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荆州碘泡虫寄生部位种群分化
*

王 茂,赵元莙,高 磊,杨承忠

(重庆师范大学 生命科学学院 动物生物学重庆市重点实验室,重庆401331)

摘要:【目的】研究荆州碘泡虫(Myxoboluskingchowensis)寄生于同种宿主不同寄生部位的种群分化及系统发育关系。
【方法】对荆州碘泡虫不同种群及相似物种的形态和它们18SrDNA序列的变异位点、相似度、遗传距离、AT碱基比进行

比较,分析了它们的系统发育关系。【结果】荆州碘泡虫重庆胆囊种群、武汉肌肉种群和武汉肾脏种群的形态学特征基本

一致。各种群18SrDNA序列相似度为98.8%~100.0%,遗传距离为0.000~0.009,变异位点数为3~12个,AT碱基

比(53.29%)高于GC碱基比(46.71%)。荆州碘泡虫不同种群及相似物种的系统发育树分为两大枝,孢子前端平滑且钝

圆的的物种聚为一枝,孢子前端较尖的物种聚为了另一枝;鳃寄生的碘泡虫整体处于该系统发育树的基部。【结论】寄生

于异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)上不同器官部位的荆州碘泡虫已出现种群分化;孢子形态上相似的碘泡虫物种具

有更近的亲缘关系;较之于肌肉、肾脏、胆囊、骨骼肌、鳔和肠寄生的碘泡虫而言,鳃寄生碘泡虫分化较早。
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粘孢子虫(Myxosporidia)是一类个体微小、具危害性的后生动物(Metazoa)寄生虫,除极少数寄生于鸟类、哺
乳类和环节动物(Annelida)外,通常寄生于变温脊椎动物,尤其是鱼类[1-9]。到目前为止,世界上已被记录的粘孢

子虫有2200余种[10]。碘泡科(Myxobolidae)是其中最大的一科,且含有丰富的物种[11-12]。
碘泡虫(Myxobolus)可寄生于鱼体几乎所有部位,但是不同部位的寄生对鱼体的影响不同。例如:透镜碘泡

虫(Myxoboluslentisuturalis)寄生于肌肉时可造成鱼类体表溃烂,而寄生于胆囊时则不会引起明显症状。吴李

碘泡虫(Myxoboluswulii)寄生于金鱼(Carassiusauratusauratus)的肝胰脏时可使鱼腹部膨大,结构遭到破坏;
但寄生于鳃时,除鳃丝间充满包囊外,鱼体并未出现明显症状[13]。上述现象暗示,这些寄生在宿主鱼不同部位的

碘泡虫种群可能存在一定程度的分化。1973年李连祥和倪达书在采自湖北黄石花马湖的鲫(Carassiusaura-
tus)肌肉中发现了荆州碘泡虫(Myxoboluskingchowensis),但将它认作肌肉碘泡虫(Myxobolusmusculi)。1998
年陈启鎏和马成伦发现该物种的孢子前端较尖且极囊大小占孢子大小的2/3,而肌肉碘泡虫孢子呈椭圆形且极

囊大小占孢子大小的1/2,因此认为它并非肌肉碘泡虫,并在中国动物志中将之重新命名为荆州碘泡虫。荆州碘

泡虫的宿主除鲫外,还包括鲂(Megalobramaterminalis)、兴凯鱊(Acheilognathuschankaensis)、鳙(Aristich-
thysnobilis)等,且它的寄生部位呈现多样化[14]。此前,对荆州碘泡虫仅有形态描述,直到2017年赵子明等人[15]

从武汉市蔡甸区池塘养殖的异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)肌肉与肾脏中再次发现荆州碘泡虫并首次提交

了它的18SrDNA序列分子数据。为了深入了解荆州碘泡虫寄生于相同宿主不同寄生部位的种群分化情况,笔
者对检获自嘉陵江重庆段异育银鲫胆囊中的该物种种群(以下简称胆囊种群)、武汉肌肉种群(以下简称肌肉种

群)、武汉肾脏种群(以下简称肾脏种群)以及相似物种的形态和18SrDNA序列的相似度、遗传距离、变异位点、
AT碱基比等进行了比较,最后对它们的系统发育关系进行了分析。

1材料与方法

1.1样本收集与物种鉴定

30条寄主鱼异育银鲫于2018年4月13号采自嘉陵江重庆段,在其中3尾鱼的胆囊里发现了荆州碘泡虫。
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参照文献[16]对样本进行处理和鉴定。

1.2DNA提取、扩增和测序

1.2.1DNA提取 用移液枪吸取胆囊里的粘孢子虫样本至1.5mL离心管中,采用DneasyTissueKit(QIA-
GEN)试剂盒对样本基因组DNA进行提取,提取成功后保存于-20℃冰箱待用。

1.2.2DNA扩增与测序 对提取成功的样本基因组DNA进行18SrDNA序列片段扩增,扩增引物为18E:

5′-CTGGTTGATCCTGCCAGT-3′和18R:5′-CTACGGAAACCTTGTTACG-3′[17-18]。25μL的PCR反应体

系,包括5μLMix(上海英潍捷基生物公司),两种引物各0.5μL(10μmol·L-1),6ng模板DNA,用超纯水灭

菌后补足至25μL。反应程序为:94℃预变性90s;35个循环的94℃变性20s、56℃退火20s、72℃延伸

2min;72℃延伸5min。整个反应完成后扩增产物在12℃PCR仪下保温。最后产物的检测、纯化与测序参照

文献[19]进行。

1.3序列和系统发育分析

将获得的荆州碘泡虫样本的18SrDNA序列在NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)中进行BLAST比

对,并下载与之相似度较高的物种序列,其余碘泡虫物种序列根据碘泡科物种种类进行选取并下载,下载序列均

以FASTA文件格式保存[10]。用MEGA6.0软件的K2P模型对本研究样本及与之高相似度序列之间的遗传距

离进行计算,并使用在线软件PairwiseSequenceAlignment(www.ebi.ac.uk/Tools/psa/)的GlobalAlignment
计算两两序列间的相似度[20]。结合 MEGA6.0和Bioedit软件分析不同序列间的变异位点和AT碱基比。最

后利用在线软件TheCIPRESScienceGatewayV.3.3(http://www.phylo.org/)中的RAxML-HPC2XSEDE
(7.6.3)模式构建最大似然树(Maximumlikelihood,ML),选择100次重复抽样进行Bootstrap检验;利用 Mr-
Bayes3.1.2软件中的 GTR模式构建贝叶斯树(Bayesianinference,BI),运行3000000代,每200代抽样

1次[21]。系统发育树以鲑四囊虫(Tetracapsuloidesbryosalmonae,Genbank登录号:FJ981823)为外群,绘制软

件为FigTreev1.4.2和Photoshop[22]。

2结果

2.1形态学重描述与鉴别

来自异育银鲫胆囊荆州碘泡虫的孢子壳面观卵形,前端略尖,后端钝圆,缝面观纺锤形;两个极囊呈茄形,大
小不同,约占孢子大小的2/3,极囊纵轴之间的夹角约为39°。荆州碘泡虫的3个胆囊种群、肌肉种群(Genbank
登录号:KP400624)、肾脏种群(Genbank登录号:KP400625)和原始描述种群[14]的形态及大小最为接近。此外,
与荆州碘泡虫形态上最为相似的种为阿拉巴哈德碘泡虫(Myxobolusbhadrensis,Genbank登录号:KM029972)
和吴李碘泡虫(Genbank登录号:EF690300)[13,23],但阿拉巴哈德碘泡虫孢子整体上比荆州碘泡虫小且孢子前端

较圆,而吴李碘泡虫的孢子远大于荆州碘泡虫的孢子(表1)。

2.218SrDNA序列变异位点分析

研究结果显示:在1410bp共有18SrDNA序列长度上,荆州碘泡虫胆囊种群、肌肉种群及肾脏种群之间变

异位点数为3~12个;荆州碘泡虫与阿拉巴哈德碘泡虫、肌肉碘泡虫(Genbank登录号:JQ388891)、饼形碘泡虫

(Myxobolusartus,Genbank登录号:FJ710799)等不同物种相比,该序列最低变异位点数分别为76,89和88个

(图1)。比较3个胆囊种群的18SrDNA序列,发现其中的变异位点有0~5个。而3个胆囊种群与肌肉种群相

比,该序列变异位点有8~12个;与肾脏种群相比,该序列变异位点有3~8个。肌肉种群与肾脏种群相比,该序

列变异位点有8个。

2.318SrDNA序列遗传距离、相似度和AT碱基比分析

表2显示:3个胆囊种群与肾脏种群、肌肉种群在18SrDNA序列上的遗传距离范围为0.000~0.009,相似

度范围为98.8%~100.0%;荆州碘泡虫与阿拉巴哈德碘泡虫、肌肉碘泡虫、饼形碘泡虫等不同物种在18SrDNA
序列上的遗传距离范围为0.044~0.074,相似度范围为92.4%~95.6%。荆州碘泡虫各种群18SrDNA序列的

A,T,C和G的平均碱基比分别为26.67%,26.62%,18.40%和28.31%;AT碱基比为53.29%,高于GC碱基

比(46.71%)。阿拉巴哈德碘泡虫18SrDNA序列的A,T,C和G的碱基比分别为26.37%,26.59%,18.46%
和28.58%;AT碱基比为52.96%,高于GC碱基比(47.04%)。肌肉碘泡虫18SrDNA序列的A,T,C和G的

碱基比分别为26.02%,27.08%,18.03%和28.87%;AT碱基比为53.10%,高于GC碱基比(46.90%)。饼形
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碘泡虫18SrDNA序列的 A,T,C和G的碱基比分别为26.18%,25.75%,18.67%和29.40%,AT碱基比为

51.93%,仍然高于GC碱基比(48.07%)。

表1 荆州碘泡虫胆囊种群与其相似物种的形态特征比较

Tab.1 ThemorphometriccomparisonofgallbladderpopulationofM.kingchowensiswiththerelatedspecies μm

物种 宿主 寄生部位 采集地 孢子长 孢子宽 孢子厚 极囊长×极囊宽 资料来源

荆州碘泡虫

(M.kingchowensis)

鲫(C.auratus)、鲢
(Hypophthalmichthys

molitrix)、
鲂(M.terminalis)、
白鲫(Carassiusauratus
cuvieri)、兴凯鱊

(A.chankaensis)、
金鱼(C.auratusauratus)、

鳙(A.nobilis)

鳃、体
表、肾
脏、肝、

肌肉、

膀胱、

胆囊、

心、鳔、

肠

中国

湖北、

浙江、

广东

10.7
(9.6~
12.0)

8.3
(7.2~
8.4)

6.0

7.2(6.2~8.4)×

3.4(2.6~3.6)a

5.9(4.8~6.0)×

2.6(2.2~3.0)b

文献[14]

荆州碘泡虫

肌肉种群

(KP400624)

异育银鲫

(C.auratusgibelio)
肌肉

中国

湖北

11.2
(9.8~
12.1)

8.6
(7.1~
9.7)

6.6
(5.9~
7.4)

6.8(5.8~7.7)×

3.4(2.9~4.1)a

5.8(4.8~7.0)×

2.7(1.9~3.6)b

文献[15]

荆州碘泡虫

肾脏种群

(KP400625)
异育银鲫 肾脏

中国

湖北

10.8
(10.0~
12.1)

8.3
(6.0~
9.4)

6.4
(5.5~
7.1)

6.8(5.2~8.0)×

3.2(2.4~3.7)a

5.6(4.6~7.1)×

2.6(2.0~3.4)b

文献[15]

荆州碘泡虫

胆囊种群1
(n=25)

(MH521300)

异育银鲫 胆囊
中国

重庆

11.1
(10.5~
11.7)

9.0
(8.7~
9.4)

6.9
(6.8~
7.0)

6.7(6.1~7.3)×

3.3(2.9~3.8)a

5.7(5.0~6.3)×

2.7(2.4~3.0)b

本研究

荆州碘泡虫

胆囊种群2
(n=32)

(MH521301)

异育银鲫 胆囊
中国

重庆

11.8
(10.8~
12.8)

8.5
(8.1~
9.1)

6.4(5.6~6.9)×

3.0(2.1~3.9)a

5.4(4.6~5.9)×

2.5(1.9~3.1)b

本研究

荆州碘泡虫

胆囊种群3
(n=30)

(MH521302)

异育银鲫 胆囊
中国

重庆

11.0
(10.3~
11.9)

8.5
(7.7~
9.0)

6.3(5.8~6.7)×

3.2(2.8~3.5)a

5.6(5.2~5.9)×

2.7(2.5~2.8)b

本研究

阿拉巴哈德

碘泡虫

(M.bhadrensis,

KM029972)

卡特拉魮

(Catlacatla)
肌肉 印度

10.0
(9.2~
10.4)

6.6
(6.0~
7.2)

4.5
(4.0~
5.3)

5.5(4.8~6.0)×

3.0(2.6~3.3)a

4.2(3.6~4.8)×

2.0(1.6~2.6)b

文献[23]

吴李碘泡虫

(M.wulii,

EF690300)
异育银鲫 肝胰腺

中国

湖北

17.7
(16.5~
18.9)

10.6
(9.1~
10.8)

8.3
(7.2~
9.0)

9.3(8.4~9.9)×

3.7(3.4~4.0)a

9.0(8.1~9.2)×

3.6(3.4~3.8)b

文献[13]

  注:物种名后括号内的编号为Genbank登录号;表中数据用“平均值(范围)”表示;a,b分别表示大、小极囊测量数据
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注:左侧物种由上到下分别为:荆州碘泡虫的肌肉种群、肾脏种群以及3个胆囊种群,阿拉巴哈德碘泡虫,肌肉碘泡虫和饼形碘泡虫

图1 各物种/种群18SrDNA序列变异位点分析

Fig.1 Theregionsofvariablesitesof18SrDNAamongspecies/populations

2.4系统发育树分析

选取25条相关序列所构建的BI树和 ML树表现出一致的拓扑结构。图2显示,该系统发育树共分为两大

枝(a枝和b枝),与荆州碘泡虫聚为一枝的碘泡虫,它们的孢子前端平滑且钝圆;其余碘泡虫聚为另一枝,它们的

孢子前端统一较尖。在系统树中,鳃寄生的碘泡虫整体上处于系统树的基部(图2,表3)。

23 重庆师范大学学报(自然科学版) http://www.cqnuj.cn           第36卷



表2 基于18SrDNA的各物种/种群间的相似度和遗传距离

Tab.2 Similaritiesandgeneticdistancesamongspecies/populationsbasedon18SrDNA

编号 物种
Genbank
登录号

编号

1 2 3 4 5 6 7 8

1 荆州碘泡虫(M.kingchowensis)肌肉种群 KP400624 99.1% 99.1% 99.1 98.8% 93.4% 92.6% 92.4%

2 荆州碘泡虫肾脏种群 KP400625 0.006 99.8% 99.8% 99.4% 94.0% 93.2% 93.0%

3 荆州碘泡虫胆囊种群1 MH521300 0.005 0.002 100.0%99.6% 94.2% 93.4% 93.2%

4 荆州碘泡虫胆囊种群2 MH521301 0.005 0.002 0.000 99.6% 94.2% 93.4% 93.2%

5 荆州碘泡虫胆囊种群3 MH521302 0.009 0.006 0.004 0.004 94.5% 93.6% 93.4%

6 阿拉巴哈德碘泡虫(M.bhadrensis) KM029972 0.062 0.059 0.057 0.057 0.054 94.3% 93.7%

7 肌肉碘泡虫(M.musculi) JQ388891 0.072 0.068 0.066 0.066 0.064 0.056 95.6%

8 饼形碘泡虫(M.artus) FJ710799 0.074 0.071 0.068 0.068 0.066 0.059 0.044

  注:左下角数据为遗传距离,右上角为相似度

  注:a枝上碘泡虫的孢子形态前端如左上小图所示,b枝上碘泡虫的孢子形态前端如左下

小图所示;物种名后的编号为Genbank登录号

图2 基于18SrDNA序列构建的碘泡虫 ML/BI系统发育树

Fig.2 ThephylogenetictreeofML/BIofMyxobolusbasedon18SrDNA

3讨论

肌肉碘泡虫的报道多见

于在 欧 洲 进 行 的 相 关 研 究。
早期将荆州碘泡虫鉴定为肌

肉碘泡虫主要是基于寄生部

位而言,但后者的宿主以及形

态大小均与荆州碘泡虫存在

较大差异。本研究通过18S
rDNA序列比对发现,二者相

似性最高只有93.6% (表2),
这更进一步说明早期鉴定有

误,从而证明了荆州碘泡虫重

新命名的有效性。
对荆州碘泡虫不同种群

及相似物种18SrDNA 序列

变异位点的比较结果显示,荆
州碘泡虫不同种群该序列的

变异位点数最高为12个,而
它们与相似物种在该序列上

的变异位点数超过了76个,
此结果符合赵元莙等人[24]认

为的同一碘泡虫物种不同种

群18SrDNA 序列变异位点

的一般变化范围(图1)。同时,对荆州碘泡虫不同寄生部位种群18SrDNA序列的变异位点的分析结果还表明,
该物种各种群间18SrDNA的变异与寄生部位有关(图1)。有研究报道碘泡虫种内相似度变化范围为98.6%~
100%,遗传距离变化范围为0.000~0.010[25-29],这与本研究结果基本一致(表2)。本研究中,荆州碘泡虫各种

群18SrDNA序列的AT平均碱基比(53.29%)高于GC平均碱基比(46.71%),表现出一定的AT组成偏向性,
而较高的AT碱基比有利于DNA序列的变异和种群分化。
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表3 相关碘泡虫物种信息

Tab.3 TheinformationofMyxobolusspecies

物种
Genbank
登录号

寄生部位 宿主 采集地

荆州碘泡虫(M.kingchowensis)
肌肉种群

KP400624 肌肉 异育银鲫(C.auratusgibelio) 中国湖北

荆州碘泡虫肾脏种群 KP400625 肾脏 异育银鲫 中国湖北

荆州碘泡虫胆囊种群1 MH521300 胆囊 异育银鲫 中国重庆

荆州碘泡虫胆囊种群2 MH521301 胆囊 异育银鲫 中国重庆

荆州碘泡虫胆囊种群3 MH521302 胆囊 异育银鲫 中国重庆

阿拉巴哈德碘泡虫(M.bhadrensis) KM029972 肌肉 卡特拉魮(C.catla) 印度

饼形碘泡虫(M.artus) FJ710799 骨骼肌 鲤(Cyprinuscarpio) 中国湖北

鲤碘泡虫(M.cyprini) AF380140 肌肉 鲤 匈牙利

肌肉碘泡虫(M.musculi) JQ388891 肌肉 博氏魮(Luciobarbusbocagei) 葡萄牙埃斯特河

克拉马斯碘泡虫(M.klamathellus) KX261616 皮下、肾脏 蓝骨尾鱼(Gilacoerulea) 美国克拉玛斯湖

斯坦利碘泡虫(M.stanlii) DQ779995 肌肉的结缔组织 稀鳞曲口鱼(Campostomaoligolepis) 美国阿拉巴马州

伪异型碘泡虫(M.pseudodispar) KU340979 肌肉 红眼鱼(Scardiniuserythrophthalmus) 匈牙利巴拉顿湖

似环碘泡虫(M.cycloides) DQ439810 鳔的结缔组织 圆鳍雅罗鱼(Leuciscuscephalus) 匈牙利多瑙河

盖尔碘泡虫(M.gayerae) DQ439809 肠壁 圆鳍雅罗鱼 匈牙利多瑙河

苍梧碘泡虫(M.tsangwuensis) KJ561441 鳃 鲤 中国湖北

埃拉斯碘泡虫(M.eirasianus) JF311900 鳃片的毛细血管网 粗鳞鳊(Bliccabjoerkna) 匈牙利

内膜碘泡虫(M.intimus) FJ716098 鳃片的毛细血管网 圆腹雅罗鱼 匈牙利

阿瓦罗碘泡虫(M.alvarezae) FJ716097 鳃的多层上皮 赤梢鱼(Aspiusaspius) 匈牙利

斯特加碘泡虫(M.sitjae) JF311898 鳃的多层上皮 粗鳞鳊(Bliccabjoerkna) 匈牙利

二裂碘泡虫(M.bilobus) DQ008579 鳃丝远端 金体美鳊(Notemigonuscrysoleucas) 加拿大

似野结碘泡虫(M.tambroides) JX028236 鳃 似野结鱼(Tortambroides) 马来西亚

银鲫碘泡虫(M.ginbuna) LC228238 鳃片 兰氏鲫(Carassiuslangsdorfii) 日本

野鲤碘泡虫(M.koi) FJ841887 鳃 鲤 美国佐治亚州

卡特拉碘泡虫(M.catlae) KM029967 鳃片 卷须鲮(Cirrhinuscirrhosus) 印度

赵子明等人[15]发现,肾脏中的荆州碘泡虫不是因寄生在肌肉中的荆州碘泡虫“老化”后进入排泄系统而来,
而是放射孢子感染宿主后经历了不同的免疫压力,因而选择了不同的发育途径。这表明肾脏和肌肉是荆州碘泡

虫两个稳定的寄生部位,且两者已成为了不同的种群。笔者仅在异育银鲫的胆囊里发现了荆州碘泡虫,因此可

以排除荆州碘泡虫偶然从其他感染部位转移至胆囊的可能性。这一情况表明胆囊也是荆州碘泡虫稳定的寄生

部位。通过对18SrDNA序列的变异位点、遗传距离、相似度和AT碱基比的分析可知:寄生于胆囊、肾脏和肌肉

的荆州碘泡虫在遗传上已经出现分化,且各种群间隔离时间较长,已形成不同的种群,但尚未形成不同的物种

(图1,表2)。
对发育系统树各个碘泡虫物种和种群的寄生部位、宿主、采集地以及孢子形态进行分析,发现系统树依据碘

泡虫的孢子形态聚枝,前端平滑且钝圆的孢子形态的物种聚为一枝,前端较尖的孢子聚为了另一枝(图2)。该树

的聚枝情况与碘泡虫的寄生部位以及宿主和采集地无紧密相关性,表明在孢子形态上相似的物种具有更近的亲

缘关系,这与Fiala等人[30]的观点一致。在系统发育树中,鳃寄生的碘泡虫整体处于树的基部,表明较之于肌肉、
肾脏、胆囊、骨骼肌、鳔和肠寄生的碘泡虫,鳃寄生碘泡虫分化较早。这可能与体表寄生和体内寄生的演化有关:
与宿主其他寄生部位相比,鳃寄生所需克服的保护屏障较少;而在宿主内部寄生不仅要克服更多的保护屏障,还
可能受到宿主免疫反应等的排斥作用。因此,鳃寄生的碘泡虫可能是较早定居的类群,随着该类群的不断进化

和侵入宿主能力的加强,由此逐渐分化出在鱼体内部寄居的其他碘泡虫类群。
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AnimalSciences

PopulationDivergenceofMyxoboluskingchowensisonDifferentParasite-Sites

WANGMao,ZHAOYuanjun,GAOLei,YANGChengzhong
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ItaimstoinvestigatethepopulationdivergenceofMyxoboluskingchowensisondifferentparasite-sitesandphy-
logeneticrelationship.[Methods]ComparisonswereconductedonM.kingchowensiswiththerelatedcongenersviatheirmorphologi-
calcharacteristics,sequencesimilarity,geneticdistance,variablesites,ATratioandphylogenybasedon18SrDNA.[Findings]Ba-
sically,thepopulationsofM.kingchowensisfromChongqingandWuhansharedaconsistentmorphologicalcharacteristics;these

populationshad98.8%~100.0% similarity,0.000~0.009geneticdistance,and3~12variationsitesandhigherATratio
(53.29%)thanGCratio(46.71%);thephylogenetictreerevealedthatMyxobolusspeciesweregroupedintotwomaingroups:

specieswithsmoothandbluntroundsporemorphologyclusteredtogetherasaclade,whichissistertoanothercladeformedbythe
specieswithsharpspores;thegill-infectingspeciesofMyxobolusaregenerallyatthebaseofthephylogenetictree.[Conclusions]

PopulationsofM.kingchowensisinfectingdifferentsitesofCarassiusauratusgibelioweregeneticallydivergent;specieswithsimi-
larsporesshapewerecloselyrelated;thegill-infectingspeciesofMyxobolusdivergedearlierthanthoseinfectingmuscle,kidney,

gallbladder,skeletalmuscle,swimbladderandintestine.
Keywords:Myxoboluskingchowensis;18SrDNA;populationdivergence;parasite-sites

(责任编辑 方 兴)

63 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) http://www.cqnuj.cn     Vol.36No.1



 2019年1月 重庆师范大学学报(自然科学版) Jan.2019
第36卷 第1期 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) Vol.36 No.1

动物科学 DOI:10.11721/cqnuj20190122

急性光周期紊乱对斑马鱼繁殖行为的影响
*
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(重庆师范大学 生命科学学院 重庆市高校动物生物学重点实验室 重庆市高校生物活性物质工程研究中心,重庆401331)

摘要:【目的】考察急性光周期紊乱对斑马鱼(Daniorerio)成鱼繁殖行为的影响。【方法】设置1个正常光周期组(对照组,

12h光照 ∶12h黑暗),1个短光周期组(6h光照∶18h黑暗)和1个长光周期组(18h光照∶6h黑暗),分别连续暴露

雌、雄斑马鱼成鱼3d,暴露结束后统计斑马鱼的繁殖行为参数,并分析光周期紊乱对斑马鱼繁殖行为的影响及该影响的

性别差异。【结果】与对照组的情况相比:1)光周期紊乱严重干扰了斑马鱼雌雄成鱼共同进入产卵区的时间和频次,其中

短光周期的影响更为严重;2)光周期紊乱明显干扰了雌雄斑马鱼分别进入产卵区域的时间,而对它们分别进入产卵区域

的频次没有明显影响;3)光周期紊乱对斑马鱼繁殖行为的影响没有性别差异。【结论】光周期紊乱明显抑制斑马鱼的繁

殖行为,短光周期的抑制作用更为严重,但这种影响没有性别差异。
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动物的昼夜节律由内在的生物计时系统支撑,是一系列行为、生理和分子参数的周期性(24h左右)变化[1]。
环境光是促使动物体内部昼夜节律系统与外部同步的关键因素,与动物的生命活动密切相关[1]。地球上的各种

生物在长期的进化过程中已对稳定的光周期变化形成了适应。昼夜节律(正常的光周期)对人类及其他各种动

物正常生理功能的维持不可或缺。有研究发现,正常的光周期在鱼类的生长发育、摄食和繁殖等生理活动中起

重要作用[2-5]。光周期变化会影响鱼类的生长、性腺发育、产卵量、肝脏能量储备、幼鱼的生长发育等[6-11]。光周

期的紊乱还能干扰鱼类的视觉行为、学习能力和觉醒阈值[12-14]。异常照明能改变动物视觉行为的发育[13],睡眠

剥夺能明显损害斑马鱼(Daniorerio)对电击的行为反应及回避能力[14]。
斑马鱼是一种原产于印度和孟加拉的小型淡水鱼类,是动物生殖、发育、行为等方向研究的重要模型。斑马

鱼的繁殖需要在清晨予以光照刺激,光照时间的早晚直接影响到该物种是否产卵及产卵量大小[6],因此该物种

繁殖行为受到光照及光周期的调节,而紊乱的光周期很可能会改变斑马鱼的繁殖行为。为此,本研究将斑马鱼

雌雄成鱼放入不同光周期环境中连续饲养3d后,在清晨光照刺激后录制繁殖视频并分析斑马鱼在繁殖过程中

的各种繁殖行为的变化,初步探讨急性光周期变化对斑马鱼繁殖行为的影响及该影响的性别差异,从而为有关

光周期在鱼类繁殖和繁殖行为调控中的作用及相关调控机理的研究提供基础资料。

1材料与方法

1.1实验材料与处理

实验用斑马鱼雌雄成鱼(AB系,120天龄)购自武汉国家斑马鱼资源中心,雌鱼和雄鱼的平均体质量分别为

(0.45±0.05),(0.32±0.08)g。在光周期暴露实验前,将雌鱼和雄鱼置于暗室中分别驯养14d。驯养时的光照

条件为正常光周期即12h光照∶12h黑暗,其中每日9:00—21:00为光照时期,光源为照度1000lx的日光灯;
驯养水温为(28±0.5)℃;驯养期间每日喂食2次,换水1次。驯养结束后,设置1个对照组,采用驯养期的光照

条件;1个短光周期组,光照条件为6h光照∶18h黑暗,每日12:00—18:00为光照时期;1个长光周期组,光照
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条件为18h光照∶6h黑暗,每日6:00—0:00为光照时期。对雌鱼和雄鱼分别进行暴露。每日喂食2次,喂食

时间为12:30和17:30;换水1次,换水时间为15:00。喂食和换水时间均处于光照时期内,以保证黑暗环境不被

人为活动所破坏。暴露期间保持氧气、光照充足,连续暴露3d。在实验鱼进行繁殖行为的前1天17:00,将1尾

雌鱼和1尾雄鱼放入用可流通水挡板隔离的30L容积的玻璃鱼缸内,加水25L。每组设置9个平行缸。在暴

露结束后的第2天7:00前,于鱼缸正上方安装日本索尼公司生产的SONYDSC-RX100M4摄像机,撤去挡板,
将装有5mm玻璃珠的塑料盒(7cm×7cm×2.5cm)放置于鱼缸角落,作为产卵区域。光照5min用以刺激实

验鱼繁殖,然后摄像以记录实验鱼的繁殖行为,记录时长30min。水质参数如硝酸盐、亚硝酸盐、溶解氧等物质

含量以及pH都控制在正常范围内。每3个平行缸使用1台摄像机对行为进行拍摄,每组使用3台摄像机。所

有雌鱼和雄鱼繁殖行为的记录共使用9台摄像机同时拍摄。

  
 a 相遇频次               b 相互追逐频次

  

 c 同时进入产卵区频次          d 同时进入产卵区时间

    注:不同字母表示组间数据差异具有统计学意义(p<0.05),下同

图1 光周期紊乱对雌雄斑马鱼相遇、相互追逐频次以及

同时进入产卵区的频次、时间的影响

Fig.1 Effectsofphotoperioddisturbancesonthefrequenciesofbothmaleand

femalezebrafishmeetingorchasingeachotherandthefrequenciesand

thedurationsofbothofthemstayinginspawningareasimultaneously

斑马鱼繁殖行为的统计方法参照Baatrup和Henriksen[15]的方法进行。雌、雄斑马鱼繁殖行为的统计指标

为:1)雌、雄斑马鱼相遇频次(雄鱼和雌鱼之间的距离小于0.5cm即为相遇);2)相互追逐频次;3)雌、雄斑马鱼

同时进入产卵区域的频次与逗留时间;4)雌、雄斑马鱼单独进入产卵区的频次与逗留时间。斑马鱼分别进入产

卵区域频次的性别差异通过比较“(对照组雌鱼进入频次-短(长)光周期处理组雌鱼进入频次)/对照组雌鱼进

入频次”的计算值与“(对照组雄鱼进入频次-短(长)光周期处理组雄鱼进入频次)/对照组雄鱼进入频次”的计

算值来加以分析。斑马鱼分别进入产卵区域时间的性别差异通过比较“(对照组雌鱼进入时间-短(长)光周期

处理组雌鱼进入时间)/对照组雌鱼进入时间”的计算值与“(对照组雄鱼进入时间-短(长)光周期处理组雄鱼进

入时间)/对照组雄鱼进入时间”的计算值来进行分析。

1.2数据统计

实验数据均以“平均值±标准误”表示,采用Excel2003和SPSS13.0软件对数据进行常规计算及统计处

理。各项指标的统计均使用t检验进行分析。当p<0.05时,上述统计结果具有统计学意义。柱形图使用

GraphPadPrism6软件(SanDiego,CA)绘制。

2结果

2.1对雌鱼和雄鱼相遇、相互

追逐频次以及同时进入产卵

区的频次和时间的影响

图1a,b显示,3个处理组

的雌、雄斑马鱼相遇频次和相

互追逐频次均无统计学意义

上的差异。与对照组的情况

相比,短光周期组雌、雄斑马鱼

同时进入产卵区的频次有统

计学意义上的下降(p<0.05);
而长光周期组雌、雄斑马鱼同

时进入产卵区的频次也有减

少的趋势,但与对照组这一指

标的差异不具有统计学意义

(图1c)。短、长光周期组与对

照组相比,前两者的雌、雄斑

马鱼同时进入产卵区的时间

均有统计学意义上的减少(p
<0.05),但前两者的这一指

标无具有统计学意义上的差

异(图1d)。
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a 雌雄斑马鱼单独进入产卵区频次          b 雌雄斑马鱼单独进入产卵区时间

图2 光周期紊乱对雌雄斑马鱼单独进入产卵区的频次和时间的影响

Fig.2 Effectsofphotoperioddisturbancesonthefrequenciesandthedurationsof
maleorfemalezebrafishstayinginspawningareaalone

  
 a 斑马鱼单独进入产卵区频次的性别差异     b 斑马鱼单独进入产卵区时间的性别差异

图3 光周期紊乱对斑马鱼单独进入产卵区的频次和时间影响的性别差异

Fig.3 Thesexualdifferencesofeffectsofphotoperioddisturbancesonthefrequenciesandthe
durationsofdifferentsexualzebrafishstayinginspawningareaalone

2.2对雌鱼和雄鱼单独进

入产卵区的频次和时间的

影响

与对照组雌、雄斑马鱼

进入产卵区 域 频 次 相 比,
短、长光周期组的这一指标

均有下降趋势,但有关差异

在3个处理组间不具有统

计学意义(图2a)。然而,
与对照组雌、雄斑马鱼进入

产卵区域时间相比,短、长
光周期组的这一指标均有

统计学意义上的减少(p<
0.05),但后两者的差异不

具有统计学意义(图2b)。

2.3光周期紊乱对斑马鱼

繁殖行为影响的性别差异

短、长光周期组中,雌
鱼进入产卵区域频次均比

雄鱼的这一指标更低,但两

者差异不具有统计学意义

(图3a)。相反地,短、长光

周期组中,雌鱼进入产卵区

域时间相对于雄鱼而言更

长,但两者差异也不具有统计学意义(图3b)。

3讨论与结论

研究表明,不同光周期对小鼠(Musmusculus)的血浆皮质激素和生长激素水平产生不同的影响,能干扰小

鼠的生长速度[16]。相似的研究发现,较短的光照时间能降低大绒鼠(Eothenomysmiletus)的体质量[17]。对禽类

的研究发现,较长的光周期能明显上调产前ISA褐蛋鸡(Gallusgallus)下丘脑中GnRH-ImRNA表达,促进卵

巢的发育[18];相反地,较短的光周期则明显下调该品种鸡的垂体GnRH-RamRNA表达,致使卵巢发育延缓[18]。
由此可见,正常的光周期在动物的繁殖调节和性腺的周期性发育过程中起重要作用。另有研究表明,夜间人为

给予光照会影响C57Bl/6小鼠的情感行为,如抑郁行为和焦虑行为[1]。不同光周期处理对蛋用型北京油鸡的就

巢和产蛋行为也有明显影响[19]。上述研究表明,紊乱的光周期还可能通过影响动物的行为(尤其是繁殖行为)来
干扰动物的繁殖性能。

有关黄金鲈鱼(Percaflavescens)、奥尼鱼(Oreochromisniloticus♀×Oreochromisaureus♂ )的研究表明,
适当延长光照时间可以促进这两种鱼的生长[8-9],对松江鲈鱼(Trachidermusfasciatus)的性腺发育及肝脏能量

储备也有明显影响[10]。相反,缩短光周期能促进鲑鳟鱼类的性腺发育[11]。此外,环境照明对斑马鱼胚胎发育和

随后幼鱼的生长和发育有重要影响[6];夜间给予红光能降低斑马鱼的产卵量[7]。光周期紊乱还能干扰鱼类视觉

行为的发育、学习能力、觉醒阈值等。相关研究表明,夜晚光照会导致斑马鱼幼鱼和成鱼表现出更高的觉醒阈值

并增加白天休息时间[12]。恒定光照时间延长还能改变斑马鱼视觉行为的发育[13];而剥夺睡眠能显著损害斑马

鱼对电击的行为反应及回避学习能力[14]。然而,光周期紊乱是否会干扰鱼类的繁殖行为,这种干扰效应是否具

有性别差异,尚无任何报道。
在本研究中,持续3d的急性光周期紊乱对斑马鱼的部分繁殖行为如相遇次数、相互追逐次数等并无明显影

响,表明光周期紊乱可能对斑马鱼的求偶行为影响有限。另一个解释是,研究中设置的光周期紊乱持续时间尚
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不足以影响斑马鱼的求偶过程。斑马鱼的繁殖有2个特性:1)需要将卵产入石堆中;2)若无石堆将吞食自己

(或配偶)产出的鱼卵。本研究在鱼缸中放入一个装有玻璃球的塑料盒,以模拟产卵区域(石堆)。结果表明,短
光周期组中,雌、雄斑马鱼共同进入产卵区的频次明显下降,而长光周期组中雌、雄斑马鱼进入产卵区域频次和

对照组中的情况相比则无明显变化,似乎说明长光周期对斑马鱼的繁殖行为没有明显影响。然而,无论是短光

周期组还是长光周期组,其中的雌、雄斑马鱼共同进入产卵区域时间同对照组的情况相比均明显减少,表明雌、
雄斑马鱼的产卵或排精意愿可能均明显降低。因此可以推测:急性光周期紊乱能明显干扰斑马鱼的繁殖行为,
且短光周期的这一影响可能更加剧烈。本研究还发现,经过短光周期和长光周期暴露后,与对照组的情况相比,
尽管雌、雄斑马鱼单独进入产卵区域频次没有明显变化,但它们单独进入产卵区域时间均明显降低。上述结果

表明,经过短、长光周期暴露后的斑马鱼虽然仍然频繁进入产卵区域,但逗留在繁殖区域产卵、排精的意愿均明

显降低。
由于鱼类雌雄两性在繁殖地位、身体结构和体内激素环境上存在差异,因此外源胁迫对鱼类雌雄两性的影

响通常具有一定的性别差异[20-21]。然而本研究发现,无论在短光周期组还是长光周期组,雌、雄斑马鱼单独进入

产卵区的频次和时间均无明显差异。因此,虽然光周期紊乱能干扰斑马鱼的繁殖行为,但对斑马鱼雌、雄两性的

影响可能没有性别差异。此外需要注意的是,在斑马鱼的繁殖过程中,雄性斑马鱼通常会引诱雌性斑马鱼进入

产卵区域,因此前者在繁殖过程中常占据主导地位[22]。那么,雌性斑马鱼繁殖行为的改变及改变程度是直接受

光周期紊乱影响还是受限于光周期紊乱导致的雄性斑马鱼繁殖行为改变,还有待进一步深入研究。
综上所述,急性光周期紊乱对斑马鱼繁殖行为有明显影响,其中短光周期的抑制作用更为明显。但光周期

紊乱导致的繁殖行为变化无性别差异。本研究为进一步阐明光周期在鱼类繁殖和繁殖行为调控中的作用奠定

了基础。
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AnimalSciences

EffectsofAcutePhotoperiodDisturbancesontheReproductiveBehaviorsofZebrafish

CHENXin,SHENGShang,JIANGTao,LIUZhihao
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toinvestigateeffectsofacutephotoperioddisturbancesonthereproductivebehaviorofzebrafish.[Methods]

Bothmalesandfemalesofadultzebrafish(Daniorerio)wereexposedtothenormal(12hlight:12hdark)(Control),shortsun-
light(6hlight:18hdark)andlongsunlight(18hlight:6hdark)photoperiodfor3days.Afterexposure,thereproductivebehav-
iorsweremeasuredandthesexualdifferenceswerefurtheranalyzed.[Findings]Comparedtothecontrol:1)Thephotoperioddis-
turbancesseverelyinterferedwiththefrequencies/durationsforbothsexesinspawningareasimultaneously,withmoresevereim-
pactintheLow-lightgroup;2)Thephotoperioddisturbancessignificantlyinterferedwiththedurationinspawningareaofmaleand
female,respectively,whilethefrequenciesinspawningareaofmaleandfemaleremainedunchanged,respectively;3)Nodifference
inalteredreproductivebehaviorsineachtreatedgroupwasidentifiedbetweensexes.[Conclusions]Photoperioddisturbancessignifi-
cantlydisruptedthereproductivebehaviorsofadultzebrafish,withmoresevereimpactontheLow-lightgroup,however,nosexual
differencewasidentifiedbetweensexes.
Keywords:photoperioddisturbances;zebrafish;reproductivebehavior;sexualdifference
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水体双酚A暴露对鲤肝肾的氧化胁迫及静止代谢率的影响
*

张江惠,吴光洁,唐婉琴,袁伦强

(西南大学 淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室,重庆400715)

摘要:【目的】研究水体中双酚A(BPA)暴露对鲤(Cyprinuscarpio)肝、肾组织的氧化胁迫及静止代谢率的影响。【方法】

设置1个水体中BPA暴露质量浓度为0的空白对照组、1个水体中BPA暴露质量浓度为0但乙醇质量分数为0.03%的

乙醇对照组和水体中BPA暴露质量浓度分别为0.5,0.9,1.8,3.6,7.2mg·L-1等5个处理组,处理30d后测定各组实

验鱼的静止代谢率,肝组织中BPA的积累量及肝、肾组织中丙二醛(MDA)含量和过氧化氢酶(CAT)活性。【结果】1)3.6
和7.2mg·L-1BPA暴露处理组的肝、肾组织中 MDA含量比两个对照组的肝、肾组织中 MDA含量更高,且与后两者的

差异均具有统计学意义(p<0.05)。2)3.6和7.2mg·L-1BPA暴露处理组的肝组织中CAT活性以及1.8,3.6和7.2

mg·L-1BPA暴露处理组的肾组织中CAT活性均低于两个对照组的肝、肾组织中CAT活性,与后两者的差异均具有统

计学意义(p<0.05)。3)1.8和3.6mg·L-1BPA暴露处理组的静止代谢率高于两个对照组的静止代谢率,7.2mg·

L-1BPA暴露处理组的静止代谢率低于两个对照组的静止代谢率,上述差异均具有统计学意义 (p<0.05)。4)实验鱼肝

组织中BPA积累量随水体中BPA暴露质量浓度的升高而升高,表现出明显的线性正相关关系。【结论】水体BPA暴露

质量浓度与鲤肝组织中BPA积累量之间具有剂量-效应关系。鲤肝、肾组织中 MDA含量和CAT活性对水体BPA暴露

相对较敏感,肝组织比肾组织更敏感。在一定质量浓度范围内,水体BPA暴露导致鲤静止代谢率升高以满足鲤在组织损

伤修复和毒物净化方面额外的能量消耗,但较高质量浓度的BPA暴露可能对鱼体组织器官造成损伤并引起静止代谢率

下降。

关键词:双酚A;鲤;丙二醛;过氧化氢酶;静止代谢率

中图分类号:Q175 文献标志码:A    文章编号:1672-6693(2019)01-0042-06

双酚A(BisphenolA,BPA)是有机化工生产的重要原材料。由于BPA被大量生产和使用,目前在世界范围

内的水环境中都可以检测到它的存在。例如,中国水环境中的BPA污染正逐年增加并已在珠江、黄浦江等重要

水系中被检测到[1-3]。虽然BPA在水环境中的半衰期较短,但仍能对水环境造成一定程度的影响[4],危及水生

生物的生命健康。目前,BPA对水环境的影响现已引起中国环境保护部门和相关人员的重视。
已有研究证明多种鱼类对水环境中的BPA有富集能力[4-6],且鱼类在特殊发育阶段如卵黄囊期,对BPA的

富集能力更强[7]。近些年来,人们已就BPA对水生生物的内分泌干扰、生殖毒性[8-13]、免疫毒性[14]、神经毒性[15]

等方面的影响做了大量研究。关于BPA对雌激素受体途径的影响方面更是做了重点研究,结果表明BPA不仅

通过雌激素受体途径对机体产生毒性作用,而且还通过非经典受体途径及非受体途径产生毒性作用[8-13]。本研

究考察了不同质量浓度的BPA暴露对鲤(Cyprinuscarpio)肝肾组织的氧化胁迫及静止代谢率的影响,为有关

环境内分泌干扰物对鱼类的毒理学效应研究提供基础资料。

1材料与方法

1.1实验材料

实验用鱼购于四川省内江市李家镇养殖场,运回实验室后进行驯化饲养14d。驯养水体为曝气自来水,温
度为 (25±1)℃,溶氧质量浓度维持在5.1mg·L-1以上,光照条件为12h光照∶12h黑暗,每日更换1/3体积
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的驯养水体,并投喂饲料1次。

1.2实验方法

驯化结束后选取生长基本一致(体质量和体长分别为(76.2±9.51)g和(14.2±0.3)cm)、生理状况良好的鲤

进行实验。通过预备实验测得BPA对鲤的96h半致死质量浓度为9.07mg·L-1,安全质量浓度为0.91mg·L-1。
按照等比法分级设置驯养水体中BPA质量浓度分别为0.5,0.9,1.8,3.6,7.2mg·L-1等5个BPA暴露处理

组;由于5个BPA处理组水体中均使用了质量分数为0.03%的乙醇对BPA进行助溶,故设1个驯养水体中不

含BPA但乙醇质量分数为0.03%的乙醇对照组;此外再设1个驯养水体中不含BPA和乙醇的空白对照组。每

个实验组10尾鱼,暴露处理时间为30d。实验期间,实验鱼的饲料投喂量及环境条件与驯化期相同。

1.3样品采集和测定方法

实验鱼肝、肾组织中丙二醛(MDA)含量和过氧化氢酶(CAT)活性的测定方法为:1)取样前1天停止喂食,
每组随机取出5尾实验鱼,洗净擦干体表水分,4℃条件下于解剖盘中迅速取肝、肾组织,用溶质质量分数为

0.7%的生理盐水洗净再用吸水纸吸干,装入离心管内,液氮处理后置于-20℃冰箱留存。2)将待测组织按质

量体积比1∶9加入4℃生理溶液,4℃下匀浆,然后1000r·min-1离心10min,取上清液,存于4℃条件下待

测。3)使用购自南京建成的 MDA、CAT检测试剂盒检测实验鱼肝、肾组织中 MDA含量和CAT活性。
采用实验室自制的鱼类流水式呼吸仪测定实验鱼静止代谢率,以曝气2d后的自来水作为实验用水,水温控

