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摘要：为探究增温促进变态发育的生理学代价，测定了 ２３、２５、２７、２９℃条件下中华蟾蜍（Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ）从 ３７ 期蝌蚪发育至

４６ 期幼蟾，其变态时长、身体和内脏器官大小、应激水平及免疫功能的变化。 结果表明：（１） 随温度升高，变态时长缩短，存活

率下降，个体变小；内脏器官中，胃湿重和长度系数均在 ２５℃组最高，２７℃组最低；小肠湿重系数 ２５℃组最高，２９℃组最低，小肠

长度系数无显著性差异。 （２） 嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分比及两者的比值的组间差异均不显著；嗜酸性粒细胞的百分比

２５℃组显著高于其他各温度组，嗜碱性粒细胞和单核细胞的百分比分别在 ２３℃组和 ２７℃组最高，均在 ２５℃组最低。 （３） 对植

物血凝素（ＰＨＡ⁃Ｐ）的反应均在注射后 ５ ｈ 达到最大反应值，２９℃组显著高于其他温度组。 适度增温有利于幼蟾胃和小肠发育，
促进嗜酸性粒细胞增殖，抑制嗜碱性粒细胞和单核细胞增殖；高温刺激 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应强度增加，存活率下降，但对应激反应能力

无影响，为快速适应陆地环境而被短暂激活的免疫能力可能不利于其未来存活。
关键词：蝌蚪；水温；变态时长；植物血凝素；应激
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生理学权衡是理解生活史进化过程的核心内容之一［１—２］。 两栖动物生活史复杂，增温能加速变态期蝌蚪

的发育进程，促进形态表型发生可塑性改变［３—５］，但其生理基础，仍不清楚［６—８］。 随着免疫学技术介入两栖动

物生活史研究，解决了蝌蚪和变态后个体较小、取材不易等难题，为阐明特定生活史阶段当前与未来存活之间

的关系贡献了新思路，提供了新方法［９—１１］。 当前，常用血液中白细胞的数量动态来指示天然免疫和体液免疫

能力的大小，以嗜中性粒细胞与淋巴细胞的比值（Ｎ ／ Ｌ 的比值）来表示应激反应能力［１２—１３］，以对植物血凝素

（ＰＨＡ⁃Ｐ）的反应来代表整合性免疫能力的高低，在两栖动物成体［１４—１６］、幼体和蝌蚪［１７—１９］ 中，均有较为广泛

的应用，且测定方法被不断优化。 温度［２０—２２］ 和气候变化［２］ 显著影响两栖动物成体的免疫功能，反应模式随

物种而变化。 水位加速干涸情况下，黑斑侧褶蛙（Ｐｅｌｏｐｈｙｌａｘ ｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔｕｓ）蝌蚪完成变态后的幼蛙个体变

小，ＰＨＡ⁃Ｐ 最大反应值下降［２３］，Ｎ ／ Ｌ 的比值显著上升［２４］；荧光聚苯乙烯微球暴露和初次清除不影响黑斑侧褶

蛙蝌蚪的 ＰＨＡ⁃Ｐ 最大反应值，但 Ｎ ／ Ｌ 的比值增强明显［２５］。 目前，关于脊椎动物免疫功能与应激反应能力之

间的关系，仍有争论［２６］。
中华蟾蜍（Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ）隶属于无尾目（Ａｎｕｒａ）蟾蜍科（Ｂｕｆｏｎｉｄａｅ）蟾蜍属，在我国分布广泛，从产卵

到发育至幼蟾，常伴有水温的大幅度波动［２７］。 中华蟾蜍母蟾产卵时的平均水温约为 １０℃ ［２７］，在 １０、１５、２０、
２５℃下分别驯化 ２ 周，其蝌蚪的最适温度范围、最高逃避温度和最高致死温度均有上移趋势［２８］。 分布于合肥

地区的中华蟾蜍成体，对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应无性别差异，最大反应值出现于注射后 １２ ｈ［１４］；水温［３］、水位［２９］等均

