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摘要:【目的】探究不同光周期亚急性暴露对雄性斑马鱼繁殖行为的损害及对正常配对雌鱼繁殖行为的干扰效应。【方法】

设置12h光照∶12h黑暗(对照)、6h光照∶18h黑暗(短光周期)和18h光照∶6h黑暗(长光周期)共3种不同的光周

期,连续暴露处理雄性斑马鱼成鱼7d,在处理结束后将雄鱼与未进行上述暴露处理的雌鱼配对繁殖,统计雌雄斑马鱼的

各种繁殖行为参数。【结果】与对照组相比:1)长、短光周期组雌雄斑马鱼相遇频次、追逐频次均无明显变化;2)长、短光

周期组雌雄斑马鱼同时进入产卵区的频次和时间均明显减少;3)长、短光周期组雄鱼单独进入产卵区的频次和时间均明

显减少,与长光周期组雄性配对的未暴露雌鱼单独进入产卵区的频次和时间也明显减少。【结论】不同光周期亚急性暴露

严重干扰雄性斑马鱼的繁殖行为,这一行为的变化对与之配对的未进行相同暴露处理的雌鱼产生明显的协同干扰效应。
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光周期(Photoperiod)是指昼夜周期中光照和黑暗长短的交替变化,即1天内白昼与黑夜的相对长度。自然

界中,生物对昼夜光暗循环格局的反应即为光周期现象。光周期现象最早发现于植物中,但动物在长期进化过

程中也形成了与自然光周期相适应的昼夜节律。昼夜节律系统参与动物一系列生理、心理和行为变化过程,是
个体生命活动具备的基本特征之一[1]。昼夜节律的存在,使动物能够根据环境的变化有规律的调节自身的生理

功能及生命活动。
研究表明,稳定的光周期对动物的摄食、生长发育、繁殖等生命活动有重要意义[2-4]。人为地改变光周期会

打乱动物的昼夜节律、影响动物的生理效应[5]。自然界中绝大多数动物的繁殖均受到光周期的调控,因而光周

期变化对动物繁殖力有明显影响。例如,卤虫(Artemiasp.)的繁殖方式在长光周期下为非滞育途径,而在短光

周期下则为滞育途径,通过两种繁殖方式产生的卵在大小、外貌等形态特征上均有差异[6]。另外,光周期是调节

大多数温带鸟类生殖内分泌的关键环境因子,而生殖内分泌是调节鸟类繁殖行为的重要生理过程。延长光照可

作用于鸟类的生殖轴,即下丘脑-垂体-性腺(Hypothalamus-pituitary-gonadal,HPG)轴,以此刺激繁殖;而短光照

则能抑制 繁 殖[7]。日 照 长 度 的 变 化 对 于 哺 乳 动 物 的 生 殖 也 有 明 显 影 响:持 续 黑 暗 会 抑 制 大 鼠(Rattus
norvegicus)的生殖过程,并使它的卵巢质量下降;持续光照则会过度刺激大鼠的生殖系统,使它产生持续发情行

为;此外,在持续光照下,大鼠和小鼠(Musmusculus)的多数卵泡在不形成黄体的情况下达到排卵前期[8]。有规

律的延长光照时长会降低雌性水貂(Neovisonvison)松果体分泌的褪黑素(Melatonin,MT)水平,刺激垂体促乳

素的分泌,启动黄体发育,使孕酮(Progesterone)提前2d达到峰值,从而缩短母貂的妊娠周期,且增加了产仔数

量及幼崽存活率[9]。在生产实践中,光照时间延长是造成雄性家兔(Oryctolaguscuniculusf.domesticus)“夏
季难育”的主要原因之一,持续光照超过16h将引起公兔睾丸缩小和精子数量减少[10]。在有关鱼类的研究中,
已发现在扁吻鱼(Aspiorhynchuslaticeps)受精卵孵化前的48h内适当延长光照可提高受精卵孵化效率和出膜
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率[11],而长光周期结合红光可协同加速雌性光唇鱼(Acrossocheilusfaciatus)卵巢发育并提高血浆 MT水平[12]。
然而,有关不同光周期暴露是否会干扰鱼类繁殖行为的研究目前鲜有报道。

斑马鱼(Daniorerio)是一种原产于南亚国家的小型淡水热带鱼类,具有饲养简单、繁殖周期短、产卵量大、
胚体透明等特点,且与人类基因组有高达87%的同源性,因此被广泛用于生殖、发育及行为学研究。有研究表

