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摘　要：以缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）为实验对象，研究密度（６０和１２０粒／ｍ２）和盐度（２０和３０）对缢蛏渗
透调节和抗氧化水平的影响，实验持续７２ｈ，检测了缢蛏血淋巴Ｎａ＋浓度和Ｋ＋浓度，肝胰腺组织中超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量，以及鳃组织中Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性、钠氢逆向转运蛋白（Ｎａ＋／Ｈ＋

ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ）和膜泡质子泵（ＶＡＴＰａｓｅ）基因表达水平。结果显示：密度和盐度对缢蛏血淋巴 Ｎａ＋浓度、Ｋ＋浓度
无显著交互影响作用，高盐组Ｎａ＋浓度、Ｋ＋浓度显著高于对照组；在实验１２ｈ和２４ｈ时，密度和盐度对Ｎａ＋／
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性的影响具有显著交互作用，并且高盐度组和高密度组 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性均显著高于对照
组；在各时间点，各实验组ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量显著高于对照组，且密度和盐度对ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量均
有显著的交互作用；高盐度组和高密度组 Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和 ＶＡＴＰａｓｅ基因的表达均显著高于对照
组。由此可见，高密度和高盐度对缢蛏的渗透调节能力和抗氧化水平具有显著交互作用，研究结果对进一步

探究海水贝类对密度和盐度变化的响应机制提供了理论参考。
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　　海水贝类按盐度耐受性可分为广盐性和狭
盐性贝类，而大多数河口滩涂贝类都具有一定耐

盐能力［１］。盐度是影响海洋动物生长和生存的

重要因素［２］，当盐度变化超出海洋动物的适宜范

围时，需要消耗自身能量进行渗透调节以维持机

体渗透压的稳定［３］。渗透调节的能量转换机制

涉及水和离子交换的生物膜和耦合的离子和穿

过上皮的水通量［４］。鳃是海洋双壳贝类进行渗

透调节的主要器官之一，能够吸收或分泌各种离

子，以调节体内的离子浓度，高盐环境会导致动

物体内过量盐分的持续被动增加和水分流失，多

余的盐主要通过鳃中特殊的富含线粒体的细胞

排出，而这些细胞中含有丰富的膜泡质子泵 （Ｖ
ＡＴＰａｓｅ）、钠钾泵（Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ）等，在离子转
运过程中起重要作用［５６］。

密度也是影响海洋生物生长和生存的重要

因素。养殖密度是决定水产养殖产量的关键因

素之一，同时水产养殖集约化也导致病害问题的

增加［７８］。过度拥挤不仅会影响养殖动物的生长

率［９］和大小规格的均匀性［１０］，而且会对其非表观

的生理性状造成负面影响，如影响其肉质［１１］、激

素水平［１２］、代谢水平［１３］和免疫系统［１４］。

缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）是我国重要的
经济养殖贝类，密度和盐度是养殖过程中的重要

因子。目前密度或盐度单因子对缢蛏的影响主

要集中在对其生长生理变化及最适密度、盐度的

探索上，盐度过高或过低均会引起缢蛏 Ｎａ＋／Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅ活性的升高，另外缢蛏在高密度的养殖环
境中，生长率显著下降［１５１７］，但还未见密度和盐

度双因子条件下的互作效应。本研究探究了密

度与盐度双因子对缢蛏渗透调节能力以及抗氧

化水平的影响，对进一步研究养殖条件对缢蛏生

理和免疫影响提供了理论参考。
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１　材料与方法

１．１　材料
实验所用缢蛏为浙江省台州市三门县本地

群体，挑选规格均匀，体色正常，壳质完好无损，

体质健康的个体，平均体长为（３．３０±０．３５）ｃｍ。
１．２　方法
１．２．１　对缢蛏的采集与处理

实验设置２个密度组：对照组（６０粒／ｍ２）和
高密度组（１２０粒／ｍ２）与 ２个盐度组：对照组
（２０）和高盐组（３０），共４个处理组，分别记为 Ａ
（６０粒／ｍ２、盐度 ２０）、Ｂ（６０粒／ｍ２、盐度 ３０）、Ｃ
（１２０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｄ（１２０粒／ｍ２、盐度３０），
其中Ａ组为对照组，每组设置３个重复。实验开
始后，将缢蛏直接由暂养条件转入各实验处理密

