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摘要：为初步探讨急性低温胁迫下饲料中添加维生素C (VC)对珍珠龙胆石斑幼鱼HPI(下
丘脑—垂体—肾间组织)轴及相关生理生化指标的调控作用，以初始体质量为(50.40±0.4) g
的珍珠龙胆石斑鱼幼鱼为研究对象，配制VC含量分别为0、38、76、152、304 mg/kg的
5组等氮等能的实验饲料，在养殖12周后进行急性低温 (17 °C)胁迫实验。结果显示，
D38组增重率显著高于D152和D304组。不同水平VC对幼鱼生长无显著作用；不同水平
VC对脑促肾上腺皮质激素释放因子(CRF)、血清中促肾上腺皮质激素(ACTH)、肾上腺素
(EPI)和皮质醇(cortisol)浓度均无显著性变化；D0和D38组皮质醇浓度应激后均显著高于
应激前。血清T3浓度随VC水平增加呈上升趋势；T4浓度不受VC水平的影响。各组T3、
T4浓度在应激前后无显著差异；血清TSH浓度随VC水平增加呈先上升后下降的趋势；
应激后各组TSH浓度均显著高于应激前。各组间肝脏GCK和HK浓度均不受VC水平影
响，除D76组外，其他各组应激后GCK浓度均显著低于应激前；D76组HK浓度应激前后
差异显著。急性低温胁迫后，各组肝脏PEPCK浓度均低于应激前，其中D38和D304组应
激前后差异显著。研究表明，饲料中添加VC对急性低温胁迫下珍珠龙胆石斑鱼HPI轴相
关激素酶活性可进行调控，并对鱼体甲状腺体具有一定保护作用，使胁迫后的鱼体达到
生理稳态平衡，增强鱼体耐受性。
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维生素C是一种广泛的生理和免疫调节营养

因子，对鱼类养殖中的拥挤胁迫、酸应激胁迫

等具有重要的影响 [1 ]。硬骨鱼的下丘脑—垂体

—肾间组织 (hypothalamic-pituitary-interrenal，

HPI)在应激调节过程中占主导地位[2-3]。鱼体受到

环境因子刺激后，下丘脑可分泌促肾上腺皮质

激素释放激素(corticotrophin releasing hormone,

CRH)，传递至脑下腺，垂体前叶受到CRH调节，

将分泌促肾上腺皮质激素 (adrenocorticotropic

hormone, ACTH)，传递到肾间组织，产生皮质类

固醇释放至血液中[4]。

珍珠龙胆石斑鱼由鞍带石斑鱼(Epinephelus
lanceolatu♂)和棕点石斑鱼 (Epinephelus fusco-
guttatus♀)杂交而来，具有生长快、抗病强、经

济价值高等特点，现已在北方成功繁殖育苗，

形成规模化养殖。但北方冬季常遭遇低温冰冻
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灾害，水温骤降，一些过度急性的变化可能会

引发机体正常生理功能和行为的紊乱，导致鱼

体无法正常启动适应性应激反应，大大降低鱼

类成活率 [5]，给养殖户带来严重的经济损失。近

年来，通过营养学调控理论，提高水生动物抗

应激能力，缓解外界环境带来的胁迫影响越来

越受到关注，这也是养殖业的可持续发展需求。

李淑云等 [6]研究表明，代谢调节中最原始也最基

本的方式就是酶含量和酶活性的调节。因此，

本实验拟采取急性低温胁迫作为实验应激处理

方式，主要评估维生素C在急性低温下对幼鱼

HPI轴及相关激素的调控来达到缓解应激的作

用，对有效调节与缓解其他一些珍贵鱼类的低

温胁迫等也具有实际意义。

1    材料与方法

1.1    实验饲料

以鱼粉和酪蛋白为主要蛋白源，鱼油为主

要脂肪源，配制包膜维生素 C含量分别为 0、

38、76、152、304 mg/kg的5组等氮等能的实验饲

料(粗蛋白为47.5%，粗脂肪为9.0%，维生素C实

测值分别为 0 .2、 39 .4、 78 .6、 161 .8、 315 .7
mg/kg)，分别命名为D0、D38、D76、D152、
D304组，D0组为对照组，饲料配方见表1。所有

