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鱼类生活在水域环境中，每天都面临着来自水域环

境的各种胁迫（!"#$!!），如极限水温、低氧、食物匮乏和人

为造成的污染等，这些胁迫因子会使鱼类体内保持的稳

态（%&’$&!"(!)!）发生剧烈变化。通常受胁迫的鱼类要经历

! 个 不 同 的 阶 段。首 先 是 警 觉 反 应 阶 段（(*(#’ #$(+")&,
-%(!$），鱼类体内稳态发生剧烈 变 化；其 次 是 抵 制 阶 段

（#$!)!"(,+$ -%(!$），鱼类试图适应改变的环境以恢复稳态；

最后进入疲劳阶段（$.%(/!")&, -%(!$），持续胁迫会抑制鱼

类体内的补偿体系［"］。然而，不同鱼类对胁迫的反应及

承受 能 力 存 在 很 大 的 差 异。尼 罗 罗 非 鱼（ !"#$%&"$’()
*(+$,(%-)）虽耐受水温范围广（# $ %& 0）（国外有些学者称

之为广温性鱼类［&］），但当水温低于或保持下限水温时，

鱼体立即出现冷休克反应，如水温不能及时回升，短时间

内全部死亡［&］。而广温性鱼类鲤（./0"(*-) %1"0($）（’ $ !’
0），尤其是分布在北方高寒地区的鲤，可以耐受其生存

温度下限 ’ $ % 0长达数月［!］。这种差异的产生，国外学

者 1&*2!-),3［%］推测，由于鲤是四倍体鱼类，似乎有更多的

机会发展演化热适应和冷适应基因，而且通过研究鲤肌

肉收缩蛋白 ’4&!), %+ 基因，发现其数目是哺乳类的一倍

多。因此，鲤受到低温胁迫时，有能力通过调控自身的生

理反应，以保持体内稳态的平衡。通常，低温胁迫包括两

个 方 面，冷 驯 化（ +&*2 (++*)’(")&,）和 温 度 快 变（ (+/"$
"$’-$#("/#$）。冷驯化指水温的缓慢变化，一般可使鱼体内

部出现补偿机制以保持内环境的稳态；而水温的快速变

化则会打破这种稳态，继而使鱼体出现胁迫反应（!"#$!!
#$!-&,!$）［"，(］。本研究通过对荷包红鲤抗寒品系（./0"(*-)
%1"0($ 5(#6 2-/-1*#*)() ）与 大 头 鲤（ ./0"(*-) 0#++#3"(*(
0#++#3"(*(）杂交 7& 在低温胁迫下的血液学和血清生化指标

的测定，阐明变化的水温主要通过影响哪些因子，破坏杂

交 7& 的血液学稳态，致使其出现胁迫反应。

" 材料与方法

! 6! 实验水环境水质分析

降温实验前，对室内控温循环水族箱内的过滤养殖

用水 进 行 水 质 分 析，包 括 -8 值（玻 璃 电 极 法，9$""*$#
:;<=>; !&’，瑞士）、?(& )（8?* 滴定法）、9@& )（=>:A 滴

定法）、?* *（硝酸银滴定法）和 8?;!
*（酸碱滴定法）（表

"）。各项指标基本符合养殖用水标准［+，,］。

表 ! 水环境水质分析情况

"#$%! &#’() *+#,-’. #/#,.0-0 12 3#’() (/4-)1/5(/’

水温（0）
"$’- -8 ?* B

（’@·<B C）
8?;D

B

（’@·<B C）
?(E F

（’@·<B C）
9@E F

（’@·<B C）

总碱度
"&"(* (*3(*)

