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摘要! 为研究温度对三疣梭子蟹雌蟹钙化过程中丙酮酸激酶#6N$%己糖激酶#+N$和琥珀酸

脱氢酶#*4+$活力的影响!在实验室条件下设 49%22%27 U / 个温度水平!分别在梭子蟹蜕壳

后 4%2%9%47 > 及完全硬化 8 个时间点取样!测定其肝胰脏%肌肉和鳃中 +N%6N%*4+的活力"

结果显示'

+

与 22 U条件下相比!高温#27 U$和低温#49 U$下三疣梭子蟹肌肉中 6N的活

力在蜕壳后 4 B9 > 明显升高!说明高温和低温条件下梭子蟹肌肉中的糖酵解速率加大&而肝

胰脏和鳃中的 6N活力的峰值出现在梭子蟹蜕壳后 4 B2 >!表明蜕壳后 4 B2 > 这 2 种组织中

有较大的糖酵解速率&

,

/ 个温度水平下!梭子蟹肝胰脏中 +N的活力随钙化过程的进行而降

低!蜕壳后 4 B47 > 的活力显著高于完全钙化时的活力!说明蜕壳后的梭子蟹肝胰脏对葡萄糖

的利用能力逐渐减弱!而其鳃中 +N活力的变化趋势与肝胰脏中相反!说明梭子蟹的鳃对葡萄

糖的利用能力随钙化过程的进行而提高!这种差异可能与不同组织在梭子蟹钙化过程中对葡

萄糖的利用能力不同有关&

-

梭子蟹肝胰脏中 *4+的活力在 / 个实验温度下蜕壳后 47 > 内

呈逐渐升高的趋势!说明肝胰脏在钙化过程中三羧酸循环作用逐渐加强" 此外!其肌肉和鳃组

织中 *4+的活力在 / 个实验温度下的峰值均出现在前 9 小时!并且低温#49 U$的峰值明显

低于高温#27 U$!说明在这段钙化时间中!相对于低温而言!梭子蟹的肌肉和鳃中有氧代谢的

加强在高温条件下更显著" 在钙化过程中!低温条件下三疣梭子蟹的糖酵解作用没有明显的

变化!而三羧酸循环有较明显的减弱趋势!其中三疣梭子蟹肌肉和鳃中 *4+的活力明显低于

高温条件!表明低温确实可以延长其蜕壳后的软壳时间"

关键词! 三疣梭子蟹& 钙化& 己糖激酶& 丙酮酸激酶& 琥珀酸脱氢酶

中图分类号! F40914& *177145555555 文献标志码'&

55能量代谢主要涉及糖酵解&三羧酸循环和氧

化磷酸化等途径"以糖类物质为基础"与物质代谢

过程伴随发生"为动物进行生命活动提供能量)

其中糖酵解途径除了为动物体提供少量 &G6之

外还提供丙酮酸"丙酮酸进入三羧酸循环后继续

进行脱酸和脱氢反 应" 生 成 &G6& %&4+ 和

(&4+

2

) %&4+和 (&4+

2

经电子传递链传递"被

还原产生大量 &G6) 三羧酸循环和氧化磷酸化

产生的 &G6"理论上是糖酵解途径产能的数倍)

能量代谢酶对调节动物的能量代谢起关键作用)

机体在缺氧条件下或者动物体自身代谢旺盛但氧

气供应不足时"糖酵解是机体能量的主要提供者"

己 糖 激 酶 # >2=/L:;9O2" +N$ 和 丙 酮 酸 激 酶

#3QI@H9?2L:;9O2"6N$是糖酵解过程中重要的变

构调节酶) +N活力的变化取决于外源或内源葡

萄糖利用"机体利用葡萄糖能力的提高会引起

+N活力的增大
'4(

"对糖酵解有重要调节作用%6N

作为糖酵解途径重要的限速酶之一"对于控制糖

酵解过程的速率起关键作用"其活力在一定程度

上可以反映细胞进行糖分解的潜力
'2(

) 氧气充

足且机体代谢旺盛时"三羧酸循环将葡萄糖氧化

为机 体 提 供 能 量" 琥 珀 酸 脱 氢 酶 # OA:;9?2
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P>QPI/<2;9O2"*4+$参与三羧酸循环) 与三羧酸

循环中的其他酶不同"*4+是唯一嵌入到线粒体

内膜中的酶"而其他酶大多存在于线粒体基质中"

因而 *4+作为线粒体的一个重要组成部分"其活

力可在一定程度上反映有氧代谢的水平
'/(

)

