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摘要 : 盐碱水中的高碳酸盐碱度是影响水生甲壳动物生存的重要因素之一。为探讨盐碱胁迫对罗氏沼虾

(Macrobrachium rosenbergii)存活、酶活性及基因表达的影响, 本研究摸索了盐度和碳酸盐碱度对罗氏沼虾苗的半

致死浓度(LC50)以及最低有影响浓度(LOEC), 探究了盐碱胁迫对罗氏沼虾幼苗鳃和肝胰腺中渗透调节和抗氧化相

关酶活性以及基因表达的影响。结果显示, 盐度对罗氏沼虾虾苗的 96 h-LC50 为 27.1, 96 h-LOEC 为 16.5; 碱度对罗

氏沼虾虾苗的 96 h-LC50 为 230.7 mg/L, 96 h-LOEC 为 96.6 mg/L; 并且盐碱交互作用表现出协同效应。罗氏沼虾幼

苗鳃和肝胰腺中碱性磷酸酶(AKP)和钠钾腺苷三磷酸酶(Na+-K+-ATPase)活性随胁迫时间延长呈先降后升的趋势, 

鳃中钙腺苷三磷酸酶(Ca2+-ATPase)则呈现相反的变化趋势; 肝胰腺中超氧化物歧化酶(SOD)活性在胁迫中期(72 h

和 120 h)达到最低水平, 而过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽 S 转移酶(GST)活性增加, 碳酸酐酶(CA)活性在胁迫过程

中呈现先降后升的趋势, 但盐碱胁迫程度所产生的影响差异不显著; 转录组分析揭示鳃和肝胰腺对盐碱胁迫的响

应不同, 鳃组织中涉及细胞外空间/区域(如四次跨膜蛋白)、细胞对外源刺激响应(脂肪醛脱氢酶)、次级活性跨膜转

运蛋白如相关基因在盐碱胁迫下表达上调; 盐碱胁迫抑制了肝胰腺的细胞外空间/区域相关基因表达, 但促进了碳

水化合物跨膜转运蛋白[如类脂质运载蛋白]相关基因表达上调, 这表明罗氏沼虾可能通过协同的渗透压调节策略

(包括增强鳃的离子转运和提高肝胰腺的碳水化合物跨膜转运)来适应盐碱环境。本研究结果可为揭示罗氏沼虾在

盐碱环境中的适应机制提供科学依据。 
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盐碱水广泛分布于世界各地, 具有高盐度、

高碱度、高 pH、主要离子比例失衡、缓冲性能差

等特点。大多数水生动物在盐碱水中难以生长繁

殖, 使得盐碱水域成为低产水资源, 极大地限制

了盐碱水资源的利用[1]。我国约有 9913.3 万 hm2

盐碱地和约 4600 万 hm2 盐碱水域, 遍及 19 个省、

市和自治区, 主要集中在东北、华北、西北内陆

地区以及东部沿海地带。目前, 已有 10 余种适合

盐碱水养殖的水产种类被发现, 包括凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)、脊尾白虾(Exopalaemon 
carinicauda)、异育银鲫(Carassius auratus)、大鳞

鲃(Luciobarbus capito)、尼罗罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)和青蛤(Cyclina sinensis)等[2-6]。为了有效

利用盐碱水资源, 迫切需要培育更多的耐盐碱养
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殖品种, 并深入研究水生生物对盐碱胁迫的适应

性机制。 

盐碱胁迫显著影响水生生物的生长发育、组

织功能、生理代谢和基因表达[7]。研究表明, 低盐

度、高碱度以及盐碱复合胁迫均会影响脊尾白虾

的生长速度和卵巢发育 [8]; 高盐度胁迫会导致凡

纳滨对虾肝小管细胞坏死, 仔虾存活率下降, 蜕

皮周期延长, 进而影响其生长速率[9-10]。在碱度胁

迫下, 脊尾白虾鳃柱细胞和肾细胞的结构发生显

著变化 [11], 凡纳滨对虾鳃中离子转运相关酶活

性发生显著改变, 鳃和肝胰腺中抗氧化相关酶活

性显著降低[12]。盐度和碱度胁迫均会导致中华绒

螯蟹(Eriocheir sinensis)[13]、凡纳滨对虾 [14]和中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)[15]氧化应激

和免疫功能受损。研究表明凡纳滨对虾可通过代

谢和离子调控相关基因的高表达来应对盐度和碱

度胁迫[12]。 

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)由于其

体型大、生长快、养殖周期短、抗病性好等优势

而具有广泛的全球市场[16-17]。目前的研究主要集

中于盐度或碱度对罗氏沼虾的生长、生理与基因

表达等方面的影响[10,18-20], 鲜见关于罗氏沼虾对

盐碱交互胁迫适应机制的研究报道。因此, 本研

究拟确定盐碱胁迫下罗氏沼虾的半致死浓度

(lethal concentration 50, 96 h-LC50)和最低有影响

浓度 (lowest observed effect concentration, 96 h- 

LOEC), 通过对鳃和肝胰腺酶活定量和转录组测

序分析, 从生理和分子层面揭示罗氏沼虾对盐碱

环境的适应机制。 

1  材料与方法 

1.1  盐碱胁迫对罗氏沼虾的96 h-LC50和96 h-LOEC 

通过添加氯化钠(NaCl)和碳酸氢钠(NaHCO3)

