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低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清皮质醇与免疫相关指标的变化
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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
摘要: 选取4种不同品系罗非鱼, 分别为吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)、奥尼罗非鱼(O. niloticus×O. aureus)、红罗非鱼(O. nilotica♂× O. mossambica♀)和奥利亚罗非鱼(O. aureaus)。在26℃水温下饲养3周后, 选取规格基本一致的罗非鱼(体质量50.73 g±4.23 g)进行低温驯化实验。水温以3℃/d的速度从26℃降至8℃, 分别于水温为26℃、20℃、14℃和8℃时进行采样, 比较不同驯化阶段4种不同品系罗非鱼血清皮质醇和免疫相关指标的变化规律。结果表明, 与26℃时的免疫指标相比, 水温降至8℃时, 吉富与红罗非鱼血清皮质醇水平显著升高; 然而血清C3、C4、IgM以及头肾C型溶菌酶mRNA水平显著下降(P<0.05), 血清中高皮质醇水平对鱼体的免疫产生了抑制作用。水温为8℃时, 奥尼罗非鱼血清皮质醇、IgM和补体C3以及头肾抗菌肽mRNA水平显著升高; 奥利亚血清皮质醇、C4和IgM以及头肾C型溶菌酶mRNA水平与26℃时相比无显著差异, 然而血清溶菌酶与C3水平降低。驯化实验结束后, 比较了4种不同品系罗非鱼在8℃水温下48 h内的累积死亡率。吉富与红罗非鱼组累积死亡率较高, 分别达到43.3%和40.0%; 奥尼罗非鱼其次, 为23.3%; 奥利亚罗非鱼最低, 为20.0%。较高的血清IgM和头肾溶菌酶和抗菌肽mRNA水平可能有助于提高奥尼和奥利亚罗非鱼的抗低温应激能力, 增加低温时的成活率。本研究通过分析4种品系罗非鱼不同驯化阶段血清皮质醇和免疫相关指标, 探讨不同品系罗非鱼在低温驯化过程中的免疫保护机制, 旨在为下一步抗低温新品系罗非鱼的选育提供理论依据。
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低温应激可以激活脊椎动物神经内分泌途径, 包括下丘脑-垂体-肾间组织轴、下丘脑-垂体-甲状腺轴或下丘脑-交感神经-嗜铬细胞轴, 从而引发血清皮质醇、甲状腺激素或儿茶酚胺类激素的释放[13]。生理胁迫与机体对疾病敏感性密切相关。低温应激能够抑制鸡抗大肠杆菌感染时的非特异性免疫力[4], 改变抗体效价[5]以及调节小鼠细胞免疫活性等[6]。同时, 低温环境可以增加鱼类对病原体的敏感性。如: 在低温环境下, 海豚链球菌(Streptococcus iniae)对罗非鱼的致病性增加[7]; 屈挠细菌(Chloroflexus)可以引发鱼类皮肤损害综合症[8]; 车轮虫病与淋巴囊炎病毒可能在低温下引发鱼类的白点病[9]等。低温应激对鱼类免疫功能产生了某些抑制效应, 如强俊等[10]和刘波等[11]研究发现, 急性低温应激可以增加吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)血清皮质醇水平, 降低血清溶菌酶、补体和甲状腺素的活性。Ndong等[7]和Tort 等[12]在莫桑比克罗非鱼(O. mossambicus)和乌颊鱼(Sparus aurata)的研究中也发现, 低温应激抑制了鱼体的非特异性免疫功能, 随着低温应激时间的延长, 血清溶菌酶活力显著下降。

