
第 12卷第 2期
2 0 1 6 年 4 月

南 方 水 产 科 学
South China Fisheries Science

Vol. 12, No. 2
Apr. , 2016

doi: 10. 3969/ j. issn. 2095 - 0780. 2016. 02. 017

·研究简报·

收稿日期 : 2015 -05-14; 修回日期 : 2015-07 -01

资助项目 : 中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金 (中国水产科学研究院南海水产研究所 ) 资助项目 ( 2013YD10 ) ; 海南省应用技

术研发与示范推广专项 ( ZDXM2014131 ) ; 海南省重点科技计划项目 ( ZDXM20130051 ) ; 三亚市院地科技合作项目 ( 2013 YD78 ,

2011 YD110) ; 三亚市科技成果转化项目 ( 2013 CZ11)

作者简介 : 胡  静 ( 1987 - ) , 女 , 硕士 , 助理研究员 , 从事海水养殖和生理生态研究。E-mail: hijklnm123@ sina. com

通信作者 : 叶  乐 ( 1974 - ) , 男 , 副研究员 , 博士 , 从事海水养殖和生理生态学研究。E-mail: yele2008@ 163. com

急性盐度胁迫对克氏双锯鱼幼鱼血清皮质醇浓度和

Na+-K+-ATP酶活性的影响

胡 静, 叶 乐, 吴开畅, 王 雨
(中国水产科学研究院南海水产研究所, 农业部南海渔业资源开发利用重点实验室, 广东 广州 510300)

摘要: 研究了克氏双锯鱼( Amphiprion clarkii) 幼鱼由盐度 35突变至 30、25、20和 15后血清皮质醇浓度及鳃丝和

肝脏中 Na+-K+-ATP酶活性的变化。结果表明, 盐度变化对克氏双锯鱼的存活无影响, 而对其血清皮质醇浓度及

Na+-K+-ATP酶活性均有显著影响( P < 0. 05) 。各低盐胁迫组血清皮质醇浓度均在处理的 24 h内呈先降后升趋势,

处理后第 48、第 96小时, 各处理组血清皮质醇浓度急剧降低至对照组水平甚至略低于对照组, 与对照组无显著

差异( P > 0. 05) ; 鳃丝和肝脏中 Na+-K+-ATP酶活性变化规律一致, 即低盐胁迫 24 h内呈上升趋势, 第 48及第 96

小时变化趋势与血清皮质醇浓度变化相似。整体上, 以上各生理指标变化幅度均与盐度的降低幅度呈正相关。

实验结果证明, 盐度突变对克氏双锯鱼幼鱼的血清皮质醇浓度及 Na+-K+-ATP酶活性存在重要的影响, 同时也表

明该鱼具有较强的盐度适应能力。
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Effect of acute salinity stress on serum cortisol and activity of
Na+ -K + -ATPase of juvinile Amphiprion clarkii

HU Jing, YE Le, WU Kaichang, WANG Yu

( Key Lab. of South China Sea Fishery Resource Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea Fisheries

Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China)

Abstract: We studied the changes in serum cortisol and Na+-K+-ATPase activities in gill and liver of juvenile Amphiprion clarkii at an

abrupt change in salinity from35 ( control) to 15 at decrement of 5. The results showthat salinity changes had no significant effects on

survival but affected serum cortisol and Na +-K + -ATPase activities of the juveniles significantly ( P < 0. 05) . The concentration of serum

cortisol showed a downward trend after the juveniles were abruptly transferred to low salinities in 24 h, then all decreased to the control

level at 48th hour and even lower than control level at 96 th hour, showing no significant difference. The trends of Na +-K +-ATPase activ-

ity in gill and in liver were highly consistent. The Na +-K +-ATPase activities in the two tissues increased obviously in 24 h, then sharp-

ly declined in the same way as serum cortisol level at 48th hour and 96th hour ( P > 0. 05) . In summary, the variation amplitude of

these physiological indices mentioned above showed a positive correlation to the salinity decreased degree. Therefore, there is a signifi-

cant impact of salinity changes on the concentration of serum cortisol and Na +-K+-ATPase activity of A. clarkii. It is revealed that

A. clarkii has strong salinity adaptability.
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  盐度与渗透压密切相关, 是影响鱼类的生存与生长的

