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摘要 : 为探究红罗非鱼 (Oreochromis spp.)对 NaHCO3 碱度胁迫的应激响应机制 , 本研究以初始体重为 (73.43± 

1.62) g 的红罗非鱼作为研究对象, 进行 40 d NaHCO3 碱度胁迫, 比较 NaHCO3 碱度胁迫组[CA, (35.51±0.17) mmol/L]

和淡水对照组[Con, (1.75±0.08) mmol/L]红罗非鱼血清生理参数、肠组织学和肠转录组差异。结果显示, 红罗非鱼

血清过氧化氢酶(CAT)活性与总抗氧化能力(TAOC)、丙二醛(MDA)、血氨和尿素氮(BUN)水平在碱度胁迫下显著增

加(P<0.05); 碱度胁迫导致红罗非鱼肠绒毛缩短和肠上皮损伤等现象的发生; 肠转录组学分析共获得 2853 个差异

表达基因, 其中上调基因 1674 个, 下调基因 1179 个。富集分析揭示了红罗非鱼肠组织响应碱胁迫的关键通路(内

吞作用、氨基酸生物合成和 IgA 生成相关肠道免疫网络等), 这些途径主要涉及物质跨膜运输、能量代谢和免疫响

应等生物学过程。qRT-PCR 检测验证 12 个碱应激响应关键基因转录水平的表达。结果表明, 碱度胁迫会损伤红罗

非鱼肠道组织结构, 并造成其氧化应激; 肠道运输、代谢和免疫响应关键基因表达的变化是红罗非鱼耐受高碱度环

境的重要策略, 本研究结果能够为阐释红罗非鱼对环境碱度的适应性调节机制提供理论参考。 
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水产养殖业对世界粮食安全做出了重大贡献, 

但有限的养殖水体限制了水产养殖业的发展[1]。

盐碱水域开发利用是促进水产养殖业可持续发展

的有效途径之一。中国盐碱地分布广阔、类型多, 

其中约有低洼盐碱水域 4600 万 hm2[2]。盐碱水具

有高碱、高 pH、离子组成复杂等特点, 会严重影

响鱼类的生长、生存和繁殖[3-4]。绝大部分盐碱水

域难以通过移植驯化常规的淡水和海水水产经济

动物实现开发利用[5]。因此, 有必要了解鱼类对盐

碱环境的适应机制, 培育耐盐碱鱼类优良品种。 

高碳酸盐碱度是盐碱水的典型特征之一, 长

期暴露在高碱环境下会引起淡水鱼类排氨异常 , 

血浆和组织内氨的大量积累, 引发氨中毒甚至死

亡[6]。碱度胁迫可诱导鱼类产生过量的活性氧自

由基(ROS), 导致氧化应激的发生[7-8]。例如, Wei

等[9]研究发现高碱度胁迫(60 mmol/L)会显著提高

鲫(Carassius auratus)体内 MDA 含量, 并激活血

清超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)的活

性, 引起氧化应激。肠道不仅是鱼类重要消化和

吸收器官, 其在应激响应和免疫稳态维持中也起

着至关重要的作用[10]。相关研究表明, 高碱度环境

会改变松浦镜鲤(Cyprinus carpio Songpu)[11]、草
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鱼 (Ctenopharyngodon idellus)[4] 和 瓦 氏 雅 罗 鱼

(Leuciscus waleckii)[12]等鱼类肠组织结构 , 降低

消化酶活性, 引起肠道功能紊乱。但目前, 鱼类肠

道碱应激响应机制和途径仍不明晰。 

罗非鱼具有生长快、肉质鲜美、抗逆能力强

等特点, 其适盐碱水养殖的潜力巨大[13]。目前, 已

有一些学者对尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)

碱度代谢响应[14]、耐受机制[15]、良种选育[16]和配

套饲料开发[17]等方面进行了研究工作。红罗非鱼

(Oreochromis spp.)一般认为是由突变型红色莫桑

比克罗非鱼(Oreochromis mossambicus)与其他种

罗非鱼，如尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus), 杂

交, 经多代选育而成的优良品种[18]。红罗非鱼作

为广盐性鱼类, 耐盐性能出色[19]。课题组前期研

究发现红罗非鱼也具有较好的碱度耐受性, 其可

作为耐盐碱鱼类新品种选育的重要候选材料。然

而关于红罗非鱼在碱度环境下的耐受和适应机制

却鲜有报道。因此, 本研究拟利用转录组测序技

术和生物信息学分析挖掘红罗非鱼肠道碱应激响

应关键基因和信号通路, 并结合组织学观察和生

理参数分析, 以期为阐明红罗非鱼对环境碱度的

适应性调节机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验所用红罗非鱼[体重(73.43±1.62) g, 体

