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摘要:为探究不同温度短期暴露对雄性斑马鱼(Danio
 

rerio)焦虑及恐惧行为的影响,将实验用雄性斑马鱼分为空白组、对

照组、低温组和高温组,驯养水温分别为27、27、20和34
 

℃,连续处理7
 

d后对各组实验鱼进行新缸潜游试验;在焦虑行为

测试结束后对对照组、低温组和高温组的实验鱼施以警戒素刺激,并对实验鱼的恐惧行为进行测试。焦虑行为测试结果

显示:与对照组实验鱼相比,低温组实验鱼首次上浮时间、底层停留时间及冻结时间均有明显增加,而高温组实验鱼首次

上浮时间和冻结时间均明显减少。恐惧行为测试结果显示:与空白组实验鱼相比,内源警戒素能明显增加其他3组实验

鱼首次上浮时间、底层停留时间及冻结时间;与对照组实验鱼相比,低温组实验鱼首次上浮时间、底层停留时间及冻结时

间有明显增加而高温组实验鱼首次上浮时间和底层停留时间有明显减少。研究结果提示低温暴露和高温暴露分别明显

增强和减弱了雄性斑马鱼的焦虑反应和恐惧反应。
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对动物尤其是外温动物而言,温度是至关重要的非生物因子之一。大量研究表明,温度在外温动物的生命

活动中扮演着极为重要的角色[1]。鱼类是典型的外温动物,它们的体温通常会随水温的变化而改变,而它们的

各项生命活动过程也受到水温的影响[2]。从全球历史温度变化规律上看,全球温度存在着循环往复的波

动[3]。有研究显示,近些年来由全球变暖引起的极端高温和由北极冰盖融化引起的寒潮将会引起全球性温度大

幅度变化[4]。全球性的温度改变势必对鱼类等外温动物正常生命活动造成影响。过去的研究发现,温度会影

响鱼类胚胎孵化[5]、生长发育[6]及生物节律[7],例如水温仅发生2
 

℃的改变就能干扰斑马鱼(Danio
 

rerio)的生

物节律[8]。

应激反应是指受到相关生态因子刺激或其他生物影响后,动物产生的一系列非特异性防御反应[9],最常见

的应激反应为焦虑反应和恐惧反应。鱼类的焦虑反应一般为对内部冲突或未知威胁的普遍反应,而恐惧反应一

般是由外界施加压力后自发的防御行为或回避行为[10]。焦虑及恐惧反应能帮助动物躲避天敌,对动物的生存具

有重要的生态学意义。适度的焦虑恐惧能使动物保持警觉性和对环境变化的敏感性,有利于它们躲避外界伤

害;过度或过低的焦虑恐惧均不利于动物个体生存及种族延续,因为前者会影响动物摄食、繁殖等正常生理活动

而后者则会降低动物警觉性[11]。最近的研究发现光照[12]、光周期[13]、氨氮[14]、溶氧[15]等多种生态因子均会影响

斑马鱼的应激行为,但温度是否会影响斑马鱼的焦虑行为及恐惧行为尚有待研究。

斑马鱼是一种原产于亚洲南部的淡水热带鱼类,具有易饲养、繁殖快等特点,并对温度变化有较强的抵抗

力[16];同时,因斑马鱼与人类(Homo
 

sapien)在基因组方面高度相似,故该鱼种成为了研究动物生殖、发育和行

为的模式动物之一,在基础医学、生态学等研究领域得到广泛应用[17]。本研究考察了不同温度短期暴露对雄性

斑马鱼焦虑及恐惧行为的影响,以期为鱼类生理生态及行为学研究积累新的参考资料。
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1 材料与方法

1.1 实验鱼的来源及驯化

实验用体型相似且健康活泼的成年雄性斑马鱼共180尾购于国家斑马鱼资源中心。在正式实验前,所有实

验鱼先于恒温系统中在水体的温度、溶解氧质量浓度和pH分别为(28±0.5)
 