度和盐度环境中，实验期间不喂食，保持水温为

２０～２２℃，且连续充气，每天换水５０％，并去除
动物排泄物。分别在第６、１２、２４、４８、７２小时进行
血淋巴、鳃和肝胰腺的取样，每个重复组中分别

取３只缢蛏进行采样，进行血淋巴 Ｎａ＋、Ｋ＋浓度
的测定、鳃 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性的测定、肝胰腺
ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量的测定以及 Ｎａ＋／Ｈ＋

ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和 ＶＡＴＰａｓｅ基因在鳃组织中的表
达量测定。

１．２．２　血淋巴液Ｎａ＋、Ｋ＋浓度的测定
在缢蛏围心腔处取血淋巴，置于１．５ｍＬ离

心管中。１００μＬ血淋巴液加入 ９００μＬ无水乙
醇，充分混匀，１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ，取
上清液待测血钠浓度。５０μＬ血淋巴液加入４５０
μＬ血钾浓度测定工作液，充分混匀后室温（２５℃
左右），８０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清液待测血
钾浓度。按照索莱宝血钠浓度检测试剂盒和血

钾浓度检测试剂盒说明书操作（北京索莱宝科技

有限公司）进行缢蛏在胁迫后血淋巴 Ｎａ＋、Ｋ＋浓

度的检测。

１．２．３　鳃Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性的测定
鳃组织样品匀浆，８０００×ｇ，４℃离心 １０

ｍｉｎ，取上清液，按照索莱宝Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性
检测试剂盒说明书操作（北京索莱宝科技有限公

司），规定每小时每毫克组织蛋白中 Ｎａ＋／Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅ分解ＡＴＰ产生１μｍｏｌ无机磷的量为１个
酶活力单位。

１．２．４　肝胰腺ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量的测定
肝胰腺组织样品匀浆，８０００×ｇ，４℃离心１０

ｍｉｎ，取上清液，按索莱宝 ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量
检测试剂盒说明书操作（北京索莱宝科技有限公

司）。

１．２．５　Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和ＶＡＴＰａｓｅ基因
的表达

Ｔｒｉｚｏｌ法提取鳃组织总 ＲＮＡ，使用 ＴａＫａＲａ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ反转录成 ｃＤＮＡ，产物于
－２０℃冰箱中保存备用。Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基
因和 ＶＡＴＰａｓｅ基因序列来自于缢蛏转录组文
库，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物 Ｎａ＋／
Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒＦ 和 Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒＲ、Ｖ
ＡＴＰａｓｅＦ和ＶＡＴＰａｓｅＲ，采用ｃＤＮＡ１．６μＬ、２×
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ，日本）１０μＬ、每
个引物０．８μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和 ｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ。
实时荧光定量ＰＣＲ反应结果采用２ΔΔＣｔ法进行比
较分析。

１．３　数据处理
实验数据使用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６进行双

因素方差分析（ＴｗｏＷａｙＡＮＯＶＡ），若出现显著
交互作用，则固定其中１个因素做单因素方差分
析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），多重比较进行各组间测
量指标的差异显著性检验，以 Ｐ＜０．０５为差异显
著。使用ＳＩＧＭＡＰＬＯＴ１２．３软件作图。

表１　实验所用的引物及序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 用途Ｕｓａｇｅ

Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒＦ ＧＣＴＡＣＧＧＴＣＴＣＡＡＣＡＡＡＧ ｑＲＴＰＣＲ
Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒＲ ＣＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＴＣＣＡＴＡＧＡＣＧＡ ｑＲＴＰＣＲ
ＶＡＴＰａｓｅＦ ＴＡＣＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＴＧＣＣＣＣ ｑＲＴＰＣＲ
ＶＡＴＰａｓｅＲ ＡＣＧＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＡＣＧＣ ｑＲＴＰＣＲ
１８ＳＦ ＴＣＧＧＴＴＣＴＡＴＴＧＣＧＴＴＧＧＴＴＴＴ 内参

