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摘要: 为探讨高盐胁迫对壳长约 2 cm 缢蛏(Sinonovacula constricta)幼贝存活和酶活性的影响, 本研究

设置盐度分别为 20‰(S20)、25‰(S25)、30‰(S30)、35‰(S35)、40‰(S40)和 45‰(S45)6 个组别胁迫缢蛏, 测

定各组幼贝死亡率, 并计算不同胁迫时间的半致死盐度(LC50); 同时研究了 S20、S30 和 S40 组幼贝软体

部 Na+-K+-ATP 酶(NKA)、酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)三种酶在不同胁迫时间的活性变化特

征。结果表明, 实验处理 120 h 后, 各组死亡率分别为 0、(2.17±0.85)%、(9.50±0.82)%、(30.67±3.70)%、

(73.50±7.08)%和(94.67±3.06)%, 168 h 时 S45 组的缢蛏幼贝全部死亡; 直线内插法计算得到的 72、96、

120、144、168 h 的高盐 LC50 分别为 46.03‰、39.85‰、35.77‰、34.57‰、33.69‰, 概率单位法得到

的高盐 LC50 分别为 44.31‰、40.74‰、36.96‰、35.67‰、34.47‰。随着盐度升高和处理时间延长, NKA、

AKP 与 ACP 活性总体上呈现先上升再下降后稳定的趋势, 三种酶活性变化趋势相似, 但效应时间不同, 

盐度高于 30‰会给幼贝机体造成较大伤害, 能降低机体渗透压调节和免疫防御机能, 甚至导致死亡。

研究结果为高盐条件下开展缢蛏科学养殖提供了参考数据。 
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盐度是重要的环境因子 , 显著影响水生生物

的生存生长、能量代谢、渗透调节、免疫防御等多

种生物学过程 [1-2]。由于全球变暖和人类活动的影

响 , 沿海生态环境因子经常发生变化 , 给养殖生

物带来不同程度的损伤 [3-5], 甚至死亡。多数双壳

贝类移动能力较差 , 机体对于盐度变化的调节适

应尤为重要。当水体盐度变化时 , 水生动物体内的

生理过程都会发生明显的适应性改变 [6], 其中酶

活力的变化可以有效反应机体变化状况。在这一过

程中, Na+-K+-ATP 酶(NKA)能够发挥稳定细胞内外

渗透压平衡和驱动离子逆浓度梯度跨膜主动转运

的作用[7-8], 其作用过程主要包括被动应激期、主动

调节期、适应期[9]。碱性磷酸酶(AKP)和酸性磷酸酶

(ACP)是生物代谢的重要免疫类酶 , 是动物体内解

毒体系的重要组成, 参与磷酸基团的转移反应以及

体内能量的收支平衡 [10], 是衡量机体免疫和健康状

况的重要指标。凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[10]、

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)[11]、近江牡蛎

(Crassostrea ariakensis)[12]等多种广盐性海洋无脊

椎动物均有酶活力相关研究的报道 , 且发现 NKA

在离子调控中发挥重要作用, 而 AKP 和 ACP 在盐

度胁迫时的变化可引起体内机能协调失常、免疫防

御能力降低。  

缢蛏(Sinonovacula constricta)隶属于双壳纲、帘

蛤目、竹蛏科, 常栖息于有淡水注入河口区的软泥底
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质中, 是我国传统的四大海水养殖贝类之一。目前, 

