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夏季水温过高会使双壳贝类体内免疫调节系统发生改变$这是造成牡蛎大量死亡的重要原因之一&本文以长牡

蛎!

G=;..'.:=);

F

&

F

;.

"和熊本牡蛎!

GC.&H;<);

"及其杂交子代为实验材料$统计
.

9

代养成期存活率$测定其在受到高温胁

迫下过氧化氢酶!

+,3

",丙二醛!

@*,

",超氧化物歧化酶!

2)*

"和总抗氧化能力!

3B,)+

"

F

种免疫相关酶活性的变化情

况$比较长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子代对高温突变的耐受能力&研究显示#

98

随着水温的升高$杂交牡蛎外套膜中的
+,3

活性变化与
@*,

总体呈负相关趋势&杂交子的
+,3

活性在
D!e

以前杂种优势明显!

T

'

#

$

B

A

'

9

"(

D!e

与恢复组中$

表现为明显杂交劣势!

T

%

#

$

B

A

%

I9

"&

"8

杂交子的
2)*

活性总体呈先下降后上升趋势$在
D!e

时取得最小值$但差异

不显著!

6

%

#E#!

"&

D8

杂交子的
3B,)+

活性在
D#e

以前表现为杂种优势!

T

'

#

"$

D#e

以后表现杂种劣势!

T

%

#

"&在

D#e

时$

3B,)+

活性显著下降&研究结果表明$高温对长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子代的免疫酶活性有显著影响$在外界

温度发生变化时杂交子代机体做出响应的速度快于亲本&本文初步探明了高温胁迫下牡蛎的免疫应答机制$研究结果为

牡蛎杂交育种提供参考&
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温度是引起海洋生态系统组成和功能转变的重要

原因*

9

+

&适度的温度增加对很多海洋无脊椎动物有

利$可能会加快生长速度$但是升温幅度过高一般会产

生负面生理影响*

"BD

+

&贝类调节自身温度能力比较弱$

因此环境温度会严重影响其的能量平衡,新陈代谢*

F

+

&

夏季死亡一直是影响牡蛎,扇贝,鲍鱼等经济贝类生产

的重要问题之一$其原因比较复杂$一般认为是由于环

境因子例如温度,溶氧,基础生产力等交互作用的结

果*

!B$

+

&而种间杂交可应用于动植物遗传学和育种领

域$例如动植物改良$基因和基因组作图$染色体行为

研究和进化研究*

=B̂

+

&其目的是解决常规育种中的难

题$探究杂交子在环境胁迫下的适应性$在此领域的研

究已有不少报道$如霍忠明比较了香港巨牡蛎与近江

牡蛎杂交子及回交子代早期生长发育(姚高友分析了

墨西哥湾扇贝杂交子代的高温耐受性$发现杂交组在

生长存活等方面表现出了明显的杂种优势*

=

$

9#B99

+

&高

温胁迫对海洋贝类免疫功能的影响在扇贝*

9"

+

,鲍鱼*

!

+

这些物种中都有研究$但对于长牡蛎和熊本牡蛎及其

杂交子的研究鲜有报道&

长牡蛎!

G=;..'.:=);

F

&

F

;.

"又称太平洋牡蛎$营养

丰富$生长速度快$主要分布在我国北方地区$同时也

是世界上产量最高的经济贝类*

9D

+

&熊本牡蛎!

GC.&H;I

<);

"曾经被学者认为是长牡蛎的一个亚种$随后经过

长牡蛎与熊本牡蛎的初步杂交实验发现它们之间存在

单向受精现象$又进一步利用分子生物学识别手段将

熊本牡蛎定义为一个独立物种*

9FB9!

+

&熊本牡蛎主要分

布在我国南部海岸,韩国沿海及日本的有明海附近$其

海域温度较高$适宜熊本牡蛎生长繁殖*

9>B9$

+
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岳绍波$等#高温对长牡蛎与熊本牡蛎及其杂交子代的免疫酶活性及杂种优势的影响

本实验模拟南方地区夏季一天中的水温变化情况

设置
!

个温度处理组$以长牡蛎和熊本牡蛎为素材$探

究在升温胁迫过程中水温变化对其几种免疫参数的影

响$比较杂种优势$为牡蛎的杂交育种工作提供理论研

究基础&

9

!

材料与方法

989

实验材料

长牡蛎亲本采自山东省莱州市长渔水产实验基

地$熊本牡蛎亲本取自广西水产科学研究所水产遗传

育种实验室基地&实验材料来自
"#9=

年培育的一龄

牡蛎$分别为长牡蛎自繁后代!

aa

",熊本牡蛎自繁后

代!