低温耐受性是影响罗非鱼产量的重要因素之一。目前, 由于几个罗非鱼主养区冬季气温较低、寒流较多, 同时, 低温持续时间较长, 低温环境极大限制了罗非鱼产量。因此, 提高罗非鱼的低温耐受性有助于更好的延长生长周期, 降低越冬死亡率和提高养殖效益。如何增加罗非鱼的低温耐受性与提高低温应激时的免疫响应成为当前研究的重点。通过低温驯化可以有效的提高鱼类的低温耐受性。Hofer和Watts[13]将饲养温度为28℃的遗传上全雄罗非鱼分别直接放入20℃、18℃、16℃、14℃、13℃和12℃水温下进行急性低温应激, 24 h后, 14℃时罗非鱼的死亡率为43%, 而12℃时全部死亡; 然而将28℃水温下的罗非鱼放入20℃中驯化后再放入14℃和12℃中, 罗非鱼的成活率分别达到72%和23%。吉富罗非鱼、奥尼罗非鱼(O. niloticus×O. aureus)和红罗非鱼是当前中国主要养殖的罗非鱼种类, 而奥利亚罗非鱼的抗逆性与抗病力较优于其他品系罗非鱼。本研究以上述4种罗非鱼为研究对象, 通过对不同驯化阶段血清皮质醇和免疫相关指标的比较, 分析4种不同品系罗非鱼的免疫调控机制, 为下一步抗低温新品系罗非鱼的选育提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验鱼

选取4种不同品系罗非鱼, 分别为吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)、奥尼罗非鱼(O. niloticus×O. aureus)、红罗非鱼(O. nilotica♂× O. mossambica♀)和奥利亚罗非鱼(O. aureaus), 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, 运回实验室后放置于水循环养殖系统中。实验选取规格基本一致罗非鱼样本, 每个品系各240尾左右。实验在1.2 m3的养殖桶中进行, 每个桶添加1 m3曝气3 d后的自来水。每个桶中放入80尾鱼, 每个品系罗非鱼分别设置3组重复。利用自动控温仪将鱼置于26℃的水环境下驯养3周。每天早晚各投喂3次(7:00、11:30和16:00), 饲料蛋白28%, 脂肪6%。实验用鱼体质量(50.73±4.23) g。实验期间水中溶氧高于5 mg/L, pH 7.6±0.2, 氨氮与亚硝酸盐低于0.01 mg/L。

1.2  实验设计

通过加冰与水循环降温的方法, 将水温26℃时4个品系的罗非鱼以3℃/d速度进行慢性降温。48 h后, 水温降至20℃; 96 h后, 水温降至14℃; 144 h后, 水温降至8℃, 降温期间正常投喂(水温为20℃时, 各实验组罗非鱼正常摄食; 当温度降至14℃时, 各实验组罗非鱼摄食量减少, 8℃时, 各组罗非鱼基本不摄食)。降温结束后, 利用水循环系统将水温保持在(8±0.3)℃。每个养殖桶选取10尾活力较好的罗非鱼, 每个品系3组平行, 分别放入12个450 L的养殖桶中, 以水温降至8℃时的时间为实验开始时间(0 h), 循环水温度保持在(8±0.3)℃。统计0 h、2 h、6 h、24 h和48 h的累积死亡率。

1.3  采样与处理

当水温为26℃、20℃、14℃和8℃时进行采样。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, 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, 同时取适量的头肾用液氮速冻后, 于80℃保存, 用于分子生物学分析。

1.4  测定指标与方法

1.4.1  血液生化指标的测定  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; 溶菌酶、补体3(Complement 3, C3)、补体4(Complement 4, C4)和免疫球蛋白M(Immu​noglobulin M, IgM)采用鱼用生物素双抗体夹心酶联免疫吸附法(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA)进行检测, 实验结果通过Labsystem Multiskan MS酶标仪(芬南)进行读数。试剂盒均购自上海朗顿生物科技有限公司。

