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摘要    本研究旨在探讨热应激对银鲫(Carassius auratus gibelio)生化指标及肝脏 HSP70 mRNA 表

达的影响，选取平均体重为(72.8±10.1) g 的银鲫，分别在热应激前(25℃，对照组)、热应激后(32℃，

0 h、2 h、6 h、10 h)和恢复适温后 6 h (25℃，恢复组)的条件下，测定机体血浆乳酸(LD)、血浆葡

萄糖(Glu)、肝糖原(Gly)、己糖激酶(HK)、丙酮酸激酶(PK)和肝脏 HSP70 mRNA 表达量变化。研究

表明，实验组乳酸含量从热应激开始至恢复期，差异始终不显著(P>0.05)；实验组血浆葡萄糖水平

在热应激后 0 h、2 h、6 h，极显著高于对照组(P<0.01)；实验组肝糖原水平在热应激 0 h 时，极显

著高于对照组(P<0.01)，其余时间点差异不显著(P>0.05)；己糖激酶活力在热应激后 2 h，显著高于

对照组(P>0.05)；丙酮酸激酶活力在热应激后 6 h，极显著高于对照组(P<0.01)；热应激后 2 h，肝

脏中 HSP70 mRNA 表达量达到最高(P<0.01)，恢复至适温后，表达量与应激前无差异(P>0.05)。本

研究为进一步探究银鲫的高温应激作用机制及调控机理提供参考数据，同时，也为银鲫养殖和育种

等生产实践提供相应参考依据。 
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应激是一种常见的动物生理状态，是动物机体对

外界环境或自身内部产生异常刺激时做出的各种生

理应答反应的总和(李红军等, 2006)。生活在水中的

鱼类，容易受到水环境变化的刺激，主要的环境因子

包括水温、溶解氧、盐度、氨和重金属离子等，其中，

水温是重要的因素之一。当养殖环境的温度高于或低

于最适生长温度时，会引起一系列的生理或病理变

化，导致血液中各项生理生化指标改变，此时，可通

过测定生化指标来反映机体代谢和健康状况(宁军号

等, 2017)。温海深等(2016)研究发现，急性高温胁迫

可以引起许氏平鲉(Sebastes schlegelii)机体血清中的

皮质醇、葡萄糖和蛋白等指标变化。邵彦翔等(2017)

发现，水温变化会引起云龙石斑鱼 (Epinephelus 

moara♀×Epinephelus lanceolatus♂)血清总胆固醇和
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葡萄糖等指标变化。何福林等(2007)研究发现，水温

变化会使虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的红细胞、血红

蛋白和血糖等指标改变。黄正澜懿等(2016)研究发现，

热应激会引起齐口裂腹鱼(Schizothorax prenati)髓过

氧化物酶和谷草转氨酶等的改变。热激蛋白 (Heat 

shock proteins, HSPs)是一类在进化上高度保守的蛋

白，广泛存在于生物体中。研究表明，应激诱导表达

热应激蛋白与生物体的适应能力有重要的相关性

(刘秀荣 , 2015; 生安志等 , 2016)。热休克蛋白 70 

(HSP70)，作为目前研究最广泛的和最保守的一族热

休克蛋白(Basu et al, 2002)，能在应激情况下迅速合

成，并对应激产生保护耐受作用(Morimoto, 1993)。

近年来，鱼类 HSP70 在各种应激条件下的表达情况

受到广泛关注。 

银鲫(Carassius auratus gibelio)，俗称鲫瓜子或红

鲫，鲫的近缘亚种。隶属于鲤形目(Cypriniformes)、

鲤科(Cyprinidae)(马波等, 2013)，是一种重要的经济

鱼类，主要分布于欧、亚大陆的温带水域，其经济性

状、适应能力都优于鲫鱼(Carassius auratus)。目前，

银鲫在我国养殖范围广，市场需求旺盛、价格稳定、

养殖效益明显。在生产实践中，鱼类应对环境胁迫如

高温、高密度、缺氧和细菌等的能力存在种间特异性。

本研究分析了持续热应激对银鲫血浆葡萄糖、血浆乳

酸等生化指标及 HSP70 mRNA 表达的影响，旨在为

探究银鲫高温应激作用机制及调控机理提供参考数

据，为进一步探究鱼类应激研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与设计 

实验动物购自重庆市荣昌区双河鱼技中心，挑选

体格健康、大小均匀的银鲫 300 尾，平均体重为(72.8± 

10.1) g。用 4%的食盐水浸泡 10 min 后，随机平均放

入 6 个已消毒的室内玻璃缸(130 cm×55 cm×55 cm)

