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亚硝酸盐急性胁迫对拟穴青蟹相关免疫指标的影响*

EffectsofAcuteNitriteExposureonImmunityIndica灢
torsinScyllaparamamosain

赵艳飞,宋志飞,王贤丰,聂振平**,童暋潼,杨家林,苏暋琼

ZHAO Yanfei,SONG Zhifei,WANG Xianfeng,NIE Zhenping,TONG Tong,
YANGJialin,SUQiong

(广西壮族自治区海洋研究所,广西海洋生物技术重点实验室,广西北海暋536000)
(GuangxiKeyLaboratoryforMarineBiotechnology,GuangxiInstituteofOceanology,Beihai,

Guangxi,536000,China)

摘要:暰目的暱探讨亚硝酸盐急性胁迫对拟穴青蟹(Scyllaparamamosain)机体免疫力的影响,为拟穴青蟹养殖

模式调整与产业化升级提供基础资料。暰方法暱测定拟穴青蟹在不同浓度亚硝酸盐(0mg/L、20mg/L、60mg/

L、100mg/L、140mg/L)胁迫下其组织中碱性磷酸酶(AKP)活力、过氧化氢酶(CAT)活力、丙二醛(MDA)含量

在受胁迫48h内的动态变化。暰结果暱亚硝酸盐胁迫浓度达60mg/L以上时,青蟹肝胰腺及肌肉中 AKP活力变

化显著,肌肉中 AKP活力随时间增加呈先升高后降低趋势,各组织中CAT活力变化也呈先升高后降低趋势,表
现出一定的“毒兴奋效应暠,肝胰腺及鳃中 MDA含量则随胁迫时间与胁迫浓度变化呈递增趋势。暰结论暱亚硝酸

盐胁迫可通过破坏组织中非特异性免疫酶类体系运转,加剧组织中脂质过氧化方式导致机体免疫力下降。在拟

穴青蟹人工养殖中,将亚硝酸盐浓度控制在20mg/L以下,有助于青蟹养殖模式调整与产业化升级。

关键词:拟穴青蟹暋 亚硝酸盐胁迫暋碱性磷酸酶暋过氧化氢酶暋丙二醛

中图分类号:S968.25+1暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)04灢0382灢07

Abstract:暰Objective暱Toinvestigatetheeffectofambientnitriteontheimmunityresponse,and
toprovidethebasicdatafortheadjustmentandindustrializationofScyllaparamamosain,this
nitritestressexperimentwasdesigned.暰Methods暱Inthisexperiment,mudcrabsweredivided
intofournitriteexposedgroups(20mg/L,60mg/L,100mg/Land140mg/Lambientnitrite
concentrations)andcontrolgroup.Alkalinephosphatase(AKP)activity,catalase(CAT)activi灢
tyandmalodiadehyde(MDA)contentweremeasuredafter3h,6h,12h,24hand48hstress.
暰Results暱Theresultsshowedthataftertreatedinhighconcentration(above60mg/L)nitrite
exposure,AKPactivityvariedsignificantlyinhepatopancreasandmuscle.Withtheincreaseof
time,AKPactivityinmuscleincreasedfirstandthendecreased,whichwassimilarwiththe
variationtendencyofCATactivityinthreeorganizations,indicatingapoison飊intoxication
effect.ThecontentofMDAinhepatopancreasandgillsincreasedwiththestresstimeand
stressconcentration.暰Conclusion暱Therefore,nitritestresscoulddecreasetheimmunityofmud

crabbydamagingenzymessystemrelatedtonon
飊specificimmunityandacceleratinglipidperoxi灢
dation.Intheartificialbreedingofmudcrabs,it
wouldcontributetobreedingpatternadjustment
andindustrialupgradingiftheconcentrationof
nitritewascontrolledbelow20mg/L.
Key words: Scylla paramamosain, nitrite
stress,alkalinephosphatase,catalase,malodiade灢
hyde
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0暋引言