制在(25±1)℃。每组随机取5尾鱼,装入代谢呼吸室中24h后,每间隔2h测1次代谢率,共测定5次,取平均

值。静止代谢率的计算公式为:R=
ΔCO2×v

m
,其中R 为静止代谢率(单位:mg·kg-1·h-1);ΔCO2

为空白呼吸

室与实验鱼呼吸室的溶氧质量浓度差值(单位:mg·L-1);v为呼吸仪水流流量(单位:L·h-1);m 为鱼的体质

量(单位:kg)。
用于肝组织BPA积累量测定的样品取自静止代谢率测定完成后的各组实验鱼肝脏,采用液-液萃取法将样

本进行前处理后,在4℃下保存待测,BPA积累量的定量分析采用液相色谱法[16],结果数据以BPA在肝组织中

的质量分数表示。

1.4数据处理方法

实验所得数据均采用“平均值±标准误”表示。使用Excel2007软件对实验鱼肝脏中BPA积累量进行线性

回归分析,用SPSS17.0软件对实验鱼 MDA含量、CAT活性及静止代谢率进行单因素方差分析及LSD多重比

较。当p<0.05时,上述统计结果具有统计学意义。

2结果

2.1肝组织中BPA积累量

 图1 水体BPA暴露后鲤肝组织中BPA质量分数

 Fig.1 MassfractionofbisphenolAinthelivertissueof
 C.carpioafterexposuretowater-bornebisphenolA

图1显示,随着BPA暴露质量浓度的上升,实验鱼

肝组织中BPA积累量明显增加,表现出剂量-效应关系。
计算得到反映两者关系的线性回归方程为y=5.0575x+
24.115(n=25,R2=0.9373,p<0.05),其中y,x分别

为肝组织BPA累积量和水体中BPA质量浓度。

2.2对肝肾组织中 MDA含量和CAT活性的影响

研究结果显示,空白对照组和乙醇对照组实验鱼肝

肾组织中 MDA含量和CAT活性均无统计学意义上的

差异(图2~图5)。
从图2可见,实验鱼肝组织中 MDA含量随BPA暴

露质量浓度的上升而增加。0.5,0.9和1.8mg·L-1

BPA暴露处理组肝组织中 MDA含量无统计学意义上的差异,但1.8mg·L-1BPA暴露处理组肝组织中 MDA
含量高于空白对照组及乙醇对照组肝组织的 MDA含量,且与后两者的差异具有统计学意义(p<0.05);3.6和

7.2mg·L-1BPA暴露处理组肝组织中 MDA含量的差异具有统计学意义(p<0.05),且均比两个对照组肝组

织中 MDA含量高,与后两者的差异均具有统计学意义(p<0.05)(图2)。
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实验鱼肾组织中MDA含量随BPA暴露质量浓度的上升而增加(图3)。从图3还可以看出,0.5,0.9和1.8
mg·L-1BPA暴露处理组以及空白对照组、乙醇对照组的肾组织中 MDA含量均无统计学意义上的差异;3.6和

7.2mg·L-1BPA暴露处理组肾组织中 MDA含量间无统计学意义上的差异,但均高于两个对照组肾组织中

MDA含量,且与后两者均有统计学意义上的差异(p<0.05)。

注:不同字母表示组间数据差异具有统计学意义(p<0.05),下同

图2 水体BPA暴露对鲤肝组织中 MDA含量的影响

Fig.2 Theeffectofexposuretowater-bornebisphenolAon
MDAcontentinthelivertissueofC.carpio

图3 水体BPA暴露对鲤肾组织中 MDA含量的影响

Fig.3 Theeffectofexposuretowater-bornebisphenolAon
MDAcontentinthekidneytissueofC.carpio

从图4可见,实验鱼肝组织中CAT活性随BPA暴露质量浓度的上升表现出先升高再降低的趋势。0.5,

0.9和1.8mg·L-1BPA暴露处理组以及空白对照组、乙醇对照组肝组织中CAT活性无统计学意义上的差异;

3.6和7.2mg·L-1BPA暴露处理组肝组织中CAT活性比较无统计学意义上的差异,但均低于两个对照组肝

组织中CAT活性,且与后两者的差异均具有统计学意义(p<0.05)(图4)。
图5显示,实验鱼肾组织中CAT活性随BPA暴露质量浓度的上升呈先升高后降低趋势。0.5和0.9mg·

L-1BPA暴露处理组以及空白对照组、乙醇对照组肾组织中CAT活性无统计学意义上的差异;1.8mg·L-1

BPA暴露处理组肾组织中CAT活性低于两个对照组肾组织中CAT活性,但高于3.6和7.2mg·L-1BPA暴

露处理组肾组织中CAT活性,且5个组肾组织中CAT活性的差异均具有统计学意义(p<0.05);3.6和7.2mg·

L-1BPA暴露处理组肾组织中CAT活性无统计学意义上的差异(图5)。

图4 水体BPA暴露对鲤肝组织中CAT活性的影响

Fig.4 Theeffectofexposuretowater-bornebisphenolAon
CATactivityinthelivertissueofC.carpio

图5 水体BPA暴露对鲤肾组织中CAT活性的影响

Fig.5 Theeffectofexposuretowater-bornebisphenolAon
CATactivityinthekidneytissueofC.carpio

2.3对静止代谢率的影响

研究结果表明,空白对照组和乙醇对照组实验鱼的静止代谢率无统计学意义上的差异,且随着BPA暴露质

量浓度的升高,实验鱼静止代谢率先升高再降低(图6)。图6还显示,0.5和0.9mg·L-1BPA暴露处理组的静

止代谢率分别为(111.63±3.34),(121.93±4.51)mg·kg-1·h-1,它们与两个对照组的静止代谢率均无统计
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图6 水体BPA暴露对鲤静止代谢率的影响

Fig.6 Theeffectofexposuretowater-bornebisphenolAon
therestingmetabolicrateofC.carpio

学意义上的差异;1.8和3.6mg·L-1BPA暴露处

理组 的 静 止 代 谢 率 分 别 为 (135.82±3.74)和

(143.09±8.41)mg·kg-1·h-1,两者无统计学意

义上的差异,但较两个对照组的静止代谢率均有统

计学意义上的升高(p<0.05)。7.2mg·L-1BPA
暴露处理组的静止代谢率为(96.49±4.19)mg·

kg-1·h-1,低于其他6个组的静止代谢率,且与它

们的差异具有统计学意义(p<0.05)。

3讨论与结论

已有研究表明,水环境中的BPA可以通过直接

或间接途径进入鱼类体内,而鱼类肝脏对BPA的富

集能力最强[4-5]。本研究中,随着BPA暴露质量浓

度的升高,鲤肝组织中BPA积累量也会升高,并表现出明显的线性正相关关系。

MDA是脂质过氧化反应后形成的降解产物之一,生物体体内 MDA含量不仅可以反映体内脂质过氧化的

速率和程度,也可间接反映体内活性氧自由基产生量及生物体氧化损伤的程度[17-18]。本研究中,随着BPA暴露

质量浓度的增加,实验鱼肝组织中MDA含量也同步增加,在较高质量浓度(1.8,3.6和7.2mg·L-1)BPA暴露

处理组中,实验鱼肝组织 MDA含量均比空白对照组及乙醇对照组肝组织 MDA含量更高。这表明BPA使实验

鱼肝组织受到氧化胁迫,鱼体内活性氧自由基的产生和清除平衡受到破坏。实验鱼肾组织 MDA含量变化趋势

与肝组织中 MDA含量变化趋势相同,且在较高质量浓度(3.6和7.2mg·L-1)BPA暴露处理组的肾组织也受

到了BPA较强的氧化胁迫,诱导产生的活性氧加剧了肾组织的脂质过氧化反应。
过氧化氢是生物体代谢过程中所产生的废物,会对生物体造成损害。CAT是生物体防御系统的关键酶,可

清除代谢产生的过氧化氢,使细胞免受损害[19-22]。有文献表明,随着BPA暴露质量浓度的增加和时间的延长,
斑点叉尾鮰(Ictaluruspunctatus)体内CAT活性先增加后降低,并逐渐趋于稳定[23],本研究中鲤的肝、肾组织中

CAT活性也表现出类似趋势。3.6和7.2mg·L-1BPA暴露处理组的肝组织中CAT活性以及1.8,3.6和7.2
mg·L-1BPA暴露处理组的肾组织中CAT活性均明显低于两个对照组肝、肾组织中的CAT活性。这表明鲤

肝、肾组织的抗氧化系统受到BPA暴露干扰,抗氧化酶活性降低,抗氧化过程受到抑制。同时,由于鱼体内抗氧

化酶活性降低,又导致活性氧的加速生成,从而加剧了BPA对鲤的氧化胁迫,进而导致 MDA含量增加。
静止代谢率是在实验条件下鱼类保持饥饿、静止状态时测得的鱼体标准代谢率的近似值[24],该指标的变化

也可反映污染物对鱼的代谢活动的干扰[25]。研究表明,铅、镉等重金属环境污染物进入鱼体内会干扰代谢水

平[25-27],导致鱼体耗能变化,表现为静止代谢率上升或下降。本研究显示,随着BPA暴露质量浓度的升高,实验

鱼的静止代谢率逐渐升高,但BPA暴露质量浓度达到7.2mg·L-1后,实验鱼的静止代谢率开始下降。这表明

BPA对鱼体的代谢水平具有干扰作用,而鱼体在组织修复和毒物净化活动中可能增加了代谢耗能水平;同时

BPA暴露质量浓度过高又会对鱼体造成严重的组织损伤,因而最终不能通过生理调节应对BPA的干扰。
综上所述,BPA在鲤的肝组织中存在富集效应,并表现出剂量-效应关系。BPA暴露会影响鲤的肝、肾组织

MDA含量和CAT活性,且肝组织比肾组织对BPA的干扰表现得更敏感。鲤受到一定质量浓度的BPA暴露的

胁迫时,静止代谢率升高,从而满足组织损伤修复和毒物净化所需的额外能量支出;但过高的质量浓度BPA暴

露会导致鲤组织器官受损而不能发挥正常的代谢功能。
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AnimalSciences

EffectsoftheExposuretoWater-BorneBisphenolAonOxidativeStressof
theLiverandKidneyandRestingMetabolicRateinCyprinuscarpio

ZHANGJianghui,WUGuangjie,TANGWanqin,YUANLunqiang
(KeyLaboratoryofFreshwaterFishReproductionandDevelopmentofMinistryofEducation,

SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:[Purposes]Thisstudyaimedtodeterminetheoxidativestresseffectsofwater-bornebisphenolAontheliverandkidney
andtherestingmetabolicrateofCyprinuscarpio.[Methods]Ablankcontrolgroup(0mg·L-1),analcoholcontrolgroup(BPA
contentis0andalcoholcontentis0.03%),andfiveexposuregroups(0.5,0.9,1.8,3.6,and7.2mg·L-1)weredesigned.Af-
ter30daysofexposure,themalondialdehyde(MDA)contentandthecatalase(CAT)activityintheliverandkidney,andtherest-
ingmetabolicrateweredetermined.[Findings]1)MDAcontentsintheliverandkidneyof3.6and7.2mg·L-1exposuregroups
werehigherthanthoseoftheblankandalcoholcontrolgroup,withstatisticallysignificantdifference(p<0.05).2)TheCATac-
tivitiesintheliverofthe3.6and7.2mg·L-1exposuregroupswerelowerthanthoseintheblankandalcoholcontrolgroup,while
theCATactivitiesinthekidneyof1.8,3.6,and7.2mg·L-1exposuregroupswerelowerthanthoseoftheblankandalcoholcon-
trolgroup,withstatisticallysignificantdifference(p<0.05).3)Therestingmetabolicratesof1.8and3.6mg·L-1exposure

groupswerehigher,buttherestingmetabolicrateof7.2mg·L-1exposuregroupwaslowerthanthoseoftheblankandalcohol
controlgroup,withstatisticallysignificantdifference(p<0.05).4)TheaccumulationofBPAintheliverincreasedwiththein-
creaseoftheexposureconcentrationofBPAinwatershowingasignificantlinearpositivecorrelation.[Conclusions]Thereisadose-
effectrelationshipbetweenthewater-bornebisphenolAandtheaccumulationofbisphenolAinliverofC.carpio.Thecontentof
MDAandCATactivityinliverandkidneyofC.carpioaresensitivetotheexposureofwater-bornebisphenolA,especiallymore
sensitiveinlivrthaninkidney.TherestingmetabolicrateofthefishexposedtobisphenolAincreasestomeettheadditionalenergy
consumptionoftissuedamagerepairandtoxicdecontamination,butexposuretohigherconcentrationofbisphenolAmaydamage
thetissuesandorgansoffishandreduceitsrestingmetabolicrate.
Keywords:bisphenolA;Cyprinuscarpio;malondialdehyde;catalase;restingmetabolicrate
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中国境内野生穿山甲现状及相关非法贸易概况
*

郭珊珊,彭建军,刘 双,刘 萍

(重庆师范大学 生命科学学院,重庆401331)

摘要:【目的】为更加有效地保护穿山甲(Manissp.)现有野生种群和抑制穿山甲非法贸易的相关工作提供参考资料。【方
法】通过文献查阅对中国境内野生穿山甲种群数量现状、分布情况进行整理分析;利用百度搜索引擎,以“穿山甲”、“查
获”、“走私贸易”等关键词查询网页、CNKI等数据库中1999—2017年中国穿山甲非法贸易相关报道,收集查获数量、涉及

城市等相关数据,并对1999—2017年中国非法贸易情况以及贸易路线进行分析概括。【结果】中国各地野生穿山甲数量

和分布范围却迅速缩减。在查询到的394起有关穿山甲非法贸易的案件中,共计查获穿山甲活体3585只,死体22925
只,甲片35072.71kg。相关案件涉及全国23个省(直辖市、自治区、特别行政区),云南、广西、广东等地为非法贸易多发

地,报道案件数分别占报道案件总数的26.14%,25.13%和17.26%。非法贸易方式主要为海运和陆运方式,陆运途径具

体路线为:缅甸—云南—其他地区、越南—广西和云南—其他地区。海运途径具体路线为:香港—广东—其他地区和马来

西亚—广东。【结论】为有效遏制穿山甲数量急剧下降的事态和恢复穿山甲野生种群,建议:1)加快穿山甲人工繁育工作

进程,加强人工辅助下的种群扩散研究工作,对穿山甲灭绝区域进行重新引入穿山甲的工作;2)加强穿山甲生境恢复工

作;3)加快穿山甲甲片活性成分分析以及人工合成替代物研究进程;4)加大对云南、广西边境地区以及广东沿海地区非

法贸易打击力度,与周边国家合作打击穿山甲非法贸易;5)加强对与穿山甲保护相关的公约、法规以及穿山甲在防止白

蚁危害、维护生态平衡等生态价值的宣传。
关键词:穿山甲;种群数量;非法贸易

中图分类号:Q16 文献标志码:A    文章编号:1672-6693(2019)01-0048-07

穿山甲(Manissp.)为哺乳纲(Mammalia)、鳞甲目(Pholidota)、穿山甲科(Manidae)动物,在全球呈现濒危

或极度濒危状态[1]。人类对穿山甲个体的狩猎捕获、人类活动对穿山甲野外栖息地的大规模破坏、国际上有关

穿山甲的非法贸易等均是引起穿山甲野生种群数量下降的重要因素[2]。因此,全球现存穿山甲物种均于2016
年被列入《濒危野生动植物种国际贸易公约》(CITES)附录Ⅰ中,2017年中国实施的新版《野生动物保护法》也禁

止对穿山甲等国家一级保护野生动物的猎杀、贩卖以及购买[3]。为了向更加有效地保护穿山甲现有野生种群和

抑制穿山甲非法贸易的相关工作提供参考资料,笔者通过文献查阅,对中国境内野生穿山甲种群数量现状、分布

情况进行了整理分析;并利用百度搜索引擎,以“穿山甲”、“查获”、“走私贸易”等关键词查询1999—2017年间在

互联网页、CNKI等数据库中与穿山甲非法贸易相关的网页新闻、法律文书、海关公布案件等报道,通过收集查获

数量、涉及城市等相关数据,对1999—2017年涉及穿山甲非法贸易情况以及贸易路线进行了分析概括;最后对

目前穿山甲的保护工作提出了建议。

1中国境内野生穿山甲现状

全球现存的穿山甲有8种[4],主要分布于亚洲和非洲各国。现有化石纪录以及相关研究显示穿山甲可能起

源于欧洲[5]。杨立[6]根据现已发现的穿山甲和白蚁化石,结合当时气候以及地质条件推测了穿山甲可能的迁移

过程,并认为:始新世时穿山甲由欧洲逐渐扩散至北美、亚洲和非洲;随后由于中新世至上新世逐渐变冷的气候

以及更新世时期冰期与间冰期交替出现引起温度剧烈地变化,导致分布于欧洲和北美的穿山甲灭绝;同时,残余
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的穿山甲向食物资源更为丰富、气候条件也更加温热潮湿的亚非两洲的部分地区迁移并逐渐形成现今穿山甲的

分布格局。中国境内共分布3种穿山甲,其中印度穿山甲(Maniscrassicaudata)和马来穿山甲(Manisjavani-
ca)狭窄分布于云南部分地区且数量稀少,中华穿山甲(Manispentadactyla)数量多、分布范围广,为中国主产穿

山甲[4,7]。中华穿山甲被分为3个亚种:指名亚种(M.pentadactyla)、华南亚种(M.pentadactylaaurita)和海

南亚种(M.pentadactylapusilla),分布区域包括广东、广西、云南、福建、重庆等18个省(直辖市、自治区)[8]。
此外,中国周边的8个国家如缅甸、老挝、泰国、越南、印度等也有少量中华穿山甲分布[9]。

1960年至今,中国境内野生穿山甲的种群数量以及分布范围急剧缩减。从有关广东、福建等穿山甲数量较

多的省份的报道可知:广东省野生穿山甲数量已由1960年的100000余头减少至2000年的5863~14273
头[10],总量下降了85%以上;2008年全国穿山甲野外种群数量快速评估的结果显示,广东等省野外已经很少见

到穿山甲实体[11]。1960年福建省穿山甲的捕获量为20000头[1],按照野外捕获量∶总量为1∶5推算[12],估计

总量为100000头左右,而1994年则总量下降为20000头,下降了约80%;分布地也由最初的全省各地除厦门

市外均有分布缩减至只存在于南平、三明、龙岩等3地的林业保护区内[12]。其他地区野生穿山甲分部情况也不

容乐观,2016年余经裕等人[13]对重庆市14个区县做了行程为80km的调查,所有样线均未发现穿山甲的新鲜

洞穴;同年的一项调查结果也显示,海南省穿山甲仅存在于霸王岭、鹦哥岭等6个自然保护区内[14]。

图1 1980—2016年国内药材市场穿山甲甲片价格走势

Fig.1 ThepricetrendofpangolinscaleinChinese
medicinemarketfrom1980to2016

此外,根据文献查阅结果以及对1980—

2016年全国五大药材市场穿山甲甲片价格进

行统计分析[15-37],得到的结果如图1所示。从

该图可以看出穿山甲甲片价格逐年上涨,除略

有小幅波动以外,已由1980年10元·kg-1上
涨至2016年的2750元·kg-1,这间接反映

出野生穿山甲种群数量的迅速下降。刘逊等

人[38]对五大药市之一的安徽省亳州药材市场

穿山甲商品药材调查鉴定结果也表明:国内穿

山甲野生种群数量已十分稀少,药材市场穿山

甲甲片供给主要来源于其他国家的穿山甲。
活体穿山甲的价格也因野生种群数量稀少由2008年的80美元·kg-1上涨至2014年的200美元·kg-1[39]。为

了更加有效地保护野生穿山甲现有种群,2016年9月29日8种穿山甲均被列入CITES附录Ⅰ,该规定已于

2017年1月2日生效,即穿山甲以及其相关衍生物均已被禁止国际贸易,目前药材市场也只能对规定生效前的

甲片进行适当贸易[3]。

2穿山甲非法贸易现状与路线

自1975年起,世界各国通过和颁布了一系列的国际公约、法律法规来限制穿山甲贸易,以期达到保护该属

所有物种的目的,但野生穿山甲非法贸易仍频繁发生。2004—2014年,超过100万只穿山甲被用于非法贸易,穿
山甲现已与象、虎并列成为世界上受非法贸易严重影响的三大哺乳动物[40]。

1990年以后,大量的穿山甲及其甲片从越南、缅甸、老挝等国家流入中国[15,38]。另据有关文献统计,2009—

2014年间,从亚洲其他国家和非洲有7.25t穿山甲甲片流入中国[41]。这些流入中国的穿山甲及其甲片中,除一

部分来源于当时的国际公约及法律法规允许的合法贸易外,另有一部分来源于走私等非法贸易。根据相关报道

并结合程文达等人[42]的统计结果,对1999—2017年国内穿山甲非法贸易情况进行补充统计,结果显示已知的穿

山甲非法贸易案件约394起,查获穿山甲活体3585只,死体22925只,甲片35072.71kg(表1),涉及云南、广
东、广西、福建、浙江、上海、湖南、山东、江苏、北京、海南、河南、香港、江西、四川、西藏、贵州、天津、台湾、安徽、重
庆、陕西、新疆等23个省(直辖市、自治区和特别行政区)(图2)。图2中可以看出,穿山甲非法贸易案件查获地

点多集中在云南、广东、广西等3省(自治区),查获次数分别占总案件数的26.14%,25.13%和17.26%。因此这

3省(自治区)为穿山甲非法贸易案件高发地带,这应该与它们的地理位置密切相关。广西与云南地处中国边境,
与老挝、缅甸、越南等3国接壤,在漫长的边界线上有着众多的港口、码头以及省道可为野生动物非法贸易所利

用[43]。据统计,2005—2011年仅云南西部边境地区野生动物非法贸易数量就高达28993只[44];而据更早时期
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表1 1999—2017年中国非法贸易穿山甲查获数据

Tab.1 TheseizuredataofpangolinsandscalesinChinafrom1999to2017

年份 活体/只 死体/只 甲片/kg 年份 活体/只 死体/只 甲片/kg

1999 41  0  0.00 2010 94 2195 1968.50

2001 110 8 893.00 2011 329 8 2918.05

2002 27 0 0.00 2012 943 2930 529.58

2004 89 3116 1527.50 2013 458 3543 3230.90

2003 241 0 750.00 2014 179 1716 3561.49

2005 76 465 603.70 2015 161 2842 7164.72

2006 64 3735 1640.00 2016 312 37 5128.16

2007 58 82 1660.00 2017 28 5 16.68

2008 247 2147 2251.25

2009 128 96 1229.18
合计 3585 22925 35072.71

的一项研究调查发 现,1993—1996
年在广西每天约有2.29~29.32t野

生动物非法入境[45]。此外,广州市

作为沿海城市,地处三江汇合处,水
运十分发达,且有着全国最大的野生

动物贸易集散地。
进一步对查获数量进行分析,如

按1只穿山甲含甲片0.36~0.57kg
来计算[46],则由上述统计得到的穿

山甲甲片查获量35072.71kg可折

算成穿山甲的个体数约为61531~
97424只;加上穿山甲死体的查获量

22925只,两者总和远远高于3585
只的活体查获量。而对广西和广东

两地中查获的穿山甲非法贸易类型

图2 1999—2017年中国穿山甲非法贸易案件查获地与查获次数百分比

Fig.2 Thepercentageofseizurenumbersofillicittradeinpangolinand
seizurelocationsinChinafrom1999to2017

进行分析后可以发现两地穿山甲甲片与穿

山甲死体被查获的次数最多,分别为在两地

被查获总次数的43.62%和32.25%。这与

穿山甲死体便于走私伪装而活体运输困难

密切相关。例如在印度,被非法捕捉的野生

穿山甲通常经屠宰后,可食用部分被运往当

地市场进行销售,甲片则经中间商辗转缅

甸、尼泊尔等地最终通过走私流入中国[47]。
在查获的案件中,穿山甲冻体多冠以普通海

产品或者冷冻品之名进行装箱走私,且走私

数量巨大。
对上述394起穿山甲非法贸易案件报

道查获地与来源地的数据进行统计分析,结果显示其中仅有132起案件有来源地报道;来源地包括缅甸、越南、
巴基斯坦等11个亚洲国家和几内亚、喀麦隆、安哥拉等6个非洲国家。缅甸来源的穿山甲非法贸易案件的查获

次数最高,共31起,占有来源地报道案件总数的23.48%;越南缅甸来源的相关案件的查获次数次之,共19起,
占有来源地报道案件总数的16.67%。而云南、广东和广西作为国内穿山甲非法贸易案件的高发地带,既是穿山

甲非法贸易的终极目的地,也是穿山甲非法转运至国内其他地区如福建、安徽、湖南、四川等地的中转站。穿山

甲非法流入途径主要分为陆运和海运两种,少数通过航空、邮寄等方式。陆运途径具体路线为:缅甸—云南(主
要为昆明市)—其他地区(如成都市、河北省安国市、安徽省亳州市、长沙市、广州市)或者越南—广西(主要为防

城港市或东兴市)、云南(主要为昆明市)—其他地区(如郑州市、福州市、上海市、杭州市、长沙市)。海运途径具

体路线为:香港—广东(主要为广东省深圳市)—其他地区(主要为广州市)或者马来西亚—广东(主要为广州

市)。

3关于加强穿山甲保护工作的建议

在穿山甲甲片以及活体非法贸易的高额利润的刺激下,处在繁殖期的穿山甲野生个体常被视为易于捕捉的

对象[48],此外穿山甲抵御外敌能力低下、产子数量少且难以存活[49-50]等因素也导致穿山甲种群数量增长率远低

于被捕捉率,穿山甲数量下降的进程也因此加快。日渐频繁的人类活动对穿山甲生存环境的改变和破坏也导致

上述情况更加严峻。2004年的一项研究就已表明,当时国内栖息地中穿山甲的生态密度已低至0.001~0.050
头·km-2[51],这对于穿山甲的生存繁衍极为不利。此外,过去如马来西亚、缅甸等一些穿山甲原产地国家的法

律法规不甚健全甚至缺乏或者由于财政、人力以及相关单位监管力度和法律执行能力等方面的不足也使得穿山
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甲非法贸易的情况更为严重[52-53]。为了有效遏制现有穿山甲数量急剧下降的事态,恢复穿山甲野外种群的数

量,对穿山甲进行有效保护在当前已是迫在眉睫。对此,笔者就加强穿山甲保护工作提出以下几点建议:

1)加快穿山甲人工繁育的工作进程,加强人工辅助下的种群扩散研究工作,对穿山甲灭绝区域进行重新引

入穿山甲的工作。进行穿山甲人工繁育能够对穿山甲野外种群的保护和恢复产生积极的作用。虽然1859年起

全球各地的动物科研和保育机构就开始尝试进行穿山甲的人工饲养繁殖工作[54-57],但目前相关机构仍未具有为

大规模进行人工繁育提供种源的能力。这主要受限于野外引种的穿山甲拒食和感染肺部疾病、寄生虫等一系列

导致穿山甲个体死亡的因素。因此,更加深入开展有关穿山甲人工养殖中繁殖参数、流行病学、食谱优化等方面

的研究对于成功进行穿山甲人工繁育显得尤其重要。

2)加强恢复穿山甲的生境工作。穿山甲的生境恢复主要涉及食物资源和森林群落结构两方面。穿山甲主

要以白蚁(Termitidae)为食,可通过人工种植白蚁喜食的树木来保障穿山甲的食物资源;此外,人工种植部分灌

木等也可对穿山甲生境内的森林群落进行恢复,为穿山甲的隐蔽、生长、繁殖等提供有利的条件。

3)积极推进对穿山甲甲片有效成分进行深入分析和寻求人工合成替代品的工作。穿山甲甲片为传统医学

处方常用动物药之一,但以往对于穿山甲甲片的研究仅限于药理作用、临床疗效以及所含化学成分的研究,对于

其中具体起到治疗效果的活性成分知之甚少。在当前国际穿山甲贸易已被明令禁止且国内法规加强对穿山甲

的保护的大氛围下,深入开展穿山甲甲片有关治疗效果活性成分的研究将有助于人工合成替代品的开发工作,
从而进一步推动穿山甲的保护工作。

4)加大对如云南、广西、广州等地的边境以及沿海地区穿山甲走私贸易的监督管理,扩大与其他国家的合作

范围联合打击穿山甲非法贸易。有效解决和改善边境居民的民生问题,转变某些地方过去主要依靠野生动物贸

易的经济发展方式。

5)加强各地尤其是野生动物消费大区的有关穿山甲保护的法律法规和科普知识宣传。普及穿山甲在维持

生态平衡、防止白蚁危害等方面的重要作用的相关知识,加大对CITES新规和《野生动物保护法》宣传,让民众

了解并认识到穿山甲已处在极度濒危状况,不仅国际上已禁止相关贸易,国内也已出台相关法律禁止非法捕杀、
销售、购买穿山甲等国家濒危动物以及相关制品,让人们不再食用穿山甲及将穿山甲相关制品用于药用,并自觉

形成保护穿山甲的思想意识。
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AnimalSciences

AnOverviewofWildPangolinsStatusandtheRelatedIllicitTradeinChina

GUOShanshan,PENGJianjun,LIUShuang,LIUPing
(Collegeoflifescience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toproviderelevantinformationforprotectingtheexistingwildpopulationandsuppressingtheillegaltradeof

pangolins(Manissp.).[Methods]ThestatusanddistributionofwildpangolinsinChinawereanalyzedthroughsearchingtherele-
vantliterature.Thekeyword“pangolin”,“seizure”,“smugglingtrade”wereusedtosearchthewebsites,CNKIandotherdatabas-
esontheillegaltradeofpangolinsinChinafrom1999to2017throughBaidusearchengine.Dependingonthesearchquery,number
ofseizuresandcitiesinvolvedwerecollected,andtheillegaltradesituationandtraderoutesinChinawerealsoanalyzedandsumma-
rizedfrom1999to2017.[Findings]ThepopulationanddistributionrangehavedrasticallydeclinedinChina.Amongthe394cases
concerningtheillegaltradeofpangolins,atotalof3585livepangolins,22925deadpangolinsand35072.71kgscaleswereseized.
23provincesofChinawereinvolvedincasesandYunnan,Guangdong,Guangxiroundoutthetopthreeinseizureincidentnumbers,

thenumberofreportedcasesaccountedfor26.14%,25.13%and17.26%ofthetotalnumberofreportedcasesrespectively.Inad-
dition,theillicittradehad2mainroutes;one(transportationbyroad)wasfromMyanmarorVietnamtoGuangxiandYunnan,fi-
nallytootherareasinChina.theother(transportationbysea)wasfromHongkongorMalaysiatoGuangdong,finallytootherareas
inChina.[Conclusions]Toeffectivelyinhibitingthesharpdeclineofpangolinsandrestorethewildpopulations,thefollowingadvices
wereofferedthat:1)speedinguptheprocessofpangolinsartificialbreeding,strengthentheresearchonpopulationdiffusionunder
artificialassistanceandreintroducepangolinsintoextinctareas.2)restoringhabitatsofthewildpangolins;3)increasingsupervision
andadministrationoftheillegaltradeinborderareas(YunnanandGuangxi)andcoastalareas(Guangzhou),andworkingcloser
withothercountriesinthecommonfightagainsttheillegaltradeofpangolins;4)studyingtheactivecompositionandseeksubstitu-
tedmaterial;5)strengtheningtherelatedlawsandregulations,propagandizetheecologicalvalueofpangolinsinpreventingtermite
damageandmaintainingecologicalbalance.
Keywords:pangolin;populationstatus;illicittrade
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鲫葡萄糖调节蛋白７８基因部分序列的克隆、鉴定及功能预测


刘小花，赵元，鄢彦杰，张金叶

（重庆师范大学 生命科学学院 动物生物学重庆市重点实验室，重庆４０１３３１）

摘要：【目的】分析和预测鲫（犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊）葡萄糖调节蛋白７８（Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）的功能，为研究

ＧＲＰ７８在鱼类受细胞外刺激过程中的作用机制奠定基础。【方法】通过分子克隆技术获得鲫犌犚犘７８基因的部分序列，并

利用生物信息学方法分析了该基因片段编码的蛋白质序列的二级结构、亲水性、可塑性、表面可及性和抗原表位。【结果】

获得了长度为６１７ｂｐ的鲫犌犚犘７８基因片段序列，共编码１１３个氨基酸。这些氨基酸所构成序列的相对分子质量约为

１．３ｋＤａ，等电点为５．８２，无信号肽；可塑性区域位于第７～１０位、第１８～２１位、第２８～４２位、第５１～６２位、第６８～７８位

和第９４～１０９位氨基酸残基；表面可及性区域位于第２９～３０位、第３８～４３位、第５０～６５位、第６８～７９位、第８２～８６位、

第９７～９９位、第１０２～１０４位和第１０６～１１１位氨基酸残基；有１个Ｂ细胞抗原表位区域，位于第２８～４５位氨基酸残基。

【结论】所获的鲫ＧＲＰ７８序列中含有ＡＴＰａｓｅ保守结构域区段，该区段定位于内质网，具有较强亲水性。

关键词：鲫；犌犚犘７８基因；生物信息学分析

中图分类号：Ｑ９５８．９ 文献标志码：Ａ 　　　文章编号：１６７２６６９３（２０１９）０２００１８０６

葡萄糖调节蛋白７８（Ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）又称免疫球蛋白重链结合蛋白（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ

ｈｅａｖｙｃｈａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｉｐ），隶属ＨＳＰ７０家族，于２０世纪７０年代后期与ＧＲＰ９４和ＧＲＰ５８作为葡萄糖饥

饿诱导的细胞蛋白质被同时发现［１］。ＧＲＰ７８含有位于肽链 Ｎ端的 ＡＴＰ酶结构域（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ）和

Ｃ端的肽结合结构域（Ｐｅｐｔｉｄｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ）。由于ＧＲＰ７８在蛋白质折叠，装配和运输中的多种功

能，因此，它是内质网（Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）的重要分子伴侣，并被认为是内质网应激（Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃ

ｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）的标志性蛋白质
［２］。ＧＲＰ７８对于降解不稳定和错误折叠的蛋白质以及调节内质网跨膜信号

传感器的活性也必不可少［３］。犌犚犘７８ 基因不仅在内质网中表达，而且偶尔在细胞表面表达
［４６］。研究表明：

ＧＲＰ７８在细胞毒性、细胞凋亡、衰老过程和年龄相关疾病中也具有自身独特的功能
［７８］；同时该蛋白还参与肿瘤

的发生形成并起着重要的作用［９１０］；另外该蛋白还可以与重金属形成复合物，表明它在防止重金属毒性方面也有

潜在的作用［１１］。

作为一类变温动物，鱼类对细胞外刺激如水温、重金属、氧、渗透压、疾病等更为敏感。这些刺激会影响鱼的

分布和身体状况，因此，对于鱼类应激蛋白的研究非常重要［１２］。目前已有一些鱼类如虹鳟（犗狀犮狅狉犺狔狀犮犺狌狊

犿狔犽犻狊狊，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢ１９６４５９）、牙鲆（犘犪狉犪犾犻犮犺狋犺狔狊狅犾犻狏犪犮犲狌狊，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＤＱ６６２２３２）和草鱼

（犆狋犲狀狅狆犺犪狉狔狀犵狅犱狅狀犻犱犲犾犾犪，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＪ４３６３５６）的犌犚犘７８基因被人们研究
［１３１４］，结果发现这些鱼类在

热休克、冷胁迫或重金属离子（如Ｐｂ２＋，Ｈｇ
２＋和Ｃｄ２＋）胁迫下，ＧＲＰ７８含量和犌犚犘７８基因的 ｍＲＮＡ表达增加。

此外，有研究者基于嗜水气单胞菌（犃犲狉狅犿狅狀犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪）感染南亚野鲮（犔犪犫犲狅狉狅犺犻狋犪）过程对热休克蛋白基

因（７种 犎犛犘 基因）表达进行分析，发现该鱼肝脏中犌犚犘７８ 基因的表达高于其他组织
［１５］。以上结果表明，

ＧＲＰ７８不仅有助于保护细胞免受热或冷极端的影响，而且在一定程度上保护细胞免受重金属刺激，并表明它在

免疫调节过程中有重要的作用［１６１８］。相比之下，作为中国重要经济鱼类的鲫（犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊）犌犚犘７８基因相

关研究还未见报道。为此，本研究对鲫犌犚犘７８基因的部分序列进行了克隆、鉴定及功能预测，旨在为进一步研
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究该基因在鲫遭遇粘孢子虫（Ｍｙｘｏｓｐｏｒｅａ）感染后所发挥的功能提供基础数据。

１材料与方法

１．１材料与试剂

用于实验的成年鲫采自重庆市沙坪坝区虎溪镇养殖场。ＤＮＡ提取试剂盒ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ、胶

回收试剂盒ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ和质粒提取试剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔＩ购自ＱＩＡＧＥＮ公司；ｐＭＤ

１９Ｔ、ｒＴａｑ聚合酶、ｄＮＴＰｓ和ＤＬ５０００Ｍａｒｋｅｒ购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．２基因组ＤＮＡ的提取

鲫基因组ＤＮＡ的提取采用ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ试剂盒，严格遵守试剂盒操作手册，并进行电泳检

测和浓度测定；提取到的ＤＮＡ于－２０℃保存备用。

１．３犌犚犘７８基因片段的克隆和测序

以提取到的鲫ＤＮＡ做为模板来扩增犌犚犘７８基因片段。用于扩增的引物有：Ｍｙｘｏｈｓｐ１ｆ（５′ＡＣＴＧＣＴ

ＧＣＣＧＣＣＡＴＴＧＣＴ３′）和 Ｍｙｘｏｈｓｐ１ｒ（５′ＡＴＡＣＧＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＣＣ３′），Ｋｔｈ７０Ａ１ｆ（５′ＧＧＴＴＴＴＧＡＣＡＡＧＡＡＡＧＡＴ

ＧＧ３′）和 Ｋｔｈ７０Ａ１ｒ（５′ＣＡＡＴＴＴＧＣＴＡＴＣＧＴＣＧＡＧ３′）
［１９］。ＰＣＲ 反应体系包括：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，

３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭｇＣｌ２４μＬ，０．２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的ｄＮＴＰｓ４μＬ，上述引物各１．５μＬ，模板ＤＮＡ３μＬ，２．５Ｕ的

ｒＴａｑ酶０．２μＬ，最后灭菌双蒸水补足至５０μＬ。反应程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５４℃退火４５ｓ、

７２℃延伸９０ｓ过程循环３０次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。将３μＬＰＣＲ产物进行电泳检测，纯化采用ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ试剂盒，纯化后的ＰＣＲ产物插入ｐＭＤ１９Ｔ载体，菌液送上海英潍捷基贸易有限公司进行测序。

１．４生物信息学分析

利用ＢｉｏＥｄｉｔ软件将获得的鲫犌犚犘７８ 基因片段序列进行拼接并翻译成氨基酸序列。利用在线软件（ｈｔ

ｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测该片段的内含子。利用ＧｅｎＢａｎｋ选取黄颡鱼（犘犲犾狋犲狅犫犪犵狉狌狊犳狌犾狏犻犱狉犪犮狅，Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＫＭ１１４８７３）、斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｑ６Ｐ３Ｌ３）和人（犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊，ＧｅｎＢａｎｋ登录

号：Ｍ１９６４５）的ＧＲＰ７８氨基酸序列，随后利用Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３对上述物种的氨基酸序列进行多重比对。参照从

ＧｅｎＢａｎｋ选取的３个物种的ＡＴＰ酶结构域
［１７］，从而得到鲫ＧＲＰ７８氨基酸序列的ＡＴＰ酶结构域。利用ＤＮＡ

Ｓｔａｒ软件中的Ｐｒｏｔｅａｎ程序对ＧＲＰ７８的二级结构和抗原表位进行分析和预测。ＧＲＰ７８的理化性质预测、蛋白

亲／疏水性和信号肽分析所用软件和方法参照文献［２０］；该蛋白的亚细胞定位分析所用软件和方法参照文献

［２１］。

２结果

２．１犌犚犘７８基因片段的特征分析

本研究获得的鲫犌犚犘７８基因片段长６１７ｂｐ，目前该序列已提交到ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＭＨ５５９３３８。ＢｉｏＥｄｉｔ

分析表明该序列中ＡＴ碱基比为４８．９５％，ＧＣ碱基比为５１．０５％。通过在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．

ｃｎ／）对其中的内含子和外显子进行分析，发现该序列含有１个外显子和２个内含子，符合ＧＴＡＧ规则；外显子

长３４１ｂｐ，编码１１３个氨基酸（图１）。

ＮＣＢＩ比 对 显 示，该 氨 基 酸 序 列 与 布 氏 新 亮 丽 鲷 （犖犲狅犾犪犿狆狉狅犾狅犵狌狊犫狉犻犮犺犪狉犱犻，ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：

ＸＰ００６７８９２１０）、南亚野鲮（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＩＩ８０３２４）和安水金线#

（犛犻狀狅犮狔犮犾狅犮犺犲犻犾狌狊犪狀狊犺狌犻犲狀狊犻狊，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＸＰ０１６３３８８３２）的ＧＲＰ７８最为相似，相似度分别为９８％，９９％和９９％，证实本研究克隆所得的ＤＮＡ片段确为鲫

犌犚犘７８基因片段。与黄颡鱼、斑马鱼和人的ＧＲＰ７８氨基酸序列进行多重对比后可知，鲫ＧＲＰ７８序列具有ＡＴＰａｓｅ

图１　鲫ＧＲＰ７８蛋白片段序列结构示意图

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＧＲＰ７８ｆｒａｇｍｅｎｔｉｎ犆．犪狌狉犪狋狌狊

结构域，但缺少Ｃ端的肽结合结构域（图２）。

鲫ＧＲＰ７８的相对分子质量约为１．３ｋＤａ，

等电点为５．８２；该蛋白由１７种氨基酸组成，其

中Ｇｌｕ比例最高占１０．６％，Ｔｙｒ比例最低均占

０．９％（表１），带负电荷的残基（Ａｓｐ和 Ｇｌｕ）总

个数为２１，带正电的残基（Ａｒｇ和Ｌｙｓ）总个数
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　　 　注：深灰色代表相同的氨基酸残基

　　图２　鲫和其他物种的ＧＲＰ７８同源蛋白的ＡＴＰ酶结构域

　　Ｆｉｇ．２　ＡＴＰａｓｅｄｏｍａｉｎｏｆＧＲＰ７８ｆｒｏｍ犆．犪狌狉犪狋狌狊ａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

为１８；ＧＲＰ７８的不稳定指数（ＩＩ）

为３４．０２。

ＥｘＰａＳｙ和Ｂｉｏｅｄｉｔ分析结果

显示，鲫 ＧＲＰ７８具有典型的亲水

区，总平均亲水性为－０．５２１，表明

该蛋白为亲水性蛋白（图３）。Ｓｉｎ

ｇａｌＰ分析结果显示，ＧＲＰ７８的犆，

犢 和犛 值分别为０．１４６，０．１３７和

０．１７０，三者平均值为０．１３４，表明

该蛋白不存在信号肽（封二彩图４）。ＰｒｏｔＣｏｍｐ亚细胞定位预测结果显示，鲫ＧＲＰ７８定位在内质网。

２．２ＧＲＰ７８二级结构预测结果

通过ＤＮＡＳｔａｒ软件中Ｐｒｏｔｅａｎ模块的ＣｈｏｕＦａｓｍａｎ法和ＧａｍｉｅｒＲｏｂｓｏｎ法
［２２２３］对鲫ＧＲＰ７８二级结构进

行分析。结果显示，鲫ＧＲＰ７８的α螺旋结构较多，主要位于第４２～５５位和第６０～１１３位氨基酸残基；β折叠位

于第１～５位和第１２～１５位氨基酸残基；转角位于第７～８位、第１８～２１位、第２９～４１位和第５６～５９位氨基酸

残基；无规则卷曲位于第９～１１位、第２０～２１位和第３１～３６位氨基酸残基（封二彩图５）。

表１　鲫ＧＲＰ７８的氨基酸组成

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆａｍｉｎａａｃｉｄｓｏｆＧＲＰ７８ｉｎ犆．犪狌狉犪狋狌狊　

氨基酸 个数 比例 氨基酸 个数 比例 氨基酸 个数 比例

Ａｌａ（Ａ） ７ ６．２％ Ｇｌｙ（Ｇ） ９ ８．０％ Ｐｈｅ（Ｆ） ９ ８．０％

Ａｒｇ（Ｒ） ８ ７．１％ Ｈｉｓ（Ｈ） ４ ３．５％ Ｓｅｒ（Ｓ） ４ ３．５％

Ａｓｎ（Ｎ） ３ ２．７％ Ｉｌｅ（Ｉ） ５ ４．４％ Ｔｈｒ（Ｔ） ７ ６．２％

Ａｓｐ（Ｄ） ９ ８．０％ Ｌｅｕ（Ｌ） １０ ８．８％ Ｔｙｒ（Ｙ） １ ０．９％

Ｇｌｎ（Ｑ） ４ ３．５％ Ｌｙｓ（Ｋ） １０ ８．８％ Ｖａｌ（Ｖ） ９ ８．０％

Ｇｌｕ（Ｅ） １２ １０．６％ Ｍｅｔ（Ｍ） ２ １．８％

图３　鲫ＧＲＰ７８序列的疏水性分析

Ｆｉｇ．３　ＨｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｐｒｏｆｉｌｅｏｆＧＲＰ７８ｉｎ犆．犪狌狉犪狋狌狊

２．３ＧＲＰ７８亲水性、可塑性、表面可及性及抗原性预测

结果

利用ＫｙｔｅＤｏｏｌｉｔｔｌｅ方法
［２４］分析鲫ＧＲＰ７８的亲水

性，结果显示鲫ＧＲＰ７８存在亲水性区域，这些区域主要

位于第２８～４５位、第４８～８９位和第９３～１１３位氨基酸

残基 （图 ６）。利 用 ＫａｒｐｌｕｓＳｃｈｕｌｚ方 法
［２５］分 析 鲫

ＧＲＰ７８的可塑性，结果显示其中含有较多的柔韧性区

域，主要位于第７～１０位、第１８～２１位、第２８～４２位、

第５１～６２位、第６８～７８位和９４～１０９位氨基酸残基。

采用Ｊａｍｅｓｏｎｗｏｌｆ方法
［２６］对鲫ＧＲＰ７８进行分析，结果

显示其中含有的抗原性区域主要位于第６～１０位、第１８

～２２位、第２９～４４位、第５０～８１位、第８４～９０位和第

９４～１１３位氨基酸残基（封二彩图５）。采用ＰｌｏｔＥｍｉｎｉ

方法［２７］对鲫ＧＲＰ７８进行分析，发现其中呈现在表面可

能性较大的区域主要是第２９～３０位、第３８～４３位、第

５０～６５位、第６８～７９位、第８２～８６位、第９７～９９位、第１０２～１０４位和１０６～１１１位氨基酸残基。

２．４ＧＲＰ７８Ｂ细胞抗原表位的预测分析

综合鲫ＧＲＰ７８的二级结构的转角区和无规则卷曲区、蛋白质亲水性、可塑性、抗原性及表面可及性的分析

结果（封二彩图５，图６），可以得出鲫ＧＲＰ７８的抗原表位主要位于２８～４５氨基酸残基，此部分氨基酸序列为

０２ 重庆师范大学学报（自然科学版）　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｑｎｕｊ．ｃｎ　　　　　　　　　　　第３６卷