内，暂养驯化 1 个月，水温为(25±1)℃，饲料采用通

威 152 饲料(粗蛋白 32%)，每天投喂 2 次(09:00 和

17:00)。 

1.2  实验设计及样品采集 

本研究设置(25±1)℃的常温对照组、(32±1)℃的

高温热应激实验组和(25±1)℃的高温热应激后恢复

至常温的实验组，每组设 3 个重复，每个重复 50 尾

鱼。实验期间，于 25℃随机选取 4 尾鱼作为空白对

照，3 个实验缸采用加热棒 (加热棒的最高温度为

32 )℃ ，以 3 /h(℃ 经过预实验表明，3 个加热棒每小时

能提高 3 )℃ 的升温速度使水温升至 32℃，在温度达

32℃后(温度保持在 32℃不变)的 0 h、2 h、6 h、10 h，

每个缸各采集 4 尾鱼作为不同时间点的热应激组，3 个

实验缸中剩余样本快速使用冰袋降温至 25℃，6 h

后，从每个缸中随机取 4 尾作为恢复组。采样时，将

鱼投入浓度为 40 mg/L 的丁香酚水溶液快速深度麻

醉，静脉取血，置于有肝素抗凝剂的 EP 管中，4℃、

3000 r/min 离心 10 min，制备血浆，收集上清液，保

存于80℃。采血后解剖，取约 100 mg 肝胰脏，冻存

于液氮中。 

1.3  生化指标的测定方法 

取80℃保存的血浆，使用南京建成生物工程研

究所试剂盒，比色法测定乳酸浓度、己糖激酶活力和

丙酮酸激酶活力；葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法测定

血浆葡萄糖浓度；蒽酮法测定肝糖原含量。 

1.4  实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)  

1.4.1  RNA 提取及反转录    Trizol法提取总 RNA，

用紫外分光光度计确定 RNA 浓度及 OD 值，通过琼

脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性。参照反转录试剂盒

说明书(TaKaRa, 大连)进行反转录。 

1.4.2  引物设计与合成    银鲫与鲫鱼具有高同源

性，依据 GenBank 公布的鲫鱼 HSP70 (GenBank 序列

号为 AB092839.2)和 β-actin mRNA 全序列(GenBank

序列号为 AB039726)，使用软件 Primer 5.0 设计

qRT-PCR 引物：HSP70 F，5-TGATGGAGGGAAGCC-

GAAAG-3；HSP70 R，5-GAAATAGGCAGGAACTG-

TGAT-3；β-actin F，5-ATGCGGAAACTGGAAAGG- 

3；β-actin R，5-TGAGGGCAGAGTGGTAGA-3。引

物由华大基因科技股份有限公司合成。 

1.4.3  qRT-PCR 反应    采用 SYBR Green (TaKaRa,

大连)染料法，参照荧光定量说明书(Bio-Rad)进行。

对 PCR 产物进行熔解曲线分析，同时，PCR 产物 1%

琼脂糖凝胶电泳检测引物特异性。以 1 个样品的

cDNA 为模板，进行 10 倍梯度稀释，分别取每个数

量级稀释液 2 μl 作为模板进行 qRT-PCR。反应体系为

(25 μl)：Premix Ex Taq (2×)，12.5 μl；上下游引物各

为 0.5 μl；无菌水 9.5 μl；cDNA 模板 2 μl。反应程序：

95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火 30 s，72℃

延伸 30 s，共 45 个循环。每个样品设 3 个重复，以

β-action 为内参基因，采用 2‒ΔΔCt 法计算相对表达量。 

1.5  数据统计分析 

实验中所涉及的数据均用平均值±标准差(Mean± 



第 6 期 周朝伟等: 热应激对银鲫生化指标和 HSP70 mRNA 表达的影响 67 

 

SD)表示，采用 SPSS 21.0 软件处理实验数据。在经

过方差同质性检验后，使用单因方差分析(One-way 

ANOVA)对数据进行分析，P<0.05 为差异显著，

P<0.01 为差异极显著。 

2  结果 

2.1  热应激对血浆乳酸的影响 

热应激后 0 h，血浆中乳酸含量升高并达最大值

(图 1)，随着时间的增加，乳酸含量在热应激后 2 h、

6 h、10 h 逐渐降低，10 h 时，乳酸含量显著低于热

应激后 0 h (P<0.05)，恢复适温 6 h 后，恢复组血浆乳

酸含量与对照组差异不显著(P>0.05)。 
 

 
 

