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鱼类低温适应机制的研究
( I )驯化温度对草鱼和绞鱼几种同工酶活性及酶谱的影响

曹永长
.

王祖熊
( 中国科学院水生生物研 究所

,

式汉 )

摘要 采用分光光度法测量了 25 ℃和 10 ℃驯养的草鱼
、

纹鱼
、

二代混精绞鱼及对照组

混精绞鱼的肌肉和肝脏组织中乳酸脱氢酶 ( DL H )
、

6一磷酸葡糖脱氢酶 (G 6
DP

H ) 和异

柠檬酸脱氢酶 ( D H ) 活性的变化 ; 采用电泳法对 LO H
、

酷酶 (SE )T 和超氧化物歧化酶

(s O )D 的同工酶酶谱进行了比较研究
。

实验结果表明
,

草鱼肝脏组织在低温下发生了代

谢途径的转换和重组
,

而蛟鱼的肌肉组织和肝脏组织都只采取了增加酶浓度的方式
.

蛟

鱼代谢转换机制的不完善
,

可能是鳗鱼不耐低温的重要原因之一 三组蛟鱼肝脏组织的

酷酶 (感 )T 同工酶谱在不同适应温度下的变化表明
,

蛟鱼肝脏组织的酷代谢在低温下

发生了变化
.

最后
,

作者对混精授精法提高绞鱼耐寒能力的作用进行了评价
.

关键词 草鱼 ; 鳗鱼 ; 酶活性 ; 同工酶 ; 温度
;
混精授精 ; 驯化

鱿鱼 ( ic , ib llu
二 。 of 如、 all ) 是我国珠江流域南部的重要养殖鱼类

,

这种鱼对低温

的适应能力甚差
,

不能忍受 7℃以下的低温
。

冯祖强等研究了鳗鱼冷休克前后脑乙酞胆

碱醋酶活力和三种不同同工酶类的动态变化
,

并根据鳞鱼在冷休克期间脑乙酞胆碱醋

酶活力显著降低和肝组织 L D H 和 SE T 同工酶类出现酶活性变化的情况
,

讨论 了导致

绞鱼耐寒能力差的某些生化因素川
。

王祖熊等采用混精授精的方法培育鳞鱼鱼种
,

获得

了能耐 6℃低温的混精鳞鱼
,

证明混精授精法可以改善鳞鱼的耐寒能力图
.

本文用草鱼
、

绞鱼及混精授精法培育的鳞鱼后代作材料
,

比较研究了温度适应对这几组试验鱼的几

种不同组织的酶活性和同工酶谱的影响程度
.

咦

l 材料和方法

材料
:

草鱼 (c et 、 神 , 好诫 ol1 记以加。 ) 为长江野生草鱼
,

每尾重约 50 9
。

鳗鱼是从广

州地区购回的当年鱼
,

每尾重 10 9 左右
。

改良鳗鱼
:

采用王祖熊等的方法川
,

以第一代

混精鳞鱼作亲本
,

用人工授精的方法获得第二代草鱼混精鳗鱼 (简称二代混精鳞鱼 )
,

同时
,

由第一代混精鳗鱼自交而得到对照组混精绞鱼
。

将以上每种鱼分成两组
,

分别在

1 0℃和 2 5℃的室内鱼池中进行驯养
,

持续时间至少 4 周
。

酶样品的制备采用本实验 室的常用方法川进行
.

用牛血清 白蛋 白作标 准
,

采用

oF iln 一酚法进行蛋 白质含量测定 sj[
。

酶活力测定采用饱和底物法于 15 ℃进行
,

酶单位

定 义为
:

在 15 ℃和一定 p H 条件下每分钟催化生成 1 om of 辅酶 〔N人 D ( )P
十 / N A D ( )P

.
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H〕 的酶量为一个酶单位
。

测定不同的酶所用的反应系统中所含成分如下
:

L o H :0
.

1 mo l/ L 磷酸缓冲液 (p H 7
.

4)
,

0
.

7 6 m m o l / L 丙 酮酸 钠
,

0
.