1.4.2  头肾中C型溶菌酶和HAMP1相对表达量的测定 
 罗非鱼C型溶菌酶和HAMP1的引物设计与实验所采用的内参基因引物见表1。所有引物由上海基康生物技术有限公司合成, 扩增的片段为100~110 bp, 取罗非鱼头肾20 mg左右, 参照RNeasy Mini Handbook(QIAGEN公司)说明书用试剂盒提取总RNA, OD260/OD280比值为1.90左右。
根据PrimeScript RT reagent Kit Perfect Real Time(大连TaKaRa公司)进行RT反应, 然后采用ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System的SYBR Green渗入法进行实时定量PCR扩增反应, 以β-actin为内参。PCR反应体系(50 μL)包括: 高压灭菌去离子水19 μL、SYBR Green PCR Master Mix (2×)25 μL、正向及反向引物(10 μmol/L)各2 μL、cDNA工作液4 μL。反应条件为: 95℃ 5 min, 然后40个循环(95℃ 15 s, 60℃ 60 s, 读板记录荧光量), 反应结束后制备溶解曲线, 反应条件为: 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 95℃ 15 s。每个反应设3复孔。所有检测样品均包含1个无模板的阴性对照以排除假阳性结果。

表1  引物序列

Tab. 1  Primer sequences
	目标基因 target mRNA
	序列 sequence
	NCBI GenBank accession no.

	抗菌肽 HAMP1
	F: 5′-TGCAGTTGCAGTGACACTCGTG-3′
	XM_003450530.1

	
	R: 5′-TGTCATTGCTCCCTGCCTCCTC-3′
	

	C型溶菌酶 C-type lysozyme
	F: 5′-AATCGCTGGTGGTGCAATGACA-3′
	XM_003440253.1

	
	R: 5′-GCAGTTGATTGCCACGGTGACA-3′
	

	内参基因β-actin control gene β-actin
	F: 5′-CCACACAGTGCCCATCTACGA-3′
	EU_887951.1

	
	R: 5′-CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA-3′
	


1.5  数据处理

在C型溶菌酶、HAMP1与β-actin的定量PCR扩增效率基本一致的前提下, 计算C型溶菌酶和HAMP1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, 以吉富罗非鱼26℃水温下基因的相对表达量为基准, 应用2-ΔΔCt法[14]确定不同温度阶段各实验组mRNA的相对表达量。数据结果用平均值±标准差(Mean±SD)表示, 实验数据用SPSS15.0统计软件进行方差分析, 同一组不同温度下的比较采用配对样本t检验, 不同组同一温度下的比较采用Duncan多重比较。

2  结果与分析

2.1  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清皮质醇的变化

正常饲养温度下(26℃), 吉富罗非鱼血清皮质醇水平低于其他3个品系的罗非鱼(图1)。随着温度的降低, 各应激组皮质醇水平基本呈先上升后下降的变化。8℃时, 除奥利亚组与26℃时无显著差异外(P>0.05), 其他各组均显著高于26℃时的水平(P<0.05)。

2.2  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清溶菌酶活力的变化


26℃时, 4种不同品系罗非鱼血清溶菌酶活力
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图1  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清皮质醇的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image2.png]


 红罗非鱼  [image: image3.png]


 奥利亚

“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).

Fig .1  Change of serum cortisol level in four different strains of tilapia during low temperature acclimation
□ O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image4.png]


 O. nilotica×O. mos​s​am​b​ica  [image: image5.png]


 O. aureaus

Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant 

differences at the same time point of different treated groups.

无显著差异(P>0.05)(图2)。温度降至20℃时, 各应激组血清溶菌酶活力显著上升; 14℃时, 除红罗非鱼保持较高水平外, 其他各组呈下降趋势。8℃时, 除奥利亚组溶菌酶活力与26℃时相比无显著差异外(P>0.05), 其他各组均显著高于26℃时的(P<0.05)。

2.3  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清C3和C4水平的变化

26℃时, 吉富罗非鱼血清C3水平略高于其他
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图2  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清溶菌酶活力的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image7.png]


 红罗非鱼  [image: image8.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).
Fig. 2  Change of serum lysozyme activity in four different strains of tilapia during low temperature acclimation
□  O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image9.png]


 O. nilot​ica× O. mossambica  [image: image10.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant 

differences at the same time point of different treated groups.

