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摘　要：通过石蜡切片观察雌性三角帆蚌外鳃组织形态周年变化，并探究低氧环境对雌性三角帆蚌外鳃组织
形态及酶活性的影响。结果表明，雌性三角帆蚌外鳃鳃瓣 １月最薄，至 ５月增至最厚，较 １月显著增厚
１７３．８６％，随后鳃瓣逐渐变薄，其鳃小腔宽度随鳃瓣厚度增厚也显著增大，至６月增至最宽较１月显著增宽
１７１．２２％，随后鳃小腔逐渐变窄，且３—６月在雌性三角帆蚌外鳃发育为育儿囊，其中发现大量早期胚胎。在
低氧环境下，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性在１～５ｄ逐渐升高，第５天达到最大值，较对照组显著提升１３１．１％，５～
９ｄ缓慢下降；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性在１～７ｄ逐渐下降，在第７天达到最小值，较对照组显著降低
４０．５３％，７～９ｄ缓慢上升；过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性在１～７ｄ逐渐上升，７～９ｄ无明显变化，第７天活性最高，
较对照组显著提升９１．３４％，琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）活性在１～９ｄ呈下降趋势，最低值出现在第９天，较对照组
显著降低 ６８．９％；低氧胁迫 ５ｄ后，外鳃侧纤毛较对照组增宽了 ７９．５８％，外鳃小水管较对照组增宽了
２４８．７３％。本研究分别为怀卵期雌性三角帆蚌外鳃组织结构变化和低溶氧对雌性三角帆蚌外鳃组织结构和酶
活性的影响提供了基础资料，为提升三角帆蚌繁育技术提供了理论依据。
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　　全世界有淡水蚌类２００多种，我国有１００多
种，这些淡水蚌主要分布在江河、池塘、湖泊等水

域之中，如今，国内外主要用于生产珍珠的品种

为三 角 帆 蚌 （Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）、池 蝶 蚌
（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ）、褶纹冠蚌（Ｃｒｉｓｔａｒｉａｐｌｉｃａｔａ）
和紫踵劈蚌（Ｐｏｔａｍｉｌｕｓａｌａｔｕｓ）等，其中三角帆蚌
为我国特有种，是最主要的淡水育珠蚌［１］。三角

帆蚌具有受精卵在雌蚌外鳃育儿囊发育至钩介

幼虫的繁殖习性，因此，雌性三角帆蚌外鳃不仅

是重要的呼吸和滤食器官［２］，也是重要的受精发

育场所，许多雌性水生生物也是如此［３５］。国内

学者对背角无齿蚌（Ａｎｏｄｏｎｔａｗｏｏｄｉａｎａ）、绢丝丽
蚌（ＬａｍｐｒｏｔｕｌａｆｉｂｒｏｓａＨｅｕｄｅ）、褶纹冠蚌及三角帆
蚌鳃组织的初步研究早已开展［６９］。三角帆蚌雌

蚌外鳃发育为育儿囊的时期，怀卵雌性三角帆蚌

外鳃腔内充满了早期发育胚胎，降低了鳃呼吸代

谢效率，导致蚌处于低氧状态，因此，研究三角帆

蚌在低氧条件下鳃组织形态变化和酶活性变化，

对理解鳃育儿囊生理变化也具有重要意义。近

年来，国内外关于环境因子对双壳贝类鳃结构的

影响研究相继开展［５，１０１３］，但目前对于淡水蚌类

的低氧条件下生理生态的研究较少，且未发现关

于低氧胁迫对三角帆蚌鳃组织生理生化影响的

研究。

本文对雌性三角帆蚌外鳃进行 １周年连续
石蜡切片，观察其组织形态特征，探究雌性三角

帆蚌外鳃组织形态周年变化规律，并对低氧胁迫

雌性三角帆蚌外鳃组织形态变化及酶活性变化
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做出初步研究，以期了解雌性三角帆蚌外鳃育儿

