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封面图说: 难得的湿地乔木———池杉池杉为落叶乔木,高达 25 米,主干挺直,树冠尖塔。 树干基部膨大,常有屈 膝状吐吸根,池
杉为速生树,强阳性,耐寒性较强,耐干旱,更极耐水淹,多植于湖泊周围及河流两岸,是能在水里生长的极少数的大
乔木之一,故有湿地乔木之称 。 池杉原产美国弗吉尼亚沼泽地,中国于本世纪初引种到江苏等地,之后大量引种南
方各省,尤其是长江南北 水网地区作为重要造树和园林树种而大量栽种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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温度和盐度对吉富品系尼罗罗非鱼幼鱼鳃
Na+ -K+ -ATPase 活力的联合效应

王海贞1,王　 辉1,∗,强　 俊2,徐　 跑2,李瑞伟3

(1. 广东海洋大学水产学院, 湛江　 524025; 2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心, 无锡　 214081;

3. 茂南三高罗非鱼良种繁殖基地, 茂名　 525024)

摘要:试验采用中心组合设计(central composite face-centered design,CCF)和响应曲面法( response surface methodology,RSM)研
究了温度(12—34℃)和盐度(0—26)两因素对体长为(4. 36±0. 105)cm,体重为(2. 45±0. 153)g 的吉富品系尼罗罗非鱼(GIFT
Nile tilapia,Oreochromis niloticus;简称吉富罗非鱼)幼鱼鳃 Na+ -K+ -ATPase 活力的联合效应。 结果表明:(1)温度和盐度的一次

效应和二次效应对 Na+ -K+ -ATPase 活力影响极显著(P<0. 01),温度和盐度的互作效应不显著(P>0. 05);(2)经响应曲面法分

析,随着温度和盐度的增大,Na+ -K+ -ATPase 活力呈先减小后增大的趋势;(3)建立了 Na+ -K+ -ATPase 活力与温度、盐度间关系

的模型方程(R2 =0. 9829,Pred. R2 =0. 8550,P<0. 01),并可用于预测吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ -K+ -ATPase 的活力;(4)优化结果显

示,温度为 24. 15℃,盐度为 11. 75 时,Na+ -K+ -ATPase 活力最小为 0. 62μmol 无机磷·mg-1 蛋白·h-1,满意度函数值高达 0. 961。
Na+ -K+ -ATPase 活力可以作为检测罗非鱼生长性能的指标,其活力较低时,一般反映了鱼体生存环境适宜,生长代谢旺盛,消耗

于渗透调节的能量较少。

关键词:吉富罗非鱼;温度;盐度; Na+ -K+ -ATPase;响应曲面法

Combined effect of temperature and salinity on the Na+-K+-ATPase activity from
the gill of GIFT tilapia juveniles (Oreochromis niloticus)
WANG Haizhen1, WANG Hui1,∗, QIANG Jun2, XU Pao2, LI Ruiwei3

1 Fisheries College of Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China

2 Freshwater Fisheries Research Center of Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China

3 Maonan Sangao Tilapia Breeding Base, Maoming 525024, China

Abstract: Central composite face-centered design (CCF) and response surface methodology were used in the experiment to
examine the combined effect of temperature (12—34℃) and salinity (0—26) on the Na+ -K+ -ATPase activity from the gill
of tilapia juveniles (GIFT strain) (mean body length (4. 3 ±0. 105) cm and mean body weight (2. 45 ±0. 153) g). The
results showed that:(1) The linear and quadratic effects of temperature and salinity on the Na+ -K+ -ATPase activity were
highly significant (P<0. 01),and the interactive effect between temperature and salinity was nonsignificant (P>0. 05);(2)
Using the response surface method, the Na+ -K+ -ATPase activity varied with increasing temperature and salinity in a
curvilinear way; (3)The model equation of the enzyme activity towards temperature and salinity was established,with R2 =
0. 9829 and Pred. R2 = 0. 855 (P<0. 01). The model equation could be practically used for forecasting the gill Na+ -K+ -
ATPase activity in GIFT Nile tilapia juveniles;(4)Via applying statistical optimization of the response of interest,results
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showed that the optimal factor combination was 24. 15益 / 11. 75, at which the minimum Na+ 鄄K+ 鄄ATPase activity,
0郾 62滋molPi·mg-1pr·h-1, was reached, with the desirability as high as 0. 961. The Na+ 鄄K+ 鄄ATPase activity can be used as
an indicator of growth of GIFT Nile tilapia juveniles. In general,It can be said that the environment in which the Na+ 鄄K+ 鄄
ATPase activity is weaker is suitable for the tilapia juvenile growth,and in this case the metabolism of tilapia is more
efficient,and the energy consumed for osmoregulation is smaller.

