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全雌大黄鱼单性养殖的生长分析以及连续降温对其组织结构、

免疫反应和肠道菌群的影响
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摘要: 为探索全雌养殖大黄鱼(Larimichthys crocea)的生长性能及其对连续降温胁迫的响应, 研究以正常繁殖

的后代作为对照组[雌鱼体重: (14.01±2.52) g; 雄鱼体重: (13.87±3.17) g], 以全雌大黄鱼作为全雌养殖实验组

[体重: (14.09±2.72) g], 养殖周期120d, 比较对照组雌鱼(CF)、对照组雄鱼(CM)和全雌养殖大黄鱼(AF)的生长

性能并分析连续降温胁迫对其鳃和肠道的组织结构、免疫反应及肠道菌群的影响。结果显示, 在30d和
60d时, AF的体重与CF和CM相比均无显著差异; 而在120d时, AF的末体重和增重率均显著高于CM, 而与

CF无显著差异。进一步的连续降温胁迫实验结果显示, 随着温度的连续降低, CF、CM和AF的鳃细胞均出现

空泡化、鳃丝严重变形; 肠细胞融合、杯状细胞肿胀、黏膜细胞坏死和脱落; AF鳃和肠道组织中超氧化物歧

化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活性及丙二醛(MDA)含量与CF和CM变化

趋势相同, 均呈现先显著升高后显著降低的趋势; 在6℃时, AF鳃组织中SOD和CAT活性均显著低于CF和CM;
AF肠道中CAT、GSH-Px活性及MDA含量也均显著低于CF和CM; 免疫相关基因分析表明, 在6℃时, AF鳃和

肠道中IL-6基因的表达量均显著低于CF和CM; 肠道菌群分析表明, 低温胁迫显著影响CF和AF肠道菌群中优

势门和优势属的相对丰度, 而对CM无显著影响; 低温胁迫显著影响CF、CM和AF肠道菌群网络结构组成。

综上, 全雌养殖大黄鱼具有较快的生长速度; 低温胁迫可导致CF、CM和AF的鳃和肠道组织均出现损伤、氧

化应激、炎症反应及显著影响肠道菌群网络结构。研究为大黄鱼全雌养殖模式的进一步研究提供参考依据。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国最重要的

海水养殖鱼类之一, 其养殖区域遍布我国东南沿海
[1],

据《中国渔业统计年鉴》统计, 2023年我国养殖大

黄鱼产量已达28.1万吨。大黄鱼雌雄具有明显的生

长二态性, 即在相同的生长条件下, 雌鱼生长速度

更快
[2]
。在鱼类中, 性别生长二态性已有相关报道,

如尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[3]
、金钱鱼(Sca-

tophagus argus)[4]
、半滑舌鳎(Cynoglossus semilae-
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vis)[5]
、孔雀鱼(Poecilia reticulata)[6]

、黄颡鱼(Tachy-
surus  fulvidraco)[7]

、牙鲆 (Paralichthys  olivaceus)[8]

等。为了提高鱼类养殖的经济价值, 众多学者开展

了鱼类的单性苗种的养殖模式研究。例如 ,
Githukia等[9]

报道尼罗罗非鱼单性养殖具有更好的

生长性能; Kunda等[3]
进一步评估了不同养殖密度

条件下单性尼罗罗非鱼的生产性能; Lavrutich等[10]

