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摘要! 为深入了解刀鲚应激反应中相关神经内分泌因子作用的分子机理!采用手工捕捉的方

式对刀鲚进行了急性操作胁迫" 通过放射免疫法和化学发光法测定刀鲚应激反应后头肾和血

浆皮质醇含量的变化!结果显示!刀鲚胁迫刺激后血浆皮质醇含量极显著性升高!血浆皮质醇

浓度平均升高 81150K!头肾皮质醇含量显著性升高!头肾皮质醇浓度平均升高 5:110K!表明

急性操作胁迫确实引起刀鲚的应激反应" 通过同源克隆的方法获得刀鲚促肾上腺皮质激素释

放激素#-$+$'硬骨鱼紧张肽##)$'阿黑皮素原#6"C-$基因的部分序列!并应用实时荧光定

量 6-$#$D7O6-$$方法检测上述神经内分泌因子 8$%&的表达变化!结果显示!2L;基因的

表达水平极显著性下降!!3C2基因的表达水平显著性下降!NB基因的表达水平有下降趋势

但不显著" 上述结果显示!皮质醇'-$+'#)和 6"C-等神经内分泌因子通过鱼类下丘脑(

脑垂体(肾间腺轴参与刀鲚应激反应的调节!为进一步了解刀鲚胁迫应答的作用机理!实现对

其有效调控打下基础"

关键词! 刀鲚% 应激反应% 促肾上腺皮质激素释放激素#-$+$% 硬骨鱼紧张肽##)$% 阿黑皮

素原#6"C-$% 皮质醇

中图分类号! *:491566666666666 文献标志码&&

66刀鲚#2/,*,% 7%&1&$"鲱形目#-02B?:G/F8?H$&

&

科#,3;F920:@9?$&鲚属#2/,*,%$' 体型长"头侧

扁"向后逐渐变细尖呈镰刀状"因此俗称刀鱼' 刀

鲚生活在长江中下游的太湖&巢湖等湖泊及较大

的江河中"属溯江洄游性鱼类' 长江刀鲚是一种

经济价值极高的名贵鱼种"近年来由于过度捕捞

和水环境污染"其天然种群资源急剧减少"已处于

濒危状态' 恢复刀鲚天然种群资源的有效措施之

一是人工繁殖苗种和增殖放流' 刀鲚对应激反应

十分敏感"人为手工操作容易受伤死亡"易阻碍其

人工繁殖过程' 因此"以刀鲚为研究对象"系统深

入研究和阐明鱼类应激反应的下丘脑/脑垂体/

肾间腺轴神经内分泌调控作用机理"既有重要而

普遍的生理意义"亦为有效调节与缓解应激反应"

使刀鲚和其他一些野生珍贵鱼类的人工繁殖能够

顺利进行打下基础'

环境对鱼类所处的生存状态产生的压力为环

境胁迫"分为急性和慢性两种环境胁迫
(4)

' 手工

操作#=93@0:3;$可引起急性环境胁迫
(2)

"且引发

鱼体强烈的应激反应' 而血液中皮质醇水平的升

高是鱼类应激反应的主要特征"可作为应激反应

强度的一个重要指标
(4)

'

促肾上腺皮质激素释放激素 #>/FI:>/IF/B:37

F?0?9H:3; =/F8/3?"-$+$&尾加压素 # 2F/I?3H:3 )"

#)$是近年来研究较为普遍的应激相关激素' 在

哺乳动物中"-$+是一种 54 个氨基酸组成的肽"
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主要调节下丘脑/垂体/靶腺轴"促进促肾上腺

皮质激素 #9@F?3/7>/FI:>/7IF/B:>7=/F8/3?"&-D+$

的释放
(5 78)

"进而促进皮质醇的升高' #)作为

-$+家族的成员之一"与 -$+功能相似"同样能

激发 &-D+的分泌' 在硬骨鱼中"-$+系统被认

为主要在鱼脑的视前区分泌
(1)

"该区类似于哺乳

动物的下丘脑室旁核"同样能调控下游皮质醇的

变化
(9)

' 环境胁迫还会间接影响鱼类的摄食行

为"在硬骨鱼类中"6"C-系统在摄食行为和能量

代谢的调节中起重要作用"因此探究阿黑皮素原

#BF//B:/8?093/>/FI:3"6"C-$与应激的关系有着

重要的意义' 在硬骨鱼类中"6"C-基因主要在

下丘脑的侧结节核 #'D%$中表达
(0)

' 已有研究

表明"-$+&#)表达量的上升会刺激 6"C-的表

达
(:)

"而 高 浓 度 的 皮 质 醇 可 抑 制 6"C- 的

表达
(43)