Key Words: GIFT Nile tilapia (Oreochromis niloticus );temperature;salinity;Na+ 鄄K+ 鄄ATPase;response surface method

Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 是一种镶嵌在细胞膜类脂双分子层中具有腺苷酸三磷酸酶活性的一种特异性膜蛋白质,
广泛存在于生物细胞中[1]。 在鱼类的鳃中,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 又是一个跨脂膜的 Na+ 鄄K+泵,能主动向细胞外运

输 Na+,向细胞内运输 K+ [2鄄3]。 并在此过程中水解 ATP 产生能量,该能量主要用于渗透调节、物质运输和生长

代谢[3鄄4]。 另外,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 对外界不利因素的胁迫敏感性很强,已成为环境毒理评价、机体生理功能和

生长状况指示的重要生物酶之一[5]。
国内外关于罗非鱼 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 主要是以莫桑比克罗非鱼(Oreochromis mossambicus)和奥利亚罗非鱼

(Oreochromis aureus)为研究对象,对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 基因的分子结构[6]、Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活性[7鄄9]、及其 mRNA
蛋白质表达[10]的差异等方面进行了较多研究[11]。 关于主要环境因子对吉富罗非鱼 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力影响

的研究,国内外大部分文献是在单个环境因子条件下进行的,从而忽略了环境因子之间的互作效应,这与罗非

鱼实际的生存环境不符。 同时,这些研究只分析讨论了环境因子对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一次效应,并未建

立模型和考察因子的二次效应,使试验结果缺乏可靠的预测性,忽略了环境因子对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的累

积效应。
本试验通过建立可靠的回归模型,研究了温度和盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一、二

次效应和互作效应,并采用响应曲面法分析结果,优化并找到了温盐组合下的 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的最小值。
通过本研究期望在理论上找到吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力在不同温度和盐度下的变化规律,在实

践生产中,能够通过罗非鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的变化来检测其生长性能,并通过改善养殖水环境条件来

达到罗非鱼增产增收的目的。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

试验鱼来自广东省茂名“三高冶国家级罗非鱼良种繁殖基地最新繁育的第十六代吉富品系尼罗罗非鱼

幼鱼。
1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 试验鱼驯养

将从养殖基地运回的鱼苗中,挑选出无伤、无病、行动敏捷,生命力强,统一规格的吉富罗非鱼幼鱼分养在

多个 50L 的塑料桶中暂养 6d,暂养水体为曝气后的自来水(水温(28依0. 5)益,盐度 8,pH 7. 6 依0. 2),桶内放

置相同通气量的气石通气以保持桶内溶氧充足,暂养结束后再次挑选出活力较好的,统一规格的鱼苗分别放

养在 28 个已贴上标签并分组(表 1)的试验塑料桶(50L)内继续进行温度、盐度驯养,每个桶内放养 50 尾,驯
养采用逐渐提高或降低温度、盐度的方法。 驯养结束后,再次挑选出活力较好的鱼体,保证每个试验组有 30
尾,然后在设定的实验条件下继续养 14d,最后进行酶液的提取。 整个试验过程中,塑料桶要经过消毒处理,
试验用水为曝气后的自来水,溶氧保持在 5. 5g / L。 温度用恒温棒和生物冰袋同时控制,精密温度计测定,盐
度用海水晶调节,精密盐度计测定,每隔 12h 调节 1 次盐度,4h 调节 1 次温度。 每天早、晚各投喂 1 次人工浮

