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摘要    鱼类作为水生变温动物，围栏圈养环境海水温度的突变会对其机体正常的生理活动产生显

著影响。本研究以 2 种规格斑石鲷(Oplegnathus punctatus)为实验对象，分析了急性高温(32℃)胁迫

后 1、3、6 h，恢复正常温度(25℃)后 6 h 和 12 h 时，其呼吸频率、血清中葡萄糖(GLU)和皮质醇(COR)

含量、血液中红细胞(RBC)和白细胞(WBC)数目、血红蛋白(HGB)含量、红细胞积压(HCT)以及肝脏

热休克蛋白(hsp70、90) mRNA 表达量的变化。结果显示，32℃高温条件下，2 种规格斑石鲷呼吸

频率呈先升高后降低的变化趋势，其中，50 g 和 200 g 斑石鲷分别在 0.3 h (20 min)和 1 h 时呼吸频

率达最高值(P<0.05)。2 种规格斑石鲷 COR 和 GLU 浓度皆呈先升高后降低的变化趋势，50 g 斑石

鲷 COR 浓度在 1 h 时显著高于其他处理组(P<0.05)，GLU 浓度在 6 h 时显著高于其他处理组

(P<0.05)；200 g 斑石鲷 COR 浓度在 1 h 时显著低于 50 g 斑石鲷血清 COR 浓度(P<0.05)，恢复 6 h

后，COR 浓度与对照组相比无显著差异(P>0.05)，GLU 浓度在高温胁迫期间一直处于较高水平，

恢复 12 h 时与对照组相比无显著差异(P>0.05)。高温胁迫过程中，50 g 斑石鲷 WBC、RBC、HGB

含量呈先上升后下降的趋势，200 g 斑石鲷 WBC、RBC、HCT 处理组与对照组相比无显著差异

(P>0.05)，HGB 含量呈先上升后下降的趋势，3 h 时显著高于对照组(P<0.05)。高温诱导 2 种规格

斑石鲷肝脏组织中 hsp70 和 hsp90 mRNA 表达量皆呈先上升后下降的趋势，hsp70 和 hsp90 mRNA

表达量分别在 3 h 和 1 h 达到最高(P<0.05)。上述指标在恢复正常温度(25℃) 12 h 后，恢复至正常水

平，同对照组无显著差异(P>0.05)。综上，急性高温刺激显著增加了 2 种不同规格斑石鲷的呼吸频

率、COR 和 GLU 含量，上调了肝脏 hsp70 和 hsp90 mRNA 表达，小规格的斑石鲷应对高温胁迫具

有更强适应调节能力。相关结果为斑石鲷大型围栏养殖提供了有效数据支撑，同时也为进一步阐明

斑石鲷高温耐受调控机制奠定了基础。 
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温度是影响水生生物生长和存活的重要环境因

子之一，鱼类作为水生变温动物，温度的突变会对其

机体正常的生理活动产生显著的影响 (许友卿等 , 

2010; 龙华, 2005; 杨凯等, 2020)。鱼类种属多样，其

对温度耐受的生理阈值既存在种属间差异，又受到生

存环境的影响。一般而言，温水性鱼类具有较高的耐

高温性能，而冷水性鱼类则获得了较强的抗低温能

力，对高温变化反应敏感。冷水性鱼类如虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)、小黄鱼(Larimichthys polyactis)

在较高的温度环境下，生长发育受到抑制，甚至引起

死亡，而温水性鱼类具有更强的耐高温能力(龙华 , 

2005; 南鸥, 2017)。鱼类经过环境适应性进化和定向

选育，可获得更为宽泛的高温耐受范围。马爱军等

(2012)对冷水型鱼类大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)

进行了 2 代选育，发现耐高温家系筛选后的选育二代

耐温性比选育一代提高了 1~2℃。卢钟磊等(2007)进

行牙鲆(Paralichthys olivaceus)耐高温辅助选育，显著

提升了其后代耐温能力，同时在黄锡鲷(Rhabdosargus 

sarba) 、 鲢 (Hypophthalmichthys molitrix) 、 草 鱼

(Ctenopharyngodon idellus)和尼罗罗非鱼(Oreochromis 

niloticus)等鱼中进行耐高温研究(Deane et al, 2005; 