１８ＳＲ ＣＡＧＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＴＴＡＴＧＧＴＣＡ 内参

６７２
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２　结果与分析

２．１　盐度和密度对缢蛏血淋巴离子浓度的影响
双因素方差分析密度和盐度对缢蛏血淋巴

Ｋ＋浓度的影响，结果显示，密度和盐度对缢蛏血
淋巴Ｋ＋浓度无交互影响作用（Ｐ＞０．０５）。密度
一定时，不同盐度组之间差异显著，Ａ组（对照

组）和Ｃ组缢蛏的血淋巴Ｋ＋浓度始终处于稳定，
Ｂ组和Ｄ组血淋巴 Ｋ＋浓度呈逐渐升高趋势，在
第１２小时达到最高并随后趋于平稳。盐度一定
时，Ａ组和 Ｃ组、Ｂ组和 Ｄ组之间无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。在７２ｈ时，Ｂ组 Ｋ＋浓度比 Ａ组增
加了１５５．９％，Ｄ组比Ｃ组增加了１３３．８％。见图
１（ａ）。

相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ａ（６０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｂ（６０粒／ｍ２、盐度３０）、
Ｃ（１２０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｄ（１２０粒／ｍ２、盐度３０）。
Ｖａｌｕｅｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；Ａ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｂ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ３０），Ｃ（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｄ
（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ３０）．

图１　不同密度和盐度对缢蛏血淋巴Ｋ＋浓度和Ｎａ＋浓度的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙｏｎＫ＋ａｎｄＮａ＋ｌｅｖｅｌｓｉｎｈｅｍｏｌｙｍｐｈｏｆＳ．ｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

　　双因素方差分析密度和盐度对缢蛏血淋巴
Ｎａ＋浓度的影响，结果显示，密度和盐度对缢蛏血
淋巴Ｎａ＋浓度无显著交互作用（Ｐ＞０．０５）。密度
一定时，不同盐度组之间差异显著，Ａ组（对照
组）和Ｃ组缢蛏的血淋巴 Ｎａ＋浓度始终处于平
稳，Ｂ组和 Ｄ组的 Ｎａ＋浓度呈逐渐升高的趋势，
在第 ２４小时达到最高，并随后逐渐趋于稳定。
盐度一定时，同为盐度３０环境下，Ｂ组 Ｎａ＋浓度
高于Ｄ组。盐度２０环境下，Ａ组和 Ｃ组无显著
差异。在７２ｈ时，Ｂ组 Ｎａ＋浓度比 Ａ组增加了
９６．１％，Ｄ组比Ｃ组增加了６９．１％。见图１（ｂ）。
２．２　盐度和密度对缢蛏 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ和抗
氧化水平的影响

以Ａ组为对照组，Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性变化
在Ｂ组和Ｄ组中呈先升高后下降的趋势，且都在
２４ｈ达到最大值，而在Ｃ组中呈现整体下降趋势
［图２（ａ）］。双因素方差分析结果显示：密度和
盐度对Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性的影响在１２ｈ和２４

ｈ具有显著的交互效应（Ｐ＜０．０５）；ＳＯＤ活性和
ＭＤＡ含量变化在 Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组中均整体呈现
先升高后下降的趋势；盐度２０环境下，Ｂ组 ＳＯＤ
活性和ＭＤＡ含量均显著高于 Ａ组，而在盐度３０
环境下，Ｃ组和Ｄ组的ＭＤＡ含量无显著差异［图
２（ｂ）、（ｃ）］。双因素方差分析结果显示，密度和
盐度对ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量有极显著的交互效
应（Ｐ＜０．０１）。
２．３　鳃组织 Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和 Ｖ
ＡＴＰａｓｅ基因表达变化

各实验组 Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因的表达在
环境突变 ６ｈ时显著高于对照组 Ａ组（Ｐ＜
０．０５），随后逐渐降低［图３（ａ）］，在７２ｈ时盐度
２０的Ｃ组、Ａ组之间和盐度３０的Ｂ组、Ｄ组之间
无显著差异（Ｐ＞０．０５）。ＶＡＴＰａｓｅ基因的表达
在各实验组中呈先升高后下降的趋势，Ｂ组、Ｃ
组、Ｄ组ＶＡＴＰａｓｅ基因表达量均在２４ｈ达到最
高［图３（ｂ）］，在相同密度条件下，Ｂ组 ＶＡＴＰａｓｅ

７７２
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基因表达量显著高于 Ａ组，Ｄ组显著高于 Ｃ组
（Ｐ＜０．０５）。双因素方差分析结果显示，密度和

盐度对Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和 ＶＡＴＰａｓｅ基因
的表达有显著的交互效应（Ｐ＜０．０５）。

相同小写字母代表差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。表示密度和盐度存在显著的交互作用。Ａ