池塘混养已成为缢蛏养殖的重要模式之一。海水池

塘水环境相对封闭 , 水环境因子变化较大 , 尤其夏

天, 干旱、高温等原因加速了蒸发速率, 会导致养殖

池塘的海水盐度不断上升。同很多双壳贝类一样, 缢

蛏的人工育苗和养殖也主要以室内育苗、室外中间

培育和养成的分段式进行。一般情况下, 稚贝壳长超

过 600 μm 可移到室外进行中间培育, 越冬后将中培

后壳长 2 cm 左右的幼贝转移至池塘养成[13-14]。此时

的幼贝需适应池塘新环境, 盐度的变化便是其中重

要的一个因素, 研究幼贝在高盐胁迫下的生存及生

理变化尤为重要。 

缢蛏适应盐度范围为是 4‰~28‰, 最适盐度范

围是 10‰~20‰, 蛏体大小不同, 对盐度的适应能力

略有不同, 相对而言, 小蛏更耐淡, 大蛏更耐咸[15]。

魁蚶(Scapharca broughtonii)[16]、近江牡蛎[17]、菲律

宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)[18]等贝类盐度耐受

性的研究结果表明, 成贝耐受盐度变化的能力普遍

强于幼虫。林笔水等[19-21]也曾研究了不同盐度下缢

蛏生存、生长及发育状况, 并发现长期生活在较高盐

度海域的亲贝所繁衍的幼虫对高盐的耐受能力强于

低盐耐受力, 但尚未见壳长 2 cm 规格幼贝的相关研

究。本文拟通过研究高盐胁迫下壳长约 2 cm 缢蛏幼

贝的死亡率和 NKA、AKP、ACP 酶活性的变化, 揭

示幼贝在不同盐度环境下存活和生理适应变化情

况, 为缢蛏池塘养殖、高盐新品种(系)培育提供基础

数据。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

获取烟台莱阳群体野生缢蛏亲贝, 选择 2 000 粒

壳长 5 cm 左右的缢蛏 , 人工繁育子代并养殖至壳

长约 2 cm 用于实验。实验前 , 于实验室暂养 7 d, 

海水盐度 20‰, 温度(20±1) , ℃ 每天投喂等鞭金藻

(Isochrysis galbana)2 次, 使水体中藻细胞浓度为 2× 

105 cell·mL–1; 同时每天换水 1 次, 每次换水量为 1/2。 

1.2 实验方法 

行为观察及存活实验: 实验设置 6 个盐度梯度, 

分别为 20‰(S20)、25‰(S25)、30‰(S30)、35‰(S35)、

40‰(S40)、45‰(S45), 其中 S20 为对照组。每组设置

3 个平行, 每个平行 200 个个体。观察并记录幼贝行

为状态, 统计幼贝在胁迫 6、12、24、48、72、96、

120、144、168 h 共 9 个时间点的死亡个数, 计算死

亡率, 并计算不同处理时间的半致死盐度 LC50。 

酶活性实验: 利用 NKA、AKP、ACP 试剂盒测

定 S20、S30 和 S40 幼贝在胁迫 6、12、24、48、72、

96、120 h 后三种酶的酶活力。从各组中分别取 5 个

幼贝的软体部用于 NKA、AKP、ACP 酶活力测定, 

蛋白定量测定盒(A045-4)、NKA 测试盒(A070-2)、

AKP 测试盒(A059-2)、ACP 测试盒(A060-2)均购自

南京建成生物工程研究所, 实验步骤按照试剂盒说

明书进行。 

1.3 数据处理 

利用 Excel 2019 进行统计和作图分析 , 采用

SPSS 26 通过直线内插法[22]和概率单位法[23]计算幼

贝不同高盐胁迫时间的半致死盐度 LC50, Duncan 进

行差异显著性检验, P<0.05 时差异显著。 

2 结果 

2.1 高盐胁迫对缢蛏幼贝行为及存活的影响 

在适盐条件养殖下(S20、S25 组), 缢蛏始终保持

旺盛活力 , 水管伸出 , 闭壳肌舒张 , 水体清澈无异

味; 在中、高盐度胁迫下(S30、S35 组), 水管少部分

伸出 , 突然伸出斧足窜动的躁动现象频繁 , 水体散

发淡腥味; 在高盐度胁迫下(S40、S45 组), 缢蛏水管

不再伸出 , 闭壳肌收缩 , 双壳紧闭 , 未有躁动现象 , 

水体易浑浊。 

缢蛏幼贝经不同盐度处理后的死亡情况如图 1