开展盐度和碱度的单因素胁迫实验, 分别设置盐

度(0、10、15、20、25)和碱度(60、140、180、240、

380、440 mg/L)浓度梯度, 各组 3 个平行。碱度测

定采用酸滴定法(SL 83—1994)。分别以 0 盐度和

60 mg/L 碱度作为对照组。实验初始每组各放入 100

尾幼苗(体长 0.7~1 cm), 记为 N0, 水温(26±2) ℃。

96 h 后记录各组罗氏沼虾的个体死亡数, 记为 N1, 

计算死亡率(mortality)=N1/N0×100%。 

根据盐碱单因素胁迫实验得到的罗氏沼虾

96 h-LC50 和 96 h-LOEC, 设置 3×3 的盐碱交互胁

迫实验(盐度: 2、5、7; 碱度: 100、230、360 mg/L), 

各组 3 个平行, 每个平行放入 100 尾虾, 胁迫

96 h。其他条件同单因素胁迫实验。 

1.2  酶活性测定 

选用养殖 40 d的幼虾(体长 3~5 cm, 体重 3~4 g)

投放于 15 L 水的玻璃缸中。根据 1.1 得到罗氏沼

虾幼苗的半致死浓度, 设置对照组(60 mg/L)、低

浓度组(120 mg/L)、高浓度组(220 mg/L) 3 个碱度

梯度, 盐度均为 5, 每组设 3 个平行, 曝气 24 h 后

各组投入 30 尾幼虾。胁迫 24、72、120 和 168 h

后各组分别取 3 尾, 分离鳃和肝胰腺组织, 液氮冷

冻后置于−80 ℃冰箱中保存以备测定。将样品和

0.9%生理盐水按重量体积比 1∶9 匀浆成 10%组织

匀浆, 之后离心 10 min (4 , 3000 r/min), ℃ 取上清

进行酶活性测定。其中鳃组织测定碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, AKP)、钠钾腺苷三磷酸酶

(Na+-K+- adenosine triphosphatase, Na+-K+-ATPase)
以及钙腺苷三磷酸酶(Ca2+-adenosine triphosphatase, 

Ca2+- ATPase)活性、肝胰腺组织测定碱性磷酸酶、

钠钾腺苷三磷酸酶、钙腺苷三磷酸酶、超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT)、碳酸酐酶 (carbonic anhydrase, 

CA)、谷胱甘肽 S 转移酶(glutathione S-transferase, 

GST)。总蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝蛋白法, 

标准化各项酶活数据, 以便样品间的比较。以上

指标均采用相应试剂盒测定(南京建成有限公司, 

中国), 并在多功能酶标仪(Synergy 2, BioTek, 美

国)检测吸光度值。 

1.3  RNA 提取、高通量测序及数据分析 

重复采集 1.2 各组 168 h 的鳃和肝胰腺样品用

于转录组测序。利用 RNeasy Mini 试剂盒(Qiagen)

提取总 RNA, 用 NanoDrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific)完成浓度及纯度和检测, 并用琼脂糖电

泳进行完整性检测。使用 Oligo (dT)磁珠富集

RNA 中带有 polyA 尾的 mRNA, 随后采用离子打

断的方式将 mRNA 随机打断为 300 bp 左右的片
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段。以片段化的 mRNA 为模板, 利用随机寡核苷

酸为引物, 逆转录合成 cDNA。利用 AMPure XP 

beads 纯化 PCR 产物, 构建的文库利用 Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent 2100, USA)完成质量检

测。文库的双端测序(PE150)在 Illumina NovaSeq

测序平台上完成(派森诺, 上海)。 

原始数据的控制用 fastp (v0.22.0)去除序列接

头、低质量(QV<20)、过短(长度<50 bp)的序列[21]。

高质量的干净序列利用 Trinity (v2.15.1)软件拼接

得到转录本, 将多样本组装的转录本进行聚类生

成 unigenes 基因集[22]。通过对比 NR、GO、KEGG、

eggNOG、Swiss-Prot、Pfam 数据库完成 unigenes

的基因功能注释。利用 RSEM (v2.15)计算基因表

达量 FPKM (fragments per kilobase of transcript 

per million), DESeq (v1.38.3)软件进行组间的差异

表达分析[23], 以表达差异倍数|Log2Fold Change|>1

和显著性 P<0.05 为阈值筛选差异表达基因。利用

topGO (v2.50.0)查找差异表达基因显著富集的

GO term[24]; 使 用 clusterProfiler (v4.6.0) 完 成

KEGG 通路富集分析 [25], 数据可视化使用 R 

(v4.1.2)完成[26]。 

1.4  数据处理 

实验数据采用 Origin 2021 软件处理, 对死亡

率和浓度对数进行回归分析并采用一次函数进行

拟合, 根据一次函数方程计算最低有影响浓度和

半致死浓度。酶活性测定结果以均数±标准差

( x ±SD)表示。统计分析在 SPSS 27.0 (IBM, 美国)

