。各组肝胰脏的 GSH 含量均显

著高于对照组(P<0.05)，且呈现先上升后下降的趋势；  
 

表 3  姜黄素对黄颡鱼消化酶活力的影响 
Tab.3  Effects of dietary curcumin at different levels on the digestive enzyme activities of P. fulvidraco (U/g prot) 

姜黄素添加组 Curcumin groups 项目 
Items 

组织 Tissue 
T1 T2 T3 T4 T5 T6 

前肠 Foregut 52.55±4.89b 99.30±1.87ab 109.08±10.73a 121.57±53.83a 115.97±6.61a 75.28±29.41ab

中肠 Midgut 50.23±4.29a 38.79±9.12a 45.01±13.38a 68.41±26.86a 60.01±18.84a 58.56±5.27a 

后肠 Hindgut 28.87±4.30b 42.26±10.57ab 42.51±9.54ab 39.98±6.56ab 59.25±14.95a 41.33±18.43ab

脂肪酶 
LPS 

胃 Stomach 36.02±6.42b 45.86±9.71a 28.98±3.34b 30.76±8.14b 46.89±24.19a 51.50±15.11a 

前肠 Foregut 1.32±0.59b 2.73±1.35ab 3.25±2.07ab 3.54±0.77a 2.69±0.51ab 2.67±0.08ab 

中肠 Midgut 13.07±1.42a 13.07±4.69a 11.03±0.93a 9.95±1.20a 12.49±2.19a 12.68±0.99a 

后肠 Hindgut 2.29±1.57a 2.22±1.59a 2.35±2.08a 2.05±0.58a 3.27±0.71a 3.01±1.32a 

淀粉酶 
AMS 

胃 Stomach 0.78±0.22a 0.38±0.17b 0.50±0.06ab 0.71±0.13ab 0.63±0.32ab 0.42±0.22ab 

前肠 Foregut 67.82±8.76a 62.56±3.55a 61.59±4.12a 64.51±16.95a 64.70±7.59a 69.70±3.68a 

中肠 Midgut 64.96±13.28ab 54.65±5.64b 57.77±6.36ab 72.55±4.11a 63.47±12.75ab 65.03±5.59ab 

后肠 Hindgut 63.60±9.89a 54.72±7.98a 57.31±12.49a 48.10±11.68a 57.18±12.00a 68.34±11.05a 

蛋白酶 
TRY 

胃 Stomach 109.58±5.64a 112.50±1.66a 107.83±4.13a 106.34±4.99a 100.00±3.97a 122.75±3.41a 

 
表 4  姜黄素对黄颡鱼各组织 SOD 活力的影响 

Tab.4  Effects of dietary curcumin at different levels on the SOD activities of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 

(U/mg prot) 

脾脏 Spleen 
(U/mg prot) 

中肾 
Middle kidney

(U/mg prot) 

头肾 
Head kidney
(U/mgprot) 

鳃 Gill 
(U/mg prot) 

脑 Brain 
(U/mg prot) 

血清 Serum 
(U/ml) 

T1 249.64±99.58b 193.65±39.11b 178.02±19.36b 141.74±29.88b 307.32±38.12b 311.07±99.87b 56.71±7.96b 

T2 247.82±7.64b 177.70±20.03b 182.85±15.70ab 112.59±8.84abc 312.50±20.62b 433.59±123.67a 75.26±5.66a 

T3 209.39±33.67b 210.00±41.50b 190.10±3.71b 92.10±15.37bc 390.62±36.78a 280.94±49.26b 70.55±7.54a 

T4 161.63±32.09b 170.57±21.40b 180.38±43.89ab 170.29±6.07a 399.34±68.83a 372.83±96.17ab 79.90±6.94a 

T5 230.80±24.42b 485.74±272.52a 252.86±7.88a 98.37±25.48bc 384.68±33.97a 423.70±49.47a 74.17±13.01a

T6 373.81±92.48a 396.55±127.70ab 168.05±40.37ab 62.88±6.40c 382.25±25.88a 375.13±93.12ab 67.29±6.95a 
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T6 组脾脏、T5 组中肾、T4 组鳃、T5 组血清中的 GSH

含量均显著高于对照组(P<0.05)；姜黄素对黄颡鱼头

肾、脑 GSH 含量无显著影响(P>0.05)(表 8)。 

2.3.6  姜黄素对黄颡鱼各组织 NO 含量的影响     

黄颡鱼体内各组织 NO 含量为血清>中肾>脑>鳃>

肝胰脏>脾脏>头肾。各实验组中肾、头肾、脑、鳃

NO 含量与对照组相比无显著差异(P>0.05)；T5 组肝

胰脏、T4 组脾脏和 T4 组血清的 NO 含量显著高于对

照组(P<0.05)(表 9)。 

3  讨论 

3.1  姜黄素对黄颡鱼生长性能的影响 

本研究发现，在饲料中添加不同水平的姜黄素饲

喂黄颡鱼，对促进鱼体的增重率、特定增长率、存活

率、降低饲料系数及提高蛋白质效率均有一定的功

效。其中，400 mg/kg 姜黄素水平对黄颡鱼存活率和

肥满度的提高效果 佳，而 200 mg/kg 姜黄素水平对

黄颡鱼增重率、特定增长率的促进效果和降低饲料系

数的效果 佳。陈征义等(2010)研究发现，姜黄素能

显著提高实验前期肉仔鸡的末重、日增重、料重比及

肉仔鸡的存活率(P<0.05)，促进肉仔鸡的生长，这与

本研究结果相似。王斌等(2010)报道，杜长大肥育猪

饲料中添加 400 mg/kg 的姜黄素，饲喂 3 周，发现对

肥育猪的生长性能影响显著(P<0.05)，这与本研究结

果类似。但其达到 佳效果的姜黄素添加量比本研究

高，这可能是由于实验动物不同造成的。对水产动物

的研究表明，在饲料中添加姜黄素可以提高水产动物 
 

表 5  姜黄素对黄颡鱼 MDA 含量的影响 
Tab.5  Effects of dietary curcumin at different levels on the MDA activities of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 
(nmol/mg prot) 

脾脏 Spleen  
(nmol/mg prot) 

中肾 
Middle kidney 
(nmol/mg prot)

头肾 
Head kidney 

(nmol/mg prot)

鳃 Gill 
(nmol/mg prot)

脑 Brain  
(nmol/mg prot) 

血清 Serum 
(nmol/ml) 

T1 0.53±0.27ab 8.08±2.78b 4.25±0.54a 4.19±0.34a 0.95±0.69a 13.04±4.14a 4.68±0.62b 

T2 0.49±0.11ab 7.43±1.31b 5.50±2.19a 6.15±1.40a 1.13±0.97a 7.47±4.37b 7.05±2.76ab 

T3 0.42±0.12b 8.85±2.32b 4.86±0.57a 4.32±0.23ab 1.28±0.89a 8.83±3.17b 15.58±10.86a 

T4 0.27±0.17b 10.01±1.41b 5.31±0.71a 3.91±2.11ab 0.89±0.61a 5.81±1.90b 15.32±1.24a 

T5 0.34±0.15b 23.80±13.67a 4.06±0.19a 2.99±1.21b 0.82±0.45a 6.67±2.16b 8.27±0.33ab 

T6 1.12±0.77a 9.98±5.95b 5.99±2.24a 2.77±0.38b 0.62±0.23a 8.80±4.10b 5.77±1.89b 
 

表 6  姜黄素对黄颡鱼 CAT 活力的影响 
Tab.6  Effects of dietary curcumin at different levels on the CAT activities of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 

(U/mg prot) 

脾脏 Spleen 
(U/mg prot) 

中肾 
Middle kidney

(U/mg prot) 

头肾 
Head kidney
(U/mg prot) 

鳃 Gill 
(U/mg prot) 

脑 Brain 
(U/mg prot) 

血清 Serum 
(U/ml) 

T1 241.18±114.49b 7.18±0.50b 21.10±2.46a 12.75±2.73a 134.07±18.51a 215.96±53.70a 42.53±1.65a 

T2 246.35±37.40b 7.07±2.23b 19.63±3.07a 10.49±1.93ab 123.84±6.50ab 215.98±32.35a 46.84±0.89a 

T3 227.27±73.77b 7.05±3.04b 17.18±0.78a 10.96±3.24ab 107.33±13.46abc 183.11±19.89a 45.42±0.90a 

T4 190.46±10.01b 6.12±2.29b 18.29±3.66a 9.91±2.46ab 103.48±22.15bc 188.27±67.34a 45.27±1.94a 

T5 250.69±37.99b 22.85±15.74a 23.96±6.88a 6.68±4.28bc 88.23±12.12c 177.08±24.68a 42.77±0.18a 

T6 404.62±59.30a 16.86±9.66ab 20.73±2.11a 4.71±0.59c 86.52±11.51c 199.68±54.15a 43.74±5.39a 
 

表 7  姜黄素对黄颡鱼 GSH-PX 活力的影响 
Tab.7  Effects of dietary curcumin at different levels on the GSH-PX activities of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 

(μmol/g prot) 

脾脏 Spleen 
(μmol/g prot) 

中肾 
Middle kidney
(μmol/g prot)

头肾 
Head kidney
(μmol/g prot)

鳃 Gill 
(μmol/g prot)

脑 Brain 
(μmol/g prot) 

血清 Serum 
(μmol/ml) 

T1 177.78±17.82b 24.78±2.18b 52.65±0.71b 516.78±52.48a 10.82±2.75ab 2.63±0.40b 137.14±55.07b

T2 127.32±37.05b 24.26±11.02b 57.90±24.41b 384.41±48.12a 12.39±2.05ab 3.37±2.78ab 215.38±5.49a 

T3 136.67±35.19b 31.33±10.20b 47.07±15.04b 244.66±96.92a 16.27±4.10ab 6.31±2.33b 214.51±42.96a

T4 238.50±18.13a 37.08±3.91ab 60.65±10.66b 391.45±72.87a 19.36±5.14a 2.51±1.02b 251.43±35.61a

T5 194.75±20.88b 62.50±20.26a 71.34±25.00a 555.59±27.00a 10.07±2.77ab 4.51±3.35ab 251.54±37.20a

T6 184.08±94.82b 45.99±24.66ab 61.74±11.60b 488.70±55.28a 6.57±0.76b 11.33±9.67a 260.22±45.40a
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表 8  姜黄素对黄颡鱼 GSH 含量的影响 
Tab.8  Effects of dietary curcumin at different levels on the GSH content of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 

(μmol/g prot) 

脾脏 Spleen 
(μmol/g prot) 

中肾 
Middle kidney
(μmol/g prot)

头肾 
Head kidney
(μmol/g prot)

鳃 Gill 
(μmol/g prot)

脑 Brain 
(μmol/g prot) 

血清 Serum 
(μmol/ml) 

T1 36.44±14.83d 2.88±0.98b 13.29±9.14b 39.89±31.26a 20.12±16.77b 44.56±33.29a 524.38±89.00c 

T2 72.09±9.54c 3.11±1.38b 17.31±1.90b 31.87±25.51a 15.05±20.39b 35.10±25.62a 607.17±113.53c 

T3 74.63±14.24c 4.58±2.66b 16.24±11.96b 43.45±27.71a 47.52±12.43a 22.32±9.58a 572.62±167.78c 

T4 80.88±5.88bc 5.70±4.41ab 28.06±9.70ab 35.95±20.40a 40.45±23.02a 50.19±13.91a 782.76±427.12b 

T5 118.66±22.97a 5.05±2.47b 35.33±6.55a 37.76±15.12a 15.62±12.77b 46.95±1.01a 938.03±194.57a 

T6 104.32±8.03ab 9.85±3.77a 27.87±5.25ab 26.25±14.10a 21.62±19.73b 55.32±7.75a 801.87±288.77bc 

 
表 9  姜黄素对黄颡鱼 NO 含量的影响 

Tab.9  Effects of dietary curcumin at different levels on the NO content of P. fulvidraco 

组别 
Groups 

肝胰脏
Hepatopancreas 
(μmol/g prot) 

脾脏 Spleen 
(μmol/g prot) 

中肾 
Head kidney
(μmol/g prot)

头肾 
Head kidney
(μmol/g prot)

鳃 Gill 
(μmol/g prot)

脑 Brain 
(μmol/g prot) 

血清 Serum 
(μmol/ml) 

T1 0.29±0.13b 0.21±0.02b 2.20±1.04a 0.18±0.17b 0.54±0.35a 1.15±1.16a 3.03±1.63b 

T2 0.37±0.13b 0.19±0.05b 0.83±0.62ab 0.37±0.28b 0.40±0.27a 0.53±0.22a 5.93±2.27ab 

T3 0.47±0.25b 0.34±0.14b 2.10±1.68ab 0.45±0.27a 0.37±0.26a 0.79±0.57a 6.32±2.08a 

T4 0.47±0.10b 1.17±1.21a 1.35±0.37ab 0.25±0.14b 0.21±0.02a 0.38±0.09a 5.41±1.79ab 

T5 0.70±0.22a 0.59±0.13b 0.14±0.28ab 0.24±0.27b 0.12±0.09a 0.87±0.70a 2.77±2.11b 

T6 0.51±0.22b 0.45±0.26b 1.20±1.28ab 0.12±0.06b 0.39±0.32a 0.48±0.52a 3.47±1.51b 

 

的生长性能。胡忠泽等 (2003)在姜黄素喂食草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)的研究中，分别在草鱼基

础饲料中添加姜黄素，实验时间为 30 d，结果显示，

在草鱼饲料中添加 0.02%、0.04%和 0.06%的姜黄素

可以分别使相对生长率提高 14.67%、 16.22%和

22.93%，同时，饲料系数分别降低 13.29%、9.79%和

18.88%，表明姜黄素对草鱼生长具有明显的促进作

用，可提高饲料利用率和蛋白质效率，这与本研究结

果一致。姜黄素可能通过提高鱼体对蛋白质的利用

率，从而促进其生长性能。俞军等(2015)研究表明，

投喂含姜黄素的饵料 45 d 后，大黄鱼 SR 和 SGR 显

著提高。饵料中添加 300 mg/kg 姜黄素能有效提高大

黄鱼的生长性能，且长期投喂效果更佳，是一种安全

高效的饲料添加剂。史合群等(2013)的实验结果显示，

草鱼基础饲料中添加 200 mg/kg 的姜黄素能够显著提

高草鱼相对增重率(P< 0.05)，降低饲料系数(P<0.05)，

该研究中添加剂量与本研究较为接近，但由于研究对

象规格种类的不同，姜黄素在黄颡鱼基础饲料中的

适添加量仍需进一步研究。 

3.2  姜黄素对黄颡鱼消化能力的影响 

鱼类体内消化酶活力直接影响着机体对营养物

质的消化与吸收，对鱼体的生长速度起决定性作用

(吴旋, 2011)1)。蛋白酶能够将难被机体直接吸收的蛋

白质降解为蛋白胨和氨基酸等小分子物质；脂肪酶能

够催化油脂水解为脂肪酸、甘油等；淀粉酶能够将淀

粉、糖原等水解为麦芽糖、葡萄糖等容易被鱼类吸收

的单糖(牛凤池等, 2015)。已有研究表明，饲料中添

加姜黄素可以提高鱼类肠道消化酶的活力。张宝彤等

(2014)在罗非鱼(Oreochromis spp)的基础饲料中添加

姜黄素，发现罗非鱼中肠绒毛数和绒毛高度显著增

加，进而提高了罗非鱼肠道消化酶活力，此结果在一

定程度上揭示了姜黄素促进罗非鱼肠道消化酶活力

的机理。胡忠泽等(2003)研究表明，当在草鱼饲料中

姜黄素添加量为 0.02%–0.06%时，可以极显著提高草

鱼肠道蛋白酶和淀粉酶的活力(P<0.01)。与上述研究

结果相似，本研究中添加 200–400 mg/kg 姜黄素可以

有效提高黄颡鱼肠道和胃的消化酶活力，从而促进黄 
                            

1) Wu X. Effects of four kinds of Chinese herbal polysaccharides on the growth performance, body composition, part of 
physiological and biochemical indicator of yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco). Masters Thesis of Tianjin Agricultural 
University, 2011, 39–40 [吴旋. 四种中草药多糖对黄颡鱼生长、体成分及部分生理生化指标的影响. 天津农学院硕士研究生

学位论文, 2011, 39–40] 
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颡鱼的生长，但本研究中未涉及姜黄素对黄颡鱼肠道

和胃组织结构影响，姜黄素对黄颡鱼肠道及胃的作用

机理仍需今后进一步深入探讨。 

3.3  姜黄素对黄颡鱼抗氧化能力的影响 

姜黄素分子中具有多个功能基团，如 2 个苯丙烯

酸基骨架、苯环上的酚羟基和甲氧基及丙烯基与 β-

双酮/烯醇式结构的连接，使姜黄素具有很强的抗氧

化活性(Ramassamy, 2006)。姜黄素可通过诱导抗氧化

酶及还原性物质的生成和活化，如 SOD、CAT、GSH

等，将多种超氧化物、过氧化物、氧化物等自由基分

解或还原，从而起到抗氧化、减少氧化应激损伤的作

用(李薇等, 2009)。卢婉怡(2014)用姜黄素添加到饲料

中投喂奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticusO. aureus)，

结果显示，饲料中添加姜黄素能有效提高罗非鱼机体

的 SOD 和 CAT 活力，800 mg/kg 剂量对肝胰脏 SOD

和 CAT活力的提高作用显著(P<0.05)。张宝彤等(2014)

将姜黄素添加到罗非鱼的基础饲料中，结果显示，姜

黄素可显著提高罗非鱼的抗氧化能力(P<0.05)，添加

姜黄素实验组罗非鱼肝胰脏、肌肉和血清等组织中

MDA 含量以 0.02%水平组 低，显著低于其他实验

组(P<0.05)。本研究结果显示，姜黄素添加到饲料中

投喂黄颡鱼，鱼体内各组织 SOD、CAT 活力均提高，

且在鳃和脑等气体交换密切的组织中 SOD、CAT 活

力明显高于肾脏、脾脏等组织，同时，肝胰脏、脑和

头肾的 MDA 含量也显著降低。说明姜黄素通过诱导

黄颡鱼鱼体内抗氧化酶和还原性物质的生成，提高了

黄颡鱼抗氧化能力。目前，未见关于姜黄素对黄颡鱼

脑组织抗氧化酶活性的研究报道，本研究发现脑组织

抗氧化酶活性较强，且在投喂添加姜黄素的饲料后效

果更显著，表明姜黄素在今后的生产实践中具有良好

的开发前景及应用空间。 

GSH-PX 可分解过氧化物，可在 CAT 含量少的

组织中代替 CAT 清除 H2O2，从而防止机体遭受氧化

损伤(Kohen et al, 2002)。GSH 能自行或经 GSH-PX

催化还原 H2O2 和过氧化脂质，消除自由基造成的损

伤(Chen et al, 2009)。本研究中，添加不同水平姜黄

素投喂黄颡鱼可以显著提高黄颡鱼肝胰脏、脾脏、血

清的 GSH-PX 活性和 GSH 含量(P<0.05)。 

iNOS 是介导炎症反应的重要酶，iNOS 催化 L-

精氨酸氧化成 NO(Murakami, 2009)。NO 在生理上涉

及血管舒张、神经传递、血小板凝集、免疫防御和胞

内信号转导。NO 和 O2 反应形成强烈氧化性物质过氧

化亚硝酸盐(狄建彬等, 2010)。在本研究的各组织中，

姜黄素对黄颡鱼肝胰脏、头肾的 NO含量有促进作用，

对鳃、脑这类氧交换密切的组织的 NO 含量有抑制作

用，此结果印证了以上理论，姜黄素可以抑制氧交换

密切组织中 NO 的含量，保护组织不受过氧化亚硝酸

盐的损伤。姜黄素对黄颡鱼体内 NO 含量的影响与姜

黄素添加水平、鱼体组织中 NO 分布等因素有关，其

调控机理仍需深入探讨。 

4  结论 

综上所述，饲料中姜黄素添加水平为 200–   

400 mg/kg 时，可显著提高黄颡鱼机体的生长性能、

消化能力和抗氧化能力。本研究为姜黄素作为功能性

饲料添加剂的开发和利用提供了理论依据。 
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The Effects of Curcumin on the Growth, Digestion and Antioxidant  
Ability of Yellow Catfish (Pelteobagrus fulvidraco) 

ZHANG Tengxian1#, CHEN Qian1#, ZHANG Baolong2, LIN Chengli1, ZHU Guoxia1,  
FANG Zhenzhen1, BAI Dongqing1①

 
(1. Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture, College of Fisheries, Tianjin Agricultural University,  

Tianjin  300384; 2. Tianjin Chenhui Modern Technology Limited Company, Tianjin  301800) 

Abstract    A feeding trial was conducted to investigate the effects of dietary curcumin at different 
levels on the growth performance, digestive enzyme activities and antioxidant ability of yellow catfish 
(Pelteobagrus fulvidraco). Juvenile yellow catfish with an initial body weight of (13.17±0.68) g were fed 
with 6 different experimental diets containing curcumin at the concentration of 0 (control), 50, 100, 200, 
400, and 800 mg/kg (namely T1, T2, T3, T4, T5 and T6 respectively) for 60 days. There were 3 replicates 
per group of 40 yellow catfish. The results were described as follows. The specific growth rate (SGR) and 
the survival rate (SR) of fish fed in the control group were significantly lower than those of all treatment 
groups (P<0.05), and the feed conversion ratio (FCR) was higher in T3 and T4 than the control group 
(P<0.05). The lipase activity in the foregut of fish from T3, T4 and T5 was significantly higher than the 
control group (P<0.05). The amylase activity in the foregut of fish from T4 was significantly higher than 
the control group (P<0.05). The level of superoxide dismutase (SOD) was higher in the hepatopancreas of 
fish from T6, in the brain of fish from T5 and in the head kidney of fish from T4 (P<0.05). A significantly 
lower content of malondialdehyde (MDA) was observed in the brain of fish from all treatment groups 
(P<0.05). In T5 and T6, there was a significant increase in the catalase (CAT) activity in the spleen and 
hepatopancreas (P<0.05). The glutathione peroxidase (GSH-PX) activity was enhanced (P<0.05) in the 
fish from T4, in the spleen of fish from T5 and in the mid-kidney of fish from T5, furthermore, it was also 
higher in the serum of fish from all treatment groups compared to the control group (P<0.05). The GSH 
activity in the hepatopancreas of fish from all treatment groups was higher than that in the control group 
(P<0.05). A significantly higher level of nitric oxide was found in the hepatopancreas of fish from T5 and 
in the spleen and serum of fish from T4, compared to all other treatment groups (P<0.05). The results 
indicated that 200 mg/kg curcumin supplemented into the diets could effectively boost the growth 
performance, and enhance the intestinal digestive enzyme activities and the antioxidant ability of juvenile 
yellow catfish. 
Key words    Curcumin; Pelteobagrus fulvidraco; Growth; Digestive activities; Antioxidant ability 
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银鲳(Pampus argenteus)染色体标本制备 

及其核型研究* 

刘  琨 1,2  周丽青 2  李凤辉 2  陈四清 2①   

葛建龙 2  刘长琳 2  施兆鸿 3 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  200090； 

2. 农业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  青岛  266071； 

3. 中国水产科学研究院东海水产研究所  上海  200090) 

摘要    为保护银鲳(Pampus argenteus)种质资源、为遗传育种提供理论基础，本研究在银鲳鳃组织

细胞处于高活性状态下进行染色体标本制备，采用热滴定法制备银鲳染色体标本，并分析其染色体

核型，初步探讨了银鲳的进化程度。实验银鲳为70–80日龄，体长为7–9 cm，设置3个重复组，每组

3尾银鲳。将银鲳暂养于秋水仙素终浓度为0.005%的海水中4 h，剪取鳃组织制备染色体标本。该实

验方法避免了对银鲳离水操作造成的物理伤害，确保银鲳在活力正常的前提下获得实验样本。染色

体核型分析表明，银鲳二倍体染色体数为2n=48，核型为2n=2SM+10ST+36T，其染色体臂数(NF)

为50。未发现与性别相关的异型染色体。其核型符合典型的高位类群鱼类的核型特征。由于研究对

象为未性成熟银鲳幼鱼，无法分辨雌雄，因此，尚不能确定银鲳是否存在异形性染色体，有待性成

熟之后进一步验证。 

关键词    银鲳；鳃组织；染色体；核型 

中图分类号 TS201.4; S917.4  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0064-06 

银鲳(Pampus argenteus)属硬骨鱼纲(Osteichthyes)、

鲈 形 目 (Perciformes) 、 鲳 科 (Stromateidae) 、 鲳 属

(Pampus)，是近海暖水性鱼类，在我国渤海、黄海、

东海和南海等海区皆有分布(尹飞等, 2011; 徐善良等, 

2012; 秦玉等, 20131))。银鲳俗称镜鱼、平鱼或车片

鱼，鱼体呈卵圆形，体形侧扁，体背面与体腹面狭窄，

体长为体高的 1.4–1.6 倍，头长为吻长的 3.8–4.8 倍；

4 鼻孔，口小，上下颌具细小牙一行；体被银白色的

细小圆鳞，易脱落，头部除两颌及吻部外全部被鳞；

背鳍隆起呈镰刀状，臀鳍与背鳍对称且同形(图 1)。

银鲳繁殖期在每年的 5–6 月，受精卵为浮性球形卵。

银鲳具有生长快、个体大、肉质细嫩鲜美等特点，

且有较高的经济价值与营养价值(赵峰等, 2009)，是

我国重要的海洋经济鱼类，但由于过度捕捞和生存

环境受到破坏，其资源量正在逐年下降(李建生等 , 

2014)。目前，国内外对银鲳的研究主要集中在分类、

abc
图章
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资源评估、胚胎发育、繁殖习性和环境胁迫等(刘静

等, 2002; 赵峰等, 2011; 施兆鸿等, 2016; Almatar et al, 
2004)，有关染色体方面的研究还未见报道，仅有淡水

白鲳(Colossoma brachypomum)和卵形鲳鲹(Trachinotus 
ovatus)(白俊杰等, 1988; 舒琥等, 2007)的染色体核型

分析的相关报道。银鲳作为新开发的工厂化养殖品

种，研究其染色体核型对银鲳的遗传、变异、分类、

系统演化和育种等都有重要意义。本研究以银鲳鳃组

织为材料，观察银鲳的染色体及其核型，以期为银鲳

遗传育种的研究提供理论基础。 
 

 
 

图 1  银鲳 
Fig.1  Pampus argenteus 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验于 2016 年 7 月在山东青岛金沙滩水产开发

有限公司进行，所用银鲳为 70–80 日龄，体长范围为

7–9 cm。 

1.2  染色体标本制备 

染色体标本的制备参照半滑舌鳎 (Cynoglossus 
semilaevis)鱼苗染色体标本制备方法(周丽青等, 2005)，

略作修改，将银鲳置于秋水仙素终浓度为 0.005%的

海水中暂养 4 h，设置 3 个平行组，每组 10 尾银鲳。 

每组取 3 尾银鲳，剪取鳃组织，置于 10 ml KCl

溶液(0.0375 mol/L)中，低渗 1 h，再将鳃组织转移至

现配制预冷的卡诺氏(Carnoy)液(甲醇∶冰醋酸=3∶1)

中，每隔 30 min 更换 1 次固定液，重复 3 次。固定鳃

组织 4℃保存过夜，次日将固定的鳃组织用 50%冰醋酸

解离约 10 min，用滴管吹打加速解离，挑去未解离的

鳃组织，吸取解离液采用热滴片法制备染色体标本。

每尾鱼制备 4 张滴片，用 10% Giemsa 染色 40 min，

自来水冲洗，晾干并用 100 倍油镜镜检。 

1.3  核型分析与比较 

染色体核型分析参考波纹唇鱼(Cheilihus uhdulatus) 

的染色体分析方法(周丽青等, 2010)，略作修改。从

制备的滴片中选取轮廓清晰的染色体中期分裂相进

行染色体计数(周丽青等, 2005)，再从中选取染色体

收缩适中且分散最清晰的 10 个中期分裂相进行显微

拍照，经放大打印后，描绘染色体轮廓进行核型分析，

并计算相对长度和臂比。 

相对长度=(实测染色体长度/全部染色体长度总

和)×100； 

臂比=长臂长度/短臂长度； 

求出它们的平均值和标准差，按 Levan 等(1964)

确定的标准进行染色体分类，得出银鲳的染色体核型

公式。 

2  结果 

2.1  银鲳染色体数目的确定 

实验结果显示，通过热滴法制备的 9 尾银鲳的染

色体标本，均观测到了染色体中期分裂相(图 2-a)，未

见有异形性染色体，统计清晰分裂相 120 个，并对银鲳

二倍体中期分裂相进行染色体计数，结果列于表 1。由

表 1 可见，染色体数为 2n=48 占 71.6%，确定染色体

众数为 48。 
 

表 1  银鲳二倍体染色体计数 
Tab.1  Counts of the diploid chromosome in P. argenteus 

染色体数目 Number of chromosome
项目 Items 

≤47 47 48 49 ≥49 总和 Sum

分裂项数目 
Number of metaphase

12 6 86 8 8 120 

所占百分比 
Percentage of  
metaphase (%) 

10.0 5.0 71.6 6.7 6.7 100 

 

2.2  染色体相对长度分析 

银鲳染色体相对长度和臂比值统计结果见表 2。

银鲳所有染色体都为同型染色体(图 2-b)。根据 Levan

等(1964)方法进行染色体分类，1 号染色体臂比值在

1.67–2.90 范围内，属亚中 

部着丝粒染色体；2–6 号染色体臂比值在 3.0–7.0

范围内，属亚端部着丝粒染色体；7–24 号染色体臂

比 值 >7.0 。 因 此 ， 确 认 银 鲳 染 色 体 核 型 为

2n=2SM+10ST+36T，并且部分染色体带有随体。 

3  讨论 

已知的海水鱼类染色体核型研究中，常见的染色 
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图 2  银鲳中期分裂相染色体及核型 
Fig.2  The metaphase chromosome and karyotype of P. argenteus 

a. 具有同型染色体银鲳的中期分裂相染色体；b. 具有同型染色体银鲳的染色体核型 
a. The mataphase chromosomes of P. argenteus with homotypic sex chromosomes; b. The karyotype of  

P. argenteus with homotypic sex chromosome 
 

表 2  银鲳中期分裂相染色体相对长度和臂比值 

(平均值±标准差) 

Tab.2  The relative length and arm ratio of metaphase 
chromosome in P. argenteus (Mean±SD) 

染色体序号 
Number of 

chromosome 

相对长度 
Relative 
length 

臂比值 
Arm ratio 

染色体类型 
Chromosome type

1 2.86±0.07 2.21±0.03 SM 

2 2.70±0.09 5.20±0.04 ST 

3 2.84±0.10 4.41±0.02 ST 

4 2.00±0.04 3.62±0.09 ST 

5 1.88±0.05 5.10±0.06 ST 

6 1.87±0.06 5.10±0.13 ST 

7 1.70±0.32 ∞ T 

8 1.60±0.21 ∞ T 

9 1.24±0.11 ∞ T 

10 1.00±0.12 ∞ T 

11 1.10±0.15 ∞ T 

12 1.11±0.16 ∞ T 

13 1.84±0.09 ∞ T 

14 1.86±0.06 ∞ T 

15 1.74±0.04 ∞ T 

16 1.64±0.13 ∞ T 

17 1.66±0.09 ∞ T 

18 1.60±0.05 ∞ T 

19 1.46±0.07 ∞ T 

20 1.44±0.03 ∞ T 

21 1.30±0.02 ∞ T 

22 1.20±0.06 ∞ T 

23 0.94±0.13 ∞ T 

24 0.72±0.02 ∞ T 

体制备方法有外周血淋巴细胞培养、血细胞培养、鳞

片培养、鳍条再生组织培养、肾细胞培养和胚胎培养

等(马纲, 1996; 杨效文等, 2000)，多以细胞分裂增生

能力较强的器官组织为实验样本制备标本。最常用的

方法是注射植物血凝素(PHA)体内培养肾细胞制片法

(林义浩, 1982; 舒琥等, 2010)，而银鲳的体表细小鳞

片容易脱落，且对外界敏感且反抗激烈，当对其捞取

进行实验操作时，容易受惊吓后剧烈游动、擦伤等导

致体被细小鳞片脱落或体表受伤死亡。因此，向体内

注射 PHA 或秋水仙素等离水实验操作均会对银鲳造

成较大物理伤害，导致银鲳活力低下甚至过早死亡，

不利于制备和获得中期分裂相。因此，常用的染色体

制备方法不适用于银鲳。本研究首先让银鲳在含

0.005%浓度秋水仙素的海水中游泳 4 h，然后直接活

体取鳃组织样本，该方法避免了对银鲳离水实验操作

造成的物理伤害，确保银鲳在活力正常的前提下获得

实验样本。另外，鳃作为鱼的呼吸器官，与水体直接

接触，相比鳍、头肾等其他器官，鳃组织内的血液与

水体的交换率更高，可以更好地发挥秋水仙素的作

用，因此，本研究通过改良秋水仙素处理方式和取材

方法，获得大量染色体形态好且分散好的银鲳中期分

裂相。 

研究鱼类染色体的多样性，对生物进化、变异与

遗传都有重要的参考价值，而且对鱼类的分类、进化

和不同鱼种的相关性也有重要意义，可为鱼类遗传育

种提供细胞遗传学依据(Poltev, 2008)，也为鱼类工厂

化养殖的种质标准评定提供参考。目前，已有核型报
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道的海洋鱼类中，2n=48 的核型数目占 72%，鲈形目

占大多数(朱香萍等, 2007; 赵金良, 2000)，如七带石

斑鱼(Epihephelus septemfasciatus) 2n=48(钟声平等 , 

2010)、卵形鲳 2n=48(舒琥等 , 2007)和波纹唇鱼

2n=48 等(周丽青等, 2010)。本研究结果显示，银鲳染

色体数目 2n=48，这与鲈形目大多数鱼类染色体数目

一致。染色体形态观察确定银鲳染色体核型没有异型

染色体，由于研究对象为 70–80 日龄稚鱼，性腺外观

分辨不出雌雄，体表也看不出性征，因此，尚不能确

定银鲳是否存在异形性染色体，有待性成熟之后再验

证，猜测也有可能银鲳的性别分化仍属于基因水平，

尚未达到染色体水平。核型分析结果为 2n=2SM+ 

10ST+36T，其中，1 对为亚中部着丝粒染色体，5 对

为亚端部着丝粒染色体，18 对为端部着丝粒染色体。

在不同标本的中期分裂相中，同时存在亚中部、亚端

部和端部着丝粒染色体，染色体核型较一般鱼类更为

复杂。同时，在染色体臂比值分析中，同一种染色体

在不同中期分裂相中，染色体的形态差异较大，在一

些分裂相中，染色体长臂相对细长，而在另一些分裂

相中，染色体长臂相对粗短，推测是秋水仙素作用力

度不同导致的，秋水仙素作用力度大的，染色体臂粗

短，染色深；反之，染色体臂细长，染色浅。 

Gosline(1971)将真骨鱼类划分为低位类、中位类

和高位类 3 个演化类群，并在此基础上，日本学者小

岛吉雄(1979)认为，越处于上位类群，染色体数目变

异范围分布越收敛，端部着丝点染色体越多，臂数越

少。由银鲳染色体组型可知，其臂数 NF=50，符合典

型的高位类群鱼类核型特征。从进化角度讲，臂数的

变化是从低位类群到高位类群表现为逐渐升高的趋

势(李康等, 1984)，即中部或亚中部着丝点染色体的

增加代表着进化的趋势，由此可以说明，银鲳染色体

核型是相对进化类型。其具体的进化程度有待进一步

研究。 
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Chromosome Samples Preparation and Karyotype  
Analysis of Pomfret (Pampus argenteus) 

LIU Kun1,2, ZHOU Liqing2, LI Fenghui2, CHEN Siqing2①
,  

GE Jianlong2, LIU Changlin2, SHI Zhaohong3 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  200090;  

2. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries  
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. East China Sea Fisheries Research Institute, 

Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090) 

Abstract    In order to protect the germplasm resources of pomfret (Pampus argenteus) and provide 

some theoretical basis for its genetic breeding, this research was carried out by thermal titration method 

for preparing chromosome specimens of pomfret in living state and analyzed its chromosome karyotype. 

Finally, the evolutionary taxonomy of pomfret had been preliminary discussed. The pomfret involved in 

this experiment were juveniles 7080 days old and their sizes ranged in 7.0–9.0 cm. They were divided 

into three groups, each group of three fishes, and kept in seawater containing 0.005% colchicine for 4 

hours. Then, each group took three individuals, and a part of the gill tissues were sheared for preparing the 

chromosome specimens. The methods in this experiment prevented the pomfret from the physical damage 

caused by the operations off the water and ensured the experimental materials were obtained from pomfret 

with normal vitality. The analysis of chromosome karyotype showed that there were 48 telocentric 

chromosomes in the diploid and their karyotype formulae is 2n = 2SM + 10ST + 36T, namely, there were 

one pair of submetacentric chromosomes (SM) and 5 pairs of acrocentric chromosomes (ST) and 18 pairs 

of telocentric chromosomes (T), and their fundamental number (NF) was 50. There was no visible 

evidence of polyploidy chromosome and sex chromosome. and the karyotype was in accordance with the 

typical characters of karyotype in the higher group of fish evolutionary taxonomy. As the research objects 

were juveniles which had the immature sexual gland, and were unable to distinguish between male and 

female, it is uncertain whether there is a sexual chromosome in pomfret, and it needs to be further studied 

when the gonads are ready. 

