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连续降温对大菱鲆(Scophthalmus maximus)成鱼血
清生化指标及Wap65-1基因表达的影响* 
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摘要    将大菱鲆(Scophthalmus maximus)从正常养殖水温 18°C快速连续降温至 1°C, 并在 18、13、
8、5、3和 1°C共计 6个温度点取血采样, 分别测定血清中的谷丙转氨酶(ALT)、肌酐(CR)、乳酸脱
氢酶(LDH)、血糖(GLU)、皮质醇以及不同组织中 Wap65-1基因的表达量。结果发现, 随着温度降低, 
大菱鲆的血清 ALT 活性呈升高的趋势, 且在 8—1°C 区间内显著高于 18—13°C 区间(P<0.05); 血清
CR浓度呈升高的趋势, 在 3°C时最高, 且显著高于除 1°C之外的其它实验(P<0.05); 血清中 LDH活
性呈先升高后降低的趋势, 在 13—5°C 区间内显著高于其它实验组(P<0.05); 血清 GLU 浓度呈先升
高后降低的趋势, 在 8—3°C 区间内显著高于其它实验组(P<0.05); 血清皮质醇浓度呈升高的趋势, 
在 1°C时最高, 且显著高于其它实验组(P<0.05)。连续降温过程中, 大菱鲆所有组织 Wap65-1基因在
特定温度下表达量都有上调(脑、胃、肝脏、头肾、肾脏、脾脏、肌肉、肠道、心脏)。其中, 脑、胃、
头肾、肾脏和心脏组织中的 Wap65-1 基因在正常温度下基本不表达, 只在降温过程中表达; 肝脏、
脾脏、肠道和肌肉这 4 种组织中的 Wap65-1 基因在正常温度下有所表达, 且在降温过程中表达量显
著升高(P<0.05)。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)自然分布于大西
洋东侧沿岸 , 是低温经济鱼类中较名贵的品种。自
1992年被引进我国后, 因其生长速度快、耐低温、繁
殖快、风味独特兼有丰富的胶原蛋白、市场价格高等

优点 , 已成为我国北方为数不多的养殖较为广泛的
经济品种之一(雷霁霖等, 2005)。 

近年来 , 随着我国经济发展的加快和人民群众
生活水平的提高 , 人们对水产品的品质要求也愈发
趋向鲜活。而水产品的养殖基地与消费市场往往相距

很远 , 因此寻找鲜活鱼运输方法成为研究人员亟待
重视和解决的新课题。传统的有水充氧运输方法成活

率低、运输效率低且成本高, 鱼贝类易受到损伤而影
响口感, 而利用生态冰温无水活运技术运输水产品, 
不仅缩短了运输时间、增加了运输密度更有利于产品

品质的保持(Berka, 1986)。 
将需要保活的水产品置于水体中降温至保活运

输的温度是无水保活的首要条件。当温度降低时, 降
温速率越快, 水产品机体受到的刺激越强烈, 应激反
应就越大, 从而造成生物个体的损伤甚至死亡。因此, 
有效减少降温过程中引发的应激反应也是实现生态

冰温无水活运技术的重要环节 (刘小玲 , 2007)。由
Selye(1956)的应激理论可知, 应激反应会导致鱼体激
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素和血液代谢水平的变化 , 也会引起分子的表达的
改变(Chen et al, 1995; Weber et al, 2005)。其中, Wap65 
(warm-temperature-acclimation-associated protein)于 1995
年由 Kikuchi 等(人在鲫鱼(Carassius auratus)中首次
发现 , 主要参与机体内温度相关应激反应和免疫应
答反应 , 在鱼类适应温度变化方面发挥重要作用
(Kikuchi et al, 1997)。 

本实验通过研究降温过程中血液生化指标及

Wap65-1 基因表达量的变化, 从生理生化和分子生物
学的角度初步揭示了降温过程中大菱鲆机体的新陈

代谢变化及应激反应的强弱程度 , 为大菱鲆和其它
水产动物的低温生物学和无水保活提供理论依据和

数据积累。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用大菱鲆(Scophthalmus maximus)购买自山