长(13.68±0.14) cm]选自中国水产科学研究院淡水

渔业研究中心扬中基地。实验鱼在温度 25~26 , ℃

溶氧>6.0 mg/L 的环境中暂养两周, 暂养期间每

天 8:00 和 17:00 投喂商业浮性饲料(粗蛋白 32%, 

粗脂肪 5%), 投喂量约为鱼体重的 3%。 

1.2  实验设计与样品采集 

实验在 6 个塑料养殖桶[直径×高度 0.8 m×1 m, 

水深 0.75 m]内进行, 依据养殖水源可能达到的中高

碱度值[2]和罗非鱼碱度耐受结果[15,17], 设置 NaHCO3

碱度胁迫组[CA, 碱度(35.51±0.17) mmol/L]和淡水

对照组[Con, 碱度(1.75±0.08) mmol/L], 每组设置

3 个平行, 每个平行放养红罗非鱼 20 尾。为了减

少红罗非鱼的急性应激反应, CA 组采用 NaHCO3 

(分析纯)配制相应碱度的水体, 以每天 7 mmol/L

的速度上升至设定浓度后开始碱度胁迫实验。实

验过程中每日换水1/3, 采用酸碱滴定法[4]对水体碳

酸盐碱度进行监测, 并加入相应质量的 NaHCO3

使水体碱度维持在设定值。实验过程中其他养殖

条件, 如溶氧、水温和投喂频率等与暂养期一致。 

胁迫实验持续 40 d, 样品采集前禁食 24 h。

采样时从每个平行随机取 3 尾实验鱼 , 使用

100 mg/L MS-222 进行麻醉处理, 尾静脉采集血

液, 血样经 4 , 5000 g℃ 离心 15 min 后收集血清, 

−20 ℃保存, 用于血清生化参数检测。同时, 剖取

肠道组织去除肠道内容物后 , 液氮冷冻后置于

−80 ℃冰箱保存, 用于总 RNA 提取、反转录和测

序。另外, 从每桶中另取 1 尾鱼剖取肠道中段, 保

存于 4%多聚甲醛中, 用于组织切片观察。 

1.3  血清生化参数的测定 

血清中 SOD、CAT、总抗氧化能力(TAOC)、

丙二醛(MDA)、血氨和尿素氮(BUN)水平的测定

根据南京建成科技有限公司试剂盒说明进行。 

1.4  HE 染色切片的制备 

肠组织经 4%多聚甲醛固定 24 h, 乙醇梯度脱

水, 二甲苯透明, 石蜡包埋处理后用切片机切成

4 μm 厚的组织切片, 通过苏木精和伊红(HE)染色, 

封片后用光学显微镜进行观察。使用 Image-Pro 

Plus 6.0 软件对肠道绒毛高度、绒毛宽度和肌层厚

度进行测量[20]。 

1.5  RNA 提取与转录组测序 

使用 TRIzol 试剂(Invitrogen, USA)提取肠组

织总 RNA, 并采用安捷伦 2100 生物分析仪和

Nano Drop 紫外分光光度计对总 RNA 浓度及完整

性进行鉴定。将同组各平行 3 个样本等量提取的

RNA 混合, 制备 CA_1、CA_2、CA_3、Con_1、Con_2

和 Con_3 共 6 个样品用于测序。通过 Oligo (dT)磁

珠富集法分离真核 mRNA, 并使用 mRNA-Seq 文

库准备试剂盒(Illumina, USA)构建测序文库[21]。

文库定量检查合格后, 使用 NovaseqTM 6000 平

台进行上机测序。 

1.6  数据拼接与功能注释 

使用 cutadapt 1.9 软件[22]处理原始下机数据, 

包括去除含 N 比例大于 5%的未知 reads、接头污
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染的 reads 和低质量 reads (质量值 Q≤10 的碱基