研究表明大西洋鲑(Salmo salar)单性养殖模式下其

生长更快、死亡率更低。我们前期利用激素处理

结合分子辅助育种技术获得全雌大黄鱼, 并实现了

全雌鱼的大规模繁育
[2], 但是对于全雌养殖大黄鱼

的生长等情况还了解甚少。

鱼类作为变温动物, 极易受到环境温度的影响
[11],

具体表现为器官组织损伤、多器官功能障碍、免

疫和代谢抑制等
[12]
。大黄鱼具有较强的温度敏感

性, 对低温尤为敏感, 当养殖水温低于10℃时, 其活

动量和摄食量开始下降
[13]; 当水温低于7℃时, 大黄

鱼开始出现大量死亡
[14]
。目前, 关于大黄鱼低温应

激已有相关研究, 如Suo等[15]
利用全基因组关联分

析探索了低温胁迫下大黄鱼鳃中相关基因的差异

表达; Lv等[16]
研究表明在实验室条件下, 低温胁迫

后大黄鱼肝脏中抗氧化酶活性显著增加, 而肠道菌

群组成没有明显变化; Cen等[1]
研究表明网箱养殖

大黄鱼越冬前后其肠道结构和免疫相关基因表达

及肠道菌群组成均出现显著的性别差异。虽然, 上
述研究分析了低温胁迫对大黄鱼的生长、摄食和

生理生化指标的影响, 但对于全雌养殖大黄鱼低温

胁迫后的相关生理响应变化尚未涉及。

本实验以全雌大黄鱼为单性养殖研究对象, 探
究其单性养殖模式下的生长性能及低温胁迫下鳃

和肠道组织结构、氧化应激指标、相关免疫基因

及肠道菌群响应变化; 研究结果以期为大黄鱼单性

养殖模式的构建提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验鱼

实验所用的对照组大黄鱼和全雌大黄鱼均由

浙江省舟山市水产研究所自主繁育获得; 养殖实验

在浙江省舟山市水产研究所朱家尖基地开展; 对照

组为正常繁殖的后代; 全雌大黄鱼培育方法: 首先

利用紫外灭活大黄鱼精子中的遗传物质, 然后再与

大黄鱼卵子进行受精, 接着利用冷休克的方法进行

染色体加倍, 诱导其雌核发育; 利用来曲唑对雌核

发育大黄鱼进行性逆转诱导, 培育伪雄鱼; 利用伪

雄鱼与正常大黄鱼雌鱼进行交配, 培育出全雌大黄

鱼。对照组大黄鱼和全雌大黄鱼均为同批次繁育

获得。 

1.2    实验设计和样品采集

从养殖池中(4 m ×5 m ×1.2 m)挑选健康、规格

相近的对照组大黄鱼和全雌大黄鱼各1500尾, 对照

组雌鱼(CF)和对照组雄鱼(CM)初始体重和体长分

别为(14.01±2.52) g和(9.13±0.78) cm、(13.87±3.17) g
和(9.22±0.64) cm; 实验组全雌鱼(AF)的初始体重和

体长分别为(14.09±2.72) g和(9.66±0.68) cm; 对照组

经性腺组织切片鉴定性别。对照组和实验组各设

3个平行, 每桶500尾(1吨桶: 圆桶形, 直径1.2 m, 高
度0.9 m), 连续充气, 流水养殖, 每天早上9点和下午

3点投喂饲料, 每天投喂前吸出残饵粪便, 并且换水

50%。饲料成分由粗蛋白质(≥40.0%)、粗脂肪(≥
6.0%)、粗纤维(≤4.0%)、粗灰分(≤16.0%)、总磷

(≥1.2%)、水分 (≤12.0%)和赖氨酸 (≥2.1%)等组

成。养殖时间从2023年7月25日至2023年11月22日,
共计120d, 养殖期间, 分别于第30、第60和第120天
时从每个平行各取50尾鱼进行生长测定; 在第30和
第60天时, 通过性腺组织切片鉴定对照组大黄鱼的

性别; 在第120天时, 通过解剖观察来确定对照组大

黄鱼的性别。为保持实验过程中每桶鱼的数量一

致, 对照组和全雌养殖大黄鱼组在各取样时间点均

随机取样50尾鱼。生长指标包括体重(g)、体长

(cm)、增重率(%)、特定生长率(%/d)、肥满度(g/cm3)
和饲料系数, 计算公式:

增重率(%)=(末体重–初体重)/初体重×100
特定生长率(%/d)=(ln末体重–ln初体重)/养殖

时间

肥满度(g/cm3)=体重/体长
3

饲料系数=摄食饲料总重/(末体重−初体重)
在养殖结束后, 随后随机挑选健康、规格相近

的对照组大黄鱼和全雌大黄鱼各240尾［CF体重

(67.04±4.31) g; CM体重(66.03±4.15) g; AF体重(69.67±
3.36) g］, 放置于6个1吨桶内(圆桶形, 直径1.2 m,
高度0.9 m), 每桶80尾, 进行连续降温胁迫实验。实

验开始前, 水温为13.6℃, 大黄鱼在12℃时依然可以

正常摄食和游动
[16], 因此, 连续降温实验起始温度

设置为12℃。实验温度从12℃急性降温(2℃/h)至
6℃, 然后再恢复至12℃, 分别在12、10、8、6℃和

恢复后的12℃维持2h后, 采集鳃和肠道样品进行组

织结构、抗氧化酶活性、相关免疫基因表达及肠

道菌群分析。

鳃和肠道样品采集: 采用MS-222快速麻醉鱼

体后用无菌剪刀解剖, 采集鳃和肠道样品, 其中部

分鳃和肠道样品用Bouin’s固定液固定, 用于组织结

构观察; 部分鳃和肠道样品置于RNA保护液中, 用
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于相关免疫基因表达分析; 部分鳃和肠道样品保存

至-80℃冰箱 , 用于非特异性免疫酶活性测定; 在
12℃和6℃时, 采集中肠内容物: 首先用75%酒精消

毒鱼体表面, 然后用无菌剪刀解剖鱼体, 随后将中

肠转移至无菌培养皿中, 接着用无菌剪刀解剖, 用
无菌生理盐水冲洗中肠, 将全部内容物收集于2 mL
无菌管中; 每个实验桶中的3尾鱼的中肠肠道内容

物进行混合后作为1个样品; 样品先于液氮中冷冻,
然后保存于-80℃冰箱, 用于肠道菌群分析。 

1.3    鳃和肠道的组织学观察

鳃和肠道组织样品于Bouin’s固定液中固定

24h后, 转移到70%乙醇中, 经脱水、包埋后切片,
切片厚度为5 μm, 然后经苏木精-伊红(HE)染色和

中性树胶封片后对鳃和肠道组织学切片进行拍照

观察。 

1.4    抗氧化酶活指标分析

超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、
谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性和丙二醛(MDA)
含量的测定均使用南京建成生物工程研究所的试

