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急性碱度胁迫对中华绒螯蟹抗应激、抗氧化
能力和肌肉组织结构的影响
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摘要：

 【目的】探究急性碱度胁迫对中华绒螯蟹生理代谢的影响机制。
 【方法】设立对照组 (0 mmol/L)和碱度组 (60 mmol/L)以及 4个处理时
间 (0、6 、12 和 24 h)，研究急性碱度胁迫对中华绒螯蟹肝胰腺抗应激
及发育关键调控基因 mTOR 和 AKT 基因的 mRNA表达、抗氧化能力
指示酶过氧化氢酶 (CAT)、总抗氧化能力 (T-AOC)、丙二醛 (MDA)以
及能量代谢关键组织肌肉组织结构的影响。
 【结果】碱度胁迫 6 h后，AKT 基因的表达先升后降，但 24 h时仍显著
高于对照组；胁迫 6 h后，mTOR 表达显著升高，且持续高表达。胁迫
6 h时，中华绒螯蟹肝胰腺 CAT活性显著降低，随着胁迫时间的延长，
CAT活性并无显著变化。碱度胁迫 24 h时肝胰腺 T-AOC水平显著上
升。随着胁迫时间的延长，肝胰腺 MDA含量显著上升，胁迫 24 h
时达到峰值。碱度胁迫 6 h时，中华绒螯蟹肌肉组织结构无显著变化。
 【结论】6 h急性碱度胁迫未对肌肉组织结构产生显著影响，抗氧化酶
T-AOC含量升高、抗应激及发育相关基因 (AKT、mTOR)出现上调表
达以积极应对碱度胁迫。本研究旨在为今后探讨中华绒螯蟹盐碱环境
抗逆机制，进而更好地开展中华绒螯蟹盐碱地养殖提供理论指导。
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盐碱水是分布于陆地区域的非海洋性咸水资源[1]，但由于盐碱度

和 pH较高，离子组成成分复杂，盐碱水既不能为人畜饮用，也不能

直接应用于农业生产。我国盐碱水资源丰富，遍及 19个省市和自治区
[2]，大力开展盐碱水养殖是有效利用我国丰富盐碱水资源的重要途径。

现今已有成功利用盐碱地开展水产养殖的事例，如张浩钿等[3] 在库尔

勒垦区通过盐碱水无害化处理技术将盐碱水处理转化为渔业用水，成

功养殖尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)。么宗利等 [4] 研究表明经过

从低盐度到高盐度的梯度驯化，尼罗罗非鱼和以色列红罗非鱼 (Oreo-
chromis spp.)均可适应一定盐度的咸水，且以色列红罗非鱼在咸水中

的养殖性能较佳。冯广朋等 [5] 研究表明史氏鲟 (Acipenser schrenckii)
经海水驯养后可进行海水养殖。王建钢等 [6] 研究表明点带石斑鱼
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(Epinephelelus malabaricus)对盐度变化具有很强

的适应能力，不仅能在海水中养殖而且也可在

河口及低盐地区进行养殖。郝俊等 [7] 在天津地

区推广盐碱水凡纳滨对虾 (Litopenaeus van-
namei)健康养殖技术。王慧等 [8] 研究表明中国

明对虾 (Fenneropenaeus chinensis)可移植到内陆

咸水水域进行养殖。杨富亿等 [9] 研究表明凡纳

滨对虾可在吉林省西部 32 mmol/L的盐碱水中

养殖。方伟等[10] 研究表明盐碱水养殖拟穴青蟹 (Scy-
lla paramamosain)的生长速率、肥满度、氨基

酸和脂肪酸含量与正常海水养殖相比无显著差异。
碱度作为盐碱水养殖过程中重要水质参数，

对水产动物生长发育、生理代谢、组织功能等
方面有着重要影响 [11]。现今已有一些甲壳动物
碱度胁迫研究报道，如张秀红等 [1] 研究表明脊
尾白虾 (Exopalaemon carinicauda)可以在低于 8
mmol/L的碳酸盐碱度中生长发育，但高碳酸盐
碱度可能会造成脊尾白虾鳃和肝胰腺组织损伤，
导致其生长受到影响。房文红等 [12] 研究表明，
随着碱度、pH的升高，中国明对虾幼虾的存活
率下降。柳飞等 [13] 研究表明随着碱度的升高，
脊尾白虾的抱卵率、孵化率和幼体成活率都会
降低。魏威等[14] 研究表明在碳酸盐碱度胁迫下，
中国明对虾中 Fc ATG5基因表达量均有所升高，
在碱度胁迫后 12 h达到最高。

