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焦虑对雌性成年斑马鱼热耐受和游泳能力的影响

李小红    付    成    付世建
(重庆师范大学进化生理与行为学实验室, 淡水鱼类资源保护与利用重庆市重点实验室, 重庆 401331)

摘要: 为研究焦虑对鱼类热耐受和游泳能力的影响, 以雌性成年斑马鱼(Danio rerio)为研究对象, 将实验鱼随

机分为焦虑组和对照组, 焦虑组通过2周慢性不可预测应激(Unpredictable chronic stress, UCS)处理建立焦虑斑

马鱼模型, 对照组不做任何处理。2周后测定两组实验鱼的焦虑行为相关指标、全身皮质醇及雌二醇水平, 热
耐受[临界高温(CTmax)、临界低温(CTmin)、致死高温(LTmax)和致死低温(LTmin)]及游泳能力(最大匀加速游泳

速度, Ucat)。结果显示: 焦虑组实验鱼的焦虑水平、皮质醇水平显著高于对照组(P<0.01), 雌二醇水平显著低

于对照组(P<0.01); 焦虑组实验鱼的CTmin显著高于对照组(P<0.01), LTmin高于对照组(P<0.05), 但两组实验鱼

的CTmax、LTmax和Ucat 差异无统计学意义(P>0.05)。研究表明: 2周UCS处理能建立焦虑斑马鱼模型, 焦虑引

起的雌性成年斑马鱼雌激素分泌减少可能对斑马鱼后期的繁殖产生消极影响; 另外, 焦虑降低了斑马鱼的低

温耐受能力, 可能与皮质醇水平升高和焦虑导致的体质下降有关。
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温度是影响鱼类分布、繁殖和生存的重要非

生物因素之一
[1, 2]

。近年来由于全球气候变化、局

部地区极端天气频发、水利工程建设和其他人类

活动干扰等, 水体温度状况发生了显著变化
[2—4]

。

热耐受能力是动物适应气候变化的重要能力之一
[5],

反映其在特定生理状态下、特定温度范围内的生

存能力
[6]
。鱼类的热耐受能力受多种因素的影响,

如饥饿、运动、个体大小及驯化温度等
[7—9], 常以

临界高温 (The critical thermal maximum, CTmax)、临

界低温(Critical thermal thermal minimum, CTmin)、致

死高温(Lethal thermal maximum, LTmax)和致死低温

(Lethal thermal minimum, LTmin)来评价
[10, 11]

。鱼类

通过游泳运动完成觅食和逃避敌害等重要日常生

命活动
[5]
。鱼类的游泳运动根据对氧气的需求与否

可分为有氧和无氧两种类型, 其中无氧运动与避

敌、穿越激流和穿梭复杂生境能力关系密切
[12], 而

最大匀加速游泳速度(Ucat)是评价鱼类无氧运动能

力的重要指标
[13]
。因此, 鱼类的热耐受能力、游泳

能力对个体生存和种群繁衍均具有重要意义。

焦虑是动物面对竞争、敌害或潜在威胁时最

典型、最重要的应激反应之一
[14]
。研究显示, 焦虑

对动物生理和行为有双重影响, 急性应激诱导的焦

虑是一种适应反应, 有积极的作用, 如提高警觉性

和注意力以应对不利威胁, 但长期或严重的应激暴

露导致的焦虑可能影响动物正常的生理和行为活

动
[15, 16]

。焦虑行为还存在性别差异, 雌性动物通常

较雄性更容易焦虑且程度更严重, 这可能与激素调

节有关
[17, 18]

。目前关于鱼类焦虑行为的研究主要

集中在各类因素的致焦虑或抗焦虑作用方面, 如应

激(渗透压、光周期)、药物(致焦虑、抗焦虑药

物)和环境污染物(重金属、抗生素等)等[14, 15, 19, 20]
。

然而, 从个体生存和种群繁衍角度而言, 焦虑是否

会影响鱼类的环境(温度等)适应能力和避敌能力

(游泳能力)等研究鲜有报道。

斑马鱼(Danio rerio)是一种常见的小型热带淡

水鱼类, 性别二态性显著, 其因成本低廉、繁殖周

期快和行为模式成熟等而成为神经行为学和行为

生态学研究中广泛应用的动物模型
[20, 21]

。研究显
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示 2周的慢性不可预测应激(Unpredictable chronic
stress, UCS)会导致斑马鱼出现焦虑行为

