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摘要:为揭示方斑东风螺(Babylonia
 

areolata)
 

在低 pH 和高 pH 胁迫时的急性毒性和生理变化,以 pH = 8. 0
为对照组,pH = 5. 0、6. 0、7. 0 和 9. 0 为试验组,测定方斑东风螺体内 4 种免疫酶:谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-
PX)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)和酸性磷酸酶(ACP)活性。 结果显示:不同时间 pH 胁迫对免

疫酶活性有显著影响(P<0. 05),而不同 pH 胁迫对免疫酶的活力没有显著影响(P>0. 05);方斑东风螺经过

pH 急性胁迫后,在低 pH 和高 pH 的水体养殖 6
 

h 后都出现了活力下降、爬壁缓慢,而在 48
 

h 后开始出现死

亡;各试验组 GSH-PX 活性均呈现“抑制-诱导”的变化趋势;随着时间的不断延长,各 pH 处理组 CAT 活力

均呈现“诱导-抑制-诱导”的变化趋势;POD 活性总体表现出了“诱导-抑制”的趋势;低 pH 处理组(pH =
5. 0、6. 0)ACP 活性表现出“诱导-抑制”的趋势。 该研究对于方斑东风螺的养殖具有参考意义,同时丰富贝

类免疫系统方面的基础资料。
关键词:方斑东风螺(Babylonia

 

areolata);免疫酶;行为;pH 急性胁迫
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　 　 方斑东风螺(Babylonia
 

areolata)俗称香螺、花
螺,属于腹足纲,蛾螺科,主要生长在中国东南亚

和日本沿海,是热带和亚热带的海洋物种,也是中

国东南沿海主要的养殖产品和经济贝类[1] 。 其

营养丰富、肉质鲜美,是一种传统海味,深受人们

的喜爱,市场容量较大。 近年来,随着苗种繁育及

养殖技术的突破与升级,方斑东风螺工业化养殖

在中国东南沿海地区发展迅速[2] 。
水环境在水生生物的生长繁殖中起着重要作

用,而不适宜的环境则会抑制水生生物的发育、生
长和繁殖。 pH 是水产养殖水环境的重要指标,过
高、过低都会直接影响水产养殖生物的生长、摄食

和代谢[3-4] 。 在贝类工业化的养殖过程中,大量

的贝类死亡、藻类的过度喂养甚至海水的红潮都

会降低水体的 pH,而且在养殖过程中,为了净化

水质,栽植大量的水生植物,由于光合作用,水中

的二氧化碳( CO2 ) 被大量消耗,导致水体 pH 增

加[5] ,pH 的变化会对水生生物造成慢性或急性

的应激,影响其活动及免疫功能[6-10] 。 方斑东风

螺在中国南方沿海的养殖方式主要以露天陆地水

泥池的流水养殖为主,水产养殖池 pH 的变化会

对其生理和生长过程产生不同影响。 酸性和碱性

环境会降低幼贝的附着力,两壳紧密闭合、触手不

伸出[11] 。
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本研究通过 pH 胁迫试验确定了方斑东风螺

免疫活性的变化,更好地了解方斑东风螺的免疫

反应,为深入研究方斑东风螺提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 试验材料

中国水产科学研究院南海水产研究所热带水

产研究开发中心(海南省陵水县)
 

提供了试验用

的方斑东风螺,并且在该实验基地进行试验。 试

验用的方斑东风螺的体长为(2. 80±0. 32)
 

cm,平
均质量为(2. 50 ± 0. 13)

 

g,先暂养 2
 

d 再进行试

验。 养殖过程的水质参数为:盐度 33. 00±0. 80,
温度(26. 00 ± 1. 00)

  

℃ ,NH+
4 - N

 

