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摘　要：探讨了急性操作胁迫对美洲鲥（Ａｌｏｓａｓａｐｉｄｉｓｓｉｍａ）亲鱼血清生化指标及鳃和肝组织 ＨＳＰ７０（Ｈｅａｔ
ＳｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎ７０）ｍＲＮＡ水平的影响。采用空气暴露方式对美洲鲥亲鱼进行了急性操作胁迫。实验设定应激
零点对照组和１５ｓ、３０ｓ、６０ｓ３个操作强度实验组，操作后采样，测定皮质醇（ＣＯＲ）、三碘甲腺原氨酸（Ｔ３）、甲
状腺素（Ｔ４）、血清血糖（ＧＬＵ）、甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、总蛋白（ＴＰ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶
（ＡＳＴ）、谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ＧＳＴ）、溶菌酶（ＬＺＭ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛
（ＭＤＡ）、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃｌ－、Ｃａ２＋以及鳃、肝 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平。结果表明：与对照组相比，实验组 ＣＯＲ、ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＧＳＴ、ＬＺＭ、ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＬＵ、ＴＧ、ＴＣ、ＴＰ、Ｋ＋和 Ｃａ２＋均有显著增加（Ｐ＜０．０５）；ＣＡＴ和 Ｔ４出现显著下降
（Ｐ＜０．０５）；Ｔ３、Ｎａ＋和Ｃｌ－未见显著差异（Ｐ＞０．０５）。血清生化指标显著变化表明，急性操作胁迫下美洲鲥
亲鱼的肝脏、心脏损伤指标显著升高，表明肝脏以及心脏可能受到了一定程度损伤。与对照组相比，实验组鳃

ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平未有显著变化（Ｐ＞０．０５），肝ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平在１５ｓ、３０ｓ和６０ｓ空气暴露组均显著升
高（Ｐ＜０．０５）。表明急性操作胁迫可以提高肝脏ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平。
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　　操作胁迫是鱼类养殖及实验中不可避免的
物理应激因子，包括对鱼类的操作、低氧、拥挤、

运输、空气暴露和机械损伤等［１］。这些刺激往往

引发鱼体代谢、内分泌及免疫系统等一系列的变

化［２］。皮质醇水平的升高是鱼类应激反应的主

要特征，它能进一步影响鱼体血糖、乳酸、转氨酶

等代谢中间产物的水平［３］。急性空气暴露胁迫

可引起大西洋鲑［４］、花狼鱼［５］、欧亚鲈鱼［６］、长江

刀鲚［７］血浆皮质醇的变化，重组乌颊鱼［８］血糖、

乳酸的变化，圆口铜鱼［９］谷丙转氨酶、谷草转氨

酶等酶类的变化，南方鲶鱼［１０］血清总蛋白、血糖、

甘油三酯等血液生化指标的变化。应激状态下

机体细胞能够迅速合成热应激蛋白７０，作为一种
细胞保护蛋白，它能够帮助蛋白质正确折叠、组

装、运输，同时调节、修复损伤蛋白并降解变性蛋

白［１１－１２］；保护细胞线粒体免受细胞因子的损伤，

在抗细胞凋亡、抗氧化中起重要作用［１３］；还能参

与免疫应答协助抗原的处理和提呈，发挥协同免

疫作用［１４］。研究发现急性操作胁迫可以提高圆

口铜鱼肾组织ＨＳＰ７０的表达量，而肝和鳃组织变
化并不明显［９］。

美洲鲥（Ａｌｏｓａｓａｐｉｄｉｓｓｉｍａ）隶属于鲱形总目
（Ｃｌｕｐｅｏｍｏｒｐｈａ）、鲱形目（Ｃｌｕｐｅｉｆｏｒｍｅｓ）、鲱科
（Ｃｌｕｐｅｉｄａｅ）、西鲱属（Ａｌｏｓａ）。它在整个生长发育
过程中对外界环境变化异常敏感，表现出对闪

光、噪声、人工操作、运输等明显的应激反应；尤

其在人工繁殖过程中常常涉及到如拉网、捕捉、

离水和注射等手工操作，极易导致鱼体受伤死

亡。目前尚未有人工离水操作对美洲鲥亲鱼血

清生化指标以及鳃、肝等组织ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平
影响的研究。为了探讨美洲鲥亲鱼的急性操作