Key words    Pampus argenteus; Pectoral gills; Chromosome; Karyotype 
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不同饵料及养殖环境对 

大黄鱼(Larimichthys crocea)形态差异的影响* 

沈伟良 1,2  吴雄飞 1①  申屠基康 1  林淑琴 1 
(1. 宁波市海洋与渔业研究院  宁波  315103；2. 宁波大学  宁波  315211) 

摘要    本研究通过采集不同环境和不同饲料养殖的岱衢洋大黄鱼(Larimichthys crocea)形态数据，

利用聚类分析、主成分分析以及判别分析对 3 组大黄鱼形态差异进行分析。结果显示，不同环境对

大黄鱼体高、尾长存在显著影响，而不同饲料对大黄鱼体高、尾高、尾长、体厚存在显著影响，同

时对 D3–4、D3–6、D4–6、D5–6 框架形态存在显著影响，差异主要集中于躯干前部。表明不同环

境下大黄鱼形态变化可能与流速适应相关，而饵料对体型的影响可能是因为营养组成及物质积累的

不同。聚类分析显示，配合饲料组与深水网箱组形态更接近，而与冰鲜饲料相距较远。通过主成分

分析提取 3 个主成分，其中配合饲料组与深水网箱组在主成分 1 上相近，但在主成分 3 上存在差异，

而冰鲜饲料组在各主成分上均离散，表明小网箱冰鲜饲料养殖大黄鱼形态分离较大，体型一致性低。

利用判别分析，构建 3 种条件下大黄鱼体型判别函数，经交互验证，判别函数与预期无显著差异，

可用于不同养殖模式大黄鱼的形态判别。本研究初步表明，通过改变养殖环境水流、养殖空间大小、

饲料可在一定程度实现养殖大黄鱼形态改良。 

关键词    大黄鱼；形态；饵料；环境；多元分析 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0070-08 

大 黄 鱼 (Larimichthys crocea) 隶 属 鲈 形 目

(Perciformes) 、 石 首 鱼 科 (Sciaenidae) 、 黄 鱼 属

(Larimichthys)，自 20 世纪福建省科技人员率先突破

大黄鱼人工繁殖和育苗技术难关，大黄鱼逐步发展成

为我国海水养殖鱼类主要品种之一，养殖规模和产量

迅猛发展。伴随大黄鱼养殖产量的不断提升，品质问

题日渐成为制约大黄鱼产业发展的重要因素，大黄鱼

的品质研究逐渐成为大黄鱼研究新的热点。学者们就

大黄鱼不同群体(郑炜强等, 2014; 李明云等, 2010)、

不同饵料组分(易新文等, 2013)等对其生长、品质影

响进行了相关研究，但对养殖大黄鱼外在品质集中体

现的形态研究较少，缺乏不同养殖模式及饵料对大黄

鱼形态影响的研究。 

利用聚类分析、主成分分析、判别分析等多元分

析方法开展形态差异研究，已在包括鱼类(林艳红等, 

2010; 邵锋等 , 2008; 庆宁等 , 2007; 廖锐等 , 2009; 

胡海彦等 , 2011; 岳亮等 , 2016)、贝类 (钱荣华等 , 

2003)、甲壳类(王志铮等, 2016)等多个物种中应用，

具有良好的适用性。形态作为物种的外在特征，不仅

是物种鉴别的依据，同时也是生物遗传和生存环境共

同作用的外在表现。在影响鱼类形态的诸多外在因素

中，环境和饵料是两个重要的非遗传因子。因此，本

研究通过对不同养殖模式及饲料对岱衢洋大黄鱼形

态的影响进行研究，以期为仿野生大黄鱼品质养殖技

abc
图章



第 6 期 沈伟良等: 不同饵料及养殖环境对大黄鱼(Larimichthys crocea)形态差异的影响 71 

 

术及不同饲料选择提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验选取浙江象山港湾水产苗种公司繁育的 F2

代岱衢洋大黄鱼，初始规格为(8.5±1.1) g。选择配合

饲料和天然饵料 2 种养殖饲料。配合料由中国海洋

大学麦康森院士团队提供，由七好生物科技有限公

司制造；天然饵料为宁波地区海水鱼养殖常规青占鱼

(Pneumatophorus japonicus)冰鲜料。 

1.2  实验方法 

将实验大黄鱼暂养驯化 3 d 后，进行分组。实验

设置冰鲜饲料组、配合饲料组、深水网箱组 3 个组，

每组设置 3 个平行网箱。其中，冰鲜饲料组设置在象

山西护港大黄鱼养殖区，投喂普通冰鲜饲料，养殖网

箱规格为 5 m×5 m×3.5 m；配合饲料组设置于冰鲜饲

料组同一渔排，投喂配合饲料，养殖网箱规格同为   

5 m×5 m×3.5 m；深水网箱组设置在象山港白石山海

区，投喂普通冰鲜饲料，养殖网箱为直径 12 m 的深

水网箱。3 个组均采用相同养殖管理操作，饲料日投

喂量以鱼群摄食情况做适当调整，并做好日常投喂管

理记录，至翌年 12 月养殖大黄鱼达 22 月龄商品规格，

测定各组大黄鱼形态。 

1.3  形态测定方法 

形态测量选择大黄鱼传统形态学可量性状，包

括：体重、体长、全长、头长、吻长、体高、尾柄长、

尾柄高、体厚作为常规形态参数，测定标准参照

(GB/T18654.3-2008)性状测定部分(图 1)，并测定大黄

鱼形态框架，测量位点见图 2。每组随机取 30 尾鱼

进行测量。使用电子天平测量体重，精确到 0.1 g；

使用普通直尺测量体长及全长，精确到 0.1 cm；用游

标卡尺测量其他数据，精确到 0.01 mm。 

1.4  分析方法 

利用 SPSS 23.0 对测量数据进行分析，采用聚类

分析、主成分分析、判别分析对大黄鱼形态差异进行

分析。由于大黄鱼个体之间存在大小差异，将各鱼所

有形态测量数据除以其体长后进行统计分析。判别准

确率的计算公式为： 

判别准确率 P1=判别正确的尾数/实际尾数 

判别准确率 P2=判别正确的尾数/判别尾数 

综合判别率=
1 1

K K

n n
Ai Bi

 
   

式中，Ai 为第 i 个判别准确的尾数，Bi 为第 i 个
群体的实际尾数，K 为群体数。 

 

 
 

图 1  大黄鱼常规形态测量 
Fig.1  Morphological characters of L. crocea 

AF: 全长 Total length; AE: 体长 Body length; AC: 头长

Head length; AB: 吻长 Snout length; DE: 尾柄长 Caudal 

peduncle length; IJ: 尾柄高 Caudal peduncle width;  

GH: 体高 Body height 
 

 
 

图 2  大黄鱼框架 
Fig.2  The scheme of L. crocea 

1：下颌骨末端；2：吻前沿；3：腹鳍基起点； 

4：背鳍基起点；5：臀鳍基起点；6：背鳍鳍棘基部末端；

7：臀鳍基末端；8：背鳍基末端；9：尾鳍基腹部起点； 

10：尾鳍基背部起点 

1: Mandible end; 2: Snout frontier;  
3: Pelvic fin starting point; 4: Dorsal fin starting point;  

5: Anal fin starting point; 6: Dorsal fin spines ending point;  
7: Anal fin ending point; 8: Dorsal fin ending point; 9: Caudal 
fin ventral starting point; 10: Caudal fin back starting point 

2  结果 

2.1  养殖生长情况 

测量结果显示，配合饲料组平均体重为(406.7± 

65.5) g，平均体长为(28.6±1.2) cm。冰鲜饲料组平均

体重为(435.8± 82.6) g，平均体长为(28.4±1.8) cm。深

水网箱组的平均体重为(428.6±97.9) g，平均体长为

(27.9±1.9) cm。各组生长经方差分析，无显著差异

(P>0.05)。 
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2.2  外形参数方差分析 

通过对测量数据进行方差分析，结果显示，不同

的养殖环境及饲料条件下，岱衢洋大黄鱼在体高、尾

柄长、尾柄高、体厚上存在极显著差异，而形态框架

参数 D4–6、D5–6、D7–8 存在显著差异，在 D3–4、

D3–6 上存在极显著差异(表 1)。各组间差异主要集中

于躯干部及尾部。 

从表 2 可以看出，通过 Duncan 检验，在体高性

状上 3 组间均存在显著差异，深水网箱组体高 大、

冰鲜饲料组次之、配合饲料组 小。在尾长性状上，

深水网箱组尾柄 长，且与其他 2 组存在显著差异。

在尾柄高性状上，冰鲜饲料组尾柄 高，与其他 2 组

存在显著差异。在体厚性状上，配合饲料组 小，与

其他 2 组存在显著差异。在 D3–4、D3–6、D4–6 表征

躯干部前端参数上，配合饲料组与其他 2 组存在显著

差异；而表征躯干末端及尾部形态的 D7–8 参数，深

水网箱组与其他 2 组存在显著差异。 

2.3  聚类分析 

利用 3 组大黄鱼形态参数平均值，以 近邻元素 

法进行聚类分析。结果显示，深水网箱组与配合饲料

组首先聚为一类，而与冰鲜饲料组相距较远(图 3)，

深水网箱组与配合饲料组形态更为接近。 

2.4  主成分分析 

通过对不同饵料组成和养殖环境数据进行主成

分分析(表 3)，获取前 3 个主成分，各主成分贡献率 
 

表 1  大黄鱼形态参数方差分析 
Tab.1  ANOVA of morphological traits of L. crocea 

形态参数 Morphological traits 平均值±标准差 Mean±SD F 值 F value 显著性 Significance

体高体长比 Body height/Body length 0.291±0.019 21.431   0** 

全长体长比 Total length/Body length 1.175±0.047 1.273   0.285 

头长体长比 Head length/Body length 0.233±0.009 2.861   0.063 

吻长体长比 Snout length/Body length 0.088±0.009 2.405   0.096 

尾长体长比 Caudal peduncle length/Body length 0.248±0.012 13.082   0** 

尾长尾高比 Caudal peduncle length/Caudal peduncle width 3.495±0.215 12.248   0** 

体厚体长比 Body thickness/Body length 0.140±0.009 11.919   0** 

D1–2 The scheme  D1–2/Body length 0.144±0.010 0.720   0.490 

D1–3 The scheme  D1–3/Body length 0.171±0.011 0.478   0.622 

D1–4 The scheme  D1–4/Body length 0.282±0.016 0.524   0.594 

D2–3 The scheme  D2–3/Body length 0.307±0.018 0.560   0.573 

D2–4 The scheme  D2–4/Body length 0.297±0.018 1.722   0.185 

D3–4 The scheme  D3–4/Body length 0.273±0.018 7.274   0.001** 

D3–6 The scheme  D3–6/Body length 0.324±0.023 10.052   0** 

D3–5 The scheme  D3–5/Body length 0.413±0.028 0.080   0.924 

D4–6 The scheme  D4–6/Body length 0.178±0.012 4.709   0.011* 

D4–5 The scheme  D4–5/Body length 0.491±0.028 1.028   0.362 

D5–6 The scheme  D5–6/Body length 0.358±0.022 3.222   0.045* 

D5–8 The scheme  D5–8/Body length 0.243±0.016 1.349   0.265 

D5–7 The scheme  D5–7/Body length 0.087±0.009 2.652   0.076 

D6–7 The scheme  D6–7/Body length 0.389±0.025 1.815   0.169 

D7–10 The scheme  D7–10/Body length 0.256±0.017 0.805   0.450 

D7–9 The scheme  D7–9/Body length 0.243±0.017 1.397   0.253 

D7–8 The scheme  D7–8/Body length 0.161±0.011 4.362   0.016* 

D6–8 The scheme  D6–8/Body length 0.471±0.029 0.504   0.606 

D8–9 The scheme  D8–9/Body length 0.141±0.010 0.176   0.839 

D8–10 The scheme  D8–10/Body length 0.103±0.011 0.670   0.514 

D9–10 The scheme  D9–10/Body length 0.097±0.006 2.966   0.057 

*为差异显著(P<0.05)，**为差异极显著(P<0.01) 
* indicated significant difference (P<0.05), ** indicated highly significant difference (P<0.01) 
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表 2  岱衢洋大黄鱼形态多重比较 
Tab.2  Duncan's multiple range test of morphological traits of L. crocea 

Duncan 检验 Duncan's multiple range test 
形态参数  

Morphological traits 配合饲料组 
Formulated dietary group

冰鲜饲料组 
Fresh dietary group 

深水网箱组 
Net-cage group

体高体长比 Body height/Body length 0.277 a 0.292 b 0.304 c 

尾长体长比 Caudal peduncle length/Body length 0.243 a 0.244 a 0.256 b 

尾长尾高比 Caudal peduncle length/Caudal peduncle width 3.544 a 3.355 b 3.585 a 

体厚体长比 Body thickness/Body length 0.134 a 0.141 b 0.144 b 

D3–4 The scheme  D3–4/Body length 0.264 a 0.280 b 0.274 b 

D3–6 The scheme  D3–6/Body length 0.311 a 0.329 b 0.334 b 

D4–6 The scheme  D4–6/Body length 0.173 a 0.179 b 0.182 b 

D5–6 The scheme  D5–6/Body length 0.351 a 0.365 b 0.359 ab 

D7–8 The scheme  D7–8/Body length 0.159 a 0.158 a 0.165 b 

注：同列数据中含有不同的上标字母表示差异显著(P<0.05) 
Note: In the same column, values with different superscripts were significantly different (P<0.05) 
 

 
 

图 3  不同组大黄鱼形态聚类分析 
Fig.3  The cluster analysis of L. crocea in different groups 

 
分别为 51.022%、9.440%、8.419%，累积贡献率为

68.882%，其中，主成分 1 为大黄鱼体型差异的主要

来源。成分矩阵得分表明，主成分 1 主要表征躯干部

位框架形态差异；主成分 2 表征尾部形态变异；主成

分 3 表征体高与体厚形态差异。 

对各组主成分 1 与主成分 2、主成分 1 与主成分

3 绘制散点图(图 4、图 5)。结果显示，不同饲料与不

同养殖条件下，养殖大黄鱼体型呈现不同的分布趋

势。其中，配合饲料组与深水网箱组在主成分 1、主

成分 2 上较为集中，但在主成分 3 上存在分离，表明

二者在体高与体厚上存在较大差异，这与方差分析结

果吻合。而冰鲜饲料组则在 3 个主成分上均呈现一定

的离散性，表明小网箱冰鲜饲料养殖大黄鱼个体间形

态差异较大。 

2.5  判别分析 

将各组大黄鱼群体性状指标进行判别分析，采用

逐步判别法对 27 个形态参数进行判别分析，筛选得

到 7 个对判别贡献较大的参数，分别建立 3 个群体的判

别函数并作图(图 6)，表明函数能较好区分 3 个群体。 

深水网箱大黄鱼： 
Y1=–694.836+1732.071X1+168.065X2+891.577X3–

568.378X4+930.396X5+13.138X6–1542.221X7 

配合饲料大黄鱼： 
Y2=–649.384+1659.057X1+162.308X2+1129.876X3

–683.916X4+858.222X5–48.065X6–1422.479X7 

冰鲜饲料大黄鱼： 
Y3=–636.438+1670.692X1+156.880X2+953.536X3–

567.274X4+748.050X5+92.607X6–1397.701X7 

式中，X1 是体高体长比、X2 是尾长尾高比、X3

是 D2–4、X4 是 D3–6、X5 是 D5–6、X6 是 D6–7、X7

是 D8–10。将大黄鱼测量值代入各判别函数计算 Y 值，

大 Y 值类别即为个体判别类别。 

将本次所有测定个体相关形态参数代入进行预

测分类。判别准确率 P1 为 66.7%–93.3%，P2 为

79.4%–86.9%，综合判别率为 62.5%。经交互验证后

结果无显著差异(P>0.05)，说明上述判别公式可靠且

稳定。 

3  讨论 

形态作为鱼类的一个重要性状，在分类学上具有

重要意义，通过形态差异分析能实现近缘物种或不同

种群的区分。在大黄鱼研究中，已开展基于形态差异

多元分析统计方法研究不同家系、不同养殖群体  

(张雅芝等, 2005)、不同生长阶段(刘贤德等, 2010)、

不同性别(谌微等, 2014)的大黄鱼形态差异，并构建

相应判别函数模型，实现对不同群体的区别。 



74 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

表 3  主成分分析因子成分矩阵及主成分对变异的贡献率 
Tab.3  The component matrix and the contribution of principal components to the total variance in PCA analysis 

形态参数 
Morphological traits 

主成分 1 
Principal component 1

主成分 2 
Principal component 2 

主成分 3 
Principal component 3

体高体长比 Body height/Body length 0.265 –0.292 0.824 

全长体长比 Total length/Body length 0.354 0.131 0.254 

头长体长比 Head length/Body length 0.224 –0.459 –0.381 

吻长体长比 Snout length/Body length 0.121 –0.576 –0.008 

尾长体长比 Caudal peduncle length/Body length 0.165 0.459 0.582 

尾长尾高比 Caudal peduncle length/Caudal peduncle width –0.022 0.777 0.037 

体厚体长比 Body thickness/Body length 0.238 –0.437 0.691 

D1–2 The scheme  D1–2/Body length 0.793 –0.206 –0.103 

D1–3 The scheme  D1–3/Body length 0.647 0.020 –0.205 

D1–4 The scheme  D1–4/Body length 0.922 –0.094 –0.015 

D2–3 The scheme  D2–3/Body length 0.885 –0.096 –0.174 

D2–4 The scheme  D2–4/Body length 0.863 –0.055 –0.287 

D3–4 The scheme  D3–4/Body length 0.855 –0.110 0.341 

D3–6 The scheme  D3–6/Body length 0.823 –0.158 0.396 

D3–5 The scheme  D3–5/Body length 0.845 –0.012 –0.110 

D4–6 The scheme  D4–6/Body length 0.696 –0.220 0.076 

D4–5 The scheme  D4–5/Body length 0.940 –0.120 –0.094 

D5–6 The scheme  D5–6/Body length 0.902 –0.085 0.019 

D5–8 The scheme  D5–8/Body length 0.836 0.026 –0.112 

D5–7 The scheme  D5–7/Body length 0.623 –0.175 –0.299 

D6–7 The scheme  D6–7/Body length 0.891 –0.098 –0.135 

D7–10 The scheme  D7–10/Body length 0.825 0.420 0.034 

D7–9 The scheme  D7–9/Body length 0.806 0.433 0.019 

D7–8 The scheme  D7–8/Body length 0.761 0.124 0.074 

D6–8 The scheme  D6–8/Body length 0.863 0.022 –0.203 

D8–9 The scheme  D8–9/Body length 0.735 0.368 0.029 

D8–10 The scheme  D8–10/Body length 0.637 0.514 –0.013 

D9–10 The scheme  D9–10/Body length 0.854 –0.044 0.124 

贡献率 Contribution rate (%) 51.022 9.440 8.419 

 
 

 
 

图 4  不同组大黄鱼形态主成分 1 与主成分 2 分析 
Fig.4  The morphology analysis of principal component 1 
and principal component 2 of L. crocea in different groups 

 
 

图 5  不同组大黄鱼形态主成分 1 与主成分 3 分析 
Fig.5  The morphology analysis of principal component 1 
and principal component 3 of L. crocea in different groups 



第 6 期 沈伟良等: 不同饵料及养殖环境对大黄鱼(Larimichthys crocea)形态差异的影响 75 

 

 
 

图 6  不同组大黄鱼判别分析 
Fig.6  The discriminant analysis of L. crocea 

 in different groups 
 

表 4  不同组大黄鱼判别分析结果 
Tab.4  The discrimination analysis of L. crocea 

 in different groups (%) 

判断准确率 
Identification  

accuracy 

深水 

网箱组 
Net-cage 

group 

配合 

饲料组 
Formulated 

dietary group 

冰鲜 

饲料组 
Fresh dietary 

group 

判断准确率 P1 90.0 93.3 66.7 

判断准确率 P2 79.4 84.8 86.9 

综合判别率 
Total discriminant 
accuracy 

62.5 

交互验证 Cross validation 

判断准确率 P1 86.6 90.0 76.7 

判断准确率 P2 74.2 81.8 91.3 

综合判别率 
Total discriminant  
accuracy 

61.6 

 
在影响鱼类外部形态的众多非遗传影响因子中，

水环境是极其重要的外部因素，对鱼类形态有着强烈

的影响，因地理隔离形成的不同水环境条件是形成不

同地理种群的重要因素之一。费骥慧等(2012)对不同

高原湖泊中外来物种麦穗鱼(Pseudorasbora parva)的

体型差异进行了研究，结果显示，相同来源的麦穗鱼

会在相对隔离的环境中彼此形成种内形态差异。Haas

等(2010)和 Langerhans 等(2003)的研究表明，水生动

物外部形态的变化影响其游泳能力，且这种形态变异

还受到环境因子的影响。李秀明等(2013)在对中华倒

刺鲃(Spinibarbus sinensis)游泳能力的研究中发现，高

游速组的体高及体高体长比显著大于低游速组，这与

本研究中深水网箱组体高体长比 大的结果相一致。

同时，鱼类外部形态的改变对抵抗水流的游泳能力存

在显著影响。Li 等(2009)对转 GH 基因鲤鱼(Cyprinus 
carpio)与非转基因鲤鱼游泳能力比较证明，尾长、尾

高、尾柄基部长度等性状改变是导致游泳能力出现差

异的主要原因。本研究中与游泳能力相关的尾部形态

特征，如尾长、尾高、尾柄基部长度(D7–8)等也出现

显著差异。由于深水网箱养殖模式与普通网箱养殖模

式不仅在养殖空间、水深等方面存在差异，在流速上

也存在较大差异。而本研究中，大黄鱼多个差异的形

态参数与已报道研究中鱼类游泳能力相关的形态部

位类同，但这些差异是否是个体对流速变化作出适应

仍需进一步研究。 

饵料是鱼类生长发育的物质能量基础，其不同的

营养组成会影响养殖鱼类的生长及外部形态。陈慧等

(2007)、王映等(2016)对不同来源的大黄鱼形态进行

比较研究表明，养殖群体的体高、体厚等躯干参数显

著高于野生群体。这些显著差异是由于 2 个群体在饵

料营养、饱食度、生存压力等方面的不同，使养殖群

体的营养物质积累远多于野生群体。表征个体肥满度

的体高、体厚等躯干形态参数能在一定程度上反应鱼

类生长过程中物质能量的积累状况。本研究中，不同

饵料养殖大黄鱼在体高、体厚、D3–4、D3–6、D5–6

存在显著差异，表明投喂不同类型饵料对养殖大黄鱼

体的物质积累存在影响，这与上述研究的观点一致。

高有领等(2014)对投喂不同类型饵料大黄鱼营养成分

测试结果显示，投喂冰鲜饲料的养殖大黄鱼在全鱼粗

脂肪含量上显著高于投喂配合饲料养殖个体。由于本

研究中所使用的饵料及养殖海区均与高有领等(2014)

相同，因此，饲料不同的营养配比不仅影响养殖个体

的营养组成，也可能因营养代谢的不同而影响养殖大

黄鱼的营养物质积累，使表征个体营养状态的体高、

体厚性状出现差异。 

通过本研究对不同养殖环境和饵料对大黄鱼形

态的影响分析表明，通过改变流速、扩大养殖空间可

影响养殖大黄鱼尾部形态，使其具有更大的尾部体长

占比；使用配合饲料养殖可使养殖大黄鱼体型趋于细

长，更符合消费市场价值取向，但其机理及 适养殖

参数仍需进一步研究确定。 

参  考  文  献 

Chen H, Chen W, Lin GW, et al. The morphological 

characteristics and growth pattern of cage-cultured large 

yellow croaker (Larimichthys crocea) in Guanjing-Yang 

population. Marine Fisheries, 2007, 29(4): 331–336 [陈慧, 

陈武, 林国文, 等. 官井洋种群网箱养殖大黄鱼的形态特

征与生长式型. 海洋渔业, 2007, 29(4) : 331–336] 

Chen W, Wang PP, Xiao SJ, et al. Analysis of morphological 

index system and sexual differences of large yellow croaker 



76 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

(Larimichthys crocea). Journal of Jimei University (Natural 

Science), 2014, 19(6): 401–408 [谌微, 王盼盼, 肖世俊, 

等. 大黄鱼形态指标体系及雌雄差异分析. 集美大学学

报(自然科学版), 2014, 19(6): 401–408] 

Fei JH, Shao XY. Studies on the growth characteristics and 

morphological differences of fish in plateau lakes. 

Oceanologia et Limnologia Sinica, 2012, 43(4): 789–796 

[费骥慧, 邵晓阳. 高原湖泊鱼类生长特性与形态差异研

究. 海洋与湖沼, 2012, 43(4): 789–796] 

Gao YL, Jiang LL, Xu XD, et al. Effects of dietary type on 

nutritional components in whole fish and muscle, body color 

and muscle color in Dai-Ju race large yellow croaker 

(Pseudosciaena crocea). Chinese Journal of Animal 

Nutrition, 2014, 26(8): 1–9 [高有领, 江玲丽, 徐旭栋, 等. 

饵料类型对岱衢族大黄鱼鱼体和肌肉营养成分、体色、

肉色的影响. 动物营养学报, 2014, 26(8): 1–9] 

Haas TC, Blum MJ, Heins DC, et al. Morphological responses of 

a stream fish to water impoundment. Biology Letters, 2010, 

6(6): 803–806 

Hu HY, Di Y, Zhao YF, et al. Comparative study on the 

morphological characteristics of four species of Culter and 

Culterichthys in Lihu Lake. Journal of Yunnan Agricultural 

University (Natural Science), 2011, 26(4): 488– 494[胡海彦, 

狄瑜, 赵永锋, 等. 蠡湖 4 种鲌鱼形态特征的比较研究. 

云南农业大学学报, 2011, 26(4): 488–494] 

Langerhans RB, Layman CA, Langerhans AK et al. Habitat- 

associated morphological divergence in two neotropical fish 

species. Biological Journal of the Linnean Society, 2003, 

80(4): 689–698 

Li D, Hu W, Wang Y, et al. Reduced swimming abilities in 

fast-growing transgenic common carp Cyprinus carpio 

associated with their morphological variations. Journal of 

Fish Biology, 2009, 74(1): 186–197 

Li MY, Hu YZ, Miao L, et al. Studies on the growth 

characteristics and heterosis of genealogies of 

Pseudosciaena crocea. Journal of Fisheries of China, 2010, 

34(6): 859–864 [李明云, 胡玉珍, 苗亮, 等. 岱衢洋和官

井洋大黄鱼自交与杂交子代生长性能及杂交优势分析. 

水产学报, 2010, 34(6): 859–864] 

Li XM, Wang C, Yu LJ, et al. The effects of aerobic exercise 

training on the morphological characteristics of juvenile 

Spinibarbus sinensis. Journal of Southwest University 

(Natural Science), 2013, 35(7): 21–26 [李秀明, 王川, 于丽

娟, 等. 有氧运动训练对中华倒刺鲃幼鱼形态特征的影

响. 西南大学学报(自然科学版), 2013, 35(7): 21–26] 

Liao R, Qu YJ, Gou XW, et al. Morphological variations and 

discrimination of four fish species Chinese bahaba Bahaba 
flavolabiata, large yellow croaker Pseudosciaena crocea, 

Ting’wak Wak tingi and spinyhead croaker Collichthys 
lucidus. Journal of Dalian Fisheries University, 2009, 24(4): 

305–310 [廖锐, 区又君, 勾效伟, 等. 黄唇鱼、大黄鱼、

丁氏 和棘头梅童鱼的形态差异和判别分析. 大连水产

学院学报, 2009, 24(4): 305–310] 

Lin YH, An M, Jiang HB. Study on morphological differences 

among three Schizothorax species. Guizhou Agricultural 

Sciences, 2010, 38(10): 121–126 [林艳红, 安苗, 姜海波. 3

种裂腹鱼的形态差异研究. 贵州农业科学, 2010, 38(10): 

121–126] 

Liu XD, Cai MY, Wang ZY, et al. Correlation analysis of 

morphometric traits and body weight of large yellow 

croaker Pseudosciaena crocea at different growth stage. 

Journal of Tropical Oceanography, 2010, 29(5): 159–163 

[刘贤德, 蔡明夷, 王志勇, 等. 不同生长时期大黄鱼形态

性状与体重的相关性分析. 热带海洋学报, 2010, 29(5): 

159–163] 

Qian RH, Li JL, Dong ZG, et al. Morphological variations 

analysis among populations of Hyriopsis cumingii in five 

large lakes of China. Oceanologia et Limnologia Sinica, 

2003, 34(4): 436–443 [钱荣华, 李家乐, 董志国, 等. 中国

五大湖三角帆蚌形态差异分析. 海洋与湖沼, 2003, 34(4): 

436–443] 

Qing N, Lv FY, Zhao J, et al. Morphological variations and 

geographical differentiations of Pelteobagrus intermedius in 

different drainage systems from the coastal area of western 

south China. Zoological Research, 2007, 28(2): 207–212 [庆

宁, 吕凤义, 赵俊, 等. 华南沿海地区西部入海水系中间

黄颡鱼的形态变异及地理分化. 动物学研究, 2007, 28(2): 

207–212] 

Shao F, Chen XJ, Li G, et al. Morphological variations and 

discriminant analysis of Scomber japonicus and Scomber 
australasicus in the Yellow Sea and East China Sea. Journal 

of Shanghai Fisheries University, 2008, 17(2): 204–209 [邵

锋, 陈新军, 李纲, 等. 东黄海鲐鱼形态差异分析. 上海

水产大学学报, 2008, 17(2): 204–209] 

Wang Y, Ke QZ, Liu JF, et al. Comparison on morphology, scales 

and otolith characteristics between cultured stock and wild 

stock of Larimichthys crocea. Marine Fisheries, 2016, 38(2): 

149–156 [王映, 柯巧珍, 刘家富, 等. 大黄鱼养殖群体和

野生群体形态、鳞片及耳石特征比较. 海洋渔业, 2016, 

38(2): 149–156] 

Wang ZZ, Zhu HJ, Ren SY, et al. Correlation between 

morphological traits and flow velocity of post larva 

marspenaeus japonicus. Oceanologia et Limnologia Sinica, 

2016, 47(2): 360–367 [王志铮, 朱海军, 任夙艺, 等. 日本

囊对虾(Marsupenaeus japonicus)秋繁仔虾形态表型与抗

流性能间的相关性. 海洋与湖沼, 2016, 47(2): 360–367] 

Yi XW, Zhang WB, Mai KS, et al. Effects of dietary fish oil 

replaced with rapeseed oil on the growth, fatty acid 

composition and skin color of large yellow croaker 

(Larimichthys crocea). Journal of Fisheries of China, 2013, 

37(5): 751–760 [易新文, 张文兵, 麦康森, 等. 饲料中菜

籽油替代鱼油对大黄鱼生长、肌肉脂肪酸组成和体色的

影响. 水产学报, 2013, 37(5): 751–760] 

Yue L, Wang XA, Ma AJ, et al. Comparison of the 

morphological traits between male and female individuals of 

Takifugu rubripes. Progress in Fishery Sciences,  2016, 



第 6 期 沈伟良等: 不同饵料及养殖环境对大黄鱼(Larimichthys crocea)形态差异的影响 77 

 

37(1): 30–35 [岳亮, 王新安, 马爱军, 等. 红鳍东方鲀

(Takifugu rubripes)雌、雄个体的形态特征比较. 渔业科学

进展, 2016, 37(1): 30–35] 

Zhang YZ, Wang ZY, Lin LM, et al. Comparative study on 

differences of morphologic characters of seven different 

stocks of the cultured large yellow croakers (Pseudosciaena 
crocea) belonging to the Min-Yuedong tribe in Guanjing- 

yang sea area, Fujian Province. Journal of Jimei University 

(Natural Science), 2005, 10(3): 193–199 [张雅芝, 王志勇, 

林利民, 等. 养殖条件下闽-粤东族大黄鱼不同群体形态

特征的比较研究 . 集美大学学报(自然科学版), 2005, 

10(3): 193–199] 

Zheng WQ, Huang WQ, Han KH, et al. Growth traits of F1 
crossed between wild and selective breeding large yellow 

croaker Larimichthys crocea. Fisheries Science, 2014, 

33(11): 667–673 [郑炜强, 黄伟卿, 韩坤煌, 等. 大黄鱼选

育群体与野生群体杂交 F1 生长性状研究. 水产科学, 

2014, 33(11): 667–673] 
 

(编辑  马璀艳) 
 

The Effects of Different Diets and Culture Environments on the  
Morphological Variations in the Large Yellow Croaker (Larimichthys crocea) 

SHEN Weiliang1,2, WU Xiongfei1①
, SHENTU Jikang1, LIN Shuqin1 

(1. Ningbo Academy of Oceanology and Fishery, Ningbo  315103; 2. Ningbo University, Ningbo  315211) 

Abstract    The morphological character is an important external indicator of the value of a large 
yellow croaker (Larimichthys crocea). Therefore, it has become a hotspot how to improve the 
morphology of the cultured large yellow croaker in the fishery industry. In this paper, we analyzed the 
morphological differences among the large yellow croakers cultivated in different environments and fed 
with different diets. We collected the morphological data of three groups of large yellow croakers, and 
then applied methods such as cluster analysis, principal component analysis and discriminant analysis to 
analyze the data. The results showed that there were significant differences in the body height, the caudal 
peduncle length, the caudal peduncle width and the trunk width between the groups. The environment and 
the diets also had effects on the frame morphology of D3–4, D3–6, D4–6 and D5–6. The morphological 
differences primarily existed in anterior trunk of the fish, which indicated that the morphological changes 
caused by the environment might be associated with the flow velocity. We also speculated that the diet 
might affect the fish morphology due to different nutrition compositions and accumulation. The cluster 
analysis showed that the formula diet group and the net-cage group clustered closer than the fresh diet 
group. Three principal components were extracted by principal component analysis, and it showed that 
the formula diet group and the net-cage group shared similarity in principal component 1, but were 
different in principal component 3. The fresh diet group was discrete on each principal component. This 
finding suggested that the large yellow croaker cultured in the small net cage and fed with fresh diet were 
more diverse in morphology. We also applied discriminant analysis and established the discriminant 
functions of the large yellow croaker under different conditions. The cross validation analysis showed that 
there was no significant difference between the discriminant functions and the expectation, which 
indicated that the discriminant functions could be used in the morphological identification of the large 
yellow croaker cultured in different patterns. Our study suggested that the morphological improvement of 
the large yellow croaker would be achieved to some extent by altering the flow velocity, the size of the 
cultural space and diets. 

Key words    Large yellow croaker Larimichthys crocea; Morphology; Diet; Environment, Multivariate 

analysis 
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中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)和凡纳滨 

对虾(Litopenaeus vannamei)对白斑综合征 

病毒的敏感性比较 

冯亚萍 1,2,3  孔  杰 1,2  罗  坤 1,2  栾  生 1,2  曹宝祥 1,2  刘  宁 1,2 

卢  霞 1,2  曹家旺 1,2,3  王明珠 1,2,3  王  军 1,2,3  孟宪红 1,2① 
(1. 农业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  青岛  266071； 

2. 青岛海洋科学与技术国家实验室  海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  青岛  266071； 

3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    本研究分别对中国对虾野生群体(Wild-Fenneropenaeus chinensis, W-Fc)、中国对虾选育群

体‘黄海 2 号’(Selected-Fenneropenaeus chinensis, S-Fc)和凡纳滨对虾商业一代苗种(Commercial- 

Litopenaeus vannamei, C-Lv)采用单尾定量口饲感染白斑综合征病毒(WSSV)，比较 W-Fc、S-Fc 及

C-Lv 对 WSSV 的敏感性差异。结果显示，感染同等含量 WSSV 后，W-Fc、S-Fc 和 C-Lv 的平均存

活时间分别为(124.11±39.49) h、(166.79±51.54) h 和(136.90±41.99) h，3 组对虾间的平均存活时间存

在显著性差异(P<0.05)。3 组对虾在感染期间的死亡趋势：W-Fc 在 96 h 达到死亡高峰，并且一直持

续到 216 h；S-Fc 和 C-Lv 在 144 h 出现死亡高峰。另外，分别在感染后的 3、6、12、24、36、48、72、

144 h 共 8 个时间点对 3 组对虾进行活体取样，利用实时荧光定量 RT-PCR 技术对其进行了病毒载

量检测，从对虾存活时间和体内肌肉组织病毒载量的角度比较不同对虾抗病性能的差异，结果如下：

48 h 时，W-Fc、S-Fc 和 C-Lv3 对虾体内肌肉组织的病毒载量分别为(1.22×106±6.14×105)、

(7.10×103±7.26×102)和(1.50×104± 4.19×103) copies/ng DNA；144 h 时，3 组对虾体内肌肉组织病毒载

量分别为(8.44×106±1.25×106)、(3.21×106±8.21×105)和(1.49×106±6.59×105) copies/ng DNA。实验结果

显示，3 组对虾对 WSSV 敏感性从高到低依次为中国对虾野生群体、凡纳滨对虾商业苗种、中国对

虾选育群体，表明中国对虾选育群体‘黄海 2 号’在人工感染 WSSV 条件下表现出了良好的抗病

性能。 

关键词    中国对虾；凡纳滨对虾；白斑综合征病毒(WSSV) 

中图分类号 S917.4  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0078-07 

对虾产业是我国海洋渔业的重要组成部分，而病

害问题一直是制约其可持续发展的一个重要因素。白

斑综合征(White spot syndrome, WSS)是造成养殖对虾

死亡的主要病症，其发病速度快，具有极强的破坏性

abc
图章
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(衣启麟等, 2015)，一旦在养殖池内暴发，在 3–10 d

内对虾死亡率会达到 100%，致使全球对虾养殖业遭

受巨大的经济损失(薛晖等, 2010; Cavalli et al, 2008; 

Verbruggen et al, 2016)。对虾患 WSS 后，会出现摄

食减少、空胃；游泳无力，反应迟钝；甲壳上，尤其

是头胸甲处出现 2–3 mm 大小的白色斑点，甲壳易剥

离；体色暗，直至 后体内细胞解体、器官坏死，导

致病虾死亡(魏克强等, 2005; Dutta et al, 2013)。而白

斑综合征病毒(White spot syndrome virus, WSSV)为

水产动物中已知基因组 大的病毒，2009 年被农业

部《一、二、三类动物疫病病种名录》列为水生生物

一类动物疫病病毒(马晓燕等, 2012)。为了了解和控

制疾病的发生，减少经济损失，诸多学者探究 WSSV

的防治措施(闫冬春, 2006)。然而，这些方法都不能

有效控制 WSS的大规模暴发(Verbruggen et al, 2016)。 

研究发现，当对虾种类、感染方式和感染剂量不

同时，对虾的死亡时间存在差别(江世贵等, 2000; 何建国

等 , 1999)。孙成波等(2006)研究发现，凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)和斑节对虾(Penaeus monodon)

在人工注射感染 WSSV 后，其病毒复制的时间和抵

抗力存在明显的差异。Jiang 等(2006)研究发现，中

国 对 虾 (Fenneropenaeus chinensis) 和 日 本 囊 对 虾

(Marsupenaeus japonicus)在 WSSV 人工感染下，日本

囊对虾的存活时间长于中国对虾。张天时等(2010)研

究发现，中国对虾自然感染与人工感染 WSSV，其

部分家系对 WSSV 的抵抗力较强。研究中国对虾与

凡纳滨对虾，以及中国对虾选育群体和野生群体感

染 WSSV 后存活时间及其体内 WSSV 病毒载量变

化；阐明不同对虾种类对 WSSV 抗病力的差异及影

响因素，可为实践中进一步优化选育策略、合理地

选择养殖品种、减少和控制对虾疾病的暴发提供参

考。 

1  材料与方法 

1.1  实验条件 

实验在中国水产科学研究院黄海水产研究所对

虾性状测试车间进行，实验所用玻璃钢圆池容积为

10 m3，实际加水量约为 6 m3，保证 24 h 充气。实验

用水为经砂滤的自然海水，海水盐度为 30±1，实验

期间水温维持在(24±2)℃，实验前，圆池用次氯酸钠

浸泡消毒 12 h 后清洗干净。 

1.2  健康对虾来源 

实验所用中国对虾野生群体是从韩国引进的 

朝鲜半岛西海岸野生群体(W-Fc)；中国对虾选育群体

来自山东青岛海水养殖引种育种中心，为经过连续

10 代人工选育的抗病新品种‘黄海 2 号’(S-Fc)；凡纳

滨对虾群体为购自广州某育苗场的商业一代苗种

(C-Lv)。3 组对虾体长为 5–7 cm，体重为 1.6–2.1 g，

各 600 尾。实验前暂养 3 d，每日投喂 3 次(06:00、

14:00、22:00)配合饲料 (日投饵量占对虾总体重的

3%–5%)，吸污 1 次，换水 1 次(约为 50%)。实验前，

3 组对虾各随机抽取 10 尾对虾，经实时荧光定量

RT-PCR 检测其体内 WSSV 病毒载量，结果均为阴性。 

1.3  WSSV 毒饵的制备 

取甲壳有明显白斑、濒死发病的对虾，经实时荧

光定量 PCR 检测肌肉中 WSSV 拷贝数， 后制成病

毒载量为 107 copies/mg 的毒饵。在充分预冷的组织匀

浆机中搅匀，加入可食用红色素，制成混合均匀、颜

色醒目的毒饵，毒饵制备过程必须在低温环境中快速

进行，–80℃冰箱保存。 

1.4  人工饲喂感染 

对虾各设置 2 个平行组和 1 个对照组(各 200 尾)。

饲喂毒饵前，对虾饥饿处理 6 h，保证其胃肠排空。

分别将不同实验组的对虾捞出，放入单独容器中，将

制备的新鲜 WSSV 毒饵置于冰上，用镊子夹取毒饵

(约 10 mg)轻轻送至对虾口器处，待抱食后的对虾胃

部出现明显的红色，将其放回圆池。对照组饲喂经检

验不含病毒的对虾肌肉。饲喂完毕后，正常投饵、换

水，观察对虾死亡情况，清除 24 h 内死亡的对虾。 

1.5  样品采集及处理 

实验开始后，分别选取 3、6、12、24、36、48、

72、144 h 共 8 个时间点活体取样，用于检测体内肌

肉组织的病毒载量。每组对虾每个时间点取 3 个样品

的肌肉组织并置于–80℃冰箱保存，实验共进行 13 d。 

1.6  WSSV 载量检测方法 

取 8 个时间点的各组对虾肌肉组织按照王伟继

(2008)1)方法进行 DNA 的提取。DNA 经 1%琼脂糖凝

胶电泳，利用凝胶成像系统(BioImaging Systems)检测 
                            

1) Wang WJ. Genetic mapping of the Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis using AFLP markers and commercial traits 
QTL mapping. Doctoral Dissertation of Ocean University of China, 2008, 66–73 [王伟继. 中国对虾(Fenneropenaeus chinensis) 

AFLP 分子标记遗传连锁图谱的构建以及相关性状的 QTL 定位. 中国海洋大学博士研究生学位论文, 2008, 66–73] 
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其完整性，使用超微量紫外分光光度计(Biodropsis 