占总碱基的 20%)。使用 HISAT2 软件[23]将过滤

得到的 clean reads 比对到参考基因组(O. niloticus 

ASM185804v2)[24]来获得注释信息。 

1.7  差异基因筛选和富集分析 

利用 StringTie 软件[25]计算 FPKM 值, 采用

DEseq2 软件[26]筛选 CA 组和 Con 组间的差异表达

基因 (DEGs), 筛选阈值为差异倍数 |log2(FC)|≥1

且 P≤0.05。对筛选得到的 DEGs 进行 GO 功能注

释、KEGG 通路富集分析和 GSEA 分析, 显著富

集标准为 P<0.05。 

1.8  实时荧光定量 PCR 

根据 PrimeScripTM RT Master Mix (Takara)试

剂盒说明逆转录合成 cDNA, 并利用SYBR® Premix 

Ex TaqTM II (TaKaRa)试剂盒在 ABI Q5 荧光定量

仪上 qRT-PCR 反应。每个样品重复 3 次, β-actin

用作内参基因, 采用 2−ΔΔCt 方法[27]计算基因的相

对表达水平。引物序列如表 1 所示。 

 
表 1  用于 qRT-PCR 的引物序列 

Tab. 1  Primer sequences for qRT-PCR 

引物名称 
primer name 

正向引物序列(5ʹ–3ʹ) 
forward primer sequences (5ʹ–3ʹ) 

反向引物序列(5ʹ–3ʹ) 
reverse primer sequences (5ʹ–3ʹ) 

ass1 CAAGATCATCGCACCCTGGA TGCGAGCTTACCTTGGGATT 

sams TGTTCACGTCCGAGTCTGTC GGTCTACCGTGGCTTTGGAT 

tpi GCTTCGCAAGTTCTTCGTGG TTGGATCGGGCAAAGTCCAG 

ldlr TTCCAGCCACACTCTTTTAGGT AACGTAGCAGCTTTGGTGATTT 

snx4 GACCAAACGGGAGCGGATG GCATTTTTGCCGCTCCTCTTC 

snx6 AATAGCAGTGGCCTGTGGAC GCCCAGTCCAAGAGTGTTCA 

ccr9 GGGGTTTAACATTCAGGGGCT CTCGTCTCTGGTGCGTCTTG 

cxcr4 CTTGGCAGTTGTACGGGCTA CCGTGTCCTCGCTTTCTTCT 

tnfsf13b ACGCTTTCCGTTTCCAGAGA TGCACCGACACATATTATCCCA 

nlrp1b TCTACAAACTGTCCCACTGCC TGTTCTCAGTGACGGCAAGTT 

nampt GGACTAGGGGTGAGGACCG CAAAGTCTCCGCTCTGGGTC 

il1β TGAACTACAAGTTTCAACAGCAGA AGTGCTGGTCATTAACCCGT 

β-action GTACCACCATGTACCCTGGC TGAAGTTGTTGGGCGTTTGG 

 

1.9  统计分析 

本实验使用 SPSS22.0 软件进行统计分析, 结

果均以平均值±标准误( x ±SE)表示。使用独立样

本 t 检验评估 CA 组和 Con 组血清生化、肠道形

态学和 qRT-PCR 检测结果之间的差异, P<0.05 表

示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  血清生化参数 

碱度胁迫 40 d 后, CA 组红罗非鱼血清 CAT

活性与 TAOC、MDA、血氨和 BUN 水平显著高于

Con 组(P<0.05)。CA 组红罗非鱼血清 SOD 活性呈

上升趋势, 但与 Con 组无显著差异(P>0.05)(表 2)。 

2.2  肠道组织学特征 

碱度胁迫 40 d 后, Con 组红罗非鱼肠道组织

结构完整, 肠绒毛完好无损伤(图 1b), 而 CA 组肠 

表 2  碱度胁迫对红罗非鱼血清生化参数的影响 

Tab. 2  Effects of slkalinity stress on serum  
biochemical indexes of red tilapia 

n=9; x ±SE 

指标 index 
碱度胁迫组 

CA group 
淡水对照组
Con group 

TAOC/(U/mL) 2.95±0.19* 2.13±0.13 

SOD/(U/mL) 55.71±4.37 44.70±3.83 

CAT/(U/mL) 132.91±5.92* 99.91±6.48 

MDA/(nmol/mL) 6.58±0.31* 5.08±0.25 

血氨/(μmol/L) serum ammonia 338.8±20.52* 181.16±17.14

BUN/(mmol/L) 3.56±0.31* 1.90±0.21 

注: *表示两组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: * indicates a significant difference between two groups (P<0.05). 

 
道绒毛上皮出现破损脱落的现象(图 1a)。Image-Pro 

Plus 6.0 软件分析结果显示, CA 组肠道绒毛长度

及肌层厚度显著低于 Con 组(P<0.05), 肠道绒毛宽

度在两组间未存在显著差异(P>0.05)(表 3)。 
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图 1  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道组织结构的影响 

a. NaHCO3 碱度胁迫组; b. 淡水对照组; 黑色箭头: 肠绒毛上皮部分脱落、破损.  

