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封面图说: 冬天低空飞翔的丹顶鹤———丹顶鹤是鹤类中的一种,因头顶有“红肉冠冶而得名。 是东亚地区特有的鸟种,因体态优
雅、颜色分明,在这一地区的文化中具有吉祥、忠贞、长寿的象征,是传说中的仙鹤,国家一级保护动物。 丹顶鹤具备
鹤类的特征,即三长———嘴长、颈长、腿长。 成鸟除颈部和飞羽后端为黑色外,全身洁白,头顶皮肤裸露,呈鲜红色。
丹顶鹤每年要在繁殖地和越冬地之间进行迁徙,只有在日本北海道等地是留鸟,不进行迁徙,这可能与冬季当地人
有组织地投喂食物,食物来源充足有关。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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低温暴露和恢复对棘胸蛙雌性亚成体生存力
及能量物质消耗的影响

凌摇 云,邵摇 晨,颉志刚*,王摇 娜
(浙江师范大学化学与生命科学学院,金华摇 321004)

摘要:棘胸蛙(Paa spinosa)亚成体在人工驯养过程中容易出现越冬困难,非正常的冬眠可能会影响次年的繁育。 以雌性棘胸蛙

亚成体(1—2 龄)为对象,研究该蛙在人工低温暴露(4 益保持 90 d)条件下的生存力、机体能量物质消耗、肥满度、脏器系数的

变化特征,以及这些参数在温度恢复至正常(由 4 益缓慢升至 22 益后保持 7 d)后的变化情况。 结果表明,该蛙在低温暴露过程

中存活率逐渐降低,恢复期无死亡。 肥满度(K)和体重 /体长(Kwl)在低温暴露期间有逐渐升高的趋势,但两者在经历恢复期

(22 益,7 d)后均恢复至初始水平(P > 0. 05)。 胃系数和脾系数在低温暴露期呈明显的上升趋势(P <0. 05),且两者在第 90 天

均显著大于初始水平(P <0. 05)。 恢复期肝系数显著减小(P <0. 05)。 在低温暴露期各阶段肝脏和肌肉脂肪含量与初始无统

计差异(P > 0. 05);肝脏水分在低温暴露期间呈明显下降趋势(P <0. 05),而肌肉水分则与之相反;肝脏非脂肪干物质含量呈

显著上升趋势(P <0. 05),而肌肉非脂肪干物质则呈相反趋势。 肝糖原含量随暴露时间的延长呈现显著上升趋势(P <0. 05),
低温暴露第 60 天和第 90 天肝糖原含量与初始相比分别增加 59. 4% 和 60. 1% ,而恢复期肝糖原含量则降至初始水平(P>
0郾 05)。 根据结果可以看出,在低温暴露过程中肝脏和肌肉脂肪含量变化不显著,同时肥满度、肝系数、肝脏非脂肪干物质和肝

糖原含量均有不同程度的升高,而肌肉非脂肪干物质则显著减少(P<0. 05),说明该蛙雌性亚成体在低温期主要消耗的能量物

质不是脂肪而是肌肉非脂肪干物质,或者肌肉非脂肪干物质在组织间发生了大量转运。
关键词:棘胸蛙;低温暴露;生存力;能量消耗

Effects of cold exposure and recovery on viability and energy consumption in the
sub鄄adult female giant spiny frogs (Paa spinosa)
LING Yun, SHAO Chen, XIE Zhigang*, WANG Na
College of Chemistry and Life Sciences, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, China