Bo-2000)测定 DNA 质量及浓度，并将其稀释至 40 ng/μl。

WSSV 载量测定采用 TaqMan 实时荧光定量 PCR 法

(Durand et al, 2002)，目标片段长度为 69 bp，引物及

探针由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。荧光

定量 PCR 反应体系(20 μl)：1×Premix Ex TaqTM (Probe 

qPCR)、正反向引物各 0.25 μmol/L(表 1)、ROX 

Reference DyeⅡ 0.25 μmol/L、探针 0.125 μmol/L、

病毒 DNA 模板 2 μl，灭菌双蒸水补足体积。PCR 反

应程序：95℃预变性 10 s；95℃变性 5 s，60℃退火

及延伸 34 s，共 40 个循环。以本实验室自行制备含

有目的片段的重组质粒 PUCm-T/WSSV69 为标准品，

将 WSSV 标准品进行 10 倍系列梯度稀释，共 7 个梯

度，分别为(1.02×102)–(1.02×108) copies/μl，无菌双蒸

水作为阴性对照，每个稀释度设置 3 个平行，用作阳

性对照及标准曲线的构建。每个 DNA 样品平行检测

3 次，取其平均值作为该样品的 WSSV 载量。 
 

表 1  实验所用引物序列 
Tab.1  Sequences of PCR primers in this study 

引物名称 
Primer name 

引物序列  
Primer sequence 

WSS probe AGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACA

WSS1011F TGGTCCCGTCCTCATCTCAG 

WSS1079R GCTGCCTTGCCGGAAATTA 
 

1.7  数据统计及分析 

从出现第 1 尾对虾死亡开始，每隔 1 h 进行观察，

捞出死亡对虾，记录其死亡时间，装入取样管并放置

于–20℃冰箱中，直至对虾全部死亡。统计感染 WSSV

后每组对虾的平均存活时间，结果表示为平均值±标

准差(Mean±SD)。采用 SPSS 19.0 软件和 Origin 9.0

进行数据统计分析，并用单因素方差分析(One-way 

ANOVA)进行对虾平均存活时间和体内肌肉组织病

毒载量的差异分析。 

2  结果 

2.1  WSSV 感染后对虾存活时间差异的比较 

3 组对虾均在 40 h 后开始出现死亡个体。S-Fc

大存活时间比 C-Lv 长 9 h，比 W-Fc 长 62 h；S-Fc

小存活时间比 C-Lv 长 6 h，比 S-Fc 长 7 h。对照组

无死亡，而 WSSV 感染组的死亡率为 100%。用单因

素方差分析比较同种含量病毒感染下 3 组对虾的平

均存活时间的差异，结果显示，S-Fc、W-Fc 和 C-Lv

两两之间平均存活时间均存在显著性差异(表 2)。 

2.2  WSSV 感染后 3 组对虾各时间段的死亡情况 

WSSV 感染后 3 组对虾各时间段的死亡情况：40 h

前，3 组对虾无死亡；40–48 h，W-Fc、S-Fc 和 C-Lv

组死亡尾数分别为 8、2 和 2 尾；72–96 h，3 组对虾

的死亡尾数分别为 78、39 和 9 尾，W-Fc 死亡数量迅

速上升，S-Fc 上升较慢；96–120 h，W-Fc 先达到

单位时间死亡尾数 大值，为 80 尾；120–144 h，S-Fc

和 C-Lv 同时达到单位时间段死亡尾数 大值，分别

为 96 尾和 89 尾。W-Fc 在 72–168 h 持续保持相对较

高的死亡数量，在 126 h 死亡率 先达到 100%。S-Fc

在 192–216 h 达到死亡尾数的第二高峰。 

2.3  WSSV 感染后 3 组对虾累积死亡率的比较  

实验开始 40 h 内，3 组对虾累积死亡率均为 0。

随着实验的进行，对虾开始逐渐死亡，其累积死亡率

不断增长。W-Fc、S-Fc 和 C-Lv 对虾累积死亡率在

120 h 时分别达到 48.93%、13.62%和 35.34%；168 h

时，分别达到 84.71%、55.53%和 76.19%；分别在 216、

288、264 h 达到 100%。 

2.4  WSSV 感染后 3 组对虾肌肉病毒载量的变化 

W-Fc、S-Fc 和 C-Lv 其体内肌肉组织病毒载量在

3–12 h 均保持较低水平(1.01×103–3.60×103 copies/ng 

DNA)，随后出现病毒增殖高峰期，并伴随死亡高峰 
 

表 2  WSSV 感染后 3 组对虾存活时间  
Tab.2  Survival time of the three groups of shrimps after WSSV infection 

存活时间 Survival time (h) W-Fc S-Fc C-Lv 

大 Max 212 273 264 

小 Min 41 48 42 

平均 Mean 124.11±39.49a 166.79±51.54c 136.90±41.99b 

注：不同的字母表示组间差异显著(P<0.05)；W-Fc 代表中国对虾野生群体，S-Fc 代表中国对虾选育群体，C-Lv 代表

凡纳滨对虾商业苗种，下同 
Note: Different letters indicated significant differences between groups (P<0.05); W-Fc: Wild population of F. chinensis; S-Fc: 

Selective breeding population of F. chinensis; C-Lv: Commercial L. vannamei seed. The same as below 
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图 1  3 组对虾不同时间点的死亡数量 
Fig.1  The number of death of three groups of shrimps  

at different time points 
 

 
 

图 2  WSSV 感染后对虾的累积死亡率 
Fig.2  The cumulative mortality of shrimps after the WSSV 

infection 
 

期；24–36 h, W-Fc 达到(2.12×104±5.24×103) copies/ng 

DNA，S-Fc 和 C-Lv 保持较低水平；至 48 h，3 组分 

别达到 (1.22×106±6.14×105)、 (7.10×103±7.26×102)和

(1.50×104±4.19×103) copies/ng DNA，3 组均有显著性

差异(P＜0.05)，S-Fc 和 C-Lv 两组之间差异不显著(P＞

0.05)；至 72 h，S-Fc 达到(8.71×105±4.80×105) copies/ng 

DNA ， C-Lv 保持在 (1.90×104±2.57×103) copies/ng 

DNA，两组差异显著(P＜0.05)；当 3 组对虾体内肌肉

组织病毒载量均达 106 copies/ng DNA 时，其所用时

间分别为 48、144 和 144 h (表 3)。 

48 h 之前，3 组对虾整体增殖趋势为 W-Fc 增长

快，C-Lv 次之，S-Fc 慢。48–144 h 时，其增殖

趋势是 W-Fc 增长速度 快，S-Fc 增殖速度开始迅速

上升，C-Lv 缓慢上升。 

3  讨论 

在感染对虾的众多病原中，WSSV 的危害 严重

(Bonilla et al, 2007)。研究同种对虾不同品种以及不

同种类对虾对 WSSV 的敏感性关系，对于虾的遗传

选育有重要意义(刘庆慧等, 2005)。现已有中国对虾

和日本囊对虾(盖春蕾等, 2013)、凡纳滨对虾和斑节

对 虾 (Wongtavatchai et al, 2007) 、 日 本 沼 虾

(Macrobrachium nipponensis)和凡纳滨对虾(戚兰等 , 

2003)以及不同家系的中国对虾(董世瑞等, 2015)对疾

病的敏感性差异研究。 

3.1  对虾自身特点 

宿主对 WSSV 的敏感性和抵抗力因种而异，如

WSSV 引起印度对虾(Penaeus indicus)、斑节对虾、

巨掌沼虾(Macrobrachium superbum)100%死亡率的时 

间分别为感染后的 72 h、48 h、5 d 和 8 d，而罗氏沼

虾(Macrobrachium rosenbergii)在注射感染 WSSV 15 d

后没有死亡(Sahul et al, 2000)。李素红等(2007)研究

表明，即使同一种属不同家系之间的中国对虾，对

WSSV 的敏感性也存在较大差异。黄永春等(2013)对

凡纳滨对虾进行 WSSV 感染实验发现，不同家系的 

 
表 3  3 组对虾不同时间病毒载量(copies/ng DNA) 

Tab.3  The viral loads in the three groups of shrimps at different time points (copies/ng DNA) 

时间 Time (h) W-Fc S-Fc C-Lv 

3 1.96×103±5.27×101 ab  1.17×103±6.65×102 b 2.33×103±5.21×102 a 

6 1.01×103±1.74×102 b  2.26×103±8.17×102 a 1.20×103±6.49×101 b 

12 1.55×103±2.51×102 b 3.60×103±8.16×102 a 2.04×103±1.96×102 b 

24 1.82×104±1.51×103 a 9.42×102±3.98×102 b 6.55×103±3.09×103 ab 

36 2.12×104±5.24×103 a  3.39×103±2.12×102 b 5.04×103±1.79×103 b 

48 1.22×106±6.14×105 a  7.10×103±7.26×102 b 1.50×104±4.19×103 b 

72 2.82×106±7.93×105 a  8.71×105±4.80×105 b 1.90×104±2.57×103 c 

144 8.44×106±1.25×106 a  3.21×106±8.21×105 a 1.49×106±6.59×105 b 
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图 3  WSSV 感染后对虾肌肉病毒载量变化 
Fig.3  Changes in the viral loads in the muscle of the three 

groups of shrimps after WSSV infection 

 
对虾对 WSSV 的抗性不同。本研究比较了中国对虾

和凡纳滨对虾以及中国对虾人工选育群体与野生群

体之间对 WSSV 的敏感性，其在平均存活时间、累积

死亡率和对虾体内病毒载量方面均存在显著差异。 

3.2  抗病选育效果 

20 世纪 90 年代前，我国北方对虾养殖主要品种

是中国对虾。2001 年后，由于凡纳滨对虾性状优良，

在我国沿海养殖规模迅速扩大，成为我国对虾养殖的

绝对优势种(黄永春等, 2013)。本研究中，中国对虾

野生群体与凡纳滨对虾商业苗种相比较，平均存活时

间短(表 2)、各时间点累积死亡率高(图 2)，并且随着

实验时间的延长其体内病毒载量增殖的速度加快(图

3)，从抗 WSSV 性能角度揭示了凡纳滨对虾之所以能

够替代中国对虾成为绝对优势种的原因。但本研究

中，凡纳滨对虾商业苗种与中国对虾‘黄海 2号’相比，

其对 WSSV 的耐受力较差，可能是由于种源受控：

一代苗种泰国正大对虾、美国迈阿密 SIS 对虾等质量

参差不齐，土苗冒充一代苗种等原因导致。而中国对

虾‘黄海 2号’是采用群体、家系与多性状复合育种技

术，经 10 代连续培育出的中国对虾养殖新品种(品种

登记号：GS01-002-2008)，其表现出明显的抗病性，

能有效阻止 WSSV 的感染规模以及感染进程，应用

于实际生产中，能够在一定程度上缓解和控制 WSSV

疾病的发生，减少养殖户的经济损失 (逄锦菲等 , 

2013)。中国对虾‘黄海 2 号’已在我国山东、天津、 

河北、江苏等沿海省市推广应用，为我国对虾养殖业

带来了良好的社会效益和经济效益(孔杰等, 2012)。

在等量 WSSV 感染下，中国对虾选育群体‘黄海 2号’

比中国对虾野生群体平均存活时间长，并且随着实验

的进行对虾体内病毒增殖相对缓慢，在一定程度上说

明中国对虾的选育工作取得了一定的进步和成果，也

符合了其具有明显抗病性的结论。通过抗病良种选

育，可提高对虾的免疫机能和抗病能力，是有效预防

对虾白斑病的重要措施之一(纪荣兴等, 2008)。 

3.3  免疫机制 

对虾属于无脊椎动物，没有后天的获得性免疫反

应(Adaptive immune response)，它对病原体的免疫力

依赖于其先天免疫系统(Innate immune system)，这个

免疫系统包括一系列的体液和细胞免疫因子(Li et al, 
2013)。戚兰等(2003)对日本沼虾和凡纳滨对虾体液防

御系统中重要免疫因子比较研究，发现凡纳滨对虾肌

肉溶菌酶活性、血液中的酸性磷酸酶(ACP)和碱性磷

酸酶(ALP)活性均高于日本沼虾，说明凡纳滨对虾的

溶菌酶和溶酶体酶的免疫功能比日本沼虾强；日本沼

虾的超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活性

高于凡纳滨对虾，说明日本沼虾的抗氧化酶活力比凡

纳滨对虾强。Jiang(2010)通过对中国对虾和日本囊对

虾在感染等量 WSSV 的情况下分析其免疫因子变化，

得出日本囊对虾抗 WSSV 的免疫系统强于中国对虾。

这些研究表明，不同种类的对虾在免疫机制上存在差

异，但关于中国对虾和凡纳滨对虾在 WSSV 感染下免

疫因子变化的差异，还需要进一步研究。 

本研究中国对虾选育群体‘黄海 2号’在人工感染

WSSV 条件下表现出良好的抗病性能。表明通过抗病

选育获得对虾新品种是防治 WSS 的一个有效途径，

新品种的推广和应用大大缓解了 WSS 疾病的危害。 
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The Comparison of the Sensitivity to the White Spot Syndrome Virus 
Between Fenneropenaeus chinensis and Litopenaeus vannamei 

FENG Yaping1,2,3, KONG Jie1,2, LUO Kun1,2, LUAN Sheng1,2, CAO Baoxiang1,2, LIU Ning1,2,  
LU Xia1,2, CAO Jiawang1,2,3, WANG Mingzhu1,2,3, WANG Jun1,2,3, MENG Xianhong1,2①

 
(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 

Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266071;  
3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In the present study, we applied the quantitative feeding method to compare the sensitivity 

to WSSV infection of shrimp species including Wild Fenneropenaeus chinensis (W-Fc), Selected 

Fenneropenaeus chinensis (S-Fc) and Commercial Litopenaeus vannamei (C-Lv). We found that the 

average survival time after being fed with equal amount of WSSV-loaded baits was (124.11±39.49) h, 

(166.79±51.54) h and (136.90±41.99) h for W-Fc, S-Fc and C-Lv respectively, which were significantly 

different among the three groups (P<0.05). The death peak of W-Fc appeared at 96 h after infection and 

continued to 216 h, and the death peaks of C-Lv and S-Fc occurred at 144 h after infection. The quantity 

of virus in muscles of living shrimp samples was examined with absolute quantitative PCR at eight time 

points (3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h, and 144 h). The virus loads in W-Fc, S-Fc, and C-Lv at 48 h 

were (1.22×106±6.14×105), (7.10×103±7.26×102), and (1.50×104± 4.19×103) copies/ng DNA respectively. 

At 144 h, the virus loads in the three groups of shrimps were (8.44×106±1.25×106), (3.21×106±8.21×105), 

and (1.49×106±6.59×105) copies/ng DNA respectively. These results indicated that W-Fc was more 

sensitive to WSSV, and that S-Fc had higher resistance to WSSV. It suggested that S-Fc and C-Lv had 

different sensitivity to WSSV infection and thus might have distinct immune mechanisms against WSSV. 

S-Fc showed higher resistance to WSSV, implying that the resistance to WSSV was well improved in 

“Huanghai No.2” through long-term artificial selection. Therefore, an effective way to prevent and treat 

WSSV is selective breeding, which could greatly reduce the damage of WSSV disease. 

Key words    Fenneropenaeus chinensis; Litopenaeus vannamei; White spot syndrome virus (WSSV) 
 

 
                            

① Corresponding author: MENG Xianhong, E-mail: mengxianhong@ysfri.ac.cn 



第 38 卷    第 6 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.38, No.6 

2 0 1 7 年 1 2 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Dec., 2017 

                            

* 农业部公益性行业专项子项目(201303053)和福建省中青年教师教育科研项目(JA15284)共同资助[This work was 
supported by Special Fund for Agro-Scientific Research in the Public Interest (201303053), and Young and Middle-Aged 
Teachers Education Scientific Research Project of Fujian Province (JA15284)]. 李晓丽，E-mail: 1529194059@qq.com 

① 通讯作者：张春晓，副教授，E-mail: cxzhang@jmu.edu.cn  

收稿日期: 2016-06-02, 收修改稿日期: 2016-08-03 
 

 

DOI: 10.11758/yykxjz.20160602001 http://www.yykxjz.cn/ 

低鱼粉饲料中添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨 

对虾非特异性免疫力和抗氧化能力的影响* 

李晓丽  王  玲  宋  凯  鲁康乐  张春晓①  袁香丽 
(集美大学农业部东海海水健康养殖重点实验室  厦门市饲料检测与安全评价重点实验室  厦门  361021) 

摘要    以鱼粉水平为 30%的饲料为高鱼粉饲料对照组，以豆粕替代高鱼粉饲料中 50%鱼粉形成

低鱼粉基础饲料，低鱼粉基础饲料添加 0、0.5%、1.0%、1.5%和 2.0%低分子水解鱼蛋白，配制        

6 种实验饲料，对初始体重为(0.44±0.02) g 的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)幼虾进行 48 d 的养

殖实验。实验结束后采集样品，测定肝胰腺酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、总超氧化物歧

化酶(T-SOD)活力和丙二醛(MDA)含量，并分析肠道先天免疫缺陷基因(IMD)、对虾素 3a 分子

(Penaiedin 3a)、溶菌酶(LZM)和 Crustin 相关免疫基因的表达量，以探讨低分子水解鱼蛋白对凡纳滨

对虾非特异性免疫力和抗氧化能力的影响。结果显示，在低鱼粉饲料中添加适宜水平的低分子水解

鱼蛋白能够显著提高对虾肝胰腺 T-SOD、AKP 和 ACP 的活力，降低 MDA 的含量；且 1.5%低分子

水解鱼蛋白能增加 IMD、Penaiedin 3a、LZM 和 Crustin 基因表达量。综上，凡纳滨对虾非特异免疫

力和抗氧化能力的降低可能是影响植物蛋白源替代鱼粉的关键原因之一，而在饲料中补充

1.0%–1.5%的低分子水解鱼蛋白可有效提高凡纳滨对虾抗病相关基因的表达量，增强其非特异免疫

力和抗氧化能力。 

关键词    凡纳滨对虾；鱼粉替代；水解鱼蛋白；非特异免疫；抗病基因 

中图分类号 S963.71   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0085-07 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)俗称南美白

对虾，是目前世界养殖产量 高的三大虾种之一，具

有抗逆性强、营养要求低、生长速度快、含肉量大等

优点(储霞玲等, 2008)。然而，在集约化养殖过程中，

密度高、水交换差及环境不稳定等因素，往往引起虾

体的应激反应，使其抗氧化能力受损、免疫力下降，

导致疾病频发、生长缓慢。各种水产药物的广泛应用

引发了社会对养殖对虾食品安全的忧虑，通过营养调

控来提高凡纳滨对虾的抗氧化和免疫能力进而提高

虾的产量和品质已成为研究的热点。 

低分子水解鱼蛋白是一类富含低分子蛋白的寡

肽，比高分子物质更易被肠道上皮细胞吸收。林启存

等(2010)研究证明，由 2–6 个氨基酸组成的小肽具有

重要的生物学活性，作为促进生长、增强免疫力的营

养性添加剂广泛用于畜禽养殖。研究表明，在饲料中

添加水解鱼蛋白能提高鱼类的生长、免疫力和对病原

的抵抗力(Liang et al, 2006; Tang et al, 2008; Khosravi 

et al, 2015; 牟玉超等, 2016)。Nazeer 等(2012)也证实

从红牙鱼(Otolithes ruber)肌肉中提取和制备的水解

鱼蛋白在体内外均具有抗氧化活性。 

近年来，由于海洋渔业资源的减少和水产养殖的

快速发展，导致鱼粉的供应量锐减，而需求量猛增，

鱼粉价格飙升，使得养殖成本明显增加，给饲料生产

企业和养殖业带来了巨大压力和挑战。因此，亟需寻

abc
图章
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找替代鱼粉的蛋白资源或技术方案。植物蛋白源因价 

格低廉且供应稳定，备受研究者关注。但目前的研究

表明，饲料中含有较高的植物蛋白会导致水产动物生

长缓慢、饲料利用率差、免疫力下降等(Francis et al, 
2001; Opstvedt et al, 2003)。其原因，一方面是植物蛋

白含抗营养因子、缺乏某些小分子物质，影响了鱼类

健康(Rahman et al, 2010; Bulbul et al, 2015; Chiu et al, 
2016)，另一个可能的重要因素是植物蛋白在消化过

程中低分子肽的释放量和比例与鱼粉明显不同

(Aksnes et al, 2006)，影响了动物对蛋白质的吸收。本

研究在高豆粕饲料中添加不同水平的小分子水解鱼蛋

白，研究其对凡纳滨对虾抗氧化以及相关免疫基因的影

响，为对虾配合饲料替代蛋白源研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  低分子水解鱼蛋白制备 

将新鲜的沙丁鱼 (Sardina melanostictus)清洗干

净，经组织捣碎机(Retsch GM200)捣碎成糜浆。将糜浆

按 1︰4 的比例加入双蒸水，并用 1.2 mol/L 的 NaOH

调至 pH 为 7.5。然后按糜浆重量的 0.4%加入木瓜蛋

白酶(80 万 U/g)和胰酶(4000 U/g)(江苏南宁庞博生物

工程有限公司)(比例为 3︰1)，在恒温磁力搅拌水浴锅

里 55℃水解 8 h。反应结束后，95℃灭活 15 min，反

应液 5000 r/min 离心 40 min，酶解液经 200、1000 Da

超滤膜堆装置(世达膜-001A)进行超滤，制成小肽滤

液。滤液在真空冷冻干燥机中浓缩冻干、备用。制备

的低分子水解鱼蛋白产品采用高效液相色谱仪

(HPLC)测得水解鱼蛋白组分(郑珂珂等, 2011)(表 1)。 

1.2  实验饲料 

以鱼粉和豆粕为主要蛋白源，鱼油、豆油和大豆

磷脂为脂肪源，小麦面粉为主要糖源，并补充无机盐

和维生素等配制基础饲料。以 30%鱼粉饲料为高鱼粉

对照组，以植物蛋白替代高鱼粉饲料中 50%的鱼粉蛋

白配制低鱼粉基础饲料，向低鱼粉基础饲料中分别添

加 0、0.5%、1.0%、1.5%和 2.0%低分子水解鱼蛋白，

共配制成 6 种实验饲料(表 2)。 

各种实验饲料原料经粉碎，过 80 目筛网，按配

比称量后逐级混合均匀，然后加入适量的水揉匀，经

双螺杆制粒机(CD4×1TS 多功能催化剂成形机)加工

成 1.5 mm×2 mm 的颗粒状饲料，并在 60℃烘干至饲

料水分含量约 12%，于–20℃冰箱保存备用。 

1.3  实验对虾及饲养管理 

实验所用凡纳滨对虾购于福建省漳州市正大集

团育苗场。养殖实验在集美大学水产实验场中进行。

正式实验前，凡纳滨对虾暂养于 2 个 1000 L 的水族

箱中，以实验低鱼粉基础饲料投喂 2 周，待其适应实

验饲料后，禁食 24 h，然后选择健康、体重为

(0.44±0.02) g 的幼虾，随机放入 24 个实验桶(约 120 L

水体)中，每桶放养 30 尾虾。正式实验期间，每种饲

料投喂 4 个养殖桶，且每天饱食投喂 3 次(08:00、14:00

和 18:00)，实验持续 48 d。实验期间，每天清除残饵

和粪便，记录摄食量和对虾健康状况。实验用水为经

砂滤后的天然海水，盐度为 20–23，养殖全程不间断

充气。实验期间水温为 25–28℃，pH 为 7.9–8.2，溶

解氧约为 6 mg/L。每天排污 1 次，每次换水占总水量

约 10%。 

实验结束时，将实验虾禁食 24 h，以丁香油(1︰

10000)麻醉。分别从每桶随机抽取 10 尾实验虾，经

麻醉后取肝胰腺和肠道于液氮速冻，放入–80℃冰箱

保存。 

1.4  样品分析与测定方法 

1.4.1  常规成分分析    采用凯氏定氮法测定饲料

粗蛋白含量；采用索氏抽提法，以乙醚为抽提剂测定

饲料粗脂肪含量；将饲料样品在烘箱里烘(105℃) 6 h

后测得样品水分含量。 

1.4.2  非特异免疫和抗氧化指标测定     丙二醛

(MDA)含量，总超氧化物歧化酶(T-SOD)、碱性磷酸

酶(AKP)和酸性磷酸酶(ACP)的酶活力均采用南京建

成生物工程研究所的试剂盒测定。 

1.4.3  RNA 提取和实时荧光定量 PCR    用全自动

研磨仪将 50–100 mg 肠道组织研磨至无大血块，用

Trizol(Invitrogen, 美国)提取总 RNA。用氯仿抽提，

异丙醇沉淀 RNA，再用 75%的乙醇洗涤 2 次， 后用

无菌水溶解 RNA。用 NanoDrop 2000 分光光度计检测

RNA 纯度和浓度。用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳鉴定其

完整性。以 Thermo Scientific Revert Aid First-Strand 

Synthesis System (Invitrogen, 美国)试剂盒合成 cDNA。 

实时荧光定量 PCR 采用 20 μl 体系：上下游引物 
 

表 1  低分子水解鱼蛋白的分子量分布 
Tab.1  Molecular weight of low-molecular-weight fish hydrolysate 

分子量 Molecular weight (Da) <200 200–500 500–1000 1000–1500 1500–2000 >2000 

含量 Content (%) 24.10 68.71 4.02 2.92 0.25 0.00 
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表 2  实验饲料配方及营养组成(以干物质为基础%) 
Tab.2  Formulation and the proximate chemical composition of the experimental diets (Dry-matter basis %) 

原料 Ingredients HFM LFM0 LFM0.5 LFM1.0 LFM1.5 LFM2.0 

鱼粉 Fish meal 30.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 

豆粕 Soybean meal 25.00 47.00 47.00 47.00 47.00 47.00 

鱿鱼膏 Squid visceral paste 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

虾粉 Shrimp meal 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 

低分子水解鱼蛋白 
Low-molecular-weight fish hydrolysate 

0.00 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 

小麦粉 Wheat flour 31.00 22.30 21.80 21.30 20.80 20.30 

鱼油 Fish oil 1.00 2.20 2.20 2.20 2.20 2.20 

大豆油 Soybean oil 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

大豆磷脂 Soybean lecithin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

氯化胆碱 Choline chloride 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

磷酸二氢钙 Monocalcium phosphate 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 

矿物质混合物 Mineral premixa 0.05 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

维生素混合物 Vitamin premix 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 

维生素 C 磷酸酯 L-ascorbate-2-phosphate 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 

防霉剂 Mold inhibitor 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 

海藻酸钠 Sodium alginate 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

氨基酸混合物 Amino acid mixtureb 0.00 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

乙氧喹啉 Ethoxyquin  0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

主要成分 Proximate composition       

水分 Moisture 12.97 13.46 11.78 11.35 11.26 12.27 

粗蛋白 Crude protein 44.44 44.49 43.68 45.74 45.37 45.56 

粗脂肪 Crude lipid 7.59 7.56 7.55 7.55 7.54 7.54 

注：a：以占每千克饲料重为标准，含有 Mg 233.3 mg、Zn 92.8 mg、Se 40 mg、I 20 mg、Mn 220.1 mg 和 Cu 128 mg；

b：以占总氨基酸量的百分比为标准，赖氨酸占 50%、蛋氨酸 30%、苏氨酸 20%。所有氨基酸为晶体氨基酸 

Notes：a: Provided per kg of feed, Magnesium 233.3 mg, Zinc 92.8 mg, Selenium 40 mg, Iodine 20 mg, Manganese 220.1 
mg, and Copper 128 mg; b: Provided as percentage of total amino acids, Lysine 50%, Methionine 30%, Threonine 20%. All 
amino acids were crystal amino acids 

 

各 1 μl，稀释的 cDNA 模板溶液 9 μl，AceQ® qPCR 

SYBR® Master 混合物 10 μl。程序为 95℃ 10 min 预

变性；95℃ 15 s，60℃ 15 s，60℃ 60 s，共 40 个循

环。基因表达结果采用相对表达量的形式，以 2–ΔΔCt

法进行计算。凡纳滨对虾免疫基因、内参基因 β-actin

引物序列参考张盛静等(2015)(表 3)。 

1.4.4  统计方法    采用 SPSS 17.0 对所得数据进行 

方差分析，若差异达显著性水平 P<0.05，则进行

Duncan 氏多重比较。 

2  结果 

2.1  饲料添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨对虾肝胰

腺非特异免疫和抗氧化指标的影响 

饲料中添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨对虾肝胰 

腺非特异性免疫和抗氧化指标的影响见表 4。由表 4 可

知，凡纳滨对虾 T-SOD 的活力在低分子肽添加组

(LFM0.5、LFM1.0、LFM1.5 和 LFM2.0)显著高于低

鱼粉基础组(LFM0)(P<0.05)，而在低分子水解鱼蛋白

添加组中，LFM1.0 组的活力 高，显著高于其他组，

但与高鱼粉组(HFM)差异不显著(P>0.05)。当低分子

水解鱼蛋白的添加量高于 1.0%时，T-SOD 的活力显

著降低(P<0.05)。对虾肝胰腺 MDA 含量在 LFM0 组

高，但与 HFM 和 LFM0.5 组差异不显著(P>0.05)，

当低分子肽的添加量在 1.0%–2.0%之间时，MDA 含

量显著低于其他组(P<0.05)。对虾肝胰腺 AKP 活力在

LFM1.0 组 高，显著高于 HFM、LFM0 和 LFM2.0

组(P<0.05)，其中 HFM、LFM1.5 和 LFM2.0 组活力

差异不显著。对虾肝胰腺 ACP 活力在 LFM1.0 组

高，与 LFM0.5 组差异不显著(P>0.05)，但显著高于

HFM 和 LFM0 组(P<0.05)，当低分子水解鱼蛋白的添

加量高于 1.0%时，ACP 活力显著降低。 
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表 3  凡纳滨对虾非特异免疫基因引物(张盛静等, 2015) 
Tab.3  Primers for genes of nonspecific immunity of L.vannamei(Zhang et al, 2015) 

基因 Gene 
正向引物  

Forward primer(5–3) 
反向引物  

Reverse primer(5–3) 
退火温度  

Annealing temperature (℃)

IMD ATACATCCTGCCGTTGCCGA CCGAGATGGGTTCCCTTGTT 60 

Penaiedin 3a CACCCTTCGTGAGACCTTTG AATATCCCTTTCCCACGTGAC 60 

LZM TGTTCCGATCTGATGTCC GCTGTTGTAAGCCACCC 60 

Crustin GAGGGTCAAGCCTACTGCTG ACTTATCGAGGCCAGCACAC 60 

-actin GAGCAACACGGAGTTCGTTGT CATCACCAACTGGGACGACATGGA 60 

 
表 4  饲料添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨对虾肝胰腺非特异免疫和抗氧化指标的影响 

Tab.4  Effects of dietary low-molecular-weight fish hydrolysate on nonspecific immunity and  
antioxidant indices of L.vannamei hepatopancreas 

指标 Indices HFM LFM0 LFM0.5 LFM1.0 LFM1.5 LFM2.0 

总超氧化物歧化酶 
T-SOD (U/mg prot) 

5.47±0.35ab 3.19±0.09d 4.51±0.00c 5.93±0.13a 5.12±0.15b 4.47±0.31c

丙二醛 MDA (nmol/mg) 1.93±0.07bc 2.09±0.05c 2.04±0.10c 1.67±0.08a 1.70±0.06a 1.82±0.03ab

碱性磷酸酶 
AKP (U/g prot) 

234.16±1.13b 265.26±14.75b 323.92±8.91a 344.08±4.31a 333.52±23.81a 245.05±21.12b

酸性磷酸酶 ACP (U/g prot) 348.24±30.72d 406.19±3.58cd 532.65±12.63ab 578.35±24.23a 461.94±21.16bc 349.05±41.60d

注：不同字母表示差异显著(P<0.05) 
Note: Different letters denoted significant differences (P<0.05) 
 

2.2  凡纳滨对虾肠道 IMD、Penaiedin 3a、LZM 和

Crustin mRNA 的相对表达量 

凡纳滨对虾肠道 IMD mRNA 的相对表达量在

LFM1.5 组 高，显著高于 LFM2.0 组的表达量(P< 

0.05)，其他各组的表达量差异不显著(P>0.05)(图 1)。

对虾肠道 Penaiedin 3a mRNA 的相对表达量在 LFM1.0

组 高，显著高于 LFM2.0 组(P<0.05)，其他各组间

差异不显著(P>0.05)(图 1)。对虾肠道 LZM mRNA 的

相对表达量在低鱼粉基础组(LFM0)和低分子肽添加

高组(LFM2.0) 低，但各组间差异不显著(P>0.05) 

(图 1)。LFM1.0 和 LFM1.5 组对虾肠道 Custin mRNA

的相对表达量显著高于 LFM0 组(P<0.05)，其他各组

间差异不显著(P>0.05)(图 1)。 

3  讨论 

3.1  饲料中添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨对虾非

特异免疫力和抗氧化能力的影响 

蛋白水解物具有抗氧化、降血压、调节脂肪代谢

以及增强免疫等多种生物学功能，这主要依赖于其所

含的生物活性肽(王新星等, 2012; Bui et al, 2014)。通

过刺激淋巴细胞的增殖、增强自然杀伤细胞的活性和

调节抗体合成和细胞因子也证实水解鱼蛋白具有免

疫刺激和抗菌的作用(Fitzgerald et al, 2006; Hartmann 

 
 

图 1  凡纳滨对虾肠道 IMD、Penaiedin 3a、LZM 和 

Crustin mRNA 的相对表达量 
Fig.1  Relative expression of IMD, Penaiedin 3a, LZM and 

Crustin mRNA in the intestine of L.vannamei 

不同字母表示差异显著(P<0.05) 
Different letters denoted significant differences (P<0.05) 

 
et al, 2007)。在饲料中添加水解鱼蛋白能够提高鱼类

SOD 等抗氧化酶的活力以及溶菌酶、呼吸爆发、血

清补体、免疫球蛋白等为标志的非特异免疫力(Liang 

et al, 2006; Tang et al, 2008; Khosravi et al, 2015)。本

研究发现，在饲料中添加低分子水解鱼蛋白可显著提

高凡纳滨对虾肝胰腺中 T-SOD 的活力，并且 LFM1.0 
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组与 HFM 组 T-SOD 的活力差异不显著。T-SOD 是一

种抗氧化酶，在清除自由基、防御机体衰老及防止生

物分子损伤等方面具有极为重要的作用 (张明等 , 

2004)。Nazeer 等(2012)制备并分析了红牙鱼肌肉的水

解鱼蛋白，发现体内外的抗氧化性与氨基酸序列

Lys-Thr-Phe-Cys-Gly-Arg-His (861.6 Da)有关。滕玉清

等(2011)认为，水解鱼蛋白分解生成的某些游离氨基

酸可能是 SOD 的催化酶，可使 SOD 酶活性升高，清

除对虾体内过多的自由基，平衡代谢，提高免疫力。

由于生物有机体通过酶系统与非酶系统产生氧自由

基，后者能攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，引发脂

质过氧化作用，并因此形成脂质过氧化物，如醛基

(MDA)、酮基、羟基和羰基等，这些产物能引起细胞

损伤，甚至凋亡。因而组织 MDA 的含量常常可反映

机体内脂质过氧化的程度，间接地反映出细胞损伤的

程度。本研究结果显示，当低分子肽的添加水平在

1.0%–2.0%时，能显著降低对虾肝胰腺中 MDA 的含

量。综上所述，在饲料中添加低分子水解鱼蛋白能清

除对虾肝胰腺过多的自由基，提高抗氧化能力。 

AKP 和 ACP 是巨噬细胞溶酶体的标志酶，在对

虾免疫体系中是衡量机体免疫机能和健康状况的重

要指标，这两种酶能催化磷酸单脂水解，在酸性和碱

性条件下水解磷酸苯二钠，释放酚和磷酸，在体内直

接参与磷酸基团的转移和代谢(刘树青等, 1999)。低鱼

粉饲料 1.0%水解物添加组(LFM1.0)中，对虾肝胰腺

AKP 和 ACP 的活力显著高于高鱼粉组(HFM)、低鱼粉

基础组(LFM0)和 2.0%水解鱼蛋白添加组(LFM2.0)，但

与 LFM0.5、LFM1.5 组差异不显著。这表明，在饲料

中添加适量的低分子水解鱼蛋白能提高 AKP 和 ACP

的活力，而高水平添加则会降低 AKP 和 ACP 的活力。

滕玉清等(2011)在对中国明对虾(Penaeus chinensis)

的研究中也发现，添加 10%水解鱼蛋白会降低 ACP

和 AKP 的活力，这说明饲料中过高的水解蛋白可能

会抑制 ACP 和 AKP 的活力。 

3.2  饲料中添加低分子水解鱼蛋白对凡纳滨对虾免

疫基因的影响 

生物机体利用免疫系统来抵抗病原体的入侵。先

天性免疫是无脊椎动物防御致病因子的重要防线

(Iwanaga et al, 2005)。一系列免疫因子，如对虾素 3a

分子(Penaiedin 3a)、溶菌酶(LZM)和甲壳素(Crustin)

等在体液免疫中发挥重要作用，与凡纳滨对虾抗感染

能力的强弱密切相关。在无脊椎动物中，肠道先天免

疫缺陷基因 IMD 编码一种免疫缺陷蛋白 IMD，当机

体受到病原菌入侵时，IMD 蛋白将特定异物入侵的信 

号由细胞外向细胞内传递，并引起细胞产生一系列级

联反应，形成免疫效应因子 (如抗菌肽 )(Li et al, 
2013)。本研究表明，在对虾饲料中添加低分子水解

鱼蛋白会影响 IMD、Penaiedin 3a 和 Crustin 基因的表

达量，但 LZM 基因表达量在各实验组间差异不显著。

在低鱼粉饲料中低分子水解鱼蛋白的添加量为 1.5%

时，能显著提高对虾肠道 IMD mRNA 的相对表达量，

但添加量达到 2.0%时，IMD mRNA 的相对表达量却

显著降低。这表明，低鱼粉饲料中添加适宜水平的低

分子水解鱼蛋白能刺激 IMD mRNA 的表达，添加量

过高反而会抑制表达。对虾素分子只存在于对虾类中

发挥抗菌功能(Li et al, 2010)。本研究中，饲料中添加

1.0%的低分子水解鱼蛋白组的 Penaiedin 3a mRNA 相

对表达量 高，而添加 2.0%的低分子水解鱼蛋白组

的 Penaiedin 3a mRNA 相对表达量 低，这说明适宜

的低分子水解鱼蛋白添加量可提高凡纳滨对虾免疫

力，而高水平添加会造成免疫抑制。 

溶菌酶广泛分布于对虾体内，能破坏革兰氏阳性

菌细胞壁中的肽聚糖层，从而使机体能够抵御病原微

生物的入侵(张士璀等, 2014)。张盛静等(2015)以副溶

血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)对凡纳滨对虾攻毒，

发现饲料益生菌添加组对虾 LZM mRNA 的相对表达

量显著高于未添加组。在本研究中，各实验组 LZM 

mRNA 的相对表达量没有显著差异，然而与低鱼粉基

础组(LFM0)相比，高鱼粉组 LZM mRNA 的相对表达

量 较 高 ， 且 当 低 分 子 水 解 鱼 蛋 白 的 添 加 量 在

0.5%–1.5%时，对虾肠道 LZM mRNA 的相对表达量

也有升高趋势。说明高豆粕替代鱼粉可能会造成对虾

肠道溶菌酶活力降低，而添加适量的低分子水解鱼蛋

白可能在一定程度上提高肠道溶菌酶活力。Crustin

被称为甲壳动物阳离子，富含半胱氨酸抗菌肽，具有

蛋白酶抑制和抗菌活性。在低鱼粉饲料中添加

1.0%–1.5%的低分子水解鱼蛋白，能显著提高 Crustin 

mRNA 的相对表达量，并且显著高于低鱼粉组

(LFM0)。这表明，在低鱼粉饲料中添加适宜水平的

低分子水解鱼蛋白可能会提高凡纳滨对虾肠道的抗

菌能力。以上结果显示，在本研究饲料处理条件下，

凡纳滨对虾肠道各免疫基因表达的变化趋势存在较

大差异，各免疫基因对低分子水解蛋白的刺激存在

不同的反应，低分子水解蛋白对凡纳滨对虾免疫力

的影响可能存在多种途径。 

综上所述，在饲料中添加 1.0%–1.5%的低分子水

解鱼蛋白能够提高凡纳滨对虾抗氧化能力，增强其非

特异性免疫能力。 
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Effects of Dietary Low-Molecular-Weight Fish Hydrolysate (LWFH) on 
Nonspecific Immunity and Antioxidant Capacity of Pacific White  

Shrimp (Litopenaeus vannamei) 

LI Xiaoli, WANG Ling, SONG Kai, LU Kangle, ZHANG Chunxiao①
, YUAN Xiangli 

(The Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture, Xiamen Key Laboratory for  
Feed Quality Testing and Safety Evaluation, Jimei University, Xiamen  361021) 

Abstract    In this study we investigated effects of low-molecular-weight fish hydrosate (LWFH) on 

nonspecific immune and antioxidant capacity in the hepatopancreas and the expression of some 

immunity-related genes in the digestive tract of Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei). A diet 

containing 30% of fishmeal was regarded as a high fishmeal diet (HFM), and a diet containing soybean 

meal that substitutes 50% of the fishmeal in HFM was considered as a low fishmeal basal diet (LFM). 

