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摘要: 为探究低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) “黄优1号”肠道组织的影响, 研究运用酶

活测定、HE染色、qRT-PCR、TUNEL检测及16S rRNA测序技术等方法, 分析低氧胁迫[(1.0±0.1) mg/L]和恢

复下[(7.0±0.5) mg/L]该鱼肠道氧化应激指标、组织结构形态、细胞凋亡及微生物组成变化。结果显示: (1)在
低氧胁迫下肠道中抗氧化酶活性(SOD、CAT、GSH-Px)、能量代谢酶活性(LDH)、丙二醛(MDA)和脂质过

氧化物(LPO)含量显著升高, 恢复溶氧后氧化应激反应也比较剧烈。(2)低氧胁迫阶段, 肠道组织受损现象逐

渐加剧, 杯状细胞肿胀、黏膜层被侵蚀, 恢复溶氧24h后, 缺氧引起的生理变化并未得到明显改善。(3)肠道组

织细胞凋亡程度随着低氧时间的延长而加剧, 凋亡相关基因(bax、caspase9和p53)的表达量显著升高, bcl-2基
因的表达量则减少。(4)低氧胁迫阶段肠道微生物相对丰度降低, 低氧胁迫72h的处理组中以厚壁菌门

(Firmicutes)(47.8%)和拟杆菌门(Bacteroidetes)(40.6%)的丰度最为优势, 恢复溶氧后肠道菌群数量有所增加;
KEGG功能预测显示, 多数肠道微生物与代谢通路相关。研究结果可为解析低氧和恢复下杂交黄颡鱼“黄优

1号”肠道组织内环境稳态调控机制提供理论依据。
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黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)隶属于鲇形

目、鲿科、黄颡鱼属,  广泛分布于我国长江、黄

河、松花江及珠江等水系
[1], 因其肉质细嫩、蛋白丰

富和肌间刺少等优点受到广大消费者青睐。据《中

国渔业统计年鉴》统计, 2019和2020年黄颡鱼的养

殖产量均超过5×108 kg, 年均增幅为5.31%[2]
。瓦氏

黄颡鱼(P. vachelli)俗称江黄颡鱼、硬角黄辣丁、郎

丝, 与黄颡鱼同为一属, 具有生长周期短、食性杂和

适温性广等优点
[3]
。本研究团队以二代选育的瓦氏

黄颡鱼为父本、三代选育的黄颡鱼为母本, 获得杂

交黄颡鱼“黄优1号”(GS-02-001-2018), 其生长速度和

成活率均高于母本黄颡鱼, 且抗病力强, 与父本瓦氏

黄颡鱼相比, 可食用部分多, 更耐运输
[4], 受到广大养

殖户和消费者的喜爱, 目前已成为我国重要的优质

养殖水产品种, 具有推动黄颡鱼产业升级的潜力
[5]
。

水体中的溶解氧是影响水生生物生存的一个重

要生态因子
[6], 低溶解氧对于鱼类而言是一种常见的

现象。鱼类呼吸作用所吸收的一部分氧元素在生物

体中转化为活性氧(Reactive Oxygen Species, ROS),
少量的ROS参与细胞信号通路, 调控不同的细胞活

性和基因表达, 而在低氧或恢复过程中ROS过量产

生, 致使鱼类产生氧化应激反应
[7]
。如在杂交黄颡鱼
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的低氧胁迫研究中, Pei等[8]
发现肝脏组织抗氧化酶

(SOD、CAT、GSH-Px)和氧化应激参数(MDA)显著

上调, 同样在多种硬骨鱼类如暗纹东方鲀(Takifugu
fasciatus)[9]

、团头鲂(Megalobrama amblycephala)[10]
、

葛氏鲈塘鳢(Perccottus glenii)[11]
和尼罗罗非鱼(Oreo-

chromis niloticus)[12]
等, 在低氧胁迫下均激活抗氧化

系统抵抗过量产生的ROS和氧化应激损伤。

尽管鱼类可通过一些急性应激反应来应对水

体短期缺氧, 以维持其正常生理活动, 但是水体的

严重低氧往往引起鱼类瞬间大量窒息死亡。研究

表明, 鱼类大脑和心肌细胞在低氧状态下的凋亡,
是导致“泛塘”的主要原因之一

[13]
。 然而, 目前关于

鱼类低氧胁迫诱导细胞凋亡的分子调控机制研究

仍处于初步阶段。王鹏飞等
[14]