暋暋暰研究意义暱拟穴青蟹是我国主要的海水养殖种

类之一,年养殖产量在我国海水甲壳类养殖中常年位

居第二[1],在其持续大规模养殖过程中,也暴露出一

些问题:养殖水环境不断恶化,病害日趋严重。海水

养殖业规模不断扩大,近岸海水中氮含量也逐渐升

高。在人工养殖环境中,水体中无机氮主要存在形式

之一是亚硝酸盐。受养殖水体中溶解氧等因素影响,
其含量居高不下,甚至可达50mg/L以上[2]。水生

动物长期暴露于高浓度的亚硝酸盐水体中,可导致免

疫力下降,更易感染病原菌,并引起大规模疾病发

生[3飊4],这也是当前青蟹养殖高发病率、高死亡率的重

要原因[5飊6],严重制约了青蟹高密度工厂化养殖模式

的开展与青蟹养殖产业健康升级。暰前人研究进展暱
目前国内外已对中华绒螯蟹(Eriocheirsinensis)、
红螯光壳螯虾(Cheraxquadricarinatus)等多种甲

壳类[7飊9]及各种鱼类[10飊11]等开展亚硝酸盐胁迫相关研

究,拟穴青蟹也已开展群体遗传多样性[12]、性腺发育

等[13]研究,然而在亚硝酸盐胁迫相关研究中,亚硝酸

盐胁迫设定浓度梯度范围仅为0~2.37mg/L[6],这
远不能得出高密度养殖水体中亚硝酸盐剧烈波动会

对拟穴青蟹造成影响的结论。暰本研究切入点暱以亚

硝酸盐为胁迫因子对拟穴青蟹进行胁迫实验,研究高

浓度的亚硝酸盐胁迫对青蟹免疫及代谢的影响。暰拟
解决的关键问题暱设定不同亚硝酸盐浓度梯度,并对

拟穴青蟹不同组织中碱性磷酸酶(AKP)活力、过氧

化氢酶(CAT)酶活力及丙二醛(MDA)含量在不同时

间段的变化进行统计分析,探讨亚硝酸盐胁迫对拟穴

青蟹生理生化与免疫反应的影响,以期为蟹类环境胁

迫研究积累资料,为拟穴青蟹养殖模式调整与产业化

升级提供基础资料。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋拟穴青蟹于2016年8月12日购自北海市竹林

村养 殖 塘,规 格:壳 宽 (8.12暲0.57)cm,壳 长

(5.35暲0.33)cm,体质量(117.25暲13.48)g,并从

中挑选附肢完整、健壮无病害的用于实验。于水泥池

(2m暳2m暳1m)中适应性驯养2周后开展实验,每
池暂养5~6只,期间每日傍晚18:00左右投喂波纹

横帘蛤(Paphiaundulata)。驯养及实验用水为过

滤后的自然海水,平均水温29~31曟,盐度29曤,pH
值8.0~8.2,采用不间断充气方式,使溶解氧保持在

6~7mg/L,日换水量约为总暂养水体的1/3,实验开

始后不再投饵、换水。

1.2暋方法

1.2.1暋实验设计

暋暋据报道,同一环境下同规格的拟穴青蟹对亚硝酸

盐48h半数致死浓度(48h飊LC50)为148.43 mg/

L[14],因此共设定4个亚硝酸盐浓度梯度胁迫组,即

C20组、C60组、C100组、C140组,水中亚硝酸盐表

观浓度依次为20 mg/L、60 mg/L、100 mg/L、140
mg/L。采用分析纯亚硝酸钠配制1g/L母液并将各

实验组调制理想值,同时另设一对照组(即C0),不人

为添加任何亚硝酸盐,每个浓度梯度有45只实验用

蟹,各分3个平行,每个平行组分别于实验开始后3
h、6h、12h、24h、48h随机取出2~3只个体进行采

样,每个处理组在各时间段采样数及死亡数见表1。

1.2.2暋样品制备

暋暋拟穴青蟹于-20曟麻醉10min后,置于冰上解

剖并取出部分肝胰腺、肌肉、鳃,其中肌肉均取自左侧

游泳足相连部位,鳃取自第2对鳃弓。组织样品经缓

冲液 (pH 值 7.4,0.01 mol/L Tris飊HCl,0.0001
mol/LEDTA飊2Na,0.01mol/L蔗糖,0.8%NaCl溶

液)冲洗并用吸水纸吸取表面水分,称重并制备10%
匀浆液,4曟下3000r/min离心10min后取上清液

待测。

表1暋各实验组在各时间段内取样及死亡数(只)

Table1暋Thenumberofsamplesandfatalitiesineachexperimentalgroupineachsamplingperiod(unit)

