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摘要：为解析热应激对大菱鲆心脏损伤及其机制，实验从组织形态、生理生化反应及凋亡
基因表达等多个水平，分别使用 H.E 染色法、电镜观察法、酶活性检测法、qPCR 检测基
因表达法开展了本研究。结果显示，随着温度升高，心肌纤维肿胀，断裂，间质宽度增加，
炎性细胞浸润，线粒体结构破坏等组织损伤现象加重，但在 24 °C-24 h 时组织损伤明显减
轻；CK 活性随着热应激加剧显著升高；LDH、SOD 活性，MDA 含量在 24 °C 时达到峰值，
表明大菱鲆遭受到热应激，心肌防御酶发挥抵抗作用，维持机体稳态。qPCR 显示，大菱
鲆心肌细胞 Bax 基因和 Caspase-3 基因变化趋势一致，随着热应激的加剧，表达量降低，
而 Bcl-2 基因逐渐升高。表明在热应激程度较轻时，大菱鲆心肌通过降低 Bax、Caspase-3
基因表达，促进抗凋亡基因 Bcl-2 的表达，减少心肌细胞丢失来减少热应激损伤。当热应
激加剧至 28 °C 时，热应激超过自身生理调节阈值，损伤加重，机体防御系统自身也受损，
造成大菱鲆心脏结构严重损伤甚至机体死亡。研究表明，随着温度升高，大菱鲆心肌损伤
加重，机体通过调节心肌防御酶活性以及使细胞凋亡，最大限度维持稳态，减少组织损伤。
超过 24 °C 时，则会造成机体损伤不可逆转地持续加重。本研究为后续大菱鲆及其他鱼类
心脏对热应激的生理适应性机制研究提供理论基础，同时为海洋鱼类耐高温性状选育提供
更多的性状指标，提高选育精确性。
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近年来，全球气候变化引起的热应激已经增

加[1-2]，由于温度对所有生理过程的直接影响，水

温已成为影响水生生物养殖和生长的关键环境因

素。因此养殖水温的任何变化都可能影响硬骨鱼

的存活、生理功能和免疫防御[3-4]。已有研究表明，

热应激直接影响生物的代谢，导致代谢紊乱和活

性氧 (reactive oxygen species , ROS) 积累 [5-6]，对生

物体产生不利影响。

心脏被认为是具有循环系统的动物中对温度

最敏感的器官[7-8]。有学者推测心脏是热应激期间
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第一个失效的器官 [7, 9-11]，一旦心脏功能无法正常