Abstract: The giant spiny frog ( Paa spinosa), a typical amphibian, can exhibit abnormal hibernation caused by
disturbances in energy and substrate metabolism, and can suffer decreases in egg quality during the following breeding
season, especially for individuals spawning for the first time. Hibernation which is formed in the long evolutionary process of
poikilothermal animals can be considered as a survival strategy and self鄄protective method to avoid starvation, cold, diseases
and other adverse environmental factors for amphibians. Overwintering difficulty of amphibians is a widespread consequence
of global climate change and habitat modification that result from human activities, and the following breeding can be
influenced by abnormal hibernation with regard to the sub鄄adult female giant spiny frogs, which is common under the
circumstance of artificial domestication. The aim of our study was to investigate the changes in viability and substrate
utilization under the condition of artificial cold exposure (4 益,90 d) and during recovery (22 益,7 d) in the sub鄄adult
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female spiny frogs (1—2 year old) which were chosen as the objectives in the study. The results indicated that the survival
rate of sub鄄adult female giant spiny frogs appeared to be a decreasing trend during the period of cold exposure and the
mortality rate turned to be zero in the stage of recovery; the relative fatness (K) and the ratio of body weight to body length
(Kwl), which presented to be ascendant during cold exposure, both returned to the initial levels (P > 0. 05) in the
recovery stage; ascendant trend was found in both stomach and spleen coefficient during cold exposure ( P < 0. 05 ),
particularly the both appeared to be higher in the 90 th day in relation to the initial levels (P < 0. 05), and the liver
coefficient decreased dramatically in the recovery stage (P<0. 05). During cold exposure period, no statistical differences
were observed in the lipid content in liver and muscle compared with the initial content levels (P >0. 05); the moisture
content in liver (P <0. 05) and the non鄄lipid dry matter content in muscle both decreased during cold exposure; the
moisture content in muscle and the non鄄lipid dry matter content in liver (P<0. 05) increased during cold exposure; hepatic
glycogen content increased by the 60 th and 90 th day of cold exposure compared to the initial level (P <0. 05), with the
growth rates of 59. 4% and 60. 1% respectively, and returned to the initial level during recovery (P > 0. 05). We might
draw a conclusion that the sub鄄adult female spiny frogs made use of the non鄄lipid dry matters in muscle rather than lipid, or
the non鄄lipid dry matters in muscle were transported in the tissues in order to adapt to cold exposure, which was concluded
from the facts that the body condition indexes (K and Kwl), liver coefficient, non鄄lipid dry matter content in liver and
hepatic glycogen content emerged to be ascendant to some extent, however, non鄄lipid dry matter content in muscle proved to
be remarkably decreasing (P <0. 05) and no significant changes were detected in the lipid content in liver and muscle
during cold exposure.