处理组
Groups

0~3h 3~6h 6~12h 12~24h 24~48h

取样
Samples

死亡
Fatalities

取样
Samples

死亡
Fatalities

取样
Samples

死亡
Fatalities

取样
Samples

死亡
Fatalities

取样
Samples

死亡
Fatalities

C0 9 0 9 1 9 0 8 1 8 0
C20 9 0 9 0 8 3 8 0 7 1
C60 9 0 8 2 8 1 8 2 7 0
C100 9 0 8 1 8 3 6 3 6 1
C140 9 0 8 3 8 3 6 2 0 6
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1.2.3暋AKP、CAT活力及 MDA 含量测定

暋暋蛋白含量、AKP活力、CAT活力、MDA 含量测

定采用南京建成生物工程研究所的试剂盒,具体操作

见试剂盒说明书。

1.3暋数据处理

暋暋 实 验 数 据 以 平 均 值 暲 标 准 误 表 示,采 用

SPSS19灡0软件中 One飊WayANOVA 进行单因素方

差分析,Duncan法进行多重比较,取P <0.05为差

异显著性水平。

2暋结果与分析

暋暋由表1可知,亚硝酸盐急性胁迫24h,未足48h
时,C140胁迫组青蟹均已死亡,故不再对 C140组第

48h时 AKP、CAT及 MDA指标进行测定及分析。

2.1暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺、肌肉和鳃中

AKP活力的影响

暋暋在亚硝酸盐胁迫下,拟穴青蟹肝胰腺、肌肉中

AKP活力变化显著(P <0.05),鳃中 AKP活力无

显著性差异(P >0.05)。

暋暋亚硝酸盐胁迫条件下,拟穴青蟹肝胰腺中 AKP
活力变化见表2。同组比较可知,各处理组在胁迫3
h与胁迫6h、12h、24h、48h时其肝胰腺中 AKP活

力均呈显著性差异(P <0.05),且C20组在胁迫12
h以及C100组在胁迫6h时,其肝胰腺中 AKP活力

显著升高,随后又逐渐下降;不同组间,随亚硝酸盐胁

迫浓度升高,肝胰腺中 AKP活力整体呈下降趋势;
除C20组外,其余各组肝胰腺中 AKP活力均显著低

于对照组(P <0.05),且C60、C100、C140组在胁迫

12h后 AKP活力不再具有显著性差异(P >0.05)。

暋暋由表3可知,随胁迫时间推移,拟穴青蟹肌肉中

AKP活力呈现显著变化(P <0.05),其中C20组在

胁迫6h时 AKP活力突然升高,在之后随胁迫时间

增加而降低,其余各处理组,青蟹肌肉中 AKP活力

均随时间增加而逐步下降;相同胁迫时间下,在6h
时,C20组青蟹肌肉组织中 AKP活力最大且显著高

于对照组(P<0.05),胁迫12h后,各实验组青蟹肌

肉中 AKP活力整体呈下降趋势,且表现出除C20组

外,其余各组均显著低于对照组(P <0.05)。
表2暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺AKP活力的影响

Table2暋EffectsofnitritestressonAKPactivityinthehepatopancreasofScyllaparamamosain

处理组

Groups

AKP活力 AKPactivity

3h 6h 12h 24h 48h

C0 100.27暲1.46a 98.78暲3.65a 88.74暲4.78a 93.60暲2.82a 89.79暲1.10a

C20 111.08暲2.90Aa 82.59暲0.94Cb 93.90暲1.28Ba 82.19暲2.35Cb 82.98暲3.34Cb

C60 85.74暲1.16Ab 50.78暲1.89Cc 60.99暲2.28Bb 41.38暲1.94Dd 50.93暲3.31Cc

C100 81.18暲2.07Bbc 91.71暲3.34Aa 57.88暲0.19Cb 54.81暲3.69CDc 47.28暲2.56Dc

C140 75.49暲5.63Ac 53.55暲2.91Cc 61.09暲3.39Bb 33.55暲2.79Dd ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime
表3暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肌肉AKP活力的影响

Table3暋EffectsofnitritestressonAKPactivityinthemuscleofScyllaparamamosain

处理组

Groups

AKP活力 AKPactivity

3h 6h 12h 24h 48h

C0 6.47暲0.31ab 4.15暲0.21cd 6.70暲0.48a 5.19暲0.20a 5.69暲0.20a

C20 4.80暲0.80Bc 9.39暲0.29Aa 5.08暲0.81Bab 5.20暲0.87Ba 3.53暲0.51Bb

C60 7.34暲0.31Aa 5.62暲0.56Bbc 3.78暲0.82Cbc 3.54暲0.49Ca 3.39暲0.03Cb

C100 5.61暲0.30Abc 3.62暲0.70Bd 1.96暲0.01Ccd 1.70暲0.41Cb 1.77暲0.43Cc

C140 6.45暲0.49Aab 5.83暲0.48Ab 1.19暲0.34Bd 1.55暲0.45Bb ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