何珊等, 2009)。大量研究表明，高温胁迫引起鱼类血

液皮质醇(COR)、葡萄糖(GLU)等生理生化指标发生

显著改变，进而影响机体正常生理状态(文鑫, 2019; 

刘波, 2012; 强俊等, 2012)。同时，热休克蛋白(heat 

shock proteins, HSPs)作为一种重要的分子伴侣蛋白，

广泛参与了热应激诱导的分子调控网络，其中，hsp70

和 hsp90 在维持氨基酸三级结构正常有序折叠，在清

除受损而无法修复蛋白过程中发挥重要作用(Jia et al, 

2020; Meakin et al, 2014)，大量表达的 hsp70 和 hsp90

可增强细胞对热应激的耐受性，提高细胞的存活率，

避免机体遭受损害 (Lombard, 2010; Genest et al, 

2019)。 

斑石鲷(Oplegnathus punctatus)主要分布于中国、

朝鲜和日本的温热带海域。斑石鲷不仅体态优美，而

且肉质鲜美、营养价值和药用价值极高，其生长速度快，

抗逆性强，适温范围为 22~28℃，生存水温为 6~32℃，

是一种具有养殖前景的优良经济鱼类 (尤宏争等 , 

2015; 张宏祥等, 2020)。2014 年，山东莱州明波水产

有限公司与中国科学院海洋研究所、中国水产科学研

究院黄海水产研究所合作成功培育出批量斑石鲷苗

种，填补了我国斑石鲷苗种繁育的空白。围栏养殖是

指利用网衣、桩柱、绳链等先进工程设施在开放水域

圈围形成较大水域空间，既能保持水域生态系统相对

稳定，又能符合可持续发展要求，是鱼类等水产经济

动物的一种重要的养殖方式，是人类主动定向利用海

洋生物资源、拓展海洋水产业发展空间的重要途径之

一，具有养殖效益好与产品品质高等优势，是目前深

远海养殖的主要模式之一(周文博等, 2018)。邹国华等

(2021)研究发现，围栏养殖模式下大黄鱼(Larimichthys 

crocea)品质更优，且市场售价更高。目前，在我国北

方黄渤海海域，由于北方冬季严寒，海域水温低，斑

石鲷需要在秋末冬初由围栏转运至工厂化车间进行

越冬保育，待到来年春末夏初水温升高再转运至外海

围栏进行陆海接力养殖。前期研究发现，大规格斑石

鲷经过围栏养殖获得了较高存活率和生长性能，同

时，其生理状态得到显著提升(Jia et al, 2021)。斑石

鲷在围栏养殖过程中，需要经历夏季高温，海水温度

过高会导致其摄食减少、抗病力下降，且水温的上升

有利于病原微生物生长和传播，诱导疾病的发生。目

前，有关斑石鲷耐高温研究尚未有系统报道，在高温

胁迫过程中相应生理生化反应和响应机制也尚不明

确。基于此，本研究选取 2 种不同规格斑石鲷，以围

栏养殖海域夏季最高温度为上限，通过陆基生态模拟

实验，查明其在急性高温胁迫下呼吸频率变化规律，

分析其血液生理生化指标和肝脏中 hsp70、hsp90 

mRNA 的表达变化，以期为斑石鲷围栏高效养殖提供

技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与设计 

通过水质监测仪(Aqua TROLL 500, 美国)实时

监测围栏养殖海域水温度变化，每小时监测 1 次，温

度实时上传到后台数据库中，统计 6—10 月围栏海域

温度变化。夏季海水最高温度为(31.570.57)℃(图 1)，

基于此，本实验温度上限选择 32.0℃。实验在山东烟

台莱州明波水产有限公司进行，小规格斑石鲷体重为

(45.56±5.29) g，大规格斑石鲷体重为(183.65±15.99) g，

实验前在养殖水桶(桶径 80 cm，桶深 75 cm，体积

0.4 m3)暂养 2 周，养殖水温为(25.0±0.5)℃，盐度为

32，pH 为 7.5±0.2，溶解氧浓度>7.00 mg/L，氨氮浓

度<0.1 mg/L，暂养期间正常投喂。正式实验前，禁

食 24 h。预实验发现，32℃处理 6.5 h 后，2 种规格

斑石鲷呼吸频率基本稳定，本实验以 25℃为对照组，

32℃为实验组，2 种规格斑石鲷进行 2 次实验，每次

设置 1 个对照组(0 h)和 5 个实验组，实验组分别为高

温处理 1、3、6 h 和高温处理 6 h 恢复至正常水温 25℃

后 6 h (R6)、12 h (R12)，每组设 3 个平行，共 18 个养

殖水桶，每桶放置 10 尾鱼，利用热电厂余热通过管道
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将循环水储水池温度升高至 32℃，将水通入养殖水桶，