'

本研究采用手工捕捉方式对刀鲚进行急性操

作胁迫"并且通过研究皮质醇的变化"以及胁迫相

关基因 -$+&#)和 6"C-8$%&的表达变化来

探讨刀鲚在急性应激下激素与分子水平的调节'

46材料与方法

!"!#实验材料

长江刀鲚取自中国水产科学研究院淡水渔业

研究中心泰州秋雪湖养殖基地' 体长 #4/5 <1$

88' 体质量#910 <2$ ;' 实验前实验鱼暂养在

循环水养殖系统已超过 1 个月'

!"=#实验设计

实验将 /1 尾刀鲚分为 2 组"其中对照组和应

激组各 40 尾' 应激组处理方式!采用手工捕捉的

方式对刀鲚进行急性操作胁迫"将应激组全部刀

鲚一同捞起"暴露于空气中 8 H"再放入水中

/ 8:3"然后重复以上操作共 318 =' 对照组不做

手工操作处理'

所有刀鲚取样前均使用C*7222 麻醉43 8:3"

分别测量体长和体质量"并以含适量肝素钠的注

射器从尾静脉取血"再解剖取全脑和头肾"迅速置

于液氮中保存以备后续实验使用'

!"D#样品的测定

化学发光标记免疫分析法测定血浆皮质醇

含量66取 233

!

'血液"以 8 333 F58:3 离心

43 8:3分离血浆"以 433

!

'血浆为标准量"使用

全自动化学发光免疫分析仪 #C9;028:4333"中

国$进行皮质醇浓度检测"试剂盒购自深圳市新

产业生物医学工程股份有限公司'

放射性免疫试验测定头肾皮质醇含量66切

取头肾组织标本"称取重量 4 =: 8;"统一加入

833

!

'的 6M*"用注射器抽提的方式制作标本匀

浆液"/ 333 F58:3 离心 23 8:3 后"收集上清液"样

品中的皮质醇#-/FI:H/0"缩写为 -/F1$和加入的
428

)标记的皮质醇#

428

)7皮质醇$共同与一定量的特

异性抗体产生竞争性免疫反应'

428

)7-/F1同抗体

的结合量与标准或样品中 -/F1的含量呈一定的

函数关系' 用免疫分离试剂 #6$$将结合部分

#M$与游离部分 #($分离后"测定结合部分的放

射性强度"并计算相应结合率 M5M3' 用已知标准

-/F1含量与对应结合率作图"即得标准抑制曲线'

从标准曲线上查得对应结合率的待测样品中

-/F1的含量' 将 -/F1浓度结果除以起始的称取

重量得出相对浓度'

!"G#总 C?@的提取及 5>?@的合成

按照 D$)</0说明书上的方法提取并纯化总

$%&"通过琼脂糖凝胶电泳检测 $%&的完整性"

用超微量分光光度计测定 $%&浓度' 再根据

"4

2135203

检测 $%&纯度' 然后以总的 $%&为模

板"根据 D"V"M"反转录试剂盒中的操作说明"

合成 >4%&"然后保存在 723 X冰箱中'

!"Q # 74;"<="+>87和
!

3,$0).基因片段的

获得

依据 %-M)收录的 2L;&NB&!3C2和
#

F%(',7

的鱼类同源基因片段"设计相对保守区的简并引

物#表 4$' 以合成的 >4%&为模板"分别对刀鲚

的
#

F%(',7"2L;"NB和 !3C2基因进行 6-$扩

增"将克隆所得的片段分别连接至 BL,C7D,9HJ

.?>I/F载体 #6F/8?;9$"并转化大肠杆菌 4+8

%

感受态细胞中#D9W9$9$"涂板 /9 X过夜后挑选

单克隆"/9 X 233 F58:3 振荡培养 42 ="筛选阳性

克隆菌株送至 )3Y:IF/;?3 公司测序' 将测序结果

在 %-M)上提供的 M'&*D程序中进行 # =IIB!

!

A09HI13>A:130813:=1;/Y5M09HI1>;:$' 确认所得片

段正确后以测序所得序列设计特异性引物 #表

2$"进行定量检测'

!"R#74;"<=和 +>87基因的表达分析

以 "0:;/#@D$为引物逆转录合成的 >4%&第

一条链为模板"

#

F%(',7 为内参基因' 采用实时荧

光定量 6-$#$D7O6-$$对 2L;&NB和 !3C2基

830
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因的表达变化进行分析' L4F5!2L的反应体系

为 23

!

'"43

!

