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鱼类低温适应机制的研究

1
.

驯化温度对草鱼和鳗鱼肌肉线粒体膜

脂肪酸组成和胆固醇含量的影响

曹永长
`

王祖熊
( 中国科学院水生生扮研究所

,

武汉 )

摘要 采用气相色谱法和气相色谱 /质谱联用法对不同温度驯养的草鱼和酸鱼肌肉线粒体膜脂

肪酸组成进行了分析
。

10 ℃适应的草鱼和 25 ℃适应的草鱼相比
,

肌肉线粒体膜脂肪酸中不饱和

脂肪酸 /饱和脂肪酸 (U s/ ) 值明显升高
,

脂酞链平均长度也从 25 ℃ 时的 19
.

08 个碳原子增加到

1 0
`

C 时的 20
.

拐 个碳原子
。

而绞鱼的脂肪酸组成在不同适应温度下的变化不明显
.

此外
,

还测出

了不同驯养温度下草鱼和蛟鱼肌肉线粒体中胆固醇含量的变化
,

发现两种鱼的胆固醇含量在低

温下都显著下降
。

作者认为
,

低温适应下的草鱼由于肌肉线粒体的脂肪酸组成和胆固醇含量都发

生变化
,

因而其肌肉线粒体膜的流动性明显增加 ; 而蛟鱼肌肉组织线粒体中胆固醇含量虽也减

少
,

但脂肪酸组成变化甚微
,

因此
,

皎鱼肌肉组织线粒体膜流动性增加很有限
。

这可能就是绞鱼

耐寒能力差的重要原因之一

关键词 草鱼 . 峻鱼 ; 脂肪酸 ; 胆固醇 ; 膜脂流动性 ; 温度适应

经过长期特定环境的影响以及进化过程中的分化
,

不同的鱼类适应环境温度的能力有

了明显的差异
。

草鱼 招` 翔邵加
r

邺汤
、 应绝左之绍 ) 是一种广温性鱼类

,

可以在广泛的温度范围内生

存
。

鳗鱼 (凸汁施二 阴叹砧夕幽 ) 属喜温性鱼类
,

对低温的耐受性差
,

当环境温度低于 7 ℃时便

开始死亡
。

造成鱼类温度适应能力差的原因
,

在于鱼类本身生理生化性能的差异
,

除神经

系统和新陈代谢系统等的生理适应性调节能力以外
,

膜结构的生理适应能力也是一个很重

要的方面
.

为了进二步弄清绞鱼不耐低温的机理
,

并为彻底改善绞鱼抗寒育种实践提供理

论依据
,

我们对不同驯养温度下鳞鱼肌肉组织线粒体膜的脂肪酸组成和胆固醇含量变化进

行了比较研究
,

并用草鱼作对照
,

比较二者在膜结构和组成上变化的差异
,

从另外一个方

面说明绞鱼不耐寒的原因
。

1 材料与方法

材料来源
:

草鱼为长江野生草鱼种
,

每尾重约 5 0 9
。

鳗鱼系从广州购回的当年鱼苗
,

在

本所鱼塘养至 n 月份
,

每尾重 10 一 1 5 9
.

将两种鱼各分成两组
,

在 10 ℃和 25 ℃的室 内鱼

池中进行驯养
,

持续时间 4周以上
。

线粒体及线粒体膜脂的制备
:

将鱼断头后取背部白肌
,

采用 w od t ke ( 1 9 78 ) 法协 〕制备

·

现在华南农业大学畜软系工作
.

1 9 9 0一 04一 0 1 收稿
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线粒体
.

用 o !in F一酚法 [ l’ 〕测定线粒体蛋 白质浓度 (用每毫升中所含蛋白质的毫克数表示 )
.

将 o F lch 等 ( 1 95 ) 7的方法 t l。]略加改进后制备线粒体膜脂
。

胆固醉含 t 的测定采用铁矾显色法[’1
。

采用快速醋交换法 [j l进行脂肪酸甲醋化
。

将 甲脂化脂肪酸用气相色谱 / 质谱联用 法

(GC/ M ) S对脂防酸组成进行定性分析
,

并用气相色谱法 ( G )C 对脂肪酸各组分进行定量
.

气相色谱条件
:

日本岛津 G c 一 gA 型气相色谱仪的色谱柱为岛津 D e xs il 一 300 G c 弹性

石英毛细管
,

柱长 50 m
,

内径 0
.

24 m m ; 程序升温
,

初始温度为 140 ℃
,

保持 2 而
n ,

然后

按 4℃ / m in 升至 280 ℃
,

保持到分析结束
;
采用氢火焰检测器 ( F DI )

,

气化室和检测器温度

均为 3 00 ℃ ;
用 N :

作载气
,

c R一 3 A 数据处理机进行结果分析
,

根据各峰面积计算各组分百

分比含盘
。

色谱 /质谱联用条件
:

色 /质联用仪为英国 v G 一 7 070 E 一 H E 型质谱仪与美国 H P 一

5 7 9 OA 型气相色谱仪联用
.

