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摘要: 为研究池塘跑道式循环水高密度应激对团头鲂肠道、肌肉及脑组织中 Nrf2-Keap1 信号通路的影响, 以体重

为(2.33±0.13) g 的团头鲂幼鱼为实验对象, 分别在高低两种密度(低密度组, 平均 534 尾/m3; 高密度组, 平均 1073
尾/m3)下饲养, 养殖周期为 90 d。结果表明: 与低密度组相比, 30 d 时, 高密度组肌肉中 Keap1、Bach1, 脑中 Bach1

和肠道中 Cu-Zn SOD 的 mRNA 表达水平显著升高(P<0.05), 肠道中 NOX2、Nrf2、Keap1, 脑中 NOX2 以及肌肉中

NOX2、Nrf2、Cu-Zn SOD、CAT 的 mRNA 水平显著降低(P<0.05); 60 d 时, 与低密度组相比, 高密度组肠道中 NOX、

Nrf2、Cu-Zn SOD、CAT, 肌肉中 NOX2、Cu-Zn SOD 及脑中 NOX2、Nrf2、Keap1、Bach1、Cu-Zn SOD、CAT mRNA
的表达水平显著升高(P<0.05), 而肠道中 Bach1 mRNA的表达水平显著降低(P<0.05); 90 d 时, 高密度组肠道中 Nrf2, 
肌肉中 NOX2、Nrf2、Bach1、Cu-Zn SOD、CAT 及脑中 Nrf2、Keap1、Cu-Zn SOD 的 mRNA 水平显著升高(P<0.05), 
而肠道中 Keap1、Bach1、Cu-Zn SOD mRNA 的表达水平显著降低(P<0.05)。由此可见, 池塘工业化循环水高密度

养殖 60 d 可通过提高肌肉和脑中 NOX2 mRNA 表达量激活 Nrf2-Keap1 抗氧化信号通路, 并诱导 Nrf2 下游抗氧化

酶(SOD、CAT)基因表达, 以保护组织氧化应激损伤。而高密度养殖 90 d 会降低 Cu-Zn SOD mRNA 表达量, 导致

肠道氧化应激损伤, 影响鱼体的生长。 

关键词: 池塘跑道式循环水系统; Nrf2 信号通路; 抗氧化; 团头鲂 
中图分类号: S965; S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2019)02023210 

池塘工业化跑道式循环水养殖系统(in-pond 
raceway aquaculture systems, IRAS)是一种新型的

水产养殖系统[1-3]。该系统利用占池塘面积 2%~ 
5%的水面建设具有气提推水增氧、集污设备的系

列水槽作为养殖区, 其余 95%~98%的水面作为净

化区, 实现养殖周期内养殖用水的循环利用[4-6]。

作为一种新型的养殖模式, 高密度是该养殖系统

的重要特点。高密度可引起个体间拥挤胁迫, 影
响鱼类生理功能, 降低鱼体对饲料的消化和吸收, 

并且, 高密度会造成大量氮、磷等养殖废弃物排

放, 影响鱼类的生长[7-9]。因此, 团头鲂(Megalobr-
ama amblycephala)等淡水养殖鱼类在池塘跑道式

循环水养殖系统中的适宜养殖密度还有待探索。 
Nrf2/ARE 信号通路是大多数生物体抗氧化

应激反应的重要应答机制之一[10]。在正常环境条

件下 , 细胞质内核转录因子 NF-E2 相关因子-2 
(NF-E2-related factor 2, Nrf2)与负调控因子 Kelch
样环氧氯丙烷相关蛋白-1 (Kelch-like epichloro-
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hydrin-associated protein1, Keap1)相结合。当机体