目前"软壳蟹由于其食用方便"已成为高档水

产品之一"软壳蟹是指在蟹的蜕壳过程中"硬的旧

壳已蜕掉"而新壳尚没有硬化的蟹) 商品软壳蟹"

就是以软壳状态销售给顾客的蟹) 随着生活水平

的提高"人们对其需求量逐渐增大) 软壳蟹的生

产关键在于延长蟹蜕壳后的软化时间) 研究发

现"不同种类的甲壳动物蜕壳后的软化时间存在

明显的差异
': 68(

"且与环境因子如温度&水中钙浓

度和钙吸收率有关
'7 69(

) 目前降低水温是延长蟹

蜕壳后的软化时间所采取的有效方法
'7(

) 温度

通过影响甲壳动物能量代谢酶的活力调控其能量

代谢水平"是影响其能量代谢最重要的因素之

一
'1(

) 目前还未见关于温度对三疣梭子蟹钙化

过程能量代谢影响方面的研究报道)

本研究以我国主要的池塘养殖蟹类-三疣梭

子蟹#76'&*0*-&',&*>%'3*)"&*-$为实验对象"研究

了 / 个温度水平下三疣梭子蟹钙化过程中能量代

谢酶如丙酮酸激酶 #6N$&己糖激酶 #+N$&琥珀

酸脱氢酶#*4+$活力的变化"以期进一步丰富海

洋甲壳动物的生理生态学"同时为三疣梭子蟹软

壳蟹的生产提供参考资料)

45材料与方法

)*)+实验蟹的来源与暂养

实验用雌三疣梭子蟹约 233 只购自山东省胶

南活海鲜养殖基地) 选择无病无伤"活力强的个

体作为实验用蟹"实验蟹规格为#44:199 =:1//$

<"头胸甲长为 # 8111 =/181 $ 88"头胸甲宽为

#423123 =01/0 $ 88) 实验前在底部铺有 / A8

海沙#海沙取自当地海滨"粒径为 3198 B4133

88"实验前过筛&曝晒$的玻璃钢水槽#233 A8A

433 A8A:3 A8$内暂养"放置扇贝壳&瓦片等遮

蔽物"海水盐度为 /3"水深为 23 A8) 暂养期间温

度控制在#22 =318$U"光照周期为 4: 'C43 4"

连续充气"溶解氧 4"D8 8<5') 每天于早 0!/3&

晚 41!/3 过量投喂 2 次鲜活蛤蜊肉#去除内脏$"

及时吸底) 每 2 天彻底换水 4 次) 暂养 43 P 后

转移至水族箱#88 A8A/3 A8A/8 A8$中进行温

度驯化) 驯化至实验温度"梭子蟹正常蜕壳 4 次

后开始正式实验) 水族箱中放置瓦片作为遮

蔽物)

)*,+实验设计与温度驯化

实验设 49&22&27 U / 个温度水平"从 22 U

开始"以 4 U5P 的速度向高温&低温同时进行温

度调节"直至实验设定的温度) 温度控制系统采

用中科海公司设计的控温循环水族箱系统"低温

海水采用制冷水泵处理%高温海水采用加热棒加

热至实验设定的温度"温度感应探头自动调控加

热棒开启和关闭) 实验蟹驯化至实验温度后正常

蜕壳 4 次"开始正式实验) 驯化及养殖期间的管

理同暂养)

实验在水族箱内进行"每个温度下设 /3 个水

族箱"每个水族箱放 4 只实验蟹"分别于蟹蜕壳后

4&2&9&47 > 及完全硬化时取样"各实验温度下每

个取样点取 : 只蟹)

)*.+样品的采集与测定

用吸水纸吸干梭子蟹的体表水分"在冰盘上

迅速解剖"去壳后取蟹的肝胰脏&肌肉和鳃"放入

418 8'的离心管中"迅速放入液氮中"而后转入

693 U冰箱保存待测)

取 312 < 组织加 419 8'3197E的生理盐水

于冰水浴中充分研磨"研磨后 / 833 I58:; 离心

48 8:;"制成 43E组织匀浆后分装备用) 鳃组织

研磨后需 4 833 I58:; 离心 48 8:;)

己糖激酶#+N$&丙酮酸激酶#6N$和琥珀酸

脱氢酶#*4+$的活力及样本的蛋白含量均采用

南京建成生物工程研究所提供的试剂盒测定"具

体测定参照试剂盒附带的操作说明书进行)

丙酮酸激酶 #6N$的活力定义!在 /0 U"3+

017 的条件下"每克组织蛋白每分钟将 4

(

8/0的

磷酸烯醇式丙酮酸#6,6$转变为丙酮酸为 4 个活

力单位)

