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养殖密度对池塘工程化循环水养殖大口黑鲈抗氧化力、组织结构

及应激基因表达的影响 
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摘要: 为研究池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈(Micropterus salmoides)抗氧化状态、消化酶、组

织结构及 HSP70、Cu/Zn-SOD 应激基因表达的影响, 以初始体重(4.50±0.23) g 的大口黑鲈幼鱼为研究对象, 设置 3
个养殖密度组, 分别为 0.2 kg/m3 (SD1)、0.4 kg/m3 (SD2)和 0.6 kg/m3 (SD3), 每个密度组设 3 个重复, 实验周期为

120 d, 分别在实验的第 30 天、60 天、90 天和 120 天采集样本并分析。结果显示, 实验结束时的最终密度分别为

5.64 kg/m3 (SD1)、8.79 kg/m3 (SD2)和 11.21 kg/m3 (SD3)。养殖前 90 d, 肝脏超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)
活力在各密度组间差异不显著(P>0.05), 而在 120 d 时 SD1 组显著高于 SD3 组(P<0.05); 30 d 和 60 d 时肝脏丙二醛

(MDA)含量未受到养殖密度的影响(P>0.05), 而 90~120 d 时, SD1 组显著低于 SD3 组(P<0.05); 各密度组间肠道淀

粉酶、脂肪酶活力没有显著差异(P>0.05); 各密度组肝脏 HSP70、Cu/Zn-SOD mRNA 相对表达水平在 30 d 和 60 d
没有显著差异(P>0.05), 90 d 和 120 d 时 SD3 组肝脏 HSP70 表达量显著高于 SD1 与 SD2 组(P<0.05), SD1 组肝脏

Cu/Zn-SOD mRNA 表达量显著高于 SD3 组(P<0.05); 切片结果显示, 3 个密度组实验鱼肝脏和肠道结构正常, 未受

到严重损害, SD3 组实验鱼肝脏细胞间空泡稍增多, 肠道杯状细胞变小, 数量减少。综上所述, 在本实验条件下, 养
殖后期, 养殖密度会对加州鲈生理状态产生影响, 高密度应激会导致鱼体抗氧化以及免疫功能受到抑制, 肝脏、肠

道组织产生轻微损伤, 0.2 kg/m3 密度组大口黑鲈的生理状况最好。综合考虑, 池塘工程化循环水养殖模式下大口黑

鲈幼鱼的放养密度以 0.2~0.4 kg/m3 为宜。 
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池塘工程化循环水养殖(in-pond raceway sys-
tem, IPRS)于 20 世纪 90 年代末由美国奥本大学开

发[1]。引入中国后, 科研工作者对该养殖模式进行

了改造, 利用 2%~5%的池塘水面建成具有气提推

水增氧和集排污装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[2], 实现了绿色环保、肉质鲜

嫩、高产的可持续发展模式。目前, 对该养殖系

统的研究主要集中在系统优化、养殖品种筛选、

产品品质分析、综合效益分析等方面[3-5]。与传统

池塘养殖相比, IPRS 能提高大口黑鲈成活率、肌

肉营养质量、肝脏生物学功能和抗氧化能力[6]。

养殖密度是池塘循环水养殖系统中重要的环境因

子, 也是决定产量的关键因素。增加养殖密度是

最大限度地提高集约化养殖模式产量的必然选择, 
但高密度会使鱼类产生应激胁迫反应 , 对其生

长、行为、生理、肉质造成负面影响[7-8], 因此探

讨大口黑鲈在循环水养殖系统中的适宜放养密度, 
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有助于提高其养殖产量和经济效益。 
目前 , 国内外有关养殖密度的研究报道很