受到氧化应激时, Nrf2 被激活, 启动多种抗氧化

酶消除体内过多的氧自由基, 使细胞内氧化―抗

氧化系统处于平衡状态 [11-14]。在对鲤 (Cyprinus 
carpio)的研究中发现, 拥挤胁迫后, 血液皮质醇、

葡萄糖、溶菌酶和肝丙二醛含量升高, 肝过氧化

氢酶和超氧化物歧化酶活性显著降低[15]。拥挤胁

迫会提高虹鳟(Oncorhynchus mykiss)鳃和肾糖原

磷酸化酶基因(PYGM)的表达 , 上调缺氧诱导因

子-1α (HIF1α)信号通路[16]。 
团头鲂是中国大宗淡水鱼类之一, 因其肉质

细嫩、味美, 深受消费者欢迎[17]。但团头鲂在养

殖中极易受到外界因素影响而产生应激反应, 如
应激性出血、体表黏液减少、摄食量下降等[18]。

有关池塘工业化跑道式循环水养殖系统下高密度

胁迫对团头鲂的影响未见报道。鉴于此, 本文主

要探讨了池塘工业化跑道式循环水养殖系统下高

密度应激对团头鲂生长性能、肠道、肌肉、脑等

组织 Nrf2-Keap1 信号通路表达的影响, 了解高密

度应激激活抗氧化防御机制, 为团头鲂幼鱼的科学

放养提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 
实验地点为盐城正荣生态渔业有限公司, 实

验团头鲂幼鱼为江苏省盐城市建湖县渔场同一批

孵化鱼苗, 用含 32%蛋白质和 6%粗脂肪的商品

膨化饲料(直径 1.0 mm, 大丰通威饲料有限公司)
驯化 2 周。驯化结束后, 选择健康无损伤的团头

鲂幼鱼 390000 尾, 体重(2.33±0.15) g, 随机分配

到 6 个规格相同的水槽(22 m×5 m×2.5 m), 低密

度组(LD)与高密度组(HD)每组 3个重复, 其中 LD
组每个水槽饲养 130000 尾(平均 537 尾/m3), HD
组每个水槽饲养 260000 尾(平均 1073 尾/m3)。 
1.2  池塘跑道式循环水槽 

该池塘工业化循环水养殖系统建设在江苏省

盐城市建湖县, 池塘面积为 400 亩, 养殖区由 50
个长、宽、高分别为 22 m、5 m、2.5 m 的长方体

水泥槽相连组成, 水槽内平均水深为 2.2 m, 该系

统采用循环水养殖原理, 包括集污区、植物净化

区和滤食性鱼类养殖区。采用气提推水的方法推

进水体流动, 确保各养殖水槽内溶氧充足。粪便

由污水处理设施集中处理。具体见图 1。 
 

 
 

图 1  池塘工业化生态养殖系统流水槽结构示意图 
Fig. 1  IRAS structure sketch map 

 
1.3  饲养管理 

饲料采用商品膨化颗粒饲料(直径 1.0~2.0 mm, 
盐城大丰通威饲料), 含粗蛋白 32%, 粗脂肪 6%。

以鱼体重的 2.0%~4.0%投喂。每日投喂 3 次(7:00、
12:00、17:00), 尽量饱食投喂。每周调整投喂量

以适应鱼体重变化。每天记录饲料消耗量和死鱼

的数量和重量, 并进行吸污处理。日夜连续充气

增氧, 采用自动水质监测器(中国烟台东润有限公

司)监测亚硝酸盐、氨氮、溶解氧、温度等指标, 水
流速度由多普勒剖面流速仪(Nortek, 挪威)测定。

在实验期间各水槽平均水流速度为 0.08~0.1 m/s, 
温度保持在 26~31℃, pH 为 7.4~7.8, 溶解氧≥

5 mg/L, 氨氮<0.1 mg/L。正式养殖 90 d 后, 量取

鱼体长、体重并采样等。 
1.4  样品采集 

分别在养殖 30 d、60 d 和 90 d 后采集样品, 高
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密度组与低密度组每组随机选取 9 尾体重(3 尾/
槽)相近的鱼进行采样。鱼体用浓度为 100 mg/L
的 MS-222 做快速深度麻醉, 剖开腹部, 剥离出内