“ＴＮＧＤＴＨＬＧＧＥＤＦＤＱＲＶＭＥ”，抗原指数为１６．２，共有１个共同抗原表位。

图６　鲫ＧＲＰ７８的亲水性预测结果

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙｏｆＧＲＰ７８ｉｎ犆．犪狌狉犪狋狌狊

３讨论

目前有关ＧＲＰ７８定位的研究较多，如胚胎期ＧＲＰ７８在小鼠（犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊）脑组织的表达呈现从端脑到后

脑逐渐降低的趋势［２８２９］。本研究结果显示鲫ＧＲＰ７８定位在内质网，但该蛋白在内质网的确切部位还需要进一

步的深入研究。ＨＳＰ７０蛋白是热休克蛋白家族中最保守的一类蛋白，可特异性地结合ＡＴＰ并具有ＡＴＰ酶活

性。有研究表明，ＨＳＣ７１ＡＴＰ酶参与蛋白质的体外释放
［３０］。ＧＲＰ７８作为 ＨＳＰ７０家族成员之一，它具有的

ＡＴＰ酶结构域可以通过与Ｂｉｐ结合进而将蛋白质释放到体外
［１７，３０］。因此，可以推测鲫ＧＲＰ７８的ＡＴＰ酶结构

域在蛋白质的释放过程中发挥着重要的作用。

最近有研究表明，ＧＲＰ７８参与分泌型组织和细胞的免疫反应。如石斑鱼（犈狆犻狀犲狆犺犲犾狌狊狊狆狆．）的肾细胞被病

毒感染后，ＧＲＰ７８在与病毒衣壳蛋白相互作用的过程中，犌犚犘７８基因表达上调
［３１］；在副乳房链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮

犮狌狊狆犪狉犪狌犫犲狉犻狊）感染牙鲆期间，犌犚犘７８基因表达上调，表明该蛋白是关键的 ＨＳＰ
［３２］；ＧＲＰ７８还参与细菌对家蚕

（犅狅犿犫狔狓犿狅狉犻）感染的免疫反应
［３３］；ＧＲＰ７８可被日本血吸虫（犛犮犺犻狊狋狅狊狅犿犪犼犪狆狅狀犻犮狌犿）感染的小鼠的血清所识

别，提示日本血吸虫ＧＲＰ７８具有高度的抗原特异性
［３４］。在本研究中，获得的鲫犌犚犘７８基因的部分序列所编码

的氨基酸序列中虽然含有较少的转角区和无规则卷曲区，形成的Ｂ细胞抗原表位较少，但可为后期研究鲫遭遇

寄生虫感染的免疫反应奠定基础。
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低剂量镉暴露对雄性斑马鱼生殖内分泌的干扰


安晶晶，谢冬梅，李英文，陈启亮

（重庆师范大学 生命科学学院 重庆市高校动物生物学重点实验室，重庆４０１３３１）

摘要：【目的】评估低剂量镉（Ｃｄ）暴露对成年雄性斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）生殖内分泌的影响。【方法】将成年雄性斑马鱼暴露

于质量浓度为５μｇ·Ｌ
－１镉离子（Ｃｄ２＋）３０ｄ后，分析精巢组织学结构、血浆１１酮基睾酮（１１ＫＴ）质量浓度、下丘脑垂体

性腺（ＨＰＧ）轴以及减数分裂关键基因转录水平的变化。【结果】与对照组相比，Ｃｄ暴露组精巢组织出现早期生殖细胞增

多、精子数量减少和空隙等变化；血浆１１ＫＴ质量浓度与对照组相比有统计学意义上的增加（狆＜０．０５）；此外，Ｃｄ暴露上

调了视黄酸合成酶基因犪犾犱犺１犪２和 ＨＰＧ轴关键基因犵狀狉犺２，犳狊犺β，犾犺β，犳狊犺狉，犾犺狉，犪狉的表达水平，下调了联会复合体蛋白３

基因狊狔犮狆３的表达水平，这些差异具有统计学意义（狆＜０．０５），而 ＨＰＧ轴关键基因犵狀狉犺３、ＤＮＡ减数分裂重组酶１基因

犱犿犮１和视黄酸降解酶基因犮狔狆２６犫１的表达水平与对照组相比没有统计学意义上的差异。【结论】低剂量Ｃｄ暴露通过调

节 ＨＰＧ轴和减数分裂关键基因的表达水平干扰成年雄性斑马鱼生殖内分泌。

关键词：斑马鱼；低剂量镉暴露；ＨＰＧ轴；减数分裂；生殖内分泌

中图分类号：Ｑ１７５ 文献标志码：Ａ 　　　文章编号：１６７２６６９３（２０１９）０２００２４０６

镉（Ｃｄ）是一种非必需有毒重金属，对人体健康有严重危害
［１］。近些年来工业的快速发展导致水环境中Ｃｄ

污染越来越严重，对水生生态系统构成威胁［２］。鱼类是水生生态系统的重要组成部分，它们的内分泌系统与其

他脊椎动物相似，因而被作为检测环境危害的指示生物［３］。由于Ｃｄ具有生物难降解性，暴露在Ｃｄ污染水体中

的鱼类的组织或器官容易富集Ｃｄ，进而导致体内的生物学反应受到干扰
［４５］，甚至导致生殖发育受到影响［６８］。

减数分裂是有性生殖的基础和物种保持稳定性的前提，具有重要的生物学意义；而鱼类的性腺发育和配子形成

受到下丘脑垂体性腺（ＨＰＧ）轴的调节
［９］。已有研究表明，Ｃｄ暴露可损害鱼类生殖腺并影响配子发生

［６，１０１１］。

中国渔业水质标准对水体中Ｃｄ的质量浓度限值为５μｇ·Ｌ
－１，因此目前许多研究主要关注高于这一限值的Ｃｄ

暴露诱导的鱼体损伤，而关于５μｇ·Ｌ
－１Ｃｄ暴露对鱼体生殖内分泌的影响研究较少。

斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）具有繁殖周期短、体外受精、胚胎透明等优点
［１２］，是毒性研究的理想模式动物［３］。在本

研究中，将成年雄性斑马鱼分别暴露在含０（对照）和５μｇ·Ｌ
－１镉离子（Ｃｄ２＋）的水体中３０ｄ，随后观察精巢组织

学结构，检测血浆１１酮基睾酮（１１ＫＴ）质量浓度、ＨＰＧ轴及减数分裂关键基因的表达水平，从而了解低剂量Ｃｄ

暴露对鱼类生殖的潜在影响，为重金属对鱼类的风险评估提供基础资料。

１材料与方法

１．１材料和试剂

实验用成年雄性斑马鱼（ＡＢ系，１２０ｄ龄）购自国家斑马鱼资源中心；分析纯ＣｄＣｌ２ 购自上海国药集团；１１

ＫＴ酶联免疫吸附测定试剂盒购自Ｃａｙｍａｎ公司；ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ以及反转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２Ｃｄ暴露处理

实验鱼在室内恒温（约２８℃）循环水养殖系统中暂养并适应１４ｄ后，挑选１２０尾规格一致、体质量为

（０．３４±０．０３）ｇ的健康雄鱼，放入规格一致（５０ｃｍ×２０ｃｍ×３０ｃｍ）的６个缸中，每缸２０尾，每缸盛水２０Ｌ。其
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中３个缸的实验鱼为对照组，驯养水体中Ｃｄ２＋质量浓度为０；其余３个缸的实验鱼为Ｃｄ暴露组，驯养水体中加

入预先配好的ＣｄＣｌ２ 母液，使Ｃｄ
２＋质量浓度为５μｇ·Ｌ

－１。处理时间为３０ｄ。实验期间，每日喂食３次商业饲

料，并更换缸中１／２体积的水，同时Ｃｄ暴露组驯养水体中还补充相应的ＣｄＣｌ２ 母液以保证Ｃｄ
２＋质量浓度维持在

５μｇ·Ｌ
－１。实验期间两个组的水温、溶解氧质量浓度和ｐＨ 分别为（２８±０．５）℃，（６．８４±０．４５）ｍｇ·Ｌ

－１和

７．７０±０．２３，光照周期为１４ｈ光照∶１０ｈ黑暗。

１．３指标测定

１．３．１组织学分析　实验处理结束后取材，每缸随机取出３尾实验鱼，用０．１ｇ·Ｌ
－１的 ＭＳ２２２进行麻醉后，取

出精巢组织置于波恩氏液中固定２４ｈ。固定材料经梯度乙醇溶液中脱水并包埋于石蜡中，经５μｍ矢状切片和

苏木精伊红（ＨＥ）染色，置于徕卡仪器有限公司生产的ＵＢ２０３Ｉ型光学显微镜下观察并拍照。

１．３．２１１ＫＴ质量浓度测定　每缸随机取１０尾实验鱼，采用断尾法取血。将血液置于含有肝素钠的离心管中，

并将１０尾鱼的血浆样本合并为１个测定样品。将样品以１０００ｒ·ｍｉｎ－１的速度于４℃下离心１０ｍｉｎ，取上清液

以－８０℃保存，之后用于１１ＫＴ质量浓度测定。１１ＫＴ质量浓度测定方法严格按照１１ＫＴ酶联免疫吸附测定

试剂盒说明书进行。

表１　ｑＰＣＲ引物

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＰＣＲ　

基因 引物序列 Ｇｅｎｂａｎｋ序列号

犵狀狉犺２
Ｆ：５′ＧＧＴＣＴＣＡＣＧＧＣＴＧＧＴＡＴＣＣＴ３′

Ｒ：５′ＴＧＣＣＴＣＧＣＡＧＡＧＣＴＴＣＡＣＴ３′
ＮＭ１８１４３９

犵狀狉犺３
Ｆ：５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＡＧＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＣＴＧＡＡＴＧＴＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＴＣ３′
ＮＭ１８２８８７

犳狊犺β

Ｆ：５′ＴＧＡＧＣＧＣＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＴＧ３′

Ｒ：５′ＡＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＣＧＡＴＴＧＴ３′
ＡＹ４２４３０３

犾犺β

Ｆ：５′ＧＧＡＣＡＣＧＣＡＧＡＧＡＣＡＣＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＡＣＣＧＡＴＡＣＣＧＴＣＴＣＡＴＴＴ３′
ＡＹ４２４３０４

犪狉
Ｆ：５′ＧＣＧＡＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＴＡＡＣ３′

Ｒ：５′ＴＣＡＴＣＡＧＡＧＣＡＧＡＴＴＡＧＧＣ３′
ＥＦ１５３１０２

犳狊犺狉
Ｆ：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＣＧＣＴＣＴＴＴ３′

Ｒ：５′ＧＣＡＴＴＡＣＴＧＧＧＡＡＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴ３′
ＡＹ２７８１０７

犾犺狉
Ｆ：５′ＡＡＧＧＡＣＧＡＧＴＣＧＣＴＧＡＡＡＣ３′

Ｒ：５′ＧＡＴＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＧＴＡＴＴＣＡ３′
ＡＹ７１４１３３

犮狔狆１１犫２
Ｆ：５′ＣＴＧＧＧＣＣＡＣＡＣＡＴＣＧＡＧＡＧ３′

Ｒ：５′ＡＧＣＧＡＡＣＧＧＣＡＧＡＡＡＴＣＣ３′
ＮＭ００１０８０２０４

犪犾犱犺１犪２
Ｆ：５′ＴＣＣＡＧＧＡＡＧＣＣＧＡＣＡＡＧＧ３′

Ｒ：５′ＣＣＡＧＧＧＴＡＧＣＡＡＧＧＴＡＡＧＣＡ３′
ＮＭ１３１８５０

犮狔狆２６犫１
Ｆ：５′ＴＧＴＣＡＧＧＡＧＧＡＴＡＣＡＧＡＡＴＡＧＣ３′

Ｒ：５′ＡＧＣＣＧＡＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＧＴ３′
ＮＭ２１２６６６

狊狔犮狆３
Ｆ：５′ＧＣＧＴＴＴＧＴＴＴＧＴＴＧＧＡＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＡＣＣＧＴＣＡＧＴＡＴＧＴＴＴＧＧ３′
ＮＭ００１０４０３５０

犱犿犮１
Ｆ：５′ＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＴＣＧ３′

Ｒ：５′ＴＣＣＡＧＣＣＧＴＡＡＴＧＧＣＡＡ３′
ＮＭ００１０２０７８２

犲犳１α
Ｆ：５′ＧＡＴＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡ３′

Ｒ：５′ＧＧＴＧＡＡＡＧＣＣＡＧＧＡＧＧＧＣ３′
ＦＪ９１５０６１

１．３．３基因表达分析　每缸随机取３尾

实验鱼，用０．１ｇ·Ｌ
－１的 ＭＳ２２２麻醉

后，立即取出脑和精巢置于装有１ｍＬ

ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂的离心管中，液氮速

冻后保存于－８０ ℃。参照 Ｃｈｅｎ等

人［１３］的方法，通过实时荧光定量ＰＣＲ

（ｑＰＣＲ）检测基因的表达水平。样品总

ＲＮＡ提取按照ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂盒说

明书进行操作。用核酸检测仪检测总

ＲＮＡ的犃２６０／２８０值为１．８～２．０，并用质

量分数为１％的琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ的完整性。然后，取总 ＲＮＡ 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＲＴ试剂盒（ＴａＫａＲａ）进

行逆转录合成ｃＤＮＡ，并以此为模板使

用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ 试剂盒

（ＴａＫａＲａ）进行ｑＰＣＲ分析。ｑＰＣＲ的

反应条件为：９５℃预变性３０ｓ；４０个循

环的９５℃变性５ｓ、６０℃退火３０ｓ、

７２℃延伸３０ｓ。相关引物由擎科生物

公司合成，引物序列具体信息见表１。

以犲犳１α作为内参，用２－犆Ｔ方法进行

定量结果分析［１４］。

１．４数据分析

所有实验数据用狓±狊表示。使用

ＳＰＳＳ１７．０软件，采用独立样本狋检验

检测Ｃｄ暴露组和对照组数据的差异；

当狆＜０．０５时，差异具有统计学意义。

２结果

２．１精巢组织学结构

结果显示，在对照组斑马鱼的精巢

中，可见生精小管内充满了早期生殖细
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胞（精原细胞及精母细胞）和大量的精子（封二彩图１ａ）；而Ｃｄ暴露组可见早期生殖细胞增多、精子数量减少和空

隙出现（封二彩图１ｂ）。

２．２１１ＫＴ质量浓度

Ｃｄ暴露对斑马鱼血浆中１１ＫＴ质量浓度的影响如图２所示，可见Ｃｄ暴露组１１ＫＴ质量浓度比对照组更

高，两者差异具有统计学意义（狆＜０．０５）。

２．３ＨＰＧ轴相关基因表达水平

如图３ａ，ｂ所示，与对照组脑、精巢组织中的ＨＰＧ轴相关基因表达水平相比，Ｃｄ暴露组的犵狀狉犺２，犳狊犺β，犾犺β，

犳狊犺狉，犾犺狉，犮狔狆１１犫２及犪狉基因表达水平均明显上调，且相关差异均具有统计学意义（狆＜０．０５）；而两个组的犵狀狉犺３

基因表达水平无统计学意义上的差异。

　　　注：表示与对照组数据相比具有统计学

意义上的差异（狆＜０．０５），下同　　　　　

图２　Ｃｄ暴露对雄性斑马鱼血浆１１ＫＴ质量浓度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎ
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图３　Ｃｄ暴露对雄性斑马鱼 ＨＰＧ轴相关基因表达水平的影响
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图４　镉暴露对斑马鱼精巢减数分裂

相关基因表达水平的影响
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２．４减数分裂相关基因表达水平

图４显示，与对照组的减数分裂相关基因表达水平

相比，Ｃｄ暴露组的犪犾犪犺１犪２ 基因表达水平明显上调，狊狔

犮狆３基因表达水平明显下调，且与对照组的这两个基因的

表达水平相比均具有统计学意义上的差异（狆＜０．０５）；此

外，两个组的犱犿犮１和犮狔狆２６犫１基因表达水平均无统计学

意义上的差异。

３讨论

研究表明，Ｃｄ暴露会损伤鱼类的精巢组织。例如，将

食蚊鱼（犌犪犿犫狌狊犻犪犪犳犳犻狀犻狊）分别在５，２０，１００和５００ｎｍｏｌ·

Ｌ－１的Ｃｄ暴露环境中处理２１，３５和５６ｄ后，精子数量明

显减少［１５］；剑尾鱼（犡犻狆犺狅狆犺狅狉狌狊犺犲犾犾犲狉犻犻）在Ｃｄ
２＋质量浓

度分别为１００和５００μｇ·Ｌ
－１的水体中暴露５ｄ，出现了

生精小管退化、精子发生起始以及初级次级精母细胞聚集等现象［１６］；此外，Ｋｕｍａｒｉ等人
［１７］对无须

$

（犘狌狀狋犻狌狊

狊犪狉犪狀犪）进行质量浓度为２０００μｇ·Ｌ
－１的Ｃｄ暴露３０ｄ，发现精小叶出现组织损伤。本研究中，可以观察到质量

浓度为５μｇ·Ｌ
－１的Ｃｄ暴露处理使得斑马鱼精子数量减少而早期生殖细胞增多，这表明低剂量Ｃｄ暴露可能阻

碍成年雄性斑马鱼的精子发生。另外，与对照组相比Ｃｄ暴露组中斑马鱼的精巢组织出现许多空隙，这可能是由

于精子数量减少所致。

ＨＰＧ轴是鱼类重要的神经内分泌系统，参与调节一系列生殖活动，促进和控制生殖细胞的起源、性别分化、

性腺的发育和成熟［１８１９］。和其他脊椎动物一样，硬骨鱼类的精子发生受性激素的调节［２０］，垂体促性腺激素刺激

间质细胞产生雄激素，并最终控制精子发生和精子形成［２１２４］。在本研究中，与对照组相比，Ｃｄ暴露组的犵狀狉犺２，

犳狊犺β，犾犺β，犳狊犺狉和犾犺狉基因的表达水平明显上调。因此，Ｃｄ暴露可能促使斑马鱼体上调犵狀狉犺２基因表达，促进促

性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）的合成和分泌，进而提高犳狊犺β及犾犺β基因的转录水平，促进卵泡刺激素（ＦＳＨ）及促黄
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体生成素（ＬＨ）的合成和分泌，从而上调犳狊犺狉及犾犺狉基因的表达，最终促进性激素的合成。１１ＫＴ是雄性硬骨鱼

最主要的性激素［２５］，本研究结果显示，与对照组相比，Ｃｄ暴露组实验鱼血浆１１ＫＴ质量浓度明显上升，这与

Ｓｅｌｌｉｎ等人
［２６］将雄性黑头呆鱼（犘犻犿犲狆犺犪犾犲狊狆狉狅犿犲犾犪狊）暴露于质量浓度为１２．５μｇ·Ｌ

－１的Ｃｄ２＋中２１ｄ后发现

血浆１１ＫＴ质量浓度上升的结果相一致。类固醇合成酶基因犮狔狆１１犫２在睾酮（Ｔ）转化为１１ＫＴ的过程中起着

关键的调节作用。本研究中，与对照组相比，Ｃｄ暴露导致实验鱼犮狔狆１１犫２基因表达水平上调，可能促进了Ｔ向

１１ＫＴ转化，从而最终导致实验鱼血浆中１１ＫＴ质量浓度上升，进而导致性激素受体基因犪狉表达水平升高。

雄鱼体内的１１ＫＴ在精子形成后期起着至关重要的作用
［２７２８］，血浆中１１ＫＴ质量浓度的上升可能会促进

精子的成熟而引起精子数量增多。然而，这与本研究中组织学结构观察发现Ｃｄ暴露导致斑马鱼精巢中精子数

量减少的结果相矛盾。这一方面可能与性激素和 ＨＰＧ轴形成的负反馈调节有关；而另一方面则可能是因为硬

骨鱼和其他哺乳动物类似，生殖细胞的形成还受到减数分裂的调控［２９］。因此，本研究进一步检测了减数分裂中

关键调控基因的表达水平。视黄酸的合成与降解则关系到减数分裂的起始时间［２９］，它的含量变化由视黄酸合

成酶基因犪犾犱犺１犪２和视黄酸降解酶基因犮狔狆２６犪１的表达调控
［３０］。硬骨鱼类中狊狔犮狆３基因编码的联会复合体蛋

白３和犱犿犮１基因编码的ＤＮＡ减数分裂重组酶１通常被认为是减数分裂前期标记物
［３１３２］，其中狊狔犮狆３基因主要

调节减数分裂细胞分裂，而犱犿犮１基因对于减数分裂中染色体的同源联会起关键作用
［３３３４］。在本研究中，与对照

组相比，Ｃｄ暴露组的犪犾犱犺１犪２基因表达水平明显上调，而两者的犮狔狆２６犪１基因表达水平没有明显变化，这表明

视黄酸在鱼体中的含量可能受到犪犾犱犺１犪２基因的调控而明显升高，进而导致减数分裂的起始加强
［３５］。同时，Ｃｄ

暴露导致狊狔犮狆３基因表达水平较对照组而言有明显下降，表明斑马鱼精子发生在减数分裂的早期阶段可能被阻

断，从而引起早期生殖细胞增多和精子减少的组织学变化。因此，本研究表明，犪犾犱犺１犪２基因上调和狊狔犮狆３基因

下调可能是Ｃｄ暴露导致精巢中早期生殖细胞增多而精子减少的重要原因。

综上所述，本研究结果表明，低剂量Ｃｄ暴露可通过调节 ＨＰＧ轴及减数分裂关键基因的表达水平引起斑马

鱼精巢的组织学损伤和血浆雄激素质量浓度异常。尽管本研究所设Ｃｄ质量浓度符合国家渔业水质标准限值，

但仍能干扰雄性斑马鱼的生殖内分泌。因此，低剂量Ｃｄ暴露对鱼类的生殖风险仍值得关注。
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短期捕食胁迫对中华倒刺
!

幼鱼行为特征的影响


易恋淳，肖玲韬，付世建，付　成

（重庆师范大学 进化生理与行为学实验室重庆市动物生物学重点实验室，重庆４０１３３１）

摘要：【目的】考查短期非致命性捕食胁迫对中华倒刺
!

（犛狆犻狀犻犫犪狉犫狌狊狊犻狀犲狀狊犻狊）幼鱼行为特征的影响。【方法】将体质量为

（５．４２±０．２３）ｇ的中华倒刺!

幼鱼随机分为捕食组和对照组，分别在有、无捕食胁迫存在情况下驯化２５ｄ，随后分别测定

了两组实验鱼的活跃性、探索性、勇敢性、觅食行为以及偏好行为。【结果】相比对照组，捕食组表现出更高的活跃性和探

索性，以及更低的勇敢性，且有关差异均具统计学意义（狆＜０．０５），而捕食组与对照组的觅食行为与偏好行为的差异无统

计学意义。【结论】短期捕食胁迫使中华倒刺
!

的活跃性和探索性明显提高，提示中华倒刺
!

可能通过增加对捕食者的探

索行为和维持较高的活跃性来应对短期捕食胁迫，这种较为积极的行为策略可能与此种鱼较强的运动能力有关。捕食胁

迫未对中华倒刺
!

的觅食行为和偏好行为产生明显影响。在非致命性捕食胁迫下，中华倒刺
!

维持觅食以保障生长可能

是为了确保低捕食强度下的长期生存。

关键词：捕食胁迫；行为特征；中华倒刺
!
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在自然界中，鱼类经常面临捕食胁迫，尤其在幼鱼阶段，捕食胁迫常常会导致鱼类大量死亡［１］。为应对捕食

胁迫，鱼类可能会在形态、运动能力、生活史策略等方面表现出对捕食胁迫的响应，其中鱼类的反捕食行为可塑

性较强，且较为高效，因此备受研究者关注［２４］。一些研究者认为：处于捕食胁迫下的猎物鱼会降低活跃性、探索

性和勇敢性，并增加隐匿行为以降低被捕食者发现的机率［５６］。然而这些反捕食行为都是有代价的，因为降低的

活跃性、探索性和勇敢性以及增加的隐匿行为均会导致觅食机会的减少，进而影响生长［７］，生长的受阻势必又会

影响鱼类的长期生存。因此，鱼类的生长和生存之间可能存在权衡。再考虑到鱼类的自然栖息地环境复杂多样

且不同栖息地中捕食强度差异也非常巨大，从而可以提出以下问题：捕食强度是否会对鱼类生长与生存的权衡

产生影响？在非致命性的捕食胁迫下鱼类是否会在行为上优先保证生长？

中华倒刺
#

（犛狆犻狀犻犫犪狉犫狌狊狊犻狀犲狀狊犻狊）是一种主要分布在中国长江上游及支流的常见鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）鱼类，营

底栖杂食性。在它的幼鱼阶段，捕食胁迫普遍存在，而它栖息的水底遍布水草石子等隐蔽场所［８］。前期研究表

明中华倒刺
#

具有较强的生理和行为可塑性，因此是一种较为理想的实验对象［９］。乌鳢（犗狆犺犻狅犮犲狆犺犪犾狌狊犪狉犵狌狊）

属于鲈形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）鳢科（Ｃｈａｎｎｉｄａｅ）鱼类，广泛分布于亚洲，且与中华倒刺#

在自然界存在天然的捕食关

系［１０］。本研究以中华倒刺
#

幼鱼为猎物鱼，乌鳢为捕食者，考查短期捕食胁迫即２５ｄ的捕食者暴露处理对中华

倒刺
#

幼鱼活跃性、探索性、勇敢性、觅食行为和偏好行为的影响，并探讨捕食胁迫下鱼类的行为适应策略，从而

为鱼类行为学的相关研究提供有价值的基础资料［１１］。

１材料与方法

１．１实验鱼来源与驯养

实验用中华倒刺
#

、乌鳢均购于重庆当地水产养殖基地，在实验室自制循环过滤控温水槽（容积１０００Ｌ）中

分开驯养９０ｄ以充分适应实验室环境。每日用曝气后自来水更换水槽内２０％体积的驯养水体，水温控制范围
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重庆市教育委员会科技项目（Ｎｏ．ＫＪ１６００３１２）
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为（２５±１）℃，光照周期为１２ｈ光照∶１２ｈ黑暗。每日９：００以商业饵料搭配赤虫（犜狌犫犻犳犲狓狋狌犫犻犳犲狓）饱足投喂中

华倒刺
#１次，１ｈ后捞出残渣和粪便。乌鳢使用商业饵料搭配白鲢（犎狔狆狅狆犺狋犺犪犾犿犻犮犺狋犺狔狊犿狅犾犻狋狉犻狓）肉片每

２天投喂１次。

１．２捕食胁迫处理

驯养结束后挑选身体健康、大小接近的中华倒刺
#

幼鱼随机分为对照组和捕食组，随后将两组实验鱼转至

相同规格的两个水槽中，分别在各自水槽中进行为期２５ｄ有、无捕食胁迫的驯化。用铁丝网将水槽一分为二，捕

食组一侧为中华倒刺
#

，另一侧为乌鳢（狀＝１０，体长２０～３０ｃｍ）；对照组一侧为中华倒刺#

，另一侧空白。对照

组与捕食组相比，除无捕食者外，其他所有环境均相同。在２５ｄ的驯化期间内，实验鱼的养殖条件与前期驯养阶

段保持一致。驯化结束后，分别对对照组（狀＝２５，体长：（６．４０±０．１２）ｃｍ，体质量：（５．４１±０．２３）ｇ）和捕食组

（狀＝２５，体长：（６．１８±０．１４）ｃｍ，体质量：（５．４２±０．２４）ｇ）实验鱼的活跃性、探索性、勇敢性、觅食行为和偏好行

为进行测定。

１．３实验装置和行为测定方法

　　注：个性行为装置中Ａ，Ｂ，Ｃ均表示空间区域；Ｄ，Ｅ表示白色隔板；图中数据单位为ｃｍ

图１　中华倒刺!

幼鱼行为特征测定装置
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１．３．１活跃性、探索性和勇敢性　实验

装置（图１ａ）包含左侧测定水槽（规格：

１１０ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ）和右侧捕食

者刺激水槽（规格：２８ｃｍ×３７ｃｍ×

２８ｃｍ），水槽内壁（两水槽贴合处对应

内壁除外）贴满白色广告纸保证水槽

不透明，营造封闭空间使实验过程中

实验鱼不受外界环境干扰。水面高

１０ｃｍ，用白色板 Ｄ，Ｅ将左侧测定水

槽分隔为Ａ，Ｂ，Ｃ共３个区域（Ａ区规

格：２５ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ；Ｂ区规格：

７５ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ；Ｃ区规格：

１０ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ）。其中分隔

Ａ，Ｂ区域的Ｄ板下方具有可人工开启

的小门（图１ａ中Ｄ板下黑色部分）。Ｃ

区域内靠中间位置提前放入１个新奇

物体（长尾夹）。捕食者刺激水槽位于

测定水槽右侧，实验前用１块黑色板

将两水槽隔开。Ｂ，Ｃ区域正上方架设

有摄像头（ｗｅｂｃａｍ９０００，Ｌｏｇｉｔｅｃｈ，下

同）并接入计算机，用以拍摄实验鱼的行为。将禁食１ｄ的单尾实验鱼放入Ｂ区域的透明亚克力圆筒内适应

１５ｍｉｎ，随后撤走圆筒，并同时打开摄像头对实验鱼的活跃性进行拍摄，持续１６ｍｉｎ；完成上述步骤后撤走Ｅ板，

暴露新奇物体，记录实验鱼对新奇物体的探索行为，持续２１ｍｉｎ；最后撤走两测定水槽之间的黑色隔板，暴露乌

鳢，开启Ｄ板下的小门，将渔网快速浸入水中（模拟一次捕食者袭击），将鱼赶入Ａ区内，随后记录实验鱼首次从

隐蔽区（Ａ区）进入开放区（Ｂ区）的时间和在开放区的累计停留时间等参数作为勇敢性衡量指标。

１．３．２觅食行为　实验装置（图１ｂ）为自制方形亚克力水槽（规格：９０ｃｍ×７５ｃｍ×５０ｃｍ），水槽内壁贴满白色广

告纸保证水槽不透明，营造封闭空间使实验过程中实验鱼不受外界环境干扰。水面高１０ｃｍ，于缸底的４个角随

机取两处１０ｃｍ×１０ｃｍ区域，两区域呈对角线分布，分别为食物区与适应区。食物区放满赤虫，适应区放入透

明亚克力圆筒。其他区域布满人工低矮水草和石子。食物区的水面上方架设摄像头并接入计算机。正式实验

开始后，将禁食１ｄ的单尾实验鱼放入适应区的透明亚克力圆筒内，适应感知周围环境３０ｍｉｎ后，轻轻取出亚克

力圆筒，同时打开摄像头对实验鱼的觅食行为进行持续４１ｍｉｎ的拍摄。

１．３．３偏好行为　实验装置（图１ｃ）为自制方形亚克力水槽（规格：１１０ｃｍ×３５ｃｍ×２８ｃｍ），内壁处理方式与觅

食行为测定装置相同。水面高１０ｃｍ，在水槽两侧插入透明亚克力板，将整个水槽区域分隔成左（规格：１５ｃｍ×
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３７ｃｍ×２８ｃｍ），中（规格：９０ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ），右（规格：１５ｃｍ×３７ｃｍ×２８ｃｍ）共３个区域。实验时左侧或

右侧区域布满石子和高大阔叶水草，模拟水底隐蔽场所；另一侧区域放入赤虫；中间区域为实验鱼活动空间，区

域内放置有透明亚克力圆筒，作为实验鱼的适应区域。装置正上方架设摄像头并接入计算机。将禁食１ｄ的单

尾实验鱼放入中间区域的圆筒内适应３０ｍｉｎ后，轻轻拿出圆筒，同时打开摄像头拍摄３１ｍｉｎ。

１．４数据处理

为了避免人为取出透明亚克力圆筒的过程对实验鱼的干扰，将实验中所记录视频的初始１ｍｉｎ片段舍弃。

所有视频帧率均为１５帧·ｓ－１；用“格式工厂”软件（ｈｔｔｐ：／／ｆｏｒｍａｔｆａｃｔｏｒｙ．ｓｏｆｔｏｎｉｃ．ｃｎ）将视频由ｗｍｖ格式转码

为ａｖｉ格式后，导入行为学软件ＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ９（Ｎｏｄｕｓ，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）进行视频分析。软件可自动追踪实验鱼

实时坐标，并根据实验鱼坐标计算相关行为学参数（表１）。

表１　行为特征指标描述

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｂｅｈａｖｉｏｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　

行为 参数 单位 描述

活跃性
平均游泳速度 ｃｍ·ｓ－１ 实验鱼在单位时间内的运动路程与时间的比值

运动时间比 ％ 实验鱼处于运动状态的累计时间与总时间的比值

探索性
新奇度 ｃｍ 实验鱼与新奇物体的平均距离

探索区停留时间 ｍｉｎ 实验鱼进入探索区的累计时间

勇敢性
暴露时间 ｍｉｎ 实验鱼停留在开放区域的累计时间

潜伏期 ｍｉｎ 实验鱼首次进入开放区域的时间

觅食行为

觅食次数 次 实验鱼进入食物区的次数

觅食潜伏比 ％ 实验鱼首次进入食物区的时间与总拍摄时间的比值

食物区累计停留时间比 ％ 实验鱼停留在食物区的累计时间与总拍摄时间的比值

偏好行为
距食物平均距离 ｃｍ 实验鱼距离Ｃ区赤虫的平均距离

距隐蔽场所平均距离 ｃｍ 实验鱼距离Ａ区隐蔽场所的平均距离

ａ　运动时间比　　　　　　　　　　ｂ　平均游泳速度

　　　　　注：表示对照组与捕食组之间差异具有统计学意义，下同

图２　短期捕食胁迫对中华倒刺!

幼鱼活跃性的影响
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１．５统计分析

所有实验数据均由Ｅｘｃｅｌ２０１０进行

常规计算后，由ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

分析。经协方差分析发现体质量对实验

鱼各行为参数均无统计学意义上的影响，

故对照组与捕食组之间的差异比较采用

独立样本狋检验来进行分析。结果数据

均采用“平均值±标准误”的方式表示，当

狆＜０．０５时，统计分析结果具有统计学意

义。

２结果

２．１对活跃性的影响

与对照组相比，中华倒刺
#

幼鱼在经

历短期捕食胁迫后运动时间比无统计学意义上的变化（图２ａ），但平均游泳速度有统计学意义上的提高（狆＜

０．０５）（图２ｂ）。

２．２对探索性的影响

与对照组相比，中华倒刺
#

幼鱼在经历短期捕食胁迫后新奇度有统计学意义上的下降（狆＜０．０５）（图３ａ），但

探索区停留时间无统计学意义上的变化（图３ｂ）。

２．３对勇敢性的影响

中华倒刺
#

幼鱼在经历短期捕食胁迫后与对照组相比暴露时间有统计学意义上的减少（狆＜０．０５）（图４ａ），

２３ 重庆师范大学学报（自然科学版）　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｑｎｕｊ．ｃｎ　　　　　　　　　　　第３６卷



　　ａ　新奇度　　　　　　　　　　　ｂ　探索区停留时间

图３　短期捕食胁迫对中华倒刺!

幼鱼探索性的影响
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但两组实验鱼的潜伏期差异无统计学意义

（图４ｂ）。

２．４对觅食行为的影响

本研究结果显示，觅食次数（图５ａ）、觅

食潜伏比（图５ｂ）和停留时间比（图５ｃ）在

对照组与捕食组之间均无统计学意义上的

差异。

２．５对偏好行为的影响

图６ａ，ｂ显示，对照组与捕食组的距食

物平均距离和距隐蔽场所平均距离两个参

数均无统计学意义上的差异。

３讨论

鱼类的反捕食行为与它生存能力密切

ａ　暴露时间　　　　　　　　　　　　ｂ　潜伏期

图４　短期捕食胁迫对中华倒刺!

幼鱼勇敢性的影响
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相关［１２１３］。在面临捕食胁迫时，降低活跃

性、探索性和勇敢性能减少鱼类自身活

动，从而降低被捕食者发现的概率，进而

有利于鱼类的生存［１４］。本研究发现，短期

捕食胁迫对中华倒刺
#

幼鱼的活跃性、探

索性和勇敢性均产生了明显影响。这表

明中华倒刺
#

幼鱼的行为特征具有较好

的可塑性，能对短期捕食胁迫做出反应。

本研究中进行捕食胁迫处理后，中华倒刺

#

勇敢性明显降低，而活跃性和探索性明

显提高。笔者推测活跃性和探索性的提

高可能与中华倒刺
#

独特的行为适应策

略有关———该物种通过提高探索性以增

加对捕食者的了解，并维持较高的活跃性以时刻对捕食者保持警惕，随时准备逃跑。刘海生等人［９］曾发现经过

捕食者南方鲇（犛犻犾狌狉狌狊犿犲狉犻犱犻狅狀犪犾犻狊）暴露处理的中华倒刺#

活跃性明显提高，但隐匿行为明显减少。本研究结

果与上述研究结果基本一致，提示中华倒刺
#

在面临捕食胁迫时的表现是一种较为积极的行为适应策略，可能

与该物种较高的活跃性和较强的运动能力有关［９，１５］。

ａ　觅食次数　　　　　　　　　　　　ｂ　觅食潜伏比　　　　　　　　　　　　ｃ　停留时间比

图５　短期捕食胁迫对中华倒刺!

幼鱼觅食行为的影响
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鱼类通过获取食物实现生长。在高捕食压力的环境中，鱼类通常会减少觅食行为，以此获得更高的生存概
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　ａ　距食物平均距离　　　　　　　　　　　ｂ　距隐蔽场所平均距离

图６　短期捕食胁迫对中华倒刺!

幼鱼偏好行为的影响
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率。觅食活动会使鱼类更容易暴露行

踪，并且觅食时鱼类很难发现迫近的捕

食者，这些都会增加自身被捕食的风

险［１６１７］。本研究中，捕食胁迫并未对中

华倒刺
#

的觅食行为和偏好行为各项参

数产生明显影响。因此，面对生存与生

长之间的权衡，中华倒刺
#

并未牺牲觅

食和生长。驯化结束时对照组与捕食组

的体质量非常接近这一情况也进一步验

证了上述结果。笔者推测这可能与实验

中捕食者与猎物鱼隔开且捕食者对猎物

鱼不能构成致命威胁有关。在没有致命

捕食胁迫且食物充足的环境条件下，鱼

类可通过大量摄食实现快速地生长。因

为快速生长在自然界中有诸多生态学意义，例如由此可快速获得更大的体形从而在种内竞争中处于优势［１８］，同

时应对捕食压力时更大的体形也更为有利［１９］。当然本研究结果也提示：鱼类生存与生长之间的权衡可能存在着

环境依赖性，鱼类并非总是牺牲生长来保证暂时的生存；在非致命性捕食胁迫下通过快速生长确保长期的生存

可能是鱼类的另外一种反捕食行为策略。
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柞蚕微孢子虫基因组���反转座子鉴定与进化分析
灣

周�俊�石�鹏�张�爽�许金山�张小燕

�重庆师范大学 重庆市媒介昆虫重点实验室 重庆市动物生物学重点实验室�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�鉴定柞蚕微孢子虫��������������基因组中 ���反转座子的种类�数量和遗传关系��方法�从 �������
数据库下载柞蚕微孢子虫基因组序列�采用 �������软件筛选潜在重复元件�通过 ����灢�����与不同物种的逆转酶

进行比对�含有逆转录酶结构域的序列认定为���反转座子�并探讨它们的结构特征�所属类型和基因组分布特点��结

果�从柞蚕微孢子虫基因组中共发现椂个���反转座子家族即 ���棻����棽����棾����棿����椀和 ���椂�长度在棾�棿��之

间�大部分家族有相似的���末端核苷酸�但靶位点重复和拷贝数存在差异�逆转录酶结构域系统进化树显示椂个 ���

反转座子家族均属于��棾������类型�且与家蚕微孢子虫�������������������反转座子形成姊妹分支����棽和���棿
家族在基因组上成串排列�具有相似的分布特征��结论�柞蚕微孢子虫基因组中存在 ��棾������类型的 ���反转座元

件�进化地位与家蚕微孢子虫最为接近����反转座子家族重复元件在基因组上成串排列�可能是柞蚕微孢子虫基因组

扩张的潜在因素之一�

关键词����反转座子�柞蚕微孢子虫�基因组�系统进化

中图分类号��棻椃椀 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棾灢棸棸棽椆灢棸椃

转座因子是一段可以从染色体基因组某一位点转移到另一位点并影响转座位点周围相关基因功能的 ���
序列�研究发现至少有棿棸棩以上的人类基因组序列为转座因子�而在一些植物基因组中�这一比例达到椃棸棩以

上�棻灢棽��根据转座机制的不同和是否形成���转座中间体�可将转座子主要分为两大类�一类为 ��� 转座子�

主要通过剪切灢粘贴模式完成自身在基因组上的转座�第二类为反转座子�主要以复制灢粘贴模式通过转录和反转

录过程形成新的转座子拷贝�并插入到基因组新的转座位点从而完成转座过程�反转座子可以划分为���反

转座子�����������������������������������������和 ���灢���反转座子����反转座子主要包含椀个超家

族���棻������������������������棾���������������������������������������和����������������������灢
�����棾��一般而言�转座因子选择基因组的某一插入位点进行转座时�会导致插入该点处的一段短核苷酸片段

发生自我复制�就���反转座子而言�该片断长度通常在棿�椂��之间�被称之为靶位点重复����������������灢
��������它的存在已成为转座因子的特性之一�早期研究认为转座因子是一种自私 ���序列������������或
者垃圾���序列����������但越来越多的研究结果表明�转座因子对基因组和基因进化起到积极作用�在许

多动物和植物中�转座子不仅能通过特殊的途径重组基因组�而且能转座入完整基因的内部�进而影响基因的结

构及功能�棿灢椃��

柞蚕微孢子虫��������������是引起柞蚕微粒子病的主要病原体�也是柞蚕生产中重要的检疫对象�椄��主

要通过经口传染和胚种传染两种传播途径感染柞蚕�椆��极易造成柞蚕丝茧减产�危害中国的柞蚕生产�关于微

孢子虫进化地位研究一向是人们关注的焦点�早先研究者根据微孢子������� 系统进化分析并结合微孢子

缺乏线粒体和过氧化物酶特点�认为微孢子属于原生生物�棻棸��而后更多分子生物学证据�比如发现椀�����为

典型真核生物型�毬灢微管蛋白和���聚合酶�大亚基与真菌最为接近�发现线粒体型 ���椃棸编码基因等�使人

灣 收稿日期�棽棸棻椆灢棸棾灢棻棸��修回日期�棽棸棻椆灢棸棿灢棻棽��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椀灢棸椆�棻椆�棾棸
资助项目�重庆市基础与前沿研究计划项目���棶����棽棸棻椀�����椄棸棸棽棸�
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们提出了微孢子是真菌或真菌的类似物中分化而来�微孢子虫更接近真菌的新观点�棻棻灢棻棾��

现阶段在基因组水平上研究转座子而涉及的简单真核生物中�多数与真菌类有关�且其中的���反转座子

主要属于 ��棾������类�棻棿��在新型隐球菌������������������������基因组中�有棻椀个 ���反转座子家族

和几个���灢���反转座子家族被发现�棻椀��在白色念珠菌�����������������基因组中则至少有棾棿个反转座子

家族被发现�棻椂��而且高温环境和抑菌剂咪康唑能分别诱导其中的 ���棿家族与�����棽家族转录激活�从而增强

了该菌种的适应性�棻椃��此外�在家蚕微孢子虫����������������基因组中相继发现棻棿个结构完整的���反

转座子家族以及其他类型的转座子�棻椄灢棻椆��而后续研究则揭示转座子家族的扩增是家蚕微孢子虫基因组扩张的原

因之一�棽棸��目前关于柞蚕微孢子虫反转座子的报道很少�而且只报道了柞蚕微孢子虫基因组中存在棻个����
反转座子家族�棿���棽棻��但有关���反转座子的研究罕有报道�为此�本研究利用生物信息学技术�发掘柞蚕

微孢子虫基因组中存在的���反转座子�为进一步理解���反转座子在柞蚕微孢子虫基因组进化中的作用提

供基础依据�

棻材料与方法

棻灡棻���反转座元件的鉴定

本研究所使用的柞蚕微孢子虫全基因组和家蚕微孢子虫基因组下载自 �������公共数据库�序列收录号

为�����棸棻棸棸棸棸棸棻�����棸棻棸棸棾椀椀椄�首先�采用 ��������棽棽�搜索柞蚕微孢子虫全基因组序列�鉴定潜在的

���反转座元件�再从���� 数据库下载多物种的反转座酶�������������������������序列�建库后采用��灢
��灢�����比对候选���反转座元件�确定是否含有��序列�本研究将完整的���反转座子定义为序列内

含有��基因且两端拥有长末端重复�������������������������家族分类参照前人采用的标准�即不同

���反转座子成员内��结构域的氨基酸相似性达到椆棸棩以上就视为同一家族�棽棾��采用 ������������重复

序列查找软件�棽棿�分析特定转座子家族在基因组上的拷贝个数�拷贝片段长度在棻棸棸��以上的�相似性达到椆棸棩
以上�定义为棻个拷贝�多重序列的比对使用��������棽软件�棽棿��可视化结果由��������棾灡棽棻软件生成�棽椀��

棻灡棽系统进化树分析

从�������公共数据库下载现有��棻���������棾��������������和�����������的���反转座子超家族

中反转录酶结构域序列�结合本研究中已鉴定到的柞蚕微孢子虫 ��� 反转座子中的 �� 结构域序列�采用

����椂灡棸软件�棽椂�建立 ��������灢�������系统进化树�选用 ��棶�������������模型且���������值设为棻棸棸�

棻灡棾���反转座元件分布特征分析

以拷贝数较少和拷贝数较多的���反转座子家族为例�将两者及它们的拷贝子通过 ����灢�����与柞蚕

微孢子虫基因组进行比对�靶定两个���反转座子家族及它们的拷贝子在基因组上的位置�靶定特定转座子

及拷贝子位置后�查询基因组图谱上下游临近基因�并绘制特定���反转座子及基因分布图�

棽结果与分析

棽灡棻���反转座元件鉴定和结构分析

���反转座子主要编码���多聚蛋白来完成转座功能�该蛋白包含了多个催化结构域�其中以保守性强的

��为最重要特征�根据这一特点并结合反转座子结构的特异性�本研究在柞蚕微孢子虫基因组中鉴定到椂个

���反转座子家族�分别命名为 ���棻����棽����棾����棿����椀和 ���椂�其中����棻����棽����棾����棿和 ���椀
家族含有完整的转座子家族所具有的特征性序列即反向末端重复������������������������和靶位点重复序列

