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摘要 : 研究了盐度急性变化( 盐度 35降至 30、25、20、15) 对克氏双锯鱼 ( Amphiprion clarkii) 幼鱼鳃丝和肝脏过

氧化氢酶( CAT) 活性及其 mRNA在鳃丝中表达的影响。结果表明 , 盐度从 35 突变至 15的范围内对克氏双锯鱼

的成活率没有影响。低盐度处理组( 30、25、20和 15) 肝脏、鳃丝 CAT活性 24 h内均呈上升趋势 , 且盐度变化

幅度越大酶活性增强的幅度越大 , 第 48小时后均下降 , 至第 96小时均降至与对照组无显著差异( P > 0. 05)。鳃

丝中 CAT mRNA表达量在低盐度处理下 , 于第 6小时后表达量开始上升 , 第 12 小时上升明显 , 与对照组差异显

著( P < 0. 05) , 第 96小时全部低盐处理组与对照组相比较均无显著差异( P > 0. 05) 。实验结果表明 , 盐度变化

对克氏双锯鱼幼鱼的 CAT活性存在重要的影响, 所测定组织中 CAT活性于第 96 小时均恢复至正常水平 , 表明

克氏双锯鱼幼鱼具有较强的盐度适应能力。
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Effect of acute salinity stress on catalase of
juvinile Amphiprion clarkii

HU Jing, WU Kaichang, YE Le, WANG Yu

( Key Lab. of South China Sea Fishery Resource Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea

Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China)

Abstract: We studied the change of catalase activity in gill and liver and catalase gene expression in gill of juvenile Amphiprion clarkii

at an abrupt change in salinity from 35 to 15 ( at decrement of 5, control: 35) . The results show that the change of salinity caused no

significant difference in survival. The CAT activity in liver and gill of A. clarkii showed an upward trend at salinities of 30, 25, 20 and

15 in 24 h. Besides, the changing range of CAT activity increased with increasing salinity change. All CAT activities had been decrea-

sing since 48th hour and was not different from that of the control till 96 th hour ( P > 0. 05) . The CAT mRNA expressions in gill at salin-

ities of 30, 25, 20 and 15 had been increasing since 6th hour and increased significantly at 12th hour, which were different from the

control significantly ( P < 0. 05) . All CAT mRNA expression showed no significant difference fromthe control ( P > 0. 05) at96th hour.

Therefore, salinity change had important effect on CAT activity of A. clarkii, and the CAT activities of tissues restored to the normal

level in 96 h, showing strong salinity adaptability of A. clarkii.

Key words: salinity; Amphiprion clarkii; catalase; gene expression; gill; liver
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  克氏双锯鱼 ( Amphiprion clarkii) 是小丑鱼家族

的一员, 在分类学上隶属雀鲷科、双锯鱼属, 因其

可爱活泼易于饲养, 是热带海水观赏鱼的重要种类

之一。随着海水观赏鱼产业的兴起, 小丑鱼人工养

殖逐渐受到人们重视。目前, 克氏双锯鱼的全人工

繁殖技术已成熟, 可以批量育苗生产 [ 1]
。有关生

态因子对克氏双锯鱼仔鱼生理生态的影响已有一些

报道
[ 2-5 ] , 如通过研究温度对仔鱼生长和成活的影

响, 确定了育苗最适水温, 并从摄食和代谢率方面

阐述了其影响机理
[ 3 , 5]

; 通过盐度对仔鱼活力和仔

稚鱼培育效果的研究, 表明中低盐度对其生长和成

活有利
[ 2]
。但目前在养成过程中容易出现病害问

题, 特别是雨季发病率较高, 而相对应的生态因子

对克氏双锯鱼幼鱼的影响尚未见报道。

盐度是鱼类生存与生长的重要生态因子之

一, 对鱼类的生长发育、能量代谢及免疫能力有

显著影响。高渗或低渗的逆环境将迫使鱼类产生

一系列生理和生化变化, 以适应外界盐度和渗透

压的变化。目前已有大量研究表明, 环境条件的

变化能引起鱼体内抗氧化酶活性发生变化, 产生

应激反应
[ 6 -1 3]
。过氧化氢酶 ( CAT) 是抗氧化酶系

统的重要组分, 常作为机体非特异性免疫指标和

应激指标, 来评判免疫刺激剂或者外界环境对机

体非特异性免疫力的影响
[ 1 4-17 ]
。PARK等 [ 18 ]

