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摘要: 为探讨温度胁迫下皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)的响应机制, 采用室内控温实验, 通过设置 4 个温度

梯度(5℃、10℃、20℃和 25℃), 设计温度骤变处理组(皱纹盘鲍从 15℃暂养温度直接转移至各实验温度)和温度缓

变处理组(0.5℃/12 h), 分析温度剧烈变化和温度缓慢变化对皱纹盘鲍耗氧率和排氨率的影响及其差异性; 并对高

温和低温处理下皱纹盘鲍消化腺中超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、酸性磷酸酶(ACP)和溶菌酶(LSZ)活

性的变化情况以及不同组织(血细胞和肌肉组织)中 Cu/Zn–SOD 基因的表达状况进行了研究。结果表明, 皱纹盘鲍

耗氧率和排氨率随海水温度的升高而增加, 20℃达到最高值; 25℃骤变处理组与缓变处理组耗氧率和排氨率间存在

极显著差异(P<0.01)。5℃和 10℃骤变处理组皱纹盘鲍氧氮比(O/N)同缓变处理组间存在极显著差异(P<0.01)。在高

温胁迫后的 3 h, 消化腺中 SOD、CAT 和 LSZ 活性达到最高, 而 ACP 活性在胁迫 6 h 后达到最高(P<0.01); 低温胁

迫显著降低皱纹盘鲍 LSZ 的活性, 于胁迫 9 h 后达到最低(P<0.01)。不同温度胁迫下, 皱纹盘鲍血细胞和肌肉组织

中 Cu/Zn–SOD 基因的相对表达量均表现上调, 与对照组存在显著差异性(P<0.05)。本研究表明, 温度胁迫能显著

影响皱纹盘鲍的生理和生化活动, 这将有助于探讨皱纹盘鲍夏季高死亡率的原因, 为皱纹盘鲍健康养殖提供一定

的理论依据。 
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皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)为冷水

性海洋生物, 自然分布于中国辽东与山东半岛、

朝鲜半岛和日本半岛北部, 是鲍科最有经济价值

的种类之一[1]。随着水产养殖技术的成熟与完善, 

皱纹盘鲍已在中国山东和辽宁两省大规模养殖 , 

并取得了良好的经济效益。然而, 环境恶化、种

质退化以及病害多发等问题已严重影响了鲍产业

的发展[2–3]。影响贝类健康养殖的主要环境因素包

括温度、盐度和重金属等[4–5]。海水温度能直接影

响贝类的存活率、代谢活动和生长发育[6–7]。徐东

等[8]根据獐子岛海域虾夷扇贝筏式养殖区夏季水

温变化情况, 研究了不同温度胁迫方式对虾夷扇

贝(Patinopecten yessoensis)耗氧率和排氨率的影

响, 结果发现, 水温剧烈变化严重影响虾夷扇贝

的生理活动, 导致其代谢紊乱。Cotter 等[9]指出, 

夏季海水温度升高和水体富营养化是导致太平洋

牡蛎(Crassostrea gigas)大量死亡的主要原因。温

度变化, 特别是温度急剧变化会严重影响贝类的
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生理活动、免疫功能和抗病能力, 从而导致贝类

因免疫抑制而死亡[10]。因此, 探究温度与贝类生

理和生化活动的关系对于预防养殖贝类病害具有

至关重要的意义。 

超氧化物歧化酶 (SOD)和过氧化氢酶 (CAT)

是贝类抗氧化防御系统中的重要酶, 能够增强贝

类吞噬细胞的防御功能和免疫能力, 保护机体免

受活性氧(ROS)自由基的损伤[1112]。酸性磷酸酶

(ACP)和溶菌酶(LSZ)是贝类非特异性免疫系统中

的重要组成部分, 兼有分解和防御的双重功能[10]。

关于温度影响海洋贝类的抗氧化防御系统和免疫

系统的研究, 国内外已有较多相关报道。Hao 等[13]

以虾夷扇贝为研究对象, 探讨了高温胁迫对虾夷

扇贝抗氧化能力的影响。Liu 等[14]发现, 25℃高温

胁迫能显著提高海湾扇贝(Argopecten irradians)