图 1  热应激对血浆乳酸含量的影响 
Fig.1  The effects of heat stress on the content of lactic acid 

不同小写字母代表差异显著(P<0.05)， 

不同大写字母代表差异极显著(P<0.01)，下同 
Different lowercase letters mean significant difference  

(P<0.05), different capital letters mean highly  
significant difference(P<0.01), the same as below 

 
 

2.2  热应激对血浆葡萄糖的影响 

与对照组相比，热应激后 0 h、2 h、6 h 和 10 h

的血浆葡萄糖含量升高(图 2)，且在 0 h、2 h 和 6 h

极显著高于热应激前(P<0.01)，恢复至适温 6 h 后，

恢复组血浆葡萄糖含量与对照组差异不显著(P>0.05)。 

2.3  热应激对肝糖原的影响 

热应激后 0 h，肝糖原含量极显著高于对照组

(P<0.01)；热应激后 2 h 和 10 h 低于热应激后 0 h，差

异极显著(P<0.01)，但与对照组无显著差异(P>0.05)。

恢复至适温 6 h 后，肝糖原含量低于对照组，但差异

不显著(P>0.05) (图 3)。 
 

 
 

图 2  热应激对血浆葡萄糖含量的影响 
Fig.2  The effects of heat stress on the content of glucose 

 

 
 

图 3  热应激对肝糖原含量的影响 
Fig.3  The effects of heat stress on the content of glycogen 

 

2.4  热应激对己糖激酶活力的影响 

己糖激酶活力在热应激后 2 h 达到最大值(图 4)，

显著高于应激前(P<0.05)；热应激后 6 h，仍显著高于

对照组(P<0.05)。恢复后 6 h，恢复组己糖激酶活力与

对照组差异不显著(P>0.05)。 

2.5  热应激对丙酮酸激酶活力的影响 

热应激处理后，丙酮酸激酶活力呈下降趋势  

(图 5)。热应激后 2 h，丙酮酸激酶活力低于对照组， 
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图 4  热应激对己糖激酶活力的影响 
Fig.4  The effects of heat stress on hexokinase activity 

 

 
 

图 5  热应激对丙酮酸激酶活力的影响 
Fig.5  The effects of heat stress on pyruvate kinase activity 

 
但差异不显著(P>0.05)，而后逐渐升高，在热应激后

6 h 达到最大值，极显著高于对照组(P<0.01)；恢复适

温 6 h 时，恢复组丙酮酸激酶活力低于对照组，且差

异极显著(P<0.01)。 

2.6  热应激对肝脏中 HSP70 mRNA 表达量的影响 

银鲫遭受热应激时，肝脏中 HSP70 mRNA 表达

量升高(图 6)，热应激 2 h 后表达量达到最高，为对照

组的 1.96 倍，差异极显著(P<0.01)，热应激 6 h 后仍

极显著高于对照组(P<0.01)；恢复适温 6 h 后，恢复

组 HSP70 mRNA 表达量略高于对照组，但差异不显

著(P>0.05)。 

 
 

