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　　摘要：以锦鲤胚胎为研究对象，分别在受精初期、卵裂期、囊胚期、原肠期、胚体及器官形成期、出膜前期取样，测定
鱼卵受精初期及胚胎发育不同时期超氧化物歧化酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶活性及丙二醛含量。结果显示，锦鲤鱼

卵受精初期超氧化物歧化酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶活性及丙二醛含量均较低，随着胚胎发育，酶活性及丙二醛含量

均呈现上升趋势。当发育至原肠期时，酶活性及丙二醛含量均显著升高（Ｐ＜０．０５）；当胚胎发育至出膜前期时，酶活
性及丙二醛含量继续上升，且显著高于以前各时期（Ｐ＜０．０５）。此时期，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、
碱性磷酸酶（ＡＫＰ）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量分别为受精初期的１．７８、３．６２、２３．４１、１．９２倍。
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　　鱼类在壳内的发育阶段称为胚胎发育，该阶段是鱼类个
体发育最为关键的时期。在鱼类早期发育生物学中，通常将

鱼类的胚胎发育分为受精期、卵裂期、囊胚期、原肠期、胚体及

器官形成期、出膜前期等多个时期。鱼类的细胞分化和组织、

器官发育等均在胚胎发育过程中开始发生，因此鱼类胚胎发

育过程中生理代谢十分活跃［１］。同时，整个胚胎发育过程中

只有卵壳的保护，易受到外界环境的破坏，因此需要较强的抗

菌和免疫能力。酶是机体活细胞产生的一种生物催化剂，生

命活动中的各类代谢化学反应、免疫反应均为酶促反应，因而

特定酶的催化能力代表了机体特定动能的发育情况。超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）是一种重要的抗氧化酶，是机体清除超氧阴
离子自由基的首要物质，它可对抗和阻断因氧自由基对细胞

造成的损害，并可及时修复和保护细胞。酸性磷酸酶（ＡＣＰ）
和碱性磷酸酶（ＡＫＰ）是非特异性磷酸单酯水解酶，分别在酸
性和碱性环境下起催化作用，在动物 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质、脂
类及机体免疫等代谢过程中起着重要的调控作用。丙二醛

（ＭＤＡ）含量通常被认为可反映机体脂质过氧化程度的指标，
并具有毒性。因此，ＳＯＤ、ＡＣＰ、ＡＫＰ这３种酶活性及ＭＤＡ含
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量的变化可以反映动物机体生理生态变化、免疫机能及健康

状况［２－５］。本研究以锦鲤（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．）为研究对象，旨
在通过研究锦鲤胚胎发育过程中ＳＯＤ、ＡＣＰ、ＡＫＰ这３种酶活
性及ＭＤＡ含量的变化规律，探讨鱼类胚胎发育过程和代谢
调控机理。

１　材料与方法

１．１　受精卵采集
通过人工催产、干法受精，获得受精卵，随机分为３组，约

１０００粒／组，置于含有 ５００ｍＬ试验用水的培养皿（直径
２０ｃｍ，高３ｃｍ）中孵化。鱼卵刚受精时立即取样，然后用显
微镜连续观察受精卵，在以下各取样点进行取样，取样点分别

为：受精初期、卵裂期、囊胚期、原肠期、胚体及器官形成期、出

膜前期，每个取样点采集鱼卵或胚胎约１００粒（个）／皿，用滤
纸吸干水，置于离心管中，－８０℃保存待测。试验用水为经
过曝气的自来水，水温为（１８±１）℃，ｐＨ值 ７．４，溶解
氧≥５ｍｇ／Ｌ，每２４ｈ换水约１／２。胚胎发育过程中，及时清除
未受精卵、死卵及异常发育的胚胎。

１．２　样品制备与测定
样品制备参照孔祥会等的方法［６］进行。粗提液蛋白定

量参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ的测定方法［７］进行，标准蛋白为牛血清白蛋

白（ＢＳＡ，购于ＡＭＲＥＳＣＯ公司）。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、酸
性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）的活性及丙二醛（ＭＤＡ）
的含量，均采用北京澳联雅实验设备中心的试剂盒进行，具体

