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摘要: 采用逐步增盐法, 结合生物酶学测定, 研究了从淡水升高盐度到 7、14、21、28 和 35
对二秋龄雌、雄中华绒螯蟹血清总蛋白、氧合血蓝蛋白含量及碱性磷酸酶(AKP)、超氧化物

歧化酶(SOD)、酚氧化酶(PO)活力的影响。结果显示, 随着盐度的升高, 中华绒螯蟹的血清

总蛋白、氧合血蓝蛋白含量逐渐降低; AKP 活性先略升高, 而后逐渐降低; 与雄蟹的 PO 活

力逐渐降低相比, 雌蟹的 PO 活力先降低, 当盐度高于 21 后维持稳定水平; SOD 活性先略降

低, 盐度高于 21 被激活。除 SOD 外, 雌蟹血清各测定指标均显著高于雄蟹(P<0.05)。研究

结果表明, 盐度接近或超过 28 将显著影响中华绒螯蟹 3 种免疫酶的活性及总蛋白和氧合血

蓝蛋白的含量, 进而影响其免疫防御能力。 
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)属甲壳纲, 十足

目(Decapoda), 绒螯蟹属(Eriocheir), 群体自然分布

以长江中下游为主[1]。生长在淡水湖泊中的中华绒

螯蟹在完成青春期蜕壳后必需向河口或近海进行

生殖洄游, 在河口产出的蚤状幼体变态发育成为

幼蟹时又开始向上进行索饵洄游, 这种复杂的生

活史使其成为国内外甲壳类渗透压调节生理研究

的模式物种[2-4]。到目前为止, 国内外已对中华绒螯

蟹幼体及成体适应淡水生活的生理、生化机制进行

了较多研究[2, 4, 5-7], 但对成蟹生殖洄游重新适应河

口半咸水或海水环境的生理研究较少。  

免疫因子已被作为重要指标用于评估环境应

激对动物健康状况影响。对虾、蟹类的研究表明, 盐

度变化影响血淋巴总血细胞数(THC)、呼吸爆发力

(respiratory burst)以及免疫酶活性[8-10]等相关免疫

因子。研究表明, 污染物[11-12]、温度[13-14]、氨氮[15]

等胁迫显著影响中华绒螯蟹的多种免疫指标, 进

而对其健康造成不利影响。而关于盐度这一最重要

的生态因子是否影响中华绒螯蟹的免疫参数以及

成熟蟹生殖洄游重新适应升高盐度的调节过程国

内外很少见报道。 

国内外对甲壳类渗透压调节及相关生理功能

的研究多采用雄蟹, 而对雌蟹的研究极为缺乏。 

对中华绒螯蟹而言, 雌、雄交配后雄蟹已完成使命, 

而雌蟹在抱卵后仍需进行后期幼体的孵化。因此, 

相对而言, 雌蟹可能需要更强的免疫力才能抵抗

在幼体孵化过程中不利生物及非生物因子的胁迫。

鉴于以上背景, 本试验以洄游高峰期中华绒鳌蟹

为试验材料, 通过逐步增盐法, 研究了雌、雄中华

绒螯蟹几种重要免疫因子(总蛋白、血蓝蛋白、碱

性磷酸酶、超氧化物歧化酶、酚氧化酶)对盐度升

高的响应。探讨中华绒螯蟹成蟹重新适应半咸水
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或海水环境时的免疫调节以及免疫参数的性别差

异, 以期为中华绒蟹生殖洄游、产卵场的保护及

其相关生态学研究提供基础资料, 同时为评估长

江口盐度变化对中华绒螯蟹繁殖的潜在影响提供

理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
试验用中华绒螯蟹于 2010 年 11 月 3 日(洄游

