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摘要 分别在不同温度(22、27、32℃)以及不同摄食水平(饥饿、1%、2%、饱食)条件下对日本鳗鲡的ETS
活性(AETS)和耗氧率(R)进行测定。研究结果表明,在饱食状态下,鳗鲡的耗氧率、ETS活性随着温度升高而增

加,但R/AETS值基本恒定,保持在0.38左右;同时,在27℃温度下,随着摄食水平(LR)的增高,鳗鲡的耗氧率、

ETS活性也随之增高,并且 R/AETS值也呈现出相应增高的趋势,其具体关系如下:R/AETS=0.0463LR+

0.2495(r2=0.8232)。
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  代谢能的测定是生物能量学(bioenergetics)研
究中最重要的环节之一。由于呼吸作用是生物体代

谢的中心,鱼体耗氧率在很大程度上反映了鱼体的

代谢水平,故而可以作为衡量鱼体代谢能的一个指

标。ETS(respiratoryelectrontransportsystem)是
呼吸链中的一个电子传递系统,在电子传递链中包

含一个复杂的多酶体系,因此,ETS活性(AETS)通
常通过电子传递过程中某一限速酶的活性来表达。
由于在特定环境条件下生物的耗氧率(oxygencon-
sumptionrate,R)与ETS活性相对恒定,所以可以

利用ETS活性与耗氧率之间的经验关系,将ETS
活性换算成耗氧率。Packard[1]首次采用测定ETS活

性的方法,间接测得浮游植物的呼吸率。现在普遍使

用INT-甲 臢 法,Owens等[2]、King等[3]、Packard
等[4]都对此方法做了相关报道,并进行了不断改进,
逐渐将其方法应用到水体中细菌、浮游植物、浮游动

