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强俊1, 杨弘1, 何杰1, 王辉2, 徐跑1, 朱志祥1

1. 中国水产科学研究院 淡水渔业研究中心, 农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 江苏 无锡 214081; 
2. 广东海洋大学 水产学院, 广东 湛江  524025
摘要: 以‘吉富’、‘新吉富’、‘埃及尼罗’3种不同品系尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)为研究对象, 通过不同品系之间生长与高密度胁迫反应的比较, 探讨3种尼罗罗非鱼的生长特点与应激后生理响应的变化规律。将初始规格基本一致的3种品系尼罗罗非鱼饲养100 d后, 吉富罗非鱼特定生长率最高, 新吉富其次, 两者间无显著差异(P>0.05), 埃及尼罗罗非鱼特定生长率显著低于吉富罗非鱼(P<0.05)。吉富与新吉富罗非鱼的内脏比显著高于埃及尼罗(P<0.05); 3种尼罗罗非鱼的肥满度之间无显著差异(P>0.05)。养殖实验结束后, 进行48 h的急性高密度(100 g/L)应激实验。应激48 h内, 吉富与新吉富罗非鱼血清总蛋白、葡萄糖、谷草转氨酶、胆固醇与溶菌酶活力/水平以及肝HSP70mRNA水平呈先上升后下降的变化。应激48 h后, 埃及尼罗罗非鱼血清皮质醇水平与应激前相比无显著差异(P>0.05), 吉富与新吉富罗非鱼的皮质醇水平显著高于应激前(P<0.05); 埃及尼罗罗非鱼血清溶菌酶活力与肝HSP70 mRNA水平在应激后48 h内始终高于应激前(P<0.05)。研究结果表明, 短期高密度胁迫可提高3种尼罗罗非鱼血清葡萄糖与甘油三酯的利用, 并诱发肝损伤。埃及尼罗罗非鱼的抗高密度应激能力高于吉富和新吉富罗非鱼。
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高密度是增加养殖效益的重要举措, 可以提高水体的利用率与渔业的产量[1]。然而, 高密度养殖往往会引起鱼类生长速度下降[2−3]以及增加病害发生的几率[4]。Suanyuk等[5]与Hernández 等[6]报道, 泰国与哥伦比亚养殖罗非鱼链球菌病的发生与高养殖密度有较大关系。
鱼类面对胁迫时, 可引发机体的特异与非特异性响应。然而, 在急性应激时, 首先进行的是非特异性防御。非特异性免疫因子在鱼体抵抗应激上发挥着重要作用[7−8]。在众多免疫相关因子中, 血清皮质醇水平的变化可以作为鱼类应激状态的重要指标[9]。而血清中葡萄糖、甘油三酯与胆固醇反映了应激后鱼体能量利用的变化[10]。同时, 急性应激也会增加一些特殊血清蛋白的水平, 如溶菌酶或补体等, 减少机体组织的损伤[11]。Herrera 等[12]研究不同拥挤胁迫(低1 kg/m2、中3 kg/m2和高9 kg/m2)对条鳍鱼(Dicologoglossa cune​a​ta)的生理响应时发现, 22 d后, 随着胁迫强度的增加, 血浆皮质醇水平显著上升, 中密度组葡萄糖水平显著增加, 同时, 高密度组血浆总蛋白和肝甘油三酯水平显著增高。Yin等[13]研究发现, 锦鲤(Cypr​i​nus carpio)在拥挤胁迫24 h后, 血清皮质醇和葡萄糖水平显著升高, 而总蛋白水平和溶菌酶活力低于对照组。缺帘鱼(Brycon cephalus)在拥挤胁迫24 h后, 血浆皮质醇和葡萄糖水平都显著增加[14]。溪红点鲑(Salvelinus fontinalis)在高密度胁迫下, 动用甘油三脂来满足应激时能量需求, 同时可以提高肝的葡糖异生能力[15]。不同鱼类对于拥挤胁迫的强度以及不同胁迫时间的反应上有较大差异。
热休克蛋白(HSPS)在鱼类中的调控作用受自身的遗传特性和环境条件共同影响。研究显示热休克蛋白在蛋白质的折叠和合成中起到分子伴侣的作用[16]。鱼体面对应激时可以合成一些高度保守的HSPS。HSP70可以修复和降解变性或已损坏的蛋白, 在降低胁迫对鱼类的影响方面发挥着重要作用[17]。
