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急性pH和碳酸盐碱度对缢蛏存活率、Na+/K+-ATPase活性及

血淋巴吞噬能力的影响
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摘要：采用静态毒理学实验方法，分析了2种规格缢蛏(小规格SSc和大规格LSc)在pH和
碳酸盐碱度(CA)急性胁迫条件下的存活率，Na +/K+-ATPase(NKA)活性以及血淋巴的吞噬
能力。结果显示，当CA浓度为2.5 mmol/L、pH值为7.5~9.5时，2种规格缢蛏的存活率均接
近100%；当pH值大于9.5时，2种规格缢蛏的存活率均显著下降。当CA浓度为0~44.58
mmol/L、pH值为9.0~10.0时，随着CA浓度的上升，缢蛏的存活率明显下降；在pH值为
9.5条件下，LSc的鳃组织NKA活性，随着CA浓度的上升而升高，LSc血淋巴的吞噬能力
随着CA浓度的上升而下降。由此可见，缢蛏在高pH或高CA下表现出较强的耐受性，但
高pH和高CA协同胁迫下对缢蛏的存活率具有较大的影响，研究结果为进一步探索缢蛏
在盐碱地的养殖提供了一定的理论参考。
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盐碱地被认为是一种世界性的低产土地，

盐碱地水土资源的开发利用是目前的研究热

点。盐碱水域养殖实践覆盖全球，主要包括中

国、新西兰、澳大利亚、巴基斯坦、前苏联、

以色列、伊朗、美国、印度和泰国等国家 [1]。被

试验于盐碱水域养殖的品种众多，主要包括海

水鱼、淡水鱼和海水虾等。国外报道盐碱水域

养殖海水鱼类较多 [2-3]，而中国报道盐碱水域养

殖淡水鱼类较多 [4]。正是由于泰国第一次成功的

在盐碱水域养殖了凡纳滨对虾(Litopenaeus vanna-
mei)，该物种的耐受潜能被人们不断挖掘，促使

其成为全球范围内养殖最广泛的品种 [5]。盐碱水

域养殖贝类的报道较少，仅见贻贝(Mytilus edulis)[6]、

澳大利亚绿边鲍(Haliotis laevigata)[7]、大马蹄螺

(Trochus niloticus)[8]、长牡蛎(Crassostrea gigas) 和
悉尼岩牡蛎(Saccostrea glomerata)[9]，但是均未见

成功大面积养殖和推广的报道。
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中国的盐碱地面积为9 970 hm2，内陆盐碱

水面积为3 067 hm2[10]，中国的大部分盐碱地地势

平坦、便于灌溉，但是产量极低[11]。中国西北内

陆盐碱水域具有较高的碳酸盐碱度(CA)和pH值，

且其主要离子成分及比例与正常海水有很大的

差别[12-13]。盐碱水中主要离子  、  (CA)、

OH− (pH)、Na+、K+、Ca2+、Mg2+、Cl− 和 都

被认为在一定程度上影响水生动物的生长和存

活 [1, 14-16]。Hiele等 [17]认为影响贻贝存活和生长的

主要原因是Na+和K+比例失调。而高碳酸盐碱度

和高pH也被认为是影响盐碱水域养殖的主要原

因之一 [14, 18-19]。在我国仅林听听等 [20]报道过盐碱

水部分因子对青蛤(Cyclina sinensis)的致毒影响。

在我国利用盐碱水资源养殖经济贝类有利于改

善水环境、平衡内陆池塘养殖生态、调节内陆
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渔业经济和增产、增收。