软件完成 , 利用单因素方差分析 (ANOVA)结合

Duncan 多重比较检验组间的差异显著性(P<0.05)。

使用 GraphPad Prism (v9.5)完成图形可视化。 

2  结果与分析 

2.1  盐碱胁迫对罗氏沼虾的96 h-LC50和96 h-LOEC 

罗氏沼虾在 96 h 内受到不同盐碱浓度的单因

素急性胁迫实验结果如表 1 所示。盐度胁迫回归

方程为 y=233.7x−284.7 (R2=0.98), 计算得出盐度

对罗氏沼虾幼苗的 96 h-LC50=27.1 (95%置信区间: 

25.2~29.6); 96 h-LOEC=16.5 (95% 置 信 区 间 : 

12.4~20.7)。碱度胁迫回归方程为 y=132.3x−262.7 

(R2=0.99), 计算得出碱度对罗氏沼虾幼苗的

96 h-LC50=230.7 mg/L (95% 置信区 间 : 182.6~ 

299.9 mg/L); 96 h-LOEC=96.6 mg/L (95%置信区

间: 42.6~135.2 mg/L)(图 1)。 

盐碱交互胁迫下罗氏沼虾 96 h 的死亡率如

表 2 所示。罗氏沼虾的死亡率与盐碱交互的浓度呈

正相关。根据表 2 计算碱度为 100、230、360 mg/L

时, 罗氏沼虾幼苗的 96 h 半致死盐度分别为 9.2、

5.2、0.8。对数据进行二次多项式回归分析, 设盐

度为 x1, 碱度为 x2, 死亡率为 y, 分析得出 96 h 的

回 归 模 型 : y=4.770−3.034x1+1.053x1
2+0.045x2+ 

0.002x1x2 (R2>0.95, P<0.05)。盐度和碱度交互项系

数为正数, 盐碱交互对罗氏沼虾的胁迫表现为协

同作用。 

2.2  盐碱胁迫对罗氏沼虾鳃酶活的影响 

罗氏沼虾鳃中免疫酶及离子转运酶活性变化

如图 2 所示。罗氏沼虾鳃 AKP 活性在处理期间波

动幅度较大(88.52~10788.57 U/L)。同一时期不同

浓度组间差异不显著, 实验组和对照组 AKP 活性

均随时间显著降低(P<0.05), 在 120 h 含量最低

(88.52~151.89 U/L), 在 168 h 呈现回升的趋势

(图 2a)。而 Na+-K+-ATPase 活性呈现先降后升的趋 
 

表 1  盐度和碱度对罗氏沼虾的 96 h 急性胁迫 

Tab. 1  96 h salt-alkaline stress on Macrobrachium rosenbergii 
n=3; x ±SD 

盐度 
salinity 

log10(盐度) 
log10(salinity) 

死亡率/% 
mortality 

碱度/(mg/L) 

alkalinity 
log10(碱度) 

log10 (alkalinity) 
死亡率/% 
mortality 

0  4.00 60 1.778 6.33 

10 1.000 1.33 140 2.146 7.33 

15 1.176 1.00 180 2.255 20.67 

20 1.301 7.33 240 2.380 47.00 

25 1.398 45.33 380 2.580 84.33 

   440 2.644 100.00 
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图 1  对数转化的盐碱浓度与罗氏沼虾死亡率的回归分析 
辅助虚线标注了半致死率所对应的浓度. 

Fig. 1  Regression analysis between log-transformed salt-alkaline concentration and mortality of Macrobrachium rosenbergii 
The auxiliary dashed line indicates the concentration corresponding to the half lethal rate. 

 

表 2  盐碱交互对罗氏沼虾的 96 h 急性胁迫 

Tab. 2  96 h salt-alkali interactive stress on  
Macrobrachium rosenbergii 

n=3; x ±SD 

盐度 
salinity 

碱度/(mg/L) 
alkalinity 

死亡率/% 
mortality 

0 60 4.67 

2 100 18.00 

2 230 30.67 

2 360 62.33 

5 100 25.33 

5 230 39.33 

5 360 71.67 

7 100 42.33 

7 230 68.00 

7 360 99.67 

 

势, 实验组在 120 h 含量最低(1.17~2.60 U/mg prot)。

同一时期不同浓度组间的比较显示 :  低浓度组 

(120 mg/L)在72 h显著高于其他两组(P<0.05), 高浓

度组(220 mg/L)在 120 h 显著低于其他两组(P<0.05, 

图 2b)。鳃 Ca2+-ATPase 活性在时间上呈现单峰型

的响应规律: 初始含量最低(0.03~0.06 U/mgprot), 

在 120 h 达到最高水平(1.66~2.48 U/mgprot), 随

后在 168 h 显著降低(P<0.05)。各时期不同浓度组

间的差异不显著(P>0.05), 但在 72 h 和 120 h 高浓

度组的含量略高于其他两组(图 2c)。 

2.3  盐碱胁迫对罗氏沼虾肝胰腺酶活的影响 

罗氏沼虾肝胰腺 AKP 最高含量远低于鳃

(3391.37 U/L vs. 10788.57 U/L), AKP 在两个组织

都呈现先降后升的 U 形规律, 肝胰腺在 72 h 时

AKP 含量最低(111.37~329.51 U/L)。同一时期不

同浓度组间差异不显著, 除 72 h 低浓度组含量显

著高于其他两组(P<0.05, 图 3a)。盐碱胁迫下肝胰

腺 Na+-K+-ATPase (1.31~6.71 U/mgprot)和 Ca2+-  
 

 
 

图 2  盐碱胁迫下罗氏沼虾鳃生理参数的变化 

不同小写字母表示同一时间不同组间的显著差异(P<0.05); 不同大写字母表示同一碱度在时间上的显著差异(P<0.05). 

