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摘要: 以中国水产科学研究院北戴河中心实验站养殖的双单倍体(DH)牙鲆(Paralichthys olivaceus)作为亲鱼, 采用冷休克方法抑制第二极体排出, 建立牙鲆克隆家系。以普通牙鲆的一个家系作为对照组, 在同样饲养条件下进行培育。实验组和对照组均为2+ 龄鱼, 克隆家系随机抽取5尾, 体质量(1 398±88) g; 普通群体随机抽取10尾, 体质量(1 749±125) g。分别采集血液进行血液生理和生化指标的比较分析。结果表明: 1) 克隆牙鲆的红细胞数量(RBC)、血红蛋白数量(HGB)、平均血红蛋白量(MCH)、红细胞压积(HCT)极显著低于普通牙鲆(P<0.01), 而在其他血液生理指标上二者没有显著性差异(P>0.05); 2) 克隆牙鲆在白球比(ALB/GLB)、谷草转氨酶/谷丙转氨酶(AST/ALT)比值、谷草转氨酶(AST) 3个指标上显著高于普通牙鲆(P<0.05), 其中AST差异达到极显著水平(P<0.01), 而碱性磷酸酶(ALP)、总胆固醇(CHO)、尿素氮(BUN) 3项指标, 克隆牙鲆极显著低于普通牙鲆(P<0.01)。克隆牙鲆血液生理指标的平均变异系数为5.50%, 普通牙鲆的则为9.21%, 其中克隆牙鲆红细胞平均体积(MCV)的变异系数仅为1.52%。克隆牙鲆血液生化指标的变异系数平均为10.56%, 普通牙鲆的则为27.23%, 达到克隆牙鲆的2.58倍。结果证实, 克隆牙鲆个体间的一致性较好, 作为指标生物, 效果优于普通牙鲆等海产鱼类。
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近交系实验动物具有遗传背景明确、纯度高、敏感性强、反应一致和重复性好的优点, 在生物医学研究中显示了潜在的价值[1−2]。生产近交系动物要经过至少连续 20 代全同胞兄妹交配培育而成[3], 需付出大量的精力和财力。鱼类作为水生动物, 行体外受精, 雌核发育是加速其基因纯合及性状固定的有效方法, 已在性别控制及遗传分析等方面展现出应用价值[4−6]。诱导有丝分裂雌核发育, 一代可以实现纯合, 成为双单倍体(double haploid, DH), 继续诱导雌核发育, 即可实现其后代的克隆[7]。鱼类克隆系具有与近交系相似的遗传特征, 其纯合度高, 诱导周期短, 为快速生产类似近交系的实验鱼类提供了新方法。斑马鱼(Danio rerio)、青鳉(Oryzias latipes)等是最先诱导成功克隆的鱼类, 至今仍旧作为模式动物在生物学、生态学和遗传学研究上发挥着重要作用。关于克隆鱼的研究, 目前主要集中在诱导方法和表型描述上[8−9], 而关于其生理生化方面的研究报道较少[9]。血液在动物体内起着十分重要的作用, 除行使为身体各个细胞送去养料带走代谢废物的运输功能外, 还具有防御、免疫、体液调节以及维持内环境相对稳定的作用[10]。当外界环境发生改变时, 鱼体的血液指标也会发生变化[1113], 应用血液指标可以很好地反映鱼体健康、营养及对环境的适应状况。目前鱼类血液学研究所采用的材料主要为普通群体, 无法排除个体间的遗传差异对实验结果的影响。克隆鱼等位基因纯合, 遗传相似度高, 以其作为材料, 可以排除遗传因素的干扰, 而反映出环境影响的真值。

牙鲆(Paralichthys olivaceus)主要分布于中国渤海和黄海, 为底栖鱼类。近20年来, 由于自然资源显著减少, 人们把关注热点聚焦于牙鲆的育种研究[1415]。本研究通过比较克隆牙鲆与普通牙鲆的血液学指标差异, 旨在探讨克隆牙鲆血液学特征及个体间的一致性, 为今后克隆牙鲆在产业上的应用提供理论依据。
1  材料与方法