吉富罗非鱼、新吉富罗非鱼和埃及尼罗罗非鱼均属于尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)的3个品系(下分别简称为吉富、新吉富、埃及尼罗)。前2者是目前中国主要养殖的罗非鱼品种, 而埃及尼罗罗非鱼主要与奥利亚罗非鱼(O. aureus)杂交, 生产全雄奥尼罗非鱼。近几年养殖发现, 吉富罗非鱼与新吉富罗非鱼虽然生长速度较快, 但抗链球菌病感染的能力较差, 推测这可能与过度追求高密度养殖有关。因此, 研究高密度胁迫下, 罗非鱼的生理响应变化具有重要意义。本实验中, 将3种品系尼罗罗非鱼在同等条件下饲养100 d后, 对其进行急性高密度应激, 比较48 h内各品系尼罗罗非鱼生理响应的变化。本研究旨在为罗非鱼的优质高产以及高密度集约化养殖下鱼体免疫与能量调控研究提供科学依据。
1  材料与方法
1.1  实验鱼
吉富罗非鱼取自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴实验基地。新吉富罗非鱼购自广州五龙岗水产公司。埃及尼罗罗非鱼取自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心南泉实验基地。
1.2  实验鱼的饲养
2011年5月24日, 室外水泥池水温已稳定在26℃以上, 将体长为1.2~1.5 cm的3个品系尼罗罗非鱼分别放入3个条件完全相同的苗种培育池(3.2 m×2.8 m×1.2 m)中培育, 密度保持一致(200尾/m3左右)。暂养15 d后, 于2011年6月9日开始进行生长对比实验。将大小基本一致的3种罗非鱼称体质量后转入密闭式养殖系统开展生长对比实验, 实验在9个1.2 m3(1 m×1 m×1.2 m)的养殖桶中进行, 每个桶放入1 m3曝气后3 d的自来水。每个养殖桶各放苗80尾, 每个品系同时设置3组重复, 初始规格见表1。每日投喂3次(7:00、12:00和17:00), 日投喂量为鱼体总质量的5%~8%, 饲料成分为: 蛋白33%, 脂肪8%。每隔10 d测定鱼的生长情况, 根据体质量调节投喂量, 实验周期为100 d, 实验期间水温(29(0.3)℃, pH 7.5(0.2, 溶氧在5.0 mg/L以上, 氨氮和亚硝酸盐分别不高于0.01 mg/L, 自然光周期, 每天换水量1/3。
饲养实验结束后, 禁食24 h, 统计各养殖桶的鱼数, 每桶随机选取30尾罗非鱼, 称量体质量与体长。随机再选取10尾鱼, 用质量浓度为200 mg/L的MS-222作快速深度麻醉, 立即剖开腹腔, 剥离出内脏和肝并称重。
1.3  高密度胁迫
养殖实验结束后, 为减少取样应激带来的影响, 继续将养殖桶中剩下的鱼饲养10 d后进行急性高密度胁迫实验。从各桶中选取20尾规格基本一致的罗非鱼用于实验, 体质量为(51.81 ( 2.01) g。参照Biswas等[18]的方法, 采用高密度(100 g/L)进行密度胁迫实验, 每组设置3个平行。实验组均放养于同样规格的塑料养殖桶中(容积25 L), 每个桶添加曝气3 d后的水10 L, 进行48 h高密度胁迫。应激期间, 各养殖桶溶氧在5.0 mg/L以上, 水温为29℃。实验期间不投喂, 尽量减少人为干扰, 保持实验环境安静, 避免额外应激。
分别于0、6、12、24和48 h进行采样。每个养殖桶随机选取3尾鱼, 用200 mg/L的MS-222作快速深度麻醉, 尾静脉采血, 每个实验组9尾鱼基本在3 min内取样完。血样于4℃冰箱中静置2 h, 在4℃, 3 500 g离心10 min制备血清, 上清液移置(80℃冰箱中保存备用。鱼体采血后立即剖开肝, 取0.1 g左右的肝用液氮速冻后, 于(80℃保存, 用于分子生物学分析。每次取完鱼后立即投入已做标记的同等质量和尾数的非实验鱼, 以保持应激前后密度始终基本不变。
1.4  生长性能指标测定
分别按下式计算特定生长率(SGR)、绝对生长率(AGR)、饲料转化率(FCR)、成活率(S)、肝体比(HSI)、内脏比(VSI)、肥满度(CF):