和栉孔扇贝(Chlamys farreri)碱性磷酸酶(ALP)和

酸性磷酸酶(ACP)的活性。贾艳丽等[15]还发现, 高

温胁迫下皱纹盘鲍幼鲍肌肉组织中 SOD、ACP 和

LSZ 的活性显著升高。而关于皱纹盘鲍成体响应温

度急剧变化的研究则鲜见报道。 

按结合金属离子的不同, SOD 主要分为 3 大

类, 即 Mn–SOD、Fe–SOD 和 Cu/Zn–SOD, 其中 Cu/ 

Zn–SOD 在生物有机体内广泛存在, 是目前研究

最多的一种超氧化物歧化酶[16]。关于 Cu/Zn–SOD

基因的研究在很多贝类中均有过相关的报道。姜冰

等[16]克隆了虾夷扇贝 Cu/Zn–SOD 基因的 cDNA

全长, 并对该基因在不同组织、不同发育阶段的

表达状况进行了研究。Bao 等[17]克隆了海湾扇贝

Cu/Zn–SOD 基因, 并证实了 Cu/Zn–SOD 在免疫

防御中发挥着重要作用。Boutet 等[18]和 Li 等[19]

分别研究了不同胁迫条件下 Cu/Zn–SOD 基因在

太平洋牡蛎、菲律宾蛤仔(Venerupis philippinarum)

中的表达、活性及作用。但关于温度胁迫条件下

皱纹盘鲍不同组织中 Cu/Zn–SOD 基因表达情况

的研究至今尚不多见。 

本研究采用室内受控实验, 对比研究了温度

剧烈变化和温度缓慢变化对皱纹盘鲍呼吸和排泄

等生理活动的影响; 测定了在温度剧烈改变后皱

纹盘鲍消化腺中 SOD、CAT、ACP 和 LSZ 活性的

动态变化; 同时对皱纹盘鲍血细胞和肌肉组织中

Cu/Zn–SOD 基因的差异表达情况进行了研究; 以

了解温度胁迫下皱纹盘鲍的响应机制, 为皱纹盘

鲍健康养殖提供一些理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的皱纹盘鲍(壳长 4.64 cm±0.41 cm)

取自山东荣成市寻山集团有限公司。清除皱纹盘

鲍表面的附着生物后, 暂养于荣成楮岛水循环实

验室控温循环水槽内(大连汇新海洋科技发展有

限公司, 大连)。暂养期间海水温度为(15±0.5)℃, 

盐度为 30.5, pH 为(7.95±0.20), 期间每天定量投

喂新鲜海带。暂养 2 周后, 挑选健康个体用于实验。 

1.2  实验设计 

实验共设置 5℃、10℃、20℃和 25℃ 4 个温

度梯度, 每个温度分别设置缓慢变化和急剧变化

2 种处理, 采用冷水机(HXLS 1000, 大连)控制温

度。每个温度梯度均设 3 个平行组, 温度未变化

组(15℃)为对照组。温度骤变处理组是将暂养在

温度为 15℃海水中的皱纹盘鲍分别转移到温度为

5℃、10℃、20℃和 25℃的水槽中, 每个平行组随

机取出 1~2 只皱纹盘鲍(n=5)立即测定其耗氧率和

排氨率。在温度骤变后的 0 h、3 h、6 h、9 h、     

12 h、24 h、48 h 和 72 h 随机取样, 每个平行组随

机取出 3 只皱纹盘鲍(n=9)用于 SOD、CAT、ACP

和 LSZ 活性的检测和 Cu/Zn–SOD 基因表达量的  

分析。 

缓变处理组温度变化幅度为 0.5℃/12 h, 达到

各预设温度并维持恒定温度 3 天后, 每个平行组

随机取出 1~2 只皱纹盘鲍(n=5)测定其耗氧率和排

氨率, 而对皱纹盘鲍中 SOD、CAT、ACP 和 LSZ

的活性以及 Cu/Zn–SOD 基因的表达状况不再进

行监测。 

1.3  生理指标测定 

溶解氧 (DO)的测定采用 Winker 碘量法 , 

NH4–N 浓度则采用次溴酸钠氧化法测定 (GB/T 

12763.4–2007)。实验结束后, 测定皱纹盘鲍的壳

长和壳宽(cm), 取软体部组织于 60℃下烘干至恒重。 

根据实验前后水体中 DO 和 NH4–N 浓度的变

化, 按下列公式计算皱纹盘鲍的耗氧率[O, mg/(g·h)]



222 中国水产科学 第 24 卷 

 

