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摘要: 为了探讨铜驯化改善大黄鱼(Larimichthys crocea)低温耐受性的作用机制, 将大黄鱼幼鱼放入含 Cu 20 μg/L

的水体中驯化 7 d, 然后暴露在 10 ℃的水体中 6 h 和 24 h, 检测其抗氧化能力、能量代谢和非特异性免疫力指标的

变化。结果表明, 低温胁迫增加了大黄鱼的活性氧(ROS)含量, 加重了肝细胞畸形, 表明低温胁迫对机体产生了氧

化损伤。与低温胁迫相比, 铜驯化+低温胁迫提高了谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化氢酶、ATP 合成酶、琥珀酸脱氢

酶、碱性磷酸酶和溶菌酶的活性, 增加了谷胱甘肽和 ATP 含量, 降低了 ROS、乳酸含量和肝细胞空泡率, 表明铜

驯化通过改善大黄鱼的抗氧化能力、能量代谢效率和非特异性免疫力来缓解低温胁迫对机体的损伤。结论认为, 铜

驯化通过产生适应性反应来提高大黄鱼的低温胁迫耐受性, 表现了毒物兴奋效应作用。 
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受人类活动的影响, 寒潮、寒流等极端气候

频繁发生。低温对鱼类的生长、繁殖、抗氧化、

免疫和能量代谢等方面均产生影响[1]。在自然界

中, 鱼类还常遭受金属污染物的影响。其中, 铜是

鱼类的必需微量元素, 但过量时易对鱼类产生毒

害效应, 金属铜对鱼类影响的两面性受到广泛关

注[2]。在自然界中, 铜和低温应激可能同时或先后

作用于鱼类。目前, 相关研究多聚集于单因子(铜

或低温应激)对鱼类生理功能的影响, 而有关铜暴

露后的鱼类对低温胁迫的响应鲜有报道。 

低温和铜胁迫诱导鱼类产生活性氧族(reactive 

oxygen species, ROS)。若过量的 ROS 得不到有效

控制, 将引起氧化应激反应, 影响鱼类生理功能。

为了抑制 ROS 对机体的损伤, 鱼类可以通过抗氧

化系统来维持细胞的氧化还原平衡[3]。超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)可以将 H+和

O2–催化成 H2O2, 随后 H2O2 被谷胱甘肽过氧化物

酶 (glutathione peroxidase, GPx) 和过氧化氢酶

(catalase, CAT)还原成无毒的 H2O, 因此, SOD、GPx

和 CAT 被称为抗氧化系统的第一道防线[4]。铜是

必需微量元素, 可充当金属硫蛋白(metallothionein, 

MTs)和 SOD 的辅助因子[2], 参与抗氧化反应。另

外, 笔者基于转录组学发现铜驯化可以提高低温

胁迫下大黄鱼谷胱甘肽(glutathione, GSH)和过氧

化物酶体合成的基因表达[5]，推测铜驯化可能通过

提高鱼类的抗氧化能力来改善低温胁迫耐受性。 

胁迫(包括铜和低温)可诱导线粒体膜超极化, 

抑制线粒体呼吸链三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, 

ATP)合成[6-7]。线粒体是 ROS 和 ATP 产生的主要

场所, 因此抗氧化能力和能量代谢相互影响, 相
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互作用[8-9]。铜可以充当铜氧化酶和细胞色素 C 氧