影响中华蟾蜍蝌蚪变态前后的形态表型。 本研究参照中华蟾蜍蝌蚪生存的最适温度范围［２８］以及合肥地区未

来 １００ 年的气候变暖趋势［３０］，设置了 ２３、２５、２７、２９℃组，以 ３７ 期中华蟾蜍蝌蚪为研究对象，引入内脏器官大

小、应激反应和免疫功能等测定指标，突破了以往研究只关注形态表型的局限性，将整合揭示变态后幼蟾响应

高温的生理策略，为预估其未来命运提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料与试剂

２０２２ 年 ３ 月初在安徽农业大学智慧广场小池塘（１１７．１５°Ｅ， ３１．５２°Ｎ）采集中华蟾蜍卵团，来源于同一卵

团的个体在安徽农业大学动物生理生态学实验室塑料箱（长 ×宽 ×高＝ ６０ ｃｍ ×３６ ｃｍ ×３６ ｃｍ）内孵化和饲养，
每箱约 １０００ 只，共 ３ 箱。 箱体内水温为（２２±１）℃，水深约 １０ ｃｍ。 参照 Ｇｏｓｎｅｒ 分期鉴定标准，当蝌蚪发育阶

段至 ２６—２８ 期时［３１］，以市售青菜叶煮熟后饲喂，每隔 ３—５ ｄ 换曝气 ２４ ｈ 以上的自来水一次。 所用的快速瑞

氏⁃吉姆萨染液（Ｄ０１０）购自南京建成生物工程有限公司，ＰＨＡ⁃Ｐ （Ｓｉｇｍａ Ｌ⁃ ８７５４）购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
ＢＡ⁃２１０ 生物显微镜、显游标卡尺和移液器分别为麦克奥迪实业集团有限公司、上海恒量量具有限公司和德国

艾本德公司产品。
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１．２　 实验方法

取室内饲养发育至 ３７ 期的中华蟾蜍蝌蚪，通过电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司，± ０．１ ｍｇ）测其体

重，直尺（± ０．０１ ｍｍ）测其体全长，每 ３０ 只蝌蚪随机置于水温为（２３±１）℃、（２５±１）℃、（２７±１）℃和（２９±１）℃
的水族箱内（长×宽×高＝ ４８ ｃｍ×２６ ｃｍ×３０ ｃｍ）饲养，分别简称为 ２３℃组、２５℃组、２７℃组和 ２９℃组，加热棒控

温，水深约 １０ ｃｍ，以泡沫板下系石块来营造登陆环境，每一水温组做 ３ 次平行实验，共使用蝌蚪 ３６０ 只，即
３０ 只 ／箱×３ 箱 ／温度组 ×４ 个温度组 ＝ ３６０ 只。 实验开始时，４ 个温度组共 １２ 个箱体间蝌蚪的体重（Ｆ３， １１ ＝
０．４４０， Ｐ＞０．０５）和体全长（Ｆ３，１１ ＝ ２．７８０， Ｐ＞０．０５）均无显著差异。 每天 ９：００ 和 ２１：００ 观察蝌蚪变态情况，直
至所有蝌蚪均发育至 ４６ 期幼蟾时为止，统计每一箱内每只蝌蚪从 ３７ 期发育至 ４６ 期幼蟾的天数，以其差值作

为变态时长，以所有蝌蚪个体变态时长的平均值表示该箱个体的变态时长。 因各温度组蝌蚪发育至 ４６ 期幼

蟾的个体数不同，２３、２５、２７、２９℃组分别随机共取 ２０、１５、２２ 和 １４ 只幼蟾，测其体重和体长后，留测对 ＰＨＡ⁃Ｐ
的反应；２３、２５、２７、２９℃组共分别随机取 ４６、３８、５１ 和 ９ 只幼蟾，测其体重和体长后，断腿采血制作血涂片，并
解剖称量心、肝、脾、肺和肾的湿重，以及去除内容物的胃和小肠的湿重，测量胃和小肠的长度。 ２３、２５、２７、
２９℃组 ３７ 期蝌蚪的初始数量均为 ９０ 只，发育至 ４６ 期幼蟾的个体数分别为 ６６、５３、７３ 和 ２３ 只，存活率分别为

