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中团分羹-iJ Q953.3 

鲤(Cirrhinus molitorella)、罗非鱼(Tila户ias)及其它一些喜温性优良养殖鱼类不耐低温问

题一直是国内外遗传学和分子生物学研究的重点。镀在10-7.0'C就开始死亡，以至只能在广

东和广西养殖z而罗非鱼在我国广大地区不能自然越冬，每年需花费大量的资金和人力来解决

越冬问题.因此，广泛深入研究鱼类的抗 寒机理，克隆出与鱼类抗 寒性状相连锁的结构基因及

调节基因，利用现代分子生物学手段与传统的杂交育种相结合，获得上述鱼类的抗 寒品系，将

是水产养殖业的一次重大突破，并 舍给养殖业带来巨大的经济效益。本文从极区及北方海域鱼

类抗冻蛋白及其基因分子生物学、低温对鱼类中枢神经系统及新陈代谢的影响、细胞膜的结

构、组成与鱼类抗 寒的关系等方面阐述并分析了鱼类抗低温的可能适应机制。表明鱼类为了耐

受低温从神经系统脑AchE活力的变化到同工酶的多型性、从抗冻蛋白类的适时转录和翻译

到代谢途径的转换等都发生着 深刻的变化，指出极区及北方海域鱼类的抗冻与淡水鱼类的抗
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寒从本质上都是对低植环境适应的结果。

1 极区及北方海域鱼类抗冻蛋白及其基因

极区及北方海域海水真骨鱼类能产生抗冻蛋白CAntifreeze protein)，以免水温在摄氏零

度之下鱼体内结冰。Sch oland町 等 口957J发现北极鱼的血清冰点为一1.40C，从而推测鱼血清

中可能存在一种能降低血清冰点的物质。DaVries[1971J和Yang 等[1988J从南极鱼属CNo­

tothenia)血液中发现一种能使血清冰点降低的糖蛋白。海水真骨鱼类产生抗冻物质的量相当

大，冬季血清浓度达10mg/m L[ Scott 1988J。目前，对抗冻蛋白的结构、功能、特性等都有 了较
深入的了解[Davies和 Hew 1990， G old stein等 1990，Hew等 1988J。现在已知有 两类抗冻蛋

白质: 抗冻糖蛋白CAntifreeze glycoprotein， AFGP)及抗冻蛋白CAntifreeze protein， AFP)。

1.1 抗冻糖蛋白(AFGP)

分子量相对较高，2.5--33Kda，它们由三肤重复组成CAla-Ala-Thr)n，由 N一乙酷半乳糖

股 和 半乳糖通过程基原子与 Thr 残基相连[Hisao 1990 J。抗冻糖蛋白是一类高效的抗冻糖蛋

白，它们降低溶液冰点的效率比相同克分子浓度的氯化铀要高出200到500倍，为肌红蛋白的

200到300倍 [ Sc ott等 1986J。因此，生活在极区及北方海域的鱼类能顺利越冬而不被冻死。例
如，南极鱼科CNotothenidae)的鱼类和纽芬兰地区的大西洋鳝CGadus morhua)的血液中都有

高浓度的抗冻糖蛋白存在。

1.2 抗冻蛋白(AFP)

1.2.1 抗冻蛋白1 CAFP 1 ) 

AFP 1是在美洲黄盖蝶CPseudopleuronectes americanus)和 床杜 父 鱼 CMyoxoceρhalus

scorpius)冬季血清中分离井鉴定的，分子量为3.3--4.5KDa，富含 Ala，它随着季节含量发生变

化，冬季可达10mg/mL[Hew等 1984JoAFP 1是一条11个氨基酸串联重复三次的α一螺旋
C Thr) CAla)zAsp/ AsnCAla)7[ Hew等 1985J。美洲黄盖蝶AFP基因长1Kb，从核昔酸第50至

