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摘要! 为了解鱼类适应盐碱水环境的生理变化机理!将尼罗罗非鱼从淡水直接转入 4 个不同

盐碱混合梯度组"&组'盐度 12!碱度 1 I5'%;+-"

/

&8组'盐度 12!碱度 3 I5'%;+-"

/

&-组'

盐度 18!碱度 1 I5'%;+-"

/

&4组'盐度 18!碱度 3 I5'%;+-"

/

#中进行为期 :7 K 的急性胁迫

实验!分别检测胁迫后 2$7$13$34$/7$40$93 和 :7 K 时尼罗罗非鱼的血清渗透压$血清 %;

C

$

R

C

$-0

6浓度以及鳃中 %;

C

7R

C

7&L6酶"%R&#和碳酸酐酶 "-&#基因相对表达量的变化过

程% 结果显示!血清渗透压$离子浓度以及鳃中 IJ<基因和 '<基因 :$%&表达量变化程度

均与其盐碱胁迫浓度间呈正相关!变化过程随着实验时间推移均呈现为先升$后降!最后趋于

平稳% 8$4组血清渗透压峰值出现在 34 K!&$-组出现在 /7 K% 血清 %;

C

$R

C

$-0

6浓度均在

34 K 达到峰值% 8$4组 IJ<基因 :$%&表达峰值出现在 34 K!&$-组出现在 /7 K&除 &组

外!其余各组'<基因:$%&表达峰值时间出现在 34 K% 研究表明!尼罗罗非鱼具有一定的盐

碱适应能力!盐碱胁迫下 %R&$-&是参与离子转运$渗透压调节的重要转运酶%

关键词! 尼罗罗非鱼& 盐碱胁迫& 渗透压& 离子浓度& %;

C

7R

C

7&L6酶& 碳酸酐酶& :$%&表达

中图分类号! *:781155555555555 文献标志码'&

55为适应不同的水环境条件"广盐性硬骨鱼类

可通过调动高效的离子5渗透调节机能"维持体液

中水分和盐类的平衡"保持稳定的渗透压( 鳃是

鱼类主要渗透压调节器官之一"鳃上皮组织中分

布大量的离子细胞"离子细胞内含有大量膜结构"

顶部)基底部膜上装配不同的离子转运蛋白)共转

运子以及转运酶等"它们共同参与离子的转运过

程
*1+

( 其中"%;

C

7R

C

7&L6酶 #%;

C

7R

C

7&L6;AG"

%R&$和碳酸酐酶#2;CE/D<2;DK@JC;AG"-&$是直

接参与离子转运的主要转运酶
*3 64+

( %R&又称

%;

C

泵"是一种普遍存在的跨膜蛋白"不仅直接参

与调控胞内 %;

C

浓度"还为其他离子调节提供能

量
*8+

( -&主要参与血浆中 -"

3

水合过程的可逆

催化反应 #-"

3

C+

3

"

#

+-"

6

/

C+

C

$"也可为

-0

6

5+-"

6

/

和 %;

C

5+

C

离子交换提供 +-"

6

/

)

+

C

"此外"还参与胞内的酸碱平衡调节
*7 69+

"提供

离子转运的能量
*0 612+

(

中国内陆盐碱水域资源丰富"但由于此类水

体的高盐碱度)高 F+及复杂的离子组成"常规养

殖品种难以生存"极大地限制了盐碱水域的开发

利用
*11+

( 罗非鱼作为广盐性鱼类"可以耐受高盐

度环境并适应较大范围内的盐度变化
*13+

( 尼罗

罗非鱼#2*51/3*17+.,+61"+/-.$生长快)易繁殖)适

应性强"是罗非鱼类养殖中的最大品种"也是世界

主要经济养殖品种之一
*1/+

( 雷衍之等
*14+

研究表

明"尼罗罗非鱼鱼苗耐碱能力较强":7 K 半致死碱

度低于青海湖裸鲤#!(7,1/()*+.)*K5L06.4++$)瓦

氏雅罗鱼 # &5-/+./-.L065/4++$ 和鲫 # '0*0..+-.

