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摘要：为了解长吻鮠脑组织应对低氧胁迫的调控机制，实验运用酶活性测定、H.E 染色、
qRT-PCR 和 TUNEL 检测等方法，分析比较了低氧胁迫 [(0.8±0.1) mg/L] 0、2、4、6 h(标示
为 H0、H2、H4 和 H6) 和恢复 [(7.3±0.5) mg/L]2、4、6 h (标示为 R2、R4 和 R6) 下长吻鮠
脑组织低氧应答基因、生理生化指标和食欲基因的变化。结果显示，在低氧胁迫和恢复下，
长吻鮠脑组织氧传感蛋白相关基因 (HIFs、PHDs 和 Vhl) 表达量整体呈现出先上升后下降
趋势；呼吸代谢酶 (HK、PK 和 LDH) 活性在 H0 时显著升高，SDH 和 MDH 活性在 H6 时
显著降低，恢复溶解氧后，代谢模式由无氧呼吸逐渐转变为有氧呼吸；抗氧化酶 (GSH-Px、
CAT 和 SOD) 和应激指标 (MDA 和 LPO) 在低氧 2 h 后逐渐升高，恢复溶解氧后氧化应激
现象仍然存在。观察脑组织形态发现，在低氧胁迫下长吻鮠脑组织出现了神经细胞肿胀、
空泡等受损现象，恢复溶解氧 6 h 后脑组织受损并未得到有效改善。随着低氧时间延长，
脑组织细胞凋亡程度不断增加，凋亡相关基因 (Bax、Caspase-3 和 p53) 表达量显著升高，
而 Bcl-2 基因表达量降低，恢复溶解氧后较对照组仍有显著差异。另外，在低氧胁迫 0 h
和 2 h 时，长吻鮠摄食率分别下降 54% 和 98%，检测到低氧胁迫能显著抑制促食基因
(NPY) 和诱导抑食基因 (PYY、CCK 和 NUCB2) 表达。研究表明，低氧胁迫和恢复对长吻鮠
脑组织氧传感蛋白、呼吸代谢、氧化应激、结构形态、细胞凋亡以及食欲等指标均具有显
著影响。本研究结果为阐明低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织分子调控机制提供一定的理论
依据，对今后开展该鱼集约化健康养殖和耐低氧新品种选育工作具有指导意义。
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在水生生态系统中，鱼类所处水环境中的溶

解氧 (DO) 含量波动较大，一天甚至几个小时内就

可使得水体 DO 含量降低至 0.33~1.27 mg/L[1]。在

连续阴雨、高温以及高密度养殖等所造成的低氧

环境中，易导致鱼类食欲减退，摄食率降低，生

长缓慢 [2]。鱼类为了维持正常的生命活动，进化
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出了多种氧气水平的适应策略，如改变代谢途径、