（６０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｂ（６０粒／ｍ２、盐度３０）、Ｃ（１２０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｄ（１２０粒／ｍ２、盐度３０）。

Ｖａｌｕｅｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）． ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ．Ａ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｂ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ３０），Ｃ

（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｄ（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ３０）．

图２　不同密度和盐度对缢蛏鳃Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性、ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙｏｎＮａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ，
ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＭＤＡｌｅｖｅｌｉｎｇｉｌｌｏｆＳ．ｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

３　讨论

３．１　密度和盐度对缢蛏血淋巴离子浓度的影响
在水产养殖中，非生物环境因素（即温度、盐

度、光周期等）的变化，以及与养殖相关的操作

（如运输、饲养密度）会引发多种生理反应，并影

响其代谢、渗透调节等功能［１８］。离子浓度是海洋

生物渗透调节研究的重要评价指标，海洋生物可

以通过离子调节适应水环境的变化，当环境胁迫

压力超出自身调节的能力则会引起死亡，鳃是调

节渗透压的重要器官，其中含有大量的氯细胞，

氯细胞是海洋生物体内过量离子的主要排泄部

位［１９］。在高渗环境中，缢蛏血淋巴渗透压低于水

体渗透压，机体被动失水，为补偿失水，缢蛏开始

大量吸收海水并摄入大量 ＮａＣｌ，血淋巴中Ｎａ＋迅
速升高，在低渗环境中则反之［２０］。在本研究中，

水环境盐度突变后，缢蛏通过提高体内相应的离

子转运酶活力进行主动渗透调节，血淋巴中 Ｎａ＋

和Ｋ＋浓度迅速升高，而短时间内逐渐趋于稳定。
由此可见，缢蛏具有一定的渗透压平衡调节能

力，能适应一定范围内的盐度变化。盐度和密度

对缢蛏血淋巴离子浓度无显著交互作用，在相同
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盐度环境下，高密度组和对照组之间 Ｎａ＋、Ｋ＋浓
度均无显著差异，表明密度对缢蛏血淋巴离子浓

度没有影响。

相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表示密度和盐度存在显著的交互作用。Ａ

（６０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｂ（６０粒／ｍ２、盐度３０）、Ｃ（１２０粒／ｍ２、盐度２０）、Ｄ（１２０粒／ｍ２、盐度３０）。

Ｖａｌｕｅｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）． ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ．Ａ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｂ（６０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ

３０），Ｃ（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ２０），Ｄ（１２０ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ／ｍ２，ｓａｌｉｎｉｔｙ３０）．

图３　不同密度和盐度下缢蛏鳃中Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和ＶＡＴＰａｓｅ基因的表达

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｎｄＶＡＴＰａｓｅｇｅｎｅｉｎｇｉｌｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｌｉｎｉｔｙａｎｄｄｅｎｓｉｔｙ

３．２　密度和盐度对缢蛏 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性
和抗氧化水平的影响

渗透调节是一个需要能量的过程，等渗盐度

使渗透调节压力和渗透调节成本最小化，并增加

可用于生长或生存的能量［２１］。Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ
是一种离子转运酶，是调节渗透压非常重要的一

种酶，在鳃等离子转运组织中有极高的表达水

平［２２］。当介质的盐度接近或略高于血淋巴的盐

度时，鳃Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性最低，鳃 Ｎａ＋／Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅ活性被用作渗透调节能量学的指标［２３］。

在本研究中，盐度３０组 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性显
著高于盐度２０组，这与凡纳滨对虾高盐胁迫后
的结果［２４］类似。另外，在盐度２０环境中，高密度
组Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性显著高于低密度组，并且
双因素方差分析结果显示，在环境突变１２ｈ和２４
ｈ密度和盐度对 Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性具有互作
效应，表明高密度也对渗透调节有影响，这与高

密度 饲 养 的 巴 塔 哥 尼 亚 鲇 鱼 （Ｅｌｅｇｉｎｏｐｓ
ｍａｃｌｏｖｉｎｕｓ）结果［２５］类似。

本研究发现，高密度和高盐度均会引起缢蛏

的氧化应激反应，并且两种因子对某些生理生化

指标具有显著的交互作用。氧化应激反应是指

氧自由基反应和脂质过氧化反应，是机体新陈代

谢活动重要的组成部分［２６］。超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）具有将超氧化物快速转化为过氧化氢的
能力，因此它在细胞内信号传导和氧化应激调节

