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低盐处理对长牡蛎胚胎发育及氧化应激、 

能量供应和渗透调节相关酶的影响"

李阳春，王昭萍""，马培振，张学开，范超，崔玉婷

(海水养殖教育部重点实验室(中国海洋大学)，山东青岛266003)

摘要：为探究低盐诱导对长牡蛎(C/zssosrea gigas)胚胎发育和发育初期的氧化应激、能量供应及渗透调节的影响。 

实验观察了低盐诱导组和对照组胚胎到达不同发育时期所用的时间以及发育初期部分酶活力的变化。研究显示，在 

40%〜50%受精卵出现第一极体时,用盐度4〜12的低盐海水处理长牡蛎受精卵15 mm会导致其胚胎发育明显迟缓，且诱 

导盐度越低,发育速度越慢，最慢(盐度4)比对照组(盐度32)到达D形幼虫的时间滞后了 4 h以上。同时,用盐度8处理 

15 mm后,受精卵的丙酮酸激酶(Pyruvate kinase, PK)和Na+-K+-ATP酶水平显著降低，总抗氧化能力(Total- antioxi­
dant capacity, T-AOC)水平显著升高(P<0. 05),谷草转氨酶(Glutamic oxalacetic transaminase, GOT)水平无显著变化 

(P+0. 05)；转入自然海水中恢复1 5 h后，四细胞期胚胎丙酮酸激酶、Na+-K+- ATP酶水平恢复到与对照组无显著差异， 

T-AOC水平回落至接近对照组水平，而谷草转氨酶水平无明显改变。说明低盐胁迫可能会导致长牡蛎受精卵糖代谢受 

阻,渗透调节紊乱，同时受到较严重的氧化胁迫,且这些改变在转入自然海水一定时间后即可恢复，不会对胚胎发育产生持 

续性影响，而GOT表达水平则始终无明显变化。研究结果表明，低盐诱导不仅会导致牡蛎受精卵胚胎发育迟缓，还可能会 

使其受到严重的氧化胁迫，同时阻碍其代谢功能和渗透调节。
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盐度是影响海洋生物生长存活的重要环境因子, 

作为具有渗透生理适应性的生物，贝类对盐度变化的 

适应范围很广口*。然而,盐度的骤变仍会对贝类产生 

多方面的不利影响，例如，妨碍其正常的摄食、呼吸，影 

响心跳、鳃纤毛运动，导致其血淋巴钠离子浓度降低、 

免疫功能受到抑制等，最终使得贝类生长缓慢、死亡率 

升高。

贝类增养殖在国内外水产养殖业中都占有重要地 

位，三倍体贝类以其生长快、个体大、糖原含量高、繁殖 

季节肥满度高、死亡率低刀等优点,具有极高的生产推 

广价值。近年来，低盐诱导三倍体的方法由于具有诱 

导率高、操作简便、无毒无害、成本低廉等优点，已经在 

长牡蛎(Crassostrea gigas ) 78*、栉孔扇贝〈Chlamys 
frrreri)：9*、海湾扇贝(Argofiecten irradians')1、皱纹 

盘鲍(Haliotis discus hannai')1等多种贝类中开展了 

研究。低盐诱导已被证明会显著降低受精卵的卵裂率 

和孵化率口*,然而其对贝类胚胎发育速度及发育过程 

中生理生化水平的影响尚未见报道。

牡蛎作为重要的海产经济贝类类群，其总产量和 

单位面积产量在诸多贝类类群中均居首位①。本实验 

选取长牡蛎为研究对象,探究了低渗诱导过程对其胚 

胎发育和发育初期部分酶活力的影响。由于能量代 
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谢、抗氧化、渗透调节方面的改变都可能影响受精卵染 