脏和肝胰脏, 随后取肠道、脑、背部肌肉(去鳞), 
并用液氮速冻后于80℃保存 , 用于分子生物学

测定。 
1.5  抗氧化应激相关基因表达的测定 

根据 Zhao 等[19]方法, 按照 TaKaRa 公司的

RNAiso Plus 试剂盒说明书提取肝脏总 RNA, 通
过电泳检测 RNA 的完整性, 一般 OD260/280为 1.8~ 
2.0。并以 DNAase I 处理过的 RNA 以及 RT 液为

模板, 确定处理过的样品 RNA 无 DNA 污染。最

后, 采用 TaKaRa Prime Script®RT reageat Kit 反转

录试剂盒合成 cDNA, 并置于20℃保存待用。应

用 PrimerPremier 5.0 设计引物, 根据实验室获得

的团头鲂转录组数据及其相关基因的全长序列设

计特异性引物[20], 所有引物均由上海捷瑞生物工程

有限公司合成, 扩增片段长度为 100~150 bp (表 1)。 
 

表 1  实时定量 PCR 引物 
Tab. 1  Gene-specific real-time quantitative PCR primers 

基因 

gene 

引物序列(53) 

primer sequence 

片段长

度/bp
fragment 

length

β-actin (F) TCTGCTATGTGGCTCTTGACTTCG 132 

 (R) CCTCTGGGCACCTGAACCTCT  

Cu-Zn SOD (F) AGTTGCCATGTGCACTTTTCT 137 

 (R) AGGTGCTAGTCGAGTGTTAGG  

CAT (F) ACCGAGGTGCTGAACGAAGC 126 

 (R) GAACGGCCATCAGGTTTTGC  

NOX2 (F) TCACTGGATGGGACCAGAGT 122 

 (R) CCAGTTCGGTCGGCCATAAT  

Nrf2 (F) CTTTGATGGATGCCTTCGGC 150 

 (R) TCTGGGTAACGGGTGAATGC  

Keap1 (F) TGAGGAGATCGGCTGCACTG 104 

 (R) TGGCAATGGGACAAGCTGAA  

Bach1 (F) TTACAGCAGCGAAGTGAGCA 127 

 (R) CGGGCTGCAATACGGTTTTT  

 
Nrf2、 Keap1、 Bach1、 NADPH 氧化酶 2 

(NOX2)、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)
和 β-actin 相 对 量 采 用 SYBR PrimeScriptTM 

RT-PCR Kit (TaKaRa 公司)使用说明, 进行 RT 反

应, 然后采用 SYBR GreenⅠ嵌合荧光法进行实

时定量 PCR 扩增反应, 荧光定量 PCR 反应条件为: 
95℃ 10 s; 然后 44 个循环: 95℃ 5 s, 60℃ 15 s,   
72℃  10 s, 80℃  1 s; 读板记录荧光量 , 72℃ 
3 min; 熔解的反应条件为 65℃到 92℃, 每升高

0.2℃保持 1 s 读板记录荧光量。以 β-actin 为内参, 
对得到的各样品 Ct 值进行均一化处理, 以低密度

组各基因的 mRNA 水平为基准, 应用 2Ct 法确

定高密度组相对应 mRNA 的相对表达量。 
1.6  数据统计与分析 

实验数据用 SPSS 19.0 统计软件进行分析, 
同一时间点高与低密度组之间采用独立样本 t 检

验进行检验, 同一密度组不同时间点采用单因素

方差分析(one-way ANOVA)进行检验, 不同的小

写字母表示各组之间差异显著(P<0.05)。实验结果

以平均值±标准误( x ±SE)表示。此外, 用 R 语言

绘制 heatmap 热图来展示各组织中六种主要基因

表达情况。 

2  结果与分析 

2.1  高密度胁迫对团头鲂肠道抗氧化酶基因及

Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
由图 2 可知, 与 LD 组相比, 30 d 时, HD 组团

