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摘　要：低温是鱼类常见的环境胁迫因子之一，有关云纹石斑鱼对低温胁迫的生理响应尚未见报道。本实验
设置了９、１３、１７℃ ３个温度梯度，研究短期低温胁迫（７ｄ）对云纹石斑鱼幼鱼肝脏和血清中抗氧化和免疫指
标的影响。结果显示，肝脏中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）随胁
迫温度的降低和胁迫时间呈上升趋势；不同温度组，肝脏中总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）和丙二醛（ＭＤＡ）含量变化
趋势不同，胁迫过程中９和１３℃组均为先上升后下降趋势，１７℃组无显著变化。９℃组血清中 ＳＯＤ和 Ｔ
ＡＯＣ在７ｄ胁迫前后显著上升，而其ＭＤＡ含量在胁迫前后显著下降，其余抗氧化指标变化不显著。就血清免
疫指标而言，各温度组血清中溶菌酶（ＬＺＭ）活力和免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）含量在低温胁迫条件下均呈先下降
后上升趋势，但ＩｇＭ含量变化并不显著。综上，低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼抗氧化和免疫性能影响显著，低
温胁迫导致该鱼体内的ＭＤＡ含量升高，因而肝脏合成更多的抗氧化物质来进行抗氧化防御。
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　　鱼类抗氧化防御体系中的抗氧化酶主要包
括超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和
谷胱甘肽过氧化酶 （ＧＳＨＰｘ）等。这些酶类和其
他的非酶类抗氧化物质共同构成了机体内的抗

氧化防御体系，共同保护机体免受氧化伤害，并

与体
(

产生的活性氧物质之间达到一种平衡的

状态［１］。然而这种平衡会容易受到外界环境条

件（如水温）的改变而破坏，一旦失去平衡，可能

会造成氧化胁迫对细胞和机体的损伤。水温是

鱼类代谢、生长、发育和繁殖过程中的重要环境

因子，大多数鱼类对水温都有相应的适应范围，

在适温范围内，代谢水平与水温呈正比。有资料

报道环境水温决定鱼类的抗氧化酶水平，水温的

变化与水生动物体内的活性氧水平和抗氧化能

力之间有密切的联系［２］。但当鱼类长期处于适

温范围的边界，则会造成胁迫，降低机体的代谢

水平，这种温度胁迫与代谢水平之间具有显著的

相关性［３－４］。水温过低会使部分酶的活性降低和

抗氧化物质含量减少，从而降低了鱼体清除自由

基的能力，导致脂质过氧化物增多，如丙二醛

（ＭＤＡ）增多，过量的 ＭＤＡ对鱼类机体会造成伤
害［５］。因此，ＭＤＡ含量常被用来衡量水生动物机
体的抗氧化能力［５－６］。同样，环境因子也会影响

鱼类机体非特异性免疫能力，如溶菌酶（ＬＺＭ）和
免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）的水平［７－８］。溶菌酶具有

破坏细菌细胞壁结构的功能，而免疫球蛋白Ｍ是
鱼类中唯一的免疫球蛋白，主要存在于血液中，

可以防止菌血症、中和毒素和病毒的毒性作用，

从而实现对机体的有效保护［９］。由此可见，保持

适宜的水温条件，对维持鱼类正常的代谢水平、

正常抗氧化能力和免疫性能等均具有重要的生

态学意义。

云纹石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｍｏａｒａ）属鲈形目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、

)

科（Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ）［１０］，具有生长快、
肉质鲜美等特点。其适温范围在８～３５℃，最适
生长水温为１８～２７℃［１０］，由于其在中等体型的
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石斑鱼类中，比斜带石斑鱼（Ｅ．ｂｏｎｔｏｉｄｅｓ）、棕点
石斑鱼（Ｅ．ｆｕｓｃｏｇｕｔｔａｔｕｓ）以及一些杂交石斑鱼种
类更耐低温，故其养殖前景被看好［１１］。在人工养