Five LFM diets were formulated by adding LWFH at incremental levels (0, 0.5%, 1.0%, 1.5% and 2.0%) 

to LFM, which were designated as LFM0, LFM0.5, LFM1.0, LFM1.5, and LFM2.0, respectively. The 

experimental diets were fed to L. vannamei of (0.44±0.02) g in a water recirculation system for 48 days. 

The nonspecific immunity and antioxidant indices, and the activities of acid phosphatase (ACP), alkaline 

phosphatase (AKP), total superoxide dismutase (T-SOD) and the content of malonaldehyde (MDA) in the 

hepatopancreas were measured to determine the effects of dietary LWFH. We studied the expression of 

immunity-related genes including IMD, Penaiedin 3a, LZM and Crustin using qRT-PCR. The results 

suggested that a certain amount of LWFH could significantly improve the activities of ACP, AKP and 

T-SOD while reducing the content of MDA in the hepatopancreas. Moreover, the relative expression of 

IMD, Penaiedin 3a, LZM and Crustin were up-regulated in the LFM1.5 group. Therefore, the plant 

proteins may not be an ideal substitute because they may reduce the nonspecific immunity and antioxidant 

capacity of L. vannamei. Our results also suggested that 1.0%–1.5% LWFH added in LFM might increase 

the expression of the disease resistance related genes and enhance nonspecific immunity and antioxidant 

capacity． 

Key words    Litopenaeus vannamei; Replacement of fishmeal; Fish hydrolysate; Nonspecific 

immunity; Resistance gene 
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魁蚶(Scapharca broughtonii)不同地理群体的 

遗传多样性及种群结构* 

刘寒苗 1,2  吴  彪 1  刘志鸿 1①  杨爱国 1  周丽青 1  孙秀俊 1 
(1. 农业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  青岛  266071； 

2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    采用 PCR 技术扩增了中国山东胶南、长岛、蓬莱、荣成和韩国统营 5 个地理群体魁蚶

(Scapharca broughtonii)样本的 COⅠ、12S rRNA、18S rRNA 和 28S rRNA 基因部分序列，分析了魁

蚶 5 个地理群体的遗传多样性和系统进化关系。经测序拼接、剪接后，分别获得 67 条 776 bp 的

COⅠ序列、72条443 bp的12S rRNA序列、75条909 bp的18S rRNA序列和 75条894 bp的28S rRNA

序列。序列分析结果显示，5 个群体 75 个个体的 COⅠ序列中共检测到 466 个多态位点，32 种单倍

型，单倍型多样性指数为 0.925，核苷酸多样性指数为 0.086；12S rRNA 序列中共检测到 292 个多

态位点，43 种单倍型，单倍型多样性指数是 0.928，而核苷酸多样性为 0.0856；在 18S rRNA 序列

中，5 个群体都表现出丰富的遗传多样性，共有 74 种单倍型，909 个多态位点，单倍型多样性指数

为 1.0，核苷酸多样性指数为 0.717，其中胶南群体变异位点最多、多样性最丰富；通过对 28S rRNA

部分序列的分析发现，75 个个体共检测到 27 个多态位点，18 种单倍型，单倍型多样性指数为 0.778，

核苷酸多样性指数为 0.289，蓬莱群体多样性最丰富。遗传距离分析结果表明，韩国群体与其他 4 个

群体的遗传距离较大；基于 COⅠ序列的系统进化树显示有多个聚群。 

关键词    魁蚶；COⅠ基因；12S rRNA 基因；18S rRNA 基因；28S rRNA 基因；遗传多样性 

中图分类号 Q953.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0092-08 

魁蚶(Scapharca broughtonii)，俗称大毛蛤、赤贝、

血贝，属埋栖型冷水性贝类，多栖息于底质为泥质粉砂

和砂质粉砂的海区(张玉玺等, 1991)1)。在我国黄海北部

资源量丰富，主要分布于山东、辽宁等沿海，是我国北

方重要的经济贝类之一。因魁蚶肉质鲜美、营养及药用

价值高，在中国及韩国市场深受欢迎。但捕捞过度、环

境恶化等因素导致魁蚶自然资源量不断衰减、遗传多样

性水平降低。深入开展魁蚶种质资源调查，查明不同群

体间的遗传结构，是进行种质改良的前提和基础。本课

题组已经开展了一些有关魁蚶种质资源调查等方面的 

研究，运用多变量形态度量学分析方法、RAPD 和 SSR

标记技术，对韩国和我国沿海 4 个魁蚶地理群体的遗

abc
图章
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传变异和遗传多样性情况进行了研究(梁超等, 2010; 

吴彪等, 2012)，结果显示，4 个群体遗传多样性丰富，

有较大的育种潜力；对 4 个魁蚶地理群体样本的核糖

体 RNA 的 2 个内转录间隔区域(ITS-1 和 ITS-2)进行

扩增，发现各群体之间存在一定的遗传差异，综合考

虑不同群体相对优良的生物学特征，可开展选择或杂

交培育良种的研究(周丽青等, 2012)。另外，An 等

(2005)用 10 个多态微卫星位点对魁蚶进行了遗传多

样性分析，等位基因的数量从 11 到 23 不等，群体遗

传学分析显示，10 个位点之间不存在连锁不平衡的

现象；孙楠等(2015)利用微卫星标记对魁蚶混交家系

进行了鉴定。但利用线粒体基因和核糖体基因进行魁

蚶种质资源分析的相关研究报道较少。 

线粒体基因组具有突变率高、分子量小、无组织

特异性的特点，在分子系统发育中应用广泛。COⅠ

(线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅰ, coxidase Ⅰ)基因

通用性比较高，可操作性强(侯丫等, 2016)，可以提

供丰富的遗传信息，已成功应用于遗传分析和系统进

化研究中(Chen et al, 2009; Shen et al, 2009; Zheng et al, 
2009)。12S rRNA 基因具有高度的保守性，在贝类的

分子系统学研究中发挥着重要的作用(刘春芳, 20141); 

冯艳微, 20122))。18S rRNA 和 28S rRNA 在生物体内

含量较大，且在进化过程中具有保守性，因此，适合

不同层次系统发育的研究，是研究生命起源和早期生

物进化、高级分类阶元系统发育关系的主要分子标

记，已广泛应用于动植物的种质鉴定和系统发育研

究。薛东秀等(2012)从 GenBank 下载翼形亚纲 11 个

总科 80 个种类的 28S 部分序列，进行系统发育关系

研究，取得较好结果。 

本研究对魁蚶 5 个地理群体进行 COⅠ、12S、

18S 和 28S 序列变异分析及系统进化分析，旨在明确

魁蚶群体遗传多样性水平和不同地理群体的系统进

化关系，为魁蚶资源保护及种质改良提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的 5 个地理群体的魁蚶分别取自山东 

青岛胶南(J)、山东荣成(R)、山东长岛(C)、山东蓬莱

(P)、韩国统营(H)，样品均为近海野生个体，低温运

至实验室迅速解剖，取闭壳肌，置于–80℃超低温冰

箱保存。 

1.2  基因组 DNA 提取和 PCR 扩增 

每个群体随机取 15 个样品，采用常规酚–氯仿法提

取基因组 DNA，实验用 DNA 模板稀释至 100 ng/μl。运

用 PCR 扩增魁蚶 COⅠ、12S、18S 和 28S 基因，所用引

物序列见表 1。PCR 反应体系为 30 μl：3 μl PCR 

10×buffer，3 μl 高纯度的 dNTP (2.5 mmol/L)，10 μmol/L

的正反方向引物各 1 μl，0.5 μl Easy Taq (5 U/μl)，1 μl 

DNA(80 ng/μl)，20.5 μl 灭菌水。PCR 反应程序：94℃

预变性 5 min；35 个循环(94℃变性 20 s, 52℃退火 45 s, 

72℃延伸 1 min)； 后，72℃延伸 10 min。得到清晰、

单一的目的片段，所得 PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测(1×TAE, 130 V, 30 min)，然后利用凝胶成像系

统进行观察拍照。切取目的条带、胶回收，将目的片

段与 T 载体连接，转化感受态细胞，进行单克隆，用

M13 通用引物进行双向测序。其中，8 个个体没有扩

增出 COⅠ条带，3 个个体没有扩增出 12S 条带。 

1.3  测序和数据处理 

先用 Chromas 检查所得序列的测序质量，并在

NCBI 数据库中进行 Blast 比对，验证其同源性。运用

BioEdit 和 ClustalX 1.8 软件进行序列比对，利用 DnaSp

软件分析魁蚶群体单倍型数 (Number of haplotype, 

H)、平均核苷酸差异(Average number of nucleotide 

difference, K)及核苷酸多样性指数(Nucleotide diversity, 

Pi)等遗传多样性参数，运用 MEGA 5.0 软件对序列的

碱 基 组 成 (Nucleotide composition) 、 多 态 位 点 数

(Number of polymorphic sites, S)、变异位点(Variable 

sites)进行分析，采用 NJ (Neighbor-joining)法构建魁

蚶 5 个地理群体的系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  COⅠ、12S、18S 和 28S 序列的碱基组成及变

异分析 

测序后获得的 COⅠ、12S、18S 和 28S 基因片段 
                            

1) Liu CF. Phylogenetic analysis of Arcoidea and genetic diversity of different populations of Tegillarca granosa along Chinese 
coasts. Masters Thesis of Chinese Academy of Sciences (Institute of Oceanology), 2014, 32–54 [刘春芳. 中国近海蚶总科(Arcoidea)

贝类的系统发育及泥蚶(Tegillarca granosa)不同群体遗传多样性研究. 中国科学院研究生院(海洋研究所)硕士研究生学位论文, 
2014, 32–54] 

2) Feng YW. DNA barcoding and molecular phylogeny of the Pteriina and Arcoida. Doctoral Dissertation of Ocean University of 
China, 2012, 96–101 [冯艳微. 珍珠贝亚目和蚶目 DNA 条形码与系统发生学研究. 中国海洋大学博士研究生学位论文, 2012, 
96–101] 
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长短不一，经序列比对去除序列两端部分碱基后，分

别得到 67 条长度均为 776 bp 的 COⅠ序列、72 条长

度为 443 bp 的 12S 序列、75 条长度均为 909 bp 的 18S

基因片段、75 条长度均为 894 bp 的 28S 基因片段。魁

蚶 5 个群体的 COⅠ、12S、18S 和 28S 基因部分片段

的碱基组成见表 2、表 3。5 个群体的 18S 基因部分序

列碱基组成比例相对稳定，COⅠ基因部分序列 A+T

含量要比 12S、18S 和 28S 的 A+T 含量高，而 C 的

含量 少，28S 基因部分序列中，G 的含量相对较高。 

2.2  遗传多样性分析 

5 个群体间的 COⅠ、12S、18S 和 28S 的核苷酸

遗传多样性参数见表 4。从 5 个群体 67 个个体的 CO

Ⅰ序列中共检测到 466 个多态位点、32 种单倍型、

单倍型多样性指数为 0.925，说明 5 个群体的 COⅠ基

因单倍型很丰富。核苷酸多样性指数为 0.086，其中， 

韩国群体的多态位点(S)和平均核苷酸差异数(K)高于

其他群体。12S 序列共检测到 292 个多态位点、43 种

单倍型，其中，单倍型 3 有 7 个个体，分别是荣成(R)

群体 3 个、长岛(C)群体 7 个、蓬莱(P)群体 7 个。18S

序列中共检测到 909 个多态位点、74 种单倍型，单

倍型多样性指数为 1.000，说明 5 个群体的 18S 单倍

型比较丰富，核苷酸多样性指数也很丰富(0.717)。基

于 18S 序列，胶南群体的多态位点 多，核苷酸多样

性指数也 丰富，蓬莱群体的多态性 低。从 5 个群

体 75 个个体的 28S 序列中共检测到 27 个多态位点、

18 种单倍型，其中，单倍型 8 有 26 个个体，分别是

长岛(C)群体 7 个，韩国(H)群体 5 个，蓬莱(P)群体 2

个，胶南(J)群体 5 个，荣成(R)群体 12 个，单倍型多

样性指数为 0.778，核苷酸多样性指数为 0.289。其中，

蓬莱群体的多态性是 高的，其次是荣成群体，韩国

群体的多态性 低。 
 

表 1  COⅠ、12S、18S 和 28S 引物序列 

Tab.1  Primer sequences of COⅠ, 12S, 18S, and 28S 

基因 Gene 引物序列 Primer sequence 引物出处 Reference 

COⅠ 
F: ATYGGNGGNTTYGGNAAYTG 
R: ATNGCRAANACNGCNCCYAT 

Matsumoto, 2003 

12S 
12S-SR-J14197: FGTACAYCTACTATGTTACGACTT 
12S-SR-N14745: GTGCCAGCAGYYGCGGTTANAC 

Simon et al, 1994 

18S 
1F: TACCTGGTTGATCCTGCCAGTAG 
5R: CTTGGCAAATGCTTTCGC 

Giribet et al, 1996; Okusu et al, 2003 

28S 
3311F: GGGACTACCCCCTGAATTTAAGCAT 
4434R: CCAGCTATCCTGAGGGAAACTTCG 

Giribet et al, 1996; Okusu et al, 2003 

 

表 2  魁蚶不同群体 COⅠ和 12S 基因部分序列的碱基组成 

Tab.2  Base compositions of partial sequences of COⅠ and 12S gene of five populations of S. broughtii 
COⅠ 12S 

群体 Population 
T(%) C(%) A(%) G(%) A+T(%) T(%) C(%) A(%) G(%) A+T(%)

胶南 J 39.3 14.6 23.8 22.3 63.1 26.4 28.0 27.0 18.4 53.4 
长岛 C 39.2 14.6 24.0 22.2 63.2 26.3 26.9 28.0 18.8 54.3 

荣成 R 39.7 14.1 23.7 22.5 63.4 27.1 25.0 28.7 19.2 55.8 

蓬莱 P 36.9 15.5 24.2 22.3 63.5 26.8 25.0 28.4 19.8 55.2 

韩国 H 37.0 15.6 26.4 21.2 63.4 26.6 26.7 26.8 19.8 53.4 

平均值 Average 38.3 15.0 25.0 21.8 63.3 26.5 26.3 27.8 19.2 54.3 

 
表 3  魁蚶不同群体 18S 和 28S 基因部分序列的碱基组成 

Tab.3  Base compositions of partial sequences of 18S and 28S gene of five populations of S. brouhtonii 
18S 28S 

群体 Population 
T(%) C(%) A(%) G(%) A+T(%) T(%) C(%) A(%) G(%) A+T(%)

胶南 J 26.9 21.2 26.4 25.5 53.3 21.7 28.3 21.4 38.7 43.1 
长岛 C 27.0 20.9 26.3 25.9 53.3 21.8 28.0 21.3 28.9 43.1 

荣成 R 26.9 21.2 26.3 25.6 53.2 21.4 28.4 21.5 32.0 42.9 

蓬莱 P 27.0 20.9 26.3 25.8 53.3 21.8 28.6 21.2 28.4 43.0 

韩国 H 26.9 21.0 26.3 25.8 52.9 21.5 26.0 21.2 31.3 42.7 

平均值 Average 26.9 21.0 26.3 25.7 53.2 21.6 27.8 21.3 29.2 42.9 
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2.3  5 个魁蚶群体分子系统树的构建和聚类分析 

用 MEGA 5.0 软件计算 5 个群体内和群体间的

遗传距离(表 5 和表 6)，构建 5 个群体个体间基于

COⅠ、12S、18S 和 28S 的 NJ 分子系统树。COⅠ和

12S 分析结果显示，群体内遗传距离大多小于群体

间遗传距离，且韩国群体与其他 4 个群体的遗传距

离都较大，其中，12S 序列，韩国群体与其他 4 个群 

体的遗传距离较远。18S 序列的分析结果显示，5 个

群体间的遗传距离很小，群体内遗传距离甚至高于

群体间遗传距离。韩国群体与其他 4 个群体间的遗

传距离相对较大。在 28S 序列中，群体间的遗传距离

均较大，胶南群体和蓬莱群体间的遗传距离 远。CO

Ⅰ的 NJ 系统进化树见图 1。虽然韩国群体遗传距离

与其他 4 个群体较大，但聚类分析显示，韩国群体并

没有形成单独一支。 
 

表 4  魁蚶不同群体 COⅠ、12S、18S 和 28S 基因片段的遗传多样性指数 

Tab.4  The genetic diversity indices of partial COⅠ, 12S, 18S, and 28S in different population of S. broughonii 

基因片段 
Gene  

fragment 

群体 
Population 

样本数目 
Sample  
number

单倍型数 H 
Haplotypes 

单倍型多样性
Hd Diversity

多态位点 S
Polymorphic 

site 

平均核苷酸差异数 k 
Average nucleotide  

differences 

核苷酸多样性指数 Pi
Nucleotide diversity 

index 

COⅠ 胶南 J 15 12 1.000 36 16.758 0.019 

 长岛 C 15 15 1.000 47 16.571 0.017 

 蓬莱 P 15 9 0.096 45 18.836 0.021 

 荣成 R 15 12 0.097 472 125.703 0.197 

 韩国 H 15 15 1.000 505 133.057 0.155 

12S 胶南 J 15 13 0.989 232 94.384 0.242 

 长岛 C 15 8 0.769 311 116.080 0.287 

 蓬莱 P 15 8 0.769 277 60.800 0.150 

 荣成 R 15 14 0.990 322 125.700 0.353 

 韩国 H 15 10 0.857 388 176.120 0.426 

18S 胶南 J 15 13 0.971 488 69.724 0.080 

 长岛 C 15 15 1.000 25 7.791 0.009 

 蓬莱 P 15 15 1.000 24 8.333 0.009 

 荣成 R 15 8 0.848 481 65.733 0.172 

 韩国 H 15 15 1.000 25 7.829 0.009 

28S 胶南 J 15 13 0.981 540 272.571 0.318 

 长岛 C 15 10 0.857 536 276.029 0.305 

 蓬莱 P 15 14 0.990 589 269.924 0.334 

 荣成 R 15 13 0.971 557 275.057 0.334 

 韩国 H 15 10 0.943 461 116.038 0.150 

 
表 5  基于 COⅠ和 12S 序列的 5 个魁蚶群体间和群体内的遗传距离 

Tab.5  Genetic distances between and within five different populations of S. broughtonii 

COⅠ 12S 群体 
Populations 胶南 J 长岛 C 荣成 R 蓬莱 P 韩国 H 胶南 J 长岛 C 荣成 R 蓬莱 P 韩国 H

胶南 J 0.011     0.230     

长岛 C 0.001 0.002    0.335 0.260    

荣成 R 0.378 0.380 0.646   0.369 0.286 0.320   

蓬莱 P 0.038 0.039 0.351 0.002  0.381 0.206 0.236 0.127  

韩国 H 0.321 0.323 0.606 0.357 0.297 0.405 0.357 0.390 0.338 0.437 

注：加粗为群体内的遗传距离，其他为群体间的遗传距离，下同 
Note: The numbers in bold indicated the intragroup genetic distances. Others were intergroup genetic distances. The same as 

below 
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表 6  基于 18S 和 28S 序列的 5 个魁蚶群体间和群体内的遗传距离 
Tab.6  Genetic distances between and within five different populations of S. broughtonii 

18S 28S 群体 
Populations 胶南 J 长岛 C 荣成 R 蓬莱 P 韩国 H 胶南 J 长岛 C 荣成 R 蓬莱 P 韩国 H

胶南 J 0.176     3.333     

长岛 C 0.089 0.001    3.062 3.166    

荣成 R 0.164 0.089 0.176   3.097 3.041 3.292   

蓬莱 P 0.088 0.001 0.089 0.001  3.229 3.168 3.210 3.549  

韩国 H 0.089 0.002 0.090 0.002 0.003 2.959 2.630 2.923 3.047 1.529 

 
 

3  讨论 

3.1  魁蚶 5 个群体的遗传多样性 

遗传多样性是指生物所携带遗传信息的总和，包

括遗传变异程度及其分布格局，即群体的遗传结构，

是物种适应多变的环境条件、维持长期生存和进化的

遗传基础，是评价群体资源状况的一个重要依据。某

个种群的遗传变异越丰富，其对生存环境的适应能力

就越强，进化的潜力也越大(张文静等, 2003; 马波等, 

2009)。本研究中，基于 COⅠ和 12S 基因的单倍型非

常丰富，分别是 32 种和 43 种，尤其是韩国群体，多

态位点和平均核苷酸差异数都很多。基于 18S 序列，

5 个群体都表现出丰富的遗传多样性，共有 74 种单

倍型，胶南群体多态位点有 488 个，平均核苷酸差异

指数是 69.724，核酸多样性指数是 0.080，相比于其

他群体，此群体的变异位点 多，多样性也 丰富。

基于 28S 序列，75 个个体共有 18 种单倍型，蓬莱群

体多样性 丰富。周丽青等(2012)对山东蓬莱、山东

黄岛、江苏前三岛及韩国统营 4 个地理群体魁蚶样本

的核糖体 RNA 两个内转录间隔区域(ITS-1 和 ITS-2)

进行扩增，序列比对结果显示，ITS 区序列变异相对

较高，4 个群体的 ITS 区序列均表现出丰富的遗传多

样性，这与本研究结果一致。 

遗传距离是起源于共同祖先的相同基因进化趋

异的一种测度(张爱兵等, 2002)。在此假定下，遗传

距离通常指由基因频率的函数表示群体间的差异

(Nei, 1987)，根据其大小可以确定群体间亲缘关系的

远近。群体间的遗传距离越大，则基因型差异越大，

表明所比较群体的亲缘关系越远，遗传相似性越小；

反之亦然(田吉腾等, 2013)。本研究中，魁蚶 5 个群

体间的遗传距离在 0.001–3.229 之间，韩国群体与其

他 4 个群体的遗传距离相对较大。这与吴彪等(2012)、

田吉腾等(2013)的结果较一致，均表现出韩国群体与

中国群体遗传距离相差较大。 

3.2  基于 COⅠ、12S、18S 和 28S 序列特征进行群

体鉴定和遗传多样性分析的可行性 

DNA 碱基序列分析可以准确地检测出碱基替换、

插入和缺失等变异信息，利用这些变异数据来研究个体

或者群体的遗传结构，不仅可以获得丰富的遗传变异资

料，而且还可以准确地揭秘种群间进化关系，甚至更准

确地鉴别不同的个体(周丽青等, 2012)。线粒体 COⅠ基

因是 DNA 条形码技术中常用的分子标记(冯艳微 , 

20111); 孟玮等, 2010; 胡玉婷等, 2016)，它蕴含着丰富

的遗传进化信息，可以用来进行物种鉴定和隐存种的发

现(陈双雅等, 2012; 张馨月等, 2014)，通过分析物种的

种间和种内遗传距离，来判断亲缘关系的远近。18S 和

28S 基因都是高度保守的，适合研究较高阶元的系统发

生(Hwang et al, 1999)，也是近年来在海洋贝类分类中研

究利用较多的序列之一(Carapelli et al, 2000)。吴文健等

(2010)对 9 个群体的石磺科贝类进行外部形态特征差异

分析和内部结构比较，在初步分类基础上利用 18S 

rRNA 基因部分序列对 9 个群体进行系统发育分析，探

讨我国大陆沿海石磺科属种间的亲缘关系；孟学平等

(2011)利用 18S 来探讨双壳纲贝类的系统发生关系，发

现 18S 序列有插入⁄缺失序列，存在长度多态性；Giribet

等(2005)使用 18S rDNA、28S rDNA、COⅠ基因以及形

态学数据证实了蚶总科的单系性。 

本研究表明，基于 COⅠ和 12S 基因，5 个群体均

表现出较高的遗传多样性，相比于其他 4 个群体，韩

国群体的遗传多样性较丰富。18S 和 28S 序列的遗传信

息并不完全一致，序列变异频率也存在差异。因此，

为进一步提高遗传多样性评估的准确性，选择进化过

程中变异比较大的基因序列，能够更加全面地分析物

种的进化和遗传多样性。 
                            

1) Feng YW. DNA barcoding and molecular phylogeny of the Pteriina and Arcoida. Doctoral Dissertation of Ocean University of 
China, 2012, 96–101 [冯艳微. 珍珠贝亚目和蚶目 DNA 条形码与系统发生学研究. 中国海洋大学博士研究生学位论文, 2012, 
96–101] 
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图1  基于魁蚶5个群体COⅠ部分序列建立的NJ系统发育关系 

Fig.1  Phylogenetic relationships among five groups of  
S. broughtonii based on the partial sequences of COⅠ gene  

参  考  文  献 

An HS, Park JY. Ten new highly polymorphic microsatellite loci 

in the blood dam Scapharca broughtonii. Molecular 

Ecology Notes, 2005, 5(4): 896–898 

Carapelli A, Frati F, Nardi F, et al. Molecular phylogeny of the 

apterygotan insects based on nuclear and mitochondrial 

genes. Pedobiologia, 2000, 44(3–4): 361–373 

Chen AH, Li ZX, Feng GN. Phylogenetic relationships of the 

genus Meretrix (Mollusca: Veneridae) based on mitochondrial 

COⅠ  gene sequences. Zoology Research, 2009, 30(3): 

233–239 

Chen SY, Wang JH, Chen WL, et al. Application of 16S rRNA 

and COⅠ  gene sequence analysis on grouper species 

identification. Biotechnology Bulletin, 2012(10): 124–130 

[陈双雅, 王嘉鹤, 陈伟玲, 等. 16S rRNA 基因和 COⅠ基

因序列分析在石斑鱼物种鉴定中的应用. 生物技术通报, 

2012(10): 124–130] 
Giribet G, Wheeler W. On bivalve phylogeny: A high-level 

analysis of the Bivalvia (Mollusca) based on combined 

morphology and DNA sequence data. Invertebrate Biology, 

2005, 121(4): 271–324 

Hou Y, Tian JT, Liu ZH, et al. Genetic diversity of different 

populations of Scapharca subcrenata based on 

mitochondrial COⅠ gene. Marine Sciences, 2016, 40(1): 

1–9 [侯丫, 田吉腾, 刘志鸿, 等. 基于线粒体 COⅠ基因

的毛蚶群体遗传多样性. 海洋科学, 2016, 40(1): 1–9] 

Hu YT, Jiang H, Pan TS, et al. Genetic differentiation of 

Monopterus albus populations from Anhui Province in 

Yangtze River basin based on mitochondrial COⅠ barcode 

sequence. Journal of Northeast Agricultural University, 2016, 

47(2): 74–80 [胡玉婷, 江河, 潘庭双, 等. 基于线粒体CO

Ⅰ序列探讨安徽长江流域黄鳝群体遗传分化. 东北农业

大学学报, 2016, 47(2): 74–80] 

Hwang UW, Kim W. General properties and phylogenetic 

utilities of nuclear ribosomal DNA and mitochondrial DNA 

commonly used in molecular systematics. Korean Journal of 

Parasitology, 1999, 37(4): 215–228 

Liang C, Yang AG, Liu ZH, et al. RAPD analysis of genetic 

variations in four geographical populations of Scapharea 
broughtonii. Progress in Fishery Sciences, 2010, 31(1): 

59–64 [梁超, 杨爱国, 刘志鸿, 等. 魁蚶 4 个地理群体遗

传结构的 RAPD 分析. 渔业科学进展, 2010, 31(1): 59–64] 
Ma B, Jiang ZF, Huo TB. Analysis of genetic variation and 

geographic divergence of Thymallus tugarinae by 

microsatellite. Journal of Fishery Sciences of China, 2009, 

16(5): 678–688 [马波, 姜作发, 霍堂斌. 下游黑龙江茴鱼

种群遗传变异及地理分化的微卫星分析. 中国水产科学, 

2009, 16(5): 678–688] 

Matsumoto M. Phylogenetic analysis of the subclass 

Pteriomorphia (Bivalvia) from mtDNA COⅠ  sequences. 



98 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

Molecular Phylogenetics & Evolution, 2003, 27(3): 

429–440 

Meng W, Yang TY, Hai S, et al. Study of DNA barcoding based 

on the mitochondrial COⅠ gene sequences in salmo Trutta 
fraio. Chinese Journal of Fisheries, 2010, 23(1): 6–10 [孟玮, 

杨天燕, 海萨, 等. 基于线粒体 COⅠ基因序列的亚东鲑

DNA 条形码研究. 水产学杂志, 2010, 23(1): 6–10] 

Meng XP, Shen X, Cheng HL, et al. 18S rRNA gene variation 

and phylogenetic analysis among 6 Orders of Bivalvia Class. 

Acta Ecologica Sinica, 2011, 31(5): 1393–1403 [孟学平, 

申欣, 程汉良, 等. 双壳纲贝类 18S rRNA 基因序列变异

及系统发生. 生态学报, 2011, 31(5): 1393–1403] 

Nei M. Molecular evolutionary genetics. Columbia University 

Press, 1987, 237(4788): 599–599 

Okusu A, Schwabe E, Eernisse DJ, et al. Towards a phylogeny of 

chitons (Mollusca, Polyplacophora) based on combined 

analysis of five molecular loci. Organisms Diversity & 

Evolution, 2003, 3(4): 281–302 

Shen YB, Li JL, Feng BB. Genetic analysis of cultured and wild 

populations of Mytilus coruscus based on mitochondrial 

DNA. Zoology Research, 2009, 30(3): 240–246 

Simon C, Frati F, Beckenbach A, et al. Evolution, weighting and 

phylogenetic utility of mitochondrial gene sequences and a 

compilation of conserved polymerase chain reaction primers. 

Annals of the Entomological Society of America, 1994, 

87(6): 651–701 

Sun N, Li Q, Yu H, et al. Parentage determination of Scapharca 
broughtonii based on microsatellite analysis. Periodical of 

Ocean University of China, 2015, 46(9): 42–48 [孙楠, 李琪, 

于红, 等. 利用微卫星标记的魁蚶混交家系鉴定. 中国海

洋大学学报(自然科学版): 2015, 46(9): 42–48] 

Tian JT, Liu ZH, Yang AG, et al. Microsatellite analysis of 

genetic diversity in four geographic populations of 

Scapharca broughtonii. Progress in Fishery Sciences, 2013, 

34(6): 59–67 [田吉腾, 刘志鸿, 杨爱国, 等. 魁蚶 4 个地

理群体遗传多样性微卫星分析. 渔业科学进展, 2013, 

34(6): 59–67] 

Wu B, Liang C, Yang AG, et al. Genetic variation in different 

populations of Scapharca broughtonii Schrenck inferred 

from microsatellite data. Oceanologia et Limnologia Sinica, 

2012, 43(4): 863–869 [吴彪, 梁超, 杨爱国, 等. 基于 SSR

标记的魁蚶(Scapharca broughtonii)不同群体遗传结构的

分析. 海洋与湖沼, 2012, 43(4): 863–869] 

Wu WJ, Shen B, Chen C, et al. Preliminary classification and 

phylogenetic relationship among Onchidiidae in China 

inferred from 18S rRNA partial sequence. Zoological 

Research, 2010(4): 381–386 [吴文健, 沈斌, 陈诚, 等. 基

于 18S rRNA 的中国大陆沿海石磺科贝类分类的初步分

析. 动物学研究, 2010(4): 381–386] 

Xue DX, Wang HY, Zhang T, et al. Phylogenetic analysis of the 

subclass Pteriomorphia (Bivavia) based on partial 28S 

rRNA sequence. Oceanologia et Limnologia Sinica, 2012, 

43(2): 348–356 [薛东秀, 王海艳, 张涛, 等. 基于 28S 

rRNA 基因片段的翼形亚纲(Bivalvia: Pteriomorphia)系统

发育的初步研究. 海洋与湖沼, 2012, 43(2): 348–356] 

Zhang AB, Wang ZJ, Tan SJ, et al. The important concept of 

molecular ecology-genetic distance and its measuring. 

Acta Ecologica Sinica, 2002, 22(6): 943–949 [张爱兵, 

王正军, 谭声江, 等. 分子生态学重要概念–遗传距离及其

测度的理论研究概况. 生态学报, 2002, 22(6): 943–949] 
Zhang WJ, Yu YH, Shen YF. Advances on genetic analysis of 

microsatellite DNA in protozoology. Acta Hydrobiologica 

Sinica, 2003, 27(2): 185–190 [张文静, 余育和, 沈韫芬. 

微卫星 DNA 遗传分析在原生动物学中的研究进展. 水生

生物学报, 2003, 27(2): 185–190] 

Zhang XY, Liu Y, Zhang XM, et al. Species identification of 

some commercial fishes in southwest Atlantic based on CO

Ⅰ barcoding. Acta Hydrobiologica Sinica, 2014, 38(6): 

1161–1167 [张馨月, 刘岩, 张秀梅, 等. 基于COⅠ基因

的西南大西洋部分经济鱼类DNA条形码鉴定. 水生生物

学报, 2014, 38(6): 1161–1167] 
Zheng WJ, Zhu SH, Shen XQ, et al. Genetic differentiation of 

Tegillarca granosa based on mitochondrial COⅠ  gene 

sequences. Zoology Research, 2009, 30(1): 17–23 

Zhou LQ, Yang AG, Wang QY, et al. ITS sequence variation and 

phylogenetic analysis on four geographical populations of 

blood clam Scapharca broughtonii. Progress in Fishery 

Sciences, 2012, 33(5): 78–84 [周丽青, 杨爱国, 王清印, 

等. 魁蚶 4 个地理群体 ITS 序列变异及系统发生分析. 渔

业科学进展, 2012, 33(5): 78–84]
 

(编辑  冯小花) 



第 6 期 刘寒苗等: 魁蚶(Scapharca broughtonii)不同地理群体的遗传多样性及种群结构 99 

 

 

Genetic Diversity and Geographic Population Structures  
of Scapharca broughtonii 

LIU Hanmiao1,2, WU Biao1, LIU Zhihong1①
, YANG Aiguo1, ZHOU Liqing1, SUN Xiujun1 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

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

Abstract    In this study we applied PCR to amplify and analyze partial sequences of mitochondrial CO

Ⅰ, 12S rRNA and ribosome 18S rRNA, 28S rRNA of five groups of Scapharca broughtonii (Jiaonan, 

Rongcheng, Changdao, Penglai in Shandong Province of China, and Tongyeong of Korea). In spite of the 

apparent genetic variation in COⅠ, 12S, 18S and 28S, the base compositions of these genes were stable. 

The genetic diversity of the five populations indicated the good condition of the germplasm resource of 

these species. Sixty-seven sequences of COⅠ, 73 sequences of 12S, 75 sequences of 18S rRNA and 75 

sequences of 28S rRNA were obtained, and their lengths were 776 bp, 443 bp, 909 bp and 894 bp 

respectively. Sequence analysis showed that the polymorphic sites, haplotype, Hd dversity and nucleotide 

diversity index of COⅠ were 466, 32, 0.925 and 0.086, respectively. While that of 12S were 292, 43, 

0.928, 0.0856, and 18S were 909, 74, 1.0, 0.717, and 28S were 27, 18, 0.778, 0.289. In addition, the 

Jiaonan population and Penglai population showed the highest diversity in 18S and 28S. Genetic distance 

data revealed the Korea population has bigger genetic distance with China population than that of within 

populations from China. Clustering analysis based on the partial sequences of COⅠ gene showed that the 

China S. broughtonii individuals from same population China clustered generally together, however, the 

Korea individuals clustered more than one group. 