通过对鳜(Siniperca
chuatsi)肝脏转录组测序分析, 发现该鱼在低氧胁迫

下bax和caspase8等促凋亡基因上调; 在长期低氧胁

迫中, 鲤(Cyprinus carpio)[15]
肝脏中bcl-2基因表达量

显著上调; 丁晨雨等
[16]

发现低氧胁迫可诱导鲢(Hy-
pophthalmichthys molitrix)心肌细胞发生凋亡。

肠道是鱼类消化吸收营养物质的场所和器官,
大量微生物寄居其中。微生物菌群可以调控上百

个基因的表达, 参与促使肠道细胞增殖、提高吸收

能力和调节免疫应答等
[17], 其组成变化与环境因子

及宿主个体间关系密切, 当环境应激作用于鱼类个

体时, 常常伴随着肠道环境的改变, 影响微生物数

量和结构, 进而影响宿主的健康
[18]

。已有研究报道,
日本沼虾(Macrobrachium nipponense)[19]

、花鲈

(Lateolabrax Maculatus)[20]
和瓦氏黄颡鱼

 [21]
等水生

动物在低氧胁迫下肠道组织结构受损, 肠道微生物

多样性显著下降, 致病菌数量显著增加。

目前, 国内外学者对鱼类肠道组织的环境胁迫

研究逐渐重视, 而杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道组织

在低氧胁迫下的研究未见报道。鉴于近年来全国

各地养殖户对杂交黄颡鱼“黄优1号”的需求扩大,
了解其在低氧胁迫下的生理响应机制有助于推动

黄颡鱼产业绿色发展。本文以杂交黄颡鱼“黄优

1号”为研究对象, 探讨低氧胁迫对该鱼肠道的氧化

应激、组织形态、细胞凋亡及肠道微生物组成的

影响, 初步揭示低氧胁迫下杂交黄颡鱼的肠道组织

内环境稳态的调控机制, 有助于更好地了解杂交黄

颡鱼肠道的低氧响应机制, 可为后续开展鱼类耐低

氧新品种选育提供一定的理论基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验所用杂交黄颡鱼“黄优1号”取自江苏省南

京市水产科学研究所, 饲养条件为: 水温(27±1.0) ℃,
pH 7.5—8.0, 以人工配合饲料投喂幼鱼, 每天喂食

两次。挑选180尾无伤无病、体质健壮的杂交黄颡

鱼(15.5±1.3) g随机平均分配于6个玻璃缸中(30尾/
缸, 100 L), 在水流量5 L/min, 溶解氧浓度(Dis-
solved Oxygen, DO)6.8 mg/L条件下驯养14d, 正式

实验前禁食24h。 

1.2    实验设计与方法

实验设置对照组(7.0±0.5) mg/L和低氧组(1.0±
0.1) mg/L, 每个处理组设3个重复, 实验过程中使用

溶氧测定仪(LDO101, 上海鑫嵩公司)检测水体中

DO值。对照组: 玻璃缸水体中始终充入空气将DO
维持在(7.0±0.5) mg/L, 持续96h; 低氧组: 直接充入

氮气25—30min使DO由(7.0±0.5)降至(1.0±0.1) mg/L,
之后调节氮气充入量维持72h, 在低氧胁迫72h后停

止充入氮气, 并充入30min空气使DO恢复至(7.0±
0.5) mg/L, 维持24h[22]

。在实验0、24h、48h、72h
和恢复溶氧24h(记为H0、H24、H48、H72和R24),
每个时间点对照组和低氧组分别解剖12尾鱼(每个

缸随机选取4尾鱼)取中肠组织, 其中9尾鱼用于获

取3个生物学重复样本, 经液氮处理后放置–80℃保

存, 用于后续酶活、凋亡相关基因表达及肠道微生

物的测定; 另外3尾鱼的中肠保存于4%多聚甲醛固

定液中, 备用于切片检测。 

1.3    肠道酶活性检测

称取0.1 g肠组织放入1.5 mL离心管中, 离心管

置于冰盒中, 按照重量(g)﹕体积(mL)=1﹕9的比例加

入0.9 mL的生理盐水, 冰水浴条件下进行机械匀浆,
将所得到的组织匀浆液分装保存于–20℃冰箱。肠

组织的蛋白浓度(TP)、超氧化物歧化酶(SOD)、过

氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和
乳酸脱氢酶(LDH)的活性, 丙二醛(MDA)和脂质过