2 m m o 一/ L

N A D H
。

m H
: 5 0
mm

o l / L T r i s 一 H e l级冲液 (p H S
.

0 )
, 1

.

0 m m o l / L 异柠檬酸钠
, 0

.

1 5 m m o l / L

N A D P + , 1
.

0 m m o l / L M g C I :
. ,

o 6 P o H :
6 7 m m o一/ L T r拈一 H C I 缓冲液 ( p H S

.

5 )
,

0
.

2 m m o一/ L N ^ n P + ,

1 0 0 m m o l / L

6一磷酸葡萄糖
,

10 m m o l / L M s C I :
.

同工酶电泳
: L O H 同工酶采用垂直板淀粉凝胶电泳法川进行分析

,

肌肉组织 L D H

所用电泳缓冲系统为 rT is 一柠檬酸系统 (PH 7
.

0)
,

肝脏 L D H 采用 EBT 系统 ( pH S
.

6 )
.

醋酶同工酶和 s o D 同工酶采用板状不连续的聚丙烯酞胺凝胶电泳法进行分析
,

所用电

泳缓冲系统为 rT is 一 lG y 系统
,

点样 t 为每孔 0
.

25 m g 酶蛋白
,

电压降为 12 v c/ m
,

4℃

下电泳 s h , LD H 和 E s T 同工酶的组织化学染色均参考 s h a w & p r a sa d ( 1 9 7 0 ) 的方法 [` ’ 〕

进行
, s 0 D 同工酶活性染色参考 eB au c

ha m p 等的方法 .[]
.

2 结果

.2 1 酶活性变化

25 ℃ 和 10 ℃下驯养的 刁组试验鱼的肝脏和肌肉组织的酶活性如表 1 所示
.

从表列

数据可以看出
,

温度的改变使 4 种鱼的肌肉和肝组织的酶浓度发生变化
,

但变化情况

在不同的鱼中
,

以及同一种鱼的不同组织中是不同的
。

在草鱼肝组织中
,

6一磷酸葡糖

脱氢酶和异柠棣酸脱氢酶浓度在低温适应的鱼中分别 下降了 73
.

3%和 70
.

6写
,

而同

时
,

乳酸脱氢酶浓度上升了 83
.

7%
。

肌 肉组织中
,

10 ℃下驯养的鱼的各种酶浓度比

25 ℃驯养的鱼的酶浓度都增加了
.

另外 3 组鱼 (即鳗鱼
,

二代混精鳗鱼和对照组混精

绞鱼 ) 在不同驯养温度下的醉浓度变化趋势是一致的
,

在两种组织中
,

所测 3 种酶的

浓度都是在低温驯养的鱼中比在高温驯养的鱼中稍高
。

农 1 不同沮度下叭养的鱼类肝脏和肌肉组织陇活性

肝胜
宜刀 H

肌肉

0
.

8 4 0 1
.

5 4 3 O
。

7 6 6

2
.

950

I
。

4 7 0

3
.

8 1 7

0
.

6 88

2
.

2 62

1
.

0日O

3
.

58 1

1
.

2 3 1

3
.

12 2

1
.

3 6 7

4
.

0 6 1

G 6 P D H 肝脏 O 0
.

0 04 32 0
.

04 4 2 0
.

07 7 9 0
.

0 335 0
.

0 4 6 7 0
.

05 05 0
.

06 31

肝脏
ID H

肌肉

O
。

0 1 1 9

0
.

00 4 6 5

0
.

003 56

0
.

0 12 2

0
.

0 09 5 7

0
.

0 1 3 16

0
.

0 1 2 1

0
.

02 0 6

0
.

00 7 7 2

0
.

00 5 6

0
.

0 1 1 2

0
.

0 27 3

0
.

0 1 0 1 1

0
.

0 ! 55

0
.

0 1 5 1 4

0
.

03 1 3

2
.

2 同工酶谐的变化

本实验检测了 L D H
,

sE T 和 5 0 0 等 3 种同工酶类在不同温度驯养的鱼组织中酶

. `
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谱的变化
,

主要结果如下
.