殖过程中，由于季节更替等原因云纹石斑鱼可能

会遭受低温胁迫的影响，从而出现异常的生理生

化反应。迄今为止，有关低温胁迫对云纹石斑鱼

抗氧化和免疫性能的影响尚未见报道。因此，本

实验研究了不同低温条件（低于最适生长水温，９
℃、１３℃、１７℃）对云纹石斑鱼幼鱼抗氧化和免
疫指标的影响，旨在探讨低温胁迫对云纹石斑鱼

生理生化的影响，为该鱼的养殖生产提供基础资

料。

１　材料与方法

１．１　供试用鱼和实验条件
实验用鱼为当年繁育的幼鱼，挑选体长为

（１４．２８±０．８２）ｃｍ、体质量（３４．１４±５．１７）ｇ、体
表无伤、体色正常的幼鱼用于实验。实验时间为

２０１３年１２月，实验开始前采用随机分组法，在９
个８００Ｌ的玻璃缸实验桶中各随机放入３０尾鱼，
个体间无显著差异（Ｐ＜０．０５），正式实验前暂养
１４ｄ，暂养期间饲喂日本林兼株式会社生产的鱼
宝牌配合饲料，每天２次饱食投喂。饲养用水为
经暗沉淀和沙滤的天然海水，每天换水量为１／２。
盐度为 ２８．０±０．５，ｐＨ为 ８．０±０．５，溶解氧为
６～８ｍｇ／Ｌ，控温电加热棒控制水温，水温为
（１８．０±０．５）℃，２４ｈ不间断充气。养殖水总氨
氮浓度小于０．１ｍｇ／Ｌ。
１．２　实验设计和取样

根据预实验，相似体质量的云纹石斑鱼 １７
℃停止摄食，６℃开始出现死亡。因此本实验设
置３个温度组（９℃、１３℃、１７℃），每个温度组各
３个重复。实验正式开始前，通过换水将水温同
步调节至设定温度，采用控温仪（型号：ＺＮＨＷ
Ⅲ，上海越从仪器厂生产）控制水温，正式实验周
期为７ｄ，分别在第０、３和７天进行采样，每重复
每次各取３尾鱼，置于冰盘上进行尾静脉采血，
然后精确称重和测量体长，将３尾鱼的血液混合
后作为一个样本，血样在 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０
ｍｉｎ，取上层血清移入离心管中，血清样品放置于
－７０℃超低温冰箱中保存备用。取血后对实验
鱼进行麻醉和解剖，取肝脏于－７０℃超低温冰箱
中保存。

１．３　指标检测
采用南京建成生物工程研究所的试剂盒测

定血清与肝脏中的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力、
过氧化氢酶（ＣＡＴ）活力、谷胱甘肽过氧化酶
（ＧＳＨＰｘ）活力、总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）和丙二醛
（ＭＤＡ）含量。ＳＯＤ采用黄嘌呤氧化酶法测定，
ＳＯＤ活力单位定义：在反应体系中ＳＯＤ抑制率达
５０％时所对应的酶量为一个 ＳＯＤ活力单位（Ｕ）。
ＣＡＴ活力采用比色法测定，ＣＡＴ活力单位定义：
每毫升血清（或每毫克组织）每秒分解１μｍｏｌ双
氧水的量为１个活力单位（Ｕ／ｍＬ）。ＧＳＨＰｘ活
力检测采用比色法，ＧＳＨＰｘ酶活定义：每０．１ｍＬ
血清（或每毫克组织）在３７℃反应５ｍｉｎ，扣除非
酶促反应，使反应体系中 ＧＳＨ浓度降低１μｍｏｌ／
Ｌ为一个酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）。ＴＡＯＣ采用化学
比色法测定，单位定义：在３７℃时，每分钟每毫
升血清（或毫克组织）使反应体系的吸光度（ＯＤ）
值每增加０．０１时，为一个总抗氧化能力单位（Ｕ／
ｍＬ）。ＧＳＨ采用分光光度法测定，酶活单位定
义：每毫升血清每分钟扣除非酶反应的 ｌｏｇ
（ＧＳＨ）降低１为一个酶活力单位。ＭＤＡ采用比
色法测定 （ｍｍｏｌ／ｍＬ）。

采用南京建成生物工程研究所的试剂盒测

定血清中溶菌酶（ＬＺＭ）和免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）
含量。ＬＺＭ采用比浊法（Ｕ／ｍＬ）；ＩｇＭ采用免疫
比浊法（ｍｇ／ｍＬ）。
１．４　数据统计与分析