高 峰 期 ) 捕 于 江 阴 市 八 圩 码 头 附 近 (120°27'S, 
31°95'W, 盐度<0.5, 水温 19 ℃)。选取健康、附肢

无残缺的雌、雄蟹各 80 只于当天运至实验室, 按
照性别分别暂养于 8 个圆形树脂玻璃缸(直径 1 m, 
高 80 cm)中。雌、雄蟹的平均体质量分别为(102.03± 
7.49) g、(116.23±14.03) g, 平均壳宽分别为(62.18± 
11.63) mm, (62.58±2.61) mm。暂养 1 周后开始试验。 

1.2  试验用水及管理 
暂养期间用水为经百诺肯净水机过滤并曝气24 

h以上的自来水。暂养及试验期间每隔两天按照体质

量1%投喂新鲜螺肉一次, 第二天早上吸出残饵及粪

便。暂养期间在吸出残饵后同时更换1/3新鲜曝气自

来水。实验过程中持续充氧, 保持自然光照周期。水

温(18±1) ℃, 溶解氧>6 mg/L, 总氨氮<0.2 mg/L。水

深保持15 cm以上, 并用瓦片为蟹搭建藏匿场所。 
1.3  试验设计 

试验设置 7、14、21、28 和 35 共 5 个盐度组

及淡水对照组。暂养 1 周后从各暂养缸随机挑选健

康、附肢无残缺的雌、雄蟹各 60 只分别随机分养

在 6 个同等规格的圆形玻璃缸中。适应 3 d 后从雌、

雄组分别随机选取 9 只蟹作为淡水组试验样品, 同
时其余各组开始升高盐度, 每天升高盐度 3~4。达

到设定试验盐度后, 在此盐度下维持 3 d, 从雌、雄

组分别选取 9 只蟹。其余各组继续升高盐度, 依次

类同, 试验共持续 16 d, 取样前 48 h 停止投饵。试

验盐度通过在自来水中添加一定量的海水晶调节

而成, 并用手持式折光盐度计进行校准。试验过程

中无蟹死亡。 
血淋巴采集     采样时将蟹在冰水中麻醉 

30 min, 捞出后吸干体表水分, 用2 mL一次性无菌

注射器从第3或第4步足基部关节处采集血淋巴 , 
采集的血淋巴快速注入1.5 mL无菌离心管中并放

入−80 ℃冰箱中保存备用。测定时将血淋巴在冰上

解冻, 用无菌针头划破血凝块, 8 000 r/min, 4 ℃, 
离心20 min, 析出的血清用于各试验指标的测定。 

检测指标及测定方法    氧合血蓝蛋白含量

的测定参照Chen等 [16]的紫外分光光度法。总蛋白

含量、AKP、SOD活性均采用试剂盒(南京建成生

物工程研究所)并严格按照说明书进行测定。SOD
活性测定时将离心后血清用0.86%生理盐水稀释

20倍, 取样量为50 µL。PO活力的测定以L-dopa为
底物, 参照Ashida[17]的方法进行。 
1.4  统计方法 

试验数据以平均值±标准误 (mean±SE)表示 , 
用单因素方差分析 (One-Way ANOVA)及Tukey’s 
HSD法对不同盐度组测定指标进行多重比较。将所

有试验组雌、雄蟹血清各测定指标分别作为整体, 
用T-test分析雌、雄各免疫因子差异的显著性。对

血清总蛋白与氧合血蓝蛋白含量进行相关性分析。

所有数据均采用SPSS 11.5软件进行分析, 统计方

法中显著性水平均定义为0.05。 

2  结果 

2.1  盐度升高对中华绒螯蟹血清总蛋白以及氧合

血蓝蛋白含量的影响 
从淡水逐步升高盐度到35, 雌、雄蟹血清总蛋

白含量分别从(113.38±3.75) mg/L和(103.28±2.80) m 
g/L降低到(88.00±5.034) mg/L和(78.22±4.83) mg /L 
(图1)。氧合血蓝蛋白含量从(1.72±0.06) mmol/L和

(1.51± 0.11) mmol/L分别降低到(1.37±0.07) mmol/L
和(1.11± 0.08) mmol/L(图2)。其中盐度升高到28时, 
雌、雄蟹血清中总蛋白含量均显著低于淡水组(P< 
0.05), 盐度升高到35时显著低于淡水组、盐度7、14
组(P<0.05)。雌蟹血清中氧合血蓝蛋白含量在盐度