色体的正确分离与细胞的正常分裂，因此本实验结果 

也能为进一步探究低盐诱导贝类三倍体的分子机理提 

供基础资料。

1材料和方法

1.1材料

实验用2龄亲贝（壳长8〜15 cm）采自烟台海益苗 

业有限公司，挑选外壳无损伤、活力好的个体,洗刷干 

净待用。
102 方法

1.2.1精卵获取及受精 实验用海水为过滤自然海水 

（盐度32,水温23〜25C）,器械在操作前均用淡水清 

洗,严格防止精卵污染。亲贝开壳后用牙签挑取适量 

性腺镜检，区分雌雄。挤压雌性亲贝性腺取卵,卵液用 

200目筛绢过滤去除残余组织，后用500目筛绢过滤冲 

洗2〜3遍，浸泡50 min促熟，镜检，选取发育程度较好 

的卵子（卵内物质致密、卵子形状近圆）混合，调整卵子 

密度为7 000〜8 000个/mL 口2*。受精前解剖取精子， 
300 目筛绢过滤$浸泡10 min 左右$挑选精子活力高的 

精液，以卵子：精子=1 : （5〜6）的比例进行受精。精 
卵混合5〜10 min 后$用1000 目筛绢洗卵$去除多余 

精子,镜检观察极体出现情况。

1.2.2低盐诱导处理及胚胎发育观察 根据之前研究 

的结果，本研究采用的诱导时间为15 min；诱导时机为 

40%〜50%受精卵出现第一极体）-8*,处理盐度的范围 

为4〜18,每2个盐度设立一个梯度。低盐处理后转入 

过滤自然海水（20 L小桶）中继续培养,期间保持充气, 

定期搅桶避免沉底，孵化期间定时取样观察胚胎发育 

情况，直至发育到D形幼虫。发育时期判断标准#0% 
幼虫到达该时期为标志,每次观察至少3个视野，每个 

视野幼虫个数50左右。

1.2.3酶活测定 由于盐度8为低盐诱导长牡蛎三倍 

体的最佳盐度:-8],因此本研究也选择盐度8作为处理 

盐度。测定的四种指标分别为:丙酮酸激酶（Pyruvate 
kinase, PK） ,Na+-K+-ATP 酶、谷草转氨酶（Glutamic 
oxalacetic transaminase, GOT）和总抗氧化能力（To­
tal-antioxidant capacity, T-AOC）。受精卵在经低盐 

诱导15 min后，处理组及对照组均平均分为两份，一份 

立即离心取样，另一份转入自然海水中恢复1.5 h,再 

过滤离心取样。实验所用测定试剂盒分别为:Bradford 
蛋白浓度测定试剂盒（去垢剂兼容型，碧云天， 

P0006C）,丙酮酸激酶（微量法，索莱宝，BC0545）, 

Na+-K+-ATP酶活性检测试剂盒（微量法,索莱宝, 

BC0065）,谷草转氨酶（GOT）活性检测试剂盒（微量 

法,索莱宝,BC1565）。具体测定方法参照说明书进行, 

测定原理及酶活单位U的定义（按蛋白浓度计算）为：

（1） PK：可以催化磷酸烯醇式丙酮酸和ADP生成 

ATP和丙酮酸，乳酸脱氢酶进一步催化NADH和丙 

酮酸生成乳酸和NAD十，在340 nm下测定NADH下 

降速率，即可反映PK活性;定义每10 mg组织蛋白每 

分钟消耗1 nmol NADH定义为一个酶活力单位。

（2） Na+-K+-ATPase：该酶能够分解ATP生成ADP 

及无机磷，因此可以通过测定无机磷的量来确定ATP 
酶活性。定义每小时每毫克组织蛋白中Na+-K+-ATP 
酶分解ATP产生1 &mol无机磷的量为一个酶活力单 