[22, 23]
。故本

研究通过UCS处理建立焦虑斑马鱼模型, 研究焦虑

对雌性成年斑马鱼热耐受和游泳能力的影响, 为探

究焦虑对鱼类生存和种群进化的影响提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

本研究所用的实验材料为雌性成年(4—6月
龄)斑马鱼, 是从国家斑马鱼资源中心购买的AB系
亲鱼繁殖的子一代, 养殖在实验室斑马鱼养殖系统

(长45 cm×宽35 cm×高30 cm)中。光周期14L﹕10D,
水温为 (28±0.5)℃, 溶氧量>7  mg/L。每日9:00和
17:00按约2%体重/次的喂食量分别喂食丰年虫和

颗粒饲料(山东升索饲料科技有限公司)1次, 投喂前

关闭水阀和充气泵, 投喂1h后用虹吸管清除水中残

余饲料和粪便, 以保持水体清洁。实验用斑马鱼遵

循重庆师范大学动物伦理规范。

 1.2    分组及暴露方式

挑选60尾体型大小相近的实验鱼[体重(0.57±
0.16) g, 体长(2.89±0.16) cm]随机分为2组: 焦虑组

(Anxiety group)和对照组(Control group), 每组30尾。

焦虑组进行2周UCS处理
[22, 23]

建立焦虑动物模型

(表 1), 对照组保持原有条件饲养。在实验期间, 焦
虑组除UCS处理外, 其余饲养条件与对照组相同。

在处理结束后禁食24h进行焦虑行为、热耐受能力

和游泳能力测试。

 1.3    实验方法

焦虑行为评价　　通过新缸潜水实验(Novel
tank diving test)评价斑马鱼的焦虑行为

[24, 25]
。测定

装置为矩形水缸(长29 cm×宽10 cm×高15 cm), 对实

验鱼而言为陌生环境。装水至水深10 cm, 分为上

下两个区域(分别高5 cm), 在水缸正前方50 cm处安置

一个连接电脑的高清广角摄像头(Logitech Webcam
Pro9000, 1080×720 p), 将实验斑马鱼由循环养殖系

统转移至行为拍摄室, 适应5min后再放入新水缸测

试, 测试时长6min, 测试过程中拍摄视频记录斑马

鱼的行为轨迹。利用人工观察视频分析斑马鱼6min
内 :  (1)上下层穿梭次数 (Transitions  in  upper  half);
(2)进入顶层潜伏时间(Latency to upper half); (3)顶
层停留时间占比(Proportion of time in upper half);
(4)冻结潜伏时间(Latency before Freezing, 冻结指

实验鱼在2s或更长的时间保持不动); (5)冻结次数

(Freezing bouts);  (6)冻结持续时间占比(Proportion
of freezing time); (7)不稳定运动次数(Erratic move-
ments,不稳定运动指方向或速度的突然变化和快速

的游泳行为), 以评价各组实验鱼的焦虑行为。

热耐受能力测定　　焦虑行为测试结束后每

组随机选择16尾鱼(高温耐受和低温耐受各8尾)采
用临界温度法

[26]
测定热耐受能力。测定装置为50 L

容器, 内置4个单元格(细铁丝网围制, 长11.5 cm×宽
9.5 cm×高15 cm), 每次可测定4尾鱼。装置内水温

28℃, 溶氧>7 mg/L, 升温/降温前将斑马鱼分别放入

单元格中适应1h。适应结束后通过冷水机(1.5 P)或
可调功率加热棒(3000 W)以0.3℃/min的速率进行

匀速降温或升温, 期间通过充气泵持续充气, 保证

实验水体内氧含量充足。使用精密温度计监控水

温变化, 以实验鱼第一次失去平衡时的温度作为

CTmax或CTmin; 鳃盖停止呼吸10s并对尾部刺激无

反应时的温度为LTmax或LTmin
[10]
。

游泳能力测定　　使用Blazka式鱼类游泳测

定仪测定Ucat
[27, 28], 每组10尾鱼。测定方法简要介

绍如下: 将单尾实验鱼转入仪器中适应1h, 仪器中

水流速度约为3 cm/s (约1倍实验鱼体长/s)。随后,
将仪器中的水流速度以 0.167 cm /s2

的恒定加速度

持续增加, 直至实验鱼无法向前游泳, 并停留在仪

器末端时停止实验, 此时的流速即为鱼的Ucat值。

皮质醇及雌二醇水平测定　　游泳能力测试

完成后将两组实验鱼各10尾分别放回养殖系统中

恢复24h, 随后检测全鱼的皮质醇及雌二醇水平
[28, 29]