呼吸方式、呼吸器官结构等 [3]，并通过增强糖酵

解和无氧呼吸来应对 ATP 紧缺，最大限度延长其

在低氧环境中的存活时间 [4]。在常氧环境中，线

粒体进行正常的有氧呼吸会产生较少的活性氧

(ROS)，随着低氧时间的延长机体内 ROS 逐渐积

累，导致脂质过氧化、DNA 损伤等，对机体产生

不利影响 [5]。尽管鱼类可通过一些急性应激反应

来应对水体短期低氧，以维持其正常生理活动，

但当水体出现严重低氧时，仍会引起鱼类瞬间大

量窒息死亡。有研究表明在低氧胁迫下鱼类脑组

织细胞的凋亡，是导致“泛池”的主要原因之一[6]，

阐明低氧环境下鱼类脑组织的低氧应答机制具有

十分重要的意义。

长吻鮠(Leiocassis longirostris) 是我国特色经

济鱼类，主要分布于中国东部的长江、辽河、淮

河、闽江至珠江等水系，具有肉质鲜美，营养丰

富，生长速率较快等特点 [7]，据《中国渔业统计

年鉴》统计，2020 年与 2021 年其养殖产量均超

过 2 万 t，且 2021 年比 2020 年增产 4.91%[8]。目

前国内外对长吻鮠的研究主要集中在其繁养殖技

术、疾病防治等方面 [9]，关于该鱼脑组织对低氧

胁迫的应答机制未见报道。因此，对长吻鮠开展

低氧胁迫研究有助于揭示该鱼脑组织的低氧响应

机制，为后续开展该鱼集约化健康养殖和耐低氧

新品种选育提供一定的理论依据，促进长吻鮠产

业可持续发展。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验用长吻鮠采自江苏省南京市水产科学研

究所禄口基地，选取健康的长吻鮠[(12±1.1) cm，

(30±2.3) g] 1 500 尾，随机分配到 30 个具有生物过

滤装置的水循环养殖玻璃缸 (长×宽×高为 1.2 m ×
0.85 m × 0.55 m) 中，每个玻璃缸 50 尾，饲养条件

为：水流速率为 5 L/min，温度为 (27±1) °C，pH 为

7.5±0.2，溶解氧含量 (DO) 维持在 (7.3±0.5) mg/L，
每天 9：00 和 17：00 投喂人工配合饲料，驯养

14 d，实验前禁食 24 h。

 1.2    浮头点测定

选用 3 个玻璃缸，使用溶解氧测定仪 (LDO101，
上海鑫嵩公司) 检测水体中 DO。低氧胁迫开始前

水中的 DO 为 (7.3±0.5) mg/L。低氧实验开始后，

停止曝气和进水，整个玻璃缸用透明膜密封并充

入氮气。实验过程中，观察长吻鮠的活动，当所

有鱼开始因 DO 降低而浮上水面吞食水体表面的

空气时，则到达“浮头点”。当 DO 降到 0.64 mg/L
时，浮头现象明显。本实验为了使长吻鮠获得一

个不影响其正常生存的低氧环境，因此，选择

0.8 mg/L 作为低氧胁迫的条件。

 1.3    实验设计与样品采集

实验设置低氧组 [(0.8±0.1) mg/L] 和常氧恢复

组 [(7.3±0.5) mg/L]，每组 3 个重复。低氧组：直

接充入氮气约 30 min，使 DO 从 (7.3±0.5) mg/L 降

至 (0.8±0.1) mg/L，之后调节氮气充入量使 DO 维

持在 (0.8±0.1) mg/L 持续 6 h。常氧恢复组：在低

氧胁迫 6 h 后停止充入氮气开始充入空气，使 DO
恢复至 (7.3±0.5) mg/L 维持 6 h。在正式低氧处理

前，首先从常氧状态 [(7.3±0.5) mg/L] 的3 个玻璃

缸中随机各取出 4 尾长吻鮠脑组织作为常氧对照

(标示为 C)，共计 12 尾，待 DO 降至 (0.8±0.1) mg/L
后的 0、2、4 和 6 h 和 DO 恢复至 (7.3±0.5) mg/L
后的 2、4 和 6 h 进行低氧组和常氧恢复组取材

(标示为 H0、H2、H4、H6 和 R2、R4、R6)，每个

时间点解剖 12 尾长吻鮠脑组织并用生理盐水

(0.8%，4 °C) 润洗，放置于 1.5 mL 冻存管中，经

液氮处理后−80 °C 保存；其中 9 尾鱼的脑组织

(同 1 个缸的 3 尾鱼脑组织混为 1 个样本) 用于检

测基因表达量和生理生化指标，另外 3 尾鱼脑组

织保存于多聚甲醛离心管中，用于苏木精-伊红

(H.E) 染色切片和 TUNEL 检测。实验过程中使用

溶解氧测定仪 (LDO101，上海鑫嵩公司) 每 5 min
检测 1 次水体中 DO。

此外，另选用 12 个玻璃缸，分别测定低氧

胁迫 [DO：(0.8±0.1) mg/L] 后 0、2、4 和 6 h 长吻

鮠的摄食率，计算公式：

摄食率 (%)=[ 总投饵量 (g)−总余饵量 (g)]/[ 实
验喂养时长 (h)×平均体重 (g)]

式中，平均体重=(实验前初始体重+实验结

束体重)/2。

 1.4    脑组织氧传感蛋白、细胞凋亡和食欲相关

基因表达量检测

从本课题组所测得的转录组序列中获取相关

基因 CDs 序列片段，使用 Premier 5.0 软件分别设

计基因的荧光定量 PCR(qRT-PCR) 上下游引物

(表 1)，其中 β-actin 为内参基因。采用 qRT-PCR
检测氧传感蛋白相关基因：低氧诱导因子 (HIF-1α、
HIF-2α)、脯氨酸羟化酶 (PHD1、PHD2、PHD3)
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和 Hippel-Lindau 肿瘤抑制因子 (Vhl)；凋亡相关基