和排氨率[NR, µmol/(g·h)]： 

OR = (DO0 − DOt)V/(Wt) 
式中, DO0 和 DOt 为实验开始和结束时水体中 DO

含量(mg/L)的变化, V 为呼吸瓶中水体的体积(L), 

W 为皱纹盘鲍软组织干重(g), t 为实验持续时间(h)。 

NR=(Nt − N0) V/(Wt) 
式中, N0 和 Nt 为实验开始和结束时水体中 NH4-N

含量(mg/L)的变化, V 为呼吸瓶中水体的体积(L), 

W 为皱纹盘鲍软组织干重(g), t 为实验持续时间(h)。 

氧氮比(O/N)用皱纹盘鲍呼吸氧原子数与排

出氨态氮原子数之比表示[20], 即, O 的计量单位为

mg(O)/(16 g·h), N 的计量单位为µmol(NH4)/(103 g·h) 

1.4  酶活性测定 

将皱纹盘鲍的消化腺组织切成小块置于玻璃

匀浆器中, 每个平行组中的 3 只皱纹盘鲍消化腺

混合为一个样品。向玻璃匀浆器中加入 0.01 mol/L

的 PBS 缓冲液(pH 6.4), 冰上匀浆, 匀浆液以 4℃ 

10000 g 离心 30 min, 弃沉淀, 取上清液于–80℃

保存备用。SOD、CAT、ACP 和 LSZ 活性以及蛋

白质含量采用南京建成生物研究所生产的试剂盒

进行测定, 具体方法参见试剂盒使用说明。 

1.5  Cu/Zn-SOD 基因表达量测定 

1.5.1  样品采集  灭菌刀片切开皱纹盘鲍的腹足, 

用 1 mL 无菌注射器吸取渗出的蓝色血淋巴, 每

个平行组中的 3 只皱纹盘鲍血淋巴混合为一个样

品。混合血淋巴以 4℃1100 g 离心 10 min, 弃上清, 

血细胞沉淀中加１mL Trizol(Invitrogen, USA), 

涡旋振荡混匀, 于–80℃保存备用。同时, 迅速解

剖并取皱纹盘鲍肌肉组织保存于液氮中, 用于后

续 RNA 提取。 

1.5.2  RNA 提取和 cDNA合成  采用 Trizol 法提

取皱纹盘鲍血细胞和肌肉组织的 RNA, 利用核酸

快速定量检测仪(NanoDrop 1000, USA)检测 RNA

的含量及纯度, 琼脂糖凝胶电泳(1.2%)检测 RNA

的完整性。按照 Roche 公司 PTranscriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒的使用说明, 以

总 RNA 为模板, 以 oligo(dT)18 为引物, 合成 cDNA

第一链, 置–80℃保存备用。 

1.5.3  引物设计及合成  利用 primer premier5.0

引物设计软件 (http://www.premierbiosoft.com/pri-

merde sign), 根据皱纹盘鲍 Cu/Zn–SOD 基因全长

序列(GenBank Accession No.: DQ324856)设计特

异性引物：SODF：5–TGA AAG TGA CGG GCT 

CCA-3; SODR：5–TTG CCG AAA GGG TTG 

AAG T–3; 内参基因 18S rRNA 基因的引物是基

于 GenBank(Accession No. AY319437.1)的序列设

计：18S rRNAF：5–CAC CCG AAA GCA GCA 

AAC–3; 18S rRNAR：5–TTC CCA GTA AGC 

GTC AGT CAA AC–3。引物设计完成后, 由生工

生物工程(上海)有限公司合成。 

1.5.4  Real–time PCR  扩增将 cDNA 模板稀释

3 倍后, 按照 Roche 公司 LightCycler ® 480 SYBR 

Green I Master 试剂盒的说明书进行操作, Real– 

time PCR 反应于 Roche LightCycler® 480 II 荧光定

量 PCR 仪(Roche, Switzerland)上进行。反应体系

(10 μL)如下：Master Mix 5 μL, DNA 模板 1 μL, 上

下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL, dH2O 3 μL。反应程

序为：95℃ 5 min; 95℃ 10 s, 55℃ 15 s, 72℃  

10 s, 45 个循环。反应完成后 , 实验结果采用

Real–time PCR(SYBR Green)2 –ΔΔCT 相对定量法进

行分析。 

1.6  数据分析 

运用统计分析软件 SPSS 16.0 进行单因素方

差分析(one-way ANOVA)和双因素方差分析(two- 

way ANOVA), P<0.05 时表示差异显著, P<0.01 时

表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  温度胁迫对皱纹盘鲍耗氧率和排氨率的影响 

单因素方差分析表明, 温度显著影响皱纹盘

鲍的耗氧率和排氨率(P<0.05)。在实验温度范围内, 

温度骤变处理组和温度缓变处理组皱纹盘鲍耗氧

率和排氨率的总体趋势大体相同, 随着海水温度

的升高而增加, 20℃达到最高, 之后随海水温度

的升高而减小(图 1)。 

5℃和 10℃骤变处理组中耗氧率和排氨率显

著低于 15℃对照组, 而 20℃和 25℃骤变处理组

中耗氧率和排氨率显著高于对照组(P<0.01)。同缓

慢变化组相比, 直接转移至 20℃和 25℃海水中的

皱纹盘鲍具有更高的耗氧率(P<0.01); 但同 10℃ 
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图 1  不同温度处理下皱纹盘鲍耗氧率(A)和排氨率(B)的变化 

