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� � 鱼体所处的环境可能会对其产生胁迫作用,大体可分为

两类,即慢性胁迫和急性胁迫。前者包括长期的高密度放养

和水质的恶化等,后者则主要包括在捕捞及运输过程中给鱼

体带来的人为的短期惊扰, 振荡 ( Handling )便是一种较为典

型的急性胁迫。国外对鱼类遭受的慢性胁迫的研究有较多

报道,如它可导致鱼体重下降, 生长减缓,对疾病敏感性增加

等[1]。在急性胁迫方面虽也有所涉及, 但研究相对不足, 国

内更是知之甚少。

已知当鱼体受到急性胁迫后, 会启动一种� 战或逃�

( Fight�or�flight)机制, 来应付突如其来的刺激并将其对机体

的危害降到最小[2]。但此过程的内在机理仍不清楚, 尚在探

索中。基于鱼体应激后皮质醇水平变化的灵敏性和溶菌酶

所具有的非特异性杀菌作用,本实验选择它们作为应激鱼体

的考量指标,对其在急性胁迫后的变化及对机体的影响做了

初探。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 鲫 ( Carassius auratus )购自武汉市青菱繁育场,

平均体重为( 49�83 � 4�15) g。实验前在持续流水的水泥池

(容积为 500L)中驯养两周,实验期间水温控制在( 22� 2)�C,

DO 4�0 � 5�5mg/ L,隔天投喂商业配合饲料加青饲料。溶壁

微球菌 ( Micrococcus lysodeikticus )冻干粉购自 Sigma 公司。嗜

水气单胞菌( Aeromonas hydrophila) XS91�4�1 为本实验室保存

菌种。

1�2� 分组及处理 � 实验鱼被随机分为 19 个组, 每组 12 尾,

放养于同种型号的水族箱(容积为 80L)中。其中 1 个组作为

实验前对照组, 其余 18个组分为:对照 6组 ,弱振 6 组,强振

6组, 分别用于 6次采样。实验时, 将 1 组鱼捞入一空盆 (容

积 6L)中, 并盖以挡板, 以 120 次/ min 的频率做持续地水平

振荡, 强振组振荡 5min, 弱振组振荡 1min, 之后将鱼放回原

位。对照鱼捞入盆中后不做振荡, 立刻放回原位。实验前对

照组无任何捕捞或振荡处理, 始终保持安静状态。

1�3� 血样的采集 � 分别在处理后 0�1、1�5、12、24、72、168h 采

血, 实验前对照组在实验开始之前采血。所有鱼在采血前,

均要进行快速深度麻醉 ( MS�222, 200mg/ L)。抽血后各组鱼

随即腹腔注射 A . hydrophila 进行感染实验。

1�4� 血液皮质醇浓度 � 常规分离血清,参照 Pickering[ 3]方法

用放免法( RIA)进行测定,试剂盒购自北京北方生物技术研

究所。

1�5� 血液溶菌酶浓度 � 按 Parry[ 4]所述分光光度计法检测。

5�L 新鲜血清加入 3mL M. lysodeikticus 菌液中, 测定波长为

540nm。以 1min内吸光值下降 0� 001为一个活性单位( U )。

1�6� 攻毒死亡率 � 将两次活化后的嗜水气单胞菌 XS91�4�1

以 0�5% 的生理盐水洗脱菌苔, 用分光光度计调配成终浓度

为 6 � 108cfu/ mL 的菌悬液。每尾腹腔注射 0� 3mL , 观察一

周, 统计死亡率。
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2 � 结果

2�1 � 血液皮质醇浓度

振荡胁迫后鲫血液皮质醇浓度变化如图 1 所示。在振

荡后几分钟内, 实验组皮质醇浓度即迅速上升, 弱振组在

0�1h达到最大值( 285�36� 21�06) ng/ mL, 而强振组继续升高,

至1� 5h达峰值( 473�29� 16�79) ng/ mL ,两者均与同期对照组

呈极显著差异 ( P< 0�005)。之后, 两组浓度皆大幅回落, 到

168h时已基本恢复正常水平,整个曲线呈典型倒� V�型。另

外,对照组在 0� 1h 时有升高现象, 说明即使不振荡而只是捕

捞也会对鱼体产生一定的刺激。

图 1 � 振荡胁迫后鲫血液皮质醇水平的变化

Fig. 1� The change of cortisol level in C. auratus serum after handling stress

� � � 对照组; � � � 弱振组; � � � 强振组

2�2� 血液溶菌酶浓度

振荡胁迫后鲫血液溶菌酶浓度变化如图 2 所示。在振

荡后 12h 内,实验组溶菌酶水平均有升高,在 12h 至 24h 间隔

内, 出现一个平台期, 24h 之后,皆缓慢下降, 趋向正常水平。

从整体看, 弱振组变化较平缓,而强振组相对波动较大。

图 2� 振荡胁迫后鲫血液溶菌酶水平的变化

Fig. 2� The change of lysozyme level in C. auratus serum after handling stress

� � � 对照组; � � � 弱振组; � � � 强振组

2�3� 对病原的敏感性

振荡胁迫后,在每个采样期用 A . hydrophila 对各组进行人

工感染,死亡情况见表1。振荡后 12h 与 24h, 强振组攻毒死亡

率分别为8�3%和0,均显著低于同期对照组( P< 0�05)。其余时

期实验组与对照组之间无统计学差异。

表 1� 振荡胁迫后鲫人工感染 A. hydrophila的死亡率

Tab. 1� Mortality rate of Carassius auratus due to A. hydrophila infection after handling stress