７３．３３％、５８．８９％、８１．１１％和 ２５．５６％。
１．３　 指标测定

１．３．１　 器官大小指标

器官湿重系数＝器官湿重（ｇ）
体重（ｇ）

×１００％

胃（或小肠）的长度系数＝胃（或小肠）的长度（ｍｍ）
体长（ｍｍ）

×１００％

１．３．２　 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应指标

在 ４６ 期幼蟾右侧大腿根部注射浓度为 ２．５ ｇ ／ Ｌ 的 ＰＨＡ⁃Ｐ 溶液 ２０ μＬ，左侧后足不注射任何物质，注射前

后均用 ７０％乙醇消毒被注射部位。 在注射前（０ ｈ）和注射后 ９ ｈ 内，逐小时测量被注射部位皮肤组织的增厚

厚度（± ０．０１ ｍｍ），确定对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应强度。 为避免测量误差，始终保持以相似角度测量同一部位，每一测

量时间点重复测量 ３ 次，且均由同一人操作。

ＰＨＡ⁃Ｐ 反应＝Ｘ ｈ 被注射部位的厚度（ｍｍ）－０ ｈ 被注射部位的厚度（ｍｍ）
０ ｈ 被注射部位的厚度（ｍｍ）

×１００％

１．３．３　 各型白细胞的百分比及 Ｎ ／ Ｌ 的比值指标

每一温度组每一箱内被采集到血液的 ４６ 期幼蟾，均取血液约 ２０ μＬ，制作血涂片 １—２ 张，放入 ３７℃烘箱

中烘干后，用快速瑞氏⁃吉姆萨染色试剂盒染色，经试剂Ⅰ和试剂Ⅱ分别染 １—３ 和 ５—８ ｍｉｎ 后，用蒸馏水充分

冲洗约 ３０ ｓ，３７℃再次烘干后，用中性树胶封片，在 ４００ 倍光学显微镜下镜检观察，以“几”字形计数每张血涂

片中不同视野中嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞的数量，直至计数至第

１００ 个白细胞时为止，第 ２ 张血涂片也做相同处理，以 ２ 张血涂片中每一种类型白细胞数量的平均值表示其

百分占比情况。 以 Ｎ ／ Ｌ 的比值来表示变态后 ４６ 期幼蟾的应激反应能力。
１．４　 统计分析

用统计分析软件 ＳＰＳＳ 软件包进行数据处理。 实验开始时，统计每一温度组每一箱内 ３０ 只 ３７ 期蝌蚪的

体重、体全长的平均值，以 ３ 箱的平均值代表该温度组的情况。 经 ｏｎｅ ｓａｍｐｌｅ Ｋｏｌｏｇｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 测试检验数据

的方差齐次性，对不符合正态分布的胃长度系数和变态时长的数据分别进行反正弦和常用对数转换，因转换

后仍不符合正态分布，故用非参数检验中的多个独立样本的 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 法进行统计分析。 实验结束时，
用单因素方差分析比较不同水温组每只 ４６ 期幼蟾体重、体长和变态时长，以及内脏器官大小、各型白细胞的

百分比、Ｎ ／ Ｌ 的比值和 ＰＨＡ⁃Ｐ 最大反应值的组间差异；以水温作为组间因子，注射前（０ ｈ）和注射后 １ 至 ９ ｈ
为组内因子，用重复测量方差分析比较水温对 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应模式的影响，以及同一水温组内不同时间点之间的
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差异。 文中数值均以平均值±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，Ｐ＜０．０５ 为差异显著。

２　 结果与分析

２．１　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾体重、体长和变态时长的影响

如图 １ 所示，体重 ２３℃组显著高于 ２５℃组和 ２７℃组（Ｆ３， ２１１ ＝ ６．５４２， Ｐ＜０．０５），但 ２９℃组与其他各组的差

异均不显著；体长 ２３℃组最长，２７℃其次，均显著长于 ２５℃组（Ｆ３， ２１１ ＝ １０．０７５， Ｐ＜０．０５），但 ２９℃组与其他各组

的差异均不显著；变态时长 ２９℃组显著低于 ２３℃组和 ２５℃组（Ｆ３， １１ ＝ ８．７１３， Ｐ＜０．０５），说明增温对变态后

４６ 期幼蟾的身体大小有先抑制再提升的作用，但变态时长趋向于显著缩短。

图 １　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾体重、体长和变态时长的影响

Ｆｉｇ．１ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ， ｂｏｄｙ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｇｏｓｎｅｒ ｓｔａｇｅ ４６ ｔｏａｄｌｅｔｓ ｏｆ

Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ

柱上不同的小写字母代表温度组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾器官大小的影响

如图 ２ 所示，各温度组之间，心（Ｆ３， １４０ ＝ ２．０６８， Ｐ＞０．０５）、肝（Ｆ３， １４０ ＝ １．６３６， Ｐ＞０．０５）、脾（Ｆ３， １４０ ＝ ２．２５８，
Ｐ＞０．０５）、肺（Ｆ３， １４０ ＝ １．２５８， Ｐ＞０．０５）和肾（Ｆ３， １４０ ＝ １．８２６， Ｐ＞０．０５）的湿重系数均无明显的组间差异；胃湿重

系数 ２５℃组显著高于 ２７℃ 组（Ｆ３， １４０ ＝ ４．６６５， Ｐ＜０．０５），小肠湿重系数 ２３℃ 和 ２５℃ 组均显著高于 ２９℃ 组

（Ｆ３， １４０ ＝ ３．１２７， Ｐ＜０．０５）；胃长度系数 ２５℃组显著高于 ２３℃组和 ２７℃组（Ｆ３， １４０ ＝ ３．１１５， Ｐ＜０．０５），小肠长度系

数无显著的组间差异（Ｆ３， １４０ ＝ ０．９７２， Ｐ＞０．０５），说明适度增温有利于登陆后幼蟾胃和小肠的发育，但偏高的温

度不利于胃的机械消化及小肠消化和吸收功能的执行。
２．３　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾各型白细胞的百分比和 Ｎ ／ Ｌ 的比值的影响

如图 ３ 所示，各温度组之间，嗜中性粒细胞（Ｆ３， １６３ ＝ １．３１７， Ｐ＞０．０５）和淋巴细胞的百分比（Ｆ３， １６３ ＝ ０．６１４，
Ｐ＞０．０５）及 Ｎ ／ Ｌ 的比值（Ｆ３， １６３ ＝ ０．０４２， Ｐ＞０．０５）均无显著的组间差异；嗜酸性粒细胞的百分比 ２５℃组显著高

于其他各温度组（Ｆ３， １６３ ＝ １０．０５６， Ｐ＜０．０５）；单核细胞的百分比 ２３℃组和 ２７℃组均显著高于 ２５℃组（Ｆ３， １６３ ＝
８．４４８， Ｐ＜０．０５）；嗜碱性粒细胞的百分比 ２３℃组显著高于 ２５℃组（Ｆ３， １６３ ＝ ３．３４２， Ｐ＜０．０５），说明增温不影响

变态后幼蟾的应激反应能力，但会导致白细胞数量发生动态改变，表现为促进嗜酸性粒细胞增殖，抑制嗜碱性

粒细胞和单核细胞增殖。
２．４　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应模式和最大反应值的影响

如图 ４ 所示，２３℃ 组（Ｆ９， １７１ ＝ ９６．８３７， Ｐ＜０．０５）、２５℃ 组（Ｆ９， １２６ ＝ ７３． ６４９， Ｐ＜ ０． ０５）和 ２７℃ 组（Ｆ９， １８９ ＝
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图 ２　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾内脏器官大小的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｏｒｇａｎ ｓｉｚｅ ｆｏｒ Ｇｏｓｎｅｒ ｓｔａｇｅ ４６ ｔｏａｄｌｅｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ

图 ３　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾白细胞数量及 Ｎ ／ Ｌ 的比值的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｔｏ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （ｒａｔｉｏ
ｏｆ Ｎ ／ Ｌ） ｆｏｒ Ｇｏｓｎｅｒ ｓｔａｇｅ ４６ ｔｏａｄｌｅｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ
Ｎ ／ Ｌ 的比值：嗜中性粒细胞与淋巴细胞的比值

７２．０４０， Ｐ＜０．０５）幼蟾 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应均在注射后 ５ ｈ 达到最大反应值，４ ｈ 其次，５ ｈ 时和 ４ ｈ 时均显著高于其他

测量时间点；２９℃组幼蟾 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应在注射后 ５ ｈ 达到最大反应值，４ ｈ 时和 ６ ｈ 时其次，５ ｈ 时显著高于其他

测量时间点（Ｆ９， １１７ ＝ ３３．５１８， Ｐ＜０．０５），说明增温不影响 ＰＨＡ⁃Ｐ 最大反应值的出现时间早晚。
如图 ５ 所示，２９℃组幼蟾 ＰＨＡ⁃Ｐ 最大反应值显著高于其他温度组（Ｆ３， ６７ ＝ ３．０７２， Ｐ＜０．０５），说明高温处理

