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干露对三疣梭子蟹抗氧化和应激能力的影响
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摘要! 在实验室条件下!研究了干露时间#318%118 和 / ?$胁迫对三疣梭子蟹抗氧化能力和应激

能力的影响!初步探讨了能够较灵敏地指示梭子蟹健康状况的胁迫指标" 结果显示'#1$干露时

间胁迫对超氧化物歧化酶#*"2$活力和丙二醛#F2&$含量均无显著影响##A3138$&但干露时

间显著影响肝胰脏总抗氧化能力#E7&"-$水平%热休克蛋白 :3#+*6:3$表达量和肌肉乳酸含量

##?3138$" #2$318 ? 干露胁迫后!*"2活力在入水恢复 4 ? 时达到峰值&F2&含量在入水恢

复 2 <13 ? 内显著高于对照组水平##?3138$&E7&"-水平在恢复阶段基本维持在对照组水平"

118 和 / ? 干露后!*"2活力在入水恢复阶段一直维持在对照组水平!且各时间点与对照组差异

不显著##A3138$" 118 ? 干露后 F2&含量在入水恢复阶段呈先升高后降低趋势!各时间点与

对照组差异不显著##A3138$&而 / ? 干露后入水恢复 13 ? 时显著增加##?3138$" 118 ? 干露

后入水恢复 4 ? 时!E7&"-水平显著高于对照组##?3138$&/ ? 干露后入水恢复 318 ? 时显著升

高##?3138$!2 <13 ? 内基本恢复到对照组水平" 干露时间胁迫后!乳酸含量均在入水恢复

318 ?时达到最大值&+*6:3 表达量均在入水恢复 2 <4 ? 内达到峰值" 研究表明!相比于其他所

选指标!E7&"-水平能够较敏感地反映干露时间胁迫对机体的生理状态的影响&*"2和 F2&

相互配合能够较灵敏地反映不同干露时长后机体在恢复阶段的免疫水平"

关键词! 三疣梭子蟹& 干露时间胁迫& 入水恢复& 抗氧化& 应激

中图分类号! J1:011& *970125555555 文献标志码'&

55水生动物停留在空气(沙或土壤等介质的状

态即干露
)1*

"而干露时间的长短是影响其运输方

式的重要因素之一+ 国内外已有一些关于水生动

物干露存活时间的研究报道+ ":/C<等
)2*

认为蟹

类的露空时间由鳃部的保水能力和机体对低含水

量的耐受性决定"同时离水干露会导致低氧胁迫"

阻碍机体代谢能力"最终引起死亡
)/*

+ 干露会造

成机体水失衡"呼吸机制受到阻碍"最终造成血液

H+失衡而窒息死亡
)1"4*

+ 杨凤等
)8*

研究发现干

露处理后的菲律宾蛤仔#O5*1/'.-,.9121..1+'056$

稚贝需要一定时间恢复"且存在补偿生长现象+

胁迫后恢复一段时间"有助于机体维持健康状态"

尽快地恢复生长"并能有效地减少疾病暴发
)7*

+

三疣梭子蟹 ##)0/5+5,/01/5>-0852'/5,$"隶属

甲壳纲 #-CA@D;43;$"十足目 #234;H/B;$"梭子蟹

科#6/CDA><B;3$"梭子蟹属 ##)0/5+5,$"广泛分布

在中国南北沿海"是大型的海洋经济蟹类
):*

"且

已经成为世界上养殖规模最大的海洋经济蟹

类
)0*

+ 梭子蟹的运输方式有低温干运(活水运输

等
)9*

"其中低温干运逐渐成为幼蟹和商品蟹的重

要运输方式之一
)1"9*

+ 梭子蟹是一种离水易死亡

的海水蟹类"有研究表明"其各发育阶段的幼体死

亡率均随干露时间的延长而升高
)1*

"而目前关于

干露时间胁迫及入水恢复阶段三疣梭子蟹生理生

化指标变化的相关研究未见报道+ 大量研究表

明"超氧化物歧化酶 #*"2$(总抗氧化能力 #E7

&"-$(丙二醛 #F2&$(热休克蛋白 #+*6:3$和

乳酸水平随胁迫强度的不同呈规律性变化"已被
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广泛地用作研究分析机体胁迫程度的重要指

