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摘要:人为压力源的强度和多样性日益增加已引发全球海洋生态系统中栖息地和生物多样性丧失。与全球变

暖、海洋酸化类似,海域缺氧现象的频发使得缺氧现象成为重要的全球压力源。本文以贝类为研究对象,综述

了缺氧的定义和等级、缺氧的原因,并集中探讨了缺氧胁迫对贝类免疫系统的影响,以期为贝类养殖和病害防

治提供理论依据,并为我国贝类产业能够及时应对未来环境变化提供参考资料。
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0 引言

  溶氧(Dissolved
 

Oxygen,DO)作为水域环境的

一个重要参数,与所有水域生物的生存密切相关。水

体中的溶氧含量是影响水生生物生长发育的重要因

子。溶氧含量过低时,底层鱼类和其他活动性较强的

无脊椎动物可以通过迁徙来逃避低氧环境,而活动性

能力差的贝类更容易受到缺氧胁迫的影响;在溶氧回

升后,某些受损害群落(如牡蛎礁)难以恢复到以前的

状态[1􀆼2]。在长期的进化过程中,潮间带的贝类形成

了相应的应激机制,已成为最耐低氧的生物类群

之一。

  在过去的几十年内,由于人类活动的影响,水域

的溶氧(尤其是海洋)已发生了明显的变化,出现了大

量 的 低 氧 区 域 (Oxygen
 

Minimum
 

Zones,

OMZs)[3􀆼4]。低氧(Hypoxia)泛指水体溶氧含量低于

2.0
 

mL/L
 

(相当于2.8
 

mg/L或者91.4
 

mmol/L),
并可细分为3个等级:(1)≤2.0

 

mL/L
 

DO,氧气不

足,生物体开始表现出异常行为;(2)≤1.0
 

mL/L
 

DO,轻度缺氧,生物开始出现死亡;(3)≤0.5
 

mL/L
 

DO,严重缺氧,生物大量死亡。而缺氧(Anoxia)则
是指氧分压小于0.07

 

mL/L
 

DO的水域,或者严格

的无氧状态(0
 

mL/L
 

DO)[5􀆼6]。
  利用缺氧来检测环境胁迫对贝类的负面影响具

有很多优势,包括操作简易、重复性高以及成本低

等[7􀆼8]。海洋贝类作为滤食动物,对环境保护的贡献

不容忽视。因此,研究贝类的缺氧胁迫不仅对于养殖

业具有重要的实践指导意义,同时对于整个海洋生态
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的维持和可持续发展更具有深远的影响。

1 海洋缺氧的原因与发展趋势

  由自然界物理作用引起的水体温度和盐度的分

层,以及温盐跃层的出现是导致近岸海底缺氧的主要

原因,缺氧通常可引起底栖动物死亡。如果水体能够

自然交换,或者说没有分层现象,自然界就根本不会

存在缺氧的区域[9]。近年来的研究表明,分层现象导

致全球海洋上层和温跃层氧气含量减少[10􀆼11]。这种

自然发生的缺氧现象最早记录于19世纪80年代,并
且呈现出一定的周期性[12]。例如,发生在美国亚拉

巴马州莫比尔湾的“Jubilee”现象可以追溯到18世纪

60年代。“Jubilee”现象就是一个典型的季节性缺

氧,几乎每年夏季发生一次,主要是由有机物的沉积

造成的[13]。

  人类活动导致水体富营养化,是造成水体缺氧的

另一个重要原因。近岸水域由于陆源输入大量的N、

P和Si等营养物质和大量可供微生物分解利用的有

机物(包括城市生活污水、工业废水、农业化肥过量使

用等)[14],造成了水体富营养化,使缺氧现象发生在

从未发生过的区域,这样的区域被生态学家称为“死
亡区域”(Dead

 

Zone)。目前,世界范围内共发现500
多个死亡区域,共涉及245

 