东省青岛市胶南通用水产养殖场 , 暂养于实验室控
温循环水系统中, 暂养期间控制水温为(18.0 ± 1)°C, 
溶氧 6mg/L 以上, pH 约为 7—8, 盐度 31, 循环水过
滤, 水深维持在 0.9m左右。实验前 2天停止投喂。 
1.2  实验设计 

大菱鲆暂养 2 天后, 选取规格一致的成鱼 30 尾
进行实验 , 个体的初始体重为(800.5±10.5)g, 实验
共设置 6个实验组, 每组放养大菱鲆 5尾。采用实验
室自行设计的降温循环水装置实现逐步降温 , 所设
大菱鲆的采样温度点分别为: 18°C、13°C、8°C、5°C、
3°C和 1°C, 水温降温速率设置为 10°C以上≤5°C/h; 
10—1°C≤2°C/h; 1°C以下≤0.5°C/h。  
1.3  样品采集 

实验开始后在 18°C 时取样作为起始对照, 降温
至 13°C、8°C、5°C、3°C和 1°C处立刻进行取样, 每
个温度点处取 5 尾平行。取出后立刻放入浓度为 
200mg/L 的 MS-222 溶液中做快速深度麻醉, 配制
MS-222溶液所用水的温度与相应温度点的温度一致, 
尾静脉采血, 用 1 mL注射器于鱼尾柄动脉采血 5mL 
以上, 血液不加抗凝剂, 在 4°C冰箱静置 5h后, 4°C,  
12000r/min, 离心 20min 制备血清, 血清移入–80°C
保存。采血后解剖, 分离出脑、胃、肝脏、头肾、肾
脏、脾脏、肌肉、肠道和心脏等组织液氮中速冻后, 于
–80°C低温保存、待测。 
1.4  实验试剂及测定方法 

离心后的血清采用全自动生化分析仪测定部分

生化指标(迈瑞 BS-180), 测定项目包括: 谷丙转氨酶
(ALT)、乳酸脱氢酶(LDH)、肌酐(CR)、血糖; 血清皮
质醇含量利用天津九鼎医学生物工程有限公司的试

剂盒(CAT#/PID RA1)放免法测定。 
实验中克隆和表达所需的引物均由南京金斯瑞

(上海)有限公司合成; RNA 提取过程中所需试剂 Taq
酶、Easytaq buffer、dNTPs及 DNaseⅠ(RNasefree)、
RNA 酶抑制剂以及克隆用到的感受态细胞 Trans-5a
均购自北京全式金生物技术有限公司。表达所需要的 
SYBR Premix Ex Taq购自 TaKaRa公司; 普通琼脂糖
胶回收试剂盒, pGM-T载体购自北京天根生物科技有
限公司。 
1.5  基因片段克隆及表达引物设计 

参考与大菱鲆亲缘关系较近的牙鲆(Paralichthys 
olivaceus)已克隆的 Wap65-1 序列全长 (登录号 : 
GQ396265.1), 利用primer premier软件设计特异性引物, 
经过筛选得到一对特异性引物(Wap65-1 F1, Wap65-1 
R1), 见表 1, 经克隆、测序得到大菱鲆Wap65-1基因的
片段。设计荧光定量 PCR引物(Wap65-1 F2, Wap65-1 
R2), 见表 1, 用于基因的定量表达分析, 并选取大菱
鲆的β-actin 基因作为内参, 内参引物见表 1。 

表 1  Wap65-1 基因片段克隆及表达引物设计 
Tab.1  Primers used in the cloning and expression of Wap65-1 

引物 序列(5’→3’) 
扩增片段

长度(bp)