标
)13 61/*

+ 本文研究了不同干露时间胁迫及入水

恢复阶段三疣梭子蟹组织中 *"2(E7&"-(+*6:3

的水平及 F2&和乳酸含量的变化规律"旨在分

析梭子蟹干露耐受性机理"并初步筛选出指示各

阶段健康状况的灵敏指标"为离水运输和养殖监

测工作提供科学参考+

15材料与方法

!#!$实验材料的来源与养殖管理

实验于 231/ 年 0 月进行+ 三疣梭子蟹购自

青岛市胶南养殖场"为健康活泼个体+ 梭子蟹运

回实验室后"在 #22 >318$M的天然海水 #盐度

/3"H+B0$中暂养 14 B 左右开始实验+ 暂养期间

连续充气"光照周期为 14'=132"所换海水提前曝

气 1 B"换水前将海水预温到暂养水温"日换水量

15/ <152"每天投喂菲律宾蛤仔+

选取体色正常"健康活泼"雌雄比例 1=1 的三

疣梭子蟹为实验对象"平均体质量为 # 0:19/ >

1124$L"实验期间不投喂"塑料筐作为干露容器+

!#%$实验设计

本实验在封闭无风的实验室内进行"室温保

持在#2218 >318$M"室内湿度为 :3N<03N"每

个玻璃缸#/3 4:D/3 4:D83 4:$内放一只实验

蟹+ 实验分为干露胁迫和胁迫后入水恢复 2 个阶

段+ 干露胁迫阶段!将 73 只实验蟹均分 / 组"干

露时间分别为 318(118 和 / ?+ 梭子蟹从实验缸

中取出后"分别放入室内的塑料筐中干露"于干露

胁迫 318(118 和 / ? / 个时间点取样"每个时间点

取 4 只蟹+ 入水恢复阶段!将余下的梭子蟹分别

放回实验缸中恢复"于入水恢复 318(2(4 和 13 ?

4 个时间点取样"每个时间点取 4 只蟹+ 对照组!

在暂养海水中充氧养殖的 4 只梭子蟹+ 恢复期间

养殖条件和暂养条件保持一致+

!#&$实验方法

将梭子蟹放在冰盘上冷冻麻醉"去壳后迅速取

其肝胰脏和肌肉"分别装入 118 :'的离心管后迅

速放入液氮"然后转入 603 M冰箱中保存待测+

超氧化物歧化酶%丙二醛和总抗氧化能力的

测定55肝胰脏匀浆液的制备!取肝胰脏"称重"

液氮研磨后加入 1=9#SV($的预冷匀浆介质"冰浴

匀浆后经 0 333 D4"4 M条件下离心 13 :<>"取上

清液测定+

*"2(F2&和 E7&"-均采用南京建成生物

工程研究所的试剂盒进行测定"具体测定方法按

试剂盒的说明进行+

*"2活力测定采用 W*E法"酶活单位定义!

在反应体系中 *"2抑制率达 83N时所对应的酶

量为一个 *"2活力单位##5:L HC/D$+

F2&采用硫代巴比妥法
)14*

#E8&法$"单位

为 >:/05:L HC/D+

E7&"-单位定义!在 /: M时"每分钟每毫克

组织蛋白"使反应体系的吸光度#"2$值"每增加

3131 时"为一个总抗氧化能力单位##5:L HC/D$+

三疣梭子蟹肌肉组织中乳酸含量的测定55

肌肉匀浆的制备!取肌肉称重后"在研钵中液氮研

磨后加入 1=9#SV($的预冷生理盐水#3107N$冰

浴匀浆"4 M条件下"933 D4 离心 23 :<>"取上清

液测定 +

乳酸含量采用南京建成生物工程研究所的试

剂盒进行测定"具体测定方法按试剂盒的说明进

行+ 乳酸的单位为 ::/05L HC/D+

热休克蛋白#+*6:3$55采用南京建成生物

工程研究所定量检测试剂盒#,')*&$进行测定"