5 min 后水温维持在(32.0±0.5)℃。高温处理 1、3 和 6 h

后，调整管道加热系统，20 min 内将水温逐渐调整恢

复至 25℃，恢复 25℃后 6、12 h 时每桶各选取 3 尾

鱼，实验期间保持溶氧充足。具体温度应激和恢复试

验操作见图 2。 
 

 
 

图 1  围栏养殖海域海水温度变化 
Fig.1  Changes of sea water temperature in  

offshore aquaculture net pen 

 

 
 

图 2  斑石鲷高温应激和恢复实验示意图 
Fig.2  Scheme of thermal stress and recovery  

experiment in spotted knifejaw 
 

1.2  样品采集 

预实验发现，在高温胁迫 30 min 内，斑石鲷出

现显著的呼吸运动行为变化，实验开始前期每隔

10 min 采用宋文华等(2012)的实验方法，记录其 10 s

内的呼吸次数，鱼体稳定后期每隔 30 min 观察鱼的

呼吸频率，即每分钟鱼鳃的呼吸次数，并及时观察鱼

的状态，记录在高温环境下不同时间的呼吸频率、异

常行为及存活状态。采用浓度 200 mg/L 的 MS-222 将

实验鱼快速深度麻醉，使用 1 mL 一次性注射器对麻

醉处理过的斑石鲷进行尾静脉采血，血样分为 2 份，

一份直接用于检测白细胞(white blood cell, WBC)、红

细胞 (red blood cell, RBC)、血红蛋白 (hemoglobin, 

HGB)和红细胞积压(hematocrit, HCT)；一份静置 1 h

后在 4℃下以 3000 r/min 速率离心 10 min，收集血清

放于–20℃冰箱保存，检测葡萄糖和皮质醇含量。取

肝、鳃组织存于 RNAStore (TIANGEN)备用，检测热

休克蛋白(hsp70、hsp90)的表达。 

1.3  测定指标与方法 

1.3.1  血液生理生化指标测定    斑石鲷血清皮质

醇采用上海酶联生物研究所酶联免疫吸附试剂盒

(ELISA, ml024863)进行检测。葡萄糖测定试剂盒

(F006-1-1)购自南京建成有限公司，采用微板法进行

测定。斑石鲷血液学指标使用迈瑞全自动血液细胞分

析仪(BC-2800vet)进行监测，包括 WBC、RBC、HGB、

HCT 数据。 

1.3.2  肝脏 hsp70、hsp90 mRNA 表达    根据本研

究团队对斑石鲷进行全基因组测序所得序列设计引

物(表 1)，选用 β-actin 作为内参，所有引物由生工生

物工程(上海)有限公司合成，采用 Trizol 试剂(GIBCO- 

BRL, 美国)提取斑石鲷肝脏组织 RNA，采用 1%琼脂

糖凝胶电泳和 NanoDrop2000 超微量分光光度计对总

RNA 的质量和浓度进行分析。每个样本的总 RNA  

(1 μg)通过带有消除 cDNA 的 PrimeScriptTMRT 试剂

盒进行反转录(TaKaRa Biotech)。所得 cDNA 用无菌

去离子水稀释 10 倍(1∶10)。使用 Applied Biosystems 

7500 型实时荧光定量 PCR 仪进行 qRT-PCR。总反应

体积为 20 μL，包括 10 μL SYBR® Premix Ex Taq Ⅱ

(TaKaRa Biotech)、2 μL cDNA 样本、0.8 μL 正向/反

向 PCR 引物(10 μmol/L)、0.4 μL ROX 染料(50×)引物

和 6 μL 无核酸酶水。反应程序：95℃ 30 s，然后 95℃ 

10 s，60℃ 30 s，40 个循环。每个实验中还包括无

cDNA 的阴性对照。 

1.4  数据处理 

实验数据利用 SPSS 18.0 软件进行数据分析，采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)和双因素方差

