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光和投喂时间对大海马生长及生物钟基因和脂类代谢基因表达的影响

徐永健    柏    扬    李加伟    娄烨婧
(宁波大学海洋学院, 宁波 315832)

摘要: 文章以大海马(Hippocampus kuda)为研究对象, 分别设置2个光周期(L﹕D=16﹕8、L﹕D=12﹕12)和2个投饵

时间策略(开灯后2h、关灯前2h), 分析大海马的生物钟系统之间及生物钟与脂类代谢之间的关系, 探究大海

马人工养殖的适宜环境条件及其体内重要脂类物质的合成代谢条件。结果表明: 在所有组别中, 检测的7个钟

基因中有6个基因(Clock、Bmal1、Per1、Per2、Per3和Cry1)在大海马的脑和肝脏中都有明显的节律性表达,
说明生物钟基因表达与光有较密切的关系。其中, 大海马在长光亮期(16﹕8)及开灯后2h投喂的条件下, 其脑中

的中枢钟基因与肝脏中的外周钟基因间的协同性最佳, 表明该条件对大海马生长较为有利。此外, 大海马肝

脏中8个脂类代谢相关基因(Hmgcr、Mvk、Mvd、Lss、Fdps、Cetp、Scap、Srebp1)在开灯后2h投喂的2个组

别中都呈现了节律性表达, 而在关灯前2h投喂的2个组别中仅Hmgcr、Mvk、Scap、Srebp1等4个基因(L﹕D=
16﹕8)和Hmgcr、Mvk、Scap、Mvd、Srebp1等5个基因(L﹕D=12﹕12)有明显节律性表达, 说明脂类代谢相关基

因的表达与光影响并不非常密切, 大部分基因的表达受到了投喂时间的影响。总之, 实验证实了大海马中存

在有完整的生物钟系统, 该生物钟系统与脂类代谢间存在紧密的联系。通过光和投喂时间的综合分析, 初步

推断大海马养殖的适宜条件为长光亮周期及在有光时及时给饵(开灯后2h内), 该条件下能促使大海马的钟基

因与代谢基因都呈现稳定的节律性表达, 且中枢钟系统与外周钟系统间的协同性达到最佳。同时, 也能较好

地促进脂类物质的代谢合成和积累。
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生物在长期的演化中进化出“生物钟”系统。

该系统能够预感外界环境变化, 并调动身体的各项

机能与环境变化相耦合, 其运行机制和分子基础正

在逐渐被人们所了解
[1—4]

。生物钟系统是由一系列

关系密切的钟基因组成, 通过钟基因转录合成相关

蛋白, 对身体机能进行调控。在正常情况下, 从产生核

心转录因子到蛋白质的振荡变化持续约24h[5, 6]
。

生物钟系统可分为中枢钟系统和外周钟系统, 中枢

钟系统位于大脑中, 主要受光影响
[3, 7, 8]

。外周钟系

统位于身体各个组织和器官中。当中枢钟系统受

到光的影响, 其核心转录因子就开始节律性表达,
中枢钟系统还通过各种激素和神经元信号影响外

周组织器官, 引起外周钟基因的节律性表达, 这是

生物钟系统的分级调控。不过, 外周钟系统不仅受

到中枢钟系统的调控, 还受外界其他因素的影响,
如食物、喂食/禁食周期等

[9]
。当外界环境条件使

得外周与中枢钟基因的表达不协同时, 就会引起内

环境的紊乱, 进而诱发各种疾病
[10—14]

。目前基本搞

清楚了, 哺乳动物的外周钟系统控制着代谢、免疫

和行为等众多生理活动。如肝脏中约有3000个基

因表现出明显的节律性振荡, 其中的许多基因都参

与机体的代谢过程
[15]
。而肝脏中的Clock和Bmal1

基因突变后的小鼠通常患有肥胖和代谢综合征
[16, 17],

肝脏糖异生减少与Cry基因异常表达有关
[18]
等。这

些都说明生物钟系统与代谢活动存在紧密联系, 而
且当钟基因的表达出现紊乱时, 会引发机体代谢紊
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乱。因此, 生物钟系统之间的协同及生物钟系统与

外界环境的协调一致将有助于保持机体内环境的

稳定, 并最大限度提升生物对环境的适应性
[19, 20]

