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海洋酸化对泥蚶精子运动的影响及作用机理初探

施    巍1    韩    毓1    闫茂仓2    黄贤克2    胡利华2    柴雪良2    刘广绪1

(1. 浙江大学动物科学学院, 杭州 310058; 2. 浙江省海洋水产养殖研究所, 温州 325005)

摘要: 研究分析了未来海洋酸化情景(pH7.8和pH7.4)对典型滩涂贝类泥蚶(Tegillarca granosa)精子运动活力的

影响, 并从精子运动供能角度探究了其作用机理。研究结果表明, 海洋酸化可以显著削弱泥蚶的精子运动速

度。由于精子的三磷酸腺苷(ATP)水平与其活力呈显著的正相关,  研究检测了不同酸化条件下泥蚶精子的

ATP含量及其合成关键酶酶活, 实验结果显示精子的ATP含量以及磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶活力在酸化条

件下均显著下降。此外, 精子内的Ca2+-ATP酶(Ca2+-ATPase)调节了精子的运动能力, 因此实验也探究了海洋

酸化对泥蚶精子Ca2+-ATPase酶活的影响, 结果证实该酶活力在海水pH为7.4时被显著抑制。综合本研究结果

可以得出, 海洋酸化很可能会通过干扰精子细胞内ATP的合成及Ca2+
的调控进而削弱精子的运动速度。
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自工业革命以来, 人类大量使用化石燃料以及

森林的砍伐等活动导致大气中二氧化碳(CO2)浓度

不断上升。据统计, 大气中的CO2浓度已从工业革

命前的280 ppm(标准大气压比)增长了约40%, 目前

已达到了近400 ppm[1, 2]
。由于海洋与大气间存在

着持续不断的气体交换, 大气中的CO2会不断溶入

海洋, 进而造成海水变酸, 即“海洋酸化”现象
[3]
。根

据联合国政府间气候变化专门委员会(Intergovern-
mental Panel on Climate Change, IPCC)预测, 如果不

能大幅度减少CO2的排放速度, 全球表层海水的

pH会在本世纪末降至7.8, 而这一数值将在2300年
继续降到7.4[3]

。由于栖息于更易受空气CO2浓度变

化影响的近岸环境, 海洋贝类尤其是潮间带双壳贝

类被认为是最先和最容易受到海洋酸化影响的物

种之一, 因此这些物种对海洋酸化的响应引起了国

内外学者的广泛关注
[4—6]

。目前的相关研究表明,
未来海洋酸化情景能对海洋贝类的受精、胚胎发

育、生物钙化和生理代谢等诸多生命过程产生不

利影响, 进而对海洋贝类及其所处的生态系统构成

严重威胁
[7—9]

。

大多数海洋双壳贝类通过广播式体外受精进

行繁殖, 其直接将配子排放到开放的水体中, 受精

率主要依赖于配子在水体中的相互作用
[10]

。根据

海洋无脊椎动物受精动力学模型, 贝类精子的游动

速度越快也就意味着单位时间内其与水体中卵子

相遇的概率越大, 受精的几率更高
[11, 12]

。虽然之前

的研究表明, 海洋酸化显著抑制海洋贝类精子的运

动能力, 但迄今为止该影响的细胞与分子作用机理

仍知之甚少
[7, 13]

。

众所周知, 精子运动主要依靠ATP供能, 而精

子细胞内绝大部分ATP是由线粒体通过三羧酸循

环经无氧糖酵解途径产生的
[14]

。糖酵解效率由每

一步反应对应的催化酶调控, 而这些酶的活性和催

化能力大多都与细胞内的pH密切相关。此外, 精子

尾部存在大量Ca2+-ATP酶(Ca2+-ATPase), 该酶调节

了精子内Ca2+
水平和精子生理功能

[15, 16]
。之前的研

究表明, Ca2+-ATPase的缺失或活力降低都将导致精

子运动能力的衰减
[15, 16]

