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摘要! 为研究不同温度条件下草鱼热休克蛋白"E)$02 和 E)$:2#的表达模式!了解草鱼对温度

的耐受和适应机理!实验将在 12 W下驯化的草鱼在 0 个实验温度"11!18!16!19!/2!/1 和 /8

W#中热激 / Q!然后 12 W恢复 1 Q!取肝脏!肌肉和鳃测定 E)$02 和 E)$:2 表达% 结果表明!

E)$02 和 E)$:2 表达量随着温度升高而上升!当温度达到 /8 W时!肌肉与鳃热休克蛋白基因表

达量显著下降!草鱼耗氧率$热休克蛋白表达和死亡率之间的关系符合氧限制热耐受理论

""-'FF#% 基于 "-'FF理论!草鱼生理临界温度为 19 W!当温度超过 19 W!热休克蛋白表

达所需能量主要由无氧代谢提供!进而导致体内氧自由基和变性蛋白的增加!影响草鱼的生长

和存活%

关键词! 草鱼& 温度变化& E)$02& E)$:2

中图分类号! H30913& *:30184444444 文献标志码'&

44温度对鱼类生长"代谢以及其它生理活动具

有重要影响
)3*

( 草鱼 #"8-',$E+%#'/,I,' &I-..+$

是我国的四大家鱼之一"根据中国渔业统计年鉴

数据"1232 年我国草鱼年产量超过 822 万 L"为我

国产量最高的淡水鱼类( 研究发现"在养殖池塘

中"草鱼在夏季会遭受高温胁迫"在运输过程中也

会经常面临温度的急剧变动
)1*

"进而影响草鱼存

活
)/ 58*

"生长和免疫应答
)7 56*

"严重影响养殖产量

和经济效益( 因此揭示高温影响草鱼生长和存活

的生理机制成为草鱼养殖业中迫切需要解决的

问题(

作为分子伴侣"高温下热休克蛋白具有协助

变性蛋白复性
)0*

"保护生物体免受损伤的重要作

用
)9 533*

"是对温度极为敏感的分子标记"可用来

分析生物对环境变化的响应
)31*

( +?V02 和 +?V:2

作为热休克蛋白家族中的重要成员"对可能造成

蛋白损伤的环境因素"例如温度刺激"盐度变化"

重金属暴露等均会产生诱导性表达
)3/ 537*

( 已有

研究表明"环境因子可显著诱导草鱼 +?V02 和

+?V:2 表达"并且表达模式间具有组织特异

性
)36*

( 但是缺乏有关草鱼耗氧率"热休克蛋白表

达和死亡率之间整合性分析"本研究拟通过测定

草鱼热休克蛋白在不同温度处理下的表达模式"

结合以往草鱼耗氧率和死亡率数据"分析生理模

型在草鱼中的适用性"阐明草鱼对温度突变的生

理适应阈值"从而进一步解释高温下草鱼死亡的

生理诱因和关键机制( 本实验可丰富草鱼生理生

态学方面的研究"并为草鱼健康高效养殖提供理

论支撑(

34材料与方法

$%$&实验材料

本实验所需草鱼购买于青岛市胶南淡水鱼种

试验场"平均体长为 :11 D<( 运回实验室后"草

鱼置于室内水族箱中"保持连续充气( 养殖水使

用充分曝气的自来水"隔天投喂一次配合饲料(

驯化期间"水温控制在 12 W"光照周期为 31 'D31

4"每天换水 35/(

$%'&实验方法

热激实验44经过 12 P 驯化"实验鱼禁食



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 周4鑫"等!草鱼 E)$02 和 E)$:2 对温度急性变化的响应 44

3 P( 设置 9 个温度实验组"分别为 12"11"18"16"

19"/2"/1 和 /8 W( 将草鱼从 12 W置于各实验

温度下热激 / Q"热激结束后"放回 12 W恢复 1 Q"

取肝"肌肉"鳃"液氮冷冻后保存于 592 W冰箱

中( 每个温度处理设置 / 个重复(

总 $%&的提取及 D4%&第一链合成44使

用 FN>X/0$2=S2AL#)AM>LN/S2A$提取总 $%&"经琼

脂糖电泳检测 $%&的完整性"使用 3

!

