
第５７卷　第３期 厦门大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．５７　Ｎｏ．３

　２０１８年５月 Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｘｉａｍｅｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｙ　２０１８　

ｈｔｔｐ：∥ｊｘｍｕ．ｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ｄｏｉ：１０．６０４３／ｊ．ｉｓｓｎ．０４３８－０４７９．２０１７１０００４

低温季节不同种群拟穴青蟹线粒体
呼吸速率和酶活性的差异

刘子明，王桂忠＊，李少菁，陈志刚
（厦门大学 海洋与地球学院，近海海洋环境科学国家重点实验室，福建 厦门 ３６１１０２）

摘要：已有研究显示分布于我国东南沿海的拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａ　ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）可能已分化为南、北２个种群．在低温季

节从不同纬度的３个海域采集拟穴青蟹的野生个体，比较其南、北种群线粒体呼吸速率和酶活性的差异．结果如下：除了

乳酸脱氢酶、丙酮酸激酶以及肝胰腺细胞色素Ｃ氧化酶外，无论是北方种群还是南方种群，生活在纬度较高的宁波海域

的拟穴青蟹的线粒体呼吸速率和酶活性都显 著 高 于 生 活 在 纬 度 较 低 的 儋 州 海 域 的 个 体；同 一 海 域 的 南、北 种 群 间，鳃、

肌肉和肝胰腺线粒体呼吸速率和细胞色素Ｃ氧化酶活 性 总 体 上 都 是 北 方 种 群 高 于 南 方 种 群，纬 度 越 高 的 海 域 的 南、北

种群间差异越显著；南、北种群肌肉的乳酸脱氢 酶、丙 酮 酸 激 酶 和 己 糖 激 酶 活 性 相 比，宁 波 海 域 北 方 种 群 的 己 糖 激 酶 活

性显著高于该海域的南方种群．上述结果表明，分布于我国东南沿海的拟穴青蟹的北方种群比南方种群对温度有更有效

的代谢补偿能力，且纬度越高，二者的差异越显著，由此可见分布于我国东南沿海的拟穴青蟹的北方种群比南方种群更

能适应低温环境．
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　 　 青 蟹 隶 属 于 甲 壳 纲 （Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）十 足 目

（Ｄｅｃａｐｏｄａ）梭子蟹科（Ｐｏｒｔｕｎｉｄａｅ）青蟹属（Ｓｃｙｌｌａ）．一
般认为青蟹属有４个种，主要分布于暖温带和热带海

域．形态 学 以 及１２ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ 和ＣＯ１ 基 因

序列分析结果表明，我国沿海的青蟹优势种为拟穴青

蟹（Ｓｃｙｌｌａ　ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ），主 要 分 布 于 长 江 口 以 南

的东南沿岸水 域，是 一 种 重 要 的 经 济 蟹 类［１－８］．我 国 拟

穴青蟹养殖 规 模 较 大，相 关 的 研 究 也 较 多［９］，但 其 种

群生物学的 研 究 较 少［１０］．本 课 题 组 曾 从 形 态 学、生 理

学和遗传学 等 方 面 对 拟 穴 青 蟹 种 群 生 物 学 进 行 了 一

些研 究，结 果 表 明：分 布 于 我 国 东 南 沿 海 的 拟 穴 青 蟹

可能已分化为南、北２个种群，且南、北种群的个体混

杂分 布 于 我 国 不 同 海 域，随 纬 度 变 化，同 一 海 域 不 同

种群所占的比例不同．北方种群的个体主 要 分 布 于 纬

度较 高 的 江 浙 沿 岸 海 域，纬 度 越 低 则 个 体 数 量 越 少；
南方种群的 个 体 主 要 分 布 于 纬 度 较 低 的 海 南 岛 和 北