。尽管海洋酸化已被证实

会影响到海洋生物细胞内的pH和离子平衡
[8], 但海

洋酸化是否通过影响海洋贝类精子ATP合成及

Ca2+-ATPase酶活, 进而导致精子活力降低, 还有待

进一步研究证明。
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泥蚶(Tegillarca granosa Linnaeus), 俗称“血
蚶”, 属软体动物门(Mollusca), 瓣鳃纲(Lamellibran-
chia), 列齿目(Taxodonta), 蚶科(Arcidae), 广泛分布

于印度洋与西太平洋近岸海域, 是我国重要的经济

养殖贝类物种之一
[17—19]

。针对海洋酸化影响精子

运动的细胞与分子机理尚不明晰的现状, 本研究以

泥蚶为研究对象 ,  根据IPCC所预测的2100年和

2300年海洋酸化情景, 分析了未来海洋酸化条件

(pH7.8和7.4)对泥蚶精子运动的影响, 并通过对比

不同海洋酸化条件下泥蚶精子ATP合成中关键酶

及Ca2+-ATPase酶活力等指标, 探讨了其影响精子运

动的作用机理。

1    材料与方法

1.1    泥蚶的采集与暂养

实验所用的性成熟泥蚶[壳长(35.6±4.33) mm]
于2014年6月取自浙江省温州市乐清湾(东经121°,
北纬28°), 随后被转移至浙江省海洋水产养殖研究

所(清江试验站)。经海水小心冲洗除去壳表污物

后, 将泥蚶于室内2000 L大桶中流水暂养一周[海水

pH为8.07±0.07,  盐度为(21.2±0.1)‰, 温度为

(26±3)℃]。在暂养过程中, 桶内海水保持连续充

气, 每日早中晚定时投喂活体扁藻(Platymonas sub-
cordiformis，密度为2×104

个/mL)三次, 以保证泥蚶

处于适宜的性成熟状态。

1.2    海洋酸化模拟与参数测定

实验设置三个pH海水处理组, 其中对照组使用

正常海水(pH8.1), 另根据IPCC的预测设置两个海

洋酸化模拟实验组(pH分别为7.8和7.4)。对照组充

入除湿后的空气, 而酸化海水则通过加富CO2的方

式制备
[9, 20]

。在实验过程中, 海水的pH通过Sartorius
PB-10型pH计监测, 温度和盐度使用WTW Multi
3410型多参数水质分析仪测得。同时实验期间每

半小时使用电位滴定法测定一次实验海水的总碱

度
[21]

。利用实验测得的海水pH、盐度、总碱度和

温度, 结合部分已知常量, 使用开源软件CO2SYS计
算得出实验过程中海水的碳酸盐体系组分和文石

(Ωara)与方解石饱和度(Ωcal)参数
[22]

。各组海水的理

化参数如表 1所示。

1.3    泥蚶精子的收集与酸化处理

根据之前报道的催产方法, 泥蚶精子通过阴干

和温度刺激法获得
[9, 23]

。在实验前一晚, 将大小均

一的泥蚶从暂养桶内捞出, 冲刷干净后置于23℃的

空调房阴干过夜。次日将每个泥蚶个体单独置于

装有500 mL过滤海水的烧杯中进行催产, 期间烧杯

中保持持续充气。待泥蚶开始排放配子后停止充

气, 待大约45min后收集精子悬浮液, 在显微镜(Nikon,
Eclipse E600)下检查精子质量, 并用血球计数板测

量精子浓度。每份精子样品均至少测定三次以减

少取样误差
[24]

。为确保结果的准确性, 实验中舍弃

活力低下和浓度过低的精子样品。

为避免泥蚶个体差异带来误差, 实验中将来自

同一个泥蚶个体的精子样品均分为三份, 然后分别

施以对照或酸化处理。酸化处理1h后, 取各组精子

样品用于后续对比分析。

1.4    精子运动速度分析

相应实验处理1h后, 取100 μL精子悬液置于单

凹载玻片上, 并盖上载玻片以减少器壁效应(Wall-
effect)对实验结果的影响

[25]
。随后样品置于装有录

像系统(DXM1200F, Nikon)的显微镜(Eclipse E600,
Nikon)下以200×放大倍数进行观察并对精子运动

情况进行录像(至少30s)。使用开源软件ImageJ(版
本1.46r)中的计算机辅助精子分析(Computer Aided
Sperm Analysis, CASA)插件, 对录像数据进行分