饲料原料过80目筛，按饲料配方逐级扩大混匀，

经螺旋挤压机加工成粒径分别为2和2.5 mm的硬

颗粒饲料，自然风干后放入–20 °C备用。

1.2    实验设计与养殖管理

养殖实验在山东省海洋资源与环境研究院

东营实验基地海水循环养殖系统中进行。实验

鱼用对照组饲料暂养2周，循环水养殖，连续充

气，自然光照周期。实验共用体质健康、规格

整齐的珍珠龙胆石斑鱼幼鱼750尾[初始体质量为

(50.40±0.4) g]，共5组，每组维生素C水平设置

3个平行，每天投喂两次(08:00、17:00)，日投喂

量为鱼体质量的1.5%~2%，据摄食情况调整投喂

量。养殖实验周期为12周，养殖期间控制水温

(27±1) °C，溶解氧>6 mg/L，pH7.6~8.2，盐度

28~32，NO2
--N<0.1 mg/L，NH4

+-N<0.1 mg/L。
在急性低温胁迫之前先进行预实验，采用

加冰调节温度的方式进行急性降温。预实验结

果表明幼鱼在25~28 °C，表现为正常活跃；18~24 °C

不活跃；13~17 °C表现为静止，低于13 °C表现为

失去平衡。因此，本实验将胁迫温度定为17 °C。

1.3    样品采集与处理

样品采集        饲养结束后，禁食24 h，每桶

选择体格基本一致的20尾鱼进行MS-222麻醉，

冰盘上操作，尾静脉采血，4 °C静置4 h以上，

4000 r/min离心取血清；另外，将鱼解剖，取脑

和肝脏液氮速冻后，于–70 °C保存待测。

饲养结束后，禁食24 h，每桶选择体格基本

一致的20尾鱼进行急性低温(17 °C)胁迫试验。胁

迫期间控制水温(17±0.5) °C，保证溶解氧充足，

2 h后取样。应激采样时，将鱼迅速捞起并立即

放入添加MS-222麻醉剂的17 °C冰水中深度麻

醉，取样操作同上。

样品处理与测定指标和方法        养殖实验开

始和结束时分别对各桶鱼称重。

增重率(weight gain，WG)=(终末体质量–初
始体质量)×100/初始体质量

分别取脑和肝脏组织，称重，剪碎，加入9倍
预冷PBS，分别制成10%匀浆，在4°C下4000 r/min
离心15 min，取上清液分装，4°C保存、待测。

采用双抗体夹心法测定脑组织中的促肾上

腺皮质激素释放因子(corticotropin releasing factor，
CRF)；肝脏已糖激酶(hexokinase，HK)、葡萄糖

激酶(glucokinase，GCK)、磷酸烯醇丙酮酸羧激

酶(phosphoenolpyruvate carboxykinase，PEPCK)
酶均采用上海酶联免疫试剂盒测定，血清T3、
T4、促甲状腺素 (hormothyrin，TSH)采用双抗

体 夹 心 法 测 定 ； 血 清 促 肾 上 腺 皮 质 激 素

(adrenocorticotropic hormone，ACTH)、肾上腺素

(epinephrine，EPI)、皮质醇(cortisol)均采用上海

酶联免疫试剂盒测定。

1.4    数据统计

数据采用EXCEL 2007和SPSS 17.0软件进行

One-Way ANOVA和Duncan氏多重比较，以

P<0.05作为差异显著的标准。数据分析前均进行

方差齐性检验。数值均采用平均值±标准差(mean±
SD)表示。t-检验检测急性低温胁迫前后的变化。

2    结果

2.1    维生素C水平对急性低温下珍珠龙胆石斑

鱼生长作用

饲料维生素C对珍珠龙胆石斑鱼增重率见图1。
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D38组WG显著高于D152、D304组(P<0.05)，与