部湾沿岸海域，纬度越高则个体 数 量 越 少．南、北２个

种群适应环境温度的能力不同，北方种群比南方种群

更能适应低温环境，在高温环境下则是南方种群比北

方种群生长得更好［１０－１２］．
最近，本课题组分析了分布在我国不同海域的拟

穴青蟹的线 粒 体 呼 吸 速 率 和 代 谢 酶 活 性 的 季 节 性 变

化，发现分布在北方海域的拟穴青蟹的线粒体呼吸速

率和细胞色素Ｃ氧 化 酶（ＣＣＯ）活 性 明 显 高 于 分 布 在

南方海域的个体，说明分布于北方海域的拟穴青蟹比

分布于南方海域的个体更能适应低温环境［１２］，这一结

果进一步支 持 了 分 布 在 我 国 东 南 沿 海 的 拟 穴 青 蟹 可

能已分化为南、北２个不同种群 的 观 点．前 已 述 及，拟

穴青蟹南、北种群的个体是混杂分布于我国不同海域

的，随 纬 度 变 化，同 一 海 域 中 不 同 种 群 所 占 的 比 例 不

同．为了进一步探究在同一海域中是否北 方 种 群 比 南

方种群更能适应低温环境，本研究在我国东南沿海不

同纬度的海域采集低温季节的拟穴青蟹野生样品，比

较南、北种群的线粒体呼吸 速 率 以 及ＣＣＯ、乳 酸 脱 氢
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酶（ＬＤＨ）、丙酮酸 激 酶（ＰＫ）、己 糖 激 酶（ＨＫ）活 性 的

差异，以期了解分布于我国东南沿海的拟穴青蟹的种

群分 化 情 况、不 同 种 群 的 分 布 规 律 及 其 生 理 特 征，为

我国拟穴青 蟹 种 质 资 源 的 开 发 和 保 护 以 及 水 产 养 殖

的生产和管理提供理论依据．

１　材料与方法

表１　采样时采样点海水的温度、盐度及样品的生物学参数

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｗａｔｅｒ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｓａｌｉｎｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｓｉｔｅ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

采样点 采样时水温／℃ 采样时盐度
壳宽（平均值±标准差）／ｃｍ 性别比例（雌∶雄）

北方种群 南方种群 北方种群 南方种群

宁波 １６～１９　 ２８．１　 ８．６６±０．３３　 ８．５０±０．５８　 １∶１　 １∶１

漳州 １５～１７　 ２７．３　 ８．９５±０．３３　 ８．８５±０．５８　 ２∶１　 ２∶１

儋州 １９～２１　 ２２．３　 ８．４５±０．２１　 ８．４０±０．４２　 ２∶１　 ２∶１

１．１　拟穴青蟹样品采集与处理

在我国热带、亚热带海域采集低温季节的野生拟

穴青蟹，采样点为浙江省宁波海域（纬度约２９°１４′Ｎ）、
福建省漳州海域（纬度约２３°７９′Ｎ）和海南省儋州海域

（纬度约１９°６９′Ｎ），采 样 时 间 为２０１０年１１月、２０１０
年１２月和２０１１年１月．采 集 到 的 拟 穴 青 蟹 活 体 运 回

实验室，按照本课题组确立的鉴定方法［１２］进行分类鉴

定以 筛 选 出 南、北 种 群 的 典 型 个 体：拟 穴 青 蟹 南 方 种

群个体的螯足腕节外缘有２根刺，其中１根刺极小；北
方种群个体的螯足腕节外缘只有１根发 达 的 刺．选 取

处于同一发育阶段、肢体完整健康的个体在实验室中

暂养２ｄ，以使其恢复到正常的生理状态．每个采样点

的每个种群选 取６只 个 体 用 于 线 粒 体 呼 吸 速 率 的 测

定和相关酶活性的分析．每只拟穴青蟹养在一个１２０Ｌ
的培养箱中，内含１００Ｌ过滤海水，温度和盐度与采样

点海 水 的 一 致，培 养 期 间 连 续 充 气，每 天 投 喂 适 量 的

合适饵料．采样时采样点海水的 温 度、盐 度 以 及 南、北

种群个体的壳宽和性别比例见表１．

１．２　线粒体提取及其蛋白质含量测定

提取线粒体时，将暂养在实验室的拟穴青蟹经２４
ｈ饥饿处理后，剪开其头胸甲取出鳃、肝胰腺和附肢肌

肉，其中２只螯足放于－７０℃超低温冰箱中保存以备

酶活分析之 用．按 照Ｌｉｕ等［１２］的 方 法 提 取 鳃、肝 胰 腺

和肌肉的线粒体．采用ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）法［１３］

测定线粒体制备液的蛋白质含量．在蛋白 质 含 量 测 定

之前，将１０μＬ的线粒体制备液溶解于１ｍＬ不含牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）的提取缓冲液中，在１２　０００　ｇ、４℃
条件下离心１０ｍｉｎ，沉淀之后再经２次溶解和离心以

