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摘要：【目的】查明溶解氧含量下降对褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)幼鱼能量代谢及氧化应激的影响。【方

法】测定褐牙鲆幼鱼在溶解氧由7．4 mg／L下降至0．9 mg／L过程中耗氧率、排氨率、氧氮比以及氧化应激指

标的变化。【结果】随着溶解氧含量(DO)降低，褐牙鲆幼鱼耗氧率呈“U”型变化，氧氮比呈倒“u”型变化，褐牙

鲆幼鱼肌肉中丙二醛(MDA)含量增加，尽管肌肉和肝脏中过氧化物歧化酶(SOD)酶活性有增强的趋势，但由

于体内产生过多的活性氧自由基，使得脂质过氧化反应增强，脂质过氧化物增多，机体仍表现出氧化损伤。

【结论】褐牙鲆幼鱼的能量代谢指标和部分氧化应激指标对溶解氧含量下降有明显反应，可作为判断溶解氧含

量是否对褐牙鲆产生胁迫及调控养殖水体溶解氧含量的依据。

关键词：溶解氧褐牙鲆能量代谢氧化应激

中图分类号：$917．4 文献标识码：A 文章编号：1002—7378(2015)01—0022—06

Abstract：[Objective]To investigate the effects of descending dissolved oxygen content on the

energy metabolism and oxidative stress in brown flounder，Paralichthys olivaceus．[Meth—

odslThe experiment determined the dynamics of oxygen consumption rate，ammonia—N ex—

cretion rate，atomic number ratio between oxygen consumption and ammonia—N excretion

(O：N)，and parameters of oxidative stress of i uvenile brown flounder in the water with the

dissolved oxygen content(DO)descending from 7．4 mg／L to 0．9 mg／L．[ResultslAs DO de—

scending。the oxygen consumption presented an“U”type fluctuation，an upside—down“U’’
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type fluctuation of O：N appeared，and the

malonaldehyde content(MDA)in the muscle in—

creased．It was found that the activity of SOD in
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spire of this，higher metabolism rate in low DO

water may produced superabundant active oxy—

gen radicals and thus enhanced appearance of lip—
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id peroxidation．As a result，lipid peroxidation may be accumulated and causes oxidative

damage．【Conclusion】Energy metabolism and partial oxidative stress parameters of juvenile

flounder were significantly affected by descending of dissolved oxygen content．So these pa—

rameters can be used as indexes for the appearance of low dissolved oxygen content stress

and control of the dissolved oxygen content in cultural water．

Key words：dissolved oxygen content，Paralichthys olivaceus，energy metabolism，oxidative