（’&*·<B C）

总硬度
"&"(* %(#2,$!!
（’&*·<B C）

养殖水质
G("$# H/(*)"4 CI J 6KE EK 6LD J 6KJM NO 6EL CN 6OD D 6J D 6N

! 66 实验鱼

实验鱼是黑龙江水产研究所培育的荷包红鲤抗寒品

系（! ，耐寒）与大头鲤（"，不耐寒）杂交 7E。从中挑取体

重在 LM P JK @ 健康的杂交 7E ML 尾进行实验。

! 67 低温胁迫实验设计

降温实验模型是在 :#/$’(, 等［M］报道的基础上稍加

修改而设计的。实验鱼放入水温为（CI Q E）0的室内控

温循环水族箱，敞口区用泡沫板封盖（并排双层，规格相

同：CNK +’R IK +’R NK +’）。降温前，从 CI 0水箱随机采

样 L 尾作为对照组。第一天将水温从 CI 0以 C 0·%B C的
速度降至 CK 0，此后部分实验鱼进行（CK Q E）0冷驯化 N
2；水温降至 CK0的第二天，以与第一天同样的降温速度

使水温降至 N 0，此后部分实验鱼进行（N Q E）0冷驯化 D
2。两个温控点 CK 0和 N 0以及两个温度范围（CK Q E）0
和（N Q E）0的不同冷驯化天数分别采样 L 尾。同时，观察

记录在不同温度下实验鱼的反应。

! 68 血液的采集及指标的测定

全血 -8 及相关指标测定 首先用含有少量肝素

钠的注射器从鱼尾静脉抽取约 DKK P LKK!< 的血液，并快

速排出注射器内的空气密封，放入冷藏室备用。采用微量

血气分析仪（型号：AS<OOLT8U，瑞士）毛细管法测定全血

-8、V?;E、V;E和 8?;D
B 。血液学指标测定：上述肝素钠浸

润采血后，立即更换一支新注射器尾静脉采血。迅速采取

C P C6L ’< 的血液，将其中约 K6 L ’< 的血液注入含有少

量 CKW乙二胺四乙酸二钾（=>:ATXETE8E;）的 C6 L ’< 离

心管中，快速混匀，放入冷藏室备用。采用全自动血液分

析仪（型号：Y4!’$. Y7DKKK，日本）测定部分血液学指标。

测定项目包括血红蛋白（81Z）、红细胞压积（8+"）、红细胞

平均体积（9?S）、红细胞平均血红蛋白量（9?8）和红细

胞平均血红蛋白浓度（9?8?）。红细胞计数（[Z?）和白细

胞计数（\Z?）参照文献［O］报道的方法在 ]$/U(/$# 计数板

上通过显微镜手动计数。

血清生化指标测定 将剩余的血液全部注入另一

个 C6L ’< 的离心管中，放入冷藏室，待自然析出血清后，

以 N KKK #·’),B C离心 CK ’),，收集血清。采用全自动生化

分析仪（型号：;*4’-/! A T̂EJKK，日本）测定部分生化指

标。测定项目包括谷草转氨酶（AY:）、谷丙转氨酶（A<:）、

总蛋白（:V）、白 蛋 白（A<Z）、总 胆 红 素（:Z_<）、尿 素 氮

&’, 水 产 学 报 DK 卷



（!"#）、甘油三酯（$%）、乳酸脱氢酶（&’(）、#)* 、+,- 、

+). * 、无机磷和 /0.* 。以上实验均在当天完成。

! 1" 数据处理

采用 232 41 5 统计软件包中的单因素方差分析和

’678)7氏多重范围比较进行分析，结果以平均值 9 标准

差表示。

. 结果

# 1! 温度的变化与鱼体的反应

水温从 :; <降到 :5 <时，实验鱼并未出现任何不良

反应，游动自如，经常聚堆。在随后 = > 冷驯化中，表现亦

正常。当水温继续从 :5 <降至 = <时，实验鱼开始出现

游动缓慢，上浮，分散独游等现象，未出现死亡。在随后的

? > 冷驯化中，表现同前，仍未出现死亡。

# 1# 温度的快变对实验鱼血液中一些重要指标
的影响

水温的快速变化引起了实验鱼血液中一些重要指标

的波动，其中 @( 和血清 #)* 有极显著的变化（ ! A 51 5:）；

血浆 /+( 和 /+(+ 有显著性的变化（ ! A 51 5B）。均值比

较主要呈现出两个趋势：随温度的快速下降，@(、(+C-
?