析。通过测定精子在不同时间点的位置坐标, 构建

运动轨迹, 进而计算得到各组精子运动的曲线运动

速度(VCL)、平均路径速度(VAP)和直线速度(VSL)[10, 12]
。

本研究共检测了来自15个泥蚶个体的精子样品在

不同处理后的运动情况(共计45份精子样品)。
1.5    泥蚶精子ATP含量测定

经酸化处理1h后, 每个处理组取90 mL精子样

品置于离心管中, 于离心机(5810R, Eppendorf)中以

3000 r/min离心2min, 弃上清获得精子用于ATP含
量测定。首先采用Bradford蛋白浓度测定试剂盒

(P0006, 碧云天), 按照试剂盒提供的方法对泥蚶精

子蛋白浓度进行定量。随后使用ATP含量测定试

剂盒(A095-1, 南京建成), 利用分光光度计(UV-
2100, 上海菁华)测量样品在636 nm波长处0.5 cm光

表 1    对照组与酸化实验组的海水理化参数值(均值±标准误)
Tab. 1    Chemical parameters of seawater in the control and experiment groups (Mean±SE)

pH 温度T (℃) 盐度Sal (‰) pHNBS
总碱度TA
(μmol/kg)

CO2分压pCO2
(μatm)

总无机碳浓度DIC
(μmol/kg)

文石饱和度
Ωara

方解石饱和度
Ωcal

8.1 26.28±0.05 21.19±0.08 8.07± 0.07 2057.63±11.25 596.37±3.25 1954.68±6.87 2.04±0.02 3.26±0.03
7.8 26.19±0.10 21.22±0.09 7.79±0.10 2062.97±11.28 1175.25±20.52 2004.80±8.41 1.16±0.02 1.85±0.02
7.4 26.22±0.11 21.18±0.12 7.41±0.05 2067.78±11.58 3095.58±43.7 2135.43±7.76 0.48±0.01 0.77±0.01
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径的吸光度值, 并按照以下公式计算得到各样品的