Key words    Scapharca broughtonii; COⅠ gene; 12S rRNA gene; 18S rRNA gene; 28S rRNA gene; 

Genetic diversity 
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短蛸(Amphioctopus fangsiao)幼体摄食行为和 

不同饵料对其生长、存活的影响* 

王卫军 1  董  根 1,2  李焕军 1  刘兆存 3   

李  彬 1  冯艳微 1  杨建敏 1① 
(1. 山东省海洋资源与环境研究院  山东省海洋生态修复重点实验室  烟台  264006; 

2. 中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003; 3. 山东省华春渔业有限公司  东营  257200) 

摘要    为了研究短蛸(Amphioctopus fangsiao)不同生长阶段的饵料需求，本研究采用刚孵化的短蛸

幼体作为实验材料，首先观察不同环境条件下短蛸幼体的摄食行为，然后通过投喂不同的饵料，对

短蛸幼体的生长过程进行研究。结果显示，卤虫无节幼体密度从 0.1 个/ml 上升至 1 个/ml 的过程中，

密度在 0.1 个/ml 时短蛸初孵幼体摄食量高；1–2 d 龄幼体和 2–3 d 龄幼体有较为强烈的摄食行为，

因此，需要从孵化第 2 天开始重视短蛸幼体的饵料情况。晚上是初孵幼体的摄食活跃阶段，在室内

光和黑暗条件下均表现出高摄食量。投喂混合饵料时，短蛸幼体有较高的存活率和增长率；初孵幼

体(0.03 g)培育过程中，卤虫无节幼体是关键饵料；当幼体开始附底(0.1 g)时，应及时进行饵料转换，

虾苗和贝肉是附底幼体的重要饵料。该研究结果对短蛸规模化苗种繁育具有重要实用价值。 

关键词    短蛸幼体；摄食行为；饵料结构；生长；存活 

中图分类号 S917.4    文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0100-07 

蛸类幼体捕捉猎物行为是一种可辨识的行为

(Boletzky, 1987; Villanueva et al, 1997; Hernandez- 
Garcia et al, 2000)。蛸类幼体摄食行为的发生会受到

环境条件影响，因此，本研究通过观察不同条件下的

蛸类幼体摄食行为发生频率，以期获得适宜的摄食环境

条件。蛸类幼体在孵化之后，初期能够利用卵黄储备

度过初始的数小时或数天，之后依靠捕食外源饵料进

行生长(Boletzky, 1975、1989)。外卵黄囊体积的减少

或者消失被认为是一种幼体健康和活力的象征，表明

这些储备被正常吸收。相反，一个大的外卵黄囊表明过

早孵化(Boletzky et al, 1983、1987)，而且缺失或遗弃

外卵黄囊会降低幼体的成活率(Okubo, 1979)。蛸类幼

体对蛋白质和不饱和脂肪酸有很高需求(Giménez et al, 
2002; Iglesias et al, 2004; Aguila et al, 2007; Domingues 
et al, 2007; Cerezo-Valverde et al, 2008)，同时依赖具有丰

富营养组成的活体饵料 (Navarro et al, 2000、2003; 

Iglesias et al, 2007; Seixas et al, 2010; Farías et al, 2011)。

蛸类幼体在第 1 个月表现出了很高的死亡率，其原因

可能是缺乏一种合适的饵料来满足其营养需求，因

此，关于蛸类幼体的饵料研究引起国际上广泛关注。 

目前，关于短蛸(Amphioctopus fangsiao, d’Orbigny, 

1839–1841)幼体饵料方面的研究少有报道，本研究

采用不同饵料进行生长实验，以期为短蛸幼体养殖

过程中的饵料选取提供参考和数据支持。 

abc
图章
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1  材料与方法 

1.1  材料 

于 2012 年在山东省海洋资源与环境研究院东营

养殖实验基地进行短蛸摄食观察实验，于 2016 年在

华春渔业有限公司进行短蛸生长存活实验。实验用短

蛸幼体孵化于 6 月初，选取体质强、健康的同一批个

体。摄食行为观察实验容器为普通白色塑料桶，生长

实验容器为 75 cm×40 cm×25 cm 白色塑料箱，实验用

水为经砂滤池过滤的天然海水，自然水温在 25–26℃

之间，盐度在 26–28之间。饵料准备包括卤虫(Artemia)

无节幼体、中国毛虾(Acetes chinensis)虾苗、桡足类、

四角蛤蜊(Mactra veneriformis)贝肉。卤虫无节幼体由

卤虫卵孵化，并经过营养强化。桡足类(哲水蚤目)和

虾苗(约 1 cm)由天然池塘通过不同孔径的滤网分离

获得。贝肉为四角蛤蜊的足和闭壳肌，去除内脏团。 

1.2  幼体摄食行为观察 

在桶内放入约 30 cm 高的水体，将 15 只初孵幼

体放入其中后，1 min 为幼体适应期，之后的 9 min

记录活跃幼体和摄食行为发生次数。活跃幼体的判定

为在水体中游动而非贴于桶壁之上的个体。摄食行为

发生的判定为幼体突然猛的向前游动 1 次，作为发生

1 次摄食行为。实验由 2 人观察计数，1 人计时。 

个体平均摄食次数=总摄食行为发生次数 /活跃

幼体数 

1.2.1  不同密度卤虫无节幼体对初孵幼体摄食行为

的影响    将 15 只饥饿的 1–2 d 龄幼体，放入 3 组

密度分别为 0.1、0.5、1 个/ml 的卤虫无节幼体饵料中，

观察记录 10 min 中内其活跃个体和摄食行为。观察

时间默认晚上，实验光线为室内光(30 Lux)。 

1.2.2  饵料对初孵幼体的摄食行为的影响    根据

饵料种类将实验分为 3 组：卤虫无节幼体 0.1 个/ml、

桡足类 0.1 个/ml、虾苗 10 只/L，每组分别放入 15 只

饥饿的 1–2 d 龄幼体，观察记录 10 min 中内其活跃个

体和摄食行为。观察时间默认晚上，实验光线为室内

光(30 Lux)。 

1.2.3  不同时间段初孵幼体的摄食行为    分别在

08:00、12:00、20:00，将 15 只饥饿的 1–2 d 龄幼体放

入 0.1 个/ml 的卤虫无节幼体饵料中，观察记录 10 min

中内其活跃个体和摄食行为。 

1.2.4  不同光线条件下初孵幼体的摄食行为    分

别在自然光直射(600 Lux)、室内光(30 Lux)和黑暗

(0.02 Lux)条件下，将 15 只饥饿的 2–3 d 龄幼体，放

入 0.1 个/ml 的卤虫无节幼体饵料中，观察记录 10 min

中内幼体活跃个体和摄食行为。 

1.2.5  不同日龄幼体的摄食行为    根据日龄将饥

饿的幼体分为 5 组(0–1、1–2、2–3、3–4、4–5 d)，每组

15 只，将其放入密度为 0.1 个/ml 的卤虫无节幼体饵

料中，观察记录 10 min 内幼体活跃个体和摄食行为。

观察时间默认晚上，实验光线为室内光(30 Lux)。 

1.3  不同饵料下初孵和附底幼体的生长、存活 

根据幼体的生长过程，将幼体分为初孵幼体(0.03 g)

和附底幼体(0.1 g) 2 个阶段。在初孵幼体阶段中，根

据饵料使用不同分为 4 组：卤虫无节幼体组、桡足类

组、虾苗组、混合组(卤虫无节幼体+桡足类+虾苗)，养

殖 9 d，观察其成活率和生长情况。在附底幼体阶段

中，单一饵料已经不能够满足，根据饵料的大小区别，

采取 4 种饵料组合：卤虫无节幼体+桡足类组、桡足类+

虾苗组、虾苗+贝肉组、混合组，养殖 10 d，观察其成活

率和生长情况，计算反映短蛸幼体生长情况的 2 个指

标：增长率(Growth rate, GR)和瞬时增长率(Instantaneous 

growth rate, IGR)(姜作发等; 2007)，公式如下： 

 GR=(W2–W1)/W1×100%； 

 IGR=(lnW2–lnW1)/t×100%； 

W1、W2 分别代表初始体重和结束体重，t 代表实

验天数。 

2  结果 

2.1  幼体摄食行为 

2.1.1  不同密度卤虫无节幼体对初孵幼体摄食行为

的影响    从 0.1 个/ml 上升至 1 个/ml 卤虫无节幼体

密度过程中，短蛸幼体平均活跃个数、摄食行为发生

次数、个体平均摄食次数均表现减少(图 1)。 
 

 
 

图 1  不同密度卤虫无节幼体下初孵幼体的摄食行为 

Fig.1  The feeding behavior of A. fangsiao 
new hatchlings fed on Artemia nauplii at different densities 
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2.1.2  不同饵料对初孵幼体摄食行为的影响    虾

苗能够极大地引起幼体的摄食兴趣，幼体表现出明显

的攻击性，摄食行为发生次数达到 131 次，个体平均

摄食次数达到 20.68 次(图 2)。幼体对桡足类没有很强

的摄食欲望，各项指标均为最低。卤虫无节幼体摄食

行为发生次数适中，活跃幼体个数最多。 
 

 
 

图 2  初孵幼体对不同饵料的摄食行为 

Fig.2  The feeding behavior of A. fangsiao  
new hatchlings fed on different diets 

 

2.1.3  不同时间段初孵幼体的摄食行为    如图 3 所

示，晚上是初孵幼体的摄食活跃时间段，表现为高平

均活跃个数(8.67)和高摄食行为发生次数(75)。而上午

和下午，初孵幼体摄食并不活跃，摄食行为较少。 
 

 
 

图 3  不同时间段初孵幼体的摄食行为 

Fig.3  The feeding behavior of A. fangsiao  
new hatchlings at different time points 

 

2.1.4  不同光线对初孵幼体摄食行为的影响    室内

光条件下，摄食行为发生次数出现最多，为 76 次；

而黑暗条件下，幼体更加活跃，8.33 只平均活跃幼体

数；自然光直射条件下，幼体不活跃，摄食行为发生

也较少(图 4)。 
 

 
 

图 4  不同光线条件下初孵幼体的摄食行为 

Fig.4  The feeding behavior of A. fangsiao  
new hatchlings under different light conditions 

 

2.1.5  不同日龄幼体的摄食行为    1–2 d 龄幼体和

2–3 d 龄幼体的摄食行为较为强烈，表现为高的摄食

行为发生次数(75 和 76)和个体平均摄食次数(8.65 和

12.01)；0–1 d 龄幼体，尽管活跃个数较高，但摄食行

为较少；3–4 d 龄和 4–5 d 龄摄食行为逐渐衰退，尤

其 4–5 d 的个体平均摄食次数仅为 2.8 次(图 5)。 
 

 
 

图 5  不同日龄初孵幼体的摄食行为 

Fig.5  The feeding behavior of A. fangsiao  
new hatchlings at different ages 

 

2.2  饵料对幼体生长、存活的影响 

2.2.1  饵料对初孵幼体存活率的影响    总体上短

蛸初孵幼体的成活率低，其中，采用混合饵料的存活

率相对最高，为 25%；其次，卤虫无节幼体、桡足类

作为饵料，存活率均为 16.67%；虾苗条件下存活率最

低，仅为 8.33%(图 6)。 
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图 6  短蛸初孵幼体(0.03 g)摄食不同饵料的存活情况 

Fig.6  The survival rate of A. fangsiao new hatchlings 
 (0.03 g) fed on different diets 

 
利用卤虫无节幼体、虾苗和混合饵料均能够获得

较高的增长率和瞬时增长率，分别为 433%以上和

20%左右；而桡足类的生长效果不佳(表 1)。 

2.2.2  对附底幼体存活率的影响     虾苗+贝肉饵

料组合的存活率最高，为 83.3%；混合饵料组的成活

率达到 50%；桡足类+虾苗组的成活率约 40%；卤虫

无节幼体和桡足类已不适于附底幼体，仅存活 1 只，

存活率为 8.3%(图 7)。 
 

 
 

图 7  短蛸附底幼体(0.1 g)摄食不同饵料的存活情况 

Fig.7  The survival rate of A. fangsiao benthic  
hatchlings (0.1 g) fed on different diets 

 

桡足类+虾苗、虾苗+贝肉、混合饵料均能够达到

约 13%的瞬时增长率，而卤虫无节幼体+桡足类的增

长率仅为 8%(表 2)。 
 

表 1  不同饵料下短蛸初孵幼体(0.03 g)的生长情况 
Tab.1  The growth of A. fangsiao new hatchlings (0.03 g) fed on different diets 

饵料 Diets 
指标 Indices 

卤虫无节幼体 Artemia nauplii 桡足类Copepoda 虾苗 Shrimp larva 混合Mixture diet

初始重量 Initial weight (g) 0.03 0.03 0.03 0.03 

实验后重量 Final weight (g) 0.16 0.11 0.16 0.18 

增长率 Growth rate (%) 433 267 433 500 

瞬时增长率 Instantaneous growth rate (%/d) 19 14 19 20 

 
表 2  不同饵料下短蛸附底幼体(0.1 g)的生长情况 

Tab.2  The growth of A. fangsiao benthic hatchlings (0.1 g) fed on different diets 

饵料类 Diets 

指标 Indices 卤虫无节幼体+桡足类
Artemia nauplii 
with Copepoda 

桡足类+虾苗 
Copepoda with 
Shrimp larva 

虾苗+贝肉 
Shrimp larva with 

shellfish meat 

混合 
Mixture diet

初始重量 Initial weight (g) 0.100 0.100 0.100 0.100 

实验后重量 Final weight (g) 0.230 0.408 0.353 0.355 

增长率 Growth rate (%) 130 308 253 255 

瞬时增长率 Instantaneous growth rate (%/d) 8 14 13 13 

 

3  讨论 

3.1  影响短蛸摄食行为的主要因素 

蛸类的摄食行为包括三个阶段，第一阶段为“注

意阶段”：幼体减慢速度靠近猎物，采取一系列不同

的迂回移动包括前进、后退和侧游。第二阶段为“定 

位阶段”：胴部末端径直朝向猎物，将腕聚集起来指

向前端呈瞄准姿势，体轴与猎物直接对齐。此时，幼

体几乎保持静止，有时在猎物旁利用活动漏斗喷出的

水流旋转调整自己的位置，从而获得最佳攻击位置。

第三阶段为“攻击阶段”：幼体通过漏斗一次(或者两

次)强力喷出的水流急速前游，将猎物用腕全部包裹。
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相较于 0.5 个/ml 和 1 个/ml 卤虫无节幼体密度，短蛸

摄食行为在 0.1 个 /ml 发生次数较多，这与真蛸

(Octopus vulgaris)相似(Iglesias et al, 2006)，其原因可

能是较低密度能够使幼体更好地锁定目标，实施更加

有效的捕食行为。关于饵料密度，不同研究采用不同

密度，没有明确标准，Iglesias 等(2004)使用卤虫成体

(1–4 mm)的密度为 0.05–0.1 个/ml；Moxica 等(2002)

使用 0.1 个/ml；Villanueva 等(2002)采用密度为 0.2、

2、4、10 个/ml 卤虫无节幼体进行研究，发现最高生

长率出现在高密度；Carrasco 等(2003)使用卤虫密度

为 0.2–0.8 个/ml；Okumura 等(2005)使用卤虫密度为

2.0 个/ml，关于饵料的密度高低对生长和存活的影响

仍需研究。饵料高密度并不一定能引起较多的摄食行

为，在实际养殖过程中，为减少时间和经济成本，可

以适当减少饵料投喂密度，保证其被幼体有效摄食。

短蛸 0–1 d 幼体可能仍然依靠卵黄营养，对外源饵料

在生理上未做好准备。Yamauchi 等(1964)记录短蛸孵

化幼体的卵黄 10 h 内全部吸收，24 h 前后主动捕食

并不积极，此时用镊子夹取 2 mm 饵料碎片，幼体用

腕抱持，此举说明短蛸已经开始摄食外源营养。1–2 d

和 2–3 d 由于卵黄已基本吸收完成，机体处于饥饿状

态，所以表现出强烈的摄食需求，其他实验同样观察

到发育良好、非早产的真蛸幼体在孵化 24 h 之后便

开始摄食(Villanueva et al, 2002; Morote et al, 2005; 

Iglesias et al, 2006)。3–4 d 之后，可能由于饥饿时间

过长，身体虚弱，达到不可逆点，摄食行为发生消极。

因此，在实际养殖过程中，从孵化第 2 天开始要对短

蛸幼体的饵料条件加以重视。 

夜间是短蛸初孵幼体摄食行为发生的主要时间

段，这可能与其喜安静和阴暗的特点相关。因此，在

养殖过程中，在傍晚要投喂足够量的饵料，防止由于

夜间摄食量多而导致饵料缺乏，同时，白天可适量减

少饵料投喂量，以节省饵料。短蛸初孵幼体在黑暗条

件下活跃，而在室内微光条件下，摄食行为发生较多。

黑暗条件下活跃可能与其自身习性相关，短蛸喜在阴

暗环境下生存，另一方面，摄食行为发生可能有一个

视觉阈，超过一定光线照度后，幼体才进行大量摄食。

上午、下午摄食行为少，说明强光照对短蛸的摄食有

直接抑制作用。真蛸初孵幼体相关实验显示，微光条

件下的摄食率比黑暗下提高 3 倍(Villenueva et al, 
2008)。Márquez 等(2007)在研究真蛸幼体摄食与光照

关系时同样发现，黑暗条件下的摄食个体较少，表明

光照(视觉)在捕食行为中的重要性。然而，这些作者

同时认为，光照对摄食并非必要因素，因为黑暗条件

下幼体的摄食率与饵料密度呈正相关。因此，在养殖

过程中，应保持较低的光照条件，避免阳光直射，傍

晚可能是幼体一天中摄食的高峰期，需保证饵料充

足。虾苗能够极大地引起短蛸的摄食兴趣。口的直径

限制摄食饵料的大小，初孵蛸类相较于大部分肉食性

幼鱼，能够利用发育良好的腕和吸盘捕获与其相同大

小的猎物。短蛸在幼体阶段有极强的攻击性，喜欢攻

击身体大小相似的物体，甚至水体中的相似悬浮物都

会成为它进攻的目标(张学舒, 2002)。虾苗体长 1 cm，

与短蛸幼体初孵幼体大小类似，符合其捕食选择。但

作者在实验中同样发现，虾苗游泳速度快于短蛸幼

体，短蛸幼体不易捕捉成功，造成摄食效率低。因此，

初孵幼体期间，应尽可能寻找一种体型与短蛸相似，

而游泳能力却低于短蛸的活体饵料。 

3.2  初孵幼体和附底幼体的饵料选择 

采用混合饵料投喂初孵幼体，成活率相对较高

(25%)，生长率也能达到 20%。剩余 3 种单一饵料作

比较，卤虫无节幼体成活率和增长率均为最高，接近

混合饵料，可以确定其在短蛸初孵幼体生长过程中的

重要性。虾苗成活率较低原因可能是其短蛸幼体难以

捕食所导致的饥饿造成。使用桡足类，幼体生长率较

低，可能桡足类在营养上不能满足初孵幼体。因此，

初孵幼体培育过程中，尽可能混合投喂，卤虫无节幼

体是关键饵料。目前，卤虫是水产养殖最广泛应用的

开口饵料之一，在蛸类养殖过程中也能够表现出较好

结果，但在低温和对 n-3 不饱和脂肪酸需求较高时，

不宜使用(Uriarte et al, 2011)。 

幼体附底以后，随着饵料体积的增大，幼体成活

率增加。凡是有虾苗的饵料组合，均获得较高的存活

率和生长率，没有虾苗的“卤虫无节幼体+桡足类”的

组合在存活率和生长率上都不理想，表明短蛸饵料结

构开始转变，虾苗是此时附底幼体的一种优良饵料。

在虾苗+贝肉的饵料中，成活率超过 80%，表明贝肉

有助于附底幼体的成活。短蛸的饵料大小应随着幼体

的生长进行调整(Kitajima et al, 1985)，因此，当幼体

开始附底时，要及时进行饵料转换，虾苗和贝肉是附

底幼体的重要饵料。 
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Feeding Behavior of Larval Amphioctopus fangsiao and the Effect of  
Different Diets on Its Growth and Survival 

WANG Weijun1, DONG Gen1,2, LI Huanjun1, LIU Zhaocun3, LI Bin1, FENG Yanwei1, YANG Jianmin1①
 

(1. Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology, Shandong Marine Resource and  
Environment Research Institute, Yantai  264006; 2. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education,  

Ocean University of China, Qingdao  266003; 3. Shandong Huachun Fisheries Co., LTD, Dongying  257200) 

Abstract    Amphioctopus fangsiao (d’Orbigny, 1839–1841), aka Octopus ocellatus (Gray, 1849), is 

widely distributed in coastal areas of West Pacific Ocean. A. fangsiao has high market value because of 

the delicate meat texture and enriched nutrition. Hence it has been one of the most important economic 

species in the north coast of China, and the development of the culture industry is promising. In this study 

we used new hatchlings to study the food requirement of A. fangsiao at different developmental stages. 

We first observed the feeding behavior under different conditions, and then investigated the growth 

process of A. fangsiao fed on different diets at different developmental stages. As the density of Artemia 
nauplii (the food) increased from 0.1 ind./ml to 1 ind./ml, the highest food intake rate of the hatchlings 

occurred when the density was 0.1 ind./ml. Because the feeding behavior of hatchlings aged Day 1–2 and 

Day 2–3 was highly active, the diet should be carefully prepared starting from Day 2 after hatching. The 

food intake of new hatchlings was usually active in the nighttime, and was especially intense in the 

shimmer and dark environment. A mixed diet helped improve the growth and lower the mortality rate. 

Artemia nauplii was the key diet at the para-larvae stage (0.03 g). A switch of diet was needed at the 

benthic stage (0.1 g), and shrimp and fresh shellfish meat was the optimal combination for the benthic 

hatchlings. Results of this study may provide important information for the large-scale culture of     

A. fangsiao. 

Key words    Amphioctopus fangsiao lavae; Feeding behavior; Diet structure; Growth; Survival 
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莱州湾海域小刀蛏(Cultellus attenuatus) 

繁殖生物学研究* 

姜  绪 1  韦秀梅 1  冯艳微 1  韩慧宗 1  王  圣 1   

刘相全 1①  童  潼 2 
(1. 山东省海洋资源与环境研究院  山东省海洋生态修复重点实验室  烟台  264006； 

2. 广西壮族自治区海洋研究所  广西海洋生物技术重点实验室  北海  536000) 

摘要    2013年4月–2014年3月，采用组织学和实验生态学方法研究了山东莱州湾海域小刀蛏

(Cultellus attenuatus)的性腺发育、生殖周期、胚胎及幼虫发育。结果显示，在繁殖季节，小刀蛏性

别可通过性腺颜色区分，雌性为白色，雄性为黄色；1个生殖周期为1年，性腺发育经历增殖期、生

长期、成熟期、排放期和休止期5个阶段；莱州湾繁殖期为6月中旬–7月上旬。小刀蛏受精卵卵径为

50–55 μm，在水温26℃、盐度28的条件下，经24 h发育至D形幼虫，10 d后幼虫发育变态为稚贝。

对莱州湾小刀蛏繁殖生物学的研究，可为该海域小刀蛏的人工育苗和增养殖提供科学依据。 

关键词    小刀蛏；繁殖生物学；性腺发育；胚胎及幼虫发育 

中图分类号 S968.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0107-05 

小刀蛏 (Cultellus attenuatus) 隶属软体动物门

(Mollusca)、双壳纲(Bivalvia)、帘蛤目(Veneroida)、

刀蛏科(Cultellidae)(徐凤山, 1997)，生活在数米至数

十米水深的浅海中，其底质一般为泥或泥沙，在我国

南北海区均有分布 (高爱根等 , 2005a、b; 吴斌等 , 

2014)。小刀蛏因其味道鲜美且营养价值高，受到消

费者的青睐，具有较高的经济价值。 

近年来，受近海人类活动增加、捕捞强度过大及

海洋环境恶化等因素的影响，小刀蛏野生资源锐减且

规格降低，为有效保护小刀蛏资源，同时满足市场消

费需要，开展其人工育苗工作势在必行。目前，国内

外已有小刀蛏相关报道，如徐加涛等(2013)报道了小

刀蛏的营养学价值；曾国权等(2010)分析了小刀蛏群 

体内同工酶的遗传变异；陈丽梅等(2005)、孟学平等

(2008)对小刀蛏部分 DNA 序列进行了分析；王亚

(2012)1)对舟山地区小刀蛏的性腺、胚胎及幼体发育

进行了研究。但关于我国北方地区小刀蛏的繁殖习性

尚未见报道。本研究对我国北方莱州湾海域小刀蛏的

性腺发育规律以及胚胎幼虫的发育过程进行了研究，

以期为我国小刀蛏的人工育苗提供科学依据。 

1  材料与方法 

实验用小刀蛏于 2013 年 4 月–2014 年 3 月在山

东莱州湾海域采集。 

性腺发育观察：实验期间，每月采集 1 次样品，

而在 5、6、7 月每 10 d 采样 1 次。每次采集的样品

abc
图章
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取 10 只进行解剖，观察小刀蛏性腺发育情况；另取

10 只样品分离其生殖腺，波恩试液固定，石蜡包埋，

切片厚度约为 6 μm，经苏木精–伊红染色，显微镜下

观察并拍照。 

胚胎及幼虫发育观察：6 月初，筛选个体完整、

外壳无破损的健康小刀蛏个体作为亲本，放入车间内

暂养，暂养期间投喂小球藻 (Chlorella sp.)和金藻

(Chrysophyta)，选取海泥为底质，后采用阴干、流水

和升温相结合的方式刺激亲蛏产卵。产卵后，取样品

连续观察，记录小刀蛏胚胎及幼虫发育过程。 

2  结果 

2.1  小刀蛏宏观性腺发育分期 

经解剖发现，小刀蛏为雌雄异体，性腺由滤泡、

生殖管和生殖输送管三部分构成。同时，经观察性腺

颜色、形状及内脏团覆盖率等，将小刀蛏性腺发育分

为增殖期、生长期、成熟期、排放期和休止期。 

增殖期：从外观上无法分辨雌雄，解剖后观察发

现，内脏团表面有一层很薄的性腺。 

生长期：可从外观上分辨雌雄，雌性性腺呈白色，

雄性性腺则呈黄色，絮状物包围内脏团，并向足部延

伸生长。 

成熟期：性腺丰满，覆盖内脏团，足内部厚度增

加，性腺颜色已清晰可见。 

排放期：性腺发育至全年最丰满时期，排放前，

絮状物质延伸到足基部，解剖后有大量白色(雌性)或

黄色(雄性)液体流出；排放后，足部呈透明状，无法

分辨雌雄。 

休止期：个体消瘦，已无法观察到絮状物质，足

部呈透明状，无法分辨雌雄。 

2.2  小刀蛏性腺组织学发育分期 

增殖期：小刀蛏雌雄分化开始，滤泡开始形成，

呈狭长带状、椭圆状等不规则状，滤泡体积较小，滤

泡间存在结缔组织。配子刚开始发育，其中，雌性滤

泡壁上出现卵原细胞，雄性滤泡壁上出现精原细胞，

并逐渐有精母细胞形成(图 1-a 和图 2-a)。本阶段发育

时间为 3 月。 

生长期：滤泡间结缔组织逐渐减小，滤泡数量增

加，体积增大。雌性滤泡腔内卵原细胞逐渐分化，未

成熟卵子形状不规则，具有卵柄，并向滤泡腔中央延

伸，已有少量脱离滤泡腔壁，成熟卵子出现；雄性滤

泡腔内，精原细胞不断分化，腔内精原细胞至精子各

阶段形态均能观察到，出现少量成熟精子(图 1-b 和图

2-b)。本阶段发育时间为 4 月。 

成熟期：滤泡间的空隙基本消失，且滤泡发育至

最饱满的时期。雌性滤泡腔内充盈大量成熟卵子，相

互挤压，卵子呈现出多种形状；雄性滤泡腔被大量成

熟的精母细胞和精子充满(图 1-c 和图 2-c)。本阶段发 
 

 
 

图 1  小刀蛏卵巢不同发育期的组织切片(100×) 
Fig.1  Histological changes in the ovary of C. attenuates at different developmental stage (100×) 

a: 增殖期; b: 生长期; c: 成熟期; d: 排放期; e: 休止期 

CT: 结缔组织; FW: 滤泡壁; OO: 卵原细胞; MO: 成熟卵子 
a: Proliferation stage; b: Increasing stage; c: Maturation stage; d: Breeding stage; e: Suspensive stage 

CT: Connective tissue; FW: Follicle wall; OO: Oogonium; MO: Mature oocyte 
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图 2  小刀蛏精巢不同发育期的组织切片(100×) 
Fig.2  Histological changes in the testicle of C. attenuates at different developmental stage (100×) 

a: 增殖期; b: 生长期; c: 成熟期; d: 排放期; e: 休止期 

CT: 结缔组织; FW: 滤泡壁; SN: 精原细胞; SP: 成熟精子 
a: Proliferation stage; b: Increasing stage; c: Maturation stage; d: Breeding stage; e: Suspensive stage 

CT: Connective tissue; FW: Follicle wall; SN: Spermatogonia; SP: Sperm 
 

育时间为 5 月–6 月上旬。 

排放期：由于成熟卵子和精子的大量排放，滤泡

腔内卵子和精子数量减少，滤泡腔萎缩，并出现大量

空隙，部分滤泡腔壁破裂。雌性滤泡腔内仍有部分卵

母细胞和成熟卵子；雄性滤泡腔内仍存在精母细胞和

成熟精子(图 1-d 和图 2-d)。本阶段发育时间为 6 月中

旬–7 月上旬。 

休止期：滤泡萎缩甚至消失，结缔组织已占据整

个性腺，雌雄已无法分辨(图 1-e 和图 2-e)。本阶段发

育时间为 7 月中旬–翌年 2 月。 

2.3  小刀蛏胚胎及幼虫发育 

小刀蛏受精卵为沉性卵，在温度为 26℃、盐度

28 的条件下，发育过程如表 1 所示。从表 1 可以看

出，受精卵经 3 h 45 min 进入囊胚期，此时胚胎已可

缓缓转动；随后进入原肠期，胚胎可小范围旋转涌动；

在 8 h 45 min 后发育至担轮幼虫；24 h 后进入 D 形幼

虫发育阶段；2 d 后进入壳顶幼虫前期阶段；在发育

8–9 d 后，幼虫发育至壳顶后期。 

3  讨论 

小刀蛏的性腺发育周期与缢蛏 (Sinonovacula 
constricta) (闫红伟等, 2009)、大竹蛏(Solen grandis 

Dunker) (肖国强等 ,  2009)、硬壳蛤 (Mercenaria  

表 1  小刀蛏的胚胎和幼虫发育 
Tab.1  Developmental stages of embryo and larvae of C. attenuatus 

发育时期 
Developmental stages 

发育时间 
Developmental time 

2 细胞 2-cell 40 min 

4 细胞 4-cell 50 min 

8 细胞 8-cell 1 h 10 min 

16 细胞 16-cell 1 h 35 min 

32 细胞 32-cell 1 h 55 min 

桑葚期 Morula stage 2 h 50 min 

囊胚期 Blastula stage 3 h 45 min 

原肠期 Gastrula stage 5 h 15 min 

担轮幼虫 Trochophore 8 h 45 min 

D 形幼虫 D larva 24 h 

壳顶前期 Pre-shell stage 2 d 

壳顶后期 Post-shell stage 8–9 d 

 
mercenaria) (林志华等 , 2005)等埋栖型双壳贝类相

似，性腺的周年变化经历增殖期、生长期、成熟期、

排放期和休止期 5 个时期。小刀蛏为雌雄异体贝类，

统计 240 只样品发现，其雌雄比例约为 1∶1。同时，

通过对性腺切片及形态学观察发现，小刀蛏在莱州湾

海域的繁殖时间为 6 月中旬–7 月上旬，6 月中旬时性

腺发育成熟，滤泡腔内已充满成熟的卵子和精子，已

具备明显的排放特征；在大潮发生后或海水环境发生
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剧烈变化后(如降雨导致海水盐度降低等)，小刀蛏受

到刺激，大规模产卵。而在 7 月中旬取样后，小刀蛏

足部呈透明状，切片观察仅有少量卵细胞残留，滤泡

已逐步被结缔组织覆盖。王亚(2012)1)对舟山地区小

刀蛏性腺发育的研究中发现，舟山地区小刀蛏的繁殖

季节为 7–9 月，且能分批排放，显示南方与北方小刀

蛏繁殖习性的差异。白胡木吉力图等(2008)对青蛤

(Cycilina sinensis)的研究中发现，青蛤在山东乳山湾

的繁殖期为 6–9 月，而在福建漳浦县地区的繁殖期则

在 9–11 月。不同海区，同种贝类存在不同的繁殖时

间，可能是受到内源性因素(如种群基因差异)和外源

性因素(如水温、饵料)等因素的共同影响。 

本研究通过对小刀蛏性腺组织切片和形态学的

观察，掌握了小刀蛏的繁殖规律，并初步开展了小刀

蛏的人工育苗工作。6 月初，采捕小刀蛏亲本进行暂

养，在 6 月中旬时出现自然排放。观察幼虫发育过程

发现，受精卵卵径为 50–55 μm，D 形幼虫壳长约 90 μm、

壳高约为 60 μm，壳顶后期幼虫壳长约 200 μm、壳高

约 170 μm。在 10 d 时，观察到少量幼虫面盘脱落，

转入底栖生活，依靠足移动，进入匍匐幼虫阶段，之

后单水管形成，进入附着稚贝时期。本研究的幼虫生

长速度与王亚(2012)1)的研究结果基本一致。 

经过人工育苗实验，发现以下问题应予以重视：

(1)小刀蛏外壳较脆弱，受到冲击或挤压易断裂而造成

损伤，采集亲贝时需注意；(2)暂养过程中，应选择适

宜的底质且要经常更换。本实验采用海泥作为底质，

期间为避免底质板结或环境恶化，及时更换底质，

小刀蛏成活率可达 70%以上，效果较好；(3)采用阴

干、流水和升温刺激相结合的方式，并未产生较好

的催产效果。催产完成后继续培养，2 d 后小刀蛏亲

贝仍可继续排放。这些问题需在今后育苗工作中进一

步探索。 

实验观察发现，小刀蛏耐干露能力较强。在 20℃

室内温度条件下，干露 12 h 后放入水中仍可恢复活

力；而在干露 24 h 后，其外壳张开，足伸出，刺激

后仍有反应，但反应缓慢，放入水中无法恢复活力。

明确小刀蛏的耐干露能力，对种贝的运输具有重要

意义。 

小刀蛏市场需求量不断增加，但其野生资源锐

减，个体趋小。研究小刀蛏的性腺发育周期，解决苗

种培育的关键问题，可为小刀蛏资源恢复和增养殖奠

定基础。 
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The Reproductive Biology of Cultellus attenuatus in the Laizhou Bay 

JIANG Xu1, WEI Xiumei1, FENG Yanwei1, HAN Huizong1,  
WANG Sheng1, LIU Xiangquan1①, TONG Tong2 

(1. Shandong Provincial Key Laboratory of Marine Ecology Restoration, Shandong Marine Resource and  
Environment Research Institute, Yantai  264006; 2. Guangxi Institute of Oceanology, Key Laboratory of  

Marine Biotechnology of Guangxi, Beihai  536000) 

Abstract    Cultellus attenuatus is a commercially valuable species that is widely distributed in the 

north and south coastal waters of China. In this study, we applied histological sectioning and experimental 

ecology methods to study the reproductive biology of C. attenuatus including the reproductive cycle, 

gonadal development, breeding season, embryonic development and larval development. Experimental 

subjects were collected from the Laizhou Bay of Shandong Province in the North China. C. attenuatus 

were sampled three times per month from May to July, and was sampled once a month in the rest months 

from April 2013 to March 2014. The results showed that C. attenuatus was dioecious, and that the sex 

could be identified with the colors of mature gonads that were white and yellow for the female and the 

male gonads respectively. The reproductive cycle of C. attenuatus was one year. The gonad of C. 
attenuatus was composed of the follicle, gonaduct and gonadial tube. The gonadal development could be 

divided into five stages, which were the proliferation stage in March, the increasing stage in April, the 

mature stage from May to early June, the breeding stage from mid-June to early July, and the suspension 

stage from mid-July to February of the next year. Its breeding season was between mid-June and early 

July when the water temperature was 22.0–26.6℃. The diameters of fertilized eggs were 50–55 μm. 

Hatching and the larval culture were conducted with aeration at a stable temperature and salinity. At 26℃ 

and salinity 28, the D-shaped larvae were hatched in 24 hours to the size of 90 μm×60 μm. Since Day 10, 

the larvae began to settle down and developed into the post larvae, and metamorphosis was completed. It 

was found that the C. attenuatus had high tolerance to air exposure. No mortality occurred when the razor 

shells were exposed to air at 20℃ for 12 h. Our study provided useful information for the artificial 

breeding of C. attenuatus.  

Key words    Cultellus attenuates; Reproductive biology; Gonadal development; Embryo and larvae 

development 
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水流和光照条件对舌状蜈蚣藻 Grateloupia 
 livida (Harv)Yamad 果孢子萌发生长的影响* 

陈素文  张文文  郭永坚  朱长波  李俊伟  颉晓勇  陈利雄① 
(中国水产科学研究院南海水产研究所 农业部南海渔业资源开发利用重点实验室  广州  510300) 

摘要    在不同水流和不同光照条件下，分别对舌状蜈蚣藻 Grateloupia livida (Harv)Yamad 果孢子

萌发情况展开研究，以期为其苗种生产奠定基础。舌状蜈蚣藻果孢子在附着 1 d、15 d 后，置于不

同水流速度(0、1、1.5、4、7、10、14 cm/s；1.5 cm/s 流速由充气控制，其他流速由流水装置控制)

培养 20 d；舌状蜈蚣藻果孢子附着 1 d 后，在不同光照周期(6L∶18D、8L∶16D、10L∶14D、12L∶

12D、14L∶10D、16L∶8D)和不同光照强度(35、85、135 µmol photons/m2·s)交叉条件下培养 70 d。

结果显示，附着 1 d 的果孢子萌发体在静止条件下的萌发生长明显优于其他水流速度下的(P<0.05)；

附着 15 d 的果孢子萌发体在 1.5 cm/s 流速下的萌发生长最好(P<0.05)，在静止条件下的萌发生长明

显慢于其他流速下的各组(P<0.05)。光照周期和光照强度对果孢子萌发生长的影响显著(P<0.05)，

这二者对盘状体和孢苗生长的影响具有交互作用(P<0.05)，对盘状体萌发出直立体的影响没有交互

作用(P>0.05)。光照时间为 8–10 h，盘状体萌发直立体的百分率以及孢苗的高度明显高于其他光照

时间下的各组。光照强度为 35 µmol photons/m2·s 时，盘状体萌发直立体的百分率以及孢苗的高度

明显比其他光照强度下的高。研究表明，在舌状蜈蚣藻育苗生产中，可采取孢子刚附着时静水培养，

附苗后 15 d 充气培养，并控制光照时间为 8–10 h 和光照强度为 35 µmol photons/ m2·s。 

关键词    舌状蜈蚣藻果孢子；萌发；生长；水流；光照周期；光照强度 

中图分类号 S968.43+3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0112-07 

舌状蜈蚣藻 Grateloupia livida (Harv)Yamad 属于

红藻门(Rhodophyta)、隐丝藻目(Cryptonemiales)、海

膜 科 (Halymeniaceae) 、 蜈 蚣 藻 属 (Grateloupia C. 