'*VM$LF??3 F?90I:8?6-$89HI?F

C:]#D"V"M"$"特异引物见表 2' 检测基因的

溶解曲线和扩增曲线根据仪器分析得出各个样品

的 2

D

值"再计算出 2L;&NB和 !3C2基因表达

水平'

表 !#刀鲚
!

3,$0)."74;"<=和 +>87基因

克隆所设计的简并引物

2(3"!#>/&/,/4(./*4%)/4-7/-%&,/7104.F/5+0,%,& 01

.F/7".,#?#

!

3,$0).#74;#<=(,7+>875>?@

引物名称

BF:8?F

引物序列

BF:8?FH?O2?3>?#8Q7/Q$

&

( L&-&DLL&L&&L&D-DLL-&

&

$ --D-D-$L-TLDLLDLLD

-$+( *LDL$VD-DL-DCLDDL--D

-$+$ DL$&&LLD-&L$D-V&LLL&

#( --LDV--WVDLLD--DL-D

#$ -&DVDDD-D*&L-&LLDLL&

6( L--&&L-L-D--D&-D-

6$ -&L-LL&&LDL-DD-&D-DD

%/I?H!W>LCD"*>LC-".>&CLC-"$>LC&"T >&CD"

V>-CD"M>LC-CD"C>&C-%(:3@:>9I?HG/FZ9F@%$"F?Y?FH?

表 =#刀鲚
!

3,$0)."74;"<=和 +>87基因

定量所用特异引物

2(3"=#M6(,.%.(.%E/*4%)/4-017".,#?#

!

3,$0).#

74;#<=(,7+>87&/,/-6-/7%,C/(+J.%)/8ABC

引物名称

BF:8?F398?

引物序列

BF:8?FH?O2?3>?#8Q7/Q$

&

79>I:3 ( DL&DLD-&-L-&-L&DDD--

&

79>I:3 $ ---&D-D&DL&&LL-D&-L-

-$+( L&-DL-DL-DL&LLLD-LDL

-$+$ D-LD--D--D-LDDL--DDD

#)( -LDD--DDDLLD--DL-D&&

#)$ --&L&-DLDDD---D--D--

6"C-( ---DL-D--D-L-DDD-DL

6"C-$ L--L---L&D-&&&-D-D&

!"U#数据分析

数据统计采用 LF9B=69@ 6F:H8 8 软件对所有

应激组与对照组进行 '检验"最后将几组数据汇

总作图' 结果均表述为平均值 <标准误#8?93 <

*,$'

"

!A3138 表示差异显著"

""

!A3134 表

示差异极显著"

"""

!A31334 表示差异特别

显著'

26结果

="!#应激反应相关神经内分泌因子 74;"<=和

+>87基因的克隆

使用简并引物对
#

F%(',7&2L;&NB&!3C2基

因进行部分片段克隆'

所得
#

F%(',7 基因中间片段长度为 :23 AB"编

码/31个氨基酸 #图4 $ "得到的2L;基因片段长

图 !#刀鲚
!

3,$0).基因的 5>?@及其

预测的氨基酸序列

$%&"!#A(4.%(+5>?@(,7*4/7%5./7

()%,0 (5%7-/86/,5/01.F/

7".,#?#

!

3,$0).&/,/

130
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度为 541 AB"编码 4/0 个氨基酸#图 2$"得到的 NB

基因片段长度为 /:8 AB"编码 4/4 个氨基酸 #图

/$"得到的 !3C2基因片段长度为 24: AB"编码

92 个氨基酸#图 5$'

用 -02HI90S将刀鲚的
#

F%(',7&2L;&NB和

!3C2基因中间片段与其他几种鱼类的同源

基因 氨 基 酸 序 列 进 行 对 比"比 对 结 果 显 示

#图 8 =图 0 $ "

#

F%(',7&2L;&NB和 !3C2基因

片段与其他物种相应基因的氨基酸序列高度

保守"表明所克隆到的片段为
#

F%(',7&2L;&

NB&!3C2基因片段"保证后续定量实验的准

确性'

图 =#刀鲚 74;基因的 5>?@及其

预测的氨基酸序列

$%&"=#A(4.%(+5>?@(,7*4/7%5./7

()%,0 (5%7-/86/,5/01.F/

7".,#?#74; &/,/

图 D#刀鲚 <=基因的 5>?@及其

预测的氨基酸序列

$%&"D#A(4.%(+5>?@(,7*4/7%5./7

()%,0 (5%7-/86/,5/01.F/

7".,#?#<=&/,/

图 G#刀鲚 +>87基因的 5>?@及其

预测的氨基酸序列

$%&"G#A(4.%(+5>?@(,7*4/7%5./7

()%,0 (5%7-/86/,5/01.F/

7".,#?#+>87&/,/

930
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图 Q#刀鲚
!