多。Liu 等[9]研究发现高密度养殖导致细鳞鲑幼鱼

(Brachymystax lenok)特定生长率下降, 同时高放

养密度是水产动物体内活性氧增加(ROS)的主要

应激源, 这些 ROS 可能导致细胞氧化损伤, 最终

影响到鱼类成活率、鱼肉品质及抗病力[10-11]。宋

志飞等[12]研究发现, 过分提高养殖密度会打破俄

罗斯鲟 (Acipenser gueldenstaedti) 幼鱼体内自由

基的“稳态性动态平衡”。此外, 高养殖密度还影

响鱼类应激基因(HSP70 和 SOD)的表达。中华鲟

(Acipenser sinensis)养殖密度实验表明, 高密度组

肝脏 HSP70 基因表达量显著上升[13]; 同样, 在橄

榄牙鲆(Paralichthys olivaceus)实验中, 高放养密度

组肝脏 SOD mRNA 表达水平高于中、低密度组[14]。 
大口黑鲈  (Micropterus salmoides)又名加州

鲈, 是源自北美湖泊和河流的主要淡水鱼种。因

其具有生长速度快、饲料转换率高、适应性强、

肉质鲜美、肌间刺少等优点 , 深受养殖户与消  
费者的喜爱, 是目前中国重要的淡水养殖鱼类之

一, 2017 年全国养殖总量达 45.7 万 t[15]。加州鲈

(Micropterus salmoides)池塘循环水养殖密度实验

表明, 高密度组鱼的生长在养殖后期受到抑制[16], 
然而关于放养密度引起的加州鲈生理反应的机制

研究却很少, 因此本实验通过分析池塘工程化循

环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈肝脏抗氧化

能力、消化酶活性、组织结构以及 HSP70、SOD
基因表达的影响, 旨在研究养殖密度对大口黑鲈

影响的生理机制, 为大口黑鲈池塘工程化循环水

养殖模式日常养殖管理提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼与实验设计 
实验用鱼为同一批次、规格一致、健康无损

的大口黑鲈幼鱼, 初始体重(4.50±0.23) g。将其随

机分配到 9 个相同的流水槽中(22 m×5 m×2.5 m)。
实验设计 3 个养殖密度, 分别为 0.2 kg/m3(SD1)、
0.4 kg/m3(SD2)和 0.6 kg/m3(SD3), 每个密度组 3
个重复。养殖实验周期持续 120 d。 

1.2  养殖水槽 
养殖实验在中国水产科学研究院淡水渔业研

究中心扬中基地池塘工程化循环水生态养殖系统

内进行。该系统由气提推水增氧区、养殖区(22 m× 
5 m×2.5 m)和集污区组成, 其中流水槽养殖区域

面积合计为 1320 m2, 占池塘环沟总面积的 3.19%, 
剩余的池塘区域为净化区域。分别在养殖水槽前

后端安装气提推水增氧装置和微孔增氧装置, 保
证每个水槽内溶氧充足。在净化区内放养三角帆

蚌(Hyriopsis cumingii)、花白鲢(Hypophthalmichthys 
molitrix)以及种植鱼腥草等水生植物对养殖尾水

进行净化处理。养殖水源为长江水, 水质清新无

污染 , 符合《中华人民共和国渔业水质标准》  
(GB 11607-89)。 
1.3  饲养管理 

实验期间 , 采用饱食投喂法 , 每天 6:00、
10:00、14:00 和 17:00 投喂 4 次膨化颗粒饲料(粗
蛋白含量≥47%, 粗脂肪含量≥5%, 浙江欣欣天

恩水产饲料有限公司)。根据鱼体质量的变化适时

调整饲料的规格, 并根据天气情况、摄食状态、

水温等适当调整投喂量与投喂次数。每天观察鱼

的摄食情况并记录好饲料的投喂量以及死鱼的数

量。养殖期间, 气提推水装置 24 h 开启以保证水

体中溶解氧大于 5 mg/L, 水流速度为 2~3 cm/s; 
水温为 22.6~30.5 ℃, 氨氮为 0.06~0.62 mg/L, pH 
为 7.5~8.22, 亚硝酸氮为 0.18~0.33 mg/L。 
1.4  样本采集 

分别于养殖实验的第 30 天、60 天、90 天和

120 天采集样本。从每个水槽中随机捞取 20 尾鱼

进行采样。解剖前, 将鱼放入 100 mg/L 的 MS-222
中做快速麻醉。随后剖开腹部, 剥离出内脏团, 取
出肝脏、肠道迅速放入液氮罐中带回实验室于‒80 ℃
冰箱保存, 用于后期生理指标的测定以及分子水

平的分析。 
1.5  指标测定 
1.5.1  抗氧化指标的测定  将肝脏样品按照重量

(g)∶体积(mL) =1∶9 的比例加入 9 倍体积的生理

盐水, 高速匀浆, 然后于 4 ℃, 3000 r/min, 离心

10 min, 取上清液, 用于测定超氧化物歧化酶(SOD)、
总抗氧化能力(T-AOC)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱
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甘肽过氧化物酶 (GSH-PX)活性与丙二醛 (MDA)
及蛋白质含量。抗氧化指标的测定均采用南京建

