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　　摘要：选取斑马鱼在２８、１８℃条件下处理２周，对尾部神经系统ＣＮＳＳ组织的ＵⅠ、ＣＲＨ、ＵⅡα、ＵⅡβ、Ｍ２基因表
达以及斑马鱼的游泳运动行为进行了研究。经过寒冷应激后，试验组应激相关基因ＣＲＨ、ＵⅡα、ＵⅡβ、Ｍ２表达与对
照组相比均明显上升，但对ＵⅠ基因表达没有影响。对斑马鱼的运动轨迹进行分析表明，２个组的斑马鱼在快速游泳
距离、慢速游泳距离、平均游泳速度方面均存在明显差异，低温处理组斑马鱼的慢速游泳时间明显高于对照组，平均游

泳速度明显低于对照组。行为学数据和基因表达分析均表明，寒冷处理对斑马鱼造成了应激反应，低温条件下斑马鱼

活动行为的减少可能是降低机体能量消耗的一种生存策略。
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　　水体温度是影响鱼类生长发育的重要环境因子，对鱼类
生长、繁殖、迁移等生命过程具有重要影响［１］。与陆地哺乳

动物不同，鱼类属于变温动物，鱼类生活的环境温度波动范围

更为剧烈，经常遭遇多种不可避免的剧烈温差变化，如昼夜气

温骤降、季节交替等引起的温度骤变，从而对鱼类产生各种短

期或长期的应激反应［２］。如果鱼类不能适应这种剧烈温度

变化引起的应激反应，通常会导致死亡，对渔业生产造成严重

经济损失［３］。

应激是生物生存和进化必不可少的生理反应，鱼类尾部

神经系统（ＣＮＳＳ）作为应激系统的一部分，与下丘脑－神经 －
垂体系统共同参与维持鱼类应激状态下内环境的稳态，在环

境适应、应激过程中起到至关重要的作用［４－５］。ＣＮＳＳ在鱼类中
是ＣＲＨ、ＵⅠ、ＵⅡ等激素表达和分泌的主要场所［６］，开展对斑马鱼

ＣＮＳＳ的研究有利于了解其在低温变化过程中适应环境变化的
生理机制，为其他经济鱼类抗寒冷应激的研究提供依据。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）是近几十年来被广泛应用于生物
学、遗传学、医学等生命科学领域的重要模式生物，可在５～
３８℃下生存［７－８］，是研究鱼类对不同环境温度适应性的良好

模型。根据已有研究，本试验对正常环境温度２８℃与寒冷温
度１８℃下饲养的斑马鱼进行比较［９－１０］，以揭示斑马鱼在低

温环境温度下ＣＮＳＳ参与应激反应的相关基因变化，并结合
行为学分析初步研究斑马鱼在寒冷应激条件下的适应机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　斑马鱼养殖　试验所用斑马鱼由笔者所在实验室斑
马鱼房自行繁育，属野生型 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ纯系后代。斑马鱼养
殖系统购自上海海圣水族设备有限公司，每１０～１５尾养殖于
３Ｌ水循环系统鱼缸中。养殖房水温和室温均控制在２６～
２８℃，光照度约为２００ｌｘ，光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ。
１．１．２　样品处理　选取健康、性成熟的６月龄雄性斑马鱼为
研究对象，随机选取同批次体长为（３．０５±０．３０）ｃｍ、体质量
为（０．３６±０．１０）ｇ的雄鱼。将斑马鱼移至恒温培养箱进行
试验处理，分为常温对照组、冷应激组，处理温度分别为２８、
１８℃。光照周期与养殖系统内养殖环境相同，２个组的斑马
鱼分别在各自温度下处理１４ｄ。试验结束后迅速断头、断尾，
在冰上对斑马鱼尾部完成ＣＮＳＳ取样。
１．２　方法
１．２．１　行为学试验和分析　每组取６尾鱼进行行为学分析，
于２０：００将待观察的斑马鱼从恒湿培养箱内取出，转移至
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ行为学观察装置中，待斑马鱼适应后（约１０ｍｉｎ）对
其游泳行为进行连续记录并分析。采用Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ系统（法国
众为公司产品）对斑马鱼的游泳行为进行摄像分析，每尾斑马

鱼连续观察５ｍｉｎ并记录。根据预试验结果，将斑马鱼游泳速
度在２ｃｍ／ｓ以下定义为慢速游泳，将２ｃｍ／ｓ以上定义为快速
游泳。采用Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ行为学分析软件对５ｍｉｎ内快速游泳时
间和距离、慢速游泳时间和距离、平均游泳速度进行分析。