性膨化饲料 (含粗蛋白为 30. 0% 、脂肪 8. 0% 、灰分 15. 75% 、水分 12. 0% )。
1. 2. 2摇 酶液提取

随机抽取每个实验组桶内的 4 尾活力较好的幼鱼,置于冰盘上取其腮丝组织,在冰冷的生理盐水中漂洗,
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除去血液,滤纸拭干,称重,放入 10mL 的小烧杯内。 用移液管量取 0. 86%冷生理盐水(体积为组织块重量的

9 倍)。 再用移液管取以上总量 2 / 3 的冷生理盐水于小烧杯中,用眼科剪尽快剪碎组织。 剪碎的组织倒入玻

璃匀浆管中,再将剩余的 1 / 3 以上冷生理盐水冲洗残留在烧杯中的碎组织片,一起倒入匀浆管中进行匀浆,左
手持匀浆管将下端插入盛有冰水混合物的器皿中,右手将捣杆垂直插入套管中,上下转动研磨 10 次(6—
8min),充分研碎使组织匀浆化。 将制备好的 10%的匀浆用离心机(2000r / min)离心 5 min,留上清液 4益保存

备用。
1. 2. 3摇 酶活力测定

用 BIO鄄TEKuQuart 全波段酶标仪,波长为 660nm,测出酶液的吸光度,然后利用公式计算出 Na+ 鄄K+ 鄄
ATPase 的比活力。 酶测定使用南京建成工程研究所提供的酶测定试剂盒,测定方法严格按照由南京建成工

程研究所提供的 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力测定方法进行。 蛋白质含量用考马斯亮蓝测定,酶活力单位为 滋mol 无
机磷·mg-1蛋白·h-1。
1. 2. 4摇 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力定义

每小时每毫克组织蛋白的组织中 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 分解 ATP 产生 1滋mol 无机磷的量为一个 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase
活力单位。
1. 3摇 试验设计

本试验采用中心组合试验设计(CCF),温度 12—34益,盐度 0—16。 采用该设计形式时,温度(T / 益)在
上述范围内取 3 个水平,盐度 (S)也取 3 个水平。 各水平的编码值分别为-1、0、1。 整个试验设计包括 14 个

温度和盐度组合(表 1)。 因子点数 4 个,轴点数 4 个,星号臂为 1,中心点重复 6 次。 整个试验重复 1 次。

表 1摇 试验设计与相应结果

Table 1摇 Experimental design and results

序号
No.

编码值 Coded value

T / 益 S

实际值 Actual value

T / 益 S
Na+ 鄄K+ 鄄ATPase / (滋mol 无机磷·mg-1蛋白·h-1)

平均 mean 依 SD

1 0 0 23 13 0. 650 依 0. 024

2 0 0 23 13 0. 702 依0. 016

3 0 0 23 13 0. 653 依0. 009

4 0 0 23 13 0. 684 依0. 017

5 0 0 23 13 0. 678依0. 013

6 0 0 23 13 0. 623依0. 025

7 1 -1 34 0 2. 135依0. 076

8 -1 -1 12 0 1. 756依0. 056

9 0 1 23 26 2. 004依0. 079

10 0 -1 23 0 1. 040依0. 044

11 1 1 34 26 3. 225依0. 082

12 -1 1 12 26 2. 869依0. 065

13 1 0 34 13 1. 756依0. 047

14 -1 0 12 13 0. 869依0. 026

摇 摇 表 1 中的标准差是 1 次重复的结果

1. 4摇 数据处理

采用 SAS (v9. 13, SAS Institute Inc. , North Carolina, US)软件进行统计分析,以温度和盐度两个因子为

自变量,罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力为因变量,拟建立 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力和温度、盐度之间的回归