。

近些年来, 探究生物钟系统在海洋生物中的运

行机制, 以及生物钟系统在水产养殖业中的应用研

究正在逐渐增加。本文研究对象是大海马(Hippo-
campus kuda), 一种海龙科的小型药用鱼类。目前

由于渔业兼捕、栖息地破坏和过度开发等原因已

导致其野生资源急剧下降, 市场供需矛盾严重, 也
促进了人工养殖的蓬勃发展

[21, 22]
。然而, 养殖过程

中存在许多问题导致生产效率低下, 其中大多数问

题是由养殖系统中的环境胁迫引起的
[23—26]

。本文

拟从生物钟角度, 探究大海马人工生长的适宜条件,
建立科学海马养殖系统。同时, 也通过探究大海马

的生物钟与其脂类代谢间的关系, 为提升大海马体

内脂类物质积累提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物与取样程序

实验用大海马(H. kuda)为宁波大学校内养殖

基地培育。选取160尾平均体重为(0.61±0.121) g,
平均体长为 (5.1±1.33)  cm的幼体分成4组 , 每组

40尾, 分别放入4个20 L的玻璃水族缸中饲养。每

天定时更换海水 , 养殖条件 : 盐度25±0.5, 温度

(25±0.5)℃, 光照强度1000 lx。每日投喂(冰鲜糠虾)
1次, 每次投喂量约8 g。各组设定条件为: 组1 (G1):
光周期L﹕D=16﹕8, 投喂时间为开灯后2h; 组2 (G2):
光周期L﹕D=12﹕12, 投喂时间为开灯后2h; 组3 (G3):
光周期L﹕D=16﹕8, 投喂时间为关灯前2h; 组4 (G4):
光周期L﹕D=12﹕12, 投喂时间为关灯前2h。各组海

马在上述条件下分别驯养4周后, 取样分析。在取

样前 , 禁食 24h,  G1和 G3分别在  ZT2  (Zeitgeber
time)、ZT4、ZT6、ZT10、ZT14、ZT18、ZT20、
ZT22时取样 ,  G2和 G4分别在 ZT4、 ZT6、 ZT8、
ZT12、ZT16、ZT18、ZT20、ZT24时取样。在每

个取样时间点, 随机选取4尾海马经麻醉后迅速收

集其脑和肝脏组织, 分别放入RNA store中, 立刻在

液氮中速冻, 再转移到−80℃冰箱中长期保存。 

1.2    RNA提取和cDNA合成

将样品取出解冻, 加入RNAiso PLUS溶液, 离
心取上清液转移到新的离心管中, 加入氯仿, 混匀

再离心, 再取上层无色溶液于新的离心管中, 再加

入等体积异丙醇用以沉淀RNA, 离心得到RNA的白

色沉淀 , 用乙醇洗涤两遍 , 然后将RNA沉淀溶于

DEPC水中。用分光光度计在260和280 nm波长处

测量其吸光值, 并用1%琼脂糖凝胶电泳检查总RNA

样品的纯度和完整性。然后再根据TRANS的逆转

录试剂盒说明书, 在20 μL体系中加入适量总RNA、

gDNA Remover、随机引物及RNase-free Water, 实
现基因组DNA去除和cDNA合成

[27]
。 

1.3    实时荧光定量PCR
表 1中的基因选自H. kuda转录组数据库

[27], 用
Primer Premier 5软件设计特异性引物。为了有效

进行定量PCR, 将获得的cDNA稀释8倍。取部分

cDNA稀释成浓度梯度用于评估每个基因的引物

扩增效率, 以确保引物的扩增效率>85%。实时荧

光定量 PCR在 Eppendorf:  Mastercycler  realplex上
进行操作, 采用2×SYBR Green qPCR Master Mix试
剂盒。qPCR反应体系为 :  2×SYBR  Green  Master
Mix10 μL, 正向和反向引物各1 μL, cDNA 1.5 μL,
RNase-free Water 6.5 μL; 反应条件为: 95℃下2min,
40个循环, 95℃ 10s、58℃ 20s、72℃ 25s, 在最后

一个循环结束后做熔解曲线, 从而确保仅扩增出相

关的目的基因。采用2–ΔΔCt
法计算目标基因的相对

表达量。 

 

表 1   用于实时荧光定量PCR的有关引物及其退火温度(Tm)

Tab. 1   Sequences and annealing temperature (Tm) of primer pairs
used for quantitative PCR

基因名称Gene 引物序列Sequences (5′—3′) 退火温度
Tm (℃)

