
 

夏季北黄海贝类养殖区环境因子、长牡蛎糖原和

免疫指标变化的调查
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摘要：为解析夏季环境胁迫和长牡蛎机体响应特征，实验针对 2021年北黄海夏季高温降
雨期的长牡蛎养殖海区开展了 2次调查研究和对比分析。结果显示，7月海区表层水温分
别为 25.3和 24.9 °C，盐度分别为 26.41和 27.87；表层海水中硅藻丰度分别为 3.6×103 和
3×103 个 /L，低于往年平均水平，甲藻多样性增加，表层海水中细菌的总丰度分别为
2.10×109 和 2.77×1010 个/L，弧菌丰度分别为 3.37×108 和 5.40×108 个/L；长牡蛎肝胰腺糖原
含量分别为 40.96和 31.58 mg/g、闭壳肌糖原含量分别为 6.63和 8.91 mg/g；鳃丙二醛
(MDA)含量分别为 13.74和 8.69 nmol/mg prot、鳃总抗氧化能力 (T-AOC)分别为 0.46和
0.77 U/mg prot；海区养殖长牡蛎血淋巴细胞中 CgIL17-5和 CgTNF-1的 mRNA表达量在第
一次调查时相对室内暂养长牡蛎均剧烈升高；血淋巴细胞中 CgCaspase3的 mRNA表达量
升高但差异不显著。研究表明，2021年北黄海贝类养殖区在经历 6—7月夏季高温降雨期
后出现水温升高和盐度降低现象，硅藻丰度较往年平均水平下降而甲藻多样性增加，细菌
总丰度较入夏前水平降低而弧菌丰度显著升高。与室内暂养对照组长牡蛎相比，海区养殖
长牡蛎的糖原含量下降，并发生轻度氧化应激。研究结果有助于进一步理解夏季养殖环境
的变化规律和长牡蛎机体响应特征，为预防夏季大规模死亡发生提供理论依据和参考。
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长牡蛎 (Crassostrea gigas)是我国重要的水产

养殖贝类，2018年全国养殖产量达 124.11万 t，
占当年全国牡蛎总产量的 24.15%[1]，已成为我国

北方重要的海水养殖品种，也是世界范围内养殖

最广泛的水产动物之一。然而，近十年来养殖长

牡蛎的夏季大规模死亡现象时有发生。例如，

2016年大连养殖长牡蛎夏季死亡率为 50%以上[2]，

2019年山东乳山养殖长牡蛎夏季死亡率达 50%~
90%[3]。长牡蛎夏季大规模死亡的有效防控已成为

保障其养殖产业绿色高质量发展的重要方向。

目前研究认为，养殖长牡蛎夏季大规模死亡

是高温、降雨、病原微生物、饵料藻丰度和繁殖

行为等多种因素共同作用的结果 [4]。例如，高温

被认为是最重要的非生物胁迫因素之一，研究发
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现，长牡蛎夏季大规模死亡常发生在温度较高的

