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缩略语表
A/G                            白蛋白/球蛋白（the albumin to globulin ratio）
ALB                                                  白蛋白 (albumin)

ALP                                    碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase)

ALT                                 谷丙转氨酶 (alanine aminotransferase)

AST                               谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase)

BUN                                        尿素氮 (blood urea nitrogen)

Ca2+                                                                                 钙 (calcium)

CHE                                           胆碱酯酶(cholinesterrase)

CHO                                          总胆固醇 (total cholestero)

Cl-                                                                                     氯(chlorine)
CR                                                 肌苷(creatine kinase)
DLC                           白细胞分类计数(differential leukocyte count)

DBIL                                        直接胆红素 (direct bilirubin)
Eos                                            嗜酸性粒细胞(eosinophil)
E2                                                    雌二醇(estradiol)

Fe2+                                                                                       铁 (iron)

GGT                        γ-谷氨酰转肽酶(gamma glutamyl transpetidase)

GLB                                                  球蛋白 (globulin)

GLU                                                  葡萄糖 (glucose)
GPX                           谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase)

Hb                                              血红蛋白 (hemoglobin)

Ht                                         红细胞比容 (hematocritvalue)

IBIL                                       间接胆红素 (indirect bilirubin)
Lym                                              淋巴细胞(lymphocyte)

K+                                                                                 钾 (potassium)
MDA                                           丙二醛(malondialdehyde)

Mg2+                                                                             镁 (magnesium)
Mon                                                单核细胞(monocyte)
Na+                                                                                   钠(sodium)
Neut                               嗜中性粒细胞(neutrophilic granulocyte)
P3+                                                                               磷(phosphorus)

RBC                                             红细胞(red blood cell)
SOD                               超氧化物歧化酶(superoxidae dismutase)
T                                                     睾酮(testosterone)

TBA                                              总胆汁酸(total bil acid)
TBIL                                           总胆红素 (total bilirubin)

TG                                            总甘油三酯 (triglycerides)

TP                                                总蛋白 (total protein)

UA                                                     尿酸 (uric acid)

WBC                                            白细胞(white blood cell)
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中华鲟血液生化学的研究与应用
摘 要
本研究通过比较不同发育阶段中华鲟血生化特征，分析年龄、性别、季节、性腺发育因素所产生的影响（另包含部分发育阶段的血细胞分析），为准确甄别健康与亚健康个体、建立疾病防治技术和性腺发育的体外综合诊断技术提供科学依据，进而为该极危物种的迁地保护和全人工繁殖的全面实现提供重要支撑。发现如下：
一、未成熟养殖个体的血细胞和血生化特征
未成熟个体的血细胞参数、血清生化参数、抗氧化力参数性别间差别不显著，而年龄间存在显著性差异。该发现可以对不同年龄个体建立疾病诊断指标。白细胞（WBC）分类计数可作为中华鲟正常的血液常数值，用于中华鲟疾病诊断指标。红细胞计数（RBC）、总甘油三酯（TG）浓度可用于发育水平监测指标，也可用于营养水平监测指标。总胆固醇（CHO）、血糖（GLU）、白蛋白（ALB）浓度可用于营养水平监测指标；谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、胆碱酯酶（CHE）浓度可用于脏器特别是肝脏功能判断指标。血清钾（K+）、钠（Na+）、钙（Ca2+）、氯（Cl-）、镁（Mg2+）、磷（P3+）浓度与以上4种酶浓度可用作中华鲟疾病诊断指标。
二、野生繁殖群体的血细胞及血生化特征
豢养野生雌性成熟个体卵巢再发育的间隔时间多为2~3年，卵巢再次发育有明显的季节性，一般从第一年8月至次年8月快速发育达到性成熟（Ⅲ期初）。卵巢继续成熟的速度在个体间有差异，可能与性腺发育期间营养及水温变动有关。
豢养雌性野生成熟个体再次性成熟过程中的指示指标：Ca2+、Mg2+、ALB浓度与白球比（A/G）可以作为卵巢再次性成熟监测指标。血红蛋白（Hb）浓度和RBC可作为性腺开始进入快速发育阶段、个体接近性成熟的监测指标（3月监测结果更稳定）。TG和CHO浓度可能受个体性腺发育期间不停食的影响，性成熟前后增高的节奏存在个体差异。达到性成熟时，TG浓度范围值低于天然水域个体，可用于性腺发育辅助监测指标。球蛋白（GLB）浓度在性成熟前后差别不明显，不能作为性腺再次成熟的监测指标，这与天然水域个体不同。
豢养雌性野生成熟个体健康判断的指示指标：K+、Na+、Cl-、CR、BUN、AST浓度不存在明显的季节变化，可作为健康判断指标。 Hb、Fe2+、Ca2+、Mg2+、ALB、TG、CHO浓度、RBC和A/G在发育间隔期相对稳定，可作为健康判断指标。3月到8月期间，总蛋白（TP）、GLB、尿酸（UA）、CHE、TBA、GLU浓度和白细胞分类计数（DLC）较稳定，可作为健康判断指标。
捕捉行动对天然水域雌雄个体都能产生强烈应激，雄鱼GLU浓度明显高，雌鱼K+、Na+、Cl-浓度明显升高。该发现有助于加深对中华鲟应激反应的认识，以制定科学的救治和产后康复对策。
三、青春期养殖个体的血细胞和血生化特征
刚进入性腺快速发育阶段（精巢发育Ⅲ期左右）时，青春期雄鱼睾酮（T）浓度明显升高，ALB和TP浓度、A/G与T浓度呈显著正相关，这可能与雄鱼性成熟年龄早于雌鱼、生长发育较快有关。血清TG浓度明显上升，与T浓度呈显著正相关，可能与雄鱼性成熟后在洄游期间性腺发育的能量储备有关。TG、雌二醇（E2）、T的浓度与年龄联合有可能成为雄鱼进入青春期的判断指标。雄性性腺刚进入快速发育阶段时，血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、GLB、CHO、GLU、BUN、UA、ALT、AST、ALP、CHE、TBA浓度变化不大，氧化应激水平明显上升。使用抗氧化力指标（超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPX）、SOD/MDA）来筛选亚健康个体和判断其氧化应激水平时，应充分监测个体性腺的发育阶段，使监测指标更准确。
由于尚未获得青春期雌性个体，所以本研究比较豢养雌性野生亲鱼和接近青春期的雌性养殖个体血液参数。推测雌鱼Mg2+、TP、GLB、ALP、红细胞比积（Ht）增高及 CR、A/G降低与达到过性成熟有关，GLB、Ht、Mg2+可作为雌鱼进入青春期的判定指标。同一养殖条件下中华鲟DLC比较稳定，适合用于疾病诊断指标，3~8月可以建立共同的参考值。对于血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、Fe2+、CHO、TG、GLU、BUN、UA、ALT、AST、CHE，豢养野生成熟个体（性腺发育间隔期）与接近青春期的F1-1998养殖个体差异不显著，可以用于同一健康判断指标。
青春期雄鱼精巢快速发育后，青春期雄鱼CR浓度下降。与接近青春期的雌性养殖个体相比，雌性成熟个体CR浓度显著低，ALP浓度显著高。这种变化可能与中华鲟性成熟后的洄游特性有关，因为CR和ALP浓度可以指示肾脏功能强弱，而肾脏与鱼类的渗透压调节密切相关。
四、血细胞及血生化参数的季节变化
豢养个体多项血液参数在12月出现明显波动，在处于性腺二次发育过程的雌性个体中波动更显著，这可能与中华鲟季节性繁殖洄游有关。
五、血细胞及血生化指标使用建议
1、DLC指标稳定，适于疾病判断。同一养殖条件下，对处于性腺慢速发育阶段的个体，可以建立统一的DLC参考值；进入性腺快速发育阶段后，在3~8月也可使用相同的参考值。2、GLB、Ht、Mg2+浓度可作为雌性个体进入青春期的监测指标。3、Ca2+、Mg2+、ALB浓度和A/G可作为野生雌性成熟个体再次达到性成熟的监测指标，RBC计数和Hb浓度可作为预测即将达到性成熟的监测指标（3月监测更稳定）。
六、血生化指标在研究中的应用
1、降盐度梯度对血清生化指标影响的研究。结果表明，中华鲟可以适应盐度变化。盐度为21.3‰时，总胆红素（TBIL）、直接胆红素（DBIL）、CR、UA、GLU浓度明显下降，TP、GLB、AST、ALP、GGT、P3+、Mg2+浓度上升，20.0‰左右可能是中华鲟生理调节的关键盐度。为调节渗透压，中华鲟生理发生变化，机体消耗更多能量。2、养殖密度对中华鲟免疫力、行为及水质影响的研究。高养殖密度使水质下降，中华鲟抗氧化力明显降低，氧化应激水平上升，但是泳速、呼吸等行为变化不明显。SOD、MDA、SOD/MDA、GPX能准确地判断中华鲟的免疫力水平、灵敏地监测水质和个体健康状况。
关键词：中华鲟；血细胞；血生化；性腺发育；健康
Blood Biochemistry and its Applications in Chinese Sturgeon (Acipenser sinensis)
ABSTRACT
This study compared the biochemical characteristics of Chinese sturgeons (Acipenser sinensis) across different developmental stages. We analyzed the effect of age, sex, gonad development and season on these characteristics. This work would contribute to screening healthy and sub-healthy individuals, preventing disease, and monitoring the developmental stage of gonad in vitro. Moreover, this study would be helpful in the ex situ conservation and full artificial breeding of this critically endangered species. The findings are as follows: 

1) Characteristics of blood cell and biochemistry in Cultured immature individuals

With regard to the parameters of blood cell, serum biochemistry and antioxidant capacity, there were no significant differences between sexes other than among ages of immature individuals in captivity. This finding would contribute to diagnosing diseases of this group. 

Differential leukocyte count (DLC) could be used as a constant parameter of blood, and could consequently act as an indicator for disease. The count of red blood cells (RBC) and the concentration of total triglycerides (TG) could be used as indicators for developmental levels and for nutritional status. The concentrations of total cholesterol (CHO), blood glucose (GLU), and albumen (ALB) could also be used as indicators for nutritional status. The concentrations of glutamate-pyruvate transaminase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP) and cholinesterase (CHE) could be used as indicators for the functions of internal organs, particularly the liver. The concentrations of serum potassium (K+), sodium (Na+), calcium (Ca2+), chloride (Cl-), magnesium (Mg2+), phosphorus (P3+) and other ion indicators, as well as ALT, AST, ALP and CHE, could be used as major indicators for diseases diagnosis. 

2) Characteristics of blood cell and biochemistry in the wild reproduction populations 

The interval for ovary re-development of the captive matured individuals was 2–3 years in general. This re-development heavily depended on seasons, i.e., rapidly developing to sexual maturity (early III stage of ovary development) within one year from August. With regard to the speed of continuous maturity, there was significant difference among individuals. This difference might be attributed to variations of nutrition and water temperature during the development of ovary. 

The hematological indicators in captive mature individuals were used as follows during gonad redevelopment: The concentrations of Ca2+, Mg2+, ALB and the ratio of serum albumen/globulin (A/G) could be used as indicators for gonad re-maturity. The concentrations of hemoglobin (Hb) and RBC could be used as indicators for approach into maturity after rapid gonad development (the results would be more stable in March). The concentrations of TG and CHO might be affected by the absence of fasting during ovary development. With regard to the increasing rhythms of the two concentrations before and after sexual maturity, there was significant difference among individuals. With approaching sex maturity, the concentration of TG was lower than that of free ranging individuals, which could be used as auxiliary indicators for ovary development. The concentration of globulin (GLB) was not significantly different before and after sexual maturity, which could not be used as an indicator for ovary re-maturity. This finding was different from that of free ranging individuals. 

For captive mature individuals, the concentrations of K+, Na+, Cl-, CR, BUN and AST were not significantly different among seasons, which could be used as indicators for health. The RBC, A/G and the concentrations of HB, Fe2+, Ca2+, Mg2+, ALB, TG and CHO were relatively stable during developmental interval, which could be used as indicators for health. The DLC and concentrations of total protein (TP), GLB, uric acid (UA), CHE, TBA and GLU were relatively stable, which could be used as indicators for health. 

The capture operation could impose strong stress to both sexes in free ranging context, i.e. the concentration of GLU in males and those of K+, Na+ and Cl- in females increased significantly. This finding would contribute to our understanding of stressful reactions of this specie, so that strategies on rescue and post-spawning recovery could be formulated. 

3) Characteristics of blood cell and biochemistry Hematological indicators in puberty captive individuals.

Testosterone (T) significantly increased during the rapid gonad development in puberty male sturgeon (testis was at stage III). ALB, A/G and TP were significantly positively correlated with T, which may be related to relatively rapid growth and early maturity in males compared to females. Serum TG was significantly increased and positively correlated with T. This may be related to energy preservation for gonad development during migration after sexual maturity in males. The combination of TG levels with estradiol (E2), T and age may be used as indicators to assess the onset of sexual maturity. When the gonad of puberty males initially entered the rapid developmental stage, serum K+, Na+, Cl-, Ca2+, P3+, Mg2+, Fe2+, GLB, CHO, GLU, BUN, UA, ALT, AST, ALP, CHE and TBA levels did not change significantly, but the level of oxidative stress significantly increased. Therefore, the gonad development of the fish should be considered when indexes of antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase [SOD], malonaldehyde [MDA], glutathione peroxidase [GPX] and SOD/MDA) are used to assess status of fish health and to indicate level of oxidative stress. Understanding the biological signaling that underlies these changes will make the use of these parameters even more accurate.
As female individuals in the initial stages of sexual maturity were not examined in the present study, indirect comparisons were carried out in the hematological parameters of the captive matured females and the cultured individuals that were approaching the puberty of natural population. The results of our study indicated that the increases in Mg2+, TP, GLB, ALP and hematocrit (Ht) levels, as well as the decreases in CR and A/G, may have been related to previous levels of sexual maturity. GLB, HCT and Mg2+ may be the key indicators for determining initial sexual maturity. DLC levels of fish under the same cultured environment were relatively stable, and it was suitable to be used as a indicator for disease; common reference values can be established between March and August. The differences in serum K+, Na+, Cl-, Ca2+, Fe2+, CHO, TG, GLU, BUN, UA, ALT, AST and CHE levels between captive mature females (during the interval stage of gonad development) and immature cultured F1-1998 sturgeons that did not reach sexual maturity were not significant, which can be used as unified indicators for making an assessment of health status.

After rapid development of testis, the concentration of CR decreased in adolescent males. Compared with captive individuals approaching puberty cultured females, CR in mature sturgeons significantly the was lower, while ALP was higher. These changes may be related to specific migrating characteristics that occur after sexual maturity of Chinese sturgeon, which because CR and ALP can be used to detect the functional status of the kidneys, the function of the kidneys is closely related to the osmotic regulation of migrating fish. 
4) seasonal changes of blood cell and biochemistryparameters.

In December, several parameters of blood cell and biochemistry in cultured individuals fluctuated obviously, particularly in captive mature females under the redevelopment of ovary. This change might be related to the seasonal migration of the species. 
5) Several lines of suggestions for utilizing hematological indicators.
1) The DLC indicator is stable and suitable for disease diagnose. A unified reference standard can be established for individuals the slow gonad development stage under the same cultured environment. The same reference value can also be used between March and August during the rapid gonad developmental stage. 2) The concentrations of GLB, Ht and Mg2+ can be used as the indicators for approach of adolescence in females. 3) Indicators for sexual rematurity in captive females include Ca2+, Mg2+, ALB and A/G. Meanwhile, RBC and Hb rapidly increased when females approached sexual maturity (the indicators were more stable in March), which demonstrates that they are useful prediction indicators of sexual maturity. 
6)Applications of indicators of biochemistry in research.
1) Assessing the effect of decreasing salinity on biochemical indexes.The results showed that Chinese sturgeon can fully adapt to the changes in salinity. Under the salinity of 21.3‰, the concentrations of total bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL), CR, UA, GLU decreased significantly, while the concentrations of TP, GLB, AST, ALP, GGT, P3+ and Mg2+ increased. This change might be caused by the requirement of more energy for osmotic regulation. It seems that the salinity around 20.0‰ was critical for such regulation.
2) Assessing the effect of rearing density on immunity, behavior and water quality. Water quality was degraded under high rearing density. Under this environment, the antioxidant capacity of animals decreased obviously and the level of oxidative stress increased, but their swimming, respiration and other behaviors did not change significantly. The activities of SOD, MDA and GPX, and the SOD/MDA ratio, could be used to accurately assess the animals’ immunity level and sensitively monitor water quality. 
Keywords: Acipenser sinensis; blood cell; serum biochemistry; gonad development; health 
第一章 文献综述
1.1 中华鲟及其种群现状
中华鲟（Acipenser sinensis Gray，1834），英文名为Chinese Sturgeon，其它中文名为大腊子、鳇鱼，隶属于硬骨鱼纲（Osteichthyes）、辐鳍亚纲（Actinopterygii）、鲟形目（Acipenseriformes）、鲟科（Acipenseridae）、鲟属（Acipenser）。中华鲟性成熟年龄较长，雌鱼最小性成熟年龄为14龄，雄鱼最小性成熟年龄为9龄。雄鲟成年个体体长可达250 cm、重150 kg以上，雌鲟成年个体可达400 cm、重350 kg以上（四川省长江水产资源调查组，1988）。在海中长大、即将成熟的中华鲟洄游（洄游时间超过1年）到长江上游和金沙江下游（葛洲坝截流前）或葛洲坝下游（葛洲坝截流后）产卵繁殖。在鲟科鱼类中，中华鲟体型巨大，繁殖洄游距离最长及分布于最南端是其典型的特征。
历史上，中华鲟分布在我国近海（包括东海、黄海、台湾海峡等）以及流入其中的大型江河，包括长江、珠江、闽江、钱塘江和黄河。闽江、钱塘江和黄河中华鲟已经绝迹，珠江中华鲟数量稀少，仅长江中华鲟的现存量较大（乐配琦和陈宜瑜，1998）。历史上的过度捕捞和水利工程对中华鲟自然繁殖的影响（葛洲坝对中华鲟的影响最大）致使中华鲟数量急剧下降，1988年，中华鲟被列为我国国家一级重点保护动物。自1996年以后被国际自然保护联盟物种生存委员会（IUCN SSC）列为濒危（EN）物种（乐配琦和陈宜瑜，1998）。近年来，大量研究结果表明，中华鲟种群数量逐年下降，生存更加严峻（危起伟等，2005）。2010年在IUCN新修订的濒危等级红皮书中将其濒危等级升为“极危”级（CR）。
1.2 目前已经开展的保护工作
从1972年，由长江水产研究所与四川省长江水产资源调查组共同完成了“长江鲟鱼专题调查”，初步查清中华鲟的产卵场分布和洄游路线，并成功突破了中华鲟的人工繁殖技术。葛洲坝截流初期（1983~1984年），长江水产研究所和葛洲坝集团公司中华鲟研究所在葛洲坝下先后完成了中华鲟的人工繁殖，同时开始中华鲟的人工增殖放流活动。自1998年中华鲟被列为国家一级重点保护动物后，各级政府采取了一系列的保护措施，如控制捕捞、人工增殖放流、保护新的产卵场，以及在细胞和分子水平上保存鲟鱼的种质资源等。然而，中华鲟物种的生存形式依然十分严峻。葛洲坝截留后，柯福恩等（1985）曾观察到坝下中华鲟产卵群体性腺退化现象。在葛州坝后截流20余年后，危起伟等（2005）通过多年的调查，发现中华鲟产卵群体结构发生了深刻的变化，产卵群体的性比失调。2005年和2006年的科研捕捞结果中，中华鲟产卵群体的性比失调状况不见改善（陈细华，2007）。葛洲坝下新形成的中华鲟产卵场虽然有效（危起伟等，2005；张辉等，2007），但是新产卵场的面积狭小，不足原天然产卵场面积的5%（危起伟等，2003）。而且，葛州坝上游的三峡大坝蓄水（2003年），导致这两坝上游和下游水文条件发生新的变化，也将对中华鲟物种生存带来新的挑战（危起伟等，2005；杨德国等，2007）。在2003年中华鲟的自然繁殖季节，长江水产研究所观察到葛洲坝下水文情况的较大改变，包括水位和流速降低、水质气体过饱和等，初步观察到亲鲟体质下降、精子活力降低、孵化率和仔鱼成活率过低等现象。2004~2006年中华鲟精子活力降低、孵化率和仔鱼成活率过低等现象依然存在（陈细华，2007）。
不仅如此，由于长江沿岸地区是我国经济发展的重点地区，多地利用长江水道，大力发展航运，环境污染问题越来越突出，使长江生态环境恶化的趋势日渐升级，这也直接威胁着中华鲟物种的生存（甘芳等，2010）。中华鲟雌雄性比可能因受到长江及其近海的环境污染而上升，从而导致中华鲟的种群衰退（Wan et al.，2007）。另外，长江繁忙的航运对中华鲟的影响也不容忽视，中华鲟被船舶螺旋桨打死打伤的事件仍时有发生。虽然在1996年和2002年，我国建立了以中华鲟为主要保护对象的长江湖北宜昌和长江口中华鲟幼鱼自然保护区，但保护区建立在人类活动频繁的水域，协调水生生物保护与人类经济活动的关系仍是一个难题。因此，只加强中华鲟原来栖息环境的保护和管理，中华鲟未来命运的悲剧依旧很难避免。实施迁地保护，加强人工后备亲鱼培育及全人工繁殖研究是保护中华鲟另外的有效途径（Wei et al.，2004）。
从1997年以来，长江水产研究所开展中华鲟后备亲鱼培育和有关性腺发育的研究，获得了一定的科学数据和进展（陈细华等，2004）。然而，至目前为止，中华鲟的全人工繁殖仍然没有完全突破。由长江水产研究所以及湖北、福建、北京等省市的相关企业继续承担中华鲟人工后备亲鱼养殖、性腺发育监测和研究等。另外，对野生亲鱼进行驯养，开展性腺再次成熟的研究，对于中华鲟的异地保护也具有重要意义。
IUCN在《生物多样性公约指南》（1994）中指出：“野生动物物种主要的迁地保护机构是动物园和水族馆”。然而由于空间的局限性，动物园和水族馆现今所保护的动物已经由一般性野生动物逐渐转变为珍稀濒危物种（张培君，2011）。从2005年开始，长江水产研究所开始与北京海洋馆合作对中华鲟进行迁地保护的尝试。
1.3中华鲟在水族馆的人工驯养及相关研究概况
现代意义上的水族馆与现代意义上的博物馆相近，是集收集、研究、饲养、展示和保护于一体的机构（张培君，2011）。近十多年来，北京、广东、湖北、上海、福建以及香港等地的商业性水族馆或海洋馆，曾先后对中华鲟子一代或野生个体进行过人工驯养及展示尝试，但是对其驯养相关科技问题开展了系统研究的仅有北京海洋馆和香港海洋公园。北京海洋馆用于水生生物驯养的设施条件较好，还特别为中华鲟腾出了水体达1400 m3（长29 m，宽11.0 m，深4.4 m）的专用驯养和展示池，池体配备了先进的维生系统，可以对水质进行实时人工监控和调节，池体还具备海淡水转换能力。北京海洋馆和长江水产研究所从2005年开始，在中华鲟驯养方面开展了系统性的研究工作。随着第一尾野生中华鲟和25尾子一代中华鲟驯养成活（刘鉴毅等，2006a和2006b），长江水产研究所和北京海洋馆又突破野生中华鲟在人工养殖条件下不能主动摄食的瓶颈（张晓雁等，2007），建立了野生产后亲鲟的康复技术。至目前，先后有9尾野生中华鲟在北京海洋馆康复成功，2尾康复的野生产后雌性中华鲟被放归长江，4尾雌性野生中华鲟性腺再次发育。此外，先后还有323尾人工繁殖的子一代中华鲟（分别为2005年、2001年、1998年、1997年出生）在北京海洋馆驯养成活（Wei et al.，2011）。
虽然中华鲟在水族馆的异地保护取得了初步的成功，但是中华鲟的健康状况和发育水平将受到营养、环境因子等多方面因素的影响。研究中华鲟健康和发育水平的评价方法将是中华鲟异地保护工作的一部分重点内容。
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1.4 血液学对濒危动物保护的意义
血液是动物机体主要的流动运输系统，各组织细胞的交换都依赖于血液流动来完成，故血液生理生化等参数能在一定程度上反映出动物新陈代谢及其生理功能状况。对大熊猫和江豚等开展的迁地保护是国内比较成功的范例，相关保护部门都非常重视血液学方面的研究。例如对江豚血清生化参数和血清营养情况开展了大量研究工作，为江豚营养水平的评价提供科学依据，也为江豚的毒理学、药理学、病理学、营养学等方面提供依据（官之梅等，1989；林刚，2007）；对大熊猫的血液学和血液理化参考值等大量研究工作为大熊猫的健康判断、疾病诊断和治疗提供了重要价值（张志和，2006）。血液有种和年龄的特异性，血液学指标也是广泛用来评价鱼类的健康情况、营养状况、环境适应状况（Lepage et al.，1991）、监测水质（Vega-Lopez et al.，2007）、选择亲鱼（张涛等，2007）和鱼病防治（Martinez-Alvarez et al.，1997）的有效指标。因此，开展血液学的研究对濒危动物迁地保护的长期成功具有重要意义。
1.5 鱼类血液参数的研究
1.5.1 鱼类的血细胞参数
血液由液体的血浆及悬浮于其中的血细胞组成。由于鱼类血液中白细胞的含量很少，所以血细胞比容主要由红细胞的数量和体积所决定（林浩然，2004）。血细胞的某些参数特征可用来判断鱼体健康状况、营养情况、对环境适应情况及指示性腺发育成熟程度等，是重要的生理、病理和毒理学指标（李懋等，1992；周玉等，2001；章龙珍等，2006）。国内外大量研究证实，鱼类的血液学参数受鱼体大小、个体发育、环境条件、营养状况、季节变化、取样条件等多种因素的影响（杨兴棋，1979；Ruane et al.，2001；赵海鹏，2008）。
1.5.1.1 红细胞和血红蛋白及血细胞比容
1）不同种类鱼的红细胞参数
不同种类鱼的红细胞数量（RBC）、血细胞比容（Ht）、血红蛋白量（Hb）差异很大（许品诚等，1998；陈晓耘，2000）。一般来讲，进化程度越高的动物，血液中红细胞越小，数量越多。硬骨鱼类的RBC普遍高于软骨鱼类，而且Hb和Ht表现相同规律（Danilo et al.，1992；林浩然，2004）。章龙珍等（2006）通过比较，4种淡水幼鲟施氏鲟（Acipenser schrenckii）、闪光鲟（A. stellatus）、俄罗斯鲟(A. gueldenstaedtii）、杂交鲟（hybrid sturgeon）的RBC、Ht、Hb远远低于其余8种淡水养殖鱼类草鱼（Ctenopharyngodon idella）、鲢（Hypophthalmichthys molitrix）、鲤（Cyprinus carpio）、鳙（Aristichthys nobilis）、尼罗罗非鱼（Tilapia nilotica）、虹鳟（Salmo irideus）、白斑狗鱼（Esox lucius）、额河银鲫（Carassius auratus gibelio）。运动较快的鱼类RBC、Ht、Hb较运动缓慢的高，大部分鱼类Ht在20~30%，金枪鱼（Thunnus albacares）、鲻鱼（Mugil cephalus）等海水鱼高达42%，而游泳速度极快的鲭鱼（Pneumatophorus japonicus）甚至高达56~59%（童裳亮，1998；杨秀平，2002）。肉食性为主的鱼类以上血液生理参数值大于草食性鱼类，草食性为主的鱼类大于杂食性的鱼类（林光华等，1998）。
2）年龄、性别、性腺发育对红细胞和血红蛋白及血细胞比容的影响
对人工养殖的波斯鲟（Acipenser persicus）和欧鳇（Huso huso）幼鱼的研究发现，RBC、Hb随着年龄增长而增加（Mahmoud，2001），人工养殖施氏鲟幼鱼的RBC、Hb、Ht也呈现随年龄增长而升高的趋势（章龙珍，2006）。而性成熟的施氏鲟，具有较高的RBC、Hb、Ht，反映了鲟在生殖洄游期间需要高能量和高水平的氧化代谢（郑永华，1990）。夏季繁殖季节中达到性成熟丁鱥（Tinca tinca）的RBC、Hb、Ht雄性高于雌性（Guijarro et al.，2003）。非繁殖季节中性成熟兴国红鲤（Cyprinus carpiovar. singuonensis）的RBC、Ht雄性显著高于雌性，Hb差别不明显，而繁殖季节中的RBC、Hb、Ht雄性高于雌性，且RBC雌性和雄性繁殖前均显著高于繁殖后（林光华和张丰旺，1989）。一般认为，造成鱼类RBC雌雄差异的主要原因是性激素的作用，即繁殖和繁殖前、繁殖后差异显著。这也意味着处于性腺发育迟缓期的未成熟个体，其性激素水平雌雄间可能差异不显著，进而RBC雌雄间的差别也不明显。Barnhart（1969）对未达到性成熟虹鳟的血液参数检测结果显示，雌雄间不存在显著性差异。这与哺乳动物的表现相类似，即哺乳动物达到性成熟后，由于性激素的作用，RBC雄性明显高于雌性（周玉，2001）。因此，红细胞参数有可能成为确定鱼类性腺发育情况的指示指标。
3）季节交替对红细胞和血红蛋白及血细胞比容的影响
季节较年龄对RBC、Hb的影响更大（Hardiget al., 1984）。Pickering（1986）对参与繁殖洄游的褐鳟（Salmo trutta L.）不同季节的血细胞研究显示，雄鱼RBC在10~12月升高，认为这可能与呼吸和抗病力提高相关。一般温度和光周期随季节改变。温度和光照等因素会影响去甲肾上腺素和肾上腺素的分泌（Milligan，1989），这些激素是交感神经末梢的化学物质，作用于神经系统后，会影响红细胞的数量（洪磊等，2004）。对硬头鳟（Salmon gairdneri）的实验表明，血红蛋白含量、血细胞比容、平均红细胞血红蛋白含量的季节变化受代谢水平、活动性的影响较大（Dentont and Youse, 1975）。在天然水体中，受季节交替影响，环境因素的变化比较复杂，在不同季节，鱼红细胞参数变化的具体影响因素也待进一步明晰（赵海鹏，2008）。
4）环境对红细胞和血红蛋白及血细胞比容的影响
环境中的生物、物理、化学等多种因素都会影响鱼类的血液学参数（王文博等，2002；洪磊等，2004）。高养殖密度导致乌颊鱼（Sparus aurata）的RBC、Hb、Ht上升（Montero et al.，1999）。沈晓民（1991）也证实团头鲂（Megalobrama amblycephala）长时间处于低氧状态下（低于正常生理活动下限值2.24 mg/t）时红细胞体积增大，红细胞的沉降速度降低，红细胞和血红蛋白含量增高。水体中亚硝酸盐达到一定浓度易引起鱼类中毒，使血液里高铁血红蛋白的含量升高（余瑞兰等，1999）。不同盐度驯化条件下，施氏鲟红细胞总数、红细胞压积、血红蛋白浓度随盐度升高（从0到35‰）逐渐增加，在相同盐度条件下，红细胞总数、平均血红蛋白含量、平均血红蛋白浓度随养殖天数增加下降（黄晓荣等，2006）。纳氏鲟（Acipenser naccarii）红细胞数随着盐度升高变化，在35‰盐度适应20天后数值恢复至淡水常值（Martinez-Alvarez et al.,2002）。水域污染等也会引起血细胞生理参数改变。使用鳑鲏鱼（Rhodeus sinensis）进行的微核实验显示，工业污水可诱发鳑鲏鱼外周血红细胞的微核率和核异常率，这同时也是监测水质污染程度的一种有效的生物学方法（刘爱荣等，1999）。
由于红细胞和血红蛋白主要行使气体交换的血液功能，而水体溶解氧、酸碱度影响鱼的呼吸频率（林浩然，2004），水的流速也将干扰鱼的游泳行为（李大鹏等，2004），因此，处于不同生态环境下的鱼的血液参数也会产生显著性差异（薛家华等，1995；董晓煜等，2008）。
5）营养状况的影响
近年来，国内外开展了众多饥饿对鱼类血液生理参数影响的研究，如陈晓耘（2000）对南方鲇（Silurus meridionalis Chen）、陈惠群等（2002）对鳗鲡（Anguilla japonicaTemminck et Schlege）、钱云霞等（2002）对鲈鱼（Lateolabrax japonicus）、沈文英等（2003）对银鲫（Carassius auratus gibelio）、乔志刚等（2008）对鲇（Silurus asotusLinnaeus）等，这些研究表明饥饿导致鱼红细胞数量、血红蛋白量、血细胞比容、血细胞脆性等多数生理参数值下降。健康和营养状况恶化，是影响鱼类生理生态状况的重要因子之一。因此，这些参数也可成为鱼营养状况和健康情况的评价指标。
6）疾病的影响
一般来说，各种疾病都会引起鱼类红细胞数减少（林浩然，2004），血红蛋白量和血细胞比积多数疾病情况下也会不同程度降低（战文斌，2004）。感染嗜水气单胞菌的鲈、团头鲂的RBC显著下降，呼吸、抗病力等生理功能也受到严重损害（金珊等，2004；何利君，2006）。红细胞形态在多数疾病情况下也会改变，如细胞体积变小，未成熟红细胞数量增加等，也是疾病诊断的指标之一（陈慧群等，2001；Karasu Benli et al.，2004）。
7）取样条件的影响
Ruane等（2001）对两个品系鲤（Cyprinus carpio L.）的捕捞实验显示，在捕捞控制的3 h内及释放后的22小时的过程中，红细胞数没有明显改变，血红蛋白量显著波动，这可能与捕捞应激时鳃离子调节有关。由于应激强度及应激持续时间与应激因子作用时间长短正相关，因此，缩短操作时间可降低捕捞应激对血液参数的干扰（Pickering，1992），而且也应避免多重应激造成的积累和协同应激反应对血液参数的影响（Barton and Iwama，1991）。
1.5.1.2 白细胞数量和白细胞分类计数
1）白细胞特征
哺乳动物的白细胞也称免疫细胞，有细胞核，能作变形运动。白细胞一般有活跃的移动能力，它们可以从血管内迁移到血管外，或从血管外组织迁移到血管内，起免疫防御作用。鱼类白细胞的个体较血红细胞小，这一点与哺乳动物不同。参照哺乳动物白细胞的分类方法，根据形态差异可分为颗粒细胞（包括嗜中性、嗜酸性和嗜碱性白细胞）和无颗粒细胞（单核细胞和淋巴细胞）两大类（尾崎久雄，1982）。
赵海鹏（2007）对鱼类白细胞的形态特征进行了较详细的描述，本文在此基础上，结合相关报道（邓干臻，2009），将鱼类外周血常见白细胞形态比较整理见下表（血涂片采用瑞氏−吉姆萨染液染色）。