特定生长率(SGR, %/d)=100×(ln Wt ( ln W0)/t
绝对生长率(AGR, g/d)=100×(Wt – W0)/t
饲料转化率(FCR)= ( Wt – W0) / F×100

成活率(S, %)=100×(N0 – Nt)/ N0
肝体比(HIS, %)=100×Wh/ Wb

内脏比(VSI, %)=100×Wv/ Wb
肥满度(CF, %)=100×Wb/L3
式中: W0(g)为鱼的初始均体质量; Wt(g)为鱼的终末均体质量; t(d)为饲养天数; F(g)为每尾鱼的平均总摄食量(湿重); N0为初始鱼尾数; Nt为终末鱼尾数; Wh(g)为每尾鱼终末肝重; Wv(g)为每尾鱼终末内脏重; Wb(g)为每尾鱼终末体质量; L(cm)为每尾鱼终末体长。
1.5  血清生化指标测定
皮质醇采用电化学发光法, 使用罗氏电化学发光免疫分析仪E170测定, 试剂盒购自上海朗顿生物有限公司; 总蛋白、白蛋白、球蛋白、葡萄糖、甘油三脂、胆固醇、谷丙转氨酶、谷草转氨酶在罗氏全自动生化分析仪上测定, 试剂盒均购自上海骏实生物科技有限公司。
1.6  肝HSP70 mRNA相对表达量的测定
罗非鱼HSP70的引物设计、肝RNA的提取、RT-PCR反应参照强俊等[19]的方法。
1.7  数据统计与分析
在HSP70与β-actin的定量PCR扩增效率基本一致的前提下, 计算HSP70 mRNA相对表达量。以罗非鱼β-actin为内参, 对得到的各样品Ct值进行均一化处理, 以各品系尼罗罗非鱼0 h时HSP70 mRNA的表达量为基准, 应用
[image: image1.wmf]t

2

C

-DD

法确定不同时间点各实验组mRNA的相对表达量。数据结果用平均值±标准差(
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(SD)表示, 实验数据分析采用SPSS15.0统计软件。不同品系尼罗罗非鱼在同一时间点的比较采用Duncan多重比较; 同一品系尼罗罗非鱼在胁迫前与胁迫后的比较采用独立样本t检验(P<0.05时, 表示有显著差异)。
2  结果与分析
2.1  3种品系尼罗罗非鱼生长性能与形体指标的比较
经过100 d的饲养, 3种品系尼罗罗非鱼的生长、成活与饲料效率见表1。吉富罗非鱼生长最快, 但与新吉富罗非鱼之间无显著差异(P>0.05); 埃及尼罗罗非鱼生长较慢, 绝对生长率明显低于吉富与新吉富罗非鱼(P<0.05)。吉富罗非鱼、新吉富罗非鱼和埃及尼罗的成活率均在95%左右, 各组之间差异不显著(P>0.05)。3个品系尼罗罗非鱼的饲料效率间无显著差异(P>0.05)。

由表2可见, 吉富罗非鱼的肝质量显著高于埃及尼罗罗非鱼(P<0.05), 但与新吉富间无显著差异(P>0.05)。吉富罗非鱼内脏质量最高, 埃及尼罗最小; 埃及尼罗的肝体比指数显著高于其他两种尼罗罗非鱼(P<0.05); 吉富和新吉富罗非鱼内脏比指数之间无显著差异(P>0.05), 埃及尼罗最低; 3个品系尼罗罗非鱼间的肥满度无显著差异(P>0.05)。

表1  3种品系尼罗罗非鱼生长性能比较
Tab. 1  The comparison on growth performance of three Oreochromis niloticus strains

 n=3;
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±SD
	品系
strain
	初始体质量/g

initial body weight
	终末体质量/g

final body weight
	特定生长率/(%·d(1)
special growth rate
	绝对生长率/(g·d(1)
absolute growth rate
	成活率/%

mortality
	饲料转化率
feed conversion rate

	吉富 GIFT
	1.052(0.021
	61.383(12.195 a
	0.041(0.011 a
	0.603(0.122 a
	94.667(0.943
	2.020(0.046


	新吉富

New GIFT
	1.027(0.022
	57.869(10.030 a
	0.040(0.014 ab
	0.568(0.116 a
	95.333(2.494
	2.003(0.047

	埃及尼罗

Egypt Nile
	1.031(0.014
	47.980(7.251 b
	0.038(0.010 bc
	0.470(0.095 b
	94.667(1.155
	2.107(0.122


注: 同一列数值右上角标有不同字母者表示差异显著(P<0.05).