物、底栖生物、鱼类以及沉积物等的耗氧率研究中去。
鳗鲡(Anguillajaponica)肉质细嫩,味道鲜

美,含有丰富的脂肪及维生素A,具有相当高的营养

价值和经济价值,是广东、海南、福建等地区的主要

经济养殖品种之一。有关鳗鲡养殖的各方面报

道[5-9]已有很多,本研究通过测定不同条件下鳗鲡

ETS活性与耗氧率的关系,探讨ETS活性测定法

在鳗鲡生物能量学研究中的应用,为鳗鲡健康养殖

模式的建立提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验鱼来源及驯化

试验用日本鳗鲡购自广东顺德三洲鳗鲡养殖

场,放养于深圳职业技术学院应用化学与生物技术

学院实验室,设置大小相同的控温水槽,水体用上海

华辰 WMZK-01型温控仪进行控温,并在水槽中

放置水泵以形成循环水流。每个水槽放置5个规格

相同的小水族箱(35cm×55cm×30cm),温度组

是在饱食条件下,按照不同温度(22、27、32℃)分为

3个试验;摄食组是在水温27℃的条件下,按照不

同摄食水平(饥饿、1%、2%、饱食)分为4组进行试

验。整个能量收支试验周期均为8周,每个试验组

(包括饥饿组)鳗鲡驯养3周后随机采样进行耗氧率

以及ETS活性的测定。养殖水源为曝气2d以上

的自来水,水体pH 值控制在7.5~8.0,溶解氧保

持在8mg/L以上。
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1.2 耗氧率的测定

按实验设计的不同条件将试验鱼分组,待各组

鳗鲡完全摄食后(投喂后1h左右)将试验鱼体放入

10L的呼吸瓶中适应3h,每个呼吸瓶放置1尾,设
置3个平行组,每组测定3次。称鱼体质量,同时将

每组各瓶倒出少许水至空白瓶中,作为空白比照。
分别测定各呼吸瓶与空白瓶的初始溶氧(N0),然后

全部密封,每间隔1h测定水样瓶中溶氧,求得连续

2次的浓度差,取其平均值。水体溶解氧采用 Win-
kler碘量法进行测定。
1.3 ETS 活性的测定

测定鳗鲡的耗氧率后,立即将鱼体转至0~4℃
条件下(冰板上)解剖,取1g左右肌肉样本放置于

干燥洁净的陶瓷研磨皿中,迅速倒入少量液氮将肌

肉组织冷冻并磨碎;将样品装入5mL离心管在

12000r/min的转速下低温(0~4℃)离心20min,
取上清液1mL加入3mL反应基质,然后加入

1mLINT试剂并反应20min;待反应结束后,加入

1mL阻断剂 (阻断剂为l∶l(V/V)1mol/LH3PO4
和丙酮的混合液)停止反应,2h后用分光光度计在

490nm波长下测定其吸光度值。另做一浑浊空白

和基质-INT空白纠正结果。
浑浊空白:1mL游离细胞+4mL缓冲液+

1mL阻断剂

基质-INT空白:1mLETS-B缓冲液+3mL
基质+1mLINT后反应20min
INT-甲臢法是在对破碎细胞提供过量反应基

质(NADH、NADPH、琥珀酸)的条件下,以INT(氯
化2-对碘苯3-对硝基苯5-苯基四氮唑)作为外来电

子受体,来收集ETS传递的电子。当INT被还原

成甲臢(formazan)后,可在490nm 处用分光光度

计测其消光值,得出ETS活性,再根据ETS活性与

R值之间的关系,把ETS活性换算成耗氧率[10]。

由于机体内酶的活性对外界环境的变化有一个反应

阶段,因此其值在机体中会保持一段时间的相对稳

定,相比直接测定耗氧率更能有效反映出机体一段

时间内的代谢情况。同时从理论上讲,R/AETS值是

稳定的,利用ETS活性法测定耗氧率具有更高的灵

敏性和精确度。
本试验对ETS活性测定以及计算的方法,参照

David[11]对 Owens等[2]实验法的改进方法,得到

ETS活性计算公式如下:

AETS(mg/(g·h))= A
15.9×

60
I×

V×H
S×M×32

/2[10,12]

H:研磨后的体积,mL;V:反应阻断后试剂的

最终体积,mL;A:吸光度减去浑浊空白以及基质-
INT空白;M:肌肉样本质量,g;S:参加反应的上清

液的体积,mL;I:反应的时间,min。
1.4 数据处理

试验数据以平均值±标准差表示,采用SPSS
13.0软件进行统计分析,以Duncan多重比较法检

验组间差异,P<0.05表示差异显著。

2 结果与分析

2.1 温度对日本鳗鲡耗氧率以及 ETS 活性的影响

  如表1显示,当养殖温度为22℃时,日本鳗鲡

的R 值和ETS活性明显比其他2个温度组的低,但

27℃和32℃2个温度组的日本鳗鲡,其R 值的变

化程度与22℃组的相比,变化并不明显。不同养殖

温度组的ETS活性也表现出显著差异(P<0.05),
随着温度升高,ETS酶的活性也升高。但是,R/

AETS值却没有随温度的改变表现出显著差异(P>
0.05),其比值稳定在0.39左右。温度(T)与R 以

及ETS活性的回归方程分别如下:
R=0.0052T -0.0045(r2=0.7796)

AETS=0.0137T -0.026(r2=0.8852)

表1 温度对日本鳗鲡耗氧率与ETS活性的影响1)

Table1 EffectoftemperatureontheETSactivityandoxygenconsumptionrateinAnguillajaponica

温度/℃
Temperature

鱼体质量/g
Bodyweight

耗氧率/(mg/(g·h))
R

ETS活性/(mg/(g·h))
AETS

R/AETS

22 17.48±0.66a 0.105±0.003a 0.266±0.008a 0.390±0.003a

27 17.17±0.75a 0.144±0.008b 0.365±0.022b 0.397±0.003a

32 17.26±1.82a 0.157±0.008b 0.403±0.020c 0.396±0.004a

 1)同一列中数据后字母不同者表示差异显著(P<0.05)。下同 Valuesineachrowwithoutacommonsuperscriptaresignificantly

different(P<0.05).Thesameasbelow.
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2.2 摄食水平对日本鳗鲡耗氧率以及 ETS 活性的