Stress

0 引言

【研究意义】鱼类是水体中重要的水生动物，依

靠从水体中获得的氧气进行各种生理活动。低溶解

氧水体易引起鱼类正常的呼吸和生理代谢发生紊

乱，导致鱼类摄食量下降、食物转化效率降低和生长

缓慢u~31；甚至影响鱼类的生态行为、形态学特征、

生理生化机制及生存策略[I”6i。在鱼类的能量代谢

研究中，鱼类的耗氧率和排氨率是反映鱼体内代谢

活动的重要标志，直接或问接反映它们的新陈代谢

规律、生理和生活状况，是衡量鱼类对溶解氧需求和

低氧耐受能力的一个重要参数[7“]。活性氧自由基

(ROS)主要在线粒体中产生，其产生与线粒体内的

氧化磷酸化速率直接相关，因此任何能够通过组织

供氧的改变而影响氧化磷酸化速率的因素都可能改

变ROS产量，进而改变动物的氧化应激态。在缺氧

胁迫和恢复过程中经历组织供氧和呼吸的急剧变

化，必然导致体内氧化应激。【前人研究进展】水环

境中的溶解氧含量会随着水温、盐度、涌流、表层水

体和深层水体的交换程度、富营养化、藻类光合作用

及生物体的呼吸代谢强度等的变动而有时空异质

性，使鱼类经常暴露在溶解氧含量季节性或昼夜性

变动的水体中[1⋯。已有研究表明，鱼类的代谢率会

随着水体溶解氧含量的下降而降低¨1’12I，例如，吴

垠等[1列研究发现，虹鳟(Oncorhynchus mykiss)幼

鱼在7．05 mg／t．的低溶氧条件下饲养30 d后，其耗

氧率和排氨率比在8．82 mg／L、11．84 mg／L和

15．80 mg／L溶氧条件下有明显下降。氧氮比是衡

量动物呼吸底物的重要参数，反映蛋白质作为代谢

底物供能占总供能的比例，比值较大时，表明动物消

耗的能量多数由脂肪和糖类提供，由蛋白质提供的

部分较少。因此，通过氧氮比能够估计动物代谢中

能源物质的组成[14~16]。水中溶解氧的变化会造成

鱼类代谢率的改变，从而引起体内活性氧生成速率

的变化，使鱼体内氧化一抗氧化体系失衡或重新调

整。低浓度氧能够诱导鱼类启动厌氧途径代替需氧

途径，促使一些代谢产物的增加，抑制抗氧化酶类的

活性[1
7。1

8|。当活性氧产生增多或清除能力减弱时，

它会攻击蛋白、脂肪和核酸等的细胞结构和组织，可

能导致机体的损伤[1“20]。【本研究切入点】通过测

定耗氧率和排氨率与溶解氧含量的相互关系及其变

化规律，可以了解鱼类的代谢水平、生理状况、能量

需求水平以及维持最低代谢水平的溶解氧含量，为

鱼类养殖水体环境条件的改善、养殖水体水质调控

和鱼类运输等奠定理论基础[21’22]。依据氧化应激

指标的变化，可以了解溶解氧含量对鱼类的影响，对

于如何提供更加适宜的水域生态环境意义重大，同

时也可为水产集约化健康养殖技术提供科学的参考

依据。【拟解决的关键问题】以褐牙鲆

(Paralichthys olivaceus)幼鱼为研究对象，对其在

溶解氧含量下降过程中的能量代谢和氧化应激反应

进行研究，以期为深入探讨鱼类适应溶解氧变动环

境的机制提供资料，并为判断褐牙鲆是否受到低氧

胁迫及调控养殖水体溶解氧含量提供依据。

1材料与方法

1．1 材料

褐牙鲆选取平均体重为60 g左右的幼鱼；乳酸

(LD)、过氧化物歧化酶(SOD)活力、总抗氧化能力

(T—AOC)、抗超氧阴离子活力(ARSO)、还原型谷

胱甘肽与氧化型谷胱甘肽比值(GSH／GSSG)、丙二

醛(MDA)含量测定试剂盒均购自南京建成生物工

程研究所。

1．2 方法

1．2．1代谢测定

将ll尾褐牙鲆幼鱼放人体积为20 L左右的广

口玻璃瓶中，以不放鱼的空白瓶作为对照，置于

20℃的水浴中，充人空气使水体溶解氧含量保持接

近饱和，适应2 h后，停止充气，取样测定水体溶解

氧和氨氮含量，用塑料膜封口。然后每隔2 h取样

测定水体溶解氧与氨氮含量，直至褐牙鲆窒息。
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1．2．2氧化应激样品收集