研究

结果表明, 盐度变化 ( 35→ 17. 5 ) 对黑双锯鱼

( A. melanopus) 抗氧化酶活性及其 mRNA基因表达

量有重要影响。不同种类小丑鱼及不同发育阶段

对盐度的适应能力可能存在一定的差异, 此文通

过研究盐度急性变化对克氏双锯鱼幼鱼 CAT活性

及其基因表达的影响, 旨在揭示克氏双锯鱼幼鱼

对盐度骤变的生理反应, 为养殖生产和丰富小丑

鱼养殖生态学理论提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用克氏双锯鱼幼鱼由南海水产研究所热

带水产研究开发中心人工繁育所得, 全长为

( 16. 36 ±1. 58) cm, 体质量为( 22. 74 ±3. 41) g。挑

选体色正常、健康的幼鱼用于实验。实验前暂养 2

d, 暂养用水为自然沙滤海水, 盐度 35, 水温( 28

±0. 5) ℃, pH 8. 0 ～8. 2, 连续充气, 每日换水 2

次, 换水量为 100% , 投喂虾糜, 每日投喂 2 次。

1.2 实验设计与方法

正式实验之前需进行预实验, 将克氏双锯鱼幼

鱼从盐度 35 骤降至盐度 30、25、20、15、10 和 5,

养殖 7 d。结果表明, 盐度骤降至 5 时幼鱼 24 h内

全部死亡, 盐度降至 10 时, 7 d内陆续全部死亡,

而骤降至盐度 15 及以上, 7 d内无死亡。故实验以

盐度 35→15 为最大骤降范围。

正式实验以自然海水盐度 35 为对照组, 将暂

养的克氏双锯鱼随机分为 5 组, 分别放入盐度为

35、30、25、20、15 的容积为 500 L的塑料桶中,

每组设 3 个平行, 每个实验桶放克氏双锯鱼幼鱼

48 尾。实验用水采用自然沙滤海水和经充分曝气

的自来水调节至所需的盐度, 每天换水 1 次。实验

期间水温( 28 ±0. 5) ℃, pH 8. 0 ～8. 2, 连续充气。

各盐度处理组分别在第 0、第 6、第 12、第 24、第

48、第 96 小时取样, 每个平行实验组随机选取 3

尾幼鱼, 置于冰盘内解剖, 取其鳃丝和肝脏, 用生

理盐水冲洗干净, 用滤纸吸去组织表面的水分并称

质量。然后, 称适量取样组织, 用 9 倍生理盐水研

磨, 将研磨液 4 ℃、4 000 r·min
- 1
离心 10 min, 取

上清, 置于 4 ℃冰箱保存, 用于鳃丝和肝脏 CAT

酶活性测定。蛋白含量和 CAT酶活性分别采用蛋

白含量测定试剂盒( 武汉谷歌生物科技有限公司出

品) 和 CAT 测试盒 ( 南京建成生物工程研究所出

品) 进行测定, 测定方法分别为考马斯亮蓝法和比

色法。

另取适量鳃丝组织做 mRNA表达量测定, 总

RNA 提取采用 Trizol 试剂( Invitrogen Life Technolo-

gies) , 按照其使用说明进行。所提总 RNA 纯化

后 , 经 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

( Thermo) 进行反转录合成 cDNA, 以此为模板进

行实时荧光定量 PCR( SLAN 荧光定量 PCR 检测

系统, 上海宏石医疗科技有限公司出品 ) , 所用

试剂盒为 Roche 生产的 FastStart Universal SYBR

Green Master( Rox) , CAT基因序列由 Genbank 数

据库导出 ( 序列号 JN032592) , 引物由 Invitrogen

Biotechnology Co. , Ltd 中国公司合成, 引物序列

见表 1。

1.3 数据分析

实验数据通过 SPSS 19. 0 统计软件进行统计分

析, 先对数据作单因素方差分析 ( One-Way ANO-

VA) , 处理组间若有显著差异, 再用 Duncan 法进

行多重比较, P <0. 05 为差异显著。
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表 1

 

引物信息

Tab.1

 

Information of primer

序列号
accession No.