发挥，则会直接限制生物的生存、生长及繁殖；

并有学者证实心脏功能是设定鱼类上限热范围的

重要因素，心脏可塑性的分子机制的研究可解决

海洋变暖影响鱼类的生理和分布问题[11]。在南极

鱼类中也已经报道了心脏性能和代谢的热适应

性 [12-13]。且越来越多的证据表明，心肌细胞的凋

亡是造成心脏损伤的主要原因，进而造成鱼类死

亡，而氧化应激是造成细胞凋亡的重要原因。

众所周知，热应激会使细胞中产生大量 ROS，
ROS 的过度产生会破坏生物体内重要的生物分子，

一旦抗氧化系统被破坏，ROS 的产生增加，导致

细胞膜的脂质过氧化，这可能导致组织损伤，并

最终导致重要生理过程的损害[14]。生理表型的变

化，是对包括热应激在内的外部刺激的重要反应。

研究表明，热应激可能会对鱼类产生组织学损伤，

并影响其正常的生理功能[15-16]。为抵御氧化应激，

心脏中也有大量心肌酶和抗氧化酶维持生物体稳

态平衡，因此，通过检测生理生化指标，可指示

心肌细胞在热应激下的损伤程度 [17-18]。更有证据

表明，活性氧会导致心脏凋亡，并激活一些不良

的级联反应，进而导致心肌细胞功能障碍[19]。研

究表明热应激诱导的氧化损伤可通过调控各种细

胞类型中与凋亡相关的基因表达来影响细胞凋亡[20-23]。

在凋亡信号传导过程中，肿瘤抑制基因 p53、Bax、
Bcl-2 和 Caspase 家族是重要的凋亡相关分子，这

些细胞凋亡相关基因表达的动态变化可在热应激

下维持细胞功能稳态。

大菱鲆  (Scophthalmus maximus) 是一种低温

适应冷水性海洋鱼类，自 20 世纪 90 年代从欧洲

引进以来，一直是中国重要的海水养殖鱼类，养

殖年平均产量为 50 000~60 000 t，约占世界水产

养殖大菱鲆总产量的 80％[24]。其最适生长温度为

14~17 °C，最高生长温度为 21~22 °C，最高致死

温度为 28~30 °C。雷霁林等[25-26] 研究指出，23 °C
以上的水温条件将影响大菱鲆成活率及生长。在

现代集约化工厂养殖模式下，加之全球变暖，特

别是在夏季，高水温通常会持续很长时间，这会

导致鱼的 ROS 和氧化应激反应达到最高值，从而

造成重大的经济损失。

近年来学者研究内容大多集中在水体理化因

子及各种应激对鱼类生理生化、行为影响等方面，

主要研究组织为鳃、肌肉、肝脏和肾脏等，在心

脏方面的研究较少，有关大菱鲆心脏对高温胁迫

的生理反应的信息更是知之甚少。因此，探究热

应激对大菱鲆心脏损伤及心肌细胞凋亡的影响可

更好地理解其对热应激的生理适应性的机制，为

海洋鱼类耐高温性状选育提供更多的指标，提高

选育精确性。本研究评估了热应激下心脏组织病

理学变化 (心肌结构损伤)，包括：①心肌酶活性

[ 肌酸激酶  (creatine  kinase，CK)、乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase，LD 或 LDH)]；②抗氧化酶

活 性 [ 超 氧 化 物 歧 化 酶  (superoxide  dismutase,
SOD)]、丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 含量；③心

肌细胞凋亡率和凋亡相关基因 (caspase-3、bax 和

bcl2) 的表达水平变化。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验所用鱼选择个体正常、健康，体质量规

格为 (78.0±5.6) g 的大菱鲆幼鱼，来自烟台天源水

产有限公司，在圆形水池 (1 m 直径，1 m深) 中暂

养 1 周，确保每日充气正常，盐度 30，温度恒定

[(14±0.5) °C]，监测实验鱼每日活力，保持鱼的正

常生存，暂养期间每日投喂 1 次人工饵料，早晚

各换 1 次水。 

1.2    实验设计

挑选平均体质量为 (78.0±5.6) g (平均值±标准

差) 的大菱鲆在正常条件下 (14 °C，盐度 30) 暂养

10 d。根据预实验结果，共设计 3 个热应激实验

温度点： (14.0±0.5)  °C  (常温 )、 (24.0±0.5)  °C 和

(28.0±0.5)  °C； 2 个 时 间 点 ： 12 和 24  h。 根 据

Ndong 等[27] 的升温方法稍作改动：即从正常水温

(14.0±0.5) °C 按每 12 个小时增加 1 °C 的速率升高

至实验水温，每个温度组设置 3 个平行试验缸，

每缸投放 15 尾大菱鲆幼鱼。采用静水法，恒温加

热器恒定控温。实验期间不投饵，实验条件完成

后，到达实验温度后 12 和 24 h 两个时间点时分

别取 4 尾鱼。在每条鱼取样前立即用 MS-222 (100
mg/L) (Sigma，USA) 将鱼深度麻醉，麻醉时间约

为 60 s。采用无菌方法从鱼体获取心脏组织，将

其用于后续实验。 

1.3    样品采集

高温处理后 12 h 时，每个温度组随机取 16
尾鱼无菌采集心脏组织，并通过以下几种方法保

存：用于 H.E 染色实验的样品，保存于 4％多聚
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甲醛中；用于电镜检测的样品，用 2.5% 的戊二醛