1.1  实验鱼的制备

实验在中国水产科学研究院北戴河中心实验站进行, 以双单倍体(DH)牙鲆作为亲鱼, 采用冷休克方法抑制第二极体排出, 建立克隆家系, 具体制备方法与条件参照刘海金等[16−17]。以普通牙鲆的一个家系作为对照组, 在同样饲养条件下进行培育。实验组和对照组均为2+ 龄鱼, 鉴于克隆鱼的珍贵性, 随机抽取5尾, 体质量(1 398±88) g; 普通群体随机抽取10尾, 体质量 (1 749±125) g, 分别采集血液。

1.2  血样的采集及测定

1.2.1  血样的制备　被采血的牙鲆于取样前24 h停止投喂。首先测量体重, 然后用5 mL一次性无菌注射器尾静脉采血。所采血样分两组: 一组取0.5 mL血样用肝素钠(约100 IU/mL )抗凝, 用于测定血液生理指标, 同时移取5 μL新鲜血样均匀涂抹于载玻片上, 在空气中干燥后用Giemsa进行染色, 每尾鱼制作2张血涂片; 另外取3.0 mL血样(不加抗凝剂), 在4℃条件下4 000 r/min离心20 min后取血清用于测定其生化指标, 所有血样均在8 h内测定完毕。

1.2.2  血细胞形态测量  在1 000×Leica显微镜下对血涂片进行观察拍照, 每张血涂片随机抽取50个血细胞用Motic Images Plus 2.0图像编辑软件进行长径和短径的测量。

1.2.3  血液生理生化指标测定  所采血清使用HITACHI H7180型全自动生化分析仪进行血液生化指标测定; 所采全血使用Sysmex K-21N三分类血液分析仪进行血液生理指标测定。

1.3  数据处理及分析

按下式计算各血液指标的变异系数: 

变异系数(CV)=(标准偏差/平均值)×100%

所有数据均通过SPSS18.0统计完成处理分析。利用独立样本的t检验, 进行两两比较, 结果用平均值±标准差(
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±SD)表示, 当 P < 0.05 时为差异显著, P < 0.01 时为差异极显著。
2　结果与分析

2.1  血液生理指标

本实验共测定了红细胞数量、血红蛋白、红细胞压积、红细胞平均体积、平均红细胞血红蛋白含量、平均红细胞血红蛋白浓度、红细胞体积分布、红细胞分布宽度以及通过血涂片测量的红细胞长径、红细胞短径共10个生理指标(表1)。对克隆牙鲆与普通牙鲆血液生理指标进行比较分析, 结果表明: 克隆牙鲆在红细胞数量、血红蛋白、红细胞压积和平均血红蛋白量极显著低于普通牙鲆(P<0.01), 克隆牙鲆分别为3.32×1012个/L、73.80 g/L、25.58%和22.16 pg, 普通牙鲆则分别为4.35×1012个/L、105.40 g/L、34.44%和24.24 pg; 而在其他指标上二者间没有显著性差异(P>0.05)。从各指标的变异系数上来看, 克隆牙鲆的血红蛋白含量和红细胞短径稍高于普通牙鲆, 而在剩余的其他所有血液生理指标上, 克隆牙鲆个体间的变异系数均小于普通牙鲆。在红细胞平均体积、红细胞体积分布、红细胞分布宽度几个指标上, 克隆牙鲆的
表1  克隆牙鲆和普通牙鲆的血液生理指标比较

Tab.1  Comparison of physiological indices between clonal and common Japanese flounder
	生理指标

physiological indices
	克隆牙鲆
clonal Japanese flounder
	普通牙鲆
common Japanese flounder

	
	
[image: image2.wmf]x

± SD
	变异系数(CV) /%
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± SD
	变异系数(CV) /%

