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摘要! 为研究铜绿微囊藻对克氏原螯虾的影响!将克氏原螯虾幼虾及成虾暴露在不同浓度

的铜绿微囊藻溶液中!研究了铜绿微囊藻对幼虾存活率%外部形态及肝胰腺超微结构的变

化和成虾总血细胞密度#N24S$%血清中血蓝蛋白含量%总超氧化物歧化酶#NC1)>$%过氧

化物酶#B)>$%酚氧化物酶#B)$以及鳃丝 ,E

W

Aa

W

C-NB酶活性的影响" 结果表明!#&$

高浓度的铜绿微囊藻能显著降低幼虾的存活率" #$$ 显微观察表明!&8% q&%

?

AD.及以上

浓度的铜绿微囊藻液中培养 ? \后!幼虾肝胰腺呈现暗红色!并伴有一定的肿大现象!透射

电镜显示其肝胰腺细胞受到损伤" #!$ 高浓度的铜绿微囊藻能造成应激反应!N24S在暴

露 & \后显著升高并稳定在较高水平'血蓝蛋白含量变化不明显!只在 " \ 时显著低于对照

组#!U%8%"$!B)活性都表现出先显著性增强#!U%8%&$!回落后又有所增加的波动趋势'

血清中的NC1)>活力在 & \后受到抑制!" \时被激活至较高水平'B)>活性都表现出先显

著性增强#!U%8%&$!回落后又有所增加的波动趋势'鳃丝中 ,E

W

Aa

W

C-NB酶活性在暴露

& \后显著降低#!U%8%&$后回升!并最终维持在较高水平" 研究结果表明!高浓度的铜绿

微囊藻能造成克氏原螯虾幼虾存活率显著降低并影响其肝胰腺超微结构'而克氏原螯虾成

虾对铜绿微囊藻有相对较强的耐受力!血淋巴的酶学变化表明!暴露在铜绿微囊藻水体的

成虾经历过应激反应并有逐步适应的过程"

关键词! 铜绿微囊藻' 克氏原螯虾' 存活率' 超微结构' 酶

中图分类号! 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''克氏原螯虾#!*+50,C0*23570*B11$生活在沟

渠)池塘等淡水水域中"肉味鲜美"环境耐受性强"

近年来在湖北)江苏等地得到广泛养殖( 然而"养

殖水体的富营养化"导致很多虾池蓝藻水华频繁

爆发&& ;!'

"引起学者们对蓝藻水华及其代谢产物

的广泛关注( 过去 &% 年的大量研究证实"自然水

体中的铜绿微囊藻#<15*+5-3)130(*2;1/+30$及微

囊藻毒素对生物造成毒理学影响&@ ;='

"蓝藻水华

引起水质变化"其毒素可在水生生物中积累并在

食物链中传递"给水产养殖和人类健康带来了严

重的危害( 目前"有关铜绿微囊藻对克氏原螯虾

影响的报道还较少(

本研究将克氏原螯虾幼虾及成虾暴露在不同

浓度的铜绿微囊藻溶液中"研究其对幼虾的存活

影响和对成虾血清中总血细胞密度#N24S$"血清

中血蓝蛋白含量以及组织中超氧化物歧化酶

#1)>$)过氧化物酶#B)>$)酚氧化物酶#B)$和

鳃丝中的,E

W

Aa

W

C-NB酶活性的影响"并通过显

微观察和透射电镜观察了铜绿微囊藻对幼虾体色

以及肝胰腺细胞结构的影响"以期从细胞结构和

功能两方面探讨铜绿微囊藻对克氏原螯虾的慢性

毒理作用"为虾类健康养殖提供一定的参考依据(

&'材料与方法

%&%'实验材料

克氏原螯虾幼虾&体长!#&$8%= m%8=#$ DD"
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体质量!#==8$% m&!8#%$ D:'由上海海洋大学水产

动物营养繁殖实验室赠送"成虾&体长#"?8"$ m

!8#@$ DD"体质量#&<8=% m$8&%$ :'来源于上海

滩涂资源开发研究所( 实验动物经 "P食盐水消

毒"并充分曝气后的淡水中于一周( 随机挑选规

格相似)四肢健全的个体用于实验(

铜绿微囊藻系中国科学院水生生物研究所赠

送"用 dfC&& 培养液培养 &" \ 以上"培养温度

#$% m&$ c"光照 &$.u&$>(

%&+'实验方法

铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼虾存活率的影响

参照铜绿微囊藻水华中藻细胞的常见密度&&% ;&&'

"

设定 &8% q&%

<

""8% q&%

<

"&8% q&%

?