ATP浓度值(μmol/g prot)。

ATP =
OD ¡ OD
OD ¡ OD

£

£ ¥

1 . 6     精子丙酮酸激酶 ( P K )和磷酸果糖激酶

(PFK)酶活测定

本研究使用丙酮酸激酶测定试剂盒(A076-1,
南京建成)对不同处理组泥蚶精子的丙酮酸激酶

(PK)活力进行测定。根据试剂盒的操作要求加样

并混匀后, 在340 nm波长0.5 cm光径处测定样品在

30s时初始吸光值(A1)。随后加入反应液, 37℃水浴

15min, 测定反应后样品的吸光值(A2)。按照以下公

式计算PK酶活力。

=
A 1¡ A 2

(3:22)
¥

¥ £ ¥

将37℃下每克组织蛋白每分钟将1 μmol的磷

酸烯醇式丙酮酸(PEP)转变成丙酮酸定义为一个酶

活力单位(UPK)。
与之类似, 利用磷酸果糖激酶测试盒(A129, 南

京建成)对样品的磷酸果糖激酶(PFK)活力进行测

定。按照试剂盒说明书操作要求加入试剂于1 mL
比色皿后, 记录样品在340 nm波长下20s时的初始

吸光值(A1)和10min 20s时的吸光值(A2)。随后按照

以下公式计算PFK酶活力。

= 450£ (A 1¡ A 2)¥

1.7    泥蚶精子Ca2+-ATPase酶活测定

本研究使用超微量Ca2+-ATPase酶测定试剂盒

(A070-4, 南京建成)对不同处理后的泥蚶精子Ca2+-
ATPase活性进行测定。按照试剂盒所述的操作步

骤, 加样完毕后, 利用分光光度计测定对照与样品

在636 nm波长处0.5 cm光径的吸光值, 并通过以下

公式计算得到Ca2+-ATPase酶活值。

ATPase =
OD ¡ OD
OD ¡ OD

£

£ 6£ 2:8¥

将每小时每毫克细胞蛋白的细胞中ATP酶分

解ATP产生1 μmol无机磷的量定义为一个ATP酶活

力单位, 即μmol磷/ g (prot ·h,) UATPase。

1.8    数据统计与分析

利用Levene检验和Shapiro-Wilk检验来分别判

断数据是否符合方差齐性和正态性分布, 对不符合

的数据进行平方根反正弦变换以满足相关统计分

析要求。通过单因素方差分析(One-way ANOVA)
检测泥蚶精子的运动速度、ATP含量及PK、PFK
和Ca2+-ATPase酶活力在各实验组间的差异。并通

过Tukey检验(Post-hoc Tukey tests)进行多重比对,
明确组间的显著性差异。所有统计分析均在R统计

分析软件(R development Core Team, 2012)中进行,
以P<0.05作为显著性检验标准。

2    结果

2.1    海洋酸化对泥蚶精子运动速度的影响

与对照相比, 海洋酸化处理导致泥蚶精子运动

速度显著降低(P<0.05), 且该影响随着酸化程度的

提高而显著增强。经过pH7.8的酸化海水处理后,
泥蚶精子的VCL、VAP和VSL分别降至对照组的

82.5%、62.8%和76.2%。随着海水pH的进一步下

降(pH7.4), 泥蚶精子VCL、VAP和VSL分别进一步降

至仅为对照组的66.9%、53.3%和54.7%(表 2)。
2.2    海洋酸化对泥蚶精子ATP含量的影响

单因素方差分析结果显示, 海洋酸化导致泥蚶

精子ATP含量显著下降(P<0.05)。如图 1所示, 经海

洋酸化处理1h后, 泥蚶精子ATP含量在pH7.8和
7.4处理组中分别下降至对照组的62.9%和35.6%,
说明泥蚶精子供能在海洋酸化的条件下被显著抑制。

2.3    海洋酸化对磷酸果糖激酶(PFK)和丙酮酸激

酶(PK)酶活的影响

统计结果表明, 海洋酸化显著抑制了泥蚶精子

PFK和PK的酶活力(P<0.05)。ANOVA与Tukey检
验显示pH7.8和7.4酸化实验组的泥蚶精子PFK活力

显著低于对照组, 分别只有对照组的76.9%和45.8%
(图 2)。与之类似, 在经pH7.8和7.4的海水酸化处理

1h后, 泥蚶精子的PK酶活力也分别相较于对照组

显著下降了33.1%和50.0%(图 3)。

表 2   海洋酸化对泥蚶精子运动速度的影响(均值±标准误)
Tab. 2   Effects of ocean acidification on the sperm motility of T.
granosa (Mean±SE)

pH VCL (μm/s) VAP (μm/s) VSL (μm/s)

8.1 123.63±2.06a 136.30±3.23a 105.65±5.39a

7.8 101.95±7.97b 85.66±3.20b 80.51±2.19b

7.4 82.73±3.87b 72.64±3.20c 57.75±4.31c

注: VCL为曲线运动速度, VAP为平均路径速度, VSL为直线
速度; 同一行中, 不同上标字母表示差异显著(P<0.05)

Note: VCL means  velocity  curvilinear, VAP means  velocity
average  path, VSL means  velocity  straight  line;  Values  with
different  superscripts  letters  in  the same column mean significant
differences (P<0.05)
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2.4    海洋酸化对泥蚶精子Ca2+-ATP酶活的影响