己糖激酶 #+N$ 的活力定义!在 /0 U" 3+

017的条件下"每克组织蛋白在本反应体系中每分

钟生成 4 88/0的 %&46+定义为 4 个酶活力

单位)

琥珀酸脱氢酶#*4+$的活力定义!在 /0 U"

每毫克蛋白每分钟使反应体系的吸光度降低

3134为 4 个比活力单位)

6N和 *4+的活力单位用 #58< 3I/?表示"

+N用 #5< 3I/?表示)

8//4
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)*>+数据分析

数据结果以平均值=标准误#829; =*,$表示)

数据统计分析采用*6**4/13 软件进行"以温度#49&

22&27 U$和钙化时间点#4&2&9&47 > 和完全硬化状

态$为主要因子的 GX/7W9Q &%".&分析"采用

4@;A9;氏进行多重比较"以 7>3138 作为差异显著

水平"7>3134 作为差异极显著水平)

25结果

,*)+温度对钙化过程中三疣梭子蟹肝胰脏中

2T%]T和 L&]活力的影响

实验过程中各处理组未观察到梭子蟹死亡或

者蟹体活动异常现象) 温度对钙化过程中三疣梭

子蟹肝胰脏中 6N&+N和 *4+活力的影响见图 4

B图 /) 由图 4 和图 2 可以看出"三疣梭子蟹肝

胰脏中6N和+N的活力在 / 个温度下"在蜕壳后

4 B2 > 有最大值"随钙化时间的延长"总体呈下降

趋势) 软壳期梭子蟹肝胰脏中 6N和 +N的活力

显著高于完全硬化时的活力#7>3138$) 三疣梭

子蟹肝胰脏中 *4+的活力在 / 个温度下"随钙化

时间延长"在软壳期呈上升趋势"在蜕壳后 47 >

有最大值#图 /$"显著高于完全硬化状态下 *4+

的活力#7>3138$)

图 )+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肝胰脏中 2T的活力

0 <:"图中不同的字母表示相同温度下差异显著#7>3138$%不同

的符号表示相同时间点下差异显著#7>3138$) 下同)

D4E*)+/<60%;4Q4;467HJ2T4:;<6F4Q63HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

0 <:" P:MM2I2;?02??2IO:;P:A9?2O:<;:M:A9;?P:MM2I2;A2O98/;<

<I/@3OX:?>:; ?>2 O982 ?2832I9?@I2" 9;P P:MM2I2;?OQ8C/0O

:;P:A9?2O:<;:M:A9;?P:MM2I2;A2O98/;< <I/@3OX:?>:; ?>2O982

?:823/:;?1G>2O982C20/X1

图 ,+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肝胰脏中 ]T的活力

D4E*,+/<60%;4Q4;467HJ]T4:;<6F4Q63HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

图 .+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肝胰脏中 L&]的活力

D4E*.+/<60%;4Q4;467HJL&]4:;<6F4Q63HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

55统计结果显示"温度和时间点的双因子交互

作用对三疣梭子蟹肝胰脏的 6N&+N的活力影响

差异不显著#7D3138$"但对 *4+活力的影响差

异极显著#7>3134$)

,*,+温度对钙化过程中三疣梭子蟹肌肉中 2T%

]T和 L&]活力的影响

温度对钙化过程中三疣梭子蟹肌肉中 6N&

+N和 *4+活力的影响分别见图 : B图 7) 由图

: 可以看出"三疣梭子蟹肌肉中 6N的活力在 49

和 27 U下随钙化时间的延长"呈先上升再下降的

趋势"而在 22 U下则呈上升 6下降 6上升的趋

势) 其中梭子蟹在 27 U蜕壳后肌肉中 6N的活

力在前 9 > 均维持较高水平"49 U下其活力则在

7//4
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蜕壳后 2 B47 > 较高"都显著高于 27 和 49 U下

完全硬化时 6N的活力#7>3138$) 在 / 个温度

下"随蜕壳时间延长"梭子蟹肌肉中 +N的活力总

体呈下降趋势#图 8$"但在 49 U和 27 U下蜕壳

后 47 > 活力突然升高) / 个温度下"肌肉中 +N

在软壳期各时间点的活力显著高于完全硬化时

+N的活力#7>3138$) 三疣梭子蟹肌肉中 *4+

的活力在 / 个温度下"随钙化过程的进行"均呈先

上升再下降的趋势"在蜕壳后 2 > 其活力达最大

值#图 7$) 27 U完全硬化状态下肌肉中 *4+的

活力水平与该温度蜕壳后 4 > 的活力水平相当

#7D3138$"但 49 和 22 U在硬化状态下 *4+的

活力显著低于同温度下软壳期各时间点 *4+的

活力#7>3138$)

