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秋季黄海渔业生物多样性及生物量 

平均温度的时空变化* 

金  岳 1,2,3  李  娜 1,2,3  金显仕 1,2,3  单秀娟 1,2,3① 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  山东省渔业资源与生态 

环境重点实验室  山东  青岛  266071；2. 崂山实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室   

山东  青岛  266071；3. 山东长岛近海渔业资源国家野外科学观测研究站  山东  烟台  265800) 

摘要    全球变暖等气候变化使渔业资源有向两极移动的趋势，导致渔业生物多样性的变化和生物

量随纬度的变化，后者表现为生物量平均温度(mean temperature of the biomass, MTB)的改变。为充

分了解黄海渔业资源多样性、生物量及 MTB 的长期时空动态，本研究基于 2000、2009 和 2018 年每

年秋季(10 月)底拖网调查数据，选择生物量占比超过 0.05%的种类作为黄海渔业资源的表征种类，

结合海表面温度(sea surface temperature, SST)遥感数据，对黄海鱼类、甲壳类和头足类等重要渔业

生物的多样性时空分布及其与 SST 的关系，生物量及 MTB 的时空分布进行分析。结果显示，2000、

2009 和 2018 年的表征种类分别为 39、37 和 46 种。2009 年丰度的绝对优势种占比最高，而 2000

年丰度的绝对优势种占比最低。生物量占比方面，鱼类各年份占比均高于 70%，呈先下降后上升的

趋势，甲壳类占比由 11.45%增至 25%以上，头足类占比最小(<1%)且不断下降。在生物多样性指数

时空分布方面，Berger-Parker 指数和 Shannon-Wiener 多样性指数的空间分布趋势相反，且未发现经

向或纬向的变化趋势；Margalef 丰富度指数高值区主要分布在黄海南部海域。SST 与生物多样性指

数间无显著线性关系(P>0.05)。MTB 呈西南高、东北低的趋势，且在 34°N 附近变化明显，黄海深

水区低于近岸；MTB 最小值出现在黄海北部，最大值出现在调查海域南端。 

关键词    黄海；渔业生物；多样性；时空分布；生物量平均温度 

中图分类号 S932   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0001-09 

黄海是我国的重要渔场，主要渔业经济种类约有

50 余种，年产量超过万吨的鱼类 14 种、甲壳类 5 种、

头足类 4 种(李晓炜等, 2018)。充分了解黄海渔业资

源多样性和生物量时空变动趋势，是黄海渔业资源可

持续利用的重要前提，也是实现黄海渔业资源适应性

管理的重要一环。目前，学者们对黄海渔业资源生物

多样性指数有大量研究(吴强等, 2012、2015; 单秀娟

等, 2013、2014; 逄志伟等, 2015)，但对其时空分布鲜

有报道。对于渔业种类，气候变化可能导致高纬度海

域渔获量的增加和热带海域渔获量的减少(尤其太平

洋) (Cheung et al, 2010)，而全球变暖则是主导因素

(Cheung et al, 2013)。因此，通过建立渔获量平均温

abc
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度(mean temperature of the catch, MTC)指数，可反映

全球变暖对渔获量时空分布的影响。Cheung 等(2013)

利用 MTC 分析发现，全球尺度海洋渔业渔获物组成

的变化与海水温度息息相关，高纬度海域温水种渔获

量的主导地位提高，热带海域亚热带种类的渔获量比

例下降。在中国海 (Liang et al, 2018) 和地中海

(Tsikliras et al, 2014)等中尺度海域也有类似的发现，

而对于 MTC 是否能反映黄海小尺度海域中渔获量与

海水温度的关系却鲜有报道。为此，需深入研究海水

温度升高对黄海渔业生物量时空分布的影响。本研究

利用 2000、2009 和 2018 年每年秋季(10 月)渔业资源

调查数据，结合海表面温度(sea surface temperature, 

SST)遥感数据，对黄海渔业种类组成、生物多样性时

空分布及其与 SST 的关系，生物量时空分布和生物

量平均温度(mean temperature of the biomass, MTB)的

时空分布进行分析，以期为黄海渔业资源可持续利用

提供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

数据来自“北斗号”调查船于 2000、2009 和 2018 年

每年秋季(10 月)在黄海进行的渔业资源底拖网调查。

底拖网网口高度为 6.1~8.3 m，网口宽度约为 25 m，

囊网网目为 24 mm，平均拖速为 3.0 kn，拖网时间约

为 1 h，现场对种类进行鉴定，资源密度标准化为单

位时间丰度(ind./h)或生物量(kg/h)。为确保数据的年

间可比较性，每年分别在相同渔区进行渔业资源调

查，3 年累计调查 117 个站位，每年各 39 个站位。

将各调查站位栅格化为 0.5°×0.5°的研究单元，得到各

年份相同的单元格数量及位置。选取生物量占比超过

0.05%的鱼类、甲壳类和头足类作为黄海渔业种群空

间分布格局的表征种类。 

考虑到 SST 是目前 易获取的海洋环境参数，

且已证明对渔业生物量有重要影响 (Cheung et al, 

2010、2013)，本研究利用 SST 分析并验证其对黄海

渔业生物多样性研究的可行性。各年月平均 SST 来

自 https://oceanwatch.pifsc.noaa.gov/，空间分辨率为

0.04°×0.04°，为匹配调查数据，将 SST 的空间分辨率

网格化为 0.5°×0.5°。 

1.2  数据分析 

1.2.1  生物多样性指数    Margalef 指数是用来衡

量物种丰富度的指数。Shannon-Wiener 多样性指数是

评价生物群落物种多样性的重要指标，其同时考虑了

物种丰富度和均匀度 2 个维度，是应用 广泛的生物

多样性指数。Berger-Parker 指数受物种丰富度和均匀

度的影响，物种丰富度越高且各种类丰度相同时，

Berger-Parker 指数越大(Jørgensen et al, 2008)。  

Berger-Parker 指数和 Margalef 指数对物种丰富

度的变化非常敏感，对群落多样性变化的区分能力较

强，与 Shannon-Wiener 指数有互补性，可结合使用。

本研究选择上述 3 种指数，分别计算各单元格渔业生

物种类数，并根据种类数和丰度计算多样性指数，公

式如下(Margalef, 1958; Wilhm, 1968; Berger et al, 1970)： 

Margalef 丰富度指数 ( 1) lnD S N    

Shannon-Wiener 多样性指数  
1

ln
S

i i
i

H P P


     

Berger-Parker 指数 max /D N N    

式中，S 为种类数；N 为总个体数； i
i

n
P

N
 为种类 i 占

总个体数的比例； maxN 是单元格中优势种的个体数。 

物种累积曲线用于描述不同站点数量情况下物

种丰富度状况，记录连续站点调查时新物种出现速

率，是分析物种组成和预测物种丰富度的有效工具。

通常，在开始时，随着站点数量的不断增加，大量物

种被发现，物种累积曲线急剧上升；随后，站点数量

达到一定水平，物种累积速率下降，曲线趋于平缓。

因此，可通过物种累积曲线判断站点数量是否充足，

曲线急剧上升，说明站点数量不足，需要增加调查站

位；反之，表明站点数量充足，可以进行数据分析

(Ugland et al, 2003; 孙志强等, 2012)。 

Rényi 多样性曲线可提供丰富度和均匀度信息，

并按顺序对多样性排序，是常用且重要的多样性排序

技术之一，但该曲线不再提供各物种的比例信息，计

算公式如下(Kindt et al, 2005)： 

1

ln

1

S

i
i

p

H



 


 
 
 



 

式中，Ha 为 Rényi 多样性曲线取值；S 为种类数； ip

为种类 i 占总物种数的比例；α 为尺度参数，由 0、

0.25、0.5、1、2、4、8 和∞组成。α取值为 0 和∞时，

分别对应物种丰富度和优势种比例。 

1.2.2  生物量平均温度    随着全球变暖，渔业生物

的空间分布会随之改变，主要表现为高纬度渔获量增

加和低纬度渔获量的减少(Cheung et al, 2010)。SST

作为反映全球变暖的重要参数，可结合渔获量建立

MTC 指数，进而解析全球变暖对渔获量时空分布的

影响(Cheung et al, 2013)，目前，MTC 指数已被应用

到中国海(Liang et al, 2018)和地中海(Tsikliras et al, 
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2014)的渔业研究中。本研究以渔业资源调查的生物

量代替渔业生产中的渔获量计算 MTB，它是根据各

种类秋季平均偏好温度和每年秋季生物量计算， 终

得出各站位的 MTB 值。 

MTB

n

i ij
i

j n

ij
i

T B

B





 

式中， ijB 为种类 i 在年份 j 的生物量；Ti 为种类 i 的

平均偏好温度，是各种类出现站位 SST (2000、2009

和 2018 年)的平均值；n 为种类数。 

1.2.3  数据处理    数据处理和图形绘制均由 R 语

言完成。生物多样性指数由“BiodiversityR”程序包

中的“ diversityresult”函数计算；多样性曲线由

“BiodiversityR”程序包中的“renyicomp”和“renyicomp. 

long”函数完成；物种累积曲线由“BiodiversityR”

程序包中的“ accumcomp”函数完成 (Kindt et al, 

2005)。环境因子与种类数和多样性指数之间的线性回

归分析由基础程序包中的“lm”函数完成(R Core Team, 

2021)。绘图由“ggplot2”程序包完成(Wickham, 2016)。 

2  结果 

2.1  种类组成 

对调查种类进行筛选后，发现 2000 年的表征种

类共 39 种(鱼类 32 种、甲壳类 6 种、头足类 1 种)，

2009 年的表征种类共 37 种(鱼类 27 种、甲壳类 9 种、

头足类 1 种)，2018 年的表征种类共 46 种(鱼类 32 种、

甲壳类 13 种、头足类 1 种)。根据物种数的时空分布

发现(图 1)，黄海南部鱼类种数高于黄海北部，且在

33°~34°N 附近鱼类种数 多；34°N 以南甲壳类种数

较多，2018 年甲壳类种数 多、2000 年 低；各年

份仅发现太平洋褶柔鱼(Todarodes pacificus) 1种头足类

的生物量大于总生物量的 0.05%。总体看来，2018 年

物种数 多，鱼类是影响物种数分布的主要因素；除

头足类外，各类别均存在种类数随年份向北增多的趋

势(图 1 和图 2)。根据物种累积曲线，物种累积速率

在站位数达到 20 时已十分缓慢，因此，各年份需随

机选择约 20 个站位即可表征黄海种类数(图 2)。 

 

 
 

图 1  秋季黄海渔业生物物种丰富度(种类数)时空分布 
Fig. 1  Spatiotemporal distribution of species richness (number) for fishery resources in the Yellow Sea in fall 
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图 2  秋季黄海渔业生物物种累积曲线年间变化 
Fig.2  Species accumulation curve of fishery resources  

in the Yellow Sea in fall 
 

2.2  Rényi 多样性曲线 

Rényi 多样性曲线在 2000、2009 和 2018 年均呈

现由左向右下降的趋势，表明黄海各种类并非均匀分

布。与 2000 和 2018 年相比，2009 年具有较低的多样

性，即具有较低的丰富度和均匀度；而 2000 和 2018 年

存在交叉，因此，无法从该轮廓中比较 2 个年份的多

样性(图 3)。根据 α=0 时的多样性，2000—2009 年间

物种数量下降，随后在 2018 年逐渐增加；根据 α=∞

时的多样性，2009 年绝对优势种占比 高，而 2000 年

绝对优势种占比 低，优势种比例越高则均匀度越低。 

 
 

图 3  秋季黄海渔业生物 Rényi 多样性曲线 
Fig.3  Rényi diversity profile in  

the Yellow Sea in fall 
 

2.3  生物量及生物多样性指数分布 

各年份表征黄海渔业生物总生物量的空间分布

存在较大差异(图 4)，2000 年高生物量站位占比 低，

仅占 1/3，主要分布在 35°~37°N；2009 和 2018 年高

生物量站位占比约为 1/2，分布相对均匀。从生物量

占比看，各年份鱼类占比均高于 70%，总体呈先下降

后上升的趋势，甲壳类占比从 2000 年的 11.45%增至

2009 和 2018 年的 25%以上，头足类占比 小(<1%)

且在不断下降(表 1)。 

 

 
 

图 4  秋季黄海渔业生物总生物量时空分布 
Fig.4  Spatiotemporal distribution of total biomass for fishery resources in the Yellow Sea in fall 

 
表 1  秋季黄海各类型渔业资源生物量占比 

Tab.1  Biomass proportion of different type of fishery  
resources in the Yellow Sea in fall 

年 
Year 

鱼类 
Fish/% 

甲壳类 
Crustacean/% 

头足类 
Cephalopod/%

2000 87.83 11.45 0.72 

2009 70.61 29.09 0.31 

2018 74.06 25.84 0.10 

不同生物多样性指数的空间分布有较大差异，同

一多样性指数的空间分布也有年间差异(图 5)。相同

年份的 Berger-Parker 指数和 Shannon-Wiener 多样性

指数的空间分布趋势相反，即 Berger-Parker 指数高值

区的 Shannon-Wiener 多样性指数较低，Shannon-Wiener

多样性指数的高值区主要分布于黄海南部，Berger- 

Parker 指数高值区主要分布于黄海中南部。Margalef 
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图 5  秋季黄海渔业生物多样性指数时空分布 
Fig.5  Spatiotemporal distribution of biodiversity for fishery resources in the Yellow Sea in fall 

 

丰富度指数高值区则主要分布在黄海南部。对于不同

年份的同一多样性指数，与其他年份相比，2018 年

的 Berger-Parker 指数减小，而 Margalef 丰富度指数

和 Shannon-Wiener 多样性指数则增大。 

2.4  多样性指数与 SST 的关系 

SST 与所有生物多样性指数均不存在显著的线

性关系(P>0.05)，且 r2 均极小，即二者的线性关系相

对较弱。SST 与种类数、Margalef 丰富度指数、Shannon- 

Weiner 多样性指数呈弱正相关，而与 Berger-Parker

指数则呈弱负相关(表 2)。 

2.5  生物量平均温度(MTB) 

MTB 总体呈现西南高、东北低的趋势，且在 34°N

附近变化明显；深水区 MTB 低于近岸；MTB 小值

出现在黄海北部， 大值出现在调查海域南端(图 6)。 

表 2  秋季黄海海表面温度与生物多样性 

指数线性回归分析 
Tab.2  Linear regression analysis between SST and  

biodiversity index in the Yellow Sea in fall 

多样性指数 Diversity index a b r2 P 

Shannon-Weiner –0.66 0.07  0.008 9 0.313

Berger-Parker 1.32 –0.03  0.009 4 0.299

Margalef –41.77 6.04  0.009 3 0.302

Richness 5.50 0.30  0.002 0 0.629

 

3  讨论 

3.1  种类组成及生物量的年间比较 

通过筛选生物量占比超过 0.05%的种类作为黄

海渔业的表征种类，发现在 2000—2018 年间，鱼类

表征种类减少 5 种后又恢复至原有数目，甲壳类增加 
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图 6  秋季黄海生物量平均温度(MTB)时空分布 
Fig.6  Spatiotemporal distribution of mean temperature of the biomass in the Yellow Sea in fall 

 

7 种，头足类 1 种保持不变。苏程程等 (2021)对

1985—2018 年黄海鱼类种群研究发现，2018 年鱼类

种类数为历年 多，鱼类优势种生物量占比呈先增大

后减小的趋势(1985、2001、2009 和 2018 年分别为

30.35%、72.72%、80.39%和 53.99%)。本研究发现，

鱼类生物量占比减少，而甲壳类生物量占比增加(表 1)。

Wu 等(2019)对 1985—2014 年 10 月的黄海渔业资源

生物量分析发现，种类组成存在 2 个阶段的变化：第

1 阶段为 1958—2000 年，优势种类由底层高价值种类

向中上层低价值种类转变；第 2 阶段为 2000—2014 年，

优势种类由中上层低价值种类向底层低价值种类转

变。此外，无脊椎动物尤其是甲壳类的优势度也逐渐

凸显(Wu et al, 2019)，这与本研究结果一致。 

2018 年表征种类数 多(46 种)，可能原因为优

势种类生物量下降，使得其他种类优势度得以凸显，

低纬度种类向北移动并占据一定的生态位。尽管不同

年份生物量绝对优势种均为细纹狮子鱼 (Liparis 

tanakae)，但其生物量占比有较大差异：2000 年占

27.00%，2009 年占 37.85%，2018 年占 22.82%。 

3.2  生物多样性及其与 SST 的关系 

物种累积曲线中，决定物种丰富度的因素之一为

样本大小，即站位数(Kindt et al, 2005)。为此，本研

究选择相同站位进行了年代际调查，各年份分别选择

39 个站位，共 117 个站位。 

对于 Rényi 多样性曲线，它可以提供物种丰富度

和均匀度信息，并对多样性排序。若该轮廓中的曲线

为一条水平直线，表明各种类均匀度相同，曲线越陡

说明均匀度越低(Kindt et al, 2005)，结合多样性指数

的空间分布结果(图 3 和图 5)，发现本研究中各种类

空间分布差异较大。根据 α=0 时的纵坐标值，可计算

出各子数据集的物种数，即纵坐标的自然指数。根据

α=∞时的纵坐标值，可计算出丰度的绝对优势种比

例，即为纵坐标自然指数的倒数。在本研究筛选的表

征种中，脊腹褐虾(Crangon affinis)的丰度在各年份中

均占绝对优势，其中，2000 年占 53.25%，2009 年占

75.40%，2018 年占 63.81%。 

对于生物多样性指数的空间分布，本研究发现，

Berger-Parker 指数和 Shannon-Wiener 多样性指数的

空间分布趋势相反，这与前人发现的二者呈显著负相

关(r=–0.808，P<0.01)的结果一致(苏宇乔等, 2017)。

本研究中，与 2000 和 2009 年相比，2018 年 Berger- 

Parker 指数减小，Margalef 丰富度指数、Shannon- 

Wiener 多样性指数增大，这与 2018 年物种数的骤增、

生物量优势种及丰度优势种占比的骤减有关。由此看

出，当一定区域内优势种的占比下降时，其物种数和

生物多样性会增加。 

多样性指数与 SST 的线性关系相对较弱，这与

采样方式和范围有较大关系。本研究利用底拖网进行

调查，主要采集底层动物，物种数对 SST 的变化不

敏感，且采样纬度范围仅跨越 4°，SST 并不存在较大

差异。对于黄海的底栖动物，可按照适宜栖息温度将

其划分为冷水种、狭温性暖水种和广温性暖水种；在

近岸海域，分布着广温性暖水种；在水深>40 m 或 50 m

的深水区，分布着大量冷水种，分布范围向南一般不

超过 33°N (刘瑞玉等, 1963)。在黄海，冷温性和广温

性种类居多，加之 SST 跨度较小，是多样性指数与

SST 线性关系较弱的主要原因。因此，今后应加强生

物多样性与底层环境因子关系的研究。 

3.3  生物量平均温度(MTB)的时空分布 

高纬度海域的 MTB 低于低纬度海域(图 6)，这可

能是由于海水温度升高、海平面上升、溶解氧下降和

海洋酸化等气候变化在不断影响着海洋生态系统，导
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致生物多样性、时空分布格局和栖息环境等均发生了

不同程度的改变(单秀娟等, 2016、2017)。调查海域

东北部是黄海冷水团的主要分布区，水温较低，是黄

海冷温性海洋生物较为适宜的栖息地，而沿海区域因

水深较浅，受光照、潮汐等影响，水温较高，这是

MTB 西南高、东北低的主要原因。受全球变暖的影

响，渔业资源生物量也会受“热带化”的影响，表现

为非热带海域暖水种优势度增加(Perry et al, 2005; 

Wernberg et al, 2013)。Cheung 等(2013)发现，高纬度

海域温水种渔获量的主导地位提高，热带海域亚热带

种类的渔获量比例下降。在中国海(Liang et al, 2018)和

地中海(Tsikliras et al, 2014)等区域性海域也有类似的

发现。本研究中，虽然渔业生物种类数随时间有向

北增加的趋势(图 1)，但并未在渔业生物的生物量和

生物量平均温度方面发现这一趋势(图 4 和图 6)，这

可能与本研究海域尺度较小、海水温度变化不明显

有关。 
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Spatiotemporal Variation of Biodiversity and Mean Temperature of  
the Biomass of Fishery Resources in the Yellow Sea in Fall 

JIN Yue1,2,3, LI Na1,2,3, JIN Xianshi1,2,3, SHAN Xiujuan1,2,3①
 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Shandong 
Provincial Key Laboratory of Fishery Resources and Ecological Environment, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese 

Academy of Fishery Sciences, Qingdao, Shandong  266071, China; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 
Production Processes, Laoshan Laboratory, Qingdao, Shandong  266071, China; 3. Shandong Changdao Fishery Resources 

National Observation and Research Station, Yantai, Shandong  265800, China) 

Abstract    Due to climate change, the biomass and biodiversity of fishery resources are increasing 

at higher latitudes and decreasing at lower latitudes (reflected by the mean temperature of the 

biomass, MTB). Studies have shown that the change in catch composition of marine fisheries at the 

global scale is largely related to seawater temperature. It remains important to accurately analyze 

biodiversity and biomass distribution to inform the sustainable utilization and adaptive management 

of fishery resources. To evaluate the long-term spatiotemporal dynamics of biodiversity and MTB of 

fishery resources in the Yellow Sea, we selected species that account for more than 0.05% of the total 

biomass as representative species based on scientific bottom trawling data in autumn (October) of 

2000, 2009, and 2018. A total of 117 stations (39 stations each year) were surveyed by R/V Beidou. 

Considering that sea surface temperature (SST) is the most accessible oceanographic variable and has 

been shown to affect marine biomass, the impact of SST on the biodiversity of benthic fisheries in the 

Yellow Sea was analyzed. Therefore, the spatiotemporal distribution of fish, crustaceans, and 

cephalopods, their relationship with SST, and the spatiotemporal distribution of biomass and MTB 

were analyzed. The Shannon-Wiener, Berger-Parker, and Margalef biodiversity indices were used to 

evaluate distribution changes. Location-related data were matched at the same resolution (0.5°×0.5°) 

 
                            

① Corresponding author: SHAN Xiujuan, E-mail: shanxj@ysfri.ac.cn 
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for further analysis. Data processing and plotting were performed using R. The results showed that 39 

species in 2000, 37 species in 2009, and 46 species in 2018 were representative of the total biomass 

collected by bottom trawling. The increase in diversity observed in 2018 may have resulted from a 

decrease in the abundance of dominant species. Although Liparis tanakae was dominant between 

years, there were significant differences in biomass proportions: 27.00% in 2000, 37.85% in 2009, 

and 22.82% in 2018. Fish showed the highest richness around 33°~34°N, and that of the southern 

Yellow Sea was higher than the northern Yellow Sea; crustaceans showed higher richness south of 

34°N, and gradually increased from 2000 to 2018. For cephalopods, Japanese flying squid 

(Todarodes pacificus) was the only species occupying more than 0.05% of the total biomass. Except 

for cephalopods, the richness of all categories increased northward. According to the species 

accumulation curve, approximately 20 random stations were needed to represent Yellow Sea species 

richness. The Rényi profile further verified that 1) species were not evenly distributed, 2) species 

richness decreased from 2000 to 2009 and increased in 2018, and 3) the proportion of the most 

dominant species was highest in 2009 and lowest in 2000. In terms of biomass, high biomass stations 

occupied only one-third of the total stations and were mainly distributed around 35°~37°N in 2000, 

while high biomass stations occupied half of the total stations in 2009 and 2018. The proportion of 

fish was >70% in all years with a downward trend, followed by an upward trend; the proportion of 

crustaceans increased from 11.45% to more than 25%; the proportion of cephalopods was the lowest 

(less than 1%) with a downward trend. Previous studies have also shown that crustaceans gradually 

dominate over time in both abundance and biomass. In particular, the abundance of Crangon affinis 

was dominant in all years, accounting for 53.25% in 2000, 75.40% in 2009, and 63.81% in 2018. In 

terms of the spatiotemporal distribution of biodiversity indices, the Berger-Parker index and 

Shannon-Wiener index showed contradictory distribution trends; high Shannon-Wiener and Margalef 

index values were mainly distributed in the southern Yellow Sea, whereas high Berger-Parker index 

values were mainly distributed in the middle and southern Yellow Sea. For the same diversity index, 

Berger-Parker had the lowest values in 2018, while the Shannon-Wiener index and Margalef index 

values increased over time, and no obvious longitudinal or latitudinal change was found for any of the 

indices. There was no significant linear relationship between the SST and biodiversity indices 

(P>0.05). SST had a weak positive correlation with species richness, the Margalef index, and the 

Shannon-Weiner index, while SST had a weak negative correlation with the Berger-Parker index. 

Therefore, we concluded that bottom species are not sensitive to changes in SST, and bottom sea 

temperature should be compared to diversity indices in future studies. In terms of MTB, it was higher 

in the southwest and lower in the northeast with an obvious change around 34°N; it was lower in the 

deep-water area than in the coastal area; the lowest value appeared in the northern survey area, while 

the highest value appeared in the southern survey area. Considering the weak relationship between 

SST and diversity indices, SST is not feasible for diversity studies of bottom species. Research on the 

relationship between bottom sea temperature and diversity and the spatiotemporal distribution of 

bottom temperature-based MTB are needed in the future. 

Key words    Yellow Sea; Fishery resources; Biodiversity; Spatiotemporal distribution; Mean temperature 

of the biomass 
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基于生计渔业调查的黄河口西南侧潮间带 

渔业生物多样性及其季节变化* 

张家旭 1,5  左  涛 1,2①  左  明 3  王安东 4  王  俊 1,2  牛明香 1,2 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  山东  青岛  266071；2. 青岛市海洋科学与技术试点 

国家实验室海洋生态与环境科学功能实验室  山东  青岛  266071；3. 东营市海洋发展研究院   

山东  东营  257091；4. 山东黄河三角洲国家级自然保护区管理委员会  山东  东营  257091； 

5. 东营市自然资源和规划局东营港经济开发区分局  山东  东营  257020) 

摘要    基于 2020 年黄河口须子网生计渔业和生物组成周年监测数据，开展黄河口潮间带渔业生

物多样性及其季节变化研究，评价须子网生产对黄河口渔业资源补充的影响。结果显示，黄河口潮

间带的渔业生物种类丰富，共鉴定记录 61 种生物，以鱼类和甲壳类居多。生物多样性和优势种组

成均具有明显的月变化。多样性水平以夏季 7―8 月较高，秋季 10―11 月较低；5―9 月、10―11

月组群分别具有较高的种类组成相似度。各类群的数量组成中，4―7 月螺类数量居多，8 月螺类和

鱼类数量居多，9 月鱼类数量居多，10―11 月蟹类数量居多。鱼类是各调查月渔获的优势类群，其

中，花鲈(Lateolabrax maculatus)和 (Liza haematocheila)为各调查月都出现的优势种。个体大小–

频数百分比分布显示，黄河口潮间带是小型渔业生物以及多种幼鱼分布的重要区域。4―9 月，渔

获物的主体均由个体重量< 2 g 的生物组成(44%~82%)，鱼类以个体质量< 20 g 为主，优势种类组成

月更替明显。研究表明，开展须子网生计渔业调查和监测是采集黄河口沿岸咸、淡水交汇区潮间带

包括鱼类补充群体在内的诸多渔业生物分布资料的有效途径。研究还表明，须子网渔业生产虽为黄

河口沿岸当地传统的生计渔业，但其低选择性及在迁移通道的布设方式等易对渔业资源自然补充和

增殖养护群体造成破坏，建议主管部门根据幼鱼种类组成和出现季节特征，重点在夏季和初秋季对

该渔业的网目和布设区域进行相应管控。 

关键词    渔业资源；生物多样性；须子网；潮间带；黄河口 

中图分类号 S932.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0010-10 

黄河口是我国三大河口(长江口、珠江口和黄河

口)之一，其邻近海域生物资源丰富，是渤、黄海渔

业生物重要栖息、产卵、育幼、索饵场和洄游通道。

已有研究表明，自 20 世纪 50 年代以来，在环境变化

及捕捞的影响下，黄河口邻近海域的渔业生物群落结

构和多样性发生重大变化，生物组成小型化和低值化

abc
图章
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明显(邓景耀等, 2000; 朱鑫华等, 2001; Jin et al, 2013; 

陈宁等 , 2017)，渔业资源面临严重的衰退压力(Jin 

et al, 2013; 孙鹏飞等, 2014; 杨尧尧等, 2016)。 

为加强生境保护和资源养护，黄河口沿岸海域多

被划入国家级海洋生态特别保护区，禁止大型商业渔

船作业。但受历史遗留问题的影响，此海域仍存在少

量以家庭为单位的多类型生计渔业，主要生产渔具有

流刺网、弓子网、地笼和须子网(俗称定置网)等。其

中，须子网生产是该水域生计渔业中 为传统的生产

方式之一，集中在黄河口西南侧紧邻小岛河至广利河

河口外浅滩水域，生产季节介于农历节气“惊蛰”至

“小雪”间。虽然该渔业的从业人员老龄化严重且生

产规模总体呈下降趋势，但须子网属于导陷插网陷阱

类渔具，是农业部【2013】2 号通告中禁用和限制性

使用的渔具之一，其网目小、选择性低、生产捕获物

的幼鱼比例高，严重威胁河口区渔业资源群体的补充

(高慧良等, 2016)。因此，有必要对黄河口须子网生

产实施跟踪调查和监测，以了解该渔业方式的生产状

况，评价渔具捕捞渔获物选择效率，为规范渔具使用

和实际生产、兼顾渔业资源保护和渔民生计、制定长

期保护区管理规划和资源养护政策提供依据。 

已有的黄河口邻近海域相关渔业研究报道中，调

查网具常采用底拖网 (吕振波等 , 2013; 孙鹏飞等 , 

2014; 翟璐等, 2015; 杨尧尧等, 2016; 王晶等, 2016; 

王娇等, 2018)和弓子网(张旭等, 2009、2010; 李凡等, 

2013)，受调查船及上述网具适用水深等所限，研究

区域多限于较深的潮下带及近海水域。而在诸多生物

幼体迁移或洄游通道的重要节段——咸、淡水连接处

的潮间带和浅滩，由于水深浅且受潮汐影响日变化

大，常规调查船不易操作，相关研究报道少(高慧良

等, 2016)。而须子网为被动型定置网具，选择性低，

操作简单灵活，捕捞小型鱼、虾蟹类效率较高，多布

设于潮间带及浅滩、渔业生物迁移或洄游通道。如能

借助当地生计渔业分布和须子网渔具特点，可以有效

采集咸、淡水交汇区潮间带和浅滩渔业生物数据资

料，弥补以往调查方法不足，促进黄河河口渔业生物

早期补充群体的分布和迁移相关研究的开展。 

为此，2020 年通过走访方式，调研黄河口须子

网生计渔业生产，了解该类渔业现状，并开展了渔获

生物组成的周年监测分析，以深入认识黄河口潮间带

和浅滩渔业生物多样性特征，评价须子网生产对黄河

口渔业资源补充的影响，研究结果将为黄河口生态国

家级海洋特别保护区建设和制定渔业资源养护措施

提供科学参考。 

1  材料与方法 

1.1  监测点和采样方法 

调研显示，黄河口沿岸从事须子网生计渔业生产

约 50 户，其中，从事连续生产有 20 余户，渔民年龄

均在 50 岁以上，10%的渔民年龄已超过 60 岁。生产

区域多数分布于黄河口南侧，其中，多数在小岛河口，

少数在广利河口，两区域的插拦网开口宽度均值分别

为 250 m/户和 500 m/户。生产时间为除 12 月―翌年

3 月冰期外的 4―11 月。 

监测点设在某连续生产渔户的生产点。该生产点

(37°26′52′′N，118°57′59′′E)位于小岛河口南侧 24 km，

距岸垂直距离约 3 km (图 1a)。该位点 高潮时水深

约 3 m， 低潮时可直接目视海底。取样网具为渔户

自制须子网(图 1b)，海上插拦网呈 M 形，拦网开口

宽 400 m、网高 1.5 m、网目 20 mm，外内栏网单侧

长分别为 200 m 和 150 m，拦网的 3 个凹折角和开

口两端各设陷阱网囊 1 个，网囊直径 70 cm、长度

1.5 m、网目 20 mm。以 24 h 取渔获物 1 次定义为 1

网次。 

2020 年 4―11 月期间，每月定期选择海况良好、

渔获量相对较多的大潮日(农历初三或十八)前后，收

集监测点的渔获物 2~4 网次。分析渔获物时，先粗拣、

大致分为鱼类、虾蟹类、螺类和其他，再依据《海洋

调查规范 第 6 部分：海洋生物调查》(GB/T12763.6- 

2007)进行渔业生物学取样、种类鉴定和计数及生物

学测定。生物种类分类名称参考《中国海洋生物名录》

(刘瑞玉, 2008)。 

1.2  数据处理 

渔获量分别采用每网次渔获生物量 (g/net 或

kg/net)和每网次渔获生物个体数(ind./net)表示。对该

月所有网次渔获量取均值得到月渔获量。6 月渔获物

中还出现约 61 kg 海蜇(Rhopilema esculentum)，因其

仅单月出现，故未计入。 

参考卞晓东等(2018)，基于 α 多样性测度方法，

采用物种丰富度指数(D)、Shannon 多样性指数(H')和

Pielou 均匀度指数(J')分析渔获物的生物组成多样性；

基于 β 多样性测度方法，采用 Jaccard 种类相似性指

数比较相邻月间渔业生物的种类组成更替程度，该指

数值<0.25 时为极不相似，介于 0.25~0.50 时为中等不

相似，介于 0.50~0.75 时为中等相似，>0.75 时为极相

似；采用相对重要性指数(IRI)确定渔业生物组成种类中

的优势种，IRI＞1000 时定为优势种。 
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图 1  黄河口西南侧潮间带须子网渔业生物监测调查位置示意(a)和须子网实景照(b) 
Fig.1  Geographic distribution (a) and fishing scene (b) of set net in the intertidal zone to  

the southwest of the Yellow River estuary 
 

2  结果 

2.1  渔获量 

4―11 月的月渔获量介于 1 3 ~ 2 9  k g / n e t、

750~5300 ind./net 之间，以 9 月 高、7 月 低(图 2)。

就生物量而言，鱼类是各调查月的优势类群，各月占

比超过 50%，平均占比达 67%；就个体数量而言，鱼

类是 6―9 月渔获中的优势类群，在月渔获生物个体 
 

 
 

图 2  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物生物量和数量组成 
Fig.2  Relative biomass and abundance of set net catches  

in the intertidal zone to the southwest of  
the Yellow River estuary 

数中的占比为 47%~83%；螺类和蟹类分别为 4―5 月、

10―11 月渔获的优势类群，其在月渔获生物个体数

中的占比分别为 65%~77%和 63%~90%。 

2.2  种类组成和多样性 

共鉴定记录 4 门 4 纲 15 目 42 科 58 属 61 种，其

中，鱼类 34 种，甲壳动物中的虾、蟹类 23 种，其他

4 种。8 月出现种类数 多，有 36 种；11 月出现种

类数 少，为 21 种；月均出现 28 种，仅有 10 种在

所有调查月都出现。 

各调查月份的 Hʹ多样性指数介于 0.53~2.67 之

间，均值为 1.88；J'均匀度指数值介于 0.17~0.84 之

间，均值为 0.58；多样性和均匀度指数季节变化趋势

相同，7 月 高，10 月 低。物种丰富度指数 D 介于

2.37~4.74 之间，平均值为 3.47，4―8 月呈上升趋势，

8 月达峰值后逐月下降(图 3)。 

 

 
 

图 3  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物 Shannon Hʹ 
多样性指数、物种丰富度指数 D 和 Pielou J'均匀度指数 

Fig.3  Shannon Hʹ diversity, species richness D, and Pielou 
J' even indices of set net catches in the intertidal zone to  

the southwest of the Yellow River estuary 
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总渔获物的β多样性指数值为 0.42~0.59 (图 4)，

平均相似性指数值为 0.52，显示其种类组成在相邻月

间处于中等相似水平。主要组成类群中，鱼类和虾类

β 多样性指数值多<0.50，表明相邻月间的种类组成中

等不相似，种类月更替率较高；蟹类的 β 多样性指数

值多>0.60，6―8 月间甚至接近 90%，表明蟹类的月

间种类组成相似度高，月更替率较低。 
 

 
 

图 4  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物的 

β 种类组成相似性指数 
Fig.4  β similarity index of set net catches in the intertidal 

zone to the southwest of the Yellow River estuary 
 

基于种类组成的聚类分析显示(图 5)，不同季节

采集的渔获物组成在 57%的相似水平下，可分为 2 个

组群：5―9 月组群和 10―11 月组群。2 个组群的种类

组成差异达显著水平(ANOSIM，r=0.764，P<0.05)。 

2.3  优势种组成 

表 1 显示优势种组成存在季节差异。其中，花鲈

在全部调查月份中均为优势种，其生物量占总渔获物

生物量的 15%； 在除 6 月和 9 月外的其他月份调查

中为优势种；此外，在较多月份(>4)出现的优势种还

有 斑 (Konosirus punctatus) 和 矛 尾 刺 虾 虎 鱼

(Acanthogobius hasta)。 

2.4  个体大小分布 

与聚类分析结果相似，4―9 月和 10―11 月 2 组

在生物个体大小分布组成上表现明显不同(图 5)。4—

9 月，个体质量<2 g 的生物是渔获物个体数量组成的

主体，4―7 月该质量组的生物类群为螺类，8 月为螺

类和鱼类，9 月则为鱼类。10—11 月，渔获物中数量

多的是个体质量介于 5~10 g 的小型蟹类(图 6)。就鱼类

而言，其个体平均质量为 13 g/ind.，月均值以 9 月

低(5 g/ind.)，10 月 高(74 g/ind.)。4―9 月都以个体

质量<20 g 组的个体居多，该质量组个体占鱼类总数

量的 80%，其中，4―5 月以质量组 2~5 g 的个体居多、

8—9 月以质量<2 g 的个体居多。个体质量<20 g 组的

鱼类种类组成中，4 月以虾虎鱼类、5 月以花鲈、6

—8 月以斑 数量居多；7 月和 8 月还有较多的白

姑鱼(Pennahia argentata)、虾虎鱼类、 等；9 月的

幼鱼种类组成多样化，包括青鳞小沙丁鱼(Sardinella 

zunasi)、赤鼻棱鳀(Thrissa kammalensis)、中颌棱鳀

(Thrissa mystax)、多鳞 (Sillago sihama)、叉尾圆颌

针鱼(Tylosurus melanotus)、虾虎鱼类、 等。 

3  讨论 

本研究基于黄河口须子网渔业生产开展了周年

定点监测，虽然监测水面范围小，但采集记录的生物

种类涵盖了黄河口邻近海域大多数已报道的渔业生

物种类(陈大刚等, 2000; 郑亮, 2014)，丰富度和多样

性指数水平也与大面调查的结果相近 (孙鹏飞等 , 

2014)。这不仅反映了黄河口潮间带与河口区近海水

域相似，都具有丰富的渔业生物种类，是渔业生物重

要的分布区域，而且也证实了本研究方法的可行性，

借助当地生计渔业生产和须子网渔具渔法，采集黄河 

 

 
 

图 5  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物月种类组成聚类分析 
Fig.5  Cluster analysis based on the species compositions of set net catches in the intertidal zone to  

the southwest of the Yellow River estuary 
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表 1  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物的优势种(IRI>1000)组成 
Tab.1  Dominant species (IRI>1000) of set net catches in the intertidal zone to the southwest of the Yellow River estuary 

物种 
Species 

4 月
Apr.

5 月
May

6 月
Jun.

7 月
Jul. 

8 月
Aug. 

9 月
Sep. 

10 月
Oct.

11 月
Nov.

海蜇 Rhopilema esculentum   +      

脊腹褐虾 Crangon affinis        + 

脊尾白虾 Exopalaemon carinicauda    +     

细螯虾 Leptochela gracilis        + 

日本蟳 Charybdis japonica + +       

日本大眼蟹 Macrophthalmus japonicus  +     + + 

泥脚隆背蟹 Carcinoplax vestita   +      

口虾蛄 Oratosquilla oratoria  +       

斑  Konosirus punctatus   + + + +   

赤鼻棱鳀 Thrissa kammalensis   +      

花鲈 Lateolabrax maculatus + + + + + + + + 

 Liza haematocheila + +  + +  + + 

白姑鱼 Pennahia argentata     +    

青鳞小沙丁鱼 Sardinella zunasi      +   

蓝点马鲛 Scomberomorus niphonius   + +     

六丝钝尾虾虎鱼 Amblychaeturichthys hexanema     +    

矛尾刺虾虎鱼 Acanthogobius hasta +  + + + +   

拟矛尾虾虎鱼 Parachaeturichthys polynema +        

红鳗虾虎鱼 Taenioides rubicundus        + 
 

 

 
 

图 6  黄河口西南侧潮间带须子网渔获物个体质量(g)–数量百分比分布 
Fig.6  Individual body weight-abundance percentage distributions of set net catches in the intertidal zone  

to the southwest of the Yellow River estuary 
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口潮间带渔业生物多样性资料数据，是弥补常规调查

方法的不足、提高黄河口渔业数据的区域完整性的有

效途径。 

与 2012 年底拖网调查中有关渔业生物种类组成

的结果 (郑亮 , 2014)相比较，本研究增加了鲈形目

(Perciformes)、颌针鱼目 (Beloniformes)和银汉鱼目

(Atheriniformes) 的 5 种 鱼 类 ， 未 出 现 鲑 形 目

(Salmoniformes)、鲉形目(Scorpaeniformes)、鲈形目

和鲀形目(Tetraodontiformes)等偏深水底栖分布的鱼

种。此外，结果 2.3 中青鳞小沙丁鱼仅在 9 月为优势

种，而在底拖网调查中，7—9 月青鳞小沙丁鱼均为

优势种(郑亮, 2014)。结果 2.4 显示，须子网渔获中以

小型生物种类为主，个体质量< 20 g 的幼鱼所占数量

比例较高，这与使用相同网目(20 mm)的弓子网的调

查结果(李凡等, 2013)相似，但其认为 8 月鱼类个体

质量 低，而本研究中，鱼类个体质量均值以 9 月

低。上述种类组成和出现季节的不同可能与调查所涉

月份及网具的选择性差异有关。 

黄河口邻近海域是诸多渔业生物资源产卵场、育

幼场和洄游迁移通道所在。本研究结果也证实，在黄

河口邻近海域潮间带，小型渔业生物特别是幼鱼资源

丰富，尤其是在 9 月，超过 75%的渔获量由多种幼鱼

贡献(见 2.4)。在采集到的渔获物中，还发现如 和花

鲈等多个鱼种从幼体到性成熟个体均有分布。此外，

结果 2.2 和 2.4 显示，此海域渔业生物的优势种组成

存在明显的种类更替，生物多样性具有明显的月变

化。春、夏之交(5—6 月)以及秋季(9—10 月)水域内

组成的生物类别发生明显的转变，个体质量<20 g 以

下的鱼类的优势鱼类种群月更替更为明显，4 月为虾

虎鱼类，5 月为花鲈，6—8 月为斑 ，7、8 月为白姑

鱼、虾虎鱼类、 等，9 月则为蓝点马鲛、中颌棱鳀、

青鳞小沙丁鱼等中上层洄游鱼类。上述研究结果可为

该水域制定有针对性的渔业资源补充群体养护策略

提供依据。 

黄河口须子网生产多布设河口外的潮间带及浅

滩，沿海岸线横切潮水的流向设置网具来拦截和捕获

生物。由于小型生物个体游泳能力较弱，受潮汐水流

作用一旦冲入囊网，则无法逃脱，因此，潮间带上布

设的须子网极可能阻断许多生物种类由河口迁移或

洄游进入开阔海域。此外，在须子网渔获物中，除出

现大量的幼鱼外，还发现相当数量的当年增殖放流物

种，如海蜇、中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)、

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)等。其中，6—7 月，

海蜇单网次捕获量超过 60 kg，但个体伞径均在 200 mm

以下，中国明对虾平均体长约 6 cm，半滑舌鳎的个

体重量不超过 20 g，均为刚放流或放流后不久的小个

体。根据粗略估算，黄河口沿岸须子网渔业年产量应

超过 300 t，幼鱼产量约 120 t、900 万尾(按 2.4 中鱼

类个体平均质量 13 g/ind.计)，其中，个体质量<5 g

的幼鱼产量应超过 20 t、500 万尾，约是山东省东营

市 2020 年鱼类总放流量(半滑舌鳎，规格为 2~5 g/尾，

共 65 万尾)的 8 倍。因此，在增殖放流期间布设须子

网，极可能会严重损害增殖资源养护和修复效果，需

要在夏季和秋初及增殖放流期对须子网生产和渔具

渔法采取必要的管控措施，尽可能减少其对区域内渔

业资源养护的不利影响。 

4  结语 

基于黄河口沿岸须子网生计渔业的周年监测结

果，开展了黄河口潮间带渔业生物多样性研究。研究

发现，黄河口潮间带的渔业生物种类丰富，是小型生

物以及多种鱼类补充群体分布的重要区域。采集当地

渔业生产数据，能够补充现有调查资料的不足，促进

相关的渔业生态研究。须子网渔业生产虽为黄河口沿

岸当地传统的生计渔业，但其低选择性和在迁移通道

的布设方式等问题，易造成对渔业资源自然补充和增

殖养护群体的破坏，建议主管部门对该渔业的网目、

布设区域以及生产季节进行相应的管控。 
 
致谢：须子网生产监测渔获样品由山东省东营市

小岛河坝头和南海铺的渔民提供，陈瑞盛、陈阳春和

陈加强参与渔业调研、样品采集和分析工作，在此一
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Seasonal Biodiversity of Fishery Resources by Set Net in the Intertidal  
Zone to the Southwest of the Yellow River Estuary 
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Abstract    The Yellow River estuary is one of the three largest estuaries along the coastal waters of 
China, along with the Yangtze and Pearl River estuaries. Its adjacent seawaters are rich in biological 
resources, with abundant fish habitat, spawning grounds, and migration channels in the Bohai Sea and the 
Yellow Sea. However, as the waters are too shallow for a survey ship, data was insufficient for research in 
the intertidal zone of the salt and freshwater interchange. Instead, by interviewing and analyzing the daily 
catches by the set net of the local fishermen, this study explored the fishery biodiversity in the intertidal 
zone of the Yellow River estuary from April to November 2020. Yellow River estuary is rich in fishery 
resources, especially small fishery organisms and fish recruitment stocks. There were monthly variations 
in the dominant species composition and biodiversity index. A total of 61 species were recorded, most of 
which were fish and crustaceans. The diversity, evenness, and species richness index increased in summer 
(July and August) and decreased in autumn (October and November). By cluster analysis of the species 
compositions, the surveyed months can be divided into two groups: May to September, and October to 
November. Lateolabrax maculatus and Liza haematocheila were the most common and dominant species 
in all surveyed months. The main contributors to the catch of each month were: snails from April to July, 
snails and fish in August, fish in September, and crabs from October to November. Catches by the set net 
were mainly composed of individuals with body mass <2 g from April to September. From body 
mass-frequency distributions, fish with body mass <10 g were the main contributors to total catches from 
April to September. The mean body mass of fish in all surveyed months was 13 g/ind.. The dominant fish 
species with body mass with <20 g were: Gobioidei in April; L. maculatus in May; Konosirus punctatus 
in June; Pennahia argentata, Gobioidei, and L. haematocheila in June to August; and Sardinella zunasi, 
Thrissa kammalensis, T. mystax, Sillago sihama, Tylosurus melanotus, Gobioidei, and L. haematocheila in 
September. From the above results, the local set net fishery survey proved to be an effective method of 
collecting fishery data in the intertidal zone and can be incorporated in studies considering the distribution 
of fishery resources and breeding grounds in the seawaters adjacent to estuaries. In addition, this study 
provided clear evidence that set net fishing practices could severely impact the natural recruitment and 
stock enhancement of fish resources due to the low selectivity of nets and the overlap with larval fish 
migration channels. The number of larval fish captured by the set net fishery was, roughly estimated, 
several times higher than the local enhancement released. To minimize the effects of net mesh size, 
considering the spatial-temporal distributions of fish larvae, set net fishing practices should be 
concentrated to summer and early autumn, though further research is required to comprehensively account 
for both the protection of fishery resources and livelihoods. 
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附表  2020 年 4—11 月黄河口西南侧潮间带须子网渔获物种类组成 

Appendix Table  Species captured by set net to the southwest of the Yellow River estuary during April to November in 2020 

种类 Species 
4 月 

Apr. 
5 月 

May 
6 月 

Jun. 
7 月 

Jul. 
8 月 

Aug. 
9 月 

Sep. 
10 月
Oct. 

11 月
Nov.

海蜇 Rhopilema esculentum     +           

秀丽织纹螺 Nassarius festivus + + + + +       

脉红螺 Rapana venosa + + + + + + + + 

日本枪乌贼 Loliolus japonica   +   + + + +   
细螯虾 Leptochela gracilis +             + 

葛氏长臂虾 Palaemon gravieri   +   +         

巨指长臂虾 Palaemon macrodactylus        + +       

脊尾白虾 Exopalaemon carinicauda + + + + + + + + 
鹰爪虾 Trachysalambria curvirostris           +     

中国明对虾 Fenneropenaeus chinensis     + +         

日本鼓虾 Alpheus japonicus         +       

鲜明鼓虾 Alpheus distinguendus   +             

大蝼蛄虾 Upogebia major         +     + 
脊腹褐虾 Crangon affinis +             + 

绒螯近方蟹 Hemigrapsus penicillatus +               

狭颚新绒螯蟹 Neoeriocheir leptognathus +       +       

中华绒螯蟹 Eriocheir sinensis   +             

日本蟳 Charybdis japonica + + + + + + +   
三疣梭子蟹 Portunus trituberculatus + + + + + +     

寄居蟹 Pagurus spp + +   + +     + 
红线黎明蟹 Matuta planipes + + + + + +     

日本大眼蟹 Macrophthalmus japonicus + + + + + + + + 
豆形拳蟹 Philyra pisum + + + + + + + + 
隆线强蟹 Eucrate crenata + +         +   
海阳豆蟹 Pinnotheres haiyangensis  +               

泥脚隆背蟹 Carcinoplax vestita + + + + + + + + 
口虾蛄 Oratosquilla oratoria + + + + + + + + 

斑  Konosirus punctatus + + + + + + + + 
青鳞小沙丁鱼 Sardinella zunasi   + +     + +   

黄鲫 Setipinna taty     +   +       

赤鼻棱鳀 Thrissa kammalensis   + + +   + +   
中颌棱鳀 Thrissa mystax   + + + + +     

 Liza haematocheila + + + + + + + + 
鲻 Platycephalus indicus         +   +   
鲬 Platycephalus indicus     + + + +     

蓝点马鲛 Scomberomorus niphonius     + +   +     

花鲈 Lateolabrax maculatus + + + + + + + + 
松江鲈 Trachidermus fasciatus +               

蓝圆鯵 Decapterus maruadsi             + + 
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续表 

种类 Species 
4 月 

Apr. 
5 月 

May 
6 月 

Jun. 
7 月 

Jul. 
8 月 

Aug. 
9 月 

Sep. 
10 月
Oct. 

11 月
Nov.

多鳞  Sillago sihama         + +     

白姑鱼 Pennahia argentata         + +     

黄姑鱼 Nibea albiflora           +     

叫姑鱼 Johnius grypotus         +       

红鳗虾虎鱼 Taenioides rubicundus   + + + + + + + 
六丝钝尾虾虎鱼 Amblychaeturichthys hexanema   + +   +       

矛尾刺虾虎鱼 Acanthogobius hasta + + + + + + + + 
矛尾虾虎鱼 Chaemrichthys stigmatias           +     

拟矛尾虾虎鱼 Parachaeturichthys polynema +         + + + 
纹缟虾虎鱼 Tridentiger trigonocephalus + +       +     

髭缟虾虎鱼 Tridentiger barbatus   +             

长丝虾虎鱼 Cryptocentrus filifer     +   + + + + 
小带鱼 Eupleurogrammus sp.     +           

真鲷 Pagrus major       + + +     

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis     + + +   + + 
短吻红舌鳎 Cynoglossus joyneri   +             

石鲽 Kareius bicoloratus         +       

叉尾圆颌针鱼 Tylosurus melanotus +       + + + + 
日本下鱵鱼 Hyporhamphus sajori   + +   +       

长蛇鲻 Saurida elongata               + 
尖海龙 Syngnathus acus +               

布氏银汉鱼 Allanetta bleekeri     +   + +     
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黄河口近岸海域 渔业生物学特征研究* 

张家旭 1,3  王  俊 1,2①  牛明香 1,2  左  涛 1,2  常  雯 4  陈瑞盛 1 
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4. 东营市海洋发展研究院  山东  东营  257091) 

摘要    为探究黄河口近岸海域 (Liza haematocheila)的渔业生物学特征及资源状况，本研究根据

2020 年 4—11 月黄河口渔业生产定置网的采样数据，研究了黄河口水域重要渔业种类 群体的体长

体重分布、体长–体重关系、繁殖、生长和死亡等渔业生物学特征和开发率。结果显示， 体长分

布范围为 45~460 mm，优势体长组为 55~185 mm；体重范围为 2~1100 g，优势体重组为 2~80 g。方

差分析表明， 的平均体长、体重均存在显著的月间差异；各月及全年 的体长–体重关系均呈显

著的幂函数关系，生长类型为负异速生长。黄河口近岸海域， 在 7 月肥满度最大，而 6 月最小；

产卵盛期为 4—5 月。 的生长速率为 0.31 a−1，总死亡系数为 1.42 a−1，自然死亡系数估算结果为

0.51 a−1，捕捞死亡系数为 0.91 a−1，其开发率为 0.64， 种群资源被过度利用。定置网渔业生产对

于黄河口渔业资源有一定的破坏作用，尤其对幼鱼和补充群体资源影响较大，应对定置网渔业生产

采取必要的管理措施。 

关键词    黄河口；定置网； ；渔业生物学特征 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0020-10 

黄河口及其邻近海域受到黄河调水调沙、污水排

放、过度捕捞等人类活动以及气候变化的影响，渔业

生物栖息环境遭到破坏，渔业生物正常繁殖和生长受

到了严重的影响，渔业资源向着低营养级群体发展。

同时，资源结构也有较大变化，自 20 世纪 80 年代以

来，黄河口海域渔业资源持续衰退，具有较高经济价

值的传统捕捞鱼类如带鱼(Trichiurus lepturus)、小黄

鱼 (Larimichthys polyactis)等资源显著衰退 (张旭等 , 

2009)，价值低的小型鱼类和虾蟹类成为该水域的主

要渔获物(朱鑫华等, 2001; 杨涛等, 2018)。为促进生

态环境修复和渔民增收，渔业管理部门开展了增殖放

流、限制捕捞等资源养护措施。因此，开展鱼类生物

学特征研究，可为渔业资源合理利用和增殖养护提供

科学依据，为制定相关渔业政策提供支持。 

(Liza haematocheila)属鲻形目(Mugiliformes)、

鲻科(Mugilidae)、 属(Liza)鱼类，是黄河口及其邻近

海域的重要经济鱼类，也是黄河口近岸水域生计渔业

的重要捕捞种。 一般在河口水域和内湾海域等半咸

abc
图章
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水或咸水区域活动，也可以在淡水区域中生活(朱元鼎

等, 1963)；受海水温度的影响，冬季时会在离岸较远、

水深较深的水域越冬，直到春季水温升高后才向浅水

区洄游。因为 肉质鲜美、易于捕获，是我国近岸人

民较为喜欢的经济鱼种之一(朱元鼎等, 1963)，在我

国沿海近岸均有分布 (成庆泰等 , 1997; 庄平等 , 

2006)。 主要以有机碎屑为食，蓝绿藻(Cyanophyceae)、

绿藻(Chlorophyceae)、硅藻(Bacillariophyceae)、轮虫

(Rotifera)都是 的主要饵料(成庆泰等, 1997)。不同生

态环境下 的生长、死亡(李明德等, 1982)、年龄(纪严

等, 2018)、摄食(成庆泰等, 1997)、繁殖(朱元鼎等, 

1963)等生物学特征和资源开发状况(叶金清等, 2020)

等已有研究，但关于黄河口近岸水域 的生物学特征

未见报道。 

本研究根据 2020 年 4—11 月黄河口近岸海域定

置网采样数据，研究 体长体重分布、体长–体重关

系、繁殖、生长、死亡等渔业生物学特征和开发率，

以期为黄河口重要经济种类 资源增殖养护和合理

开发提供科学依据，为黄河口区域生态修复等研究提

供基础生物学资料。  

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

渔获数据来源于 2020 年 4—11 月在东营黄河口

近岸海域(37°26′52″N, 118°57′59″E 附近)(图 1)逐月进

行的定置网渔业生产调查。每月调查时间在大潮期

(农历初三或十八)进行，每网次作业时间约为 24 h，

共采集 4 个网次。调查采样的须子网主尺度为 250 m 

(网长) × 1.78 m (网高)，囊网网目为 18 mm。 
 

 
 

图 1  黄河口定置网调查站位 
Fig.1  Set nets survey station in Yellow River estuary waters 

图中实心圆表示调查采样点。 
The solid circle in the figure indicates the  

survey sampling point. 
 

1.2  数据处理 

依据《海洋调查规范第 6 部分：海洋生物调查》

(GB/T12763.6–2007)对渔获物进行分类、种类鉴定和

生物学测定。每个网次随机取 50 尾样品，测量 的

体长和体重，不足 50 尾则全部测量；在样品中随机

取 30 尾进行解剖，观察其摄食等级和性腺成熟度。

其中，生物学分析样品共 981 尾，性腺成熟度分析样

品共 690 尾(表 1)。 

  
表 1  各月生物学分析样品量(尾) 

Tab.1  Sample quantity for data analysis of L. haematocheila in each month (ind.) 

项目 
Items 

4 月 
Apr. 

5 月 
May 

6 月 
Jun. 

7 月 
Jul. 

8 月 
Aug. 

9 月 
Sep. 

10 月 
Oct. 

11 月 
Nov. 

总计 
Total 

体长体重分析 
Body length and weight analysis

176 51 42 125 120 97 163 207 981 

性腺成熟度分析 
Gonadal maturity analysis 

120 51 42 90 90 57 120 120 690 

  

1.3  研究方法 

1.3.1  体长体重分布    利用频率分布法对 的体

长和体重进行统计分析，分别以 10 mm 和 10 g 为组

距，各体长、体重组上限包含在各组中。利用方差分

析研究各月 的平均体长和平均体重是否有显著性

差异(Pauly, 1984)。 

1.3.2  体长–体重关系    的体长–体重关系采用

以下幂函数公式进行拟合(Ricker, 1973)： 
 W=aLb  (1) 
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式中，W 为鱼体重(g)，L 为鱼体长(mm)，a 和 b 为待

确定的参数。a 表示鱼类生长的条件因子，b 为异速

生长因子，可以反映鱼类生长发育的不均匀性。当

b=3 时，为等速生长，体重体长同速增长；当 b<3 时，

为负异速增长，体重较体长增长慢；当 b>3 时，为正

异速生长，体重较体长增长快(Froese, 2006)。 

采用协方差分析(ANCOVA)检验全年及月间个

体体长−体重关系参数的差异，使用 t 检验分析参数 b

与 3 的差异，检验公式： 

 
2

SD( ) | 3 |
2

SD( ) 1

L b
t n

W r


   


  (2) 

式中，SD(L)、SD(W)分别为体长、体重对数的标准

差，n、r 分别为样本量和相关系数(Morey et al, 2003)。 

1.3.3  肥满度    肥满度作为反映鱼类生长情况的

指标，一定程度上也可以反映鱼类生长环境的优劣。

采用以下公式进行计算(Froese, 2006)： 

   
3

100W
F

L


   (3) 

式中，F 为鱼类肥满度，W 为鱼类体重(g)，L 为鱼类

体长(mm)。 

1.3.4  性腺成熟度    性腺成熟度根据《海洋调查规

范第 6 部分：海洋生物调查》(GB/T12763.6-2007)要

求，目测法进行划分，统计 各月的性腺成熟度，绘

制各月性腺成熟度比例分布图。 

1.3.5  生长、死亡参数估算及资源开发利用 

1.3.5.1  生长参数    采用生长方程 VBGF 来描述

的生长，其公式为(Fabens, 1965)： 

 0{ [1 exp ( )]}tL L K t t     (4) 

式中，L (cm)为鱼类的渐近体长，K 为鱼类生长速率

(a−1)，t0 为理论常数，表示理论上当鱼类体长为 0 时

的年龄。采用 ELEFAN (electronic length frequency 

analysis)方法对生长参数 L、Kt 进行估算。 

理论初始年龄 t0 根据 Pauly 经验公式进行估算

(Pauly, 1979; Pauly et al, 1981)： 

 0ln 0.392 2 0.275 2ln 1.03) 8l( nt L K      (5) 

式中， L为渐近体长(cm)，K 为生长速率(a−1)。 

1.3.5.2  死 亡 系 数     利用体长转换渔获曲线

(length converted catch curves)计算总死亡系数 (Z) 

(Pauly, 1979)，公式如下： 

 ln( )/tN t a bt     (6) 

式中，Nt 为 t 体长组鱼类的尾数，Δt 为相应体长组中

鱼类从最小体长生长至最大体长的时间，t′为相应体

长组对应的相对年龄(years–t0)，拟合的数据点以“回

归不采用未全部补充的年龄段和靠近渐近体长的年

龄段”为选取原则(Pauly, 1990)，总死亡系数(Z)为拟

合出曲线的相反数(−b)。 

一般使用 Pauly 经验公式来概算自然死亡系数

(M) (Pauly, 1980)：  

 
lg 0.006 6 0.279 0 lg

0.654 3 lg 0.463 4 lg

M L

K T
   


   

(7)
 

式中， L为渐近体长(cm)，K 为生长速率(a−1)，T 为

海域平均水温(℃)。 

捕捞死亡系数(F)计算公式为： 

 F=Z–M  (8) 

1.3.5.3  资源开发利用    开发率(E)计算公式为： 

 E=F/Z   (9) 

一般认为最适开发率为 0.5，并以此来衡量鱼类

开发利用的程度(Gulland, 1971)。 

捕捞选择性(S)是根据渔获曲线方程计算而得，

为线性回归中未被用到的数据点所对应的观测值和

期望值的比值 (何宝全等 , 1988)，开捕体长 (L50)为

S=0.5 时所对应的体长。捕捞选择性和鱼类体长的关

系表示为： 

 
50( )

1

1 j
j r L L

S
e
 




   (10) 

式中，Lj 为体长，Sj 为对应的选择性，L50 为开捕体长，

r 为常数。 

2  结果 

2.1  体长、体重组成 

4—11 月，黄河口近岸海域 体长在 45~460 mm

之间，平均体长为 149 mm；优势体长组为 55~ 

185 mm，占全部个体的 70.03%。方差分析结果显示，

各月平均体长存在显著差异(P<0.05)。其中，5 月

个体平均体长最大，为 229 mm，优势体长组为

135~155 mm、215~275 mm；9 月平均体长最小，为

110 mm，优势体长组为 75~105 mm；其他月平均体

长由大到小依次为 4、6、10、11、8 和 7 月，平均体

长分别为 196、195、153、134、123 和 113 mm (图 2)。 

调查期间， 的体重在 2~1100 g 之间，平均体

重为 83 g，优势体重组为 2~80 g，占全部个体的

75.40%，个体间体重差异较大。方差分析表明， 各

月平均体重存在显著差异(P<0.05)。其中，5 月个体

平均体重最大，为 207 g，优势体重为 11~60 g 和

121~180 g；9 月个体平均体重最小，为 26 g，优势体

重组为 1~20 g；其他月平均体重由大到小依次为 4、

6、8、10、7 和 11 月，平均体重分别为 159、90、75、

65、60 和 47 g (图 3)。 
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图 2  4—11 月黄河口近岸海域 体长分布频率直方图 
Fig.2  Frequency histogram of body length of L. haematocheila from April to November  

in the shallow coastal waters of the Yellow River estuary 
 

2.2  体长–体重关系及月变化 

黄河口近岸海域 各月及全年的体长–体重幂函

数关系显著(P<0.05) (图 4)。ANOVA 检验分析显示，

各月间 的体长–体重关系差异显著(P<0.05)(表 2)。

条件因子 a 最大的月为 9 月(7.10×10‒5)，其次为 7 月

和 8 月，10 月、4 月和 5 月的条件因子相近，6 月时

最小。生长指数 b 的变化趋势与 a 相反，b 在 9 月最

小，为 2.65，其他月的 b 值变化不大。全年体长−体重

关系为 W=3.17×10‒5L2.82 (R2=0.980 5, n=981) (图 4)，经

t 检验，b 值与 3 差异显著(P<0.05)且 b<3，表明 的

生长类型为负异速生长。 

2.3  肥满度及各月变化 

黄河口近岸海域 的肥满度数据分析表明，4—6 月

肥满度逐月下降，7 月增大，7—11 月 的肥满度起

伏波动，总体呈下降趋势。6 月 肥满度值最低，为

1.102，7 月 的肥满度最大，为 1.535 (图 5)。 

2.4  性腺成熟度 

不同月 的性腺成熟度分析表明，其性腺发育程

度存在月间变化。每月性腺未发育的Ⅰ期个体所占比

例均超过 50%，其中，4 月性腺未发育的Ⅰ期个体所占

比例相对其他月最小，占 54.62%；其次为Ⅲ期和Ⅱ期

个体，所占比例分别为 34.45%和 7.56%；还有少量Ⅳ

期和Ⅴ期个体，分别为 1.69%和 1.68%。5 月出现Ⅵ

期个体，所占比例为 11.53%；Ⅰ期和Ⅱ期个体所占

比例分别为 84.61%和 3.85%。6 月和 7 月渔获物中均

仅有Ⅰ期和Ⅱ期的 个体，分别占当月个体的

85.71%、14.29%和 83.33%、16.67%。8—9 月， 的

性腺成熟度只有Ⅰ~Ⅲ期，其中，Ⅱ和Ⅲ期个体分别占

当月个体的 10.09%、5.50%和 14.04%、8.77%。10 月出

现Ⅳ期个体，所占比例为 2.48%；Ⅰ期、Ⅱ期和Ⅲ期个

体所占比例分别为 87.60%、3.31%和 6.61%。在所有

调查月中，11 月性腺发育为Ⅰ期的个体所占比例最大，

为 93.28%，其余个体性腺成熟度为Ⅱ期和Ⅲ期，所 
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图 3  4—11 月黄河口近岸海域 体重分布频率直方图 
Fig.3  Frequency histogram of body weight of L. haematocheila from April to November  

in the shallow coastal waters of the Yellow River estuary 
 

表 2  4—11 月黄河口近岸海域 体长−体重关系 
Tab.2  Length-weight relationships of L. haematocheila from April to November 

in the shallow coastal waters of the Yellow River estuary 

项目  
Items 

4 月 
Apr. 

5 月 
May. 

6 月 
Jun. 

7 月 
Jul. 

8 月 
Aug. 

9 月 
Sep. 

10 月 
Oct. 

11 月 
Nov. 

全年 
Annual

条件因子/×10–5 

Conditional factors, a 
1.97 1.96 1.74 4.80 2.57 7.10 1.98 2.47 3.17 

生长指数 
Growth index, b 

2.92 2.91 2.92 2.74 2.86 2.65 2.90 2.87 2.82 

样本数 
Sample number, n 

176 51 42 125 120 97 163 207 981 

R2 0.934 0.940 0.925 0.988 0.994 0.975 0.985 0.987 0.981 

 
占比例分别为 5.04%和 1.68%(图 6)。 

2.5  生长、死亡及资源利用状况 

利用 ELEFAN 方法拟合 的生长曲线，对其生

长参数进行估算(图 7)，得到 的生长方程为： 

Lt=608(1–e–0.31(t+0.39)) 

的总死亡系数根据渔获曲线计算，选取一定的

数据点进行回归分析 (图 8)，得到总死亡系数为

1.42 a−1。根据 Pauly 经验公式， 的自然死亡系数估

算结果为 0.51 a−1。由此计算获得， 捕捞死亡系数

为 0.91 a−1，其开发率为 0.64，表明黄河口近岸海域

资源存在过度利用的状况。 

根据渔获曲线，利用公式 7，求得现阶段黄河口近

岸海域生产调查中 的开捕体长(L50)为 57.4 mm (图 9)。 
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图 4  黄河口近岸海域 的体长−体重关系曲线 
Fig.4  Length-weight relationship curve of L. haematocheila in 

the shallow coastal waters of the Yellow River estuary 

 
 

图 5  4—11 月黄河口近岸海域 的肥满度 
Fig.5  Fatness of L. haematocheila from April to November 

in the shallow coastal waters of the Yellow River estuary 
 

 
 

图 6  黄河口近岸海域 性腺成熟度各月变化 
Fig.6  Monthly variations of gonadal  

maturity of L. haematocheila in the  
shallow coastal waters of the  

Yellow River estuary  

 
 

图 7  黄河口近岸海域 的体长频率分布和 

使用 ELEFAN 方法拟合的生长曲线 
Fig.7  Length frequency distribution and growth curves 

estimated by ELEFAN of L. haematocheila in the  
shallow coastal waters of the Yellow River estuary 

 

 
 

图 8  黄河口近岸海域 体长转换的渔获曲线 
Fig.8  Length-converted catch curve for 
 L. haematocheila in the shallow coastal  

waters of the Yellow River estuary 

 
 

图 9  黄河口近岸海域 的捕捞选择性曲线  
Fig.9  Size selectivity curve for L. haematocheila  

in the shallow coastal waters of the  
Yellow River estuary 

 

3  讨论 

3.1  群体结构 

研究表明，黄河口近岸海域 主要以小个体为

主，体长<200 mm 的个体占总个体数量的 78%以上。

尽管如此， 的体长、体重分布频率和体长优势组的

月变化，在一定程度上反映了调查区域内它们的生长

和资源补充情况。 

一般在每年 3 月中下旬，从深水区游向近岸浅

水区索饵，4 月后 会在河口及附近沿岸海域进行繁
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殖，一直持续到 5 月(李明德等, 1982)。本研究利用

定置网对黄河口近岸海域 的调查结果表明，4 月和

5 月均有 2 个优势体长组，分别对应性腺未成熟的低

龄个体及产卵期的性腺成熟个体。5 月后，产卵后的

个体向近河口区海域迁移觅食，而低龄小个体在 6 月

后才离开定置网生产的近岸浅水区，从而导致优势体长

组和优势体重组分别从 6 月的 165~225 mm、50~150 g，

降低到 7 月的 45~85 mm 和 0~10 g。而 7—11 月的平均

体长、体重逐渐增大，优势体长组和优势体重组也逐

月增加，表明从 7 月开始，黄河口近岸浅水区 大部

分为当年生的个体。 

3.2  繁殖特性 

黄河口近岸海域捕获的 ，性腺未发育的小龄个

体所占比重较大，性腺成熟度以Ⅰ期为主。李明德等

(1982)曾指出，在渤海同一海区的 产卵有先后，通

常产卵期有相对集中的 2~3 个高峰，黄河口近岸海域

调查中， 在 4 月出现较多Ⅳ期和Ⅴ期个体，5 月出

现Ⅵ期个体，说明 4—5 月是 的繁殖期，这与李明德

等(1982)对渤海 的产卵盛期研究结果相似。调查期

间有 6 个月均捕获到了 的较小个体(<100 mm)，这

也表明黄河口海域的 的产卵期可能较长。 

3.3  生长 

黄河口近岸海域 体长–体重关系的 b 值为 2.82，

表明 为负异速生长，本结果均小于长江口 的 b 值

(3.124 9)(纪严等, 2018)和辽河口 的 b 值(2.954 5) 

(叶金清等, 2020)。研究表明，性别或种群的不同(张国政

等 , 2010)、环境、发育阶段、捕捞强度(朱立新等 , 

2015)、胃饱满度、个体食性的转化(董婧等, 2004)等

因素都会导致 b 值出现差异。 

的肥满度受到年龄的影响，性腺尚未成熟的

Ⅰ~Ⅱ期个体，由于摄食强度最为旺盛，积累了较多

的脂肪，从而肥满度较高；而随着年龄的增长，性腺

发育，由于消耗大量脂肪供给性腺发育， 的肥满度

下降(李明德等, 1982)。4—6 月黄河口近岸海域 性

腺发育，导致肥满度下降，而到了 7 月，产卵后的大

个体离开定置网生产的浅水区域，捕获的 大多为低

龄小个体，肥满度升高。另一方面，相关研究表明，

鱼类肥满度受其饵料丰富度和外界水温等因素的影

响(栾静等, 2017)。7 月，黄河近岸海域水温最高，饵

料丰富，这也是 肥满度升高的重要原因。 

研究表明，渐近体长 L∞的大小一定程度上可以

反映鱼类种群构成的变化趋势，过度捕捞会导致鱼类

种群结构小型化和低龄化，鱼类的渐近体长也会随之

减小(林龙山, 2009; 叶金清等, 2020)。黄河口近岸海

域定置网调查获取的 的渐近体长为 608 mm，这一结果

尽管小于 20 世纪 80 年代渤海 的渐近体长(620 mm)，

但高于2018年辽河口 的渐近体长(404.3 mm) (叶金清

等, 2020)，说明黄河口海域 群体的小型化和低龄化

现象有所缓解。这一变化，可能与 2017 年以来我国

实行更为严格的伏季休渔制度有关。同时也表明，实

行较为严格的休渔政策，对大中型经济鱼类资源的恢

复有着积极作用。 

3.4  种群死亡参数及资源利用状况 

本研究结果表明， 种群开发率达 0.64，资源处

于过度利用的水平。根据我国对渤海经济鱼类可捕体

长标准的相关规定(中华人民共和国农业部, 2004)，

的可捕体长在 300 mm 以上。而黄河口近岸海域定置

网中 开捕体长均小于 80 mm，且低于 200 mm 的个

体占比超过 70%，而达到可捕体长标准的 个体仅占

总尾数的 5.91%。这表明黄河口近岸海域定置网渔业

生产对 的幼体损害严重，极大影响了 的资源补

充；同时，4—5 月为 的繁殖盛期(见 3.2)，也是众

多鱼类的产卵期。目前，黄河口近岸海域禁渔期同渤

海一致，为 5 月 1 日—8 月 31 日，因此，从保护幼

鱼和生殖群体的角度考虑，可以将渤海近岸海域禁渔

期开始时间适当提前至 4 月中旬，使鱼类得到生长繁

殖的时间和空间(胡芷君等, 2020)，并增大网目尺寸，

减少对幼鱼的捕捞(许庆昌等, 2020)，从而缓解 资源

开发过度的情况。 

3.5  资源管理和增殖放流的建议 

对 群体结构、生长、死亡和资源开发利用的结

果进行分析，发现定置网生产对黄河口近岸海域 资

源存在过度利用的现象，尤其是对幼鱼破坏更大。一

方面是因为定置网网具存在囊网网目小、选择性差等

缺陷，且设置在 育幼场海域，从而导致捕获到较多

的幼鱼个体。另一方面，通过走访调查了解到，有水

产企业出于养殖需求，向渔民大量收购幼鱼，从而助

长了渔民对幼鱼的捕获需求。如果对定置网生产不加

以管理，必然会影响到黄河口 的资源养护，甚至加

剧黄河口渔业资源的衰退。针对定置网网具的生产特

点，本研究认为对黄河口定置网生产应采取以下措

施：①增加定置网的休渔时长，4—5 月为 的产卵盛

期，而定置网具往往在每年 3 月就进行插网生产，所

以应将渤海近岸海域休渔开始时间适当提前至 4 月

中旬；②加强对定置网具的渔政执法管理，改进定置

网具和扩大网目尺寸，禁止捕捞天然苗种。 
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在加强对 资源管理的同时，要加大对其增殖放

流的力度。 的人工繁殖技术早已发展成熟(潘海军, 

2005)，可通过在黄河口海域投放苗种，来恢复黄河

口海域的 资源。 
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Biological Characteristics of Liza haematocheila in the Shallow Coastal  
Waters of the Yellow River Estuary 

ZHANG Jiaxu1,3, WANG Jun1,2①
, NIU Mingxiang1,2, ZUO Tao1,2, CHANG Wen4, CHEN Ruisheng1 

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

Ecological Environment, Qingdao, Shandong  266071, China; 2. Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology 
(Qingdao), Laboratory for Marine Ecology and Environmental Science, Qingdao, Shandong  266237, China;  

3. Dongying Natural Resources and Planning Bureau Dongying Port Economic Develop Area Substation, Dongying, Shandong  
257020; 4. Marine Development Research Institute, Dongying, Shandong  257091, China) 

Abstract    In recent years, fishery species have decreased in size and quality in the Yellow River 

estuary seas due to the effects of climate change and human activities, such as water and sediment 

regulation of the Yellow River, overfishing, and sewage discharge, among others. At the same time, 

the fishery resource structure has changed greatly: Small-sized fish with low value, shrimps and crabs 

became the main catches. To conserve natural resources and maintain local fishery harvests, 

conservation efforts such as stock enhancement and fishing quotas have been employed. Research on 

the biological characteristics of important fish can provide a scientific basis for the rational utilization 

and stock enhancement of fishery resources in the future, and it can also offer support for making 

relevant fishery policies.  

Liza haematocheila is an economically important fishery species in the Yellow River estuary 

and mainly feeds on zooplankton, phytoplankton, and organic detritus, which limits eutrophication 

and promotes energy and carbon cycling at the ecosystem level. The species plays an important role 

in ecosystem function and the maintenance of biodiversity. This study investigated the biological 

characteristics of L. haematocheila to provide a scientific basis for its conservation and rational 
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utilization in the Yellow River estuary. Furthermore, it can provide basic biological data for the study 

of ecological restoration in the Yellow River estuary.  

This study evaluated the distribution of body length and weight, the relationship between body 

length and weight, reproduction, growth, death, and development. All of the analyses were based on 

sampling data from set nets between April and November 2020.  

The body length range of L. haematocheila was 45~460 mm, the average body length was 149 mm, 

and the modal body length range was 55~185 mm. The body weight range was 2~1100 g, the average 

body weight was 83 g, and the modal body weight range was 2~80 g. Both the average body length 

and body weight were the highest in May and the lowest in September. Overall, small individuals 

were the most common, and individuals with a body length of less than 200 mm accounted for more 

than 78%. Analysis of variance showed significant monthly differences in both average body length 

and weight of L. haematocheila. The relationship between body length and body weight showed a 

strong correlation within and between months [W=3.17×10‒5L2.82, (R2=0.980 5, n=984)]. The growth 

of L. haematocheila was negatively allometric, with the growth of body length being faster than that 

of body weight.  

The body condition of L. haematocheila decreased with time, though it increased in July and 

fluctuated with a downward trend from July to November. The nadir body condition was observed in 

June (1.102±0.173) and the peak body condition was observed in July (1.535±0.467). 

The rate of gonadal development varied from month to month, and the proportion of individuals 

who did not reach gonadal maturity was large, with an undeveloped gonad proportion of more than 

50% per month. There was a peak spawning period from April to May.  

The growth curve of L. haematocheila was fitted, and its growth parameters were estimated 

using the ELEFAN method. The total death coefficient of the population was estimated using a 

length-converted catch curve, the natural death coefficient was estimated using the empirical formula 

of Pauly, and the population development rate was calculated. The results indicated that the 

asymptotic length (L∞) of L. haematocheila was 608 mm, the growth rate (K) was 0.31 a−1, total death 

coefficient (Z) was 1.42 a−1, natural death coefficient (M) was 0.51 a−1, fishing death coefficient (F) 

was 0.91 a−1, and its population development rate (E) was 0.64. The L. haematocheila resource was 

overfished in the shallow coastal waters of the Yellow River estuary, and its open fishing length (L50) 

was only 57.4 mm in this production survey. 

Fixed-net harvesting led to overfishing in the Yellow River estuary from April to November 2020, 

with juvenile fish and supplementary stocks experiencing the greatest impact. We should reconsider the 

management strategies for L. haematocheila in the Yellow River estuary, and promote stock enhancement 

at the same time. Artificial propagation technology for L. haematocheila should be considered for 

supplementing L. haematocheila in the Yellow River estuary seas. Research on the release time, release of 

krill size, population characteristics, growth, and development should be addressed to provide an 

informed and scientific basis for stock enhancement. 

Key words    Yellow River estuary; Set nets; Liza haematocheila; Fishery biological characteristics 
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不同规格双齿围沙蚕对沉积物 

氮磷赋存形态影响分析* 

刘忠航 1,2  常志强 2  袁晟译 1,2  李  健 2① 
(1. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306； 

2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  

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

摘要    沉积物作为养殖系统中氮磷的蓄积库，对养殖水体氮磷水平调控发挥着重要作用，氮磷赋

存形态影响其在沉积物中的吸附和释放。为研究双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis Grube)对海水养

殖池塘沉积物氮磷赋存形态的影响，以 400 g/m2 生物量设计不同规格双齿围沙蚕养殖实验，分别为

小规格[(0.7±0.3) g]、中规格[(2.5±0.3) g]和大规格[(4.3±0.3) g]处理组，不放养沙蚕设为对照组，实

验周期为 45 d，分别于实验初、末期采集不同深度的沉积物，测定其中氮磷各赋存形态的含量。结

果显示，不同规格双齿围沙蚕均显著提高了沉积物上、中层离子交换态氮(IEF-N)、弱酸可浸取态

氮(WAEF-N)和强碱可浸取态氮(SAEF-N)含量(P<0.05)，中、小规格处理组显著降低了沉积物中强

氧化剂可浸取态氮(SOEF-N)含量(P<0.05)；不同规格双齿围沙蚕均显著提高了沉积物上、中层非磷

灰石无机磷(NAIP)含量(P<0.05)，中、小规格处理组显著降低了沉积物中有机磷(OP)含量(P<0.05)。

本研究表明，中、小规格的双齿围沙蚕可以加速沉积物中有机氮磷的矿化，促进沉积物其他形态氮

磷向上迁移，使其更容易分解和释放，进而被水体浮游植物所利用。 

关键词    双齿围沙蚕；生物扰动；氮赋存形态；磷赋存形态；沉积物 

中图分类号 Q178.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0030-10 

中国是水产养殖大国，养殖总面积高达 7.108 5× 

106 hm2 (农业农村部渔业渔政管理局等, 2020)，但如

今开展水产养殖工作多以追求高效益为主，高密度、

高投入的养殖模式占比逐年增高。人们在追求养殖高

效益时往往忽略了其带来的负面环境问题，其中氮磷

污染导致水体富营养化现象尤为突出。在养殖过程

中，养殖环境输入的氮磷主要来自饵料投喂，而大部

分氮磷因无法被养殖生物利用而存在于底部沉积物

中(李玉全等, 2007 ;赵艳飞等, 2021; 刘梅等, 2021)。

沉积物作为氮磷蓄积的主要场所，其在养殖环境的氮

磷迁移过程中发挥着重要作用。研究发现，当上覆水

中氮磷营养盐得到控制时，沉积物会有向水体释放营

养盐的风险(杜奕衡等, 2018)，沉积物的再悬浮会使

内源性营养盐向水体释放(陈聚法等, 2007)，导致水

体营养盐升高，易引起富营养化现象。沉积物氮赋存

形态包括离子交换态氮 (IEF-N)、弱酸可浸取态氮

abc
图章
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(WAEF-N)、强碱可浸取态氮(SAEF-N)和强氧化剂可

浸取态氮(SOEF-N) (吕晓霞等, 2004)。沉积物磷赋存

形态包括非磷灰石无机磷 (NAIP)、磷灰石无机磷

(AP)、无机磷(IP)、有机磷(OP)和总磷(TP) (郑余琦等, 

2017)。氮磷赋存形态决定沉积物中氮磷的吸附和释放，

研究沉积物氮磷赋存形态及其垂直分布，对明确沉积物

中氮磷的转化和迁移，控制沉积物中氮磷营养盐释放有

重要意义。 

底栖动物是沉积物有机组成的一部分，其生物扰

动是影响沉积物氮磷释放的重要因素 (Sun et al, 

2017)。双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis Grube)作为

典型的多毛类底栖动物，是我国人工养殖的沙蚕种类

之一，其生活在沉积物中，以腐殖质和底栖藻类为食，

可以摄食沉积物中的有机颗粒物(Gómez et al, 2019)，

在养殖系统内可以利用养殖生物的残饵粪便(Fang et al, 

2016)，从而降低沉积物氮磷含量。研究发现，双齿

围沙蚕可通过摄食有机碎屑改善池塘底质，能够加快

沉积物无机氮磷向水体的释放速度 (Chen et al, 

2016)，加速浮游植物的繁殖速率(邓锦松等, 2007)。

双齿围沙蚕还可通过筑穴和生物扰动改变沉积物的

物理结构，将上覆水中的溶解氧运送至沉积物深处，

提高沉积物的氧化还原电位(李磊等, 2020)，这可进

一步影响沉积物中氮磷各种赋存形态的转化。有研究

表明，不同规格双齿围沙蚕在底质中的移动距离差异

显著(孟珊等, 2020)，而且其泵水量、泵水速率、轴

向爬行速度及营养盐溶出效率存在显著差异(房景辉

等, 2021)。目前，关于各湖泊沉积物氮磷赋存形态和

底栖生物扰动影响沉积物中氮磷营养盐释放的研究

(Mermillod-Blondin et al, 2006)较多，但底栖生物对沉

积物氮磷赋存形态分布的影响研究较少。双齿围沙蚕

最佳放养密度为 330~500 g/m2 (Lv et al, 2018)。综合考

虑已有资料，以 400 g/m2 生物量设置大中小 3 个规格

组，研究不同规格双齿围沙蚕对沉积物氮磷赋存形态

的影响。 

本研究通过测定沉积物垂直方向各氮磷赋存形

态含量，探究双齿围沙蚕在沉积物氮磷各赋存形态转

化过程中发挥的作用，评估其作为生物修复物种应用

于污染治理的可行性，为绿色水产养殖和环境治理提

供理论基础和技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

实验在山东青岛市即墨金口即发基地开展，养殖

周期为 45 d。实验用双齿围沙蚕均为山东乳山沙蚕养

殖场提供，实验开始前，先将双齿围沙蚕暂养 3 d，挑

选有活力的健康个体进行称重分组。实验总共分 4 组，

以 400 g/m2 生物量设置小规格组[(0.7±0.3) g]、中规

格组[(2.5±0.3) g]和大规格组[(4.3±0.3) g]为处理组，不

放沙蚕为对照组，每组 3 个平行。在室内用 67 cm × 

46 cm × 44 cm 的塑料箱养殖，铺泥厚度为 20 cm，底

泥采自即墨金口养虾池，于阳光下晒干，去除大块碎

石杂质，充分混匀后使用。水深为 15 cm，注水后培

养 7 d，使沉积物恢复自然状态。全程不投喂，保持

充氧并定期补充淡水。实验结束后，将水缓缓排干，

用内径为 1.5 cm PVC 管采集底泥样品，采集样品用隔

板分为上层(0~6 cm)、中层(6~13 cm)和下层(13~20 cm)。 

1.2  分析方法 

采集沉积物样品于 60℃烘箱烘干，过 100 目筛，

放入密封袋中于 4℃冰箱保存。参考马红波等(2003)

在 Ruttenberg (1992)提出的方法上改良的分级浸提方

法测定不同赋存形态氮，参考 Ruban 等(2001)的方法

测定不同赋存形态的磷。 

1.2.1  沉积物不同赋存形态氮测定    (1) 在 50 mL

离心管中称取 1 g 干沉积物，加入 20 mL 1 mol/L KCl，

振荡 2 h，4000 r/min 离心 5 min，收集上清液得到

IEF-N 浸提液。滤饼加入 10 mL 去离子水洗涤 1 次，

离心后于 60℃烘箱烘干备用。 

(2) 将 步 骤 (1) 烘 干 的 样 品 中 加 入 20 mL 

HAc-NaAc (pH=5)，振荡 6 h，4000 r/min 离心 5 min，

收集上清液得到 WAEF-N 浸提液。滤饼加入 10 mL

去离子水洗涤 1 次，离心后于 60℃烘箱烘干备用。 

(3) 将 步 骤 (2) 烘 干 的 样 品 中 加 入 20 mL 

0.1 mol/L NaOH，振荡 17 h，4000 r/min 离心 5 min，

收集上清液得到 SAEF-N 浸提液。滤饼加入 10 mL 去

离子水洗涤 1 次，离心后于 60℃烘箱烘干备用。如有

样品的浸提液呈现黄褐色，需进行消解处理：取浸提

液 2 mL，加入 5 mL H2O2，氧化 15 min 在电热板上

加热煮沸至近干，冷却后用蒸馏水定容至 50 mL，得

到消解后 SAEF-N 浸提液。 

(4) 将步骤(3)处理后的样品中加入 20 mL 碱性

过硫酸钾氧化剂(0.24 mol/L NaOH，20 g/L K2S2O8)，

振荡 2~3 h，放入高压灭菌锅内氧化 1 h (110~115℃)，

4000 r/min 离心 5 min，收集上清液得到 SOEF-N 浸

提液。 

1.2.2  沉积物不同赋存形态磷测定    (1) 在 50 mL

离心管中称取 400 mg 干沉积物，加入 20 mL 1 mol/L 
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NaOH，振荡 16 h，2000 g 离心 15 min。 

(2) 在 50 mL 离心管中加入步骤(1)中提取的上

清液 10 mL，加入 4 mL 3.5 mol/L HCl，大力振荡 20 s，

静置 16 h，200 g 离心 15 min，收集上清液得到 NAIP

浸提液。 

(3) 用 12 mL 1 mol/L NaCl 洗涤步骤(1)中获得的

滤饼，振荡 5 min，2000 g 离心 15 min，弃上清液。重

复洗涤 1 次，加入 20 mL 1 mol/L HCl，振荡 16 h，2000 g

离心 15 min，收集上清液得到 AP 浸提液。 

(4) 在 50 mL 离心管中称取 400 mg 干沉积物，

加入 20 mL 1 mol/L HCl，振荡 6 h，2000 g 离心

15 min，收集上清液得到 IP 浸提液。 

(5) 加入 12 mL 去离子水洗涤步骤(4)中获得的

滤饼，振荡 5 min，2000 g 离心 15 min，弃上清液。

重复洗涤 1 次，让残渣在通风的干燥柜中 80℃干燥

(管中)。将管放入超声波浴中 10 s，然后转移到瓷坩

埚中。在 450℃下煅烧 3 h，将冷却的灰倒入新的

50 mL 离心管中，加入 20 mL 1 mol/L HCl，振荡 16 h，

2000 g 离心 15 min，收集上清液得到 OP 浸提液。 

(6) 在陶瓷坩埚中称取 400 mg 干沉积物，在

450℃下煅烧 3 h，将冷却的灰倒入 50 mL 离心管中。

加入 20 mL 3.5 mol/L HCl，振荡 16 h，2000 g 离心

15 min，收集上清液得到 TP 浸提液。 

用营养盐自动分析仪(Skalar SANplusAnalyzer，荷

兰)检测各赋存形态氮浸提液中的 TN 含量和各赋存

形态磷浸提液中 PO4
3–浓度。 

1.3  数据处理与分析 

数据采用平均值±标准差(Mean±SD)表示，使用

统计软件 SPSS 17.0 进行统计学分析，采用单因素方

差分析(one-way AVOVA)和 Duncan′s 多重比较检验进

行显著性评价(P<0.05)，使用OriginPro 2018软件作图。 

2  结果 

实验结束后，所有处理组双齿围沙蚕生物量均有

所降低，但都保持在初始值 80%以上。从表 1 可以看

出，中规格组生物量显著高于大规格组(P<0.05)，小

规格组与中、大规格组差异不显著(P>0.05)。各处理

组水体中 TN 含量均显著高于对照组(P<0.05)；TP 含

量也均显著高于对照组(P<0.05)，其中，中规格组 TP

含量显著高于其他 2 个处理组(P<0.05)。 

2.1  沉积物中各赋存形态氮含量 

实验初始阶段，各处理组和对照组中各形态氮含

量相近，无显著差异(P>0.05)(表 2)。如图 1 所示，实

验结束后，上层小、中规格组 IEF-N 含量显著高于对

照组(P<0.05)，大规格组高于对照组但无显著差异

(P>0.05)；中层各处理组均显著高于对照组(P<0.05)；

下层各处理组高于对照组但无显著差异(P> 0.05)。实

验结束后，上层小、中规格组 WAEF-N 含量显著高

于对照组(P<0.05)，大规格组高于对照组但无显著差

异 ( P > 0 . 0 5 )；中层各处理组均显著高于对照组

(P<0.05)；下层各处理组高于对照组但无显著差异

(P>0.05)。各处理组增大了中、上层 WAEF-N 占比，

降低了下层占比。实验结束后，上、下层各处理组

SAEF-N 含量显著高于对照组(P<0.05)，中层小、中

规格组显著高于对照组(P<0.05)，大规格组高于对照

组但无显著差异 (P>0.05)。各处理组增大了上层  

 
表 1  实验初、末双齿围沙蚕生物量和水体 TN 和 TP 含量(平均值±标准差) 

Tab.1  Biomass of P. aibuhitensis and contents of TN and TP in the water 
at the beginning and the end of the experiment (Mean±SD)  

初始阶段 Initial stage 结束阶段 Final stage 组别 
Group 生物量 Biomass /g TN /(μg/L) TP /(μg/L) 生物量 Biomass /g TN /(μg/L) TP /(μg/L) 

对照组 
Control 

– 827.97±107.80 57.52±6.58 – 1 177.76±262.66a 81.75±17.12a

小规格组 
Small size 

111.74±1.47 856.95±46.12 60.19±3.20 93.55±3.22ab 3 414.55±134.37b 134.26±12.17b

中规格组 
Medium size 

111.08±0.98 799.42±37.63 61.22±2.92 97.15±2.39b 3 575.06±209.81b 172.19±16.20c

大规格组 
Large size 

110.83±0.89 799.24±88.86 60.33±4.69 88.59±2.05a 3 278.94±200.27b 111.87±11.37b

注：同一列不同字母代表数据差异显著(P<0.05)，无字母表示差异不显著(P>0.05)。下同。  
Note: Different letters in the same column indicate significant differences (P<0.05), no letters indicate no significant 

differences (P>0.05). The same as below. 