升高到35时与淡水组相比表现出显著性差异(P< 
0.05), 随着盐度的升高雄蟹血清中氧合血蓝蛋白含

量虽呈现下降趋势但未表现出显著性(P>0.05)。 
T-test 结果表明, 雌蟹血清中总蛋白及氧合血

蓝蛋白含量均显著高于雄蟹(P<0.05)。血清总蛋白

与氧合血蓝蛋白含量存在显著的相关性(雌性: 相
关系数为 0.991, P=0.000; 雄性: 相关系数为 0.943, 
P=0.005)。 

2.2  盐度升高对中华绒螯蟹血清 AKP 活性的影响 
随着盐度的升高, 雌、雄蟹血清中AKP活性均

在盐度升高到7时略上升, 随后逐渐降低(图3)。盐
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度升高到28和35时, 雌蟹血清AKP活性显著低于

盐度7组(P<0.05), 雄蟹血清AKP活性显著低于盐

度7和14组(P<0.05), 其余各盐度组间AKP活性均

无显著性差异(P>0.05)。T-test结果表明, 雌蟹血清

中AKP活性显著高于雄蟹(P<0.001)。 
 

 
 

图1  盐度升高对雌、雄中华绒螯蟹 
血清总蛋白含量的影响 

不同小写字母代表各盐度组雌蟹血清总蛋白含量存在显著差异

(P<0.05), 反之则差异不显著(P>0.05), 大写字母则代表雄蟹, 下同。 

Fig. 1  Serum protein content in female and male         
E. sinensis in response to elevated salinities 

Different lowercase letter indicates significant differences among 
salinities in females, a capital letter denotes in males (P<0.05), the 
same below. 

 

 
 

图2  盐度升高对雌、雄中华绒螯蟹血清氧合血蓝蛋白

含量的影响 
Fig. 2  Serum oxyhemocyanin content in female and 

male E. sinensis in response to elevated salinities 

2.3  盐度升高对中华绒螯蟹血清 SOD活性的影响 

雌、雄蟹血清中SOD活性从淡水逐步升高到盐

度21的过程中略呈降低趋势, 但各盐度组间无显著

性差异(P>0.05), 盐度高于21时SOD被激活。到35
时雌、雄血清SOD活性均达到最高值, 此时雌蟹

SOD活性显著高于盐度7、14和21组(P<0.05), 雄蟹

SOD活性显著高于盐度21组(P<0.05), 其余各盐度 
组间无显著性差异(P>0.05)。T-test结果表明, 雄蟹

血清中SOD活性显著高于雌蟹(P<0.001) (图4)。 

2.4  盐度升高对中华绒螯蟹蟹血清 PO活力的影响 

随着盐度的升高, 雌蟹血清PO活力从淡水时

的(0.23±0.03) U/mL显著降低到盐度21时的(0.12± 
0.03) U/mL(P<0.05), 之后保持在这一水平(图5)。
雄蟹血清PO活力随着盐度的升高呈现出逐渐下降

的趋势, 从淡水时的(0.17±0.02) U/mL降低到盐度 
 

 
 

图3  盐度升高对雌、雄中华绒螯蟹血清碱性磷酸酶

(AKP)活性的影响 
Fig. 3  Serum alkaline phosphatase activities in female 

and male E. sinensis in response to elevated salinities 
 

 
 

图4  盐度升高对雌、雄中华绒螯蟹血清超氧化物歧化

酶(SOD)活性的影响 
Fig. 4  Serum superoxide dismutase activities in female 

and male E. sinensis in response to elevated salinities 
 

 
 

图5  盐度升高对雌、雄中华绒螯蟹血清酚氧化酶(PO)
活力的影响 

Fig. 5  Serum phenoloxidase activities in female and 
male E. sinensis in response to elevated salinities 
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35时的(0.03±0.00) U/mL(P<0.05), 盐度达到21时
PO活力显著低于淡水组, 盐度高于21时PO活力显