剂盒, 测定具体操作步骤参照说明书。测定时, 分
别取鳃和肠道组织约0.1 g, 按质量体积比1﹕9加入

预冷的生理盐水, 在冰上充分匀浆, 然后4℃ 2500 r/
min离心15min, 取上清液用于酶活性检测。利用酶

标仪(伯腾, 美国)测定其吸光值, 根据标准曲线计算

每个样品的SOD、CAT、GSH-Px活性和MDA含

量, 每个样品重复测定3次。 

1.5    总RNA提取和荧光定量PCR实验

采用总RNA提取试剂盒(索莱宝, 北京)提取鳃

和肠道组织总RNA样品, 并检测总RNA纯度和质

量。然后用PrimescriptTM RT试剂盒 (宝生物 , 日
本)将提取的总RNA反转录成cDNA。测定鳃组织

和肠道组织中IL-6、TNF-α、HSP70和HSP90基因

的表达, 使用的引物序列见表 1。荧光定量PCR反
应体系为20  μL:  2×ChamQ Universal  SYBR qPCR
Master Mix 10 μL, 上下游引物各0.4 μL, Template
cDNA 2 μL, ddH2O 7.2 μL; 扩增程序为: 95℃预变

性30s, 95℃变性10s, 60℃退火30s, 共40个循环, 熔
解曲线95℃ 15s, 60℃退火60s, 95℃ 15s, 基因相对

表达量采用2–∆∆Ct
方法进行计算。 

1.6    肠道菌群16S rRNA高通量测序

肠道内容物样品用干冰保存送至上海美吉生

物医药科技有限公司进行16S rRNA高通量测序。

基于Illumina平台, 利用Barcode特异引物343F (5′-
TACGGRAGGCAGCAG-3′)和798R (5′-AGGGTATC
TAATCCT-3′)扩增16S rRNA基因的V3—V4区。

首先对原始Reads序列进行质控和过滤, 然后

利用DADA2软件进行序列降噪处理以获得有效序

列; 基于Silva (v. 138)数据库, 利用q2-feature-classi-
fier软件进行序列比对和注释, 获得ASV (Amplicon
Sequence Variant)代表序列和丰度信息。利用QIIME2
软件进行 PCoA  (principal  co-ordinates  analysis)分
析、Alpha多样性分析和Beta多样性分析; 利用R软
件, 基于vegan包进行多元方差分析(Permutational
Multivariate  Analysis  of  Variance,  PERMANOVA)
和相似性分析 (Analysis  of  Similarity,  ANOSIM)。
利用随机矩阵理论构建肠道菌群网络 , 基于fast
greedy modularity optimization方法进行网络模块化

分析; 利用Cytoscape (v. 3.10.2)软件对肠道菌群网

络进行可视化分析。 

1.7    数据分析

所得数据均以平均值±标准误表示; 利用SPSS
23软件对生长指标、抗氧化酶活性和相关免疫基

因表达数据进行单因素方差分析(One-way ANOVA)
和Duncan’s多重比较分析。肠道菌群数据采用

Kruskal Wallis检验进行比较分析。P<0.05表示差

异显著。 

2    结果
 

2.1    全雌养殖大黄鱼生长指标比较分析

实验鱼养殖120d后, 对照组大黄鱼和全雌大黄

鱼的成活率均在95%以上。由图 1可知, 在各取样

时间点AF的体长与CF和CM相比没有显著差异

(P>0.05); 在30d和60d时, CF、CM和AF之间体重均

无显著差异(P>0.05), 而在120d时, AF的体重显著

高于CM  (P<0.05), 而与CF无显著差异 (P>0.05);
CF与CM的体重无显著差异(P>0.05)。由表 2可知,
AF的末体重和增重率均显著高于CM (P<0.05), 而
与CF无显著差异(P>0.05); CF与CM的末体重和增

重率均无显著差异(P>0.05); CF和AF的肥满度均显
 

表 1   荧光定量引物

Tab. 1   RT-qPCR primers
引物

Primer
引物序列

Primer sequence (5′—3′)
来源

Source

IL-6-F TGAAGGCTCCGACGAAATG Cen et al.[1]

IL-6-R GTCCAGTAGGCTAAACTGCTATC Cen et al.[1]

TNF-α-F CGTCGTTCAGAGTCTCCTGC Tan et al.[17]

TNF-α-R TGTACCACCCGTGTCCCACT Tan et al.[17]

HSP70-F CGCAGTCATCACAGTTCCG Lv et al.[16]

HSP70-R TGCCGTCTTCAATGGTCAG Lv et al.[16]

HSP90-F CCGCTACGAAAGCCTGACTGA Lv et al.[16]

HSP90-R ACGACCACCTTCTCGGCAAC Lv et al.[16]

β-actin-F GACCTGACAGACTACCTCATG Tan et al.[17]

β-actin-R AGTTGAAGGTGGTCTCGTGGA Tan et al.[17]
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著高于CM (P<0.05); 全雌养殖大黄鱼的饲料系数