Agardh)，生长在高潮带附近的岩礁上或低潮带石沼

中，广泛分布于中国沿海、日本、韩国、越南和印度

洋(夏邦美, 2004)。舌状蜈蚣藻在广东俗称“面条菜”，

可食用 (Tseng, 1983)，具有同属其他藻类或海带

(Laminaria japonica)、裙带菜(Undaria pinnatifida)、

紫菜(Porphyra)等海藻所无法媲美的脆韧口感，是制

作凉拌菜的绝佳食材。舌状蜈蚣藻也与同属其他藻类

一样，具有抗肿瘤、抗凝血、抗菌抗病毒、增强免疫

力等作用，还可以作为染料和提取藻胶的工业原料

(李卫东等, 2012; Jiang et al, 2013; Ye et al, 2015)。随

着对舌状蜈蚣藻经济价值的深入认识，人们对其养殖

开发也越来越重视。为舌状蜈蚣藻苗种生产奠定基

础，李伟新等(1989)进行了舌状蜈蚣藻生殖器官的研

究，张丽娟(2000)进行舌状蜈蚣藻切段离体再生的研

究，宋志民等(2013)和陈伟洲等(2013)进行温度和光

照强度对舌状蜈蚣藻果孢子放散与附着以及早期发

育的影响研究。关于水流和光周期对舌状蜈蚣藻果孢

子萌发生长的影响则未见报道。 

水流直接或间接地影响大型海藻的生理、群落结

abc
图章
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构，是海藻产量的主要影响因素(Hurd, 2000)。研究

表明，海藻的光合速度和无机盐吸收速度等受水流速

度的影响(Wheeler, 1980; Gerard, 1982; Gao, 1991; 

Hurd, 1996; 孟伟杰等, 2014)，水流对江蓠(Gracilaria 
parvispora)藻体的生长和孢子的萌发有显著影响

(Ryder et al, 2004)。自然海区中，舌状蜈蚣藻多生长

在海浪冲击度较强的区域，水流对其孢子萌发生长的

影响更是值得探究。 

光照周期对很多种大型藻类生命周期的不同阶

段和代谢过程产生影响(McKamey et al, 2006; Sánchez- 

Romero et al, 2012; Mansilla, 2014)，不同藻类在不同阶

段对光照周期的要求不同，短日照诱导巨藻(Macrocystis 
pyrifera)产生新叶，长日照则促进叶片生长(王伟等，

1998)；较长时间的光照对褐藻(Padina boergesenii) 
(Vasuky et al, 2001)、雨生红球藻 (Haematococcus 
pluvialis)(韦韬等, 2013)和蜈蚣藻(Grateloupia filicina)

丝状体的生长有促进作用(杨晋等, 2015)。光照周期对

舌状蜈蚣藻孢子萌发会产生怎样的影响仍有待探索。  

本文研究了不同水流条件、不同光照周期与光照

强度交叉对舌状蜈蚣藻孢子萌发生长的影响，为舌状

蜈蚣藻苗种繁育提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验装置及材料 

成熟舌状蜈蚣藻果孢子体采自广东深圳杨梅坑

海域。采集的果孢子体清洗干净后放在白色水桶充气

培养，待水中果孢子达到 1000 ind./ml 以上时，取果

孢子水，按照附着密度约 6 ind./mm2 的比例泼洒果孢

子水到装有海水的方形水槽里(底部铺满载玻片作为

附着器)，轻轻搅拌均匀。附着有果孢子的载玻片将

用于实验。实验用水为经黑暗处理 5 d 以上的砂滤海

水，盐度为 32。 

实验于 2015 年 3 月在中国水产科学研究院南海

水产研究所深圳试验基地进行。用 LED 植物生长灯

作为实验光源，采用自行研制的流水装置(陈素文等, 

2015b)和海藻光周期实验装置(陈素文等, 2015a)分别

作为水流和光周期培养装置，用空调控制室温为 18℃。

用南京圣荣仪器设备有限公司生产的 LGY－Ⅱ型便

携式流速测算仪测量水流速度。 

1.2  实验设计 

1.2.1  不同水流条件对果孢子萌发生长的影响    取

采苗 1 d 后，果孢子附着密度没有显著性差异的    

51 张载玻片 (平均附着密度为 5.35 ind./mm2)中的    

45 张置于流水装置(图 1-A)，另外 6 张则分别置于   

6 个 500 ml 烧杯中。流水装置设置 5 个水流速度(1、4、

7、10、14 cm/s)，每一水流速度各设 3 个平行组，每

个平行组内有 3 张载玻片；3 个烧杯进行微充气，使底

部水流速度均为 1.5 cm/s，另外 3 个烧杯不充气(水流

速度为 0)作为对照。 

采苗后的载玻片培养 15 d 后(不充气、不流水)，

取盘状体密度无显著性差异 (盘状体平均密度为  

2.62 ind./mm2)的 45 张载玻片放于流水装置中，其余

6 张置于烧杯中，水流速度的设置同前所述。 

所有采苗载玻片的培养过程均采用光照强度为

65 µmol photons/m2·s，光周期为 L∶D＝12∶12；每

隔 2 d 全换水 1 次。两组实验均进行 20 d 后测各组盘

状体大小、萌发出直立体及存活数量并结束实验。 

1.2.2  不同光照周期对果孢子萌发生长的影响    实验

设置 6 个光照周期(6L∶18D、8L∶16D、10L∶14D、

12L∶12D、14L∶10D、16L∶8D)，每个光照周期设

置 3 个光照强度(35、85、135 µmol photons/m2·s)。

采 苗 24 h 后 的 载 玻 片 ( 孢 子 平 均 附 着 密 度 为     

5.02 ind./mm2)放入 500 ml 烧杯中并置于不同光照周

期和光照强度下(图 1-B)。每个光照条件下放 4 个烧

杯作为平行组。培养期间，控制水温为 18℃，每 3 d

换水 1 次，换水时清洗掉杂藻。实验进行 30 d 时，

测各组盘状体大小；60 d 时，测各组盘状体萌发出直

立体的比例及存活盘状体数；70 d 时，测孢苗高度。 

1.2.3  测定方法    在 10×10 倍显微镜下，测盘状

体大小和盘状体数，每张载玻片随机测量 10 个盘状

体的大小，并随机统计 10 个视野中盘状体数和萌发

出直立体的盘状体数。孢苗高度采用游标卡尺测量，

每张载玻片随机测量 10 株藻体的高度。 

盘状体存活率 Rt＝P0/Pt×100%； 

直立体萌发率 St＝Ut/Dt×100% 

式中，P0 和 Pt 分别为实验开始时盘状体密度和

实验进行 t 天时盘状体的密度；Dt 和 Ut 分别为实验进

行 t 天所测 10 个视野中的盘状体总数和萌发出直立

体的盘状体数。 

 

 
 

图 1  流水实验装置(A)和光周期实验装置(B) 
Fig.1  The equipment for water velocity control 

(A) and photo period control (B) 
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1.3  数据处理 

流水实验的数据采用软件 SPSS 21.0 中的单因素

方差分析(One-way ANOVA)，用 Duncan 进行组间差

异显著性(P<0.05)的多重比较。光周期实验的数据则

采用软件 SPSS 21.0 中的一般线性模型单变量进行双

因素分析，用 Student-Newman-Keuls 进行组间差异显

著性(P<0.05)多重比较。光周期实验的数据进行分析

时，一定光照周期下的 3 个不同光照强度实验组是视

作该光照周期条件下的同一个组来进行比较，一定光

照强度下的 6 个不同光照周期实验组是视作该光照

强度条件下的一个组来进行比较，故光周期实验分析

结果的组间差异显著性是这种含义的组间比较结果，

并非指各实验组之间的比较结果(这也是结果图中不

标示各实验组之间差异显著性的原因)。所得数据均以

平均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  不同水流条件对附着果孢子的影响 

附着 1 d 后的果孢子在不同水流条件下培养 20 d，

对照组(水流速度为 0)的盘状体规格显著高于其他水

流速度下的处理组；充气培养水流速度为 1.5 cm/s 的

处理组中，盘状体的存活率最高；流水装置中水流速度

最大的组，盘状体大小及存活率显著低于其他组(图 2)。 

2.2  不同水流条件对盘状体的影响 

孢子附着 15 d 后发育成的盘状体在不同水流条

件下培养 20 d，充气培养(水流速度为 1.5 cm/s)组中，

盘状体大小和直立体萌发率明显最大；对照组和其他

水流速度组之间，盘状体大小没有显著性差异，对照

组的直立体萌发率明显最小；各组之间盘状体的存活

率没有显著性差异(图 3)。 

 

 
 

图 2  附着 1 d 的果孢子培养于不同流速下所形成盘状体的大小及存活率 
Fig.2  The sizes and the survival rates of G. livida discs of which the carpospores were incubated under  

different water velocity after attaching for 1 d 

不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同 Different letters indicated significant differences (P<0.05), the same as below 

 

 
 

图 3  孢子附着 15 d 形成的盘状体培养于不同流速下的大小、直立体萌发率及存活率 
Fig.3  The sizes and percentage of sprouting disc and the survival rates of G. livida discs of which the carpospores were 

incubated under different water velocity after attaching for 15 d 
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2.3  光照周期对果孢子萌发生长的影响 

舌状蜈蚣藻附着果孢子在不同光照周期和光照

强度下培养 30 d。结果显示，光照周期和光照强度对

盘状体的生长都具有显著性影响(P<0.05)，且二者具

有交互作用(P<0.05)。在每天 6–10 h 的光照时长范围

内，随着光照时间的增加，各光照强度下盘状体的生

长都呈上升趋势，光照时间超过 10 h 时，各光照强

度下盘状体的生长都呈平稳下降趋势(图 4-a)。多重

比较的分析结果显示，光照时间为 10 h 的(10L∶

14D)，盘状体明显最大；光照时间为 6 h 的处理组，

盘状体明显最小，其他光照时间处理组，盘状体的大

小没有显著差异；光照强度为 135 µmol photons/m2·s

时 ， 盘 状 体 规 格 显 著 小 于 光 照 强 度 为 35 、           

85 µmol photons/m2·s 时，后二者之间无显著性差异。 

舌状蜈蚣藻附着果孢子在不同光照周期和光照

强度下培养 60 d。结果显示，光照周期和光照强度对

盘状体萌发出直立体的影响都具有显著性(P<0.05)，

但二者没有交互作用(P>0.05)。光照时间为 8–10 h，

直立体萌发率没有显著性差异，这 2 个光照时间下直

立体的萌发率明显比光照时间为 6、14 和 16 h 的高；

光照强度为 35 µmol photons/m2 s 时，直立体萌发率

明显比光照强度为 85、135 µmol photons/m2 s 的组高

(图 4-b)。 

舌状蜈蚣藻附着孢子在不同光照周期和光照强 

度下培养 60 d。结果显示，光照周期和光照强度对盘

状体存活率的都没有显著性影响(P>0.05)，且二者没

有交互作用(P>0.05)(图 4-c)。 

舌状蜈蚣藻附着果孢子在不同光照周期和光照强

度下培养 70 d。结果显示，光照周期和光照强度对直

立体生长都具有显著性影响(P<0.05)，且二者具有交互

作用(P<0.05)。在光照强度为 35 µmol photons/m2·s 时，

直立体高度最高值出现在光照时间为 10 h 的处理组；

在光照强度为 85、135 µmol photons/m2·s 时，直立体

高度最高值出现在光照时间为 8 h 的处理组(图 4-d)。

多重比较的分析表明，光照时间为 8、10 h，直立体

高度明显最高，而这 2 个光照时间之间的直立体高度

差异不显著，其他光照时间之间的直立体高度差异不

显著。在光照强度为 35 µmol photons/m2·s 时，直立

体高度明显比光照强度为 85、135 µmol photons/m2·s

条件下的高，后二者之间没有显著性差异。 

3  讨论 

海带配子体克隆育苗生产中，流水速度和洗刷压

力是幼苗培育技术中的关键因素，采取附苗后静水

24 h 后微流水(表层流速 5 cm/s 以下)、72 h 后正常流

水(张培玉等, 2005)。实验表明，附着 1 d 的舌状蜈蚣

藻果孢子在不同水流速度下培养 20 d，水流速度为 0

的生长最快；而对于果孢子附着 15 d 后萌发形成的

盘状体来说，水流速度为 0 条件下，直立体的萌发率

最低，此结果与海带配子体幼苗培育技术略有不同。 
 

 
 

图 4  不同光照周期和光照强度下舌状蜈蚣藻盘状体的大小、直立体萌发率、盘状体存活率和直立体高度 
Fig.4  The sizes of disc, the percentage of sprouting disc, the survival rates of disc and the heights of plantlet of G. livida 

carpospores incubated under different photo periods and light intensities 
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舌状蜈蚣藻育苗生产中，可采取附苗后静水培养，附

苗后 15 d 再进行充气流水培养。 

实验采用的流水装置所形成的流水方式类似于

海带夏苗培育过程中的流水方式(水在阶梯式培苗池

中循环)，实验表明，这种方式的流水与充气方式的

流水对舌状蜈蚣藻孢子萌发的影响不同，虽然没有设

置完全相同的流速来证明这二者是因形成水流的方

式不同而影响不同，但在流速接近时(流水装置的流

速为 1 cm/s 和充气的为 1.5 cm/s)，二者对孢子萌发生

长的影响差异也很明显，说明形成水流的方式不同所

造成的影响也不同。充气能促进藻类利用水体中主要

无机碳源 HCO3
，提高藻类光合作用能力(Zou, 2005; 

韩婷婷等, 2013)，这可能是舌状蜈蚣藻孢苗培养过程

中，采用充气培养比单纯的流水培养更有利于孢子萌

发生长的原因。 

江蓠孢子培养于不同水流速度下 (充气形成

0–6.5 cm/s 流速)，水流速度为 6.5 cm/s，孢子的萌发

最好(Ryder, 2004)。实验表明，舌状蜈蚣藻在充气水

流速度为 1.5 cm/s 条件下的萌发状况最佳。因实验所

设置的充气水流单一，故是否有更合适的充气水流速

度有待于进一步研究。 

大部分关于光照对海藻萌发生长影响的研究都

侧重于光照强度的影响，往往把光照周期设为 12L∶

12D (Chen et al, 2011; 陈伟洲等, 2013、2014; 陈佩等, 

2015)。而在对海萝(Gloiopeltis)的深入研究中发现，

光周期对海萝孢子萌发的影响程度不亚于光照强度

的影响(未发表)。因此，在对舌状蜈蚣藻进行研究时，

也将关注点落到光周期上。实验表明，光照周期明显

影响了舌状蜈蚣藻孢子的萌发和生长，最合适的光照

周期为 8L∶16D 和 10L∶14D。在进行蜈蚣藻孢子育

苗生产中，可通过遮光来控制光照时间。 

陈伟洲等(2013)的研究表明，在舌状蜈蚣藻盘状

体发育过程中，较高光强(5000–10000 lx)可以促进盘

状体的生长发育；低光强(500 lx)培养条件显著抑制

了盘状体的生长发育；光照强度为 2500 lx 时，盘状

体的生长次于 5000 lx 和 10000 lx。本研究则表明，

舌状蜈蚣藻在光照强度为 35 µmol photons/m2·s(约

3000 lx)比在光照强度为 85 µmol photons/m2·s(约

7000 lx)和 135 µmol photons/m2·s 时更有利于盘状体

的萌发生长。这可能是由于在本研究结果的处理中，

将一定光照强度下的 6 个不同光照周期实验组当成

该光照强度条件下的 1 个组，来进行不同光照强度组

之间的比较，而陈伟洲等的实验则是单一进行光照周

期 12L∶12D 下不同光照强度之间的比较。即将光照

周期的作用考虑进去，所得出的结果就会不同。 

实验结果显示，舌状蜈蚣藻附着果孢子在不同

光照周期和光照强度下培养 30 d，盘状体的生长在

光照强度为 35 µmol photons/m2·s 时与在光照强度

为 85 µmol photons/m2·s 时的差异不显著，而培养

到 60、70 d，则在光照强度为 35 µmol photons/m2·s

时比在光照强度为 85 µmol photons/m2·s 时直立体的

萌发率较高，孢苗的生长更快。说明舌状蜈蚣藻盘状

体后期的萌发生长更需要相对较弱的光，在育苗生产

中可据此进行光照强度的调节。 
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Effect of Water Velocity and Light on the Growth and Development  
of Grateloupia livida (Harv) Yamad Carpospores 

CHEN Suwen, ZHANG Wenwen, GUO Yongjian, ZHU Changbo, 

LI Junwei, XIE Xiaoyong, CHEN Lixiong①
 

(Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture, South China  
Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510300) 

Abstract    Grateloupia livida (Harv) Yamad is a red seaweed that has high economic value. In recent 

years, research on the seed production of G. livida has gained more and more attention. To further 

understand the progress of seed production, we studied the effects of water velocity and light on the 

growth and development of G. livida carpospores under the laboratory conditions. G. livida carpospores 

that attached for 1 d and 15 d were incubated in the water with different velocities (0, 1, 1.5, 4, 7, 10,   

14 cm/s) for 20 d. The 0 cm/s group was the control group (without any water flow or under non-aerated 

condition). Except that the 1.5 cm/s group was controlled by aeration, all other groups were controlled by 

the water flow equipment. G. livida carpospores that attached for 1 d were incubated with different light 

intensity (35, 85, 135 µmol photons/m2·s) at different photo periods (6L:18D, 8L:16D, 10L:14D, 

12L:12D, 14L:10D and 16L:8D) for 70 d. The results were described as follows: G. livida carpospores 

that attached for 1 d developed faster in the 0 cm/s group than in the other water velocity groups (P<0.05). 

The carpospores that attached for 15 d had grew and developed more slowly in the 0 cm/s group than in 

any other water velocity groups, and the optimum water velocity was 1.5 cm/s (P<0.05). The photo period 

and light intensity had a significant effect on the growth and development of G. livida carpospores and 

had interactive effects on the growth of the disc and plantlet (P<0.05). The optimum light condition for  

G. livida carpospores was 8L:16D and 10L:14D as the photo period and 35 µmol photons/m2·s as the light 

intensity. We recommended that the released carpospores of G. livida should be incubated in the still 

water for 15 d and then in the water with a velocity of 1.5 cm/s (by aeration) under the light intensity of 

35 µmol photons/m2·s and photo period of 8L:16D or 10L:14D.  

Key words    Grateloupia livida (Harv) Yamad carpospores; Development; Growth; Water motion; 

Photoperiod; Light intensity 
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碳氮营养和培养条件对芽孢杆菌 

(Bacillus sp.) A4 生长的影响* 

李莎莎 1  曹煜成 1,2  李卓佳 2,3  胡晓娟 2,4  徐  煜 2 

徐武杰 2  杨  铿 2  苏浩昌 2  文国樑 1,2① 
(1. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；2. 中国水产科学研究院南海水产研究所   

广东省渔业生态环境重点实验室  农业部南海渔业资源开发利用重点实验室  广州  510300； 

3. 南海生物资源开发与利用协同创新中心  广州  510275；4. 中国水产科学研究院南海水产研 

究所热带水产研究开发中心  三亚  572018) 

摘要    芽孢杆菌(Bacillus sp.) A4 是一株具有溶甲藻能力的菌株，为探究营养条件与培养条件对

A4 生长的影响，明确在多因素共同作用下菌株的生长特性，先以单因素方法比较不同碳、氮营养

因子对其生长的影响，再以 Plackett-Burman 方法综合比较碳源、氮源、pH、接种菌量、温度、转

速、装液量等因子对其生长的协同影响效应。结果显示，A4 菌对有机碳源玉米浆和有机氮源大豆

蛋白利用效果最好，培养 24 h 后菌量分别达到 3.58×108、3.19×108 CFU/ml。各因子的重要性排序

依次为大豆蛋白、温度、玉米浆、转速、接种菌量、pH、装液量，且大豆蛋白和温度对 A4 菌的生

长影响显著(P<0.05)。研究表明，培养条件对菌株生长调控也有重要意义，在评估相关因素对菌株

生长或生态功能的影响时，须将营养条件和培养条件协同分析。 

关键词    芽孢杆菌；碳源；氮源；培养条件 

中图分类号 Q939.96   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0119-08 

池塘中有害甲藻频繁暴发，对养殖水产动物的健

康生长造成严重威胁(周进等, 2014; 龚良玉等, 2010; 

程玲等, 2016)。目前，防控有害甲藻暴发主要通过向水

体中投入 CuSO4、KMnO4 和漂白粉等化学药物抑制或

杀灭有害甲藻(刘征宇等, 2016; 李京等, 2009; Kuzminov 

et al, 2013)。该方式虽操作简单、起效快，但易造成

二次污染，不利于水体生态环境的恢复(骆灵喜等 , 

2015)。随着生态系统稳定性和生物安全等问题日益受

到重视，生态法控藻逐渐成为新趋势，其中，溶藻菌

更是生物控藻领域的一个研究热点(王寿兵等, 2016)。 

溶藻菌是指能够通过直接或间接方式抑制藻类

生长或杀死藻类、溶解藻细胞的细菌(Lupette et al, 
2016)。已发现的溶藻菌属主要有芽孢杆菌属(Bacillus 

sp.)(Hou et al, 2016) 、假单胞菌属 (Pseudomonas 
sp.)(陈庆丽等, 2015)、交替假单胞菌属(Pseudoaltero- 
monas sp.)(Cai et al, 2011)、红细菌属(Rhodobacte- 

abc
图章
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raceae sp.)(Chen et al, 2014)、海杆菌属(Marinobacter 

sp.)(郗建云等, 2016)等。在自然水环境中存在可溶解

有害甲藻的藻际溶藻菌，但其物种数量有限，群落结

构简单，菌体生物量相对较低(Grossart et al, 2005)，

加之当环境营养和生态条件改变时，菌–藻动态失

衡，有害甲藻易在短时间内暴发成为优势种，致使

菌群结构发生改变，有效溶藻菌浓度降低，其溶藻

效应受到抑制(史荣君等 , 2013; 李东等, 2013)。因

此，设法强化溶藻菌的生态优势、提高有效溶藻菌浓

度、维护菌藻间的生态平衡是有效防控甲藻暴发的重

要途径之一。Yang 等(2013)和苗祯等(2015)指出，菌

群结构的改变往往体现在能源物质利用效能的变化。

溶藻菌的能源物质来源主要为碳、氮营养物质(张俊

等, 2010)。另外，能对菌群结构产生影响的还包括温

度、溶氧、pH 值等生态因素。王金霞等(2012)分析了

环境因子对溶藻菌 S7 的影响，指出在不同环境因素

下，菌–藻动态平衡会发生不同的变动，进而造成微

藻暴发式增长或溶藻菌抑藻的不同结果。因此，科学

探究营养和生态因子对溶藻菌生长的影响，对调控和

促进溶藻菌生物量的增长，强化其溶藻效应具有重要

意义。 

目前的研究大多只是以单因素实验方法分析营养

或生态因子对溶藻菌的影响(赵鹏超等, 2012; 张家顺

等, 2015)，该法虽然操作简单，但不能进行横向比较，

无法判断出主效因素。Plackett-Burman 实验是一种能

估计出各个因素的效应值并筛选出显著影响因素的

实验方法。该方法不仅实验次数少、实验结果精确，

而且可以横向比较各因素的效应值(Maneeboon et al, 
2010)。在自然生态环境中，营养和生态因素于同一

时空维度对溶藻菌产生协同影响 (谢凤行等 , 2013;  

费聿涛等, 2016; 魏南等, 2016)。为此，本研究选择一

株具有良好甲藻溶藻专一性的芽孢杆菌 A4，在分析

不同碳源和氮源对菌株生长影响的基础上，再以

Plackett-Burman 方法综合比较碳、氮、pH、接种菌

量、温度、转速、装液量等因子对菌株生长的协同影

响，明确在多因素共同作用下各因素对菌株生长影响

的贡献，为进一步优化芽孢杆菌 A4 的培养条件及菌

剂研发与应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

芽孢杆菌 A4 由中国水产科学研究院南海水产研

究所提供，该菌株从甲藻暴发海域的滩涂池塘中分离

获得，具有良好的甲藻溶藻专一性，能高效溶解锥状

斯 氏 藻 (Scrippsiella trochoidea) 、 海 洋 原 甲 藻

(Prorocentrum micans) 、 楯 形 多 甲 藻 (Peridinium 
umbonatum)等有害甲藻，而对蛋白核小球藻(Chlorella 
pyrenoidosa)、条纹小环藻(Cyclotella striata)、四尾栅藻

(Scenedesmus quadricauda)等有益微藻无不良影响 

(郗建云, 2016)1)。 

1.2  培养基 

基础培养基：葡萄糖 10.00 g/L，蛋白胨 3.00 g/L，

NaCl 1.00 g/L，KH2PO4 0.20 g/L，MgSO4 0.20 g/L，

MnSO4 0.03 g/L，CaCl2 0.10 g/L。参考杨莺莺等(2005)

和 Rao 等(2007)的方法配制。种子培养基为营养肉汤

培养基，培养平板为营养琼脂培养基。 

1.3  种子液的制备 

取斜面菌种，接种至种子培养基，200 r/min 

30℃恒温摇床振荡培养 12 h。 

1.4  不同碳源、氮源对菌株生长的影响 

碳源分别用蔗糖(Su)、葡萄糖–蔗糖(G-Su)、可溶

性淀粉(St)、糖蜜(M)、玉米浆(C)、麸皮–糖蜜(B-M)

及可溶性淀粉–玉米浆(St-C)等量替代基础培养基中

的葡萄糖(G)，配制成不同碳源的培养基。氮源分别

用酵母膏(Y)、蛋白胨–酵母膏(P-Y)、硫酸铵(A)、豆

粕(Sm)、大豆蛋白(Sp)及豆粕–大豆蛋白(Sm-Sp)等量

替代基础培养基中的氮源蛋白胨(P)，配制成不同氮

源的培养基。将 A4 菌种子液以 1%的量分别接种至

不同的培养基，30℃、200 r/min 摇床培养 24 h，以

平板计数法测定菌浓度(沈萍等, 1996)，分析不同碳

源和氮源对 A4 菌生长的影响。 

1.5  影响菌株生长的多因素分析 

根据 1.4 的测定结果，参考 Venil等(2015)的方法，

以 Plackett-Burman 实验设计法，选取玉米浆、大豆

蛋白、pH、接种菌量、温度、转速、装液量 7 个因

子作为测试变量。各变量分别取高、低值 2 个水平，

测试次数设定为 12，并增设 4 个虚拟变量以减少系

统误差(表 1)。再以菌浓度作为响应值对比分析以上

各因子对 A4 菌生长影响的贡献。 

1.6  数据分析 

以单因素方差分析(One-Way ANOVA)比较各因 
                            

1) Xi JY. Algicidal effects of algicidal bacteria against dinoflagellate from shrimp ponds. Master´s Thesis of Shanghai 
Ocean University, 2016, 37 [郗建云. 虾池甲藻溶藻细菌的溶藻特性分析. 上海海洋大学硕士研究生学位论文, 2016, 37] 
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表 1  Plackett-Burman 实验设计的因素及水平编码 
Tab.1  Factors and levels designed by  

Plackett-Burman method 

水平 Level 序号 
Number 

因素 
Factors 1 1

X1 玉米浆 Corn steep liquor(g/L) 10.0 20.0

X2 大豆蛋白 Soybean protein(g/L) 3.0 6.0

X3 pH 值 pH value 7.0 8.0

X4 温度 Temperature( )℃  15.0 30.0

X5 转速 Rotation speed(r/min) 150.0 225.0

X6 
接种菌量 
Inoculation amount(%) 

1.0 3.0

X7 
装液量 
Liquid volume in flask(%) 

40.0 60.0

 

素的差异性，显著性水平设定为 P<0.05；通过 Design- 

Expert(8.0.6.1)软件对 Plackett-Burman 实验结果进行

方差分析，比较各因素贡献率。 

2  结果与分析 

2.1  不同碳源对菌株生长的影响 

不同碳源的培养基中，A4 菌的终菌量依次为玉

米浆组(C)>麸皮–糖蜜组(B-M)>可溶性淀粉–玉米浆

组(St-C)>糖蜜组(M)>可溶性淀粉组(St)>葡萄糖–蔗糖

组(G-Su)>蔗糖组(Su)>葡萄糖组(G)。单因素方差分析结

果显示，不同碳源对A4 菌生长的影响有显著差异(图 1)。

其中，玉米浆组(C)菌浓度 高(3.58×108 CFU/ml)，与

麸皮–糖蜜组(B-M)差异不显著(P>0.05)，但显著高于

其他碳源实验组(P<0.05)。因玉米浆(C)组的菌量

佳，将其作为培养基碳源进行后续研究。 

2.2  不同氮源对菌株生长的影响 

不同氮源培养基中，A4 菌的终菌量依次为大豆

蛋白组(Sp)>豆粕–大豆蛋白组(Sm-Sp)>豆粕组(Sm)>

蛋白胨组(P)>酵母膏组(Y)>蛋白胨–酵母膏组(P-Y)>硫

酸铵组(A)(图 2)。单因素方差分析结果显示，不同氮源

组菌株的生长状况不同。其中，大豆蛋白组(Sp)和豆粕–

大豆蛋白组(Sm-Sp)的菌量差异不显著(P>0.05)，但显

著高于其他实验组 (P<0.05)，分别达到 3.19×108、

1.85×108 CFU/ml。因大豆蛋白组(Sp)的菌量 佳，将

其作为培养基氮源进行后续研究。 

2.3  影响菌株生长的多因素分析 

根据 Plackett-Burman 实验结果建立多元拟合方

程，分析各因素对 A4 菌的影响贡献，数学模型方程

如下： 

 
 

图 1  不同碳源条件下 A4 菌的菌量 
Fig.1  Quantity of Bacillus A4 cultured with different carbon 

sources 

字母完全相同或部分相同表示差异不显著(P>0.05)，反之

表示差异显著(P<0.05)；后图同此。St：可溶性淀粉； 

C：玉米浆；St-C：可溶性淀粉–玉米浆；M：糖蜜；B-M：

麸皮–糖蜜；G：葡萄糖；Su：蔗糖；G-Su：葡萄糖–蔗糖 
The same letters or partially same letters indicated no 
significant difference (P>0.05), while different letters 

indicated significant difference (P<0.05); the same applied as 
followings. St: Starch; C: Corn steep liquor; St-C: 

Starch-Corn steep liquor; M: Molasses; B-M: Bran-Molasses; 
G: Glucose; Su: Sucrose; G-Su: Glucose-Sucrose 

 

 
 

图 2  不同氮源条件下 A4 菌的菌量 
Fig.2  Quantity of Bacillus A4 cultured with different 

nitrogen sources 

P：蛋白胨；Y：酵母膏；P-Y：蛋白胨–酵母膏；Sm：豆

粕；Sp：大豆蛋白；Sm-Sp：豆粕–大豆蛋白；A：硫酸铵 
P: Peptone; Y: Yeast; P-Y: Peptone-Yeast; Sm: Soybean meal; 
Sp: Soybean protein; Sm-Sp: Soybean meal-Soybean protein; 

A: Ammonium sulfate 
 

Y=0.65X1＋ 2.04X2＋ 0.27X3＋ 1.22X4＋ 0.45X5－

0.19X6－0.37X7＋6.30 

式中，Y 为菌浓度，X1–X7 分别为玉米浆、大豆

蛋白、pH、接种菌量、转速、温度、装液量 7 个因

素的编码值。该方程决定系数为 0.9630，校正系数为

0.8982，表明该模型方程可靠性良好(表 3)。方差分析

结果显示，各因素的重要性排序依次为大豆蛋白>温
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度>玉米浆>转速>接种菌量>pH>装液量。各因素对菌

株生长影响的贡献差别明显。其中，大豆蛋白、温度

对菌浓度影响显著(P<0.05)。可见，除了温度之外，

碳、氮营养因素对菌株生长影响贡献明显大于其他培

养条件。 

3  讨论 

3.1  营养因子对 A4 菌生长的影响 

碳、氮是微生物生长过程中主要的营养物质。碳

源作为微生物生长所需的基础营养物质，既能为菌体

成分合成提供原材料，又是微生物生长的能量来源；

氮源主要用于菌体细胞物质(氨基酸、蛋白质、核酸

等)和含氮代谢物的合成(徐洪伟等, 2011; 朱永真等, 

2011)。不同的微生物可利用不同的碳、氮源(付维来 

等, 2012)。实验室及工业化生产中常用的碳、氮源主

要分为有机和无机两类(王丽娜, 2014; 马勇等, 2011)。

在本研究中，A4 菌对天然有机碳源玉米浆和天然有

机氮源大豆蛋白利用效果 好，培养 24 h 后菌量分

别达到 3.58×108、3.19×108 CFU/ml。这与张文芝等

(2010)的报道存在差别，他们认为蜡质芽孢杆菌

(Bacillus cereus)AR156 的 佳碳、氮源分别为麦芽糖

和黄豆粉，培养 24 h 后菌量分别达到 4.76×108、

4.56×108 CFU/ml。以上 2 株菌均为芽孢杆菌属，但

佳碳、氮营养物质存在差别，原因可能是微生物之间

存在菌种和菌株的差异性，不同种菌株所产生的酶系

不同，造成其对营养物质的利用存在差异。本研究，

对碳源、氮源的单因素实验分析表明，A4 菌对天然

有机物的利用效果明显优于单一有机物和无机物。 
 

表 2  Plackett-Burman 实验设计与结果 
Tab.2  The design and results of Plackett-Burman test 

序号 
Number 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 
菌浓度 

Cell concentration
(×108 CFU/ml) 

1 + + – + + + – – – + – 10.31 

2 – + + – + + + – – – + 7.23 

3 + – + + – + + + – – – 4.92 

4 – + – + + – + + + – – 8.22 

5 – – + – + + – + + + – 2.67 

6 – – – + – + + – + + + 4.02 

7 + – – – + – + + – + + 4.27 

8 + + – – – + – + + – + 7.52 

9 + + + – – – + – + + – 6.92 

10 – + + + – – – + – + + 9.88 

11 + – + + + – – – + – + 7.80 

12 – – – – – – – – – – – 1.87 

注：+代表高水平，–代表低水平 
Note: The “+” indicated high level, the “–” indicated low level 

 

表 3  不同因素对 A4 菌生长影响的重要性 
Tab.3  The effects of different factors on the growth of Bacillus A4 

因素 
Factors 

相关系数 
Coefficient  

estimate 

自由度 
df 

均方 
Mean square

F 值 
F-Value 

Pr>F 
重要性排序 
Importance 

principle order

X1 玉米浆 Corn steep liquor (g/L) 0.65 1 5.14 6.80 0.0595 3 

X2 大豆蛋白 Soybean protein (g/L) 2.04 1 50.14 66.43 0.0012 1 

X3 pH 值 pH value 0.27 1 0.86 1.14 0.3463 6 

X4 温度 Temperature (℃) 1.22 1 17.93 17.93 0.0082 2 

X5 转速 Rotation speed(r/min) 0.45 1 2.40 2.40 0.1490 4 

X6 接种菌量 Inoculation amount (%) 0.37 1 1.67 1.67 0.2117 5 

X7 装液量 Liquid volume in flask (%) 0.19 1 0.44 0.44 0.4891 7 

注：决定系数 R2=0.9630；校正系数 Adj R2=0.8982 
Note: Coefficient of determination R2 was 0.9630; Adjusted R2 was 0.8982 
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3.2  培养条件对 A4 菌生长的影响 

温度、溶氧、pH 等因子往往与营养因子协同

影响微生物生长(高灯州等 , 2016; 全汉锋等 , 2015; 

王欣等, 2014)。温度对微生物的影响主要体现在微生

物体内的生化反应，当温度适宜时，微生物体内的酶

活相对较高，这会刺激微生物加快代谢促进生长，不

适宜的温度则会抑制体内代谢直至死亡(黄思明等 , 

2013)。pH 会影响微生物细胞膜电荷的变化以及代

谢过程中酶的活性，进而影响其吸收利用营养物质

(李楠等 , 2013)。溶氧对微生物的影响主要表现在代

谢活动中，一般好氧微生物对溶氧的需求量较大

(钱骅等, 2015)。在本研究中，溶氧含量主要通过装

液量和转速来调节。装液量是通过控制气液比调节溶

氧，转速则是通过水流速度控制气液接触时间调节溶

氧(冯玉枚等, 2015; 董淑浩等, 2015)。培养条件对微

生物生长的影响作用体现在两个方面，一是溶藻菌的

产业化培养过程；二是溶藻菌在池塘的应用过程  

(刘萍等, 2015)。本研究结果显示，除温度外，pH、

溶氧、接种菌量对 A4 菌生长的影响均不显著，表明

A4 菌对 pH 及溶氧的波动不敏感，生理功能相对稳

定，有利于产业化生产。在池塘应用过程中，养殖水

体理化条件会随着季节及昼夜变化处于波动状态  

(祁萍等, 2013)。朱浩等(2012)于 2009–2010 年对上海

松江鱼塘的水质进行监测，pH 波动范围为 7.4–8.2，溶

氧波动范围为 4–14 mg/L；李卓佳等(2010)对广东汕尾

对虾养殖池塘水质进行监测， pH 波动范围为

7.21–9.37，溶氧波动范围为 4–15 mg/L。A4 菌对溶

氧及 pH 波动的耐受力较强，可适应上述养殖水体环

境，有利于推广与应用。 

3.3  多因素的协同影响 

在对菌株生长条件的探索中，目前研究多关注于

营养物质中碳、氮源的筛选及优化(刘金玲等, 2016)，

对营养因素和培养条件的协同效应关注不多(胡建恩

等, 2012; 石飞虹等, 2009)。另外，目前研究多限于利

用单因素实验分析，在其他因子恒定的情况下纵向比

较某一因子的影响，虽然操作简单，但不能进行横向

比较，无法判断出主效因素 (代志凯等 , 2010)。

Plackett-Burman 实验是一种能估计出各个因素的主

效应并筛选出显著影响因素的实验方法(Maneeboon 

et al, 2010)。因此，本研究利用 Plackett-Burman 实验

分析法，对营养条件及培养条件的 7 个因子进行综合

对比分析。研究表明，大豆蛋白和温度对 A4 菌的生

长影响 显著，其余依次是玉米浆、转速、接种量、

pH 值、装液量。一方面，说明 A4 菌的生长对氮源的

选择性更高；另一方面说明温度对 A4 菌生长的重要

性显著高于碳源，表明培养条件对菌株生长调控也有

重要意义。因此，在评估相关因素对菌株生长的影响

时，须将营养和培养条件共同加以考虑和比对分析。

同时，水体生态环境是复杂的，在没有探清各因素对

A4 菌生长的综合影响时，将其投放到不适宜生长的

水体中，可能难以达到溶藻效果。对此，应综合考

虑环境中各种生物因素和非生物因素的影响，从多

层面、多角度进行整体性研究分析，建立有效的培

养方案。 
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The Effects of Different Carbon and Nitrogen Nutrients and Culture  
Conditions on the Growth of Bacillus sp. Strain A4 
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Abstract    In this study, we explored how the nutritional and culture conditions affected the 

growth of a Bacillus sp. strain A4 and identified the growth characteristics of this strain during the 

multi-factor interaction. We first applied the single factor test to study the effects of different carbon 

and nitrogen sources, and then employed Plackett-Burman (PB) test to evaluate the effects of seven 

factors including carbon source, nitrogen source, pH value, inoculation amount, temperature, rotation 

speed and liquid volume in the flask. The results showed that the absorption efficiencies of strain A4 

for different carbon and nitrogen sources were different. We found that the corn steep liquor was the 

best carbon source for strain A4, and that the soybean protein was the best nitrogen source. When 

cultured with the corn steep liquor or the soybean protein for 24 h, the amounts of bacteria reached 

3.58×108 CFU/ml and 3.19×108 CFU/ml respectively. The results of Plackett-Burman (PB) test 

showed that the order of factors affecting the growth of strain A4 as soybean protein> 

temperature>corn steep liquor>rotation speed>inoculation amount>pH value>liquid volume in the 

flask. Moreover, the soybean protein as the nutritional factor and the temperature as the culture 

condition both had significant effects on the growth of strain A4 (P<0.05). Temperature had a greater 

effect on the growth of strain A4 than the corn liquid factor. The results above indicated that the 

culture conditions played a vital role in the growth regulation of the bacteria. We also recommend 

that it should be essential to associate the nutritional factors with the culture conditions when 

evaluating the effects of related factors on the growth or ecological function of bacteria. 