AD.! 个浓度

研究铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼虾存活率的影

响( 以煮沸消毒的淡水作为对照组"每组设 ! 个

重复( 实验容器为 " .的方形塑料盒"实验液为 @

.( 随机挑选 $% 尾健康幼虾( 每天定时投喂 $

次"$ \更换一次藻液保证藻浓度稳定( 以附肢是

否动作为死亡标准"每天统计幼虾存活的数据(

铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼虾肝胰腺超微结

构的影响''将健康克氏原螯虾幼虾置于

"8% q&%

<

)&8% q&%

?

)$8% q&%

?

AD.浓度的铜绿

微囊藻培养 ? \后"将幼虾取出"无菌水冲洗后"

解剖取出肝胰腺"先后经 $8"P戊二醛)&P锇酸

固定"乙醇系列脱水( 脱水后用环氧树脂

3B),#&$ 包埋".ad,)5-型切片机超薄切

片"醋酸铀和柠檬酸铅双染色"最后在加速电压

为?" [5的 2C?%%% #2FYEMKF"(EGEH$透射电镜下

观察细胞结构(

铜绿微囊藻对克氏原螯虾成虾几种酶活性的

影响''实验设铜绿微囊藻浓度为 &8% q&%

<

)

"8% q&%

<

)&8% q&%

?

AD.的 ! 个实验组"以及消毒

淡水对照组"每组设 ! 个重复( 每组 <% 尾健康成

虾"随机养殖在 $%% .的塑料整理箱中"分别测定

第 %)&)!)")? 和 = 天时总血细胞密度#N24S$"血

清中血蓝蛋白含量"超氧化物歧化酶#1)>$)过

氧化物酶 #B)>$)酚氧化酶 #B)$及鳃丝中的

,E

W

Aa

W

C-NB酶活性( 其中 N24S参照姚翠鸾

等&&$'的方法"B)活性测定参照 -120>-

&&!'的方

法"血蓝蛋白含量测定结合 ()2,1),等&&@'及章

跃陵等&&"'的方法"由于血蓝蛋白在 $#% 和 !!@ HD

下波长上均有强的吸收峰"用分光光度计分别测

定其在 $#% 和 !!@ HD下光密度值 )>

$#%HD

和

)>

!!@HD

%1)>)B)>),E

W

Aa

W

C-NBESI的测定采用

南京建成公司的检测试剂盒(

$'结果

+&%'不同细胞密度铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼

虾存活率的影响

克氏原螯虾的幼虾存活率与本株实验用铜绿

微囊藻密度有显著相关性"当藻细胞密度为 &8% q

&%

<

AD.时"幼虾的存活基本不受影响"暴露 $" \

后才开始出现虾的死亡%试验结束时存活率为

="P"与对照组无明显性差异#!x%8%"$( 当藻细

胞浓度达到 "8% q&%

<

AD.时"暴露 $< \ 后存活率

显著低于对照组#!U%8%"$"为 <#8!!P( 藻细胞

浓度达 &8% q&%

?

AD.时"暴露 &= \ 后存活率仅为

<&8<?P"显著低于对照组#!U%8%"$%试验结束时

存活率仅 @#8!!P#图 &$(

图 %'不同浓度的铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼体存活率的影响

?1@&%'ECC3,9AC81CC30379837419134AC90*'(,:$%3.* A79:3460H1H-=0-93AC=-0H-370)4*(;$*

)%""
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+&+'铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼体外部形态及

肝胰腺超微结构的影响

解剖镜下观察发现"与对照相比"克氏原螯虾

幼体在不同浓度铜绿微囊藻暴露下"甲壳上斑点

和体色有着一定差别( 其中铜绿微囊藻浓度为

&8% q&%

? 和 $8% q&%

?

AD.组幼体甲壳上的斑点

变暗"体色加深( 打开头胸甲发现"幼体肝胰腺在

铜绿微囊藻暴露后出现不同程度的肿大现象"而

&8% q&%

? 和 $8% q&%

?