著低于淡水、盐度7、14组(P<0.05)。T-test结果表

明, 雌蟹血清PO活力显著高于雄蟹(P<0.001)。 

3  讨论 

3.1  盐度对中华绒螯蟹血清总蛋白及氧合血蓝蛋

白含量的影响 
氧合血蓝蛋白是一种呼吸蛋白, 属于血蓝蛋

白的一种。血淋巴中血蓝蛋白含量对动物的健康状

况起着很好的指示作用[18-19], 其含量受到性别、蜕

壳周期、营养状态、盐度等的影响[20]。在甲壳动物

血淋巴中血蓝蛋白的含量占总蛋白含量的60%~ 

95%[20-22]。本试验中雌、雄蟹血清总蛋白和氧合血

蓝蛋白含量随着盐度的升高呈现一致降低的趋势

且二者存在显著的相关性, 表明血蓝蛋白与总蛋

白之间存在着紧密的联系, 血蓝蛋白在总蛋白含

量中占有重要的地位。 
研究表明, Na+和Cl−是甲壳类血淋巴中最重要

的渗透压调节物, 对十足目多种对虾的研究发现

Na+和Cl−约占总渗透压的76%~94%[23]。除主要离

子外, 游离氨基酸也是组成体内渗透压的重要成

分, 特别在高盐环境下对体内高渗状态的维持发

挥着重要作用[24-25]。本试验中盐度升高引起血清总

蛋白含量降低与对中华绒螯蟹[6, 26]和淡水罗氏沼

虾(Marobrachium rosenbergii)的研究结果一致[27-28]。

血淋巴蛋白含量对盐度的响应在中华绒螯蟹也是

可逆的, 即盐度降低引起血淋巴蛋白含量升高[26]。

虽然目前对血淋巴中游离氨基酸的来源还存在争

论, 但可以确定至少部分是来源于血淋巴蛋白的

水解[29]。因此, 本试验中血清蛋白含量随着盐度的

升高而降低可能主要是由于血淋巴中部分蛋白分

解为游离氨基酸用于提高渗透压, 维持血淋巴的

高渗状态。 
本试验中氧合血蓝蛋白含量随着盐度的升高

而降低, 其原因也可能与总蛋白含量降低一致, 部
分血蓝蛋白分解为游离氨基酸, 发挥其渗透压调

节的功能[29], 用于维持体内的高渗环境。此外, 对
血蓝蛋白与氧结合特性的研究表明盐度升高、无机

离子含量增加会提高甲壳类血蓝蛋白与氧的亲和

力[18], 高的氧亲和力使得同等代谢强度下机体对

血蓝蛋白的需求量降低。因此本试验中血蓝蛋白含

量的降低也可能与盐度的升高提高了血蓝蛋白与

氧的亲和力有关。再者, Li等 [30]指出凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)氧合血蓝蛋白水平较高与