法国南部，而在温度较低的法国北部则较少发

生 [5]。19~20 °C是养殖长牡蛎夏季大规模死亡风

险发生的临界温度，当夏季温度超过 19 °C时，

通过与疱疹病毒等病原胁迫的复合作用，导致大

规模死亡的风险迅速上升 [6]。夏季降水也是养殖

长牡蛎面临的另一个重要非生物胁迫，其造成的

盐度降低、径流输入增加和水层交换易影响长牡

蛎的环境渗透压和食物组成等[7-8]。监测长牡蛎养

殖海区关键环境因子和机体健康相关指标的变化

规律，解析环境胁迫对长牡蛎糖原和免疫等指标

的影响，将有助于及时了解大规模死亡的发生风

险并进行防控[9]。

2021年 6月下旬至 7月下旬，大连北黄海长

牡蛎养殖海区出现持续降雨和高温天气，其中，

降雨主要集中在 6月 20日—7月 20日，降水量共

计 193 mm，较常年同期增加 67 mm；高温天气主

要集中在 7月中下旬，其中 7月下旬平均气温

26.3 °C，较常年同期升高 1.8 °C (数据源自大连市

气象局)。进入 7月下旬后，大连庄河市王家岛海

域养殖长牡蛎开始出现区域性死亡，死亡率达

10%~30%。本实验对 7月下旬大连庄河市王家岛

海域的环境因子变化进行了调研，包括水质因子、

饵料藻和病原微生物等，检测了长牡蛎糖原和免

疫等指标的变化规律，分析了环境胁迫可能对长

牡蛎健康状态的影响，为夏季大规模死亡防控提

供理论依据和参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

本研究分别于 2021年 7月 24日和 7月 29日，

在辽宁省大连庄河市王家岛镇大连玉洋集团股份

有限公司长牡蛎浮筏养殖海区，进行了养殖调查

和样品采集，包括原位水质监测、海水样品采集、

微生物样品采集、长牡蛎组织及活体长牡蛎样品

采集等。根据天气情况和养殖调研，7月 24日进

行第 1次调查采样 (1T)时长牡蛎养殖受高温和降

雨的复合环境胁迫作用明显，7月 29日进行第 2
次调查采样 (2T)时养殖过程主要受高温胁迫影响。

具体样品采集过程：每次调查采样时随机选取 3
处长牡蛎养殖海域，采集 3 L未处理表层海水，

在常温条件下于 4 h内带回实验室用于浮游微藻

计数分析；采集 3 L表层海水加入 0.1%碳酸镁悬

浊液后立即过滤至 0.7 μm GF/F滤膜，锡纸包裹滤

膜后于干冰环境保存，于 4 h内带回实验室用于

叶绿素 (Chl.a)含量分析；采集 3 L表层海水经

0.22 μm滤膜过滤后，于 0~4 °C下 4 h内带回实验

室用于水质分析，滤膜于干冰环境保存，于 4 h
内带回实验室用于细菌丰度分析。每次调查随机

采集 18只 2龄长牡蛎，平均体重 (118.09±32.48) g，
其中 9只长牡蛎于 0~4 °C条件下于 4 h内带回实

验室用于体内微生物分析和肠道内容物分析，另

外 9只长牡蛎冲洗干净外壳后，取鳃、血淋巴、

肝胰腺和闭壳肌的组织样品直接冻存或使用 TRI-
zol试剂保存，于 4 h内干冰环境中带回实验室用

于长牡蛎相关指标分析，其中以 7月 24日和 7月

29日采集的长牡蛎组织样品分别为 1T和 2T处理

组，以 5—7月实验室暂养的相同来源的长牡蛎个

体为对照组 (C)。本研究获得了大连海洋大学实验

动物管理和使用伦理委员会批准，实验过程中操

作人员严格遵守大连海洋大学伦理规范，并按照

大连海洋大学伦理委员会制定的规章制度执行。

 1.2    水质分析

利用 YSI多参数水质测定仪 (美国)对表层海

水温度、溶解氧 (DO)含量、pH和盐度 (S)进行

原位监测。依据 GB 17378.4—2007《海洋监测规

范》[10]，分别利用次溴酸盐氧化法、萘乙二胺分

光光度法、锌-镉还原法、磷钼蓝分光光度法和硅

钼蓝法，对表层海水样品的铵盐 (NH4
+)、亚硝酸

盐 (NO2
−)、硝酸盐 (NO3

−)、磷酸盐 (PO4
−)和硅酸

盐 (SiO3
−)浓度进行分析。

 1.3    浮游微藻分析与鉴定

将 GF/F滤膜转移至含有 10 mL 90%丙酮溶

液的离心管中，在 4 °C下静置 24 h后使用分光光

度法分析 Chl.a 浓度[11]。取 1 L未过滤的表层海水

样品加入 10 mL Lugo氏溶液固定浓缩后用于浮游

微藻鉴定和计数[12]。

 1.4    细菌丰度分析

分别利用 EZNATM Water DNA Kit和 EZNATM

Soil DNA Kit (OMEGA Bio-Tek，美国 )提取表层

海水样品和长牡蛎鳃组织样品 DNA。使用 Nano-
Drop 2000分光光度计 (丹麦)检测提取的 DNA质

量合格后用于荧光定量 PCR (qRT-PCR)分析。建

立细菌总数和弧菌 (Vibrio)的绝对定量 PCR标准

曲线，构建待测基因的标准质粒，测序验证后测

定标准质粒浓度，计算拷贝数后梯度稀释标准质
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粒，作为模板进行 qRT-PCR检测。对于牡蛎疱疹