℃、6.0~7.3
 

mg·L-1 和7.1~7.8
的条件下驯化14

 

d,每隔2
 

d换水1次且每次换水量为180
 

L。驯化期间的光周期设置为14
 

h光照∶10
 

h黑暗,
每日9:00、15:00和21:00定时投喂山东升索饲料科技有限公司生产的商业饲料,每日投喂饲料总量为实验鱼

体质量的2%。

1.2 实验仪器

本研究使用的主要实验仪器为日本索尼公司生产的DSC-RX100
 

M4型索尼相机、温州德福智能科技有限公

司生产的RE-W5005型电子温度计、上海恒勤仪器设备公司生产的SG9-B型溶解氧分析器和湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司生产的TG16-W型常温离心机。

1.3 实验方法

1.3.1 不同温度短期暴露实验

为避免外界环境及人为活动的影响,整个实验过程皆在由遮光帘搭建的简易暗室中进行。在暗室中放置12
个长×宽×高均为50

 

cm×40
 

cm×30
 

cm且装有脱氯自来水的亚克力材质鱼缸以及4个光照强度均为1
 

000
 

lx
的LED灯,光照周期与驯化期间时相同。实验共设置4个处理组即空白组、对照组、低温组和高温组,其中水温

分别为27、27、20和34
 

℃。每个组设置3个平行缸,除空白组每个缸中放置7尾实验鱼以外,其余各组每个缸中放

置14尾实验鱼。每个缸的4个侧面和底部外壁均贴上白纸,以避免外界环境对实验鱼的干扰。通过加热棒对各组

水体进行控温,控制水温波动不超过1
 

℃,其他条件与驯化期间保持一致,整个不同温度短期暴露实验时间为7
 

d。

1.3.2 焦虑行为测试

上述实验结束后,通过新缸潜游实验,测试对照组、低温组及高温组实验鱼的焦虑行为,各组样本量均为21
尾。将长×宽×高为26

 

cm×18
 

cm×20
 

cm的测试鱼缸中水体深度设为10
 

cm,并控制其中水温为与对应处理

组水温相同,用记号笔在鱼缸拍摄面绘制1条水平分隔线,将水体分为上下2层,每层水深均为5
 

cm(图1a)。摄

像机固定于测试缸正前方50
 

cm处。
在进行焦虑行为测试时,小心地将1尾实验鱼放入测试鱼缸中后立即进行拍摄,拍摄时长为10

 

min。为保

证实验的可靠性,严格控制拍摄过程中缸内水温变化不超过1
 

℃。每次拍摄完1组实验鱼行为后,彻底清洗所

有鱼缸,并更换饲养水体,然后再准备下一组拍摄。视频拍摄结束后即对斑马鱼焦虑行为进行行为学分析。斑

马鱼在进入新环境后会因焦虑而下潜至下层水体,在焦虑缓解后又会逐渐探索新环境。基于以上特性,本研究

参照文献[18]设计以下行为学指标:1)
 

首次上浮时间,即实验鱼首次从下层水体跨越分隔线移动至上层水体的

时间点;2)
 

底部停留时间,即实验鱼在下层水体活动的总时间;3)
 

冻结时间,即实验鱼除眼、鳃活动外身体在水

体中大于1
 

s的完全静止时间[18]。

1.3.3 恐惧行为测试

在测试缸内背侧距水面5
 

cm高处,粘贴有一段10
 

cm的透明胶管(图1b),用于注射内源警戒素(alarm
 

substance)溶液。经研究证实:当硬骨鱼类受到攻击且表皮受损时,表皮棒状细胞会分泌化学预警信息即警戒

素,从而引起同类的恐惧反应及报警行为[19]。实验室条件下通常采用同种或近源鱼类皮肤匀浆法制备内源警戒

素溶液[20]。本研究在实验当天制备所需内源警戒素溶液,具体操作为:取正常条件下饲养的斑马鱼数尾,用 MS-
222麻醉液(wMS-222=0.1%)麻醉斑马鱼,并用镊子小心取下完整表皮,再将表皮研磨混匀并溶解到双蒸水中,制