应激规律，本文从生理学和分子生物学方面研究

了急性操作胁迫对于美洲鲥亲鱼生理机能的影

响，以期为进一步研究美洲鲥亲鱼人工操作胁迫
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机理提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　实验鱼及养殖管理
实验鱼：美洲鲥亲鱼饲养于中国水产科学研

究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭基地。体质量

为（６９０．２２±１９．００）ｇ，体长为（３４．３４±０．３３）
ｃｍ。

养殖管理：采用自然光照，养殖用水为曝气

的地下水，２４ｈ微孔增氧，每天吸污并换水１０～
１５ｃｍ，每日上午、下午投喂１次宁波天邦海水鱼
膨化饲料。实验期间水温为（２１±０．５）℃，溶
氧＞８ｍｇ／Ｌ，ｐＨ为７．８，氨氮为０．００１６ｍｇ／Ｌ，亚
硝氮为０．０３７ｍｇ／Ｌ。
１．２　实验设计

对照组设置：在实验开始前，拉网选取规格

基本一致的健康美洲鲥鱼亲鱼１２尾，放入另一
相同条件的水泥池中暂养两周。采样前２４ｈ停
止喂食，用１００ｍｇ／Ｌ丁香油进行全池麻醉，迅速
取材，作为急性操作胁迫应激零点。

急性操作胁迫实验：从暂养池拉网后随机选

取１８尾美洲鲥亲鱼分为３组，分别置于３个网箱
（１ｍ×１ｍ×１．５ｍ，６尾／箱）。急性操作胁迫采
用手工捕捉的方式进行，３个网箱分别施以１５ｓ、
３０ｓ以及６０ｓ的空气暴露（网箱上提，使鱼保持
在空气中），再放入水中５ｍｉｎ，重复操作３次。
１．３　样品采集与处理

对照组和３个实验处理组分别取６尾亲鱼，
所有实验鱼用１００ｍｇ／Ｌ丁香油麻醉１０ｍｉｎ后，
测量体质量和体长，并以含适量ＡＣＤ抗凝剂的注
射器尾静脉采血，静置于 ４℃冰箱 ２ｈ后，在
５０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心１０ｍｉｎ得到血浆，最
后转移至－２０℃冰箱中保存。采完血迅速解剖
美洲鲥，采集鳃、肝编号后迅速置于液氮中冻存，

放入－７０℃冰箱中保存备用。
１．４　血清的分析

血清皮质醇、Ｔ３、Ｔ４含量测定采用放射免疫
分析法，在西安核仪厂 ｘｈ６０８０放免仪中检测，试
剂盒购自北京北方生物技术研究所。溶菌酶、

ＣＡＴ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＴ、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋以及 Ｃｌ－测
定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

ＧＬＵ、ＴＧ、ＴＣ、ＴＰ、ＡＬＴ、ＡＳＴ等指标测定在迈瑞
ＢＳ４００全自动生化分析仪上完成。血液生化指标

测定参照周玉等［１５］进行测定。

１．５　鳃、肝组织ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平的测定
从－７０℃冰箱取出样品，每条美洲鲥亲鱼取

５０～１００ｍｇ组 织，之 后 按 ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ
（ＴａＫａＲａ，大连）说明书进行总 ＲＮＡ提取。按
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
（ＴａＫａＲａ，大连）试剂盒说明操作反转录获取
ｃＤＮＡ。根据美洲鲥 ＨＳＰ７０基因 ｃＤＮＡ序列设计
引物 Ｆ１：５′ＡＧＡＡＣＡＡＧＡＧＧＧＣＴＧＴＧＡＧＧＡＧＡ
３′；Ｒ１：５′ＴＣＡＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＣＧＡＧＴ３′。
内 参 基 因 为 βａｃｔｉｎ，设 计 引 物 Ｆ２：５′
ＡＡＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＴＧＴＧＣＡＡＡＧＣ３′； Ｒ２： ５′
ＡＡＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＴＧＴＧＣＡＡＡＧＣ３′。所有引物
均由上海生工生物技术有限公司合成。

采用嵌合荧光法进行ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增反
应。用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒说明配置
反应体系，具体操作在ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪 （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ，美国）上进行。样品进行３次重复点
样以减小操作误差。ＰＣＲ反应条件：５０℃２ｍｉｎ，
９５℃２ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环；溶
解的反应条件为：９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃
３０ｓ，６０℃ １５ｓ。
１．６　数据处理