Wap65-1 F1 AACCAAGGCTGTGGAGAAGAA 430 

Wap65-1R1 CGTGGTCGCTGTGCTCACT  

Wap65-1 F2 CGCCCTGGAGTCGTATGCTTTC 230 

Wap65-1 F2 ACGCGCCAGCCGATGACCTCGTTGC  

β-actin F TGAACCCCAAAGCCAACAGG 108 

β-actin R CAGAGGCATACAGGGACAGCAC  

F. 正向引物; R. 反向引物 

 
1.6  荧光实时定量 PCR标准曲线的建立以及目的基

因的定量表达 
对大菱鲆各组织的 cDNA 进行 10 倍梯度稀释,  

以稀释后的 cDNA为模板进行荧光实时定量 PCR, 每
个模板 3 个重复。用 Line-Gene K 荧光定量 PCR 仪
(Bori, 杭州)检测, 根据 SYBR Premix Ex Taq试剂盒
(TaKaRa, 日本)的说明书进行操作。25μL荧光定量反
应体系包括: 12.5μL Mix (含 SYBR 染料), 引物各
0.5μL (表 1), cDNA模版 2μL和 ddH2O 9.5μL。荧光
定量之前, 测定熔解曲线, 检查引物的特异性。荧光
定量 PCR反应程序如下: 95°C预变性 30s, 35个循环
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(95°C变性 5s, 60°C退火 30s, 72°C延伸 15s), 72°C延
伸 3min。根据实时荧光定量 PCR的结果, 以β-actin
为内参基因, 根据目的基因以及β-actin 的 Ct 值, 按
照样品中目标基因相对内参基因的拷贝比例进行分

析, 采用 2–△△Ct法计算目的基因的相对表达水平。 
1.7  数据处理 

血清指标数据及 Wap65-1 基因的表达量均采用
SPSS 17.0统计软件包中的单因素方差分析和 Duncan
氏多重范围比较进行分析, P<0.05表明差异显著, 所
有结果均以平均值±标准差表示。 

2  结果 

2.1  连续降温对大菱鲆血清生化指标的影响 
由图 1可知, 大菱鲆血清中谷丙转氨酶活性随温

度的降低总体呈现先升高后下降的趋势, 在 8°C时活
性最高为(14±0.83)U/L, 温度低于 8°C时活性有所回
落但仍显著高于对照组。除 13°C 实验组外, 其它实
验组活性都显著高于初始对照组(P>0.05)。 

 

图 1  连续降温对大菱鲆谷丙转氨酶活性的影响 
Fig.1  Effects of continuous cooling on activity of serum ALT in 

S. maximus 
不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

由图 2可知 , 随温度降低肌酐浓度呈升高趋势 , 
在 13°C时浓度最低为(60.67±3.06)μmol/L, 在 3°C
时浓度达最高值 (91±10.15)μmol/L 且显著高于除
1°C 之外的其它实验组, 其余各组之间没有显著差异
(P>0.05)。 

由图 3 可知, 随温度降低, 血清中乳酸脱氢酶活
性呈现先升高后降低的趋势, 在 13°C 时乳酸脱氢酶
活性达最高值为(19.33±2.65)U/L, 在 3°C 时降到最
低值为(1.33±0.31)U/L, 13—5°C 温度范围内的酶活
显著高于其它实验组(P<0.05), 13—5°C 该温度范围
内的实验组之间无显著性差异(P>0.05)。 

由图 4可知, 血糖浓度随温度降低, 呈现先降低后
升高再降低的趋势, 8°C时浓度最高为(1.15±0.12)mg/g, 

 

图 2  连续降温对大菱鲆血清肌酐浓度的影响 
Fig.2  Effects of continuous cooling on concentrations of serum 

creatinine in S. maximus 
不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 3  连续降温对大菱鲆血清乳酸脱氢酶活性的影响 
Fig.3  Effects of continuous cooling on activity of serum lactate 

dehydrogenase in S. maximus 
不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 4  连续降温对大菱鲆血液葡萄糖浓度的影响 
Fig.4  Effects of continuous cooling on concentrations of serum 

glucose in S. maximus 
不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 
当温度降到 1°C时回到初始水平, 8—3°C温度范围内
的血糖浓度显著高于其它实验组(P<0.05), 且该温度
范围内的实验组之间无显著性差异(P>0.05)。 

