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摘　要：为探究铁离子浓度对鱼类应激低氧胁迫的影响，本研究以模式生物斑马鱼的肝脏细胞（ｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｖｅｒ
ｃｅｌｌｓ，ＺＦＬ）为研究对象，分别利用柠檬酸铁胺（ａｍｍｏｎｉｕｍｆｅｒｒｉｃｃｉｔｒａｔｅ，ＦＡＣ）和去铁胺（Ｄｅｆｅｔｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）对
ＺＦＬ细胞进行外源铁补充和内源及外源铁清除处理，比较不同铁离子浓度下 ＺＦＬ细胞对低氧胁迫的应激反
应。结果表明，低氧胁迫显著降低了ＺＦＬ细胞的增殖能力和存活率以及铁代谢相关基因的表达水平，而与对
照组和内源及外源铁清除组相比，补充外源铁能够明显增强ＺＦＬ细胞在低氧胁迫下的增殖能力、存活率和铁
蛋白的表达水平。同时，在外源铁补充组的ＺＦＬ细胞中，与铁吸收（ｔｆａ）、铁储存（ｆｔｈｌ２７、ｆｔｈｌ２８、ｆｔｈｌ３１）和铁输
出（ｆｐｎ）相关基因的ｍＲＮＡ表达水平均显著提高。进而又对低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平进行检测，发现补充外源铁能够在一定程度上恢复ＺＦＬ细胞中ＲＯＳ的水平，说明在一定范
围内胞内ＲＯＳ水平的增加有利于ＺＦＬ细胞应对低氧胁迫，有助于提高其在低氧环境中的生存率。
关键词：低氧胁迫；斑马鱼肝脏细胞；铁离子；柠檬酸铁胺；去铁胺；活性氧
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　　溶氧量（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ，ＤＯ）是水生态环境
的关键理化因子之一，也是鱼类养殖中的重要限

制因素。低溶氧量即低氧，会对鱼类的行为、生

理学、免疫学和生长产生负面影响［１３］。在饲养

中，长时间缺氧会导致鱼类采食量降低，生长迟

缓且极易患病［４５］。研究［６７］表明，鱼类缺氧后其

红细 胞 （ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ，ＲＢＣ），血 红 蛋 白
（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）和／或血细胞比容（ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，
Ｈｔ）会迅速增加。血红蛋白是红细胞内运输氧的
重要蛋白质，因此，在低氧条件下，需要合成更多

的血红蛋白以增加氧气的供应。

铁离子是血红蛋白的主要成分之一，机体内

有６０％～７５％的铁用于血红蛋白的合成。同时，
铁还参与各种重要的生理活动，例如 ＤＮＡ的合
成和修复、多种酶活性的调节、各种代谢和免疫

反应等［８１０］，因此铁供应不足或过量都会引起机

体病变。而肝脏作为机体对外界刺激反应最早、

最敏感的组织之一，也是最早出现损伤的组织，

严重时则会使鱼类肝脏处于超负荷状态［１１］。同

时，肝脏在铁稳态中也起着重要作用，其不仅是

体内多余铁的储存场所，而且在调节肠上皮细胞

和巨噬细胞释放铁离子到血液中也起着至关重

要的作用［１２１３］。

因此，本研究通过建立缺氧或补铁或去铁的

ＺＦＬ模型，探究铁代谢对 ＺＦＬ细胞在低氧适应过
程中的影响，旨在从分子机制层面研究 ＺＦＬ细胞
在低氧环境中的反应以及铁离子对其适应低氧

胁迫的影响，从而为今后深入研究鱼类应对低氧

胁迫的调控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
主要试剂：胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国）；ＤＭＥＭ

Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国）；ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ试剂盒
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（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；柠檬酸铁胺 （ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，
美国）；去铁胺 （Ａｂｃａｍ，英国）；ＴＲＩｚｏｌ试剂
（Ａｍｂｉｏｎ，美国）；反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）；
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量染料（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）；
Ｆｅｒｒｉｔｉｎ抗体（杭州华安生物技术有限公司，杭
州）；Ａｃｔｉｎ抗体（杭州华安生物技术有限公司，杭
州）；蛋白显影液（上海碧云天生物技术有限公