成生物工程研究所生产的试剂盒, 具体测定过程

参照试剂盒说明书。 
1.5.2  消化酶活性的测定  用于测定肠道消化酶

上清液的制备方法与肝脏上清液的制备方法相

同。采用考马斯亮蓝法测定肠道组织中的蛋白浓

度。分别采用酶淀粉比色法和酶比色法测定肠道

淀粉酶与脂肪酶活力。所有样品的检测均按照试

剂盒(购自南京建成生物工程研究所)操作说明书。 
1.5.3  HSP70 与 Cu/Zn-SOD 基因表达的测定  
用灭菌剪刀将所采肝脏剪成小块 , 取适量放入

1.5 mL 的离心管中 , 按照 MiniBEST Universal 
RNA Extraction Kit (TaKaRa 公司)说明书提取大

口黑鲈肝脏总 RNA, 通过琼脂糖凝胶电泳和紫外

分光光度计检测其质量和浓度, OD260/280 保持在

1.8~2.0。使用 TaKaRa PrimeSciptTM 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit 试剂盒的方法反转录合成

cDNA, 并将其保存在‒20 ℃待用。使用 Primer 
Premier 5.0 软件设计定量引物(表 1), 引物由苏州

金唯智生物科技有限公司合成, 对引物进行 PCR
扩增, 计算出扩增效率在 0.9~1.1 之间。大口黑鲈

HSP70、Cu/Zn-SOD 荧光定量引物基于基因库中

已知的 HSP70、SOD (GeneBank 数据库登录号

为  FJ751227.1; FJ030929.1)序列而设计 , 其中

β-actin[17]与 18S[18]为内参基因。使用 TaKaRa 公

司的 SYBR Prime ScriptTM RT-PCR Kit 试剂盒对

大口黑鲈肝脏 HSP70、SOD、β-actin、18S 基因的

cDNA 进行定量分析。Real Time PCR 反应程序为: 
95 ℃30 s, 然后 40 个循环: 95℃5 s, 58℃10 s, 熔
解的反应条件为 65~95 ℃, 读板 30 s记录荧光量。

以 β-actin 与 18S 为内参对得到的各样本的 Ct值做

均一化处理, 应用 2‒Ct 法计算 SD1、SD2、SD3
组肝脏 HSP70、Cu/Zn-SOD 的表达量。 

 
表 1  实时荧光定量 PCR 引物 

Tab. 1  Gene-specific real-time quantitative PCR primers 

引物 primer 引物序列(5′−3′) primer sequence(5′−3′) 产物长度/bp length of products 退火温度/℃ annealing temperature

β-actin-F ATCGCCGCACTGGTTGTTGAC 

β-actin-R CCTGTTGGCTTTGGGGTTC 

187 58 

18S-F GGACACGGAAAGGATTGACAG 

18S-R GGACACGGAAAGGATTGACAG 

182 58 

HSP70-F CAGTGATGAAGACAAGCAGAAGA 

HSP70-R GCCACCAGCACTCTGATACA 

163 57 

SOD-F ACCACAGAAACTTACGCGACA 

SOD-R TTCACAGGGTCTGAATCGCC 

131 60 

 
1.5.4  肝脏、肠道切片的制作与观察  取实验鱼

前肠、肝脏组织于 10%福尔马林中固定 24 h, 依
次经过 70%、80%、90%、95%酒精和无水酒精脱

水 , 二甲苯透明 , 石蜡包埋 , 用切片机 (德国 , 
Leica RM2235)切片(5 μm), 然后用苏木素和伊红

染色, 中性树胶封片。采用显微镜(Leica DM4B)
观察肠道与肝脏组织(肠道放大倍数为 100, 肝脏

放大倍数为 200), 采用 LAS V4.7软件测量肠道肌

层厚度、肠道绒毛长度以及厚度。 
1.6  数据处理 

所获得的数据均采用 SPSS19.0 软件进行单

因素方差分析(one-way ANOVA), 然后对差异显

著的数据(P<0.05)作 LSD 法多重比较。实验数据

以平均值±标准误( x ±SE)表示。 

2  结果与分析 

2.1  养殖密度对大口黑鲈肝脏抗氧化能力的影响 
养殖密度对大口黑鲈肝脏抗氧化能力的影响

见图 1。图 1a 和图 1b 显示, 在 30 d、60 d、90 d 时, 
各养殖密度组肝脏 SOD 与 CAT 活力没有显著差

异(P>0.05), 而在 120 d 时, SD1 组 SOD 活力显著

高于其他两组(P<0.05), SD1 和 SD2 组 CAT 活力

显著高于 SD3 组(P<0.05)。由图 1c 可知, 肝脏

MDA 含量在养殖前 60 d 未受到养殖密度的影响
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(P>0.05), 在 90 d 时, SD3 组显著高于 SD1 组