化酶的辅酶, 参与氧气运输和线粒体电子传递等

生理活动[2]。笔者基于转录组学发现铜驯化可以

改变低温胁迫下大黄鱼(Larimichthys crocea)氧气

运输和糖酵解相关基因的表达[5]。氧气运输在一

定程度上决定了有氧代谢(三羧酸循环)效率。ATP

合成酶(ATP synthase, F-ATP 酶)、琥珀酸脱氢酶

(succinate dehydrogenase, SDH)和苹果酸脱氢酶

(malate dehydrogenase, MDH)是线粒体内生成

ATP 的重要有氧代谢酶[10-11], 丙酮酸激酶(pyruvate 

kinase, PK)是糖酵解关键酶, 它们共同维持机体

的能量平衡。铜可以充当辅酶, 参与氧气运输和

线粒体电子传递, 从而影响能量代谢[12]。铜驯化

能否影响低温胁迫下鱼类能量代谢酶的活性, 值

得进一步研究。 

非特异性免疫系统是鱼类另一种抵御环境胁

迫的生理机制, 在适应环境变化过程中具有重要

作用。低温和铜胁迫均可激活非特异性免疫系统[13]。

碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, AKP)是重要的

炎症反应生物标志物。溶菌酶(lysozyme, LZM)具

有抗炎、抗病毒和增强机体非特异性免疫力等生

理功能 [14]。已有研究表明, 斑马鱼(Danio rerio)

可以通过增加 AKP 和 LZM 表达来应对胁迫应  

激[15]。低温和铜暴露均可影响 AKP 和 LZM 的表

达。但有关铜和低温相互作用对 AKP 和 LZM 影

响的研究未见相关报道。 

大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国网箱养殖

数量最多的海水鱼类 , 养殖区域主要分布在福

建、浙江和广东等沿海水域[16]。大黄鱼秋季常因

感染刺激隐核虫(Cryptocaryon irritans, 俗称白点

病)而大量死亡。CuSO4 可高效抑制刺激隐核虫繁

殖, 被广泛用于“白点病”防治, 但易造成养殖水

体铜污染[17]。另外, 大黄鱼对低温较敏感, 越冬

期间常因低温胁迫而大量死亡, 尤其是在东海海

域[18]。目前, 研究低温胁迫对大黄鱼机体损伤时, 

常忽略了鱼类的铜暴露史。本研究在基因组学的

研究基础上, 研究铜驯化对大黄鱼低温胁迫耐受

性的影响[5]。先将大黄鱼幼鱼暴露在含 Cu 20 μg/L 

(与铜污染海区的浓度相近)水体中 7 d, 然后在 

10 ℃的水体中再暴露 6 h 和 24 h, 分析抗氧化能

力、能量代谢和非特异性免疫力等相关指标。研

究成果为准确评估低温胁迫对铜暴露后的大黄鱼

机体损伤提供科学依据, 同时为陆基养殖水体温

度调节方案制定提供基础资料, 具有重要的理论

意义和广阔的应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及驯化 

体重(3.0±0.3) g 的大黄鱼幼鱼放在 9 个 100 L

的钢化玻璃桶中暂养 2 周, 每桶 60 尾。水质参数

如下: 温度(18.53±0.54) ℃、pH(7.42±0.28)、溶解

氧(7.46±0.38) mg/L、总氨氮(0.13~0.23) mg/L。暂

养结束后, 实验分 2 个阶段进行: (1) 将 3 桶鱼放

入含 Cu 20 μg/L 的水体中驯化 7 d, 剩余 6 桶鱼放

入自然海水中养殖。(2) 将 Cu 驯化后的鱼暴露在

10 ℃水体中(Cu+L 组); 另外 6 桶鱼分为 2 组, 保

持水温不变(C 组)或将水温降至 10 ℃ (L 组), 每

组 3 个重复(图 1)。根据 Zeng 等[19]的方法, 将

CuSO4·5H2O (AR, 中国上海国药集团)溶于双蒸

水作为铜源原液, 然后向贮水桶水体中加入一定

量的铜源原液, 24 h 后采用电感耦合等离子体质

谱法(ICP-MS, Thermo Jarrel Ash Corporation, 

USA)测量水体中铜的含量 ,  使铜含量保持在

(18.89±0.26) μg/L。暂养和铜驯化期间, 每天过饱

和投喂商业饲料 2 次(8:00 和 17:00), 换水率 100%。

低温暴露 6 h 和 24 h 后, 每桶随机取 4 尾鱼的肝

脏样本存于液氮中用于生化指标测定; 低温暴露 
 

 
 