缢蛏(Sinonovacula constricta)俗称蛏子、蜻

和泥蛏，属软体动物门  (Mol lusca)、瓣鳃纲

(Lamellibranchia)、异齿亚纲(Heterodonta)、帘蛤

目 (Veneroida)、竹蛏科 (Solenidae)、缢蛏属

(Sinonovacula)，是我国第四大年产量最高的海水

经济贝类，广泛分布于西太平洋的潮间带和河

口地区 [21]。缢蛏可以适应广温、广盐的环境条

件 [22]，具有繁殖周期短、生长快等特点 [23]。关于

缢蛏在盐度、pH和温度等变化条件下的研究很

多[24-25]，但是针对急性高CA和pH胁迫下的缢蛏存

活和生理活性的研究并未被报道。因此，本实

验研究了急性高CA和pH胁迫下对2种规格缢蛏

(小规格SSc和大规格LSc)的存活率、Na+ /K+-
ATPase(NKA)活性以及血淋巴吞噬能力的影响，

以期为内陆盐碱水域养殖缢蛏和选育抗盐碱水

缢蛏品种提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用的2种规格缢蛏取自浙江台州市三门

县东航水产育苗科技有限公司。采集的缢蛏个体

大小均匀，其中SSc平均壳长为(2.133±0.128) cm，

LSc平均壳长为(4.495±0.246) cm，在室内经7 d暂
养后，调整盐度至6。挑选健康有活力的缢蛏用

于高pH和CA的急性胁迫试验。

实验用水为淡水添加海盐配制而成的人工

海水，由于大多碳酸型盐碱水的盐度在6左右 [26]，

因此，本实验用水的盐度调为6。本实验用水温

度控制在20~22 °C，通过添加NaHCO3调节水中

的碳酸盐碱度，pH值用0.1 mol/L HCl和0.1 mol/L
NaOH进行调节。

1.2    实验方法

实验期间，由于实验用水的pH值和碳酸盐

碱度会受到空气中的CO2和缢蛏生理活动的影

响。因此，通过每天100%的更换实验水的方式

以维持pH值稳定。长方型塑料盆 (长41 cm、宽

32 cm、高10 cm)作为实验容器，实验水体积为 2 L。
实验组和对照组均设计3个平行组，对照组是盐

度为6的人工海水，对48 h健康的缢蛏个体存活

率、NKA活性和血淋巴吞噬率进行测定。实验

中以观察到缢蛏的壳张开及壳与外套膜脱离作

为判断其死亡的标准。

1.3    实验设计

　　实验一：2 种规格缢蛏在相同CA、不同pH
下的急性胁迫实验　　实验的 C A设为  2 . 5
mmol/L[实测浓度为(3.74 ± 0.12) mmol/L]。pH值