。

使用过量麻醉剂(MS222, 0.1 g/L)将实验鱼麻醉致

死后放入冻存管中, 转移至–80℃冰箱保存备用。

检测时解冻并剪切标本, 按照每10 mg标本100 μL
PBS溶液的比例加入PBS后匀浆, 匀浆后在3000 r/

 

表 1    斑马鱼慢性不可预测应激处理方案
[22, 23]

Tab. 1    Procedure of the unpredictable chronic stress protocol in zebrafish
周次
Week

星期一
Monday

星期二
Tuesday

星期三
Wednesday

星期四
Thursday

星期五
Friday

星期六
Saturday

星期日
Sunday

第一周Week 1 上午9:00
身体约束
下午2:00
高温胁迫

上午10:00
社会隔离
下午4:00
低温胁迫

上午10:30
拥挤胁迫
下午1:30
捕食者胁迫

上午9:00
低水位胁迫
下午3:00
更换鱼缸

上午8:00
低温胁迫
下午2:00
拥挤胁迫

上午11:00
更换鱼缸
下午5:30
追赶

上午8:00
高温胁迫
中午12:00
社会隔离

第二周Week 2 上午10:00
更换鱼缸
下午4:00
更换鱼缸

上午11:00
捕食者胁迫
下午2:30
高温胁迫

上午10:30
低水位胁迫
下午3:00
追赶

上午8:00
更换鱼缸
下午1:00
拥挤胁迫

上午9:30
身体约束
下午5:00
低水位胁迫

上午8:30
社会隔离
下午1:00
低温胁迫

上午9:00
更换鱼缸
下午0:30
追赶
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min下离心20min, 取50 μL上清液, 用ELISA商业试

剂盒(江苏, 酶科)检测全鱼皮质醇及雌二醇水平。

 1.4    统计学方法

采用SPSS22.0统计软件对数据进行统计分析,
符合正态分布的数据以平均值±标准差(Mean±SD)
描述, 偏态分布数据用中位数(四分位数间距)[M(Q)]
描述。采用独立样本t检验比较两组热耐受能力、

游泳能力和皮质醇水平等, 采用秩和检验比较两组

焦虑行为相关指标, 以P<0.05为差异有统计学意义。

 2    结果

 2.1    体重、体长、肥满度比较

焦虑组在UCS处理过程中有1尾实验鱼死亡,
对照组无实验鱼死亡, UCS处理结束时两组实验鱼

的体重、体长和肥满度均无统计学差异(P>0.05),
见表 2。

 2.2    焦虑相关指标比较

在新缸潜水实验中焦虑组实验鱼进入鱼缸顶

层潜伏时间、冻结持续时间占比显著大于对照组

(P<0.01; 图 1A和1F), 不稳定运动次数大于对照组

(P<0.05; 图 1G), 上下层穿梭次数和顶层停留时间

占比显著小于对照组(P<0.01; 图 1B和1C), 而两组

的冻结潜伏时间、冻结次数差异无统计学意义

(P>0.05; 图 1D和1E); 焦虑组的全身皮质醇水平显

著高于对照组(P<0.01; 图 1H), 雌二醇水平显著低

于对照组(P<0.01; 图 1I)。
 2.3    热耐受能力比较

焦虑组CTmin显著高于对照组(P<0.01; 图 2A),
LTmin高于对照组(P<0.05; 图 2B); 两组之间的CTmax

和LTmax差异无统计学意义(P>0.05; 图 2C和2D)。
 2.4    Ucat比较

焦虑组和对照组Ucat无统计学差异(P>0.05; 图 3)。

 3    讨论

 3.1    两周UCS处理能建立焦虑雌性成年斑马鱼模型

鱼类焦虑时主要表现为在新缸潜水实验中顶

层探索时间占比减少, 冻结的时间占比增加和皮质

醇水平升高等
 [22, 25]

。本研究发现经过2周UCS处理

后雌性成年斑马鱼在顶层停留的时间占比、上下

穿梭次数减少, 冻结时间占比、不稳定运动次数增

加, 全身皮质醇水平也显著升高, 与Piato等[22]
的研

究结果一致, 说明通过为期2周的UCS处理, 成功建

立了焦虑斑马鱼模型。在自然环境中, 鱼类面临着

一系列生理、社会和环境压力, 例如气候变化、捕

食者压力、栖息地丧失及化学污染等
[30]
。本研究

采用的UCS处理包括高温和低温胁迫、捕食者胁

迫、社会隔离及低水位胁迫等应激处理, 模拟了鱼

类在自然环境中可能面临的各种致焦虑应激源。

关于其引发焦虑的机制, 可能涉及慢性应激对下丘

脑-垂体-肾上腺轴的激活, 导致促肾上腺皮质激素

释放因子和皮质醇水平的增加等
 [33, 34]