磷酸缓冲液固定；用于测定心肌酶及氧化应激指

标的心脏组织装入无酶冻存管，并快速放入液氮

中；用于 q-PCR 实验检测凋亡基因表达的样品快

速放入液氮中。所有实验均在冰板上进行。 

1.4    实验方法
 

　　H.E 染色　　将心脏组织浸没在 4% 多聚甲

醛中固定约 24 h 后，换 75% 乙醇可 4 °C 长期保

存。常规石蜡包埋经过脱水，再经常规脱蜡、

H.E 染色，历经展片，烘片 (37 °C, 2 h)，切片风

干后中性树胶封片，光学显微镜下观察显微结构。 

　　透射电镜观察　　将取出的心脏组织修成体

积为 1 mm3 左右的小块，每个样品准备 3 块，放

入含 2.5% 的戊二醛固定液的 2 mL 圆底离心管内，

低温 (4 °C) 固定，送至青岛大学医学部电镜室完

成切片制作，透射电镜下进行超微结构观察。 

　　酶活性测定　　心脏组织 CK 活性采用紫外

分光光度计，LDH、SOD 活性和 MDA 含量采用

生化酶标仪进行测定，检测程序按照南京建成生

物工程研究所各试剂盒步骤完成。 

　　实时荧光定量 PCR 检测凋亡基因表达　　

用总 RNA 提取试剂盒 ( 天根生化科技有限公司)
提取冻存的心脏组织总 RNA，然后按照南京诺唯

赞 生 物 公 司 HiScript Ⅲ RT  SuperMix  for  qPCR
(+gDNA wiper) 说明书操作合成 cDNA，并根据基

因  Bax、 Bcl-2 和 Caspase-3 的序列，用 Premier
5.0 软件设计引物荧光定量 PCR，测定 Bax、Bcl-2
和 Caspase-3 的表达变化，所用引物列于表 1，按

照北京全式金生物有限公司  TransStart Top Green
qPCR SuperMix说明书操作配置荧光定量体系，荧

光定量 PCR 采用两步法在仪器 Step One Plus Real-
Time PCR System 中进行，反应体系列于表 2。 

1.5    数据分析

实验数据利用 Excel 2007 和 SPSS 20. 0 统计

软件进行处理，以平均值±标准误表示，采用单因

素方差分析 ( One-Way ANOVA) 法分析， P<0.05
为差异显著，P<0.01 为差异极显著。 

2    结果
 

2.1    热应激下心脏组织显微结构变化

利用 H.E 染色方法观察热应激对心脏组织的

影响，结果显示，正常温度 14 °C 下，心肌纤维

较细，排列较为正常，整齐、纹理清晰，无碰撞

断裂现象，尚可见细胞核  (图版Ⅰ，图版Ⅱ-2)。
在 24 °C 热应激下，12 h 时，大部分心肌细胞正

常，心肌纤维加粗，细胞核明显突出可见，核膜

和染色质固缩，染色加深，可见少量肌纤维水变

性和透明样变，心肌间距变宽，并可见血管扩张充血

(图版Ⅰ-3)；24 h 时，可观察到心肌细胞和心肌纤

维与对照组相比变化不显著 (图版Ⅰ-4)。在 28 °C
热应激下，12 h 时，细胞核突出可见，间质空间

进一步扩张，肌纤维断裂和排列紊乱现象加重，

有少量炎细胞浸润 (图版Ⅰ-5)；24 h 时，心肌纤

维断裂及样变现象、炎细胞浸润现象均明显加重

(图版Ⅰ-6)。 

2.2    热应激下心脏组织超微结构变化

利用透射电镜方法观察热应激对心脏组织超

微结构的影响，结果显示，正常温度 14 °C 下，

可见排列整齐的肌节，肌丝，大量线粒体，以及

结构完整、嵴发育良好以及清晰可见的糖原颗粒

分布 (图版Ⅰ，图版Ⅱ)。在 24 °C 热应激下，12 h
时，少数心脏线粒体出现线粒体膜肿胀，嵴部分

溶解、空泡化现象 (图版Ⅱ-3)； 24 h 时，心脏线

表 1    荧光定量引物序列

Tab. 1    Sequence of fluorescence quantitative primer

引物名称
primer name

引物序列 (5′-3′)
primer sequence (5′-3′)