引物名称
primer

序列( 5′→3′)
sequence

片段长度 / bp
fragment size

退火温度 /℃
annealing temperature

JF273495 小丑鱼-β-actin-S CTCTGAACCCCAAAGCCAACA 109 60

小丑鱼-β-actin-A GAGGCATACAGGGACAGCACA

JN032592 小丑鱼-CAT-S CATCCCTGTCAACTGCCCTTA 167 60

小丑鱼-CAT-A CTGGAGACACCTTGAACCTGG

2

 

结果与分析

2.1

 

盐度变化对幼鱼行为和成活率的影响

在各盐度处理组中, 随着盐度的降低, 克氏

双锯鱼幼鱼最初表现出一些应激行为, 如活动加

剧、鳃盖煽动频率加快、摄食量减少等 , 经 6 h

适应后基本恢复正常。盐度 15 和 20 处理组的个

体有些还出现腹鳍基部充血、背鳍颜色变淡现

象, 但整个实验过程中未发现死亡, 因此, 盐度

35 突变至盐度 15 的范围内对克氏双锯鱼的成活

率没有影响。

2.2

 

盐度变化对幼鱼肝脏 CAT活性的影响

盐度变化对克氏双锯鱼幼鱼肝脏 CAT活性的

影响见图 1。结果显示, 96 h内对照组 ( 盐度 35)

幼鱼肝脏 CAT 活性呈现比较平缓的波动曲线, 盐

度 30 处理组的变化趋势与对照组基本一致, 各时

间段均无显著差异 ( P > 0. 05) 。而盐度 25、20 和

15 处理组幼鱼肝脏 CAT活性 24 h 内均呈上升趋

势, 且盐度变化幅度越大则 CAT活性增强幅度越

大, 与对照组差异显著 ( P < 0. 05) ; 在第 24 小时

达最大值后下降, 第 48 小时与对照组无显著差异

( P >0. 05) , 第 96 小时略低于对照组。

2.3

 

盐度变化对幼鱼鳃丝 CAT活性的影响

盐度变化对克氏双锯鱼幼鱼鳃丝 CAT活性的

影响见图 2。结果表明, 96 h内对照组 ( 盐度 35)

幼鱼鳃丝 CAT 活性呈现比较平直的波动曲线, 而

盐度 30、25、20 和 15 处理组鳃丝 CAT活性 24 h

内均呈上升趋势, 且盐度变化幅度越大则酶活性增

强幅度越大, 与对照组差异显著( P < 0. 05) ; 盐度

30、25、20处理组鳃丝 CAT 活性在第 24 ～第 48

小时均维持在较高水平, 而盐度 15 处理组第 24 小

时达最大值后下降, 第 48 小时与盐度 20、25 和

30 处理组无显著差异 ( P > 0. 05) , 第 96 小时全部

低盐处理组与对照组均无显著差异( P > 0. 05) 。鳃

图 1

 

盐度对克氏双锯鱼幼鱼肝脏

过氧化氢酶活性的影响

Fig. 1

 

Effect of salinity on CAT activities in liver

of juvenile A. clarkii

图 2

 

盐度对克氏双锯鱼幼鱼鳃丝

过氧化氢酶活性的影响

Fig. 2

 

Effect of salinity on CAT activities in gill

of juvenile A. clarkii

丝 CAT活性值较肝脏 CAT 活性值低了一个数量

级。

2.4

 

盐度变化对幼鱼鳃丝 CAT基因表达的影响

盐度变化对克氏双锯鱼鳃丝 CAT mRNA表达

的影响见图 3。不同盐度下克氏双锯鱼鳃丝 CAT

mRNA表达量变化规律与鳃丝中 CAT活性的变化

规律相似。96 h内对照组 ( 盐度 35) 幼鱼鳃丝 CAT

mRNA表达量呈现比较平直的波动曲线。其他盐度

处理组鳃丝 CAT mRNA 表达量在实验第 6 小时开

始上升, 第 12 小时上升明显, 均与对照组差异显

著( P < 0. 05) ; 中盐度处理组( 30 和 25) 在 48 h内
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图 3

 

盐度对克氏双锯鱼幼鱼鳃丝

过氧化氢酶基因表达量的影响

Fig. 3

 