第 2 期 刘忠航等: 不同规格双齿围沙蚕对沉积物氮磷赋存形态影响分析 33 

 

表 2  初始沉积物中各赋存形态氮磷含量(平均值±标准差) (mg/kg) 
Tab.2  The contents of nitrogen and phosphorus of different forms in initial sediments (Mean±SD) (mg/kg) 

各赋存形态磷含量 

Contents of phosphorus of different forms  
各赋存形态氮含量 

Contents of nitrogen of different forms  组别 
Group 

NAIP AP IP OP TP IEF-N WAEF-N SAEF-N SOEF-N

对照组 
Control 

31.86±2.59 25.00±3.27 44.68±3.14 45.06±2.09 94.56±4.93 4.85±1.98 10.26±0.87 30.86±2.12 136.26±1.29

小规格组 
Small size 

31.71±1.82 26.11±2.93 46.93±1.12 43.89±1.75 95.16±2.66 4.95±0.72 10.80±1.26 30.81±1.17 137.11±0.51

中规格组 
Medium size 

31.67±1.68 26.16±3.29 46.70±0.20 45.52±0.99 92.99±6.42 4.37±0.48 10.10±0.17 32.26±1.20 136.73±1.52

大规格组 
Large size 

31.56±1.48 26.13±2.58 46.41±3.02 47.09±1.71 96.26±5.20 4.19±0.81 10.49±1.27 32.78±0.97 136.63±0.55

 

 
 

图 1  各层沉积物中各赋存形态氮含量 
Fig.1  The nitrogen content of different forms in sediments of each layer 

不同字母表示不同规格双齿围沙蚕在同层中数据差异显著(P<0.05)。下同。 
Column with different letters were significantly different among different sizes of P. aibuhitensis Grube 

in the same layer of sediment (P<0.05). The same as below. 

 
SAEF-N 占比，降低了中层占比，对下层占比影响较

小。实验结束后，各层小、中规格组 SOEF-N 含量显

著低于对照组(P<0.05)，大规格组低于对照组但无显

著差异(P>0.05)。 

2.2  沉积物中各赋存形态磷含量 

实验初始阶段，各处理组和对照组中各形态磷含

量相近，无显著差异(P>0.05) (表 1)。如图 2 所示，

实验结束后，上层各处理组 NAIP 含量均显著高于对
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照组(P<0.05)，其中，中规格组 NAIP 含量最高，显著

高于其他处理组(P<0.05)；中层各处理组 NAIP 含量

均显著高于对照组(P<0.05)；下层各组间无显著差异

(P>0.05)。实验结束后，各层各处理组与对照组之间 AP

含量未见显著差异(P>0.05)。实验结束后，上层各处理

组 IP 含量均显著高于对照组，其中，中规格组含量最

高；中、下层各处理组与对照组之间 IP 含量未见显著

差异(P>0.05)。实验结束后，中、小规格组各层 OP 含

量均显著低于对照组(P<0.05)。大规格组下层显著低于

对照组(P<0.05)，但中、上层无显著差异(P>0.05)。实

验结束后，各处理组的上层 TP 含量均高于对照组，

其中，中、大规格组显著高于对照组(P<0.05)；中、

下层沉积物中的中、小规格处理组显著低于对照组

(P<0.05)。 

 

 
 

图 2  各层沉积物中各赋存形态磷含量 
Fig.2  The phosphorus content of different forms in sediments of each layer 

 

3  讨论 

3.1  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态氮

的影响 

3.1.1  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态

氮含量的影响    本研究中，对照组各形态氮略有降

低，这可能是因为实验末期温度较实验初期有所升

高，促进了沉积物中氮的释放(许佟等, 2020)。放养

双齿围沙蚕后，水体中 TN 含量显著增加，表明在双

齿围沙蚕的扰动下，加速了沉积物中氮的释放。 

IEF-N 是沉积物各形态氮中最易释放的一种氮，

它主要来自于上覆水中硝酸盐的吸附和沉积物中有

机氮的分解(马红波等, 2003)。双齿围沙蚕的排泄和

微生物对有机氮的降解导致沉积物中氨氮升高，从而

提高了各处理组 IEF-N 含量。各处理组上、中层 IEF-N

含量显著高于对照组可能是因为双齿围沙蚕排泄主

要集中在上、中层，使得上、中层 IEF-N 含量增加量

更高。中、小规格组 IEF-N 增加量高于大规格组。 

WAEF-N 主要包括与 CO3
2–结合的氮，受沉积物
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中 CO3
2–浓度的影响(张硕等, 2020)。本研究中，处理

组 WAEF-N 含量升高可能由于双齿围沙蚕排泄产生

的 NH4
+一部分与沉积物中 CO3

2–结合，使得 WAEF-N

含量较对照组显著升高，这与 IEF-N 含量的变化趋势

相吻合。各层 WAEF-N 含量增加量低于 IEF-N 含量

增加量可能是受到沉积物中 CO3
2–浓度的限制。中规

格组 WAEF-N 增加量最多。 

SAEF-N 主要是指沉积物中铁锰结合态的氮，它

的形成和沉积物中氧化还原电位有关 (周天宇等 , 

2018)。双齿围沙蚕通过凿穴泵水改变了沉积物内部

的氧化还原电位(侯颖等, 2020)，将更多 Fe2+氧化成

Fe3+，促进了 SAEF-N 的生成。本研究中，中、上层

中的中、小规格 SAEF-N 含量高于大规格组，下层低

于大规格组，可能是因为中、小规格沙蚕凿穴能力较

弱，洞穴多分布于中、上层，大规格沙蚕洞穴更深，

底部氧化还原电位提高的更多。上、中层中的中规格

组 SAEF-N 含量最高，可能是中规格双齿围沙蚕生命

活动使上层溶解氧高的水更多地流入沉积物中，促进

了更多 SAEF-N 的生成。 

SOEF-N 主要指沉积物中以有机形态存在的氮，

这种形态氮一般是各赋存形态氮的主要形式(杨玉玮

等, 2012)。双齿围沙蚕通过大量摄食可显著降低沉积

物中有机态的氮，使有机态的氮分解为 NH4
+，大部分

以 IEF-N 存在于沉积物中。本实验中，中、小规格组

对 SOEF-N 含量降低明显，这可能是因为中、小规格

沙蚕发育快，摄食需求大，对有机氮的摄取相应增加。

大规格组降低不显著，但也有一定程度的降低。 

3.1.2  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态

氮转化的影响    双齿围沙蚕降低了 SOEF-N 的含

量，促进了其向其他以 SAEF-N 为主的赋存形态转

变。这使沉积物中氮更容易被释放，进一步为养殖系

统所利用，也说明双齿围沙蚕主要通过摄食和改变沉

积物溶解氧环境来影响不同赋存形态氮的含量变化。

中、小规格处理组对氮转化均有明显效果。 

3.2  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态磷

的影响 

3.2.1  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态

磷含量的影响    放养双齿围沙蚕后，水体中 TP 含

量显著增加，证明在双齿围沙蚕的扰动下，同样加速

了沉积物中磷的释放。中规格组较其他 2 个处理组有

更显著的加速效果。 

NAIP 是指在沉积物中与 Fe、Mn、Al 氧化物及

其氢氧化物结合的磷，这种形态的磷是沉积物中易于

释放的磷。研究表明，双齿围沙蚕在底部水体溶解氧

低于 1.47 mg/L 时，启动径向起伏，开始泵水，提高

沉积物的溶解氧水平(房景辉等, 2021)。溶解氧升高

使沉积物中更多的 Fe2+向 Fe3+转化，Fe3+与上覆水中

活性磷酸盐结合，进一步生成 NAIP (张小勇等 , 

2013)。中、上层各处理组中的 NAIP 含量显著高于对

照组可能是双齿围沙蚕凿穴泵水主要集中在中、上

层，使得中、上层可以结合更多的磷酸盐。在上层中

规格组 NAIP 含量显著高于其他 2 个处理组，可能由

于中规格双齿围沙蚕泵水效率更高，对氧化还原电位

的提升更多。 

AP 是指在沉积物中与钙结合的磷，它被认为是

比较惰性的一种形态，一般在沉积物中稳定存在，在

自然状态下不易分解。它的含量高低主要与沉积物的

来源有关。本研究中各处理组与对照组间未见显著差

异，这可能与养殖时间短和其不易分解的特性有关。 

IP 是指在沉积物中所有的无机磷，主要包括

NAIP 和 AP。各处理组中、上层 IP 含量略高于对照

组，因为各组 AP 含量无显著差异，所以 IP 含量变化

趋势和 NAIP 含量的变化趋势相似。 

OP 是指在沉积物中有机磷，有机磷的矿化是沉

积物向水体释放磷的另一重要途径(郑余琦等, 2017)。

OP 和 NAIP 是沉积物中比较活跃的磷形态，它们的

含量和占比与沉积物中磷的释放密切相关(刘永九等, 

2021)。双齿围沙蚕可以摄食底部沉积物有机质，通

过消化吸收将其“搬运”到表层(Tian et al, 2019)。正常情

况下，双齿围沙蚕处理沉积物的速率可达 1.92 g/(g·d) 

(张青田等, 2008)。此外，双齿围沙蚕的洞穴为微生

物提供附着位点，其分泌的黏液也可促进微生物的繁

殖(Dale et al, 2019)，这可以加快底部 OP 的分解。由

图 2 可以看出，中、小规格对沉积物中 OP 含量降低

显著，大规格组略有降低但不显著，可能是与中、小

规格新陈代谢快、摄食旺盛有关。此外，实验结束时，

大规格组双齿围沙蚕生物量较其他 2 个处理组有所

降低，这也可导致沉积物中有机磷的升高。 

TP 是指沉积物中的总磷，反映出沉积物中磷的

总体变化。本研究中，双齿围沙蚕的生物扰动使得沉

积物上层总磷含量增加，主要受NAIP含量增加的影响；

中、下层总磷含量降低，主要受 OP 含量降低的影响。 

3.2.2  不同规格双齿围沙蚕对沉积物中各赋存形态

磷转化的影响    本研究中，双齿围沙蚕加快了有机

磷的矿化，生成的磷大部分以 NAIP 存在于沉积物中。

这种变化趋势和氮的变化趋势相吻合，都促进了有机

态的分解和 Fe、Mn、Al 氧化物及其氢氧化物结合态

的生成。本研究中，中、小规格处理组对磷转化均有

明显的效果，这也和氮转化的变化相吻合。 
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3.3  展望 

双齿围沙蚕促进了沉积物中有机氮磷的矿化，使

得沉积物中一部分氮磷向上迁移，提高了沉积物上层

可利用氮磷的占比。沉积物中氮磷进一步被一些藻类

和水生植物利用，从而降低沉积物中氮磷含量，以达

到降低沉积物内源磷负荷的目的。双齿围沙蚕具有与

其他水生植物和藻类联合修复环境污染的潜力。研究

表明，狐尾藻 (Myriophyllum spicatum L.)和金鱼藻

(Ceratophyllum demersum L.)均能显著降低沉积物中

NAIP 的含量(周楠楠等, 2021)，去除率分别为 15.7%

和 8.7%。菹草(Potamogeton crispus L.)、粉绿狐尾藻

(M. aquaticum)均能有效吸收沉积物中的磷(桑雨璇等, 

2020)。投放双齿围沙蚕和马尾藻(Sargassum hemiphyllum)

可以形成立体修复模式，降低沉积物中氮磷含量 

(江小桃等, 2012)。孙怡陶等(2021)研究发现，沉积物

越疏松，内源磷越容易释放于水中，双齿围沙蚕的扰

动一定程度上起到了松土的作用，这也可以促进内源

磷的释放。此外，在养殖系统中，双齿围沙蚕可以丰

富养殖系统的营养层级，使系统中食物链食物网更加

复杂，提高系统的稳定性和能量利用效率。养殖系统

营养层级越高，对能量利用效率越高(李卓佳等, 2012 , 

孙云飞等, 2015)。双齿围沙蚕在利用一部分的残饵粪

便外，可以将沉积物中氮磷营养盐释放于水体中，促

进藻类繁殖，为养殖生物提供更多的饵料。在池塘养

殖的早期，双齿围沙蚕的扰动可以使水更快肥起来；

在养殖后期，双齿围沙蚕可以减少沉积物中氮磷的累

积量，使池塘保持良好的养殖条件。 

4  结论 

双齿围沙蚕的生物扰动改变了沉积物内部的物

理化学条件，进一步影响了不同氮磷赋存形态的垂直

分布。双齿围沙蚕通过摄食降低了沉积物中有机氮磷

的含量，通过凿穴泵水等活动，提高了沉积物氧化还

原电位，使沉积物生成了更多的 SAEF-N 和 NAIP。

双齿围沙蚕的生物扰动增加了沉积物中易被利用的

氮磷赋存形态占比，使沉积物中氮磷更容易释放和利

用，降低了沉积物中的氮磷负荷，中、小规格均有良

好的影响效果。双齿围沙蚕可以作为良好的生物修复

物种应用于环境治理中。 
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Analysis of Influence of Different Sizes of Perinereis aibuhitensis on the 
Occurrence Form of Nitrogen and Phosphorus in Sediments 
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Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China) 

Abstract    Aquaculture in China is spread over a total area of 7.108 5×106 hm2. Nowadays, 
aquaculture is done with a focus on high bait utilization efficiency. Moreover, the proportion of 
high-density farming organisms and high investment in aquaculture is increasing every year. However, 
the negative environmental problems associated with high efficiency of aquaculture are often ignored, 
especially the eutrophication caused by nitrogen and phosphorus pollution. An aquaculture system is 
a reservoir of nitrogen and phosphorus and sediments play an important role in regulating nitrogen 
and phosphorus levels in the system. The occurrence forms of nitrogen and phosphorus are closely 
related to the adsorption and release rates of nitrogen and phosphorus. Benthic animals contribute to 
the organic composition of sediments, and biological interference is an important factor affecting the 
release of nitrogen and phosphorus. Perinereis aibuhitensis Grube is a typical benthic animal living in 
sediments, which feeds on humus and benthic algae, and is one of the main types of organisms that is 
artificially bred in China. P. aibuhitensis can change the physical structure of sediments by burrowing 
and through bioturbation; it can also transport dissolved oxygen from the upper water level to the 
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depths of sediments and increase the redox potential of sediments. Studies of Meng et al (2020) have 
shown that different specifications of P. aibuhitensis have significant differences in the distance 
covered by the sediments. Significant differences are also present in pump water, pump water rate, 
axial crawling speed, and nutrient salt dissolution efficiency. The optimum stocking density of 
P. aibuhitensis is 330–500 g/m2. Investigation of the occurrence pattern and vertical distribution of 
nitrogen and phosphorus in sediments is essential for assessing the endogenous nitrogen and 
phosphorus load in sediments, controlling eutrophication of water bodies, and assessing the risk of 
nitrogen and phosphorus nutrient release in sediments. In this study, the effects and role of 
P. aibuhitensis on the transformation of nitrogen and phosphorus speciation in sediments were 
measured, and the feasibility of its application as a bioremediation species in pollution control was 
evaluated. This study can provide theoretical basis and technical support for green aquaculture and 
environmental governance. In order to study the effect of biological disturbance of P. aibuhitensis on 
the occurrence pattern of nitrogen and phosphorus in sediments, experiments involving 
P. aibuhitensis with different characteristics were performed. The experiments were divided into four 
groups with 400 g/m2 biomass of P. aibuhitensis: A small size group [(0.7±0.3) g]; a medium size 
group [(2.5±0.3) g]; and a large size group [(4.3±0.3) g] as the treatment group; and a no-sand 
silkworm as the control group. The experimental period was 45 days. Sediment samples were 
collected in PVC tubes (inner diameter: 1.5 cm), and the collected samples were divided into the 
upper layer, middle layer, and lower layer by partitioning. The contents of nitrogen and phosphorus in 
each group were determined as per the methods described by Ruttenberg (1992) and Ruban et al 
(2001). The different occurrence forms of nitrogen include an ion-exchanged form (IEF-N), a weak 
acid extractable form (WAEF-N), a strong alkali extractable form (SAEF-N) and a strong oxidant 
extractable form (SOEF-N). Different forms of phosphorus include non-apatite inorganic phosphorus 
(NAIP), apatite inorganic phosphorus (AP), inorganic phosphorus (IP), organic phosphorus (OP), and 
total phosphorus (TP). IEF-N is the most easily released nitrogen form in sediments, which is mainly 
released due to the adsorption of nitrate in overlying water and the ammonia nitrogen generated by 
the decomposition of organic nitrogen in sediments. WAEF-N mainly includes nitrogen bound to 
CO3

2–, which is affected by CO3
2– concentration in sediments. SAEF-N mainly refers to Fe/Mn bound 

nitrogen in sediments, and its formation is related to the redox potential in sediments. SOEF-N 
mainly refers to the organic form of nitrogen in sediments, which is generally the main form of 
nitrogen. NAIP refers to the phosphorus bound to Fe, Mn, and Al oxides and their hydroxides in 
sediments, and this form of phosphorus is easily released in the sediments. AP is a form of 
phosphorus bound to calcium in sediments, which is considered to be relatively inert. IP refers to total 
inorganic phosphorus in sediments, which mainly includes NAIP and AP. OP refers to organic 
phosphorus in sediments, and TP refers to all forms of phosphorus in sediments. The results showed 
that P. aibuhitensis significantly increased the quantity of IEF-N, WAEF-N, and SAEF-N in the upper 
and middle layers of sediments (P<0.05), and the medium and small size groups significantly 
decreased the content of SOEF-N in sediments (P<0.05). P. aibuhitensis significantly increased the 
content of NAIP in the upper and middle layers of sediments (P<0.05), and the medium and small 
size groups significantly decreased the content of OP in sediments (P<0.05). This study showed that 
P. aibuhitensis could increase the bottom redox potential and promote the formation of Fe/Al bound 
nitrogen and phosphorus. It could also accelerate the mineralization of organic nitrogen and 
phosphorus in sediments, promoting the upward migration of other forms of nitrogen and phosphorus 
in sediments, making nitrogen and phosphorus in sediments easier to decompose and release, which 
could be used by phytoplankton in water. In the early stages of pond culture, P. aibuhitensis 
disturbance can make water nutrient rich in the late stage of culture, P. aibuhitensis can reduce the 
accumulation of nitrogen and phosphorus in sediments, so that the ponds can maintain good breeding 
conditions. P. aibuhitensis has the potential to repair environmental pollution in conjunction with 
other aquatic plants and algae. 
Key words    Pernereis aibuhitensis; Biological disturbance; Nitrogen form; Phosphorus form; Sediment 
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金属编码标签对许氏平鲉放流苗种的标记效果* 

李  影 1,2  徐永江 2①  崔爱君 2  姜  燕 2   

王  滨 2  柳学周 2  田云臣 1 
(1. 天津农学院水产学院  天津  300384；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与 

技术试点国家实验室深蓝渔业工程联合实验室  山东  青岛  266071) 

摘要    利用金属编码标签(coded wire tag, CWT)对不同规格许氏平鲉(Sebastes schlegelii)放流苗种

的不同部位(鳃部鄂弓提肌和背部肌肉)进行了标记实验，从标记苗种成活率、标签保持率、标记后

苗种抗氧化酶活性及生长应激相关基因表达等方面评价了 CWT 的标记效果。结果显示，CWT 标

记 30 d 后，不同规格苗种成活率均为 100%，小规格苗种鄂弓提肌标记组(SLM 组)的实验鱼标签保

持率为 87%，大规格苗种鄂弓提肌标记组(LLM 组)的实验鱼标签保持率为 97%，苗种背部肌肉标

记的标签保持率均为 100%。CWT 标记实验鱼特定生长率低于对照组。标记鱼暂养后，SLM 组和

大规格背部肌肉标记组(LDM)实验鱼肝脏过氧化氢酶(CAT)活性显著高于对照组，所有组实验鱼肝

脏超氧化物歧化酶(SOD)活性均显著高于对照组。除 SDM 组外，其他实验组肝脏中 IGF-1 mRNA

表达水平显著高于对照组，LDM 组肝脏 HSP70 mRNA 表达水平最低。从存活率与标签保持率的角

度考虑，CWT 适宜于许氏平鲉苗种的标记放流，但 CWT 标记的苗种生长慢于对照组，且在免疫

相关酶活性和生长及应激基因方面存在显著的表达差异，表明 CWT 标记操作对许氏平鲉苗种造成

了一定的生理胁迫。因此，利用 CWT 标记的许氏平鲉苗种应有一个相对较长的室内暂养或野性驯

化时间，有利于提高标记放流苗种成活率和放流后生长及回捕。 

关键词    许氏平鲉；苗种；金属编码标签；标记效果；生理机制 

中图分类号 S965   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0040-10 

许 氏 平 鲉 (Sebastes schlegelii) 属 鲉 形 目

(Scorpaeniformes) 、 平 鲉 科 (Sebastidae) 、 平 鲉 属

(Sebastes)，是我国近海常见的冷温性底层卵胎生鱼类

(冯昭信, 2003; Feng et al, 2014)，也是我国北方重要

海水养殖经济鱼类之一(万瑞景等, 1988)，具有较高

的商业及休闲垂钓价值，同时也是一种非常适宜海洋

牧场增殖的优质无远距离洄游鱼类。近年来，由于野

生资源的过度捕捞和海洋环境的变化，许氏平鲉自然

资源不断下降(曾慧慧等, 2012; Zhang et al, 2015)。为

了养护衰退的许氏平鲉自然资源，伴随着我国海洋牧

场建设的快速发展，我国山东、河北、辽宁等多个沿

海省份都开展了大规模的许氏平鲉增殖放流活动，每

abc
图章
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年在海洋牧场等近海水域放流数千万尾许氏平鲉苗

种，对自然资源的养护和修复起到了积极的促进作

用。标记放流是评估水生生物增殖效果的重要手段，

为准确评估许氏平鲉的放流效果，学者们采用耳石荧

光标记(Lü et al, 2014)或定制网捕获等方法分析了其

对资源增殖的效果，为许氏平鲉科学放流提供了参考

依据。然而，目前已报道的可用于许氏平鲉增殖放流的

标记技术仅有耳石荧光标记技术，且耳石染色(朱亚华

等, 2020)存在标记不易检测、易消褪等问题，有必要

开发新型的高效标记技术，支撑许氏平鲉增殖放流效

果的精准评估。 

金属编码标签 (coded-wire tag, CWT)具有体积

小、易操作、精确度与回收率高且规模化操作价格低

等优点，是评价鱼类放流效果重要标记技术之一(Guy 

et al, 1996)，国内外已在金头鲷(Sparus aurata)、大西

洋鲑鱼(Salmo salar)、拉萨裸裂尻鱼(Schizopygopsis 

younghusbandi Regan, 1905)、大黄鱼(Larimichthys crocea)、

牙鲆 (Paralichthys olivaceus)、七鳃鳗 (Entosphenus 

tridentatus)、欧洲鳗(Anguilla anguilla)等多种标记放

流鱼类中得到应用 (Sánchez-Lamadrid et al, 2001; 

Crozier et al, 2002; Zhu et al, 2016; 黄建华等, 2016; 

徐永江等 , 2017; Hanson et al, 2017; Simon et al, 

2020)，取得了较好的标记效果，但尚未见有关标记

对鱼类生理指标的影响的研究报道。目前，CWT 对

许氏平鲉苗种的标记放流研究尚未见报道。本研究以

许氏平鲉为对象，测试 CWT 标签对不同规格许氏平

鲉苗种不同标记部位的标记效果，记录存活率、脱标

率以及生长指标。放流苗种的标记操作对鱼类是一种

胁迫，为了从生理学角度深入揭示 CWT 标记操作对

放流苗种的生理胁迫与适应机制，本研究还通过测定

免疫相关酶——超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶

(CAT)的活性变化和生长及应激相关基因(IGF-1 和

HSP70)的表达变化评价苗种对 CWT 标记的生理适应

特性，以期为许氏平鲉放流适宜标记方式选择与增殖

效果评估提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验于 2020 年 8—10 月在青岛贝宝海洋科技

有限公司开展，所需许氏平鲉苗种为该公司培育的人

工苗种，苗种规格整齐且摄食游泳行为良好。小规格

苗种全长为(8.25±0.84) cm，体重为(9.99±2.75) g；大规

格苗种全长为(11.13±0.67) cm，体重为(20.95±2.99) g 

(表 2)。实验场地为该公司育苗车间的 6 个容积为 4 m3

的水泥池，实验期间的养殖条件：盐度为 29~31，溶

解氧为 6~7 mg/L，pH 为 7.8~8.0，水温为 21~23℃，

日换水率为 200%。投喂配合饲料，日投喂 2 次，饱

食投喂。 

选择实验鱼鳃部鄂弓提肌(levator arcus palatine 

muscle)和背部肌肉作为标记位点。不同规格苗种和不

同标记位置设置 4 个实验组和 2 个对照组：小规格鳃

鄂弓提肌标记组 (SLM)、小规格背部肌肉标记组

(SDM)、大规格鳃鄂弓提肌标记组(LLM)、大规格背

部肌肉标记组(LDM)、小规格对照组(无标记)(SCN)

和大规格对照组(LCN)。每个实验组设置 1 个重复。

每组各使用 120 尾鱼进行实验，实验开始前和结束

时，每组随机选取 30 尾进行体重、全长等指标测量

并记录(表 2)。暂养期间，每隔 12 h 进行投喂，并在

投喂 1 h 后清理池底。 

1.2  CWT 标记操作 

实验所用 CWT 标记设备及探测器购自美国西北

海洋技术公司。CWT 标签的直径为 0.25 mm，长度

为 1 mm，利用配套的标记器进行标记操作，利用探

测器进行标签的扫描识别(图 1)。所有实验鱼在标记

开始前提前 24 h 停止投喂，对照组鱼苗不进行标记

处理，实验组苗种以 MS-222 进行麻醉，小规格和大

规格苗种的 MS-222 麻醉剂量分别为 30 和 40 mg/L。

由专业人员将麻醉后的苗种置于铺有湿毛巾的平面

上进行 CWT 标记操作，左手戴手套用于固定鱼体，

右手持标记枪进行操作，分别标记在鳃盖肌肉处和背

部肌肉处(图 2)。鳃鄂弓提肌位于眼右后方和鳃盖后

缘中间的位置，背部肌肉选择肌肉较厚的位置(背鳍

基部下方 4~5 个鳞片处)进行标记，将标记枪头呈 45°

插入肌肉，标记方向与鳞片同向，深度为 2~3 mm，

轻轻推入标签，按动开关剪断标签后拔出。标记后，

使用探测器(图 1 下)扫描实验鱼被标记部位，听到声 
 

 
 

图 1  CWT 标记器(上)、标签系统(中)和探测器(下) 
Fig.1  The CWT injector (upper), CWT system  

(middle), and detector (bottom) 
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图 2  许氏平鲉苗种标记位置 
Fig.2  The schematic diagram of CWT tagging  

position in S. schlegelii 

1：鳃鄂弓提肌标记位置；2：背部标记位置。  
1: Gill levator arcus palatine muscle tagging;  

2: Dorsal muscle tagging. 

 
响后确认标签植入成功。苗种标记后，迅速置于洁净

的海水中复苏。 

1.3  生长测定和样品采集 

标记完成后，各实验组和对照组分别选取 120 尾

鱼在池内养殖，养殖时间为 30 d。标记苗种养殖期间，

观察标记苗种的游泳与摄食行为。在 5 d、15 d 和实

验结束时，使用探测器检测各实验组的 CWT 脱标情

况，及时拣出脱标的苗种，记录脱标率。每天上午和

下午投喂配合饲料，投喂量为苗种体重的 3%，日换

水量为 200%。实验结束时，随机选择 30 尾实验鱼，

测量并记录其体重和全长等数据，特定生长率(SGR)

的计算参照以下公式： 

SGR= 2 1ln lnW W

t




×100 

式中，W1 为起始个体体重，W2 为实验结束后个体体

重，Δt 为实验持续时间。 

实验开始前后，每实验组采集 6 尾实验鱼的脑和

肝脏样品，液氮保存，并转移至–80℃冰箱保存，用

于 RNA 的提取。同时，取肝脏组织样品，置于冻存

管中于–20℃保存，用于 SOD 和 CAT 酶活性的测定。 

1.4  酶活性测定 

使用南京建成生物工程有限公司(南京, 中国)的

CAT 和 SOD 试剂盒，按照使用说明测定酶活性。利

用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测量酶液中的蛋白浓

度。CAT 酶活性单位定义为：在 37℃条件下，每毫

克组织蛋白每秒钟分解 1 μmol 的 H2O2 的量为 1 个活

性单位。SOD 酶活性单位定义为：每 100 mg 组织在

1 mL 反应液中 SOD 抑制率达 50%时所对应的酶量为

1 个 SOD 活性单位(U/mL)。 

1.5  基因表达分析 

1.5.1  总 RNA 提取和第一链 cDNA 合成    利用

RNAiso Plus (TaKaRa，日本)提取样品总 RNA，通过

NanoDrop 2000C 分光光度计 (Thermo，美国 )测定

RNA 的纯度和浓度，以 1%琼脂糖凝胶电泳检验 RNA

完整性。使用 PrimeScript™ RT reagent kit with gDNA 

Eraser (Perfect Real Time)反转录试剂盒(TaKaRa，日

本)合成第一链 cDNA。将反转录产物于20℃冰箱保

存备用。 

1.5.2  实时荧光定量 PCR 检测    参照 NCBI 数据

库中许氏平鲉 IGF-1 (AF481856)、HSP70 (KC172645)

和 β-actin (JN226153)设计各目基因的特异性实时荧

光定量 PCR (RT-qPCR)引物(表 1)。使用 SYBR Premix 

Ex TaqTMⅡ (TaKaRa，日本)试剂盒以不同处理组的

cDNA 为模板进行基因定量表达分析，β-action 为内

参基因。RT-qPCR 反应体系为 20 μL，包括 10 μL 2× 

SYBR®Premix Ex Taq™Ⅱ、0.8 μL 上下游引物(引物浓

度均为 10 μmol/L)、1 μL cDNA模板以及7.4 μL无菌水，

利用 LightCycler® 96 real-time PCR 仪(Roche，德国)

进行荧光定量检测。每个样品 3 个平行，采用三步 PCR

法：95℃ 5 s；56  20 s℃ ，72  10 s℃ ，共 40 个循环，

反应结束后进行熔解曲线分析。所有目的基因和参考

基因的标准曲线相关系数(r2)和扩增效率(E)：0.99<r2< 

0.999，0.9<E<1.1。基因相对表达量参照 2–ΔΔCt 法计

算，结果以平均值±标准误(Mean±SE)表示。 

 
表 1  许氏平鲉标记苗种实时荧光定量 PCR 引物序列 

Tab.1  Primer sequences used for RT-qPCR amplification  
of IGF-1, HSP70 from S. schlegeli 

基因(编号)
Gene (Number)

引物 
Primer

序列 
Sequence (5´~3´) 

IGF-1 Forward TCACTCCGACCGCAACA 

(AF481856) Reverse CTCTCTCCCCGCACACAAA 

HSP70 Forward AGGGATAAAGTCTCTGCCAAG

(KC172645) Reverse TCAATCACCGTCTTCTCGTC

β-actin Forward GACCACCTACAACAGCATCAT

(JN226153) Reverse TACCTCCAGACAGCACGG 

 

1.6  数据处理 

实验数据进以平均值±标准差(Mean±SD)表示。

利用 IBM Statistic SPSS 25.0 软件对结果进行统计分

析，运用单因素方差分析(one-way ANOVA)和 Duncan

检验法对各实验组的荧光定量数据和酶活数据进行

显著性差异分析和多重比较，当显著性水平 P<0.05

时认为差异显著。 
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2  结果 

2.1  CWT 标记对苗种摄食状态的影响 

在苗种被麻醉标记后，不同规格的苗种在清洁海

水中均能保证 3 min 内复苏并正常游动。SLM 和 LLM

组苗种在标记 1~5 d 摄食情况良好(30 min 后无剩余

残饵)，6~30 d 摄食情况积极(5 min 后无剩余残饵)；

SDM和LDM组苗种在标记 1~5 d摄食情况一般(30 min

后有剩余残饵)，6~30 d 摄食情况积极(5 min 后无剩

余残饵)。 

2.2  CWT 标记苗种死亡率、脱标率及生长情况 

CWT 标记后苗种经过 30 d 的暂养，成活率均为

100%。各实验组的脱标率、全长、体重和特定生长

率变化情况见表 2。SLM 组和 LLM 组苗种脱标率分

别为 13%和 3%；SDM 和 LDM 组苗种均未出现脱标

现象。同等规格各实验组标记鱼的体长和体重与各自

对应的对照组实验鱼差异显著(P<0.05)。同等规格的

标记苗种特定生长率均低于各自对照组苗种，且具有

显著差异(P<0.05)。 

2.3  CWT 标记对肝脏 CAT、SOD 酶活性的影响 

暂养 30 d 后，SLM 组实验鱼肝脏 CAT 酶活性

(5.272 7 U/mL)显著高于对照组(3.572 1 U/mL) (P<0.05)，

而 SDM 组实验鱼肝脏中 CAT 酶活性略高于对照组 

(图 3)。LLM 组实验鱼在暂养 30 d 后，肝脏组织 CAT

酶活性(4.552 1 U/mL)与对照组未有显著差异，而

LDM 组实验鱼肝脏 CAT 酶活性(5.366 1 U/mL)显著

高于对照组(P<0.05)和 LLM 组(3.915 3 U/mL) (P< 0.05) 

(图 4)。 

暂养 30 d 后，SLM 与 SDM 组实验鱼肝脏组织

SOD 酶活性(22.251 8、18.903 0 U/mL)均显著高于对

照组(17.451 8 U/mL) (图 5)。LLM 与 LDM 组实验鱼

肝脏组织 SOD 酶活性(17.865 7、17.625 6 U/mL)均显

著高于对照组(16.087 7 U/mL) (P<0.05) (图 6)。 

2.4  CWT 标记 30 d 后许氏平鲉苗种 IGF-1 和

HSP70 基因的组织表达 

暂养 30 d 后，SLM 组实验鱼肝脏 IGF-1 mRNA

表达水平显著高于对照组，而 SDM 组实验鱼肝脏

IGF-1 mRNA 表达水平显著低于 SCN 组与 SLM 组

(P<0.05) (图 7)。LLM 组和 LDM 组实验鱼肝脏 IGF-1 

mRNA 表达水平均显著高于对照组(P<0.05)，且以

LDM 组实验鱼肝脏 IGF-1 mRNA 表达水平为最高 

(图 8)。 

暂养30 d后，小规格实验鱼与对照组脑组织HSP70 

mRNA 表达水平无显著差异(图 9)，而大规格实验鱼在

CWT 标记暂养 30 d 后，LLM 组实验鱼脑中 HSP70 

mRNA 表达水平显著高于 LDM 组(P<0.05) (图 10)。 

 
表 2  各实验组许氏平鲉苗种脱标率、死亡率及生长情况 

Tab.2  The tag shedding rate, mortality and growth of S. schlegeli juveniles after tagged with CWT 

组别 
Groups 

脱标率 
Tag shedding

rate/% 

死亡率
Mortality 

/% 

实验前全长
Initial total
length/cm

实验后全长
Final total
length/cm

实验前体重 
Initial body 

weight/g 

实验后体重
Final body 
weight/g 

特定生

长率 
SGR/(%/d)

小规格鳃鄂弓提肌标记组 
Small-sized levator arcus palatine  
muscle marking group 

13 0 8.25±0.84 12.32±0.95* 9.99±2.75 17.51±4.50* 0.019*

小规格背部肌肉标记组 
Small-sized dorsal muscle marking group 

0 0 8.25±0.84 12.52±0.95* 9.99±2.75 16.76±4.96* 0.017*

大规格鳃鄂弓提肌标记组 
Large-sized levator arcus palatine  
muscle marking group 

3 0 11.13±0.67 15.41±0.82* 20.95±2.99 29.04±7.74* 0.011*

大规格背部肌肉标记组 
Large-sized dorsal muscle marking 
group 

0 0 11.13±0.67 15.66±0.83* 20.95±2.99 30.91±7.24* 0.013*

小规格对照组 
Small-sized control group 

– 0 8.25±0.84 12.86±1.15 9.99±2.75 19.39±5.38 0.022

大规格对照组 
Large-sized control group 

– 0 11.13±0.67 15.34±1.04 20.95±2.99 35.71±8.18 0.018

注: *表示差异显著(P<0.05)。 
Note: * indicates significant difference (P<0.05). 
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图 3  CWT 标记 30 d 小规格苗种肝脏中 CAT 酶活性 
Fig.3  The activity of CAT in the liver of CWT labeled 

small-sized juveniles at 30 days post tagging 

SCN：小规格对照组；SLM：小规格鳃鄂弓提肌标记组； 

SDM：小规格背部肌肉标记组。图 5、7 和 9 同。 

不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。 
SCN: Small-sized control group; SLM: Small-sized levator arcus 
palatine muscle marking group; SDM: Small-sized dorsal muscle 
marking group. The same as in Fig.5, 7 and 9. Different letters 

indicated significant difference (P<0.05). The same as below. 
 

 
 

图 4  CWT 标记 30 d 大规格苗种肝脏中 CAT 酶活性 
Fig.4  The activity of CAT in the liver of CWT labeled 

large-sized juveniles at 30 days post tagging 

LCN：大规格对照组；LLM：大规格鳃鄂弓提肌标记组； 

LDM：大规格背部肌肉标记组。图 6、8 和 10 同。 
LCN: Large-sized control group; LLM: Large-sized levator arcus 
palatine muscle marking group; LDM: Large-sized dorsal muscle 

marking group. The same as in Fig.6, 8 and 10. 
 

 
 

图 5  CWT 标记 30 d 小规格苗种肝脏中 SOD 酶活性 
Fig.5  The activity of SOD in the liver of CWT labeled 

small-sized juveniles at 30 days post tagging 

 
 

图 6  CWT 标记 30 d 大规格苗种肝脏中 SOD 酶活性 
Fig.6  The activity of SOD in the liver of large-sized 

juveniles at 30 days post tagging 
 

 
 

图 7  CWT 标记 30 d 小规格苗种肝脏中 IGF-1 mRNA 表达 
Fig.7  IGF-1 mRNA expression in liver of 

 CWT labeled small-sized juveniles at 30 days post tagging 
 

 
 

图 8  CWT 标记 30 d 大规格苗种肝脏中 IGF-1 mRNA 表达 
Fig.8  IGF-1 mRNA expression in liver of CWT labeled 

large-sized juveniles at 30 days post tagging 
 

 
 

图 9  CWT 标记 30 d 小规格苗种脑中 HSP70 mRNA 表达 
Fig.9  HSP70 mRNA expression in the brain of CWT labeled 

small-sized juveniles at 30 days post tagging 
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图 10  CWT 标记 30 d 大规格苗种脑中 HSP70 mRNA 表达 
Fig.10  HSP70 mRNA expression in the brainof CWT 

labeled large-sized juveniles at 30 days post tagging 
 

3  讨论 

金属编码标签是一种小型且可高效标记的内部

标记，作为评价标记鱼类放流效果的一种重要标记技

术已在多种鱼类中成功对不同的部位进行标记

(Simon et al, 2020)，在放流鱼种群密度、种群迁徙、

鱼种生长等研究中广泛应用 (Crum et al, 2018; 

Beacham et al, 2019、2020)。 

3.1  CWT 标记 30 d 后对生长的影响 

RASH 等(2018)通过实验证实，CWT 标签丢失主

要是由于操作方法失误、标记部位不当造成的，可见

标记部位的选择对成功标记至关重要。利用 CWT 标

记不同规格欧洲鳗背部肌肉，是因为其具有全身弯曲

游泳的特性，在快速游泳时容易造成标签的脱落

(Hanson et al, 2017; Simon et al, 2020)。张彬等(2007)

利用 CWT 标记稚鳜鱼(Siniperca chuatsi)背部肌肉、

腹壁、尾柄等部位后，经过一定时间的暂养发现背部

肌肉标记效果最佳。Rash 等(2018)对褐鳟(Salmo trutta)

的颊部、鼻软骨处进行 CWT 标记一段时间后发现，

其颊部标记效果更佳。大西洋鲑通常在吻部会获得较

好的标记效果，但标记回收时必须从鱼头处取出

(Goulette et al, 2016)。杨晓鸽等(2013)研究发现，利

用 CWT 标记达乌尔鳇(Huso dauricus)背部肌肉可以

获得较高的标签保持率。徐永江等(2017)利用 CWT

标记不同规格牙鲆背部肌肉和鳃鄂弓提肌，均获得了

较好的标记效果。本研究将不同规格的许氏平鲉背部

肌肉和鳃鄂弓提肌作为 CWT 标记部位，背部肌肉标

记组标签保持率为 100%，获得了较好的标记效果；

大规格鳃鄂弓提肌标记组标签保持率为 97%，小规格

鳃鄂弓提肌标记组标签保持率为 87%，就不同标记部

位比较而言，背部肌肉更适合作为许氏平鲉标记的理

想部位；就不同规格比较而言，大规格标记效果更佳。  

标记效果会受到鱼的种类和大小、标记操作方

法、标记部位等因素的影响，鱼类的游泳行为也会对

标签的保持率产生影响(Guy et al, 1996)，死亡率会受

到由 CWT 标记针规格和标记鱼体厚度之间的比值构

成的最小阈值影响(Meeuwig et al, 2007)。徐永江等

(2017)研究利用 CWT 标记不同规格牙鲆苗种时发现，

6 cm 以下规格苗种出现较高的死亡率，6 cm 以上规

格的苗种标记成功率较高。本研究标记不同规格许氏

平鲉苗种的鳃鄂弓提肌和背部肌肉后暂养 30 d，苗种

成活率为 100%，说明标记苗种规格大小适宜。对不

同规格标记苗种及其对照组苗种生长数据比较分析

发现，标记组苗种特定生长率显著低于对照组，短期

内标记的苗种生长受到抑制，但 SLM、LLM 和 LDM

组实验鱼肝脏 IGF-I mRNA 表达水平显著升高，表明

CWT 标记后暂养 30 d 的苗种虽然生长受到一定程度

的影响，但生长轴的补充调控作用已启动。在今后苗

种标记放流时，应适当延长标记苗种暂养驯化时间。

这一结果与其他鱼类的研究结果具有一致性，如

CWT 标记太平洋七鳃鳗短期内其生长受到抑制，且

其生理机制受到影响(Johnson et al, 2016)。本研究建

立的标记操作方法可以应用到许氏平鲉苗种标记放

流中，如适当延长标记后苗种的暂养时间，则会获得

更好的标记效果。 

3.2  CWT 标记 30 d 后对肝脏 CAT 和 SOD 酶活性

的影响 

当鱼类受到环境胁迫时，会产生过量的活性氧导

致氧化应激加剧，造成一定程度的生理胁迫，从而使

鱼类的生长代谢受到影响 (Valavanidis et al, 2006; 

Amit et al, 2015; 常志成等, 2018)。而 SOD 和 CAT 可

通过清除过多的 O2–以及中间产物 H2O2，保护鱼体免

受损伤(Sui et al, 2016; 靳晓敏等, 2006)，该酶可以为

机体起到抗氧化防御的作用。本研究结果表明，CWT

标记在体内存在 30 d 后，仍然会造成一定的生理胁

迫，致使鱼体内由于脂质过氧化现象产生的活性氧积

聚消散较慢。这与一些鱼类胁迫后体内组织或血清酶

活性变化结果相一致。黄建华等(2016)研究 CWT 标

记对大黄鱼血清酶活性的影响时发现，标记操作后

CAT 和 SOD 酶活性表现为快速升高，以免受因操作

胁迫而产生的活性氧自由基的侵害。环境胁迫时也会

引起体内氧自由基的升高，如低温胁迫后的银鲳

(Pampus argenteus)幼鱼通过血清及肝脏组织中 SOD

和 CAT 酶活性的升高来调节应激产生的氧自由基 

(谢明媚等, 2015)。而军曹鱼(Rachycentron canadum)

受到低氧胁迫后肝脏组织中抗氧化酶活性降低，表现
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出低氧造成的损伤无法恢复(郭志雄等, 2020)。鱼体

受到胁迫后体内生理变化复杂，多种因素相互作用，

通过体内 SOD 和 CAT 活性的升高来消除产生的应激

和过量的活性氧。说明标记苗种在暂养 30 d 后存在

一定的生理应激，为获得较好的标记放流后回捕效

果，应该适当增加标记鱼暂养时间。或者依赖于野生

环境中的慢慢修复，但这种生理胁迫对于放流后苗种

存活与生长的影响值得关注。 

3.3  CWT 标记 30 d 后 HSP70 的表达变化 

研究表明，当动物机体受到应激刺激时 HSP70

表达量迅速增加(Liu et al, 2012)，提升细胞的抗损伤

能力，使其快速适应应激环境，是机体自我保护的物

质基础。金头鲷和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)在急性

饥饿胁迫条件下，短时间内 HSP70 基因的表达表现

为上调趋势(CARA et al, 2005)。罗伟等(2016)通过对

奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus ♀ × Oreochromis 

aureus ♂)幼鱼低温、饥饿及恢复的长时间监测发现，

35 d 后幼鱼肝脏组织中 HSP70 的表达会恢复至初始

水平。本研究苗种标记 30 d 后，肝脏组织中的 HSP70

基因的表达与对照组无差异(P>0.05)，暂养 30 d 后标

记苗种可稳定生长，对环境的适应性与对照组无差

异，表明在基因表达层面，CWT 标记后苗种可快速

适应环境。研究发现，CWT 标记太平洋七鳃鳗、欧

洲鳗，短时间内鱼的生长及生理机制会受到一定影

响，但经过长时间标记重捕实验监测发现，其获得了

较好的标记效果 (Hanson et al, 2017; Simon et al, 

2020)，表明针对不同鱼类，CWT 标记后经不同的暂

养时间可获得不同的标记效果。 

综上所述，大小规格不同标记部位的许氏平鲉标

记苗种标记 30 d 后标签保持率高，无死亡发生，生

长状态良好，是许氏平鲉苗种标记放流的合适标记方

式；标记后苗种肝脏组织抗氧化酶活性有所升高，生

长基因表达与对照组差异显著(P<0.05)，生理受到一

定的胁迫，生长受到一定程度的抑制。在标记研究时，

应适当延长标记苗种的标记周期和室内暂养时间，并

在标记操作完成后将标记鱼苗进行体表消毒，以期为

放流苗种提供准确的生理适应机制的评价，为苗种放

流的大规模应用提供参考。 
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Marking Effect of Coded Wire Tag on Released Juveniles of  
Black Rockfish (Sebastes schlegelii) 
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Abstract    Black rockfish (Sebastes schlegelii) is a member of the family Sebastidae—an 

ovoviviparous marine fish widely distributed in the coastal waters of China. This species has important 

commercial value and is also a delicious table fish. It often inhabits areas at the bottom of the sediment in 

rocky reefs with clear water quality. The species does not exhibit a long-distance migration habit or 

remarkable clustering. In recent years, sea ranching has developed rapidly in China. Black rockfish is a 

good candidate to promote sea ranching, because it does not exhibit a long migratory habit and is called a 

housekeeping fish. In recent decades, owing to the overfishing of wild resources and deterioration of the 

environment, the natural pools of black rockfish have decreased sharply. Thus, the national black rockfish 

release and breeding plan was implemented in 2006. Currently, millions of young black rockfish are 

released into the sea every year in China, which has played a positive role in promoting the conservation 

and restoration of natural resources. However, the release activity of marine organisms is random and 

under lax supervision. In recent years, various tagging technologies, including external markers, such as 

T-bar markers, and internal markers, such as otolith markers, have been developed to support the 

evaluation of the enhancement effect of released species. At present, otolith fluorescent labeling is the 

only reported marker technology that can be used for the proliferation and release of black rockfish. 

However, otolith staining has some problems, such as difficulty in detection and rapid fading, and it is not 

effective as an internal marker. Currently, there has been no efficient internal marker for black rockfish 

juveniles; thus, an effective marking technology must be established for evaluating the enhancement 

effect of black rockfish to support scientific release and natural resource maintenance. The coded wire tag 

(CWT) is a magnetized stainless-steel wire segment with a diameter of 0.25 mm. Several rows of numbers 

are engraved on the marking line to represent a specified batch or a single code. CWTs are widely used 

internal tags with many advantages, including small size, easy management, accuracy, and high retention. 

CWTs have been effectively used in over 30 fish genera worldwide because of their high retention rates 

and minimal biological impact on living fish, although serious effects on growth and survival have been 

reported among different species and tag placements. In the present study, we investigated the marking 

effects of CWTs on released juveniles of black rockfish. According to different sizes and marking 

placements, the experimental juveniles of black rockfish were divided into four groups: small fish 

[average total length = (8.25±0.84) cm, average body weight = (9.99±2.75) g ] with gill levator arcus 

palatine muscle tagging group (SLM group); small fish with dorsal muscle tagging group (SDM group), 

large fish [average total length = (11.13±0.67) cm, average body weight = (20.95±2.99) g ] with gill 

levator arcus palatine muscle tagging group (SDM group); and large fish with dorsal muscle tagging 

group (LDM group). The survival rate, tag retention, antioxidant enzyme activity, and expression of genes 
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related to growth or stress were measured to evaluate the effects of CWTs on black rockfish juveniles. The 

survival rate was 100% in all study groups. The tag retention rates in the SLM and LLM groups were 87% 

and 97%, respectively. The tag retention rate in the SDM and LDM was 100%. The specific growth rate of 

all tagged fish was lower than that of the control fish. After 30 days of culture post-tagging, the liver 

catalase enzyme activity in the SLM and LDM groups was significantly higher than that in the control 

group, and the liver superoxide dismutase enzyme activity in all experimental groups was significantly 

higher than that in the control group. The liver IGF-I mRNA levels were significantly higher in the SLM, 

LLM, and LDM groups than in the control group. There were no significant differences in HSP70 mRNA 

levels between the small fish groups, while in the large fish groups, HSP70 mRNA level in the LDM 

group was lower than that in the LLM and control groups. Therefore, CWT is suitable for marking black 

rockfish juveniles based on survival and tag retention data; however, the specific growth rate of tagged 

fish was lower than that of the control fish, and the antioxidant enzyme activities and expression of genes 

related to growth and stress showed significantly different expression responses to CWT marking, 

indicating that tagging caused physiological stress in released black rockfish juveniles. Therefore, indoor 

temporary breeding or wild domestication time should be relatively long for the seedlings marked with 

CWTs, which is conducive to improving the survival rate of the marked released seedlings and their 

growth after release. Overall, CWTs may be useful to evaluate the enhancement effects of released species 

and support accurate assessments of the proliferation and release effect of black rockfish. 
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摘要    为探究斑石鲷(Oplegnathus punctatus)干扰素调节因子 irf7 在虹彩病毒(Iridovirus)感染过程

中的作用机制，本研究通过 PCR 扩增获得了斑石鲷 irf7 基因 CDS 区序列，对其序列特征进行分析，

并在组织水平和细胞水平研究该基因在病毒感染中的表达模式。结果显示，Opirf7 基因 CDS 区全

长为 1332 bp，编码 443 个氨基酸的多肽，具有干扰素调节因子家族的保守结构域。荧光定量 PCR 

(qRT-PCR)结果显示，Opirf7 基因在健康个体的不同组织中均有表达，在肝脏中表达量最高，在皮

肤和肠等免疫组织中的表达量也较高。对斑石鲷腹腔注射虹彩病毒诱导抗病毒免疫反应，在组织水

平检测 Opirf7 对病毒感染的响应模式。与对照组(0 h)相比，Opirf7 在免疫组织中的表达水平有不同

程度的升高。在细胞水平，建立 poly I: C 感染的斑石鲷脑细胞系模型，利用 qRT-PCR 检测 Opirf7

的表达变化。结果显示，poly I: C 刺激后，脑细胞系 Opirf7 的表达量显著升高。结果表明，Opirf7

在斑石鲷抗病毒病的免疫应答过程中发挥重要作用。 

关键词    斑石鲷；干扰素调节因子 7；抗病基因；免疫反应 

中图分类号 S942.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0050-08 

干扰素调节因子(interferon regulatory factors, irfs)

是一类转录因子家族，能够调控干扰素 (interferon, 

IFN)的转录过程。在机体受到感染时，irfs 能结合 IFN

启动子并诱导调节 IFN 而得名 (Veals et al, 1992, 

Zhang et al, 2012)。在哺乳动物 irfs 家族已发现 9 个

irf 成员(irf1~irf9)(Barnes et al, 2002; Nguyen et al, 

1997)，随后在鸟类和鱼类中鉴定出 irf10 基因。通过

解析鱼类基因组发现，鱼类中存在 11 个 irf 家族成员，

其中，irf11 为硬骨鱼类所特有(Stein et al, 2007)。所

有的 IRFs N 端都有一个由 115 个氨基酸组成的结构

域，称为 DNA 结合域(DNA binding domain, DBD)。

DBD 含有 5 个色氨酸重复序列，其中 3 个重复序列

可识别干扰素刺激反应元件 (IFN-sensitive response 

elements, ISRE)正调控序列区域 DNA 的 GAAA 和

AANNNGAA 序列(Escalante et al, 1998)。IRFs 通过 C

末端的 IAD 结构域(IRF-associated domain)，与其他

转录因子相互作用来激活信号通路，实现其转录调控

作用(Taniguchi et al, 2001)。IRFs 是模式识别受体信

号转导、促炎症因子与趋化因子转录及激活免疫应答

反应过程中的重要分子，不仅参与 IFN 的信号通路，

还在防御病毒与应激反应的过程中具有重要作用

(Honda et al, 2006, Tanaka et al, 2000)。干扰素调节因子

7 (irf7)是诱导Ⅰ型干扰素表达的关键因子，于 1997

年首次报道(Zhang et al, 1997)，其最重要功能是诱导

IFNα/β 产生，从而诱导机体抗病毒功能(Fitzgerald 

et al, 2003)。目前，已在斑马鱼(Danio rerio) (Xiang et al, 

abc
图章
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2010)、鳜鱼(Siniperca chuatsi) (Sun et al, 2007)、牙鲆

(Paralichthys olivaceus) (Hu et al, 2010)等鱼类中被鉴

定，并揭示了鱼类 irf7 在先天免疫中的作用，。 

斑石鲷(Oplegnathus punctatus)具有外形美观、肉

质细嫩、生长速度快、成活率高等优点，深受消费者

喜爱。2014 年以来，随着斑石鲷人工繁育和养殖取

得成功，斑石鲷已成为我国名贵海水养殖品种之一。

但随着国内水产养殖业集约化水平不断提高，病毒病

成为制约斑石鲷健康养殖的主要问题。本研究通过克

隆斑石鲷 irf7 基因，分析在虹彩病毒(Iridovirus)刺激

后各免疫组织的表达模式，有助于研究斑石鲷抗病毒

及细菌免疫应答中的功能，旨在为阐述斑石鲷免疫机

制提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验所用斑石鲷购自山东莱州明波水产有限

公司，体重为(150±15) g，健康无病。实验前在水箱

中暂养 1 周，水温维持在 25℃左右。每日投喂饲料，

保持溶氧充足，每日用清洁海水换水 1 次。 

1.2  样品处理和采集 

1.2.1  健康斑石鲷组织样品采集    随机选取 4 条

健康斑石鲷，经 MS-222 麻醉后抽取血液，解剖后取

肝、脾、肾、头肾、心脏、肠、鳃、脑、皮肤和肌肉等

组织，将所取组织迅速置于液氮中，随后转移至–80℃

冰箱中保存，用于提取总 RNA。 

1.2.2  虹彩病毒感染斑石鲷及组织样品采集    选

取 15 条健康斑石鲷用于斑石鲷虹彩病毒感染实验。

本实验所用斑石鲷虹彩病毒由华南农业大学秦启伟

教授提供。将斑石鲷虹彩病毒液用 PBS 稀释至

1×109 copies/mL。将斑石鲷麻醉后腹腔注射病毒液，

每尾注射 100 µL。分别在 0、1、4、7 和 10 d 共 5 个

时间点取样，每个时间点取 3 条鱼，每条鱼取肝脏、

脾脏、肾脏 3 个组织。将组织立即放入液氮中冷冻，

并随后放入–80℃冰箱，用于后续提取 RNA。 

1.2.3  poly I:C 刺激斑石鲷脑细胞系    将单层培

养、生长状态良好的斑石鲷脑细胞系铺到 12 孔板上，

24 h 后细胞覆盖率达到 90%左右。将 12 孔板中的旧

培养基吸弃，使用无菌 PBS (0.01 mmol/L, pH 7.2)洗

涤 3 次。使用无菌 PBS (0.01 mmol/L, pH 7.2)配制 poly 

I:C (上海源叶生物科技有限公司 )母液，浓度为

25 mg/ml。按照低、中、高浓度(50、100、200 µg/mL)，

配制含有 poly I:C 的 L-15 培养基(北京索莱宝宝科技

有限公司)，加入培养板中，每个浓度 3 个重复。对

照组加入与高浓度组相同体积的 PBS。在刺激 6 h 后，

吸出培养基，加入 Trizol (TaKaRa)收集细胞，保存于

–80℃冰箱待用。细胞实验重复 3 次。 

1.3  总 RNA 提取与 cDNA 合成 

使用 Trizol 对所有健康以及感染后样品提取总

RNA，提取后使用 Pultton 核酸浓度仪测定浓度及 A260 nm/ 

A280 nm 比值，使用琼脂糖凝胶电泳检测所提 RNA 的

质量。利用合格的 RNA，使用 PrimeScript™ Ⅱ 1st 

Strand cDNA Synthesis 试剂盒(TaKaRa)合成 cDNA。 

1.4  Opirf7 基因 ORF 区验证 

根据测序结果，获得 Opirf7 基因的 ORF 区序列，

使用 Primer 5.0 软件设计引物 Opirf7-F/Opirf7-R，使用

不同组织混合 cDNA 模板进行 PCR 扩增。总体系为

15 µL：PCR Mix (TaKaRa) 7.5 µL，Opirf7-F 1 µL，

Opirf7-R 1 µL，cDNA 模板 1 µL，ddH2O 4.5 µL。PCR

扩增程序：95.8℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，59℃

退火 30 s，72℃延伸 30 s，35 个循环；72℃延伸 7 min，

4℃保存。 

将 PCR 扩增产物进行凝胶电泳检测，条带大小

与目的片段相一致。将正确目的片段切下，使用胶回

收试剂盒(诺唯赞)对目的片段进行回收纯化。将纯化

后的产物连接到 T 载体中，转化 Trans1-T1 感受态细

胞(全式金)中，冰浴 30 min 后 42℃热激 30 s，置于冰

上 2 min 后加入 500 µL 无抗 LB 培养基，37℃摇床摇菌

1 h，取 200 µL 菌液于超净工作台中涂板，培养过夜。

次日，挑取单克隆并进行菌液 PCR 验证。将条带大小

正确的样品送青岛擎科生物技术有限公司测序。 

1.5  生物信息学分析及构建系统发育树 

使用DNAstar软件的Editseq分析Opirf7 ORF区，

预测氨基酸序列，并推测分子量和等电点。使用网站

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 预测其信号

肽 ， 使 用 网 站 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

TMHMM/)进行跨膜结构分析。使用SMART(http:// 

smart.embl-heidelberg.de/) 进 行 结 构 域 预 测 。 通 过

DNAMAN 8软件进行氨基酸同源比对。检索不同生

物irf7序列(表2)，导入MEGA X软件进行氨基酸多重

比对，采用邻接法(neighbor-joining, NJ)构建进化树。 

1.6  Opirf7 实时荧光定量检测 

使用实时荧光定量(qRT-PCR)检测斑石鲷健康个

体、虹彩病毒感染及 poly I:C 感染细胞后 Opirf7 的表达

模式。根据测序所获得的 ORF 序列设计 Opirf7 和内参
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基因的引物(表 1)。实验步骤参照 TaKaRa 荧光定量试

剂盒，采用两步法，反应程序：95℃预变性 30 s, 95℃  

5 s, 58℃ 30 s，共 40 个循环；60℃ 30 s，72℃ 30s，

溶解曲线温度 55~95℃。以 β-actin 为内参进行

qRT-PCR 分析。利用 2–ΔΔCt 方法计算 Opirf7 基因的相

对表达量。实验数据采用 SPSS 软件进行方差分析

(one-way ANOVA)，设定 P 值<0.05 时为差异显著。使

用 GraphPad Prism 作图。 

2  结果与分析 

2.1  Opirf7 ORF 区序列分析 

以斑石鲷组织 cDNA 为模板，获得斑石鲷 Opirf7

基因 ORF 区全长为 1332 bp，编码 443 个氨基酸。通 

过氨基酸序列分析，预测其分子量为 50.5 kDa，等电

点为 5.546 (图 1)。通过蛋白结构域预测，发现其含

有 IRF 家族保守结构域，包括 DNA 结合域(DNA 

binding domain, DBD)、IRF 相关结构域(IRF-associated 

domain, IAD)和 SRD 结构域  (Serine-rich domain, 

SRD) (图 2)。其中，DBD 位于多肽 N 末端，由第 4~112

个氨基酸组成，该区域包含 4 个色氨酸重复区域；IAD

位于多肽中间部分(第 222~395 个氨基酸)；丝氨酸富

含区位于多肽末端。 

2.2  氨基酸多序列比对及系统进化树分析 

经 BLAST 比对发现，斑石鲷 irf7 氨基酸序列与 
 

表 1  本研究中所使用的引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 目的 Purpose 

Opirf7-ORF-F ATGTTCCCTCCCAGCCTTCCC ORF verification 

Opirf7-ORF-R TCAGATCGGGTGTAGAAAAGGCGC ORF verification 

Opirf7-qRT-F TTTGCCAGCACCAGTGACCC qPCR 

Opirf7-qRT-R GACCACCTTGACAACGATAA qPCR 

β-actin-F GCTGTGCTGTCCCTGT qPCR 

β-actin-R GAGTAGCCACGCTCTGTC qPCR 

 

 
 

图 1  Opirf7 核苷酸序列及推导的氨基酸序列 
Fig.1  Opirf7 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence 

氨基酸序列在核苷酸序列下方，起始密码子“ATG”用红色标明，终止密码子“TAG”用星号标明。 

DBD 结构域用灰色阴影标识，IAD 结构域用黄色阴影标识。 
The amino acid sequence is below the nucleotide sequence, the start codon “ATG” is marked with red, and the stop codon “TAG” 

is marked with an asterisk. The IRF domain is indicated by gray shading, and the IRF3 domain is indicated by yellow shading.
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图 2  斑石鲷 Opirf7 蛋白结构域预测 
Fig.2  Protein domain prediction of Opirf7 in O. punctatus 

 
其他硬骨鱼类的 irf7 具有较高同源性。斑石鲷 irf7 与

尖吻鲈(Lates calcarifer)的相似性为 82.92%，与大黄

鱼(Larimichthys crocea)、牙鲆、半滑舌鳎(Cynoglossus 

semilaevis)的相似性分别为 81.99%、79.95%、73.74%，

与哺乳动物小鼠(Mus musculus)和人(Homo sapiens)

的相似性较低，分别为 31.00%和 30.00%(图 3)。 

通过 MEGA X 软件采用 Neighbor-joining 法构建

了 Opirf7 的系统进化树(图 4)。发育分析显示，斑石

鲷 Opirf7 与其他硬骨鱼类的 irf7 聚为一支，鸡(Gallus 

gallus)、小鼠猕猴(Macaca mulatta)和人类的 irf7 聚

为另一大支。斑石鲷 Opirf7 在进化上与大黄鱼、 鱼

(Miichthys miiuy)的亲缘关系较近，而与哺乳类、爬

行类、鸟类等动物的 irf7 亲缘关系较远。  

2.3  Opirf7 基因在正常斑石鲷各组织中的表达 

Opirf7 在健康斑石鲷个体 11 个组织中均有表达。 
 

 
 

图 3  斑石鲷与其他物种 irf7 氨基酸序列多重比对 
Fig.3  Multiple alignment of the deduced amino acids of irf7 among O. punctatus and other different species 

物种间氨基酸相似度 100%、75%以上和 50%以上分别用黑色、玫红色和蓝色阴影表示。 
The color scheme for amino acid similarity among species: black, 100%; rock red, >75%; blue, >50%. 
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表 2  本研究用于序列比对和进化树分析的 irf7 蛋白信息 
Tab.2  The species information used in the irf7 for sequence alignment and phylogenetic tree analysis in this study 

物种 Species GenBank 登录号 GenBank access No. 相似性 Similarity /% 

人 Homo sapiens NP_001563.2 30.00 

猕猴 Macaca mulatta XP_028688388.1 32.71 

小鼠 Mus musculus NP_058546.1 31.00 

鸡 Gallus gallus QDO67136.1 47.17 

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis NP_001281157.1 73.74 

牙鲆 Paralichthys olivaceus ACY69214.1 79.95 

大黄鱼 Larimichthys crocea NP_001290279.1 81.99 

斑马鱼 Danio rerio AAH65902.1 46.77 

尖吻鲈 Lates calcarifer XP_018519912.1 82.92 

鱼 Miichthys miiuy AUD11407.1 81.91 

红鳍东方鲀 Takifugu rubripes XP_003967453.2 73.00 

 
其中，在肝脏中表达量最高，在皮肤、肌肉、脑、肠

等组织中表达量较低，在头肾中表达量最低(图 5)。 

2.4  虹彩病毒刺激后 Opirf7 基因的表达变化 

虹彩病毒刺激斑石鲷后，Opirf7 的表达量在脾

脏、肾脏中显著上调。脾脏中，Opirf7 的表达量在第

4 天升高至对照组的 15 倍，在第 7 天表达量最高，

约为对照组的 37 倍，在第 10 天表达量降低。在肾脏

中，第 4 天升高 2.5 倍，第 7 天时达到表达峰值，为

对照组的 4 倍。在肝脏组织中，Opirf7 表达量稍有变

化，但差异并不显著。 

2.5  poly I:C 刺激斑石鲷脑细胞系 Opirf7 的表达 

在病毒类似物 poly I:C 感染的斑石鲷脑细胞系

中，irf7的表达呈现先升高后降低的趋势，在 50 µg/mL 

poly I:C (低浓度)刺激时表达量显著升高(13~14 倍)，

在 100 µg/mL poly I:C (中浓度)刺激时表达量也显著

升高(14~17 倍)，而在 200 µg/mL poly I:C (高浓度)刺

激时，irf7 的表达量仍显著高于对照组(8~9 倍)，推测

200 μg/mL 浓度较高，对细胞造成一定的损伤，因而

表达水平有所下降。 

3  讨论 

本研究通过 PCR 技术获得了斑石鲷 Opirf7 基因

CDS 区序列，并对其序列进行分析。预测其编码蛋白

的分子量为 50.5 kDa，无信号肽及跨膜区。氨基酸序

列比对结果发现，斑石鲷 Opirf7 基因编码的多肽具有

典型的 DNA 结合域(DBD)、干扰素相关区(IAD)和丝

氨酸富含区(SRD)。在哺乳动物中，所有 IRF 家族成

员中的 DBD 通常包含一个 5-色氨酸重复序列，而在

硬骨鱼类的 DBD 则只有 4 个间隔的色氨酸重复序列。 

 
 

图 4  斑石鲷 Opirf7 与其他物种系统进化分析 
Fig.4  Phylogenetic analysis of Opirf7 and other species 

 

 
 

图 5  Opirf7 基因在健康斑石鲷组织中的相对表达量 
Fig.5  The relative expression of the Opirf7 gene in 

 different tissues of O. punctatus 

不同字母表示差异显著(P<0.05)。 
Different letters indicate the significant difference (P<0.05). 
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图 6  斑石鲷感染虹彩病毒后 Opirf7 基因在免疫组织中的实时定量表达分析 
Fig.6  Real-time quantitative expression analysis of Opirf7 gene in immune tissues of O. punctatus infected with Iridovirus 

* 表示差异显著(P<0.05)，** 表示差异极显著(P<0.01)。 
* indicates significant difference (P<0.05), ** indicates highly significant difference (P<0.01). 

 

 
 

图 7  斑石鲷脑细胞系感染 polyI:C 后 Opirf7 基因表达分析 
Fig.7  Real-time quantitative expression analysis of Opirf7 

gene in brain cell line infected with poly I: C 
 

这些间隔的色氨酸重复序列通过形成螺旋–转角–螺

旋结构与靶基因启动子中的 IFN 刺激反应元件(ISRE)

和 IRF 调节元件(IRFE)共有序列结合(Escalante et al, 

1998; Paun et al, 2007)。IAD 是除 IRF-1 和 IRF-2 以

外的所有 IRF 家族成员均具有的结构域。在哺乳动物

中，IAD 可通过形成 IRF 同源/异源二聚体与其他转

录因子结合以激活干扰素(Eroshkin et al, 1999)。SRD

仅存在于 IRF-3/5/7 中(Holland et al, 2009; Xu et al, 

2010)，与病毒诱导的磷酸化有关。通过氨基酸多重

序列比对发现，斑石鲷 Opirf7 与哺乳类、鸟类及其他

硬骨鱼类 irf7 的结构域特征高度保守。Opirf7 与硬骨

鱼类相似性较高，与尖吻鲈的相似性为 82.92%，而

与哺乳类、鸟类相似性较低。系统进化结果表明，斑

石鲷与硬骨鱼类的 irf7 聚为一大支，而与鸟类、哺乳

类进化关系较远。 

在鱼类中，irf7 基因在各物种中表达量最高的组

织并不完全一致。在尖吻鲈中，相对表达量较高组织

为鳃和后肠 (Krishnan et al, 2019)；在斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)的脾和肠中表达量较高(Cui et al, 

2011)；在赤眼鳟(Squaliobarbus curriculus)的脾中表

达量最高，而在肝脏中表达量最低(Zhao et al, 2017)。

本研究中，对健康斑石鲷组织中 Opirf7 的相对表达量

分析发现，Opirf7 在肝脏中的表达量远高于其他组织，

说明肝脏可能在抗病毒免疫防御中也发挥一定的作用。 

研究表明，irf7 在硬骨鱼类中参与细菌、病毒感

染后的免疫应答。欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)感染迟

缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)后，其免疫组织中的

irf7 表达量显著上调；迟缓爱德华氏菌或细胞肿大虹

彩病毒(Megalocytivirus)刺激都能导致半滑舌鳎各免

疫组织 irf7 表达量显著上调(Zhang et al, 2015)。在本

研究中，虹彩病毒感染斑石鲷后，脾脏、肾脏组织中

Opirf7 的表达量显著上调，总体趋势表现为先升高至

峰值，随后逐渐恢复至正常水平。在细胞水平中也发

现了相似的表达趋势，说明 Opirf7 对病毒刺激的响应

非常迅速，有可能参与斑石鲷抗病毒感染机制。 

综上所述，本研究通过对 Opirf7 基因克隆、序

列特征及表达模式分析，初步表明 Opirf7 参与斑石鲷

免疫应答过程，为进一步研究 Opirf7 在斑石鲷抗病免

疫中的作用机制奠定了基础。 
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Cloning and Expression of irf7 Gene in Spotted Knifejaw  
(Oplegnathus punctatus) Under Virus Infection 

SONG Yu1, LI Kaimin1,2, XU Wenteng1, CHEN Songlin1, WANG Lei1①
 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Sustainable Development of 
Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production 
Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China;  

2. Shandong Normal University, Jinan, Shandong  250014, China) 

Abstract    Interferon regulatory factor (irf7) is an immune regulatory factor that plays an important 
role in the antiviral process. To explore the role of irf7 in Oplegnathus punctatus (Temminck & Schlegel, 
1844) under viral infection, we cloned the coding DNA sequence (CDS) region of irf7 through PCR and 
analyzed the expression patterns at both tissue and cell levels. The results showed that the CDS region of 
Opirf7 was 1 332 bp and encoded a peptide with 443 amino acids. The predicted molecular weight was 
50.5 kDa and the theoretical isoelectric point was 5.546. Protein structure analysis showed that Opirf7 has 
three conserved domains: the DNA binding domain (DBD), IRF-associated domain (IAD), and serine-rich 
domain (SRD). Amino acid similarity analysis showed that OpIRF7 had the highest similarity to the IRF7 
of Lates calcarifer, which was 82.92%. The similarity of Opirf7 with the IRF7 of Larimichthys crocea, 
Paralichthys olivaceus, and Cynoglossus semilaevis were 81.99%, 79.95%, and 73.74%, respectively. 
Phylogenetic analysis showed that Opirf7 and other fish irf7 genes were clustered into one branch, and 
irf7s from Gallus gallus, Mus musculus, Macaca mulatta, and Homo sapiens were clustered into another. 
Tissues from healthy O. punctatus were collected, including the liver, spleen, kidney, head kidney, 
intestine, gill, skin, muscle, brain, heart, and blood. After RNA extraction and cDNA synthesis, real-time 
PCR (qPCR) was performed to detect the expression level of Opirf7 using the comparative CT method 
(2−ΔΔCT method). The results of qPCR showed that Opirf7 was expressed in different tissues of healthy 
individuals and its expression was highest in the liver, followed by the skin and intestines. The lowest 
expression was observed in the head kidney. In this study, the expression profiles of Opirf7 before and 
after viral infection were determined at the tissue and cell levels. For the in vivo challenge study, fish were 
intraperitoneally injected with spotted knifejaw iridovirus, and the expression level of Opirf7 was tested in 
the spleen, kidney, and liver. Compared with the control group at 0 h, the expression level of Opirf7 was 
15-fold in the spleen and 3-fold in the kidney 4 days after infection, and the expression peak was at 7 days 
after infection. However, the expression of Opirf7 was not significantly altered in the liver. A poly 
I:C-infected O. punctatus brain cell model was established, and the expression profiles of Opirf7 mRNA 
were detected before and after infection. The expression of Opirf7 mRNA in the low and medium 
concentration groups (50 μg/mL and 100 μg/mL, respectively) increased by 13 to 17 times, and the 
expression level of Opirf7 mRNA in the high concentration group (200 μg/mL) increased by 
approximately 8 times. It was speculated that the high concentration of 200 μg/mL caused some damage 
to the cells and that the expression level in the high concentration group was lower than that in the low 
and medium groups. In this study, the full-length open reading frame sequence of Opirf7 was cloned and 
characterized for the first time. The deduced amino acid sequence displayed a structure similar to those of 
other vertebrates. Further functional analysis showed that Opirf7 has a significant response to viral 
infection at both tissue and cell levels. This study demonstrated that the Opirf7 gene might play an 
important role in the antiviral response of O. punctatus and provide a potential molecular marker for 
antivirus breeding of O. punctatus.  
Key words    Spotted knifejaw (Oplegnathus punctatus); Interferon regulatory factor-7; Anti-virus gene; 
Immune response 
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红鳍东方鲀 AFP、CIRP、HMGB1 和 

YB-1 基因对低温胁迫的响应* 

刘志峰 1,2  马爱军 1,2①  孙建华 1  朱理光 1,2  包玉龙 3  张  涛 3  俞兰良 4 
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功能实验室  山东  青岛  266071；3. 大连天正实业有限公司  辽宁  大连  116600； 

4. 威海银泽生物科技有限公司  山东  威海  264404) 

摘要    鱼类的生长和繁殖受环境条件的调节，冬季的低温会给红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)产业

带来不利影响。为研究红鳍东方鲀耐低温机制，本研究利用实时荧光定量 PCR 技术，分析抗冻蛋

白(AFP)基因、冷诱导 RNA 结合蛋白(CIRP)基因、高速迁移蛋白家族蛋白(HMGB1)基因、Y-box 结

合蛋白(YB-1)基因在不同温度条件下(18℃、13℃、8℃和 5℃)，在红鳍东方鲀的肝、脾、肾、脑、

心、肠、肌肉、性腺和皮肤中的表达情况。结果显示，AFP 基因呈广泛性表达，在肌肉中表达量最

高(P<0.05)，随着温度的降低，各组织中 AFP 基因的表达量基本呈显著升高的趋势，在 5℃组达到

最高值，显著高于对照组(P<0.05)。CIRP 基因在肌肉中表达量最高(P<0.05)，随着温度的降低，各

组织中 CIRP 基因的表达量的升降程度有所不同，在肝、肾、脑、心、肠、皮肤中的表达量呈先升

高后降低再升高的趋势，在脾、肌肉和性腺中表达量呈上升趋势。HMGB1 基因在肌肉中表达量最

高(P<0.05)，在脑、心、肝和皮肤中也有较高的表达量；随着温度的降低，除肝脏外，各组织中 HMGB1

基因的表达量基本呈先升高后降低的趋势，并在 8℃组达到最大值，显著高于其他各组(P<0.05)。

YB-1 基因在肌肉中表达量最高(P<0.05)，在其他组织中表达量较低；随着温度的降低，大部分组织

中(脑、心、肠、肾、肝、肌肉和脾)表达量呈先升高后降低再升高的趋势，在 8℃组达到最小值(P<0.05)。

以上结果表明，4 种基因表达水平因组织、温度的不同而不同，反映了这 4 种基因的功能特异性；

在低温胁迫下，4 种基因积极响应，表达量均发生不同程度的变化，表明 4 种基因在红鳍东方鲀低

温环境适应中可能具有潜在的重要作用。另外，从表达变化规律来看，8℃可能是红鳍东方鲀应对

低温胁迫的关键调控点，过低的温度会造成其调控紊乱，这可为研究红鳍东方鲀低温应答调控机制

提供相关依据。 

关键词    红鳍东方鲀；低温胁迫；AFP；CIRP；HMGB1；YB-1；荧光定量 PCR 
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鱼类的生长和繁殖受环境条件的调节，气候的变

化可能给海水网箱养殖鱼类带来不利影响。已有大量

研究表明，冬季的低温易导致鱼类生长性能降低，甚

至大量死亡 (Abdel-Tawwab et al, 2014; Wen et al, 

2017; Islam et al, 2019、2020)。红鳍东方鲀(Takifugu 

rubripes)主要分布在我国沿海地区、朝鲜半岛和日本

海域，其肉质鲜美、营养丰富，已成为我国重要的经

济型海水养殖鱼类之一。红鳍东方鲀作为暖温性鱼类，

其适宜的生长温度为 16~25℃，然而，冬季水温的下

降严重影响其生长性能，需要采用室内加热水进行养

殖，但由于加热升温的方法会带来成本上升、环境压

力等问题，养殖水温仍只能维持在较低水平。因此，

研究该物种冷适应的分子机制及培育具有耐寒特性

的品种，有助于减少因低温而出现大面积死亡的情况

发生，从而提高养殖产量，提升经济效益。 

受益于分子生物学手段的不断提升，针对鱼类低

温耐受分子机制的研究越来越深入，一些与鱼类低温

耐受相关的基因得以被发现及应用。本课题组前期通

过分析红鳍东方鲀的低温转录组差异基因，筛选得到

4 个与低温耐受相关的基因。抗冻蛋白(AFP)基因作

为研究较为深入的抗寒基因，普遍存在于鱼类、植物、

昆虫、细菌和真菌中(Duman et al, 1993; 崔杰等, 2019; 

徐凯等, 2019; 张俊芳等, 2020)。AFP 对冰晶具有较

高的亲和力，能够附着到冰晶表面，阻止冰晶长大，

从而达到抗寒的目的(Raymond et al, 1977; 汪少芸等; 

2012)。在鱼类中，已有大量的相关研究，鱼源抗冻

蛋白也得到了广泛应用(钟其旺等, 2002; 蔡路昀等, 

2018)。冷诱导 RNA 结合蛋白(CIRP)是一种进化上保

守的 RNA 结合蛋白，CIRP 基因作为一种分布广泛、

作用性强的功能基因，参与机体抵御外界低温的过

程，通过提高 mRNA 的稳定性，介导多种基因的转

录翻译，从而保护机体免受低温损伤(Al-Fageeh et al, 

2006)。近年来，研究发现，CIRP 参与了一些鱼类的

低温胁迫应答过程，包括黄姑鱼(Nibea albiflora) (Xu 

et al, 2018)、牙鲆(Paralichthys olivaceus) (胡金伟等, 

2015)、大黄鱼(Larimichthys crocea) (苗亮等, 2017)

等。高速迁移蛋白家族蛋白(HMGB1)作为一种高度保

守的非组蛋白染色质相关蛋白，其功能是稳定核小体

的形成(Lange et al, 2009)，并充当转录因子样蛋白，

通过弯曲 DNA 和促进获得特定 DNA 靶点上的转录

蛋白来调控基因的表达(Park et al, 2003)，包括一些与

低温相关的基因(Vornanen et al, 2005)。Y-box 结合蛋

白 1 (YB-1)属于冷休克蛋白家族成员，在进化上高度

保守(Swamynathan et al, 1998)，是一类重要的功能蛋

白。其可以作为转录因子与 DNA、mRNA 结合，也

可以与其他转录因子发生蛋白互作，来完成基因转录与

翻译的调控，进而参与机体的生理调控作用(Kloks et al, 

2002; Eliseeva et al, 2011)。YB-1 基因作为一种胁迫响

应基因，对不同物种的多种胁迫都会产生响应，包括

冷胁迫、氧化应激、缺氧等(Rauen et al, 2016; Li et al, 

2018)。关于 HMGB1 基因和 YB-1 基因的相关研究报

道在海洋生物中较少，且集中在鱼类免疫方面(Cai et 

al, 2014; Xie et al, 2014; Cai et al, 2018; He et al, 
2019)。 

本文以红鳍东方鲀为研究对象，采用荧光定量

PCR 的方法研究上述 4 种抗寒基因在不同温度、不同

组织中的响应情况，从分子水平理解红鳍东方鲀的低

温适应性，初步分析红鳍东方鲀幼鱼的抗寒分子机

制，以期为筛选抗寒分子标记提供候选基因，进而为

红鳍东方鲀耐低温育种研究和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用红鳍东方鲀取自大连天正实业有限公司，

挑选体长为(15.0±0.5) cm、体格健壮、无损伤、活力

好的 360 尾幼鱼，于 12 个实验桶(500 L)暂养，静水

充气方式饲养，每日换水 1 次，暂养 2 周。设置 4 个

温度梯度(18℃、13℃、8℃和 5℃)，18℃作为对照组，

每个温度梯度设置 3 个平行，每个平行 30 尾幼鱼。

暂养结束后，采用急性换水降温的方法，排掉海水的

同时加入事先调至实验温度的海水，直到温度达到实

验温度，使用亚美光 411-H 钛质加热器，控制温度在

实验温度范围内，每隔 2 h 观察水温。实验过程中不

投喂饵料，溶解氧为(6.80±0.12) mg/L，自然光照，胁

迫 24 h 后结束实验。每个养殖桶取 3 尾，使用

200 mg/L MS-222 麻醉后，迅速在冰上完成解剖，每

尾鱼分别取肝、脾、肾、脑、心、肠、肌肉、皮肤和

性腺，浸入 10 倍体积的 RNA 保存液中(TIANGEN)，

4℃静置 24 h 后于–80℃保存。 

1.2  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链合成 

使用 TIANGEN 总 RNA 提取试剂盒(DP419)进行

RNA 提取，琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量，使用紫外

分光光度仪检测浓度。取 1 μg 总 RNA，按照 TransScript

反转录试剂盒(AT311-03)说明书合成 cDNA 第一链，

将产物于–80℃冰箱保存，待下一步实验。 
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1.3  实时荧光定量 PCR 

采用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)的方法检测

目的基因的表达情况，使用 Primer express 3.0 设计定

量引物，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，

引物序列见表 1。参照 TransStart 说明书，在 96 孔板

中配制 20 μL 体系：2×SuperReal PreMix Plus 10 μL，

50×ROX Reference Dye 0.4 μL，RNase-free ddH2O 

7.4 μL，上、下游引物各 0.6 μL，cDNA 模板 1 μL。

RT-qPCR 反应在 ABI StepOne plus 平台进行，PCR 反

应程序：94℃预变性 30 s，二步法 PCR (94℃ 5 s, 60℃ 

30 s, 40 个循环)，反应结束后绘制熔解曲线以确保扩

增的特异性和准确性。 
 

表 1  RT-qPCR 用到的引物序列 

Tab.1  Primers used for RT-qPCR 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 

β-actin F ATCGTTGGTCGCCCCAGGCACC 

β-actin R CTCCTTGATGTCAGCACGATTTC 

AFP-F TCACGAACGGAGGTCTTTCT 

AFP-R TGCCACTTGTTTGGCTTGTA 

CIRP-F ATGGCGACAGGAGTTATGGT 

CIRP-R GTTCGTATCCACCCTGCATC 

HMGB1-F GACAAGGACATCGTTGCGTA 

HMGB1-R ATCCTCGTCGTCATCGTCTT 

YB-1-F AGAGGCTTCCGACCAAGATT 

YB-1-R GTTGGTTCTGACCACCTTCG 

 

1.4  数据处理与分析 

β-actin 作为内参基因，采用 2–ΔΔCT 法计算相对表

达量。采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，采用单因

素方差分析(one-way ANOVA)和 Duncan 检验比较各

实验组之间的差异，P<0.05 表示存在显著性差异。 

2  结果 

2.1  低温胁迫下 AFP 基因在各组织中的表达 

红鳍东方鲀 AFP 基因在 18℃的表达情况如图 1

所示，在所检测的组织中，该基因呈现广泛性表达，

在肌肉中表达量最高(P<0.05)，皮肤、肾脏中次之，

在性腺中表达量较低。各组织不同温度处理 24 h 后

的结果如图 2 所示，随着温度降低，各组织中 AFP

基因的表达量基本呈显著升高的趋势，在 5℃组达到

最 高 值 ， 相 比 对 照 组 表 达 量 升 高 且 差 异 显 著

(P<0.05)，增幅较大，增幅最低的肾脏也在 18 倍以 
 

 
 

图 1  AFP 基因的组织表达 
Fig.1  Tissue-specific expressions of AFP gene 

B：脑；H：心；I：肠；K：肾；L：肝；M：肌肉； 

SP：脾；SK：皮；GO：性腺。 

不同字母代表差异显著(P<0.05)。下同。 
 B: Brain; H: Heart; I: Intestine; K: Kidney; L: Liver;  

M: Muscle; SP: Spleen; SK: Skin; GO: Gonad.  
Different letters represent significant differences (P<0.05).  