Bax-F1 catcattgagcgggttcgg

Bax-R1 gcttcttgtggttggggtc

Bcl-2-F1 attgtggaaaagtacatctgcc

Bcl-2-R1 catcttcatctcggacatcatc

Caspase-3-F1 aagtgaaggtttacaatgaccagac

Caspase-3-R1 acagaacgcacacgaacgag

18S-F1[28] GTGGAGCGATTTGTCTGGTT

18S-R1[28] CTCAATCTCGTGTGGCTGAA

表 2    荧光定量 PCR反应体系

Tab. 2    Reaction system for PCR

组分
component

用量/μL
dosage

热启动酶2×　TransStart top green qPCR Super Mix 10.0

上游引物 F(10 μmol/L)　forward primer 0.4

下游引物 R(10 μmol/L)　reverse primer 0.4

染料　passive reference dye(50×) 0.4

模板　c DNA 2.0

蒸馏水　ddH2O 6.8

总反应体积　total volume 20.0
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粒体空泡化减轻，变形现象加重，糖原颗粒聚集

在变形线粒体周围 (图版Ⅱ-4)。 在 28 °C 热应激

下，12 h 时，心脏线粒体空泡化数目增多 (图版Ⅱ-5)；
24 h时，线粒体嵴断裂，线粒体破坏和塌陷，出

现完全空泡化的现象 (图版Ⅱ-6)。 

2.3    热应激下心脏组织生化指标变化
 

　　热应激下心脏心肌酶指标的变化　　随着

温度的升高，CK 活性总体呈上升趋势，差异显著。

而 LDH 活性变化趋势为先升高后降低，差异显

著 (图 1)。 

　　热应激下心脏组织氧化应激指标的变化　

　结果显示，热应激下，大菱鲆心脏 SOD 水平先

升高后降低，在 24 °C，12 h 达到最高水平，然后

呈下降趋势，差异显著，与对照组水平相当，总

体呈先上升后下降趋势。MDA 含量总体变化与

SOD 变化水平一致。在 24 °C，12 h 时，MDA 含

量达到最高值，然后下降 (图 2)。 

2.4    热应激下心脏中 Bax、Bcl-2及 Cas-3基因

的表达变化

采用实时荧光定量 PCR 方法测定了热应激下

大菱鲆心脏相关凋亡基因 Bax、Bcl-2 及 Caspase-3
的 mRNA 表达水平 (图 3)。随着温度的升高，促

凋亡基因 Bax 表达量明显降低，至24 °C 时显著减

少。抗凋亡基因 Bcl-2 表达水平随着温度升高而升

高，至 24 °C 达到最大值，随后保持恒定。Cas-
pase-3 基因的表达趋势则与 Bax 基因变化趋势保

持一致。 

3    讨论
 

3.1    热应激对大菱鲆心肌结构的影响

心脏主要是由心肌细胞行使其功能，心肌细

胞的完整性是实现心脏不断收缩和泵血进而行使

心脏功能的重要前提[29]。心脏线粒体代谢提供了

心肌收缩运动所需的 90％的 ATP[30]。功能失调的

线粒体将停止提供足够的能量供应，导致心力衰

竭进而导致机体死亡 [31]。结果表明，在 24 °C 热

应激下 12 h 内，心肌细胞随着热应激时间延长，

心肌纤维出现加粗、肿胀、透明样变、染色质固

缩，表明心肌细胞在热应激下收缩能力增强，增

加机体散热以维持生理活动，线粒体出现空泡化

指示其结构受到轻微损伤。而在 24 °C 热应激下

100 μm 1 2100 μm 100 μm 3

100 μm 4 5100 μm 6100 μm
 

图版Ⅰ    热应激下大菱鲆心脏组织光学显微结构变化

1. 14 °C-12 h，2. 14 °C-24 h，3. 24 °C-12 h，细胞核染色加深，明显突出 (向上黑色箭头)； 4. 24 °C-24 h，5. 28 °C-12 h，白色向左箭头指向