各品系(图3)。低温驯化过程中, 各实验组(除奥尼罗非鱼组外)血清C3水平基本呈下降趋势; 奥尼罗非鱼组C3水平呈先上升后下降的变化。8℃时, 各实验组C3水平均显著低于26℃时的(P<0.05), 然而, 4个品系之间无显著差异(P>0.05)。
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图3  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清C3水平的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image12.png]


 红罗非鱼  [image: image13.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).

Fig. 3  Change of serum C3 level in four different strains of tilapia during low temperature acclimation
□ O. niloticus  ■O. niloticus×O. aureus  [image: image14.png]


 O. nilotica× O. mossambica  [image: image15.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant

differences at the same time point of different treated groups.

红罗非鱼血清C4水平在26℃时显著高于其他各品系(P<0.05)(图4)。随着温度降低, 奥尼与奥利亚罗非鱼血清C4水平呈先上升后下降的变化; 而红罗非鱼组的C4水平始终呈下降趋势。8℃时, 奥尼与奥利亚罗非鱼血清C4水平与26℃时相比无显著差异(P>0.05); 吉富与红罗非鱼组低于26℃时的水平(P<0.05)。
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图4  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清C4水平的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image17.png]


 红罗非鱼  [image: image18.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一温度下差异

显著(P<0.05).
Fig. 4  Change of serum C4 level in four different strains of tilapia during low temperature acclimation
□ O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image19.png]


 O. nilotica× O. mossambica  [image: image20.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant

differences at the same time point of different treated groups.

2.4  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清IgM水平的变化
当水温由26℃降至8℃时, 吉富、奥尼与奥利亚罗非鱼血清IgM水平均呈先上升后下降的变化(图5); 而红罗非鱼组基本呈下降趋势。8℃时, 除奥利亚组血清IgM水平与26℃时相比无显著差异外(P>0.05), 其他各实验组均显著低于26℃时的水平(P<0.05)。

2.5  低温驯化下4种不同品系罗非鱼头肾C型溶菌酶和HAMP1mRNA水平的变化

水温为20℃和14℃时, 各实验组头肾C型溶菌酶和HAMP1mRNA水平显著高于26℃时水平(图6, 图7)。20℃时, 红罗非鱼头肾C型溶菌酶mRNA水平较高, 吉富与奥利亚罗非鱼组其次, 奥尼组mRNA水平最低(P<0.05)。14℃时, 奥利
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图5  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清IgM水平的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image22.png]


 红罗非鱼  [image: image23.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).
Fig. 5  The change of serum IgM level in four different strains of tilapia during low temperature acclimation
□ O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image24.png]


 O. nilotica× O. mossambica  [image: image25.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant

differences at the same time point of different treated groups.
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图6  低温驯化下4种不同品系罗非鱼头肾C型溶菌酶相对表达量的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image27.png]


 红罗非鱼  [image: image28.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).
Fig. 6  Change of relative expression of head kidney c-type lysozyme mRNA in four different strains of tilapia during low
temperature acclimation
□ O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image29.png]


 O. nilotica× O. mossambica  [image: image30.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant 

differences at the same time point of different treated groups.

亚组C型溶菌酶mRNA水平高于其他各实验组, 然而各组之间无显著差异(P>0.05)。8℃时, 吉富和红罗非鱼组头肾C型溶菌酶mRNA水平显著低
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图7  低温驯化下4种不同品系罗非鱼头肾抗菌肽相对表达量的变化

□ 吉富  ■ 奥尼  [image: image32.png]


 红罗非鱼  [image: image33.png]


 奥利亚
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).
Fig. 7  Change of relative expression of head kidney HAMP1 mRNA in four different strains of tilapia during low temperature
acclimation
□ O. niloticus  ■ O. niloticus×O. aureus  [image: image34.png]


 O. nilotica× O. mossambica  [image: image35.png]


 O. aureaus
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant

differences at the same time point of different treated groups.

