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摘要: 在水温 27℃条件下, 分别对吉富罗非鱼(27.64±2.79) g投喂 3组不同蛋白水平的饲料, 养殖周期 56d。

饲养结束后 , 进行 14℃低温应激实验 , 研究低温应激后 0—24h 内 , 鱼体血清生化指标与肝脏 HSP70 

mRNA 表达量的变化。结果表明, 短期投喂 50%蛋白水平的饲料可以提高罗非鱼血清中葡萄糖、总蛋白、

甘油三酯与胆固醇水平以及血清谷丙转氨酶与谷草转氨酶活力。在低温应激后, 50%蛋白组血清葡萄糖、总

蛋白、甘油三酯与胆固醇水平呈下降趋势, 而血清皮质醇水平与谷草转氨酶活力表现为先上升后下降变化。

25%和 38%蛋白组血清葡萄糖水平与谷丙转氨酶活力在应激期间呈上升趋势, 而谷草转氨酶与碱性磷酸酶

活力和总蛋白与胆固醇水平呈先上升后下降变化。各实验组溶菌酶活力与肝脏 HSP70 mRNA的表达量呈先

上升后下降的变化。由此可知, 短期投喂高蛋白饲料可以提高罗非鱼血液中蛋白、血糖与脂肪含量, 增强鱼

体抗应激能力, 同时, 高蛋白水平的饲料也会引起肝脏产生分解压力以及增加饲料成本。在生产中, 需要根

据实际需要合理确定饲料的蛋白含量。 
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在集约化养殖中, 鱼类经常会应对各种胁迫。
胁迫可引发鱼体在短期内机体平衡调节 [1], 从而导
致生理上的变化。这些生理响应可以通过肾上腺素

调节机制达到增加能量利用、释放儿茶酚胺以及提

高促肾上腺皮质激素和血浆皮质醇水平[2]。应激时

间延长可能导致急性应激转为慢性胁迫, 使机体的
不平衡增多[3]。 

在应激期内, 鱼类具有较差的抗逆性, 对病原
体的易感性较高。如在低温环境下, 屈挠细菌可引
发鱼类皮肤损害综合症 [4]; 而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[5]。2010 年全
球罗非鱼产量达到 300 万吨, 中国罗非鱼产量占全
球产量的一半。罗非鱼已成为中国南方地区主要养

殖的淡水品种之一。然而, 随着全球气候日益恶化
与反常, 夏天温度过高以及冬天温度过低等, 这对
罗非鱼的可持续发展产生了严重影响。低温应激可

引发罗非鱼肝脏损伤[6]、机体免疫功能下降, 同时, 
增加海豚链球菌的致病性[3]。 

鱼类的最优生长状态依赖于饲料的营养状况 , 
以及鱼类的生理状态、年龄、繁殖性能以及一些环

境因子(如: 温度、盐度等)[7]。鱼类在应激时的生理

变化往往与营养状况紧密相关。Atwood, et al.[8]研究

发现 , 在饲料中添加椰油后 , 尼罗罗非鱼 (Oreo-
chromis niloticus)的低温应激能力明显高于添加鲱
鱼油的实验组。Abdel-Tawwab & Mousa[9]研究发现, 
饲料中较高的蛋白水平可明显提高尼罗罗非鱼在拥
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挤胁迫下的应激能力。Kiron, et al. [10]研究发现, 最
优蛋白水平下虹鳟(Oncorhynchus mykiss)抗病毒感
染能力明显高于低蛋白或高蛋白时的。罗非鱼属亚

热带鱼类, 能够在 6—10℃的低温水环境下短时间
存活, 低温耐受性较差[11]。因而, 研究饲料蛋白水
平与低温胁迫的关系具有重要意义, 有助于预测鱼
类生理需求方面可能的变化, 以及饲料蛋白水平是
否可以改变鱼体的抗应激能力, 降低胁迫对鱼体的
影响。本研究选取在 3 种蛋白水平下(25%、38%和
50%)饲养的罗非鱼, 采用急性低温应激, 分析应激
后罗非鱼的生理生化响应, 旨在为吉富罗非鱼的高
效健康养殖提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 
尼罗罗非鱼幼鱼来自中国水产科学研究院淡水