图中相同温度处理标有不同字母的数据表示相互之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  The oxygen consumption rate (A) and ammonia excretion rate (B) of Haliotis discus hannai Ino at different temperatures 
Data with different letters for the same temperature mean significant differences from each other (P<0.05). 

 

缓变处理组相比, 10℃骤变处理组却具有更低的

耗氧率。5℃和 25℃骤变处理组与缓变处理组间

排氨率存在极显著差异(P<0.01); 而 10℃和 20℃骤

变处理组与缓变处理组间排氨率差异不显著(P> 

0.05)。 

不同温度处理下皱纹盘鲍氧氮比变化(O/N)

见图 2。不同温度胁迫方式下, 皱纹盘鲍 O/N 比

变化范围为：15.99~77.82, 均于 10℃达到最高。  

5℃和 10℃骤变处理组皱纹盘鲍 O/N 比同缓变处

理组间存在极显著差异(P<0.01), 且与对照组存

在显著差异(P<0.05)。 
 

 
 

图 2  不同温度处理下皱纹盘鲍氧氮比的变化 

图中相同温度处理标有不同字母的数据表示 

相互之间差异显著(P<0.05) 

Fig. 2  The O/N rates of Haliotis discus hannai Ino  
at different temperatures 

Data with different letters for the same temperature mean sig-
nificant differences from each other (P<0.05). 

2.2  温度胁迫对皱纹盘鲍消化腺中酶活性的影响 

不同温度处理组下皱纹盘鲍消化腺中 SOD、

CAT、ACP 和 LSZ 活性变化见图 3。双因素方差

分析表明, 温度和时间对皱纹盘鲍消化腺中几种

酶活性变化具有交互作用(P<0.01)。 

2.2.1  超氧化物歧化酶(SOD)  不同温度处理显

著影响皱纹盘鲍消化腺中 SOD 活性(P<0.05, 图

3A)。温度升高后的 3 h、6 h、9 h 和 12 h, 皱纹盘

鲍消化腺中 SOD 的活性显著高于对照组(P<0.05), 

且在温度胁迫 3 h 后达到最高(15.804 U/mgprot)。

随着胁迫时间的延长, 25℃骤变处理组 SOD 的活

性逐渐接近至对照组水平。在低温处理组中 ,    

皱纹盘鲍 SOD 的活性于胁迫 9 h 时达到最低  

(6.657 U/mgprot), 显著低于 15℃对照组; 而在胁

迫 12 h 时, 皱纹盘鲍 SOD 的活性急剧升高, 显著

高于同期对照组水平(P<0.01)。 

2.2.2  过氧化氢酶(CAT)  与 SOD 活性变化趋势

相似, 皱纹盘鲍消化腺中 CAT 的活性在温度急剧

升高后显著上升(P<0.01, 图 3B)。温度骤然升高

后, 皱纹盘鲍消化腺中 CAT 的活性迅速升高, 3 h

时达到最高(10.437 U/mgprot), 温度急剧升高的

12 h 内, CAT 活性变化均极为显著(P<0.01)。而 5℃骤

变处理组中, CAT 的活性于胁迫 6 h 和 9 h 时显著

低于对照组(P<0.01), 随后下降的幅度逐渐变小

并随时间延长趋于稳定在一定的范围内。 

2.2.3  酸性磷酸酶(ACP)  不同温度处理后, 皱

纹盘鲍肝胰腺中 ACP 的活性随时间变化趋势如

图 3C 所示。结果表明, 温度胁迫能显著提高皱纹

盘鲍肝胰腺中 ACP 的活性(P<0.01)。 

温度急剧升高后, 皱纹盘鲍 ACP 的活性于 3 h

和 6 h 明显升高, 显著高于对照组水平(P<0.01), 

且在胁迫 6 h 后达到最高, 为 538.585 U/mgprot。 
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图 3  不同温度胁迫下皱纹盘鲍 SOD、CAT、ACP 和 LSZ 活性的变化 

图中相同时间内标有不同字母的数据表示相互之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  SOD, CAT, ACP and LSZ activities of Haliotis discus hannai Ino at different temperatures 
Data with different letters for the same time mean significant differences from each other (P<0.05). 