由图 5可知, 血清皮质醇含量随温度降低呈现升
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高趋势, 降到 1°C 时达到最高值(6.47 ± 0.32)ng/mL, 
显著高于其它实验组(P<0.05)。除 13°C组外, 其它实
验组皮质醇浓度都显著高于对照组(P<0.05)。 

 

图 5  连续降温对大菱鲆血清皮质醇含量的影响 
Fig.5  Effects of continuous cooling on contents of lactic acid of 

muscle in S. maximus 
不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 
2.2  片段克隆结果 

通过分子克隆, 得到一段长度为 430bp的大菱鲆 
wap65-1基因片段。经过与其它物种进行对比验证后, 
片段序列已经提交到 NCBI数据库, GenBank登录号: 
KF879928。测序结果如下:  

1 ttggaccacaaggtgttcagctattaccagcacaagctggaagacggcttccccaagaac

61 atctccgaggtcttccccggaatccccgaccacctggacgccgccgtggagtgtcccaag

121 cccgagtgcgacgaagactcagtcatcttcctcaagggaaacaagatctaccaataccac

181 gtcgcaaccaaggccgtgaatgagaaggagttcagctccatgcccaactgcacggctgct

241 ttccgcttcatggagcattactactgcttccacggacacatgttcagcaagttcgaccca 

301 accacgggtgacgtgcacggaagataccccaaagaggcacgcgactacttcaccagatgc

361 tcaaagttcagcgaggagagcgaccacgtggagagagagcgctgcagtcgcgttcacctc

421 gacgccatca 
 

2.3  Wap65-1片段实时荧光定量表达结果 
由图 6可知, 脑组织的Wap65-1表达量基本上随

温度的降低而升高, 在 1°C 时脑组织的表达量激增, 
显著高于起始温度 1000 多倍(P<0.05), 由图 7、图 8
和图 9 可知 , 胃组织、肝脏组织和头肾组织中
Wap65-1基因的表达量随温度降低整体呈升高趋势。
在 8°C、3°C和 1°C时表达量显著升高(P<0.05), 其余
温度下 Wap65-1表达量较少甚至不表达。 

由图 10 可知, 肾组织在降温过程中 Wap65-1 表
达量总体呈现先升高后降低的趋势, 在 18°C 时几乎
不表达, 在 5°C 时的表达量最高, 且显著高于其它实
验组(P<0.05), 5°C之后Wap65-1表达量有所回落但仍
显著高于对照组(P<0.05)。 

由图 11 可知, 脾脏组织在降温过程中 Wap65-1
表达量总体呈现先升高后降低的趋势, 在 5°C时的表 

 

图 6  连续降温对大菱鲆脑组织 Wap65-1的相对表达量的
影响 

Fig.6  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the brain tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 7  连续降温对大菱鲆胃组织 Wap65-1的相对表达量的
影响 

Fig.7  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the craw tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 8  连续降温对大菱鲆肝脏组织 Wap65-1的相对表达量
的影响 

Fig.8  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the liver tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 
 

达量最高, 且显著高于其它实验组(P<0.05), 5°C之后
Wap65-1表达量有所回落但仍显著高于对照组(P<0.05)。 

由图 12和图 13可知, 肌肉组织和肠组织在降温
过程中Wap65-1表达量整体呈升高趋势, 其中肌肉组 
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图 9  连续降温对大菱鲆头肾组织 Wap65-1的相对表达量
的影响 

Fig.9  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the head kidney tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 10  连续降温对大菱鲆肾组织Wap65-1的相对表达量的
影响 

Fig.10  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the kidney tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 11  连续降温对大菱鲆脾脏组织Wap65-1的相对表达量
的影响 

Fig.11  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the spleen tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 
织 Wap65-1 基因的相对表达量在 13°C 时有最高值, 
且显著高于其它实验组(P<0.05)。肠组织 Wap65-1基
因的相对表达量在 1°C时有最高值, 且显著高于其它
实验组(P<0.05)。 