头鲂肠道 NOX2、Nrf2、Keap1、Bach1 及 CAT 基

因的表达水平显著降低(P<0.05), Cu-Zn SOD 基因

的表达水平显著升高(P<0.05); 60 d 时, HD 组团头

鲂肠道 NOX2、Nrf2、Cu-Zn SOD 及 CAT 基因的

表达水平显著升高(P<0.05), Keap1、Bach1 基因的

表达水平显著降低(P<0.05); 90 d 时, Nrf2 基因的

表达水平显著升高, Keap1、Bach1 及 Cu-Zn SOD
基因的表达水平显著下调(P<0.05)。 

在 LD 组中, 肠道 Nrf2 及 CAT 基因表达水平

在 60 d 时比 30 d、90 d 时显著降低(P<0.05)。肠

道 Keap1、Bach1 呈上升趋势, 并在 90 d 达到最

高, 其值显著高于 30 d、60 d (P<0.05)。 
在 HD 组中, 肠道 NOX2 和 Cu-Zn SOD 呈先

上升后下降趋势, 60 d 时达到最高, 并显著高于

30 d、90 d 两个时间点(P<0.05)。HD 组肠道 Nrf2、 
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图 2  不同养殖密度对团头鲂肠道 Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
LD: 低密度; HD: 高密度; *表示同一时间点高密度与低密度之间差异显著(P<0.05);  

柱状图上方不同的小写字母表示同一组在不同时间点差异显著(P<0.05). 
Fig. 2  Effects of stocking density on Nrf2-Keap1 signaling pathway in the intestine of blunt  

snout bream Megalobrama amblycephala in IRAS 
LD, low density; HD, high density; * indicates significant difference between HD and LD group at the same time point (P<0.05);  

different small letters mean significant differences in the same group with different time points (P<0.05). 
  

Keap1、Bach1 及 CAT 基因表达在 30 d、60 d、90 d
中呈上升趋势, 其中肠道 Nrf2、Keap1、CAT 基因

表达水平在 30 d 时比 60 d、90 d 时显著降低

(P<0.05); Bach1 基因表达水平在 90 d 时比 30 d、
60 d 时显著升高(P<0.05)。 
2.2  高密度胁迫对团头鲂肌肉抗氧化酶基因及

Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
由图 3 可知, 与对照组相比, 30 d 时, HD 组团

头鲂肌肉 Keap1、Bach1 基因表达水平显著升高, 
NOX2、Nrf2、Cu-Zn SOD 及 CAT 基因表达水平显

著降低 (P<0.05); 60 d 时 , HD 组团头鲂肌肉

NOX2、Cu-Zn SOD 基因表达水平显著升高(P< 
0.05), 其他基因表达没有显著影响; 90 d 时, HD
组团头鲂肌肉 NOX2、Nrf2、Bach1、Cu-Zn SOD
及 CAT 基因表达水平显著升高(P<0.05)。 

在 LD 组中, 肌肉 Nrf2 基因表达水平呈现下

降趋势, 在 90 d 时比 30 d、60 d 时显著降低

(P<0.05), 肌肉 Bach1、CAT 基因表达水平呈现相

反趋势, 在 60 d、90 d 时比 30 d 时显著增加

(P<0.05)。肌肉 Keap1 基因表达水平在 60 d 时比

30 d、90 d 时显著增加(P<0.05)。肌肉 NOX2、Cu-Zn 
SOD 在 LD 组不同时间点没有显著影响。 

在 HD 组中, 肌肉 NOX2、Bach1、Cu-Zn SOD
及 CAT 基因表达呈上升趋势, 其中肌肉 NOX2、
Cu-Zn SOD、CAT 基因表达水平在 30 d 时比 60 d、
90 d 时显著降低(P<0.05), 肌肉 Bach1 基因表达水

平在 90 d 时比 30 d、60 d 时显著增加(P<0.05)。
肌肉 Keap1 基因表达呈降低趋势 , 其中肌肉

Keap1 基因表达水平在 90 d 时比 30 d、60 d 时显

著降低(P<0.05)。肌肉 Nrf2 在 HD 组不同时间点

没有显著影响。 
2.3  高密度胁迫对团头鲂脑抗氧化酶基因及

Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
由图 4 可知, 与 LD 组相比, 30 d 时, HD 组团