去除ＢＳＡ对总蛋白测定的影响［１４］．

１．３　线粒体呼吸速率测定

使用英国 Ｈａｎｓａｔｅｃｈ公司生产的Ｃｌａｒｋ　ＬＳ２Ｈ型

氧电极测定线 粒 体 呼 吸 速 率，测 定 温 度 为２５℃，３种

组织的测定方法一致，均采用经改良的 Ｈｕｌｂｅｒｔ等［１５］

的方法．首 先 往 反 应 室 中 加 入１．９８ｍＬ 呼 吸 缓 冲 液

（１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖、５ｍｍｏｌ／Ｌ　４－羟

乙基 哌 嗪 乙 磺 酸（ＨＥＰＥＳ）、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ２ＨＰＯ４、２

ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２、１ｍｍｏｌ／Ｌ乙二醇二乙醚二胺四乙酸

（ＥＧＴＡ）、０．５％（质量分数，下同）ＢＳＡ，ｐＨ＝７．２）．接
着加入５０μＬ的线粒体制备液，待基线平稳后，线粒体

耗氧率接近于零，此时为线粒体的状态１呼吸速率．再
加入１０μＬ琥珀酸（终浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ）或丙酮酸＋
苹果酸（二 者 的 终 浓 度 均 为５ｍｍｏｌ／Ｌ），此 时 测 得 的

耗氧率为线粒体状态２呼吸速率．然后加入１０μＬ二

磷酸腺苷（ＡＤＰ，终浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），此后耗氧率

会显著 上 升，为 线 粒 体 状 态３呼 吸 速 率，即 线 粒 体 最

大耗氧率．此状 态 持 续 一 段 时 间 后，耗 氧 率 随 着 ＡＤＰ
的消耗而逐渐下降，ＡＤＰ耗尽后的耗氧率则为线粒体

的状 态４呼 吸 速 率．线 粒 体 呼 吸 速 率 的 单 位［ｎｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｇ）］表示为每分钟每毫克线粒体蛋白质消耗

的纳摩尔氧．

１．４　线粒体ＣＣＯ活性分析

在ＣＣＯ活性测定前，将肝胰腺、鳃和肌肉的线粒

体制备 液 稀 释 于 低 渗 的 ＫＣｌ溶 液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ，

１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ＝７．６），经冻融破裂线粒体外膜

以便能更有效地进行测定［１６］．ＣＣＯ活性测定采用美国

安捷伦公 司 生 产 的 Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｃａｒｙ－１００型 紫 外－可 见 分

光光度计在５５０ｎｍ波长下测定还原态细胞色素Ｃ的

氧化量，测定温度为２５℃，反应时间为４ｍｉｎ，反应体

系为ｐＨ　７．５的１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３ＰＯ４和０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ
的还原态细胞色素Ｃ．ＣＣＯ活性单位（Ｕ）表示为每毫

·５５３·
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克线粒体蛋白１ｍｉｎ内将 底 物 转 化 为 产 物 的 摩 尔 数．
还原态细胞色素Ｃ是通过在细胞色素Ｃ中 加 入 过 量

Ｎａ２Ｓ２Ｏ４ 还原产生的，还原过程通过加入足量的气泡

以去除多余的Ｎａ２Ｓ２Ｏ４［１７］．

１．５　肌肉酶活性分析

从每只 蟹 的 螯 足 中 称 取０．２ｇ肌 肉，加 入２ｍＬ
缓 冲 液 （１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠 （ＥＤＴＡ－
Ｎａ２）、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ、０．５％ＢＳＡ，ｐＨ＝７．５）进行匀

浆．使用Ｐｏｌｙｔｒｏｎ组织匀浆机以２０％最大速度匀浆２
次，每次４５ｓ，每次间隔１ｍｉｎ．匀浆在４　０００　ｇ、４℃条

件下离心１０ｍｉｎ，取上清液用于酶活性测定．酶活性测

定的温度为２５℃．采 用 修 改 的Ｔｈｉｂａｕｌｔ等［１７］的 方 法

测定ＬＤＨ 活 性，其 反 应 体 系 为０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３ＰＯ４、

０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ烟酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸（ＮＡＤＨ）、１．６
ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸，ｐＨ＝７．０．采用修改的 Ｈａｎｓｅｎ等［１８］

的方法 测 定 ＨＫ 和 ＰＫ 活 性．ＨＫ 的 反 应 体 系 为５５
ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２、８０ｍｍｏｌ／Ｌ葡 萄

糖、２４ｍｍｏｌ／Ｌ三磷酸腺苷（ＡＴＰ）、１．６ｍｍｏｌ／Ｌ烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰ）、１４Ｕ６－磷酸葡萄糖

脱氢 酶，ｐＨ＝７．４；ＰＫ的 反 应 体 系 为２５ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＳＯ４、１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＤＰ、２ ｍｍｏｌ／Ｌ 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 （ＰＥＰ）、０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＡＤＨ、５．５ＵＬＤＨ，ｐＨ＝７．４．上 述３种 酶

活性的测 定 均 使 用 Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｃａｒｙ－１００型 紫 外－可 见 分