重要环境因子
[ 1-2] , 其改变会引起鱼类的一系列生理反应,

对应激及免疫防御指标有显著的影响 [ 3-6]。受影响较显著的

生理指标主要分为酶和激素两大类。酶主要包括与渗透压

调节密切相关的 Na +-K +-ATP 酶( NKA) 。NKA 广泛分布于

海水硬骨鱼的肾脏与鳃中, 主要参与细胞内外钠离子

( Na+ ) 、钾离子( K + )的主动跨膜转运, 为离子的跨膜运动

提供 ATP, 对维持细胞内高 K +、细胞外高 Na +的浓度梯度

起决定性作用, 是鱼类渗透压调节的主要指标 [ 7-8] 。NKA

活性与环境盐度有关, 也受渗透压调节激素的调控 [ 9]。其

中皮质醇具有多重调控作用, 包括应激反应、糖代谢以及

渗透调节功能, 皮质醇能激活 NKA 活性、增加氯细胞数

量, 从而提高机体的耐盐性 [ 8, 10-11] 。因此, 有关外环境盐

度、供能 NKA以及渗透调节激素三者关系的研究具有重要

意义, 有助于了解特定鱼类的盐度适应性及渗透压调节机

制, 从而了解该鱼最适生长、繁殖盐度, 作为海水养殖盐

度调节、半咸水及淡化养殖的理论依据, 对高效生产的达

成具有指导意义
[ 12]
。

克氏双锯鱼( Amphiprion clarkii) 俗名双带小丑, 隶属雀

鲷科、双锯鱼属, 是重要的热带海水观赏鱼之一, 也是典

型的珊瑚礁鱼类。环境因子对克氏双锯鱼个体生长发育的

影响已有一些研究, 例如温度对克氏双锯鱼仔鱼生长和生

理的影响 [ 13-14] , 光周期和光照强度对克氏双锯鱼仔鱼生长

的影响
[ 15] , 以及盐度对克氏双锯鱼仔鱼活力和仔稚鱼培育

效果的影响, 结果表明克氏双锯鱼仔鱼在较低盐度生长较

快, 在中盐度成活率较高 [ 16]
。而目前, 克氏双锯鱼幼鱼的

盐度适应能力以及盐度适应机制的研究方面仅见于盐度胁

迫对克氏双锯鱼幼鱼过氧化氢酶的影响 [ 17] , 其他双锯鱼也

仅见盐度变化对黑双锯鱼 ( A. melanopus) 幼鱼一些生理生化

指标影响的研究 [ 4, 18] 。文章采用实验生态学的方法, 研究

了急性盐度变化下克氏双锯鱼血清皮质醇浓度和 NKA 活性

96 h的变化规律, 以期深入了解克氏双锯鱼幼鱼对盐度的

适应能力和调节机制, 为其养殖时水体的盐度调节提供一

些理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用克氏双锯鱼幼鱼为中国水产科学研究院南海

水产研究所热带水产研究开发中心人工繁育, 全长为

( 16. 36 ±1. 58) cm, 体质量为( 22. 74±3. 41) g。挑选体色和

活力正常的健康幼鱼用于实验。实验前暂养 2 d, 暂养用水

为自然沙滤海水, 盐度 35, 水温 ( 28 ±0. 5) ℃, pH 8. 0 ～

8. 2, 连续充气, 每日换水 2 次, 换水量为 100% , 投喂虾

糜, 每日投喂 2 次。

1.2 实验设计与方法

以当地自然海水盐度 35为对照组, 将暂养的克氏双锯

鱼随机分为 5组, 分别放入盐度为 35、30、25、20和 15的

容积为 500 L的塑料桶中, 每组设 3个平行, 每个实验桶放

克氏双锯鱼幼鱼 48 尾。实验用水采用自然沙滤海水和经充

分曝气的自来水调节至所需的盐度, 每天换水 1 次。实验

期间水温( 28±0. 5)℃, pH 8. 0～8. 2, 连续充气。

各盐度处理组分别第 0、第 6、第 12、第 24、第 48和

第 96 小时时进行取样, 实验鱼用 MS-222( 200 mg·L - 1 ) 麻

醉, 以降低或尽量避免因捕捞引起的应激反应。每个实验

桶各随机选取 3 尾幼鱼, 置于冰盘内解剖, 取其鳃丝和肝

脏, 用生理盐水冲洗干净, 用滤纸吸去组织表面的水分并

称质量。然后称适量组织, 用 9 倍生理盐水研磨, 将研磨

液 4℃、4 000 r·min - 1离心 10 min, 取上清, 置于 4 ℃冰箱

备测。蛋白含量和 NKA活性分别采用蛋白含量测定试剂盒