0-*0"-.$" 但 显 著 高 于 草 鱼 # '"5,1)30*(,1>1,

+>5660 $) 鲢 # #()1)3"3067+/3"3(. 716+"*+;$) 鳙

#<*+."+/3"3(.,18+6+.$等( 经慢性驯化后的尼罗罗

非鱼鱼苗"可以在盐度 32)/ I5'%;+-"

/

碱度的
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盐碱水中正常生长
*18+

( 以上表明"尼罗罗非鱼可

作为耐盐碱水产养殖品种开发研究的实验材料(

以往"对尼罗罗非鱼的耐盐)耐碱生理研究多

在单盐或单碱度因子下进行
*1/"17 61:+

"对盐碱混合

双重胁迫条件下生理水平的变化尚不清楚( 本实

验通过连续观察盐碱急性胁迫 :7 K 内"尼罗罗非

鱼血清渗透压)离子浓度以及鳃离子转运酶基因

:$%&表达量的变化过程"研究尼罗罗非鱼盐碱

胁迫的生理变化"并为其盐碱环境适应的分子生

理机制提供基础资料(

15材料与方法

)*)+实验材料

实验用尼罗罗非鱼于 3213 年 12 月取自上海

海洋大学鱼类种质资源实验站"运回实验室后"在

养殖中心控温循环水族箱中淡水暂养 1 周以适应

新环境*#381/ @210$ O+"每天定时投喂"及时

清理残饵和粪便"保证实验鱼的正常生理活动(

选取规格均匀)健康活泼的个体进行急性胁迫实

验"平均体质量为#0714 @813$I(

实验用盐碱水需提前配制"先在曝气完全的

淡水中加入海水晶"配成各盐碱梯度组所需盐度"

再根据实验水的体积称量所需 %;+-"

/

#分析纯$

质量"加入盐水中搅拌混匀"稳定 40 K 后使用(

盐)碱度分别使用 *H9 便携式盐度计和 +)0/322

多参数水质分析仪检测(

)*,+实验方法

样品采集和处理55根据预实验结果"设置

了 4 个盐碱混合梯度组#&组!盐度 12"碱度 1 I5

'%;+-"

/

'8组!盐度 12"碱度 3 I5'%;+-"

/

'-

组!盐度 18"碱度 1 I5'%;+-"

/

'4组!盐度 18"

碱度 3 I5'%;+-"

/

$( 实验时"将实验鱼从淡水

中取出"直接放入各盐碱混合梯度实验组中"每组

/2 尾鱼"设 / 个重复( 实验前 1 天及实验期间禁

食"实验开始后"每 34 K 换水 15/"并保持水温为

#371/ @218 $ O" F+为 013 @214"溶解氧为

#817 @214$ :I5'( 除 4组 #18"3$中有 3 尾死

亡外"其余各处理组中均无鱼死亡情况( 胁迫后

2)7)13)34)/7)40)93 和 :7 K 时间点采样"每个重

复组中随机取 3 </ 尾(

用 1 :'一次性无菌注射器从尾静脉处抽

血"血液注入 118 :'离心管中"4 O静置过夜"分

层后离心#8 222 C5:<D"4 O"12 :<D$"取出血清

待用( 抽血后的实验鱼"冰上解剖"快速取出鳃组

织"液氮速冻后"放入 602 O超低温冰箱保存(

血清渗透压与血清 %;

C

!R

C

!-0

6浓度的测定

5 5 取 12

+

' 血 清 样 品" 采 用 9,*-"$

.&6$"8832 渗透压仪#'/I;D"#L"#*&$测定血清

渗透压( 血清 %;