梯度组设7个组，分别为pH7.5、8.0、8.5、9.0、
9.5、10.0和10.5。对照组是不添加碳酸盐的盐度

为6的人工海水，每个pH梯度设计3个平行组(每
组30只个体)。2种规格的缢蛏同时进行该实验。

　　实验二：2 种规格缢蛏在不同pH、不同

CA下的急性胁迫实验　　实验组中pH值设3个
梯度，分别为9.0、9.5和10.0，每个pH值梯度下

设不同浓度梯度的CA，同时测量CA的实测值，

其中各pH系列中不添加碳酸盐的组及碳酸盐梯

度为0的组作为对照组(表1)。对照组和实验组均

设3个平行，每个平行30个个体。

　　实验三：大规格缢蛏在高pH和CA协同胁

迫下的NKA活性和血淋巴吞噬能力　　通过对

实验二的结果分析半致死浓度 (LC50)获得pH为

9.5时的半致死碳酸盐碱度，实验设置：pH9.5 CA

0 mmol/L (对照组 )、pH9.5 CA12.37 mmol/L、

pH9.5 CA 20 mmol/L和pH9.5 CA 30 mmol/L。在每

个实验组设计3个平行组(每组30只LSc个体)。分

别在处理后的0、12、24和  48 h进行取样检测鳃

组织NKA活性和血淋巴吞噬能力。0 h时随机挑

选18只测量鳃组织NKA活性(n=9)和血淋巴吞噬

率(n=9)，其余各个时间点每组分别取6只进行鳃

组织NKA活性(n=3)和血淋巴吞噬率(n=3)测定。

1.4    指标测定、计算及数据分析

　　水质测定分析方法　　实验期间采用数

字型精密酸度计测定实验用水pH值；采用酚酞

和甲基橙-苯胺蓝作为指示剂，通过酸碱滴定检

测CA
[27]。

　　存活率的计算　　存活率 (%)=(存活数 /总
数)×100%
　　半致死浓度(LC50)的计算　　采用直线内

插法计算LC50
[28]，以LC50 作为急性胁迫指标。

　　NKA活性的测定　　样品组织冰浴匀浆

后，用生理盐水稀释后离心(2 500 r/min)获得组

织蛋白溶液，采用考马斯亮蓝法测定蛋白含量。

NKA活性的测定采用Whealty等 [29]的方法，通过

测定全酶反应体系和NKA活力被乌本苷抑制反

应体系中底物ATPNa2释放出无机磷(Pi)量的差值

来计算，酶活性单位U采用每小时每毫克蛋白的
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微摩尔无机磷(μmolPi/mgprot/hour)表示。

　　吞噬率计算　　采用15 mL的注射器在缢蛏

的心脏位置抽取血淋巴。将采集的血淋巴用40 μm
孔径组织筛去除组织颗粒，获得均匀缢蛏血淋

巴悬液。每400 μL血淋巴加入10 μL经1/10稀释的

Fluorospheres®改性羧酸荧光微球(直径1 μm，黄

绿色荧光，Invitrogen)在黑暗室温下孵育1 h[30]。

使用BD C6 Plus(BD Biosciences公司)流式细胞仪

进行体外细胞吞噬荧光微球的能力评价分析。采

用流式细胞仪测定同样浓度的各个测定管未处

理血淋巴 (对照管 )获得该组细胞浓度和设定阈

值，设阈值为Gate A(仅细胞)，测定管和对照管

细胞分布图以细胞相对大小(FSC值)和FITC荧光

强度(FITC值)表示。每个组进行3次技术重复测

定，每次测定20 μL液体。

吞噬率(%)=(所有细胞−未被吞噬的细胞)/所
有细胞×100%。

　　统计分析　　统计分析使用SPSS 19.0统计

软件进行。所有数据经过Tukey检验进行方差分

析，分析处理组之间的差异显著性。使用Sigmaplot
12.3绘制结果图。

2    结果

2.1    2种规格缢蛏在相同CA浓度、不同pH条

件下的急性胁迫试验

在CA 为2.5 mmol/L、pH值为7.5~9.5时，SSc
和LSc存活率均接近100%；pH值在9.5以上时，

SSc和LSc的存活率均下降明显，SSc的存活率低

于LSc；pH值达到10.5以上时，SSc和LSc在实验

开始后24 h内就已全部死亡 (图1)。该实验SSc

和LSc 48小时pH-LC50分别为pH 9.87和pH 9.97

(表2)。

2.2    小规格缢蛏在不同pH、不同CA条件下的

急性胁迫试验

在同一CA条件下，SSc的存活率随着pH值的

增大而下降。在同一pH条件下，随着CA的增

加，SSc的存活率下降；在pH 9.0组中，当CA 超
过40 mmol/L时，SSc的存活率为0；在pH 9.5组
中，当CA 超过30 mmol/L时，SSc的存活率为0；

表 1    各急性pH系列的碳酸盐碱度设置

Tab. 1    Carbonate alkalinity setting for each acute pH series

pH 9.0 pH 9.5 pH 10.0

CA梯度/(mmol/L)
gradient

实测值/(mmol/L)
measured value

CA梯度/(mmol/L)
gradient

实测值/(mmol/L)
measured value

CA梯度/(mmol/L)
gradient

实测值/(mmol/L)
measured value

0 1.22 ± 0.08 0 1.38 ± 0.04 0 1.84 ± 0.25

5 4.57 ± 0.33 5 4.13 ± 0.06 1 2.97 ± 0.20

15 14.47 ± 0.42 10 10.66 ± 0.57 3 4.16 ± 0.11

20 19.70 ± 0.59 15 15.63 ± 0.58 5 4.74 ± 0.32

30 30.20 ± 0.50 20 18.93 ± 0.90 7 6.77 ± 0.16

40 38.00 ± 0.85 30 26.28 ± 1.48 10 9.41 ± 0.34

50 45.00 ± 0.93 40 38.51 ± 0.54 13 11.96 ± 0.11

50 44.58 ± 1.82 15 14.10 ± 0.21

20 17.94 ± 0.41
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图 1    两种规格缢蛏在相同CA浓度、