The same as below. 
 

上；在脑、心、肝、肌肉、性腺和皮肤中，5℃组表

达量显著高于 8℃组(P<0.05)，在肾、肠、脾中 8℃

组和 5℃组之间无显著差异。 

2.2  低温胁迫下 CIRP 基因在各组织中的表达 

红鳍东方鲀 CIRP 基因在 18℃的表达情况如图 3

所示，在所检测的组织中该基因均有不同程度的表

达，在肌肉中表达量最高(P<0.05)，在肠中表达量较

低。各组织不同温度处理 24 h 后的结果如图 4 所示，

随着温度的降低，各组织中 CIRP 基因的表达量的升

降程度有所不同，肝、肾、脑的表达量呈先升高后降

低再升高的趋势，在 13℃组表达量显著高于对照组；

心、肠和皮的表达量呈先升高后降低的趋势，在 8℃

组达到最大值，且 8℃组和 5℃组都显著高于对照组

(P<0.05)；在脾、肌肉和性腺中表达量呈上升趋势，

在 5℃组达到最高值，显著高于对照组(P<0.05)。 

2.3  低温胁迫下 HMGB1 基因在各组织中的表达 

红鳍东方鲀 HMGB1 基因在 18℃的表达情况如

图 5 所示，在所检测的组织中该基因均有不同程度的

表达，在肌肉中表达量最高(P<0.05)，在脑、心、肝

和皮肤中也有较高的表达量，在其他组织中表达量较

低。各组织不同温度处理 24 h 后的结果如图 6 所示，

随着温度的降低，除肝脏外各组织中 HMGB1 基因的

表达量基本呈先升高后降低的趋势，并在 8℃组达到

最大值，显著高于其他各组(P<0.05)，其中，最小的

增幅出现在肌肉组织，增幅 3 倍以上；最大增幅出现 
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图 2  不同温度条件下 AFP 基因在红鳍东方鲀各组织中的表达 
Fig.2  Expression of AFP gene in different tissues of T. rubripes at different temperatures 

 

 
 

 
 

图 3  CIRP 基因组织表达 
Fig.3  Tissue-specific expressions of CIRP gene 

 

图 5  HMGB1 基因组织表达 
Fig.5  Tissue-specific expressions of HMGB1 gene 

 

在肠组织中，增幅 70 倍以上；肝脏中 HMGB1 基因

的表达量在 13℃组和 8℃组表达量显著高于对照组 

(P<0.05)，两组间无显著差异。 

2.4  低温胁迫下 YB-1 基因在各组织中的表达情况 

红鳍东方鲀 YB-1 基因在 18℃的表达情况如图 7

所示，该基因在肌肉中表达量最高(P<0.05)，在其他

组织中表达量较低。各组织不同温度处理 24 h 后的 

结果如图 8 所示，随着温度的降低，各组织中 YB-1

基因的表达量的升降程度有所不同，在大部分组织中

(脑、心、肠、肾、肝、肌肉和脾)表达量呈先升高后

降低再升高的趋势，在 8℃组达到最小值，其中，主

要表达组织(肌肉)中的表达量降幅超过 5 倍；除肠外，

其他各组织在 8℃组的基因表达量都显著低于其他各

组(P<0.05)；在皮肤和性腺中，该基因的表达量在 5℃

组达到最大值，显著高于其他各组(P<0.05)。 
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图 4  不同温度条件下 CIRP 基因在红鳍东方鲀各组织中的表达 
Fig.4  Expression of CIRP gene in different tissues of T. rubripes at different temperatures 

 

 
 

图 6  不同温度条件下 HMGB1 基因在红鳍东方鲀各组织中的表达 
Fig.6  Expression of HMGB1 gene in different tissues of T. rubripes at different temperatures 
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图 7  YB-1 基因组织表达 
Fig.7  Tissue-specific expressions of YB-1 gene 

 

3  讨论 

3.1  低温胁迫下红鳍东方鲀 AFP 基因在各组织中的

表达情况分析 

抗冻蛋白具有控制冰晶的形成以及调节冰晶状

态的作用，分布比较广泛，在动物、植物以及微生物

中均可以发现 AFP 的存在(Duman et al, 2001; Bale 

et al, 2002; Davies et al, 2016)。在抗寒应用方面，转

基因烟草、马铃薯获得了更高的抗冻能力(黄永芬等, 

1997; 沈立晓等, 1998)。在斑马鱼胚胎的早期阶段，

将 AFPs 导入斑马鱼胚胎可增强细胞的冷冻保护

(Martínez-Páramo et al, 2009)。在红鳍东方鲀中，关

于 AFP 基因与抗寒性关系的研究尚未见报道。本研

究发现，在所检测的组织中(肝、脾、肾、脑、心、

肠、肌肉和性腺)，该基因呈现广泛性表达模式，这

与 Low 等(1998)在杜父鱼(Myoxocephalus scorpius)中

的研究结果相一致。同时，随着温度的降低，各组织

中 AFP 基因的表达量基本呈显著升高的趋势，这可

能是由于鱼类作为变温动物，当环境温度降低时，内

部各组织都需面临低温的风险，AFP 基因在应对低温

胁迫时具有组织广适性，对各个组织都具有保护功

能，其广泛分布以及低温诱导表达有利于对各组织的

保护。另外，在本研究中，低温胁迫下 AFP 基因表

达在各组织中的变化趋势一致，且都在最低温度 5℃

组达到最高值，据此推测，红鳍东方鲀 AFP 基因更

多是通过直接保护组织免受冻害的方式来完成其抗

寒性能。 

 

 
 

图 8  不同温度条件下 YB1 基因在红鳍东方鲀各组织中的表达 
Fig.8  Expression of YB-1 gene in different tissues of T. rubripes at different temperatures 
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3.2  低温胁迫下 CIRP 基因在各组织的表达分析 

冷诱导 RNA 结合蛋白 CIRP 最早在哺乳动物中

发现，是一种参与机体应激调节的蛋白(Nishiyama 

et al, 1997)，其基因表达量在冷刺激下急剧增加，具

有介导冷诱导细胞生长抑制作用，因此，被视为冷诱

导的标记基因(Nishiyama et al, 1998)。本研究中，

CIRP 基因在所检测的组织中均有不同程度的表达，

在肌肉中表达量最高。这种广泛性表达的模式在多种

鱼类的研究中都有发现，如牙鲆 CIRP 基因在脑、鳃、

心、肌肉、肝、肠等组织都有不同程度的表达，具有

较广的表达谱(胡金伟等, 2015)；大黄鱼 CIRP 基因在

肝脏中表达量最高，在肌肉、肾、鳃、皮肤、肠、脑、

脾和心等组织中也有一定的表达(苗亮等, 2017)，大

西洋鲑(Salmo salar)肝、肾、心中也都能检测到 CIRP

基因表达，且组织间不存在显著差异 (Feng et al, 

2004)。以上结果表明，CIRP 基因的组织分布呈现广

泛性，又具有物种特异性。另外，本研究还发现，随

着温度的降低，各组织中 CIRP 基因的表达量的升降

程度有所不同，呈现出不同的表达谱，这可能与不同

组织的生理特性、行使的生物学功能不同等因素有

关。皮肤和肌肉中 CIRP 基因在低温下都呈现升高的

趋势，且 3 个低温组都显著高于对照组，这与大黄鱼

(苗亮等, 2017)的研究结果相类似，大黄鱼皮肤和肌

肉 CIRP 基因在整个降温过程中呈持续升高趋势，且在

最低温度组中表达量最高。另外，苗亮等(2017)发现，

脾和肠中 CIRP 基因的表达量较低，且表达量随温度

降低而降低，与本研究的结果有所不同，其原因可能

是 2 种鱼类的抗寒性能不同。本研究涉及到的低温过

程并未超越红鳍东方鲀的耐受能力，在实验期间，CIRP

基因在大多组织中仍然能够发挥正常的调控作用。 

3.3  低温胁迫下 HMGB1 基因在各组织的表达分析 

HMGB1 是一种染色质相关的非组蛋白，对核小

体形成、转录调控和炎症反应具有重要作用。在哺乳动

物中，核 HMGB1 在核小体结构稳定性、DNA 错配修

复和基因表达调控中发挥重要作用(Bustin et al, 1999; 

Stros et al, 2010; Tang et al, 2010)。在硬骨鱼中也有报

道，其在鱼类早期发育以及免疫应答方面起到重要作用

(Zhao et al, 2011; Cai et al, 2014)。本研究发现，在所检

测的组织中，该基因均有不同程度的表达，在肌肉中

表达量最高，在脑、心、肝和皮肤中也有较高表达量，

在其他组织中表达量较低。类似表达模式在多种鱼类

中有报道，如牙鲆(胡金伟等, 2015)、红笛鲷(Lutjanus 

sanguineus) (Cai et al, 2014)、草鱼(Ctenopharyngodon 

idella) (Yang et al, 2013)、金鱼(Carassius auratus) (Xie 

et al, 2014)等。本研究还发现，随着温度的降低，除肝

脏外，各组织中 HMGB1 基因的表达量基本呈先升高

后降低的趋势，并在 8℃组达到最大值，显著高于其他

各组；在肝脏中也呈现相同的趋势，最高值出现在 13

℃组且与 8℃组无显著差异。一方面，说明在低温胁

迫下 HMGB1 基因发挥了调控功能(Vornanen et al, 

2005)；另一方面，5℃对红鳍东方鲀来说已经是难于

生存的温度，因此，HMGB1 基因在 5℃组的低表达可

能超越了该基因的调控极限。目前，在低温胁迫下鱼

类 HMGB1 基因的研究报道仍然较少，更多的反应调

节机制需要进一步研究。 

3.4  低温胁迫下 YB-1 基因在各组织的表达分析 

YB-1 基因作为一个胁迫响应基因，不同种类的

应激，如冷休克、氧化剂应激、重金属应激、缺氧和

紫外线照射等都能触发 YB-1 基因的响应(Koike et al, 
1997; Kohno et al, 2003; Rauen et al, 2016; Li et al, 
2018)，在这些过程中，YB-1 基因可以作为转录因子

调节应激反应基因的转录，也可以同 mRNA 结合调

节翻译过程。本研究中，YB-1 基因在肌肉中表达量

最高，显著高于在其他组织中的表达量。这种表达模

式同其他物种的结果有所不同，如红螯螯虾(Cherax 

quadricarinatus) Y-box 基因转录活性最强的组织是神

经，在心、肠和肌肉中的表达量很低(孟庆国等, 2012)；

Y-box 基因在中间球海胆(Strongylocentyotus intermedius)

体腔液、管足、围口膜、雄性性腺、雌性性腺、肌肉

和肠 7 个不同组织中均有表达，但差异不显著(田燚

等, 2013)；小鼠的 YB-1 基因在性腺中表达量最高，

其次是肾、心、肌肉、肝等。以上结果表明，不同物

种 Y-box 基因应对环境变化的方式有所不同，红鳍东

方鲀 YB-1 基因可能在肌肉中发挥重要的环境调控作

用。本研究还发现，在大多数组织中(其中包括主要

的表达组织肌肉)，8℃组的表达量最低，显著低于对

照组，并且这些组织中 5℃组 YB-1 基因表达又有不

同程度的回升，这些结果一方面说明 YB-1 基因在红

鳍东方鲀中受冷诱导，在肌肉中以降低表达的方式应

对低温胁迫；另一方面，8℃时该基因发挥主要的调

节作用。 

4  结论 

本研究通过荧光定量 PCR技术对红鳍东方鲀肝、

脾、肾、脑、心、肠、肌肉、性腺和皮肤中 4 个与低

温相关基因的表达量进行检测，结果显示，4 个基因

在不同温度条件下、不同组织中均有不同程度的表
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达，其中，皮肤和肌肉普遍呈现高表达，且在低温胁

迫下存在显著性变化，这说明皮肤和肌肉作为外界环

境的密切接触者，在应对温度变化方面发挥重要的作

用。另外，从不同温度下 4 个基因的表达变化规律来

看，8℃可能是红鳍东方鲀应对低温胁迫的关键调控

点，过低的温度会造成其调控紊乱，此结果可为研究

红鳍东方鲀低温应答调控机制提供相关依据。 
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Response of AFP, CIRP, HMGB1 and YB-1 Gene of  
Takifugu rubripes to Low-Temperature Stress 

LIU Zhifeng1,2, MA Aijun1,2①
, SUN Jianhua1, ZHU Liguang1,2, BAO Yulong3, ZHANG Tao3, YU Lanliang4 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Shandong Key Laboratory of Marine Fisheries 
Biotechnology and Genetic Breeding; Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology, Qingdao, Shandong  
266071, China; 2. Laboratory for Marine Biology and Biotechnology, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology 
(Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China; 3. Dalian Tianzheng Aquaculture Co., Ltd., Dalian, Liaoning  116600, China;  

4. Weihai Yinze Biological Co., Ltd, Yantai, Shandong  264404, China) 

Abstract    Environmental conditions regulate the growth and reproduction of fish. The increase in sea 

temperature during winter may have adverse effects on Takifugu rubripes. To study the mechanism of 

low-temperature tolerance of T. rubripes, the expression of antifreeze protein (AFP) gene, cold-induced 

RNA binding protein (CIRP) gene, high mobility group protein box-1 (HMGB1) gene, and Y-box binding 

protein (YB-1) gene in the liver, spleen, kidney, brain, heart, intestine, muscle, gonad, and skin tissues of 

T. rubripes obtained from different temperatures [0](18℃, 13℃, 8℃, and 5℃) was analyzed by 

quantitative real-time PCR. The results showed that the AFP gene was widely expressed in tissues, with 

the highest expression in the muscle (P<0.05). With the decrease in temperature, the expression of the 

AFP gene in each tissue showed a significant increasing trend, reaching the highest value in the 5℃ 

group. The expression of the CIRP gene was the highest in the muscle (P<0.05). With a decrease in 

temperature, the trend of CIRP gene expression in various tissues was different. The CIRP gene 

expression levels of liver, kidney, brain, heart, intestine, and skin showed a trend of initial increase, 

followed by a decrease, and then an increase. The expression levels in the spleen, muscle, and gonads 

showed an upward trend, reaching the highest value in the 5℃ group. The expression of the HMGB1 

gene was the highest in muscle (P<0.05), followed by that in the brain, liver, heart and skin. As the 

temperature decreased, the expression of the HMGB1 gene in all tissues except the liver increased first 

and then decreased, and reached the maximum value in the 8℃ group, which was significantly higher 

than that of the other groups (P<0.05). The expression of the YB-1 gene was the highest in the muscle 

(P<0.05), with the lowest expression level in other tissues. As the temperature decreased, the expression 

level of most tissues (brain, heart, intestine, kidney, liver, muscle, and spleen) increased first, then 

decreased, and then increased, reaching the minimum value in the 8℃ group (P<0.05). These results 

show that the expression levels of the four genes are different at different temperature, reflecting the 

functional specificity of these four genes. Under low-temperature stress, these genes responded positively. 

Their expression changed to varying degrees, suggesting that the four genes may have potentially 

important roles in the adaptation of T. rubripes to low temperatures. In addition, by analyzing the law of 

gene expression, 8℃ may be the key regulatory point for T. rubripes to deal with low-temperature stress. 

Too low temperature may cause its regulation disorder. The results of this study can provide a relevant 

basis for studying the regulation mechanism of the low-temperature response of T. rubripes.  

Key words    Takifugu rubripes; Low-temperature stress; AFP; CIRP; HMGB1; YB-1; Quantitative 

real-time PCR 
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谢婷, 高云涛, 李明月, 高云红, 贾玉东, 闫冬春. 3 种抗凝剂对大菱鲆血液抗凝效果、血细胞形态和血液生理生化指标的

影响. 渔业科学进展, 2023, 44(2): 68–76 
XIE T, GAO Y T, LI M Y, GAO Y H, JIA Y D, YAN D C. Effects of three different anticoagulants on blood cell morphology, 
anticoagulation, and hematological parameters in turbot (Scophthalmus maximus). Progress in Fishery Sciences, 2023, 44(2): 68–76 

3 种抗凝剂对大菱鲆血液抗凝效果、 

血细胞形态和血液生理生化指标的影响* 

谢  婷 1,2  高云涛 2,3  李明月 2  高云红 2  贾玉东 2①  闫冬春 1① 
(1. 鲁东大学农学院  山东  烟台  264025；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  山东  青岛  266071； 

3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    鱼类血液极易凝结，经抗凝剂处理后的血液可充分满足各项生理指标检测，为衡量鱼体各

项生理机能提供重要参考，同时，鱼类种属多样，在抗凝剂的选择和使用上存在一定差异。基于此，

本研究以欧亚养殖良种大菱鲆(Scophthalmus maximus)为研究对象，选用乙二胺四乙酸二钾、肝素钠

和柠檬酸钠 3 种抗凝剂，通过对大菱鲆正常状态和急性低氧胁迫条件下[溶解氧浓度为(1.2±0.3) mg/L]

抗凝效果评价、血细胞形态观察和血液生理生化指标分析，筛选急性低氧胁迫条件下最佳血液抗凝

剂。结果显示，正常溶解氧状态下，乙二胺四乙酸二钾抗凝效果显著，急性低氧胁迫下静置 6 h 和

12 h 后，抗凝效果显著抗凝剂分别为乙二胺四乙酸二钾和肝素钠。正常溶解氧状态肝素钠抗凝剂下

血细胞出现双核现象，柠檬酸钠和乙二胺四乙酸二钾抗凝剂下分别出现嗜酸性、嗜碱性粒细胞和嗜

碱性粒细胞，急性低氧胁迫导致乙二胺四乙酸二钾、肝素钠、柠檬酸钠抗凝剂均观察到双核血细胞，

其中，肝素钠和柠檬酸钠抗凝剂还分别出现微核和无核血细胞。急性低氧胁迫处理后，3 种抗凝剂

作用下血液白细胞数目均显著增高(P<0.05)，乙二胺四乙酸二钾和肝素钠抗凝作用下，红细胞数目

和血红蛋白含量显著升高(P<0.05)，而柠檬酸钠抗凝剂作用下，红细胞数目和血红蛋白含量显著降

低(P<0.05)。3 种抗凝剂作用下血浆葡萄糖和皮质醇浓度显著增高(P<0.05)，但肝素钠抗凝剂作用下，

葡萄糖和皮质醇浓度显著低于柠檬酸钠和乙二胺四乙酸二钾(P<0.05)。综上所述，乙二胺四乙酸二

钾可作为急性低氧胁迫条件下大菱鲆血液学分析的首选抗凝剂。 

关键词    大菱鲆；抗凝剂；抗凝效果；血细胞形态；血液生理生化 

中图分类号 S96  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0068-09 

血液是鱼类血液学研究及诊断的重要材料，由

于鱼体血液中血小板含量高，极易凝结，因此，抗凝

剂 在 研 究 过 程 中 起 到 不 可 或 缺 的 作 用

(Gholipourkanani et al, 2018)。鱼类血液会因不同抗凝

剂的处理对抗凝效果和后续血液指标检测产生不同

的影响，而正确使用抗凝剂会将影响降到最小

(Weinert et al, 2015)。柠檬酸盐、乙二胺四乙酸盐、

草酸盐和肝素等是目前鱼类血液学研究中通常采用

的抗凝剂(Walencik et al, 2007)。鱼类种属多样，血液

抗凝剂选择也不尽相同，研究表明，肝素是鲤鱼

abc
图章
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(Cyprinus carpio)、褐鳟(Salmo trutta)的血液抗凝剂优

选(Walencik et al, 2007; Ciepliński et al, 2019)；也有

研究表明，乙二胺四乙酸盐对褐鳟、白斑狗鱼(Esox 

lucius)和鲻鱼 (Mugil cephalus)血液抗凝效果更佳
(Blaxhall et al, 1973; Mulcahy, 2010; Faggio et al, 
2014)。张峰等(2006)研究发现，不同浓度的肝素钠、

乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸钠和草酸钠 4 种抗凝剂

中， 1.0~1.5 mg/mL 的乙二胺四乙酸二钠对刺参

(Stichopus japonicus)体腔细胞的抗凝效果最好，即使

长时间作用，仍能使细胞保持伸展状态。Ahmed 等

(2014)和 Sheikh 等(2020)认为，肝素钠和乙二胺四乙

酸 二 钾 2 种 抗 凝 剂 中 ， 肝 素 钠 对 全 唇 裂 腹 鱼

(Schizothorax labiatus)和雪鳟(Schizopyge plagiostomus)

的血液生理指标、血细胞形态影响最小，推荐其作为

首选抗凝剂。因此，抗凝剂对不同鱼类血液抗性效果

存在显著种属间差异(Walencik et al, 2007)。 

大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus) 属 鲽 形 目

(Pleuronectiformes)、菱鲆科 (Scophthalmidae)、菱鲆

属(Scophthalmus)，是冷水性深海底层鱼类，原产于

欧洲，自 1992 年引进中国以来，经过近 30 年发展，

养殖年产量稳定在 5 万 t 左右，占世界养殖大菱鲆产

量 80%以上，同时，形成较为完善的上下游产业链，

成为我国海水鱼类养殖的重要优良品种之一(雷霁霖

等, 2012)。国内外在大菱鲆苗种繁育、养殖模式、饲

料营养、疾病防控、产品质量安全与加工技术等方面

进行了较为系统性的研究(Qiang et al, 2004; 马爱军等, 

2003; Pyanov, 2021)。目前，陆基工厂化循环水养殖

是大菱鲆主要养殖模式，养殖水体温度和溶解氧是养

殖过程中 2 个重要环境因子，特别是在高密度养殖条

件下，保证养殖水体中充足的溶解氧是维持大菱鲆正

常生理代谢的关键(吴志昊, 2011; 乔玮, 2014)。低氧环

境对大菱鲆生理状态产生显著影响，已有研究表明，

低氧环境可导致大菱鲆血液 RBC、Hb 和 Hct 显著上

调，而不同抗凝剂下血液抗凝效果也会产生显著不同

(刘伟东, 2009; Jia et al, 2021)，上述研究过程中都涉

及到对大菱鲆相关生理生化指标检测，特别是对血液

样品采集和检测更是广泛应用，但急性低氧胁迫下使

用抗凝剂对大菱鲆血液产生的影响还未可知。刘伟东

等(2009)使用乙二胺四乙酸作为抗凝剂，研究了低温

条件下大菱鲆保活过程中血液生理生化变化，发现抽

血过程中血液较正常状态黏稠，流动性也不如正常状

态好。纪利芹(2014)使用肝素钠作为血液抗凝剂，研

究了连续降温对大菱鲆血液生理生化指标的影响。目

前涉及大菱鲆血液生理生化指标检测的研究中，抗凝

剂选择上存在显著不同。本研究通过选用柠檬酸钠、

肝素钠、乙二胺四乙酸二钾 3 种常用抗凝剂，对正常

溶解氧和急性低氧胁迫条件下，上述抗凝剂的抗凝效

果进行对比分析，以期筛选出急性低氧胁迫条件下大

菱鲆血液研究的最适抗凝剂，为急性低氧环境中大菱

鲆血液学研究及健康养殖提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验鱼由山东省烟台市经济开发区天源水产有

限公司提供，共 54 尾，体质健康活泼，外观无损伤，

平均体质量为(200.21±23.17) g，平均体长为(14.25± 

3.75) cm，实验前将全部实验鱼在循环水养殖系统中

暂养 2 周，保持水温范围为(18.0±0.5)℃，水中溶解

氧浓度为 (8.5±0.5) mg/L，pH 为 7.6±0.4，NH3-N< 

0.1 mg/L，每日饱食投喂商品饲料(海童，潍坊三通生

物工程有限公司) 2 次，实验前 24 h 禁食。实验中所

用 3 种一次性负压静脉采血管购于山东鸿海医疗器

械有限公司，抗凝管内添加剂浓度分别为肝素钠

12~30 IU，柠檬酸钠 105~109 mmol/L，乙二胺四乙酸

二钾 15~22 mg/mL。 

1.2  实验方法 

1.2.1  实验设计和样品采集    实验分为对照组和

处理组(急性低氧胁迫)，每组设置 3 个平行，每个平

行选用 9 尾大菱鲆。对照组将所需实验鱼(循环水中

暂养)放入含有 200 mg/L MS-222 的海水溶液中，至

深度麻醉后迅速捞起，将含有 3 种抗凝剂(肝素钠、

柠檬酸钠和乙二胺四乙酸二钾)的一次性负压静脉采

血管连接一次性静脉采血针从大菱鲆尾静脉处抽取

5 mL 静脉血后，将采血管静置。处理组则将实验鱼

放入预先充入氮气实验桶中溶解氧含量为 (1.2± 

0.3) mg/L，实验期间使用溶氧仪(AZ8603 型台湾衡欣)

实时监测水体溶解氧变化，维持 2 h 后进行麻醉采血，

采血方法同对照组。 

1.2.2  凝血观察与血涂片制作    自血液注入采血

管内开始计时，将采血管静置 6 h 和 12 h 后，观察采

血管内血液凝结程度，记录管内血液凝结物比例。血

涂片的制作采用姬姆萨染色法，姬姆萨原液购于北京

索莱宝科技有限公司(G1015)，使用方法参照说明书。

血涂片制作时，先将载玻片清洗干净，用移液枪取

5 µL 血液滴在载玻片一侧，将盖玻片一端接触血液，

匀速推出，晾干后，甲醇固定 10~15 min，再放入充

满染色液的染色缸中着色 15~30 min，着色完毕取出载

玻片用蒸馏水洗净后晾干，显微镜下观察血细胞形态。 
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1.2.3  血液生理生化指标测定    将血液样本分为

2 份，置于 1.5 mL 离心管中，1 份在 4℃、3500 r/min

条件下离心 10 min，取上清液，保存于–80℃，用于

检测血浆葡萄糖和皮质醇浓度，另 1 份于 4℃冰箱保

存，使用迈瑞全自动血液细胞分析仪(BC-2800 vet)检

测血液红细胞数目(1012/L)、白细胞数目(109/L)、血红

蛋白含量(g/L)和红细胞积压(%)。血浆皮质醇含量采

用放射性同位素免疫法(RIA)，试剂盒(KIPI28000)购

自北京北方生物技术研究所；血浆葡萄糖含量测定试

剂盒(F006-1-1)购于南京建成生物工程研究所，操作

步骤参见说明书。 

1.3  数据处理 

实验结果用平均值±标准差(Mean±SD)表示，采用

SPSS 18.0 软件进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，

使用 Duncan 多重比较分析 3 种抗凝剂在两种状态下

的组间差异，P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  3 种抗凝剂对大菱鲆血液抗凝效果的影响 

由图 1 可见，正常溶解氧状态下乙二胺四乙酸二钾

抗凝效果显著，急性低氧胁迫下静置 6 h 和 12 h 后，抗

凝效果显著，抗凝剂分别为乙二胺四乙酸二钾和肝素钠。 

 
 

图 1  不同作用时间下 3 种抗凝剂对大菱鲆 

血液抗凝效果的影响 
Fig.1  Effects of three anticoagulants on turbot blood  

cells during different treatment time 

2.2  3 种抗凝剂处理下大菱鲆血细胞涂片的显微观察 

图 2 中为对照组和处理组乙二胺四乙酸二钾、肝

素钠、柠檬酸钠 3 种抗凝剂下细胞显微图。对照组在

3 种抗凝剂作用下，分别出现嗜碱性粒细胞(图 2A)，

中性粒细胞和双核细胞(图 2B)，嗜碱性粒细胞、嗜

酸性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞(图 2C)。处理组

3 种抗凝剂(图 2D、E、F)作用下均出现双核细胞，处

理组肝素钠 (图 2E)和柠檬酸钠 (图 2F)抗凝作用 
 

 
 

图 2  不同抗凝剂下大菱鲆血细胞显微结构 
Fig.2  Microstructure of blood cells of turbot under different anticoagulants 

A：嗜碱性粒细胞(BAS)；B：中性粒细胞(NEU)；C：嗜酸性粒细胞(EOS)，淋巴细胞(LYM)， 

单核细胞(MNC)，嗜碱性粒细胞(BAS)；D：单核细胞(MNC)，淋巴细胞(LYM)，双核细胞(BNC)； 

E：双核细胞(BNC)，微核细胞(MN)；F：双核细胞(BNC)，无核细胞(ERY)。 
A: Basophil (BAS); B: Neutrophils (NEU); C: Eosinophils (EOS), Lymphocytes (LYM), Monocytes (MNC),  

Basophil (BAS); D: Monocytes (MNC), Lymphocytes (LYM), Binucleate cells (BNC); E: Binucleate cells (BNC),  
Micronucleus cells (MN); F: Binucleate cells (BNC), Erythroplastid (ERY).  
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下还分别出现微核细胞和无核红细胞。 

2.3  3 种抗凝剂对急性低氧胁迫下大菱鲆血液生理

生化指标的影响 

2.3.1  3 种抗凝剂对急性低氧胁迫下大菱鲆血液生理

指标的影响    急性低氧胁迫处理后，3 种抗凝剂作

用下大菱鲆血液白细胞数目均显著增多 (图 3 A ) 

(P<0.05)，肝素钠和乙二胺四乙酸二钾抗凝作用下， 

大菱鲆血液红细胞数目(图 3B)和血红蛋白含量显著

增加(图 3D)，但柠檬酸钠抗凝作用下大菱鲆红细胞数

目和血红蛋白含量显著降低(P<0.05)。处理组中 3 种

抗凝剂作用下大菱鲆红细胞积压变化均不显著(图 3C) 

(P>0.05)。 

2.3.2  3 种抗凝剂对急性低氧胁迫下大菱鲆血液生化

指标的影响    急性低氧胁迫处理后大菱鲆血浆葡

萄糖浓度均显著增加(图 4A) (P<0.05)，但肝素钠抗凝 
 

 
 

图 3  3 种抗凝剂对急性低氧胁迫下大菱鲆白细胞数目、红细胞数目、红细胞积压和血红蛋白含量的影响 
Fig.3  Effects of three anticoagulants on white blood cell numbers, red blood cell numbers,  

hematocrit and hemoglobin content under acute hypoxia stress in turbot 

不同字母表示组间差异显著，P<0.05。下同。 
Different letters indicate significant differences, P<0.05. The same as below. 

 

 
 

图 4  3 种抗凝剂对急性低氧胁迫下大菱鲆血浆葡萄糖和皮质醇浓度的影响 
Fig.4  Effects of three anticoagulants on turbot plasma glucose and cortisol content under acute hypoxia stress 
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作用下，葡萄糖浓度显著低于柠檬酸钠和乙二胺四乙

酸二钾(P<0.05)。同时，大菱鲆血浆皮质醇浓度也出

现类似变化趋势，急性低氧胁迫处理后，其浓度均显

著增加，肝素钠抗凝作用下，皮质醇浓度显著低于柠

檬酸钠和乙二胺四乙酸二钾(图 4B) (P<0.05)。 

3  讨论 

鱼类血液采集经抗凝剂作用后可分离出血浆，用

于后续指标检测。其中，肝素钠主要是通过结合血浆

中的抗凝蛋白阻止血液凝固，而柠檬酸钠和乙二胺四

乙酸二钾能抑制血小板聚集和螯合 Ca2+形成不易解

离但可溶解的络合物，从而减少血液中 Ca2+浓度，阻

止血液凝固(Faggio et al, 2014)。刘凯等(2017)研究发

现，肝素钠、柠檬酸钠、草酸钾和乙二胺四乙酸二钾

均可延长鲫鱼(Carassius auratus)外周血的凝固时间。

本研究中，柠檬酸钠和肝素钠在短时间内抗凝效果不

显著，可能是柠檬酸钠与大菱鲆血液中 Ca2+存在特异

性结合，而肝素钠可能无法与大菱鲆血浆中的抗凝蛋

白结合，从而不能减轻血液凝固现象，这种现象在鲻

鱼、刺参中也有类似报道(张峰等, 2006; Faggio et al, 

2014)。  
目前，鱼类血细胞涂片制作是通过尾静脉采血后

加入抗凝剂，抗凝剂可抑制血小板聚集，选用正确的

抗凝剂对血细胞形态影响较小(曹文芝等, 2014)。周雪莹

等(2007)研究表明，大菱鲆血细胞分为红细胞、淋巴

细胞、单核细胞、嗜中性粒细胞和血栓细胞 5 种类型，

未发现嗜酸性和嗜碱性粒细胞。本研究中，对照组柠

檬酸钠抗凝作用下出现嗜酸性和嗜碱性粒细胞，乙二

胺四乙酸二钾抗凝剂下未出现嗜酸性粒细胞，这与上

述大菱鲆血细胞类型研究相悖。吴志昊等(2011)研究

表明，高氧可导致大菱鲆出现核异常现象，极低氧则

因大菱鲆在较短时间内死亡，无法观察到核异常情况

出现。核异常现象包括核质外凸、核质内凹、双核等。

此外，制药工厂及医院排放的污水、银和铜的氧化物

毒性等不利因素也会导致尖齿胡鲶(Clarias gariepinus)

出现核异常细胞(Alimba et al, 2017、2019; Ogunsuyi 

et al, 2019)。在本研究中，对照组肝素钠抗凝作用下

血涂片中出现双核细胞，可能是肝素钠作为一种不利

因子参与大菱鲆血液抗凝。急性低氧胁迫处理后，乙

二胺四乙酸二钾、肝素钠和柠檬酸钠抗凝剂下均观察

到双核血细胞，其中，肝素钠和柠檬酸钠抗凝剂下还

分别出现微核和无核血细胞。 

血液白细胞是鱼类机体细胞免疫和体液免疫的

主要组成部分，主要功能是保护机体免受内外因素的

侵害(常志成等, 2018)；红细胞是鱼类血液中最多的

细胞，同哺乳动物类似，主要功能就是运输 O2 和 CO2 

(高泽霞等, 2008)；血红蛋白的主要功能是储存和运

输 O2 (王跃群等, 1998)。影响全血黏度的因子为红细

胞压积和血红蛋白(Bao et al, 2018)。因此，上述血液指

标可以反映鱼类在不同状况下的生理状态，也经常作

为评价鱼类生理状态的重要血液学参数(Ahmed et al, 

2019)。所以，本研究将正常和低氧胁迫条件下抗凝

剂对大菱鲆血液指标的影响进行对比分析发现，低氧

胁迫条件下白细胞数目均显著增高(P<0.05)，在吉富

罗 非 鱼 (Oreochromis niloticus) 、 花 鲈 (Lateolabrax 

maculatus)幼鱼中均有发现(陈德举等, 2019; 常志成

等, 2018)。低氧胁迫条件下，肝素钠、乙二胺四乙酸

二钾抗凝剂作用下大菱鲆红细胞数目显著增多

(P<0.05)，在暗纹东方鲀(Takifugu fasciatus)、鲫鱼幼

鱼、西伯利亚鲟(Acipenser baerii)中均有研究(李欣茹, 

2018; 王晓雯等, 2016; 张曦等, 2011)。张国松(2017)

研究表明，在低氧条件下，鱼类会通过增加红细胞数

目从而增加血红蛋白含量来提高携氧能力，使机体应

对低氧环境下的应激反应。但在本研究中，柠檬酸钠

抗凝作用下红细胞数目和血红蛋白含量显著降低

(P<0.05)，这可能是由于柠檬酸钠会导致红细胞出现

溶血，从而造成红细胞减少(李双安等, 2005)。研究

表明，乙二胺四乙酸二钾和肝素对褐鳟、横口裂腹鱼

(Schizopyge plagiostomus)、全唇裂腹鱼(Schizothorax 

labiatus)血红蛋白含量无影响(Ciepliński et al, 2019; 

Sheikh et al, 2020; Ahmed et al, 2014)，与对照组结果

相似。上述报道中，乙二胺四乙酸二钾与肝素钠相

比，横口裂腹鱼、全唇裂腹鱼血液红细胞数目较低，

但在本研究中，二者红细胞数目无显著差异。研究

发现，乙二胺四乙酸和肝素会使横口裂腹鱼、波斯

鲟(Persian sturgeon)血液红细胞积压较高(Sheikh et 

al, 2020; Gholipourkanani et al, 2018)。本研究表明，

柠檬酸钠与乙二胺四乙酸二钾相比红细胞积压显著

升高(P<0.05)，这可能与柠檬酸钠会导致红细胞肿胀

有关(Faggio et al, 2014)，上述报道与本研究结果不

一致。 

鱼类血液中的葡萄糖主要为机体提供能量，以确

保各组织器官的正常运行。葡萄糖浓度会因环境因素

应激而发生改变，军曹鱼(Rachycentron canadum)经急

性低氧胁迫后，血浆葡萄糖浓度明显升高(黄建盛等, 

2019)。在本研究中，急性低氧胁迫处理后，葡萄糖

浓度显著增高(P<0.05)，肝素钠与其他 2 种抗凝剂相

比，葡萄糖浓度显著降低(P<0.05)。研究表明，血液
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离体后，常温下血液中的葡萄糖会被分解代谢，从而

导致葡萄糖含量降低(代胜奇, 2012)。鱼类的应激反

应类似于高等脊椎动物，快速释放儿茶酚胺，随后释

放皮质醇(Clauss et al, 2008)。皮质醇为一种稳定的应

激激素，在低氧条件下，刺参的皮质醇浓度显著增加

(周晓梦等, 2018)。Vijayan 等(1997)研究表明，皮质

醇浓度会随葡萄糖浓度的增加而增加。本研究中，急

性低氧胁迫处理后，肝素钠抗凝剂作用下皮质醇含量

与其他 2 种抗凝剂相比显著降低(P< 0.05)，同上述结

果描述一致。 

综上，本研究发现，体质量为(200.21±23.17) g

的大菱鲆在乙二胺四乙酸二钾、肝素钠和柠檬酸钠  

3 种抗凝剂作用下，正常溶解氧状态下乙二胺四乙酸

二钾抗凝效果显著，急性低氧胁迫下静置 6 h 和 12 h

后，抗凝效果显著的抗凝剂分别为为乙二胺四乙酸二

钾和肝素钠。肝素钠抗凝剂下出现双核血细胞，柠檬

酸钠和乙二胺四乙酸二钾抗凝剂下分别出现嗜酸性、

嗜碱性粒细胞和嗜碱性粒细胞。急性低氧胁迫处理

后，肝素钠、柠檬酸钠抗凝剂下出现微核和无核血细

胞，同时，肝素钠抗凝作用下葡萄糖和皮质醇浓度显

著低于柠檬酸钠和乙二胺四乙酸二钾。此外，柠檬酸

钠在急性低氧条件下红细胞数目和血红蛋白含量显

著降低。综上，乙二胺四乙酸二钾可作为急性低氧胁

迫条件下大菱鲆血液学分析的首选抗凝剂。 
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Effects of Three Different Anticoagulants on Blood Cell Morphology,  
Anticoagulation, and Hematological Parameters in Turbot  

(Scophthalmus maximus) 
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, YAN Dongchun1① 
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Abstract    Fish blood tends to coagulate due to its specialized characteristics. In general, the detection of 

blood physiological indices using anticoagulants reflects normal physiological status. However, the selection 

and application of anticoagulants have no uniform standards because of the specificity and diversity of fish 

species. In the present study, the effects of three different anticoagulants (sodium heparin, K2EDTA, and 

sodium citrate) were investigated on coagulation, blood cell type, hematological parameters (white blood 

cells, red blood cells, hematocrit, and hemoglobin), and plasma cortisol and glucose contents in turbot during 

acute hypoxic stress. The choice of anticoagulants may result in significant differences in turbot blood 

physiology and chemistry. To supply technological support in turbot hematological research and 

best-practice aquaculture, this study compared the effects of three common anticoagulants between normal 

dissolved oxygen and acute hypoxic states. The recirculating aquaculture system is the main culture model 

for turbot; water temperature and dissolved oxygen levels are important environmental factors, especially in 

high-density industrial systems. Sufficient oxygen is key to maintaining normal metabolism in turbot. 

Experimental procedures were designed for control and treatment groups, each group had three parallels, and 
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54 turbots were studied in all. In the control group, 200 mg/L MS-222 was used to anesthetize a specimen 

before collecting 5 mL of blood from the caudal vein; the blood was transferred through a needle and 

vacuum tubes containing three different anticoagulants, then the vacuum tubes were stored for evaluation 

after 6 h and 12 h. In the treatment group, nitrogen gas was used to rapidly reduce the concentration of 

dissolved oxygen in the container to (1.2±0.3) mg/L (measured with a dissolved oxygen meter), after which 

the same procedure of anesthesia and blood collection was conducted. For blood cell type and morphology 

studies, the Giemsa staining method was used to make blood smears. The original solution of Giemsa was 

diluted before use. The slide was sterilized before a drop of blood was placed on one side of the slide; one 

edge of a cover glass was placed in contact with the drop of blood and pushed to the opposite side of the 

slide at a constant velocity; the slide was then fixed with methanol for 10~15 min and stained for 15~30 min. 

The smears were washed and dried after staining. Finally, the stained smears were observed under a Leica 

microscope to determine blood cell morphology, and images were taken. Blood samples were divided into 

two parts for detecting physiological and biochemical indices: one was centrifuged at 3500 r/min for 10 min, 

and the supernatant was stored at –80℃ for the detection of plasma glucose and cortisol content using 

commercial kits. The residual blood samples were stored in a refrigerator at 4℃ for the detection of 

physiological indices using an automatic blood cell analyzer. The anticoagulant effect of K2EDTA was most 

effective under a normal dissolved oxygen state, and the anticoagulant effect of K2EDTA and heparin 

sodium were most effective after 6 h and 12 h of exposure to acute hypoxia stress, respectively. In addition 

to coagulation, blood cell morphology showed that binucleate cells occurred through sodium heparin, 

eosinophils, and basophils through sodium citrate and basophils through K2EDTA in the control. Three 

nucleus abnormality types were identified in the smears: micronucleus cells, binucleate cells, and 

erythroplastids. Binucleate cells were found using sodium heparin in the control group. In addition, 

binucleate cells were observed under three different anticoagulants in the treatment group, and micronucleus 

cells and erythroplastids were observed in the treatment group. The hematological index showed that the 

number of white blood cells was significantly increased by treatment with three anticoagulants during acute 

hypoxic stress (P<0.05), and the number of red blood cells and hemoglobin content was significantly 

increased by treatment with K2EDTA and sodium heparin (P<0.05). However, they were significantly 

reduced after treatment with sodium citrate. In addition, the plasma glucose and cortisol content were 

significantly increased when subjected to acute hypoxic stress, but the content of sodium heparin was 

significantly lower than that of both sodium citrate and K2EDTA. In summary, K2EDTA showed less blood 

coagulation than other anticoagulants, sodium heparin caused binucleate cells and decreased plasma glucose 

and cortisol, and sodium citrate affected the number of red blood cells and hemoglobin content. K2EDTA is 

the more promising anticoagulant compared to sodium heparin and sodium citrate for blood analysis of 

turbot and promotes the precision of turbot hematological studies under acute hypoxic conditions. 

Key words    Scophthalmus maximus; Anticoagulants; Anticoagulant effect; Blood cell morphology; Blood 

physiology and biochemistry 
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养殖和野生亚东鲑机体成分比较分析* 
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摘要    亚东鲑(Salmo trutta fario)是鲑属鱼类在青藏高原仅有的鱼类种群，是亚东地区全国农产品

地理标志产品。本研究对西藏亚东地区野生和养殖亚东鲑的常规营养成分及各组织氨基酸和脂肪酸

组成进行分析，旨在比较野生和养殖亚东鲑营养成分的异同，为养殖亚东鲑的品质评价和饲料配方

的完善提供参考信息。实验采集亚东河中野生亚东鲑和亚东渔业产业园中使用配合饲料养殖的亚东

鲑各 10 尾用于相关成分分析，每尾为一个独立样本。结果显示，野生组肥满度显著低于养殖组，

而全鱼水分和灰分显著高于养殖组。全鱼粗蛋白、粗脂肪以及肝脏常规成分在野生组和养殖组间无

显著差异。野生组肌肉粗脂肪显著低于养殖组，而水分含量显著高于养殖组。野生组全鱼必需氨基

酸总量显著高于养殖组，且野生组肌肉中苏氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸和甘氨酸含量显著高

于养殖组。野生组全鱼、肌肉和肝脏中饱和脂肪酸、n-3 多不饱和脂肪酸(n-3 PUFA)总量、EPA、

C20:4n-6 以及肌肉中 DHA 含量高于养殖组，而全鱼和组织中单不饱和脂肪酸和 n-6 PUFA 总量低

于养殖组。综上所述，目前养殖亚东鲑和野生亚东鲑在机体成分上存在较大差异。由于养殖鱼类体

成分很大程度上反映了饲料组成，因此，亚东鲑养殖中饲料营养组成可能有待进一步优化。 

关键词    亚东鲑；野生；养殖；营养成分；氨基酸；脂肪酸 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0077-010 

亚 东 鲑 (Salmo trutta fario) 属 于 鲑 形 目

(Salmoniformes)、鲑科(Salmonidae)、鲑属(Salmon)，

原产于欧洲、西亚和非洲北部地区(当地名为“褐鳟”)，

在我国自然水域中仅西藏自治区亚东县有分布。亚东

鲑生存空间较为狭窄，数量有限，而其肉质鲜美、营

养丰富，具有较高的经济价值。在西藏各级政府和水

产科研单位的技术支持下，养殖亚东鲑产业正成为西

藏亚东县培育的支柱产业之一。目前，有关亚东鲑的

研究主要集中在形态学(蒲德永等, 2006)、胚胎发育

(豪富华等, 2006)、生物学和遗传学(豪富华等, 2006; 

王芳, 2015)、分子生物学(郭秀明等, 2014; 李福贵等, 

2014)、生长(豪富华等, 2007; 王常安等, 2017; 王万良

等, 2019; 张弛等, 2019; 王且鲁等, 2020)和病害防治

方法(王且鲁等, 2021)等方面。在上海海洋大学相关专

家的技术援助下，亚东鲑已实现全人工繁育，并依托

当地渔业产业园和养殖合作社实现了中小规模养殖，

目前正全力推进规模化养殖。亚东鲑养殖产业的发展

对乡村振兴和守边固边具有重要意义。 

目前，亚东鲑的养殖全程使用配合饲料，但对其

营养需求参数却缺乏深入细致的研究。虽然世界其他

abc
图章
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区域“褐鳟”甚至其他鲑科鱼类的饲料营养学数据可

以为亚东鲑配合饲料的开发提供依据，但亚东地区具

有青藏高原独特的水文和养殖条件，相关参考资料是

否能够适合本地区亚东鲑的养殖值得商榷。因此，为

加快亚东鲑规模化养殖，其专用配合饲料的开发显得

十分必要。 

鱼类机体的营养组成大体上能够体现其饵料或

饲料的营养组成。当某种鱼基础营养学数据缺乏时，

其机体营养组成是非常重要的参考资料。关于野生与

养殖亚东鲑机体成分、肌肉常规成分、各组织氨基酸

和脂肪酸组成等信息，目前尚未见报道，无法给亚东

鲑配合饲料的配制提供基础参考信息。本研究旨在分

析对比野生和人工养殖亚东鲑的常规成分及各组织

氨基酸和脂肪酸组成，了解二者的营养成分差异，以

期为亚东鲑人工配合饲料配方的改进提供基础资料

和理论依据。同时，相关营养成分还能够为养殖亚东

鲑肉质品质的评估和改进提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与样品处理 

本实验野生亚东鲑样本于 2021 年 4 月采集于西

藏亚东河，体长为13.4~28.7 cm，体重为38.48~346.85 g，

共 10 尾，每尾鱼作为一个独立样本；养殖亚东鲑样

本采集于西藏亚东县产业园亚东鲑繁育养殖基地，体

长为 16.4~24.5 cm，体重为 78.39~275.29 g，共 10 尾，

每尾鱼作为一个独立样本。养殖亚东鲑为以野生亲本

人工繁育的子一代，养殖过程投喂人工配合饲料，饲

料平均水分含量为 7.84%，粗蛋白和粗脂肪含量分别

为 46.33%和 19.43% (均为占饲料鲜重)。根据性腺发

育情况确定了野生组 3 尾雌鱼、养殖组 3 尾雌鱼、4 尾

雄鱼，其他个体尚无法辨别雌雄。将上述鲜鱼在冷冻

保存下由实验人员乘飞机带回中国水产科学研究院

黄海水产研究所并及时送达实验室后取样，将样品放

入–20℃低温冰箱中冷冻保存备测。 

各组 10 尾鱼准确测量体长、称量体重，计算肥

满度。每组各取 7 尾鱼(野生 116.01~346.85 g、养殖

119.17~275.29 g)解剖，称量肝脏、内脏重量，计算肝

体比、脏体比。取肌肉(背鳍正下方 10~15 g)、肝脏

等组织放入冻干机干燥，各组剩余 3 尾鱼进行全鱼冻

干，测定营养成分及氨基酸和脂肪酸组成。 

1.2  测定方法 

1.2.1  常规营养成分的测定    常规营养成分包括

水分、粗蛋白、粗脂肪和灰分。水分采用冷冻干燥法，

粗蛋白含量测定采用凯氏定氮法，粗脂肪含量测定采

用氯仿-甲醇法，灰分含量测定采用马弗炉 550℃高温

灼烧法。 

1.2.2  脂肪酸的测定    脂肪酸的测定采用气相色

谱法。先把样品进行冷冻干燥处理，再将冻干后的样

品先后用 KOH–甲醇和 HCl–甲醇酯化(75℃水浴)，然

后用正己烷萃取 6 h，用气相色谱仪(GC-2010 Pro, 岛

津, 日本)进行测定。气相色谱仪条件：石英毛细管柱

(SH-RT-2560, 100.00 m×0.25 mm×0.20 μm)、火焰电离

探测器。升温程序：以 15℃/min 的速率从 150℃升高

至 200℃；然后以 2℃/min 速率从 200℃升高至 250℃。

进样器和探测器的温度为 250℃。结果以每种脂肪酸

相对于总脂肪酸的百分比表示。 

1.2.3  氨基酸的测定    氨基酸采用盐酸水解法。将

称量后的样品先在 6 mol/L 的盐酸中 110℃水解

22~24 h ， 再 利 用 氨 基 酸 分 析 仪 (Hitachi L-8900 

automatic amino acid analyzer, Hitachi, 日本)测定。 

1.3  统计方法 

实验数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示,采用

SPSS 16.0 进行独立样本 t 检验(independent-samples t 

test)分析，显著性水平为 P<0.05。 

2  结果 

2.1  形态学指标 

由表 1 可知，野生与养殖亚东鲑的肝体比和脏体

比差异不显著(P>0.05)，但养殖亚东鲑脏体比在数值

上高于野生群体 27.5%。野生组亚东鲑的肥满度显著

低于养殖组(P<0.05)。 
 

表 1  野生与养殖亚东鲑的形体指标 
Tab.1  Somatic indices of wild and farmed Yadong trout 

指标 Parameter 野生 Wild 养殖 Farmed

肝体比 Hepatosomatic index /% 1.18±0.15 1.06±0.08

脏体比 Viscerosomatic index /% 7.09±0.55 9.04±0.86

肥满度 Condition factor 1.65±0.05 1.92±0.03*

注：*为显著差异(P<0.05)。下同。 
Note: * Significant difference (P<0.05). The same as 

below. 
 

2.2  常规营养成分 

由表 2 可知，野生组亚东鲑全鱼的水分和灰分含

量显著高于养殖组(P<0.05)，全鱼粗蛋白和粗脂肪在

野生组含量略低，但差异不显著(P>0.05)。野生组亚

东鲑肌肉水分显著高于养殖组(P<0.05)，而肌肉粗脂
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肪显著低于养殖组(P<0.05)，野生组和养殖组肌肉粗

蛋白和灰分含量差异不显著(P>0.05)。野生组和养殖

组亚东鲑肝脏水分、粗蛋白和粗脂肪含量差异不显著

(P>0.05)。 
 

表 2  野生与养殖亚东鲑全鱼、肌肉及肝脏常规 

营养成分含量(%鲜重) 

Tab.2  Proximate nutritional components in whole body, 
muscle and liver of wild and farmed  

Yadong trout (% wet weight) 

指标 Parameter 野生 Wild 养殖 Farmed

全鱼 Whole fish   

水分 Moisture 75.67±0.61 70.97±0.38*

粗蛋白 Crude protein 17.69±0.20 17.83±0.34 

粗脂肪 Crude lipid 15.78±1.28 16.92±1.12 

灰分 Ash 2.67±0.14 2.10±0.03*

肌肉 Muscle   

水分 Moisture 78.08±0.63 75.26±0.73*

粗蛋白 Crude protein 19.80±0.51 20.04±0.39 

粗脂肪 Crude lipid 2.05±0.35 3.62±0.43*

灰分 Ash 1.25±0.02 1.24±0.02 

肝脏 Liver   

水分 Moisture 77.14±1.56 74.74±1.64 

粗蛋白 Crude protein 15.80±1.11 13.91±0.40 

粗脂肪 Crude lipid 4.52±0.76 5.58±0.72 

 

2.3  脂肪酸组成 

由表 3 可知，野生组亚东鲑全鱼的饱和脂肪酸 

(SFA)总量(包括 C16:0 和 C18:0 单体)和 n-3PUFA 总

量显著高于养殖组(P<0.05)，而单不饱和脂肪酸(MUFA)

总量(包括 C16:1n-7 和 C18:1n-9 单体)和 C18:2n-6 显

著低于养殖组(P<0.05)。野生组全鱼 C20:5n-3(EPA)、

C20: 4n-6(ARA) 显 著 高 于 养 殖 组 (P<0.05) ， 但

C22:6n-3(DHA)差异不显著(P>0.05)。 

野生组肌肉中 MUFA 总量 (包括 C16:1n-7 和

C18:1n-9)和 C18:2n-6 显著低于养殖组 (P<0.05)，

n-3PUFA 含量和∑n-3/∑n-6 比例显著高于养殖组

(P<0.05)，而 SFA 含量差异不显著(P>0.05)。野生组

肌肉中 EPA、DHA 和 ARA 都显著高于养殖组(P<0.05)。 

野生组亚东鲑肝脏中 SFA 总量(包括 C16:0 和

C18:0 单体)、n-3PUFA 总量和∑n-3/∑n-6 比例均显著

高于养殖组(P<0.05)，MUFA 总量(包括 C16:1n-7、

C18:1n-9 和 C20:1n-9 单体)和 n-6PUFA 总量(包括

C18:2n-6 和 C20:2n-6 单体)显著低于养殖组(P<0.05)。

野生组亚东鲑肝脏中 EPA 和 ARA 显著高于养殖组

(P<0.05)，但 DHA 差异不显著(P>0.05)。 

2.4  氨基酸组成 

由表 4 可知，共检测氨基酸 17 种，其中，必需

氨基酸 9 种，非必需氨基酸 8 种。野生组和养殖组亚

东鲑的氨基酸含量存在一些差异。野生组亚东鲑必需

氨基酸总量(ƩEAA)和非必需氨基酸总量(ƩNEAA)显

著高于养殖组(P<0.05)，ƩEAA/ƩNEAA 比例差异不显

著(P>0.05)。在 17 种氨基酸中，除精氨酸和甘氨酸

差异不显著(P>0.05)外，其他氨基酸含量均为野生组

显著高于养殖组(P<0.05)。野生组肌肉中必需氨基酸

总量、非需须氨基酸总量和 ƩEAA/ƩNEAA 均与养殖

组差异不显著(P>0.05)，但野生组肌肉中苏氨酸、缬

氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸和甘氨酸显著高于养殖组(P< 

0.05)。野生组亚东鲑肝脏中必需氨基酸总量、非必需

氨基酸总量、ƩEAA/ƩNEAA 和 17 种氨基酸均高于养

殖组(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  养殖和野生亚东鲑常规成分的比较 

鱼类常规成分是其营养品质的重要指标，也是配

合饲料配方的重要参考。从亚东鲑全鱼、肌肉和肝脏

常规成分来看，其肌肉蛋白含量高(鲜重 20%左右)，

具有较高的营养价值。整体上来看，跟其他的鲑鳟鱼

类一样，亚东鲑全鱼具有较高的脂肪含量，其全鱼脂

肪含量高达 15%~17%，但考虑到其肌肉脂肪含量在

4%以内且肝脏脂肪含量只有 6%以内，由此可见，其

腹部脂肪组织较为发达。跟其他的鲑鳟鱼类一样，亚

东鲑的烹饪方式以食用生鱼片为主，因此，其肌肉脂

肪含量对其口感影响甚大。肌肉脂肪含量的增加通常

会降低肌肉硬度。亚东鲑肌肉脂肪含量在 4%以内，

低于大西洋鲑(Salmo salar) (满庆利等, 2014)、虹鳟

(Oncorhynchus mykiss) (朱龙等, 2018)、金鳟(张殿福

等, 2020)等其他鲑鳟鱼类。在一些富脂型鲑鳟鱼类

中，肌肉脂肪含量可高达 15%~20% (张殿福等 , 

2020)。虽然低于其他鲑鳟鱼类，但亚东鲑肌肉脂肪

含量仍高于鲈鱼 (Lateolabrax japonicus)、大菱鲆

(Scophthalmus maximus)、鲤鱼(Cyprinus carpio)、罗

非鱼(Oreochromis niloticus)、大口鳒(Psettodes erumei)

和草鱼 (Ctenopharyngodon idellu)等鱼类 (程汉良等 , 

2013; Ren et al, 2018; Khieokhajonkhet et al, 2019)。尤

其远远高于大西洋鳕(Gadus morhua)、红鳍东方鲀

(Takifugu rubripes)及大菱鲆等一些瘦肌型鱼类，这些

瘦肌型鱼类的肌肉脂肪含量通常仅有 1%左右 (Xu 

et al, 2021)。 
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表 3  野生与养殖亚东鲑全鱼、肌肉和肝脏脂肪酸组成(%总脂肪酸) 
Tab.3  Fatty acid composition in whole fish, muscle and liver of wild and farmed Yadong trout (% total fatty acids) 

全鱼 Whole fish 肌肉 Muscle 肝脏 Liver 
脂肪酸 Fatty acid 

野生 Wild 养殖 Farmed 野生 Wild 养殖 Farmed 野生 Wild 养殖 Farmed

C14:0 2.21±0.24 1.33±0.05* 1.18±0.30 1.10±0.07 1.03±0.09 1.09±0.08 

C16:0 17.67±0.71 10.54±0.18* 15.16±2.65 12.23±0.69 15.01±0.56 13.18±0.95 

C18:0 5.61±0.19 2.28±0.04* 5.16±0.78 3.73±0.76 7.36±0.15 4.79±0.49* 

C20:0 0.25±0.05 0.26±0.00 0.14±0.06 0.28±0.01* 0.25±0.03 0.30±0.03 

∑SFA 25.75±0.95 14.41±0.23* 21.65±3.70 17.35±1.35 23.66±0.53 19.35±1.32* 

C16:1n-7 7.98±0.96 1.48±0.05* 3.62±1.05 1.36±0.09* 3.01±0.36 1.27±0.17* 

C18:1n-9 14.01±1.33 45.61±0.28* 12.15±2.28 39.89±1.40* 11.48±1.51 28.29±2.50* 

C20:1n-9 4.75±0.44 2.51±0.03* 3.04±0.78 3.55±0.22 1.36±0.12 3.53±0.43* 

C22:1n-9 0.29±0.03 1.29±0.12* 0.09±0.06 0.28±0.02 0.26±0.03 0.32±0.03 

C24:1n-9 0.29±0.19 0.38±0.02 3.69±0.63 0.50±0.03* 1.98±0.36 1.12±0.22 

∑MUFA 27.32±2.17 51.27±0.21* 22.6±3.55 45.58±1.65* 18.08±1.56 34.53±2.78* 

C18:2n-6 4.98±0.49 14.47±0.21* 4.38±0.96 12.96±0.56* 2.71±0.28 7.40±0.62* 

C20:2n-6 1.06±0.15 0.73±0.04 0.51±0.16 0.72±0.04 0.65±0.07 1.57±0.22* 

C20:4n-6 0.83±0.03 0.26±0.00* 1.00±0.20 0.35±0.02* 3.32±0.25 1.84±0.21* 

n-6∑PUFA 6.87±0.46 15.45±0.24* 5.89±1.04 14.03±0.58* 6.67±0.36 10.81±0.55* 

C18:3n-3 0.26±0.26 3.74±0.10*   0.67±0.09 1.66±0.19* 

C20:5n-3 7.79±0.46 1.01±0.03* 6.67±1.42 1.19±0.06* 8.60±0.41 2.54±0.16* 

C22:5n-3 2.67±0.13 0.41±0.02* 3.69±0.63 0.50±0.03* 3.60±0.37 0.72±0.03* 

C22:6n-3 6.21±0.25 5.69±0.04 17.24±2.83 10.58±1.20 16.79±0.92 17.67±1.70 

n-3∑PUFA 16.94±0.66 10.85±0.08* 27.61±3.93 12.27±1.27* 29.67±1.11 22.59±1.77* 

∑n-3/∑n-6 2.48±0.15 0.70±0.01* 6.13±2.13 0.90±0.13* 4.47±0.17 2.14±0.21* 

注：SFA：饱和脂肪酸；MUFA：单不饱和脂肪酸；PUFA：多不饱和脂肪酸。 
Note: SFA: Saturated fatty acid; MUFA: Monounsaturated fatty acid; PUFA: Polyunsaturated fatty acid. 
 

野生和养殖亚东鲑的机体成分差异主要集中在

全鱼水分、全鱼灰分、肌肉水分和肌肉脂肪 4 个方面。

在这些组分差异中，肌肉脂肪含量对品质影响较大，

养殖组粗脂肪含量显著高于野生组。在马苏大麻哈鱼

(Oncorhynchus masou) (魏凯等，2020)、半刺厚唇鱼

(Acrossocheilus hemispinus) (林建斌等, 2017)和鳡鱼

(Elopichthys bambusa) (戴阳军等, 2012)等鱼类中也有

类似的结果，而在鳙鱼(Aristichthys nobilis) (王金娜等, 

2 0 1 3 ) 中养殖和野生组粗脂肪差异不明显。导 

致野生组和养殖组粗脂肪差异的原因，一方面是由于

养殖亚东鲑摄食配合饲料，饲料中脂肪含量较高，而

野生亚东鲑在自然环境中以甲壳动物和水生昆虫为

食，食物中脂肪含量相对较低；另一方面，养殖亚东

鲑生存空间较小，食物充足，运动量较少，而野生亚

东鲑生活在河川的山间河段，水流湍急，捕食和游泳

运动消耗大量能量，所以脂肪含量相对较少。然而，

从另一方面来看，在目前的市场需求中，肌肉脂肪含

量的升高有助于提高鱼片的柔顺口感，因此，养殖亚

东鲑肌肉脂肪的升高在一定程度上可以视为正面影

响。而且，在亚东鲑中仍存在通过饲料进一步提高肌

肉脂肪含量的空间和潜力。 

3.2  养殖和野生亚东鲑脂肪酸的比较 

整体上，亚东鲑的脂肪酸组成同其他鱼类类似

(Xu et al, 2021)。SFA 以 C16:0 为主(野生含量在

17.67%左右)，MUFA 以 C18:1n-9 为主(野生含量在

14.01%左右)，n-6 脂肪酸以 C18:2n-6 为主(野生含量

在 4.98%左右)，n-3 脂肪酸以 C20:5n-3 为主(野生含

量在 7.79%左右)。在表征肌肉脂肪酸营养品质的脂肪

酸方面，肌肉 DHA 和 EPA 含量分别为 17.24%和 6.67% 

(占总脂肪酸比例)，与其他鱼类相比，DHA 相对含量

高于乌鳢 (Channa argus)、大麻哈鱼 (Oncorhynchus 

keta)、草鱼，低于红鳍东方鲀、茎柔鱼(Dosidicus gigas)

和莱氏拟乌贼(Sepioteuthis lessoniana)等；而 EPA 相对

含量高于草鱼和大麻哈鱼，低于红鳍东方鲀、茎柔鱼、

莱氏拟乌贼和克氏原螯虾(Procambarus clarkii)等(程

汉良等, 2013; 赵立等, 2015; 于久翔等, 2016; 王继隆

等, 2019; 贡艺等, 2018; 王峥等, 2020; 周剑等, 2021)。 
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表 4  野生与养殖亚东鲑全鱼、肌肉和肝脏氨基酸组成(%干物质基础) 
Tab.4  Amino acid composition in whole fish, muscle and liver of wild and farmed Yadong trout (% dry matter basis) 

全鱼 whole fish 肌肉 Muscle 肝脏 Liver 
氨基酸 Amino acid 

野生 Wild 养殖 Farmed 野生 Wild 养殖 Farmed 野生 Wild 养殖 Farmed

必需氨基酸 EAA    

苏氨酸 Thr 2.90±0.08 2.46±0.05* 3.95±0.10 3.66±0.08* 3.17±0.07 2.17±0.09*

缬氨酸 Val 3.29±0.06 2.81±0.08* 4.69±0.10 4.35±0.09* 4.27±0.13 2.88±0.10*

蛋氨酸 Met 1.95±0.14 1.40±0.09* 2.55±0.12 2.39±0.10 1.99±0.10 1.22±0.04*

异亮氨酸 Ile 2.83±0.06 2.40±0.07* 4.05±0.11 3.79±0.07 3.32±0.13 2.23±0.08*

亮氨酸 Leu 4.72±0.11 4.12±0.11* 6.77±0.16 6.37±0.14 5.89±0.15 3.95±0.14*

苯丙氨酸 Phe 3.01±0.05 2.73±0.06* 4.27±0.08 4.01±0.07* 3.73±0.11 2.64±0.13*

赖氨酸 Lys 5.30±0.11 4.60±0.11* 7.87±0.17 7.25±0.14* 5.27±0.12 3.53±0.12*

组氨酸 His 1.66±0.01 1.38±0.06* 2.42±0.06 2.30±0.06 2.24±0.05 1.46±0.05*

精氨酸 Arg 3.90±0.07 3.40±0.19 4.98±0.15 4.86±0.14 4.63±0.22 3.04±0.10*

非必需氨基酸 NEAA       

牛磺酸 Tau 0.90±0.04 0.51±0.03* 0.55±0.05 0.45±0.05 1.38±0.09 1.13±0.04*

天冬氨酸 Asp 6.34±0.22 5.57±0.16* 8.63±0.23 8.14±0.19 6.09±0.14 4.28±0.18*

丝氨酸 Ser 2.71±0.10 2.26±0.03* 3.23±0.09 3.06±0.08 3.05±0.06 2.07±0.09*

谷氨酸 Glu 9.78±0.23 8.35±0.12* 13.56±0.36 12.56±0.30 8.15±0.16 6.18±0.23*

甘氨酸 Gly 4.83±0.34 4.21±0.31 4.13±0.08 3.78±0.11* 3.48±0.10 2.60±0.13*

丙氨酸 Ala 4.09±0.15 3.57±0.10* 5.02±0.12 4.76±0.10 4.33±0.10 2.90±0.10*

半胱氨酸 Cys 0.64±0.01 0.47±0.02* 0.79±0.04 0.76±0.05 0.89±0.04 0.59±0.04*

酪氨酸 Tyr 2.25±0.07 1.91±0.07* 3.27±0.10 3.16±0.07 2.95±0.09 1.91±0.06*

总必需氨基酸 ƩEAA 29.60±0.55 25.30±0.62* 41.60±0.95 39.00±0.69 34.50±0.82 23.10±0.75*

总非必需氨基酸 ƩNEAA 31.50±1.00 26.80±0.57* 39.2±1.01 36.7±0.88 30.3±0.69 21.70±0.82*

ƩEAA/ƩNEAA 0.94±0.02 0.94±0.02 1.06±0.01 1.06±0.01 1.14±0.02 1.07±0.01*

总氨基酸 TAA 61.09±1.52 52.13±1.01* 80.73±1.94 75.64±1.56 60.8±4.20 44.77±1.54*

 
本研究发现，野生和养殖亚东鲑肌肉脂肪酸组成

差异较大。整体上，与野生亚东鲑相比，养殖亚东鲑

具有更低的 C16:0 等 SFA 和 DHA、EPA 等 n-3PUFA，

更高的 C18:1n-9 等 MUFA 和 C18:2n-6。鱼体脂肪酸

具有很高的可塑性，很大程度上体现了饲料的脂肪酸

组成(Xu et al, 2020)。在其他鱼种中进行的养殖和野

生脂肪酸对比实验中发现，在白鲷(Diplodus sargus)

肌肉中，与野生个体相比，养殖的白鲷具有更低的

ARA 等 n-6PUFA，更高的 C14:0 等 SFA 和 EPA 等

n-3PUFA (Cejas et al, 2004)；在高体 (Seriola dumerili)

肌肉中，与野生个体相比，养殖的高体 具有更低的

C16:0 等 SFA 和 ARA 等 n-6PUFA，更高的 C14:0 等

SFA 和 EPA 等 n-3PUFA (Rodríguez-Barreto et al, 

2012)；在章鱼(Octopus vulgaris)肌肉中，与野生个体

相比，养殖的章鱼有更低的 C18:1n-9 等 MUFA 和 EPA

等 n-3PUFA，更高的 ARA 等 n-6PUFA (Estefanell et al, 

2015)。从本研究的野生和养殖差异对比来看，目前

的 亚 东 鲑 配 合 饲 料 中 具 有 更 高 的 C18:1n-9 和

C18:2n-6，而更低的 C16:0、EPA 和 DHA 等。推测这

主 要 是 因 为 配 合 饲 料 中 使 用 了 较 多 的 豆 油 ( 以

C18:2n-6为特征性脂肪酸)和菜籽油(以 C18:1n-9 为特

征性脂肪酸)。SFA 和 MUFA 对 n-3PUFA 的节约效应

在已有很多报道，尤其是在一些肉食性鱼类中效果较

好(Bendiksen et al, 2003; Salini et al, 2015、2017; 

Rombenso et al, 2018)。在如今豆油价格较高的情况

下，拓宽脂肪源的供应渠道，如使用 SFA 和 MUFA

含量较高的动物脂肪或者棕榈油可能会同时满足降

低饲料成本和提高动物生长性能的需求。 

从肌肉脂肪酸品质来看，野生组 n-3PUFA 显著

高于养殖组，而 SFA 和 MUFA 等影响要小一些。类

似 的 结 果 在 草 鱼 ( 程 汉 良 等 , 2013) 、 光 唇 鱼

(Acrossocheilus yunnanensis) (李正友等, 2016)等鱼类
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中也有报道。有许多研究表明，环境和饲料中的脂肪

酸组成对鱼体中不饱和脂肪酸影响较明显，但对饱和

脂肪酸影响较小。但无论如何，如果仅从 n-3PUFA

含量来看，养殖亚东鲑的脂肪酸品质是下降的，这也

是所有养殖鱼类中普遍存在的问题。目前，常采用投

喂高 n-3PUFA 含量的油类(如藻油和单细胞发酵的油

类)或改变投喂策略(鱼油和替代油源交替投喂或者替

代油源投喂后重新投喂鱼油)等方式来重新提高养殖

鱼类肌肉中的 n-3PUFA 含量(Osmond et al, 2019; Bi 

et al, 2021; Liao et al, 2021; Xu et al, 2021)。 

3.3  养殖和野生亚东鲑氨基酸的比较 

野生亚东鲑和养殖亚东鲑肌肉中氨基酸总量(干

物质)分别为 80.73%和 75.64%。与其他鱼类相比，肌

肉氨基酸总量高于齐尔白鲑(Coregonus nasus) (张钰

等, 2020)、梭鲈(Sander lucioperca) (孙志鹏等, 2020)、

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) (马爱军等, 2006)、

菊黄东方鲀(Takifug flavidu) (周裕华等, 2021)和草鱼

(程汉良等, 2013)等种类。肌肉中谷氨酸含量 高，

其次是天冬氨酸，牛磺酸含量 低。众所周知，谷氨

酸和天冬氨酸是呈味氨基酸，呈味氨基酸使肉质更鲜

美，这可能也是亚东鲑鱼肉味道鲜美的原因之一。 

鱼类的生长主要是靠体内蛋白质的积累，而蛋白

质是由氨基酸组成。养殖亚东鲑与野生亚东鲑相比，

其氨基酸总量和必需氨基酸总量均明显低于野生亚

东鲑。对鱼类而言，组成蛋白质的必需氨基酸有 10 种：

赖氨酸、色氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苏

氨酸、蛋氨酸、缬氨酸、组氨酸和精氨酸。本研究检

测了除色氨酸外其他的 9 种必需氨基酸，这些必需氨

基酸除精氨酸外，养殖组其他必需氨基酸均低于野生

亚东鲑，在银鲳(Pampus argenteus)幼鱼(彭士明等 , 

2008)中也有类似的结果，推测原因可能饲料中氨基

酸含量并没有达到所需的平衡状态。 

4  结论 

从机体成分来看，亚东鲑机体蛋白含量较高，肌

肉脂肪含量在鲑鳟鱼类中处于偏低水平。与野生种群

相比，养殖亚东鲑具有更高的肥满度、脏体比和肌肉

脂肪含量，更低的全鱼水分和灰分。在脂肪酸组成方

面，与野生群体相比，养殖亚东鲑具有更高的

C18:1n-9 和 C18:2n-6 含量，而具有更低的饱和脂肪

酸和 n-3 长链多不饱和脂肪酸。养殖亚东鲑必需氨基

酸含量普遍低于野生群体。成分分析研究表明，目前

的亚东鲑配合饲料在营养组成上仍需进一步完善，尤

其是饱和脂肪酸和 n-3 长链多不饱和脂肪酸的供应及

氨基酸平衡方面。 
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Composition Analysis of Farmed and Wild Yadong Trout (Salmo trutta fario) 
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Abstract    Yadong trout (Salmo trutta fario), the only salmonid fish in the Tibetan Plateau, is a 

national agricultural product with geographical indications in Yadong. The development of Yadong trout 

aquaculture has significant implications for local farmers. However, no study has yet investigated the 

nutrient requirements of this fish. This study aimed to analyze the proximate amino acid, and fatty acid 

composition of various tissues of wild and farmed Yadong trout, in order to provide a reference for the 

evaluation of fish fillets and the formulation of optimal feed. Ten wild fish captured in the Yadong River, 

and 10 fish farmed with formulated feed in Yadong Industry Park were used in this study. The farmed fish 

were F1 generation wild broodstock captured in the Yadong River and fed formulated feeds throughout 

their lifetime. The body length of wild Yadong trout was in the range of 13.4~28.7 cm, and the body 

weight was in the range of 38.48~346.85 g. The body length and body weight of farmed Yadong trout 

were in the range of 16.4~24.5 cm and 78.39~275.29 g, respectively. Frozen samples were transported to 

the laboratory by flight. The proximate composition of whole fish, muscle, and liver; fatty acid 

composition of whole fish and various tissues including muscle, liver, intestine, brain, and eye; as well as 

amino acid composition of whole fish, muscle, and liver were analyzed. The fatty acid composition 

(expressed as % total fatty acids) and amino acid composition (expressed as % dry matter basis) were 

assayed using gas chromatography and an automatic amino acid analyzer, respectively. In addition, t-tests 

were performed for independent samples; results are expressed as the mean ± standard deviation. The 

results showed that wild fish had lower condition factors but higher moisture and ash content than farmed 

fish. Wild fish muscle had lower crude lipid content but higher moisture content than farmed fish. The 

whole-body protein and lipid contents, as well as the proximate composition of the liver, were not 

significantly different between wild and farmed fish (P>0.05). The contents of saturated fatty acids 

(mainly C16:0 and C18:0) and n-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) in whole fish, muscle, and liver 

were significantly higher (P<0.05), whereas contents of monounsaturated fatty acids (MUFA) (mainly 

C16:1n-7 and C18:1n-9) and n-6 PUFA (mainly C18:2n-6) were significantly lower in wild Yadong trout 

than in farmed Yadong trout (P<0.05). EPA and C20:4n-6 in whole fish, muscle, and liver, as well as DHA 

in the muscle of wild Yadong trout were significantly higher than those in farmed Yadong trout (P<0.05). 

In the intestine of wild Yadong trout, the contents of C14:0, C16:0, C18:0, C16:1n-7, C20:5n-3, and 

C22:5n-3 were significantly higher (P<0.05), while those of C18:1n-9 and C18:2n-6 were significantly 

lower (P<0.05) than in the farmed fish. In the brain of wild Yadong trout, the contents of C16:1n-7, 

C20:5n-3, and C22:5n-3 were significantly higher (P<0.05), while the contents of C18:1n-9 and C20:2n-6 

were significantly lower (P<0.05) than those of farmed fish. In the eyes of wild Yadong trout, the contents 

of C14:0, C16:0, and C18:0, C16:1n-7, C20:1n-9, C20:2n-6, C20:4n-6, C20:5n-3, and C22:5n-3 were 

significantly higher (P<0.05), while the contents of C18:1n-9, C22:1n-9, C24:1n-9, C18:2n-6, and 
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C18:3n-3 were significantly lower (P<0.05) than those of farmed Yadong trout. The total essential amino 

acid content in wild fish was significantly higher than that in farmed fish. The contents of threonine, 

valine, phenylalanine, lysine, and glycine in the muscle of wild fish were significantly higher (P<0.05) 

than those in farmed fish, while no significant difference (P>0.05) was observed in other amino acids. 

These results indicate that wild Yadong trout were leaner than farmed trout in terms of muscle lipid 

content. For trout, which are mainly consumed fresh, this trait may make farmed Yadong trout more 

acceptable than wild trout. However, in terms of fatty acid composition and amino acids, the wild Yadong 

trout seemed to be more acceptable than farmed trout. In particular, n-3 PUFA content is an important 

nutritional trait in fish fillets. The wild Yadong trout had higher n-3 PUFA contents than the farmed trout. 

Thus, the fish oil in the feeds of Yadong trout should not be omitted, considering that fish chemical 

composition generally reflects that of their diets. In addition, the price of alternative oils such as soybean 

oil is no longer low; the use of lipid sources in the diets of Yadong trout should be reviewed. Similarly, the 

essential amino acid content in wild Yadong trout was higher than that in the farmed trout, suggesting that 

the protein sources should be reviewed, and a certain level of fish meal should be guaranteed. In 

conclusion, the results of this study indicate that the formulated feeds of Yadong trout need to be further 

optimized.  