实验结果用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计与分
析。采用Ｌｅｖｅｎｅ′ｓ法对实验数据进行方差齐性
检验，当不满足方差齐性时，对数据进行自然对

数或平方根转换，采用 ＡＮＯＶＡ对实验结果进行
方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法进行多重比较，当
Ｐ＜０．０５时为差异显著。所有数据以平均值±标
准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。

２　结果

２．１　血清和肝脏抗氧化指标
２．１．１　超氧化物歧化酶

９℃和１７℃组鱼体血清中在胁迫３ｄ和７ｄ
显著升高（Ｐ＜０．０５），０ｄ和３ｄ无显著差异（Ｐ＞
０．０５），１３℃组鱼体血清中ＳＯＤ在０～７ｄ无显著
变化。肝脏中的ＳＯＤ变化趋势与血清有所不同，
９℃和１３℃组鱼体肝胰腺中ＳＯＤ在０～７ｄ一直

９７
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显著上升，１７℃实验组中肝脏中ＳＯＤ活力在０ｄ
和３ｄ没有显著变化，但是第７ｄ显著上升（Ｐ＜
０．０５）。就不同水温对血清和肝脏中ＳＯＤ活力影
响而言，实验第７ｄ，各温度组血清中ＳＯＤ变化不

显著，各温度组肝脏中 ＳＯＤ均存在显著差异，随
着胁迫温度升高肝脏中的 ＳＯＤ呈显著下降趋势
（Ｐ＜０．０５），见图１。

图１　低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼血清和肝脏中超氧化物歧化酶活力的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

柱上方含有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），图２－６注释同此，ｎ＝３。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｐｅｉｒｏｄｓ．Ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．３－６，ｎ＝３．

２．１．２　过氧化氢酶
不同的温度组中 ＣＡＴ活力在血清中呈现先

下降后上升的趋势，胁迫前（０ｄ）与实验结束时
（７ｄ）之间差异不显著（Ｐ＞０．０５），但都与实验中
期（３ｄ）呈显著性差异（Ｐ＜０．０５）。肝脏中９℃
实验组随胁迫时间的延长均呈上升态势，但 １３

℃实验组和１７℃实验组胁迫前（０ｄ）与实验中
期（３ｄ）无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但实验结束时
（７ｄ）均与胁迫前（０ｄ）差异显著（Ｐ＜０．０５）。实
验第７ｄ，随着胁迫温度升高肝脏中的 ＣＡＴ呈显
著下降趋势（Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　低温胁迫条件对云纹石斑鱼幼鱼血清和肝脏中过氧化酶活力的影响
Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅＣＡＴａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

２．１．３　谷胱甘肽过氧化酶
如图３所示，各温度组血清中 ＧＳＨＰｘ活力

在胁迫过程中无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。肝脏中
ＧＳＨＰｘ活力随胁迫强度的增加呈上升态势，９℃
实验组和１３℃实验组在实验中期（３ｄ）就与胁
迫前之间有显著性差异（Ｐ＜０．０５），分别达到
（２６５．０２４±３４．２７５） Ｕ／ｍＬ和 （１８４．４７８±
２４．９３９）Ｕ／ｍＬ，分别是胁迫前的 １．６倍和 ０．８
倍。实验结束时（７ｄ）３个实验组都达到了３００

Ｕ／ｍＬ以上，３个温度组间无显著差异。
２．１．４　总抗氧化能力

低温胁迫对血清和肝脏中 ＴＡＯＣ的影响见
图４。各温度组血清中的 ＴＡＯＣ变化规律并不
相同，９℃组中血清ＴＡＯＣ随胁迫时间延长而显
著上升（Ｐ＜０．０５），１３℃组先上升后下降，１７℃
组仅在０～３ｄ显著上升。各温度组肝脏 ＴＡＯＣ
的变化趋势与血清中基本一致，但实验第７ｄ肝
脏中的ＴＡＯＣ显著低于血清（图４）。

０８
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图３　低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼血清和肝脏谷胱甘肽过氧化酶活力的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅＧＳＨＰｘａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

图４　低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼血清和肝脏总抗氧化能力的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅＴＡＯＣａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