明,斑马鱼雄性在繁殖过程中占主导地位[13]。在清晨光照刺激后,雄性斑马鱼会通过一系列的求偶行为如追逐

雌鱼、用头部(鼻)及尾巴触碰雌鱼、围绕雌鱼转圈等引诱雌鱼进入产卵区产卵;被追求的雌鱼则会配合雄鱼的追

逐,多次在产卵区内外进出;在产卵区内,雌雄斑马鱼身体并列、头部平行,身体高频震颤完成产卵或排精[14]。由

此可见,光照对斑马鱼的繁殖起着重要作用。同时,有研究也表明光照时间的长短会直接影响雌性斑马鱼的产

卵量、卵的孵化率[15]。那么,不同光周期亚急性暴露是否会影响雄性斑马鱼的繁殖行为? 雄性斑马鱼繁殖行为

的变化又是否会影响正常雌性斑马鱼的繁殖行为? 这些问题值得进一步研究。为此,本研究将不同光周期亚急

性暴露后的雄性斑马鱼与正常雌性斑马鱼交配。通过分析斑马鱼在繁殖过程中的各种繁殖行为指标,探讨不同

光周期亚急性暴露对雄性鱼繁殖行为的影响,并进一步分析雄性斑马鱼繁殖行为变化对正常雌性斑马鱼繁殖行

为的影响,从而为有关不同光周期对鱼类繁殖行为的影响及相关生理机制的研究提供基础资料。

1材料与方法

1.1实验仪器

实验仪器:SONYDSC-RX100M4摄像机(日本索尼公司);TA8124数字照度计(苏州特安斯电子有限公

司);HANNA-HI198193溶氧仪(意大利HANNA公司)。

1.2实验材料与处理

实验用150d龄成年雄性斑马鱼共15尾,为笔者所在实验室自主繁殖获得的子四代(AB系亲本来购于国家

斑马鱼资源中心),平均体质量为(0.32±0.08)g,另随机选取相同来源的15条同龄雌性斑马鱼,平均体质量为

(0.42±0.05)g。在进行不同光周期暴露处理前,实验鱼均在暗室中驯养14d,光照周期为12h光照∶12h黑

暗,光照时间为9:00—21:00,光源照度为(800±350)lx,驯养水温为(28±0.5)℃。驯养期间每日喂食2次,换
水1次。驯养结束后,将雄鱼平均分为3个组,每组5尾:1)对照组,即正常光周期组,光照周期和光照时间与驯

养期间时保持一致;2)短光周期组,光照周期为6h光照∶18h黑暗,光照时间为9:00—15:00;3)长光周期组,
光照周期为18h光照∶6h黑暗,光照时间为9:00—次日3:00。如此连续进行7d的不同光周期暴露处理。暴

露处理期间每日9:00和12:30各喂食1次,12:00换水1次,且光源照度、水温等均与驯养时一致,水体溶氧量

为5.88~6.50mg·L-1。在暴露处理结束的前一天14:00,将3组雄性斑马鱼分别置于盛有3L脱氯自来水的

白色塑料盆(规格为30cm×20cm×10cm)中,每组设5个平行,共计15个盆。每条雄性斑马鱼与1条未经暴

露处理的雌性斑马鱼配对置于暗室中,两者用挡板加以隔离(挡板只允许水流通);暗室顶部即盆上方约80cm
处安装高清摄相机。次日6:00开灯,撤去挡板,将装有小石子和水草的塑料盒(规格为10cm×10cm×1cm)置
于白色塑料盆中相同的角落,作为产卵区,待斑马鱼适应5min后,拍摄视频30min。斑马鱼繁殖行为的统计方

法参照文献[16]的方法进行。统计雌雄斑马鱼的繁殖行为指标如下:1)雌雄斑马鱼相遇(雄鱼和雌鱼之间的距

离小于0.5cm)频次;2)相互追逐频次;3)雌雄斑马鱼同时进入产卵区域的频次与时间;4)雌雄斑马鱼单独进

入产卵区的频次与时间。

1.3数据统计

实验数据均以“平均值±标准误”表示,采用Excel2010和SPSS26.0软件对数据分别进行常规计算及统计

分析。原始数据的正态性和方差齐性分别用Shapiro-Wilk检验和Levene检验进行分析。各项指标的统计均使

用单因素方差分析(One-wayANOVA),之后用Turkey法对数据的组间差异进行多重比较。当p<0.05时,统
计结果具有统计学意义。柱形图使用GraphPadPrism8软件绘制。

2结果

图1a,b显示:不同光周期亚急性暴露处理对斑马鱼雌雄性的相遇频次和追逐频次均无统计学意义上的差

异。然而与对照组相比,无论是短光周期还是长光周期的亚急性暴露处理,均明显减少了雌雄斑马鱼同时进入
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产卵区的频次(图1c)和两者同时进入产卵区的时间(图1d),且短光周期组或长光周期组与对照组在这两项指标