Key words    Salmo trutta fario; Wild; Farmed; Nutrient composition; Amino acid; Fatty acid 
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温度渐变和骤变下凡纳滨对虾 

ddit4l 基因的表达分析* 

程  琳 1,3  李旭鹏 2,3  曹宝祥 2,3  盖超伟 1,3   

栾  生 2,3  孔  杰 2,3  孟宪红 2,3① 
(1. 上海海洋大学  水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306； 

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

3. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  山东  青岛  266071) 

摘要    为探索凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) DNA 损伤诱导因子-4 (DNA damage inducible 

transcript 4-like, ddit4l)的结构及功能，以转录组测序获得的 unigene 序列为基础，采用直接 PCR 扩

增方法，获得 ddit4l 完整的 ORF 序列(Lv-ddit4l)。该基因的 ORF 长 495 bp，编码 164 个氨基酸，分

子量为 18.51 kDa，理论等电点为 5.35，包含 1 个 RTP801C 超基因家族功能结构域。多序列比对结

果和系统进化树显示，Lv-ddit4l 与北太平洋雪蟹(Chionoecetes opilio)的同源性最高，为 59.76%，且

与北太平洋雪蟹先聚为一支。组织表达结果显示，Lv-ddit4l 在眼柄、鳃、肝胰腺、神经、肌肉 5 种

组织中均表达，且表达量基本相同。在温度渐变和温度骤变条件下，Lv-ddit4l 在不同组织中表达变

化模式有较大差别。与 26℃水温(对照组)相比，水温渐变至 32℃时，眼柄中 Lv-ddit4l 表达量显著

上调(P<0.05)。之后水温缓慢升至最高温 38℃再以同样的速度回温。回温至 32℃时，鳃、肝胰腺中

Lv-ddit4l 表达量显著上调(P<0.05)。在环境水温从 26℃骤变至 36℃后 10 min 时，鳃、肝胰腺、神

经中 Lv-ddit4l 表达量显著上调(P<0.05)；24 h 时，肌肉中 Lv-ddit4l 表达量显著上调(P<0.05)。当环

境温度分别从 38℃、36℃恢复回 26℃后，凡纳滨对虾体内原先上调表达的 Lv-ddit4l 表达量呈下调

恢复趋势。研究表明，Lv-ddit4l 可能与凡纳滨对虾响应高温胁迫过程相关。 

关键词    凡纳滨对虾；高温；Lv-ddit4l；基因表达 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0087-11 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)俗称南美白

对虾，原产于太平洋西岸水域秘鲁北部至墨西哥桑诺

拉一带，是当今世界上养殖产量最高的对虾种类，也

是我国主要养殖的对虾种类(陈昌生等, 2001)。水温

是影响对虾生长、发育及代谢强度的重要环境因子之

一。对虾为变温动物，其体温随着环境温度的变化而

变化，而环境温度的不同会影响机体的新陈代谢和生

理调节机制(景福涛等, 2006)。凡纳滨对虾幼体的最

abc
图章



88 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

适生长温度为 30~33℃ (陈昌生等 , 2001; 欧黄思 , 

2015)，虾苗生长的最适温度为 28~32℃ (杨锋等 , 

2001)，成虾的适宜温度为 23~33℃(景福涛等, 2006)。

长期生活在低温或高温环境中的凡纳滨对虾始终处

于胁迫状态，导致其免疫适应不良(李强等, 2008)。

高温易造成对虾的免疫力和生产性能下降，导致对虾

患病及死亡率明显增加(胡利杰等, 2020)。在夏季高

温期，对虾病毒病发病严重，该现象主要与环境温度

相关(Cheng et al, 2000; 丁志起等, 2005)。但目前对凡

纳滨对虾温度胁迫的调控关键基因尚无确切的研究

结果。  

DNA 损伤诱导因子-4 (DNA damage inducible 

transcript-4 like, ddit4l)，也称为 REDD2 或 RTP801L，

是首次发现于白血病细胞系 THP-1 的一种应激诱导

蛋白，主要存在于细胞浆、肌动蛋白微丝与核浆中 

(张少校等, 2017)。ddit4l 受到 DNA 损伤、缺氧、缺

血、氧化应激等刺激时，通过影响 DNA 损伤修复因

子、缺氧诱导因子等信号通路来参与调节细胞生存、

增殖与凋亡(Shoshani et al, 2002; Cuaz-Pérolin et al, 

2004; Miyazaki et al, 2009; Simonson et al, 2017)。细

胞自噬是细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器和

大分子物质的过程，在维持蛋白代谢平衡与细胞内环

境稳定、促进细胞的生长发育等方面发挥重要作用

(李国东等, 2009; 马骊等, 2018)。饥饿、活性氧自由

基(ROS)的氧化应激、生长因子缺乏、蛋白质折叠错

误或聚集以及 DNA 损伤等刺激均会诱导细胞发生自

噬(焦寒伟等, 2019)。自噬的一个重要调节因子是哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)，对生长因子、氧浓

度、压力等刺激做出反应，以控制细胞的代谢和生长。

ddit4l 被证明是 mTOR 的上游抑制剂(Corradetti et al, 

2005)，能够通过抑制 mTOR 介导的蛋白质来降低细

胞增殖和分化(Polman et al, 2012)。目前，关于 ddit4l

基因在甲壳动物免疫防御方面的研究较少，在对虾中的

研究更为缺乏。本研究对在不同温度胁迫下凡纳滨对

虾 ddit4l (Lv-ddit4l)的应激表达特性进行分析，可为进

一步探究凡纳滨对虾高温胁迫应答机制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  凡纳滨对虾样品及胁迫处理 

实验动物选取于 2020 年构建的同一个凡纳滨对

虾家系，平均体长为(10.0±0.5) cm，平均体重为(6.5± 

0.5) g。实验地点为中国水产科学研究院黄海水产研

究所遗传育种中心。在规格为 130 cm×80 cm×60 cm

的水箱中暂养 5 d，水温为 26℃，保持连续充气；每

日投喂 3 次饲料，日换水量 1/2。 

高温胁迫实验分为温度渐变实验和温度骤变实

验，均设置 3 个平行实验，整个实验过程无对虾死亡。 

温度渐变实验组：暂养结束后，采用静水法，在

130 cm×80 cm×60 cm 的水箱中，自动恒温加热器调

整水温。在 26℃(对照)恒温之后，以每 12 h 升高 2℃

的速度从 26℃升至 38℃，38℃维持 12 h 后，再以每

12 h 降低 2℃的速度回温至 26℃。取样时间点见图 1。 

 

 
 

 

图 1  温度渐变取样时间点示意图 

Fig.1  Schematic diagram of sample collection  
under gradual change of temperature 

 

温度骤变实验组：凡纳滨对虾在 56 cm× 44 cm× 

36 cm 水箱中养殖。在 26℃(对照)恒温之后，将凡纳

滨对虾直接从 26℃海水中移至 36℃海水中养殖 24 h，

再将凡纳滨对虾直接从 36℃海水中移至 26℃海水中

养殖 48 h。分别在 3 个时间点取样，设置骤变早期和

晚期，取样时间点见图 2。 
 

 
 

 

图 2  温度骤变取样时间点示意图 
Fig.2  Schematic diagram of sample collection  

under acute change of temperature 
 

每个时间点分别从实验组 3 个平行实验中随机

抽取 2 尾，共计 6 尾凡纳滨对虾。每尾凡纳滨对虾取
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眼柄、鳃、肝胰腺、神经和肌肉 5 种组织，神经取腹

神经索部分，共计 48 尾虾的 240 份组织保存于

RNAstore reagent (TIANGEN)中，用于后续的 RNA

提取和基因表达定量实验。 

1.2  总 RNA 的提取和 cDNA 的合成 

使用 RNA-easyTM isolation reagent (Vazyme)提取

眼柄、肝胰腺、鳃和肌肉组织的总 RNA，使用

RNAprep pure micro kit (TIANGEN)提取凡纳滨对虾

神经的总 RNA。使用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质

量及完整性。使用 NanoDrop 2000 UV/Vis 分光光度计

(Thermo Fisher Scientific)在 260 nm和 280 nm下定量总

RNA。使用试剂盒 ReverTra Ace® qPCR RT master mix 

with gDNA remover (TOYOBO)反转录获得 cDNA。 

1.3  Lv-ddit4l 基因序列的验证 

基于高温胁迫实验样品转录组测序获得的 ddit4l

基因的参考序列，使用 Primer Premier 5.0 软件设计

cDNA 序列扩增和基因表达定量所用引物，引物信

息见表 1，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

以反转录获得的 cDNA 为模板，利用上游引物

ddit4l-F 和下游引物 ddit4l-R 通过 PCR 扩增 cDNA 序

列。PCR 反应程序：94℃预变性 2 min；98℃变性 30 s，

61℃退火 30 s，68℃延伸 1 min，35 个循环；68℃ 

5 min。反应后进行琼脂糖凝胶电泳确定扩增产物特

异性和片段大小。PCR 产物委托生工生物工程(上海)

股份有限公司进行 Sanger 测序。将测序结果与转录

组中序列进行对比，验证 Lv-ddit4l 的 cDNA 序列。 

 
表 1  引物名称及序列 

Tab.1  The name and sequence of the primers 

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

ddit4l-F GCTTCTCGCCGTGCAATTGTAGTGT 序列扩增 Sequence amplification 

ddit4l-R TGAAAACGGTCCGAACTATGCTC 序列扩增 Sequence amplification 

qddit4l-F TGCTGTCACCATCTTCATCACC ddit4l 表达定量 ddit4l expression quantitation 

qddit4l-R TTCTTCCTCCACTCGCCCAC ddit4l 表达定量 ddit4l expression quantitation 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 内参表达定量 Internal reference expression quantitation 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 内参表达定量 Internal reference expression quantitation 

 

1.4  Lv-ddit4l 基因的生物信息学分析 

使用 EditSeq 软件分析该基因开放阅读框(ORF)

及推导其氨基酸序列。使用 ExPASy-ProtParam tool 

(https://web.expasy.org/protparam/)软件预测蛋白质分

子质量、理论等电点、不稳定系数等。使用 TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)软件分析蛋

白质的跨膜区。使用 SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu. 

dk/services/SignalP/) 软 件 进 行 信 号 肽预 测 。 使 用

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

NetNGlyc/)软件进行糖基化位点分析。使用 NetPhos 

3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)软件

进行磷酸化位点分析。使用 InterProScan (http://www. 

ebi.ac.uk/InterProScan/)软件进行蛋白质功能结构域

预测分析。使用 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/ 

cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)

软件进行二级结构预测。基于 BLAST 搜索结果，对

ddit4l 在氨基酸水平上进行同源比较和进化树分析，

使用 DNAMAN 6.0 软件进行同源多序列比对，使用

MEGA 7.0 软件通过邻接法(neighbour-joining method, 

NJ)进行 Lv-ddit4l 基因进化树构建。 

1.5  Lv-ddit4l 基因的表达定量分析 

以凡纳滨对虾 5 种组织的 cDNA 为模板，使用

SYBR Green Real time PCR Master Mix(TOYOBO)，

使 用 Applied BiosystemsTM 7500 Real Time PCR 

instrument 定量仪，采用 2–ΔΔCt 计算方法进行荧光定量

RT-PCR (qRT-PCR)，分析 ddit4l 在不同温度时 5 种组

织中的表达水平。反应体系为 25 µL：12.5 µL SYBR 

Real time PCR Master Mix，2.5 µL 样品溶液，8 µL 蒸

馏水，1 µL 上游引物和 1 µL 下游引物。每个样品实验

设置 3 个平行重复以及内参对照。反应条件：95℃ 60 s；

95℃15 s，60℃ 15 s，72℃ 45 s，共 40 个循环。 

使用 IBM SPSS Statistics 26 软件对计算结果进

行单因素方差分析(one-way ANOVA)，P<0.05 表示差

异显著，并通过 prism 将统计结果整理成柱状图。 

2  结果与分析 

2.1  Lv-ddit4l 基因 ORF 序列的验证及特征分析结果 

Lv-ddit4l 基因扩增产物凝胶电泳结果如图 3 所

示，产物单一，且长度在 750 bp 左右，符合序列扩

增引物设计的预计产物大小。 
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图 3  Lv-ddit4l 基因扩增产物凝胶电泳结果 
Fig.3  Gel electrophoresis of Lv-ddit4l gene  

amplification products 

 
Lv-ddit4l 序列包含 1 个 495 bp 的 ORF，编码 164

个氨基酸，预测其带负电荷的氨基酸残基为 24 个

(Asp+Glu)，带正电荷的氨基酸残基为 18 个(Arg+ 

Lys)，分子量为 18.51 kDa，理论等电点为 5.35，不

稳定性系数为 65.83，归类为不稳定性蛋白，脂肪族

指数为 96.28，亲水性总平均值为–0.307，无跨膜蛋

白和信号肽结构，预测无糖基化位点，磷酸化位点分

析预测有 8 个 Ser、4 个 Thr 和 1 个 Tyr，在 62~160

氨基酸位置处包含 1 个 RTP801C 超基因家族功能结

构域，且该结构域在物种间相当保守(图 4、图 5)。预

测的二级结构中，α-螺旋(62 个氨基酸)占 37.80%，β-

折叠(33 个氨基酸)占 20.12%，β-转角(7 个氨基酸)占

4.27%，无规卷曲 (62 个氨基酸 )占 37.80%，说明

Lv-ddit4l 基因编码的蛋白以 α-螺旋、延伸链和无规卷

曲为主，含少量的 β-折叠，间或有 β-转角。Lv-ddit4l

蛋白质的三维结构如下(图 6)。 

2.2  Lv-ddit4l 基因的同源性分析 

利用 NCBI BLASTP 对 Lv-ddit4l 基因编码的氨基

酸序列进行同源序列比对(图 7)，发现 Lv-ddit4l 与北

太平洋雪蟹(Chionoecetes opilio)的同源性较高，为

59.76%，与其他物种同源性为：人(Homo sapiens) 

(23.20%)、家鼠(Mus musculus) (23.59%)、牛(Bos 

taurus) (23.71%)、黑猩猩(Pan troglodytes) (23.20%)、

野猪 (Sus scrofa )  (21.65%)、热带爪蟾 (Xenopus 

tropicalis) (20.11%)、斑点叉尾 (Ictalurus punctatus) 

(25.13%)、斑马鱼(Danio rerio) (17.96%)、尖吻鲈(Lates 

calcarifer) (24.74%)、眼斑鳗狼鱼(Anarrhichthys 

ocellatus) (24.23%)、海龟(Chelonia mydas) (21.88%)、

鸸鹋(Dromaius novaehollandiae)(19.44%)、鲸鲨 
 

 
 

图 4  Lv-ddit4l 基因 cDNA 序列和对应的氨基酸序列 
Fig.4  cDNA and amino acid sequence of Lv-ddit4l 

启动子和终止子用红色字体表示，“ ”表示磷酸化位点，“–”表示结构域 
The start and stop codons are indicated in red, “ ” for phosphorylation site, “–” for domain 
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图 5  Lv-ddit4l 基因的功能结构域 
Fig.5  Functional domain of Lv-ddit4l 

 

 
 

图 6  Lv-ddit4l 蛋白质的三维结构 
Fig.6  Three-dimensional structure of the Lv-ddit4l protein 

 
(Rhincodon typus) (21.35%) 、豌豆蚜 (Acyrthosiphon 

pisum) (29.65%)、佛州文昌鱼(Branchiostoma floridae) 

(20.48%)、大型蚤(Daphnia magna) (27.33%)、紫色海胆

(Strongylocentrotus purpuratus) (19.13%) 、 日 本 刺 参

(Apostichopus japonicus) (22.22%) 、马蹄蟹 (Limulus 

polyphemus) (23.39%)、美国龙虾(Homarus americanus) 

(34.12%)。 

2.3  Lv-ddit4l 基因的系统进化树分析 

对 ddit4l 编码的蛋白序列进行系统进化树分析，

结果如图 8 所示，凡纳滨对虾先与北太平洋雪蟹紧

密聚为一支，再与美国龙虾相聚，它们的亲缘关系

最近，形成一个独立的分支。接着与日本刺参、紫

色海胆、佛州文昌鱼、马蹄蟹、大型蚤、豌豆蚜聚

为一支。 

2.4  Lv-ddit4l 基因在正常凡纳滨对虾组织中的表达 

qRT-PCR 分析表明，在 26℃水温环境中，

Lv-ddit4l 在凡纳滨对虾 5 种组织中均有表达，且表达

量基本相同，没有显著差异(P>0.05) (图 9)。 

2.5  不同温度胁迫下 Lv-ddit4l 基因在不同组织中的

表达 

在温度渐变实验中，Lv-ddit4l 基因在凡纳滨对虾

5 种组织中的相对表达量如图 10 所示。眼柄中的

Lv-ddit4l 表达量在水温升至 32℃时(B-32℃)显著上调

(P<0.05)，是对照组(A-26℃)表达量的 10.37 倍。与对

照组(A-26℃)相比，鳃、肝胰腺中 Lv-ddit4l 的表达量

回温至 32℃时显著上调(P<0.05)，表达量分别是对照

组(A-26℃)的3.37倍和 2.03倍。回温至26℃时(E-26℃)，

眼柄、鳃、肝胰腺、神经和肌肉中的 Lv-ddit4l 表达

量与对照组(A-26℃)无显著差异(P>0.05)。在神经和

肌肉中，不同温度胁迫下的 Lv-ddit4l 表达量没有显

著变化(P>0.05)。 

在温度骤变实验中，Lv-ddit4l 在凡纳滨对虾 5 种

组织中的相对表达量见图 11。与对照组(A-26℃)相

比，鳃、肝胰腺、神经中的 Lv-ddit4l 表达量在水温

骤变至 36℃后 10 min 时(F-36℃)显著上调(P<0.05)；

其中，肝胰腺的表达量变化显著，为对照组的 24.06

倍，鳃、神经中的表达量分别为对照组(A-26℃)表达

量的 1.22 倍和 3.67 倍。肌肉中的 Lv-ddit4l 表达量在

水温维持在 36℃ 24 h (G-36℃)时显著上调(P<0.05)，

是对照组(A-26℃)的 2.71 倍。回温至 26℃时(H-26℃)，

鳃、肝胰腺、神经和肌肉中的 Lv-ddit4l 表达量与对

照组无显著差异(P>0.05)。 

3  讨论 

目前，已知 ddit4l 在维持单核细胞氧化还原状态

以及在骨骼肌代谢方面发挥作用(Cuaz-Pérolin et al, 

2004; Pisani et al, 2005; Imen et al, 2009; Suzuki et al, 
2011)。ddit4l 表达具有很强的特异性，通常见于纤维

细胞、肌细胞以及巨噬细胞，在医学上的大多数恶性

肿瘤组织中低表达甚至不表达 (Cuaz-Pérolin et al, 

2004; Simonson et al, 2017)；ddit4l mRNA 在成人的骨

骼肌中特异性高表达，遇到压力应激时可以抑制

mTOR 的活性(Drummond et al, 2008)；大鼠(Rattus 

norregicus) ddit4l mRNA 也在骨骼肌、心脏和精巢中

特异性表达(Pisani et al, 2005)；小鼠(Mus musculus) 

ddit4l 基因在肌肉组织中特异性表达(Miyazaki et al, 

2009)；在斑马鱼成鱼中，ddit4l 基因在脑、眼睛、心

脏、肝脏、肾脏、卵巢、鳃、肠道、肌肉、脾脏和精

巢中均有表达，但在肝脏、肾脏和卵巢中的表达量较

高(冯强, 2012)。对斑马鱼胚胎进行热激处理，ddit4l

的表达量显著上调；对斑马鱼稚鱼和成鱼进行饥饿处

理，ddit4l 的表达量显著上调(冯强, 2012)。Cuaz-Pérolin

等(2004)筛选出 ddit4l 基因，发现 ddit4l 是一种低氧

反应基因，在化学缺氧的条件下，ddit4l 基因的表达

量呈剂量依赖性上调。Pisani 等(2005)研究证明，ddit4l

在大鼠肌肉无氧代谢中表达量也显著上调，它还与导

致细胞死亡的应激反应有关(Cuaz-Pérolin et al, 2004; 

Imen et al, 2009)。 
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图 7  Lv-ddit4l 氨基酸序列比对 
Fig.7  The alignment of Lv-ddit4l amino acid sequence 

ddit4l 序列 GenBank 登录号：人(NP_660287.1)、家鼠(NP_084419.2)、北太平洋雪蟹(KAG0695771.1)、牛(NP_001074988.1)、

黑猩猩(XP_001168002.1)、野猪(XP_013834460.1)、热带爪蟾(XP_004911505.2)、斑点叉尾 (XP_017326609.1)、斑马鱼

(NP_001245246.1)、尖吻鲈(XP_018546478.1)、眼斑鳗狼鱼(XP_031707148.1)、海龟(XP_027681253.1)、鸸鹋(XP_025965069.1)、

鲸鲨(XP_020378872.1)、豌豆蚜(NP_001155726.1)、佛州文昌鱼(XP_035668797.1)、大型蚤(JAL45518.1)、紫色海胆(XP_787042.1)、

日本刺参(PIK42874.1)、马蹄蟹(XP_022254613.1)、美国龙虾(XP_042214560.1)。 
The GenBank accession numbers of ddit4l amino acid sequences are as follows: Homo sapiens (NP_660287.1),  

Mus musculus (NP_084419.2), Chionoecetes opilio (KAG0695771.1), Bos taurus (NP_001074988.1), Pan troglodytes 
(XP_001168002.1), Sus scrofa (XP_013834460.1), Xenopus tropicalis (XP_004911505.2), Ictalurus punctatus (XP_017326609.1), 

Danio rerio (NP_001245246.1), Lates calcarifer (XP_018546478.1), Anarrhichthys ocellatus (XP_031707148.1),  
Chelonia mydas (XP_027681253.1), Dromaius novaehollandiae (XP_025965069.1), Rhincodon typus (XP_020378872.1), 

Acyrthosiphon pisum (NP_001155726.1), Branchiostoma floridae (XP_035668797.1), Daphnia magna (JAL45518.1), 
Strongylocentrotus purpuratus (XP_787042.1), Apostichopus japonicas (PIK42874.1), Limulus polyphemus (XP_022254613.1), 

Homarus americanus (XP_042214560.1). 
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图 8  ddit4l 系统进化发育树分析 
Fig.8  The analysis of phylogenetic tree for ddit4l 

 

 
 

图 9  26℃时凡纳滨对虾 Lv-ddit4l 在 5 种组织中的表达 
Fig.9  Expression of Lv-ddit4l in five  

tissues of L. vannamei at 26℃ 

标有不同字母的值之间差异显著(P<0.05)。下同。 
Values with different letters are significantly different 

(P<0.05). The same as below. 
 

本研究采用 qRT-PCR 技术检测了 Lv-ddit4l 在温

度渐变和温度骤变胁迫时 5 种组织表达水平变化。结

果表明，该基因在所有检测的组织中都有表达， 

 
 

图 10  温度渐变下 Lv-ddit4l 在 5 种组织中的表达 
Fig.10  Expression of Lv-ddit4l in five tissues  

under gradual change of temperature 
 

且 5 种组织总体的表达水平比较一致。与 ddit4l 在斑

马鱼和三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)不同组织

中普遍表达的特点(冯强, 2012; 阎德平等, 2021)相一

致。与 26℃水温相比，在水温缓慢升至 32℃的凡纳

滨对虾眼柄中 Lv-ddit4l 的表达量显著上调(P<0.05)，

是对照组表达量的 10.37 倍，推测凡纳滨对虾眼柄中 
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图 11  温度骤变下 Lv-ddit4l 在 5 种组织中的表达 
Fig.11  Distribution of Lv-ddit4l in five tissues under  

acute change of temperature 
 

该基因对温度变化较先做出响应。在水温升至 38℃

时，眼柄、鳃、肝胰腺、神经和肌肉中 Lv-ddit4l 的

表达量均无显著变化，推测该基因可能在热应激的前

期发挥作用。在水温从 38℃缓慢回至 32℃时，凡纳

滨对虾鳃、肝胰腺中的 Lv-ddit4l 表达量显著上调

(P<0.05)，分别是对照组的 3.37 倍和 2.03 倍。在 32~38

℃范围内的整个温度渐变的过程中，Lv-ddit4l 在眼

柄、鳃和肝胰腺中表达量均显著上调，说明该基因可

能在凡纳滨对虾的温度渐变胁迫中发挥作用。在环境

水温从 26℃骤变至 36℃后 10 min 时，凡纳滨对虾鳃、

肝 胰 腺 和 神 经 中 的 Lv-ddit4l 表 达 量 显 著 上 调

(P<0.05)，其中，肝胰腺中的表达量为对照组的 24.06

倍，鳃和神经中的表达量分别为对照组的 1.22 倍和

3.67 倍。肝胰腺是凡纳滨对虾重要的免疫器官(张月

等, 2017)，推测在应对温度骤变中，肝胰腺中的 ddit4l

基因可能发挥重要的功能。在环境水温从 26℃骤变

至 36℃后 24 h 时，凡纳滨对虾肌肉中 Lv-ddit4l 表达

量显著上调(P<0.05)，是对照组的 2.71 倍。在 36℃范

围内的整个温度骤变过程中，Lv-ddit4l 在鳃、肝胰腺、

神经和肌肉中表达量均显著上调，说明该基因可能在

凡纳滨对虾的高温骤变胁迫中发挥作用。当环境温度

分别从 38℃、36℃恢复至 26℃，凡纳滨对虾体内上

调表达的 Lv-ddit4l 表达量呈下调趋势。Lv-ddit4l 在凡

纳滨对虾遭遇热胁迫时表达量上调，与 ddit4l 基因在

斑马鱼胚胎遭受热激时表达量上调的结果一致(冯强, 

2012)。同时，凡纳滨对虾的神经和肌肉在温度渐变

过程中以及眼柄在温度骤变过程表达量变化差异不

显著也说明 ddit4l 基因的表达具有很强的特异性，与

前人的研究结果(Pisani et al, 2005; Miyazaki et al, 

2009; 冯强, 2012; Simonson et al, 2017)一致。相对于温

度渐变，温度骤变下凡纳滨对虾的 Lv-ddit4l 表达量上

调表达更为明显，说明温度骤变对该基因的影响更大，

Lv-ddit4l 应对高温胁迫中的具体功能值得深入研究。 

研究表明，温度与凡纳滨对虾的氧代谢密切相关

(Zhou et al, 2010)，温度升高会导致溶解氧浓度下降，

缺氧严重影响对虾的代谢过程(朱孟凯等, 2015)。动

物体有一定的氧和热耐受极限，一旦温度超过这个极

限，动物体就可能从有氧代谢转变为无氧代谢(Anestis 

et al, 2008)，影响机体的多种生理活动(Yao et al, 

2014)。研究表明，ddit4l 基因在体内缺氧时表达量上

调，促进细胞自噬(Simonson et al, 2017)，能够参与

大鼠肌肉的无氧代谢(Pisani et al, 2005)。本研究发现，

Lv-ddit4l 在高温渐变及高温骤变中均出现差异表达，

即该基因能够参与高温胁迫的应激应答。在遭受高温

胁迫时，Lv-ddit4l 能快速响应以适应外界环境。推测

其可能促进细胞自噬来应对外界刺激。但目前

Lv-ddit4l 发挥作用的具体机制尚不明确，有待进一步

深入研究。 
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Expression Analysis of the ddit4l Gene in Litopenaeus vannamei  
Under Sudden and Gradual Change of Temperature 

CHENG Lin1,3, LI Xupeng2,3, CAO Baoxiang2,3, GAI Chaowei1,3,  
LUAN Sheng2,3, KONG Jie2,3, MENG Xianhong2,3①

 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University  

Shanghai  201306, China; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,  
Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China;  

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

Abstract    Temperature is an important environmental factor that affects the growth, development, and 

metabolism of shrimp. High temperatures tend to cause a decrease in the immunity and production 

performance of shrimp, resulting in a significant increase in shrimp disease and mortality. Based on 

transcriptome sequencing data, we screened for the involvement of DNA damage-inducible transcript 4 

like (ddit4l) in the temperature stress process of Litopenaeus vannamei. Ddit4l (also known as Redd2 and 

Rtp801L) is involved in regulating cell survival, proliferation, and apoptosis by affecting DNA damage 

repair factors, hypoxia-inducible factors, and other signaling pathways when stimulated by DNA damage, 

hypoxia, ischemia, and oxidative stress, among others. Ddit4l may be an important transducer of 

pathological stress in autophagy through mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling. Autophagy is 

a process in which cells use lysosomes to degrade their own damaged organelles and macromolecules, and 

the process plays an important role in maintaining the balance of protein metabolism and the stability of 

the intracellular environment, promoting cell growth and development. An important regulator of 

autophagy is the mTOR, which responds to various stimuli, such as growth factors, cellular energy status, 

oxygen concentrations, and stress, to regulate cell metabolism and growth. Ddit4l and its homolog ddit4 

are upstream mTOR inhibitors in several tissues and cell models. We set up sudden temperature change 

and gradual temperature change experiments to induce a stress response in L. vannamei. In the gradual 

change experiment, the water temperature was increased from 26℃ to 38℃ at a rate of 4℃ per day, and 

cooled back to 26℃ at the same rate. Two individuals were randomly selected from each of the three 

parallel experiments in the experimental group at each time point. The eyestalk, gill, hepatopancreas, 

nerve, and muscle were used for subsequent RNA extraction and gene expression quantification. RNA 

quality and concentration were also examined. The partial ddit4l cDNA (complete ORF and partial UTR) 

of L. vannamei was obtained directly by PCR amplification to evaluate the structure and function of the 

Lv-ddit4l gene. The Lv-ddit4l sequence contained a 495 bp open reading frame, encoding 164 amino acids, 
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with a molecular weight of 18.51 kDa, and an isoelectric point of 5.35. The instability index was 65.83, 

which classifies the protein as unstable. Lv-ddit4l contains a highly conserved RTP801-C domain. 

BLAST alignment and phylogenetic tree analysis showed that the Lv-ddit4l gene had 59.76% similarity 

with the Chionoecetes opilio ddit4l gene, and first clustered with C. opilio. A real-time RT-PCR 

confirmatory experiment considered three parallel groups for each sample with 18S rRNA as the reference 

gene. Relative gene expression was analyzed using the 2–ΔΔCt method. Quantitative analysis of gene 

expression levels showed that Lv-ddit4l was widely expressed in all of the examined tissues, with similar 

expression levels at 26℃. When the temperature was increased gradually from 26℃ to 32℃, the 

Lv-ddit4l gene in the eyestalk was significantly increased (P<0.05), and was 10.37 times higher than that 

in the control (A-26℃). Therefore, this gene is hypothesized to respond to temperature changes in the 

eyestalk of L. vannamei. The expression of Lv-ddit4l in the eyestalk, gills, hepatopancreas, nerves, and 

muscles did not change significantly when the water temperature was gradually increased to the highest 

temperature of 38℃; it is speculated that this gene may play a role in pre-heat stress. When the 

temperature was gradually cooled from 38  to 32 , the expression of ℃ ℃ Lv-ddit4l increased significantly 

in the gill and hepatopancreas (P<0.05), which were respectively 3.37 and 2.03 times higher than that of 

the control group (A-26 ). There was no significant difference℃  in gene expression under different levels 

of gradual changes in temperature stress in the nerve and muscle. The expression in the gill, 

hepatopancreas, and nerve was significantly up-regulated (P<0.05) at a sudden change in water 

temperature to 36℃ for 10 min, and the change in expression in the hepatopancreas was 24.06 times 

higher than that in the control group (A-26℃). Gene expression in the gills and nerves was 1.22-fold and 

3.67-fold higher than that in the control (A-26℃), respectively. When the water temperature was 

increased to 36℃ suddenly for 24 h, Lv-ddit4l gene expression increased significantly in the muscle 

(P<0.05). Lv-ddit4l showed significant up-regulation of expression in the gill, hepatopancreas, nerve, and 

muscle with sudden changes in temperature, suggesting that this gene may play a role in the stress 

induced by sudden increases in temperature. When the temperature was restored from 38℃ and 36℃ to 

26℃, the expression of the Lv-ddit4l gene was downregulated in L. vannamei. The above results indicate 

that Lv-ddit4l is associated with the response to high-temperature stress.  

Key words    Litopenaeus vannamei; High temperature stress; Lv-ddit4l; Gene expression 
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低氧预适应对魁蚶在低氧胁迫下 

生理生化指标的影响* 

吴丽娜 1,2,3  吴  彪 2,3①  刘志鸿 2,3  于  涛 4 

孙秀俊 2,3  周丽青 2,3  郑言鑫 4  王振原 1,2,3 
(1. 上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306；2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所   

农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  山东  青岛  266071；3. 青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学 

与食物产出过程功能实验室  山东  青岛  266071；4. 中国水产科学研究院长岛增殖实验站  山东  烟台  265800) 

摘要    本研究以未进行低氧预适应的魁蚶(Scapharca broughtonii)为对照组(C 组)，分析了 2 次低

氧预适应(H2 组)和 4 次低氧预适应(H4 组)的魁蚶在溶解氧(DO)约为 2.0 mg/L 低氧胁迫 48 h 内的摄

食、呼吸代谢和酶活力的变化规律。结果显示，3 组魁蚶的摄食率(IR)在胁迫初期急剧下降，后期

均随时间的延长逐渐恢复，至 48 h 时，H 组恢复程度显著高于 C 组(P＜0.05＝；C 组、H2组和 H4组魁

蚶的耗氧率(OR)随时间变化呈逐渐升高的趋势，48 h 比 0 h 分别提高了 1.15、1.08、0.73 倍；3 组排

氨率(NR)表现出不同的变化趋势，至 48 h 时，C 组、H2 组和 H4 组分别为 0 h 的 1.67、1.30、0.97

倍；C 组的氧氮比(O/N)相对平稳，H 组的变化范围相对较大。3 组的细胞色素 C 氧化酶(COX)随着

低氧胁迫时间的延长呈逐渐降低的趋势，乳酸脱氢酶(LDH)活力和还原型谷胱甘肽酶(GSH)含量整

体呈上升趋势，与对照组相比，预低氧组的酶活力在低氧胁迫期间变化相对平稳，应激反应小。研

究表明，魁蚶经低氧预适应后再次受到低氧胁迫时，IR 升高，OR 降低，酶活性相对稳定，低氧预

适应能提高魁蚶的耐低氧能力。本研究丰富了魁蚶低氧耐受相关研究的基础数据，为进一步探讨魁

蚶低氧耐受机制和创制耐低氧新种质提供了参考资料。 

关键词    魁蚶；低氧预适应；低氧胁迫；生理生化指标 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0098-09 

溶解氧(DO)是水生生物赖以生存的必要条件之

一，影响其生长存活、繁殖、发育等生理过程。水体

中 DO 含量常随环境变化发生波动，近年来，随着全

球环境变化和人类活动的影响，水体低氧现象频发，

给水产养殖产业造成严重影响。研究表明，鱼类、甲

壳类、贝类、棘皮类等许多水产养殖动物的暴发性死亡

均与低氧环境相关(Wilhelm et al, 2005; 周作强等, 2013; 

刘国山等, 2014; 孙盛明等, 2020)。当 DO 浓度＜2 mg/L

abc
图章
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时，水生生物即处于低氧环境，其活动行为、呼吸和

能量代谢、生理生化等会因低氧胁迫发生一系列复杂

的改变，甚至死亡(Wannamaker et al, 2000; 徐贺等, 

2016; 宋银都等, 2021; 吴碧银等, 2022)。当虾夷扇贝

(Patinopecten yessoensis)受到低氧环境刺激时，会紧

闭双壳，适应一段时间后，双壳慢慢打开，在 DO 浓

度≤2 mg/L 时，随着胁迫时间的延长，会出现外套膜萎

缩、鳃丝黏连等现象，导致死亡率显著升高(夏玉莹等, 

2021)；当DO浓度＜2 mg/L时，厚壳贻贝(Mytilus coruscus)

可能仅以蛋白质代谢提供能量，当 DO 浓度＜1 mg/L 时，

厚壳贻贝无法再维持正常的代谢水平，会通过关闭贝

壳、降低滤水率来减少摄食活动的能量消耗，维持机

体的基础能量代谢水平(江天棋等, 2021)。在低氧胁

迫下，酶活力的研究多集中在呼吸代谢酶以及抗氧化

酶。呼吸代谢酶包括琥珀酸脱氢酶(SDH)、细胞色素

C 氧化酶(COX)、乳酸脱氢酶(LDH)等，其活性的变

化是代谢能力变化的直接反映；抗氧化酶的研究多为

能在保护细胞免受氧化应激中发挥重要作用的超氧化

物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)

等(王盼等, 2021)。 

低氧预适应(hypoxic preconditioning)是指机体受

到多次短暂、非致死性的低氧刺激后产生内源性保护

机制，适度的低氧胁迫训练可以降低动物机体对低氧

或缺氧的应激反应，对机体组织产生保护作用，进而

提高机体耐受能力(张世纪等, 2021)。目前，低氧预

适应的研究多集中在对小鼠(Mus musculus)等高等动

物的研究，低氧预适应可有效提高小鼠有氧运动能力

及心肌丙二醛(MDA)水平，而且对长期低氧暴露的小

鼠心肌损伤有一定的保护作用(孔海军等, 2020)；还可

以通过激活 BDNF/TrkB 信号通路对小鼠产生神经保

护作用(吴晓东等, 2019)。低氧预适应在水产中的报道

相对较少，主要集中于鱼类、虾类和蟹类的低氧–复氧

对机体生理生化指标的影响方面。Volodymyr 等(2001)

研究发现，低氧胁迫能够使金鱼(Carassius auratus)

通过抗氧化系统调节机体获得一定的适应性，进而构

成一种生化保护机制，使得复氧后的金鱼低氧应激

小。在贝类中，除了头足类可以利用较强的游泳能力

躲避低氧环境外，移动能力差的种类只能通过机体调

节来适应低氧环境的胁迫(陈峰等, 2021)。因此，探

讨低氧预适应对贝类机体生理生化特性、组织等方面

的影响，对贝类耐低氧研究、耐低氧新品种培育等方

面的工作均具有重要意义。 

魁蚶(Scapharca broughtonii)俗称赤贝、血贝、大

毛蛤，是具有较高经济价值的大型蚶科贝类，因个体

大，富含蛋白质、维生素、血红素等物质，在中国、

韩国、日本等市场上深受欢迎(吴彪等, 2010; 赵庆等, 

2019; 周建聪等, 2021)。目前，魁蚶已成为我国北方

贝类苗种繁育、池塘养殖的重要种类之一，但低氧仍

是魁蚶面临的一个重要胁迫。当自然海水中 DO 浓度＜

2.5 mg/L 时，魁蚶即会出现大量死亡(Senbokuya et al, 

2019)。赵庆等(2018)、张高伟等(2019)分别研究了低

氧胁迫下魁蚶的存活、酶活变化以及 HIF-1α基因的变

化特征，发现魁蚶对于短暂的低氧胁迫具有较强的耐

受能力。然而，经过低氧预适应的魁蚶再次受低氧胁

迫后，其机体在生理生化指标的变化特征有待研究。

本研究对低氧预适应魁蚶的摄食率 (ingestion rate, 

IR)、耗氧率 (oxygen rate, OR)、排氨率 (ammonia 

excretion rate, NR)、酶活等生理生化指标进行比较分

析，以期为魁蚶低氧适应机制研究提供资料，同时为

产业中提高魁蚶耐低氧能力策略的制定提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验魁蚶于 2021 年 4 月取自山东东营养殖池塘，

选 择 壳 形 完 整 的 健 康 个 体 用 于 实 验 ， 壳 长 为

(38.131.13) mm。实验前，魁蚶于温度为(17.61.0)

℃的充气过滤海水中暂养 7 d，实验期间，每 24 h 换

1/2 体 积 海 水 ， 并 投 喂 小 新 月 菱 形 藻 (Nitzschia 

closterium minutissima)。 

1.2  低氧预适应魁蚶模型的建立及实验组设置 

魁蚶低氧预适应模型建立：将纯度为 99.9%的 N2

通入养殖槽的海水中，通过调整充气量，将海水 DO

浓度维持在(2.50.3) mg/L。将魁蚶置于此环境中 24 h

后转移至常氧[DO 浓度为(7.50.3) mg/L]海水中恢复

48 h，此为低氧预适应 1 次的魁蚶模型。 

实验共设置 3 组：未进行低氧预适应的为对照组

(C 组)，低氧预适应 2 次为 H2 组，低氧预适应 4 次为

H4 组，每组设置 3 个平行。魁蚶低氧预适应模型建

立后，测定低氧胁迫(DO 约为 2.0 mg/L) C 组、H2 组

和 H4 组 3 组魁蚶在 0、8、16、24 和 48 h 时的 IR、

OR、NR 以及酶活力，分析其变化特征。 

1.3  摄食实验 

摄食实验在直径为 10.5 cm、高为 12.0 cm 的养殖

桶中进行。低氧预处理后，分别从 C 组、H2 组和 H4 组

中随机取 3 只魁蚶置于盛有海水(DO 约为 2.0 mg/L)的

养 殖 桶 中 ， 10 min 后 向 桶 内 投 入 球 等 鞭 金 藻
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(Isochrysis galbana)(终浓度为 65104 cells/L)， 终海

水体积为 1 L，摄食时间为 2 h。摄食结束后，利用血

球计数板测定实验前后水体中球等鞭金藻的密度，同

时，取魁蚶软体部于 60℃烘干 48 h 至恒重，称重。

每组设置 3 个平行，不加魁蚶的为空白组。参照薛素燕

等(2020)的方法： 

IR=V(C0 – Ct)/(NtW) 

式中，V 为实验海水体积，C0 和 Ct 分别为实验开始

和结束时的饵料浓度，N 为实验魁蚶数量，t 为实验

时间(h)，W 为软组织干重(g)。 

1.4  呼吸实验 

实验前停食 24 h，从 C 组、H2 组和 H4 组中随机

取 3 只魁蚶放入盛有 3 L 海水的呼吸瓶中，放入魁蚶

10 min 后为实验起始时间，实验持续 2 h。分别采用碘

量法和次溴酸钠氧化法测定实验前后海水中的 DO 和

氨氮(NH4
＋-N)，计算 OR 和 NR。每组设 3 个平行，

不加魁蚶的为空白组。实验结束后，同 1.3 方法获取

魁蚶软体部干重。OR、NR 以及氧氮比(O/N)计算参照

薛素燕等(2020)的方法。 

OR=(D0 –Dt)V/(Wt) 

式中，D0 和 Dt 为实验空白对照组和实验组水中 DO

的含量(mg/L)，V 为呼吸瓶容积(L)，W 为软组织干重

(g)，t 为实验持续时间(h)。 

NR=[(Nt –N0) V]/(1000Wt) 
式中，N0 和 Nt 为实验空白对照组和实验组水中 NH4

＋-N

的浓度(mg/L)，V 为呼吸瓶容积(L)，W 为软组织干重(g)，

t 为实验持续时间(h)。 

O/N=(OR/16)/(NR/14) 
式中，O/N 为魁蚶 OR 和 NR 之间的比值；16 为氧原

子的摩尔质量(g/mol)；14 为氮原子的摩尔质量(g/mol)。 

1.5  酶活力实验 

分别于低氧胁迫 0、8、16、24 和 48 h 后各取 C 组、

H2 组和 H4 组的 3 个个体的鳃组织，液氮冻存后放入

－80℃冰箱保存，用于后续酶活力的测定。按 1∶9

质量体积比混合鳃组织和 0.9% NaCl 溶液，于冰浴下

匀浆，离心后取上清液，用于酶活力测定。酶活力单

位以 U/mg prot 表示，代表每毫克蛋白含有的酶活力

单位数。测定方法参照试剂盒使用说明书，蛋白质浓

度测定试剂盒、微量还原型谷胱甘肽(GSH)测定试剂

盒、乳酸脱氢酶(LDH)测定试剂盒均购于南京建成生

物公司；细胞色素 C 氧化酶(COX)试剂盒购于上海纪

宁生物公司。 

1.6  数据分析 

使用 SPSS 统计软件进行数据分析，结果使用平

均值标准差(MeanSD)表示，使用 GraphPad Prism

软件作图，采用单因素方差分析(one-way, ANOVA)

比较不同数据之间的差异性，P＜0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  摄食率的变化 

C 组、H2 组、H4 组魁蚶受低氧胁迫不同时间的

IR 见图 1。从图 1 可以看出，3 组魁蚶受到低氧胁迫

后，其 IR 的变化趋势基本一致，总体上呈先下降后

恢复的变化过程。C 组、H2 组、H4 组魁蚶的 IR 均在

受低氧胁迫 8 h 低，分别为 0 h 的 39.51%、36.31%

和 45.96%；16 和 24 h 时，3 组魁蚶 IR 都逐渐提高；

至 48 h 时，C 组和 H2 组与 24 h 相比有所回落，但未

达到显著水平(P＞0.05)，而 H4 组则继续升高；但在

实验取样时间点内，3 组魁蚶的 IR 都没有恢复到低

氧胁迫处理前的水平。在多数的取样点，H2 组和 H4

组的 IR 比 C 组更高，且其恢复程度也普遍高于 C 组，

说明低氧预适应提高了魁蚶的 IR。 
 

 
 

图 1  低氧预适应对魁蚶 IR 的影响 
Fig.1  Effects of hypoxic preconditioning on  

the IR of S. broughtonii 

不同大写字母表示同一时间不同实验组间的差异显著 

(P＜0.05)；不同小写字母表示同一实验组不同时间 

的差异显著(P＜0.05)。下同。 
Different uppercase letters represent significant differences 
between different groups at the same time (P＜0.05), and 

different lowercase letters represent significant differences of 
the same group at different time (P＜0.05). The same as below. 

 

2.2  耗氧率和排氨率的变化 

在低氧胁迫阶段，C 组、H2 组、H4 组 OR 变化

趋势见图 2a。从图 2a 可以看出，C 组和 H2 组的魁蚶 
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图 2   低氧预适应对魁蚶 OR、NR 和 O/N 值的影响 
Fig.2  Effects of hypoxic preconditioning on the OR, NR and O/N of S. broughtonii 

 
受低氧胁迫后，其 OR 均表现出逐渐升高的趋势，而

H4 组受低氧胁迫 8 h 时呈先下降而后逐渐升高的趋

势；3 组魁蚶在低氧胁迫 48 h 时达到 大值，分别为

(2.040.22)、(1.750.18)和(1.480.09) mg/(g·h)。低氧

胁迫 0~16 h 时，3 组的 OR 相对平稳，未达到显著水

平(P＞0.05)。48 h 时，H2 组、H4 组的 OR 与 C 组相

比升高趋势较小，与低氧胁迫 0 h 时相比分别提高了

1.15、1.08、0.73 倍。在低氧胁迫后的各时间点，3 组

魁蚶的 OR 呈相同的趋势，即 C 组＞H2 组＞H4 组。在

8 和 48 h 时，C 组和 H2 组 OR 相比差异显著(P＜0.05)，

H2 组和 H4 组 OR 相比无显著差异(P＞0.05)；16 和 24 h

时，C 组和 H2 组 OR 相比差异不显著(P＞0.05)，而

H2 组显著高于 H4 组。结果表明，低氧预适应降低了

魁蚶在受低氧胁迫时的 OR。 

3 组魁蚶受低氧胁迫后，NR 的变化特征见图 2b。

从图 2b 可以看出，C 组受低氧胁迫后，其 NR 的变

化规律呈逐步升高的趋势，至 48 h 时，其 NR 是 0 h

的 1.67 倍，而 H2 组表现出先下降再升高的趋势，H4

组则呈先下降再升高再降低的趋势；至 48 h 时，H2

组和 H4 组的 NR 分别为 0 h 的 1.30 倍和 0.97 倍；在

各取样时间点，H2 组和 H4 组魁蚶的 NR 均低于 C 组，

其中，除 24 h 时，H2 组与 C 组差异未达到显著水平

外，其余时间其差异均达到显著水平(P＜0.05)；与 H2

组相比，H4 组在 16 和 48 h 均显著低于 H2 组(P＜0.05)，

8 和 24 h 时也低于 H2 组，但两组相比差异不显著 

(P＞0.05)。这说明经过低氧预适应后的魁蚶，再次受

到低氧胁迫时其 NR 有所降低。 

O/N 值是体现生物对环境适应程度以及确定适

宜条件的重要指标之一，与环境对机体的压力密切相

关。低氧胁迫 48 h 内，C 组、H2 组、H4 组的 O/N 值

范围在 27.61~51.28 之间(图 2c)。C 组的 O/N 值在低

氧胁迫期间变化平稳， 小值为 16 h 的 37.34， 大

值为 24 h 的 46.02，只有这 2 个时间点具有显著差异

(P＜0.05)，其他时间点均无显著差异(P＞0.05)；与 C

组相比，H 组的变化范围相对较大，基本表现出随胁

迫时间延长而升高的趋势，H2 组和 H4 组的 O/N 小

值分别在 0 和 8 h，为 28.17 和 27.61， 大值均在 48 h，

分别为 51.28 和 51.30。 

2.3  低氧预适应对魁蚶酶活力的影响 

C 组、H2 组、H4 组的 COX、LDH 酶活力和 GSH

含量变化趋势见图 3。从图 3 可以看出，在低氧条件

下，3 组魁蚶的酶活力均随着胁迫时间的延长发生了

变化，其中，COX 活力呈逐渐降低的趋势，GSH 含

量逐渐升高；而 LDH 活力在胁迫初期极低，8 h 时酶

活力突增。 

从图 3a 可以看出，3 组魁蚶的 COX 活力呈逐渐

降低的趋势， 大值均出现在胁迫初期的 0 h，至受

低氧胁迫 48 h 时 低，分别为 0 h 的 18.96%、26.52%

和 41.58%。在各取样点内，C 组的 COX 活力均＜H

组，且在 16 h 后，C 组与 H4 组 COX 活力相比差异显

著(P＜0.05)。H2 组除 0 h 外，在其余取样点的 COX 活

力均＜H4 组，且在 16 h 后，H2 组 COX 活力显著＜H4

组(P＜0.05)。48 h 内，3 组魁蚶的 COX 活力的变化

趋势为 C 组＞H2 组＞H4 组。 

LDH 活力变化见图 3b。从图 3b 可以看出，0 h 时，

3 组魁蚶的 LDH 活力显著低于其他时间点(P＜0.05)，低

氧胁迫 8 h，3 组 LDH 活力突然升高。C 组 LDH 活

力除 24 h 时略有下降，整体呈逐渐升高的趋势，且

48 h 时达到 大值，此时 LDH 活力为 0 h 的 12.17

倍。H 组的 大值出现在 16 h，其中，H2 组 LDH 活

力在 16 h 后趋于稳定，变化范围极小；H4 组 LDH 活

力在 16 h 后逐渐下降并低于 H2 组，且在 48 h 时与 H2

组相比差异显著(P＜0.05)。到 48 h 时，H2 组与 H4 组的

LDH 活力分别为 0 h 的 8.25 倍和 6.34 倍。 

3组魁蚶低氧胁迫后，GSH含量的变化趋势见图3c。

从图 3c 可以看出，总体表现出逐渐升高的变化过程。H

组的 GSH 含量在各取样点内均高于 C 组；H4组的 GSH  
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图 3  低氧预适应对低氧胁迫下魁蚶酶活力的影响 
Fig.3  Effects of hypoxic preconditioning on activity of S. broughtonii under hypoxia stress 

 

含量在 16 h 和 48 h 时高于 H2组。低氧胁迫进行到 48 h

时，为各组的 大值。此时，C 组、H2组和 H4组的 GSH

含量分别为 0 h 的 1.76、1.92 和 2.15 倍。48 h 内，3 组

魁蚶的 GSH 含量变化趋势为 H4组＞H2组＞C 组。 

3  讨论与结论 

低氧是一种严重的环境胁迫(夏丹阳等, 2020)，水

生生物的生存和生长发育均与水体中的 DO 息息相

关。水体中 DO 含量只有空气的 3%，相比之下，水生

生物对 O2 的利用率比陆地生物更重要(Rytkonen et al, 

2007)。动物可以通过进行一系列训练来对自身机体

进行调节，继而适应环境带来的胁迫。刘云(2009)通

过对瓦氏黄颡鱼(Pelteobagrus vachelli)幼鱼进行 14 d 力

竭性追赶训练，发现该训练能显著提高黄颡鱼幼鱼的

游泳能力。适当强度的运动训练对紫红笛鲷(Lutjanus 

argentimaculatus)鱼体内的抗氧化能力和免疫水平有

提高作用，其酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(ALP)、

溶菌酶(LZY)等在训练后与未训练组相比均差异显著 

(范雯等, 2020)。而关于低氧预适应相关的研究在水产

动物的研究中较少见。本研究首次对魁蚶进行低氧预

适应训练，训练过程中的 DO 浓度为(2.50.3) mg/L，

预低氧次数分别为 0、2 和 4 次，结果表明，进行预

低氧 4 次的魁蚶其耐低氧能力更强。 

在胁迫初期，3 组魁蚶的 IR 均显著下降，这可

能是魁蚶对外界环境的骤变而做出的应激反应。随着

低氧胁迫时间的延长，魁蚶对胁迫环境逐渐产生了一

定的适应性，3 组魁蚶的 IR 均有所回升；胁迫后期，

随着对低氧的进一步适应，魁蚶壳口张开并主动摄食

以获取食物来维持机体行使功能。另外，动物可以通

过相关训练来调节自身摄食能力，马壮等(2019)对牙鲆

(Paralichthys olivaceus)幼鱼进行游泳训练，发现适当

训练可以一定程度上提高鱼体的摄食能力。本研究

中，经过低氧预适应的魁蚶在低氧胁迫后期，其 IR

明显高于未进行预适应的魁蚶，且恢复能力更高，这

说明低氧预适应对魁蚶在低氧胁迫下的摄食能力具

有积极促进作用，增强了魁蚶对低氧胁迫的适应性，

且预适应 4 次的魁蚶 IR 更高，适应性更强。 

代谢活动反映的是贝类在一定生理水平下的特

定状态，在胁迫条件下，因应激反应需要消耗更多的

能量来维持内环境的稳态，从而影响贝类的摄食、代

谢及免疫等功能(魏伟, 2016)。美洲牡蛎(Crassostrea 

virginica)长期固着于潮间带的礁石上，涨潮期与低潮

期的交替造成美洲牡蛎间断性地暴露于空气中形成

O2 差，类似于多次“训练”，这可能驯化出了牡蛎更

强的低氧耐受能力(Greenway et al, 2000)。本研究中，

3 组魁蚶在低氧胁迫下，OR 和 NR 都有显著变化。

随着低氧胁迫时间的延长，各组魁蚶的 OR 逐渐升高，

对 O2 需求增大，其中，对照组 OR 升高趋势尤为明

显。预适应组与对照组的 NR 也表现出显著差异(P＜

0.05)，其变化趋势与 OR 一致。预适应组经过低氧训

练后，呼吸代谢变化较为平稳，且低氧预适应 4 次比

低氧预适应 2 次更为稳定，表现出对低氧胁迫更强的

适应性。 

O/N 值是研究水产动物生长代谢的一个重要参

数，其大小表示该生物体内蛋白质、脂肪和碳水化合

物分解代谢的比率(周建聪等, 2021)。O/N 值＜7 时，

生物体内的能量完全由蛋白质提供；O/N 值约为 7~24

时，生物体所需要的能量由蛋白质和脂肪提供；当供

能物质主要为碳水化合物或脂肪时，O/N 值将会无穷

大(Conover et al, 1968; Mayzalld et al, 1976; Ikeda, 

1974)。本研究中，3 组魁蚶在低氧胁迫下，O/N 平均

值为 39.5，H4 组在 8 h 的 O/N 值 小，为 27.61，此

时的 O/N 值大于由蛋白质和脂肪提供生物体所需要

能量的 O/N 值，说明本研究中的魁蚶耗能主要由碳

水化合物和脂肪提供，48 h 的低氧胁迫在魁蚶的承受

范围之内，表明魁蚶的耐低氧能力较强。 

当水生生物受到低氧胁迫后，机体会产生过量的

活性氧(ROS)，并产生超氧自由基(O2
–)，同时，机体

也会启动抗氧化防御体系来清除 O2
–以减少氧化损



第 2 期 吴丽娜等: 低氧预适应对魁蚶在低氧胁迫下生理生化指标的影响 103 

 

伤，酶活力是体现机体生理状态的重要指标。其中，

COX 活性是评价不同组织有氧呼吸产生能量的重要

指标(Hu et al, 2018)；LDH 活力是生物体内参加无氧

代谢的关键酶(杨明等, 2019)；GSH 含量在维持细胞

生理功能方面起到重要作用。本研究中，低氧胁迫使

魁蚶的生理生化指标发生改变，整体趋势表现为

COX 活力逐渐降低，LDH 活力逐渐升高，GSH 含量

逐渐升高，表明魁蚶的有氧呼吸能力逐渐降低，无氧

呼吸能力逐渐升高。从 COX 与 LDH 活力实验可以看

出，相对低氧预适应组，对照组的酶活力变化趋势明

显，存在更强烈的应激反应；经过低氧预适应，机体

酶活力变化趋势相对较小，同时，与呼吸代谢趋势一

致，低氧预适应 4 次比预适应 2 次变化小，表明低氧

预适应降低了机体内一些酶的应激反应。GSH 含量

作为维持细胞生理功能的重要酶，随着低氧胁迫时间

延长，实验组 GSH 含量显著高于对照组(P＜0.05)，

体现出更强的维持机体稳定的能力。王定康等(2021)

研 究 表 明 ， 经 过 高 盐 预 适 应 的 鲁 氏 酵 母 菌

(Zygosaccharomyces rouxii)在高盐胁迫下的存活率、

pH、酶活力及多种游离氨基酸含量显著提高，与本

研究结果相似，表明生物机体抗性在预适应后可以得

到提高。 

本研究分析了低氧预适应对魁蚶的 IR、呼吸代

谢和酶活力等生理生化指标的影响，发现预适应可有

效提高魁蚶在低氧胁迫时机体的反应能力，研究结果

丰富了低氧适应相关的研究资料，为探讨魁蚶逆境适

应机制提供了数据。 
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Effects of Hypoxic Preconditioning on the Physiological and Biochemical 
Characteristics of Scapharca broughtonii under Hypoxia Stress 
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Chinese Academy of Fishery Sciences, Yantai, Shandong  265800, China) 

 
Abstract    Dissolved oxygen (DO) is one of essential factor for the survival of aquatic organisms, 

affecting many physiological processes including growth, survival, reproduction and development. Due to 

the change of global environment and the influence of human activities, hypoxia often occurs in both 

natural and cultured water bodies. Studies showed that water is in a hypoxic state when DO is lower than 

2 mg/L, and aquatic animals in this condition may often suffer from hypoxic stress. The blood clam 

Scapharca broughtonii is an important economic bivalve because of its delicious taste and rich protein, 

vitamins and hemoglobin. At present, the S. broughtonii has become an important species in Northern 

China, and the better economic benefit of breeding drives the rapid development of seedling production 

and culture. However, hypoxia often threatens the cultivation of S. broughtonii. Hypoxic preconditioning 

refers to the endogenous protective mechanism generated after the body is stimulated by multiple 

transient and non-fatal hypoxic stimuli, which can protect the body tissues and improve the tolerance of 

the body. To explore the effects of hypoxic preconditioning on the physiological and biochemical 

characteristics of S. broughtonii under hypoxia stress, the clams were divided into three groups containing 

H2 (hypoxic preconditioning for two times), H4 (hypoxic preconditioning for four times) and C (no 

hypoxic preconditioning, as control group). And then, we analyzed the feeding rate (IR), energy 

metabolism and three enzymes activity of three groups during the process of hypoxia stress for 48 hours 

with DO concentration of ~2.0 mg/L. The first item we explored was changes in feeding rates. During 

hypoxia stress, the IR of the three groups showed a tendency of decreasing first and then increasing. At 

the late stage of stress, the feeding rate of the three groups recovered to some extent, and the recovery 

degree of groups H4 and H2 were better than that of group C. The energy metabolism we studied contains 

the oxygen consumption rate (OR) and the ammonia excretion rate (NR). The results showed that the OR 
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of the three groups increased gradually under hypoxia stress and reached the maximum value at 48 h after 

treatment. The OR of group C, H2 and H4 increased by 1.15, 1.08 and 0.73 times, respectively, after 48 

hours of treatment. The trends in NR were that the NR in group C gradually increased during treatment, 

while that in group H reduced first followed by increasing and then decreased. The NR of group C, H2 and 

H4 showed different trends during the stress period which were 1.67, 1.30 and 0.97 times of 0 h at 48 h, 

respectively. And the ratio of oxygen to nitrogen in group C was relatively stable, while that in group H 

was relatively wide. The following are the experimental results of enzyme activity changes, which include 

cytochrome c oxidase (COX), lactate dehydrogenase (LDH) and glutathione (GSH). The COX of the three 

groups decreased gradually with the extension of hypoxia stress time. LDH activity and GSH enzyme 

content all showed an upward tendency. Compared with the control group C, the enzyme activity of the 

pre-hypoxic group H2 and H4 were relatively stable during the hypoxic stress. In total, the results showed 

that S. broughtonii pretreated with hypoxia had higher feeding rate, lower oxygen consumption rate and 

relatively stable enzyme activity compared with the control group, which revealed hypoxia pretreatment 

could improve its ability of hypoxia tolerance. It showed that hypoxia preconditioning had a more positive 

effect on the hypoxia tolerance of S. broughtonii. In this study, the effects of hypoxic preconditioning on 

physiological and biochemical of S. broughtonii under hypoxia stress including feeding rate, respiratory 

metabolism and enzyme activity were studied for the first time. It was found that hypoxic training could 

effectively improve the body's response to hypoxic stress, enriching the research data related to hypoxic 

adaptation, and providing data for exploring the stress adaptation mechanism of S. broughtonii. 

Key words   Scapharca broughtonii; Hypoxic preconditioning; Hypoxia stress; Physiological and 

biochemical characteristics 



第 44 卷    第 2 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.44, No.2 

2 0 2 3 年 4 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Apr., 2023 

                            

* 国家重点研发计划(2018YFD0900305)、山东省农业良种工程课题(2020LZGC015)、中国水产科学研究院中央级公益

性科研院所基本科研业务费专项资金(2020TD40; 2021GH05)共同资助。畅孟阳，E-mail: chang1007644237@foxmail.com 

① 通信作者：廖梅杰，研究员，E-mail: liaomj@ysfri.ac.cn  

收稿日期: 2021-12-28, 收修改稿日期: 2022-01-19 
 

 

DOI: 10.19663/j.issn2095-9869.20211228003  http://www.yykxjz.cn/ 

畅孟阳 , 李彬 , 荣小军 , 王锦锦 , 于永翔 , 王印庚 , 廖梅杰 , 张正 , 范瑞用 , 刘清兵 . 刺参响应灿烂弧菌侵染差异

microRNAs 鉴定及靶基因分析. 渔业科学进展, 2023, 44(2): 107–117 
CHANG M Y, LI B, RONG X J, WANG J J, YU Y X, WANG Y G, LIAO M J, ZHANG Z, FAN R Y, LIU Q B. Identification of 
differential expression microRNAs and target genes analysis of sea cucumber (Apostichopus japonicus) in response to Vibrio splendidus 
infection. Progress in Fishery Sciences, 2023, 44(2): 107–117 

刺参响应灿烂弧菌侵染 

差异 microRNAs 鉴定及靶基因分析* 

畅孟阳 1,2  李  彬 2,3  荣小军 2,3  王锦锦 2,3  于永翔 2,3  王印庚 2,3   

廖梅杰 2,3①  张  正 2,3  范瑞用 4  刘清兵 4 

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

农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  山东  青岛  266071； 

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

4. 青岛瑞滋集团有限公司  山东  青岛  266409) 

摘要    microRNA 参与基因的转录后调控，在真核生物的生长发育、细胞分化和免疫防御等过程

中发挥重要作用。刺参(Apostichopus japonicus)病害问题已成为产业发展的主要限制因素之一，而

其病害发生的分子机制尚待进一步完善。本研究以刺参重大疾病“腐皮综合征”的重要致病原灿烂弧

菌(Vibrios splendidus)为侵染菌株，通过人工侵染实验制备患病刺参样本，采用 miRNA-seq 技术对

侵染组(PT16S)和对照组(PT10H)各 3 头刺参的体壁组织进行 miRNA 测序，通过相关生物信息学软

件对 miRNAs 进行鉴定和分析，筛选差异表达 miRNAs (DEmiRNAs)并预测其靶基因，构建关键调

控途径的 miRNA-mRNA 调控网络。结果显示，PT10H 组平均得到 5 902 588 条有效序列，194 个

已知 miRNA 和 19 个新的 miRNA；PT16S 组平均得到 5 053 529 条有效序列，182 个已知 miRNA

和 42 个新的 miRNA。对 2 组鉴定到的 miRNA 进行差异表达分析，共筛选到 2 个上调和 11 个下调

的具有显著差异的 DEmiRNAs (P≤0.05)，上调的 DEmiRNAs 靶基因预测结合到 3010 个靶基因，

注释到 585 个 GO terms 及 24 条信号通路(P≤0.05)，下调的 DEmiRNAs 靶基因预测到 19 072 个靶

基因，注释到 514 个 GO terms 以及 22 条信号通路(P≤0.05)。对筛选到的 DEmiRNAs 进行实时荧

光定量 PCR (qRT-PCR)验证，显示 miRNA-seq 与 qRT-PCR 的一致率达到 70%。根据 KEGG 分析结

果构建泛素介导的蛋白水解途径和 Notch 信号通路的 miRNA-mRNA 调控网络，结果显示，13 个

DEmiRNAs 分别靶向结合 134 个与泛素介导的蛋白水解相关的 mRNAs 和 109 个与 Notch 信号通路

相关的 mRNAs，Aja-miR-184、Aja-miR-2478 和 Aja-miR-9277p 等 DEmiRNAs 可能参与对 Notch

信号通路和对泛素介导的蛋白水解的调控。相关研究结果将为刺参疾病发生调控网络建立和机制解

析提供依据。 

关键词    刺参；microRNA；灿烂弧菌；胁迫应答；靶基因；miRNA-mRNA 调控网络 
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仿刺参(Apostichopus japonicus)又称刺参，是我

国第五次海水养殖浪潮的代表性经济物种之一，年产

量近 20 万 t。然而，随着养殖产业的迅猛发展，养殖

过程中出现的病害频发、养殖成活率降低等一系列问

题已经成为限制刺参产业可持续发展的主要瓶颈。解

析刺参的抗病机制对于指导良种选育和健康养殖具

有重要意义。课题组前期完成的刺参重要疾病的流行

病学和病原学研究结果表明，刺参腐皮综合征是刺参

养 殖 中 最 主 要 的 疾 病 种 类 ， 灿 烂 弧 菌 (Vibrio 

splendidus)是该疾病的主要致病原之一 (张春云等 , 

2006)。因此，解析刺参响应灿烂弧菌侵染的分子机

制可为揭示刺参抗病机制提供重要参考。 

microRNA (miRNA)是一类内源性的、进化上高

度保守的非编码小 RNA 单链分子，它作为转录后水

平的关键调控因子，通过与靶基因 3´端非翻译区

(UTR)结合而抑制靶基因的翻译或降解靶基因，在调

控真核生物的生长发育、细胞分化和免疫防御等生命

活动中发挥了重要作用(Krol et al, 2010)。近年来，水

生生物 miRNA 的鉴定及其对靶基因的调控作用机制

逐渐成为水产养殖研究的热点之一。研究表明，

miRNA 可以参与鱼、虾、蟹、贝、参等水生生物的

免疫调控过程(Zhang et al, 2017; Chen et al, 2017; 

Boonchuen et al, 2020; Li et al, 2018)。Li 等(2012)利

用 miRNA-seq 技术筛选出刺参体腔细胞响应灿烂弧

菌的差异表达 miRNA，但目前缺乏关于腐皮综合征

发病的靶器官——体壁组织 miRNA 及其调控网络等

相关机制的研究报道。因此，本研究以刺参体壁组织

为研究对象，采用 miRNA-seq 技术对健康刺参和灿

烂弧菌侵染后患病刺参的体壁组织进行测序，通过生

物信息学软件筛选 DEmiRNAs 并进行验证，构建关

键免疫相关通路上 miRNA-mRNA 的调控网络，以期

为解析刺参抗病网络调控机制提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究所用苗种取自山东青岛瑞滋集团有限公

司培育的 1 龄刺参苗种。本研究选取活力良好、健康无

异的刺参苗种，苗种规格为(50.0±2.0) g/只。实验用刺

参苗种运回实验室后暂养 3 d，暂养水温为(13.0± 

0.5)℃，待苗种状态稳定后用于后续实验。 

侵染菌株为本团队水生动物病原库中保存的分

离自患腐皮综合征刺参体壁组织的灿烂弧菌菌株

(AJ-Vb1801)。对该菌株用胰蛋白胨大豆肉汤固体培

养基(TSB 固体培养基)复苏，然后用 TSB 液体培养基

扩大培养。 

1.2  实验样品的采集 

灿烂弧菌人工侵染与取样：根据实验目的将实验

分为 2 个组，每组设置 3 个平行，每个平行组中刺参苗

种数量为 30 头，实验水槽容积为 30 L。对照组(PT10H)

刺参苗种使用取自水质良好的自然海域的海水进行

健康养殖，侵染组(PT16S)按照水体体积在水槽中投

放制备好的灿烂弧菌菌悬液至浓度为 1×106 CFU/mL 

(该浓度为灿烂弧菌对刺参苗种的 LD50)。2 组实验在

温度为(13.0±0.5)℃、盐度为(28.0±0.5)的条件下进行

养殖，每天换 1/3 水，换水后及时添加制备好的灿烂

弧菌菌悬液，使其维持在 1×106 CFU/mL，每天投喂

刺参配合饲料，投喂量为刺参苗种体重的 2%，养殖

期间保持溶氧充足。实验期间，每天观察刺参苗种的

生理状态，及时收集并记录侵染组发生化皮的患病个

体。实验开始 7 d 后，分别从侵染组的患病个体和对

照组的健康个体中随机挑取 3 头刺参，剖取刺参样品

的体壁组织，置于 2 mL 冻存管后迅速置于液氮中保藏

并送回实验室，在–80℃超低温冰箱中保存，用于每个

个体组织样品 RNA 的提取。对照组样品的编号分别为

PT10H1、PT10H2 和 PT10H3，侵染组的编号分别为

PT16S1、PT16S2 和 PT16S3。 

1.3  总 RNA 提取及质量检测 

以 PT10H 组和 PT16S 组的刺参体壁组织为材料，

采用QIAGEN RNeasy mini kit (74106)提取所采集样品

的总 RNA，以 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的

完整性，用 NanoDrop 核酸测定仪测定所提取核酸样

品的纯度，检测合格的样品(浓度≥200 ng/μL; RIN≥

8.0; 28S/18S≥1.5)于–80℃保存备用。 

1.4  miRNA 文库的建立 

对于所提取的总 RNA 样本，采用 15% PAGE 进

行 miRNA (18~30 nt)分离，分离后的 miRNA 经乙醇

沉淀离心富集，然后利用 TruSeq Small RNA Sample 

Preparation kit (Illumina, RS-200-0048)的方法及流程

进行文库制备。文库构建完成后，先使用 Qubit 2.0

进行初步定量，稀释至 1 ng/μL，随后使用 Agilent 

2100对文库的 insert size进行检测，使用 Bio-Rad CFX 

96 荧光定量 PCR 仪和 Bio-Rad iQ SYBR Green 进行

实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)，对文库的有效浓度进

行准确定量(文库有效浓度>2 nmol/L)。检测合格后，

将所构建的文库利用 HiSeq2500 测序平台进行单端

测序(SE50)，得到 50 bp 的序列 reads。HiSeq 深度测

序由杭州联川生物技术股份有限公司完成。 
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1.5  miRNA 测序数据处理 

原始数据经过质控处理后得到 clean reads，去除

3´接头，并进行长度筛选，保留碱基长度在 18~26 nt

的序列。再将剩余序列分别与 mRNA 数据库、Rfam

数据库(包含 rRNA、tRNA、snRNA、snoRNA 等)和

Repbase 数据库进行比对和过滤，最后获得的数据即

有效数据，用于后续 miRNA 数据分析。 

1.6  miRNA 鉴定和靶基因预测分析 

使用 Bowtie 2 (2.2.3)将高质量的 valid reads 映射

到本团队前期测序所得刺参基因组(组装完成，待发

表)，鉴定出相关 miRNA。miRNA 的差异表达分析使

用 edgeR 软件，筛选标准是基因表达差异倍数>2 且

FDR≤0.05 为差异显著的基因(DEmiRNA)。 

使用 TargetScan (Nam et al, 2014)、miRanda 

(Betel et al, 2008)软件对 DEmiRNA 分别进行靶基因

预测。对 2 款软件预测出的靶基因分别按照每款软件

的评分标准进行筛选。TargetScan 算法中去除 context 

score percentile<50 的靶基因，miRanda 算法中去除最

大自由能(max energy)>–10 的靶基因。最后取 2 款软

件的交集作为 DEmiRNA 的靶基因。 

1.7  DEmiRNAs 靶基因 GO 富集与 KEGG 通路分析 

利用 GOseq R 软件包进行 DEmiRNAs 靶基因的

GO (gene ontology)富集分析(P<0.05)。利用 KOBAS

软件对差异基因进行 KEGG (Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes; http://www.genome.jp/kegg/)信号

通路富集分析。 

1.8  qRT-PCR 验证差异表达 DEmiRNA 表达量 

根据上述实验结果，随机选择 9 个 DEmiRNA 序

列，并用加尾法设计引物(表 1)。参照 Mir-XmiRNA 

first-strand synthesis 试剂盒(TR201)说明书，将测序所

用样本的总 RNA 反转录为 cDNA。得到的 cDNA 保

存于–20℃，用于后续荧光定量实验。qRT-PCR 扩增

体系为(20 μL)：10 μL 2×miRNA qRT-PCR master mix 

(TaKaRa)，上下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，cDNA 

2 μL，RNase-free water 定容至 20 μL。以 U6 作为

qRT-PCR 的内参基因，每个样本 3 个重复，同时设

置不加模板的阴性对照。采取 2–ΔΔCt 法计算所选

DEmiRNAs 的相对表达量。用 3 个重复实验的平均值±

标准差(Mean±SD)来表示 DEmiRNA 的相对表达值。

最后通过 GraphPad 6 软件对 DEmiRNA 的 qRT-PCR

结果和 miRNA-seq 结果进行绘图。 

1.9  关键免疫途径的 miRNA-mRNA 调控网络构建 

根据 DEmiRNAs 与 mRNAs 的靶向结合关系，利

用联川生物在线分析软件 (https://www.omicstudio. 

cn/tool/56)构建基于 KEGG 分析得到的关键免疫途径

的 miRNA-mRNA 调控网络。 
 

表 1  用于 DEmiRNA 表达验证的 qRT-PCR 引物 
Tab.1  qRT-PCR primers used for validation of selected DEmiRNA 

基因名称 Gene ID 基因序列 Gene sequence 引物序列 Primer sequence (5'~3') 

Aja-miR-9277 CGAATCCTGCCGACTACGCCA CGAATCCTGCCGACTACGC 

Aja-miR-2478 ATCCCACTTCTGACACCA CGCATCCCACTTCTGACACCA 

Aja-miR-184 TGGACGGAGAACTGATAAGGGCTTT CCGACCCTGTTGAGCTTGACTC 

Novel-217 TGGACCAGGAGGTACTATTCACG TGGACGGAGAACTGATAAGGGCTTT 

Aja-miR-1559-3p GTAGTCGTGGCCGAGTGG GTAGTCGTGGCCGAGTGG 

Aja-miR-7550-5p TTCCGGCTCGAAGGACCA TTCCGGCTCGAAGGACCA 

Aja-miR-11980-5p AGGGAACGGGCTTGGCAGA AGGGAACGGGCTTGGCA 

Aja-miR-9277-3p ATCCTGCCGACTACGCCA ATCCTGCCGACTACGCCA 

Aja-miR-940-5p CCAGGAGTGGAGCCTGCG CCAGGAGTGGAGCCTGC 

Aja-miR-1559-5p GTAGTCGTGGCCGAGTGA CGTAGTCGTGGCCGAGTGA 

U6 Reverse  TGGAACGCTTCACGAATTTGCG 

U6 Forward  GGAACGATACAGAGAAGATTAGC 

 

2  结果 

2.1  刺参体壁样品 miRNA 测序数据结果 

PT10H 和 PT16S 组刺参体壁样品的 miRNA-seq

分别平均产生 11 929 100 和 10 107 557 条原始序列，

过滤后得到的平均有效序列分别为 5 902 588 和

5 053 529 条，说明本研究的测序数据质量良好。与

miRbase 数据库比对结果显示，PT10H 比对到 194 个

已知 miRNA 和 19 个新的 miRNA，PT16S 组比对到
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182 个已知 miRNA 和 42 个新的 miRNA (表 2)。对

PT10H 和 PT16S 组内各生物学重复之间的 Pearson 相

关性系数分析结果显示，组内样品的相关性系数均在

0.95 以上，说明各样品的重复性良好(图 1)。  
 

表 2  刺参体壁样品 miRNA-seq 数据概况 
Tab.2  Overview of miRNA-seq data of body wall samples from A. japonicus 

样品 
Sample 

原始序列数 
Number of raw reads 

有效序列数(占比) 
Number of valid reads  

(Proportion) 

已知的 miRNA 数 
Number of known 

miRNA 

新的 miRNA 数 
Number of novel 

miRNA 

PT10H1 12 903 436 6 739 101 (52.23%) 176 16 

PT10H2 9 406 056 4 125 702 (43.86%) 172 14 

PT10H3 13 477 809 6 842 961 (50.77%) 185 17 

PT16S1 9 342 684 3 968 310 (42.48%) 158 36 

PT16S2 12 798 085 6 639 205 (51.88%) 173 15 

PT16S3 8 181 902 4 553 071 (55.65%) 117 12 

 

 
 

图 1  miRNA 测序结果的各样品间 

不同生物学重复的 Pearson 相关性分析 
Fig.1  Pearson correlations between all the different 

biological repeats based on the miRNA-seq 
 

2.2  刺参体壁样品 DEmiRNAs 的鉴定与筛选 

用 Bowtie 2.2.3 软件将长度筛选后的 RNA 定位

到刺参基因组参考序列上，将定位成功的序列与

Rfam database 数据库进行比对，除去 tRNAs、rRNAs、

snRNA、snoRNAs 和重复序列。利用 miRDeep2 软件

共鉴定出 PT10H 与 PT16S 之间的差异表达 miRNAs 

(P≤1) 299 个，其中包括 Aja-miR-2012、Aja-miR-92a

和 Aja-miR-286 在内的 127 个 miRNAs 上调表达，

Aja-miR-2007 和 Aja-miR-9277 在内的 172 个 miRNAs

下调表达。进一步筛选出 PT10H 与 PT16S 之间显著

性差异表达的 miRNAs (DEmiRNAs) 13 个，其中上调

和下调 DEmiRNAs 的数量分别为 2 个和 11 个(表 3)。

筛选出的 13 个 DEmiRNAs 中包含 1 个新的 miRNA 

(Novel-217)和 12 个已知 miRNAs。根据 13 个显著差

异的 DEmiRNAs 在 6 个样品间的表达量构建聚类分

析图(图 2)，结果显示，Novel-217 和 Aja-miR-184 上

调表达幅度较大，Aja-miR-1559-5p、Aja-miR-940-5p

和 Aja-miR-1559-3p 下调幅度较大。 
 

表 3  PT10H 与 PT16S 间差异表达 miRNAs 信息统计 
Tab.3  Information of differentially expressed miRNAs between PT10H and PT16S 

miRNA 名称 
miRNA name 

PT10H 组表达量 
Expression level of PT10H 

PT16S 组表达量 
Expression level of PT16S 

差异倍数 
log2(fold change) 

上调/下调
up/down 

Novel-217 1 576.386 4 750.085 1.591 上调 up 

Aja-miR-184 1 863.378 3 355.773 0.848 上调 up 

Aja-miR-1559-3p 252.878 79.939 –1.661 下调 down

Aja-miR-7550-5p 351.362 153.732 –1.192 下调 down

Aja-miR-2478 624.861 316.081 –0.983 下调 down

Aja-miR-9277-3p 275.360 46.813 –2.556 下调 down

Aja-miR-9001-5p 13.894 3.715 –1.902 下调 down

Aja-miR-9277 28.066 4.044 –2.794 下调 down

Aja-miR-1260 1 785.472 343.361 –2.378 下调 down

Aja-miR-9277-5p 3.834 0.694 –2.466 下调 down

Aja-miR-11980-5p 35.768 5.357 –2.739 下调 down

Aja-miR-1559-5p 8.765 0 –4.266 下调 down

Aja-miR-940-5p 5.081 0 –3.016 下调 down
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图 2  PT10H 与 PT16S 间差异表达 miRNAs 聚类分析热图 
Fig.2  Cluster analysis heatmap of differentially  
expressed miRNAs between PT10H and PT16S 

 

2.3  DEmiRNA 靶基因预测与功能分析 

采用 TargetScan 和 miRanda 软件对上述 13 个

DEmiRNAs 进行靶基因预测，共预测出 22 082 个靶

基因。其中，上调的 DEmiRNA 共 3010 个靶基因，

下调的 DEmiRNA 共 19 072 个靶基因。 

GO 数据库注释结果显示，上调 DEmiRNAs 的

2119个靶基因共注释到了 585个GO terms (P≤0.05)，

包括生物进程 368 个 terms，细胞成分 79 个 terms，

分子功能 138 个 terms。分别选取 3 个本体显著性排

名前 10 的 GO terms 构建 GO 富集柱状图(图 3a)，结

果显示，富集到生物进程的 GO terms 主要包括多细

胞生物发育(GO: 0007275)、肽酰酪氨酸去磷酸化(GO: 

0035335)和细胞粘附(GO: 0007155)；富集到细胞成分

的 GO terms 主要包括膜的组成部分(GO: 0016021)、

核(GO: 0005634)和细胞膜(GO: 0016020)；富集到分

子 功 能 的 GO terms 主 要 包 括 ATP 结 合 (GO: 

0005524)、钙离子结合(GO: 0005509)和泛素蛋白转移

酶活性(GO: 0004842)。下调 DEmiRNAs 的 8652 个靶

基因共注释到 514 个 GO terms (P≤0.05)，包括生物

进程 285 个 terms，细胞成分 83 个 terms，分子功能

146 个 terms。分别选取 3 个本体显著性排名前 10 的

GO terms 构建 GO 富集柱状图(图 3b)。结果显示，富

集到生物进程的 GO terms 主要包括多蛋白质磷酸化

(GO: 0006468)、细胞内信号转导(GO: 0035556)和多

细胞生物发育(GO: 0007275)；富集到细胞成分的 GO 

terms 主要包括膜的组成部分(GO: 0016021)、核(GO: 

0005634)和质膜的组成部分(GO: 0005887)；富集到分

子 功 能 的 GO terms 主 要 包 括 ATP 结 合 (GO: 

0005524)、钙离子结合(GO: 0005509)和泛素蛋白转移

酶活性(GO: 0004842)。 

进一步对 DEmiRNAs 的靶基因进行 KEGG 通路

富集分析，结果显示，上调 DEmiRNAs 的 829 个靶

基因注释到 24 条代谢通路(P≤0.05)，其中富集基因

数较多的是 ECM 受体相互作用(43 个)、泛素介导的

蛋白水解(38 个)、FoxO 信号通路(26 个)、Notch 信号

通路(26 个)、mRNA 监测通路(23 个)、粘着力(18 个)

和 MAPK 信号通路(16 个)(图 4a)。下调 DEmiRNAs

的 3499 个靶基因注释到 22 条代谢通路(P≤0.05)，其

中，富集基因数较多的是神经活性配体–受体相互作

用(254 个)、嘌呤代谢(141 个)、泛素介导的蛋白水解

(115 个)、溶酶体(115 个)、Notch 信号通路(99 个)和

FoxO 信号通路(66 个)(图 4b)。 

2.4  DEmiRNAs 表达量的验证 

为验证高通量测序数据的准确性，从筛选到的

13 个 DEmiRNAs 中随机选取 10 个进行 qRT-PCR 验

证。结果显示，2 个上调 DEmiRNAs (Novel-217 和

Aja-miR-184)和 5 个下调 DEmiRNAs (Aja-miR-2478、

Aja-miR-9277、Aja-miR-1559-3p、Aja-miR-7550-5p 和

Aja-miR-11980-5p)与测序数据中相应的 DEmiRNAs

的表达量变化趋势一致(图 5)，验证一致率达到 70%，

上述结果说明本研究的测序结果真实可靠。 

2.5  miRNA-mRNA 基因共表达网络构建 

根据 KEGG 富集分析结果，使用联川生物在线

分析软件对泛素介导的蛋白水解和 Notch 信号通路

上的DEmiRNAs及其靶基因构建 miRNA-mRNA基因

共表达网络。结果显示，13 个 DEmiRNAs 共靶向结

合 115 个与细胞免疫中泛素介导的蛋白水解相关的

mRNAs (图 6a)。结合 mRNAs 较多的 DEmiRNA 为

Aja-miR-9277-5p、Aja-miR-9277-3p 和 Aja-miR-2478，

分别结合了 31、24 和 23 个 mRNAs。其中，UBR5、

UB2G1、UBE3C 和 XIAP 作为关键基因靶向结合多个

DEmiRNAs，可作为后续泛素介导的蛋白水解通路中

的重点基因进行研究。共有 108 个与体液免疫中

Notch 信号通路相关的 mRNAs 被 13 个 DEmiRNAs

靶向结合(图 5b)。Aja-miR-9277、Aja-miR-9277-5p

和 Novel-217 靶向结合的 mRNAs 最多，分别达到 36、

34 和 32 个。其中，NOTC1、SVEP1 和 FBP1 作为关

键基因靶向结合多个 DEmiRNAs，可作为后续 Notch

信号通路中的重点基因进行研究。 
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图 3  PT10H 与 PT16S 间 DEmiRNAs 靶基因 GO 富集 
Fig.3  GO categorization of the target genes of DEmiRNAs between PT10H and PT16S 

a：上调 DEmiRNAs 靶基因；b：下调 DEmiRNAs 靶基因 
a: Target genes of up-regulated DEmiRNAs; b: Target genes of down-regulated DEmiRNAs 

 

3  讨论 

目前，刺参腐皮综合征是对刺参养殖影响最大的

疾病种类之一，本团队前期研究结果显示，灿烂弧菌

是刺参腐皮综合征的重要致病原(张春云等, 2006)。

虽然刺参腐皮综合症的致病原菌已被分离鉴定，但刺

参响应该病原侵染的相关分子机制尚不清晰。Li 等

(2012)运用 Illumina Hiseq2000 平台对健康和患腐皮

综合征的刺参体腔细胞进行深度测序后，在 2 个文库

中找到了 40 个共同的保守 miRNA；该研究还发现，

miR-31 和 miR-2008 在 2 个刺参文库中呈显著差异表

达。Li 等(2016)通过转染 miR-210 模拟物，证明

miR-210 能够抑制刺参 AjToll 基因，并且其 ROS 变化

与 AjToll 基因的表达趋势一致，这意味着 miR-210 在 
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图 4  PT10H 与 PT16S 间 DEmiRNAs 靶基因 KEGG 富集图 
Fig.4  KEGG pathway of the target genes of DEmiRNAs between PT10H and PT16S 

a：上调 DEmiRNAs 靶基因；b：下调 DEmiRNA 靶基因 
a: Target genes of up-regulated DEmiRNAs; b: Target genes of down-regulated DEmiRNAs 

 

 
 

图 5  PT10H 与 PT16S 组间刺参体壁组织 

DEmiRNAs 的 qRT-PCR 验证 
Fig.5  qRT-PCR validation of DEmiRNAs in  

body wall of A. japonicus between PT10H and PT16S 
 

一种新的免疫途径中起到了关键作用。Lv 等(2017)

研究发现，miR-137 在刺参发病机制中具有调节免疫

功能的作用。Lu 等(2015a)发现，miR-31 通过靶向作

用于 Ajp105 来调节呼吸爆发。Shao 等(2017)研究证

明，在灿烂弧菌和刺参相互作用期间，miR-31 负向

调节肿瘤坏死因子的表达，使得半胱氨酸蛋白酶-3

和半胱氨酸蛋白酶-8 依赖性细胞凋亡。Lv 等(2015)

通过转染 miR-200 的模拟物验证其靶基因 AjTollip 下

游分子的表达情况，表明 miR-200 能增强刺参体腔细

胞的抗菌活性。Lu 等(2015b)通过转染 miR-133 模拟

物和 si-AjIRAK-1，表明 miR-133 参与刺参 TLR 联级

调节，并通过双荧光素酶报告基因实验确定了

miR-133 和 AjIRAK-1 的靶向关系。以上研究成果都

是基于刺参体腔细胞测序，进而对差异 miRNAs 的表

达及功能进行分析，本研究以刺参患病的病灶组织作

为研究对象，通过高通量测序从转录组学角度筛选差

异表达 miRNAs，对其靶基因进行富集分析，可为刺

参与病原菌互作关系和发病机制解析提供新思路。 

miRNAs 具有高度保守性、组织特异性和表达时

序性。本研究通过生物信息学分析筛选到与免疫相关

的 3 个 DEmiRNAs，包括 Aja-miR-184、Aja-miR-2478

和 Aja-miR-9277。在其他水产动物中，梁金荣(2017)研

究发现，在经过副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)

感染后，凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的肠道、

心脏、肌肉等组织中 miR-184 的表达量显著升高，并

进一步证实 miR-184 可以通过增强对虾体内抗菌肽

的合成参与宿主的免疫调控，从而达到提高机体免疫

活力的效果；Ou 等(2013)研究发现，克氏原螯虾

(Procambarus clarkia)的 miR-184 在受到蟹螺原体

(Spiroplasma eriocheiris)刺激后表达量显著上调；Xu 等

(2019)研究发现，河南华溪蟹(Sinopotamon henanense)

在应对镉(Cd)诱导的氧化应激反应中 miR-184 显著上

调。同源 miRNAs 在不同水产动物中可能发挥类似的

调控作用。本研究发现，刺参体壁在灿烂弧菌胁迫后

Aja-miR-184 表达量显著上调，推测刺参通过上调

Aja-miR-184 的表达来激活相关免疫通路，以应对灿

烂弧菌的侵染。林锋(2018)从罗氏沼虾(Macrobrachium 

rosenbergii)野田村病毒(Macrobrachium rosenbergii 

nodavirus, MrNV)的致病性出发，确定了 bta-miR-2478

参与罗氏沼虾体液免疫，并可作为免疫增强剂在对虾

野田村病毒的诊断和治疗上应用。林德麟(2017)在对

牛乳乳清进行高通量测序后发现，miR-2478 在乳清

中显著表达，并靶向多种免疫球蛋白的合成。本研究 
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图 6  富集在刺参体壁免疫相关通路上的差异表达 miRNA-mRNA 的调控网络 
Fig.6  Regulation networks of miRNA-mRNA enriched in immune-related pathways in the body wall of A. japonicus 

a：泛素介导蛋白水解；b：Notch 信号通路 
a: Ubiquitin-mediated proteolysis; b: Notch singling pathway 
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发现，刺参体壁的 Aja-miR-2478 在灿烂弧菌胁迫后