000
 

km2 的海域[15]。而

且在每年的夏季(水温最高时,分层最强)超过一半的

区域都会发生缺氧现象,导致海洋底栖生物大量死

亡[5􀆼6]。水体缺氧已经成为全球生态与环境问题的主

要关注点之一。我国近海水体缺氧现象也日趋严重,
在 长 江 口、珠 江 口 等 区 域 已 出 现 了 季 节 性 的

缺氧[16􀆼17]。

2 贝类对缺氧胁迫的适应性进化

  生活于潮间带的海洋无脊椎动物每天都会经历

一段低氧时期,降低代谢率是其对低氧胁迫的首要适

应性 进 化 机 制[18􀆼19]。研 究 发 现,美 洲 牡 蛎(Cras-
sostrea

 

virginica)在低氧期的基础代谢率仅为正常

状态的75%[20],其主要通过可逆的蛋白磷酸化修饰

来限制大多数酶和功能蛋白的活性,从而降低基础代

谢率[21];当环境条件改善后,则可恢复相关酶类和功

能蛋白的活性,从而维持机体的正常生理活动。其

次,贝类适应缺氧环境的另一个机制是通过消耗贮存

的能源物质(如糖原和天冬氨酸盐类等),改变其代谢

途径(如糖酵解),并联合底物水平的磷酸化而产生更

多的能 量 供 给 机 体[19]。例 如 翡 翠 股 贻 贝(Perna
 

viridis)就是通过肝糖原的糖酵解,产生更多的ATP
来维持基础代谢[22􀆼23]。再次,就是改变糖酵解的终产

物,避免乳酸过多而破坏机体的酸碱平衡。欧洲鸟尾

蛤(Cerastoderma
 

edule)会产生L􀆼丙氨酸和D􀆼乳酸

盐两种糖酵解物质,大大降低了代谢产物的酸性[24],
其中L􀆼丙氨酸主要是通过转氨作用产生,与天冬氨

酸向琥珀酸的转变相偶联[19]。当环境达到缺氧状

态,贝类会进一步降低基础代谢率和ATP的产生及

利用,甚至可以降低到基础水平的10%[25]。许多耗

能过程都会受到不同程度的抑制,包括大分子物质,
如DNA、RNA和蛋白质的合成等[19]。

3 缺氧对贝类免疫系统的影响

  缺氧胁迫能够影响贝类很多重要的生理和生化

过程[19,26]。其中对免疫系统的影响最大,因此通过

免疫指标的变化来检测环境压力对贝类的影响已成

为该领域研究的热点[27]。贝类作为无脊椎动物,体
内没有特异性免疫细胞和相应的抗体。贝类的免疫

防御机制可分为细胞免疫与体液免疫,两者相辅相

成,共同抵御外来物质的入侵,并对应激做出免疫

应答。

3.1 缺氧对细胞免疫的影响

  双壳贝类的血淋巴细胞具有多种功能,包括免疫

防御、营养物质的消化和转运、排泄以及贝壳的修复、
矿化等[28]。异物侵入机体能够刺激血淋巴细胞介导

的吞噬作用[29]。在血淋巴细胞吞噬过程中,同时会

释放一些水解酶和溶菌酶,这样能够帮助灭活其他部

位的入侵病原菌[30]。因此,血淋巴细胞的任何参数,
包括比容、数量、分布、吸附能力、吞噬活性、相关溶酶

体酶活性以及血淋巴产生的活性氧等都成为检测环

境胁迫对免疫系统影响程度的重要指标[27,31]。

  缺氧胁迫几乎能够影响到与血淋巴细胞相关的

所有的功能,整合作用导致双壳贝类血淋巴细胞的免

疫活性大大降低[32],进而是双壳贝类的免疫功能受

到抑制,对病原体的易感性也随之增加,是贝类死亡

的主要原因[33]。

3.1.1 缺氧对血细胞总数的影响

  贝类的免疫防御反应中,血淋巴细胞对病原菌和

异物的吞噬作用是其主要的防御机制。血细胞总数

(THC)增加不仅仅包括血淋巴细胞的增殖,还包括

从组织中迁徙到血淋巴循环中的细胞数量。相反地,
贝类血淋巴细胞溶解或从血淋巴移入组织,将会导致

THC降低,从而降低其防御能力,更容易受到病原菌
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的攻击[34]。实验表明,低氧胁迫24
 