不同pH条件下的存活率

图中横坐标处的pH 8.2为对照组

Fig. 1    Survival rate of two sizes of S. constricta at the
same CA concentration and different pH conditions

The pH 8.2 at the abscissa in the figure is the control group
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在pH 10.0组中，当CA 超过10 mmol/L时，SSc的
存活率为0(图2)。pH为9.0、9.5和10.0时，SSc的
48 hCA-LC50值分别为11.79、9.75和3.43 mmol/L
(表2)。

2.3    大规格缢蛏在不同pH、不同CA条件下的

急性胁迫试验

在同一CA浓度下，LSc的存活率随着pH值

的升高而下降；当CA超过1 mmol/L时，与pH
9.0和pH 9.5相比，pH 10.0的存活率较低。在相同

pH条件下，随着CA的增加，LSc的存活率下降；

在pH 9.0组中，当CA 超过50 mmol/L时，LSc的存

活率为0；在pH 9.5组中，当CA 超过30 mmol/L
时，LSc的存活率为0；在pH 10.0组中，当CA 超
过13 mmol/L时，LSc的存活率为0(图3)。pH 9.0、
9.5和10.0的LSc 48 h CA-LC 50值分别为14.22、
12.37和4.16 mmol/L(表2)。

2.4    大规格缢蛏在高pH和CA急性胁迫下的

NKA活性

在pH 9.5时，与对照组相比，各实验组LSc
的鳃组织NKA活性随着CA浓度的增大，呈现先

降低后升高，各实验组在12 h达到最低值，对照

组的变化趋势平稳；在12 h时，CA 12.37 mmol/L
组与对照组的鳃组织NKA活性无显著性差异，

和其他实验组相比，CA 30 mmol/L组的鳃组织

NKA活性最低。在24 h后，和其它实验组相比，

CA 30 mmol/L组的鳃组织NKA活性最高(图4)。

2.5    大规格缢蛏在高pH和CA急性胁迫下血淋

巴的吞噬能力

在相同pH条件下，各实验组LSc血淋巴的吞

噬能力随着CA的增加而降低，CA 0 mmol/L (对照

组)相对稳定，与其他实验组相比，CA 30 mmol/L
组LSc血淋巴的吞噬能力下降趋势比较大(图5)。

表 2    两种规格缢蛏在急性pH和CA胁迫下的48 h LC50

Tab. 2    48 h LC50 of two size S. constricta under acute pH and CA stress

缢蛏规格

S. constricta specification

同一CA下不同的pH
different pH at the same CA

同一pH下不同的CA
different CA at the same pH

CA/(mmol/L) pH-LC50 pH CA-LC50/(mmol/L)

小规格　SSc 2.5 9.87 9.0 11.79

9.5 9.75

10.0 3.43

大规格　LSc 2.5 9.97 9.0 14.22

9.5 12.37

10.0 4.16

100

80

60

40

20

0

存
活
率

/%

su
rv

iv
al

 r
at

e

0 1 3 5 7 10 13 15 20 30 40 50

碳酸盐碱度/(mmol/L)

CA

pH 9.0
pH 9.5

pH 10.0

 
图 2    小规格缢蛏在不同pH、不同CA条件下的存活率

Fig. 2    The survival rate of small size S. constricta under
different pH and different CA conditions

100

80

60

40

20

0

存
活
率

/%

su
rv

iv
al

 r
at

e

0 1 3 5 7 10 13 15 20 30 40 50

碳酸盐碱度/(mmol/L)

CA

pH 9.0

pH 9.5

pH 10.0

 
图 3    大规格缢蛏在不同pH、不同CA条件下的存活率

Fig. 3    The survival rate of large size S. constricta under
different pH and different CA conditions
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3    讨论