	红细胞RBC/(1012·L1)
	3.32±0.32**
	9.64
	4.35±0.43
	9.89

	血红蛋白HGB/(g·L1)
	73.80±7.88**
	10.68
	105.40±10.74
	10.19

	红细胞压积HCT/ %
	25.58±2.20**
	8.60
	34.44±3.20
	9.29

	红细胞平均体积MCV/fL
	77.06±1.17
	1.52
	79.38±6.95
	8.76

	平均血红蛋白量MCH /pg
	22.16±1.02**
	4.60
	24.24±1.55
	6.39

	平均血红蛋白浓度MCHC/ (g·L1)
	287.60±13.65
	4.75
	306.20±18.09
	5.91

	红细胞体积分布RDW-CV/%
	12.72±0.53
	4.17
	11.78±2.07
	17.57

	红细胞分布宽度RDW-SD/fL
	37.50±1.02
	2.72
	35.36±5.34
	15.10

	红细胞长径Ma-DN/μm
	11.98±0.35
	2.96
	12.39±0.48
	3.90

	红细胞短径Mi-DN/μm
	7.50±0.40
	5.37
	7.73±0.40
	5.15


注: “*”表示克隆牙鲆和普通牙鲆间差异显著(P<0.05); “**”表示差异极显著(P<0.01).

Note: “*” means significant difference between clonal and common Japanese flounder at 0.05 level; “**” means highly significant difference at 0.01 level.
变异系数分别为1.52%、4.17%、2.72%, 而普通牙鲆则分别高达8.76%、17.57%、15.10%。
2.2  血液生化指标

本实验共测定了总蛋白、白蛋白、球蛋白、白球比、谷丙转氨酶、谷草转氨酶、谷草转氨酶/谷丙转氨酶、碱性磷酸酶、葡萄糖、总胆固醇、甘油三酯、尿素氮、钾、钠、氯、钙以及磷共17个血液生化指标(表2)。对克隆牙鲆与普通牙鲆血液生化指标进行比较分析, 结果表明, 克隆牙鲆在白球比、谷草转氨酶/谷丙转氨酶、谷草转氨酶3个指标上要显著高于普通牙鲆, 其中谷草转氨酶差异达到极显著水平(P<0.01), 克隆牙鲆为12.25 U/L, 普通牙鲆仅为4.40 U/L; 而在碱性磷酸酶、总胆固醇、尿素氮含量上克隆牙鲆要极显著低于普通牙鲆(P<0.01), 克隆牙鲆的含量分别为21.00 U/L、7.70 mmol/L、0.27 mmol/L, 普通牙鲆则分别为44.30 U/L、11.66 mmol/L、0.43 mmol/L; 在其他指标上二者间没有显著性差异(P>0.05)。从各指标的变异系数上来看, 克隆牙鲆的球蛋白和钾稍高于普通牙鲆, 而在剩余的其他所有血液生化指标上, 克隆牙鲆个体间的变异系数均小于普通牙鲆。在碱性磷酸酶、葡萄糖、甘油三酯、尿素氮和磷几个指标上, 克隆牙鲆的变异系数分别为10.29%、5.49%、15.58%、7.41%和2.53%, 而普通牙鲆则分别高达30.02%、23.10%、80.99%、22.74%和19.55%。
3  讨论

红细胞及其血红蛋白在血液中的重要生理作用是运输氧气, 在血液中的氧气绝大部分以血红蛋白为载体[11]。本实验中, 克隆牙鲆的红细胞数量和血红蛋白含量显著低于普通牙鲆, 这提示本克隆系在氧的运输能力上较普通牙鲆有所下降, 因此在应激或低溶解氧的情况下, 可能无法动员更多数量的红细胞进行组织有氧代谢, 将加大克隆牙鲆组织缺氧或窒息的风险。同时也告诉人们, 以克隆牙鲆作为实验动物或做动物实验时要注意保持饲养环境的高溶解氧量。