DL
H :

草鱼和鳞鱼的 DL H 同工酶谱如

图 1所示
.

3 种绞鱼的 DL H 同工酶图谱是

一致的
,

但和草鱼的不同
.

4种鱼的肌肉和

肝脏组织中都未发现 U O H 同工酶谱在不

同温度下有什么变化
。

SE T : 3 组鳞鱼肝脏 中 E S T 的 同工酶

谱不同
,

在竣鱼 中出现的 SE T 一 l
,

在两组

混精绞鱼中不 出现
,

而 SE T 一 3 只 出现在

这两组混精鳞鱼中 (图 2 )
.

这一差别到底

是混精授精造成的
,

还是 由于地理上的差

异造成的呢 (竣鱼来 自广州地区
,

混精鳗鱼

来自广东兴宁 ?) 有待于进一步的研究
。

在 不 同的驯 养温度下
,

3 组 鱿 鱼 的

sE r 同工酶谱发生了变化
.

在 10 ℃下驯养

的鱼
,

没有发现 ES T 一 2 酶带
;
在 25 ℃ 下

驯养的鱼中
,

E s T 一 6 酶带消失
,

而 出现了

SE T 一 2 酶带
。

这一变化
,

在 3 组鳞鱼中是

一致的 (图 2)
。

S O D :
3 组鳗 鱼肌 肉中的 s 0 D 同工酶

谱是相同的
,

但和草鱼的却不 同 (图 3)
。

鱿

鱼肌肉组织的 S O D 同工酶未发现多态现

象
。

不同温度下驯养的鱼类肌肉组织 s 0 D

同工酶谱没有变化
。

. . .

一 一 一

O

— — — —! ) 2 ) 3 ) 4 、
O

— —
一 1 ) 2 〕

图 1 鱼类肌肉组织 (左 )和肝组织 (右 )

LD H 同工酶电泳谱
.

l) 草鱼
,

2) 纹鱼
,

3) 二代混精鱿鱼
,

4 )对照组混精鱿鱼
.

一一ùù一3)一一一ù
别一一一ù一

。1三S T 一 4

ù工一幻

二一一工一
2)

一一一ù一”
已口

.

一 l

—
E S T 一 2

E S T一 3

E S r 一 5

E S T 一 6

E S T 一 7

图 2 蛟鱼肝组织 sE T 同工酶电泳图谱
.

)I 鱿鱼
;
2) 二代混精绞鱼

;
3) 对照组混精

蛟鱼
。

左 )
:

10 ℃下驯 养的鱼类
;

右 )
:
2 5℃下驯养的鱼类

.

ùùō口一ùó口ùóó口一
ù一ù口一

峥

3 讨论

3
.

1 酶浓度变化在鱼类温度适应过程中的作用

关于酶活性变化与低温驯化之间的关系
,

H az el 和

rP oss er 作了较为详细的评述s1[
。

实验证明
,

在温度适应过

程中
,

许多酶的浓度都发生了变化
,

这些变化有普遍的规

律性
:

l) 参与同一代谢途径的酶浓度发生平行的变化
; 2)

代表各种不同代谢途径的酶的相对活性发生不 同的变

化
,

亦即存在代谢途径的转换
,

在新的环境温度下
,

鱼类

机体调节不同代谢途径的酶浓度
,

使之有利于总代谢
。

我

们所测的 3 种酶
,

分别代表 3 个不同的代谢途径
.

草鱼

肝脏组织酶浓度的变化
,

表明低温下草鱼肝脏组织的代

谢途径发生了某种程度的变化
。

G 6P D H 是催化 6一磷酸

I l l l ( i

图 3 鱼类肌肉组织 S O D

同工酶电泳图谱
l )草鱼

; 2 )蛟鱼
;

3) 二代混精鱿鱼 ;

4 )对照组混精蛟鱼
.