表1.1 鱼类外周血常见成熟白细胞形态比较
Tab.1.1 Comparison of mature leukocyte morphology in peripheral blood of fish
	细胞
Leukocyte
	胞核/胞质
Nuclear/Cytoplasm
	核形
Nuclear features
	核染质
Chromatin
	胞质
Cytoplasm

	中性粒细胞
	小（核质比 < 0.5）
（赵海鹏，2007）
	有时呈分页状，但不能象哺乳类那样为其鉴别标志，偏于一侧。（赵海鹏，2007）
	呈蓝紫色。（赵海鹏，2007）
	颗粒量多，颗粒形态2~3种（鱼种属间差别大，不能作为该细胞的鉴别依据），染紫红色（赵海鹏，2007）

	嗜酸性粒细胞
	大（核质比 > 1）（赵海鹏，2007）
	杆状、肾形或半圆形，偶尔也有二分叶形。（赵海鹏，2007）
	胞核染色质疏松网状，呈蓝紫色。（赵海鹏，2007）
	染桔红色，充满胞质。（赵海鹏，2007）

	嗜碱性粒细胞
	小（邓干臻，2009）
	半圆型或蚕豆形，位于细胞一侧。（赵海鹏，2007）
	
	颗粒量多，染紫蓝色。（赵海鹏，2007）

	淋巴细胞
	大（赵海鹏，2007）
	椭圆形或马蹄形，位于细胞中央。（赵海鹏，2007）
	染色质致密呈块状，着深蓝色（邓干臻，2009）
	透明蓝色，一般无颗粒，偶可见少数粗大、不均匀、紫红色嗜天青颗粒（邓干臻，2009）

	单核细胞
	
	肾形或马蹄形，常偏于一侧。（邓干臻，2009）
	染色呈灰蓝色或蓝紫色。
（邓干臻，2009）
	半透明灰蓝色，紫红色嗜天青颗粒，弥散于胞质中。（邓干臻，2009）


2）白细胞总数和白细胞分类计数
单核细胞（Mon）、嗜中性粒细胞（Neut）属于非特异性免疫细胞，又是吞噬细胞，不仅在天然免疫防御中发挥着重要作用，而且在特异性免疫系统的启动（作为抗原呈递细胞），以及适应性免疫和与天然免疫间的协同效应（通过膜上各种受体和分泌各种细胞因子）中起着重要作用（Neumann et al.，2001）。嗜酸性粒细胞（Eos）主要存在于头肾、脾和肝脏等组织，一般情况下在外周血中数量较少，也具有吞噬作用。淋巴细胞（Lym）是鱼类血液中最常见的白细胞（Palokova et al.，1999；Jenkins，2003；Mark，2004）也能做变形运动，在机体特异性免疫过程中起重要作用。嗜碱性粒细胞（Baso）也主要存在于头肾、脾和肝脏等组织，由于细胞内的嗜碱性颗粒含有肝素等化学物质，因而推测可能与抗凝血作用有关（Ellis，1977）。
不同种类鱼白细胞总数量（WBC）和白细胞分类计数（DLC）有较大差异。鱼类的白细胞大部分是Neut和Lym，如鲤鱼和日本鳗鲡的WBC分别为40200 ind./m3和19380 ind./m3，其中Neut、Lym和Mon比例分别为55.4%，36.3%，8.1%和42.96%，56.6%，0.44%（林浩然，2004）。硬骨鱼类多具有Eos，而Baso的出现很不规则，仅少数鱼才有，且数量少（赵维信，1992），如革胡子鲶（Clarias lazera）（林光华和张丰旺，1991）、尼罗罗非鱼（张贤刚，1991）、鲢（米瑞夫，1982）等少数几种鱼中发现极少量Baso。林光华等（1998）提出淡水鱼类的白细胞以Lym为主是普遍规律，DLC包括Neut高而Mon低，Neut低而Mon高，Neut和Mon都高三种情况。但是对施氏鲟研究也发现Baso含量较高，没有Eos，因此，DLC也可能有第4种类型，即以Lym为主，Neut和Mon均低，而Baso含量高的类型（章龙珍，2006）。也有比较早的研究证实，在鱼血液观察过程中没有发现Mon（Watson，1963）。
同一种鱼的WBC也会因年龄增长、性别差异、性腺发育、季节交替产生差异（林光华和张丰旺，1989；薛家华等，1995）。施氏鲟幼鱼的WBC和DLC随年龄增长发生变化（章龙珍，2006）。未达到性成熟鲢的WBC和DLC雌雄个体间差异显著，且WBC存在季节性波动，这种波动不仅受温度影响，还由于温度改变引起了饵料、水质等发生变化，这些变化可能是引起波动的更为直接的原因（林光华等，1998）。对性成熟革胡子鲶的血细胞周年监测也证实，WBC受性腺发育和繁殖影响，周年波动，且雌鱼比雄鱼波动更显著，而DLC比较稳定（林光华等，1991）。WBC的季节波动也说明鱼的免疫力存在季节性变化（De Pedro et al.，2005）。WBC是否还可用于判别性腺发育的指示指标有待进一步的探讨。
白细胞是鱼类重要的免疫防御细胞，当鱼类应激或者患感染性疾病时，WBC和DLC也会改变（Ellsaesser et al.，1985；Ellsaesser and Clem，1986）。在应激环境中，WBC降低可能意味着免疫力下降，WBC上升可能是对感染或者对应激引起皮质醇激素变化的反应（Jenkins，2003）。当鱼类处于高氨和高亚硝酸盐的水域环境时，WBC和DLC均下降（Wlasow and Dabrowska, 1990；Das et al.，2004），当鱼类受到剧烈刺激或者环境压力增大时，Eos也会升高（Gardner and Yevich，1969）。
WBC和DLC也经常用于对鱼类疾病的诊断。如患传染性造血组织坏死病鱼苗的Lym升高，Neut下降，Mon无变化（Yoshinaga et al.，2000）；患败血症欧洲鳗鲡的WBC、Neut上升，Lym下降，Mon变化不明显（排除血栓细胞）（卓玉琛，2007）。各种鱼的DLC在疾病期间的变化具有一定特异性，可以用于判断有无疾病、病情轻重和医疗转归情况等。
有些学者（Ellis，1977；Jenkins，2003）将血栓细胞归为白细胞的一种。血栓细胞数量较多，对DLC结果影响较大（Tierney et al.，2004）。诊断鱼类疾病时，多将血栓细胞排除在外，这使白细胞分类计数结果更灵敏（Mark，2004）。
1.5.2 鱼类的血生化参数
血浆（去处纤维蛋白原即为血清）包括多种有机物和无机离子，这些参数不仅与鱼的种类、性别、性腺发育有关，还与健康情况、营养、生活环境有关（周玉等，2001）。这些参数也常被用于鱼病诊断、环境监测、遗传育种等方面的研究（Ceron，1996；楼允东等，1991）。
1.5.2.1 血液有机成分的研究
1）血糖
血糖（GLU）是血浆中的重要成分，是肌体组织生化活动所需能量的来源。肌肉和肝脏以糖元形式贮存糖，在血液中则以葡萄糖形式存在，二者之间时常保持动态平衡状态。一般运动能力强的鱼类GLU较高，运动迟缓的鱼类较低。规格相近的同种鱼在不同生境时，由于活动强度不同，GLU也显著不同（许品诚和曹萃禾，1989）。对鲤的研究表明，当生活环境相同时，鲤的GLU不同年龄间（二龄和三龄）及性别间都没有显著性差异（米瑞夫和谢宝华，1984），南方鲇的幼鱼和成鱼的GLU相近（赵海涛等，2006）。营养状态对鱼类的GLU影响明显，如鱼摄食糖类饲料后GLU升高，饥饿时GLU明显下降（李懋等，1997）。室内温度实验显示，随着温度升高，尼罗罗非鱼的GLU下降（张贤刚，1991）。Coz-Rakovac等（2008）对金头鲷（Sparus aurata L.）一年的监测结果表明，GLU与温度的季节变化值没有相关性，而随生长下降。De Pedro等（2005）对丁鱥的研究结果证实，GLU的季节性节律明显，冬季和春季明显低于夏、秋两季；春、夏、秋的日内节律不明显，冬季日落前GLU却显著上升，这可能与停食关系不大，更可能受活动节律引起GLU生理性调节的影响。
GLU也常用于指示鱼的应激程度。当鱼体遭遇特殊紧急情况时，受交感-肾上腺髓质系统的应激反应影响，肝糖元也会加强分解，GLU升高，以适应应急情况下的能量消耗（洪磊和张秀梅，2004），如捕捞运输导致鱼的GLU短期升高等（Pottinger，1998）。而处于慢性胁迫时，GLU将会随胁迫时间延长逐渐降低（赵海涛，2006）。
疾病一般也会引起GLU变化，如感染气单胞菌的虹鳟（Oncorhynchus mykiss Walbaum）和鲤的GLU显著降低（Rehulka，2002；Harikrishnan et al.，2003），感染迟缓爱德华氏菌的罗非鱼（Oreochromis niloticus）GLU上升（Benli and Yavuzcan，2004）；寄生虫(gnathiid isopods)并不能使黑鳍厚唇鱼（Hemigymnus melapterus）GLU发生变化，这可能是寄生虫对该鱼并不能产生明显的胁迫，尚不能使鱼体免疫系统和行为调节机制发生相应的应激变化（Pottinger，1998）。
2）脂肪、蛋白质代谢产物
血清中的CHO、TBA、TG、BUN、CR、UA、TP、ALB、GLB等有机物都是脂肪、蛋白质的代谢产物，是鱼类代谢活动的指示指标，常用于判别鱼类的健康状况和监测水域环境污染等（周玉，2001）。
CHO是细胞膜的组成成分，可增加细胞膜结构的牢固性，也是合成某些酶、激素的原料，过高过低都不利。连续饥饿可导致鲈鱼CHO下降（钱云霞等，2002），产卵期间高密度脂蛋白胆固醇（LDH）升高有可能增加动脉硬化症的风险（Farrell and Munt,1983）。血清TBA是CHO在肝脏分解的代谢产物，由肝脏分泌到胆汁后，用于脂肪的消化和吸收，与肝脏关系十分密切，肝脏一旦发生实质性损伤，肝细胞发生病变时，血清中的TBA含量明显升高。血清TBA的测定对潜在肝细胞损伤具有早期诊断价值，可作为肝脏疾病早期诊断指标及预后评价指标。TG是体内能量的主要来源，在肝脏中合成，在脂肪组织中贮存。饥饿可引起血清TG值下降（De Pedro，2005），鱼越冬停食可能是TG值季节波动的主要原因。
TP含量约为血液的2.5~5.0%，不同种属间数值差别明显。TP在维持血浆正常胶体渗透压、物质的运输和体内酸碱度平衡方面均起重要作用。其中ALB为各种物质的载体，它分解后产生的氨基酸又是体内合成蛋白质的原料，GLB不仅可参与运输磷脂、胡萝卜素、铜、铁等，在机体防御方面也起重要作用。肝脏是合成白蛋白的唯一部位，血浆蛋白质在量和质上的改变，都可能是肝细胞损伤的结果，一定程度上可为肝脏病变的严重性提供有用的客观诊断指标（邢汉前等，1999）。A/G在鱼疾病时变化显著，可用于健康状况的判断指标（周玉等，2002）。多种环境因子的变化对TP影响较小，如淡水鱼类TP值高于海水鱼类，但是对施氏鲟盐度驯化发现，TP仅在2%盐度时波动明显，然后随着盐度继续上升（40天后），恢复至淡水水平（黄晓荣等，2007）；温度的变化对TP值影响较小（张贤刚，1991）；昼夜节律和季节交替对丁鱥TP值没有显著影响。营养状况（钱云霞等，2002）、疾病（米瑞夫等，1993）对鱼的TP值影响较大，TP是比较稳定的指标，可用于健康诊断、环境检测、生理的比较研究（De Pedro et al.，2005）。另据研究，个体生长快的鱼，血清蛋白量偏多，这可能是增加活动量提高了饵料的消化吸收以及能量转换率的原因（许品诚和曹萃禾，1989）。
BUN、CR、UA是肾脏功能的指示指标，肾脏感染的欧洲鳗鲡（Anguilla anguilla L.）CR和BUN值明显异常。在盐度驯化过程中，鲟鱼的肾脏结构发生变化，这将使氮代谢物的排泄发生变化（Krayushkina et al.，1996）。
脂肪、蛋白质代谢产物还可用于鉴定性别和性成熟度等。通过对波斯鲟的研究表明，性成熟雌鱼与未成熟雌鱼相比，CR、CHO显著高，BUN显著低，性成熟的雄鱼CR明显低于未成熟雄鱼（Asadi，2006）。对于未成熟的欧洲鳇，雄性ALB、GLB显著高于雌性，TP、BUN、CR、UA性别间无显著性差异（Asadi，2006）。
3）胆红素
胆红素是衰老红细胞内的血红蛋白分解产生的。通过对哺乳动物的研究显示其有毒性，但也有抗氧化剂功能，是肝功能的重要指标（邢汉前等，1999）。细菌感染的丰产鲫（Carassius auratus of pengze（雌性）×Cyprinus acutidorsalis（雄性））及鲑科鱼类鱼苗都出现血浆胆红素下降的现象，这可能是因为感染鱼血红蛋白浓度显著降低，或者单核一巨噬细胞功能受抑制，血红蛋白的降解途径受阻，因而释放到血浆中的胆红素减少，这也意味着造血组织功能出现障碍（庞启华等,2004）。
胆红素存在种属差异。另外，性别和性腺发育对胆红素也有显著影响（Asadi，2006）。
4）血清生化酶参数
主要包括ALT、AST、ALP、CHE等。这些酶不仅存在于血浆中，在肝脏、心脏、鳃、肾脏、肌肉和其它器官中也存在。这些酶参数的异常通常对器官功能的异常提供有效的指示作用（Celik，2004），如ALT主要存在于肝细胞胞浆中，由于该酶在肝中活性最高而在血清中活性极低，所以，只要有1%的肝细胞发生坏死或细胞膜通透性增强，即可导致血清ALT活性急骤增高（王昆，1989），它是肝脏疾病诊断最灵敏的酶学指标之一；AST主要存在于肝脏，也可反映肝脏的生理状态（Kaplan and Ozabo, 1979）；ALP则主要存在于肝细胞血窦侧肝窦状隙表面，经胆管排泄，肝胆疾病病人由于胆汁排泄阻塞，可引起血清ALP活性增高，ALP也可作为测定肝病的临床诊断指标。另外，ALP在肾脏肾小管上皮细胞含量较多，肾脏的损害也会导致ALP升高（冯健等，2004）。CHE升高或者下降也指示肝脏功能的异常，也是肝脏功能正常与否的临床诊断指标。
血清生化酶参数在种属间存在较大差异，同种内也会因年龄、性别、性腺发育等不同情况产生较大差别（Celik，2004；Asadi et al.，2006）。如ALT和ALP未成熟波斯鲟雌鱼达到性成熟雌鱼的2倍，而AST却仅为1/3左右，ALP和AST性成熟雄鱼显著低于性成熟雌鱼，ALP未成熟雄鱼显著低于未成熟雌鱼，而ALT和AST却差别不明显。
水体污染对血清生化酶参数产生影响，酶活性的变化也可作为监测水体污染的指示指标（Bucher and Hofer，1990；Ceron et al.，1996）。氯化汞中毒可导致弓背鱼（Notopterus notopterus）ALT和AST水平显著升高（Verma et al.，1984）；水体中的农药如溴氰菊酯（俗称敌杀死）使ALT和AST水平升高，CHE明显下降（Balint et al.，1997）；暴露于“浸螺杀”中的鲤鱼，当浓度高于1.12 ppm时，血清ALT活力明显增高，CHE、WBC在一定的浓度范围和染毒时间内，也受到不同程度的影响（翟良安等，1992）。
胁迫也会使血清生化酶受到影响。捕捞应激导致金鲷（Chrysophrys auratus）的ALP、ALT、AST等发生变化；这些参数的改变意味着鱼体组织器官的功能受到影响，也表明捕捞期间鱼行为策略产生变化（Wells et al.，1986）。饥饿对鱼类的血清酶也有影响。随饥饿时间延长，南方鮎（陈晓耘，2000）和鲈鱼（钱云霞等，2002）的ALT和AST均下降，而鲤鱼的ALT和AST在饥饿后反而升高（赵海鹏，2008），这也说明饥饿时，不同种属鱼的代谢活动发生不同改变。盐度改变也会影响施氏鲟血清酶参数，这说明盐度变化使施氏鲟的代谢活动发生了改变（黄晓荣等，2007）。
鱼类在患病时，血液的酶参数也会改变。如患败血症的鲢，AST显著升高，ALT、CHE变化不显著（米瑞夫等，1993）；患狂游病的欧洲鳗鲡（Anguilla anguilla L.）与健康鱼相比，AST、ALT、CHE、GGT差异显著，这预示着病鳗的肝功能发生了改变（周玉等，2002）。
1.5.2.2 血液无机成分的研究
鱼类血浆中还含有多种无机物，大多以离子形式存在。重要的离子主要有Na+，K+，Ca2+，Mg2+，Fe2+，Cl-，PO43-等。这些离子在维持血浆晶体渗透压、酸碱平衡以及神经肌肉的正常兴奋性等方面起重要作用。鱼类生活于水环境中，在整个生命活动中需要经常进行渗透压调节以维持内环境的稳定，而血液中各种无机成分的稳定对于维持鱼体内环境的稳定具有重要意义。一般而言，洄游性鱼类具有较好的渗透压调节能力，能够在海水、淡水两种不同的渗透环境中生存（Martinez-Alvarez et al.，2002）。
许多研究证实疾病和水体污染影响无机离子含量。如：患疯狂症鲢的血清P3+显著降低，K+升高，患败血症鲢的血清Na+、K+、Cl-以及患夏季狂游症鳗鲡（Anguilla japonica）的血清Cl-均显著升高（谢巧雄等，1985；余毅和吴宝华，1988；米瑞芙等，1993）。沈竑等（1994）开展的铜对鲫鱼的致毒试验表明，血清Na+、Cl-含量随铜浓度的升高而增加，当水中铜浓度为3.91 umol/L时达到最大值，而血清K+不受铜影响。铜引起的血清Na+含量升高，可能会导致机体神经肌肉处于不正常的应激状态，对机体不利。
温度对尼罗罗非鱼血液无机成分的含量影响不显著（张贤刚，1991）。鲤鱼被捕捞入网30分钟后Cl-开始下降，释放22小时后可基本恢复至常值，这可能是由于捕捞应激中皮质醇激素作用的结果（Ruane et al.，2001）；而养殖密度的变化并未导致鲤鱼Cl-显著改变，这可能是由于实验鱼很快适应了密度应激（Ruane et al.，2002）。
鱼的年龄、性别和性腺发育对无机离子也会产生一定的影响，影响程度在不同种属间存在较大差别。如处于非繁殖季节的二龄鲤和三龄鲤的Na+，K+，Ca2+，Mg2+，Fe2+，Cl-，PO43-等离子间无显著性差异，雌鱼和雄鱼除Na+外，其余离子间无显著性差异（米瑞夫和谢宝华，1984）；性成熟及未成熟的波斯鲟雌鱼和雄鱼的Ca2+、Mg2+差异也不显著（Asadi et al.，2006）；印度囊鳃鲇（Heteropneustes fossilis）肝脏和血清的蛋白质、Ca2+、Mg2+、P3+在季节间存在显著性差异，这与卵巢的发育周期密切相关，在产卵前达到最高值，产卵期间和产卵后逐渐降低，数值的周年变动与卵黄蛋白原的合成呈正相关（Srivastava and Srivastava，1994）。
1.5.3 鱼类的抗氧化力参数
需氧生物在有氧代谢过程中产生对机体有损害的氧自由基，而经长期的进化，需氧生物也同时建立了抗氧化系统，以及时清除这些自由基，使机体保持在一定的稳态。当氧化-抗氧化的调控体系失衡时，生物将发生疾病（Martinez-Alvarez et al.，1997）。SOD 和GPX是硬骨鱼类主要的抗氧化酶，MDA是脂质过氧化的终产物，可以作为细胞膜损伤的指示物，代表机体或组织的氧化水平（Lepage et al.，1991；Viarengo et al.，1997），SOD/MDA指示抗脂质过氧化的潜在能力，这些指标反映生物体氧化损伤程度和调节能力，可以作为监测环境和生物健康情况的生物标志物（Vega-Lopez et al.，2007）。
研究证实，氧化应激产物会随年龄积累，使生物衰老；同时，抗氧化酶活力随年龄增高而下降，使老年生物防疫力降低（Rudneva et al.，2010）。Harman（1956）早在1956年就提出了随年龄增长，活性氧产物增加，而抗氧化力将减弱的衰老与自由基学说。后期很多研究结果也证实人衰老后抗氧化酶活力下降，氧化应激产物增加，或者各种原因引发氧自由基产物增加，清除率下降时也将引发衰老（周强等，2002；孙存普等，1999）。有关年龄对鱼抗氧化力影响的报道比较少，当前尚存的研究结果也存在不同。Wdzieczak等（1982）对多种淡、海水鱼研究表明，低龄鱼的SOD活性高。Sanz等（2001）对0，1，2，3，5+龄的纳氏鲟研究发现，仅血浆SOD在5+时升高。Rudneva等（2010）对4类生态型的6种黑海硬骨鱼血细胞抗氧化力研究结果显示，年龄对抗氧化力活性的影响不同，并认为这种差别主要受到鱼不同的生态和生理特点影响。因此，其结果也指出，底栖鱼类由于生活环境和食物来源及种类稳定，这些干扰因素的影响相对减弱，可以更准确地说明年龄对抗氧化力的影响程度。另外，研究还指出，游泳慢的底栖鱼类的血细胞SOD随年龄升高而降低，可是活动性强的鱼类却大多保持稳定。活动性强的鱼类为了抵抗大量的活性氧产物，有可能在一生中保持比较高和稳定的SOD活性（Lepage et al.,1991）。
在性成熟过程的不同阶段，抗氧化酶水平与性别的相关性也存在不同。比目鱼幼鱼的肝细胞抗氧化酶活力与性别没有相关性（Winzer et al.,2001）；处于性腺发育缓慢阶段（性腺发育间隔期）的6种不同生态特点的黑海沿海成熟亲鱼血液抗氧化酶水平与性别也不相关，而在繁殖期间，雌雄参数值应分别建立（Rudneva and Skuratovskaya，2009）；性成熟的不同性别文昌鱼（Branchiostoma belcheri tsingtauense）肝脏和性腺组织的抗氧化酶水平则存在较大差别（Wei et al.，2007）。
营养水平对鱼的抗氧化力也有重要影响。Mourente等（2002）研究表明，金头鲷（Sparus aurata L.）摄食含有氧化鱼油饲料后，肝脏抗氧化酶活力显著受到影响，而饲料中添加维他命E将在一定程度上削弱这种不利影响。Watanabe等（1981）的研究也表明，摄食不饱和脂肪酸等脂含量高的饵料的鱼对维他命E的需求量也相应提高。维他命C可能在抵抗血浆脂超氧化反应中比维他命E更有效（Goth，2000)。矿物质元素Cu、Zn、Mn、Se等也在抗氧化应激中有重要作用（Martinez-Alvarez et al.，2005）。
SOD活性对水生动物的免疫功能有重要作用，MDA的含量间接反应机体细胞损伤的严重程度（李东洋等，1998；姚翠鸾等，2003）。SOD、MDA、GPX作为氧化应激指标，也常作为对不同环境胁迫因子风险评估的生物标志物来使用。多种环境因子的改变都可以导致以上指标发生变化。刘松岩（2006）报道，在高密度环境下，中华鲟血清SOD活性下降，MDA水平上升；短期饥饿并没有使脂质过氧化反应增强；高温明显使脂质过氧化反应增强，而低温和适温环境下，氧化和抗氧化处于平衡状态，脂质过氧化反应处于较低的状态。吴长珠（1994）等曾报道，GPX具有抗氧化功能，当受到过氧化损伤时，测定值升高。
另外，氧化应激生物标志物也被用于评价农药、重金属等对环境的污染风险（Palace et al.，1996；Toguyeni et al.，1997）。氧化应激标志物的变化可以灵敏地指示生物对环境风险早期警告的反应（Ozcan，2004），不仅可以评价生物体的健康状况，还可以提示环境风险，以便人们为保护水生生物和生境制定适宜的对策。
1.6 本研究的目的意义和主要内容
通过以上介绍可知，迁地保护和人工繁殖是保护中华鲟的重要途径，而血液学参数是管理濒危动物的重要参数。那么，利用血液指标监测和评价中华鲟的健康和发育将会成为一个有效方法，可为中华鲟迁地保护和全面实现全人工繁殖提供重要支撑。
本研究的主要内容如下：
1．通过比较年龄、性别、季节因素对养殖中华鲟（分别为2005年、2001年、1998年、1997年出生）血细胞和血生化参数的影响，探讨未成熟个体的血细胞和血生化特征，筛选出适用于评价健康状况、营养情况和发育水平的指标。
2．对5尾豢养雌性野生成熟个体的血细胞和血生化参数及性腺发育程度长期观测，并与天然水域野生亲本的血生化参数比较，探讨人工驯养条件下，雌性成熟个体血细胞和血生化参数与性腺成熟度的关系，找到可以指示成熟个体性腺再次成熟的指标。
3．测定青春期雄性养殖个体的血生化参数，探讨参数特征，筛选可以指示这一特殊发育阶段的指标。另外，通过比较雌性野生成熟个体和接近青春期的雌性养殖个体的血细胞和血生化参数，推测可指示雌性养殖个体进入青春期的指标。
4、通过分析降盐度梯度下血清生化指标变化特征，探讨中华鲟离子渗透压和代谢等调节状态，为日后制定中华鲟的盐度驯化对策提供依据。
5、对不同养殖密度下中华鲟的抗氧化力、行为及养殖水质观测和比较，探讨使用抗氧化力指标监测中华鲟免疫力和水环境质量的灵敏性。
本研究为甄别健康和亚健康个体，调控养殖环境，建立疾病控制的有效技术手段提供科学依据，为建立性别判断和性腺发育的综合诊断技术提供支撑，为全面实现中华鲟全人工繁殖提供参考。
第二章 未成熟个体的血细胞和血生化特征
2.1 前言
如第一章所述，由于中华鲟面临日趋严峻的生存形式，实施迁地保护，加强人工后备亲鱼培育是保护中华鲟的一条有效途径。中华鲟达到性成熟的时间长（四川省长江水产资源调查组，1988），在养殖过程中，中华鲟的健康水平将受到营养和环境因子等多方面因素的影响。潘连德等（2008，2009）对长江口受伤救治和池塘养殖疾病的中华鲟研究指出，近年细菌感染和寄生虫等疾病对中华鲟的健康危害较大，认为这与养殖水质恶化有关。
血液是动物体内重要的生理组织，血液参数可以用于评价鱼类的健康状况、营养情况及对环境的适应情况，是重要的生理、病理和毒理学指标（Asadi et al.，2006）。鱼类的红细胞参数、白细胞分类计数、抗氧化酶等是监测和评价生物健康状况和环境安全程度的指标（Lepage et al.，1991；Viarengo et al.，1997；周玉，2001；Vega-Lopez et al.，2007）。多项研究表明年龄、性别、季节等对鱼的血液参数有一定影响（Martinez-Alvarez，1997；方永强，1998），有必要分析这些因素对中华鲟血液参数的影响，可以更加准确地用这些参数作为指针评价鱼体和环境的健康情况（Rundneva and Skuratovskaya，2009）。
本章通过比较年龄、性别、季节因素对未成熟个体血细胞和血生化参数的影响，探讨未成熟个体的血液参数特征，筛选能够指示中华鲟健康状况及发育水平的指标，以便为甄别健康和亚健康中华鲟，调控养殖环境，建立疾病防治的有效技术手段提供依据，也为亲鱼的健康培育提供支撑。
2.2 材料和方法
实验用中华鲟为北京海洋馆养殖的子一代中华鲟，为长江水产研究所人工繁殖培育所得。这些鱼是在2005~2007年间，先后从长江水产研究所中华鲟实验基地迁至北京海洋馆淡水饲养。子一代中华鲟为1997年、1998年、2001年、2005年人工繁殖个体（编号为F1-1997，F1-1998，F1-2001，F1-2005），实验初始体重分别为77.9±11.3 kg（n=4），54.3±7.4 kg（n=4），36.1±10.6 kg（n=13），24.7±4.7 kg（n=7）。为便于后期研究，依据形态特征的不同对每一尾中华鲟进行了编号。
实验鱼在同一养殖条件下饲养，投喂相同的冰冻鲜饲料。养殖池为29.0 m×11.0 m×4.4 m的长方形水泥池，养殖水位保持在3.5 m，循环率为50 min/次。每周定期吸出池底污物，冲洗砂滤罐。池中水温21~22℃，溶氧7.0~7.8，酸碱度7.6~7.8。
2.2.1 样品的采集与测定
采用微创手术活体检查的方法，对中华鲟进行活体取样，利用肉眼和显微镜进行性别和性腺发育时期的鉴定，性腺分期方法按陈细华（2004）对中华鲟的性腺分期方法。子一代中华鲟雌性卵巢和雄性精巢发育大约至Ⅱ期初到中期。
为降低应激反应，实验鱼的捕捞时间尽量缩短，每尾鱼的捕捞控制在5分钟内完成。尾静脉采血后，依据测定项目的不同，血样按不同方式处理。血细胞参数的测定用肝素钠抗凝，其余参数测定用3 000 r/min离心20 min而得血清，-4℃保存备用。
各类血液参数的测定方法如下（血液参数使用缩略词表示）： 