C

)R

C

)-0

6

浓度采用南京建成生

物公司的相应离子检测试剂盒测定"具体操作参照

说明书进行"用 *@DGCI@ +1 酶标仪检测其吸光值(

鳃中 IJ<!'<基因 :$%&表达

#1$ 总 $%&提取及 24%&合成

鳃组 织 用 液 氮 研 磨 成 粉 末" 使 用 LC<?/0

#)DQ<3C/IGD$提取总 $%&"琼脂糖 ,8凝胶电泳检

测其完整性"并测定总 $%&浓度和纯度"加入适

量的 $%;AGBCGGJJ +

3

"调整至 822 DI5

+

'( 用

6C<:G*2C<F3

$

$L$G;IGD3R<3W<3K I4%& ,C;AGC

#6GCBG23$G;0L<:G$试剂盒合成 24%&第一链"反

转录产物于 632 O保存待用(

#3$ 引物设计与合成

引物参照 HGD8;DN 中尼罗罗非鱼
!

C0/"+,

#,#009:81$)'<74 #XMB22/47217/$24%&序列

和 IJ<

$

亚基 24%&序列
*32+

"用 6C<:GC6CG:<GC

812 软件设计#表 1$"由上海生工生物工程股份

有限公司合成引物(

表 )+定量 83-分析的引物序列

567*)+89:;<9=<L><@%<=>=<?:@9<6J2A:;<83-6==6C=

引物

FC<:GC

引物序列#8T7/T$

FC<:GCAGU=GD2GA#8T7/T$

退火温度5O

;DDG;0<DI 3G:FGC;3=CG

产物大小5EF

FC/J=23A<?G

IJ<7

$

( &-H&&--H-&L--L-&L-LL 72

IJ<7

$

$ HH&&HH-&-&H&&--&--& 72

1/3

'<74 ( &H-&L&-&HLHH&LHH&&&H-H 72

'<74 $ H&--&HLLH&HLLH--LH&-&LL 72

138

!

C0/"+, ( -&H-&H&LHLHH&L-&H-&&H- 72

!

C0/"+, $ LH&&HLLHLLHHH-HLLLHH 72

133

9:71
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55#/$ 鳃 IJ<基因和 '<基因的 U6-$检测

使用荧光定量试剂 H/ L;U$ U6-$ M;A3GC

M<>#6C/:GI;$"采用 *S8$U6-$法"以 2 K 鳃总

$%&反转录获得的 24%&溶液"用 $%;AGBCGG

JJ+

3

"进行 12 倍梯度稀释"设置 7 个梯度"以
!

7

;23<D 为内参建立标准曲线以及溶解曲线"验证引

物特异性及反应条件"定量 6-$引物的扩增效率

在 :4P<:0P之间( 再进行各处理组)不同时间

点 IJ<)'<基因的 U6-$分析( U6-$反应条

件!:8 O 3 :<D":8 O 18 A'72 O 1 :<D"42 个循

环'溶解曲线!78 <:8 O( U6-$数据分析采用的

是 3

6

''

'

3分析方法(

)*.+数据分析

实验数据利用 *6**1:12 统计软件分析"单

因素方差分析进行显著性检验"4=D2;D 多重比较

检测各测量指标的差异"以 D>2128 为差异显

著( 利用 *<I:;F0/31212 软件作图(

35结果

,*)+盐碱胁迫对尼罗罗非鱼血清渗透压的影响

血清渗透压值随盐碱胁迫浓度升高而增大"

&组#12"1$最低"4组#18"3$最高"8组#12"3$

与 -组#18"1$较为接近( 随时间推移"各盐碱混

合处理组中血清渗透压均呈现先升后降的趋势"

8组#12"3$)4组#18"3$中血清渗透压在胁迫后

34 K 达到最大值"&组#12"1$)-组#18"1$中血

清渗透压 /7 K 达到最大值#图 1$(

图 )+不同盐碱度急性胁迫对尼罗罗非鱼

血清渗透压的影响

!:F*)+4HH<%A=GH?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC G@AB<

=<9>; G=;GJ6J:AC GH$%3*08"*)+(

,*,+盐碱胁迫对尼罗罗非鱼血清离子浓度的

影响

随着时间的推移"各盐碱处理组中"血清 %;