�表棻��研究结果还显示�柞蚕微孢子虫���反转座子的长度在棾�棿��之间�大部分家族的���末端核苷酸

具有一致性�为 �������或 ������但家族间的靶位点重复序列在核苷酸数量和种类上则具有差异�长度为

椀�椂个核苷酸�表棻��此外�通过������������软件对���转座子在柞蚕微孢子虫基因组上的拷贝个数进行

了初步的统计�发现不同家族间拷贝子数量相差较大�其中拷贝子数量最多的为 ���棾和 ���棿家族�均为棻椂个�

而 ���棽家族拷贝子数量最少�只有棾个�表棻��
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表棻�柞蚕微孢子基因组���反转座子不同家族特征详细统计表

���灡棻����������������������灢�����������������������������������棶�������������

家族 ���长度��� 插入片段长度��� ���相似性�棩 靶位点重复序列 ���末端核苷酸 拷贝数�个

���棻 棻椃椃�棻椃椃 棿棸棻椂 棻棸棸 ������������� ������� 椀
���棽 棽椄棻�棽椄棸 棿棾椀棽 椆椄 ����������� ����� 棾
���棾 棽棻棾�棽棸棽 棾椆椆椆 棻棸棸 ����������� ����� 棻椂
���棿 棻椃椃�棻棾棽 棾棸棾椂 椆棿 ����������� ����� 棻椂
���椀 棻棾棻�棻棾棻 棾椃椃椆 椆椂 ����������� ������� 棻棻
���椂 棿椀棻�棿椀棻 棽椃棸椀 椆椆 棴 棴 棿

��注�带有三角形的框表示����阴影框表示开放阅读框������并用英文字母标

出反转座子各个功能结构域在 ���内潜在的位置

图棻�柞蚕微孢子虫不同家族���反转座子结构

���灡棻������������������������������

�������������棶�������������������������

��在本研究鉴定到的椂个 ���反转座

子家族中����序列和功能结构域表现出

特征差异�图棻��表棻显示����长度范

围为棻棾棻�棿椀棻���其中 ���长度最长和

最短的���反转座子家族分别为���椂和

���椀�图棻则显示����棻和 ���椂家族含

有�� 结构域和核糖核酸内切酶����结
构域共棽个结构域�而 ���棿含有 ���结

构域�蛋白酶�����结构域��� 结构域和

整合酶�����结构域共棿个结构域�尽管

柞蚕微孢子虫 ��� 反转座子���多聚蛋

白包含的功能结构域具有差异性�但已鉴

定的椂个���反转座子家族中均具有保

守性较强的��结构域�且所有���反转

座子家族的��结构域含有 ����保守基序�图棽����� 结构域中则拥有���保守基序�图棽������结构域具

有共有的�������基序�图棽���不同���反转座子家族在基因组上拷贝数差异较大�某些家族���的相似

性差异较大�如���棿家族的为椆棿棩�表棻��因此推测����反转座子在较为久远的年代插入到柞蚕微孢子虫基

因组中�碱基经过长时间的进化突变�导致高变异度序列不断积累�并伴随有反转座子部分结构域丢失�

棽灡棽系统进化分析

利用柞蚕微孢子虫���反转座元件中��结构域的保守性�将该结构域与其他物种的��序列构建系统进

化树�其中所涉及的各物种的��序列名称�所属物种拉丁学名及 �������登录号如图棾所示�图棾还显示�本
研究中所有物种基因组中���转座元件可以划分为 ��棾��������������������棻������和�������等棿个类

群�与前人报道一致�棽椃��柞蚕微孢子虫中新发现的椂个���反转座子家族均属于 ��棾������类型�且与近源物

种家蚕微孢子虫基因组中的 ��棾类型反转座子聚类在一起形成姊妹分支�暗示柞蚕微孢子虫���反转座子起

源与家蚕微孢子虫���反转座子相似�属于真菌性起源�棻棾��

棽灡棾���反转座子在基因组中的分布特征

选取拷贝数较少的 ���棽家族和拷贝数较多的 ���棿家族为代表�对它们的反转座子及拷贝子进行全基因组

定位�考察柞蚕微孢子虫���反转座子在整个基因组的分布特征�结果显示����棽家族在����������椷棸棿棸上

有棽个拷贝�在基因组上呈现出紧密排列的特征�并且与其他 ���家族成簇分布�图棿������棿家族反转座元件

在����������椷棸椀棻上紧密分布棽个拷贝�且与其他棿个 ���家族成簇排列�图棿���推测是由于反转座子在基

因组转座过程中受到进化选择�趋向于集中在一起�以防止基因组产生较大变异�棽椄灢棽椆��

棾讨论

柞蚕微孢子为寄生于柞蚕体内的一类原始真核生物�在微孢子进化地位的研究上具有重要意义�本研究鉴

定到 ���棻����棽����棾����棿����椀和 ���椂共椂个柞蚕���反转座子家族�长度在棾�棿��之间�证实柞蚕微

棻棾第棾期������������周�俊�等�柞蚕微孢子虫基因组���反转座子鉴定与进化分析



孢子虫基因组中存在完整的���反转座元件及片段复制�此前有研究报道�柞蚕微孢子基因组中存在 ����
类反转座子�棿家族�暗示柞蚕微孢子虫基因组中具有种类丰富的转座子类型�棽棻��

��注����������棾����棻和棿棻棽分别代表����������������������������������������������������灢

���������������������������等物种中���反转座子序列

图棽�柞蚕微孢子虫���反转座子多重序列比对

���棶棽����������������������������������������棶�������������������������

反转座子虽然广泛分布于微孢子虫基因组中�但被验证的具有活性的反转座子报道不多�在家蚕微孢子虫

基因组中鉴定到了椃个有活性的 ��� 反转座子家族�分别为 ���椀����椆����棻棸����棻棻����棻棽����棻棾和
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��注�圆圈表示柞蚕微孢子虫���反转子家族�空心方框表示家蚕微孢子虫已确定的���反

转子家族�括号内为物种拉丁学名�括号后方为 �������登录号

图棾�柞蚕微孢子虫和其他物种基于���反转座元件中��结构域序列的系统进化树

���灡棾��������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������

���棻棿�棾棸��这些家族中反转座

子聚合酶基因存在结构域缺

失或者插入冗余序列的情况�
对于反转座子家族中结构域

缺失但仍保留活性的现象�有
学者提出���� 反转座子家

族中各成员的结构域在功能

上具有互补性�棾棻��在柞蚕微

孢子虫 ��� 反转座子中�不
同家族间呈现结构多样性�某
些家族缺失部分功能结构域�
但�� 结构域��� 结构域和

���结构仍存在保守基序�本

研究推测柞蚕微孢子虫部分

��� 反转座子家族 ��� 结

构的缺失并不会导致活性完

全丧失�系统进化树则显示柞

蚕微孢子虫中 ���反转座子

���椂家族与家蚕微孢子虫有

转 录 活 性 的 ���椀����棻棻�

���棻棽����棻棾和 ���棻棿家族聚

为一支�这暗示 ���椂可能具有

转录 活 性�但 柞 蚕 微 孢 子 虫

���反转座子家族是否还具

有转座活性有待进一步研究�
此外����棽和 ���棿家族

在柞蚕基因组中成串分布�并
且与其他转座子成簇聚集�与
前人报道的微孢子虫反转座

子在基因组内具有特定排布

方式相一致�如家蚕微孢子

虫���反转座元件通常与其

他转座元件聚集并插入到两

个共线性区域�棻椆�棽棻��柞蚕微孢子虫���反转座子相对集中的分布方式�减轻了对整个基因组产生突变的危害�棽椄灢棽椆��

注�方框中的字母���分别表示几丁质合成酶�假设蛋白�其他 ���家族�无特征蛋白和转座酶

图棿����反转座子在柞蚕微孢子虫基因组中的分布

���灡棿����������������������������棶�������������
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棻棸种昆虫过氧化氢酶基因的全基因组鉴定与特征预测
灣

张莉娟�尹华春�李�勃�陈�斌

�重庆师范大学 生命科学学院 昆虫与分子生物学研究所 媒介昆虫重庆市重点实验室�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�在全基因组水平上鉴定棻棸种具有代表性昆虫的过氧化氢酶�����基因�并对鉴定所得��� 基因的基本特

征和系统发育关系分别进行预测和分析��方法�在 ����数据库中下载 ���氨基酸序列作为询问序列�通过本地�����
方法在棻棸种昆虫全基因组水平搜索和鉴定��� 基因并命名�通过生物信息学方法预测棻棸种昆虫��� 家族基因的特

征�氨基酸同源序列一致率�保守结构域等�通过 ����灢�软件用最大似然法推断棻棸种昆虫的��� 基因的系统发育�
�结果�共鉴定得到棽棾个��� 基因�内华达古白蚁�������������������������东亚飞蝗��������������������人虱���灢
����������������苜蓿蓟马����������������������������茶翅蝽�������������������赤拟谷盗�����������������灢
����黑腹果蝇�������������������������冈比亚按蚊�������������������家蚕������������和意大利蜜蜂�����
����������基因组上分别有棾�棻�棻�棻�棿�棾�棽�棻�椂和棻个��� 基因�均具有全长的转录组序列�编码棿棸椂�椀椀棾个氨基酸�

氨基酸分子量为棿椂灡棸�椂棾灡椃����等电点为椀灡棽棻�椆灡棻椆�鉴定得到的��� 基因共有棻棽棽个外显子�椆椆个内含子�且外显

子与内含子分布模式在物种间差异较大而种内的��� 基因结构相似�有椃个��� 基因编码有信号肽�信号肽包含

棻椃�棽棽个氨基酸残基�所有��� 基因编码的氨基酸序列的 �端具有棻个由棻椃个氨基酸组成的 ���近端活性区域�而

�端由椆个氨基酸组成的���血红素配体区域所组成�其中家蚕的�����棽 基因中单独含有棻个细菌胞外溶质结合区

域�棻棸种昆虫的���棻 基因具有棻�棻的直系同源关系�家蚕出现特异性扩增独立形成支系�与���棻 支系互为姐妹群�
�结论�研究结果提供了棻棸个代表性昆虫��� 基因的基础信息�为进一步开展该基因的功能研究奠定了基础�

关键词�昆虫�过氧化氢酶�全基因组鉴定�特征�系统发育

中图分类号��椆椂椂 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棾灢棸棸棾椂灢棸椄

生物体在逆境胁迫条件下应激产生丰富的活性氧����������������������������如超氧阴离子自由基�
单线态氧�过氧化氢�羟自由基等����在昆虫的先天免疫系统中具有极为重要的作用�棻��它的动态平衡能够激

活信号转导�棽��调控细胞增长和凋亡�棾灢棿�等不同生理过程�但过量的 ���累积会破坏细胞结构和功能�严重损伤

机体内的����蛋白质等大分子物质�
过氧化氢酶������超氧化歧化酶������过氧化物酶�����等棾种抗氧化酶广泛分布于生物体内�由它们

组成的保护酶系统可以清除生物体内过剩的 ����保护生物体免受环境胁迫的危害�椀��当 ���大量生产时�

���也被大量诱导生成�催化���发生歧化反应生成水和过氧化氢�这是抗氧化作用的第一道防线�椂��过氧化

氢的不断累积会诱导��� 和��� 基因表达上升�由此产生大量的���和���以过氧化氢为底物并将它分解

为对机体无害的水和氧气�最终消除超量���对生物体产生的氧化损伤�反应式为棽�棽�棽�棽�棽�棲�棽
�椃��

�������于棻椄椄棻年发现����之后����于棻椆棸棻年对该酶予以正式命名�椄��迄今为止�有关酵母������灢
��������������椆��拟南芥����������������������棻棸��小鼠��������������棻棻��智人��������������棻棽�等生物的

��� 基因的研究已有不少�在昆虫方面����等人�棻棾�于棻椆椆棸年首先克隆了黑腹果蝇�����������������灢
�������的��� 基因�为昆虫��� 基因研究的奠定了基础�此后对不同昆虫��� 基因的研究工作逐渐展开�例
如在家蚕�������������棻棿��葱蝇���������������棻椀��意大利蜜蜂����������������棻椂��冈比亚按蚊����������
���������棻椃��异色瓢虫�������������������棻椄�等昆虫的��� 基因的功能和系统发育关系方面已有大量的研

灣 收稿日期�棽棸棻椄灢棻棻灢棻棽��修回日期�棽棸棻椆灢棸棾灢棻椄��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椀灢棸椆�棻椆�棾棸
资助项目��两江学者�计划专项经费�国家自然科学基金���灡棾棻椂椃棽棾椂棾���灡棾棻棾椃棽棽椂椀��国际原子能机构 ���项目���灡棻椄棽椂椄��国家科技

基础性工作专项重点项目���灡棽棸棻椀��棽棻棸棾棸棸�

第一作者简介�张莉娟�女�研究方向为生物化学与分子生物学��灢�����棿棾椃椂棻椆椂棾棿椑��棶����通信作者�陈斌�男�教授�博士生导师�

�灢��������棶����椑����棶���棶��
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椀棸椆棶棻椆棾棸棶棸棾椄棶����



究�鉴于���在昆虫的抗氧化作用中起到重要作用�是影响昆虫生长发育和生殖的一大主要因素�因此本研究

在农林害虫�媒介医学昆虫以及经济昆虫中一共选出棻棸种代表性昆虫作为研究对象�基于 ����开放数据�利用

生物信息学分析方法对它们的��� 基因家族在全基因组水平上进行了鉴定并进行命名�然后�对这些��� 基

因编码的氨基酸序列的相似值和保守性�基因的结构�系统发育等方面进行了研究和分析�以便为进一步开拓昆

虫中���功能的研究提供信息基础�

棻材料与方法

棻灡棻数据来源

棻棸种昆虫的基因组数据均源自����的��������数据库�它们的学名�隶属目名�种名缩写及组装��号信

息如表棻所示�

表棻�棻棸种昆虫的基因组数据来源

���棶棻���������������������������������������

物种名 物种所在目名 种名缩写 组装��号

内华达古白蚁������������������������ 蜚蠊目����������� �� ���椷棸棸棸椂椆椂棻椀椀灡棻

东亚飞蝗������������������� 直翅目������������ �� ���椷棸棸棸椀棻椂椄椆椀灡棻

人虱������������������ 虱目���������� �� ���椷棸棸棸棸棸椂棽椆椀灡棻

苜蓿蓟马��������������������������� 缨翅目�������������� �� ���椷棸棸棸椂椆椃椆棿椀灡棾

茶翅蝽������������������ 半翅目����������� �� ���椷棸棸棸椂椆椂椃椆椀灡棽

赤拟谷盗�������������������� 鞘翅目������������ �� ���椷棸棸棸棸棸棽棾棾椀灡棾

黑腹果蝇��棶������������� 双翅目��������� �� ���椷棸棸棸棸棸棻棽棻椀灡棿

冈比亚按蚊��棶�������� 双翅目��������� �� ���椷棸棸棸棸棸椀椀椃椀灡棽

家蚕��棶����� 鳞翅目������������� �� ���椷棸棸棸棻椀棻椂棽椀灡棻

意大利蜜蜂��棶���������� 膜翅目������������� �� ���椷棸棸棾棽椀棿棾椆椀灡棽

棻灡棽基因鉴定与命名

为鉴定棻棸种昆虫的��� 基因�从����的��������数据库中下载已经被鉴定出来���氨基酸序列作为

本地�����的询问序列 ������步骤如下�棻�通过�������以已知序列作为 �����搜索本地基因组数据库�阈
值设为棻�棻棸棴椀�获得可能的��� 基因序列�棽�将相似性大于棾棸棩的序列连同左右翼侧区�椀棸棸��或以上�输
出�取出的基因组序列输入 �������棲�����������棶���������棶���������棶������在线软件中进行基因预测�

棾�为验证该序列是否为��� 的基因序列�将预测所得基因序列所翻译的氨基酸序列在 �������中再次进行在

线比对�将具有��� 结构域���� 注释号为��棸棸棻椆椆�的基因作为��� 基因�

棻灡棾基因基本特征分析

用在线软件��������������������棶������棶��������������������������������棶���棶���棶�������灢
����������灢棽灡棸��和������������������棶���棶���棶���������������������对棻棸种昆虫 ��� 氨基酸序列

的分子量�分子式�等电点�亚细胞定位�跨膜区和信号肽进行预测�使用�������软件对这些���氨基酸序列

进行多重比对和相似值����������统计�将多重比对的结果通过在线软件�������������������棶�����棶����棶���

����������������棶�����进行不饱和预测�预测结果导入 �������棽灡椃灡棸软件预测其保守区域�通过在线软件

����������������棶���棶���棶���棶����预测棻棸种昆虫的��� 基因结构�包括外显子和内含子的大小以及内含

子的相位�通过���������椄灡棸绘制有关示意图�

棻灡棿基因系统发育关系

经过在线软件 ����������������������������棶�����棶����棶�������������������棶�����计算棻棸种昆虫

���氨基酸序列的饱和度�结果导入 ����灢�软件计算这些���氨基酸序列的系统发育模型�基于赤池信息

椃棾第棾期�����������张莉娟�等�棻棸种昆虫过氧化氢酶基因的全基因组鉴定与特征预测



量准则��������������������������������测算出棻棸种昆虫的���氨基酸序列最佳进化模型为��棲��使

用 ����灢��棻椆�和������棽棸�在线网站�����������棶����灢�����������棶����基于这些昆虫的 ���氨基酸序列

使用最大似然法����������������������构建系统发育关系�进行棻棸棸棸次重复计算�记录各分支���������
值�推断这些昆虫的系统发育关系�

棽结果

棽灡棻��� 基因鉴定情况及所编码蛋白质的理化特性

基于棻棸种代表性昆虫全基因组水平上的搜索与鉴定�共获得棽棾个��� 基因�内华达古白蚁�东亚飞蝗�
人虱�苜蓿蓟马�茶翅蝽�赤拟谷盗�黑腹果蝇�冈比亚按蚊�家蚕和意大利蜜蜂棻棸个物种分别有棾�棻�棻�棻�棿�棾�棽�

棻�椂和棻个��� 基因�其中隶属鳞翅目的家蚕��� 基因中出现了特异性扩增的现象�根据它们��������结构

域信息及其在基因组上的位置�分别将上述物种的��� 基因命名�如表棽所示�

表棽�棻棸种代表性昆虫���基因及所编码蛋白质特征

���棶棽���������������������������������������������������棻棸����������������������

基因名
基因

长度���

编码区

长度���

编码氨基酸

数目�个
��������位置分布

编码蛋白质相对

分子质量����
等电点

信号肽在氨基酸

序列上的位置

�����棻 棻椂棾棸椃 棻椀棽椃 椀棸椄 ��椷棸棻椆棸椀椆椃棸棻灡棻�棾椆棻棾棻椀�棿棸椃椂棽棻 椀椃灡椆 椄灡椀棾

�����棽 椄棻椆棻 棻椀棿椄 椀棻椀 ��椷棸棻椆棸椂棸椄棾椄灡棻�椃棸椀棿椀�椃椄椃棾椀 椀椄灡椃 椂灡椀棸 棻�棻椃

�����棾 椂棸椃棾 棻椀椃椄 椀棽椀 ��椷棸棻椆棸椂棸椄棾椄灡棻�椂棽棿椄椄�椂椄椀椂棸 椀椆灡椄 椀灡椃椄 棻�棽棸

����� 棻椀棽棿 棻棻椂椃 椀棸椃 ����椷棸棻棸棸棸棸棻椆椃灡棻�棿椄棽�棽棸棸椃 椀椃灡椀 椃灡棽椄

����� 棻椂棻椀 棻棿椃椂 棿椆棻 ��椷棸棸棽椆椄椃棾棿椀灡棻�椄椄椂椄椀�椆棸棽椆椆 椀椀灡椆 椂灡椄棿

����� 棻棻棽棾棿 棻椀椂棾 椀棸椂 ��椷棸棽棸棽椆棽棽棽椆灡棻�椂椂椂椂椃椄�椂椃椃椆棻棻 椀椃灡棸 椄灡棿棻

�����棻 棽椂椄棻椀 棻椀椀椃 椀棸棿 ��椷棸棽棸棻棻棸椆棿棻灡棻�棽椆椃椄�棽椆椃椆棽 椀椂灡棸 椀灡棽棻

�����棽 椀棾棻棻棻 棻椂棽椀 椀棽椂 ��椷棸棽棸棻棻棻棸椂椆灡棻�椃椀椂棾椄�棻棽椄椃棿椄 椂棸灡棿 椃灡棽椃 棻�棽棽

�����棾 棽棾椃椆椂 棻椂棽椆 椀棿棽 ��椷棸棽棸棻棻棸椆棿棻灡棻�棾棽椆椀椃�椀椂椃椀棽 椂棻灡棿 椆灡棻椆 棻�棽棸

�����棿 棻棸棸棾棾 棻椀棻棽 椀棸棾 ��椷棸棽棸棻棻棸棽棽棻灡棻�椃棸棾棸椂棿�椃棻棾棸椆椂 椀椂灡椄 椄灡椂椄

�����棻 椆椂棸椄 棻椀棸椂 椀棸棻 ��椷棸棸椃棿棻椄灡棾�棻棻椀棸椂椀椀棾�棻棻椀棻椂棻椂棸 椀椂灡棽 椄灡棽棻

�����棽 棾椄椃棿 棻椀椀棻 椀棻椂 ��椷棸棻椀棿椀棸棽棾棾灡棻�椀棿椆椃椀椄�椀椀棾椂棾棻 椀椄灡椃 椂灡棽棾

�����棾 棾椄椂椀 棻椀棾椆 椀棻棽 ��椷棸棻椀棿椀棸棽棾棾灡棻�椀椀椀棿棾棾�椀椀椆棽椆椃 椀椃灡椆 椂灡椃棾

�����棻 椀棻棻棾 棻椀椂棾 椀棸椂 ��椷棸棾椃棿棾椂灡棿�棻椄椄棽棽椃椄椂�棻椄椄棽椃椄椆椄 椀椃灡棻 椄灡棾椆

�����棽 棻椀椄棿 棻椀椆椂 椀棸椂 ��椷棸棾棾椃椃椆灡椀�椄椃棸椀椂椆椀�椄椃棸椃棽椃椄 椀椄灡棸 椂灡椆棿

����� 椄椄椂棸 棻椀椀椃 椀棸棿 ��椷棸椃椄棽椂椀灡棽�椀椃椃棽棻棽椆�椀椃椄棸椆椄椄 椀椂灡椆 椄灡棿棸

�����棻 棽棾棽棸 棻椀椂椂 椀棸椃 ��椷棸棸棿椀椄棽棸棻椀灡棻�椀棽椃椄椃椀椆�椀棽椄棻棸椃椄 椀椂灡椆 椄灡棻棻

�����棽 棻椆棿椆 棻椃棸椄 椀椀棾 ��椷棸棸棿椀椄棽棸棽椆灡棻�棿椃椀棿棻棿椃�棿椃椀椂棸椆椀 椂棾灡椃 椄灡椆椃

�����棾 棻椃椄椃 棻椀椆棽 椀棻椀 ��椷棸棸棿椀椄棻椃棻椄灡棻�棻椀棻棿椂椄�棻椀棾棽椀棿 椀椄灡棸 椃灡棽棻 棻�棻椃

�����棿 棽椄棾椃 棻椀棽棻 棿椆棽 ��椷棸棸棿椀椄棽棻椃椆灡棻�棻棸棽棿棸�棻棾棸椃椂 椀椀灡椀 椄灡棻椆

�����椀 棻椄椃棽 棻椀椆椀 椀棻椂 ��椷棸棸棿椀椄棽棻椃椆灡棻�棽棾棸棿椃�棽棿椆棻椄 椀椃灡棻 椄灡棿椄 棻�棻椃

�����椂 棾椃棽椂 棻棽椀椀 棿棸椂 ��椷棸棸棿椀椄棽椀棸椀灡棻�棿椀棻椂�椄棽棿棻 棿椂灡棸 椃灡棻椆 棻�棻椃

����� 棻棸椀椀椀 棻椀棿棽 椀棻棾 ��椷棸棾椃椂棿棾灡棻�椄椂椀椆椆棽椂�椄椂椃棸棿椄棸 椀椄灡棸 椄灡棾椆

��注�基因名中前两个字母代表的物种名见表棻�下同

��鉴定所得��� 基因均具有蛋白质编码的全长序列�基因长度为棻椀棽棿�椀棾棻棻棻���编码区长度为棻棻椂椃�
棻椃棸椄���编码氨基酸数为棿棸椂�椀椀棾个�编码蛋白质相对分子质量为棿椂灡棸�椂棾灡椃����等电点为椀灡棽棻�椆灡棻椆�亚
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细胞定位在线粒体上�均含有�����������������灢���结构域各棻个�且均不含跨膜域������棽������棾������棽�

�����棾������棾������椀������椂 等椃个基因所编码的氨基酸序列具有信号肽�信号肽包含棻椃�棽棽个氨基酸

残基�表棽��棻棸个昆虫物种��� 基因的同源序列一致性在棾棸棩�椆棿棩之间�图棻��

图棻�棻棸种昆虫物种���基因同源序列的一致率

���灡棻����������������������������������������������������������������

棽灡棽��� 基因结构

封二彩图棽显示�棽棾个��� 基因共有棻棽棽个外显子�长度为棻棿�棻椀棾椂���其中�����������������棻�

�����棽������棾������棻������棽������������棻������棽������棾������棿������椀 和�����棻椂 具有

棽�棾个外显子������棻������棽������棾������������棻������棽������棾������棿 和�����具有椄�棻棻个

外显子�此外�棽棾个��� 基因共有椆椆个内含子�长度为椀棽�棽棻棸棻椄��������棽 基因中内含子总长度最大�为
椀棻椂椀椆���该基因序列长度也为最大�棻棸种昆虫��� 的基因中棸型�棻型和棽型相位的内含子分别共有椂椀�棻椂
个和棻椄个�约占内含子总数的椂椂棩�棻椂棩和棻椄棩�

棻棸种不同昆虫物种之间的��� 基因外显子与内含子分布模式差异较大�但它们种内的��� 基因结构相

似�其中������棻������棽 和�����棾 的基因结构基本一致�均含棻棸个外显子和椆个内含子������棻���灢
���棽������棾 和�����棿 基因外显子个数介于椆�棻棻之间�除�����棽 基因内含子最大为棽棻棸棻椄��以外�其他

棾个��� 基因内含子长度介于椃椀�棻棻棸棿棸��之间������棻������棽 和�����棾 基因结构也基本一致�均为棾个

外显子�棽个内含子�内含子相位为棸位和棻位�内含子长度在椀棽�棿棻椄棿��之间������棻 和�����棽 基因的

内含子相位都为棸位������棻������棽������棾 和�����棿 基因的外显子�内含子个数分别为棽�棻������椀
和�����椂 基因的外显子�内含子个数分别为棾�棽�除�����椂 基因中含有棻个相位为棻的内含子�其余家蚕

��� 基因内含子相位均为棸位�

棽灡棾���家族的保守结构域

利用�������对棻棸种代表性昆虫的���家族的氨基酸进行多重比对�对结果的分析及功能标注如图棾所

示�结果显示����氨基酸序列的 �端含有棻椃个氨基酸组成的���近端活性区域和棻个保守的组氨酸活性

位点����椃棻���端含有椆个氨基酸组成的���血红素配体区域�此外������棽的�端单独含有棻个细菌胞

外溶质结合区域�棻棸种昆虫���的��������结构域具有棾椃椄�棾椆椃个氨基酸���������灢���结构域具有椀椀�椂椀
个氨基酸�其中�����椂的���结构域氨基酸数目为棽椃棿�序列比对结果还显示�棻棸种昆虫 ���氨基酸序列

��������和��������灢���结构域均高度保守和一致�

棽灡棿��� 基因的系统发育关系

利用 ����灢�软件以及在线软件������基于棻棸种代表性昆虫��� 基因所编码的氨基酸序列分别构

建了系统发育树�两种软件构建的系统发育关系具有相同的进化支系和自展值������������将系统发育支系分

为棿个群�图棿��结果显示�在群�和群��中棻棸种昆虫的���棻 基因具有棻�棻的直系同源关系����������值

在椄棸棩以上�家蚕经过物种特异性扩增的��� 支系群��与棻棸种昆虫的���棻 支系群��和群���为姐妹群关

系����������自展值为椄椀棩�棻棸棸棩�
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��注�棾个方框从上到下依次表示过氧化氢酶近端活性区域�过氧化氢酶血红素配体区域和细菌溶质结合结区域�箭头指向过氧化

氢活性位点

图棾�棻棸种代表性昆虫���氨基酸序列的多重比对及特征

���灡棾�������������������������������������������������������������������������������������������������

棸棿 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



图棿�棻棸种代表性昆虫基于氨基酸序列的���基因的系统发育关系

���灡棿����������������������������������������
����������������������������������������������������

在群�中������棿 由 �����棾 复制

而来������棾 由�����棽 复制而来�在群

��中������发生了棻次基因复制事件�
在群���中������基因中发生了棽次基

因复制事件������棾 由�����棽 复制而

来������棽 由�����棻 复制而来�群��
是家蚕经过物种特异性扩增的 ��� 枝

系�推测其中包含的椀个基因可能是由

�����棻 基因复制而来�群��与群���互

为姐妹群�其中群��中的物种分类隶属于

鞘翅目�鳞翅目和双翅目�它们在分类地

位上亲缘关系较近�群���中的物种分类

隶属于同翅目�膜翅目�直翅目�缨翅目�
虱目和蜚蠊目�在分化时间上出现较早�
推测它们应该面临比较相似的生活环境

或生态位�

棾讨论

���在昆虫的保护酶系统中扮演着重要角色�能清除昆虫体内过剩的����从而保护昆虫免受环境胁迫的

危害�本研究在涉及农林学�媒介医学及经济类的棻棸种代表性昆虫中共鉴定出棽棾个��� 基因�其中东亚飞

蝗�人虱�苜蓿蓟马�冈比亚按蚊及意大利蜜蜂只含有棻条��� 基因�内华达古白蚁�茶翅蝽�赤拟谷盗和黑腹果

蝇含有棽�棿个��� 基因�而家蚕��� 基因存在特异性扩增现象�因而数目达到椂个�推测��� 基因的扩增

可能与昆虫适应自身生活的环境有关�棻椃�棽棻��

棻棸种昆虫��� 基因编码的蛋白质相对分子质量介于棿椂灡棸�椂棾灡椃���之间�均含有 �����������������灢���
结构域各棻个�且均不含跨膜域������棽������棾������棽������棾������棾������椀 和�����椂 共椃个基因

具有信号肽�信号肽包含棻椃�棽棽个氨基酸残基����是一种稳定性无信号肽的蛋白�属于非分泌性蛋白�棽棽��推
测内华达古白蚁�茶翅蝽和家蚕中出现具有信号肽的��� 基因可能是它们在环境中受到的氧化应激更多�为适

应环境�在基因复制过程中融合编码分泌蛋白的信号肽�以保护体内各组织免受氧化应激反应�棽棾��
本研究还分析了棻棸个代表性昆虫物种��� 基因的系统发育关系�可以看到棻棸种昆虫的���棻基因具有

棻�棻的直系同源关系�物种特异性扩增的家蚕��� 基因������棽������棾������棿������椀 和�����椂�组
成的群��与棻棸种昆虫的���棻 基因支系群��和群���为姐妹群关系�其中�具有特异性扩增的家蚕��� 基因

中�具有信号肽序列的�����棾������椀������椂 基因和具有细菌的分泌性��� 基因�����棽 没有聚集在一

个进化枝上�因此可以确定含有信号肽序列的家蚕��� 基因并不是在测序过程中混入的细菌基因�推测在��灢
���棽 中发生了基因的水平转移�此外������棽������棾������棿������椀������椂������棽 和�����棾 基因

中缺失���血红素配体区域�这可能是在��� 基因复制过程中����血红素配体区域随之缺失所致�或许与

昆虫特殊环境的适应相关�而意大利蜜蜂与家蚕��� 基因数目的差异可能反映了群居物种和独居物种在生活

史和生态位上的差异�棻椂��
先前的研究表明���� 基因在昆虫不同发育阶段和不同组织中都具有较大的差异化表达�如甜菜夜蛾

��������������������� 基因的成虫期表达量最高达卵期表达量的椃倍�幼虫期表达量次之�卵期表达量最

低�而在组织上���� 基因在椀龄幼虫体壁�中肠�脂肪体和马氏管组织中都有表达�其中脂肪体中表达量最

高�棽棿��白蜡窄吉丁����������������������� 基因在幼虫中肠有着较高表达量�而在不同发育阶段上�幼虫和

预蛹期有着高表达量�成虫时期表达量下降�棽椀��冈比亚按蚊吸血后�通过 ����干扰技术沉默��� 基因�成活

率明显下降�棻椃��上述研究揭示了��� 基因在昆虫的生长发育和繁殖等方面都发挥着重要作用�
综合上述�本研究运用生物信息学方法鉴定了涉及农林学�媒介医学及经济类的棻棸种代表性昆虫的���

基因�并进行了命名�对基因序列的相似性和保守性�基因的结构�系统发育等方面进行了研究和分析�研究结
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果对进一步研究昆虫的��� 基因及相关免疫防御功能具奠定了基础�
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�棽棸棻椆年椀月 重庆师范大学学报�自然科学版� ���棽棸棻椆
第棾椂卷 第棾期 �������������������������������������������������� ���灡棾椂 ��灡棾

动物科学 ����棻棸棶棻棻椃棽棻������棽棸棻椆棸棾棸棾

基于微卫星标记的中华蜜蜂椀个自然群体遗传多样性分析
灣

张�爽�周�俊�胡�冲�吕�言�石�鹏�许金山

�重庆师范大学 重庆市媒介昆虫重点实验室 重庆市动物生物学重点实验室�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�分析中国四川阿坝�黄土高原�海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地的中华蜜蜂������������������自然群体遗

传多样性��方法�提取样品基因组 ���后进行���扩增�并用聚丙烯酰胺凝胶电泳检测�通过计算棻椀对微卫星标记

在椀个中华蜜蜂自然群体中的等位基因数�多态信息含量�期望杂合度�观测杂合度�遗传距离�遗传相似系数和遗传分化

系数�进而评估各中华蜜蜂种群遗传多样性和各种群间遗传分化��结果�棻椀个微卫星位点共检测到椂棿个等位基因�每

个位点的等位基因数平均为棿灡棽椂椂椃个�单个位点的等位基因数为棽�椂个�各群体平均等位基因数为棽灡椂�棾灡棸椂椂椃个�

平均观测杂合度为棸灡椀椀棸棾�棸灡椂椂棿棾�平均期望杂合度为棸灡椀棽棿棿�棸灡椀椂椂椃�平均多态信息量为棸灡棿棻棸棾�棸灡棿椆棽椃�四

川阿坝群体与黄土高原�海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地群体在 ���棸棸棻����棸椆椂����棻棾棻等棾个位点上存在明显分

化�黄土高原群体与海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地群体在 ���棻棻棿����棻棽棻����棻棾棽等棾个位点上表现出一定程度的

遗传分化�海南岛群体与浙闽丘陵�滇南地区两地群体在 ���棸棸棻����棸棸棽����棸棸棿����棻棾棻����棻棾棽等椀个位点上均表

现出较强的遗传分化�浙闽丘陵与滇南地区群体间在 ���棸棸棽����棻棽棻����棻棾棻等棾个位点上遗传分化极明显�椀个中

华蜜蜂自然群体之间的遗传距离在棸灡棻椂棸棻�棸灡棿椆棻棸之间��结论�椀个中华蜜蜂群体遗传多样性丰富�群体间遗传分

化明显�

关键词�微卫星标记�中华蜜蜂�自然种群�遗传多样性

中图分类号��棻椃椀 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棾灢棸棸棿棿灢棸椃

中华蜜蜂�������������������属于东方蜜蜂������������的亚种�在中国通常被称为�土蜂��是中国特

有蜜蜂种质资源�中国地域范围广�地貌差异大�中华蜜蜂经过长期的适应�形成了多种生态型�遗传多样性十

分丰富�现已被中国畜禽种质资源委员会设为种质资源保护对象�在加强对中华蜜蜂种质资源保护的各项工作

中�有关中华蜜蜂群体资源遗传特性的研究有着十分重要的意义�
微卫星����������������是广泛分布于真核生物基因组中的一种简单重复序列����������������������

�����一般由棽�椂个核苷酸重复片段组成�由于个体间串联重复单元的重复次数呈现高度变异性且在基因组

中数量丰富�因此微卫星标记广泛应用于生物的系统发育�遗传结构�遗传多样性和保护生物学等研究领域�棻��
近棻棸余年来�众多研究者开始尝试用微卫星标记开展蜜蜂种群遗传特征�遗传分化�遗传多样性等问题的研

究�棽灢椀��特别地�已有研究者借鉴意大利蜜蜂���������������分子标记来研究中国的中华蜜蜂种群遗传分化�明
确了长白山�椂��福建�椃��武夷山�椄��皖南山区与皖西大别山区�椆�的中华蜜蜂遗传分化����������等人�棻棸�首先利

用了微卫星标记研究了日本的东方蜜蜂的遗传多样性�之后许多学者利用他们提出的微卫星位点分别研究了贵

州�棻棻��海南�棻棽��黄土高原�棻棾��陕西秦巴山区�棻棿灢棻椀�等地的中华蜜蜂遗传多样性�然而�利用微卫星标记对中国多个

地点的中华蜜蜂自然群体遗传多样性进行研究的报道�目前很难见到�为此�本研究基于刘璐等人�棻椂�在研究重

庆地区的中华蜜蜂遗传分化时提出的棻椀个东方蜜蜂微卫星位点对四川阿坝�黄土高原�海南岛�浙闽丘陵�滇南

地区等地的中华蜜蜂自然群体进行遗传多样性和遗传分化进行分析�以期为中华蜜蜂种质资源保护及良种选育

工作提供参考依据�
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第一作者简介�张爽�女�研究方向为生物化学与分子生物学��灢������棻椃椃椀棿椆棽椂棻椆椆棻椑棻椂棾棶����通信作者�许金山�男�教授�博士��灢�����
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棻材料和方法

棻灡棻实验材料

中华蜜蜂样本于四川阿坝�海南岛�滇南地区等地各分别采集棻棸群�于黄土高原�浙闽丘陵等地各分别采集

椆群�所有样本均浸泡在无水乙醇中并放置于棿�冰箱内保存备用�

棻灡棽实验操作及方法

棻灡棽灡棻��� 提取�去除中华蜜蜂样本腹部�余下组织采用 ����法提取 ����用 ��������检测 ��� 质量

浓度�并用质量分数为棻棩的琼脂糖凝胶电泳检测���完整性�

棻灡棽灡棽���扩增�基于东方蜜蜂基因组微卫星筛选分析�棻椂��选取了 ���棸棸棻����棸棸棽����棸棸棿����棸棸椄����棸棿棿�

���棸椀棸����棸椀椀����棸椂棿����棸椆椂����棻棻棿����棻棽棻����棻棽椄����棻棾棻����棻棾棽����棻棾棿等棻椀个微卫星位点对样本

基因组进行分析�微卫星 ��� 的 ��� 反应体系为棽棸毺��其中包括上下游引物各棻毺����� 样本棻毺��

���������棻棸毺��剩余体积用���棽�补齐����反应程序为�椆椀�预变性椀����椆棿�变性棻����退火棾棸��

椃棽�延伸棽����该过程共进行棾棸个循环�椃棽�延伸棻棸����之后用质量分数为椄棩的聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测���扩增产物�根据电泳结果�判断棻椀个微卫星标记在椀个自然群体间的基因分型情况�

棻灡棽灡棾种群遗传统计分析�利用������棻灡棾棽计算椀个自然群体在棻椀个微卫星位点上的观测杂合度�期望杂合

度�等位基因数�群体间的遗传距离和遗传相似数指数�利用 �������棿灡棽软件计算群体间的遗传分化指数�利
用���灢����软件计算多态信息含量�

棽结果与分析

棽灡棻微卫星位点遗传多样性

表棻显示�在椀个中华蜜蜂自然群体棻椀个微卫星位点上共检测到椂棿个等位基因�各位点的等位基因数量

在棽�椂个之间�其中等位基因数最多和最少的位点分别为 ���棻棾棿和 ���棸椀棸�所有位点的等位基因数平均为

棿灡棽椂椂椃个�各位点观测杂合度在棸灡棻椄椆棽�棸灡椆椃椃椄之间�平均值为棸灡椂棸椃棾�有椄个位点的观测杂合度高于平

均值�各位点期望杂合度在棸灡棽棻椆椀�棸灡椄棻棾椂之间�平均值为棸灡椂棻椄棻�有椆个位点的期望杂合度高于平均

值�此外�各位点的多态信息量在棸灡棻椆椄棻�棸灡椃椃椀椀之间�平均值为棸灡椀棿椄棻�有椆个位点的多态信息量高于

平均值�
表棻�中华蜜蜂棻椀个微卫星位点的遗传多样性参数

���灡棻�����������������������������棻椀���������������������棶������������
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���棸棿棿 棿灡棸棸棸棸 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀椂棿棾 棸灡棿椂棽椂 ���棻棾棻 椀灡棸棸棸棸 棸灡棾椃椄棿 棸灡椃棽棿棽 棸灡椂椂椄棻

���棸椀棸 棽灡棸棸棸棸 棸灡椆椃椃椄 棸灡椀棸椀棿 棸灡棾椃棿椆 ���棻棾棽 椀灡棸棸棸棸 棸灡棿椃棽棽 棸灡椃棽椂椀 棸灡椂椃棿椄

���棸椀椀 椀灡棸棸棸棸 棸灡椆棾棾棾 棸灡椂棿椆棿 棸灡椀椄棸棽 ���棻棾棿 椂灡棸棸棸棸 棸灡椆椀棸棸 棸灡椄棻棾椂 棸灡椃椃椀椀

���棸椂棿 棿灡棸棸棸棸 棸灡椄棽棽棽 棸灡椀棽棾椂 棸灡棿棽棾椀 平均值 棿灡棽椂椂椃 棸灡椂棸椃棾 棸灡椂棻椄棻 棸灡椀棿椄棻

棽灡棽中华蜜蜂椀个自然群体的遗传多样性

棽灡棽灡棻等位基因多样性�四川阿坝群体和滇南地区群体在棻椀个微卫星位点上均共检测出棿椂个等位基因�平均

每个位点有棾灡棸椂椂椃个等位基因�数量最多�海南岛群体共检测到棿棾个等位基因�平均每个位点有棽灡椄椂椂椃个等

位基因�浙闽丘陵群体共检测到棿棽个等位基因�平均每个位点有棽灡椄个等位基因�黄土高原群体共检测到棾椆个

等位基因�平均每个位点检测到棽灡椂个等位基因�数量最少�表棽��

椀棿第棾期����������张�爽�等�基于微卫星标记的中华蜜蜂椀个自然群体遗传多样性分析



表棽�椀个中华蜜蜂群体的等位基因数

���灡棽��������������������������棶������������������������ 个

位点
四川阿坝

群体

黄土高原

群体

海南岛

群体

浙闽丘陵

群体

滇南地区

群体
位点

四川阿坝

群体

黄土高原

群体

海南岛

群体

浙闽丘陵

群体

滇南地区

群体

���棸棸棻 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 ���棸椆椂 棾灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸

���棸棸棽 棾灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 ���棻棻棿 棿灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸

���棸棸棿 棿灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 ���棻棽棻 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 椀灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸

���棸棸椄 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 ���棻棽椄 棻灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸

���棸棿棿 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 ���棻棾棻 棾灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸

���棸椀棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 ���棻棾棽 棿灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸

���棸椀椀 椀灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 ���棻棾棿 棿灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸 椀灡棸棸棸棸 棿灡棸棸棸棸

���棸椂棿 棾灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棽灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 棾灡棸棸棸棸 平均值 棾灡棸椂椂椃 棽灡椂棸棸棸 棽灡椄椂椂椃 棽灡椄棸棸棸 棾灡棸椂椂椃

棽灡棽灡棽杂合度�分析椀个中华蜜蜂自然群体棻椀个微卫星位点基因型的杂合度�可知�四川阿坝群体基因型观测

杂合度为棸灡椂棸椄棽�期望杂合度为棸灡椀椂椂椃�海南岛群体基因型观测杂合度为棸灡椂椂棿棾�期望杂合度棸灡椀棿棿棻�浙闽

丘陵群体基因型观测杂合度为棸灡椂棿椄椃�期望杂合度棸灡椀椀椃椄�滇南地区群体基因型观测杂合度为棸灡椀椄棸棽�期望

杂合度棸灡椀棿棸椃�黄土高原群体基因型观测杂合度为棸灡椀椀棸棾�期望杂合度棸灡椀棽棿棿�均为最低�表棾��

表棾�椀个中华蜜蜂群体棻椀个微卫星位点的观测杂合度和期望杂合度

���灡棾������������������������������������������������������棻椀�������������������������棶�����������������������

位点

四川阿坝群体 黄土高原群体 海南岛群体 浙闽丘陵群体 滇南地区群体

观测

杂合度

期望

杂合度

观测

杂合度

期望

杂合度

观测

杂合度

期望

杂合度

观测

杂合度

期望

杂合度

观测

杂合度

期望

杂合度

���棸棸棻 棸灡棻棽椀棸 棸灡椀棽椀棸 棸灡棸棸棸棸 棸灡棾椀椀椂 棸灡棻棻棻棻 棸灡棻棻棻棻 棸灡椀椃棻棿 棸灡棿棾椆椂 棸灡棻棽椀棸 棸灡椀棽椀棸

���棸棸棽 棸灡棾棾棾棾 棸灡棾棸椃棽 棸灡椀棸棸棸 棸灡椂棽椀棸 棸灡棸棸棸棸 棸灡椀棽棽椆 棸灡棸棸棸棸 棸灡棿椃棸椂 棸灡棽椄椀椃 棸灡棿椃棽椀

���棸棸棿 棸灡椄椄椄椆 棸灡椃椀椄棽 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀棽棽椆 棻灡棸棸棸棸 棸灡椂椂棸棻 棸灡椃椀棸棸 棸灡椃椂椂椃 棸灡棿棿棿棿 棸灡椂椃椆椃

���棸棸椄 棸灡椃椀棸棸 棸灡椃棸椄棾 棸灡椀棸棸棸 棸灡棿棸棸棸 棸灡椄椃椀棸 棸灡椂椆棻椃 棸灡椄椀椃棻 棸灡椂棻椀棿 棸灡棽椀棸棸 棸灡椀椆棻椃

���棸棿棿 棸灡椂椂椂椃 棸灡棿椃棸椂 棻灡棸棸棸棸 棸灡椂棾棿棸 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀棽棽椆 棸灡椄椄椄椆 棸灡椃棸椀椆

���棸椀棸 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀棽棽椆

���棸椀椀 棻灡棸棸棸棸 棸灡椃椆棸椄 棸灡椃椃椃椄 棸灡椀棸棾棾 棻灡棸棸棸棸 棸灡椂椂棸棻 棻灡棸棸棸棸 棸灡椀棽椆棿 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀棽棽椆