单因素方差分析显示, 海洋酸化处理显著抑制

了泥蚶精子Ca2+-ATPase活力(P<0.05)。虽然与对

照相比, 泥蚶精子Ca2+-ATPase活力在经pH7.8的酸

化海水处理后并未发生显著性变化(P>0.05), 但
pH7.4的海水酸化处理后导致泥蚶精子Ca2+-AT-
Pase活力显著下降了60.2%(P<0.05, 图 4)。

3    讨论

无论是在哺乳动物或者海洋无脊椎动物中, 精
子运动速度都是衡量雄性生育能力的一个重要指

标
[11, 26]

。本研究发现, 未来海洋酸化情景能显著削

弱泥蚶精子的运动速度(包括VCL、VSL和VAP)。根

据受精动力学模型, 泥蚶精子运动速度的降低意味

着其与散布在三维水体内的卵子相遇几率的下降,
这无疑会导致其受精率的降低

[10, 12]
。尽管类似的

结果在太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)、紫海胆(He-
liocidaris erythrogramma)和指形鹿角珊瑚(Acro-
pora digitifera)等物种中已有报道

[27, 28, 39], 但海洋酸

化影响海洋无脊椎动物精子运动能力的作用机理

一直没有定论。根据本研究所得到的结果, 海洋酸

化影响泥蚶精子运动能力的原因可以从以下几个

方面进行初步解释。

首先, 海洋酸化可能通过阻碍泥蚶精子的激活

来损害其运动能力。体外受精的鱼类、贝类的精

子在精巢或精浆内一般处于静止状态, 只有当释放

到适宜的水体环境中才被激活
[30, 31]

。因此, 水体环

境盐度、温度和pH等理化条件的变化有可能造成

精子激活失败和运动能力减弱
[32, 33]

。已有研究证

实, 泥蚶精子的激活同样受到外界海水pH的调节和

影响。例如, 当环境水体的pH由8下降到7.5时, 泥
蚶精子的激活率、总运动时间和激烈运动时间都

会明显降低
[34]

。鉴于此, 海洋酸化很可能会干扰泥

蚶精子的正常激活, 从而导致其运动能力的下降。

其次, 海洋酸化能影响精子供能系统, 阻碍精
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图 1   海洋酸化对泥蚶精子ATP含量的影响(均值±标准误)

Fig. 1   Effects of ocean acidification on the ATP content in T.
granosa sperm (Mean±SE)

图中上标字母不同表示差异显著(P<0.05); 下同

Values with different superscripts represent significant difference
(P<0.05); the same applies below
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图 2   海洋酸化对泥蚶精子磷酸果糖激酶(PFK)酶活力的影响

(均值±标准误)
Fig. 2   Effects of ocean acidification on the on the activities of 6-
phosphofructokinase (PFK) in T. granosa sperm (Mean±SE)
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图 3   海洋酸化对泥蚶精子丙酮酸激酶(PK)酶活力的影响(均
值±标准误)
Fig. 3   Effects of ocean acidification on the activities of pyruvate
kinase (PK) in T. granosa sperm (Mean±SE)
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图 4   海洋酸化对泥蚶精子Ca2+-ATPase酶活影响(均值±标准误)
Fig. 4   Effects of ocean acidification on the activities of Ca2+-
ATPase in T. granosa sperm (Mean±SE)
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子尾部的摆动, 最终削弱精子的游动能力。众所周

知, 精子的运动时主要是由其细胞内的线粒体产生

ATP以供给能量, 因此精子线粒体ATP的合成效率

对保障其活力至关重要。之前有研究报道, 海胆

(Centrostephanus rodgersii)精子的线粒体膜电位

(Mitochondrial membrane potential, MMP)在海洋酸

化的条件下会显著降低, 这将导致精子的ATP合成

酶在酸化条件下无法利用质子梯度的势能偶联合

成ATP[35]
。本研究也发现, 经酸化处理后的泥蚶精

子ATP含量较对照组有显著下降。同时, 由于PFK
和PK是糖酵解的关键酶, 对糖酵解合成ATP速率的

控制和调节起着关键的作用
[36, 37], 因此本研究中发

现的酸化导致PFK和PK活力显著降低, 将无疑会抑

制精子ATP的合成并进而影响精子的运动。

此外, 海洋酸化还可能干扰了精子的胞内Ca2+

调控 ,  从而影响了其运动能力。大量研究证实 ,
Ca2+

通过介导精子质膜表面的Ca2+
通道对精子运动

进行调控, 随后通过改变动力蛋白臂的滑动, 使精

子鞭毛不停摆动并调节其运动的对称性
[16, 38—40]