２．１．５　丙二醛
９℃组血清中 ＭＤＡ含量呈显著下降趋势

（Ｐ＜０．０５），１３℃组在０ｄ和３ｄ显著上升，此后
无显著变化，而１７℃组血清中 ＭＤＡ含量在实验
过程中无显著变化。低温胁迫对肝脏中 ＭＤＡ含

量变化的影响与血清中变化规律有所差异，９℃
组和１３℃组肝脏中 ＭＤＡ在胁迫过程中均呈现
上升趋势，实验第７ｄ，随着胁迫温度降低，肝脏
中ＭＤＡ呈上升趋势（Ｐ＜０．０５），见图５。

图５　低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼血清和肝脏中丙二醛含量的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

２．２　血清免疫指标
云纹石斑鱼幼鱼在遭受低温胁迫后，９℃组

和１３℃组血清中溶菌酶（ＬＺＭ）在０ｄ和３ｄ呈
现显著下降（Ｐ＜０．０５），实验第７天有所恢复，但
仍未达到胁迫前水平。尽管９℃组和１３℃组血
清中免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）在整个实验过程中也
呈先下降后上升趋势，但是各温度组胁迫过程中

均无显著性差异（Ｐ＞０．０５），见图６。

３　讨论

３．１　低温胁迫对血清和肝脏抗氧化性能的影响
水温通过影响鱼类的生理代谢来调控其生

长发育、能量收支和免疫抗病等［１２－１３］。有研究

表明，鱼体的抗氧化能力与水温具有较高的相关

性［１４］，因此，低温胁迫条件对鱼类机体的抗氧化

防御系统的影响较大，可能会影响到ＳＯＤ、ＣＡＴ、
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ＧＳＨＰｘ、ＴＡＯＣ和ＭＤＡ等相关的酶活力及其含
量，这些指标通常用来评价鱼类的抗氧化能力。

由于单个指标评价机体抗氧化能力存在一些缺

陷，不能很好地解释低温胁迫条件下鱼类的响应

过程。因此，应该对低温胁迫条件下，鱼类血清

和肝脏中的多种抗氧化指标进行综合研判。

图６　低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼血清中免疫指标的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＥ．ｍｏａｒａ

　　ＳＯＤ活性主要反映机体清除氧自由基的能
力［１５］，而ＣＡＴ是将机体内 Ｈ２Ｏ２分解为 Ｈ２Ｏ的
主要酶；ＧＳＨＰｘ能将脂质过氧化物还原成醇，减
少脂类被氧化的机会及 ＭＤＡ对细胞的损伤［１６］。

由此，ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＧＳＨＰｘ是通过协同完成抗氧
化过程的。ＭＤＡ是脂质被氧化后的终产物，机体
内ＭＤＡ的水平显示机体脂质受活性氧、自由基
氧化损害的程度。一般认为，ＳＯＤ酶活力与ＭＤＡ
含量相互配合更能说明机体的抗氧化能力。本

实验中９℃组胁迫７ｄ过程中，肝脏中ＳＯＤ、ＣＡＴ
和ＧＳＨＰｘ活力都呈上升趋势，且与胁迫前有显
著性差异（Ｐ＜０．０５）；而血清中除 ＳＯＤ在胁迫前
后有显著差异外，ＣＡＴ和 ＧＳＨＰｘ活力在７ｄ胁
迫前后均无差异（Ｐ＞０．０５）。这说明，低温胁迫
后云纹石斑鱼幼鱼肝脏中抗氧化酶活力持续升

高，该鱼通过启动肝脏中的抗氧化防御系统来进

行抗氧化。这与先前中华鲟中“适温范围内血清

中抗氧化酶活力与水温呈正比”的研究结果有所

不同［１７］，这可能是由于不同鱼类及实验中温度梯

度设置差异造成的。脂质过氧化反应中形成的

过氧化物主要在肝脏分解，所以肝脏中的脂质过

氧化产物ＭＤＡ含量会随着胁迫加强而升高（图
５），正常状态下，机体内 ＭＤＡ的含量是极低
的［１８］。本实验中肝脏的ＭＤＡ含量在低温胁迫后
都出现上升，且与胁迫前差异显著。由于 ＭＤＡ
是组织中脂质过氧化的最终产物，具有很强的细