D0和D76组无显著差异(P>0.05)。

2.2    维生素C对急性低温胁迫下珍珠龙胆石斑

鱼HPI轴激素酶活性的调控作用

急性低温胁迫前，后脑中CRF浓度为130~

138 ng/L，各组之间无显著差异(P>0.05)。急性低

温胁迫后，各组CRF浓度与应激前相比，有上升

趋势；CRF浓度在D304组达到最高值并显著高于

前四组；  D304组急性低温胁迫前后CRF浓度差

异显著(P<0.05)(图2)。
急性低温胁迫前，血清中ACTH浓度各组无

显著差异(P>0.05)。急性低温胁迫后，血清ACTH

呈下降趋势，在D304组达到最低值0.38 ng/L，显

著低于其他各组(P<0.05)；前四组之间无显著差

异(P>0.05)。各组血清ACTH浓度应激前后无显

表 1    饲料配方及营养成分分析

Tab. 1    Formulation and nutrient compositions of the experimental diets

 
组别　groups

D0 D38 D76 D152 D304

原料/%　ingredient

鱼粉　fish meal 45 45 45 45 45

酪蛋白　casein 18 18 18 18 18

淀粉　starch 5 5 5 5 5

α-淀粉　α-starch 12 12 12 12 12

微晶纤维素　microcrystalline celulose 9.15 9.1462 9.1424 9.1348 9.1196

鱼油　fish oil 6 6 6 6 6

氯化胆碱　choline chloride 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

维生素预混料(无维生素C)　vitamin mixture (without VC)a 2 2 2 2 2

复合矿物质　mineral mixtureb 1 1 1 1 1

维生素C　vitamin C 0 0.0038 0.0076 0.0152 0.0304

磷酸二氢钙　Ca (H2PO4)2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

甜菜碱　betaine 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

抗氧化剂　antioxidant 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

粘合剂　binde 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

合计 100 100 100 100 100

营养组成/%　nutrient composition

粗蛋白　crude protein 47.81 47.58 47.86 47.38 47.51

粗脂肪　crude lipid 9.03 9.11 9.24 9.18 9.07

粗灰分　crude ash 10.04 10.14 9.95 9.98 9.89

总能量/(kJ/g)　gross energy 20.58 20.58 20.3 20.6 20.58

注：a维生素预混料(mg/kg饲料)：维生素A，38；α-生育酚，210.0；维生素D3，13.2；硫胺素，115.0；核黄素，380.0；盐酸吡哆醇，88.0；泛

酸，368.0；烟酸，1030.0；生物素，10.0；叶酸， 20.0，维生素B12，1.3；肌醇，4 000.0；
b复合矿物质(mg/kg饲料)：MgSO4·7H2O，3568.0，3020.5；KAl (SO4)2，8.3；CoCl2，28.0；ZnSO4·7H2O，353.0；CuSO4·5H2O，9.0；KI，
7.0；MnSO4·4H2O，63.1；Na2SeO3，1.5；C6H5O7Fe·5H2O，1533.0, ；NaCl，100.0；NaF，4.0；NaH2PO4·2H2O，25 568.0；Ca-lactate，15
968.0
Notes: aOne kilogram of vitamin premix contained the following: retinol acetate 38.0, alpha-tocopherol 210.0, cholecalciferol 13.2, thiamin 115.0,
riboflavin 380.0, pyridoxine HCl 88.0, pantothenic acid 368.0, niacin acid 1030.0, biotin 10.0, folic acid 20.0, vitamin B121.3，inositol 4000.0
bOne kilogram of mineral premix contained the following: MgSO4·7H2O 3568.0, KCl 3020.5, KAl (SO4)2  8.3, CoCl2  28.0, ZnSO4·7H2O 353.0,
CuSO4·5H2O 9.0, KI 7.0, MnSO4·4H2O 63.1, Na2SeO3 1.5, C6H5O7Fe·5H2O 1533.0, NaCl 100.0, NaF 4.0, NaH2PO4·2H2O 25 568.0, Ca-lactate 15
968.0
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著差异(P>0.05)(图3)。
急性低温胁迫前，随着饲料维生素C水平的

