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摘 要 : 采用酶学分析的方法研究了盐度(分别为 5、15、25、35)胁迫下锯缘青蟹鳃、肌肉和肝胰腺中腺苷三磷酸酶和磷酸酶活性变

化。结果表明, 随着盐度降低,青蟹鳃中 Na+,K+- ATPase、Ca2+,Mg2+- ATPase 活性均升高,随着胁迫时间延长,Na+,K+- ATPase 活性呈现不

同的变化规律,且趋于平缓。青蟹肌肉中 ACP 活性随着盐度的升高而呈小幅度下降,而肝胰腺中 ACP 活性则呈小幅度升高,但各组

之间差异不显著(P>0.05)。不同胁迫时间同一盐度组青蟹肌肉中的 ACP 活性有升有降。青蟹肌肉、肝胰腺中 AKP 活性随着盐度升高

而升高 ; 随着胁迫时间延长,同一盐度组青蟹肌肉中 AKP 活性均呈升高趋势,肝胰腺中 AKP 活性有升有降。由此可见,盐度对青蟹生

理生化影响显著。
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随着锯缘青蟹(Scylla serrata Forska? l 1775,简称青 蟹)养殖规模的扩大、养殖密度的增大和集约化程度

的提高,加上养殖环境的恶化,应激源的增加,导致其

疾病时有发生,严重制约了养蟹业的健康发展[1]。环境

因子在青蟹爆发疾病过程中发挥着重要作用。盐度作

为一种与渗透压密切相关的环境因子,对虾蟹的呼吸

代谢、生长、存活及免疫防御有着极其重要的影响 [2]。

若盐度胁迫幅度超过一定范围,会导致虾蟹生理机能
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Abstract: The mud crab (Scylla serrata) is a kind of important marine culture species in China. Salinity is one of the most important environ-

mental factors which relates closely with the development of S. serrata. The activities of ATPase and phosphatase in gill, muscle and hep-

atopancreas of S. serrata were determined under different salinities (5, 15, 25, 35) for understanding its physiological- biochemical response to

salinity stress. The results showed that the effects of salinity stress on Na+,K+- ATPase activity in the gill of S. serrata were significant(P<0.05).

Both Na+,K+- ATPase and Ca2+,Mg2+- ATPase activities increased with the salinity decreasing. The Na+,K+ - ATPase activities in each treatment

tended to reach a platform with the time going on. The ACP activities in muscle decreased slightly with the salinity increasing, but increased

in hepatopancreas insignificantly (P>0.05). The AKP activities in both muscle and hepatopancreas increased with the salinity increasing, and

increased with the time duration in the same treatment. Both ACP and AKP activities in hepatopancreas were higher than those in muscle.

The changes of AKP activities in hepatopancreas and muscle seemed to be related with Na+,K+- ATPase activities changing in gill under dif-

ferent salinities. These results suggested that the physiological- biochemical response of S. serrata to salinity stress was significant, which

could offer some theoretic basis for water quality management of mud crab aquaculture.
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失常,引起疾病发生甚至大量死亡。迄今,有关盐度胁

迫下青蟹生理生化的响应尚未见报道。本实验研究了

盐度胁迫对青蟹体内腺苷三磷酸酶和磷酸酶活性的

影响,以期初步了解盐度胁迫对青蟹生理生化的影响

机制,为蟹类环境免疫学研究积累资料,也为青蟹健康

养殖水质管理提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

2006年 4 月从厦门市第八菜市场采购附肢完整、

无 病 无 伤 , 壳 长 为 ( 7.77±0.25) cm, 宽 为 ( 5.56±0.32)