因：BCL2-Associated x 的蛋白质 (Bax)、半胱氨酸

蛋白酶-3(Caspase-3)、B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2) 和肿

瘤抑制基因 53(p53)；食欲相关基因：神经肽 Y
(NPY)、肽 YY(PYY)、胆囊收缩素 (CCK) 和人核连

蛋白 2(NUCB2) 的 mRNA 在脑组织中的表达情况。

qRT-PCR 反应体系为正、反向引物各 0.45  μL，
Mix 10 μL，ddH2O 7.1 μL，模板 cDNA 2 μL，总

体积为 20 μL。反应条件为 95 °C 5 min，1 个循环；

95 °C 10 s，60 °C 30 s，40 个循环。使用 2−ΔΔCt 计

算基因的相对表达量。

 1.5    脑组织酶活性检测

称取 0.1 g 脑组织，用 0.9% 生理盐水冲洗后，

放入置于冰盒内的 1.5 mL 离心管中，按照重量

(g)∶体积 (mL) = 1∶9 的比例加入 0.9 mL 的生理

盐水，冰水浴条件下进行机械匀浆，将匀浆好的

10% 匀浆用低温离心机 3 000 r/min 离心 10 min，
取其上清制成 10% 的组织匀浆液，分装保存于

−20 °C 冰箱。脑组织蛋白浓度 (TP)、谷胱甘肽过

氧化物酶 (GSH-Px)、过氧化氢酶 (CAT)、超氧化

物歧化酶 (SOD)、己糖激酶 (HK)、丙酮酸激酶

(PK)、乳酸脱氢酶 (LDH)、琥珀酸脱氢酶 (SDH)
和苹果酸脱氢酶 (MDH) 的活性，丙二醛 (MDA)
和脂质过氧化物 (LPO) 的含量采用南京建成生物

工程研究所提供的试剂盒测定。

 1.6    脑组织 H.E染色切片

用 4% 多聚甲醛对脑组织进行固定，以防止

细胞死亡后自融或分解，操作步骤如下：石蜡切

片包埋经过脱水，再经脱蜡、H.E 染色，脱水中

性树胶封片，光学显微镜下观察显微结构，图像

采集分析。呈蓝色的为细胞核，呈红色的为细胞质。

 1.7    脑组织 TUNEL切片检测

将保存在 4% 多聚甲醛溶液中的脑组织进行

常规石蜡包埋并切片，操作步骤如下：石蜡切片

脱蜡至水，蛋白酶 K 修复后破膜，双氧水阻断内

源性过氧化物酶，室温平衡，加混合反应液，

DAB 显色，苏木素复染细胞核，脱水中性树胶封

片。细胞核经苏木素着色变蓝，DAB 显出来的阳

性凋亡细胞核为棕黄色。

 1.8    数据分析

使用 SPSS 22.0 软件进行数据统计分析，对

照组和低氧组表达模式的数据采用双尾 t-test 检验

统计差异，当 P<0.05 时认为差异显著 (标为*)，
P<0.01 认为差异极显著 (标为**)，P 值均采用实

验组与对照组相比得出，结果用平均值±标准差

(mean±SD) 表示。

 2    结果

 2.1    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织氧传感蛋

白的影响

在低氧胁迫下，HIF-1α 和 PHD2 基因表达量

表 1    引物列表

Tab. 1    Description of the primers used in this study

基因
gene

引物
primer

引物序列
primer sequence (5′-3′)

长度/bp
length

HIF-1α
HIF-1α-F CTGGAAAGAGGGCTAAGGTG 20

HIF-1α-R AGTGACGGTCCTGAATAGGG 20

HIF-2α
HIF-2α-F AAAAGCCCAGTGGATGAC 18

HIF-2α-R TGGCGATGTTGCTGAAGT 18

PHD1
PHD1-F AGCAATGGTGGCTTGTTAC 19

PHD1-R TCAAATAAGGGCTCAATGTC 20

PHD2
PHD2-F AGCCTGGATGTGAGAAGATAGC 22

PHD2-R CCGTCTCCGTTAGGGTTGT 19

PHD3
PHD3-F CTGTTTGATCGACTCCTGCTT 21

PHD3-R TGTGGTGCTGCTTTGTGAA 19

Vhl
Vhl-F AGACGGATGACCCGATGTTG 20

Vhl-R GCACACTAGCTTCCTCACCA 20

Bax
Bax-F TGACCGTGGCAAAGAGCA 18

Bax-R GATCCAGGCGGAAATGTG 18

Caspase-3
Caspase-3-F GGGAAACTGGGCTACAAA 18

Caspase-3-R CTCAGCAACACGCAAACA 18

Bcl-2
Bcl-2-F CGTAGCCTCGCTTCAAAA 18

Bcl-2-R CGCGTCAGATCAATTCACA 19

p53
p53-F CGTCGTAGCAGTGTCTAAAGT 21

p53-R GACCCTCTTGTCCATTGTG 19

NPY
NPY-F CACGACGCACAGCATCAC 18

NPY-R AGCACAAACACGCCACAA 18

PYY
PYY-F CTTTACCCTGTTCCTGTGC 19

PYY-R TCCCTGGTTGTGGTCATT 18

CCK
CCK-F ACACGATGCCAACACCCG 18

CCK-R TCCAGCCCAAGTAGTCCC 18

NUCB2
NUCB2-F AATCAATCATCCTGGCAGTC 20

NUCB2-R CGTTCGTTGGGTCGTAGA 18

β-actin
β-actin-F TGCTGCCTCTTCCTCCTCTC 20

β-actin-R GGACACCTGAACCTCTCATTGC 22
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在 H4 时达到峰值，恢复溶解氧后逐渐下降。HIF-
2α、PHD1 和 PHD3 基因在低氧胁迫后表达量显