位。

⑶T-AOC：酸性条件下，物质还原Fe3+-三毗啶三吖 

嗪（Fe3+-TPTZ）产生蓝色的Fe2+-TPTZ的能力反映 

了其总抗氧化能力。样品的抗氧化能力以达到同样吸 

光度变化值（,A）所需的标准离子浓度表示。

（4）GOT：该酶可以催化天门冬氨酸和cr酮戊二酸的 

转氨基反应，生成草酰乙酸和谷氨酸,草酰乙酸脱羧生 

成丙酮酸，丙酮酸可与2,4-二硝基苯肼反应生成2,4- 
二硝基苯腙,在碱性环境显棕红色，可以间接地代表 

GOT的活性。定义每小时每毫克组织蛋白催化产生 

1 &mol丙酮酸的量为一个GOT活力单位。

蛋白浓度测定标准曲线为：

Abs = 0.032 2 + 0. 587 8 X Cone（浓度单位为 

mg/mL,_R2=0. 992 7）。

测定仪器:酶标仪（Multiskan™ FC, Thermo Sei- 
entificTM, USA）。

1.2.2与1.2.3中的实验均包含三个生物学重复， 

每个生物学重复包含三个技术重复。

1.2.4数据分析 采用SPSS 19. 0软件进行数据处 

理，配对样本T检验常用来推断同一受试对象接受两 

种不同的处理或某一指标在两种不同情况下总体的均 

值是否存在显著差异口3*,因此本研究采用配对样本T 
检验作为分析方法，差异显著性阈值为0. 0 5,数据以平 

均值士标准误（Mean 士 SE）表示。

2结果

2.1低盐诱导对长牡蛎胚胎发育的影响

受精卵经低盐诱导之后培育1 d,发育情况见表1。 

由表1中结果可得，本实验中牡蛎的发育较快，对照组 

19 h左右即到达D形幼虫期,而一般情况下（水温20〜 

23 C）到达D形的时间普遍为23〜24 h）14*,这可能是 

由于本实验的孵化水温较高（24〜25 C）所致。同时， 

不同低盐处理对受精卵胚胎发育不同时期的影响也不 

同：（1）二细胞期，所有组别的发育速度无显著差异；

（2）四细胞和囊胚期，不同处理盐度发育速度出现明显 

断层：32、18、16〉14、12、10、8〉6、4,说明盐度 18 和 
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16处理对受精卵发育没有显著抑制作用，盐度8〜14 
对受精卵发育的阻碍作用效果类似,且并未造成发育 

严重滞后（仅延缓0. 5 h左右），而盐度4和6对受精卵 

发育的阻碍作用较为严重,滞后时间达到1 h左右；（3） 
原肠胚和D形幼虫期，发育速度的大小为：32、18、 

16〉14、12〉10、8〉6〉4,这与之前研究所得出的孵化 

率趋势相吻合口&* 4组D形幼虫期比对照组延缓了 4 h 
以上,且孵化率极低（＜10%）,说明较低盐度的处理会 

对受精卵的孵化造成严重的阻碍。

表1不同诱导盐度下长牡蛎的胚胎发育

Table1 Embryonicdevelopmentunderdiferentinducingsalinities

盐度

Salinity

时期Stage

二细胞

2 cell
四细胞
46el

囊胚

Blastula
原肠胚

Gastrula
D形幼虫

D-larvae

4 40min 2h30min〜2h40min 5h40min 11h40min 24h

6 40min 2h〜2h20min 5h20min〜5h40min 11h〜11h10min 22h40min

8 40min 1h40min〜2h 4 h 50 min〜5 h 10h50min〜11h 22h

10 40min 1h40min〜2h 4h50min〜5h20min 10h40min〜11h 22h

12 40min 1h40min〜2h 4h50min〜5h 10h50min 21h

14 40min 1h40min〜1h50min 4h50min〜5h 10h30min 21h

16 40min 1h20min〜1h30min 4h40min 9h 19h40min

18 40min 1h20min〜1h30min 4h30min〜4h50min 8h 19h40min

32 40min 1h20min〜1h30min 4h30min〜4h50min 8h 19h20min

注:表中发育时间为三次生物学重复记录的时间范围’

Note：Developmenttimeintable1wasestimatedvalueofthreebiologicalrepeats.

2.2低盐处理对长牡蛎胚胎发育初期能量代谢、抗氧化 

及渗透调节的影响

2.2.1低盐处理15 min及恢复1. 5 h后各种酶活性的 

改变 本实验通过对低盐诱导15 min后处理组和对 

照组之间的酶活水平进行比较,反映了低盐处理对受 

精卵的即时影响；同时，由发育数据可看出,四细胞期 

（大约为处理完转入自然海水恢复1.5 h左右）,各组发 

育速度虽无显著差异，但盐度4〜12的处理组已经开 

始表现出一定的发育迟缓,因此,本实验还选择通过检 

测此时期组间的酶活水平,来探究是否由于酶活变化 

导致此时期发育的迟缓,结果如图1所示。

图1中可看出，处理15 min后,PK和Na+-K+- 
ATP酶活性显著降低，而T-AOC显著增加（且达到极 

显著水平）,GOT无明显改变;恢复1.5 h之后,除T- 
AOC外,所有酶的酶活水平在处理组和对照组之间皆 

无显著差异,说明经过一段时间的恢复,酶活水平也已 

基本恢复到正常的水平。对于T-AOC ,处理组与对照 

组间虽存在差异，但并未到达极显著水平,且两组间T- 
AOC水平均值较为相近（S和CK组分别为：0. 863 + 
0. 049,0. 976 + 0. 037）,这说明处理组T-AOC水平在 