测定方法参照试剂盒说明书。

１．３　数据统计与分析

试验数据用平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）（ｎ＝６，３个平行，２
个重复）表示。采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据统计和分析，用
多重比较法进行组间差异显著性分析，显著水平为０．０５。

２　结果与分析

在显微镜下观察，水温为（１８±１）℃、ｐＨ值为 ７．４、
ＤＯ（溶氧量）≥５ｍｇ／Ｌ等的条件下，受精卵在受精１９２ｍｉｎ发
育至１６胞期，３０５ｍｉｎ发育至囊胚晚期、１２６３ｍｉｎ发育至原
肠晚期、２４１８ｍｉｎ发育至心跳形成期、３５１２ｍｉｎ发育至出膜
前期。试验过程中，各取样点涵盖了胚胎发育从受精至刚孵

化出仔鱼整个过程。

２．１　超氧化物歧化酶活性的变化
由图１可知，锦鲤胚胎发育过程中ＳＯＤ活性变化呈现出

上升的趋势。在受精初期，ＳＯＤ的活性最低，为（４８．２５２±
２．４３）Ｕ／ｍｇ；发育至囊胚期、原肠期时分别为（５０．３０９±
２．１４）、（５３．２５１±２．３２）Ｕ／ｍｇ，差异不显著（Ｐ＞０．０５）；由原
肠期经胚体及器官形成期，至出膜前期 ＳＯＤ活性显著上升
（Ｐ＜０．０５），在出膜前期达到最高，为（８５．９８１±３．２５）Ｕ／ｍｇ，
为受精初期的１．７８倍。
２．２　酸性磷酸酶、碱性磷酸酶的活性变化

由图２可知，锦鲤胚胎发育过程中ＡＣＰ、ＡＫＰ活性的变化
均呈现出上升趋势，并具有协同性。在受精初期，ＡＣＰ、ＡＫＰ
的活性最低，分别为（１．１５８±０．０２４）、（０．０２６±０．０１３）Ｕ／ｇ；
当发育至原肠期时，酶活性明显增强，分别为（２．６７９±
００３１）、（０．０４２±０．００５）Ｕ／ｇ，与之前各时期相比差异显著

（Ｐ＜０．０５）；当发育至胚体及器官形成期时，ＡＣＰ、ＡＫＰ的活
性分别上升至（２．７３８±０．０２５）、（０．０４８±０．００８）Ｕ／ｇ，但与原
肠期相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）；当发育至出膜前期时，酶活
性继续上升，且显著高于以前各个时期（Ｐ＜０．０５），此时期
ＡＣＰ、ＡＫＰ的活性分别为受精初期的３．６２、２３．４１倍。
２．３　丙二醛含量的变化

由图３可知，锦鲤胚胎发育过程中ＭＤＡ的含量呈现出逐
渐增多的趋势。受精初期 ＭＤＡ含量最低，为（８．０２３±
０．４２）ｎｍｏｌ／ｍｇ，从受精初期发育至卵裂期、囊胚期 ＭＤＡ含量
无显著性变化（Ｐ＞０．０５）；当发育至原肠期时 ＭＤＡ含量为
（１０．２９５±０．５６）ｎｍｏｌ／ｍｇ，显著增多（Ｐ＜０．０５）；当发育至出
膜前期时，ＭＤＡ含量继续上升至（１５．４３６±０．８１）ｎｍｏｌ／ｍｇ，
且显著高于以前各个时期（Ｐ＜０．０５），为受精初期的
１９２倍。

３　讨论

胚胎发育过程中各种酶的作用极为复杂，其活性变化也
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受到多种因子的影响，尤其是胚胎发育后期要经历神经管、脊

索、肌节、尾芽、心脏等的形成。同时，胚胎运动、胚胎孵化等

均需要大量的生理代谢和信息传导。在本研究中，超氧化物

歧化酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶活性在锦鲤胚胎发育过程中

持续协同增加，主要是满足胚胎发育的需要。

Ｓｗａｉｎ等认为鱼类主要通过卵子母源性抗体传递给子
代［８－９］。并有研究显示，生命早期发育过程中免疫力也可由

自身的合子基因表达［１０］。熊铧龙等在研究普安银鲫（Ｃａｒａｓ
ｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）胚胎发育中，抗氧化酶活性变化时，发现在普安
银鲫早期发育中，超氧化物歧化酶在成熟卵子中就具有活性，