影响

  摄食水平对日本鳗鲡耗氧率以及ETS活性的

影响结果列于表2,方差分析表明,不同摄食水平组

的鳗 鲡 R 以 及 ETS 活 性 均 表 现 出 显 著 差 异

(P<0.05),随着摄食水平从0到饱食不断提高,其

R 值以及ETS活性均随之升高。同时,不同摄食水

平组鳗鲡的R/AETS值也有显著差异(P<0.05)。
表2中日本鳗鲡按不同摄食水平驯养8周后,饥饿

组的鱼体质量与其他3组相比,表现出明显的差异。
但后3组鱼体的质量水平差异并不明显,对体质量

进行协方差分析后,发现鱼体质量对不同摄食水平

与R/AETS的关系的影响没有显著差异(P>0.05)。
摄食水平(LR)与R,ETS活性以及R/AETS的

回归方程分别如下:
R=0.0259LR+0.0582(r2=0.9125)

AETS=0.0366LR+0.2425(r2=0.9045)

R/AETS=0.0463LR+0.2495(r2=0.8232)

表2 摄食水平对日本鳗鲡耗氧率与ETS活性的影响

Table2 EffectofrationlevelontheETSactivityandoxygenconsumptionrateinAnguillajaponica

摄食水平

Rationlevels
鱼体质量/g
Bodyweight

鱼体质量范围/g
Bodyweightrange

耗氧率/(mg/(g·h))
R

ETS活性/(mg/(g·h))
AETS

R/AETS

饥饿Starvation 8.92±0.67a 8.26~9.44 0.063±0.005a 0.248±0.006a 0.254±0.013a

1% 17.17±0.75b 16.61~17.93 0.080±0.004b 0.276±0.007b 0.291±0.011b

2% 16.71±0.75b 16.25~17.03 0.103±0.001c 0.304±0.015c 0.338±0.017c

饱食Satiation 17.17±0.75b 16.61~17.93 0.144±0.008d 0.365±0.022d 0.397±0.003d

3 讨 论

3.1 环境因子对耗氧率、ETS 活性及其比值的影响

  环境因子对生物代谢活动以及ETS活性的影

响,已经有很多学者进行了研究[9-13]。King等[3]发

现在从不断增加大气压的过程中,试验浮游动物

的ETS活性和呼吸作用均未产生显著影响;Bam-
stedt[14]发 现 汤 氏 纺 锤 水 蚤 在 盐 度 为1.8%~
4.3%的变化范围内,ETS活性和耗氧率亦无显著

变化;而 Devol[15]在北大西洋西部对缺氧层 ETS
活性垂直分布的研究中发现,氧分压最低处ETS
活性最高。

试验中,在研究温度对鳗鲡耗氧率影响时发现,
随着养殖水体温度的升高,鱼体耗氧率也随之升高。
同时温度的变化,从理论上讲会引起调节生物耗氧

率相关酶活性的变化,本试验研究发现鳗鲡ETS的

活性也随着温度的升高而增高,与Schalk等[8]的结

论一致。但Packard等[4]在研究温度对太平洋西部

海区浮游动物种群ETS活性的影响时并未发现这

种预期的变化,这可能是由于温度对浮游动物和小

型浮游生物的ETS活性影响较小所造成的。对于

R/AETS值,试验结果并未显示温度对此有显著影

响,David等[11]研究发现沙筛贝R/AETS值随着温度

的上升而降低,与本试验结果不同,但他指出此变化

更可能是由于食物品质的改变而造成的,其值受温

度变化的影响并不明显。同时也可能是因为在这些

试验中,提供的温度均未达到机体代谢活动以及体

内ETS酶的最适温度,在此温度范围内,两者都随

着温度的升高表现出相对平行的上升趋势,因此,

R/AETS值也表现出相对稳定。
3.2 生理因子对耗氧率、ETS 活性及其比值的影响

  有关不同生理状态对鱼类耗氧率的研究较多,
同时机体生理状态的改变也会对其ETS活性产生

影响。Marshall等[16]研究发现,飞马哲水蚤性成熟

个体的耗氧率比性未成熟者高出40%左右,虽然该

研究并未对生殖状态是否会对其ETS活性产生影

响进行进一步的分析,但对比在不同生殖条件下鱼

体体内同工酶活性可能会有所不同,我们可以推断

ETS活性及R/AETS值可能会受到鱼体生殖状态的

影响。
本试验研究结果显示,当鱼体处于摄食不足或

长期饥饿状态时,其耗氧率及ETS活性均降低,并
且R/AETS值也随着摄食水平的降低而降低,其值与

摄食水 平 的 关 系 式 为:R/AETS=0.0463LR+
0.2495。这可能是由于在长期饥饿状态下,鱼体会

通过调节代谢水平等较为直观的方法来适应饥饿状

态,此时耗氧率下降的程度会非常大,汤洪芬等[17]

