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摘要: 探讨暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)这种具有胀气、佯死行为的鱼类是否具有快速逃跑行为, 以及脑干Mauthner细胞是否是该行为的指令性神经元。研究发现, 给予骤发的声音刺激(100 Hz, 110 dB), 暗纹东方鲀幼鱼和斑马鱼(Danio rerio)均出现快速逃跑行为。但是, 与斑马鱼相比, 暗纹东方鲀的快速逃跑行为发生概率低, 且延迟时间长(P<0.01)。经10 μmol/L GABAA受体抑制剂药浴处理30 min后, 与对照组相比, 暗纹东方鲀快速逃跑行为发生概率显著增加(P<0.05), 反应延迟时间也显著降低(P<0.01)。组织学观察发现, 暗纹东方鲀的Mauthner 细胞形态特殊, 胞体为椭圆形, 细胞的长短轴比显著低于斑马鱼Mauthner细胞的长短轴比, 且未见其与第八神经的直接联系。并且, 在暗纹东方鲀延脑中未观察到Mid2cm、Mid3cm等神经元。因此, 推测由于暗纹东方鲀Mauthner细胞欠发达, 导致其快速逃跑能力较弱, 故在应激逃避方面, 需要进化出其他的防御方式, 如胀气等, 以保证种群的存活率。本研究为深入研究鱼类的应激反应的生理机制及经济鱼类的健康养殖提供了理论依据。
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快速逃跑反应是大部分硬骨鱼及两栖动物幼体常采取的应激逃避方式。研究发现, 硬骨鱼的快速逃跑行为通常表现为C-形逃跑, 即应激条件下, 躯干部单侧快速肌肉收缩, 在极短时间内完成转向、摆尾及游离危险所在地的动作, 该行为具有一定的方向性, 在此过程中鱼体常弯曲呈C字形[1], 故该行为常被称为C-start。该行为的发生过程作为硬骨鱼的整合运动模型被广泛研究[2–3]。该行为由位于后脑区域的一对大型神经元, 即Mauthner 细胞所介导[4–5]。Mauthner细胞存在于大多数硬骨鱼延脑区域, 位置保守, 具有两个异常发达的树突及轴突帽的结构[6], 侧向树突末端与第八神经相连, 两个Mauthner细胞相互交叉的腹侧树突延伸向脊髓[7]。Mauthner细胞主要接受来自听神经的机械感觉信号传入[8]。单侧的声音信号经胞体、腹侧树突传至对侧初级运动神经元, 进而引起对侧躯干部肌肉收缩, 启动C-start, 因此Mauthner细胞被认为是该行为的“指令性神经元”[9]。在金鱼(Carassius auratus)和斑马鱼(Danio rerio)脑部, Mauthner细胞与Mid2cm、Mid3cm等大型神经元共同参与快速逃跑反应[10]。在快速逃跑行为中, Mauthner细胞的动作电位先于鱼体躯干部肌肉电位信号的产生。电刺激M细胞侧向树突可引发快速逃跑行为[11]。Mauthner细胞虽然位置保守, 但在形态上具有多样性, 表现在细胞胞体形状、侧向树突的长短变化及轴突帽结构改变等[12–13]。肺鱼(Cyclopterus lumpus)的幼鱼[14]和刺鲀(Diodon holocanthus) [15]脑部不具备明显的Mauthner细胞, 是Mauthner细胞自然缺失的两种类群, 在受到惊吓后前者表现出延迟时间较长的C-start行为, 而后者则无C-start行为。

暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)身体呈炮弹型, 隶属于鲀形目(Tetraodontiformes), 四齿鲀科(Tetraodontoidei), 东方鲀属, 是中国南方的重要养殖品种, 具有较高的经济价值。鲀形目的种类在遭遇敌害时具特有的胀气、漂浮在水面佯死的行为[16], 一般认为这是由于其具备气囊等特殊结构。然而, 在具备了胀气这一有利的生存条件的同时, 暗纹东方鲀是否具备快速逃跑行为, 其Mauthner细胞与其应激行为的选择关系等问题, 目前还少有研究, 本研究将就以上问题展开研究, 以期为深入研究鱼类应激反应的生理机制, 以及为经济鱼类的健康养殖提供理论资料。 
1  材料与方法