说明普安银鲫胚胎发育中超氧化物歧化酶是由母体传递而

来，并非胚胎合子基因的合成［１１］。Ｋｕｍａｎｏ等对海鞘（Ｈａｌｏ
ｃｙｎｔｈｉａｒｏｒｅｔｚｉ）胚胎中碱性磷酸酶活性的研究显示，胚胎中虽
然含有少量母源性碱性磷酸酶，但是在胚胎内胚层发育时碱

性磷酸酶主要来源于碱性磷酸酶基因的表达［１２］。在本研究

中，首次取样点为受精初期，即在鱼卵刚受精时立即取样，可

见样品中应含有受精卵和成熟卵子，通过生化测定超氧化物

歧化酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶均具有活性，因为刚受精立

即取样，胚胎合子基因还未进行充分的表达、合成，所以初步

判断锦鲤胚胎发育过程中超氧化物歧化酶、酸性磷酸酶、碱性

磷酸酶可由母体带来，属于母源性酶类。随着锦鲤胚胎的持

续发育，以上３种酶活性逐渐增加，这种变化趋势与王书平等
对金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）胚胎［１３］、孔祥会等对金鱼胚胎［１４］、

熊铧龙等对普安银鲫的研究［１１］基本相似。在本研究中，以胚

胎发育至原肠期为节点，除超氧化物歧化酶外，其余２种酶活
性均显著上升（Ｐ＜０．０５），是否有合子基因开始表达，还有待
进一步研究。当胚胎发育至出膜前期时，酶活性继续上升，且

显著高于以前各个时期（Ｐ＜０．０５），此时期超氧化物歧化酶、
酸性磷酸酶、碱性磷酸酶活性分别为受精初期的１．７８、３．６２、
２３．４１倍，这时可能是有合子基因表达参与代谢的结果。因
为在胚胎发育至出膜前期时，卵黄囊中贮存的蛋白质、脂质等

营养物质已经基本耗尽，这时酶活性的增强可能是由于合子

基因表达的结果。

在本研究中，锦鲤鱼卵受精初期丙二醛含量最低，说明抗

氧化能力较强。但是，随着胚胎发育，丙二醛含量逐渐增多，

说明胚胎发育过程中持续发生一定的氧化应激反应。当胚胎

发育至原肠期时，丙二醛含量显著增多（Ｐ＜０．０５），为激烈的
氧化应激反应所致，此时应为胚胎免疫力和抗氧化能力较弱

的时期，此时期一定要增强胚胎管理，才可提高胚胎孵化率和

成活率。当发育至出膜前期时，卵黄囊内的营养物质基本耗

尽，机体需要更为旺盛的生理代谢来满足发育的需要，此时期

应为产生活性氧自由基最多的时期，同时出膜过程中仔鱼与

水体直接接触，水体环境因子也可刺激其产生一定的氧化应

激反应，从而导致丙二醛含量上升，这就可以解释本研究所产

生的结果。这与熊铧龙等对普安银鲫胚胎［１１］、Ｅｌｅｎａ－Ｄíａｚ
等对鲟鱼（ＡｃｉｐｅｎｓｅｒｓｔｕｒｉｏＬｉｎｎａｅｕｓ）胚胎的研究结果［１５］一致。

同时，说明出膜期为受精卵孵化又一关键时期，在此时期一定

要强化管理，避免胚胎受到各种因素的干扰，同时要保持适宜

的水质条件，以保持胚胎正常的发育进程，切不可延长孵化

时间。

４　结论

本研究显示，在锦鲤胚胎发育过程中超氧化物歧化酶、酸

性磷酸酶、碱性磷酸酶活性逐渐升高，说明锦鲤胚胎生理代谢

逐渐旺盛，信息传导增多，酶活性持续协同增加，主要是满足

胚胎发育的需要。丙二醛含量逐渐增多，说明胚胎发育过程

中持续发生一定的氧化应激反应。当胚胎发育至原肠期、出

膜前期时，丙二醛含量均显著上升，所以这２个时期是胚胎发
育免疫能力较弱的时期，一定要强化管理，避免胚胎受到各种

因素的干扰。
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