钟基因Clock gene
Bmal1 TCAGTCAAGCGGAAATGGCT

ACAATGTCACGAAGGACGCT
60

Clock GAGCCTGAACGTGGCTCTAC
TGTGGATCTTGTTGCTCTGC

59

Cry1 CCCAGCAAAGACTCCTTGAG
CAGTCAAAGGCCATTTCCAT

59

Cry2 GCAGCTCCTCAAACACCTTC
GGGATCAAAATCCAGAAGCA

60

Per1 GAGGACTCCTGGTGCTTGAG
GTTCAAGGACCTCAGCAAGC

59

Per2 TCTTTGCCTTAGCCGACTGT
CCGCTCTACACGAGTCATCA

Per3 CAAGCAAGTGCAAGCCAATA
TGCAGCACAGGATACTGGAG

60

转录因子基因Transcription factor gene
Srebp1 TGCAGCAATCCAATCAGAAG

CACGTTTGGCTTGGTATCCT
60

Srebp2 CAGACCAGGTCCAGTTTGGT
CCACCCAAGATTTTGCAACT

59

脂类代谢基因Lipid metabolism gene
Hmgcr GATCCCGATGACCAGACACT

GAGAGCTGACCGGTCTCAAC
59

Mvk ACCGAGTCCAGCACAGAAGT
GCATGCTGAGGTTCTTAGCC

60

Mvd TCGATGGACCAGATTGATGA
TCGCTGAACTCACCATGAAG

60

Lss ATGGTGGCGTAGTCTTGGAC
TGTACCTCCCCATGAGCTTC

60

Fdfs TGCTGTCATGAGGTCCAGAG
GGATGGAATTGGTTTGGATG

59

Cetp GCCTGGTTATCTCGGTTTCA
CCTCTGGCCAACTATGGTGT

60

Scap CCAGACCTCCTCGTCTTCAG
GAGATCCGACCAGCACTCTC

60
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1.4    数据分析

在实验过程中, 每周从各组中随机选取20尾海

马分别测定并记录相关的体长和体重, 按下述公式

计算各组海马的生长速率:
体重增长率(SGRW, %/d)=[(LnWt−LnW0)/t]×100
体长增长率(SGRL, %/d)=[(LnLt−LnL0)/t]×100
肥满度(CF, g/cm3)=(Wt/Lt

3)×100
式中, Wt和Lt分别为海马的终体重(g)和终体长(cm);
W0和L0分别为初始体重和初始体长; t为时间(d)。

采用Two-way ANOVA分析了光和投喂时间对

大海马生长的影响, 并采用Tukey检验法确定不同

处理之间差异的显著性。用Acro昼夜节律分析程

序对基因表达的原始数据进行分析, 以确定目标基

因的表达是否符合余弦函数。此外, 通过单因素方

差分析(ANOVA)确定每个基因的不同采样时间之

间的统计差异, Tukey检验用于确定样本时间点和

不同样本集平均值之间差异的显著性。 

2    结果
 

2.1    海马生长比较

经过4周养殖后, 各组海马的生长出现了显著

性差异(P<0.05)。在所有处理中, G1组海马的各项

生长指标都是最高的, 其体长和体重也增加最多,
该组的SGRL和SGRW远高于其他各组(P<0.05); 肥
满度 (CF)与G2组相近 , 也高于G3和G4组 (表  2)。
G2组海马的生长尽管不如G1, 但也远高于G3和
G4。比较各生长指标看, G3组中海马的生长在所

有处理中是最差的。

经方差分析, 尽管大海马的体长增长率(SGRL)
与光周期的关系不密切(F=1.708, P>0.05), 但与投

喂时间的关系很密切(F=171.152, P<0.01), 也极大

地受两者共同作用的联合影响(F=20.866, P<0.01)。
而体重增长率(SGRW)和CF变化却是受光(F=20.572,

P<0.01; F=256.819, P<0.01)、投喂时间(F=847.781,
P<0.01; F=5060.988, P<0.01)及两者联合作用的密

切影响(F=74.448, P<0.01; F=548.721, P<0.01)。 

2.2    中枢钟基因的表达分析

本实验中所有钟基因的表达在采样时间点都

显示有统计上的显著差异, 各组中各中枢钟基因的

表达变化如图 1所示。

在G1和G3中, 所测的7个钟基因中有6个基因

(除Cry2外)在大海马的大脑中都展示出明显的昼夜

节律表达。其中 ,  G1的Clock和Per3在开灯后1h
(ZT5)达到其顶相, 在光亮期的后期(ZT16-ZT18)保
持相对低的表达水平 ; Bmal1和Per1在开灯后5h
(ZT9)达到其顶相, 在光暗期(ZT22-ZT24)保持低的