质量浓度小于

0. 01
 

mg / L,亚硝酸盐质量浓度小于 0. 04
 

mg / L,
溶氧(DO)质量浓度大于 6. 50

 

mg / L。 试验海水

经沉淀、沙滤。
1. 2　 试验方法

1. 2. 1　 试验设计

据试验要求放入健康、大小均匀且活力强的

方斑东风螺,观察活动和生存情况,试验过程中观

察 24
 

h 内百分百死亡 pH
 

( LC100 / 24
 

h)和 96
 

h
内百分百无死亡 pH

 

( LC100 / 96
 

h),据试验结果

确定试验液 pH 的上、下限,然后用等间距方法分

别设置了 5. 0 ~ 9. 0 等 5 个 pH 浓度梯度,利用氢

氧化钠(NaOH)或者氯化氢(HCl)来调节至相应

pH,使用 pH 分析仪测定相应的 pH,并将已经配

置好的海水储存在单独的水箱中。 以自然海水

pH = 8. 0 为基础,用 pH 分析仪对水体的 pH 每天

早晚各矫正一次,控制 pH 日变化幅度不超±0. 2。
每组处理均为 3 个平衡,并将 30 只健康活跃的螺

放在每个实验容器(40
 

L) 中。 试验用螺质量相

近,来降低试验差异性,整个试验过程中螺不会重

复使用,并在试验期间停止投喂。
试验开始后,从 6、12、24、48、72 和 96

 

h 内随

机选择每组 3 只方斑东风螺,检测每种免疫酶的

　 　

活性。 在这种情况下,每 6
 

h 从每个容器中取出

水样,测量 pH 并及时调整到预定值。 在试验中,
对各试验组方斑东风螺的活动状况和死亡率进行

持续观察和记录,评估死亡的标准是,螺肉向外

翻,吻管向外突出,发白僵硬。
1. 2. 2　 样品的处理

用 0. 2
 

mol / L 的生理盐水以 1 ∶ 2
 

的质量体

积比研磨整个组织,将研磨液置于 5
 

000
 

r / min、
4

  

℃下离心 10
 

min,并将上清液置于洁净的 EP
(eppendorf)管中,-80

  

℃冰箱内保存、备用,POD、
CAT、ACP 和 GSH-PX 活性的测定分别采用相关

试剂盒(南京建成生物工程研究所)。
1. 2. 3　 试验数据的处理分析

获得的数据以平均值±标准差( Mean±SD)表

示,并使用 SPSS
 

21. 0
 

对试验结果进行统计学分

析。 先对数据进行单因素方差分析
 

( One - Way
 

ANOVA),若处理间有显著性差异,再用 Duncan
法对均值进行比较,显著性水平为 P<0. 05,极显

著性水平为 P<0. 01。

2　 结果

2. 1　 pH 胁迫对方斑东风螺的行为及存活率的影响

在 pH 试验组中,随着 pH 的改变,方斑东风

螺出现不同程度的应激反应。 pH 胁迫后,方斑东

风螺主要表现为对外部刺激反应迟钝,运动缓慢,
爬壁运动减少,沉到桶底,无法正立,身体硬死。
方斑东风螺的死亡状态为发白僵硬,螺肉外翻,吻
管向外伸出。 pH = 5. 0 的试验组在 6

 

h 时出现了

行动缓慢、 翻背, 在 72
 

h 开始死亡, 死亡率为

13%。 pH = 9. 0 试验组在 12
 

h 出现翻背,其翻背

率为 50%至 27
 

h 出现死亡。 其他 pH 试验组的方

斑东风螺生活状况良好,存活率 100%,仅有个别

螺出现翻背的现象(见表 1)。 随着时间的推移,
对照组的方斑东风螺也从最初的行动活跃到最后

的行动缓慢、翻背。

表 1　 pH 胁迫下方斑东风螺的行为和存活率影响
Tab. 1　 Effects

 