渔业研究中心宜兴基地自繁的第 16 代“吉富”品系, 
选择无病无伤, 活力强的个体作为实验用鱼。实验
前在室内水泥池(水温 27 ±0.3 , pH 7.4±0.2)℃ ℃ 中暂

养 10d, 水体循环使用, 连续充气, 自然光周期。每
天 7:00、11:00 和 16:00 各投喂沉水性饲料 1 次(粗
蛋白质为 38.0%、脂肪 8.0%), 投喂量为体重的
10%—12%。 

1.2  实验方法 
设置 3组不同饲料蛋白水平, 分别为 25%、38%

和 50%, 每组设 3 个平行, 饲料成分(表 1)。实验在
封闭式水循环养殖系统中进行, 实验用鱼平均体重
为 27.64 (±2.79) g, 体长为 9.43 (±0.46) cm, 每个养
殖桶放置 30尾鱼。实验共使用 9个 450 L的养殖桶, 
每个蛋白水平设置 3组平行。每日投喂 3次(7:00、
12:00 和 17:00), 日投喂量为鱼体总重量的 5%— 
10%。每隔 10天测定鱼的生长情况, 调节投喂量, 养
殖周期为 8 周 , 养殖条件 : 水温 27(±0.3) , pH ℃

7.5±0.2, 溶氧在 5.0 mg/L 以上, 氨氮和亚硝酸盐分
别不高于 0.01 mg/L, 自然光周期, 每天换水 1/3。 

饲养结束后, 禁食 24h, 选择规格基本一致的
鱼进行低温应激实验。从水温为 27℃的桶中选取 20
尾转入水温为 14 (℃ 水温低于 14℃时, 吉富罗非鱼
停止摄食并开始出现死亡现象)的相应 9个 450 L养
殖桶中, 进行 24h 急性低温应激, 用自动控温系统
控温于 14 , ℃ 保证溶氧充足, 实验期间不投饵, 尽
量减少人为干扰。 

表 1  饲料组分与组成 
Tab. 1  Ingredients and composition of experimental diets 

蛋白水平 
Dietary protein level (%) 原料 Ingredient      

25.0 38.0 50.0 

鱼粉 Fish meal 5.00 5.00 5.00 

酪蛋白 Casein 4.00 16.20 27.50 

明胶 Gelatin 1.00 4.05 6.88 

玉米淀粉 Corn starch 36.80 21.55 7.42 
鱼油+豆油(1∶1) 
Fish oil + soybean oil 

7.00 7.00 7.00 

豆粕 Soybean meal 12.00 12.00 12.00 

棉粕 cottonseed meal 15.00 15.00 15.00 

菜粕 Rapeseed meal 15.00 15.00 15.00 

复合维生素 Vitamin premix 1.00 1.00 1.00 

复合矿物盐Mineral premix 1.00 1.00 1.00 

氯化胆碱 Choline chloride 0.50 0.50 0.50 
维 C磷酸酯钠(95%) 
Vitamin C phosphate ester 

0.20 0.20 0.20 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 1.50 1.50 1.50 
组成成分 
Proximate composition (%) 

   

干物质 Dry matter 91.57 91.74 92.05 

蛋白 Crude protein 25.16 38.04 49.92 

脂肪 Crude lipid 7.87 7.93 7.99 

灰分 Ash 6.23 6.64 6.92 

总能量 Gross energy 12.90 13.12 13.31 

注: 复合维生素与复合矿物盐由广州市诚一水产科技有限
公司提供 

Note: Vitamin premix and mineral premix were provided by 
Guangzhou Chengyi Aquatic Science & Technology Co., Ltd. 

 
1.3  采样与制备 

分别于 0、6、12和 24h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 2h, 在
4 , 3500 r/min℃ 离心 10min 制备血清, 上清液移置
−80℃冰箱中保存备用, 并取约 0.1 g 的肝脏组织用
液氮速冻后, 于−80℃保存备用。 