分析(two-way ANOVA)，用 LSD 和 Duncan′s 多重比

较进行组间差异比较，P<0.05 时表示差异显著，实验

结果用平均值±标准误(Mean±SE)表示。 
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表 1  实时荧光定量 PCR 引物 

Tab.1  Quantitative real-time PCR primers 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 扩增长度 Product size /bp 扩增效率 Amplification efficiency /%

hsp70-F GAGGTCAGGACTTCAGCCAGAGG 

hsp70-R TGGGTTGGAGGGTGAGGTTGAG 
147 95.4 

hsp90-F GGTGTGGTGGACTCCGAGGAC 

hsp90-R TGCGAATGACCTTGAGGATCTTGC 
115 96.5 

β-actin-F GCTGTGCTGTCCCTGTA 

β-actin-R GAGTAGCCACGCTCTGTC 
82 94.8 

 

2  结果与分析 

2.1  急性高温胁迫对斑石鲷呼吸频率的影响 

32℃高温条件下，2 种规格斑石鲷呼吸频率呈先

升高后降低的变化趋势，其中，50 g 斑石鲷 0.3 h 

(20 min)时呼吸频率达最高值(P<0.05)，随后显著降

低，2 h 后趋于平稳。200 g 斑石鲷呼吸频率呈梯度性

变化趋势，高温胁迫期间呼吸频率一直维持在较高水

平，0.3 h (20 min)时显著升高，1 h 时呼吸频率达最

高值(P<0.05)，随后显著下降(P<0.05) (图 3)。 

 

 
 

图 3  2 种规格斑石鲷呼吸频率变化 

Fig.3  Changes of respiratory frequency in  
two sizes of spotted knifejaw 

不同小写字母表示显著性差异(P<0.05, n=10)。下同。 
The significant differences are shown in different lower-case 

letters (P<0.05, n=10). The same as below. 
 