1.5 h的恢复过程中发生了回落,逐渐接近对照组水 

平。

2.2.2同种酶在处理组、对照组中不同发育时期的活性 

为探究受精卵能量代谢、渗透调节及抗氧化能力 

与胚胎发育时期的关系,本实验分别比较了处理组和 

对照组中,上述4种酶的活性在处理15 min及恢复 

1.5 h后是否有显著差异,结果见表2。从表2中可看 

出,所有指标在CK-15 min组和CK-1. 5 h组间均无显 

著差异（P〉0. 05）,说明在对照组中这4种酶的酶活水 

平一直保持稳定;而S-15 min组和S-1.5 h组中,Na_- 
K+-ATP酶水平显著上升（P = 0. 032） , PK与T-AOC 
水平改变虽未达到显著水平，但十分接近显著性水平 

阈值（P值分别为0. 057,0. 055）说明在受精2h后,这 

3种酶的活性与处理15 min时相比发生了显著的改 

变,且都基本恢复到与对照组类似的水平,说明在自然 

海水中恢复1. 5 h后，上述4种酶的活性与对照组间水 

平基本相当,这与2.2.1中得到的结果是一致的。从而 

说明,恢复1.5 h之后,酶活水平并不是造成受精卵发 

育迟缓的主要原因。
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囹 S-15 min

□ CK-15min

BS-1.5h

□ CK-1.5h

(S代表低盐处理组,CK代表对照组;15 min代表处理后立即测定$. 5 h代表恢复后测定;S与CK同一时期的同种酶之间具有相同字母的差异不显著 

P+0. 05),具有不同字母者差异显著(P〉0. 05"-表示差异极显著PV0. 01" S refers to the treatment group, CK refers to the control group. 15 

min means to measure the enzyme activities right after hypotonic treatment； 1. 5 h means to measure after recovering in normal sea water. Different let­

ters indicate significant differences in certain enzyme activities between S and CK groups at 15 min and 1 5h respectively (P + 0. 05), - indicates the 

verysignifican7diference (P%0.01"."

图)处理15 mm及恢复1 5h酶活水平的比较

Fig.1 Enzymeactivitiesafterhypotonictreatmentfor15minandrecoveryfor1.5h

表2处理组和对照组组内的配对样本T检验

Table2 Pared-sampleTtestbetweenthecontrolandtreatmentgroup

组别 Group

酶 Enzyme 处理组 Treatment 对照组 Control

S-15min S-1.5h P CK-15 min CK-1.5h P

Na+-K+-ATP 0.59510.068 0.962±0.034 0.032- 0.969±0.077 0.913±0.117 0.672

PK 0.551±0.061 1.144±0.124 0.057 0.863±0.037 1.008±0.114 0.201

T-AOC l.^lO.O^ 0.863±0.049 0.055 0.896±0.021 0.976±0.037 0.095

GOT 0.850±0.037 0.804±0.228 0.881 0.958±0.032 0.684±0.148 0.234

注S代表低盐处理组,CK代表对照组代表差异显著(PV0.05"

Note： S- treatment group； CK- control group, - indicates the significant difference (PV0.05).

3 讨论

3.1低盐诱导对牡蛎胚胎发育的影响

盐度是影响贝类生长发育的重要环境因素之一。 

本研究证明，对释放了第一极体的长牡蛎受精卵用盐 

度8处理15 min,在诱导其产生多倍体的同时还会导 

致其胚胎发育明显受阻。孟乾等）5*认为长牡蛎“海大 

1号”胚胎发育的最适环境盐度为30,二者的研究都表 

明，盐度偏离最适值时，孵化速度都会明显减慢，伴随 

着孵化率的降低和畸形率的升高。同时,孟乾等）5*的 

研究还显示环境盐度10以下牡蛎受精卵即无法孵化, 

而本研究中盐度为4仍有极少量幼虫孵化，这可能是 

因为孵化期间高、低盐的刺激对牡蛎胚胎发育的阻碍 

是持续性的，而本实验仅在减数第二次分裂时期对幼 

虫进行了短暂时间（15 min）的低盐处理，并未进行长 

时间胁迫，因此对受精卵孵化产生的影响有限。此外, 
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陈洪发等8的研究表明,亲贝的培育盐度,以及诱导完 