 
在高温处理后的 12 h, 皱纹盘鲍消化腺中 ACP 的

活性也高于同期对照组 , 但差异性并不显著

(P>0.05), 随后 ACP 的活性逐渐下降至对照组水

平。在 5℃骤变处理组中, 皱纹盘鲍 ACP 的活性

在胁迫 6 h 后一直处于较高水平, 与对照组存在

极显著差异(P<0.01)。 

2.2.4  溶菌酶(LSZ)  高温处理显著提高皱纹盘

鲍消化腺中 LSZ 的活性, 而低温处理显著降低皱

纹盘鲍 LSZ 的活性(P<0.01, 图 3D)。 

温度急剧升高后的 3 h、6 h、9 h、12 h 和 24 h, 

皱纹盘鲍消化腺 LSZ 的活性显著高于对照组(P< 

0.01), 且在高温胁迫3 h时达到最高(61.962 U/mgprot)。

高温胁迫 48 h 后, 25℃骤变处理组中 LSZ 的活性

与对照组差异不显著(P> 0.05)。在低温处理组中, 

皱纹盘鲍 LSZ 的活性呈现先降后升的变化趋势。

温度降低后的 6 h、9 h 和 12 h, 皱纹盘鲍 LSZ 的

活性明显降低 , 且显著低于对照组 (P<0.01), 并

于胁迫 9 h 时达到最低(6.657 U/mgprot), 随后逐

渐恢复至对照组水平。 

2.3  皱纹盘鲍 Cu/Zn–SOD 基因的组织表达分析 

不同温度处理组下皱纹盘鲍血细胞和肌肉组

织中 Cu/Zn–SOD 基因相对表达量变化见图 4。双

因素方差分析表明 , 温度和时间对皱纹盘鲍

Cu/Zn–SOD 基因相对表达量的影响具有交互作

用(P<0.01)。 

2.3.1  温度胁迫对皱纹盘鲍血细胞 Cu/Zn–SOD

基因相对表达量的影响  皱纹盘鲍由 15℃转移

至 25℃后, 血细胞中 Cu/Zn–SOD 基因的相对表

达量显著提高(图 4A, P<0.05)。高温胁迫 12 h 后, 

Cu/Zn–SOD 基因相对表达量最高, 约为对照组的

13.79 倍, 之后 Cu/Zn–SOD 基因的相对表达量显

著下降(P<0.01)。 

在 5℃低温胁迫组中, 皱纹盘鲍血细胞 Cu/ 

Zn–SOD 基因的相对表达量在胁迫 9 h 和 12 h 出

现明显增加, 分别为对照组的 2.45 倍和 3.39 倍, 

同对照组存在极显著差异(图 4A, P<0.01)。随着低

温胁迫时间的延长, Cu/Zn–SOD 基因的相对表达

量逐渐下降至较低水平。 

2.3.2  温度胁迫对皱纹盘鲍肌肉组织 Cu/Zn–SOD

基因相对表达量的影响  与对照组相比, 实验组

Cu/Zn–SOD 基因的相对表达量在高温胁迫后的

12 h和 24 h 显著升高(图 4B, P<0.01), 而在高温胁 
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图 4  不同温度胁迫下皱纹盘鲍血细胞(A)和肌肉组织(B)中 Cu/Zn–SOD 基因的表达情况 

图中相同时间内标有不同字母的数据表示相互之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  The Cu/Zn–SOD gene expressions in hemocytes (A) and muscles (B) of Haliotis discus hannai Ino at different temperatures 
Data with different letters for the same time mean significant differences from each other (P<0.05). 