22

",熊本牡蛎
]

`

长牡蛎
^

的杂交子代!

2a

"&利

用抽样调差法统计
.

9

代养成期间长牡蛎,熊本牡蛎,

杂交子的存活率为
>FE"J

,

$!EDJ

,

="E!J

&

98"

实验设计

本实验在
9##-

白桶中进行$采用具有水温自动检

测功能的加热棒调节温度$将加热设备连接控温器$设

置好升温条件$期间保持充气并保持盐度不变&实验

前将牡蛎提前
"

周从海上收回$置于室内水槽中常温

"!e

暂养
"

周$选取大小,鲜重基本一致的长牡蛎

!

aa

",熊本牡蛎!

22

",杂交子代!

2a

"健康个体各
D#

只

进行实验&从
"!e

以
"E!e

)

?

的速率升温至
D#

,

D!

和
F#e

分别保持
9?

$降温过程中连续注入常温海水

持续
"?

降至常温&本实验设置
!

个温度处理组$在

"!

,

D#

,

D!

,

F#

和
"!e

!恢复"时分别进行取样并固定&

每种牡蛎各取
D

只$快速剪下外套膜置于冻存管中$在

液氮中进行保存固定$随后放入
I=#e

冰箱中保存&

实验共设置
D

组平行&

98D

数据测定

98D89

组织取样与蛋白浓度的测定
!!

将固定的牡蛎外

套膜组织置于冰上解冻$取约
#E9

G

于
9E!H-

离心管

中$加入
9H-

提取液进行冰浴匀浆&

=###

F

Fe

离心

9#HPN

$取上清$置冰上待测&上清液中蛋白浓度用

_\TQXU\Q

法进行测定&

98D8"

!

免疫指标测定
!!

使用北京索莱宝生化试剂公

司生产的试剂盒测定过氧化氢酶
+,3

,超氧化物歧化

酶
2)*

,丙二醛
@*,

及总抗氧化能力
3B,)+F

项免

疫指标$各项步骤均参照说明书严格实施&将每个平

行组中的
D

只牡蛎外套膜组织混合为一个样品$所有

指标测定均进行
D

次重复&

98F

杂种优势及杂种潜力计算

杂种优势
T

!

J

"和杂种潜力
B

A

的计算参照张跃

环*

9=

+改进的方法$用如下公式计算#

Tj

*

"2aI

!

aak22

"+)!

aak22

"

9̀##J

(

B

A

j

*

"2aI

!

aak22

"+)

<

aaI22

<

&

式中#

2a

为杂交子代的表型值!如存活率,死亡率,酶

活性,孵化率等"(

aa

,

22

为亲本的表型值(

T

是个百

分比值$表示杂交子代的杂种优势率(

B

A

用来判定杂

交所产生的杂交效果的显著程度(当
B

A

'

9

或者
B

A

%

I9

时$杂交效果显著$可以认为具有显著的杂种优势或

杂种劣势(当
I9

$

B

A

$

9

时$则认为杂交效果不显著&

98!

数据分析

利用
&RMW;

进行数据处理并作图$用
2%22"!

统

计软件对数据进行单因素方差分析!

)NWBbT

<

,/)B

1,

"$比较各组数据之间的差异$用
*6NMTN

检测法进

行多重比较&

6

%

#E#!

为差异显著&

"

!

结果与分析

"89

高温胁迫对过氧化氢酶#

+,3

$活性及杂种优势的

影响

!!

从图
9

中可以看出$随着温度的上升$

aa

组
+,3

活性总体呈现上升趋势$从
D!e

开始显著上升$在恢

复组取得最大值(

22

组
+,3

活性随着温度的升高呈

现先下降后上升的趋势$在恢复组取得最大值(

2a

组

+,3

活性则表现出先上升后下降的趋势$

D!e

时取得

最大值$且在
F#e

时其
+,3

活性显著下降&从表
9

中可以看出在正常状态下$

2a

表现一定的杂种优势

!

T

'

#

"$但杂种优势不明显!

#

%

B

A

%

9

"(杂交子在
D#

和
D!e

两处理组间表现杂种优势!

T

'

#

"$且优势显

著!

B

A

'

9

"(在
F#e

及恢复组中$杂交子表现杂种劣势

!

T

%

#

"且杂交劣势显著!