表达水平; Per2和Cry1在光亮期的前期(ZT9)达到

表达峰值, 在光亮期结束(ZT18)显示有最低表达水

平。G3的Clock和Per3在开灯后5h(ZT9)达到峰值,
比G1推迟了4h, 在光亮期末有最低表达水平(ZT18-
ZT20); Bmal1、Per1、Per2和Cry1也都在ZT9达到

峰值, 其中Per1和Per2在光暗期有最低表达水平,
Bmal1和Cry1则在光亮周期结束时达到最低值。

在G2和G4中, 这6个基因也显示有较好的节律

性表达。G2的Clock、Bmal1和Per3在光亮期中期

(ZT7)有表达峰值, 其中Clock和Bmal1在光暗期的

前中期(ZT18-ZT22)有最低表达, 而Per3则在光亮

期结束(ZT16-ZT18)出现最低值; 其余的Per1、Per2
和Cry1在开灯后5h(ZT11)达到其顶相, 同时这3基
因都在光暗期中期(ZT22-ZT24)显示有最低的表达

水平。G4中各基因的表达变化趋势与G2相似。 

2.3    肝脏外周钟基因的表达分析

这6个钟基因在大海马的肝脏中也表现出良好

的节律性, 只是在不同组中呈现不同的表达特征

(图 2)。G1中, Clock、Bmal1、Per1和Per2在光亮

期中期(ZT9)达到表达峰值, Per3和Cry1在ZT5达到

峰值 ; Clock和Per2在光暗期表现为低水平 , 而
Bmal1、Per1、Per3和Cry1则在光亮期结束(ZT9)
出现最低值。G2中, 6个基因的表达都在ZT11达到

峰值(图 2), 在光暗期中前期(ZT20—ZT24)出现最

低表达值。G3中, Clock在9点时达到顶相, 光暗期

(ZT20-ZT24)处于低水平表达; Bmal1、Per1和Per2
在光亮期后期达到顶相(ZT17), Per3和Cry1则在光

亮期中期达到顶相(ZT13), 而这5个基因的最低表

达值均出现在刚开灯时(ZT4—ZT6)。G4中, Clock
在11点达到顶峰, 在光暗期中期处于低水平表达

(ZT22—ZT24), Bmal1、Per1、Per2、Per3和Cry1
在光亮期中期处于顶峰(ZT15), 也是在刚开灯时处

于低水平表达。 

 

表 2   不同处理中海马生长的比较

Tab. 2   Comparison of growth index of H. kuda in different treat-
ments

生长指标
Growth index G1 G2 G3 G4

初始体长 (cm) 4.99±0.25 4.98±0.17 4.99±0.35 4.98±0.18
初始体重 (g) 0.59±0.06 0.60±0.04 0.60±0.03 0.60±0.04
终体长 (cm) 8.88±0.14 8.24±0.13 7.12±0.15 7.42±0.16
终体重 (g) 2.51±0.13 1.97±0.11 1.21±0.14 1.31±0.12

SGRL (%/d) 2.06±0.18A 1.80±0.14B 1.28±0.27C 1.42±0.16D

SGRW (%/d) 5.20±0.38A 4.27±0.25B 2.53±0.34C 2.82±0.25D

CF (g/cm3) 0.36±0.01A 0.35±0.02A 0.34±0.02B 0.32±0.02C

注: 同行的不同字母代表组间存在显著性差异(P<0.05)
Note:  Different  letters  in  the  same  row  indicate  significant

differences (P<0.05)

3 期 徐永健等: 光和投喂时间对大海马生长及生物钟基因和脂类代谢基因表达的影响 3
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2.4    钟系统间的协同性分析与比较

