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盐度变化对克氏原螯虾渗透调节影响机制的初步研究

金彩霞  潘鲁青
(中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室,青岛  266003)

摘要: 本文研究了克氏原螯虾在盐度变化下血淋巴渗透压、鳃丝 Na+ -K+ -ATPase活力和生物胺的变化过程和特征。

结果显示:盐度变化 ( 0j ) 20j )对克氏原螯虾血淋巴渗透压、鳃丝 Na+ -K +-ATPase活力和生物胺含量影响显著 ( p

< 01 05),而对照组无明显变化。在实验时间内各处理组血淋巴渗透压随盐度变化增大而升高, 1) 2d后趋于稳定,

鳃丝 N a+ -K+ -ATPase活力逐渐降低, 6d后保持稳定, 且与渗透压正相关性,酶活力与盐度呈负相关性; 各处理组在

实验时间内血淋巴和鳃丝多巴胺、去甲肾上腺素、5-羟色胺含量均呈峰值变化, 血淋巴中多巴胺、5-羟色胺含量分别

在 1d和 3d时达到最小值和最大值, 且变化过程分别与盐度变化值呈负和正相关性, 并分别在 6d和 9d后趋于稳

定, 而各处理组的 NE含量 (除盐度为 4的处理组 )在 015d内迅速升高, 015) 3d内略有波动, 然后呈下降趋势,至

15d时保持稳定;各处理组鳃丝多巴胺、去甲肾上腺素和 5-羟色胺含量均于 2d时达到最大值,且变化过程均与盐度

变化值呈正相关性, 均在 9d后趋于稳定; 稳定后各处理组血淋巴和鳃丝生物胺含量均与对照组无显著性差异。这

些结果表明, 在外界盐度变化下生物胺作为一种神经内分泌因子, 在甲壳动物的渗透压调节过程中发挥重要作用,

可引发甲壳动物产生的渗透调节过程,如激活鳃丝已有的 Na+ -K + -ATPase活力、调节血淋巴渗透压效应物含量以

适应外界环境的变化。
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  我国盐碱土地约 5亿多亩, 研究、开发利用盐碱

地资源,使其逐步成为粮食和水产品的供应基地,是

目前国家面临的迫切需要解决问题。克氏原螯虾

(P rocambarus clark ii)具有优良的养殖属性,对环境

适应能力强,适宜于各种淡水水域养殖,目前国内大

多采取粗放型养殖方式。近几年, 盐碱地克氏原螯

虾养殖业逐渐兴起,由于盐碱地水质具有盐度较高、

碱度较大和难于调控等特点,常导致克氏原螯虾存

活率下降。因此,盐碱地养殖面临的主要问题是克

氏原螯虾对养殖水环境的生理适应性, 这些都与克

氏原螯虾的渗透调节生理直接相关, 而有关这方面

的研究往往被忽视。

水生甲壳动物的渗透调节机制一直是国内外

学者研究的热点, 近年在渗透调节的离子转运调

控
[ 1-4 ]
和神经内分泌调控

[ 5, 6]
方面取得突出成果,

证实了 N a
+
-K

+
-ATPase和生物胺对渗透压的调节

作用,而有关甲壳动物渗透生理适应性方面的研

究甚少。本文研究了在盐度变化下克氏原螯虾血

淋巴渗透压、鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力和生物胺

的变化过程和特征, 旨在探讨克氏原螯虾渗透生

理适应机制, 为盐碱地克氏原螯虾养殖水环境调

控提供科学依据。

1 材料与方法

111 实验材料  实验所用克氏原螯虾于 2005年 8

月购自青岛市南山水产品市场,生物学体长为 ( 919 ?