B

A

%

I9

"&

"8"

高温胁迫对丙二醛#

@*,

$活性及杂种优势影响

图
"

显示了高温胁迫对长牡蛎,熊本牡蛎及其杂

交子一龄成贝外套膜中
@*,

活性的影响&从图
"

中

可以看出$

aa

,

22

,

2a

的
@*,

活性均随着温度的升

高$呈现出先降低后升高的趋势$各温度处理组间差异

显著!

6

%

#E#!

"$其中
2a

差异极显著!

6

%

#E#9

"&

D!e

时$

D

种牡蛎的
@*,

活性均最低$并且在恢复组中

活性显著上升!

6

'

#E#!

"&如表
"

所示$

2a

在各实验组

间均表现杂种优势!

T

'

#

"$恢复组中杂交潜力值最高$

达到约
DE$=

(

D#e

下杂交潜力值最低$约为
#E"=

&

"8D

高温胁迫对超氧化物歧化酶#

2)*

$活性及杂种优

势的影响

!!

2)*

水平变化情况如图
D

所示&随着升温胁迫的

进行$

aa

组
2)*

活性呈现出先降低后增加的趋势$恢

复组中达到最大值$差异显著!

6

%

#E#!

"$而
22

,

2a

各

温度处理组间变化差异不显著!

6

'

#E#!

"&关于
2)*

杂种优势及杂交潜力如表
D

所示$

2a

仅在
D#e

时$其

2)*

活性表现杂种优势$优势率达到
D$E">J

$且杂种

优势显著!

B

A

'

9

"&在其他处理组中$杂种优势不明显

或表现杂种劣势&

$99
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!不同字母表示差异显著!
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图
9

!

不同温度下长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子
+,3

活性比较

.P

G

89

!

+UH

7

T\P[UNUX+,3TMYPZPY

<

UX%TMPXPMU

<

[YW\

$

h6HTHUYUU

<

[YW\TNQY?WP\?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH
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表
9

!

不同温度下杂交子
+,3

活性杂种优势及杂交潜力

3TS;W9

!

5WYW\U[P[TNQ?

<

S\PQ

7

UYWNYPT;UX+,3TSU6Y?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH

7

W\TY6\W[

"!e D#e D!e F#e

恢复组
'WMUZW\

<

杂种优势
5WYW\U[P[

)

J !!8># D#̂ 8!! F#F8$F I9̂ 8D# IFD8=D

杂交潜力
5

<

S\PQ

7

UYWNYPT; #8=$ 8̂!" 9=8## I98#! ID#8=>

图
"

!

不同温度下长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子
@*,

活性比较

.P

G

8"

!

+UH

7

T\P[UNUX@*,TMYPZPY

<

UX%TMPXPMU

<

[YW\

$

h6HTHUYUU

<

[YW\TNQY?WP\?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH

7

W\TY6\W[

表
"

!

不同温度下杂交子
@*,

活性杂种优势及杂交潜力

3TS;W"

!

5WYW\U[P[TNQ?

<

S\PQ

7

UYWNYPT;UX@*,TSU6Y?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH

7

W\TY6\W[

"!e D#e D!e F#e

恢复组
'WMUZW\

<

杂种优势
5WYW\U[P[

)

J D=8!" >8!> F989# 9>8=D 99>8$9

杂交潜力
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图
D

!

不同温度下长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子
2)*

活性比较

.P

G

8D

!

+UH

7

T\P[UNUX2)*TMYPZPY

<

UX%TMPXPMU

<

[YW\

$

h6HTHUYUU

<

[YW\TNQY?WP\?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH

7

W\TY6\W[

表
D

!

不同温度下杂交子
2)*

活性杂种优势及杂交潜力

3TS;WD

!

5WYW\U[P[TNQ?

<

S\PQ

7

UYWNYPT;UX2)*TSU6Y?

<

S\PQ[TYQPXXW\WNYYWH

7

W\TY6\W[

"!e D#e D!e F#e

恢复组
'WMUZW\

<

杂种优势
5WYW\U[P[

)

J I9F8$> D$8"> D8F= 989F I"$8̂#

杂交潜力
5

<

S\PQ

7

UYWNYPT; I#8F> F8"̂ I98D= #8#$ I#8=9

"8F

高温胁迫对总抗氧化能力#

3B,)+

$及杂种优势的影响

总抗氧化能力!

3B,)+

"的活性变化情况如图
F

所

示&各温度处理组下$

aa

总体呈现先上升$后逐渐稳

定的趋势(

22

,

2a

各温度处理组的
2)*

活性在一定范

围内来回波动&从表
F

中可以看出$

2a

在
"!

和
D#e

表现杂种优势!