成内源警戒素溶液(ρ表皮=1
 

g·mL-1)。

在行为测试时,通过移液枪/透明胶管向空白组测试缸中加入1
 

mL双蒸水,向其他组均加入1
 

mL上述内

源警戒素溶液,然后立刻开始拍摄,拍摄及清洗测试缸的要求与焦虑行为测试时相同。视频拍摄结束后对斑马

鱼恐惧行为的行为学分析指标也与焦虑行为测试中的指标一致。
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a 焦虑行为测试 b 恐惧行为测试

图1 斑马鱼焦虑及恐惧行为测试实验示意图

Fig.1 Experimental
 

diagram
 

of
 

anxiety
 

and
 

fear
 

behavior
 

test
 

of
 

zebrafish

1.4 数据分析

实验数据经过常规计算及统计处理,均以“平均值±标准误”表示。用SPSS
 

17.0软件对实验结果进行单因

素方差分析,并对各处理组间的数据进行Tukey比较。当p<0.05时,上述统计分析结果具有统计学意义。最

后,使用Prism
 

8.0软件绘制相关柱形图。

2 结果

2.1 对焦虑行为的影响

图2显示:与对照组实验鱼相比,低温组实验鱼首次上浮时间、底部停留时间及冻结时间均有统计学意义上

的增加(p<0.05),而高温组实验鱼首次上浮时间、冻结时间则均有统计学意义上的减少(p<0.05)。

a 首次上浮时间 b 底部停留时间 c 冻结时间

    注:不同小写字母表示不同实验组(样本量均为21尾)的数据差异具有统计学意义(p<0.05),下同。

图2 不同温度短期暴露对雄性斑马鱼焦虑行为的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

short-term
 

exposure
 

at
 

different
 

temperatures
 

on
 

anxiety
 

behavior
 

of
 

zebrafish

2.2 对恐惧行为的影响

由图3可知:与不加入内源警戒素的空白组实验鱼相比,内源警戒素明显能增加其他3组实验鱼首次上浮

时间、底部停留时间及冻结时间,且有关差异均具有统计学意义(p<0.05)。同时,与对照组实验鱼相比,低温组

实验鱼首次上浮时间、底部停留时间及冻结时间均有统计学上的增加(p<0.05),而高温组实验鱼首次上浮时间

及底部停留时间则均有统计学意义上的减少(p<0.05)。

3 讨论与结论

应激反应对鱼类的生存和繁衍具有重要意义。鱼类的焦虑反应和恐惧反应在行为上通常表现为冻结行为
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频繁发生、探索行为明显减少、首次进入上层水体时间增加等[21]。由此可见,首次上浮时间、底层停留时间及冻