2.2暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺、肌肉和鳃中

CAT活力的影响

暋暋从表4可以看出,随胁迫时间增加,除 C20组,
各处理组拟穴青蟹肝胰腺中 CAT 活力均呈现先升

高后降低趋势,并在6h时表现为最大值;C20组在

各胁迫时间未出现显著性变化(P >0.05),与对照

组也无显著性差异(P >0.05),但在胁迫24h以后

其肝胰腺中 CAT 活力高于其余各处理组并呈现显

著性差异 (P <0.05),在相同胁迫时间下,随胁迫

浓度的升高,青蟹肝胰腺中CAT活力呈先升高后降
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表4暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺CAT活力的影响

Table4暋EffectsofnitritestressonCATactivityinthehepatopancreasofScyllaparamamosain

处理组

Groups

CAT活力CATactivity

3h 6h 12h 24h 48h

C0 8.39暲1.20ab 8.27暲0.73b 7.57暲0.33b 10.56暲0.70a 8.38暲0.36b

C20 10.41暲1.21a 10.25暲0.41b 11.06暲0.97a 12.11暲0.69a 12.45暲0.46a

C60 10.28暲0.21Ba 17.09暲0.68Aa 7.86暲1.54BCb 6.52暲0.57Cb 6.55暲0.56Cc

C100 6.55暲1.07ABbc 9.16暲0.88Ab 4.69暲0.71Bb 3.65暲0.64Bc 4.44暲0.18Bd

C140 5.16暲0.22Bc 9.01暲0.37Ab 5.37暲0.70Bb 4.32暲0.64Bc ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

低趋势,具体表现为C20组中青蟹肝胰腺中CAT活

力整体高于对照组及各处理组。

暋暋由表5可知。亚硝酸盐胁迫可导致青蟹肌肉中

CAT活力短暂升高并显著高于对照组(P <0.05),

且随胁迫浓度的升高,青蟹肌肉中CAT活力达最高

值所需时间也越来越短。在胁迫48h时,对照组与

C20组差异显著(P <0.05),在其余胁迫时间下对

照组与C20组无显著性差异(P >0.05)。
表5暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肌肉CAT活力的影响

Table5暋EffectsofnitritestressonCATactivityinthemuscleofScyllaparamamosain

处理组

Groups

CAT活力CATactivity

3h 6h 12h 24h 48h

C0 6.34暲0.65bc 6.48暲0.39b 6.05暲0.32ab 7.01暲0.36a 7.04暲0.43b

C20 5.51暲0.54Bc 5.04暲0.93Bb 7.64暲1.53Aba 6.28暲0.41ABab 8.50暲0.42Aa

C60 5.94暲0.62Bbc 10.35暲0.09Aa 5.08暲0.18Bb 4.86暲0.54Bc 3.86暲0.29Bc

C100 7.48暲0.69Bb 10.88暲0.38Aa 4.37暲0.57Cb 5.32暲0.18Cbc 3.93暲0.41Cc

C140 10.85暲0.14Aa 8.84暲0.56Ba 4.90暲0.30Cb 5.55暲0.46Cbc ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

暋暋由表6可知,随胁迫时间增加,C60、C100、C140
组拟穴青蟹鳃中CAT活力不断下降,C20组却表现

为先降低后升高趋势,在胁迫24h以后,其余各处理

组均显著低于对照组、C20组(P <0.05);C100组在

胁迫 3 h 时 与 胁 迫 24 h、48 h 相 比 差 异 显 著

(P <0.05);在各个胁迫时间下,C20组与对照组相

比差异均不显著(P >0.05)。

表6暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹鳃CAT活力的影响

Table6暋EffectsofnitritestressonCATactivityinthegillofScyllaparamamosain
处理组

Groups
CAT活力CATactivity

3h 6h 12h 24h 48h

C0 8.96暲0.31ab 9.08暲0.31a 7.53暲0.64a 8.96暲0.42b 9.21暲0.24b

C20 10.12暲0.75Ba 6.75暲0.29Cb 8.83暲0.27Ba 10.60暲0.26Ba 14.29暲1.04Aa

C60 10.13暲0.49Aa 9.23暲0.59Aa 7.16暲0.55Ba 5.60暲0.38Bc 5.46暲0.61Bc

C100 7.90暲0.65Ab 6.29暲0.50Bbc 3.84暲0.31Cb 3.30暲0.28Cd 2.84暲0.41Cd

C140 8.27暲0.60Aab 5.07暲0.39Bc 5.08暲0.89Bb 3.68暲0.52Bd ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