RBC：以0.05 NaCl溶液为稀释液将血样稀释200倍后，用Neubarner氏计数板在显微镜下计数。
Hb：采用比色法测定。
Ht：用温氏法手工操作进行红细胞比容测定。
DLC：制作血涂片，采取瑞氏−吉姆萨联合染色方法，冲洗干净，自然干燥后待用。低倍镜观察：低倍镜下观察全片，包括白细胞的分布和染色情况。油镜观察：选择血涂片体、尾交界处细胞分布均匀、着色良好的区域，滴加香柏油1滴，按一定的方向顺序对所见到的每个白细胞进行分类，并用白细胞分类计数器作好记录，共计数100个白细胞。计算：求出各类白细胞所占的百分率。
试验测定的生化参数包括TP、ALB、GLB、A/G、ALT、AST、ALP、CHE、K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、BUN、CR、UA、CHO、GLU。以上生化指标使用日本第一化学株式会社生产的试剂盒在全自动生化分析仪（OLYMPUS AU400）上测定。
SOD含量检测用黄嘌呤氧化酶法，MDA含量测定用硫代巴比妥酸法，GPX含量测定采用比色测定法。使用南京建成生物工程研究所的试剂盒测定。E2和T用放射免疫法测定，试剂盒由北京普尔伟业生物科技有限公司提供。
本部分实验在2009年12月到2011年3月进行。
2.2.2 统计分析
数据通过统计软件SPSS 13.0进行分析处理。结果为平均值±标准差。利用方差分析（one-way ANOVA）或者Independent Two-Sample T Test分别检验不同年龄和同一年龄不同季度血细胞参数的差异显著性，利用S-N-K法进行多重比较。使用Independent Two-Sample T Test检验不同性别间血细胞参数的显著性差异。使用Pearson Correlations分析年龄与抗氧化力水平的相关性。显著性水平设为0.05。
2.3 结果
2.3.1 血细胞参数
2.3.1.1 血细胞参数的性别特征
F1-2001雌鱼和雄鱼的血细胞参数在三次测定比较中都没有显著性差异，说明不同性别间血细胞参数差别不大（表2.1）。在3次检测中，雌鱼RBC随时间的推延升高，2011年3月明显高于2010年8月和12月，且有显著性差异；Hb总体呈上升趋势，12月下降，低于8月和3月，并与3月有显著性差异；Ht比较稳定，3个测定月份没有显著性差异。雄鱼红细胞的变化趋势与雌鱼相似，只是Hb在3月明显高于8月和12月，并有显著性差异。雌鱼DLC较为稳定，12月较8月和3月Neut比例上升，Lym比例下降，Eos 12月和3月稍低于8月，但没有显著性差异。雄鱼Neut和Lym变化趋势与雌鱼类似，Lym12月明显低于8月和3月，并有显著性差异；Eos12月和3月较8月上升，但没有显著性差异。
表2.1 不同性别F1-2001中华鲟的血液生理参数
Tab.2.1 The sexual difference of the blood parameters in F1-2001 in Beijing Aquarium

	参数

Parameters
	♀ (n=7)
	♂ (n=6)

	
	2010/8
	2010/12
	2011/3
	2010/8 
	2010/12 
	2011/3

	红细胞检测项目Erythrocyte parameters
	红细胞计数(1012/L)

RBC(1012/L)
	0.38±0.03
	0.44±0.13
	0.68±0.14a
	0.46±0.04
	0.49±0.09
	0.61±0.10a

	
	血红蛋白(g/L)

HGB(g/L)
	69±6ab
	48±11a
	91±19b
	72.7±8.57
	61.3±5.38
	88.7±16.45a

	
	比积

Ht
	0.28±0.03
	0.31±0.08
	0.31±0.02
	0.30±0.03
	0.28±0.02
	0.29±0.03

	白细胞分类结果 (%)

DLC(%)
	嗜中性粒细胞

Neut
	53±4
	62±6
	54±4
	52±4
	59±7
	51±7

	
	淋巴细胞

Lym
	40±3
	33±4
	40±6
	40±3
	28±2a
	38±4

	
	嗜酸性粒细胞

Eos
	7±5
	5±3
	6±4
	8±5
	13±5
	11±6


2.3.1.2 血细胞参数的年龄比较
不同年龄中华鲟血液生理参数见表2.2。随着年龄的增长，RBC呈逐渐上升趋势，10龄较13龄稍有升高，但没有显著性差异。3个年龄组Hb无显著性差异，说明各年龄数值差异不大，较为稳定。Ht10龄和13龄无显著性差异。
各龄中华鲟DLC含量最高的为Neut，其次为Lym、Eos，偶尔可见到Mon，检查过程中基本没见到嗜碱性粒细胞（Baso）。Neut13龄稍低于5龄和10龄，但没有显著性差异。Lym的趋势与Neut类似，而Eos则相反，各龄间都没有显著性差异。实验结果表明，中华鲟的DLC不属于以往报道的以淋巴细胞为主的3种类型中的任何一种。
表2.2 不同年龄养殖中华鲟的血细胞参数比较
Tab.2.2 Comparison of haematological parameters among different age groups of cultured Acipenser sinensis
	参数

Parameters
	年龄Age

	
	5 (F1-2005)

(n=6)
	10 (F1-2001)

(n=9)
	13 (F1-1998)

(n=3)

	红细胞检测项目Erythrocyte parameters
	红细胞计数(1012/L)

RBC(1012/L)
	0.32±0.03a
	0.44±0.05
	0.39±0.08

	
	血红蛋白(g/L)

HGB(g/L)
	63±4
	72±8
	60±6

	
	比积

Ht
	　
	0.30±0.03
	0.27±0.02

	白细胞分类结果 (%)

DLC(%)
	嗜中性粒细胞

Neut
	52±5
	52±5
	46±8

	
	淋巴细胞

Lym
	39±6
	40±3
	37±3

	
	嗜酸性粒细胞

Eos
	9±4
	8±5
	16±5

	
	单核细胞

Mon
	-
	-
	1


2.3.1.3 血细胞参数的季节变化
各年龄组红细胞参数和白细胞分类计数的季节变化如图2.1~2.6。RBC 10龄和13龄随着时间的推移呈上升趋势，3月较8月，RBC 10龄、13龄分别增长50%和36%。5龄4月和8月比较稳定，数值差别不大。Hb 10龄和13龄均在12月下降，且10龄下降明显，与3月出现显著性差异。Ht各季节比较稳定，没有显著性差异。
在不同的季度，DLC结果显示含量最高的为Neut，其次为Lym、Eos，血涂片仅偶尔可见Mon，没有见到Baso。各检测季节3个年龄组的DLC值总体比较平稳，Neut10龄和13龄在12月上升，Lym同期下降，但是没有显著性差异。
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图2.1 中华鲟红细胞计数的季节变化
Fig.2.1 Seasonal changes of the RBC in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图2.2 中华鲟血红蛋白的季节变化
Fig.2.2 Seasonal changes of the Hb in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图2.3 中华鲟红细胞比积的季节变化
Fig.2.3 Seasonal changes of the Ht in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图2.4 中华鲟嗜中性粒细胞的季节变化
Fig.2.4 Seasonal changes of the Neut in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图2.5 中华鲟淋巴细胞的季节变化
Fig.2.5 Seasonal changes of the Lym in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图2.6 中华鲟嗜酸性粒细胞的季节变化
Fig.2.6 Seasonal changes of the Eos in the Chinese sturgeons in Beijing Aquarium

2.3.2 血清生化参数
2.3.2.1 血清生化参数的年龄比较
3个年龄组的血清生化结果见表2.3，血清K+、Na+、Ca2+无显著性差异，说明各年龄组参数值差异不大，比较稳定。CL-、Fe2+随年龄的增长而呈上升趋势，5龄明显低于9龄和12龄，且有显著性差异，CL- 9龄较12龄稍高，但没有显著性差异，Fe2+ 9龄和12龄差异不明显。P3+随年龄增长而下降，5龄明显高于9龄和12龄，且有显著性差异，而9龄和12龄差别不明显。Mg2+与P3+的变化十分相似，5龄显著高于9龄和12龄，且有显著性差异，而9龄和12龄差异不显著。
血清蛋白值TP、ALB、GLB、A/G及血清CHO无显著性差异，数值比较稳定。TG和GLU随年龄的增长而上升，但各年龄组间差异不显著。
BUN随年龄的增加而降低，各年龄组间没有显著性差异。UA的变化趋势与BUN类似，5龄明显高于9龄和12龄，且差异显著，而9龄和12龄差异不明显。CR随年龄增长呈下降趋势，5龄较9龄稍低，但差异不显著，12龄明显下降，与5龄和9龄有显著性差异。
ALT随年龄的增加而呈下降趋势，9龄稍高于12龄，但差别不明显，均明显低于5龄，且有显著性差异。AST与ALT变化趋势十分相似，9龄明显下降，与5龄和12龄差异显著，5龄高于12龄，但差异不显著。ALP 5龄与9龄和12龄间差异显著，而9龄和12龄差异不显著，总体趋势也是随年龄增长而下降。CHE随年龄的增长而降低，但各龄组间差异不显著。
表2.3 不同年龄中华鲟血生化参数的比较
Tab.2.3 Comparison of serum biochemical parameters among different age groups of Acipenser sinensis
	参数

Parameters
	年龄Age

	
	5 (F1-2005)

(n=6)
	9 (F1-2001)

(n=9)
	12 (F1-1998)

(n=3)

	钾 (mmoL/L)

K+ (mmoL/L)
	2.90±0.33
	2.73±0.31
	2.81±0.32

	钠 (mmoL/L)

Na+(mmoL/L)
	138.00±7.21
	137.98±2.77
	138.81±2.66

	氯 (mmoL/L)

Cl-(mmoL/L)              
	122.05±0.89a
	130.70±2.89
	127.9±3.02

	总钙 (mmoL/L)

Ca2+ (mmoL/L)
	1.76±0.34
	1.72±0.06
	1.83±0.08

	无机磷 (mmoL/L)

P3+ (mmoL/L)
	3.56±0.47a
	2.37±0.33
	2.34±0.57

	镁 (umoL/L)

Mg2+ (umoL/L)
	1.15±0.12a
	1.03±0.07
	1.01±0.03

	血清铁 (umoL/L)

Fe2+ (umoL/L)
	2.88±0.66a
	5.53±1.38
	5.57±0.64

	总蛋白定量 (g/L)

TP (g/L)
	25.52±1.91
	27.06±4.99
	26.57±4.80

	白蛋白定量(g/L)
ALB(g/L)
	9.22±1.18
	9.30±2.85
	8.87±0.40

	球蛋白 (g/L)

GLB (g/L)
	16.30±0.95
	17.76±4.24
	17.70±5.16

	白球比

A/G
	0.57±0.06
	0.56±0.23
	0.53±0.16

	总胆固醇 (mmoL/L)

CHO (mmoL/L)
	1.68±0.36
	1.82±0.51
	1.53±0.15

	甘油三酯 (mmoL/L)

TG (mmoL/L)
	0.87±0.36
	1.15±0.55
	1.45±0.26

	血糖 (mmoL/L)

GLU (mmoL/L)
	0.95±0.24
	1.17±0.28
	1.27±0.12

	尿素氮 (umoL/L)

BUN (umoL/L)
	0.48±0.25
	0.28±0.25
	0.22±0.14

	肌酐(umoL/L)

CR(umoL/L)
	59.16±1.31
	63.90±7.90
	45.62±14.64a

	尿酸 (mmoL/L)

UA (mmoL/L)
	10.30±1.55a
	7.92±1.27
	6.73±2.06

	丙氨酸氨基转移酶 (U/L)

ALT (U/L)
	26.00±7.80a
	9.38±1.55
	12.43±0.67

	天冬氨酸氨基转移酶 (U/L)

AST (U/L)
	130.50±23.02
	76.67±12.76a
	111.00±10.15

	碱性磷酸酶 (U/L)

ALP (U/L)
	154.00±38.73a
	80.70±19.91
	55.33±18.95

	胆碱酯酶 (mmoL/L)

CHE (mmoL/L)
	133.20±54.82
	131.28±49.21
	100.67±82.08


2.3.2.2 血生化参数的性别特性和季节变化
雌鱼和雄鱼的23个生化参数在各检测季度都不存在显著性差异，并且各参数在测定季度的变化趋势基本一致（表2.4）。血清K+、P3+、Mg2+、Ca2+在各测定季度的数值都差别不大，Fe2+ 12月雌鱼和雄鱼均出现明显的下降。雌鱼和雄鱼的TP、ALB、GLB都随着时间的推移而升高，A/G比较稳定。雌鱼的TP、GLB在3个测定季节间存在显著性差异。雌鱼和雄鱼的CHO、TG、GLU值都随测定时间的推移稍微升高。雄鱼GLU在3个测定季节间存在显著性差异。雌鱼和雄鱼的BUN、CR、UA、AST在12月都稍微升高，数值高于8月和次年3月，CHE、TBA在12月出现相反的变化。
表2.4 F1-2001血生化参数的季节变化
Tab.2.4 Seasonal changes of the biochemical parameters in the F1-2001
	参数
	♀ (n=7)
	♂ (n=6

	Parameters
	2010/8
	2010/12
	2011/3
	2010/8
	2010/12
	2011/3

	钾 (mmoL/L)

K+ (mmoL/L)
	2.92±0.33
	2.50±0.41
	2.90±0.37
	2.64±0.24
	2.98±0.54
	2.91±0.19

	钠 (mmoL/L)

Na+ (mmoL/L)
	139.15±2.20
	142.47±4.40
	139.28±6.07
	137.02±4.04
	141.88±4.82
	141.94±2.52

	氯 (mmoL/L)

Cl- (mmoL/L)              
	132.77±1.60
	131.19±2.85
	130.06±1.12
	129.67±2.83
	130.69±2.68
	130.74±0.96

	总钙 (mmoL/L)

Ca2+ (mmoL/L)
	1.70±0.04
	1.82±0.03
	1.84±0.19
	1.73±0.06
	1.84±0.11
	1.81±0.06

	无机磷 (mmoL/L)

P3+ (mmoL/L)
	2.26±0.33
	2.12±0.30
	2.26±0.14
	2.43±0.32
	2.32±0.11
	2.43±0.23

	镁 (umoL/L)

Mg2+ (umoL/L)
	1.00±0.08
	0.94±0.08
	1.00±0.12
	1.04±0.06
	1.01±0.09
	1.02±0.12

	血清铁 (umoL/L)

Fe2+ (umoL/L)
	4.90±1.35ab
	3.18±0.92a
	6.80±1.53b
	5.85±1.27ab
	3.55±1.77a
	7.20±2.63b

	总蛋白定量 (g/L)

TP (g/L)
	25.27±2.01a
	29.2±2.34ab
	40.21±9.89b
	27.95±5.87
	30.53±7.98
	40.09±10.84

	白蛋白定量 (g/L)
ALB (g/L)
	7.70±1.26
	8.73±1.21
	13.67±8.18
	10.10±3.14
	11.05±2.68
	13.36±3.23

	球蛋白 (g/L)

GLB (g/L)
	17.57±1.58a
	20.47±2.60ab
	26.54±8.45b
	17.85±5.22
	19.48±5.78
	26.73±10.34

	白球比

A/G
	0.44±0.08
	0.43±0.09
	0.51±0.76
	0.62±0.26
	0.58±0.12
	0.57±0.22

	总胆固醇 (mmoL/L)

CHO (mmoL/L)
	2.13±0.54
	2.04±0.41
	2.51±0.57
	1.66±0.38
	1.95±0.30
	2.01±0.62

	甘油三酯 (mmoL/L)

TG (mmoL/L)
	0.77±0.10
	0.75±0.31
	1.68±1.08
	1.34±0.59
	1.31±0.26
	1.84±0.43

	血糖 (mmoL/L)

GLU (mmoL/L)
	1.17±0.26
	1.27±0.31
	1.71±0.44
	1.17±0.29a
	1.93±0.72b
	1.82±0.48bc

	尿素氮 (umoL/L)

BUN (umoL/L)
	0.3±0.22
	0.44±0.24
	0.35±0.09
	0.27±0.29
	0.35±0.15
	0.32±0.08

	肌酐 (umoL/L)

CR (umoL/L)
	62.53±2.15
	65.27±11.25
	56.63±1.60
	62.93±10.81
	63.38±11.58
	54.22±4.28

	尿酸 (mmoL/L)

UA (mmoL/L)
	7.73±0.59
	11.50±2.07
	10.94±5.98
	8.02±1.54
	12.47±3.52
	11.38±3.2

	丙氨酸氨基转移酶 (U/L)

ALT (U/L)
	8.43±1.85
	8.67±2.31
	9.67±2.34
	9.85±0.99
	9.00±2.00
	9.13±2.32

	天冬氨酸氨基转移酶 (U/L)

AST (U/L)
	74.00±12.73
	89.00±13.23
	82.5±7.50
	78.00±12.52
	94.00±9.63
	85.00±5.02

	碱性磷酸酶 (U/L)

ALP (U/L)
	90.9±9.95
	88.53±33.10
	85.76±10.01
	75.6±21.94
	88.63±54.27
	75.93±17.00

	胆碱酯酶 (mmoL/L)

CHE (mmoL/L)
	111.80±20.91
	95.8±21.23
	128.47±24.17
	141.02±57.19
	130.1±73.82
	143.17±54.78

	血清总胆汁酸 (umoL/L)

TBA (umoL/L)
	1.41±0.45
	0.28±0.23
	1.74±1.29
	1.01±0.68
	0.49±0.39
	0.78±1.26


2.3.3 抗氧化力参数
2.3.3.1 抗氧化力参数的性别特征
不同性别F1-2001的血清抗氧化力参数见表2.5，雌鱼和雄鱼各参数间无显著性差异，表明不同性别间数值差别不大。
表2.5 不同性别F1-2001的抗氧化酶活性比较
Tab.2.5 Activity of antioxidant enzymes in serum of different sex Chinese sturgeon cultured in Beijing Aquarium

	 参数
	♀ (n=7)              ♂ (n=6)

	 Parameters
	

	超氧化物歧化酶 (NU/mL)
SOD (NU/mL)
	158.97±3.58 
	156.95±10.05

	丙二醛 (nmol/mL)
MDA (nmol/mL)
	10.82±4.16
	12.77±4.52

	谷胱甘肽过氧化物酶（酶活力单位）
GPX（酶活力单位）
	369.32±224.74
	366.32±194.40

	超氧化物歧化酶/丙二醛
SOD/MDA
	16.69±6.41
	13.82±6.59


2.3.3.2 抗氧化力参数的年龄比较
4个年龄组的SOD无显著性差异，说明各年龄组间SOD差异不大，活力水平较为稳定（图2.7）。随着年龄的增长，中华鲟SOD呈逐渐上升趋势，其中4龄到8龄上升的比例最大，达到15%，而8龄到11龄和12龄，依次分别上升2%左右。SOD与年龄间无显著相关性。
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图2.7 不同年龄中华鲟的超氧化歧化酶活力
Fig.2.7 Serum SOD activity of captive Chinese sturgeons in different age classes

GPX随年龄增长呈下降趋势。从4龄到8龄降幅较小，至11龄时稍有回升，但是在12龄又快速下降，降幅达62%（图2.8）。4龄，8龄和11龄间差异不显著，但12龄组的GPX明显小于其余三组，且有显著性差异。GPX与年龄之间相关性极显著（r = -0.547，P < 0.01）。
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图2.8  不同年龄中华鲟的谷胱甘肽过氧化物酶活力
Fig.2.8 Serum GPX activity of captive Chinese sturgeons in different age classes

MDA在8龄时稍微增长，然后呈逐渐下降趋势（图2.9）。从8龄经11龄，12龄组，降幅依次达20%和25%。4龄和12龄的组内变异系数明显大于8龄和11龄组（CV = 49.12%，18.82%，27.12%，34.78%）。各年龄组间差异不显著。MDA与年龄之间相关性显著（r=-0.519，P < 0.05）。
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图2.9  不同年龄中华鲟的超氧化歧化酶活力
Fig.2.9 Serum MDA activity of captive Chinese sturgeons in different age classes

中华鲟SOD/MDA值随年龄的增长而上升（图2.10），4龄、8龄和11龄组间无显著性差异，12龄组的SOD/MDA值明显高于其余三组，并且有显著性差异，组内变异系数最大（CV = 71.83%）。SOD/MDA与年龄之间相关性极显著（r = 0.569，P < 0.01）。
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图2.10  不同年龄雌性中华鲟超氧化歧化酶活力/丙二醛水平
Fig.2.10 Serum SOD/MD activity of captive Chinese sturgeons in different age classes