 
迫后的 3 h、6 h 和 9 h 无显著变化(P>0.05)。 

皱纹盘鲍由 15℃转移至 5℃后, 肌肉组织中

Cu/Zn–SOD 基因的相对表达量显著提高(图 4B, 

P<0.05)。低温胁迫 3 h 后, 皱纹盘鲍肌肉组织中

出现 Cu/Zn–SOD 基因表达量的最高值, 为对照组

的 5.38 倍, 同对照组存在极显著差异(P<0.01)。

随后升高的幅度逐渐变小并随时间延长趋于稳定

至对照组水平。 

3  讨论 

3.1  温度变化对皱纹盘鲍生理活动的影响 

贝类属于变温动物, 温度的波动能直接影响

贝类的新陈代谢活动, 进而影响其能量收支、生

长发育和免疫机能[21]。已有研究表明, 温度显著

影响太平洋牡蛎 [21] 、虾夷扇贝 [13] 和南非鲍

(Haliotis midae)[20]等海洋生物的呼吸、排泄和摄

食等生理活动。本研究结果表明：皱纹盘鲍耗氧

率和排氨率在实验温度范围内, 随温度升高而增

加, 在 20℃达到最高值, 之后随温度的升高而下

降。这与徐东等[8]、王俊等[23]和毕远溥等[24]关于

虾夷扇贝、栉孔扇贝和皱纹盘鲍随温度变化的研

究结果一致。皱纹盘鲍属冷水种类, 当海水温度

超过 20℃时, 会对皱纹盘鲍的呼吸代谢产生抑制

作用。毕远溥等[23]认为, 皱纹盘鲍在 20℃左右存

在着生理代谢的转变点, 当温度超过 20℃时, 皱

纹盘鲍代谢率减缓, 这与本研究结果一致。 

同 25℃缓变处理组相比, 25℃温度骤变处理

组具有更高的耗氧率和排氨率(P<0.01, 图 1), 意

味着皱纹盘鲍在温度急剧升高后需要消耗更高的

能量, 这与徐东等[8]的研究结果一致。海洋生物体

内存在着代谢补充途径, 当外界环境温度突然升

高时, 它们会通过代谢补充途径提高自身的代谢

率以适应这种变化[24]。而当皱纹盘鲍由 15℃直接

转移至 5℃和 10℃时, 耗氧率比缓慢变化组更低, 

这可能是由于当外界温度急剧降低时, 皱纹盘鲍

可能具有不同的生理响应机制应对低温胁迫, 而

具体机制还有待进一步的研究。 

氧氮比(O/N)是表示生物体代谢底物的一个

重要指标。Mayzaud[25]认为, 生物体完全进行蛋

白质代谢时, O/N 比值较低(约为 7); 当生物体以

脂肪和碳水化合物代谢为主时, O/N 比通常高于

24。本研究中, 缓变处理组皱纹盘鲍 O/N 比变化

范围为 25.06~77.82, 显著高于骤变处理组(P<0.01, 图

2)。说明缓变处理中皱纹盘鲍以脂肪和碳水化合

物代谢为主, 温度急剧变化显著降低了皱纹盘鲍

脂肪和碳水化合物的代谢水平, 而提高了其蛋白

质代谢水平。另外, 研究发现, 5℃和 10℃温度处

理组皱纹盘鲍 O/N 比显著高于其他温度处理组

(P<0.01), 说明低温会提高皱纹盘鲍脂肪和碳水

化合物的代谢水平, 这与徐东等[8]和张继红等[26]

的研究结果一致。 

3.2  温度变化对皱纹盘鲍抗氧化酶体系的影响 

在逆境胁迫下, 生物体内产生大量的活性氧

和氧自由基 , 打破了机体内活性氧代谢的平衡 , 

如若不及时消除会对机体造成严重的氧化损伤和

免疫机能破坏[27]。超氧化物歧化酶(SOD)和过氧

化氢酶(CAT)是生物体内相互关联的 2 种抗氧化

酶, 对清除体内活性氧自由基起着重要的作用[28]。
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消化腺是软体动物体内主要的抗氧化防御器官[29], 