Fig. 1  Effects of NaHCO3 alkalinity stress on intestinal histological structure of red tilapia 
a. CA group; b. Con group; black arrow: intestinal villous epithelium was partially exfoliated and broken.  

 

表 3  NaHCO3 碱度胁迫下红罗非鱼 

肠道组织测量参数变化 

Tab. 3  Changes in intestinal histological parameters  
of red tilapia under NaHCO3 alkalinity stress 

指标/μm index 
碱度胁迫组 

CA group 
淡水对照组
Con group 

绒毛长度 fluff length 314.86±14.86* 430.38±24.95

绒毛宽度 fluff width 93.25±4.43 96.61±3.28

肌层厚度 muscle layer thickness 56.42±4.46* 74.21±5.68

注: *表示两组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: * indicates a significant difference between two groups (P<0.05). 
 

2.3  肠道测序结果概述 

6 个红罗非鱼肠道转录组文库经高通量测序

获得的 raw reads 在 41953000~44929544 之间。数

据过滤后, clean reads 占比 96.19%~96.89%, Q20

值大于 99%, Q30 值大于 95%, GC 含量占比 47%~ 

48%, 这些结果表明本次测序质量较高 , 满足后

续分析要求(表 4)。 

表 4  NaHCO3 碱度胁迫下红罗非鱼肠 

转录组测序数据统计 

Tab. 4  Summary of sequencing data in intestinal 
transcriptome of red tilapia under alkalinity stress 

样品
sample

原始读段
raw reads

过滤读段(比率/%) 
clean reads (ratio/%) 

Q20/% Q30/% GC/%

CA_1 44929544 43335426 (96.45) 99.73 97.91 48.0

CA_2 41953000 40466838 (96.46) 99.73 97.88 47.5

CA_3 42874320 41510656 (96.82) 99.54 95.63 48.0

Con_1 42239830 40924300 (96.89) 99.73 97.76 48.0

Con_2 44043406 42363164 (96.19) 99.73 97.84 47.0

Con_3 42647680 41246250 (96.71) 99.52 95.68 48.0

 

2.4  差异表达基因筛选 

主成分分析(PCA)结果显示, 前两个主成分

(PCA1 和 PCA2)分别解释了主成分分析模型中

86.95%和 7.27%的方差, 且 CA 组和 Con 组样本

之间存在明显分离, 这表明碱度胁迫使红罗非鱼

肠组织中基因表达模式发生了明显变化(图 2a)。碱 
 

 
 

图 2  红罗非鱼 NaHCO3 碱度胁迫组和淡水对照组肠道差异表达基因筛选 

a. 主成分分析图; b. 差异表达基因柱状图; c. 差异表达基因火山图. 

Fig. 2  Detection of differentially expressed genes in the gut of red tilapia between CA group and Con group 
a. Principal component analysis plot; b. Histogram of differentially expressed genes;  

c. Volcano plot of differentially expressed genes. 
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度胁迫后, CA vs Con 组共得到 2853 个差异表达

基因, 其中包括 1674 个上调表达基因和 1179 个

下调表达基因(图 2b, c)。 

2.5  GO 与 KEGG 富集分析 

GO 富集分析结果显示, 差异表达基因显著

富集(P<0.05)于 234 个 GO 条目中, 其中包括 109

个生物学过程条目、24 个细胞组分条目和 101 个

分子功能条目。在生物学过程条目中, 差异表达

基因主要富集在信号转导(GO: 0007165)、跨膜运

输(GO: 0055085)和免疫响应(GO: 0006955)等子

条目中; 在细胞组分条目中, 膜(GO: 0016020)和

膜组分(GO: 0016021)子条目富集的差异表达基

因最多; 在分子功能条目中, 差异表达基因主要

富集在水解酶活性(GO: 0016787)、催化活性(GO: 

0003824)和 GTP 结合(GO: 0005525)等子条目中

(图 3)。 
 

 
 

图 3  NaHCO3 碱度胁迫下红罗非鱼肠道差异基因 GO 富集分析 

Fig. 3  GO enrichment analysis of differentially expressed genes in the gut of red tilapia under NaHCO3 alkalinity stress 
 