著升高，在 H2 达到峰值，随后呈现下降趋势，

在 R2 时表达量仍显著高于对照组 (P<0.05)。Vhl
基因表达量分别在 H6 时达到最高，在 R6 时表达

量与对照组仍有显著差异 (P<0.05)(图 1)。

 2.2    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织呼吸代谢

和氧化应激的影响

 　　低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织呼吸代谢

相关酶活性分析　　HK 活性在低氧胁迫 6 h 后

达到最高点，恢复溶解氧后呈下降趋势。PK 和

LDH 活性在 H2 时达到顶峰，恢复溶解氧后仍高

于对照组 (P<0.05)。SDH 和 MDH 活性在 H6 时达

到最低，恢复溶解氧过程中酶活性逐渐上升 (图 2)。
 　　低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织氧化应激

参数与酶活性分析　　在低氧胁迫下，长吻鮠脑

组织 GSH-Px 活性在 H2 时达到峰值，随后逐渐恢

复至对照水平。SOD 和CAT 活性在低氧胁迫下显著升

高，在 H4 时达到最高。MDA 和 LPO 含量分别

在 H4 和 H6 时达到峰值，恢复溶解氧后呈下降趋

势 (图 3)。

 2.3    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织结构的影响

对照组中长吻鮠脑组织具有正常的形态结构，

神经细胞排列有序。低氧胁迫开始后出现神经细

胞肿大，在 H2~H6 时，肿大细胞数量逐渐增加。

恢复溶解氧 6 h 后，低氧引起的脑组织形态变

化未得到改善并伴有细胞核固缩现象发生 (图版Ⅰ)。

 2.4    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织细胞凋亡

的影响

 　　脑组织 TUNEL 检测结果分析　　 TUNEL
切片检测结果显示，低氧胁迫开始前长吻鮠脑组

织细胞凋亡现象较少，随着低氧时间的延长细胞

出现不同程度的凋亡。进一步统计分析显示，在

低氧胁迫下长吻鮠脑组织凋亡指数显著升高，H6
时达到最大值，恢复溶解氧后细胞凋亡指数仍显

著高于对照组 (P<0.05) (图版Ⅱ)。
 　　低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织 Bax、Cas-
pase-3、Bcl-2 和 p53 的影响　　在低氧胁迫下长

吻鮠脑组织 Bax 和 Caspase-3 基因表达量分别在

R2 和 H4 达到峰值，随后表达量逐渐降低。Bcl-2
基因表达量在低氧胁迫下不断降低，在 H6 时达

到最低值，恢复溶解氧后逐渐上升。p53 基因表

达量在 H6 时达到峰值，R6 与对照组相比仍有显

著差异 (P<0.05) (图 4)。

 2.5    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织食欲的影响

低氧胁迫下，长吻鮠摄食率在 0 和 2 h 时分
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图 1    低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织氧传感蛋白基因的表达

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。对照组，低氧胁迫组 (0, 2, 4, 6 h) 和常氧恢复组 (2, 4, 6 h) 分别以 C，H0，H2，H4，H6，R2，R4 和 R6 表示

Fig. 1    Temporal expression of oxygen sensor related genes in the brain tissue of L. longirostris
under acute hypoxia and reoxygenation conditions

* at P<0.05 and ** at P<0.01. Control, hypoxia (0, 2, 4, 6 h) and reoxygenation (2, 4, 6 h) were respectively shown as bars C, H0, H2, H4, H6, R2, R4
and R6
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别下降 54% 和 98%，4 和 6 h 时不再摄食。脑组

织 NPY 基因表达量呈下降趋势，在 H6 时达到最

低，随后逐渐上升。PYY 和 CCK 基因的表达量在

H6 达到峰值，恢复溶解氧后表达量逐渐降低。

NUCB2 基因的表达量在 H0 达到峰值，恢复溶解

氧后 6 h 与对照组间无显著差异 (图 5)。

 3    讨论

 3.1    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织氧传感蛋

白的影响

在自然水体中，鱼类不可避免的面临水体中

氧气含量剧烈变化，为此演化出了复杂的低氧应

激反应响应机制 [10]，与哺乳动物相似，HIF 信号

通路在鱼类低氧应答中扮演重要的角色，如 HIFs、
PHDs 和 Vhl 等作为低氧反应的核心调节因子，充

当细胞氧气水平的直接感受器，激活参与氧气传

感、氧气运输和新陈代谢变化等过程中的基因表

达 [11]。本研究结果显示在低氧胁迫下长吻鮠脑组

织氧传感蛋白相关基因 (HIF-1α、HIF-2α、PHDs
和 Vhl) 的基因表达量显著升高，恢复溶解氧后表

达量逐渐降低，与印度鲇 (Silurus asotus)[12]、大口

黑鲈 (Micropterus salmoides)[13]、海鲈 (Dicentrarchus
labrax)[14] 和团头鲂 (Megalobrama amblycephala)[15]