增加，EPI浓度有降低趋势，但各组之间无显著

差异(P>0.05)(图4)。急性低温胁迫后，EPI浓度在

D304组显著低于前四组(P<0.05)。D0~D152组之

间无显著差异(P>0.05)。各组血清EPI浓度应激前

后无显著差异(P>0.05)。
在急性低温胁迫之前，随着饲料维生素C水

平的增加，血清皮质醇浓度呈先下降后平稳趋

势，在D304组达到最低值，各组之间无显著性

差异(P>0.05)(图5)。急性低温胁迫之后，血清皮

质醇浓度呈下降趋势，在D304组达到最低值显

著低于前四组(P<0.05)；D76和D152组之间无显

著差异 (P>0 .05 )，但均显著低于D0和D38组

(P<0.05)；D0和D38组皮质醇浓度应激后均显著

高于应激前(P<0.05)。

2.3    维生素C对急性低温胁迫下珍珠龙胆石斑

鱼生理生化指标的调控作用

在急性低温胁迫之前，随着饲料维生素C水

平的增加，T3浓度呈上升趋势，D152和D304组

 
图 1    饲料维生素C水平对珍珠龙胆石斑鱼

生长的影响

不同大、小写字母分别表示经急性低温胁迫后各组间差异显著

(Duncan 氏多重比较，P<0.05)，下同

Fig. 1    Effects of dietary supplementation VC on
growth of juvenile hybrid grouper

The values with different capita Ls and lowercases are significantly
different among different groups treated with acute low temperature
stress (P<0.05), the same bellow

 
图 2    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼CRF浓度的影响

*表示急性低温胁迫前后各组数值之间的比较 (配对样本 t检验，

P<0.05)，下同

Fig. 2    Effects of dietary supplementation VC on
CRF content of juvenile hybrid grouper

Significant differences (P<0.05) between values obtained before and
after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests, the same
bellow

 
图 3    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼ACTH浓度的影响

Fig. 3    Effects of dietary supplementation VC on
ACTH content of juvenile hybrid grouper

 
图 4    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼EPI浓度的影响

Fig. 4    Effects of dietary supplementation VC on
EPI content of juvenile hybrid grouper

 
图 5    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼皮质醇浓度的影响

Fig. 5    Effects of dietary supplementation VC on
cortisol content of juvenile hybrid grouper
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显著高于D0组(P<0.05)，前三组之间无显著差异

(P>0.05)(图6)。急性低温胁迫之后，各组间T3浓
度变化趋势与应激前一致，呈上升趋势，在D304
组达到峰值，D38~D304组T3浓度显著高于D0组
(P<0.05)。各组血清T3浓度应激前后无显著差异

(P>0.05)。
各组间血清T4浓度在急性低温胁迫之前无

显著差异(P>0.05)；急性低温胁迫之后，前四组

T4浓度呈平稳状态，无显著差异(P>0.05)，但在D304
组显著升高，与前四组差异显著(P<0.05)。各组

血清T4浓度应激前后无显著差异(P>0.05) (图7)。
饲料中添加维生素C对珍珠龙胆石斑幼鱼血

清促甲状腺激素具有一定的影响。随着饲料中

维生素C水平的增加，TSH浓度呈先上升后下降

的趋势，在 D 7 6组达到最高值显著高于 D 0、

D38和D304组 (P<0.05)，与D152组无显著差异

(P>0.05)(图8)。急性低温胁迫之后，各组间血清

TSH浓度呈上升趋势，D38~D304组显著高于

D0组 (P<0.05)，D38~D304组之间无显著差异

(P>0.05)。急性低温胁迫之后，各组TSH浓度均

显著高于应激前(P<0.05)。

急性低温胁迫前，饲料中维生素C水平对珍珠

龙胆石斑鱼幼鱼血清GCK浓度无显著影响(P>0.05)