病毒 (OSHV-1)拷贝数检测，定义 Ct<30为阳性。

在对表层海水样品的细菌丰度进行分析时，以 7
月 24日和 7月 29日采集的表层海水样品分别为

1T和 2T处理组，以 2021年 6月 21日 (夏季环境

胁迫发生前)采集的相同海域的表层海水样品作为

对照组 (C)。细菌丰度分析所用引物见表 1，引物

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

 1.5    组织糖原和葡萄糖含量分析

取长牡蛎肝胰腺和闭壳肌组织各 0.1 g置于磷

酸盐缓冲溶液 (PBS)中，冰水浴条件下用匀浆机

制成组织匀浆 (10%，质量体积分数 )，在 4 °C、
2 500 r/min下离心 10 min，取上清液进行检测。

使用生化检测试剂盒 (编号：BC0345，北京索莱

宝科技有限公司)测定糖原含量，使用生化检测试

剂盒 (编号：F006-1-1，南京建成生物工程研究

所)测定葡萄糖含量。

 1.6    氧化应激相关指标分析

取长牡蛎鳃组织 0.1 g置于 PBS中，冰水浴

条件下用匀浆机制成组织匀浆 (10%，质量体积分

数)，在 4 °C、2 500 r/min下离心 10 min，取上清

液检测。使用南京建成生物工程研究所生化检测

试剂盒 (试剂盒编号：A003-1-2、A015-1-2、A001-
3-2、A007-1-1、A006-2-1、A084-1-1)分别测定丙

二醛 (MDA)含量，总抗氧化能力 (T-AOC)、超氧

化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)、过氧化

物酶 (POD)活性和还原型谷胱甘肽 (GSH)含量。

 1.7    免疫相关指标分析

采用 TRIzol法提取长牡蛎血淋巴细胞总 RNA，

利用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，利用

NanoDrop 2000检测 RNA浓度和纯度，反转 RNA
合成 cDNA。以 cDNA为模板进行 qRT-PCR分析

(表 1)，以延伸因子基因 (EF)作为内参基因，利

用 2−△△CT 算法分析免疫相关基因的mRNA表达量[13]。

 1.8    肠道内容物分析

解剖采集的活体长牡蛎样品，用无菌海水将

软体部冲洗干净，去除外套膜、鳃和闭壳肌组织，

保留肝胰腺等主要组织，延纵向进行解剖，观察

长牡蛎的肠道食物和粪便等残留情况。实验以正

常摄食和饥饿 2 d的长牡蛎个体作为对照进行分析。

 1.9    数据分析

本研究中实验样品均设置 3个平行。利用

SPSS 26软件进行单因素方差分析和多重比较，

P<0.05为差异显著。

 2    结果

 2.1    水质因子变化

大连庄河市王家岛长牡蛎养殖海域 7月下旬

水质因子分析结果显示，2次调查的海区表层水

温分别为 25.3和 24.9 °C，养殖笼下缘 (约水下 5

 

表 1    引物信息

Tab. 1    Primer information

引物名称
primers

引物序列
primers sequence

用途
purpose

CgEF-F AGTCACCAAGGCTGCACAGAAAG qRT-PCR
CgEF-R TCCGACGTATTTCTTTGCGATGT qRT-PCR
CgTNF-1-F CTTCTCGTCTGCGGCTTCTTT qRT-PCR
CgTNF-1-R CAGGGCTGCGGTCTTTCC qRT-PCR
CgTNF-2-F CCACTACGCCCACTAAGAAACTG qRT-PCR
CgTNF-2-R AAGCGACCATTGCGAAACTCCAT qRT-PCR
CgIL17-5-F TCTGGCTGACTCTCGTCCTTG qRT-PCR
CgIL17-5-R GACCCTGTCGTTGTCCTCTACC qRT-PCR
CgCaspase3-F TGGGCTGAACGAGCGGAATGGC qRT-PCR
CgCaspase3-R TTCGGCGGCTTTCTGTAGTGTA qRT-PCR

16S-341F CCTACGGGAGGCAGCAG 总菌丰度

16S-534R ATTACCGCGGCTGCTGG 总菌丰度

Vsp-F GGCGTAAAGCGCATGCAGGT 弧菌丰度

Vsp-R GAAATTCTACCCCCCTCTACAG 弧菌丰度

OSHV-F ATTGATGATGTGGATAATCTGTG 疱疹病毒丰度

OSHV-R GGTAAATACCATTGGTCTTGTTCC 疱疹病毒丰度
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m)的水温分别为 24.1和 23.1 °C，较表层低 1~2
°C。第 2次调查的 DO为 5.83 mg/L，低于第 1次