的表达模式类似，此表达模式说明了不同鱼类氧

传感蛋白的功能具有相似性，进化具有保守性。

HIF-α 可以在常氧条件下被 PHDs 羟基化以限制积

累[16]，本研究中 PHDs 和 Vhl 上调可能作为一种反

馈机制来终止低氧反应，避免长吻鮠脑组织一直

处于低氧应激状态。尤其值得注意的是，恢复溶

解氧 6 h 后 HIF-2α、PHD1、PHD2 和 Vhl 基因表

达量与对照组仍有显著差异 (P<0.05)，在瓦氏黄

颡鱼 (Pelteobagrus vachelli) 脑组织中也有类似现

象[17]，推测这可能是由于脑组织是鱼体的重要器

官，在恢复溶解氧过程中，需要通过持续高表达

来补偿或缓冲低氧过程造成的影响，使机体尽快

恢复到稳定状态并发挥正常的生理功能。

 3.2    低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织呼吸代谢

和氧化应激的影响

在面对低氧胁迫时，生物体可通过改变代谢

方式和激活抗氧化防御系统等来减轻低氧对生物

机体的影响 [18]。已有研究表明，SDH 和 MDH 是

TCA 循环的重要组成部分，其活性可作为评价

TCA 循环运行程度的指标[19]。本研究结果显示长

吻鮠在低氧下 SDH 和 MDH 活性显著降低，恢复

溶解氧后其活性逐渐升高，类似的结果在杂交黄

颡鱼 (Pelteobagrus vachelli♂×Pelteobagrus fulvidraco
♀)[20] 和大黄鱼 (Larimichthys crocea)[21] 中也有报道。
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图 2    低氧胁迫与恢复对长吻鮠脑组织 HK、PK、LDH、SDH和MDH活性的影响

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。对照组，低氧胁迫组 (0, 2, 4, 6 h) 和常氧恢复组 (2, 4, 6 h) 分别以 C，H0，H2，H4，H6，R2，R4 和 R6 表示

Fig. 2    Effects of hypoxia stress and recovery on HK, PK, LDH, SDH and MDH enzyme activities in the
brain tissue of L. longirostris

* at P<0.05 and ** at P<0.01. Control, hypoxia (0, 2, 4, 6 h) and reoxygenation (2, 4, 6 h) were respectively shown as bars C, H0, H2, H4, H6, R2, R4
and R6
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图 3    低氧胁迫与恢复对长吻鮠脑组织 GSH-Px、CAT、SOD、MDA和 LPO活性的影响

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。对照组，低氧胁迫组 (0, 2, 4, 6 h) 和常氧恢复组 (2, 4, 6 h) 分别以 C，H0，H2，H4，H6，R2，R4 和 R6 表示

Fig. 3    Effects of hypoxia stress and recovery on GSH-Px, CAT, SOD, MDA and LPO enzyme activities in the
brain tissue of L. longirostris

* at P<0.05 and ** at P<0.01. Control, hypoxia (0, 2, 4, 6 h) and reoxygenation (2, 4, 6 h) were respectively shown as bars C, H0, H2, H4, H6, R2, R4
and R6
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图版Ⅰ    低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织形态变化

1. C，2. H0，3. H2，4. H4，5. H6，6. R2，7. R4，8. R6，下同。N.正常的神经细胞，E.神经细胞增大，P.细胞核固缩，V.空泡。切片放大

倍数：400×

Plate Ⅰ    Brain tissue morphology changes of L. longirostris under acute hypoxia and reoxygenation conditions
1. C, 2. H0, 3. H2, 4. H4, 5. H6, 6. R2, 7. R4, 8. R6, the same below. N. normal histology of nerve cell, E. enlarged nerve cells, P. occasional pyknotic
nuclei, V. vacuoles in the lamina propria. Magnification：400×
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图版Ⅱ    脑组织 TUNEL切片检测

黑色箭头代表凋亡细胞 (棕黄色)。放大倍数：400×

Plate Ⅱ    Atistical results of brain tissue TUNEL section and apoptosis index
Black arrows mean apoptotic cells (brown)，magnification：400×
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图 4    低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织凋亡相关基因的表达模式

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。对照组，低氧胁迫组 (0, 2, 4, 6 h) 和常氧恢复组 (2, 4, 6 h) 分别以 C，H0，H2，H4，H6，R2，R4 和 R6 表示

Fig. 4    Temporal expression of apoptosis-related genes in the brain tissue of L. longirostris under
acute hypoxia and reoxygenation conditions