具体测定参照试剂盒说明书进行+

组织匀浆液中蛋白质含量的测定55参照考

马氏亮蓝法
)18*

测定样品的总蛋白含量"牛血清白

蛋白#&F$,*-"公司$为标准蛋白+

!#'$数据分析

数据以平均值 >标准误#:3;> >*,$表示"实

验结果用 *6**2313 软件进行单因素方差分析

#">37W;P &%".&$"采用 2A>4;> 检验进行多重

比较"以 #?3138 作为差异显著水平+

25结果

%#!$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏中 OZA活力的影响

三疣梭子蟹肝胰脏中 *"2活力随干露时间

的延长先升高后降低"与对照组 #49121 >8191$

#5:L HC/D差异不显著 ##A3138$ #图 17;$+ 干

露胁迫 118 ? 时酶活力最高#8012: >/119$#5:L

HC/D"但各处理组间未达到显著差异##A3138$+

三疣梭子蟹肝胰脏中 *"2活力在 318 ? 干

露胁迫后"入水恢复 4 ? 时 *"2活力达到最大值

#:7179 >3183 $ #5:L HC/D"与对照组差异显著

##?3138$'13 ? 时"*"2活力基本恢复到对照组

:991
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水平#图 17G$+ 118 ? 干露胁迫后入水恢复阶段

*"2活力呈波动性变化"但各时间点与对照组差

异均不显著##A3138$+ / ? 干露后的入水恢复

阶段"*"2活力基本呈先降低后升高的趋势"4 ?

时达到最小值#/9141 >2139$#5:L HC/D"13 时达

到峰值#801/3 >418/$#5:L HC/D"但各时间点与

对照组差异均不显著##A3138$+

%#%$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏中 PA*含量的影响

干露时间胁迫对三疣梭子蟹肝胰脏 F2&含

量无显著影响##A3138$#图 27;$"且 / 个处理组

间也无显著差异##A3138$+

图 !$干露时间胁迫"-#和入水恢复过程中".#三疣梭子蟹肝胰脏 OZA活力的变化

同一干露时间组上方%

"

&或%

""

&分别表示与对照组有显著性差异##?3138$或极显著性差异+ 下同

H19#!$T-01-I18:487OZA-;I1M1I1341:#'+-.+=;)-:=10+=(K3>-I8>-:;03-4

6501:9 -10F3=>845034I0344"-#-:645.43J53:I03;8M30?".#-I6177303:II123

8;C@=<D? ;@D3C<@U@;DD?3@;:3;<C73TH/@AC3D<:3B3>/D3@<L><K<4;>DB<KK3C3>43@;D#?3138 KC/:D?34/>DC/0=<D?/AD;<C73TH/@AC31E?3@;:3

;@D?3K/00/=<>L

图 %$干露时间胁迫"-#和入水恢复过程中".#三疣梭子蟹肝胰脏 PA*含量的变化

H19#%$T-01-I18:487PA*;8:I3:I41:#'+-.+=;)-:=10+=(K3>-I8>-:;03-4

6501:9 -10F3=>845034I0344"-#-:645.43J53:I03;8M30?".#-I6177303:II123

55三疣梭子蟹肝胰脏 F2&含量在 318 ? 干露

后"入水恢复 2 <13 ? 内显著高于对照组#/138 >

3117$>:/05:L HC/D##?3138$"4 ? 时达到峰值

#4174 >3117$>:/05:L HC/D#图 27G$+ 118 ?干露

后"入水恢复阶段的 F2&含量呈先升高后降低

趋势"2 ? 时达到峰值#41/ >314:$ >:/05:L HC/D"

但各时间点与对照组差异不显著##A3138$+ / ?

干露胁迫后 F2&含量随入水恢复时间的延长呈

0991
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现较大的波动变化"318 ? 时 F2&含量达到峰值

#41:4 >3139$ >:/05:L HC/D"2 ? 时显著下降##?

3138$"2 <4 ? 内保持在对照组水平"13 ? 时 F2&

含量又显著增加##?3138$+

%#&$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏中 ,F*ZD水平的影响

干露时间胁迫导致 E7&"-水平显著下降

##?3138$"且随干露时间的延长呈逐渐下降趋

势"但各处理组间无显著差异##A3138$#图 /7;$+

三疣梭子蟹肝胰脏 E7&"-水平在 318 ? 干

露后的入水恢复阶段基本维持在对照组水平

#7129 >3141$#5:L HC/D#图 /7G$+ 118 ? 干露后

E7&"-水平随入水恢复时间的延长基本呈先升

高后降低的趋势'4 ? 时达到峰值 #0179 >3102$

#5:L HC/D"与对照组差异显著 ##?3138$+ / ?