(P<0.05), 在 120 d 时, SD3 组显著高于 SD1 和

SD2 组 (P<0.05)。养殖密度对肝脏 T-AOC 与

GSH-PX 活力无显著性影响(P>0.05)。   

2.2  养殖密度对大口黑鲈肠道消化酶活力的影响 
图 2 结果显示, 养殖密度对大口黑鲈肠道淀

粉酶(图 2a)和脂肪酶活力(图 2b)的影响不显著

(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈肝脏抗氧化能力的影响 
SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3; 柱上方不同的小写字母表示同一时间不同密度之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Effects of stocking density on antioxidant capacity in the liver of Micropterus salmoides reared in IPRS 
SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3. Different small letters indicate significant  

differences between different groups at the same time (P<0.05). 

 

 
 

图 2  池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈肠道部分消化酶活力的影响 
SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3; 柱上方不同的小写字母表示同一时间不同密度之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Effects of different stocking density on partial intestinal digestive enzyme activities of Micropterus salmoides reared in IPRS 
SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3. Different small letters indicate significant  

differences between different groups at the same time (P<0.05). 

 
2.3  养殖密度对大口黑鲈肝脏 HSP70、Cu/Zn- 
SOD 基因表达的影响 

图 3 结果显示, 大口黑鲈肝脏 HSP70(图 3a)、
Cu/Zn-SOD mRNA(图 3b)相对表达水平呈现先升

高后下降的趋势, 且在 30 d 和 60 d 时, 未受到养

殖密度的影响(P>0.05); 90 d 时, HSP70 表达量在

SD3 组中达到最大值, 显著高于其他两组(P<0.05); 
120 d 时, HSP70 表达量随养殖密度的增加而显  
著升高(P<0.05)。同样的 , Cu/Zn-SOD 表达量在  
90 d 和 120 d 差异显著, 90 d 时 SD1 组显著高于其

他组 (P<0.05), 在 120 d 时 , 各组之间差异显著

(P<0.05)。 
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图 3  池塘工程化循环水养殖模式下不同养殖密度对大口黑鲈肝脏 HSP70 (a)、SOD (b)基因相对表达量的影响 
SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3; 柱上方不同的小写字母表示同一时间不同密度之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Effects of stocking density on relative expression of HSP70 (a) and SOD genes (b) in liver 
 of Micropterus salmoides reared in IPRS  

SD1: 0.2 kg/m3; SD2: 0.4 kg/m3; SD3: 0.6 kg/m3. Different small letters indicate significant  
differences between different groups at the same time (P<0.05). 

 

2.4  养殖密度对大口黑鲈肝脏、肠道组织结构的

影响 
养殖密度对大口黑鲈肝脏和肠道结构的影响

如图 4、图 5 所示。由图 4 看出, 本实验所设养殖

密度未对大口黑鲈肝脏造成病理性的破坏, 实验

结束时 SD1、SD2 实验组鱼肝脏内肝细胞结构正

常, 排列规则, 血管清晰, 肝细胞形态呈圆形, 细

胞核位于细胞中央, 肝脏空泡很小(图 4a, 图 4b), 
而 SD3 组肝脏基本结构未出现异常, 空泡相对变

大(图 4c)。不同养殖密度组大口黑鲈肠道绒毛长

度和绒毛厚度无显著差异(P>0.05), 但肌层厚度

随养殖密度的增加而减小, 与 SD1 和 SD2 相比, SD3
组肌层厚度最小(P<0.05, 表 2)。图 5 表明, 各密

度组肠微绒毛组织结构完整, 而高放养密度对大 
 

 
 

图 4  池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈肝脏显微结构的影响 
a. SD1 组: 肝细胞结构正常, 示血管(BV)、肝细胞(LC)、细胞核(N)、空泡(VS); b. SD2 组: 肝细胞结构清晰,  

出现少量小的空泡; c. SD3 组: 肝细胞间空泡增多、增大, 但未发现肝细胞出血性坏死、受损. 
Fig. 4  Effects of stocking density on histological structure of liver in Micropterus salmoides reared in IPRS 

a. Structure of normal liver cell of SD1 group (0.2 kg/m3), showing blood vessel (BV), liver cells (LC), nucleus (N), and 
vacuole structure (VS); b. Structure of liver exposed to SD2 (0.4 kg/m3), showing the hepatocytes cellular structure  

was clear, and a small amount of small vacuoles were observed; c. Structure of liver of SD3 group (0.6 kg/m3),  
showing the size and number of vacuoles were increased, and the structure of liver cell was not damaged. 