1.1  材料

30~35 dpf (days post fertilization)暗纹东方鲀幼鱼, 体长(1.9±0.2) cm, 采自上海水产研究所, 置于实验室循环水体中养殖, 水温控制在 22~25℃, 定期换水、吸污, 定时投喂粉末状配合饲料(常兴牌鳗鱼饲料)。斑马鱼AB品系 90 dpf, 体长(4.0± 0.6) cm, 饲养于循环水养殖系统中, 水温27.5~ 28.5℃, 光周期14 h︰10 h(L︰D), 定时投喂卤虫。
1.2  方法

采用Carl Zeiss SteREO Discovery V12体式显微镜观察脑组织, Carl Zeiss Axio Observer. Z1倒置显微镜观察组织切片, 以Axio Vision 4.7软件拍照并测量数据。Gabazine购买自Abcam公司, 实验所用的其他试剂及玻片均购买自上海市高信化玻有限公司。

1.2.1  行为记录及分析  实验前将实验鱼移入实验装置中在黑暗条件下适应1~2 h。实验中给与鱼体单侧的声音刺激(100 Hz, 110 dB), 采用高速摄像机MotionPro-Y3 (1 000帧/s)记录实验鱼的快速逃跑C-Start行为。
GABA是中枢神经系统的抑制性神经递质[17], GABAA受体是识别胞膜上该递质的主要受体类型。Gabazine作为GABAA受体抑制剂[18], 可抑制GABA与受体的结合, 即增强神经元的可兴奋性, 降低其兴奋阈值。本实验以Gabazine处理实验鱼, 通过增强实验鱼脑部Mauthner细胞的活性, 观察并分析其逃跑行为的变化。暗纹东方鲀处理组以Gabazine (10 μmol/ L)药浴30 min。对照组不做药物处理。

斑马鱼组作为对照, 不进行Gabazine药浴。运用Image J软件(NIH, Bethesda, MD, USA)进行图像分析, IBM-SPSS, Microsoft Excel软件进行数据分析。

1.2.2  切片制备  暗纹东方鲀经低温麻醉后, 先后以0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBS, pH 7.2~7.4)和多聚甲醛固定液(4 g多聚甲醛, 100 mL 0.1 mol/L PBS)进行心脏灌流固定。灌流结束后, 解剖取出长度为(0.40±0.36) cm的脑组织, 置于固定液中24 h。然后经10%、20%、30%蔗糖梯度脱水, OCT包埋后, 制备10~20 μm冷冻切片。斑马鱼以同样方法灌流固定。解剖后, 取长度为(0.45±0.57) cm的脑组织置于固定液中12 h后, 经30%、50%、70%、80%、90%、100%乙醇脱水、石蜡包埋后, 制备6 μm石蜡切片。

1.2.3  尼氏染色  切片去除包埋介质后, 置于染液中染色1~2 min; 蒸馏水洗1 min; 70% 乙醇中浸泡1 min; 95% 乙醇迅速分化至尼氏体呈蓝色; 100% 乙醇脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封固。染液配制方法: 1 g焦油紫(或甲苯胺蓝)溶于100 mL ddH2O, 染液避光保存, 使用前过滤。

2  结果与分析

2.1  暗纹东方鲀快速逃跑行为的观察

实验中, 给予骤发的声音刺激后, 实验鱼暗纹东方鲀表现出快速逃跑反应或无反应, 未观察到胀气行为。如图1所示, 暗纹东方鲀的快速逃跑行为(C-start)分为两个阶段, 即偏离声源方向的头部摆动, 躯干部单侧肌肉收缩使鱼体弯曲呈C字形。鱼体弯曲到最大程度后, 第一阶段即结束, 随后鱼体快速游离原位置。由于实验中鱼在游离原位置时有碰壁现象, 无法完整记录第二阶段的行为过程, 故本研究主要对行为的第一阶段进行分析。选取行为发生概率、反应延迟时间和行为起始10 ms后鱼体偏转角度3个参数进行统计分析。其中, 延迟时间是声音发出到行为发生的时间间隔; 起始后10 ms鱼体偏转角度以鱼体体轴的偏转角度为准。结果如表1所示。
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图1  暗纹东方鲀对于声音刺激的反应

箭头代表刺激起始点, 星号代表动作起始点, 间隔为2 ms.
Fig.1  Schematic drawings of C-start behavior in Takifugu obscurus traced with high-speed videos after receiving the auditory stimulus
The arrowhead and asterisk indicated the onset of the stimulus and the response, respectively. The interval was 2 ms. 