( 武汉谷歌生物科技有限公司出品)和超微量 NKA酶测试盒

( 南京建成生物工程研究所出品 ) 进行测定, 测定方法按说

明书进行。

用 1 mL经肝素钠润洗、烘干的一次性无菌注射器于臀

鳍下方尾静脉或尾动脉抽血, 采用 5 号针头, 取血后置于

1. 5 mL带刻度 EP 管, 4 ℃静置, 开始分层后离心 ( 8 000

r·min- 1) 20 min, 取血清。血清皮质醇浓度利用 Cortisol EIA

Kit试剂盒进行测定 ( Cayman公司出品) , 按其说明书进行

操作。

1.3 数据分析

实验数据通过 SPSS 19. 0统计软件进行统计分析, 先对

数据作单因素方差分析 ( ANOVA) , 处理组间若有显著差

异, 再用 Duncan法进行多重比较, P < 0. 05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 对幼鱼行为及成活率的影响

在各盐度处理组中, 随着盐度的降低, 克氏双锯鱼幼

鱼最初表现出一些应激行为, 如活动加剧, 鳃盖煽动频率

加快, 摄食量减少等, 经 6 h 适应后基本恢复正常。盐度

20和 15处理组的个体有些还出现腹鳍基部充血、背鳍颜色

变淡现象, 但整个实验过程中未发现死亡现象, 所以盐度

35突变至盐度 15对克氏双锯鱼成活率没有影响。

2.2 对血清皮质醇质量浓度的影响

各低盐度处理组血清皮质醇质量浓度均在处理的 12 h

内呈先降后升趋势, 与对照组差异显著 ( P < 0. 05) , 第 24

小时继续缓慢上升, 仅盐度 20 和 15 处理组与对照组差异

显著( P < 0. 05) , 于第 48 小时达到最大值后急剧降低至对

照组水平, 与对照组无显著差异 ( P > 0. 05) , 处理后第 96

小时各盐度处理组皮质醇质量浓度略低于对照组, 与对照
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组无显著差异( P > 0. 05) (图 1 - a)。整体来看, 血清皮质

醇质量浓度最低和最高分别出现在盐度 15处理组的第 6 和

第 24小时处, 均与对照组差异显著( P < 0. 05) , 且血清皮

质醇质量浓度的升降幅度均与盐度变化幅度呈正相关, 即

盐度降低幅度越大, 血清皮质醇上升或下降幅度越大。

2.3 对鳃丝 NKA 活性影响

各低盐度处理组鳃丝 NKA活性均在处理的 24 h内呈上

升趋势, 尤其在处理后的6 h内上升迅速, 与对照组差异显

著( P < 0. 05) , 处理后第 48小时各处理组 NKA活性迅速下

降, 盐度 20和 15处理组与对照组差异显著( P < 0. 05) , 于

第 96 小时缓慢下降至略低于对照组, 与对照组无显著差异

( P > 0. 05) (图 1 - b) 。整体来看, 鳃丝 NKA活性最低和最

高分别出现在盐度 15 处理组的第 96 和第 24 小时。鳃丝

NKA活性变化幅度亦与盐度降低幅度呈正相关。

2.4 对肝脏 NKA 活性影响

各盐度处理个体肝脏 NKA与该酶在鳃丝中的酶活性变

化规律呈现高度的一致性, 即6 h内急剧上升, 与对照组差

异显著( P < 0. 05) , 均匀上升至第 24 小时, 于第 48小时迅

速下降, 与处理后 24 h处类似, 同样仅在盐度 20 和 15 处

理组与对照组差异显著( P < 0. 05) , 第 96小时缓慢下降至

略低于对照组, 且与对照组无显著差异 ( P > 0. 05) ( 图 1 -

c) 。整体水平上, 与鳃丝中类似, 肝脏中 NKA活性最低和

最高分别出现在盐度 15处理组的第 96 和第 24 小时, 且酶

活性升降幅度亦与盐度降低幅度呈正相关。不同的是, 肝

脏中 NKA活性水平较鳃丝中相差一个数量级。

3 讨论

3.1 盐度对克氏双锯鱼 NKA 活性影响

DEANE等 [ 19]
和 LIN等 [ 20]