2.2  急性高温胁迫对斑石鲷血清皮质醇和葡萄糖水

平的影响 

2 种规格斑石鲷 COR 含量皆呈先升高后降低的

变化趋势(图 4A)，高温处理 1 h 后显著升高(P<0.05)。

其中，50 g 斑石鲷 COR 浓度 1 h 时显著高于其他处

理组(P<0.05)，200 g 斑石鲷 COR 浓度在 1 h 时显著

低于 50 g 斑石鲷血清 COR 浓度(P<0.05)，恢复 6 h

后，COR 浓度与对照组相比无显著差异(P>0.05)。且

2 种规格斑石鲷血清 COR 含量受鱼体规格、时间以

及时间与鱼体规格交互作用的显著影响(P<0.05)。 

2 种规格斑石鲷 GLU 浓度皆呈先升高后降低的

趋势(图 4B)。其中，50 g 斑石鲷 GLU 浓度 6 h 时显

著高于其他处理组(P<0.05)，恢复 6 h 时与对照组无

显著差异(P>0.05)。相较于 50 g 斑石鲷，200 g 斑石

鲷 GLU 浓度在高温胁迫期间一直处于较高水平，恢

复 12 h 时与对照组无显著差异(P>0.05)。且 2 种规格

斑石鲷血清 GLU 含量受鱼体规格、时间显著影响

(P<0.05)。 

2.3  急性高温胁迫对斑石鲷血液学的影响 

50 g 斑石鲷 WBC、RBC 数目、HGB 含量均呈先

上升后下降的趋势(表 2)，3 h 时达到最大值，WBC、

HGB 在恢复 12 h 后未恢复正常水平；HCT 处理组与

对照组无显著差异(P>0.05)。200 g 斑石鲷 WBC 处理

组与对照组无显著差异(P>0.05)，RBC、HCT 处理组

与对照组呈现显著性波动(P<0.05)，HGB 呈先上升后

下降的趋势(表 2)，3 h 时显著高于对照组(P<0.05)，

恢复 12 h 时显著低于对照组(P<0.05)。 

2.4  急性高温对斑石鲷肝脏 hsp70、hsp90 mRNA 表

达的影响 

2 种规格斑石鲷在急性高温(32℃)胁迫下，肝脏

组织中 hsp70 和 hsp90 mRNA 表达皆呈先上升后下降

的趋势。hsp70 mRNA 表达量受时间以及时间与鱼体

规格交互作用的显著影响(图 5A)，hsp70 mRNA 在 3 h

时表达量最高，后显著下降，其中，50 g 斑石鲷在胁

迫 6 h 时与对照组无显著差异(P>0.05)，200g 斑石鲷

恢复 6 h 时与对照组相比无显著差异(P>0.05)。2 种

规格斑石鲷 hsp90 mRNA 受鱼体规格、时间以及时间

与鱼体规格交互作用的显著影响 (图 5B)，hsp90 

mRNA 表达量 1 h 时达到最高(P<0.05)，后显著下降，

高温胁迫 6 h 时与对照组相比无显著差异(P>0.05)。 
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图 4  急性高温胁迫和恢复过程中 2 种规格斑石鲷血清皮质醇、葡萄糖浓度变化 
Fig.4  Changes of serum cortisol and glucose concentrations of two sizes of spotted knifejaw during acute thermal stress and recovery 

“*”表示差异性显著(P<0.05)；“/”表示差异性不显著(P>0.05)。 
“*”: Significant difference by the Two-way ANOVA analysis (P<0.05); “/”: No significant difference (P>0.05).  

Same letters on the column represent no significant difference.  
 

表 2  急性高温胁迫和恢复过程中 2 种规格斑石鲷血液指标变化 
Tab.2  Hematology of two sizes spotted knifejaw during acute high temperature stress and recovery 

组别 白细胞 WBC /(109/L) 红细胞 RBC /(1012/L) 血红蛋白 HGB /(g/L) 红细胞积压 HCT /% 

Group 50 g 200 g 50 g 200 g 50 g 200 g 50 g 200 g 

0 h 136.10±7.11c 203.33±11.92ab 2.65±0.11b 2.87±0.10b 85.25±8.95d 130.75±9.91bc 42.70±5.50 47.27±1.43b

1 h 172.68±10.37b 187.28±11.36b 2.76±0.16b 3.63±0.15a 102.00±7.91b 123.25±6.18c 45.73±2.97 45.58±2.99b

3 h 208.05±4.84a 217.85±0.33a 3.36±0.23a 3.66±0.29a 127.75±4.60a 146.50±5.68a 50.15±2.77 55.05±1.75a

6 h 178.50±8.06b 212.45±4.73a 2.80±0.20b 2.93±0.28b 112.00±2.12b 132.25±4.92abc 48.38±2.55 48.03±2.33b

R6 h 184.30±4.89b 217.43±4.46a 2.87±0.14b 3.31±0.21ab 110.75±4.76b 145.25±5.54a 46.25±1.48 55.00±1.62a

R12 h 185.43±3.57b 205.93±27.45ab 2.85±0.48b 2.92±0.58b 121.67±5.91b 101.33±10.66d 43.40±8.81 45.17±2.85b

注：肩标不同字母表示差异显著(P<0.05)。 
Note: Different letters on the shoulder indicate the significant difference. 

 

 
 

图 5  高温胁迫和恢复过程中 2 种规格斑石鲷肝脏 hsp70、hsp90 mRNA 表达变化 
Fig.5  Changes in the expression of hepatic hsp70 and hsp90 mRNA of two sizes of  

spotted knifejaw during acute thermal stress and recovery 
 

3  讨论 

3.1  急性高温胁迫对斑石鲷呼吸频率的影响 

鱼类呼吸主要受体重和水温等因素影响，温度上

升使呼吸频率增加是由于代谢率增加所致，水温升 

高，鱼体新陈代谢旺盛，体内氧化过程增强，气体交

换频繁，因此，呼吸频率增加。本研究中，2 种不同

规格的斑石鲷在 32℃高温胁迫条件下，呼吸频率显

著升高，表明斑石鲷在高温刺激下，通过提高呼吸频

率，增加机体氧供应量，提高有氧代谢水平，满足高 
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温导致的基础代谢增加。一般而言，高温环境下，鱼