。

根据报道, 胞外pH水平能影响Ca2+
的内流及其胞内

浓度
[8, 41]

。例如, 当外界的pH由7.5降至6.5时, 小鼠

突触小体中Ca2+
的内流会被显著抑制

[41]
。同样的,

在海洋酸化的条件下, 泥蚶血淋巴内的Ca2+
浓度也

会随着海水pH的下降而明显降低
[8]
。因此, 海洋酸

化也很有可能导致精子胞内Ca2+
紊乱, 从而削弱其

运动能力
[41]

。另一方面, Ca2+-ATPase在海洋无脊椎

动物的精子中维持着胞内Ca2+
浓度的稳定, 并在精

子的运动及受精过程中发挥着重要的作用
[42]

。例

如, 用Ca2+-ATPase抑制剂5(6)-carboxyeosin处理海

胆精子会导致精子胞内Ca2+
浓度变化并造成鞭毛运

动能力丧失
[42]

。在本研究中, 海洋酸化处理后的泥

蚶精子的Ca2+-ATPase活力显著下降, 这意味着海洋

酸化很有可能会因此打破精子胞内Ca2+
稳态, 干扰

其对本已有限的ATP能量的利用, 从而导致其运动

能力的显著下降。

综上所述, 本研究表明海洋酸化可能通过阻碍

精子供能以及干扰精子运动调控, 进而抑制泥蚶精

子的运动能力, 继而降低泥蚶精卵碰撞的概率, 最
终影响泥蚶的受精过程及其种群繁衍。
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OCEAN ACIDIFICATION INHIBITS THE SPERM MOTILITY OF
TEGILLARCA GRANOSA VIA DISUTRBING ATP SYNTHESIS

AND INTRACELLULAR CA2+ ACTIVITY

SHI Wei1, HAN Yu1, YAN Mao-Cang2, HUANG Xian-Ke2, HU Li-Hua2, CHAI Xue-Liang2 and LIU Guang-Xu1

(1. College of Animal Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China; 2. Mariculture Research Institute of Zhejiang
Province, Wenzhou 325005, China)

Abstract: Since the industrial revolution, massive amount of anthropogenic carbon dioxide (CO2) have been generated
to elevate the atmospheric CO2 concentration. Some anthropogenic CO2 have been absorbed by the ocean to cause
“ocean acidification” (OA). Although the negative impacts of OA on sperm motility are increasingly found in various
marine invertebrate species, the cellular and molecular mechanisms for these effects are still poorly understood. This
study investigated the effect of OA (pH7.8 and 7.4) on sperm motility and energy supplying pathway in blood clam
Tegillarca granosa. The results showed that the sperm swimming speed reduced significantly in acidified seawater.
Since the adenosine triphosphate (ATP) level of sperm is closely related to its motility, we analyzed the sperm ATP
content and activities of key enzymes during ATP synthesis under different OA scenarios. OA treatments significantly
reduced ATP content as well as activities of 6-phosphofructokinase and pyruvate kinase in the sperm of T. granosa.
The sperm Ca2+-ATPase of various animals has been reported to regulate sperm motility. Therefore, we explored the
Ca2+-ATPase activity of T. granosa sperm under OA treatment. The results found that Ca2+-ATPase activities in the
sperm of T. granosa were significantly declined under OA scenarios. In conclusion, these results suggested that OA
could constrain sperm motility through inhibiting ATP synthesis and disturbing intracellular Ca2+ regulation.

Key words: Ocean acidification; Tegillarca granosa; Sperm motility; ATP; Ca2+
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