比较设定的4个组别中, 大海马的大脑和肝脏

中的各个钟基因的表达曲线变化, 初步分析大海

马的中枢钟系统与周围钟系统间的节律协同性

状况。

从表3可知, G1和G3中的6个钟基因在大海马

的脑和肝脏中的表达节律的变化趋势相近, 尤其是

G1中两者非常接近, 更加协同; 而G2和G4中, 6个基

因在大海马脑中的表达趋势与G1和G3相似, 但在

肝脏中的表达与脑中完全不合拍, 甚至有几个基因

的表达节律在肝脏中与脑中是完全相反的。此外,
表达的节律周期也有所变化, 如Cry1周期小于20h。 

2.5    肝脏中代谢基因的表达分析

在大海马肝脏中, 共分析了9个与脂类代谢相

关的基因(Hmgcr, Mvk, Mvd, Lss, Fdps, Cetp, Scap,
Srebp1, Srebp2)。G1中, 有8个基因显示有明显的昼

夜节律表达(图 3)。其中, Hmgcr、Fdps和Srebp1在
开灯后5h(ZT9)达到峰值, 并在光亮期末降至较低

的表达水平; Mvk、Mvd、Lss、Cetp和Scap在开灯

后(ZT5)即达到最大值, 也在光亮期末降至最低的

表达水平。G2中, 该8个基因也有明显的节律表达

(图 3)。仅Hmgcr和Scap在开灯后5h达到峰值, 其余

6个基因在开灯后1h达到峰值, 其最低表达值都出

现在光暗期前期。而在G3和G4中, 这些代谢基因

并非都有明显的昼夜节律表达 ,  G3中仅Hmgcr、
Mvk、Scap和Srebp1 4个有明显的节律性, 表达峰值

都出现在光亮期后期(ZT17), 较低水平在ZT4-ZT6
时段。G4中多个基因(Hmgcr、Mvk、Mvd、Scap
和Srebp1)表现有明显节律性, Hmgcr, Scap和Srebp1
都在光亮期中后期达到顶相(ZT15), 在光暗期后期

出现较低水平; 而Mvk和Mvd的顶峰出现在光暗期

初期(ZT19), 最低值则出现在光亮期初期(ZT19)。 

3    讨论

哺乳动物的中枢和外周生物钟系统间的相互

关系以及生物钟系统和代谢活动间的相互作用机

制已有很多的研究, 甚至有一些理论已用于指导生

活和生产。但在水生生物中有关研究较少, 仍需进

一步验证。本研究的分析, 证实了大海马的中枢和

外周生物钟基因的节律性表达以及两者之间存在

的密切联系, 同时, 也明确了大海马的脂类代谢基

因的表达与生物钟系统间也存在着密切的联系。 

3.1    生物钟系统间的关系

大海马中枢6个钟基因在所有条件下都表现出

明显的节律性, 且所有基因的表达变化趋势较为一

致, 顶相时间都出现在光亮期前中期。其中, Clock
出现顶相时间略早于其他基因。这种现象在金枪

鱼中也有类似结果
[28], 不过在虹鳟和斑马鱼中Clock

的顶相却出现在光亮期后期
[29, 30], 而海洋青鳉中甚

至没有节律性表达
[20]
。这表明了Clock基因在不同

鱼类中存在着不同的表达方式, 其所承担的功能也

可能有所不同
[28]
。Bmal1基因在大部分鱼类中也都

呈现节律性表达, 也证明其在生物钟系统中的重要

性
[28, 31—33]

。两者结合成二聚体直接调控其他钟基

因(Per1、Per2、Per3、Cry1)的表达
[28]
。在本研究

中, 光照不变时, 生物钟系统的主要核心转录因子

的表达趋势并未发生改变, 说明光是影响中枢钟基

因表达的主要因素, 这一点在哺乳动物及其他鱼类

中都得以证实。大海马的肝脏中也存在钟基因, 在
本试验的所有处理中也依旧表现出明显的节律性

振荡。不过, 相比于脑中, 肝脏中这些基因出现的

顶相时间有所改变(表 3)。尤其在G3和G4中, 这些

基因在脑中的表达趋势与在肝脏中的完全不同, 这
说明投喂时间改变会对外周钟基因的表达产生较

大的影响, 使得外周钟系统与中枢钟系统相分离。

这一现象在海洋青鳉中表现得尤为明显, 过晚的投

饵时间直接导致海洋青鳉肝脏中钟基因失去节律

性
[20], 哺乳动物中也观察到类似的结果

[34]
。外周钟

系统的表达发生了严重变化, 但并未对中枢钟系统

产生明显影响, 再次证明了投饵仅影响外周钟系

统。结合生长结果看, 显然较长光照+及时投喂更

有利于大海马的生长, 该结果也符合中枢与外周钟

基因协同理论。 

3.2    外周钟系统与代谢的关系

肝脏不仅是重要的外周生物钟振荡器, 同时也

是机体代谢的主要场所。本研究也证实了外周生

物钟与代谢间存在着紧密联系。其实, 外周钟系统

的核心基因(Clock、Bmal1、Per和Cry)并不直接作

 