of
 

pH
 

stress
 

on
 

the
 

behavior
 

and
 

survival
 

of
 

Babylonia
 

areolata

pH
死亡率 / %

6h 12h 24h 48h 72h 96h
行为

6h 12h 24h 48h 72h 96h
5. 0 0 0 0 0 13±0. 6 16±1. 1 翻背 翻背 翻背 迟缓 死亡 死亡
6. 0 0 0 0 0 0 0 正常 正常 翻背 翻背 翻背 迟缓
7. 0 0 0 0 0 0 0 正常 正常 正常 正常 翻背 迟缓
8. 0 0 0 0 0 0 0 正常 正常 正常 正常 正常 翻背
9. 0 0 0 0 0 13±0. 9 23±2. 7 正常 翻背 翻背 迟缓 死亡 死亡

注:翻背表示方斑东风螺腹面朝上,螺壳朝下的不健康状态
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2. 2　 pH 胁迫对方斑东风螺 GSH-PX 活性的影响

pH 胁迫对方斑东风螺 GSH-PX 活性的影响

如图 1a 所示。 可以看出,不同 pH 的处理时间对

方斑东风螺 GSH-PX 活力影响显著(P<0. 05),不
同 pH 下 GSH-PX 活性短时间内无显著性差异(P
>0. 05)。 在 pH = 5. 0 时,GSH-PX 的活性先升高

后又降低,并在 48
 

h 活性达到 7. 48
 

U / mgprot 的
峰值。 同样的 pH = 8. 0 时,GSH-PX 活性在 6

 

h
也达到了最大值 9. 44

 

U / mgprot。 然而,GSH-PX
活性在其他各试验组中随着时间的推移,GSH-
PX 显示出“诱导-抑制”的趋势。
2. 3　 pH 胁迫对方斑东风螺 CAT 活性的影响

pH 胁迫对方斑东风螺 CAT 活性的影响如图

1b 所示。 可以看出,不同 pH 的处理时间对方斑

东风螺 CAT 活力影响显著(P<0. 05),不同 pH 下

CAT 活性短时间内无显著性差异(P>0. 05)。 在

pH = 9. 0 时,CAT 活性变化显著,在 12
 

h 试验组

活性出现峰值,达到 58. 26
 

U / mgprot,随着时间的

推移,活性逐渐降低;在 pH = 7. 0 时,试验组在 6
 

h
活性达到最低值 15. 23

 

U / mgprot。 总体来看,随
着时间的不断延长,各 pH 处理组 CAT 活性显示

出
 

“诱导-抑制-诱导”的变化趋势。
2. 4　 pH 胁迫对方斑东风螺 POD 活性的影响

pH 胁迫对方斑东风螺 POD 活性的影响如图

1c 所示。 可以看出,不同 pH 的处理时间对方斑

东风螺 POD 活力影响显著(P<0. 05),不同 pH 下

POD 的活性短时间内无显著性差异(P>0. 05)。
当 pH = 7. 0、8. 0 时,POD 活力呈现先降低后升高

最后降低的趋势,其他实验组 POD 活力均呈现为

先升高后降低的趋势。 当 pH = 9. 0 时,POD 活力

变化显著,在 24
 

h 活力出现峰值,达到 15. 19
 

U /
mgprot,当 pH = 5. 0 时,试验组 POD 活力在 96

 

h
达到最低值,活力为 5. 03

 

U / mgprot。 虽然各试验

组 POD 活力的变化规律不同,总体看来,POD 活

性显示出“诱导-抑制”的变化趋势。
2. 5　 pH 胁迫对方斑东风螺 ACP 活性的影响

pH 胁迫对方斑东风螺 ACP 活性水平的主要

影响如图 1d 所示。 可以看出,不同 pH 的处理时

间对方斑东风螺 ACP 活力影响显著(P<0. 05),
当 pH = 5. 0、8. 0、9. 0 时,ACP 的活性显著上升,
并可于 12

 

