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不同水平内源警戒素对斑马鱼恐惧行为影响的性别差异"

谭美灵%李英文%陈启亮%沈彦君%刘智皓
!重庆师范大学生命科学学院重庆市高校动物生物学重点实验室重庆市高校生物活性物质工程研究中心%重庆
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"

摘要#&目的'探究不同水平内源警戒素!

H.%,6:+I:;%-=9

%

H<

"对斑马鱼!

!"#$%&'&$%

"恐惧行为影响的性别差异及诱导
雌(雄斑马鱼产生恐惧反应的最低

H<

水平)&方法'采用以斑马鱼表皮质量浓度计分别为
"

!对照"%

"?!

%

"?G

%

"?J

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

!

K

LC 的不同水平
H<

对雌(雄斑马鱼进行恐惧行为测试并分析有关行为学指标)&结果'

C

"当
H<

水平在
"

!

"?J6

2

!

K

LC 范围内逐渐上升时%雌(雄斑马鱼的首次上浮时间和底层停留总时间有逐渐延长的趋势)

!

"与对照组
相比%当

H<

水平为
"?!6

2

!

K

LC 时雌性斑马鱼首次上浮时间(底层停留总时间有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

"%而当
H<

水平为
"?J6

2

!

K

LC 时雄性斑马鱼首次上浮时间(底层停留总时间有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

"*

'

"当
H<

水平
为

"?J

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

!

K

LC 时雌性斑马鱼首次上浮时间有长于雄性斑马鱼首次上浮时间的趋势%当
H<

水平为
"?!

%

"?G

%

'?"

和
G?"6

2

!

K

LC 时雌性斑马鱼底层停留总时间有长于雄性斑马鱼底层停留总时间的趋势%但有关差异无统计学
意义)&结论'在一定

H<

水平范围内%斑马鱼的恐惧反应程度与
H<

水平有呈正相关关系的趋势)雌性斑马鱼与雄性斑
马鱼相比有更易产生恐惧行为的趋势*在受同一水平

H<

刺激后%雌性斑马鱼的恐惧行为较雄性斑马鱼而言有加剧的趋
势)上述恐惧行为的性别差异可能与雌(雄斑马鱼体内激素水平和神经系统的警觉水平有密切关系)

关键词#斑马鱼*恐惧行为*警戒素*性别
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动物能通过化学(物理(行为等各种信息的传递进行交流%这些信息的传递能帮助动物有效识别异性或躲避
天敌%有利于动物的生存和繁衍+

C

,

)例如%金乌贼!

)'

(

$"'*+,-'#."

"雄性在繁殖期选择异性时%利用变得鲜亮的
体色吸引雌性%并对竞争者起警示作用+

!

,

)然而%某些鱼类的眼高度退化且部分水环境的透明度较低%此时物理
信息和行为信息传递受限%因此化学信息传递就成为鱼类重要的交流方式+

'

,

)当接收到各种有效化学信息时%

鱼类能通过改变自身行为以应对不断变换的环境)例如%当硬骨鱼类因受到攻击而表皮受损时%表皮棒状细胞
会分泌化学预警信息即内源警戒素!

H.%,6:+I:;%-=9:

%

H<

"%由此引起同类的恐惧反应和报警行为+

GO#

,

)目前
H<

的有效化学成分尚不清楚%但已有研究表明次黄嘌呤
'O5O

氧化物及软骨素能有效激发鱼类的恐惧反应+

NOE

,

)

恐惧反应是动物面对即时危险刺激时产生的一种生理状态和一系列行为变化%在行为上表现为冻结或逃
逸)由于鱼类的生存环境较为特殊%因此鱼类恐惧行为主要表现为出现冻结反应(探索行为减少(底层停留时间
延长等+

J

,

)适当的恐惧反应能提高动物的警觉水平%使之躲避外界伤害%但过强或过弱的恐惧反应都不利于个
体生存及种族延续+

(

,

)随着人类社会的发展%大量鱼类栖息地遭受光污染(噪声等人为因子破坏*而生境的变化
将改变鱼类的恐惧响应)例如%短光周期可抑制雄性斑马鱼!

!"#$%&'&$%

"的恐惧反应+

C"

,

)为减少人为因素对鱼
类恐惧反应的不利影响%有关鱼类恐惧反应的影响因素研究正日益增多)目前实验室通常使用鱼类皮肤提取物
作为报警物质%并以此诱导同种鱼类的恐惧反应)研究表明#斑马鱼的恐惧反应与同类的皮肤提取物使用量呈
正相关关系*且皮肤提取物使用量过大会使实验鱼过度恐惧%使用量过低则不足以引起实验鱼的恐惧反应+

CC

,

)

因此%

H<

水平的选择对于开展鱼类恐惧行为实验至关重要)此外有研究发现%斯氏鼢鼠!