表 3   中枢钟系统与周围钟系统间表达的协同性比较

Tab. 3   Comparison of the expressed synergy between the central
and the peripheral clock system

Clock Bmal1 Per1 Per2 Per3 Cry1
组别

Group
来源

Origin
顶相/
低谷

顶相/
低谷

顶相/
低谷

顶相/
低谷

顶相/
低谷

顶相/
低谷

G1
脑 6/19 9/19 11/21 10/21 7/18 10/23
肝 6/20 9/21 11/21 10/22 8/19 10/22

G2
脑 9/21 8/20 10/20 10/22 6/18 6/18
肝 12/24 16/6 17/6 16/5 14/4 16/5

G3
脑 5/16 10/22 9/24 8/20 5/18 8/19
肝 9/19 9/20 10/23 11/21 9/18 8/19

G4
脑 10/21 10/20 11/22 11/21 10/21 11/22
肝 11/23 14/4 15/5 18/7 16/6 14/23or5
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用于代谢过程, 而是通过Sirt1、Srebp和Pparα等在

内的一些转录因子来调节细胞代谢
[35—37]

。其中,
Srebps是脂类代谢中的关键转录调控因子。已知哺

乳动物中的众多脂类代谢基因都是Srebps的靶基

因, 如生物体内甾醇化合物的合成与分解就受其调

控
[38]
。在本研究中, 脂类代谢基因Srebp1和Scap在

所有条件下都有明显的节律性表达, 且表达趋势相

似。例如, 都在G1和G2的光亮期前中期达到顶相,
而在G3和G4中却延迟到光亮期后期才达到顶峰,
这证明了两个基因间的亲密关系, 且这种关系与光

照关系不大, 而与投喂时间密切相关, 进一步证实

了这2基因也受到了外周钟系统的影响或调控。例

如, 当投饵设定在关灯前的晚上时, 外周钟基因的

表达节律受到了较大的影响, 相应的Srebp1等基因

的顶峰时间也延迟, 从而影响到了脂类代谢和甾醇

类物质的合成。此外, 在甾醇合成过程中, 生物体

是以乙酰辅酶A为原料最终合成胆醇, 此过程的最

初几步反应是将乙酰辅酶A合成为甲羟戊酸, 被称

为甲羟戊酸途径。其中HMGCR酶负责将3-羟基-3-
甲戊二酸单酰辅酶A催化转化为甲羟戊酸, 这是甲

羟戊酸途径中重要的限速酶
[39], 而MVK、MVD、

LSS、FDPS和CETP这5个酶也是该途径上发挥重

要作用的酶
[40]
。在大海马肝脏中, Hmgcr基因在所

有组中都有着节律性表达, 且也受投饵时间的影

响。从而造成了胆甾醇类合成途径中其他酶类的

不同表现。例如, G3中Mvd、Lss、Fdps和Cetp 4个
基因没有表达节律性; G4中Lss、Fdps和Cetp也没

有节律性。这也部分说明了脂类代谢途径并不仅

仅受到Srebp的调控, 还可能有其他转录因子负责

调控脂类代谢酶; 还有可能是过晚的投饵导致某些

转录因子的节律性丧失, 从而影响到胆甾醇类的合

成, 这需要进一步的实验证明。从上述分析看, 光
是影响钟基因表达的一个重要因素, 但对于外周钟

基因光的影响仅是一个方面。在本研究中, 相同光

周期时, 投饵时间的改变, 外周钟基因的表达就被

环境条件所夹带, 逐渐脱离了中枢钟系统的协调与

控制, 进而导致代谢途径中的部分脂类关键酶逐渐

失去协调性, 甚至节律性。所以, 不合理投饵会导

致外周生物钟与中枢钟系统发生冲突, 进而造成部

分代谢途径的紊乱。对于大海马的养殖, 从本实验

结果看, 长光亮周期+及时投饵是适合大海马生长

的必要条件。 

3.3    适宜生长条件的优化方向

生长测定结果也符合上述推测。本研究的G1
组不但中枢钟系统和外周钟系统的协同性最佳, 其
生长速率也是最快的, 大海马体内的胆甾醇合成与

积累也是最多的(另文发表)。这为大海马养殖适宜

生长条件提供了优化方向, 包括养殖环境、养殖饵

料等以及精准的养殖技术, 以达到最佳的生物钟系

统间的协同性。影响生长的因素很多, 可以优先考

虑光和投饵时间的优化, 因为相对的投入不多但收

益很明显。从本研究看, 比较G1、G2和G3的生长

情况, 说明投喂时间对海马生长的影响是很大的,
很多研究也都证实合理的投喂时间对养殖生物的进

食、消化及营养利用率的提高等是非常重要的
[41, 42]