���棸椂棿 棸灡椄椄椄椆 棸灡椂棸棻棾 棸灡椂椂椂椃 棸灡棿椃棸椂 棸灡椃椃椃椄 棸灡椀棸棾棾 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀椂椄椂 棸灡椄椄椄椆 棸灡椀椂椄椂

���棸椆椂 棸灡棻棿棽椆 棸灡椂棸棿棿 棸灡椃椃椃椄 棸灡椂椂棸棻 棸灡椃椃椃椄 棸灡椂椂棸棻 棸灡椀椀椀椂 棸灡椀棸棾棾 棸灡椃椀棸棸 棸灡椂椃椀棸

���棻棻棿 棸灡椀椀椀椂 棸灡椂棸椃椄 棸灡椄椃椀棸 棸灡椀棽椀棸 棸灡椂椂椂椃 棸灡椂棽棸椆 棸灡棽椀棸棸 棸灡棽棾棾棾 棸灡椂椂椂椃 棸灡椀椃椀棽

���棻棽棻 棸灡棿棸棸棸 棸灡椃棻棻棻 棸灡棻棿棽椆 棸灡棾椂棽椂 棸灡棿棿棿棿 棸灡椃棻棽棿 棸灡椃棻棿棾 棸灡椂棿椄棿 棸灡棿棽椄椂 棸灡棾椂棽椂

���棻棽椄 棸灡棸棸棸棸 棸灡棸棸棸棸 棸灡棻棻棻棻 棸灡棽椆棿棻 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾棽椀棸 棸灡棽棽棽棽 棸灡棽棸椆棽 棸灡棽椀棸棸 棸灡棽棿棻椃

���棻棾棻 棸灡椄棸棸棸 棸灡椂棿棿棿 棸灡棻棽椀棸 棸灡椃棽椀棸 棸灡棽棽棽棽 棸灡棽棸椆棽 棸灡椀椃棻棿 棸灡椃椆棻棽 棸灡棾椃椀棸 棸灡棿棽椀棸

���棻棾棽 棸灡椀椃棻棿 棸灡椀椃棻棿 棸灡棸棸棸棸 棸灡椀棸棸棸 棸灡椃棻棿棾 棸灡椂棽椂棿 棸灡椀椃棻棿 棸灡椃棸棾棾 棸灡椀椃棻棿 棸灡棿棾椆椂

���棻棾棿 棻灡棸棸棸棸 棸灡椂椃棸棾 棸灡椄椄椄椆 棸灡椃椀椄棽 棻灡棸棸棸棸 棸灡椄棸棸棸 棸灡椄椄椄椆 棸灡椄棾椂椂 棻灡棸棸棸棸 棸灡椄棸棽棽

平均值 棸灡椂棸椄棽 棸灡椀椂椂椃 棸灡椀椀棸棾 棸灡椀棽棿棿 棸灡椂椂棿棾 棸灡椀棿棿棻 棸灡椂棿椄椃 棸灡椀椀椃椄 棸灡椀椄棸棽 棸灡椀棿棸椃

棽灡棽灡棾多态信息量�考察椀个中华蜜蜂自然群体棻椀个微卫星位点平均多态信息量�可知�四川阿坝群体的平均

多态信息量最高�为棸灡棿椆棽椃�海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地群体的平均多态信息量依次分别为棸灡棿棿棻棾�

棸灡棿棿椄棻�棸灡棿棾椃棾�黄土高原群体的平均多态信息量最低�为棸灡棿棻棸棾�表棿��从表棿还可以看出�四川阿坝群体

���棸椀椀位点上的多态信息量为棸灡椃棸椆棽�与该群体其他微卫星位点的多态信息量相比为最高�黄土高原�海南岛�
浙闽丘陵�滇南地区等棿地的群体 ���棻棾棿位点上的多态信息量与各自群体其他微卫星位点相比均为最高�分别

椂棿 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



为棸灡椂椂棽椃�棸灡椃棸棾棻�棸灡椃椀椂棸�棸灡椂椆椃棿�四川群体 ���棻棽椄位点未检测到多态性�多态信息量为棸灡棸棸棸棸�

表棿�椀个中华蜜蜂群体棻椀个微卫星位点的多态信息量

���灡棿������������棻椀�������������������������棶������������������������

位点
四川阿坝

群体

黄土高原

群体

海南岛

群体

浙闽丘陵

群体

滇南地区

群体
位点

四川阿坝

群体

黄土高原

群体

海南岛

群体

浙闽丘陵

群体

滇南地区

群体

���棸棸棻 棸灡棾椃棻棻 棸灡棽椂椄椄 棸灡棸椆椆椀 棸灡棾棽棿椆 棸灡棾椃棻棻 ���棸椆椂 棸灡棿椂棿椆 棸灡椀椀椂椃 棸灡椀棿棿棿 棸灡棿棸棾椀 棸灡椀椃棸棾

���棸棸棽 棸灡棽椂椄椃 棸灡椀棻椆椃 棸灡棾椃棻椆 棸灡棾棿椀椃 棸灡棾椄椂棽 ���棻棻棿 棸灡椀棾棾棽 棸灡棾椃棻棻 棸灡椀棻椃棾 棸灡棻椆棿椄 棸灡棿椄棸棻

���棸棸棿 棸灡椂椂椀椄 棸灡棾椃棻椆 棸灡椀椀棽椂 棸灡椂椂椃椀 棸灡椀椄棾棸 ���棻棽棻 棸灡椀椂棾棽 棸灡棽椄棸棻 棸灡椂棻椃棿 棸灡椀棽棽椆 棸灡棽椄棸棻

���棸棸椄 棸灡椀椆棸棻 棸灡棾棸棿椃 棸灡椀椆棽椀 棸灡椀棸棻椀 棸灡椀棻棸椀 ���棻棽椄 棸灡棸棸棸棸 棸灡棽棾椆棽 棸灡棽椀椄棾 棸灡棻椃椄棸 棸灡棽棻棿椂

���棸棿棿 棸灡棾棿椀椃 棸灡椀棻椀椆 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃棻椆 棸灡椂棸棽棻 ���棻棾棻 棸灡棿椆棻椄 棸灡椂棽棻椂 棸灡棻椃椄棸 棸灡椂椄棿椃 棸灡棾椀棿棽

���棸椀棸 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃棻椆 ���棻棾棽 棸灡棿椄棾棽 棸灡棾椀椄椆 棸灡椀棻椆椆 棸灡椀椃椆椄 棸灡棾棽棿椆

���棸椀椀 棸灡椃棸椆棽 棸灡棾椂棽棿 棸灡椀椀棽椂 棸灡棾椃椀棸 棸灡棾椃棻椆 ���棻棾棿 棸灡椀棿椃棿 棸灡椂椂棽椃 棸灡椃棸棾棻 棸灡椃椀椂棸 棸灡椂椆椃棿

���棸椂棿 棸灡棿椄椄椆 棸灡棾棿椀椃 棸灡棾椂棽棿 棸灡棿棿棸椆 棸灡棿棿棸椄 平均值 棸灡棿椆棽椃 棸灡棿棻棸棾 棸灡棿棿棻棾 棸灡棿棿椄棻 棸灡棿棾椃棾

棽灡棾中华蜜蜂椀个自然群体间的遗传分化

���表示种群遗传变异占总变异的比例�反映种群遗传分化水平高低�利用�������棻灡棾棽软件得到中华蜜

蜂椀个自然群体间的遗传分化系数�����如表椀所示�在 ���棸棸棻����棸椆椂和 ���棻棾棻位点上�四川阿坝群体与黄

土高原�海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地的群体相比均表现出一定程度的遗传分化����在棸灡棸椂椃棾�棸灡棿椀棸椀之

间�特别是位点 ���棸棸棻�四川阿坝群体与其他群体的 ���分别为棸灡棿椀棸椀�棸灡棾棸椀棿�棸灡棿棸椆椂和棸灡棻椆棸棽�在

���棻棻棿����棻棽棻和 ���棻棾棽位点上�黄土高原群体与海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地的群体均表现出一定程度

的遗传分化����在棸灡棸椄椃棾�棸灡椂棻棾棽之间�在位点���棸棸棻上�黄土高原群体与海南岛群体间���最高�为棸灡椃棻椆棻�在

���棻棻棿位点上�黄土高原群体与浙闽丘陵间群体的���最高�为棸灡椂棸椂棽�在���棻棽棻位点上�黄土高原群体与滇南

地区群体间���为棸灡椂棻棾棽�在 ���棸棸棻����棸棸棽����棸棸棿����棻棾棻和 ���棻棾棽位点上海南岛群体与浙闽丘陵�滇南

地区等地的群体均表现出较强的遗传分化����在棸灡棻椀棻椀�棸灡椂椂棸椂之间�在位点 ���棸棸棻上�海南岛群体与浙闽

丘陵群体间���最高�为棸灡椂棽椄椄�在位点���棻棾棻上�海南岛群体与滇南地区群体间���最高�为棸灡椂椂棸椂�此外�在

���棸棸棽����棻棽棻和 ���棻棾棻位点上�浙闽丘陵与滇南地区群体间遗传分化极明显����在棸灡棽椃棿棻�棸灡棾棸棿椆之间�

棽灡棿遗传距离与遗传相似度

利用�������棻灡棾棽软件计算中华蜜蜂椀个自然群体的遗传相似系数和遗传距离�从表椂可知�椀个群体之

间的遗传距离在棸灡棻椂棸棻�棸灡棿椆棻棸之间�遗传相似系数在棸灡椂棻棽�棸灡椄椀棽之间�遗传相似系数与遗传距离呈反

比�群体间遗传距离越小�遗传相似系数越大�反之亦然�

棾讨论

棾灡棻遗传多样性

遗传多样性是维持群体发展进化和长期生存的基础�可用于衡量群体抵御不良环境能力�棻椃��群体杂合度和

等位基因数量是评估群体遗传多样性水平的重要参数�据报道�选择等位基因大于棿的微卫星位点来衡量群体

遗传多样性水平较为可靠�棻椄��但等位基因数在一定程度上也受样本量影响�棻椆��本研究的棻椀个微卫星位点中�
等位基因数并不高�这应与样本量的大小有关�毕竟本研究只使用了较少的样本�基因杂合度也被认为是衡量

群体遗传变异的另一个重要参数�杂合度值越大�群体遗传变异越大�反之则越小�本研究结果显示�中华蜜蜂

椀个自然群体的平均期望杂合度为棸灡椀棽棿棿�棸灡椀椂椂椃�平均观测杂合度为棸灡椀椀棸棾�棸灡椂椂棿棾�表明它们的遗传多

样性较为丰富�其中四川阿坝群体平均观测杂合度和平均期望杂合度都较高�说明该群体变异度较高�遗传多

样性相对丰富�对不良环境的抵御能力较强�因此有可能成为种质改良的潜在素材�
多态信息含量�����是描述基因变异程度的最适参数之一�当���大于棸灡椀时�该座位为高度多态性座位�

���在棸灡棽椀�棸灡椀之间时�为中度多态性座位����小于棸灡棽椀时�为低度多态性座位�棽棸�����越大�说明基因一

致性越低�变异性越高�选择的潜力也就越大�本研究的棻椀个微卫星位点中����棸棸棽����棸棸棿����棸棸椄����棸椀椀�

椃棿第棾期����������张�爽�等�基于微卫星标记的中华蜜蜂椀个自然群体遗传多样性分析



���棸椆椂����棻棻棿����棻棽棻����棻棾棻����棻棾棽和 ���棻棾棿共棻棸个位点表现为高度多态性����棸棸棻����棸棿棿����棸椀棸
和 ���棸椂棿共棿个位点表现为中度多态性�位点 ���棻棽椄表现为低度多态性�因此总的来说�本研究的棻椀个微卫

星位点的多态性较高�而这些多态性较高的微卫星位点能为分析遗传多样性提供充分的信息�利用潜力较大�

表椀�椀个中华蜜蜂群体在不同位点上的���

���灡椀�����������棶���������������������������������������

位点 群体 四川阿坝群体 黄土高原群体 海南岛群体 浙闽丘陵群体

���棸棸棻

黄土高原群体 棸灡棿椀棸椀
海南岛群体 棸灡棾棸椀棿 棸灡椃棻椆棻

浙闽丘陵群体 棸灡棿棸椆椂 棴棸灡棸椆棽棻 棸灡椂棽椄椄
滇南地区群体 棸灡棻椆棸棽 棸灡棻棸棾棸 棸灡棽椂椂棿 棸灡棸椂棻棻

���棸棸棽

黄土高原群体 棸灡棸椀棻椆
海南岛群体 棸灡棽椄棸椆 棸灡棸椃椃椀

浙闽丘陵群体 棸灡棸棻棻棿 棴棸灡棸棿椄椃 棸灡棽椀棸棸
滇南地区群体 棸灡椀棿椆椀 棸灡棽椃椆椄 棸灡棿椀椂棽 棸灡棾棸棿椆

���棸棸棿

黄土高原群体 棸灡棸椀椀棿
海南岛群体 棸灡棸棿椂椂 棸灡棸棿棸椄

浙闽丘陵群体 棸灡棻棽椂椀 棸灡棾棽椂棻 棸灡棻椃椆棿
滇南地区群体 棸灡棻椂椃棾 棸灡棾椄椆棸 棸灡棽椂椃椄 棴棸灡棸棻棾棽�

���棸椆椂

黄土高原群体 棸灡棸椄椆椆
海南岛群体 棸灡棸椃椆椂 棴棸灡棸棾椂椄�

浙闽丘陵群体 棸灡棻椀棾棽 棴棸灡棸棻棿椆� 棸灡棸棻椃棻
滇南地区群体 棸灡棸椂椃棾 棴棸灡棸椀棻椄� 棴棸灡棸棿棸棾 棴棸灡棸棽棸棸�

���棻棻棿

黄土高原群体 棸灡棾棿椄椆
海南岛群体 棸灡棻棿椀棿 棸灡棸椄椃棾

浙闽丘陵群体 棸灡棸棿椂椀 棸灡椂棸椂棽 棸灡棾椃棾椆
滇南地区群体 棴棸灡棸棽椄棽 棸灡棾椂棿棻 棸灡棻棽棻椂 棸灡棸椂椀椀

���棻棽棻

黄土高原群体 棸灡棾棿椆棾
海南岛群体 棴棸灡棸棸椀椃 棸灡棽棻棽棽

浙闽丘陵群体 棸灡棸椆棻椄 棸灡棻棻棽棻 棴棸灡棸棿椂椆�
滇南地区群体 棸灡棽棻椆椆 棸灡椂棻棾棽 棸灡棻棻椆椆� 棸灡棽椃棿棻

���棻棾棻

黄土高原群体 棸灡棻棻棸椆
海南岛群体 棸灡棽棽棻棽 棸灡棾椃椆椃

浙闽丘陵群体 棸灡棻棾椂棻 棸灡棸棸椀棾 棸灡棾棿棾棽
滇南地区群体 棸灡棾椂椂棻 棸灡棸椃棻椆 棸灡椂椂棸椂 棸灡棽椆椆椀

���棻棾棽

黄土高原群体 棸灡棸椃棸椆
海南岛群体 棴棸灡棸椂棸椂 棸灡棸椆椄棿

浙闽丘陵群体 棸灡棻椂棸棸 棸灡棽棾椆椄 棸灡棻椀棻椀
滇南地区群体 棸灡棿椂棻椀 棸灡椀棻棾棽 棸灡棿棾椀椆 棸灡棸椂椂椃

表椂�椀个中华蜜蜂群体遗传相似系数和遗传距离

���灡椂���������������������������������������棶������������������������

群体 四川阿坝群体 黄土高原群体 海南岛群体 浙闽丘陵群体 滇南地区群体

四川阿坝群体 棸灡椃棾棾棻 棸灡椄椀棽棸 棸灡椃椄棽椃 棸灡椂椂棾椄

黄土高原群体 棸灡棾棻棸棿 棸灡椃椆棻椃 棸灡椃椂棸棾 棸灡椂棻棽棸

海南岛群体 棸灡棻椂棸棻 棸灡棽棾棾椂 棸灡椃棿椃棽 棸灡椂椀棿椂

浙闽丘陵群体 棸灡棽棿椀棸 棸灡棽椃棿棸 棸灡棽椆棻椀 棸灡椄棿棻棾

滇南地区群体 棸灡棿棸椆椄 棸灡棿椆棻棸 棸灡棿棽棾椄 棸灡棻椃棽椄

��注�右上角数据为遗传相似系数�左下角数据为遗传距离

椄棿 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



棾灡棽遗传分化及遗传距离

�������棽棻�指出����椉棸灡棸椀表示分化程度低�棸灡棸椀椉���椉棸灡棻椀表示分化程度中等�棸灡棻椀椉���椉棸灡棽椀表示分

化程度高�棸灡棽椀椉���椉棻表示分化程度极高�因此�在 ���棸棸棻����棸椆椂和 ���棻棾棻位点上�四川阿坝群体与黄土

高原�海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地的群体均表现出中高程度的遗传分化�在 ���棻棻棿����棻棽棻和 ���棻棾棽位点

上�黄土高原群体与海南岛�浙闽丘陵�滇南地区等地的群体均表现出高程度的遗传分化�在 ���棸棸棻����棸棸棽�

���棸棸棿����棻棾棻和 ���棻棾棽位点上�海南岛群体与浙闽丘陵�滇南地区等地的群体均表现出较高程度的遗传分

化�在 ���棸棸棽����棻棽棻和 ���棻棾棻位点上浙闽丘陵与滇南地区群体间遗传分化也较为明显�
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突伪叶甲亚科椀个中国新纪录种记述
灣

梁志红�陈�斌

�重庆师范大学 昆虫与分子生物学研究所 媒介昆虫重庆市重点实验室�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�补充突伪叶甲亚科�������������中国种类及分布情况��方法�采用传统形态分类鉴定法�在查阅相关文献基

础上通过显微镜进行标本观察和鉴定��结果�鉴定出突伪叶甲亚科椀个中国新纪录种�分别为�印管伪叶甲����������灢
����������������������棻椆棻棿��四斑外伪叶甲��������������������������棻椆棾椀��富士大伪叶甲��������������������
������棻椄椆椀��粗头大伪叶甲����������������������� �������棻椄椆椀��和紫色丘伪叶甲������������������������灢
�����棻椆棾棸��对这椀个新纪录种作了详细描述�提供了整体图及雄性阳茎图�更新了它们的地理分布��结论�研究结果

对于突伪叶甲亚科昆虫的系统分类和生物地理学研究具有一定的科学意义�也为更好地利用该亚科的资源提供一定帮助�
关键词�突伪叶甲亚科�伪叶甲科�拟步甲总科�鞘翅目�新纪录�中国

中图分类号��椆椂椆灡棿椆椄灡椂 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棾灢棸棸椀棻灢棸椀

突伪叶甲亚科������������隶属于鞘翅目������������拟步甲总科���������������伪叶甲科������������迄

今为止�全球已经描述的突伪叶甲亚科昆虫大约有棻棻棸椆种�亚种��主要分布于美洲�澳大利亚�新几内亚�非洲

和欧亚大陆�尤其以热带非洲和东南亚最为丰富�美洲和古北区的种类相对贫乏�棻��
����������棽�首次较全面地总结了世界伪叶甲类昆虫�将伪叶甲科分为椂个亚科�其中伪叶甲亚科�������灢

����和突伪叶甲亚科共棻棻椀个属�棾棾亚属�包括棽椂新属和棽新亚属��棻椃椆椄种和棻椀椄变种�包括棻椃椄新种和棻椂
新变种��为以后伪叶甲类的研究提供了依据������棾�通过棽棻个成虫特征和棻椀个幼虫特征�利用支序分类的原

理及总体相似性和统计衍生特征的方法�把传统的伪叶甲科降至拟步甲科���������������的棻个亚科�将
���������的伪叶甲亚科和突伪叶甲亚科降为伪叶甲亚科的族级阶元����������棿灢椀�将伪叶甲科作为拟步甲科

下属亚科�包括了椆个族�其中伪叶甲族����������包括伪叶甲亚族����������和突伪叶甲亚族������������
中国突伪叶甲亚科昆虫早期的种类基本全部由外国人记述和命名�直到棻椆椆椀年�陈斌�棻�首次对中国伪叶

甲科进行了总结�共记述突伪叶甲亚科棻椄属椄椄种�还对雄性外生殖器进行了研究�棽棸棸棾年�朱玉香对中国棽种

突伪叶甲亚科昆虫做了记述�并对雄性外生殖器做了研究�
目前�突伪叶甲亚科的管伪叶甲属����������������外伪叶甲属�����������大伪叶甲属�������������和

丘伪叶甲属������昆虫在世界上的已知分布分别有棻棸�棽椀�椂和棻椃椆种�在中国的已知分布分别有椀�棽�棻和棻棿
种�本研究在已有研究基础上�通过比较上述属种的中国已知种类�确定并报道椀个中国新纪录种�分别是印管

伪叶甲��������������������������������棻椆棻棿��四斑外伪叶甲��������������������������棻椆棾椀��富士大伪

叶甲��������������������������棻椄椆椀��粗头大伪叶甲������������������������������棻椄椆椀��和紫色丘伪

叶甲�����������������������������棻椆棾棸��由于上述椀个新纪录种已有的文献描述过于简单且缺乏相关特

征图�故本研究还提供了详细描述及主要鉴别特征图�本研究为促进和完善中国突伪叶甲亚科乃至拟步甲总科

的分类研究提供了重要理论依据�

棻材料与方法

本研究沿用的是����������棽�在棻椆棾椂年时所划分的分类阶元�成虫标本的观察�鉴定及雄性外生殖器的

灣 收稿日期�棽棸棻椆灢棸棻灢棸椄��修回日期�棽棸棻椆灢棸棿灢棸棿��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椀灢棸椆�棻椆�棽椆
资助项目�科 学 技 术 部 科 技 基 础 性 工 作 专 项 ���灡棽棸棻椀��棽棻棸棾棸棸��国 家 自 然 科 学 基 金 ���灡棾棻椂椃棽棾椂棾��广 西 科 技 重 大 项 目 ���棶

����棻椃棻棽椆棸棸棽�

第一作者简介�梁志红�女�研究方向为昆虫学��灢��������棻棽棾椑����棶���棶����通信作者�陈斌�男�教授�博士生导师��灢������椷���椑���灢

����棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椀棸椆棶棻椆棽椆棶棸棸椄棶����



解剖在体视显微镜����������椂棻�下进行�解剖获得的外生殖器用溶质体积分数为椆棸棩的乙醇溶液保存�照片

的拍摄和测量通过连接电脑的体视显微镜��������灢���灢椀棸棸棸�进行�描述中使用的比值在相同放大倍数下

测量�研究中所用检测标本来自重庆师范大学昆虫与分子生物学研究所�中国科学院北京动物研究所及中国科

学院上海昆虫博物馆�

棽新纪录种描述

棽灡棻印管伪叶甲

拉丁学名��������������������������������棻椆棻棿�棻棿�椂��
主要特征�体蓝绿色�具光泽�前胸背板蓝黑色�触角和足黑色�后足腿节棻�棽处为黄褐色��腹面除腹部黄色

外�其余部分都为蓝黑色�具紫色光泽�除头部和前胸背板前后缘具稀疏的长茸毛外�背面观几乎光滑无毛�腹
部具稀疏的短茸毛�胫节�跗节和触角具密集的短茸毛�封三彩图棻�����

棻�雄性�体较粗短�体长棻棸灡棾�棻棽灡棻���封三彩图棻�����头部延长�呈长三角形�颊�唇基和上唇具稀疏

的细刻点�额区具密集的粗刻点�额唇基沟深�呈弧形�唇基前缘直�节间膜明显�宽且浅�黄褐色�上唇延长�前缘

中部稍稍凹陷�下颚须末节长短刀形�复眼大�肾形�眼间距约为复眼直径的棻灡椀倍�触角长�向后时超过了后足

基节�第棻节粗短�第棽节最短�触角末节约与其前棿节之和等长�触角各节长度比为棿�棽�椂�椂�椂�椃�椂�
椂�椀�椀�棽棽�封三彩图棻���前胸背板宽大于长�棽棻�棻椃��中部稍前方最宽�基部前较强烈收缩�光滑无刻点�前
角圆�后角向侧方凸出�前缘细�后缘宽�抬起�侧缘不可见�中部隆凸�两侧各具棻个大且深的坑�前胸腹板突窄�
约与前足基节的棻�棽等高�明显分隔开基节�小盾片长舌形�光滑无毛无刻点�封三彩图棻���鞘翅向后方变窄�
肩角后方最宽�约为前胸背板宽的棽倍�棽棻�棾椄��肩角强烈凸出�鞘翅基部棻�棿几乎无刻点�向后刻点稀疏且细�
刻点不成列�刻点间距大�不形成横皱纹�鞘翅缘折明显�前棻�棿处最宽�向后逐渐变短�伸达鞘翅末端�中胸腹

板具稀疏的短茸毛�无刻点�中胸前侧片具密集的粗刻点和茸毛�形成短的横皱纹�后胸腹板具稀疏的短茸毛�无
可点�中部具棻条浅的纵向压痕�足细长�无变形�后足最长�腿节棒状�从基部向端部逐渐变粗�后足腿节最粗

壮�腹部不具刻点�雄性具小的第椂腹板�具稀疏的短茸毛�后两节具较密集的长茸毛�阳茎侧面观和正面观如

封三彩图棻���所示�

棽�雌性�暂未见标本�
标本记录�棻 �云南省腾冲县界头镇大塘乡棽棸棾棸��北纬棽椀�棿棿�棿棿��东经椆椄�棿棻�棿椂��棽棸棸椂棶�灡棻椀�梁红斌采�

棻 �云南盈江棻椃棸棸��棻椆椄棸棶��灡棻椂�杨思周采�
分布�中国�云南��越南�老挝�椃��
讨论�������椃�在棽棸棻棻年见到了此种雌性的模式标本�虽未进行详细描述�但给出了关键性的鉴别特征�拍

摄了清晰的整体图�与雄性标本相比�雌性个体较粗壮�触角末节相当短�本研究所观察的标本都为雄性�为中

国新纪录种�与采集于老挝和越南的标本有差异�后者雌性的前胸背板的前角尖锐凸出�雄性稍凸出�足单一的

黑色�其他特征都与采集于中国的标本特征相符合�猜测可能为环境差异所造成�

棽灡棽四斑外伪叶甲

拉丁学名��������������������������棻椆棾椀�棽棽�������棽棸棸棿�棾棸棸�椄��
主要特征�体背腹面均为茶褐色�具光泽�鞘翅色泽稍浅�后足黄褐色�体被密集的淡黄色长竖毛�尤其是足

上的茸毛更长更密集�封三彩图棽�����

棻�雄性�身体延长�体长棻棾灡椄�棻棿灡椀���封三彩图棽���头长三角形�长大于宽�略窄于前胸背板�上唇前

缘稍凹陷�唇基前缘直�淡黄色关节膜宽而明显�额唇基沟宽弧形�下颚须末节短刀形�额区具细小刻点�头顶不

隆凸�颊短于复眼之半�颈沟深�颈明显�复眼隆凸�前后缘均凹陷�背方间距小于复眼直径之半�腹方间距约等于

复眼直径�触角线形�相当长�基节约等于其后棽节之和�触角末节稍短于其前棾节之和�触角各节长度比为椄�
棾�椂�椃�椃�椃�椄�椃�椃�椂�棻椃�封三彩图棽���前胸背板较长�略呈钟形�长为宽的棻灡棽倍�棽棽�棻椄��中前方

及后缘处最宽�密布细小刻点�前角圆形�后角侧向圆形突出�前后缘可见�后缘抬起�基部两侧弧形收狭�侧缘不

可见�前足基节间腹板突在基节后甚伸长�封三彩图棽���鞘翅长约为宽的棿倍�棻棿椂�棾棿��除翅缝处一段短的刻

点列�向外各棻棸条刻点列�列间距近等�列间无隆起�刻点列粗而直�所有列间具众多的细小毛刻点�肩部几无隆

起�每个鞘翅棻�棾处及棽�棾处各具棻个圆形黑斑�缘折完整�前足腿节呈强烈三角形膨大�前足胫节向内侧弯

棽椀 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



曲�中足常形�后足胫节有棻个小的三角形突起�封三彩图棽���腹部椀节�具刻纹�具节间膜�阳茎侧面观和正

面观如封三彩图棽���所示�

棽�雌性�体长棻棿灡棽�棻棿灡椄���封三彩图棽���眼间距稍宽与雄性�触角末节稍短于雄性�足常形�无变形�
标本记录�棻 �香港大埔区沙螺洞棻椄椃��北纬棽棽�棽椄�棾棽��东经棻棻棿�棻棸�椀棿��棽棸棻棾棶��灡棻棿�林美英采�棻 �云南

屏边马卫椆棸棸�椆椀棸��棽棸棸椆棶�灡棽棽�棻 �云南盈江椃棸棸��棻椆椄棸棶��灡棻椀�棻 �云南怒江州贡山县独龙江乡马库村

棻棽棽椄��北纬棽椃�棽棿�棿棸��东经椆椄�椆�棿椂��棽棸棻椀棶��灡棽棿�林美英采�棻 �海南岛尖峰天池椆棸棸��棻椆椄棸灢��灢棻棻�王书永

采�棻 �福建沙长�棻椆椄棻�
分布�中国�福建�海南�云南和香港��越南�椆灢棻棸��
讨论�此种体被长茸毛�每个鞘翅棻�棾处及棽�棾处各具棻个圆形黑斑�特征明显�易与其他种区分开来�

棽灡棾富士大伪叶甲

拉丁学名��������������������������棻椄椆椀�棿棽棾�棻棻��
主要特征�体粗短�较扁平�稍具光泽�下颚须�头�前胸背板和触角红褐色至黑褐色�鞘翅褐色至黑褐色�中

后胸�腹部及足黑褐色至黑色�前胸背板及鞘翅光滑无毛�触角和足具密集的短茸毛�其余部分具长短不等的稀

茸毛�头部的茸毛较长�封三彩图棾�����

棻�雄性�体较粗短�体长椆灡椂�棻棸灡椀���封三彩图棾���头长略大于宽�窄于前胸�下颚须短刀形�上唇心

形�上唇及唇基前缘稍凹陷�上唇及唇基间膜清楚�浅灰色至红褐色�额唇基沟宽而浅�弧形�额区平坦�具密集的

细刻点�两复眼内侧中央具棻个不大的坑�有些个体坑不甚清楚��颊短于复眼直径�颈长�颈沟清楚�复眼隆凸�
眼间距约为复眼直径的棿倍�触角较粗短�伸达鞘翅中部�末端逐渐增粗�端节末端尖�稍长于其前棽节之和�触
角各节长度比为棾�棽�棿�椀�椀�椀�椀�椀�椀�棿�棻棸�封三彩图棾���前胸背板宽略大于长�椀棾�棿椀��具密集的

细刻点�前角尖锐抬起�后角钝�前后缘均弱小�前缘弧形凹陷�基部两侧凹陷�中部稍前方最宽�前胸腹板突窄�
稍抬起�约为前足基节的棻�棽高�明显分开基节�后胸腹板中央具棻条明显的纵向压痕�中胸小盾片舌形�褐色�
具稀刻点�封三彩图棾���鞘翅宽为前胸背板的棽灡棻椃倍�棻棻椀�椀棾��长为宽为棽灡棽倍�棽椀棽�棻棻椀��略扁平�向后方

稍增宽�小盾片两侧各具棻条短的刻点列�随后两侧各具棻棸条清楚的长刻点列�第棻条和第棻棸条刻点列伸达鞘

翅末端并汇集于一点�其余皆近达鞘翅末端�列上刻点粗大而密�鞘翅末端钝尖�端前方稍凹陷�鞘翅缘折较宽�
向后逐渐变窄�伸达鞘翅末端�足细长�腿节稍成棒状�胫节无变形�腹部第棻�椀可见腹板具稀疏且细小的刻

点�第棾与第棿腹板�第棿与第椀腹板间具节间膜�腹部具密集的短茸毛�中部黑褐色�两侧颜色较浅�阳茎侧面

观和正面观如�封三彩图棻����所示�

棽�雌性�体较粗壮�体长棻棸灡椆�棻棻灡棾���封三彩图棾���两复眼内侧中央的坑更清楚�前胸背板的前角更

加尖锐�触角末节短于其前两节之和�腹板间的节间膜不甚清楚�
标本记录�棽 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棽�周俊采�棻 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棻�谢广林采�

棻 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棽�谢广林采�棻 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棽�周俊采�棻 �湖北宜昌大老

岭林场�棽棸棻棸棶�灡棻�周俊采�棻 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棻�李伟采�棻 �湖北宜昌大老岭林场�棽棸棻棸棶�灡棻�
谢广林采�棽 �浙江临安西天目棾椀棸��棽棸棸椄棶�灡椀灢椄�棻 �浙江天目山�棻椆椄棸棶�灡棿�

分布�中国�浙江�湖北��日本�棻棽��
讨论�此种体几乎不具茸毛�前胸背板前角尖锐抬起�后角钝�

棽灡棿粗头大伪叶甲

拉丁学名���������������������������棻椄椆椀�棽椃椂�棻棻������������棻椆棻棸�棻棾������������������������

����������棻椆棻椀�棻棾棻�棻棾�������棻椆棽椆�棾棽�棻棿������������棻椆棾椂�棻椄椀�棽�����������������������������灢
�����棻椆椄椃�棿椄�棻棽��

主要特征�体暗黑褐色�头和前胸背板黑褐色�鞘翅褐铜色�下颚须�触角�胫节和跗节褐色�有时腿节末端黑

色�身体被相当密集的长毛�封三彩图棿�����

棻�雄性�体延长�体长椆灡棻�棻棸灡棾���封三彩图棿���头明显大于宽�头宽略窄于前胸宽�额区平坦�具密而

粗的刻点�下颚须端节长短刀形�上唇和唇基颜色较浅�前缘不凹陷�具不甚明显的关节膜�额唇基沟弧形�较浅�
复眼细长�凸出�前缘不甚凹陷�眼间距甚宽于复眼直径�颊短�触角细长�具密集的刚毛�触角第棻节粗壮�第棽
节短�末节等于其前棽节之和�触角各节长度比为棿�棽�椀�棿�棿�棿�椀�棿�椀�棿�椆�封三彩图棿���前胸背板

棾椀第棾期�������������梁志红�等�突伪叶甲亚科椀个中国新纪录种记述



宽略大于长相等�棻棽�棻椀��稍呈圆筒形�背面适度隆凸�及粗且密的刻点�前角几乎圆形�前缘细�后缘明显�侧缘

几乎不可见�中部稍前方最宽�基部两侧明显收缩�中胸小盾片舌形�褐色�具稀刻点�封三彩图棿���鞘翅长约为

宽的棿倍�椆棻�棽椀��宽明显大于前胸背板宽�棽椀�棻椀��小盾片两侧各具棻条短的刻点列�鞘翅两侧各具棻棸条清楚

的刻点列�第棻条和第棻棸条刻点列伸达鞘翅末端并汇集于一点�其余皆近达鞘翅末端�列上刻点较大而横�列间

稍隆凸�鞘翅具稀疏的毛刻点�腹部第棻�椀可见腹板具稀疏且细小的刻点�具不甚清楚的短茸毛�中部黑色�两
侧颜色较浅�阳茎侧面观和正面观如封三彩图棿���所示�

棽�雌性�体形较大�体长棻棸灡棻�棻棻灡棽���封三彩图棿���触角末节稍短于雄性�
标本记录�棽 棽 �浙江临安西天目棾椀棸��棽棸棸椄棶�灡椀灢椄�棻 棻 �浙江天目山�棻椆椄棸棶�灡棿�棻 �湖南宜章莽

山椃棸棸��棽棸棸棻棶��灡棽棸�魏美才采�棻 �福建崇安星村三港椃棿棸��棻椆椂棸棶�灡棽棿�张毅然采�
分布�中国�浙江�福建�湖南��日本�北海道�四国�本州�九州�屋久岛��棻棽��
讨论�此种体具密集的茸毛�前胸背板前角和后角钝�

棽灡椀紫色丘伪叶甲

拉丁学名�����������������������������棻椆棾棸�棿椄棽�棻椀��
主要特征�体具较强的光泽�头部背面黑褐色�前胸背板褐黄色�鞘翅紫蓝色�中胸小盾片及缘折黄褐色�布

稀疏的短茸毛�前胸背板光滑无毛�封三彩图椀�����

棻�雄性�体长棻椀灡棿�棻椂���封三彩图椀���头长略大于宽�椂棸�椀棾��与前胸背板等宽�椀棾�椀棾��不粗不稀

的刻点�上唇心形�前缘稍凹陷�具宽的关节膜�唇基较小�前缘略平直�额唇基沟深弧形�额区中央具棻个纵向的

浅坑�头顶浅隆凸�颊略短于复眼横径�颈部明显�复眼稍隆凸�腹方眼间距甚大于复眼横径�背方眼间距与横径

约等长�触角伸达鞘翅中部�端节稍较短�触角各节长度比为棻棻�棽�椆�棻棸�棻棻�棻棸�棻棸�椆�棻棸�棻棸�棻椀�棿椀�
棿棸��封三彩图椀���前胸背板长略大于宽�椀椆�椀棾��略呈长筒形�密布粗大刻点�前缘细�后缘宽地抬起�四角较

清楚�基部两侧稍收缩�末端稍变窄�封三彩图椀���鞘翅长为宽的棽灡椀椃倍�棽椃椀�棻棸椃��是前胸背板宽的棽倍

�棻棸椃�椀棾��向后方稍膨大�刻点沟粗�向末端较浅�第棻和棻棸条伸达末端�其余近达末端�沟间隆凸�奇数沟间具

棻�椀个毛刻点�第棻沟间毛刻点甚多�末端前方稍收缩�缘折与鞘翅不同色�前足基节间腹板突在顶端之后呈纵

向片状扩大�边缘锐利�腹面观黄色�具较密集的长茸毛�阳茎侧面观和正面观如封三彩图椀���所示�

棽�雌性�体更粗壮�雄虫体色略深�封三彩图椀���触角端节略长于其前棽节之和�棾棾�棾棻��眼间额无坑�鞘
翅更细长�

标本记录�棻 �湖北省利川市棾椄棸棸��棻椆椄椆棶�灡棽棾�张晓春采�棻 �湖北神龙架木鱼坪棻棽椀棸��棻椆椄棻棶�灡椀�
韩寅恒采�棻 �湖南桑植天平山棻棸椀棸��棻椆椄椄棶�灡棻棽�杨星科采�棻 棻 �海南岛尖峰岭�棻椆椄棿棶�灡棽棽�宋士美采�

棻 �广西金秀银杉站棻棻棸棸��棻椆椆椆棶�灡棻棸�李文柱采�
分布�中国�湖北�湖南�广西�海南��越南�棻椀��
讨论�此种的原始描述简单�主要是颜色的区别�鞘翅蓝紫色�具金属光泽�前胸背板红褐色�头部黑色�此种

体形较大与分布于中国的其他种有较大差异�
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沟伪叶甲属及其两个中国两新纪录种记述
灣

吴�涛�陈�斌

�重庆师范大学 昆虫与分子生物学研究所 重庆市媒介昆虫重点实验室�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�记述沟伪叶甲属����������������������棻椆棻椀��补充该属中国种类及分布情况��方法�运用形态分类鉴

定法�查阅相关文献�在体式解剖镜下进行标本鉴定与雄性外生殖器解剖�采用基恩士超景深三维显微摄像系统����灢
�������灢椀棸棸棸�拍摄照片��结果�鉴定出异色沟伪叶甲������������������� ����������������������棻椄棿椄��和印度沟

伪叶甲����������������������� ������棻椆椆棸�为中国新纪录种�沟伪叶甲属已知椀种分布于中国�对它们进行了详细

的描述�提供了整体图�局部特征图及雄性外生殖器图�编制了世界沟伪叶甲属已知椂种的分种检索表��结论�沟伪叶

甲属世界已知椂种�在中国分布已知椀种�分别为异色沟伪叶甲�齿沟伪叶甲�������������������������������棻椆棻椀��喜马

沟伪叶甲��������������������������������棻椆棾椂��印度沟伪叶甲和红胸沟伪叶甲����������������������������棻椄棾棻���
关键词�拟步甲科�伪叶甲亚科�沟伪叶甲属�新纪录种�分类�检索表

中图分类号��椆椂椆灡棿椆椄灡椂 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棿灢棸棸棾棻灢棸椀

沟伪叶甲属�������������由 ���������于棻椆棻椀年建立�模式种为齿沟伪叶甲����������������������
����������棻椆棻椀��描述于中国青岛胶州湾�隶属于鞘翅目������������拟步甲总科���������������伪叶甲科

�����������伪叶甲亚科������������该属建立后����������于棻椆棾椂年记述了喜马沟伪叶甲��������������灢
����������棾��然而之后����������棿�和 ���������棻棻�均未提到这一物种�棻椆椆棸年�������棻棾�将异色沟伪叶甲

�����������������������������������棻椄棿椄�和���������������������棻椄棾棻移入该属�并将���������������灢
�������������棻椆棾椂年作为红胸沟伪叶甲���������������������� ������棻椄棾棻��的同物异名�同时记述了印度

沟伪叶甲������������������������和不丹沟伪叶甲����������������������这两个新种��福建昆虫志�则
记述了齿沟伪叶甲分布于福建�四川�广西和云南�红胸沟伪叶甲分布于福建和尼泊尔�椃��

本研究对伪叶甲亚科进行了分类学研究�发现了沟伪叶甲属两个中国新纪录种�到目前为止�世界沟伪叶

甲属已知椂种�在中国分布已知椀种�本研究对沟伪叶甲属下每个种进行了详细的描述�提供了该属模式种齿

沟伪叶甲的生境图�封二彩图棻�以及沟伪叶甲属中国分布种的成虫背面和腹面观�触角�胫节以及雄性外生殖器

高清彩图�封二彩图棽�封三彩图棾�椂��编制并更新了中国沟伪叶甲属已知种类检索表�为促进和完善中国沟伪

叶甲属乃至伪叶甲亚科的分类研究与生物地理学研究提供参考�

棻材料与方法

共检视了棾椄头成虫针插标本�相关标本保存于重庆师范大学昆虫标本馆������和中国科学院动物研究

所��������标本观察与描述�雄性外生殖器的解剖均在 ���������椂棻体式解剖镜下进行�标本整体图�局部

特征图及生殖器图均在基恩士超景深三维显微摄像系统�����������灢椀棸棸棸�拍摄并自动合成�测量与比例尺

也均在 ����������灢椀棸棸棸系统中完成�所有图片均使用 ����������������椂软件进行处理�

棽分类

棽灡棻沟伪叶甲属

拉丁学名����������������������棻椆棻椀�棻棽椄�棽������������棻椆棾椂�棻棻椀�棾��������棻椆椆棸�棽椃椆灢棽椆棿�棻棾��棽棸棸椄�

灣 收稿日期�棽棸棻椆灢棸棾灢棽棻��修回日期�棽棸棻椆灢棸棿灢棽椀��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸棽棸棻椆灢棸椀灢棸椆�棻椆�棾棸
资助项目�科学技术部基础性工作专项���灡棽棸棻椀��棽棻棸棾棸棸��国家自然科学基金���灡棾棻椂椃棽棾椂棾���灡棾棻椄椃棽棽椂棽��广西科技重大项目���棶

����棻椃棻棽椆棸棸棽�

第一作者简介�吴涛�女�研究方向为昆虫学��灢����������棸椆棽椆椑�������棶����通信作者�陈斌�男�教授�博士��灢������椷���椑�������棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椀棸椆棶棻椆棾棸棶棸棾棸棶����



棻棻棾�棻棸��本属模式种�齿沟伪叶甲�������������������������������棻椆棻椀�棽����������������������
本属鉴别特征�体延长�棕色或棕黑色�头近圆形�额侧突基瘤隆起�雄性触角第棻棻节稍短于该节前棾节长

度之和�触角端节腹面凹陷�具内脊线�复眼较大�肾形�前胸背板近方形或稍横形�有棾个深浅不一的压痕�小

盾片三角形或舌型�鞘翅两端近平行�稍隆凸�刻点无规律�刻点间区呈横皱纹状�腹部简单�被较小的刻点�第
�可见腹板顶端圆�足具复杂的性别特征�雄性中�后足胫节内缘锯齿状�中足胫节具突齿或无�后足胫节具有棻
个齿突�阳茎简单�具典型的阳基侧突�性二型�雌性与雄性相似�但雌性体型更大�鞘翅更隆凸�额侧突基瘤不

发达�复眼较小且两眼间距更大�触角第棻棻节短于该节前棽节长度之和�足简单�胫节无锯齿突起�
注�沟伪叶甲属区别于伪叶甲亚科其他属的特征是�前胸背板横形�有棾个深浅不一的压痕�雄性中�后足胫

节具小齿状突起�后足胫节中部具棻个齿突�
本属分布�中国�印度�不丹�尼泊尔�本属模式种的典型生境�见封二彩图棻����

棽灡棽分种检索表

沟伪叶甲属����������������������棻椆棻椀�分种检索表

棻棶前胸背板横行�具棾个清晰压痕�中央沟状�两侧肾形 棽……………………………………………………………

灢�前胸背板稍横�压痕浅 椀………………………………………………………………………………………………

棽棶中足胫节具齿突 棾……………………………………………………………………………………………………

灢�中足胫节不具齿突 棿…………………………………………………………………………………………………

棾棶复眼大�两眼间距是复眼横径的棻�棽�中�后足胫节齿突窄而尖锐

异色沟伪叶甲��棶�����������������������������棻椄棿椄��
………………………………………………

……………………………………………………

灢�复眼相对小�两眼间距是复眼横径的棻灡棽倍�中�后足胫节齿突宽而钝

不丹沟伪叶甲��棶���������������棻椆椆棸�
…………………………………………

………………………………………………………………………

棿棶触角第棻棻节腹面内缘具明显的小齿 齿沟伪叶甲��棶�������������������棻椆棻椀�……………………………

灢�触角第棻棻节内缘不具小齿 印度沟伪叶甲��棶�����������������棻椆椆棸�……………………………………

椀棶鞘翅茸毛长而半直立�两眼间距等于复眼横径�后足胫节无齿状突起�阳基侧突弯曲

喜马沟伪叶甲��棶��������������������棻椆棾椂�
…………………………

………………………………………………………………

灢�鞘翅茸毛短而匍匐�两眼间距是复眼横径的棻灡棽椀倍�中足胫节具齿突�阳基侧突直

红胸沟伪叶甲��棶����������������棻椄棾棻��
……………………………

………………………………………………………………………

棽灡棾异色沟伪叶甲�中国新纪录种�
拉丁学名�����������������������������������棻椄棿椄�椀棾棿�棻棽������������棻椆棻棸�棻��椃�棻椆棻椀�椄椃�棽��������灢

�����������������������棻椆棾椂�棻棾椃�棾���������������������������������模式种产地�未知�
特征�棻�雄性�体长椆灡椂椂���体宽棾灡椂���封二彩图棽�����头部复眼处与前胸背板最宽处等宽�额侧突