。实验结束

时两组实验鱼的体重、体长、肥满度无显著差异,
说明2周的UCS处理导致的焦虑是一种情绪/情感适

应不良, 对实验鱼造成的直接身体伤害较小, 提示

实验鱼的体重、体长、肥满度等直观指标在反映

鱼类健康状况上存在局限性。研究显示, 雌性个体

相较于雄性个体更容易产生焦虑, 这可能与激素水

平的差异有关
[17, 18]

。因此, 本研究着重比较了两组

实验鱼的雌激素水平。结果显示, 在进行了为期

2周的UCS处理后, 焦虑组实验鱼的雌激素水平明

显下降。这一发现可以推测焦虑可能对雌性斑马

鱼未来的繁殖产生消极影响。

 3.2    焦虑对热耐受能力的影响

目前关于鱼类热耐受机制的研究主要涉及心

鳃系统学说
[35]
、耐受性法则

[36]
及氧和温度限制的

代谢生态位理论
[37]
等假说。这些假说认为, 鱼类的

低温耐受能力主要受到神经调节的影响, 与酶活

性、膜的流动性及体内能量物质积累等因素密切

相关
[38, 39]

。而高温耐受能力则与心室大小、心脏

功能及肌红蛋白水平等因素有关
[42]
。本研究显示 ,

UCS暴露导致的焦虑降低了雌性斑马鱼的低温耐

受能力, 但对其高温耐受能力没有影响。Deng 等[43]

研究发现UCS处理会增加斑马鱼体内IL-6 等炎症

因子水平, 这可能导致焦虑组实验鱼的体质下降;
同时皮质醇水平的上升代表下丘脑-垂体-肾间轴被

激活会造成能量代谢水平的提高
[33, 34], 这些因素都

可能对热耐受能力产生不利影响, 但其具体的内在

机制还需要进一步研究。需要注意的是, 尽管UCS
处理包含了高温和低温胁迫处理, 以往的研究显示

高温和低温驯化会导致热休克蛋白水平的升高, 从
而提高鱼类热耐受能力

[26]
。然而, 本研究中焦虑组

实验鱼的热耐受能力反而下降, 这表明UCS暴露中

 

表 2   UCS处理结束时斑马鱼体重、体长和肥满度比较

Tab. 2   Comparison of body weight, length, and condition factor
of zebrafish at the end of UCS treatment

项目Item
样本量
Simple

size

体重
Body

weight (g)

体长
Body

length (cm)

肥满度
Condition

factor (g/cm3)
对照组

Control group 30 0.63±0.20 3.10±0.31 2.08±0.46

焦虑组
Anxiety group 29 0.61±0.18 3.07±0.31 2.11±0.51

t 0.404 0.380 –0.253
P 0.588 0.705 0.801
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短暂的高温和低温胁迫处理并未产生温度驯化效

应。现有研究表明, 焦虑对动物的生存产生着双重

效应
[15, 16]

。急性应激诱导的焦虑被认为是一种适

应性反应, 但长期或严重的应激暴露可能会对动物

的正常生理和行为活动产生不利影响
[15, 16]

。然而,
本研究中2周UCS暴露诱导的焦虑对实验鱼的低温

耐受能力产生了不利影响, 说明其代表了一种长期或

严重的应激压力, 提示研究者在探究长期应激导致

的焦虑对鱼类生理和行为的影响时可以参考该模型。

 3.3    焦虑对游泳能力的影响

在自然界中, 游泳与鱼类的觅食、避敌及栖息
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图 1    焦虑相关行为指标及全身皮质醇、雌二醇水平比较

Fig. 1    Comparative analysis of anxiety-related behavioral indices and systemic levels of cortisol and estradiol
A—G. 对照组n=29, 焦虑组n=30; H—I. n=10; a和b表示两组实验鱼之间差异有统计学意义(P<0.05)

A—G. Control group n=29, Anxiety group n=30; H—I. n=10; a and b indicate statistically significant differences between the two groups of
experimental fish (P<0.05)
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图 2   热耐受能力比较