显著低于对照组大黄鱼(P<0.05)。 

2.2    连续降温对大黄鱼鳃和肠道组织学结构的影响

连续降温对CF、CM和AF的鳃和肠道组织的

影响如图 2所示。在12℃时, CF、CM和AF的鳃丝

均未见病变现象, 细胞核清晰可见, 排布均匀, 泌氯

细胞和上皮细胞排列致密有序, 鳃丝结构完整, 两
侧鳃小片排列整齐规律; 在10℃和8℃时, CF、CM
和AF的鳃丝部分上皮细胞均出现水肿和末端轻微

弯曲, 鳃丝细胞出现空泡化; 在6℃时, CF、CM和

AF的鳃细胞空泡化严重, 鳃丝严重变形(图 2A)。
在12℃和10℃时, CF、CM和AF肠道组织结构

完整清晰, 上皮细胞排列有序, 没有明显的病变现

象; 而在8℃和6℃时, CF、CM和AF均出现肠细胞

融合、杯状细胞肿胀、黏膜细胞坏死和脱落现象

(图 2B)。 

2.3    连续降温对大黄鱼鳃和肠道抗氧化酶活性的

影响

连续降温对CF、CM和AF的鳃和肠道组织的

抗氧化酶活性的影响如图 3所示。连续降温期间,
CF、CM和AF的鳃中SOD、CAT、GSH-Px活性和

MDA含量均呈现先显著升高后显著降低的趋势;
在6℃时, AF鳃中SOD活性显著低于CF和CM (P<
0.05)。AF鳃中CAT活性在12℃、10℃、8℃、6℃
和恢复后的12℃时均显著低于CF和CM (P<0.05),
CF和CM间差异不显著(P>0.05)。AF鳃中GSH-Px
活性在12℃和8℃时均显著高于CF和CM (P<0.05)。
CF鳃中MDA含量在6℃和恢复后的12℃时均显著

高于CM和AF (P<0.05); 而在10℃和8℃时, CF、CM
和AF间差异不显著(P>0.05)。

连续降温期间, CF、CM和AF的肠道中SOD、

CAT、GSH-Px活性和MDA含量均呈现先显著升高

后显著降低的趋势(P<0.05)。CF肠道中SOD活性

在12℃和10℃时均显著高于AF (P<0.05)。AF肠道

中CAT活性在12℃、8℃、6℃和恢复后的12℃时

均显著低于CF和CM (P<0.05)。AF肠道中GSH-Px
活性在12℃、10℃、8℃和6℃时均显著低于CF与
CM (P<0.05)。AF肠道中MDA含量在8℃、6℃和

恢复后的12℃时均显著低于CF与CM (P<0.05)。 

2.4    连续降温对大黄鱼鳃和肠道相关免疫基因表

达的影响

连续降温对 CF、 CM和 AF的鳃和肠道中

HSP70和HSP90基因表达量的影响如图 4所示。连

续降温期间, CF、CM和AF的鳃和肠道中HSP70基
因表达水平均呈现先显著升高后显著降低的趋势,
而HSP90基因表达水平呈现显著升高趋势。CF鳃
中HSP70基因表达量在12℃、10℃和8℃时均显著

低于CM和AF (P<0.05); CM鳃中HSP70基因表达量

在10℃和恢复后的12℃时均显著高于AF。AF鳃中

HSP90基因表达量在 12℃、 8℃和 6℃时与CF与
CM相比无显著差异 (P>0.05)。CM和AF肠道中
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图 1   对照组和全雌养殖大黄鱼体长和体重比较分析

Fig. 1   Comparative analysis of body length and weight of control
group and all-female culture of L. crocea
 

表 2    对照组和全雌养殖大黄鱼的生长指标

Tab. 2    The growth indexes of control group and all-female culture of L. crocea

组别
Group

初体重
Initial body
Weight (g)

末体重
Final body
Weight (g)

增重率
Weight gain

rate (%)

特定生长率
Specific growth

rate (%/d)

肥满度
Condition factor

(g/cm3)

饲料系数
Feed conversion

ratio

CF 14.01±2.52 70.04±11.37ab 401.45±24.83ab
1.34±0.04 2.09±0.28a

1.47±0.14a

CM 13.87±3.17 66.56±7.00b 390.45±49.50b
1.32±0.09 1.88±0.17b

AF 14.09±2.72 74.16±6.39a 438.04±66.52a
1.40±0.23 2.11±0.17a 1.35±0.26b

注: 同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant differences (P<0.05)
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HSP70基因表达量在10℃和8℃时均显著高于CF
(P<0.05)。AF肠道中HSP90基因表达量在10℃、