图 6  热应激对银鲫 HSP70 mRNA 表达的影响 
Fig.6  The effect of heat stress on HSP70 mRNA  

expression in C. auratus gibelio 
 

3  讨论 

3.1  热应激对银鲫血浆生理指标的影响 

乳酸是机体无氧代谢的产物(邹思湘, 2012)，本

研究中，热应激后，银鲫的血浆乳酸含量先升高，后

逐渐降低，说明机体在热应激后首先会进行无氧运

动，然后机体进行自身代谢调整，减缓无氧运动，   

刘凤华等(2002)对仔鸡(Gallus gallus)的研究结果也

支持这一论点。另外，热应激初期，银鲫运动较为剧

烈，随后逐渐平静，此时，乳酸浓度也随运动剧烈程

度先升高后降低，说明鱼类血浆乳酸的浓度与其应激

后的活动强度有关 (Fanouraki et al, 2011)，这与

Vijayan (1992)和 Vijayan 等(1997)对应激条件下莫桑

比克罗非鱼( Oreochromis spp)和虹鳟的研究结果一

致。应激反应是一种耗能过程，会导致血浆葡萄糖水

平的变化，因此，葡萄糖水平常被作为可靠的生理应

激指标之一(Silbergeld, 1974; Sun et al, 1992)。热应激

处理后，乳酸含量升高时，糖原降低；接着乳酸含量

降低，血浆葡萄糖含量增加；随后肝糖原降低，葡萄

糖继续升高，说明鱼类机体代谢水平易受外界温度的

影响，随着温度的升高，银鲫体内物质代谢逐渐加快，

导致糖的利用率加快，糖原等转化成葡萄糖的速率也

加快，从而使得血浆葡萄糖的浓度显著升高，此研究

结果与 Hyndman 等(2003)的研究结果一致。随着热应

激时间延长，血浆葡萄糖含量逐渐降低，机体代谢虽

减缓但仍在继续，这是由于垂体肾上腺皮质激素

(ACTH)能对热应激生理过程起到一定的调节作用 

(王启军等, 2006)，如糖异生作用加强，维持血浆葡萄
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糖恒定。同时，肝糖原表达量在热应激后先降低再升