司，上海）；Ｈ２ＤＣＦＤＡＲＯＳ探针（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美
国）

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及低氧胁迫

取出保存于液氮中冻存的ＺＦＬ细胞系，２８℃
溶解后８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去掉上清，细胞沉
淀加入到含１０％ 胎牛血清和 １％ ＰＳ抗生素的
ＤＭＥＭ完全培养基中，置于２８℃、５％ ＣＯ２培养
箱中进行培养。待细胞密度生长至８０％ ～９０％
时，用０．２５％胰酶进行消化传代。当获得足够数
量的ＺＦＬ细胞时，将一部分ＺＦＬ细胞进行低氧胁
迫处理，即通过不断的充入 Ｎ２使培养箱内氧气
含量恒定维持在 ０．１％。对 ＺＦＬ细胞低氧胁迫
后，分别提取实验组和对照组细胞的总 ＲＮＡ和
总蛋白进行验证实验。

１．２．２　实验分组及处理
将生长状态良好的 ＺＦＬ细胞分为 （１）常氧

组：ＺＦＬ细胞在２８℃、５％ ＣＯ２、２１％ Ｏ２的正常培
养箱中进行培养；（２）低氧组：ＺＦＬ细胞在２８℃、
５％ ＣＯ２、０．１％ Ｏ２的培养箱中培养２～５ｄ；（３）
ＦＡＣ组（补充铁处理）：分别用含有不同浓度ＦＡＣ
（０、０．１、０．２５、０．５、０．７５、１、２ｍｍｏｌ／Ｌ）的培养基
在２８℃、５％ ＣＯ２、０．１％ Ｏ２的培养箱中培养ＺＦＬ
细胞２～５ｄ；（４）ＤＦＯ组（清除铁处理）：分别用
含有不同浓度 ＤＦＯ（０、１０、３０、５０、７０、９０、１００
μｍｏｌ／Ｌ）的培养基在２８℃、５％ ＣＯ２、０．１％ Ｏ２的
培养箱中培养ＺＦＬ细胞２～５ｄ。
１．２．３　Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法检测细胞活力

将适量对数生长期的 ＺＦＬ细胞接种于９６孔
板，每组设置４个重复孔。细胞过夜培养后按照
１．２．２节分组处理。分别在２、３、４和５ｄ各拿出
１组常氧组、低氧组、ＦＡＣ组和 ＤＦＯ组细胞测定
其在不同处理条件下的活力情况：首先在培养基

中加入１０μＬＡｌａｍａｒｂｌｕｅ溶液，２８℃继续培养细
胞３ｈ。然后使用微量酶标仪分别检测细胞在
５７０ｎｍ和６００ｎｍ波长下的吸光值，并将常氧组

样品的吸光值设置为１００％ 来计算不同处理后
细胞的活力变化情况。细胞活力为处理组样品

的ＯＤ值与常氧组样品的ＯＤ值之比。
１．２．４　蛋白免疫印迹检测细胞的铁蛋白表达水
平变化

铁蛋白是机体内贮存铁的可溶性组织蛋白，

其分子量约为５００ｋｕ，由２种亚基按不同比例组
成，一种是重链亚基（Ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，Ｈ），分子量约
为２１ｋｕ，另一种是轻链亚基（Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，Ｌ），分
子量约为１９ｋｕ，本研究主要以检测铁蛋白重链
的表达水平来表示铁蛋白的表达水平［１４］。为了

检测常氧组、低氧组、ＦＡＣ组和 ＤＦＯ组细胞中铁
蛋白的表达情况，首先取低氧处理３ｄ的 ＺＦＬ细
胞，去掉培养基，向各组的 ＺＦＬ细胞中加入适量
细胞裂解液（ＲＩＰＡｂｕｆｆｅｒ），再加入１％蛋白酶抑
制剂（ＰＭＳＦ），４℃ 裂解２０ｍｉｎ后，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，获得的上清即为总蛋白溶液。然后
利用ＢＣＡ法测定各蛋白浓度后，再用１２％的聚
丙烯酰胺凝胶进行蛋白分离，０．２２μｍ的 ＰＶＤＦ
膜进行转膜，５％脱脂奶粉封闭２．５ｈ，３％脱脂奶
粉稀释的一抗４℃ 过夜孵育，ＰＢＳＴ洗涤液清洗３
次后，孵育二抗２ｈ，洗涤后进行蛋白显影。
１．２．５　相对定量ＰＣＲ检测细胞的铁代谢相关基
因ｍＲＮＡ表达水平的变化

