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颉志刚，王永鹏，王娜，郑荣泉．棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）对重复急性冷暴露的生理应激与适应耐受．生态学报，２０１７，３７（１４）：４７７８⁃４７８５．
Ｘｉｅ Ｚ Ｇ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｐ， Ｗａｎｇ Ｎ， Ｚｈｅｎｇ Ｒ Ｑ． Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ （Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ） ｔｏ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｄ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１７，３７（１４）：４７７８⁃４７８５．

棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）对重复急性冷暴露的生理应
激与适应耐受

颉志刚１，２，∗，王永鹏１，王　 娜１，郑荣泉１，２

１ 浙江师范大学化学与生命科学学院，浙江省野生动物生物技术与保护利用重点实验室，金华　 ３２１００４

２ 浙江师范大学行知学院， 金华　 ３２１００４

摘要：为探讨棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）这一溪源性两栖类对环境温度极端变化做出的生理响应与适应机制，测定了该物种在反

复遭受急性冷暴露（４ ℃， １２ ｈ）过程中其非特异性免疫反应、氧化还原状态以及热休克蛋白 ７０（Ｈｓｐ７０）ｍＲＮＡ 表达的变化，结
果发现：棘胸蛙在初次冷暴露过程中外周血细胞吞噬活性（第 ４ 小时 和第 １２ 小时；Ｐ＜０．０５）、脾巨噬细胞呼吸爆发强度（第 ４ 小

时 和第 １２ 小时；Ｐ＜０．０５）以及胃溶菌酶活力受到显著抑制（第 １２ 小时；Ｐ＜０．０５）；当蛙返回到 ２２ ℃ 环境 １２ ｈ 后 ３ 种免疫指标

均恢复到初始和对照组水平（Ｐ＞０．０５）。 经过连续 ７ ｄ 冷暴露后，除溶菌酶外，血细胞吞噬活性和脾巨噬细胞呼吸爆发强度均能

恢复到初始和对照组水平（Ｐ＞０．０５）。 另外，冷暴露增加了肝脏和肾脏内丙二醛（ＭＤＡ）的含量，但肾脏内 ＭＤＡ 含量升高的幅

度要明显大于肝脏；肝脏 ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量也表现出急性和适应性升高，而肾脏仅 ＳＯＤ 活力有所升高，暗示在低温胁迫状

态下棘胸蛙肝脏氧自由基清除能力要强于肾脏。 ＨＳＰ７０ 作为应激保护蛋白，当机体遭受冷暴露后肝脏 Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 表达量始

终未呈现出应激性升高，反而受到显著抑制（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，棘胸蛙在经历多次急性冷胁迫后体内部分非特异性免疫功

能以及肝脏氧化防御系统可以产生不同程度的适应性改变。
关键词：棘胸蛙；冷暴露；免疫；氧化防御；热休克蛋白 ７０

Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ （Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）
ｔｏ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ＸＩＥ Ｚｈｉｇａｎｇ１，２，∗， ＷＡＮＧ Ｙｏｎｇｐｅｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｎａ１， ＺＨＥＮＧ Ｒｏｎｇｑｕａｎ１，２

１ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｗｉｌｄｌｉｆｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｊｉｎｈｕａ ３２１００４， Ｃｈｉｎａ