干露后入水恢复 318 ? 时 E7&"-水平显著升高

##?3138$"随后显著下降 ##?3138$"2 <13 ?

基本恢复到对照组水平+

图 &$干露时间胁迫"-#和入水恢复过程中".#三疣梭子蟹肝胰脏中 ,F*ZD的变化

H19#&$T-01-I18:487,F*ZD<3M3<1:#'+-.+=;)-:=10+=(K3>-I8>-:;03-4

6501:9 -10F3=>845034I0344"-#-:645.43J53:I03;8M30?".#-I6177303:II123

%#'$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肌肉中乳酸含量的影响

干露时间胁迫导致乳酸含量显著升高 ##?

3138$#图 47;$+ 118 ? 干露结束时乳酸含量最高

#2112 >311 $ ::/05L HC/D"是对照组 # 1141 >

313:$::/05L HC/D的 118 倍'318 和 / ? 乳酸含量

分别为 # 119 >3121 $ ::/05L HC/D和 # 110: >

3137$::/05L HC/D"但各处理组间乳酸含量差异

不显著##A3138$+

干露后的入水恢复阶段"各干露处理组中乳

酸含量均在 318 ? 时达到峰值"并随入水恢复时

间的延长基本呈降低的趋势#图 47G$+ 入水恢复

阶段"118 ? 干露后乳酸含量逐渐降低"但均显著

高于对照组水平##?3138$'13 ? 时基本恢复到

对照组水平+ 318 ? 干露后乳酸含量在入水后 2 ?

内基本恢复到对照组水平'/ ? 干露后乳酸含量在

入水恢复阶段一直处于较低水平"各时间点与对

照组差异不显著##A3138$+

%#+$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏中 UO/"S 表达量的影响

318 ?干露结束时"三疣梭子蟹肝胰脏 +*6:3 的

表达量显著下降##?3138$'118和 / ?干露结束时"肝

胰脏+*6:3的表达量显著高于对照组#7/112 >31/4$

)#5'和 318 ?干露组##?3138$#图 87;$+

318 ? 干露后"+*6:3 表达量随入水恢复时间的

延长呈先升高后降低的趋势"4 ? 时达到峰值

#9210/ >/1/1$)#5'"其余各时间点均显著高于对照

组水平##?3138$#图 87G$+ 118 和 / ? 干露后入水

恢复时"+*6:3 表达量基本呈先降低后升高再降低

的趋势'入水后 318 ? 时"2 个处理组中 +*6:3 表达

量显著下降##?3138$+ 入水恢复 2 ? 时"118 ? 干

露组中+*6:3 表达量达到峰值#97122 >312:$)#5''

入水后 4 ? 时"/ ? 干露组中 +*6:3 达到峰值

#9817/ >31/4$)#5''入水后 13 ? 时"318 和 118 ? 干

露组中 +*6:3 的含量显著高于对照组水平##?

3138$"而 / ?干露组恢复到对照组水平+

9991
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图 '$干露时间胁迫"-#和入水恢复过程中".#三疣梭子蟹肌肉中乳酸含量的变化