3,$0).基因与其他鱼类同源分子的氨基酸序列比对

横线# 7$表示缺失的氨基酸残基位点"星号#

"

$表示氨基酸残基完全一致"点号# !$表示氨基酸残基基本一致

$%&"Q#@)%,0 (5%7-/86/,5/(+%&,)/,.01

!

3,$0).&/,/140) 7".,#?#(,70.F/41%-F/-

':3?H# 7$:3@:>9I?I=?09>N /GI=?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H"9HI?F:HN#

"

$:3@:>9I?HI=9II=?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H9F?I=?H98?"93@ I=?@/IH# !$

8?93 98:3/ 9>:@ F?H:@2?H9F?H:8:09F

030
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图 R#刀鲚 74;基因与其他鱼类同源分子的氨基酸序列比对

横线#77$表示缺失的氨基酸残基位点"星号#

"

$表示氨基酸残基完全一致"点号# !或1$表示氨基酸残基基本一致

$%&"R#@)%,0 (5%7-/86/,5/(+%&,)/,.0174; &/,/140) 7".,#?#(,70.F/41%-F/-

':3?H#77$:3@:>9I?I=?09>N /GI=?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H"93@ 9HI?F:HN#

"

$93@ @/IH# !/F1$H=/ZI=9I98:3/ 9>:@ F?H:@2?H/G-$+9F?908/HI

I=?H98?Z:I= /I=?FG:H=?H

图 U#刀鲚 <=基因与其他鱼类同源分子的氨基酸序列比对

横线#77$表示缺失的氨基酸残基位点"星号#

"

$表示氨基酸残基完全一致"点号# !或1$表示氨基酸残基相似程度较高

$%&"U#@)%,0 (5%7-/86/,5/(+%&,)/,.01<=&/,/140) 7".,#?#(,70.F/41%-F/-

':3?H#77$:3@:>9I?I=?09>N /GI=?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H"I=?H98?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H9F?:3@:>9I?@ AJ 9HI?F:HN#

"

$93@ I=?@/IH# !/F1$

:3@:>9I?I=?0?HHH:8:09F/3?H

:30
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图 V#刀鲚 +>87基因与其他鱼类同源分子的氨基酸序列比对

横线# 7$表示缺失的氨基酸残基位点"星号#

"

$表示氨基酸残基完全一致"点号# !或1$表示氨基酸残基相似程度较高

$%&"V#@)%,0 (5%7-/86/,5/(+%&,)/,.01+>87&/,/140) 7".,#?#(,70.F/41%-F/-

':3?H# 7$:3@:>9I?I=?09>N /GI=?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H"93@ 9HI?F:HN#

"

$93@ @/IH# !/F1$H=/ZI=9I98:3/ 9>:@ F?H:@2?H/G6"C-9F?H:8:09F

I/ /I=?FG:H=?H

="=#应激反应中皮质醇含量变化

血浆皮质醇浓度是最能反映机体应激反应强

度的一个重要参数' 本研究结果表明"对照组与

应激组的血浆皮质醇浓度之间存在极显著性差

异' 与对照组相比"应激组在手工捕捉刺激 318 =

后血浆皮质醇含量极显著性升高#!A3134$"血

浆皮质醇浓度平均升高 81150K"头肾皮质醇含

量显著性升高#!A3138$"头肾皮质醇浓度平均

升高 5:110K' 以此说明了本次试验应激的有效

性#图 :79"图 :7A$'

="D#手工捕捉对 74;"<=和 +>87基因表达水

平的影响

手工捕捉的应激组与未经任何刺激的对照组

进行 2L;&NB和 !3C2基因表达水平的对比' 结

果如图 4379"应激组 -$+8$%&表达水平与对照

组相比"有显著性的降低#!A3138$' 图 437A 表明

图 W#急性应激对血浆$(%与头肾$3%皮质醇浓度的影响

$%&"W#S11/5.01(56./-.4/--0,*+(-)($(%504.%-0+50,5/,.4(.%0,(,7F/(7J<%7,/9$3%504.%-0+50,5/,.4(.%0,

图 !X#急性应激对脑部 BCP$(%"YZ$3%和 A[NB$5%)C?@表达水平的影响

$%&"!X#S11/5.01(56./-.4/--0,.F//I*4/--%0,01BCP$(%#YZ$3%(,7A[NB$5%%,34(%,
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急性应激 318 = 后脑部 #)8$%&表达水平略有