KEGG 富集分析表明差异表达基因显著富集

(P<0.05)于 112 条信号通路中。如图 4 所示, 富集

最显著的 20 条信号通路分为细胞过程、环境信息

处理、人类疾病、新陈代谢和生物系统 5 大类, 包

括跨膜运输相关通路: ABC转运器(onl02010)和吞

噬体(onl04145); 炎症与免疫响应相关通路: 细胞

因子-细胞因子受体相互作用(onl04060)和 IgA 生

成相关肠道免疫网络(onl04672)和生理代谢相关

通路: PPAR 信号通路(onl03320)和氨基糖和核苷

酸糖代谢(onl00520)。 

2.6  肠道物质运输与代谢关键通路的变化 

碱度胁迫对肠道物质运输与代谢相关信号通

路影响显著, 包括内吞作用(图 5a, P<0.001)和氨基

酸生物合成(图 5c, P<0.001)。在内吞作用信号通

路中, 碱度胁迫使 14 个基因上调表达, 6 个基因

下调表达(图 5a)。在氨基酸生物合成信号通路中, 

碱度胁迫使 6 个基因上调表达(图 5c)。GSEA 富

集分析结果显示碱度胁迫会诱导内吞作用和氨基

酸生物合成信号通路上调表达(图 5b, d)。 

2.7  肠道炎症反应与免疫应答关键通路的变化 

碱度胁迫对肠道炎症反应与免疫应答相关信

号通路影响显著, 包括免疫球蛋白 A 产出的肠道

免疫网络(图 6a, P<0.001)和 Nod-like 受体信号通

路(图 6c, P<0.001)。在免疫球蛋白 A 产出的肠道

免疫网络信号通路中, 碱度胁迫使 14 个基因上调

表达, 2 个基因下调表达(图 6a)。在 Nod-like 受体 
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图 4  NaHCO3 碱度胁迫下红罗非鱼肠道差异基因 KEGG 富集分析 

Fig. 4  KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes in the gut of red tilapia under NaHCO3 alkalinity stress 
 

信号通路中, 碱度胁迫使 7 个基因上调表达, 2 个

基因下调表达(图 6c)。GSEA 富集分析结果显示

碱度胁迫会诱导 IgA 生成相关肠道免疫网络和

Nod-like 受体信号通路上调表达(图 6b, 6d)。 

2.8  qRT-PCR 验证 

挑选内吞作用通路关键基因: 分选连接蛋白

4 基因(sorting nexin-4, snx4)、snx6、低密度脂蛋

白受体基因(low-density lipoprotein receptor, ldlr); 

氨基酸生物合成通路关键基因: 精氨酸琥珀酸合

成酶 1 基因(argininosuccinate synthase 1, ass1)、S–

腺苷甲硫氨酸合成酶基因 (S-adenosylmethionine 

synthetase, sams)、磷酸丙糖异构酶基因(triosepho-

sphate isomerase, tpi); IgA 生成相关肠道免疫网络

通路关键基因: 细胞表面趋化因子受体 9 基因

(C-C chemokine receptor type 9, ccr9)、趋化因子

C-X-C-基元受体 4 基因(C-X-C motif chemokine 

receptor 4, cxcr4)、肿瘤坏死因子配体超家族成员

13b 基因(tumor necrosis factor ligand superfamily 

member 13b, tnfsf13b)和 NOD-like 受体信号通路

关键基因: 核苷酸结合寡聚化结构域样受体 1b 基

因 (NACHT, LRR and PYD domains-containing 

protein 1b, nlrp1b)、烟酰胺磷酸核糖基转移酶基

因(nicotinamide phosphoribosyltransferase, nampt)、

白细胞介素 1β 基因(interleukin 1β, il1β)进行 qRT- 

PCR 检测, 验证结果与转录组分析结果一致(R2= 

0.880; 图 7a, 7b)。 

3  讨论 

3.1  NaHCO3碱度胁迫对红罗非鱼血清生化的影响 

鱼类正常生理代谢过程会产生一定的活性氧

自由基(ROS), 机体可通过体内抗氧化酶(SOD 和

CAT)、抗氧化分子(维生素 E)对其进行动态清除,  
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图 5  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道物质运输与代谢关键通路的影响 

a. 内吞作用通路差异表达基因热力图; b. 内吞作用通路 GSEA 富集图; c. 氨基酸生物合成 

通路差异表达基因热力图; d. 氨基酸生物合成通路 GSEA 富集图. 

Fig. 5  Effect of NaHCO3 alkalinity stress on key pathways of intestinal material transport and metabolism in red tilapia 
a. Heat map of differentially expressed genes in the endocytosis pathways; b. GSEA for the endocytosis pathways;  

c. Heat map of differentially expressed genes in the pathways of biosynthesis of amino acids;  
d. GSEA for the pathways of biosynthesis of amino acids. 