Effect of salinity on CAT mRNA expression in

gill of juvenile A. clarkii

CAT mRNA表达量持续缓慢增加, 低盐度处理组

( 20 和 15) 鳃丝 CAT mRNA表达量在前 12 h 急剧

上升, 第 24 小时后开始下降, 第 48 小时与中盐度

处理组( 30 和 25) 无显著差异( P > 0. 05) ; 第 96 小

时全部盐度处理组与对照组间均无显著差异 ( P >

0. 05) 。

3

 

讨论

盐度等生态因子的变化将引起机体内一系列的

生理生化应激反应, 在此过程中会产生大量毒性氧

自由基, 影响机体生长。CAT 作为一种重要的抗

氧化酶可将超氧化物歧化酶( SOD) 作用产物进一步

还原成氧分子和水, 从而达到保护机体作用 [ 19 ]
。

在该实验中, 随着盐度的降低, 肝脏和鳃丝的

CAT活性均在最初阶段呈现上升趋势, 前 48 h内

CAT活性均较强, 第 96 小时基本恢复至对照组水

平。表明在盐度降低情况下, 前 48 h 内鱼体产生

并积累了大量的自由基有待清除, 这与许多海水鱼

类的研究结果相似, 如军曹鱼 ( Rachycentron canad-

um) [ 2 0]
、多 鳞 四 指 马 鲅 ( Eleutheronema rhadi-

num) [ 21 ]
、褐牙鲆( Paralichthys olivaceus) [ 22 ]

、条石

鲷( Oplegnathus fasciatus) [ 2 3]
和卵形鲳鯵 ( Trachino-

tus ovatus) [ 24 ]
等; 也与黑双锯鱼 [ 18]

的研究结果相

似, 黑双锯鱼盐度 17. 5处理个体的 CAT活性在第

6 小时开始持续上升, 至第 48 小时达最高值, 约

为对照组的 1. 45 倍, 但对第 48 小时后的变化没有

报道。该研究增加 96 h处理时间的取样点, 发现

克氏双锯鱼 96 h各盐度处理组 CAT活性均回落至

最初水平, 甚至略低于对照组。此与点带石斑鱼

( Epinephelus malabaricus) 幼鱼 [ 25 ]
、许氏平鲉 ( Se-

bastes schlegeli) [ 26 ]
和银鲳 ( Pampus argenteus) 幼

鱼
[ 27]
不同, 点带石斑鱼在盐度逐级淡化过程中肝

脏、肌肉和肾脏的 CAT 和谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH-PX)活性随盐度梯度下降呈降低趋势; 许氏

平鲉血液 CAT活性在盐度胁迫初期持续降低, 第

12 小时后逐步稳定在较低水平, 显著低于胁迫前

血液 CAT活性( P < 0. 05) ; 银鲳幼鱼 CAT活性除

在盐度 20的第 24 小时和盐度 15 的第 48 小时略有

上升外, 其他各时间点的酶活性均低于对照组 ( P

< 0. 05) 。可见, 海水硬骨鱼类在低盐胁迫下, 不

同种类对盐度的应激反应程度存在较大差别, 造成

这些差异的原因可能是不同种类海水鱼对盐度的应

激反应存在一定差异, 也可能是受盐度胁迫方式

( 急性或慢性 ) 和其他环境因素影响所致
[ 22 , 27-28]

;