降低"但与对照组相比无显著性差异' #)作为

-$+家族成员"在应激下同样作用于下游"起调

节皮质醇的作用' 图 437>结果表明"应激组的

6"C-的 8$%&表达水平与对照组相比"有显著

性的降低#!A3138$'

/6讨论

本研究采用手工捕捉的方式对刀鲚进行了急

性操作胁迫实验"通过化学发光标记免疫分析法

和放射免疫法分别测定头肾和血浆的皮质醇浓度

变化"确定 318 = 手工捕捉急性胁迫对刀鲚确实

能够引起显著的应激反应' 鱼体在急性操作胁迫

下首先产生促皮质类固醇释放因子#-$($"并与

其它 -$+家族成员#如 #)$共同刺激促肾上腺皮

质激素#&-D+$分泌并传递于肾间组织"然后由

肾间组织产生以皮质醇为主的皮质类固醇"并释

放到血液中' 鱼体应激反应最终是导致其血液相

关激素水平的升高"如血浆皮质醇' 因此血浆皮

质醇浓度可以被当做鱼类应激反应的一个灵敏信

号
(44 74/)

' 头肾是鱼类分泌皮质醇的主要部位"肾

间组织的皮质醇变化同样可作为应激反应的

信号
(45)

'

其次"应激反应相关神经内分泌因子 -$+&

#)和 6"C-等 8$%&的表达量变化亦可以表示

刀鲚在急性应激下这些因子的调节作用' 本研究

证实应激组脑中-$+&6"C-的8$%&表达量显

著低于对照组"推测刀鲚在接受急性应激后"-$+

存在短时间内的升高"随后激活下游信号通路"促

进促肾上腺皮质激素 &-D+的升高"通过级联反

应"最后导致皮质醇的升高' 当血浆皮质醇浓度

过高时"对 -$+基因表达进行强烈的负反馈调

节"使 -$+8$%&水平下降至显著低于对照组

的水平"从而反映出刀鲚对于急性操作胁迫十分

敏感的特征' 与之相比" M?F3:?F等
(9)

对虹鳟

#37(/-).7()1&@.9,&&$的应激相关实验显示"虹

鳟在刺激后的 :1 = 内"-$+和 #)8$%&的表达

呈现先升高后降低的趋势"可降低到对照组水平

之下' 而刀鲚在急性应激 318 = 内 -$+8$%&

就开始降低至低于对照组的水平"#)下降但无显

著性差异"推测 #)318 = 后恢复到对照组水平或

继续下降"使接下来的一段时间内皮质醇的浓度

下降"导致刀鲚适应环境胁迫的能力下降' 比较

$98H9J 等
(48)

对斑马鱼#?%7,/ -#-,/$的急性应激

实验"刀鲚暴露于空气的时间远小于斑马鱼"/ =

后斑马鱼已恢复到对照组水平"表明斑马鱼再次

达到代谢的平衡"保持机体内环境的稳定状态"而

刀鲚短时间内皮质醇浓度虽显著上升"但随后皮

质醇浓度会随着上游 -$+&#)的 8$%&表达量

的下降而降低"且急性操作胁迫 318 = 后"少数刀

鲚已表现出极度的不适应' 这正是由于刀鲚自身

十分敏感"胁迫对刀鲚的刺激超过机体本身可以

调控的阈值"机体抗干扰抗逆能力较差"最终导致

死亡'

另一方面"手工捕捉的方式进行急性操作胁

迫下"刀鲚脑中 6"C-8$%&表达量显著低于对

照组"推测急性应激下高浓度皮质醇会强烈抑制

刀鲚脑中 6"C-8$%&表达使 6"C-显著下

降"加上 -$+8$%&表达下降"会减少对 6"C-

神经元的刺激
(:)

"而-$+的显著下降会使随后的

皮质醇浓度下降"从而对 6"C-表达抑制逐渐下

降
(41)

' 与此不同的是"在慢性应激下"-$+在较

长的一段时间内缓慢升高"长时间刺激使 6"C-

基因表达量升高"抑制摄食
(49 740)

' 经过一段较长

时间后"皮质醇对 6"C-的抑制作用反而逐渐减

弱"推测这也是 !3C2基因在慢性应激下表达可

能会上升的原因之一' 表达上升的 6"C-在摄

食行为中起抑制食欲和减轻体重的作用
(4: 723)

'

而皮质醇的大量升高会负反馈调节 -$+的分

泌
(43)

"亦会抑制 6"C-的表达' 本研究中"刀鲚

在进行急性操作胁迫后 6"C-8$%&表达量显

著性下降"同样会引起接下来的一段时间内皮质

醇的浓度下降"导致刀鲚适应环境胁迫的能力

降低'
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