头鲂脑 NOX2 基因表达水平显著降低(P<0.05), 
Bach1 基因表达水平显著升高(P<0.05), Nrf2、
Keap1、Cu-Zn SOD、CAT 没有显著影响; 60 d 时, 
HD 组团头鲂脑 NOX2、Nrf2、Keap1、Bach1、Cu-Zn 
SOD 及 CAT 基因表达水平显著升高(P<0.05); 90 d
时, HD 组团头鲂脑 Nrf2、Keap1 及 Cu-Zn SOD 基 
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图 3  不同养殖密度对团头鲂肌肉 Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
LD: 低密度; HD: 高密度; *表示同一时间点高密度与低密度之间差异显著(P<0.05);  

柱状图上方不同的小写字母表示同一组在不同时间点差异显著. 
Fig. 3  Effects of stocking density on Nrf2-Keap1 signaling pathway in the muscle of blunt  

snout bream Megalobrama amblycephala in IRAS 
LD, low density; HD, high density; * indicates significant difference between HD and LD group at the same time point (P<0.05);  

different small letters mean significant differences in the same group with different time points (P<0.05). 
 

 
 

图 4  不同养殖密度对团头鲂脑 Nrf2-Keap1 信号通路相关基因的影响 
LD: 低密度; HD: 高密度; *表示同一时间点高密度与低密度之间差异显著(P<0.05);  

柱状图上方不同的小写字母表示同一组在不同时间点差异显著. 
Fig. 4  Effects of stocking density on Nrf2-Keap1 signaling pathway in the brain of blunt  

snout bream Megalobrama amblycephala in IRAS 
LD, low density; HD, high density; * indicates significant difference between HD and LD group at the same time point (P<0.05);  

different small letters mean significant differences in the same group with different time points (P<0.05). 
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因表达水平显著升高(P<0.05), 而对脑 NOX2、
Bach1、CAT 没有显著影响。 

在 LD 组中, 脑 Cu-Zn SOD 基因表达水平在

60 d 时比 30 d、90 d 时显著增加(P<0.05), 脑 CAT
基因表达水平在 90 d 时比 30 d、60 d 时显著增加

(P<0.05)。脑 NOX2、Nrf2、Keap1、Bach1 等在

LD 组不同时间点没有显著影响。 
在 HD 组中, 脑 NOX2 和 Bach1 呈先上升后

下降趋势, 60 d 时达到最高, 并显著高于 30 d、
90 d 两个时间点(P<0.05)。脑 Nrf2、Keap1、Cu-Zn 
SOD 及 CAT 基因表达呈现增加趋势, 在 60 d、90 d
时显著高于 30 d 时(P<0.05)。 
2.4  高密度胁迫对团头鲂肠道、肌肉、脑相关基

因热图的影响 
如图 5 所示, 通过热图展现了团头鲂肠道、

肌肉、脑三种组织在三个时间点不同养殖密度条

件下 Nrf2-Keap1 信号通路相关 NOX2、Nrf2、
Keap1、Bach1、Cu-Zn SOD 及 CAT 等 6 种关键基

因表达的情况。如图 5A 所示, 肠道中出现两个聚

类组: HD 90 和 LD 90 聚在一起, 并与 HD 60 聚为

一类; LD 30 和 LD 60 聚在一起, 并与 HD 30 聚为

一类, 这表明养殖高密度组 60 d、90 d 及低密度

组 90 d 上调了肠道 NOX2、Nrf2、Cu-Zn SOD、

Keap1、Bach1 等基因 mRNA 的表达水平(P<0.05)。
如图 5B 所示, 肌肉中也出现两个聚类组: LD 90
和 HD 90 聚在一起, 并与 HD 60 聚为一类; LD 30
和 LD 60 聚在一起, 并与 HD 30 聚为一类, 这表