中华绒螯蟹 (Eriocheir  sinensis)属十足目
(Decapoda)方蟹科 (Grapsidae)绒螯蟹属 (Erio-
cheir)，因其味道鲜美、营养丰富而深受人们的
喜爱，是我国重要的经济水产动物 [15]。目前有
关碳酸盐碱度对中华绒螯蟹的影响研究较少，
仅见有关中华绒螯蟹盐碱耐受性及盐碱胁迫对
其渗透调控关键组织的影响研究[15-16]。

本研究开展了 24 h急性碱度胁迫对中华绒
螯蟹抗应激及发育关键调控基因 mTOR、AKT
表达、抗氧化酶CAT活性以及抗氧化指标T-AOC、
MDA和能量代谢关键组织 (肝胰腺)的影响研
究，旨在探讨中华绒螯蟹应对碱度胁迫的应答
机制，为今后进一步揭示盐碱条件下中华绒螯
蟹机体调控机制提供理论参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验对象

实验所用中华绒螯蟹来自江苏好润集团河

蟹养殖基地，选取体质健壮、规格整齐、附肢

完整的中华绒螯蟹作为实验用蟹，体重为

(54.48±7.01) g。实验开始前在玻璃水缸中暂养，

暂养期间每日早晚投喂中华绒螯蟹专用饲料，

投喂量为蟹体重的 5%，持续充氧，每日换水

1/2，每日吸污 1次。实验全程采用充分曝气的

自来水，水温为 (22±1) °C，pH为 7.8。实验前

1天停止投喂。本研究获得了中国水产科学研

究院淡水渔业研究中心实验动物管理和使用伦

理委员会批准，实验过程中操作人员严格遵守

中国水产科学研究院淡水渔业研究中心伦理规

范，并按照中国水产科学研究院淡水渔业研究

中心伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.2    实验设计与样品采集

正式实验时挑选规格基本一致的健康中

华绒螯蟹 120只，设立对照组和碱度组，每组

设定 3个平行，每个平行放养 20只。碱度组添

加 NaHCO3，达到碱度 60 mmol/L，实验期间不

投喂饲料。在碱度胁迫 0、6、12和 24 h时，

各胁迫时间点每组采集 3只蟹的肝胰腺组织，

迅速置于液氮冷冻，于−80 °C冰箱备用，测定

抗应激关键调控基因的表达。采集各组蟹的肝

胰腺组织，迅速置于冰上保存，于−20 °C冰箱

备用，测定抗氧化酶活性。采集胁迫 0和 6 h
蟹的步足肌肉组织，用 Bouin氏液固定，制作

苏木精伊红 (H.E)染色石蜡切片。 

1.3    抗应激及发育关键调控基因表达的测定

用RNAiso plus试剂 [宝日医生物技术 (北京)
有限公司 ]提取中华绒螯蟹肝胰腺总 RNA。提

取的 RNA使用超微量分光光度计  NanoPhoto-
meter N50 (IMPLEN，德国)测量吸光度 OD260/280

的比值及 RNA浓度，OD260/280 比值均为 1.80~
2.00，RNA可用于 cDNA反转录反应。

cDNA 的合成按照 PrimeScriptTM RT reagent
Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)[宝日医

生物技术 (北京)有限公司 ]说明书进行两步反

应：首先去除基因组 DNA，反应体系：5  ×
gDNA  Eraser  Buffer  2.0  μL、 gDNA  Eraser  1.0
μＬ、Total RNA 1 μL、补 RNA Free dH2O至 10
μL，反应条件为 42 °C 2 min，然后进行反转录