胞毒性［１９］。因此从ＭＤＡ含量随胁迫强度和胁迫
时间的升高，预示着低温胁迫对云纹石斑鱼幼鱼

抗氧化能力造成了影响，肝脏在低温胁迫下抗氧

化能力有所下降，易受自由基的攻击；而在９℃

和１３℃的胁迫条件下能激活抗氧化防御系统。
ＪＯＢＬＩＮＧ在对鲽（Ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｅｓｐｌａｔｅｓｓａ）的研究中
认为，代谢率在可耐受温度范围内的反应是可逆

的［２０］。从实验中ＭＤＡ含量的变化推测，７ｄ后仍
持续９℃低温胁迫，则可能导致肝脏积累过多的
有害物质而遭受损害。

本实验中，肝脏 ＳＯＤ在低温下增强，而血清
ＳＯＤ则在７ｄ时才显著增强，说明肝脏是 ＳＯＤ抗
氧化酶促反应的主要场所，血清指标的变化则相

对滞后。而ＣＡＴ是红血素酶，主要存在于肝脏和
红细胞中，肝脏含量较高，本实验中，血清ＣＡＴ活
力在３ｄ时出现下降，暗示血液的 ＣＡＴ储备减
弱，此时肝脏ＣＡＴ活力持续增强，７ｄ时血清ＣＡＴ
活力得到恢复。另外，血清中各抗氧化酶的活力

没有肝脏中那样变化明显，推测血清和肝脏在鱼

类机体抗氧化功能上的作用有所不同。ＭＥＡＤ认
为肝脏主要合成ＳＯＤ及其他抗氧化物质，此后由
血液等运送至其他器官组织用于抗氧化［２１］。本

实验低温胁迫条件下，肝脏中ＴＡＯＣ的变化幅度
较大，也暗示肝脏在抗氧化物质合成中的作用较

大。

３．２　低温胁迫对血清免疫指标的影响
水温是鱼类生命活动中最重要的环境因子

之一。温度对鱼类免疫系统的影响非常复杂，至

今尚存在许多争议［２２］。有学者认为低温可以减

慢代谢循环因而抑制或延迟抗体的释放［２３］；另有

研究者发现虹鳟（Ｓａｌｍｏｇａｉｒｄｎｅｒｉ）在人工条件下
低温时能较好地产生抗体［２４］；候亚义等报道了虹

鳟血浆中ＩｇＭ的浓度是温度依赖型的，即高温时
它们的浓度升高，反之低温时它们的浓度降
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低［２２］。本研究期望通过低温胁迫找出相关免疫

指标的响应范围。ＬＺＭ是生物体内非特异性免
疫防御体系中具有广谱抗菌作用的碱性酶，其作

用机理是水解致病菌中的黏多糖，具有抗菌、消

炎、抗病毒等作用［９］。很多研究认为其活性与温

度同样具有明显的相关性［７，２５］。ＬＥ等在对鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）非特异免疫系统的研究中认为
在低温环境下非特异性免疫占有主导地位［２６］。

本实验中血清 ＬＺＭ活力随低温胁迫的强度增加
呈显著下降趋势，但达到一定值后随时间的延后

溶菌酶活力不再下降反略有回升，且稳定在某一

范围内，推测随时间的延续机体适应了环境的低

温，ＬＺＭ活力不再持续下降。此结果符合在低温
胁迫时ＬＺＭ活力与环境温度有较强的依赖性的
论 点［７］，也 与 大 西 洋 庸 鲽 （Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ）［２７］ＬＺＭ活力在低温条件下受到抑制
的报道一致。

本实验中云纹石斑鱼幼鱼血清 ＩｇＭ含量在
胁迫中期（３ｄ）有所下降，表明低温胁迫对 ＩｇＭ
产生了影响，但不足以达到显著性差异水平。到

实验结束时（７ｄ）时各组都恢复到胁迫前水平。
说明ＩｇＭ在本实验的胁迫强度和胁迫时间条件
下均没有明显的响应。因此本实验条件还不足

以对云纹石斑鱼幼鱼血清ＩｇＭ产生影响。
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