第295 位， 编码一种82个残基的前抗冻蛋白原01司插序列600峙，将靠近编码"蛋白原"部分的

DNA 和 编码信号肤的DNA 间 的接头基 因 间断，该 基 因 上 游31bp 是"TATA"盒信号
TATAAA，再上游51bp 是启动转录序列CAAT[Chan 1993J。美洲黄盖蝶3个染色体区段是非

重叠的，每个区段含有 2个相距3........7Kb 的 AFP基因 [ Davies和Hew 1984J。这6个非等 位基因

仅为这个大的基因家族全体的10%........20%。美洲黄盖蝶基因组含有 30........40个 AFP基因，这些

成簇的 AFP基因元件本身是相互紧密连锁的，全部AFP基因以整体 位于一个单座位上。
1. 2. 2 抗冻蛋白I CAFP 1) 

AFP n分子量为14KDa，是富含Cys 的大分子蛋白质，它首先在美洲绒杜父鱼的冬季血清

中被发现，也随着季节而变化，它的基因有40多个拷贝[ Hew等1986J。
1.2.3 抗冻蛋白m CAFPm) 

AFPI分子量为6--7KDa，它与 AFP 1和 AFPII在氨基酸组成上有 巨大的差别，不富含

Ala 也不富含Cys，首先是从美洲大绵酣CMacrozoarces americanus)冬季血清中分离发现的，

美洲大绵勤 AFP在过离子交换树醋柱 和 高效液相色谱分析时出现多个峰，表明 AFP JI由多
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个亚基组成。美洲大绵勤基因组有150个长0.7 kb 的 AFP基因，其中大多数紧密连锁但间隔不

