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褐牙螂卵黄囊期能量代谢与

生化物质变化特征研究
’

线薇薇 张传蓦 朱鑫华

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 26 60 7 1)

卵黄囊期是鱼类早期发育中的一个重要阶段
,

是鱼类由内源营养向外源营养转化的

一个关键时期
。

从能量学的角度来分析
,

则表现为主要能源物质在发育过程中有规律的

变化
,

各能量物质按一定顺序被利用
。

探讨卵黄囊期海洋硬骨鱼类的能量转化规律
,

定

量分析发育中生化成分和能量物质的变化
,

预测维持仔鱼生命活动和提供生长所必需的

合适饵料营养成分
,

可为养殖生产中提高早期育苗成活率提供理论依据
。

作者着重探讨

褐牙坪卵黄囊期能量代谢特点及生化物质变化规律
。

材料与方法

,
.

实验材料

褐牙坪受精卵取自山东省日照市水产研究所
。

自然产卵
,

自然受精
,

溢流法收集
,

浮选去杂
,

充氧密封
,

立即运至我所实验室
。

受精卵在 4 个棕色孵化桶中孵化 ; 水温控制在 ( 17
.

4 士 .0 3) ℃ ; 盐度为 ( 31 士 0
.

2) ; 微

量充气
,

可采用微气石 ; 遮光
,

光照强度保持在 Zoo lx 左右
。

对仔鱼不进行投喂
。

仔鱼

与受精卵的培育温度相同
。

在受精卵和卵黄囊期仔鱼发育的不同阶段
,

取样后先低温速

冻
,

然后在一35 ℃保存
,

以备生化测定
。

2
.

耗氧率和氨排泄率的测定

采用密闭呼吸测定法
。

用 4 个外径为 2 c5 m X c6 m X c6 m 的全封闭玻璃缸作为呼吸

仪
,

水浴控温
。

每次实验设 3 个平行样和 1个空白样
。

每个平行样置 3 000 粒卵或 1 0 00

条仔鱼于呼吸仪中
。

光照约为 Zoo lx
,

温盐度与孵化桶一致
。

实验持续时间为 h4
。

实

验结束时各水样溶解氧的浓度采用 W in kl er 碘量法测定
,

氨浓度测定采用次澳酸钠氧

化法
。
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3
.

游离氨基酸
、

按离子浓度和蛋白质的测定

将 10 0 粒受精卵或 10 0 尾仔鱼置于离心管中
,

在 1 000 林 L 的 6%三氯乙酸 T C A 中

抽提至少 d3
。

经离心 ( 10 o oo
r

加 i n
,

10而n)
,

取上清液
,

在氨基酸自动分析仪上测定游

离氨基酸和 N H 3
的量

。

进样体积 50 林 L
,

柱温 5 0℃
,

柱大小 15 0
~

x 2
.

6m m
,

柱树脂 2 6 1 9

( 磺化聚苯乙二烯苯树脂 )
,

衍生剂为荀三酮
一

二醇醋酸缓冲液
,

衍生温度 98 ℃
,

检测

波长为 570
n m 和 44 0n m

,

移动相为 IP H 系列缓冲液
,

柱前压力 1 0 0一 12 a0 t

淤
,

柱后压力

约为 2 0
amt

。

取其下沉物
,

溶解在 l m ol 的 N a o H 溶液中
,

用牛血清蛋白作为基准测定

蛋白质
。

4
.

总脂的测定

取受精卵或仔鱼 5 0 0一 8 0 0 粒 (尾 )
,

加沙子研磨
,

再加 10 m L 氯仿
一

甲醇 ( 1 : 2) 继续匀

浆
,

静止约 s m in 吸取上清液
。

余下部分继续抽提 5 次
,

前两次加 s l n L 氯仿和 s m L 甲

醇
,

接下来两次加 6 n 1L 氯仿和 3 m L 甲醇
,

最后一次加 6m L 氯仿
。

然后
,

分别获取抽

提液中水溶性物质
。

先在总抽提液中加相等体积蒸馏水
,

放在冰箱中过夜
,

分层
,

吸

取下层氯仿
一

甲醇液
,

再继续加氯仿 0
.

s m L
,

2一 3 次
。

把全部溶有脂肪的氯仿
一

甲醇和氯

仿液放在旋转蒸发器里蒸发
。

所得脂肪用乙醚溶解 2一 3 次后 (每次 0
.

s m )L
,

滴在已称

重的塑料指管中
,

经过硅胶真空干燥器干燥 1h2 后称重
,

总重量减去指管重量即为总

脂重量
。

5
.