和 +,- 有明显上升趋势，其余指标则随温度的快速降低而

下降。相对于血液中的其它因子的变化，@( 对温度的变

化比较敏感，水温降至 :5 <时即与对照组差异显著。血

浆和血清中一些理化指标在水温继续降至 = <时，变化明

显（表 .）。

表 # 实验鱼血液指标在 $ 个温控点的均值比较（%&’() *+）

,’-.# /&’( 0’12&3 45%6’7835( 59 -155: 8(:84&3 59
&;6&78%&(<’1 983= ’< $ <&%6&7’<27& 45(<751 658(<3

温控点（<）
DEF@EG)D6GE
8H7DGH, @HI7DJ

全血 KLH,E M,HH>

@(
N+C.

（FF(0）

(+C-
?

（FFH,·&- :）

血浆 M,HH> @,)JF)

(%!
（ 0·&- :）

/+(
（@0）

/+(+
（ 0·&- :）

血清 M,HH> JEG6F

#)*
（FFH,·&- :）

+, -
（FFH,·&- :）

+). *
（FFH,·&- :）

:; O1:O 9 515.M :;1B 9 .1:M ; 1. 9 51=M 4=1; 9 B1P)M :441B 9 ?1?) :55=14 9 .41:) ::41O 9 ;1=) 4;1; 9 :O15M . 14 9 51?)

:5 O1=: 9 515B) :=1; 9 :15) P 1= 9 :1:) O?1. 9 :51?) :4.1O 9 :.1B) PB415 9 O51O) ::?1? 9 ?15) 4P1? 9 :1B)M . 1? 9 51.)M

= O1?O 9 51:=) :=1? 9 :1=)M 4 15 9 :1O)M B414 9 ;15M :.O1? 9 P1:M ;O;15 9 P41?M 4B1. 9 :.1=M :::1B 9 :;1B) . 15 9 51:M

注：字母相同表示无差异，字母不同表示差异明显

#HDEJ：J)FE ,EDDEGJ FE)7 7H >IQQEGE78E，HDLEGKIJE，JI07IQI8)7D >IQQEGE78E

# .$ （!> ) #）?冷驯化对实验鱼血液指标的影响

（:5 9 .）<不同天数的冷驯化对血液 NC.、(8D 和血清

!"#的变化有显著性的影响（包括温控点 :5 <，>)R 5 表

示）（! A 515B），对血清 #)* 的变化也有极显著的影响（ !

A 5 "5:）。均值多重范围比较发现，血液和血清生化指标

如 @(、S!+、$!T& 等在冷驯化第一天即与温控点差别明

显，而与其它冷驯化天数差别不明显，表明实验鱼有可能

从 :5 <冷驯化第一天开始就进入了冷适应阶段（表 ?）。

表 $ 实验鱼血液指标在（!> ) #）?不同冷驯化天数的均值比较（%&’() 3<:）

,’-.$ /&’( 0’12&3 45%6’7835( 59 -155: 8(:84&3 59 &;6&78%&(<’1 983= 8(
:899&7&(< 451: ’4418%’<85( :’@3 ’<（!> ) #）?

时间
（>）
DIFE

全血 KLH,E M,HH>

@(
N+C.

（FF(0）
NC.

（FF(0）

血浆 M,HH> @,)JF)

S!+
（ U :5:.·&- :）

(8D（V）

血清 M,HH> JEG6F

$!T&
（!FH,·&- :）

!"#
（FFH,·&- :）

/0. *
（ FFH,·&- :）

#)*
（FFH,·&- :）

+, -
（FFH,·&- :）

5 O1=: 9 515B) :=1; 9 :15) 4B1P 9 :?1=) 5 1B; 9 515B:) O 1O. 9 :154) :?1? 9 ;1:) . 1. 9 51?8 51; 9 51:)M ::?1? 9 ?15) 4P1? 9 :1B)

: O1.. 9 515:M .51= 9 :15M P=1? 9 :.1B) 5 14? 9 515;4M ::1;4 9 51P4M :1. 9 51BM = 1? 9 51B) 5 14 9 51.M P=15 9 O1?M ;.1B 9 :B15M