6℃和恢复后的12℃时均显著低于CF (P<0.05)。
连续降温期间 ,  CF、CM和AF的鳃和肠道中

IL-6和TNF-α基因表达量均显著升高(P<0.05)。CF
与CM鳃中IL-6基因表达量在8℃和6℃时均显著高

于AF (P<0.05), 而CF与CM间差异不显著(P>0.05)。
CF和AF鳃中TNF-α基因表达量在6℃和恢复后的

12℃时均显著高于CM (P<0.05)。CF与CM肠道中

IL-6基因表达量在8℃和6℃时均显著高于AF (P<
0.05)。CM肠道中TNF-α基因表达量在6℃和恢复

后的12℃时均显著高于CF和AF (P<0.05); 而CF肠
道中TNF-α基因表达量在12℃、10℃、8℃、6℃和

恢复后的12℃时与AF相比均无显著差异(P>0.05)。 

2.5    低温胁迫对大黄鱼肠道菌群的影响

低温胁迫对大黄鱼肠道菌群多样性和组成的

影响　　低温胁迫对CF、CM和AF肠道菌群的影

响如图 5所示。PCoA分析可知(图 5A), 低温胁迫

下CF、CM和AF的肠道菌群组成没有明显的分布

规律。进一步的PERMANOVA分析和ANOSIM分

析表明(表 3), 低温胁迫下CF肠道菌群结构显著改

变(P<0.05), 而CM和AF肠道菌群结构没有显著变

化(P>0.05)。如图 5B所示, 低温胁迫后, CF肠道菌

群中Chao1指数和Shannon指数均显著降低(P<0.05);
CM肠道菌群中Chao1指数和Shannon指数均无显著

变化(P>0.05); AF肠道菌群中Chao1指数显著降低

(P<0.05), 而Shannon指数无显著变化(P>0.05)。此

外, 双因素方差分析结果显示(表 4), 大黄鱼肠道菌
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图 2    低温胁迫对大黄鱼鳃(A)和肠道(B)组织显微结构的影响(×200, 比例尺=50 μm)
Fig. 2    Effects of low temperature stress on the gill (A) and intestine (B) structure in L. crocea (×200, scale bar=50 μm)

SL. 鳃小片; PL. 鳃丝; 1. 鳃小片末端弯曲; 2. 上皮细胞水肿; 3. 细胞空泡化。C. 柱状细胞; G. 杯状细胞; SG. 杯状细胞肿胀; N. 黏膜层

坏死

SL.  Secondary  lamella;  PL.  Primary  lamellae;  1.  Curved  tips  and  hyperemia  at  ending;  2.  Epithelial  oedema;  3.  Cellular  vacuolation;  C.
Columnar cell; G. Goblet cell; SG. Swelling of goblet cell; N. Necrosis in the mucosal layer
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群中Chao1指数和Shannon指数均存在显著的性别

差异 (Chao1: F=1.380, P=0.018;  Shannon: F=3.912,
P=0.001), 而没有显著温度差异 (Chao1: F=1.184,
P=0.148;  Shannon: F=1.523, P=0.170);  Chao1指数

和Shannon指数在性别和温度上未表现出显著的交

互作用(Chao1: F=1.081, P=0.253; Shannon: F=0.809,
P=0.594)。

低温胁迫对大黄鱼肠道菌群组成的影响如图 5C
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图 3    低温胁迫对大黄鱼鳃和肠道组织超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶活性及丙二醛含量的影响

Fig. 3    Effects of low temperature stress on the activities of SOD, CAT, GSH-Px, and MDA content in gill and intestine of L. crocea
图上不同小写字母表示相同温度下不同组间差异显著(P<0.05); 下同

Different lowercase letters on the graph indicate significant differences in groups at the same temperature (P<0.05); The same applies below
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所示。在门水平上, 在12℃时, CF和AF肠道菌群中

优势菌门均为变形菌门(Proteobacteria)[CF: (23.39±
0.95)%; AF: (20.91±0.39)%]和放线菌门(Actinobac-
teriota)[CF: (22.89±0.11)%;  AF:  (21.79±0.22%)];  而
CM为变形菌门[(94.2±2.75)%]; 在6℃时, CF、CM
和AF肠道菌群中优势菌门均为变形菌门[CF: (98.04±
0.76)%;  CM:  (96.88±1.28)%;  AF:  (52.03±17.05)%]。

进一步的统计学分析显示, 低温胁迫后CF和AF肠
道菌群中变形菌门的相对丰度均显著增加(P<0.05),
而放线菌门的相对丰度均显著降低(P<0.05); CM肠

道菌群中变形菌门的相对丰度无显著变化(P>0.05)。
在属水平上, 在12℃时, CF和AF肠道菌群中优势菌属

均为芽单胞菌属(Gemmatimonas)[CF: (4.95±0.11)%;
AF: (5.49±0.19%)]; 而在CM中为别弧菌属(Aliivib-
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图 4    低温胁迫对大黄鱼鳃和肠道中HSP70、HSP90、IL-6和TNF-α基因表达的影响

Fig. 4    Effect of low temperature stress on expression of HSP70, HSP90, IL-6, and TNF-α genes in gill and intestine of L. crocea
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rio)[(58.83±29.67)%]; 在6℃时, CF、CM和AF肠道

菌群中优势菌属均为别弧菌属[CF: (89.07±6.55)%;
CM: (58.44±29.06)%;  AF:  (22.24±2.95%)];  进一步

的统计学分析显示, 在低温胁迫后, CF和AF肠道菌

群中别弧菌属的相对丰度均显著增加(P<0.05), 而
CM无显著变化(P>0.05)。

低温胁迫对大黄鱼肠道菌群网络结构的影响

　　低温胁迫对大黄鱼肠道菌群网络结构的影响

如图 6所示。如图 6A所示, 图中每一个节点代表一

个ASV, 节点大小代表物种间连接度大小; 红色连

线代表两个物种间是消极关系, 如竞争关系等; 蓝

色连线代表两个物种间是积极关系, 如互补关系

等。在12℃时 ,  CF肠道菌群网络由59个ASVs和
1269个连线(红色: 481, 蓝色: 788)组成; CM肠道菌

群网络由91个ASVs和1143个连线(红色: 791, 蓝色:
352)组成; AF肠道菌群网络由68个ASVs和1111个
连线(红色: 572, 蓝色: 539)组成; 在6℃时, CF肠道