成后至孵化出D形幼虫这一阶段的环境盐度对于三倍 

体的诱导效果也有显著影响:培育盐度为26、30、34和 

38时，诱导最佳盐度为8；而环境盐度为22时,最适诱 

导盐度为6;同时,环境盐度过高(盐度为38)时,卵裂率 

和孵化率均显著下降，提示在不同盐度的养殖海区开 

展低盐诱导牡蛎三倍体工作时,应充分考虑海区盐度 

对三倍体诱导效果的影响。

3.2低盐诱导对胚胎发育初期能量供应、氧化应激和渗 

透调节的影响

低盐条件下，为满足个体的渗透调节需要及细胞 

稳态的维持,贝类的能量需求通常会增加：1，6];渗透压 

的急剧下降还会诱发活性氧的瞬间增加，引起抗氧化 

酶活性的改变'丙酮酸激酶(Pyruvate kinase，PK) 

可以催化糖酵解过程中的最后一步反应，是糖酵解过 

程中的主要限速酶之一)8*;谷草转氨酶(Glutamic oxa­
lacetic transaminase，GOT)可以催化可逆转氨基反 

应，是氨基酸代谢的重要酶：19];Na+-K+-ATP酶(又称 

钠钾泵,Sodium potassium pump)能够利用ATP水解 

供能调控Na+和K+的跨膜转运，维持胞浆离子浓度 ， 

在渗透调节中发挥重要作用2*;而总抗氧化能力(To- 
tai antioxidant capacity，T-AOC)试剂盒则是测定细 

胞中各种抗氧化物质和抗氧化酶等构成的总抗氧化水 

平，可以反映出受精卵的氧化应激情况。

本实验中，低盐诱导15 min后，处理组中丙酮酸激 

酶的活性有显著降低，说明低渗条件下贝类的能量供 

应(尤其是糖酵解产生ATP的过程)受到了一定抑制； 

而 GOT 无显著变化则说明此时段 GOT 相关的氨基酸 

代谢没有受到显著影响,并未由于葡萄糖代谢供能受 

阻转而提高氨基酸代谢供能水平。同时，总抗氧化能 

力(T-AOC)水平有显著增加，间接反映了低盐环境对 

贝类产生的氧化胁迫。减数分裂期间纺锤体的组装、 

染色体的分离及收缩环的形成都很容易受到外界环境 

改变(如ATP合成受阻等)的影响，导致分裂异常从而 

产生多倍体)-24*,因此，受精卵能量代谢的不足及氧化 

损伤可能是低盐处理产生三倍体的原因之一。

低渗环境中细胞内的Na+会发生外流，为维持细 

胞渗透平衡，通常需要Na+-K+-ATP酶的作用以促进 

Na+的主动吸收，因此该酶活性往往会升高：2527];然而 

前人研究也报道了其活性在低渗条件下的多种变化趋 

势，与物种及其所处的温、盐环境都密切相关。田相利 

等的研究表明，半滑舌鳎鳃丝Na+-K+-ATP酶活性随 

盐度的升高而升高：28：;在华贵栉孔扇贝幼贝中开展的 

研究结果显示,Na+-K+-ATP酶的活性随着盐度的升 

高先升后降：29];而在黑鯛和褐牙鲆幼鱼中开展的研究 

则表明，盐度变化对其Na+-K+-ATP酶活性的影响并 

不显著331。对于牡蛎受精卵来说，其细胞膜在低渗 

条件下会受到直接的破坏，可能导致膜上Na+-K+- 
ATP酶活性的降低丽;同时，牡蛎在胚胎发育初期缺 

乏复杂的渗透调节系统,这也可能是其Na+-K+-ATP 
酶活性在渗透胁迫条件下不升反降的原因之一。

转入自然海水恢复1.5 h后，这3种酶的水平基本 

恢复了正常,说明短暂的低渗处理对受精卵能量代谢、 

氧化应激和渗透调节的影响是暂时性的，它可能是诱 

导三倍体产生的原因，但不一定是后期胚胎发育受阻 

的主要因素。本课题组近期的研究显示(未发表)，低 

盐处理会对受精卵DNA造成难以修复的损伤,使其复 

制和转录过程中产生严重的错误，这可能是导致胚胎 

发育畸形和速度减慢的原因之一。

此外，当渗透压降低时，仅依靠糖代谢往往难以满 

足急剧增加的能量需求,海洋生物倾向于提高蛋白质 

和脂质的分解以提供额外的能量)233*。同时，通过脱 

氨基作用可以减少细胞内游离氨基酸的含量，降低体 

内的渗透压，从而应对外界的低盐环境)4*。谷草转氨 

酶(GOT)可以催化脱氨基作用，是促进氨基酸分解和 

蛋白质的供能的关键酶之一。本实验中,GOT的含量 

一直都未发生显著改变,说明此时段氨基酸的代谢水 

平并没有受到葡萄糖代谢供能受阻的影响，细胞也并 

未通过增加氨基酸代谢来降低胞内渗透压，以维持与 

外界的渗透平衡。考虑到受精卵作为一个单细胞个 

体，并不具备多细胞贝类成体复杂的渗透调节系统，同 

时短时间的低盐处理(15 min)可能也不足以给受精卵 

提供足够的时间对外界环境改变做出相应的响应)5* , 