表1  暗纹东方鲀与斑马鱼C-Start行为参数的比较
Tab.1  Comparison of the parameters of C-Start behavior between Takifugu obscurus and Danio rerio
n=30; 
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	暗纹东方鲀 Takifugu obscurus
	斑马鱼Danio rerio

	
	对照组control
	处理组treatment
	

	C-Start发生概率/% C-Start probability
	23.9
	63.6
	73.3

	反应延迟时间/ms latency of movement onset
	11.95±4.9
	8.1±2.8 (
	5.5±1.9 ((

	行为起始10 ms时鱼体偏转角度/° angle 10 ms after onset
	50.5±24.8
	47.5±8.4
	93.6±33.3 ((


注: *表示暗纹东方鲀处理组与对照组有显著差异(P<0.05); **表示斑马鱼与暗纹东方鲀对照组有极显著差异(P<0.01). 
Note: * indicated the significant difference between the control and treatment group of Takifugu obscurus(P<0.05); ** indicated the extremely significant difference between Danio rerio and the control group of Takifugu obscurus (P<0.01).

与斑马鱼相比, 暗纹东方鲀C-start行为发生概率低, 仅为23.9%, 经Gabazine处理后行为发生概率增加至63.6%。从延迟时间来看, 暗纹东方鲀C-start行为的延迟时间为(11.95±4.9) ms, 与斑马鱼(5.5±1.9) ms相比, 有极显著差异(P<0.01); 暗纹东方鲀经Gabazine处理后延迟时间为(8.1±2.8) ms, 由此可知, Gabazine处理前后, 暗纹东方鲀C-start行为的延迟时间存在显著差异(P<0.05)。从行为起始阶段鱼体的偏转角度来看, 暗纹东方鲀的对照组与处理组无显著差异(P<0.05), 对照组与斑马鱼组存在极显著差异(P<0.01)。

2.2  暗纹东方鲀Mauthner细胞的形态

暗纹东方鲀的Mauthner细胞位于延脑第四脑室所在区域的腹侧(图2 A)。相对于邻近的神经元, 暗纹东方鲀Mauthner细胞胞体较大, 且具向两侧延伸的侧向树突, 靠近脑部中线, 与第八神经入脑的部位相距较远(图2B、C)。在延脑区域未观察到明显的MiD3cm和MiD2cm细胞。
暗纹东方鲀延脑中虽具有1对Mauthner细胞, 但其形态与斑马鱼等鲤科鱼类差别较大。把Mauthner细胞视为椭圆形, X1为长短轴比, 反映胞体的形状; X2为胞体长轴与脑部宽度的一半的比值, 以百分数(%)表示, 反映细胞的相对大小。暗纹东方鲀与斑马鱼的Mauthner细胞的X1和X2数值均存在极显著差异(P<0.01, 图3)。暗纹东方鲀Mauthner细胞的长短轴比为11.1±4.56, 相对于斑马鱼(26.0±5.72)较小。暗纹东方鲀Mauthner细胞所占半脑的比例为(4.2±0.52)%, 相对于斑马鱼(13.6±3.86)%较小。
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图2  暗纹东方鲀Mauthner细胞的形态

A. Mauthner细胞在延脑中的位置示意图.4v: 第四脑室; CE: 小脑; DO: 下行听觉核团; M: 内侧核; MLF: 内侧纵束; RF: 网状结构; VIIIn: 第八神经; B1. 经甲苯胺蓝染色的脑部横切; B2. B1中方框内放大图; C1. 经焦油紫染色的脑部水平切片, 上部为
吻端; C2. C1中方框内放大图.