氧化物(LPO)的含量测定采用南京建成生物工程研

究所提供的试剂盒进行操作。 

1.4    肠道组织苏木精-伊红(HE)染色切片

用4%多聚甲醛对肠组织进行固定, 以防止细

胞死亡后的自融或分解, 固定成功后进行流水冲洗,
随后使用不同浓度的酒精(75%、85%和95%)进行

脱水处理, 再将组织放置在石蜡的透明剂二甲苯中

透明, 将组织放入融蜡箱中保温, 待石蜡完全浸没

组织块进行包埋处理。接着对石蜡切片脱蜡水化,
并进行苏木素和伊红染色。最后脱水封片, 并将切

片置于显微镜下观察。 

1.5    肠道组织TUNEL切片检测

将保存在4%多聚甲醛溶液中的肠组织进行常

规石蜡包埋并切片, 石蜡切片脱蜡至水: 依次将切
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片放入二甲苯Ⅰ 20min-二甲苯Ⅱ 20min-酒精Ⅰ

5min-酒精Ⅱ 5min-85%酒精5min-75%酒精5min-蒸
馏水洗。切片稍甩干后滴加蛋白酶K工作液覆盖组

织, 37℃温箱孵育20min。将玻片置于PBS(pH 7.4)
中在脱色摇床上晃动洗涤3次, 每次5min。切片稍

甩干后在圈内滴加新鲜配制的DAB显色液, 显微镜

下控制显色时间。细胞核经苏木素着色变蓝 ,
DAB显出来的阳性凋亡细胞核为棕黄色。 

1.6    肠道组织细胞凋亡相关基因的时序表达分析

采用荧光定量PCR(qRT-PCR)检测凋亡相关基

因(bax、bcl-2、p53和caspase 9)mRNA的表达情

况。首先从课题组测得的转录组序列中获取相关

基因序列, 使用Premier 5.0软件设计基因特异性上

下游引物, 如表 1所示, 其中β-actin为内参基因。

qRT-PCR反应的反应体系为正、反向引物各1 μL,
Mix 10 μL, ddH2O 4 μL, 模板cDNA 4 μL, 总体积为

20 μL。使用2–ΔΔCt
公式计算基因的相对表达量。 

1.7    肠道微生物分析

对照组和低氧组的肠道组织在取材完毕后置

于–80℃冰箱中保存, 送至武汉菲沙基因公司进行

测序。采用Illumina公司的TruSeq Nano DNA LT
Library Prep Kit制备测序文库。通过质量初筛的原

始序列按照Index和Barcode信息, 进行文库和样本

划分, 去噪或OTU(Operational Taxonomic Units)聚
类。根据ASV/OTU在不同样本中的分布, 评估每

个样本的物种丰度、Alpha多样性水平。根据高通

量测序结果, 预测各样本的菌群代谢功能, 找出差

异通路, 并获得特定通路的物种组成。 

1.8    数据统计分析

使用SPSS 22.0软件进行数据统计分析。数据

采用One-way analysis进行方差检验, 分析同一时间

点对照组和低氧组表达模式的数据采用t-test检验

统计差异, 当P-value<0.05时认为差异显著(标为*),
结果用平均值±标准差(mean±SD)表示。 

2    结果
 

2.1    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

氧化应激的影响

杂交黄颡鱼在低氧胁迫和恢复下肠道组织中

的4种酶活性和MDA、LPO变化见图 1。SOD和

LDH酶活性在低氧胁迫下显著升高, 在H72达到

最大 ,  恢复溶氧24h后仍与对照组有显著差异

(P<0.05); CAT和GSH-Px酶活在H24出现显著差异

(P<0.05), 恢复溶氧过程中酶活性下降, 在R24与
对照组无显著差异(P>0.05); 在低氧胁迫下MDA
和LPO较对照组均显著上升(P<0.05), 并在H72达
到峰值, 恢复氧含量后逐渐下降, R24仍与对照组