。

不过从第3周后, G1和G2的体重增长率也出现了显

著差异, 一是表明了一定时长的(>12h)光亮期基本

上能满足大海马的生长所需, 二也说明更长的光照

对大海马的生长会更好, 推测大海马的生长可能受

两者的共同影响。最佳的组合条件还需要更多的

实验研究。 

4    结论

本研究证实大海马中存在中枢和外周钟系统,
也为其脂类代谢基因的节律性变化提供了明确证

据, 同时通过改变光和投喂时间, 证明了大海马也

如同哺乳动物一样, 光周期是中枢钟系统的主要驱

动因素, 而投喂时间是外周钟系统的主要驱动因

素。通过观察中央钟系统与外周钟系统的耦合程

度以及脂质代谢途径中关键酶的节律性表达, 获得

大海马生长的适宜条件为L﹕D=16﹕8及开灯后2h时
投喂, 为大海马人工养殖条件的优化指明了方向。
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LIGHT AND FEEDING TIME ON THE GROWTH, BIOLOGICAL CLOCK GENE
EXPRESSION, AND LIPID METABOLISM GENE EXPRESSION

IN HIPPOCAMPUS KUDA BLEEKER

XU Yong-Jian, BO Yang, LI Jia-Wei and LOU Ye-Jing
(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China)

Abstract: Biological rhythms play a critical role in the metabolism of organisms. In this study, the juvenile Hippocam-
pus kuda was used as  the research object.  Four treatments  were established,  including two photoperiods (L (light)﹕D
(dark)=16﹕8,  12﹕12)  and  two  feeding  times  (2h  after  light-on  the  and  2h  before  light-off),  to  analyze  the  interaction
between the two biological clock systems of H. kuda and their relationship with nutrient metabolism. The aim was to
determine the optimal environmental conditions for artificial breeding and the conditions necessary for the synthesis of
important metabolites in H. kuda. Results showed that under long photoperiod (L﹕D=16﹕8) with feeding 2h after light-
on, H. kuda exhibited the highest specific growth rate in body length (SGRL) and body weight (SGRW), as well as the
highest  condition  factor  (CF)  in  all  four  treatments.  Rhythmic  expressions  were  observed  in  six  clock  genes  (Clock,
Bmal1, Per1, Per2, Per3, and Cry1) and eight lipid-related metabolic genes (Hmgcr, Mvk, Mvd, Lss, Fdps, Cetp, Scap,
and Srebp1). The trend of clock gene expression in the brain throughout the day, and its peak expression, was consis-
tent  with  those  in  liver,  which  correlated  with  SGRL,  SGRW,  and  CF.  However,  in  the  treatments  where  feeding
occurred 2h before light-off, these parameters were significantly lower than those with feeding 2h after light-on. Addi-
tionally, the central clock system and the trend of clock gene expression in the brain throughout the day, including peak
expression  times,  differed  completely  from those  in  the  liver.  Only  four  lipid-related  metabolic  genes  (Hmgcr,  Mvk,
Scap, and Srebp1) exhibited rhythmic expression under the long photoperiod, while five lipid-related metabolic genes
(Hmgcr, Mvk, Mvd, Scap, and Srebp1) exhibited rhythmic expressions under the short photoperiod. The study suggests
that H. kuda possesses a comprehensive biological clock system closely linked to lipid metabolism. Combined analysis
indicated that stable rhythmic expression of clock genes and metabolic genes could be maintained under the conditions
of  L:D=16:8  with  feeding  2h  after  light-on.  Under  these  conditions,  the  clock  gene  expression  in  the  brain  and  liver
tended to synchronize, promoting the growth of H. kuda and maintaining the normal lipid metabolism pathway. These
findings provide a scientific basis for promoting lipid synthesis and accumulation in H. kuda.

Key words: Photoperiod; Feeding time; Biological clock genes; Culture conditions; Hippocampus kuda
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