模型:
Y = b0 + b1T + b2S + b12T 伊 S + b11T2 + b22S2 + 着

式中,Y 为响应变量(Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力或其变换值);b0为常数项;b1、b2分别为温度和盐度的一次效应;b11、
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b22分别为温度和盐度的二次效应;b12为温度与盐度间的互作效应;着 为残差,并假定其服从均数为 0 的正态分

布。 采用 ANOVA 方法检验模型的显著性,并给出几种决定系数以辅助确定模型的拟合优度。 模型中的各项

效应采用最小二乘法进行估计并采用 F 统计量进行显著性检验。 其结果可通过响应曲面图来清晰展示。 显

著水平设定为 P<0. 05。
建立模型方程后,采用 Montgomery[12]的方法对回归方程进行优化,可得到最优的温度和盐度组合。 优化

结果的可靠性以满意度函数(Desirability function)来表示,其值介于 0—1 之间。
2摇 结果与分析

2. 1摇 模型建立及显著型检验

方差分析结果表明:方程模型极显著(P<0. 01),模型决定系数 R2 为 0. 9829,矫正决定系数 Adj. R2 =
0郾 9772,预测决定系数 Pred. R2 =0. 8550;温度和盐度两因子互作时对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力

影响不显著(P>0. 05);温度和盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的线性影响极显著(P<0. 01);
温度和盐度的二次效应对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响极显著(P<0. 01)。

表 2摇 模型的方差分析表

Table 2摇 Analysis of variance for the adequacy of the model
变异来源
Source

平方和
SS

自由度
df

均方
MS F P

模型 Model 10. 120 5 2. 020 92. 090 < 0. 0001
T 0. 440 1 0. 440 19. 950 0. 0021
S 1. 670 1 1. 670 76. 040 <0. 0001
T伊S 1. 320伊10-4 1 1. 320伊10-4 6. 016伊10-3 0. 9401
T2 1. 820 1 1. 820 82. 680 < 0. 0001
S2 2. 890 1 2. 890 131. 590 < 0. 0001
残差 Residual 0. 180 8 0. 022
失拟 Lack of fit 0. 170 3 0. 057 73. 000 0. 0002
纯误差 Pure error 3. 925伊10-3 5 7. 850伊10-4

总值 Total 10. 300 13
摇 摇 决定系数 R2 =0. 9829,矫正决定系数 Adj. R2 =0. 9772,预测决定系数 Pred. R2 =0. 8550

2. 2摇 系数估计

实验得出的 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力实际的(即非编码)回归方程为:
Y=4. 0340-0. 2794T-0. 1139S + 6. 6191伊10-3T 2+ 5. 9788 伊 10-3S2-4. 0210伊10-5T伊S

表 3 显示 95%置信区间预测模型的最高值为 0. 76,最低估计值为 0. 5;方差膨胀因子(VIF)接近于 1;温
度与盐度间互作效应不显著(P>0. 05);温度、盐度的一次和二次效应对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力均为正相关;温
度和盐度的二次效应极显著(P<0. 01),且系数都为正值。

表 3摇 回归方程系数及 95%置信区间估计

Table 3摇 The coefficient estimate and 95% confidence interval

因子
Factor

系数估计
Coefficient estimate

标准误
Standard error

95%置信区间 95% Confidence interval

下限 Low 上限 High
方差膨胀因子

VIF

截距 Intercept 0. 630 0. 057 0. 500 0. 760
T 0. 270 0. 061 0. 130 0. 410 1. 000
S 0. 530 0. 061 0. 390 0. 670 1. 000

T伊S -5. 75伊10-3 0. 074 -0. 180 0. 170 1. 000
T2 0. 800 0. 088 0. 600 1. 000 1. 210
S2 1. 010 0. 088 0. 810 1. 210 1. 210

摇 摇 表中系数估计的值为编码值

2. 3摇 响应曲面分析

从图 1 和表 1 中可以看到,随着温度和盐度的升高,吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力呈先下降后