有显差(P<0.05)。 

2.2    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

组织结构的影响

如图 2所示, H0中杂交黄颡鱼的肠道组织具有

正常的形态结构, 单层柱状上皮细胞排列有序, 固
有层紧密纤长, 杯状细胞饱满。胁迫开始后低氧组

出现不同程度的损伤, H24杯状细胞肿胀, H48肠黏

膜出现坏死并有空泡结构, H72肠道组织空泡数量

增多, 绒毛侵蚀情况进一步加剧, 恢复溶氧24h后,
低氧引起的肠道组织生理变化并未得到改善, 肠绒

毛出现糜烂。 

表 1   引物列表

Tab. 1   Description of primers used in this study

基因
Gene

引物
Primer

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

长度
Length

(bp)
bax bax-F   GAAAGGAAATAGGCTCAA 18

bax-R   ATGCCAGAATGATAGTAAAG 20

bcl-2 bcl-2-F   CGTAGCCTCGCTTCAAAA 18

bcl-2-R   CGCGTCAGATCAATTCACA 19

p53 p53-F   CTTCCTACAGGCTTTAGACAA 21

p53-R   GTAAGAAATCCAAGAACACCA 21

caspase9 caspase 9-F  TGGAGGATGCGGGAATAG 18

 caspase 9-R  TTGTGGAGGAGGCGAGAC 18

β-actin  β-actin-F   CACTGCTGCCTCTTCCTC 18

 β-actin-R   ATCCACATCGCACTTCAT 18
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图 1   杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道氧化应激指标变化

Fig. 1   Effects of index activities related to oxidative stress in the
intestine of hybrid yellow catfish “Huangyou-1”
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2.3    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

细胞凋亡的影响

肠道组织TUNEL检测结果　　TUNEL切片的

检测结果显示, 低氧胁迫开始时杂交黄颡鱼肠道组

织细胞凋亡现象较少, 而在低氧组中均检测到不同

程度的细胞凋亡(图 3)。进一步统计分析显示(表 2),
低氧可显著促进肠道组织发生凋亡, 随着低氧时间

的延长, 各处理组之间的凋亡指数显著增加(P<0.05);
R24的细胞凋亡指数与H48无显著差异(P>0.05)。

低氧胁迫和恢复下杂交黄颡鱼“黄优1号”bax、
bcl-2、caspase9和p53基因的时序表达分析　　在

低氧胁迫下杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道中bax和
p53基因的表达量显著升高, 在H72达到峰值, 恢复

溶氧后表达量下降。bcl-2基因的表达量在低氧胁

迫下不断降低, 恢复溶氧后表达量上升, R24仍与对

照组差异显著(P<0.05)。caspase9基因的表达量在

低氧胁迫下显著升高 ,  恢复溶氧后表达量降低 ,
R24仍与对照组有显著差异(P<0.05; 图 4)。 

2.4    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

微生物的影响

肠道微生物组间差异分析　　通过序列比对

和注释, 选取每个处理组在门(Phylum)水平上占比

较大的物种, 生成相对丰度柱形图(图 5), 以便直观

查看各处理组在门水平上相对丰度较高的物种及

其比例。杂交黄颡鱼肠道菌群相对丰度较大的主

要集中在变形菌门(Proteobacteria)、厚壁杆菌门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)和拟杆菌门

(Bacteroidetes)。H72中变形菌门丰度较对照组明

显下降(由32.53%下降到8.89%), 厚壁菌门和拟杆

菌门则明显增多 (由19.56%增加到42.38%, 由
11.25%增加到32.58%)。且在H72的处理组中, 除拟

表 2    肠道组织凋亡指数

Tab. 2    Apoptosis index of intestinal tissue

H0 H24 H48 H72 R24

凋亡指数Apoptosis index (%) 2.35±0.78a 11.26±2.80b 22.11±2.24c 36.5±3.72d 24.03±1.55c

注: 数据采用LSD多重比较检验显著性差异, 同行上标字母不同表示组间差异显著(P<0.05)
Note: Data use LSD multiple comparison test for significant difference, different superscript letters in the same industry indicate

significant differences between treatments (P<0.05)
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图 2   低氧胁迫和恢复下杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道组织形态

Fig. 2   Intestinal tissue morphology of of hybrid yellow catfish
“Huangyou-1” under acute hypoxia and reoxygenation conditions
a. H0; b. H24; c. H48; d. H72; e. R24; C. 柱状细胞; G. 杯状细胞;
SG. 杯状细胞肿胀; V. 空泡; N. 黏膜层坏死; E. 肠绒毛糜烂

a. H0; b. H24; c. H48; d. H72; e. R24; C. columnar cells; G. goblet
cells; SG. swelling of goblet cells; V. vacuoles in the lamina propria;
N. necrosis in the mucosal layer; E. erosion of villi
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图 3   肠道组织Tunel切片检测结果