显著下调，表明 Aja-miR-2478 参与了刺参对灿烂弧

菌的胁迫应答，推测 Aja-miR-2478 通过下调其表达

量以解除对部分免疫相关基因的限制，从而增强刺参

抵抗灿烂弧菌侵染的能力。相关结果表明，在水产动

物中，Aja-miR-184 和 Aja-miR-2478 在响应细菌侵染

过程中有着相似的表达趋势。郭睿等(2019)研究发现，

意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)幼虫经蜜蜂球囊

菌(Ascosphaera apis)胁迫后，肠道中 miR-9277 显著

上调表达，其靶基因富集分析结果显示，miR-9277

主要参与了丝氨酸蛋白酶和泛素介导的蛋白水解的

调控。本研究发现，刺参体壁在灿烂弧菌胁迫后，

Aja-miR-9277 显著下调表达，并参与了促丝裂原活化

蛋白激酶和泛素介导的蛋白水解的调控。然而，

Aja-miR-9277 与意大利蜜蜂中的同源 miRNA 表达趋势

相反，推测同源 miRNAs 在不同物种中可能发挥不同的

作用，但这种差异产生的分子机制仍需要进一步研究。 

本研究中，筛选到的上调 miRNA 数目及其靶基

因的数目都显著低于下调 miRNA 及其靶基因的数

目，同时，靶基因的 GO 富集显示，靶基因主要富集

在蛋白质磷酸化、膜的组成部分、泛素蛋白转移酶活

性等 GO terms 上，表明刺参体壁的新陈代谢和细胞

生命活动在受到灿烂弧菌胁迫后受到了一定程度的

抑 制 。 F O X O 信 号 通 路 可 以 直 接 参 与 黄 颡 鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)胰岛素调控脂肪代谢的合成

(卓梅琴 , 2018)，其下游的靶基因 FOXO1 对缢蛏

(Sinonovacula constricta)的生长发育起着重要的调控

作用(谢淑媚, 2018)。Toll 和 IMD 信号通路在调控抗

菌肽(antimicrobial peptides, AMPs)的表达中占主导地

位(Vallet-Gely et al, 2008; Aggarwal et al, 2008)。真菌

和革兰氏阳性菌的感染会激活 Toll 信号通路，从而调

控一系列抗菌肽的表达；革兰氏阴性菌和病毒的感染

会激活 IMD 信号通路，从而参与调控多种抗菌肽的

表达 (Lan  e t  al ,  2013)。促丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)是介导细

胞外信号到细胞内反应的重要信号转导系统，对细胞

生长、分化、凋亡和程序性死亡等多种生理过程具有

重要调控作用(Sigoillot et al, 2002)。Notch 信号通路

可调控细胞的分化、增殖和凋亡，对于细胞生长发育

具有重要意义，Notch 信号的异常表达会诱发乳腺癌等

多种癌症(Shimizu et al, 2011)。本研究发现，在 FOXO

信号通路、Toll 和 IMD 信号通路、MAPK 信号通路

和 Notch 信号通路分别富集了 66、15、15 和 99 个下

调 miRNAs 的靶基因，推测这些下调 miRNAs 通过下

调其表达量，以解除对部分免疫相关基因的抑制，从 

而增强刺参对灿烂弧菌的抵抗能力。同时，分别有

38 和 26 个上调 miRNA 的靶基因注释到了泛素介导

的蛋白水解和 Notch 信号通路等细胞免疫相关通路，

推测这些 miRNA 及其靶基因广泛参与了上述信号通

路的负调控过程，从而使刺参体壁组织免疫活性和新

陈代谢过程受到灿烂弧菌的抑制。He 等(2014)对灿烂

弧菌侵染的刺参体腔细胞的研究表明，miRNAs 对刺参

先天免疫防御的调控主要是通过调控刺参体内补体

系统 (complement system) 和 Toll 样受体 (Toll like 

receptor, TLR)信号通路中的相关因子而实现的。本研

究中，TLR 信号通路富集程度较高，但富集靶基因数

较少，其中大部分靶基因也富集在泛素介导的蛋白水解

通路和 Notch 信号通路，推测可能与所研究的样本组

织差异相关，其具体的作用机制尚需进一步的研究。 

本研究通过 miRNA-mRNA 共表达网络分析发

现，泛素介导的蛋白水解是富集基因数最多的通路，

13 个 DEmiRNAs 在刺参响应灿烂弧菌胁迫过程中全

部参与调控泛素介导的蛋白水解，其中 11 个下调的

DEmiRNAs (Aja-miR-1559-3p、Aja-miR-7550-5p、Aja- 

miR-2478 和 Aja-miR-9277-3p 等)靶向结合 115 个

mRNAs，2 个上调的 DEmiRNAs (Aja-miR-184 和

Novel-217)靶向结合 19 个 mRNAs；多数 miRNAs 下

调表达以减弱对 mRNAs 的抑制作用，从而增强相关

免疫基因的表达，少数 miRNAs 上调表达以增强对

mRNAs 的抑制。泛素介导的蛋白水解是重要的细胞

免疫通路，可以通过降解关键的调节蛋白来控制细胞

的基本生命活动，调节细胞应激反应和对病原微生物

的 免 疫 反 应 ( 陈 科 等 , 2012) ， 例 如 ， 在 青 虾

(Macrobrachium nipponensis) 遭受霍乱弧菌 (Vibrio 

cholerae)侵染时，体内的泛素化蛋白可以介导机体细

胞免疫以应对霍乱弧菌的侵染(李席席, 2020)。上述

实验结果表明，灿烂弧菌在参与胁迫时对泛素介导的

蛋白水解通路产生影响，二者之间存在复杂的互作，

但背后的分子机制仍需进一步探明。 

综上所述，本研究对正常及灿烂弧菌胁迫的刺参

体壁样品进行高通量测序，筛选到 13 个与病原胁迫

相关的 DEmiRNA，并对其靶基因进行分析，进而对

2 条关键通路进行了基因共表达分析。研究结果不仅

为刺参响应灿烂弧菌胁迫的关键调控 miRNAs 的筛

选及功能研究提供了重要的信息和线索，也为刺参–

灿烂弧菌互作机制的阐明打下了基础。 
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Identification of Differential Expression microRNAs and Target  
Genes Analysis of Sea Cucumber (Apostichopus japonicus)  

in Response to Vibrio splendidus Infection 

CHANG Mengyang1,2, LI Bin2,3, RONG Xiaojun2,3, WANG Jinjin2,3, YU Yongxiang2,3, WANG Yingeng2,3,  
LIAO Meijie2,3①

, ZHANG Zheng2,3, FAN Ruiyong4, LIU Qingbing4 
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China; 2. Key Laboratory of 

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

and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  
266071, China; 4. Qingdao Ruizi Company, Qingdao, Shandong  266409, China) 

Abstract    microRNAs (miRNAs), involved in post-transcriptional gene regulation, play important 
roles in the growth, development, cell differentiation, and immune defense of eukaryotes. Apostichopus 
japonicus has become an economically important species for marine aquaculture in China; however, the 
outbreak of diseases, such as skin ulcer syndrome (SUS), has led to great losses in aquaculture 
development. Therefore, molecular mechanisms underlying disease occurrence must be further elucidated. 
In the present study, Vibrio splendidus, an important causative pathogen of SUS, was used as the stress 
strain (1×106 CFU/mL) in an artificial infection experiment. Body wall of the diseased (PT16S) and 
healthy (PT10H) samples was subjected to miRNA-Seq. Differentially expressed miRNAs (DEmiRNAs) 
were screened using bioinformatics. The target genes of DEmiRNAs were predicted and used for 
constructing miRNA-mRNA regulatory networks. Through miRNA-Seq, respectively 5 902 588 and 
5 053 529 valid reads were generated for the PT10H and PT16S samples. A total of 13 DEmiRNAs (P≤
0.05) were screened between PT10H and PT16S, of which two were upregulated and 11 downregulated. 
Target gene prediction revealed that the two upregulated DEmiRNAs bound to 3010 target genes, which 
were annotated to 585 GO terms and 24 signaling pathways (P≤0.05), while the 11 downregulated 
DEmiRNAs bound to 19 072 target genes, which were annotated to 514 GO terms and 22 signaling 
pathways (P≤0.05). In the validation test, the consistency rate of the sequencing and qRT-PCR data 
reached 70%. Two immune-related pathways (ubiquitin-mediated proteolysis and Notch signaling) were 
selected and used to construct the miRNA-mRNA regulatory networks. The 13 DEmiRNAs could bind 
134 ubiquitin-mediated proteolytic mRNAs and 109 Notch signaling mRNAs. Specifically, 
Aja-miR-1559-3p, Aja-miR-7550-5p, Aja-miR-2478, and Aja-miR-9277-3p may be involved in the 
regulation of ubiquitin-mediated proteolysis and Notch signaling. Our results provide primary data for 
understanding the post-transcriptional regulatory mechanisms of diseases in sea cucumber.  
Key words    Apostichopus japonicus; microRNA; Vibrio splendidus; Stress response; Target genes; 
miRNA-mRNA network 
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基于 MaxEnt 模型和 ArcGIS 对巨藻 

在我国适生情况的分析* 
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摘要    发展新养殖对象及异地栽培需首先掌握物种的生态适应性。有关巨藻(Macrocystis pyrifera)

在我国海区适应性的研究甚少，海区养殖效果不理想，我国巨藻养殖业发展欠佳。本研究采用

MaxEnt 构建了巨藻的物种分布模型，当特征组合为乘积型特征(product features)、二次型特征

(quadratic features)和片段化特征(hinge features)，正则化参数为 0.8 时，模型预测性能最佳；综合考

虑环境因子的相关性及对模型的贡献率，筛选出 6 项环境因子用于模型构建，其中，光强与温度对

巨藻自然分布的影响最大，在光强不低于 2 μmol/(m2·s)、年均温度范围 10.5~17.0℃条件下，巨藻

的适生概率较高。采用所构模型结合 ArcGIS 预测巨藻在我国的适生区：主要分布于黄渤海，约占

该海域面积的 13.17%，其中，边缘适生区为 5.46%，低适生区为 2.85%，中适生区为 1.20%，高适

生区为 3.66%，表明辽东湾、渤海湾是巨藻引种养殖和藻场建设的适宜海域。 

关键词    巨藻；MaxEnt；ArcGIS；适生区域 

中图分类号 S931.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0118-09 

巨藻(Macrocystis pyrifera)属于褐藻门、海带目、

巨藻科、巨藻属(刘永定等, 2001)，分布于美洲太平

洋沿岸，自阿拉斯加州经加拿大、加利福尼亚州沿海

至墨西哥，据报道，澳大利亚、新西兰、秘鲁、智利

等地也有分布(Mansilla et al, 2011)。巨藻为多年生大

型海藻，生长速度快，在美国西海岸附近海域中盛产

的一种巨藻的日生长率可达 0.6 m (Mateus et al, 

1976)。巨藻具有重要的经济价值，含有丰富的蛋白

质、维生素、矿物质，可作为食品添加剂，用于家禽、

家畜、鲍鱼养殖饲料，国内外大量使用巨藻生产褐藻

胶，提炼甘露醇(Hernan et al, 1977)。相比石油和煤炭，

甲烷为更清洁低碳的能源，而巨藻经微生物分解可以

产生大量甲烷，因此，它又是一种极具潜力的生物能

源海藻(Ghosh et al, 1981; 朱永良, 1984)。近年来，山

东及辽东半岛的藻场修复取得一定进展，但海藻场的

建设需要更加注重其生态功能和实际效果。目前，我

国藻场建设中多使用一年生海藻，而巨藻是多年生海

藻，增殖成功后可以长期维持。巨藻作为“海底森林”

abc
图章
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的主要海洋植物之一，其在海洋生态系统中具有饵

料、栖息地、净化水体和碳汇等多个功能。 

目前，对巨藻资源的利用还处于自然资源阶段，

全球尚未建立成熟的巨藻栽培产业。我国海藻栽培规

模大、物种丰富，在发展巨藻栽培产业中进行了一定

的尝试。自 1978 年从墨西哥引进巨藻幼苗和配子体

(刘恬敬等, 1981; 索如瑛等, 1986)以来，建立了巨藻

潜筏式养殖技术(王飞久等, 1999)，研究了光强和光

时对巨藻配子体发育和幼孢子体生长的影响(胡敦清, 

1984; 胡敦清等, 1986)，解析了巨藻幼苗的光合生理

特征(凌晶宇等, 2014)，在保种、繁育和养殖技术上

取得了一定的突破。但发展养殖新对象以及异地栽培

要考虑物种的海区适应性，目前对巨藻在我国海区的

适应性知之甚少，海区养殖效果并不理想。 

生态位模型(ecological niche models, ENMs)是一

种重要的定量分析工具，被广泛用于预测物种潜在的

栖息适生区。目前主要采用的 ENMs 有 BIOCLIM、

CLIMEX、DOMAIN、GARP 和 MaxEnt 等。基于生

态位理论，用最大熵原理作为统计分析工具，以物种

在已知分布区的信息以及目标区的环境变量为基础，

通过比较该物种在已知分布区的生态环境变量来预

测其占有的生态位，使用 Java 语言编写了 ENMs 程

序 MaxEnt (Phillips et al, 2008)。MaxEnt 仅考虑目标

物种在所在区域的“出现”情况(presence-only)，综

合考虑各种给定环境因子下物种出现的最大熵，从而

对物种在预测区域的适生情况进行分析，是一种利用

已知部分信息对未知信息进行预测或推断的通用方

法。MaxEnt 模型是与 ArcGIS 结合效果最好、具有较

高预测精度且应用最为广泛的 ENMs (张华纬等 , 

2020)，常用于动物、林草等适生区的预测，如黑麂等

濒危动物保护区预测(陈智强等, 2021)、不同时期的

檵木分布格局(孟影等, 2020)、气候变化对西南地区

高山植被分布的影响(熊巧利等, 2019)。生态位模型

在海藻中的应用主要集中在入侵风险方面 (Martín- 

García et al, 2017)，基于发展养殖新对象的研究较少。 

巨藻作为一种优质的大型经济褐藻，其商业化开

发利用具有重要的经济价值和生态意义，作为外来物

种，巨藻在我国海区栽培的生态安全性、是否会成为

入侵物种的风险也有待明确。本研究采用 MaxEnt 软

件对巨藻在我国海区的适生情况进行预测，初步评价

其生态入侵风险，以期为发展巨藻增养殖提供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  数据获取及筛选 

1.1.1  环境数据    本研究环境数据来源于全球海

洋生物扩散模型环境数据库 Bio-ORACLE (http://bio- 

oracle.org/)中的 2000—2014 年期间月平均值的气候数

据编制的图层，其空间分辨率为5 arcmin (约为9.2 km)，

下载格式为栅格格式(*.tif)。选取对巨藻生长产生影

响的环境因子用于适生模型预测，共计 21 项，分别为

bio1-最大海流流速(currents velocity. Max)、bio2-年均

海流流速(currents velocity. Mean)、bio3-最小海流流

速 (currents velocity. Min)、 bio4-最大铁浓度 (Iron. 

Max)、bio5-年均铁浓度(Iron. Mean)、bio6-最小铁浓

度(Iron. Min)、bio7-最大光照强度(light at bottom. 

Max)、bio8-年均光照强度(light at bottom. Mean)、bio9-

最小光照强度(light at bottom. Min)、bio10-最大氮浓

度(nitrate. Max)、bio11-年均氮浓度(nitrate. Mean)、

bio12-最小氮浓度 (nitrate. Min)、bio13-最大磷浓度

(phosphate. Max)、bio14-年均磷浓度(phosphate. Mean)、

bio15-最小磷浓度(phosphate. Min)、bio16-最大盐度

(salinity. Max)、bio17-年均盐度(salinity. Mean)、bio18-

最小盐度(salinity. Min)、bio19-最大温度(temperature. 

Max)、bio20-年均温度(temperature. Mean)、bio21-最

小温度(temperature. Min)。 

将栅格格式(*.tif)的环境数据导入 ArcGIS 10.2

转换成*.asc 格式，使用 MaxEnt (V 3.4.1)进行贡献率

分析，去除对巨藻生长贡献率为 0 的环境因素，将剩

余的因素使用 ENMTools (V 1.3)进行相关性分析。相

关性分析是研究变量间密切程度的一种统计方法

(Tran et al, 2010)。在线性相关分析中，相关系数是描

述线性关系程度和方向的量，一般用 r 表示，根据本

研究实际情况，对环境变量进行相关性分析，相关系

数|r|˃0.8 定义为高度相关。本课题组对随机法和最大

贡献率法与相关性结合的方法进行比对，发现采用最

大贡献率结果的假阳性更低(李国梁等, 2021)。 

1.1.2  巨藻分布位点    本研究使用的巨藻分布数

据在全球生物多样性信息网络 GBIF (http://www.gbif. 

org/)中下载。收集 1901—2020 年巨藻分布位点共

6379 处，去除馆藏标本位点，获得巨藻有效自然分

布位点共计 5682 处的经纬度数据。按照 MaxEnt 要

求的文件格式，将巨藻的实际分布地点按照物种名、

经度和纬度的顺序储存为*.csv 格式的文件并导入

Excel 中去除错误、记录重复位点数据。为防止预测

结果过拟合，使用 ENMTools 去除冗余位点。 

1.2  MaxEnt 参数优化 

通过 ENMTools 来调整 MaxEnt 模型正则化参数

(regularization multiplier, RM) 和 特 征 组 合 (feature 

combination, FC)参数，分析不同参数下模型的复杂
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度，选择复杂度最小的模型参数，最后比较分析

MaxEnt 模型默认参数和调整参数预测结果，讨论

MaxEnt 模型复杂度对预测结果的影响 (朱耿平等 , 

2016)。RM 和 FC 参数对 MaxEnt 模型复杂度有较大

影响。在 MaxEnt 默认设置中，RM=1；FC 有 5 种，

即：线性特征(linear features)、二次型特征(quadratic 

features)、片段化特征(hinge features)、乘积型特征

(product features)和阈值性特征(threshold features)。 

赤 池 信 息 量 准 则 (Akaike information criterion 

correction, AIC)是衡量统计模型拟合优良性的一种标

准，可以评估模型的复杂度和此模型拟合数据的优良

性，信息量准则优先考虑 AIC 值(即 AICc)最小的模

型(Akaike et al, 1973)。ENMTools 通过计算 MaxEnt

模型不同参数条件下的 AIC 值来评价模型的复杂度。

本研究将 RM 设置为 0~4，每次增加 0.1，采用 31 个

特征组合(FC)，共计 1240 项参数组合。 

1.3  预测模型构建运行 

将筛选处理后的分布数据、环境数据分别导入

MaxEnt 模型，随机选取 25%的巨藻分布点作为测试

集(test data)，剩余 75%作为训练集(training data)，根

据优化结果设置 RM 和 FC，构建环境变量响应曲线，

并采用刀切法检测环境变量的重要性，以 Logistic 格

式输出概率分布预测图。 

采用接受者操作特征曲线 (receiver operating 

characteristic, ROC)分析法对预测结果进行精度检

验。AUC 是 ROC 曲线与横坐标围成的面积，AUC

值越接近 1，说明环境变量与预测的物种地理分布模

型之间的相关性越大，即模型预测的结果越准确  

(王运生等, 2007)。 

1.4  预测适生区划分 

利用 ArcGIS 的格式转换工具(conversion tools)将

*.asc 格式转化为栅格格式，再利用分析工具(analysis 

tools)的再分类(reclassify)功能对其进行适生等级的

划分，选定合适的阈值，将巨藻的适生等级划分为高

度适生区 (˃0.5) 、中适生区 (0.3~0.5) 、低适生区

(0.1~0.3)、边缘适生区(0.05~0.1)、非适生区(˂0.05)，

最终获得巨藻在中国的潜在适生分布范围。 

2  结果与分析 

2.1  分布位点筛选结果 

将分布数据导入 ENMTools 软件中，与*.asc 格

式的环境数据相结合，筛选去除同一栅格中的冗余位

点，最后筛选出共计 368 项分布数据，如图 1 所示，

将其保存为*csv 格式的文件并导入 MaxEnt 模型。 
 

 
 

图 1  巨藻全球分布 
Fig.1  Global distribution of Macrocystis pyrifera 

 

2.2  环境因子筛选结果 

根据实际情况，使用 MaxEnt 进行贡献率分析，

去除对巨藻生长贡献率为 0 的环境因素，将剩余因素

使用基于 R 语言开发的 ENMTools 进行相关系数分

析。环境变量的相关系数 |r|˃0.8 定义为高度相关   

(图 2)，从中筛选贡献率最高的用于后续建模，共筛

选 6 个环境因子(bio4、bio9、bio10、bio14、bio16 和

bio20)，即最大铁浓度、最小光照强度、最大氮浓度、

年均磷浓度、最大盐度、年均温度用于建立模型。 
 

 
 

图 2  环境因子相关系数热图 
Fig.2  Heat map of correlation coefficient of  

environmental factors 

2.3  MaxEnt 参数优化结果 

利用 R 语言对 RM 和 FC 参数组合进行优化，比

较所得 1240 项组合的 AIC 值大小(图 3)，筛选出最适

参数组合为 RM—乘积型特征、二次型特征和片段化

特征，FC—0.8，确定 MaxEnt 各优化参数设置见表 1。 
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图 3  MaxEnt 参数设置 AICc 大小 
Fig.3  Parameter setting values of MaxEnt 

 
表 1  MaxEnt 参数设置值 

Tab.1  Parameter setting values of MaxEnt 

参数 Parameter 

选项 Option 默认值  
Default  
value 

设置值  
Setting  
value 

特征组合  
Feature combination 

Auto  
features 

Product features
Quadratic features

Hinge features

正则化参数  
Regularization multiplier 

1  0.8 

随机选取测试集比例  
Randomly selected test set 
percentage 

0 25.0 

重复迭代次数  
Number of iterations repeated 

1 10.0 

2.4  MaxEnt 模型预测结果的检验 

采用 ROC 曲线对巨藻在中国适生区预测结果进

行精度检验，高贡献率环境因子组模型预测结果的平

均 AUC 值为 0.980，标准差为 0.002 (图 4)。检测值

远远大于随机模型的 AUC 值 0.5，表明该模型预测性

能比随机模型好，即所构建的模型预测巨藻分布区结

果可信度高。 
 

 
 

图 4  MaxEnt 模型对巨藻预测结果 ROC 曲线检验 
Fig.4  ROC curve verification of prediction for M. pyrifera 

by MaxEnt model 
 

刀切法(Jackknife)检验了环境变量对 MaxEnt 模

型的影响(图 5)，当单个环境因子时，最小光照强度

(bio9)训练正态化增益超过 2.0，为重要性最大的环境

因子，其次为年均温度(bio20)、最大铁浓度(bio4)对

模型的影响较高，训练正态化增益均超过 1.0。该检

验结果显示，环境因子中的光温对巨藻的生长分布具

有较大影响，这与巨藻目前的生长环境相符。 

2.5  巨藻预测适生区与环境因子的关系 

将筛选过后的巨藻分布数据(*csv)和环境数据

(*asc)导入 MaxEnt 预测软件，随机选取 25%的巨藻 

 

 
 

图 5  刀切法对环境因子重要性检验 
Fig.5  Test of AUC based on environmental factors importance by Jackknife method 
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分布点作为测试集，剩余 75%作为训练集，根据默认

参数、优化参数结果分别设置 RM 和 FC，构建环境

变量响应曲线，以 Logistic 格式输出概率分布预测图，

上述过程重复 10 次，主要环境因子的响应曲线见图 6。 

以分布概率 0.5 为阈值，划分巨藻生态适应性环

境因子的范围。结果显示，巨藻适宜分布的条件为：年

均温度的适宜范围为 10.5~17.0℃，最适温度为 15.0℃；

最小光照强度适宜范围为 2.0~20 μmol/(m2·s)；最大

盐度在 26~34 时适宜巨藻分布，盐度为 30 时分布概

率最大；最大氮浓度范围为 6.0~18.0 mg/L，海水中

氮浓度为 9.0 mg/L 时最适宜巨藻分布；巨藻可在平均

磷浓度为 0.5~1.1 mg/L 范围内分布，0.7 mg/L 时最适

宜巨藻分布；最大铁浓度为 0.021 mg/L 时巨藻分布概

率最大。 

2.6  巨藻在我国北方海域潜在适生区 

将筛选过的巨藻分布数据(*csv)和环境数据(*asc)

导入 MaxEnt 预测软件，随机选取 25%的巨藻分布点

作为测试集，剩余 75%作为训练集，根据默认参数、

优化参数结果分别设置 RM 和 FC，构建环境变量响

应曲线，以 Logistic 格式输出概率分布预测图，上述

过程重复 10 次。 

 

 
 

图 6  环境因子的响应曲线 
Fig.6  Response curve of environmental factors 
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MaxEnt 预测结合 ArcGIS 结果见图 7，预测适

生区域为辽东湾、渤海湾及滨海湾，其中，非适生

区面积占比为 86.83%，边缘适生区为 5.46%，低适

生区为 2.85%，中适生区为 1.20%，高适生区为 3.66% 

(表 2)。 
 

 
 

图 7  预测适生区结果 
Fig.7  Prediction results of suitabilities 

3  讨论 

MaxEnt 默认参数的设置是对 6 个不同地理区域

的 266 个物种数据进行模拟测试所得出的(Phillips  

et al, 2008)。模型所模拟的分布范围介于潜在分布和

现实分布之间，使用时需从研究者目的出发调整模拟

方案。本研究采用 AIC 值大小来评定统计模型拟合优

良性，衡量模型的复杂度，优先考虑 AIC 值最小的

模型。当参数组合为 RM—乘积型特征、二次型特征

和片段化特征，FC 设置为 0.8 时 AIC 值最小，且此

时 AUC 值为 0.980，远大于随机值 0.5，表明本优化

参数比默认参数更加准确。 

使用缓冲区筛选数据会导致缓冲区相交，从而把

原本位于不同栅格的两个位点删除，造成部分数据误

删、部分冗余数据删除不彻底的现象 (Dan et al, 

2010)。本研究为解决这一问题，采用 ENMTools 处

理巨藻在全球的分布位点数据，将环境因子与分布数

据相结合，匹配分析环境因子的栅格大小，删除同一

栅格内的冗余分布数据。该方法较缓冲区筛选数据更

准确快捷，分析结果更加合理。 

筛选过的分布数据显示，巨藻自然分布主要集中

在加拿大、美国和智利西海岸，澳大利亚东南部海岸

和新西兰东海岸。加拿大西海岸、新西兰东海岸以及

智利西海岸南部的气候特征为温带海洋性气候，美国

西海岸为地中海气候，澳大利亚东南角大陆地中海气

候和温带海洋性气候。地中海气候和温带海洋性气候

的地区温度适宜，降水量充沛，适宜巨藻生长。上述

地区在 MaxEnt 模型的预测结果中皆有显示，说明本

研究筛选出用于模型构建的环境因子合适。 

 
表 2  MaxEnt 预测巨藻在中国黄渤海的适生区分布情况 

Tab.2  MaxEnt predicts the distribution of M. pyrifera in the Yellow Sea and Bohai Sea of China 

适生区等级 Suitable grade 适生概率范围 Probability range 频数 Frequency 占比 Percentage /% 

非适生区 No suitability 0~0.05 6804 86.83 

边缘适生区 Marginal suitability 0.05~0.1 428 5.46 

低适生区 Low suitability 0.1~0.3 223 2.85 

中适生区 Medium suitability 0.3~0.5 94 1.20 

高适生区 High suitability 0.5~1 287 3.66 

合计 Total  7836  

 
模型预测结果显示，年均温度 10.5~17.0℃适宜

巨藻分布，15℃时最佳；适宜巨藻自然分布的盐度范

围为 26~34，盐度为 30 时分布概率最大，这与室内

实验结果一致(芦薇薇, 2015)。同时，本预测结果也

与巨藻引种地的水温条件相符，中国水产科学研究院

黄海水产研究所 1978 年从墨西哥引进巨藻(刘恬敬等, 

1981)，引种地圣托马斯藻场冬季最低水温为 10~ 

12℃，夏季最高水温为 18~19℃，说明本研究所构模

型的预测结果准确。本预测结果显示，适宜巨藻自然

分布的最小光强为 2.0~20 μmol/(m2·s)，说明巨藻对
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低光强具有较好的适应性。海水光强与水深和透明度

具有相关性。目前常用的海洋环境数据库 WOD2009、

OceanColor、Hexacoral、AquaMaps、Halpern 均未收

录海水深度数据。Bio-ORACLE 是收录环境参数最为

齐全的，也是目前与 MaxEnt 模型适配度最高的海洋

环境数据库(Tyberghein et al, 2012)，因此，本研究选

用了 Bio-ORACLE。通过对巨藻分布区海洋数据的调

查，巨藻一般垂直分布于低潮线下 5~20 m 水深处

(Gerard, 1984; Graham, 1996)。我国 1978 年巨藻的引

种地墨西哥圣托马斯水深在 10 m 左右，所取的成熟藻

体长 24 m 以上(刘恬敬等, 1981)。可见，因藻体在海水

中漂浮生长，藻体可生长的长度与垂直栖息水深并不

呈正相关关系。渤海湾平均水深为 18 m (李原仪 , 

2017)，与巨藻自然栖息地的水深相当，适宜底播增

殖巨藻。目前，我国海藻筏式栽培的水深多在几米到

二三十米之间，因此，在该区域筏式栽培巨藻也是合

适的，说明所构模型虽未考虑水深参数，对预测结果

的影响不大。适宜的海水流速(丁刚等, 2015)对于藻

类生长具有促进作用，巨藻适宜生长在氮营养盐含量

丰富、水急的水域(Zimmerman et al, 1986)，我国渤海

湾氮浓度为 0.21 mg/L (徐菡悦, 2020)，营养盐较为充

足。此外，铁也是影响藻类生长的重要因素(王潇等, 

2020)，本研究发现，在众多环境参数中，铁离子浓

度是影响模型的关键参数之一，最大铁离子浓度在

0.021 mg/L 时巨藻的分布概率最高。 

MaxEnt 模型预测结果显示，巨藻在我国的适应

区域较少，仅辽东湾存在一定的中高适生区，其余地

区均为低适生区、边缘适生区和非适生区，说明巨藻

能够自然扩散的海域受限。我国自 20 世纪 80 年代在

青岛、荣成、长岛多地开展巨藻养殖试验，至今未见

巨藻自然资源的形成，可见养殖巨藻在我国形成自然

群体的几率较低。巨藻营底栖生活，以礁岩作为附着

基。高适生区辽东湾、渤海湾底质以砂质粉砂、粉砂、

砂质泥和淤泥为主(徐东浩等 , 2012; 宫少军 , 2017; 

裘奕斐等, 2021)，不利于巨藻自然生长，底质类型不

利于巨藻附着。如果在高适生区建设巨藻藻场，必须

依靠人造藻礁，其自然扩散风险非常有限。可通过控制

海洋牧场附着基质的投放区域，控制巨藻生长的范围。 

本研究通过分布位点和环境数据筛选及 MaxEnt

参数优化等将预测结果出现假阳性的可能降到最低，

与相关实验结果进行验证，证明了预测分析的准确

性。预测结果显示，巨藻在我国的适生区主要分布于

辽东湾、渤海湾的部分区域，说明在该区域发展巨藻

养殖和藻场建设具有较高可行性，同时，由于受到该

海区环境因子的限制，在当前气候条件下，巨藻成为

入侵物种的风险较低。但随着气候环境变化，在中高

适生区增养殖巨藻仍应保持谨慎，需同时开展生态安

全性监测和评价工作。 
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Potential Geographic Distribution of Macrocystis pyrifera in China  
Based on MaxEnt Model and ArcGIS 

LI Baoxian1,2, LI Guoliang2, YAO Haiqin2, SHEN Xin1, LU Xiaoping2, LIANG Zhourui2,  
LIU Fuli2, ZHANG Pengyan2, WANG Wenjun2①

 
(1. Jiangsu Provincial Key Laboratory of Marine Biotechnology, Jiangsu Ocean University, Lianyungang, Jiangsu  222005, 

China; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable 
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao, Shandong  266071, China) 

Abstract    Macrocystis pyrifera is a large perennial brown alga used as a raw material in the chemical, 
energy, and medicine industries. It is also a high-quality material for the construction of seaweed beds 
with extremely high economic and ecological value. In the 1980s, M. pyrifera was introduced to China, 
and many experiments on its seedling and cultivation technologies were undertaken. However, research 
on its ecological adaptability is relatively challenging, and the aquaculture industry has not yet developed 
due to bottleneck problems. In the present study, the MaxEnt model was used to predict the suitability and 
potential invasion risk of M. pyrifera in China to lay a foundation for M. pyrifera culture industry 
development and marine ecological construction. Parameter optimization showed that the predictive 
performance of the model was the best when the feature combination was product, quadratic, and hinge 
features and the regularization multiplier was 0.8. Considering the correlation between environmental 
attributes and their contribution to the model, six environmental factors were selected to construct a 
prediction model for the suitability of M. pyrifera. Among these, light intensity and temperature produced 
the greatest impact on the natural distribution of M. pyrifera. For high suitable growth probability, the 
optimal light intensity was > 2 μmol/(m2·s) and the optimum temperature range was 10.5~17℃. 
Combined with ArcGIS, the modeling results showed that the suitable habitats for M. pyrifera in China 
are mainly distributed in the Yellow Sea and Bohai Sea, accounting for approximately 13.17% of the sea 
area, with a marginal suitability of 5.46%, low suitability of 2.85%, moderate suitability of 1.20%, and 
high suitability of 3.66%. Furthermore, Liaodong Bay and Bohai Bay are suitable sea areas for the 
introduction and cultivation of M. pyrifera as well as the construction of M. pyrifera farms. Some areas in 
Liaodong Bay are highly suitable, indicating a certain risk of invasion. Therefore, ecological safety 
evaluations should be strengthened if M. pyrifera cultivation is promoted near this area. 
Key words    Macrocystis pyrifera; MaxEnt; ArcGIS; Potential suitable area 
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巨藻中谷胱甘肽 S 转移酶基因 

对细长聚球藻 PCC7942 耐镉性的影响* 

顾梓鹏 1  任玉东 1  程  芬 2  张晓雯 3,4   

徐  东 3,4  叶乃好 3,4  梁成伟 1① 
(1. 青岛科技大学海洋科学与生物工程学院  山东  青岛  266042；2. 海南省海洋与渔业科学院  海南省热带 

海水养殖技术重点实验室  海南  海口  571126；3. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  山东  青岛  266071； 

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

摘要    谷胱甘肽 S 转移酶(glutathione S-transferase, GST)是一个较大的基因家族，在生物体生长发育和

对环境变化响应中发挥重要的调控作用。本研究从巨藻(Macrocystis pyrifera)配子体中克隆了 6 个完整的

GST 基因(mpgst1、mpgst2、mpgst3、mpgst4、mpgst5 和 mpgst6)。随后将 6 个巨藻 GST 基因分别转化至

细长聚球藻(Synechococcus elongatus PCC7942)中，提取细长聚球藻转化株基因组 DNA 作为模板进行

PCR 验证及测定转化株 GST 酶活进行基因功能验证，结果显示，6 个 mpgst 基因都分别成功整合到细长

聚球藻的基因组中，但只有含 mpgst1、mpgst4 和 mpgst6 基因的细长聚球藻转化株(MG1、MG4 和 MG6)

具有耐镉性。在镉离子胁迫下，细长聚球藻转化株 MG1、MG4 和 MG6 的生长、光合色素含量和叶绿

素荧光参数 Fv/Fm 值均显著高于野生株(P<0.05)。本研究结果为进一步研究巨藻 GST 基因的抗重金属胁

迫功能奠定了基础。 

关键词    谷胱甘肽 S 转移酶基因；转基因；镉离子胁迫；巨藻；细长聚球藻 PCC7942 

中图分类号 Q78   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0127-10 

褐藻(Phaeophyta)具有重要的经济价值，在工农

业生产中得到广泛应用(Khan et al, 2009; Rassweiler 

et al, 2018)。大多数褐藻生活在潮间带和潮下带，受

盐度、温度和光照胁迫的波动水平影响(Hurd et al, 

2014)。巨藻(Macrocystis pyrifera)是褐藻中较为常见

的一种，因其体积大和生长速度快的特点，长期以来

被认为是最有希望用于生物量产的大型藻类物种之

一(Navarrete et al, 2021)。巨藻在潮下带形成了密集

的海藻床和海藻林，产生了大量的生物量，决定了生

态系统的结构(Bolton, 2021)。巨藻分布广泛，暴露在

各种环境条件下，能够适应各种非生物和生物胁迫

(Shukla et al, 2017; Wiencke et al, 2012)。 

随着现代工农业的快速发展和矿产资源的开发

利用，生态环境，特别是水生环境中的重金属污染日

益严重。虽然海水中适量的重金属元素不会对海洋生

物产生有害影响,有些重金属甚至可以作为藻类正常

abc
图章
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生长和代谢所必需的微量营养物质，但当其含量过高

时，就会对藻类造成伤害，产生污染(Maxwell et al, 

2000; Jiang et al, 2003; Plekhanov et al, 2003)。目前，

重金属对藻类的毒性已成为污染生态学的研究热点

之一(Collén et al, 2003)。研究表明，高浓度的金属通

过抑制生长、触发氧化损伤、影响基因表达以及破坏

光合细胞和线粒体，从而对硅藻(Diatom)产生有害影

响(Stauber et al, 1989; Cid et al, 1995; Rijstenbil et al, 

2002; Herzi et al, 2013)。在各种金属中，镉(Cd)的毒

性特别强，很容易在许多海洋生物中积累，为应优先

关注的污染物之一 (Blackmore, 1998; Olivier et al, 

2002; Chakraborty et al, 2015; 徐莞媛等, 2020)。通常

情况下，沉积物和开放海水中的 Cd 浓度很低

(Blackmore, 1998)，但由于泄漏或人为排放，在一些

近海和河口地区 Cd 浓度会变高 (Simpson, 1981; 

Villanueva et al, 1992)。Cd 可以通过与蛋白质中氨基

酸的羟基进行非特异性结合，取代金属酶中的必需金

属并造成细胞氧化损伤来发挥生物毒性 (Mostofa 

et al, 2015)。虽然 Cd 在大型藻类中没有明确的代谢

功能，但有研究证明，Cd 是威氏海链藻(Thalassiosira 

weissflflogii)碳酸酐酶的辅助因子(Lane et al, 2000)。 

谷胱甘肽 S 转移酶 (glutathione S-transferase, 

GSTs, EC2.5.1.18)普遍存在于所有生物体中，是由一

个大的基因家族编码的多功能蛋白(Han et al, 2018)。

GSTs 主要通过催化还原型谷胱甘肽 (glutathione, 

GSH)与广泛的疏水和亲电底物结合来解毒外来物质

(Frova, 2003)。除了其解毒功能外，GSTs 还在其他生

理和发育过程中发挥重要作用，包括次级代谢、信号

转导、抗紫外线辐射、抗氧化损伤及对重金属的解毒

作用(Dixon et al, 2010; Edwards et al, 2011; Sharma 

et al, 2004)。目前，关于 GSTs 对重金属解毒作用的

研究较多，研究表明 GST 酶活的增加与重金属耐受

性的提高呈正相关，说明 GSTs 在提高植物重金属耐

受性方面发挥了重要作用(Canado et al, 2005; Darko 

et al, 2004; Dawood et al, 2012)。例如，有报道称，南

极冰藻(Chlamydomonas sp. ICE-L)在 Cd 胁迫下，GST

酶活增加(Contreras-Porcia et al, 2011)。 

由于目前大型藻类缺乏稳定的遗传转化操作系 

统，利用大型藻类验证功能尚不明确的基因和蛋白存

在较大的困难。本研究克隆巨藻的 GST 基因，将其构

建到细长聚球藻(Synechococcus elongatus PCC7942)

的表达载体中并在细长聚球藻中表达，旨在研究巨藻

GST 在 Cd2+耐受中所发挥的作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料培养 

巨藻配子体由中国水产科学研究院黄海水产研

究所提供。使用前，所有样品用过滤海水进行冲洗，

去除可见的附生异物。然后将样品在 10℃的无菌海

水中培养 24 h。 

细长聚球藻 PCC7942 来自 GeneArtTM 聚球藻蛋

白表达试剂盒(ThermoFisher Scientific, 美国)，并在

Blue-Green (BG11)培养基中培养 7 d，培养温度为

(25±2)℃，光照强度为 100 µmol photons/(m2·s)。 

1.2  RNA 的提取和 cDNA 的合成 

取 100 mg 巨藻配子体样品，将水分吸干，用液

氮冷冻处理后进行研磨。采用 E.Z.N.A.植物 RNA 提

取试剂盒(Omega, 美国)进行 RNA 的提取。使用 2%

琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific, 美国)分别检测 RNA 的完整性和浓度。 

使用 Evo M-MLV Plus 第一链 cDNA 合成试剂盒

(艾科瑞, 中国)反转录 RNA，合成 cDNA。 

1.3  巨藻 GST 基因 cDNA 的克隆 

根 据 巨 藻 转 录 组 序 列 ( 国 家 基 因 库 登 录 号

CNP0001061)选取 6 个 GST 基因的 cDNA 序列，设

计两端含有酶切位点的基因特异性引物(睿博, 中国) 

(表 1)用于构建表达载体。以 cDNA 为模板，添加

2×Pro Taq Master Mix(含染料)(艾科瑞 , 中国)扩增

GST 基因。PCR 反应条件：94℃预变性 30 s；98℃变

性 10 s，62℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，扩增 30 个

循环，最后 72℃延伸 2 min。对 PCR 产物进行测序。 

1.4  巨藻 GST 基因在细长聚球藻中的异源表达 

为了研究巨藻 GST 基因的功能，根据 GeneArtTM

聚球藻蛋白表达试剂盒(ThermoFisher Scientific, 美

国)的操作说明，构建分别含有 6 个巨藻 GST 基因

(mpgst1~mpgst6)的重组表达载体，转化至细长聚球藻

细胞，并将含 mpgst1~mpgst6 的转化株分别命名为

MG1~MG6。 

使用 E.Z.N.A. HP 植物 DNA 提取试剂盒(Omega, 

美国)提取转化株的基因组 DNA。以基因组 DNA 为

模板，添加特异性引物(表 1)，使用 2×Pro Taq Master 

Mix (含染料)(艾科瑞, 中国)扩增靶基因。然后对 PCR

产物进行测序验证。 
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表 1 本研究使用的引物序列 
Tab.1  Primer sequences used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 酶切位点 Restriction site 

G1-F CCCAAGCTTATGGCTCCCGTGTT Hind Ⅲ 

G1-R CGCGGATCCGGCCTCGAAGCGTA BamHⅠ 

G2-F CCGGAATTCATGGCTTCCACCA EcoRⅠ 

G2-R CGGGGTACCCTTGGTGCTGAT KpnⅠ 

G3-F CCGGAATTCATGCCGATTCGGT EcoRⅠ 

G3-R CGGGGTACCGGAGCTGTAGTTC KpnⅠ 

G4-F CCGGAATTCATGGCCCCCGTATT EcoRⅠ 

G4-R CGGGGTACCGGCCTTGGAAGCGTA KpnⅠ 

G5-F CCCAAGCTTATGAGCCCCAAGCTT Hind Ⅲ 

G5-R CGCGGATCCTGCCCTCGACTCCA BamHⅠ 

G6-F CCGGAATTCATGGCTCCCGTATT EcoRⅠ 

G6-R CGGGGTACCCTAGGCCTTGGATG KpnⅠ 

注：限制性内切酶作用位点用下划线标出。 
Note: The restriction endonuclease action sites are underlined. 

 

1.5  转化株酶活的测定 

取培养至对数期的细长聚球藻藻液，用 GST 检

测试剂盒(科铭, 中国)分析转化株的 GST 酶活性，以

不含酶提取物的混合液作为对照。 

1.6  Cd2+胁迫下细长聚球藻生理指标的变化 

将野生株和转化株用 BG11 培养基培养至对数

期，稀释藻液，使得每个样品 750 nm 处吸光度值

(OD750 nm)为 0.01。然后加入 CdCl2 溶液，使得每个样

品中 Cd2+的浓度为 0.2 mg/L，将等量的处理后的藻液

加入到多孔板中(包括未添加 Cd2+的对照样品)，所有处

理重复 3 次。将多孔板置于恒温培养箱中观察细长聚球

藻的生长情况，筛选出有抗性的转化株，培养温度为

(25±2)℃，光照强度为 100 µmol photons/(m2·s)。 

将藻液转移至三角瓶中并重复之前的胁迫处理，

然后在恒温培养箱中培养，检测 Cd2+胁迫下细长聚球

藻的生长、光合色素含量和叶绿素荧光参数。用分光

光度计每隔 2 d 检测细长聚球藻的 OD750 nm 值，持续

12 d，测定其生长情况。按照肖丽等(2008)和 Wang

等(2020)提到的方法，在培养第 12 天时从细长聚球藻

中提取色素，并按照 Lichtenthaler 等(2001)提出的方

法计算叶绿素 a (Chlorophyll a, Chl-a)和类胡萝卜素

(Carotenoid, Car)的含量。使用 Maxi-Imaging- PAM 

(Walz, 德 国 ) 测 量 了 光 系 统  (photosystem  Ⅱ Ⅱ

complex, PS )Ⅱ 的最大量子产率(Fv/Fm)，采用 Zhang

等(2021)的方法进行叶绿素荧光参数测定前藻液的处

理。最大量子产率(Fv/Fm)的计算遵循 Genty 等(1989)

中的方法。所有实验均重复进行 3 次。 

1.7  数据统计分析 

采用 SPSS 软件中单因素方差分析 (one-way 

ANOVA)和双因素方差分析(two-way ANOVA)来分析

实验处理组和对照组之间的差异显著性。使用 R(3.5.3)

和 Adobe Illustrator CS6 软件来绘制和修改图形。

P<0.05 表示存在显著差异(Zar, 1996)。 

2  结果与分析 

2.1  巨藻 GST 基因克隆 

采用 RT-PCR 方法从巨藻中克隆出 6 个 GST 基

因的 cDNA，琼脂糖凝胶电泳的检测结果如图 1 所示。

结果显示，mpgst3 基因大小约 800 bp，其余 5 个基因

片段的大小约为 700 bp，与目的基因的大小大致相

同。这 6 个 mpgst 的 cDNA 序列已储存到 GenBank

中，登录号为 OL362284~OL362289。 

2.2  转 mpgst 细长聚球藻阳性克隆子鉴定及 GST 酶

活性测定 

本研究选择细长聚球藻 PCC7942 来验证巨藻

GST 基因功能。对细长聚球藻转化株进行基因组

DNA 的提取，以基因组 DNA 为模板进行 PCR 验证。

琼脂糖凝胶电泳结果显示(图 2)，所有转化株都检测

到阳性 PCR 产物，并且经过测序分析，其序列没有

错误，表明 mpgst已成功整合到细长聚球藻基因组中。 

为了进一步证实 mpgst 的异源表达，测定了生长

至对数期的野生株和转化株的 GST 酶活性，结果如

图 3 所示。除 MG6 外，其他转化株的酶活性与野生
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株均有显著差异(P<0.05)，而 MG6 的酶活性也略有

上升(P>0.05)。转化株酶活性的增加进一步证实了巨

藻 GST 基因在细长聚球藻中成功表达，为后续检测

生理指标提供了依据。 
 

 
 

图 1  巨藻 GST 基因的 PCR 扩增 
Fig.1  PCR amplification of the GST genes of M. pyrifera 

M：DL2000 DNA Marker 

 

 
 

图 2  mpgst 的转基因验证 
Fig.2  Transgenic verification of mpgst 

MG1~MG6 表示分别以转化株 MG1~MG6 基因组 DNA 为

模板扩增得到 mpgst，M 表示 DL2000 DNA 标记。 
MG1~MG6 represent the mpgst amplified by using genomic 

DNA of transformed strains MG1~MG6 as the template, 
respectively. M represents the DL2000 DNA Marker. 

 

2.3  Cd2+胁迫下转化株的生理指标分析 

经过几天的观察，MG1、MG4、MG6 在 Cd2+胁

迫下正常生长，而野生株和 MG2、MG3、MG5 不能

生长(图 4)。这证明 mpgst1、mpgst4、mpgst6 能够改

善 Cd2+对细长聚球藻的不良影响，然而其他 3 个基因

未表现出相应的抗性。为了进一步验证巨藻 GST 基

因对 Cd2+的耐受性，选择 MG1、MG4、MG6 及野生

株的生长、光合色素、光合参数等生理指标进行进一

步分析。 

 

 
 

图 3  转基因细长聚球藻的 GST 酶活性 
Fig.3  GST activity of genetically modified  

S. elongatus PCC7942 

CK 表示野生株，MG1~MG6 表示含有 mpgst 的转化株。 

误差条表示标准差(SD)，n=3，具有不同字母上标的数据间

差异显著(P<0.05)，下同。 
CK represents the wild strain, MG1~MG6 represent the 

transformed strains containing mpgst. 
The error bars indicate standard deviations (SD), n=3. Bar of 

each column with different small letters mean significant 
difference (P<0.05). The same as below. 

 

 
 

图 4  Cd2+胁迫下细长聚球藻的多孔板培养实验 
Fig.4  Multi-well plate culture experiment of S. elongatus 

PCC7942 under Cd2+ stress 

a：正常生长的细长聚球藻； 

b：加入 0.2 mg/L Cd2+的细长聚球藻 

a: Normally growing S. elongatus PCC7942;  
b: S. elongatus PCC7942 with 0.2 mg/L Cd2+ added  

 

2.4  Cd2+胁迫下生物量分析 

本研究中，除对照组外，所有转化株的吸光度值

一直随时间增长，且 6 d 后转化株吸光度值的增长速

度普遍提高，而 CK 的吸光度值在缓慢增长 8 d 后开

始出现下降(图 5)。结果显示，Cd2+对野生株具有很

强的毒性，而对 MG1、MG4 和 MG6 转化株的毒性
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不受暴露时间的影响。MG4 生长最好(P<0.05)，这与

其表现出的较高的 GST 酶活性相吻合(图 3)，虽然

MG1 的酶活最高，但 MG1 的其他生理指标却不是最

好，这可能与每一种 GST 酶的作用机制不同有关。 
 

 
 

图 5  野生型和转基因细长聚球藻 PCC7942 

在 Cd2+胁迫下的生长曲线 
Fig.5  The growth curves of wild-type and transformed  

S. elongatus PCC7942 under Cd2+ stress 
 

2.5  Cd2+胁迫下光合色素含量分析 

叶绿素 a (Chl-a)是主要的光合色素，Chl-a 含量

的降低会直接导致光合效率的降低。图 6 为正常培养

和 Cd2+胁迫处理下第 12 天野生株和转化株 Chl-a 含

量的变化。从图 6 可以看出，Cd2+处理后，对照组中

Chl-a 含量下降最为明显，藻体几乎不含 Chl-a 

(P<0.05)，但所有转化株在处理前后的 Chl-a 含量差

异不显著(P>0.05)，这与之前生物量(图 5)及 GST 酶

活性(图 4)的测量所表现出的结果相吻合。转化株

MG6 的 Chl-a 含量最高，但都相对于野生株而言显著

降低，这可能是因为转化株获得了外源基因，影响了

细胞内的代谢，具体原因需要进一步实验进行验证。 
 

 
 

图 6  Cd2+胁迫下野生型和转基因细长聚球藻叶绿素 a 含量 
Fig.6  The chlorophyll a content of wild-type and 

transformed S. elongatus PCC7942 under Cd2+ stress 

有星号上标的 2 组数据间差异显著(P<0.05)，下同。 
There was a significant difference between the two groups 

with asterisks (P＜0.05). The same as below. 

类胡萝卜素(Car)是最重要的捕光色素之一。图 7

为正常培养和 Cd2+胁迫处理下第 12 天野生株和转化

株 Car 含量的变化。从图 7 可以看出，Cd2+处理后，

大部分细长聚球藻的 Car 含量下降，以对照组表现最

明显，藻体几乎不含 Car (P<0.05)，这与之前测定的

生物量(图 7)和 Chl-a 含量(图 8)的结果一致。 

2.6  Cd2+胁迫下叶绿素荧光参数(Fv/Fm)分析 

叶绿素荧光参数(Fv/Fm)与光合作用密切相关，是

判断胁迫对植物光合作用影响的真实指标(冯力霞 , 

2006)。图 8 为野生株和转化株在正常培养和 Cd2+胁

迫处理下第 12 天 Fv/Fm 的变化。如图 8 所示，Cd2+

处理后，细长聚球藻的 Fv/Fm 均明显下降(P<0.05)，

对照组最为明显，Fv/Fm 为 0，藻类已经不显荧光，几

乎死亡。这与之前对生物量(图 5)及色素含量(图 6 和

图 7)的测量结果一致。此外，MG6 的 Fv/Fm 与 Chl-a

含量变化趋势相同，数值较高且 Cd2+胁迫前后差异不

大，生长效果较好。光合参数与光合色素含量的结果

高度一致。 
 

 
 

图 7  Cd2+胁迫下野生型和转基因细长聚球藻 PCC7942 

的类胡萝卜素含量 
Fig.7  The carotenoid content of the wild-type and 
transformed S. elongatus PCC7942 under Cd2+ stress 

 

 
 

图 8  Cd2+胁迫下野生型和转基因细长聚球藻的 

最大量子产率(Fv/Fm) 
Fig.8  The maximum quantum yield (Fv/Fm) of wild-type 
and transformed S. elongatus PCC7942 under Cd2+ stress 
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3  讨论 

对于海洋藻类来说，非生物胁迫可能是来自光过

量或不足、紫外线辐射、温度不适宜、营养限制、厌

氧条件、盐度不适宜、干燥或者无机碳的限制(Davison 

et al, 1996)。此外，还来源于接触汞、镉、铅和铜等

重金属物质(Collén et al, 2003)。在高等植物中，Cd2+

通过和硫醇基团之间的反应，干扰生长、光合作用、

离子和水的运输，以及降低酶活性(Prasad, 1995)。虽

然 Cd2+可能不是大型藻类生长所必需的，但它很容易

被吸收，研究表明，江蓠(Gracilaria tenuistipitata)在

光照条件下增强了对 Cd2+的吸收(Hu et al, 1996)。相

比其他金属离子，Cd2+不会直接影响植物的光合作

用，而是干扰植物的其他代谢过程，具有更广泛的毒

性作用，引起氧化应激。谷胱甘肽转移酶(GSTs)是一

类具有多种功能的超家族蛋白，植物 GSTs 根据其免

疫交叉反应性、蛋白序列相似性、基因结构、底物特

异性和特异性残基的保守性可分为 14 类。由于其功

能和种类的多样性，在多种外源性和内源性化合物的

细胞解毒过程中发挥着重要作用。GST 既具有过氧化

物酶的活性，同时，可以直接清除分子结构里带有亲

电基团的化合物(孙小雨等, 2021)。因此，研究 GST

有助于阐明植物生长和抵御胁迫的分子机制，对提高

胁迫条件下植物的生存能力具有实际意义(梁志乐等, 

2019)。 

由于细长聚球藻 PCC7942 易于培养，基因组较

小，易于通过自然转化或接合转移进行基因操作
(Atsumi et al, 2009; Ducat et al, 2011; Min et al, 
2000)。本研究中，选择细长聚球藻来验证巨藻 GST

基因的功能。金属离子对藻类细胞生长的影响因其浓

度的不同而有所差异。用不同浓度的 Cd2+处理小球藻

(Chlorella vulgaris)时，0.5 mg/L 浓度的 Cd2+使藻的生

长提高了 7%，而更高的 Cd2+浓度则降低了藻的生长

(El-Nagga et al, 2014)。本研究中，预实验确定

0.2 mg/L 的实验浓度作为能使野生株死亡但使部分

转化株正常生长的 Cd2+浓度，之后筛选出具有抗性的

转化株 MG1、MG4、MG6 进行后续实验。预实验中

部分转化株不具有抗性，可能是因为转入的这些巨藻

GST 基因属于不同的 GST 基因家族从而具有不同的

生物学功能。金属胁迫下藻类 GST 酶活性的增加通

常伴随着生长的差异。用 Cd2+胁迫处理南极冰藻

(Chlamydomonas sp. ICE-L)，其 GST 酶活性增加，生

长曲线发生相应的变化(Ding et al, 2005)。本研究分

别测定了细长聚球藻的 GST 酶活性和 OD750 nm 值的

变化，以检测转化株对 Cd2+的耐受性。结果表明，转

化株的 GST 酶活性均高于野生株，这也解释了为什

么 Cd2+处理后野生株的生长在第 8 天开始下降，而转

化株的生长则呈稳定上升趋势。然而，野生株在 Cd2+

处理初期生长缓慢上升，可能与 Cd2+作为辅助因子的

作用有关，具体的内在调控机制还需要进一步研究。 

叶绿素 a (Chl-a)和类胡萝卜素(Car)是大型海藻

光合作用的主要色素，Chl-a 含量的变化是衡量藻细

胞生理状况的重要指标，Car 作为一种重要捕光色素

的同时也发挥着抗氧化剂的作用。较低的重金属浓度

可促进色素含量的增加，而较高的重金属浓度会抑制

叶绿素的合成，导致叶绿素含量降低、光合效率降低

(Brown et al, 2003)。朱喜锋(2010)研究表明，Cd2+通

过损害光合作用器官和结合生物大分子的活性位点

(如 Cd2+取代叶绿素分子中心的 Mg2+从而破坏叶绿素

结构)来影响光合作用。对江蓠进行了高浓度的 Cd2+

处理，发现胁迫处理下江蓠的 Chl-a 含量明显低于对

照组，但 Car 含量略高于对照组(Collén et al, 2003)。

本研究中，测量了 Cd2+处理下转化株和野生株的

Chl-a 及 Car 含量，并分别设置了转化株的对照组(未

添加 Cd2+)，发现野生株的色素含量在处理前后差异

显著，其处理组几乎不含色素，接近死亡，而转化株

生长正常，这与生长曲线所表现出的结果一致。 

PSⅡ最大光能转化效率(Fv/Fm)又称 PSⅡ的光化

学最大量子产量，是暗适应下 PSⅡ的最大光化学效

率，反映了光合自养生物潜在的最大光合作用能力，

常作为植物光合性能是否受损的敏感性指标(Kuma 

et al, 2014)。1 mmol/L 的 Cd2+可在短期(0.5~2 h)内迅

速降低蛋白核小球藻 S-39 (Chlorella pyrenoidosa 

Chick S-39)的光合放氧速率和 Fv/Fm 值，使 PSⅡ光合

电子传递过程受到抑制(Plekhanov et al, 2003)。本研

究在 Cd2+处理下测量转化株和野生株的 Fv/Fm 值，结

果与 Chl-a 的测定结果基本一致。在 Cd2+胁迫下，野

生株不显叶绿素荧光，而转化株正常生长，进一步验

证了巨藻 GST 在提高 Cd2+的耐受性中的作用。 

4  结论 

本研究从巨藻中获得 6 个谷胱甘肽 S 转移酶

(GST)基因，并且将其构建到细长聚球藻表达载体，

成功将巨藻的 gst 基因转化到细长聚球藻中，在细长

聚球藻 PCC7942 中验证了它们的功能。结果表明，

虽然在 6 个转化株中 GST 酶活性都增加，但有 3 个

mpgst 基因显著提高了细长聚球藻对 Cd2+胁迫的耐受

性，说明巨藻中不同的 GST 具有不同的功能。本研
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究初步探索了巨藻中 GSTs 的生理功能，为今后镉污

染条件下藻类耐受品系的培养奠定了理论基础。 
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Abstract    Giant kelp (Macrocystis pyrifera, Laminariales), has long been considered one of the most 

promising macroalgal species for biomass production because of its large size, rapid growth rate, and 

dynamic life history strategies. Brown seaweeds are economically important and commonly used for 

agricultural and industrial purposes. Intertidal and subtidal habitats, which most brown algae inhabit, are 

shaped by fluctuating levels of salinity-, temperature-, and light-related stresses. The responses of brown 

algae to abiotic stress have been comparatively well studied. With the rapid development of modern 

industry and agriculture as well as the exploitation of mineral resources, the pollution of ecological 

environments, particularly heavy-metal contamination of water, is becoming increasingly serious. Natural 

quantities of heavy metals in seawater do not adversely affect marine life, and some heavy metals even 

serve as trace nutrients essential for the normal growth and metabolism of algae. However, at excess 

concentrations, heavy metals act as pollutants and harm algae, and the magnitude of their impact varies 

depending on the degree of pollution. High metal concentrations negatively affect diatoms by inhibiting 

growth, triggering oxidative damage, modifying gene expression, damaging photosynthetic cells and 

mitochondria, and disrupting various cellular processes. Among the various metals, cadmium is 

particularly toxic and can easily accumulate in many marine organisms. Usually, cadmium concentrations 

in the sediment and open seawater are low, although these values may increase in some offshore and 

estuarine areas due to leakage or anthropogenic emissions. Glutathione S-transferase (GST) is a phase Ⅱ 

enzyme in cells that catalyzes the formation of chelates between reduced glutathione and metal ions as 

well as the binding of sulfur atoms of reduced glutathione to phase Ⅰ electrophilic groups, thereby 

reducing the levels of intracellular toxic substances, such as reactive oxygen species, and accelerating 

their exogenous release. GST belongs to a large gene family that plays important regulatory roles in 

growth, development, and responses to environmental fluctuations. Owing to the lack of a stable genetic 

operating system in M. pyrifera, the functions of some genes and proteins remain unclear. To date, there 

has been no successful genetic transformation of M. pyrifera. Synechococcus elongatus PCC7942 is easy 

to culture, has a small genome size, and can easily be genetically manipulated through natural 
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transformation or conjugation with Escherichia coli, making it a good protein expression system for 

studying prokaryotic circadian rhythms, nutrient regulation, environmental responses, and lipid 

metabolism. In the present study, S. elongatus PCC7942 was selected to verify the functions of the GST 

gene in M. pyrifera under Cd stress. Total RNA was extracted from M. pyrifera gametophytes frozen in 

liquid nitrogen and reverse-transcribed to cDNA. Gene-specific primers containing enzyme restriction 

sites at both ends were designed to construct an expression vector based on the transcriptome sequence of 

M. pyrifera (accession number CNP0001061 in China National GenBank). Six complete GST genes 

(mpgst1, mpgst2, mpgst3, mpgst4, mpgst5, and mpgst6) were cloned using RT-PCR. Subsequently, the six 

MPGST genes were transformed into S. elongatus PCC7942, and the transformed strains containing 

mpgst1–mpgst6 were labelled MG1–MG6, respectively. Transformation was verified by genomic DNA 

extraction and GST enzyme activity assays. In this study, 0.2 mg/L was determined as the Cd2+ 

concentration that was lethal to the wild strain but enabled normal growth of some transformed strains. 

Some of the transformed strains did not exhibit resistance, which may be due to differences in the GST 

gene sequences of M. pyrifera or because they may belong to different GST gene families, serving 

different functions. The selected resistant transformed strains MG1, MG4, and MG6 were tested for 

growth, photosynthetic pigment content, and photosynthetic parameters at 0.2 mg/L cadmium ion stress to 

verify their functions. The transformed strains showed an upward trend of light absorbance, but most of 

the wild type strains died. Furthermore, the transformed strains presented values for photosynthetic 

pigment content and photosynthetic parameters even under stress, but the wild strain died, which was 

consistent with the growth curve. In particular, the carotenoid content of MG6 slightly increased 

following Cd2+ stress, indicating elevated antioxidant activity. However, differences in the physiological 

indices of different genes before and after stress may be related to their specific mechanisms of action, 

which warrants further study. Our findings laid a foundation for further research into the stress resistance 

function of GST genes in M. pyrifera and for the future breeding of pollution-tolerant algal strains. 

Key words    Glutathione S-transferase genes; Transgenesis; Cadmium ion stress; Macrocystis pyrifera; 

Synechococcus elongatus PCC7942 
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坛紫菜诱变及 F1代叶状体表型性状分析* 

张亦弛 1,2,3  王文磊 1,2,3  徐  燕 1,2,3  许  凯 1,2,3   

纪德华 1,2,3  陈昌生 1,2,3  谢潮添 1,2,3① 
(1. 集美大学水产学院  福建  厦门  361021；2. 福建省水产生物育种与健康养殖工程研究中心  福建省 

发展和改革委员会  福建  厦门  361021；3. 农业农村部东海健康养殖重点实验室  福建  厦门  361021) 

摘要    突变体是开展坛紫菜(Neoporphyra haitanensis)良种选育和性状遗传调控机理研究的重要

材料。为获得坛紫菜突变体，本研究利用不同强度的 γ 射线辐照(辐射剂量梯度：700、900、1100、

1300、1500 Gy)处理野生品系 NSD35 的幼苗，恢复培养结果显示，γ 射线照射导致叶状体部分细胞

死亡，且藻体细胞的死亡量随着诱变剂量的增加而升高；同时，突变的细胞数量随着辐射剂量增加

呈先增后降的趋势。其中，经 1300 Gy 处理后藻体的突变细胞最多。之后利用体细胞酶解技术和单

克隆技术获得了突变体的纯系藻体，从中初步筛选出性状各异的株系 67 个，并利用 14 个表型性状

对其中 21 个株系的 F1 代进行相关性分析和聚类分析。结果显示，相较于对照组，突变体 F1 代群体

中大部分性状的变异系数增加。突变体的多个性状间存在显著相关性，其中，藻体长度与宽度、鲜

重没有显著相关性(P>0.05)；宽度与鲜重、叶形态呈极显著正相关(P<0.01)；鲜重与颜色呈显著负

相关(P<0.05)；藻体不同部位的厚度之间存在极显著正相关；叶型与藻体中部、尖端的厚度呈显著

负相关。进一步采用系统聚类的方法(遗传距离为 20)，将 21 份材料分成 4 个主要类群，分别为颜

色偏红的藻体组、宽而生物量大的藻体组、薄而日均增长快的藻体组和长而窄的藻体组。综上所述，

γ 射线对坛紫菜叶状体具有良好的诱变效果，本研究为开展坛紫菜经济性状的遗传调控机理研究以

及优良新品种选育提供了基础材料。 

关键词    坛紫菜；γ 射线；酶解；突变体；聚类分析 

中图分类号 S917.3   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0137-12 

紫菜(Neoporphyra 或 Neopyropia)是我国沿海传

统的大宗水产养殖种类，富含人体必需的氨基酸、矿

物质及维生素等营养物质(Cao et al, 2016)。2020 年全

国紫菜养殖总产量约为 22.2 万 t，其中，坛紫菜

(Neoporphyra haitanensis)产量占 70%以上(中国渔业

统计年鉴, 2021)。由于丰富的营养价值和生态效益，

坛紫菜的市场需求持续增加。然而，随着栽培规模的

扩大，良种匮乏的问题日益凸显。目前，大部分栽培

品系是由岩礁上采集的野生坛紫菜驯化而来，加之多

年自养自留，使得坛紫菜种质质量下降，抗逆性减弱

(Yan et al, 2010)。通过国家审定的坛紫菜新品种虽然

已有 5 个，但仍不足以满足多变的海域环境和市场的

abc
图章
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需求。因此，培育出更多符合生产需求的新品系仍是

当前坛紫菜育种的重要任务。 

目前，紫菜新品种的选育技术主要包括选择育

种、杂交育种、诱变育种等，其中，选择育种和杂交

育种存在周期长、效率低等难题(丁洪昌等, 2019)，

而诱变育种操作简易、方便处理大批量的样品，且有

利于筛选出一些具有重要研究价值和应用价值的材

料(常金华等, 2002)。诱变育种在紫菜遗传育种中已

被广泛应用，Lee 等(2019)通过 γ 射线诱变得到的甘

紫菜(Pyropia tenera)色素突变体，不仅生长性状优于

野生型，还具有较强的耐高温能力。Ding 等(2019)

利用 60Co-γ 诱变处理紫菜新品系 HR-5 后，成功筛选

出一株长度、重量、耐高温性等性状优于 HR-5 的突

变株。除此之外，我国研究人员利用诱变育种等方法

培育出了 4 个坛紫菜新品种(“申福 1 号”、“申福 2 号”、

“闽丰 1 号”和“闽丰 2 号”)(梁志强, 2004; 王长青等, 

2011; 梁艳, 2009; 梁艳等, 2009)。由此可见，诱变育

种是选育紫菜优良新品种(系)的重要手段。 

随着坛紫菜基因组测序的完成(Chen et al, 2021)，

对坛紫菜重要性状调控基因的功能解析越来越迫切。

但是，由于遗传操作技术体系不成熟、特异突变体缺

乏等原因，坛紫菜关键农艺性状的遗传调控机理尚不

明确。通过诱变方法构建突变体库是研究基因功能、

发现新基因以及解析目标性状调控机制的有效方法

(梁英等 , 2020)。研究人员已在模式植物拟南芥

(Arabidopsis)(Greene et al, 2003)、小麦(袁凯等, 2021; 

张婷等, 2021)、大豆(张小明等, 2016; 齐波等, 2019)、

水稻(Oryza sativa L.) (叶俊, 2006)中构建了具有丰富

性状的突变体库，并通过正向遗传学，从特定表型性

状变化的个体中找到对应的突变基因，并揭示其功能

(Zhang et al, 2017; Gao et al, 2021)。因此，为了满足紫

菜遗传学和育种学的需要，实现对基因功能的深入研

究，开展紫菜诱变和突变体性状研究具有重要意义。 

表型性状鉴定是紫菜育种工作中最基础的工作，

紫菜的表型性状主要有数量性状和质量性状 2 种类

型，数量性状主要受多个微效基因调控，极易受环境

影响(孔繁玲, 2006)，比如紫菜的长度、宽度、重量、

厚度等性状(Xu et al, 2015)。而紫菜的扭曲、叶型等

属于质量性状，主要受单基因控制，不易受环境影响

(邵元健, 2006)。因而，考察藻体各类性状，分析其

遗传多样性，有利于改良紫菜性状。通过计算表型变

异系数和遗传多样性指数，可为今后挖掘优质坛紫菜

资源及选配杂交亲本提供理论参考。 

本研究以纯化的坛紫菜野生品系 NSD35 为实验

材料，利用 γ 射线诱变获得不同类型突变体，经过体

细胞克隆技术获得各突变体的纯系，对子代叶状体进

行培育、观察和鉴定，以期为解析坛紫菜经济性状的

遗传调控机理以及选育优良品种提供基础材料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与培养 

本实验所用材料均来自福建省坛紫菜种质资源

库的 NSD35 品系，该品系采自福建牛山岛，并通过

酶解纯化获得纯系，以自由丝状体形式保存。取一定

量 NSD35 丝状体在温度为 27~29℃、光照强度为 10~ 

30 μmol/(m2·s)、光周期为 9 L∶15 D 的条件下促熟，

每隔 10 d 更换 1/3 丝状体培养液。当丝状体形成壳孢

子囊枝时，挑选状态良好的藻丝，放入 500 mL 的锥形

瓶中充气培养，在温度为 (21.0±0.5)℃、光强度为

40~50 μmol/(m2·s)、光周期为 12 L∶12 D 的条件下培

养。每 2 d 更换 2/3 培养液。培养促放出的壳孢子至

小苗，待藻体长至 3~4 cm 时，挑选形态完整的叶状

体进行人工诱变处理。 

1.2  诱变处理 

于 2019 年 11 月在浙江省辐照中心利用岛津

UV-1800 进行诱变，γ 射线放射源为铯-137，采用重

铬酸钾(银)剂量计测定辐照处理实际计量值。设置 5

个梯度的辐射剂量分别为 700、900、1100、1300 和

1500 Gy，剂量率分别为 35、45、55、65 和 75 Gy/h。 

1.3  诱变后的细胞显微观察及突变体分离 

1.3.1  诱变后细胞的显微观察    将辐射后的藻体

进行黑暗恢复培养 24 h，之后观察细胞死亡率。24 h

后将光照强度恢复至 20~30 μmol/(m2·s)并弱充气培

养藻体 7 d，显微观察统计叶状体变异细胞的种类和

数量(20 倍镜下，每 1 cm 随机取 10~15 个视野)。 

1.3.2  突变体分离    分别选取诱变后的藻体基部、

中部和尖端各 2 cm2，利用海螺酶进行酶解。 

1.3.3  突变体初步筛选    对颜色、形态等性状有所

变异的单克隆苗或细胞团进行筛选。 

测量单色突变体色色度值：将藻体平摊置于白色

湿润磁盘上，利用分光测色剂(CM-700d)，垂直于藻

体随机测量藻体 3 个点，取色度值 a 值和 b 值，a 值

越大藻体偏红色，a 值越小藻体偏绿；b 值越大表示

藻体偏黄色，b 值越小表示偏蓝色。 

1.3.4  突变体 F1 代叶状体获取    对初筛出的突变

株(色块)进行第 2 次酶解，获得它们的遗传纯合丝状

体，诱导丝状体成熟放散壳孢子，培养放散出的壳孢

子至小苗，用于后续 F1 代叶状体的性状测定。 
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1.4  突变株 F1 代叶状体数量性状的测定 

生长相关参数测定：随机筛选 30 株 3.8~4.2 cm

健康完整的幼苗，每 2 株分别置于 1000 mL 的锥形瓶

中充气培养，培养条件：温度为(21.0±0.5)℃，光强

为 40~50 μmol/(m2·s)，光周期 12 L∶12 D。培养期间，

每 3 d 更换 1 次培养液，培养 15 d 后观察并测量其长

(L)、宽(W)和鲜重(FW)。 

厚度测定：随机取 12 株(25±5) cm 藻体，用刀片

横向切取藻体 1/4 (基部)、1/2 (中部)和 3/4 (尖端)处的

单层细胞，在 40 倍镜下进行观察测量，并将其测量

结果与对照组进行比对，数值显著大于对照组的为厚

叶型突变体，反之则为薄叶型突变体。 

生长速率测定：根据以上测量结果计算长度特定

生长率(LGR)、宽度特定生长率(WGR)和鲜重特定生

长率(FWGR)，计算公式如下： 

LGR=(lnLn–lnL0)/n×100% 

WGR=(lnWn–lnW0)/n×100% 
FWGR=[ln(FWn)–ln(FW0)]/n×100% 

式中，n 为培养天数；Ln 为培养 n 天藻体长度(cm)；

L0 为初始藻体长度(cm)；Wn 为培养 n 天藻体宽度

(cm)；W0 为初始藻体宽度(cm)；FWn 为培养 n 天藻体

鲜重(g)；FW0 为初始藻体鲜重(g)。 

1.5  突变株 F1 代叶状体质量性状的赋值情况 

对于坛紫菜叶状体颜色、藻体叶形、藻体基部形

态、藻体锯齿等质量性状采用目测法，观察其形态特

征，并按照谢小雪(2014)中的方法，将质量性状数字

化。其中，参照颜色色谱表将叶状体颜色分为 12 个

等级；参照张学成等(2005)编著的《海藻遗传学》，将

叶型、基部形状分别划分为 2 个和 3 个等级；将培养

15 d 的叶状体按基部锯齿大小分为 4 个等级，按叶状

体扭曲比例大小分为 4 个等级，按藻体老化程度分为

2 个等级。具体赋值情况见表 1。 
 

表 1  质量性状的赋值情况 
Tab.1  The assignment value of quality traits 

分级赋值 Grading assignment  
性状 Trait 

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

颜色 Color 
野生色 

少于 1/7 
野生色 
1/5~1/7 

野生色 
1/4~1/5 

野生色 
1/3~1/4 

野生色
1/2~1/3

野生

偏红

深绿色 翠绿色 苹果绿 棕红色 黄色 紫色

叶型 Leaf form 披针形 亚披针形              

基部形状 
Base section form 

脐形 楔形 圆形   
         

锯齿程度 
Size of saw tooth 

无锯齿 波浪形 0.05 cm 以下 0.05~ 
0.1 cm          

扭曲程度 
Twist 

无扭曲 扭曲部分 

小于 1/4 

扭曲部分大于

1/4 小于 1/2

扭曲部分

大于 1/2 
         

老化程度 
Maturity 

无老化 开始老化    
         

 

1.6  突变体 F1 代叶状体性状聚类分析 

获得的原始数据先用 Excel 2016 计算平均值

(mean)和标准差(SD)等，将 21 个突变株系 F1 代叶状

体的 14个性状数据导入 SPSS 22软件进行聚类分析。

其中，性状表型值以平均值表示，将各性状的数值

进行 Z 得分标准化，并转换度量为绝对值，采用间

连接组间连接法，区间为欧式距离进行聚类。 

1.7  数据分析 

利用 Excel 2010 和 SPSS 22 软件进行实验数据的

统计分析，F1 代藻体的性状数值均与对照组(未经诱

变的 NSD35 藻体)的性状数值作进行对比。其中，假

定判断方法采用单样本 Kolmogorov-Smirnov 检验；性

状相关性分析采用 Pearson 分析方法；根据变异系数

(CV)和变异系数差判定突变体变异情况，计算公式： 

CV=标准差/平均值×100% 

变异系数差=F1 代变异系数－对照组变异系数 

2  结果与分析 

2.1  诱变对藻体成活率的影响 

γ 射线辐照对坛紫菜的叶状体存活影响较大，不

同剂量的 γ 射线均造成坛紫菜叶状体细胞一定程度

的死亡，且藻体细胞的死亡量随着诱变剂量的增加而

升高。在 700~900 Gy 辐照强度下，NSD35 叶状体只
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有少量细胞死亡，细胞存活率为 90%以上；当诱变剂

量增加至 1100 Gy 时，NSD35 品系叶状体细胞间隙增

大，中部少部分细胞开始出现死亡，尖端细胞无明显

变化。经高剂量(1300 Gy 以上)辐照后，藻体中部细

胞间隙变大，细胞受损严重，大部分细胞形态由不规

则形变为球形，细胞死亡率约为 40%，尖端细胞色素

析出(图 1A)。就叶状体不同部位而言，基部细胞死亡

率最高，尖端细胞死亡率次之，中部细胞死亡率最低

(图 1B)。 

2.2  诱变对藻体细胞的影响 

与未辐照的叶状体相比，经辐照后的叶状体颜色

变深、生长速度变慢。恢复培养 7 d 后，变异细胞与

周围细胞出现明显的分界线，变异细胞块主要有橙

色、橙红色、红色、绿色和紫色等色块(图 2A)。以辐

照剂量 1100 Gy 为界，辐照低于 1100 Gy 剂量的藻体

色素突变的细胞较少，存活率高；而辐照高于 1100 Gy

剂量的藻体细胞出现多个形态接近球形的细胞，部分

色素突变细胞濒临死亡。随着诱变剂量的增加，

NSD35 色素突变细胞个数呈先上升后下降的趋势，

在 1300 Gy 时达到峰值(图 2B)。 

2.3  突变株的分离及性状分析 

将诱变叶状体的中部藻块进行酶解获得单离体

细胞，进行个体再生培养，通过对再生体的颜色、形

态、生长等特性进行筛选和鉴定。NSD35 品系初选获

得 67 个突变株系。突变株包含色素突变体 45 个，形

态突变体 51 个，其他类型突变 11 个，部分突变株有 2

个及 2 个以上的突变性状，表型突变具体情况见表 2。 

2.3.1  色素突变体分离及性状分析    未经诱变处

理的坛紫菜叶状体为野生色(图 3A)，基部呈绿色，逐

渐过渡成红棕色。在单克隆苗中，色素突变较为丰富，

主要包括黄色、红色、浅绿色、褐绿色、紫色、野生

红色、野生绿色等突变(图 3B~F)。进一步检测突变体

的色度值，结果显示，不同颜色藻体的色度值差异显著

(图 3G)。 
 

 
 

图 1  γ 射线辐照坛紫菜叶状体显微观察图(标尺=20 μm) 
Fig.1  The microscopic observation of leaf shape of  

N. haitanensis irradiated by γ ray (bar =20 μm) 

A：不同剂量处理后的细胞状态； 

B：叶状体不同部位细胞状态 
A: Status of cell after treatment with different doses of 

NSD35; B: Status of cell in different parts of blade 

 

 
 

图 2  γ 射线辐照过的 NSD35 叶状体上形成的变异细胞块 
Fig.2  The color-mutated cell-clusters formed on the γ ray irradiated blades of NSD35 

A：NSD35 不同颜色的细胞(标尺=20 μm)；B：经不同剂量辐照后色素变异的细胞数目 
A: Cells of different colors of and NSD35 (bar = 20 μm); B: The number of cells with pigment  

variation after irradiation at different doses 
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表 2  初步筛选坛紫菜突变体的表型统计 
Tab.2  Phenotypic statistics of mutation types 

of N. haitanensis 

突变类型 
Mutation type 

性状特征 
Trait 

突变株数 
Number of mutant plant

红 Red 26 

翠绿色 Green 1 

深绿色 Deep green 2 

紫色 Purple 1 

黄色 Yellow 1 

褐绿色 Brownish green 1 

苹果绿 Apple green 1 

颜色 
Color 

偏红 Slight red 12 

窄型叶 Narrow leaf 6 

宽型叶 Wide leaf 16 

薄 Thin 17 

厚 Thickness 4 

锯齿 Saw tooth 5 

形态 
Form 

扭曲 Twist 3 

其他类型 
Other types 

生长速度 Growth rate 6 

 
2.3.2  形态突变体分离及性状分析    形态突变体

有宽度突变体、锯齿突变体、基部形状突变体、厚度

突变体等，共 51 份突变体。其中，厚度突变体 21 个，

包括薄叶型藻体 17 个、厚叶型藻体 4 个。未经诱变

的 NSD35 藻体中部厚度为(23.54±1.39) μm (图 4C、

D)，而经过诱变处理后获得的薄叶型突变体的叶状体

中部厚度减少了 4~8 μm (图 4E、F)，但厚叶型突变

体的叶状体中部厚度增加了 4~10 μm (图 4A、B)。由

于藻体是单层细胞，所以可以通过测定细胞厚度判断

藻体厚度，如图 4B、D、F 所示，依次为厚叶型突变

体、对照组 NSD35、薄叶型突变体。 

宽度突变体有 22 个，包括宽叶型藻体 16 个、窄

叶型藻体有 6 个，宽叶和窄叶的藻体表型对比明显 

(图 5)。未经处理的 NSD35 藻体宽度可达 1 cm，经过

诱变后宽叶型突变体的宽度为 2~3 cm (图 5A、B、C)，

而极端窄叶型突变体的宽度不足 0.1 cm (图 5D)。 

2.4  诱变群体 F1 叶状体的表型性状 

2.4.1  F1 叶状体表型性状的平均表现    如表 3 所

示，从叶状体表型性状的平均值来看，F1 代的长、宽、

鲜重和厚度数值均小于对照组，偏向于负向变异，而

长宽比、颜色、基部形状和扭曲程度均大于对照组，

偏向于正向变异。变异系数在 8.74%~59.49%之间，

其中，变异系数最小的是尖端厚度，仅有 8.74%；而

颜色、宽度、基部形状和锯齿变异系数较大，并依次

递减，F1 代藻体的上述 4 项表型性状的变异系数分别

为 59.49%、44.45%、43.03%和 40.83%。此外，老化

程度的变异系数差为负值，这说明 F1 代的老化程度

小于对照组，突变株不易老化。从最大值和最小值来

看，F1 代藻体的变异幅度大于对照组。 

2.4.2  F1 叶状体表型性状相关性分析    通过相关

性分析发现，F1 代藻体的长度和日增长率、日增宽率、

日增重率、长宽比呈极显著正相关(P<0.01)，相关系

数分别为 0.982、0.536、0.688 和 0.695。宽度与鲜重、

日增宽率、叶型呈现极显著正相关，相关系数分别为 

 

 
 

图 3  色素突变体藻体 
Fig.3  Gametophytic blades of pigmentation mutant strains  

A：未经诱变处理的 NSD35 叶状体；B：紫色的叶状体； 

C：红色和绿色相嵌合的叶状体；D：从上往下：翠绿色的

叶状体、黄色的叶状体、紫色的叶状体、红色的叶状体； 

E：黄色的叶状体；F：褐绿色的叶状体；G：色素突变体

的色度值(横坐标为 a 值；纵坐标为 b 值)。 
A: Gametophytic blades of NSD35 without treatment;  

B: Gametophytic blades of purple; C: Gametophytic blades of 
red and green. D: From top to bottom: Gametophytic blades 

of emerald green, yellow, purple, red; E: Gametophytic blades 
of yellow; F: Gametophytic blades of brownish green;  

G: Value of chroma between the pigment mutants (Abscissa 
represent the a value; Ordinate represents the b value). 
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图 4  厚度突变体藻体 
Fig.4  Gametophytic blades of thickness mutant strains isolated from NSD35 

A：厚叶型突变体叶状体；B：厚叶型突变体单层细胞厚度；C：对照组叶状体； 

D：对照组单层细胞厚度；E：薄叶型突变体叶状体；F：薄叶型突变体单层细胞厚度。 
A: Blade of thick leaf mutant; B: Thickness of cell from thick leaf mutant; C: Blade without mutagenic treatment;  

D: Thickness of cell without mutagenic treatment; E: Blade of thin leaf mutant. F: Thickness of cell from thin leaf mutant. 