图 1  实验分组示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of experimental groups 
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24 h 后, 每桶随机取 4 尾鱼的肝脏左叶样本, 固

定在 4%多聚甲醛溶液中用于组织学分析。 

1.2  组织切片 

根据 Yuan 等[20]的方法进行组织学分析。先将

固定在 4%多聚甲醛的样本通过增加乙醇浓度来

进行梯度脱水, 石蜡包埋, 切片(约 6 μm 厚), 然

后用苏木精-伊红(H&E)染色, 再用光学显微镜观

察组织切片。随机观察 H&E 中的 6 个显微镜视野, 

计算空泡的相对面积(%), 然后将这 6 次空泡相对

面积的平均值作为该样本的空泡率。 

1.3  生化指标分析 

根据 Zeng 等[19]的方法对肝脏样本进行匀浆: 

向肝脏中加入 9 倍重量的 PBS 缓冲液(pH7.4), 研

磨匀浆后获得 10%组织匀浆液, 4 ℃, 900 r/min, 

离心 10 min, 取上清液用于生化指标测定。 

根据 Zeng 等[19]的方法, 采用 ICP-MS 方法测

量肝脏样本中铜的含量。应用南京建成生物工程

研究所的试剂盒, 采用化学荧光法测量 ROS 含量, 

分光光度法测量 GSH、ATP 和乳酸含量, 抗氧化

酶(SOD、GPx 和 CAT)、能量代谢酶(F-ATP、SDH、

MDH 和 PK)和非特异性免疫酶(LZM 和 AKP)的

活性。应用碧云天生物技术研究所的试剂盒, 采

用 Bradford 法测量酶蛋白的浓度。 

1.4  数据处理 

实验结果以平均值±标准误( x ±SE)表示, 采

用 SPSS 19.0 软件对 C 组、L 组和 Cu+L 组之间的

差异进行双因素 (低温和铜暴露 )方差统计分析

(two-way analysis of variance), 当差异显著时(P< 

0.05), 再进行 Tukey 多重比较分析。 

2  结果与分析 

2.1  组织学特征 

在 C 组中观察到正常的肝细胞和细胞核; 在

L 组中观察到邻近细胞膜边缘模糊, 出现严重的

核固缩和空泡; 在 Cu+L 组中观察到较严重的空

泡(图 2)。与 C 组相比, L 组的空泡率显著增加

(P<0.05); 与 L 组相比, Cu+L 组的空泡率显著降

低(P<0.05)(图 3)。 
 

 
 

图 2  暴露于铜和低温的大黄鱼肝脏组织学 

a. 对照组(C 组), 正常的肝细胞和细胞核. b. 低温暴露组(L 组), 边缘模糊, 细胞核凝聚, 严重空泡出现.  

c. Cu +低温暴露组(Cu+L 组), 较严重空泡出现. Va: 液泡; N: 细胞核. 

Fig. 2  Liver histology of Larimichthys crocea exposed to Cu and cold stress 
a. Control group (C group), normal hepatocytes and hepatocyte nucleus. b. Cold stress group (L group), edge indistinction,  

severe pyknotic nuclei and vacuoles appeared. c. Cu and cold stress group (Cu+L group), less serious vacuoles  
appeared. Va: vacuole; N: nucleus. 

 

2.2  Cu 含量 

如图 4 所示, 与 C 组相比, L 组的肝脏 Cu 含量

无显著差异, 但Cu+L组的Cu含量显著增加(P<0.05); 