Fig. 3   Results of intestinal Tunel detection
a. H0; b. H24; c. H48; d. H72; e. R2；黑色箭头代表凋亡细胞

a. H0; b. H24; c. H48; d. H72; e. R24. Black arrows mean
apoptotic cells
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杆菌门外, 厚壁菌门占据绝对优势。恢复溶氧后肠

道菌群数量进一步丰富和增加, 这也表明低氧胁迫

对杂交黄颡鱼肠道微生物的组成具有重要影响。

对各处理组的肠道微生物Alpha多样性进行统

计分析(图 6), 以Chao1和Observed species指数表征

丰富度, 以Shannon和Simpson指数表征多样性, 以
Faith’s PD指数表征基于进化的多样性, 以Pielou’s
evenness指数表征均匀度, 以Good’s coverage指数

表征覆盖度。由图6可知, Chao1和Observed spe-
cies指数随着低氧胁迫时间的延长而降低, R24 微
生物菌群丰富度增加。Shannon指数在H48达到最

低, R24指数有所增加, 同样Simpson指数在R24较
低氧组有所回升。Faith’s PD和Pielou’s evenness的
指数均在H48达到最低。在低氧组中Good’s cove-
rage指数较对照组均略微升高, 表明微生物的均匀

度也进一步增加。

低氧胁迫和恢复对肠道优势菌群变化的影响

　　统计结果表明, 低氧胁迫影响了杂交黄颡鱼肠

道微生物菌群的变化, 具体体现在数量和种群丰富

度上, 在属水平上对优势群落的丰度进行统计(表 3)。
由表 3可知, 低氧造成厌氧致病菌的大量繁殖, 具体

表现在葡萄球菌属(Staphylococcus)、链球菌属

(Streptococcus)和霍乱弧菌(Vibrio cholera)等致病

菌数量的增加, 乳酸菌属(Lactobacillus)、罗斯氏菌

属(Roseburia)和双歧杆菌属(Bifidobacterium)等有

益菌数量的减少。

肠道微生物功能预测　　基于肠道微生物测

序结果对低氧胁迫下杂交黄颡鱼的代谢通路进行

统计和KEGG功能预测(图 7)。结果显示, 肠道微生

物在细胞进程(Cellular processes)、环境信息处理

(Environmental information processing)、遗传信息

处理(Genetic information processing)、人类疾病

(Human diseases)、代谢(Metabolism)和生物体系统

(Organismal systems)六大类代谢通路中均有分布,
与代谢通路相关的微生物占大多数, 与疾病相关的

也占有一定比例。 

3    讨论
 

3.1    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

氧化应激的影响

在鱼类受到胁迫后, 体内ROS含量会发生变化,
尤其低氧胁迫导致的机体补偿代谢加剧了氧化应

激反应
[23]

。据报道, 当细胞中ROS的产生速率快于

氧自由基的清除速率时, 生物体内的抗氧化防御系

统便会被激活
[24], 如鲤

[25]
和青田田鱼(Cyprinus car-

pio var qingtianensis)[26]
的大脑和肝脏暴露在急性

低氧下, LDH、SOD、CAT和GSH-Px酶活性显著

增加 ;  团头鲂幼体
[ 2 7 ]

在低氧胁迫过程中血清中
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图 4   低氧胁迫和恢复下杂交黄颡鱼“黄优1号”的肠道组织凋

亡相关基因的表达模式

Fig. 4   Temporal expression of apoptosis-related genes in the
intestinal of hybrid yellow catfish “Huangyou-1” under acute
hypoxia and reoxygenation conditions
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Fig. 5    Composition of intestinal microbial at phylum level of hybrid yellow catfish “Huangyou-1”
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图 6    Alpha多样性指数的分组箱线图

Fig. 6    Block boxplot of Alpha diversity index
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LDH和肝脏中GSH-Px、MDA含量均显著增加。

在本研究中发现, 杂交黄颡鱼在低氧胁迫下肠道组

织的SOD、CAT和GSH-Px活性水平较对照组均显

著上升, 表明低氧胁迫使得杂交黄颡鱼肠道内抗氧

化防御功能被激活, 以应对机体产生过量ROS引起

的氧化损伤, 这与花鲈
[28]