实验组别

Groups

受试尾数(尾)

Number of experimental fish

死亡尾数(尾)

Number of mortal f ish

死亡率( % )

Mortality rate

0h 实验前对照组 Unrelated control 12 3 � � � � � 25. 0

0. 1h 对照组 Control 12 4 33. 3

弱振组 Weak handling 12 3 25. 0

强振组 Intense handling 12 4 33. 3

1. 5h 对照组 Control 12 3 25. 0

弱振组 Weak handling 12 4 33. 3

强振组 Intense handling 12 3 25. 0

12h 对照组 Control 12 4 33. 3

弱振组 Weak handling 12 2 16. 7

强振组 Intense handling 12 1 8. 3*

24h 对照组 Control 12 3 25. 0

弱振组 Weak handling 12 2 16. 7

强振组 Intense handling 12 0 0*

72h 对照组 Control 12 2 16. 7

弱振组 Weak handling 12 3 25. 0

强振组 Intense handling 12 3 25. 0

168h 对照组 Control 12 3 25. 0

弱振组 Weak handling 12 4 33. 3

强振组 Intense handling 12 3 25. 0

� � 注: * 表示与对照相比有显著差异( P < 0. 05)
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3� 讨论

鱼体在受到外界刺激后,通过丘脑下部 � 垂体� 肾间组织

轴(Hypothalamus�Pituitary�Interrenal, HPI)大量分泌皮质醇,血液皮

质醇水平的升高被看作是鱼类应激的灵敏信号[5]。鲫受振荡

后,血液皮质醇浓度剧增,说明鱼体产生了强烈的应激反应。然

而,皮质醇水平回落也快,到 72h 已基本回复正常(图 1)。这与

用鲫做的拥挤实验的结果� 截然不同。鱼体经高密度拥挤胁迫

后,血液皮质醇水平几天内升至最大值,但随后并没有大幅下

降,而是一直维持了较高水平。分析原因,振荡作为一种急性胁

迫,只在短期内对鱼体有刺激作用,其影响随着时间的增加会逐

渐消失,反映为血液皮质醇水平的下降。而拥挤是一种慢性胁

迫,自始至终都对鱼体发挥胁迫作用,皮质醇水平长期升高可能

是机体对刺激仍不适应的表现。图 2中实验组血液溶菌酶水平

先缓慢升高,经过一段平台期后再逐渐下降。而在拥挤实验中,

到后期实验组溶菌酶水平受到极大抑制,显著低于对照组的�。

支持了急性胁迫使血液溶菌酶水平升高[ 6] , 而慢性胁迫则使其

降低[7]的观点。在Demers等[2]用虹鳟(Oncorhynchus mykiss)做的

实验中,也发现振荡(Handling)可提高溶菌酶水平, 尽管在数值

上与本实验结果有些差别,但趋势是相同的。

将图 1与图 2比较,不难看出,振荡后血液皮质醇水平升得

快,降得也快,中间没有过渡期,且起伏较大,而溶菌酶整个变化

趋势较为迟缓,且波动较小。这可能与各自分泌或合成的机制

不同有关。有学者提出血液溶菌酶水平在一定条件下亦可作为

鱼体的应激信号[ 8] ,但笔者认为,就急性胁迫而言,血液皮质醇

的变化要比溶菌酶的更为灵敏,更能反映出鱼体的应激状态。

另外,本实验结果没有显示血液皮质醇与溶菌酶的负相关关系,

而这种关系常被报道于慢性胁迫中[ 7, 9] , 支持了 Demers 等[2]认

为的机体非特异性免疫功能在急性胁迫后得到增强,而在慢性

胁迫后受到抑制的观点。

由表 1知,在振荡后12h 和24h 强振组攻毒死亡率显著低

于对照组的。而图 2显示这两个时期溶菌酶正处于较高水平,

两者之间是否有关联? 普遍认为,溶菌酶可通过裂解细菌胞壁

来使机体得到保护。但本实验中鱼体抗病性的增强可能不仅仅

因溶菌酶的升高所致。实际上,机体在受到外界刺激后,短期内

会加速免疫细胞的分化与生长,释放各种效应细胞或免疫因子,

其中也包括溶菌酶。就本实验而言,这些免疫细胞或免疫因子

是否在振荡之后也被调动,尚需实验的佐证, 在其他各时期,实

验组与对照组死亡率之间均无统计学差异,表明皮质醇在短期

内的升高没有对机体造成负面影响。而在慢性胁迫后,皮质醇

长期的升高是会抑制机体免疫功能,甚至损伤免疫器官的[2]。

综上所述,急性胁迫后鱼体血液皮质醇与血液溶菌酶水平

的变化不同于慢性胁迫的,而这种变化是否在所谓的�战或逃�

( Fight�or�flight)反应中发挥了积极作用,还有待深入研究。
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