cm,体重约为 ( 101.7±5.6) g 的青蟹为实验对象 ,实验

室条件下暂养一周后正式实验。

1.2 方法

1.2.1 盐度梯度的设定

实验盐度分别设置为 5、15、25、35, 采用盐度为

25 的砂滤海水,分别添加适量的淡水或日晒海盐将自

然海水盐度调节至各设置的盐度梯度。实验随机分 4

个处理组,将青蟹分养于 0.80 m×0.58 m×0.45 m 的无

毒塑料箱中,每处理组设 3 个平行组。

1.2.2 试验条件

每一个箱加盖防逃网,箱中设置隐蔽物,每次取样

后采用预先配制好的同盐度实验用水换水 1/3。试验

期间养殖水体 pH( 7.5±0.3) ,温度为( 21±1) ℃。

1.2.3 样品制备

盐度胁迫实验开始后各处理组按 24、48、72、96 h

随机取样,各盐度组随机选取 3 只锯缘青蟹。先取血

淋巴,随后迅速取出其鳃、肝胰腺、肌肉, 分别装入 1.5

mL 的 Eppendorf 管放入- 80 ℃冰箱中保存待测。

1.2.4 组织、器官匀浆

将鳃丝置于 9 倍体积的预冷(0~4 ℃)的 ATP 酶提

取 液 (0.25 mmol·L- 1 蔗 糖 ; 6 mmol·L- 1 EDTA- Na; l0

mmol·L- 1 Tris; 0.1%脱氧胆酸钠 ; pH7.5) 中,玻璃匀浆

器冰浴匀浆。匀浆液在高速冷冻离心机中、8 000 r·

min- 1 离心 30 min,取上清液在同样条件下重复离心 l0

min 2 次, 所得上清液待测。取青蟹的肌肉、肝胰腺,

PBS 缓冲液冲洗,用洁净的吸水纸吸去表面水分并称

重,分别取各种组织器官块 0.2 g,加入组织器官块重 9

倍体积的匀浆缓冲液(0.25 mol·L- 1 蔗糖,0.025 mol·L- 1

Tri- HCl,0.000 1 mol·L- 1 EDTA- Na 溶液, pH6.4), 玻璃

匀浆器中冰浴匀浆后经冷冻高速离心,取上清粗酶液

待测。

1.2.5 仪器

752 型分光光度计 , TGL- 16G- A 型 高 速 冷 冻 离

心机 , Sartorius BP211D 电子天平 , 恒温水浴锅 , 玻璃

匀浆器等。

1.3 检测指标及其测定方法

ATPase、ACP、AKP 活性测定: 均采用南京建成生

物工程研究所研制的试剂盒测定,具体操作分别按试

剂盒说明书进行。

ATPase 活性定义: 每小时每毫克组织蛋白的组

织中 ATP 酶分解 ATP 产生 1 μmol 无机磷的量为一

个 ATP 酶活力单位。

ACP 和 AKP 活性定义: 每克组织蛋白在 37 ℃与

基质作用 15 min 和 30 min,产生 1 mg 酚者为 1U。

1.4 匀浆粗提液中蛋白含量测定

采用考马斯亮蓝 G- 250 比色法进行蛋白定量,参

照 Bradford (1976)方法稍加改进后进行测定。牛血清

白蛋白( BSA,购于 AMRESCO 公司) 作为标准蛋白。

1.5 试验数据分析

试验所得数据平均数 (Mean,M)±标准差(Stdeva,

SD)表示,并采用 EXCEL2000 统计分析软件进行单因

素方差分析和独立性 t 检验。

2 结果

2.1 盐度胁迫对青蟹鳃中 Na+,K+- ATPase、Ca2+,Mg2+-

ATPase 活性的影响

盐度胁迫下青蟹鳃中 ATPase 活性变化见图 1、

2。由图 1 可见,盐度胁迫 24 h 时,随着盐度降低,青蟹

鳃中 Na+,K+- ATPase 活性呈现出升高的趋势, 其中 S5

和 S15 组 青 蟹 鳃 中 Na+,K+- ATPase 活 性 显 著 高 于 S25

和 S35 组(P<0.05)。不同胁迫时间下,各处理组青蟹鳃
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图 1 盐度对锯缘青蟹鳃中 Na+,K+- ATPase 活性的影响