菌群网络由61个ASVs和626个连线(红色: 370, 蓝
色 :  256)组成 ;  CM肠道菌群网络由56个ASVs和
1105个连线(红色: 669, 蓝色: 436)组成; AF肠道菌

群网络由61个ASVs和872个连线(红色: 402, 蓝色:
470)组成。由图  6B可知 , 在 12℃和 6℃条件下 ,
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图 5    低温胁迫对大黄鱼肠道菌群多样性和组成的影响

Fig. 5    Effect of low temperature stress on the diversity and composition of the intestinal microbiota in L. crocea
A.肠道菌群主坐标分析(PCoA); B.肠道菌群α-多样性分析; C.肠道菌群在门水平和属水平上的组成

A. The principal co-ordinates analysis of the intestinal microbiota; B. the α-diversity of the intestinal microbiota; C. the composition of the
intestinal microbiota at phylum- and genus-level
 

表 3   低温胁迫下对照组雌鱼、对照组雄鱼和全雌鱼肠道菌群

差异分析

Tab.  3    Differences  in  the  intestinal  microbiota  among  females,
males, and all-females were analyzed under low-temperature stress

性别 温度/℃
Bray-Curtis distance

PERMANOVA ANOSIM
F P R P

雌鱼 12 vs. 6 1.550 0.010 0.060 0.004
雄鱼 12 vs. 6 1.051 0.268 0.436 0.226
全雌鱼 12 vs. 6 0.771 0.728 0.108 0.628

 

表 4   基于双因素方差分析比较不同性别和温度的α-多样性指数

Tab. 4   Comparison of α-diversity indexes in sex and temperature
based on two-way ANOVA test

Two-way ANOVA test
Chao1 Shannon

F P F P

性别(雌, 雄, 全雌) 1.380 0.018* 3.912 0.001*
温度(12, 6) 1.184 0.148 1.523 0.170
性别×温度 1.081 0.253 0.809 0.594
注: *代表差异显著
Note: * indicate significant differences
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CF、CM和AF肠道菌群网络中共有ASVs数量分别

为 37、 16和 37个 , 共有 ASVs主要隶属于 Pseu-
domonadales(假单胞菌目)和Burkholderiales(伯克霍

尔德氏菌目)。进一步网络结构差异分析如表 5所
示, 低温胁迫后, CF、CM和AF肠道菌群网络结构

均发生了显著的变化(P<0.05)。综上可知, 在低温

胁迫下, CF和AF肠道菌群网络结构出现物种间互

作关系减弱, 而CM肠道菌群网络模块出现重组现

象; 此外, 低温胁迫诱导CF、CM和AF肠道菌群网

络结构显著改变。 

3    讨论
 

3.1    全雌养殖大黄鱼生长性能分析

基于雄性和雌性之间存在明显的生长速率差异,
单性养殖成为某些鱼类优选的养殖模式

[6]; 如, 孔雀

鱼
[6]
、罗非鱼

[9]
等, 其单性养殖依然保持较快的生长

速度。此外, 雌雄鱼分开养殖可有效避免鱼类将能

量用于繁殖和竞争, 而对生长产生负面影响
[9]
。在本

研究中 , 养殖120d后 ,  AF体重显著高于CM, 而与

CF无显著差异; 而CF和CM体重间无显著差异, 全雌

养殖大黄鱼保持了较快的生长速度。由此可以推测,
随着养殖时间的延长, 雌雄间将进一步表现出生长

差距, 全雌养殖组会表现出更为明显的生长优势。 

3.2    连续降温诱导大黄鱼鳃和肠道组织损伤

鳃是鱼类的主要呼吸器官, 同时也具有代谢废

物、调节渗透压等功能
[18], 而鳃组织对温度变化较

为敏感。例如, 军曹鱼(Rachycentron canadum)[19]
、

黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)[18]
、四指马鲅(Eleu-

theronema tetradactylum)[20]
等在低温暴露情况下其

鳃组织均出现了细胞增生、上皮细胞糜烂及鳃丝

变形等现象, 且随着暴露时间的增加和温度的降低

鳃组织损伤情况加剧。本研究结果与其类似, 在低

温胁迫条件下, CF、CM和AF的鳃组织均出现细胞

空泡化、水肿以及鳃丝变形, 且随着温度的降低以

及暴露时间的增加其损伤加剧。鳃组织的水肿和

变形可能是由低温胁迫导致渗透压平衡的失调从

而致使膜的渗透性增加而引起的
[19]; 随着低温胁迫

时间的延长, 水肿加剧且引起鳃丝收缩, 从而导致

鳃丝弯曲
[20]
。

肠道黏膜是防御病害的一道屏障, 其结构的

损伤不但影响肠道的防御功能, 而且影响肠道的

免疫和吸收功能
[21]; 黏液细胞分泌的黏液具有润

滑肠壁、助消化及增加有益菌的定植的功能
[22]
。

研究证实, 低温胁迫可引起肠道组织出现生理损

伤, 如上皮细胞损伤、细胞增生、杯状细胞肿胀

等
[23]
。本研究结果显示 , 随着水温的连续降低 ,

CF、CM和AF的肠道组织均出现肠细胞融合、杯

状细胞肿胀、黏膜细胞坏死和脱落等现象, 破坏

了肠道组织结构的完整性, 对肠道功能产生了一

定的影响。 
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Fig. 6    Effect of low temperature stress on the network structure of the intestinal microbiota of L. crocea
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3.3    连续降温诱导大黄鱼鳃和肠道氧化应激及免