Note: Means in the same column with different letters have significant difference (P<0.05).
表2  3种品系尼罗罗非鱼形体指标的比较
Tab. 2  The comparison on body indices of three strains Nile tilapia

n=30;
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±SD
	品系
strain
	肝质量/g

liver weight
	内脏质量/g

visceral weight
	肝体比指数
hepatosomatic index
	内脏比指数
viscerosomatic index
	肥满度
condition factor

	吉富GIFT
	1.304(0.333a
	8.600(1.979a
	2.173(0.579a
	14.308(2.938a
	3.384(0.200

	新吉富 New GIFT
	1.246(0.380ab
	8.062(1.889a
	2.162(0.586a
	14.019(2.972a
	3.485(0.306

	埃及尼罗 Egypt Nile
	1.120(0.372b
	5.355(1.632b
	2.355(0.779b
	10.971(2.335b
	3.503(0.294


注: 同一列数值右上角标有不同字母者表示差异显著(P<0.05).

Note: Means in the same column with different letters have significant difference (P<0.05). 
2.2  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清皮质醇和葡萄糖水平的影响
胁迫后48 h内未见罗非鱼死亡。由图1-A可知, 各实验组血清皮质醇水平在拥挤胁迫6 h显著高于胁迫前水平(P<0.05)。胁迫6 h后, 埃及尼罗血清皮质醇水平开始下降, 12、24和48 h时, 与胁迫前相比无显著差异(P>0.05); 吉富与新吉富罗非鱼血清皮质醇水平随应激时间的延长而持续升高。48 h时, 新吉富罗非鱼血清皮质醇水平显著高于其他2种品系尼罗罗非鱼(P<0.05)。

胁迫后, 吉富罗非鱼与新吉富罗非鱼血清葡萄糖水平呈先上升后下降的变化(1-B);埃及尼罗
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图1  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清皮质醇(A)和葡萄糖(B)水平的影响
*表示同一品系应激前后有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同品系在同一时间点差异显著(P<0.05).
Fig. 1  Effects of high stocking density stress on serum cortisol (A) and glucose (B) levels of three strains Nile tilapia

Asterisks donate signiﬁcant differences(P<0.05) between values obtained before and after stress by paired-samples t-tests. Different small letters above the bars indicates significant differences
between different strains at the same time (P<0.05).
血清葡萄糖水平呈先下降后上升再下降的变化。应激48 h后, 3种品系尼罗罗非鱼均显著低于应激前水平(P<0.05)。
2.3  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清总蛋白水平与谷丙转氨酶和谷草转氨酶活力的影响
胁迫下, 各实验组罗非鱼血清总蛋白水平呈先上升后下降的变化趋势(图2-A)。48 h时, 各实验组与应激前相比无显著差异(P>0.05)。

应激前, 埃及尼罗罗非鱼血清谷丙转氨酶活力显著高于吉富与新吉富罗非鱼(图2-B)。随着胁迫时间的延长, 吉富与新吉富罗非鱼血清谷丙转氨酶活力呈先上升后下降的变化; 而埃及尼罗罗非鱼血清谷丙转氨酶活力呈先下降后上升再下降的变化趋势。48 h时, 吉富罗非鱼与埃及尼罗罗非鱼血清谷丙转氨酶活力低于应激前水平; 新吉富罗非鱼谷丙转氨酶活力显著高于应激前水平(P<0.05)。

胁迫前, 吉富罗非鱼血清谷草转氨酶活力低于新吉富罗非鱼与埃及尼罗罗非鱼(图2-C)。胁迫后, 各实验组罗非鱼血清谷草转氨酶活力呈先上升后下降的变化趋势。应激12 h时, 各实验组罗非鱼血清谷草转氨酶活力达到峰值(P<0.05)。
2.4   高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清甘油三酯和胆固醇水平的影响
胁迫前, 吉富与新吉富罗非鱼血清甘油三酯水平显著高于埃及尼罗罗非鱼(图3-A)。应激后, 吉富与新吉富罗非鱼血清甘油三酯水平呈下降趋势, 48 h时, 显著低于应激前水平(P<0.05)。埃及尼罗呈先下降, 24 h时略微上升, 而后再下降的变化趋势。

应激前, 新吉富罗非鱼与埃及尼罗罗非鱼血清胆固醇水平显著高于吉富罗非鱼(图3-B)。胁迫
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图2  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清总蛋白(A)、谷丙转氨酶(B)和谷草转氨酶(C)活力的影响
*表示同一品系应激前后有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同品系在同一时间点差异显著(P<0.05).