光光度计在３４０ｎｍ波长下测定ＮＡＤＨ或ＮＡＤＰ的

增减量，活性单 位（Ｕ）表 示 为 每 克 组 织 湿 质 量１ｍｉｎ
内将底物转化为产物的摩尔数．

１．６　数据处理

所有 数 据 用 平 均 值±标 准 差 表 示．采 用 ＳＰＳＳ
１３．０统计分析软件，通 过ｔ－检 验 分 析 同 一 海 域 南、北

种群的线粒体呼吸速率和酶活性的差异，通过单因素

方差分 析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）和 最 小 显 著 性 差 异 法

（ＬＳＤ）多重比较分析不同海域南、北种群的线粒体呼

吸速率和酶活性的差异．差异显著和极显 著 水 平 分 别

设置为ｐ≤０．０５和ｐ≤０．０１．

２　结果与分析

２．１　线粒体呼吸速率

在本研究中，无论是使用琥珀酸还是丙酮酸＋苹

果酸 作 为 底 物，拟 穴 青 蟹 鳃、肌 肉 和 肝 胰 腺 线 粒 体 的

状态２和状态４呼吸速率的差异均很小，但状态２或

状态４与状态３呼吸速率则有很明显的差异，所以本

研究选择拟穴青蟹鳃、肌肉和肝胰腺线粒体状态２与

状态３呼吸速率的测试结果进行分析比较．

２．１．１　鳃

如图１所示：拟穴青蟹北方种群和南方种群的鳃

线粒体呼吸速率在测试的３个海域的变化规律相似，
其状态２和状态３呼吸速率均表现为宁波海域最高，
儋州 海 域 最 低，漳 州 海 域 介 于 两 者 之 间，即 北 方 种 群

和南方种群 的 鳃 线 粒 体 各 状 态 的 呼 吸 速 率 均 随 着 纬

度的升高而升高．在测试的３个海域，同一海域北方种

群鳃线粒体 呼 吸 速 率 均 显 著 高 于 同 一 海 域 南 方 种 群

（ｐ≤０．０５）．其 中 宁 波 海 域 使 用 琥 珀 酸 为 底 物 时 测 得

的状态３呼吸速率：北方种群为（７０．５４±３．３５）ｎｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｇ），南 方 种 群 为 （５０．９４±６．０５）ｎｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｇ）．漳州海域使用琥珀酸为底物时测得的 状

态２呼 吸 速 率：北 方 种 群 为（１１．１７±１．９３）ｎｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｇ），南 方 种 群 为（７．２３±２．０５）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·

ｍｇ）；状态３呼 吸 速 率：北 方 种 群 为（４６．８８±１２．７６）

ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），南 方 种 群 为 （２８．０２±６．１２）

ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）．上述３项在南、北种群间的差异极显

著（ｐ≤０．０１）．

２．１．２　肌　肉

如图２所示：宁波海域拟穴青蟹北方种群和南方

种群的肌肉 线 粒 体 各 状 态 的 呼 吸 速 率 均 显 著 高 于 漳

州海域和儋州 海 域（ｐ≤０．０５）．将 漳 州 海 域 与 儋 州 海

域进行比较，肌肉线粒体呼吸速率在北方种群间无显

著差异（ｐ＞０．０５），但 在 南 方 种 群 以 丙 酮 酸＋苹 果 酸

为底物时测得的状态２和状态３呼吸速率则表现为漳

州海域显著高 于 儋 州 海 域（ｐ≤０．０５）．同 一 海 域 不 同

种群间肌肉线粒体呼吸速率的比较结果如下：在宁波

海域，北 方 种 群 高 于 南 方 种 群，其 中 使 用 琥 珀 酸 和 丙

酮酸＋苹果酸 为 底 物 时 测 得 的 状 态３呼 吸 速 率 差 异

显著（ｐ≤０．０５）；在漳州海域，也是北方种群高于南方

种群，其中使用琥珀酸为底物时测得的状态２和状态

３呼吸速率 差 异 显 著（ｐ≤０．０５）；而 在 儋 州 海 域，南、
北种群间的差异不显著（ｐ＞０．０５）．

２．１．３　肝胰腺

如图３所示：在测试的３个海域，宁波海域以琥珀

酸为底物时 测 得 的 拟 穴 青 蟹 北 方 种 群 的 肝 胰 腺 线 粒

体状态３呼 吸 速 率 与 漳 州 海 域 北 方 种 群 无 显 著 差 异

（ｐ＞０．０５），除此之外，宁波海域拟穴青蟹北方种群和

南方种群肝 胰 腺 线 粒 体 各 状 态 的 呼 吸 速 率 均 显 著 高

于漳州海域和 儋 州 海 域（ｐ≤０．０５）．漳 州 海 域 拟 穴 青

蟹北方种群 和 南 方 种 群 肝 胰 腺 线 粒 体 各 状 态 的 呼 吸

·６５３·
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＊和＊＊分别表示同一海域的北方种群与南方种群间差异显著（ｐ≤０．０５）和极显著（ｐ≤０．０１）；
不同的大写字母和小写字母分别表示北方种群与南方种群在不同海域间差异显著（ｐ≤０．０５）（下同）．