Key Words: Paa spinosa; cold exposure; viability; energy consumption

冬眠是部分动物保存体能、避开寒冷、饥饿、疾病等不利环境的自我保护方式和在漫长适应进化过程中获

得的重要生存策略之一。 冬眠状态下的动物主要依靠体内贮存的营养物质(如脂肪和肝糖等)来维持基本生

命特征[1],体内相关激素如胰岛素、甲状素、糖皮质激素分泌大量减少,以及各种酶类如肝磷酸酶、肝和肌肉

酯酶的活性显著降低,从而降低机体的代谢水平,使机体能量得以保存[2]。 两栖类动物作为典型的变温脊椎

动物,多数温带或高海拔物种在越冬过程中以冬眠方式抵御极端气候。 然而,全球气候变化和生境破坏等因

素可能引起两栖类的非正常冬眠,从而导致机体能量物质的代谢紊乱和过耗以及繁殖期怀卵量或产卵量的下

降,尤其对于初次产卵雌体的影响更为显著[3]。
棘胸蛙(Paa spinosa)属两栖纲、无尾目、蛙科、棘蛙属,主要分布在江西、浙江、福建、云南、贵州等省份,具

有较高的食用和药用价值[4鄄6],市场需求量较大。 由于过度捕捉和生境破坏等因素导致该蛙野生资源急剧减

少,现已被列为 IUCN 红色名录的易危物种(Http: / / www. iucnredlist. org / ),因此,亟待深入开展棘胸蛙的人

工驯化和繁育研究。 但由于该蛙对生态环境的要求较为苛刻,养殖过程中存在较多技术瓶颈,如野生个体在

驯养过程中容易死亡,尤其在人工越冬环境下刚变态的幼蛙和亚成体死亡率较高,严重制约该产业的发

展[7],养殖者通常采用营养限制手段来延迟变态,以蝌蚪来度过越冬难关。 此外,养殖条件下不适宜的越冬

环境温度可能会对该蛙雌性个体次年的繁殖表现产生不利影响,但相关基础研究尚不多见。 本研究以野生棘

胸蛙雌性亚成体为对象,通过人为模拟冬眠环境进行低温暴露实验,研究该蛙在低温暴露期间和低温暴露结

束初期的生存力及能量物质消耗等形态和生理指标的变化特征。 研究结果可以为棘胸蛙越冬生理生态学提

供基础知识,还可为该蛙在人工条件下冬眠提供技术指导。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

野生棘胸蛙雌性(胸部无棘刺为雌性)亚成体采自浙江开化县钱江源山区(118毅01忆 —118毅37忆N,28毅54忆
— 29毅30忆E),采集时间为野生棘胸蛙自然越冬前(2010 年 10 月底),采集地环境温度为 12—24 益。 将蛙放置
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在装有少量冰块的保温箱内运回实验室。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 实验动物驯化

将蛙置于水族箱(90 cm 伊 40 cm 伊 40 cm, 10 只 /缸)内进行驯化,提供水陆环境和遮蔽物,控制水温(22
依1) 益,光周期为 12 L 颐12 D,每日以黄粉虫(Tenebrio molitor)活体作为饵料投食 1 次,投喂量为体重的 4% ,
隔日用经曝气脱氯的自来水换水 1 / 3。 驯化时间为 1 周,驯化结束后,选择 36 只体重相近、体表无伤的健康

棘胸蛙((55. 27依1. 56) g,Mean 依 SE)随机分配至 4 个玻璃槽 (30 cm 伊 15 cm 伊 20 cm) 内,然后置入低温恒

温培养箱(MIR鄄253, SANYO, Japan)。 低温恒温培养箱内温度预先降至(4依0. 5) 益,蛙在该低温条件下保持

90 天,并于第 30 天、60 天、90 天分别取 6 只蛙用于相关分析,在低温暴露结束后,将温度在 1d 内缓慢恢复至

22 益(2 益 / 1 h)后,移入水族箱内,在驯化条件下(不投喂饵料)保持第 7 天后取样。 在实验开始前另取 6 只

蛙用于初始测定。 实验期间记录死亡情况。
1. 2. 2摇 身体状况指数和器官系数

对各阶段取样棘胸蛙精确称重(0. 01 g),用数显游标卡尺测量动物体长(SUL)(1 mm)。 经毁髓后立刻

解剖,摘取肝脏、胃、脾脏、肾脏等器官后进行精确称重,计算相关参数:肥满度(K) = 100伊W / L3;体重 /体长

(Kwl)= W / L;脏器系数(Organ Coefficient, OC)= 100 伊(器官重 /体重),其中 W 为体重(g),L 为体长(cm)。
1. 2. 3摇 组织生化测定

取蛙的肌肉和肝脏,70 益下烘干后,称取粉碎的干样品,采用氯仿鄄甲醇抽提法测定组织中脂肪含量[8]。
1. 2. 4摇 肝糖原含量测定

肝糖原测定方法详见试剂说明书(南京建成生物科技研究所)。
1. 3摇 数据分析

实验数据均以平均值依标准误(Mean 依 SE)表示,用统计软件包 SPSS17. 0 对数据进行统计分析,数据经

Kolmogorov鄄Smirnov test 后,均符合正态分布,采用 One鄄Way ANOVA 进行组间差异比较,当 ANOVA 检测各组

间有显著性差异后,并进行 LSD 多重比较,当显著性水平 P <0. 05 时表示差异显著。 比较组间器官重量时,
采用协方差分析去除体重的影响。
2摇 结果

摇 图 1摇 棘胸蛙雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段成活率的变化

Fig. 1摇 Changes of survival rate of sub鄄adult female giant spiny

frogs (Paa spinosa) in different stages during the period of cold

exposure and recovery

2. 1摇 成活率

野生雌性棘胸蛙在低温暴露期间各阶段累积成活

率呈下降趋势,在恢复期(22 益,7 d)无死亡(图 1)。
2. 2摇 肥满度(K)和体重 /体长(Kwl)

肥满度 K 和 Kwl 在低温暴露期间有逐渐升高的趋

势,且 K 在低温暴露第 90 天显著增大(P <0. 05),Kwl
在第 60 天和 90 天显著大于第 30 天 (P <0. 05),而两

者在恢复期均降至初始水平(P > 0. 05)(图 2,图 3)。
2. 3摇 脏器系数变化

实验期间发现棘胸蛙亚成体性腺尚未发育,且仅 2
个存在极小脂肪体,因此未对这两个脂肪体进行称重。
肝系数在低温暴露期间与初始无统计差异(P > 0. 05),
但在数值上均高于初始值;胃系数和脾系数在低温暴露