014) cm,肢体完整,健康活泼。采用经充分曝气的自

来水暂养 7d,温度为 ( 24 ? 015) e , pH为 717, 连续
充气,日换水 1 /2,并投喂河蟹用的配合饲料。

112 实验方法
11211 盐度梯度的设置  实验盐度 ( S )梯度为

0j、4j、8j、12j、16j、20j ,各盐度梯度采用经

充分曝气的自来水 ( S = 0j )和自然海水 ( S =

31j )来调节,实验在 50cm @ 40cm @ 30cm的塑料水

槽内进行,每个梯度均设三个平行组,每个水槽放健

康克氏原螯虾 10尾,实验期间的养殖管理同暂养期
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间。实验的取样时间为 0、015、1、2、3、6、9、15d。
11212 样品制备  各水槽随机取健康克氏原螯虾

1尾, 采用 1mL注射器从围心窦内抽取血淋巴置

115mL离心管中, 迅速取其鳃丝, 置 115mL离心管

中, - 80e 保存。血淋巴样品在 0) 4e 冰箱内过
夜, 3000 r/m in离心 20m in, - 80e 保存蓝色上清液。

11213 渗透压的测定  采用 F iske210微型冰点渗

透压仪测定渗透压。

11214 鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力的测定  Na

+
-

K
+
-ATPase活性的测定主要参考 Whea lty和 H en-t

ry
[ 7 ]
的方法。酶蛋白浓度参考 Bradford

[ 8 ]
方法,以牛

血清白蛋白为标准,采用考马斯亮蓝法测定。

11215 生物胺含量的测定
( 1) 血淋巴中生物胺含量的测定  取血淋巴

011mL,超纯水 1B10稀释, 加正丁醇 2mL、0105mo l/

L pH 910的硼酸缓冲液 015mL 和氯化钠晶体

10mg,剧烈震荡 30s, 3000r/ m in离心 10m in, 弃下层

水相, 加正庚烷 3mL、011mol /L盐酸 110mL, 同上法

振荡, 离心。溶液分为两层, 下层水相含多巴胺

( Dopam ine, DA )、去甲肾上腺素 ( No repinephrine,

NE)和 5-羟色胺 ( 5-hy troxy tryptam ine, 5-HT)。

DA、NE含量的测定  空白管内加超纯水

1mL;标准管分别取 NE、DA标准应用液 ( 011Lg /
mL) 011mL,加超纯水 019mL;测定管内取下层水相

015mL, 补超纯水至 1mL。各管均加入 0101mo l /L

EDTA溶液 214mL、015mol /L碘溶液 011mL, 混匀,

静置 2m in, 加入 017mo l/L 碱性亚硫酸钠溶液

012mL,混匀放置 4 m in, 加预冷醋酸 012mL, 摇匀,

避光置 80e 水浴 5m in, 冷却后在激发波长 385nm,

发射波长 480nm下测定 NE荧光强度。将 NE测定

后的溶液倒回原玻璃管内, 加 7125mol /L 磷酸

011mL, 混匀, 沸水浴 15m in, 冷却后在激发波长

325nm,发射波长 375nm下测 DA荧光强度。

5-HT含量的测定  空白管、标准管、测定管内

所加药品类同上述 DA、NE, 然后各管加 015%半胱
氨酸 011mL、019Lmo l/L过碘酸钠溶液 011mL和浓

盐酸 2mL, 混匀, 加 01004% 邻苯二甲醛溶液
011mL, 混匀, 沸水浴 10m in, 冷却后在激发波长

365nm,发射波长 480nm下测定 5-HT荧光强度。

血淋巴中生物胺含量以微克生物胺 /毫升血淋

巴 ( Lg /mL)表示,按以下公式计算:

血淋巴生物胺 ( Lg /mL) =
F ( t) - F ( b )

F ( s) - F ( b )
@标准

应用液浓度

F ( t ) : 样品管荧光读数; F ( b ) : 空白管荧光读数;

F ( s) :标准管荧光读数。

( 2) 鳃丝中生物胺含量的测定  将鳃丝样品加

少量预冷酸化正丁醇, 冰水浴 2000r/m in匀浆,匀浆

液置于具塞带刻度的离心管, 酸化正丁醇补足至

4mL,剧烈震荡 30s, 3000r/m in离心 5m in,取上清液

215mL置另离心管,同 ( 1)方法继续处理, 得下层水

相含 NE、DA、5-HT。

DA、NE含量的测定  吸取下层水相 015mL于

小试管中, 将 ( 1)中 0101mo l/L EDTA溶液 214mL

换为 1 /15mo l/ L pH712的磷酸盐缓冲液 115mL, 其

余同 ( 1)中测 DA、NE法。

5-HT含量的测定  吸取下层水相 015mL于小

试管中,加入 015%半胱氨酸 01 lmL, 01004%邻苯二
甲醛 3mL,混匀,沸水浴 10m in,冷水浴冷却。同 ( 1)