２ Ｘｉｎｇｚｈｉ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉｎｈｕａ ３２１００４， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ａ ｓｔｒｅａｍ⁃ｄｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｕｒａｎ， ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ
（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）， ｔｏ ｅｘｔｒｅｍｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｗｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｈｏｗ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｄ （４℃）
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｆｆｅｃｔｓ ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｒｅｄｏｘ ｓｔａｔｅ， ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ （Ｈｓｐ７０） ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ａｃｕｔｅ
ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ （ ａｆｔｅｒ ４ ｈ ｏｒ １２ ｈ， Ｐ＜０．０５）， ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｂｕｒｓｔｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ａｆｔｅｒ ４ ｈ ｏｒ １２ ｈ， Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｌｙｓｏｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （ ａｆｔｅｒ １２ ｈ， Ｐ＜０．０５）． Ａｌｌ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ｉｎｉｔｉａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＞０．０５） ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｒｏｇｓ ｗｅｒｅ ｍｏｖｅｄ ｂａｃｋ ｔｏ ２２℃ ｆｏｒ １２ｈ． Ｂｏｔｈ ｂｌｏｏｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｂｕｒｓｔｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｔｏ ｉｎｉｔｉａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＞０．０５） ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ． Ａｃｕｔｅ
ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ｃｏｎｔｅｎｔ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＭＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ． Ｈｅｐａｔｉｃ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ （ＧＳＨ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ａｃｕｔｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）， ｗｈｉｌｅ ｏｎｌｙ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｋｉｄｎｅｙ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｔｈｉｓ ｆｒｏｇ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｗａｓ ｎｏｔ ａｃｕｔｅｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ （Ｐ＜ ０．０５）． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，
ｓｏｍｅ ｎｏｎ⁃ｓｐｅｃｉａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｑ． ｓｐｉｎｏｓａ ｃａｎ ａｄａｐｔ， ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｅｘｔｅｎｔｓ， ｔｏ
ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ； ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ； ｉｍｍｕｎｉｔｙ； ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄｅｆｅｎｓｅ； Ｈｓｐ７０

气候异常可能是导致全球两栖动物种群衰退和物种灭绝的重要因素之一［１⁃２］。 如非季节性极端低温天

气的频繁出现或季节交替期出现的寒流都可能严重干扰两栖动物的生理内稳态［１，３］，从而增加感染疾病的风

险，最终可能成为导致种群数量下降的诱因［２，４］。 两栖类特异性免疫进化并不完全，非特异性免疫在特异性

免疫被调动前可快速地为机体提供免疫保护，尤其在应激状态下占有主导地位［５⁃６］。 温度依赖性是两栖类免

疫反应的主要特征［７⁃９］，低温一方面可以直接降低免疫细胞的活力并抑制溶菌酶等胞外酶的分泌和活性，另
一方面可通过激活丘脑⁃垂体⁃肾上腺轴 （ Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ ａｘｉｓ， ＨＰＡ） 引 起 糖 皮 质 激 素

（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ， ＧＣ）分泌的增加［１０⁃１１］，而 ＧＣ 可以抑制巨噬细胞对病原的吞噬与加工，阻碍淋巴母细胞转化，
减少血液循环中淋巴细胞数量［１２］。

在胁迫状态下氧自由基或活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）的大量积累可导致机体氧化损伤［１３⁃１４］。
ＲＯＳ 可改变包括免疫细胞在内的细胞膜上磷脂双分子层中饱和脂肪酸 ／不饱和脂肪酸比例，并破坏膜内蛋白

的生物活性造成细胞变性、肿胀乃至死亡［１４］。 体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）等抗氧化酶类和谷胱甘肽（ＧＳＨ）
等非酶抗氧化物质可清除多余的 ＲＯＳ，以维持机体的氧化⁃抗氧化的内稳态（Ｏｘｉｄａｎｔ⁃ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ，
ＯＡＨ） ［１５］。

热休克蛋白（Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＨＳＰｓ）是机体受到胁迫时表达的一类重要的保护性蛋白， 在调节免疫功

能和抗感染方面发挥着重要作用［１６⁃１９］。 氧化胁迫可以通过激活热休克转录因子（Ｈｅａｔ Ｓｈｏｃｋ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｆａｃｔｏｒ， ＨＳＦ）来增加 ＨＳＰｓ 的合成［２０］，而 ＨＳＰｓ 可以促使 ＳＯＤ 等抗氧化物的合成和释放［２１］。

棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）隶属于蛙科、棘蛙属，主要分布在我国南方和越南山区（海拔在 ５００—１０００ｍ）的
溪流生境，具有较高的科研价值和经济价值。 在养殖实践中，该物种对环境温度和洁净度的要求非常苛刻，尤
其在季节交替期比其他常见养殖蛙类更易患病。 本研究的目的是了解这一溪源性蛙类在遭受低温胁迫后机

体的免疫功能和氧化防御会做出如何响应，以及在遭受多次胁迫后是否会表现出适应耐受。 这对探讨两栖动

物环境适应策略及种群波动机制具有重要的参考价值。

１　 材料与方法

１．１　 动物与驯化

棘胸蛙于 ２０１０ 年 １０ 月 １２ 日采自浙江省开化县山区（１１８°０１′—１１８°３７′Ｎ，２８°５４′—２９°３０′Ｅ ），将采集的

个体驯养于水族箱（９０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ，１５ 只 ／箱）内驯化两周，提供充足的水陆环境和遮蔽物。 驯化期间控

制水温（２２±１）℃和光周期（１２ Ｌ ∶１２ Ｄ），每日以黄粉虫（Ｔｅｎｅｂｒｉｏ ｍｏｌｉｔｏｒ）活体作为饵料投食 １ 次，隔日用经曝

气脱氯的自来水换水 １ ／ ３。
１．２　 低温胁迫处理与取样

选择 ８０ 只蛙（体重（７５．７７±１．６６） ｇ，性别 １∶１）作为实验动物。 将蛙随机分为两组，３８ 只动物仍饲养于驯

化环境（（２２±１） ℃，１２—１３ 只蛙 ／箱）作为对照组；为保障样本量将 ４２ 只动物用于冷暴露，将蛙随机置入低

温恒温（（４±０．５） ℃）培养箱（ＭＩＲ⁃ ２５３， ＳＡＮＹＯ， Ｊａｐａｎ）内，每台培养箱配有 ３ 个玻璃槽（３０ ｃｍ×２０ ｃｍ×１５
ｃｍ，保持 １ ｃｍ 水位，１４ 只蛙 ／槽，外罩尼龙防逃网），每天冷暴露 １２ ｈ 后，再将其转入驯化环境 １２ ｈ，并反复处
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理 ７ ｄ。 在冷暴露当天的第 ０、４、１２、２４ 小时及第 ７ 天 的第 １２ 小时和 ２４ 小时分别取 ６ 只动物，对照组同期取

样。 蛙经毁髓后断头取血（用 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 抗凝），解剖后在冰上操作取脾脏立即用于巨噬细胞呼吸爆发的测

定，肝脏、肾脏和胃保存于 －８０ ℃ 用于后续分析。
１．３　 免疫学指标测定

１．３．１　 外周血吞噬活性

采用荧光标记法测定全血吞噬能力，参考 Ｍｉｌｉｕｋｉｅｎé 等［２２］方法进行：在 １００ μＬ 抗凝全血加入 ５０ μＬ 经

荧光素 ＦＩＴＣ 标记的酵母（Ｓａｃｃａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）悬液（１×１０８个 ／ ｍＬ），于 ２５ ℃ 孵育 ６０ ｍｉｎ，利用荧光分光光

度计（ＲＦ⁃５３０１ＰＣ， ＳＨＩＭＡＤＺＵ， Ｊａｐａｎ）测定荧光强度，吸收光波长 ４８０ ｎｍ，发射光波长 ５２０ ｎｍ。
１．３．２　 脾巨噬细胞呼吸爆发

采用氮蓝四唑（Ｂｉｔｒｏｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ， ＮＢＴ）还原法测定脾脏巨噬细胞的呼吸爆发，参照 Ｃｏｕｓｏ 等［２３］ 的