明高密度组 60 d、90 d 及低密度组 90 d 显著上调

了肌肉 NOX2、Bach1、Cu-Zn SOD 及 CAT mRNA
的表达水平(P<0.05)。如图 5C 所示, 脑在所有处

理组中也出现两个聚类组: HD 60 和 HD 90 聚为

一类; LD 30 和 HD 30 聚在一起, 并与 LD 60 聚类, 
之后与 LD 90 聚为一类, 这表明高密度组 60 d 及

90 d 显著上调了脑 NOX2、Nrf2、Keap1、Bach1、
Cu-Zn SOD 及 CAT 基因的表达水平(P<0.05)。 
2.5  高密度胁迫对团头鲂肠道、肌肉、脑 Nrf2- 
Keap1 信号通路的影响 

为了进一步探索高密度胁迫可能影响的团头

鲂肠道、肌肉、脑 Nrf2-Keap1 信号通路及基因, 相
关的调控网络见图 6。结果表明了高密度氧化应 

 
 

图 5  不同密度对团头鲂肠道(A), 肌肉(B),  
脑(C)组织中 CAT、Nrf2、NOX2、SOD、Keap1 

和 Bach1 基因表达热图的影响 
低密度 30 d (LD 30 d); 低密度 60 d (LD 60 d); 低密度 90 d 
(LD 90 d); 高密度 30 d (HD 30 d); 高密度 60 d (HD 60 d); 高
密度 90 d (HD 90 d); 颜色代表基因表达情况, 颜色越红代表基

因表达量高 , 越绿代表基因表达量低 ; 图上方和左侧系统 
树图表示基因聚类情况. 

Fig. 5  The heatmap of different key gene expression (CAT, 
Nrf2, NOX2, SOD, Keap1 and Bach1) with the different stock-
ing density for blunt snout bream Megalobrama amblycephala 
30 days of LD group (LD 30 d); 60 days of LD group (LD 60 d); 
90 days of LD group (LD 90 d); 30 days of HD group (HD 30 d); 
60 days of HD group (HD 60 d); 90 days of HD group (HD 
90 d); colors indicate the levels of different gene expression; 
the redder colors mean the higher gene expression levels, and 
the greener colors mean the lower gene expression levels; the 
dendrogram for strain clustering is shown on the up and left  

sides of the heatmap. 
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图 6  池塘工业化跑道式循环水槽高密度应激对团头鲂 Nrf2-Keap1 抗氧化应激调节通路图 
A. 红色箭头代表 30 d, 绿色箭头代表 60 d, 紫色箭头代表 90 d; B. 箭头向上表示上调, 箭头向下表示下调. 

Fig. 6  Different regulation of antioxidant defenses of Nrf2-Keap1 on Megalobrama amblycephala  
exposed to high density under the pond raceway aquaculture system 

A. the red, green, purple arrow mean the result of day 30, 60, 90 stocking density, respectively; B. the upward arrow is  
representative of gene expression activation and the downward arrow means the inhibition of gene expression. 

 
激过程 Nrf2-Keap1 和抗氧化酶基因表达水平呈现

正相关性。高密度应激 60 d 可增加肌肉、脑 NOX2, 
激活 Nrf2-Keap1 抗氧化信号通路, 诱导 Nrf2 下游

抗氧化酶(Cu-Zn SOD、CAT)基因表达, 以保护肌

肉、脑氧化应激损伤。但是高密度应激 90 d 会降

低肠道 Cu-Zn SOD mRNA 表达量, 可能导致肠道

氧化应激损伤。  

3  讨论 

高密度胁迫可直接或间接促进生物体内活性

氧(reactive oxygen species, ROS)生成, 而 ROS 可

与组织的细胞膜、蛋白质及核酸分子发生氧化还

原反应, 发挥杀菌作用, 参与宿主细胞的免疫。在

这过程中细胞质中的 NADPH 氧化酶(NOX)会转

移到细胞膜, 与膜上的 NADPH 结合产生超氧阴

离子(O2–), 最后转换成 ROS[21-22]。然而, 过量的

ROS 会引发细胞的氧化损伤, 阻碍生物体的生长

和发育[23]。本研究中, 在养殖 30 d 时, HD 组显著

降低了肠道、肌肉、脑中的 NOX2, 说明此时

NOX2 未被激活。但是与 LD 组相比, HD 组肠道、

肌肉、脑组织中在 60 d 以及肌肉中 90 d 时 NOX2 
mRNA 表达量均显著升高 , 这表明长时间 (60~ 
90 d)高密应激可激活 NADPH 氧化酶。 