1.4  测定指标与方法 
血清生化指标的测定   皮质醇采用罗氏电化

学发光免疫分析仪E170测定, 试剂盒购自北京北方
生物技术研究所; 总蛋白、白蛋白、球蛋白、葡萄
糖、甘油三脂、胆固醇、谷丙转氨酶、谷草转氨酶

和碱性磷酸酶用罗氏全自动生化分析仪测定, 试剂
盒均购自上海骏实生物科技有限公司; 溶菌酶活力
的测定采用南京建成生物科技有限公司的试剂盒。 

肝脏 HSP70 mRNA 表达的测定     根据
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Genbank 中罗非鱼 HSP70 序列(FJ207463.1), 设计
HSP70 引物, F1: CATCGCCTACGGTCTGGACAA, 
R1: TGCCGTCTTCAATGGTCAGGAT。用罗非鱼的
管家基因 β-actin (EU887951.1)作为内参 , 设计
β-actin 引物, F1: CCACACAGTGCCCATCTACGA, 
R1: CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA。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, 取罗非鱼肝脏 20 mg左右, 参照 RNeasy 
Mini Handbook (QIAGEN 公司)说明书用试剂盒提
取总 RNA, A260/ A 280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  5min, ℃ 然后

40个循环(95  15s, 60  60s, ℃ ℃ 读板记录荧光量), 反
应结束后制备溶解曲线 , 反应条件为 : 95  15s,℃  
60  15s, 95  15s℃ ℃ 。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。 

1.5  数据处理 
在 HSP70 与 β-actin 的定量 PCR扩增效率基本

一致的前提下, 计算 HSP70 mRNA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 25%蛋白水平组 0h 时的 HSP70 mRNA 表
达量为基准, 应用 2−ΔΔCt 法[12]确定不同时间点各处

理组 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。 

2  结果 
2.1  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼

血清皮质醇和葡萄糖水平的影响 
饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼在低温应激试

验期间, 未发现死鱼。由图 1A可以发现, 低温应激
对罗非鱼血清皮质醇水平有明显影响。应激 6h 时, 
各蛋白水平组呈上升趋势。应激 24h 时, 各实验组
血清皮质醇水平分别为 557.4、709.5和 453.7 ng/mL, 
均显著低于应激 6h的水平, 但仍显著高于应激前的
水平(P<0.05)。38%蛋白组的皮质醇水平在应激 24h
后高于其他实验组(P<0.05)。 

低温应激对罗非鱼的血清葡萄糖水平产生了一

定的影响(图 1B)。当温度从 27℃突降到 14℃时, 25%
和 38%蛋白组的葡萄糖水平在应激 6h 时表现出上
升趋势, 开始较为缓慢, 24h 时急剧上升, 分别达到
6.05 和 4.99 mmol/L(P<0.05); 50%蛋白组的葡萄糖
水平呈先下降后上升的变化趋势, 应激 24h 时, 葡
萄糖水平与应激前相比无显著差异(P>0.05)。 

2.2  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清总蛋白、白蛋白和球蛋白水平的影响 
在低温应激下, 25%蛋白组的血清总蛋白水平

在应激 24h内呈上升趋势; 38%和 50%蛋白组的总蛋
白水平呈先上升后下降的变化趋势(图 2A)。24h时, 
各实验组的血清总蛋白水平与应激前相比无显著差 

 

 
 

图 1  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清皮质醇(A)和葡萄糖(B)水平的影响 
Fig. 1  Effects of different dietary protein levels on serum cortisol (A) and glucose (B) levels of GIFT tilapia under low temperature stress 
实验数据为 9 尾鱼的平均值, 用平均值±标准差表示; 用“*”表示应激前后各组数值之间的显著性差异(P<0.05), 方差分析采用配对样
本 t 检验; 同一时间点不同蛋白水平间的显著性差异(P<0.05)用小写字母表示, 采用 Duncan多重比较进行分析, 下同 
Data are expressed as the mean of nine fish±SD. Significant differences (P<0.05) between values obtained before and after stress are marked 
by asterisks in paired-samples t-tests. Diverse little letters show significant differences (P<0.05) in different protein groups of each sampling 
point in Duncan’s multiple range test. The same as bellow 



3期 强  俊等: 饲料蛋白水平对低温应激下吉富罗非鱼血清生化指标和 HSP70 mRNA表达的影响 437 

异(P>0.05)。 
血清白蛋白的变化趋势与总蛋白相似(图 2B)。

38%和 50%蛋白组的血清白蛋白水平在应激 6h时达
到峰值, 随后呈逐渐下降趋势。24h时, 各实验组的
血清白蛋白水平与应激前相比无显著差异(P>0.05)。 

 

 
 
图 2  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清总蛋
白(A)、白蛋白(B)和球蛋白(C)水平的影响 
Fig. 2  Effects of different dietary protein levels on serum total 
protein (A), albumin(B) and globulin(C) levels of GIFT tilapia 
under low temperature stress 