 

从而维持内环境稳态[28]。水产养殖过程中, 环境

应激或饲料营养素失衡会引起 ROS 的过量产生,

易造成鱼体的氧化损伤[17]。血清抗氧化水平能在

一定程度上反映鱼体的氧化应激状态[29]。本研究

中, 红罗非鱼血清 TAOC、SOD 和 CAT 酶活性在碱

度胁迫下呈上升趋势, 这与鲫[9]和尼罗罗非鱼[30]

上的结果相一致。笔者推测红罗非鱼的抗氧化防

御系统在碱度胁迫被激活, 抗氧化酶活性增强有

助于加速清除体内 ROS。然而, 有报道指出碱度

胁迫下青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)体内

抗氧化酶的活性呈先上升后下降的趋势[31], 造成

这一差异的可能原因是青海湖裸鲤对高碱度环境

有较强的耐受能力, 机体能快速调节生理代谢水

平以适应外界碱环境的变化。 

MDA是生物脂质氧化的天然产物, 其含量变

化可以直接反映脂质过氧化水平, 是衡量细胞损 
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图 6  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道炎症反应与免疫应答关键通路的影响 

a. IgA 生成相关肠道免疫网络通路差异表达基因热力图; b. IgA 生成相关肠道免疫网络通路 GSEA 富集图;  

c. NOD-like 受体信号通路差异表达基因热力图; d. NOD-like 受体信号通路 GSEA 富集图. 

Fig. 6  Effect of NaHCO3 alkalinity stress on key pathways of intestinal inflammation and immune response in red tilapia 
a. Heat map of differentially expressed genes in the intestinal immune network for IgA production; b. GSEA for the intestinal  

immune network for IgA production; c. Heat map of differentially expressed genes in the NOD-like receptor signaling  
pathway; d. GSEA for the NOD-like receptor signaling pathway. 

 

伤程度的关键指标[20]。本研究发现碱度胁迫下红

罗非鱼血清 MDA 含量显著增加, 这表明红罗非

鱼抗氧化防御系统的激活不足以清除体内过多

ROS, 使得脂质过氧化反应加剧, 可能会导致鱼

体氧化损伤的发生[8]。 

鱼类的排氨能力是其适应高碱环境的关键因

素之一[32]。碱度胁迫下, 鱼体内外离子浓度的变

化会导致氨的排泄途径受限制, 血浆和组织内氨

的大量积累, 严重时会引发氨中毒甚至死亡[6]。

BUN 是鱼体内蛋白质代谢的主要代谢产物, 氨的

尿素代谢途径也是排氨的手段之一[14]。研究发现

瓦氏雅罗鱼[32]和鲫[3]在碱度胁迫下血氨和 BUN 的

含量显著升高, 与本实验结果相似, 这说明高碱度

环境可能造成了红罗非鱼排氨异常, 通过尿素途

径一定程度上增加了红罗非鱼体内氨的排出, 降

低有害氮堆积造成的损伤。 
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图 7  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道 12 个关键基因转录水平表达的影响 

a. qRT-PCR 检测结果, *表示两组间存在显著差异(P<0.05); b. qRT-PCR 与 RNA-Seq 结果相关性分析. 

Fig. 7  Effect of NaHCO3 alkalinity stress on the transcription level of 12 key genes in the intestine of red tilapia 
a. Results for qRT-PCR analysis, * indicates a significant difference between two groups (P<0.05);  

b. Correlation analysis between qRT-PCR and RNA-Seq. 
 

3.2  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道组织结构

的影响 

肠道是鱼类消化食物和获取营养的重要场

所。绒毛高度、绒毛宽度或肌层厚度可以作为评

估鱼类肠道形态和吸收能力的重要标志[33]。程龙

等[11]研究发现碱度胁迫会抑制松浦镜鲤肠绒毛的

发育、降低消化酶活性。在草鱼[4]和瓦氏雅罗鱼[12]