色谱柱与色谱条件同上
。
连接器温度 2 20 ℃

,

选用 IE 电离方式
,

离子源温度 2 00 ℃ ,

电子电离能 t 为 70
e v ,

加速电压 6 kv
,

分辨率为 10
, ,

载气为 H e .

2 结果

2
.

1 胆固醉含 t 的变化

低温驯养使草鱼和续鱼肌肉线粒体膜中

胆固醉含童都发生了变化
,

测得的结果如表

l 所示
。

在 2 种鱼中
,

与 25 ℃驯养的鱼比较
,

1 0℃驯养鱼的肌肉线粒体膜胆固醇含量均明

显下降
,

其 中草鱼下降 3 2
.

8 4%
,

绞鱼下降

2 5
.

0 6环
。

表 1 不同沮度驯化的鱼类中肌肉线粒体膜胆固

醉含 I (阳胆固醉 / m s 线粒体蛋白质 )

2 5℃ 1 0℃

草 鱼 7
.

3 3 8 5
.

0 7 5

胶 鱼 1 2
.

1 9 6 7
.

3 2 9

2
.

2 脂肪酸组成的变化

表 2 列出了草鱼和续鱼在不同驯养温度下的脂肪酸组成变化
.

从表中可以看出
,

草鱼

和峻鱼肌肉线粒体膜脂肪酸的主要成分为 1 6 C 到 22 C 的饱和脂肪酸和各种不饱和脂肪酸
.

另有两个未知峰
,

根据其在色谱图上的位置和峰的形状
,

可以确定为 2 2 C 的不饱和脂肪酸
,

但在质谱上未能检测出它们具体代表哪种脂肪酸
.

不同温度适应 的草鱼
,

其肌肉线粒体脂肪酸的组成明显不同
,

10 ℃驯养的草鱼和 25 ℃

的草鱼比较
,

不饱和脂肪酸比例增加
,

饱和脂肪酸含量相对下降
,

两者的比值 ( U / s) 升高
;

长链多不饱和脂肪酸含金增加
,

脂酞链平均长度增加
.

而绞鱼肌肉线粒体脂肪酸组成的变

化受驯养温度的影响较小
,

不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸之比及脂酞链平均长度在两种驯化

温度下的差异不明显
.

3 讨论
当环境温度发生变化时

,

鱼类和其它变温动物一样
,

其生理生化性质在许多方面都要

发生变化
,

其中
,

膜脂 的适应性变化是一个非常重要的方面
.

随着环境温度的下降
,

膜的

流动性降低
,

因而使酶活力下降 lt , 〕
.

鱼类针对环境温度的下降
,

增加膜的流动性
,

以补偿

它对酶活力的影响
。

影响膜流动性的因素很多
,

如磷脂组成的变化
,

脂肪酸组成的变化以

及胆固醇含量的变化等因素都直接影响到膜流动性闹
.
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表 2不同沮度驯养的鱼类肌肉线粒体膜脂肪破组成

16 : l

16 : 0

十六碳一烯酸甲醋

十六碳烷酸甲醋

十七碳烷酸甲醋

十八碳三烯酸甲醋

十八碳二烯酸甲醋

十八碳一烯酸甲醋

十八碳烷酸甲醋

二十碳四烯酸甲醋

二十碳三烯酸甲醋

二十碳二烯酸甲酷

二十碳一烯酸甲酷

二十碳烷酸甲酷

二十二碳六烯酸甲酷

1
.

41 35 1
.

8 30 9
。

6 6 8 9 2
.

1 1 9 7

1 4
.

8 1 8 0 4
。

0 21 2 1 2
.

6 8 36 9
.

1 1 2 3

17 :
0

18 : 3

18
:

2

1
.

2 25 9 2
.

6 7 9 0 5
.

8 20 47
.

0 5 5 7

2 3
.

6 9 9 1 31
。

4 4 48 26
.

0 38 2 2 4
.

1 59 4

18 : 1

1 8 :
0 9

.

5 37 5 3
。

6 21 8 8
.

7 9 7 2 7
。

2 328

0 2
:

4

20
:

32 2
.

0 0 47 1 5
.

298 5 1 0
.

20 7 39
。

4 37 6

0 2: 2

20
: l

20 : O

4
.

51 5 3 3
.

1 7 8 1 4
.

27 6 6 5
。

8 6 7 5

1
.

5 2 38 6
。

9 2 2 0 2 4 45
。

5 1 4 4

2 2 t6 1 2
.

1 9 6 5 2 4
。

00 21 8
.

8 0 8 6 8
.

8 9 9 4

3
.

27 7 7 2 3
.

8 2 32 1 0
.

6 4 3 31 0
。

1 0 8 1

6
.

1 34 35
.

6 26 1 0
.

5 1 6 1 0 4
.

50 8 4

不饱和脂肪酸/ 饱和脂肪酸

脂酸链平均长度
.

(U / S ) 2
.

7 2 5
。

1 8 2
。

6 0 2
,

4 4

1 9
。

0 8 C 2 0
.