脂肪酸含量的测定

气相色谱分析
。

用与提总脂相同的方法对样品抽提 7 次
,

旋转蒸发后用钾
一

甲醇

l(
.

69
: l oo

ln L )在 55 ℃下皂化 2 h0
,

加人二十三烷甲醋作为内标
,

用 5%盐酸
一

甲醇在 55 ℃

醋化 3h0
。

加水 l m L
,

正己烷 4 n 1 L
,

剧烈震荡
,

上层溶液用硅胶薄层板纯化
。

将纯化的

脂肪酸 甲醋用 H 5P 880 A 型气相色谱仪进行定量分析
。

柱温 2 10 ℃
,

进样温度 240 ℃
,

载

气为纯氮气
。

二
、

实 验 结 果

1
.

呼吸代谢

在受精卵发育阶段
,

褐牙坪耗氧率增长迅速 ; 孵化后继续增加
,

并很快达到一个大

约 6 n m 。
比 的水平 (图 1)

。

在受精后 2h4 之内
,

氨排泄率一直很低
,

但在孵化时
,

氨排泄

率猛增到 0
.

sn m o

比 (图 1)
。

孵化后最初数小时内氨排泄率很低
,

但最终稳定于 .0 2 n m o

涌

的水平
。

在开 口后氨排泄率有升高的趋势
。

2
.

生化代谢

( 1 ) N 4H
+

受精后 h8 褐牙虾受精卵含有 ( 17
.

8士 0
.

6 )n m ol 的 NH享
。

此后
,

逐渐累积
,

到孵化前

总共累积了 .4 6n m ol 额外的 NH二 (图 2)
。

孵化后
,

在最初的 科h 内减少了 16
.

28n mo l

(0 3 7

~ 比 )
,

在接下来到开口之前的 3h2 内减少了 0 .4 8

~
1 ( 0

.

0 1 5 n

mo 施 )
。

① l at o l o l 32 5 P a
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受精后时间爪

图 1 褐牙坪早期发育阶段耗氧率和排氨率的变化
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图 2 褐牙鲜早期发育阶段馁离子 N H
4+

的变化

(2) 游离氨基酸 FAA

褐牙坪受精后 h8
,

其受精卵中含有 57
.

3n m ol 的总游离氨基酸 (图 3)
,

其中大约

7 0% (4 1
.

s n

mo l )在接下来的 5 6 h 内消失 (0
.

7 4 n

mo 比)
。

从受精后 6 4一 12 8h
,

有 4
.

2 n

mo l 的总

游离氨基酸消失 .(0 07n m 0

俩 )
。

在褐牙虾总游离氨基酸中
,

丙氨酸
、

丝氨酸和亮氨酸在含

量上占优势
,

约占总游离氨基酸的 34 %
。

而此时必需氨基酸和非必需氨基酸各占总游离

氨基酸的 50 %
。

在褐牙鲜发育过程中
,

大部分游离氨基酸呈下降趋势
。

与此相反的是
,

磷酸丝氨酸有缓慢的增长
,

而氨基酸类似物牛磺酸持续保持在 .(2 5士 0
.

l) n

mo l 的水平
,

在发育过程中变化很小
,

只是占总游离氨基酸的含量由 .4 6% (受精后 sh) 增长为 20
.

8% (受
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图 3 褐牙虾早期发育阶段总游离氨基酸 TFA 的变化

( 3) 蛋白质

在褐牙坪受精卵发育阶段
,

蛋白质的含量有所增加
,

从受精后 h8 的 18
.

5林g
,

增加

到受精后 4 h8 的 19
.

9卜g 。

孵化后
,

蛋白质的含量减少了 6
.

3叱
。

在卵黄囊期仔鱼的早期

阶段
,

蛋白质含量相对稳定
,

受精 9h0 后
,

含量逐渐减少 (图 4)
。
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图 4 褐牙鲜早期发育阶段蛋白质的变化

(4) 总脂与脂肪酸

褐牙坪受精后 h8 总脂肪酸 T F A 在中性脂肪 N L 和磷脂 P L 中的含量分别为 4
.