h,鸡帘蛤(Cha-
melea

 

gallina)的THC就开始急剧降低,并持续4
 

d
左右[31]。缺氧条件下,翡翠贻贝(Perna

 

viridis)血
淋巴中的THC显著低于正常溶氧组[35]。THC的降

低可能是贝类血淋巴细胞溶解以及大量血淋巴细胞

移入组织所致,在这一点上与其他胁迫类似[34,36]。

3.1.2 缺氧对细胞吞噬作用的影响

  贝类血淋巴细胞的吞噬作用是其抵御外来微生

物 的 第 一 道 防 线,有 时 也 是 最 重 要 的 免 疫 手

段[34,37􀆼38]。实际上,除免疫功能外,血淋巴细胞的吞

噬作用在神经内分泌调节上也发挥重要作用[39]。因

此,血淋巴细胞的吞噬活性通常被作为评估贝类对环

境胁迫耐受力的生物指标[40􀆼41]。

  贝类血细胞的粘附能力是其发挥免疫功能的前

提和基础。细胞的粘附能力依赖于自身细胞膜和细

胞骨架结构的完整性[42],在粘附分子与配体介导的

细胞信号转导途径的调控下,改变细胞形态而发生粘

附[43]。由于此过程为耗能过程,依赖于细胞自身能

量储备,在低氧期细胞能量的重新分配使得用于粘附

的能量大大降低,从而降低了血细胞的粘附能力。在

粘附发生后,通过细胞骨架变化调控伪足形成的过程

等是发生吞噬作用的基础,此过程为耗能过程,需要

联合ATP的生成,但是在缺氧条件下不能获得足够

的能量,因此吞噬活性大大降低[44]。利用血液涂片

发现,受缺氧胁迫的鸡帘蛤(Chamelea
 

gallina)的血

淋巴细胞完全不能吞噬酵母细胞。缺氧导致血细胞

吞噬活性的降低,除了与耗能关联外,还可能与血淋

巴细胞膜受体的改变相关[27]。

3.1.3 缺氧对活性氧的影响

  活性氧(Reactive
 

Oxygen
 

Species,ROS)及其中

间 产 物 (Reactive
 

Oxygen
 

Intermediate
 

Species,

ROIs)是血淋巴细胞在吞噬过程中伴随呼吸爆发现

象产生的,是贝类免疫的重要组成部分[45]。贝类产

生的ROS包括超氧化物阴离子、过氧化氢、羟基自由

基、超卤化物等。在受到病原菌感染时,贝类的血淋

巴细胞会产生更多的ROS,过多的ROS会造成细胞

的膜损伤,DNA断裂,酶抑制和氨基酸过氧化等毒性

效应[46]。而在缺氧胁迫下,牡蛎血淋巴细胞产生

ROS的能力大大降低,仅为正常情况的1/3[32]。从

生存的角度考虑,是为了降低基础代谢率牺牲了抗氧

化酶的活性[47],同时也可以减少ROS对自身组织的

损伤以及修复所需的大量能量。

3.2 缺氧对体液免疫的影响

  在缺氧胁迫下,贝类除了细胞免疫方式外,血淋

巴中的体液因子也发挥重要的防御作用。参与体液

免疫的活性因子主要包括:溶酶体酶、过氧化氢酶、抗
菌肽等。

3.2.1 缺氧对溶酶体酶活性的影响

  缺氧同样可影响贝类溶酶体酶的活性。溶酶体