另外, 鱼类对盐度应激反应亦有一定的组织器官特

异性和时序性
[ 2 7]
。

目前多数鱼类对环境应激反应的研究均集中于

酶活和蛋白水平上
[ 29] , 近年来在分子水平进行应

激反应的研究有增加的趋势, 并且普遍认为基因表

达量可取代酶活和蛋白水平指标
[ 3 0-31]
。该实验在

酶活蛋白水平和分子水平对盐度应激进行研究, 结

果显示, 在低盐胁迫下, 克氏双锯鱼幼鱼鳃丝中

CAT mRNA表达量在第 6 小时开始显著增加, 第

12 ～第 48 小时内 CAT mRNA表达量一直维持较高

水平, 在第 96 小时下降至与对照组无显著差异。

可见, CAT酶表达量与酶活变化规律具有高度的

一致性, 证实 CAT酶活性强弱受控于 CAT基因表

达水平, 因此研究盐度胁迫时, CAT mRNA 表达

指标也有较重要意义。

鱼类在受到环境胁迫后, 机体抗氧化酶会被激

活应对环境变化, 当机体适应环境后, 抗氧化酶水

平会恢复, 如果胁迫超出机体适应能力, 抗氧化酶

水平将不可恢复。所以, 在一定程度上, 抗氧化酶

活性恢复至正常水平的时间反映了机体对环境的适

应能力。该实验中, 克氏双锯鱼幼鱼对盐度的急剧

变化虽然表现出一些行为应激, 但各实验组均未出

现死亡, 且从生理指标看, 幼鱼鳃丝和肝脏的

CAT活性以及鳃丝中 CAT mRNA 表达量均在 96 h

内逐渐降低恢复到最初水平, 且与对照组差异不显

著。即使是盐度骤降至盐度 20和 15 处理组, 体内

CAT活性也能在 96 h内迅速恢复正常, 表明该鱼

对盐度变化适应能力较强, 其适应低盐刺激大约需

要 96 h。克氏双锯鱼幼鱼对盐度的适应能力与银鲳

幼鱼
[ 2 7]
相似, 肝脏 CAT活性均在低盐处理 96 h附

近恢复稳定, 强于多鳞四指马鲅 [ 21 ]
、褐牙鲆

[ 22]
和
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条石鲷
[ 2 3] , 前两者 CAT活性分别需要 28 d和 6 d

才达到稳定水平, 而条石鲷幼鱼在低盐处理 120 h

后 CAT活性仍处于波动状态。但克氏双锯鱼对盐

度变化的适应能力与点篮子鱼 ( Siganus gutta-

tus) [ 32 ]
相比还有一定差距, 点篮子鱼直接放入盐

度 10和 20 的水体中, CAT活性虽有一定程度的升

高, 但与对照组无显著性差异 ( P > 0. 05) , 直接放

入盐度 5 的水体中才与对照组有显著性差异, 但在

第 24 小时均恢复到对照组水平。

鱼类对盐度的适应性受多种因素的影响, 如母

体遗传、早期发育阶段的适应以及其他环境因子如

温度的协同作用等。该结果还显示克氏双锯鱼不同

发育阶段对低盐的适应能力存在一定的差异。克氏

双锯鱼仔鱼直接从盐度 35 降至 10 可以部分成

活
[ 2]

, 而该实验幼鱼直接降至盐度 10 则全部死亡,

暗示幼鱼对盐度的适应性比仔鱼反而弱, 这可能是

机体对环境长期适应的结果, 因为克氏双锯鱼仔鱼

营浮游生活, 有更多机会生活于较低盐度而富营养

的海区( 如河口 ) , 而变态为幼鱼后均生活于较高

盐度珊瑚礁中, 对低盐的适应能力可能有一定的退

化。该实验结果还表明, 鳃丝 CAT活性值整体水

平上较肝脏 CAT活性值低了一个数量级, 证实脊

椎动物的肝脏是新陈代谢和氧气消耗的主要组织,

肝脏中抗氧化酶的变化最能代表机体抗氧化防御的

变化特征
[ 19 ]
。由于克氏双锯鱼幼鱼个体较小, 肝

脏取样量很少, 有时难以获取足够量用于样品分

析, 所以该实验尝试使用鳃丝组织代替肝脏组织进

行 CAT活性测定, 通过比较发现, 鳃丝组织 CAT

活性没有肝脏组织敏感, 但所呈现的变化规律与肝

脏组织的一致。尹飞等
[ 27 ]
、施兆鸿等

[ 2 8]
分别对银

鲳幼鱼肝脏和血清 CAT活性对比研究发现, 血清

中 CAT活性较肝脏中高了一个数量级, 且血液中

CAT活性对盐度突变更加敏感; 杨健等
[ 20 ]
对军曹

鱼肌肉, 赵峰等
[ 33 ]
对施氏鲟 ( Acipenser schrenckii)

心脏、肝、肾、脾和肌肉 CAT 活性的研究均得到

了理想结果, 提示低盐处理下机体的 CAT活性分

析可选取更多其他组织进行测定研究。
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