期间呈明显的上升趋势(P<0. 05),且两者在第 90 天均

显著大于初始水平(P <0. 05)。 恢复期肝系数显著减

小,但与初始无统计差异(P > 0. 05);胃系数和脾系数无显著变化。 肾系数在实验各阶段均无显著变化(P>
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0. 05)(表 1)。

摇 图 2摇 棘胸蛙(Paa spinosa)雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段

肥满度(K)的变化

Fig. 2摇 Changes of relative fatness (K) in sub鄄adult female giant

spiny frogs (Paa spinosa) in different stages during the period of

cold exposure and recovery

摇 图 3摇 棘胸蛙(Paa spinosa)雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段

体重 /体长(Kwl)的变化

Fig. 3摇 Changes of the ratio of body weight to body length (Kwl)

in sub鄄adult female giant spiny frogs ( Paa spinosa) in different

stages during the period of cold exposure and recovery

表 1摇 棘胸蛙(Paa spinosa)雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段脏器系数的变化

Table 1摇 Changes of different organ coefficients in sub鄄adult female giant spiny frogs (Paa spinosa) in different stages during the period of cold

exposure and recovery

取样条件
Sampling condition

肝系数
Liver coefficient

胃系数
Stomach coefficient

脾系数
Spleen coefficient

肾系数
Kidney coefficient

0d 0. 0144依0. 0011ab 0. 0157依0. 0011a 0. 0005依0. 0001a 0. 0034依0. 0003

4益,30d 0. 0166依0. 0011b 0. 0161依0. 0013a 0. 0005依0. 0001ab 0. 0040依0. 0005

4益,60d 0. 0164依0. 0008b 0. 0166依0. 0005a 0. 0006依0. 0001ab 0. 0037依0. 0003

4益,90d 0. 0148依0. 0010b 0. 0212依0. 0009b 0. 0009依0. 0001b 0. 0038依0. 0003

22益,7d 0. 0116依0. 0011a 0. 0186依0. 0004ab 0. 0006依0. 0001ab 0. 0033依0. 0002

摇 摇 平均值以 Mean 依 SE 表示;组间无相同字母表示差异显著(P <0. 05);n=6

2. 4摇 组织生化测定

在低温暴露期间,肝脏和肌肉脂肪含量各阶段均与初始无统计差异(P > 0. 05);肝脏水分在低温暴露期

间呈明显下降趋势,低温第 90 天显著低于初始水平(P<0. 05),而肌肉水分则与之相反,在第 60 天和 90 天显

著高于初始 (P<0. 05);肝脏非脂肪干物质含量呈上升趋势,在第 90 天显著高于初始 (P<0. 05),而肌肉非脂

肪干物质则呈相反趋势,在第 60 天和 90 天显著低于初始 (P<0. 05)。 在恢复期间,肝脏脂肪含量无显著变

化,但肌肉脂肪含量与低温第 60 天和 90 天相比显著降低(P <0. 05),但与初始无统计差异;肝脏水分降至最

低,显著低于初始和低温第 30 天和 60 天,而肌肉水分则无显著变化;肝脏非脂肪干物质仍保持较高水平,显
著大于初始和低温第 30 天和 60 天,而肌肉非脂肪干物质仅与低温第 30 天存在显著差异(表 2)。
2. 5摇 肝糖原变化

在低温暴露期间,肝糖原含量随暴露时间的延长呈现上升趋势, 且在低温第 60 天和第 90 天肝糖原含量

显著高于初始水平(P<0. 05),低温第 60 天和第 90 天肝糖原含量与初始相比分别增加 59. 4% 和 60. 1% ,而
恢复期肝糖原含量则降至初始水平(P > 0. 05)(图 4)。
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表 2摇 棘胸蛙(Paa spinosa)雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段肝脏和肌肉组织粗脂肪、水分、非脂肪干物质含量变化