Fig. 2  Effects of high stocking density stress on serum total protein (A), glutamic-pyruvic transaminase (B) and glutamic-oxaloacetic transaminase (C) activities of three strains Nile tilapia

Asterisks donate signiﬁcant differences(P<0.05) between values obtained before and after stress by paired-samples t-tests. Different small letters above the bars indicates significant differences
between different strains at the same time (P<0.05).

后, 吉富、新吉富与埃及尼罗罗非鱼血清胆固醇水平呈先上升后下降的变化趋势。胁迫48 h时, 吉富罗非鱼血清胆固醇水平显著高于应激前(P< 0.05); 新吉富和埃及尼罗罗非鱼血清胆固醇水平与应激前相比无显著差异(P>0.05)。
2.5  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清溶菌酶(LSZ)活力的影响
如图4所示应激前, 埃及尼罗罗非鱼组血清溶菌酶活力显著高于吉富与新吉富罗非鱼组(P< 0.05)。应激后, 吉富与新吉富罗非鱼组呈先上升后下降的变化趋势, 24 h时, 两实验组溶菌酶活力显著高于埃及罗非鱼组。埃及罗非鱼实验组在应激48 h内, 溶菌酶活力变化较为平缓, 但都高于应激前。
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图3  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清甘油三酯(A)和胆固醇(B)水平的影响
*表示同一品系应激前后有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同品系在同一时间点差异显著(P<0.05).
Fig. 3  Effects of high stocking density stress on serum triglyceride (A) and cholesterol (B) levels of three strains Nile tilapia

Asterisks donate signiﬁcant differences(P<0.05) between values obtained before and after stress by paired-samples t-tests. Different small letters above the bars indicates significant differences
between different strains at the same time (P<0.05).
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图4  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清溶菌酶活力的影响
*表示同一品系应激前后有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同品系在同一时间点差异显著(P<0.05).
Fig. 4  Effects of high stocking density stress on lysozyme activities in serum of three strains Nile tilapia

Asterisks donate signiﬁcant differences(P<0.05) between values obtained before and after stress by paired-samples t-tests. Different small letters above the bars indicates significant differences
between different strains at the same time (P<0.05).

2.6  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼肝HSP70 mRNA表达水平的影响
如图5所示, 胁迫后, 3种品系尼罗罗非鱼肝HSP70 mRNA水平均呈先上升后下降的变化趋势。应激48 h时, 吉富与新吉富罗非鱼肝HSP70 mRNA水平相对于24 h时显著下降(P<0.05); 埃及尼罗罗非鱼与24 h相比无显著差异(P>0.05)。
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图5  高密度胁迫对吉富罗非鱼肝HSP70 mRNA相对表达量的影响
*表示同一品系应激前后有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同品系在同一时间点差异显著(P<0.05).
Fig. 5  Effects of high stocking density stress on relative expression of liver HSP70 mRNA in three strains Nile tilapia

Asterisks donate signiﬁcant differences(P<0.05) between values obtained before and after stress by paired-samples t-tests. Different small letters above the bars indicates significant differences
between different strains at the same time (P<0.05).

3  讨论
3.1  3种品系尼罗罗非鱼生长性能与形体指标的比较
生长性能是衡量不同品系罗非鱼之间性状优劣的重要指标。本实验所用鱼苗规格在1.02~1.06 g之间, 各组之间无显著差异。各桶的放养密度为80尾/m3。实验期间, 水质状况一致, 各组饲料投喂量均经过精确计量, 每个品系同时设3个平行。因此, 实验结果可以基本反映不同品系的尼罗罗非鱼在室内人工饲养下的差异。 