(图9)。急性低温胁迫后，血清GCK浓度随饲料

维生素C水平的升高而降低，在D304组达到最低

值显著低于其他各组(P<0.05)。除D76组外，其他

各组应激后GCK浓度均显著低于应激前(P<0.05)。

饲料中维生素C对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼血清

HK浓度无显著影响 (P>0.05)。急性低温胁迫之

后，血清HK浓度呈先下降后上升趋势，在D76

组达到最低值显著低于 D0、 D152和 D304组

(P<0.05)，与D38组无显著差异(P>0.05)(图10)。

急性低温胁迫后，D0组HK浓度显著高于应激前

(P<0.05)；D38~D76应激后与应激前相比，均低

于应激前，但D38组应激前后无显著差异(P>0.05)，

D76组应激前后差异显著(P<0.05)。D152~D304组

应激前后HK浓度无显著性差异(P>0.05)。

珍珠龙胆石斑幼鱼血清PEPCK浓度随维生

素C水平增加呈上升趋势，在D304组达到最高

值，显著高于D0组(P<0.05)。急性低温胁迫后，

 
图 6    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼T3浓度的影响

Fig. 6    Effects of dietary supplementation VC on
T3 content of juvenile hybrid grouper

 
图 7    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼T4浓度的影响

Fig. 7    Effects of dietary supplementation VC on
T4 content of juvenile hybrid grouper

 
图 8    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼TSH浓度的影响

Fig. 8    Effects of dietary supplementation VC on
TSH content of juvenile hybrid grouper

 
图 9    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼GCK浓度的影响

Fig. 9    Effects of dietary supplementation VC on
GCK content of juvenile hybrid grouper
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血清PEPCK浓度随饲料维生素C水平增加呈下降

趋势，在D76~D304组显著低于D0组(P<0.05)，D38
组与其他各组无显著性差异(P>0.05)。急性低温

胁迫后，各组PEPCK浓度均低于应激前，其中

D38和D304组应激前后差异显著(P<0.05)(图11)。

3    讨论

3.1    维生素C对珍珠龙胆石斑鱼生长的影响

本实验结果表明，饲料中添加VC对珍珠龙

胆石斑幼鱼生长具有一定作用，但过量添加VC
对其生长具有抑制作用，这一结果同周歧存等 [1]