Fig.2  The morphology of Mauthner cell in Takifugu obscurus
A. Schematic of Mauthner cell in medulla. 4v: the fourth ventricle; CE: cerebellum; DO: descending octavus nucleus; M: nucleus medialis; MLF: medical longitudinal fasciculus; RF: reticular formation; VIIIn: the eighth nerve. B1. Transverse section stained by Toluidine Blue. B2. Enlarged view of box region in B1. C1. Horizontal section stained by cresyl violet. Rostral is up. C2. Enlarged 
view of box region in C1.
3  讨论

3.1  暗纹东方鲀的快速逃跑行为

受到骤发的声音刺激后, 暗纹东方鲀表现出快速逃跑行为或无反应, 未观察到胀气行为。故应激状态下, 快速逃跑行为是其首选的防御行为。但是暗纹东方鲀的快速逃跑行为发生率低,

且延迟时间较长。研究表明, 绿斑河鲀(Tetraodon nigroviridis)快速逃跑行为发生的概率可达到100%[15]。与之相比, 暗纹东方鲀快速逃跑行为发生概率较低, 这可能由于本实验仅采用声音刺激, 而绿斑河鲀在实验中受到声音和触觉刺激。由于Mauthner细胞可整合多重感觉传入[9], 故多重刺激共存时, 快速逃跑行为发生的概率可达到100%。
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图3  暗纹东方鲀与斑马鱼Mauthner细胞形状及相对大小的比较

(( 表示暗纹东方鲀与斑马鱼间差异极显著(P<0.01). X1表示细胞长短轴比; X2表示胞体长轴与半脑宽之比(%).

Fig. 3  Comparison of morphology and relative size of Mauthner cell between Takifugu obscurus and Danio rerio
(( indicated extremely significant difference between Takifugu obscurus and Danio rerio(P<0.01). X1 donates dorsoventral/
med​iolateral axial ratio and X2 donates soma/hemisphere width(%).
​
从延迟时间方面来看, 斑马鱼的延迟时间仅为(5.5±1.9) ms, 暗纹东方鲀的延迟时间长达(11.95±4.9) ms, 明显慢于斑马鱼。推测在应对外界刺激时, 暗纹东方鲀以快速逃跑行为避敌的成功率不高, 故进化出其他行为来躲避或防御敌害, 如胀气佯死[16]或分泌神经毒素[19], 提高种群存活率。
反应起始后10 ms时鱼体偏转的角度, 与鱼体骨骼肌的结构特点有关, 暗纹东方鲀体形为头部钝圆的炮弹型[20], 为适应胀气的行为, 脊柱下方的轴向肌肉自然缺失, 在快速逃跑行为的前10 ms中无法快速转向, 所以在10 ms时鱼体的偏转角度比斑马鱼小得多。

3.2  暗纹东方鲀Mauthner细胞的形态特征

暗纹东方鲀Mauthner细胞位于延脑腹侧, 位置与金鱼Mauthner细胞[21]相同, 说明其Mau​thner细胞的位置保守。斑马鱼(Danio rerio) [6]的Maut​hner细胞长轴较长, 在其侧向树突位置可见与第八神经的直接联系, 故可在极短时间内接受信号, 产生兴奋。而暗纹东方鲀Mauthner细胞的长短轴比明显小于斑马鱼, 形状近似椭圆形。暗纹东方鲀Mauthner细胞位于近脑部中线的位置, 胞体长轴占半脑宽的比例与斑马鱼有极显著的差异, 即与第八神经之间距离较远, 且在侧向树突与第八神经之间未发现直接联系, 暗纹东方鲀Mauthner细胞这些生理结构的不同都可能对其快速逃跑行为有影响。