氧摄入和CO2排出水平较高有关。中华绒螯蟹在淡

水中为了维持体内较高的渗透压, 需要从外界水

体中主动吸收Na+和Cl−, 而离子的主动吸收需要

消耗一定的能量, 机体需要较高的代谢水平才能

完成这一过程。随着盐度的升高, 体内外渗透压差

逐渐降低, 用于渗透压调节所需的能量降低, 其代

谢水平也相应降低。因此, 本试验中氧合血蓝蛋白

含量的降低也可能与盐度升高后用于渗透压调节

的能量降低, 氧摄入和CO2排出降低有关。此外, 
近年来发现血蓝蛋白除了具有载氧特性外, 还具

有酚氧化酶活性、抗菌肽活性和凝集活性的免疫特

性 [31], 因此 , 本试验中血淋巴血蓝蛋白含量的降

低同样会降低机体的免疫功能。 

3.2  盐度对中华绒螯蟹血清免疫酶活性的影响 
磷酸酶不仅是生物体内的重要代谢调控酶 , 

也是溶酶体的标志酶, 是吞噬细胞杀菌的物质基

础, 能形成水解酶体系, 破坏和消除侵入体内的异

物, 达到机体防御的功能[32]。酚氧化酶原系统是甲

壳动物重要的免疫防御和识别系统, 而酚氧化酶

作为该系统的终端酶在甲壳动物体液免疫因子中

占有重要的地位[33], 其在机体内发挥着识别异物、

促进血细胞的吞噬和包掩、介导凝集与凝固、产生

杀菌物质等重要的作用。超氧化物歧化酶是生物机

体抗氧化酶系统中重要的一种抗氧化酶, 在体内

发挥着清除超氧阴离子自由基(O2
−)保护机体免受

损伤的重要作用。这3种酶活性的变化可以反应机

体免疫功能的强弱。 
本研究结果表明 , 在0~21的盐度范围内 , 随

着盐度的升高血清中3种免疫酶活性呈现下降的趋

势, 但除21盐度组PO活力显著低于淡水组外, 其
余2种酶活性无显著变化。表明在盐度0~21的范围

内升高盐度对中华绒螯蟹亲蟹的免疫力影响较小。

盐度达到28时, 雌、雄血清AKP与雄蟹PO活力分别

显著低于盐度7组、淡水组和盐度7、14组, 表明盐

度升高到28已影响机体免疫酶的活性, 导致免疫

力降低。这种影响也体现在SOD上, SOD活性在盐

度达到28时开始升高, 表明体内自由基增多, 需要

激活抗氧化酶以消除体内过多的自由基, 保护机

体免受自由基侵害。综合3种免疫酶活性的变化表
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明, 盐度接近或高于28对会对中华绒螯蟹的非特