上也有类似的发现。本研究结果表明碱度胁迫下

红罗非鱼绒毛长度和肌层厚度显著低于淡水对照

环境, 这说明高碱度环境不利于红罗非鱼肠绒毛

的发育, 可能会降低肠道对营养物质的消化和吸

收, 延缓红罗非鱼生长发育。另外, 肠道也是抵御

外界有害物质的有力屏障。刘佳[34]研究报道指出

碱度胁迫会对鲫的肠道组织结构造成损伤, 破坏

其物理屏障功能。本实验中, 碱度胁迫引起了红

罗非鱼肠道绒毛上皮破损脱落, 肠道屏障功能受

损会加剧炎症反应的发生[35], 这不利于红罗非鱼

的肠道健康。 

3.3  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼肠道物质运输

与代谢的影响 

碱度胁迫下, 水生生物体内多种生理过程会

发生适应性变化, 主要涉及物质跨膜运输、营养

代谢和免疫响应等过程[36]。本研究基于转录组测

序发现碱度胁迫下红罗非鱼肠道有 2853 个基因

表达发生显著变化。KEGG 富集分析表明这些差

异表达基因在跨膜运输相关的信号通路中显著富

集, 比如内吞作用和 ABC 转运器等。同时, GSEA

富集分析暗示着红罗非鱼内吞作用的激活与碱度

胁迫密切相关。内吞作用是指细胞主动摄取外源

物质或微粒且消耗能量的过程[37]。已有转录组学

分析表明内吞作用途径对于鱼类适应外界环境胁

迫至关重要[38-39]。本实验中, 碱度胁迫诱导红罗

非鱼肠道内吞作用相关基因 ldlr、snx4、sxn6 表达

上调, 笔者推测碱度胁迫会破坏红罗非鱼细胞内

外离子稳态平衡, 内吞作用的激活有助于细胞更

好地摄取外源性物质, 如大分子营养物质、细胞

因子, 这对于维持细胞内稳态具有重要的作用。 

鱼类在氧化应激状态下, 体内过量的 ROS 会

引起蛋白质、脂质和 DNA 分子的氧化损伤, 导致细

胞代谢功能异常[40]。Wei 等[9]研究表明碱度胁迫引

起的鲫脂质代谢紊乱与能量代谢失衡与氧化应激

的发生密切相关。本研究也有类似的发现, 碱度胁

迫会诱导红罗非鱼氧化应激的发生并改变肠道代

谢功能, 包括氨基酸生物合成、PPAR 信号通路和

氨基糖和核苷酸糖代谢途径。当鱼类处于高碱环

境时, 氨基酸的合成代谢是降低鱼体积累的内源

性氨的有效途径之一[2]。例如, 碱度胁迫会提高瓦

氏雅罗鱼氨基酸合成代谢, 导致血浆游离氨基酸水

平显著上升[41]。本研究发现, 氨基酸生物合成关键

基因 ass1, sams 和 tpi 转录水平表达上升暗示着碱

度胁迫激活了氨基酸的合成代谢。笔者推测碱度

胁迫下红罗非鱼积累的内源性氨向氨基酸的转化

可能有助于缓解体内过量氨堆积产生的毒性效应, 

这可能是红罗非鱼耐受高碱度环境的重要策略。 
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3.4  NaHCO3 碱度胁迫对红罗非鱼炎症反应与免