对点带石斑鱼(E. coioides)的研究结论一致，然而

Wang等 [7]在许氏平鲉(Sebastes schlegeli)的研究中

表明，鱼体增重率随维生素C的添加水平增加而

显著升高，这可能是与VC添加形式不同或者是

由不同鱼类对VC的代谢不同造成的差异[1，8]。

3.2    维生素C对急性低温胁迫下珍珠龙胆石斑

鱼HPI轴激素水平的调控

本实验中，VC对CRF、ACTH、EPI和皮质

醇浓度均无显著影响，Liu[9]和万金娟 [10]也表明，

饲料中添加VC对血清皮质醇浓度无显著影响，

这表明在适宜养殖条件下，HPI轴相关激素水平

在机体内环境中处于稳态平衡过程。低温胁迫2 h
后，脑中CRF浓度随VC水平增加呈上升趋势，

表明VC的添加增加了机体对HPI轴CFR的上调作

用；血清ACTH和皮质醇浓度均呈下降趋势，推

测原因是下丘脑神经分泌机制较复杂，ACTH并

不只受CFR的影响，VC有可能通过一些调节肽

对ACTH有抑制作用，降低了血清中皮质醇浓度[11]。

这说明VC可增强幼鱼抗急性低温胁迫能力，这

与VC调节青鱼(Mylopharyngodon piceus)[12]、团头

鲂(Megalobrama amblycephala)[13]等受胁迫后的研

究结果相似。EPI也可作为急性胁迫下鱼体应激

灵敏指标 [14]。本实验中，低温胁迫2 h后，D304
组EPI浓度显著低于对照组，原因可能是在高水

平VC下可通过调节肾上腺素浓度来降低能量损

耗[15]，缓解应激胁迫。

3.3    维生素C在急性低温胁迫下对珍珠龙胆石

斑鱼生理生化指标的调控影响

急性低温胁迫后，甲状腺腺体萎缩变小，

分泌机能减弱，这主要是鱼体为了降低胁迫后

机体能量损耗，维持生理机能的一种体现[16]。本

实验结果表明，急性低温胁迫后，随着VC水平

的增加，T3和T4含量呈上升趋势，表明能够进

入组织发挥生物学功能的甲状腺激素水平相对

升高，可能原因是VC调控胁迫后鱼体生理变

化，通过对甲状腺摄碘、甲状腺过氧化酶或5-脱
点酶的活性来增加甲状腺的合成，从而增加

T3和T4含量 [17]，也有可能是VC影响了甲状腺激

素所调控的关建过程如能量代谢[18]。本实验结果

说明，VC的添加使鱼体在受到急性低温胁迫时

保护了甲状腺，通过甲状腺激素的分泌增加机

体供热，延缓了应激胁迫。

促甲状腺激素是种糖蛋白激素，其主要作

用是促进甲状腺的生长和合成，释放甲状腺激

素[19-21] 。本实验中，随着饲料VC水平增加，TSH浓

度呈先上升后下降趋势，表明VC水平为38~152 mg/kg
时，可能对中枢释放不同调节肽，并对垂体合

成和分泌TSH具有促进作用 [22]，从而导致TSH含

量增多。T3和T4浓度有上升趋势，表明饲料中

VC可通过调节TSH进而促进甲状腺的功能 [23]；

但在D304组却表现出TSH浓度降低，T3和T4浓

 
图 10    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼HK浓度的影响

Fig. 10    Effects of dietary supplementation VC on
HK content of juvenile hybrid grouper

 
图 11    饲料维生素C水平对急性低温胁迫前后

珍珠龙胆石斑鱼PEPCK浓度的影响

Fig. 11    Effects of dietary supplementation VC on
PEPCK content of juvenile hybrid grouper
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度在D304组显著高于其他组，原因是TSH浓度受

T3和T4浓度负反馈调节的抑制影响 [24]。急性低

温胁迫后，血清TSH浓度显著升高，VC促进了

TSH的释放，保护了甲状腺功能。

己糖激酶、葡萄糖激酶对维持胁迫下的鱼

体增加利用糖能量具有重要作用[25]。本实验结果

表明，随着饲料 V C水平升高，各组间肝脏

GCK和HK浓度均无显著性差异，原因可能是糖

代谢在肝脏中的合成速度与其mRNA水平相关[26] ；
一些研究表明，大黄鱼(Larimichthys crocea)[27]