 

表 2  池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对加州鲈肠道组织指标的影响 
Tab. 2  The effect of stocking density on the indexes of intestinal tissue in Micropterus salmoides 

n=20; x ±SE 
组别 group 

项目 item 采样时间/d 
sampling time SD1 SD2 SD3 

肌层厚度/μm musculus layer thickness 120 203.88±14.79a 197.40±14.11a 139.53±6.29b 
绒毛长度/μm villi length 120 419.67±69.60 429.86±60.46 423.92±99.05 
绒毛厚度/μm villi thickness 120 122.87±6.44 116.38±6.80 108.53±8.25 

注: 同一行数据后不同字母表示各组差异显著(P<0.05). 
Note: Different letters in the same line mean significant difference among different groups (P<0.05). 
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图 5  池塘工程化循环水养殖模式下养殖密度对大口黑鲈肠道显微结构的影响 
a. SD1 组: 肠道组织正常, 示肌层厚度(MS)、绒毛长度(VL)、绒毛厚度(VT)、杯状细胞(GC, 粗箭头)数量多且较大; 

 b. SD2 组: 肌层厚度(MS)、绒毛长度(VL)、绒毛厚度(VT)正常, 杯状细胞(粗箭头)变小且数量相对变少; 
c. SD3 组: 肌层厚度(MS)减小, 杯状细胞(粗箭头)数量和大小明显下降. 

Fig. 5  Effects of stocking density on histological structure of intestine in Micropterus salmoides reared in IPRS 
a. Structure of normal intestine of SD1 group (0.2 kg/m3), showing musculosa layer (MS), villi length (VL),  

villi thickness (VT), and goblet cells (GC, bold arrows) were numerous and relatively large; b. Structure of intestine of 
SD2 group (0.4 kg/m3), showing normal musculosa layer (MS), villi length (VL), villi thickness (VT), and relative  

decrease of the number and size of goblet cells (GC, bold arrows); c. Structure of intestine of SD2 group (0.6 kg/m3),  
showing the declined thickness of musculosa layer, and a marked decrease of the number and size of GC (bold arrows). 

 

口黑鲈肠杯状细胞的数量和大小有负面影响。与

SD1 组相比, SD3 组中杯状细胞的数量减少或体

积缩小(图 5)。 

3  讨论 

3.1  养殖密度对大口黑鲈肝脏抗氧化能力的影响 
鱼类在正常的生命活动中会产生新的自由基, 

它是鱼体内不可缺少的活性物质, 能够完成各种

生理和生化调节活动, 但过量的自由基会对鱼体

内细胞、组织甚至其他活性物质造成损害[19]。生

物体内 SOD、CAT、GSH-PX 等抗氧化酶是机体

防御自由基的第一道酶防线, 故常用来作为机体

受到氧化胁迫的指标[20-21]。 
SOD 和 CAT 是两种重要的抗氧化酶, 去除自

由基的第一步是 SOD 将细胞内氧自由基(O2
‒)转化

为过氧化氢 (H2O2)和分子氧 (O2), 此后 CAT 将

H2O2 分解成分子氧(O2)和水(H2O)以降低其毒性[22]。

本实验中, 在 90 d 时, 肝脏 SOD、CAT 活性在各

密度组间没有出现差异, 而在 120 d 时, SD3 组显

著低于 SD1 组, 笔者认为这是大口黑鲈对养殖密

度引起持续应激的反应 , 随着养殖时间的延长 , 
鱼的体重和体长不断增大, 高养殖密度引起的胁

迫抑制了鱼体的抗氧化能力, 密度越高, 鱼的组

织氧化损伤越严重 , 这和研究者对吉富罗非鱼

(Oreochromis niloticus)[23]、俄罗斯鲟 (Acipenser 

gueldenstaedti)[12]和大菱鲆(Scophthalmus maximus)[24]

的养殖密度实验得出的结论一致。相反, 宋文华[25]

研究发现 , 养殖密度对草鱼 (Ctenopharyngodon 
idellus)肝脏 SOD 与 CAT 酶活性没有显著影响。

MDA 是脂质过氧化后的分解产物, 被认为是细

胞氧化损伤和肝胰脏损伤程度的重要标志之一 , 
养殖密度过高诱发产生的自由基会直接攻击膜中

的多不饱和脂肪酸, 引发脂质过氧化反应[26-27]。

本研究中, 养殖前 60 d, 养殖密度对大口黑鲈肝

脏 MDA 含量无显著的影响, 而在 90 d 和 120 d
时, SD3 组鱼肝脏 MDA 含量显著高于 SD1 组, 且
随着养殖时间的延长, 差异性越来越明显, 表明