 

 
 

图 5  宽度突变体藻体 
Fig.5  Gametophytic blades of width mutant strains  

isolated from NSD35 

A~C：宽叶型突变体；D：窄叶型突变体 
A~C: Wide leaf mutant; D: Narrow leaf mutant 

 
0.834、0.595 和 0.561；宽度与日增重率呈显著正相

关(P<0.05)，相关系数为 0.489；而宽度与长宽比呈极

显著负相关，相关系数为 0.743。鲜重与日增宽率、

日增重率呈极显著正相关，相关系数分别为 0.739 和

0.724；与颜色的相关系数为 0.520，呈显著负相关。

日增长率与日增宽率、日增重率及长宽比呈极显著正

相关，相关系数分别为 0.572、0.712 和 0.675。日增

宽率与日增重率相关系数为 0.908，呈极显著正相关。

日增宽率与叶形态呈显著正相关，与叶状体中部厚度

呈显著负相关。日增重率与藻体叶型呈显著正相关。

叶状体不同部位之间的厚度呈极显著正相关，尖端厚

度与叶形态呈显著负相关；而藻体尖端厚度与锯齿、

扭曲呈显著相关，相关系数分别为 0.364 和 0.464。

藻体的叶型与藻体质量性状中的锯齿程度呈极显著

负相关，相关系数为 0.553。藻体的扭曲程度与藻体

老化程度呈正相关，相关系数为 0.457。藻体的基部

形状与各性状间均没有显著相关性(图 6)。总体而言，

质量性状与数量性状之间的显著相关性较低，数量性

状之间显著相关性较高。 

2.4.3  单株藻体的聚类分析    对 F1 代藻体表型性

状进行 z-score 标准化处理后，采用组间连接法，区

间欧式距离进行系统聚类。由图 7 可知，坛紫菜叶状

体 F1 代在遗传距离为 20 处，可将 21 个单株聚类为 4

个类群。第Ⅰ类有 5 株，其特点是藻体颜色偏红；第

Ⅱ类有 6 株，特点是叶状体较宽、生物量大；第Ⅲ类

有 2 株，特点是日均增长快、藻体较薄；第Ⅳ类有 8

株，特点是长而窄的叶状体。 

3  讨论 

人工诱变育种可以快速获得大量突变体，是新种

质创制的有效途径之一。其中，γ 射线诱变方法易操

作、安全，已被广泛应用于紫菜育种中(付峰等, 2018)。 
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表 3  坛紫菜表型性状及 Kolmogorov-Smirnov 检验结果 
Tab.3  Phenotypic character and Kolmogorov-Smirnov test results of N. haitanensis 

指标 
Index 

处理组 
Treatment 

平均值
Mean 

标准差
SD 

最小值 
Min 

最大值 
Max 

变异系数 
CV/% 

变异系数差 
Difference of 

variation coefficient
/% 

F1 46.86 9.80 21.38 60.75 20.91 长度 Length /cm 
CK 54.08 7.47 47.00 63.50 13.81 

7.10 

F1 0.72 0.32 0.49 1.84 44.45 宽度 Width /cm 
CK 0.79 0.12 0.65 1.00 15.20 

29.25 

F1 0.186 0.070 0.074 0.376 37.77 鲜重 Fresh weight /g 
CK 0.232 0.050 0.176 0.294 21.53 

16.24 

F1 16.13 1.63 10.94 18.02 10.12 日增长率 LGR /% 
CK 17.11 1.04 15.44 18.55 6.08 

4.04 

F1 8.72 1.27 5.80 11.03 14.58 日增宽率 WRG /% 
CK 8.56 0.75 7.32 9.24 8.73 

5.85 

F1 26.73 2.87 19.92 31.47 10.73 日增重率 FWGR /% 
CK 29.11 1.51 27.32 31.61 5.19 

5.54 

F1 71.24 22.85 20.49 109.81 32.08 长宽比 Length-breadth ratio 
CK 65.74 7.27 56.67 78.75 11.06 

21.02 

F1 30.96 6.22 21.63 41.25 20.10 基部厚度 Thickness of the base 
CK 31.79 1.22 30.00 32.50 3.84 

16.26 

F1 21.78 2.56 16.83 27.60 11.74 中部厚度 Thickness of the centre 
CK 22.86 0.94 22.50 25.00 4.13 

7.61 

F1 19.28 1.68 16.56 21.83 8.74 尖端厚度 Thickness of the tip 
CK 20.89 0.94 20.00 22.50 4.52 

4.22 

F1 5.38 3.20 1.00 11.00 59.49 颜色 Color 
CK 2.57 0.79 1.00 3.00 30.60 

28.89 

F1 1.57 0.68 1.00 3.00 43.03 基部形状 Form of base section  
CK 1.00 0.00 1.00 1.00 0.00 

43.03 

F1 1.19 0.40 1.00 2.00 33.80 叶型 Leaf form 
CK 1.00 0.00 1.00 1.00 0.00 

33.80 

F1 2.52 1.03 1.00 4.00 40.83 锯齿 Size of saw tooth 
CK 2.86 0.38 2.00 3.00 13.23 

27.60 

F1 1.24 0.44 1.00 2.00 35.25 扭曲 Twist 
CK 1.14 0.38 1.00 2.00 33.07 

2.18 

F1 1.24 0.44 1.00 2.00 35.25 老化 Maturity 
CK 1.29 0.49 1.00 2.00 37.95 

–2.70 

 
选择最佳诱变条件是利用 γ 射线诱变从而成功获得

突变体的关键。本研究以 5 个辐照强度(700、900、

1100、1300 和 1500 Gy)，对坛紫菜不同藻体进行诱

变，通过对细胞死亡率及细胞突变率进行综合分析，

以确定最适诱变剂量。结果显示，色素变异细胞的数

量随诱变剂量的增加呈先增加后降低的趋势(图 2)，

与严兴洪等(2005)的研究结果相似。此外，突变体 F1

代变异幅度大于对照组，且除尖端厚度以外，F1 代其

他性状的变异系数均大于 10%而小于 90%，属于中度

变异(刘继龙等, 2018)，这说明 γ 射线诱变能获得较好

的诱变效果，且诱变效果强于紫外线诱变(Chen et al, 

2016)和化学诱变(李勇斌, 2006)，且无需添加任何化

学品、无二次污染，具有高效、清洁、低成本、操作

方便等优点，因此，γ 射线诱变方法在紫菜未来的诱

变育种中仍有较广阔的应用前景(丁洪昌等, 2019)。 

通过诱变进行育种的首要目标是获得差异明显

的表型性状，表型性状鉴定是育种工作中的基础工作

(张丰收等, 2020)。相较高等植物而言，紫菜叶状体

外形简单，其形态特征主要包括叶长、叶宽、叶厚及

叶色(童冠文, 2010; Xu et al, 2012; 黄林彬等, 2017; 

仵燕青等, 2016; 柳佩娟等, 2008)。藻体长度、宽度和

厚度等性状和紫菜的产量密切相关，而藻体颜色是影 
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图 6  坛紫菜突变体叶状体表型性状的相关性分析 
Fig.6  Correlation of phenotypic character of blades of N. haitanensis 

*表示差异显著 (P<0.05)；**表示差异极显著 (P<0.01) 
* indicates significant difference at P<0.05; ** indicates significant difference at P<0.01 

 

 
 

图 7  坛紫菜突变体 F1 代单株聚类分析树状图 
Fig.7  Cluster analysis of F1 generation of N. haitanensis 

 
响其品质的主要指标之一(Hwang et al, 2019)。本研究

通过对坛紫菜突变体 F1 代中 21 个株系的长、宽、鲜

重、厚度、颜色等 14 个表型性状进行分析发现，突

变群体中诱变效应最为明显的性状是颜色，其变异系

数达 59.49%。这与以往研究结果一致，多个研究组

利用不同的诱变方式获得的紫菜突变体大多都是色

素突变体 (赵爽等 , 2019; 张倩等 , 2019; 李琳等 , 

2006)，紫菜易产生色素突变体，说明调控藻体颜色

的基因经过诱变后最易发生突变。而紫菜的叶状体颜

色主要与藻红蛋白、藻蓝蛋白和叶绿素 a 的含量及比

例相关(Zhang et al, 2014)，往往藻胆蛋白含量高的藻

体颜色深、鲜亮，符合市场需求(羌玺等, 2021)。此

外，由于坛紫菜的减数分裂发生在壳孢子的前 2 次分

裂期间，之后最初 4 个细胞发育成了线性四分体，导

致形成嵌合叶片，而不同色素突变体可以作为遗传标记

来区分嵌合叶片的每个部分，从而便于获得纯系藻体。 

与颜色性状突变不同，坛紫菜 F1 代的长、宽、

鲜重和厚度数值均小于对照组，偏向于负向变异。例

如，经过诱变后共获得薄叶型藻体 17 个、厚叶型藻

体 4 个。紫菜藻体的厚度影响其口感，并限制其加工

方法，进而影响紫菜附加值的提升(Ding et al, 2019; 

全汉锋等, 2012)。条斑紫菜藻体薄，更适合自动化加

工，其初级产品可进行附加值更高的二次加工(如寿

司)，而坛紫菜藻体厚而宽，一般用于半机械化或手

工生产附加值低的产品，如紫菜饼(何培民等, 2018)。

因此，选育藻体薄的坛紫菜新品系是育种的主要目标

之一(Ding et al, 2020)。本研究获得的突变体中，藻

体薄的品系的中部厚度仅有 16 μm 左右，相较于新品
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种“闽丰 2 号”(藻体中部厚度约为 21 μm)更薄(梁艳

等, 2009)。作为对比，一些传统养殖品种在第 3 次采

收时藻体厚度已达到 60 μm，严重影响其口感和后期

加工(何培民等, 2018)。研究发现，藻体的厚度性状

遗传较稳定，藻体的厚度主要与细胞壁厚度和胶质腔

厚度相关(Gao et al, 2021; 童冠文等, 2010)。魏鹏华

(2021)研究表明，NAD 糖依赖性差向异构酶(GME)

基因的表达量与琼胶含量显著相关，进而调控坛紫菜

藻体的厚度，但其具体调控机制仍有待深入研究。而

本研究筛选的厚度突变体为坛紫菜厚度性状的遗传

调控机制解析提供了难得的实验材料。此外，不同突

变体表型性状之间具有非常紧密的关联性，对不同性

状进行相关性分析，从中找出变异规律，可辅助坛紫

菜的育种工作，例如，选择长和薄的藻体就有可能选

育出高产、优质的坛紫菜新品系。 

4  结论 

本研究通过 γ 射线照射处理坛紫菜叶状体获得

不同突变体，之后利用酶解单克隆技术获得再生突变

体，最终筛选出 67 个突变体株系。并基于 14 个表型

性状，对其中 21 个株系的 F1 代进行了相关性和聚类

分析，以期为坛紫菜遗传育种研究以及优良新品种选

育提供材料支撑。 
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Mutagenesis and Blade Phenotypic Traits of Neoporphyra haitanensis F1 Lines 

ZHANG Yichi1,2,3, WANG Wenlei1,2,3, XU Yan1,2,3, XU Kai1,2,3, JI Dehua1,2,3,  
CHEN Changsheng1,2,3, XIE Chaotian1,2,3① 

(1. Fisheries College, Jimei University, Xiamen, Fujian  361021, China; 2. Fujian Engineering Research Center of Aquatic 
Breeding and Healthy Aquaculture; Fujian Provincial Development and Reform Commission, Xiamen,  

Fujian  361021, China; 3. Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea,  
Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Xiamen, Fujian  361021, China) 

Abstract    Neoporphyra haitanensis is a traditional coastal aquaculture species in China; it is rich in 

essential amino acids, minerals, and vitamins. It is not only beneficial economically, but also adjusts the 

ecosystem. However, fine varieties of N. haitanensis are lacking even with the enlargement and extension 

of the N. haitanensis growing area. Since humans began breeding N. haitanensis, most produced strains 

have been domesticated from wild N. haitanensis collected from rocks. The germplasm collection and 

usage is considered the bottleneck issue that often causes N. haitanensis quality degradation. Therefore, it 

is important to breed new varieties. Selective breeding, cross-breeding, and mutation breeding are among 

the most common methods used to breed new N. haitanensis varieties. Mutation breeding is a quick, 

simple, and convenient genetic tools. For several decades, natural means to induce genetic diversity have 

been exploited to breed new varieties, as the naturally occurring mutations are insufficient. One of the 

most important genetic breakthroughs was the invention of artificial methods to induce mutations. 

Physical mutagenesis is a safer and more efficient procedure than chemical mutagenesis. To obtain 

artificial mutants, N. haitanensis (NSD35) gametophytes were treated with different γ-ray irradiation 

intensities (700 Gy, 900 Gy, 1100 Gy, 1300 Gy, and 1500 Gy). After culture recovery, the results showed 
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that gametophytic cell death increased with the irradiation escalation, with more than 90% cell viability 

after low radiation dose treatment (700 Gy and 900 Gy). With doses more than 1100 Gy, the cell viability 

decreased, in which the NSD35 cellular space became larger and a few middle cells died, although no 

obvious change was observed in tip cells. After induction, the cell morphology changed with higher 

radiation doses (1300 Gy and 1500 Gy). Some cells exhibited microscopic features, such as enlarged size 

and alternation from irregular cell shape to circular for some cells. Notably, the cell death rate decreased 

systematically from the blade base to its tip and from that to its center. Microscopic examination revealed 

that the number of mutant cells increased and then decreased with the radiation dose rise. The pigmented 

mutant cells frequency was higher in low radiation doses, further increasing with the rise in irradiation 

from 700 Gy to 1300 Gy. Nonetheless, the pigmented mutant cells frequency decreased with the highest 

dose of 1500 Gy. The best mutagenic effect was observed in gametophytes treated with 1300 Gy as they 

had the largest number of pigmented mutant cells. Cells cultured in vitro were obtained by enzymatic 

hydrolysis and individual regeneration. Preliminary screening of 67 mutants was performed to construct 

the mutant library, and 45 pigmented mutant strains, 51 morphological mutants, and 11 other mutants 

were obtained. Most of the mutants showed two or more mutations of phenotypic character. Twenty-one 

F1 generation cell lines were screened, and 14 traits (length, width, fresh weight, daily length growth rate, 

daily width growth rate, daily weight growth rate, length-breadth ratio, base thickness, center thickness, 

tip thickness, color, base section form, leaf form, saw tooth size, twist, and maturity) were analyzed by 

correlation analysis and system analysis. The coefficients of variation results showed significant 

phenotypic differences between F1 and control cells. The F1 coefficients of variation ranged from 8.74% 

to 59.49%, revealing a moderate variability. Correlation analysis also showed that most of the traits had 

significant correlations. There was no significant correlation between the length and width or fresh weight, 

while a significant positive correlation was observed between the width and leaf fresh weight (P<0.01). 

Significant positive correlations were also found between quantitative traits, while there was no 

correlation between qualitative and quantitative traits. These allow indirect selection to improve breeding 

efficiency. Cluster analysis showed that at the Euclidean distance of 20, all 21 individuals analyzed were 

clustered into four groups. Overall, the phenotypic traits of different groups were significantly different. 

Mutants are critical materials for studying the genetic regulation of mechanisms involved in the control of 

economically important N. haitanensis traits. Pigmented mutants are a dominant-marker trait used for 

breeding that have high value for theoretical research and practical applications. Our study identified 

many pigmented mutants that can be used to study relevant biological mechanisms. Nevertheless, the 

variation coefficients of four quantitative characters (length, width, fresh weight, and thickness) of the F1 

N. haitanensis generation were less than those of the control group and were biased towards negative 

variation. For example, more thin leaf mutants were obtained after the gamma rays´ treatment. It is 

interesting as a thin N. haitanensis is more suitable for automatic processing, and its primary products can 

be reprocessed with higher added value. In conclusion, after being treated with γ-ray, the N. haitanensis 

blades were guided to variation enabling the selection and cultivation of new strains, from which strains 

with improved traits strains were selected. This study provides interesting materials for accelerating the N. 

haitanensis breeding research and the selection of excellent varieties. 

Key words    Neoporphyra haitanensis; Gamma ray; Enzymolysis; Mutant; Clustering analysis 
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干露胁迫对鼠尾藻生理生化影响的研究* 

袁艳敏 1  刘福利 1,2①  梁洲瑞 1  张朋艳 1   

刘  义 1,3  郑言鑫 4  张海宁 5 
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海洋渔业可持续发展重点实验室  山东  青岛  266071； 

2. 中国海洋大学海洋生命学院  海洋生物遗传学与育种教育部重点实验室  山东  青岛  266003； 

3. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306；4. 中国水产科学研究院长岛增殖实验站   

山东  烟台  265800；5. 国家海洋局北海信息中心  山东  青岛  266061) 

摘要    鼠尾藻(Sargassum thunbergii)集生于中潮带和低潮带岩石上，在高、中潮带的水陆或石沼

中，有的甚至在低潮时较长时间暴露于日光下。低潮露空下的干露胁迫是影响鼠尾藻生存的关键因

子。本研究采集野生鼠尾藻为实验材料，在培养箱中分别失水干露 0、1、3、6 h，并在海水中恢复

培养，测定不同胁迫时间下藻体的失水率、叶绿素荧光参数和生化参数。结果显示，不同大小的鼠

尾藻干露胁迫不同时间后的失水率显著不同，胁迫时间越短，藻体越大，失水率越低，大藻体鼠尾

藻的保水能力高于小藻体；干露胁迫使鼠尾藻的叶绿素荧光值显著降低，同株鼠尾藻不同部位对干

露胁迫的耐受程度显著不同，梢部耐受能力较差，基部耐受能力较强，小藻体和大藻体的梢部伤害

较大，不能恢复，鼠尾藻基部可恢复正常生理状态，干露胁迫时，鼠尾藻以非调节性能量耗散机制

为主；干露胁迫时，藻体梢部通过抗氧化酶类[(抗超氧阴离子自由基(ASAFR)、超氧化物歧化酶

(SOD))和非抗氧化物质(可溶性糖、脯氨酸)共同作用来应对胁迫，藻体基部主要是通过上调蛋白、

可溶性糖和脯氨酸等含量抵抗胁迫。高中潮带的鼠尾藻较易处于高温、强光和干露失水叠加的胁迫

状态，同时，又因外部形态和生活环境的不同，藻体各部分的生理生化特性也有一定的差异。本研

究探讨了鼠尾藻干露胁迫下的生理生化状态，对研究鼠尾藻抵抗环境胁迫的生态适应性具有重要的

指导意义。 

关键词    鼠尾藻；干露胁迫；失水率；叶绿素荧光参数；生化特性 
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鼠 尾 藻 (Sargassum thunbergii) 隶 属 于 褐 藻 门

(Phaeophyta)、圆子纲(Cyclospreae)、墨角藻目(Fucales)、马

尾藻科(Sargassaceae)、马 尾 藻 属 (Sargassum)(曾 呈 奎 , 

2009)，是北太平洋西部特有的暖温带海藻，在我国

北至辽东半岛、南至雷州半岛均有分布。鼠尾藻可与

增 殖 型 鱼 礁 结 合 进 行 海 洋 生 态 修 复 ( 吴 海 一 等 , 

2010a)，对水体中的营养盐如 N、P 等的吸收能力较强

(王翔宇等, 2011; 包杰等, 2008)，并对重金属 Pb、Cu、

Zn、Cd 和 As 等具有富集和吸附效应(崔大练等, 2013; 

范彩彩, 2013; 吴海一等, 2010b; 杨承虎, 2012)，是藻

abc
图章
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场建设、生态修复的优良藻种。鼠尾藻中甘氨酸和丙

氨酸含量较高，被认为是贝类、海参及鲍鱼养殖的优

质饵料(谭杰等, 2020; 韩晓弟等, 2005; 何平等, 2011; 

王吉桥等, 2008; 周玮等, 2010)。另外，在医药(抗菌、

抗肿瘤)和工业原料等方面具有重要的应用潜力(郭奇

等, 2010; Park et al, 2005; 李敬等, 2007)。 

研究表明，低潮露空下的干露胁迫是影响鼠尾藻

生存的关键因素(Chu et al, 2012a、b)。不同环境胁迫

条件下，海藻受到的胁迫程度及应答机制也不同。目

前，关于鼠尾藻在强光、高温及失水环境下的胁迫及

应答的研究较多。如高温、强光和干露失水叠加胁迫

对海藻光合器官(PSⅡ反应中心)造成严重的氧化胁迫，

导致其光合活性下降(Takahashi et al, 2011)。鼠尾藻遭

受失水和强光胁迫时，分别通过抗氧化系统和依赖叶

黄 素 循 环 的 热 耗 散 机 制 发 挥 主 导 作 用 (Nan et al, 

2016)。干露胁迫引起的失水是影响鼠尾藻光合活性

的主要胁迫因子(Yu et al, 2013)，是仅次于强光胁迫

的第二大影响因素(盛子彤等, 2017)。另外，鼠尾藻

通过上调热休克蛋白家族、超氧化物歧化酶(SOD)、

抗坏血酸过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、泛

素连接酶、谷氧还蛋白、谷硫还蛋白等基因表达，下

调光捕获复合蛋白、叶绿素 a 结合蛋白基因表达来应

对干露胁迫(刘福利等, 2014)。但关于鼠尾藻在不同

干露时间胁迫下的保水能力及恢复不同时间下的生

理生化变化未见研究。本研究通过分析不同干露胁迫

时间和不同恢复时间条件下藻体重量、叶绿素荧光和

生理指标的变化差异，研究鼠尾藻保水能力，解析在

干露胁迫条件下鼠尾藻的抗胁迫及恢复能力，为鼠尾

藻资源的保护、开发和利用，藻场建设评估提供理论

支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

在山东省青岛太平角海边礁石上采集鼠尾藻样

品，以藻体长度约为 3~5 cm 的幼苗为实验材料，用

灭菌过滤海水充分清洗后暂养于温度为 15℃、光强

约为 40 μmol photons/(m2·s)的低温室中。 

1.2  实验方法 

将暂养后的鼠尾藻藻体从海水中取出至无连续

滴水，测定初始鲜重，然后进行自然干露胁迫。实验

条件：温度为 20℃，光强为 200 μmol photons/(m2·s)，

平均湿度为 45%。设置 4 个干露处理时间，分别为 0 (对

照组)、1、3 和 6 h，每组处理均进行 3 次平行实验，

分别进行如下实验。 

1.2.1  干露处理后鼠尾藻的失水情况    按照单株

藻体鲜重将鼠尾藻分为 3 组，分别为 0.5~0.9 g 组、1~  

1.4 g 组、1.5~2.5 g 组。干露处理结束后，立即测定

重量，计算相对失水率，并拍照观察表观形态的变化，

评价干露胁迫条件下的保水能力，失水率公式如下： 

D= (W0–Wt)/(W0–Wd) × 100 

式中，D 为失水率(%)，W0 为初始藻体鲜重(g)，Wt

为经过一段失水时间后的藻体鲜重(g)，Wd 为干重(即

实验结束后，于 75℃烘箱中烘干 24 h 后的重量)。t 为

实验持续时间(d)。 

1.2.2  干露处理后鼠尾藻光合生理指标的变化 

干露处理结束后，立即进行暗处理 0.5 h，将暗

处 理 后 的 样 品 放 在 调 制 叶 绿 素 荧 光 成 像 系 统

(Imaging-Milti Color Pam，WALZ，德国) MAX 探头下

10 cm × 13 cm 的黑盒子中，进行光系统Ⅱ 大荧光产

量(maximal photochemical efficiency of PSⅡ, Fv/Fm)、

荧 光 诱 导 动 力 学 曲 线 (chlorophyll a fluorescence 

transient)和快速光曲线(rapid light curve, RLC)的

第 1 次测定；分别恢复培养 1、3 和 6 h 后，对藻体

进行第 2 次 Fv/Fm、荧光诱导动力学曲线、RLC 的测

定；根据藻体情况进行恢复 24 h 的第 3 次测定，测

定结束后保存所有的图片和数据。 

1.2.3  干露处理后鼠尾藻生化参数的变化    每组

藻体鲜重约为 0.3 g，干露处理结束后，立刻用液氮

把藻体冷冻并于–80℃保存。测定指标包括总蛋白

(total protein, TP)浓度，丙二醛(MDA)、叶绿素 a、可

溶性糖、维生素 C、脯氨酸含量，抗超氧阴离子自由

基(anti-superoxide anion free radical, ASAFR)活性，

CAT、POD、SOD 的比活力。按照王丽梅等(2011)和

Chouhan 等(2011)的方法测定叶绿素 a 和可溶性糖含

量，其他生化成分均采用酶联免疫吸附分析法(ELISA)

测定，试剂盒购于上海酶联生物科技有限公司，主要

试剂盒为植物总蛋白 ELISA 试剂盒、植物丙二醛

ELISA 试剂盒、植物维生素 C ELISA 试剂盒、植物

脯氨酸 ELISA 试剂盒、植物抗超氧阴离子 ELISA 试

剂盒、植物过氧化氢酶 ELISA 试剂盒、植物过氧化

物酶 ELISA 试剂盒、植物超氧化物歧化酶 ELISA 试

剂盒。主要仪器为 352 型酶标仪(Labsystems Multiskan 

MS，芬兰)、AC8 洗板机(Thermo Labsystems，芬兰)，

按照试剂盒说明书进行测定。SOD、POD 和 CAT 的比

活力单位为酶单位每毫克蛋白(U/mg prot)。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 19.0 数据统计软件进行单因素方差分
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析(one-way ANOVA)、Duncan 多重比较及 Pearson 相

关性分析，P<0.05 为差异显著。根据荧光诱导动力学

曲线数据分析光系统Ⅱ调节性能量耗散的量子产量

[Y(NPQ)]、光系统Ⅱ非调节性能量耗散的量子产量

[Y(NO)]和光系统Ⅱ的实 际量子产量 [Y(Ⅱ )]。利 用

RLC 数据和叶子飘等(Ye et al, 2013)机理模型拟合光

合 – 光 响 应 曲 线 ， 求 出 幼 苗 的 大 电 子 传 递 速 率

(maximum electron transport rate, Jmax) 、 饱 和 光 强

(saturation irradiance, Isat)和光响应曲线初始斜率 α。 

2  结果 

2.1  干露处理不同时间下鼠尾藻的失水情况 

从图 1 可以看出，干露 1 h 时，藻体叶片表面少

量失水，叶片萎靡；恢复 1 h 后，叶片伸展。干露 3 h 

时，叶片颜色加深，为深褐色，叶片萎靡、不伸展、

围绕于柄、失水严重；恢复 3 h 后，叶片为深褐色、

叶片饱满且向外伸张。干露 6 h 时，叶片为黑褐色，

叶片干燥且严重缩小，枝条干燥且直径明显变小，放

入水中后为绿褐色，叶片舒展、直径变大；恢复 24 h

后，藻体基部和枝条较粗，叶片较多的部位颜色恢复

正常，鼠尾藻的小枝条和较细部分的颜色未恢复，仍

为黑褐色，且叶片韧性较低、较软。 

不同鲜重的鼠尾藻干露胁迫不同时间下的失水

率变化显著(图 2)。干露 1 h 时，不同鲜重鼠尾藻的失

水率无明显变化，此时，水分的减少多为藻体叶片外

部的水分。干露 3 h 和 6 h 时，鲜重低于 0.9 g 的小藻

体的失水率 高，分别达到 55%和 89%，且随着藻体

鲜重的增大，失水率显著降低，即随着胁迫时间的延

长，大藻体鼠尾藻的保水能力高于小藻体。 
 

 
 

图 1  不同干露和恢复时间下鼠尾藻的外观形态变化 
Fig.1  Morphology of S. thunbergii under different dehydration and rehydration durations 

A：干露 0 h；B：干露 1 h，B1：干露 1 h 后恢复 1 h； 

C：干露 3 h，C1：干露 3 h 后恢复 3 h；D：干露 6 h，D1：干露 6 h 后恢复 24 h 
A: Control; B: Dehydration for 1 h; B1: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h;  

C: Dehydration for 3 h; C1: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h;  
D: Dehydration for 6 h; D1: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h 

 

 
 

图 2  不同干露时间下鼠尾藻的失水率 
Fig.2  Water loss rate of S. thunbergii under different 

dehydration durations 

不同小写字母表示组间差异显著，下同。 
Different lowercase letters indicated significant different, 

the same as below. 

2.2  干露处理不同时间对鼠尾藻光合生理的影响 

由图 3 和图 4 可知，同株鼠尾藻不同部位对干露

胁迫的耐受程度显著不同。图 3 为干露胁迫不同时间

条件下鼠尾藻 Fv/Fm 值的变化，颜色越蓝，表明藻体

状态越好。干露 1、3 和 6 h 时(分别为图 3B1、C1、

D1)，藻体梢部分别为蓝绿、绿色和红褐色，表明胁

迫时间越长藻体生理状态越差。干露处理过程中，藻

体基部颜色变化较小，即生理状态变化较小。较小的鼠

尾藻干露耐受能力差，同株鼠尾藻中梢部干露耐受能力

差，基部耐受能力 强。1 h 干露对鼠尾藻基本无影

响，3 h 干露对鼠尾藻的梢部和中部影响较大，但正常

条件下培养 3 h 后有一定程度的恢复；6 h 干露对鼠尾

藻的影响 大，鼠尾藻的小枝条和梢部的荧光值 低，  
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图 3  干露处理及恢复不同时间后鼠尾藻的光合生理状态(颜色条越往右表示 Fv/Fm 值越高) 
Fig.3  Photosynthetic physiological state of S. thunbergii after dehydration and rehydration  

(the color bar toward the right indicates the higher Fv/Fm value) 

A：干露 0 h；B1：干露 1 h，B2：干露 1 h 恢复 1 h；C1：干露 3 h，C2：干露 3 h 恢复 3 h； 

D1：干露 6 h；D2：干露 6 h 恢复 3 h；D3：干露 6 h 恢复 24 h 
A: Control; B1: Dehydration for 1 h; B2: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h; C1: Dehydration for 3 h;  

C2: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h; D1: Dehydration for 6 h; D2: Dehydration for 6 h  
followed by rehydration for 3 h; D3: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h 

 

 
 

图 4  干露处理及恢复不同时间后鼠尾藻的 Fv/Fm 
Fig.4  Fv/Fm of S. thunbergii after dehydration and rehydration 

A：干露 0 h (蓝色)；B：干露 1 h，B1：顶部和叶片(荧绿色)，B2：基部(蓝色)；C：干露 1 h 恢复 1 h， 

C1：顶部和叶片(蓝绿色)，C2：基部和柄(蓝色)；D：干露 3 h ，D1：梢部(橙黄色)，D2：中部(绿色)， 

D3：基部(蓝色)；E：干露 3 h 恢复 3 h，E1：边缘(蓝绿色)，E2：基部(蓝色)；F：干露 6 h，F1：梢部(橙红色)， 

F2：中部(黄绿色)，F3：中部(绿色)，F4：基部(蓝绿色)，F5：基部(蓝色)；G：干露 6 h 恢复 3 h，G1：梢部(橙黄色)，

G2：中部(蓝绿色)，G3：基部(蓝色)；H：干露 6 h 恢复 24 h，H1：中部(浅蓝绿色)，H2：基部(蓝色) 

横坐标中不同颜色指的是图 3 干露处理及恢复后鼠尾藻的光合生理状态所呈现的颜色，下同。 
A: Control (blue); B: Dehydration for 1h, B1: Top and leaf (fluorescent green), B2: Base (blue);  

C: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h, C1: Top and leaf (blue-green), C2: Base and handle (blue); 
 D: Dehydration for 3 h, D1: Slightly (orange-yellow), D2: Central (green), D3: Base (blue);  

E: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h, E1: Edge (blue-green), E2: Base (blue);  
F: Dehydration for 6 h, F1: Slightly (orange red), F2: Central (yellow-green), F3: Central (green), F4: Base (blue-green), F5: Base (blue);  
G: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 3 h, G1: Slightly (orange-yellow), G2: Central (blue-green), G3: Base (blue);  

H: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h, H1: Middle (light blue-green), H2: Base (blue). 
The different colors in the abscissa refer to the colors of the photosynthetic physiological state of S. thunbergii 

 after dehydration and rehydration in Fig.3, the same as below. 
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接近死亡，且 24 h 后不能恢复正常，鼠尾藻的大枝条

可恢复。 

由图 5 可知，干露胁迫对鼠尾藻的叶绿素荧光参

数有显著影响。干露胁迫后，鼠尾藻藻体的 Y(NPQ)

显著降低，恢复正常条件培养后逐渐升高。胁迫后藻

体的 Y(NO)值显著升高，恢复培养后数值降低。胁迫

后藻体的实际量子产率 Y(Ⅱ)降低，恢复培养后有所

增高。结果表明，干露胁迫时，鼠尾藻以非调节性能

量耗散机制为主，主动光保护能力降低，说明干露胁

迫会降低鼠尾藻对过剩光强的适应能力。 

由图 6 可知，干露胁迫对鼠尾藻不同部位藻体的

饱和光强(Isat)影响显著。干露 1 h 后，鼠尾藻的 Isat

与对照组相比无显著变化；干露 3 h 后，鼠尾藻的梢

部和中部 Isat 显著降低，对基部影响较小，3 h 后可恢

复；干露 6 h 后，鼠尾藻的 Isat 显著低于对照组，干露

对小藻体伤害较大，不能恢复正常，大藻体可恢复正常。 
 

 
 

图 5  干露处理及恢复后鼠尾藻的 Y(NPQ)、Y(NO)和 Y(Ⅱ) 

Fig.5  Y(NPQ), Y(NO) and Y(Ⅱ) of S. thunbergii after dehydration and rehydration 

A：干露 0 h；B：干露 1 h，B1：干露 1 h 恢复 1 h； 

C：干露 3 h，C1：干露 3 h 恢复 3 h；D：干露 6 h 恢复 3 h，D1：干露 6 h 恢复 3 h，D2：干露 6 h 恢复 24 h 
A: Control; B: Dehydration for 1 h, B1: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h; C: Dehydration for 3 h,  

C1: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h; D: Dehydration for 6 h, D1: Dehydration for 6 h 
 followed by rehydration for 3 h, D2: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h 

 

 
 

图 6  不同干露时间对鼠尾藻饱和光强(Isat)的影响 
Fig.6  Effect of dehydration on the saturated light intensity of S. thunbergii 

A：干露 0 h (蓝色)；B：干露 1 h，B1：顶部和叶片(荧绿色)，B2：基部(蓝色)；C：干露 1 h 恢复 1 h， 

C1：顶部和叶片(蓝绿色)，C2：基部和柄(蓝色)；D：干露 3 h，D1：梢部(橙黄色)，D2：中部(绿色)， 

D3：基部(蓝色)；E：干露 3 h 恢复 3 h，E1：边缘(蓝绿色)，E2：基部(蓝色)；F：干露 6 h，F1：梢部(橙红色)， 

F2：中部(黄绿色)，F3：中部(绿色)，F4：基部(蓝绿色)，F5：基部(蓝色)；G：干露 6 h 恢复 3 h，G1：梢部(橙黄色)， 

G2：中部(蓝绿色)，G3：基部(蓝色)；H：干露 6 h 恢复 24 h，H1：中部(浅蓝绿色)，H2：基部(蓝色) 
A: Control (blue); B: Dehydration for 1h, B1: Top and leaf (fluorescent green), B2: Base (blue);  

C: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h, C1: Top and leaf (blue-green), C2: Base and handle (blue);  
D: Dehydration for 3 h, D1: Slightly (orange-yellow), D2: Central (green), D3: Base (blue);  

E: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h, E1: Edge (blue-green), E2: Base (blue);  
F: Dehydration for 6 h, F1: Slightly (orange red), F2: Central (yellow-green), F3: Central (green), F4: Base (blue-green), F5: Base (blue);  
G: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 3 h, G1: Slightly (orange-yellow), G2: Central (blue-green), G3: Base (blue);  

H: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h, H1: Middle (light blue-green), H2: Base (blue) 
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由图 7 可知，干露胁迫对鼠尾藻快速光曲线的初

始斜率 α 有显著影响。干露胁迫后，鼠尾藻藻体各部

分的快速光曲线初始斜率 α 均显著降低，且在海水中

恢复培养后不能恢复到正常水平。结果表明，干露胁

迫后鼠尾藻对光能的利用效率显著降低。 

由图 8 可知，干露胁迫对鼠尾藻藻体不同部位的

光系统 大电子传递速率(Jmax)影响显著。干露 1 h

后，鼠尾藻的 Jmax 降低，恢复 1 h 后可恢复正常。干

露 3 h 后，鼠尾藻的 Jmax 显著降低，恢复培养 3 h 后，

可恢复正常。干露 6 h 时，鼠尾藻的 Jmax 显著低于对

照组，干露对小藻体和大藻体的基部、梢部伤害较大，

不能恢复正常，而基部可恢复正常。 

2.3  干露处理不同时间条件下鼠尾藻的生化参数 

从图 9 可以看出，干露处理显著影响鼠尾藻的蛋 

白浓度和 MDA 含量。干露处理时，鼠尾藻藻体梢部

的蛋白含量先增高后降低，但各组间无显著性差异，

藻体基部蛋白含量随着干露时间的增加逐渐增高，且

均显著高于无胁迫组。藻体梢部干露处理 6 h 的 MDA

含量显著高于其他处理组，0 h 时藻体基部的 MDA

含量显著高于其他干露组，其他组间无显著性差异。 

从图 10 可以看出，干露处理不同时间对藻体的

叶绿素 a 和可溶性糖含量无显著影响。随着干露时间

的增加，藻体梢部叶绿素 a 含量呈逐渐升高的趋势，

基部的叶绿素 a 含量无显著变化，但藻体基部叶绿素 a

含量均高于藻体梢部。随干露时间的增加，藻体梢部

和基部的可溶性糖含量呈逐渐升高的趋势，且藻体基

部可溶性糖含量均高于藻体梢部。 

从图 11 可以看出，干露处理显著影响鼠尾藻的

维生素 C 和脯氨酸含量。干露处理时，藻体梢部的维

生素 C 含量在 6 h 时 高，藻体基部在 0 h 时 高，

显著高于其他处理组。藻体梢部和基部的脯氨酸含量

随干露时间的增加呈逐渐增高的趋势，干露胁迫 6 h

后，基部含量增加到 1 h 处理组的约 5 倍，梢部含量

比干露 1 h 时增加 3 倍多，且在实验时间内，基部脯

氨酸含量均高于梢部，结合基部的耐干露胁迫能力更

强，这可能说明脯氨酸在鼠尾藻耐受干露胁迫过程中

具有重要作用。 

从图 12 可以看出，干露处理对鼠尾藻 CAT 和

ASAFR 比活力影响较小。藻体基部的 CAT 比活力在

0 h 时 高，显著高于其他处理组，各处理组梢部 CAT

比活力无显著变化。藻体梢部的 ASAFR 活性随干露 

 

 
 

图 7  不同干露时间对鼠尾藻初始斜率 α 的影响 
Fig.7  Effect of dehydration on the initial slope α of S. thunbergii 

A：干露 0 h (蓝色)；B：干露 1 h，B1：顶部和叶片(荧绿色)，B2：基部(蓝色)；C：干露 1 h 恢复 1 h， 

C1：顶部和叶片(蓝绿色)，C2：基部和柄(蓝色)；D：干露 3 h，D1：梢部(橙黄色)，D2：中部(绿色)， 

D3：基部(蓝色)；E：干露 3 h 恢复 3 h，E1：边缘(蓝绿色)，E2：基部(蓝色)；F：干露 6 h，F1：梢部(橙红色)， 

F2：中部(黄绿色)，F3：中部(绿色)，F4：基部(蓝绿色)，F5：基部(蓝色)；G：干露 6 h 恢复 3 h，G1：梢部(橙黄色)， 

G2：中部(蓝绿色)，G3：基部(蓝色)；H：干露 6 h 恢复 24 h，H1：中部(浅蓝绿色)，H2：基部(蓝色) 
A: Control (blue); B: Dehydration for 1h, B1: Top and leaf (fluorescent green), B2: Base (blue);  

C: Dehydration for 1 h followed by rehydration for 1 h, C1: Top and leaf (blue-green), C2: Base and handle (blue);  
D: Dehydration for 3 h, D1: Slightly (orange-yellow), D2: Central (green), D3: Base (blue);  

E: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h, E1: Edge (blue-green), E2: Base (blue);  
F: Dehydration for 6 h, F1: Slightly (orange red), F2: Central (yellow-green), F3: Central (green), F4: Base (blue-green), F5: Base (blue); 
G: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 3 h, G1: Slightly (orange-yellow), G2: Central (blue-green), G3: Base (blue); 

H: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 24 h, H1: Middle (light blue-green), H2: Base (blue) 
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图 8  不同干露时间对鼠尾藻 大电子传递速率(Jmax)的影响 
Fig.8  Effect of dehydration on the maximum electron transfer rate of S. thunbergii 

A：干露 0 h (蓝色)；B：干露 1 h，B1：顶部和叶片(荧绿色)，B2：基部(蓝色)；C：干露 1 h 恢复 1 h，C1：顶部和叶 

片(蓝绿色)，C2：基部和柄(蓝色)；D：干露 3 h ，D1：梢部(橙黄色)，D2：中部(绿色)，D3：基部(蓝色)； 

E：干露 3 h 恢复 3 h，E1：边缘(蓝绿色)，E2：基部(蓝色)；F：干露 6 h，F1：梢部(橙红色)，F2：中部(黄绿色)， 

F3：中部(绿色)，F4：基部(蓝绿色)，F5：基部(蓝色)；G：干露 6 h 恢复 3 h，G1：梢部(橙黄色)，G2：中部(蓝绿色)， 

G3：基部(蓝色)；H：干露 6 h 恢复 24 h，H1：中部(浅蓝绿色)，H2：基部(蓝色) 
A: Control (blue); B: dehydration for 1h, B1: Top and leaf (fluorescent green), B2: Base (blue); C: dehydration for 1 h  

followed by rehydration for 1 h, C1: Top and leaf (blue-green), C2: Base and handle (blue), D: dehydration for 3 h,  
D1: Slightly (orange-yellow), D2: Central (green), D3: Base (blue); E: Dehydration for 3 h followed by rehydration for 3 h,  

E1: Edge (blue-green), E2: Base (blue), F: Dehydration for 6 h, F1: Slightly (orange red), F2: Central (yellow-green),  
F3: Central (green), F4: Base (blue-green), F5: Base (blue); G: Dehydration for 6 h followed by rehydration for 3 h,  

G1: Slightly (orange-yellow), G2: Central (blue-green), G3: Base (blue); H: Dehydration for 6 h followed by  
rehydration for 24 h, H1: Middle (light blue-green), H2: Base (blue) 

 

 
 

图 9  鼠尾藻在不同干露时间下的蛋白浓度和 MDA 含量 
Fig.9  Protein concentration and malondialdehyde content of S. thunbergii under dehydration durations 

 

 
 

图 10  鼠尾藻在不同干露时间下的叶绿素 a 和可溶性糖含量 
Fig.10  Chlorophyll a and soluble sugar content of S. thunbergii under dehydration durations 
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图 11  鼠尾藻在不同干露时间下的维生素 C 和脯氨酸含量 
Fig.11  Vitamin C and proline content of S. thunbergii under dehydration durations 

 

 
 

图 12  鼠尾藻在不同干露时间下的 CAT 比活力和抗超氧阴离子自由基(ASAFR)活性 
Fig.12  CAT specific activity and anti-superoxide anion free radical (ASAFR) activity 

under dehydration durations of S. thunbergii 
 

时间的增加呈增高的趋势，干露 6 h 后显著高于其他

处理组，藻体基部 ASAFR 在 1 h 时 低，显著低于 3 h

处理组，其他组间无显著性差异。 

从图 13 可以看出，干露处理不同时间对藻体的

POD 比活力无显著影响，藻体梢部的 POD 比活力高

于基部。干露处理显著影响藻体的 SOD 比活力，藻

体梢部 SOD 比活力随干露时间的增加呈逐渐增高的

趋势，干露 6 h 后显著高于其他处理组，藻体基部 SOD

比活力在 1 h 时 低，显著低于 0 h 和 3 h 处理组，

其他组间无显著性差异。 
 

 
 

图 13  鼠尾藻在不同干露条件下的过氧化物酶(POD)和超氧化物歧化酶(SOD)比活力 
Fig.13  Specific activities of peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD) in S. thunbergii  

under different dehydration conditions 
 

3  讨论 

随着潮汐作用，潮间带海藻生长于 2 种不同环境

中：低潮时暴露于空气中，高潮时沉没于海水中。在

这 2 种环境条件下，海藻光合能力和作用机理不同。

沉没于海水时，海藻利用水体中的溶解性无机碳进行 

光合作用；在干露状态下，主要利用空气中的 CO2

进行光合作用(邹定辉等, 2001)。鼠尾藻是分布在潮

间带及潮下带礁石上的一种重要的经济海藻，伴随着

淹没和露空 2 种环境动态交替出现(Helmuth et al, 
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2002; Martínez et al, 2012)，不同潮间带的海藻对环境

胁迫的耐受能力和恢复能力不同(Davison et al, 1996; 

Zardi et al, 2011; Colvard et al, 2014)。生长环境的不

同会引起鼠尾藻生态结构和生化组分的差异，低潮时

的高温、强光和失水是对潮间带固着型的鼠尾藻形成

严重环境胁迫的主要因子，会引起鼠尾藻出现显著的

生理学变化。 

本研究发现，鼠尾藻耐干露的能力与干露时间和

藻体大小显著相关。干露 1 h 时，大、小藻体失水率

约为 16%，无显著性差异，此时，水分的减少多为藻

体叶片外部的水分蒸发。鼠尾藻多于潮间带岩礁固着

生长，幼期鳞片状小叶密密的排列在主干上，初生分

枝的幼期也覆盖螺旋状重叠的鳞片叶，其后，次生分

枝自鳞片叶腋间生出。低潮时，密集排列的鳞状叶片

减少了暴露于空气中的面积，同时叶片间隙可储存少

量的海水，短时间的干露胁迫仅使藻体表面水分蒸

发，对藻体本身的伤害相对较小。随着藻体干露时间

逐渐增加，在干露 6 h 时，小藻体的失水率达到了

89%，而相对较大藻体的失水率为 65%，随着藻体质

量的增加，失水率显著降低，即随着胁迫时间的延长，

大藻体鼠尾藻的保水能力高于小藻体。 

光合能力的强弱与光合器官 PSⅡ活性及电子传

递有关，叶绿素荧光参数是反映光合生理状态的重要

参数。经过充足暗适应后，测出的 Fv/Fm 反映了当时

所有的 PSⅡ反应中心均处于开放态时的量子产量，

即植物的潜在 大光合能力，是衡量植物光能转换效

率的指标(张守仁, 1999)。随着鼠尾藻失水程度的加

大，Fv/Fm 显著降低，推测是失水抑制了光合链的电

子传递和相关酶的活性。由于植物组织分化的空间差

异性，经同一种胁迫条件产生的伤害在同一藻体不同

部位也可能是不同的；随着干露胁迫时间增加，同一

藻体不同部位呈现不同的荧光值，叶缘荧光值下降，

而叶片中部仍呈现规律性的光合活性。随着干露时间

增加，胁迫程度增强，鼠尾藻藻体的 Y(Ⅱ)、Y(NPQ)、

初始斜率 α、Isat 和 Jmax 均逐渐降低，Y(NO)值逐渐升

高，说明水分缺失使藻体的光能转换效率和光保护能

力显著降低，光合损伤程度较高。胁迫下的藻体由调

节性的光保护机制转换到非调节性能量耗散机制，恢

复适宜条件培养后，荧光值上调，藻体可恢复调节性

光保护机制。这些结果表明，干露胁迫会降低鼠尾藻

对光照的适应性，自然界中，干露和强光的协同作用

可能对鼠尾藻造成严重胁迫。另外，本研究还发现，

鼠尾藻不同部位对干露胁迫的响应不同，梢部的光合

生理状态更容易受到干露胁迫的影响。 

抗氧化系统包括还原物质和抗氧化酶类，在经历

失水和复水的过程中，海藻体内不同氧化还原物质的

含量与活性的变化也不尽相同。植物体内可溶性蛋白

质大多是酶类，参与细胞的各种代谢活动，其含量是

反映植物体总代谢的一个重要指标(詹冬梅等, 2013)。

干露胁迫时，鼠尾藻藻体边缘和中部表现出不同的蛋

白含量变化。轻度胁迫(即 1~3 h)时，梢部蛋白浓度

增高，可能是藻体内的应激蛋白发挥抵抗胁迫作用，

随着胁迫强度增大，超出鼠尾藻的主动调节范围，导

致蛋白浓度降低，可能失去了活性。藻体基部叶片生

长状态较好，承受干露胁迫的能力也较大，干露胁迫

1~6 h 时，蛋白浓度呈升高的趋势，可能是藻体内的

应激蛋白一直在发挥作用。 

植物体内活性氧(ROS)的积累会导致氧化胁迫，

MDA 是膜脂过氧化的主要产物之一，常被作为判断

膜脂过氧化的一种主要指标(杜秀敏等, 2001)。本研

究发现，随着胁迫时间延长，梢部的 MDA 含量不断

积累、上升，而基部的 MDA 含量无显著性变化，说

明，梢部遭受 ROS 的氧化作用更严重。藻体内抗氧

化酶系统如 ASAFR、CAT、SOD 和 POD 等对于清除

ROS 至关重要。干露胁迫下鼠尾藻梢部的 ASAFR、

SOD 活性显著升高，积极消除 ROS 的毒害作用，重

建氧化还原平衡以维持生理代谢活动，而基部的抗氧

化酶类在干露胁迫下活性变化较小，这说明梢部通过

调用抗氧化酶系统来清除 ROS，而基部可能通过非抗

氧化酶类来调控 ROS。对脯氨酸含量变化的研究结果

验证了该推测。如图 10 所示，鼠尾藻藻体梢部和基

部的脯氨酸含量随干露时间的增加呈逐渐增高的趋

势，且在实验时间内基部脯氨酸含量均高于梢部。脯

氨酸是水溶性 大的氨基酸，脯氨酸的积累是藻类及

高等动植物在胁迫下常见的生理反应，其可行使渗透

调节、抗氧化和分子伴侣等生理功能(Delauney et al, 

1993; Szabados et al, 2010)。鼠尾藻在干露胁迫时，

可溶性糖和脯氨酸含量显著增加，在耐受能力弱的梢

部和抗氧化酶系统共同发挥作用抵抗胁迫，在耐受能

力较好的藻体基部主要是上调脯氨酸等抗氧化物质

含量抵抗胁迫，保持藻体活性。糖是参与调节渗透胁

迫的小分子物质，在植物对水分胁迫的适应性调节中

是增加渗透性溶质的重要组成成分。本研究表明，干

露胁迫条件下，鼠尾藻的可溶性糖含量上升。这些可

溶性糖一部分作为渗透调节物质起作用，另一部分为

新蛋白质的合成提供了碳架，还有一些可间接转化为

脯 氨 酸 ， 这样 又 促 进 了植 物 中 脯 氨酸 含 量 的 增加 

(史玉炜等, 2007)。 
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Study on the Physiological and Biochemical Influence  
of Sargassum thunbergii Under Dehydration 

YUAN Yanmin1, LIU Fuli1,2①
, LIANG Zhourui1, ZHANG Pengyan1,  

LIU Yi1,3, ZHENG Yanxin4, ZHANG Haining5 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable Development of 
Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao, Shandong  266071, China; 2. Ministry of Education, Key 
Laboratory of Marine Genetics and Breeding, College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao, Shandong  

266003, China; 3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China;  
4. Changdao Enhancement and Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Yantai, Shandong  265800, China;  

5. North China Sea Data and Information Service of SOA, Qingdao, Shandong  266061, China) 

Abstract    Sargassum thunbergii is distributed on reefs and rock marshes in mid- and low-tide zones, 
and some are periodically exposed to lengthy low tides. Dehydration is a key factor affecting the survival 
of S. thunbergii at low tides. In this study, using wild S. thunbergii as experimental material, the water loss 
rate, chlorophyll fluorescence parameters, and biochemical parameters under different stresses were 
determined by dehydrating the thalli in an incubator for 0, 1, 3, and 6 h. The results showed that: (1) algae 
of different sizes have significantly different water loss rates under different stresses. The shorter the 
stress time and the larger the algae, the lower the water loss rate, indicating that the water retention 
capacity of S. thunbergii with larger thalli is higher. Wild S. thunbergii grow in clusters on reefs. The 
leaves in the lower part of the branches and near the holdfast are wide. The middle and upper leaves are 
narrow and long, respectively. The lower broad leaves are easily blocked by the upper branches. Therefore, 
differences in the growth environment cause differences in the ecological structure and biochemical 
components of S. thunbergii. High temperature, strong light, and water loss at low tide are the main 
factors that cause severe environmental stress to sessile S. thunbergii in the intertidal zone. (2) Dehydration 
significantly reduced the chlorophyll fluorescence value of S. thunbergii, and different parts of the same 
individual of S. thunbergii had significantly different tolerance to dehydration, with the lowest tolerance at 
branch tips and the strongest tolerance at the base. The non-regulatory energy-dissipation mechanism 
plays a major role in the dehydration response of S. thunbergii. Under dry exposure, the light energy 
utilization efficiency of S. thunbergii was significantly reduced. This reduction in active light protection 
capacity indicates that dehydration reduces the adaptability of S. thunbergii to excessive light intensity. 
Dehydration can damage the tips of small individuals that cannot recover, while the base part of large 
individuals could return to a normal physiological state. (3) Antioxidant enzymes (ASAFR, SOD) and 
non-antioxidant substances (soluble sugar and proline) in the tip part responded to dehydration, and the 
base part mainly responded by upregulation of protein, soluble sugar, and proline content to resist stress.  
S. thunbergii, located in the high and middle tide zones, is more likely to be stressed by high temperatures, 
strong light, and dehydration, and the physiological and biochemical characteristics of different parts of 
the thallus are also variable due to differences in external morphology. Algae mainly reduce damage to the 
photosynthetic system caused by a lack of water through a non-regulatory energy dissipation mechanism. 
The water retention capacity of the base was better than branch tips during dry exposure, and the damage 
to algal cells was low. The main roles are as heat shock proteins, soluble sugars, proline, and other small 
molecules, which can pass stress response, osmotic regulation, and anti-oxidation resists damage to cells 
caused by stress. The water retention capacity of the top cells was weak, and the stress was relatively 
strong. Antioxidant enzymes such as ASAFR and SOD in algae and non-antioxidant enzymes such as 
soluble sugars and proline, work together to resist dry exposure stress, reduce cell damage and maintain 
cell viability. In summary, under the stress of dry exposure, the antioxidant enzymes, antioxidant 
substances, and non-regulatory energy dissipation mechanisms of S. thunbergii play a role in maintaining 
cell activity. This study provides important guidance for exploring the ecological adaptability of S. thunbergii 
in resisting environmental stress.  
Key words    Sargassum thunbergii; Dry exposure; Rate of water loss; Chlorophyll fluorescence 
parameters; Biochemical property 
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宁夏地区不同模式养殖池塘夏季 

浮游微藻群落特征* 

刘锦帆 1,2  胡晓娟 2  曹煜成 2  许云娜 2  

文国樑 1,2①  李  力 3  孙  真 4  沈  斌 1 
(1. 浙江海洋大学  国家海洋设施养殖工程技术研究中心  浙江  舟山  316022；2. 中国水产科学研究院南海水产研究所   

农业农村部南海渔业资源开发利用重点实验室  广东省渔业生态环境重点实验室  广东  广州  510300； 

3. 宁夏泰嘉渔业有限公司  宁夏  石嘴山  753000；4. 中国水产科学研究院东海水产研究所  上海  200090) 

摘要    为研究宁夏地区夏季不同模式养殖池塘的浮游微藻群落结构特征，采集了当地棚塘接

力养殖(PT)、稻渔种养(DY)、土池养殖(TC) 3 种模式的池塘水体样品，分析了其浮游微藻群落

组成及其与水质因子的相关性。结果显示，共检出浮游微藻 5 门 27 属，总数量为

1.52×104~2.39×108 ind./L，生物量为 0.16~97.78 mg/L，数量多样性为 0.03~3.31，生物量多样性

为 0.29~3.58。不同模式池塘的浮游微藻群落结构差异显著。PT 模式池塘的微藻群落无明显共

性特征，蓝藻(Cyanophyta)、绿藻(Chlorophyta)和硅藻(Bacillariophyta)占优势情况均有出现，如

拟鱼腥藻(Anabaenopsis sp.)、鱼腥藻(Anabaena sp.)、颤藻(Oscillatoria sp.)、盘星藻(Pediastrum sp.)、

卵囊藻(Oocystis sp.)、小环藻(Cyclotella sp.)等；TC 模式池塘的微藻优势属单一，分别以盘星藻、

小球藻(Chlorella sp.)和微囊藻(Microcystis sp.)占优势；DY 模式池塘的微藻多样性丰富，以小球

藻、栅藻(Scenedesmus sp.)、盘星藻、卵囊藻、刚毛藻(Cladophora sp.)等绿藻和小环藻、菱形

藻(Nitzschia sp.)等硅藻为优势藻。蓝藻生物量与水体中硝酸盐氮(NO3
–-N)、亚硝酸盐氮(NO2

–-N)、

化学需氧量(COD)浓度呈显著正相关(P<0.05)。研究表明，宁夏地区夏季温度高、光照时间长，

池塘水体中 C、N 营养高，易形成以微囊藻、拟鱼腥藻等有害蓝藻优势种群；调控池塘水质时应

将其作为关键控制点之一，防控有害藻华暴发而导致减产降效的不良状况发生。 

关键词    微藻群落；水质；宁夏；盐碱水池塘 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0161-13 

浮游微藻是养殖池塘生态系统物质循环中不可

或缺的重要组成部分之一，它们可以调节池塘水体的

透明度、酸碱度，吸收水体的营养盐，增加水中溶解

氧(DO)，为养殖生物提供优质活饵料等(Muller-Feuga, 
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2000; 彭聪聪等, 2010)。不同地区、不同类型养殖水

体的浮游微藻群落组成有所不同。彭聪聪等(2012)研

究 发 现 ， 珠 江 河 口 区 的 罗 非 鱼 (Oreochromis 

mossambicus)主要以颤藻 (Oscillatoria sp.)、平裂藻

(Merismopedia sp.) 等 蓝 藻 (Cyanophyta) 和 小 球 藻

(Chlorella sp.) 、 空 星 藻 (Coelastrum sp.) 等 绿 藻

(Chlorophyta)为优势种，而生物量优势种多为裸藻

(Euglenophyta)、甲藻(Dinophyta)和隐藻(Cryptophyta)。

查广才等(2006)、彭聪聪等(2011)研究表明，低盐度集

约化养 殖池塘以绿藻和蓝藻为主，其次是硅藻

(Bacillarionphyta)，在养殖中后期，蓝藻数量和生物量

均为绝对优势种。侯兴等(2021)研究发现，在北方桑

沟湾水域中，浮游植物以硅藻为绝对优势种，其中，

具槽帕拉藻(Paralia sulcate)为全年优势种。乔玲等

(2021)研究表明，山东省虾–蟹–鱼混养池和贝养殖池

的海水池塘生态养殖系统浮游植物群落组成中，绿藻

和隐藻为主要优势类群。浮游微藻群落结构与养殖水

质、养殖生物的健康生长密切相关。Carmichael 等

(2001) 研 究 表 明 ， 微 囊 藻 (Microcystis) 、 鱼 腥 藻

(Anabaena)、颤藻等蓝藻均可分泌毒素，危害养殖生物。

亚历山大藻(Alexandrium)、裸甲藻(Gymnodinium)、盾甲藻

(Pyrodinium)等甲藻可分泌神经毒性生物碱类藻毒素，

经食物链传播积累于鱼类、贝类体内，影响其生理状

态(张海涛等, 2023)。Cao 等(2014)研究发现，养殖对虾

产量与池塘中蓝藻的优势度呈显著的负相关关系，即在

养殖过程中，如果形成以有害蓝藻为优势的微藻群落结

构，将严重影响对虾养殖产量。马清扬等(2021)研究表

明，蓝藻水华会影响中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)

肠道和鳃的菌群结构及其养殖环境。黄翔鹄等(2002)

研究表明，以波吉卵囊藻(Oocystis borgei)为优势种

的浮游微藻藻相可降低水体中氨氮(NH4
+-N)和亚硝

酸盐氮(NO2
–-N)的浓度，有效调节水体中的 pH。 

宁夏回族自治区位于我国西北部，其水产养殖主

要有土池养殖、稻田养殖、大棚养殖、棚塘接力养殖

等养殖模式，养殖品种主要有鲤鱼(Cyprinus carpio)、草

鱼(Ctenopharyngodon idella)、鲢鱼(Hypophthalmichthys 

molitrix)等，近年来，发展了 鱼(Leiocassis longirostris)、

鲈鱼(Lateolabrax japonicus)和凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei)等品种(农业农村部渔业渔政管理局, 2022)。

位于宁夏北部的石嘴山、银川等地的养殖池塘多为西北

硫酸盐型盐碱池塘，中部地区位于河套平原，水体中

盐碱程度较低。宁夏地区在夏季日照时间长、光照强

度强(李茜等, 2007)，该地区夏季养殖池塘浮游微藻

藻相少见报道。 

本研究选择了宁夏地区棚塘接力(PT)、土池养殖

(TC)、稻渔种养(DY) 3 种模式的典型养殖池塘，分析

浮游微藻群落特征和池塘水质因子特征，以期为宁夏

地区养殖池塘的浮游微藻调控提供基础数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  采样地点与养殖池塘情况 

2021 年 7 月在宁夏回族自治区采集棚塘接力、

土池养殖、稻渔种养 3 种模式共 9 口养殖池塘样品，

分别编号为 PT-1、PT-2、PT-3、TC-1、TC-2、TC-3、

DY-1、DY-2 和 DY-3。9 口池塘分别位于石嘴山市平

罗县、银川市贺兰县、中卫市沙坡头区，各池塘基本

情况详见表 1。 

白天光照下的池塘水温为 24.3~29.9℃，pH 在

7.8~9.3 之间，盐度为 0~2。PT-1、PT-2、PT-3、TC-1、

TC-2 和 Y-1 共 6 口池塘位于宁夏西北及北部，水体

碱度相对较高，为 230~260 mg/L；DY-2、DY-3 和 TC-3

池塘位于宁夏中部河套平原地区，水体碱度相对较

低，为 160~170 mg/L。PT-1 池塘养殖的凡纳滨对虾

于 6 月初由水泥池转至大棚养殖；PT-3 池塘养殖的凡

纳滨对虾于 6 月底从大棚转至池塘养殖，采用生态养

殖方式，未投料；TC-3 池塘水为典型蓝藻水，肉眼

可见微藻密度大。 

1.2  浮游微藻样品的采集与处理 

2021年 7月 28—30日对养殖池塘微藻进行采样。

采样时，在每个池塘四周及中央使用 2.5 L 采水器各

采水样 1 份并充分混匀，取 1 L 倒入聚乙烯塑料瓶，

加入 5%甲醛溶液固定，静置浓缩至 10 mL 后，在显

微镜下于浮游生物计数框中进行藻类鉴定和细胞计数。 

1.3  水样的采集与检测 

在池塘四周及中央水下 0.5 m 处使用采水器采集

水样，混匀后按不同的理化指标检测要求分装水样，冷

藏样品带回实验室检测。其中，NH4
+-N 采用纳氏试剂

分光光度法测定(HJ/T535-2009)，硝酸盐氮(NO3
–-N)

使用紫外分光光度法测定(HJ/T346-2007)，NO2
–-N 采

用分光光度法测定(GB/T7493-1987)，总无机氮(TIN)为

以上无机三氮之和，总氮(TN)采用碱性过硫酸钾消解分

光光度法测定(GB/T11894-1989)，磷酸盐(PO4
3–-P)采用磷

钼蓝分光光度法测定(《水和废水监测分析方法》)，总

磷(TP)采用钼酸铵分光光度法测定(GB/T11893-1989)，

化学需氧量(COD)采用重铬酸盐法测定(GB/T11914- 

1989)。 
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1.4  浮游微藻样品分析 

参考《中国淡水藻类》(胡鸿钧, 1980)、《藻类学》

(福迪等, 1980)的方法，在光学显微镜下，对浮游微

藻进行定性鉴定与定量计数。在多样性分析(沈国英, 

2003)中，采用 Shannon 计算数量多样性指数(Hq´)，

公式如下： 

2
1

log
s

i i
i

Hq Q Q


    

生物量多样性指数(Hb´)的计算公式： 

2
1

log
s

i i
i

Hb B B


    

在优势度分析中，数量优势度 Y iQ ·f，生物量

优势度 Y 物= iB ·f。 

式中， iQ = /in N ( in 为物种 i 的个体数，N 为群落样

本个体总数)， iQ 为第 i 种个体数占总个体数的比例；

iB 为第 i 种微藻生物量占总生物量的比例；S 为群落

中物种数；f 为该种在该地区出现的频率，一般视为

常数值 1。本研究以属为物种单位计算。 

生物量的计算是在显微镜检视中采用目微尺实

测藻体长度、宽度、厚度等，然后依据微藻细胞的形

状拟合模型计算出藻体体积，再乘以微藻的比重 1.1

换算为微藻生物量(孙军等, 2004)。其中，优势属定义

为每次取样中微藻数量或生物量占总量比例在 10%以

上，常见属在 1%~10%范围内，稀有属在 1%以下或

只在个别水样中出现(麦雄伟, 2003)。 

1.5  数据分析 

采用 SPSS 软件对藻类总数量、总生物量、各门

藻类生物量与养殖池塘水质理化因子进行双变量相

关性分析，并计算相关系数。 

2  结果与分析 

2.1  各池塘浮游微藻属类组成及优势属 

共鉴定出浮游微藻 5 门 27 属。其中，蓝藻 7 属，

绿藻 13 属，硅藻 5 属，裸藻 1 属，甲藻 1 属(图 1)。

棚塘接力模式池塘浮游微藻的总数量在106~107 ind./L之

间；土池养殖模式中，3 口池塘浮游数量变化较大，在

104~108 ind./L 之间，其中，TC-3 池达到 2.39×108 ind./L；

稻渔种养模式浮游微藻的总数量在 104~105 ind./L 之间。

从整体来看，棚塘接力模式养殖池中浮游微藻总数量

较土池养殖模式和稻渔种养模式偏多。 

 
 

图 1  浮游微藻总数量 
Fig.1  Total quantity of planktonic microalgae 

 

各池塘浮游微藻属种类组成以丰富度反映其数

量优势度(表 2)，生物量优势属见表 3。在棚塘接力养

殖模式中，各池塘的浮游微藻群落结构没有明显的共

同特征，PT-1 的数量优势属为微囊藻属、鱼腥藻属、

平 裂 藻 属 等 蓝 藻 ， 生 物 量 优 势 属 为 盘 星 藻 属

(Pediastrum)、卵囊藻属(Oocystis)等绿藻；PT-2 中，

除颤藻属、鱼腥藻属等蓝藻为数量优势属和盘星藻

属、实球藻属(Pandorina)等绿藻为生物量优势属外，

其数量和生物量优势属还有硅藻门(Bacillarionphyta)

的小环藻属(Cyclotella)；PT-3 的数量和生物量优势属

均 为 蓝 藻 门 (Cyanophyta) 的 拟 鱼 腥 藻 属

(Anabaenopsis)。在土池养殖模式中，各池塘的浮游

微藻优势属较为单一，TC-1 的数量优势属为盘星藻

属、小环藻属，同时，盘星藻属也是生物量优势属；

TC-2 的数量和生物量优势属均为小球藻属；TC-3 的

数量和生物量优势属均为微囊藻属。在稻渔种养养殖

模式中，各池塘的数量和生物量优势属均为绿藻或硅

藻。DY-1 的数量优势属为小球藻属，生物量优势属

为栅藻属(Scenedesmus)、小球藻属和卵囊藻属；DY-2

的数量优势属为小球藻属、小环藻属和菱形藻属

(Nitzschia)，生物量优势属为小环藻属、盘星藻属和

栅藻属；DY-3 的数量优势属为小球藻属和小环藻属，

生物量优势属为盘星藻属和刚毛藻属(Cladophora)。

研究表明，优势属和常见属多见于蓝藻门、绿藻门

(Chlorophyta)和硅藻门，甲藻门(Dinophyta)和裸藻门

(Euglenophyta)均为稀有属。所有养殖池塘中，除

PT-3、DY-2 和 TC-3 外，其余 6 口池塘的生物量优势

属均为绿藻。其中，4 口池塘为盘星藻，即 3 种不同

养殖模式的养殖池塘中绿藻均为主流优势藻。DY-2

池塘中硅藻门小环藻属的数量和生物量优势度较高；而

PT-3 和 TC-3 池塘则以蓝藻的数量和生物量占绝对优

势，分别为拟鱼腥藻属和微囊藻属。尤其是 TC-3 池塘

的微囊藻属大量繁殖，其数量和生物量优势度均>0.95。 
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表 2  池塘的浮游微藻种类组成 
Tab.2  Composition of planktonic microalgae genera in ponds 

丰富度 Abundance 门 
Phylum 

属类组成 
Genus PT-1 PT-2 PT-3 TC-1 TC-2 TC-3 DY-1 DY-2 DY-3

微囊藻属 Microcystis +++  + ++  +++ ++   

颤藻属 Oscillatoria ++ +++ ++    ++   

螺旋藻属 Spirulina   +    +   

鱼腥藻属 Anabaena +++ +++ +   + ++   

拟鱼腥藻属 Anabaenopsis   +++    ++   

平裂藻属 Merismopedia +++ + + ++ ++ + +   

蓝藻门 
Cyanophyta 

色球藻属 Chroococcus ++ +  ++ ++  ++ + ++ 

小球藻属 Chlorella ++ +  ++ +++  +++ +++ +++

实球藻属 Pandorina + ++ + +  +    

卵囊藻属 Oocystis ++ + + + ++ + +   

盘星藻属 Pediastrum ++ ++ + +++ ++ + + ++ ++ 

栅藻属 Scenedesmus ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ 

空星藻属 Coelastrum    + ++  +   

集星藻属 Actinastrum          

刚毛藻属 Cladophora +     +   ++ 

弓形藻属 Schroederia    + ++  +   

双月藻属 Dicloster    +     ++ 

四角藻属 Tetraedron     ++  ++ + ++ 

多芒藻属 Golenkinia     ++  ++ ++ ++ 

绿藻门 
Chlorophyta 

月牙藻属 Selenastrum  +     + +  

小环藻属 Cyclotella ++ +++ + +++ ++ + ++ +++ +++

舟形藻属 Navicula ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ 

骨条藻属 Skeletonema   +   +    

菱形藻属 Nitzschia  + + ++ ++ + ++ +++ ++ 

硅藻门 
Bacillarionphyta 

脆杆藻属 Fragilaria  +        

裸藻门 Euglenophyta 裸藻属 Euglena + + + +  + + + ++ 

甲藻门 Dinophyta 多甲藻属 Peridinium    +      

注：+为稀有属；++为常见属；+++为优势属。 
Note: +, rare species; ++, common species; +++, dominant species. 

 
表 3  浮游微藻优势属 

Tab.3  Dominant genera of planktonic microalgae 

PT-1 PT-2 PT-3 TC-1 TC-2 TC-3 DY-1 DY-2 DY-3 

盘星藻属 
Pediastrum 
(0.22) 

盘星藻属 
Pediastrum 
(0.40) 

拟鱼腥藻属# 
Anabaenopsis 
(0.75) 

盘星藻属#

Pediastrum
(0.75) 

小球藻属#

Chlorella 
(0.78) 

微囊藻属#

Microcystis 
(0.97) 

栅藻属 
Scenedesmus 
(0.22) 

小环藻属# 
Cyclotella 
(0.32) 

盘星藻属 
Pediastrum 
(0.46) 

平裂藻属# 

Merismopedia  
(0.21) 

实球藻属 
Pandorina 
(0.20) 

盘星藻属 
Pediastrum  
(0.16) 

      
小球藻属# 

Chlorella 
(0.14) 

盘星藻属 

Pediastrum 
(0.23) 

刚毛藻属 
Cladophora 
(0.42) 

卵囊藻属 
Oocystis (0.21) 

小环藻属# 
Cyclotella 
(0.16) 

        卵囊藻属 
Oocystis  
(0.13) 

栅藻属 
Scenedesmus 
(0.20) 

  

注：括号内数值代表微藻生物量优势度；#表示既是数量优势属，又是生物量优势属。 
Note: The data in brackets represent the dominance of microalgae. “#” shows that the microalgae is not only quantity 

dominant, but also biomass dominant. 
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2.2  浮游微藻多样性指数 

物种多样性包括数量多样性和生物量多样性。物

种多样性指数可反映生物群落的异质性与稳定性，其

生态信息含量及抗干扰能力与该指数呈正相关关系

(孙耀等, 1998)。采用 Shannon 指数对微藻的数量和

生物量进行统计(图 2)，根据生物多样性阈值(陈清潮

等, 1994)(表 4)进行比对。结果显示，除 PT-3 和 TC-3

外，其他样品的数量多样性为 2.1~3.5，数量多样性

较好或丰富(Ⅲ~Ⅳ级)。PT-3 的数量和生物量多样性

为Ⅰ~Ⅱ级；TC-3 的藻类生物多样性尤为单一，数量

和生物量多样性指数仅有 0.03 和 0.29。此外，DY-1

的多样性指数最高，生物量多样性指数高达 3.58。在 
 

 
 

图 2   浮游微藻多样性指数 
Fig.2  The diversity index of planktonic microalgae 

表 4  生物多样性阀值的分级评价标准 
Tab.4  Evaluation standard for biodiversity threshold 

评价等级 
Evaluation level 

阈值 
Threshold 

等级描述 
Level description 

Ⅰ <0.6 多样性差 

Ⅱ 0.6~1.5 多样性一般 

Ⅲ 1.6~2.5 多样性较好 

Ⅳ 2.6~3.5 多样性丰富 

Ⅴ >3.5 多样性非常丰富 
 
蓝藻占优势的养殖池塘中，浮游微藻的物种多样性会

大大降低；而绿藻或硅藻占优势的养殖池塘中，微藻

多样性较高，微藻群落结构较为健康。从整体来看，

浮游微藻多样性指数排序：稻渔种养模式>棚塘接力

模式>土池养殖模式。棚塘接力模式和土池养殖模式

池塘的微藻数量多样性低于稻渔种养模式养殖池塘；

且土池养殖模式养殖池塘的微藻生物量多样性低于

棚塘接力模式和稻渔种养模式养殖池塘。 

2.3  养殖池塘水质因子 

各池塘水质指标见表 5。从表 5 可以看出，棚塘

接力模式养殖池塘的 TN 浓度在 6.40~8.45 mg/L 之

间，平均值为 7.17 mg/L；TIN 浓度在 1.08~3.20 mg/L

之间，平均值为 2.12 mg/L；NH4
+-N 浓度在 0.95~ 

3.07 mg/L 之间，平均值为 1.96 mg/L；3 口池塘的

NO2
–-N 浓度相比无明显差异，在 0.005~0.007 mg/L 之 

 
表 5  池塘水质指标 

Tab.5  Water quality index of ponds 

指标 
Index/(mg/L) 

PT-1 PT-2 PT-3 
PT 模式 

平均值 
TC-1 TC-2 TC-3

TC 模式 

平均值 
DY-1 DY-2 DY-3 

DY 模式

平均值 

总氮 
TN 

6.40 6.65 8.45 7.17±1.12 4.21 2.28 9.71 5.40±3.86 3.03 3.29 3.10 3.14±0.14

总无机氮 
TIN 

1.08 3.20 2.08 2.12±1.06 0.32 0.55 1.96 0.94±0.89 0.46 1.35 0.70 0.84±0.46

氨氮 
NH4

+-N 

0.95 3.07 1.87 1.96±1.06 0.24 0.20 0.75 0.40±0.31 0.37 1.15 0.62 0.71±0.40

亚硝酸盐氮 
NO2

–-N 

0.007 0.005 0.005 0.006±0.001 0.003L 0.069 0.588 0.220±0.320 0.003 0.068 0.003 0.025±0.038

硝酸盐氮 
NO3

–-N 

0.12 0.12 0.20 0.15±0.05 0.08L 0.28 0.62 0.33±0.27 0.08 0.13 0.08L 0.10±0.03

总磷 
TP 

0.98 1.19 0.63 0.93±0.28 0.49 0.38 1.08 0.65±0.38 0.29 0.59 0.39 0.42±0.15

磷酸盐 
PO4

3–-P 

0.25 0.14 0.32 0.24±0.09 0.13 0.03 0.21 0.12±0.09 0.10 0.33 0.22 0.22±0.12

化学需氧量 
COD 

106.00 73.00 84.00 88.00±17.00 68.00 55.00 195.00 106.00±77.00 68.00 38.00 32.00 46.00±19.00

注：检测结果小于检出限以“检出限 L”表示。 
Note: The detection result is less than the detection limit, which is expressed as "detection limit L". 
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间，平均值为 0.006 mg/L；NO3
–-N 浓度在 0.12~ 

0.20 mg/L 之间，3 口池塘的 NO3
–-N 浓度相比无明显

差异，平均值为 0.15 mg/L；TP浓度为 0.63~1.19 mg/L，

平均值为 0.93 mg/L；PO4
3–-P 浓度在 0.14~0.32 mg/L

之间，平均值为 0.24 mg/L；COD 在 73.00~106.00 mg/L

之间，平均值为 88.00 mg/L。 

土池养殖模式池塘的TN浓度为 2.28~9.71 mg/L，

平均值为 5.40 mg/L；TIN 浓度为 0.32~1.96 mg/L，平

均值为 0.94 mg/L；NH4
+-N 的浓度为 0.20~0.75 mg/L，平

均值为 0.40 mg/L；NO2
–-N 浓度为 0.003~0.588 mg/L，平

均值为 0.220 mg/L；NO3
–-N 浓度在 0.08~0.62 mg/L 之

间，平均值为 0.33 mg/L；TP 浓度在 0.38~1.08 mg/L 之

间，平均值为 0.65 mg/L；PO4
3–-P 浓度在 0.03~0.21 mg/L

之间，平均值为 0.12 mg/L；COD 在 55.00~195.00 mg/L

之间，平均值为 106.00 mg/L。 

稻渔种养模式的 3 口养殖池塘的 TN 浓度相比差

异不大，在 3.03~3.29 mg/L 之间，平均值为 3.14 mg/L；

TIN 浓度为 0.46~1.35 mg/L，平均值为 0.84 mg/L；

NH4
+-N 浓度为 0.37~1.15 mg/L，平均值为 0.71 mg/L；

NO2
–-N 浓度为 0.003~0.068 mg/L，平均值为 0.025 mg/L；

3 口池塘的 NO3
–-N 浓度相比无显著差异，在 0.08~ 

0.13 mg/L 之间，平均值为 0.10 mg/L；TP 浓度在 0.29~ 

0.59 mg/L 之间，平均值为 0.42 mg/L；PO4
3–-P 浓度在

0.10~0.33 mg/L 之间，平均值为 0.22 mg/L；COD 在

32.00~68.00 mg/L 之间，平均值为 46.00 mg/L。 

所有池塘中，棚塘接力模式的 PT-2 的 NH4
+-N 浓

度最高，达到 3.07 mg/L。土池养殖模式的 TC-2 的

PO4
3–-P 浓度显著低于其他池塘，仅为 0.03 mg/L。土

池养殖模式 TC-3 的 NO3
–-N 和 NO2

–-N 显著高于其他

池塘，分别高达 0.62 和 0.588 mg/L，其 TN、TP 和

COD 浓度也达到较高水平。从整体来看，稻渔种养

模式养殖池塘的 TN 和 COD 含量相对于棚塘接力模

式和土池养殖模式偏低。 

2.4  浮游微藻与水质因子的相关性 

浮游微藻的群落结构会受到养殖池塘水体各种理

化因子的影响，如温度、光照、盐度、pH 和营养盐浓

度等(彭聪聪等, 2010)。藻类总数量、总生物量、各门

藻类生物量与水质理化因子的相关分析发现，各养殖池

塘的温度、pH、碱度与微藻的总量及其群落结构无显

著相关关系。藻类总数量、总生物量和蓝藻生物量与盐

度存在显著的负相关关系(P<0.05)。在营养盐方面，藻

类总数量、总生物量及蓝藻生物量与水体的 NO3
–-N、

NO2
–-N、COD 浓度呈极显著正相关关系(P<0.01)；绿

藻的生物量与各指标浓度均无明显的相关关系；硅藻的

生物量则与 TP 浓度呈显著正相关关系(P<0.01)(表 6)。

从表 6 可以看出，在池塘水体中，藻类总数量和总生

物量受蓝藻的影响较大，一旦蓝藻大量增殖，将在微

藻群落中占绝对优势。蓝藻生物量与水体中 NO3
–-N、

NO2
–-N、有机物浓度呈极显著正相关(P<0.01)。 

 
表 6  浮游微藻与水质因子的相关性分析 

Tab.6  Correlation coefficient between microalgae and water quality factors 

项目 
Items 

藻类总数量 
Total quantity 
of microalgae 

藻类总生物量 
Total biomass 
of microalgae 

蓝藻生物量 
Biomass of 
Cyanophyta 

绿藻生物量 
Biomass of 

Chlorophyta 

硅藻生物量 
Biomass of 

Bacillariophyta

总氮 TN 0.663 0.699* 0.666 0.287 0.462 

总无机氮 TIN 0.272 0.263 0.264 0.028 0.503 

氨氮 NH4
+-N –0.097 –0.086 –0.104 0.048 0.503 

亚硝酸盐氮 NO2
–-N 0.984** 0.932** 0.980** –0.043 0.055 

硝酸盐氮 NO3
–-N 0.924** 0.872** 0.920** –0.054 0.017 

总磷 TP  0.499 0.592 0.509 0.492 0.844** 

磷酸盐 PO4
3–-P 0.093 0.135 0.100 0.199 0.059 

化学需氧量 COD 0.912** 0.949** 0.919** 0.325 0.394 

pH 0.204 0.145 0.195 –0.209 –0.204 

温度 Temperature –0.117 –0.125 –0.112 –0.068 –0.486 

盐度 Salinity –0.787* –0.715* –0.781* 0.170 0.128 

碱度 Alkalinity –0.517 –0.432 –0.510 0.277 0.306 

注：**表示显著水平在 0.01，*表示显著水平在 0.05。 
Note: **: Significant correlation at 0.01 level, *: Significant correlation at 0.05 level. 
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3  讨论 

3.1  宁夏地区夏季养殖池塘浮游微藻特征分析 

盐碱水属于咸水范畴，由于其成因与地理环境、

地质土壤、气候等有关，其水化学组成复杂，类型繁

多；与海水和淡水相比，盐碱水大都具有高 pH、高

碳酸盐碱度、高离子系数的特点(王慧等, 2003)。盐

碱水体因高 pH、高碱度的特点，水质调控成为盐碱

养殖的要点和难点。宁夏回族自治区位于我国西北地

区，其养殖池塘多为西北硫酸盐型盐碱池塘。邱小琮等

(2011)研究表明，宁夏沙湖浮游微藻的种类依季节而

异，春季优势种的种类较多，蓝藻、硅藻和绿藻均有

分布，夏、秋季以蓝藻占绝对优势，而冬季则以绿藻

为主。宁夏地区夏季高温，日照长，硫酸盐型盐碱水

体等地区特征和养殖生物量、养殖品种等生物因素，

都会成为影响当地养殖池塘浮游微藻群落结构的因

素。从生物量优势上来看，在本次采样的 3 种养殖模

式池塘中，稻渔种养模式养殖池塘的数量和生物量优

势种为盘星藻、小球藻、栅藻等绿藻或小环藻等硅藻；

而棚塘接力模式和土池养殖模式均有一口池塘出现

蓝藻为数量和生物量优势种的情况，分别为拟鱼腥藻

和微囊藻。这表明尽管大部分池塘中的浮游微藻群落

结构以绿藻、硅藻为优势藻，但部分棚塘接力模式和

土池养殖模式池塘仍存在蓝藻过度繁殖并成为单一

优势藻的情况。因此，宁夏地区夏季养殖池塘中形成

蓝藻水华的问题仍然需要得到重视。 

3.2  蓝藻与水体理化因子及养殖生物的关系 

微囊藻、鱼腥藻、颤藻等有害蓝藻在养殖池塘中

大量增殖易形成水华，会对水质环境造成不良影响，

危害养殖生物的生命健康(李媛等, 2015)。首先，蓝

藻大量繁殖时形成的水华散发腥臭，恶化池塘水体的

通风和光照条件，败坏水质并影响水体的正常功能，

同时，挤压其他藻类和水生动物的生存空间；其次，

蓝藻的繁殖及死亡后分解将消耗大量 DO，水体缺氧

则导致鱼类大量死亡的“泛塘”现象(姚雁鸿等, 2007)。

蓝藻产生的藻毒素、大量羟胺及 H2S 等有毒物质，会

直接对水产养殖生物造成生命威胁 (Cremen et al, 

2007)。简言之，发生蓝藻水华时，养殖池塘水体的

理化指标往往超出养殖生物的耐受限度而引发大量

死亡，造成经济损失和池塘水体环境污染。Cao 等

(2014)研究发现，养殖对虾产量与池塘中蓝藻的优势

度呈显著的负相关关系，即在养殖过程中，如果形成

以有害蓝藻为优势的微藻群落结构，将严重影响对虾

养殖产量。因此，在养殖生产中，应防控水体形成以

有害蓝藻为优势的微藻藻相。在本次取样的池塘中，

蓝藻的数量和生物量均占绝对优势的养殖池塘为棚

塘接力模式的 PT-3 和土池养殖模式的 TC-3，优势属

分别为拟鱼腥藻属和微囊藻属。 

水温和光照是影响蓝藻水华产生的主要物理

因素(姚雁鸿等, 2007)。蓝藻形成水华的最适温度通

常是 20~35℃，其中，微囊藻属、鱼腥藻属、颤藻

属等 的 最适生 长水温在 25℃及以 上 (Reynolds, 

1990)。同时，许多蓝藻种类对强光有较强的忍受

力。Huisman 等(1999)研究表明，蓝藻的光照需求

大于绿藻，且达到一定光照强度时，绿藻种群减少

而蓝藻种群开始增加。在我国西北内陆如宁夏干旱

与半干旱地区，夏季往往干旱高温持续数日，光照

度强和光照时间长，在棚塘接力模式和土池养殖模

式中，大棚的温室效应和土池直接受长时间强光日

照等因素，易使环境温度保持在较高水平，因此，

夏季强光、高温的养殖池塘水体状态在一定程度上

抑制了其他藻类生长，蓝藻却恰逢其时大量增殖。 

水中营养盐浓度同样影响着藻类的生长繁殖，

如 N、P 营养盐是决定蓝藻是否暴发的重要因素
(Edwards et al, 2011; Mellard et al, 2012; Wen et al, 
2012)。鱼腥藻类可以通过其自身的异形孢进行固

氮作用，因此，对水环境中的氮浓度要求较低，磷

浓度是显著影响鱼腥藻类生长的营养盐因子 (梁恒

等, 2010)，高 P 环境有利于其生长，反之则抑制其生长。

在 PT-3 中，水体中 PO4
3–-P 水平达到 0.32 mg/L，与其

他采样池塘相比较高，为拟鱼腥藻大量生长繁殖提

供有利条件。富营养化的池塘水体有利于微囊藻的增

殖，较高的 N、P 浓度明显促进微囊藻的生长(孔繁翔, 

2011)。在 TC-3 水体中，TN 和 TP 浓度分别为 9.71

和 1.08 mg/L，显著高于其他采样池塘中的 N、P 水

平，直接引起微囊藻水华的暴发。相关性分析表明，

蓝藻生物量与水体中 NO3
–-N、NO2

–-N、有机物浓度相

比呈显著正相关(P<0.01)。由此表明，水体 N、P 营

养高的养殖池塘更易形成微囊藻、拟鱼腥藻等蓝藻优

势藻。 

盐碱池塘水体较高的pH和碱度条件也是影响微藻

生长的重要环境因子。黄钰玲等(2008)研究认为，水体

pH 值与蓝藻水华生消密切相关，在其他条件适宜的情

况下，pH 为 8 左右的偏碱性水体可促进蓝藻水华发生。

曹煜成(2014)以温度、盐度、pH 等生态因子作为基本

切入点，分析了蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)、

条纹小环藻(Cyclotella striata)、绿色颤藻(Oscillatoria 

chlorine)和铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa) 4 种微
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藻的生态适应性。结果显示，绿色颤藻、蛋白核小球

藻和条纹小环藻在 pH=10 时无法生长，铜绿微囊藻

在 pH=10 时仍可生长，表明其 pH 适应性更强。许海

等(2009)研究了不同初始 pH 和不同固定 pH 对 3 种蓝

藻和绿藻生长的影响。结果表明，藻类可通过自身生

命活动改变水体 pH，不同初始 pH 对藻类生长的影响

不明显；但加 pH 缓冲剂固定初始 pH 后，藻类的生

长反应很明显，适宜的 pH 范围各不相同，但蓝藻适

宜的 pH 并不都比绿藻高。碱度对浮游植物的生长同

样有显著影响(张树林等, 2008)。潘翰等(2017)分析了

碱性湖泊呼伦湖地区浮游植物组成及水化学环境因

子，认为碱度会导致水体透明度降低、光照减少，蓝

藻的自身适应能力可以耐受碱度更大的水环境。杨威

等(2007)研究表明，铜绿微囊藻的竞争生长能力在高

碱度组中弱于四尾栅藻(Scenedesmus quadricauda)，

但在极低碱度组中强于四尾栅藻。在本研究中，不同

模式养殖池塘的 pH 和碱度与蓝藻生物量暂无显著相

关关系。因此，在错综复杂的自然环境因子及其相互

作用下，高 pH 和碱度的养殖池塘中有害蓝藻是否具

有生长优势有待进一步探究。 

除环境理化因素外，影响蓝藻生长的生物因素也

不容忽视。水产养殖生物的品种和生物量会影响池塘

浮游微藻群落结构。鲢、鳙等滤食性鱼类特有鳃耙、

腭皱等器官，能直接滤食大于鳃孔的藻类，可有效降

低富营养化水体中的蓝藻数量(Xie et al, 2001; 此里

能布等, 2012)。而鱼类自身的生理活动及排泄物则会

使水体中的营养盐浓度升高，创造有利于蓝藻生长的

水质条件。养殖生物量大，养殖生物产生的粪便及饵

料的投放量相应增多，更易形成富营养化水体。在本

次采样的土池养殖模式 TC-3 池塘中，鱼类放苗时间

较其他 2 种养殖模式池塘更早，鱼类生物量更大，可

能成为促使其水体中 N、P 浓度更高的原因。 

3.3  养殖池塘中优良藻相的构建 

在养殖生产中，池塘中的蓝藻若过度增殖会造成

微藻种类过于单一，打破藻相平衡，出现不良藻相结

构；而通常以绿藻、硅藻为优势种的池塘水质较稳定，

微藻种类丰富，水色优良，养殖生物病害少且生长较

好，为优良藻相(曹煜成等, 2007)。 

9 口池塘中，除 PT-3、TC-3 以外的其余 7 口池

塘均以绿藻或硅藻为生物量优势藻，尽管其中部分

池塘中仍有鱼腥藻属、颤藻属为数量优势属，但并

未影响藻类群落结构的多样化，尤其是以栅藻属、

小球藻属和卵囊藻属为生物量优势属的稻渔种养

模式 DY-1，藻类生物多样性极其丰富。在稻渔种

养模式中，鱼类等水产养殖生物可将氮元素转化为

水稻易吸收的氨态氮，提高了水稻对 N、P 的利用率

和对富营养化水体的净化能力，降低了水中的 N、P

污染(杨玲霞, 2020)，不易形成微囊藻等有害蓝藻生

长的适宜环境。因此，在本次取样的稻渔种养模式

养殖池塘中均未发生有害蓝藻大量增殖的情况，较

其他 2 种养殖模式具有更良好的藻相。  

在本研究中，以小球藻、栅藻、盘星藻、卵囊

藻等绿藻或以小环藻、菱形藻等硅藻占优势的微藻

群落结构为优良藻相，可增加水体的 DO，促进水体

中营养盐的分解和转化，保持良好的水体肥度，减少

有机污染物的存在，为养殖生物提供新鲜的天然饵料

等，有利于养殖生物的健康生长。因此，养殖户应做

好养殖池塘的水质调控，避免形成以蓝藻占绝对优势

的不良藻相，构建以绿藻和硅藻为优势的优良藻相。 

4  结论 

在夏季光照强温度高的宁夏地区，部分养殖池塘

会出现以微囊藻、拟鱼腥藻等蓝藻占绝对优势的不良

藻相，形成蓝藻水华，对养殖生产造成危害；以小球

藻、盘星藻、栅藻、卵囊藻等绿藻或小环藻、菱形藻

等硅藻占优势为当地养殖池塘的优良藻相。稻渔种养

模式养殖池塘相比于棚塘接力模式和土池养殖模式

具有更高的浮游微藻多样性指数和优良藻相。蓝藻生

物量与水体中 NO3
–-N、NO2

–-N、有机物浓度呈现显著

正相关。水体中 C、N 营养高的养殖池塘更易形成以

微囊藻、拟鱼腥藻等蓝藻为优势的藻相；合理调控养

殖池塘水质，抑制蓝藻成为优势，形成以绿藻和硅藻

为优势藻的优良藻相更有利于养殖生产。 
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Community Characteristics of Planktonic Microalgae in Aquaculture  
Ponds of Different Modes in Ningxia in Summer 

LIU Jinfan1,2, HU Xiaojuan2, CAO Yucheng2, XU Yunna2,  
WEN Guoliang1,2①

, LI Li3, SUN Zhen4, SHEN Bin1 
(1. Zhejiang Ocean University/National Engineering Research Center for Marine Aquaculture, Zhoushan, Zhejiang  316022, China;  

2. South China Sea Fisheries Research lnstitute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of South China  
Sea Fishery Resources Exploitation and Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Guangdong Provincial  

Key Laboratory of Fishery Ecology and Environment, Guangzhou, Guangdong  510300, China; 3. Ningxia Taijia Fisheries  
Limited Company, Shizuishan, Ningxia  753000, China; 4. East China Sea Fisheries Research Institute,  

Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090, China) 

Abstract    Ningxia Hui Autonomous Region is located in Northwest China. Most of the culture ponds 

in Shizuishan City and Yinchuan City, in the northern part of Ningxia, are sulfate-type saline-alkali ponds. 