所示。结果显示, 对照组始终没有出现死亡个体, 说

明实验幼贝健康状况良好; 所有组的幼贝在胁迫 6 h

未有死亡, S45 组在胁迫 12 h 后最先开始出现死亡, 

各实验组死亡率随盐度升高和胁迫时间增长逐渐上

升。同一时间点, 死亡率具有随盐度升高而升高的趋

势。S25 组与 S30 组实验期间死亡较少, 死亡率始终显

著低于其他各高盐组(P<0.05); S35 组死亡率缓慢均

匀上升; S40 和 S45 组死亡情况严重, 死亡率快速上

升。72 h 后, 各实验组死亡率分别为(1.00±0.82)%、

(3.33±0.85)%、(12.83±2.78)%、(32.00±3.34)%、(51.67± 

4.09)%, 且 S25 组与 S30 组与其他各实验组两两之间

均存在显著性差异(P<0.05); 至 120 h 时, 各实验组

死亡率分别达到(2.17±0.85)%、(9.50±0.82)%、(30.67± 

3.70)%、(73.50±7.08)%和(94.67±3.06)%, 各实验组两

两之间均存在显著性差异(P<0.05); 168 h 时 S45 组的

缢蛏幼贝全部死亡。 
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图 1  缢蛏幼贝在不同盐度、不同胁迫时间的死亡率 

Fig. 1  Mortalities of S. constricta juvenile at different sa-
linities and treat-times 

不同胁迫时间下 , 缢蛏幼贝线性回归方程相

关数据以及盐度 LC50 如表 1 所示 , 概率单位模型

方程以及盐度 LC50 如表 2 所示。结果表明 , 高盐

胁迫时间越长 , 其半致死盐度越小。直线内插法

计算所得幼贝在 72、96、120、144、168 h 的高

盐度 LC50 分别为 46.03‰、39.85‰、35.77‰、

34.57‰、33.69‰(表 1); 概率单位法计算所得缢

蛏幼贝在 72、96、120、144、168 h 的盐度 LC50

分 别 为 44.31‰ 、 40.74‰ 、 36.96‰ 、 35.67‰ 、

34.47‰(表 2), 两种方法计算的缢蛏高盐 LC50 结果

相近 , 表明结果可靠。  

 
表 1  直线内插法分析缢蛏幼贝半致死盐度 
Tab. 1  Analysis of the salinity LC50 of S. constricta juvenile at different treat-times using the linear regression method 

时间/h 回归方程 相关性系数 显著性 P LC50/‰ 下限/‰ 上限/‰ 

72 y=40.77x+25.65 0.83 0.00 46.03 38.93 53.14 

96 y=28.67x+25.52 0.83 0.00 39.85 34.08 45.62 

120 y=21.90x+24.82 0.88 0.00 35.77 31.58 39.95 

144 y=20.18x+24.48 0.89 0.00 34.57 30.63 38.50 

168 y=19.43x+23.97 0.90 0.00 33.69 30.05 37.32 

 
表 2  概率单位法分析缢蛏幼贝半致死盐度 
Tab. 2  Analysis of the salinity LC50 of S. constricta juvenile at different treat-times using the probit analysis method 

时间/h 回归方程 LC50/‰ 下限/‰ 上限/‰ 

72 y=0.12x–5.46 44.31 43.53 45.21 

96 y=0.14x–5.88 40.74 39.96 41.51 

120 y=0.19x–7.09 36.96 36.15 37.65 

144 y=0.23x–8.32 35.67 34.90 36.34 

168 y=0.28x–9.73 34.47 33.87 35.00 

 