反应，反应体系：PrimeScript RT Enzyme Mix I
1.0  μL、RT Primer  Mix 1.0  μL、5 × PrimeScript
Buffer  2  (for  Real  Time)  4.0  μL、 RNase  Free
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dH2O 4 μL、步骤 1反应液 10 μL，反应条件为

37 °C 15 min，85 °C 5 s，4 °C。
实验所用引物根据 NCBI公布的中华绒螯

蟹相关基因，利用 Primer Premier 5 软件设计引

物 (表 1)。

2−∆∆Ct

采用嵌合荧光法进行实时荧光定量 PCR扩

增反应，按照 PrimeScriptTM RT Master Mix (Per-
fect Real Time) [宝日医生物技术 (北京)有限公

司 ]说明书进行操作。总反应体系 25 μL，其中

TB  Green  Premix  Ex  TaqⅡ (Tli  RNaseH  Plus)
(2×)12.5  μL、PCR  Forward  Primer  (10  μmol/L)  l
μL、PCR  Reverse  Primer  (10  μmol/L)  l  μL、RT
反应液 (cDNA溶液) 2 μL、灭菌水 8.5 μL。反

应条件：预变性 95 °C 30 s；PCR反应 95 °C 5 s，
60 °C 30 s，循环 40次。以 β-actin 为内参，对

各样品 Ct 值进行均一化处理，用 法计算

不同应激时间点目的基因相对表达量。 

1.4    抗氧化酶活性的测定

采集碱度胁迫各时间点中华绒螯蟹肝胰腺

组织，测定 CAT的活性、MDA的含量和 T-
AOC。酶活性的测定均采用南京建成生物工程

研究所试剂盒进行测定，其中总蛋白的测定采

用考马斯亮蓝法。 

1.5    肌肉 H.E 染色石蜡切片的制作

采集各胁迫时间点中华绒螯蟹步足肌肉组

织，固定于 Bouin氏液中，以制作 H.E石蜡切

片：梯度酒精脱水→石蜡包埋→切片 (厚度约

为 5 μm)→展片→H.E染色→中性树胶封片→过

夜干燥→显微镜观察→拍照。依据基因荧光定

量分析结果，选择相应胁迫时间点进行组织学

分析。 

1.6    数据分析

所得数据以平均值±标准差 (mean±SD)表
示，采用 SPSS Statistics 20.0软件对数据进行单
因素方差分析 (One-Way ANOVA)，采用Duncan氏
法进行多重比较分析，采用双因素方差分析
(Two-Way ANOVA)探讨胁迫时间和碱度对中
华绒螯蟹抗氧化能力及发育相关基因的影响，
以 P<0.05为显著差异水平。 

2    结果
 

2.1    急性碱度胁迫下中华绒螯蟹抗应激及发育

关键基因的表达

碱度胁迫 6 h，与对照组相比，AKT 基因
的表达水平显著升高 (P<0.05)，胁迫 12和 24 h
后显著降低 (P<0.05)，但仍显著高于对照组水
平 (P<0.05)。碱度胁迫 6  h，与对照组相比，
mTOR 基因的表达水平显著升高 (P<0.05)，并且
在 12、24 h均持续高表达，均显著高于对照组
(P<0.05) (图 1)。双因素方差分析结果显示，胁
迫时间和碱度对 AKT、mTOR 基因表达的影响
均显著 (P<0.05)，且交互作用对 AKT、mTOR
基因表达的影响也显著 (P<0.05) (表 2)。 

2.2    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹抗氧化酶活性

的影响

碱度胁迫 6 h中华绒螯蟹 CAT活性显著降
低 (P<0.05)，随着胁迫时间的延长，CAT活性
并无显著变化 (P>0.05)，均显著低于对照组
(P<0.05)。碱度胁迫 6 和 12 h，与对照组相比，
T-AOC无显著变化 (P>0.05)，胁迫 24 h时 T-
AOC显著上升 (P<0.05)。碱度胁迫 6 h后 MDA
的含量无显著变化 (P>0.05)，碱度胁迫 12 h，
随着胁迫时间的延长，MDA含量显著上升
(P<0.05) (图 2)。双因素方差分析结果显示，碱
度对 CAT活性的影响显著，但胁迫时间对
CAT活性的影响不显著 (P>0.05)，二者的交互
作用也不显著 (P>0.05)。胁迫时间和碱度对 T-
AOC、MDA含量的影响均显著，且交互作用也
显著 (P<0.05) (表 3)。 