109摇 3 期 摇 摇 摇 王海贞摇 等:温度和盐度对吉富品系尼罗罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的联合效应 摇



http: / / www. ecologica. cn

上升的趋势,温度在 12—23益和盐度在 0—13 范围内呈下降趋势,温度在 23—34益,盐度在 13—26 呈上升趋

势。 温度为 23—25益,盐度为 11—13 范围内 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力有最小值。 图 1 中显示等高线呈近圆形,说
明温度和盐度互作对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响不显著(P>0. 05)。

图 1摇 温度和盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力影响的响应曲面图和等高线图

Fig. 1摇 Response surface and contour plot of effects of temperature and salinity on Na+ 鄄K+ 鄄ATPase activity from the gill of GIFT Nile

tilapia juveniles (O. niloticus )

2. 3摇 优化

利用 Montgomery[12]的方法对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的模型进行优化,结果显示,Na+ 鄄K+ 鄄
ATPase 活力估计最优预测的 95% 置信区间的上限和下限分别为 0. 49 和 0. 75,在温度为 24. 15益,盐度为

11郾 75 时,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 最小活力为 0. 62 滋mol 无机磷·mg-1蛋白·h-1,满意度高达 0. 961。
3摇 讨论

3. 1摇 温度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一次和二次效应

温度对水产动物鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响主要通过影响生物膜结构, 从而影响膜上 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase
构象的转变过程以及酶对反应离子和底物的亲和力,提高鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 对血淋巴渗透压的调节功能[13]。
关于温度对水产动物 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响,大部分研究认为,水温在一定的范围内,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活

力会随着水温的升高而增加。 其原因认为高温能够提高 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 对离子和底物之间的亲和力,从而使

Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活性增加[13]。 然而,他们的研究中只分析讨论了温度对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力一次效应(即线

性效应)的影响,并没有考虑温度对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的二次效应是否显著,这样得到结果并未体现出环境

的累积效应。
本试验方差分析结果(表 2)显示,温度对吉富罗非幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一次效应极显著(P<

0郾 01),说明温度是影响吉富罗非鱼幼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的关键环境因子。 同时还显示,温度对吉富罗非

幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的二次效应极显著(P<0. 01),说明温度对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响不是简单的

线性关系。 从响应曲面图(图 1)可知,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力随着温度的升高呈先下降后上升的趋势。 通过优

化得出,温度为 24. 15益时,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力有最小值为 0. 62 滋mol 无机磷·mg 蛋白-1·h-1。
本试验结果可有两种原因:
(1)在 24. 15益时,吉富罗非鱼体处于一种生理平衡状态,离子运输和渗透压调节保持在较低水平,用于

渗透压调节的能量相对较少;在低温 l2益低温下则相反,鱼体代谢缓慢,不需要消耗过多的能量来维持生长代

谢[14],较多的能量就用于渗透压调节和呼吸[15]上,因而鳃中 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 酶活力就相对较高,这也是罗非
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鱼自身能量合理利用的一种表现。 一般 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的最适催化温度在 30—40益 [16],在高温 34益时,可能

接近于吉富罗非鱼幼鱼鳃的 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 最适催化温度,增加了 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 和其底物亲和力,从而提

高了 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力。
(2)Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 是硬骨鱼类渗透压调节组织中离子交换的关键性酶,它的基本结构是由一个 琢 亚基

(相对分子质量为 110kD)和一个 茁 亚基(相对分子质量为 55kD) 组成[17], Na+ 鄄K+ 鄄ATP鄄ase 的 琢 亚基分子量

较大,含有功能酶的酶触反应结构域,在硬骨鱼类上已经克隆了编码此亚基的基因[6,18鄄20]。 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的

茁 亚基分子量较小,其作用目前不清楚,但现有的研究表明,它是维持钠钾泵稳定性及正确膜定位的必要组成

部分。 同时,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的 琢 亚基有 3 种同型结构 琢1、琢2和 琢3,温度能改变着 3 种同型结构基因表达量,
当温升高时,琢3表达量下降,琢1和 琢2表达量升高[21]。 琢1、琢2和 琢3三者基因表达量的比例关系可能影响 Na+ 鄄
K+ 鄄ATPase 活力。 罗非鱼最适生长温度在 28—31益 [22],经过环境长期选择,当外界温度接近于吉富罗非鱼的