AD.组"伴有体色变暗黑的

现象#图 $$(

幼体肝胰腺超微结构观察结果显示"铜绿微囊

藻浓度为 &8% q&%

? 和 $8% q&%

?

AD.组幼体的肝胰

腺细胞有受损现象#图 !$!细胞染色质向核膜周围

聚拢%细胞核边集化%细胞质中出现大的空泡%细胞

器受损( 而对照组肝胰腺细胞则结构完整"染色质

均匀分布"并可以观察到类似卵黄颗粒或脂肪粒的

脂滴"藻浓度较低的为 "8% q&%

<

AD.组的肝胰腺细

胞细胞膜相对完整"受损现象不明显(

图 +'铜绿微囊藻对克氏原螯虾幼体体色的影响

#E$ 幼虾整体外部形态% #L$ 肝胰腺8-!对照组"d!&8% q&%

?

AD.%4!"8% q&%

<

AD.(

?1@&+'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A7.A8; ,A=A0AC=-0H-370)4*(;$$

#E$ D6XGK676:R 6 ŶKIhK67IL6\R% #L$ KIGEY6GEHMXIES8-!M6HYX67% d!&8% q&%

?

AD.% 4!"8% q&%

<

AD.8

图 <'克氏原螯虾幼体肝胰腺细胞超微结构

-!细胞核% d!细胞器或脂滴% 4!细胞膜破裂处% >!细胞质之间的空泡(

?1@&<' =̂90-4906,9603AC:3B-9AB-7,03-4AC=-0H-370)4*(;$$

-!MI77H9M7I9S% d!MI7797EX6X:EHI77IA7FGF\ \X6G7IY% 4!MI77DIDLXEHILXIE[E:IG7EMI% >!`EM967ISLIYhIIH 4RY6G7ESD8

*&""
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+&<'铜绿微囊藻对克氏原螯虾成虾免疫相关酶

类的影响

对总血细胞密度!N24S"的影响''随着浓

度的增加"铜绿微囊藻对克氏原螯虾 N24S的影

响作用加强( 对照组中"成虾 N24S基本稳定在

&8& q&%

?

AD.左右( 加入藻液 $@ K 后"各实验组

成虾的N24S升高"其中浓度较高的 "8% q&%

< 和

&8% q&%

?

AD.组与对照组存在极显著性差异

#!U%8%&$"而 &8% q&%

<

AD.组在微囊藻作用 ! \

后才出现显著性升高( 铜绿微囊藻暴露后实验组

N24S持续稳定在较高水平#图 @$(

图 $'不同浓度铜绿微囊藻对克氏原螯虾

总血细胞密度的影响

?1@&$'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A79:3!M"4AC

-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

''铜绿微囊藻对克氏原螯虾血蓝蛋白及 B)的

影响''铜绿微囊藻暴露 ! \ 内"血清中血蓝蛋

白的含量无显著性变化%" \ 后其含量显著性降

低"其中浓度较高的两组中克氏原螯虾血蓝蛋白

活性极显著低于对照组#!U%8%&$%随后血蓝蛋

白含量恢复到对照组水平( 在 $#% 及 !!@ HD下

血蓝蛋白含量的检测结果相似#图 "$(

图 < 显示铜绿微囊藻对克氏原螯虾 B)活性

的影响( 从图中可以看出"置于 &8% q&%

?

AD.铜

绿微囊藻溶液中 & \后"血清中B)活性显著增加

#!U%8%&$"但随后开始下降并最终恢复到初始

值( &8% q&%

<

)"8% q&%

<

AD.组与对照组相比有

所增强"但差异不显著(

铜绿微囊藻对克氏原螯虾血清中1)>及B)>

的影响''低浓度的铜绿微囊藻#&8% q&%

<

""8% q

&%

<

AD.$对克氏原螯虾的1)>活性影响不明显"而

高浓度的铜绿微囊藻#&8% q&%

?

AD.$则显著抑制克

氏原螯虾1)>活性#图 ?$( 铜绿微囊藻暴露 & \

后"&8% q&%

?