2.3    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹肌肉组织结构

的影响

荧光定量分析结果显示，碱度胁迫 6 h时
差异显著。对 0和 6 h中华绒螯蟹的步足肌肉

进行组织学分析 (图版 )，发现其步足肌肉为

 

表 1    实时荧光定量 PCR 引物

Tab. 1    Primers for qRT-PCR

基因
gene

引物
primer

序列(5′→3′)
sequence(5′→3′)

AKT qAKT-F GAGCACATCAAGAACTGGCGAC

qAKT-R CAGACTCCGTAGCCCCACCAG

mTOR qmTOR-F GGTCCTGAATCAGAGGAACAGTCG

qmTOR-R CAGAATGGAGATGGCATGTTCC

β-actin qβ-actin-F GTACCACCGGCATCGTGCTC

qβ-actin-R GATGTCTCGCACGATTTCTCGC
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横纹肌，对照组步足肌细胞核呈圆形或梭形，
位于细胞的边缘，肌纤维排列整齐、横纹清晰
(图版-1)，碱度组中华绒螯蟹肌肉未出现明显变
化 (图版-2)。 

3    讨论
 

3.1    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹抗应激关键调

控基因的影响

mTOR-AKT 信号通路是细胞内重要信号转
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图 1    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹发育

相关基因表达的影响

不同的小写字母表示不同胁迫时间下差异显著 (P<0.05)，“*”表示

对照组与碱度组在同一胁迫时间点差异显著 (P<0.05)，下同。

Fig. 1　Effect of acute alkalinity stress on expression of
anti-stress and development related genes in E. sinensis

Different  lowercase  letters  in  the  figure  indicate  significant  differences
under  different  stress  times  (P<0.05), "*"  indicates  significantly   differ-
ence between control group and alkalinity group at the same stress time
point (P<0.05), the same below.

 

表 2    碱度和胁迫时间对 AKT、mTOR 基因表达

影响的双因素方差分析

Tab. 2    Two-Way ANOVA on the effects of alkalinity
and stress time on AKT and mTOR gene expression

变异来源
source of
variation

自由度
degree of
freedom

AKT mTOR

F P F P

碱度
alkalinity

1 773.674 <0.001 173.545 <0.001

时间
time

3 316.089 <0.001 21.402 <0.001

碱度×时间
alkalinity × time

3 316.089 <0.001 21.402 <0.001
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图 2    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹抗氧化酶活性的影响

Fig. 2　Effect of acute alkalinity stress on the activities of
antioxidant enzymes in E. sinensis
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导通路之一，在维持细胞增殖、存活和凋亡中