显著增强了 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应强度。

３３３３　 ８ 期 　 　 　 张志强　 等：增温影响中华蟾蜍蝌蚪表型可塑性的生理代价 　
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图 ４　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾对植物血凝素的反应的影响

Ｆｉｇ．４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｔｏ ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ⁃Ｐ （ ＰＨＡ⁃Ｐ ） ｆｏｒ Ｇｏｓｎｅｒ ｓｔａｇｅ ４６ ｔｏａｄｌｅｔｓ ｏｆ

Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ

　 图 ５　 增温对中华蟾蜍 ４６ 期幼蟾植物血凝素最大反应值的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｍａｘｉｍａｌ

ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ⁃Ｐ （ ＰＨＡ⁃Ｐ ） ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｏｒ Ｇｏｓｎｅｒ ｓｔａｇｅ ４６

ｔｏａｄｌｅｔｓ ｏｆ Ｂｕｆｏ ｇａｒｇａｒｉｚａｎｓ

３　 讨论

３．１　 中华蟾蜍蝌蚪变态时长和变态后幼蟾表型可塑性

对高温的响应

温度强烈影响两栖动物变态前后的表型可塑性，通
常随着温度升高，变态时长缩短，存活率下降，身体趋向

于变小。 例如，在平均水温为（１５．７±７）℃、（２１±１）℃和

（２６±１）℃的条件下，中华蟾蜍蝌蚪的变态时长随水温

增加而缩短，变态后幼蟾的体长和体宽均趋向于下

降［３］。 本研究中，从 ２３℃升温至 ２９℃组，中华蟾蜍变态

后幼蟾的体重和体长下降之后至 ２９℃又有所回升，但
变态时长也明显缩短，存活率趋向于大幅度下降。 研究

表明，分布于浙江丽水的中华蟾蜍蝌蚪对水位变化表现

出较差的可塑性，在其早期发育阶段，水位深浅只影响

体长，在逐减水位组最长、恒低水位组最短，体重未见明

显变化；水位变化也不影响其变态时长，以及变态后幼蟾的体长和体重等指标，这可能与中华蟾蜍在冬季繁殖

的生活习性，以及栖息地易于发生干旱和处于波动状态的水位有关［２９］。 与水位相比，中华蟾蜍蝌蚪变态前后

的身体大小对高温刺激更为敏感，表现出了更强的可塑性。
内脏器官系数可反映两栖动物的营养和生理状态，变态前后器官大小的适应性改变对其未来存活尤为重

要［３２—３３］。 本研究中，增温并未显著影响中华蟾蜍变态后幼蟾的心、肝、脾、肺和肾等内脏器官的大小，但胃和

小肠的大小对高温的响应策略不同。 心等重要内脏器官维持相对大小不变，有助于充分发挥各自的功能；胃
湿重系数和长度系数，以及小肠湿重系数均在 ２５℃组最高，分别在 ２７℃组和 ２９℃组最低，但小肠长度系数未

４３３３ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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见组间差异。 （２０±２）℃的室温条件下，从 ２７ 期至 ４６ 期的变态发育过程中，中华蟾蜍消化道长度在 ３８ 期最

长，之后逐渐缩短［３４］；从 ４２—４６ 期，中华蟾蜍处于从蝌蚪变为幼蟾的关键阶段，其口无法执行摄食功能［３４］。
登陆后，变态后幼蟾的胃容积扩大，预示贮存和机械消化食物的能力有所增强，小肠湿重增加，与其较强的消

化吸收能力有关，这些变化均有助于幼蟾存活。 然而，２５℃有利于中华蟾蜍蝌蚪胃和小肠发育，但继续升高的

温度却导致胃大小和小肠湿重缩减，可能不利于幼蟾捕食和执行消化吸收功能。
３．２　 中华蟾蜍蝌蚪变态后幼蟾免疫功能和应激水平对高温的响应

免疫指标的变化可指示动物体的健康状态［１］，各型白细胞的百分比、Ｎ ／ Ｌ 的比值和 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应是两栖动

物生态免疫学研究中应用较多的指标［１０］，但关于免疫与生长、免疫与应激能力之间的关系，仍有争论［２３—２６］。
成体两栖动物中，常用血液中皮质醇含量来代表其应激水平［１２—１３］，在受到外界环境条件胁迫后，皮质醇