研究发现,鲇鱼幼鱼在饥饿60d后其静止耗氧率下

降了65%左右。而与此同时,在长期饥饿条件下,
鱼体会先消耗体内存储的营养物质,为ETS提供部
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分反应底物与能量,缓解了ETS活性的下降程度,
从而导致了R/AETS值的较大变化,在长期饥饿状态

下,鱼体的R/AETS值会比饱食状态下低得多。
3.2 耗氧率与 ETS 活性的关系及其应用

Yamashita等[9]认为,ETS活性表示的是生物

在最适条件下的最大潜在耗氧能力,当R 和ETS
活性采用的单位一致时,R/AETS比值反映了生物利

用呼吸潜能的分数,因此从理论上讲,R/AETS值是

稳定的[8]。有关耗氧率和ETS活性关系的研究,已
有很 多 学 者 对 浮 游 动 物、桡 足 类 进 行 了 大 量 研

究[1-4],鱼类的则相对较少,研究结果表明在不同生

物种类之间,其R/AETS值可能会有所不同,而在相

同的种类之间,其R/AETS值也可能存在差异。King
等[3]在研究桡足类时发现,个体大小对R/AETS值有

显著影响,个体大小为100~200μm 左右的桡足

类,其R/AETS值大小比1000μm以上的桡足类高

出8~9倍,而相近个体之间的偏差并不大。Owens
等[2]也发现,处于不同发育期的太平洋哲水蚤,其

R/AETS值也不尽相同。本试验研究结果发现,在水

温22~32℃范围内,饱食状态下的日本鳗鲡,其R/

AETS值保持相对稳定(K=0.3813),但是对于处于

不同摄食水平的鳗鲡,其R/AETS值又存在显著的差

异。由此可见,在实际条件下,R/AETS值很难保持

稳定,可能仅对于生理条件相同或者相近的个体存

在相对稳定,而由于环境因素、生理因素等因子的改

变,均可能会对其比值造成影响。
目前国内有关鱼类ETS活性及其应用的研究

还相对较少,大多则是测定污泥ETS活性的研究。
本试验的研究结果表明鱼类R/AETS值会受不同因

子的影响,在不同种类之间其影响更为显著。R/

AETS值的稳定,只是对于特定生物,在特定条件下生

物的耗氧率与ETS活性相对恒定,因此其值相对稳

定。在今后的研究中,尤其是在野外条件下,可以广

泛利用R 与ETS活性之间这种稳定的经验比值来

估算耗氧率,可以极大地简便耗氧率的测定工作,也
更具有准确性。通过试验得出在养殖条件下鱼体的

R/AETS值,对于鱼类生物能量学中代谢能的研究,
尤其是在自然水体中鱼体代谢能的测定及计算,进
而准确得出能量收支方程,将其广泛应用于生产养

殖,具有十分重要的意义。
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Effectofrationlevelandtemperatureonoxygen
consumptionrateandETSactivityinAnguillajaponica

DINGYi-qun1,2 LIUXiao-ling1 LEISi-jia2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgriculture,Wuhan430070,China;

2.SchoolofAppliedChemistryandBiologicalTechnology,ShenzhenPolytechnicCollege,

Shenzhen518055,China

Abstract ETSactivityandoxyenconsumptionrate(R)oftheJapaneseeel,Anguillajaponica,

weredeterminedatdifferenttemperature(22,27and32℃)andrationlevels(starvation,1%,2%and
satiation).Onsatiation,theETSactivityandRincreasedwiththeincreasingoftemperature,buttheR/

AETSratiowasnotsignificantlyaffectedbytemperature,withthevaluemaintainedatabout0.38.While
at27℃,theETSactivity,RandtheR/AETSratioincreasedwiththeincreasingofrationlevel.There-
gressionrelationbetweenrationlevelandR/AETSwas:R/AETS=0.0463LR+0.2495(r2=0.8232).

Keywords Anguillajaponica;ETSactivity;oxyenconsumptionrate;temperature;rationlevel
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