认为, 海水硬骨鱼类 NKA 酶

活性随盐度的变化可分为“高渗环境高 NKA 活性”和“低渗

环境高 NKA活性”2种类型。“高渗环境高 NKA 活性”鱼类

有 黑 双 锯 鱼
[ 18]
、赤 鲷 ( Pagrus pagrus ) [ 21]

、大 黄 鱼

( Pseudosciaena crocea) [ 22]
和斑尾复 虎鱼( Synechogobius om-

maturus) [ 23] 等。而“低渗环境高 NKA 活性”鱼类有条石鲷

( Oplegnathus fasciatus) [ 24] 、鲻( Mugil cephalus) [ 25] 和大底鳉

( Fundulus grandis) [ 26]
。该实验中克氏双锯鱼幼鱼鳃丝和肝

脏 NKA活性在盐度从 35突变至 15、20 和 25时总体呈先上

升后恢复的变化, 在低盐应激的最初阶段 ( 6 h内 ) , 鳃丝

NKA活性迅速增强, 继续上升至第 24 小时达峰值, 之后酶

活性骤降, 于第 48 小时与对照组处于同一水平, 第 96 小

时稳定后略低于对照组, 说明克氏双锯鱼经低盐应激后经

历了应激反应期和主动适应期。应激反应期为被动应急阶

段, 幼鱼受盐度变化刺激, NKA 活性被动激活升高, 以增

强对新环境盐度的适应能力, 盐度降低幅度越大 NKA活性

增幅越大, 在这个阶段表现出“低渗环境高 NKA活性”; 在

主动适应期, 机体 NKA 活性向盐度变化前的状态逐步恢

图 1 盐度对克氏双锯鱼幼鱼生理指标的影响

Fig. 1 Effect of salinity on physiological indices of

juvenile A. clarkii

复, 在第 96 小时稳定后 NKA 活性随着盐度降低而下降,

表现出“高渗环境高 NKA活性”。鱼类在适应环境盐度变化

的过程中会消耗大量能量, 渗透调节酶类 NKA 等活性增

强, 而用于生长的能量减少, 稳定后低盐度组克氏双锯鱼

幼鱼 NKA活性低于高盐度组, 表明适应较低盐度环境后,

有更多的能量可用于生长, 支持先前研究中克氏双锯鱼仔

鱼在较低盐度生长较快的结论
[ 16]
。

盐度变化后 NKA活性稳定的时间因品种而异, 如施氏

鲟( Acipenser schrenekii) 的 NKA活性达到稳定需要 4 d[ 3] , 褐
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牙鲆( Paralichthys olivaceus) 幼鱼达到稳定需 9 d[ 27] , 鲻鱼肠