Fig. 2  Physiological responses in gill of Macrobrachium rosenbergii under salt-alkaline stress 
Different lowercase letters indicate significant differences between different groups at the same time (P<0.05);  

Different capital letters indicate significant differences among different times in the same group (P<0.05). 
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ATPase (0.22~7.41 U/mgprot)的含量相当, 且均在

处理中期(72 h 和 120 h)含量较低。同一时期的组

间比较显示: 高浓度组 Na+-K+-ATPase 在 72 h 显

著升高, 而低浓度组 Ca2+-ATPase 在 120 h 显著升

高(P<0.05, 图 3b、3c)。 

肝胰腺抗氧化相关酶对盐碱胁迫的响应不同: (1) 

SOD 活性随时间先降后升(36.96~268.27 U/mgprot), 

对照组在 72 h 活性最低, 实验组在 120 h 活性最低

(P<0.05), 实验组和对照组均在 168 h 活性最高, 

平均含量变化幅度为 4.3~5.1 倍; 同一时期组间比

较显示, 高浓度组在 72 h 显著高于其他两组; 低浓

度组在 120 h 显著高于其他两组(图 3d)。(2) CAT 

(7.73~21.83 U/mgprot)和GST (6.54~47.20 U/mgprot)

在时间上的波动较小, 高浓度组在 72 h的含量显著

高于其他两组(P<0.05, 图 3e、3f)。 

CA 活性在初始最高(约 115 ng/mL), 在 72 h

和 120 h显著降低(约 22%~27%), 末期 168 h活性回

升至初始的 88%但仍显著低于初始水平(P<0.05)。

同一时期的组间比较无显著差异, 除 72 h 的低浓

度组 CA 含量显著高于其他两组(P<0.05, 图 3g)。 
 

 
 

图 3  盐碱胁迫下罗氏沼虾肝胰腺生理参数的变化 

不同小写字母表示同一时间不同组间的显著差异(P<0.05); 不同大写字母表示同一碱度在时间上的显著差异(P<0.05). 

Fig. 3  Physiological responses in hepatopancreas of Macrobrachium rosenbergii under salt-alkaline stress 
Different lowercase letters indicate significant differences between different groups at the same time (P<0.05);  

Different capital letters indicate significant differences among diffeent times in the same group (P<0.05). 
 

2.4  盐碱胁迫后罗氏沼虾转录组分析 

2.4.1  转录组测序概况   对鳃和肝胰腺共测序

18 个转录组, 经过质控后分别共获得 69.54 Gb 和

67.19 Gb 的干净序列, 碱基 Q30 均大于 96%, 有

效数据和有效碱基的比例均大于 98% (表 3), 说

明测序质量符合生物信息学分析要求。表达分析

揭示盐碱胁迫后罗氏沼虾鳃和肝胰腺各组中多数

基因(>55%)的 FPKM 值范围在 0.1~10 (图 4a~4d), 
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表明鳃和肝胰腺在不同浓度组之间的分布模式相

似, 以及不同浓度组之间测序覆盖率偏差较小。

主成分分析(principal component analysis, PCA)表

明, 鳃的高浓度组内相似性较高, 3 个不同浓度组

间基因表达模式的区分不明显; 肝胰腺 3 个浓度

组内样本分布较为离散, 不同浓度组间基因表达

模式的区分不明显(图 4c、4f)。 

2.4.2  差异表达基因分析  鳃和肝胰腺盐碱胁迫

后分别产生 2622和 2922个去冗余的差异表达基因

(DEGs), 上调基因高于下调基因数量(图 5a、5c)。

差异表达基因数在鳃和肝胰腺的组间分布规律不

同。鳃中高浓度组的表达上调(993)和下调(884)

基因数量约为其他两组的 3 倍; 肝胰腺中高浓度

组的差异表达基因略高于低浓度组(上调: 621 vs 

499; 下调: 498 vs 437), 但两者均低于低-高浓度的

上调(864)和下调(746)基因数目。MA 图(M-versus-A 

plot)在表达量和差异倍数上突显上调和下调差异

基因的分布, DEGs 数目显著低于无显著差异基因, 

只在组间比较中占 0.6%~1.9% (图 5b、5d)。 

2.4.3  差异表达基因GO富集分析  GO 富集分析

显示, 鳃组织的差异表达基因注释到的功能主要

包括“细胞外空间/区域(GO: 0005615, 0005576)” 

“次级主动跨膜转运蛋白活性(GO: 0015291)”和

“离子运输(GO: 0006811, 0006820)”等(图 6a)。肝胰 
 

表 3  罗氏沼虾鳃和肝胰腺样品测序数据组装结果统计 

Tab. 3  Statistics of assembly results of sequencing data of gills and hepatopancreas samples of Macrobrachium rosenbergii 