实验数据应用 Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＳＰＳＳ２０进行统
计学计算和分析。荧光定量实验运用公式

２－ΔΔＣＴ计算基因表达量，采用单因素方差分析
（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）和 Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较分析实
验各组间的差异性。计算结果用平均值 ±标准
误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）来表示。

２　结果与分析

２．１　急性操作胁迫对血清生化指标的影响
将美洲鲥亲鱼从养殖池转入实验网箱后，鱼

体显得烦躁不安、剧烈游动、不断冲撞网箱壁、鳃

盖开合频率加快。离水空气暴露操作后，鱼体挣

扎剧烈、呼吸频率加快。空气暴露实验期间，部

分鱼体背鳍基部发红、出现渗血现象，随后其吻

部、眼眶也均出现一定程度的出血状况。

由表１可知，空气暴露刺激后，鱼血清皮质
醇含量明显高于对照组的水平（Ｐ＜０．０５），而不
同强度空气暴露实验组之间皮质醇含量无显著

差异（Ｐ＞０．０５）。实验组 Ｔ４水平在空气暴露后
出现显著下降（Ｐ＜０．０５），而实验组Ｔ３水平与对

３５６
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照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。酶活性测定结果表
明，与对照组相比，施加不同强度操作胁迫后

ＣＡＴ出现显著下降（Ｐ＜０．０５），而 ＡＬＴ、ＡＳＴ、
ＧＳＴ、ＬＺＭ、ＳＯＤ、ＭＤＡ等有显著升高（Ｐ＜０．０５）。

不同强度操作胁迫后 ＧＬＵ、ＴＧ、ＴＣ、ＴＰ、Ｋ＋和
Ｃａ２＋均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｎａ＋和 Ｃｌ－

含量与对照组没有明显的差异（Ｐ＞０．０５）。

表１　不同强度操作胁迫后美洲鲥亲鱼血清生化指标的变化
Ｔａｂ．１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎＡｌｏｓａｓａｐｉｄｉｓｓｉｍａｂｒｏｏｄｓｔｏｃｋｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｓｔｒｅｓｓ

项目 ｉｔｅｍ 对照组 ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
空气暴露时间ａｉｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ

１５ｓ ３０ｓ ６０ｓ
皮质醇／（ｎｇ／ｍＬ）Ｃｏｒｔｉｓｏｌ（ＣＯＲ） ２１．４８±１．３２ａ ２６９．３０±１８．８９ｂ ２５７．９４±１３．８３ｂ ２７３．９７±１１．３４ｂ

三碘甲腺原氨酸／（ｎｇ／ｍＬ）Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ（Ｔ３） ５．５５±０．１９ ５．３９±０．３７ ５．５４±０．４６ ５．４９±０．３０
甲状腺素／（ｎｇ／ｍＬ）Ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ（Ｔ４） １２．５８±０．５４ａ ８．５２±１．１２ｂ ８．５４±１．１０ｂ ７．０７±０．９６ｂ

血糖／（ｍｍｏｌ／Ｌ）Ｓｅｒｕｍｇｌｕｃｏｓｅ（ＧＬＵ） ４．４９±０．１３ａ １９．８１±０．８７ｂ １７．０９±０．７３ｂ １６．４５±０．９８ｂ

甘油三酯／（ｍｍｏｌ／Ｌ）Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ） ２．２６±０．１０ａ ２．９２±０．０８ｂ ３．５６±０．１８ｃ ４．４６±０．１５ｄ

总胆固醇／（ｍｍｏｌ／Ｌ）ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ） ４．７８±０．１１ａ １１．９６±１．０２ｂ １７．６７±１．６０ｃ １２．５０±１．１７ｂ

总蛋白／（ｇ／Ｌ）ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＰ） ３８．２６±１．７４ａ ４８．２０±２．１７ｂ ４３．７２±０．７０ｂ ５４．８９±２．３６ｃ

谷丙转氨酶／（Ｕ／Ｌ）Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ） ２１．４６±１．９３ａ ３０．５０±２．１３ｂ ５６．４０±２．３０ｃ ５７．９７±２．３１ｃ