结时间的增加均表明鱼类的焦虑反应及恐惧反应加剧,反之则表明鱼类的焦虑及恐惧得到了缓解[22]。

a 首次上浮时间 b 底部停留时间 c 冻结时间

图3 不同温度短期暴露对雄性斑马鱼恐惧行为的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

short-term
 

exposure
 

at
 

different
 

temperatures
 

on
 

fear
 

behavior
 

of
 

zebrafish

本研究结果显示:与空白组实验鱼相比,对照组实验鱼首次上浮时间、底层停留时间及冻结时间均明显增

加,表明内源警戒素能够引起实验鱼恐惧反应;与对照组实验鱼相比,低温组实验鱼首次上浮时间、底层停留时

间及冻结时间均明显增加,表明低温短期暴露加剧了实验鱼的焦虑反应和恐惧反应。焦虑反应作为一种应激反

应,在动物保持警惕,适应环境中有重大意义[23];恐惧反应能帮助动物面临现存或潜在的胁迫时调动机体各项代

谢活动,以便迅速逃逸回避危险[24]。本研究中,雄性斑马鱼在低温短期暴露下显得更为谨慎,它的探索能力大幅

度减弱,焦虑反应和恐惧反应都明显加剧。其他研究也发现,低温同样会加剧人类的焦虑反应[25],这一结果与本

研究结果极为相似。然而,增强的焦虑或恐惧反应一方面虽能增加斑马鱼面对捕食者时的生存概率,但另一方

面会干扰斑马鱼正常摄食和繁殖活动,这又可能进而导致斑马鱼生存率降低,并改变斑马鱼种群数量和种群结

构。显然,焦虑反应及恐惧反应的增强对于动物而言是非常不利的。有趣的是,在本研究中,高温对雄性斑马鱼

的焦虑反应及恐惧反应均呈抑制效应(或趋势),表明高温能缓解雄性斑马鱼的这2种反应,使斑马鱼更勇敢。

Angiulli等人[26]的研究也发现:持续21
 

d的34
 

℃高温暴露也能降低斑马鱼的焦虑情绪,让斑马鱼更加勇敢。因

此,高温短期暴露能缓解雄性斑马鱼的应激反应,从而可能促进它的繁殖、摄食等活动。但另一方面,焦虑反应

及恐惧反应的减弱也降低了斑马鱼对生境中天敌的警惕性,使之更易被捕食者的发现,增加了被捕食者捕食的

风险。
综上所述,低温短期暴露明显增强斑雄性马鱼的焦虑反应及恐惧反应;而高温短期暴露则明显减弱斑马鱼

雄性的焦虑及恐惧反应。上述应激反应的增强或减弱均会严重干扰雄性斑马鱼的正常生命活动和生理过程,给
它的正常的生长发育和生存带来不利影响,也对该鱼种种族的延续带来风险。
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Abstract:
 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

short-term
 

exposure
 

of
 

different
 

temperatures
 

on
 

anxiety
 

and
 

fear
 

behavior
 

of
 

male
 

zebrafish
 

(Danio
 

rerio),
 

adult
 

zebrafish
 

males
 

were
 

categorized
 

into
 

blank
 

group,
 

control
 

group,
 

low-temperature
 

(L-T)
 

group
 

and
 

high-

temperature
 

(H-T)
 

group,
 

with
 

acclimation
 

water
 

temperatures
 

of
 

27,
 

27,
 

20,
 

and
 

34
 

℃,
 

respectively.
 

After
 

continuous
 

treatment
 

for
 

7
 

days,
 

novel
 

tank
 

diving
 

test
 

was
 

conducted
 

in
 

each
 

group.
 

After
 

anxiety
 

behavior
 

test,
 

male
 

fish
 

in
 

Control
 

group
 

was
 

stimulated
 

with
 

alarm
 

substances
 

and
 

fear
 

responses
 

were
 

tested.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

anxiety
 

behavior
 

test
 

showed
 

that
 

compared
 

to
 

Control
 

group,
 

the
 

onset
 

time
 

to
 

the
 

higher
 

half,
 

duration
 

in
 

the
 

lower
 

half
 

and
 

total
 

duration
 

of
 

freezing
 

of
 

male
 

zebrafish
 

in
 

L-T
 

group
 

were
 

significantly
 

increased.
 

While
 

the
 

onset
 

time
 

to
 

the
 

higher
 

half
 

and
 

total
 

duration
 

of
 

freezing
 

of
 

zebrafish
 

males
 

in
 

H-T
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced.
 

In
 

the
 

fear
 

behavior
 

test
 

results,
 

alarm
 

substances
 

can
 

significantly
 

increase
 

the
 

onset
 

time
 

to
 

the
 

higher
 

half,
 

duration
 

in
 

the
 

lower
 

half
 

and
 

total
 

duration
 

of
 

freezing
 

of
 

zebrafish
 

in
 

the
 

control
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

L-T
 

group
 

significantly
 

increased
 

the
 

onset
 

time
 

to
 

the
 

higher
 

half,
 

duration
 

in
 

the
 

lower
 

half
 

and
 

total
 

duration
 

of
 

freezing
 

of
 

zebrafish
 

males,
 

wihle
 

H-T
  

group
 

significantly
 

reduced
 

the
 

onset
 

time
 

to
 

the
 

higher
 

half
 

and
 

duration
 

in
 

the
 

lower
 

half
 

of
 

zebrafish
 

males.
 

Results
 

suggests
 

that
 

low-temperature
 

exposure
 

and
 

high-temperature
 

exposure
 

significantly
 

enhanced
 

and
 

decreased
 

the
 

anxiety
 

and
 

fear
 

responses
 

in
 

male
 

zebrafish,
 

respectively.

Keywords:
 

zebrafish;
 

temperatures;
 

anxious
 

behavior;
 

fear
 

behavior
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