葡萄糖生成 6一磷酸葡萄糖酸
,

从而改变葡萄糖降解途径的一个分支酶
,

低温驯化的草
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鱼肝脏中这种酶浓度的明显降低
,

说明在低温下草鱼的肝脏组织中
,

葡萄糖 的有效利用

受到了抑制
。

S h ak l ee 等在青翻车鱼肝脏组织中也发现了这一现象
l ” 」

.

ID H 活性在低温

驯化的草鱼肝组织中明显低于高温驯化的鱼
,

而参与糖酥解途径的 L D H 活性的变化正

好相反
,

这说明三玫酸循环和糖酵解途径在不同温度下驯化的草鱼肝组织 中的作用是

不同的
.

低温适应使糖酵解作用相对增强
,

而使三玫酸循环活性相对减弱
。

气

草鱼肌肉组织的酶浓度变化与肝组织酶浓度的变化则不一样
.

所测的 3 种酶
,

除

6G DP H 由于浓度太低未能检测以外
,

L D H 和 ID H 的浓度在低温驯化的草鱼肌肉组织 .

中都增加
.

考虑到机体所处的环境温度对酶活性的影响
,

这种酶浓度的增加很可能是机

体为了维持正常的代谢水平而采取的一种补偿机制
.

也就是说
,

在草鱼肌肉组织 中
,

低

温适应并没有导致代谢途径的转换
,

而只是靠增加酶浓度来维持正常的代谢水平
。

草鱼不同组织的酶浓度的不同变化方式表明
,

温度适应对草鱼代谢途径的影响是

组织特异性的
.

E v a o s
等在虹鳞 ( S a z、 , a ￡r径,。二`)中 t , 〕

,

s h a k一e e 等在 跳即。 、̀ e ; a , 。e l之, J s 中 [” 左

都观察到
,

温度适应导致的酶浓度变化的方向和程度与所测的组织有关
.

在低温适应的

肠即。 ; s e 夕a 、 e l lu s

中
,

参与糖酵解的 5种酶 ( G p l
,
^ L D

,

G人 p D H
,

p K
,

L D H ) 的浓度在脑组织

中都增加
,

而在肌肉组织 中都降低
; 而另外 3种与有氧代谢有关的蛋白质 ( S D H

.

C Y T C
,

c Y T 0 x )在肌肉组织中都增加
,

说明低温导致了神经组织无氧代谢的加强
,

而使肌肉组

织无氧代谢减弱
,

有氧代谢加强
.

广温性鱼类都具有这种低温适应能力
,

它们在低温环

境下
,

通过调节不同代谢途径的酶浓度
,

使代谢途径发生转换
,

以利于机付二的总 代谢
。

卜

适应不同温度的蛟鱼肝脏和肌肉组织的酶浓度变化是一致的
.

即低渴导致 了两种

组织中各种酶浓度的增加
.

这和草鱼肌肉组织中出现的情况是相同的
.

我们认为
,

这种

酶浓度的增加是机体为维持正常的代谢水平而采取的一种补偿机制
,

这是一种最简单

的也是主要的低温补偿机制
,

在一定的温度范围内
,

这种补偿机制是有效的
。

然而
,

对于

变温性的鱼类来说
,

如果超出了它生活范围内所能忍受的温度
,

那么
,

单是增加酶的浓

度
,

就不可能成为最佳的低温适应方式
; 其次

,

细胞膜的结构和细胞的容量也决定了这

种机制的局限性
,

即酶能附着的膜和其它细胞结构也是有限的
.

由于鳞鱼长期生长在温

暖地区
,

环境温度的变化相对较小
,

这种简单的补偿机制有可能使鳗 鱼完成对较小温度

变化的适应
。

但一旦遭遇到更低温的环境 (如 7 ℃以下的低温 )时
,

这种补偿机制就失去

了作用
。

冯祖强等研究了鳗鱼冷休克前后几种同工酶类的动态变化
,

发现在冷休克期

间
,

鳗鱼肝脏 L O H 活性升高
,

而 MD
H 和 SE T 活性降低

,

说明冷休克期间的有氧代谢途 争
径和无氧代谢途径的比例发生了变化

.

我们注意到
,

这种变化和我们在草鱼肝脏中观察

到的酶浓度变化情况相似
.