调查的 7.24 mg/L。两次调查的 S分别为 26.41和

27.87，第 2次调查的 S较第 1次调查水平有所升

高。表层海水 pH相对稳定，两次调查的检测结

果分别为 7.69和 7.75 (表 2)。

 2.2    Chl.a浓度、浮游微藻与肠道内容物变化

表层海水 Chl.a 浓度在两次调查期间出现显

著差异 (P<0.05)，由第 1次调查的 1.448 μg/L升至

第 2次调查的 5.505  μg/L，增加至 3.8倍 (表 3)。

通过对饵料藻 (主要为硅藻和甲藻)的分析发现，

第 1次调查时硅藻丰度约为 3.6×103 个 /L，优势

种为舟形藻 (Navicula sp.)；甲藻丰度约为 1.3×104

个/L，优势种为叉状角藻 (Ceratium sp.)和夜光藻

(Noctiluca sp.)。第 2次调查时硅藻丰度约为 3.0×
103 个/L，优势种为大型硅藻，如圆筛藻 (Coscin-
odiscus sp.)和角毛藻 (Chaetoceros sp.)等；甲藻丰

度约为 4.0×103 个/L，优势种多为小型甲藻 (图版Ⅰ)。
长牡蛎肠道内容物分析结果显示，饥饿 2 d的对

照组长牡蛎肠道内壁光滑，未见食物和粪便，2
次调查的长牡蛎样品肠道内壁呈淡绿色，且可见

粪便 (图版Ⅱ，图内红圈)。

 2.3    病原微生物变化

通过表层养殖水体浮游细菌丰度分析发现，

第 1次调查时水体细菌总丰度为 2.10×109 个 /L，
显著低于入夏前的对照组水平 (3.62×1010 个 /L)

 

表 2    表层海水水质因子变化

Tab. 2    Water quality variation in surface seawater

水质因子
water quality 1T 2T

T/°C (表层　surface) 25.3 24.9

T/°C (5 m) 24.1 23.1

DO/(mg/L) 7.24 5.83

S 26.41 27.87

pH 7.69 7.75

NH4-N/(mg/L) 0.088±0.001 0.094±0.004

NO2-N/(mg/L) 0.012±0.001 0.007±0.001

NO3-N/(mg/L) 0.195±0.023 0.079±0.001

PO4-P/(mg/L) 0.019±0.003 0.011±0.001

SiO4-Si/(mg/L) 0.977±0.016 0.629±0.016

 

表 3    表层海水 Chl.a浓度和浮游微藻丰度变化

Tab. 3    Variation of Chl.a concentration and
planktonic microalgae abundance in surface seawater

浮游微藻参数
planktonic microalgae 1T 2T

Chl.a/(μg/L) 1.448±0.142 5.505±0.455

硅藻/(个/L)　Bacillariophyta 3.6×103 3.0×103

甲藻/(个/L)　Pyrrophyta 1.3×104 4.0×103

 

50 μm 50 μm

50 μm50 μm 50 μm

50 μm
1 2 3

4 5 6 
图版 I    表层海水中的饵料藻与甲藻鉴定

1. 叉状甲藻，2. 夜光藻，3. 小环藻，4. 圆筛藻，5. 叉状甲藻，6. 原甲藻。

Plate I　Identification of bait algae and dinoflagellates in surface seawater
1. Ceratium, 2. Noctiluca, 3. Cyclotella, 4. Coscinodiscus, 5. Ceratium, 6. Prorocentrum.
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(P<0.05)，第 2次调查时水体细菌总丰度恢复至接

近对照组水平 (2.77×1010 个/L) (图 1-a)。与水体细

菌总丰度变化不同，在两次调查中水体弧菌丰度

分别为 3.37×108 和 5.40×108 个/L，均显著高于对

照组水平 (P<0.05) (图 1-b)。对长牡蛎鳃组织中细

菌丰度进行分析发现，第 1次调查时鳃组织细菌

总丰度为 6.73×109 个/g，显著高于室内暂养的对

照组长牡蛎水平 (3.53×108 个/g) (P<0.05)，第 2次

调查时鳃组织细菌总丰度恢复至接近对照组水平

(3.62×108 个/g) (图 1-c)。在两次调查中鳃组织弧菌

丰度均与对照组水平差异不显著 (图 1-d)。此外，

分析了两次调查的水体和鳃组织样品中是否含有

OSHV-1，结果均为阴性。

 

 