2.4 讨论
2.4.1 未成熟个体血细胞及血生化参数的性别差异
Winzer等（2001）指出处于性腺发育缓慢阶段比目鱼（Platichthys flesus L）幼鱼的肝细胞抗氧化酶活力与性别没有相关性，Rudneva等（2009）也证实处于性腺发育缓慢阶段的6种不同生态特点的黑海沿海成鱼血液抗氧化酶水平与性别不相关，但是建议在鱼产卵期间，雌雄参数值应分别建立。本文结果显示，未成熟个体（性腺发育大约至Ⅱ期初到中期）的抗氧化酶水平性别间没有显著性差异，说明雌雄鱼差别不大，可以建立同一参考值。
以往的研究结果表明，实验选材时间短或者仅仅一次取材得到的雌鱼和雄鱼红细胞参数比较的结果存在局限，可能出现不同的结果（赵海鹏，2008）。为了降低取材方法对结果的干扰，本章实验中，在不同的季节多次取材比较，以准确的反映性别之间的差别。检测结果显示，在各季度，F1-2001红细胞参数在各月份的变化趋势比较一致，雌鱼和雄鱼各参数间无显著性差异。本文与Barnhart（1969）对未成熟虹鳟的血液参数性别间比较的结论基本相同。一般认为，造成雌雄鱼类红细胞常数值差异的主要原因是性激素的作用，即繁殖和繁殖前、后期差异显著，意味着处于性腺发育迟缓期的未成熟个体性激素水平可能在雌雄间差异不显著，因此，雌雄间的红细胞常数值受到的影响不大。但是未成熟鲢的主要血液生理参数在不同性别间差异显著（林光华和张丰旺，1998）。这也说明，雌雄间是否有差异具有种属特点，即不同种类可能情况不同。
F1-2001不同性别间的DLC没有显著性差异，这与赵海鹏（2008）的研究结果比较一致。对未成熟的鲢研究则表明，白细胞总数和DLC在雌雄间差异显著（林光华等，1998）。张西瑞等（1995）认为鲤科鱼类性别引起的各类白细胞计数的差异具有不确定性，即鱼的DLC在性别间的差异具有种属特点。
从表2.4可以看出，雌性A/G、TG、UA、P3+、Mg2+、Fe2+、ALT、AST、CHE的三次测定结果均低于雄性，而CHO、BUN高于雄性，但没有显著性差异。Asadi等（2006a）对未成熟波斯鲟（Acipenser persicus）的研究结果显示，雌性CR、ALT低于雄性，ALP、CK高于雄性，且有显著性差异，而Ca2+、BUN、ALT较雄性稍低，Mg2+、CHO、AST较雄性稍高，但没有显著性差异。未成熟欧洲鳇（Huso huso）的雌性GLU、P3+、ALB、GLB显著低于雄性，Ca2+、TP、BUN、UA、Mg2+虽然较雄鱼低，但没有显著性差异，CR、ALP与雄性相差不大（Asadi et al.，2006b）。这些研究结果并不完全一致，说明未成熟的雌雄鱼生化参数的差异性与鱼的种属特点相关，也可能与实验鱼性腺发育的具体时期及性激素水平的种属特点有一定关系。中华鲟达到性成熟的时间长，性成熟前性腺发育迟缓，性激素雌雄间差别可能也不大，血液参数雌雄鱼差别不显著。当然，这也有待进一步的研究证实。
2.4.2 年龄对中华鲟血细胞及血生化参数的影响
对人的研究表明年龄与抗氧化力存在相关性。人衰老后抗氧化酶活力下降，氧化应激产物增加，或者各种原因引发氧自由基产物增加，清除率下降时也将引发衰老等（孙存普等，1999； 周强等，2002)。而年龄对鱼抗氧化力的影响却鲜于报道，且研究结果存在不同。已有研究表明鱼年龄对抗氧化力活性影响的差别较大,各种鱼抗氧化力水平随年龄增加升高、降低或不变化(Rudneva et al.，2010；Wdzieczak et al.，1982)。鱼的生理和生态特点都会影响抗氧化力活性，但是底栖鱼类由于生活环境和食物来源及食物种类稳定，对抗氧化力的干扰相对较弱，可以更准确的说明年龄对抗氧化力的影响程度(Rudneva et al.,2010)。水族馆养殖环境稳定，鱼类受到的干扰小，因此，可以比较准确的表现抗氧化力在不同年龄的活性。
实验中，随年龄增长，SOD比较稳定，随年龄小幅度增长，各年龄组间没有显著性差异。Sanz等（2001)对0，1，2，3，5+龄的纳氏鲟研究发现，仅血浆SOD在5+时升高。而Rudneva等（2010)发现游泳慢的底栖鱼类血细胞SOD随年龄升高而降低，可是活动性强的鱼类多保持稳定。活动性强的鱼类为了抵抗大量的活性氧产物，有可能在一生中保持比较高和稳定的SOD活性（Martinez-Alvarez et al.，1997)。随年龄增长，中华鲟的活动力增加，也有可能保持较高的SOD水平以抵抗氧自由基的损害。性成熟期间抗氧化力水平一般也会受到影响（Martinez-Alvarez et al.，1997；Otto and Moon，1996)。而此实验鱼为4~12龄，尚未达到性成熟。因此，不存在性成熟的影响问题。
随年龄增长，实验鱼MDA水平降低，表明脂质过氧化反应的程度逐渐下降。这可能是由于随年龄增加SOD少量升高的结果。另外，SOD/MDA明显增加也表明随着年龄的增加，处于旺盛生长期的中华鲟抗氧化力在逐渐增强。
SOD将氧自由基催化生成氧分子和过氧化氢，一部分过氧化氢以及脂质过氧化物将被GPX还原成相应的水和醇。实验鱼SOD活性变化不显著，而MDA水平随增龄明显降低，因此，GPX将随增龄降低。这也说明抗氧化酶之间协同作用，共同保持机体的稳定，而SOD在抗氧化过程中起主要作用，主要决定机体抗氧化力强弱。
以上提示使用抗氧化力作为监测环境和中华鲟健康情况的参数时，应考虑因年龄不同可能造成的差异，对不同年龄分别建立参考标准。
不同年龄组各季节的比较结果表明，随着年龄增长，RBC、Hb总体呈上升趋势，且RBC增值比例大。另外，年龄较小的F1-2001（10龄）增幅明显高于年龄稍大的F1-1998（13龄）。而实验鱼生物学监测结果显示，在实验期间，F1-1998的平均体长和体重增长率均大于F1-2001。发育不仅是体长和体重的增长，也包括器官、系统等达到成熟的过程。以上结果说明中华鲟身体发育较体长和体重的增长对红细胞参数的影响可能更大，当前F1-2001的发育速度快于F1-1998。人工养殖施氏鲟的RBC、Hb、Ht呈现随年龄增长而升高，且达到性成熟前Hb和Ht的增幅随年龄增加而减低的趋势（章龙珍，2006），但是各龄增幅明显高于本实验结果。这也可能是因为施氏鲟性成熟年龄和体型远远小于中华鲟，所以发育速度相对较快所致。
由于中华鲟达到性成熟的年龄长，个体大，在性成熟前的这一长期发育过程中，包括体长、体重的增长，也包括身体内部器官、系统的发育等。通过以上分析，推测中华鲟达到性成熟的时间可能受发育时间的影响较大，而发育时间可能与养殖和营养条件相关。因此，监测红细胞参数可以较准确的反映和评价中华鲟的发育情况。
本文对不同年龄组的连续监测结果显示，红细胞参数各龄间随年龄增加而升高的幅度较各龄组随季节推移上升的幅度小，而且在实验始末，较低年龄组（10龄）的红细胞参数值都高于高年龄组（13龄）。这有可能是因为实验鱼迁至海洋馆的养殖时间不同，10龄和13龄分别在2005年和2008年迁至海洋馆养殖，而迁入前营养水平和生长基础不同所致。因此，红细胞参数也更易于受养殖条件影响。这也提示红细胞参数不仅可用于监测中华鲟发育的参考指标，也可用于对养殖条件评价的参考指标。
米瑞夫（1982）等对草鱼的研究表明，草鱼Lym表现随年龄增加而显著下降的趋势，章龙珍（2006）对施氏鲟的研究也表明，随年龄增长，Lym的含量逐渐下降，而Neut、Baso、Mon呈上升趋势。本章研究中，各年龄组DLC没有显著性差异，Neut和Lym差别不大，13龄较5龄和10龄稍低，而Eos13龄较5龄和10龄稍高。另外，本文结果显示，各年龄组各种类白细胞比例依次为：Neut > Lym > Eos > Mon，而且Neut比例达50%左右，说明Neut在中华鲟的非特异性免疫中占主要作用。林光华等（1998）提出淡水鱼类的白细胞以Lym为主是普遍规律，白细胞分类计数包括Neut高而Mon低，Neut低而Mon高，Neut和Mon都高三种情况。赵海鹏（2008）对铜鱼、圆口铜鱼、长鳍鮈鱭的研究显示，除血栓细胞外，Neut > Lym > Mon。施氏鲟的白细胞分类计数以Lym为主，Neut和Mon均低，而Baso含量高（章龙珍，2006）。中华鲟不属于上述5类中的任何一类，这说明鱼类的白细胞分类计数可能存在多种形式。
本章实验结果显示，K+、Na+、Ca2+在各龄间没有显著性差异，Cl-、Fe2+随着年龄的增加而上升，5龄组显著低于10龄和13龄，Mg2+、P3+则表现与Cl-、Fe2+相反的规律。总体而言，血液中的无机离子，5龄与10龄和13龄差别较大，而10龄和13龄差别较小。这有可能是与大年龄的中华鲟渗透压调节机制发育得更加成熟有关。Asadi等（2006）对达性成熟和未成熟的波斯鲟研究显示，无论雌鱼和雄鱼组，Ca2+和Mg2+无显著性差异。Martem’ Yanov（2001）认为血浆Ca2+和Mg2+一般比较稳定。有关施氏鲟的的研究表明，K+、C1-、Mg2+在1龄到5龄都没有发生明显的变化，各年龄组无显著性差异，Ca2+、P3+、Fe2+离子变化无规律。这与本章研究结果都有所不同。
血清TG随着年龄的增长而升高，各年龄组间无显著性差异。已有研究表明即将成熟的中华鲟，每年7~8月进入长江口，溯江而上，期间停止摄食，依靠体内脂肪提供运动的能量并完成性腺的最后成熟（邓中粦等，1985），说明脂肪的积累非常重要（章龙珍，2007）。本章实验中，TG随年龄的升高呈稳定的上升趋势，说明体内的脂肪也在逐步的积累。因此， TG也可以用于评价中华鲟发育水平的参考指标之一。
性成熟的亲鱼较幼鱼TP、GLB明显升高，这与性腺发育过程中蛋白质合成作用加快有关（章龙珍，2007）。本章中的实验鱼尚未达到性成熟，性腺还没有到达快速发育阶段，因此TP、GLB在各龄差别不大。GLU、ALB、CHO一般受营养水平和疾病、环境的胁迫等影响较大（周玉等，2001；章龙珍，2007），海洋馆养殖条件稳定，因此这些参数在各龄间差异不显著。
检测结果显示，中华鲟BUN低于已报道的闪光鲟（3.5 mmol/L）（Korjuev，1938），高首鲟（1~1.1 mmol/L）（Urist et al.，1967），施氏鲟（1.78 mmol/L），CR的水平与以往报道的其它鲟种的水平相似，UA高于欧洲鳇（1.66±0.18~1.79±0.27 mmol/L)。施氏鲟和波斯鲟BUN随年龄的增长而降低，CR表现不规律的变化。本章结果也表明中华鲟BUN随年龄的增长而降低，但没有显著性差异，CR随年龄增长呈不规律的变化。UA随年龄的增长降低，并且5龄显著高于10龄和3龄。BUN、CR、UA是指示肾脏功能的主要指标，以上结果提示各龄中华鲟的肾脏功能差别较大，指标的参考范围也应分别建立。另外，波斯鲟盐度适应期间肾脏结构和功能改变，个体较大的幼鱼渗透压调节能力较强（Kazemi et al.，2003）。各龄中华鲟以上参数的差别可能与渗透压调节机制的发育有关。
各龄血清酶呈现随年龄升高而下降的趋势。施氏鲟1~4龄AST、ALT随年龄增加而下降，ALP则没有明显规律（章龙珍，2007）。AST、ALT、CHE、ALP等不仅存在于血浆中，在肝脏、、心脏、鳃、肾脏、肌肉和其它器官中也存在。这些酶指标的异常通常对器官功能的异常提供有效的指示作用（Celik，2004），如ALT主要存在于肝细胞胞浆中，由于该酶在肝中活性最高而在血清中活性极低，所以，只要有1%的肝细胞发生坏死或细胞膜通透性增强，即可导致血清ALT活性急骤增高（王昆，1989），它是肝脏疾病诊断最灵敏的酶学指标之一。鱼类代谢能源不仅来源于糖，还来源于蛋白质等常量营养元，因此，在氨基酸代谢过程中有重要作用的酶的活力水平表明了各生理阶段或者各种生理情况下的活力情况。各龄间酶学参数的差异，特别是5龄与10龄和3龄差异更显著，说明各龄间蛋白质等代谢强度存在差别，5龄生长快且代谢旺盛，发育情况显著不同于10龄和13龄。
测定结果还表明中华鲟的酶参数，特别是ALT、AST、ALP个体差异幅值不大，周年变化的幅值也不大，可以考虑作为中华鲟的正常血液常数值。
2.4.3 血细胞和血生化参数的季节变化
天然水域中，受季节交替影响，环境因素大多会发生复杂的变化，如水温、光周期、食物丰度等，环境因素改变后又会引起鱼的代谢强度和活动性等发生改变。因此，探讨天然和半天然水域季节变化对鱼类血液参数的影响时，很多是围绕这些因素研究。鱼类的性腺发育和繁殖也具有季节性，也会对血液参数产生一定的影响（林光华和张丰旺，1989，1991；Pickering，1986）。考虑到季节变化影响因素的复杂性，处于不同发育阶段鱼的红细胞参数在不同季节变化的具体原因也待进一步明晰（赵海鹏，2008）。海洋馆全人工环境比较稳定，因此，季节交替引起的中华鲟红细胞参数变化主要受鱼的内在节律影响。
红细胞参数随着检测时间的推延呈现上升趋势，Hb在12月时出现波动。对虹鳟鱼的实验表明，血红蛋白量、血细胞比容、平均红细胞血红蛋白含量受温度影响不明显，而受季节交替中食物、代谢水平、活动性的影响更大（Dentont and Youse，1975）。海洋馆环境不存在天然水体季节交替带来的温度、光周期、食物等外在因素的变动，由此Hb的波动更受中华鲟内在节律的影响。以往研究证实，血液中的Fe2+主要以Hb的形式存在，二者变化应该是一致的（张贤刚，1991）。本章研究中，Fe2+与Hb的变化趋势十分类似，也在12月出现明显的波动。
Pickering（1986）对繁殖洄游的褐鳟不同季节的血细胞研究显示，繁殖洄游的雄鱼血细胞数量在10~12月升高，这可能与抗病力和呼吸变化相关。中华鲟DLC在各季度间总体比较平稳，在12月出现小幅波动，主要是Neut上升，Lym下降。Neut属于非特异性免疫细胞，Lym在机体特异性免疫过程中起重要作用，Neut上升Lym下降说明实验鱼的非特异性免疫在增强。另外，BUN、CR、UA、AST、CHE、TBA也在12月出现波动。BUN、CR、UA是蛋白质代谢的终产物，鱼类蛋白质代谢的各种终产物主要通过鳃排泄，少部分通过肾脏经尿的形式排泄，因此，这些指标的变化一方面指示肾脏功能发生变化，另一方面也可能说明鳃排泄发生相应的改变。AST、CHE、TBA等主要用于肝脏功能的指示指标，说明肝脏的代谢在12月发生波动。天然水域中，在12月份，繁殖洄游的中华鲟进入长江不久，血液参数波动有可能与中华鲟季节性繁殖洄游有关。
林光华和张丰旺（1991）对革胡子鲶血液常数值的周年监测结果显示，雌性的周年变化比雄性明显，在6~8月繁殖季节更显著，因此认为，繁殖对血液常数值的变化是有影响的，特别表现在雌鱼。中华鲟血液理化参数显示雌鱼波动比雄鱼更明显，12月雌鱼RBC、HGB、TP、GLB等值波动，而雄鱼仅Lym、GLU明显波动。如果这确实与中华鲟季节性繁殖洄游有关，那么雌鱼受到的影响可能更明显。
另外，12月份的波动也表明中华鲟的机体代谢处于不稳定时期，这也提示体检和实验应尽量避开此季节以降低对鱼类的胁迫，同时，也可提高检查结果的准确性。
2.5 小结
本章对4个年龄组未成熟个体的血细胞和血生化参数比较，得出以下结论：
1.未成熟中华鲟的血细胞参数、血生化参数不同性别间差别不明显，雌雄鱼可以设立共同的参数值。
2.年龄增长对中华鲟抗氧化力、红细胞参数、血清生化参数影响较大，应对不同年龄划分不同的标准。
3.RBC、Hb、Neut、Lym、Fe2+、BUN、CR、UA、AST、CHE、TBA在12月波动，提示中华鲟正处于生理变化活跃的时期，有可能与其季节性洄游有关。养殖、实验操作等均应充分考虑这个因素，以提高养殖的安全性和实验结果的准确性。 

4.指标推荐使用建议：
白细胞分类计数个体差异幅值不大，周年变化的幅值也不大，可以作为中华鲟的血液常数值，用于中华鲟疾病诊断的主要参考指标。
RBC、TG可用于发育水平的指示指标，也可用于营养水平的参考指标；CHO、GLU、ALB可用于营养水平的指示指标；ALT、AST、ALP、CHE可用于脏器特别是肝脏功能的指示指标，而K+、Na+、Ca2+、CL-、Mg2+、P3+等离子指标个体差异幅值不大，周年变化的幅值也不大，与酶学指标可一起用于中华鲟疾病的主要参考指标；TP、GLB、Hb、Fe2+有可能用于性成熟的指示指标。
第三章 野生繁殖群体的血细胞及血生化特征
3.1 前言
从1981年至1999年的19年间，中华鲟的幼鲟补充群体和亲鲟补充群体分别减少了80%和90%左右（柯福恩，1999）。为了更好地保护中华鲟，需要开展一些异地保护研究。北京海洋馆具有先进的技术和饲养条件，在珍稀濒危水生动物的保护方面可进行一些有益的探索（刘鉴毅等，2006a）。长江水产研究所和北京海洋馆于2007年在北京海洋馆开展了产后野生中华鲟的驯养实验，突破了技术瓶颈（张晓雁，2007），初步建立了产后野生亲鲟的康复技术。将野生成熟中华鲟在水族馆中长期驯养成功，进而实现其性腺的再次成熟对于中华鲟的异地保护将是一个重大的突破（刘鉴毅等，2006a）。
第二章对未成熟中华鲟的血细胞和血生化特征进行了摸索和总结，筛选出用于评价发育、营养水平、健康情况的指标。这些指标是否也同样适用于成熟中华鲟？另外，第二章研究显示未成熟中华鲟多项血液参数在12月出现波动，可能与季节性繁殖洄游有关。这些提示豢养成熟中华鲟性腺二次发育的周期性如何？它们的血液参数与性腺发育成熟度有何关系？哪些血液指标可以指示性腺发育？了解豢养成熟中华鲟卵巢发育程度与血液参数关系，不仅为野生亲本的健康养殖和重复利用提供理论依据，也对养殖中华鲟性成熟期间健康和发育监测提供借鉴。
本章对5尾野生雌性成熟中华鲟的血液参数和性腺发育进行了连续观测，对再次达到性成熟个体与天然水域繁殖洄游个体的血液参数做了比较，并对不同性别产后野生中华鲟血液参数的差异进行了探讨。
3.2 材料与方法
3.2.1 实验动物及饲养管理
本章研究中的5尾雌性成熟中华鲟均在北京海洋馆养殖，是长江水产研究所于2004~2008年在长江宜昌江段科研捕捞的亲本，捕获时的年龄估计不低于20龄。捕获后暂养于湖北省荆州市中华鲟增殖放流基地，1尾性腺发育超过最佳催产时机，没进行人工繁殖，其余3尾进行了人工繁殖。产后中华鲟经过3~6个月的暂养和调理后，使用专用运输箱经20余小时的路运迁至北京海洋馆饲养。捕获和迁移至海洋馆时的详细信息列于表3.1。
表 3.1豢养雌性成熟中华鲟的初始信息
Tab.3.1 Initial information of the captive female Chinese sturgeons investigated in this study

	馆养编号
Specimen

identification
	来源
Capture date 

& site
	人工繁殖情况
Information
of propagation


	到馆时间
Date at arrival
	到馆全长(cm)

Total length at arrival (cm)
	到馆体重(kg)

Total weight at arrival (kg)

	W1#


	2004年10月12日在宜昌江段捕捞
	性腺过熟，未经人工催产繁殖
	2005/4/3


	320
	222

	W29#


	2005年11月9日在宜昌江段捕捞
	经人工催产繁殖
	2006/1/13


	340
	260

	W31#


	2006年10月30日在宜昌江段捕捞
	经人工催产繁殖
	2006/12/15


	344
	207

	W42#


	2008年10月30日在宜昌江段捕捞
	经人工催产繁殖
	2008/12/15


	345
	193

	W43#


	2008年10月30日在宜昌江段捕捞
	经人工催产繁殖
	2008/12/15


	355
	235


4尾野生中华鲟（W29#，W31#，W42#，W43#）经过插管促进摄食训练（张晓雁等，2007），都可以主动摄食潜水员投递到口中的食物。采用隔日上午投喂。连续监测中华鲟的生长，采用的方式如下：潜水员每月在水下测量鱼的围度，每季度捕捞测量中华鲟的体重和全长。按照每尾鱼生长情况调整食物量。由于中华鲟均已达到成熟，在产后康复后，体长生长比较缓慢，体重一般比较稳定，因此食物量变化不大。
饲料鱼以售卖的冷冻多春鱼（Mallotus villosus）和斑尾刺蝦虎鱼（Acanthogobius ommaturus）为主，长度一般介于15到25 cm，偶尔也会补充鲜活的大泷六线鱼（Hexagrammos otakii）、牙鲆（Paralichthys lethostigma）和鲫鱼（Carassius auratus）等。鲜活饵料的处理主要有致死、冷冻两种方式。
养殖设施和维护同第二章研究方法所述。
3.2.2 捕捞训练
由于成熟中华鲟个体大，为了使捕捉过程顺利，降低捕捉操作的时间和鱼的应激反应，潜水员在日常喂食时同步进行亲和接触外，在捕捉体检前对每尾鱼做亲和测试，结合测试结果和测试鱼平常对潜水员的行为反应，制定训练计划，训练历时3周。训练的步骤如下：
1）亲和训练：采用水下跟游，轻轻抚摸、拍打、按压体表的方法，加强潜水员和训练鱼之间的亲和性。此训练进行一周。通过这个阶段的训练对每尾鱼的行为反应特征进行评价，然后对每一尾鱼制定适合的操作方案。
2）带领训练：带领鱼前往指定位置，到达指定位置后，在指定区域停留几秒。此训练历时一周。
3）进入担架的训练：在训练开始前先将捕捉担架平铺在捕捉位置。做好准备工作后，潜水员带领目标鱼进入担架，并在担架上停留几秒。通过这个训练使目标鱼逐渐适应担架内部的环境，减低捕捉时目标鱼进入担架的应激，同时提高捕捉成功率。
通过训练，目标鱼在带领过程中行为比较平稳，可以比较顺利地进入担架。
3.3.3 样品的采集与测定
方法同第二章所述。
性腺检查：采用卵巢穿刺检查的方法，对中华鲟进行活体取样，利用肉眼和显微镜进行性腺发育时期的鉴定，性腺分期方法按陈细华（2004年）对中华鲟的性腺分期方法。天然水域野生雌性中华鲟卵巢发育至Ⅲ期初到中期，人工养殖野生雌性中华鲟卵巢在不同的检查时间发育至Ⅱ期到Ⅳ期中不等。
3.3.4 统计分析
数据通过统计软件SPSS13.0进行分析处理。结果为平均值±标准差。利用方差分析（one-way ANOVA）分别检验不同年龄和同一年龄不同季节血细胞参数的差异显著性，利用S-N-K法进行多重比较。使用Independent Two-Sample T Test检验不同性别间血液参数的显著性差异。显著性水平设为0.05。
3.3 结果
3.3.1 豢养雌性成熟个体性腺二次发育的周期
分别在2007年8月，2008年12月，2009年7月和12月，2010年8月和12月，2011年3月对5尾豢养成熟雌性中华鲟的性腺发育情况进行检查，期间对形态每天观察，每月测量围度，中华鲟性腺再次发育的情况见表3.2。4尾中华鲟性腺二次发育，其中W1#性腺发育2次。4尾中华鲟性腺二次发育的间隔时间中有2次为2年，2次3年，1次1年。性腺再次发育间隔时间的长短与中华鲟在人工驯养条件下身体健康情况相关。二次发育间隔2年的中华鲟到达海洋馆后在1个月内即主动摄食，且身体健康情况较好。W1#在第一次性腺发育至Ⅳ期初历经20个月，没有进行人工繁殖和环境因子调整等干预，性腺退化，相隔1年后性腺再次发育。性腺发育间隔大于等于3年的中华鲟（W29#，W42#，W31#）都是产后身体恢复较慢的个体，W29#是在海洋馆产后康复训练的第一尾野生中华鲟，由于促进摄食实验摸索时间较长，其在海洋馆养殖6个月后通过插管促进摄食训练达到主动摄食，身体逐渐康复；W42#到馆后近1个月主动摄食（与43#相当），但是一侧的鳃呼吸异常，经4个月医疗逐渐康复；W31#通过1年插管促进摄食达到主动摄食，在4年多的养殖期间性腺一直没有再次发育。
性腺检查显示，二次发育的成熟中华鲟在8月左右性腺开始进入快速发育阶段（性腺发育至Ⅱ期末左右），同期目测观察腹围开始增大。性腺再发育期间正常摄食的中华鲟一般经1年时间性腺发育达Ⅲ期初，慢于性腺再发育期间停食的W1#的发育速度（性腺发育接近Ⅳ期初的时间为12个月），但是继续发育到Ⅳ期初或中期的时间仅为4个月左右。
豢养成熟中华鲟性腺从开始快速发育（约Ⅱ期末）至Ⅳ期初至中期大约需要两年左右的时间，W1#第一次性腺发育至退化延时21个月，第二次为18个月，W29#为16个月，W43#也大于12个月（至本章实验结束）。
表3.2豢养雌性成熟中华鲟性腺再次发育的信息
Tab 3.2 Information of the gonad redevelopmentin the female captive Chinese sturgeons in the Beijing Aquarium
	鱼编号
	捕捞时间
	性腺再次发育的时间和形态
	性腺再次发育的间隔时间
	性腺快速发育经历的时间

	Fish
	Capture date
	Date and shape of the redeveloped females
	Intervals between the gonad redevelopment
	Period of gonad significant redevelopment

	W1#
	2004年10月
	2006年8月开始拒食，腹部逐渐膨大，2007年8月性腺发育至接近Ⅳ期初（卵长径3.2mm），2007年10月恢复摄食，至2008年5月腹围平稳，6月腹围减小，性腺退化；2009年9月底腹部开始膨大，2009年12月性腺发育至Ⅱ期末，2010年8月性腺发育至Ⅲ期初，12月Ⅳ期初（卵长径3.3mm），2011年3月开始退化。
	第一次：2年；第二次：1年
	第一次：21月；第二次：18月

	W29#
	2005年11月
	2008年8月腹部开始膨大，2009年7月性腺发育至Ⅲ期初，12月性腺发育至Ⅳ期中（卵径4.97mm*4.37mm）。
	3年
	16月

	W31#
	2006年10月
	性腺一直没有再次发育。
	
	

	W42#
	2008年10月
	2011年8月性腺发育至Ⅱ期末。
	3年
	

	W43#
	2008年10月
	2010年8月性腺发育至Ⅱ期末，腹部逐渐膨胀，2011年8月Ⅲ期初。
	2年
	 > 12月


3.3.2 豢养雌性成熟个体血细胞参数的季节变化
不同季节豢养雌性成熟中华鲟血细胞结果见表3.3。RBC 8月到次年3月逐渐上升，次年8月明显降低，数值高于2010年8月同期水平，且组内变异系数呈现较相似的变动趋势（14%，19%，36%，25%），但是各季度间没有显著性差异。W1#和W43#的RBC 3月明显增高，2011年8月虽然下降，但高于12月水平。W42#和W31# 12月小幅上升后逐渐下降，至8月基本恢复到上年同期水平（图3.1）。
如图3.2所示，Hb12月明显减低，3月快速增高，到2011年8月恢复至上年同期水平。组内变异系数在3月达到最大（21%，21%，43%，34%），各季度间没有显著性差异。W1#和W43#的Hb12月明显下降，W43# 3月显著上升，2011年8月虽然降低，但仍高于上年同期，W1#逐渐上升，8月仍低于上年同期。W31#和W42#Hb值各季度比较稳定。
Ht各季度间比较稳定，变化不大。各尾鱼在12月都出现了小幅波动，然后逐渐恢复至初始水平（图3.3）。
豢养雌性成熟中华鲟白细胞以Neut和Lym为主，除12月Neut明显高于Lym外，8月和3月Neut和Lym间差别不大。与红细胞参数不同的是各尾鱼Neut的季节变化趋势比较一致，均在12月显著上升，高于8月和3月，且有显著性差异，而8月和3月没有明显差别。Lym各尾鱼变化趋势也比较一致，与Neut相反，12月明显下降，与8月和3月有显著性差异。Eos比例一般低于15%，12月波动后逐渐恢复。W1#和W43#的变化趋势较一致，12月下降后逐渐恢复，但各季度间没有显著性差异。单核细胞在实验期间只偶尔可见。
表3.3 豢养雌性成熟中华鲟血细胞参数的季节变化（n=4）
Tab.3.3 Seasonal changes of the hematological parameters in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium (n=4)
	参数

Parameters
	2010/8
	2010/12
	2011/3
	2011/8

	红细胞检测项目Erythrocyte parameters
	红细胞计数 (1012/L)

RBC (1012/L)
	0.51±0.07
	0.69±0.13
	0.89±0.32
	0.65±0.16

	
	血红蛋白 (g/L)