为炎细胞，白色右箭头指向为肌质间距，细胞核染色加深并明显突出 (向上黑色箭头)； 6. 28 °C-24 h，白色向左箭头指向为炎性细胞浸润

Plate Ⅰ    Light micrographs of heart tissue of S. maximus under thermal stress
1. 14 °C-12 h, 2. 14 °C-24 h, 3. 24 °C-12 h, nucleus (upward black arrow); 4. 24 °C-24 h; 5. 28 °C-12 h, the white thin arrow points to inflammatory
cells,  the white thick arrow points to the sarcoplasmic distance, nucleus (upward black arrow); 6.  28 °C-24 h, the white arrow points to infiltration of
inflammatory cells
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24 h 时，心肌纤维的粗细、细胞核颜色深浅及间

质宽距与对照组相比无明显变化，且无可见线粒

体结构破坏现象，推测是大菱鲆在该条件下由于

机体自身的稳态平衡机制可维持其稳态，是一种

维持机体稳态的生理反应。而在 28 °C 下，12~24 h，
心肌间质宽距进一步加大，炎细胞浸润现象明显

11 μm 21 μm 31 μm

41 μm 51 μm 61 μm
 

图版Ⅱ    热应激下大菱鲆心肌细胞透射电镜超微结构变化

1. 14 °C-12 h，向上的白色箭头指向为肌节，向左白色箭头指示为肌丝；2. 14 °C-24 h，向下白色箭头指向为正常线粒体； 3. 24 °C-12 h，
向下白色箭头指向为线粒体膜肿胀，嵴部分溶解和线粒体空泡化； 4. 24 °C-24 h，白色三角形标志为糖原颗粒聚集， 白色箭头指向为线粒

体膜溶解，线粒体变形；5. 28 °C-12 h，白色箭头指向为大面积空泡化线粒体；6. 28 °C-24 h，白色箭头指向破坏，塌陷，完全空泡化的线粒体

Plate Ⅱ    Transmission electron micrographs of cardiomyocyte of S. maximus under thermal stress
1. 14 °C-12 h, the upward white arrow points to sarcomere, white arrow to the left points to myofilament; 2. 14 °C-24 h ,  the downward white arrow
points to normal mitochondria; 3. 24 °C-12 h, the downward white arrow points to the swelling mitochondrial membrane, partially dissolution of cristae
and vacuolation mitochondrial; 4. 24 °C-24 h, the white triangle marks the aggregation of glycogen particles, the white arrow points to the distortion of
mitochondrial membrane and ill-differentiated mitochondrial;  5.  28 °C-12 h, white arrow points to large area vacuolated mitochondria; 6.  28 °C-24 h,
white arrow points to damaged, collapsed and fully vacuolated mitochondria

0
0.50
1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
4.00
4.50

14 24 28

a

a

b

温度/°C

temperature

14 24 28

温度/°C

temperature

酶
活

性
/(

U
/m

g
 p

ro
t)

en
zy

m
e 

ac
ti

v
it

y

酶
活

性
/(

U
/m

g
 p

ro
t)

en
zy

m
e 

ac
ti

v
it

y

0
100
200
300
400
500
600
700
800
900 a

b

b

(a) (b) 
图 1    热应激下 12 h时大菱鲆心脏 CK (a)和 LDH (b)的变化

不同字母代表差异显著，P<0.05，下同

Fig. 1    Changes of heart CK (a) and LDH (b) activities in S . maximus under thermal stress
Different lowercases indicate significant difference, P<0.05, the same below
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加重，心肌纤维排列紊乱，断裂数目增加，线粒