酶由血淋巴细胞合成,并在吞噬过程中通过脱颗粒的

方式释放入血淋巴循环中,参与体液免疫[48]。双壳

贝类溶酶体酶包括溶菌酶、β􀆼葡糖苷酸酶、酸性磷酸

酶、碱性磷酸酶、脂肪酶、氨基肽酶、乳酸脱氢酶和淀

粉酶等。其中,酸性磷酸酶和β􀆼葡糖苷酸酶是后生动

物典型的两种溶酶体酶,而溶菌酶则具有免疫防御功

能,可对抗多种革兰氏阴性和阳性细菌[49]。研究发

现,缺氧能够导致硬壳蛤(Mercenaria
 

mercenaria)
血细胞和血淋巴循环中溶菌酶、酸性磷酸酶等活性明

显降低[27,50]。但是,作为诱导型酶的β􀆼葡糖苷酸酶

在缺氧胁迫时活性增加,可能该酶参与了抑制缺氧状

态下厌氧细菌(硫酸还原菌等)的大量繁殖[4]。菲律

宾蛤仔(Ruditapes
 

philippinarum)在受低氧胁迫时

间越长的条件下,乳酸脱氢酶(LDH)和琥珀酸脱氢

酶(SDH)的活力逐渐降低,而碱性磷酸酶(AKP)活
力逐渐增大,不同的酶活在低氧条件下表现出不同的

变化规律[51]。

3.2.2 缺氧对抗氧化防御系统的影响

  抗氧化酶系统也是无脊椎动物非特异性免疫的

重要组成部分。过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化

酶(SOD)等抗氧化酶类与抗氧化因子(如谷胱甘肽

等)共同组成了抗氧化酶系统,共同作用于体内氧化

还原反应产生的氧自由基,用于清除体内多余的活性

氧,以维持体内氧化还原平衡。王化敏等[52]研究结

果表明,随着低氧胁迫时间的延长,4种壳色的菲律

宾蛤仔(Ruditapes
 

philippinarum)的硫氧化还蛋白

过氧化物酶(TPx)和铜锌超氧化物歧化酶(Cu􀆼Zn-
SOD)表达量均表现出先升高后恢复的趋势,而CAT
和锰超氧化物歧化酶(Mn􀆼SOD)表达量呈现先升高

后降低的趋势。紫贻贝(Mytilus
 

galloprovincialis)
在2

 

mg·L-1 的低氧环境下胁迫24
 

h后,肌肉组织

的CAT、SOD基因表达量显著降低[53]。这表明低氧

会诱导贝类体内抗氧化酶表达量发生变化,而抗氧化

酶表达量的高低,能够反映出动物对低氧耐受能力的

差异[52]。
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3.3 缺氧对化学递质的影响

  缺氧胁迫几乎影响到贝类细胞免疫和体液免疫

的所有参数,但是确切的机制尚不明了。缺氧可能导

致应激反应综合征或全身适应综合征(General
 

Ad-
aptation

 

Syndrome,GAS),从而影响到血淋巴细胞

的功能性反应。贝类虽然仅具有简单的神经内分泌

系统,但是面对环境胁迫,同样会启动类似脊椎动物

的应激反应系统:即促肾上腺皮质释放激素(Cortico-
tropin􀆼releasing

 