发挥关键作用 [17]。AKT 作为 mTOR-AKT 信号通

路中的关键基因，能够通过磷酸化其他蛋白质

的方式传导多种信号产生的刺激，参与细胞增

殖、细胞代谢等多种细胞过程，在生物的生长

发育、抗应激及免疫应答过程中均发挥重要调

控作用 [18]。在本研究中，碱度胁迫 6 h后 AKT
的表达水平显著上调，以发挥积极的抗应激调

控作用。在 12及24 h后其表达出现下调但仍显

著高于对照组水平 (P<0.05)，这是机体逐渐适

应外界环境刺激的结果。Zhou等 [19] 对罗氏沼

虾 (Macrobrachium  rosenbergii)的 研 究 表 明 ，

AKT 在氨基氮或亚硝酸盐过程中持续高表达，

有先升后降的趋势。迟艳红等[20] 对中国明对虾

的研究发现，对虾经过溶壁微球菌 (Micrococ-
cus lysodeikticus)刺激后 1 h，AKT 表达明显上

调，刺激 3和 6 h后表达下调，在 24 h后表达

量与对照组无显著差异，上述研究结果与本研

究结果相似，体现了 AKT 在抗应激及免疫应答

中的一种迅速的响应模式。

在机体细胞中，mTOR 信号通路接收来自

于营养、生长因子或者环境胁迫等信号，通过

调控细胞的合成代谢和分解代谢，实现对细胞

生长和生理活动的精确调控 [21]。当细胞处于营

养充足的良好环境中时，mTOR 被激活以抑制

自噬的发生；当细胞饥饿或经历恶劣条件时，

mTOR 被抑制，增强细胞自噬 [22]。本研究结果

显示，碱度胁迫 6 h后，mTOR 表达显著上调，

且持续高表达，这是机体为了减少因细胞自噬

导致的损伤，应对外界碱度应激的结果。在本

研究中，mTOR 与 AKT 的表达变化大致相似，

均为胁迫 6 h后显著上调，在 12及 24 h时表达

有所下调，但显著高于对照组，两种基因在碱

度胁迫过程中发挥协同作用，对于中华绒螯蟹

抗碱度胁迫共同发挥正向调控作用。Su等[23] 研

究表明，在高碱度 (47 mmol/L)胁迫过程中，中

华绒螯蟹鳃中的信号转导和调节途径，包括

mTOR 信号通路得到了富集，与本研究结果一

致，体现了 mTOR 通路基因在应对碱度等外界

因子应激时的重要调控作用。 

3.2    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹抗氧化酶活性

的影响

在环境胁迫条件下，生物体会产生过量的

活性氧，从而引起氧化应激，机体通过抗氧化

体系清除过多的氧自由基[24]。CAT是生物体内

抗氧化系统中非常重要的酶，可将 H2O2 转化

成 H2O和 O2，减少 H2O2 对组织的损伤，在生

物体抵御因外界不利因素而引起的氧化损伤中

发挥重要作用 [25]。细胞膜脂质过氧化过程是氧

化损伤的主要机制之一，MDA是脂质过氧化发

生的产物，可以在一定程度上反映机体的氧化

损伤[14]。T-AOC能够反映机体自由基的代谢状

态和抗氧化系统的工作能力，可作为反映体内

组织抗氧化功能的良好指标[26]。

在本研究中，碱度胁迫 24 h内，中华绒螯

蟹肝胰腺中的 CAT及 MDA分别出现了显著下

调和上调的表达模式，体现了碱度胁迫对其肝

胰腺的影响。另一方面，反映中华绒螯蟹肝胰

腺整体抗氧化功能的 T-AOC酶在 6及 12 h未

出现显著下调表达，而在 24 h时出现了显著上

调表达，体现了中华绒螯蟹在应对碱度胁迫时，

在抗氧化调控上做出的积极应答。Zhang等 [27]

的研究表明，在不同浓度盐碱胁迫下，中华绒

螯蟹 T-AOC呈上升趋势且显著高于对照组。Li

 

表 3    碱度和胁迫时间对中华绒螯蟹抗氧化能力影响的

双因素方差分析

Tab. 3    Two-Way ANOVA on the effects of alkalinity
and stress time on the antioxidant capacity of E. sinensis

变异来源
source of
variation

自由度
degree of
freedom

CAT T-AOC MDA

F P F P F P

碱度
alkalinity

1 14.239 0.002 7.290 0.016 76.100 <0.001

时间
time

3 1.706 0.206 5.425 0.009 31.648 <0.001

碱度×时间
alkalinity × time

3 1.706 0.206 5.425 0.009 31.648 <0.001

 

mf mf

1 250 μm 50 μm
 

图版    中华绒螯蟹肌肉组织切片

1和 2分别为中华绒螯蟹对照组、碱度组肌肉组织切片。箭头表

示细胞核，mf.肌纤维。

Plate 　Muscle tissue section of E. sinensis
1 and 2 show the muscle tissue sections of the control group and alkalin-
ity group of E. sinensis,  respectively. The arrow represents the nucleus,
mf represents muscle fiber.
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等 [28] 的研究也表明，在 96 h内，处于碱度为