采用ＴＲＩｚｏｌ法分别提取常氧和低氧处理３ｄ
的各组 ＺＦＬ细胞的总 ＲＮＡ，并测定 ＲＮＡ的浓度
和纯度。利用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ扩增，并以 βａｃｔｉｎ为内参（表
１）。采用２－ΔΔＣｔ法计算各基因的相对ｍＲＮＡ表达
水平。

１．２．６　Ｈ２ＤＣＦＤＡ探针检测细胞ＲＯＳ水平
收集低氧处理３ｄ的各组ＺＦＬ细胞和对照组

细胞，按照说明书加入适量的Ｈ２ＤＣＦＤＡ工作液。
将细胞置于 ２８℃孵育 ３０ｍｉｎ后，去掉工作液，
ＰＢＳ清洗３次，利用 ＢＤＡｃｃｕｒｉＣ６流式细胞仪定
量荧光强度，并用ＺＥＩＳＳ荧光显微镜观察ＲＯＳ水
平。

１．２．７　统计学处理
运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件对数据进行作图

分析，所有实验均设３次重复，利用ｔ检验检测不
同样品间的差异显著性（Ｐ＜０．０５表示有统计学
差异；Ｐ＜０．０１表示有显著统计学差异；Ｐ＜
０．００１表示有极其显著的统计学差异）。

９４０１
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２　结果

２．１　铁离子浓度影响低氧胁迫下ＺＦＬ细胞的存
活率

２．１．１　低氧胁迫下补充铁离子可提高 ＺＦＬ细胞
的增殖能力和存活率

为了探究低氧胁迫下铁离子浓度对 ＺＦＬ细
胞生存能力的影响，利用ＦＡＣ对ＺＦＬ细胞进行外
源补铁。结果表明，随着低氧胁迫（０．１％ Ｏ２）时
间的延长，与常氧组（ｃｏｎｔｒｏｌ２１％ Ｏ２）相比，未补
充ＦＡＣ的ＺＦＬ细胞（０ｍｍｏｌ／Ｌ）的增殖能力和存
活率逐渐下降。而补充不同浓度 ＦＡＣ的 ＺＦＬ细
胞较未补充外源铁的低氧组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）的增殖
能力和存活率显著提高（图１）。并且在低氧胁迫
２ｄ时，ＦＡＣ组（０．１、０．２５、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）细胞的增
殖能力和存活率甚至高于常氧组［图１（ａ）］。而
第４、５天时，与低氧组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比，ＦＡＣ组
ＺＦＬ细胞的存活率增加了约２～３倍。因此，补充

外源铁离子能够提高 ＺＦＬ细胞在低氧条件下的
增殖能力和存活率。

表１　引物信息
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ｔｆａＦ ＡＧＣＡＧＣＡＧＡＣＡＴＴＧＡＧＴＧＴＣ
ｔｆａＲ ＴＴＴＧＣＴＣＣＡＴＣＴＡＣＴＧＴＡＡＣ
ｔｆｒ２Ｆ ＡＧＣＡＧＴＴＴＡＣＣＴＣＡＣＡＣＴＧＡＣ
ｔｆｒ２Ｒ ＡＧＧＡＡＴＧＴＴＧＴＣＣＧＧＣＴＣＧ
ｆｔｈｌ２７Ｆ ＴＧＣＧＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＣＡＡＣＡＡＧ
ｆｔｈｌ２７Ｒ ＴＧＧＣＡＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧＡＧＣＣ
ｆｔｈｌ２８Ｆ ＡＡＧＡＴＧＡＴＣＡＡＴＣＴＧＧＡＧＣ
ｆｔｈｌ２８Ｒ ＴＴＧＡＡＧＡＡＣＴＴＧＧＣＡＡＡＴＣＣ
ｆｔｈｌ３１Ｆ ＡＧＧＣＴＧＣＧＡＴＣＡＡＣＡＡＧＡＴＧ
ｆｔｈｌ３１Ｒ ＡＧＧＡＡＧＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＴＣ
ｆｐｎＦ ＡＣＡＴＧＣＣＣＴＣＴＣＧＡＣＡＴＧＧ
ｆｐｎＲ ＡＧＧＡＧＴＡＡＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＴＡＣＡＧ
ａｃｔｉｎＦ ＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴ
ａｃｔｉｎＲ ＡＡＧＴＣＣＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＴＧ

柱状图上方表示与低氧组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比在 Ｐ＜０．０５水平有有统计学差异；表示在 Ｐ＜０．０１水平有显著统计学差异；