于26℃时(P<0.05); 奥尼和奥利亚组虽然也有所下降, 但与26℃时无显著差异(P>0.05)。同时, 奥利亚罗非鱼组头肾HAMP1mRNA水平在8℃时显著高于吉富与红罗非鱼组, 同时, 奥尼组HAMP1mRNA水平也显著高于红罗非鱼组(P<0.05)。
2.6  低温(8℃)对4种不同品系罗非鱼累积死亡率的影响

当水温降至8℃时, 我们在每个实验桶中选取10尾活力较好的罗非鱼(每个品系3组平行, 共30尾鱼)进行48 h的低温耐受性测试。随着时间的增加, 各品系罗非鱼均出现了不同程度的死亡。48 h后, 奥利亚罗非鱼组的累积死亡率最低, 仅为20.0%; 吉富与红罗非鱼组的累积死亡率较高, 分别达到43.3%和40.0%(图8)。

3  讨论

在众多影响罗非鱼低温耐受性的因素中, 驯化温度被认为是关键的因素之一。通过适当的低温驯化可以改变鱼体的生理反应与免疫机能, 增强鱼体的低温耐受性[15]。本研究中, 将正常饲养水温下的4种不同品系罗非鱼采取每天降低水温
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图8  低温(8℃)对4种不同品系罗非鱼累积死亡率的影响
“*”表示同一实验组应激前与应激后相比有差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示不同实验组在同一时间点差异

显著(P<0.05).
Fig. 8  Effect of low temperature (8℃) on cumulative mortality in four different strains of tilapia
Signiﬁcant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked by asterisks in paired-samples t-tests; and different small letters above the bars indicates significant 

differences at the same time point of different treated groups.

3℃的方法进行低温应激, 经过6 d的降温处理, 水温由26℃降至8℃。在不同降温阶段, 我们选取血清与头肾组织, 比较与分析了4种不同品系罗非鱼血清激素与头肾免疫指标的变化特点。

3.1  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清皮质醇的变化

皮质醇是肾上腺在应激反应里产生的一种类激素。通常, 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进行了适应[16]。急性低温应激下, 鱼体血清皮质醇水平会显著升高[1011]。本研究中, 随着水温的下降, 各实验组血清皮质醇的变化中也呈现出明显的上升趋势。水温降至8℃时, 除奥利亚罗非鱼组血清皮质醇水平与26℃时的无显著差异外, 其他各组仍显著高于26℃时的。奥利亚罗非鱼可能比其他品系罗非鱼具有更好的低温适应性。

3.2  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清溶菌酶的变化


溶菌酶(LSZ)是水生动物血淋巴细胞酶系统中的重要组成部分, 反映了机体天然免疫水平的变化[17]。鱼体受到急性应激时, 肝受损, 血清中LSZ活力会显著上升。Saurabh和Sahoo[18]报道, 鱼体溶菌酶活性与众多环境因子密切相关, 如水温、盐度、细菌等。强俊等[10,19]同样也在罗非鱼中发现, 胁迫环境与血清高溶菌酶活力之间的相关性。本实验中, 当水温由26℃降至20℃时, 4个实验组血清LSZ活力显著上升。罗非鱼在急性低温应激下, 血清中皮质醇浓度升高, 促进血糖的合成, 脂肪降解加速, 从而促使鱼体在短期内获得更多的能量用于增加血清中一些特定免疫蛋白如LSZ或补体等的含量, 从而提高机体的免疫力[20]。随着温度的持续降低与应激时间的延长, 水温为8℃时, 吉富、奥尼与红罗非鱼血清溶菌酶活力均高于26℃时的; 而奥利亚罗非鱼组的活力与26℃时相比无明显差异。这与强俊等[10]和刘波等[11]报道的吉富罗非鱼在经历急性低温应激6 h后其血清溶菌酶活性显著下降的结论有所不同。可能是因为, 本实验采取的是慢性低温应激, 罗非鱼在不同温度梯度下有较为充足的驯化过程, 短期内血清溶菌酶活力的增加有助于鱼体应对应激胁迫。