谷丙转氨酶和谷草转氨酶主要存在于肝细胞浆内, 可作为反映肝功能、健康状况的一个指标[18]。王媛等[19]研究发现, 鲫鱼在受到氯氰菊酯损伤时, 会使血液中的谷草转氨酶和谷丙转氨酶含量上升; 郑永华等[20]研究了汞对鲤鲫鱼组织转氨酶活性的影响, 结果发现在汞的作用下, 肝的谷丙转氨酶和谷草转氨酶含量下降, 而血液中的两种酶含量上升, 说明鱼类血液中的谷丙转氨酶和谷草转氨酶的含量变化可以作为反映鱼类肝脏功能的重要指标。本克隆系血液中谷草转氨酶的含
表2  克隆牙鲆和普通牙鲆的血液生化指标比较

Tab.2  Comparison of biochemical indices between clonal and common Japanese flounder
	生化指标

biochemical index
	克隆牙鲆
clonal Japanese 
flounder(
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± SD)
	普通牙鲆
common Japanese
flounder(
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± SD)
	变异系数(CV)/%

	
	
	
	克隆牙鲆
clonal Japanese flounder
	普通牙鲆
common Japanese flounder

	总蛋白TP/(g·L1)
	46.70±5.18
	49.71±5.53
	11.09
	11.12

	白蛋白ALB/(g·L1)
	15.25±1.64
	14.35±2.72
	10.75
	18.95

	球蛋白GLB/(g·L1)
	31.25±3.86
	35.30±3.47
	12.35
	9.83

	白球比ALB/GLB
	0.49±0.03*
	0.41±0.06
	5.95
	14.81

	谷丙转氨酶ALT/(U·L1)
	2.50±0.58
	1.20±1.40
	23.20
	116.67

	谷草转氨酶AST/(U·L1)
	12.25±3.86**
	4.40±1.43
	31.51
	32.50

	谷草转氨酶/谷丙转氨酶(AST/ALT)
	4.92±0.96*
	2.50±1.34
	19.52
	53.60

	碱性磷酸酶ALP/(U·L1)
	21.00±2.16**
	44.30±13.30
	10.29
	30.02

	葡萄糖GLU/(mmol·L1)
	0.91±0.05
	1.04±0.24
	5.49
	23.10

	总胆固醇CHO/(mmol·L1)
	7.70±0.76**
	11.66±1.45
	9.87
	12.44

	甘油三酯TG/(mmol·L1)
	0.58±0.09
	0.61±0.49
	15.58
	80.99

	尿素氮BUN/(mmol·L1)
	0.27±0.02**
	0.43±0.10
	7.41
	22.74

	K/(mmol·L1)
	3.59±0.34
	3.78±0.32
	9.48
	8.47

	Na/(mmol·L1)
	167.53±1.02
	168.77±1.68
	0.61
	1.00

	Cl/(mmol·L)
	150.23±1.89
	150.62±2.19
	1.26
	1.45

	Ca/(mmol·L)
	2.74±0.07*
	2.97±0.17
	2.55
	5.72

	P/(mmol·L)
	2.77±0.07
	2.56±0.50
	2.53
	19.55


注: “*”表示克隆牙鲆和普通牙鲆间差异显著(P<0.05); “**”表示差异极显著(P<0.01).

Note: “*” means significant difference between clonal and common Japanese flounder at 0.05 level; “**”means highly significant difference at 0.01 level.

量极显著高于普通牙鲆, 说明其在肝功能上发生了显著的变化, 也从一个侧面说明该克隆系易处于肝病变状态, 养殖过程中应减少用药, 避免对肝的损伤。从实验动物培育角度看, 本克隆系也许是一种容易培养肝病模型的动物。本研究发现, 本克隆系的碱性磷酸酶、胆固醇、尿素氮含量均极显著低于普通牙鲆, 说明在脂类和蛋白质的代谢水平上, 克隆牙鲆与普通牙鲆存在着很大的不同, 这可能与克隆牙鲆制备过程中, 有很多基因纯合有关, 会形成各种不同的基因型, 从而构成不同表型的克隆系。关于克隆牙鲆基因型与表型的关系, 有待于进一步研究。