代表在Ｐ＜０．００１水平有极其显著的统计学差异。

．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐ（０ｍｍｏｌ／Ｌ）；．Ｔｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．０１ｌｅｖｅｌ；．ＴｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．００１ｌｅｖｅｌ．

图１　不同浓度 ＦＡＣ处理的ＺＦＬ细胞进行低氧胁迫２～５ｄ后的细胞存活率
Ｆｉｇ．１　ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＺＦＬｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＦＡＣａｆｔｅｒ２－５ｄａｙｓｏｆｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ
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２．１．２　低氧胁迫下清除铁离子可改变 ＺＦＬ细胞
的增殖能力和存活率

去铁胺（ＤＦＯ）能够螯合游离铁、铁蛋白和含
铁血黄素中的铁离子［１５］，因此利用 ＤＦＯ清除
ＺＦＬ细胞的内源及外源铁离子。实验结果表明，
随着低氧胁迫（０．１％ Ｏ２）时间的延长，不同浓度
的ＤＦＯ处理后，仅在处理第２天时，ＺＦＬ细胞的
增殖能力和存活率比未清除铁的低氧组（０

μｍｏｌ／Ｌ）略有下降，其中当ＤＦＯ浓度为７０μｍｏｌ／
Ｌ时最为明显，约减少了２５％［图２（ａ）］。但是
处理第４天，当 ＤＦＯ浓度为１０～５０μｍｏｌ／Ｌ时，
ＺＦＬ细胞的增殖能力和存活率反而比低氧组（０
μｍｏｌ／Ｌ）增加约３０％。而第３天和第５天无显著
的变化。综上所述，清除内源和外源铁离子能在

一定程度上改变 ＺＦＬ细胞在低氧条件下的增殖
能力和存活率。

柱状图上方表明与低氧组（０μｍｏｌ／Ｌ）相比在Ｐ＜０．０５水平有统计学差异；表示在Ｐ＜０．０１水平有显著统计学差异。
．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐ（０μｍｏｌ／Ｌ）；．Ｔｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．０１ｌｅｖｅｌ．

图２　不同浓度 ＤＦＯ处理的ＺＦＬ细胞进行低氧胁迫２～５ｄ后的细胞存活率
Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＺＦＬｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＦＯａｆｔｅｒ２－５ｄａｙｓｏｆｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ

２．２　ＦＡＣ提高低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞中铁离子
的水平

为了进一步探究铁离子含量对 ＺＦＬ细胞应
激低氧胁迫的影响，对在低氧胁迫（０．１％ Ｏ２）条
件下培养３ｄ的ＦＡＣ组、ＤＦＯ组和ＷＴ组的细胞
状态进行形态学观察，结果表明ＦＡＣ组的活细胞
数量显著多于 ＤＦＯ组和 ＷＴ组，且细胞状态良
好，死细胞较少［图３（ａ）］。继而对铁蛋白重链
（Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＦＴＨ）的表达水平检测发现，
与常氧组（２１％ Ｏ２）相比，低氧胁迫后 ＺＦＬ细胞
中ＦＴＨ的表达量明显减少，而 ＦＡＣ补铁后，细胞
中的ＦＴＨ表达量急剧增加，同时 ＤＦＯ去除 Ｆｅ３＋

后，则呈相反趋势［图３（ｂ）］。这些结果说明细

胞中铁离子的含量对 ＺＦＬ细胞应对低氧胁迫至
关重要，外源补铁能够提高低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞
中铁离子的水平，从而提高低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞
的存活率。

２．３　ＦＡＣ提高低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞中铁代谢
相关基因的ｍＲＮＡ表达水平

铁泵蛋白（Ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ，ＦＰＮ）是脊椎动物细胞
中目前已知的唯一铁跨膜外排蛋白，吸收进入小

肠上皮的铁离子最终通过 ＦＰＮ进入血液循环系
统［１６１７］。而转铁蛋白（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ，ＴＦ）是血浆中主
要的含铁蛋白质，负责机体内铁的运输，携带铁

离子的ＴＦ与发育中的红细胞表面的高亲和性转
铁蛋白受体１（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＴＦＲ１）结合，