方法。
１．３．３　 胃溶菌酶活力

采用比浊法测定胃溶菌酶活力，以溶壁微球菌（Ｍｉｃｒｃｏｃｃｕｓ ｌｙｓｏｌｅｉｋｔｉｃｕｓ）为底物，详见 Ｓｈｕｇａｒ［２４］ 建立的

方法。
１．４　 氧化还原状态指标测定

肝脏和肾脏的脂质过氧化产物丙二醛（Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）、ＧＳＨ 含量以及 ＳＯＤ 活力用试剂盒（南京

建成生物技术研究所）测定。
１．５　 肝脏 Ｈｓｐ７０ 基因表达半定量分析

肝脏总 ＲＮＡ 提取方法参照总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书（宝生物工程有限公司），反转录合成第一链 ｃＤＮＡ
（ＲＴ 试剂盒，宝生物工程有限公司）。 根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中黑线仓鼠（Ｃｒｉｃｅｔｕｌｕｓ Ｂａｒａｂｅｎｓｉｓ）、牛（Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ）、非洲

爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌｅａｖｉｓ）、欧非肋突螈（Ｐｌｅｕｒｏｄｅｌｅｓ ｗａｌｔｌ）、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）、斜带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ｃｏｉｏｉｄｅｓ）、 中 国 明 对 虾 （ Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ） ＨＳＰ７０ ｃＤＮＡ 序 列 设 计 简 并 引 物 （ 上 游 引 物 ５′⁃
ＧＣＡＭＣＹＡＡＡＧＧＡＧＴＣＧＹＡＧＴ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＴＹＴＣＧＴＧＫＡＴＣＴＧＡＧＭＴＴＴＧ⁃３′）进行片段克隆，根据测序获得

的片段序列设计上游引物 ５′⁃ＧＡＣＣＴＣＧＧＣＡＣＴＡＣＣＴＡＣＴＣ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＧＴＣＡＡＡＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＣＣＡ⁃３′；根
据非洲爪蟾、灰树蛙 （Ｈｙｌａ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、日本树蛙 （ Ｂｕｅｒｇｅｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 的 β⁃ａｃｔｉｎ 序列设计上游引物 ５′⁃
ＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧＣＡＴＣＡＣ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＴＣＡＧＧ⁃３′，ＰＣＲ 反应程序：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９４
℃ ３０ ｓ，５６ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，共 ３０ 循环；７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物电泳并测定 ＨＳＰ７０ 和 β⁃ａｃｔｉｎ
积分光密度比值。
１．６　 数理统计与分析

采用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计软件包进行数据统计分析。 对免疫、抗氧化和 Ｈｓｐ７０ｍＲＮＡ 表达等相关指标进行

Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 正态分布检验，符合正态分布进行单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组内差异利用最

小差异法（Ｌｅａｓｔ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ＬＳＤ）检验；同一取样期对照组和处理组间差异采用独立样本 ｔ 检验

（Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ⁃ｓａｍｐｌｅ Ｔ⁃ｔｅｓｔ）分析；数据以平均值±标准误（Ｍｅａｎ±Ｓ Ｅ）表示，显著水平均为 ０．０５。

２　 结果

２．１　 免疫指标

冷暴露（４ ｈ 和 １２ ｈ）显著抑制了棘胸蛙外周血细胞吞噬活性（Ｐ＜０．０５）（图 １）和脾巨噬细胞呼吸爆发强

度（Ｐ＜０．０５） （图 １），而胃溶菌酶活力在冷暴露 １２ ｈ 后才出现显著下降（Ｐ＜０．０５），并明显低于对照组（Ｐ＜
０．０５）（图 １）。 当返回到 ２２ ℃ 环境后 １２ ｈ，３ 种免疫指标均恢复到初始和对照组水平（Ｐ＞０．０５）。 经过 ７ ｄ 的

反复冷暴露，外周血细胞吞噬活性和脾巨噬细胞呼吸爆发强度均回升到了初始和对照组水平（Ｐ＞０．０５），但胃

溶菌酶活力无法恢复到初始和对照组水平（Ｐ＜０．０５）。
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图 １　 冷暴露和恢复对棘胸蛙外周血吞噬活性、脾脏呼吸爆发强度及胃溶菌酶活力的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｓｐｌｅｎｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｂｕｒｓｔ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｌｙｓｏｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ （Ｑ． ｓｐｉｎｏｓａ）