2.3暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺、肌肉和鳃中

MDA含量的影响

暋暋亚硝酸盐胁迫下,拟穴青蟹肝胰腺、鳃中 MDA

含量均出现显著性变化(P<0.05),肌肉中 MDA含

量变化不显著(P >0.05)。由表7可知,随胁迫时

间增加,各处理组拟穴青蟹肝胰腺中 MDA含量不断
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升高,除C20组外,其余处理组在各胁迫时间下肝胰

腺组织中 MDA含量均显著高于对照组(P<0.05);
在相同胁迫时间下,随亚硝酸盐浓度升高,拟穴青蟹

肝胰腺中 MDA含量也呈升高趋势。
表7暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹肝胰腺 MDA含量的影响

Table7暋EffectsofnitritestressonMDAcontentinthehepatopancreasofScyllaparamamosain

处理组
Groups

MDA含量 MDAcontent
3h 6h 12h 24h 48h

C0 1.09暲0.05d 1.05暲0.09e 1.15暲0.06c 1.05暲0.07c 1.11暲0.11c

C20 1.01暲0.04Dd 1.80暲0.07Cd 5.16暲0.45Ba 5.87暲0.20Bb 6.89暲0.10Ab

C60 1.71暲0.13Ec 2.60暲0.07Dc 3.46暲0.14Cb 5.39暲0.18Bb 7.57暲0.08Aa

C100 2.18暲0.05Db 3.26暲0.21Cb 3.88暲0.21Cb 6.11暲0.20Bb 8.02暲0.38Aa

C140 3.01暲0.14Da 4.14暲0.14Ca 5.98暲0.30Ba 7.92暲0.35Aa ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

暋暋如表8所示,在亚硝酸盐胁迫下,各处理组拟穴

青蟹鳃中 MDA含量随胁迫时间与胁迫浓度的增加,
呈显著上升趋势(P <0.05),与对照组相比,除48h
外,C20在其余胁迫时间下拟穴青蟹鳃中 MDA 含量

均无显著性差异(P >0.05),C60在胁迫12h以后

开始与对照组呈现显著性差异(P <0.05),C100、

C140组在各胁迫时间下均与对照组差异显著(P <
0.05)。

表8暋亚硝酸盐胁迫对拟穴青蟹鳃 MDA含量的影响

Table8暋EffectsofnitritestressonMDAcontentinthegillofScyllaparamamosain

处理组

Groups

MDA含量 MDAcontent

3h 6h 12h 24h 48h

C0 0.60暲0.04c 0.68暲0.28b 0.65暲0.05d 0.64暲0.08d 0.60暲0.07c

C20 0.51暲0.06Dc 0.79暲0.50Cb 0.86暲0.03BCcd 1.01暲0.06ABcd 1.09暲0.09Ab

C60 0.71暲0.10Cc 0.92暲0.64Cb 0.93暲0.03Cc 1.31暲0.11Bbc 2.18暲0.09Aa

C100 1.01暲0.10Cb 1.50暲0.60BCa 1.51暲0.08BCb 1.63暲0.13Bb 2.41暲0.20Aa

C140 1.44暲0.07Ca 1.80暲0.14Ca 2.22暲0.13Ba 3.14暲0.21Aa ———

注:不同大写字母表示同一浓度处理组不同胁迫时间差异显著(P <0灡05),不同小写字母表示同一测试时间不同处理组间差异显著 (P <0.05)

Note:Differentcapitalsuperscriptsdenotedsignificantdifference(P<0.05)amongthesamegroupatdifferenttesttime,andthelowercasesuper灢
scriptsdenotedsignificantdifference(P <0.05)amongthetreatmentsatthesametesttime