基瘤稍隆起�额唇基沟长弧形�唇基前缘稍凹陷�上唇心形�唇基与上唇被长刚毛�下颚须末节呈斧形�额不平坦�
刻点粗密�复眼大�占满整个头部�复眼直径是两眼间距的棽倍�棸灡椂���棸灡棾����触角向后超过鞘翅肩部�端
节略短于前棾节长度之和�封三彩图棿���前胸背板宽略大于长�棻灡椃���棻灡棾����最大宽度在中部稍前处�
具棾个深浅不一的压痕�中间压痕较浅�两侧压痕较深�前后缘清晰可见�刻点粗大�具褶皱�刻点直径是刻点间

距的棾�棿倍�鞘翅不隆凸�两侧近平行�被后曲的短茸毛�刻点粗�刻点间距是刻点直径的棸灡椄�棻灡棾倍�刻点间

区无毛�光滑�中胸小盾片与鞘翅颜色一致�鞘翅缝合线明显�腹部具细小刻点�被白色茸毛�中胸腹板�后胸腹

板�中胸后侧片�中胸前侧片�后胸后侧片�后胸前侧片和第���可见腹板呈棕红色�足粗壮�中足胫节直�内缘

具齿�齿突位于齿列之首�窄而尖锐�齿突位于中部靠后�后足胫节直�内缘锯齿状�齿突位于齿列之首�窄而尖

锐�齿突位于中部之前�封三彩图椀���阳基侧突窄�矛尖状�末端圆形�侧面稍弯曲�封三彩图椂���
棽�雌性�体较雄性粗壮�体长棻棸灡椂���封二彩图棽�����前胸背板两侧具肾形压痕�中部压痕较浅�复眼占

头部比例相对较小�复眼横径约等于两眼间距�棸灡椀椃���棸灡椀棿����触角第棻棻节与该节前两节长度之和相等�
足较粗壮�中足与后足胫节内缘不具齿�

讨论�����������棻灢棾�将�棶�������作为�棶����������的同物异名�������棻棾�观察了模式标本�发现这两个

种在外观与雄性外生殖器上均不同�异色沟伪叶甲区别于该属其他种的特征�后足胫节内缘中部具齿突�齿突

均位于齿列之首�齿突窄而尖锐�雄性复眼大�几欲占满整个头部�复眼直径约为复眼间距的棽倍�
注�种本名学名��������意为双色的�中文名根据学名新拟定�

棽棾 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



检视标本�棻 棻 ��������西藏墨脱县背崩乡格林村�棽棸棻椂棶��灡棻椆�椆棾棸��北纬棽椆�棻棿�椀椂��东经椆椀�棻棻�棽棸��
梁红斌采�分布�中国�西藏��尼泊尔�印度�
棽灡棿齿沟伪叶甲

拉丁学名��������������������� ����������棻椆棻椀�棻棽椆�棽��棻椆棿棻�棽棽�棿�����������棻椆椄椄�棿椃�棻棻��������
棻椆椆棸�棽椄棾灢棽椄棿�棻棾��棻椆椆棻�椆�棻棿�������棻椆椆椀�椂棾灢椂椀�椂��������棽棸棸椄�棻棻棾�棻棸��模式种产地�中国青岛胶州湾�

特征�棻�雄性�体长椃灡椆�椄灡棿���体宽棾灡棾�棾灡棿���封二彩图棽�����头部复眼处与前胸背板等宽�额侧

突基瘤光亮�隆起与复眼等高�额唇基沟深呈长弧形�唇基甚窄于上唇�前缘稍凹陷�上唇心形�唇基与上唇具刚

毛�下颚须粗壮�呈斧形�额不平坦�刻点粗密具刚毛�复眼大�隆凸�复眼横径约为眼间距的棻灡椀倍�触角伸达鞘

翅肩部�第棾�棻棸节逐渐变粗变短�第棻棻节长度稍短于前棾节之和�末节腹面凹�凹面内缘具不规则的小齿�封三

彩图棿���前胸背板近方形�略隆凸�有棾个深浅不一的压痕�中间纵沟状�两侧的肾形�中间稍前最宽�前后缘清

晰�前胸背板刻点粗大�大小不均一�两侧甚密�刻点直径为棻�棽个刻点间距�鞘翅稍隆凸�向后稍变宽�被后曲

短的茸毛�刻点粗�刻点间距为棽个刻点直径�肩角粗壮�向前隆起�具皱褶�背观鞘翅缘折仅肩部不可见�中胸小

盾片与鞘翅颜色一致�鞘翅缝合线明显�腹部常形�第��� 可见腹板浅黄色至褐红色�具细小刻点�被白色茸

毛�后胸腹板高于第��� 可见腹板�颜色更深�呈黑褐色�中胸前侧片三角形�红褐色�足细长�具有浅黄色茸

毛�腿节粗壮�中足胫节内缘锯齿状�缺乏齿突�后足胫节内缘锯齿状�齿突位于胫节中部�且在齿列之首�封三彩

椀���阳基侧突矛尖状�顶端稍圆�侧观面近乎直�封三彩图椂���

棽�雌性�体较粗壮�封二彩图棽�����触角�头部�前胸背板以及足呈红褐色�鞘翅呈浅褐色�额侧突基瘤延伸

至复眼处�复眼占头部比例相对小�触角第棻棻节内缘无锯齿状凸起�末节与前棽节长度之和相等�
讨论�齿沟伪叶甲区别于该属其他种的特征�雄性触角末节内缘锯齿状�前胸背板方形�刻痕深�
检视标本�椄 棿 �������云南高黎贡山林家铺�棽棸棻棻棶���灡棻椀�周勇采�棻 棽 �������云南腾冲来凤

山公园�棽棸棻棻棶���灡棻棽�周勇�周鑫采�棻 �������重庆市江津四面山�棽棸棻椂棶���本科实习组采�分布�中国�湖
北�江西�湖南�福建�广西�台湾�重庆�四川�贵州�云南��棻棸��
棽灡椀喜马沟伪叶甲

拉丁学名��������������������������������棻椆棾椂�棻棻椂�棾��������棻椆椆棸�棽椄椂灢棽椄椃�棻棾��棻椆椆棻�椆�棻棿��模式种

产地�喜马拉雅山脉�
特征�棻�雄性�体长椄灡棿���体宽棾灡棿���封二彩图棽�����头部复眼处略窄于前胸背板�额侧突基瘤光亮�

隆起与复眼等高�额唇基沟清晰�呈长弧形�唇基�上唇前缘均凹陷�下颚须粗壮�额极不平坦�具���型压痕�额刻

点相对细密�复眼大�两眼间距与复眼横径相等�触角相对长�第棻节瘤状�第棽节短小�从第棿节至棻棸节逐渐变

短变粗�第棻棸节近方形�第棻棻节长度稍短于前棾节之和�端节腹面具内脊�封三彩图棿���前胸背板宽稍大于

长�中部最宽�压痕甚浅�刻点粗密�刻点间距为棻灡椀�棾个刻点直径�边缘刻点更密集�鞘翅扁平�两侧近平行�
鞘翅长宽比例为棽�椃灡棿棿���棾灡椃棽����刻点粗大�且密集�刻点间距约为棽个刻点直径�鞘翅缝合线更清晰可

见�中胸小盾片舌型�鞘翅茸毛相对长�半直立�鞘翅边缘茸毛更密集�腹部常形�第棻�椀可见腹板呈棕色�具细

小的刻点�第椀可见腹板明显�后胸腹板高于第棻�椀可见腹板�呈黑褐色�具半直立的黄色茸毛�足粗壮�中足

胫节直�内缘呈锯齿状�小齿状凸起大小近相等�缺乏齿突�后足胫节直�胫节内缘中部稍后齿状凸起�突齿位于

齿列之首�封三彩图椀���阳基侧突两边近平行�向末端渐收敛�尖端钝圆�侧面稍呈弯曲状的�封三彩图椂���
棽�雌性�体型较大�体长椆灡椂�棻棸灡棻���体宽棿灡棸�棿灡棽���封二彩图棽�����体色较浅�鞘翅向后方膨大�

呈浅黄色�头与前胸背板颜色较深�呈棕黄色�复眼小�两眼间距是复眼直径的棻灡椀�棸灡椃椆���棸灡椀���倍�触角

第棻棻节长度等于前棽节之和�腹部较雄性腹部大�稍隆起�呈棕红色�足相对较短�
讨论�喜马沟伪叶甲与齿沟伪叶甲相似�但前者触角第棻棻节内缘不具小齿�
检视标本�棾 椄 �������尼泊尔加德满都�棽棸棻棾棶���灡棽棿�棽棸棾椄��北纬棽椃�棿棻�棽棿��东经椄椀�棾棻�棻棽��周勇

采�分布�中国�西藏��印度�尼泊尔�
棽灡椂印度沟伪叶甲�中国新纪录种�

拉丁学名����������������������� ������棻椆椆棸�棽椄棿灢棽椄椀�棻棾��模式种产地�印度�
特征�棻�雄性�体长椄灡棿���体宽棾灡棿���封三彩图棾�����头部复眼处略窄于前胸背板最宽处�上唇前缘

凹陷�唇基横行�顶端微凹�均被稀疏的白色直立刚毛�额唇基沟长弧形�额侧突基瘤隆起�光亮�额不平坦�具粗

大的刻点�复眼大�复眼横径大于两眼间距�复眼横径是两眼间距的棻灡棾�棸灡椀棽���棸灡棿���倍�触角相对较短�

棾棾第棾期�������������吴�涛�等�沟伪叶甲属及其两个中国两新纪录种记述



第椄�椆节长略大于宽�第棻棸节近方形�触角末节与该节前棾节长度之和相等�末节内缘具有脊线�封三彩图棿���
前胸背板长棸灡椆椃���宽棻灡椀���长大于宽�最大宽度处在中部稍前�具棾个明显的坑�两侧坑呈肾形�中域沟长

而深�刻点大�刻点直径约刻点间距的棽倍�中域沟附近刻点相对稀疏�两侧刻点近乎相连�前后缘清晰可见�后
缘基部具有长弧形浅沟�鞘翅稍平坦�两边近平行�长与最大宽度比是棻灡椄棽�椂灡棽���棾灡棿����刻点细小�刻
点间距略等于刻点直径�间区平坦�无粗大皱纹�向两侧微隆凸�被毛稀少�短而弯曲�足粗壮�中足胫节内缘呈

锯齿状�没有齿突�后足胫节略向外弯曲�内缘具细小的齿�齿突后具一排细小的齿�齿突位于中部稍前�封三彩

图椀���阳基侧突两边近平行的�末端尖锐�腹侧面稍弯曲�封三彩图椂���
棽�雌性�体较宽�颜色与雄性一样�封三彩图棾�����复眼直径是两眼间距的棻灡椃倍�触角第棻棻节长度等于该

节前棽节长度之和�鞘翅刻点间距约为刻点直径的棽灡椀�棾倍�中间刻点较密�
讨论�印度沟伪叶甲与齿沟伪叶甲相似�但是前者雄性触角棻棻节内缘不具有细齿�
附注�种本名学名������������意为印度亚邦�属印度东北的一邦�中文名根据学名新拟定�
检视标本�棻 ��������广东始兴县车八岭保护区仙人洞�椀棸椄��棽棸棸椄棶���灡棽椂��北纬棽棿�棿棾�棿椄��东经棻棻棿�

棻棽�棸椆��梁红斌采�棻 ��������广东始兴县车八岭保护区车八岭村�椀椆棸��棽棸棸椄棶���灡棽棿��北纬棽棿�棿棸�棿椄��东经

棻棻棿�棻棻�棽棿��梁红斌采�分布�中国�广东��印度�
棽灡椃红胸沟伪叶甲

拉丁学名����������������� �����棻椄棾棻�棾棽�椆��������棻椆椂椂�椀棿椆�椄������������������������������棻椆棾椂�
棻棾椃�棾��棻椆棿棻�棻�棿����������������������� ������棻椆椆棸�棽椄椃灢棽椄椆�棻棾��棻椆椆棻�椆�棻棿�������棻椆椆椀�椂棾灢椂椄�椂��棽棸棸椄�
棻棻棾�棻棸��模式种产地�尼泊尔�

特征�棻�雄性�体长椄灡棿�椆灡棿���体宽棾灡棿�棾灡椄���封三彩图棾�����头部复眼处略窄于前胸背板�额唇

基沟清晰�唇基�上唇前缘均深凹�呈棕黑色�两侧向前倾斜�上颚发达�呈棕红色�下颚须粗壮呈斧形�额侧突基

瘤隆起�额不平坦�刻点密�头顶隆起高于后颊�复眼相对小�前缘凹�两眼间距窄于复眼横径�触角较长�从第棾
节到第棻棸节逐渐变粗变短�第棻棸节近似方形�第棻棻节长度长于前棽节之和�但短于前棾节之和�末节内缘具脊�
腹面凹�封三彩图棿���前胸背板宽大于长�中间稍前最宽�不平坦�压痕浅�刻点大�刻点间距为棻�棾个刻点直

径�前胸背板边缘刻点间距较小�前后缘清晰�后缘有粗糙饰边�鞘翅平坦�两侧近平行�刻点间区隆起�为棻�
棽灡椀个刻点直径�肩角隆起�缘折向后逐渐变窄�茸毛短而稀疏�向后曲�腹部常形�第��� 可见腹板深褐色�刻
点稀疏�被白色短茸毛�后胸腹板颜色较深�呈黑色�且高于可见腹板�足粗壮�腿节呈棒状�中足胫节内缘具齿�
小齿向后方逐渐变宽�齿突位于齿列的末端�后足胫节稍向外方弯曲�内缘具粗齿�突齿之首位于后足胫节中央�
齿列渐变细�封三彩图椀���阳基侧突宽�矛尖状的�顶端尖锐�封三彩图椂���

棽�雌性�体长椆灡椃�棻棸灡棸���体宽棾灡椃�棿灡棸���封三彩图棾�����体型较粗大�体褐色至黑色�足黑色�复
眼较小�两眼间距是复眼横径的棽倍�触角第棻棻节短于前棽节之和�

讨论�红胸沟伪叶甲区别于该属其他种的特征�复眼小�眼间距为复眼横径的棽倍�雄性中足胫节齿突位于

齿列末端�后足胫节内缘齿突粗大�位于胫节中部齿列之首�
检视标本�棾 棿 �������尼泊尔加德满都�棽棸棻棾棶���灡棽棿�棽棸棾椄��周勇采�分布�中国�福建��椃��尼泊

尔�
棽灡椄不丹沟伪叶甲

拉丁学名��������������������� ������棻椆椆棸�棽椆棽�棻棾��棽棸棸椄�棻棻棾�棻棸��模式种产地�不丹�
特征�棻�雄性�体长椆灡棻�椆灡棾���体延长�头�前胸背板和腹面棕红色�触角和足棕色�腿节基部色较浅�鞘

翅棕黑色�头圆形�两眼间距是复眼横径的棻灡棽倍�触角相对较长�触角第棻棻节长度稍短于该节前棾节之和�前

胸背板宽大于长�最大宽度在基部�压痕浅�刻点大�刻点间距是棸灡椀�棻个刻点直径�鞘翅向后渐变宽�刻点深�
刻点间距是棻�棾个刻点直径�茸毛短�足粗壮�中足胫节近乎直�内缘具小齿�齿突位于齿列之首�后足胫节内

缘锯齿状�齿突位于齿列之首�阳基侧突宽�尖毛状�尖端钝圆�侧面观稍弯曲�

棽�雌性�未知�
检视标本�未见标本�相关描述来源于 ������棻棾�的研究�分布�不丹�

致谢�衷心感谢中国科学院动物研究所梁红斌教授提供有关标本�

棿棾 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



参考文献�
�棻�����������棶������������������������������������灢

�����������������������������棶�������������������灢

��������棾棶���������棶�棶��棻椆棻棸�棻灢棾棽棶
�棽�����������棶������������������������������������

���棶��������������������������������棻椆棻椀�椄棻��椂��棿椂灢
棻椄椂棶

�棾�����������棶�����������������������棶���������
���棶��������棶��������������������棽棸棿����������

�����������灢�����������棻椆棾椂�棻灢椀椂棻棶
�棿�����������棶����������������������������������

����������棻椆棾棿���������������������������棶������灢
����棶�����������������������棶������������������灢
�����棶����������������棻椆棿棻�棾棾��椆��棻灢棾棽棶

�椀�����������棶����������������棶��������������灢
���������������������������棶����������������������

棻椆棿棻�棾椃�棽棽灢棽椆棶
�椂�陈斌棶中国伪叶甲科分类研究���棶重庆�西南农业大学�

棻椆椆椀棶
�����棶���������������������������������������灢
������������棶���������������������������������������灢
���棻椆椆椀棶

�椃�黄邦侃棶福建昆虫志�第六卷����棶福州�福建科学技术出

版社�棽棸棸棽�棻椃棸灢棻椄棸棶

�������棶�������������������������������������
����灡椂����棶���������������������������������������

棽棸棸棽�棻椃棸灢棻椄棸棶
�椄������ �棶������������������������棶������������

����������������������������������������棻椆椂椂�棿�棿��

椀棾棾灢椀椀椃棶
�椆�������棶���������������������������������������

��������������� �����������������������棶�������

������������������������棻椄棾棻�棽棸灢棾棽棶
�棻棸��������������� �棶��������������������������灢

���������棶��������������������棽棸棸椄�棻棻棾灢棻棻椄棶
�棻棻����������棶��������������������������������棶

���������������������������棻椆椄椄�棿棾�棻��棾棾灢椀棽棶
�棻棽������� ���������������棶���������������灢

������������������������������棶�湽��������������灢
����������������������������������������������灢
�������������棶��棶�棶����棶�棶��棻椄棿椄�棾椆椀灢椀椂棿棶

�棻棾�������棶�����������������������������������灢
����������������������������棶��������������������灢
���棻椆椆棸�棾椂�棾�棿��棽椃椆灢棽椆棿棶

�棻棿������ �棶������������������灢�������������������
�����������������棶���������������������������������
������ �����������棻椆椆棻�棿椃棸�棻灢棻椄棶

��������������

�������������������������������������
���������������������������������������

�������������
��������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������棿棸棻棾棾棻�������

�������������������������������������������������������������������棻椆棻椀����������������������������������������
�����棶��������������������������������������������������������������������������������棶��������������������������
��������������������������椂棻�棶������������������������������������������������ ���灢椀棸棸棸棶������������������
��������������������������������������������������������灢椀棸棸棸棶��������������������������������������������������

������������������������� ����������������������棻椄棿椄�������������������������� ������棻椆椆棸�������������������
���������棶��������������������������������������������������������������������������������������������������������棶
������������������������������������棶��������������������������������������������������������������������
����������������������������棶��������������������棶��������������������������������������棻椆棻椀����������������灢
����������������棻椆棾椂��棶������������������������������������������棻椄棾棻�棶
���������������������������������������������������������������������������������

�责任编辑�方�兴�

椀棾���灡棾椂��灡棿������������������������������������������������������������������棶�����棶��



�棽棸棻椆年椃月 重庆师范大学学报�自然科学版� ���棶棽棸棻椆
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动物科学 ����棻棸棶棻棻椃棽棻������棽棸棻椆棸棿棻棽

中国扇蟌属一新纪录种
灣

蒲徐波棻�兰洪波棽�于�昕棾

�棻棶重庆师范大学 图书馆�重庆棿棸棻棾棾棻�棽棶贵州茂兰国家级自然保护区管理局�贵州 荔波椀椀椄棿棸棸�

棾棶重庆师范大学 生命科学学院�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�以形态分类学的方法探讨中国贵州荔波发现的蜻蜓目���������扇蟌科�����������������扇蟌属���������灢
��������������棻椄棾椆�一标本的分类地位��方法�将新发现的标本与中国已知的扇蟌属种类进行比较形态学分析�确定

标本种类并进行必要的分类学纪录��结果�鉴定出蜻蜓目扇蟌科扇蟌属一中国新纪录种�即白足扇蟌������������

�����������������������棽棸棸棾��对该物种进行了详细的分类学描述�同时讨论了中国扇蟌属的分类学现状�编制了扇

蟌属中国已知种的分类检索表��结论�白足扇蟌的新分布纪录的发现拓展了人们对该稀有物种的了解�对该物种的保护

具有重要价值�从进化的角度论证了本属雄性中后足胫节的特化起源于雄性间的争斗行为�

关键词�蜻蜓目�扇蟌属�新纪录种�中国贵州

中图分类号��椆椂椆 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棿灢棸棸棾椂灢棸棿

扇蟌属�����������������������棻椄棾椆�为蜻蜓目���������扇蟌科�����������������昆虫�为扇蟌科的模

式属�扇蟌属标志性特征为雄性中后足胫节处极度延展成叶状�飞舞时象数把小扇子在挥舞�因此而得名�扇
蟌��这一特征在现生蜻蜓中绝无仅有�本属物种为小型种类�体色多蓝�绿色�杂以黑色条纹�常见于湖泊�池
塘�缓流水体�如山间宽阔溪流�河流�等周边的灌草丛中�目前扇蟌属世界纪录共棻棾种�棻��其中中国纪录共棽
种�棽��即主要分布在中国北方以及华东地区的白扇蟌��������������������������棻椄椄椂��封二彩图棻��和中国

南�北方均分布较为广泛的叶足扇蟌���������������������� ���������棻椆棽椂��封二彩图棻���棾��棽棸棸棾年

����������描述了发现于老挝�����������省 �������������国家保护区北部地带的扇蟌属新种棻种�即
白足扇蟌��������������������������它以雄性极其夸张的足胫节延展为特征�是目前现生种类中�扇子�最大

的种类�棿��白足扇蟌自首次报道后再无相关发现及研究�
位于中国贵州省荔波县的茂兰国家级自然保护区�后简称茂兰保护区�属中亚热带气候区�拥有世界上相同

地带区域内仅有的喀斯特原始森林�该保护区也是喀斯特区原始森林分布面积最大的区域�椀��茂兰保护区具有

独特的地质条件�因而成为了中国生物多样性最丰富的地区之一�也为很多稀有的物种提供了生存空间�蜻蜓

目昆虫是理想的生态环境指示生物�因兼有水�陆生活史�所以可同时适用于水�陆环境评价�椂��多年以来�茂兰

保护区管理部门对辖区内的蜻蜓类群多样性调查十分关注�而本文第二作者在一次巡视中偶然发现一种非常奇

特�漂亮的豆娘�蜻蜓目均翅亚目统称��经后期研究发现即 ����������描述的白足扇蟌�棿��封二彩图棻���为

此�本文将之增补为扇蟌属的中国新纪录种�并就该物种的特殊性连同本属其他中国分布种一并进行了讨论�

棻材料与方法

研究标本�棻 �被发现并拍摄于中国贵州省荔波县茂兰保护区�拍摄时间为棽棸棸椆年椃月棽日�拍摄所用照

相机型号为������������灢��棽�拍摄参数为�光圈��棿灡椆�曝光时间棻�棽棸棸��感光度棽棸棸�焦距棽椀���参考标

本包括�棻�白扇蟌�棽 棻 �河北省邢台市临城县三峰山�棽棸棻棾灢�灢棻棻�薛俊莉采�棽 �河南省辉县薄壁镇平甸

灣 收稿日期�棽棸棻椄灢棸椂灢棸棿��修回日期�棽棸棻椆灢棸棿灢棻棸��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸
资助项目�国家自然科学基金���棶棾棻椀椃棽棽椆椆��国家科学技术部�动物志�编研项目���棶棽棸棻椀��棽棻棸棾棸棸��重庆市自然科学基金���棶

����棽棸棻椄������棸棿棻椀�

第一作者简介�蒲徐波�女�讲师�研究方向为昆虫科普教育��灢�����������椑棻椂棾棶����通信作者�于昕�男�副教授�博士��灢����������灢

������椑棻椂棾棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椃棻椀棶棻棽棾棸棶棸棻椂棶����



村�棽棸棻棾灢�灢棽棻�张丹丽采�椀 棽 �天津蓟县八仙山�棽棸棻棿灢�灢棽棸�于昕采��棽�叶足扇蟌�棽 棽 �天津城区姊

妹湖�棽棸棸椀灢��灢棻棸�于昕采�棾 棽 �四川眉山尚义观音村�棽棸棻棾灢�灢棻椆�于昕�蒲徐波采�棿 棽 �安徽金寨元

冲�棽棸棻棿灢�灢棽�于昕采��分类学特征鉴定参考于昕的检索表及相关描述�棽��

棽结果

棽灡棻分类学描述

拉丁学名�白足扇蟌�����������������������������������棽棸棸棾��
物种主要特征如下�
雄性�腹长�包括肛附器�棾棻灡椀�棾棽���后翅长棻椆�棽棸���

棻�头部�下唇白色�侧叶尖端黑色�上唇黑色�前唇基蓝色�后唇基浅蓝色�面部具一横宽浅蓝色条纹�与浅蓝

色的后唇基相接形成位于面部的蓝色环带�且该面部条纹的中部于后唇基的上方处断开�上颚基部部分蓝色�头
顶黑色�带金属光泽�侧单眼两旁有浅色的斑点�侧单眼后方�后头边缘呈现浅色的细线�触角黑色�仅第棽节�梗
节�顶端颜色较浅�第棽节比第棾节短�

棽�胸部�前胸黑色�侧面具浅蓝色条纹与合胸肩前条纹连贯�合胸黑色�具纵向浅蓝色条纹�肩前条纹细长�
与前翅基部相连�合胸侧面中胸侧缝以下浅蓝色�沿后胸侧缝有一条较粗的黑条纹�合胸腹面整个浅蓝色�翅透

明�翅痣棕褐色�前足基节白色�转节基部一半黑色�另一半白色�腿节仅端部约棻�棾处黑色�剩余部分全部白色�
胫节和跗节黑色�中后足转节黑色�仅端部一点白色�基节�腿节和胫节全部白色�仅足刺为黑色�爪深棕色�中后

足胫节强烈的横向延展�

棾�腹部�腹部黑色�分布着浅蓝色斑纹��棻腹面侧面均呈浅蓝色��棽腹面浅蓝色�侧面各有一点蓝色斑纹�

�棾到�椂基部具浅蓝色基环�且从�棾至�椂逐步加大��棾到�椀基部两侧隐约具浅蓝色的斑纹��椃到�椆为黑色�

�棻棸几乎全部浅蓝色�尾须蓝白色�肛侧板尖端黑色�
雌性�腹长�包括肛附器�棾棻���后翅长棽棸���

棻�头胸和胸部�头部与胸部黑色�斑纹样式与雄性类似�但斑纹颜色为淡黄色�足部胫节不延展�基节与转

节的色型与雄性类似�但雌性足为黄色�腿节外侧黑色�内侧黄色�胫节前部外侧全部黑色�胫节中部外侧棕色�
胫节后部外侧基部颜色加深�翅痣较雄性的颜色浅�

棽�腹部�腹部黑色�侧面有浅色条纹�在活体样本中�棻到�棽浅色条纹为黄色��棾到�椃浅色条纹为浅蓝色�

�棾到�椂中浅色条纹在基部扩大�但并未成环��棻棸蓝白色�肛附器蓝白色�
评注�白足扇蟌与扇蟌属其他棽个已知中国分布种在形态上比较容易区别�雄性白足扇蟌中后足胫节延展

程度更加剧烈�最宽处大于长度的棻�棾�叶足扇蟌与白扇蟌胫节最宽处约为长度的棻�棿�雄性白足扇蟌中后足腿

节全部呈白色�而白扇蟌与叶足扇蟌中后足腿节外侧均呈深色�白足扇蟌沿后胸侧缝的条纹显著增宽�宽度从后

胸侧缝开始向下几乎覆盖整个侧面�白扇蟌与叶足扇蟌则沿后胸侧缝均仅有棻条较细的黑条纹�白足扇蟌阳茎

端叶末端自然伸直�无钩状结构�棾��白扇蟌与叶足扇蟌阳茎端叶�阳茎第棾节鞭状突出物�末端均向后弯曲形成

钩状�

棽灡棽扇蟌属中国已知种检索表�雄性�

棾个扇蟌属中国已知种的检索表�雄性�如下�

棻棶中后足胫节最宽处大于长度的棻�棾 白足扇蟌��棶�������������………………………………………………

灢 中后足胫节最宽处约为长度的棻�棿 棽………………………………………………………………………………

棽棶尾须长度小于肛侧板的棻�棽�体表无白霜 叶足扇蟌��棶�����������……………………………………………

灢 尾须长度超过肛侧板的棻�棽�老熟个体体表被白霜 白扇蟌��棶���������………………………………………

棾讨论

白足扇蟌于棽棸棻棻年被世界自然保护联盟������红色名录收录�但该名录并未给出有关白足扇蟌面临威胁

的详细说明�其中原因是该物种被报道之后�至今没有更多的相关研究报告�红色名录中推测适宜生境的减少

为该物种面临的主要威胁�椃��本文报道的这一例新纪录使茂兰保护区成为迄今除模式产地以外唯一的白足扇

椃棾第棿期�������������蒲徐波�等�中国扇蟌属一新纪录种



蟌分布地�由此可见�白足扇蟌是较为神秘的物种�它的生物�生态学信息仍鲜为人知�目前还无法评估该物种

面临威胁的程度�但就该物种零星的发现纪录来看�虽然可能还有一些潜在的分布点会陆续被发现�但本种无

疑不是广布类群�而且也应是稀有的狭生境类群�应该得到有效的保护�椄��
雄性扇蟌属物种极度延展的中后足胫节使之在飞行时足部像一簇在空中旋转灵动的小白扇子�十分引人注

目������等人�椆�在缅甸琥珀中发现了棾枚同样存在足胫节极度延展的雄性豆娘化石�足胫节的延展程度更加

夸张而且有斑纹�可见这种特征至少在棻亿年前的恐龙时代就已形成�从化石琥珀发现的数量及化石种类足胫

节更加延展的程度可以推断�扇蟌类雄性足胫节极度延展这一特征较为古老�而且在早期更为盛行�现生蜻蜓

中存在足胫节延展的类群不多�主要集中在扇蟌科的扇蟌属�狭扇蟌属��������以及隼蟌科����������������的
部分类群如圣鼻蟌属��������������阳鼻蟌属������������������������属等�其中以扇蟌属最为典型�棻棸��
笔者同意�����等人�椆�的推测�即由于进化历程中鸟类等高效的捕食者的出现�使原有的扇蟌类型面临巨大的

被捕食的压力�从而向着足胫节延展小型化方向萎缩�根据观察�现在的扇蟌属种类在飞行中展示�扇子舞�时
仍然比较显眼�而且飞行的速度和机动性都受到影响�因而仍面临较高的被捕食风险�

�����等人�椆�认为白垩纪琥珀中的豆娘主要将足胫节的显著延展这一特征用于求偶时�示爱��然而根据对

扇蟌及其他蜻蜓类群的观察及研究�笔者认为这种夸张的结构应该主要用于或者说起源于雄性间的角逐及领地

行为�现生蜻蜓中仅色蟌科����������������和隼蟌科的部分种类存在明显的以翅斑�示爱�的行为�而琥珀中的

种类明显是扇蟌科的类群�现生蜻蜓中几乎所有种类都存在雄性间的打斗及炫耀武力的行为�在豆娘中�几乎

全部种类的雄性都是以特定的舞姿及夸张的第二性征来�吓�走对手�很少有真正的�肢体接触��这一点被笔者

自己的野外观察及一系列相关研究所证明�棻棻灢棻棾��而蜻蜓的交配则一律是粗暴的�野蛮�行为�棻棾灢棻棿��可能也正因为

如此�导致了明显的蜻蜓性二型现象�即�雄性体色更加艳丽以区别于雌性�从而避免不必要的�强行交配�中的

损伤�部分�聪明�的雌性则模拟雄性的外表来减少自身的损伤�这方面的研究不胜枚举�棻棽�棻椀灢棻椂��
总而言之�在中国能发现白足扇蟌这样美丽而稀有的蜻蜓种类�对于丰富中国蜻蜓多样性以及开拓更广阔

的研究领域无疑都具有积极意义�
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透明时间对草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的影响
灣

李�影�唐�蓓�曾�瑛

�重庆师范大学 生命科学学院�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�探索不同透明时间对草鱼������������������������脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的影响�并筛

选出最佳透明时间��方法�应用石蜡切片技术对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织进行切片�经苏木精灢伊红染色后通

过显微摄影来观察每类组织在不同透明时间的切片完整率和细胞完整性��结果�草鱼腹腔脂肪组织在连续两次透明时

间分别为棾�棻���的条件下�切片完整率为椄椄灡棾棾棩�脂肪细胞形态完整且细胞膜无破碎�背部肌肉组织在连续两次透明

时间分别为棻棸�椄���的条件下�切片完整率为椆棾灡棾棾棩�肌细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明显��结论�石蜡

切片的制作效果取决于组织特性�草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片连续两次的最佳透明时间分别为棾�棻���和棻棸�椄
����
关键词�透明时间�脂肪组织�肌肉组织�石蜡切片�草鱼

中图分类号��棽灢棾� 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棿灢棸棸棿棸灢棸棿

草鱼������������������������是中国重要的淡水经济鱼类�目前�随着人工养殖的迅速发展�草鱼肌肉

组织和腹腔肠系膜周围的脂肪积聚过多�直接影响了草鱼肉制品的品质和动物的生产力�棻灢棽��因此�有必要从形

态学的角度对草鱼脂肪组织与肌肉组织中细胞形态学特点进行研究�石蜡切片是组织形态学研究最常用的方

法�它不仅被用于观察正常组织细胞的形态结构�而且也是病理学�医学等学科用以研究�观察及判断组织细胞

形态变化的主要方法�并且该方法也已相当广泛地被用于其他许多学科领域的研究中�在石蜡切片制作过程

中�鉴于不同物种不同组织的细胞组成和生理生化特点各异�因而对它们处理的方法不能一概而论�制作条件也

会有所不同�尤其是脂肪组织中脂肪细胞体积较大�细胞内脂类含量多�单位体积内细胞数量少���若在该组

织的石蜡切片制作过程中透明环节处理不当�易出现碎片�断片�脱片等情况�导致不能观察到组织细胞的真实

形态�因此�有必要建立一种标准的鱼类脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作方法�本研究根据草鱼脂肪组织和

肌肉组织的生理生化特点�经过反复实验�对影响草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的关键环节即透

明进行探索�优化和改进其中的某些过程�并筛选出最佳的脂肪组织切片和肌肉组织切片制作程序�从而为鱼类

脂肪组织�肌肉组织形态学研究提供参考资料�

棻材料与方法

棻灡棻实验材料和主要试剂

实验用健康草鱼棻尾�体质量约棻灡椀���购于重庆市北碚区歇马养鱼场�多聚甲醛�乙醇�二甲苯�石蜡�苏
木素�伊红�浓盐酸�冰醋酸�纯甘油�中性树胶等试剂均购自重庆塞米克生物科技有限公司�

棻灡棽方法

棻灡棽灡棻脂肪组织和肌肉组织石蜡切片的制作�以丁香酚对实验鱼进行麻醉�解剖获取背部肌肉组织和腹腔脂肪

组织�以�� 为椃灡棽的磷酸盐缓冲液冲洗掉表面血液后�用眼科剪将上述组织剪成棸灡棽��棾 左右小块�以质量分

数为棿棩的多聚甲醛溶液固定棽棿�后冲洗�再将获取的各组织用体积分数由低到高的乙醇溶液进行连续脱水�
然后在棽椀�条件下�以小鼠�������������肝脏透明时间作对照�棾��依据脂肪组织和肌肉组织的细胞学特点按

照透明时间递减原则对各组织进行透明�透明过程采用二甲苯二次透明法�即先将组织放在�二甲苯 ��乙醇 椊

灣 收稿日期�棽棸棻椃灢棻棸灢棽椂��修回日期�棽棸棻椆灢棸椀灢棽棸��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸
资助项目�国家自然科学基金���棶棾棸椄棸棸椄棿棾��重庆市基础与前沿研究计划项目���棶����棽棸棻椂�����棻棸椄椀�

第一作者简介�李影�女�教授�博士�研究方向为动物脂肪发育生物学��灢�������������椄椂椑�������棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椃棻椀棶棻棽棾棸棶棸棻棸棶����



棻�棻的二甲苯灢无水乙醇透明液中进行预透明�再以体积分数为棻棸棸棩的二甲苯进行透明�透明完成后将组织置

于包埋皿内进行石蜡包埋�最后将每个组织进行连续横向切片�每个处理切取棻棸棸张切片�切片厚度为棿毺��

棻灡棽灡棽苏木精灢伊红����染色后计算切片的完整率�按照常规石蜡切片染色方法�棾�在棽椀�条件下�对切片进行

��染色�然后肉眼观察结合�������灢���数码显微系统对切片进行观察和完整率统计�切片上组织连贯�无明

显碎片�记为切片完好�切片上组织散在成碎片�切片不完整�显微镜下几乎见不到完整的细胞记为切片不完整�

每个处理随机计数椂棸张切片�切片完整率计算公式为�切片完整率椊
完整切片个数
总切片个数 �棻棸棸棩��

棻灡棽灡棾细胞形态观察�利用 �������灢���数码显微系统对不同处理的各组织石蜡切片进行观察�拍照�

棻灡棽灡棿数据处理�各组石蜡切片均来自同一尾草鱼�实验的每个处理重复椀次�采用����棽棻灡棸软件对切片完

整率进行单因素方差分析����灢���������和多重比较������当�椉棸灡棸椀时�分析结果具有统计学意义�
实验数据以���表示�

棽结果

棽灡棻透明时间对脂肪组织和肌肉组织石蜡切片完整率的影响

由表棻可知�透明时间长短对草鱼腹腔脂肪组织石蜡切片完整率有直接影响�在连续两次透明时间均为

棽棸���条件下�切片的完整率很低�仅为棾灡棾棾棩�随着透明时间的减少�切片完整率逐渐增加�均高于对照处理�
差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��特别地�在连续两次透明时间分别为棾�棻 ���的条件下�切片完整率达

椄椄灡棾棾棩�明显高于其他连续两次透明时间条件下的切片完整率�且差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��

表棻�包埋前不同透明时间对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织石蜡切片完整率的影响

���棶棻��������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������

处理 透明次序 透明试剂
腹腔脂肪组织 背部肌肉组织

透明时间���� 切片完整率�棩 透明时间���� 切片完整率�棩

对照
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棽棸

第棽次 二甲苯 棽棸
棾灡棾棾�棻灡椂椃�

棽棸

棽棸
棻椀灡棸棸�椀灡棽椃�

处理棻
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棻棸

第棽次 二甲苯 棻棸
椄灡棾棾�棽灡椂棿�

棻椀

棻棸
棾椂灡椂椃�棽灡椂棿�

处理棽
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 椀

第棽次 二甲苯 棾
棽椀灡棸棸�棾灡棸棾�

棻棸

椄
椆棾灡棾棾�棿灡棽椀�

处理棾
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棾

第棽次 二甲苯 棻
椄椄灡棾棾�棾灡棻棽�

椂

棿
棽棾灡棾棾�椂灡棸棻�

��注�上标不同字母表示同列数据的差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀�

不同透明时间下�草鱼肌肉组织石蜡切片的完整率有所不同�表棻��在连续两次透明时间均为棽棸���条件

下�切片完整率仅为棻椀灡棸棸棩�把连续两次透明时间分别减少为棻椀�棻棸���后�切片的完整率有所增加�与前者

相比差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��但仍未达到理想值�当连续两次透明时间分别减少到棻棸�椄���时�切片

完整率达到了椆棾灡棾棾棩�远远高于连续两次透明时间均为棽棸���时的切片完整率�两者差异具有统计学意义

��椉棸灡棸椀��然而在此基础上继续缩短两次透明时间分别为椂�棿���时�切片完整率下降到棽棾棩�与对照相比差

异无统计学意义�

棽灡棽透明时间对脂肪组织和肌肉组织石蜡切片细胞形态的影响

从图棻�可以看出�整个视野内腹腔脂肪组织切片无完整的细胞存在�细胞结构被严重破坏�从图棻�中则可

见一定的细胞轮廓�但细胞形态不完整�大部分细胞仍以碎片形式存在�图棻�显示脂肪细胞形态趋于完整�破碎

的细胞较少�而图棻�中所观察到的细胞形态完整且细胞膜无破碎�总之�草鱼腹腔肠系膜脂肪组织经石蜡切片

��染色后�脂肪细胞呈中空透明�被完整的细胞膜包绕�同时�细胞核多处于细胞膜边缘�被苏木精染成蓝色�

棻棿第棿期����������李�影�等�透明时间对草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的影响



图棻�显示�背部肌肉石蜡切片中肌肉细胞部分完整�部分出现碎片�且肌肉细胞间的脂肪细胞轮廓不清晰

呈碎片状�图棻�中的肌肉细胞形态完整�但该切片中极少见到完整的脂肪细胞�大部分脂肪细胞间无明显界限�
细胞膜断裂�细胞以碎片形式存在�图棻�则显示肌肉组织细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明显�大量

完整的细胞轮廓清晰可见�而在图棻�中�大部分肌肉细胞呈现出空洞�肌间脂肪细胞完全破碎�

��对照脂肪组织��� ����处理棻脂肪组织 �������处理棽脂肪组织��� ����处理棾脂肪组织

��对照肌肉组织�������处理棻肌肉组织��� ����处理棽肌肉组织�������处理棾肌肉组织

�注�对照及处理棻�棾对应的具体透明条件见表棻

图棻�草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织经不同透明时间所做横向切片在显微镜下的形态

���棶棻�������������������������������������������������������������������������������������������������

棾讨论

石蜡切片的制作过程是由取材�固定�脱水�透明�透蜡�切片等一系列连续制作过程组成�其中透明环节

是切片制作过程中关键的一步�本研究选用透明剂为二甲苯�该试剂折光率为棻灡棿椆椃�透明力强�运用二甲

苯进行的组织透明必须在严密观察下进行���如果透明时间过短�则透明不彻底�石蜡难于浸入组织�透明时

间过长�则组织硬化变脆�不易切出完整切片�棿��在本研究中�让草鱼腹腔脂肪组织达到最佳透明效果的操作

为�用二甲苯与乙醇混合液透明棾����然后用二甲苯透明棻����在上述透明条件下�切片的完整率达到了

椄椄棩�在显微镜下观察到的脂肪细胞形态完整且细胞膜无破碎�脂肪细胞呈中空透明�被完整的细胞膜包绕�
背部肌肉组织透明的时间比腹腔脂肪组织更长�在用二甲苯与乙醇混合液透明棻棸���然后用二甲苯透明

椄���的操作条件下�切片完整率达到了椆棾棩�背部肌肉组织细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明

显�大量完整的细胞轮廓清晰可见�另外�也有研究表明�绵羊�����������卵巢组织透明时间为二甲苯与乙醇

混合液棿棸����二甲苯棿棸����椀��大鼠������������������脑组织两次二甲苯的透明时间各为棻棸����椂��由此

都得到了制作效果良好的组织切片�与其他研究者所得结果比较�本研究中草鱼脂肪组织的透明时间略短�
这是由草鱼脂肪组织的特性所决定的�脂肪组织单位面积内的细胞数量少且体积大�细胞中含有大量的脂滴

�主要是甘油三酯和胆固醇��椃��二者都极易溶于二甲苯及乙醇�故透明时间相对较短�如果透明时间过长�甘
油三酯完全溶解�组织变脆变硬�得到的切片就会有脱片和细胞膜破碎的情况�相对于草鱼腹腔脂肪组织�背
部肌肉组织透明时间要更长才能取得较好的切片效果�但与肝脏组织�眼球晶状体组织相比较�该组织透明时

间也有所缩短�这是因为草鱼背部肌肉组织中大部分为肌细胞�同时也存在一定量的肌间脂肪细胞�肌细胞

中细胞质主要为肌浆�肌浆内含有丰富的肌纤维�线粒体�还含有少量颗粒状的糖原�肌红蛋白及高尔基体�内
质网等�同样地�背部肌肉组织透明时间过长�会导致肌细胞出现空洞等问题�但透明时间过短则二甲苯不能

完全地浸入组织�导致组织切片的折光率不佳�魏艳华等人�椄�以有脂肪组织的乳腺组织为实验材料�环保透

明液棾道各椀���制作出了完整切片�本研究与之差异之处在于�一方面是由于使用材料不同�本实验选用

的是草鱼脂肪组织�而魏艳华等人用的是乳腺组织�组织中仅有部分脂肪细胞�另一方面�选用的透明试剂也

有所不同�本实验选用的是二甲苯�而魏艳华等人用的是环保透明液�
总之�本研究利用石蜡切片和 ��染色法对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织进行了初步探索�通过大量

实验�获得了较为满意的结果�成功地摸索出这两种组织石蜡切片 ��染色的最佳方案�为草鱼腹腔脂肪细胞和

背部肌肉细胞的进一步研究奠定了实验基础�
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乙炔基雌二醇短期暴露损伤斑马鱼雌性成鱼渗透压调节
灣

刘智皓�兰雪溶�李英文

�重庆师范大学 生命科学学院 重庆市高校动物生物学重点实验室 重庆市高校生物活性物质工程研究中心�重庆棿棸棻棾棾棻�

摘要��目的�考察乙炔基雌二醇�棻椃毩灢�������������������棽�短期暴露对斑马鱼������������雌性成鱼渗透压调节的影响�
�方法�用棻棸和棻棸棸����棴棻��棽暴露性斑马鱼雌性成鱼椃��同时设立不含��棽的对照组�然后测量斑马鱼体质量�体长

并计算肥满度�测定全血量�血浆量和红细胞数量�观察鳃与肾的组织结构��结果�与对照组相比�受棻棸棸����棴棻��棽
短期暴露处理后的斑马鱼雌性成鱼出现眼球突出�体表充血�鳞片竖起等症状�肥满度明显增加全血量和血浆量明显升

高�红细胞数量则明显下降�此外�经��棽短期暴露处理的斑马鱼雌性成鱼的鳃出现上皮细胞水肿�血管扩张等症状�而
肾脏则出现小管上皮水肿�多发性出血等症状��结论���棽短期暴露导致斑马鱼雌性成鱼渗透压调节出现明显失衡�对
该鱼具有强烈的渗透压毒性�
关键词�乙炔基雌二醇�斑马鱼雌性�短期暴露�渗透压调节

中图分类号��棿椆棽灡椀 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棿灢棸棸棿棿灢棸椀

乙炔基雌二醇�棻椃毩灢�������������������棽�是一种广泛分布于地表水环境中的环境干扰物质�������������灢
������������������也是一种具有强烈雌激素效应的人工合成雌激素�棻��许多研究发现���棽对鱼类的性腺分

化�发育�配子发生和繁殖都具有强烈毒性�棽灢棿��经��棽处理的雄鱼出现明显雌性化�如卵黄蛋白��������������
大量合成�性激素分泌失衡�性比改变�间性性腺�少精症等�棽灢棿��此外�较高剂量的 ��棽短期暴露也能严重干扰