中都至关重要［２７］。ＭＤＡ是氧化应激反应中的一
种过氧化产物，氧自由基作用于脂质的不饱和脂

肪酸生成过氧化脂质，后者分解形成 ＭＤＡ［２８］。
ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量的变化可以准确地反映机
体内自由基的代谢情况，对判断机体的健康状况

及抗氧化防御能力具有重要意义［２９］。在本研究

中，高密度组的 ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量显著高于
对照组，说明密度达到１２０粒／ｍ２时对缢蛏产生
了拥挤胁迫，并且密度和盐度对 ＳＯＤ活性和
ＭＤＡ含量具有显著交互影响作用，本实验中 Ｄ
组的ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量显著高于其他３组，
说明在高密度和高盐度双因素影响下会引起缢

蛏更强烈的氧化应激反应。相关研究［３０］表明，随

着养殖密度的升高，虾夷扇贝 （Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ
ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）的耗氧率、排氨率逐渐升高，生长率逐
渐下降，即高密度增加了虾夷扇贝呼吸、排泄的

能量消耗。牙鲆幼鱼（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）在高
饲养密度下，胰蛋白酶活性和免疫参数水平显著
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升高［３１］。凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）在
高盐胁迫下存活率显著降低，ＴＳＯＤ和 ＣＡＴ活性
随盐度升高均呈现出先升高后降低的趋势［３２］。

３．３　密度和盐度对 Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和
ＶＡＴＰａｓｅ基因表达的影响

Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ是一种普遍存在的跨膜蛋
白，在从细菌到人类等几乎所有生物体内都发挥

着重要的生理作用［３３］。这些反转运体介导单价

阳离子（主要是 Ｎａ＋、Ｌｉ＋，有时是 Ｋ＋）与质子穿
过细胞膜的交换，因此在维持细胞 ｐＨ稳态和挤
出单价阳离子（主要是 Ｎａ＋）方面具有普遍的生
理作用［３４］。ＶＡＴＰａｓｅ通过水解ＡＴＰ产生的能量
将Ｈ＋泵出膜外，在顶部质膜外形成电势差，促进
Ｎａ＋通过Ｎａ＋通道等进入膜内以完成离子交换。
在本研究中，Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ基因和 ＶＡＴＰａｓｅ
基因表达在环境突变后迅速上升，可能是盐度突

变后，缢蛏需要调节体内离子平衡，随着体内各

种离子浓度相对稳定，Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ和 Ｖ
ＡＴＰａｓｅ基因表达量也逐渐下调并恢复至稳定，这
与三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）在盐度变
化后Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ和ＶＡＴＰａｓｅ基因表达量
的变化基本相似［３５］，说明 Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ和
ＶＡＴＰａｓｅ可以帮助离子转运进而调节渗透平衡。
另外，高密度同样引起了Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ和Ｖ
ＡＴＰａｓｅ基因表达量的上升，并且双因素方差分析
结果显示，密度和盐度对 ２个基因均有互作效
应，进一步证明了密度过高也会影响缢蛏的渗透

调节。

综上所述，本研究测定了缢蛏在密度和盐度

双因素条件下的血淋巴离子浓度、Ｎａ＋／Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅ、ＳＯＤ活性、ＭＤＡ水平以及 Ｎａ＋／Ｈ＋

ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ和ＶＡＴＰａｓｅ基因表达。结果揭示了随
着盐度升高，缢蛏血淋巴离子浓度显著升高，而

密度对其无显著影响。同时，密度和盐度对缢蛏

的渗透调节和抗氧化水平具有显著的交互影响，

其中机体对盐度变化的应激反应较密度更为显

著。研究结果为进一步探究缢蛏对密度和盐度

变化的响应机制以及缢蛏适宜养殖条件提供了

一定的理论参考。
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（１２）：１７９５１８００．

ＺＨＡＯＦ，ＺＨＡＮＧＴ，ＨＯＵＪＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｌｏｏｄ

ｍｏｉｓｔｕｒｅ，ｏｓｍｏｌａｌｉｔｙａｎｄｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＣｈｉｎｅｓｅ

ｓｔｕｒｇｅｏｎ（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）ｉｎｔｈｅＹａｎｇｔｚｅＥｓｔｕａｒｙ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１３，３７（１２）：１７９５１８００．