'$%&作

为模板"以 "0>S/ PF39 作为引物合成 D4%&"

D4%&置于 592 W保存备用( 以
!

7+*8&' 基因作

为内参"引物根据 I2A8=AO 搜索所得的序列设计

#表 3$(

表 $&草鱼 :/8 基因半定量分析所用引物

"-.%$&)152:16:764:65<9:4;016:25QT8-9757-75F:

+"Q)*+-9-3>6560;:/8CM -94:/8[M 2+/I59=$)@*66'

引物名称

VN><2N

引物序列

VN><2N?2K@2AD2

+?V027( 7\7IFIF--&F--FI&--&FFI&7/\

+?V027$ 7\7&F-FII&FFI&FI-F-FFIFF7/\

+?V:27( 7\7&I-FII-II&F-IFF-&-FIF-7/\

+?V:27$ 7\7&&&&-F-I--IF&-F--F-&FFII7/\

%

\7&&&&- 77-&I&I-FF-F--FFI&FIF-7/\

!

7+*8&'7$ 7\7I&F&FII&I&&I&F-FII-&7/\

44基因表达定量446-$反应采用 17

!

'体

系"包括!117

!

'ES-0

1

# 17 <</05'$"112

!

'

P%F6?#117 <</05'$"各 3

!

'的上下游引物#32

V</05<'$"371907

!

'灭菌水"21317

!

'#7 #5

!

'$ 1+2 4%&聚合酶"以及 3

!

'D4%&模板(

$F76-$反应程序如下!:8 W 7 <>A%接着是 /1 个

循环#E)$02 和 E)$:2$"19 个循环#

!

7+*8&'$!:8 W

87 ?"7617 W#E)$02 和 E)$:2$或 77 W#

!

7+*8&'$

87 ?"01 W 3 <>A%最后 01 W延伸 32 <>A( $F7

6-$产物使用 ,8染色的 311J琼脂糖凝胶电泳

检测"为了确保 $F76-$反应的特异性"产物进行

胶回收并测序( 电泳图使用 I2A2F//0?软件分析

#*RAS2A2"#*&$"基因表达量通过其电泳图中光

密度值与内参基因光密度值的比值表示 #-

E)$02

5

-

!

7+*8&'

"-

E)$:2

5-

!

7+*8&'

$(

$%(&数据分析

数据统计分析采用 *6**#.2N?>/A 3612 $进

行"同一组织不同处理间的表达采用单因子方差

分析"不同组织与处理间差别及其交互作用采用

双因子方差分析"以 !<2127 作为显著性差异水

平( 不同温度下 E)$02 和 E)$:2 表达量采用三次

方曲线利用 6N>?<软件进行模拟(

14结果

'%$&不同温度下 :/8CM 的表达

在不同温度下"E)$02 在各组织中均表现为

先上升后下降的趋势#图 3$( 双因子方差分析显

示"在不同温度处理下"E)$02 表达量有显著差异

#6A9:1630"!<2123$"不同组织间差异也极显

著#6A/21/:0"!<2123$(

图 $&不同温度下草鱼 :/8CM 基因的表达

E5<%$&UHG1:665090;:/8CM 0;=$)@*66'

=:-7Q6=0?@:4-745;;:1:977:2G:1-781:6

44在肝脏中"E)$02 水平在 16 W时显著高于对

照组#12 W$"11 和 18 W%在 19"/2"/1 和 /8 W下

显著高于 16W%在 /2"/1 和 /8 W达到最高值"在

/2 =/8 W无显著差异(

在肌肉中"E)$02 表达量亦随着温度升高而

上升"在 11 W时出现上调"在 /2 W达到最大值"