异性免疫功能造成显著影响。本试验中显著影响免

疫酶活性的最低盐度与其等渗点一致①, 表明环境

盐度达到或高于等渗点影响血清中免疫酶的活性

及免疫功能的发挥。虽然中华绒螯蟹成蟹具有极强

的广盐性, 可以在海水中存活。人工繁殖时雌、雄

蟹可以在8~33的盐度范围内进行配对[34]。但交配

最适盐度仍在半咸水(7~22)范围之内, 这也与张烈

士等[35]对长江口中华绒螯蟹繁殖场环境调查的结

果即产卵场盐度范围为5~22相吻合。由此可见, 盐
度较高虽然不影响中华绒螯蟹的存活, 但并不是

繁殖的最适盐度范围。中华绒螯蟹在低盐环境下具

有极强的调高体内渗透压的能力, 但在高盐下其

低渗调节能力较弱[36]。与海水相比, 亲蟹可能更适

应半咸水环境, 相反高盐度导致体内渗透平衡紊

乱,引起机体代谢功能失调, 非特异性免疫功能可

能受到影响。 

3.3  中华绒螯蟹几种免疫因子的性别差异 

雌蟹血清总蛋白、氧合血蓝蛋白含量显著高于

雄蟹, 这一结果与多数对虾蟹类的研究结果不同。

Engel等[37]研究了环境条件变化对蓝蟹(Callinectes 

sapidus)血蓝蛋白含量的影响, 指出血蓝蛋白含量

与性别无关。另有学者研究发现蜕壳间期的日本囊

对虾(Penaeus japonicas)仔虾[22]、凡纳滨对虾[38]、

锯缘青蟹(Scylla serrata)[21]、17~48 g的罗氏沼虾

(Macrobarchium rosenbergii)[20]血淋巴血蓝蛋白及

总蛋白含量不存在性别差异。而Cheng等[20]认为体

质量超过50 g的雌性罗氏沼虾血淋巴氧合血蓝蛋

白含量高于雄性个体, 本试验结果与此报道结果

一致。血淋巴蛋白、血蓝蛋白含量是否存在性别差

异可能主要与雌、雄个体大小、栖息地环境、营养

状况、性腺发育等有关。潘伟槐等[39]研究表明生殖

期雌性日本沼虾 (Macrobrnahium nipponese)腹肌

LDH酶活性明显高于雄性, 本试验中所用中华绒

螯蟹处于生殖洄游高峰期, 血淋巴中卵黄蛋白原

含量较高可能是引起其雌蟹血清蛋白含量高于雄

蟹的一个重要原因。 

本研究结果发现, 雌蟹血清中AKP活性和PO活 

力显著高于雄蟹, 这与赵青松等[40]发现的性腺发

育在Ⅰ、Ⅱ期的拟穴青蟹雌蟹血清中AKP活性高于

雄蟹相似。较高的免疫酶活性表明雌蟹免疫力高于

雄蟹。免疫酶活性的性别差异可能是雌、雄在生殖

过程中发挥作用不同的表现。雌雄交配后, 雄蟹已

完成使命, 而雌蟹仍然担负着幼体孵化的重任, 相

对而言, 雌蟹需要更强的免疫力才能有效抵抗在

幼体孵化过程中环境因子(温度、盐度、低氧)胁迫

和细菌、病毒、寄生虫的侵袭, 保证幼体孵化的顺

利进行。本试验在11月份进行, 此时雄蟹性腺已经

发育成熟, 肝胰腺的营养物质更多的转移到性腺

中, 储存能量的降低导致其免疫力低下, 而雌蟹的

性腺发育晚于雄蟹, 营养物质还未完全转移。因此

雌、雄性腺发育速度的差异也可能造成其免疫力的

不同。本试验中雄性血清SOD活性显著高于雌性, 

这与潘伟槐等[39]报道的雄性日本沼虾心肌组织中

SOD活性高于雌性相一致, 免疫酶活性存在性别

差异的原因以及是否与性腺发育相关还需进一步

探讨。 
综上所述, 5 种免疫相关因子的含量或活性存

在性别差异。升高水体盐度降低中华绒螯蟹血清总

蛋白与氧合血蓝蛋白含量且影响免疫酶活性, 盐
度接近或超过 28 对免疫因子的影响表现出显著性, 
进而影响其免疫防御能力。本研究提示, 较高的盐

度可能会通过影响成熟中华绒螯蟹的免疫功能而

对其繁殖活动造成潜在的不利影响, 但对此尚需

进一步深入研究。 
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Changes in non-specific immune parameters of mature Chinese mitten 
crab (Eriocheir sinensis) in response to elevated salinities 

WANG Rui-fang1, 2, ZHUANG Ping1, 2*, FENG Guang-peng2, ZHANG Long-zhen2, 
HUANG Xiao-rong2, JIA Xiao-yan3 
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Abstract: Mature Chinese mitten crabs, Eriocheir sinensis, are exposed to brackish water or coastal waters 
as an obligatory part during adult reproductive migration. In this study, we investigated the changes in se-
rum total protein and oxyhemocyanin contents, alkaline phosphatase (AKP), superoxide dismutase (SOD) 
and phenoloxidase (PO) activities in both mature male and female E. when in freshwater and after 
step-wise acclimation to the following salinities: 7, 14, 21, 28, 35. Increasing salinities caused a gradual 
decrease in serum total protein and oxyhemocyanin contents. Serum AKP activity was elevated slightly at 7, 
thereafter it dropped slowly by the end of experiment. Serum SOD activity showed a slight decrease after 
increase of salinity until 21, it was activated above 21. Serum PO activity decreased gradually with the 
increase of salinity in males; however, it maintained a stable level above 21 in females. All tested parame-
ters in serum except for SOD were significantly higher in females than those in males. It is suggested that 
elevated salinity induced a decrease in serum total protein and oxyhemocyanin contents. Serum immune 
enzyme activities in mature E. sinensis will be affected when the salinity was near to or above 28, which 
could exert a negative effect on reproduction. Further studies are needed to understand the biochemical 
adaptation of mature E. sinensis, during their reproductive migration acclimation to elevated salinities. Sex 
differences should not be ignored. 
Key words: Eriocheir sinensis; salinity; immune enzyme; oxyhemocyanin; sex difference; reproductive 
migration 
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