［２１］　ＩＭＡＮＰＯＯＲＭＲ，ＮＡＪＡＦＩＥ，ＫＡＢＩＲＭ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓａｌｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ， ｓｕｒｖｉｖａｌ，

ｈａｅｍａｔｏｃｒｉｔａｎｄｂｌｏｏｄｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＧｏｌｄｆｉｓｈ（Ｃａｒａｓｓｉｕｓ

ａｕｒａｔｕｓ）［Ｊ］．ＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１２，４３（３）：３３２

３３８．

［２２］　丁红兵，李浩宇，陈义华，等．高盐对缢蛏生长存活、

Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ活性及能量代谢相关指标的影响［Ｊ］．

上海海洋大学学报，２０２２，３１（４）：８３１８３８．

ＤＩＮＧＨＢ，ＬＩＨＹ，ＣＨＥＮＹＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈ

ｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌ，Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓｏｆｒａｚｏｒｃｌａｍ

Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０２２，３１（４）：８３１８３８．

［２３］　ＩＭＳＬＡＮＤＡＫ，ＧＵＮＮＡＲＳＳＯＮＳ，ＦＯＳＳＡ，ｅｔａｌ．Ｇｉｌｌ

Ｎａ＋，Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｐｌａｓｍａｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ

ｉｎｊｕｖｅｎｉｌｅｔｕｒｂｏｔ（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ） ｒｅａｒｅｄ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄｓａｌｉｎｉｔｉｅｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，

２００３，２１８（１／４）：６７１６８３．

［２４］　李娜，王仁杰，赵玉超，等．高盐胁迫对凡纳滨对虾生长

指标、血浆渗透压及Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活力的影响［Ｊ］．浙

江海洋学院学报（自然科学版），２０１７，３６（３）：１９６２０１．

ＬＩＮ，ＷＡＮＧＲＪ，ＺＨＡＯＹＣ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｓａｌｉｎｉｔｙ

ｏｎｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘ，ｐｌａｓｍａｏｓｍｏｔｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄＮａ＋Ｋ＋

ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＺｈｅｊｉａｎｇＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ），２０１７，３６

（３）：１９６２０１．

［２５］　ＶＡＲＧＡＳＣＨＡＣＯＦＦＬ，ＭＡＲＴ?ＮＥＺＤ，ＯＹＡＲＺＵ＇ＮＲ，ｅｔ

ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｔｏｃｋｉｎｇ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ

Ｐｉｓｃｉｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｓａｌｍｏｎｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ，

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｔｈｅＳｕｂＡｎｔａｒｃｔｉｃ

ＮｏｔｏｔｈｅｎｉｏｉｄｆｉｓｈＥｌｅｇｉｎｏｐｓｍａｃｌｏｖｉｎｕｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４，４０（２）：４２４４３４．

［２６］　郭勤单，王有基，吕为群．温度和盐度对褐牙鲆幼鱼渗透

生理及抗氧化水平的影响［Ｊ］．水生生物学报，２０１４，３８

（１）：５８６７．

ＧＵＯＱＤ，ＷＡＮＧＹＪ，ＬＹＵＷ Ｑ．Ｃｏｍｂｉｎｅｄｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｏｓｍｏｔｉｃ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｔｈｅｊｕｖｅｎｉｌｅＪａｐａｎｅｓｅ

ｆｌｏｕｎｄｅｒ（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［Ｊ］．ＡｃｔａＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ

Ｓｉｎｉｃａ，２０１４，３８（１）：５８６７．

［２７］　ＡＮＪＵＡ，ＪＥＳＷＩＮＪ，ＴＨＯＭＡＳＰＣ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ，

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃＣｕ／

Ｚｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｆｒｏｍｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒＰｉｎｃｔａｄａ

ｆｕｃａｔａ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，３４（３）：

９４６９５０．

［２８］　ＭＥＮＧＬＸ，ＬＩＱ，ＸＵＣＸ，ｅｔａｌ．Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｄ

ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｐａｃｉｆｉｃ ｏｙｓｔｅｒ： ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，