上的差异分别在p<0.05和p<0.01水平上具有统计学意义。

a 相遇频次 b 追逐频次

c 同时进入产卵区的频次 d 同时进入产卵区的时间

      注:不同小写字母代表组间数据(n=5)具有统计学差异(p<0.05),下同

图1 不同光周期亚急性暴露对雌雄斑马鱼相遇频次、追逐频次、同时进入产卵区的频次及同时进入产卵区的时间的影响

Fig.1 Subacuteeffectsofdifferentphotoperiodontheencounterfrequency,chasefrequency,

visitsofbothsexesinspawningarea,andtimeofbothsexesinspawningareaofzebrafish

图2a,b显示:与对照组相比,短光周期组和长光周期组的雄鱼单独进入产卵区的频次和时间均有统计学意

义上的减少(p<0.05)。与对照组配对的雌鱼相比,与短光周期组配对的雌鱼单独进入产卵区的频次和时间均

无统计学意义上的差异;但与长光周期组配对的雌鱼单独进入产卵区的频次和时间均有统计学意义上的减少

(p<0.05)。

a 单独进入产卵区的频次 b 单独进入产卵区的时间

图2 不同光周期亚急性暴露对雌雄性斑马鱼单独进入产卵区的频次、单独进入产卵区的时间的影响

Fig.2 Subacuteeffectsofdifferentphotoperiodonfrequencyoffemale/malezebrafishenteringspawningand

timeoffemale/malezebrafishenteringspawningarea
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3讨论

3.1不同光周期亚急性暴露对雄性斑马鱼繁殖行为的抑制

本研究结果显示:不同光周期亚急性暴露处理后的雌雄斑马鱼在相遇频次与追逐频次上均无统计学意义上

的差异,短光周期组的雌雄斑马鱼的追逐频次与对照组的该项指标相比仅有减少的趋势。这表明不同光周期亚

急性暴露处理并对雄性斑马鱼的求偶行为有明显的影响。但与此同时,与对照组相比,短光周期和长光周期组

的雄鱼单独进入产卵区的频次及时间均明显减少;短光周期组和长光周期组雌雄斑马鱼同时进入产卵区的频次

和时间也明显减少。这表明雄性斑马鱼的繁殖意愿有了明显下降。总之,本研究结果说明,不同光周期亚急性

暴露处理明显地抑制了雄性斑马鱼的繁殖行为,且本研究所设置的长、短光周期暴露处理均使斑马鱼的繁殖意

愿下降。
鱼类的繁殖活动是一个复杂的过程,需要外界环境的刺激和鱼类神经内分泌系统的综合调节。而繁殖行为

的变化很大程度上与鱼类生殖内分泌水平有关。鱼类的生殖内分泌调控均受控于 HPG轴[17]。下丘脑合成的

促性腺激素释放激素(Gonadotropin-releasinghormone,GnRH)可刺激垂体合成释放卵泡刺激素(Follicle-
stimulatinghormone,FSH)和促黄体激素(Luteinizinghormone,LH),进而调控早期配子的发育、类固醇激素生

成、排卵/排精等生殖活动[16]。但包括鱼类在内的多种脊椎动物的松果体能够感知光刺激,将光信号转化为 MT
信号,随后作用于HPG轴,间接影响GnRH的分泌,从而调节动物的繁殖[18]。由于斑马鱼MT的分泌具有昼夜

节律性,光照会抑制MT的分泌;而光照时长的变化会扰乱MT的分泌节律,进而影响斑马鱼HPG轴中GnRH、

LH/FSH等一系列激素水平的变化。这可能是本研究中短、长光周期组雄性斑马鱼繁殖行为发生变化的重要

原因。

3.2雄性斑马鱼繁殖行为变化对雌性斑马鱼的协同干扰效应

在本研究中,未进行不同光周期亚急性暴露处理的雌鱼与进行不同光周期亚急性暴露处理后的雄鱼在繁殖

活动中,它的繁殖行为也发生了不同程度的变化。例如:与对照组的情况相比,长、短光周期组雌雄斑马鱼同时

进入产卵区的时间和频次均明显减少,表明发生了繁殖行为变化的雄性诱导了与之配对的雌性斑马鱼繁殖行为

的改变。另外,同与对照组雄鱼配对的雌鱼相比,与短光周期组雄鱼配对的雌鱼单独进入产卵区的频次和时间

没有明显减少,但与长光周期组雄鱼配对的雌鱼单独进入产卵区的频次和时间却明显减少。与之相对应的是,
长光周期组的雄鱼单独进入产卵区的频次和时间比短光周期组的雄鱼更少,尽管这一差异并无统计学意义。因