雌性斑马鱼������������卵巢发育和卵子发生�导致早期和后期滤泡比例改变�后代存活率降低�甚至丧失生育

能力�椀��最近的研究发现���棽所致卵巢发育障碍与下丘脑灢垂体灢性腺�������������灢���������灢������������
轴功能异常及配子发生程序性失控密切相关�椂��然而���棽是否对鱼类具有渗透压毒性尚不清楚�为此�本研

究用棻棸和棻棸棸����棴棻的��棽对斑马鱼雌性成鱼进行了椃�暴露处理�并在处理结束后�对斑马鱼的形态结构�
肥满度�全血量�血浆量�红细胞数量和主要的渗透压调节器官�鳃和肾�的组织结构进行了分析�

棻材料与方法

棻灡棻主要试剂和仪器

��棽和助溶剂二甲基亚砜������均购自�����公司��������椆棸�型光学显微镜购自 �����公司���灢
棾棾椀椄型石蜡切片机购于科迪仪器设备有限公司�
棻灡棽实验设计与材料收集

实验用��系棻棽棸�龄斑马鱼雌性成鱼购于国家斑马鱼资源中心�武汉��平均体质量为�棸灡椀棽�棸灡棸椄���实

验鱼在循环养殖系统中驯养椃��驯养水源为曝气除氯的自来水�水温控制在�棽椄�棸灡椀���光照周期为棻棿�
光照�棻棸�黑暗�硝酸盐�亚硝酸盐�硬度���等水质参数都控制在正常范围内�溶氧量大于或等于椂灡椄����棴棻�

通过预备实验发现�斑马鱼雌性在棻棸棸����棴棻的��棽中暴露棻棸�即可出现明显的病理学变化�并有个体

死亡�因此将这一质量浓度的��棽用于本研究的高剂量暴露处理���棽灢������此外�本研究还设置棻个水体中

不含��棽但其中����质量分数为棸灡棸椀�的对照处理���������和棻个水体中��棽质量浓度为棻棸����棴棻的

低剂量暴露处理���棽灢�����因此�随机取椄棻尾雌性实验鱼并随机平均分为棾组�进行上述处理�每个处理组

灣 收稿日期�棽棸棻椄灢棸椂灢棽椄��修回日期�棽棸棻椆灢棸椀灢棸椃��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸
资助项目�重庆市基础科学与前沿技术研究专项基金���棶����棽棸棻椂�����棻棸棾棽��重庆市教育委员会科学技术研究项目���棶��棻棾棸椂棽棽���棶

��棻椂棸棸棾棸椄��重庆师范大学校级基金项目���棶棻棾���棸椄��淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室开放课题基金项目���棶

����灢棽棸棻椀灢棸棽��淡水生态与生物技术国家重点实验室开放课题���棶棽棸棻椆��棸棾�

第一作者简介�刘智皓�男�副教授�博士�研究方向为鱼类生理学��灢������������椑棻椂棾棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椃棻椀棶棻棽棾棸棶棸棻棽棶����



均设置棾个平行缸�容积为椂棸�的玻璃缸�加曝气自来水椀棸���每缸随机放入椆尾实验鱼�处理期间�每日对

实验鱼喂食棾次�整体换水棻次�并对水体持续充氧�维持水温和光照周期与处理前一致�椃�暴露处理结束后�

从每缸中随机取棿尾实验鱼�测定体质量�单位����体长�单位�����并用公式�肥满度椊
体质量
体长棾 �计算肥满度�单

位�����棴棾��再从每缸中随机取棽尾实验鱼�取下鳃和肾脏�经波恩氏液固定后�用于组织学切片�最后从每缸

中取剩下的棾尾实验鱼�收集血液�用于全血量�血浆量和红细胞数量检测�
棻灡棾全血量�血浆量和红细胞数量测定

从每个处理组取实验鱼椆尾�用������等人�椃�描述的方法进行断尾�并用毛细采血管进行取血�取血后比

较各处理组实验鱼全血量的差异�随后�将上述血液在棿�下按棻棸棸棸棸�����棴棻离心棻椀����取出上清液�对比

各组血浆体容量�每组另取棾尾鱼的全血�用生理盐水稀释棽棸棸倍后�用血细胞计数器在光镜下对红细胞数量

�单位�个��棴棻�进行统计�计算公式为�红细胞数量椊椀个方格中红细胞总数�棽椀�椀�棻棸�棻棸椂�棽棸棸��其中

棽棸棸为稀释倍数�
棻灡棿组织学观察

取实验鱼的鳃和肾脏�于波恩氏液中室温固定棻椄��经梯度酒精脱水�二甲苯透明棾次后�用椂棸�的石蜡

在包埋盒中包埋�在切片机上对包埋材料进行切片�切片厚度为棿毺��切片经脱蜡�复水后�经苏木素灢伊红

����染色后�在�������椆棸�型光学显微镜上拍照�
棻灡椀数据分析

实验数据用���表示�用����棻棾灡棸软件对实验数据进行单因素方差分析多重比较������法��当�椉
棸灡棸椀时�分析结果具有统计学意义�展示实验数据的柱形图用 �������������椂灡棸软件进行绘制�

棽结果

棽灡棻形态学和肥满度

���注�样本量�椊棻棽�不同字母表示处理组间数据差异具有统计学意义��椉棸棶棸椀��下同

图棻���棽暴露对斑马鱼雌性成鱼形态学和肥满度的影响

���棶棻�����������������棽�����������������������
���������������������������������

图棻�显示�经 ��棽 短期暴露

后�与 �������组相比���棽灢��� 组

实验 鱼 的 形 态 没 有 明 显 变 化�而

��棽灢����组实验鱼则出现了眼球突

出�鳞片竖起�体表充血�毛细血管扩

张等现象�研究结果还显示���棽灢
���组与�������组的实验鱼肥满度

不具 有 统 计 学 意 义 上 的 差 异�而

��棽灢����组较�������组而言�实验

鱼肥满度明显上升�且与后者的差异

具有统计学意义��椉棸灡棸椀��图棻���
棽灡棽全血量�血浆量和红细胞数量

从图棽�可知�与 �������组相

比�两个��棽处理组的实验鱼全血量呈剂量依赖性增加�且与前者的差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��但两个

��棽处理组实验鱼全血量不具有统计学意义上的差异�图棽�则显示���棽灢���组与�������组实验鱼血浆量不

具有统计学意义上的差异�而与 �������组相比���棽灢����组实验鱼血浆量出现了统计学意义上的增加��椉
棸灡棸椀��此外由图棽�可见�与�������组相比���棽灢���组实验鱼红细胞数量有下降的趋势�两组的这一指标差

异不具有统计学意义���棽灢����组较 �������组而言�实验鱼红细胞数量出现了统计学意义上的减少��椉
棸灡棸椀��
棽灡棾鳃和肾脏组织结构

��棽暴露处理椃�后�对实验鱼鳃的组织学观察结果显示��������组实验鱼鳃丝排列整齐�鳃小片无损伤

�图棾�������棽灢���组实验鱼鳃则出现部分鳃小片脱落�上皮细胞肿胀的现象�图棾�������棽灢����组斑马鱼上

皮细胞肿胀�排列紊乱�并出现了毛细血管扩张的现象�图棾�����同时�对实验鱼肾脏的组织学观察结果表明�
�������组实验鱼肾脏中肾小管和上皮细胞形态正常�图棿�����经��棽灢���处理的实验鱼肾脏中有少量局部出

椀棿第棿期�����������刘智皓�等�乙炔基雌二醇短期暴露损伤斑马鱼雌性成鱼渗透压调节



血�图棿�����经��棽灢����处理的实验鱼肾脏出现多发性出血�肾小管上皮细胞肿胀�坏死�图棿�����

����全血量 �������������� ��血浆量 ��������������红细胞数量

�����注�样本量�椊椆

图棽���棽暴露对斑马鱼雌性成鱼全血量�血浆量和红细胞数量的影响

���棶棽�����������������棽����������������������������������������������������������������������������

������������������������������� ����棽灢�����������������棽灢����

������������图方框处局部放大��������图方框处局部放大��������图方框处局部放大

���注�星号处为扩张的毛细血管�箭头所指为肿胀的鳃小片上皮细胞

图棾���棽暴露对斑马鱼雌性成鱼鳃的影响

���棶棾�����������������棽����������������������������������������

������������������������������� ����棽灢�����������������棽灢����

������������图方框处局部放大��������图方框处局部放大��������图方框处局部放大

��注���为肾小管��� 为局部出血��� 为多发性出血���为小管腔中的红细胞�� 为坏死细胞���
为肾小管上皮细胞退化

图棿���棽处理对斑马鱼雌性成鱼肾脏的影响

���棶棿�����������������棽������������������������������������������
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棾讨论与结论

以往研究发现�棻棸棸����棴棻的��棽暴露对斑马鱼雌性成鱼的形态造成明显的病理学影响�如鳞片竖起�鳃
丝充血�肝脏肿胀�颜色变浅等�椂��与上述研究结果类似�本研究也发现经 ��棽灢����处理的斑马鱼雌性的腹部

血管扩张�眼球突出�且肥满度上升�有趣的是�与 �������组相比���棽灢����组斑马鱼的全血量明显升高�另

外�本研究未展示的数据表明���棽灢����组斑马鱼血细胞总体积无明显变化�但血浆量则明显增大�进一步研究

发现�实验鱼的红细胞数量与��棽的质量浓度呈明显的负相关关系�这暗示实验鱼体内含水量上升可能是全血

量增大的重要原因之一�总之���棽短期处理对斑马鱼雌性成鱼的水盐平衡可能造成了严重损害�
包括鱼类在内的所有脊椎动物均须通过肾脏调节体内的渗透压�以维持细胞的水盐平衡�这对细胞正常的

功能和活动至关重要�椄��鱼类生活于水环境中�它们的渗透压调节的方式明显多样化�淡水鱼类的体液为高

渗�而生活的水环境为低渗�鱼体易于从外界吸水�因此�淡水硬骨鱼如斑马鱼等具有发达的肾脏和数量众多的

肾单位�以排出多余的水分�低渗尿��其中�肾小球将大量体液滤至肾小管�其间重新吸收掉必须离子如 �棲 �

��棴 等和糖类�然后排出多余的水分�椆��因此肾小体和肾小管正常功能的维持在鱼类的渗透压调节中起重要作

用�本研究结果显示�经��棽暴露处理的斑马鱼肾脏中出现管周多发性出血�肾小管上皮细胞肿胀和坏死等现

象�表明肾脏受到严重损伤�这将严重影响鱼体对水盐平衡的调节并导致调节失衡�
除肾脏以外�鳃也是鱼类重要的渗透压调节器官�棻棸��淡水鱼类中数量较少而海水鱼类中数量众多的氯细胞

是鳃进行水和离子转运的重要场所�棻棻��氯细胞膜上分布着数量不等的水通道蛋白和离子转运系统�且物种差异

极大�棻棻��离子转运系统主要分为离子通道和离子转运蛋白�在淡水鱼类中主要参与对离子的摄取�棻棾灢棻棿��而水通

道蛋白则负责对水分子的摄入�棻棽��因此�鳃丝的完整性和正常结构对维持鱼类的呼吸和渗透压调节均不可或

缺�棻椀��本研究发现���棽暴露处理对斑马鱼雌性成鱼的鳃造成了明显的形态学损伤�如鳃上皮细胞肿胀�排列紊

乱�毛细血管扩张等�上述损伤不仅严重影响鱼类的呼吸�还可能直接干扰鱼体的水盐平衡调节�
综上所述�本研究推测���棽短期暴露所导致的斑马鱼雌性成鱼主要的渗透压调节器官鳃和肾脏组织结构

的病变�可能诱导了斑马鱼渗透压调节失衡�致使斑马鱼全血量�血浆量增加�而红细胞数量则减少�因此���棽
短期暴露对斑马鱼雌性成鱼具有明显的渗透压毒性�但其中毒理机制有待进一步深入研究�
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饥饿对鲫幼鱼静止代谢及个性行为的影响
*

凌 鸿,曾令清

(重庆师范大学 进化生理与行为学实验室 动物生物学重庆市重点实验室,重庆401331)

摘要:【目的】考察饥饿对鲤科鱼类表型性状(能量代谢和个性行为)的影响。【方法】以鲫(Carassiusauratus)幼鱼为研究

对象,在(25±0.5)℃条件下首先测定60尾实验鱼的静止代谢率(Restingmetabolicrate,RMR),并从中筛选出30尾实

验鱼,测定它们的形态参数和个性行为(勇敢性和好斗性);然后对筛选出的实验鱼饥饿处理14d后再次测定它们的形态

参数和个性行为。【结果】饥饿处理明显降低实验鱼的体质量和肥满度,但对RMR和勇敢性均无影响,并使得好斗性评

价参数中的撕咬次数降低。鲫幼鱼RMR和形态参数均具有明显的重复性,但个性行为的重复性整体上较低。饥饿处理

前后实验鱼的RMR与个性行为均不相关,但不同的个性行为间存在的表型关联不受饥饿影响。【结论】鲫幼鱼RMR和

形态特征在饥饿后仍维持较高的重复性,饥饿并未增强个体的勇敢性和好斗性。
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动物的行为特征具有稳定个体差异现象,被称作“动物个性”(Animalpersonality)[1-2]。有关种内的个体差

异很少在个体间形态上进行比较,因为同一物种的不同个体在外观形态上十分相似。因此研究人员主要从种内

个体的生理功能和行为特征进行个体差异分析。最近,有关鱼类种内个体差异的研究已逐渐成为鱼类生态学的

研究热点,并且多以鱼类静止代谢率(Restingmetabolicrate,RMR)的个体差异作为研究起点[2-3]。这是因为

RMR是动物生活史重要的能量代谢参数之一,它影响机体生长、运动、繁殖等生理功能的能量分配[4-5]。因此,
不同生理功能与行为之间的能量分配权衡可能导致动物种内个体的生活史对策和适合度在时空上存在差异,相
关研究具有重要的理论意义和研究价值。

饥饿是鱼类在自然水域生态系统中所必须面对的一种环境胁迫,与自然界中食物分布在空间上的不均匀

性、季节更替或环境剧变等原因有关[6-7]。即使在人工养殖条件下,养殖密度过大、个体间相互竞争、投饵不足、
投喂技术不当等都可能导致鱼类面临因食物短缺而引起的饥饿胁迫[8]。研究表明,饥饿可以降低鱼类代谢[9],
改变游泳行为[10],影响组织结构、存活、繁殖、酶活性等[11-12]。在饥饿状态下,鱼类的代谢机能发生改变以适应不

同营养状况,通过利用鱼体自身的储存物质提供能量来维持生命活动。虽然有关饥饿对鱼类RMR影响的报道

十分丰富,但有关饥饿对个性行为的研究迄今为止相对较少。
鲫(Carassiusauratus)是广泛分布在温带地区淡水水域的底栖杂食性鱼类,生性活泼好动,适应性强[13],已

有研究者从代谢模式[14]、偏好游泳能力[15]、耗氧率[16]、血液生化指标[17]等方面对鲫幼鱼进行了研究。由于鲫幼

鱼能够较长时间地耐受饥饿[16],故本研究以鲫幼鱼为实验对象,研究饥饿对它的RMR及个性行为的影响,测定

鲫幼鱼在有无饥饿胁迫下的代谢(RMR)和个性行为(勇敢性和好斗性)以及两者之间的关系,并比较两种条件下

测得的勇敢性与好斗性指标,为评价鲫幼鱼在不同的生长环境中的行为及代谢提供基础资料,并揭示鲫幼鱼个

体的生活史对策及适合度的时空差异。

1材料与方法

1.1实验鱼的来源及驯养

用于实验的鲫幼鱼购自重庆市北碚区歇马镇养殖基地。使用被动集成应答器(Passiveintegratedtranspon-
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der,PIT)对实验鱼进行体内标记,然后在重庆师范大学进化生理与行为学实验室的自净化循环控温水槽(20L)
中驯养30d,驯养的水温为(25±0.5)℃从而保持与鲫鱼养殖水温一致。驯养期间以中国通威公司生产的商业

饲料每天定量投喂3次,投喂时间分别为每日的9:00,15:00和19:00。投喂0.5h后用虹吸法清除残饵和粪便,
日换水量约为驯化水体体积的10%;实验用水为曝气控温后的自来水,用充气泵不断向水中充气,使水中溶氧水

平接近于饱和(大于7mg·L-1)。光周期为光照14h∶10h黑暗。

1.2实验设计

驯养结束后,首先测定60尾驯化鱼的形态参数和RMR,并从中挑选体质量为(9.04±0.15)g、个体健康、大
小相近的30尾实验鱼,随后测定实验鱼的个性行为(勇敢性和好斗性)。之后,将挑选出来的30尾实验鱼单尾

移入已编号的单个养殖单元格进行14d饥饿处理,并在饥饿处理后再次测定它们的形态参数、RMR、勇敢性和

好斗性。

1.3形态参数的测定

测定每尾实验鱼形态参数时,体质量的测量精度为0.01g,体长的测量精度为0.1cm。鲫幼鱼个体肥满度

用Fulton状态指数判定[18-19],计算公式为:

K=100×m
l3

。 (1)

式中:K 为肥满度(单位:g·cm-3),m 为体质量(单位:g),l为体长(单位:cm),100为人为规定的固定系数。

1.4 RMR的测定

RMR的测定选用流水式呼吸代谢仪进行测定,用耗氧率来表征。测定时提前24h将单尾实验鱼装入呼吸

室适应环境,适应完毕后分别在第2日的9:00,11:00,13:00,15:00,17:00,19:00和21:00用溶氧仪(HQ30d,美
国哈希公司)测定实验鱼的耗氧率,将上述时刻测定的耗氧率取平均值作为RMR。计算RMR的公式为:

VRMR=ΔwO2×v。 (2)
式中:VRMR为RMR(单位:mg·h-1);ΔwO2

是实验呼吸室出口处与空白对照的溶氧质量浓度差值(单位:

mg·L-1);v是实验呼吸室出水口的流量(单位:L·h-1),由呼吸室出水口每流出50mL水所需要的时间计算

获得。
由于实验鱼个体间的体质量仍存在差异,并且体质量影响了RMR的比较,所以须对所有实验鱼进行体质量

校正。校正方法为:首先对单尾鱼的体质量和RMR求以10为底的对数,然后对新的体质量和RMR数据进行

线性回归以获取单尾鱼RMR的残差和回归方程;再利用以下方程将所有鱼的RMR校正至标准体质量(本研究

为9.04g)[20]:

log10VRMR=log10b+alog10m+ε (3)
式中:m 和VRMR的含义见(1),(2)式;小写字母a,b为常数,ε为RMR的残差。

1.5个性行为的测定

1.5.1勇敢性 勇敢性用于评价实验鱼在不确定环境(如有捕食者或其他胁迫因素)中的风险承担能力,常用模

拟捕食者存在下的鱼类行为反应如潜伏时间、潜伏比例、接近食物距离等进行评价[21]。本研究采用白鹭模型模

拟捕食者,该模型个体形态、大小、颜色模拟成年白鹭。将实验鱼放入行为观察水箱驯化1h,观察水箱的结构见

前期文献[21]。驯化结束后,当鱼在距离食物环1倍体长区域内或准备进行摄食时,使用白鹭模型进行模拟捕食

者攻击实验鱼,快速地将白鹭模型的喙侵入水中3cm后快速上升,实验鱼因受到惊吓快速游进行为观察水箱的

准备区。待水面平静后,打开在实验区正上方的摄像机连续录像20min。选择白鹭模型作为捕食者的原因在

于:白鹭是鲫等鱼类常见的水面捕食者,二者之间具有天然的捕食者-猎物关系[22]。每尾鱼的勇敢性行为重复测

定2次,共获3个视频。对视频进行分析,计算实验鱼的潜伏时间(袭击后至游出准备区)和实验区的暴露时间

及穿梭次数。如果实验鱼的潜伏时间越短、在实验区的暴露时间越长及穿梭次数多,该鱼的勇敢性越高。

1.5.2好斗性 好斗性以入侵者方式评价,实验鱼的大小与入侵个体相当。在勇敢性测定完毕后,将实验鱼转移

至好斗性行为实验装置的竞技场[21]适应2h,竞技场的大小为长35cm×25cm,实验鱼可以在其中自由活动,以
提高鱼对实验水箱环境熟悉感。将入侵者固定于两端用网状丝绢固定好的透明呼吸室中驯化2h,随后将装有

入侵鱼的呼吸室在水体中转移至竞技场内,随后连续摄像10min,观察实验鱼对入侵鱼的行为反应。作为入侵

者的鲫幼鱼共5尾,即重复摄像4次,而实验鱼个体保持不变。对视频进行分析,获取好斗性评价参数[23]如下:
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1)警告行为:当实验鱼开始出现头朝向呼吸室中入侵者、并且游向入侵者时,这一行为的出现表明实验鱼开始攻

击入侵者,该行为可能在拍摄视频的所有时间段出现,因此需要计算所有行为的次数。2)追随时间:在警告之

后,实验鱼随着入侵者的移动而发生质心移动,计算次数。3)撕咬频率:实验鱼表现用力撞击呼吸室外壁而摆尾

频率较快,计算撕咬次数。实验个体对入侵个体的警告、追随和撕咬(冲击呼吸室)的次数越多,该实验鱼的好斗

性越强。

表1 饥饿处理前后鲫幼鱼形态参数、RMR和个性行为的变化

Tab.1 Thephenotypic,metabolism,andpersonalityparametersof

juvenileC.auratussubjectedtostarvationat

thebeginningandtheendoftheexperiment

参数 饥饿处理前 饥饿处理后 t p

形态

体质量/g 10.87±0.17a 9.55±0.16b 10.959 <0.001

体长/cm 7.19±0.04a 7.11±0.03b 2.284 0.030

肥满度/(g·cm-3) 2.92±0.03a 2.65±0.04b 7.404 <0.001

代谢 RMR/(mg·h-1) 1.64±0.11a 1.47±0.11a 1.423  0.166

勇敢性

潜伏时间/s 471.0±53.8a 485.7±52.8a 0.348  0.731

暴露时间/s 261.6±46.9a 263.8±34.8a 0.039  0.969

穿梭次数 13.8±7.9a 17.2±7.0a 0.646  0.523

好斗性

警告次数 6.2±0.5a 6.7±0.6a 0.756  0.456

追随次数 3.9±0.4a 3.3±0.6a 1.001  0.325

撕咬次数 10.5±1.6a 3.0±0.8b 5.989 <0.001

   注:上标不同小写字母表示同一行数据有统计学意义上的差异(p<0.05)。

1.6数据处理与统计

用Excel2007软件对所有实验数据做常规计算,所有实验数据均用“平均值±标准误”表示。用SPSS19.0
统计软件中的配对t-检验对实验鱼在饥饿处理前后的RMR、表型参数的平均值差异进行统计学检验,而RMR、
行为参数及形态参数的重复性则采用该软件的Pearson相关分析进行考察。当p<0.05时,上述统计分析结果

具有统计学意义。

2结果

2.1RMR
实验鱼的RMR、形态参数及个性行为的变化如表1所示。与饥饿处理前相比,饥饿处理后的实验鱼形态参

数有 统 计 学 意 义 上 的 降 低 (p<
0.001);而饥饿处理前后的实验鱼

RMR、勇敢性及好斗性均无统计学

意义上的差异。同时,图1显示在

饥饿处理前后,实验鱼的 RMR和

体质量、体长、肥满度等形态参数的

重复性均较好(p<0.05)。

2.2勇敢性

饥饿处理前后实验鱼勇敢性参

数对比如图2所示。其中,实验鱼

的暴露时间在饥饿处理前后无统计

学意义上的相关性;鲫幼鱼的潜伏

时间、穿梭次数在饥饿处理前后均呈

统计学意义上的相关性(p<0.05)。

2.3好斗性

图3为饥饿处理前后鲫幼鱼的

好斗性参数对比。从该图可知,实

验鱼的警告次数、追随次数和撕咬次数在饥饿处理前后均无统计学意义上的相关性,即重复性差。

   
       a RMR            b 体长           c 体质量          d 肥满度

图1 饥饿处理前后鲫幼鱼RMR和形态参数的重复性

Fig.1 TherepeatabilityofRMRandmorphologicalparametersinjuvenileC.auratusat

thebeginningandtheendoftheexperiment
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a 潜伏时间               b 暴露时间               c 穿梭次数

图2 饥饿处理前后鲫幼鱼勇敢性的重复性

Fig.2 TherepeatabilityofboldnessinjuvenileC.auratusatthebeginningandattheendoftheexperiment

  
a 警告次数               b 追随次数               c 撕咬次数

图3 饥饿处理前后鲫幼鱼好斗性的重复性

Fig.3 TherepeatabilityofaggressioninjuvenileC.auratusatthebeginningandattheendoftheexperiment

2.4勇敢性和好斗性之间的关联

实验鱼的勇敢性与好斗性行为之间的关系如表2所示,饥饿处理前,勇敢性行为中的潜伏时间与暴露时间

和穿梭次数呈统计学意义上的负相关关系(p<0.05);好斗性行为中的警告次数与追随次数和撕咬次数呈统计

学意义上的正相关关系(p<0.01);追随次数与撕咬次数呈统计学意义上的正相关关系(p<0.01)。经过14d
的饥饿处理,实验鱼上述勇敢性和好斗性行为间存在的正(负)相关关系仍然具有统计学意义(p<0.01)。

2.5RMR与个性行为的关联

实验鱼在饥饿处理前后的RMR与个性行为的关系如表3所示,从中可见:无论有无饥饿处理,实验鱼的

RMR与个性行为之间均没有统计学意义上的相关性。

3讨论

饥饿作为自然界常见的环境胁迫因子,不仅导致动物的个体质量、肥满度等降低,也引起生理功能的下调、
能量代谢水平的降低[24-25]以及运动能力的改变。鱼类在饥饿过程中,可以通过调节代谢水平、能量分配、行为运

动以及自身物质的储存与利用来适应这种环境胁迫[25-26]。在20℃条件下,14~28d饥饿处理对鲫幼鱼的耗氧

率无明显影响[27]。在15和25℃条件下,鲤(Cyprinuscarpio)幼鱼在饥饿14d后的RMR无明显变化[28]。在

25℃条件下,鲇(Silurusasotus)幼鱼采用阶段性RMR降低的方式来适应饥饿环境[29]。在25℃条件下,中华倒

刺鲃(Spinibarbussinensis)幼鱼的RMR在饥饿处理7d后明显下降;而在15℃条件下,该种鱼的RMR在饥饿

处理28d后才明显下降[30-31]。上述研究表明,不同鱼类应对饥饿胁迫的代谢调整策略不尽相同,并且受到水温

的交互影响。本研究发现,饥饿处理14d对鲫幼鱼的RMR并无明显影响,这与前期研究结果一致[27-28]。在面

对饥饿胁迫时,鱼类是否下调RMR可能与生态习性(如运动类型)有关。中华倒刺鲃为运动型,而鲇属于伏击

型,鲤和鲫介于二者之间。短期饥饿胁迫可能够使伏击型鱼类的RMR出现明显下降,但对运动型鱼类的RMR
影响相对较小。

与其他形态学或生活史特征一样,个性行为如勇敢性和侵略性也受遗传基因和环境因素的影响[32]。本研究
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利用白鹭的模型模拟捕食者,以此来测定鲫幼鱼的勇敢性。然而与预期结果相反,饥饿胁迫并未提高鲫幼鱼的

勇敢性,可能是由于实验鱼RMR的变动影响个体食欲调整强度,而实验鱼RMR相对稳定[33],故食欲在短期饥

饿期间能维持稳定。对于鲫幼鱼的好斗性行为而言,虽然饥饿胁迫对鲫幼鱼警告次数和追随次数并未产生明显

的影响,但明显降低了该种鱼的撕咬频率,表明饥饿胁迫降低了实验鱼对同种入侵者的攻击倾向。

表2 鲫幼鱼在饥饿前后勇敢性和好斗性的关系

Tab.2 ThebehaviouralcorrelationsbetweenboldnessandaggressioninjuvenileC.auratusat
thebeginningandtheendoftheexperiment

处理 参数 暴露时间 穿梭次数 警告次数 追随次数 撕咬次数

饥饿处理前

潜伏时间
r=-0.825**,

p<0.001
r=-0.379*,

p=0.039
r=-0.013,

p=0.945
r=-0.203,

p=0.282
r=-0.035,

p=0.855

暴露时间
r=0.320,

p=0.085
r=-0.044,

p=0.817
r=0.144,

p=0.449
r=0.020,

p=0.916

穿梭次数
r=-0.040,

p=0.834
r=-0.163,

p=0.390
r=-0.090,

p=0.636

警告次数
r=0.628**,

p<0.001
r=0.561**,

p=0.001

追随次数
r=0.824**,

p<0.001

饥饿处理后

潜伏时间
r=-0.636**,

p<0.001
r=-0.494**,

p=0.005
r=0.176,

p=0.353
r=-0.111,

p=0.561
r=-0.141,

p=0.449

暴露时间
r=0.237,

p=0.207
r=-0.359,

p=0.051
r=-0.152,

p=0.423
r=-0.104,

p=0.583

穿梭次数
r=-0.154,

p=0.417
r=0.275,

p=0.141
r=0.351,

p=0.057

警告次数
r=0.480**,

p=0.007
r=0.585**,

p=0.001

追随次数
r=0.742**,

p<0.001

  注:*,**分别表示统计结果在p<0.05和p<0.01水平上具有统计学意义。

表3 鲫幼鱼实验前后代谢与个性行为的关系

Tab.3 ThecorrelationsbetweenRMRandpersonalityinjuvenileC.auratusatthebeginningandendofexperiment

个性行为参数 饥饿处理前RMR 饥饿处理后RMR 个性行为参数 饥饿处理前RMR 饥饿处理后RMR

潜伏时间 r=-0.277,p=0.139 r=-0.095,p=0.618 警告次数 r=-0.084,p=0.660 r=0.308,p=0.098

暴露时间 r=0.230,p=0.221 r=0.094,p=0.620 追随次数 r=-0.274,p=0.143 r=-0.071,p=0.709

穿梭次数 r=0.360,p=0.051 r=0.321,p=0.084 撕咬次数 r=-0.114,p=0.548 r=0.042,p=0.826

个性行为的相关性很少得到清晰阐述,因为在自然环境中,鱼类行为具有可塑性,而这种可塑性有利于鱼类

的生存[34]。一些研究表明,好斗性越强的个体也更加大胆[35-36];然而这种相关性并非普遍存在,如本研究中,鲫
幼鱼的勇敢性与好斗性行为均不相关。而三刺鱼(Gasterosteusaculeatus)在有捕食者存在时它的好斗性与勇敢

性才有明显的相关关系[37]。本研究中,14d的饥饿处理并未改变实验鱼潜伏时间与暴露次数和穿梭次数的相关

性,同样也未改变实验鱼的警告次数与追随次数和撕咬次数的相关性;而且这一处理并未使得鲫幼鱼的勇敢性

和好斗性行为具有相关性。这一结果说明短期的饥饿胁迫对鲫幼鱼个性行为的影响较低。
稳定个体变异(Consistentindividualdifferences)是指动物表型如生理、行为、形态等存在种内个体变异并且
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这种变异在一段时期内保持相对稳定,可重复测量。该方面的相关研究具有重要的生态和进化意义[2]。有学者

认为,个性行为和RMR在一段时间内保持稳定,可能是经历[38]和遗传有关[39]。虽然一些研究认为动物表型特

征的重复性随时间延长而降低,且实验室测定的表型重复性明显高于野外测定[40],但在饥饿胁迫下,本研究中鲫

幼鱼RMR和形态参数重复性均较高。另外,本研究中鲫幼鱼的勇敢性行为表现出一定的重复性,而好斗性行为

则无明显的重复性,这表明饥饿胁迫下的鲫幼鱼勇敢性有稳定的个体变异,而好斗性变异较大。
综上所述,本研究中的饥饿胁迫明显影响了鲫幼鱼的形态学特征,但对RMR无明显影响,可能是饥饿时间

较短或者鲫鱼的生态习性的原因;饥饿处理对鲫幼鱼的勇敢性无明显影响,对好斗性也基本无影响,表明短期饥

饿胁迫不会使鲫鱼的个性行为发生较大改变;鲫幼鱼在饥饿情况下,它的代谢、形态、勇敢性及个性行为间的关

联具有稳定的个体变异。
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AnimalSciences

EffectsofStarvationonRestingMetabolicRateand
PersonalityBehaviorofJuvenileCarassiusauratus

LINGHong,ZENGLingqing
(LaboratoryofEvolutionaryPhysiologyandBehavior,KeyLaboratoryofAnimalBiologyofChongqing,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Theaimistoinvestigatetheeffectsofstarvationonphenotypictraits(energymetabolismandpersonalitybe-
havior)ofthejuvenileCarassiusauratus.[Methods]Inordertoaddressthisgoal,awideartificialfeedingomnivorousjuvenileC.
auratuswasusedastheexperimentalobjectandrestingmetabolicratefor(RMR)of60individualswasmeasuredat(25.0±
0.5)℃.30individualsoutofthis60individualswereselectedastheexperimentalfish.Theirmorphologicalparametersandper-
sonalitybehaviorsweremeasured(BoldnessandAggressive,TestI),andaftertwoweeksofstarvation,theirRMR,morphological

parameters,andpersonalitybehaviorsweremeasuredagain(TestII).[Findings]Theresultsshowedthat:thebodyweightandcon-
ditionfactorofexperimentalfishesweresignificantlyreducedafterstarvation,butnoeffectsonRMRboldnessandaggressivewere
detectedexceptbitetimes.TheRMRandmorphologicalparametersofjuvenileC.auratushadrepeatabilities,buttherepeatability
ofindividualbehaviorislowerasawhole.WhateverinthetestIortestII,therewerenorelationshipsbetweenRMRandpersonali-
tybehavior.However,therelationshipsamongdifferentpersonalitybehaviorsparameterswerenotaffectedbystarvation.[Conclu-
sions]ItsuggestedthattheRMRandmorphologicalcharacteristicsofjuvenileC.auratusarestillrelativelyrepetitiveinthestarva-
tionenvironment,andthestarvationstressdoesnotincreasetheboldnessandaggressive.
Keywords:restingmetabolicrate;personalitybehavior;phenotypic;fitness;Carassiusauratus
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颜色标记对鲫标准代谢率的影响
*

李若琳,唐晴晴,王 萌,杨维佳,曾令清

(重庆师范大学 进化生理与行为学实验室 重庆市动物生物学重点实验室,重庆401331)

摘要:【目的】考察体外颜色标记对鲤科鱼类标准代谢率(Standardmetabolicrate,SMR)的影响。【方法】在(25.0±0.5)℃
条件下选取40尾体质量大小相近的鲫(Carassiusauratus)幼鱼作为实验鱼,设定颜色标记前、颜色标记后和摄食生长实

验后共计3次SMR和形态参数测定(第0,1和23d)以及21d(第2~22d)的生长实验。摄食期间,于每日9:00和15:00
分别对鱼进行饱足投喂并记录单尾鱼的摄食量。【结果】1)颜色标记前后SMR无明显变化,在生长实验期间,形态参数

和SMR均有统计学意义上的增加(p<0.05)。2)实验期间,实验鱼的体质量、体长、肥满度、原始SMR均保持较高的重

复性。3)特定生长率(SGR)与摄食率(FI)和饵料效率(FE)存在统计学意义上的正相关关系(p<0.05),但FI与FE无统

计学意义上的相关关系。4)生长实验期间实验鱼的SGR与SMR变化量无统计学意义上的相关关系。【结论】颜色标记

对鲫幼鱼的SMR无明显影响,具有运用于科学研究的可行性;鲫的表型参数具有较高的重复性。

关键词:颜色标记;标准代谢率;摄食率;特定生长率;饵料效率;鲫
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近些年来,对鱼类种内个体差异的研究多以标准代谢率(Standardmetabolicrate,SMR)为研究起点,并受

到研究人员的广泛关注[1]。在研究过程中局部控制的完善有助于考察某一特定环境因素对实验鱼形态、生理、
行为等方面的影响。然而,由于同一物种个体的外部形态极为相似,研究人员无法通过肉眼辨别不同个体。颜

色标记法可使研究人员在游泳能力、个性行为等方面问题中考察群体水平时,对群体中不同个体进行不同颜色

标记,使得带有不同颜色的个体在群体中的空间分布直观且鲜明,极大地提升了实验数据的准确性。该技术方

法不影响鱼类集群行为[2],但对鱼类能量代谢的影响尚未见报道。
在鱼类能量学中,SMR通常以耗氧率来表征,指鱼类机体基本生理功能维持的最低能量代谢强度。SMR的

高低影响着鱼类机体各种生理功能和个体适合度。温度、溶氧、食物丰度等环境因素均可影响鱼类的SMR[3-4]。
在控制多种环境因素一致的情况下,对鱼类进行颜色标记,这对于鱼类的SMR是否有影响以及颜色在鱼类体表

的维持时间是判定该方法在有关研究中可行性的关键。
鲫(Carassiusauratus)是一种广泛分布于中国各种水体的常见鲤科(Cyprinidae)鱼类,它不仅是经济养殖鱼

类,而且也是科学研究的常见研究对象。为研究颜色标记法对鲤科鱼类SMR的影响,本研究以鲫幼鱼为实验对

象,在颜色标记前、颜色标记后和摄食生长实验后分别测定该种鱼的SMR以及摄食期间的生长率,探讨颜色标

记后实验鱼生长参数间的相关性,为鱼类能量学相关研究中颜色标记法的科学运用性提供数据支撑。

1材料与方法

1.1实验鱼来源及驯化

于2018年5月在重庆市合川区人工养殖基地购买鲫幼鱼,并置于规格为1.2m×0.55m×0.55m、容积约

250L的实验室循环控温水槽驯化30d。驯化期间以中国通威公司人工颗粒浮性饲料于每日9:00和21:00分
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别饱足投喂1次,并于投喂前5min关闭充气泵以减少环境干扰,投喂30min后用虹吸管清除残饵和粪便。将

曝气4d后的自来水作为更换用水,日换水约为驯养水体体积的15%。用充气泵不断泵入空气使水槽中溶氧量

接近饱和。驯化水温为(25.0±0.5)℃,光周期为14h光照∶10h黑暗。

1.2实验设计

驯化结束后挑选体质量相近的40尾鲫幼鱼作为实验对象。本研究设定了颜色标记前(第0d,测定Ⅰ)、颜
色标记后(第1d,测定Ⅱ)及第23d(测定Ⅲ)共计3次SMR和形态参数的测定,具体操作如下:用溶氧仪

(HQ30d,美国哈希公司)初次测定实验鱼的SMR后,将荧光标记试剂(Visibleimplantelastomer,美国西北科技

公司)沿直线注入每尾鱼背部两侧的鳞片下方,长度为0.5~1cm;在此期间对实验鱼使用质量浓度为80mg·L-1

的 MS-222麻醉剂,并用碳酸氢钠作缓冲剂。次日,再次测定实验鱼的SMR。每次SMR测定后对实验鱼的体质

量与体长分别进行测量并记录。第2d将单尾实验鱼移入多单元格循环水槽中已编号的单个养殖单元格,摄食

生长期间多单元格循环水槽的所有养殖条件和投喂的饵料与驯养期间保持一致。在为期21d的摄食期间,于每

日早晚9:00和15:00对每尾鱼进行饱足投喂并记录摄食量。投喂10min前关掉充气泵和循环水泵,投喂1h
后清除残饵和粪便。第3次实验鱼的SMR测定结束后,观察实验鱼背部颜色标记情况并统计。

实验鱼的生长参数包括特定生长率(Specificgrowthrate,SGR)、摄食率(Feedingintake,FI)和饵料效率

(Feedingefficiency,FE),具体计算公式分别如下:

VSGR=
(lnW2-lnW1)

t ×100%,

VFI=
2×1000×md

(W2+W1)×t
,

VFE=
W2-W1

md
×100%,

K=m
l3×100

。

其中:VSGR,VFI,VFE和K 分别为SGR(单位:d-1),FI(单位:g·kg-1·d-1),FE和肥满度(单位:g·cm-3);W1

为实验鱼初始体质量(单位:g),W2 为实验鱼终末体质量(单位:g),t为实验鱼摄食生长实验时间(单位:d),md

为单尾鱼摄入饲料干质量(单位:g),m 为实验鱼的体质量(单位:g),l为实验鱼的体长(单位:cm)。

1.3SMR测定

采用流水式呼吸代谢仪测定鲫幼鱼SMR。测定之前,将鱼装入呼吸室过夜适应并禁食以使消化道内食物消

化吸收完毕,并使代谢强度恢复至摄食前水平。使用溶氧测定仪在第2日的8:00至24:00期间1h测定1次耗

氧率,将17个耗氧率中最小的3个耗氧率的平均值作为单尾鱼的SMR。SMR的计算公式如下:

VSMR=cO2×v。
式中,VSMR为SMR(单位:mg·h-1),cO2是有鱼呼吸室出水口与空白呼吸室的溶氧量差值(单位:mg·L-1),v为

呼吸室的水流量(单位:L·h-1),由呼吸室出水口装满50mL容量瓶计算获得。

SMR校正方法:将单尾鱼的体质量和SMR转化为以10为底的对数,利用已对数化的数据得到回归方程和

各个实验鱼SMR的残差,再利用下列方程将所有鱼的SMR校正至实验鱼的平均体质量(6.86g,n=40)[5]。

log10VSMR=log10b+alog10m+ε。
式中:a,b为常数,m(单位:g)为单尾鱼的体质量,ε为SMR的残差。

形态参数测定时,利用直尺和天平测量实验鱼的体长和体质量,精度分别为0.01cm和0.01g,以实验鱼头

部上吻端到侧线鳞最后一鳞处末端的空间垂直距离作为体长。

1.4数据分析

用Excel2010软件对实验数据作常规计算,所得数据均以“平均值±标准误”表示。用SPSS19.0软件进行

统计分析:采用单因素方差分析考察实验鱼形态参数和SMR的测定时间差异;采用组内相关系数(Intraclass
correlationcoefficient,ICC)分析实验鱼表型参数的重复性;采用Pearson相关分析考察SGR,FE和FI两两之

间的相关性。当p<0.05时,分析结果具有统计学意义。
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2结果

2.1形态参数和SMR
表1显示:颜色标记前后(测定Ⅰ,Ⅱ),实验鱼的体质量、体长、肥满度均无明显差异;与颜色标记前的实验

鱼相比,颜色标记后实验鱼原始SMR和校正后的SMR稍有降低,但有关差异不具有统计学意义。在摄食生长

实验后(测定Ⅲ),实验鱼的体质量、体长和肥满度与该实验进行前相比分别增加了22.4%,6.3%和2.6%;与测

定Ⅰ,Ⅱ中的实验鱼相比,测定Ⅲ中实验鱼各项参数的变异系数均有所降低,但测定Ⅲ中实验鱼的原始SMR与

前两次测定的实验鱼相比均具有统计学意义上的差异(p<0.05)。3次测定中,实验鱼体质量和SMR的变异系

数均大于其他形态参数的变异系数,且经体质量校正后的SMR均与原始SMR存在差异。

表2 鲫幼鱼表型参数的重复性

Tab.2 Repeatabilityofphenotypic

parametersofjuvenileC.auratus

表型参数 ICC p

体质量 0.926 <0.001

体长 0.949 <0.001

肥满度 0.790 <0.001

原始SMR 0.644 <0.001

校正SMR 0.318  0.076

表1 鲫幼鱼的形态参数和SMR

Tab.1 ThemorphologyandSMRofthejuvenileC.auratus

测定名称 数据特征 体质量/g 体长/cm 肥满度/(g·cm-3) 原始SMR/(mg·h-1)校正SMR/(mg·h-1)

测定Ⅰ

平均值±标准误 6.40±0.18a 6.45±0.06a 2.36±0.01a 0.79±0.04aA 0.86±0.03aB

变异系数/% 18.0 5.8 4.4 35.6 23.5

最大值 9.23 7.30 2.60 1.75 1.36

最小值 4.88 5.85 2.01 0.30 0.41

极值差异倍数 1.9 1.2 1.3 5.7 3.3

测定Ⅱ

平均值±标准误 6.37±0.18a 6.45±0.06a 2.35±0.02a 0.68±0.05aA 0.76±0.05aB

变异系数/% 18.0 5.8 4.5 42.6 38.2

最大值 9.18 7.30 2.58 1.53 1.54

最小值 4.86 5.85 2.00 0.17 0.59

极值差异倍数 1.9 1.2 1.3 9.0 2.6

测定Ⅲ

平均值±标准误 7.80±0.21b 6.85±0.06b 2.41±0.01b 1.08±0.04bA 0.90±0.03aB

变异系数/% 17.3 5.7 3.7 26.1 19.3

最大值 11.21 7.80 2.59 1.70 1.55

最小值 5.47 6.10 2.20 0.61 0.60

极值差异倍数 2.0 1.3 1.2 2.8 2.6

  注:不同小写字母表示不同测定的某一参数差异具有统计学意义(p<0.05),不同大写字母表示同一测定下原始SMR和校正

SMR的差异具有统计学意义。

对3次测定中的实验鱼而言,它们的体质量、体长、肥满度的ICC均大

于0.75,一致性为极佳;同时,它们的原始SMR的ICC值为0.644,一致性

为良好;然而,它们的校正SMR的ICC小于0.4,一致性为差(表2)。因此,
实验鱼的体质量、体长、饱满度和原始SMR在整个研究中均保持较高的重

复性(p<0.001),但它们的校正SMR则在整个研究中无重复性。

2.2表型参数之间的相关性

研究表明,实验鱼的SGR与FI及FE均呈统计学意义上的正相关关系

(p<0.05)(图1a,b),但实验鱼的FI与FE的相关性无统计学意义(图1c)。
此外图2显示,实验鱼SMR的可塑性与自身生长性能(即SGR)无统计学

意义上的相关关系。

2.3颜色标记的掉落情况

对摄食生长实验后实验鱼颜色标记掉落情况进行统计可知:颜色剩余少量和标记颜色完全脱落的实验鱼总

数占实验鱼总数的97.5%,因此颜色标记掉落的情况较为严重(表3)。
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3讨论

3.1颜色标记对鲫幼鱼SMR的影响

SMR是鱼类能量代谢模型中最敏感的变量之一,对众多环境因素均有反应[6]。例如,不同溶氧水平条件下

鲫幼鱼的SMR与摄食代谢峰值即最大摄食能力呈正相关关系[7];鲫幼鱼的SMR稳定性随呼吸室流量的增加而

降低[8]。本研究在控制多种环境因素一致的情况下,对进行颜色标记前后的实验鱼SMR作了测定。通过公式

计算比较发现,颜色标记对鲫幼鱼的原始SMR和体质量校正后的SMR均无影响,表明该方法对鲫幼鱼短期内

的SMR无影响,因而可用于鱼类生理学实验研究。此外,由于SMR在一定程度上与鱼类机体生理功能密切相

关,然而鉴于颜色标记对实验鱼的SMR无影响,故可以进一步推断,颜色标记对实验鱼其他生理功能(如摄食消

化能力)的影响也可忽略不计。

  
a SGR与FI               b SGR与FE               c FI与FE

图1 鲫幼鱼生长参数之间的相关性

Fig.1 CorrelationsofgrowthperformanceparametersofjuvenileC.auratus

图2 鲫幼鱼SMR可塑性与SGR的关系

Fig.2 CorrelationbetweenSMRchangeand

SGRofjuvenileC.auratus

表3 实验结束后鲫幼鱼颜色标记的掉落情况

Tab.3 Droppingofcolorlabelingof

juvenileC.auratusafterexperiment

标记情况 尾数 占总数比例/%

颜色醒目 1 2.5

颜色少量 24 60.0

无颜色标记 15 37.5

3.2鲫幼鱼代谢可塑性与生长性能的关系

在鱼类SMR与生长性能关系的研究中,不同研究的实验结果存在明显差异。在实验室中,饱足摄食个体的

SMR与生长率通常呈正相关关系[9],如银大麻哈鱼(Oncorhynchuskisutch)[10]、马苏大麻哈鱼(Oncorhynchus
masou)[11]、鳊(Parabramispekinensis)[12]和大西洋鲑(Salmosalar)[13-14]。然而,鳟(Salmotrutta)在野外环境

中的SMR与生长率无相关关系或呈负相关关系[8]。此外,在考察鱼类的SMR可塑性与生长率的关联时,有研

究发现,在正常摄食情况下中华倒刺鲃(Spinibarbussinensi)SMR的变化量与SGR呈正相关关系[15]。而在本

研究中,鲫幼鱼SMR的变化量和SGR无统计学意义上的相关关系,这有别于上述研究。因此,SMR及它的变

化量与生长率的关系因鱼种类的不同而有所差异。此外,有关锦鲫和鲫的研究结果显示,二者摄食期间的SGR
分别集中于0.5%~2.5%d-1和1%~2%d-1[16-17],而本研究中鲫幼鱼的SGR也在上述研究的SGR范围内。

综上所述,本研究发现在颜色标记前后鲫幼鱼的SMR无明显差异,且重复性较高,因此该方法在短期内对

鲫幼鱼的SMR无影响。颜色标记在鱼类生态学研究中具有较高的可行性,有利于研究人员在不影响鱼类生理

功能的前提下有效地观察个体在集群中的空间分布和运动轨迹。然而,所标记颜色在实验后期脱落情况较严
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重,说明颜色标记不太适合运用于时期较长的研究,这可能是该方法的一个弊端。因此,有关鱼类体外标记的颜

色持久性问题值得关注。
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TheEffectofColourTaggingontheStandardMetabolicRateinJuvenileCarassiusauratus

LIRuolin,TANGQingqing,WANGMeng,YANGWeijia,ZENGLingqing
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,LaboratoryofEvolutionaryPhysiologyandBehaviour,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toinvestigatetheeffectofcolortaggingonthestandardmetabolicrate(SMR)injuvenileCarassiusauratus.
[Methods]Undertheconditionof(25.0±0.5)℃,40juvenileC.auratuswithsimilarhealthconditionandsizewereselectedasex-
perimentalfishtoexaminetheresponsesofSMRandmorphology(i.e.,bodymassandbodylength)ofjuvenilefishbeforecolor

tagging(0d),aftercolortagging(1d)andthegrowthperiod(23d).Duringthefeedingcourse(2~22d),eachfishwasfedtwice

daily(9:00and15:00)andfoodconsumedbyfishwasrecordedeachday.[Findings]NosignificantdifferenceinSMRwasfoundbe-
tweenbeforeandaftercolortagging.However,thebodymass,bodylength,conditionfactor(CF)andSMRofthejuvenileC.au-
ratusallincreasedduringthefeedingperiod(p<0.05).ExceptedforthestandardizedSMR,thebodymass,bodylength,CFand

originalSMRofthejuvenileC.auratuswererepeatablethroughouttheexperimentalprocess.Thespecificgrowthrate(SGR)ofin-
dividualspositivelycorrelatedwithbothfeedingintakeandfeedingefficiencywhereasnorelationshipwasfoundbetweenfeedingin-
takeandfeedingefficiency.TheSGRofexperimentalfishdidnotcorrelatewithchangeinSMR.[Conclusions]Thepresentstudy
foundthatcolortagginghadnoinfluenceontheSMRofthejuvenileC.auratus,suggestingthatmethodofthecolortaggingcanbe

appliedtofishscientificbiologicalresearchduetoitsfeasibilityandconvenience.ThephenotypicparametersofjuvenileC.auratus

havehighrepeatability.