谷草转氨酶／（Ｕ／Ｌ）Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ） ７１．２９±７．７４ａ ８８．８３±５．９５ｂ １０１．１８±１０．７２ｂ ９６．７５±２．０１ｂ

谷胱甘肽Ｓ转移酶／（Ｕ／Ｌ）ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＳＴ） ４１．９４±１．５２ａ ５４．１６±２．１４ｂ ５９．３２±３．６０ｂ １５３．１５±６．８７ｃ

溶菌酶／（μｇ／ｍＬ）Ｌｙｓｏｚｙｍｅ（ＬＺＭ） ７５．６０±３．４９ａ １３６．６８±１０．０７ｂ １４５．５０±５．７０ｂ １５７．７４±１５．０９ｂ

超氧化物歧化酶／（Ｕ／ｍＬ）Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ） ４５．３５±２．０８ａ ８３．５３±４．７５ｂ ９２．９１±１０．６２ｂ １３４．０１±５．９１ｃ

过氧化氢酶／（Ｕ／ｍＬ）Ｃａｔａｌａｓｅ（ＣＡＴ） ８１１．９５±１５．８４ａ ６４９．８１±３８．５９ｂ ３５８．２８±２５．０２ｃ ３０１．０３±１３．３６ｃ

丙二醛／（ｎｍｏｌ／ｍＬ）Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ） ３６．９２±１．４１ａ １０１．０３±８．０９ｂ １３３．８０±１０．２１ｃ １１８．７７±７．７７ｂｃ

Ｎａ＋／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ７００．９８±４９．１４ ６８３．２７±５１．１９ ７２９．７２±３３．５７ ７１５．５８±１８．１３
Ｋ＋／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １０．８２±１．４０ａ １５．７３±１．１７ｂ １９．９４±１．６０ｂ １７．２５±２．１１ｂ

Ｃｌ－／（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６１０．０７±３３．４５ ６０２．７６±２５．００ ６１４．９０±３１．９９ ６３７．６５±１８．５９
Ｃａ２＋／（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．６５±０．０７ａ ２．２０±０．１３ｂｂ ２．５５±０．２２ｂ ２．１２±０．１１ｃ

注：同行未标字母或标有相同字母表示各组间差异不显著（Ｐ＞０．０５），标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。
Ｎｏｔｅ：Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｍｅａｎｓｗｉｔｈｎｏｌｅｔｔｅｒｏｒｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇ．

２．２　急性操作胁迫对鳃、肝 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平
的影响

在鳃组织中，与对照组相比，１５ｓ、３０ｓ和６０
ｓ空气暴露组均未出现显著差异 （Ｐ＞０．０５）。急
性操作胁迫实验后鳃 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平稍有波
动，但没有显著变化（图１）。

图１　不同强度操作胁迫对鳃
ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ表达水平的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｈａｎｄｌｉｎｇ
ｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｇｉｌｌ

在肝组织中，与对照组相比，１５ｓ、３０ｓ和６０
ｓ空气暴露组 ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平均有显著升高
（Ｐ＜０．０５），且不同强度空气暴露组之间也存在
显著差异 （Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　不同强度操作胁迫对肝
ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ表达水平的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｈａｎｄｌｉｎｇ
ｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｉｎｌｉｖｅｒ
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３　讨论