类规格越大，其体内代谢需求量就越大，呼吸频率波

动就越剧烈，对高温环境适应性越差 (何林强等 , 

2020)。本研究也发现，50 g 斑石鲷呼吸频率在高温

应激 0.3 h (20 min)后趋于平稳，而 200 g 斑石鲷呼吸

频率则呈梯度性变化趋势，一直维持在较高水平且增

加幅度高于 50 g 斑石鲷，二者呼吸频率变化规律显

著不同，这表明不同规格的斑石鲷在应对高温胁迫过

程中，大规格斑石鲷对高温刺激，其呼吸行为更加敏

感，小规格的斑石鲷对高温的耐受适应性更强。陈进

树 (2007)和何林强等 (2020)对神仙鱼 (Pterophyllum 

scalare)和拉萨裂腹鱼(Schizotjorax waltoni)的温度耐

受研究中也得到类似结果。 

3.2  急性高温胁迫对斑石鲷血清皮质醇和葡萄糖水

平的影响 

鱼类的血液指标始终处于动态平衡中，血液指标

的变化直接反映了鱼类应对外界环境变化的内分泌

水平和代谢情况(张亚晨等, 2015)。GLU 作为直接能

源物质，可以为机体的各项生命活动提供能量，COR

浓度的升高可被看作是鱼类收到应激胁迫的信号。温

度作为极其重要的环境因子，对血液生理指标的影响

尤其明显，研究发现﹐当鱼类处于温度胁迫状态时，

血清 GLU 和 COR 含量有上升趋势(刘波, 2012)。同

时，当水环境温度发生急剧变化时，会刺激鱼类下丘

脑–垂体–肾上腺皮质轴(HPR)释放 COR 进入到循环

系统中，血浆中的高水平 COR 促使肝糖原发生糖酵

解，加速 GLU 浓度上升，满足高温胁迫下由于呼吸

速率、代谢水平的上升而产生的对能量的更高需求

(崔学升等, 2010)。对于大多数硬骨鱼类，血清 COR

和 GLU 水平在经过外界刺激后的短时间内会迅速恢

复，从而维持机体的正常生理状况 (Costas et al, 

2011)。对罗非鱼(Oreochromis mossambicus)进行高温

处理，结果显示，GLU 含量显著上升(彭婷等, 2012)，

将尼罗罗非鱼从 26℃转移至 35℃水中胁迫 24 h，血

清 COR 和 GLU 水平也明显增加(强俊等, 2012)。本

研究中，2 种规格斑石鲷在 32℃高温环境下，COR

水平迅速增加，胁迫 1 h 时达到最高值，GLU 水平升

高相对较为缓慢，在胁迫 6 h 时达到最高。COR 含量

的增加会使机体各组织对葡萄糖的利用率降低，肝脏

糖异生作用加强，导致 GLU 升高，为机体应对高温

应激提供更多能量供应，维持正常生理代谢(Perez 

et al, 2008)。且小规格斑石鲷胁迫 1 h 后 COR 水平显

著下降，大规格斑石鲷在高温胁迫期间 COR 含量无

大幅度波动，1 h 时血清 COR 浓度显著低于小规格斑

石鲷(P<0.05)，这可能是因为小规格斑石鲷具有更高

耐高温性能，能够更快地响应外界环境变化。同时，

小规格斑石鲷 GLU 恢复 6 h 即可与对照组相比无显

著差异(P>0.05)，而大规格斑石鲷 GLU 水平恢复正

常水平需 12 h，这可能是因为大规格斑石鲷在应对高

温胁迫过程中需要动员更多的能量来补偿基础代谢

消耗。 

3.3  急性高温胁迫对斑石鲷血液生理指标的影响 

水温是主要影响鱼类血液中 RBC 数量的因素

(Collazos et al, 1998)。本研究发现，2 种规格斑石鲷

血液中 RBC、HGB 水平皆呈先上升后下降的趋势，

在胁迫 3 h 达到最高值，恢复 12 h 时 RBC 与对照组