 

图 12  连续降温对大菱鲆肌肉组织Wap65-1的相对表达量
的影响 

Fig.12  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the muscle tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 

图 13  连续降温对大菱鲆肠组织Wap65-1的相对表达量的
影响 

Fig.13  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the intestine tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 
 
由图 14 可知, 心脏组织在降温过程中 Wap65-1

表达量整体呈先升高后降低的趋势, 在 13°C 时表达
量激增, 且显著高于其它实验组, 13°C、5°C 和 3°C
三组温度下 Wap65-1 的表达量都显著高于对照组
(P<0.05), 其余温度下无显著性差异。 

3  讨论 

血清中酶活性的变化能够反映机体新陈代谢和

应激反应的状况, 以及组织器官的功能状态(惠天朝
等, 2004; 冀德伟等, 2009)。谷丙转氨酶(ALT)主要存
在于肝细胞中 ,  是肝脏损伤的重要指示酶(刘伟等 , 
1996)。ALT 在低于 8°C 的温度区间内的活性明显高
于初始浓度, 说明从 8°C 开始, 低温对肝功能产生了
一定的影响甚至使之产生了损伤, 使肝脏中的 ALT
释放到血液中致使其浓度升高。这与何福林等研究水

温对虹鳟(Oncorhynchus mykiss)血液影响的结论一致
(何福林, 2007)。乳酸脱氢酶(LDH)正常情况下主要存 
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图 14  连续降温对大菱鲆心脏组织Wap65-1的相对表达量
的影响 

Fig.14  Effects of continuous cooling on the abundance of 
Wap65-1 mRNA in the heart tissue of S. maximus 

不同的字母表示有显著性差异(P<0.05) 

 
在于心肌细胞中, 当心肌细胞受损时, 会使其从细胞
释放到血液中 , 因此可以通过测定其活性升高反应
心机细胞的受损情况及功能状态(崔杰峰等, 2000)。
LDH 活性随温度降低呈现先升高后降低的趋势, 说
明降温初期对心肌细胞产生了一定影响 , 使其代谢
加快进而导致细胞通透性增加(王涛等, 2013), 冀德伟
等 (2009)发现在低温胁迫下 , 大黄鱼 (Pseudosciaena 
crocea)LDH 活性显著升高, 本实验中 LDH 活性显著
升高后又下降 , 可能与大菱鲆对降温过程产生适应
性有关 , 也可能与心脏功能稳定性和对外界刺激较
强的适应性相关。血清肌酐(CR)是肌酸代谢产物, 产
生后由肾小球排除体外 , 是反映肾脏功能的重要指
标(Sano et al, 1960)。CR浓度随温度降低呈现先升高
后降低的趋势 , 可能在降温初期对鱼体肾脏功能产
生一定影响, 降温后期一方面鱼体的新陈代谢降低, 
体内代谢物产生量减少使血清中 CR 浓度降低, 另一
方面也可能与鱼体的肾脏功能对低温产生适应性有

关(冀德伟等, 2009)。 
血糖是机体的主要供能物质, 正常情况下, 其在

血液中的浓度在一定范围内保持相对稳定。研究发现, 
应激状态下 , 鱼体的血糖含量明显升高症 (洪磊等 , 
2005; 彭士明等 , 2011), 当环境降温初期 ,  生物体
内主要通过血糖分解代谢来增加产热量以增强御寒

机能, 机体在产热时消耗大量葡萄糖(何福林, 2007)。
随着低温胁迫的加强或胁迫时间的延长 , 大量的葡
萄糖被机体分解为 ATP 提供能量, 而使葡萄糖浓度
降低。本实验中葡萄糖的变化规律与此规律相符, 在
3°C 之前随温度降低血浆葡萄糖总体呈现升高趋势, 
说明在 3°C之前大菱鲆处于应激状态, 温度降低血糖