与 L 组相比, Cu+L 组的 Cu 含量显著增加(P<0.05)。 

2.3  抗氧化能力 

如图 5 所示, 与 C 组相比, L 组在 6 h 时 ROS

含量和 CAT 活性显著增加; 在 24 h 时 ROS 含量

显著增加, GPx 和 CAT 活性显著降低。与 L 组相

比, Cu+L 组在 6 h 时 GSH 含量显著增加(P<0.05), 

在 24 h 时 ROS 含量显著减少(P<0.05), GSH 含量、

GPx 和 CAT 活性均显著增加(P<0.05)。 

2.4  能量代谢指标 

如图 6 所示, 与 C 组相比, L 组在 6 h 时 F-ATP

和 MDH 活性显著增加(P<0.05), SDH 活性显著降

低(P<0.05); 在 24 h 时乳酸含量和 PK 活性显著增

加(P<0.05), F-ATP 活性显著降低(P<0.05)。与 L

组相比, Cu+L 组在 6 h ATP 含量、F-ATP、SDH

和 PK 活性均显著增加(P<0.05), 乳酸含量显著降

低(P<0.05); 24 h 时 ATP 含量、SDH 和 PK 活性显

著增加(P<0.05), 乳酸含量显著降低(P<0.05)。 



598 中国水产科学 第 30 卷 

 

 
 

图 3  暴露于铜和低温的大黄鱼肝脏组织空泡率 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 3  Relative areas of hepatic vacuoles in Larimichthys 
crocea exposed to Cu and cold stress 

Different letters indicate significant differences  
between groups (P<0.05). 

 
 

图 4  铜和低温对大黄鱼肝脏铜含量的影响 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 4  Effects of Cu and low temperature on Cu contents in 
the liver of Larimichthys crocea 

Different letters indicate significant differences  
between groups (P<0.05). 

 

 
 

图 5  铜和低温对大黄鱼肝脏抗氧化相关指标的影响 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 5  Effects of Cu and low temperature on antioxidant-related indicators in the liver of Larimichthys crocea 
Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05). 

 

2.5  非特异免疫指标 

如图 7 所示, 与 C 组相比, L 组在 6 h 和 24 h

时 AKP 和 LZM 活性均显著增加(P<0.05); 与 L

组相比, Cu+L 组在 6 h 时 AKP 活性显著增加

(P<0.05), 在 24 h 时 AKP 和 LZM 活性均显著增

加(P<0.05)。 

3  讨论 

ROS 作为氧化应激标志物, 可用来评估胁迫

对鱼类的氧化损伤, 并以此判断鱼类的胁迫耐受 
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图 6  铜和低温对大黄鱼肝脏能量代谢指标的影响 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 6  Effects of Cu and low temperature on energy metabolism-related indicators in the liver of Larimichthys crocea  
Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05). 

 

 
 

图 7  铜和低温对大黄鱼肝脏非特异免疫指标的影响 

不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig.7  Effects of Cu and low temperature on inflammation-related indicators in the liver of Larimichthys crocea 
Different letters indicate significant differences between groups (P<0.05). 

 

性[21]。在本研究中, 与 C 组相比, L 组在 6 h 和 24 h

时均显著增加了 ROS 含量(图 5), 表明 10 ℃的低

温环境超过了大黄鱼的耐受性, 导致细胞内的氧

化还原平衡被破坏, 与笔者最近的研究结果相似[22]。

已有研究表明, 斑马鱼体内的 ROS 含量与其低温

胁迫耐受性密切相关[23]。大黄鱼对环境变化非常

敏感, 越冬期间易遭受低温胁迫损伤[24]。若机体

内过量的 ROS 不能被及时清除, 将会导致脂质过

氧化和蛋白质羰基化等氧化损伤, 肝脏空泡率增

加证实了上述观点(图 3)。与 L 组相比, Cu+L 组的

ROS 含量在 6 h 时与对照差异不显著, 但在 24 h

时显著降低(图 5), 同时显著减少了肝脏组织中的
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空泡率, 表明铜驯化能够抑制 ROS 过度积累, 从