３．１　急性操作胁迫对血清生化指标的影响
操作胁迫在鱼类养殖中常常出现，它能够影

响鱼体的正常代谢。血液是由血浆和血细胞组

成，而血浆中又包含了无机盐、细胞代谢产物、

酶、激素等众多的营养成分，血液中的各项生化

指标都记录着机体重要的健康信息，机体的生理

活动及病理改变往往会造成自身血液成分发生

改变，因此我们可以通过测定血液中的相关指标

来监测机体的代谢水平及组织器官功能状态［１６］。

通过生理学指标的变动来分析鱼类的应激反应

成为一种检测养殖鱼类健康状况的有效方法。

同时对于建立某些应激性操作，如鱼类离水操作

等方面适宜的操作规范，同样具有至关重要的参

考价值。

鱼类在急性操作胁迫下，迅速启动神经体液
调节，作为神经内分泌系统重要组成部分的下丘

脑垂体肾间组织轴 （ＨＰＩ），它使鱼体促肾上腺
皮质激素（ＡＣＴＨ）分泌量增加，最终导致其头肾
合成并且释放出大量的皮质醇到血液中［１７］，而释

放到血液中的皮质醇又成为了衡量鱼类应激反

应强度的有效指标［１８］。大量研究结果表明，鱼类

在多种应激源作用下皮质醇水平均会出现不同

程度的升高，在受到养殖过程中的一些躯体性应

激源如拥挤、捕捉、运输、惊吓、空气暴露等影响

后，结果表现也相当一致［９，１９－２１］。实验中手动提

拉网箱使鱼体暴露在空气中，根据空气暴露时间

不同对美洲鲥亲鱼进行了３组急性操作胁迫处
理，结果显示美洲鲥对外界环境改变具有明显的

应激反应。通过测定血清皮质醇浓度变化，本实

验结果与对照组相比，不同强度急性操作胁迫后

显著提高了血清皮质醇浓度，确定急性操作胁迫

能够引起美洲鲥亲鱼机体显著的应激反应。甲

状腺激素是甲状腺所分泌的具有一定生物活性

的激素，它在血液中主要有 Ｔ３、Ｔ４两种形式，且
Ｔ３、Ｔ４间可以相互转化，在血液中保持动态平衡，
Ｔ３生物活性大，在机体内的作用不容忽视［２２］。

本实验表明，急性操作胁迫后显著降低了美洲鲥

亲鱼血清Ｔ４含量，而Ｔ３含量未见明显变化。
应激条件下，机体能量需求增大，机体在一

系列神经内分泌系统调节下，皮质醇等激素分泌

增多，进而加速体内代谢速率，自身血糖水平出

现波动，故而通过检测血糖水平可衡量机体的生

理应激状态。部分研究结果显示，急性操作胁迫

能够导致鱼体血糖水平急剧升高［６，８－１０］，而本实

验中美洲鲥亲鱼ＧＬＵ水平在１５ｓ、３０ｓ、６０ｓ空气
暴露组中均明显升高，可能一方面由于应激导致

血液肾上腺素、去甲肾上腺素以及皮质醇激素的

含量增加，机体代谢加快，极大促进了肝脏糖元

向葡萄糖的转化，以此满足机体对能量的需求；

另一方面皮质醇激素作用下对机体组织细胞葡

萄糖利用产生了明显抑制［２３］。此外血清中 ＴＧ、
ＴＣ和ＴＰ水平也在实验后表现出一定程度的增
长，这或许是因为急性操作胁迫后机体皮质醇分

泌增加，促进了相关组织中的脂肪酸、氨基酸释

放进入血液，加速代谢过程，为机体提供足够能

量［２４］。

作为鱼类应激生物学研究领域的一个重要

分支，氧化应激是机体细胞水平上最常见的应

激。过氧化脂质及其产物 ＭＤＡ和酶抗氧化系统
ＳＯＤ、ＣＡＴ常作为氧化应激水平的量化指标。本
实验中ＭＤＡ和ＳＯＤ均比对照组有显著增加，而
ＣＡＴ则比对照组显著降低。以上结果说明该应
激实验中，机体氧化反应中产生的具有强氧化性

的自由基含量剧增，虽然机体的自由基清除速度

也加快，但随着实验操作应激强度加大和时间延

长，不足以及时清理掉大量多余的自由基，导致

机体氧化及抗氧化系统失衡［２５］，细胞遭到破坏。

实验组 ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＧＳＴ均出现显著升高，表明
急性操作胁迫可能对肝脏造成了一定的损伤。

另外ＡＳＴ含量在心肌细胞中最多，本实验操作后
其含量显著增加，预示着心肌细胞可能受到一定

程度的损伤，影响机体供氧，但这部分结果需要

后续进一步的研究。

鱼类特异性免疫系统很不发达，所以非特异

性免疫在鱼类自身保护、维持机体健康方面就显

得举足轻重。ＬＺＭ作为鱼类体内重要的非特异
性免疫因子之一，是一种能够水解致病菌中黏多

糖的碱性酶，通过破坏病原体细胞壁的粘多糖而

使细菌溶解，因此溶菌酶活性对鱼体免疫功能及

健康至关重要［２６］。一般情况下，越高的血液溶菌

酶活力也表明其具有的免疫能力越强。不同强

度操作胁迫刺激后显著提高了血清 ＬＺＭ水平。
这与赵建华［９］报道的圆口铜鱼在经历不同强度

急性操作胁迫后 ＬＺＭ升高结果一致，也与李
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茜［２７］的研究中指出操作胁迫导致圆口铜鱼肾间