密度胁迫使鱼体内氧自由基增多, 脂质过氧化反

应增强 , 该结果与褐斑牙鲆 (Paralichthys oliva-
ceus)[28]、中华鲟[13]的研究结果一致; 相反, 在尼

罗罗非鱼 (Oreochromis nitopenaeus)[29]和凡纳滨

对虾(Litopenaeus vannamei) [30]研究中发现, MDA
值随着放养密度的增加而降低, 而放养密度对大

菱鲆[24]、非洲鲇(Clarias gariepinus) MDA 含量没

有造成影响[31]。本实验结果显示, 肝脏 GSH-PX
与 T-AOC 活性在不同养殖密度组之间没有差异, 
这表明大口黑鲈体内不同的抗氧化酶对养殖密度

的应激反应不一样。彭士明等[32]在对银鲳(Pampus 
argenteus)幼鱼的研究中也得到了类似的结果。抗

氧化指标研究结果的差异可能是由于不同的鱼类
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具有不同的抗氧化能力和调节机制, 导致对养殖

密度不同的应激反应。但是, 从实验结果来看, 过
度增加养殖密度可能会破坏大口黑鲈体内自由基

稳态性平衡, 造成氧化损伤。 
3.2  养殖密度对大口黑鲈消化酶活力的影响 

肠道是营养物质代谢的主要场所, 在消化过

程中发挥着重要的作用。检测和分析消化酶活性

有助于了解鱼类的消化状态。本实验结果显示 , 
大口黑鲈肠道中淀粉酶活性比脂肪酶活性小得多, 
这是由于大口黑鲈是偏肉食性鱼类, 具有很低的

消化碳水化合物的能力, 而肠道是消化脂肪的主

要部位, 所以脂肪酶的活性相对比较高。不同密

度组肠道淀粉酶、脂肪酶活力在 120 d 内没有差

异, 表明养殖密度未对大口黑鲈肠道淀粉酶、脂

肪酶活力造成影响。而 Liu 等[29]对尼罗罗非鱼的

研究发现, 肝脏中淀粉酶与脂肪酶活性随着养殖

密度的升高而降低, 类似地, 彭士明等[33]研究指

出, 在适宜的密度范围内, 银鲳鱼具有良好的消

化生理功能, 而较高的养殖密度会降低其消化酶

活性。相反, 在花鳗鲡(Anguilla marmorata)实验

中, 中密度组肠道脂肪酶活力却低于高密度组[34]。

不同研究者关于养殖密度对鱼类消化酶活性的影

响结果存在差异可能与鱼的种类和生长阶段、组

织部位、实验条件的不同有关。 
3.3  养殖密度对大口黑鲈肝脏 HSP70、Cu/Zn- 
SOD 基因表达的影响 

机体在受到化学应激、热应激和拥挤等多种

应激源的诱导下, 组织细胞会产生热休克蛋白来

抵抗应激以维持平衡。HSP70 是 HSPs 家族中进

化最保守最重要的成员, 具有免疫保护、分子伴

侣、抗氧化应激等作用, 因此可以作为拥挤应激

的生物标志物[35-36]。本研究中, SD3 组大口黑鲈肝

脏 HSP70 mRNA 表达水平在 90 d 和 120 d 时显著

升高, 说明高养殖密度对实验鱼产生了胁迫效应, 
密度应激诱导了 HSP70 在大口黑鲈肝脏中的表达, 
这 与 研 究 者 对 凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus van-
namei)[37]、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[38]和大菱鲆[24]

的实验结果类似。Basu 等[39]指出, 随着应激时间

的增加 , 鱼体内长期的高皮质醇水平会降低

HSP70 mRNA 表达水平。本实验中, 与 90 d 相比, 
120 d 时 SD3 组大口黑鲈肝脏 HSP70 mRNA 表达

水平下降, 这可解释为当应激程度过大、持续时

间持久时, 鱼体内的细胞膜和蛋白结构发生异常, 
导致 HSP70 亚细胞分布发生变化, 降低 HSP70 
mRNA 水平并减弱鱼的免疫能力, 这可能与皮质

醇的调控作用有关, 类似的结果在尼罗罗非鱼[40]