Hormone,CRH)—促肾上腺皮质激

素(Adrenocorticotropin
 

Hormone,ACTH)—生物胺

(Biogenic
 

Amines)神经内分泌轴,分泌以儿茶酚胺

类物质为主的应激激素(主要是去甲肾上腺素,肾上

腺素和多巴胺)[39,54􀆼55]。研究发现,去甲肾上腺素

(Noradrenalin,NA)作为贝类中最重要的儿茶酚胺

类,同样是由血淋巴细胞合成并释放入血淋巴中发挥

作用[54]。NA能够抑制双壳贝类特定的免疫反应,
例如吞噬作用[56]和活性氧 ROS的产生[57]。因此,
缺氧状态可能首先作用于神经内分泌系统,通过诱导

NA的释放从而抑制血淋巴细胞的活性。这从侧面

也说明了,在低等的无脊椎动物中,仍然存在复杂的

免疫系统和神经内分泌系统之间的调节网络[58]。

3.4 缺氧对免疫相关基因表达的影响

  在缺氧胁迫下,贝类部分基因的表达和蛋白的合

成过程会受到抑制,例如呼吸作用、糖/脂类代谢、免
疫系统调节过程[59]。但是,某些特定基因的表达量

也会出现上调趋势。在缺氧胁迫24
 

d后,牡蛎肝糖

原磷酸化酶mRNA的表达量上调,目的就是通过以

无氧糖酵解的方式降解肝糖原来维持机体对能量的

需求[60􀆼61]。其中,缺氧胁迫对活性氧产生相关基因以

及维持机体氧化还原平衡基因表达的抑制效应,与环

境污染物(烃基化合物)[62]、感染寄生虫[63]以及杀虫

剂[64]等环境胁迫的作用类似。

4 展望

  综上所述,缺氧胁迫对贝类免疫系统的影响深

远,影响贝类血淋巴细胞的所有免疫参数,并降低贝

类的免疫监视作用,引起贝类免疫应激并造成免疫损

伤。除此之外,缺氧条件(尤其是在静水条件下)还会

增加贝类机会性致病菌的繁殖,进一步降低水体的氧

气含量,例如厌氧的硫酸盐还原菌能够导致水域的酸

性化以及硫化物的积累[65]。而水体pH值的改变会

破坏贝类酸碱平衡,导致贝类更易感染病菌而大量死

亡,破坏海洋生态系统的平衡。

  除自然因素外,人为活动是造成水体缺氧的主要

原因。近年来,由于经济的发展与市场需求,水产养

殖业的集约化程度越来越高,规模越来越大,由此造

成的水体富营养化使贝类因缺氧大量死亡,造成巨大

的经济损失,制约了水产养殖业的健康发展。因此应

当采取适当的保护措施,减小海洋缺氧区域面积,维
护海洋生态健康,促进人与自然的和谐相处。除此之

外,研究贝类在缺氧环境中的免疫应答具有重要的实

践意义。相关的研究已有很多报道,但细胞免疫与体

液免疫之间的协同关系以及不同细胞之间的协作机

制尚不明确,与其他环境因子(如藻毒素、有机污染物

等)共同对贝类造成影响的研究相对较少,贝类抗逆

基因的筛选与抗逆、抗病品种的培育等都是这方面研

究的新方向。
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Abstract:The
 

increasing
 

intensity
 

and
 

diversity
 

of
 

anthropogenic
 

stressors
 

have
 

triggered
 

the
 

loss
 

of
 

habitat
 

and
 

biodiversity
 

in
 

global
 

marine
 

ecosystems.The
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

coastal
 

hypoxia
 

and
 

anoxia
 

have
 

become
 

a
 

global
 

key
 

stressor
 

to
 

marine
 

ecosystems,and
 

also
 

the
 

consequences
 

of
 

human
 

activities,just
 

like
 

global
 

warming
 

and
 

ocean
 

acidification.This
 

paper
 

takes
 

shellfish
 

as
 

the
 

research
 

object,and
 

reviews
 

the
 

definition
 

of
 

hypoxia,the
 

grade
 

of
 

hypoxia
 

and
 

the
 

causes
 

of
 

hypoxia.We
 

focus
 

on
 

the
 

effects
 

of
 

hypoxia
 

stress
 

on
 

the
 

immune
 

system
 

of
 

shellfish,so
 

as
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

shellfish
 

cultivation
 

and
 

dis-
ease

 

control,and
 

provide
 

data
 

for
 

the
 

shellfish
 

industry
 

in
 

China
 

to
 

timely
 

respond
 

to
 

future
 

environmental
 

changes.
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words:shellfish,hypoxia
 

stress,adaptive
 

evolution,cellular
 

immunity,humoral
 

immunity
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