动态监测消化腺中 SOD 和 CAT 的活性变化对判

断组织的氧化损伤状况和机体的健康状况具有非

常重要的价值。在本研究中, 皱纹盘鲍经受高温

胁迫后的 3 h、6 h、9 h 和 12 h, 消化腺中 SOD 和

CAT 活性均显著升高(P<0.01, 图 3A 和 3B), 随后

出现不同程度的下降, 这与 Parihar 等[30]和贾艳丽

等[15]的研究结果一致。Boveris 等[31]研究发现, 机

体耗氧率的提高能增加线粒体活性氧自由基的释

放。皱纹盘鲍在经受 25℃高温胁迫后, 耗氧率显

著提高(图 1A), 体内活性氧自由基明显增加, 机

体通过增加 SOD 和 CAT 等抗氧化酶的活性清除

体内过多的活性氧自由基 , 使机体免受氧化损

伤。石少坤[32]研究发现, 30℃高温处理组中杂交

鲍 SOD 和 ALP 的活性显著低于 18℃对照组(P< 

0.05)。这可能是由于高温胁迫下, 机体产生的过

多活性氧自由基已超过其承受上限, 从而导致机

体抗氧化功能发生紊乱, 机体免疫力下降[15]。皱

纹盘鲍夏季高死亡率的发生可能与皱纹盘鲍的温

度耐受范围有关。 

研究还发现, 在低温胁迫 9 h 后, 皱纹盘鲍消

化腺中 SOD 和 CAT 的活性明显降低, 显著低于

对照组水平(P<0.01)。低温胁迫后, SOD 和 CAT

等抗氧化酶活性的显著降低, 标志着机体抗氧化

系统受到不同程度的损伤, 体内活性氧自由基急

剧增加, 它们直接破坏细胞的生物膜系统, 造成

了细胞结构和功能的严重损害, 这与王天神等[33]

的研究结果一致。从本研究结果看, 皱纹盘鲍对

5~25℃这一温度范围仍存在一定的耐受性。今后

将进一步扩大温度范围探究皱纹盘鲍的耐受极限, 

并结合本研究结果, 对皱纹盘鲍对温度胁迫的响

应机制做进一步的探讨。 

3.3  温度变化对皱纹盘鲍免疫酶活性的影响 

酸性磷酸酶(ACP)在防御机制中直接参与磷

酸基团的代谢和转移, 是机体内重要的代谢调控

酶; 同时也是溶酶体的标志性酶类, 能够破坏或

清除侵入机体的外来异物, 对机体起到免疫防御

的作用[3435]。体内 ACP 的活性可通过不同程度的

增加调控机体以适应外界环境条件的急剧改变。

本研究中, 高温胁迫后的 3 h 和 6 h, 皱纹盘鲍中

ACP 的活性明显提高; 5℃骤变处理组中 ACP 的

活性也在胁迫 6 h 后一直处于较高水平(P<0.01, 

图 3C)。温度急剧改变引起 ACP 活性的显著升高, 

这与吴丹华等[36]和刘石林等[37]的研究结果一致。

结合抗氧化酶 SOD 和 CAT 的活性变化(图 3A 和

3B)发现 , 高温胁迫可能能同时诱导皱纹盘鲍启

动抗氧化防御系统和免疫防御系统。随着高温胁

迫时间的延长, 皱纹盘鲍体内的活性氧自由基不

断积累, 皱纹盘鲍启动抗氧化防御系统(如 SOD

和 CAT 等), 通过催化过氧阳离子的歧化反应, 消

除氧自由基的伤害; 同时, 机体启动免疫防御系

统, 提高体内相关免疫酶(如 ACP 和 LSZ 等)的活

性, 从而增强机体的免疫防御能力。 

溶菌酶 (LSZ)是吞噬细胞杀菌的物质基础 , 

具有重要的防御功能, 是衡量生物体非特异性免

疫的一个重要指标, 其活性的变化受到温度、pH

和化学物质等多种因素的影响[3839]。Langston 等[40]

报道, 在一定温度范围内, 大西洋鲽(Hippoglossus 
hippoglossus L.)LSZ 活性随海水温度的升高而升

高。姜令绪[41]研究发现, 低温胁迫组凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)LSZ 的活性显著低于对照

组, 且温度越低, LSZ 活力越低。在本研究中, 高

温胁迫后的 3 h、6 h、9 h、12 h 和 24 h, 皱纹盘鲍

LSZ 的活性显著高于对照组水平; 而在低温处理

后的 6 h、9 h 和 12 h, LSZ 活性显著低于对照组水

平(P<0.01, 图3D), 这与Langston等[40]和姜令绪[41]

的研究结果一致。王天神等[33]的研究表明, 克氏

原螯虾(Procambarus clarki)具有一个免疫临界温

度范围, 在临界范围之内, LSZ 活性随着温度升

高而增加; 而在临界范围之外, 机体免疫应答就

会受到抑制。因此, 可以推测皱纹盘鲍也具有其

相应的免疫临界温度范围。 

3.4  温度变化对皱纹盘鲍 Cu/Zn–SOD 基因相对

表达量的影响 

SOD 家族的结构和功能相对保守, 几乎存在

于所有类型的需氧细胞中 [42]。Cu/Zn–SOD 作为

SOD 家族中的重要类型 , 在阻止病原微生物入

侵、保护细胞免受氧化损伤等方面发挥着重要作

用。机体 SOD 基因的表达量会受到多种外界因素

的影响, 如病原微生物、环境污染物和温度胁迫
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等[43]。Bao 等[17]研究发现, 鳗弧菌刺激后的 12 h, 