AD.组1)>活性略有下降%暴露 " \后

1)>活性明显降低#!U%8%&$(

图 S'铜绿微囊藻作用后克氏原螯虾

血清中血蓝蛋白浓度的变化

?1@&S'":-7@3AC9:3837419; AC:32A,;-71717

43062AC-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

图 T'铜绿微囊藻对克氏原螯虾血清中/[活性的影响

?1@&T'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A79:3/[-,91H1913417

43062AC-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

图 N'铜绿微囊藻对克氏原螯虾血清中!>J[#的影响

?1@&N'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A79:3!>J[#

-,91H191341743062AC-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

''成虾的B)>活性受铜绿微囊藻作用后"基本

呈现先升高"再下降的趋势( &8% q&%

?

AD.组

"&""
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B)>活性在暴露 & \ 后显著增加 #!U%8%"$"

&8% q&%

< 和 "8% q&%

<

AD.组 B)>活性在暴露

! \后有所增加( 随后各实验组均逐渐恢复到对

照组水平#图 #$(

图 W'铜绿微囊藻对克氏原螯虾血清中/[#的影响

?1@&W'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A79:3/[#

-,91H191341743062AC-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

''铜绿微囊藻对克氏原螯虾鳃丝中 ,E

W

Aa

W

C

-NB酶活性的影响''铜绿微囊藻对克氏原螯

虾鳃丝中 ,E

W

Aa

W

C-NB酶活性的影响呈先降低

后上升的趋势#图 =$!暴露 & \ 后"! 个实验组

,E

W

Aa

W

C-NBESI活性均显著性降低"! \后"恢复

初始值"随后逐渐增强"? \后增强到最高值"但到

= \后",E

W

Aa

W

C-NBESI活性再次降低(

图 X'铜绿微囊藻对克氏原螯虾鳃丝中

)-

_

GL

_

>*!/-43活性的影响

?1@&X'ECC3,9AC90*'(,:$%3.* A79:3)-

_

GL

_

>*!/-43

-,91H1913417@1==C1=-2379AC-86=9,0-;C14:70)4*(;$$

!'讨论

幼体阶段的克氏原螯虾成活率受水体中铜绿

微囊藻的影响"这与目前报道的蓝藻水华水体中

造成不同生物死亡的情况相符&&< ;$&'

"说明即使是

耐受力极强的克氏原螯虾也受到铜绿微囊藻的影

响( 微囊藻毒素作为一种肝毒素"不仅造成肝脏

肿胀淤血)肝体比重增加及一系列酶学变化"而且

还能诱导多种细胞凋亡&$$ ;$@'

"并造成超微结构上

骨架的破坏&$"'

( 本研究发现"将克氏原螯虾置于

铜绿微囊藻溶液中 ? \后幼体的肝胰腺出现了不

同程度的肿胀及肝胰腺细胞坏死的现象"但没有

发现凋亡小体的出现和细胞核的破裂的发生( 幼

体的肝胰腺细胞是受到高浓度的 T4的强烈作

用"出现细胞大量坏死的现象( 而低浓度铜绿微

囊藻是否能诱导虾类肝胰腺的细胞凋亡"需要进

一步的研究(

甲壳动物中血细胞数量)B)与免疫直接相

关( 血淋巴细胞在机体免疫系统中处于核心地

位"N24S在一定程度上反映机体的免疫应激能

力或健康状况"并作为免疫指标之一用于衡量甲

壳动物的免疫水平&$<'

( 在本研究中"铜绿微囊藻

造成克氏原螯虾血细胞总数#N24S$一定程度的

升高"表明该藻刺激了克氏原螯虾的免疫系统"产

生更多的血淋巴细胞以抵抗不利环境( B)是甲

壳动物体液中重要的抗异物成分"是甲壳动物抵

御外来侵害的第一道防线"其活性的高低是衡量

免疫水平常用的因子( 铜绿微囊藻暴露后 B)活

性显著增强"与雷志文等&$?'以及黄旭雄等&$<'报

道的不同感染状态下造成 B)活性增强的结果相

似( 血蓝蛋白是甲壳动物的呼吸色素"分散在血

淋巴中"它具有输氧及免疫防御功能"它在一些物

质的作用下可表现出类似于酚氧化物酶的功

能&$#'