3.3  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清C3和C4水平的变化

当水温由26℃降至8℃时, 各实验组血清C3水平均显著低于26℃时的, C3是血清中含量最高的补体成分, 在机体免疫应答与生理调节上发挥着重要作用。随着温度的降低与应激时间的延长, 血清中较高的皮质醇水平对机体产生免疫抑制作用[7]。刘波等[11]在吉富罗非鱼的急性低温应激研究中也发现, 血清C3水平随应激时间的延长而下降。同样, 在乌颊鱼的低温应激(水温从18℃降至11℃)实验中也发现, 血清LSZ活力和补体在应激后显著下降[12,21]。4个不同品系罗非鱼血清C4水平在正常饲养水温下(26℃)有较大差异, 吉富与红罗非鱼组的C4水平显著高于奥尼与奥利亚组的。然而, 随着温度的降低, 奥尼与奥利亚组C4水平表现出先上升后下降的变化; 8℃时, 奥尼与奥利亚组血清C4水平与26℃时的无显著差异, 吉富与红罗非鱼组低于26℃时的。血清C4的变化可能与不同品系罗非鱼对于低温耐受性的不同有较大联系。

3.4  低温驯化下4种不同品系罗非鱼血清IgM水平的变化

与LSZ和补体相似, IgM也是鱼类天然免疫应答中的重要组成之一。不同鱼类血清IgM随温度的变化有较大差异。在适温范围内, 尼罗罗非鱼[22]、大麻哈鱼(Oncorhynchus nerka)[23]和鳕(Gadus morhua)[24]的血清IgM水平较高, 升高或降低水温时IgM水平均下降。相反, Klesius[25]发现, 温度变化对斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)血清IgM水平无影响。本实验中发现, 当水温由26℃降至20℃时, 吉富、奥尼与奥利亚罗非鱼组血清IgM水平呈现出上升趋势, 短期生理应激可能有助于增加血清循环蛋白[22]。然而, 随着温度的继续降低与应激时间的延长, 罗非鱼摄食开始下降(水温低于16℃时, 罗非鱼在摄食量开始下降, 然而, 水温低于14℃时摄食剧减)[26]。鱼体的能量代谢与免疫调控发生改变, 血清中较多的蛋白用于能量需求, 血清中IgM的合成将减少; 同时, 血清中高皮质醇水平可能也会抑制IgM活性。8℃时, 除奥利亚组外, 其他各实验组血清IgM水平均低于26℃时的; 奥利亚罗非鱼组血清IgM在不同温度下均保持了较高水平。

3.5  低温驯化下4种不同品系罗非鱼头肾C型溶菌酶和HAMP1相对表达量的变化

C型溶菌酶和HAMP1基因在防御病原细菌入侵时发挥着重要作用。细菌感染[2728]或注射多糖[2930]均可在短期内增加这些基因的表达水平。然而, 长期应激下C型溶菌酶和HAMP1基因的转录水平可能会随机体免疫活性下降而降低。如Salas-Leiton等[31]发现, 将塞内加尔鳎(Solea senegalensis)在高密度或低投喂量下饲养一段时间后, 肝脏C型溶菌酶和HAMP1基因表达水平显著下降。头肾位于肾脏的前段, 具有重要的免疫功能。因此, 本研究选取头肾来研究目标基因的表达变化。实验中发现, 随着水温的降低与应激时间的延长, 4个不同品系罗非鱼头肾C型溶菌酶和HAMP1mRNA水平呈现先上升后下降的变化。8℃时, 吉富与红罗非鱼组头肾C型溶菌酶mRNA水平显著低于26℃时的, 血清中较高的皮质醇水平能够对鱼体的天然免疫系统进行负调控[32]; 而奥尼与奥利亚罗非鱼组头肾C型溶菌酶和HAMP1mRNA水平与26℃时相比无显著差异或高于26℃时的水平, 这可能与其较强的低温适应能力有关。