表达量显著高于其余各组"温度达到 /1 和/8 W

时"表达量呈下降趋势(

在鳃中"E)$02 的表达随温度升高而上升"在

18 W时出现上调"在 /8 W达到最大值"显著高于

其余各组"温度达到 /8 W时"表达量下降(

'%'&不同温度下 :/8[M 的表达

温度胁迫会能诱导 E)$:2 的上调表达 #图

1$"与 E)$02 表达模式相似( 双因子方差分析结

果表明"E)$:2 表达量在不同温度处理间有显著

差异#6A32:1/91"!<2123$"且有组织特异性

#6A1/1309"!<2123$(

在肝脏中"E)$:2 表达随着温度上升逐渐上

升"在 16 W时开始出现上调表达"在 /2"/1 和 /8

W显著高于其余各组(

在肌肉中"E)$:2 在 18 W开始上调表达"在

/2 和 /1 W时达到最高值"并显著高于其余各组"

031
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/8 W时表达量显著下降(

在鳃中"E)$:2 水平在 16 W开始上调表达"

然后随温度的升高而升高"在 /1 W时表达量达到

峰值"/8 W时下降(

图 '&不同温度下草鱼 :/8[M 基因的表达

E5<%'&UHG1:665090;:/8[M 0;=$)@*66'

=:-7Q6=0?@:4-745;;:1:977:2G:1-781:6

/4讨论

草鱼热休克蛋白基因的表达对温度变化非常

敏感( 本研究发现"1 =6 W的升温可造成草鱼热

休克蛋白基因表达量的显著上调"高水平的基因

表达会维持到 /8 W"基因表达的温度幅度可达

32 W以上( 以往研究表明"热休克蛋白基因的表

达与生物温度耐受性直接相关( 南极鱼长期生活

在 51 W左右的水中"其对温度的耐受上限为

7 W 左 右" 作 为 对 长 期 恒 定 低 温 的 适 应"

1%-@+8,@()4-%'+**E&&缺 乏 热 休 克 蛋 白 的 表

达
)30*

( 而生活在潮间带的虾虎鱼 #K&..&*E8E#)

@&%+4&.&)$和 KJ)-8+ 为适应潮间带高温"其热休克

蛋白基因在冬季上调表达温度为 19 W"而在夏季

为 /1 W"这表明热休克蛋白基因的表达不仅受遗

传的控制"同时也受到环境温度的影响
)39*

( 草鱼

较宽的热休克蛋白基因表达幅与其广温性的特性

相一致( 在 /8 W下 E)$02 和 E)$:2 水平的下降"

表明 /8 W为草鱼温度耐受上限(

以往研究表明"在 37 =/2 W"草鱼摄食率和

生长率随温度上升而上升
)3:*

"当温度超过19 W

时"草鱼耗氧率随温度升高而下降
)12*

"而18 Q草

鱼半致死温度#'F

72

$为 //1: W

)13*

( 将草鱼热休

克蛋白基因表达量"耗氧率与半致死温度#'F

72

$

结果进行整合#图 /$"发现三个参数之间存在明

显相关性( 随温度升高"耗氧率表现为先升后降

趋势"当耗氧率下降时"热休克蛋白基因表达量继

续升高%温度继续升高"热休克蛋白基因表达量开

始下降"此时草鱼死亡率迅速提高( 这进一步证

明"草鱼热休克蛋白基因的表达与代谢有明显的

相关性"而热休克蛋白基因的表达需要能量支持(

图 (&草鱼热休克蛋白#耗氧率以及

', =半致死温度的关系模式图

实线为耗氧率"虚线为肌肉中热休克蛋白基因表达量( 耗氧

率数据引自文献)12* "18 Q 半致死温度#'F

72

$数据引自文献

)13* (

E5<%(&"=:1:3-75096=5G.:7A::9:HG1:665090;

=:-76=0?@G107:59#0H><:9?09682G7509-94

', =#"