的低氧胁迫研究结果一

致。与对照组相比, LDH在低氧胁迫下显著升高,
表明杂交黄颡鱼肠道中有氧利用得到限制导致

ATP产生不足, 需通过无氧呼吸来弥补氧气不足所

带来的机体能量供应紧缺, 这与李欣茹
[9]
对暗纹东

方鲀在低氧胁迫下肝脏中LDH活力的研究结果相

似。MDA和LPO被认为是反映生物体内氧化应激

水平的标志物
[29], 两者含量的变化能够反映出机体

和细胞的损伤程度。在本研究中发现MDA和LPO
的含量在低氧胁迫下不断升高, 表明杂交黄颡鱼体

内的抗氧化物酶可能难以迅速清除大量脂质过氧

表 3    低氧胁迫下杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道组织致病菌和益生菌的相对丰度

Tab. 3    Relative abundance of pathogenic and probiotics bacteria in intestinal tissues of hybrid yellow catfish “Huangyou-1” under hypoxia
stress (%)

属Genus 类型Type
时间Time

H0 H24 H48 H72 R24

Staphylococcus Pathogenic 0.62±0.03a 0.78±0.1b 0.85±0.05b 0.81±0.03b 0.76±0.08b

Streptococcus Pathogenic 0.45±0.02a 0.62±0.02b 0.75±0.15c 0.72±0.11c 0.73±0.07c

Vibrio cholerae Pathogenic 0.14±0.05a 0.22±0.05b 0.26±0.08b 0.39±0.02c 0.23±0.02b

Lactobacillus Probiotics 0.82±0.08a 0.75±0.1a 0.6±0.08b 0.56±0.03b 0.79±0.02a

Roseburia Probiotics 0.28±0.06a 0.12±0.11b 0.1±0.03b 0.08±0.01b 0.11±0.01b

Bifidobacterium Probiotics 0.33±0.02a 0.24±0.02b 0.23±0.05b 0.18±0.06b 0.26±0.07b
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图 7    肠道微生物的KEGG功能预测图

Fig. 7    KEGG function prediction of intestinal microbial
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化物, 从而导致二者含量迅速增加, 类似结果在鲻

幼鱼(Mugil cephalus)[30]
也有报道。

O¡
2

Lushchak等[31]
认为鱼类在低氧条件下可提高

自身抗氧化能力, 从而为应对复氧后的再次氧化应

激做准备, 在本研究中可以发现杂交黄颡鱼的抗氧

化防御系统在低氧24h就已全部启动, 这也进一步

印证了上述观点。在恢复溶氧过程中抗氧化酶(SOD)、
能量代谢酶(LDH)活性和氧化应激参数(MDA、

LPO)含量略有下降, 但是较对照组仍有显差, 表明

氧化应激在氧气恢复过程中也同样存在, 这可能是

由于氧浓度的恢复使细胞进行大量有氧呼吸产生

过量ROS导致; 值得注意的是, CAT和GSH-Px的活

性在恢复溶氧24h后与对照组并无显著差异, 这可

能是因为鱼体内的超氧自由基( )经SOD先还原

为过氧化氢, GSH-Px与CAT之间存在代偿互补效

应, 可以将过氧化氢转化成水, 彼此之间削弱活性
[32]
。

上述研究结果证实了低氧和恢复均会对杂交黄颡

鱼“黄优1号”造成氧化损伤, 而抗氧化防御系统的

激活可以保护细胞并减少氧化应激对鱼体带来的

损伤。 

3.2    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

细胞凋亡和组织结构的影响

研究表明, 鱼类在低氧下不仅会产生过量的ROS
导致氧化应激反应, 还会引起细胞发生凋亡

[33], 本
研究采用TUNEL染色法对杂交黄颡鱼肠道组织进

行观察, 结果显示, 低氧胁迫加重了肠组织细胞的

凋亡现象, 且随着低氧时间的延长, 凋亡细胞数目

也在增加, 与团头鲂
[10]

和鲢
[16]