数据以 Ｍｅａｎ±Ｓ Ｅ 表示（ｎ＝ ５—６）；∗ 表示同一时间对照组与处理组间差异显著（Ｐ＜０．０５）；不同英文字母表示处理组内不同处理时间差异

显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 氧化还原状态指标

经过 ４ ｈ 的冷暴露后，棘胸蛙肝组织内 ＭＤＡ 含量显著升高（Ｐ＜０．０５），但 １２ ｈ 后 ＭＤＡ 含量则降至初始

和对照组水平（Ｐ＞０．０５）（图 ２）。 肝脏 ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量随冷暴露时间的延长而逐渐升高（图 ２），并显著

高于对照组（Ｐ＜０．０５）；当转入 ２２ ℃ 环境后 １２ ｈ，ＳＯＤ 活力仍保持较高活力，但 ＧＳＨ 含量则恢复到初始和对

照组水平（Ｐ＞０．０５）。 经过反复冷暴露后的第 ７ 天，虽然肝脏 ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量一直保持较高水平，但是

在冷暴露第 １２ 小时 肝组织内 ＭＤＡ 含量仍高于对照组（Ｐ＜０．０５），随后在 ２２ ℃ 环境下 １２ ｈ 后又恢复至初始

和对照组水平（Ｐ＞０．０５）。
肾脏组织 ＭＤＡ 含量升高的幅度要明显大于肝脏（图 ２），且处理组在第 １ 天 和第 ７ 天 的各个时间点的

ＭＤＡ 含量均显著高于初始和对照组水平（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。 与肝脏类似，肾脏 ＳＯＤ 活力随冷暴露时间逐渐升

高，当转入 ２２ ℃ 环境后 １２ ｈ 活力最高（Ｐ＜０．０５）；经过反复冷暴露后，在低温下第 １２ 小时 略有升高（Ｐ＜０．
０５），但返回到 ２２ ℃ 后 １２ ｈ 又降至初始和对照组水平（Ｐ＞０．０５）（图 ２）。 但肾脏 ＧＳＨ 含量在各个阶段与对

照组间均无统计差异（Ｐ ＞０．０５）（图 ２）。
２．３　 肝脏 Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 表达

肝脏 Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 表达量在低温下受到了显著抑制（Ｐ＜０．０５），转入 ２２ ℃ 环境下 １２ ｈ 后表达量虽有所

增加（Ｐ＞０．０５），但未能恢复到初始水平（Ｐ＜０．０５）。 经过反复冷暴露后， Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 表达依然受到显著抑

制（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。

３　 讨论

３．１　 免疫功能

蛙类血液和免疫器官内含有大量的吞噬细胞。 嗜中性粒细胞是外周血中最主要的吞噬性白细胞，而巨噬

１８７４　 １４ 期 　 　 　 颉志刚　 等：棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）对重复急性冷暴露的生理应激与适应耐受 　
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图 ２　 冷暴露和恢复对棘胸蛙组织 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活力及 ＧＳＨ 含量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ， ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ （Ｑ． ｓｐｉｎｏｓａ）

细胞是脾脏内最主要的吞噬细胞，该细胞会消耗大量氧气并产生 ＲＯＳ 来消灭吞入胞内的病原生物，这一过程

称为呼吸爆发，其反应强度可反映出机体的免疫状态。 这些吞噬细胞的吞噬活性一方面表现出温度依赖性，
另一方面在低温驯化下可能产生适应性改变。 林蛙（Ｒａｎａ ｔｅｍｐｏｒａｒｉａ）外周血吞噬活性随环境温度的下降而