Figure 1 The effects of salinity on the Na+,K+- ATPase activities in

gill of S. serrata
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中 Na+,K+- ATPase 活性变化规律各异, 其活性在胁迫

48、72 和 96 h 时分别表现为 S35>S5>S15>S25,S35>S15>S25>

S5, S5>S35>S15>S25。至 96 h 时,各盐度胁迫下青蟹鳃中

Na+,K+- ATPase 活性变化趋于平缓。

从图 2 中得出, 随着盐度降低, 青蟹鳃中 Ca2+,

Mg2+- ATPase 活 性 呈 现 出 增 强 的 趋 势 , 其 变 幅 小 于

Na+,K+- ATPase, S5 和 S15 组青蟹鳃中 Ca2+,Mg2+- ATPase

活性显著高于 S25 和 S35 组(P<0.05)。胁迫 48、72 和 96

h 时, 各处理组青蟹鳃中 Ca2+,Mg2+- ATPase 活性均表

现为 S5>S35>S15>S25。至 72 h 时, 各处理组青蟹鳃的

Ca2+,Mg2+- ATPase 活性随着胁迫时间的延长而增加 ,

且其活性至 96 h 时 S5 组达到最大值,而 S25 组达到最

小值。

2.2 盐度胁迫对青蟹肌肉和肝胰腺中 ACP 活性的影

响

盐度胁迫下青蟹肌肉和肝胰腺中 ACP 活性变化

见图 3、4。从图 3 中看出,各处理组青蟹肌肉中 ACP

活性随着盐度的升高而呈小幅度下降趋势,各处理组

之间差异不显著(P>0.05)。随着胁迫时间的延长,同一

盐度组青蟹肌肉中的 ACP 活性有升有降 , S5 组在 24

h 时达到最大值。

从图 4 中得出,各处理组青蟹肝胰腺中 ACP 活性

则随着盐度的升高呈现出逐渐升高趋势,各处理组之

间差异不显著(P>0.05)。随着胁迫时间的延长,同一盐

度组青蟹肝胰腺中的 ACP 活性有升有降,S25 组在 24

h 时达到最大值。

此外,从图 3、图 4 比较中得出,各盐度处理组青

蟹肌肉中 ACP 活性远低于肝胰腺中的。

2.3 盐度胁迫对青蟹肌肉和肝胰腺中 AKP 活性的影

响

盐度胁迫下青蟹肌肉和肝胰腺中 AKP 活性变化

见图 5、6。从图 5 中看出,各处理组青蟹肌肉中 AKP

活性随着盐度的升高而呈现出显著升高趋势,S5 组与
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图 2 盐度对锯缘青蟹鳃中 Ca2+,Mg2+- ATPase 活性的影响

Figure 2 The effects of salinity on the Ca2+,Mg2+- ATPase activities

in gill of S. serrata
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图 3 盐度对锯缘青蟹肌肉中 ACP 活性的影响

Figure 3 The effects of salinity on the ACP activities in

muscle of S. serrata
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图 4 盐度对锯缘青蟹肝胰腺中 ACP 活性的影响

Figure 4 The effects of salinity on the ACP activities in

hepatopanceas of S. serrata
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图 5 盐度对锯缘青蟹肌肉中 AKP 活性的影响

Figure 5 The effects of salinity on the AKP activities in

muscle of S. serrata
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图 6 盐度对锯缘青蟹肝胰腺中 AKP 活性的影响

Figure 6 The effects of salinity on the AKP activities in

hepatopanceas of S. serrata
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S15、S25、S35 3 个处理组之间差异显著(P<0.05), S15 组与