将80尾褐牙鲆幼鱼按1尾：20 L水体的密度

放入水温为20℃水族箱中，充入空气使水体溶解氧

含量保持接近饱和，适应2 h后，停止充气，用YSI

D0200型溶氧仪监测溶解氧的下降，分别在溶解氧

含量为7．5 mg／L、6．0 mg／L、4．5 mg／L、3．0

mg／L、1．5 mg／L、0．5 mg／L时取10尾鱼用MS一

222麻醉后取样。

1．2．3 样品收集与测定

水体溶解氧和氨氮含量分别用碘量法和次溴酸

钠氧化法测定。

肝脏和肌肉样品处理：取鳃0．2 g左右，肝脏和

肌肉0．5 g左右，按1：9比例加入0．09％生理盐

水，在冰水浴中用IKA匀浆机匀浆10 rain，然后在

0℃下10000 r／rain离心10 rain，取上清液放入

一30。C冰箱保存待用。

使用试剂盒测定肌肉、肝脏样品中LD、SOD活

力、T—AOC、ARSO、GSH／GSSG、MDA的含量。

1．2．4数据计算

所有指标按需要分不同时间段进行计算。

耗氧率(mg·g_1·h。)一(A。一A 2)×V／

(B×t)；

jj}氨率(mg·g 1·h 1)一(A。一A。)×V／

(B×t)：

氧氮比一(耗氧率÷16)／(排氨率÷14)。

其中A，、A。、A。和A。分别为初始溶解氧(mg／

L)、结束溶解氧(mg／L)、结束氨氮含量(rag／L)和

初始氨氮含量(mg／L)，V为呼吸瓶中水的体积

表1 溶解氧含量下降过程中褐牙鲆的能量代谢

(L)，B为实验鱼的体重(g)，t为呼吸时间(h)。

1．2．5数据的统计分析

采用SPSSll．0对实验数据(<30％或>70％

的百分比数据先进行反正弦转换)进行单因子方差

分析，并对不同处理间的数据进行DUNCAN多重

比较，以P d0．05作为差异显著的标准。

2 实验结果

2．1能量代谢

由表1可知，溶解氧含量下降的过程中褐牙鲆

的能量代谢有两个阶段的变化趋势。当DO≥4．6

mg／L时，随着溶解氧含量的下降，褐牙鲆幼鱼的耗

氧率逐渐提高，排氨率逐渐下降，氧氮比(O：N)上

升；当D()<4．6 mg／I。时，随着溶解氧含量的降低，

褐牙鲆幼鱼的耗氧率及排氨率均降低，氧氮比也降

低。但是当D()一0．9 mg／L时，水中的溶解氧含量

太低，而耗氧率却提高了，其排氨率也有所降低，氧

氮比提高。整体而言，随着溶解氧含量降低，褐牙鲆

幼鱼耗氧率呈“U”型变化，氧氮比呈倒“U”型变化。

2．2 氧化应激

从表2可以看出，溶解氧含量下降过程中，肌肉

中的乳酸含量先升高后降低，肝脏中的乳酸含量则

无显著差异。随着溶解氧含量的下降，肌肉和肝脏

的中总SOD活力值有增大的趋势，且在最低溶解氧

含量DO嘶下肌肉中丙二醛含量显著大于其它处理

组。实验中其它指标在各处理组中没有显著差异或

没有明显的变化趋势。

Table 1 Energy metabolism of juvenile Paralichthys olivaceus in the decreased content of dissolved oxygen

注：同一列不同字母七标的处理相互之间差异显著。

Notes：Values with different superscript in the same rOW are significantly different from each other
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表2溶解氧含量下降过程中褐牙鲆的氧化应激

Table 2 Oxidative stress of juvenile Paralichthys olivaceus in the decreased content of dissolved oxygen

注：同一列不同字母上标的处理相互之间差异显著。

Notes：Values with different superscript in the same row are significantly different from each other