 
随着应激时间的延长, 各实验组球蛋白水平均

呈先上升后下降的变化趋势(图 2C)。应激 24h时, 除
38%蛋白组的血清球蛋白水平显著高于应激前外
(P<0.05), 其他各实验组与应激前相比无显著差异
(P>0.05)。 

38%和 50%蛋白组的血清白蛋白/球蛋白比值随
着应激时间的延长呈下降趋势(表 2), 应激 24h 时, 

显著低于应激前的水平(P<0.05); 25%蛋白组的比值
与应激前相比无显著差异(P>0.05)。 
 
表 2  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清白蛋

白/球蛋白比值的影响 
Tab. 2  The variation of albumin/globulin ratio of GIFT tilapia 
under low temperature stress during 24h 

不同蛋白水平 Dietary protein level (%) 应激时间 
Stress time (h) 25 38 50 

0 0.47a±0.03 0.54b±0.02 0.53b±0.06

6 0.43a±0.03 0.48b*±0.02 0.52c±0.02

12 0.45±0.02 0.46*±0.04 0.44*±0.02

24 0.49a±0.03 0.45b*±0.03 0.45b*±0.03

 
2.3  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼

血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶和碱性磷酸酶活

力的影响 
应激前, 不同蛋白水平下各实验组血清谷丙转

氨酶活力有显著差异(图 3A), 50%蛋白组血清谷丙
转氨酶活力为 8.0 U/L 显著高于 25%蛋白组的 4.67 
U/L。各实验组血清谷丙转氨酶活力在应激 24h内呈
逐渐上升趋势, 25%蛋白组血清谷丙转氨酶活力在
应激 24h时显著高于 38%和 50%蛋白组(P<0.05)。 

应激前, 50%蛋白组的血清谷草转氨酶活力显
著高于 25%和 38%蛋白组(图 3B)。低温应激后, 各
实验组的谷草转氨酶活力开始显著上升。24h 时 , 
25%和 50%蛋白组血清谷草转氨酶活力低于 12h 时
的活力, 而 38%蛋白组的谷草转氨酶活力与 12h 时
相比无显著差异(P>0.05)。 

各实验组碱性磷酸酶活力的变化趋势与谷草转

氨酶活力的基本相同(图 3C)。应激 24h时, 38%蛋白
组血清碱性磷酸酶活力显著高于应激前的水平

(P<0.05), 而 25%和 50%蛋白组碱性磷酸酶活力与
应激前相比无显著差异(P>0.05)。 

2.4  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清甘油三酯和胆固醇水平的影响 
在应激前, 随着饲料蛋白水平上升, 血清甘油

三酯水平显著提高(P<0.05)(图 4A)。在低温应激后, 
各实验组基本呈先下降会上升的变化趋势。应激 6h
时, 各实验组血清甘油三酯水平显著下降(P<0.05); 
应激 24h时, 50%蛋白组血清甘油三酯水平与应激前
相比无显著差异(P>0.05)。 

在应激前, 50%蛋白组的血清胆固醇水平显著
高于 25%和 38%蛋白组(图 4B)。在应激后, 25%和
38%蛋白组血清胆固醇水平呈先上升后下降的变化 
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图 3  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清谷丙
转氨酶(A)、谷草转氨酶(B)和碱性磷酸酶(C)活力的影响 
Fig. 3  Effects of different dietary protein levels on serum glu-
tamic-pyruvic transaminase (A), glutamic-oxaloacetic transaminase 
(B) and Alkaline phosphatase (C) activities and of GIFT tilapia 
under low temperature stress 

 

趋势, 24h 时, 两实验组与应激前相比无显著差异
(P>0.05); 50%蛋白组血清胆固醇水平随应激时间的
延长呈下降趋势。  
2.5  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼

血清溶菌酶活力的影响 
低温应激对于血清溶菌酶活力有显著影响(图

5A)。各实验组血清溶菌酶活力在应激前无显著差异
(P>0.05)。低温应激后, 溶菌酶活力显著升高; 12h
和 24h 时, 各实验组溶菌酶活力低于 6h 时的, 但均
显著高于应激前水平(P<0.05)。 
2.6  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼

肝脏 HSP70 mRNA表达的影响 
低温应激对罗非鱼肝脏 HSP70 mRNA 的表达

水平有显著影响(P<0.05)。随着应激时间的延长, 各
实验组呈先上升后下降的变化趋势(图 5B)。应激 12h
时, 38%和 50%蛋白组肝脏 HSP70 mRNA的相对表
达量显著高于 25%蛋白组(P<0.05); 24h 时, 各蛋白
组均呈下降趋势。 

3  讨论 

水温是鱼类工厂化养殖中的重要影响因素之

一。在实际生产中, 可能因为季节的变化或其他人
为因素的影响 , 鱼类经常会面对低温所产生的胁
迫。低温环境会降低鱼类的摄食率, 导致鱼体生长
速度下降, 同时也会诱使鱼类产生生理生化上的改
变, 增加病害发生的几率[3, 13]。应激反应是机体对外

界刺激的一种非特异性防御反应, 主要是交感神经
兴奋和垂体-肾上腺皮质分泌增多引起的一系列神
经内分泌反应[1]。 

3.1  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清皮质醇和葡萄糖水平的影响 
急性或慢性应激可以显著影响鱼类的血清生化

参数。皮质醇是一种与许多生物活性相关联的类固

醇激素。通常, 在低温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
示了鱼体对新环境的适应[14]。血清皮质醇水平被广

泛用作应激状况下的观察指标[15]。在本实验中, 低
温应激 6h 后, 各应激组血清皮质醇水平显著升高, 
这与 Sun, et al.[16]和刘波等[6]的研究结果相似。Su, et 
al. [16]研究发现, 在 14℃低温应激下, 尼罗罗非鱼血
清皮质醇水平显著升高; 刘波等 [6]也研究发现, 将
正常饲养条件下(25 )℃ 的吉富罗非鱼进行冷应激处

理(9 ), ℃ 血清皮质醇水平显著升高。在其他鱼类 , 
如大西洋鳕鱼 (Gadus morhua)[17]、杂交条纹鲈

(Morone chrysops×Morone saxatilis)[18] 和 鲟 鱼

(Acipenser medirostris)[19]的研究中也得到类似结论。

在应激 24h 时, 各实验组血清皮质醇水平呈下降趋
势, 但仍显著高于应激前。可能是因为, 在低温应激
24h 后, 吉富罗非鱼的耐受性有所增强, 然而仍未
适应环境温度。50%蛋白组血清皮质醇水平在应激
24h 后低于 25%和 38%蛋白组, 短期投喂较高蛋白
水平的饲料可能有助于缓解罗非鱼在低温应激下的

胁迫响应。 
血清葡萄糖主要来自食物中消化吸收后的葡萄

糖及肝糖原的分解和异生作用[20]。在投喂不同蛋白 
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图 4  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清甘油三酯(A)与胆固醇(B)水平的影响 
Fig. 4  Effects of different dietary protein leveld on serum triglyceride (A) and cholesterol (B) levels of GIFT tilapia under low temperature stress 

 

 
 

图 5  不同蛋白水平对吉富罗非鱼幼鱼在低温应激下血清溶菌酶活力(A)和肝脏 HSP70 mRNA (B)表达的影响 
Fig. 5  Effects of different dietary protein levels on serum lysozyme activity (A) and relative expression of liver HSP70 mRNA (B) of GIFT 
tilapia under low temperature stress 

 
的饲料后, 罗非鱼血清葡萄糖水平随饲料蛋白水平
的减少而下降, 这与 Abdel-Tawwab, et al. [21]对罗非

鱼的研究结果相似。面对应激时, 机体组织利用血
糖作为主要能量来源, 肾上腺素的分泌导致血糖增
加。在本实验中, 低温应激后, 25%和 38%蛋白组的
血清葡萄糖水平显著上升。在应激条件下可以刺激

某些葡萄糖转运基因的表达, 增加葡萄糖在细胞间
的转运[22]。同时, 血清中皮质醇水平的变化也能对
葡萄糖代谢产生影响。Vijayan & Moon[23]研究发现, 
皮质醇是一种重要的皮质类固醇激素, 皮质类固醇
的增加使机体各组织对葡萄糖的利用率降低, 肝脏
糖异生作用加强, 结果导致血糖升高, 为机体应对
环境提供能量。Sun, et al. [16]也研究发现, 在低温应
激下可以显著提高尼罗罗非鱼血清皮质醇与葡萄糖