Keywords:colortagging;standardmetabolicrate;feedingintake;specificgrowthrate;feedingefficiency;Carassiusauratus

(责任编辑 方 兴)
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白鹭基因组微卫星分布规律研究
*

黄 杰1,杨 波2,3,贾银平1,杨承忠4

(1.商丘师范学院 生物与食品学院,河南 商丘476000;2.中国大熊猫保护研究中心,四川 都江堰611830;

3.大熊猫国家公园珍稀动物保护生物学国家林业和草原局重点实验室,四川 都江堰611830;

4.重庆师范大学 生命科学学院 重庆市动物生物学重点实验室,重庆401331)

摘要:【目的】研究白鹭(Egrettagarzetta)的全基因组微卫星分布规律。【方法】利用生物信息学方法对已报道的白鹭全基

因组进行查询和分析。【结果】白鹭全基因组中1~6个碱基重复的微卫星有255630个,序列总长度为4282844bp,占

全基因序列长度的0.37%。不同重复类型的微卫星中,单碱基的数量最多,有207108个,占全部类型的81.0%;然后依

次是二碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基,分别占全部类型的6.4%,5.3%,4.9%,2.0%和0.4%。A,C,AC,AT和

AG是白鹭基因组微卫星序列中重复数量较多的拷贝类型,占全部重复类型的87.4%。在白鹭基因组中,按降序排列,重

复类型出现次数超过1000次的有17个,分别是 T,A,AT,G,C,AC,GT,ATT,AAT,ATTT,AGG,AAAC,CCT,

AAAT,CT,GTTT和AG,占全部微卫星数量的92.7%。【结论】研究结果对白鹭微卫星的筛选及深入研究提供了数据

支持。

关键词:白鹭;微卫星;基因组;分布规律

中图分类号:Q953 文献标志码:A    文章编号:1672-6693(2019)05-0066-06

白鹭(Egrettagarzetta)为鹳形目(Ciconiiformes)鹭科(Ardeidae)白鹭属(Egretta)鸟类,又有春锄、白鸟等

称谓;该鸟身形纤瘦,全身白色,为全球性分布的水鸟,常见于江河、湖泊及滩涂等地。白鹭主要分布于亚洲、非
洲、欧洲中部和南部、大洋洲等区域,在中国则主要分布在四川、陕西南部、河南等地。目前,有关白鹭的研究主

要集中于生态环境指示作用[1]、种群的繁殖习性研究[2]、个体识别[3]等方面。
微卫星(Microsatellite)又称简单重复序列(Simplesequencerepeat)或短串联重复(Shorttandemrepeat),

指基因组中以少数几个(通常为1~6个)核苷酸为短重复单元构成的串联长度为数十个核苷酸的DNA重复序

列。由于微卫星标记具有高效以及稳定的特点,因此被广泛应用于遗传连锁图谱的构建、遗传育种等领域。在

研究有关动物遗传特征的研究中,可利用微卫星标记进行物种间、物种内甚至个体间的亲缘关系分析,如遗传育

种[5]、亲子鉴定[6]、遗传多样性分析等[7]。目前最常见的获取微卫星的方法有如下3种:1)通过查找公共数据库

获取微卫星位点;2)利用物种间遗传距离相临近的交叉转移扩增;3)通过基因组DNA筛选获取微卫星。
目前鹭科鸟类中有关微卫星标记研究主要集中于位点的筛选[8-9],有关基因组微卫星分布情况并未见报道。

本研究利用生物信息学方法搜索白鹭的全基因组序列,并对基因组中的微卫星进行了分析,以便为今后白鹭微

卫星标记的筛选、遗传多样性、遗传育种等方面的研究提供数据支持。

1材料与方法

1.1白鹭基因组序列

白鹭全基因组序列来源于网站http://www.diark.org/diark/species,基因组大小为1151.9Mb,以FAS-
TA格式保存。
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1.2微卫星相关术语的定义

为了完全统计重复序列,特将与重复序列有关的4个术语进行说明。

1)重复类型:指每个重复序列中核心重复单元是由多少碱基(bp)组成。依据核心重复单元的碱基数的多

寡,可将微卫星分为单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基和六碱基共6种类型。

2)重复拷贝数:指每个微卫星重复序列中核心单元出现的次数,比如(AACA)28,这个重复序列的重复拷贝

数就是28。

3)重复拷贝类别:指每个重复类型由哪几个碱基构成,比如四碱基重复类型AACA和AAGA分别属于不

同的重复拷贝类别,而AAAC,AACA则属于1个重复拷贝类别。

4)重复数目:指在基因组中,每个重复类型的碱基数目。

1.3统计软件

对白鹭基因组微卫星的搜索通过微卫星搜索及统计软件 MSDBv2.4[10]来完成,此软件用Perl程序语言编

程,界面友好,操作简便快捷,可以准确辨认并建立物种的微卫星序列资源库,并集成了微卫星分类及统计各种

功能,在不同物种微卫星研究中具有广泛应用[11-17]。有关统计标准设置如下:单碱基重复序列中,筛选的拷贝数

大于或等于12;二碱基重复序列中,筛选的拷贝数大于或等于7;三碱基重复序列中,筛选的拷贝数大于或等于

5;四碱基、五碱基和六碱基重复序列中,筛选的拷贝数大于或等于4。

2结果

2.1基因组中不同重复类型微卫星的基本情况

表1 白鹭基因组中不同重复类型微卫星的基本信息

Tab.1 DistributionofSSRofdifferentrepeattypeingenomeofE.garzetta

重复类型 数量/个 总长/bp 频率/(个·Mb-1) 丰度/(bp·Mb-1)

单碱基 207108(81.0%) 3246092 179.80 2818.03

二碱基 16346(6.4%) 282546 14.19 245.29

三碱基 13448(5.3%) 251151 11.67 218.03

四碱基 12614(4.9%) 243324 10.95 211.24

五碱基 5075(2.0%) 201915 4.41 175.29

六碱基 1039(0.4%) 57816 0.90 50.19

总计 255630(100.0%) 4282844 221.92 3718.07

   注:“数量”一列中括号内的数据为某一重复类型微卫星数量占微卫星总数量的百分比。

表1显示:在白鹭基因组中共发现255630个微卫星序列,总长度为4282844bp,占全基因长度的0.37%;
总丰度为3718.07bp·Mb-1,总频率为221.92个·Mb-1。从表1可以明显看出:单碱基类型的数量最多;然
后依次为二碱基、三碱基、四碱基和五碱基类型;数量最少的是六碱基类型。同样地,白鹭不同重复类型微卫星

的总长、丰度和频率也遵循上述规律(表1)。此外在白鹭的基因组中,通过降序规律排列,可以发现:微卫星重复

基本类型出现频率超过

1000次的有17种,分别

是 T,A,AT,G,C,AC,

GT,ATT,AAT,ATTT,

AGG,AAAC,CCT,AAAT,

CT,GTTT 和 AG,它们

占 全 部 微 卫 星 数 量 的

92.7%;在基 因 组 中,微
卫星重复基本类型出现

频率超过100次的有66
种,占基因组全部总数的

98.5%。

2.2不同重复类型微卫星重复序列的数量

白鹭基因组中不同重复类型微卫星的出现次数范围有较大差异,重复次数最少的仅4次,重复次数最多的

(TCCTT)达380次。重复4~6次的有855个,占全部类型微卫星数量的49.5%;重复7~15次的有622个,占
全部类型微卫星数量的36.0%;重复16~30次的有143个,占全部类型微卫星数量的8.3%;重复16~30次的

有58个,占全部类型微卫星数量的3.4%;重复52~380次的有49个,占全部类型微卫星数量的2.8%。在白鹭

基因组中,不同重复类型微卫星的主要重复次数也不同:单碱基类型中以12~26个重复的居多,占全部单碱基

类型的96.2%;二碱基类型中以7~10个重复居多,占全部二碱基类型的85.2%;三碱基类型中以4~7个重复

的居多,占全部三碱基类型的85.0%;四碱基类型中以4~7个重复的居多,占全部四碱基类型的95.8%;五碱基

类型中以4~10个重复居多,占全部五碱基类型的88.9%;六碱基类型中以4~8个重复居多,占全部六碱基类

型的83.6%。但从整体上来看,白鹭基因组中微卫星序列重复次数在4~40之间的居多,占全部类型微卫星重

复序列数量的95.8%(图1)。
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表2 白鹭基因组中主要重复类型微卫星的拷贝类别数量

Tab.2 NumberofthemainrepeattypeofSSRingenomeofE.garzetta

重复类型 拷贝类别 数量/个 重复类型 拷贝类别 数量/个

单碱基

总计

二碱基

总计

A

C

AC

AG

AT

CG

196318(94.80%) 

10790(5.20%) 

207108(100.00%)

8053(49.26%)

2721(16.65%)

5560(34.02%)

 12(0.07%)

 16346(100.00%)

三碱基

AAT 4623(34.38%) 

ACC 1079(8.02%) 

ACG 592(4.40%)

ACT 645(4.80%)

AGC 625(4.65%)

AGG 2970(22.09%) 

AGT 671(4.98%)

CCG 55(0.41%)

三碱基
AAC  1663(12.37%)

AAG 525(3.90%)
总计 13448(100.00%) 

  注:“数量”一列中括号内的数据为某一重复类型微卫星某一拷贝类别数量该重复类型微卫星总数

量的百分比。

  
 a 单碱基                           b 二碱基

  
 c 三碱基                          d 四碱基

  
 e 五碱基                          f 六碱基

图1 单碱基至六碱基重复类型的拷贝数的数量分布

Fig.1 Thenumberdistributionofcopynumbersin1~6bprepeats

2.3各重复拷贝

类别的数量

表 2 显 示:
白鹭基因组中出

现数量最多单碱

基重复拷贝类别

是A,有196318
个,C相对最少,
仅有10790个。
二碱基重复类型

中最多的是 AC,
有8052个;其次

是AT 和 AG,分
别 有 5 560 和

2721个;最少的

是GC仅有12个。
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三碱基重复类型中,最多的是AAT,有4623个,其次是AGG,有2970个,最少的是CCG,仅有55个。

3讨论

3.1全基因组上微卫星序列的分布特性

随着生物信息学技术飞速发展,从数据库中可获得的生物基因组序列也逐渐增多。在基因组水平上来分析

各个物种的微卫星序列,不仅可以认识到各个物种的微卫星序列特征,而且还可以揭示微卫星在生物基因组内

的作用。本研究通过在网站http://www.diark.org/diark/species中下载白鹭基因组,并通过 MSDB[10]软件搜

索和分析了白鹭基因组中存在的微卫星序列,在1151.9Mb全基因组序列中共统计出微卫星位点255630个,
所有的微卫星序列总长4282844bp,占全基因组序列长度的0.37%,与虎皮鹦鹉(Melopsittacusundula-
tus)[11]、林麝(Moschusberezovskii)[12]、红原鸡(Gallusgallus)[13]微卫星序列占全基因序列长度的比例相近(三
者依次分别为0.41%,0.42%和0.49%),但是与大熊猫(Ailuropodamelanoleuca)、北极熊(Ursusmariti-
mus)[14]以及猪(Susscrofa)[15]的这一比例相差较大(三者依次分别为0.64%,0.79%和0.85%)。

白鹭基因组中单碱基重复类型在所有的微卫星重复类型中所占的比例最高,为81.0%,并且单碱基类型中

以(A)n和(T)n为主,占94.8%,这与其他物种如猪[15]、人(Homosapiens)[16]、大鼠(Rattusnorvegicus)[17]等哺

乳动物的有关研究结果相符合;而果蝇(Drosophilamelanogaster)[16]中两碱基类型所占比例最高,黑粉菌(Usti-
lagomaydis)等[18]低等生物中三碱基类型所占比例最高。白鹭二碱基类型微卫星数量有16346个,占全部微

卫星重复序列数量的6.4%;其中 AC数量最多,为8053个;GC含量最少,仅有12个。这与大鼠[17]、大黄鱼

(Larimichthyscrocea)[19]、牛(Bostaurus)[20]、绵羊(Ovisaries)[20]、小鼠(Musmusculus)[21]二碱基类型微卫星

中AC的分布规律相同,与红原鸡[13]的二碱基类型微卫星中AT所占比例最高的结果不相同。此外,白鹭三碱

基类型微卫星数量有13448个,占全部微卫星重复序列的5.3%,其中AAT所占比例最高,同酵母[18]的三碱基

类型微卫星中 AAT所占比例最高的结果相同。然而,人类基因组的三碱基类型微卫星含有较多的 AAT和

AAC,果蝇[16]基因组的该类微卫星含有较多的AGC。因此,不同物种中微卫星的分布规律存在着一定的差异,
但这一点是否与物种的进化有关,以及它和不同生物的基因表达与调控是否存在关联,仍需进一步研究。

3.2二碱基重复类型的分布特征

对小鼠[21]、猪[15]、牛和绵羊[20]的基因组微卫星分析结果表明:在二碱基类型微卫星中,AC所占比例最高,
而红原鸡[13]的基因组这一类型的微卫星中AT所占比例最高。本研究结果则显示,白鹭二碱基类型微卫星中

AC所占比例最高,它的数量占全部二碱基类型微卫星数量的49.26%。上述差异可能由不同的物种中占优势的

二碱基类型有所差异而导致。而二碱基类型微卫星中GC所占比例在已研究的物种中都是较少的。有研究发

现,GC所占比例高的物种,它的基因组内微卫星所占比例也较低。Shorderet等人[22]研究了6种脊椎动物的基

因组后,给出的解释是:由于基因组中的CpG甲基化,因而使它成为一个易突变的点;而甲基化的胞苷酸C又容

易在脱氨基的作用下转变为胸腺嘧啶T;然而GC又是保证DNA热力学所必备的。由此导致的结果是:GC在

其中越来越少,相对应的TG所占比例逐渐增加。这个解释可以在某些程度上阐明为何在人类及某些生物基因

组二碱基类型微卫星中,AC重复较多。虽然微卫星中GC所占比例相对较低,但是研究表明,这一拷贝类别在

基因组中依然起着重要的作用,Griffiths等人[23]发现,胸苷激酶的G(n)突变参与了单纯疱疹病毒的再活化。由

此推断,本研究中白鹭二碱基类型微卫星中GC所占比例较少可能与上述原因有一定的关系,因为与之相对应的

突变后的AC所占比例在二碱基类型中是最高的。然而,白鹭基因组的二碱基类型微卫星中GC所占比例较少

的具体原因仍需要进一步研究。
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TheDistributionRegularitiesofMicrosatellitesinEgrettagarzettaGenome

HUANGJie1,YANGBo2,3,JIAYinping1,YANGChengzhong4

(1.CollegeofBiologyandFood,ShangqiuNormalUniversity,ShangqiuHenan476000;

2.ChinaConservationandResearchCentrefortheGiantPanda,DujiangyanSihuan611830;

3.KeyLaboratoryofStateForestryandGrasslandAdministrationonConservationBiologyofRareAnimals
inTheGiantPandaNationalPark,DujiangyanSichuan611830;4.ChongqingKeyLaboratoryof
AnimalBiology,CollegeofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ItisfocusedonthedistributionregularitiesofmicrosatellitesinEgrettagarzetta.[Methods]Thewholegenome
sequencesofE.garzettawereanalyzedbybioinformaticsmethods.[Findings]Theresultsshowedthat:Microsatellite(simplese-
quencerepeat,SSR)with1~6bpnucleotidemotifsweredetectedintheE.garzettawere255630loci,4282844bpinlength,

whichaccountfor0.36%ofthewholegenomesequences.These207108mononucleotidemicrosatellites,whichaccountedfor81%
ofallthedifferentrepeattypes,isthemostabundanttype.Followedbydinucleotide,trinucleotide,tetranucleotide,pentanucleoti-
de,hexanucleotidemicrosatelliteswhichaccountedfor6.4%,5.3%,4.9%,2%,and0.4%,respectively.A,C,AC,AT,and
AGwerepredominateinE.garzettagenome,accountedfor87.4%alltogether.TherepeattimesofT,A,AT,G,C,AC,GT,

ATT,AAT,ATTT,AGG,AAAC,CCT,AAAT,CT,GTTT,andAGweremorethan1000times,whichaccountedfor
92.7%alltogether.[Conclusions]ThisdataprovidedherewillgivealightonscreeningandfurtherresearchofE.garzettamicrosa-
tellites.
Keywords:Egrettagarzetta;microsatellite;genomic;distributionregularities
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的摄食生长养殖(然后测定每尾鱼的静止代谢率!
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最大游泳速度!
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"(同时计算每组鱼的特定生长率!
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"和转化率!
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进了鲤幼鱼运动能力的分化(同时能量底物含量降低可能限制了运动能力%群体效应可能推高机体的能量积累成本%
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由于水体具有特殊的理化性质$因而大多数鱼类会与同伴相互协调$使鱼群中的个体各方面特征保持一致$

即集群行为)

#F!
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'一般认为$鱼类的集群与捕食(繁殖等活动相关)
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$集群可能增强种内竞争$导致个体摄食不
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要的生态学意义)
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'近些年来$国际上关于鱼类社群内竞争的研究大多集中在行为学与个性方面)
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$而竞争强
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在长
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的独立养殖单元格中%另外
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I

检验比较单养(群养组间
\]\

$

U

>/;

$

=c\

$

i\

和
iQ

的差异%采用
9

检验比较组间
\]\

和
U

>/;

的变异系数#

2?

&的差异)

#G

*

'当
2

)

"@"I

时$上述分析的结果具有统计学意义'

!

结果
!@#\]\

的比较
图

#

显示!

!#U

的摄食生长结束后$单养与群养的鲤幼鱼的
\]\

分别为#

!I!@Im$@N

&和#

!$)@Gm$@D

&

7

4

2

3

L#

2

T

4

L#

$且群养组
\]\

比单养组
\]\

高
#*@!k

$两者差异具有统计学意义#

2

M"@""*

&%两者的变化
范围分别为

#DG@"

#

G"!@"7

4

2

3

L#

2

T

4

L#和
#D#@N

#

G"!@G7

4

2

3

L#

2

T

4

L#

%两者的
2?

分别为
!#@)k

和
#N@#k

$无统计学意义上的差异#

2

M"@)$)

&'

!@!

游泳能力的比较
从图

!

可以看出!

!#U

的摄食生长结束后$单养与群养的鲤幼鱼
U

>/;

分别为#

D!@Dm#@*

&和#

*D@*m!@"

&

>7

2

:

L#

$且群养组的
U

>/;

低于单养组的
U

>/;

$两者差异具有统计学意义#

2

M"@"GI

&%两者的变化范围分别为!

*"

#

$D@I>7

2

:

L#和
)I

#

$">7

2

:

L#

%两者的
2?

分别为
##@$k

和
#*@Gk

$无统计学意义上的差异#
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!@)

生长状况的比较
经过

!#U

摄食生长$与单养组的
=c\

$

i\

和
iQ

相比$群养组的
=c\

降低
#!@#k

$

i\

增加
D@$k

$

iQ

降低
#*@Ik

$两组的这
)

个指标间差异均无统计学意义#图
)

&'

图
#

!

单养组与群养组的
\]\

!!!!!!!!!!!!!!

图
!

!

单养组与群养组的
U

>/;

i6

4

(#

!

\9:;6.

4

79;/̀&06>-/;9&1

!!!!!!!!!!!!!

i6

4

(!

!

=W6776.

4R
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6.U6'6U,/0F19U16:3/.U
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F19U16:3

!!!!!!!!!!!

6.U6'6U,/0F19U16:3/.U

4

-&,

R

F19U16:3

/

!

=c\ `

!

i\ >

!

iQ

图
)

!

单养组与群养组的生长状况
i6

4

()

!

c-&W;3>&.U6;6&.:&16.U6'6U,/0F19U16:3/.U

4

-&,

R

F19U16:3(

)

讨论
)@#

群养对维持耗能的影响
本研究发现$鲤幼鱼的群养组

\]\

高于单养组
\]\

$这与有关虹鳟#

B#HT3J

&

#HJ9K(

&

),KK

&的研究结果一
致)

#I

*

$表明群养提高了鱼体的代谢成本'有研究认为$鱼类在群体中自发游泳更多$且需要维持相邻距离)

!

*

$相
关的神经活动耗能增多)

#I

*

'此外$由于群体内竞争较强$身体激素水平#如生长激素等&可能升高$也可增高个体
的代谢水平)

#*

*

'鱼类
\]\

的个体差异可能与遗传及早期生活史相关)

#D

*

'因物种而异$大西洋鲑#

*5@(TK5@!

53

&的个体差异达
I

倍)

#N

*

$欧鲈#

0,H<#I353HJ9K@5835%

&的个体差异为
!@"

#

!@*

倍)

#$

*

'本研究中$鲤幼鱼的
\]\

组内变异接近
G

倍$与前人对鲤鱼的研究结果相近)

#"

*

'本研究中$群养组与单养组间的
2?

值相近$表明
群养并未加剧维持耗能的个体间分化'

)@!

群养对游泳能力的影响
种内竞争可加速性状特征的分化$是演化的重要动力之一)

!"

*

'本研究发现$群养组与单养组的
U

>/;

个体差
异分别约为

)

倍和
#@*

倍$可见群养组的
U

>/;

比单养组的
U

>/;

高出约
ND@Ik

$表明群养个体的游泳能力分化更

N)
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大$其中原因可能在于!群内竞争导致个体获取的食物量不均$即使是饱足投喂$优势个体仍可能垄断食物资
源)

!

*

$而摄食和生长的差异可能导致游泳能力的差异)

!#

*

'然而$群养组的
U

>/;

低于单养组的
U

>/;

$则表明群养降
低了鲤幼鱼游泳能力'

U

>/;

需要肌肉的诸多能量底物如糖类(三酰甘油(游离脂肪酸等的参与)

!!F!G

*

$若这些能量
底物含量降低$则可能限制游泳能力'不过$群养是否影响能量底物含量$还需要深入研究'

)@)

单养与群养对生长性能的影响
本研究中$和单养组相比$群养组的

i\

增加
D@$k

$

iQ

降低
#*@Ik

$

=c\

降低
#!@#k

$但两组这些指标的
差异并无统计学意义'通常情况下$当食物资源充足时$高

\]\

个体的消化能力较强)

!I

*

$摄食较高)

!*

*

$生长较
快)

!I

*

'生长是有机体能量积累的过程$快速生长是很多生物重要的适应性特征)

!D

*

'然而在本研究中$群养组摄
食率和代谢水平较高$但生长率却较低$表明群养组的实验鱼尽管摄食增多$但由于维持耗能也增加$分配到生
长的能量反而减少$这提示群体效应可能推高机体的能量积累成本'
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低剂量镉对雌性斑马鱼卵子发生的影响"

谢冬梅!曾
!

征!易循娥!李英文!陈启亮
#重庆师范大学生命科学学院重庆市高校动物生物学重点实验室$重庆

G"#))#

&

摘要!#目的$考察低剂量镉!

2U

"暴露对斑马鱼!

05#,T3<3,T

"雌鱼卵子发生的影响%#方法$将成年雌性斑马鱼分为两组(

分别于不添加
2U

!K

!对照组"和
2U

!K质量浓度为
I

$

4

+

d

L#

!实验组"的水体中处理
)"U

(而后取实验鱼卵巢进行组织学
分析(并检测雌二醇!

Q!

"的含量以及下丘脑
F

垂体
F

性腺!

gZc

"轴和减数分裂中相关基因的表达量%#结果$

#

"与对照组
相比(实验组的卵巢中早期卵母细胞减少而成熟期卵母细胞增多'

!

"实验组血浆中
Q!

含量与对照组相比有明显下降(且
两者差异具有统计学意义!

2

)

"@"I

"'

)

"与对照组相比(实验组
gZc

轴中
'

#3JW

(

'

#3JX

(

$

KJ

%

(

@J

%

(

$

KJ3

及
@J3

基因的表达
上调(但

H

&2

YZ5Y8

和
H

&2

YZ5Y5

基因的表达下调'

G

"实验组与对照组相比(卵巢中减数分裂标记基因
C(HY

及减数分裂起
始相关基因

5@CJY5W

的表达量均具有统计学意义上的上升!

2

)

"@"I

"%#结论$研究所设置的
2U

暴露条件能干扰成年雌
性斑马鱼卵子发生过程关键调控基因的表达(并影响性激素水平及卵母细胞的正常发育%

关键词!低剂量镉'雌性斑马鱼'卵巢'雌二醇'卵子发生
中图分类号!

e#DI

文献标志码!

H

!!!

文章编号!

#*D!F**$)

#

!"#$

&

"*F""G#F"*

镉#

2U

&是一种难降解且具有高毒性的重金属$对生物体有广泛而复杂的危害)

#

*

$是生态环境保护重点防控
的环境污染物之一'由于人们在生产和使用颜料(电池(杀虫剂等活动后将含

2U

的工业和生活废料(废水排入
环境水体中$因而使之遭受不同程度的

2U

污染$并威胁到鱼类的生存和生长)

#

*

'水体中的
2U

主要通过鱼类的
呼吸(进食及体表渗透进入鱼体中)

!

*

'因
2U

在生物体内的半衰期长达
#"

#

)"/

且排出速率极低)

)

*

$所以
2U

容
易在生物体内富集'鱼体内富集的

2U

可与高分子有机化合物的羟基(氨基等侧基形成复合物来抑制酶的活性$

进而影响细胞的正常功能$对鱼类的生长发育和生殖带来不利影响)

GFD

*

'

鱼类的生殖主要受到下丘脑
F

垂体
F

性腺#

gZc

&轴的调控)

N

*

'下丘脑分泌的促性腺激素释放激素#

c.\g

&促
进脑下垂体前叶分泌促卵泡激素#

i=g

&和促黄体生成素#

dg

&这两种重要的促性腺激素#

cPg

&

)

$

*

'在鱼类生殖
调控过程中$

i=g

和
dg

通过血液循环到达性腺$并与之特异性受体结合$从而调控性腺发育和配子发生)

#"

*

'

这些激素作为
gZc

轴的关键信息因子与其他因子一起共同参与调控鱼类的发育和生殖)

$

*

'此外$减数分裂是
鱼类配子形成和遗传信息稳定传递的重要机制)

##

*

'目前虽已有大量关于
2U

暴露损害鱼类生殖功能的研究报
道$但有关低剂量

2U

暴露对鱼类
gZc

轴及减数分裂关键基因表达的影响研究较为缺乏'

斑马鱼#

05#,T3<3,T

&是毒理学研究的模式生物$可用于一般毒性测试和毒性机制研究)

#!

*

'本研究将成年雌
性斑马鱼分为两组$一组为不添加

2U

!K的对照组$另一组为
2U

!K暴露质量浓度为
I

$

4

2

d

L#的实验组'在
2U

暴露
)"U

后$解剖实验鱼取卵巢进行组织病理观察$并检测雌二醇#

Q!

&的含量以及
gZc

轴调控基因#

'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

$

@J

%

$

H

&2

YZ5Y8

$

$

KJ3

$

@J3

和
H

&2

YZ5Y5

&和减数分裂相关基因#

C(HY

$

K

&

H

2

X

$

5@CJY5W

和
H

&2

W[8Y

&的表
达量$以初步揭示低剂量

2U

暴露对鱼类生殖功能的潜在负面影响'

#

材料与方法
#@#

实验鱼的来源与饲养
从国家斑马鱼资源中心#武汉&购得野生型成年雌性斑马鱼#约

#!"U

龄&$于室内养殖系统中暂养
#GU

$每日

"

收稿日期!

!"#$F"GF!)

!!

修回日期!

!"#$F"NF!$

!!

网络出版时间!

!"#$F##F!I

!

#"

!

)I

资助项目!国家自然科学基金#

%&()#$"##N)

&

第一作者简介!谢冬梅$女$研究方向为水生毒理学$

QF7/60

!

_69U&.

4

796"!##

!

#*)(>&7

%通信作者!陈启亮$男$副教授$博士$

QF7/60

!

5

0>39.

!

>

5

.,(9U,(>.

网络出版地址!

3;;

R

!""

T.:(>.T6(.9;

"

T>7:

"

U9;/60

"
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定时投喂商业饲料
)

次'养殖用水为曝气后的自来水$水温为
!Nl

左右$溶解氧质量浓度大于
*@"7

4

2

d

L#

$光
照周期为

#G3

光照
X#"3

黑暗'

#@!

实验处理与采样
随机选取发育良好(体质量相近#约

"@ID

4

&的斑马鱼置入
*

个规格为
I">7J!">7J)">7

且盛有
!"d

水
的玻璃缸中$每缸

!"

尾'然后以中国渔业水质标准中
2U

质量浓度小于或等于
I

$

4

2

d

L#为依据$向其中
)

个缸
中加入

2U20

!

溶液$使水体中
2U

!K质量浓度为
I

$

4

2

d

L#

$作为实验组%另外
)

个缸中不加
2U20

!

溶液$作为对照
组'每日更换缸内

#

"

!

体积的水并向实验组的缸中补充适量的
2U20

!

溶液使其中
2U

质量浓度保持在
I

$

4

2

d

L#

'

暴露期间斑马鱼的饲养条件同暂养期间一致'

2U

暴露时间为
)"U

'

暴露处理结束后$用
]=F!!!

对所有鱼进行麻醉'从每缸随机选
)

尾鱼$解剖后取卵巢放入波恩氏液中固
定$用于组织学分析%从每缸另取

)

尾鱼$置于冰上快速取出脑和卵巢并分别放入含有
#7d\%H6:&Z0,:

#

P/b/\/

&的离心管中$用液氮速冻并于
LN"l

保存$用于分析基因的表达水平%将每缸剩下的鱼断尾取血$血液
置于含有肝素钠的离心管中$

#"""-

2

76.

L#

$

Gl

离心
#"76.

$并取上清液于
LN"l

保存以用于
Q!

含量测定'

#@)

组织学分析
实验鱼的卵巢样品在波恩氏液中固定

!G3

后$用不同体积分数梯度#

D"k

$

N"k

$

$"k

和
#""k

&的乙醇进行
脱水$然后用石蜡进行包埋'将包埋材料于切片机上切片$切片厚度为

I

$

7

'然后用苏木精
F

伊红#

gQ

&染色$最
后用中性树胶封片'将对照组和实验组的切片各

$

张#每个切片对应
#

尾实验鱼&在光学显微镜#

8̂ !")C

$徕卡
仪器有限公司&下观察拍照$并统计卵巢中各时期的卵母细胞数量'

#@GQ!

含量测定
将实验鱼血浆样本解冻后$采用

2/

<

7/.

公司的酶联免疫吸附#

QdC=H

&试剂盒测定样本的
Q!

含量$操作步
骤严格按试剂盒说明书进行'

#@I

实时荧光定量
Z2\

依照
\%H6:&Z0,:

试剂盒操作指南分别提取实验鱼脑和卵巢的总
\%H

'总
\%H

的完整性通过琼脂糖凝
胶电泳检测$总

\%H

的浓度及
BA!*"

"

BA!N"

值用微量分光光度计#

%/.&U-&

R

%AF!"""

&测定'以提取的总
\%H

为模板$采用
Z-679=>-6

R

;

%

\P

试剂盒#

P/b/\/

&将之反转录成
>A%H

'取
#

$

d>A%H

#稀释
#"

倍&在
2iO$*

实时定量
Z2\

仪#

6̂&F\/U

&上使用
=â \Z-976_Q_P/

5

P]试剂盒#

P/b/\/

&进行实时荧光定量
Z2\

分
析$反应总体积为

#"

$

d

$其中包含
#

$

d>A%H

(

"@G

$

d

正向"反向引物(

)@!

$

d

双蒸水和
I

$

d=â \Z-976_Q_

P/

5

P]

$扩增条件为!

$Il

预变性
)":

$

G"

个循环的
$Il

变性
I:

(

*"l

退火
)":

和
D!l

延伸
)":

'基因的相对
表达量参照

d6'/T

等人)

#)

*的方法计算$所有基因引物序列详见表
#

$选择
<

$

Y

!

作为内参基因'

#@*

统计分析
实验数据均以

%mK

表示'采用独立样本
I

检验分析对照组和实验组的数据差异是否在
2

)

"@"I

水平上具
有统计学意义'

!

结果
!@#

卵巢组织学
与对照组#封二彩图

#/

&相比$在实验组卵巢中未发现明显的组织学病变$但初级生长期#

Zc

&卵母细胞分布
减少$而成熟期#

ic

&卵母细胞分布增多#封二彩图
#̀

&'进一步统计后发现$与对照组相比$实验组卵巢中的
Zc

细胞减少$卵黄发生中期#

]?

&和
ic

细胞增多$且上述差异均具有统计学意义#

2

)

"@"I

&#封二彩图
#>

&'

!@!Q!

含量和
gZc

轴关键调控基因表达量
与对照组相比$实验组

Q!

含量呈统计学意义上的减少#

2

)

"@"I

&#图
!/

&'较对照组而言$实验组脑组织中
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

及
@J

%

基因的表达量均有所升高$但
H

&2

YZ5Y8

基因的表达量则有所降低$以上差异均具有统
计学意义#

2

)

"@"I

&#图
!̀

&'此外$与对照组相比$实验组卵巢中
$

KJ3

和
@J3

基因的表达量均明显升高$而
H

&2

YZ5Y5

基因的表达量则明显降低$且上述差异均具有统计学意义#

2

)

"@"I

&#图
!>

&'

!G
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表
#

!5

Z2\

引物序列
P/̀@#

!

Z-679-:,:9U1&-

5

Z2\

!

基因 引物序列
c9.̀/.T

序列号 文献来源

'

#3JW

i

!

InFccP2P2H2cc2PccPHP22PF)n

\

!

InFPc22P2c2HcHc2PP2H2PF)n

%]#N#G)$

文献)

#G

*

'

#3JX

i

!

InFPccP22HcPPcPPc2PcPPHcPPF)n

\

!

InF22PcHHPcPPc22P22HPPP2F)n

%]#N!NND

文献)

#G

*

$

KJ

%

i

!

InFPcHc2c2HcHHP2HcHHPcF)n

\

!

InFHcc2PcPccPcP2cHPPcPF)n

HaG!G)")

文献)

#I

*

@J

%

i

!

InFccH2H2c2HcHcH2H2PPF)n

\

!

InF2H22cHPH22cP2P2HPPPF)n

HaG!G)"G

文献)

#I

*

H

&2

YZ5Y8

i

!

InFH2PHHc2HHcP22P22c2PcPcPH22F)n

\

!

InFPPPHHH2HPH22cHPc2HPPc2HcH22F)n

Hi#N)$"N

文献)

#I

*

$

KJ3

i

!

InFHPccHP22H2P2c2P2PPPF)n

\

!

InFc2HPPH2PcccHHP22P2P2PHPF)n

Ha!DN#"D

文献)

#I

*

@J3

i

!

InFHHccH2cHcP2c2PcHHH2F)n

\

!

InFcHPP2HPPcPcc2cPHPP2HF)n

HaD#G#))

文献)

#I

*

H

&2

YZ5Y5

i

!

InF2Pccc22H2H2HP2cHcHcF)n

\

!

InF2PcHHHccc2P2HccH2HHF)n

Hi!!**!"

文献)

#*

*

5@CJY5W

i

!

InFPccP2cHPccPcP2PcHPcF)n

\

!

InF22HcccPHc2HHccPHHc2HF)n

%]#)#NI"

文献)

#D

*

H

&2

W[8Y

i

!

InFPcP2HccHccHPH2HcHHPHc2F)n

\

!

InFHc22cHccPcP2HPcccPF)n

%]!#!***

文献)

#D

*

K

&

H

2

X

i

!

InFc2cPPPcPPPcPPccHPPF)n

\

!

InF2H22cP2HcPHPcPPPccF)n

%]""#"G")I"

文献)

#D

*

C(HY

i

!

InFcHcc2PcHHccH2HP2cF)n

\

!

InFP22Hc22cPHHPcc2HHF)n

%]""#"!"DN!

文献)

#D

*

<

$

Y

!

i

!

InFcHP2H2PccPH2PP2P2Hcc2PcHF)n

\

!

InFccPcHHHc22HccHccc2F)n

i+$#I"*#

文献)

$

*

!!!!!!

/

!

血浆中
Q!

含量
!!!!!

`

!

脑中
gZc

轴关键调控基因表达量
!

>

!

卵巢中
gZc

轴关键调控基因表达量
图

!

!

2U

!K暴露改变成年雌性斑马鱼
Q!

含量和
gZc

轴中关键调控基因表达量
i6

4

@!

!

2U

!K

9_

R

&:,-9>3/.

4

9:;39>&.;9.;&1Q!/.U;399_

R

-9::6&.09'90&1T9

<

-9

4

,0/;6&.

4

9.9:6.gZcF/_6:6./U,0;197/09S9̀-/16:3

!@)

卵巢中减数分裂标记基因和起始相关基因表达量
与对照组相比$实验组卵巢中减数分裂标记基因

C(HY

和减数分裂起始相关基因
5@CJY5W

的表达量均呈统
计学意义上的上调#

2

)

"@"I

&#图
)

&'但对照组和实验组卵巢中标记基因
K

&

H

2

X

和起始相关基因
H

&2

W[8Y

的表
达量无统计学意义上的差异'

)

讨论
鱼类的配子发生是一个复杂的生理过程$是鱼类生存和生殖的必要保障$受到多种因素的调控'

gZc

轴是

)G

第
*

期
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调控鱼类生殖的重要机制轴$参与调控性激素合成(性腺发育(

图
)

!

2U

!K暴露改变成年雌性斑马鱼卵巢中
减数分裂标记基因和起始相关基因表达量

i6

4

@)

!

2U

!K

9_

R

&:,-9>3/.

4

9:;399_

R

-9::6&.09'90&1

796&:6:7/-T9-/.U6.6;6/0-90/;9U

4

9.9:6.

&'/-

<

&1/U,0;197/09S9̀-/16:3

配子发生(性别分化等过程)

#NF#$

*

'在
gZc

轴调控系统中$下
丘脑分泌

c.\g

作用于垂体$促进后者释放
i=g

和
dg

$这
两种激素则进一步作用于性腺$促进性腺的发育和成熟)

$

*

'

此外$胆固醇经一系列调节转化生成性类固醇也是该系统的
关键组分'

gZc

轴中调控类固醇合成的相关基因对环境污染物较
为敏感)

!"

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K暴露导致斑马
鱼脑中

'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因以及卵巢中
$

KJ3

和
@J3

基因表达有所上调$其中
'

#3JW

和
'

#3JX

基因表达的上调可
能引起

c.\g

含量增加$进而促进
i=g

和
dg

的合成和分
泌'在雌鱼中$

i=g

和
dg

与卵巢中相应受体结合$分别起
到调节卵子发生和促进卵母细胞的成熟及排卵的作用)

!#

*

'

上述基因表达量的提高可能导致相应蛋白合成分泌增多进而促进卵子发生和卵母细胞成熟过程$从而引起卵巢
组织学中成熟期卵母细胞数量增加'

Q!

是雌鱼中调控生殖功能的重要类固醇激素$可刺激脑垂体
cPg

的分泌
细胞发育并进入分泌活动$从而促进卵巢发育)

!!

*

'

gZc

轴中
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因表达量上调可能会
使

c.\g

和
cPg

合成增多$进而促进
Q!

的合成$最终导致体内
Q!

水平上升'

d,&

等人)

!)

*的研究表明$雌性
罗非鱼#

B3<THJ3T(,K#,@TI,H9K

&暴露于
I"

$

#""

和
!""

$

4

2

d

L#的
2U

!K中
)"U

后$血浆中
Q!

水平明显升高'然
而本研究结果显示$与对照组相比$实验组

Q!

含量明显下降$这似乎与
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因表达量上
调的结果相矛盾'推测可能的原因有以下两方面!一方面$

2U

!K暴露可能通过影响
Q!

合成的关键酶444芳香化
酶#

2aZ#$

&的活性而导致
Q!

含量下降%另一方面$

gZc

轴中这些基因表达量的上调可能是由
2U

!K暴露引起
Q!

水平下降的负反馈调节机制所导致'为了验证上述推测$本研究进一步检测了编码
2aZ#$

基因的表达量'

2aZ#$

可催化睾酮转化为
Q!

$在大多数硬骨鱼中已经发现了两种不同表达模式的
2aZ#$

编码基因$即
H

&2

YZ5Y5

和
H

&2

YZ5Y8

%前者主要在卵巢中表达$而后者主要在脑中表达)

!G

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K

暴露明显下调了斑马鱼脑中
H

&2

YZ5Y8

和卵巢中
H

&2

YZ5Y5

的表达量$这可能使得
2aZ#$

的合成减少$从而影响
睾酮向

Q!

的转化$最终导致了血浆中
Q!

含量下降'

减数分裂是鱼类卵巢发育和配子发生的必然生理活动$鱼类的生殖与生殖细胞的减数分裂密切相关)

!I

*

'在
减数分裂过程中$视黄酸#

\H

&是硬骨鱼类减数分裂起始所必需的物质)

!*

*

$它的含量受到
\H

降解酶#

2

<R

!*

&和
\H

合成酶#

H0U3#/

&的共同调控)

!*F!D

*

'本研究发现$与对照组相比$

2U

!K暴露使斑马鱼卵巢中编码
H0U3#/

合成
的基因

5@CJY5W

表达量有明显升高$而编码
2

<R

!*

合成的基因
H

&2

W[8Y

的表达量虽然有升高的趋势但和对照组
的这一基因表达量相比$差异不具有统计学意义'这一结果表明$实验组的斑马鱼

\H

的合成可能加强$进而增
强卵母细胞减数分裂起始过程'另外$联会复合体蛋白

)

#

=a2Z)

&和
A%H

减数分裂重组酶
#

#

A]2#

&分别在减
数分裂中同源染色体联会和重组过程中发挥重要作用)

!NF!$

*

'

K

&

H

2

X

和
C(HY

是减数分裂前期的分子标记基因$

并特异表达于生殖细胞中)

)"F)#

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K暴露导致斑马鱼卵巢中
C(HY

基因的表达量
明显上调$且

K

&

H

2

X

基因的表达量也轻微上升$这暗示着斑马鱼卵母细胞减数分裂加强$从而呈现出早期卵母细
胞数量较少而成熟期卵母细胞增多的组织学变化'当然$早期卵母细胞数量减少也有可能与

2U

!K暴露引起卵母
细胞凋亡有关'

综上所述$本研究结果表明
I

$

4

2

d

L#的
2U

!K暴露
)"U

能干扰成年雌性斑马鱼
gZc

轴和减数分裂相关基
因的表达$并影响性激素水平及卵母细胞的正常发育$进而可能对该鱼的生殖构成潜在威胁'
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