这说明
,

代谢途径的转换和重组是一种比单纯增加酶浓度更

有效的适应机制
,

而鳞鱼作为一种狭温性鱼类
,

还没有完善地建立起这种更能适应低温

环境的补偿机制
。

如果说代谢途径的重组和转换是鱼类适应低温环境的一种重要的补

偿机制的话
,

那么
,

鳗鱼不能忍受低温环境这一事实也就不难理解了
.

3
.

2 同工酶谱变化在鱼类低温适应过程中的作用

关几
’

同工酶谱在温度适应过程中的变化
,

早期的实验结果由于过分重视了同工酶

多态性的作用而被夸大了
.

随着人们对同工酶遗传基础的深入了解
,

现在人 们认为同工

酶的变化可能只是多倍体的鱼类 (如硬头缉
、

金鱼 )中所特有的一种低温适应机制 〔’ `〕 .
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我们检测了 3 组绞鱼组织的 D LH
、

Es T和 s 0 D 同工酶
,

除肝脏 sE T 同工酶外
,

L D H 和

S O D 同工酶在两种适应温度下酶谱都没有发生变化
。

本实验中
,

检测到 E S T 有 6 条酶

带
,

这和前人的结果阁不同
,

可能是由于所用的电泳方法不同所致
。

尽管 3组绞鱼肝脏

的酷酶同工酶谱不尽相同
,

但温度驯化对它们的影响是一致的
,

即 E s T 一 6 的出现与低

温适应相联系
,

而 sE T一 2 的出现与高温适应有关
。

酷酶是一个很复杂的水解酶家族
,

它们的亚基组成和遗传基础迄今尚未了解清楚
。

我们认为
,

sE T 一 2 和 sE T 一 6 可能是

鳗鱼在不同温度下所出现的同一种酶的两种不同分子形式
,

sE T 一 2 适合于温暖环境
,

而 SE T 一 6 适合于低温环境
.

这一结果表明
,

鳞鱼体内脂肪代谢在温度适应过程中是发

生了变化的
。

而这种变化的意义和生理作用究竟有多大
,

现有的资料还无法说明
.

3
.

3 混精授精法对提高绞鱼耐寒能力的作用

混精授精法培育的鳗鱼鱼种在形体特征上和鲤鱼相同
。

本实验中
,

两组混精鳗鱼

(二代混精鳞鱼和对照组混精鳗鱼 )的同工酶谱及其变化
,

以及酶浓度的变化情况都和

绞鱼相同
。

早期的研究证明
,

混精授精法能够提高鳞鱼的耐寒能力图
,

但是
,

混精授精法

培育的绞鱼还没有一条能忍受 5℃左右的低温
.

那么
,

混精授精法对于提高鳞鱼的耐寒

能力的作用到底有多大呢 ? 我们注意到
,

在相同的饲养条件下
,

鳞鱼膜脂中不饱和脂肪

酸 /饱和脂肪酸的 比值 (U / )S 低于草鱼
,

绞鱼的 u S/ 亦低于混精鳞鱼
,

而一代混精鳗鱼

的 u / s 又低于二代混精鳞鱼 (关于这方面的实验结果将另文发表 )
。

因此
,

我们认为
,

混

精授精法对于提高续鱼的耐寒能力有一定的作用
,

但从糖代谢途径对低温的适应情况
、

同工酶谱的变化以及膜脂组成情况来看
,

效果是不理想的
,

也就是说
,

混精授精法对提

高鳞鱼耐寒能力的作用相 当有限
。

杂交的方法 l3[ 和混精授精法对提高峻鱼的耐寒能力

都曾起到过一定的作用
,

但都没有从根本上解决问题
。

现在
,

转基因鱼模型的建立闭为

我们提供了一条可行的途径
.

如果能从耐寒的鱼类中分离出和提高鱼类耐寒能力有关

的基因
,

然后将这些外源基 因导入鳗鱼受精卵中
,

就有可能在较短的时间内获得鳗鱼耐

寒新品种
.
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