* at P<0.05 and ** at P<0.01. Control, hypoxia (0, 2, 4, 6 h) and reoxygenation (2, 4, 6 h) were respectively shown as bars C, H0, H2, H4, H6, R2, R4
and R6
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HK 和 PK 是糖酵解过程中的限速酶，它们活性增

加表明糖酵解通路活性也增加， LDH 是无氧呼吸

的指示剂，具有调节机体能量供应及酸碱平衡的

积极作用，低氧胁迫下长吻鮠脑组织中 HK、PK、

LDH 活性均明显高于对照组 (P<0.05)，同样在军

曹鱼 (Rachycentron canadum) 幼鱼 [22]、印度鲇 [23]、

尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)[24]、豹纹脂身

鲇 (Hypostomus plecostomus)[25] 和暗纹东方鲀(Taki-
fugu fasciatus)[26] 中也有类似的报道。因此推测，

在低氧胁迫下，长吻鮠线粒体有氧呼吸中 TCA 循

环途径被抑制，而糖酵解和无氧代谢途径成为应

对低氧环境下的重要 ATP 供给来源。

在正常条件下，生物体内 ROS 常处于动态

平衡状态，而多种形式的胁迫会导致机体内 ROS
水平变化，使机体产生氧化应激[27]，机体可以通

过提高抗氧化酶 (GSH-Px、SOD、CAT) 和抗氧化

剂的表达来增加抗氧化能力[28]。本研究显示在低

氧胁迫下长吻鮠脑组织中 MDA 和 LPO 的含量均

显著高于对照组 (P<0.05)，与本研究结果相似的

是军曹鱼[29]、鲻幼鱼 (Mugil cephalus) [30] 和大盖巨

脂鲤  (Piaractus  brachypomus)[31] 在低氧胁迫下体

内 MDA 和 LPO 的含量显著增加。另外，低氧胁

迫下长吻鮠脑组织 GSH-Px、SOD 和 CAT 活性显

著高于对照组 (P<0.05)，在鲫 (Carassius auratus)[32]、

青田田鱼 (Cyprinus carpio var. qingtianensis) 幼鱼
[33]、 卵 形 鲳鲹 (Trachinotus  ovatus) 幼 鱼 [34] 和 鲤

(Cyprinus carpio)[35] 中也有类似报道。然而，SOD
的活性在恢复过程中保持较高水平，出现这种现

象的原因可能是在恢复溶解氧过程中摄入氧气使

得长吻鮠大量进行有氧呼吸导致 ROS 浓度迅速升

高，从而造成恢复溶解氧过程中同样出现强烈的

氧化应激现象。本研究进一步证实了低氧胁迫和

恢复均能使长吻鮠发生氧化应激反应，而抗氧化

系统的持续激活可以清除细胞内产生过量的 ROS
以保护脑组织。

 3.3    低氧胁迫和恢复对长吻鮠细胞凋亡的影响

氧化应激使机体处于易损状态，同时能增强
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图 5    低氧胁迫和恢复下长吻鮠脑组织食欲相关基因的表达模式

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。对照组，低氧胁迫组 (0, 2, 4, 6 h) 和常氧恢复组 (2, 4, 6 h) 分别以 C，H0，H2，H4，H6，R2，R4 和 R6 表示

Fig. 5    Temporal expression of appetite related genes in the brain tissue of L. longirostris under
acute hypoxia and reoxygenation conditions

* at P<0.05 and ** at P<0.01. Control, hypoxia (0, 2, 4, 6 h) and reoxygenation (2, 4, 6 h) were respectively shown as bars C, H0, H2, H4, H6, R2, R4
and R6
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致病因素毒性，导致基因突变等，不仅与多种疾

病的发生发展有关，也与细胞凋亡存在密切的关

系。在本研究中，低氧胁迫下长吻鮠脑组织细胞

出现了凋亡现象，进一步统计分析显示随着低氧

时间的延长，凋亡细胞数目逐渐增加，恢复溶解

氧 6 h 后仍与对照组有显著差异 (P<0.05)，此结果

与团头鲂 [36] 和鲢 (Hypophthalmichthys  molitrix)[37]