3暋讨论

暋暋甲壳类动物体内生理与免疫系统正常运转与其

所处水环境联系紧密,温度、pH 值、亚硝酸盐浓度等

环境因子的波动极易引起甲壳类应激反应,并导致自

身免疫力下降,病菌易感性升高[15]。目前普遍高氮

的养殖水体中,亚硝酸盐可由氨经亚硝化细菌作用转

化而成,也可由硝酸盐经反硝化细菌转化而成,水中

多种水化学因子均可通过影响这两种细菌而导致亚

硝酸盐的积累[16]。

3.1暋亚硝酸盐对拟穴青蟹各组织中 AKP活力的

影响

暋暋AKP为机体水解酶体系的组成部分,是机体物

质代谢的重要酶类[17],同时其在机体各级非特异性

免疫 应 答 中 也 起 着 重 要 作 用[18]。当 三 疣 梭 子 蟹

(Portunustrituberculatus)受环境因子波动或病原

入侵时,其体内血淋巴中 AKP活性明显升高,并产

生一系列适应性调节措施,进而发挥免疫功能[19]。
李 玉 全 等[20] 对 脊 尾 白 虾 (Exopalaemon

carinicauda)进行研究发现,当盐度骤变时,其体内

AKP活力随时间推进有较大波动,进而对脊尾白虾

磷代谢途径产生显著影响。本实验分析发现,当亚硝

酸盐浓度达60mg/L以上时,拟穴青蟹肝胰腺及肌

肉中 AKP活力变化显著,其中肌肉中 AKP活力呈

现先升高后降低的趋势,这表明拟穴青蟹受亚硝酸盐

胁迫影响,可诱导其体内 AKP活力升高,进而发挥

免疫调节作用,当胁迫时间过长,浓度过高时,AKP
活力显著降低,这表明高浓度亚硝酸盐可严重影响拟

穴青蟹体内水解酶体系的正常运转,进而影响其机体

抗病能力,这一结果与三疣梭子蟹[19]、红螯光壳螯

虾[8]受环境胁迫所表现的的机体反应较为一致。

3.2暋亚硝酸盐对拟穴青蟹各组织中 CAT活力的

影响

暋暋CAT为机体重要的抗氧化酶,与超氧化物歧化

酶相互关联并联合清除体内活性氧自由基,使机体免

受伤害,CAT活力下降,通常标志着机体清除自由基

的能力下降[21]。本实验结果表明,拟穴青蟹在高浓

度亚硝酸盐环境中,体内CAT活性变化趋势为先升
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高后降低,但在20mg/L浓度下,其体内各组织中

CAT活性非但没有下降,反而有升高趋势,表现为

“毒性兴奋效应暠[22],这可能是低浓度亚硝酸盐可刺

激拟穴青蟹机体内抗氧化酶体系的运转,进而使机体

快速清除胁迫所产生的活性氧,增强机体抵抗力。黄

海涛[14]通过对拟穴青蟹进行亚硝酸盐胁迫发现,低
浓度亚硝酸盐不会对其蜕壳与存活率产生较大影响,
甚至还有一定促进作用,高浓度组却可严重影响其存

活与蜕壳,结合本实验分析,这可能也与上述“毒性兴

奋效应有关暠,但也说明高浓度亚硝酸盐可通过破坏

抗氧化系统运转从而对拟穴青蟹产生严重危害。

3.3暋亚硝酸盐对拟穴青蟹各组织中 MDA含量的

影响

暋暋MDA 为脂质过氧化产物之一,被广泛用作氧化

胁迫中细胞膜氧化损伤的评价指标[23]。有研究表

明,亚硝酸盐等环境污染因子的波动可引起机体活性

氧的增加[24],而大量积累的活性氧自由基可进一步

攻击周围生物分子,使蛋白变性、脂质过氧化,最终使

机体抗病能力下降甚至死亡[25]。在本研究中,拟穴

青蟹肝胰腺和鳃组织中 MDA含量随胁迫时间增加、
胁迫浓度升高而增高,这表明亚硝酸盐可促进拟穴青

蟹机体内脂质过氧化的发生,进而对拟穴青蟹产生毒

害作用,这与洪美玲等[7]对中华绒螯蟹研究结果

一致。

4暋结论

暋暋综上所述,高浓度的亚硝酸盐可通过破坏拟穴青

蟹组织中 AKP水解磷酸化作用,抑制机体内 CAT
的抗氧化效应,促进机体内脂质过氧化的发生,进而

破坏拟穴青蟹生理生化、免疫系统及细胞膜的完整

性,威胁着拟穴青蟹的健康生长。在拟穴青蟹人工养

殖中,将亚硝酸盐控制在20mg/L以下,将有助于青

蟹工厂化养殖的发展,促进青蟹养殖模式的调整与产

业化升级。
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