２０２１，５４５：７３７２２７．

［２９］　吴仓仓，付占斐，王芳，等．温度和盐度胁迫下虹鳟和硬

头鳟抗应激能力的比较［Ｊ］．中国海洋大学学报，２０１９，

４９（３）：９６１０９．

ＷＵＣＣ，ＦＵＺＦ，ＷＡＮＧＦ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆａｎｔｉ

１８２
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ｓｔｒｅｓｓａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔａｎｄｓｔｅｅｌｈｅａｄｔｒｏｕｔｕｎｄｅｒ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＰｅｒｉｏｄｉｃａｌｏｆＯｃｅａｎ

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ，２０１９，４９（３）：９６１０９．

［３０］　车建锋，王晓辉，肖露阳，等．不同养殖密度对虾夷扇贝

生长、耗氧率和排氨率的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，

４８（１７）：１７９１８３．

ＣＨＥＪＦ，ＷＡＮＧＸＨ，ＸＩＡＯＬＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆ

ｓｔｏｃｋｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙｏｎｇｒｏｗｔｈ，ｏｘｙｇｅｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄ

ａｍｍｏｎｉａｅｘｃｒｅｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｃａｌｌｏｐｓ（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）

［Ｊ］．ＪｉａｎｇｓｕＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２０，４８（１７）：１７９

１８３．

［３１］　ＢＯＬＡＳＩＮＡＳ，ＴＡＧＡＷＡＭ，ＹＡＭＡＳＨＩＴＡＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｓｔｏｃｋｉｎｇｄｅｎｓｉｔｙｏｎｇｒｏｗｔｈ，ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ

ｃｏｒｔｉｓｏｌｌｅｖｅｌｉｎｌａｒｖａｅａｎｄｊｕｖｅｎｉｌｅｓｏｆＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ，

Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００６，２５９（１／４）：

４３２４４３．

［３２］　赵玉超，王仁杰，沈敏，等．高盐对凡纳滨对虾仔虾生

长、渗透调节及免疫相关酶活性的影响［Ｊ］．水产学报，

２０１９，４３（４）：８３３８４０．

ＺＨＡＯＹＣ，ＷＡＮＧＲＪ，ＳＨＥＮＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｓａｌｔ

ｓｔｒｅｓｓｏｎｄａｉｌｙｗｅｉｇｈｔｇａｉｎ，ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｌａｔｅｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｐｏｓｔｌａｒｖａｅ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１９，４３（４）：８３３８４０．

［３３］　ＳＨＡＯＬ，ＸＵＴ，ＺＨＥＮＧＸＴ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｖｅｌｔｈｒｅｅＴＭＨ

Ｎａ＋／Ｈ＋ ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｔｓ

ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０２１，４３３

（２）：１６６７３０．

［３４］　ＰＡＤＡＮ Ｅ，ＴＺＵＢＥＲＹ Ｔ，ＨＥＲＺＫ，ｅｔａｌ．ＮｈａＡ ｏｆ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ａｓａｍｏｄｅｌｏｆａｐＨｒｅｇｕｌａｔｅｄＮａ＋／Ｈ＋

ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ）

Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓ，２００４，１６５８（１／２）：２１３．

［３５］　马金武．三疣梭子蟹不同盐度下血淋巴理化指标分析及

Ｎａ＋／Ｈ＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒ和ＶＡＴＰａｓｅ基因的克隆和功能研究

［Ｄ］．上海：上海海洋大学，２０１６．

ＭＡＪＷ．Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈａｅｍｏｌｙｍｐｈａｎｄ

ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｏｆＮａ＋／Ｈ＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒａｎｄＶ

ＡＴＰａｓｅｇｅｎｅｓｉｎｓｗｉｍｍｉｎｇｃｒａｂ（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｅｕｌａｔｕｓ）

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｌｉｎｉｔｙ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｏｎ ｏｓｍｏｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｌｅｖｅｌｏｆＳｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

ＴＡＯＬｉａｎｇ１，ＷＡＮＧＹｉｚｈｅｎ１，ＣＨＥＮＹｕｋｕａｎ１，ＣＨＥＮＹｉｈｕａ１，ＮＩＵＤｏｎｇｈｏｎｇ１，２

（１．ＳｈａｎｇｈａｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｕｌｔｉｖａｔｉｎｇＥｌｉｔｅＢｒｅｅｄｓａｎｄＧｒｅｅｎｃｕｌｔｕｒｅｏｆＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＡｎｉｍａｌｓ，Ｓｈａｎｇｈａｉ
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