水平。本实验同时发现, 50%蛋白组的血清葡萄糖水
平呈先下降后上升的变化趋势。短期投喂高蛋白的

饲料会提高罗非鱼血清中葡萄糖的水平。应激前期, 
可以利用葡萄糖分解来提供能量, 随着应激时间的
延长, 机体通过增加组织中糖原的分解或肝脏中糖
原代谢的关键酶葡萄糖激酶活性从而提高血清葡萄

糖水平[24]。 

3.2  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清总蛋白、白蛋白和球蛋白水平的影响 
血清总蛋白、白蛋白与球蛋白水平的变化可以

作为鱼体应对外界应激的重要指标[25]。血清总蛋白

反映鱼体的营养和代谢状况, 白蛋白在鱼体内起到
营养细胞和维持血液渗透压的作用, 而球蛋白与机
体的免疫功能相关。在本实验中, 50%蛋白组中血清
总蛋白水平在应激前高于 25%和 38%蛋白组。饲料
中粗蛋白水平的提高, 可以增加消化蛋白的含量或
饲料中过量的蛋白被消化道吸收后 ,  在血液中沉 
积[26]。在低温应激后, 38%和 50%蛋白组血清总蛋白
水平均呈先上升后下降的变化趋势。可能因为低温

应激使罗非鱼肝脏受损, 短期内提高了机体的非特
异性免疫水平, 随着应激时间延长, 机体合成的能
量更多用于应对环境胁迫, 用于鱼体蛋白质合成则
减少, 因而, 引起血清总蛋白水平降低。25%蛋白组
血清总蛋白水平在应激后 24h 内始终是上升趋势。
投喂低蛋白水平的饲料可能会引起鱼体营养不良 , 
造成免疫功能下降[27]。蔡春芳等[27]研究发现, 投喂 
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20%蛋白组的异育银鲫(Carassius auratus)其机体免
疫力高于 10%蛋白组。因而, 在应激时, 鱼体需要不
断地分解组织中储存的能量来满足生理需要。 

血清白蛋白水平和白蛋白 /球蛋白比值可以衡
量机体正常的蛋白质维持程度[28]。本实验发现, 38%
和 50%蛋白组血清白蛋白与球蛋白水平随着应激时
间延长呈先上升后下降的变化趋势。这可能与短期

应激可以提高罗非鱼的能量代谢与免疫功能有关。

25%蛋白组血清白蛋白与球蛋白水平基本处于上升
趋势, 鱼体可能需要分解更多的能源物质来提供能
量。Adham, et al. [28]也认为, 血清总蛋白、白蛋白等
浓度的变化可作为鱼类环境响应的指标。不同鱼类

血清蛋白的变化有较大差异, Collazos, et al. [29]发现

丁鲷(Tincatinca)血清白蛋白和球蛋白在冬季低温时
显著下降; Sala-Rabanal, et al. [27]发现低温应激下可

引起海鲤(Cyprinus qionghaiensis)白蛋白等血浆蛋
白质水平显著下降; 冀德伟等[30]发现在 8.5℃低温
下, 大黄鱼(Pseudosciaena crocea)血清总蛋白随应
激时间的增加呈先下降后上升的变化趋势。在本研

究中 38%和 50%蛋白组血清白蛋白/球蛋白比值显
著低于应激前。这可能与低温应激提高了两实验组

血清球蛋白水平有关。 

3.3  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶和碱性磷酸酶活

力的影响 
血清谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)活力

可以作为肝脏损伤的指示物。在本实验中, 低温应
激前, 50%蛋白组血清 ALT 和 AST活力高于 38%和
25%蛋白组, 投喂高蛋白可能会增加了肝脏的压力。
在低温应激后, 各实验组血清ALT和AST活力基本
呈上升趋势, 这与刘波等[6]的研究结果相似。在应激

24h 时, 各实验组 ALT 活力显著高于应激前。ALT
作为肝脏中连接糖、脂质和蛋白质代谢的重要酶 , 
应激可能对肝脏组织造成了一定损伤 , 导致血清
ALT活力短期内升高[31]。25%蛋白组血清 ALT活力
显著高于 38%和 50%蛋白组。这可能与短期投喂高
蛋白饲料可以提高其免疫功能有关。AST 属于细胞
内酶, 在正常情况下主要存在于肝细胞的可溶性部
分, 在血清中水平较低。在应激条件下可以提高肝
细胞的产酶活性或增加细胞膜通透性与细胞坏死 , 
AST 大量进入血液, 使血清中酶活性提高[32]。本实验