4 6 C 1 9
.

1 6 C 1 9
.

3 O C

·

脂跳链乎均长度 L一习 (脂肪政破原于数 x 百分含女% ) / 1。。

胆固醇是线粒体内膜的一个重要结构成分
.

aD vi s
等 ( 19 8 0) 1[J 用核磁共振法研究温度和

胆固醇对 A ch of 即al 娜
。 al 记坛诫膜活性的影响

,

发现在 20 一 42 ℃的范围内
,

胆固醇的存在能

使膜脂分子的有序性增加
。

D e m el 等 ( 1 97 6 )阁认为胆固醇含量的变化影响到膜温度的适应

性
,

如膜的渗透性和膜结合酶的活力都会受到影响
.

但是
,

如果仅仅只有胆固醇含量的变

化
,

而膜的其它结构成分 (如磷脂的组成和脂肪酸的组成 ) 不发生变化
,

那么
,

膜的流动

性的改变是很有限的〔`门
.

实验表明
,

不同温度驯养的草鱼和鱿鱼的肌肉线粒体胆固醇含量

都发生了变化
,

10 ℃适应的鱼和 25 ℃适应的鱼相比
,

胆固醇含量均明显降低
。

这说明在低

温适应的绞鱼和草鱼 中
,

线粒体膜脂流动性也可能会有所增加
,

但增加的程度有多大
,

则

要依赖于膜脂的其它结构成分的变化情况
。

脂肪酸组成的变化是影响膜脂流动性的一个非常重要的因素
。

当环境温度下降时
,

广

温性鱼类膜脂肪酸组成发生变化
,

饱和脂肪酸比例下降
,

不饱和脂肪酸 比例增加
,

长链多

不饱和脂肪酸的含量也增加
。

这些变化直接影响到膜脂的结构状态
,

因为不饱和脂肪酸具

有较低的溶点
,

在单层膜结构中占据的位置 比其饱和的同源脂肪酸大
,

所以脂肪酸中不饱

和脂肪酸和多不饱和脂肪酸比例的增加
,

增加了膜双层组织的无序性
,

因而使膜的流动性
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增加川
。

低温适应的草鱼
,

其脂肪酸中不饱和脂肪酸比例上升
,

平均脂酞链长度增加
,

说明

草鱼在低温下其膜脂的流动性增加了
.

而歧鱼脂肪酸组成的变化甚小
,

说明鳗鱼肌肉组织

线粒体膜脂流动性的改变也是很有限的
.

综上所述
,

低温适应的草鱼肌肉组织线粒体
,

由于膜脂中多不饱和脂肪酸含量的增加
,

以及胆固醇含量降低
,

因而膜脂的流动性增加
.

鱿鱼肌 肉线粒体膜脂肪酸组成在不同温度

下变化不大
。

虽然胆固醉含量下降了
,

但由于胆固醉对膜脂流动性的影响是有限的
,

所以

鱿鱼线粒体膜脂流动性变化幅度也不大
.

这一结论与从 鱼类线粒体 A T p a se 的 A r r h en iu s 图

折点温度所得出的结论是一致的 llt
.

在鲤鱼中也发现了和我们在草鱼中所发现的情况相同

的结果 [ 1。一 j
.

膜脂流动性的变化
,

直接影响到酶的催化能力
.

iK m m el be sr ( 19 7 2) 认为 〔 , , 〕
,

在金鱼的

温度适应过程中
,

细胞色素氧化酶 .t] 和耽拍酸脱氢酶〔川活力的变化是适应性
“

趋枯甘效应
,

受膜脂流动性的影响
.

c二 isn 等 ( 1 9 87 ) t 们指出
,
APT 。 的动力学特性对膜有序性的改变是敏

感的
。

当环境温度降低时
,

鱼类通过各种不同的机制增加膜的流动性
,

以补偿温度下降对

酶活力的影响
。

膜结构调节机制对于有机体的低温适应是很重要的
.

他们研究了几种动物

的膜流动性和 Na 一 K A T aP , 的性质之后得出结论说
,

从鱼类
、

鸟类到哺乳类的 A T aP se 性

质的差异是由膜有序性的适应性调节引起的
,

而很可能与蛋白质的一
、

二级结构的差异无

关
.

草鱼等广温性鱼类在低温环境中具有调节膜脂组成的能力
,

通过膜脂组成的变化来改

变膜的结构
,

以保证大部分醉在低温下行使正常的功能
.

而蛟鱼的这一调节机制还不完善
,

当环境温度下降时
,

膜的流动性降低
,

使酶的催化能力受到压抑
,

从而影响到整个有机体

的新陈代谢能力
。

当温度下降到一定程度时 (7 ℃以下 )
,

就会导致机体的损伤和死亡
.

绞

鱼脑乙酞胆碱酷酶随着水温的下降而酶活力降低 z1[ 可能也与其膜脂流动性的下降有关
.

因

此
,

我们认为
,

绞鱼膜结构调节功能的缺陷是鱿鱼不能耐受低温的一个很重要 的因素
.
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