疫应答的影响 

研究表明碱度胁迫会诱导抗炎因子发生变化

并介导以炎症为特征的免疫反应[42-43]。NLR 是一

类细胞质模式识别受体, 其通过调节一系列级联

信号传导, 如 MAPK 信号通路, 从而诱导细胞炎

症反应和免疫应答过程[44]。近期研究表明 NLRs

还可以对宿主自身受损组织的内源性分子作出响

应[45-46]。本研究中, 笔者发现碱度胁迫可诱导红

罗非鱼 NOD-like 受体信号通路中 9 个基因出现异

常表达, 包括 nlrp1b, nampt。GSEA 分析结果进一

步证实 NOD-like 受体信号通路在碱度胁迫下明

显上调, 激活的 NOD-like 受体信号通路可能有助

于增强促炎因子 il1β 转录水平的表达, 从而诱导

炎症反应的发生。研究表明高温胁迫能迅速激活

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) NOD-like 受体

信号通路[47], 这说明该通路在鱼类响应环境胁迫

中起着重要的调节作用。另外, MAPK 信号通路在

细胞氧化应激调控中发挥了重要作用[48]。本实验

中, KEGG 富集分析表明差异表达基因在 MAPK

信号通路(Top22)也存在显著富集。笔者推测碱度

胁迫下, 红罗非鱼可能通过介导 NLR-MAPK 信号

途径激活鱼体抗氧化防御(血清 TAOC 和 CAT 上

升), 以应对氧化应激。 

肠道是鱼类三大黏膜免疫系统之一, 其在应

激响应和内稳态维持中起着至关重要的作用[49]。

IgA 作为鱼类黏膜免疫的主要抗体, 肠黏膜分泌

的 IgA 可以有效地抵御各种病原菌的入侵[50]。研

究表明病原感染或环境毒物暴露会激活鱼类 IgA

生成相关肠道免疫网络途径 [51-52]。本研究中

NaHCO3 碱度胁迫上调了该通路中 ccr9、cxcr4 和

tnfsf13b 等关键基因转录水平的表达。结合组织学

观察结果, 笔者推测碱度胁迫下红罗非鱼肠道组

织损伤可能会加剧感染外源病原菌的风险 , IgA

生成相关肠道免疫网络信号通路的激活有助于增

强红罗非鱼肠道黏膜免疫力, 维持肠道健康。 

4  结论 

综上所述, NaHCO3碱度胁迫会引起红罗非鱼

氧化应激并损伤其肠道组织结构。转录组测序结

果表明, 碱度胁迫下红罗非鱼肠道有 2853 个基因

表达发生显著变化。富集分析揭示了红罗非鱼肠

组织响应碱胁迫的关键通路(内吞作用、氨基酸生

物合成和 IgA 生成相关肠道免疫网络等), 这些途

径主要涉及物质跨膜运输、能量代谢和免疫响应

等生物学过程。本研究有助于深入了解红罗非鱼

在碱度胁迫下的适应性调节机制, 为耐盐碱鱼类

优良品种培育提供理论依据。 
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Transcriptomic analysis of stress response and tolerance mechanisms in 
the intestine of red tilapia (Oreochromis spp.) during NaHCO3 exposure 
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Abstract: The diminishing availability of freshwater resources in recent years has led to a decrease in suitable 
areas for freshwater aquaculture, which in turn has prompted the use of saline-alkaline water to meet the growing 
demands. However, the limited application of saline-alkaline water, threatened by the presence of a single species 
in saline-alkaline aquaculture, notably impedes the development of saline-alkaline aquaculture. A comprehensive 
understanding of their physiological and molecular mechanisms of salt-alkaline tolerance is essential to cultivate 
species suitable for saline-alkaline aquaculture. Red tilapia (Oreochromis spp.) has good salinity tolerance; 
however, the metabolic response of red tilapia under an alkaline environment remains largely unclear. In this study, 
we compared serum physiological parameters, intestinal histology, and transcriptome in red tilapia between an 
alkalinity stress group [CA, (35.51±0.17) mmol/L] and a freshwater control group [Con, (1.75±0.08) mmol/L]. 
Exposure to the alkalinity condition for 40 d resulted in increased serum catalase (CAT) activity, total antioxidant 
capacity (TAOC), malondialdehyde (MDA), ammonia, and urea nitrogen (BUN) levels (P<0.05), indicating an 
imbalance in ammonia excretion and antioxidant defense occurred in red tilapia under alkalinity stress; notable 
damage to intestinal fluff, thinning of the intestinal muscle layer, and damage to intestinal epithelial cells were 
also observed in the CA group, suggesting that alkalinity stress may disrupt normal gut physiological function. To 
investigate potential regulatory mechanisms associated with the observed biochemical and morphological 
alterations, we conducted a transcriptome analysis. Principal component analysis (PCA) revealed a clear 
separation of the samples from each group, suggesting high-quality data. Based on a log2 (fold change)of ≥1 or≤ 
−1 and P < 0.05, we identified a total of 2853 differentially expressed genes (CA vs. Con), including 1674 
upregulated and 1179 downregulated genes. A total of 234 Gene Ontology (GO) items were found to be 
significantly enriched, such as signal transduction, transmembrane transport, and membrane. Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes (KEGG) analysis revealed 112 key pathways in the intestine of red tilapia in response to 
alkaline stress, including endocytosis, biosynthesis of amino acids, intestinal immune network for IgA production, 
and NOD-like receptor signaling pathway. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) confirmed the activation of 
these four pathways under alkalinity stress. To verify the accuracy and reliability of the RNA-Seq data, a subset of 
12 differentially expressed genes was chosen for qRT-PCR analysis. Correlation analysis revealed a strong linear 
relationship (R² = 0.880) between the gene transcript level data obtained using the two methodologies, thereby 
validating the reliability of the transcriptome sequencing data. Overall, our results suggest that alkalinity stress 
may damage the intestinal structure of red tilapia and induce oxidative stress. The changes in the expression of key 
genes involved in intestinal transport, metabolism, and immune response are crucial strategies for red tilapia to 
tolerate high alkaline conditions. Our study provides essential insights into the effects of alkaline water on the 
health and adaptive functions of red tilapia. Furthermore, it sets a crucial basis for future research on the molecular 
mechanisms that govern stress responses and tolerance to saline-alkaline exposure in fish. 
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