表明, 50%蛋白组血清 AST活力在应激 24h后显著低

于 38%和 25%蛋白组。短期投喂较高蛋白水平的饲
料可能有助于提高鱼体在低温环境下的自我保护能

力, 降低细胞膜的通透性, 阻抑细胞内ALT的溢出。 
碱性磷酸酶(AKP)属于代谢调控酶 , 与磷酸基

团转移和钙磷代谢有关[33]。在本实验中, 在应激 24h
内, 25%和 50%蛋白组血清 AKP活力呈先上升后下
降的变化。在低温应激下, 罗非鱼可以增加糖类和
脂质代谢, AKP 与肠内脂质转移有关, 短期应激可
以促进血清中 AKP活力增加。然而, 随着应激时间
的延长 , 血清中高浓度的皮质醇会促使脂肪降解 , 
抑制 AKP 活性, 降低机体免疫力。38%蛋白组血清
AKP 活力在应激期间始终处于上升趋势, 应激 24h
时显著高于 25%和 50%蛋白组。当饲料蛋白水平过
量或低于适宜范围时, 可能会对鱼体产生分解或应
激压力, 增加肝脏与肾脏的负担, 降低鱼体的免疫
应激能力。 

3.4  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清甘油三酯和胆固醇水平的影响 
鱼类对应激的适应能力是由遗传因素决定的。

同时, 饲料的来源与利用、个体的发育阶段等对其
应激反应也有一定的影响[14]。血液中甘油三酯和胆

固醇水平的变化与鱼类对于胁迫后的抗应激能力有

关。甘油三酯和胆固醇主要来源于肠道对于脂类的

吸收以及肝脏脂肪的代谢[34]。在本实验中, 低温应
激 24h 内, 各实验组血清甘油三酯水平基本呈先下
降后上升的变化。可能是由于短暂刺激下, 鱼类为
了保持机体的生理生化平衡, 通过分解血清甘油三
酯而提供能量。应激 24h后, 50%蛋白组血清甘油三
酯水平与应激前相比无显著差异; 而 25%和 38%蛋
白组血清甘油三酯水平显著低于应激前。短期投喂

高蛋白的饲料可以提高罗非鱼血清甘油三酯水平 , 
同时也可以增加组织的摄取与转化。当血清甘油三

酯水平降低时, 促使了储存组织中的能源物质分解
或转化。50%蛋白组血清胆固醇水平显著下降, 可能
是因为鱼体增加了脂肪代谢, 提供更多能量用于满
足抗应激的需要。 

3.5  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
血清溶菌酶活力的影响 
在短期应激下血清皮质醇水平升高有利于鱼体

应对环境胁迫, 但持续升高则会抑制机体的免疫功
能。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, 反映了机体非特异性免疫水平的变
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化[35]。鱼体受到急性应激时, 肝脏受损, 血清中 LSZ
活力会显著上升。饲喂不同蛋白水平的饲料对罗非

鱼血清 LSZ活力无显著影响。在低温应激 6h时, 罗
非鱼血清 LSZ活力显著升高。推测罗非鱼在急性低
温应激下, 血清中皮质醇浓度升高, 促进血糖的合
成, 加快脂肪降解, 从而促使鱼体在急性应激下获
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 C3、C4等的含量, 从而提高机体的免疫
力[36]。然而, 随着应激时间的延长, LSZ活力开始降
低, 机体免疫力下降, 进而引起一些相关免疫指标
发生改变。本实验发现, 应激 24h后, 25%蛋白组血
清 LSZ 活力显著下降, 这可能与其营养状态不良, 
机体的免疫应激能力较差有关。 

3.6  低温应激对饲喂不同蛋白水平的吉富罗非鱼
肝脏 HSP70 mRNA表达的影响 
生理及细胞胁迫响应代表机体维持体内平衡的

两个重要防御机制。生理响应包括下丘脑-垂体-肾
间组织 (Hypothalamic-pituitary-interrenal, HPI)轴所
分泌的一种重要的应激激素皮质醇[37]。而细胞响应