HGB (g/L)
	97±21
	77±16
	109±47
	94±32

	
	比积

Ht
	0.39±0.08
	0.36±0.12
	0.36±0.08
	0.37±0.01

	白细胞分类结果（%）
DLC (%)
	嗜中性粒细胞

Neut
	50±3
	61±5a
	44±6
	48±2

	
	淋巴细胞

Lym
	43±3
	33±8a
	48±5
	46±3

	
	嗜酸性粒细胞

Eos
	6±4
	5±5
	6±4
	6±2

	
	单核细胞

Mon
	1±1
	1±1
	2±1
	0
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图3.1 豢养雌性成熟中华鲟红细胞计数的季节变化
Fig. 3.1 Seasonal changes of the RBC in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.2 豢养雌性成熟中华鲟血红蛋白的季节变化
Fig. 3.2 Seasonal changes of the Hb in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.3 豢养雌性成熟中华鲟红细胞比积的季节变化
Fig. 3.3 Seasonal changes of the Ht in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.4 豢养雌性成熟中华鲟嗜中性粒细胞的季节变化
Fig. 3.4 Seasonal changes of the Neut in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.5 豢养雌性成熟中华鲟淋巴细胞的季节变化
Fig. 3.5 Seasonal changes of the Lym in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.6 豢养雌性成熟中华鲟嗜酸性粒细胞的季节变化
Fig. 3.6 Seasonal changes of the Eos in the maturefemale Chinese sturgeons in Beijing Aquarium

3.3.3 豢养雌性成熟中华鲟血生化参数的年、季波动
3.3.3.1 养殖群体的参数状态
如表3.4所示，豢养雌性成熟中华鲟P3+ 2011年明显上升，2011年3月和8月值与2009年和2010年各月份间存在显著性差异。Mg2+ 2011年8月明显上升，高于其它月份，且有显著性差异。UA随时间推移先呈上升趋势，到2010年12达到最高值后下降，2009年5月明显低于其它月份，不同月份间有显著性差异。K+、Na+、Cl-、Ca2+、TP、ALB、GLB、A/G、BUN、CR、ALT、AST、ALP、CHE在年度间和季节间数值变化不大，没有显著性差异。2009年12月和2010年12月，CL-、TG、GLU、UA都出现了小幅波动。
表3.4 豢养雌性成熟中华鲟血清生化参数的年、季变化（n=5）
Tab.3.4 Variations of serum biochemical parameters in the mature female Chinese sturgeons in captivity (n=5)
	参数

Parameters
	2009/5
	2009/7
	2009/12
	2010/8
	2010/12
	2011/3
	2011/8

	钾 (mmoL/L)

K+ (mmoL/L)
	3.03±0.49
	
	2.75±0.35
	2.61±0.42
	2.61±0.37
	2.61±0.23
	2.36±0.26

	钠 (mmoL/L)

Na+ (mmoL/L)
	144.13±0.32
	143.93±0.81
	143.76±0.95
	142.73±0.65
	143.58±1.51
	142.97±1.74
	141.07±2.08

	氯 (mmoL/L)

Cl- (mmoL/L)              
	122.43±3.33
	122.66±0.37
	127.03±2.49
	121.55±4.65
	119.88±3.31
	121.78±3.59
	122.13±5.55

	总钙 (mmoL/L)

Ca2+ (mmoL/L)
	2.19±0.64
	2.43±0.79
	2.14±0.39
	2.26±0.42
	1.93±0.13
	1.93±0.09
	2.77±1.72

	无机磷(mmoL/L)

P3+ (mmoL/L)
	2.52±0.23ab
	2.20±0.20a
	2.56±0.16ab
	2.18±0.20a
	2.19±0.32a
	3.01±1.67b
	3.70±0.50c

	镁 (umoL/L)

Mg2+ (umoL/L)
	1.08±0.08
	1.21±0.19
	1.12±0.08
	1.10±0.11
	1.14±0.08
	1.10±0.05
	1.48±0.27a

	血清 (umoL/L)

Fe2+ (umoL/L)
	5.70±2.26ab
	3.36±1.41a
	5.86±2.95ab
	6.03±4.46ab
	4.98±5.21ab
	12.38±3.11b
	5.93±1.32ab

	总蛋白定 (g/L)

TP (g/L)
	40.73±9.88
	44.30±10.68
	48.55±6.45
	49.63±7.77
	53.50±12.89
	49.25±12.23
	49.22±12.88

	白蛋白定 (g/L)
ALB (g/L)
	14.43±9.22
	17.67±11.55
	16.24±7.75
	16.13±4.28
	15.95±3.46
	14.99±3.15
	16.37±6.61

	球蛋白 (g/L)

GLB (g/L)
	26.30±2.50
	26.64±3.99
	32.31±5.91
	33.50±8.87
	37.55±10.71
	34.17±9.77
	33.10±7.09

	白球比

A/G
	0.55±0.35
	0.69±0.51
	0.54±0.32
	0.53±0.28
	0.45±0.13
	0.59±0.32
	0.48±0.13

	总胆固醇(mmoL/L)

CHO (mmoL/L)
	1.78±0.46
	1.27±0.25
	1.19±0.20
	1.93±0.67
	1.75±0.64
	1.74±0.62
	2.34±1.7

	甘油三酯(mmoL/L)

TG (mmoL/L)
	1.68±0.85
	2.67±0.90
	1.17±0.49
	1.40±0.49
	0.90±0.45
	1.54±0.89
	2.42±1.61

	血糖 (mmoL/L)

GLU (mmoL/L)
	1.00±0.26
	1.00±0.15
	1.30±0.53
	1.07±0.22
	0.80±0.65
	1.00±0.48
	1.15±0.31

	尿素氮 (umoL/L)

BUN (umoL/L)
	0.18±0.10
	0.27±0.21
	0.25±0.12
	0.29±0.02
	0.28±0.05
	0.27±0.12
	0.19±0.11

	肌酐 (umoL/L)

CR (umoL/L)
	43.80±1.53
	43.67±0.92
	43.76±2.68
	42.79±2.97
	50.20±8.36
	47.13±5.14
	42.48±4.55

	尿酸 (mmoL/L)

UA(mmoL/L)
	4.01±0.44a
	6.30±2.10ab
	6.02±1.81ab
	8.98±3.06ab
	10.43±3.35b
	9.18±1.35ab
	6.68±2.33ab

	丙氨酸氨基转移酶 (U/L)

ALT (U/L)
	
	
	
	7.63±1.55
	9.75±5.56
	10.70±13.71
	4.00±2.16

	天冬氨酸氨基转移酶 (U/L)

AST (U/L)
	
	
	
	73.00±10.98
	86.75±23.13
	88.25±23.43
	96.00±3.45

	碱性磷酸酶(U/L)

ALP (U/L)
	
	
	
	53.48±27.08
	80.55±72.23
	59.60±6.79
	62.75±8.37

	胆碱酯酶(mmoL/L)

CHE (mmoL/L)
	
	
	
	143.50±57.98
	119.25±15.22
	126.48±29.96
	169.00±44.6


3.3.3.2 养殖个体的参数状态
如图3.7至图4.1所示，W1# Cl-的变化趋势同群体，TG、BUN在2009年7月，Ca2+、ALB、A/G、ALP、CHO在2010年8月，TP、GLB及CR、UA分别在2009及2010年12月，P3+、ALT在2011年3月明显上升，高于其它月份，GLU在2010年12月，BUN在2011年3月，AST在2011年8月明显下降，低于其它月份。其它参数在不同年度间和月份间比较稳定。
W29# Ca2+、Mg2+、ALB、A/G在2009年7月，ALT在2009年12月明显升高，而GLU在2009年12月降到最低值，其它参数在测定的各月份变动不大。
W31# P3+、Mg2+的变化趋势与群体的变化趋势相似，CL-、GLU、GLB、UA、BUN均在12月出现小幅波动，其余参数在年度和季节间数值变化不大。
W42# P3+、Mg2+、CL-类似于31#，Na在12月出现小幅波动，TP、ALB、GLB 2010年各月份的值高于2009年，TG、BUN在2011年3月达到最高值。
W43# P3+、Mg2+的变化类似于群体，且Mg2+在2011年8月上升幅度高于其它个体。Ca2+、TP、ALB、TG、CHO在2011年8月较其它个体也明显上升，CL-、BUN在12月出现小幅波动，CHE在2010年8月和2011年8月均高于其它月份。
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图3.7 豢养野生雌性中华鲟血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+的季节变化
Fig.3.7 Seasonal changes of the serum K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+ in the mature female sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.8 豢养野生雌性中华鲟血清TP、Alb、Glb、A/G的季节变化
Fig.3.8 Seasonal changes of the serum TP、Alb、Glb、A/G in the mature female sturgeons in Beijing Aquarium
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图3.9 豢养野生雌性中华鲟血清CHO、TG、GlU的季节变化
Fig.3.9 Seasonal changes of the serum CHO、TG、GlU in the mature female sturgeons in Beijing Aquarium
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图4.0 豢养野生雌性中华鲟血清BUN、CR、UA的季节变化
Fig. 4.0 Seasonal changes of the serum BUN、CR、UA in the maturefemale sturgeons in Beijing Aquarium
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图4.1 豢养野生雌性中华鲟血清ALT、AST、ALP、CHE的季节变化
Fig. 4.1 Seasonal changes of the serum ALT、AST、ALP、CHE in the mature female sturgeons in Beijing Aquarium

3.3.4 野生与豢养雌性成熟个体血生化参数的比较
卵巢发育至Ⅲ期的野生和豢养雌性成熟中华鲟的血清生化参数相比较（表3.5），Na+、CL-、GLU明显高，且两者有显著性差异；TG明显高， ALT、AST稍低，两者间没有显著性差异；K+、Ca2+、P3+、Mg2+、TP、ALB、GLB、A/G、CHO、BUN、CR、UA两者间差别不大，无显著性差异。
表3.5 野生与豢养雌性成熟中华鲟血生化参数比较
Tab. 3.5 Comparison of serum biochemical parameters between free-ranging and captive mature female sturgeons

	参数

Parameters
	野生雌性中华鲟 (n=7)

Free-ranging females (n=7)
	豢养野生雌性中华鲟 (n=3)

Captive females (n=3)

	钾 (mmoL/L)

K+ (mmoL/L)
	3.17±1.43
	2.75±0.82

	钠 (mmoL/L)

Na+ (mmoL/L)
	171.68±3.21a
	143.41±1.74

	氯 (mmoL/L)

Cl- (mmoL/L)              
	131.62±4.59a
	118.66±3.93

	总钙(mmoL/L)

Ca2+ (mmoL/L)
	4.46±0.83
	3.84±1.32

	无机磷 (mmoL/L)

P3+ (mmoL/L)
	2.91±0.59
	3.15±0.77

	镁 (umoL/L)

Mg2+ (umoL/L)
	1.30±0.17
	1.51±0.33

	血清 (umoL/L)

Fe2+ (umoL/L)
	56.12±2.84
	54.21±10.06

	总蛋白定 (g/L)

TP (g/L)
	26.03±1.62
	25.82±4.7

	白蛋白定 (g/L)
ALB (g/L)
	30.08±1.58
	28.39±8.74

	球蛋白 (g/L)

GLB (g/L)
	0.87±0.05
	0.96±0.31

	白球比

A/G
	2.77±1.55
	2.73±1.97

	总胆固醇 (mmoL/L)

CHO (mmoL/L)
	5.75±2.46
	2.92±1.56

	甘油三酯 (mmoL/L)

TG (mmoL/L)
	2.48±0.37a
	1.03±0.12

	血糖 (mmoL/L)

GLU (mmoL/L)
	0.16±0.08
	0.16±0.12

	尿素氮 (umoL/L)

BUN (umoL/L)
	42.00±2.51
	41.64±3.82

	肌酐 (umoL/L)

CR (umoL/L)
	5.38±2.01
	6.43±3.76

	尿酸 (mmoL/L)

UA (mmoL/L)
	6.47±1.95
	11.37±6.63

	丙氨酸氨基转移酶 (U/L)

ALT (U/L)
	69.08±41.17
	109.13±66.08

	天冬氨酸氨基转移酶 (U/L)

AST (U/L)
	365.77±245.15
	±

	碱性磷酸酶 (U/L)

ALP (U/L)
	1.15±0.68
	±


3.3.5 雌雄野生成熟中华鲟血生化参数比较
对不同性别人工催产繁殖的野生中华鲟血液参数进行了比较，由于实验期间获得的雄鱼血样样本较少（n=2），故不能对各生化参数进行统计分析，但从表3.6仍可清楚地看到雌雄鱼各参数的差别：K+、Na+、Cl-、Ca2+、TG、ALT产后雌鱼高于产后雄鱼，GLU雄鱼高于雌鱼，而P3+、Mg2+、TP、ALB、GLB、A/G、CHO、BUN、CR、UA、ALT、ALP、CHE雌鱼和雄鱼间差别不明显。
血清Na+、Cl-、Ca2+、Mg2+、TP、ALB、GLB、A/G性腺发育达Ⅲ期的野生雌性中华鲟明显高于经人工繁殖的产后雌性中华鲟，且有显著性差异。BUN低于产后雌性中华鲟，且二者间有显著性差异（表3.6）。
表3.6 产后野生雌雄鱼及产前野生雌鱼的血生化参数
Tab.3.6 Serum biochemical parameters of post-spawned males (n=2), post-spawned females (n=3), and mature females (n=7) of A. sinensis
	参数

Parameters
	产后雄性野生中华鲟 (n=2)

Post-spawned males (n=2)
	产后雌性野生中华鲟

(n=3)

Post-spawned females (n=3)
	产前雌性野生中华鲟(性腺发育达Ⅲ期) (n=7)

Mature females(Gonad III) (n=7)

	钾 (mmoL/L)

K+ (mmoL/L)
	2.35±0.06
	3.46±1.49
	3.17±1.43

	钠 (mmoL/L)

Na+ (mmoL/L)
	141.35±5.87
	154.07±6.98
	171.68±3.21a

	氯 (mmoL/L)

Cl- (mmoL/L)              
	109.5±0.71
	121.07±9.07
	131.62±4.59a

	总钙 (mmoL/L)

Ca2+ (mmoL/L)
	1.73±0.05
	2.65±0.64
	4.46±0.83 a

	无机磷 (mmoL/L)

P3+ (mmoL/L)
	2.03±0.13
	2.40±0.81
	2.91±0.59

	镁 (umoL/L)

Mg2+ (umoL/L)
	0.74±0.18
	0.81±0.03
	1.30±0.17 a

	血清 (umoL/L)

Fe2+ (umoL/L)
	23.75±5.73
	26.3±1.05
	56.12±2.84 a

	总蛋白定 (g/L)

TP (g/L)
	9.5±1.98
	10.43±1.05
	26.03±1.62 a

	白蛋白定 (g/L)
ALB (g/L)
	14.25±3.75
	15.87±0.93
	30.08±1.58 a

	球蛋白 (g/L)

GLB (g/L)
	0.67±0.04
	0.66±0.04
	0.87±0.05 a

	白球比

A/G
	1.82±1.03
	1.92±0.68
	2.77±1.55

	总胆固醇 (mmoL/L)

CHO (mmoL/L)
	0.97±0.59
	3.96±3.90
	5.75±2.46

	甘油三酯 (mmoL/L)

TG (mmoL/L)
	6.6±1.41
	3.17±1.78
	2.48±0.37a

	血糖 (mmoL/L)

GLU (mmoL/L)
	0.25±0.07
	0.20±0.00
	0.16±0.08 a

	尿素氮 (umoL/L)

BUN (umoL/L)
	39±2.12
	40.50±3.00
	42.00±2.51

	肌酐 (umoL/L)

CR (umoL/L)
	4.55±3.61
	3.87±0.64
	5.38±2.01

	尿酸 (mmoL/L)

UA (mmoL/L)
	4.10±0.57
	6.00±3.64
	6.47±1.95

	丙氨酸氨基转移酶(U/L)

ALT (U/L)
	34.35±7.57
	99.33±62.31
	69.08±41.17

	天冬氨酸氨基转移酶(U/L)

AST (U/L)
	286.70±206.76
	236.4±58.7
	365.77±245.15

	碱性磷酸酶 (U/L)

ALP (U/L)
	1.6±0.99
	3.5±3.52
	1.15±0.68

	超氧化物歧化酶(NU/mL)
SOD (NU/mL)
	
	179.14±31.46
	193.26±8.40

	丙二醛 (nmol/mL)

MDA (nmol/mL)
	
	15.80±12.02
	10.5±4.21

	谷胱甘肽过氧化物酶（酶活力单位）

GPX（酶活力单位）
	
	990.52±98.75
	1255.86±583.13

	超氧化物歧化酶/丙二醛

SOD/MDA
	
	17.07±14.98
	20.47±6.62


3.4 讨论
3.4.1 野生成熟个体的血生化参数特征
K+、Na+、Cl-、Ca2+、TG、ALT产后雌鱼明显高于雄鱼，GLU雄鱼高于雌鱼。由于鱼类应激反应的复杂性，其表型极其多样，有较多层次的参数可以比较和评价鱼的应激程度（刘小玲，2006），如血浆皮质醇水平和血糖（Barton and Iwama，1991）、血浆渗透离子（McDonald and Milligan，1997）等。Barton（2000）对四种鲑鳟鱼类遭受相同应激因子刺激后的应激反应研究结果显示，以血浆皮质醇为参数时，湖红点鲑（Salvelinus namaycush）遭受应激程度最深，而以血糖为参数时褐鳟的应激反应最为强烈。捕捞应激导致金鲷的ALP 、ALT、 AST等酶发生变化，意味着鱼体组织器官的功能受到影响，并且这些参数的改变也表明捕捞期间鱼行为策略产生变化（Wells et al.，1986）。产后雌鱼K+、Na+、Cl-、ALT高于雄鱼，GLU低于雄鱼，可能是雌鱼和雄鱼在不同层次应激反应的表现，Na+和Cl-在维持体内龟解质平衡和渗透平衡中起着重要作用，并且Na+只有在体液中保持一定的浓度，并同其他离子（K+、Ca2+）保持适当比例，才能保证机体神经肌肉处于正常的应激性（沈竑等，1994）。因此，雌鱼可能电解质平衡和渗透压平衡受到影响更大。
Na+、Cl-性腺发育至Ⅲ期的雌鱼高于产后雌鱼。繁殖使亲鱼消耗较多能量，体质弱于繁殖前的雌鱼。一般体质好的鱼应激反应强度更大，因此Na+、Cl-水平较高。
中华鲟的性腺发育主要依赖体内积累的脂肪转化（邓中粦等，1985），成熟卵巢的重量远远大于成熟精巢的重量，因此雌性需要储备更多的能量供卵巢发育和繁殖，因此TG雌鱼高于雄鱼。Ca2+与卵黄蛋白原的合成有关，繁殖后逐步开始降低（Sivastava，1994）。雌鱼和雄鱼产后即采集血液检查，因此雌鱼Ca2+较产前有所下降，但仍高于雄鱼。Ca2+与雌性性腺发育成熟有关，TG与雌性和雄性的性成熟有关，而雌性可能高于雄性。
产后雌鱼Ca2+、Mg2+、TP、ALB、GLB低于性腺发育至Ⅲ期的雌鱼。Ca2+、Mg2+与卵黄蛋白原的合成有关，且性腺成熟时达到最大值，繁殖期间和繁殖后逐步开始降低（Sivastava，1994）。性腺处于快速发育进程的雌鱼Ca2+、Mg2+高于产后雌鱼。重复性周期时卵母细胞发育和性腺成熟的某些阶段完成的期限明显缩短，其中主要依靠原生质生长（滕志珍，1983）。ALB为各种物质的载体，它分解后产生的氨基酸又是体内合成蛋白质的原料，而BUN又是蛋白质的分解产物，性腺发育至Ⅲ期的雌鱼ALB高于产后雌鱼，BUN低于产后雌鱼，主要与卵巢发育期间卵黄蛋白的大量积累有关。球蛋白（GLB）不仅可参与运输磷脂、胡萝卜素、铜、铁等，在机体防御方面也起重要作用。GLB高说明卵巢发育期间可能免疫力增强，这是中华鲟生理的一种保护性反应，也有可能与运输许多激素有关（章龙珍，2007）。
以上表明Ca2+、Mg2+、TP、ALB、GLB的增高和BUN的降低可能与雌性性成熟有关，而TG的快速增高有可能指示接近性成熟的脂肪积累阶段，且雌性可能高于雄性。
3.4.2 豢养雌性个体性腺二次发育的周期节律性
营养状况、代谢水平、应激反应等都可以影响生长激素的作用（林浩然，1996），进而影响能量的储备。繁殖内分泌受下丘脑-脑垂体-性腺轴调控，而年龄、体型、季节等可以诱导下丘脑产生促性腺激素释放激素（GnRH），进而诱导垂体释放促性腺激素（GtH），促进卵巢的发育（Doroshov et al.，1997）。野生中华鲟长期在水族馆驯养，环境稳定，食物充足，因此可能其内在节律促进了性腺的二次发育。
有研究证实，野生雌性鲟鱼的产卵周期一般是1~10年（Holcik，1989），而人工培育鲟鱼的产卵周期主要是两年（Williot et al.，1991；Doroshov et al.，1994），生殖周期长短的差异可能主要由于外部环境因子或者内在的遗传和生理因子的作用（林浩然，2004）。天然水域野生雌性中华鲟的产卵间隔至少是5~7年（余志堂等，1986），偶尔也发现间隔两年的个体（陈细华，2007）。水族馆4尾野生雌性中华鲟在人工驯养条件下5次性腺二次发育，发育的间隔时间1~3年，大多2~3年，说明充足的食物和稳定的环境为其性腺发育周期的缩短提供了必要的条件。
发育成熟而未产卵的卵巢一般会退化至Ⅱ期（Webb et al.，1999；胡红霞等，2007）。W1# 2004年10月从长江捕捞后经检查性腺过熟，未进行人工催产，性腺应退化至Ⅱ期。据已有研究，洄游产卵的野生中华鲟一般7~8月进入长江口，经过约14个月到达产卵场（四川省长江水产资源调查组，1988），期间停止摄食，性腺发育依靠身体储备的能量提供（邓中粦等，1985）。2006年8月W1#腹部膨大，至2007年8月期间停止摄食，检查发现性腺已发育接近Ⅳ期初，其性腺再次发育的起始和经历时间，以及期间的停食行为，基本与天然水域中的野生中华鲟表现一致。其余4次性腺二次发育的过程中，中华鲟均未停食，但是腹部膨大开始的月份却基本相同（7~8月），这说明野生中华鲟经人工驯养后，性腺发育期间的停食行为会改变，而性腺开始发育的季节周期性变化不大。另外，豢养成熟中华鲟经一年的发育，性腺从Ⅱ期末左右达到Ⅲ期。对天然产卵场野生中华鲟的调查也发现，当年不能达到成熟的中华鲟性腺多处于Ⅲ期，他们将在长江停留一年，次年繁育（危起伟等，未发表数据）。因此，豢养成熟中华鲟性腺再发育初期的情况（Ⅱ期末左右到Ⅲ期）基本与天然水域野生中华鲟相似。这与高首鲟（Doroshovet al.，1997）（Acipenser transmontanus）在养殖条件下再次繁殖的月份与其第一次繁殖月份基本相同的结果比较一致。
在鲟鱼性腺快速发育阶段的初期，较高的水温可以促进性腺发育（Webb et al.，1999）。养殖的成熟中华鲟性腺从Ⅲ期初到Ⅳ期初（或Ⅳ期中后期）大约经历5个月左右时间，W1#在第二年8月即发育至Ⅳ期初，这可能也与水族馆长期恒温养殖（2009年至今：21~23℃，2006年~2008年：23~24℃），而且水温高于中华鲟洄游栖息水域（夏季以外的其它季节）的平均水温有关。另外，W1#在第一次性腺再发育期间的停食可能也同步促进了性腺的发育，而未停食中华鲟的营养继续摄入也可能有促进性腺发育的作用，这有待进一步的研究证实。
3.4.3 野生与豢养雌性成熟个体血生化参数的差异
以上研究提示Ca2+、Mg2+、TP、ALB、GLB、BUN可能与性成熟有关，性腺发育到Ⅲ期的野生与豢养雌性成熟中华鲟的血清K+、Ca2+、P3+、Mg2+、TP、ALB、GLB、A/G、BUN、CR、UA、ALT、AST、ALP、CHE差别不明显。二者血液参数的比较结果说明豢养成熟中华鲟的健康和发育情况良好。这也进一步证实北京海洋馆的养殖条件可以满足产后野生中华鲟康复的环境需求，并且满足性腺二次发育的条件。TG野生中华鲟高于豢养成熟中华鲟，也可能由于性腺发育期间豢养成熟中华鲟一直没有停食，性腺发育所需要的能量由食物直接提供，因而身体储备的能量较少。
血浆渗透离子和血糖的变化也可作为监测鱼类应激的指标（刘小玲，2006），并且多项研究证实捕捉应激可引起Na+、Cl-、GLU升高（Davis et al.，2001；Wells et al.，1986；Ruane et al.，2001）。在本章实验中，Na+、Cl-、GLU性腺发育到Ⅲ期的野生中华鲟明显高于豢养的成熟中华鲟。在天然水域捕捉中华鲟的延时较长，捕捉引起的应激大。豢养成熟中华鲟长期在人工环境下养殖，捕捉检查前期多进行训练，捕捉时间短（捕捉到采集完血液 ≤ 10 min），因此，捕捉应激的强度明显低于野生中华鲟，这可能是造成以上参数在野生和豢养成熟中华鲟间差异的主要原因。
3.4.4 豢养雌性成熟个体血细胞及血生化特征与卵巢成熟度的关系
W1#和W43#，W31#和W42#的变化趋势较相似。性成熟施氏鲟在生殖洄游期间需要高能量和高水平的氧化代谢，具有较多的RBC和较高的Hb（郑永华，1990）。中华鲟的性腺检查结果表明，W1#和W43# 处于性腺快速发育的不同过程，W1# 2011年3月前处于Ⅲ期初到Ⅳ期初的过程，3月到8月性腺退化，W43#处于Ⅱ期末到Ⅲ期初的过程。因此，推测12月到3月RBC的升高与性腺快速发育有关，这个时段可能是性腺发育的特殊时期，发育速度快，3月到8月RBC数值下降则说明性腺快速发育的趋势相对减缓或转向退化。W31#和W42#在2010年8月到2011年8月尚处于性腺慢速发育阶段（Ⅱ期末前），RBC各月份差别不大，12月的小幅波动可能与中华鲟自身的季节周期性有关。因此，RBC的快速增高与性成熟有关，可以作为指示性成熟的参考指标，受性腺发育季节周期性的影响，3月份左右检测更加准确。然而，这时如果性腺处于初步退化状态，RBC数值仍然会增高，因此，RBC一个指标不能准确地诊断性腺发育的具体情况。
Hb在12月份明显降低，这受W1#和W43#的影响更显著，然后快速上升，特别是W43#上升幅度更大，W1#仅恢复到接近初始水平。Hb12月的波动与第二章对未成熟中华鲟的研究结果较一致，只是性成熟中华鲟波动相对更显著。另外，3月HbW43#高于W1#，Hb的增高能指示性腺继续发育的情况，如果联合使用RBC和Hb诊断性腺发育将会更加准确，而且3月检查更稳定。
Ht值各月份稳定，没有明显的季节波动，受性腺发育影响小，因此推荐将此指标作为健康状况的评价指标。
野生雌性中华鲟Neut与Lym在12月也出现明显波动，Neut比例明显上升，Lym显著下降。与第二章未成熟中华鲟的研究结果基本一致，只是波动程度更大，说明野生成熟中华鲟12月份非特异性免疫增强的趋势大于未成熟中华鲟。各尾中华鲟Neut与Lym的波动趋势一致，提示成熟中华鲟DLC的季节周期性受性腺发育影响不明显。因此，野生中华鲟的DLC可以作为健康状况的评价指标，从3月到8月可以建立同一参考标准。由于本实验监测的间隔周期较长，引起12月份波动准确的起点和终点还需要进一步研究，以期为野生成熟中华鲟的健康评价提供更具体的参考依据。
另外，第二章未成熟中华鲟的BUN、CR、UA、AST、CHE、TBA在12月波动，指示了肾脏功能、鳃排泄、肝脏代谢机能处于调节状态，推测可能与中华鲟季节性繁殖洄游有关。本章研究中豢养雌性成熟中华鲟Cl-、TG、GLU、UA、TP（主要受GLB上升影响）、GLB在两年的12月份都出现了波动，说明中华鲟的机体代谢在这个月份发生变化。已有研究表明，Na+和CL-是血液离子的重要组成部份，分别占阳离子和阴离子的95％以上，对维持血浆渗透压和酸碱平衡，及保持内环境稳定起着重要作用。野生中华鲟Cl-波动说明渗透压调节机制可能发生了变化。对血液参数连续观测过程中中华鲟摄食一直比较稳定，因此，TG、GLU的小幅波动与摄食量关系不大，更可能由于12月份其内在节律调整，引起能量消耗，由此导致数值下降。而且，野生雌性成熟中华鲟体型远远大于未成熟中华鲟，其能量消耗也相应增加。其肝脏和肾脏的调节能力较强，因此，相关参数波动较小。GLB不仅可参与磷脂、胡萝卜素、铜、铁等的运输，在机体防御方面也起重要作用，GLB 12月的上升也表明机体免疫力提高。通过对豢养雌性成熟中华鲟的研究也再次证实中华鲟存在12月份生理调节的节律，这个期间抗病力加强，这与Pickering（1986）对褐鳟的研究结果也比较一致。本章对天然水域野生中华鲟研究发现GLB可能也有性成熟的指示意义，而豢养成熟中华鲟性腺进入快速发育阶段时GLB上升不明显，有可能是因为养殖环境稳定，营养条件好，因此GLB水平一直比较高，对性成熟的指示不明显。
Ca2+、Mg2+、ALB、A/G W29#在2009年7月，W1#和W43#分别在2010年和2011年8月数值明显升高，性腺检查结果也显示这3尾成熟中华鲟此时性腺都发育到Ⅲ期初，而性腺没有二次发育的中华鲟在这个月份以上参数波动不明显，因此，这几个参数的增高对性成熟有比较灵敏的指示意义。由于豢养中华鲟GLB比较稳定，因此，ALB的增高引起A/G明显上升，这与天然水域野生成熟中华鲟表现不同。Sivastava等（1994）对印度囊鳃鲇（Heteropneustes fossilis）肝脏和血清离子等参数的季节变化与性腺发育周期研究也显示，性腺快速发育时Ca2+、Mg2+、P3+、TP有明显的季节变化，主要与卵黄蛋白原的合成有关，并且性腺成熟时达到最大值，繁殖期间和繁殖后逐步降低。这与本章研究的豢养成熟个体参数的变化不完全一样。本章研究显示性腺发育到Ⅳ期初到中期时，Ca2+、Mg2+、ALB、A/G降低，这种差别一方面可能受种属差异影响，另一方面，也有可能与较高的恒温养殖有关，也需要进一步研究证实。
CHE W1#和W43#性腺发育到Ⅲ期，ALT W1#和W29#性腺发育到Ⅳ期时上升明显，但由于监测时间较短，对性腺发育的指示作用可能还需要长期的连续监测才能定性说明。TG W1#和W43#性腺发育到Ⅱ期末和Ⅲ期初时都上升，W1#Ⅱ期末比Ⅲ期初上升明显，而W43#相反；CHO W1#和W43#性腺发育到Ⅲ期上升明显，而W29#不明显（2008年8月性腺发育到Ⅱ期末未监测）。中华鲟的性腺发育主要依赖体内积累的脂肪转化（邓中粦等，1985），TG和CHO的升高可能与初进入性成熟有关，而上升的不同则指明个体性腺发育的节奏有差别。TG豢养中华鲟增高节奏的不同与天然水域性成熟中华鲟不同，可能也与其性腺快速发育期间不停食有关。
P3+在监测期间的波动没有表现出一定的规律，具体波动原因有待进一步研究。K+、Na+、Cl-、CR、BUN、AST等年、季间稳定，受性腺发育影响不大，建议可以作为野生雌性中华鲟健康状况的日常评价指标。
3.5 小结
本章通过对5尾豢养雌性成熟个体卵巢发育成熟度和血液参数长期观测，以及与繁殖洄游的自然群体的血液参数比较，探讨野生成熟个体在人工驯养条件下性腺二次发育的周期，及性腺发育成熟度与血液参数的关系，现将主要结论概述如下：
1．豢养野生雌性成熟个体性腺发育的间隔周期多为2～3年，性腺再次发育有明显的季节性，一般从第一年8月开始，经一年快速发育至第二年8月后达到性成熟（Ⅲ期初），然后性腺继续成熟的速度在个体间有一定差异，可能与性腺发育期间未停食及水温的差异有关。
2．豢养成熟个体的血液指标对再次性成熟阶段的指示意义：Ca2+、Mg2+、ALB、A/G可以作为达到再次性成熟的指示指标；RBC和Hb可以指示性腺开始进入快速发育阶段，中华鲟接近性成熟，而且在3月检查更稳定；TG和CHO可能受中华鲟性腺发育期间不停食的影响，性成熟前后增高的节奏个体间有差异，TG性成熟的范围值低于天然水域中华鲟，建议用于性腺发育诊断的辅助参考指标；GLB性成熟前后数值差别不大，不能指示性腺再次成熟，与天然水域中华鲟不同。
3．应在不同季节建立各自健康状况的判断标准。K+、Na+、Cl-、CR、BUN、AST等指标年、季间稳定，受性腺发育影响不大，建议可以作为野生雌性成熟个体健康状况的日常评价指标。在性腺发育间隔期，可以对RBC、Hb、Fe2+、Ca2+、Mg2+、ALB、A/G、TG、CHO建立统一的健康参考标准。在3月到8月间，野生雌性成熟个体的DLC、TP、GLB、UA、CHE、TBA、GLU比较稳定，也可以作为健康状况的日常评价指标。
4．本章观测结果表明，豢养成熟个体多项血指标在12月波动，与第二章未研究结果较一致，且性腺再次发育的个体波动更显著。推测与中华鲟季节性繁殖洄游有关。12月可能是中华鲟生理调节的特殊阶段，体检等捕捉操作应尽量避开这个月份，以降低中华鲟应激反应对其身体的干扰，另外，也可以使指标值更准确。由于本实验监测的间隔周期较长，引起血液指标12月份波动准确的起点和终点还需要进一步研究，以期为成熟个体健康评价提供更具体的参考依据。
5．捕捉应激对雌雄野生中华鲟影响的层次不同，雄鱼应激反应强烈（GLU明显高），雌鱼渗透压代谢明显改变（K+、Na+、Cl-都升高），这为加深对中华鲟应激反应的认识，制定合理的野生中华鲟救治策略，完善野生中华鲟产后康复技术提供理论依据。另外，本章研究也提示水下训练技术可以明显降低中华鲟的应激反应，不仅使体检的血液指标更加准确，也为中华鲟异地保护的成功提供技术保障。
第四章 青春期养殖个体的血细胞及血生化特征
4.1 前言
鲟科鱼类初次性成熟的时间长，人工养殖对雄鱼和雌鱼的性成熟也有不同影响。在人工条件下，勒拿河西伯利亚鲟雄鱼的生长速度和性腺形成之间几乎是直线关系，性成熟的时间比天然水域中的要快2.5~3倍，而雌鱼在人工条件下性腺和性细胞发育比较复杂，几年内一直处于Ⅱ期（滕志珍，1983）；人工养殖施氏鲟雄鱼5龄达到性成熟，早于自然群体雄性最小性成熟年龄7~8龄，雌鱼4~5龄以Ⅱ期初期卵巢为主，8龄性腺成熟，仅早于自然群体雌性的最小成熟年龄1~2年（孙大江等，2004；高艳丽，2006）。当前北京海洋馆和长江水产研究所养殖的年龄最大的F1-1997个体，部分雄鱼已达到性成熟，雌鱼性腺仍处于慢速发育阶段（大部分发育到Ⅱ期初到中期），接近自然群体雌性性成熟的最小年龄14龄（四川省长江水产资源调查组，1988）。研究青春期中华鲟血液指标的变化特征，对亲鱼的健康培育具有重要意义。
需氧生物在长期进化中建立了抗氧化系统，以及时清除氧代谢过程产生的氧自由基，使机体保持在一定的稳态。当氧化-抗氧化的调控体系失衡时，生物将发生疾病（Martinez-Alvarez et al.，1997）。超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化酶（GPX）是硬骨鱼类主要的抗氧化酶，丙二醛（MDA）是脂质过氧化的终产物，代表机体或组织的氧化水平（Lepage et al.，1991 ；Toguyeni et al.，1997），超氧化物歧化酶（SOD）/丙二醛（MDA）指示抗脂质过氧化的潜在能力，这些参数反映生物体氧化损伤程度和调节能力，可以作为监测环境和生物健康情况的生物标志物（Martinez-Alvarez et al.，1997；Lepage et al.，1991；Toguyeni et al.，1997；Vega-Lopez et al.，2007）。在性成熟过程的不同阶段，抗氧化酶水平与性别的相关性也存在不同（Rudneva and  Skuratovskaya，2009；Winzer et al.，2001；Ran et al.，2007）。因此，可以通过分析性成熟过程对中华鲟抗氧化力的影响，评价鱼体和环境的健康情况。
另外，第三章研究提示野生成熟个体性腺二次发育存在周期性，血细胞和血生化参数也具季节性变化。RBC、Hb、Ca2+、Mg2+、ALB、A/G对雌性再次性成熟具有指示意义，TG对雌、雄野生个体的性成熟可能有指示作用。那么青春期中华鲟的血液参数是否存在类似的指示意义？哪些指标还可以用于健康评价的参考？
本章通过对长江水产研究所厦门中华鲟繁育保护基地中华鲟的性腺检查，对不同性别个体血生化参数比较，及通过对接近青春期雌性养殖个体和豢养野生成熟个体的血细胞和血生化参数比较，以摸清青春期雄鱼的性腺快速发育对血生化参数的影响，探讨雄鱼初次性成熟的指示指标，推测雌鱼青春期血细胞和血生化参数特征。本研究为养殖亲鱼的健康培育提供依据，也为性腺发育综合诊断技术提供基础材料。
4.2 材料与方法
4.2.1 实验鱼与养殖管理
厦门中华鲟繁育保护基地1998年生的中华鲟（简写为F1-1998）在同一养殖条件下饲养，投喂相同的冰冻鲜饲料。养殖池为15m×30m×1.5m的长方形水泥池，水池正中有一排污出水口，养殖水位保持在1.2m。养殖用水为汀溪水库排出水，每日换水1次，日换水量为池中水量的50%，取样期间池中水温21~22℃，溶氧6.0~9.0mg/L，酸碱度7.5。试验样本共19尾，身体健康，体重为（51.1±6.0）kg，体长为（167.9±10.1）cm。
北京海洋馆中华鲟的饲养管理详见第二章。
4.2.2 样品的采集与测定
采用微创手术活体检查的方法，对中华鲟进行活体取样，利用肉眼和显微镜进行性别和性腺发育时期的鉴定，性腺分期方法按陈细华（2004）对中华鲟的性腺分期方法。雌性卵巢发育大约至Ⅱ期初至Ⅱ期中，雄性精巢处于Ⅲ期左右（精巢表面富有弹性，淡粉色。切片上可见到精囊管中大量的初级精母细胞和次级精母细胞，偶尔可见体积更小的精子细胞）。血液样品的采集和测定祥见第二章。[image: image41.jpg]
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Ⅲ期精巢,×400
4.2.3 统计分析
数据通过统计软件SPSS13.0进行分析处理。结果为平均值±标准差。不同性别的血清抗氧化力及性成熟前后的血指标利用Independent Two-Sample T Test检验显著性差异。使用Pearson Correlations分析性腺发育及年龄与抗氧化力水平的相关性。显著性水平设为0.05。
4.3 结果
4.3.1 青春期个体性腺发育对血生化参数的影响
不同性别F1-1998的血生化参数见表1和表2。雌、雄实验鱼的E2无显著性差异，而T和E2/T差异显著，雌性T仅为雄性1/10，而E2/T则约6倍于雄性。雌性中华鲟的SOD、GPX,SOD/MDA水平均高于雄性，但差异不显著，而MDA显著低于雄性，均数约为雄性的76%。雌性和雄性的抗氧化力参数间只有MDA与SOD/MDA之间相关性极显著（r=-0.915，r=-0.818，P < 0.01），其余参数间没有显著相关性。E2、T与抗氧化力参数间无相关性，E2/T与SOD、GPX无显著相关性，而与MDA显著负相关，与SOD/MDA显著正相关，r分别达到-0.635和0.709。
表4.1  厦门基地不同性别F1-1998的养殖中华鲟性类固醇激素和抗氧化力水平
Tab.4.1 Sex steroids and activity of antioxidant enzymes in serum of different sex Chinese sturgeon cultured at Xiamen
	性别
Gender
	E2