C

浓度均呈现先迅速上升"34 K 时达到最大值"然后

缓慢下降":7 K 时浓度高于胁迫开始时的浓度

#图 3$(

图 ,+盐碱对尼罗罗非鱼血清 '6

[浓度的影响

!:F*,+4HH<%A=GH?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC G@AB<

=<9>; '6

[

%G@%<@A96A:G@GH$%3*08"*)+(

55-0

6

浓度随着盐碱度的升高而增加( 随着时

间的推移"各盐碱处理组中血清 -0

6

浓度也表现

为先升高)后降低的趋势"34 K 达到高峰#图 /$(

图 .+盐碱度对尼罗罗非鱼血清 3J

\浓度的影响

!:F*.+4HH<%A=GH?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC G@AB<

=<9>; 3J

\

%G@%<@A96A:G@GH$%3*08"*)+(

55随着盐碱度的升高"血清 R

C

浓度增大( 随

着时间的推移"各处理组中 R

C

浓度在 13 K 后呈

现急速增加的变化趋势"34 K 达到最大值"然后逐

渐下降#图 4$(

0:71
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图 /+盐碱度对尼罗罗非鱼血清 Y

[浓度的影响

!:F*/+4HH<%A=GH?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC G@AB<

=<9>; Y

[

%G@%<@A96A:G@GH$%3*08"*)+(

,*.+盐碱胁迫对尼罗罗非鱼鳃 :;<和 7<基因

表达量的影响

不同盐碱处理组中"尼罗罗非鱼鳃中 IJ<基

因表达整体上呈现先升后降的变化趋势( &组

# 12 "1 $和8组 # 12 "3 $中IJ<基因表达量较平

稳"变化趋势不明显'-组#18"1$与 4组#18"3$

中 IJ<基因表达量相对较高"变化趋势明显( &

组# 12"1 $)-组 # 18"1 $中 IJ<基因表达量在

/7 K达到高峰"8组 #12"3$)4组 #18"3$中 34 K

时达到最大值#图 8$(

不同盐碱处理组中"尼罗罗非鱼鳃中 '<基

因表达量均呈现先逐渐增加"达到最高峰"除了 &

组#12"1$中表达量达到峰值的时间为 /7 K"其他

/ 组在 34 K 时达到最高表达量之后"表达量呈缓

慢下降趋势#图 7$(

/5讨论

.*)+盐碱胁迫对尼罗罗非鱼血清渗透压和离子

浓度变化的影响

本研究中"尼罗罗非鱼胁迫起始时血清渗透

压约为#/13177 @0194$::/05NI"随着盐碱胁迫

浓度增加"血清渗透压的最高值也随之明显增大"

最高盐碱梯度组 #4组 $ 中可升至 # 8:0179 @

0127 $::/05NI(血清渗透压升高主要是由于随

图 0+/ 个盐碱组中尼罗罗非鱼鳃中 :;<基因表达量"平均值 ]标准误$

不同上标字母表示差异显著#D>2128$ ( 下图注释同此

!:F*0+-<J6A:I<<UK9<==:G@GH:;<;-'(:@F:JJGH$%3*08"*)+(>@?<9

?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC A9<6A;<@A=";<6@]"4$

4<BBGCGD3A=FGCA2C<F30G33GCA;CGA<ID<B<2;D30@ J<BBGCGD3#D>2128$ "3KGA;:G;A3KGB/00/W<DI

::71
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图 D+/ 个盐碱组中尼罗罗非鱼鳃中 7<基因表达量"平均值 ]标准误$