/%*

(

"-"0*1$.2$$

"的
恐惧行为存在性别差异%在同等危险刺激下雄鼠表现得更加勇敢+

C!

,

)然而%有关在同一水平
H<

影响下雌(雄鱼
类的恐惧行为是否有性别差异以及引起雌(雄鱼类恐惧行为的最低

H<

水平是否一致的研究还鲜有报道)
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斑马鱼是一种原产于南亚国家的鲤科!

0
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"小型淡水热带鱼类%是生命科学研究常用的模式动物之
一+

C'

,

)基于上述研究背景%本研究用斑马鱼表皮制成不同水平
H<

%以此对雌(雄斑马鱼进行恐惧行为测试%分析
雌(雄斑马鱼的行为指标%探讨不同水平

H<

刺激对斑马鱼恐惧行为的影响及诱导雌(雄斑马鱼产生恐惧反应的
最低

H<

水平)本研究旨在为实验室条件下利用
H<

诱导鲤科鱼类恐惧行为提供新的技术参考%同时也为后续
有关探究鱼类恐惧反应的影响因素以及扩展

H<

的应用研究提供基础资料)

C

材料与方法
C?C

材料与处理
从国家斑马鱼资源中心购得!

HW

系%

CJ"

日龄"斑马鱼雌鱼
G!

尾(雄鱼
##

尾%平均体质量为!

"?G!X"?"#

"

2

)

在实验前将实验鱼分别置于恒温系统中驯养
CGV

%水温为!

!JX"?#

"

Y

%光照时间为
(

#

""

-

!C

#

""

%水体溶氧量
测定为

#?JJ

!

N?#"6

2

.

K

LC

%每日
(

#

""

%

C#

#

""

和
!C

#

""

各喂食
C

次%每次投喂饲料质量占斑马鱼体质量的
!Z

%驯养期间每
'

日彻底更换驯养水体
C

次)

C?!

恐惧行为测试
过去在实验室条件下通常取同种或近源鱼类的表皮来制备

H<

%且多采用单位面积的鱼皮进行匀浆或划破
活鱼的表皮再浸泡清水的方法+

CC

,

)考虑到斑马鱼的体型及动物福利的问题%故本研究在实验当天使用
$<O!!!

麻醉剂将斑马鱼执行安乐死后%立刻取表皮并称得表皮质量+

CG

,以制备研究所需的
H<

溶液)具体操作方法为#

取同期生长的雄性斑马鱼
C'

尾%使用
!!#6

2

.

K

LC的
$<O!!!

溶液对它们执行安乐死并用清水冲洗鱼体%然后
取下表皮%将表皮与双蒸水以

G"6

2

[C6K

的比例混合%充分匀浆后取上清液%再加入相应体积的双蒸水%配制
成以斑马鱼表皮质量浓度计分别为

C

%

!

%

G

%

C"

%

C#

和
!"6

2

.

6K

LC 的不同水平
H<

溶液%于
GY

条件下保存
备用)

在正式实验时同时使用
CG

个规格为
!#=6\!"=6\'"=6

的测试鱼缸)为避免外界环境影响%除拍摄面
以外%其他缸面内壁均贴上白色防水纸以尽可能减少外界环境影响)在测试缸中加入

#K

脱氯自来水%并在水位
中线处划线以区分上(下层水体)将日本索尼公司生产的

<A5]@<0Ô QC""$G

型摄像机的摄像头固定于测
试缸拍摄面正前方

#"=6

处)将雌(雄实验鱼各分为
E

个处理组%每组
N

尾鱼进行恐惧行为测试)将测试鱼轻柔
地放进测试缸中并适应

C"64-

)适应结束后%在各组测试缸水面中心分别缓慢加入上述不同水平的
H<

溶液
C6K

%此时测试缸内的
H<

水平分别为
"?!

%

"?G

%

"?J

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

.

K

LC

*对照组则加入
C6K

双蒸水代替
H<

溶液*然后拍摄视频
!"64-

)在进行下一次拍摄前彻底清洗测试鱼缸%然后依次完成所有处理组的恐惧行为
测试)参照文献+

C#

,%对所拍摄的视频进行以下行为学指标分析#

C

"首次上浮时间%即实验鱼首次从下层水体跨
越中线进入上层水体的时间*

!

"底层停留总时间%即
!"64-

内实验鱼在下层水体活动的总时间)

C?'

数据处理
实验数据用/平均值

X

标准误0来表示)用
<_<<C'?"

软件对实验数据进行独立样本
.

检验%当
(

#

"?"#

时%

.

检验结果具有统计学意义)使用
_,4:6N

软件绘制柱形图)

!

结果
!?C

对首次上浮时间的影响
图

C

显示#与雌性对照组相比%雌性斑马鱼在受到
"?!