规则 [ Scott 等1985，Scott 1988J，而同种的抗凉水平较低的生活在相对温度较高海域的新布

鲁斯威克(New Brunswic k)种群只含有 纽芬兰地区的20%的 AFP基因 [Hew等 1988J。纽芬

兰美洲大绵勤与新布鲁斯威克种群在 AFP m:基因剂量上的差异，导致了在分泌上的差别，从

而与在冰下的海水中的生活能力相关。

大多数海洋硬骨鱼的血清冰点为-0.50C到一0.80C。但是，极区及北方海域海水温度却可

以低至一 1.40C到一20C， 如果没有上述的适应机制，生活在那里是不可能的。然而，生活在淡水

中的鱼类，即使在水面冰封以后，冰下水温依然保持在OOC至40C。因此生活在泼水中的鱼类不

必产生抗冻蛋白或抗冻糖肤来降低冰点。事实上至今也未发现有产生抗冻蛋白的谈水种类。费

云标等[1992J发现淡水的瓦氏雅罗鱼基因内含有与美洲黄盖蝶同源的 AFP基因，但没有发现

抗冻蛋白的产生。谈水瓦氏雅罗鱼(Leuciscus waleckii)属于北方平原复合体，很可能是起源于

北极海域，在向北方泼水转移过程中，由于环境温度的压力，使得该鱼抗冻基因严重退化而不

能表达.但由于DNA分子的保守性使得抗冻蛋白基因仍存留在该鱼的基因组内。因此，深入

该基因的研究为进一步阐明鱼类起源、进化及分类有重要意义。

2 鱼类细胞膜的脂组成、结构与淡水鱼类抗寒的关系

细胞膜主要由脂类、蛋白质和一些碳水化合物组成。因此，膜的结构、功能和性质也决定于

这些组份的种类、结构及相互间的作用。细胞膜的流动性主要取决于膜的脂类分子，同时也受

膜蛋白和离子浓度等因素的影响。构成膜的脂类主要是磷脂和糖脂，以及少量的硫脂和中性脂

如胆固醇等。根据 Lyons等[1970J"膜脂相变"学说，低温伤害首先是改变了细胞膜的膜相，膜

脂从液晶相变为凝胶相，膜脂的脂肪酸链由无序排列到有序排列，膜上出现孔道或裂缝，使膜

的透性增大，膜内可溶性物质 如电解质等大量向膜外渗漏，破坏了细胞内外的离子平衡，同时

膜结合酶的活化能增高，酶促反应速度失去平衡，代谢紊乱，有害物质( 如自由基等)积累。当冷

害达到膜脂发生降解时，则导致细胞死亡。Lyons等[1970J指出，在低温下生物膜能否保持适

当的膜流动性与农作物耐 寒性之间可能有一定的相关性p耐 寒的植物中含不饱和脂肪酸与饱

和脂肪酸的比率较高，而不耐 寒的植物中的比率则较低。最近几年，对低温调节代谢基因表达

的研究更是在分子水平上证明了膜脂不饱和脂肪酸在植物进入抗 寒状态中的重要性。耐 寒的

蓝碟从360C转到220C继续培养时，一种催化油酸到亚油酸反应08: 1"'9→ 18: 2"'9.12)的酶基因

desA表达增强 [Los1993J。在高等植物中已发现了低温专一诱导表达的 ω-3脂肪酸去饱和酶

基因/ad 8 [Gibson 1994J。在鱼类研究方面，Far kas 的实验证实，鱼的脂肪酸代谢对体温降低

的适应很敏感，这种脂质代谢变化的结果使得磷脂中长链不饱和脂肪酸(特别是 DHA)的积

累，由于长链不饱和脂肪酸主要影响膜的流动性，可以认为这种反映是膜流动性对于温度适应

的表现，Watanate等确定鲤的必需脂肪酸为1812ω6和1813ω3(童圣英 1995)。邓会山和桂远明

[1995J比较了草鱼、链、建鲤及尼罗罗非 鱼在不同温度时红细胞的流动性，发现各种鱼的红细

胞膜流动性均随温度的下降而降低F在低温时黑龙江野鲤的红细胞膜流动性显著地高于建鲤。

(1)童圣英. 1995. 几种养殖鱼类越冬生理生化指标的变化V一一脂肪酸组成. 北方越冬鱼类死亡原因及提高成活率

的研究. 109-124. 
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童圣英(995)报导了几种鱼类在越冬期间不饱和脂肪酸含量上升。沈俊宝和刘明华口988J用

抗 寒性强的黑龙江野鲤与荷包红鲤杂交选育出荷包红鲤抗 寒品系，并发现抗 寒子代的膜不饱

和性介于两亲本之间，证实抗 寒力是物质性的、可遗传的F随后梁利群等[1996J发现了三条与

抗 寒性状紧密连锁的 RAPD( Rand omAmplified Polymor phic DNA)扩增带，说明在黑龙江野

鲤基因组内可能存在与细胞膜不饱和性相关的基因。

3 低温对淡水鱼类中枢神经系统及新陈代谢的影响

3. 1 低温对鱼类中枢神经系统的影响

温度对生物体的作用可能首先影响中枢神经系统。许多研究表明，温度的变化将影响

AchE的活性。喜冷性南极鱼(Trematous orchgrevinki)的脑AchE与底物的亲合力在低温区内

(O'C左右〉最大，当温度高于O'C以上时，脑AchE活力下降，7'C时 AchE则失活而导致死亡。

热带鱼的脑AchE比"喜冷"鱼的脑AchE对热具有较大的稳定性和对冷的不稳定性。王祖熊

等[1984J报道7'C以下镀的脑AchE抑制到大约为55%时，鱼就接近死亡。桂远明(995)发现

在越冬期间鱼脑AchE活性也随水温下降而降低，脑AchE抑制到大约46%以上时也出现休

克现象。 Baldwin和 Hochach ka[1970J在研究虹蹲(Oncorhynchus mykiss)的脑AchE对温度的

适应性时注意到其AchE可能有 两种存在形式，长期生活在17'C水温中，出现这种酶的"温暖"

变异体，而生活于2'C水温中则出现这种酶的" 寒冷"变异体，在较造温度02'C)水中生活，可能

两种形式同时存在，这说明z虹蹲的脑AchE变异体的 Km值是由环境温度决定的。广温性鱼
类蹭(Mugil cephalus)中，AchE也是以改变其Km值来适应温度的变化，这类酶蛋白分子的