在低氧胁迫下的研究结果相似。Bcl-2 和 Bax 是鱼

类细胞凋亡过程中起着关键调控作用的 2 个基因，

二者的比值在一定程度上决定了细胞的发展方

向 [38]。本研究发现，低氧胁迫下长吻鮠脑组织中

Bcl-2 基因的表达量显著低于对照组 (P<0.05)，而

Bax 基因的表达量显著高于对照组 (P<0.05)，同样

在斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)[39] 中也出现了类

似的结果，这可能是由于在低氧胁迫下，Bcl-2 基

因被抑制 Bcl-2/Bax 的值逐渐减小，从而诱导了细

胞凋亡的产生[40]。Caspase-3 是线粒体凋亡途径和

死亡受体途径中的常见效应子，当其受到凋亡信

号刺激后可以裂解特异性的蛋白质底物导致细胞

凋亡，p53 是一种常见的肿瘤抑制因子，与负生

长调节和细胞凋亡作用有关，本研究结果显示低

氧胁迫下 Caspase-3 和 p53 基因表达量显著高于对

照组 (P<0.05)，在中华鲟 (Acipenser  sinensis) [41]、

斑马鱼 (Danio rerio)[42] 和杂交黄颡鱼 [20] 中也有类

似的研究结果，说明在低氧胁迫下长吻鮠脑组织

细胞凋亡反应剧烈。此外，恢复溶解氧 6 h 后 Bcl-
2、Bax、Caspase-3和 p53 基因的表达量与对照组

相比仍有显著差异 (P<0.05)，表明抗氧化防御系

统没有有效的保护长吻鮠机体免受氧化应激损伤，

从而促使机体启动了细胞凋亡程序，这也是鱼类

应对低氧的策略之一。

 3.4    低氧胁迫和恢复对长吻鮠食欲的影响

Matu 等 [43] 研究发现，低氧胁迫可以通过减

少饥饿和控制能量摄入来影响鱼类的食欲。但迄

今为止，有关鱼类低氧胁迫抑制食欲和能量摄入

的机制尚不清楚。NPY 是一种内源性促食因子，

CCK、PYY 和 NUCB2 是一类调控摄食的抑食因子，

其中 CCK 主要通过作用于 NPY 受体，特别是 Y2
受体来减少食欲[44]。本研究通过 qRT-PCR 检测长

吻鮠脑组织 NPY、CCK、PYY 和 NUCB2 基因发现，

在低氧胁迫下 NPY 基因表达量显著低于对照组

(P<0.05)，CCK、PYY 和 NUCB2 基因表达量显著

高于对照组 (P<0.05)。此外，在恢复溶解氧 6 h

后 NPY、CCK 的表达量与对照组相比仍有显著差

异 (P<0.05)，出现这种现象的原因可能是低氧对

鱼类食欲的影响在复氧过程中并没有完全消除。

结果表明，低氧胁迫可通过调控 NPY、CCK、PYY
和 NUCB2 等摄食因子的表达来调控长吻鮠的摄食。

 4    结论

综上所述，低氧胁迫和恢复对长吻鮠脑组织

中氧传感蛋白、呼吸代谢、氧化应激、结构形态、

细胞凋亡以及食欲等指标均具有显著影响，长吻

鮠脑组织 HIF-1α 通路在急性低氧胁迫后快速启动，

PHDs 和 Vhl 通过高表达来进行低氧反应的反馈调

节，防止脑组织一直处于低氧应激状态。机体为

了补偿供氧不足所导致的 ATP 供应紧缺，呼吸代

谢模式由有氧呼吸转变为无氧呼吸。然而随着低

氧时间的延长，神经细胞肿胀、空泡等脑组织结

构受损现象逐渐加剧，氧化应激损伤逐渐增大，

细胞凋亡现象产生，机体通过激活抗氧化系统维

持体内稳态，此外在低氧胁迫下，长吻鮠食欲也

逐渐降低。本研究结果为阐明低氧胁迫和恢复下

长吻鮠脑组织分子调控机制提供一定的理论依据，

对今后开展该鱼集约化健康养殖和耐低氧新品种

选育工作具有指导意义。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of hypoxia stress and reoxygenation on appetite, hypoxic response
genes and physiological and biochemical indexes in

the brain tissues of Leiocassis longirostris

LI Yao 1,     YANG Zhiru 1,     CHENG Jinghao 1,     LI Jie 1,     NING Xianhui 1,     WANG Tao 1,    
ZHANG Kai 1,     JI Jie 1,     ZHANG Guosong 2*,     YIN Shaowu 1*

(1. Jiangsu Province Engineering Research Center for Aquatic Animals Breeding and Green Efficient Aquacultural Technology,
College of Marine Science and Engineering, Nanjing Normal University, Nanjing　210023, China;
2. Heze University, Key Laboratory of Physiology, Biochemistry and Application in Universities of

Shandong Province during the 13th Five-Year Plan, Heze　274015, China)