h 达到最高,但随着时间的推移,ACP
的活性逐渐出现抑制。 pH = 7. 0 时,ACP 活性由

6
 

h 的最高值 173. 09
 

U / mgprot 逐渐降低,后虽然

随着时间的变化有所提高,但总体 ACP 活性仍然

是受到抑制。 pH = 6. 0 时,ACP 活性受到轻微抑

制后随时间显著升高,在 24
 

h 时后又呈现抑制的

现象。 因此,低 pH 处理组( pH = 5. 0、6. 0) ACP
活性显示出“诱导-抑制”的变化趋势。

图 1　 pH 胁迫对方斑东风螺免疫酶活性水平的主要影响

Fig. 1　 pH
 

stress
 

is
 

the
 

main
 

effect
 

of
 

immunoenzyme
 

activity
 

levels
 

on
 

the
 

Babylonia
 

areolata
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3　 讨论

3. 1　 pH 对方斑东风螺行为和存活率的影响

在适宜的环境条件下,水生生物体内的代谢

会加强,有利于其生长发育。 反之,会对水生生物

产生代谢压力进而影响其生长[12-13] 。 pH 作为一

个重要的环境因子,其变化可能会导致水生生物

的免疫能力受损甚至死亡[14] 。 本试验中,在 pH
为 5. 0、9. 0 处理 72

 

h 时的平均死亡率超过 10%,
在 96

 

h 的死亡率达到 20%。 试验发现,方斑东风

螺的最适 pH 为 8. 0,其最高和最低的临界 pH 分

别为 9. 0 和 5. 0,超出这个临界范围,方斑东风螺

的存活率会大大降低。 这和刘洋等[15] 的研究结

果相 似, 不 同 pH 对 海 湾 扇 贝 ( Argopecten
 

irradians)胚胎发育的影响,随着 pH 的降低,存活

率逐渐下降。 水体 pH 会直接地影响水生生物代

谢功能,造成其免疫系统受损、酸碱平衡紊乱、导
致个体的死亡。 覃玉莲等[16] 研究低 pH 对小龙

虾(Procambarus
 

clarkia)免疫功能影响时发现,在
低 pH 水环境条件下,时间越长,死亡率也就越

高,这是因为小龙虾长期的处于酸性条件下,破坏

了小龙虾的免疫系统从而影响小龙虾自身的修复

功能,使其无法有效抵御疾病。 本研究中,随着时

间的延长,方斑东风螺在过高、过低 pH 下,死亡

率都逐渐上升,这可能因为 pH 破坏了方斑东风

螺的免疫系统,使其失去抵御外来病原体入侵的

能力而死亡。
有研究表明,水生生物可以通过体内缓冲系

统调节渗透压,使体内 pH 接近中性,维持机体酸

碱平衡,使其能适应一定范围内外界 pH 的变化,
但是,如果超过缓冲限值,机体的 pH 会发生显著

变化,破坏体液的酸碱平衡,影响机体正常生理活

动[17-
 

18] 。 本研究结果表明,方斑东风螺对于 pH
有着一定程度的耐受性,因此在短时间内,pH 过

高或者过低,方斑东风螺仅仅表现出翻背,运动迟

缓,并没有立即死亡,并且这与李健等[19] 研究结

果相似, pH 胁迫对中国对虾 ( Fenneropenaeus
 

chinensis)死亡率有一定的影响,高和低 pH 胁迫

都会使 3 种对虾的存活率随时间的延长而逐渐降

低。 梁从飞等[20] 研究表明,pH 升高会导致罗非

鱼(Oreochromis
 

mossambicus) 血清渗透压发生显

著变化,从而破坏鱼类体内的酸碱平衡,对罗非鱼

造成危害。 本研究中方斑东风螺在高、低 pH 条

件下均会出现翻背,这是因为在 pH 突变环境中

方斑东风螺采取主动调节措施,维持体内离子和

酸碱平衡,这既是机体的被动病理表现,也是主动

的保护反应[21] ,这跟荣小军等[22] 研究的不适 pH
下海参( Holothuria)会出现身体蜷曲、棘刺收缩,
粪便变细变短相类似。
3. 2　 pH 对方斑东风螺个体免疫酶活性的影响