降低，当温度降至 ５ ℃ 时白细胞的数量显著减少［２５］。 豹蛙（Ｒａｎａ ｐｉｐｉｅｎｓ）在 ２ ℃ 低温下 ６ｈ 后外周血细胞吞

噬活性和脾巨噬细胞呼吸爆发强度均显著下降［２６］。 虎纹蛙（Ｈｏｐｌｏｂａｔｒａｃｈｕｓ ｒｕｇｕｌｏｓｕｓ）经急性低温（２ ℃， ６ ｈ）
处理后其外周血细胞吞噬活性和脾巨噬细胞呼吸爆发强度也均受到显著抑制［２７］。 上述结果与本研究相一

致，而且棘胸蛙在 ２２ ℃ 环境下恢复 １２ ｈ 后外周血细胞吞噬活性和脾巨噬细胞呼吸爆发强均恢复到对照组

水平，但胞外酶溶菌酶活力无法得到恢复，同样说明这些细胞免疫的温度依赖性。 低温导致的免疫抑制可能

２８７４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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　 图 ３　 冷暴露和恢复对棘胸蛙肝脏 Ｈｓｐ７０ｍＲＮＡ 相对表达量的

影响

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｌｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｈｓｐ７０

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ （Ｑ． ｓｐｉｎｏｓａ）

是由于温度改变了免疫细胞膜的流动性和稳定性以及

ＲＯＳ 的产生，从而影响到吞噬功能的发挥；还可能是因

为低温通过激活 ＨＰＡ 引起促肾上腺激素（ＡＣＴＨ）升

高，进而促进 ＧＣ（如鱼类为皮质醇，而两栖类为皮质

酮）的大量分泌［１０⁃１１］，而 ＧＣ 是体内重要的免疫抑制剂。
如将鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）从 ２０ ℃ 迅速移至 １２ ℃ 水

环境 ２ ｈ 后血清皮质酮含量明显增加［５］。 又如在金头

鲷（Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ）白细胞的培养基中加入皮质醇可以

明显抑制其呼吸爆发和吞噬活性［１２］。 然而，鱼类和两

栖类等变温脊椎动物吞噬细胞的免疫功能在长期低温

驯化条件下会得到恢复甚至强化。 如林蛙在持续低温

（５ ℃）下白细胞可以更迅速地达到活性峰值［２５］。 本研

究发现棘胸蛙血液和脾脏内吞噬细胞经过连续 ７ ｄ 的

反复冷暴露同样可以恢复到初始和对照组水平。 类似

地，法国火蝾螈（Ｓａｌａｍａｎｄｒａ ｓａｌａｍａｎｄｒａ）和蟾蜍（Ｂｕｆｏ ｂｕｆｏ）在经低温（５ ℃）驯化后其巨噬细胞的内吞作用要

比暖驯化个体更加有效［２８］。 对鱼类的研究也有较多类似的报道［２９⁃３０］。 值得注意的是，虹鳟［３１］和红大马哈鱼

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｎｅｒｋａ） ［３３］在低温下加强了吞噬细胞活性，但免疫细胞的总量并未发生显著变化，只是头肾中具

有免疫活性的细胞进入体液循环，从而增加了吞噬细胞的数量和总吞噬活力。 然而，豹蛙经低温驯化后其血

液内嗜中性粒细胞的比例升高，镜检发现这些细胞多为单叶核或双叶核，从而推测这些嗜中性粒细胞是在低

温适应中新近形成的［２６］。 因此，变温脊椎动物吞噬细胞的低温适应机制可能存在较大的物种差异，值得深入

研究。
３．２　 氧化还原状态

非应激状态下棘胸蛙肝脏 ＭＤＡ 平均含量要高于肾脏，但初次低温胁迫后肝脏 ＭＤＡ 含量上升的幅度却

小于肾脏，且在第 １２ 小时 降至初始和对照组水平，这说明肝脏比肾脏能更快地缓解氧化压力，这可能与肝脏

ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量升高有关，而肾脏仅 ＳＯＤ 活力有所升高。 与此不同的是，虎纹蛙在低温（２ ℃）下处理