当细胞内产生大量的 ROS 时, Nrf2 转录因子

被激活, 与 Keap1 分离进入到细胞核内[24], 然后

通过与细胞核内抗氧化反应元件(ARE)结合后激

活启动多种抗氧化酶及 II 相解毒酶, 如超氧化物

歧化酶(Cu-Zn SOD)、过氧化氢酶(CAT), 从而消

除过多的 ROS, 使细胞内氧化-抗氧化系统处于

平衡状态。在本研究中 , 与对照组相比 , Nrf2 
mRNA 表达量在肠道组织中 60 d 和 90 d、肌肉组

织中 90 d、脑组织中 60 d 及 90 d 均显著升高。在

大黄鱼(Larimichthys crocea)的汞诱导氧化应激实

验中, 过量的汞可诱导大黄鱼肝脏组织中 Nrf2 表

达量升高[25]。养殖水环境中添加不同浓度的双氯

芬酸也可以激活食蚊鱼(Gambusia affinis)抗氧化

防御系统, 促进 Nrf2 基因的表达[13]。同时本研究

也表明 HD 组肠道 Keap1 基因表达量在 90 d 显著

降低, 肠道组织中 60 d、肌肉组织中 60 d、90 d
均没有显著变化, 但是 HD 组显著增加了脑组织

中 Keap1 基因在 60 d、90 d 的表达量。因此不同

组织其 Keap1 的表达量不一致, 并且 Keap1 在细

胞质还是细胞核中表达有待进一步研究。 
Nrf2的激活会逐渐增加细胞质内核 Nrf2含量, 

在细胞核内 Nrf2 与 BTB-CNC 异体同源蛋白-1 
(Bach1)存在竞争, 导致 Nrf2与结合因子 Maf和抗

氧化反应元件进行解离, 移出到胞质, 使细胞质

和细胞核内各自的 Nrf2 恢复到正常水平[14]。本研

究也表明 HD 组相比于 LD 组在 60 d、90 d 显著

地降低了肠道 Bach1 基因的表达量, 并且在脑组
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织 60 d、肌肉组织 90 d 时, Bach1 基因的表达量