100 d后, 各组饲养结果分析表明, 吉富罗非鱼、新吉富罗非鱼和埃及尼罗罗非鱼的绝对生长率分别为0.603、0.568和0.470 g/d。吉富罗非鱼生长最优, 新吉富罗非鱼其次, 但与吉富罗非鱼之间无显著差异, 埃及尼罗罗非鱼最慢。吉富罗非鱼于2006年从马来西亚的世界渔业中心引进, 并在淡水渔业研究中心的宜兴实验基地进一步选育了5代; 新吉富罗非鱼是上海海洋大学经过10多年严格选育的尼罗罗非鱼, 这2种尼罗罗非鱼的生长速度明显优于其他各品系或品种的罗非鱼。然而, 在后期的形体指标测量中发现, 吉富罗非鱼与新吉富罗非鱼内脏较大, 内脏比明显高于其他各鱼。而埃及尼罗由于自身的特点, 对饲料的摄食能力较差, 其内脏较小, 内脏比显著低于其他两种鱼, 这些可能都会影响到埃及尼罗对饲料的摄取与利用, 从而造成其特定生长率较低, 但其肥满度略高于其他品系尼罗罗非鱼。
3.2  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼血清生理生化指标的影响
在实际水产养殖中, 鱼类经常会面对高密度所产生的胁迫影响, 从而引起应激反应。应激会诱使鱼类产生生理生化上的改变[20]。应激反应是机体对外界刺激的一种非特异性防御反应, 主要包括交感神经兴奋和垂体−肾上腺皮质激素分泌增多等一系列神经内分泌反应[21]。
皮质醇是一种与许多生物活性相关联的类固醇激素。通常, 高密度应激下鱼类血清皮质醇水平开始呈上升趋势, 随着时间的延长而逐渐下降, 显示了鱼体对新环境的适应[22]。血清皮质醇水平被广泛用作应激的考察指标。然而, 不同品种之间以及同一品种在不同应激条件下, 血清皮质醇水平的变化有较大差异。高密度胁迫可引起鲫(Carassius cuvieri)[4]、缺帘鱼[14]、溪红点鲑[15]、黑鲈(Dicentrarchus labrax)[22]血液中皮质醇水平显著上升。本研究中也发现类似的结论, 拥挤胁迫6 h后, 各应激组血清皮质醇水平都显著高于对照组。应激48 h时, 吉富与新吉富罗非鱼血清皮质醇水平仍处于上升趋势。可能是因为胁迫48 h后, 鱼体仍然无法适应100 g/L的胁迫环境。埃及尼罗罗非鱼血清皮质醇水平在胁迫48 h时与应激前相比无明显差异, 推测其抗应激能力较强, 还有待进一步分析。
血糖、血脂、血清蛋白以及酶属于血液中的有机成分, 在血液中保持相对平衡状态。鱼类面对胁迫时, 血液中葡萄糖的变化可以作为代谢的重要响应指标之一。Caipang等[23] 认为, 鱼类在短期拥挤胁迫下, 血浆中葡萄糖水平在开始时显著上升, 24 h内恢复到胁迫前水平, 表现为剧烈而短暂的变化。本研究中, 吉富与新吉富罗非鱼血清葡萄糖水平在应激后6 h和12 h较高, 48 h时出现显著下降。可能是因为急性高密度胁迫提高了血液中儿茶酚胺类循环, 刺激肝中肝糖元的分解, 血液中葡萄糖水平也会随之升高[23]。然而, 随着应激时间的延长, 较高的胁迫强度可能增加了鱼体的能量需求, 从而导致血液中葡萄糖水平的下降。Trenzado 等[24]发现高密度应激 (100 kg/m3)可以显著增加虹鳟血浆葡萄糖水平, 提高葡萄糖的利用。埃及尼罗罗非鱼可能由于其血清葡萄糖本底水平较高, 短期应激时可以利用血清中葡萄糖分解产生的能量来应对胁迫, 因而血清葡萄糖出现先下降后上升再下降的变化趋势。
可能由于种属差异性, 胁迫后鱼体血浆/血清总蛋白的变化有所不同。高密度胁迫可以降低鲤血浆总蛋白水平[25], 而急性操作胁迫后真鲷(Pagrosomus major)血浆总蛋白水平也下降[18]。人工感染与胁迫应激同样也可以降低大西洋鲑(Salmo salar)[26]和黑鲈[22]血清总蛋白水平, 可能是因为肾上腺皮质醇增多而引起外周蛋白水解[27]。然而, 大西洋鳕(Gadus morhua)在急性高密度胁迫后, 其血浆总蛋白水平无显著变化[23]。本实验中, 3种品系尼罗罗非鱼血清总蛋白水平呈先上升后下降的变化趋势。可能是因为急性高密度胁迫对罗非鱼的生理产生了影响, 罗非鱼肝受损或更新加快, 机体的非特异性免疫水平提高, 血清总蛋白水平的增加有助于降低应激对于分解代谢的影响。这与陈成勋等[28]对半滑舌鳎(Cynog​lossus semilaevis Gunther)的研究结论相似。