构型在不同温度条件下是可变的，对温度的适应也就较广。由于遗传性能不同，鱼脑AchE的
Km值的适应温度范围也不相同，这就导致不同种类的鱼 AchE活性受温度影响的程度各不

相同，有的随温度变化其活性变化甚微，有 的变化则较大。

3.2 低温对鱼类新陈代谢的影响

根据"代谢反应一般为酶促反应"的原理，鱼类对环境温度的适应与其机体内酶系统的功

能活动有关. Brown[1960J在研究葡萄糖代谢时发现，鲤同时开放两条代谢途径，他认为适应

性可能包含着葡萄糖降解途径的转换。在温度下降至鱼冷休克期间 LDH同工酶活性升高，特

别是肝 LDH同工酶活性都升高〈桂远明 1995)。近几年来在鱼类适应环境温度过程中同工酶

表达方式的研究已有不少报道，都证明存在着由温度所诱导的特殊同工酶产生。同时研究结果

还表明，鱼类种群中蛋白质多态性的表达可能是鱼类低温适应的遗传基础。

综上所述，极地及北方海域真骨鱼类能产生抗冻蛋白用于降低血清冰点，而生活在北方谈

水里的鱼类由于冰下水温一般不低于O'C而未发现有产生诱导抗冻蛋白的现象。极地及北方海

域真骨鱼类与北方抗 寒鱼类一样蝇膜和红细胞膜的不饱和脂肪酸的比例高于喜温性鱼类，不

饱和脂肪酸的比例高，致使膜疏动性增强而加大了蝇膜及红细胞膜对氧的透性F其次细胞膜的

(2)桂远明. 1995. 几种养殖鱼类越冬生理生化指标的变化E 一一脑AchE、LDH同工酶、EST同工酶. 北方越冬鱼类

死亡原因及提高成活率的研究， 83-92. 
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流动性加大增强了有机体对冻伤 的抵抗能力。鱼类对低瘟环境的适应性反应是复杂的。从神经

系统脑 A ch E 活力的变化到同工酶的多型性，从抗冻蛋白类的适时转录和翻译到代谢途径的

转换等都发生 着 深刻的变化，正如Moo n[1975J指出，在面对温度条件变动的情况下，变温动

物机体内维持酶的异质性，例如在蛙蹲鱼类那样是增加可塑性和低温适应能力的保证。Pla ce

和 Powe r s[1979J以及 Be ne de n 等[1981J对大西洋北美洲沿岸的底锵CFundulus heteroclitus) 

种群的8种多态性酶类基因频率的空间变异性研究结果，说明了这8种酶基因频率的纬度变异

性是显著的，并支持这类遗传变异性是由温度选择所决定的学说。由极北方迁移到黑龙江的乌
苏里自蛙CC旷'egonus ussuriensis)和江鳝CLota lota)冬季摄食最盛，夏季无论自蛙和江蜡都几

乎完全停食g而在北极水域夏季温度也很低，生 活在北极水域的自蛙类则与黑龙江所在的种类

不同，夏季虽然营养也降低，但仍然摄食相当强烈〔高 帕1960年中译本]。北极水域和黑龙江

的自蛙类夏季在营养上的这种差异，可能是由于自蛙类为了进行强烈的新陈代谢，要求水中氧

气高度地饱和。而且只有在低温下才能保证强烈的摄食和吸收。这也从一方面反映了鱼类对环

境的适应。

4 抗寒育种研究

4. 1 通过杂交与选育提高鱼类的低温适应能力

杂交和选育是提高鱼类低瘟适应能力的有效途径。Kwprrw4HHKoB[1944， 1949J认为黑龙江

野鲤CC. carpio haenaloplerus)在其越冬能力方面在不同种的野鲤和家鲤各品种中占第一位。

因此，可以通过与黑龙江野鲤杂交来提高一些不耐 寒晶种的越冬能力。沈俊宝和刘明华[1988J

用抗 寒的黑龙江野鲤与荷包红鲤进行种内不同种群之间的杂交和回交，得到了一个生长快，且

抗 寒的杂交组合，并选育出能稳定遗传的抗 寒新品系;表明在获得了野鲤的许多性状后抗 寒新

品系从神经系统脑 AchE活力的变化到同工酶的多型性及细胞膜的流动性等方面都使得杂交
后代更能适应北方高寒气候。王祖熊和黄文郁[1985J以及吴力钊和王祖熊[1993J用瓦氏雅罗