样品 
sample 

碱度/(mg/L) 
alkalinity 

分组 
group 

组织 
tissue 

原始数据
raw reads

过滤数据 
clean reads 

有效数据/%
clean reads

Q30/%
content

S60_1 60 对照组 control group 鳃 gill 47976202 47349158 98.69 96.59

S60_2 60 对照组 control group 鳃 gill 50301244 49617942 98.64 96.57

S60_3 60 对照组 control group 鳃 gill 49121180 48437306 98.61 96.54

S120_1 120 低浓度 low concentration 鳃 gill 54956362 54173864 98.58 96.54

S120_2 120 低浓度 low concentration 鳃 gill 45431640 44814286 98.64 96.55

S120_3 120 低浓度 low concentration 鳃 gill 52749660 52079258 98.73 96.82

S220_1 220 高浓度 high concentration 鳃 gill 50613604 50085284 98.96 97.07

S220_2 220 高浓度 high concentration 鳃 gill 50241920 49619274 98.76 96.77

S220_3 220 高浓度 high concentration 鳃 gill 66366748 65490228 98.68 96.57

G60_1 60 对照组 control group 肝胰腺 hepatopancreas 45340624 44784486 98.77 96.85

G60_2 60 对照组 control group 肝胰腺 hepatopancreas 47019470 46423168 98.73 96.69

G60_3 60 对照组 control group 肝胰腺 hepatopancreas 45437404 44941818 98.91 97.20

G120_1 120 低浓度 low concentration 肝胰腺 hepatopancreas 51912868 51329906 98.88 96.94

G120_2 120 低浓度 low concentration 肝胰腺 hepatopancreas 62120074 61401366 98.84 96.89

G120_3 120 低浓度 low concentration 肝胰腺 hepatopancreas 47366806 46776044 98.75 96.81

G220_1 220 高浓度 high concentration 肝胰腺 hepatopancreas 52992422 52296878 98.69 96.69

G220_2 220 高浓度 high concentration 肝胰腺 hepatopancreas 51203006 50547142 98.72 96.66

G220_3 220 高浓度 high concentration 肝胰腺 hepatopancreas 48047814 47339106 98.52 96.52

注: S60_1、S60_2 和 S60_3 表示对照组罗氏沼虾鳃组织 3 个生物学重复, S120_1、S120_2 和 S120_3 表示低碱度组罗氏沼虾鳃组织 3

个生物学重复, S220_1、S220_2 和 S220_3 表示高碱度组罗氏沼虾鳃组织 3 个生物学重复, G60_1、G60_2 和 G60_3 表示对照组罗氏沼

虾肝胰腺组织 3 个生物学重复, G120_1、G120_2 和 G120_3 表示低碱度组罗氏沼虾肝胰腺组织 3 个生物学重复, G220_1、G220_2 和

G220_3 表示高碱度组罗氏沼虾肝胰腺组织 3 个生物学重复; Q30: 碱基识别准确率在 99.9%以上的碱基所占百分比. 

Note: S60_1, S60_2, and S60_3 represent three biological replicates of the gill tissue of the control group of Macrobrachium rosenbergii. 
S120_1, S120_2, and S120_3 represent three biological replicates of the gill tissue of the low alkalinity group of M. rosenbergii. S220_1, 
S220_2, and S220_3 represent three biological replicates of the gill tissue of the high alkalinity group of M. rosenbergii. G60_1, G60_2, and 
G60_3 represent three biological replicates of the liver and pancreas tissue of the control group of M. rosenbergii. G120_1, G120_2, and 
G120_3 represent three biological replicates of the liver and pancreas tissue of the low alkalinity group of M. rosenbergii. G220_2 20_1, 
G220_2, and G220_3 represent three biological replicates in the liver and pancreas tissues of the high alkalinity group of M. rosenbergii; Q30: 
The percentage of bases with an accuracy rate of 99.9% or higher in base recognition. 
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图 4  盐碱胁迫下罗氏沼虾鳃(a、b、c)和肝胰腺(d、e、f)的转录表达 

a、d 为各处理基因表达水平的分布; b、e 为全部基因表达丰度的密度图; c、f 为基于所有转录组数据的 PCA 分析. 

Fig. 4  Overview of transcriptomes in gills (a, b, c) and hepatopancreas (d, e, f) of Macrobrachium rosenbergii under salt-alkaline stress  
a and d are distribution of gene expression levels in each treatment. b and e are density plot of expression  

abundance of all genes. c and f are PCA analysis based on all transcriptome data. 
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图 5  盐碱胁迫下罗氏沼虾鳃(a、b)和肝胰腺(c、d)差异表达可视化 

a、c 为上调和下调差异表达基因数目; b、d (MA 图)为差异基因在平均表达丰度和差异倍数上的分布. 

Fig. 5  Visualization of genes expression changes in the gills (a and b) and hepatopancreas (c and d) of Macrobrachium  
rosenbergii between any two of salt-alkaline treatments  

a and c are the number of up/down-regulated DEGs. b and d (MA plots) are the distribution of  
DEGs in terms of expression levels and fold changes. 