18.25和 35.41  mmol/L的 中 华 绒 螯 蟹 T-AOC
水平均呈先升高后降低的趋势。本研究结果与

上述研究结果相似，在胁迫初期，中华绒螯蟹

T-AOC无显著变化，表明开始胁迫时，机体产

生大量 ROS，相关抗氧化酶活性被抑制，24 h
后机体逐渐适应环境变化，相关抗氧化酶活性

恢复，T-AOC显著上升，体现了中华绒螯蟹肝

胰腺在应对碱度胁迫引起的氧化应激中发挥的

正向调控作用。 

3.3    急性碱度胁迫对中华绒螯蟹肌肉组织结构

的影响

骨骼肌是生物体内重要的肌肉组织，是机
体最大的糖原储存器官，也是胰岛素刺激条件
下处理葡萄糖的主要部位。肌肉收缩将葡萄糖
转运体从细胞内转运到质膜和 T小管，增加骨
骼肌葡萄糖摄取，进而控制体内血糖和代谢稳
态，在机体能量代谢中发挥重要作用 [29]。本研
究中，碱度胁迫 6 h后，许多机体抗应激、抗
氧化等基因与酶均出现显著上调表达，以利于
发挥维护机体内稳态的作用。采集的 6 h时肌
肉组织切片也表明，胁迫后对组织结构无显著
影响，体现了肌肉组织对中华绒螯蟹抗碱度胁

迫的积极应答作用。 

4    结论

研究表明，在 24 h内的急性碱度胁迫中，

中华绒螯蟹抗氧化系统作出了积极应答，与此

同时，肝胰腺中抗应激相关基因 AKT 和 mTOR
等显著上调表达以应对碱度胁迫。6 h的急性碱

度胁迫并未对中华绒螯蟹肌肉组织结构产生显

著影响。本研究揭示了中华绒螯蟹对于 24 h急

性碱度胁迫具有一定的耐受性，为今后深入开

展中华绒螯蟹碱度胁迫应答机制提供了理论参

考。今后可继续开展中华绒螯蟹的慢性碱度以

及盐碱胁迫应激应答研究，为促进中华绒螯蟹

盐碱地养殖业的发展提供理论参考。
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Effects of acute alkalinity stress on anti-stress, antioxidant capacity and
muscle tissue structure of Eriocheir sinensis

CHEN Han 1,     QIU Qiyong 1,     WANG Meiyao 1,2*

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi　214081, China;
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,

Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi　214081, China

Abstract: China  possesses  abundant  saline-alkali  water  resources  that  are  currently  underutilized.  Developing  saline-alkali

water  aquaculture could transform these abandoned resources into valuable assets and enhance fishery production.  This  study

aimed to investigate the effects of acute alkalinity stress on the physiological metabolism of Eriocheir sinensis. A control group

(0 mmol/L) and an alkalinity group (60 mmol/L) were established, with four treatment times (0, 6, 12, and 24 h) to examine the

impacts of acute alkalinity stress on the mRNA expression of anti-stress and developmental regulatory genes (mTOR and AKT)

in  the hepatopancreas of E. sinensis,  as  well  as  antioxidant  capacity  indicators [catalase  (CAT),  total  antioxidant  capacity  (T-

AOC), malondialdehyde (MDA)] and muscle tissue structure, which are key tissues for energy metabolism. Results showed that

after 6 h of alkalinity stress, AKT gene expression increased and then decreased, but remained significantly higher than the con-

trol  group  at  24  h  (P<0.05).  mTOR  expression significantly  increased  after  6  h  of  stress  (P<0.05)  and  remaind   highly

expressed. CAT enzyme activity in the hepatopancreas of E. sinensis significantly decreased after 6 h of stress (P < 0.05). T-

AOC levels in the hepatopancreas significantly increased after 24 h of alkalinity stress (P<0.05), while MDA content signific-

antly  increased  with  prolonged  stress,  peaking  at  24  h  (P<0.05).  Muscle  tissue  structure  in E.  sinensis was  not  significantly

affected by 6 h of alkalinity stress. The observed increases in antioxidant enzyme activity (T-AOC) and upregulation of stress-

resistant  and  developmental   genes  (AKT  and mTOR)  indicated  that E.  sinensis actively  responded  to  alkalinity  stress.  This

study provides theoretical guidance for eluciating the anti-stress mechanisms of E. sinensis in saline-alkali environments and for

the future development of E. sinensis aquaculture.
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