体破坏，塌陷面积增加，空泡化加重，表明心脏

组织受到严重的热应激损伤，线粒体供能与能量

代谢利用出现明显障碍。这与吴鑫杰等[32] 研究中

低氧胁迫导致团头鲂 (Megalobrama amblycephala)
心脏组织结构损伤一致；此外，大鼠心肌在高温

下也表现出心肌纤维断裂，排列紊乱的损伤现象[33]。

因此，适应条件下的高温环境会使大菱鲆心肌自

身调节以维持稳态，严重的高温环境则会使心肌

线粒体结构破坏，心肌细胞能量利用障碍，舒张

能力减弱，导致心肌受损，机体各器官缺血缺氧，

最终可能会导致器官障碍甚至机体死亡。 

3.2    热应激对大菱鲆心脏 CK、LDH、SOD和

MDA的影响

为抵消热应激引起的氧化应激，维持细胞自

身的氧化还原状态平衡，细胞已进化出各种抗氧

化剂防御作用，包括 SOD、CAT 和谷胱甘肽过氧

化 物 酶  (glutathione  peroxidase,  GSH-Px) 等 [34]，

SOD 是其中有效、关键的抗氧化酶，可清除活性

氧，维持细胞内氧化还原状态平衡和体内稳态，

是指示氧化应激水平的可靠氧化应激指标。由此

过度的应激引发脂质过氧化作用导致细胞膜的氧

化损伤，产生有毒物质 MDA，亦被认为是反映氧

化应激水平的生物标志物[35]。同时心脏组织中含

有丰富的心肌酶，其中的 LDH、CK 与心肌组织

的收缩装置紧密结合，在心脏能量代谢中起关键

作用，对鱼类的生存至关重要。这些酶的水平是

用于反映受损心肌功能状态的公认标志物[36]。随

着温度升高，热应激加剧，CK 活性总体呈上升趋

势，表明热应激确实造成了大菱鲆心脏损伤，发

挥抵抗作用。这与低氧应激导致鲢 (Hypophthal-
michthys molitrix) 心脏 CK 活性升高趋势一致，表

明氧化应激的加剧导致心脏器官损伤[18]。LDH 是

糖酵解途径的末端酶，其可逆地催化乳酸转化为

丙酮酸，是无氧呼吸的关键代谢酶，其亦被认为

是评估环境压力的潜在标志物。可以看出，LDH
活性随着热应激加剧，至 24 °C 呈升高趋势，表

示心脏在热应激下有氧利用得到限制，无氧呼吸

加强，在 28 °C 时明显降低可能是由于除细胞呼
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图 2    热应激下 12 h时大菱鲆心脏 SOD (a)和MDA (b)的变化

Fig. 2    Changes of heart SOD (a) and MDA (b) activities in S . maximus under thermal stress
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图 3    热应激下 12 h时大菱鲆心脏细胞凋亡相关基因 Bax (a)、Bcl-2 (b)及 Caspase-3 (c)的表达量

Fig. 3    mRNA expression changes of apoptosis related gene Bax (a), Bcl-2 (b) and
Caspase-3 (c) under thermal stress in S. maximus heart
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吸外，发酵急性热应激也抑制了无氧条件下 ATP
产生的过程，而后鱼体在此时最后还可以最大程

度调节 LDH，维持机体稳态。这与罗氏南极鱼

(Notothenia rossii) 在 8 °C热应激下 LDH 随着热应

激加剧变化的趋势一致[37]。与此结合，机体通过

升高 SOD 活性以降低 ROS 对机体的损伤，但当

达到严重高温 28 °C 下，随着时间延长，SOD 活

性降低，MDA 水平已降低至对照组水平，表明机

体可能已受到严重损伤，无法调节抗氧化酶以维

持机体稳态，产生的 MDA 也较少。SOD 的升高

与先前高温应激对项带重牙鲷  (Diplodus  vulga-
ris)[38]、博氏南冰鰧  (Pagothenia borchgrevinki)[39]、

暗纹东方鲀(Takifugu obscurus) [23]、虹鳟 (Oncorh-
ynchus mykiss) [40]、吉富罗非鱼 (Oreochromis niloti-
cus) [41] 的研究结果一致，表明抗氧化酶的升高可