图１　不同海域拟穴青蟹北方种群和南方种群鳃线粒体的呼吸速率（ｎ＝６）
Ｆｉｇ．１ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ　ｇｉｌｌ　ｏｆ　ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｓｔａｌ　ｗａｔｅｒｓ（ｎ＝６）

图２　不同海域拟穴青蟹北方种群和南方种群肌肉线粒体的呼吸速率（ｎ＝６）
Ｆｉｇ．２ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ　ｍｕｓｃｌｅ　ｏｆ　ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｎｏｓａｉｎｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｓｔａｌ　ｗａｔｅｒｓ（ｎ＝６）

·７５３·
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图３　不同海域拟穴青蟹北方种群和南方种群肝胰腺线粒体的呼吸速率（ｎ＝６）
Ｆｉｇ．３ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ　ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ　ｏｆ　ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｎｏｓａｉｎｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｓｔａｌ　ｗａｔｅｒｓ（ｎ＝６）

速率与儋州海 域 均 无 显 著 差 异（ｐ＞０．０５）．同 一 海 域

不同种群间肝胰腺线粒体呼吸速率的比较结果表明：
在宁波海域，除了以丙酮酸＋苹果酸为底物测得的状

态２呼吸速率外，其他３种状态的呼吸速率均是北方

种群显著高于南 方 种 群（ｐ≤０．０５）；特 别 是 以 琥 珀 酸

为底物测得的线粒体状态３呼吸速率在南、北种群间

的差 异 达 到 极 显 著 水 平（ｐ≤０．０１），北 方 种 群 为

（４０．６０±４．２６）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），南 方 种 群 为

（３０．１３±３．９９）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）．在 漳 州 海 域，北 方

种群线粒体各状态的呼吸速率也高于南方种群，其中

使用琥珀酸为 底 物 测 得 的 状 态３呼 吸 速 率 差 异 显 著

（ｐ≤０．０５）．在 儋 州 海 域，南、北 种 群 线 粒 体 各 状 态 的

呼吸速率差异均不显著（ｐ＞０．０５）．

２．２　线粒体ＣＣＯ活性

宁波、漳州和儋州海域拟穴青蟹南、北种群鳃、肌

肉和肝胰腺 线 粒 体ＣＣＯ活 性 测 定 结 果 如 图４所 示：
南、北种群鳃线粒体ＣＣＯ活性均是在宁波海域最高，
漳州次之，儋州最低．南、北种群肌肉线粒体ＣＣＯ活性