相比无差别(P>0.05)，小规格斑石鲷 HGB 显著低于

对照组(P<0.05)，大规格斑石鲷 HGB 显著高于对照

组(P<0.05)。这与许氏平鲉耐高温的结果一致(张亚晨

等, 2015)，这可能是因为当水温升高时，鱼类新陈代

谢增强，对氧的需求量增加，HGB 含量和 RBC 数量

代偿性增加，提供更多氧气。WBC 作为鱼类机体细

胞免疫和体液免疫的重要成分，主要作用是保护机体

抵御外部和内部的伤害(Collazos et al, 1998)。同时，

鱼类外周血中的 WBC 也是机体细胞免疫和体液免疫

的重要成分(王艺等, 2018)。鱼体受到急性温度胁迫

后，血液中 WBC 数量发生改变，表明机体免疫机能

受到影响(薛家华等, 1995)。对体重为(879.03±22.61) g

许氏平鲉(张亚晨等, 2015)与体重为(406.9±41.5) g 许

氏平鲉(温海深等, 2016)的耐高温研究发现，高温胁

迫时，WBC 数量皆显著上升以抵御高温突变环境。

本研究发现，小规格斑石鲷(50 g) WBC 呈先上升后下

降的趋势，恢复 12 h 后显著高于对照组(P<0.05)，这

可能是由于恢复时间较短，血液中 WBC 未恢复正常

水平。200 g 斑石鲷血液中 WBC 未发生显著变化

(P>0.05)，可能是因为小规格斑石鲷的生理代谢旺

盛，对环境刺激诱导的生理响应更加迅速，显著提高

血液 WBC 数量，增强机体防御，以应对高温刺激可

能引发的生理损伤，而大规格斑石鲷对高温刺激反应

则相对滞后，急性高温胁迫未引起血液 WBC 发生显

著变化。红细胞积压(HCT)水平在营养不良或感染性

疾病的情况下经常波动(虞为等, 2019)，本研究发现，

小规格斑石鲷血液中 HCT 在高温胁迫下未发生显著

变 化 (P>0.05) ， 200 g 斑 石 鲷 呈 现 显 著 性 波 动

(P<0.05)，这表明在高温胁迫刺激下小规格斑石鲷相

较于大规格斑石鲷更耐受。 
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3.4  急性高温胁迫对 hsp70 和 hsp90 mRNA 表达水

平的影响 

热休克蛋白作为重要的分子伴侣蛋白，参与调控

不同应激源诱导的脊椎动物的遗传变异(Huang et al, 

2014)。热休克蛋白的主要功能是作为一个缓冲体，

修复错误折叠，限制聚集，降低环境和遗传变异对蛋

白质组的影响(Jacob et al, 2017)。在热休克蛋白中，

hsp70 和 hsp90 作为分子伴侣，可以协助新生多肽链

的折叠，介导变性蛋白的修复和降解(Luengo et al, 

2019)。hsp70 和 hsp90 基因的表达容易受环境应激源

影响，可用来评估生物体对环境应激源的反应(Dalvi 

et al, 2017; Hassan et al, 2019)。高温刺激下，团头鲂

(Megalobrama amblycephala)、暗纹东方鲀 (Takifugu 

obscurus)、湖鳟(Salvelinus namaycush)、草鱼和大菱

鲆 hsp90 和 hsp70 mRNA 表达发生显著改变(Liu et al, 
2016; Cheng et al, 2018; Kelly et al, 2017; Cui et al, 
2014; Huang et al, 2020)。本研究也得到类似结果，在