１５０１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷

ＴｆＦｅ／ＴＦＲ复合体通过内吞进入细胞内，为细胞
活动提供铁离子［１８２０］。血液循环中的铁，满足机

体所需后，多余的铁则存储在铁蛋白（Ｆｅｒｒｉｔｉｎ）
中［２１］。由此可见，这些蛋白的表达水平对铁代谢

具有重要的调控作用。为了探究铁稳态在 ＺＦＬ
细胞应激低氧胁迫中的作用，利用相对定量 ＰＣＲ
技术，检测 ＦＡＣ组、ＤＦＯ组、低氧组和常氧组的
ＺＦＬ细胞中的铁泵蛋白、转铁蛋白和铁蛋白相关
基因的 ｍＲＮＡ表达水平。结果表明，与常氧组
（２１％ Ｏ２）相比，低氧胁迫后 ＺＦＬ细胞中的铁泵
蛋白基因（ｆｐｎ）、转铁蛋白及其受体基因（ｔｆａ和
ｔｆｒ２）和铁蛋白基因 （ｆｔｈｌ２７、ｆｔｈｌ２８、ｆｔｈｌ３１）的

ｍＲＮＡ表达量均显著下降，从而导致低氧胁迫下
细胞内的总铁水平及铁离子的利用率均降低。

但是向细胞内添加 ＦＡＣ能够在一定程度上恢复
这些基因的表达水平，其中铁蛋白基因（ｆｔｈｌ２７、
ｆｔｈｌ２８、ｆｔｈｌ３１）的表达量甚至远高于常氧组，ｆｔｈｌ２８
的表达水平更是比常氧组增加了７．５倍，这一结
果与铁蛋白表达量增加一致。内源及外源铁离

子的清除进一步降低了这些与铁吸收、储存和外

排相关基因的表达量（图４）。因此，补充外源铁
离子（Ｆｅ３＋，ＦＡＣ）可以提高低氧胁迫下 ＺＦＬ细胞
中铁离子代谢相关基因的表达水平，从而提高ＺＦＬ
细胞中铁的含量以提高低氧胁迫下的存活率。

图３　低氧胁迫下不同处理的ＺＦＬ细胞的显微观察和ＦＴＨ表达水平检测
Ｆｉｇ．３　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆＺＦＬｃｅｌｌｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ

２．４　ＦＡＣ提高低氧胁迫下ＺＦＬ细胞中 ＲＯＳ的
水平

为了探究铁离子浓度对低氧胁迫下 ＺＦＬ细
胞中ＲＯＳ水平的影响，利用 Ｈ２ＤＣＦＤＡ探针和流
式细胞仪对 ＦＡＣ组、ＤＦＯ组、低氧组和常氧组进
行ＲＯＳ水平检测，结果表明低氧组（０．１％ Ｏ２）
ＺＦＬ细胞内ＲＯＳ水平比常氧组（２１％ Ｏ２）明显降
低约６０％，而ＦＡＣ组细胞内 ＲＯＳ水平比低氧组

增加约２０％，但ＤＦＯ组的 ＲＯＳ水平无明显变化
［图５（ａ）］。利用荧光显微镜观察荧光强度［图５
（ｂ）］，其结果与流式细胞仪一致，即低氧组荧光
强度较常氧组低，但是ＦＡＣ组荧光强度较低氧组
有所增强，ＤＦＯ组与低氧组一致。因此，同低氧
组相比，补充 Ｆｅ３＋可以适当恢复低氧胁迫下 ＺＦＬ
细胞内ＲＯＳ的水平，说明在一定范围内ＲＯＳ水平
的增加有利于提高ＺＦＬ细胞在低氧下的存活率。
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柱状图上方表明与低氧组（ＷＴ０．１％ Ｏ２）相比在Ｐ＜０．０５
水平有统计学差异；表示在Ｐ＜０．０１水平有显著统计学差
异；代表在Ｐ＜０．００１水平有极其显著的统计学差异。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐ（ＷＴ０．１％ Ｏ２）；．
ＴｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．０１ｌｅｖｅｌ；
．ＴｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．００１
ｌｅｖｅｌ．
图４　０．１％低氧胁迫ＺＦＬ细胞３ｄ后ＦＡＣ组、ＤＦＯ
组和低氧组及常氧组铁代谢相关基因表达量的测定

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｉｒｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｏｆＺＦＬｃｅｌｌｓｉｎＦＡＣｇｒｏｕｐ，
ＤＦＯｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒ０．１％
ｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓｆｏｒ３ｄａｙｓａｎｄｎｏｒｍｏｘｉｃｇｒｏｕｐ