Table 2摇 Changes of crude fat, moisture and non鄄lipid dry matter levels of liver and muscle in sub鄄adult female giant spiny frogs (Paa spinosa)

in different stages during the period of cold exposure and recovery

取样条件
Sampling
condition

粗脂肪
Crude fat / %

肝脏 Liver 肌肉 Muscle

水分
Moisture / %

肝脏 Liver 肌肉 Muscle

非脂肪干物质
Non鄄lipid dry matter / %

肝脏 Liver 肌肉 Muscle

0d 13. 45依0. 67 3. 31依0. 15ab 79. 08依0. 59b 81. 07依0. 50ab 20. 92依0. 59a 18. 93依0. 50bc

4益,30d 15. 07依1. 8 3. 02依0. 13ab 78. 81依0. 80bc 80. 96依0. 43a 21. 19依0. 80ab 19. 04依0. 43c

4益,60d 12. 70依0. 5 3. 45依0. 08b 78. 35依0. 28bc 82. 83依0. 23c 21. 65依0. 28ab 17. 30依0. 36a

4益,90d 15. 86依3. 6 3. 51依0. 78b 77. 07依0. 72ac 82. 70依0. 36c 22. 93依0. 72bc 17. 17依0. 23a

22益,7d 12. 08依1. 1 2. 33依0. 16a 75. 71依0. 27a 82. 29依0. 50bc 22. 01依0. 27c 17. 71依0. 50ab

摇 摇 平均值以 Mean 依 SE 表示;组间无相同字母表示差异显著(P <0. 05); n=6

摇 图 4摇 棘胸蛙(Paa spinosa) 雌性亚成体在低温暴露和恢复各阶段

肝糖原的变化

Fig. 4摇 Changes of hepatic glycogen content in sub鄄adult female

giant spiny frogs ( Paa spinosa ) in different stages during the

period of cold exposure and recovery

3摇 讨论

冬眠期间两栖动物通过消耗体内营养物质来维持

生命活动, 体内各组织器官(尤其是肝脏和脂肪体)储
存的能量物质能够为机体提供必要的能量。 由此推测:
具有冬眠习性的蛙类在冬眠期和出眠期肥满度、肝系数

和脂肪体会有所下降。 如黑斑蛙 (Rana nigromacula鄄
ta) [9]、东方铃蟾 ( Bombina orientalis) [10]、 花背蟾蜍

(Bufo raddei) [11]等蛙类在自然冬眠后肥满度 K 显著下

降。 但在对金线蛙(Rana plancyi) [12]、花背蟾蜍[13] 的

研究中发现,冬眠前后 K 无显著变化,甚至存在相反的

报道,如邹寿昌[14] 研究表明大蟾蜍(Bufo bufo gargari鄄
zans)冬眠后 K 显著增加,花背蟾蜍 K 和躯体肥满度(去
除内脏的躯壳重量与体重比)的平均值均有所增加,且
躯体肥满度增加显著[15]。 本研究中,低温暴露期间雌

性棘胸蛙亚成体(1—2 龄)K 和 Kwl 均有增大的趋势,
恢复期与初始间也无显著差异。 导致这一现象的原因

可能是这些冬眠蛙类皮肤从环境中吸入水分所致[14]。 又如林蛙在冬季其肝和肌肉中水含量显著增加,从而

导致体重增加[16],而研究者认为这可能是因为肾代谢功能下降,而不能将水从机体排除的缘故[17]。 此外,冬
眠前后肥满度变化也存在性别差异,如东方铃蟾经过自然冬眠后雄体躯体肥满度变化不大,而雌体躯体肥满

度显著降低,这可能与其在冬眠期生殖腺的增大相关,致使躯体显著消瘦[10]。 然而,雌性棘胸蛙亚成体(50 g
左右)在近三个月的低温期内性腺无明显发育,这是因为棘胸蛙生育年龄一般在 2—3 龄左右(体重 100 g 以