32℃高温应激下，2 种规格斑石鲷肝脏中 hsp70 和

hsp90 mRNA 表达量均呈先上升后下降的趋势，在应

激初期均呈显著性增加(P<0.05)，表明斑石鲷会通过

提高 hsp70、hsp90 mRNA 的表达来应对机体的应激

状况，这是增强自身细胞对热应激的耐受性、提高细

胞的存活率、保护机体不受或少受损害的表现

(Lombard, 2010)。高温胁迫 3 h 后，2 种规格斑石鲷

hsp70 mRNA 的表达显著下降(P<0.05)，hsp90 mRNA

在胁迫 6 h 时的表达量显著低于胁迫 3 h (P<0.05)，

这可能因为热应激对 hsp70、hsp90 mRNA 的表达具

有一定时间累积效应，随着应激时间延长，细胞膜结

构损伤与蛋白质结构改变，导致 hsp70、hsp90 无法

继续转录，表达量降低(刘波, 2016; 陈明帅等, 2012)。

在团头鲂(刘波, 2016)、许氏平鲉(温海深, 2016)和银

鲫(Carassius auratus gibelio) (周朝伟等, 2018)耐高温

研究中也报道了类似结果。双因素方差分析结果也显

示，hsp70 和 hsp90 mRNA 表达量均受时间与规格交

互作用的显著影响，表明肝脏中 hsp70 和 hsp90 

mRNA 的表达受鱼体规格大小的影响，且热应激 1 h

时，小规格斑石鲷(50 g)肝脏中 hsp70 和 hsp90 mRNA

表达量显著高于大规格斑石鲷(200 g) (P<0.05)，这表

明小规格斑石鲷对于高温胁迫体内响应时间较早，敏

感性显著高于大规格斑石鲷。 

4  结论 

综上所述，本研究证实了高温对 2 种规格斑石鲷

呼吸频率、血液生理生化指标和肝脏 hsp70、hsp90 

mRNA 表达产生显著的影响。结果表明，急性高温应

激显著增加了 2 种不同规格斑石鲷的呼吸频率、血清

皮质醇和葡萄糖含量，上调 hsp70 和 hsp90 mRNA 表

达，恢复正常水温 12 h 后，上述指标逐渐恢复正常，

与对照组相比无显著差异。同时，小规格的斑石鲷在

应对高温胁迫过程中，具有更强的适应调节能力。相

关结果可为大型围栏养殖模式下斑石鲷高效养殖提

供有效数据支撑，同时也为进一步阐明斑石鲷高温耐

受调控机制奠定了基础。 
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Thermal Tolerance of Two Sizes of Spotted Knifejaw  
(Oplegnathus punctatus) in Offshore Aquaculture Net Pen 

LI Mingyue1,4, GAO Yunhong1, GAO Yuntao1, LIU Chenglei3,  
ZHAO Xia3, GUAN Changtao1,2, JIA Yudong1,2①
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Abstract    Offshore aquaculture net pens have the characteristics of open spaces, vast waters, and 

natural environments. This is one of the important ways to expand aquaculture space, create a new 

production base for high-quality protein, and develop deep and offshore sea aquaculture. A sudden change 

in ambient water temperature may significantly affect the normal physiological status of fish as they are 

ectotherms. In the present study, respiratory frequency, serum cortisol and glucose concentrations, the 

hematological index, and hepatic hsp70 and hsp90 mRNA expression were determined during various 

thermal durations and recovery periods to illustrate the thermal tolerance and the underlying physiological 

response of two sizes of spotted knifejaw. The respiratory frequency of the two sizes of spotted knifejaw 

first increased and then decreased subject to thermal stress at 32℃, with the highest value (P<0.05) 

observed at 0.3 (20 min) and 1 h in 50 and 200 g fish, respectively. The serum cortisol and glucose 

concentrations of the two sizes of spotted knifejaw showed similar trends to the respiratory frequency. In 

50 g spotted knifejaw, the serum cortisol concentration was significantly higher at 1 h (P<0.05) and the 

serum glucose concentration was significantly higher at 6 h (P<0.05) than that in the other treatment 

groups. However, in 200 g spotted knifejaw, serum cortisol and glucose concentrations remained high 

under thermal stress. Hematological data of the two sizes of spotted knifejaw were rather different. 

Specifically, the number of white blood cells (WBCs), red blood cells (RBCs), and hemoglobin (HGB) in 

the blood of 50 g spotted knifejaw first increased and then decreased and were significantly higher than 

that in the control group at 3 h (P<0.05). In 200 g spotted knifejaw, no significant changes in WBC, RBC, 

and hematocrit were noted (P>0.05), although HGB showed an initial increase, followed by a decreasing 

trend and was significantly higher than that in the control group at 3 h (P<0.05). The hepatic hsp70 and 

hsp90 mRNA expression of the two sizes of spotted knifejaw increased first and then decreased. As such, 

hsp70 mRNA expression was the highest at 3 h, while hsp90 mRNA expression was the highest at 1 h 

(P<0.05). In conclusion, acute thermal stress significantly increased the respiratory rate and serum cortisol 

and glucose concentrations of two different sizes of spotted knifejaw and upregulated hepatic hsp70 and 

hsp90 mRNA expression; all aforementioned parameters gradually recovered to normal levels after 

treatment at 25℃ for 12 h. Meanwhile, small spotted knifejaw manifested greater thermal tolerance. 

These results provide useful data for spotted knifejaw culture in offshore aquaculture net pens and can 

strengthen our understanding of the regulatory mechanism of spotted knifejaw temperature tolerance.  

Key words    Spotted knifejaw Oplegnathus punctatus; Offshore aquaculture net pen; Thermal 

tolerance; Respiratory frequency; Blood physiology and biochemistry; Heat shock protein 
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