3.1    pH、CA对缢蛏存活率的影响

CO2¡
3 ¡HCO¡

3水生动物体内存在 和 缓冲系

统[31]。水生动物能够通过这种缓冲系统来进行渗

透调节，使其体内趋于接近中性的pH值，维持

体内酸碱平衡，由于细胞和生物体的体内缓冲

体系能够承受外界一定范围pH的变化，但当超

过缓冲极限时，体内的pH值会发生急剧变化，

pH值的变化会破坏生物体的体液平衡，进而影

响生物体的正常生理活动，甚至导致生物体死

亡[32-34]。实验结果可知，环境pH 9.5至10.5的范围

是缢蛏体内缓冲系统不能急性缓冲的范围，当

pH值超过10.5时缢蛏全部死亡，原因可能是该

pH值已经完全破坏了缢蛏体内的缓冲系统，打

破其体液平衡。缢蛏规格越大其体内的缓冲能

力越强，因此，SSc存活率下降的趋势比LSc的
大，由此可见，缢蛏规格越大，其对盐碱环境

中高pH的耐受能力越强。

CO2¡
3

CO2¡
3 CO2¡

3

本实验表明，在同一pH条件下，随着CA的

升高，2 种规格的缢蛏的存活率显著降低。有研

究发现，水中CA升高会引起水生动物鳃组织的

表面损伤，以及影响鳃表皮细胞外表面的功能[35]。

其他类似研究同样发现，短时间暴露在高CA的

鳃上皮氯细胞可能出现增殖或肥大[36]。从结果分

析发现，随着CA的升高，CA对缢蛏的致毒作用

越大，缢蛏的存活率越低。pH和CA存在协同致

毒效应，在水中pH和CA之间存在平衡：OH− +
HCO3− →  + H2O，pH或CA浓度的升高将导

致 浓度的升高，而 具有对水生动物有

较高毒性作用 [37-38]。因此，pH 10.0系列组CA的半

致死浓度远小于pH 9.0系列组，据此，pH和CA的

协同作用下对缢蛏的生存有重要的影响。

3.2    高pH、高CA对缢蛏鳃组织NKA活性的

影响

NKA广泛存在于生物的细胞质膜上，是一

种常见的跨膜蛋白，可以直接参与调控细胞内

Na+浓度，也可以为其他离子调节提供能量[39]。本

研究表明，在pH 9.5时，随着CA的上升，LSc的
鳃组织NKA活性先降低后升高。而一些研究显

示，pH胁迫(pH 9.5)对凡纳滨对虾鳃丝NKA活性

的影响，表现为随着处理时间延长呈峰值变化，

先上升后下降最后趋于稳定 [40]。高pH胁迫导致

克氏原鳌虾(Procambarus clarkia)鳃NKA的活力呈

上升趋势[41]。有关盐碱正交试验中发现，当外界

环境中离子浓度发生变化时，大鳞鲃 (Barbus
capito)鳃丝的NKA活力会做出相应的调整，对暴

露在一定浓度的CA盐溶液中的鳃组织进行离子

交换起到了阻碍作用，为了维持鳃组织离子通

道畅通，鳃丝NKA的活力水平会相应的提高 [42]。

本研究中，在高pH以及逐渐升高CA浓度的条件

下，鳃组织NKA活力在实验开始后有下降趋

势，说明在面对高pH以及逐渐升高CA浓度的刺

激下时，会使LSc的鳃组织NKA在短时间内快速

消耗，因此抑制了NKA的活性，这导致机体内
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图 4    大规格缢蛏在高pH和CA急性胁迫下的NKA活性

图中CA 30 mmol/L没有48 h的数据，是由于个体在24 h以后存活

率为0；下同

Fig. 4    NKA activity of large size S. constricta under
high pH and CA acute stress

The reason for CA 48 mmol/L without 48 h is that the individual has a
survival rate of 0 after 24 h; the same below
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图 5    大规格缢蛏在高pH和CA急性胁迫下

血淋巴的吞噬能力

Fig. 5    Phagocytosis of hemolymph of large size
S. constricta under high pH and CA acute stress
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原始渗透压平衡被打破。鳃丝NKA活力在胁迫