而缓解低温胁迫对机体的氧化损伤。低剂量应激

因子暴露会提高机体对随后相同或不同高剂量胁

迫因子的耐受性, 这种毒物兴奋效应现象在自然

界中广泛存在, 如低氧驯化提高了银鲶(Rhamdia 
quelen)对锰胁迫的耐受性[25]; 低氧驯化可以通过

改善大黄鱼能量代谢、抗氧化能力和自噬来抑制

铜的毒害效应 [26]。基于毒物兴奋效应原理可知 , 

铜驯化对大黄鱼机体内稳态进行了微干扰, 启动

一系列维持和修复机制来提高机体的低温胁迫耐

受性[27]。本研究将从抗氧化、能量代谢和非特异

性免疫等方面解析铜驯化缓解低温胁迫对大黄鱼

氧化损伤的作用机制。 

ROS 可充当信号分子来激活抗氧化系统, 保

护细胞免受氧化损伤[28]。在本研究中, 与 C 组相

比, L 组在 6 h 时增加了 CAT 酶的活性, 但在 24 h

时显著降低了 GPx 和 CAT 活性(图 5)。其主要原

因是当低温胁迫诱导鱼类产生大量 ROS 时, 鱼类

在胁迫初期可以通过提高抗氧化能力来迅速清除

机体内过量的 ROS, 从而维持细胞内氧化还原平

衡。但随着胁迫时间的延长 , 当机体内过量的

ROS 无法及时清除时, 将会对机体产生氧化损伤, 

破坏细胞的结构和功能, 导致抗氧化系统的部分

甚至全部功能丧失。这样降低了 ROS 清除效率, 

导致机体氧化损伤加重, 进而形成恶性循环[29]。

另一方面, SOD 可以将低温胁迫所诱导的活性氧

如 O2–转化为 H2O2, 但过量的 H2O2 将会抑制 GPx

和 CAT 活性, 这与汞胁迫降低大黄鱼抗氧化酶的

活性相似[30]。与 L 组相比, Cu+L 组在 6 h 时增加

了 GSH 含量, 在 24 h 时增加了 GSH 含量以及

GPx 和 CAT 酶的活性, 但对 SOD 的活性不产生

影响(图 5), 表明铜驯化提高了大黄鱼的抗氧化能

力, 这也解释了铜驯化可以降低机体内 ROS 含量, 

以及缓解低温胁迫对机体的氧化损伤。铜作为必

需金属元素, 可充当 MTs 和 Cu/Zn-SOD 的辅因

子。笔者以前的研究表明, 铜驯化可以提高大黄

鱼肝脏 Cu/Zn-SOD 酶的活性[26], 与本研究的研究

结果不一致(图 5)。其主要原因可能是鱼类为了迅

速清除过量的 ROS, 导致 SOD 酶消耗过快。 

鱼类在应对胁迫应激过程中需要消耗大量的

能量 [31]。以往研究主要集中于胁迫对鱼类 ROS

或能量代谢的影响, 而忽略了 ROS 含量与能量代

谢之间的关系。F-ATP、MDH 和 SDH 位于线粒

体膜内, 通过三羧酸循环参与有氧代谢[10-11]。它

们可以有效地利用线粒体呼吸链上的质子梯度来

生成 ATP, 同时保持线粒体膜去极化, 这有助于

抑制 ROS 生成[32]。PK 是糖酵解途径的限速酶, 可

以通过无氧代谢产生能量[12]。笔者最近的研究表

明 , 大黄鱼可以通过提高有氧代谢酶 (F-ATP、

MDH 和 SDH)的活性和抑制无氧代谢(PK)酶的活

性来改善能量代谢, 从而提高低氧胁迫耐受性[32]。

在本研究中, 与 C 组相比, L 组在 6 h 时提高了

F-ATP 和 MDH 酶活性, 24 h 时降低了 F-ATP 酶活

性, 提高了 PK 酶活性(图 6), 表明大黄鱼在低温

适应过程中, 能量供应由有氧代谢逐渐转化为无

氧代谢, 机体内乳酸含量增多证实了这一观点(图

6)。另一方面, 低温胁迫抑制了线粒体呼吸链的电

子传递效率 , 导致线粒体膜超极化 , 从而诱导

ROS 大量产生(图 5)。与 L 组相比, Cu+L 组在 6 h

时提高了 F-ATP、SDH 和 PK 酶的活性, 24 h 时增

加了 SDH 和 PK 酶活性, 并伴随着 ATP 含量增加

和乳酸含量降低, 表明在整个低温胁迫应激过程

中 , 铜驯化增加了大黄鱼机体的能量代谢速度 , 

尤其是改善了有氧代谢效率, 可为机体提供更多

的能量, 从而增强了低温胁迫耐受性。铜可以充

当铜蓝蛋白和细胞色素 C 氧化酶(即线粒体复合

物 IV)的辅酶, 参与氧气运输和线粒体电子传递

等功能[33]。因此, 笔者推测铜驯化可能提高了低

温胁迫下大黄鱼的氧气运输和线粒体电子传递效

率, 这有待进一步研究。 

ROS 还可以充当信号分子激活鱼类非特异性

免疫系统来提高抗应激能力, 保护机体免受胁迫

损伤。但过量的 ROS 将会损伤机体的非特异性免

疫功能[34]。在本研究中, 与 C 组相比, L 组在 6 h

和 24 h 时均增加了 AKP 和 LZM 酶的活性(图 7), 

表明低温胁迫提高了大黄鱼的炎症反应。李文成

等[22]的研究表明, 低温(12 ℃)抑制到大黄鱼仔鱼

的 AKP 和LZM 基因表达水平, 导致机体ROS含量
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增加[22]。研究结果不一致的主要原因是低温胁迫