３　讨论

在低氧条件下，机体需要通过增加红细胞和

血红蛋白的数量、增强血液携带氧的能力来提高

血氧含量和容量，以此发挥机体代偿作用机

制［２２］。而铁是血红蛋白的重要成分，因此应对缺

氧的反应也增加了机体对铁的需求。此外铁也

是维持其他生命活动和支持几乎所有类型细胞

生长所必需的元素。例如，在真核生物中，它大

量存在于线粒体呼吸链的电子转移中心，并且是

许多蛋白质和酶的活性位点［２３］。研究［２４］发现，

从生长培养基中去除 Ｆｅ３＋会导致铁依赖性酶核
糖核苷酸还原酶的活性降低，从而使细胞周期停

滞在Ｇ１／Ｓ期。因此，铁对于细胞增殖也是必不
可少的。所以在低氧环境中，细胞对铁的吸收、

转运、循环再利用等过程也会随之发生改变［２５］。

本研究发现，低氧胁迫时给 ＺＦＬ细胞补充 Ｆｅ３＋，
能增加其胞内铁吸收、转运及储存相关基因的表

达，从而促进细胞对铁的吸收以满足低氧环境下

柱状图上方表明与低氧组（０．１％ Ｏ２）相比在Ｐ＜０．００１水平有极其显著的统计学差异。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｙｐｏｘｉｃｇｒｏｕｐ（０．１％Ｏ２）．

图５　低氧胁迫下不同处理的ＺＦＬ细胞的ＲＯＳ水平检测
Ｆｉｇ．５　ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｏｆＺＦＬｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ
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的需求，使细胞仍能维持正常的增殖等生命活

动。相反，去除Ｆｅ３＋一定程度上会抑制细胞在低
氧环境下的生理活动。但是 ＤＦＯ也用于缺氧模
拟，因为它可以激活缺氧诱导因子（ＨＩＦ１α）途
径［２６］。ＨＩＦ１α是目前发现的唯一一个在特异性
缺氧状态下发挥活性的转录因子，是介导缺氧信

号的转导中枢［２７］。缺氧诱导因子１（ＨＩＦ１）与促
红细胞生成素、血管内皮生长因子和其他基因中

的顺式作用缺氧反应元件结合，以在缺氧细胞中

激活转录。此外，它还可以诱导控制葡萄糖代

谢、细胞增殖和血管形成的相关蛋白表达［２８］，从

而调控细胞产生一系列应对缺氧的代偿反应，在

机体的生长发育及生理和病理过程中发挥重要

作用。在本研究中利用 ＤＦＯ去除 ＺＦＬ细胞的内
源及外源铁离子后，可能激活了 ＨＩＦ１α信号通
路，所以ＺＦＬ细胞的生存状态与低氧组相比没有
明显的恶化。这表明ＺＦＬ细胞在适应低氧时，除
了铁需求增加以外，还有其他机制在调节铁的储

存和使用中起着积极的作用。

所有的多细胞生物都依赖于消耗氧气并通

过氧化磷酸化途径来产生 ＡＴＰ，但是其中约有
２％的氧气会与未能传递到末端氧化酶的电子结
合并形成 ＲＯＳ［２９］。此外游离铁可直接通过
Ｆｅｎｔｏｎ和 ＨａｂｅｒＷｅｉｓｓ反 应 生 成 高 反 应 性
ＲＯＳ［３０］。ＲＯＳ积累是多种细胞应激反应的触发
因素，包括 ＤＮＡ损伤反应和其他与信号转导相
关的反应［３１］。ＲＯＳ的过度积累和氧化损伤与多
种疾病有关，因此ＲＯＳ一直被认为是有氧代谢的
不可避免的毒性副产物［３２］。然而，ＲＯＳ的产生对
于机体来说并不总是有害的。事实上，分子氧引

发氧化应激产生的 ＲＯＳ和自由基（Ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ，
ＦＲ）是正常细胞代谢的结果，它们的副产物是有
效的杀菌剂，能积极地破坏入侵性病原体，并且