1 2 3 
图版 II    长牡蛎肠道内容物的解剖观察

1. 饥饿 2 d对照组长牡蛎，2. 第 1次调查采集长牡蛎，3. 第 2次调

查采集长牡蛎。

Plate II　View of intestinal contents after dissection
1.  the oyster  in  the control  group with two-day starvation,  2.  the oyster
from the 1st survey, 3. the oyster from the 2nd survey.
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图 1    表层海水和长牡蛎鳃中细菌总丰度和弧菌丰度的变化

(a) 表层海水中细菌总丰度，(b) 表层海水中弧菌丰度，(c) 长牡蛎鳃组织中细菌总丰度，(d) 长牡蛎鳃组织中弧菌丰度；1. 对照处理 C，
2. 处理组 1T，3. 处理组 2T，不同字母表示差异显著 (P<0.05)，下同。

Fig. 1　The abundance variation of total bacteria and Vibrio in the surface seawater and the gill of C. gigas
(a) total bacterial abundance in the surface seawater, (b) Vibrio abundance in the surface seawater, (c) total bacterial abundance in the gill of C. gigas, (d)
Vibrio abundance in the gill of C. gigas; 1. control group, 2. 1T group, 3. 2T group, different letters indicate significant difference (P<0.05), the same below.
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 2.4    组织糖原和葡萄糖含量变化

长牡蛎肝胰腺和闭壳肌组织糖原含量在两次

调查期间与室内暂养的对照组长牡蛎相比呈下降

趋势：肝胰腺糖原含量在两次调查时分别为

40.96和 31.58 mg/g，第 2次调查时的肝胰腺糖原

含量显著低于对照组 (P<0.05) (图 2-a)；闭壳肌糖

原含量在 2次调查时分别为 6.63和 8.91 mg/g，均

显著低于对照组 (P<0.05) (图 2-b)。肝胰腺葡萄糖

含量在第 1次调查时为 26.64 nmol/g，显著低于对

照组 (P<0.05)，在第 2次调查时恢复至对照组水

平 (图 2-c)；闭壳肌葡萄糖含量在两次调查中与对

照组相比无显著变化 (图 2-d)。

 2.5    氧化应激相关指标的变化

在两次调查过程中，MDA含量分别为 13.74
和 8.69 nmol/mg prot，与室内暂养的对照组长牡蛎

和第 2次调查相比，第 1次调查的 MDA含量偏

高但差异不显著 (图 3-a)。T-AOC含量分别为 0.46
和 0.77 U/mg prot，较对照组显著降低 (P<0.05)，
且第 2次调查的 T-AOC较第 1次调查显著升高 (P<
0.05) (图 3-b)。SOD活性分别为 165.11和 159.95
U/mg  prot，与对照组相比差异不显著 (图 3-c)。
CAT活性分别为 1.59和 0.79 U/mg prot，与对照

组和第 1次调查相比，第 2次调查的 CAT活性显

著降低 (P<0.05) (图 3-d)。GSH含量分别为 110.89
和 74.51 μmol/g prot，与对照组相比差异不显著

(图 3-e)。 POD活性分别为 26.21和 14.57  U/mg
prot，第 1次调查的 POD活性较对照组和第 2次

调查数据显著升高 (P<0.05) (图 3-f)。

 2.6    免疫相关指标的变化

在 2次调查过程中，CgIL17-5的 mRNA相对

表达量分别为 21.97和 10.57，均显著高于室内暂

养的对照组长牡蛎 (P<0.05)，且第 2次调查的
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图 2    长牡蛎闭壳肌和肝胰腺中糖原和葡萄糖含量变化

(a)肝胰腺糖原含量，(b)闭壳肌糖原含量，(c)肝胰腺葡萄糖含量，(d)闭壳肌葡萄糖含量。

Fig. 2　The content variation of glycogen and glucose in the hepatopancreas and adductor muscle of C. gigas
(a) glycogen in hepatopancreas, (b) glycogen in adductor muscle, (c) glucose in hepatopancreas, (d) glucose in adductor muscle.
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CgIL17-5的 mRNA表达量较第 1次调查显著下降