上),且繁殖期主要在夏季,而蟾蜍、黑斑蛙等物种其性腺在冬季已经开始发育,因此,这是导致不同蛙类冬眠

前后肥满度变化差异的重要原因之一。 肝脏和脂肪体是蛙类越冬期最重要的两个储能和供能器官,如东方铃

蟾[10]、花背蟾蜍[11]、黑斑蛙[9]等在冬眠后肝系数和脂肪体系数均明显降低,说明越冬期能量和营养的大量消

耗,而本研究发现棘胸蛙雌性亚成体在低温暴露期第 30 天和 60 天肝系数平均值却普遍高于初始,且在整个

实验期间仅个别蛙体内存在极小的脂肪体。 这可能与繁殖年龄有关,如 1 龄泽蛙(Rana limnocharis)入眠前肥

满度虽然最小,但是肝系数却最大,而且脂肪体系数很小或几乎没有脂肪体;而 3 龄泽蛙脂肪体系数则最

大[18]。 因此,这些差异可能与被研究物种所处的年龄阶段和其首次繁育年龄有关。 此外,本研究发现胃系数

和脾系数在低温暴露期显著增加,推测可能出现如胃壁增厚、组织养分变化等适应性变化,而脾肥大可能是胁

迫特征之一,这与低温暴露期存活率下降相一致,具体原因有待进一步研究。
蛙类机体代谢是随季节变化而变化[19鄄20],通常夏季脂肪代谢旺盛,冬季糖代谢旺盛[21鄄23]。 肝糖原是蛙类
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冬眠期能量的主要来源,肝糖原蓄积量通常在秋季时达到最大,进入冬季后逐渐下降,至产卵期时完全消耗

尽,如芬兰北部的林蛙(Rana temporaria L. )肝糖原含量在秋末达到最大值,春季产卵后降到最低[17]。 这是因

为肝糖原等小分子碳水化合物的合成有助于增强无尾两栖类动物的耐寒性,可以降低其在冬眠期间死亡的风

险。 如在低温下蟾蜍可以将体内的肝糖原转化成防冻剂,而出冬眠后则将防冻剂转化成肝糖原[24]。 蛙类最

主要的生物防冻剂就是葡萄糖[25],而肝糖原能够转化为葡萄糖,表现在冬眠期葡萄糖合成途径中肝糖磷酸化

酶活性的提高[24鄄25], 如冬眠期三锯拟蝗蛙(Pseudacris triseriata)肝糖原的含量降低,而肝脏和肌肉组织中的葡

萄糖含量及磷酸化酶的活力均出现显著性升高,进一步证实了肝糖原与葡萄糖之间的转化关系[26]。 而本研

究中,低温暴露却导致棘胸蛙肝糖原上升,恢复期肝糖原则却回落至初始水平,这可能是因为低温暴露能够诱

导肝糖原酶和葡萄糖酶活性的修饰,增强糖分解和糖异生酶的活性,增加肝糖原蓄积量[27],或者部分种类在

冬眠期间磷酸化酶活性增强,肝糖原的合成能力也随之增强,导致组织中肝糖原含量显著升高[28]。 如在爬行

类中,沙漠巨蜥(Vurunus griseus)在冬眠期间其骨骼、心肌以及肝中的糖原含量不变甚至升高[29鄄30]。 因此,肝
糖原变化趋势在自然冬眠或人工低温暴露条件下出现差异可能与不同物种采取的低温生理适应机制有关。
值得一提的是,本研究中发现在低温暴露过程中该蛙肝脏和肌肉脂肪含量变化不显著,同时肥满度、肝系数、
肝脏非脂肪干物质和肝糖原含量均有不同程度的升高,而肌肉非脂肪干物质则显著减少,说明该蛙雌性亚成

体在低温期主要消耗的能量物质不是脂肪而是肌肉非脂肪干物质(如肌糖原等糖类物质),或者肌肉非脂肪

干物质在组织间发生了大量转运。 对于大部分冬眠动物来说,在冬眠状态下其脂肪组织起到非常重要的作

用[31],而葡萄糖是最直接的供能物质[32],可以通过肝脏的糖异生和肝糖分解来产生。 本研究中肝糖原呈现

上升趋势,并没有被大量消耗,在漫长的冬眠过程中糖异生可能是产生葡萄糖的重要途径[33],那么肌肉非脂

肪干物质的减少是否与糖异生有关,需要进一步研究。 另外,虽然该蛙雌性亚成体在低温暴露条件下的状态

并不能完全等同于其在自然生境中的正常冬眠,但本研究结果可以为棘胸蛙自然越冬生理研究提供参考。
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