%

"?J

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

.

K

LC的不同水平
H<

溶液刺
激后%首次上浮时间均有统计学意义的延长!

(

#

"?"#

")与雄性对照组相比%在受到
"?J

和
G?"6

2

.

K

LC的不同
水平

H<

刺激后%雄性斑马鱼首次上浮时间点有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

")在
H<

水平为
"?!

!

"?J6

2

.

K

LC

范围内%雌(雄斑马鱼首次上浮时间呈剂量依赖性延长趋势)

!?!

对底层停留总时间的影响
从图

!

可知#与雌性对照组相比%在受到
"?!

%

"?G

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

.

K

LC 的不同水平
H<

刺激后%雌性斑
马鱼底层停留总时间有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

")与雄性对照组相比%在受到
"?J

%

!?"

%

'?"

和
G?"6

2

.

K

LC

的不同水平
H<

刺激后%雄性斑马鱼底层停留总时间有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

")在
H<

水平为
"?!

!

"?J6

2

.

K

LC范围内%雄性斑马鱼底层停留总时间呈剂量依赖性延长趋势)
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对斑马鱼恐惧行为影响的性别差异
在受到

"

!

G?"6

2

.

K

LC的不同水平
H<

刺激后%雌性斑马鱼与雄性斑马鱼的首次上浮时间差异无统计学
意义%但在受到

"?J

%

!?"

%

'?"

%

G?"6

2

.

K

LC 的不同水平
H<

刺激后%雌性斑马鱼首次上浮时间有长于雄性斑马
鱼首次上浮时间的趋势!图

C

")同时%在受到
"?!

%

"?G

%

'?"

和
G?"6

2

.

K

LC的不同水平
H<

刺激后%雌性斑马鱼
底层停留总时间有略长于雄性斑马鱼底层停留总时间的趋势%但两者在

"

!

G?"6

2

.

K

LC 的
H<

水平范围内无
统计学意义上的差异!图

!

")

注#不同小写字母表示同一性别斑马鱼的不同处理组!

# Ǹ

"数据差异具有统计学意义!

(

#

"?"#

"%相同大写字母表示同一
水平

H<

刺激下雌(雄斑马鱼的有关行为学指标数据差异无统计学意义*

H<

水平以雄斑马鱼的表皮质量浓度计*下同
图

C

!

不同水平
H<

对雌(雄斑马鱼首次上浮时间的影响
a4

2

DC

!

b199//9=;*/V4//9,9-;.989.:*/9-V*

2

9-*+:%.%,6:+I:;%-=9*-

;19*-:9;;469;*;1914

2

19,1%./*//96%.9%-V6%.9c9I,%/4:1

图
!

!

不同水平
H<

对雌(雄斑马鱼底层停留总时间的影响
a4

2

D!

!

b199//9=;*/V4//9,9-;.989.:*/9-V*

2

9-*+:%.%,6:+I:;%-=9*-

;19;*;%.V+,%;4*-:

T

9-;4-;19.*d9,1%./*//96%.9%-V6%.9c9I,%/4:1

'

讨论与结论
鱼类在受到攻击且表皮受损时会释放

H<

)

H<

被周围鱼类识别后%会刺激它们并使之表现出恐惧行为%且
进一步被更多同类通过视觉或侧线所感知%从而形成快速(有效的信号机制以有效应对捕食者的侵害%有利于种
族的延续)鱼类的恐惧反应在行为上一般表现为探索行为减少(停留在底层水域时间延长或发生冻结反应)当
恐惧反应得到缓解或解除时%它们的探索行为会明显增多)因此%首次上浮时间及底层停留总时间的延长可以

##
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表现鱼类的恐惧行为有加剧的趋势+

J

,

)

在本研究中%当
H<

水平在
"?!

!

"?J6

2

.

K

LC 范围内逐渐递增时%雌(雄斑马鱼的恐惧行为均有逐渐加剧
的趋势)这一趋势与

<

T

99V49

等人+

CC

,的研究结果一致)与对照组相比%在受到
"?!6

2

.

K

LC 的
H<

刺激后%雌
性斑马鱼的首次上浮时间及底层停留总时间均有统计学意义上的延长!

(

#

"?"#

"%而雄性斑马鱼的上述指标无
统计学意义上的变化)该结果表明较低水平的

H<

即可引起雌性斑马鱼的恐惧反应)与之相对应的是%在受到
"?J6

2

.

K

LC的
H<

刺激后%雄性斑马鱼首次上浮时间及底层停留总时间与对照组相比才均有统计学意义上的
延长!