12 h时活力迅速升高，说明LSc在面对高pH以及

逐渐升高的CA浓度刺激下时，可以通过提高自

身的渗透适应能力来维持体内离子平衡和pH
稳定。随着时间的推移，大量的NKA蛋白被表

达进而平衡体内的渗透压，即LSc的鳃组织NKA
活力会做出相应的调整，因此促进了NKA活性

的上升从而维持体内渗透压平衡。这样的结果

与本实验室先前的研究结果相似，值得一提的

是，在高pH和CA浓度的条件下NKA的酶活性会

在较长一段时间内被上调而非短暂上调[43]。

3.3    高pH、高CA对缢蛏血淋巴吞噬能力的

影响

水生无脊椎动物的血淋巴是机体免疫系统

的重要部分，而其吞噬作用是双壳贝类的重要防

御机制，但其吞噬能力也容易受环境胁迫的影

响[44]。欧洲生产的多变鲍(Haliotis varia)在环境胁

迫(振动胁迫)中出现血淋巴吞噬能力降低现象[45]；

青蛤暴露在高pH和高CA下，其血淋巴细胞的吞

噬能力下降 [22]。高pH和高CA甚至会导致细胞内

溶酶体酶和免疫相关的细胞器功能受损[46]。受环

境胁迫(盐度骤降和长时间低盐胁迫)时，贝类等

血细胞的吞噬能力随盐度的降低而降低，这可

能是双壳贝类在应激时产生去甲肾上腺素，从

而抑制了其吞噬能力[47]。本实验中，在高pH和CA

急性胁迫下，LSc血淋巴吞噬能力随着CA的增大

而降低。这符合吴芳丽等[44]人的观点，当环境发

生急性变化时，缢蛏受应激可能产生去甲肾上

腺素，从而抑制了其血淋巴吞噬能力[48]，因此导

致LSc血淋巴吞噬能力下降。另外，高pH、高CA

的刺激也会导致LSc体内生理功能的紊乱，这也

可能是导致血淋巴吞噬能力下降的一个重要原因。

综上所述，缢蛏在高pH或高CA浓度的胁迫

下，大小规格的缢蛏均表现出较强的耐受性，

与小规格的缢蛏相比，大规格的缢蛏的耐受性

较强，存活率较高；在高pH和高CA浓度的协同

作用下，对大小规格缢蛏的存活率有较大的影

响，pH和CA浓度越高，存活率越低。研究结果

为进一步探索缢蛏在盐碱地的养殖提供了一定

的数据支撑。

叶博和程之扬是共同第一作者。
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Effects of pH and carbonate alkalinity on survival rate, Na+/K+-ATPase activity
and phagocytic ability of the razor clam (Sinonovacula constricta)

YE Bo 1,     CHENG Zhiyang 1,     PENG Maoxiao 1,     NIU Donghong 1,2*,     LIU Xiaojun 1,2,     LAN Tianyi 1

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Collaborative Innovation Centre for Aquatic Animal Genetics and Breeding,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai    201306, China)

Abstract: In this study, a static toxicology experiment was conducted to analyze the survival rate, Na +/K+-ATPase
(NKA) activity and phagocytic ability of the hemolymph of Sinonovacula constricta of two different sizes (small-
size SSc and large-size LSc) under the acute stress of high pH and carbonate alkalinity (CA). The results showed
that when the CA concentration was 2.5 mmol/L and the pH was 7.5−9.5, the survival rates of the two sizes were
close to 100%.When the pH value was greater than 9.5, the survival rates of the two sizes were significantly
decreased.When the concentration of CA was 0−44.58 mmol/L and the pH value was 9.0−10.0, the survival rate of
clams decreased with the increase of CA concentration. Under the condition of pH 9.5, the NKA activity of LSc gill
tissue increased with the increase of CA concentration, and the phagocytic capacity of LSc haemolymph decreased
with the increase of CA concentration. It can be seen that S. constricta showed strong tolerance to high pH or CA,
but high pH and CA had a great effect on the survival rate of S. constricta. The research results provide a
theoretical reference for further exploration of breeding of S. constricta in saline-alkali soil.

Key words: Sinonovacula constricta; pH; carbonate alkalinity; survival rate; Na+/K+ -ATPase activity; phagocytic
ability; inland saline waters
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