2.2 高盐胁迫对缢蛏幼贝 3种酶活性的影响 
酶活实验结果表明, 高盐对缢蛏幼贝的 NKA 活

性存在明显影响(图 2a)。对照组, 幼贝 NKA 活性在

不同处理时间基本处于稳定状态, 无显著差异; S30

组, 胁迫 6 h 后 NKA 活性显著上升(P<0.05), 且达到

最高值 (7.20±0.75) U·mgprot–1, 活性约为对照组的

150%, 随后活性快速回落并趋于稳定; 12 h 内, S40 组

与 S30组趋势相同, 但 S40组 24 h后显著上升, 在 48 h

达到最大值(7.08±0.24) U·mgprot–1, 也约为对照组的

150%, 之后回落并趋于稳定。6 h 时, S30 和 S40 组

NKA 活力显著高于对照组(P<0.05); 12 h 和 24 h 时, 

S30 组 NKA 活力显著低于对照组和 S40 组(P<0.05), 

S40 组与对照组没有显著性差异(P>0.05); 48 h 时, 对

照组与 S30 组没有显著性差异(P>0.05), 但两者都显

著低于 S40 组(P<0.05); 72 h 时, 三组之间两两差异显

著(P<0.05), 且 S30 组活性最低, S40 组活性最高; 96 h

后, S30 和 S40 组 NKA 活力显著低于对照组(P<0.05)

并在之后趋于稳定。 

总体上, ACP 活性呈现先升高后降低(图 2b)。从

图 2b 可以看出, 对照组 ACP 活性未有显著性变化; 

S30 组, ACP 活性总体较稳定, 96 h 后 ACP 活性显著

下降(P<0.05)并稳定; S40组, ACP 活性先上升, 12 h 最

高(约为对照组的 170%), 之后下降, 并在 96 h 后与

S30 组活性相近。在同一时间点上, 12 h 时, S40 组 ACP

活性显著高于对照组和 S30 组(P<0.05); 24、48 和 72 h

时, S40组 ACP 活性显著低于对照组和 S30组(P<0.05); 

96 h 后, S30 和 S40 组 ACP 活力显著低于对照组(P< 

0.05), 并在之后趋于稳定。 

缢蛏幼贝在高盐胁迫下 AKP 活性变化见图 2c。

对照组 AKP活性稳定; S30组自胁迫开始 AKP活性就
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呈下降趋势, 在胁迫 24 h 时下降到最低(P<0.05, 且

活性约为对照组的 60%), 之后活性开始上升至稳定; 

S40 组在胁迫 12 h 时 AKP 活性有小幅升高(P<0.05), 

之后显著下降(P<0.05), 48 h 到达最小值(约为对照组

的 80%), 之后显著上升并稳定。胁迫 6 h 时, 实验组

和对照组 AKP 活性无显著性差异(P>0.05); 胁迫

12 h 和 24 h 时, S30、S40 组、对照组两两之间差异显

著(P<0.05), 且 S30 组 AKP 活性最小, 但 12 h 时 S40

组活性最高, 24 h 时对照组活性最高; 胁迫 48 h 时, 

两个实验组之间差异不显著(P>0.05), 但实验组活性

显著低于对照组(P<0.05); 72 h 之后, 三组之间差异

不显著(P>0.05)。 

 

图 2  急性高盐胁迫对缢蛏幼贝三种酶活力的影响 

Fig. 2  Effects of acute hypersaline stress on three enzyme activities of Sinonovacula constricta juvenile 

注: (a), NKA 活性; (b), ACP 活性; (c), AKP 活性。图中不同大写字母代表同一时间下不同盐度组间的表达差异(P<0.05), 不同小写字母

代表同一盐度组不同时间下的表达差异(P<0.05)。 
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3 讨论 

3.1 高盐对缢蛏幼贝存活状态的影响 

缢蛏属于广盐适应种, 适应盐度范围为是 4‰~ 

28‰, 主要分布于河口地区。河口区水环境理化因子

变化较大, 尤其是盐度的变化较为突出, 而盐度的骤

变会引起机体相应的应激反应 [24], 影响生理状态和

存活。前期的研究结果表明, 缢蛏幼虫(壳长约 130 μm)