因此在氨基酸代谢方面并没有显著的应激反应。当 

然,仅检测GOT 一个酶的水平并不能说明氨基酸代谢 

一定没有发生改变,更全面的分析还有待进一步探究。

4结语

本研究观察了低盐诱导对长牡蛎三倍体胚胎发育 

的影响，及其抗氧化和能量代谢相关酶活性的改变。 

结果表明,低盐诱导会导致牡蛎胚胎发育严重迟缓,到 

达D形幼虫的时间最多延缓了 4 h以上；同时,低盐处 

理可能会导致牡蛎受精卵受到严重的氧化胁迫、糖代 

谢供能被抑制、渗透调节受阻，这可能是导致牡蛎受精 

卵染色体异常分离从而产生三倍体的原因之一。本研 

究结果为进一步探究低渗诱导贝类三倍体的机理提供 

了重要的理论基础和技术支持。
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Effect of Hypotonic Induction on Embryonic Development , Energy Metabolism , 

Oxidation Resistant and Osmoregulation in Pacific Oyster Crassostrea gigas

LI Yang-Chun , WANG Zhao-Ping , MA Pei-Zhen , ZHANG Xue-Kai , FAN Chao , CUI Yu-Ting 
(The Key Laboratory of Mariculture (Ocean University of China) , Ministry of Education , Qingdao 266003 , China)

Abstract： The embryonic development and activities of energy metabolism , oxidation resistance and
UsmUregulatiUnrelevantenzymesUfthePacificUysterwereinvestigatedinthisstudytUprUvideinsights 
intUtheimpactUfhypUsalinetriplUidinductiUn.Aftera15minhypUtUnictreatment develUpmentUfthe 
zygotes was significantly obstructed with the decreasing of salinity； the 4 treatment groups retarded at 
leLst3hcompLredtothecontrol.Besides whentreLtedLtthelowsLlinityof8for15 minutes the 
LctivitiesofpyruvLtekinLse (PK)LndNL+-K+-ATPLseweresignificLntlyreducedLndthetotLlLntioxi- 
dLntcLpLcity (T-AOC)wLsmLrkedlyinducedwhilenosignificLntchLngewLsobservedinglutLmicoxL- 
lLcetictrLnsLminLse (GOT).These results indicLted thLt hyposLline induction not only drLmLticLly 
affected the energy supply by glycometabolism , but also induced severe oxidative stress and disordered 
osmotic regulation in zygotes of the Pacific oyster. After recovering in the natural seawater for 1 5 h , all 

ofthethreeenzymesshowedasignificanttendencytoreturntotheirnormallevels suggestingthatthese 
changesdidnotexertalongtermimpactonthedevelopmentoftheembryos.
Keywords： Crassostrea gigas ； low salinity； triploid； embryo development； oxidation resistance； en­

ergy metabolism； osmoregulation

责任编辑朱宝象