(

#

"?"#

")由此可见%相对于雄性斑马鱼而言%引起雌性斑马鱼恐惧反应的
H<

水平更低)因此%与雄性
斑马鱼相比%雌性斑马鱼更容易出现恐惧反应)

动物的行为变化与内分泌水平和神经系统的警觉水平息息相关)有研究发现%硬骨鱼类焦虑和恐惧反应的
加剧通常伴随着血浆中皮质醇水平的上升+

C#OCN

,

)另一方面%五羟色胺!

<9,*;*-4-

%

#Oeb

"在鱼类对外界应答过程
中也起着重要作用%当鱼类感知危险时%体内

#Oeb

水平降低%从而使鱼类的探索行为减少%并使之产生恐惧反
应+

CEOCJ

,

)此外%多巴胺!

@*

T

%64-9

%

@H

"和
#Oeb

水平降低时%动物的恐惧反应也会加剧+

C(O!"

,

)上述研究发现%皮
质醇水平可能与鱼类恐惧反应程度呈正相关关系%而

#Oeb

和
@H

的水平则与鱼类恐惧反应强度呈负相关关系)

还有研究表明%相对于雄性斑马鱼%雌性斑马鱼血浆中皮质醇水平略高+

!CO!!

,

%且后者脑中
@H

和
#Oeb

水平也较
低+

!'O!G

,

)因此%本研究结果所揭示的不同性别斑马鱼恐惧反应的差异性很可能与它们血浆中皮质醇水平以及脑
中

@H

(

#Oeb

的水平差异有密切关系%值得进一步深入研究)

雌性斑马鱼相对于雄性斑马鱼更容易产生恐惧反应的事实也表明雌性斑马鱼对周围环境的警惕性高于雄
性)已有研究表明%鱼类血浆中皮质醇水平与自身的警惕性高低呈正相关关系+

!#

,

)由于雌性斑马鱼血浆中皮质
醇水平高于雄性%警惕性也高于后者%因此较低水平的

H<

就足以引起雌性斑马鱼产生恐惧反应)当生境中出现
捕食者等危险因素时%雌性斑马鱼能更加迅速地感应到警戒信号从而有效地躲避危险%有利于物种延续)然而%

皮质醇水平过高也会影响斑马鱼的情绪调节%使之过度焦虑(恐惧甚至抑郁%不利于斑马鱼正常进行如摄食(繁
殖等各项生命活动)有研究者发现在同一危险刺激下%斯氏鼢鼠的雄性个体相对于雌性个体更加勇敢且更具冒
险性+

C!

,

%这与本研究得出的有关趋势基本一致)同时需要注意的是%在本研究中受到同一水平
H<

刺激后雌(雄
斑马鱼与恐惧行为相关的行为学指标没有出现统计学意义上的差异%这可能与本研究的样本量偏少且所选斑马
鱼的个体差异较大有关#图

C

和图
!

均显示出部分处理组的标准误较大)因此%可通过增加样本量并选择日常
行为更加一致的实验鱼的方式来进一步减小研究中的误差)

值得一提的是%本研究通过称取实验鱼表皮体质量并按一定比例与双蒸水混合配制
H<

溶液的方式不仅操
作简易方便%而且所需实验鱼的数量相比其他方式而言也更少+

CC

,

%值得在有关研究中加以推广)同时在今后类
似的研究中也需特别注意#相对于雌性斑马鱼%在诱导雄性斑马鱼产生恐惧反应时应设置较高

H<

水平%同时
H<

水平的设置也需处于合理范围%以免实验鱼无法产生恐惧反应或者影响到有关行为学指标的比较)

综上所述%在一定
H<

水平范围内%斑马鱼的恐惧反应程度与
H<

水平有呈正相关关系的趋势*与雄性斑马
鱼相比%引起雌性斑马鱼恐惧反应的

H<

水平更低*在受同一水平
H<

刺激后雌性斑马鱼较雄性斑马鱼而言恐惧
反应有更加强烈的趋势)上述恐惧行为的性别差异可能与雌(雄斑马鱼体内激素水平和神经系统的警觉水平有
密切关系)
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<7$$Ŝ <0 e

%

9;%.D<9,*;*-4-

%

:*=4%.:;%;+:%-V:9P=1%-

2

94-;19I.+9I%-V9V

2

*I

&

8

5

.2&

5(

#,*9"--$

+

)

,

D_1

&

:4*.*

2&

kW91%84*,

%

!""(

%

(E

!

'

$

G

"#

GENOGJ'D

+

!G

,

@HeKWA$<)

%

WH0R<b̂ A$b

%

K75@<bS@bOS5RSKR

%

9;%.DH

22

,9::4*-%-V6*-*%64-9:

#

9//9=;:*/:9P%-V:*=4%.,%-U

4-c9I,%/4:1

!

!"#$%&'&$%

"+

)

,

DW91%84*+,%.W,%4- 9̂:9%,=1

%

!"C!

%

!!J

!

!

"#

'''O''JD

+

!#

,
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