含量升高以增强鱼体的抗胁迫能力 , 当温度继续降
低到 3°C 以下, 大菱鲆机体葡萄糖代谢酶活性降低, 
使葡萄糖产生量减少且大部分血糖被分解生成 ATP, 
消耗量增加, 使血糖总量减少。 

Strange(1980)认为低温能使血清皮质醇浓度升
高。血清中皮质醇含量的变化也是检测应激反应的指

标之一(Mansfield et al, 2010)。本实验中连续降温使
大菱鲆血清皮质醇含量相对初始浓度显著升高 , 这
说明低温使大菱鲆机体产生了应激反应 , Chen 等
(1995)研究发现将鲤鱼(Cyprinus carpio)置于 4°C 的
水中后, 血清中的皮质醇含量显著升高, 这与本实验
结果一致。 

目前, 日益增多的鱼类 Wap65 基因已经被克隆
出来, 人们对其结构已经有了清楚的认识, 但其具体
功能还无清楚明确的结论 , 仍停留在摸索阶段。
Wap65 基因根据其分子特征的差异可以分为多个异
构体, 常见的有Wap65-1和Wap65-2两个异构体, 二
者除在分子特征上有所不同以外 , 还有其它的差异
(Paoli et al, 1999; Nakaniwa et al, 2005; Sarropoulou et 
al, 2010)。首先, 二者的表达特征不同, 研究发现, 青
将(Oryzias sinensis)中的 Wap65-1 在胚胎中的早期受
精卵开始表达, 而Wap65-2在原肠后期到孵化前有所
表达; 其次, 二者的空间表达特征有所不同, 有学者

鳉对青 的组织进行原位杂交发现: Wap65-2 只在肝脏
中表达 , Wap65-1 的表达范围较广 (Kikuchi et al, 
1995); 再次 , 不同物种中两种异构体的空间表达也
有差异, 例如 Wap65-2 鳉只在青 的肝脏中表达, 而在

鲀红鳍东方 (Fugu rubripes)的 Wap65-2在肝脏和脑中
都有表达(Peatman et al, 2007, 2008)。 

通过对本实验克隆的片段进行分析 , 该基因的
片段在所有组织中都有所表达, 且将该基因在 NCBI
数据库中进行 BLAST 比对发现, 该基因与其它鱼类
的 Wap65-1 基因序列相似度高达 87%, 有研究表明
Wap65-1 基因存在多种 , 可以判断该基因片段为
Wap65-1的一种。 

对不同组织中的 Wap65-1 基因片段在不同温度
下进行实时荧光定量检测, 结果表明: 本实验中所有
组织的 Wap65-1 基因表达量在连续降温过程中都有
不同程度的上调(脑、胃、肝脏、头肾、肾、脾脏、
肌肉、肠、心脏)。Kikuchi等(1997)将金鱼从 10°C放
到 30°C 水中发现肝胰腺表达量升高最显著。本实验
中, 脑、胃和肝脏初始时表达量很少或者基本不表达, 
只在 3—1°C 时表达量大量上调, 这说明降温到 3—
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1°C 对这 3 种组织的功能稳定性产生影响, 从而通过
增加 Wap65-1 基因表达量适应外界环境温度变化
(Kinoshita et al, 2001)。Pierre 将鲈鱼 (Lateolabrax 
japonicus)从 12°C放置在 30°C中一段时间, 肾脏自始
至终不表达, 而脾脏在第四周时开始表达(Pierre et al, 
2010), 而本实验中头肾、肾脏和脾脏组织这 3种组织
在正常温度下表达量很低甚至不表达 , 低温刺激后
这三种组织在特定的温度处表达量上调 , 其中肾脏
的分子表达结果与肌酐变化趋势所反应的结果一致, 
说明降温初期在一定程度上影响了机体的排泄和免

疫功能, 在降温后期, 表达量又有所回落, 可能与机
体产生了温度适应性使应激反应减弱有关(Pierre et 
al, 2010)。Pierre实验中, 肌肉在高温应激下的表达呈
阶段性, 在应激初期和末期表达量较高, 肠道只在末
期表达量较高, 本实验降温过程中肌肉和肠这 2种组
织的表达量整体高于对照组 , 这可能与鱼的种类和
刺激因子的不同有关。Sha发现在升温刺激下斑点叉