１．２．２　反转录与荧光定量 ＰＣＲ　按照说明书采用 Ｔｒｉｚｏｌ
（ＴａＫａＲａ）提取斑马鱼ＣＮＳＳ样品ＲＮＡ，提取的ＲＮＡ在 Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ仪器上进行浓度测定。采用反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，
Ａ０４７）按照说明书取１μｇＲＮＡ进行反转录，将得到的 ｃＤＮＡ
稀释１０倍后进行实时荧光定量 ＰＣＲ分析。采用２×ＳＲＢＲ
荧光分析酶（Ｒｏｃｈｅ公司）进行实时荧光定量分析，ＰＣＲ反应
体系共２０μＬ，其中上下游引物各 １μＬ、ｃＤＮＡ模版 ２μＬ、
ＳＹＢＲ酶１０μＬ，剩余体积用水补足。采用 ａｂｉ７５００型仪器行
热循环反应，ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
１５ｓ，６０℃变性和延伸４０ｓ，共设置４０个循环。反应结束后
设置溶解曲线检验反应产物的特异性。以 β－ａｃｔｉｎ为内进
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标，采用２－ΔΔＣＴ方法对目的基因进行相对定量分析，所用引物
序列见表１。
１．３　统计学分析

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ５（ＧｒａｐｈｐａｄＳｏｆｔｗａｒｅ．ＳａｎＤｉｅｇｏ，
ＣＡ）软件对数据进行统计分析并作图，数据以“平均值±标准
误”表示。采用Ｔ－ｔｅｓｔ方法对对照组和试验组的基因表达、
行为学数据进行统计分析，Ｐ＜０．０５表示差异显著，Ｐ＜０．０１

表示差异极显著。

２　结果与分析

２．１　斑马鱼的游泳行为
采用Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ行为学观察仪（法国众维公司产品）对斑

马鱼５ｍｉｎ内的游泳轨迹进行摄像。游泳轨迹见图１，绿色曲
线、红色曲线分别表示低速、快速游泳运动。

表１　ＰＣＲ扩增反应所用引物序列

基因名称 正向引物（５′→３′）　　　 反向引物（５′→３′）　　　
ＵⅠ ＣＡＣＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＴ ＴＣＡＡＴＧＧＧＡＣＧＧＧＣＴＴＣＡ
ＵⅡα ＧＣＡＧＣＣＧＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣ ＣＡＡＡＡＧＡＣＣＡＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＣ
ＵⅡβ ＡＧＴＣＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＧＣＴＴ ＧＣＧＧＣＡＴＣＡＴＧＧＧＡＧＡＧＡＴＡ
ＣＲＨ ＧＣＣＧＣＧＣＡＡＡＧＴＴＣＡＡＡＡ ＧＣＧＡＧＧＡＧＡＡＴＣＴＧＴＧＣＧＴＡＡ
Ｍ２ ＣＡＧＡＣＣＧＴＣＡＡＣＡＡＣＴＡＣＴＴＣＣ ＴＡＡＴＣＡＡＣＡＧＣＣＡＧＣＣＡＣＡ

β－ａｃｔｉｎ ＧＣＴＧＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣ ＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴＣＧＣＡＣＴＴＣ

　　采用行为学分析软件对斑马鱼的运动轨迹进行分析。结
果表明：从时间分布来看，２个组的斑马鱼在运动时间分布上
具有显著差异，在观察记录的５ｍｉｎ运动行为中，寒冷组斑马
鱼慢速运动所占时间明显多于对照组（图２－Ａ），而快速游

泳运动的时间明显少于对照组（图２－Ｂ）；从游泳距离来看，
寒冷应激组的慢速游泳距离显著高于对照组（图２－Ｃ），而快
速游泳距离显著低于对照组（图２－Ｄ）；寒冷应激组斑马鱼
的平均游泳速度明显小于对照组（图２－Ｅ）。
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２．２　ＣＮＳＳ组织ＵⅠ、ＣＲＨ、ＵⅡ、Ｍ２基因表达
采用 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ方法检测对照组和试验组斑马鱼

ＣＮＳＳ组织中应激相关基因ＣＲＨ、ＵⅠ、ＵⅡα、ＵⅡβ的表达，
并对运动相关基因Ｍ２进行研究。结果表明：与对照组相比，
试验组斑马鱼ＣＮＳＳ组织中应激相关基因ＣＲＨ、ＵⅡα、ＵⅡβ

的表达均显著增加（图３－Ａ、３－Ｃ、３－Ｄ）；ＵⅠ 基因的表达
在对照组和试验组之间没有差异（图３－Ｂ）；乙酰胆碱受体基
因Ｍ２在试验组斑马鱼 ＣＮＳＳ组织中的表达显著高于对照组
（图３－Ｅ）。