KM

A57=7:2G:1-781:59?1:-6:59=$)@*66'

*/0>P 0>A2=AP P/LL2P 0>A2N2VN2?2AL/BRS2A D/A?@<VL>/A =AP Q2=L

?Q/DO VN/L2>A? <$%& >A <@?D02" N2?V2DL>M20R1 "BRS2A

D/A?@<VL>/A P=L==N2D>L2P UN/< N2U2N2AD2)12* "=AP 18 Q 'F

72

P=L==N2D>L2P UN/<N2U2N2AD2)13*1

44草鱼热休克蛋白+耗氧率和死亡率之间的关

系可用氧限制的热耐受性理论 # /BRS2A7=AP

D=V=D>LR70><>L2P LQ2N<=0L/02N=AD2""-'FF$

)11 51/*

进行更加深入的解释( 按照 "-'FF理论"生物

的需氧量与氧气供给能力之间的不平衡是限制生

物温度耐受性的首要因素"当环境温度超过最适

温度后"血液中有氧代谢的比例会因为循环系统

运输能力下降而下降%当温度继续升高"血液中含

氧量继续下降"有氧代谢因此而继续下降"最终会

导致有氧代谢功能的丧失"线粒体内代谢将变为

厌氧代谢"变性蛋白和氧自由基的增加会诱导应

激蛋白的表达( 而应激蛋白的表达可为生物提供

进一步的保护"但应激蛋白表达会消耗能量"只能

提供短期保护
)11"18*

( 在本实验中"草鱼耗氧率"

热应激蛋白和死亡率之间的关系符合 "-'FF模

型"证明 "-'FF模型是可以应用到淡水广温性

鱼类( 根据 "-'FF模型和图 /"19 W应当为草

鱼临界温度 #DN>L>D=0L2<V2N=L@N2$"当温度超过

19 W"热休克蛋白的上调表达只能为草鱼提供有

限的抗高温能力( 这与当温度超过 /1 W"草鱼免

931



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 周4鑫"等!草鱼 E)$02 和 E)$:2 对温度急性变化的响应 44

疫应答效果减弱
)7 56*

相吻合( 因此"尽管草鱼是

一种广温性鱼类"在夏季草鱼运输和养殖过程中"

水温如果高于 19 W会诱导热休克蛋白上调表达"

耗能巨大"导致免疫应答效果减弱"影响草鱼成

活率(

热休克蛋白的表达具有组织特异性( 肝脏中

E)$02 和 E)$:2 的表达随温度升高而升高"在

/8 W"基因表达量也达到峰值( 在肌肉和鳃中"

E)$02 和 E)$:2 表达峰值出现在 /2 W或者 /1 W"

在 /8 W表达量显著下降"这与以往研究结果相

符
)17*

( 热休克蛋白组织特异性表达与不同组织

对温度变化的敏感和耐受程度有关( 肝脏是机体

重要的器官"保证其正常功能对鱼体是至关重要

的"因此肝脏中热休克蛋白的表达对温度变化相

对不敏感"持续表达热休克蛋白以维持肝脏的正

常机能%而肌肉和鳃与水环境热交换迅速"对水温

变化敏感"因此其热休克蛋白表达的峰值会在较

低温度出现(

本研究表明"热休克蛋白是分析草鱼耐热性

的重要分子标记"草鱼耗氧率"热休克蛋白和死亡

率之间的关系完全符合 "-'FF理论"证明了

"-'FF理论在淡水广温性鱼类的适用性( 基于

"-'FF理论"草鱼生理临界温度为 19 W"当温度

超过 19 W"草鱼体内出现有氧代谢向无氧代谢的

转换"热休克蛋白表达所需能量也主要由无氧代

谢提供"进而导致体内氧自由基增加"影响免疫应

答"会造成草鱼大规模患病和死亡( 因此在养殖

和运输过程中"需尽量保持水环境的稳定"避免温

度超过 19 W(
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