中相同的方法测 5-HT荧光强度。

标准管、空白管处理  标准管取标准应用液

( 011Lg /mL) 012mL,空白管取超纯水 012mL, 分别

用酸性正丁醇补足至 4mL,其余操作同样品管处理。

鳃丝中生物胺含量以微克生物胺 /毫克蛋白

( Lg /mg pr)表示,按以下公算:

鳃丝生物胺 ( Lg /mg pr) =
F ( t) - F ( b)
F ( s) - F ( b )

@标准

应用液体 @样品液体积 @ 1

蛋白含量 (mg)

F ( t)、F ( b)、F ( s)指代内容同 ( 1)。

113 数据处理  所有数据均以 3个平行组数据的

平均值 ?标准差 ( M eans ? SD )表示, 并采用单因素

方差分析 ( ANOVA )和 Duncan检验法统计分析, Ex-

cel、SPSS对做相关性分析。

2 结  果

211 克氏原螯虾在盐度变化下渗透生理指标变化
情况

由图 1可知, 盐度变化 ( 0j ) 20j )对克氏

原螯虾血淋巴渗透压和鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活

力影响显著 ( p < 0105 )。在盐度变化 1) 2d内 ,

各处理组血淋巴渗透压逐渐升高, 1d后盐度为

4j、8j、12j 的处理组趋于稳定, 而盐度为

16j、20j的处理组 2d后保持稳定, 稳定后的各

处理组血淋巴渗透压与盐度值呈正相关性; 在盐

度变化 6d内, 各处理组鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活

力呈下降趋势, 6d后酶活力趋于稳定, 而且酶活

力与盐度呈负相关性。
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图 1 盐度对克氏原螯虾血淋巴渗透压 ( a)和鳃丝 Na+ -K+ -ATPase活力 ( b)的影响

F ig11 E ffect of salin ity on h emo lym ph osm ot ic pressure ( a) and gill Na+ -K+ -ATPase act ivity ( b ) ofP rocam baru s clarkii

212 克氏原螯虾在盐度变化下血淋巴和鳃丝生物
胺的表达

图 2表明,盐度变化 ( 0j ) 20j )对克氏原螯虾血

淋巴 DA、NE和 5-HT含量影响显著 ( p< 0105)。在实
验时间内,各处理组血淋巴 DA呈现先降低后升高的趋

势,于 9d时基本恢复到正常水平; NE含量除盐度为

4j的处理组,其余处理组均在 015d内迅速升高, 015)
3d内略有波动,然后呈下降趋势,至 15d时恢复至对照

水平。5-HT含量在 0) 3d内逐渐升高, 3d时达到最大

值,且最大值与盐度变化值呈正相关性, 3d后降低, 9d

图 2 盐度对克氏原螯虾血淋巴中多巴胺 ( a)、去甲肾上腺素 ( b)、

5-羟色胺 ( c)含量的影响

Fig. 2 Effect of salin ity on haemolym ph dopam in e ( a) , norepinephrine

    ( b ) and 5-hytroxytryp tam ine ( c) ofP rocambaru s clarkii

时基本恢复到正常水平。各处理组生物胺含量稳定后

均与对照组无显著性差异。

由图 3可见,盐度变化 ( 0j ) 20j )前 9d对克氏

原螯虾鳃丝 DA、NE和 5-HT含量均有显著影响 (p <

0105)。在实验时间内各处理组鳃丝 DA、NE和 5-HT

含量均呈峰值变化,均在 2d时达到最大值, 且变化

过程均与盐度变化值呈正相关性, 然后均呈下降趋

势, 均在 9d后趋于稳定, 稳定后各处理组生物胺含

量与对照组无显著性差异。

图 3 盐度对克氏原螯虾鳃丝多巴胺 ( a)、去甲肾上腺素 ( b )和

    5-羟色胺 ( c)含量的影响

F ig. 3 E ffect of salin ity on g ill dopam ine ( a) , norep ineph rine ( b)

    and 5-hytroxytryp tam ine( c) ofP rocamba rus c larkii
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3 讨  论