T

'

#

"$且杂种优势明显!

B

A

'

9

"(但在

D!

,

F#e

和恢复组中则表现杂种劣势!

T

%

#

"$杂种劣

势明显!

B

A

%

I9

"&

图
F

!

不同温度下长牡蛎,熊本牡蛎及其杂交子
3B,)+

活性比较
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8F
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不同温度下杂交子
3B,)+

活性杂种优势及杂交潜力
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<
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!

讨论

温度是影响水生生物地理位置分布,体内生理生

化反应的重要因素&温度变化会对生物的生长繁殖,

新陈代谢产生重要影响*

9

+

&生物正常生理代谢中$自

由基!

')2

"是必不可少的$但在环境胁迫下会导致

')2

过量产生并造成严重的氧化损伤并增加细胞和组

织的凋亡*

9̂B"#

+

&生物进化过程中$机体的免疫系统会

进化出抗氧化防御机制来调节生物体的应激反应$从

而在一定程度上防止环境改变导致的细胞损伤*

"9B""

+

&

高温对牡蛎的生理活动影响$最直接的是引起了免疫

功能改变&当外界温度达到或超过其临界温度$氧气

供应不足$

')2

大量产生$机体通过无氧呼吸提供能

量*

9̂B"#

$

"D

+

&但是这并不意味着氧化损伤得到缓解$在长

期高温胁迫下$机体无法提供足够的能量用于免疫活

动*

!

+

&

2)*

,

3B,)+

和
+,3

作为酶促防御机制的第

一道防线$与其他抗氧化酶共同作用于中和体内由于

高温胁迫而大量产生的活性氧物质!

')2

"$如过氧化

氢!

5

"

)

"

",超氧阴离子
)

I

"

等*

!

$

""

$

"F

+

&所以
+,3

,

2)*

,

3B3)+

含量越高$机体抗应激能力越强&

@*,

是生物体内脂质过氧化的产物&它的含量是反应机体

抗氧化能力的重要参数$可以反映机体脂质过氧化速

率和强度$也可以间接反映组织过氧化损伤程度*

"!

+

&

所以
@*,

含量越高$机体抗应激能力越弱&

有研究表明$一般情况下$当生物体内
@*,

含量

升高时$

+,3

,

2)*

等抗氧化酶含量降低*

">

+

&也有研

究显示$随着
@*,

含量升高$抗氧化酶并没有出现降

低的现象*

"$

+

&在本研究中$如图
9

和图
"

所示$随着水

温升高$

2a

的
+,3

活性呈现先升高后下降的趋势$而

@*,

则呈现先下降后上升的趋势&

2a

的
+,3

活性

最高时$

@*,

活性最低(

+,3

活性最低时$

@*,

活性

最高&各温度处理组间的
+,3

,

2)*

含量有呈负相关

的趋势$与
K6

等研究相符*

">

+

&表明高温使牡蛎机体

出现氧化应激反应$杂交子免疫系统响应速度高于亲

本$可能具有比亲本更高的高温耐受性&

2)*

是几乎所有真核生命体中必不可少的抗氧化

酶$它通过催化
)

I

"

的歧化反应来消除生物体内有害

物质$因此
2)*

活性变化可以反映出细胞内由于氧化

应激而产生的损伤情况*

"=B"̂

+

&本实验中$随着温度胁

迫的进行$

aa

在
D!e

以后$

2)*

酶活性显著上升$而

22

和
2a

的曲线则呈波动状&这可能是由于当暴露于

自由基例如
)

I

"

时$海洋双壳贝类可以激活体内
2)*

酶等以抵消压力&但是由于环境压力$抗氧化酶活性

不一定会提高*

D#

+

&所以推测$随着温度的升高$由于水

温超过其生长最适温度$牡蛎体内自由基开始大量产

生$

2)*

活性逐渐开始升高$由于环境压力$

22

和
2a

的
2)*

活性并没有显著升高!

6

'

#E#!

"$而在恢复组

中由于恢复时间较短$暂时达不到对照组
"!e

时水

平&

3B,)+

水平反映了当生物体受到外界刺激时$机

体抗氧化酶系统和非酶促系统对外界刺激的应激能

力*

">B"$

+

&结果表明$随着水温升高$达到或超过最适温

度后$机体整体抗氧化能力逐渐减弱$表明机体整体机

能状况在逐渐变差&恢复组中依然没有恢复至对照组

水平$推测可能是由于高温胁迫导致
2a

机体出现不可

逆的生理反应或者恢复时间较短&
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