图 >+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肌肉中 2T的活力

D4E*>+/<60%;4Q4;467HJ2T4:;<6587%F6HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

图 B+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肌肉中 ]T的活力

D4E*B+/<60%;4Q4;467HJ]T4:;<6587%F6HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

图 C+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

肌肉中 L&]的活力

D4E*C+/<60%;4Q4;467HJL&]4:;<6587%F6HJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

55统计结果显示"温度和时间点的双因子交互

作用对三疣梭子蟹肌肉组织的 6N&+N和 *4+

活力影响差异均极显著#7>3134$)

,*.+温度对钙化过程中三疣梭子蟹鳃中 2T%

]T和 L&]活力的影响

温度对钙化过程中三疣梭子蟹鳃中 6N&+N

和 *4+活力的影响分别见图 0 B图 1) 由图 0 可

以看出"/ 个温度下"三疣梭子蟹鳃组织中 6N的

活力随钙化时间的延长总体呈下降趋势"均在蜕

壳后 4 > 有最大值"在完全硬化时有最小值"且显

著低于其他时间点 6N的活力#7>3138$) 三疣

梭子蟹鳃中 +N的活力在 49 和 27 U下"随钙化

时间的延长"在软壳期先呈上升趋势"在蜕壳后

47 > 达最大值"到完全硬化时活力下降并显著低

于蜕壳后 47 > 的活力 #7>3138 $ #图 9 $) 而

22 U鳃中 +N的活力在蜕壳后 4 > 达最大值"其

他时间点 +N活力的变化不明显) 在 / 个温度

下"梭子蟹鳃中 *4+的活力随钙化时间的延长"

基本呈下降趋势"只在 49 U时蜕壳后 47 > 其活

力突然升高#图 1$) 完全硬化时梭子蟹鳃中*4+

的活力显著低于软壳期各时间点 *4+的活力

#7>3138$)

统计结果显示"温度和时间点的双因子交互

作用对三疣梭子蟹鳃组织的 6N和 +N的活力影

响差异不显著#7D3138$%对 *4+的活力影响差

异极显著#7>3134$)

0//4
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图 V+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

鳃中 2T的活力

D4E*V+/<60%;4Q4;467HJ2T4:;<6E4FFHJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

图 $+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

鳃中 ]T的活力

D4E*$+/<60%;4Q4;467HJ]T4:;<6E4FFHJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

图 X+不同温度下三疣梭子蟹钙化过程中

鳃中 L&]的活力

D4E*X+/<60%;4Q4;467HJL&]4:;<6E4FFHJ

7)'#%'&3*#.&1"'&$9834:E ;<6%0F%4J4%0;4H:G3H%677

0;94JJ636:;;65G630;8367

/5讨论

.*)+温度对三疣梭子蟹钙化过程中无氧代谢的

影响

能量代谢酶作为调控甲壳类动物机体能量代

谢过程的重要蛋白类物质"受温度影响明显"在调

控生物体各种化学反应时具有最适温度范围"超

过此范围酶活力大大降低) 动物体进行糖代谢

时"首先将葡萄糖糖酵解成丙酮酸"同时为机体提

供少量能量) 6N和 +N是糖酵解过程中重要的

变构调节酶) 6N作为糖酵解途径重要的限速酶

之一"对于控制糖酵解过程的速率起关键作用%

+N催化的由葡萄糖转变为葡萄糖 67 6磷酸的

反应为放热反应"对糖酵解有重要调节作用) 6N

和 +N的活力能够反映糖酵解水平的高低
'43(

)

研究表明"低温条件下"变温动物可以通过维

持较高的糖酵解速率"提高其对低温的耐受

性
'44(

) '28/O 等
'42(

研 究 了 圣 保 罗 对 虾

#M"'("0&%$%0"%*-$"*)%0-,-$在高温 #27 U$和低

温#23 U$条件下 6N的活力"也发现低温条件下

6N活力的升高可以抵消低温对对虾的不良影响)

本研究中"低温条件下梭子蟹肌肉中的 6N活力

较高"有利于梭子蟹维持较高的糖酵解速率"进而

促进 &G6生成和 %&4

?