也是在宁波海域最高，显著高于漳州和儋州海域（ｐ≤
０．０５）．肝胰腺线粒体ＣＣＯ活性有所不同，北方种群在

漳州海域最高，宁波海域次之，儋州海域最低；而南方

种群在漳州海域最高，显著高于宁波和儋州海域（ｐ≤

０．０５）．同一海域不同种群间线粒体ＣＣＯ活性 的 情 况

如下：在宁波海域，北方种群鳃、肌肉和肝胰腺的线粒

体ＣＣＯ活性都显著高于南方种群（ｐ≤０．０５），特别是

鳃的线粒体ＣＣＯ活性，在南、北种群间的差异达到极

显著水平（ｐ≤０．０１），北方种群鳃线粒体ＣＣＯ活性为

（０．４４１±０．０６７）Ｕ／ｍｇ，南方种群为（０．２７４±０．０５８）

Ｕ／ｍｇ；在漳州 海 域，北 方 种 群 鳃 和 肝 胰 腺 的 线 粒 体

ＣＣＯ活性也显著高于南方种群（ｐ≤０．０５），北方种群

分别 为（０．２６６±０．０３０）Ｕ／ｍｇ和（０．２４６±０．０２７）

Ｕ／ｍｇ，南 方 种 群 分 别 为（０．１６８±０．０４８）Ｕ／ｍｇ和

（０．２１０±０．０２０）Ｕ／ｍｇ；在儋州海域，肌肉和肝胰腺的

线粒体ＣＣＯ活性在南、北 种 群 间 的 差 异 不 显 著（ｐ＞
０．０５），鳃 的 线 粒 体ＣＣＯ活 性 在 南、北 种 群 间 则 有 显

著性差 异（ｐ≤０．０５），北 方 种 群 为（０．１３２±０．０２３）

Ｕ／ｍｇ，南方种群为（０．０９７±０．０１７）Ｕ／ｍｇ．

２．３　肌肉中相关酶的活性

拟穴青蟹南、北 种 群 肌 肉ＬＤＨ、ＰＫ和 ＨＫ活 性

在不同海域的情况比较 复 杂，如 图５所 示：漳 州 海 域

的南方种群 肌 肉ＬＤＨ活 性 显 著 高 于 宁 波 和 儋 州 海

域的南方种群（ｐ≤０．０５），而 北 方 种 群 肌 肉ＬＤＨ活

性在测试的３个海域间无 显 著 差 异（ｐ＞０．０５）．漳 州

海域的南方种 群 肌 肉ＰＫ活 性 也 显 著 高 于 宁 波 和 儋

·８５３·
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图４　不同海域拟穴青蟹北方种群和南方种群的线粒体ＣＣＯ活性（ｎ＝６）
Ｆｉｇ．４ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ＣＣＯ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｓｔａｌ　ｗａｔｅｒｓ（ｎ＝６）

图５　不同海域拟穴青蟹北方种群和南方种群肌肉ＬＤＨ、ＰＫ和 ＨＫ的活性（ｎ＝６）
Ｆｉｇ．５ ＬＤＨ，ＰＫ　ａｎｄ　ＨＫ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｍｕｓｃｌｅ　ｏｆ　ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　ｓｏｕｔｈｅｒｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｓ．ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏａｓｔａｌ　ｗａｔｅｒｓ（ｎ＝６）

州海域的南方种群（ｐ≤０．０５），而 北 方 种 群 肌 肉ＰＫ
活性仅显著高于儋州海域 的 北 方 种 群（ｐ≤０．０５）．宁
波海域的南方种群肌肉 ＨＫ活 性 仅 显 著 高 于 儋 州 海