研究表明, 斑马鱼的幼鱼在Mauthner细胞受损伤[22]后, 仍具有C-start行为, 且行为参数与正常情况差别不大, 原因是当Mauthner细胞受损伤时, 形态结构与其相似的MiD3cm细胞活性增强, 参与介导应激逃跑行为。而后者在Mauthner细胞参与介导的快速逃跑行为过程中活性很低。肺鱼(Cyclopterus lumpus)[14]的Mauthner细胞自然缺失, 表现出延迟时间较长的C-start行为。这主要是由于Mauthner细胞所处的脑干逃跑网络[23]中有两对与之形态结构相似的细胞MiD3cm和MiD2cm, 在Mauthner细胞受损或缺失的情况下, 该类细胞可以代替Mauthner细胞, 接受信号传入, 产生兴奋, 成为快速逃跑行为的指令性神经元。本实验中未观察到这两对细胞的存在, 即在暗纹东方鲀中这两对细胞不发达, 推测这也是暗纹东方鲀快速逃跑行为发生率较低的原因之一。

经Gabazine处理后, 暗纹东方鲀C-start行为发生概率明显提高, 表明Mauthner细胞兴奋性增强可使C-start行为更易发生。在斑马鱼脑干逃跑通路中, Mauthner细胞除接受来自听神经的机械感觉信号外, 还接受一系列中间神经元的信号传入[24], 而中间神经元大部分为抑制性神经元, 即向下一级神经元释放抑制性神经递质[25], 提高靶神经元的兴奋阈值。推测暗纹东方鲀Mauthner细胞介导其C-start行为发生时也有中间神经元的参与, 这些中间神经元的活动状态也会影响Mauthner细胞的兴奋性。本实验中, 在Gabazine处理后, 暗纹东方鲀对于声音的反应延迟时间有显著缩短, 但仍比斑马鱼的延迟时间长, 推测暗纹东方鲀Mauthner细胞的兴奋阈值相对于斑马鱼等较高, 而关于这点, 还需要进一步生理学实验证明。

4  结论

综上所述, 暗纹东方鲀具备快速逃跑行为。在受到骤发的声音刺激时, 首先采取快速逃跑行为避险。但由于其Mauthner细胞欠发达, 其快速逃跑行为效率较低, 故需要以其他方式躲避敌害, 如胀气佯死、释放毒素等。
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Observation of fast escape behavior and morphology of Mauthner cells in pufferfish (Takifugu obscurus)
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Abstract: The startle response is a response to sudden, startling stimuli, such as sudden noise or threatening disturbance. Fast escape is a common type of stress response behavior in teleost and amphibian larvae. Pufferfish (Takifugu obscurus), an important aquaculture species in southern China, typically exhibit an energy-dissipative inflation behavior in response to a stressor. It is unknown whether pufferfish have a fast escape capacity and under what kind of stressful situation. Understanding the stress responses and neuro-mechanisms of avoidance behavior provides a theoretical basis for improving aquaculture practices. We exposed larval pufferfish and zebrafish (Danio rerio) to a sudden sound stimuli (100 Hz, 110 dB) and recorded their behavior using a high-speed (1 000 frames per second) digital camera. Both species attempted to escape when exposed to sudden auditory stimuli. However, the probability of exhibiting fast escape behavior was significantly lower in pufferfish than in zebrafish, and the latency of the behavior was significantly longer in the former than in the latter(P<0.01). However, the behavior probability was significantly increased and the latency reduced in pufferfish by treatment with a GABAA receptor inhibitor(P<0.05). The Mauthner cell in the hindbrain is believed to be the commander neuron of this behavior. Together with the reticulospinal neurons (e.g., Mid2cm and Mid3cm), Mauthner cells form the brainstem escape network that regulates the fast escape behavior. Our histological evaluation revealed that the morphological characters of the Mauthner cells in pufferfish differed from those in zebrafish and most other fish. The cells were oval-shape, and the dorsoventral/mediolateral axial ratio was significantly smaller than that in the zebrafish. In the pufferfish medulla, we were unable to define neurons that are readily visible in zebrafish, including the Mid2cm, Mid3cm, or the synaptic connections between the eighth nerve and Mauthner cell. Our results suggest that the Mauthner cell in pufferfish was less developed and the fast escape behavior may not be as important as in zebrafish. Instead, the pufferfish has developed a unique behavior characterized by sudden inflation and floating on the surface of the water as a defense mechanism under sudden stressful stimulation. Our results provide a basis for further physiological study of the neural mechanism underlying the stress response in pufferfish.
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