血清总蛋白水平与谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)活力可以作为肝损伤的指示物[29]。本实验中, 吉富和新吉富罗非鱼血清ALT和AST活力在应激6 h后均显著上升。应激48 h时, 吉富与埃及尼罗罗非鱼血清ALT活力与应激前相比无显著差异; 而新吉富罗非鱼血清ALT活力显著高于应激前。ALT作为肝中连接糖、脂质和蛋白质代谢的重要酶, 应激可能对肝组织产生了一定损伤, 导致血清ALT活力短期内升高[30]。随着应激时间的延长, 吉富与埃及尼罗罗非鱼通过自身的调节机制降低了胁迫对于肝损伤的影响。而AST属于细胞内酶, 正常情况下主要存在于肝细胞的可溶性部分, 在血清中水平较低。高密度胁迫可能使细胞膜通透性增加或细胞坏死, AST大量进入血液, 使血清中酶活性提高。随着应激时间的延长, 鱼类血清酸碱平衡和血清离子的平衡状态可能被破坏, 影响鱼体内环境的稳定[31]。应激12 h时, 各实验组AST均显著高于对照组。慢性拥挤胁迫时, 高密度组鲤血清ALT和AST活力分别达到206.8 U/L和117.6 U/L, 显著高于低密度组的143 U/L和37.67 U/L[30]。半滑舌鳎在急性拥挤胁迫4 h后, 血清ALT和AST活力也分别显著高于胁迫前水平[28]。
鱼类对应激的适应主要由遗传因素决定。同时, 饲料的来源与利用、个体的发育阶段等对其应激反应也有一定的影响[32]。血液中甘油三酯和胆固醇水平的变化与鱼类的抗应激能力有关[10]。血清中甘油三酯与胆固醇主要来源于肠道对于脂类的吸收以及肝脂肪的代谢。本实验中, 各应激组随着应激时间的延长, 甘油三脂呈下降趋势, 说明高密度胁迫下鱼体增加甘油三脂的利用。而各实验组血清中胆固醇水平在应激后呈先上升后下降的变化趋势, 可能是短期高密度胁迫造成了罗非鱼生理上的紊乱, 鱼体利用自身的平衡与调节机制, 增加了肝脂肪代谢, 以提供更多能量来满足抗应激的需求[33]。应激48 h时, 胁迫对鱼体的生理产生了负影响, 代谢能力降低。同时, 鱼体需要更多能量来维持机体的平衡状态, 因而, 血清胆固醇水平出现下降趋势。Vijayan等[15]发现, 溪红点鲑在高密度环境下动用甘油三脂来满足能量需求。Herrera等[12]研究发现, 高密度应激下, 塞内加尔截鳍鳎(Dicologoglossa cuneata)血浆中脂肪的流动性增加, 可通过提高肝甘油三酯水平来应对应激影响。面对应激时, 不同鱼类在能量利用上也存在差异。例如Di Marco等[22]研究发现, 短期高密度胁迫后, 黑鲈血清中甘油三脂在应激后6 h显著下降, 而胆固醇与对照组相比无显著变化。
血液中高水平皮质醇会对鱼体产生免疫抑制[20], 降低淋巴细胞流动, 增加了鱼体对病毒的易感性[34]。血清中溶菌酶在鱼类非特异性防御体系中发挥着重要作用, 非特异性免疫力与溶菌酶活力密切联系[35]。本实验中, 吉富与新吉富罗非鱼实验组血清溶菌酶活力在应激后24 h时显著上升。推测可能是在急性高密度应激下, 罗非鱼血清皮质醇水平升高, 促进血糖的合成, 加速脂肪降解, 从而促使鱼体在急性应激下获得更多的能量用于增加血清中一些免疫蛋白如溶菌酶或补体C3、C4等的水平, 从而提高机体的免疫力[36]。Rotllant等[37]研究发现, 高密度胁迫对真鲷的非特异性免疫响应产生了显著影响, 应激9 d和16 d时, 血清溶菌酶活力显著提高。Caipang等[23]研究发现, 短期高密度胁迫对大西洋鳕血清溶菌酶活力产生了显著影响, 应激24 h和72 h时, 溶菌酶活力显著高于对照组。本实验中, 应激48 h时, 吉富与新吉富罗非鱼组血清溶菌酶活力下降, 可能与鱼体的免疫功能降低有关。埃及尼罗罗非鱼血清溶菌酶活力在应激后48 h内始终保持在较高水平, 这可能与其较高的抗逆性有关。
3.3  高密度胁迫对3种品系尼罗罗非鱼肝HSP70 mRNA表达的影响
生理与细胞胁迫响应是机体维持体内平衡的两个重要防御机制。生理响应包括下丘脑−垂体−肾间组织(hypothalamic-pituitary-interrenal, HPI)轴所分泌的一种重要的应激激素——皮质醇。而细胞响应主要是胁迫过程中蛋白质与基因表达的变化, 如分子伴侣HSP70与HSP90。HSPs可以与糖皮质激素受体相互作用, 调控受体的正确折叠、激活活性与细胞转运等[38]。本实验中发现, 高密度胁迫下, 罗非鱼血清皮质醇水平与肝HSP70 mRNA的相对表达量在应激12 h后显著上升。Gornati 等[39]、Caipang 等[40]与Salas-Leiton 等[41]在对黑鲈、大西洋鳕和塞内加尔截鳍鳎的研究中也发现, 高密度胁迫可引起皮质醇和HSP70 mRNA表达水平增加。然而, 随着应激时间的延长, 皮质醇可以调控HSP70 mRNA表达水平[42]。本实验中发现, 吉富与新吉富罗非鱼肝HSP70 mRNA水平在48 h后显著下降, 可能是因为应激超过一定强度, 或延续时间过久, 高水平的皮质醇抑制了机体的免疫功能, 引起肝细胞膜结构和蛋白质组成的异常, 导致HSP70在细胞内分布的改变, HSP70 mRNA相对表达量下降, 从而降低了HSP70对机体的保护能力。埃及尼罗罗非鱼肝HSP70 mRNA水平在应激48 h后, 仍保持在较高水平, 这可能与其抗应激能力较强有关。
4  小结