CAT 和 POD 是动物体内重要的抗氧化酶,
GSH-PX 可以将过氧化氢 ( H2O2 ) 分解成氢气

(H2)和氧气( O2 ),来有效阻止体内膜脂质细胞

的过氧化,进而有效减缓膜细胞因氧化和应激而

引起细胞的破坏。 正常的状态条件下, CAT 和

POD 可以与 GSH-PX 联合作用清除动物基体内

存在的过氧反应性自由基,使得动物基细胞体内

的自由基化合物的氧化形成过程和氧化消除过程

达到一个动态的平衡,从而可以保证使其自身免

遭有害自由基化合物的破坏[23-25] 。 研究发现,
CAT 和 POD 的活性越强,抗逆性也就越强,其消

除自由基能力也越强。 而当动物的生存环境发生

变化,受到胁迫时,这两种酶的活性就会发生应激

变化以适应新的环境[26-27] 。 该研究中,方斑东风

螺受到 pH 胁迫 CAT 和 POD 的酶活性在短时间

内显著上升,随着时间的延长这两种酶的活性又

逐渐降低。 这可能是因为方斑东风螺体内的

CAT 和 POD 产生适应环境的诱导反应,因此提高

了这两种酶的活性,使其达到新的动态平衡。 然

而,随着时间不断延长,由于方斑东风螺初始产生

的活性氧超过了其抗氧化系统的捕获能力,抗氧

化系统无法及时捕捉自由基,从而导致氧化损伤,
使得 CAT 和 POD 活性均降低或者丧失。 GSH-
PX 具备单独去除过氧化物的能力,随时间延长,
GSH-PX 逐渐适应新的 pH 环境,当生物受到胁

迫,体内脂质过氧化时,GSH-PX 活性就会升高进

而去清除体内的过氧化物。 田立立[5] 在研究 pH
胁迫克氏原螯虾(Pro- cambarus

 

clarkii)时也发现,
GSH-PX 活性受到 pH 胁迫在短时间内迅速下降,
而后又随着适应新环境而升高。 这也与刘鹏飞

等[28]研究凡纳滨对虾(Litopenaeus
 

vannamei) CAT
和 POD 基因表达的机理相似。
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ACP 是参与动物免疫防御功能的主要水解