. O1.4 9 515=)M :P15 9 ?15)M =O1= 9 O1PM 5 1;O 9 51::)M 4 154 9 .14=)M 5 1O 9 51:M ? 1B 9 51;)M 5 1B 9 51:) O:1? 9 B1:8 B.1= 9 :.15M

? O1.P 9 515.)M :O14 9 515O)M B:1O 9 O1BM 5 1O5 9 515=;)M :51?; 9 51P:)M 5 1O 9 51.M . 1O 9 :15M8 5 1O 9 51.)M 4P1= 9 B1:M O:14 9 :O15)M

= O1?. 9 515:)M :P15 9 515;)M ;=14 9 414)M 5 1;. 9 515B.)M 4 1B4 9 514.)M : 15 9 51=M . 14 9 :1:M8 5 14 9 51.)M P.1= 9 :;1?M ;41; 9 ..15)M

注：字母相同表示无差异，字母不同表示差异明显

#HDEJ：J)FE ,EDDEGJ FE)7 7H >IQQEGE78E，HDLEGKIJE，JI07IQI8)7D >IQQEGE78E

# 1A （A ) #）<冷驯化对实验鱼血液指标的影响

（= 9 .）<不同天数的冷驯化对 @(、血清 $% 和 +,-

的变化 有 显 著 性 的 影 响（ ! A 51 5B），对 血 清 $N、3&!、

$!T&、+). * 、/0.* 的变化有极显著的影响（ ! A 5 " 5:）。均

值多重范围比较表明，血液及血清生化指标在冷驯化第二

天与温控点和 # 或第一天发生明显的变化。随冷驯化天数

的延长，@( 及相关指标均有下降趋势，血清中除 +,- 下降

外，其余变化明显的指标均有上升趋势。同时可看出，实

验鱼在（= 9 .）<的 ? > 冷驯化过程中，血浆中的指标无明
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显变化，而血清中大部分指标的变化较明显（表 !）。

表 ! 实验鱼血液指标在（! " #）$不同冷驯化天数的均值比较（%&’(" )*）

+’,-! .&’( /’01&2 34%5’6724( 48 ,0449 7(973&2 48 &:5&67%&(;’0 872<
7( 9788&6&(; 3409 ’3307%’;74( 9’=2 ’;（! " #）$

时间
（"）
#$%&

全血 ’()*& +*))"

,-
./01

（%%-2）

-/03
（%%)*·45 6）

血清 +*))" 7&89%

:.
（2·45 6）

;4<
（2·45 6）

:<=4
（!%)*·45 6）

:>
（%%)*·45 6）

/* 5
（%%)*·45 6）

/?1 @
（%%)*·45 6）

A21 @
（%%)*·45 6）

B C D3C E BD6!? 6! D3 E 6D!? F DB E 6 DC? 1B DB E 6 DF?+ G DH E 6 D3+ B DH E B D!+ B DG E BD3?+666 DH E 6GDH? 1 DB E B D6+ B DC E B D6+

6 C D36 E BDB6?+ 63 DF E BD1?+ G DC E B D3?+ 6H DH E 6 DIJ H D3 E 6 DB+ B DG E B D!+? B D! E B D6+ 6BF DC E 1DF? 1 D1 E B D6?+ B DH E B D6+

1 C D1I E BDB!+ 63 DG E 1 D6+ G D6 E BDH+ 13 DG E 1 D1? F DG E B DG? I DB E C DC B DI E BD6? F1 D! E 13 DC+ 1 DH E B DB? B DI E B DB?

3 C D1G E BDB6+ 6G DC E BD!?+ C D3 E B D6?+ 6F DF E ! D6+J G D3 E 6 D1+ B DC E B DG+ B DG E BD1?+FF DF E 63DH?+ 1 DBG E BD1+ B DC E B D6+