高，最后逐渐降低，说明肝糖原是应激过程中的重要

能量物质。热应激后，肝糖原含量降到最低时，血浆

中葡萄糖却显著升高，说明糖原是鱼体内糖的主要储

存形式，是鱼类应激反应的重要能量来源，应激后，

鱼体可通过分解肝糖原来提供血糖，Wendelaar Bonga 

(1997)对热应激后鱼类机体的研究也与上述结论相符。 

己糖激酶和丙酮酸激酶是糖酵解反应过程中的

关键酶，其活性的变化对机体血糖水平具有重要影

响，己糖激酶和细胞膜上葡萄糖转运蛋白功能相互偶

联，影响机体细胞内葡萄糖流量和代谢(Allert et al, 

1991)。丙酮酸激酶可通过调节细胞中 ATP、ADP 和

糖酵解的中间产物，来控制糖酵解速率 (邹思湘 , 

2012)。机体内主要供能的是葡萄糖，并且葡萄糖的

流量与己糖激酶活力紧密相关(Allert et al, 1991)，本

研究结果显示，热应激后 0~2 h，己糖激酶活力与葡

萄糖含量都显著增加(P<0.05)，变化趋势几乎一致，

说明热应激后，机体通过己糖激酶的刺激提高血糖的

流量来满足机体的需要，机体葡萄糖的大量消耗，通

过糖异生作用来补充。本研究中，热应激后 2 h，银

鲫的己糖激酶活力达到最高水平，糖酵解作用加剧，

糖异生作用抑制，以维持机体的血糖水平，满足代谢

的需要，说明银鲫葡萄糖水平是通过糖酵解和糖异生

这 2 个相对立的过程来保持的，Metón(2003)对金头

鲷(Sparus aurata)的研究也支持这一论点。 

丙酮酸激酶(PK)在糖酵解过程中能够起到关键

作用(郭彪等, 2008)，本研究中，丙酮酸激酶活力在

热应激后先降低后升高，说明随着应激时间的增加，

耗氧率也会升高，机体供氧不足，糖酵解作用加强。

热应激 6 h 时，丙酮酸激酶活力显著高于对照组，这

是由于机体的代谢活动减慢，糖酵解作用降低，氧化

磷酸化作用加强，致使丙酮酸激酶活力下降，这与郭

彪等(2008)对对虾的研究结果一致。恢复组的丙酮酸

激酶活力显著低于对照组(P<0.01)，是由于糖酵解作

用抑制太大，机体受影响较大，而酶活力的恢复是一

个漫长的过程，所以丙酮酸激酶活力无法迅速恢复至

正常值。 

3.2  热应激对肝脏中 HSP70 mRNA 表达量的影响 

本研究中，热应激后 HSP70 mRNA 表达量显著

增加，并在 2 h 后达到最高，应激后 6 h 和 10 h，表

达逐渐降低，恢复后表达量与对照组无差异，此变化

趋势与此前报道的其他水生生物研究结果一致，如：

鲫鱼在应激后 1 h HSP70 mRNA 表达量有所升高，4 h

时达到最高值后逐渐降低，48 h 降至最初值(苏岭等, 

2010)；34℃持续 24 h 热应激团头鲂(Megalobrama 

amblycephala)肝脏中 HSP70 mRNA 相对表达量呈先

上升后降低的趋势(Ming et al，2010)；地中海贻贝

(Mytilus edulis)在 35℃热激 1 h，16℃恢复 3 h 后，消化

腺 HSP70 mRNA 的含量达到最大值，随后 5~24 h 内

逐渐减少(Franzellitti et al, 2005)；虹鳟 RTG-2 细胞在

28℃持续应激 24 h 后，2 种 HSP70 mRNA 的表达量

均呈现先上升后降低的趋势，应激后 3 h 表达量达最

大 值 ( 王 艳 妮 等 , 2015) ； 大 正 三 色 锦 鲤 (Taisho 

sanshoku)32℃应激后 2 h 和 26 h，HSP70 mRNA 的相

对表达量与应激前相比显著上升，应激后 6~22 h，相

对表达量与应激前无显著差异 (P>0.05)(张崇英等 , 

2012)。以上结果说明，调节热应激蛋白的表达量是

机体细胞应对热应激的反应之一(曲凌云等, 2005)，

瞬时热刺激诱导机体内变性蛋白、异常蛋白量增加，

正常状态的蛋白平衡被打破，从而引发一些维持正常

生命功能的酶活减弱甚至丧失。HSP70 基因通过相关

途径的调节，细胞中 HSP70 mRNA 含量升高，表达

的蛋白增加。作为“分子伴侣”，HSP70 结合变性蛋白

折叠、装配中的中间产物，促进多肽链向天然构象转

变，修复应激给机体带来的损害。应激后恢复时间增

长，蛋白质变性现象减少，HSP70 的表达量回落。

HSP70 mRNA 表达受热应激调节，从而保护机体内部

功能不受损伤。另有学者指出，HSP70 具有高度保守

的序列和在受胁迫后能够大量表达的特性，使其可能

成为一种诊断鱼类生理状态的生物指标(祝璟琳等 , 

2007)。 

综上所述，热应激会引起银鲫强烈的应激反应，

血浆中乳酸含量、葡萄糖含量、肝糖原含量、己糖激

酶活力和丙酮酸激酶活力先升高后恢复，表明机体通

过调节以上指标对抗热应激。热应激下 HSP70 基因

的表达受热应激调节，诱导表达的 HSP70 使机体具

备一定的高温耐受力，对应激起到一定的保护作用。

本研究为了解银鲫抗热应激的调控机理提供一定的

参考数据，为研究抗热应激预防措施等提供新的思路。 
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Effects of Heat Stress on Biochemical Indices and HSP70 mRNA  
Expression in Gibel Carp (Carassius auratus gibelio) 

ZHOU Chaowei#①
, HU Xuwen#, LEI Luo, LIU Xiaoqing, REN Shengjie, YANG Minmin,  

CAO Gaoxiang, CHEN Guoliang, DENG Xingxing, LI Yan, LI Lukuan 
(Department of Fisheries, College of Animal Sciences, Southwest University, Chongqing  402460) 

Abstract    The aim of the present study was to assess the effects of heat stress and recovery on 
biochemical indices and HSP70 mRNA expression in gibel carp (Carassius auratus gibelio). The fishes 
were selected as experimental animals with an average weight of (72.8±10.1) g under laboratory 
conditions. Samples used to determine lactic acid (LD) content, glucose (Glu) content, glycogen (Gly) 
content, hexokinase (HK) activity, pyruvate kinase (PK) activity, and HSP70 mRNA expression were 
obtained before heat stress (25 , the control group), 0, 2, 6, and 10 h after stress (32 ), and heat stress ℃ ℃

recovery (25 , HSR), respectively. The results reve℃ aled no significant difference in LD content 
compared with that in the control group (P>0.05). Glu content was significantly increased at 0, 2, and 6 h 
(P<0.01). Gly was significantly increased at 0 h (P<0.01). HK activity was significantly increased at 2 h 
(P<0.01). PK activity significantly increased at 6 h (P<0.01). Meanwhile, the highest HSP70 mRNA 
expression was observed at 2 h under heat stress (P<0.01). Following HSR (25 , 6 h), the ℃ HSP70 mRNA 
expression level recovered to the pre-stress levels (P>0.05). The results provide basic data for research on 
the mechanism of high temperature adaption in gibel carp, as well as a scientific basis for acute 
temperature change in aquaculture and breeding. 
Key words    Carassius auratus gibelio; Heat stress; Biochemical indices; HSP70 
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