The central area of Ningxia is located on the Hetao Plain, where the salinity of water bodies is relatively 

low. Owing to the high pH value of saline-alkali water bodies, which indicates high alkalinity, water 

quality control has become the main challenge of saline-alkali aquaculture. The community structure of 

planktonic microalgae is closely related to the water quality of aquaculture ponds and the healthy growth 

of aquaculture organisms. The planktonic microalgae community structure of culture ponds in summer in 

Ningxia is rarely reported. To study the community structure characteristics of planktonic microalgae in 

different culture pond modes in Ningxia in summer, we collected planktonic microalgae samples in July 

2021 from Pingluo County in Shizuishan City, Helan County in Yinchuan City, and Shapotou District in 

Zhongwei City in the Ningxia Hui Autonomous Region. We then analyzed the planktonic microalgae 

community composition and its correlation with water quality factors. The samples were collected from 

three typical aquaculture pond modes: the shed-pond relay mode (PT), soil pond mode (TC), and 

rice-fishing breeding mode (DY). We qualitatively identified and quantitatively counted planktonic 

microalgae under a light microscope and performed diversity analysis using the Shannon diversity index. 

SPSS software was used to carry out bivariate correlation analysis between the total number of algae, total 

biomass, algal biomass of each phylum, and the physical and chemical factors of water quality in 

aquaculture ponds. A total of 5 phyla and 27 genera of planktonic microalgae were detected, including 7 

genera of Cyanophyta, 13 genera of Chlorophyta, 5 genera of Bacillariophyta, 1 genus of Euglenophyta, 

and 1 genus of Dinophyta. The total number of planktonic microalgae in the 9 ponds ranged from 

1.52×104 to 2.39×108 ind./L, the biomass ranged from 0.16 to 97.78 mg/L, the Shannon-Wiener index as 

0.03 to 3.31, and the biomass diversity index was 0.29 to 3.58. There were significant differences in the 

community structure of planktonic microalgae in different kinds of culture modes. The community 

structure of planktonic microalgae in PT culture ponds had no obvious common characteristics. 

Cyanophyta, Chlorophyta, and Bacillariophyta, such as Anabaenopsis sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp., 
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Pediastrum sp., Oocystis sp., and Cyclotella sp., were predominant. A single genus of planktonic 

microalgae dominated in TC. The three ponds were dominated by Pediastrum sp., Chlorella sp., and 

Microcystis sp. The diversity of microalgae in DY culture ponds was relatively rich. Chlorophyta such as 

Chlorella sp., Scenedesmus sp., Pediastrum sp, Oocystis sp., and Cladophora sp. and Bacillariophyta such 

as Cyclotella sp. and Nitzschia sp. were the dominant algae. Although the community structure of 

planktonic microalgae in most ponds was dominated by Chlorophyta and Bacillariophyta, some ponds in 

PT and TC still had Cyanophyta overgrowth which became the single dominant algae. Harmful 

Cyanophyta proliferate in large numbers in aquaculture ponds and easily form algal blooms, which cause 

significant adverse effects on the water quality and environment and endanger the life and health of 

cultured organisms. The ponds with Chlorophyta and Bacillariophyta as the dominant species had a 

relatively stable water quality, were rich in microalgae species, had excellent water color, and experienced 

less disease and better growth of cultured organisms. The characteristics of high summer temperatures, 

long sunshine hours, sulfate-type saline-alkali water in Ningxia, and the eutrophication of the culture 

ponds due to factors such as food and cultured biological excrement affect the structure of planktonic 

microalgae communities in local culture ponds. The biomass of Cyanophyta had a significant positive 

correlation with the concentration levels of NO3
–-N, NO2

–-N, and chemical oxygen demand (COD) 

(P<0.01). The total nitrogen and COD contents of the ponds in the DY mode were lower than those in the 

PT and TC modes, meaning that the water environment was not conducive to the proliferation of harmful 

Cyanophyta and that the planktonic microalgae biodiversity index was relatively high in the DY mode. In 

addition, a large number of studies have shown that the adaptability of Cyanophyta to strong light and 

optimal growth temperature is generally higher than that of other algae. The results indicated that in 

Ningxia, due to the long hours of light in summer, cyanobacteria blooms dominated by Cyanophyta such 

as Microcystis and Anabaenopsis formed easily in aquaculture ponds with high water carbon and nitrogen 

nutrients. Therefore, this finding indicates that the hours of light should be used as one of the critical 

control points when regulating pond water quality to prevent and control the occurrence of adverse 

conditions such as reduced production and efficiency due to the outbreak of harmful algal blooms. 

Key words    Microalgae community; Water quality; Ningxia; Saline-alkali pond 
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ZHANG X, GU L, ZHENG Y D, LI C, BAI C M, XIN L S, WANG C M, LIU J L. Survey of Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) 
susceptible hosts based on in situ LAMP technique. Progress in Fishery Sciences, 2023, 44(2): 174–185 

基于原位 LAMP 技术的牡蛎疱疹病毒 

(OsHV-1)易感宿主调查* 

张  翔 1,2  谷  莉 1,2  郑玉东 2,3  李  晨 2   

白昌明 2  辛鲁生 2  王崇明 2①  刘金兰 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. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  青岛海洋科学与技术试点国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室   

农业农村部海水养殖病害防治重点实验室  青岛市海水养殖流行病学与生物安保重点实验室  山东  青岛  266071； 

3. 中国海洋大学水产动物病害与免疫学实验室  山东  青岛  266003) 

摘要    牡蛎疱疹病毒(Ostreid herpesvirus 1, OsHV-1)给世界双壳贝类养殖业造成了严重的经济损

失。10 余种双壳贝类陆续被认定为易感宿主，仍有其他几种贝类仅有 PCR 核酸阳性数据，因确诊

证据不足导致其易感性未得到充分评估。原位环介导等温核酸扩增(LAMP)检测技术相对传统原位

杂交技术具有灵敏度高、方便快捷、可作为病原微生物感染证据的优点。为了在 OsHV-1 流行病学

调查过程中实现病毒感染的快速检测和确诊，根据已报道的 OsHV-1 特异性 LAMP 检测引物，设计

内引物，优化反应条件，建立了 OsHV-1 的原位 LAMP 检测方法。基于该方法对 2019 年以来采集

的长牡蛎(Crassostrea gigas)、福建牡蛎(Crassostrea angulata)、栉孔扇贝(Chlamys farreri)、虾夷扇

贝(Mizuhopecten yessoensis)、毛蚶(Scapharca subcrenata)和菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)样本

进行检测。结果显示，毛蚶样本的 OsHV-1 原位 LAMP 检测结果呈阳性；其他几种贝类部分样本的

实时定量 PCR (qPCR)检测呈阳性，但原位 LAMP 检测呈阴性。对毛蚶样本的原位 LAMP 检测结果

分析发现，病毒杂交信号主要分布在外套膜和肝胰腺等器官的结缔组织，推测感染的细胞为成纤维

细胞和血淋巴细胞；在闭壳肌和斧足肌肉组织的肌细胞细胞核中也发现较多杂交信号。鳃丝内和周

边偶现阳性信号，推测来自渗出的血淋巴细胞。基于原位 LAMP 技术的 OsHV-1 检测结果显示，毛

蚶是 OsHV-1 的一种易感宿主，毛蚶结缔组织、肌肉组织和血淋巴细胞对该病毒有强亲嗜性。 

关键词    牡蛎疱疹病毒；原位 LAMP；易感性；流行病学调查 

中图分类号 S966.12   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0174-12 

疱疹样病毒粒子感染贝类的案例首次报道于

1972 年，引起一批实验用美洲牡蛎 (Crassostrea 

virginica)种贝死亡，这也是此类病毒感染无脊椎动物

的首例报道(Farley et al, 1972)。牡蛎疱疹病毒(Ostreid 

abc
图章
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herpesvirus 1, OsHV-1)感染案例最早发现于 1991 年，

引起育苗场长牡蛎(Crassostrea gigas)幼虫的大规模

死亡，对这一世界性海洋主养贝类养殖产业造成严重

打击(Barbosa-Solomieu et al, 2015; Hine et al, 1992; 

Nicolas et al, 1992)。目前，尚不清楚 1972 年病例疱

疹样病毒粒子与 OsHV-1 是否为同一种病毒。产业健

康发展的需求刺激多国科研机构围绕 OsHV-1 开展了

病原学、流行病学、病原生态学和防控手段等众多领

域的研究 (Alfaro et al, 2019; Rodgers et al, 2019; 

Rosani et al, 2019; Whittington et al, 2016; 白昌明等, 

2021)，OsHV-1 为首个被正式命名、系统分类地位明

确的无脊椎动物疱疹病毒。与常见脊椎动物疱疹病毒

普遍表现较高的宿主特异性不同，OsHV-1 宿主范围较

广，目前已证实被 OsHV-1 感染的物种有 10 余种，分

属双壳纲 (Bivalvia)、牡蛎目 (Osteroida)、珍珠贝目

(Pterioida)、蚶目(Arcoida)、帘蛤目(Veneroida)下不同

的科和属(白昌明等, 2021)。同时，有多种双壳贝类

以及荷兰、挪威等国的养殖贝类仅有 PCR 检测

OsHV-1 核酸阳性的结果，不能作为发生病毒感染的

直接证据(Barbieri et al, 2019; Gittenberger et al, 2016; 

Mortensen et al, 2016)。这些易感性存疑的结果为流行

病学监测计划的制定、动物检疫和疫病防控措施的实

施造成障碍。 

目前已开发出多种 OsHV-1 检测方法，如 PCR 

(Batista et al, 2007)、原位杂交(Lipart et al, 2002)、原

位 PCR (李亚楠等, 2019)、组织病理、透射电镜、环

介导等温核酸扩增(LAMP) (Ren et al, 2009; Zaczek- 

Moczydlowska et al, 2020)和重组酶聚合酶扩增(RPA) 

(Gao et al, 2018)等。根据世界动物卫生组织(OIE)水生

动物手册的建议，OsHV-1 感染的确诊需要核酸特异

性检测阳性结果，结合组织病理和透射电镜影像才能

做出诊断；单独使用核酸扩增技术对病原进行检测的

方法不能用于感染案例的确诊(OIE, 2019)。透射电镜

如果直接观察到处于不同时期的疱疹样病毒粒子，也

可以作为病毒感染确诊的证据；但透射电镜检测的灵

敏度和特异性低，尚需要 PCR 等特异性检测手段确

认观察到的疱疹样病毒粒子是 OsHV-1。原位杂交同

时具备核酸检测特异性和组织原位观察的优势，是确

诊病毒感染的一种重要技术手段(Lipart et al, 2002)。

原位杂交虽然特异性强，但存在灵敏度不高、检测程

序复杂、步骤繁琐等缺点(Muro-Cacho, 1997)。受限

于透射电镜和原位杂交技术的使用限制，PCR 仍然是

目前最广泛使用的 OsHV-1 流行病学调查方法，这也

导致出现很多核酸阳性病例未得到确诊的物种和地

区。OsHV-1 原位 PCR 检测方法作为原位杂交技术的

延伸，提高了原位杂交的灵敏度(李亚楠等, 2019)，但

仍然存在操作程序复杂、需要高值专用设备(如组织

切片 PCR 工作站等 )的问题。本研究拟根据原位

LAMP 技术原理，建立一套兼具高灵敏度、简便快捷

的 OsHV-1 检测方法，并利用该方法对 2019 年以来

采集的发病贝类样本进行检测，为 OsHV-1 潜在易感

宿主的鉴定提供依据；同时解析该病毒在新宿主中的

分布规律和组织亲嗜性。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集与保存 

魁蚶病料采集于 2018 年 9 月，用于原位 LAMP

反应条件的摸索和检测方法的建立。长牡蛎、福建牡

蛎(Crassostrea angulata)、栉孔扇贝(Chlamys farreri)、

虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)、毛蚶(Scapharca 

subcrenata)和菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)样

本于 2019—2021 年采集自不同海区和养殖场非正常

死亡案例(表 1)。采集的发病贝类样本普遍出现沉底

(幼虫)、双壳闭合不全、反应迟钝、外套膜萎缩等临

床症状。从表现临床症状的群体中选择受刺激时闭壳

反应弱、内脏团完好、无异味的个体。现场或低温运

回实验室后，分别采集发病贝类外套膜、鳃、肝胰腺

和闭壳肌等组织器官，切取约 5 mm 厚，立即浸入至

少 10倍于采样组织体积的Davidson´s AFA固定液中，

固定 24~48 h 后，直接进行组织切片或将固定的组织

块儿移入 70%乙醇溶液中室温存放。从各解剖个体剩

余组织中剪取约 30 mg 外套膜组织，置于 1.5 mL 离

心管中，直接用于 DNA 提取或–40℃保存备用。 

1.2  DNA 提取与病毒载量测定 

使用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒

(DP324) (北京天根生化科技有限公司)提取各贝类样本

组织总 DNA，按照试剂盒说明书操作。利用 TaqMan

实时定量 PCR (qPCR)技术对各样本中 OsHV-1 核酸载

量进行定量(Martenot et al, 2010)。反应引物和探针分别

为：上游引物 BF: 5′-GTCGCATCTTTGGATTTAACA 

A-3′、下游引物 B4: 5′-ACTGGGATCCGACTGACAA 

C-3′，探针及生物素标记 B-6FAM-TGCCCCTGTCAT 

CTTGAGGTATAGACAATC-BHQ-1。引物和探针由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。PCR 使用 Fast 

Start Essential DNA Probes Master 试剂盒(Roche, Cat. 

No.06402682001)，反应体系：12.5 µL 2×PCR mix，

上、下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，探针(10 µmol/L) 0.5 µL，



176 渔   业   科   学   进   展 第 44 卷 

 

DNA 模板 2 µL，添加水(试剂盒配备) 8 µL 至总反应体

系为 25 µL。反应程序：95℃预变性 10 min；95  10 s℃ ，

60℃ 20 s，40个循环，反应程序在Bio-Rad CFX Connect 

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)仪器控制

下完成。每批次 qPCR 均使用 10 倍梯度稀释(1×106、

1×105、1×104、1×103、1×102、1×101 拷贝/µL)的标准

品进行定量分析。 

1.3  LAMP 反应引物的优化与验证 

根据 Zaczek-Moczydlowska 等 (2020) 研究中的

OsHV-1 LAMP 检测方法，外侧上、下游引物分别为

OsHV-LP-F：TTTCAGTTCGTGCTCGGATT，OsHV- 

LP-B：TCCGGAACAATTGACCAAGC。内侧上、下

游引物分别由 2 部分组成，上游引物 OsHV-LP-FIP

为 F1c (CCAGTTGTATTTGGGCATGCCC)和 F2 (GA 

GGCACATTCCATTTCCCT)，中间由 4 个 T (Thymine，

胸腺嘧啶)连接(F1c+TTTT+F2)；下游引物OsHV-LP-BIP 为

B1c (TCAGGCAGGCATTCAATTTGGC)和 B2 (CCCCAG 

AAACAGGTCACAG)，中间由 4 个T (Thymine, 胸腺嘧啶)

连接(B1c+TTTT+B2)。在借鉴 Zaczek-Moczydlowska 等

(2020)研究的内、外引物信息的基础上，为提高 LAMP

的反应速度和稳定性，使用 LAMP 引物设计软件
(PrimerExplorer, http://primerexplorer.jp/lampv5e/index. 
html)设计 4 对环引物，并筛选得到扩增效果最好的

1 对环引物 OsHV-LP-LF：5′-AGATA CAGTAGTTGGG 

AGTCTTACT-3′和 OsHV-LP-LB：5′-ATGGTTCACGG 

GAGTGTATCC-3′，以便适应在切片上进行 LAMP 扩

增时出现的复杂多变的扩增环境。 

为避免开盖导致的气溶胶污染风险，通过核酸检

测试纸条和一次性检测装置，直接检测 LAMP 扩增

效果，为满足扩增结束后，直接进行核酸试纸条检测

的需求，分别使用 Biotin 和 6-FAM 标记内引物 OsHV- 

LP-FIP 和外引物 OsHV-LP-F 的 5′端。每个 LAMP 反

应体系共 25 μL，包括如下组分：10×Thermopol 反应

缓冲液 2.5 μL，MgSO4 (100 mmol/L) 3.5 μl，引物

OsHV-LP-FIP、OsHV-LP-BIP (20 μmol/L)各 2 μL、

OsHV-LP-LF、OsHV-LP-LB (20 μmol/L)各 1 μL、

OsHV-LP-F、OsHV-LP-B (10 μmol/L)各 0.5 μL、dNTPs 

(10 mmol/L) 3.5 μL，甜菜碱(1.2 mol/L) 6 μL，8 U Bst 

DNA 聚合酶(New England Biolabs)，已提取的 DNA

模板 2 μL。反应在 PCR 仪中进行，反应温度为 65℃，

反应时间为 60 min，最后，85℃灭活 5 min。 

1.4  OsHV-1 原位 LAMP 检测步骤 

常规方法进行切片、展片后，使用粘附载玻片捞

片，随后在烤片机(Leica HI1220)上烘烤约 12 h，使

组织牢固地粘附在切片上，防止缓冲液浸洗等原位

LAMP复杂操作引起的组织脱片。OsHV-1原位 LAMP

检测参考 Chen 等(2019)研究中的步骤，具体操作如下： 

1.4.1  脱蜡与水化    首先，将充分烘烤粘附的切片

浸泡在杂交缸中，常温下进行常规脱蜡水化：二甲苯

5 min (3 次)，无水乙醇 5 min (2 次)，95%乙醇 5 min，

85%乙醇 5 min，70%乙醇 5 min，50%乙醇 5 min。 

1.4.2  消化与变性    0.2 mol/L HCl 室温浸浴 20 min；

蛋白酶 K (20 μg/mL) 37℃消化 15 min；95℃变性 5 min，

然后，置于 4℃冷却 5 min。 

1.4.3  原位 LAMP 扩增    将切片置于湿盒中，按

照上述 1.2 节所述配制 LAMP 反应体系[使用带有地

高辛标记的 dNTP (Roche)]，每张切片滴加 LAMP 反

应体系 150 µL，盖上盖玻片，在杂交炉中 65℃扩增

60 min。杂交完成后移去盖玻片，按如下步骤依次使

用 SSC 梯度缓冲液浸洗：2×SSC 室温 5 min (2 次)，

1×SSC 37  5 min (2℃ 次)，0.5×SSC 42  15 min℃ ，

0.1×SSC 42  15 min℃ ，清除非特异性信号。 

1.4.4  抗体孵育    向每张切片滴加封闭剂(MAB∶

10% BMB∶山羊血清原液=7∶2∶1) 1 mL，室温下封

闭 1 h。吸去预杂交液，滴加 500 μL 抗体孵育液[碱

性磷酸酶标记抗地高辛抗体 (Roche)∶封闭剂=1∶

1000]孵育 90 min。孵育完成后，将切片转移到杂交

缸中，首先使用 BufferⅠ(Tris-HCl 100 mol/L、NaCl 

150 mol/L)浸洗 10 min (2 次)，随后，使用 BufferⅡ

(Tris-HCl 100 mol/L、NaCl 100 mol/L、MgCl2 250 mol/L)

浸洗 5 min。 

1.4.5  显色与复染    吸取 200 μL 配制好的碱性磷

酸酶底物显色剂(40 μL 25×NBT 加入到 1 mL 1×AP 反

应缓冲液)滴加在切片组织样本上，湿盒内室温显色

(显色时间优化：30 min、45 min、60 min)，苯胺棕复

染 2 min。复染完成后，用 BufferⅢ(Tris-HCl 100 mol/L、

EDTA 10 mol/L)浸洗 30 min 终止反应，并清洗切片。 

1.4.6  脱水与封片    将切片浸泡在杂交缸中，常温

下进行酒精梯度脱水：50%乙醇 5 min，70%乙醇

5 min，85%乙醇 5 min，95%乙醇 5 min，无水乙醇

5 min (2 次)，二甲苯 5 min (3 次)，二甲苯透明，树

脂封片。显微镜(Nikon Eclipse E80i)下观察组织切片

的杂交信号并拍照。 

1.5  基于原位 LAMP 检测方法的 OsHV-1 易感宿主

调查 

应用OsHV-1 原位LAMP 检测方法对 2019—2021 年

间收集的长牡蛎、福建牡蛎、栉孔扇贝、虾夷扇贝、

毛蚶和菲律宾蛤仔的发病贝类样本进行检测(表 1)。
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选择这些物种的原则是国内外曾报道过 OsHV-1 核酸

检测阳性案例，但我国近年来在相关物种(特定生物

阶段)尚缺乏 OsHV-1 感染确诊的证据。采集样本时已

经利用 qPCR 方法对每批次样本感染率以及阳性样本

携带 OsHV-1 核酸拷贝数进行测定，并挑选部分样本

进行组织固定、制作石蜡切片和病理检测。为验证本

研究所开发 OsHV-1 原位 LAMP 检测方法的稳定性和

特异性，重新对保存蜡块进行切片、原位 LAMP 扩

增、抗体孵育，最后使用碱性磷酸酶显色剂显色后，

光镜下观察蓝紫色阳性信号在不同组织中的分布情

况并拍照。每批原位 LAMP 操作过程中均使用已知

感染和未感染 OsHV-1 的魁蚶组织切片作为阳性和阴

性对照。使用 Kappa 统计量检验 qPCR 检测方法与原

位 LAMP 检测方法对样本检测结果的一致性。 

2  结果 

2.1  LAMP 反应引物的优化与验证 

最终使用的外侧、内侧以及环引物对见表 1。核酸

试纸检测结果显示，感染 OsHV-1 的魁蚶检测结果为

阳性(图 1b)，而未感染 OsHV-1 魁蚶的反应结果均为

阴性(图 1a)，表明该 LAMP 体系可应用于后续原位

LAMP 测试。 

 
表 1   OsHV-1 原位 LAMP 反应体系所用引物 

Tab.1  Primers for the OsHV-1 in situ LAMP reaction system 

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′~3′) 

用途 
Purpose

OsHV-LP-F 6-FAM-TTTCAGTTCGTGCTCGGATT 

OsHV-LP-B TCCGGAACAATTGACCAAGC 

外侧引物
Outer 
primers 

OsHV-LP-FIP Biotin-CCAGTTGTA-TTTGGGCATGC 
CCTTTTGAGGCACATTCCATTTCCCT 

OsHV-LP-BIP TCAGGCAGGCATTCAATTTGGCTTTT 
CCCCAGAAACAGGTCACAG 

内侧引物
Inner 
primers 

OsHV-LP-LF AGATACAGTAGTTGGGAGTCTTACT 

OsHV-LP-LB ATGGTTCACGGGAGTGTATCC 

环引物 
Loop 
primers 

 

2.2  原位 LAMP 检测方法建立 

本研究在建立 OsHV-1 原位 LAMP 检测方法过程

中，参考 Chen 等(2019)报道的十足目虹彩病毒 1 

(Decapod iridescent virus 1, DIV1)原位LAMP检测方法，

以及本团队在开发鲍疱疹病毒(Haliotid herpesvirus 1, 

HaHV-1)原位 LAMP 检测技术过程中积累的经验，最

终形成如前所述的 OsHV-1 原位 LAMP 检测具体步

骤。按照该技术流程进行操作，最终观察到的病毒信 

 
 

图 1  核酸试纸条测试 LAMP 扩增结果 
Fig.1  LAMP amplification results  

detected by nucleic acid strips  

a：阴性对照；b：阳性样本；C：质控线；T：测试线。 
a: Negative control; b: Positive sample;  

C: Quality control line; T: Test line. 

 
号显色清晰、易分辨(图 2B)。不加抗体的阴性对照未

出现病毒信号(图 2C)。图 2 为使用已知感染 OsHV-1

的魁蚶组织，进行原位 LAMP 检测时得到结果的示

例。从组织病理 HE 染色结果可以看出，组织损伤、

血淋巴渗出和浸润主要发生在结缔组织(图 2A)，肌肉

组织无炎症反应。与病理观察结果相一致，病毒阳性

信号集中出现在发生组织损伤和炎症反应的结缔组

织中。根据细胞形态及其分布，推测出现病毒阳性

信号的细胞为血淋巴细胞和成纤维细胞(图 2D)。 

2.3  基于原位 LAMP 检测方法的 OsHV-1 易感宿主

调查 

使用新开发的原位 LAMP 方法对保存的蜡块样

本进行检测。结果显示，几个批次的长牡蛎、福建牡

蛎、栉孔扇贝、虾夷扇贝和菲律宾蛤仔样本未检测到

病毒感染，从多个批次的毛蚶样本中检测到 OsHV-1

感染杂交信号(表 2)。原位 LAMP 检测方法与 qPCR

检测方法对样本的检测结果经 Kappa 一致性检验，具

有高度一致性，K 值为 0.638 (表 3)。OsHV-1 杂交信

号在毛蚶内脏团多个器官中浸润的血淋巴细胞内被

观察到，说明血淋巴细胞对该病毒非常易感。肝胰腺

小管出现不同程度的上皮细胞坏死、组织损伤，但病

毒信号主要出现在结缔组织、肝胰腺小管间浸润的血

淋巴细胞中(图 3)。外套膜结缔组织出现损伤和坏死，

肌肉组织偶见损伤和血细胞浸润。根据这些器官原位

LAMP 检测结果，推测结缔组织中被感染的细胞类型

主要为成纤维细胞和浸润血淋巴细胞；肌肉组织被感

染的为肌细胞的细胞核(图 4)。肌细胞携带病毒杂交

信号的现象在富含肌肉纤维的斧足和闭壳肌中也经 
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图 2  OsHV-1 原位 LAMP 检测方法开发结果示例 
Fig.2  An example of the test results during the development of OsHV-1 in situ LAMP method 

A：HE 染色；B：原位 LAMP 检测；C：原位 LAMP 检测不加抗体阴性对照；D：图 B 中黑色方框区域的局部放大 

m：肌肉组织；c：结缔组织；*：血细胞浸润；黑色箭头示病毒杂交信号。 
A: HE staining; B: In situ LAMP detection; C: Negative control (without antibody) of OsHV-1 in situ LAMP tests;  

D: High magnification graphic of regions labeled by rectangular boxes in Fig.2B 
m: Muscle; c: Connective tissue; *: Haemocyte infiltration; Black arrows indicate viral hybridization signals. 

 

表 2  OsHV-1 原位 LAMP 检测 2019—2021 年间发病贝类样本列表 
Tab.2  Samples collected from 2019 to 2021 for verification of OsHV-1 in situ LAMP method 

采样时间 
Sampling 

time 

采样地点 
Sampling site 

宿主物种 
Host species 

死亡率 

Mortality 
rate /%

样本数*
Sample
number

感染率 
Prevalence 

/% 

载量 Load 
/(copy/ng  

total DNA) 

原位 LAMP
in-situ LAMP

2019-05 山东莱州 Laizhou, Shandong 毛蚶 S. subcrenata 90 15(10) 93.3 4.39×106 + 

2019-06 山东莱州 Laizhou, Shandong 毛蚶 S. subcrenata 95 30(17) 90.0 8.69×106 + 

2019-06 山东莱州 Laizhou, Shandong 毛蚶 S. subcrenata 72 30(14) 96.7 3.84×105 + 

2019-06 广东潮州 Chaozhou, Guangdong 福建牡蛎 C. angulata 60 60(10) 43.3 3.65×102 – 

2019-07 山东即墨 Jimo, Shandong 长牡蛎 C. gigas 35 30(8) 0 / – 

2019-08 山东潍坊 Weifang, Shandong 
菲律宾蛤仔 
R. philippinarum 

50 30(7) 0 / – 

2020-03 福建宁德 Ningde, Fujian 长牡蛎 C. gigas 30 22(10) 0 / – 

2020-03 福建宁德 Ningde, Fujian 福建牡蛎 C. angulata 40 38(5) 7.9 8.64×101 – 

2020-11 山东潍坊 Weifang, Shandong 毛蚶 S. subcrenata 60 20(10) 40.0 6.24×102 – 

2020-05 山东长岛 Changdao, Shandong 栉孔扇贝 C. farreri 30 30(6) 0 / – 

2020-08 山东长岛 Changdao, Shandong 栉孔扇贝 C. farreri 35 30(8) 0 / – 

2020-08 山东烟台 Yantai, Shandong 
虾夷扇贝 M. 
yessoensis 

90 20(11) 0 / – 

2021-05 山东乳山 Rushan, Shandong 长牡蛎 C. gigas 40 30(5) 0 / – 

2021-06 山东莱州 Laizhou, Shandong 毛蚶 S. subcrenata 90 20(6) 95.0 9.37×104 + 

2021-06 山东莱州 Laizhou, Shandong 
菲律宾蛤仔  
R. philippinarum 

50 2 100 3.69×102 – 

*：括号内数字为固定的蜡块样本数。*: The number in brackets is the number of wax blocks. 
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表 3  OsHV-1 原位 LAMP 检测与 qPCR 检测结果 Kappa 一致性分析 
Tab.3  Analysis of Kappa concordance between OsHV-1 in situ LAMP assay and qPCR results 

原位 LAMP 
qPCR 

阳性 Positive 阴性 Negative 合计 Total 
Kappa 值 

阳性 Positive 54 8 62 

阴性 Negative 1 11 12 
0.638 

合计 Total 55 19 74  

 

 
 

图 3  肝胰腺原位 LAMP 检测结果  
Fig.3  In situ LAMP detection in the hepatopancreas 

A：HE 染色；B：原位 LAMP 检测 

*：血细胞浸润区；#：肝胰腺小管上皮坏死；黑色箭头被 OsHV-1 感染的细胞。 
A: HE staining; B: In situ LAMP detection 

*: Infiltrated haemocytes; #: Epithelial cell and tissue necrosis of the hepatopancreatic tubules;  
Black arrows show OsHV-1 signals. 

 
常被观察到(图 5 和图 6)，这些结果说明，毛蚶的肌

细胞对 OsHV-1 的亲嗜性较强。部分个体鳃丝样本出

现轻度肿胀，肿胀的鳃丝中有血淋巴细胞浸润，并观

察到病毒阳性信号，推测杂交信号正是来源于浸润的

血淋巴细胞(图 7)。肝胰腺器官的组织病变和病毒杂交

信号在各发病个体中稳定出现，推荐肝胰腺作为毛蚶感

染OsHV-1组织病理、原位LAMP检测的首选目标器官。 

3  讨论 

贝类养殖产业是我国海水养殖产业的重要组成

部分，特别是 20 世纪 80 年代，以扇贝养殖为驱动力

掀起的我国海水养殖第三次浪潮，引领了我国海水养

殖产业的跨越式发展。自 20 世纪 90 年代以来，贝类

养殖产量在海水养殖总产量中的占比稳居 70%以上 
 

 
 

图 4  外套膜原位 LAMP 检测结果 
Fig.4  In situ LAMP detection in the mantle 

A：HE 染色；B：原位 LAMP 检测 

m：肌肉组织；c：结缔组织；*：血细胞浸润；黑色箭头示病毒杂交信号。 
A: HE staining; B: In situ LAMP detection 

m: Muscle; c: Connective tissue; *: Infiltrated haemocytes; Black arrows show OsHV-1 signals. 
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图 5  斧足原位 LAMP 检测结果 
Fig.5  In situ LAMP detection in the axe foot 

A：HE 染色；B：原位 LAMP 检测 

图 B 中的黑色箭头示被 OsHV-1 感染的细胞。 
A: HE staining; B: In situ LAMP detection  

Black arrows in Fig.B show OsHV-1 signals. 

 

 
 

图 6  闭壳肌原位 LAMP 检测结果 
Fig.6  In situ LAMP detection in the muscle 

A：HE 染色；B：原位 LAMP 检测 

*：血细胞浸润；黑色箭头示被 OsHV-1 感染的细胞。 
A: HE staining; B: In situ LAMP detection  

*: Haemocyte infiltration; Black arrows show OsHV-1 signals. 

 

 
 

图 7  鳃原位 LAMP 检测结果 
Fig.7  In situ LAMP detection in the gill 

A：HE 染色(黑箭头示异常增多的血淋巴细胞)；B：原位 LAMP 检测(黑色箭头示被 OsHV-1 感染的细胞) 
A: HE staining (Black Arrows show increased haemocytes); B: In situ LAMP detection (Black arrows show OsHV-1 signals) 
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(阙华勇等, 2016)。随着贝类养殖产业总体规模的不断

扩大，养殖病害问题日益严重。据统计，2020 年中国

贝类养殖产业因疾病造成的经济损失高达 120.0 亿元

(中国水生动物卫生状况报告)。OsHV-1 是近年来我

国和世界贝类养殖产业面临的一种主要病毒性病原，

其具有宿主范围广、变异株频繁出现等特点(Arzul  

et al, 2017; 白昌明等, 2021; 张淑敏等, 2020)，这给

该病毒的流行病学调查和防控工作带来了极大挑战。

对重要病原微生物易感宿主的准确认定，是制定有效

疫病防控措施的前提。2014 年，OIE 对水生动物疾病

易感宿主的标准进行了修订，至少满足以下 3 个原则

才能被认定为易感宿主：病例来源于自然感染或无创

人工感染实验(混养、浸浴或投喂)，通过注射等侵害

性人工感染方式、浸浴时病原浓度高于自然环境或水

体理化条件异于自然水体(如高温)等条件下发生的病

例不能用于易感性评估；病原微生物的种类得到充分

鉴定；有明确证据表明病原微生物在宿主体内发生复

制，或病原微生物寄生部位伴有感染发生 (OIE, 

2021)。这些原则给 OsHV-1 流行病学调查过程中适宜

采用的技术手段提供了参考。原位杂交技术作为一项

集 OsHV-1 分子水平种特异性与病毒组织分布原位检

测于一体的技术手段，为 OsHV-1 感染的确诊提供了

一个解决方案(Lipart et al, 2002)。但由于该方法操作

繁琐、耗时较长，不适合开展大规模流行病学调查工作。 

原位 LAMP 技术自 2003 年被提出以来(Maruyama 

et al, 2003)，已被应用于包括传染性皮下及造血组织

坏死病毒 (infectious hypodermal and hematopoietic 

necrosis virus, IHHNV) (Jitrakorn et al, 2016)和十足目

虹彩病毒 1 (Decapod iridescent virus 1, DIV1) (Chen 

et al, 2019)等水生动物病原在内的多种病原微生物检

测(Hashimoto et al, 2018; Ye et al, 2011)。与传统原位

杂交和原位 PCR 检测技术相比，原位 LAMP 具有核

酸扩增反应温度低、对组织破坏小，恒温扩增不需要

特殊实验设备以及实验操作更方便、快捷等优点

(Maruyama et al, 2003)。本研究在结合已有 OsHV-1 

LAMP 特异性引物的基础上，补充设计环引物，构建

OsHV-1 原位 LAMP 检测方法。应用该方法对 2019 年

来本团队收集的非正常死亡贝类样本进行检测，首次

确认毛蚶是 OsHV-1 的易感宿主。在毛蚶外套膜、肝

胰腺结缔组织，以及富含肌肉细胞的斧足和闭壳肌中

也发现较多病毒杂交信号，推测部分肌肉组织中的病

毒杂交信号来自肌细胞的细胞核。在毛蚶鳃丝中也发

现病毒杂交信号，根据信号出现的位置和细胞形态推

测其来源于血淋巴细胞。 

聚合酶链式反应(PCR)与荧光定量(qPCR)检测技

术由于其灵敏度高、特异性强，并且可以进行定量检测

的技术优势，已被广泛用于 OsHV-1 等多种水生动物病

原感染的筛查和确诊研究中。本研究使用的 OsHV-1 

qPCR 检测方法的检测灵敏度为 6 病毒拷贝/mg 组织

(Martenot et al, 2010)，同时，液相 PCR 在密闭环境

下进行，具有稳定性强的优势。本研究所使用的

LAMP 检测方法灵敏度为 103 病毒拷贝/反应(Zaczek- 

Moczydlowska et al, 2020)，同时，反应在开放的载破

片上进行，稳定性较差。但 qPCR 的检测需要提取病

毒 DNA 作为模板，提取过程破坏了病毒感染的组织，

且易受污染，造成假阳性。原位 LAMP 检测技术与

之相比虽然灵敏度较低，但规避了 qPCR 无法定位病

毒在组织分布的缺点。本研究结果表明，qPCR 适合

开展 OsHV-1 的大规模流行病学筛查，原位 LAMP 适

合开展 OsHV-1 感染确诊研究。 

20 世纪 90 年代末，栉孔扇贝曾是我国北方最重

要的海水养殖贝类之一，年产量最高时达 60 万 t 以

上，在海水养殖产业中占有极其重要的地位(张福绥

等, 1999)。由于大规模、高密度的单一品种养殖，海

区生态系统失衡，导致病害暴发，引起栉孔扇贝发生

大规模死亡(宋微波等, 2001; 王崇明等, 2002)。对从

死亡栉孔扇贝中纯化的疱疹样病毒粒子的基因组测

序和系统发育关系分析的结果显示，该疱疹病毒与

OsHV-1 为同种病毒的不同变异株，我国学者根据其

致病特点将其命名为扇贝急性病毒性坏死病毒(acute 

viral necrosis virus, AVNV)。AVNV 与 OsHV-1 参考株

基因组相似度为 97.0%。受海区生态环境失衡和

AVNV 病害的影响，我国栉孔扇贝养殖产业迅速萎

缩，年产量最低时跌至不足 20 万 t (Guo et al, 2016)。

对非正常死亡栉孔扇贝开展的被动流行病学调查显

示，2001—2007 年 AVNV 感染率(>60%)和感染强度

(>104 拷贝/ng 总 DNA)普遍较高(2000 年之前的样本

缺失 )， 2008—2013 年感染率 (<50%)和感染强度 

(<103 拷贝/ng 总 DNA)普遍下降，2014—2020 年未检

测到确诊病例(Bai et al, 2015)。本研究使用新开发的

OsVH-1 原位 LAMP 检测方法，对近年来采集的栉孔

扇贝样本进行检测的结果也为阴性。 

长牡蛎原产于西北太平洋中韩日俄海域，因其生

长快、抗逆性强，被引进到全球各地广泛养殖(Guo, 

2009; 张国范等, 2020)。从全球范围来看，长牡蛎也

是受 OsHV-1 病害影响最严重的物种，主要引起幼虫

和幼贝的大规模死亡(Barbosa Solomieu et al, 2015)。

我国长牡蛎感染 OsHV-1 的案例最早报道于 2009 年，

但目前因 OsHV-1 感染引起的大规模死亡案例仅发生

于幼虫阶段。福建牡蛎是长牡蛎的暖水姊妹亚种，在
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欧洲又被称为葡萄牙牡蛎(张国范等, 2020)。西班牙

和葡萄牙学者从当地福建牡蛎样本中检测到 OsHV-1

核酸(López Sanmartín et al, 2016a、2016b)，但尚无确

诊案例报道。本研究利用 qPCR 从福建牡蛎种贝中检

测到低载量的 OsHV-1 DNA，但原位 LAMP 检测结果

为阴性。2 个批次的福建牡蛎样本采集自育苗场，同

期曾发生过长牡蛎幼虫感染 OsHV-1 死亡案例。推测

由于场区未做好生物安保措施，水体或环境中存在

OsHV-1 污染，从而导致 qPCR 检测福建牡蛎种贝呈

弱阳性。 

OsHV-1 病害自 20 世纪 90 年代在我国发生以来，

其宿主范围不断扩大，并随着海区生态环境等因素发

生变化，给该病毒病的防控造成困难。近年来，我国

长牡蛎三倍体人工育种和养殖规模不断扩大，

OsHV-1 感染引起的幼虫死亡案例频繁发生。目前，

我们对我国大宗养殖贝类与常见野生贝类对 OsHV-1

的易感性尚不完全了解，本研究基于原位 LAMP 技

术建立了 OsHV-1 原位 LAMP 检测方法，并应用到

OsHV-1 的易感宿主调查工作中；为后续开展 OsHV-1

流行病学、易感宿主调查和组织亲嗜性等研究提供技

术支撑。 
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Survey of Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1) Susceptible Hosts  
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Epidemiology and Biosecurity, Qingdao, Shandong  266071, China; 3. Laboratory of Pathology and Immunology of Aquatic 
Animals, Ocean University of China, Qingdao, Shandong  266003, China) 

Abstract    Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) has caused a serious economic loss to the global bivalve 

aquaculture industry. Given its wide host range and the frequent emergence of mutated strains, OsHV-1 

infection threatens mollusk production. Unlike the common vertebrate herpesviruses that generally exhibit 

high host specificity, more than ten bivalve species have been identified as potentially susceptible to 

OsHV-1 infection, including members of Ostreoida, Pterioida, Arcoida, and Veneroida. A variety of 

OsHV-1 detection methods have been developed, such as PCR, in situ hybridization, in situ PCR, 

histopathology, transmission electron microscopy, ring-mediated isothermal nucleic acid amplification 

(LAMP), and recombinase polymerase amplification (RPA). The sensitivity and specificity of 

transmission electron microscopy detection are low, and specific complementary detection methods such 

as PCR are needed to confirm the occurrence of OsHV-1. In situ hybridization, although highly specific, 

has the disadvantages of low sensitivity, complicated procedures, and high investment of effort. PCR 

methods are still the most widely used for epidemiological investigation of OsHV-1. However, PCR 

cannot alone confirm infection, which has led to the emergence of unconfirmed cases of OsHV-1 infection 

in many species and regions. According to the World Organization for Animal Health´s (OIE) Aquatic 

Animal Manual, positive nucleic acid-specific detection combined with histopathology and transmission 

electron microscopy is required for the confirmed diagnosis of OsHV-1 infection. Other detection 

methods, such as LAMP and RPA, which use nucleic acid amplification alone to detect OsHV-1, can not 

confirm infection as the presence of nucleic acids is not equivalent to viral infection. As a result, the 

susceptibility of several bivalve species to OsHV-1 infection has not been evaluated. Instead, several 

obstacles remain with regards to the development of epidemiological surveillance programs and the 

implementation of quarantine, prevention, and control measures for OsHV-1 infection. Compared with 

traditional in situ hybridization and in situ PCR assays, in situ LAMP has the advantages of low nucleic 

acid amplification reaction temperature, less damage to tissue, constant temperature amplification that 

does not require special experimental equipment, and more convenient and efficient experimental design. 

In this study, we selected a set of LAMP primers designed for specific detection of OsHV-1, and a pair of 

loop primers were designed to improve the specificity and stability of the LAMP reaction on slides. An 

optimized in situ LAMP method for OsHV-1 detection was developed, which provides a rapid diagnostic 

method with high specificity and sensitivity to identify hosts that are potentially susceptible to OsHV-1 

infection, and to characterize the distribution pattern and tissue affinity of the virus in new hosts. The 
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optimized protocol and quantitative PCR (qPCR) were then used to detect OsHV-1 infection in bivalve 

samples (Crassostrea gigas, C. angulata, Chlamys farreri, Mizuhopecten yessoensis, Ruditapes 

philippinarum, and Scapharca subcrenata) collected from 2019 to 2021. OsHV-1 hybridization signals 

were observed in S. subcrenata samples alone, although positive qPCR results were obtained in more 

species. Further investigation of pathological characteristics and associated viral hybridization signals 

indicated that OsHV-1 infection always occurred in fibroblasts and hemocytes in the connective tissues of 

the mantle and hepatopancreas, nucleus of muscle cells in the foot, and adductor muscle. Signals were 

also occasionally observed in infiltrated hemocytes between and within the gill filaments. OsHV-1 

hybridization signals were observed within the hemocytes infiltrating several organs of the furcula 

visceral cluster. The hemocytes of S. subcrenata seem to be particularly susceptible to OsHV-1 infection. 

Histopathological lesions and viral hybridization signals in the hepatopancreas organ were consistently 

observed in individuals with clinical signs, and we recommend the hepatopancreas as the preferred target 

organ for histopathological and in situ LAMP assays for OsHV-1 infection in S. subcrenata. In situ 

LAMP-based detection indicated that S. subcrenata was a susceptible host for OsHV-1, and the 

connective tissue, muscle tissue, and hemolymph cells had a strong affinity for the virus. At present, the 

susceptibility of many cultured and wild shellfish to OsHV-1 infection is still unknown. Since the 

emergence of mollusk mortalities associated with OsHV-1 infection occurred in China in the 1990s, its 

host range has expanded and changed along with the environment, which has complicated its prevention 

and control. In recent years, the scale of artificial breeding and cultivation of triploid C. gigas has 

expanded in China, and larval mortalities are frequently associated with OsHV-1 infection. The in situ 

LAMP detection method for OsHV-1 infection developed in this study proved to be convenient and fast 

and could be a valuable tool for the rapid detection and confirmation of OsHV-1 infection. 

Key words    Ostreid herpesvirus 1; In situ LAMP; Susceptibility; Epidemiological study 
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紫菜腐霉拮抗菌的筛选和鉴定* 

翁佩文 1,2  杨慧超 1,3  李  杰 1  张文彬 1,3  阎永伟 1  莫照兰 1,4①  
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摘要    生物防治广泛用于农作物的病害防治，该方法在藻类病害防控方面尚未有相关的报道。腐

霉(Pythium sp.)是引起紫菜(Neopyropia)赤腐病(red rot disease)的主要病原，本研究的目的是筛选和

鉴定对紫菜腐霉有拮抗能力的细菌。从养殖藻类及其养殖环境中分离鉴定了 385 株细菌，通过平板

对峙法筛选到 9 株对腐霉有拮抗作用的细菌，进一步通过含毒介质法筛选到 3 株胞外产物对腐霉具

有抑制活性的细菌(P3、P6 和 P19)。3 株拮抗菌对 8 株腐霉均有拮抗活性，对腐霉生长的抑制率分

别为 52.09%~97.95% (P3)、26.81%~78.04% (P6)、10.47%~41.91% (P19)。通过 16S rRNA 鉴定和多

位点序列进化分析 (16S rRNA-dnaA-dnaN-recA) ，将 P3 和 P6 鉴定为杀鱼假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas piscicida)，P19 鉴定为解肽假交替单胞菌(Pseudoalteromonas peptidolytica)。本

研究筛选得到的拮抗菌为下一步建立紫菜赤腐病的生物防治方法奠定了基础。 

关键词    腐霉；拮抗菌；假交替单胞菌；生物防治 

中图分类号 S946.2   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0186-10 

紫菜(Neopyropia)是一类生长于潮间带的大型经

济红藻，广泛分布于寒带至热带海域，具有较高的经

济价值及生态价值(章守宇等, 2019; 江涛等, 2021)。

我国是紫菜生产大国，紫菜的栽培规模及产量均居世

界之首，年产值约 13 亿美元(http://www.fao.org/fishery/ 

statistics/global-aquaculture production/zh)。然而，由

细菌、卵菌和病毒等引起的病害频繁发生，给养殖户

带来了巨大的经济损失(Arasaki, 1947; Migita, 1969; 

Saito et al, 1972; Kim et al, 2016)。其中，由卵菌病原

腐霉(Pythium sp.)引起的赤腐病(red rot disease)是紫

菜栽培期 主要的病害，常导致紫菜病烂、空帘而绝

收(Arasaki, 1947; Takahashi, 1970; Lee et al, 2015)。目

前，生产上经常采用干出、冷藏、酸洗的方法来应对

紫菜赤腐病(Fujita et al, 1980; Sakaguch et al, 2001; 

Akizuki et al, 2007)。将患病紫菜干燥至含水量为

30%~40%并在–20℃冷藏 1~2 周，可使紫菜腐霉菌丝

大量死亡，但紫菜腐霉的卵孢子对干燥及冷藏具有较

好的耐受性，存活率为 10%~30% (Fujita et al, 1980)。

用 pH 2.0~5.0 的无机酸或有机酸处理患病紫菜，在腐

霉孢子浓度较低的情况下可有效抑制赤腐病，但在腐

霉孢子浓度较高时处理效果不明显(Sakaguchi et al, 

2001; Akizuku et al, 2007)。此外，这些物理或化学的

abc
图章
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处理方法还存在一系列问题，如冷藏设备及场地会大

幅度提高栽培成本；酸性杀菌剂不仅污染栽培海区，

长期使用还会提高腐霉的耐酸性而影响防治效果

(Hwang et al, 2009)。多年来，研究人员一直尝试选育

或培育紫菜抗病品系，到目前为止还未得到对赤腐病

完全免疫的品系(Polne-Fuller et al, 1984; Park et al, 

2014、2015)。 

在陆地农作物生产中利用有益的拮抗微生物或

其代谢产物进行病害防控是一种绿色、安全、有效的

方法(王丁等, 2018)，这为经济海藻的病害防控提供

了新思路。藻类及其生长环境存在多种多样的微生

物，且处在动态变化中，这些微生物分泌的多种活性

物质具有抗菌、抗病毒、抗寄生虫等活性(Singh et al, 

2014、2015; 阎永伟等, 2022)，是筛选生防微生物的

良好来源。本研究的目的是从海藻及其生长环境中筛

选和鉴定出对紫菜腐霉具有拮抗作用的细菌，为建立

紫菜赤腐病的生物防治奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及培养基 

紫菜赤腐病病原为腐霉 Pythium porphyrae 和 Pyt. 

chondricola。本研究所用的 Pyt. porphyrae菌株(NBRC 

30800、NBRC 33126、NBRC 100633 和 NBRC 33253)

购 自 日 本 生 物 资 源 库 (NITE Biological Resource 

Center, Department of Biotechnology, National Institute 
of Technology and Evaluation, Japan)，Pyt. chondricola 菌

株(JS151205、PYTHT201801-1、RZ201902 和 LS201903)

由本实验室分离自患赤腐病紫菜(邱丽萍, 2018; 何礼娟, 

2020)。上述菌株保藏于中国水产科学研究院黄海水

产研究所养殖生物病害控制与分子病理学研究室，在

4℃传代保藏。培养紫菜腐霉的培养基为海水玉米培

养基(SCM) (玉米粉 2 g/L、酵母粉 1 g/L、琼脂 15 g/L、

盐度为 20 的海水、pH 调为 7.0~7.5)，常规培养温度

为 24℃。培养细菌的培养基为 2216E 海水培养基(MA) 

(蛋白胨 5 g/L、酵母膏 1 g/L、FePO4 0.01 g/L、琼脂

15 g/L、陈海水)，常规培养温度 28℃，震荡条件为

150 r/min。 

1.2  细菌的分离和纯化 

采集紫菜的苗期贝壳丝状体、海区栽培期的叶状

体、海带(Saccharina japonica)苗及相应的栽培水体进

行细菌的分离。采集的样品放入无菌采样袋(海博生

物)及水样采集袋(海博生物)带回实验室处理。紫菜贝

壳丝状体用灭菌海水清洗表面 3 次，用无菌刮刀刮取

约 1 cm2 贝壳丝状体；紫菜叶状体及海带苗用无菌刷

子清除表面附着的杂质，再用灭菌海水清洗 3 次。所

得的藻类样品用无菌研磨棒分别匀浆，用灭菌海水分

别将匀浆液进行梯度稀释，取稀释度为 10–2、10–3、

10–4 的稀释液 100 μL 涂布于 MA 上。水样也分别稀

释至 10–1、10–2 和 10–3，取 100 μL 涂布于 MA 上。将

所有平板置于 28℃培养 2 d，挑取形态不同的单菌落

进行纯化，–80℃保存在 30%甘油里。 

1.3  拮抗菌初筛 

用平板对峙法进行拮抗菌的初筛(Farhaoui et al, 

2022)。用接种环挑取细菌菌株在 MA 上划线，在 28℃

培养活化 2 d 备用。供试紫菜腐霉菌株 NBRC 33253

接种在 SCM 上，在 24℃培养 7 d 至长满平板后，用

打孔器沿边缘菌丝将紫菜腐霉打成 5 mm 的圆形菌

饼，将其接种在新的 SCM 平板中央，于 24℃培养 1 d

后，以紫菜腐霉菌饼为中心画“十”字作为定位线，挑

取细菌菌落在距离紫菜腐霉菌饼中心 2 cm、垂直于定

位线画 1 cm 短线，每平板可划 4 条短线，即接种 4 株

菌株，对照组不接种细菌。将平板置于 24℃培养，

为高效筛得目标菌株，本实验选用腐霉 适生长温度

24℃(何礼娟, 2020)，待对照组紫菜腐霉直径长至约

为 4 cm 时，观察接种细菌的周围是否出现抑菌圈。

选出对紫菜腐霉有拮抗效果的菌株重复上述实验，在

同一平板上接种相同菌株，每组 3 个平行，用游标卡

尺量取定位线上紫菜腐霉边缘与细菌之间的距离。对

具有拮抗能力的菌株重复上述筛选 2 次。 

1.4  拮抗菌复筛 

用含毒介质法进行拮抗菌的复筛 (何碧珀等 , 

2019)。将初筛得到的细菌单菌落接种到 100 mL MA

液体培养基中，在 28℃、150 r/min 条件下震荡培养

72 h，取 30 mL 菌液于 50 mL 离心管中 5000 r/min 离

心 10 min，取上清液用 0.22 μm 膜过滤获得无菌滤液。

将灭菌 SCM 冷却至 40℃左右，按无菌滤液∶SCM= 

1∶5 的比例充分混匀后制备含无菌滤液平板。将紫

菜腐霉 NBRC 33253 制成 5 mm 菌饼接种在含拮抗菌

无菌滤液的平板中央，作为实验组；根据初筛结果选

择 1 株无拮抗效果的菌株制备无菌滤液，用上述方法

制备平板，接种紫菜腐霉菌饼作为阴性对照组；在不

含无菌滤液的 SCM 平板上接种紫菜腐霉菌饼作为空

白对照组。每组平板设 3 个平行。将平板置于 24℃

培养，至空白对照组紫菜腐霉长满平板(约 7 d)，用菌

落分析仪(Synbiosis Protocol 2, 英国)拍摄平板照片，

然后用显微镜(OLYMPUS BX53, 日本)的自带软件
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AJ-VERT 的“任意多边形”工具圈取腐霉生长面积，计

算抑菌率。重复上述实验 2 次。 

计算公式：抑菌率=(Ab–Ae)/(Ab–Ai)×100% 

式中，Ab 为空白对照组的腐霉面积，Ae 为实验组的腐

霉面积，Ai 为菌饼面积。 

1.5  拮抗谱的测定 

用平板对峙法测定 3 株拮抗菌(P3、P6 和 P19)对

8 株腐霉的拮抗谱及拮抗能力。具体步骤为：挑取单

菌落接种到 MA 液体培养基培养 12 h，按 10%的接种

量转接至新鲜的 MA 液体培养基继续培养 1~2 h，将

细菌培养液 5000 r/min 离心 10 min 去除上清液，用

灭菌海水悬浮细菌，重复离心、悬浮步骤 3 次， 后

制成 108 CFU/mL 的菌悬液备用。将 5 mm 紫菜腐霉

菌饼接种在 SCM 中央，1 d 后按 1.3 中的定位方法，

在距离菌饼 2 cm 处，点种菌悬液 2 μL 作为实验组，

点种 2 μL 灭菌海水作为空白对照组。每组设 3 个平

行，将所有平板置于 15℃。为筛得具有防治赤腐病

潜力的菌株，本实验选用温度为实验室腐霉侵染紫菜

温度 15℃，待空白组腐霉长满平板(10~15 d)，计算

抑制率，统计方法同 1.4。重复上述实验 2 次。 

用打孔器将抑菌圈边缘的腐霉菌丝打成 5 mm 直

径的菌饼，用乳酸酚棉蓝染液(G1600, Solarbio)对腐

霉菌饼进行染色，染色完成后用灭菌海水洗去菌饼表

面残余的染液后制片，以空白对照组腐霉边缘菌丝为

对照，用显微镜观察抑菌圈边缘菌丝的形态变化。 

1.6  拮抗细菌的鉴定 

对细菌进行菌落形态观察、革兰氏染色(G1060, 

Solarbio)。用通用引物 27F/1492R 扩增拮抗菌的 16S 

rRNA 基因进行细菌鉴定(杨慧超, 2019)。对假交替单

胞菌属细菌(Pseudoalteromonas sp.)进一步扩增管家

基因 dnaA、dnaN、recA 基因序列，进行多位点序列

分析 (multilocus sequence analysis, MLSA) 。根据

GenBank 中假交替单胞菌的 dnaA、dnaN、recA 序列，

利用 BioEdit 软件(Alzohairy, 2011)，识别序列中的高

保守区域，设计引物。dnaA 的引物序列为 PdnaAF 

(5´-TTTAGCATGTGGGTAAGACC-3´)和 PdnaAR (5´- 

TCTTGGTCTAGCAACTGAAC-3´)，dnaN 为 PdnaNF 

(5´-TGCAAATAACGATTCCAAGAG-3´)和 PdnaNR (T 

TTGCATCAGAAAGCGTAAA)，recA 为 recA-F/recA-R 

(Beurmann et al, 2017)。利用 MEGA-X 软件将 16S 

rRNA (1499 bp)、dnaA (1146 bp)、dnaN (955 bp)和 recA 

(811 bp)基因序列按顺序连接，并进行比对，构建 N-J

系统发育树。 

1.7  数据分析 

利用 Excel 和 SPSS 软件对实验数据进行统计分

析，实验结果取平均值±标准差 ,( 3)x SD n  ，利用

Duncan 检验法进行多重比较，显著性为 P<0.05。 

2  结果 

2.1  细菌的分离及拮抗菌筛选 

从紫菜的贝壳丝状体、叶状体、海带及栽培水体

中分离到 385 株细菌用于筛选拮抗菌。用平板对峙法

进行初筛时，得到 9 株对腐霉 NBRC 33253 具有拮抗

作用的菌株(图 1)。2 次重复实验显示，拮抗菌的抑菌

带宽度在 1.65~16.54 mm 之间(表 1)。 

用含毒介质法对这 9 株细菌进行复筛时，有 3 株

菌株(P3、P6 和 P19)的无菌滤液对腐霉的生长产生了

显著的抑制(图 2)。2 次重复实验显示，这 3 株细菌的

抑菌率为 20.04%~30.09% (表 1)。根据这些结果，选

取 P3、P6 和 P19 进行下一步实验。 

2.2  拮抗谱 

用平板对峙法检测了 P3、P6 和 P19 对 8 株腐霉

的拮抗谱和拮抗能力。2 次重复实验结果显示，15℃

条件下，3 株拮抗菌对 8 株腐霉均具有拮抗作用(图 3)，

其中，P3 的拮抗能力 强，抑菌率达到 (52.09%~ 

97.95%)，其次为 P6 (26.81%~78.04%)和 P19 (10.47%~ 

41.91%) (表 2)。用乳酸棉酚蓝对对峙边缘的腐霉菌丝进

行染色观察，结果显示，与对照组的腐霉菌丝相比，与

拮抗菌 P3 和 P19 对峙的腐霉菌丝密度变稀疏、着色变

浅，而与拮抗菌 P6 对峙的腐霉菌丝无明显变化(图 4)。 

2.3  拮抗菌的鉴定 

菌株 P3、P6 和 P19 革兰氏染色均为阴性，其中，

P6 产黄色色素，P19 产棕色色素，P3 无色素产生。16S 

rRNA 基因序列分析结果显示，3 株拮抗菌均与假交替

单胞菌的相似性 高，P3 和P6 为 99.93%，P19 为 99.86%。

将 P3、P6 和 P19 的 4 个基因串联(16S rRNA-dnaA- 

dnaN-recA)构建多位点序列的系统进化树，分析结果显

示，P3 和 P6 与杀鱼假交替单胞菌(Pseudoalteromonas 

piscicida) 聚 为 一 支 ， P19 与 解 肽 假 交 替 单 胞 菌

(Pseudoalteromonas peptidolytica)聚为一支(图 5)。 

3  讨论 

大型海藻在生长发育过程中会产生多种代谢物

质到藻体表面，为微生物定植提供了适宜的基质和营

养(Steinberg et al, 2002; Staufenberger et al, 2008;  
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图 1  对峙生长法初筛腐霉拮抗菌 
Fig.1  Preliminary screening of Pyt. porphyrae antagonistic bacteria by dual culture bioassays 

A：空白对照；B~J：P3(B)、P4(C)、P5(D)、P6(E)、P7(F)、P8(G)、P12(H)、P19(I)、B1(J)与腐霉的对峙生长 
A: Blank control; B~J: Antagonistic growth of P3(B), P4(C), P5(D), P6(E), P7(F), P8(G), P12(H), P19(I),  

and B1(J) against Pyt. porphyrae 
 

 
 

图 2  含毒介质法复筛拮抗菌 
Fig.2  Secondary screening of antagonistic bacteria by toxic media method 

A：空白对照；B：阴性对照组；C~E：腐霉在含有 P3(C)、P6(D)、P19(E)无菌滤液的培养基上生长 
A: Blank control; B: Negative control;  

C~E: Pyt. porphyrae grew on the medium containing extracellular products from P3(C), P6(D) and P19(E) 
 

表 1  拮抗菌的筛选 
Tab.1  Screening of antagonistic bacteria 

初筛/(抑菌带/mm) 
Preliminary screening/(Bacteriostatic zone/mm)

复筛/(抑制率/%) 
Secondary screening/(inhibition rate/%)组别 

Group 
第 1 次 Test 1 第 2 次 Test 2 第 1 次 Test 1 第 2 次 Test 2 

P3 11.79±0.90f 12.25±1.60f 21.51±2.59a 20.04±1.56a 

P4 3.66±0.31c 4.19±0.09c 0 0 

P5 1.70±0.39a 1.65±0.37a 0 0 

P6 10.58±0.20e 10.95±0.46e 23.12±2.45a 21.56±2.53a 

P7 2.87±0.16b 3.11±0.22b 0 0 

P8 6.19±0.19d 6.60±0.36d 0 0 

P12 2.58±0.67b 2.89±0.42b 0 0 

P19 16.37±0.35g 16.54±0.56g 30.09±4.66b 27.66±2.27b 

B1 2.80±0.33b 2.79±0.37b 0 0 

对照 Control1 0 0 / / 

空白对照 Blank control2 / / 0 0 

阴性对照 Negative control3 / / 0 0 

注：1. 初筛实验中仅接种腐霉的平板；2. 复筛实验中，在不含菌液的 SCM 平板上接种腐霉；3. 复筛实验中，在含有

无拮抗作用细菌菌液的 SCM 平板上接种腐霉。同列不同字母上标表示数据存在显著差异，相同字母表示数据无显著差异。 
Note: 1. The control group in the primary screening experiment; 2. The control group in the secondary screening experiment; 

3. Negative control group in the secondary screening experiment. Different superscripts indicate significant differences in the 
same column, while the same superscripts indicate no significant differences. 
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图 3  8 株腐霉与 3 株拮抗菌的对峙生长图 
Fig.3  Confrontation growth between Pythium and antagonistic bacteria 

00、26、33、53、JS、HT、LS、RZ 分别为腐霉 NBRC 30800、NBRC 33126、NBRC 100633、NBRC 33253、JS151205、PYTHT201801-1、

LS201903、RZ201902；00-P3、26-P3、33-P3、53-P3、JS-P3、HT-P3、LS-P3、RZ-P3 分别为 P3 与腐霉 NBRC 30800、NBRC 33126、

NBRC 100633、NBRC 33253、JS151205、PYTHT201801-1、LS201903、RZ201902 的对峙生长；00-P6、26-P6、33-P6、53-P6、

JS-P6、HT-P6、LS-P6、RZ-P6 分别为 P6 与腐霉 NBRC 30800、NBRC 33126、NBRC 100633、NBRC 33253、JS151205、PYTHT201801-1、

LS201903、RZ201902 的对峙生长；00-P19、26-P19、33-P19、53-P19、JS-P19、HT-P19、LS-P19、RZ-P19 分别为 P19 与腐霉 NBRC 

30800、NBRC 33126、NBRC 100633、NBRC 33253、JS151205、PYTHT201801-1、LS201903、RZ201902 的对峙生长。 
00, 26, 33, 53, JS, HT, LS, RZ represent Pythium NBRC 30800, NBRC 33126, NBRC 100633, NBRC 33253, JS151205, 

PYTHT201801-1, LS201903, RZ201902, respectively; 00-P3, 26-P3, 33-P3, 53-P3, JS-P3, HT-P3, LS-P3, RZ-P3 represent antagonistic 
growth of P3 against Pythium NBRC 30800, NBRC 33126, NBRC 100633, NBRC 33253, JS151205, PYTHT201801-1, LS201903, 

RZ201902, respectively; 00-P6, 26-P6, 33-P6, 53-P6, JS-P6, HT-P6, LS-P6, RZ-P6 represent antagonistic growth of P6 against Pythium 
NBRC 30800, NBRC 33126, NBRC 100633, NBRC 33253, JS151205, PYTHT201801-1, LS201903, RZ201902, respectively; 00-P19, 
26-P19, 33-P19, 53-P19, JS-P19, HT-P19, LS-P19, RZ-P19 represent antagonistic growth of P19 against Pythium NBRC 30800, NBRC 

33126, NBRC 100633, NBRC 33253, JS151205, PYTHT201801-1, LS201903, RZ201902, respectively. 
 

表 2  拮抗菌对腐霉生长的抑菌率 
Tab.2  Growth inhibition rate of antagonistic bacteria against Pythium strains 

抑制率 Inhibition rate /% 

第 1 次 Test 1 第 2 次 Test 2 
编号 
No. 

P3 P6 P19 P3 P6 P19 

NBRC 30800(00) 83.57±1.78a 49.66±7.77b 26.74±2.59c 57.58±2.45a 45.37±2.29b 14.38±7.95c 

NBRC 33126(26) 86.35±6.39a 47.01±4.10b 35.98±3.15c 52.09±4.28a 39.63±3.35b 31.67±1.89c 

NBRC 100633(33) 97.41±0.27a 65.94±0.38b 41.91±4.72c 97.95±0.75a 53.67±7.26b 17.90±2.13c 

NBRC 33253(53) 97.92±0.13a 78.04±0.13b 33.16±3.20c 96.31±0.21a 66.23±6.08b 23.03±3.44c 

JS151205(JS) 92.23±0.31a 35.84±3.40b 18.67±0.24c 86.27±0.82a 26.81±4.14b 10.47±1.42c 

PYTHT201801-1(HT) 95.89±0.54a 30.71±2.28b 19.12±5.30c 94.89±0.34a 45.55±4.17b 20.26±2.93c 

LS201903(LS) 95.47±0.56a 48.36±4.32b 16.37±2.56c 96.95±0.57a 35.80±6.32b 21.11±0.89c 

RZ201902(RZ) 96.82±0.49a 59.69±0.53b 40.29±3.04c 96.82±0.72a 57.03±5.56b 35.50±7.35c 

注：将 3 株拮抗菌对同一腐霉的生长抑制率进行差异显著性分析，同行不同字母上标表示数据存在显著差异，相同

字母表示数据无显著差异。 
Note: The growth inhibition rates of three antagonistic bacteria against the same Pythium strain were analyzed. Different 

superscripts indicate significant differences in the same row, while the same superscripts indicate no significant differences. 
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Singh et al, 2013)。附着在海藻表面的微生物群落可

产生多种活性物质，这些物质不仅影响海藻的正常形

态及生长发育，还可保护宿主免受有害生物的侵害。

因此，大型海藻的附着微生物成为生物和医药领域的

优选目标(Singh et al, 2014、2015)。本研究从紫菜和

海带及其栽培水体分离细菌，通过平板对峙法筛选出

9 株具有抑制腐霉生长活性的细菌，并通过含毒介质

法检测出 3 株细菌(P3、P6 和 P19)的胞外产物能够抑

制腐霉的生长，表明这 3 株细菌通过拮抗作用抑制了

腐霉的生长。其他 6 株细菌的胞外产物未检测到抑制

腐霉生长的情况，说明这 6 株细菌通过竞争作用抑制

了腐霉的生长。 
 

 
 

图 4  拮抗菌和腐霉对峙区域的腐霉菌丝显微观察(乳棉酚蓝染色) 
Fig.4  Microscopic observation of the Pythium mycelia growing in the confrontation area between  

Pythium and antagonistic bacteria (lactophenol cotton blue staining) 

 

 
 

图 5  基于拮抗菌 P3、P6 和 P19 的 16S rRNA-dnaA-dnaN-recA 构建的 N-J 系统发育树 
Fig.5  N-J phylogenetic tree based on 16S rRNA-dnaA-dnaN-recA of P3, P6, and P19 
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通过 16S rRNA 鉴定及多位点序列分析，将 P3

和 P6 鉴定为杀鱼假交替单胞菌，将 P19 鉴定为解肽假

交替单胞菌。多个研究表明，从海洋环境分离的假交

替单胞菌能分泌具有抗菌、防污、杀藻等作用的活性

物质，包括抗生素、胞外酶类物质和胞外毒素等

(Holmstrom et al, 1999; Egan et al, 2001; Bowman, 
2007; 孙星等, 2018; 练小军等, 2020)。大多数的研究

报道了抗细菌活性物质的分离和鉴定，而对抗真菌、

抗卵菌的活性物质的报道不多。Moree 等(2014)报道

了从健康珊瑚分离的一株假交替单胞菌产生的一种

酰胺聚酮具有抗真菌活性；Franks 等(2005)报道了一

株 P. tunicata 产生的黄色色素具有抗真菌活性，并鉴

定为生物碱。分离自海洋环境的一些杀鱼假交替单胞菌

菌株被证实能够有效拮抗多种病原菌，包括创伤弧菌

(Vibrio vulnificus)、副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)、美

人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)、金黄色葡萄

球菌 (Staphylococcus aureus)、白色念珠菌 (Candida 

albicans)及枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)等(Richards 

et al, 2017; Eliseikina et al, 2021)；一些解肽假交替单

胞菌具有淀粉酶、几丁质酶、木质纤维素酶活性

(Venkateswaran et al, 2000; Johnson et al, 2021)。但这

些分离株产生的抑菌物质尚不清楚。在本研究中，拮

抗菌 P3 和 P19 与腐霉相互作用区域的腐霉菌丝出现

乳酸棉酚蓝着色浅的情况，而与 P6 相互作用区域的

菌丝无明显变化，说明 3 株细菌可能通过不同方式抑

制腐霉生长。当阳性菌株溶解或死亡时，乳酸酚棉蓝

染色常呈阴性，说明 P3 和 P19 分泌的活性物质有可能

降解了腐霉菌丝或影响菌丝活性，导致着色变浅。 

在水产养殖中，假交替单胞菌作为益生菌在防治

养殖动物的病害中显示了良好的效果(Fjellheim et al, 

2010; Goulden et al, 2012; Offret et al, 2019)。本研究

筛选得到的拮抗菌 P3、P6 和 P19，对引起紫菜赤腐

病的致病性腐霉展示了显著的拮抗能力，显示了其作

为益生菌用于防治紫菜赤腐病的生防潜力。在后续的

研究中，我们将开展拮抗菌的安全性评价及其在预防

和治疗紫菜赤腐病中的生防效果和应用，在此基础上

探究拮抗菌的活性物质的鉴定及其生防机制。 
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Screening and Identification of Antagonistic Bacteria  
Against Pythium Causing Red Rot Disease in Neopyropia 

WENG Peiwen1,2, YANG Huichao1,3, LI Jie1, ZHANG Wenbin1,3, YAN Yongwei1, MO Zhaolan1,4①
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Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China; 4. Key Laboratory of Tropical 
Aquatic Germplasm of Hainan Province, Sanya Oceanology Institute, Ocean University of China, Sanya, Hainan  572000, China) 

Abstract    China is the largest producer of Neopyropia yezoensis, ranking first in the world for 

cultivation area and yield production. In N. yezoensis production, diseases occur frequently every year due 

to increased farming density, environmental deterioration, and germplasm degeneration, resulting in 

serious economic losses to farmers. Red rot disease is caused by Pythium sp. and is one of the most 

common diseases during N. yezoensis farming, leading to empty nets and harvest loss. Air-dry, cold 

storage, and acid wash are common methods to counteract red rot disease in N. yezoensis farming. These 

physical or chemical disinfection methods, however, are not completely effective, and some have serious 

consequences. For example, refrigeration equipment and space will greatly increase costs, and acid wash 

treatments can cause environmental pollution. Although research has attempted to select or cultivate 

disease-resistant strains of laver, there remains no laver strain completely immune to red rot disease. 

Biocontrol is an effective method that is widely used in disease control of land crops. Biocontrol is 

potentially an environment-friendly and effective control method for macroalgal diseases. However, 

limited information exists on biocontrol in macroalgal diseases. During the growth and development of 

macroalgae, a variety of metabolites are produced on their surfaces, which provide suitable substrates for 

microbial colonization. The microbial community attached to the surface of algae is highly diverse and 

can produce many kinds of biologically active compounds. These compounds not only play a major role 

in normal morphology, growth, and development of algae, but also have antibacterial, antiviral, 

antiparasitic, and other activities to protect the host from harmful organisms. Therefore, the epiphytic 

microorganisms of algae provide good sources of microorganisms for biological screening. This study 

aimed to screen and identify bacteria with antagonistic ability towards Pythium sp.. A total of 385 

bacterial strains, isolated from farming algae and their culturing environments, were screened. In the first 

round of screening, the plate confrontation method was used and repeated twice and confirmed that nine 
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strains had antagonistic effects on the growth of Pythium sp.. The diameter of the bacteriostatic zone was 

approximately 1.65–16.54 mm. In the second round of screening, three strains (assigned as P3, P6, and 

P19) were further investigated using the toxic medium method for inhibitory activities in their 

extracellular products. Repeated experiments showed that the bacteriostatic rate was approximately 

20.04%–30.09%. The antibacterial spectrum was determined by the plate confrontation method. Strains 

P3, P6, and P19 all had antagonistic effects on the eight tested strains of Pythium preserved in our 

laboratory. The inhibition rates reached 52.09%–97.95% for P3, 26.81%–78.04% for P6, 10.47%–41.91% 

for P19, respectively. The Pythium hyphae on the confrontation edge were further investigated by lactic 

acid phenol cotton blue staining. When compared with Pythium hyphae in a control group, the density and 

color of Pythium hyphae against strains P3 and P19 became sparse and lighter. There were no significant 

changes in Pythium hyphae against strain P6. Strains P3 and P6 were identified as Pseudoalteromonas 

piscicida, and P19 as P. peptidolytica, based on 16S rRNA gene identification and multilocus sequences 

analysis of 16S rRNA-dnaA-dnaN-recA. The bacterial strains of P3, P6, and P19 had significant 

antagonistic capabilities against the pathogenic Pythium strains. This indicates they are potential 

biocontrol probiotics for the control of red rot disease in N. yezoensis. The present study provides the 

foundation for research on the evaluation and application of antagonistic bacterial strains in the biocontrol 

of red rot disease of N. yezoensis.  

Key words    Pythium; Antagonistic bacteria; Pseudoalteromonas; Biocontrol 
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稻田和池塘养殖禾花鲤肌肉营养与品质分析* 
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摘要    为评估不同养殖环境对禾花鲤(Cyprinus carpio)肌肉营养与品质的影响，采用国标法检测

稻田和池塘 2 种养殖环境下禾花鲤肌肉常规营养成分、质构特性、氨基酸和脂肪酸组成。结果显示，

池塘组禾花鲤肌肉粗蛋白和粗脂肪含量显著高于稻田组(P<0.05)，水分含量显著低于稻田组

(P<0.05)，灰分含量 2 组差异不显著(P>0.05)；池塘组肌肉粘性显著高于稻田组(P<0.05)，内聚性和

剪切力显著低于稻田组(P<0.05)，其他质构指标 2 组间差异不显著(P>0.05)；肌肉氨基酸测定结果

显示，池塘组氨基酸总量(ƩTAA)、鲜味氨基酸(DAA)、必需氨基酸(EAA)、非必需氨基酸(NEAA)

显著高于稻田组(P<0.05)，ƩEAA/TAA 和 ƩEAA/NEAA 显著低于稻田组(P<0.05)，2 组禾花鲤必需

氨基酸构成比例均符合 FAO/WHO 标准；在鲜味氨基酸含量方面，池塘组主要的 4 种呈味氨基酸含

量均显著高于稻田组(P<0.05)。根据氨基酸评分(AAS)和化学评分(CS)标准，2 组禾花鲤肌肉第一、

二限制性氨基酸均分别为色氨酸(Trp)和缬氨酸(Val)；在脂肪酸测定结果中显示，池塘组单不饱和脂

肪酸(∑MUFA)含量显著高于稻田组(P<0.05)，但多不饱和脂肪酸(∑PUFA)、EPA+DHA 和∑n-3PUFA/ 

∑n-6PUFA 显著低于稻田组(P<0.05)。综上所述，池塘和稻田养殖条件下，禾花鲤均为优质的蛋白

质来源，但不同养殖环境对禾花鲤肌肉营养与品质有显著影响。从常规营养成分、氨基酸评分方面

看，池塘养殖条件下禾花鲤肌肉营养价值更高；从脂肪酸角度来看，稻田养殖禾花鲤肌肉具有较高

的 EPA+DHA 含量以及 n-3/n-6 多不饱和脂肪酸比例，更适合高血脂和心血管疾病等患者食用，从

质构性来看，稻田养殖环境下禾花鲤肌肉更具嚼劲。 

关键词    禾花鲤；稻田养殖；池塘养殖；肌肉品质 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0196-09 

禾花鲤(Cyprinus carpio)为鲤科(Cyprinidae)、温

水性小型鱼类，鱼体呈半透明的紫褐色，鳞细肉嫩，

味道鲜美，早在乾隆盛世时就成为宫廷“贡品”(蒋云龙

等, 2009)。禾花鲤生长快、食性杂、繁殖力和抗病力

强，常见于广西桂北山区。目前，普遍认为禾花鲤是

一种典型的稻田养殖地方鱼类(汪婷等, 2019)，其主

要 天 然 饵 料 有 底 栖 动 物 、 浮 游 植 物 [ 绿 藻

(Chlorophyta)、金藻(Chrysophyta)、硅藻(Diatom)、

abc
图章
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微藻(Microalgae)等]和浮游动物(卤虫、桡足类无节幼

体等)(邱楚雯等, 2018; 彭辉辉, 2019)。 

稻田养殖是一种生态循环农业发展的养殖模式，

能有效防治病害、改善水质、改良稻田水体群落，是

国家大力支持发展的一种水产养殖模式(马冬梅等 , 

2019)。养殖户通过稻田养殖禾花鲤获得了较好的经

济效益，但随着消费者生活水平的不断提高，稻田养

殖禾花鲤已经难以满足市场需求。池塘养殖作为一种

传统的人工养殖模式，也是我国最重要的淡水养殖模

式(张婧怡, 2020)，2020 年池塘养殖产量占全国淡水

养殖鱼的 73.80% (农业农村部渔业渔政管理局 , 

2020)。改用池塘养殖禾花鲤对其肌肉营养价值是否

会产生影响，目前相关的研究还鲜有报道。另外，国

内外对禾花鲤肌肉品质的研究也较少，仅有杨四秀等

(2009)对全州县稻田禾花鲤的肌肉组分营养价值做了

初步分析。因此，本研究拟通过对稻田和池塘养殖环

境下禾花鲤肌肉营养与品质进行科学评估，以补充常

见食用鱼肌肉品质的基础数据，同时为禾花鲤池塘养

殖的推广提供数据资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用禾花鲤由广西农业良种海南南繁育种基

地孵化，选择同一批孵化的禾花鲤幼鱼(2.35±0.08) g 

6000 尾，随机将其分为池塘和稻田(广西绿淼生态农

业有限公司) 2 个实验组，密度为 15000 尾/hm2，每

组 3 个重复。池塘养殖采用通威饲料有限公司生产的

商品饲料(粗蛋白≥32%，粗脂肪≥3.0%)，日投喂率

为体重的 3%，稻田养殖不投喂，养殖周期为 12 周。 

1.2  样品采集 

养殖实验结束后，禁食 24 h。从稻田养殖组和池

塘养殖组中随机捞取 100 尾鱼，经 MS-222 (Sigma，

美国)麻醉后用干毛巾擦拭鱼体，测定形体指标，然

后 2 组各随机选取 30 尾剪取背部两侧肌肉。样品保

存于–80℃冰箱中待测。 

1.3  测定方法 

采用直接干燥法 (GB 5009.3-2016)测定水分含

量，灼烧称量法(GB 5009.4-2016)测定粗灰分含量，

凯氏定氮法(GB 5009.5-2016)测定粗蛋白含量，索氏

提取法(GB 5009.6-2016)测定粗脂肪含量。使用氨基

酸自动分析仪(GB/T5009.124-2016)测定氨基酸组成

(色氨酸除外)，按照尤晓蒙(2015)所用方法，碱水解

后用高效液相色谱法测定色氨酸。脂肪酸组成及含量

测定参照 GB 5009.168-2016《食品中脂肪酸的测定》

的方法进行。 

将鱼肉沿肌肉纤维方向切成 1.5 cm×1.5 cm×1.5 cm

的块状，用 TA-XTPlus 质构仪测定肌肉质构指标。

测定条件：探头 P/36R，模式 TPA，压缩比 50%，测

前、测中和返回速率均为 1 mm/s，2 次下压的时间间

隔为 5 s，下压距离 6 mm，触发力设定 Auto 5 g。每

组样品 6 个平行。选取硬度、粘性、弹性、咀嚼性、

内聚力、回复性和剪切力 7 个指标进行分析。  

1.4  营养价值及肌肉品质的评价方法 

根据联合国粮农组织/世界卫生组织(FAO/WHO)

建议的氨基酸评分标准模式和全鸡蛋蛋白的氨基酸

模式进行比较(杨月欣, 2019; 罗辉等, 2021)。蛋白质

的氨基酸评分(AAS)、化学评分(CS)和必需氨基酸指

数(EAAI)计算公式： 

AAS=待评蛋白质氨基酸含量(mg/g)/FAO 评分模

式氨基酸含量(mg/g)； 

CS=待评蛋白质氨基酸含量(mg/g)/全鸡蛋蛋白

质中同种氨基酸含量(mg/g)； 

EAAI=[(100A/AE)×(100B/BE)×(100C/CE)× … × 

(100H/HE)]1/n 
式中，n 为比较的必需氨基酸个数，A、B、C、…、

H 为样品中各必需氨基酸含量 (mg/g)；AE、BE、

CE、…、HE 为全鸡蛋蛋白质相对应的必需氨基酸含

量(mg/g)。 

1.5  数据处理 

所有测定数据采用 Excel 2010 进行整理后用

SPSS 20.0 进行单因素方差分析(one-way ANOVA)和

独立样本 T 检验，结果用平均值±标准误(Mean±SE)

表示。 

2  结果与分析 

2.1  常规营养成分的比较 

本研究选用的实验鱼稻田组体长为(13.56±0.49) cm，

体重为 (73.19±7.02) g；池塘组体长为 (14.10±0.23) 

cm，体重为(101.20±4.57) g。2 种养殖条件下禾花鲤

常规营养成分结果显示(表 1)，2 组禾花鲤肌肉粗蛋

白、粗脂肪和水分存在显著差异(P<0.05)，粗灰分含

量组间差异不显著(P>0.05)。其中，池塘养殖禾花鲤

粗蛋白和粗脂肪含量均显著高于稻田养殖禾花鲤

(P<0.05)，水分含量显著低于稻田养殖组(P<0.05)。 
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表 1  2 种养殖条件下禾花鲤常规营养成分分析(%湿重) 
Tab.1  Analysis of conventional nutrients of rice flower carp in two culture modes (% wet matter) 

养殖条件 Breeding mode 水分 Moisture 粗蛋白质 Crude protein 粗脂肪 Crude fat 粗灰分 Crude ash

稻田养殖 Rice field culture 76.32±0.15b 18.72±0.17a 2.37±0.13a 1.33±0.05 

池塘养殖 Pond culture 74.57±0.20a 19.83±0.22b 3.76±0.25b 1.23±0.01 

注：小写字母不同代表 2 种养殖条件存在显著差异(P<0.05)，下同。 
Note: Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05) between two culture modes. The same as below. 