7林g

和 .2 5林g
,

在受精后 s h 之前
,

变化不是很明显
。

从受精后 h8 开始
,

这两部分脂肪酸

在发育过程中都呈现减少
,

但中性脂肪酸 N L 减少的速度是磷脂 P L 的 3
.

6 倍 (图 5)
。

在受精卵中
,

中性脂肪 N L 主要由下列脂肪酸构成
,

按含量伽g) 由高到低的顺序依次
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为 1 8 : l ( n一 9 )
,

16 : 0
,

2 2 : 6 ( n一 3 )和 18 : 2 (n一 6 )
。

磷脂 PL 中的主要脂肪酸按由高到低的次序

依次为 2 2 : 6 ( n一 3 )
,

16 : O
,

1 5 : l (n 一9 )和 2 0 : 5 ( n一3 )
。

磷脂 PL 中的饱和脂肪酸
、

单不饱和脂

肪酸和多不饱和脂肪酸在发育过程中减少的速度都很慢
。

与之相对的是
,

中性脂肪 N L

中相应脂肪酸的减少比较显著
,

尤其是 16 : o
,

15 : l (n 一 9 )
,

2 2 : 6 (n 一 3 )
,

1 8 : 2 (n 一6 )
。

16 : o 是

褐牙鲜胚胎中含量最多的脂肪酸
,

而且被证明在发育过程中减少最快
。

值得注意的是
,

中性脂肪 N L 中脂肪酸水平的降低与磷脂 P L 中相应成分含量的升高并不同步
,

尤其对

必需脂肪酸 D H A 2 2 : 6 (n一 3 )和 E P A 2 0 : 5 (n一 3 )来如此
。
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图 5 褐牙虾早期发育阶段总脂的变化

三
、

讨 论

在褐牙虾的胚胎阶段
,

游离氨基酸含量不断减少
,

而蛋白质含量反而增加
,

这

表明此阶段代谢产生的氨是由游离氨基酸分解而产生 的
。

根据得到 的实验数据可 以

对发育过程中的内源营养物质进行定量的分析
。

根据丢失的总游离氨基酸中各成分

的相对含量
,

可以得到一个分子式为 C 47 9 H I。 25 0 2
.

4 1N I
.

3 6 50
.

0 3
分子量为 1 21

.

25 的
“

平

均氨基酸
” 。

在能量代谢的研究中
,

氮嫡 N (Q 产生的 N H :
的 mo l

,

数与消耗的 O :
的 m ol 数的比值)

可用来分析能源物质
。

纯净蛋白质代谢的氮墒是 .0 27 士 0 .0 1 (G an ig er
,

19 83)
,

本实验中褐

牙虾
“

平均氨基酸
”

代谢的氮嫡 .0 26
,

略低于这个值
,

原因可能是褐牙虾中富含氮的氨

基酸如精氨酸
、

组氨酸
、

赖氨酸的含量比较少
。

当被分解的物质中不含氮的成分 (如脂

肪或碳水化合物 )含量升高时
,

氮嫡趋于零
。

由于碳水化合物在鱼体中含量很低
,

在能

量代谢中的作用非常微小
。

如果忽略碳水化合物不计
,

则从获得的氮嫡 N Q值可以计算

出有氧分解代谢中脂类和氨基酸所占的比例 (G an i g er
,

1 9 8 3)
。

根据氮嫡的值
,

可以得出

氨基酸和脂肪酸在能量代谢中所占的比例 (表 1)
。
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表 , 褐牙坪早期发育阶段的氮嫡 N Q及氨基酸 A A 和脂类产生的能且

受精后时间爪 氨基酸产能%/ 脂肪酸产能%/

20
OQ

4 S只气éOC8~ 4 0

40一 5 2

8 8一 1 16

1 1 6一 1 2 8

随着发育逐渐降低的氮嫡值 N Q显示主要能源物质已开始由游离氨基酸向脂肪酸转

变
。

在孵化时氨基酸构成了能量代谢的 50 %
,

但在最后的卵黄囊期阶段
,

仅占大约 巧%
。

在受精后大约 88 h 时
,

消失的游离氨基酸产生的氨已少于仔鱼产生的氨
。

这说明从此时

到受精后 1 1 6h
,

有大约 3
.