最适生长温度时,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的 琢1、琢2和 琢3 3 种亚基的基因表达量的比例可能正好能使 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase
活力处于最低水平,以便于节省渗透调节消耗的能量。
3. 2摇 盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一次和二次效应

盐度主要通过渗透压调节水产动物的生理状态,而 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 在渗透压调节方面起着极其重要的作

用。 因此,盐度对水产动物 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响报道较多[1]。 鱼类对盐度的适应过程,许多学者已经

进行过一些相关的研究,从 Partridge 等[23] 对黑棘鲷(Acanthopag rusbutcheri) 、Altinok 等[24] 对墨西哥湾鲟

(Acipenser oxyrinchus desotoi)、以及 Handeland 等[25]对大西洋鲑(Salmo salar)的研究可以看出,这一过程主要

分为两个阶段:一是盐度变化后短期内,鱼类血浆渗透压呈迅速下降的趋势,这一变化随即刺激鱼机体渗透调

节生理机制的改变;二是渗透压向变化前状态的逐渐恢复的过程[26]。
在本试验过程中,进行盐度驯养的前几天发现除了温度为 23益,盐度为 13 的试验组合中的罗非鱼活力

较好,体色正常外,其他各组合的罗非鱼均出现了活力减退,体色变黑的现象,尤其是温度为 12益,盐度为 26
和温度为 34益,盐度为 26 两个高盐组合的罗非鱼活力最差,体色最黑,其次是盐度为 0 的试验组合,罗非鱼

活力也出现不同程度的下降,体色稍微变黑,这是罗非鱼在刚进入高盐或低盐环境下所表现出来的一种应急

反应现象。 但这种应急反应是短时间的,在 7d 之后,各个试验组的罗非鱼活力逐渐恢复正常,到 14d 时各试

验组的罗非鱼活力已达到相对稳定的状态,体色也正常。 这时测得的 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力稳定。
一般研究认为,在盐度升高的情况下, 水产动物通过吸入大量海水来补偿由身体表面丢失的水分[27],由

于鱼体需要排除细胞内过多的 Na+和 K+,以调节自身渗透压的稳定,所以 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力就会增强[28]。
Wilder 等[29]对罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)的研究表明,在驯养一周后,提高盐度可以使鳃中的 Na+ 鄄
K+ 鄄ATPase 比活力增加。 Marshall 等[30] 也认为盐度与水产动物的鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力有正相关关系。 然

而,这些研究中只分析讨论了盐度对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力一次效应(即线性效应)的影响,也没有考虑盐度对

Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的二次效应是否存在。
本试验方差分析结果(表 2)显示,盐度对吉富罗非幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的一次效应极显著(P<

0郾 01),说明盐度也是影响吉富罗非鱼幼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的关键的环境因子。 同时还显示,盐度对吉富

罗非幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的二次效应极显著(P<0. 01),说明盐度对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响不是简

单的线性关系。 从响应曲面图(图 1)可知,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力随着盐度的升高呈先下降后上升的趋势,通过

优化得出,盐度为 11. 75 时,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力有最小值为 0. 62滋mol 无机磷·mg-1蛋白·h-1。
其原因可能为,鱼类在接近于或稍高于等渗点的水体中,鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 表现出较低的活力。 在这个

环境下,鱼体进行渗透调节消耗的能量较少,节省更多的能量用于生长代谢。 从理论上说,生活在盐度为 12
的水体中,对罗非鱼来说是一种等渗环境,用来进行渗透调节的能量较少,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力最低,鱼类生

长的盐度在接近等渗点时生长应该最快[31]。 本试验在盐度为 11. 75 时更接近吉富罗非鱼幼鱼的体内细胞的

等渗点,所以,渗透调节消耗的能量很少,鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力较低;盐度为 0 和 26 时,偏离了鱼体内等渗
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点,所以鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力较高。 而且外界水环境的盐度越接近该等渗点,鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力就会