 

2.2  质构指标的比较 

2 组禾花鲤肌肉质构特性显示(表 2)，池塘禾花

鲤肌肉粘性显著高于稻田养殖(P<0.05)，而稻田养殖

组内聚性和剪切力显著高于池塘养殖组(P<0.05)。   

2 种养殖条件下禾花鲤的硬度、弹性、咀嚼性和回复

性差异不显著。 

2.3  氨基酸组成比较 

2 种养殖条件下禾花鲤肌肉中 18 种氨基酸含量

测定结果显示(表 3)，池塘养殖条件下禾花鲤肌肉氨

基酸总量(TAA)显著高于稻田禾花鲤。除蛋氨酸、色

氨酸无显著差异外，其他 6 种人体必需氨基酸均为池 

塘组显著高于稻田组(P<0.05)。2 种半必需氨基酸、4

种鲜味氨基酸均为池塘禾花鲤显著高于稻田禾花鲤

(P<0.05)。但稻田养殖组∑EAA/TAA 和∑EAA/NEAA

显著高于池塘养殖组(P<0.05)，而 F 值和∑DAA/TAA

无显著差异(P>0.05)。 

2.4  肌肉营养价值评估 

肌肉营养价值评估结果显示(表 4)，2 种养殖条

件下除缬氨酸和色氨酸外，其余必需氨基酸含量均高

于 FAO/WHO 标准；从鸡蛋蛋白标准来看，除赖氨酸

外，其余必需氨基酸含量均低于鸡蛋蛋白标准，表明

禾花鲤肌肉可作为人体优质的赖氨酸源；根据 AAS 
 

表 2  2 种养殖条件下禾花鲤肌肉质构指标分析 
Tab.2  Analysis of muscle texture indexes of rice flower carp in two culture modes 

养殖条件  
Breeding mode 

硬度  
Hardness 

粘性  
Viscosity

弹性  
Elasticity

咀嚼性 
Chewiness

内聚性  
Cohesion 

回复性  
Resilience 

剪切力 
Shear force/gf

稻田养殖 Rice field culture 245.17±16.23 3.67±0.85a 0.42±0.15 64.92±5.44 0.92±0.08b 0.83±0.11 519.33±41.38b

池塘养殖 Pond culture 242.50±17.13 7.93±1.55b 0.48±0.01 64.09±4.72 0.55±0.01a 0.71±0.04 258.01±17.5a 
 

表 3  2 种养殖条件下禾花鲤肌肉氨基酸组成和含量(%湿重) 
Tab.3  Amino acid composition and contents in muscle of Rice flower carp in two culture modes (% wet matter) 

氨基酸 
Amino acid 

稻田养殖 
Rice field culture 

池塘养殖 
Pond culture

氨基酸 
Amino acid 

稻田养殖 
Rice field culture 

池塘养殖 
Pond culture

天冬氨酸 Asp& 1.89±0.01a 2.03±0.02b 赖氨酸 Lys* 1.75±0.02a 1.85±0.02b

苏氨酸 Thr* 0.83±0.02a 0.88±0.01b 精氨酸 Arg# 1.04±0.01a 1.18±0.01b

丝氨酸 Ser 0.76±0.01 0.78±0.01 脯氨酸 Pro 0.46±0.01a 0.68±0.01b

谷氨酸 Glu& 2.77±0.02a 3.07±0.03b 色氨酸 Trp* 0.16±0.00 0.16±0.00 

甘氨酸 Gly& 0.82±0.02a 0.94±0.01b 氨基酸总量 TAA 17.19±0.21a 19.00±0.15b

丙氨酸 Ala& 1.07±0.02a 1.26±0.01b 必需氨基酸 EAA 7.11±0.09a 7.68±0.0 7b

胱氨酸 Cys 0.16±0.01b 0.11±0.01a 非必需氨基酸 NEAA 8.53±0.10a 9.51±0.07b

缬氨酸 Val*▲ 0.84±0.01a 0.95±0.01b 半必需氨基酸 HEAA 1.55±0.03a 1.81±0.03b

蛋氨酸 Met* 0.59±0.02 0.61±0.01 鲜味氨基酸 DAA 6.55±0.07a 7.30±0.05b

异亮氨酸 Ile*▲ 0.79±0.01a 0.86±0.01b 支链氨基酸/芳香族氨基酸 F 1.81±0.01 1.82±0.01 

亮氨酸 Leu* 1.40±0.02a 1.55±0.01b ∑EAA/TAA 0.41b 0.40a 

酪氨酸 Tyr★ 0.60±0.01a 0.65±0.01b ∑EAA/NEAA 0.83b 0.81a 

苯丙氨酸 Phe ★*  0.76±0.01a 0.83±0.01b ∑DAA/TAA 0.38 0.38 

组氨酸 His# 0.51±0.02a 0.62±0.02b    

注：“*”为必需氨基酸，“#”为半必需氨基酸，“&”为鲜味氨基酸，“▲”为支链氨基酸，“★”为芳香氨基酸。 
Note: “*” represents essential amino acids, “#” represents semi-essential amino acids, “&” represents fresh amino acids, 

★“▲” represents branched amino acids, “ ” represents aromatic amino acids. 
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表 4  2 种养殖条件下禾花鲤肌肉必需氨基酸组成评估 
Tab.4  Evaluation of essential amino acid composition in muscle of rice flower carp in two culture modes 

养殖条件 

Breeding 
mode 

指标 

Index 

苏氨酸 

Thr 

缬氨酸 

Val 

蛋氨酸 

+胱氨酸
Met+Cys

异亮氨酸
Ile 

亮氨酸 

Leu 

赖氨酸 

Lys 

苯丙氨酸 

+酪氨酸  
Phe+Tyr 

色氨酸
Trp 

必需氨基

酸指数 
EAAI 

AAS 1.11±0.02 0.91±0.01a 1.13±0.03b 1.05±0.02 1.06±0.02a 1.72±0.02 1.19±0.03 0.91±0.03

CS 0.95±0.02 0.68±0.01a 0.64±0.0b 0.79±0.02 0.88±0.01a 1.32±0.02 0.80±0.02 0.55±0.02
稻田养殖 

Rice field 
culture 含量

Content 
277.60± 

5.56 
280.93± 

4.73a 
247.76± 

6.24b 
262.48±

5.10 
468.33± 

6.85a 
583.49±

7.09 
453.29± 

9.66 
54.26±

1.57 

79.99± 
1.29 

AAS 1.10±0.01 0.96±0.01b 1.03±0.02a 1.09±0.01 1.11±0.01b 1.72±0.02 1.23±0.01 0.85±0.02

CS 0.94±0.01 0.73±0.01b 0.59±0.01a 0.82±0.01 0.92±0.01b 1.32±0.02 0.83±0.01 0.52±0.01
池塘养殖 
Pond  
culture 含量

Content 
276.14± 

3.13 
298.54± 

3.77b 
225.59± 

4.46a 
272.16±

3.44 
489.82± 

4.83b 
584.34±

7.93 
466.18± 

4.99 
51.02±

1.24 

80.12± 
0.86 

FAO/WHO / 250.00 310.00 220.00 250.00 440.00 340.00 380.00 60.00 / 

鸡蛋蛋白 
Egg protein 

/ 292.00 411.00 3864.00 331.00 534.00 411.00 565.00 99.00 / 

 
和 CS 评分可知，2 种养殖条件下禾花鲤第一限制性

氨基酸均为色氨酸，第二限制性氨基酸均为缬氨酸；

2 种养殖条件下禾花鲤肌肉 EAAI 都接近 80。 

2.5  脂肪酸成分分析 

在禾花鲤肌肉中共检测出 22 种脂肪酸(表 5)，其

中，包含 8 种饱和脂肪酸、5 种单不饱和脂肪酸和 9 种 

多不饱和脂肪酸。2 种养殖条件下，除十三烷酸、十

五烷酸、棕榈一烯酸、十七碳一烯酸、二十二碳四烯

酸、∑n-3PUFA 无显著差异(P>0.05)，其余脂肪酸都

存在显著差异(P<0.05)。池塘养殖禾花鲤肌肉中亚油

酸、亚麻酸、花生酸、∑n-6PUFA 和∑PUFA 均显著高

于稻田养殖组(P<0.05)，其他脂肪酸则是稻田养殖组

显著高于池塘养殖组(P<0.05)。 

 
表 5  2 种养殖条件下禾花鲤肌肉脂肪酸组成和含量(%) 

Tab.5  Fatty acid composition and contents in muscle of rice flower carp in two culture modes (%) 

脂肪酸 
Fatty acids 

稻田养殖 
Rice field culture 

池塘养殖 
Pond culture

脂肪酸 
Fatty acids 

稻田养殖 
Rice field culture 

池塘养殖 
Pond culture

月桂酸(C12:0) 0.06±0.00b 0.04±0.01a 二十碳二烯酸(C20:2) 0.62±0.00b 0.52±0.01a

十三烷酸(C13:0) 0.24±0.07 0.25±0.02 二十碳三烯酸(C20:3) 0.64±0.01b 0.59±0.01a

豆蔻酸(C14:0) 1.14±0.02b 0.93±0.03a 二十碳四烯酸(C20:4) 0.74±0.01b 0.64±0.03a

豆蔻一烯酸(C14:1) 0.08±0.00b 0.06±0.00a 二十碳五烯酸 EPA (C20:5) 0.17±0.00b 0.13±0.01a

十五烷酸(C15:0) 0.21±0.02 0.16±0.01 二十二碳四烯酸(C22:4) 0.12±0.01 0.14±0.03

棕榈酸(C16:0) 17.75±0.18b 16.06±0.23a 二十二碳五烯酸(C22:5) 0.30±0.01b 0.18±0.01a

棕榈一烯酸(C16:1) 4.12±0.21 3.61±0.14 二十二碳六烯酸 DHA (C22:6) 0.50±0.03b 0.22±0.02a

十七烷酸(C17:0) 0.29±0.01b 0.26±0.01a 饱和脂肪酸总量 ∑SFA 26.48±0.23b 22.52±0.17a

十七碳一烯酸(C17:1) 0.26±0.01 0.26±0.01 单不饱和脂肪酸总量 ∑MUFA 48.53±0.18b 46.73±0.47a

硬脂酸(C18:0) 6.09±0.14b 4.37±0.12a 多不饱和脂肪酸总量 ∑PUFA 24.83±0.20a 30.32±0.38b

油酸(C18:1) 42.58±0.10b 41.65±0.44a EPA+DHA 0.68±0.03b 0.35±0.03a

亚油酸(C18:2) 19.85±0.24a 25.68±0.28b ∑n-3PUFA 2.56±0.03 2.56±0.05

亚麻酸(C18:3) 1.88±0.01a 2.21±0.03b ∑n-6PUFA 19.85±0.24a 25.68±0.28b

花生酸(C20:0) 0.19±0.00a 0.23±0.01b ∑n-3PUFA/∑n-6PUFA 0.13b 0.10a 

二十碳一烯酸(C20:1) 1.75±0.03b 1.41±0.07a    
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3  讨论 

3.1  肌肉基本营养成分 

蛋白质和脂肪等营养成分含量对鱼类肌肉营养

品质的评价起着重要作用(郑福麟, 1994; 尹洪滨等, 

1999)。本研究结果显示，池塘养殖禾花鲤蛋白质含

量(19.83%)、脂肪含量(3.76%)显著高于稻田养殖禾花

鲤蛋白含量(18.72%)、脂肪含量(2.37%)，表明禾花鲤

是一种低脂蛋白源，且池塘养殖条件下禾花鲤肌肉营

养价值更高。本研究在脂肪含量方面与马冬梅等

(2018)对稻田和池塘养殖华南鲤肌肉营养成分比较分

析中的结果一致，但与叶香尘等(2020)对池塘和稻田

养殖模式下金边鲤(Cyprinus carpio var. Jinbian)和建

鲤(Cyprinus carpio var. Jian)肌肉品质的研究结果不

同，产生差异的原因可能除了与品种有关之外，还与

实验条件有关。本研究中，稻田养殖禾花鲤脂肪含量

低的原因可能是 2 种养殖模式下的饵料组成差异大，

稻田养殖采用粗放式非投喂养殖模式，主要以藻类等

天然饵料为食，而池塘投喂人工全价饲料，其营养价

值更加丰富，有利于肌肉沉积脂肪(黄世蕉等, 1992)。

另外，也有可能是稻田养殖环境更接近自然环境，未

进行人工投喂，需要禾花鲤消耗更多能量寻找食物，

增加运动量，促进脂肪的代谢，导致鱼体脂肪含量低 

(朱志明, 2014; 熊铭等, 2016)。宋红梅等(2020)研究

表明，鱼肉中的脂肪含量在 3.5%~4.5%为宜。稻田养

殖的禾花鲤脂肪含量(2.37%)过低，而池塘养殖禾花

鲤脂肪含量(3.76%)适宜，因此，池塘养殖禾花鲤在肌

肉营养方面更具优势，同时，要想提高稻田禾花鲤肌肉

营养品质可以适当地在稻田养殖环境中投喂配合饲料。 

3.2  质构特性分析 

质构是目前用于评价水产品肉质最广泛的方法

之一。质构仪模拟食物被咀嚼过程，把质地感官知觉

与力学性能、几何特性相结合，通过形成一系列数据

客观评价食物的品质特性(Cheng et al, 2014; 赵何勇

等, 2018)。剪切力主要是模拟牙齿切割肌纤维的方式

对样品进行一次切割，再通过电脑输出测试曲线进行

分析，在一定范围内其剪切力越高，口感越好。而内

聚力反映的是肌肉细胞间结合力大小。粘性是鱼肉在

外力作用下流动性的反映，粘性越低，则内聚力越高，

其口感更好(王俏仪等, 2011)。研究表明，鱼肉的质构

特性受肌肉脂肪含量和运动情况的影响(董立学等 , 

2021)。肌肉中粗脂肪含量降低时促使肌束间的摩擦

力增大，从而使肌肉的咀嚼性增强，肌肉中低脂肪含

量可以促使肌束间的摩擦力增大，增大咀嚼性(Johnston 

et al, 2004)。另外，稻田更接近自然水域环境，禾花

鲤运动强度大，引起肌纤维直径变小、密度变大，从

而改善禾花鲤口感(刘婧懿等, 2020)。本研究中，稻

田养殖条件下禾花鲤肌肉内聚力和剪切力显著高于

池塘组，而肌肉粘性显著低于池塘养殖，再结合稻田

养殖禾花鲤脂肪含量显著低于池塘养殖，可以得出稻

田养殖环境下禾花鲤肉质更具嚼劲。 

3.3  氨基酸组成及其营养价值评估 

蛋白质的营养价值由氨基酸种类、组成、比例及

必需氨基酸的含量共同决定(Buchtova et al, 2009)。本

研究中，2 种养殖条件下禾花鲤的∑EAA/TAA 均高于

40%，∑EAA/NEAA 都在 80%以上，均符合 FAO/WHO

建议的优质蛋白质模式标准 (陈涛等 , 2016)。结合

AAS 和 CS 可以看出，2 种养殖条件下色氨酸均为第

一限制性氨基酸，缬氨酸为第二限制性氨基酸。但池

塘养殖条件下缬氨酸含量显著高于稻田组，说明池塘

养殖可在一定程度上增加限制性氨基酸含量，提升蛋

白质营养价值。EAAI 表示样品中必需氨基酸含量与

标准蛋白质的相符程度，常用于评价食物营养价值高

低。本研究中，禾花鲤在 2 种养殖条件下肌肉 EAAI

都在 80 分左右，这与鸡蛋蛋白中相对应必需氨基酸

的含量相接近，表明其可以作为一种优质的蛋白质来

源，且不受养殖环境影响。  

肌肉中的鲜味氨基酸主要有谷氨酸、甘氨酸、丙

氨酸和天冬氨酸等 4 种，其含量的高低决定了鱼肉的

鲜美程度(钟鸿干等, 2017)。本研究中，池塘养殖下

的禾花鲤鲜味氨基酸的总量显著高于稻田组，而肌肉

脂肪含量决定着肌肉的多汁性和风味浓度，结合池塘

养殖环境下禾花鲤肌肉脂肪含量高于稻田养殖环境

禾花鲤，表明池塘养殖禾花鲤的鲜味更好，但鱼体的

鲜美程度除了受呈味氨基酸等风味前体物的影响，还

受其他挥发性风味物质的影响。因此，全面了解鱼肉

品质的鲜美程度需从其他风味物质方面进行进一步

研究。 

3.4  脂肪酸组成分析 

脂肪酸的种类和含量往往决定着鱼肉的营养和

商业价值(常玲玲, 2011)。单不饱和脂肪酸具有调节血

脂、血压、葡萄糖水平，增加胰岛素敏感性，预防肥

胖，降低心血管疾病、胆固醇、代谢综合征风险，防

治冠心病等生理功能(Gillingham et al, 2011)。多不饱

和脂肪酸对中枢神经和视神经具有保健作用，尤其对

神经系统的抗肿瘤功能以及对精神疾病的防治具有
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很大作用(崔和平等, 2012)。较高的多不饱和脂肪酸

可以增加肌肉的鲜香味，能够反映出肌肉的多汁性

(徐革锋等, 2013)。本研究中，池塘养殖禾花鲤多不

饱和脂肪酸(30.32%)显著高于稻田禾花鲤(24.83%)，

与池塘养殖禾花鲤肌肉的风味和口感好于稻田养殖

的结果一致。多不饱和脂肪酸主要分为 n-3 和 n-6    

2 个系列，二者相互协调、相互制约，共同调节人体

的生命活动。本研究结果显示，池塘养殖条件下 n-6

系列多不饱和脂肪酸含量显著高于稻田养殖，可能与

池塘养殖的禾花鲤摄食的配合饲料中含有 n-6 多不饱

和脂肪酸的植物性油脂(如大豆油)有关。n-3 系列中

的 EPA 和 DHA 在促进儿童智力发育、降低血液甘油

三脂含量、抗肿瘤等方面具有重要作用(Manson et al, 

2019; Mozaffari et al, 2020)。本研究结果发现，稻田

养殖条件下 EPA+DHA 含量显著高于池塘养殖条件，

这可能与禾花鲤主要摄食藻类有关。研究发现，稻鲤

综合种养条件下，水体含有大量硅藻、金藻，它们可

为禾花鲤提供丰富的 DHA 和 EPA (曾蓓蓓等, 2014; 

彭辉辉, 2019; 刘晓璐等, 2022)。较高的 n-3/n-6 多不

饱和脂肪酸比例更能有效降低血脂、抑制血小板凝

集、降低心血管疾病的发病率(Kalscheur et al, 1997; 

Monteiro et al, 2014)， WHO 推荐日常膳食比为

0.17~0.25 (蒋瑜等, 2016)，稻田养殖条件下 n-3/n-6 多

不饱和脂肪酸比例(0.13)显著高于池塘养殖(0.1)，但 

2 种养殖条件下，n-3/n-6 多不饱和脂肪酸比例均小于

0.17，饵料组成和养殖条件或许在一定程度上可调节

n-3/n-6 多不饱和脂肪酸比例，因此，提高禾花鲤肌

肉 n-3PUFA 含量是改善禾花鲤肌肉品质的关键。 

4  结论 

禾花鲤在 2 种养殖环境下肌肉基本营养成分存

在显著性差异，但都可作为优质的低脂蛋白源；池塘

养殖环境下禾花鲤肌肉常规营养成分、总氨基酸含量

及鲜味氨基酸含量高于稻田养殖模式，说明池塘养殖

环境下禾花鲤肌肉营养价值更高、鲜味更好。从质构

性来看，稻田养殖禾花鲤肌肉更具嚼劲。从脂肪酸含

量角度看，稻田养殖环境下禾花鲤肌肉 EPA+DHA 含

量、单不饱和脂肪酸和 n-3/n-6 多不饱和脂肪酸比例

显著高于池塘养殖，说明食用稻田养殖禾花鲤能更有

效预防心血管疾病的发生。上述结果表明，池塘养殖

环境并不会降低禾花鲤肌肉常规营养成分、氨基酸和

脂肪酸等营养价值。为缓解禾花鲤市场需求量大的问

题，可以推广池塘养殖禾花鲤。 
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Comparing the Effects of Pond and Rice Field Culture  
Methods on Muscle Quality of Rice Flower Carp 
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4. Chongqing Aquatic Science and Technology Innovation Alliance, Chongqing  400020, China) 

Abstract    Rice flower carp (Cyprinus carpio rubrofuscus) has high economic value because of its 
tender meat. However, a comprehensive scientific evaluation of the meat quality and nutritional value of 
rice flower carp is still needed. At the same time, because of its fast growth and strong disease resistance, 
rice flower carp is widely popularized in rice field culture but without any research comparing its quality 
with the pond culture method. Although rice farming has high ecological value, the fish yield is low and 
its specifications are abnormal, which cannot guarantee the stability and safety of the commercial fish 
supply and limit the potential rice flower carp industrial benefits. In addition, some studies have shown 
that fish muscle quality can be affected by environmental conditions. This study aimed to 
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comprehensively evaluate the muscle quality and nutritional value of the rice flower carp and investigate 
the relationships between the nutritional values and its culture conditions, providing data to increase the 
rice flower carp yield, economic efficiency, and farmed varieties available. Therefore, 6 000 Quanzhou 
rice flower carp (2.35±0.08 g) were randomly divided into ponds and rice field groups for the experiment 
(three replicates per group, with a density of 15 000/hm2). The pond culture group was fed with 3% of the 
commercially established everyday food per fish weight, while the rice field group was not fed. After 12 
weeks, the fish were submitted to a 24 h period without food and anesthetized using MS-222 (USA, 
Sigma). The length and weight of 100 fish were measured for each treatment. For the rice field group and 
pond group, respectively, the lengths were (13.56±0.49) cm and (14.10±0.23) cm, and the weights were 
(73.19±7.02) g and (101.20±4.57) g. The muscle quality of 30 fish from each treatment was measured, 
including basic nutritional components, texture characteristics, and amino acid and fatty acid 
compositions. The nutritional level was compared between the pond and rice field groups using the 
FAO/WHO amino acid score, whole egg protein comparison, protein amino acid score (AAS), chemical 
score (CS), and essential amino acid index (EAAI). Moreover, no significant differences between the two 
culture methods were observed in relation to the total ash (P>0.05). The crude protein and crude fat 
contents in the rice field group were significantly lower than in the pond group (P<0.05), while moisture 
was significantly higher (P<0.05). The viscosity of the rice field group was significantly lower than that of 
the pond group (P<0.05), but the cohesion and shear force were significantly higher than those of the 
pond group (P<0.05). There was no significant difference in the other texture indexes (P>0.05). Essential 
amino acids (EAA) in both groups met the FAO/WHO standard. Among the 18 amino acids measured, the 
total amino acids (TAA), delicious amino acids (DAA), essential and nonessential amino acids (NEAA) 
were significantly lower in rice field conditions than in pond (P<0.05), while the EAA/TAA and 
EAA/NEAA ratios were significantly lower in the pond group (P<0.05). According to the amino acid 
score (AAS) and chemical score (CS), glutamic acid (Glu) was the most common amino acid in both 
groups, while the first and second limiting amino acids were tryptophan (Trp) and valine (Val). Among the 
22 fatty acids observed, the contents of tridecanoic, pentadecanoic, palmitoleic, heptadecanoic, and 
docosatetraenoic acids were not significantly different between the two groups (P>0.05). In contrast, the 
contents of linoleic, linolenic, and arachidonic acids in the pond group were significantly higher than 
those in the rice field group (P<0.05), while 14 other fatty acids showed significantly lower contents in 
the pond group (P<0.05). The monounsaturated fatty acid (MUFA) contents in the pond group were 
significantly higher (P<0.05), while the EPA+DHA and n-3PUFA/n-6PUFA were significantly lower than 
those in the rice field group (P<0.05). Overall, the contents of four main flavor amino acids (glutamic acid, 
glycine, alanine, and aspartic acid) in the rice field group were significantly lower than those in the pond 
group (P<0.05). In conclusion, rice flower carp reared in both pond and rice field is a high-quality protein 
source. However, different cultural environments significantly influence the rice flower carp muscle 
nutritional value and quality, wherein a higher nutrient composition and amino acid score were observed 
in the pond environment. Concerning the fatty acids content, the muscle of rice flower carp reared in rice 
fields had higher EPA+DHA content and N-3/N-6 polyunsaturated fatty acid ratio, which is more suitable 
for people with hyperlipidemia and cardiovascular diseases. In addition, in terms of texture, the muscle of 
rice flower carp is chewier under the rice field rearing condition. Nevertheless, N-3PUFA shortages were 
observed in both culture conditions. Besides, fish in the pond group had better muscle nutrition than the 
rice field group. Different culture conditions can change rice flower carp's fatty acid composition and 
content to a certain extent, but none of the two conditions tested here could completely allay the lower 
N-3PUFA problem. Therefore, increasing the N-3PUFA content of rice flower carp is the key to 
improving its nutritional value, and pond culture conditions make this process easier to be manually 
controlled. 
Key words    Rice flower carp; Rice filed culture; Pond culture; Muscle quality 
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食盐添加对乌鳢鱼头汤熬煮过程营养物质 

溶出与微纳米颗粒稳定性的影响* 

苏  丽 1,2  李  欣 1  高瑞昌 1① 
(1. 江苏大学食品与生物工程学院  江苏  镇江  212013； 

2. 宁夏贺兰山东麓葡萄产业园区管理委员会  宁夏  银川  753000) 

摘要    在鱼头汤熬制过程中，食盐添加后会与汤中物质发生相互作用，进而影响产品品质。本文

研究了 NaCl 添加时机对乌鳢(Channa argus)鱼头汤中营养物质迁移以及微纳米颗粒(micro and 

nano particles, MNPs)稳定性的影响。结果表明，鱼头汤加盐前的熬煮时间和加盐后 Na+、Cl–与各

组分间的相互作用对物质的迁移具有重要影响，同时还会影响体系中微纳米颗粒形成，并最终影响

体系的稳定性。在熬煮至 60 min 时加盐时机最佳。此条件下制得的汤中营养物质和呈味物质的

溶出和迁移达到最大程度，所形成的微纳米颗粒为大小均匀的双层球状小颗粒，甘油三酯自组

装形成球形颗粒，蛋白质分子分散在其周围或与之结合附着在表面，体系呈现出良好的稳定性。

研究结果可以为乌鳢鱼头汤制品的生产提供参考。 

关键词    乌鳢鱼头汤；食盐添加时机；营养物质迁移；微纳米颗粒 

中图分类号 S985.1   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0205-09 

乌鳢 (Channa argus)是鳢科 (Channidae)、鳢属

(Channa)鱼类，是一种备受欢迎、市场价值高的淡水

鱼(Sahid et al, 2018; Zubaidah et al, 2015) 。乌鳢富含优

质蛋白质，目前对其利用以鱼片产品加工为主，而鱼头、

鱼骨等加工副产物利用率较低，不仅造成了资源的浪

费，还可能污染环境。陈飞东等(2013)研究发现，乌

鳢鱼头富含 Ca、Fe、Cu、P 等矿物质元素，氨基酸

组成丰富，必需氨基酸比例较高，还含有丰富的磷脂

和不饱和脂肪酸。我国素有熬制鱼头汤的饮食习惯，

其味道鲜美，深受消费者喜爱。因此，将乌鳢鱼头加

工成鱼头汤制品，不仅具有较好的营养和食疗作用，

还能满足人们的饮食需求，市场前景广阔。在鱼汤熬

制工艺方面，除了加热方式、熬煮时间以外，在熬制

中添加的调味料也是一个重要的因素。食盐是人们饮

食中膳食钠摄入的主要来源，食盐的添加会影响汤

在熬煮过程中的各营养物质的含量及产品品质，而目

前对这方面的研究还较少。另外，随着现代食品胶

体研究技术的发展，汤中微纳米颗粒(micro and nano 

particles, MNPs)的形成机制与功效成分的生物学效

应引起了科研人员的关注。 

本研究阐述了乌鳢鱼头汤加工工艺中的食盐添

加对各营养物质溶出规律的影响，并分析了汤中

MNPs 的微观结构及其对体系稳定性的影响，以期为

新型鱼汤产品的工业化、标准化生产提供参考。 

abc
图章
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜乌鳢购于江苏省镇江市吉麦隆超市，宰杀后

取鱼头，捣碎备用；食盐(食品级)，江苏省盐业集团

公司；核苷酸标准品，上海碧云天生物技术有限公司；

福林酚试剂、浓硫酸、NaOH、KOH、三氯乙酸(分析纯)，

国药集团化学试剂有限公司；尼罗红，阿拉丁试剂(上

海)有限公司；Fast Green FCF，美国 Sigma 公司。 

1.2  仪器与设备 

UV1601 紫外分光光度计，北京瑞利分析仪器公

司；数显恒温水浴锅，江苏省常州市亿能实验仪器公

司；Eppendorf AC22331 Hamburg 离心机，德国艾

本德股份公司；激光共聚焦显微镜，德国蔡司股份公

司；CR-400 色度计，日本柯尼卡美能达；LC-20AD

高效液相色谱，日本岛津公司；S-433D 全自动氨基

酸分析仪，德国 Sykam 公司；手持式数显糖度计

PAL-1，日本 ATAGO 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  乌鳢鱼头汤的制备    取 1.1 制备的鱼头原

料，用料酒和少量姜块腌制 30 min，沥干备用。锅内

放入约 50 mL 大豆油，放入鱼头(250±5) g 煎炸 50 s

至鱼头变色，转入汤锅中加水(料液比为1∶6)大火(98℃)

熬煮 30 min，然后转小火(90℃)熬制，分别在熬煮至

0、30、60、90、120 和 150 min 时添加 1% (w/v)的食

盐，总熬煮时间为 150 min，起锅后除去上层的油层，

选取下层的鱼汤进行后续分析。在整个熬煮过程中由

于水分蒸发，最终汤的体积约为最初加水体积的 45%。 

1.3.2  水溶性蛋白测定    采用福林酚法进行测定

(Lowry et al, 1951)。用牛血清白蛋白标准溶液制作标

准曲线，结果以 g/100 mL 表示。 

1.3.3  总糖测定    采用苯酚–硫酸法(Cheng et al, 

2019)，并做适当修改。取 5 mL 样品于离心管，加入 2 mL 

10% 的苯酚溶液 沉 淀 蛋 白 质 ， 10 min 后 离 心

(4000 r/min, 15 min)。收集上清液，取 1 mL 加入 1 mL

苯酚(5%)，然后缓慢加入浓硫酸，轻轻摇晃，于室温

下反应 20 min，冷却后在 470 nm 下测定吸光值。结

果以 mg/100 mL 表示。 

1.3.4  灰分测定    取 3 mL 鱼头汤样品于坩埚中，

用小火烧至无烟后放入马弗炉中加热 4~6 h，冷却后

放入干燥器中称重。结果以 g/100 mL 表示。 

1.3.5  固形物含量测定    可溶性固形物含量采用

手持式数显糖度计测定。 

1.3.6  核苷酸测定    参考 Qiu 等(2016)的方法。取

5 mL 样品和 10 mL 高氯酸(10%)混合 2 min，超声

10 min 后离心 30 min (8000 r/min, 4℃)并收集上清

液，如此重复 2 次，最后用 NaOH 将上清液 pH 调至

6.0。静置后取上清液并用超纯水稀释至 50 mL，用尼

龙注射器过滤，收集于棕色瓶中，用高效液相色谱仪

分析。 

1.3.7  游离氨基酸测定    参照 Tanimoto 等(2013)

的方法。将 2 mL 样品和 15 mL 三氯乙酸混合，超声

处理 10 min 后静置 1 h。然后离心 10 min (10 000 r/min, 

4℃)，取 5 mL 上清液调节 pH 至 2.0，加水定容至 10 mL。

过滤后收集到棕色进样瓶中。采用全自动氨基酸分析仪

进行检测。 

1.3.8  色度的测定    用色度计测定。L*为亮度，

a*值表示从绿色(–)到红色(+)的变化，b*值表示从蓝色(–)

到黄色(+)的变化(李钊, 2010; 王楠, 2013)。 

1.3.9  微观结构观察    用 80 目漏勺过滤除去汤中

的悬浮物，然后取 20 μL 样品置于灭菌载玻片上，用

光学显微镜观察不同样品中胶粒的形态特征。参考

Lopez 等(2011)的方法，用激光扫描共聚焦荧光显微镜

(LCSM)观察汤样中 MNPs 的形态结构及分布，采用

63×/1.40 油镜成像，氩激光器激发波长为 488 nm，He-Ne

激光器为 543 nm。 

1.3.10  鱼头汤胶体颗粒稳定性测定    参照 Lü 等

(2020)的方法略有改动，用纳米粒度仪测量各样品中

的 微 纳 米 胶 粒 的 平 均 粒 径 和 多 分 散 系 数

(polydispersity index, PDI)。 

1.4  数据分析 

所有实验重复 3 次，每个样品设 3 个平行，结果

取均值。用 SPSS 软件进行差异显著性分析，以 P<0.05

作为标准。采用 Origin 8.0 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  食盐添加对鱼头汤中蛋白质和总糖含量的影响 

鱼肉中的主要成分肌球蛋白和肌动蛋白以及原

肌球蛋白、肌钙蛋白、结缔蛋白等均属于盐溶性蛋白，

在一定的离子强度下能被溶解，因此，在熬煮过程中

食盐的加入导致蛋白质被溶解向汤中迁移。而肌肉内

部的糖类等营养物质也被动迁移到汤中。不同加盐时

机对汤中蛋白质和糖含量的影响见图 1。由图 1 可见，

熬煮 60 min 时加盐，汤中蛋白质的含量最高，而 90 min

与 60 min无显著性差异(P>0.05)。鱼头在熬煮过程中，

蛋白质组织结构被破坏，在 60~90 min 时加入盐使汤



第 2 期 苏  丽等: 食盐添加对乌鳢鱼头汤熬煮过程营养物质溶出与微纳米颗粒稳定性的影响 207 

 

汁中的渗透压增大，促使结构受到破坏的蛋白质向汤

中迁移。NaCl 在水溶液中会以 Na+和 Cl–的形式分别

与蛋白质链上的带负电和正电的氨基酸残基结合，静

电相互作用使鱼头组织中的蛋白质在汤中的溶解性

增大。而在 90 min 以后加盐，汤中蛋白质含量明显

降低，这可能与长时间熬煮导致蛋白质大量溶出并

在汤中发生聚集沉淀有关，而此时加入 NaCl 已经

不足以使其与蛋白发生相互作用而阻止聚集(Cui et al, 

2018; Chen et al, 2018; Lanier et al, 2005)。朱琳芳

(2012) 发 现， 在 初 始 阶 段 加 入 食 盐 后 ， 对 鳙 鱼

(Aristichthys nobilis)鱼头进行熬煮，汤中的氨基态氮

和蛋白质含量会随时间延长而增加并趋于稳定，认为

是蛋白质的热降解并不断溶出的结果。 

糖是产品风味生成的重要前体物之一。由图 1 可

知，总糖的迁移规律与蛋白质类似，在 90 min 加盐

时鱼汤总糖含量最高，60 min 加盐时总糖含量次之，

但 2 组的总糖含量无显著性差异(P>0.05)。而在 120 min

或 150 min 时加盐，总糖的最终含量明显低于 60 min

加盐组(P<0.05)。这可能与熬煮后期释放出的糖和氨

基酸发生美拉德反应有关。 

 

 
 

图 1  不同加盐时间对鱼头汤中水溶性蛋白和 

总糖迁移的影响 
Fig.1  The migration of water-soluble protein and total  

sugar in the soup at different salt-adding time 

不同大写字母表示水溶性蛋白含量存在组间差异， 

不同小写字母表示总糖含量存在组间差异(P<0.05)。 
Different uppercase letters indicate significant difference in 
water-soluble protein content between groups, and different 

lowercase letters indicate significant difference in total sugar 
content between groups (P<0.05). 

 

2.2  食盐添加对鱼头汤中可溶性固形物及灰分含量

的影响 

汤中的可溶性固形物是衡量产品品质的一个重

要指标(Santos et al, 2012)。从图 2 可以得到，原料中

含有较高的可溶性固形物，会随熬煮处理迁移到鱼

汤中，且迁移的总量受到加盐时机的影响。本研究中，

熬煮 90 min 加盐组的固形物含量最高。朱琳芳(2012)

报道的鳙鱼汤在煮沸后随着熬煮时间的延长，固形物

浓度逐渐增加，分别在沸腾 2.5~3.0 h 之间基本达到

平衡。 

鱼头汤中的灰分含量也受到熬煮处理的影响，且

加盐时机对其有较大影响，其变化趋势与可溶性固形

物的变化相似。从图 2 可以看出，在熬煮 90 min 时

加盐，汤中灰分含量明显高于其他各组(P<0.05)。熬煮

过程中，鱼头骨所附着的肌肉变性而脱离，同时，脂

肪也随熬煮而析出，使得鱼骨表面积增加，加入 NaCl

后，Na+和 Cl–通过侵蚀作用使鱼骨原结构进一步被破

坏，内部的 Ca2+和 Mg2+等离子溶出增加，从而导致

灰分含量的增加。而在熬煮 120 min 和 150 min 时再

加入 NaCl，由于作用时间较短，溶出总量不高。 
 

 
 

图 2  不同加盐时机对鱼头汤中可溶性固形物及 

灰分的迁移的影响 
Fig.2  The migration of water-soluble solid and ash in the 

soup at different salt-adding time 

不同大写字母表示可溶性固形物含量存在组间差异， 

不同小写字母表示灰分含量存在组间差异(P<0.05)。 
Different uppercase letters indicate significant difference in 
water-soluble solid content between groups, and different 

lowercase letters indicate significant difference in ash  
content between groups (P<0.05). 

 

2.3  食盐添加对鱼头汤中核苷酸含量的影响 

鱼汤中富含 30 多种具有鲜味的核苷酸及其衍生

物(于芳珠等, 2020; Motono, 1982)，其中 5′-IMP、

5′-GMP 和 5′-AMP 是主要呈鲜味物质(李钊, 2010)。

如图 3 所示，原材料中含有较高的核苷酸，经熬煮处

理，原料中的核苷酸会不断溶出，且加盐时机对核苷

酸由鱼头向汤中的迁移有显著影响，随加盐时间的推
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迟先上升后下降，90 min 时的加盐组总核苷酸含量最

高。因此，认为在 90 min 时加盐最为理想，60 min

时加盐次之。结果显示，核苷酸为风味的形成提供了

必要的物质基础，但加盐时机对其溶出具有重要影响。 
 

 
 

图 3  不同加盐时机对汤中核苷酸迁移的影响 
Fig.3  The migration of 5′-nucleotide in the soup  

at different salt-adding time 

不同小写字母表示组间存在显著差异(P<0.05)。 
Different lowercase letters indicate significant difference 

between groups (P<0.05). 
 

2.4  食盐添加对鱼头汤中游离氨基酸含量的影响 

游离氨基酸是影响鱼汤风味的另一个重要因素，

从呈味特征上可分为鲜味、苦味和甜味氨基酸(董萌, 
2019; Yu et al, 2018; Zhou et al, 2020; Bermúdez et al, 
2014; 胡亚芹等, 2019)。图 4 显示了各组样品中游离

氨基酸含量和组成情况，鱼头汤中呈味的游离氨基酸

主要为苦味和鲜味氨基酸。60 min 加盐组和 90 min

加盐组的呈味游离氨基酸含量显著高于其他组

(P<0.05)，而苦味氨基酸的含量也是在 60 min 加盐组

和 90 min 加盐组较高(P<0.05)。此外，本研究还重点

关注了牛磺酸，牛磺酸是鱼头中已知的重要活性成 

 

 
 

图 4  不同加盐时机对汤中游离氨基酸迁移的影响 
Fig.4  The migration of free amino acid in the soup  

at different salt-adding time 

分，能够通过调节细胞内钙含量防止心肌病，能够降

低血压，具有抗肿瘤活性。结果显示，60 min 时加盐

的样品中牛磺酸含量最高，90 min 加盐的样品中牛磺

酸含量次之。其他氨基酸主要为不具有呈味特性的游

离氨基酸，其含量也受到加盐时机的影响，变化趋势

与苦味、鲜味游离氨基酸相似。熬煮会导致蛋白质变

性(梁萌青等, 2009)，一方面会导致肌原纤维蛋白细

胞膜被破坏，细胞内部的游离氨基酸释放而迁移到水

相中；另一方面，随着 Na+、Cl–的加入，2 种离子分别

和氨基酸残基羧基和氨基相互作用，导致蛋白质结构

进一步改变，暴露出更多的残基，在热的作用下，可

能发生热裂解，从而导致游离氨基酸的迁移增加，

而这种迁移与蛋白质自身结构、成分相互作用等有关

(樊馨怡等, 2019)。 

2.5  加盐时机对鱼头汤色泽的影响 

各组鱼头汤的 L*、a*、b*及白度值如表 1 所示。

熬煮过程中，鱼头组织中蛋白质等营养物质的溶出增

加，汤汁变得浓稠，导致对光的反射、透射及散射发

生改变。熬煮前加盐组与 90 min 加盐组的白度值显

著高于其他组(P<0.05)，而 120 min 加盐组和 150 min

加盐组的白度值较低，可能与颗粒的类型与聚集沉淀

有关(钱雪丽等, 2019)。 

2.6  微观结构观察结果 

利用光学显微镜观察不同组的 MNPs，结果见  

图 5，各组的 MNPs 形态有明显的差异。在 90 min 时加

盐，由于一些大分子物质如蛋白、脂质、糖类等发生

聚集，汤中形成许多大颗粒(图 5d)，而 60 min 时加盐的

样品在经过熬制后呈现的是大量稳定的双层球形小

颗粒 (图 5c)。钱雪丽等 (2019)报道金枪鱼 (Thunnus 

obesus)头熬煮后，汤体系中也呈现出大量大小不一的

双层球形颗粒，且尺寸分布范围较广。 

选择 60 min 加盐组和 90 min 加盐组进行进一步

观察，结果见图 6。鱼头汤中的胶体颗粒一般是由两

性分子如蛋白质、脂类、多糖和核苷酸等组成。禄彦科

(2016)发现，猪骨汤中的微纳米胶粒的主要组成部分是

蛋白质(如骨胶原)、多糖、脂类以及核苷酸等两性分子。

如图 6A 所示，作为非极性分子的球状甘油三酯颗粒

主要位于 MNPs 的中心，而蛋白质聚集在一起，并分

布在甘油三酯的周围或附着在其表面。图 6B 表明，与

90 min 加盐组相比，60 min 加盐组的甘油三酯和蛋白

颗粒更加均匀地分布在鱼头汤中。在熬煮过程中添加

的 NaCl 会与部分释放出的盐溶性蛋白结合在一起，

导致蛋白质表面形成一定的静电屏障，增加了蛋白质

间的斥力，导致这些 MNPs 均匀分散在汤中。而在 
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表 1  不同加盐时机下鱼头汤的色泽 
Tab.1  The color of fish head soups at different salt-adding time 

加盐时机 
Salt-adding time/min 

L* a* b* 
白度 

Whiteness 

0 39.12±1.04d –1.62±0.08c 2.39±0.10b 38.88±0.21c 

30 35.12±0.97a –0.86±0.12d 5.53±0.16d 34.88±0.01ae 

60 35.25±0.41a –0.96±0.04a 3.98±0.09a 36.39±0.41d 

90 38.64±0.52c –1.61±0.15c 4.38±0.22e 38.39±0.11b 

120 35.51±0.34b –0.78±0.06b 5.09±0.15c 35.30±0.02a 

150 35.15±0.21a –1.03±0.17e 5.42±0.26d 34.51±0.42e 

注：同列间具有不同字母的数据差异显著(P<0.05)。 
Note: Data with different letters in the same column differ significantly (P<0.05). 
 

 
 

图 5  光学显微镜观察汤中的颗粒形态 
Fig.5  Morphology of particles in the soup by optical microscopy 

a: 0 min; b: 30 min; c: 60 min; d: 90 min; e: 120 min; f: 150 min 
 

 
 

图 6  激光共聚焦观察甘油三酯和蛋白的分布 
Fig.6  Distribution of triglycerides and proteins of MNPs in the soup at different salt-adding time 

A: 90 min; B: 60 min 
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熬煮至 90 min 时再加盐并不是一个合适的选择，因

为在熬煮的前期，汤中各营养物质就通过分子间的次

级键作用开始自组装成颗粒，一段时间之后不断聚集

成大颗粒物质，而此时加入的 NaCl 不能和蛋白质等

物质进行充分的相互作用，不足以将聚集的大分子物

质分散开。由此，鱼头汤在熬制过程中，由于组织内

各营养物质的溶出和迁移，最终汤中会形成复杂的胶

体体系，而 Na+和 Cl–所带来的静电屏蔽作用起到了重

要作用(樊馨怡, 2020)。在熬煮至 60 min 时加入 NaCl，

鱼头汤中的 MNPs 体系具有更强的稳定性。 

2.7  鱼头汤胶体颗粒稳定性分析结果 

胶粒的粒径及多分散指数(PDI 值)可反映鱼头汤 

中胶体的稳定性。如图 7 显示，各组样品的平均粒径在

1400~5000 nm 范围内。60 min 加盐组的粒径值(1448 nm)

相对较小，而 90 min 加盐组的粒径最大。各组样品

的 PDI 值在 23%~33%之间，粒径分布较窄。 

综上所述，60 min 加盐组的样品粒径和 PDI 值最

小，体系相对稳定，这与微观结构观察结果一致。樊

馨怡(2020)对不同加盐时间金枪鱼汤熬煮过程中物质

迁移以及 MNPs 结构的形成和稳定性的研究表明，不

同加盐时间对金枪鱼头汤中营养物质的迁移有较显

著的影响，在熬煮 150 min 时加盐，金枪鱼头汤中营

养物质的迁移达到最大。说明不同鱼种在熬煮过程中

营养物质的迁移以及 MNPs 结构的形成与稳定性不

尽相同。 
 

 
 

图 7  加盐时机对汤中 MNPs 稳定性的影响 
Fig.7  Effect of salt-adding time on the stability of the MNPs in the soup  

A：平均粒径；B：PDI 
A: Hydrodynamic radius; B: Polydispersity index 

 
3  结论 

乌鳢鱼头熬煮过程中食盐的添加时机对营养物

质和风味物质的迁移有显著影响。在煮制至 60 min

时加入食盐，可使鱼头中的营养物质和呈味物质较好

地溶出和迁移，汤中所形成的颗粒呈双层球状且大小

均匀。MNPs 平均粒径和多分散指数最小，体系较为

稳定。研究结果为乌鳢鱼头汤的生产工艺设计奠定了理

论基础，为后期冲调式方便鱼头汤的研发提供了参考。 
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Effect of the Time of NaCl Addition on Nutrient Migration and Micro and  
Nanoparticles of Channa argus Head Soup 

SU Li1,2, LI Xin1, GAO Ruichang1①
 

(1. School of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu  212013, China; 2. Administrative 
Committee of Grape Industrial Zone of Ningxia Helan Mountain East Foothill, Yinchuan, Ningxia  753000, China) 

Abstract    Channa argus is a bottom-dwelling freshwater fish with high nutritional and economic 

value and, in China, is known as the "treasure of fish”. C. argus meat is mainly used to produce fish fillets; 

however, head and bone are occasionally utilized in food production. The head of C. argus is rich in 

mineral elements, amino acids, and unsaturated fatty acids and is commonly used in China for fish head 

soup. The preparation of fish head soup is particularly time-consuming and can take several hours. 

Therefore, a high demand exists for the research and development of instant fish head soup products. With 

the development of modern food colloid research technology, the formation of micro/nanoparticles 

(MNPs) in soups and the biological effects of the tissue units as active ingredients have attracted 

increasing attention. In terms of the cooking process of fish soup, in addition to the heating method and 

cooking time, the seasoning added during cooking is also an important factor. In particular, salt is a key 

determinant of soup flavor. Although the content is the same, the addition of salt affects the dissolution 

and migration of nutrients from the fish head during the cooking process. However, the effect of the 

addition time of salt on the nutritious flavor during the preparation of fish soup has not been studied 

clearly. Furthermore, the stability of fish soup has not been adequately evaluated. 

In this work, the C. argus head was chosen as the base material for the soup and the nutrient 

migration and particles in the C. argus head soup were studied. Water-soluble protein, total sugar, total 

minerals, solids, nucleotides, free amino acid content, and colloidal particle stability were chosen as 

indicators to evaluate the transfer of nutrients and flavor. In addition, the morphological structure and 

distribution of MNPs in the soup were observed using laser scanning confocal microscopy (LSCM). The 

results showed that the content of water-soluble proteins first increased and then decreased with the delay 

in salt addition time. The migration trend of total sugars was similar to that of the proteins. Meanwhile, 

the ash content in the soup generally increased and then decreased. The change in the content of soluble 

solids could represent changes in various nutrients. The migration of solids and the content of ash peaked 

when the salting time was at 90 min. The boiled samples with salt added at different times showed 

significant differences in the migration of nucleotides. It could be concluded that salting was ideal at 

60 min or 90 min, based on the changes in the total amount of nucleotides. Furthermore, the contents of 

total free amino acids and umami-flavored amino acids were also the highest in the samples with salt 

added at 60 min or 90 min. When the addition time was 60 min, the stability of the MNP system in the 

fish head soup could effectively be improved by inhibiting the aggregation of macromolecules, which 

would promote the retention of various nutrients. The particle size and polydispersity (PDI) were lowest 

in the samples with salt added at 60 min. In addition, the zeta potential value of the sample with salt added 

at 60 min was higher than that at 90 min. Therefore, the system was relatively stable at 60 min, which was 

 
                            

① Corresponding author: GAO Ruichang, E-mail: xiyuan2008@ujs.edu.cn  
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conducive to nutrient retention. This is consistent with the results of the microstructure analysis. 

The maximum dissolution of nutrients and flavor substances occurred when salt was added after 

boiling for 60 min. Meanwhile, MNPs in the soup were stable, uniform, double-layer, spherical particles. 

The results of LSCM showed that nonpolar triglycerides self-assembled into spherical particles, which 

were located in the center of the particles, and protein molecules dispersed around or were bound to the 

surface of the particles. The fish head soup system was the most stable under the conditions of particle 

size, potential, and polydispersion index. Therefore, adding salt after boiling for 60 min was the optimal 

procedure for making fish soup with high nutritional value, delicious taste, and stable content. This study 

provides a baseline procedure for C. argus head soup with high and stable nutritional content.  

The results provide technical support for preparing a convenient and delicious fish head soup. People 

can enjoy delicious food shortly after a hard day´s work. In addition, the results showed that the timing of 

adding salt had a significant impact on the nutrition of fish head soup, which suggests that attention 

should be paid to the timing of adding salt when preparing fish head soup at home. C. argus head, a 

by-product of processing, can increase in value and provide a solution for producers to decrease waste and 

increase profits. 

Key words    Channa argus head soup; Addition time of salt; Nutrient migration; Micro and nano 

particles 
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饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾生长性能 

及肌肉品质的影响* 

莫翠琴 1  黄  凯 1①  曹鑫盛 2  江林源 3①   

于  凯 1  郭睿婕 1  王超男 1 
(1. 广西大学动物科学技术学院  广西  南宁  530004；2. 天津赞兰科技有限公司  天津  300000； 

3. 广西壮族自治区水产技术推广站  广西  南宁  530000) 

摘要    本研究旨在探讨饲料脂肪水平对克氏原螯虾(Procambarus clarkii)幼虾生长性能和肌肉品

质的影响。实验选取 600 尾初始体重为(4.00±1.00) g 的克氏原螯虾幼虾，随机分为 5 组(L1、L2、

L3、L4 和 L5 组)，分别投喂脂肪水平为 2.86%、5.11%、7.67%、10.19%和 13.02%的等氮实验饲料，

养殖周期为 60 d。结果显示，随着脂肪水平的升高，特定生长率(SGR)呈先升高后降低的趋势

(P<0.05)，饲料系数(FCR)呈先降低后升高的趋势(P<0.05)，L3 组的 FCR 显著低于其余组(P<0.05)；

对 SGR 进行折线回归分析，得出最适脂肪含量为 6.82%。饲料脂肪水平对克氏原螯虾肌肉的水分、

粗蛋白和粗灰分含量无显著影响(P>0.05)；随着饲料脂肪水平的增加，肌肉的蒸煮损失率、粗脂肪

含量、总多不饱和脂肪酸(∑PUFA)和总氨基酸(∑TAA)含量呈上升趋势，L5 组的二十碳五烯酸(EPA)

显著高于其余组，L5 组的二十二碳六烯酸(DHA)含量显著高于 L1 和 L2 组(P<0.05)；随着饲料脂肪

水平的增加，肌肉硬度、弹性、凝聚性和黏性呈下降趋势，且 L1~L3 组间均无显著差异(P>0.05)，

L5 组的总鲜味氨基酸(∑FAA)、丙氨酸(Ala)及天门冬氨酸(Asp)的含量显著低于 L1 组(P<0.05)。综

上所述，适宜的饲料脂肪含量可以提高克氏原螯虾幼虾的生长性能和肌肉的营养品质，在本实验条

件下，克氏原螯虾幼虾饲料中脂肪的建议添加量为 6.82%~10.19%。 

关键词    克氏原螯虾；脂肪水平；生长性能；肌肉品质；营养成分 

中图分类号 S963   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)02-0214-10 

克氏原螯虾(Procambarus clarkii)俗称小龙虾，原

产于墨西哥北部和美国南部(蔡凤金等, 2010)，于 20

世纪 90 年代引入我国(唐鑫生, 2001)。因其适应力强、

肉质鲜美、味道独特等特点，成为我国重要的养殖经

济虾类(晏明瑶等, 2021)，2020 年小龙虾产业的总产

值达 3448.46 亿元，市场前景广阔。随着小龙虾产业

链的发展，对其专用配合饲料的需求也逐渐增加  

(惠文杰等, 2020)。 

确定和优化主要营养物质是研发配合饲料的重

要前提，其中，脂肪是 重要的营养物质之一(Tacon 

et al, 2008; 何先林等, 2021)。脂肪是必需脂肪酸的主

要来源(Yun et al, 2013)，在克氏原螯虾生长发育及繁

abc
图章
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殖过程中发挥着重要作用(Tocher, 2003; Wen et al, 

2021)。适宜的饲料脂肪含量不仅能促进虾的健康生

长，还能节约饲料蛋白质、降低养殖成本(张家宏等, 

2012; 斯烈钢等 , 2014; 鲁耀鹏等 , 2018)。孟晶等

(2016)以 1.82%、3.84%、5.79%、7.89%、9.91%和

11.95% 6 种脂肪水平饲料投喂初始体重为(4.76±0.42) g

的克氏原螯虾，发现 8.74%的饲料脂肪水平可获得

大增重率；张家宏等(2012)进行饲料蛋白质和脂肪水

平双因子试验，发现蛋白水平为 24%~28%和脂肪水

平为 6%时，克氏原螯虾可得到 佳生长；此外，对

克氏原螯虾亲虾的研究发现，适宜的饲料脂肪水平为

7.60%~7.89% (彭迪等, 2019)。迄今为止，关于克氏原

螯虾饲料中脂肪含量的研究主要集中于生长性能、生

化指标以及肌肉的常规营养成分方面，而针对肌肉品

质的研究还未见报道。 

因此，本研究从生长性能及肌肉的质构指标、营

养成分和食用风味等方面，比较不同饲料脂肪水平对

克氏原螯虾幼虾的影响，旨在为克氏原螯虾幼虾配合

饲料的开发及合理评价脂肪对克氏原螯虾肌肉品质

的影响提供理论基础和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验饲料 

实验饲料以鱼粉、豆粕和菜籽粕为主要蛋白源，

以鱼油与豆油 1∶1 比例的混合油为脂肪源，制备

2.86%、5.11%、7.67%、10.19%和 13.02%脂肪水平的

5 种等氮饲料，具体营养组成见表 1。主要原料经粉

碎过 80 目筛后，按比例逐级混匀，加入脂肪与适量

水在搅拌机中充分混合，用小型绞肉机制成直径 3 mm、

长度 5 mm 的颗粒饲料，风干后−20℃保存备用。 

1.2  实验虾与饲养管理 

实验虾购于广西汇洋科技有限公司，养殖实验在

广西大学水产基地养殖池(方形，1.0 m×1.0 m×0.6 m)

中进行。实验开始前，在养殖池中驯养 7 d 后，选取

健壮、附肢完好、规格相似的幼虾 600 尾[(4.00±1.00) g]，

随机分为 5 组，每组 3 个重复，每个重复 40 尾虾。

每日早晚(06:00 和 19:30)按虾体重的 3%投喂饲料。

每日初投喂前清理池内粪便和残饵，观察并记录水

温、摄食及死亡状况，每 2 天换水 1/3。养殖池内以

悬挂网片为遮蔽物，实验期间池水溶氧高于 5 mg/L，

水温为 25~30℃，pH 为 7.0~7.7，氨氮低于 0.05 mg/L，

养殖周期为 60 d。 

1.3  样品采集 

取样前禁食 24 h，对每组虾进行计数、称重，用

于计算各生长指标。每组随机取 10 尾虾，解剖分离

肝胰腺、肌肉和性腺，称重后于−80℃冰箱储存备用，

用于计算肝体指数和出肉率，肌肉样本用于测量其常

规成分、质构指标、脂肪酸和氨基酸组成。各生长指

标计算公式如下： 

成活率(survival rate, SR, %)=100×Nd/Na； 

特定生长率(specific growth rate, SGR, %/d)= 

100×(lnWd−lnWa)/D； 

出肉率(flesh content, FC, %)=100×Wm/Wd； 

肝体指数(hepatosomatic index, HSI, %)= 

100×Wh/Wd； 

饲料系数(feed conversation ratio, FCR)=Wf/W0； 

式中，Na 为初始尾数，Nd 为终末尾数，Wa 为初始体

质量，Wd 为终末体质量，D 为实验天数，Wm 为去壳

腹部肌肉重，Wh 为虾体肝胰腺重，Wf 为摄入饲料量，

W0 为增重量。 

1.4  生化成分分析 

常规营养成分测定方法：水分含量采用 105℃恒

温干燥失重法(GB/T5009.3-2016)；粗灰分含量使用

550℃马弗炉灼烧法(GB/T5009.4-2016)；粗蛋白含量

用凯氏定氮法(GB/T5009.5-2016)；粗脂肪含量为索氏

抽提法(GB/T5009.6-2016)。 

肌肉的质构指标测定方法：采用 TMS-pro 型质

构仪质地剖面分析法(texture profile analysis, TPA)测

定(Cai et al, 2018)。测定肌肉硬度、咀嚼性、弹性、

黏性、凝聚性和回复性。 

肌肉蒸煮损失率(cooking loss, CL, %)的测定方

法：取肌肉样品除去表面水分后称量(Wn)，装入自封

袋中并于沸腾水中蒸煮 5 min，去除表面水分后称重

(Wp)，CL=(Wn−Wp)/Wn×100%。 

脂肪酸测定方法：参照陈金民等(2010)，采用气

质联用法，使用 GC Smart (GC-2018)气相色谱仪

(Shimadzu, 日本)测定肌肉脂肪酸组成和含量。 

氨基酸测定方法：参照 JY/T019-1996，使用

Biochrom30+型氨基酸自动分析仪(Biochrom, 英国)

测定氨基酸组成和含量。 

1.5  数据分析 

实验数据均用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，

ANOVA 法进行单因素分析 (one-way ANOVA) ，

Duncan´s 法进行多重比较分析，所有数据值均用平均

值±标准差(Mean±SD)表示，P<0.05 表示差异显著。 
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表 1  实验饲料配方及营养组成(%干物质) 

Tab.1  Formula and nutrient composition of experimental feed (% dry matter basis) 

饲料组 Diet group 
原料 Ingredients 

L1 L2 L3 L4 L5 

鱼粉 Fish meal 8.50 8.50 8.50 8.50 8.50 

豆粕 Soybean meal 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 

菜籽粕 Rapeseed meal 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 

面粉 Flour 13.00 13.00 13.00 13.00 13.00 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

氯化胆碱 Choline choride 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 

矿物质预混料 Mineral mix1 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

维生素预混料 Vitamin mix2 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

食盐 NaCl 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

酵母粉 Yeast powder 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 

海带粉 Kelp powder 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

羧甲基纤维素 Carboxymethy cellulose 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

微晶纤维素 Microcrystalline cellulose 10.00 7.50 5.00 2.50 0.00 

鱼油 Fish oil 0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 

豆油 Soybean oil 0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 

大豆磷脂 Soy lecithin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

虾壳粉 Shrimp shell powder 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

鱿鱼粉 Squid meal 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 

营养组成 Proximate composition           

粗蛋白 Crude protein 31.70 31.32 31.79 31.40 31.67 

粗脂肪 Crude lipid 2.86 5.11 7.67 10.19 13.02 

粗纤维 Crude fiber 15.74 12.31 10.03 8.14 6.64 

粗灰分 Ash 9.23 8.36 7.62 7.17 6.95 

注：1. 每克维生素预混料：维生素 A 2500 IU，维生素 B12 0.2 mg，维生素 B6 15 mg，维生素 B2 15 mg，维生素 C 160 mg，

维生素 D 0.05 mg，维生素 E 10 mg，维生素 K 35 mg，叶酸 5 mg，烟酸 40 mg，肌醇 155 mg，泛酸钙 20 mg，生物素 0.2 mg. 

2. 每千克矿物质预混料：硫酸锌 1.4 g，硫酸镁 30 g，硫酸锰 0.3 g，硫酸亚铁 1.5 g，氯化钙 280 g，氯化铜 0.5 g，氯化钴

0.5 g，氯化钾 7 g，碘化钾 0.15 g，磷酸二氢钾 450 g。 

Note: 1. Vitamin premix per gram: Vitamin A 2500 IU, Vitamin B12 0.2 g, Vitamin B6 15 g, Vitamin B2 15 g, Vitamin C 160 g, 
Vitamin D 0.05 g, Vitamin E 10 g, Vitamin K 35 g, Folic acid 5 g, Niacin 40 g, Inositol 155 g, Calcium pantothenate 20 g, Biotin 
0.2 g. 2. Per kilogram of mineral premix: ZnSO4 1.4 g, MgSO4 30 g, MnSO4·H2O 0.3 g, FeSO4 1.5 g, CaCl2280 g, CuCl2 0.5 g, 
CoCl2 0.5 g, KCl 7 g, KI 0.15 g, K(H2PO4)2 450 g. 

 

2  结果与分析 

2.1  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾生长和饲料利

用的影响 

表 2 显示，饲料脂肪含量显著影响实验虾的终末

体质量(FBW)、特定生长率(SGR)、出肉率(FC)、成

活率(SR)、肝体指数(HSI)和饲料系数(FCR)(P<0.05)，

其中，FBW、SGR 及 SR 先呈上升趋势，在 L3 组达

到 高峰后呈下降趋势；HSI 呈上升趋势；FC 则呈

下降趋势，L5 组显著低于 L1 组(P<0.05)；FCR 呈

现为先降低后升高的趋势，L3 组显著低于其余组

(P<0.05)。 

以饲料脂肪水平为自变量(x)，以 SGR 为因变量

(y)作折线回归，求得 2 条直线相交值，即饲料脂肪水

平为 6.82%时，克氏原螯虾幼虾获得 大特定生长率

(图 1)。 

2.2  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉的质构特

性及蒸煮损失率的影响 

饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉质构特性

及蒸煮损失率的影响见表 3，肌肉的硬度、弹性、凝 
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表 2  脂肪水平对克氏原螯虾幼虾生长和饲料利用的影响 
Tab.2  Effects of lipid levels on growth performance and feed utilization of juvenile P. clarkia (Mean±SD, n=3) 

饲料组 Diet group 
项目 Items 

L1 L2 L3 L4 L5 

初始体质量 IBW/g 4.00±1.00 4.00±1.00 4.00±1.00 4.00±1.00 4.00±1.00 

终末体质量 FBW/g 24.58±1.69b 25.14±2.42ab 27.64±1.53a 25.51±2.05ab 24.40±6.03b 

特定生长率 SGR/(%/d) 30.14±0.62b 31.07±0.57ab 35.24±0.51a 31.68±0.67ab 29.83±0.93b 

出肉率 FC/% 12.22±1.45a 11.83±0.97ab 11.67±1.25ab 11.36±0.96ab 10.73±0.78b 

成活率 SR/% 77.50±2.19b 85.00±1.97ab 90.00±1.4188a 85.83±2.36ab 80.83±2.27 ab 

肝体指数 HSI/% 5.35±0.49b 5.96±0.29b 6.23±0.34ab 6.47±1.16a 6.77±1.18a 

饲料系数 FCR 1.55±0.02a 1.50±0.04a 1.32±0.03b 1.47±0.02a 1.56±0.03a 

注：同行上标注不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。 
Note: Different letters on the same line indicate significant differences (P<0.05). The same as below. 

 

 
 

图 1  基于折线回归分析评估 适脂肪水平 
Fig.1  The optimal lipid level evaluated by  

linear regression analysis 

 
聚性、黏性、咀嚼性和回复性均随饲料脂肪水平的增

加而下降，蒸煮损失率则不断上升。其中，L1、L2

和 L3 组之间的硬度、弹性、凝聚性、黏性及蒸煮损

失率无显著差异(P>0.05)；与 L1 组相比，L4、L5 组

的硬度、弹性、黏性、咀嚼性和回复性显著降低

(P<0.05)；L5 组的凝聚性 低，显著低于其余 4 组

(P<0.05)；与 L1 组相比，L4、L5 组的蒸煮损失率显

著升高(P<0.05)。 

2.3  饲料脂肪水平对克氏原螯虾肌肉常规营养成分

的影响 

饲料脂肪含量对肌肉水分、粗蛋白以及灰分含量

无显著影响(P>0.05) (表 4)，而对粗脂肪含量有显著

影响(P<0.05)，且二者之间呈正相关，其中，L5 组显

著高于其他组(P<0.05)。 

2.4  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉脂肪酸及

氨基酸的影响 

克氏原螯虾幼虾肌肉中共检测出 16 种脂肪酸，

其中，饱和脂肪酸(SFA) 4 种，单不饱和脂肪酸(MUFA) 

4 种，多不饱和脂肪酸(PUFA) 8 种 (表 5)。饲料脂肪

水平对总饱和脂肪酸(∑SFA)含量和总单不饱和脂肪

酸(∑MUFA)含量无显著影响(P>0.05)；但显著影响总多

不饱和脂肪酸(∑PUFA)含量(P<0.05)，随脂肪水平的增 

 
表 3  不同脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉品质的影响 

Tab.3  Effects of different lipid levels on muscle quality in muscle of juvenile P. clarkia (Mean±SD, n=3) 

饲料组 Diet group 肌肉品质 
Muscle quality L1 L2 L3 L4 L5 

硬度 Hardness /gf 421.31±23.21a 413.26±19.78a 391.78±21.36ab 366.42±20.10b 342.15±36.87b 

弹性 Springiness /mm 66.62±0.04a 63.13±0.04a 60.47±0.06a 54.42±0.07b 52.62±0.11b 

凝聚性 Cohesiveness /% 56.35±0.12a 49.76±0.09a 47.10±0.13a 43.13±0.16a 39.27±0.12b 

黏性 Gumminess /g 235.93±17.36a 202.50±18.81a 184.41±16.39ab 157.56±17.62b 133.44±18.90b 

咀嚼性 Chewiness /mJ 157.18±6.02a 127.84±5.64b 111.35±6.21c 85.74±6.73d 70.22±10.90d 

回复性 Resilience 36.24±0.12a 28.83±0.11b 26.51±0.12b 17.76±0.13c 12.99±0.15d 

蒸煮损失率 Cooking loss /% 8.99±1.10c 9.17±1.07c 9.66±1.15c 11.15±1.46b 14.34±2.36a 
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表 4  脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉营养成分的影响 

Tab.4  Effects of lipid levels on muscle composition of juvenile P. clarkia (Mean±SD; n=3; %) 

饲料组 Diet group 
项目 Items 

L1 L2 L3 L4 L5 

水分 Moisture 77.65±0.28 78.06±0.42 78.91±0.63 78.36±0.77 78.57±0.75 

粗脂肪 Crude lipid 1.21±0.27c 1.77±0.09b 2.01±0.14b 2.26±0.19b 3.13±0.16a 

粗蛋白 Crude protein 19.31±0.30 18.16±0.42 18.13±0.31 18.21±0.29 18.15±0.42 

灰分 Ash 1.15±0.10 1.19±0.08 1.22±0.19 1.15±0.14 1.20±0.03 

 

表 5  脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉脂肪酸组成的影响 

Tab.5  Effects of lipid levels on fatty acid composition in muscle of juvenile P. clarkii (Mean±SD; n=3; %) 

饲料组 Diet group 
项目 Items 

L1 L2 L3 L4 L5 

C14:0 1.59±0.23 1.64±0.35 1.76±0.37 1.69±0.09 1.55±0.49 

C16:0 14.26±1.03a 13.44±1.35a 13.07±1.12ab 12.12±1.58b 12.39±1.69b 

C17:0 1.27±0.06c 1.49±0.24b 1.72±0.28a 1.32±0.37c 1.66±0.21a 

C18:0 6.95±0.59ab 5.97±0.88b 6.97±0.39ab 7.26±0.86ab 8.04±0.44a 

∑SFA 24.07±1.64 22.54±1.37 23.52±1.52 22.39±1.43 23.64±1.09 

C16:1 0.27±0.02c 0.44±0.01c 0.69±0.01b 1.86±0.10a 0.65±0.07b 

C18:1 24.26±2.87a 22.07±1.96ab 23.31±2.09a 20.89±2.37b 19.96±1.28b 

C20:1 1.75±0.09 1.88±0.14 1.96±0.07 1.90±0.01 1.97±0.36 

C24:1 0.57±0.02b 0.98±0.07ab 0.72±0.11b 1.01±0.09a 1.26±0.05a 

∑MUFA 26.85±1.02 25.37±1.06 26.68±0.92 25.66±0.88 23.84±0.97 

C18:2 12.97±1.73 13.01±1.51 13.37±2.06 13.41±2.13 13.16±1.91 

C18:3 1.15±0.16b 2.20±0.19b 3.01±0.13a 3.11±0.09a 3.00±0.26a 

C20:2 1.92±0.05a 1.76±0.16a 1.28±0.09b 1.27±0.18b 1.15±0.21b 

C20:3 0.00±0.00 0.00±0.00 0.10±0.00 0.17±0.03 0.21±0.01 

C20:4 13.36±2.31a 13.47±2.37a 12.07±1.63b 12.15±0.96b 11.12±1.15b 

C22:2 9.77±0.02b 10.10±0.96b 10.77±0.77b 11.01±0.63b 13.21±0.63a 

EPA 0.92±0.15b 0.96±0.03b 0.71±0.07b 0.87±0.12b 1.61±0.19a 

DHA 1.26±0.21c 2.37±0.20b 3.36±0.31ab 2.96±0.12ab 4.31±0.23a 

EPA/DHA 0.73±0.13a 0.41±0.12b 0.21±0.11b 0.39±0.05b 0.37±0.09b 

∑PUFA 41.35±1.14c 43.87±1.10b 44.67±1.07b 44.95±0.96b 47.77±1.21a 

 
加不断增加，但 L2、L3 和 L4 组间差异不显著

(P>0.05)；L5 组的 EPA 含量显著大于其余 4 组

(P<0.05)，L5 组的 DHA 含量显著大于 L1 和 L2 组

(P<0.05)，但与 L3 组和 L4 组无显著差异(P>0.05)。 

由表 6 可知，饲料脂肪含量对肌肉的总必需氨基

酸(∑EAA)含量、谷氨酸(Glu)、甘氨酸(Gly)含量无显

著影响(P>0.05)；与 L1 组相比，L5 组的总鲜味氨基

酸(∑FAA)含量、丙氨酸(Ala)及天门冬氨酸(Asp)的含

量显著降低(P<0.05)；总氨基酸(∑TAA)含量随脂肪

水平的升高呈上升趋势，L5 组显著大于 L1 组

(P<0.05)；且∑FAA 和∑TAA 含量在 L1~L4 组间均

差异不显著(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾生长性能的影响 

本研究中，饲料脂肪含量为 2.86%~7.67%时，脂

肪的增加对克氏原螯虾幼虾具有显著的促生长作用，

而在脂肪含量为 10.19%~13.02%时，不产生促生长作

用。在三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)(Huo et al, 

2014)、红鳌螯虾(Cherax quadricarinatus)(Rodriguez- 

Gonzalez et al, 2013)和凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei) (Xu et al, 2018)等研究中发现，适宜脂肪含

量范围内，脂肪含量越多，生长性能越佳，而添加过 
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表 6  脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉氨基酸的影响 
Tab.6  Effects of lipid levels on amino acids composition in muscle of juvenile P. clarkii (Mean±SD; n=3; %) 

饲料组 Diet group 
项目 Items 

L1 L2 L3 L4 L5 

异亮氨酸 Ile* 0.62±0.36 0.66±0.12 0.64±0.76 0.72±0.89 0.68±0.77 

亮氨酸 Leu* 1.46±0.06 1.54±0.23 1.29±0.15 1.43±0.21 1.27±0.20 

赖氨酸 Lys* 1.23±0.84 1.02±0.71 1.15±0.39 1.07±0.42 1.11±0.24 

甲硫氨酸 Met* 0.31±0.09 0.37±0.10 0.33±0.06 0.39±0.09 0.47±0.03 

苏氨酸 Thr* 0.65±0.17 0.69±0.11 0.66±0.20 0.61±0.14 0.62±0.12 

色氨酸 Try* 0.20±0.03 0.24±0.05 0.14±0.07 0.18±0.01 0.16±0.00 

缬氨酸 Val* 0.34±0.12 0.39±0.08 0.37±0.11 0.43±0.13 0.47±0.09 

苯丙氨酸 Phe* 0.67±0.11 0.52±0.09 0.59±0.11 0.47±0.15 0.45±0.13 

丙氨酸 Ala^ 1.38±0.21a 0.97±0.42b 1.12±0.12ab 0.88±0.14b 0.87±0.09b 

酪氨酸 Tyr 0.58±0.03 0.68±0.02 0.43±0.02 0.51±0.03 0.49±0.07 

天门冬氨酸 Asp^ 1.67±0.06a 1.45±0.12a 1.58±0.07a 1.39±0.02ab 1.26±0.06b 

谷氨酸 Glu^ 2.16±0.11 2.16±0.13 2.13±0.09 2.12±0.10 2.04±0.08 

甘氨酸 Gly^ 0.91±0.11 0.89±0.11 0.90±0.08 0.94±0.12 0.92±0.10 

半胱氨酸 Cys 0.10±0.02 0.13±0.03 0.09±0.01 0.10±0.02 0.11±0.07 

脯氨酸 Pro 0.52±0.06a 0.19±0.09b 0.28±0.07b 0.21±0.02b 0.17±0.01b 

丝氨酸 Ser 0.64±0.12 0.68±0.14 0.60±0.12 0.63±0.11 0.66±0.13 

精氨酸 Arg 1.57±0.22b 1.68±0.12ab 1.64±0.16ab 1.80±0.09a 1.83±0.11a 

组氨酸 His 0.48±0.03 0.36±0.02 0.34±0.01 0.39±0.03 0.40±0.04 

总必需氨基酸∑EAA 5.48±0.12 5.43±0.23 5.17±0.20 5.30±0.19 5.23±0.10 

总鲜味氨基酸∑FAA 7.37±0.14a 6.67±0.17ab 6.75±0.12ab 6.31±0.15ab 6.03±0.09b 

总氨基酸∑TAA 4.71±0.15b 5.26±0.09ab 7.72±0.42ab 8.12±0.21ab 8.14±0.25a 

注：EAA*: 必需氨基酸，FAA^: 鲜味氨基酸。 
Notes: EAA*: Essential amino acid, FAA^: Flavor amino acid. 

 
量的脂肪则不能促进生长，这与本研究结果相似。本

研究中，实验虾的 FCR 随脂肪含量的增加表现为先

下降后上升的趋势，可能是由于饲料中能量随脂肪水

平的增加而增加，实验虾根据摄入饲料的能量的不同

来调节摄食。 

本实验以 SGR 作为评价依据，采用折线回归分

析，得出适宜脂肪含量为 6.82%。本实验结果处于徐

维娜等(2011)的研究结果范围内，但低于初始体质量

4.76 g 克的克氏原螯虾(养殖水温 22~28℃)的研究结

果(孟晶等, 2016)，这可能是因为低温需要较高的脂肪

含量来满足生长，而本实验的养殖水温(25~30℃)较

高。此外，本结果也低于 15.46 g 的克氏原螯虾亲虾

的研究结果(彭迪等, 2019)，这可能与虾的生长阶段有

关，亲虾需要更多脂肪来维持性腺发育及繁殖能力。 

3.2  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉质构特性

的影响 

克氏原螯虾的去壳腹部肌肉是主要食用部位，其

品质与经济价值密切相关，脂肪成分和脂肪沉积对肌

肉的质地影响较大(Thakur et al, 2002)。肌肉质构反映

了肌肉的组织状态和食用口感，蒸煮损失率反映了肌

肉营养物质的损失率(Johnston et al, 2000; 王靖等, 

2021)。本研究表明，当饲料脂肪水平高于 10.19%时，

会显著降低肌肉的质构指标，增大营养损失，进而降

低了其食用口感和营养成分。马睿(2014)对大黄鱼

(Pseudosciaena crocea)的研究发现，饲料中适当的脂

肪含量可显著提高肌肉硬度和持水力，而过低或过高

的脂肪含量则会降低肌肉品质；吴凡等(2018)通过研

究不同脂肪水平对中华鳖(Pelodiscus sinensis)肉质的

影响，发现高脂饲料会降低肌肉硬度、黏性和咀嚼性，

进而降低肌肉嫩度。以上结果均与本结果一致，其原

因可能是，不同的饲料脂肪含量通过影响肌肉脂肪的

沉积和效率，进而影响肌肉脂肪含量，高脂饲料会降

低肌肉的食用口感。 

3.3  饲料脂肪水平对克氏原螯虾幼虾肌肉营养品质

的影响 

肌肉常规营养成分的含量是评价虾类品质的重

要指标(万金娟等, 2020)。本研究表明，饲料脂肪含

量的增加可显著增加克氏原螯虾肌肉的粗脂肪含量，
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降低肌肉粗蛋白含量，其原因可能是高脂饲料可促进

虾体粗脂肪沉积，提高蛋白质利用率，进而降低肌肉

蛋白质的沉积(陈伟兴等, 2012; 何亚丁等, 2013)，对

澳大利亚红螯虾(Cherax quadricarinatus)(Zhu et al, 

2013) 、 草 鱼 (Ctenopharyngodon idellus)(Du et al, 

2005)、白鲈鱼(Atractoscion nobilis) (Lopez et al, 2006)

的研究均证实此结果。 

克氏原螯虾的风味与脂肪酸和氨基酸的组成和

含量密切相关，且不饱和脂肪酸和鲜味氨基酸的含量

越高，风味越佳(Wang et al, 2020; 罗雅婷等, 2021)。

肌肉脂肪酸受饲料脂肪酸组成的显著影响，肌肉脂肪

酸组成是饲料种类和体内代谢的结果 (郑建明等 , 

2019)。本研究中，肌肉的∑PUFA、EPA 和 DHA 的

含量在 L5 组 高，均在 L2、L3 和 L4 组间无显著差

异。这可能是由于饲料中脂肪含量影响虾对不同脂肪

酸的消化吸收，影响虾体脂肪酸的沉积及组成，因

L5 组饲料中鱼油含量 多，EPA 和 DHA 含量高，进

而显著增加了肌肉中 EPA 和 DHA 含量。结果表明，

饲料中适宜的脂肪含量可以有效提高克氏原螯虾幼

虾的营养价值，还能增加肌肉风味。 

本研究在克氏原螯虾肌肉中均检出 18 种氨基

酸，其中，必需氨基酸 8 种，非必需氨基酸 10 种，

说明实验虾肌肉氨基酸组成种类齐全。本研究中，当

饲料脂肪含量为 13.02%时，会显著降低∑FAA 含量。

类 延 菊 等 (2020) 研 究 发 现 ， 洞 庭 青 鲫 (Carassius 

auratus var. Dongtingking)肌肉的 FAA 含量随着脂肪

水平增加而降低，降低肌肉风味，与本研究结果相吻

合。肉质评价分析中，呈鲜味的谷氨酸和天门冬氨酸，

呈甘味的甘氨酸和丙氨酸是主要的鲜味氨基酸，决定

了肌肉的鲜美程度和口感(李赵嘉等, 2019; 周剑等, 

2021)。本研究中，饲料脂肪水平显著影响 Ala 和 Asp

含量，当饲料脂肪水平高于 10.19%时，会显著降低

Ala 含量；当饲料脂肪水平高于 13.02%时，会显著降

低 Asp 含量。其原因可能是饲料中一定的脂肪含量对

提升肌肉的 Asp 和 Ala 含量有所帮助，而高脂饲料反

而会有抑制作用。在不影响克氏原螯虾肌肉品质的基础

上，克氏原螯虾饲料的脂肪含量应不超过 10.19%为宜。 

4  结论 

本研究条件下，根据特定生长率折线回归分析，

得出饲料中适宜脂肪水平为 6.82%；当饲料脂肪水平

高于 10.19%时，会显著降低克氏原螯虾肌肉的营养

价值、食用口感、鲜美程度及风味。综合各项因素分析，

建议克氏原螯虾幼虾饲料中脂肪含量为 6.82%~10.19%。 
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Effects of Dietary Lipid Levels on Growth Performance and Muscle  
Quality of Juvenile Procambarus clarkii 

MO Cuiqin1, HUANG Kai1①
, CAO Xinsheng2, JIANG Linyuan3①,  

YU Kai1, GUO Ruijie1, WANG Chaonan1 
(1. College of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning, Guangxi  530004, China;  

2. Tianjin Zanlan Technology Co., LTD., Tianjin  300000, China;  
3. Fishery Technology Promotion Station of Guangxi Zhuang Autonomous Region, Nanning, Guangxi  530000, China) 

Abstract    Procambarus clarkii Girard is an economically important cultured shrimp in China, and 
lipids are an important component of its raw feed materials. Studies have shown that adequate lipid 
content in feed can promote the health of aquatic animals, improve the utilization efficiency of feed 
protein, save protein, reduce feed costs, and reduce nitrogen emissions. Insufficient lipid content in feed 
leads to metabolic disorders in breeding animals, reduces the utilization rate of feed protein, and is 
accompanied by a deficiency of fat-soluble vitamins and essential fatty acids. However, a high fat content 
inhibits feeding and growth and leads to excessive fat deposition in the fish body, which decreases disease 
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resistance and is not conducive to feed processing and storage. At present, studies on the dietary lipid 
content of P. clarkii have mainly focused on growth performance, biochemical indices, and conventional 
nutritional components of muscle; however, studies on muscle quality, amino acid composition, and 
content have not yet been reported. This study investigated the growth performance, muscle texture 
indices, nutritional components, and food flavor of P. clarkii by determining the effect of dietary lipid 
content on the growth performance and muscle quality of juveniles. The aim of this study was to provide a 
reference for the development of compound feed for juvenile P. clarkii and to provide a theoretical and 
scientific basis for rationally evaluating the effects of fat on the muscle quality of the species. 

Five experimental diets with lipid levels of 2.86%, 5.11%, 7.67%, 10.19%, and 13.02% were 
prepared using fishmeal, soybean meal, and rapeseed meal as the main protein sources, and a mixture of 
fish oil and soybean oil in a ratio of 1:1 as the lipid source. A total of 600 juvenile P. clarkii with an initial 
body weight of (4.00±1.00) g was randomly divided into five groups (L1, L2, L3, L4, and L5 groups) 
with three replicates per group and 40 shrimps per replicate. They were fed five groups of experimental 
diets at 6:00 and 19:30 each day and cultured for 60 days. The experiment was carried out in an 
aquaculture pond (square, 1.0 m × 1.0 m × 0.6 m) at the Guangxi University. 

The results showed that as the dietary lipid level increased, the specific growth rate (SGR) and 
survival rate (SR) of juvenile P. clarkii first increased and then decreased and were the highest when the 
dietary lipid level was 7.67%. The feed conversion ratio (FCR) at first decreased before increasing again 
and that of the L3 group was significantly lower than that of the other groups (P<0.05). Using the specific 
growth rate as an evaluation index, through broken-line analysis, the optimal dietary lipid level of juvenile 
P. clarkii was estimated as 6.82%. Dietary lipid levels had no significant effect on the moisture, crude 
protein, and ash contents in the muscle (P>0.05). With the increase in dietary lipid levels, the cooking loss 
(CL) and crude lipid, polyunsaturated fatty acids (∑PUFA), and total amino acid (∑TAA) contents of the 
muscle showed an increasing trend. The content of eicosapentaenoic acid (EPA) in the L5 group was 
significantly higher than that in the other groups, and the docosahexaenoic acid (DHA) content in the L5 
group was significantly higher than that in the L1 and L2 groups (P<0.05). With increasing dietary lipid 
levels, muscle hardness, elasticity, cohesiveness, and gumminess decreased and there were no significant 
differences between the L1 and L3 groups (P>0.05), whereas dietary lipid levels showed no significant 
difference in muscle saturated fatty acid (SFA) and monounsaturated fatty acid (MUFA) contents 
(P>0.05). The contents of umami amino acids (∑FAA), alanine (Ala), and aspartate (Asp) in the L5 group 
were significantly lower than those in the L1 group (P < 0.05). 

Under the conditions of this study, within a suitable range of fat content, growth performance 
increased with increased fat content; however, the addition of excessive fat cannot promote growth. 
According to the broken-line regression analysis of the specific growth rate, the optimal dietary lipid level 
was 6.82%. When the dietary lipid level was higher than 10.19%, the deposition and efficiency of muscle 
fat, muscle fat content, and nutrient loss increased, and the muscle texture index and Asp and Ala contents 
significantly decreased. The nutritional value, taste, delicious degree, and flavor of the muscle of 
P. clarkii were significantly decreased. As it does not affect the muscle quality of the shrimp, the dietary 
lipid content should not exceed 10.19%. 

Based on the analysis of various factors, the optimal dietary lipid content is beneficial to the healthy 
growth of juvenile P. clarkii and improves nutritional value and muscle quality. It is suggested that the 
dietary lipid supplemental level of juvenile shrimp should be 6.82%~10.19%. This study provides a 
theoretical basis for the scientific optimization of feed preparation for P. clarkii juvenile. 
Key words    Procambarus clarkii; Lipid level; Growth performance; Meat quality; Nutritional 
content 
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