适盐范围为 4.5‰~28.3‰, 最适盐度为 12.4‰, 稚贝

(壳长约 220 μm)的适盐范围与之相近[19-21]。本研究发

现, 壳长 2 cm 的幼贝受高盐胁迫后, 行为会发生明显

变化, 盐度 45‰胁迫 12 h 时幼贝出现死亡, 且随着胁

迫时间的延长, 死亡现象更加严重。尤其是 S40 和 S45

高盐度组, 168 h 的死亡率分别达到 96%和 100%, 从

死亡率上看出盐度超过 35‰就会对幼贝机体造成较

大损伤。目前, 计算半致死值的常用方法有寇氏法、

直线内插法和概率单位法 [22]。其中, 寇氏法简便有

效、易于掌握, 但计算时应包含有死亡率为 0 和 100%

的组别, 所以有多个时间点不能满足寇氏法计算条件; 

直线内插法和概率单位法因无太严格的条件限制, 应

用简便而得到更广泛的应用。张广明等[16]运用概率单

位法计算了魁蚶低盐胁迫的半致死盐度; 彭茂潇 [25]

使用直线内插法计算了不同规格缢蛏低盐的半致死

盐度, 稚贝、幼贝、成贝的低盐 48 h LC50 分别为

1.45‰、1.29‰、0.75‰, 而本实验中运用概率单位法

和直线内插法计算得到的缢蛏幼贝高盐 72 h 的 LC50

分别为 46.26‰和 44.31‰, 证明缢蛏拥有强大的渗透

压调节能力。同时, 概率单位法和直线内插法计算得

到的其他胁迫时间的高盐LC50结果相近, 说明研究结

果较为可靠。 

3.2 高盐对缢蛏幼贝 NKA 活性的影响 

NKA 是 Na+/K+泵的重要活力成分, 对维持细胞

中 Na+、K+稳态发挥重要作用[26-27], 可以有效调节和

维持机体渗透压[28], 是盐度适应相关研究的重点。水

生生物中有关 NKA 的研究有很多, Shui 等[29]的研究

发现斑尾复虾虎鱼 (Synechogobius ommaturus)在高

盐胁迫时 NKA 活性先上升, 在 12 h 达到峰值后下降, 

很多鱼类的研究结果与之类似; 甲壳类的相关研究

中, 江山等[9]发现三疣梭子蟹在高盐胁迫时 NKA 活

性先下降、后上升、再下降的趋势。本研究中, 缢蛏

幼贝在高盐胁迫下 NKA 活性与成贝[30]相同。盐度由

20‰转至 30‰时, NKA 活性呈现先上升后下降并逐

步稳定的趋势; 盐度由 20‰转至 40‰时, NKA 活性

呈现先上升后下降再上升再下降的趋势。 

当盐度发生骤变时, 缢蛏幼贝的 NKA 活性在短

时间内发生大幅度波动, 推测是机体难以适应短时

间内大幅度盐度变化的应激反应。高盐 6 h 后就出现

NKA 活性显著增加的情况, 可能使其适应了盐度由

20‰转至 30‰的变化 , 但难以适应盐度 20‰转至

40‰的变化, 可能其自身难以维持长时间的 NKA 活

性, 所以其 NKA 活性出现了波动的情况。值得注意

的是, 96 h 后, 高盐组 NKA 活性显著低于对照组, 幼

贝对高盐的适应能力有限。结合幼贝在高盐下的存

活情况, 盐度 40‰应为缢蛏幼贝的耐受上限, 并且

养殖池溏盐度最好低于 30‰。 

3.3 高盐对缢蛏幼贝 ACP 和 AKP 活性的

影响 

由于软体动物缺乏免疫球蛋白 , 所以其体液免

疫主要是依靠血清中的一些非特异性的酶或因子来

进行的[31]。ACP 和 AKP 是软体动物溶酶体酶的重要

组成部分, 在免疫反应中发挥作用[32-33]。盐度胁迫造

成贝类的血淋巴渗透压改变, 从而引起免疫系统的

响应[27]。有研究表明盐度的变化会造成软体动物各

项免疫指标的变化, 例如血清总蛋白、氧合血蓝蛋白

含量、AKP、酚氧化酶(PO)和超氧化物歧化酶(SOD)