显著增加 , 说明机体一直处于氧化应激的动态

平衡之中, 促使机体 Nrf2 恢复到正常水平。但是

在脑组织 90 d 肌肉组织 60 d 时均没有显著变化, 
这说明不同组织其 Bach1 的表达量不一致, 并且

Bach1 在细胞质, 还是细胞核中表达也还待进一

步研究。 
Nrf2 激活会进一步导致多种抗氧化酶的提高, 

如 Cu-Zn SOD、CAT 等, 而其中 Cu-Zn SOD 和

CAT 是最主要 , 也是最具代表性的两种抗氧化

酶 [26]。Cu-Zn SOD 酶可通过歧化反应将超氧自由

基转变为 H2O2 和 H2O, 之后 CAT 将 H2O2 转化为

H2O, 从而保护细胞免受氧化应激损伤[27]。本研

究中, 与 LD 组相比, HD 组中 Cu-Zn SOD mRNA
表达量在各组织中及 CAT mRNA 表达量在肠道、

脑组织中均有上调的趋势。这也说明高密度应激

诱导了 Nrf2 抗氧化应激通路, 并激活下游靶基因

Cu-Zn SOD和 CAT的表达以保护机体氧化应激损

伤。 
值得一提的是高密度胁迫 30 d 时, HD 组脑组

织中 Nrf2 mRNA 表达量没有出现上调, 然而在肌

肉、肠道组织中 Nrf2 mRNA 表达量显著下调。在

食蚊鱼的研究中应激初期也有同样类似的结果[13]。

在大黄鱼锌的急性氧化应激初期实验中, Nrf2 基

因的表达同样没有显著上调[28]。并结合 NOX2、
Keap1、Bach1、Cu-Zn SOD、CAT 来看, 在养殖

30 d 时, HD 组显著降低了肠道、肌肉、脑组织中

的 NOX2 基因表达, 说明此时并未能激活 NOX2。
与 LD 组相比, HD 组对不同组织肠道、肌肉、脑

的 Keap1、Bach1、Cu-Zn SOD、CAT 的基因表达

影响不一致。这表明池塘工业化循环水养殖模式

可能在短期的高密度应激(30 d)时应激强度较小, 
并未对团头鲂抗氧化防御系统造成大的影响, 机
体还处于可调节的动态平衡中。但是长期的高密

度应激(90 d), HD 组比 LD 组显著地降低了肠道

Cu-Zn SOD mRNA 表达量, 并且未影响肠道、脑

90 d 时的 CAT 基因表达。可能长期的高密度胁迫

会影响抗氧化应激能力, 导致氧化应激损伤, 降
低鱼体的生长。  

综上所述, 池塘跑道式循环水养殖模式下高

密度应激 60 d 可增加肌肉、脑 NOX2, 激活 Nrf2- 
Keap1 抗氧化信号通路, 诱导 Nrf2 下游抗氧化酶

(Cu-Zn SOD、CAT)基因表达, 以保护肌肉、脑氧

化应激损伤。但是高密度应激 90 d 会降低肠道

Cu-Zn SOD mRNA 表达量, 可能导致肠道氧化应

激损伤, 影响鱼体的生长。 
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Effects of crowding stress on gene expression of antioxidant enzymes 
and Nrf2-Keap1 signaling pathway in different tissues of blunt snout 
bream (Megalobrama amblycephala) for in-pond raceway aquaculture 
systems 

YANG Zhenfei1, LIU Bo1, 2, XU Pao1, 2, XU Gangchun2, SUN Cunxin2, SONG Changyou1, ZHANG Huimin1, 
SHAN Fan1, XIONG Zhe1, LIU Bo1 

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 
2. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China 

Abstract: We evaluated the effects of high-density stress on gene expression in the intestine, muscle, and brain by 
measuring Nrf2-Keap1 signaling pathway signaling molecules following different exposure times (30, 60, 90 days) 
of Megalobrama amblycephala to in-pond raceway aquaculture systems (IRAS). Megalobrama amblycephala 
(average initial weight 2.33 g±0.13 g) were reared at two different initial densities (low density group [LD], 534 
fish/m3 and high-density group [HD], 1073 fish/m3) for 90 days. At the end of the trial, the results showed that the 
HD group exhibited increased mRNA levels of Keap1 and Bach1 in the muscle, Bach1 mRNA in the brain, and 
SOD mRNA in the intestines on day 30 compared to in the LD group. However, the HD group showed signifi-
cantly decreased mRNA levels of NOX2, Nrf2, and Keap1 in the intestines, NOX2 in the brain, and NOX2, Nrf2, 
SOD, and CAT in the muscle compared to the LD group. On day 60, the HD group showed increased mRNA lev-
els of NOX, Nrf2, SOD, and CAT in the intestines, NOX and SOD in the muscle, and NOX2, Nrf2, Keap1, Bach1, 
SOD, and CAT in the brain, but significantly decreased mRNA levels of Bach1 compared to the LD group. On day 
90, the HD group showed increased mRNA levels of Nrf2 in the intestines, NOX, Nrf2, Bach1, SOD, and CAT in 
the muscle, and Nrf2, Keap1, and SOD in the brain, but significantly decreased mRNA levels of Keap1, Bach1, 
and SOD in the intestines compared to the LD group. Thus, the HD group (1073 fish/m3) in IRAS exhibited in-
creased expression of various stress-related genes in the muscle and brain on day 60. Crowding induced the ex-
pression of antioxidant Nrf2-Keap1 signaling molecules to protect the tissues from oxidative stress. However, on 
day 90, high-density (1073 fish/m3) stress may reduce the mRNA levels of SOD, causing oxidative stress in the 
intestine and affecting fish growth. 
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