3 讨论

3．1 溶解氧水平对褐牙鲆幼鱼能量代谢的影响

褐牙鲆幼鱼的耗氧量随着溶解氧含量的下降呈

“U”型变化，在溶解氧含量低于1．8 mg／L后有一

个转折，而梁友光等对大眼鳜(Siniperca kneri)幼

鱼的耗氧量进行测定，认为在密闭呼吸室中，大眼鳜

幼鱼耗氧率有随溶解氧水平降低总体呈减小趋

势[2⋯，两者耗氧率对溶解氧的不一致反应可能是由

于溶解氧降低到较低水平时，褐牙鲆幼鱼逃避低溶

解氧的行为剧烈，并且与虹鳟幼鱼和暗纹东方纯

(Takifugu obscurus)幼鱼类似，提高呼吸频

率[24卫⋯，从而导致活动代谢的急剧增加，进而导致

代谢率的提高。水生动物使用碳水化合物作为能量

代谢底物时，可以获得最高的氧卡系数[26I，因此在

缺氧时会动员体内的糖原作为能量代谢底物以获得

足够的能量。当溶解氧降低至4．6 mg／I．时，褐牙

鲆的氧氮比有显著的提高，表明褐牙鲆幼鱼的能量

代谢底物组成有较大的变化，这一阶段中碳水化合

物占能量代谢底物的比例显著提高，这一现象与其

他水生动物对低溶解氧的反应类似。但较高的氧氮

比持续时间较短，可能是由于褐牙鲆幼鱼体内肌糖

原和肝糖原贮存量较少，经短期的代谢调整已经消

耗掉绝大部分。因此，尽管褐牙鲆能够在一定范围

内调节代谢底物满足能量需求，但长期缺氧时，耗氧

率很低，提供的能量较少，从而导致摄食活动和各种

生理机能的抑制，并可能导致长期的生长抑制。

3．2 溶解氧水平对褐牙鲆幼鱼氧化应激的影响

随着溶解氧含量的下降，褐牙鲆幼鱼肌肉中的

乳酸含量呈先升高后降低的趋势，乳酸含量的增加

表明幼鱼正逐渐启动无氧呼吸，导致酵解终产物乳

酸的积累。但随着低氧暴露时问的延长，肌乳酸可

能通过合成肌糖原或葡萄糖为鱼类提供能量[2⋯，这

对于鱼类的生存策略具有重要的作用。

自由基对生物体既有益又有害，体内积累过多

的自由基，会攻击各种生物膜上所含有的大量不饱

和脂肪酸，诱发脂质过氧化反应(LPO)，破坏膜的

正常结构，进而损伤细胞，同时其产生的大量脂质过

氧化产物，如MDA能通过生物膜中多不饱和脂肪

酸的过氧化以及脂质过氧化物的分解产物引起细胞

损伤心⋯。因此，MDA是细胞发生脂质过氧化反应

的代表性产物，其含量大小指示了脂质过氧化的速

率和强度。溶解氧是影响鱼类生理活动的重要环境

因子，同时也可对鱼类的抗氧化体系产生重大影响。

实验结果显示，在溶解氧含量下降过程中，褐牙鲆幼

鱼肌肉中MDA含量增加，表明低氧胁迫使褐牙鲆
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幼鱼处于氧化应激态，体内产生过多的活性氧自由

基，使得脂质过氧化反应增强，脂质过氧化物增多，

对机会造成损伤，这与Wilhelm Filho[28]对细长兔

脂鲤(Leporinus elongatus)的研究结果相似。

Demple[2们研究指出，机体在慢性应激条件下，可以

提高抗氧化酶类的活性来减少氧化损伤。实验表

明，随着溶解氧含量的下降，褐牙鲆幼鱼肌肉和肝脏

中SOD酶活性有增大的趋势，但长期的缺氧导致氧

自由基的大量积累，SOD等抗氧化酶类不能将其全

部清除，因此机体仍表现出氧化损伤。

由于肝脏是鱼类最主要的应激器官，因此肝脏

氧化应激指标SOD的变动可反映鱼体的氧化应激

状态。本实验中，SOD活力在溶解氧含量下降到

6．0 mg／L后即显著增加，表明褐牙鲆幼鱼已经处

于胁迫状态。

4 结论

能量代谢指标(耗氧率、排氨率、氧氮比)和肝脏

主要氧化应激指标SOD活力都会随溶解氧含量下

降而产生明显变动，实验结果表明，两类指标在溶解

氧从近饱和(>7 mg／L)下降至6 mg／L时均开始发

生变化，因此褐牙鲆幼鱼在溶解氧下降至6 mg／L

时已经处于应激状态，养殖水体的溶解氧含量应控

制在6 mg／L以上。
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