 

腺的差异表达基因主要富集于: “细胞外空间/区

域” “溶酶体/液泡腔(GO: 0043202, 0005775)” “氨

离子代谢过程(GO: 0097164)”。碳水化合物跨膜转

运相关的功能在肝胰腺被显著富集(GO: 0051119, 

0015145, 0015149, 0005355, 0015152, 0015766, 

0008643, 0015144, 0005402, 图 6b)。 

2.4.4  差异基因表达分析  鳃和肝胰腺对盐碱胁

迫的表达响应不同(图 7)。鳃中共 91 个 DEGs (上

调 53, 下调 38)涉及细胞外空间/区域(extracellular 

space/region), 主要编码 4 次跨膜蛋白(tetraspanin), 

钠-氯共转运蛋白(sodium-chloride cotransporter), 

硫氧还蛋白(thioredoxin), 蛋白酶 A (cathepsin A)

等, 这些基因在高浓度和低浓度胁迫下的表达相

比对照组分别高出约 0.46 倍和 0.22 倍(Log2Fold 

change, 图 7a)。10 个编码次级活性跨膜转运蛋白  

(secondary active transmembrane transporter)的DEGs

在高浓度组(0.76倍)和低浓度组(0.12倍)的表达上

调。涉及细胞对外源刺激响应(cellular response to 

xenobiotic stimulus)的 DEGs 主要注释到脂肪醛脱

氢酶(fatty aldehyde dehydrogenase)分别上调表达

0.52 倍和 0.42 倍。而离子传输(ion transport)和阴离

子传输(anion transport)相关基因在高浓度(−0.59

倍和−0.88 倍)和低浓度(−1.19 倍和−1.69 倍)均表达

下调(图 7a)。 

肝胰腺的细胞外空间/区域的相关基因(64 个

DEGs)表达受抑制(高浓度组: −0.69 倍和低浓度组: 

−1.19 倍), 其中编码铁蛋白(ferritin)的 DEGs 表达

显著下调。高浓度和低浓度胁迫均显著抑制溶酶

体/液泡腔(lysosomal/vacuolar lumen, −1.09~−1.71

倍)和铵离子代谢过程(ammonium ion metabolic  
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process, −0.08~−0.89 倍)相关基因的表达, 溶酶体/

液泡腔相关基因主要注释到 legumain-like 蛋白, 参

与铵离子代谢过程主要是 γ-丁基甜菜碱双加氧酶

(γ-butyrobetaine dioxygenase)。值得注意的是, 以类 
 

 
 

图 6  盐碱胁迫下罗氏沼虾鳃(a)和肝胰腺(b)差异表达基因 GO 富集分析 

显著差异的 GO items 富集于任意两组或全部组间比较用红色突出; 涉及盐碱胁迫潜在功能代谢标注于红色星(*). 

Fig. 6  GO enrichment analysis of differentially expressed genes in the gills (a) and hepatopancreas (b) of Macrobrachium 
rosenbergii under salt-alkaline stress 

Significant differences in GO items are enriched between any two or all groups, highlighted in red for comparison; the potential 
functional metabolism related to salt alkali stress is marked with a red star (*). 

 

 
 

图 7  罗氏沼虾鳃(a)和肝胰腺(b)响应盐碱胁迫的差异基因相对表达水平 

每个圆圈代表一个单独的基因, 圆圈大小表示表达丰度. 

Fig. 7  Relative expression levels of significantly differentially expressed genes in gills (a) and  
hepatopancreas (b) of Macrobrachium in response to salt-alkaline stress 

Each circle represents a separate gene, and the size of the circle indicates expression abundance. 
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脂质运载蛋白(lipocalin-like protein)为代表的碳水