越低,外界水环境的盐度越偏离该等渗点,鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力就会越高。
3. 3摇 温度和盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的互作效应

当因子之间存在互作效应时,对该交互作用的分析比只分析因素的主效应重要的多[32]。 Montgomery[12]

明确指出,互作有时可以屏蔽主效应,在互作存在的情况下,互作效应比单纯主效应更重要,更有实际意义。
然而,国内外关于环境因子对水产动物 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力影响大部分是单因子方面的研究,即使是多因素

试验,也只分析讨论了每个因子的主效应。 从而忽略了环境因子之间的互作效应,使得分析结果与实际不符。
Sardella 等[33]研究发现,15 益时,莫桑比克罗非鱼在淡水中鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力较低,在相同的温度下,从
淡水转移到海水中 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力却升高。 由此可见,温度和盐度对莫桑比克罗非鱼存在互作效应。 但

是 Sardella 等的研究没有详细分析温盐之间的互作效应是否显著,只讨论了温度和盐度 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力

的主效应。 本试验通过方差分析表(表 2)显示,温度和盐度的互作效应不显著(P>0. 05),同时,响应曲面等

高线图 1 显示,等高线呈近似圆形,也说明温盐互作不显著。 在本研究中,温盐互作不显著的可能原因为:温
度和盐度对吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的影响机制不同,温度可能是通过改变 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的

构象来改变酶的活力的,当 Na+ 鄄K+ 鄄ATP鄄ase 的构象适合与底物结合时,酶和底物之间的亲和就会增加,催化

效率就会提高。 反之,当 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的构象阻碍与底物结合时,酶和底物之间的亲和就会减弱,催化效率

就会降低。 盐度可能是伴随着鳃上皮细胞细渗透压调节来改变 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力的。 当细胞内外环境渗

透压有差距时,鳃上皮的氯细胞通过 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 向细胞外输送 Na+,向细胞内输送 K+来调节鱼体渗透压,
使鱼体渗透压稳定在一个范围内。 盐度还有可能通过改变鳃上皮细胞中氯细胞的数量和体积来改变 Na+ 鄄
K+ 鄄ATPase 的浓度[34],从而使 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的活力在不同盐度中波动。
3. 4摇 模型的建立及其意义

响应曲面分析方法的最大优点在于通过响应曲面分析得到拟合度较高的模型方程,同时还能对试验结果

进行优化找到最优因子组合。 然而,国内外大部分关于环境因子对 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力影响的研究,并没有

建立起可靠的模型进行预测,只是对某一个环境因素的几个孤立的水平点进行分析。 本研究通过建立可靠的

回归模型,可对响应进行连续的预测,优化并找到最适温盐环境下的吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的活

力的最小值。 本试验方差分析(表 2)结果显示,各因素对模型影响极显著(P<0. 01)说明建立的模型有意义;
得到的回归方程的决定系数 R2高达 0. 9829 且 Pred. R2 =0. 8550(P<0. 01),说明模型的拟合度很高,可用于预

测 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 的活力;方差膨胀因子(VIF)接近于 1(表 3),说明模型的共线性不显著,模型中各项效应

的估计可靠;方差分析表(表 2)还显示,模型失拟检验结果显著(P<0. 01),但考虑到纯误差均方很小(7. 850伊
10-4),说明此显著的结果是由该极小的误差造成而非模型不恰当。 理论上可以通过本研究建立的模型方程,
可靠地预测到不同温度和盐度下吉富罗非鱼幼鱼鳃 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力。

对该模型优化后得出最优的因子组合为,温度 24. 15益,盐度 11. 75,在此最优组合下 Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活

力有最小值,为 0. 62滋mol 无机磷·mg-1蛋白·h-1。 一般来说,Na+ 鄄K+ 鄄ATPase 活力较低时,反映了鱼体生存环

境适宜,生长代谢旺盛,消耗于渗透调节的能量较少。 说明吉富罗非鱼幼鱼在温度 24益、盐度为 12 左右时,
生长状况良好。
致谢:彭俊、朱晓闻同学对试验给予帮助,特此致谢。
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