的心肌细胞在低氧胁

迫下的研究结果相似。

低氧胁迫下杂交黄颡鱼肠道中caspase9基因的

表达量较对照组显著增加, 推测可能是细胞色素

C通过凋亡小体来激活下游的Caspase家族, cas-
pase9的激活使胞膜内陷, 通过促使胞内蛋白降解,
诱导细胞发生凋亡

[34]
。p53是一种肿瘤抑制基因,

在本研究中p53的表达量在低氧胁迫下不断增加,
并在H72达到最高, 表明p53在低氧条件下对细胞凋

亡信号具有一定的促进作用。有研究认为, bcl-2和
bax是鱼类细胞凋亡过程中起着关键调控作用的两

个基因, 二者的比值在一定程度上决定了细胞的发

展方向
[35]

。在我们的研究中发现, 杂交黄颡鱼肠道

中bax和bcl-2的表达量随着低氧时间的延长分别上

升和下降, bcl-2/bax的值逐渐减小, 显著促进了肠

道细胞的凋亡。恢复溶氧后bax的表达量减少, 而
bcl-2的表达量增加, 这可能是由于在细胞中形成了

稳定的bcl-2/bax异源二聚体, “中和”了bax/bax同源

二聚体诱导细胞凋亡的作用
[36]
。此外, 恢复溶氧24h

后bax、bcl-2和caspase9的表达量与对照组仍有显

著差异, 这可能是因为恢复过程中氧气的重新导入

会使得鱼体产生氧化应激现象, 而这种氧化应激程

度过强时 ,  机体同样会自发启动细胞凋亡程序。

研究报道, 高温
[37]

、摄食
[38]

和细菌感染
[39]

等常

常引起鱼类肠上皮组织和细胞结构发生功能性变

化, 在本研究中我们通过HE染色切片观察发现, 低
氧胁迫下杂交黄颡鱼肠道组织中的杯状细胞数量

显著减少、空泡数量增多, 且随着低氧时间的延长,
肠绒毛排列杂乱, 出现糜烂现象, 在恢复溶氧后, 低
氧引起的肠道组织生理变化并未得到改善; 表明低

氧亦可改变杂交黄颡鱼肠道正常的组织形态, 此结

果与大口黑鲈(Micropterus salmoides)[40]
和日本沼

虾
[41]
的低氧胁迫研究结果一致。 

3.3    低氧胁迫和恢复对杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道

微生物的影响

肠道是鱼类体内重要的消化吸收器官, 生存着

结构复杂且数量庞大的微生物菌群, 这些微生物菌

群不仅与其营养代谢、免疫防御和能量传递有着

密切联系, 还在维持肠道内环境稳态中起着重要作

用, 它们与宿主的健康生长息息相关
[42]

。有研究认

为, 放线菌的丰度代表着肠道的健康状况, 放线菌

丰度越高说明肠道健康状况越好
[43], 在H72的处理

组中放线菌的数量显著低于对照组 ,  并且通过

HE切片也可观察出H72中的肠道组织受损严重, 这
也进一步印证了上述观点。肠道微生物丰度柱形

图显示杂交黄颡鱼肠道核心菌群是变形菌门, 此结

论印证了Harris[44]
提出的水生动物存在固有的肠道

微生物群落的观点。此外, 在门水平上肠道菌群组

成差异较大, 说明低氧影响了杂交黄颡鱼肠道菌群

的数量和结构。通过Alpha多样性分组箱线图, 我
们发现在低氧胁迫过程中, 杂交黄颡鱼肠道中的

Shannon和Simpson指数较对照组下降, 也说明了其

微生物丰富度随着低氧时间的延长而降低。

水生动物在不同的水体环境下会产生应激反

应, 进而使肠道内环境平衡受到冲击, 宿主的正常

防御系统被破坏, 致病菌会转移、定植甚至侵袭鱼

体组织器官
[45]
。Suo等[46]

对凡纳滨对虾(Litopenaeus
vannamei)研究发现, 长期暴露在亚致死浓度的硫化

物水体中, 肠道组织结构受损, 梭杆菌数量显著增

多。Kan等[47]
发现五氯苯酚胁迫使得金鱼(Caras-

sius auratus)肠道内大量积累这种物质, 导致其肠道

内菌群数量发生改变。在我们的研究中发现随着

低氧时间的延长一些厌氧菌得到大量繁殖, 其中不

乏有致病菌(葡萄球菌、链球菌)的侵入及益生菌群

(乳酸菌、双歧杆菌)数量的降低, 这与日本沼虾
[19]

和瓦氏黄颡鱼
[21]

的研究结果一致。通过绘制低氧
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胁迫下样本的KEGG功能预测图, 发现肠道微生物