(Ng/ml)
	T

(Ng/ml)
	E2/T
	SOD

NU/ml)
	GPX

(酶活力单位)
	MDA

(nmol/ml)
	SOD/MDA

	雌性Femalesn=9
	3.72±

0.23
	0.19±

0.06 a
	20.68±
7.62 a
	173.5±

16.7
	419.7±
236.1
	5.8±1.8a
	32.2±9.9

	雄性Males

n=10
	3.07±

0.99
	1.94±

1.58
	3.36±

3.02
	167.5±

17.5


	396.1±
187.0


	7.6±2.0


	23.5±8.0




注：同一列中参数上方字母不同代表有显著性差异（P < 0.05），相同则无显著性差异（P > 0.05）．
Note: The different letters on the parameters in one row mean significant differences（P < 0.05）；the same ones mean no significant differences（P > 0.05）．
表4.2  厦门基地不同性别F1-1998的养殖中华鲟血生化参数
Tab.4.2 Levels of serum biochemical parameters in different sex Chinese sturgeon cultured at Xiamen

	项目
	♀
	♂
	项目
	♀
	♂

	Item
	（n=9）
	（n=10）
	Item
	（n=9）
	（n=10）

	K+(mmoL/L)
	2.53±0.27
	2.32±0.33
	CHO(mmoL/L)
	1.17±0.26
	1.36±0.31

	Na+(mmoL/L)
	135.30±6.32
	131.60±8.74
	TG(mmoL/L)
	1.49±0.55a
	2.29±0.75

	Cl-(mmoL/L)
	117.30±6.99
	112.72±7.49
	GLU(mmoL/L)
	1.84±0.36
	1.76±0.38

	Ca2+(mmoL/L)
	1.60±0.12
	1.55±0.15
	BUN(umoL/L)
	0.31±0.15
	0.27±0.29

	P3+(mmoL/L)
	2.14±0.27
	2.05±0.22
	CR(umoL/L)
	4.36±1.62
	5.97±4.04

	Mg2+(umoL/L)
	0.84±0.06
	0.88±0.14
	UA(mmoL/L)
	1.18±1.19
	1.70±2.66

	Fe2+(umoL/L)
	5.01±0.77
	6.05±1.91
	ALT(U/L)
	10.13±2.80
	9.11±2.26

	TP(g/L)
	22.29±3.56
	24.36±5.62
	AST(U/L)
	28.00±12.12
	34.4±18.45

	ALB(g/L)
	8.25±1.59
	9.59±2.89
	ALP(U/L)
	238.39±88.82
	258.41±133.69

	GLB(g/L)
	14.04±2.39
	14.78±3.11
	CHE(mmoL/L)
	4.15±1.54
	4.19±1.57

	A/G
	0.59±0.10
	0.65±0.14
	TBA(umol/L)
	0.74±0.34
	0.74±0.34


注：同一列中参数上方字母不同代表有显著性差异（P < 0.05），相同则无显著性差异（P > 0.05）．
Note: The different letters on the parameters in one row mean significant differences（P < 0.05）, the same ones mean no significant differences（P > 0.05）．　
雄鱼TG明显高于雌鱼，且有显著性差异，其余测定的生化参数间没有显著性差异。K+与T呈极显著负相关（r=-0.699，r=-0.695， P < 0.01），ALB、A/G、TP、TG与T呈显著正相关（r=0.707，r=0.729，P < 0.01；r=0.524，r=0.63， P < 0.05）；K+与E2呈显著正相关（r=0.575， P < 0.05），而A/G、CR与E2呈负相关（r=-0.692，r=-595， P < 0.05）；TG与E2/T极显著负相关（r=0.695，P < 0.01）。
4.3.2 接近青春期的雌性养殖个体与豢养成熟个体血细胞及血生化比较
表4.1为豢养雌性成熟个体（处于性腺发育间隔期）和雌性F1-1998养殖个体血细胞及血生化参数的比较。从表中可以看到成熟个体血清Mg2+、TP、GLB、ALP、Ht明显高于接近青春期的养殖个体，且有显著性差异；P3+、RBC、Hb也明显高，但二者间没有显著性差异；A/G、CR显著低于接近青春期的养殖个体（P < 0.05)；K+、Na+、Cl-、Ca2+、ALB、CHO、TG、GLU、BUN、UA、ALT、AST、CHE、TBA及Neut、Lym、Eos的比例，与接近青春期的养殖个体差别不明显。
表4.3雌性成熟个体和接近青春期的雌性养殖个体血细胞及血生化参数比较
Tab.4.3 Comparison of hematological parameters and blood biochemical parameters between the matured and the approaching puberty female sturgeons in Beijing Aquarium

	项目
	成熟个体
	接近青春期个体
	项目
	成熟个体
	接近青春期个体

	Item
	Matured fish
	Approaching puberty fish
	Item
	Matured fish
	Approaching puberty fish

	　
	（n=3）
	（n=5）
	　
	（n=3）
	（n=5）

	K+(mmoL/L)
	2.49±0.03
	2.53±0.17
	CHO(mmoL/L)
	1.49±0.12
	2.33±0.82

	Na+(mmoL/L)
	140.91±2.52
	140.68±3.31
	TG(mmoL/L)
	1.65±0.61
	1.89±0.42

	Cl-(mmoL/L)
	124.65±2.84
	127.28±1.53
	GLU(mmoL/L)
	1.17±0.38
	1.70±0.39

	Ca2+(mmoL/L)
	1.91±0.16
	1.76±0.04
	BUN(umoL/L)
	0.22±0.11
	0.19±0.07

	P3+(mmoL/L)
	3.66±0.60
	2.26±0.14
	CR(umoL/L)
	44.16±3.76a
	51.07±1.99

	Mg2+(umoL/L)
	1.34±0.04a
	1.01±0.03
	UA(mmoL/L)
	5.93±2.2
	6.03±0.79

	Fe2+(umoL/L)
	5.47±1.17
	5.74±1.32
	ALT(U/L)
	3.00±1.00
	5.00±5.15

	TP(g/L)
	44.25±10.05a
	27.33±6.09
	AST(U/L)
	103.67±40.50
	93.60±14.31

	ALB(g/L)
	13.27±2.84
	10.21±1.80
	ALP(U/L)
	62.37±10.21a
	45.92±5.63

	GLB(g/L)
	31.31±7.5a
	17.12±5.17
	CHE(mmoL/L)
	156.33±44.96
	150.00±33.93

	A/G
	0.41±0.05a
	0.62±0.13
	TBA(umol/L)
	0.13±0.06
	0.38±0.11

	RBC
	0.61±0.18
	0.46±0.12
	Neut(%)
	48±3
	45±10

	Hb
	79±10
	59.6±2.88
	Lym (%)
	46±4
	52±10

	Ht
	0.33±0.02a
	0.26±0.02
	Eos (%)
	6±3
	3±1


注：同一列中参数上方字母不同代表有显著性差异(P < 0.05)，相同则无显著性差异(P > 0.05).
Note: The different letters on the parameters in one row mean significant differences(P < 0.O5); the same ones mean no significant differences(P > 0.05)．
4.4 讨论
4.4.1 雄鱼性腺快速发育与抗氧化力的关系
第二章结果显示,处于性腺发育缓慢过程的中华鲟(性腺发育至Ⅱ期初到中期),雌雄抗氧化酶水平没有显著性差异。本章研究中，雌性F1-1998养殖个体未达到性成熟，性腺尚处于缓慢的发育过程，雄性已到性腺发育加快的阶段（精巢发育达到Ⅲ期左右）,SOD、GPX和SOD/MDA值在性别间不存在显著差异，而MDA水平雄性显著高于雌性25%左右，说明雄性性腺进入发育加快阶段时引起MDA水平升高。
已有研究表明，西伯利亚鲟E2和T在性腺发育的不同时期存在规律性变化， T和E2的比值可以比较灵敏的判别性别和性腺发育水平，雄性性腺发育进入Ⅲ期时，T明显上升(张涛等，2008)。本文雄性T显著高于雌性，而E2稍低于雌性，E2/T显著低于雌性，结合组织学检查结果说明，这主要是雄性性腺发育加快引起的差异。有研究表明，性成熟的雌雄性腺中的抗氧化力水平不同，这可能与性激素水平相关（Wei R. et al.,2007；Rudneva and Skuratovskaya,1995）。本研究中，E2/T与SOD/MDA正相关，与MDA负相关，说明随着雄性性腺发育加快，性类固醇激素水平（特别是T）变化，雄鱼的氧化应激水平改变。性腺发育加快的雄性MDA水平高，提示在代谢过程中产生了更多的脂质代谢物。脂氧化应激产物是非常有价值的生物氧化损伤标志物（Vega-Lopez et al.,2007），这也表明，一旦进入性腺快速发育过程，雄性的氧化应激水平也随之升高。一般来讲，氧化-抗氧化系统处于动态平衡，当氧化应激水平高，将激发抗氧化水平上升，使生物体处于氧化应激状态。本文实验鱼MDA和SOD/MDA相关，雄性MDA水平高于雌性，而SOD/MDA值却低于雌性，这有可能使雄性在环境不适时，其氧化-抗氧化系统易于失衡，机体免疫力下降。进而推知，进入性腺快速发育阶段的雄性中华鲟可能对养殖环境更敏感，当环境发生变化时易于引发疾病。
4.4.2雄鱼青春期血生化参数的变化特征
第二章研究显示，不同季节，未成熟的9龄个体（F-2001）TG雄鱼均稍高于雌鱼，但二者没有显著性差异。本章研究中，11龄青春期雄性的TG明显高于接近青春期的同龄雌性，且与T呈显著正相关。与大多数硬骨鱼类相同，鲟科鱼类性分化后，雄性个体较雌性个体性腺发育较快（Kijima and Maruyama,1985）。中华鲟自然群体雄性第一次性成熟年龄8~18年(平均12年)，体重49kg，远远小于雌性第一次性成熟年龄14~26年(平均18年)，体重68kg（陈细华，2007）。对其它鲟科鱼类的研究也表明，雄鱼性腺发育更与生长速度有关（孙大江等，2004；张照斌等，2003），人工养殖条件可以促进雄鱼第一次性成熟的年龄缩短。养殖中华鲟雄性发育快于雌性，进入青春期阶段。
在厦门养殖基地，雄性个体性腺进入快速发育阶段的特征（11龄，体重约50kg）与自然群体较一致。对北京海洋馆养殖个体检查也发现，1尾雄鱼已达到性成熟，2尾次年有可能达到性成熟，它们体重分别为66.5kg，60kg和50.5kg，年龄为12龄，11龄和11龄。雄性的养殖个体与野生个体性成熟年龄基本一致，性成熟的最小体重基本与野生的相同（性成熟年龄相同，体重稍重）。对高首鲟和西伯利亚鲟的研究表明，人工养殖的雄鱼初次性成熟年龄早于野生的雄鱼，但是体重基本一致（Williot et al.，1991；Mobery and Doroshov，1992）。对养殖施氏鲟的性腺发育观察显示，雄鱼首次性成熟年龄比野生个体提前3~4年，雄性养殖个体性成熟的最小体重是野生的2.4~3.5倍（性成熟年龄不同，体重也不同）（章龙珍等，2002）。养殖中华鲟性腺发育与以上三种鲟鱼不完全相同。在同一种群中鱼类性成熟年龄的变异有可能来自遗传的差异，也可能来自环境的影响（Alm，1959）。Wootton（1993）指出，当环境的变化使生长率增高时，所产生的效应通常是使性成熟年龄提前。中华鲟性成熟年龄没有明显提前，说明环境的变化没有使生长率增高，有可能受养殖期间营养供给量及养殖生态环境的限制所致。
中华鲟性腺发育主要依赖体内积累的脂肪转化（邓中粦等，1985），体内脂肪积累对中华鲟发育非常关键。9龄雄鱼的TG稍高于雌鱼，11龄TG显著高于雌鱼，说明9龄雄鱼发育稍快于同龄雌鱼，11龄时出现明显差别。本章雄鱼TG上升至2.29 mmol/L，低于雄性野生成熟个体。这和第三章豢养野生成熟个体在卵巢再次发育时，与野生个体的比较结果一致。这种差异可能与性腺发育期间没停食或水温高有一定关系。第三章结果提示，TG的升高有可能指示中华鲟性腺进入快速发育阶段。本章TG与T呈显著正相关，与E2/T呈显著负相关，推测可以使用E2、T、TG及年龄指标联合判别雄鱼进入青春期。由于目前尚未获得性腺开始快速发育的中华鲟雌鱼，因此无法对这一特殊阶段进行性别鉴定的深入研究，现在只能就部分数据进行推测，未来尚需进一步的实验做出规律性总结。
中华鲟ALB、A/G、TP与T呈显著正相关，A/G与E2呈负相关。对欧洲鳇的研究也显示，未成熟雄鱼的ALB、GLB显著高于未成熟的雌鱼（Asadi，2006）。ALB为各种物质的载体，它分解后产生的氨基酸又是体内合成蛋白质的原料。个体生长快的鱼，血清蛋白量偏多，这可能是活动量增加提高了饵料的消化吸收以及能量转换率的原因（许品诚和曹萃禾，1989）。以上结果可能与雄鱼性成熟年龄早于雌鱼，生长发育较快有关。
Asadi（2006）通过对波斯鲟的研究表明，CR性成熟前后的雄鱼均显著低于未成熟的雌鱼，这与本章结果比较一致。CR是肌氨酸的代谢产物，它更准确地反映肾的功能。处于性腺快速发育阶段的雄鱼肌氨酸的代谢不同于处于性腺慢速发育阶段的雌鱼。
第三章结果显示，产后野生雄鱼K+、Na+、Cl-、ALT低于产后雌鱼，GLU高于产后雌鱼，可能是雌鱼和雄鱼在不同层次应激反应的表现。捕捉训练可以降低应激反应，减少对血液参数值的干扰。厦门养殖基地的中华鲟在捕捉前没有经过训练，有可能应激反应较大，因此雌性K+稍高于雄性。
对于Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、GLB、CHO、GLU、BUN、UA、ALT、AST、ALP、CHE、TBA，雌鱼与雄鱼间差别不大，说明雄鱼性腺快速发育初期这些参数变化不明显。
4.4.3 雌鱼青春期性腺发育对血细胞和血生化参数的影响
西伯利亚鲟雌性个体性腺和性细胞的发育在人工条件下比较复杂，性腺几年内一直处于Ⅱ期（滕志珍，1983）。对F1-1998雌鱼检查也发现，性腺多处于Ⅱ期。按照对雄性养殖个体和雄性自然群体青春期的比较，野生雌性最小性成熟年龄14龄，那末雌性F1-1998养殖个体有可能在近2年内进入青春期。
从表4.3可以看到，豢养雌性野生成熟个体与F1-1998雌性养殖个体相比，血清Mg2+、TP、GLB、ALP及Ht显著高，血清CR、A/G则显著低。章龙珍（2007）对不同年龄施氏鲟的研究结果显示，性腺发育趋于成熟的5龄鱼TP、GLB显著高于其余低龄鱼，结论认为GLB与血液运输功能有关，生殖期有许多激素需要运输，较高的TP、GLB可能表示性腺发育快速过程中蛋白质合成作用加快。另外，GLB在机体防御方面也起重要作用，成鱼的GLB升高也可能表示其达性成熟后抵抗力上升。第三章的研究发现，豢养野生雌性个体GLB一直处于较高的水平，再次性成熟过程中也变化不大。这可能与人工养殖条件稳定，营养给予较充分有关。GLB的升高有可能成为进入青春期一个关键指示指标。由于豢养野生雌鱼的GLB水平一直较高，因此其A/G反而下降。
性成熟施氏鲟具有较高的Hb，较多的RBC，和较大的Ht，反映了鲟在生殖洄游期间需要高能量和高水平的氧化代谢（郑永华，1990）。豢养野生成熟个体与接近青春期的雌性F1-1998相比，RBC、Hb、Ht明显高，且Ht有显著性差异。另外，如第二章和第三章所述，RBC和Hb随生长、性腺快速发育而上升，变化不显著；Ht分别在成熟和未成熟个体的发育期间都比较稳定，二者间差异显著（P < 0.05）。这有可能与青春期有关。Ht有可能成为确定进入青春期的另外一个判别指标。
血清Mg2+豢养野生成熟个体显著高于接近青春期个体。Sivastava等（1994）指出，印度囊鳃鲇（Heteropneustes fossilis）血清Mg2+明显的季节变化主要与卵黄蛋白原的合成有关，并且性腺成熟时达到最大值，繁殖期间和繁殖后逐步开始降低。重复性周期时，卵母细胞发育和性腺成熟的某些阶段完成期限明显缩短，其中主要依靠原生质生长（滕志珍，1983）。成熟个体Mg2+高有可能与达到过性成熟有关。这也提示Mg2+可能也能比较灵敏的指示雌鱼进入青春期。
ALP豢养野生成熟个体显著高于接近青春期个体，与施氏鲟的研究结果一致，而与波斯鲟的结果相反。CR成熟个体显著低于接近青春期个体，与施氏鲟和波斯鲟的研究结果相反（章龙珍等，2007；Asadi et al.，2006）。ALP和CR均可以指示肾脏功能状况，而肾脏与洄游性鱼类的渗透压调节密切相关，各种鲟鱼数值间差别较大，有可能与它们不同的栖息和洄游特性有关。施氏鲟主要在淡水河流栖息和洄游，波斯鲟的洄游距离为100~120km，远远小于中华鲟的洄游距离（葛洲坝截流前洄游距离2000km以上，葛洲坝截流后洄游距离约2000km）。另外，野生中华鲟在海中长成后进入淡水繁殖， ALP和CR的降低也有可能受其洄游过程中渗透压调节影响。这有待进一步实验证实。
DLC豢养野生成熟个体与接近青春期个体差别不明显。结合第二章和第三章的研究，提示中华鲟DLC比较稳定，适合用于疾病判断，3~8月可以建立共同的参考值。对于血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、Fe2+、CHO、TG、GLU、BUN、UA、ALT、AST、CHE，豢养雌性野生成熟个体和雌性F1-1998养殖个体差别不明显，可以用于健康状况判定的统一指标。
4.5 小结
1. 进入性腺快速发育阶段后，雄性青春期个体的氧化应激水平明显高于处于性腺慢速发育阶段的同龄雌性。建议使用抗氧化力指标（SOD、MDA、GSH、SOD/MDA）作为亚健康个体的筛选指标和氧化应激的指示指标时，应充分考虑监测群体的性腺发育和年龄因素，以使参考指标更准确。
2. 青春期雄鱼进入性腺快速发育阶段（精巢发育Ⅲ期左右）时，T明显升高， ALB、A/G、TP与T呈显著正相关，这可能与雄鱼性成熟年龄早于雌鱼，生长发育较快有关。血清TG明显上升，与T呈显著正相关,可能与雄鱼性成熟后洄游期间性腺发育的能量储备有关。TG与E2、T、年龄联合有可能成为判别青春期雄鱼的指示指标。雄性性腺初进入快速发育阶段时，血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、GLB、CHO、GLU、BUN、UA、ALT、AST、ALP、CHE、TBA变化不明显。
3.豢养野生成熟雌鱼（性腺发育间隔期）与接近青春期的雌性个体比较，血清Mg2+、TP、GLB、ALP及Ht明显高，CR、A/G明显低，这可能与达到过性成熟有关。GLB、Ht、Mg2+有可能成为确定雌性中华鲟青春期的关键指标。
4. 同一养殖条件下，中华鲟的DLC比较稳定，适合用于疾病判断的参考指标，3~8月可以建立共同的参考值。血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、Fe2+、CHO、TG、GLU、BUN、UA、ALT、AST、CHE，豢养雌性野生成熟个体（性腺发育间隔期）与接近青春期的雌性F1-1998养殖个体差别不大，可以用于健康状况判定的统一指标。
5. 进入性腺快速发育阶段的雄性中华鲟CR下降。雌性成熟中华鲟与接近青春期的雌性养殖个体相比，CR显著低，ALP显著低。 CR和ALP可以指示肾脏功能状况，而肾脏与洄游性鱼类的渗透压调节密切相关。这种变化可能与中华鲟性成熟后特有的栖息和洄游特性有关。这有待进一步研究证实。