(P<0.05) (图 4-a)。CgCaspase3的 mRNA表达量在

两次调查中呈升高趋势，但与对照组相比差异不

显著 (图 4-b)。CgTNF-1的 mRNA表达量在第 1
次调查时为 7.06，显著高于对照组 (P<0.05)，在

第 2次调查时为 0.14，较第 1次调查显著降低

(P<0.05) (图 4-c)。CgTNF-2的 mRNA表达量在第

1次调查时为 0.92，与对照组相比差异不显著，

在第 2次调查时为 0.34，较第 1次调查显著降低

(P<0.05) (图 4-d)。

 3    讨论

环境胁迫是导致北黄海长牡蛎养殖夏季大规

模死亡发生的重要原因。本实验首先分析了夏季

北黄海贝类养殖区环境因子的变化水平，包括温

度、DO、盐度和营养盐等水质因子。在温度方面，

通过对大连庄河市王家岛长牡蛎养殖海域的两次

调查分析发现，在夏季高温气象特征发生期间，

表层海水温度较正常水平偏高，已形成高温胁迫，

易造成养殖长牡蛎的大规模死亡[14]。在 DO方面，

伴随表层海水温度升高，第 2次调查的表层海水

DO明显低于第 1次调查和正常水平，这在夏季

高温期较为常见[14]，但还未形成低氧胁迫。在盐

度方面，受夏季持续降雨影响，通过直接作用和

间接径流注入的方式使海水盐度明显低于正常水

平[15]，虽然还未形成长牡蛎渗透压胁迫，但可能

对水体微生物种群结构造成影响。在营养盐方面，

高温和降雨等夏季环境胁迫对表层海水营养盐含

量的影响不明显，营养盐水平均符合《海水水质

标准》(GB 3097—1997)规定的第二类水质标准[16]，

未出现富营养化或贫营养化现象，但与张广帅等[17]

于 2018年的调查数据相比偏高，可能是由不同季

节的养殖活动和藻类影响造成的 [18]。因此，在

2021年夏季典型高温和降雨集中发生时期，贝类

养殖区主要表现为温度胁迫和盐度下降，未出现

DO和营养盐等其他环境胁迫。
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图 3    长牡蛎鳃中氧化应激相关指标的变化

(a) MDA含量，(b) T-AOC含量，(c) SOD活性，(d) CAT活性，(e) GSH含量，(f) POD活性。

Fig. 3　The variation of the parameters related to oxidative stress in the gill of C. gigas
(a) content of MDA, (b) content of T-AOC, (c) SOD activity, (d) CAT activity, (e) content of GSH, (f) POD activity.
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养殖水体中的浮游微藻是长牡蛎主要的食物

来源之一，在本研究的两次调查中，Chl.a 浓度呈

上升趋势，可能是受降雨后不同水层营养盐交换

加快和高温期充足光照的影响。通过分析肠道内

容物，未发现长牡蛎摄食状态异常，肠道内容物

较少可能是由于在运输过程中部分食物被消化以

及粪便排出造成的。然而，两次调查中的浮游硅

藻丰度远低于 2005—2015年北黄海硅藻丰度的平

均水平[19]，提示养殖海区硅藻等饵料藻严重不足，

局部养殖密度过大和养殖模式单一可能是导致长

牡蛎养殖海区饵料藻不足的主要原因[20]。虽然在

两次调查中硅藻/甲藻丰度比呈上升趋势，但仍观

察到较多的甲藻包囊，且第 2次调查时发现甲藻

种群多样性明显增加，提示夏季环境胁迫期间存

在甲藻暴发风险。

因环境变化导致的病原菌等细菌丰度和种群

结构改变，是造成养殖长牡蛎夏季大规模死亡发

生的重要生物胁迫因素。在水产养殖系统中，浮

游细菌种群结构易受环境影响而发生变化，水体

细菌丰度变化与养殖动物的疾病发生存在密切联

系。在本研究中，夏季高温和降雨等环境变化对

养殖水体中的细菌丰度造成了明显影响，导致细

菌总丰度显著降低以及弧菌丰度显著升高，其中

细菌总丰度在第 2次调查时恢复到对照组水平，

而弧菌丰度在两次调查中均高于对照组水平。自

然海区弧菌丰度在夏季高温期易出现上升 [21-22]，

本研究结果提示，水环境存在细菌丰度和种群结

构的变化以及潜在病原菌——弧菌的暴发风险，

在夏季应重点关注弧菌丰度及弧菌/细菌总丰度比

的变化情况。组织共生微生物广泛参与宿主的生
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图 4    长牡蛎血淋巴细胞中免疫应答相关基因 mRNA表达变化