主营代谢功能, 但是在细胞进程和生物体系统等方

面同样发挥着独特的功能, 值得注意的是, 在本次

功能预测中, 与疾病相关的微生物也占有一定比例,
说明低氧胁迫下杂交黄颡鱼的免疫防御系统会遭

到损害, 从侧面揭示了低氧、肠道微生物和宿主免

疫之间的复杂关系。 

4    结论

综上所述, 低氧和恢复会诱导杂交黄颡鱼“黄
优1号”肠道抗氧化酶(SOD、CAT和GSH-Px)、能

量相关酶(LDH)活性和应激指标(MDA和LPO)含量

显著升高, 凋亡指数及凋亡相关基因(bax、p53和
caspase9)表达量显著升高, bcl-2基因的表达量则减

少, 表明随着低氧时间的延长, 杂交黄颡鱼的肠道

氧化应激损伤逐渐加大, 恢复溶氧后这种现象仍然

存在, 这可能是肠道产生细胞凋亡的诱因之一。此

外, 随着低氧时间的延长, 黏膜层坏死、空泡和绒

毛侵蚀等肠道组织结构受损现象逐渐加剧, 葡萄球

菌和链球菌等厌氧菌数量增多, 使肠道内环境稳态

遭到破坏, 进而影响肠道功能。本研究结果为阐明

低氧和恢复下杂交黄颡鱼“黄优1号”肠道组织内环

境稳态调控机制提供理论依据。
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HYPOXIA STRESS AND RECOVERY ON INTESTINAL TISSUE OF HYBRID
YELLOW CATFISH “HUANGYOU-1” (PELTEOBAGRUS VACHELLI ♂ ×

PELTEOBAGRUS FULVIDRACO ♀)

CHENG Jing-Hao1, LI Yao1, SHEN Ming-Hao1, YANG Zhi-Ru1, ZHANG Wei-Jian1, ZHANG Kai1,
WANG Tao1, ZHANG Guo-Song1, 2 and YIN Shao-Wu1

(1. Jiangsu Province Engineering Research Center for Aquatic Animals Breeding and Green Efficient Aquacultural Technology,
College of Marine Science and Engineering, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China; 2. Key Laboratory of Physiology,

Biochemistry and Application in Universities of Shandong Province During the 13th Five-Year Plan Period,
Heze University, Heze 274015, China)

Abstract: At present, the research on environmental stress of fish intestinal tissues has attracted the attention of scho-
lars. In order to explore the effects of hypoxia (1.0±0.1) mg/L and recovery (7.0±0.5) mg/L on the intestinal tissues of
hybrid yellow catfish “Huangyou-1”, the changes of intestinal oxidative stress index, histological morphology, cell apop-
tosis and microbial composition were analyzed by enzyme activity determination and H & E staining, qRT-PCR, TUN-
EL detection and 16S rRNA sequencing technology. The results showed that: (1) Antioxidant enzyme activities (SOD,
CAT, GSH-Px), energy metabolism enzyme activity (LDH), malondialdehyde (MDA) and lipid peroxide (LPO) of in-
testine increased significantly under hypoxia stress, and the oxidative stress reaction was also severe after the recovery
of dissolved oxygen. (2) After hypoxia stress, the intestinal tissue damage gradually intensified, the goblet cells were
swelled and the mucosal layer was eroded. The physiological changes caused by hypoxia were not significantly im-
proved after 24h oxygen recovery. (3) The degree of intestinal cell apoptosis intensified with the prolongation of hypo-
xia, and the expression levels of apoptosis-related genes (bax, caspase9 and p53) increased significantly, while the
mRNA expression levels of bcl-2 decreased. (4) The relative abundance of intestinal microbes were reduced in the hypo-
xic stress stage. Among 72h hypoxic stress, Firmicutes (47.8%) and Bacteroidetes (40.6%) had the most dominant
abundances, and the number of intestinal flora increased after the recovery of dissolved oxygen, KEGG function predic-
tion showed that most of the intestinal microbes were related to metabolic pathways. The research results can provide a
theoretical basis for analyzing the physiological regulation mechanism of hybrid yellow catfish “Huangyou-1” in re-
sponse to hypoxia stress and recovery.

Key words: Hypoxia stress; Intestine; Oxidative; Apoptosis; Microorganisms; Hybrid yellow catfish “Huangyou-1”
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