海湾扇贝血细胞中 SOD 基因的相对表达量显著

增加(P<0.05)。Kim 等[44]报道, 不同重金属(铜、

锌和镉)胁迫下的盘鲍(Haliotis discus discus Reeve), 

其血细胞、鳃、肌肉组织和肝胰腺中 SOD 基因的

mRNA 水平也会显著上升(P< 0.05)。本研究表明, 

高温胁迫能显著提高皱纹盘鲍血细胞和肌肉组织

中 Cu/Zn–SOD 基因的相对表达量(P<0.01), 且在

血细胞中的相对表达量最高(约为对照组的 13.79

倍, 图 4)。血细胞是贝类免疫系统重要的组成部

分, 其主要的免疫功能包括细胞免疫、合成和释

放多种免疫因子参与体液免疫。Cu/Zn–SOD 基因

在血细胞中的高表达是与其功能相一致的。 

另外, 研究发现, 皱纹盘鲍在应答高温胁迫

和低温胁迫时, 血细胞和肌肉组织中 Cu/Zn–SOD

基因的相对表达量存在很大差异。这可能是由血

细胞和肌肉组织的结构和功能不同所决定的, 不

同组织在应答温度胁迫时可能具有不同的应答机

制[43], 具体机制还有待进一步深入探究。 

以上研究结果表明, 温度剧烈变化, 特别是

温度急剧升高会造成皱纹盘鲍生理活动的紊乱 , 

体内活性氧自由基的大量积累, 从而导致机体抗

氧化酶的表达和活性增强。这一结果将有助于了

解温度对皱纹盘鲍生理生化活动的影响机制, 评

估不同温度胁迫条件下机体的损害程度。这对于

探讨皱纹盘鲍养殖的适宜温度范围具有非常重要

的参考价值。在皱纹盘鲍的实际生产中, 应注意

环境因素, 特别是不同季节温度对皱纹盘鲍的影

响, 定期监测机体抗氧化酶和相关免疫酶活性的

变化, 以了解不同时期皱纹盘鲍的免疫状态和健

康程度, 为皱纹盘鲍养殖病害进行预警和防治。 
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Effects of temperature change on physiological and biochemical  
activities of Haliotis discus hannai Ino 

JIANG Weiwei1, 2, 3, FANG Jianguang3, 4, LI Jiaqi3, 5, JIANG Zengjie3, 4, MAO Yuze 3, 5, DU Meirong3, 4, 
GAO Zhenkun3, CHEN Qionglin3 
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2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 
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Abstract: The effects of changes in temperature on physiological and biochemical activities of Haliotis discus 
hannai Ino were studied in the laboratory to better understand the thermal tolerance mechanisms of abalone. Aba-

lone were transferred abruptly from a rearing temperature (15℃, control temperature) to 5℃, 10℃, 20℃, or 25℃. 

Other groups of abalone were acclimated to different experimental temperatures (5℃, 10℃, 20℃, and 25℃) by 

gradually increasing or decreasing seawater temperature (0.5℃/12 h). Then, oxygen consumption and ammonia 

excretion rates of H. discus hannai Ino were measured, the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase, 
acid phosphatase and lysozyme (LSZ) in the digestive gland were determined, and Cu/Zn–SOD gene expression 
levels in hemocytes and muscle were determined. The results showed that oxygen consumption and ammonia-N 
excretion rates of H. discus hannai Ino increased gradually with an increase in water temperature and peaked at  

20℃. The rates of oxygen consumption and ammonia-N excretion in the 25℃-acute temperature change treatment 

were significantly higher than those in the gradual treatment (P<0.01). Moreover, significant differences in the 

abalone O/N ratio were observed between the acute and gradual temperature change treatments at 5℃ and 10℃ 

(P<0.01). SOD, catalase, acid phosphatase, and LSZ activities increased significantly in abalone exposed to high 

temperature (25℃) for 72 h and reached the maximum at 3 h or 6 h (P<0.01). However, a significant decrease in 

LSZ activity was found in abalone in the 5℃-acute temperature change treatment and reached the lowest level 

after 9 h (P<0.01). Significantly up regulated Cu/Zn–SOD gene expression was also observed in hemocytes and 
muscle in abalone from the different temperature treatments (P<0.05). The physiological and biochemical activi-
ties of H. discus hannai Ino were significantly affected by temperature. These data provide valuable insight into 
the possible mechanisms of abalone summer mortalities and will serve as a theoretical basis for healthy breeding 
of abalone. 
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