的含量, 从而降低生物体的免疫力[34]。本研究显示, 

高盐胁迫后 ACP 和 AKP 的活性变化不一致, 盐度

30‰胁迫的 ACP 活性没有显著性变化, 而盐度 40‰

组 ACP 活性在胁迫 12 h 时显著性上升后降低并趋于

稳定。可能是在盐度 30‰胁迫下, 其自身的调节并

未影响内环境稳态, 所以其 ACP 活性没有显著性变

化; 在盐度 40‰胁迫下, 造成其内环境失衡, 在胁

迫 12 h 后, NKA 活性显著下降, ACP 活性显著上升来

维持。实验结果与郑萍萍等[11]对三疣梭子蟹的研究

结果相似。高盐胁迫后 AKP 活性上升不显著, 这与

时少坤等[12]报道的近江牡蛎高盐组的血淋巴 AKP 活

力变化结果相似, 这可能是河口贝类应对高盐的反

应特征。而 Chen 等[30]的报道中, 缢蛏成贝高盐胁迫

(盐度 35‰)肝胰腺组织 AKP 活力在胁迫 12 h 后有显

著上升, 这可能与不同组织或种群差异有关。盐度

30‰胁迫时, AKP 活性显著下降后上升, 并恢复到之

前的活性, 可能在渗透压调节过程中其自身免疫机

制会受到影响。实验结果表明, 缢蛏适应盐度 40‰

难度较大, 但能适应盐度 30‰, 并且 24 h 内应为其
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适应盐度 30‰的关键时间点, 可能在适应过程中其

他自身机制都会受到影响。本研究进一步丰富了缢

蛏高盐胁迫相关的资料, 为缢蛏养殖及高盐新品系

的培育提供了参考资料。 
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Abstract: To investigate the effects of high salt stress on the survival and enzyme activities of Sinonovacula con-

stricta juvenile with a shell length of ~2 cm, the individuals were randomly divided into six groups with different 

salinities of 20‰ (S20), 25‰ (S25), 30‰ (S30), 35‰ (S35), 40‰ (S40) and 45‰ (S45). The mortalities of S. constricta 

juvenile in each group were calculated, and the half lethal salinity (LC50) at different stress times was analyzed by 

two methods. Furthermore, the activities of Na+-K+- ATPase (NKA), acid phosphatase (ACP), and alkaline phos-

phatase (AKP) of the individuals from groups S20, S30, and S40 were analyzed, respectively. The results showed that 

the mortality rates of groups S20, S25, S30, S35, S40, and S45 at 120 h were 0, (2.17±0.85)%, (9.50±0.82)%, 

(30.67±3.70)%, (73.50±7.08)%, and (94.67±3.06)%, respectively. All the individuals of group S45 died at 168 h. The 

LC50 of high salinity analyzed at 72, 96, 120, 144, and 168 h were 46.03‰、39.85‰、35.77‰、34.57‰ and 33.69‰, 

respectively, via the linear regression method, and 44.31‰, 40.74‰, 36.96‰, 35.67‰ and 34.47‰, respectively, 

via the probit analysis method. As the salinity increased and the treatment lasted longer, NKA, AKP, and ACP ac-

tivities first increased, further decreasing and stabilizing. The three enzymes showed similar change trends with 

different effect times. Salinity above 30‰ might cause great damage to the body by reducing the osmotic pressure 

regulation and immune defense function. This study provides useful data for the future culture of S. constricta. 
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