域的南方种群（ｐ≤０．０５）；而北方种群肌肉 ＨＫ活 性

在测试的３个海域间差异显著（ｐ≤０．０５），宁 波 海 域

最高，漳州海域次 之，儋 州 海 域 最 低．同 一 海 域 的 南、
北种群间 肌 肉ＬＤＨ、ＰＫ和 ＨＫ活 性 的 比 较 结 果 显

示：宁波海域 拟 穴 青 蟹 北 方 种 群 ＨＫ活 性 显 著 高 于

该海域的南方种群（ｐ≤０．０５），北方种群 ＨＫ活性 为

（１０．７９±１．１３）Ｕ／ｍｇ，南 方 种 群 ＨＫ 活 性 为

（９．０２±１．２０）Ｕ／ｍｇ，除此之外，其 余 均 无 显 著 性 差

异（ｐ＞０．０５）．

３　讨　论

拟穴青蟹是生活在热带和亚热带海域的蟹类，在

温度较高时进行生长发育和繁殖，低温时摄食和运动

量则大为减少［９］．拟穴青蟹分布于我国东南沿海海域，
位于北部的浙江省宁波海域属亚热带季风气候，四季

分明，夏季高温，冬 季 水 温 较 低，可 低 至５℃以 下；位

于南部的海南省儋州海域属热带季风气候，四季不分

明，长夏无冬，在最冷的一、二月份水温仍可达到１６～
２１℃；位于上述两海域之间的福建省漳 州 海 域，其 气

候也介于两者之间［１９］．由于我国东南沿海不同海域的

气候 条 件 相 差 较 大，而 且 是 拟 穴 青 蟹 的 分 布 北 界，不

同地理群体 的 拟 穴 青 蟹 很 可 能 在 遗 传 或 表 型 上 出 现

差异，从而分化为南、北２个种群．倘 若 分 布 于 我 国 的

拟穴青 蟹 的 确 已 分 化 为 南、北２个 种 群，则 两 者 对 低

温环境的适应能力、温度补偿机制以及生理生化的响

应也应有所不同．为此，本研究在上述３个不同纬度的

海域采集低温季节的拟穴青蟹野生样品，采样时间为

２０１０年１１月、２０１０年１２月和２０１１年１月，分别为秋

末、初冬 和 中 冬，此 时 这３个 海 域 的 水 温 均 是 一 年 中

较低的时候．通过分析３个海域不同种群 的 拟 穴 青 蟹

在低温季 节 的 线 粒 体 呼 吸 速 率、ＣＣＯ活 性 以 及 肌 肉

ＬＤＨ、ＰＫ、ＨＫ活 性，判 断 分 布 于 我 国 东 南 沿 海 的 拟

穴青蟹种群分化情况以及不同种群的分 布 规 律．结 果

表明，上述３个海域不同种群的拟穴青蟹在低温季节

的线粒体 呼 吸 速 率、ＣＣＯ 活 性 以 及 肌 肉 ＬＤＨ、ＰＫ、

ＨＫ活性存在显著差异，由此证实了分布于我国的拟

穴青蟹已分化为南、北２个种群的推测，且南、北种群

的个体混杂分布于我国的不同海域．
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３．１　不同种群线粒体呼吸速率和ＣＣＯ活性的