疫反应

低温波动会导致鱼类体内大量活性氧(ROS)
的积累, 从而引发氧化应激, 致使机体出现氧化损

伤
[19, 24, 25]

。鱼类可通过提高其鳃和肠道中抗氧化

酶活性来降低低温应激给机体带来的损伤。例如,
在低温胁迫军曹鱼和黄姑鱼(Nibea albiflora)的研

究中发现, 鳃组织中抗氧化酶(SOD、CAT)活性先

显著升高后显著降低
[19, 26]

。在低温胁迫暗纹东方

鲀(Takifugu fasciatus)和大黄鱼的研究中发现, 其肠

道中SOD、CAT、GSH-Px活性及MDA含量均显著

升高
[16, 23]

。本研究结果与以上研究结果相似; 无论

对照组还是全雌养殖大黄鱼, 在连续降温胁迫后其

鳃和肠道中SOD、CAT、GSH-Px活性及MDA含量

均呈先显著升高后显著下降。这可能是因为温度降

至6℃时鳃和肠道受到严重氧化应激损伤所致
[27, 28]

。

热休克蛋白常被作为鱼体是否受到应激的反

应指标之一
[26]
。研究表明, 黑鲷和黄姑鱼低温暴露

后其肝脏中热休克蛋白含量均显著增加
[26, 29]; 大黄

鱼在8℃处理3d后肝脏中HSP70和HSP90基因的表

达量均显著增加
[16]
。在本研究中, 在连续低温胁迫

条件下, CF、CM和AF的鳃和肠道中HSP70和HSP90
含量均显著升高; 但温度恢复后, 其HSP70和HSP90
基因的表达量均未恢复到正常水平, 这可能是因为

鱼体对外界环境进行自主适应的生理表现。

低温暴露会触发Toll样受体(TLRs)的激活, 如
TLR4和TLR5, 随后启动NF-κB信号通路, 导致促炎

细胞因子相关基因过度表达, 从而引起组织炎症反

应
[30, 31]

。例如, 在低温胁迫下大西洋鲑皮肤中TNF-
α基因表达量显著增加

[32]; 在低温胁迫下雌雄大黄

鱼肠道中IL-6基因表达量均显著增加
[1]
。在本研究

中, 在连续低温胁迫条件下, CF、CM和AF的鳃和

肠道中IL-6和TNF-α基因表达量均显著增加; 而在

6℃时, CF和CM的鳃和肠道中IL-6基因的表达量均

显著高于AF。此外, 在6℃时, CF鳃中IL-6和TNF-
α基因表达量均显著高于CM; 而在CF和AF的肠道

中TNF-α基因表达量显著低于CM, CF与CM间IL-
6基因表达量无显著差异。综上可知, CF和AF比CM
有更高的低温耐受能力, 这可能与雌雄鱼低温胁迫

相关应激途径差异有关
[31, 33], 具体原因还需进一步

的研究。 

3.4    低温胁迫对大黄鱼肠道菌群的影响

肠道菌群作为宿主的体外“器官”, 其在宿主体

内的动态平衡对宿主的健康至关重要
[34, 35]