Abstract: Affected by natural factors such as temperature, season and weather, or human factors such as eutroph-
ication and high stocking density, oxygen concentration in the water environment where fish live is unpredictable,
and  they  are  often  faced  with  a  low-oxygen  environment.  Studies  have  found  that  fish  have  evolved  a  complex
physiological and biochemical system to adapt to the stress response caused by hypoxia in the water environment.
However, severe and acute hypoxia can cause a large number of fish to suffocate and die in a short period of time.
Because of its  delicious taste,  no intermuscular  spines and high nutritional  value,  the L. longirostris has become
one of the important freshwater aquaculture species in China. Currently, studies have been carried out at home and
abroad  on  the  growth  characteristics,  product  processing  and  nutritional  evaluation  of  this  fish.  There  are  few
reports on its important ecological impact factor "hypoxia". In order to understand the regulatory mechanism of the
brain  tissue in  response to  hypoxic  stress.  In  this  study,  enzyme activity  determination,  H.E staining,  qRT-PCR,
TUNEL detection and other methods were used. Changes in brain tissue of L. longirostris hypoxia response genes,
physiological  and  biochemical  indicators  and  appetite  genes  were  analyzed  and  compared  under  hypoxic  stress
[(0.8±0.1) mg/L] 0, 2, 4 and 6 hour (labeled as H0, H2, H4 and H6) and recovery [(7.3±0.5) mg/L] 2,4 and 6 hour
(labeled as R2, R4 and R6). The results showed that: Under hypoxic stress and recovery, the expression levels of
oxygen-sensing protein-related genes (HIFs, PHDs and Vhl) in the brain tissue of L. longirostris showed a trend of
first rising and then falling as a whole. Respiratory metabolic enzymes (HK, PK and LDH) activities were signific-
antly increased at H0, SDH and MDH activities were significantly reduced at H6. After reoxygenation, the meta-
bolic mode gradually changes from anaerobic respiration to aerobic respiration. Antioxidative enzymes (GSH-Px,
CAT  and  SOD)  and  stress  indicators  (MDA  and  LPO)  gradually  increased  after  2  h  of  hypoxia,  and  oxidative
stress persists after the recovery of dissolved oxygen. Through the observation of brain tissue morphology, it was
found  that  under  hypoxia  stress,  neuronal  cell  swelling  and  vacuoles  were  damaged  in  the  brain  tissue  of L.
longirostris, which were not effectively improved after 6 hours of reoxygenation with dissolved oxygen. However,
with the prolongation of hypoxia time, the degree of apoptosis of brain tissue cells increased, and the expression of
apoptosis-related  genes  (Bax, Caspase-3  and p53)  increased  significantly,  while  the  expression  of Bcl-2  gene
decreased, there are still significant differences in expression compared with the control group after the recovery of
dissolved oxygen. In addition, it was found that the feeding rate of L. longirostris decreased by 54% and 98% at 0
h  and  2  h  of  hypoxia  stress,  respectively.  Hypoxic  stress  was  detected  to  significantly  inhibit  the  expression  of
appetite-promoting genes (NPY) and inducible food-suppressive genes (PYY, CCK and NUCB2). This experiment
showes that hypoxic stress and reoxygenation have significant effects on oxygen sensor proteins, respiratory meta-
bolism, oxidative stress, structural morphology, apoptosis and appetite in the brain tissues of L. longirostris.  The
results  of  this  study  provide  a  theoretical  basis  for  elucidating  the  molecular  regulation  mechanism  of L.
longirostris brain tissues under hypoxia stress and reoxygenation, it has guiding significance for the intensive and
healthy breeding of this fish and the selection and breeding of new hypoxia-tolerant species in the future.

Key words: Leiocassis longirostris; hypoxia stress; brain tissue; hypoxic response gene; appetite

Corresponding authors: ZHANG Guosong. E-mail: zhangguosong@hezeu.edu.cn;  
  YIN Shaowu. E-mail: yinshaowu@163.com

Funding projects:  The  “JBGS” Project  of  Seed  Industry  Revitalization  in  Jiangsu  Province  (JBGS[2021]034)  ;
Supported by the National Natural Science Foundation of China (32102754, 32102760); Postgraduate Research &
Practice Innovation Program of Jiangsu Province (SJCX22_0605)

李谣，等 水产学报, 2023, 47(1): 019611

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

13

https://www.china-fishery.cn

	1 材料与方法
	1.1 实验材料
	1.2 浮头点测定
	1.3 实验设计与样品采集
	1.4 脑组织氧传感蛋白、细胞凋亡和食欲相关基因表达量检测
	1.5 脑组织酶活性检测
	1.6 脑组织H.E染色切片
	1.7 脑组织TUNEL切片检测
	1.8 数据分析

	2 结果
	2.1 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织氧传感蛋白的影响
	2.2 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织呼吸代谢和氧化应激的影响
	低氧胁迫和恢复下长吻&#39840;脑组织呼吸代谢相关酶活性分析
	低氧胁迫和恢复下长吻&#39840;脑组织氧化应激参数与酶活性分析

	2.3 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织结构的影响
	2.4 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织细胞凋亡的影响
	脑组织TUNEL检测结果分析
	低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织Bax、Caspase-3、Bcl-2和p53的影响

	2.5 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织食欲的影响

	3 讨论
	3.1 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织氧传感蛋白的影响
	3.2 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;脑组织呼吸代谢和氧化应激的影响
	3.3 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;细胞凋亡的影响
	3.4 低氧胁迫和恢复对长吻&#39840;食欲的影响

	4 结论
	参考文献