本研究比较了3种不同品系尼罗罗非鱼的生长特性, 同时, 采用高密度应激(100 g/L)探讨了3种罗非鱼血清生理生化与肝HSP70 mRNA表达的变化规律。结果显示, 饲养100 d后, 埃及尼罗罗非鱼的生长速度与内脏比小于吉富和新吉富罗非鱼, 各品系罗非鱼之间的肥满度无显著差异。短期高密度胁迫可提高3种尼罗罗非鱼血清葡萄糖与甘油三酯的利用, 并诱发肝损伤。应激48 h后, 吉富与新吉富罗非鱼血清溶菌酶活力与肝HSP70 mRNA水平呈先上升后下降的变化, 短期应激可以提高这两种鱼的免疫响应, 随着应激时间延长, 高水平的皮质醇对免疫功能有抑制作用。埃及尼罗罗非鱼血清溶菌酶活力与肝HSP70 mRNA水平在应激后48 h内始终显著高于应激前, 这可能与其较强的抗高密度应激有关。
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Comparison on growth performance in three different strains of Nile tilapia and physiological responses after short-term high stocking density stress

QIANG Jun1, YANG Hong1, HE Jie1, WANG Hui2, XU Pao1, ZHU Zhixiang1
1. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China;
2. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China
Abstract: To establish the growth performance and physiological responses after short-term crowding stress, three Nile tilapia (Oreochromis niloticus) strains (GIFT tilapia, new GIFT tilapia and Egypt Nile tilapia) were compared in terms of certain body indices. At day 100 of the experiment, tilapias in the experimental group were exposed to short-term crowding stress to evaluate the serum biochemical parameters and liver HSP70 mRNA expression before and after stress. The results showed that GIFT tilapia had the best growth rate, and the growth of New GIFT tilapia ranked second; however, no significant difference was observed between the two strains. The growth rate of Egypt Nile tilapia was the slowest. Viscerosomatic indices of GIFT tilapia and New GIFT tilapia were significantly higher than those of the Egypt Nile tilapia. There was no significant difference in the condition factor among the three groups. At the end of the feeding trial, 40 fish per bucket were exposed to crowding stress (100g/L) for 48h, The effects of a short-term exposure on the physiological responses of fish were determined before stress (0h) and at 6, 12, 24 or 48 h post-crowding. The serum total protein, glucose, glutamic-oxaloacetic transaminase (AST), cholesterol, lysozyme (LSZ) level and hepatic Hsp70mRNA levels in GIFT tilapia and New GIFT tilapia initially increased and then decreased over48 h of crowding stress. Compared with the level at 0 h, the serum cortisol level of the Egypt Nile tilapia was not significantly difference at 48 h post-stress, but the levels in GIFT tilapia and New GIFT tilapia were significantly higher than at 0h. The serum LSZ activity and HSP70 mRNA levels of the Egypt Nile tilapia at 48 h were significantly higher than at 0 h. Overall, the results indicated that short term, high density crowding enhanced the use of serum glucose and triglyceride, but caused liver damage in tilapia. The ability of the Egypt Nile tilapia to resist high density stress is stronger than that of the GIFT tilapia and New GIFT tilapia. Therefore, for intensive culture farming, tilapia should have a reasonable stocking density and less human interference, which will reduce stress responses and promote healthy breeding of tilapia.
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