注：字母相同表示无差异，字母不同表示差异明显

K)#&7：7?%& *&##&87 %&?L L) "$MM&8&LJ&，)#(&8’$7&，7$2L$M$J?L# "$MM&8&LJ&

3 讨论

> D? 水温的快变与冷驯化对实验鱼的影响

水温的变化速率及持续的时间长短是决定鱼类能否

存活的重要因素。本研究 1 " 内从 6G N降至 ! N时，鱼体

立即出现了低温胁迫反应，但并未出现死亡。血液学指标

表明 ,- 变化最明显，,- 稳态的打破，必然引起其它相关

因子的变化（表 1）。例如，随温度的快速下降，->< 含量

随之下降，必然影响 01 和 /01 的运输及输出速率，但实验

结果却表明，.01并未受影响（未列出），->< 一直保持氧合

状态。.&88O 等［6B］认为，快速氧合的 ->< 会释放出大量的

波尔质子（<)(8 ,8)#)L7），促使 -/05
3 发生脱氢反应，所以

氧合的血液流经鱼鳃时，会提高 /01 的排出速率。/01 排

出率提高，./01随之下降，所以 ,- 上升。另外，,- 的变化

也会引起血液离子浓度发生一定的变化［66，61］。但水温的

快变并未引起蛋白或酶、脂类的变化，我们推测这可能是

由于水温的快变引起了鱼体内代谢反应的可逆性抑制，这

与 :89&%?L 等［F］的 观 点 是 一 致 的。温 度 驯 化（ #(&8%?*
?JJ*$%?#$)L）是指一个有机体通过调节自身的生理反应或

表现对环境温度的特定变化产生应答反应的过程，同时也

是锻炼表型可塑性的一个特例［63］。驯化应答的产生是一

个缓慢的过程。本研究通过对实验鱼（6B E 1）N和（! E 1）

N两个温程的冷驯化（! " 和 3 "），血液学和血清生化指标

表明，实验鱼从冷驯化第一天开始出现代谢性补偿，对（6B
E 1）N的温度变化产生适应性反应（表 3）；在（! E 1）N温

程的驯化中，冷驯化第二天的生理生化反应比较明显，而

第一天、第三天以及温控点 !N的变化都不明显（表 !），这

可能由于冷刺激在 1! P !F ( 内产生热效应，而出现能源代

谢物质的应急反应，如 :.、:> 和 ;4< 含量增加［6!］。但如

果这种胁迫继续存在，鱼体内的代谢反应可能持续被抑

制，体能被用来恢复已破坏的稳态，致使免疫力下降，最终

导致鱼体发病死亡，这 种 病 征 称 为 适 应 综 合 征（2&L&8?*
?"?,#?#$)L 7OL"8)%&，>;Q）［6］。

> D# 低温胁迫对实验鱼影响最大的是 ,-
通过温度胁迫实验发现，实验鱼的 ,- 对温度的变化

十分敏感。当水温从 6G N以 6 N·(5 6的速率降至 6B N
时，,- 为 CD!6，与对照组 CD6C 差异极显著（! R BD B6）。但

6B N与 ! N的 ,- 变化不明显（CD!6 和 CD3C）。另外，在两

个温程的冷驯化实验中，,- 有缓慢上升［（6B E 1）N］和下

降［（! E 1）N］的趋势（图 1）。:?O*)8 等［6H］认为，动物通过

对新环境的一段时期的驯化，普遍存在生化过程的温度补

偿策略。其中，,- 由于对内在的生理生化过程的温度变

化很敏感，并与温度呈负相关（ 5 BD B6G P BD B6I S·N 56），

所以，,- 是细胞间代谢的一个非常重要的调节因子。我

们的研究表明，水温大于 6B N时，杂交 T1 的 ,- 与温度的

负相关性成立，但水温小于 6B N时，则不存在这种关系。

这可能是由于低温导致 /01 的排泄率下降，体内的积累使

,- 稍微有所下降［6H］。

图 6 实验鱼在不同温度下的 ,-
T$2D6 ,- )M &U,&8$%&L#?* M$7( ?# "$MM&8&L# #&%,&8?#98&7

> D> 低温胁迫下实验鱼血清离子浓度的变化

低温胁迫也破坏了实验鱼血清离子的稳态。水温从

6G N快变至 ! N时，血清 K?@ 、/*5 和 /?1 @ 发生明显变化，

其中 K?@ 和 /?1 @ 含量明显下降（表 1）。>?L$% 等［6G］认为，

鱼类为了提高在低温环境下的生存能力，通常会采取降低

/?1 @ 的渗透性，以维护一些重要器官如心脏，大脑等的离

子稳态。本研究实验鱼可能通过阻止内质网中 /?1 @ 渗透

到血液中，以试图恢复已破环的离子稳态。而 ,- 的变化

必会引起 K?@ 浓度发生波动。<98#)L［66，61］曾报道，在特定
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的温度下，硬骨鱼类，两栖类和爬行类的正常 !" 与血浆