!:F*D+-<J6A:I<<UK9<==:G@GH7<;-'(:@F:JJGH$%3*08"*)+(

>@?<9?:HH<9<@A=6J:@:AC26JT6J:@:AC A9<6A;<@A=";<6@]"4$

着盐碱浓度增大"水体中离子浓度随之增高"摄入

体内的离子逐渐累加增强引起的( 不同盐碱浓度

胁迫后"血清渗透压均表现上升趋势"但峰值出现

时间点并不一致"&组 #12"1 $)-组 # 18"1 $在

/7 K时达到最高值"8组 #12"3$)4组 #18"3$在

34 K 时达到最高值( 初步推测"可能有以下两种

情形!一是采样点间隔较大"血清渗透压峰值出现

时间段波动范围较宽#34 </7 K$'二是由于高碱

度#8组)4组中碱度值为 3$下的胁迫强度增大"

导致体内血清渗透压迅速上升"峰值出现时间提

前( 之后"不同盐碱浓度处理组中血清渗透压均

表现为逐渐下降"并趋于稳定( 表明尼罗罗非鱼

具有一定的渗透压平衡调节能力"能适应一定范

围内的盐碱变化(

本急性胁迫实验中"血清 %;

C

)-0

6

)R

C

浓度

随着时间的推移均呈现了先升高"34 K 时达到最

大值"后下降并趋于平稳的趋势( 在正常耐受范

围内"慢性盐度驯化中的大多数广盐性硬骨鱼类

血清 %;

C

)-0

6

浓度变化与其渗透压的变化之间

往往呈现相同的变化规律"两者基本呈正相关(

R

C

浓度变化与渗透压浓度变化间是否有明显关

联"不同研究者的结论并不一致( 例如"咸海卡拉

白鱼 #'306/068-*,-./306/1+>5.0*065,.+.$经过为

期 /2 J 的盐度胁迫后"血清 %;

C

)-0

6

浓度升高"

而 R

C

浓 度 降 低
*31+

( 史 氏 鲟 # </+)5,.5*

./3*5,/4++$

*33+

)尼罗罗非鱼
*10+

从低盐驯化到高盐

环境后"血清 %;

C

)-0

6

浓度升高"而 R

C

浓度未发

生 明 显 变 化( 但 对 比 目 鱼 # D0*06+/3"3(.

1*8+=,(0,-.$来说"慢性盐度驯化中"血清离子

%;

C

)-0

6

)R

C

浓度均随着渗透压的增加而升

高
*3/+

( 在本实验中"尼罗罗非鱼 R

C

与血清渗透

压变化间呈正相关关系"这与青海湖裸鲤
*34+

和大

鳞
"

#H0*8-./0)+"1$

*38+

盐碱胁迫的研究结果基

本一致( 与单盐因子胁迫相比"盐碱混合胁迫中

涉及离子类型更多)离子转运过程更为复杂"本实

验中 R

C

虽并非是环境中主要离子"但在体内离

子转运中可能扮演重要协调作用(

血清渗透压变化和调节过程还可为罗非鱼的

驯化养殖提供一定参考( 以往研究指出"在慢性

盐度驯化中"罗非鱼从低盐度每驯化到一个较高
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盐度时需要 40 K 可达到平衡
*37+

( 本实验为急性

盐碱胁迫实验"但在最低盐碱处理组#盐度 12"碱

度 1 I5'$中"尼罗罗非鱼血清渗透压在胁迫后

40 K时还未趋于稳定( 因此"较之单盐驯化"罗非

鱼盐碱混合驯化可能需要更长的时间周期才能完

全适应(

.*,+盐碱度对尼罗罗非鱼鳃内 '6

[

2Y

[

2(58酶

基因表达量的影响

大量研究表明"广盐性鱼类在高盐和低盐环

境适应过程中" %R& 酶 活 性 均 有 升 高 的 表

现
*39 6/2+

( 本研究中"盐碱急性胁迫后"尼罗罗非

鱼鳃中 IJ<基因 :$%&表达水平随着时间的推

移均表现先升高)到达高峰后降低的变化趋势"这

与血清离子浓度)渗透压变化趋势一致"而且密切

关联( 胁迫开始后"IJ<基因 :$%&表达水平升

高"可能是应急性胁迫后血清离子浓度迅速升高)