S25、S35 组之间差异显著(P<0.05)。除 S25 组外,随着胁迫

时间的延长, 同一盐度组青蟹肌肉中的 AKP 活性均

呈升高趋势,S15、S25 和 S35 组青蟹肌肉中 AKP 活性分

别在 72、48、48 h 时达到最大值。

从图 6 中得出, 各处理组青蟹肝胰腺中 AKP 活

性随着盐度的升高而呈幅度较小的升高趋势,且各处

理组之间差异不显著(P>0.05)。随着胁迫时间的延长,

同一盐度组青蟹肝胰腺中的 AKP 活性有升有降 ,S35

组在 96 h 时达到最大值。

3 讨论

3.1 盐度胁迫对青蟹鳃中 Na+,K+- ATPase、Ca2+,Mg2+-

ATPase 活性的影响

甲壳动物渗透压调节机能与 Na+,K+- ATPase 活

性变化直接相关[3]。盐度胁迫会引起虾蟹类体内 Na+,

K+- ATPase 和 Ca2+,Mg2+- ATPase 活 性 产 生 相 应 的 变

化,加速新陈代谢,其耗氧率升高,能量需求增加,引起

蟹体内代谢机能失常,免疫防御能力降低,以致于正常

状态下处于隐性感染的病原体造成严重的病害[4]。

本研究表明,随着盐度降低,青蟹鳃中 Na+,K+- AT-

Pase 活性呈现增大的趋势,经过一段时间的适应,鳃丝

细 胞 对 水 和 离 子 的 通 透 性 发 生 改 变 ,Na+,K+- ATPase

活性逐渐趋于稳定, 盐度胁迫对青蟹 Na+,K+- ATPase

活性影响显著,且表现出时间效应性 ; 青蟹鳃中 Ca2+,

Mg2+- ATPase 活性呈现增大的趋势, 这与相关研究结

果相似。美洲真蟹 (Callinectes sapidus) 鳃丝 Na+,K+-

ATPase活性在低盐度环境中比在高盐度中的高 [5]; 高

渗调节类甲壳动物的血淋巴 Na+浓度和外界水环境

Na+浓度的差值与鳃丝 Na+,K+- ATPase 活性符合正相

关性[6]。广盐性蟹(Chasmagnathus granulata)在低盐度

环境下血淋巴渗透性快速降低, 大约 7 d 后达到一个

新的稳定状态, 在进入低盐度环境 1 d 后, 前、后鳃

Na+,K+- ATPase 活性表现出急剧上升的趋势。在高盐

度环境中,Na+,K+- ATPase 活性呈现出递减趋势, 直到

15 d 后才趋于稳定[7]。广盐性蟹(Cyrtograpsus angulatus)