主要是胁迫过程中蛋白质与基因表达的变化, 如分
子伴侣HSP70与HSP90, HSPS可以与糖皮质激素受
体相互作用, 调控受体的正确折叠、激活活性与细
胞转运等 [38]。在应激条件下可以激活这两种响应 , 
Kazumi & George[39]研究发现 , 当潮间带杜父鱼
(Oligocottus maculosus)体内 HSP70含量较高时, 机
体具有更强的抗应激能力, 适应较大范围的温差变
化。Takle, et al. [40]也发现, 低温应激可以提高大西
洋鲑(Salmo salar)体内 HSP70含量。本实验发现, 在
低温应激 6h 后 , 罗非鱼血清皮质醇水平与肝脏
HSP70 mRNA的表达量显著上升。HSP70 mRNA的
表达量在 12h时达到峰值, 同时, 38%和 50%蛋白组
肝脏 HSP70 mRNA的表达量显著高于 25%蛋白组。
可见投喂较高的饲料蛋白水平有助于提高鱼体对于

环境应激的耐受性。在 24h 时, 各实验组的 HSP70 
mRNA表达水平急剧下降。可能 HSP70只在一定范
围内对细胞起保护作用 , 如果应激持续时间太长 , 
就会引起肝脏细胞膜结构和蛋白质组成的异常, 从
而改变 HSP70在细胞内分布, HSP70对机体的保护
能力也会随之下降。 

蛋白质在饲料中所占比例较大, 同时也是饲料
中非常重要的营养成分之一。本研究结果表明, 投
喂高蛋白饲料可以提高吉富罗非鱼血清葡萄糖、总

蛋白、甘油三酯和胆固醇水平, 这些能源物质在低
温应激时为鱼体提供能量需求, 在一定程度上提高
罗非鱼的抗应激能力。同时, 投喂高蛋白饲料可能
增加肝脏分解蛋白质的负担, 并提高饲料成本。因
此 , 冬季温度较低或长途运输中温度降幅较大时 , 
在投喂饲料中应提早增加饲料蛋白水平, 以便提高
罗非鱼的抗应激能力。 
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EFFECTS OF DIFFERENT DIETARY PROTEIN LEVELS ON SERUM  
BIOCHEMICAL INDICES AND EXPRESSION OF LIVER HSP70 mRNA IN GIFT 
TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS) UNDER LOW TEMPERATURE STRESS 

QIANG Jun1, 2, YANG Hong1,2, WANG Hui3, XU Pao1, 2 and HE Jie1 
(1. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries 

Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China; 2. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural Uni-
versity, Wuxi 214081, China; 3. Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China) 

Abstract: Three Groups of GIFT tilapias (Oreochromis niloticus) were fed with protein levels at 25%, 38% and 50%, 
respectively at 27℃ in 56 days. The initial body weights were (27.64±2.79) g. Uniform sizes of fish were selected for 
low temperature stress test at the end of rearing management. Tilapias in the experiment group were subjected to 14℃, 
and some biochemical indices in their serum and the expression of HSP70 mRNA in liver were examined over 0—24h. 
The results showed that, before low temperature stress, the 50% protein level group had highest serum glucose (GLU), 
total protein (TP), triglycride and cholesterol level; Serum glutamic-pyruvic transaminase (ALT) and glu-
tamic-oxaloacetic transaminase (AST) activities was also increased. After low temperature stress, in the 50% protein 
level group, serum glucose (GLU), total protein (TP), triglyceride and cholesterol level decreased within 24h, while 
glutamic-pyruvic transaminase (ALT) and glutamic-oxaloacetic transaminase (AST) activities increased at first and then 
gradually declined. In 25% and 38% protein groups, serum glucose (GLU) level and glutamic-pyruvic transaminase 
(ALT) activity increased within 24h, whereas serum ALT, alkaline phosphatase (AKP), TP and cholesterol level in-
creased at first and then decreased. Serum lysozyme activity and expression level of HSP70 mRNA in liver of all groups 
also increased at first and then gradually declined. In conclusion, diet supplemented with high protein level could im-
prove serum protein, blood sugar and lipid level and enhance resistance to low temperature, but could cause liver dam-
age due to decomposition pressure; and could increase feed cost. Therefore, in production, the proportion of protein in 
the feed should be arranged according to the practical need of tilapia. 
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