H19#'$T-01-I18:487<-;I-I3;8:I3:I41:#'+-.+=;)-:=10+=(K3>-I8>-:;03-4

6501:9 -10F3=>845034I0344"-#-:645.43J53:I03;8M30?".#-I6177303:II123

图 +$干露时间胁迫"-#和入水恢复过程中".#三疣梭子蟹肝胰脏 UO/"S 表达量的变化

H19#+$T-01-I18:487UO/"S 3=>034418:1:#'+-.+=;)-:=10+=(K3>-I8>-:;03-4

6501:9 -10F3=>845034I0344"-#-:645.43J53:I03;8M30?".#-I6177303:II123

/5讨论

&#!$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏抗氧化能力的影响

干露条件因低氧(H+和盐度等胁迫因子间的

联合作用"对水生生物的危害性增大"引发的机体

应激反应更为复杂
)17 61:*

+ 在胁迫环境中"生物体

因代谢异常产生大量的活性氧自由基#$"*$"对

机体产生氧化损伤+ 及时地清除 $"*"能够保障

细胞正常发挥功能+ "0<X3<C;等
)10*

认为机体胁迫

后恢复一段时间"能够清除组织器官中的代谢产

物"从而缓解胁迫压力+

大量研究表明"肝胰腺是梭子蟹主要的营养代

谢和解毒器官
)19*

"也是对外界胁迫刺激反应最早(

最敏感的组织
)23 621*

+ *"2是一种诱导性酶"在抗

氧化防御体系中能够最先清除$"*"维持体内自由

基动态平衡+ *"2活力与 $"*含量有着必然联

系"适量的 $"*可以激活 *"2活性"过量的 $"*

则抑制其表达+ 本研究发现"干露时间胁迫对

*"2活力无显著影响"可能是由于胁迫产生的

$"*未达到引起*"2活力变化的阈值+ 从缺氧状

态恢复到常氧状态"生物体内产生大量的 $"*"会

对机体产生氧化损伤
)22*

+ 在入水恢复阶段"*"2

活力在 / 个处理组中呈现不同的变化趋势+ 318 ?
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干露胁迫后引起生物体一系列复杂的生理生化反

应"产生大量的 $"*"最终导致 *"2活力在入水恢

复 4 ? 时达到峰值+ 118 ? 干露后"*"2活力呈波

动性变化以及时清除 $"*+ 而 *"2活力在干露

/ ?后一直处于较低值"可能是由于干露时间胁迫

强度过大"抑制了 *"2活力"也可能是胁迫后过多

的*"2被用来还原超氧自由基#"

6

2

.$"而"

6

2

.的

减少负反馈导致 *"2活力降低
)23"2/*

"其具体原因

有待进一步研究+ *"2活力在入水恢复期间呈现

不同的变化规律"这可能就是生物体应激反应中的

%应激适应& 和 %应激损伤&

)24*

+

F2&是自由基引发的脂质过氧化作用的最

终分解产物
)11*

"其含量的高低反映了细胞膜氧化

损伤的程度"也被广泛地用作细胞膜氧化损伤的

评价指标之一
)28*

+ 本研究发现"干露时间胁迫后

F2&变化不显著"表明干露环境下细胞膜的氧

化损伤较小+ 而 318 ? 干露胁迫后的 2 <13 ? 内

F2&含量一直处于较高水平"可能是在 318 ? 内

梭子蟹遭受剧烈胁迫"如环境变化(捕捉胁迫等"

导致机体代谢异常"从而使 F2&含量升高+

F;CD̀>3V7]0X;C3V等
)27*

认为 F2&含量的变化可

能是细胞代谢发生一定程度的改变+ 118 ? 干露

后体内的 $"*能够被及时有效地清除"未导致细

胞氧化损伤'/ ? 干露后入水恢复 13 ? 时 F2&含

量升高"可能是生物膜受自由基攻击造成了氧化

损伤"这与 / ? 干露后 *"2活力降低相适应+ 由

本实验结果可推测"318 和 / ? 干露胁迫后入水恢

复阶段均可造成细胞膜结构损伤+

E7&"-主要包括体内抗氧化酶体系和抗氧

化物质体系"在一定程度上反映了机体所处环境

因子的改变和机体非特异性免疫力的变化
)2:*

+

而叶继丹等
)20*

研究喹乙醇对鲤#!3.01+5,8'0.1)$

毒性大小时发现"E7&"-呈现明显的剂量效应"

对毒性的敏感性最大+ 本研究发现"干露时间胁

迫导致 E7&"-水平显著低于对照组水平"而主要

的抗氧化酶体系成员 *"2保持在稳定水平"表明

抗氧化物质体系不断地被消耗"而总体表现为 E7

&"-水平降低+ 在入水恢复阶段"E7&"-水平

在 / 个处理组中呈现不同的变化规律"但均在入

水后 13 ? 时恢复到正常水平+ 318 ? 干露后 E7

&"-水平一直处于动态平衡"表明在此恢复阶段

*"2活力升高不足以有效地清除产生的 $"*"机

体需要不断消耗抗氧化剂以减少其对自身的损

害+ 另外"118 和/ ?干露后 E7&"-水平和 *"2

活力变化趋势大体一致+ 由此可以推断"在 318 ?