第五章 血液指标应用：降盐度梯度对中华鲟血生化指标的影响
5.1 前言
中华鲟是典型的江海洄游性鱼类，近年来种群持续衰退，对中华鲟开展迁地保护和增殖放流是保护中华鲟有效的途径。如第三章所述，野生成熟亲鱼在人工驯养条件下性腺可以二次发育，那么，如果直接捕捉河口区性成熟的洄游产卵亲鱼到人工环境中完成性腺发育成熟，将可能有效地提高产卵量。近年河口区疾病和受伤的野生中华鲟也多被运到淡水救治中心医疗和救护。在第四章的研究中发现，CR和ALP豢养野生亲鱼低于未达性成熟雌鱼，可能与中华鲟特有的栖息和洄游特性有关。
鲟鱼类生活史复杂，它们可能拥有更加特别的生理机制以适应多样的环境（Kynard，1997；Burggren and Randall，1978）。有关鲟鱼生理的研究多集中在渗透压调节（Krayushkina，1998；Lebreton and Beamish，1998)和呼吸生理（Maxime et al.，1995；McKenzie et al.，1997）等方面。血液是动物的一种极其重要的生理组织，具有种类和年龄的特异性，可以反映鱼的健康情况，鱼的血液生化参数可以确定性别，监测水质等环境的变化，是管理濒危物种的重要参数（Asadi et al.，2006a，2006b）。但是对降盐度梯度下中华鲟血清生化指标的研究未见详细报道。
本章对3龄养殖中华鲟降盐度梯度下的血清生化指标进行了实验，以了解不同盐度下中华鲟血清生化指标的变化特征，为拓展中华鲟的迁地保护和救治提供理论依据。
5.2 材料与方法
5.2.1 实验鱼
实验用3龄中华鲟为人工繁殖个体，2月龄时迁至北京海洋馆淡水驯养到2龄。在本实验开展的前一年，将部分2龄中华鲟转移到淡水驯养池饲养，将其余中华鲟海水驯化后（盐度驯化方式：每三天直接提高盐度3‰左右，经30天盐度升高至30‰）转移到海水池，使用盐度27~30‰的人工海水养殖。实验开始时，实验用海水和淡水饲养中华鲟的叉长分别为84.3±2.4 cm、110.3±2.9 cm，体重为5.1±0.4 kg、10.3±0.5 kg。
5.2.2 水族馆驯养池
海水池为1个圆形池体，规格10 m（直径）×0.9 m（高），总水量达70 吨，池壁上有多个20 cm×20 cm透明的观察窗。淡水驯养池规格为29 m（长）×11 m（宽）×4.4 m（高），总水量达1400 吨，展窗20.0 m（长）×3.0 m（高），池底铺设洁净的沙石，少量岩石景观使用质地柔软，无毒树脂合成材料制成的外套覆盖，避免鱼冲撞或剐蹭造成鱼体受伤。所有池体配备先进的生命支撑系统，可以对水质进行调控。养殖密度分别为2.2 kg/m3（海水池）和2.12 kg/m3（淡水池）。
5.2.3 试验设计
实验包括降盐度驯化组和淡水对照组。本实验开始前对两组鱼的体重与血清生化指标的相关性预实验显示，二者间没有显著相关性，因此，在两个实验组各分别随机选取6尾健康的个体标记实验。
盐度驯化实验共计57天。在前27天，采用逐渐更换等量淡水的方式将盐度每三天降低3‰左右（平均：3.0‰；范围：2.4‰~3.9‰；标准差：±0.7），盐度从最初26.7‰经24.1‰，21.3‰，17.5‰，13.6‰，9.8‰，7.4‰，5.0‰降到2.5‰，继续养殖3天。然后将实验鱼移入淡水池（0‰）驯养30天。
盐度驯化期间，每9天，即盐度分别达到26.7‰、21.3‰、9.8‰、2.5‰时，对驯化组个体采集血液。在淡水池养殖1个月时，再次采集血样，同时采集淡水对照组个体血样。盐度驯化组2尾实验鱼的标记在移入淡水池后脱落，故只对另外4尾鱼采血。为降低摄食的影响，采血前对实验鱼停喂1天（Kiffer and Tufts，1998；Baker et al.,2005）。将实验鱼迅速捕捞，置于浓度为90 ppm的MS-222中麻醉后尾静脉抽血。血清分离后用于生化指标的测定。
试验测定的生化指标包括TBIL、DBIL、IBIL、TP、ALB、GLB、A/G、ALT、AST、ALP、GGT、TBA、K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、BUN、CR、UA、CHO、GLU。以上生化指标使用日本第一化学株式会社生产的测定试剂盒，在全自动生化分析仪（OLYMPUS AU400）上进行测定。
每天对水质进行监测。pH值和温度采用HANNA便携pH计（复合pH电极，带自动温度补偿ATC，产自意大利）测量；溶氧量采用HACH溶氧仪（产自美国），渗透膜法测量；NH3/NH4+、NO2−含量采用HACH分光光度计（试剂为HACH套装，产自美国）测量。保持pH为7.2~8.0，水温22.0~23.0℃，溶解氧6.9~9.3 mg/L，NH3/NH4+小于0.05 mg/L, NO2−小于0.1 mg/L。
实验鱼每日投喂1次，投饵量为鱼体重的2%左右，投喂的饲料为去头处理的冷冻南美白斑虾。
5.2.4 数据分析
数据通过统计软件SPSS11.0处理。结果为平均值±标准误。对参数值先进行正态检验（Nomality plots with tests）。正态参数利用two-way ANOVA检验各盐度组间的差异显著性，利用Duncan’s法进行多重比较，利用One-Sample T Test检验各盐度组与对照组的差异显著性；非正态参数利用Friedmen分析差异显著性，秩变换后利用two-way ANOVA继续多重比较，利用Mann-Whitney U检验各盐度组与对照组的差异显著性。显著性水平设为5%。
5.3 结果
图5.1显示了血清Na+、Cl-从盐度26.7‰下降到0‰57天过程中的变化。Na+、Cl-随着盐度下降明显减低，各盐度间有显著性差异，在纯淡水30天适应后恢复至初始水平，接近于对照组。Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、ALT（表5.1和表5.2）的变化趋势类似于Na+、Cl-。K+在盐度驯化期间出现小幅波动，但各盐度间没有显著性差异。TBA随着盐度降低而下降，在淡水养殖30天后上升，高于初始水平和对照组，但各盐度间没有显著性差异。
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图5.1 不同盐度（27天）和淡水适应期间（30天）血清Na+和Cl-的变化。各盐度下n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Fig. 1. The Na+ and Cl- ion serum levels of sturgeon Acipenser sinensis during the 27 day acclimation period from sea water (26.7‰) to freshwater (0‰), and after a 30 day period in freshwater. At each concentration n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4; control group n=6 fish.
表5.1 降盐度梯度下中华鲟的血清生化指标比较
Table 5.1 Serum biochemical parameters of A. sinensis at different salinity levels. 
	参数
Parameter
	盐度 Salinity(‰)
	　

	
	26.73(n=6)
	21.3(n=6)
	9.8(n=6)
	2.5(n=6)
	0(n=4)
	0(Control)

(n=6)

	K+(mmoL/L)
	
	3.01±0.15
	2.69±0.09
	2.51±0.08
	2.71±0.21
	2.19±0.16

	Na+(mmoL/L)
	143.47±1.74ac
	141.44±2.60ac
	136.27±0.56ab
	123.98±0.94b
	149.40±1.86c
	141.30±0.42

	Cl-(mmoL/L)
	128.35±1.03ad
	125.91±1.07ab
	124.00±1.13b
	115.69±2.07c
	133.31±2.79d
	123.20±1.26

	Ca2+(mmoL/L)
	1.88±0.05a
	1.86±0.05ab
	1.77±0.03bc
	1.57±0.01d
	1.73±0.09c
	1.71±0.02

	P3+(mmoL/L)
	2.93±0.08a
	3.60±0.23b
	2.84±0.07a
	2.24±0.03c
	2.83±0.18a
	2.64±0.07

	Mg2+(mmoL/L)
	0.99±0.06ab
	1.08±0.04b
	0.93±0.03a
	0.81±0.02c
	0.98±0.09ab
	0.98±0.01

	BUN(mmoL/L)
	3.42±0.40a
	2.77±0.28a
	1.67±0.48b
	1.75±0.28b
	0.75±0.21c
	0.42±0.11

	CR(umol/L)
	9.20±1.13
	6.57±1.01
	7.78±0.89
	4.12±1.50
	5.38±1.48
	4.53±0.08

	UA(mmoL/L)
	2.67±1.40
	0.80±0.47
	2.68±1.14
	1.13±0.47
	1.98±0.62
	1.75±0.93

	TBIL(umol/L)
	0.23±0.03
	0.17±0.02
	0.20±0.03
	0.18±0.02
	0.35±0.13
	0.33±0.03

	DBIL(umol/L)
	0.10±0.02
	0.08±0.02
	0.15±0.02
	0.12±0.02
	0.08±0.03
	0.22±0.03

	IBIL(umol/L)
	0.13±0.04
	0.08±0.02
	0.05±0.03
	0.07±0.02
	0.28±0.11
	0.12±0.01

	TP(g/L)
	16.12±1.53
	18.32±1.04
	17.63±1.50
	17.43±0.98
	17.88±2.38
	18.72±1.03

	ALB(g/L)
	4.53±0.52
	4.88±0.41
	4.47±0.47
	4.14±0.35
	3.95±0.78
	5.32±0.41

	GLB(g/L)
	11.58±0.98a
	13.43±0.65ab
	13.17±1.05ab
	13.25±0.64ab
	13.93±1.62bc
	13.40±0.67

	A/G
	0.39±0.02a
	0.36±0.02b
	0.34±0.01c
	0.31±0.01d
	0.28±0.03e
	0.40±0.02

	ALT(U/L)
	56.70±16.01a
	40.47±5.48ab
	25.93±3.43b
	23.63±2.56b
	34.65±4.65b
	15.55±0.69

	AST(U/L)
	142.33±7.21a
	234.03±33.89b
	188.40±14.16c
	186.43±18.35c
	152.68±24.91ac
	163.22±11.96

	ALP(U/L)
	127.17±5.65a
	989.83±112.22b
	568.58±68.31b
	450.67±46.67c
	928.55±122.42c
	508.48±31.43

	GGT(U/L)
	0.40±0.16
	4.87±2.80
	0.65±0.07
	0.20±0.03
	31.88±16.51
	2.32±1.34

	TBA(umol/L)
	0.73±0.09
	0.72±0.11
	0.54±0.05
	0.45±0.03
	1.10±0.47
	0.50±0.08

	Fe2+(mmoL/L)
	
	2.21±0.61a
	2.68±0.44ab
	1.22±0.30ac
	5.03±0.60d
	4.5±0.66

	GLU(mmoL/L)
	1.82±0.23a
	0.13±0.03b
	0.93±0.12c
	1.28±0.09a
	0.63±0.30c
	1.20±0.10


注：同一行中参数上方字母不同代表有显著性差异（P < 0.05）。使用Two-way ANOVA和Duncan’s test 分析K+,Ca2+, P3+, Mg2+, UA, TP, ALB, GLB, A/G, ALT, AST, ALP, CHE, Fe2+各盐度间的差异显著性，Na+, Cl-, BUN, CR, TBIL, DBIL, IBIL, GGT, TBA, GLU秩变换后使用Two-way ANOVA继续分析各盐度间的差异显著性。盐度驯化组n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Notes: Data values with different letters indicate significant differences (P < 0.05).Two-way ANOVA test and Duncan’s test were used for parameters K+,Ca2+, P3+, Mg2+, UA, TP, ALB, GLB, A/G, ALT, AST, ALP, Fe2+. ANOVA on ranks (Friedmen tests) and two-way ANOVA tests were used for Na+, Cl-, BUN, CR, TBIL, DBIL, IBIL, GGT, TBA, GLU.At each concentration, n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4; control group n=6 fish.

表5.2 不同盐度下血清生化指标与对照组的比较。
Table 2. Showing the significant differences of serum biochemical parameters between the value for each salinity level and the control group. 
	参数
Parameter
	盐度 Salinity(‰)

	
	26.73(n=6)
	21.3(n=6)
	9.8(n=6)
	2.5(n=6)
	0(n=4)

	K+(mmoL/L)
	NS　
	a
	a
	NS　
	NS　

	Na+(mmoL/L)
	NS
	NS
	a
	a
	NS

	Cl-(mmoL/L)
	a
	NS
	NS
	a
	a

	Ca2+(mmoL/L)
	a
	a
	NS
	a
	NS

	P3+(mmoL/L)
	a
	a
	a
	a
	NS

	Mg2+(mmoL/L)
	NS
	NS
	NS
	a
	NS

	BUN(mmoL/L)
	a
	a
	a
	a
	NS

	CR(umol/L)
	a
	NS
	NS
	NS
	NS

	UA(mmoL/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	TBIL(umol/L)
	NS
	a
	a
	a
	NS

	DBIL(umol/L)
	a
	a
	NS
	a
	a

	IBIL(umol/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	a

	TP(g/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	ALB(g/L)
	NS
	NS
	NS
	a
	NS

	GLB(g/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	A/G
	NS
	NS
	a
	a
	a

	ALT(U/L)
	a
	a
	a
	a
	a

	AST(U/L)
	a
	NS
	NS
	NS
	NS

	ALP(U/L)
	a
	a
	NS
	NS
	a

	GGT(U/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	TBA(umol/L)
	NS
	NS
	NS
	NS
	NS

	Fe2+ (mmoL/L)
	NS
	a
	a
	a
	NS

	GLU(mmoL/L)
	NS　
	a
	NS　
	NS　
	NS　


注：“a”表示有显著性差异（P < 0.05），NS表示没有显著性差异（P > 0.05）。利用T Tests检验K+, Ca2+, P3+, Mg2+, UA, TP, ALB, GLB, A/G, ALT, AST, ALP, Fe2+各盐度与对照组的差异显著性，利用Mann-Whitney U test检验Na+, Cl-, BUN, CR, TBIL, DBIL, IBIL,GGT, TBA, GLU各盐度与对照组的差异显著性。各盐度下n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Notes: “a” indicates significant difference (P < 0.05). NS indicates no significant difference. One-Sample T Tests were used for parameters K+, Ca2+, P3+, Mg2+, UA, TP, ALB, GLB, A/G, ALT, AST, ALP, Fe2+. Mann-Whitney U test were used for Na+, Cl-, BUN, CR, TBIL, DBIL, IBIL,GGT, TBA, GLU. At each concentration n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4; control group n=6 fish.

如表5.1和表5.2所示，TBIL、DBIL、IBIL、TP各盐度间没有显著性差异，表明数值比较稳定，变化范围不大。TP盐度驯化组低于对照组。AST盐度21.3‰时明显上升，与26.73‰的值有显著性差异，然后随盐度降低呈下降趋势，经1个月淡水适应后稍低于对照组，各盐度组与对照组间无显著性差异。ALB的变化趋势类似于AST，但是各盐度组间无显著性差异。除2.5‰外，各盐度组与对照组没有显著性差异。
A/G随盐度下降持续下降（图5.2），各盐度组间有显著性差异。GLU盐度21.3‰时明显降低，然后快速增高，淡水驯养1个月时再次下降，各盐度组间有显著性差异（图5.3）。BUN、CR、UA的变化趋势类似于A/G，而CR、UA各盐度组间没有显著性差异，UA与对照组间也没有显著性差异。ALP、GGT的变化趋势与GLU相反，且GGT各盐度间没有显著性差异。
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图5.2 不同盐度（27天）和淡水适应期间（30天）血清A/G的变化。盐度驯化组n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Fig. 5.2 The ratio of albumin and globulin(A: G) levels of sturgeon Acipenser sinensis during the 27 day acclimation period from sea water (26.7‰) to freshwater (0‰), and after a 30 day period in freshwater. At each concentration n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4; control group n=6 fish.
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图5.3 不同盐度（27天）和淡水适应期间（30天）血清A/G的变化。各盐度下n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Fig. 5.3 Glucose (GLU) values in the serum of sturgeon Acipenser sinensis during the 27 day acclimation period from sea water (26.7‰) to freshwater (0‰), and after a 30 day period in freshwater. The values represent mean±SE. At each concentration n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4; control group n=6 fish.
GLB随盐度降低呈上升趋势，经30天淡水驯养后与对照组差别不大（图5.4），各盐度组与对照组无显著性差异（表5.2）。
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图5.4 不同盐度（27天）和淡水适应期间（30天）血清GLB的变化。各盐度下n=6（盐度0‰时n=4），对照组n=6
Fig. 5.4 Globulin (GLB) levels in the serum of sturgeon Acipenser sinensis during the 27 day acclimation period from sea water (26.7‰) to freshwater (0‰), and after a 30 day period in freshwater. At each concentration n=6 fish (the same each time), except for 0‰ salinity when n = 4;control group n=6 fish.
5.4 讨论
经盐度驯化和淡水适应后，实验鱼血清无机离子基本可以恢复至实验初始浓度，说明中华鲟具有较好的渗透压调节能力，与对纳氏鲟（A. naccarii）和高首鲟（A.transmontanus）等鲟科鱼类渗透压调节研究结果有相似的结论（McEnroe and Cech,1985；Martinez-Alvarez et al.,2002）。而湖鲟（A. fulvescens）的盐度驯化实验表明盐度25‰以下，血清Na+、K+、Cl-、Ca2+随盐度上升而升高（Lebreton and Beamish,1998）。盐度驯化过程中不同鲟鱼离子调节的差别可能是因为鲟鱼种属差异所致。本实验表明海水（盐度26.7‰）养殖中华鲟Cl-、Ca2+、P3+与淡水对照组有显著性差异，而K+、Na+、Mg2+没有显著性差异。长期生活在海水和淡水的高首鲟Cl-海水组高于淡水组，K+和Na+则差别不大（McEnroe and Cech，1985），长期生活在海水和淡水的俄罗斯鲟血清离子水平相近（Natochin et al.，1985）。不同鲟鱼具有不同的渗透压调节特点，长时间生活在海水和淡水的中华鲟血清离子水平不完全相同，因此盐度驯化过程中渗透压的调节也不同于其它鲟鱼。
鱼类鳃上皮对K+、Na+、Cl-、Ca2+等通透性大，海水硬骨鱼类通过鳃将过多的单价离子排出，二价和三价离子主要通过尿液排出（林浩然，2004），因此肾脏对于P3+、Mg2+的排出水平可能对P3+、Mg2+血清浓度起主要调节作用。P3+、Mg2+在盐度21.3‰时显著上升，由此推断肾脏的功能在此时可能产生较大变化，也可能是其结构正在进行盐度适应性改变（Krayushkina et al.，1996）。
CR、BUN、UA作为蛋白质的代谢产物，主要通过鳃和肾脏排泄。鱼类蛋白质的代谢终产物主要有CR、BUN、UA、NH3和三甲胺化氧（TMAO）等。淡水硬骨鱼类大部分的含氮废物NH3/ NH4+通过鳃排泄，而海水硬骨鱼类蛋白质的代谢终产物以TMAO通过尿排泄，TMAO占总氮排泄中相当大的比例（林浩然，2004）。本研究中随着盐度下降，CR、BUN和UA都呈现降低趋势。中华鲟属于广盐性鱼类，当鱼鳃上的化学受体感知到水中盐度变化时（赵峰等，2006），氮代谢终产物的排泄可能发生变化，从海水到淡水过程中，氨比例增加，主要通过鱼体的鳃排出。因此，本研究中氮的代谢终产物NH3的比例可能逐渐上升，CR、BUN和UA等减少。ALP也可以指示肾脏的功能状况，盐度下降过程中数值明显变化，也表明随盐度下降肾脏的功能可能发生变化。
本研究表明盐度作为应激因子促使中华鲟肝脏功能改变。随盐度下降，TBA、ALT、A/G、GLB、AST、GGT明显变化。已有研究表明TP、ALB、GLB、A/G、TBA、ALT、AST、GGT可以用于肝脏功能的指示指标（Bernetaet al.，2001）。随盐度下降，这些指标变化可能说明肝脏细胞的功能正在改变。TP包括ALB和GLB，GLB和机体免疫相关（林浩然，2004），动物疾病感染或者创伤等均可引起血清GLB上升（陈道全和官之梅，1987）。盐度驯化和养殖池体转移过程中，A/G持续下降，说明盐度变化和池体转移作为应激因子，促使中华鲟生理调节时免疫加强。而应激因子的强度和持续时间对中华鲟免疫力的影响程度尚待进一步研究。
鱼类对应激所作的生理调节包括激素、血细胞参数及酶活力的改变等（Donaldson，1981；Martinez-Alvarez et al.，2002）。范瑞青和汝少国（2000）发现，美国红鱼（Sciaenops ocellatus）从高渗环境向低渗环境过渡过程红细胞功能下降，生活周期缩短。黄晓荣等（2006）证实，施氏鲟在盐度上升期间红细胞数量下降，红细胞平均体积上升，红细胞的功能总体没有下降，能够适应盐度变化。本章研究中Fe2+随着盐度下降呈现上升趋势，有可能是盐度驯化过程中红细胞数量上升的结果，当然还需要更多的研究来进一步证实。
盐度降至21.3‰时，TBIL、DBIL、CR、UA、GLU下降，而TP、GLB、AST、ALP、GGT、P3+、Mg2+上升。中华鲟在此盐度下机体处于特殊调整状态，盐度20.0‰左右可能是中华鲟生理调节的关键盐度。已有研究也证实盐度20.0‰是纳氏鲟生理调节的限制点，在此盐度时，纳氏鲟生长率降低，死亡率上升（Cataldi et al.，1995；McKenzie et al.，1999）。
当盐度上升时，施氏鲟消耗更多的能量用于代谢，这些能量由葡萄糖和脂肪提供（黄晓荣等，2006）。当食物中缺乏足够的能量时，食物中的蛋白质将被用于能源。本实验中，中华鲟的摄食量比较稳定，TP波动幅度不显著，而GLU降低，说明渗透压调节过程中生理的变化需要消耗更多一些的能量。
当盐度驯化的中华鲟在淡水适应30天后，GLU明显降低，低于淡水对照组，而ALT、ALP、Fe2+显著升高，高于对照组。淡水适应期间中华鲟摄食稳定。养殖环境的改变也作为应激因子，促使中华鲟生理调节时消耗了更多的能量。
总体而言，降盐度驯化过程中，中华鲟生理出现了系列的适应性调节，与代谢和营养情况有关的血清离子和血液指标水平受到一定影响。本章实验与其它鲟鱼在降盐度适应过程中渗透压调节引起渗透压应激有相同的结论（Martinez-Alvarezet al.，2002）。经过1个月的适应后，血清离子基本可以恢复到初始浓度，这也表明，中华鲟经一定时间适应后，渗透压调节完全可以实现调节功能。然而部分代谢和营养指标并未完全恢复到初始浓度，表明渗透压调节使代谢发生了较大变化，离子调节是消耗能量的。
5.5 小结
本章研究表明，中华鲟完全可以适应环境盐度的变化。盐度21.3‰时，TBIL、DBIL、CR、UA、GLU、TP、GLB、AST、ALP、GGT、P3+、Mg2+波动明显，提示盐度20.0‰左右可能是中华鲟生理调节的关键盐度。中华鲟在渗透压调节过程中生理将发生系列的变化，渗透压也是引起机体产生应激的因子。中华鲟在盐度适应性调节过程中消耗更过的能量。本实验提示，盐度变化时，中华鲟生理上需要一定时间调节和适应。血清生化指标可以用于监测中华鲟盐度适应过程中的健康状况。本研究为制订中华鲟合理的盐度驯化策略提供依据。
第六章血液指标应用:养殖密度对中华鲟免疫力、行为和水质的影响
6.1 前言
SOD、MDA、SOD/MDA、GPX等抗氧化力指标是监测环境和鱼健康的有效指标（Martinez-Alvarez et al.，1997；Lepage et al.，1991；Viarengo et al.,1997；Vega-Lopez et al.，2007)。在第二章和第四章分别对未成熟中华鲟和进入性腺快速发育阶段的雄性中华鲟抗氧化力研究表明，随着年龄增长，抗氧化力增强，雌雄间没有显著性差别，而雄性性腺快速发育后MDA显著上升，显示雄鱼的氧化应激增强，使雄鱼对环境敏感，更易于在环境变化时发病。
高养殖密度可以高效利用水资源，提高养殖效益。但是高密度养殖容易导致系统负载率增高，系统不能及时清除代谢物，造成水质量下降(Syresha and Lin，1992)。高养殖密度导致饲养个体间食物和空间竞争，作为一种慢性环境胁迫因子,也可导致鱼类行为和免疫力等发生改变(王文博和李爱华，2002；洪磊和张秀梅，2004；Papoutsoglou et al.，1998)。高密度养殖引起的鱼类应激通过下丘脑-垂体-肾间组织轴，交感神经-嗜铬组织轴，使得鱼生理改变，对应激产生生理变化（Ruane et al.，2001；Bonga,1997)，增大鱼类疾病发生的可能性。低pH值可使草鱼的呼吸生理功能受到干扰，氧代谢紊乱，使肝脏的抗氧化力下降（余日清和贺锡勤,1992；马广智等，2001)；高氨氮使鲤鱼等鱼类鳃变性和肝细胞破坏（徐镜波和马逊风，1994）；高亚硝酸盐也可成为影响鱼生长的胁迫因子（余瑞兰等，1999）；鱼的消化酶活力也直接受到生态因子的影响，进而影响鱼的健康和生长（田宏杰等，2006）。设定合理的养殖密度对规范中华鲟的养殖技术具有指导意义，建立监测养殖水质和鱼健康的灵敏指标对调控养殖环境具有重要保障。
2008年12月到2009年8月，对不同养殖密度下中华鲟免疫力及行为和水质进行了实验，以便摸清抗氧化力指标用于监测水质和鱼健康的灵敏性，为设定合理的养殖密度提供技术保障，也为中华鲟的健康养殖技术提供依据。
6.2 材料与方法
6.2.1 实验鱼
实验鱼是在2005~2008年间，先后从长江水产研究所中华鲟实验基地迁至北京海洋馆淡水饲养，共68尾，包括6尾野生中华鲟和3个年龄组若干子一代养殖中华鲟。其中野生中华鲟为人工产后亲鱼，在北京海洋馆达到康复（简写为W-N），子一代中华鲟为1998年（性腺处于慢速发育阶段）、2001年、2005年人工繁殖个体（编号为F1-1998,F1-2001,F1-2005），实验初始体重分别为227±39.7kg（n=6），54.3±7.4kg（n=7），36.1±10.6kg（n=18），24.7±4.7kg（n=37）。
6.2.2 养殖设施和日常管理
北京海洋馆饲养池为长方形水泥池，规格为29.0 m（长）×11.0 m（宽）×4.4 m（高），观察窗为20.0 m（长）×3.0 m（高），总水量达1200 m3。饲养池循环率为50min/次，可以对水温及其他水质指标进行实时人工监控和调节。照明恒定为8：30~18：30。试验温度控制在22.3±0.4℃。
每周定期吸出池底污物，冲洗砂滤罐。
饲料主要以鲜饲料和人工合成饲料为主，每周喂5次，每次投饵率为（体重比）：W-N（0.8%），F1-1998（1.3%），F1-2001（3%）和F1-2005（3%）。W-N和F1-1998采用潜水员水下喂食鲜饲料，F1-2001和F1-2005采用撒食鲜饲料和人工合成饲料。
6.2.3 试验设计
试验共3个密度组，分别为2.7，2.4和2.0kg/m3，也即分别为3300，2900和2400 kg养殖总重量，通过移出子一代个体以调节养殖密度，养殖数量分别为68尾，46尾，25尾。每个密度组连续养殖3个月。
6.2.4 水质参数
实验期间对水体溶解氧（DO）、酸碱度（pH）每日测定一次，对氨/铵（NH3/NH4+）、亚硝酸盐（NO2−）、硝酸盐(NO3−)、磷酸盐(PO43-)、浊度、总细菌6个指标每周检测2~3次以上。
pH值采用HANNA便携pH计（复合pH电极，带自动温度补偿ATC，产自意大利）测量；DO采用HACH溶氧仪，渗透膜法测量；NH3/NH4+、NO2−、NO3−和PO43-含量采用HACH分光光度计测量，检测值低于0.01mg/L时，以0.01记录。总细菌数量采用HACH试剂，Millipore膜过滤法检测。
6.2.5 行为与生理观察
观察项目包括：泳层（下层：距池底0~1.5m；中层：距池底1.5~3.0m；上层：距池底3.0~4.4m），平衡性，摄食主动性，泳速，呼吸频率等。前三项每天定时观察3次，每次观察40min。后两项采用随机采样，分别随机选取4尾健康的W-N和F1-1998观察。固定每日监测发病鱼的呼吸频率。
在实验末期测定血浆超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（GPX）活性、丙二醛（MDA）含量。测定方法：尾静脉采血后用肝素钠抗凝，3000 r／min离心20 min 后取上清，-4℃保存备用。SOD含量检测用黄嘌呤氧化酶法，MDA含量测定用硫代巴比妥酸法，GPX含量测定采用比色测定法。试剂盒由南京建成生物工程研究所提供。
6.2.6 数据统计与参数计算
数据通过统计软件SPSS13.0进行分析处理。结果为平均值±标准差。水质数据，鱼的泳速和呼吸频率利用方差分析（one-way ANOVA）分别检验各实验组的差异显著性，利用S-N-K法进行多重比较。使用Pearson Correlations分析养殖密度和水质数据的相关性。不同组的血清抗氧化酶活力利用Independent Two-Sample T Test检验显著性差异。显著性水平设为5%。
6.3结果
6.3.1抗氧化力指标
在2.7kg/m3和2.0kg/m3实验组，F1-1998的SOD、GPX和MDA检测结果显示（图4.1），在2.0kg/m3养殖密度下SOD活性显著升高，两组间呈现显著性差异（P < 0.05），MDA水平和GPX活性下降，两组间无显著性差异（P > 0.05），SOD/MDA值显著上升，增幅近1倍。
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图6.1 不同实验组F1-1998的抗氧化指标（SOD，MDA ，GPX，SOD/MDA）比较。n=6。a表示在5%水平上的显著差异
Fig. 6.1 SOD, MDA, GPX, SOD/MDA in serum of F1-1998 at different densities. n=6. The letter a stand for significant difference （P < 0.05）
6.3.2游泳行为
实验表明，随养殖密度下降，不同体型中华鲟泳层分布会发生变化（表6.1）。高密度时，体型较大的中华鲟，包括W-N和F1-1998，主要分布在鱼池上层，体型较小的中华鲟，包括F1-2001和F1-2005，分布在鱼池下层。低密度时，除体型最大的W-N在上层活动居多外，其余体型的中华鲟在各水层活动。高密度环境时下层鱼的碰撞频率明显高于低密度时的频率。
各实验组健康的中华鲟均积极主动摄食，游泳无统一的方向，平衡性较好；泳速和呼吸基本稳定，各组间无显著性差异（P > 0.05）。在同一组内，W-N的泳速低于F1-1998，而呼吸频率反而较快（表6.2）。
表6.1不同密度组中华鲟的泳层分化
Tab.6.1 The swimming-level distribution at different densities
	项目
Item
	养殖密度Stocking density （kg/m3）