化合物跨膜转运蛋白(carbohydrate transmembrane 

transporter)相关基因在高浓度(0.37 倍)和低浓度

(0.58 倍)胁迫下的表达均明显上调(图 7b)。 

3  讨论 

3.1  罗氏沼虾对盐度和碱度的耐受性 

罗氏沼虾作为广盐性物种其幼体发育期需要

在微咸水中完成[27-28]。本研究中, 罗氏沼虾的半

致死盐度为 27, 最低有影响盐度为 16。这与先前

的研究一致, 罗氏沼虾幼苗半致死盐度约为 25, 

盐度超过 30 时死亡率显著上升[29]。对比分析显示, 

罗氏沼虾对盐度的耐受性要高于凡纳滨对虾、大

鳞鲃等耐盐碱水产动物[30]。碱度胁迫的结果显示, 

罗氏沼虾幼苗的半致死碱度值为 230 mg/L, 最低

有影响的碱度值为 96 mg/L。与 González-Vera 和

Brolon 等[31]的研究结果接近, 碱度超过 250 mg/L

罗氏沼虾幼苗死亡率显著上升, 碱度的增加严重

影响罗氏沼虾的生存。此外, 盐度和碱度交互胁

迫实验结果显示, 盐碱双因素胁迫导致罗氏沼虾

幼苗的存活率显著降低, 表明盐度和碱度对罗氏

沼虾幼苗具有协同作用。 

3.2  盐碱胁迫对罗氏沼虾鳃和肝胰腺酶活性的

影响 

碱性磷酸酶(AKP)是生物体免疫反应中重要

的代谢类调控酶 [32]。罗氏沼虾鳃和肝胰腺中的

AKP 活性均随时间先降后升, 说明罗氏沼虾对盐

碱环境的适应性较强, 免疫酶活性具有较好的恢

复功能。柳飞等[32]研究发现, 低盐度下长期高碳

酸盐碱度(≥500 mg/L)胁迫会促进脊尾白虾肝胰

腺 AKP 活性。本研究中, 168 h 的高浓度组肝胰腺

的 AKP 含量显著高于 24 h 时, 表明高碱度对罗氏

沼虾肝胰腺中 AKP 活性具有诱导作用, 以应对高

碱度对机体的损伤。 

渗透压调节通过离子转运酶维持机体的酸

碱平衡 [33] 。相关酶主要包括 Na+-K+-ATPase, 

Ca2+ATPase 和 CA; Na+-K+-ATPase 主动跨膜运输

Na+和K+, 在胞内环境的相对稳定发挥重要作用[34]; 

Ca2+ATPase 利用 ATP 水解的能量从细胞内泵出

Ca2+, 维持细胞质较低的 Ca2+浓度; CA 为 Na+/NH4
+

和 Na+/H+的电中性交换提供 H+和 HCO3
–, 维持机

体内环境稳定[35]。本研究中, 除鳃中 Ca2+-ATPase

呈现单峰型的变化规律外, 其余均呈现先降后升

的 U 形变化规律, 表明罗氏沼虾渗透压调节过程

具有迟滞性, 并且这 3 种酶在应对盐碱胁迫过程

中具有协同作用。罗氏沼虾鳃和肝胰腺离子转运

酶活性短时间内显著降低, 可能是应激导致体内

Na+、HCO3
–等离子浓度迅速升高, 从而抑制鳃和

肝胰腺中的离子转运酶活性以降低细胞膜的通透

性[36]; 而在后期(168 h)酶活性升高可能是由于罗

氏沼虾的主动调节作用, 这与尼罗罗非鱼在碱度

胁迫下离子转运酶活力的变化相似 [37]。此外 , 

Na+-K+-ATPase 活性的变化趋势与脊尾白虾[38]、克

氏原螯虾(Procambarus clarkii)[39]和凡纳滨对虾[40]

相似, 且 Na+-K+-ATPase 在总 ATP 酶活性的占比

高达 70%, 说明 Na+-K+-ATPase 在罗氏沼虾应对高

碱胁迫的渗透调节中发挥主导作用[34]。 

抗氧化反应是水生动物体内重要的防御机

制, 通过清除活性氧自由基保护机体免受氧化损

伤[41]。本研究中, SOD 活性先降后升, 不同于脊尾

白虾[32]、中国对虾[37]和青海湖裸鲤(Gymnocypris 
przewalskii)[42]在急性碳酸盐碱度胁迫下抗氧化酶

活性先升后降的规律, 可能是不同的物种对盐碱

胁迫的应激反应存在差异, 以及盐碱交互胁迫导

致抗氧化系统激活时间延长。此外, 高碱度导致

肝胰腺 GST 活性先升后降, 说明碱度胁迫会引起

机体产生大量解毒代谢酶, 但高碱度对机体的毒

性效应超过解毒酶的代谢速率则会导致大分子酶

类受到损伤, 酶活性呈现抑制趋势。 

3.3  盐碱胁迫对罗氏沼虾转录组的影响 

急性盐碱胁迫下罗氏沼虾 DEGs 上调多于下

调基因数量, 表明罗氏沼虾基因表达水平更为活

跃, 通过增强基因表达来适应盐碱环境。本研究

中, 鳃中与“细胞外空间/区域” “次级主动跨膜转

运蛋白活性”和“离子运输”相关的基因显著富集; 

而肝胰腺中与碳水化合物跨膜转运相关的功能显

著富集。涉及“细胞外空间/区域”的 DEGs 主要注

释到四次跨膜蛋白, 该蛋白在促进细胞间及细胞

内信号转导发挥重要作用 [43]; 其次钠-氯共转运

蛋白能够 Na+和 Cl–离子回收和酸碱平衡调节。这
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与 Qin 等[44]研究结果相似: 脊尾白虾在 826 mg/L

碳酸盐碱度胁迫 36 h 后, DEGs 在离子转运等 GO

条目上显著富集。同时, Na+-K+-ATPase 活性在后

期升高的变化进一步证明了鳃的离子转运响应在

罗氏沼虾维持酸碱平衡过程中发挥重要作用。 

肝胰腺中铁蛋白基因表达下调表达最为显著, 

研究表明铁离子不仅是碳水化合物代谢酶的活化

因子, 参与细胞内 ATP 的生成, 还具有免疫和生

理防御功能, 可直接参与 CAT 等酶类的合成以催

化各种生物化学反应, 鱼类缺铁时抗氧化酶活性

低于正常水平[45]。因此, 罗氏沼虾可能通过调节

肝胰腺内铁元素的代谢来影响抗氧化能力, 这与

肝胰腺中 CAT 活性的表达一致。溶酶体具有细胞

内消化作用、防御功能以及能够清除细胞内衰老

和多余的细胞器, 溶酶体降解可以和细胞在胁迫

下的自噬达到代谢平衡[46], 溶酶体的表达受抑制

会影响其降解功能, 表明盐碱胁迫下罗氏沼虾肝

胰腺出现炎症反应。脊尾白虾在响应低盐胁迫时, 

溶酶体信号通路的差异表达基因最多, 溶酶体降

解功能受影响, 与本研究中结果一致[47]。此外, 碳

水化合物跨膜转运蛋白相关基因表达上调, 这与

凡纳滨对虾、三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)