近交系动物具有遗传特性均一, 生理、生化指标相对稳定, 个体差异小等特点, 是较为理想的实验动物[3]。作者研究室在2006年诱导成功双单倍体牙鲆[21], 在2010年诱导成功克隆牙鲆[22], 目前已经制备出数个克隆系, 采用染色体操作诱导克隆可以使近交系数达到100%[22]。理论上讲, 其生理生化指标的稳定性会比普通近交动物更好。本研究发现, 克隆牙鲆的血液生理指标的平均变异系数为5.50%, 普通牙鲆的则为9.21%, 其中克隆牙鲆的红细胞体积的变异系数仅为1.52%, 说明红细胞体积这个性状受遗传因素影响较大。克隆牙鲆的血液生化指标的变异系数小, 平均仅为10.56%, 普通牙鲆的则为27.23%, 杨述林等[23]研究结果表明, 五指山小型猪近交系血液生化指标的平均变异系数为18%, 封闭群的广西巴马小型猪的为17%, 而普通的贵州小型猪则达到了21%。从比较中可以发现, 普通牙鲆各指标的变异系数要高于哺乳动物猪, 这些差异与物种的不同有关, 但也可以看出克隆牙鲆各血液指标具有较好的一致性。动物的血液与机体的免疫功能密切相关, 血液中的一些指标是反映机体健康状况及抗病能力的重要参数, 其含量虽受到环境因子的影响[2426], 但从本研究可以看出, 遗传因素也具有重要作用, 因此在做血液学等相关生理生化指标研究时, 选用遗传一致的实验动物将有助于提高实验的准确性和可重复性, 克隆鱼无疑是较为适合的。
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Comparative hematological analysis of clonal and common Japanese flounder (Paralichthys olivaceus)
JIANG Hongbo1, 2, WANG Guixing2, LIU Haijin3, TANG Xiaoyang4, BAO Jie1
1. College of Animal Science and Veterinary Medicine, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, China; 
2. Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao 066100, China; 
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Abstract: Clones serve as an important function in immunological, endocrinological, developmental biological, molecular biological and genetic studies; however, poor fertility of doubled haploids effectively hinders the production of homozygous clones, with the result that only a few laboratories have succeeded in producing homozygous clones. Protocol studies and studies into the biological characteristics of clonal fish are well known and ongoing but, to the best of our knowledge, there have been no hematology studies. This research study is a comparative analysis of the hematology of clonal and common Japanese flounder using 10 physiological parameters and 17 biochemical indices. At Beidaihe Central Experiment Station, clonal Japanese flounder were produced by gynogenesis that suppressed cleavage of the eggs in mitosis and then blocked the extrusion of the second polar body in meiosis. The results showed that red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and hematocrit (HCT) of clonal Japanese flounder were significantly lower than that of common Japanese flounder (P<0.01). No differences were detected in other blood physiological indices between clonal and common Japanese flounder. In addition, blood biochemical indices – alkaline phosphatase (ALP), cholesterol (CHO) and blood urea nitrogen (BUN) – for clonal Japanese flounder were significantly lower than for common Japanese flounder (P<0.01). However, albumin/globulin (ALB/GLB), aspartate aminotransferase/alanine aminotransferase (AST/ALT) ratio and aspartate aminotransferase (AST) were significantly higher for clonal Japanese flounder than for common Japanese flounder. The average coefficient of variation (CV) for the physiological indices was 5.50% for clonal and 9.21% for common Japanese flounder. The mean corpuscular volume (MCV) coefficient of variation for clonal Japanese flounder was only 1.52%. The average blood biochemical indices between clonal and common Japanese flounder were 10.56% and 27.23%, respectively. In general, individual hematological indices among clonal Japanese flounder showed good uniformity, and will benefit hematological research using clonal Japanese flounder.
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