含量在短时间内即可产生动态变化，且其含量常与免疫功能表现为负相关关系［３５—３６］，但也有例外［３７］。 与成

体相比，蝌蚪和两栖动物幼体血量较少，不适合以皮质醇含量作为衡量其应激反应能力的指标。 Ｎ ／ Ｌ 的比值

是一个较好的替代指标，该指标具有需血量少（低至 ３ μＬ）、计数准确等优点［１０］。 循环血中嗜中性粒细胞常

是机体抵御感染的第一道防线，淋巴细胞则具有参与免疫应答和免疫识别的功能，前者数量增加，后者数量减

少，两者的比值增大，意味着发生了较强的炎症反应［１２—１３］。 然而，Ｎ ／ Ｌ 的比值的峰值出现时间通常滞后于皮

质醇［１２—１３］。 随着温度升高，中华蟾蜍变态后幼蟾的 Ｎ ／ Ｌ 的比值均处于稳定平衡的状态，说明增温未触发机

体的炎症反应，也未破坏机体的免疫平衡。 在水温为 ２１、２３、２５、２７℃条件下，增温可加速黑斑侧褶蛙 ３７ 期蝌

蚪的变态过程，但对 ４６ 期幼蛙 Ｎ ／ Ｌ 的比值也无明显影响［１９］。 然而，当面临水位下降风险时，变态后黑斑侧褶

蛙 ４６ 期幼蛙的 Ｎ ／ Ｌ 的比值快速干涸组显著高于其他水位处理组［２４］。 此外，对黑斑侧褶蛙 ３７ 期蝌蚪进行

５０ ｎｍ低、中和高浓度荧光标记聚苯乙烯微球溶液处理后，连续测定了暴露 ７ ｄ（７ ｄ 时）、清水清除 ７ ｄ（１４ ｄ
时）和 １４ ｄ（２１ ｄ 时）时的 Ｎ ／ Ｌ 的比值，发现 Ｎ ／ Ｌ 的比值只在 ２１ ｄ 时清水组低于其他浓度组，低、中和高浓度

组都从 ７ ｄ 时至 ２１ ｄ 时显著增加［２５］。
中华蟾蜍变态后幼蟾 ２５℃组嗜酸性粒细胞的百分比占比最高，而嗜碱性粒细胞和单核细胞的百分比都

占比最低。 嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞及单核细胞均能执行天然免疫功能［１２］，它们的相对值却随增温变化

趋势相反，说明免疫系统内部的不同组分之间对高温的反应并不一致。 适度升高的温度会增加细菌、寄生虫

侵害有机体的概率，亦会激活幼蟾登陆后杀伤细菌、寄生虫的功能，而更高的 ２９℃的水温则使细菌、寄生虫滋

生概率增加，但却抑制了其天然免疫功能。 然而，２９℃条件下，幼蟾对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应的最大值却显著高于

２３、２５、２７℃组，提示由 ＰＨＡ⁃Ｐ 所诱导的细胞介导的免疫能力及体液免疫能力均在高温刺激下得到了显著增

强。 ＰＨＡ⁃Ｐ 是一种有丝分裂原，反应机制复杂，被认为是一种集合了细胞介导的免疫能力和 ／或体液免疫能

力的整合性免疫应答反应［１０， １５］，对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的最大反应值的出现时间早晚受发育阶段［１７， １９］、温度［７］、水位［２３］

和微塑料［２５］等因素影响，但这些因素并不影响对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应的强度。 值得注意的是：本研究中，当水温为

２９℃时，中华蟾蜍变态为幼蟾的存活率只有 ２５．５６％。 能存活个体对 ＰＨＡ⁃Ｐ 的反应保持高强度，可能与高温

导致的细菌和寄生虫感染强度增加有关，提示登陆后被激活的免疫功能可能有助于其当前存活，但不利于未

来存活。

４　 结论

增温导致中华蟾蜍登陆后幼蟾的变态加速、白细胞数量动态改变和 ＰＨＡ⁃Ｐ 反应强度增加，但对应激反应

能力无影响，存活率下降，被激活的免疫功能可能有利于幼蟾快速适应陆地环境，但不利于其未来存活。
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