311 克氏原螯虾在盐度变化下渗透生理的适应性
甲壳动物具适应外界盐度变化的能力, 主要通

过血淋巴渗透压调控来维持机体的正常生命活动,

血淋巴渗透压调节主要依赖于无机离子 ( Na
+
、C l

-
、

K
+
等 )的通透性以及自由氨基酸等渗透压效应物含

量的变化,其中 Na
+
和 C l

-
是形成血淋巴渗透压的

最主要贡献者,约占 80% ) 90%左右
[ 9]
。甲壳动物

离子调控主要通过鳃上皮细胞膜上的 Na
+
-K

+
-AT-

Pase、V-ATPase和 HCO
-
3 -ATPase等离子转运酶的作

用来完成
[ 6]
, 其中 Na

+
-K

+
-ATPase约占总 ATPase

活性的 70%
[ 10]

; Tow le
[ 11]
研究发现甲壳动物鳃丝

N a
+
-K

+
-ATPase在维持机体离子调节和细胞水分

平衡 ( Ce llular w ater ba lance)上起主要作用, 并认为

N a
+
-K

+
-ATPase活力大小与渗透调节能力是显著

相关的。这说明 Na
+
-K

+
-ATPase在甲壳动物离子

调控中占主导地位, 能反映甲壳动物对外界环境变

化的渗透生理的适应能力。

已有研究证明广盐性甲壳动物如斑节对虾

(P enaeusmonodon )、印度明对虾 (F enneropenaeus in-

d icus)和白滨对虾 (L itopenaeus setif erus)在盐度变化

范围分别为 32j y 8j、32j y ( 8) 40) j和 10j y

5j时, 渗透调节时间分别为 1) 2d、0125) 015d和
3) 4d

[ 12) 14]
; 据 Neufeld, et al1[ 15 ] 报道美洲真蟹

(Callinectes sap idus)从 100%海水转移到 20%海水

中渗透调节的时间为 12) 24h左右,而 Na
+
-K

+
-AT-

Pase活力 8) 12d才趋于稳定, 同时鳃丝 Na
+
-K

+
-

ATPase活力在低盐度环境中比在高盐度中的要高;

L ima
[ 16]
将淡水沼虾从淡水转移到 21j和 28j海水

中, 20d后测得的鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力下降

35%。本研究表明克氏原螯虾血淋巴渗透压在盐度

变化 1) 2d后趋于稳定, 而鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活

力在盐度变化 6d后趋于稳定, 且酶活力与盐度呈负

相关性,这与上述研究结果基本一致。作者认为在

盐度变化后克氏原螯虾短时间内达到渗透调节平

衡,而鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力变化滞后, 且具有

明显的时间规律性,与盐度变化值无关,这充分体现

了克氏原螯虾渗透调节的生理过程和特征, 也说明

鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力可以作为评价甲壳动物

对外界环境渗透生理适应性的指标。

312 克氏原螯虾在盐度变化下生物胺的表达与调
节机制

无论是广盐性还是狭盐性的水生甲壳动物,随

着养殖水环境的改变,在神经内分泌系统的调控下,

血淋巴渗透压和鳃上皮离子转运等都会发生一系列

的变化以适应外界环境,维持正常的生理代谢活动。

许多学者研究认为甲壳动物主要由神经内分泌器官

包括 X-器官窦腺复合体、胸腺和围心腺等分泌激

素, 作用于 Na
+
-K

+
-ATPase等相关离子转运酶, 调

节鳃和血淋巴中离子的转运、渗透压效应物的含量

等
[ 6, 17, 18]