差异

　　本 研 究 结 果 显 示，在 宁 波、漳 州 和 儋 州 这３个 海

域的低温季节，拟穴青蟹北方种群的线粒体呼吸速率

整体上均高于本海域的南方种群，纬度越高的海域这

种差异越明显．在纬度较高的宁 波 海 域，北 方 种 群 鳃、
肌肉和肝胰腺的线粒体呼吸速率显著高于南方种群，
特别是这３种组织的线粒体状态３呼吸速率，北方种

群均显著 高 于 南 方 种 群；在 漳 州 海 域，北 方 种 群 这３
种组织的线粒体呼吸速率也显著高于南方种群，其中

在鳃 中 差 异 最 显 著；在 纬 度 较 低 的 儋 州 海 域，北 方 种

群鳃线粒体呼吸速率显著高于南方种群，而肌肉和肝

胰腺组织的线粒体呼吸速率在南、北种群间未呈现显

著性差异．由此可见，在低温环境下北方种群的线粒体

对温 度 的 补 偿 比 南 方 种 群 更 为 有 效，而 且 纬 度 越 高，
南、北种群间的差异越明显．这个结果与本课题组先前

测定的拟穴青蟹南、北种群线粒体功能和代谢酶活性

的季节变化结果［１２］是一致的．
拟穴青蟹鳃、肌 肉 和 肝 胰 腺 线 粒 体ＣＣＯ活 性 与

其线粒体呼吸速率的情况相似，在测试的３个不同海

域均表现为北方种群整体上高于南方种群，特别是纬

度较 高 的 宁 波 海 域，南、北 种 群 间 的 差 异 达 到 显 著 性

水平．此外，拟穴青蟹鳃的线粒体呼吸速率和ＣＣＯ活

性在南、北 种 群 间 的 差 异 很 明 显，在 测 试 的３个 不 同

海域均是北方种群显著高于南方种群．这 个 结 果 再 次

表明，在低温环境下北方种群比南方种群有更高的温

度补偿效率．拟穴青蟹南、北种群线粒体呼吸速率的差

异与其ＣＣＯ活性的差异相似，这是因为ＣＣＯ是线粒

体呼 吸 作 用 中 重 要 的 催 化 酶，二 者 是 相 互 关 联 的，所

以表现出一致性的规律．在其他动物中，如不同发育阶

段的!鱼（Ａｕｓｔｒｏｆｕｎｄｕｌｕｓ　ｌｉｍｎａｅｕｓ）的 线 粒 体 呼 吸

速率与ＣＣＯ活性也有类似的情况［１６］．
拟穴青蟹鳃线粒体呼吸速率和ＣＣＯ活性的种群

间差异明显高于肌肉和肝胰腺组织的种 群 间 差 异．在
测试的３个 海 域，拟 穴 青 蟹 鳃 线 粒 体 的 呼 吸 速 率 和

ＣＣＯ活性的种群间差异均达到显著性水平；在漳州和

儋州海域，肌 肉 和 肝 胰 腺 的 线 粒 体 呼 吸 速 率 和ＣＣＯ
活性的种群间差异则明显低于鳃的种群 间 差 异．这 可

能是因为拟 穴 青 蟹 鳃 在 体 液 渗 透 压 调 节 中 直 接 与 外

界环境接 触，受 外 界 水 温 变 化 影 响 最 大［２０－２１］．由 此 可

见，拟 穴 青 蟹 南、北 种 群 的 差 异 不 仅 表 现 在 细 胞 水 平

上，也表现在组织水平上．

３．２　不同种群代谢补偿的差异

一般而言，当 环 境 温 度 降 低 时，为 了 弥 补 低 温 对

新陈代谢的抑制，在低温下依旧保持活力的动物的机

体调控系统会通过温度补偿机制来提高代谢速率，从

而维持正常的生命活动［２２－２４］．纬度 越 高 的 地 区 气 温 变

化越明显，生活在高纬度地区的动物会比生活在低纬

度地区的动物面临更极端的环境温度变化，因此在寒

冷季节同一 物 种 的 高 纬 度 地 理 种 群 的 代 谢 水 平 会 比

低纬度的地理种群更具温度补偿效率，从而维持同等

的生长繁殖活动［２５－２７］．
本研究的结果显示，不论是拟穴青蟹的南方种群

还是北方种群，在纬度较高的宁波海域其线粒体呼吸

速率都较高，在纬度较低的儋州海域其线粒体呼吸速

率都较低．除了肝胰腺线粒体ＣＣＯ活性之外，拟穴青

蟹南、北种群 鳃 和 肌 肉 线 粒 体ＣＣＯ活 性 基 本 也 呈 现

该趋势．虽然拟穴青蟹南、北种群 其ＬＤＨ 和ＰＫ活 性

在测试的３个海域未呈现该趋势，但其 ＨＫ活性也是

宁波海域显著高于儋州海域．因 此，从 整 体 上 来 看，无

论是南方种群还是北方种群，生活在较高纬度海域的

拟穴青蟹个 体 的 线 粒 体 功 能 和 代 谢 酶 活 性 都 明 显 高

于生活在较低纬度海域的个体，即生活在较高纬度海

域的拟穴青蟹个体具有更高的代谢补偿效应．
总体而言，我国东南沿海拟穴青蟹北方种群对低

温的代谢补偿比南方种群更为有效，在纬度较高的海

域更是如此．当低温影响到拟穴青蟹的新陈代谢时，南
方种群可能会减少活动甚至进入休眠状态，而北方种

群则依旧能保持较高的代谢速率，从而维持正常的生

命活动．北方种群的这种生理特性使其比 南 方 种 群 更

适合 在 我 国 东 南 沿 海 纬 度 较 高 的 海 域 生 活，因 此，在

我国东南沿海不同纬度的海域，拟穴青蟹北方种群的

个体数量随纬度的升高而增加．拟穴青蟹 在 我 国 东 南

沿海的这种 分 化 情 况 及 其 分 布 规 律 在 养 殖 上 应 予 以

重视，对不同的种群在养殖上要区别对待．

３．３　拟穴青蟹线粒体代谢与细胞基质代谢的

差异

　　值得进一步讨论的是，与肌肉线粒体呼吸速率和

ＣＣＯ活性相比，拟穴青蟹肌肉ＬＤＨ和ＰＫ活性在南、
北种群间的差 异 很 小，均 未 达 到 显 著 性 水 平．ＬＤＨ 和

ＰＫ是存在于细 胞 质 基 质 的 代 谢 酶，拟 穴 青 蟹 这２种

酶活性的种群间差异不及线粒体呼吸速率和ＣＣＯ活

性的 种 群 间 差 异 显 著，说 明 拟 穴 青 蟹 南、北 种 群 在 线

粒体代谢水 平 上 的 差 异 比 在 细 胞 质 基 质 上 的 差 异 明

显．Ｄｈｉｌｌｏｎ等［２５］在底!（Ｆｕｎｄｕｌｕｓ　ｈｅｔｅｒｏｃｌｉｔｕｓ）南、北
种群的研究中报道了类似的情况，在不同驯化温度下

不同种群底!的肌肉柠檬酸合成酶（ＣＳ）和ＬＤＨ的活

性有明显差 异．ＣＳ是 线 粒 体 呼 吸 作 用 中 的 另 一 关 键

·０６３·
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酶，在５和１５℃的低温条件下北方种群ＣＳ活性显著

高于南方种群，而在任一驯化温度下南、北种群ＬＤＨ
活性 均 无 显 著 差 异，说 明 底!南、北 种 群 也 是 线 粒 体

代谢水平上的差异比细胞基质上的差异明显．
综上，本研究 对 我 国 东 南 沿 海 南、北 种 群 的 拟 穴

青蟹 的 线 粒 体 呼 吸 速 率、ＣＣＯ活 性 以 及 肌 肉 ＬＤＨ、

ＰＫ、ＨＫ活性进 行 了 比 较 分 析。结 果 显 示，分 布 于 我

国东南沿海 的 拟 穴 青 蟹 北 方 种 群 比 南 方 种 群 对 温 度

有更 有 效 的 代 谢 补 偿 能 力，且 纬 度 越 高，二 者 的 差 异

越显著。此结 果 为 拟 穴 青 蟹 的 种 群 分 化 以 及 拟 穴 青

蟹养殖模式的建立提供了科学数据，具有理论意义和

实际的应用价值。
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