以有效防治热应激引起的氧化损伤。但在本研究

中，心脏 MDA 的水平变化与已报道的罗氏南极

鱼和南极鳕 (N. coriiceps) 的研究结果相反，推测

其原因是南极鱼类心脏具有更高水平的抗氧化酶

活性 [42-44]。因此，该研究表明随着热应激加剧，

ROS 产生过多，机体会调节关键抗氧化酶、心肌

酶以抵御应激带来的损伤，在严重高温下，酶本

身也会遭受破坏而导致无法调节。 

3.3     热应激诱导凋亡调控基因 Bax、Bcl-2及
Caspase-3的表达变化

细胞凋亡是一个高度组织化的过程，其特征

在于精确途径的逐渐激活，导致特定的生化和形

态学改变[45]，更是鱼类体内细胞稳态、免疫防御

和发育过程的关键调节因子 [21, 46]。热应激诱导的

氧化损伤可通过调控各种细胞类型中与凋亡相关

的基因表达来影响细胞凋亡[20, 47-50]。Bax 是一种凋

亡蛋白，位于线粒体的外膜，可诱导细胞色素 c
释放到细胞质中。抗凋亡蛋白 Bcl2 抑制线粒体中

细胞色素 c 的释放[51]。半胱天冬酶 3 是主要的“效
应半胱天冬酶”，其在外在的 (死亡受体介导的) 和
固有的 (线粒体来源的) 凋亡途径中执行凋亡的最

后步骤 [52]。bax/bcl-2 比值的降低是与凋亡或细胞

死亡相关的决定性因素 [53-54]。本研究 q-PCR 结果

显示，随着温度升高，Bax 基因表达量随着热应

激加剧，表达水平显著降低，Bcl-2 基因表达自 14 °C
后开始升高，至 24 °C 达到最大值而后趋于稳定，

Caspase-3 基因表达变化趋势则与 Bax 表达变化趋

势一致。这与 Jia 等 [55] 研究的大菱鲆幼鱼、暗纹

东方鲀 [23]肝细胞在高温胁迫下 p53、bax 和 Cas-
pase-3 的上调趋势相反，推测可能为心脏是生物

体面对热应激的核心，由于心肌细胞是终末分化

细胞，不再有再生能力，即使轻微的损伤也会导

致心肌细胞丢失从而造成心脏泵功能不可逆地降

低[29]。作为一特殊器官，其凋亡通路通过降低促

凋亡基因 Bax 及效应凋亡基因 Caspase-3 的表达，

升高抗凋亡基因 Bcl-2 的表达，尽量保证心肌细胞

的完整性与数量以维持心脏稳态，但可表明 p53-
Bax-Bcl2 和 Caspase 依赖的凋亡途径参与了高温

胁迫诱导机体细胞凋亡。这表明热应激诱导了凋

亡途径的激活，在心脏中促凋亡基因表达降低，

效应凋亡基因同时发挥作用，超出耐受阈值的氧

化应激，导致负面的生理反馈；抗凋亡基因表达

的升高可能是由于机体遭受应激，为保证心肌细

胞不会大量死亡，从而发挥抗凋亡作用。

综上所述，热应激可诱导大菱鲆心脏组织的

形态和生化变化。实验发现热应激引起其心脏不

同程度的组织学改变，线粒体结构遭到破坏，影

响氧化防御酶和心肌功能酶 (SOD、CK、LDH) 的
活性，并增加心脏中 MDA 的含量。通过降低促

凋亡基因 Bax、凋亡效应基因 Caspase-3 的表达，

升高抗凋亡基因 Bcl-2 的表达来减少心肌细胞凋亡

损失，这些结果意味着大菱鲆心脏对热应激敏感，

表明大菱鲆心脏在热应激下受到氧化应激损伤，

可通过调节防御酶的活性，调控凋亡通路中的关

键基因表达等来维持体内稳态。当机体处于热应

激 24 °C 时，组织损伤明显减轻，机体以最大限

度维持稳态；当温度超过 24 °C，热应激胁迫加剧，

当超过心脏耐热应激阈值，机体防御机制也会自

身受损，心肌损伤加重，心脏性能受到严重破坏，

造成负生理反馈，可能导致器官障碍，造成鱼类

死亡。本研究结果可为了解大菱鲆心脏在热应激

下的生理生化适应性和分子机制提供依据，提供

更多生理生化耐热性指标，从而提高大菱鲆耐高

温性状选择性育种的精确性，以便制定长期的可

持续策略，对其进行有效管理，也为研究其他鱼

类在热应激下的心脏生理适应性机制提供参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of thermal stress on turbot (Scophthalmus maximus)
myocardial injury and apoptosis

GUO Xiaoli 1,2,3,     HUANG Zhihui 2,3,     MA Aijun 2,3*,     WANG Qingmin 2,3,    
XU Rongjing 4,     LI Ming 5,     CHEN Zhixin 5

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Sustainable Development of
Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shandong Key Laboratory of Marine Fisheries Biotechnology and

Genetic Breeding, Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology, Qingdao    266071, China;
3. Laboratory for Marine Biology and Biotechnology,

Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao    266071, China;
4. Tianyuan Fisheries Co., Ltd., Yantai    264006, China;

5. Weihai Zhongfu Aquaculture Co., Ltd., Weihai    264329, China)