6 5 n m ol 的氨基酸
,

也就是大约 .0 38 林g 的蛋白质
,

被用来补

充游离氨基酸
。

值得注意的是
,

褐牙虾的仔鱼在蛋白质被用来参与能量代谢时
,

仍含

有一个大约 2
.

O7 n l (3 5% )的油球
。

上述结果也在对大菱坪 (R中
n n e s t a d 。 t a l

. ,

1 9 9 2 )的研究中

被证实
。

孵化后油球吸收率的增长说明来 自油球的脂类是褐牙坪仔鱼在这个阶段的主要能

源物质
。

油球的吸收发生于卵黄的吸收之后
,

对大菱虾 ( sc op h ht a
lm

“ , m ax im su )和海妒

(aL et s e a lc a
ljr 砂)r 研究亦有类似的结果 ( R中

n n e s t a d e t a l
. ,

19 9 2 ; B a g硕
n o ,

19 8 6 )
。

从油球的吸收率和脂肪的利用可以得出
:
来自油球的中性脂肪的脂肪酸是褐牙虾从

孵化到开 口这段时间主要的能源物质
。

磷脂的脂肪酸只是被很少的利用 (为中性脂肪的
3 0% )

。

这是因为磷脂中富含高不饱和脂肪酸
,

尤其是
n 一 3 系列的高不饱和脂肪酸

,

而其

主要在细胞膜的构架方面起作用 (S agr en t et al
. ,

1989 )
。

从热量的角度
,

中性脂肪
,

尤其是三酞甘油和蜡醋被认为是硬骨鱼类鱼卵中最重要

的脂类储能物质 (B ou le kb ac he
,

19 8 1)
,

但是文献资料对这一点的证明并不是很直接
。

在

整个受精卵发育阶段
,

冬蝶积累脂肪而在从孵化到开口摄食期间则呈现剧烈的下降态势

(C et at et a .l
,

1 9 8 2)
。

而鲤鱼在卵裂阶段和器官发生期间利用胆固醇和磷脂进行组织合成

和能量代谢 (幻m
,

19 79 )
。

条纹妒仔鱼在发育阶段的主要能源物质是中性脂肪 (D
e
gr al ve

a

e t a l
. ,

1 9 7 7 : E lb ir d g e e t a .l
,

1 9 8 2 )
,

虽然在胚胎发生的一个时期内它保持稳定 (E lb ir d g e e t

a .l
,

19 8 2 )
。

另一方面
,

红石首鱼 (V e t t e r e t a l
. ,

19 8 3 )和真绸 (兀m a t a
,

19 8 3 )的受精卵利用中

性脂肪作为它的主要能量来源
。

对于大麻哈鱼来说
,

从受精卵到初孵仔鱼
,

中性脂肪中

的三酞甘油和磷脂中的磷脂酞胆碱均呈现剧烈的下降 (C
o w ey

。 t al
. ,

19 8 5)
。

鳍鱼
、

剑卜和大西洋蟾蝶则不同
,

其受精卵总富含磷脂而总脂水平相对较低
,

表现为利

用磷脂中的主要成分磷脂酞胆碱作为胚胎发生 中主要的脂类能源物质
,

而对中性脂肪

N L 的利用则不是很显著 (R中mr es t ad et al
. ,

1994 )
。

在这些鱼类中
,

磷脂酞胆碱水解的代谢

终产物并非全部被用作能源物质
,

并且
,

释放的高不饱和脂肪酸被中性脂肪保留以用于

膜的合成
。

其他的代谢终产物
,

如游离的磷酸盐可被用来进行中间代谢
,

而胆碱可被用

于甲基化代谢和神经介质传递中(T oc h er
。 t .al

,

1 9 84)
。

而在褐牙坪的研究中
,

磷脂的含量

比中性脂肪少得多
。

综上所述
,

由褐牙虾实验数据可得
:
游离氨基酸是其在受精卵发育阶段最重要

的能源物质
,

而在孵化后油球中的中性脂肪酸被用作主要能源物质
。

由当前研究并
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参考文献不难得出
,

主要能源物质是具有物种特异性的
。

对于含一个油球的鱼类来

说
,

基于脂肪的能量代谢是重要 的 ; 而对于不含油球的鱼类来说
,

氨基酸的作用更

为重要一些
。

这些研究对于仔鱼在开 口时营养成分的确定及满足
、

死亡率的降低都

是很有意义的
。
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