和虹 鳟 [38] 的研 究中 也观 察到 。在 对黑 虎 虾

(Penaeus monodon)的研究中发现, 水质恶化会引

起肝胰脏 HSP70 表达量的下降[41], 而本实验中, 
养殖用水的循环流动及净化区的净化作用使得水

质保持在能够确保大口黑鲈正常需求的水平。 
SOD 是动植物体内普遍存在的金属酶, 起着

维持体内 O2
‒
动态平衡的重要作用。目前只发现了

4 种 SOD, 分别为铜/锌 SOD(Cu/Zn SOD)、锰 SOD 
(Mn SOD)、铁 SOD(Fe SOD)和镍 SOD (Ni SOD)[42]。 
研究表明, 鱼类在遭受禁食、温度、重金属、氨

氮等外界胁迫时, 体内 SOD 基因表达会发生变

化。Kim 等[43]研究发现, 在重金属离子和高养殖

水温的共同胁迫下, 盘鲍(Haliotis discus discus)胞
内型 Cu/Zn-SOD 和线粒体中的 mMSOD 基因表达

上调; Wang 等[44]研究报道, 氨氮和硝态氮胁迫促

使黄姑鱼(Nibea albiflora)肝脏、鳃和头肾中 Mn 
SOD 基因的表达量上升, 而有关拥挤胁迫对鱼类

SOD 基因表达影响的研究未见报道。本研究中, 
大口黑鲈肝脏 Cu/Zn-SOD 基因表达量呈先升高后

下降的趋势, Cu/Zn-SOD 基因表达量的增加是为

了及时清除由养殖密度应激所产生的氧自由基 , 
而 90 d 和 120 d 的下降是因为随着鱼体的不断生

长, 密度应激强度越来越大, 使得肝脏无法维持

氧自由基的平衡, 而 SD3 组的放养密度最高, 所
受的应激最强, 因此在实验结束时 SD3 组肝脏

CuZn-SOD 基因的表达量显著低于其他两组, 这
与肝脏 SOD 酶活的结果相吻合。在橄榄牙鲆

(Paralichthys olivaceus)30 d 的密度胁迫实验中, 
高放养密度组肝脏 SOD mRNA 表达水平高于中、低

密度组[14], 出现结果的差异可能是由于实验条件、

实验时间以及鱼种的不同引起的, 有关这方面的

研究比较稀少, 具体原因还需进一步探讨。 
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3.4  养殖密度对大口黑鲈肝脏、肠道组织结构的

影响 
肝脏是鱼类进行各种代谢途径的主要器官 , 

极易受到外界环境的影响, 对外部应激极其敏感[45]。

研究表明, 当鱼类肝脏受到外界环境胁迫时, 水
肿变性、混浊变性、空泡化、肝细胞坏死是其遭

到损伤后的典型变化[46], 根据肝脏形态学的变化

可以评估其所受的损伤程度。研究者在对虹鳟[47]