Abstract: Scophthalmus maximus is an economic fish adapted to cold water at low temperature and high temperat-
ure severely affects  its  growth and survival.  Scolars  have confirmed that  heart  function is  an important  factor  in
setting the upper limit of heat range for fish. The present study aimed to investigate the damage of thermal stress
on  turbot  heart  and  its  mechanism in  terms of  physiologic,  biochemical  response  and  apoptosis  gene  expression
levels.  In this  study,  we investigated the characterization and mechanism response to thermal  stress  in  the heart,
using  H.E  staining,  electron  microscopic  observation,  enzyme  activity  detection  and  qPCR.  The  results  showed
that the aggravated degrees of swelling and breakage of myocardial fiber, dilatation of interstitial space, inflammat-
ory cell infiltration, mitochondrial structure destruction and other tissue damage with the elevated temperature, but
the tissue damage was significantly reduced at 24 °C-24 h. CK activity increased significantly with the escalation
of thermal stress; LDH, SOD activity and MDA content reached their peak at 24 °C. Expression levels of Bax and
Caspase-3  decreased  significantly  after  thermal  tress,  while,  the  expression  level  of Bcl-2  gradually  increased.
These results indicated that the myocardium could reduce the expression of Bax and Caspase-3 genes and promote
the expression of the anti-apoptotic gene Bcl-2 to reduce the loss of myocardial cells to reduce thermal stress dam-
age  when  it  suffered  a  lesser  degree  of  heat  stress.  This  suggested  that  thermal  stress  causes  the  heart  defense
enzymes  to  exert  resistance  to  maintains  body  homeostasis.  The  organism  defense  system  itself  is  damaged
because the heat stress exceeds its own physiological regulation threshold when the heat stress intensifies to 28 °C,
causing  severely  damages  of  heart  structure  and  even  leads  to  death  in  turbot.  The  results  showed  that  thermal
stress  causes  myocardial  damage  of  turbot,  and  the  body  maintains  homeostasis  via  regulating  the  activity  of
defense  enzymes  and  apoptosis  pathway  related  genes.  This  study  provides  a  theoretical  basis  for  subsequent
research of the physiological adaptation mechanism of turbot's and other fishes' heart against thermal stress. At the
same time, it provides more trait indicators for the high temperature tolerance traits to improve the breeding accur-
acy of marine fish.
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