此,未进行不同光周期亚急性暴露处理的雌鱼和与之配对的雄鱼的繁殖行为变化的程度呈一定程度的正相关。
这进一步说明了雄性斑马鱼繁殖行为的变化会诱发与之配对的雌性斑马鱼产生协同效应。

在鱼类的繁殖过程中,视觉和嗅觉因素可能均扮演了重要角色。在本研究中,就雌雄斑马鱼相遇频次、追逐

频次来看,不同光周期亚急性暴露并未明显影响雄性斑马鱼的求偶行为,表明光周期改变并未明显干扰雄性斑

马鱼的视觉信号。而嗅觉是鱼类感知外界环境的主要器官之一,几乎所有鱼类行为模式都与嗅觉相关[19-20]。在

繁殖活动中,鱼类可以利用嗅觉寻找交配对象,并判断它们的性腺成熟度;生殖洄游的嗅觉假说已在一些鲑科

(Salmonidae)鱼类中得到证实[20]。另外,嗅觉而非视觉通路已被证实在无备平鲉(Sebastesinermis)的洄游行为

中起主导作用[21]。已有研究表明,当有雄性斑马鱼存在时会引起雌性斑马鱼强烈的嗅觉电生理反应,这可能与

雄性斑马鱼释放的性外激素(多种类固醇物质)密切相关[21]。雄性斑马鱼的性外激素可被雌性斑马鱼嗅觉受体

特异性识别,吸引并引发雌鱼的产卵行为[21-22]。众多研究表明,性类固醇激素是调控鱼类前生殖行为和交配行

为、实现交配双方生殖行为的同步的重要化学信号[21,23]。雄鱼释放的异常化学信号可能通过雌鱼的嗅觉受体传

入自身的中枢神经系统,并干扰雌性的HPG轴,从而改变雌鱼的生殖生理过程。因此,不同光周期暴露是否会

通过干扰雄性斑马鱼性外激素的释放水平,从而降低雌鱼的产卵意愿,则成为一个有趣的问题。现有研究发现,
斜纹夜蛾(Spodopteralitura)的嗅觉具有昼夜节律性,且它的嗅觉反应节律可能受控于嗅觉基因和时钟基因的

表达[24]。类似地,鱼类的嗅觉、时钟基因和性外激素水平之间是否也会存在着某种关联,这或许将对进一步揭示

光周期对鱼类繁殖行为影响的机制有所帮助。
综上所述,斑马鱼的繁殖活动是一个极为复杂的过程,受控于环境和自身激素水平等多重因素。本研究结

果说明,不同光周期亚急性暴露明显干扰了斑马鱼雄性的繁殖行为,降低了它的繁殖意愿,并改变了它的正常繁
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殖调节模式。另一方面,雄性斑马鱼繁殖行为模式的改变对雌性斑马鱼的繁殖行为产生了协同干扰效应,这可

能对斑马鱼的繁殖能力造成损害,并进一步破坏该鱼的种群结构和降低该鱼的种群数量,最终影响斑马鱼种群

的正常繁衍。
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AnimalSciences

DisruptiveEffectofSubacutePhotoperiodonReproductiveBehaviorsof
MaleZebrafishandtheSynergisticDisruptionsofUnexposedFemales

XIEChengting,LIYingwen,LIUZhihao
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toexplorethesubacuteimpairmentofdifferentphotoperiodsonthereproductivebehaviorofmalezebrafish
(Daniorerio),andtheindirectdisruptionontheunexposedfemale.[Methods]Adultmalezebrafishwereexposedto12hlight∶12
hdark(thecontrol),6hlight∶18hdark(shortphotoperiod)and16hlight∶8hdarklongphotoperiod)for7days,andvarious
behavioralparametersofbothmaleandfemalewerecountedandanalyzed.[Findings]Comparedwiththecontrol:1)Nosignificant
changeontheencounterfrequencyandchasefrequencyofzebrafishinbothexposedgroupswasobserved;2)Thefrequencyandtime
ofbothsexesinspawningareasignificantlydecreasedinbothexposedgroups;3)Thefrequencyandtimeofmaleinspawningarea
significantlydecreasedinbothexposedgroups,whilethoseoffemalesignificantlydecreasedonlyinthelongphotoperiodgroup.
[Conclusions]Bothlongandshortphotoperiodsinterferedwiththereproductivebehaviorofmalezebrafish,whichfurthergaverise
tosynergisticdisruptiononthepairedfemalesthathadnotbeenexposedtothesametreatment.
Keywords:photoperiod;subacuteexposure;zebrafish;reproductivebehavior;synergisticdisruption
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