３　结论与讨论

应激是生物应对外界环境变化重新调整体内动态平衡过

程而进行特异和非特异级联放大的生理反应，应激的重要神

经内分泌反应之一是 ＨＰＡ轴即下丘脑 －垂体 －肾上腺轴的
激活。鱼类不仅具有下丘脑 －垂体系统，还具有一套类似的
神经分泌系统ＣＮＳＳ，即尾部神经分泌系统［１１］。ＣＮＳＳ系统内
的Ｄａｈｌｇｒｅｎ细胞分泌物通过轴突运送至尾垂体中贮存，再由
尾垂体直接分泌进入尾静脉，以便分泌物迅速抵达肾脏、肠、

性腺、肝脏等靶器官，参与机体对外界环境的适应过程［５，１２］。

已有研究表明，鱼类在寒冷条件下运动能力显著下降，机

体内参与代谢的各种酶的活性随着温度下降而下降，提供给

肌肉运动的能量也随之减少［１３］。本试验中，１８℃寒冷条件
下斑马鱼慢速游泳的时间显著长于２８℃条件下的对照组，且
其游泳距离显著小于对照组，表明寒冷处理对斑马鱼的正常

游泳机能造成了影响。在试验前期对斑马鱼１、２４ｈ等长时
间的游泳运动行为进行了观察，发现低温条件下鱼的运动行

为均显著下降，因此本研究只分析具有代表性的５ｍｉｎ内游
泳轨迹。

以往关于鱼类对温度应激的研究多集中于鱼类脑部［１０］，

而鱼类ＣＮＳＳ是机体除脑部外参与应激的主要部位，ＣＮＳＳ内
的Ｄａｈｌｇｒｅｎ细胞通过分泌ＣＲＨ、ＵⅠ、ＵⅡ等激素进入血液参
与应激反应［１４］。在大鼠和虹鳟鱼的研究中，应激导致 ＣＲＨ
ｍＲＮＡ表达上升［１５－１６］，这与本研究中斑马鱼经冷应激处理后

ＣＲＨ基因表达显著上升相一致，但本研究中ＵⅠ基因表达并
未表现出差异。尽管ＣＲＨ和ＵⅠ基因同属于ＣＲＨ超家族一

类，且ＣＲＨ和ＵⅠ在鱼脑和尾部ＣＮＳＳ系统存在共表达的现
象［１７］，但参与ＣＲＨ和ＵⅠ的具体转录调控机制可能并不同。
在大麻哈鱼脑组织内，８—９月时雌性、雄性脑组织 ＣＲＨｍＲ
ＮＡ均显著升高，但ＵⅠ 基因却没有差异［１８］。将虹鳟从淡水

环境转移至海水中，２４ｈ后进行基因表达分析，发现脑前区
组织中ＣＲＨ表达升高，但ＵⅠ并未发生变化［１９］。

对低等脊椎动物硬骨鱼 ＵⅡ的研究表明，该激素参与动
物体内的渗透压调节［２０］。国外学者研究发现，ＵⅡ能刺激离
体虾虎鱼膀胱，并适应淡水生活的欧洲鳗鲡后肠组织对钠离

子的吸收和重吸收能力［２１］。ＵⅡ能增加鱼类在低渗环境中对
钠离子和氯离子的保存能力，从而减少机体内离子的流失。

牙鲆血液中Ｕｒｏｔｅｎｓｉｎ激素的含量与外部盐度密切相关，当欧
洲川鲽从盐水环境转移至淡水中时，血液Ｕｒｏｔｅｎｓｉｎ水平显著
上调［１４］，表明ＵⅡ在离子调节方面具有重要作用。已有研究
表明，寒冷条件下斑马鱼鳃组织中 Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰ酶的活性下
降，伴随体内钙离子和钠离子显著下降［２２］。本研究中，ＵⅡα
和ＵⅡβ基因ｍＲＮＡ升高可能是寒冷刺激引起斑马鱼离子丢
失后，体内离子浓度恢复平衡的一种弥补机制。

毒蕈碱样乙酰胆碱受体（Ｍ受体）属于 Ｇ蛋白相偶联的
受体超大家族，参与运动、体温调节、学习记忆等多种重要生

理功能［２３－２４］。Ｍ２激动剂可以剂量依赖性地增强老鼠血液内
皮质醇的浓度，如果将 Ｍ２基因进行敲除，Ｍ２激动剂的效果
被抑制，表明 Ｍ２信号通路在应激过程中起到了重要作
用［２５］。本研究中，寒冷应激处理后斑马鱼ＣＮＳＳ组织中的Ｍ２
受体表达明显上调，进一步证明寒冷处理对斑马鱼产生了明

显的应激反应，同时体现了Ｍ２基因在应激中的重要性。
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１８℃的寒冷处理对斑马鱼造成了应激反应，并严重影响
斑马鱼的运动机能。寒冷造成斑马鱼的应激反应以及运动机

能下降，可能是机体为了生存而减少运动、保存能量的一种策

略，具体机理有待进一步研究。
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