组织增生、肾间细胞数目和细胞核增加相符。

一般情况下，机体细胞内液钠浓度低，钾浓

度高；而细胞外液刚好相反。本实验急性操作胁

迫后，血清中Ｋ＋和Ｃａ２＋浓度显著增高，而Ｎａ＋和
Ｃｌ－实验前后浓度仅稍有波动，这与杜浩等［２８］研

究美洲鲥在环境改变和运输后血清 Ｋ＋、Ｃａ２＋和
Ｎａ＋的情况类似。血清离子的波动推测可能与美
洲鲥应激后发生的自身溶血现象有关，红细胞及

相关组织细胞膜遭到破坏进而导致了细胞内 Ｋ＋

大量进入血清［２９］，同时细胞内低浓度的Ｎａ＋也进
入血清，但由于其自身细胞内外浓度的极大差异

并未引起Ｎａ＋明显波动；此外应激后机体产生的
大量自由基可造成钠钾ＡＴＰ酶功能抑制及损伤，
影响正常细胞膜的阳离子运输效率［３０］。血清

Ｃａ２＋的增加很可能是因为急性胁迫下肌糖元无
氧分解成乳酸降低了血清的 ｐＨ，导致部分结合
态的钙游离出来，增加了血清中钙离子的浓度。

血清离子的这些波动可能会对机体正常电解质

平衡系统的功能造成一定影响，鱼体应激后出现

的水肿现象往往也与此相关。

３．２　急性操作胁迫对组织ＨＳＰ７０基因表达的影
响

本实验中不同强度操作胁迫后并未引起

ＨＳＰ７０在鳃中的明显变化，这与研究发现操作胁
迫未引起大西洋鲑［２８］、圆口铜鱼［９］鳃组织ＨＳＰ７０
ｍＲＮＡ水平明显变化的结果一致。观察不同强度
操作胁迫后肝脏的ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ表达水平发现，
与对照组相比，１５ｓ、３０ｓ和６０ｓ空气暴露实验后
ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ水平显著升高。这与操作胁迫并
未引起虹鳟［２９］、圆口铜鱼［９］肝组织ＨＳＰ７０ｍＲＮＡ
水平显著变化的结果有所差异。由于不同鱼体

对同一应激源的反应灵敏度有很大差别，本研究

中的美洲鲥对应激反应极其敏感，一离开水体很

快就会死亡；美洲鲥亲鱼 ＨＳＰ７０在１５ｓ、３０ｓ、６０
ｓ等３组不同强度操作后其表达水平也出现显著
差异，而其升高幅度并不与急性操作胁迫的强度

呈正相关；研究显示ＨＳＰ７０在受到急性操作胁迫
后在不同组织会出现不同程度的升高或降低或

波动不明显等现象，这不仅与应激源的种类、强

度、持续时间等有关，也与其在不同物种、不同组

织中的特异性表达相关。结合肝脏相关酶 ＡＬＴ、
ＡＳＴ和ＧＳＴ的活力在实验处理后均显著升高的

结果，推测应激实验处理后对机体肝脏产生了一

定损伤，但机体肝脏 ＨＳＰ７０含量迅速增加，发挥
细胞保护功能，进而增强自身抗应激能力；表明

鱼体可能通过ＨＳＰ７０基因的表达，降低外界不良
刺激所造成的影响。

综上所述，美洲鲥亲鱼在不同强度急性操作

胁迫下，其内分泌系统、免疫系统及抗氧化系统

均发生了一定的变化。激素、酶等血清活性物质

的改变说明机体在该应激下新陈代谢水平受到

了影响。通过分析血清相关指标的测定结果，认

为急性操作胁迫可能对美洲鲥亲鱼的肝脏、心脏

等组织均造成一定的损伤，使其发生一系列生理

变化，并最终造成器官功能失调或丧失。因此，

在鱼类应激反应研究中，能否继皮质醇、血糖等

生化指标后探究出更多灵敏且有效的衡量机体

应激状态的指标，应激蛋白ＨＳＰ７０作为操作胁迫
过程中的生物学指标的可能性探究仍需更加系

统的研究。
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