耐受性与鱼类的大小相关。大黄鱼仔鱼的非特异

性免疫功能尚未完善, 且对环境变化较敏感, 从

而导致仔鱼易受低温胁迫损伤。L 组的 ROS 显著

高于 C 组(图 5), 表明大黄鱼所激活的非特异性免

疫反应不足以保护机体免受氧化损伤。与 L 组相

比, Cu+L 组在 6 h 和 24 h 时均显著增加了 AKP

和LZM酶的活性, 表明铜驯化改善了非特异性免

疫功能, 从而缓解低温胁迫对机体的损伤。这与

铜可以通过增强免疫应答来提高凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)低温胁迫耐受性的研究结

果相似[13]。 

4  结论 

低温胁迫对大黄鱼产生了氧化损伤, 铜驯化

通过改善抗氧化能力、能量代谢和非特异性免疫

力来提高机体的低温胁迫耐受性。本研究结果强

调在评估低温胁迫对鱼类生理功能影响时, 需要

考虑鱼类的铜暴露经历。 
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Abstract: The large yellow croaker Larimichthys crocea, is a commercially important marine fish species that is 
susceptible to Cryptocaryon irritans in summer and mass mortality due to cold stress during overwintering. CuSO4 
is an effective and affordable treatment for C. irritans, but it causes Cu pollution in aquaculture water. This study 
investigated the effects of Cu acclimation on the antioxidant capacity, energy metabolism, and non-specific 
immunity of large yellow croaker under cold stress. Fish were pre-acclimated to 0 and 20 μg Cu/L for 7 d, and 

subsequently exposed to cold stress (10 ℃) for 6 and 24 h. The results showed that compared to the control group, 

the cold stress group showed oxidative damage via changes in the antioxidant system, energy metabolism, and 
immune system, as evidenced by increased reactive oxygen species (ROS), vacuolation rate of hepatocytes, 
chromosome coagulation, anaerobic metabolism, and reduced antioxidant capacity. Cu acclimation with low 
temperature stress alleviated cold stress-induced oxidative damage by improving antioxidant capacity, energy 
metabolism efficiency, and non-specific immunity, as evidenced by decreased vacuolation rates of hepatocytes, 
ROS, and lactic acid contents, and increased activities of glutathione peroxidase, catalase, ATP synthetase, 
succinate dehydrogenase, alkaline phosphatase, lysozyme, and contents of glutathione and ATP. Cu pre- 
acclimation can generate adaptive responses that enhance tolerance to low temperature stress, emphasizing the 
central role of hormesis. 
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