Fig. 2   Comparison of thermal tolerance (n=8)
a和b表示两组实验鱼之间差异有统计学意义(P<0.05)

a  and  b  indicate  statistically  significant  differences  between  the
two groups of experimental fish (P<0.05)
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图 3   最大匀加速游泳速度(Ucat)比较

Fig. 3   Comparison of Ucat (n=10)
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地选择等日常生命活动息息相关, 因此游泳能力成

为反映鱼类生存适合度的重要指标
[43—45]

。长期应

激导致的焦虑可能会造成鱼类能量代谢增加, 体质

以及免疫力下降
[41], 进而对游泳能力产生消极影

响。Christou等[46]
的研究发现, 持久性有机污染物

混合物和全氟辛烷磺酸盐对斑马鱼的焦虑行为没

有影响, 却对它们的游泳能力产生了负面影响, 因
此并未得出焦虑与游泳能力直接相关的证据。本

研究中2周的UCS处理导致的焦虑未影响雌性成年

斑马鱼的游泳能力。这可能因为本研究考查的游

泳能力Ucat为无氧运动能力
[13]
。长期应激导致的基

础代谢水平增加会占用部分有氧代谢空间, 进而可

能会导致有氧运动能力的降低, 但对无氧运动影响

较小
[47], 因此本研究中焦虑未导致实验鱼Ucat的显

著降低。Zhang等[48]
研究发现, 纳米塑料和砷两种

有毒污染物增加了斑马鱼的焦虑水平, 并降低了它

们的游泳能力, 与本研究结果不同, 可能与该研究

以平均游泳速度评价游泳能力而与本研究评价指

标不同有关, 且不同研究中诱导焦虑的应激源、暴

露时间等存在差异, 因此导致实验鱼的焦虑水平也

可能不同。此外, 研究表明Ucat是与鱼类逃避天敌

等密切相关的游泳能力, 可塑性较低
[12], 这也是本

研究未观察到焦虑对游泳能力影响的可能原因之一。

综上, 本研究发现焦虑降低了雌性成年斑马鱼

的低温耐受能力, 对高温耐受能力和游泳能力没有

影响, 说明焦虑可能对鱼类的温度适应性产生不利

影响, 同时焦虑引起的雌性成年斑马鱼雌激素分泌

减少可能对斑马鱼后期的繁殖产生消极影响。建

议在实验动物福利等方面将动物情绪作为考虑因

素, 可通过规避致焦虑因素, 如通过维持饲养温度

的稳定性、避免出现社会隔离等减少焦虑情绪, 最
终提高其环境适应能力。
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ANXIETY ON THERMAL TOLERANCE AND SWIMMING ABILITY IN
FEMALE ADULT ZEBRAFISH (DANIO RERIO)

LI Xiao-Hong, FU Cheng and FU Shi-Jian
(Laboratory of Evolutionary Physiology and Behavior, Chongqing Key Laboratory of Conservation and

Utilization of Freshwater Fishes, Chongqing 401331, China)

Abstract: To investigate the impact of anxiety on the thermal tolerance and swimming ability of fish, this study focuses
on female adult zebrafish (Danio rerio), where experimental subjects were randomly divided into anxious and control
groups. The anxious group underwent a 2-week treatment of chronic unpredictable stress (UCS) to establish an anxious
model, while the control group remained untreated. Following the treatment period, anxiety-related behavioral indica-
tors,  whole-body  cortisol  and  estradiol  levels,  thermal  tolerance  [Critical  thermal  maximum (CTmax),  critical  thermal
minimum  (CTmin),  lethal  thermal  maximum  (LTmax),  and  lethal  thermal  minimum  (LTmin)],  and  swimming  ability
(Maximum sustained swimming speed, Ucat) were assessed in both groups. The results showed significantly heightened
anxiety levels and cortisol concentrations in the anxious group compared to the control group (P<0.01), accompanied
by notably lower estradiol levels (P<0.01). The CTmin of the anxiety group was significantly elevated in contrast to the
control  group  (P<0.01),  and  LTmin also  showed  a  higher  trend  (P<0.05),  although  no  statistically  significant  diffe-
rences were observed in CTmax,  LTmax,  and Ucat between the two groups (P>0.05).  The study suggests  that  a  2-week
UCS regimen effectively establishes an anxiety model in zebrafish, and the consequential reduction in estradiol secre-
tion in adult female may detrimentally impact reproduction in the later stages. Additionally, anxiety attenuates the cold
tolerance  of  zebrafish,  which  may  be  related  to  the  elevation  of  cortisol  levels  and  the  decrease  in  physical  fitness
caused by anxiety.
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