#$% 浓度呈负相关，并且认为它们在保持 !" & #$% 稳态的

作用机制也十分相似，这种稳态的存在是为了保证细胞表

面某些特定分子的正常功能。由于 !" 对细胞表面特定

位点的分子的离子化（主要指蛋白质分子）具有显著性的

影响，如果该分子位于细胞表面负电荷区域，必定会吸引

大量的 "% 来屏蔽这些负电荷。但事实上，’()*+, 认为，血

液中的 #$% 会代替部分 "% 进行屏蔽，这样血液中的 #$%

就会减少，过多的 "% 引起的 !" 偏酸性，则会通过加快

-./ 的排泄率来消除。另外，血液中的 -$/ % 、01/% 也存在

同样的作用机制。本研究虽未测血浆 #$% 浓度，但血清

#$% 浓度与 !" 同样存在负相关性（图 2）。

图 / 实验鱼在（34 5 /）6低温胁迫时 !" & #$% 关系

7819/ !" & #$% ):;$*8+,<=8! +>
:?!:)8@:,*$; >8<= $*（34 5 /）6

图 2 实验鱼在（A 5 /）6低温胁迫时 !" & #$% 关系

78192 !" & #$% ):;$*8+,<=8! +>
:?!:)8@:,*$; >8<= $*（A 5 /）6

! 9" 低温胁迫下实验鱼血液变化的生理过程

本研究实验数据表明，低温胁迫最先导致实验鱼 !"
的稳态发生了变化，而鱼体试图恢复这种稳态时，可能涉

及 2 个生理过程的变化［3B］。首先，血液中存在的多对复

杂的缓冲系统如 #$"-.2 & "/-.2、#$"C.A & #$"/C.A、#$ D
蛋白质 & " D 蛋白质，尤其是以 #$"-.2 & "/-.2 最为重要，

不仅含量多，而且缓冲能力强［E］。其次，低温下，鱼体内新

陈代谢速率下降，排泄率也会下降，-./ 的运输及排出率

随之下降，势必引起 C-./ 上升，!" 偏酸性。而血红蛋白

（"F’）的氧和程度以及碳酸肌酐酶的活性对 -./ 的运输

及排出有非常重要的影响［34，3G］。最后，低温下激活的离

子运输通道可以捕获或去除酸碱平衡物。如 #$% & "% 通

道，-;D & "-.D
2 通道［34，3H］。由此可见，这些生理过程的变

化对维持 !" 的稳态至关重要。

鱼类对低温的适应是由遗传因素决定的。生活在极

地高寒地区（如南极洲）的大多数鱼类通过抗冻蛋白基因

表达抗冻蛋白以避免血液结冰达到对低温的适应［3E］。而

罗非鱼和鲤等一些淡水鱼类对低温的适应是一个数量性

状，受微效多基因控制［/4，/3］，但也受到生物因素如年龄、

大小、性别、身体状况等和非生物因素如季节变化、水质

（硬度，酸碱度等）等的影响［//］。本研究通过控制生物因

素和非生物因素可能造成的影响，以保证实验鱼只受到低

温胁迫。结果，低温胁迫对实验鱼的血液和血清生化指标

影响很大，破坏了血液稳态，并使实验鱼产生胁迫反应。

数据分析表明受胁迫的实验鱼可能在（34 5 /）6冷驯化

第一天开始就进入稳态恢复阶段，而在（A 5 /）6冷驯化

第二天开始出现代谢补偿反应。这些数据为从遗传表达

角度寻找鲤鱼耐寒基因奠定了基础。
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