	
	2.7
	2.4
	2.0

	W-N
	上层
	上层
	上层，偶尔下层

	F1-1998
	上层,中层
	上层,中层
	中层，下层，上层

	F1-2001
	下层
	下层
	中层，下层，上层

	F1-2005
	下层
	中层,下层
	中层，下层，偶尔上层


表6.2各密度组中W-N和F1-1998的泳速和呼吸频率
Tab.6.2The swimming velocity and respiratory frequency of the wild （n=4）and the F1-1998 sturgeon（n=4）at different densities
	养殖密度
	W-N(n=4）
	F1-1998(n=4)

	Stocking

density

 (kg/m3)
	泳速
Swimming velocity
（S/Total length）
	呼吸频率
Respiratory

frequency                 (degree/min)
	泳速
Swimming
velocity
（S/Total length）
	呼吸频率
Respiratory

frequency                (degree/min)

	2.7
	6.25±1.31
	23±7
	4.18±0.85
	20±8

	2.4
	6.93±1.25
	22±7
	4.60±1.40
	18±7

	2.0 
	6.98±2.25
	25±5
	4.24±1.24
	20±5


6.3.3 疾病鱼的行为观察
在养殖末期，高、中密度组中，有5尾中华鲟相继发病，发病鱼的异常行为和检查结果如表6.1。经使用抗生素对疾病中华鲟医疗，4尾痊愈。
表6.3 各实验组发病鱼的异常行为和检查结果
Tab6.3. The information of diseased fish at different stocking densities
	养殖密度
Stoching density

(kg/m3)
	发病鱼
Diseased fish
	发病鱼的异常行为和检查结果
The information of diseased fish

	2.7
	1尾W-N 
	拒食。嘴红肿，明显外突。

	2.4
	2尾W-N


	第一尾：右侧鳃盖张开6cm，不能随呼吸而闭合。
第二尾：突然拒食。次日腹部肿胀，泄殖孔不能完全闭合。

	2.4
	2尾F1-1998
	第一尾：突然拒食，正常游泳时呼吸频率加快，于正常2倍。体表粘液分泌增多。
第二尾：呼吸急促，游动时头向上呈45度。泄殖孔微红。


6.3.4水质指标
在监测的8项水指标中（表6.4），NH3/NH4+、NO2−和浊度值基本保持平稳，各实验组间无显著性差异。NO3-、PO43-、总细菌值随着密度的降低显著下降（P < 0.05），低密度组的NO3-和PO43-值比中、高密度组降幅分别达50%和40%左右，低、中、高密度组总细菌值依次下降近30%和50%。DO随密度降低而升高（P < 0.05），各实验组依次增高不足3%。
表6.4 水质指标的变化
Tab.6.4 the physichemical and microbiological parameters at different stocking densities
	养殖密度
Stocking density

(kg/m3)
	　酸碱度
pH

	溶解氧
DO

(mg/L)
	氨/铵
NH3/NH4-

(mg/L)
	亚硝酸盐
NO2-

(mg/L)
	硝酸盐
NO3-

(mg/L)
	磷酸盐
PO43-   
(mg/L)
	浊度
Turbidity

(NTU)
	总细菌
Total bacteria

cfu/100ml

	2.7
	7.87±0.05a
	7.56±0.34a
	0.01
	0.01
	54.89±6.18a
	4.08±0.57a
	0.06±0.010
	10908±6639a

	2.4
	7.85±0.02b
	7.72±0.33b
	0.01
	0.01
	50.40±10.10a
	3.89±0.70a
	0.057±0.005
	7672±5208b

	2.0
	7.80±0.06c
	7.80±0.45c
	0.01
	0.01
	26.44±7.50b
	2.40±0.45b
	0.058±0.005
	3732±2447c


注：同一列不同字母表示在5%水平上的显著差异．
Note：The different letters in one line stand for significant difference（P < 0.05），otherwise, the same ones stand for no significant difference．
对以上检测的各项水指标结果使用线性相关分析显示（表6.5），NO3-、PO43-、pH和总细菌与养殖密度之间显著正相关（P < 0.01），DO与养殖密度呈显著负相关（P < 0.01），而浊度与养殖密度无显著相关性（P > 0.01）。
表6.5养殖密度和水质指标的相关性（以r值表示）
Tab.6.5 Correlations between the physiochemical and microbiological parameters and stocking density (r value shown)
	水质指标
Water 

indices
	酸碱度
PH
	溶解氧
DO
	硝酸盐
NO3-
	磷酸盐
PO43-
	总细菌
Total 

bacteria
	浊度
Turbidity

	r值
	0.514*
	-0.450*
	0.810*
	0.766*
	0.485*
	0.092


注：r值上标*表示在1%水平上的显著差异．
Note：“*”on the r value stand for significant difference （P < 0.01）．
6.4讨论
6.4.1 养殖密度对水质的影响
已有的资料表明，封闭循环水养殖水处理系统对各种物质的处理效率不同（Syresha and Lin，1992；祁真，2004）。本实验中，在不同养殖密度下，对鱼有毒性的NH3/NH4+一直保持在0.0125mg/L的养殖安全水平(Meade，1985)以下,NO2−也保持0.01mg/L，其余6个水指标随着养殖密度下降分别不同程度降低或者升高，这说明循环水养殖环境中，系统处理各指标的效率存在差别，因此，这些波动的水指标及波动程度也是控制环境负荷的关键指示指标。
本文结果显示，NO3−和PO43-与养殖密度的相关性极高。Thomas等(1998)对高首鲟排泄氨的研究表明，全封闭水环境中硝酸盐的累积主要受到鱼摄食蛋白质总量的影响。本实验中，随着养殖密度下降，日投饵总量减少，硝酸盐累积量随着下降。鱼主要从食物中摄取磷，经代谢后将磷主要以磷酸盐形式排出体外(Thomas et al.，1998)。当养殖密度降低时，总排泄物减少，水中磷酸盐的累积量也相应减少。
对水中总细菌检测表明，其密度随着养殖密度的降低而显著下降（P < 0.05）。这主要因为高养殖密度和投饵率使水体和底质的有机物含量升高，细菌大量繁殖。这种情况将导致水体中原有正常菌群失衡，条件致病菌快速增殖（战文斌，2004）。本文中，高、中、低密度组的水细菌数依次降低30%和50%，并且在密度从2.4 kg/m3降至2.0 kg/m3时，优势菌从淡水鱼致病力较强的嗜水气单胞菌和维罗纳气单胞菌温和生物变种，转变为致病力较弱的鲁氏不动杆菌和鲍曼不动杆菌等（战文斌,2004；黄志坚等，1999；陆文浩等，2010）。这显然说明，水中优势菌的种类与水体细菌总数相关联。另外，在密度2.7和2.4kg/m3时，水细菌总数基本大于8000cfu/100ml，鱼陆续出现细菌感染性疾病，而密度为2.0kg/m3时，细菌总数低于8000cfu/100ml，鱼不发病，这说明高、中密度环境水质恶化，环境风险上升，对鱼的健康出现威胁。
随着养殖密度降低，池水溶解氧上升，理论上pH值也应上升，实际却略有下降。由于使用水净化工艺处理循环使用的养殖水，pH的变化除受到生物代谢和有机物分解等影响以外，可能还受到其他处理工艺的影响，这有待进一步研究。
6.4.2 不同养殖密度中华鲟免疫力和行为特征
有学者报道，SOD活性对水生动物的免疫功能有重要作用，MDA的含量间接反应机体细胞损伤的严重程度（姚翠鸾等，2003；李东洋等，1998）。刘松岩（2006）报道，在高密度环境下，中华鲟的SOD活性下降，MDA水平上升。本试验中，SOD活性和MDA含量在高密度环境时的变化趋势与其结果一致，然而SOD活性低于其报道的结果，这可能由于养殖环境差别大，致使结果存在差异。高密度环境时SOD/MDA值显著低于低密度环境，这个结果也提示高密度环境使机体的抗氧化能力下降，脂质过氧化反应增强（刘松岩，2006）。吴长珠等曾报道（吴长珠等，1994），GPX具有抗氧化功能，当受到过氧化损伤时，测定值升高。本文中高密度环境时鱼脂质过氧化增强，MDA含量上升，使GPX值升高，与上述报道一致。
SOD、MDA、GPX作为氧化应激标志物，也常作为对不同环境胁迫因子风险评估的生物标志物来使用。通过氧化应激标志物的变化，及时了解生物对环境风险的早期警告的反应，不仅可以评价生物体的健康状况，还可以预警提示环境风险（Ozcan，2004），常用于评价农药、重金属等对环境的污染风险（Palace et al.,1996；Toguyeni et al.，1997）。高密度环境时水质下降，水中悬浮菌总数上升，水体正常菌群失衡，致病力强的优势菌快速增值，此时F1-1998的抗氧化力水平明显降低，预示着高养殖密度环境的风险上升，随后在中密度环境中发病，当养殖密度降至2.0kg/m3的健康养殖密度时，SOD活性上升，MDA下降，说明抗氧化力能比较灵敏的监测环境的风险和中华鲟的健康状况（张晓雁等，2011）。
Papoutsoglou(1998)曾报道海鲈在不同养殖密度下行为发生变化，认为高养殖密度时摄食集群行为可能明显，而其他学者对施氏鲟稚鱼研究时，并未发现随密度改变出现集群行为(庄平等，2002)。本实验的各密度环境中，中华鲟没有出现明显的集群行为。然而随养殖密度下降，不同体型的中华鲟泳层发生不同的分化，体型最大的W-N泳层变化不大，体型最小的F1-2005泳层变化最大，这说明中华鲟对空间竞争优势与其体型成正比。由于密度降低，鱼对生活空间竞争下降，体型小的鱼可以在更大的空间活动。水体溶解氧、酸碱度影响鱼的呼吸频率（林浩然，2004），水的流速将干扰鱼的游泳行为（李大鹏等，2004）。本文实验期间，养殖水体的溶解氧、酸碱度和水流比较平稳，因而不会影响鱼的呼吸频率和泳速。另外，W-N和F1-1998体型大，具有水域空间竞争优势，在高密度时“情绪”也能保持稳定。游泳行为可能受养殖密度影响不显著，不能直接通过行为的明显异常辨别养殖密度的适合度。
6.5 小结
本章研究显示，高养殖密度使水质量下降，水体悬浮菌总量上升，优势菌种变化，致病力强的条件致病菌数量比例上升，中华鲟抗氧化力在高密度环境时明显降低，氧化应激水平上升，但是所有鱼泳速、呼吸等游泳行为变化不大。以上表明水环境质量下降时，SOD、MDA、SOD/MDA、GPX能比较准确地判别中华鲟的免疫力水平，是监测水环境质量和中华鲟健康状况比较灵敏的指标。由于条件所限，水质、养殖密度、行为和生理指标的相互作用机制有待进一步研究。
第七章 总论和建议
7.1 前言
血细胞和血生化参数是管理濒危动物的重要参数，广泛用来评价鱼类的健康情况、营养状况、环境适应状况、监测水质、选择亲鱼和鱼病防治等。了解中华鲟的血细胞和血生化特征，对于中华鲟的健康和繁育管理显得尤为必要。但是，血细胞和血生化参数会受到鱼的年龄、性别、发育、季节等多种内在和外在因素的影响，很难利用这些参数对不同发育阶段中华鲟的健康状况和发育状态等作出准确评价。本研究首先通过比较未成熟个体、野生成熟个体、青春期个体的血细胞和血生化参数，探讨未成熟中华鲟不同性别、年龄、季节血细胞和血生化参数特征，野生成熟个体血细胞和血生化参数特征，及其与卵巢成熟度关系，探明青春期中华鲟参数变化特征；初步筛选出适用于评价不同发育阶段中华鲟健康状况、营养和代谢水平、性腺发育和性成熟相关的指示指标。另外，本研究通过血清生化指标和抗氧化力指标的应用探讨，为中华鲟迁地保护养殖技术和全人工繁殖的全面实现提供依据。
现将本研究的主要结论和建议概述如下：
7.2主要结论
7.2.1 未成熟个体的血细胞和血生化特征
1）性别、年龄对血细胞和血生化参数的影响
未成熟中华鲟的血细胞和血生化参数性别间差别不大，而年龄间存在显著性差异，可以对不同年龄中华鲟分别建立参考值。白细胞分类计数各年龄间差别不大，可使用统一的参考值。
2）血液指标推荐使用建议
白细胞分类计数个体差异幅值不大，周年变化的幅值也不大，指标比较稳定，可以考虑作为中华鲟的正常血液常数值，用于中华鲟疾病的主要判断指标。
RBC、TG可用于发育水平的指示指标，也可用于营养水平的参考指标；CHO、GLU、ALB可用于营养水平的指示指标； ALT、AST、ALP、CHE可用于脏器特别是肝脏功能的指示指标，而K+、Na+、Ca2+、CL-、Mg2+、P3+等离子指标个体差异幅值不大，周年变化的幅值也不大，与酶学指标可一起用于中华鲟疾病的判断指标。
7.2.2野生繁殖群体的血细胞及血生化特征
1）豢养野生雌性成熟个体卵巢成熟度与血细胞和血生化参数特征
豢养雌性成熟个体性腺发育的间隔周期多为2~3年，性腺再次发育有明显的季节性，一般从第一年8月开始到第二年8月，经一年快速发育达到性成熟（Ⅲ期初），性腺继续成熟的速度在个体间有一定差异，可能与性腺发育期间营养及水温差异有关。
豢养雌性成熟个体的血细胞和血生化参数对再次性成熟阶段的指示意义：Ca2+、Mg2+、ALB、A/G可以作为再次性成熟的指示指标；RBC和Hb可以指示性腺开始进入快速发育，中华鲟接近性成熟，而且3月检查更稳定；TG和CHO可能受中华鲟性腺发育期间不停食的影响，性成熟前后增高的节奏个体间有差异，TG性成熟的范围值低于天然水域中华鲟，可用于性腺发育诊断的辅助参考指标；GLB性成熟前后数值差别不大，不能指示性腺再次成熟，与天然水与野生繁殖群体不同。
2）豢养雌性成熟个体健康的评价指标
应在不同季节建立各自健康状况的判断标准。K+、Na+、Cl-、CR、BUN、AST等指标年、季间稳定，受性腺发育和季节性洄游影响不大，可作为豢养雌性成熟个体健康状况的日常评价指标。在性腺发育的间隔期，RBC、Hb、Fe2+、Ca2+、Mg2+、ALB、 A/G、TG、CHO也可以建立统一的健康参考值。在3月到8月间，DLC、TP、GLB、UA、CHE、TBA、GLU比较稳定，也可以用于健康状况的日常评价指标。
3）捕捉应激对血生化参数的影响
捕捉应激对雌雄野生中华鲟影响的层次不同，雄鱼应激反应强烈（GLU明显高），雌鱼渗透压代谢明显改变（K+、Na+、Cl-高），这为加深对中华鲟应激反应的认识，制定合理的野生中华鲟救治策略，完善野生中华鲟产后康复技术提供依据。
7.2.3 青春期个体的血细胞和血生化特征
1）雄鱼青春期的血生化特征
青春期雄鱼进入性腺快速发育阶段（精巢发育处于Ⅲ期左右）时，T明显升高，ALB、A/G、TP与T呈显著正相关，这可能与雄鱼性成熟年龄早于雌鱼，生长发育较快有关。血清TG明显上升，与T呈显著正相关,可能与雄鱼性成熟后洄游期间性腺发育的能量储备有关。TG与E2、T、年龄联合有可能成为判别雄鱼进入青春期的指标。青春期雄性性腺初进入快速发育阶段时，血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、P3+、Mg2+、Fe2+、GLB、CHO、GLU、BUN、UA、ALT、AST、ALP、CHE、TBA变化不大。
进入性腺快速发育阶段的青春期雄性氧化应激水平明显上升。使用抗氧化力指标（SOD、MDA、GSH、SOD/MDA）作为亚健康个体的筛选指标和氧化应激的生物标志物时，应充分考虑监测个体性腺发育情况，以使参考指标更准确。
2）雌鱼青春期性腺发育对血细胞和血生化参数的影响
由于尚未获得青春期个体，通过对雌性成熟个体和接近青春期养殖个体的血细胞和血生化参数比较，推测Mg2+、TP、GLB、ALP、 Ht增高， CR、A/G减低可能与达到过性成熟有关， GLB、Ht、Mg2+有可能成为确定雌性进入青春期的关键指标。
同一养殖条件下，中华鲟DLC比较稳定，适合用于疾病判断的指标，3~8月可以建立共同的参考值。对于血清K+、Na+、Cl-、Ca2+、Fe2+、CHO、TG、GLU、BUN、UA、ALT、AST、CHE，豢养野生成熟个体（性腺发育间隔期）与接近青春期的雌性F1-1998养殖个体差别不明显，可以用于健康状况判断的统一指标。
3）青春期个体血生化参数与繁殖洄游的关系
青春期雄鱼性腺快速发育后CR下降。雌性成熟中华鲟与接近青春期的雌性养殖个体相比，CR显著低，ALP显著高。CR和ALP可以指示肾脏功能状况，而肾脏与洄游性鱼类的渗透压调节密切相关，这种变化可能与中华鲟性成熟后特有的栖息和洄游特性有关。
7.2.4 中华鲟血液参数与季节性繁殖洄游的关系
豢养中华鲟的多项血液参数在12月波动，并且性腺二次发育的个体波动更显著，推测可能与中华鲟季节性繁殖洄游有关。本实验监测的间隔周期较长，引起12月份波动准确的起点和终点还需要进一步研究。
7.2.5 血液指标的使用建议
DLC指标稳定，适于疾病判断。同一养殖条件下，性腺慢速发育阶段的中华鲟可以建立统一的参考值。中华鲟性腺进入快速发育阶段时，3~8月也可以使用相同的参考值。
雌鱼进入青春期的指示指标：豢养野生雌性成熟个体（性腺发育间隔期）与接近青春期的雌性个体GLB、Ht、Mg2+差别显著，在这两个阶段内指标稳定，可能成为雌鱼进入青春期的关键指示指标。
雌性性成熟的指示指标：Ca2+、Mg2+、ALB、A/G指标稳定，性成熟后变化显著，可以比较灵敏的指示性成熟；RBC和Hb接近性成熟时快速增高（3月检查更稳健），可以用于性成熟的预测指标。
7.2.6 血液指标的应用研究
1）降盐度梯度对血清生化指标的影响
利用血清生化指标研究中华鲟盐度驯化期间生理调节状态，结果表明，中华鲟完全可以适应盐度的变化。盐度21.3‰时，TBIL、DBIL、CR、UA、GLU、TP、GLB、AST、ALP、GGT、P3+、Mg2+波动明显，提示盐度20.0‰左右可能是中华鲟生理调节的关键盐度。中华鲟在渗透压调节过程中生理将发生系列的变化，渗透压也是引起机体产生应激的因子。在这个调节过程中将消耗更过的能量。这也指明盐度的改变时，中华鲟生理需要一定时间适应。血清生化指标可用于监测中华鲟盐度适应过程中的健康情况，也为制订合理的盐度驯化策略提供依据。
2）养殖密度与中华鲟免疫力、行为及水质
高养殖密度使水质量下降，中华鲟抗氧化力明显降低，氧化应激水平上升，所有鱼泳速、呼吸等游泳行为变化不明显。本研究表明，水环境质量下降时，SOD、MDA、SOD/MDA、GPX能比较准确地判断中华鲟的免疫力水平，是监测水环境质量和中华鲟健康状况比较灵敏的指标。本研究也为中华鲟迁地保护的健康养殖技术提供依据。
7.3建议
本研究发现豢养中华鲟血细胞和血生化参数在12月波动，并且性腺二次发育的个体波动更显著。建议体检等捕捉操作应尽量避开这个月份，以降低中华鲟的应激反应，也可以减少对血液参数的影响。
水下训练技术可以明显降低中华鲟捕捉的应激反应，提高捕捉动物的安全性，降低对血液参数的干扰。在人工养殖条件下，对中大型个体体检和人工催产前，应考虑制订捕捉训练计划，依实际条件有步骤的开展对中华鲟的亲和训练，建议中华鲟的移地保护部门尽快开展此方面的工作。
下一步的研究工作，建议对性腺快速发育的雄性青春期个体血细胞和血生化参数继续监测，进一步了解雄性个体性腺发育过程中血液参数的变化特征；建议对性腺二次发育的豢养野生中华鲟卵的性状监测，条件适合时，可开展与天然水域野生个体各阶段卵性状和血液参数特征的比较研究，为实现野生亲本的再利用和完善野生亲本培育技术作支撑，也为全人工繁殖的全面实现提供借鉴；建议继续开展温度对性腺促熟和对血液参数影响的研究。
另外，建议加强中华鲟性腺快速发育过程中免疫力、行为与性类固醇激素关系的研究。只有对性腺发育过程免疫力水平和行为有了深入的认识，才能准确地使用生物指针监测水环境质量和鱼的健康状况，更有效地提高中华鲟亲鱼的健康培育技术，并且将迁地保护的健康养殖技术推动到一个新的水平。
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本文另外得到了鲸类保护生物学科组各位老师和同学的热情帮助。王克雄老师、郝玉江老师、郑劲松老师和杜合军、张培君、姚志平、李海燕、董玮玮、先义杰等同学对我的实验设计和论文编写提供了极大的帮助。学科组组长王丁研究员经常关心和询问我的工作和生活情况，使我在硕士期间获得了一个良好的学习环境。张新桥、郭政、李松海、武敏、王先艳、赵修江、吴海萍、张新桥、王京真、董首悦、黄亚东、周钊、于学颖等同学在我读硕士期间在学习和生活等方面给予了很多帮助。在此一并表示感谢!
除了得到水生所和长江水产研究所老师和同学们的关心帮助外，我读研期间还得到了工作单位的大力帮助和支持。北京海洋馆提供了我研究生学习的机会，为本研究的开展提供了大力支持，胡维勇总经理、王元群副总经理在我学习期间给予我很多的帮助和方便，王元群副总经理对我的论文选题给予了很多指导意见。蔡经江、张燕珍、王彦鹏、贺萌萌、柳丽华精彩的训练和对中华鲟的精心驯养才保证本实验的顺利开展，并且为采集标本提供了大力支持。作者谨向他们表示感谢！通用公司颜海总经理在工作的组织协调上给予了我诸多指导，也提供了许多直接的帮助，在学习和生活上给予了众多的建议和帮助，杨道明先生推荐了我研究生学习的途径，并在我考研准备期间提供了许多方便。另外，厦门中华鲟繁育保护基地李奕慰先生也为采集标本提供了大力支持，作者谨向他们表示衷心地感谢！
最后衷心感谢我的家人，感谢我的父母支持我走上研究生学习的道路，也感谢我的公公和婆婆，尤其是丈夫赵宁先生几年来对我的理解和支持，正是他们的无私付出和关爱才使得我能专心学业和工作，最后完成我的博士论文。还要感谢我的女儿赵涵，她的天真活泼给我增添了无穷的勇气和力量，让我面临困难时更加坚强，更加坚定地努力工作和学习。
声   明
本论文是在导师危起伟和张先锋研究员的指导下，通过独立开展研究而取得的成果。本论文没有剽窃、抄袭和造假等违反学术道德和学术规范的行为。对于他人的研究内容，本文在引用时均已对其出处进行明确标注。本人完全意识到本声明所具备的法律责任，并愿意承担由此引起的一切法律后果。
特此声明！
                                   学位论文作者签名：
                                   2012年4月30日
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