Key words    Bacillus sp.; Carbon source; Nitrogen source; Culture conditions 

 
                            

① Corresponding author: WEN Guoliang, E-mail: guowen66@163.com 



第 38 卷    第 6 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.38, No.6 

2 0 1 7 年 1 2 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Dec., 2017 

                            

* 国家自然科学基金项目(21207162)资助[This work was supported by National Science Foundation of China (21207162)]  

董  晓，E-mail: dongxiao90@126.com 

① 通讯作者：李兆新，研究员，E-mail: lizx@ysfri.ac.cn  

收稿日期: 2016-09-05, 收修改稿日期: 2016-10-24 
 

 

DOI: 10.11758/yykxjz.20160905001  http://www.yykxjz.cn/ 

固相萃取液相色谱串联质谱法同时测定 

养殖海水中 17 种喹诺酮类药物* 

董  晓 1,2  李兆新 1①  孙晓杰 1  邢丽红 1  彭吉星 1  宋才湖 1,2 
(1. 农业部水产品质量安全检测与评价重点实验室  中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛  266071； 

2. 上海海洋大学食品学院  上海  201306) 

摘要    建立了固相萃取液相色谱串联质谱法(SPE-LC-MS/MS)同时检测养殖海水中 17 种喹诺酮

类药物残留的分析方法。海水经酸化处理后，采用 HLB 固相萃取柱富集、净化目标化合物，通过

对比水样在不同上样 pH、淋洗液与洗脱液等条件下的回收率，以此对前处理方法进行优化。收集

到的洗脱液经氮气吹干后用流动相定容至 1 ml，待测。色谱流动相 A 相为 0.1%甲酸水溶液，B 相

为乙腈，所有药物经梯度洗脱进行分离，在 LC-MS/MS 正离子模式的多反应监测模式下进行定性

定量分析。17 种化合物可以在 10 min 中内得到较好的分离，线性范围为 1–200 ng/ml，线性相关系

数均大于 0.999，检出限均在 2–10 ng/L 范围内，定量限均在 5–20 ng/L 范围内。以空白海水为基质，

在 20、100、200 ng/L 三个不同添加水平下采用内标法定量的加标回收率均在 71.3%–125.0%范围内，

相对标准偏差(RSD)为 2.44%–12.27% (n=5)。采用该方法对黄海灵山湾近岸 4 个养殖场进行海水采

集并检测，共检测出 4 种喹诺酮类药物，分别是恩诺沙星、氧氟沙星、诺氟沙星和环丙沙星，其中，

恩诺沙星浓度最高。研究表明，该方法快速、可靠，适用于养殖海水中喹诺酮类药物的检测。 

关键词    喹诺酮类药物；固相萃取；液相色谱串联质谱；养殖海水 

中图分类号 S948   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0127-12 

喹诺酮类(Quinolones, QNs)药物为广谱抑菌药，

因其具有抗菌谱广、高效、低毒、价格低廉等特点，

在畜牧、水产等养殖生产中使用广泛 (杨守国等 , 

2010)。喹诺酮类抗菌药大量用于人类和动物医疗，

还添加于饲料中以提高饲料利用率和促进动物生长

(顾海东等, 2013)。喹诺酮类药物作为人工合成的抗

菌药在水产养殖业中发挥着巨大的作用。抗生素的使

用一方面极大地促进了水产养殖业的发展，另一方面

也造成了渔业养殖水环境污染和水产品中药物残留

问题(张瑞杰等, 2012)。研究表明，水产用抗生素少

部分进入食物链、大部分进入环境中，仅有少量抗生

素被鱼体吸收(聂湘平等, 2007; 徐英江等, 2010)。尽

管很多抗生素的半衰期不长，但由于其被频繁地使用

并进入环境，导致其形成“假持续”现象，进而对人体

健康以及整个生态系统构成长期潜在危害(周启星等, 

2007)。进入环境中的抗生素可能导致养殖环境中病

菌产生耐药性，破坏水产养殖动物的微生态平衡，因

此，水产养殖动物的病害防治工作愈发艰巨(胡文佳

等, 2007)。目前，抗生素已经在各种环境中检出，包

括废(污)水、地表水、地下水等(Watkinson et al, 2009)。

针对环境中特别是水产养殖环境，抗生素的环境分析

方法、生态效应的报道也逐渐增多。汪昆平等(2012)

研究表明，固相萃取高效/超高效液相色谱法是当今

检测环境抗生素的有效手段，高效液相色谱法(HPLC)

abc
图章
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具有分离速度快、效率高、应用广泛的特点。抗生素

残留在色谱分析时最常用的检测方式有紫外可见检

测器(UV-VIS)、荧光检测器(FLD)等(Ho et al, 2004; 

Göbel et al, 2004; Toussaint et al, 2005)。结合固相萃

取(SPE)样品前处理的色谱、质谱分析技术最为普遍

(杜鹃等, 2015)。目前的检测方法仍存在待测物种类

别少、回收率低、检出限高等问题(Reverté et al, 2003; 

孙广大等, 2009; 李佩佩等, 2015; 尹艳敏等, 2015)。

关于养殖海水中喹诺酮类药物的检测方法并没有相

应的标准规范，因此，对于水产养殖环境中抗菌药残

留检测方法的研究具有重大意义。本研究结合固相萃

取的液相色谱–质谱联用技术，建立了养殖海水中   

17 种喹诺酮类药物的检测方法。针对前处理以及检

测条件进行了不同条件的优化，结果显示，该方法操

作简单、选择性强、灵敏度高、重现性好，可满足养

殖海水中 17 种喹诺酮类药物的检测。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

TSQ QuantumTM Access 液 相 色 谱  质 谱 仪

(Thermo Fisher Scientific, 美国)；NEVAPTMll2 型氮

气吹扫仪(Organomation, 美国)；Milli-Q 型超纯水仪

(Millipore, 美国)；12 管固相萃取装置(Supelco Co, 美

国)；6 ml/500 mg Oasis HLB 固相萃取柱(Waters, 美

国)；棕色采集瓶。 

依 诺 沙 星 (Enoxacin, ENX) 、 麻 保 沙 星

(Marbofloxacin, MAR)、氧氟沙星(Ofloxacin, OFL)、

培氟沙星 (Pefloxacin, PEF)、氟罗沙星 (Fleroxacin, 

FLE)、诺氟沙星(Norfloxacin, NOF)、氘代诺氟沙星

(D5-Norfloxacin, D5-NOF)、环丙沙星(Ciprofloxacin, 

CIP)、奥比沙星(Orbifloxacin, ORB)、氘代环丙沙星

(D8-Ciprofloxacin, D8-CIP)、萘啶酸(Nalidixic Acid, 

NA)、氘代恩诺沙星(D5-Enrofloxacin, D5-ENR)，以

上标准品纯度均为 99.0%；丹诺沙星(Danofloxacin, 

DAN, 纯度为 99.9%)、恩诺沙星(Enrofloxacin, ENR, 

纯度为 99.8%)、沙拉沙星(Sarafloxacin, SAR, 纯度为

93.5%)、司帕沙星(Sparfloxacin, SPX, 纯度为 99.6%)、

氟甲喹(Flumequine, FLU, 纯度为 98.5%)、双氟沙星

(Difloxacin, DIF, 纯度为 98.0%)、噁喹酸(Oxolinic Acid, 

OA, 纯度为 98.0%)、洛美沙星(Lomefloxacin, LOM, 

纯度为 97.6%)，均购自德国 Dr.Ehrenstorfer 公司。 

甲醇、乙腈(HPLC 级, Merck 公司)；甲酸、乙酸

铵(HPLC 级，Fluka 公司)；超纯水(18.2 MΩ·cm)；盐

酸；氢氧化钠。 

标准溶液配制：分别称取 10.0 mg 上述标准品，

用甲醇溶解并定容至 10 ml，个别不易溶解的标准品

(如洛美沙星、依诺沙星等)需加入少量甲酸溶解后，

甲醇稀释并定容至 10 ml，配制成 1.0 g/L 的标准储备

液，–20℃保存 6 个月。实验时，用甲醇稀释上述标

准储备液，配制成不同浓度的混合标准使用液。 

1.2  海水样品 

海水样品采自黄海灵山湾海区近岸的 4 个工厂

化养殖场(A、B、C 和 D)。用棕色采集瓶分别从每个

养殖场的进水口、出水口和不同的养殖池内进行海水

采集。空白海水样品采自青岛黄海近岸海域，经质谱

检测不含待测药物。样品当天带回实验室处理。 

1.3  样品检测条件 

1.3.1  色 谱 条 件     色谱柱为 MGⅡ (2.1 mm   

150 mm, 5 μm)，柱温为 35℃，流速为 0.20 ml/min，

进样量为 10 μl，流动相 A 为甲酸水溶液(含 0.1%甲

酸)、B 为乙腈，梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  流动相梯度洗脱程序 

Tab.1  Mobile phase gradient elution program 

时间 
Time (min)

A 相 

Mobile phase A (%) 

B 相 

Mobile phase B (%)

0.0 90 10 

0.5 90 10 

3.0 30 70 

5.0 10 90 

8.0 10 90 

9.0 90 10 

10.0 90 10 

 
1.3.2  质谱条件    电喷雾离子源(ESI)，正离子模

式，多反应监测(MRM)，喷雾电压为 4500 V，雾化

气流量为 12 L/min，辅助气流量为 2 L/min，离子传

输管温度为 350℃，源内碰撞诱导解离电压为 10 V，

其他参数见表 2。 

1.4  水样的前处理方法 

水样经 0.45 m 水系滤膜过滤，去除水中悬浮颗

粒物。加入适量的稀盐酸调节水样 pH 为 3.00±0.05，

准确量取 500 ml 调节 pH 之后的水样，准确加入 1 g/ml

混合内标标准工作液 50 l，以约 5 ml/min 流速通过

Oasis HLB 固相萃取柱进行富集和净化。SPE 小柱上

样前，依次用 6 ml 甲醇和 6 ml 5 mmol/L 乙酸铵 



第 6 期 董  晓等: 固相萃取液相色谱串联质谱法同时测定养殖海水中 17 种喹诺酮类药物 129 

 

表 2  喹诺酮的质谱检测参数 
Tab.2  MS detection parameters of quinolones 

序号 Number 化合物 Compound 
母离子 

Parent ion (m/z) 
子离子 

Daughter ion (m/z) 
碰撞能 

Collision energy (ev)

1 氟罗沙星 Fleroxacin 370 269 26 

   326* 19 

2 氧氟沙星 Ofloxacin 362 261 27 

   318* 18 

3 诺氟沙星 Norfloxacin 320 233 24 

   276* 16 

4 依诺沙星 Enoxacin 321 232 34 

   303* 21 

5 环丙沙星 Ciprofloxacin 332 245 22 

   288* 17 

6 恩诺沙星 Enrofloxacin 360 245 26 

   316* 9 

7 洛美沙星 Lomefloxacin 352 265 22 

   308* 16 

8 丹诺沙星 Danofloxacin 358 263 22 

   340* 22 

9 奥比沙星 Orbifloxacin 396 295 24 

   352* 17 

10 双氟沙星 Difloxacin 400 299 28 

   356* 19 

11 沙拉沙星 Sarafloxacin 386 299 26 

   342* 18 

12 司帕沙星 Sparfloxacin 393 292 25 

   349* 19 

13 噁喹酸 Oxloinic acid 262 216 29 

   244* 18 

14 氟甲喹 Flumequine 262 202 32 

   244* 18 

15 培氟沙星 Pefloxacin 334 290 18 

   316* 20 

16 麻保沙星 Marbofloxacin 363 320 23 

   345* 29 

17 萘啶酸 Nalidixic acid 233.3 215.2 19 

   187.4* 35 

18 D5-诺氟沙星 D5-Norfloxacin 325 307 22 

19 D8-环丙沙星 D8-Ciprofloxacin 340 322 21 

20 D5-恩诺沙星 D5-Enrofloxacin 365 321 19 

*为定量离子 
*Denoted quantitative ions 

 
缓冲液(pH=3.00±0.05)进行活化平衡。水样过柱后用

10 ml 乙酸铵缓冲液淋洗，减压抽干后用 6 ml 甲醇分

2 次进行洗脱。在 40℃下，将洗脱液用氮气吹至近干，

用流动相 (0.1%甲酸水溶液︰乙腈 =9︰ 1)定容至    

1 ml，过 0.22 m 微孔滤膜，待测。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 

利用液相色谱法或液相色谱质谱法测定喹诺酮
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类药物时，常用的液相色谱流动相有水乙腈、水
甲醇和水甲醇乙腈等(王金秋等, 2014)。在流动相

的水相中加入醋酸铵和甲酸等挥发性电解质，可以提

高离子化效率，在保持较好分离度的前提下获得理想

色谱峰形(高立红等, 2010)。为了考察加入甲酸对喹

诺酮类药物峰形的调节作用，比较了当流动相中甲酸

浓度分别为 0、0.1%和 0.2%时，对喹诺酮类药物峰形

的影响。发现纯水(甲酸浓度为 0)和乙腈为流动相时，

有多种药物不出峰(图 1-a)；0.1%的甲酸水溶液和乙

腈为流动相时，峰形好且灵敏度高(图 1-b)；0.2%的

甲酸水溶液和乙腈为流动相时，质谱峰灵敏度降低

(图 1-c)。因此，选择 0.1%甲酸水溶液和乙腈为流动

相，17 种喹诺酮类药物以及 3 种内标物标准溶液  

(20 ng/ml)的色谱图见图 2。 

采用 0.1%甲酸水溶液(A)、甲醇(B)和乙腈(C)的

三元流动相，出峰时间长(16 min)且灵敏度降低。麻

保沙星出峰有小分叉，响应强度低(图 3-a)。而采用

0.1%甲酸水和乙腈两相为流动相时，麻保沙星出峰正

常(图 3-b)；所有喹诺酮类分析时间短(10 min)，分离

度好且响应强度高。 

2.2  固相萃取条件的优化 

喹诺酮类药物的基本结构中既含有羧基官能团，

又含有叔胺基，属于两性、极性化合物 (Ho et al, 
2004)。固相萃取技术使得高倍浓缩萃取水环境中的

抗生素成为可能。Oasis HLB 是亲水亲脂平衡型固相

萃取柱，对极性和非极性物质都有很好的富集效果。

本研究选择 Oasis HLB(6 ml/500 mg)对养殖海水中喹

诺酮进行富集。 

天然海水的 pH 范围为 7.8–8.3，海水的 pH 可以

影响抗生素与 SPE 柱的结合效率，影响到最终的萃

取效果。研究证明，抗生素在酸性条件下比中性(不

调节 pH)、碱性条件下与 SPE 的结合更显著(高会等, 

2011; 孙广大等, 2009)。因此，本研究将过柱海水的

pH 分别调成 2.0、3.0、4.0 三种水平。按照前处理的

方法通过加标回收可知，当海水用盐酸调节 pH 至 3.0

时，水样加标的回收率结果更稳定，重现性好(图 4)，

所以本研究在过柱前统一将海水 pH 调为 3.0，这与

徐维海等(2006)和张瑞杰等(2012)的研究结果一致。 

2.3  淋洗液与洗脱液的考察 

经过 Oasis HLB 小柱的富集之后，需对 SPE 柱

进行淋洗除去杂质，本研究选择乙酸铵水溶液作为淋

洗液，分别选择 6、8、10、12 ml 不同体积进行实验，

可知当淋洗液的体积为 10 ml 时，能够得到满意的除

杂效果和回收率。 
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图 1  不同流动相分离的 5 种喹诺酮的色谱图 
Fig. 1  Chromatogram of 5 quinolones in different mobile phases 
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图 2  17 种喹诺酮以及 3 种内标物标准溶液的色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of a mix solution of 17 quinolones and 3 internal standards (20 ng/ml) 

 

SPE 柱淋洗后，对洗脱液的种类以及使用量进行

考察。首先，选用乙腈和甲醇进行洗脱，经过回收数

据统计可知，用甲醇洗脱后的样品回收率较稳定，经

过乙腈处理的回收率偏高，且乙腈的毒性比甲醇大，

所以选择甲醇为洗脱液。对甲醇的使用量进行对比，

结果显示，6 ml 的甲醇分 2 次进行洗脱即可达到较高

的回收率，继续增加使用量之后，效果不明显，且增

加了甲醇使用量，延长了氮吹时间。 

2.4  线性范围和方法检出限 

在优化的色谱和质谱条件下，用流动相稀释喹诺

酮的混合标准品，每个浓度梯度都准确加入 1 g/ml

混合内标标准工作液 50 l，使混合标准工作液终浓

度为 1、2、5、10、20、50、100 和 200 g/L。标准

曲线结果显示，17 种喹诺酮的线性关系均良好，

R2>0.999，仪器测定线性范围为 1–200 g/L，空白海

水(500 ml)加标的方法得到 17 种喹诺酮的方法(S/N=3)

检出限的范围为 2–10 ng/L，定量限(S/N=10)的范围为

5–20 ng/L(表 3)。 

2.5  方法回收率、重现性和精密度 

本研究采用内标法进行定量分析，在样品中加入

回收率指示物，以此来保证整个样品前处理过程的回

收率。诺氟沙星、依诺沙星、麻保沙星、氧氟沙星、

培氟沙星、氟罗沙星、洛美沙星以氘代诺氟沙星为内

标，环丙沙星、奥比沙星以氘代环丙沙星为内标，恩

诺沙星、丹诺沙星、沙拉沙星、司帕沙星、双氟沙星、

恶喹酸、氟甲喹、萘啶酸以氘代恩诺沙星为内标。采

用标准添加法，选择空白海水为空白样品，海水样分

别在 20、100、200 ng/L 三个添加水平下进行加标回收

率和精密度 (n=5)的考察。结果显示，回收率范围

71.3%–125.0%，方法的相对标准偏差≤12.27%(表 4)。

由此说明，该方法灵敏度、准确性与重现性都较高，

可用于水产养殖环境中海水的喹诺酮类残留检测。 

2.6  实际水样分析 

采用所建立的养殖海水中 17 种喹诺酮类药物的

检测方法对黄海灵山湾近岸的 4 个养殖场的海水进

行取样。共检测出 4 种喹诺酮类药物，分别是恩诺沙

星、氧氟沙星、诺氟沙星和环丙沙星，浓度范围是

ND–6880.05 ng/L (表 5)。其中，恩诺沙星的检出率最

高，在 4 家养殖场中都有检出，其他 3 种喹诺酮的检

出率较低。养殖场 C 的检测结果显示，该场用药种类 

多且含量较高，需引起重视。在水产养殖过程中，恩



134 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

诺沙星属于允许按规范使用的抗菌药，氧氟沙星、诺

氟沙星和环丙沙星是禁止使用的抗菌药。目前，虽然

没有水体中喹诺酮类药物残留限量标准，但检测结果

显示，水产养殖过程中喹诺酮类药物存在不同程度

的滥用现象，需要进一步加强监管。 

3  结论 

本研究采用 SPE 与 LC-MS/MS 联用技术，建立

了养殖海水中 17 种喹诺酮类药物残留的分析方法。

该方法可检测到的喹诺酮类药物较全面，具有较高

的灵敏度和选择性，准确可靠，回收率为 71.3%– 

125.0%。该方法适用于养殖海水中的喹诺酮类药物

残留的检测。将此方法初步应用于黄海灵山湾近岸养

殖区喹诺酮类药物残留的调查，结果显示，养殖区水

体中检出喹诺酮类药物，且浓度较高，表明该养殖区

存在较严重的超浓度使用喹诺酮类药物的现象。 

 

 
 

图 3  麻保沙星标准溶液在不同流动相下的色谱图 
Fig.3  Chromatogram of standard marbofloxacin in different mobile phase (20 ng/ml) 
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图 4  采用不同 pH 上样溶液时的 17 种喹诺酮的回收率比较 
Fig.4  Comparison of 17 quinolones recoveries with loading buffers at different pH 

 

 
表 3  目标物的线性方程、线性范围、相关系数、方法检出限以及方法定量限 

Tab.3  Calibration equations, linear range, correlation coefficients (R2), detection limits and quantitation limits 

序号 
No. 

化合物 Compound 
线性方程 

Linear regression equation 

仪器线性范围
Linear range 

(g/L) 

相关系数 R2 
Correlation
coefficient

方法检出限 
Detection  

limits (ng/L) 

方法定量限
Quantitation 
limits (ng/L)

1 麻保沙星 Marbofloxacin Y=0.0066X+0.0029 1–200 0.9999 2 5 

2 氟罗沙星 Fleroxacin Y=0.0580X+0.0515 1–200 0.9998 2 5 

3 依诺沙星 Enoxacin Y=0.0438X+0.0187 5–200 0.9999 10 20 

4 氧氟沙星 Ofloxacin Y=0.0660X+0.0415 1–200 0.9999 2 5 

5 培氟沙星 Pefloxacin Y=0.0352X+0.0214 5–200 0.9994 10 20 

6 诺氟沙星 Norfloxacin Y=0.0202X+0.0021 1–200 0.9992 2 5 

7 环丙沙星 Ciprofloxacin Y=0.0229X+0.0027 1–200 0.9997 2 5 

8 丹诺沙星 Danofloxacin Y=0.0196X+0.0139 5–200 0.9998 10 20 

9 恩诺沙星 Enrofloxacin Y=0.0028X–0.0007 1–200 0.9995 2 5 

10 洛美沙星 Lomefloxacin Y=0.0372X–0.0394 1–200 0.9999 2 5 

11 奥比沙星 Orbifloxacin Y=0.1580X–0.0677 1–200 0.9991 2 5 

12 双氟沙星 Difloxacin Y=0.0199X–0.0086 1–200 0.9998 2 5 

13 沙拉沙星 Sarafloxacin Y=0.0117X–0.0069 1–200 0.9998 2 5 

14 司帕沙星 Sparfloxacin Y=0.0190X+0.0073 3–200 0.9995 5 10 

15 萘啶酸 Nalidixic acid Y=0.0208X+0.0164      3–200 0.9999 5 10 

16 噁喹酸 Oxolinic acid Y=0.0236X+0.0102 1–200 0.9993 2 5 

17 氟甲喹 Flumequine Y=0.0213X+0.0187 1–200 0.9999 2 5 
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表 4  目标化合物加标回收率以及相对标准偏差 
Tab.4  Spiked recoveries and RSDs of the target compounds (n=5) 

化合物 
Compound 

添加水平 
Spiked  

level (ng/L) 

回收率 
Recovery  

(%) 

相对标准 

偏差 

RSD (%) 

化合物 
Compound 

添加水平 
Spiked  

level (ng/L)

回收率 
Recovery  

(%) 

相对标准 

偏差 
RSD (%) 

20 112.41 11.04 20 73.05 5.10 

100 81.59 7.26 100 84.66 8.73 
氟罗沙星 
Fleroxacin 

200 97.48 8.09 

奥比沙星 
Orbifloxacin 

200 71.33 7.35 

20 84.02 8.22 20 111.21 4.52 

100 80.57 11.60 100 97.01 9.97 
依诺沙星 
Enoxacin 

200 83.61 6.10 

双氟沙星 
Difloxacin 

200 91.24 6.74 

20 103.48 9.63 20 110.79 8.25 

100 72.05 5.24 100 100.19 11.72 
氧氟沙星 
Ofloxacin 

200 93.87 10.98 

沙拉沙星 
Sarafloxacin 

200 99.98 6.76 

20 83.63 5.46 20 83.93 12.18 

100 81.26 7.47 100 71.98 10.16 
培氟沙星 
Pefloxacin 

200 91.42 7.46 

司帕沙星 
Sparfloxacin 

200 72.04 5.38 

20 125.00 7.34 20 111.09 8.42 

100 90.74 8.28 100 113.65 5.47 
诺氟沙 
Norfloxacin 

200 123.59 5.21 

萘啶酸 
Nalidixic acid 

200 84.22 8.72 

20 108.99 7.65 20 85.60 12.27 

100 78.10 4.73 100 98.23 8.72 
环丙沙星 
Ciprofloxacin 

200 94.86 4.01 

噁喹酸 
Oxolinic acid 

200 91.43 7.81 

20 75.88 4.16 20 86.82 11.32 

100 87.62 10.67 100 87.95 8.94 
丹诺沙星 
Danofloxacin 

200 73.06 10.91 

氟甲喹 
Flumequine 

200 114.41 6.67 

20 102.57 6.03 20 110.33 8.89 

100 94.76 8.60 100 101.69 9.10 
恩诺沙星 
Enrofloxacin 

200 94.94 6.17 

麻保沙星 
Marbofloxacin

200 107.27 2.73 

20 106.36 9.31     

100 80.62 9.44     
洛美沙星 
Lomefloxacin 

200 100.32 6.52     
 

表 5  养殖海水中喹诺酮类药物检测结果 
Tab.5  Results of quinolones detected in aquaculture seawater samples (ng/L) 

取样位置 
Sampling  
location 

恩诺沙星 
Enrofl- 
oxacin 

氧氟沙星 
Ofloxacin 

诺氟沙星
Norfl- 
oxacin 

环丙沙星
Ciprofl-
oxacin 

取样位置 
Sampling  
location 

恩诺沙星
Enrofl-
oxacin

氧氟沙星 
Ofloxacin 

诺氟沙星
Norfl- 
oxacin

环丙沙星
Ciprofl-
oxacin

进水口 
Inlet 

36.98 24.28 ND ND 进水口
Inlet 

34.68 ND ND ND 

养殖池 
Pond 

ND ND ND ND 养殖池
Pond 

283.57 ND 60.03 30.03 

养殖场 
A 

Farm A 

出水口 
Outlet 

87.40 35.63 ND ND 

养殖场
C 

Farm C

出水口
Outlet 

6880.05 ND 135.31 79.03 

进水口 
Inlet 

21.94 ND ND ND 进水口
Inlet 

69.25 ND ND ND 

养殖池 
Pond 

ND ND ND ND 养殖池
Pond 

ND ND ND ND 

养殖场 
B 

Farm B 

出水口 
Outlet 

48.27 ND 71.15 ND 

养殖场
D 

Farm D

出水口
Outlet 

177.07 ND ND 34.77 

ND：未检出 
ND: Not detected 
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Simultaneous Determination of Seventeen Quinolones in Aquaculture  
Seawater Using Solid-Phase Extraction and Liquid  

Chromatography Tandem Mass Spectrometry 

DONG Xiao1,2, LI Zhaoxin1①
, SUN Xiaojie1, XING Lihong1, PENG Jixing1, SONG Caihu1,2 

(1. Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries 
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. College of Food Science and Technology, 

Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In this study, we developed a method to determine 17 kinds of quinolones residues in 

aquaculture seawater by using solid-phase extraction and liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (SPE-LC/MS/MS). The target antibiotics in water samples were enriched and cleaned-up by 

solid-phase extraction cartridges after the acidification with hydrochloric acid. We compared the sample 

recovery under different conditions to find the optimal pH of the loading buffer and the most suitable type 

and volume of the eluent. The elute was collected and concentrated under a gentle stream of nitrogen gas, 

and then dissolved into 1 ml liquid by the mobile phase. All antibiotics were separated by gradient elution 

with the mobile phase of 0.1% formic acid in water and acetonitrile. The targets were then analyzed by 

LC-MS/MS under the positive electrospray ionization condition in the multiple-reaction-monitoring 

(MRM) mode. Seventeen kinds of antibiotics can be separated successfully within 10 minutes. Calibration 

curves for antibiotics exhibited good linearity in the concentration range from 1 to 200 ng/ml and the 

correlation coefficients were larger than 0.999. The limits of detection (LOD) were 210 ng/L and the 

limits of quantification (LOQ) were 520 ng/L. The average recoveries of 17 quinolones at the spiked 

concentrations of 20 ng/L, 100 ng/L and 200 ng/L were 71.3% to 125.0% with a relative standard 

deviation (RSD, n=5) of 2.44% to 12.27%. This new method was applied to the analysis of four 

mariculture farms located in the Lingshan Bay of Qingdao in China. The results showed that four kinds of 

quinolones were detected including enrofloxacin, ofloxacin, norfloxacin and ciprofloxacin, and the 

highest concentration was 6880.05 ng/L. These results suggested that the new method was efficient and 

reliable, which was suitable for the detection of quinolones in seawater samples. 

Key words    Quinolones; Solid-phase extraction (SPE); Liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS); Aquaculture seawater 
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溴氰菊酯对 4 种海水养殖生物的毒性及其积累* 

钟硕良 1,2①  郑惠东 1,2  陈宇锋 1,2  许贻斌 1,2  姜双城 1,2  吴立峰 1,2 
(1. 福建省水产研究所  福建省海洋生物增养殖与高值化利用重点实验室  厦门  361013； 

2. 福建省海洋生物资源开发利用协同创新中心  厦门  361013) 

摘要    以海水养殖的 2 种甲壳类动物(远海梭子蟹 Portunus pelagicus、日本囊对虾 Marsupenaeus 
japonicus)和 2 种双壳类动物(文蛤 Meretrix meretrix、菲律宾蛤仔 Ruditapes philippinarum)为材料，

进行了溴氰菊酯对 4 种海水养殖生物的急性毒性及其积累实验研究。结果显示，4 种海水养殖生

物的死亡率与溴氰菊酯浓度及其暴露时间成显著正相关。溴氰菊酯对远海梭子蟹和日本囊对虾的

24 h LC50、48 h LC50、96 h LC50 分别为 2.07×10–4、1.70×10–4、1.10×10–4 mg/L 和 7.32×10–4、3.90×10–4、

1.43×10–4 mg/L，安全浓度分别为 3.44×10–5 mg/L 和 3.32×10–5 mg/L；溴氰菊酯对文蛤和菲律宾蛤仔

的 24 h LC50、48 h LC50、96 h LC50 分别为 1.52、0.30、0.27 mg/L 和 0.67、0.11、0.06 mg/L，安全

浓度分别为 3.51×10–3 mg/L 和 9.50×10–4 mg/L。溴氰菊酯对远海梭子蟹、日本囊对虾的毒性明显大

于文蛤和菲律宾蛤仔。文蛤和菲律宾蛤仔在溴氰菊酯平均浓度分别为 0.86–0.05 mg/L 和 0.37–   

0.03 mg/L 的水体中暴露 24–96 h 时，其对溴氰菊酯的积累系数分别为 2.57–12.40 和 3.03–27.85，文

蛤和菲律宾蛤对溴氰菊酯的积累率与暴露时间成正相关，与暴露浓度成负相关。不同种类的海水养

殖生物对溴氰菊酯的敏感性及其积累率存在显著差异。 

关键词    溴氰菊酯；毒性；积累；海水养殖生物 

中图分类号 S948   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)06-0139-09 

溴氰菊酯(Deltamethrin，DM)又名敌杀死，是一

种含有-氰基的Ⅱ型拟除虫菊酯类仿生杀虫剂，以触

杀、胃毒为主，杀虫谱广，对机体的神经系统功能具

有损害作用。迄今已商品化的菊酯类农药有 50 多种，

广泛应用于农作物病虫害防治和水产养殖清塘、毒杀

滩涂贝类养殖埕地的敌害生物以及杀灭水产养殖生

物寄生虫等方面。菊酯类农药残留通过地下水、陆源

径流和清塘废水输入近岸海域，造成海洋与渔业环境

污染，严重地危害海洋生物的生存，海洋与渔业污染

事故时有发生，也带来水产品质量的安全问题(梅立永

等, 2007; 赵李娜等, 2014; Thomas et al, 2008)。大部

分的菊酯类农药属于环境激素类物质，通过食物链传

递，可对人类生理生殖系统产生危害，有些类型还有

致畸、致癌、致突变的作用(郑伟华等, 2004)。 

国内外关于拟除虫菊酯类农药对水生生物的急

性毒性、亚急性毒性及其作用机理进行了较多的研

究，但主要集中于淡水鱼类、甲壳类等方面(王瑞龙

等, 2007; 魏华等, 2010; Haverinen et al, 2016; 丁正峰

等, 2013)，而拟除虫菊酯类农药对于海水养殖贝类和

虾、蟹类的毒性效应研究较少。迄今为止，仅有拟除

虫菊酯类农药对几种海水养殖虾类、贝类的毒性及其

体内 ATPase、AChE、GST、SOD、CAT 等酶类活性

变化和组织损伤的研究报道(陈碧鹃等, 1997; 谭晓珍

等, 2005; 许贻斌等, 2015; 陈宇锋, 2016)，但拟除虫

菊酯类农药对主要海水养殖甲壳类和双壳类动物的

毒性比较及其积累研究尚未见报道。 

abc
图章
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作者通过室内实验，分别研究了溴氰菊酯对甲壳

类动物远海梭子蟹(Portunus pelagicus)、日本囊对虾

(Marsupenaeus japonicus)和双壳类动物文蛤(Meretrix 
meretrix)、菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)的毒

性及其积累效应，这对于掌握溴氰菊酯对海水养殖生

物的毒性机理，确定其在水产养殖中安全用量；客观

地评估溴氰菊酯对海水养殖环境和水产品质量安全

的风险，为准确地鉴定和处理溴氰菊酯造成的海洋与

渔业污染事故提供科学依据，均具有重要的应用价值

和现实意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验药品、仪器 

溴氰菊酯标准品(99.7%)，购自国家标准物质研

究中心；2.5%溴氰菊酯乳油，拜耳杭州作物科学有限

公司生产，使用前配成 1 g/L 的母液。丙酮、石油醚、

乙酸乙酯、正己烷、环己烷均为色谱纯。安捷伦 6890N

型气相色谱仪(美国 Agilent 公司)，配有电子捕获检

测器，HP-5 毛细管柱(30 m×0.32 mm×0.25 μm)；电子

分析天平(梅特勒–托利多仪器上海有限公司)，超声波

清洗器(昆山市超声仪器有限公司)，R205 旋转蒸发仪

(上海申生科学仪器有限公司)，YGC-36 氮吹仪(成都

雅源科技有限公司)，80-2B 低速离心机(上海安亭科

学仪器厂)，固相萃取装置(上海安谱科学仪器有限公

司)、YSI-6920 多参数水质分析仪(美国 YSI 公司)。 

1.2  实验动物 

远海梭子蟹购自福建漳浦县沙西海水水产养殖

场，壳长为(11.90±0.60) cm，体重为(150.5±21.0) g。

实验前在体积为 25 m3 的室内圆形水泥池内暂养 3–  

5 d，暂养密度为 0.6–0.8 kg/m3，采用流水式换水。少

量多次投喂新鲜的牡蛎肉，投喂量约为其体重的 8%。

每天早上将暂养池中水排干，清除残饵和排泄物。 

日本囊对虾购自漳浦县前亭对虾养殖场，体长为

(12.00±0.90) cm，体重为(11.7±2.7) g。实验前在体积

为 10 m3 (20 m2×0.5 m)的水泥池内暂养 3–5 d，暂养

密度为 10–20 只/m2。并在暂养池池面遮盖一块双层

黑色遮阳网，避免惊扰和阳光直射。每天换水 1 次。

早、晚适量投喂 1 次海马牌 2#对虾配合饲料。 

文蛤和菲律宾蛤仔均购自漳浦县佛昙海水养殖

场，文蛤仔壳长为(4.89±0.30) cm, 体重为(29.4±4.8) g，

菲律宾蛤仔壳长为(3.75±0.20) cm, 体重为(10.8±1.6) g。

实验前在室外土池(面积为 1.5 hm2)挂笼暂养 1 周，水

体中丰富的浮游植物供贝类摄食。实验前一天移至室

内水泥池(面积为 10 m2)中无饵料暂养，暂养密度为

50–60 粒/m2。 

1.3  实验用水 

实验用水为砂滤、袋滤海水。海水温度范围为

24.20–26.58℃；盐度范围为 31.15–33.80；pH 值范围

为 7.95–8.12，溶解氧含量范围为 5.96–6.55 mg/L。 

1.4  实验方法 

1.4.1  急性毒性实验    溴氰菊酯对 4 种海水养殖

生物急性毒性实验按 GB/T16310.1-1996《船舶散装运

输液体化学品危害性评价规范水生生物急性毒性试

验方法》进行。远海梭子蟹和日本囊对虾的实验容器

分别为体积 1.00 m3的室内水泥池和体积 0.08 m3的玻

璃水族箱；文蛤和菲律宾蛤仔的实验容器均为体积

0.06 m3 玻璃水族箱。根据溴氰菊酯对 4 种实验动物

毒性预实验得出的 24 h 全部死亡和 96 h 全部存活的

浓度范围，在正式实验时，在此范围内按等对数间距

设置 7 个浓度组，其浓度梯度见图 1、图 2。每组设

2 个平行。挑选规格均匀、健康的 4 种海水养殖生物

作为实验对象，每组放入实验动物 10 只/粒。实验期

间不投饵，24 h 不间断微量充气。采用半静水式换水

补药方法，每隔 24 h 换水 1 次，重新投药。实验开

始后，前 8 h 内连续观察，以后定时或不定时地进行

观察，并于 24 h、48 h、72 h 和 96 h 分别记录实验动

物的死亡数。贝类死亡检查：将贝类与地面轻轻碰撞，

活的贝类发出沉闷的声音，死亡的贝类则为空谷的声

音。并用指甲轻抠其两壳缝隙，死亡贝类的双壳会有

所松动，活的贝类双壳则依然紧闭。将死亡个体清除

并记录死亡数。 

实验期间，用 YSI-6920 多参数水质分析仪每天

测定 1 次水温、盐度、pH、DO 等理化因子，4 种受

试动物水体中水温范围为 24.41–27.66℃；盐度范围

为 31.30–33.78；pH 值范围为 7.48–8.04，溶解氧含量

范围为 4.71–6.42 mg/L。 

1.4.2  实验动物溴氰菊酯的积累实验    甲壳类的

实验容器为 1.0 m3 的室内水泥池，双壳类的实验容器

为 0.08 m3 的玻璃水族箱，分别放入 20 只远海梭子蟹

和 40 尾日本囊对虾、30 粒文蛤和 50 粒菲律宾蛤仔。

所有实验水体中分别设置 4 个溴氰菊酯浓度梯度，实

验条件与正式实验相同。在实验水体中加入溴氰菊酯

使用液混匀后和实验经 24 h 换水时，分别采集 1 次水

样，放入冰箱 4–5℃冷藏。采集经暴露 24 h、48 h、72 h

和 96 h 后存活的 4 种实验动物样品，放于–10~ –20℃冷

冻保存。水样中溴氰菊酯含量分析采用《生活饮用水

标准检验方法农药指标》(GB/T5750.9–2006)中的方法 

(中华人民共和国质量监督检验检疫总局等, 2006)；
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受试动物样品取肌肉组织，匀浆。肌肉中溴氰菊酯含

量分析采用《动物性食品中有机氯农药和拟虫菊酯农

药多组分残留量的测定》(GB/T5009.162–2008)中的

方法(全国农药标准化技术委员会, 2009)。 

1.5  计算方法 

1.5.1  半致死浓度及安全浓度计算     采用 SPSS 

18.0 软件，计算得出受试动物死亡百分率的概率单位

与实验浓度对数的回归方程，求出半致死浓度(LC50)。

安全浓度(SC)采用特伦堡(Turubell)的安全浓度计算

公式(陈宇锋, 2016)： 
 SC=48 h LC50×0.3/(24 h LC50 /48 h LC50)

2  (1) 
1.5.2  实验生物体中溴氰菊酯的积累系数计算    由

于溴氰菊酯在水体中较易挥发和降解，实验过程中浓

度处于持续衰减状态。故采用实验水体中溴氰菊酯的

初始浓度与实验经 24 h 换水时的浓度的平均值作受试

动物吸收积累过程中水体中的浓度，其积累系数公式： 

 0 1( ) / 2W w WC C C   (2) 
 SCF /A WC C  (3) 

式(2)、式(3)中， AC 为经过某实验时间受试动

物体内溴氰菊酯的浓度； 0wC 为实验水体中溴氰菊酯

的初始浓度； 1wC 为实验经 24 h 换水时水体中溴氰菊

酯的浓度； WC 为 0wC 和 1wC 的平均浓度；SCF 为受

试动物体内溴氰菊酯的积累系数。 

2  结果与分析 

2.1  溴氰菊酯对甲壳类动物的毒性 

如图 1 所示，在远海梭子蟹和日本囊对虾的实 

验水体中，溴氰菊酯浓度分别在 5.00×10–5–3.15× 

10–4 mg/L 和 1.25×10–4–1.25×10–3 mg/L 范围内，随着

浓度的提高，各实验组远海梭子蟹和日本囊对虾的

死亡率随之上升，二者呈显著正相关。在溴氰菊酯

浓度分别为 1.50×10–4–3.15×10–4 mg/L 和 7.90×10–4– 

1.25×10–3 mg/L 的高浓度组，短时间内(24 h)远海梭

子蟹和日本囊对虾的死亡率分别达 40%–80%和

40%–85%；在溴氰菊酯浓度分别为 5.00×10–5–1.05× 

10–4 mg/L 和 1.25×10–4–2.00×10–4 mg/L 的低浓度组，

远海梭子蟹和日本囊对虾陆续发生死亡，96 h 内死

亡率分别达 20%–40%和 50%–60%，且远海梭子蟹和

日本囊对虾的暴露时间越长，死亡率越高，二者呈

显著正相关。 

表 1 为不同时间下，溴氰菊酯浓度对数–甲壳类

死亡率概率单位的回归方程，并进行了回归方程的相

关系数 R 和回归系数的显著性检验，据此计算出溴氰

菊酯对远海梭子蟹和日本囊对虾的 24 h LC50、48 h 

LC50、72 h LC50、96 h LC50 分别为 2.07×10–4、

1.70×10–4、1.27×10–4、1.10×10–4 mg/L 和 7.32×10–4、

3.90×10–4 、 1.93×10–4 和 1.43×10–4 mg/L，并根据

Turubell 的安全浓度计算公式，计算出溴氰菊酯对远

海梭子蟹和日本囊对虾的安全浓度分别为 3.44×10–5

和 3.32×10–5 mg/L。 

甲壳类动物的溴氰菊酯中毒反应症状具有一定

的共性。实验开始时，在低浓度溴氰菊酯实验组中，

远海梭子蟹均在池底爬行，日本囊对虾在玻璃水族箱

底部水层聚集、游动、活动正常，与对照组无明显差

异。随着暴露时间的延长，4 h 后小部分的远海梭子

蟹的螯足、步足间歇性抽搐，48 h 后出现少量死亡， 
 

 
 

图 1  不同溴氰菊酯浓度下甲壳类动物的死亡率 
Fig.1  Mortalities of the crustacean exposed to different concentrations of deltamethrin 



142 渔   业   科   学   进   展 第 38 卷 

 

表 1  不同时间下溴氰菊酯对甲壳类动物的 LC50 值 
Tab.1  LC50 values of deltamethrin to the crustacean at different exposure time 

实验动物 
Experimental animals 

时间 
Time (h) 

回归方程 
Regression equation

相关系数 
R 

半致死浓度 
LC50 (mg/L) 

95%置信区间 
Confidence-interval(mg/L)

24 P=5.209C+19.190 0.9539** 2.07×10–4 1.64×10–4–2.82×10–4 

48 P=4.160C+15.684 0.9241** 1.70×10–4 1.25×10–4–2.58×10–4 

72 P=3.497C+13.624 0.9592** 1.27×10–4 9.49×10–5–1.72×10–4 

远海梭子蟹 
P. pelagicu 

96 P=3.604C+14.261 0.9612** 1.10×10–4 7.98×10–5–1.49×10–4 

24 P=2.294C+7.192 0.9354** 7.32×10–4 4.83×10–4–1.72×10–3 

48 P=2.606C+8.885 0.9854** 3.90×10–4 2.71×10–4–5.68×10–4 

72 P=2.595C+9.639 0.9747** 1.93×10–4 1.03×10–5–2.72×10–4 

日本囊对虾 
M. japonicus 

96 P=3.470C+13.342 0.9550* 1.43×10–4 9.05×10–5–1.81×10–4 

注：*和**分别为在 0.05 和 0.01 水平上存在显著差异。P 为死亡率概率单位，C 为溴氰菊酯浓度对数，下同 
Notes: * indicated significant differences (P<0.05), ** indicated highly significant differences (P<0.01), P: The probability 

unit of mortality; C: The logarithm of concentration of deltamethrin. The same as below 
 

死亡个体的断足率很低，一般为趴在池底、步足松开。

日本囊对虾则活力逐渐减弱，对外界刺激反应迟钝，

躯体弓形侧倒，步足抽搐、微微颤抖，24 h 后出现少

量死亡。在高浓度溴氰菊酯实验组中，经 1–2 h 后，远

海梭子蟹便出现行为异常，主要表现为急躁不安，间

歇性上游，同时伴有呼吸困难，附肢间歇性抽搐，螯

足、步足部分断开，断足率随着溴氰菊酯浓度的升高

而增加。日本囊对虾则出现急躁不安，间歇性的急促

游动，偶有跳跃撞壁，随之活力逐渐减弱，体色发红，

躯体肌肉僵直，附肢抽搐、张开，短时间内(24 h)出

现大量死亡。 

2.2  溴氰菊酯对双壳类动物的毒性 

如图 2 所示，在文蛤和菲律宾蛤仔养殖水体中，

溴氰菊酯浓度分别为 0.25–2.50 mg/L 和 0.05–  

2.00 mg/L，随着浓度的提高，各实验组文蛤和菲律宾

蛤仔的死亡率随之增加，二者呈显著正相关。在溴氰

菊酯浓度分别为 1.00–2.50 mg/L 和 0.95–2.00 mg/L 的

高浓度组，24 h 内便发生文蛤和菲律宾蛤仔的大量死

亡，死亡率分别达 45%–70%和 50%–75%，48 h 后，

文蛤和菲律宾蛤仔几乎全部死亡；在溴氰菊酯浓度分

别为 0.25–0.40 mg/L 和 0.05–0.10 mg/L 的低浓度组，

文蛤和菲律宾蛤仔陆续发生死亡，96 h 内死亡率分别

达 40%–90%和 45%–75%，且文蛤和菲律宾蛤仔的曝

露时间越长，死亡率越高，二者呈显著正相关。 

表 2 为不同时间下，溴氰菊酯浓度对数–双壳类

死亡率概率单位的回归方程，并进行了回归方程的

相关系数 R 和回归系数的显著性检验，据此计算出

溴氰菊酯对文蛤和菲律宾蛤仔的 24 h LC50、48 h LC50、 

 

 
 

图 2  不同溴氰菊酯浓度下双壳类动物的死亡率 
Fig.2  Mortalities of the bivalve exposed to different concentrations of deltamethrin 
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表 2  不同时间下溴氰菊酯对双壳类动物的 LC50 值 
Tab.2  LC50 values of deltamethrin to the bivalves at different exposure time 