再生"支持了上述结论)

与常温#22 U$相比"高温#27 U$下三疣梭子蟹

肌肉中的 6N活力在蜕壳后 4 B9 > 明显升高"说

明在高温下梭子蟹肌肉中的糖酵解速率加大"其

原因可能是因为高温接近糖酵解酶系的最适温

度"酶活力较高"这与 .2??2I

'4/(

对甲壳动物进行温

度适应时机体内酶系调控的研究结果相一致) 此

外"本研究中高温和低温条件下肝胰脏和鳃中 6N

活力的峰值均出现在梭子蟹蜕壳后 4 B2 >"表明

梭子蟹蜕壳后 4 B2 > 有较大的糖酵解速率"这可

能与钙化初期梭子蟹呼吸代谢较弱"机体缺氧导

致能量主要由糖酵解作用供给有关"而此时梭子

蟹肝胰脏和鳃中的 *4+的活力较低"9 > 后才逐

渐升高"支持了以上推论)

研究表明"+N活力的变化取决于动物机体

对葡萄糖的利用情况
'4(

) 本研究中"梭子蟹肝胰

脏中 +N活力在 / 个实验温度下随钙化过程的进

行呈递减趋势"且显著高于完全硬化时的活力"说

明蜕壳后的梭子蟹对葡萄糖的利用能力随钙化程

度加强而逐渐减弱) 而梭子蟹鳃中 +N活力的变

9//4
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化趋势与肝胰脏中相反"说明鳃对葡萄糖的利用

能力随钙化过程的进行而提高"这种差异可能与

不同组织在梭子蟹蜕壳后钙化过程中对葡萄糖的

利用能力不同有关)

.*,+温度对三疣梭子蟹钙化过程中有氧代谢的

影响

有研究发现变温动物体内可能存在一套补偿

适应机制"当外界环境温度变化时"动物通过调整

自身有氧代谢和内脏膜活动的相关酶活力来适应

环境温度
'4:(

) *4+参与三羧酸循环途径"与三

羧酸循环中的其它酶不同"*4+是唯一嵌入到线

粒体内膜中的酶"因而 *4+作为线粒体的一个重

要组成部分"其活力可在一定程度上反映有氧代

谢的水平
'/(

) 本研究表明"/ 个温度下梭子蟹肝

胰脏中 *4+的活力在蜕壳后 47 > 内呈逐渐升高

的趋势"说明肝胰脏在钙化过程中"三羧酸循环作

用逐渐加强"可以补充糖酵解作用减弱而产生的

供能不足"而硬壳状态下 *4+的活力显著低于软

壳状态#7>3138$"这可能是由于伴随梭子蟹外

壳的钙化"钙&镁等离子的吸收和转运等主动运输

导致的能量消耗高) 相比之下"硬壳状态的梭子

蟹代谢相对稳定"*4+的活力即下降到一般水

平) 在 / 个温度下"*4+的活力均随钙化过程的

进行呈先上升后下降的趋势"表明三疣梭子蟹肝

胰脏中这种供能机制的转变与环境温度无关"与

其对能量的需求有关) 三疣梭子蟹肌肉组织中

*4+的活力在 / 个温度下的峰值出现在 2 B9 >"

但低温#49 U$的峰值#48199 #58< 3I/?$明显低

于高温#27 U$的峰值#23129 #58< 3I/?$"另外

其鳃中低温下前 9 > 的 *4+活力 #7149 B0112

#58< 3I/?$ 明显 低 于 高 温 下 前 9 > 的 活 力

#0123 B4/119 #58< 3I/?$"说明相对于低温而

言"高温条件下梭子蟹的肌肉和鳃中有氧代谢的

加强更显著"而有氧代谢能力的提高保证了蟹体

的持续游动) 很多研究表明"随环境温度升高"蟹

类的活动量加大&摄食量增多&耗氧率和排氨率增

加
'48 649(

"支持了本研究的结论) 而低温条件下虾

蟹类有氧代谢水平的降低与其活动量的减少及耗

氧率&排氨率的降低的趋势相一致
'41 623(

)

本研究还发现温度和钙化时间点的双因子交

互作用对三疣梭子蟹肌肉中糖酵解酶系和 *4+

的活力影响极显著%对肝胰脏和鳃中的 *4+的活

力影响也极显著"表明温度和钙化时间点对三疣

梭子蟹无氧代谢和有氧代谢有明显的交互效应)

综上所述"在钙化过程中"低温条件下三疣梭

子蟹的糖酵解作用无明显的变化"而三羧酸循环

有较明显的减弱趋势"其中三疣梭子蟹肌肉和鳃

中的 *4+活力明显低于高温条件"表明低温确实

可以延长其蜕壳后的软壳时间)
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