６ ｈ 后，肝脏和肾脏 ＭＤＡ 含量并未出现明显变化，ＳＯＤ 活力仅在肝脏中有小幅升高，ＧＳＨ 在肝脏和肾脏中浓

度却同时出现了应激性升高［２７］。 在鱼类中，北海鳕（Ｚｏａｒｃｅｓ ｖｉｖｐａｒｕｓ）在遭受急性低温胁迫后肝脏 ＳＯＤ 活性

没有明显变化，只有 ＧＳＨ 含量显著增加［３３］。 这暗示 ＧＳＨ 是非酶类抗氧化物质，其抗氧化作用在低温下比酶

类抗氧化物可能更具优势或更为重要。 此外，蛙经低温驯化后转入高温环境后，随着体温的回升，有氧呼吸代

谢逐步加强同样可以导致氧化压力的增加。 在本研究中，在 ２２ ℃ 环境下恢复 １２ ｈ 后肝脏可以有效减少

ＭＤＡ 含量，但肾脏无法降低 ＭＤＡ 含量，这可能与肾脏无法增加 ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量有关。 Ｂａｇｎｙｕｋｏｖａ
等［３４］测定了经长期低温驯化（５ ℃， ２ 个月）后的湖蛙（Ｒａｎａ ｒｉｄｉｂｕｎｄａ）在温度迅速回升过程中机体的氧化压

力，发现温度回升（２０ ℃， １ ｈ 和 ２４ ｈ）虽然对肝脏 ＭＤＡ 含量无显著影响，但可导致羰基蛋白（ＣＰ）（可反映蛋

白氧化损伤程度）含量的增加，而对肾脏 ＭＤＡ 和 ＣＰ 含量则全无显著影响，说明肾脏的抗氧化能力要强于肝

脏，进一步分析发现湖蛙肝脏 ＳＯＤ 和谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）活力在第 ２４ 小时 均显著升高，而肾脏过氧化氢

酶（ＣＡＴ）和 ＧＲ 活力显著升高。 因此，酶类和非酶类抗氧化物在不同器官内对温度变化的反应存在物种差

异，这直接反映了鱼类和两栖类等变温脊椎动物在应对温度极端变化过程中的氧化防御能力。
３．３　 应激蛋白 ＨＳＰ７０

ＨＳＰ７０ 是一类最保守、分布最广泛的热休克蛋白家族，作为应激保护性蛋白可提高细胞对氧化损伤的耐

受程度，而且在降低炎症反应、协助抗原递呈等方面具有重要作用［３５］。 对双团棘胸蛙（Ｐａａ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）的研

究表明，在低温 １５ ℃ 处理 ９ ｈ 后肝脏 Ｈｓｐ７０ 表达量显著增加［３６］。 然而，在本研究中棘胸蛙肝脏 Ｈｓｐ７０

３８７４　 １４ 期 　 　 　 颉志刚　 等：棘胸蛙（Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ）对重复急性冷暴露的生理应激与适应耐受 　
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ｍＲＮＡ 的表达在低温下不仅没有出现应激性升高，还受到了强烈抑制。 这可能是因为 ４ ℃ 低温已经超出了

棘胸蛙体内 Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 表达可以响应的温度范围，所以推测 ＨＳＰ７０ 在此低温下所发挥的应激保护和免疫

调节作用的温度范围有限。
综上所述，棘胸蛙遭遇首次急性冷暴露后非特异性免疫功能受到明显的抑制，同时机体内的氧化水平明

显增加，但经历反复应激后外周血细胞和脾脏吞噬功能产生了适应性升高，而且不同器官内抗氧化能力也存

在不同程度的升高。 然而，ＨＳＰ７０ 作为应激性蛋白，该基因在整个冷暴露过程中不但始终没有出现高表达，
而且被显著抑制，因此推测 ＨＳＰ７０ 在此低温下无法起到相应的应激保护作用。
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