实验动物 
Experimental animals 

时间 
Time (h) 

回归方程 
Regression equation 

相关系数 
R 

半致死浓度 
LC50 (mg/L) 

95%置信区间 
Confidence-interval(mg/L)

24 P=1.555C–0.2815 0.9644** 1.52 1.10–2.61 

48 P=2.865C+1.5045 0.9149* 0.30 0.12–0.43 

72 P=3.718C+2.0711 0.9220* 0.28 0.15–0.37 

文蛤 
M. meretrix 

96 P=5.465C+3.1318 0.9471* 0.27 0.21–0.31 

24 P=1.051C+0.1865 0.9752** 0.67 0.52–0.90 

48 P=1.955C+1.8598 0.9945** 0.11 0.07–0.15 

72 P=2.666C+3.0887 0.9879** 0.07 0.06–0.08 

菲律宾蛤仔 
R. philippinarum 

96 P=2.884C+3.5982 0.9995* 0.06 0.05–0.07 

 
72 h LC50、96 h LC50 分别为 1.52、0.30、0.28、0.27 mg/L

和 0.67、0.11、0.07、0.06 mg/L，并依据 Turubell 的安

全浓度计算公式，计算出溴氰菊酯对文蛤和菲律宾蛤

仔 的 安 全 浓 度 分 别 为 3.51×10–3 mg/L 和 9.50×     

10–4 mg/L。 

双壳类动物的溴氰菊酯中毒反应症状基本相似。

在低浓度溴氰菊酯实验组中，实验开始时，水体透明，

文蛤微微张开双壳，斧足自然伸出。菲律宾蛤仔的斧

足和水管均能自然伸出，处于正常活动状态，与对

照组无明显差异。随着暴露时间的延长，2 种贝类逐

渐呈现迷昏麻痹状态，表现为对外物触及时不敏感，

反应迟钝，受刺激后贝壳不能快速关闭，经 24 h 后

出现少量死亡。在高浓度溴氰菊酯实验组中，水体呈

现乳白色浑浊，2 种贝类贝壳紧闭，斧足和水管无伸

缩能力，过滤活动基本停止，呈现麻痹中毒状态。在

中毒后期，双壳类闭壳肌萎缩、松弛，水管萎缩、下

垂，外套膜极度收缩，贝壳微微张开不能闭合，受刺

激后无闭壳反应，短时间内(24 h)出现大量死亡。 

2.3  溴氰菊酯在甲壳类和双壳类动物体内的积累 

如表 3 所示，由于远海梭子蟹、日本囊对虾实验

水体中溴氰菊酯的初始浓度和实验经 24 h 换水时的

浓度均低于检出限(为未检出)，故无法计算其生物积

累系数(SCF)来评估其对实验水体中不同浓度溴氰菊

酯的积累率。在 24–96 h 后，文蛤暴露在平均浓度为

0.86–0.05 mg/L 溴氰菊酯水体中，其对溴氰菊酯的

SCF 为 2.57–12.40；菲律宾蛤仔暴露在溴氰菊酯平均

浓度为 0.37–0.03 mg/L 水体中，其对溴氰菊酯的 SCF

为 3.03–27.85。文蛤和菲律宾蛤仔暴露 48 h、72 h、96 h

时与暴露 24 h 时相比，水体中溴氰菊酯平均浓度前者

分别为后者的 63.20%、13.20%、6.08%和 17.80%、

9.73%、7.30%，其对溴氰菊酯的 SCF 前者比后者则 

表 3  溴氰菊酯在甲壳类和双壳类动物体内的积累 
Tab.3  The bioaccumulation of deltamethrin in the 

crustacean and bivalve 

暴露时间  
Exposure time(h) 

实验动物 
Experimental 

animals 

项目 
Items 

24 48 72 96 

0wC (mg/L) ND ND ND ND远海梭子蟹 
P. pelagicus 1wC (mg/L) ND ND ND ND

 WC (mg/L) ND ND ND ND

 AC (mg/kg) 0.02 ND 0.02 ND

 SCF — — — — 

0wC (mg/L) ND ND ND ND日本囊对虾 
M. japonicus 1wC (mg/L) ND ND ND ND

 WC (mg/L) ND ND ND ND

 AC (mg/kg) 0.01 ND 0.03 ND

 SCF — — — — 

0wC (mg/L) 1.20 0.74 0.16 0.08文蛤 
M. meretrix 1wC (mg/L) 0.51 0.34 0.07 0.02

 WC (mg/L) 0.86 0.54 0.11 0.05

 AC (mg/kg) 2.20 2.11 1.05 0.65

 SCF 2.57 3.91 9.29 12.40

0wC (mg/L) 0.49 0.08 0.06 0.05菲律宾蛤仔 
R.philippinarum 1wC (mg/L) 0.25 0.05 0.01 0.01

 WC (mg/L) 0.37 0.07 0.04 0.03

 AC (mg/kg) 1.12 0.59 0.95 0.75

 SCF 3.03 8.88 26.80 27.85

注：ND 为未检出；—为无 SCF 值 
Notes: ND indicated not detected; “—” indicated no 

SCF value 

 
分别高 0.52、2.61、3.82 倍和 1.93、7.84、8.27 倍。

由此表明，在一定的溴氰菊酯浓度范围内，双壳类动

物对水体中溴氰菊酯的积累率随暴露时间的延长而
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增大，二者成正相关；随暴露浓度的升高而减少，二

者成负相关。 

3  讨论 

3.1  甲壳类和双壳类动物的溴氰菊酯中毒症状及其

毒性机理 

本研究中，甲壳类动物暴露于较高浓度的溴氰菊

酯水体中，日本囊对虾表现出急躁不安，间歇性的急

促游动并跳跃撞壁，随后躯体弓形侧躺，步足抽搐，

僵硬张开等症状。这与多种鱼类如唐鱼(Tanichthys 
albonubes) 、 孔 雀 鱼 (Poecilia reticulata) 、 剑 尾 鱼

(Xiphophorus helleri)和泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)

等暴露在一定浓度的菊酯类农药水体中表现出急躁、

狂游、撞壁、抽搐等典型的神经性中毒症状极为相似

(王瑞龙等, 2007; Rukiye et al，2003; Khalili et al, 2012; 

夏晓华等, 2013)。远海梭子蟹表现出现呼吸困难，侧

翻于池底，步足间歇性抽搐，部分或全部的螯足和步

足断开脱落等症状。这与锯缘青蟹(Scylla serrata)在

杀灭菊酯中毒后，出现自断步足的现象(吴琴瑟等 , 

1993)，以及河蟹(Chinese mitten crabe)在溴氰菊酯中

毒后，四肢无力或有微微颤抖，个别出现附肢脱落的

症状(耿雪冰等, 2009)一致。双壳类动物文蛤和菲律

宾蛤仔的溴氰菊酯中毒症状，表现为贝壳紧闭、外套

膜明显收缩，水管和斧足伸缩无力，最后闭壳肌萎缩、

松弛，双壳无法闭合等症状。这与栉孔扇贝(Chlamys 
farreri)暴露在高浓度氰戊菊酯(0.13 mg/L)水体中时，呈

现出外套膜极度收缩，鳃呈暗褐色，受刺激后仅在外

套膜边缘有轻微的收缩反应，但无闭壳反应的症状

(谭晓珍等, 2005)基本相似。 

由于菊酯类农药属于神经毒剂，目前普遍认为，

其作用机制主要是通过对受试生物体内钠泵的干扰

使神经膜动作电位的去极化期延长，周围神经也出现

重复电位而造成肌肉的持续收缩，抑制脑突触体膜上

的 ATPase，使突触后膜上的乙酰胆碱酯酶(AchE)等

神经递质大量聚集，从而引起脑 AchE 被抑制。造成

机体内在的代谢和神经传导功能紊乱、蛋白失活、自

由基大量爆发等一系列的机体损伤(Burredge et al, 
2000; 王朝晖等, 2000)，从而导致受试生物大量死亡。

溴氰菊酯对受试生物的毒性机理除主要表现为神经

性 中 毒 外 ， 溴 氰 菊 酯 可 以 造 成 克 氏 原 螯 虾

(Procambarus clarkii)肌细胞超微结构损伤，激活细胞

的厌氧呼吸，在组织中产生大量的乳酸，乳酸的蓄积

会造成细胞酸化而加重对细胞的毒性，造成克氏原螯

虾的死亡(吴楠等, 2015)。溴氰菊酯通过对菲律宾蛤仔

淋巴液中 AchE、Na+-K+-ATPase 和肝脏、鳃中 GST

活性的抑制，导致其机体正常功能受到了严重干扰，

肝脏和鳃的组织细胞受损、甚至坏死，并通过损伤菲

律宾蛤仔的鳃组织和消化盲囊细胞影响菲律宾蛤仔

的新陈代谢，包括细胞免疫酶的反应，进而导致菲律

宾蛤仔的死亡(许贻斌等, 2015)。 

3.2  溴氰菊酯对甲壳类和双壳类动物的毒性效应 

溴氰菊酯对同类不同种实验动物的毒性存在明

显的种间差异。从表 1、表 2 中溴氰菊酯对远海梭子蟹、

日本囊对虾和文蛤、菲律宾蛤的 24 h、48 h、72 h、96 h

半致死浓度及其安全浓度可看出，同为甲壳类动物，

溴氰菊酯对远海梭子蟹的毒性稍高于日本囊对虾；同

为双壳类动物，溴氰菊酯对菲律宾蛤仔的毒性显著高

于文蛤。总体上，溴氰菊酯对甲壳类动物远海梭子蟹、

日本囊对虾的毒性明显高于双壳类动物文蛤、菲律宾

蛤仔。这可能是甲壳类和双壳类动物的内部生理结构

和生活习性存在较大差异，导致其自身防御系统对溴

氰菊酯毒害的抵御能力各不相同。在急性毒性实验水

体中，双壳类动物较长时间内双壳紧闭，尽量减少呼

吸与摄食以抵御溴氰菊酯的毒害，而甲壳类动物则一

直保持呼吸与摄食，对于水体中溴氰菊酯的毒害基本

无力回避。 

目前，菊酯类农药对甲壳类动物的毒性效应研究

较多，据报道，在海水甲壳类动物中，氯氰菊酯对成

体龙虾(Panulirus stimpsoni holthuis)的 96 h LC50 为

0.104 μg/L；溴氰菊酯对平均体重为 4.6 g 的凡纳滨对

虾(Litopenaeus vannamei)的 96 h LC50 为 0.0714 μg/L；

氰戊菊酯对日本囊对虾的 96 h LC50 为 0.310 μg/L 

(Burredge et al, 2000; 冷春梅等 , 2009; 陈宇锋 , 

2016)。氯氰菊酯对成体龙虾的毒性与本研究中溴氰

菊酯对日本囊对虾的毒性(96 h LC50 为 0.143 μg/L)相

近。在淡水甲壳类动物中，溴氰菊酯对日本沼虾

(Macrobrachium nipponensis)的 24 h LC50 为 0.14 µg/L；

对克氏原螯虾的 24 h LC50和 96 h LC50分别为 0.156 μg/L

和 0.0562 μg/L；对河蟹成体的 96 h LC50 为 0.65 μg/L；

氯氰菊酯对中华米虾(Caridina denticulata sinensis) 

96 h LC50 为 0.077 μg/L (龚瑞忠等, 1996, 魏华等, 

2010; 王宏伟等, 2009; 耿雪冰等, 2009)。由此表明，

生活在海水或淡水环境中不同种甲壳类动物对菊酯

类农药的敏感性存在较大的差异，总体上，淡水虾类

对菊酯类农药比海水虾类更为敏感。菊酯类农药对双

壳类动物的毒性效应研究较少，据报道，氯氰菊酯和

氰戊菊酯对栉孔扇贝的 96 h LC50 分别为 0.124 mg/L

和 1.17 mg/L；氰戊菊酯对紫贻贝(Mytilus edulis)和
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栉孔扇贝的 96 h LC50 分别为 1.28 mg/L 和 0.30 mg/L 

(谭晓珍等, 2005; 陈碧鹃等, 1997)。本研究得出的溴

氰菊酯对文蛤的毒性 (96 h LC50 为 0.27 mg/L)与    

陈碧鹃等(1997)报道的氰戊菊酯对栉孔扇贝的毒性相

近，而菲律宾蛤仔对菊酯类农药与栉孔扇贝、紫贻贝

和文蛤相比更敏感。上述研究结果显示，氰戊菊酯对

栉孔扇贝的毒性差异较大，可能与实验生物的规格、

暂养时间及实验水温、pH、DO 等理化因子的影响有

关。农药对鱼类的 96 h LC50<1.0 mg/L，毒性级别为

极高毒(周凤霞, 2006)，故溴氰菊酯对文蛤和菲律宾

蛤仔的毒性总体为鱼类的极高毒级别，对日本囊对虾

和远海梭子蟹的毒性远高于鱼类的极高毒级别。 

3.3  甲壳类和双壳类动物对溴氰菊酯的积累效应 

海洋生物对有机农药的积累是一个缓慢的过程。

由于溴氰菊酯在水体中较易挥发和降解，实验过程中

其浓度处于持续衰减状态。用实验水体中溴氰菊酯的

初始浓度与 24 h 后换水时浓度的平均值作受试动物

吸收积累过程中实验水体中的浓度计算积累系数，较

能真实地反映受试动物对溴氰菊酯的积累能力。本研

究中，由于远海梭子蟹、日本囊对虾对溴氰菊酯极为

敏感，加入其实验水体中的溴氰菊酯浓度均低于方法

检出限(1.0 μg/L)，实验水体中溴氰菊酯均未检出，故

未能计算其对溴氰菊酯的积累系数，须侍水体中溴氰

菊酯检测方法改进后，方能进行远海梭子蟹、日本囊

对虾对溴氰菊酯的积累研究。文蛤、菲律宾蛤仔在溴

氰菊酯平均浓度分别为 0.86–0.05 mg/L 和 0.37–  

0.03 mg/L 的水体中暴露 24–96 h 时，其对溴氰菊酯的

积累率与暴露时间成正相关，与暴露浓度成负相关。

这可能是在高浓度溴氰菊酯水体中双壳类动物急性

中毒后活力骤降，双壳紧闭，基本停止呼吸和摄食，

短时间内发生大量死亡，不利于其对水体中溴氰菊酯

的吸收与积累，从而造成其体内溴氰菊酯的积累率较

低；而在低浓度溴氰菊酯水体中双壳类动物逐渐适

应，尚能进行呼吸和摄食活动，将水体中溴氰菊酯不

断吸收、富集于体内，从而导致其体内溴氰菊酯的积

累率较高，且受试动物在实验水体中暴露存活时间越

长，对水体中溴氰菊酯的吸收和积累越多，其体内溴

氰菊酯的积累率就越高。 

水生生物对水体中菊酯类农药的积累研究较少，

李娟英等(2015)研究表明，菲律宾蛤仔对沉积物间隙

水中浓度为 0.023–0.255 μg/L 的 4 种菊酯类农药积累

28 d 后的积累系数为 27.8–301。奥利亚罗非鱼

(Oreochromis aurea)对水体中浓度为 2.0–10.0 μg/L 的

溴氰菊酯的积累 15 d 后，在其肌肉和肝脏中积累含量

分别为 3.70– 6.57 μg/kg 和 3.70–7.12 μg/kg，最大积

累系数分别为 1.85 和 2.20，15–20 d 达到累积–释放

的动态平衡 (吴伟等 , 2006)。将白鲢 (Hypophthal- 
michthys molitrix)暴露在 3 μg/L的甲氰菊酯溶液中 2 h

后，鱼体肌肉内甲氰菊酯含量达 0.020 μg/kg，随后含

量直线上升，在暴露 8 h 后达最高值 0.0412 μg/kg，

生物积累系数为 411.3(王朝晖等, 2000)。由此表明，

不同种类的水生生物对水体中菊酯类农药的积累能

力存在明显的种间差异。 

已有研究表明，含有-氰基的拟除虫菊酯类农药

毒性较大，有卤原子取代则毒性更高，且毒性随卤原

子分子量的增加而增加(张征等, 2006; Ensibi et al, 
2014)，对甲壳类和双壳类动物的毒性为极高毒或高

毒。建议在养殖区附近应慎用含有-氰基的溴氰菊

酯、氯氰菊酯等拟除虫菊酯类农药，尽量使用甲醚菊

酯、胺菊酯、二氯戊菊酯等不含-氰基等对水生动物

毒性较低的拟除虫菊酯类农药。 
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The Acute Toxicity and Bioaccumulation of Deltamethrin  
in Four Species of Mariculture Organisms 

ZHONG Shuoliang1,2①
, ZHENG Huidong1,2, CHEN Yufeng1,2, 

XU Yibin1,2, JIANG Shuangcheng1,2, WU Lifeng1,2 
(1. Key laboratory of Cultivation and High-Value Utilization of Marine Organisms in Fujian Province,  

Fujian Fisheries Research Institute, Xiamen  361013;  
2. Fujian Collaborative Innovation Center for Exploitation and Utilization of Marine Biological Resources, Xiamen  361013) 

Abstract    The acute toxicity and bioaccumulation of deltamethrin was studied in four species of 

mariculture organisms including the crustaceans Portunus pelagicus and Marsupenaeus japonicus, and 

the bivalve Meretrix meretrix and Ruditapes philippinarum. The results indicated that there were 

significant positive correlations between the mortality rate of the mariculture organisms and the 

concentration and exposure time of deltamethrin. The LC50 values at 24 h, 48 h and 96 h for the 

crustacean P. pelagicus were 2.07×104, 1.70×104 and 1.10×104 mg/L respectively, and the values for  

M. japonicas were 7.32×104, 3.90×104 and 1.43×104 mg/L. The safe concentrations for these two 

species were 3.44×105 mg/L and 3.32×105 mg/L respectively. The LC50 values at the 3 time points for 

the bivalves M. meretrix were 1.52, 0.30 and 0.27 mg/L respectively, and for R. philippinarum they were 

0.67, 0.11 and 0.06 mg/L respectively. The safe concentrations for these two species were 3.51×    

103 mg/L and 9.50×104 mg/L respectively. Obviously the two crustacean species were more sensitive to 

deltamethrin than the bivalves. Next, the bivalves M. meretrix and R. philippinarum were exposed to the 

seawater containing deltamethrin at average concentrations of 0.86–0.05 mg/L and 0.37–0.03 mg/L 

respectively for 24–96 h, and we found that the accumulation coefficients of deltamethrin in these two 

species were 2.57–12.40 and 3.03–27.85 respectively. The accumulation rate of deltamethrin in the two 

bivalve species was positively corelated with the exposure time of deltamethrin, but negatively correlated 

with the concentration of deltamethrin. There were significant differences in sensitivity and accumulation 

rate of deltamethrin between different species of marine aquaculture organisms.  

Key words    Deltamethrin; Toxicity; Bioaccumulation; Mariculture organisms 
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HMG(High-Mobility Group Box Protein)在刺参

(Apostichopus japonicus)肠道再生期间的 

表达情况分析* 

缪  婷 1  孙丽娜 2  杨红生 2  王  芳 1① 
(1. 教育部海水养殖重点实验室  中国海洋大学水产学院  青岛  266003； 

2. 海洋生态与环境科学重点实验室  中国科学院海洋研究所  青岛  266071) 

摘要     运用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术，测定了一种核酸内非组蛋白类蛋白

HMG(High-mobility group box protein)在刺参肠道再生第 30 分钟、1、2、6 小时、1、3、7 天的 mRNA

表达情况，结果显示，再生第 6 小时之前，表达量与正常刺参肠道相比无显著变化，再生第 1–7 天，

其表达量显著高于对照组，并于第 7 天达到最大值。采用免疫荧光技术，分析测定了 HMG 在刺参

肠道再生各时期的蛋白表达情况，结果显示，再生第 2、6 小时，HMG 蛋白荧光信号弱，仅在浆膜

层和黏膜层有少量分布；再生第 1–7 天，HMG 蛋白荧光信号逐渐增强，再生第 1 天的 HMG 荧光主

要分布在浆膜层和肌肉层，再生第 3 天和第 7 天的荧光信号最强，各层均有分布。结合 HMG 在其他

物种组织修复再生中的作用，推测 HMG 可使免疫系统识别损伤信号，启动修复再生功能，调控细胞

外基质(ECM)成分的降解与生成，诱导干细胞迁移、分化，并可能在伤口愈合阶段过后参与细胞免疫。 

关键词    刺参；HMG；肠道再生；qRT-PCR；免疫荧光 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2017)04-0148-07 

再生是动物应对环境不适的一种适应能力，且对

动物存活具有重要作用，可以认为是细胞、组织或器

官的重新生长过程(Rychel et al, 2009; Sánchez Alvarado 

et al, 2006)。目前，国内外有关无脊椎动物再生方面

的研究多集中于腔肠动物门的水螅(Hydra attenuate) 

(Schmidt et al, 1986)，扁虫动物门涡虫类扁虫(Schmidtea 
mediterranea)、环节动物门寡毛类蚯蚓(Enchytraeus 
japonensis)(Agata et al, 1999; Alvarado et al, 2002; 
Norman et al, 2001; Yoshida-Noro et al, 2010)，棘皮动 

物门海盘车(Asterina Burtoni; Coscinasterias tenuispina; 
Oxycomanthus japonicus)和海参(Holothuria glaberrima)

等 (Achituv et al, 1991; Alves et al, 2002; García- 

Arrarás et al, 1998; Rubilar et al, 2005; Shibata et al, 
2010)。 

刺参(Apostichopus japonicus)是我国一种经济价

值极高的海珍品。组织器官损伤后，刺参可以在短时

间内完成重建。“吐脏”是刺参的一种特殊行为，遇

外界刺激或遇敌后，其将肠道、呼吸树、生殖腺等内

abc
图章
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脏器官排出体外，3 周左右再生出完整的、功能完善

的内脏器官(孙丽娜, 2013)1)。 

目前，海参(Echinodermata, Holothuroidea)肠道再

生的研究主要集中在肠壁组织层的起源与变化

(Mashanov et al, 2001; Rojascartagena et al, 2007)，细

胞起源、迁移与增殖等细胞学事件的发生(San Miguel- 

Ruiz et al, 2007)。研究发现，与海参肠道再生特异性

相关的基因主要有细胞骨架基因(如 Actin)、和发育密

切相关的基因(如 Wnt 和 Hox)(Sun et al, 2013b)、对抗

炎症反应和形态发生有重要作用的血清淀粉样蛋白

A (Serum Amyloid A Protein, SAA)同源物(Santiago et al, 
2000)、神经重塑有关的室管膜蛋白基因 (Suarez- 

Castillo et al, 2004)。近年来，人们借助 EST 库的构

建、芯片技术和高通量测序等技术，构建了 EST 文

库(Ortiz-Pineda et al, 2009; Zheng et al, 2006)、再生转

录组(Sun et al, 2013a)、基因表达谱(Sun et al, 2011)，

以期在更高通量上对这一多基因调控过程的机制进

行探索。 

HMG(High-mobility group box protein)是一种多

功能细胞因子，也是一类核酸内非组蛋白类蛋白，能

与特异性的受体结合，参与组织损伤修复、细胞迁移、

再生等重要生命进程，并应答炎症反应等，已被证实

在再生行为中发挥作用(Kuehl et al, 1979; De Mori  

et al, 2007; Straino et al, 2008; Limana et al, 2005)，而

在低等动物再生中的调控作用尚不清楚。在刺参再生

转录组与表达谱研究中发现，HMG 参与了刺参肠道

再生过程(Sun et al, 2013a)，并测定了该基因在刺参

肠道再生的第 3、7、14、21 天的 mRNA 水平表达情

况：再生期间 HMG 的表达量呈先增高后降低的趋势，

再生的第 7 天，HMG 表达量达到最大值，为对照组

的 4.5 倍，后逐渐降低，至第 21 天表达量基本恢复

到正常水平，推测其在肠道再生过程中使免疫系统识

别损伤信号，启动修复再生功能(孙丽娜, 2013)1)。而

刺参肠道再生过程中的 HMG 蛋白水平的表达情况还

未见报道，再生早期阶段的 mRNA 水平的表达情况

也未知。 

本研究采用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术

测定 HMG 在刺参肠道再生第 0.5、1、2、6 小时及第

1、3、7 天 mRNA 水平的表达情况，并通过免疫荧光

实验测定了 HMG 蛋白在刺参肠道再生关键时期的空 

间表达情况，以期更深入的探明 HMG 对刺参肠道再

生的调控作用。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

实验用体重为 100–120 g 的刺参于 2015 年 11 月

采集于青岛。实验前将刺参在实验室水池中暂养 7 d，

暂养水温为 15–17℃，每日换水 1/2，投饵 1 次。暂

养结束后，向刺参腹腔注射 0.35 mol/L KCl 溶液    

1–2 ml，诱导其吐脏，吐脏后的刺参养于水池中，水

温为 15–17℃，每日换水 1/2，不投饵料。 

分别在刺参吐脏后的第 0.5、1、2、6 小时，第 1、

3、7 天解剖刺参，取出再生的肠道，每次取样 15 只

刺参。将肠道组织放入冻存管中，经液氮速冻后保存

于80℃超低温冰箱，用于后续 qRT-PCR 实验。用同样

的方法取 15 只未刺激吐脏刺参的正常肠道作为对照组。 

同时，在吐脏后第 2、6 小时和第 1、3、7 天解

剖刺参，取出再生的肠道，每次取样 10 只刺参。肠

道置于 4%多聚甲醛固定液中浸泡过夜，分别经过

25%、50%、75%、100%酒精梯度脱水后，石蜡包埋，

4℃冰箱暂时保存，用于后续免疫组化实验。以同样的

方法取 15 只未刺激吐脏刺参的正常肠道作为对照组。 

1.2  RNA 提取及基因表达定量 

RNA 提取实验采用 TaKaRa MiniBEST Universal 

RNA Extraction kit (TaKaRa, 日本)试剂盒，根据说明

书中的要求进行。RNA 的完整性和浓度分别通过 1%

凝胶电泳与 Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)仪器测定。 

qRT-PCR 实验以提取的 RNA 为模板，用 Prime- 

ScriptTM RT reagent kit with gDNA eraser 试剂盒

(TaKaRa)反转出第一链 cDNA 作为后续 qRT-PCR 实

验的模板。每组 15 只刺参肠道样品，5 只肠道混为   

1 个样本，每组共计 3 个样品。NADH 脱氢酶为本研

究的内参基因。实验所需引物 NADH-F，NADH-R，

HMG-F，HMG-R 的序列(表 1)参考孙丽娜(2013)1)。

实验体系及 PCR 程序参考 SYBR PrimeScrip™ 

RT-PCR Kit Ⅱ试剂盒(TaKaRa)说明书，设置见表 2。 

qRT-PCR 程序：95℃预变性 5 s；95℃变性 10 s，60℃

复性 20 s，72℃延伸 30 s，共 40 个循环；添加溶 
                            

1) Sun LN. Histocytological events and analysis of key genes during intestine regeneration in sea cucumber Apostichopus 
japonicus (Selenka).Doctoral Dissertation of University of Chinese Academy of Sciences, Institute of Oceanology, Chinese 

Academy of Sciences, 2013, 93102 [孙丽娜. 仿刺参 Apostichopus japonicus (Selenka)消化道再生的组织细胞特征与关键基

因分析. 中国科学院研究生院(海洋研究所)博士研究生学位论文, 2013, 93102] 
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表 1  qRT-PCR 引物序列(孙丽娜, 2013)1) 
Tab.1  Primers sequences for qRT-PCR (Sun, 2013)1) 

引物
Primer 

序列 
Sequence 

HMG-F 5-GAGGAAAGCCAAGTATGACAGG-3 

HMG-R 5-CGATTCCTTCTTCTTCTGTGCT-3 

NADH-F 5-GTCCTACGACCCAATCTGGA-3 

NADH-R 5-ATGAGCCTTGGTTACGTTGG-3 

 
解曲线，以检测扩增产物是否单一。每个反应设置   

4 次平行并记录好对应的 Ct 值，用于后续基因表达

量分析。 

实验前以 5 个稀释点(10 倍稀释)的 cDNA 为模

板，绘制 HMG 基因的标准反应曲线并计算 PCR 反应

的效率(The PCR efficiency, E)和相关系数(Correlation 

coefficient, R2)。采用 2CT 的方法对 HMG 基因的相

对表达量进行计算，对照组与实验组之间的差异采用

SPSS 18.0 进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，

P<0.05 为显著差异。 

 
表 2  qRT-PCR 体系 

Tab.2  Reagents for qRT-PCR 

试剂  
Reagents 

用量 
Amounts (μl) 

SYBR Green Master Mix 10 

F 引物(10 mmol/L) 0.4 

R 引物(10 mmol/L) 0.4 

1︰10 diluted cDNA 2.0 

dH2O 7.2 
 

1.3  免疫组化 

将包埋好的刺参肠道标本进行切片处理，切好的

蜡片贴附于多聚赖氨酸处理过的载玻片上，60℃烘  

5 h 使石蜡融化。免疫组化具体实验步骤：将石蜡切

片置于二甲苯中脱蜡 5 min，重复 2 次；石蜡切片分

别经过 100%乙醇 1 min、95%乙醇 1 min、75%乙醇   

1 min、50%乙醇 1 min、25%乙醇 1 min、蒸馏水 2 min、

PBS 2 min×2 次；将切片置于柠檬酸钠抗原修复液

中，微波炉中火加热 6 min 至微沸，重复 4 次；将切

片置于 1%牛血清蛋白中，室温轻摇封闭 30 min；一

抗以 1︰1000 稀释于封闭液中，在切片上滴加稀释好 

的一抗孵育液，于湿盒中 37℃孵育 1 h，实验用抗体

为 Anti-HMG rabbit polyclonal antibody (BBI Life 

Science)；用 PBS 充分清洗 3 次，每次 10 min，用滤

纸擦去标本外的 PBS；荧光二抗以 1︰2000 稀释于

PBS 中，在切片上滴加稀释好的二抗孵育液，于湿盒

中 37℃避光孵育 45 min，实验用抗体为 Alexa Fluor 

594-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)；

用 PBS 充分清洗 3 次，每次 10 min，用滤纸擦去标

本外的 PBS；用含抗荧光淬灭剂的封片液封片，在荧

光显微镜下立即观察。 

2  结果 

2.1  刺参肠道再生初始阶段 HMG mRNA 的表达 

利用 qRT-PCR 技术分析测定了 HMG mRNA 在

刺参肠道再生初始阶段的表达情况(图 1)。qRT-PCR

最后的溶解曲线为单峰，证明扩增的 PCR 产物具有

特异性。 

qRT-PCR 结果显示，在刺参肠道再生的较早期阶

段(吐脏后第 30 分钟、第 1、2、6 小时)，HMG mRNA

的相对表达量与正常刺参肠道相比并无显著变化；从

再生第 1 天开始，该基因的表达量显著升高，再生第

7 天达到最大值(图 1)。 

2.2  刺参肠道再生各阶段 HMG 蛋白表达情况 

利用免疫荧光技术，用多克隆抗体分别与再生各

阶段的刺参肠道组织切片中的相应蛋白进行免疫反

应，分析 HMG 蛋白在刺参肠道再生各阶段的空间表

达情况，免疫荧光显色结果见图 2(绿色荧光为杂交信

号)。对照组刺参肠道各层(从外向内分别为：浆膜层、

肌肉层、黏膜下层、黏膜层)分化明显，黏膜下层为

最厚层，肌肉层较薄，HMG 蛋白荧光信号较弱，主

要集中于黏膜下层。再生过程中，肠道组织结构发生

巨大变化，肠壁各层组织明显变薄且较为杂乱，分化

不明显。再生第 2、6 小时，HMG 蛋白荧光信号弱，

仅在浆膜层和黏膜层有少量分布。再生第 1–7 天，

HMG 蛋白荧光信号逐渐增强，再生第 1 天，HMG 荧

光主要分布在浆膜层和肌肉层，再生第 3、7 天，荧

光信号强，各层均有分布。 
                            

1) Sun LN. Histocytological events and analysis of key genes during intestine regeneration in sea cucumber Apostichopus 
japonicus (Selenka).Doctoral Dissertation of University of Chinese Academy of Sciences, Institute of Oceanology, Chinese 
Academy of Sciences, 2013, 93102 [孙丽娜. 仿刺参 Apostichopus japonicus (Selenka)消化道再生的组织细胞特征与关键基

因分析. 中国科学院研究生院(海洋研究所)博士研究生学位论文, 2013, 93102] 
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图 1  刺参肠道 HMG 基因相对表达量 
Fig. 1  Relative expression levels of intestine HMG of     

A. japonicus  
Control：未经处理的肠道组织；30 mpe、1 hpe、2 hpe、6 hpe、

1 dpe、3 dpe 和 7 dpe 分别为刺激排脏后再生 30 min、1 h、

2 h、6 h、1 d、3 d、7 d 的肠道组织；不同字母表示差异显

著(P<0.05)，纵坐标值为平均值±标准差(n=3) 

Control: Non-eviscerated sea cucumbers; 30 mpe, 1 hpe,    
2 hpe, 6 hpe, 1 dpe, 3 dpe, and 7 dpe were 30 minutes, 1 hour, 
2 hours, 6 hours, 1 day, 3 days, and 7 days post-evisceration, 
respectively. Different letters indicated significant differences 

(P<0.05). The values of ordinate were shown as Mean±SD 
(n=3) 

3  讨论 

HMG 是一种多功能的细胞因子，对高等动物胚

胎发育、血管发生、血管再生、神经突生长、干细胞迁

移、肿瘤发生等多种生物学进程都有重要作用(Degryse 

et al, 2001; Kim et al, 2006; Palumbo et al, 2004)。HMG

已被证实在许多再生行为中发挥重要作用，如大鼠

(Rattus norvegicus)肝脏再生(Kuehl et al, 1979)和骨骼

肌肌肉再生(De Mori et al, 2007)、成年人皮肤再生

(Straino et al, 2008)以及心肌再生(Limana et al, 2005)

等，而 HMG 对低等动物再生的调控作用尚未知。 

HMG mRNA 表达量分析显示，HMG 在刺参正

常的肠道中表达，表明其基因产物是一种维持正常生

命活动的转录因子。再生第 30 分钟，第 1、2、6 小

时，HMG mRNA 的表达量与正常刺参肠道相比并无

显著变化；免疫荧光结果显示，肠道再生第 2、6 小

时与对照组 HMG 蛋白的表达情况并无明显变化，这

与HMG mRNA表达情况一致。结合刺参 HMG mRNA

水平和蛋白的表达情况来看，在肠道再生第 1 天以

前，HMG 可能并不发挥调控作用。再生的第 1、3、

7 天，该基因的 mRNA 表达量显著高于正常生理状态

下，于第 7 天达到最大值，这与孙丽娜等(2013)1)测

定的 HMG在刺参肠道再生过程中的 mRNA表达情况

相一致；HMG 蛋白荧光信号也逐渐增强，浆膜层、

肌肉层、黏膜下层、黏膜层均有荧光信号分布，到第

7 天达到荧光亮度的最大值，表明 HMG 蛋白在这一

阶段大量积累。 

在动物再生的过程中，细胞外基质(Extracellular 

matrix, ECM)成分往往会发生剧烈变化，ECM 降解与

重建可以调控细胞活性和细胞迁移与分化 (Brown  

et al, 2014)。高等动物 HMG 与再生相关研究表明，

HMG 在组织受损修复的过程中可以通过激活糖基化

终产物受体来调控 ECM 中胶原的合成与降解(Zhang 

et al, 2012)。被破坏的或者凋亡的细胞中，HMG 产物

可以“被动释放”至细胞外基质中；ECM 中的 HMG

蛋白成为被先天免疫系统识别的“损伤标记物”，当

其含量过多时证实组织受损伤，启动修复功能(Ulloa 

et al, 2006)。从本研究中可以看出，从刺参肠道再生

第 1 天开始，HMG 表达量相比对照组增多，很有可

能作为“损伤标记物”被先天免疫系统识别，启动肠

道再生修复的功能。 

研究发现，在组织修复再生的过程中，HMG 可

以激活干细胞，通过其蛋白浓度效应诱导干细胞迁移

通过内皮屏障，进入健康正常的组织中分化成普通的

细胞(Palumbo et al, 2004)。刺参肠道再生第 02 天为

肠系膜伤口愈合阶段，第 25 天为原基形成阶段，一

般认为，原基的形成是刺参肠道再生真正的起点。在

刺参肠道再生早期，新生组织的细胞来源于细胞去分

化和细胞迁移，原基细胞主要来源于肠系膜的间充质

干细胞(Yang et al, 2015)。HMG 从肠道再生第 1 天开

始表达量逐渐升高，因此推测，HMG 可能对再生早

期原基形成过程中的干细胞迁移起作用。Zhang 等

(2012)研究发现，在小鼠(Mus musculus)上皮组织伤口

愈合过程中，HMG 在多种促炎因子的作用下释放到

细胞外基质中，在伤口愈合结束后又反过来诱导受损

部位的细胞分泌后续免疫反应的相关调控因子及巨

噬细胞免疫蛋白，HMG 可能在伤口愈合阶段(第 0  

2 天)过后也参与了细胞免疫过程。 
                            

1) Sun LN. Histocytological events and analysis of key genes during intestine regeneration in sea cucumber Apostichopus 
japonicus (Selenka). Doctoral Dissertation of University of Chinese Academy of Sciences, Institute of Oceanology, Chinese 
Academy of Sciences, 2013, 93102 [孙丽娜. 仿刺参 Apostichopus japonicus (Selenka)消化道再生的组织细胞特征与关键基

因分析. 中国科学院研究生院 (海洋研究所)博士学位论文, 2013, 93102] 
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图 2  再生过程中刺参 HMG 在肠道组织的表达分布 
Fig. 2  Expression of A. japonicus HMG protein at different regeneration stages 

A：对照组；B：再生第 2 小时；C：再生第 6 小时； 

D：再生第 1 天；E：再生第 3 天；F：再生第 7 天；箭头表示荧光信号 
A: Control; B: 2 hours post-evisceration (hpe); C: 6 hpe; D: 1 day post-evisceration (dpe); E: 3 dpe, F: 7 dpe;  

Arrows indicated fluorescence signals; ser: 浆膜层 Serosa; mus: 肌肉层 Muscle;  

sub: 黏膜下层 Submucosa; muc: 黏膜层 Mucosa; lum: 肠腔 Intestinal lumen 

 
结合 HMG 在其他物种组织修复再生中的作用与其在

刺参肠道再生过程中的表达变化来看，推测 HMG 可

能使免疫系统识别损伤信号，启动修复再生功能，调

控 ECM 成分的降解与生成，诱导干细胞迁移、分化，

并在肠道再生后期参与细胞免疫。 
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Expression Analysis of HMG (High-Mobility Group Box Protein) During  
the Intestine Regeneration of Sea Cucumber Apostichopus japonicus 

MIAO Ting1, SUN Lina2, YANG Hongsheng2, WANG Fang1①
 

(1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao  266003;  
2. Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology,  

Chinese Academy of Sciences, Qingdao  266071) 

Abstract    High-mobility group box protein (HMG) is a novel cytokine that takes part in inflammation, 
cell migration, and tissue damage and regeneration. Regeneration usually involves the regrowth of cells, 
tissues and organs, and plays an essential role in the survival and adaptation of a species. Sea cucumbers 
Apostichopus japonicus (Echinodermata, Holothuroidea), which are phylogenetically related to 
invertebrates, are capable of regenerating damaged organs and body parts, such as the intestine, the 
respiratory tree, the gonads and the body wall. Sea cucumbers can eviscerate intestines and other organs 
through the cloaca in response to external stimulations. Within a few weeks after losing an organ or an 
appendage, the sea cucumber is able to regenerate the missing parts. These animals are thus excellent 
candidate models for research on organ regeneration. In this study, we analyzed the expression of mRNA 
and proteins of HMG during the intestine regeneration in sea cucumber using qRT-PCR and 
immunofluorescence techniques, respectively. The results showed that compared to the control group, 
there was no significant rise in the expression of either mRNA or proteins of HMG from 30-minute to 
6-hour post-evisceration. HMG mRNA expression was significantly upregulated from 1-day to 7-day 
post-evisceration. The protein expression was higher as well compared to the control group. These results 
suggested that HMG was involved in the intestine regeneration of A. japonicus and could participate in 
the activation of the innate immune system in response to tissue damages, and hence was required in the 
processes such as repair, remolding of extracellular matrix (ECM), and the induction of stem cell 
migration and differentiation. 
Key words    Apostichopus japonicus; HMG; Intestine regeneration; qRT-PCR; Immunofluorescence 
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