3.6  低温(8℃)对4种不同品系罗非鱼累积死亡率的影响


死亡率是衡量不同品系罗非鱼低温耐受性的最直接, 也是最有效的方法。Li 等[33]比较了3种品系尼罗罗非鱼(吉富品系、苏丹78品系和埃及88品系)的低温耐受性, 吉富品系的低温半致死温度介于11~8.4℃, 高于苏丹与埃及品系的罗非鱼。林勇等[34]比较了5个不同品系罗非鱼半致死低温, 吉富罗非鱼的半致死低温最高, 为9.95℃; 美国奥利亚罗非鱼的最低, 为9.22℃。本实验中所使用的吉富罗非鱼于2006年从马来西亚世界渔业中心引进的第16代吉富罗非鱼。我们针对吉富罗非鱼不耐低温的特点, 开展了一系列低温选育工作, 经过了5年来的不断努力, 吉富罗非鱼的低温耐受性有所提高。本研究中经过低温驯化后, 8℃水温下, 吉富罗非鱼在48℃时的累积死亡率为43.3%; 奥利亚罗非鱼的累积死亡率最低, 为20%。结合不同水温下4种品系罗非鱼血清激素与免疫相关指标的变化, 我们发现: 8℃水温下, 奥利亚罗非鱼相对较低的皮质醇水平与较高的补体C4、IgM和头肾C型溶菌酶和HAMP1mRNA水平可能有助于提高其低温耐受性。然而, 吉富罗非鱼与红罗非鱼血清中较高的皮质醇可能会抑制机体的免疫活性, 降低鱼体的抵抗力。
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Change in serum cortisol and immune-related indices in four strains of tilapia during low-temperature acclimation
HE Jie, QIANG Jun, XU Pao, ZHU Zhixiang

Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China
Abstract: Low-temperature acclimation is recognized as one of the most important methods of improving cold tolerance. The physiological response and immune function of the fish body could be changed through proper low-temperature acclimation. To elucidate the immune-protective mechanisms of various tilapia strains during low-temperature acclimation, four different strains (GIFT tilapia, hybrid tilapia, red tilapia and Aurea tilapia) were reared at 26℃. Three weeks later, individual tilapia (body weight 50.73 g ± 4.23 g) were selected and low-temperature acclimation experiments performed. Water temperature was decreased from 26 to 8℃ at a rate of 3℃/d. Blood and head kidney of three fish from each tank were sampled at 26, 20, 14 and 8℃, and the change in serum cortisol (COR) and immunity indices of the head kidney were compared in the four different tilapia strains over the course of the low-temperature acclimation. The results showed that the levels of serum COR in GIFT and red tilapia at 8℃ were significantly higher than the other strains. The levels of serum complement 3 (C3), complement 4 (C4), immunoglobulin M (IgM) and the level of c-type lysozyme mRNA in head kidney at 8℃ were significantly lower than at 26℃. COR may play an important role in the regulation of immunity activity and higher levels of COR may inhibit immunity in the fish body. Higher levels of serum COR, C4 and IgM and the expression levels of hepcidin antimicrobial peptides-1 (HAMP1) were observed at 8℃. The levels of serum COR, C4 and IgM, and expression levels of c-type lysozyme in the head kidney of Aurea tilapia were similar at water temperatures of 8 and 26℃. Lysozyme and C3 levels in serum at 8℃ were lower than at 26℃ but the expression levels of HAMP1 at 8℃ were higher than at 26℃. At the end of the low-temperature acclimation trial, cumulative mortality of the four different tilapia strains was compared at 8℃ for 48 h. Cumulative mortalities for the GIFT and red tilapia strains were 43.3% and 40.0%, respectively, and were higher than for the hybrid and Aurea tilapia strains. The cumulative mortality of Aurea tilapia was lowest (20.0%). The higher IgM levels in serum and c-type lysozyme and HAMP1 mRNA levels in the head kidney may have enhanced the resistance of the hybrid and Aurea tilapia strains to low-temperature stress and improved survival to cold stress.
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