和欧洲鲈(Dicentrarchus labrax)[28]等受到胁迫之

后，机体GCK、HK水平呈上升趋势。在本实验

中，急性低温胁迫后，GCK浓度随VC水平升高

而降低，表明VC发挥降低和缓解胁迫作用而调

节糖酵解过程，减少了机体能量损失，D76组应

激前后差异不显著，原因可能是在饲料中添加76
mg/kg VC可以调控机体处于一种能量节约的稳定

状态，从而导致应激前后无显著性变化。HK浓

度在D0~D76组显著下降，但随着VC水平进一步

增加，HK浓度出现了升高的变化，出现这一现

象 的 原 因 可 能 是 在 饲 料 V C 水 平 高 于 1 5 2
mg/kg时，幼鱼机体糖酵解能力随着出现适应性

增强[29]，在低温下储存了部分能量。

一些研究表明，胞浆型PEPCK浓度不只受

皮质醇浓度影响 [30]，也受许多激素如甲状腺素、

胰高血糖素等影响 [31]。本实验中，随着饲料VC
水平的增加，PEPCK浓度与T3浓度变化一致，

均呈上升趋势，推测原因是在本实验中PEPCK浓

度变化受T3调控较大，皮质醇浓度和T4浓度在

各组之间差异不显著，对PEPCK浓度的增加并无

激活作用。PEPCK浓度仅在D38和D304组应激前

后差异显著，可能是由于个体PEPCK mRNA合成

速度或稳定性不同造成的[6]。

感谢饲料中心黄炳山、孙永智、宋志东、柳

旭东、乔洪金、李培玉、夏斌等在实验饲料制备，
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Effects of dietary vitamin C supplementation on hypothalamic-pituitary-
interrenal axis and physiological indices of juvenile hybrid grouper
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under acute low temperature stress
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Abstract: A trial was conducted to determine the effects of dietary Vitamin C levels on hypothalamic-pituitary-
interrenal axis and physiological indices of juvenile hybrid grouper (Epinephelus lanceolatu♂×Epinephelus
fuscoguttatus♀) under acute low temperature stress. A basal diet was used as a control, and four other diets were
prepared by supplementing 38, 76, 152, or 304 mg/kg vitamin C. Triplicate groups of fish (initial body weight, 50
g) were fed one of test diets at ratio of 1.5% or 2% body weight for 12 weeks at 27–28 °C. Uniform sizes of fish
were selected for acute low temperature stress (17 °C) at the end of rearing management. Some biochemical
indices in their serum and corticotrophin-releasing factor content of brain were examined over 2 hours. Results
showed that: Weight gain of the fish fed with D38 group was significantly higher than that of D152 and D304
groups. We found no significant difference in corticotropin releasing factor content (CRF), adrenocorticotropic
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hormone content (ACTH), epinephrine content (EPI) or cortisol content in juvenile hybrid grouper, among all
treatment groups. After acute low temperature stress, CRF content was increased by increasing dietary vitamin C
levels. While ACTH and EPI content in serum showed a reverse trend, fish fed diets with vitamin C 304 mg/kg
was significantly lower than control diet. Cortisol was reduced significantly in fish fed diets 76 mg/kg to 304
mg/kg diets compared to control diet. Fish fed diets 152 mg/kg to 304 mg/kg dites T3 content were significantly
higher than control diet. Whereas, after acute low temperature stress, fish fed diets 38 mg/kg to 304 mg/kg were
significantly higher than control diet. There was no significant difference in T4 content in fish among different
treatments. Fish fed diet 304 mg/kg diet showed significantly higher than other groups, whereas no difference was
found among group D0 to D152. TSH content in D76 group exhibited obviously higher than D0, D38 or D304
groups. After acute low temperature stress, all diets containing vitamin C significantly elevated TSH content in
serum.  Dietary  vitamin C levels  had no strong effects  on  GCK and HK contents  of  liver.  After  acute  low
temperature stress, GCK content was negatively correlated with dietay vitamin C, and reached lowest value in 304
mg/kg diet, and was significantly lower than other groups. HK content reached lowest value in 76 mg/kg diet, and
was significantly lower than D0, D152, D304 groups. Significantly higher PEPCK value was found in fish fed 304
mg/kg vitamin C compared to 0 mg/kg diet.  After acute low temperature stress,  PEPCK concentration was
decreased significantly with increasing dietary vitamin C levels. All those data reveal new insights into the funtion
of vitamin C that VC can modulate some biochemical indices of hypothalamic-pituitary-interrenal axis, protect and
regulate the thyroid of fish, and maintain the dynamic balance of fish body under acute low temperature stress.
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