体内离子浓度调节之需'伴随 IJ<基因 :$%&

表达水平升高"%;

C

7R

C

7&L6酶合成增加"参与胞

内离子向外转运"IJ<基因 :$%&表达量在 34

</7 K 内达到最大值'随着体内离子浓度开始下

降"离子转运压力随之减小"IJ<基因 :$%&表

达水平逐渐下调"并趋于恢复(

随着盐碱浓度的增加"-)4组中 IJ<基因

:$%&表达水平较 &)8组也相应增加"变化趋势

更为明显"这是因为高盐浓度#18 盐度$胁迫下"

体内%;

C

)-0

6

浓度上升水平增加"引起IJ<基因

:$%&表达量随之增加( 实验中"&组#12"1$)-

组#18"1$中IJ<基因:$%&表达量在 /7 K 达到

高峰"8组#12"3$)4组#18"3$中 34 K 时达到峰

值"与各实验组中血清渗透压峰值出现时间完全

一致"表明了 IJ<在盐碱胁迫后血清渗透压调节

中起到明显作用( 高碱组 #碱度 3 $ IJ<基因

:$%&表达量高峰出现时间早于低碱组 #碱度

1$"一定程度上也表明"碱胁迫可能加大对其表

达量的影响程度(

.*.+盐碱度对尼罗罗非鱼鳃内碳酸酐酶基因表

达量的影响

碳酸酐酶 #-&$是生物体内参与渗透压调

节)离子调节)酸碱平衡等生理生化过程的核心酶

之一
*/1+

( 无论是在高渗还是低渗的调节过程中"

硬骨鱼类的碳酸酐酶活性均有增加的表现
*4"/3+

(

本实验不同盐碱处理组的 '<基因:$%&表达水

平随着时间的推移大体上呈先升高)后降低趋势"

这也与血清离子浓度)渗透压变化趋势基本呈现

正相关( 本实验中的碱成分主要为 %;+-"

/

"随

着盐碱浓度增加"水体中 +-"

6

/

浓度增大"从而引

起体内 +-"

6

/

浓度累积增高"-&主要通过催化

可逆反应#+-"

6

/

C+

C

#

-"

3

C+

3

"$迅速降低

+-"

6

/

"共同参与调节渗透压平衡( '<基因

:$%&表达量与血清离子浓度)渗透压变化间相

一致"表明碳酸酐酶在尼罗罗非鱼盐碱胁迫渗透

压调节过程中起重要作用(

本研究中"&组#盐度 12"碱度 1 I5'$中 '<

基因 :$%&最高表达量时间较晚#/7 K$"这可能

是该组中盐碱浓度最低"胁迫压力最小"体内离子

转运需求最弱"机体可利用先前自身合成)存储的

碳酸酐酶"因而峰值时间出现延迟( 其余 / 个盐

碱处理组中"'<基因 :$%&最高表达量时间点

均为 34 K"这也与血清 %;

C

)-0

6

)R

C

达到峰值时

间点基本一致( 表明"盐碱胁迫后 34 K 时"尼罗

罗非鱼体内的离子压力与转运能力均处于高峰

状态
*// 6/4+

(

本研究中观察到"急性盐碱胁迫下"尼罗罗非

鱼生理极限期#渗透压峰值)离子浓度$与最高调

节期#IJ<基因 :$%&"'<基因 :$%&表达峰

值$出现时间基本吻合"一方面表明"%R&)-&是

盐碱胁迫后参与离子转运)渗透压调节的重要转

运酶"另一方面也表明了鱼类在维持体内渗透压

平衡中的快速应答机制与反馈过程(
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