和鳃丝 NKA活性则在实验第 20 天才恢复 [ 25] , 斜带石斑鱼

( Epinephelus coioides) 鳃丝 NKA 能在第 6 小时达稳定水

平 [ 4] , 大黄鱼鳃丝 NKA活性当盐度突降至 21 时, 于第 24

小时趋于稳定, 但当盐度突降至 17 和 13 时, 酶活性升高

后不能恢复
[ 22]
。说明种类间渗透调节能力的差异。该实验

中, 克氏双锯鱼幼鱼在低盐应激下 NKA活性 6 h 内活化并

在 96 h内恢复至接近原始的稳定水平, 表明其对盐度变化

具有较强的渗透调节能力。

目前, 关于不同盐度下鱼类适应高渗或低渗环境能力

的研究主要集中在鳃丝、肾脏、肠道等组织上, 而已有研

究表明盐度对鱼类肝脏中 NKA活性也有影响, 如条石鲷幼

鱼低盐胁迫下肝脏中 NKA活性甚至高于肾脏, 表明在鱼类

肝脏中 NKA也有较高的活性, 这可能与肝脏中存在丰富的

线粒体有关 [ 24] 。冯平等 [ 28] 对不同环境盐度下青鳉 ( Oryzias

latipes) 肠内 NKA的 α和 β基因表达量进行检测, 发现盐度

升高抑制青鳉肠内 NKAβ基因的表达, 表明盐度对鱼类肠

道的 NKA也产生影响。而盐度对花鳗鲡( Anguilla marmora-

ta) 幼鳗和太平洋双色鳗鲡 ( A. bicolor pacifica) 幼鳗的鳃丝

NKA 活性有显著影响, 但对肾脏中 NKA 活性影响不显

著 [ 29] 。该研究中急性低盐胁迫下, 肝脏中 NKA活性变化

规律与鳃丝中大体一致, 只是酶活水平较鳃丝中低了一个

数量级, 证实了鱼类鳃部为渗透调节和盐度适应的主要功

能性组织的结论。

3.2 盐度对克氏双锯鱼血清皮质醇的影响

皮质醇等应激激素由下丘脑-垂体-肾上腺轴 ( HPI) 体系

促肾上腺皮质激素释放而合成与释放 [ 30] 。鱼类在环境压力

作用下, 该体系被激活导致皮质醇等应激激素的生成, 进

而影响机体的离子渗透及新陈代谢以维持机体的生理平

衡 [ 31] 。作为与鳃泌氯细胞数量及 NKA 活性密切相关的重

要激素, 皮质醇的含量增加促使鳃泌氯细胞增生、分化以

及 NKA活性的增强, 从而对硬骨鱼类调节及维持渗透压平

衡有着重要作用 [ 9, 32] 。该实验结果表明, 在低盐胁迫过程

中, 克氏双锯鱼幼鱼血清皮质醇浓度呈先升后降的趋势,

于处理的第 48 小时降至最初水平, 即恢复至正常的激素水

平, 表明了该鱼对盐度突变有一段适应期, 时间约为 48 h。

克氏双锯鱼幼鱼在盐度 35 突变至 15、20 和 25, 24 h内血

清皮质醇浓度均达到最大值, 且其增加幅度随盐度突变幅

度增加而增大, 说明盐度波动幅度越大对克氏双锯鱼幼鱼

的渗透应激越强。血清皮质醇浓度的急剧升高有助于增强

NKA和 H+ -ATP酶活性, 提供低盐胁迫过程所需能量, 提

高对低盐度环境的适应能力
[ 33]
。而盐度从 35 突变至 30,

血清皮质醇浓度无显著增加, 说明该盐度变化幅度对克氏

双锯鱼没有造成应激反应。克氏双锯鱼幼鱼在盐度 35 突变

至低盐时, 血清皮质醇浓度峰值先于各组织的 NKA 活性,

且先于各组织的 NKA活性下降达到最初水平, 证实 NKA

活性受控于皮质醇激素。

不同鱼类在低盐胁迫时血清皮质醇浓度峰值出现和恢

复时间存在较大差异, 该实验结果表明, 克氏双锯鱼幼鱼

在盐度 35突变 15、20和 25时峰值出现时间为第 24 小时,

恢复至最初水平时间为第 48 小时。而黑双锯鱼在盐度 35

突变至 17. 5时血清皮质醇浓度在第 24 小时达到峰值后下

降, 但第 48小时还没降至最初水平 [ 18]。鲻幼鱼从盐度 35

急剧降至盐度 15 和 25, 第 30分钟时皮质醇浓度显著上升,

第 60分钟时回复正常水平 [ 1] 。军曹鱼( Rachycentron canad-

um)稚鱼从盐度 37的自然海水中直接转移至盐度 15时, 第

0. 5小时皮质醇浓度达峰值, 第 1小时降低至最初水平, 而

突变至 25时, 第 1 小时达到峰值, 第 12 小时才恢复至最

初水平 [ 34] 。而赤鲷皮质醇浓度在半咸水 ( 盐度 12) 和海水

( 盐度 39) 中均无显著差异, 但鳃丝 NKA 活性在海水中显

著高于半咸水中
[ 21]
。这些差异表明鱼类盐度适应机制是一

个十分复杂的过程, 不同种类的鱼有着不同的适应机制,

需要进行更深入的研究。

该实验结果显示各测定指标在实验第 24～第 48小时间

均出现骤降情况, 由于缺少 36 h 取样点, 无法明确该时间

段骤降的具体情况, 今后的研究需要补充该时间段样品的

测定。
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