和四指马鲅(Eleutheronema tetradactylum)[48]的研

究中发现, 温度胁迫应激下, 肝脏出现细胞坏死、

脂肪变性和水泡变性程度加重等情况。对摄食含

有共轭亚油酸饲料的鲈肝脏形态学分析表明, 肝
细胞在肝窦周围呈规则形状, 胞浆脂质空泡化减

少, 导致肝细胞数量减少[49]。然而, 目前还未见

有关养殖密度对鱼类肝脏形态影响的报道。本研

究中, 实验结束时, 3 个密度组大口黑鲈肝脏结构

完整, 肝细胞排列紧密, 未出现细胞坏死、细胞膜

破裂等现象, 仅仅发现 SD3 组细胞间空泡最大。  
肠道是鱼类重要的消化场所, 肠道组织的完

整是其行使消化能力的前提, 研究肠道形态是了

解鱼类正常生理或异常状况的必要条件, 目前关

于养殖密度对鱼类肠道形态影响的报道不多。本

实验中, 随着养殖密度的增加, 肠道肌层厚度减

少, 这与 Abdalqadir[50]研究结果一致, 而不同放

养密度组绒毛厚度、绒毛长度无显著差异。Uni
等 [51]认为绒毛高度的增加也可能意味着更大的

吸收面积, 鱼类的消化能力更好。本实验结果表

明设计的养殖密度未影响鱼类肠道结构, 这与本

实验中淀粉酶、脂肪酶活力无差异相吻合。此外, 
切片图显示, 与 SD1 和 SD2 相比, SD3 组杯状细

胞明显减少, Refaey 等[52]在对斑点叉尾鮰(Ictalurus 
punctatus)的实验中也发现了类似的结果。本实验

中放养密度对大口黑鲈肠杯状细胞的数量和大小

虽然有负面影响, 但是并未影响肠道的消化吸收

功能。 

4  结论 

在本实验条件下, 养殖密度会影响大口黑鲈

的生理状态, 尤其是在养殖后期, 高养殖密度组

鱼体抗氧化以及免疫功能受到抑制, 肝脏和肠道

结构会产生轻微损伤, 0.2 kg/m3 密度组大口黑鲈

的生理状况最好。另外, 基于本实验结果, 从生产

实际角度考虑, 建议池塘工程化循环水养殖大口

黑鲈的放养密度控制在 0.2~0.4 kg/m3。 
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Effects of stocking density on the antioxidant status, tissue structure, 
and HSP70 and Cu/Zn-SOD expression in largemouth bass (Microp-
terus salmoides) in an in-pond raceway culture system 
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Abstract: The in-pond raceway system (IPRS) combines the sustainable development of environmental protection 
and high yields. Compared with traditional pond culture, the IPRS can improve the survival rate, muscle nutrition, 
liver biological function, and antioxidant capacity of largemouth bass (Micropterus salmoides). Stocking density is 
an important environmental factor in the in-pond raceway system, but the high densitie can cause stress responses 
in fish, which have negative impacts on growth, behavior, and physiology. Therefore, a suitable stocking density 
for largemouth bass (Micropterus salmoides) in a recirculating aquaculture system needs to be identified. A 
120-day feeding experiment was performed to study the effects of stocking densities on the antioxidant state, di-
gestive enzymes, tissue structure, and the gene expressions of HSP70 and Cu/Zn-SOD in largemouth bass (average 
initial body weight 4.50±0.23 g) reared in in-pond raceway culture systems. The fish were divided into three den-
sity groups (SD1, 0.2 kg/m3; SD2, 0.4 kg/m3; and SD3, 0.6 kg /m3). Each density was tested in triplicate. The rela-
tive indicators in the liver and intestine were measured, and the histological structures of the liver and intestine 
were observed at days 30, 60, 90, and 120. The results showed that the final densities at the end of the experiment 
were 5.64 kg/m3 (SD1), 8.79 kg/m3 (SD2), and 11.21 kg/m3 (SD3). There were no significant difference in liver 
SOD and CAT activity among the treatments on days 30, 60, and 90 (P>0.05). However, the fish reared in the SD1 
group had significantly higher values than those reared in the SD3 group on day 120 (P>0.05). There were no sig-
nificant differences in the MDA contents of the livers before 60 d (P>0.05), but fish reared in the SD3 group had 
significantly higher values than those reared in the SD1 group on days 90 and 120 (P>0.05). The amylase and 
lipase activities in the intestines of the fish reared at the three groups were not significantly different (P>0.05). 
Furthermore, there were no significant differences in HSP70 and Cu/Zn-SOD expression in the livers among the 
three groups at 30–60 d (P>0.05).The expression of HSP70 in the livers of the fish from SD3 was significantly 
higher than those from the SD1 and SD2 groups at 90 d and 120 d (P>0.05). However, the expression of 
Cu/Zn-SOD mRNA in the livers of the fish in SD1 was significantly higher than that in SD3 at 90–120 d (P>0.05). 
The tissue section observations showed that the liver and intestinal tissues of the three density groups were normal 
and not seriously damaged, whereas the stress caused by the high stocking density led to a slight increase in vacu-
oles among the liver tissues and a decrease in the size and number of intestinal goblet cells at the end of the ex-
periment. The results showed that the stress caused by the high stocking density inhibited the antioxidant capacity 
of largemouth bass and affected the expression of the HSP70 and Cu/Zn-SOD genes in the liver. It also had a slight 
effect on liver and intestinal structure. In conclusion, the stocking density affected the physiological status of 
largemouth bass and inhibited the antioxidant and immune functions of the fish. Moreover, the high-density stress 
caused slight damage to the liver and intestinal tissues under the conditions of this experiment. In summary, the 
largemouth bass reared in the 0.2 kg/m3 density group had the best physiological status. Overall, the results sug-
gest that largemouth bass can be reared at stocking densities of 0.2−0.4 kg/m3 in an IPRS. 
Key words: Micropterus salmoides; stocking density; in-pond raceway system (IPRS); antioxidant status; tissue 
structure; HSP70; Cu/Zn-SOD 
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