鱼、草鱼等抗 寒及广温性鱼类精子?昆合授精，尽管该方法未能从根本上解决镀的不耐 寒问题，

但是得到的濡精镜耐寒能力比对照组的确有 明显的提高。总的来讲，用杂交选育的方法提高

鲤、镀耐低温能力已取得一定的进展，尤其鲤获得了抗 寒品系。但大多数的喜温性鱼类(如锺)

种群生 态施围狭小且属内往往只有 一个种，而用远缘杂交叉往往会造成杂交子代胚胎发育不

正常，特别是两亲本之间的远缘关系超过亚科间距离的种类，绝大部分胚胎 都在出膜前后出现

畸形而夭亡〔楼允东和李元善1989J。

4.2 抗寒相关基因导入提高鱼类抗寒能力

基因导入的方法突破了传统杂交选育方法所遇到的各种杂交不亲合性障碍，在提高动植

物抗 寒能力方面有着巨大的应用前景。最近几年来，先后将抗冻蛋白基因导入郁金香、烟草、玉
米[Geo rges等 1990J、果蝇、且蛙卵，并且 都在受体细胞、胚胎、甚至个体中得以表达;Hua ng 

[1987J用一种药物筛选性载体 PRSVgpt，采用磷酸钙沉淀法、D E A E葡聚糖法和电击法等技

术，将克隆的美洲黄盖蝶AFP基因导入虹蹲及蛙鱼的细胞系中，他们观察到了细胞中 AFP

D N A 的存在，并根据 AFPmR N A 合成检测到了该基因的表达。 F le tche r 等 口988J将美洲黄
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盖蝶AFP基因的亚克隆2A一 7线性 DNA 在受精后三小时内通过受精孔注射入蛙鱼卵中，八

个月后，12克重的幼鱼个体用 S outhern印迹杂交分析，结果6.6%的幼鱼 DNA 能与美洲黄盖

蝶 AFP基因探针杂交。Hew等[1990J、Hew 和Yan[199ZJ等人也曾将AFP基因导入大西洋

蛙中。转基因的方法预示着解决鱼类抗 寒问题的美好前景，但仍有许多问题亟待解决。首先，虽

然近年来这些学者已有初步证据表明美洲黄盖蝶AFP基因可在大肠杆菌[蒋耀青和陈雄风

1990J和转基因鱼中表达，但是其表达水平 还很低，尚未达到功能性抗冻所需要的浓度。所以仍

需要完善转基因系统，建立大量处理受精卵，控制定点整合及高效表达等一系列模型。其次，要

克隆与抗 寒性状相关的各种结构及调节基因，为 转基因提供物质保障。目前，用于转基因的
DNA 几 乎都是美洲黄盖蝶AFP基因，然而从最近的研究表明，抗 寒因子是多基因控制的数量

遗传，这种单一美洲黄盖蝶AFP基因的导入即使能大量表达也不大可能改变鱼类的不耐 寒问

题;因为即使在冰下，水温也不可能低于零度，所以淡水鱼类不 必象极区及北方海域海水真骨

鱼类那样分泌一定量的抗冻蛋白来降低血清的冰点。显然，寻找出更多的抗 寒相关因子及其基

因(如一些能增强膜流动性、增强神经系统抗低温能力及一些低温特异性代谢酶类)对通过基
因转移技术定向改变鱼类不耐 寒问题将起决定性作用。
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