干露后的入水恢复阶段"主要是由抗氧化物质体

系和抗氧化酶体系共同清除 $"*'而 118 和 / ?

干露后则主要是通过调节抗氧化酶活力来维持机

体 $"*的平衡+

&#%$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肌肉乳酸含量的影响

研究表明"维持三疣梭子蟹生存的溶氧水平

为 2 <4 :L5'

)29*

+ 供氧不足情况下"机体会通过

无氧呼吸产生乳酸供能以维持正常生命活动+ 在

胁迫环境中"生物体对能量需求增大"而自身基础

代谢水平降低"对无氧代谢供能依赖增加+ 本实

验发现"不同干露时间处理结束时"乳酸含量均显

著升高"表明无氧代谢水平增加对三疣梭子蟹适

应干露胁迫环境具有重要作用+ 而在入水恢复阶

段"318 ? 干露后由于氧补偿效应"乳酸含量在 2 ?

内基本恢复到正常水平'118 ? 干露后的 318 <4 ?

内乳酸都维持在较高的水平"推测可能是将乳酸

从体内清除需要一定的时间"显示出梭子蟹对外

界环境较强的适应能力+ / ? 干露后乳酸水平一

直处于较低水平"由于机体需要大量能量应对长

时间胁迫应激"在低氧胁迫及复氧恢复阶段会有

一套代谢适应机制
)10*

"能将乳酸转为葡萄糖来维

持酸碱平衡和葡萄糖的供应
)/3*

+

&#&$干露时间胁迫和入水恢复过程对三疣梭子

蟹肝胰脏 UO/"S 表达的影响

水生生物 +*6:3 的诱导表达有着特殊的生

态学意义
)/1*

+ +*6:3 是生物体内一种灵敏的应

激蛋白"可提高细胞对胁迫的耐受性
)17*

"对生物

体适应环境变化具有重要作用
)12*

+ 本实验发现"

不同干露时间胁迫对肝胰脏 +*6:3 表达量产生

不同的影响+ 318 ? 干露结束时 +*6:3 显著降

低"推测可能是机体由于短时间胁迫导致代谢异

常和耐受应激水平能力降低"进而使 +*6:3 未得

到及 时 表 达+ 韩 俊 英 等
)23*

研 究 脊 尾 白 虾

#@D).'2'-6)+ 8'01+18'5*'$经 H+(氯化铵刺激后"

肝胰腺中 +*6:3 总体表现为先降低再升高最后

降低的变化规律"与本实验结果相似+ 118 和 / ?

干露结束时 +*6:3 表达量显著升高"随后通过负

反馈调节使 +*6:3 的合成在入水恢复 318 ? 时显

著下降+ 在入水恢复阶段"+*6:3 处于高表达水

平"由此推断机体一直处于应激状态+
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&#'$干露时间胁迫和入水恢复过程中指示指标

选定的意义

通过选取干露时间胁迫和入水恢复过程中三

疣梭子蟹免疫水平的灵敏指示指标"便于人们准确

地了解胁迫时机体的健康状况"尤其是在运输后的

短期恢复过程"能够采取适当的补救措施"有效地

提高运输成活率+ 综合本实验结果"干露时间胁迫

可导致所选的 8 种指标呈现不同的变化趋势"其中

乳酸(+*6:3 和 E7&"-水平与对照组差异显著"而

*"2活力和 F2&含量与对照组差异不显著+ 本

研究发现"E7&"-的变化随干露时间的延长呈现

出明显的时间效应"由此推测"E7&"-能够较敏感

地反映出胁迫时机体的生理状态+ 而在入水恢复

阶段"相比于其他所选指标"*"2活性和 F2&含

量的相互配合使用"可以灵敏地反映出不同干露时

长后的入水恢复阶段机体的免疫水平"有利于生产

中更好地了解梭子蟹的健康状况+
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