; Cooke和 Sullivan
[ 19]
研究发现围心腺匀浆

提取液可增加进入甲壳动物鳃丝的 Na
+
通量, 并认

为围心腺激素可能通过调节生物胺、血淋巴中的效

应物和水流经过鳃丝表面的速度, 进行渗透压平衡

和离子交换的调控;一些学者将 DA和已经适应稀

释水环境的美洲真蟹围心器官的匀浆提取液分别注

入到在自然海水中的甲壳动物体内, 其 N a
+
-K

+
-

ATPase活力显著地提高
[ 20) 22]

; M orris和 Edw ards
[ 3]

给杂色瘦方蟹 ( L ep tograp sus variegatus )注射 DA或

cAMP后,发现鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力迅速升高,

指出生物胺与鳃丝细胞膜上 N a
+
/K

+
泵的激活相

关; 另有研究
[ 23, 24]

表明外界盐度变化可引起甲壳动

物血淋巴中多巴胺 ( DA )、去甲肾上腺素 ( NE )和 5-

羟色胺 ( 5-HT) 含量的变化。本研究表明在盐度变

化后克氏原螯虾血淋巴和鳃丝中 3种生物胺含量均

在 1) 3d内出现峰值变化, 在 6d或 9d后恢复至正

常水平,而血淋巴渗透压和鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活

力分别在 1) 2d和 6d后趋于稳定。由此说明在盐

度变化下甲壳动物神经内分泌激素可通过生物胺进

行渗透平衡的调节,而且生物胺的变化过程与血淋

巴渗透压、鳃丝 Na
+
-K

+
-ATPase活力具有明显的时

间效应性、规律性, 与盐度变化值无关。作者认为生

物胺广泛分布于甲壳动物的中枢神经系统和外周器

官内,可作为神经递质或激素传递各种信息,在外界

环境变化下生物胺作为一种神经内分泌因子, 引发

甲壳动物产生不同的渗透调节过程和生理适应性,

具有明显的生理调控特征。

Zatta
[ 23 ]
研究证实三叶真蟹 ( Carcinus maenas )

由海水移到 50%的海水中后, 血淋巴中 DA含量出

现了迅速的升高, 同时 NE和 5-HT降低; Pequecx, et

al1 [ 24]
将中华绒蟹 ( Eriocheir sinensis )移入海水中适

应 10d后,发现血浆中 NE和 DA含量显著升高, 前

鳃和后鳃的 5-HT的含量也显著升高。本实验表明

在盐度变化后克氏原螯虾短时间内血淋巴和鳃丝中

3种生物胺出现显著变化, 除血淋巴中的 DA呈下

降趋势外,其他均为升高趋势,而且变化过程均与盐

度变化值呈正相关,与渗透调节指标表现为明显的
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相关性,这与上述研究结果不完全相同。由此说明

甲壳动物在环境变化下生物胺的表达有差异, 可能

存在不同的调节机制, 有关这方面还有待于进一步

研究。已有研究表明在甲壳动物中生物胺介导途径

主要通过跨膜蛋白与各种三磷酸鸟苷结合蛋白 ( G

蛋白 )相互作用导致不同的第二信使途径 (包括 G

蛋白、环状腺苷酸和效应物等 )的活化, 实现调节机

体生理功能的作用
[ 25]

; T rausch, et al1[ 26 ]研究表明
甲壳动物鳃丝上具有 DA和 5-HT的结合位点, 能通

过一系列级联反应改变鳃丝 N a
+
-K

+
-ATPase活力。

作者同其他许多学者赞同的观点基本一致, 认为甲

壳动物鳃丝离子转运酶在神经内分泌系统调控下大

致经历短、长期两个阶段, 短期调节是生物胺 (如 5-

HT、DA等 ) 通过刺激腺苷酸环化酶使 cAMP的浓

度升高,从而诱导激活已有的离子转运酶进行渗透

调节
[ 21, 26]