鮰尾 心脏表达量升高, 本实验中心脏Wap65-1基因表
达量只在 13°C 时表达量激增随后表达量减少甚至不
表达 , 说明心脏在降温过程中稳定性和适应低温能
力较强(Sha et al, 2008; Díaz-Rosales et al, 2012)。 

总之, 连续降温过程使大菱鲆所有组织 Wap65-1
基因在特定温度下表达量上调(脑、胃、肝脏、头肾、
肾脏、脾脏、肌肉、肠道、心脏)。其中, 脑、胃、头
肾、肾脏和心脏这 5 种组织中的 Wap65 基因在正常
温度下基本不表达, 只在降温过程中表达; 肝脏、脾
脏、肠道和肌肉这 4种组织中的 Wap65-1在正常温度
下有所表达, 且随温度降低表达量升高。 

4  结论 

    综合血液生化及分子生物学指标变化的趋势发
现: 当温度在 18—8°C时, 降温对大菱鲆体内代谢影
响不大; 当温度降到 8—3°C 时, 大菱鲆开始出现应
激反应, 各种指标变化较大; 当温度继续低到 1°C时, 
各种指标数值都基本回落到初始状态 , 大菱鲆体内
的各种代谢基本处于停滞状态, 说明 1°C比较接近大
菱鲆的生态冰温点 , 可以在此温度点附近进一步进
行低温生理及无水保活的相关探索。 
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EFFECT OF CONTINUOUS COOLING ON SERUM BIOCHEMICAL PARAMETERS 
AND Wap65-1 EXPRESSION OF ADULT TURBOT SCOPHTHALMUS MAXIMUS 

JI Li-Qin1, 2,  ZHANG Ming-Ming1, 2,  WANG Lei1,  WANG Bao-Jie1,   
LIU Mei1,  HAN Long-Jiang1, 2,  JIANG Ke-Yong1 

(1. National & Local Joint Engineering Laboratory for Ecological Mariculture, Institute of Oceanology, China Academy of Sciences, 
Qingdao 266071, China; 2. Fisheries College, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

Abstract    Adult turbots were subject to continuous cooling from 18 to 1°C, and five individuals were collected at each 

specific temperature including 18, 13, 8, 5, 3, and 1°C. Contents of five serum biochemical indices were measured 

consisting of ALT, CR, LDH, GLU, cortisol and the expression of Wap65-1 gene in different tissues was tested. The results 

indicate that as temperature decreased, the serum ALT activity increased and groups from 8°C to 1°C were significantly 

higher than 18°C to 13°C (P<0.05). The concentration of serum CR increased as temperature decreased, and was the 

highest at 3°C, which was significantly higher than those of other groups except for 1°C group (P<0.05). Serum LDH 

activity increased and then decreased, and in the range from 13°C to 5°C it was significantly higher than those of other 

groups. Serum GLU concentration increased and then decreased, and in the range from 8°C to 3°C it was significantly 

higher than the other groups. Serum cortisol concentration increased as the temperature decreased, and was the highest at 

1°C which was significantly higher than those of other groups (P<0.05). The expression of Wap65-1 showed that the 

continuous cooling had an effect on all tissues (brain, stomach, liver, head kidney, kidney, spleen, muscle, intestine, and 

heart at specific temperature). The expression of Wap65-1 in them increased significantly during cooling. Wap65-1 of the 

brain tissue, stomach tissue, head kidney, kidney and heart tissue at normal temperatures had almost no expression, but 

expressed significantly during the cooling process. Wap65-1 of liver, spleen, intestine, and muscle tissues expressed at 

normal temperature and expression levels elevated significantly in the cooling process. 

Key words    turbot Scophthalmus maximus;  continuous cooling;  serum biochemical indicators;  Wap65-1,  gene 

expression 
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