(a) CgIL17-5 mRNA相对表达量，(b) CgCaspase3 mRNA相对表达量，(c) CgTNF-1 mRNA相对表达量，(d) CgTNF-2 mRNA相对表达量。

Fig. 4　The variation of the mRNA expression levels of immune genes in the haemocytes of C. gigas
(a) CgIL17-5 mRNA relative expression, (b) CgCaspase3 mRNA relative expression, (c) CgTNF-1 mRNA relative expression, (d) CgTNF-2 mRNA rel-
ative expression.
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理、代谢、营养吸收和免疫防御等功能，共生微

生物的种群结构稳态是宿主正常行使生理功能的

保障，其异常变化常导致宿主代谢紊乱和免疫应

激等问题 [23-24]。在本研究中，长牡蛎鳃组织细菌

总丰度在第 1次调查时上升，在第 2次调查时恢

复至对照组水平，而鳃组织弧菌丰度未发生明显

变化。研究结果提示，夏季环境变化导致长牡蛎

共生微生物丰度和组成结构发生改变，但仍处于

可控状态，未造成共生微生物紊乱[25]。

能量储存和代谢水平与长牡蛎的环境胁迫抗

性密切相关[26]，能量储存不足等因素易造成长牡

蛎抗胁迫能力减弱，导致损伤或死亡。糖原是动

物能量储存的主要形式之一，常在肝脏和肌肉中

发现，通过分解为葡萄糖来供给能量。在牡蛎中

糖原含量随季节变化，在繁殖期会因性腺发育和

产卵行为而加速消耗[27]。在本研究中，长牡蛎的

肝胰腺和闭壳肌糖原含量均出现下降，一方面可

能受高温和降雨等夏季环境胁迫的影响[28]，另一

方面，繁殖季节能量需求增加也是导致糖原含量

下降的重要原因。葡萄糖是组织糖原的分解产物，

能够直接用于糖酵解并为机体提供 ATP[29]。在本

研究中，除第 1次调查时肝胰腺葡萄糖含量出现

下降外，其他检测结果未发现组织葡萄糖含量的

明显变化，这可能来自于组织能量供给过程中的

稳态需求。研究结果提示，在夏季出现环境胁迫

和繁殖行为时，应特别关注长牡蛎糖原等能量存

储水平的变化。

环境和病原胁迫常引发生物体的抗氧化反应，

产生氧化应激状态，氧化应激相关指标能够有效

反映机体的应激水平和抗氧化能力。MDA是过氧

化反应终产物，其含量可反映机体的活性氧自由

基和脂质的过氧化水平, 从而间接反映细胞的受损

伤程度[30]。在本研究中，MDA含量在第 1次调查

时出现升高，在第 2次调查时恢复至对照组水平，

说明在第 1次调查时机体受环境胁迫影响出现轻

度氧化应激反应，这与已有报道一致 [31]。T-AOC
能够反映机体抗氧化酶系统和非酶促系统对外来

刺激的代偿能力以及机体自由基的代谢状态 [32]。

在本研究中，T-AOC的变化规律与 MDA含量变

化规律相反，即在第 1次调查时降低而在第 2次

调查时升高，其变化规律说明机体在第 1次调查

时抗氧化酶和非酶促系统代谢水平较弱，而在第

2次调查时增强。4种抗氧化酶呈现特异性变化规

律，可能与不同抗氧化酶的功能特性有关。研究

结果提示，在本研究的夏季高温和降雨等环境胁

迫发生时，长牡蛎组织出现了明显的抗氧化反应，

并形成了轻度氧化应激。

免疫应答和细胞凋亡是长牡蛎响应病原和环

境胁迫的主要手段之一。CgIL17-5、CgTNF-1和

CgTNF-2是长牡蛎免疫过程的重要细胞因子，直

接参与机体免疫应答和调控 [33]。在本研究中，

CgIL17-5和 CgTNF-1的 mRNA表达量均在第 1
次调查时剧烈升高，在第 2次调查时回落，说明

在第 1次调查时由于高温和降雨复合胁迫的影响

导致长牡蛎出现较强的免疫应激，而随着环境胁

迫的缓和，在第 2次调查时免疫应激状态有所减

弱。CgTNF-2的 mRNA表达量在第 2次调查时下

降，具体原因还需结合其功能特异性进一步研究。

CgCaspase3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切

酶之一，是长牡蛎凋亡过程的重要功能分子。在

本研究中，CgCaspase3的 mRNA表达量升高，但

与对照组相比差异不显著，说明在夏季环境胁迫

发生时，长牡蛎机体已启动凋亡程序，但还未发

生严重的凋亡反应[34]。

综上，通过分析夏季高温和降雨等典型天气

发生时期的长牡蛎养殖海区关键环境因子和机体

健康相关指标的变化规律，初步探明了夏季北黄

海长牡蛎的养殖特征：2021年北黄海贝类养殖区

在经历 6—7月夏季高温降雨期后出现水温升高和

盐度降低现象，硅藻丰度较往年平均水平下降而

甲藻多样性增加，细菌总丰度较入夏前水平降低

而弧菌丰度显著升高。与室内暂养对照组长牡蛎

相比，海区养殖长牡蛎的糖原含量下降，并发生

轻度氧化应激。研究结果有助于进一步理解夏季

养殖环境的变化规律和长牡蛎机体响应特征，为

预防夏季大规模死亡发生提供理论依据和参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Investigation on the variation of environmental factors, glycogen and
immune parameters of Pacific oyster (Crassostrea gigas) in
the North Yellow Sea shellfish farming area in summer
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WANG Lingling 1*,     SONG Linsheng 1

(1. Liaoning Key Laboratory of Marine Animal Immunology and Disease Control,
Liaoning Key Laboratory of Marine Animal Immunology, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;

2. Dalian Yuyang Group Co., Ltd., Dalian　116499, China)

Abstract: Summer mass  mortality  is  one  of  the  major  bottlenecks  limiting  the  green  and  high-quality   develop-