在低盐度条件下, 短期内后鳃中的 Na+,K+- ATPase 活

性升高 [8]。凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)从盐度

10 转入盐度 0 的水体,24 h 时其鳃中 Na+,K+- ATPase

活性提高[9]。随着盐度变化的增加, Na+,K+- ATPase 活

性变化增大,至 48~72 h 时,各盐度下日本囊对虾(Mar-

supenaeus japonicus) 仔虾 Na+,K+- ATPase 活性趋于稳

定,而且盐度越低酶活性越大[10]。由此可见,广盐性甲

壳动物鳃中 Na+,K+- ATPase 对盐度胁迫可在短时间

内作出响应, 调节能力较强。在低盐度环境中鳃丝

Na+,K+- ATPase 活性均显著升高, 但最后达到稳定的

时间却不尽相同。有关渗透调节机制,Towle 指出对于

广盐性蟹来说, Na+和 Cl- 是主要的与血淋巴渗透性有

关的物质,忍受盐度胁迫,对 Na+和 Cl- 浓度调控是十分

重要的[11、12]。在低盐度状态下,蟹类要通过鳃从外部水

体吸收 Na+和 Cl-,从而调节血淋巴中这两种离子浓度,

以补偿盐度降低的影响。在 Na+,K+- ATPase 作用下

Na+从鳃细胞大量进入血淋巴,Na+,K+- ATPase 活性增

强,致使血淋巴中 Na+大量积累。潘鲁青等提出盐度变

化后凡纳滨对虾鳃丝 Na+,K+- ATPase 活性出现变化,

在短时间内可能是由于体内生物胺含量的变化,从而

激活 Na+,K+- ATPase 活性, 迅速调节体内外离子浓度

和血淋巴渗透压达到渗透平衡,然后主要通过生物胺

系统和神经内分泌系统的调节, 增加 Na+,K+- ATPase

位点和刺激新酶的合成,最终经过一段时间的适应,鳃

细胞结构恢复正常,Na+,K+- ATPase 活性趋于稳定 [13]。

甲壳动物后鳃中 Na+,K+- ATPase 活性的短期变化是

由于机体组织中 Na+水平,生物胺和第二信使等作用,

从而调控酶前体造成的。此外,磷酸化和去磷酸化循

环可以控制广盐性动物机体中不同细胞反应的酶活

性,磷酸化和去磷酸化循环中的丝氨酸交换速率的调

节可能是广盐性甲壳动物快速适应不同盐度条件的

机理之一[7]。

若盐度胁迫幅度超过一定范围,机体正常代谢无

法维持,会导致蟹类发病甚至引起大量死亡,因此,在

制定蟹类养殖水质管理方案时应结合其生长发育和

生理状况,全面分析蟹类渗透生理的适应性,确定合理

的盐度调配方案。

3.2 盐度胁迫对青蟹肌肉和肝胰腺中 ACP、AKP 活性

的影响

ACP 和 AKP 对维持虾、蟹类的生存和生长有特

别重要的意义[14~16]。本研究表明,青蟹肌肉中 ACP 活

性随盐度升高而呈小幅度下降,随着胁迫时间延长,同

一盐度组青蟹肌肉、肝胰腺中 ACP 活性有升有降,表

现出不明显的规律,这可能与青蟹个体适应能力的差

异有关。此外,各盐度处理组,青蟹肌肉中 ACP 活性远

低于肝胰腺中的 , 这可能与各组织、器官的生理机能

密切相关,需要进一步研究。各处理组青蟹肌肉、肝胰

腺中 AKP 活性随着盐度的升高而呈现出显著升高趋

势,而鳃中 Na+,K+- ATPase 活性的变化正好与之相反。

随着胁迫时间延长, 同一盐度组青蟹肌肉中的 AKP

徐 华等: 盐度胁迫对锯缘青蟹体内腺苷三磷酸酶和磷酸酶活性的影响1176
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活性均呈升高趋势, 而肝胰腺中的 AKP 活性却表现

出有升有降。广盐性蟹(Cyrtograpsus angulatus)在不同

盐度下肌肉中的 AKP 活性随着盐度降低而降低[17、18],

这与本研究结果类似。

AKP对锯缘青蟹从海水中吸收磷酸盐和钙及甲

壳的形成是重要的[19]。在盐度为 35 的环境中 C.sapidus

前鳃中 AKP 活性较低[20], 而其鳃中 Na+,K+- ATPase 活

性却较高 ,这与 AKP 正好相反 [21],为此 Lovett 等提出

AKP 可能是 Na+,K+- ATPase 的效应因子,鳃中 Na+,K+-

ATPase 在低盐度环境下活性会增加, 为适应这种变

化,AKP 调控多胺的合成或转运, 而多胺便会对 Na+,

K+- ATPase 进行调控[20]。松鼠骨骼肌中 Na+,K+- ATPase

活性受到 AKP 介导的去磷酸化作用的调控 [22]。有关

盐度对青蟹组织器官中 ACP、AKP 活性影响的作用

机制有待于进一步研究, 特别是有关 AKP 与 Na+,K+-

ATPase 之间的关系更需深入研究。
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