酶,它也是吞噬细胞的主要成分[29] ,主要来源于

粒细胞颗粒,在细胞吞噬作用、钙磷代谢、体内蛋

白质合成和磷酸基团转移等过程起重要作用[30] ,
它的活力变化是判断水产动物免疫力的重要指

标[31-34] ,因此在动物免疫学中 ACP 作为关键的

免疫指标, 长期以来一直被广泛研究。 Suresh
等[35]研究了铜离子 ( Cu2+ ) 胁迫下贝类血细胞

ACP 活性变化,发现在低或者高 pH 胁迫下,ACP
活性明显升高。 本研究中,较低和较高 pH 条件

下,方斑东风螺的 ACP 酶活性的变化也趋于相

同,均是呈先缓慢上升后逐渐下降的态势,这是由

于方斑东风螺处于 pH 变化的环境中,为维持自

身体内酸碱平衡而采取的主动调节措施,也是一

种被动的病理表现。 当环境因子存在胁迫时,方
斑东风螺的免疫功能将出现暂时的增强。 也就是

说,ACP 活力提高是机体在病理条件下急性激活

反应中免疫功能的表现,提高活性有助于保护机

体并减少氧化损伤。 这跟樊甄娇等[36] 研究结果

一致,pH 对栉孔扇贝(Azumapecten
 

farreri) ACP 活

性都有明显的影响,随着 pH 急剧变化,ACP 活性

明显升高。 当贝类受到损伤时,为防止外来病原

生物入侵,激活溶酶体中以 ACP 为主的一系列水

解酶,使这些酶活力大大提高[37-38] 。 由此看来,
除了作为自身防御的反应外,ACP 活力升高也被

认为是一种被动病理表现。

4　 结论

研究表明,pH 对方斑东风螺免疫酶活性有显

著影响,高 pH 和低 pH 水体养殖一段时间之后,
都会表现出不能保持正立、腹面朝上、运动缓慢等

状态,甚至还会导致方斑东风螺死亡。 当受到重

度 pH 胁迫时, 方斑东风螺的 GSH-PX、 CAT、
POD、ACP 活性被抑制;当受到轻度 pH 胁迫时,
免疫酶活性则被诱导。 试验结果显示,在 pH 改

变时,这些免疫酶活性变化得较特异,与方斑东风

螺所处的发育阶段不同、抗逆能力较强、免疫能力

强等生物习性有关。 pH 处理组中方斑东风螺免

疫酶活力变化规律,很好地指引了养殖水体 pH
调控范围。 未来对东风螺的进一步研究将考虑方

斑东风螺对不同环境胁迫反应的种内变异性,以
及种间差异性。 □
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Abstract:To
 

reveal
 

the
 

acute
 

toxicity
 

and
 

physiological
 

changes
 

of
 

Babylonia
 

areolata
 

in
 

response
 

to
 

low
 

pH
 

and
 

high
 

pH
 

stress, the
 

pH
 

= 8. 0
 

control
 

group
 

and
 

pH
 

= 5. 0, 6. 0, 7. 0, and
 

9. 0
 

were
 

used
 

as
 

the
 

experimental
 

group
 

to
 

investigate
 

the
 

activities
 

of
 

four
 

immune
 

enzymes
 

glutathione
 

peroxidase
 

( GSH-PX),
catalase

 

(CAT),peroxidase
 

(POD)
 

and
 

acid
 

phosphatase
 

(ACP)
 

in
 

the
 

body
 

of
 

the
 

Babylonia
 

areolata. The
 

results
 

of
 

the
 

experiment
 

show
 

that
 

pH
 

stress
 

has
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

immune
 

enzyme
 

activity
 

at
 

different
 

times
 

(P<0. 05),while
 

different
 

pH
 

stresses
 

have
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

immune
 

enzyme
 

activity
 

(P>0. 05).
After

 

pH
 

acute
 

stress,1)
 

after
 

6h
 

of
 

low
 

pH
 

and
 

high
 

pH
 

water
 

culture,there
 

is
 

a
 

decrease
 

in
 

vitality
 

and
 

slow
 

climbing,and
 

death
 

begins
 

to
 

appear
 

after
 

48h;2)
 

The
 

activity
 

of
 

GSH-PX
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

shows
 

a
 

trend
 

of
 

" inhibition- induction" ; 3)
 

with
 

the
 

continuous
 

extension
 

of
 

time, the
 

CAT
 

activity
 

of
 

each
 

pH
 

treatment
 

group
 

shows
 

a
 

trend
 

of
 

" induction- inhibition- induction" ;4)
 

the
 

POD
 

activity
 

generally
 

show
 

a
 

trend
 

of
 

" induction- inhibition" ;5)the
 

ACP
 

activity
 

of
 

the
 

low
 

pH
 

treatment
 

group
 

(pH =
 

5. 0,6. 0)
 

show
 

a
 

trend
 

of
 

" induction- inhibition" . This
 

study
 

has
 

practical
 

significance
 

for
 

the
 

cultivation
 

of
 

Babylonia
 

areolata,and
 

also
 

enriches
 

the
 

basic
 

data
 

on
 

the
 

immune
 

performance
 

of
 

other
 

shellfish.
Key

 

words:babylonia
 

areolata;immune
 

enzymes;behavior;pH
 

acute
 

stress
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