在胁迫下的反应相类似。急性碱性胁迫下凡纳滨

对虾肝胰脏碳水化合物分解代谢相关调控基因上

调, 以及氨胁迫下三疣梭子蟹能量代谢增强[48]。

甲壳类动物通过调整自身的能量代谢强度和模式

以适应外界环境, 如三羧酸循环、碳水化合物代

谢、脂质代谢等的改变[48]。Klepsatel 等[49]指出能

量代谢的调控是水生生物在毒性应激下生存的关

键 , 调节渗透压所需能量占生物体总能量的

20%~50%[50]。因此, 罗氏沼虾通过增强鳃的离子

转运和提高肝胰腺的能量代谢可能是其适应盐碱

环境的关键。 

4  结论 

本研究通过探究罗氏沼虾幼苗在盐碱胁迫下

的生理和分子响应机制, 揭示了其复杂的适应策

略。盐度和碱度对罗氏沼虾的存活率具有显著影

响, 尤其是盐碱交互作用表现出协同效应。在生

理调节方面, 罗氏沼虾通过调节鳃和肝胰腺中离

子转运酶活性, 主要是 Na+-K+-ATPase 和 Ca²+- 

ATPase, 维持细胞内外的离子平衡。抗氧化反应

方面, SOD、CAT 和 GST 活性的变化显示出其对

抗氧化损伤的有效应对。转录组分析进一步揭示

了罗氏沼虾鳃中离子转运相关基因高表达, 以及

肝胰腺能量代谢相关基因表达增强对渗透压调节

发挥着重要作用。这些发现为深入理解罗氏沼虾

对盐碱胁迫的生理和分子机制提供了重要线索。 
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Effects of salt-alkaline mixed stress on survival, enzyme activity, and 
transcriptomic profiling of freshwater giant prawn, Macrobrachium 
rosenbergii 

ZHANG Xin1, 2, ZOU Songbao2, 3, GAO Qiang2, 3, ZHOU Dan2, NI Meng2, LIU Mei2, ZHANG Minglei4,  
CAI Kejun1, YUAN Julin1, 2 

1. School of Life Sciences, Huzhou University, Huzhou 313000, China; 
2. Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Key Laboratory of 

Fish Health and Nutrition of Zhejiang Province; Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, China; 
3. East China Sea Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai 200090, China; 
4. Shandong Freshwater Fisheries Research Institute, Ji’nan 250013, China 

Abstract: High carbonate alkalinity in saline-alkaline water is considered a crucial factor that affects the survival 
of crustaceans. However, the information regarding the saline-alkaline adaptation mechanisms of Macrobrachium 
rosenbergii is currently limited. This study aimed to investigate the effects of saline-alkaline stress on the survival, 
enzyme activity, and transcriptomic profiling of M. rosenbergii by determining its semi-lethal concentration (LC50) 
and lowest observed effect concentration (LOEC) of salinity and carbonate alkalinity for its larvae. Additionally, 
the study examined the effects of saline-alkaline stress on osmoregulation, antioxidant enzyme activities, and 
transcriptional expression in the gills and hepatopancreas of M. rosenbergii. Results showed that the 96 h-LC50 of 
salinity for M. rosenbergii larvae was 27.1, with a 96 h-LOEC of 16.5, whereas the 96 h-LC50 of carbonate 
alkalinity was 230.7 mg/L, with a 96 h-LOEC of 96.6 mg/L. Furthermore, salt-alkali interaction exhibited synergistic 
effects. Enzyme activity analysis revealed initial decreases followed by increases over time for alkaline 
phosphatase and Na+-K+-ATPase activities in the gills and hepatopancreas, whereas Ca2+-ATPase activity in the 
gills exhibited the opposite pattern. Superoxide dismutase activity in the hepatopancreas reached its lowest level 
during the mid-term stress period (72 h and 120 h), whereas catalase and glutathione S-transferase levels increased. 
Carbonic anhydrase activity showed an initial decrease followed by increase during the treatment process, with no 
significant differences observed among different saline-alkaline stress. Transcriptomic analysis revealed distinct 
responses of the gills and hepatopancreas to saline-alkaline stress. Up-regulated genes associated with extracellular 
space/region (e.g. tetraspanin), cellular response to xenobiotic stimulus (e.g. fatty aldehyde dehydrogenase), and 
secondary active transmembrane transporters were observed in the gills under saline-alkaline stress. Genes 
involved in the extracellular space/region were down-regulated in the hepatopancreas, whereas carbohydrate 
transmembrane transport related genes (e.g. lipocalin-like protein) were upregulated. These results suggest that M. 
rosenbergii adapts to saline-alkaline environments through coordinated osmotic regulation strategies, which include 
increased ion transport in the gills and enhanced carbohydrate transmembrane transport in the hepatopancreas. 
This study provides scientific evidence for understanding the adaptation mechanisms of M. rosenbergii in 
saline-alkaline environments. 
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osmotic regulation; ion transport; salt alkaline water 
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