ment of the Pacific oyster Crassostrea gigas aquaculture in China. The frequent environmental stresses in summer,
including high-temperature,  rainfall,  pathogen  stimulation,  picophytoplankton  abundance  and  reproductive  beha-
vior,  are  important  causes  of  mass  mortality.  Monitoring  the  changes  of  key  environmental  factors  and  health-
related indicators in the aquaculture of C. gigas will help to forecast the risk of mass mortality. In this study, two
surveys  were  conducted  for C. gigas  aquaculture  in  the  North  Yellow  Sea  during  the  summer  heat  and  rainfall
period to  monitor  the  variations  of  water  parameters,  picophytoplankton  abundance,  bacterial  abundance,  glyco-
gen content and immune-related indicators. It was found that, for the first and second survey in July, the surface
water  temperature  was  25.3  and  24.9  °C,  respectively.  The  salinity  for  the  two  surveys  was  26.41  and  27.87,
respectively.  The  abundance  of  diatoms  for  the  two surveys  was  3.6×103  and  3×103  cells/L,  respectively,  which
was lower than the average level of previous reports, and the diversity of dinoflagellates increased. For the two sur-
veys,  the  abundance  of  total  bacteria  in  the  water  was  2.10×109  and  2.77×1010  copies/L,  respectively,  and  the
abundance of Vibrio was 3.37×108 and 5.40×108 copies/L,  respectively.  The glycogen content of hepatopancreas
decreased to 40.96 and 31.58 mg/g respectively for the two surveys, and the glycogen content of adductor muscle
decreased to 6.63 and 8.91 mg/g, respectively. MDA content in gill was 13.74 and 8.69 nmol/mg prot for the two
surveys,  respectively,  and  T-AOC  in  gill  was  0.46  and  0.77  U/mg  prot,  respectively.  The  expression  levels  of
CgIL17-5 and CgTNF-1 mRNA in haemocytes dramatically increased in the first survey compared to the oysters
cultured  indoor.  The  expression  levels  of CgCaspase3  mRNA in  haemocytes  increased  compared  to  the  oysters
cultured indoor, but the differences were not significant. In conclusion, the results showed higher water temperat-
ure  and  lower  salinity  happened  in  shellfish  farming  areas  in  the  summer  of  2021.  The  abundance  of  diatoms
decreased  compared  to  the  average  level  of  previous  reports,  and  the  diversity  of  dinoflagellates,  a  potentially
harmful algae, increased. The abundance of environmental bacteria changed during the environmental stresses, and
the  risk  of  outbreak  of  potential  pathogenic  bacteria  Vibrio  increased.  Organism  responses  were  observed  in
oysters including lower glycogen content and mild oxidative stress. These results help us to further understand the
environmental  patterns  and  response  characteristics  of  the  organism  during  summer  and  provided  a  theoretical
basis and reference for the prevention and control of the mass oyster mortality in summer.
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