;长期调节一方面是生物胺系统刺激离子

转运型鳃上皮细胞膜产生重要的褶皱系统, 增加了

质膜上 N a
+
-K

+
-ATPase位点和离子通道的数量,另

一方面则是神经内分泌因子 cAMP等刺激靶酶的蛋

白磷酸化, 并合成新酶的结果
[ 18, 21, 26]

。因此作者认

为在盐度变化后克氏原螯虾体内生物胺含量短时间

内出现明显变化, 从而激活鳃丝已有的 Na
+
-K

+
-

ATPase活力和调节血淋巴渗透压效应物含量, 迅速

调节体内的离子浓度和血淋巴渗透压适应外界环境

变化, 达到渗透平衡, 然后主要通过神经内分泌系统

和生物胺的调节,增加 N a
+
-K

+
-ATPase位点和刺激

新酶的合成,最终经过一段时间渗透调节生理适应,

N a
+
-K

+
-ATPase活力趋于稳定。
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PRELIMINARY STUDI ESON PHYSIOLOGICAL ADAPTIVEMECHANI SM OF PROCAMBARUS

CLARKI I OSMOREGULATION UNDER D IFFERENT AMBIENT SALIN ITIES

JIN Ca-iX ia and PAN Lu-Q ing

(TheK ey Labora tory of M aricu ltu re, M inistry of Educat ion, O cean University of Ch ina, Q ingdao 266003)

Abstract: P rocess of changeable characteristic ofProcam barus clarkii hem olym ph osmotic pressure, gillNa
+
-K

+
-ATPase

activity and three b iogenic am ines: dopam ine, noradrenaline and 5-hytroxytryptam inew ere investigated in this paper. The

results showed that changes of salinity ( 0j ) 20j ) had signif icant influences on hemolymph osmotic pressure, g illNa
+
-

K
+
-ATPase activ ity and three b iogenic am ines (p< 0. 05). A long w ith the increase o f salinity, the hem olymph osm olality

ascended sharply and stabilized after 1) 2d, having pos itive correlation w ith salin ity. W hile gillNa
+
-K

+
-ATPase activ ity

declined and came to steady on 6d, hav ing negative correlat ion w ith salinity. The g illNa
+
-K

+
-ATPase have dom inant ac-

t ion in the crustacean osm oregulat ion, which accounting for 70% of the ion transport, and can be taken as an index of os-

moregulation. During the expermi ent, both the biogen ic am ines contents of hem olym ph and gill presented peak values.

Dopam ine and 5-hytroxytryptam ine in hem olym ph reached the irmaxmi al and m inmi um values on 1d and 3d, and arrived at

stable levels on 6d and 9d respectively. Moreover, Dopam ine had negat ive correlation w ith salinity, while 5-

hytroxytryptam ine had positive correlationsw ith sa linity. H em olym ph noradrenaline ascended sharply in 0. 5d, and took on

gental fluctuat ion during 0. 5) 3d, then decreased and reached to the control. s leve.l A ll g ill dopam ine, noradrenaline

and 5-hytroxytryptam ine contents ga ined the irm axmi al values on 2d and all achieved stable levels at the same tmi e, and

they had pos itive correlat ionsw ith salinity. It is generally believed that the crustacean osmoregulation is controlled by neu-

roendocrine factors, which were released from incretory organ and distributed rapidly to hemolymph. M any scholars cons id-

ered that salinity changed in short tmi e, biogen ic am ines could stmi ulate phosphorylation of the form er enzym e in the g ill

containing theNa
+
-K

+
-ATPase, and then ATPase could regulate the ion concentrat ions in vivo and in v itro. W ith a long

tmi e of adoption, penetrab ility o f g ill epithelium to w ater and ions changed and then the gillNa
+
-K

+
-ATPase activity came

to a steady state. T he authors thought that biogenic am ines played mi portant role in osmoregulation when salinity a ltered;

b iogenic am ines induced action o f osmoregulation by activating ion transport enzym eNa
+
-K

+
-ATPase, acclmi at izing hem o-

lymph osm ot ic pressure to env ironm ent.

K ey words:P rocambarus clarkii; Salinity; H emo lymph osm otic pressure; Na
+
-K

+
-ATPase; B iogenic am ines