( g)f-,-,>2-,等&$='发现印度明对虾

#!(/0(231/G1523$感染了 Q115后"血蓝蛋白比

例显著减少"这一点与本实验结果一致"说明铜绿

微囊藻能促使血蓝蛋白的分解"降低其输氧功能(

铜绿微囊藻作为一种毒性较强的藻类"能克氏原

螯虾免疫系统造成一定的危害"当其浓度达到一

定范围后"能迅速刺激克氏原螯虾免疫体系"产生

大量的血淋巴细胞)释放酚氧化酶类及类似的免

疫因子参与免疫反应(

1)>)B)>等抗氧化酶类在生物体的解毒代

谢中起重要作用( 1)>作为生物体内平衡氧化

与抗氧化作用至关重要的酶类"其活性变化直接

反映机体清除体内自由基的能力( 研究表明"当

水生生物处于不利环境中时"1)>活性显著降

低&!% ;!&'

( 本实验也发现"当克氏原螯虾暴露在铜

绿微囊藻溶液中时"其 1)>活性也显著降低"与

孙舰军等&!$'关于氨氮对中国对虾抗病力的影响

有相似的报道( B)>在生物体内主要是催化分

!&""
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解氧化物或过氧化物"氧化分解毒素&!! ;!@'

( 在本

实验中"克氏原螯虾血清中B)>活性在高浓度铜

绿微囊藻中暴露 & \ 后显著增加"表明铜绿微囊

藻作用后机体内氧化物显著增多"机体产生大量

B)>用于清除体内过多的氧化物( 抗氧化酶类

活性的变化可能是由本株铜绿微囊藻产生的微囊

藻毒素T4C.+#本实验室高效液相色谱.质谱技

术联用检测$通过细胞膜进入细胞后对细胞造成

损伤引起的"当藻毒素进入细胞后能够引发细胞

的氧化损伤)脂质过氧化)>,-链的断裂以及蛋

白质的氧化修饰等&!" ;!?'

(

甲壳动物中",E

W

Aa

W

C-NBESI是重要的渗透

压调节酶类"主要分布于鳃)肝胰腺和触角腺等组

织"其活性是机体生理代谢和生长状况的重要指

标&!#'

( 本实验中鳃丝中,E

W

Aa

W

C-NBESI活性变

化与赵峰等&!='报道的盐度对史氏鲟鳃 ,E

W

Aa

W

C

-NBESI活性影响极为类似"可能是鳃直接与外界

环境中的铜绿微囊藻接触后先是经历应激反应阶

段",E

W

Aa

W

C-NBESI活性迅速下降"机体处在这

种不利条件下"即进入主动调节阶段",E

W

Aa

W

C

-NBESI活性显著增强"以及时调整细胞渗透压平

衡"行使呼吸)排泄)渗透压调节及病害防御等功

能"使机体逐步适应外界环境(

机体产生应激反应是对不良环境进行积极对

抗的结果"当环境因子的突变超过甲壳动物能够

承受的范围时"则发生代谢上的紊乱)渗透调节机

制失去作用)免疫力下降"甚至死亡&@%'

( 当外界

环境因子在生物体的承受范围之内时"其可表现

出一定范围之内的缓冲应激能力"本实验结果也

证实了这一点( 克氏原螯虾幼体只有当铜绿微囊

藻浓度达到 &8% q&%

?

AD.时才出现显著性死亡"

说明其已经超出幼虾的承受范围%而克氏原螯虾

成虾暴露在铜绿微囊藻溶液中后"几种酶类活性

先表现出一定程度的增强或者减弱"但最终都稳

定在一个范围之内"说明即使当铜绿微囊藻达到

&8% q&%

?

AD.时"克氏原螯虾成虾仍有较强的耐

受性"在经历应激反应之后逐渐适应外界环境的

变化(
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YKIS9X̀F̀E7XEYIhES@#P8#$$ NKIKIGEY6GEHMXIES6 M̂XER F̂SK 7EX̀EILIMEDI\EX[IHI\ EH\ KIGEY6GEHMXIES

MI77ShIXI6LSIX̀I\ Y6 LI\EDE:I\ 9H\IXYKIYXEHSDFSSF6H I7IMYX6H DFMX6SM6GR8#!$ QKIH IZG6SI\ Y6 YKI

KF:KISYM6HMIHYXEYF6H 6 <̂E0(*2;1/+30"MXER F̂SK EMYI\ ESYXISSXIEMYF6H!N24S6 ŶKIE\97YMXER F̂SK FHMXIESI\
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