。温度

是影响肠道微生物群组成和功能的重要环境因素,
冷刺激可显著影响肠道菌群的组成

[36], 可能导致

“寒冷微生物群”的形成
[37]
。在本研究中, 低温胁迫

后CF和AF肠道菌群组成显著变化, 而CM没有; 这
表明CF和AF肠道菌群组成更易受到低温影响; 此
外, 低温胁迫后CF和AF肠道菌群中别弧菌属相对

丰度显著增加, CM肠道菌群中别弧菌属相对丰度

一直保持较高的丰度; 这一结果与我们之前对大黄

鱼网箱越冬的研究相一致
[1], 由此表明, 低温时应该

加强对大黄鱼肠道菌群中弧菌属细菌的防治。

肠道菌群生态网络分析有助于进一步解析水

产动物低温胁迫下其肠道菌群的稳定性。网络中

两个节点之间的连接表示物种间的相互作用
[38]
。

红色连接表示竞争关系, 而蓝色连接表示互利或共

生关系
[39]
。在本研究中, 在低温胁迫条件下, CF、CM

和AF肠道菌群生态网络结构均发生显著改变; 在
低温胁迫后 ,  CF肠道菌群物种间连线数量减少

50.67%, 而且主要是代表物种间互利或共生关系的

连线数量急剧减少; 这表明CF肠道菌群网络系统稳

定性明显降低。在低温胁迫下, CM肠道菌群网络

发生重组, 形成一个新的模块; 在生物系统中, 涌现

特性是指一种整体特性, 无法由其单个组成部分决

定, 而是由整个网络的结构和内部相互作用所产生

的结果
[40], 在微生物群落中, 这一特性促进了成员

间的高效交流, 使其能够快速应对环境变化
[39]; 因

此, 在低温胁迫后, CM肠道菌群网络通过重组网络

模块, 从而可能实现比原始子模块更多或新的功能

以应对温度的变化。相较于CF和CM, 低温胁迫后

AF肠道菌群网络系统仍有2个模块构成, 这表明低

温虽然也显著影响其肠道菌群网络结构, 但其网络

系统稳定性优于CF和CM。 

4    结论

在本研究中, 在相同的养殖条件下, 全雌大黄

鱼的单性养殖保持了较高的生长速度。低温胁迫

可导致对照组雌鱼、对照组雄鱼和全雌养殖大黄

鱼的鳃和肠道组织均出现损伤和氧化应激, 影响机

体炎症反应; 而在恢复后的12℃时, 对照组雌鱼和

 

表 5   低温胁迫下对照组雌鱼、对照组雄鱼和全雌鱼肠道菌群

网络结构差异分析

Tab.  5    The  networked  community  differences  among  females,
males, and all-females were analyzed under low-temperature stress

性别 温度/℃
Bray-Curtis distance

PERMANOVA ANOSIM
F P R P

雌鱼 12 vs. 6 11.134 0.014 1.000 0.011
雄鱼 12 vs. 6 3.886 0.011 0.530 0.004
全雌鱼 12 vs. 6 4.598 0.009 0.820 0.009
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对照组雄鱼的鳃和肠道组织中过氧化氢酶活性和

丙二醛含量仍显著高于全雌养殖大黄鱼; 同时, 对
照组雌鱼和对照组雄鱼的鳃组织中相关炎症基因

表达水平仍显著高于全雌养殖大黄鱼; 低温胁迫可

改变对照组雌鱼和全雌养殖大黄鱼的肠道菌群优

势组成, 而对对照组雄鱼肠道菌群优势组成无显著

影响; 显著影响对照组雌鱼、对照组雄鱼和全雌养

殖大黄鱼的肠道菌群网络结构, 但全雌大黄鱼的肠

道菌群网络结构的稳定性优于对照组雌鱼和对照

组雄鱼。
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GROWTH ANALYSIS OF ALL-FEMALE LARGE YELLOW CROAKER IN
SINGLE-SEX AQUACULTURE AND THE EFFECTS OF CONTINUOUS

COOLING ON ITS TISSUE STRUCTURE, IMMUNE RESPONSES,
AND INTESTINAL MICROBIOTA

GU Zhi-Qiang1, 2, XU Dong-Dong2, 3, HU Wei-Hua2, XIANG Li-Jun1, 2, LI Wei-Ye4, YIN Xiao-Long4,
LIU Ying5 and LI Hai-Dong1, 3

(1. College of Fisheries, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China; 2. Zhejiang Marine Fisheries Research Institute,
Zhoushan 316021, China; 3. Zhoushan Fishery Breeding and Hatching Innovation Center, Zhejiang Ocean University,

Zhoushan 316022, China; 4. Zhoushan Fisheries Research Institute, Zhoushan 316100, China; 5. College of
Biosystems Engineering and Food Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058)

Abstract: This study investigated the growth performance of monosex-cultured all-female large yellow croaker (Larim-
ichthys  crocea)  and  their  response  to  continuous  cooling  stress.  The  experimental  group  consisted  of  all-female  fish
(body  weight:  14.09±2.72  g),  while  the  control  group  included  naturally  reproduced  offspring,  comprising  females
(14.01±2.52 g) and males (13.87±3.17 g). Over a period of 120 days, growth performance was compared across groups,
and the effects of cooling stress on tissue structure, immune responses, and intestinal microbiota were analyzed. At days
30 and 60, no significant differences in body weight were observed among groups. By day 120, the all-female group
exhibited significantly higher body weight and weight gain rate than those of control group males, with no differences
compared to the females. Under continuous cooling stress, all groups exhibited vacuolation in gill cells, severe gill fila-
ment deformation, intestinal cell fusion, goblet cell swelling, mucosal necrosis, and shedding. Enzyme activities (SOD,
CAT, GSH-Px) and MDA content initially increased significantly, followed by a significant decrease. At 6°C, SOD and
CAT activities in the gills of the all-female group were significantly lower than those of the control group. Similarly, in
the  intestine,  CAT  and  GSH-Px  activities,  along  with  MDA  content,  were  lower  in  the  all-female  group. IL-6 gene
expression in the all-female group was also significantly lower than that in the control group. Intestinal microbiota anal-
ysis showed that low-temperature stress altered the relative abundance of dominant phyla and genera in the all-female
group  and  control  group  females,  with  no  significant  effect  on  males.  Microbiota  network  structure  changes  were
observed across all groups. In conclusion, monosex all-female large yellow croaker maintained rapid growth under the
monosex  farming  model.  However,  low-temperature  stress  induced  tissue  damage,  oxidative  stress,  inflammatory
responses,  and  microbiota  network  alterations  in  all  groups.  This  study  serves  as  a  valuable  reference  for  advancing
monosex farming research for large yellow croaker.

Key words: Monosex culture; Low-temperature stress; Tissue structure; Intestinal microbiota; Larimichthys crocea
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