在各种代谢途径中也起着关键作用［３３３４］。另外，

少量的线粒体ＲＯＳ（ｍＲＯＳ）诱导可以作为分子警
报系统促进细胞对应激源的适应性，如低氧下的

ＨＩＦ活化、饥饿下的自噬活化、病原体感染下炎性
细胞因子的产生、受体依赖性刺激下的分化，这

些活动都促进了细胞存活［３５］。

有研究发现，
&

鱼（Ｆｕｎｄｕｌｕｓｈｅｔｅｒｏｃｌｉｔｕｓ）、虾
虎鱼（Ｐｅｒｃｃｏｔｔｕｓｇｌｅｎｉｉ）等鱼类长期暴露于恒定或
间歇性缺氧环境下会增加其抗氧化酶活性并降

低线粒体ＲＯＳ的释放率［３６３８］。同时有研究［３９］认

为缺氧会降低线粒体的丰度，降低骨骼肌氧化磷

酸化的能力，从而下调 ＲＯＳ水平，这可能有助于
平衡氧气供需的适应性状。本研究发现，低氧胁

迫显著降低了ＺＦＬ细胞内的ＲＯＳ水平，以帮助其
适应低氧环境，相应的，补铁恢复了ＲＯＳ水平，暗
示增加铁源缓解了ＺＦＬ细胞的低氧应激反应，并
且细胞内存在一定的 ＲＯＳ对其生命活动是有利
的。但是，调节ＲＯＳ水平的具体机制尚不清楚。

综上所述，补充外源铁离子能够缓解 ＺＦＬ细
胞应对低氧胁迫的压力，所以补充铁源或许可以

作为养殖鱼类抵抗低氧胁迫的有效方法。但是

补充铁源的方式以及用量还需进一步在养殖鱼

体内进行探究。
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Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｉｒｏｎｒｅｌｅａｓｅ

ｆｒｏｍ ｔｈｅｐｌａｓｍａｉｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ［Ｊ］．

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，２００５，１３（１１）：１６１３１６２３．

［２０］　ＷＡＬＬＹＪ，ＨＡＬＢＲＯＯＫＳＰＪ，ＶＯＮＲＨＥＩＮＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｉｒｏｎｆｒｅｅｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｐｒｏｖｉｄｅｓ

ｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏｉｎｔｅｒｌｏｂｅｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００６，２８１（３４）：

２４９３４２４９４４．

［２１］　ＨＡＲＲＩＳＯＮＰＭ，ＡＲＯＳＩＯＰ．Ｔｈｅｆｅｒｒｉｔｉｎｓ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，

ｉｒｏｎｓｔｏｒａｇｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ

ｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ）Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓ，１９９６，１２７５（３）：

１６１２０３．

［２２］　ＲＥＮＡＳＳＩＡＣ，ＰＥＹＳＳＯＮＮＡＵＸＣ．Ｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｔｈｅ

ｌｉｎｋｓｂｅｔｗｅｅｎｈｙｐｏｘｉａａｎｄｉｒｏｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＯｐｉｎｉｏｎｉｎＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，２０１９，２６（３）：１２５１３０．

［２３］　ＬＥＮＴＶ，ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮＤＲ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｉｒｏｎｉｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ）ＲｅｖｉｅｗｓｏｎＣａｎｃｅｒ，

２００２，１６０３（１）：３１４６．

［２４］　ＣＯＴＲＵＶＯ ＪＡ ＪＲ，ＳＴＵＢＢＥＪ．ＣｌａｓｓＩｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｒｅｄｕｃｔａｓｅｓ：ｍｅｔａｌｌｏｃｏｆａｃｔｏｒａｓｓｅｍｂｌｙａｎｄｒｅｐａｉｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ

ｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１１，８０（１）：

７３３７６７．

［２５］　ＸＵＭＭ，ＷＡＮＧＪ，ＸＩＥＪＸ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｒｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｂｙｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，

２０１７，６９（５）：５９８６１０．

［２６］　ＶＲＴＡＣˇＮＩＫＰ，ＭＡＲＣＪ，ＯＳＴＡＮＥＫＢ．Ｈｙｐｏｘｉａｍｉｍｅｔｉｃ

ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ

ａｎｄＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．

ＣｏｎｎｅｃｔｉｖｅＴｉｓｓｕｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，５６（３）：２２８２３５．

［２７］　杨梦思，周娜，王志钢，等．转录因子 ＨＩＦ１α及其信号

通路在疾病发生中的作用研究进展［Ｊ］．生物技术通报，

２０１６，３２（８）：８１３．

ＹＡＮＧＭＳ，ＺＨＯＵＮ，ＷＡＮＧＺＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓ

ｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＨＩＦ１αａｎｄｉｔｓｓｉｇｎａｌ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＢｕｌｌｅｔｉｎ，

２０１６，３２（８）：８１３．

［２８］　ＪＩＡＮＧＢＨ，ＺＨＥＮＧＪＺ，ＬＥＵＮＧＳＷ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｄｏｍａｉｎｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α．

Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｏｘｙｇｅｎｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９７，２７２（３１）：

１９２５３１９２６０．

［２９］　ＦＵＨＲＭＡＮＮＤＣ，ＢＲＮＥＢ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｈｙｐｏｘｉａ［Ｊ］．Ｒｅｄｏｘ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，１２：２０８２１５．

［３０］　ＫＥＨＲＥＲＪＰ．ＴｈｅＨａｂｅｒＷｅｉｓｓｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０００，１４９（１）：４３５０．

［３１］　ＲＡＹＰＤ，ＨＵＡＮＧＢＷ，ＴＳＵＪＩＹ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ

（ＲＯＳ）ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄｒｅｄｏｘｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ

［Ｊ］．ＣｅｌｌｕｌａｒＳｉｇｎａｌｌｉｎｇ，２０１２，２４（５）：９８１９９０．

［３２］　ＶＡＡＨＴＥＲＡＬ，ＢＲＯＳＣＨ?Ｍ，ＷＲＺＡＣＺＥＫＭ，ｅｔａｌ．

ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎＲＯＳｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．

Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ＆ＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌｉｎｇ，２０１４，２１（９）：１４２２１４４１．

［３３］　ＣＲＯＳＳＣＥ，ＨＡＬＬＩＷＥＬＬＢ，ＢＯＲＩＳＨＥＴ，ｅｔａｌ．Ｏｘｙｇｅｎ

ｒａｄｉｃａｌｓａｎｄ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． ＡｎｎａｌｓｏｆＩｎｔｅｒｎａｌ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，１９８７，１０７（４）：５２６５４５．

［３４］　ＤＯＮＧＭ，ＬＩＡＮＧＹＭ，ＲＡＭＡＬＩＮＧＡＭＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ ｆｉｓｈ ｓｅｒｕｍ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｗａｔｅｒｂｏｒｎｅｂａｃｔｅｒｉａｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

５５０１
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ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅｆｅｎｓｅａｓａｓｅｒｕｍｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１７，６２：

９６１０６．

［３５］　ＳＥＮＡＬＡ，ＣＨＡＮＤＥＬＮＳ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２０１２，４８（２）：

１５８１６７．

［３６］　ＤＵＳＮＮ，ＭＡＨＡＬＩＮＧＡＭＳ，ＢＯＲＯＷＩＥＣＢＧ，ｅｔａｌ．

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｒｅａｌｔｅｒｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｉｎｋｉｌｌｉｆｉｓｈ

（Ｆｕｎｄｕｌｕｓｈｅｔｅｒｏｃｌｉｔｕｓ）［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，２１９（８）：１１３０１１３８．

［３７］　ＬＵＳＨＣＨＡＫＶＩ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎ

ａｑｕａｔｉｃａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．ＡｑｕａｔｉｃＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０１１，１０１（１）：

１３３０．

［３８］　ＬＵＳＨＣＨＡＫＶＩ，ＢＡＧＮＹＵＫＯＶＡＴＶ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｓ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆａｇｏｂｙ，ｔｈｅｒｏｔａｎＰｅｒｃｃｏｔｔｕｓ

ｇｌｅｎｉｉ［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＢ：

ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，１４８（４）：３９０

３９７．

［３９］　ＨＯＲＳＣＲＯＦＴＪＡ，ＭＵＲＲＡＹＡＪ．Ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｅｎｅｒｇｙ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｈｙｐｏｘｉａ： ｃｌｉｍｂｉｎｇｔｏｗａｒｄｓ

ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ［Ｊ］．ＥｘｔｒｅｍｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ＆Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１４，３

（１）：１９．

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｒｏｎｏｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉｃｓｔｒｅｓｓ

ＬＩＧｅｎｆａｎｇ１，２，３，ＨＵＲｕｉｑｉｎ１，２，３，ＳＯＮＧＲｕｈａｏ４，ＣＨＥＮＬｉａｎｇｂｉａｏ１，２，３

（１．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙｏｆ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓ
ＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；４．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｒｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｃｕｔｅｈｙｐｏｘｉａｉｎｗａｔｅｒｈａｓａｌｗａｙｓｂｅｅｎａｔｈｏｒｎｙｐｒｏｂｌｅｍｉｎａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄｉｒｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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