囊结构和酶活性变化规律，为提升三角帆蚌苗种

繁育技术奠定基础，进一步丰富三角帆蚌的繁殖

生物学基础资料。

１　材料与方法

１．１　三角帆蚌养殖及选取
将３龄三角帆蚌吊养在浙江武义伟民养殖

基地同一养殖池塘，用于外鳃育儿囊形态周年变

化观察及低氧胁迫实验。２０１９年１月至１２月，
每月从基地挑选２０只健康雌性三角帆蚌送到实
验室，选取５只外鳃完整的雌性三角帆蚌作为实
验材料；１２月时捞取６０只同批次雌性三角帆蚌，
设置低氧组和对照组，每组设３个重复，每个重
复１０只雌性三角帆蚌，分别置于体积为２０Ｌ的
盛有曝气７２ｈ自来水的塑料盆中。低氧胁迫组
采用充氮方法，使水体中的溶解氧质量浓度维持

在（１．７±０．２）ｍｇ／Ｌ，对照组充气增氧，溶解氧质
量浓度维持在（７．９±０．２）ｍｇ／Ｌ，分别于第１、３、
５、７、９天进行三角帆蚌的解剖取样。
１．２　鳃组织石蜡切片制作与观察

取三角帆蚌外鳃组织，大小为５ｍｍ×５ｍｍ，
浸没在质量分数为４％多聚甲醛固定液中２０～２４
ｈ，然后转至７５％乙醇（体积分数）中保存，备用。

外鳃组织脱水透明时，将７５％乙醇中的组织
取出，放置在做好标记的小烧杯中，进行梯度浓

度乙醇脱水，使用７０％乙醇进行第１次脱水，时
间３０ｍｉｎ，再用 ８０％乙醇脱水 ３０ｍｉｎ，然后用
９５％乙醇脱水 ２０ｍｉｎ，最后用无水乙醇脱水 １０
ｍｉｎ（２次）。乙醇脱水完成后将组织放入二甲苯
与无水乙醇体积比为１∶１的溶液中浸泡２０ｍｉｎ，
然后转移至二甲苯溶液中进行透明，每次 １０
ｍｉｎ，共２次。

浸蜡和包埋在６５℃烘箱中进行，先将处理
完的组织放入二甲苯与石蜡体积比为１∶１的溶
液中浸泡６０ｍｉｎ，然后转入石蜡Ⅰ中浸泡６０ｍｉｎ，
再转入石蜡Ⅱ中浸泡６０ｍｉｎ。取出浸泡完的组

织逐个进行包埋，包埋完成后保存于４℃冰箱中
固化，随后用切片机对包埋好的组织蜡块进行切

片，厚度为５～６μｍ，经过脱蜡、复水、Ｈ．Ｅ染色、
中性树胶封片，制作成石蜡切片［１４１５］。

用ＬｃｉｃａＤＭ２５００生物显微镜观察其组织结
构；用ＬＡＳＶ４．５软件来测量鳃瓣厚度及鳃腔宽
度。

１．３　雌性三角帆蚌外鳃组织酶活性测定
用于酶活性测定的外鳃组织置于 －８０℃冰

箱中保存，采用试剂盒测定酶活性，分别为南京

建成生物公司生产的过氧化氢（ＣＡＴ）测定试剂
盒、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒、总超氧化物歧化
酶（ＳＯＤ）试剂盒和琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）试剂盒，
测定过程参考相关试剂盒说明书。

１．４　数据处理与分析
采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，使用 ｔ

检验的方法来进行显著性差异分析，Ｐ＜０．０５表
示差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果

２．１　雌性三角帆蚌外鳃组织形态周年变化
１至１２月，对３龄雌性三角帆蚌的外鳃组织

取样制作石蜡切片，观察发现三角帆蚌的外鳃育

儿囊的生理结构会在繁育季节发生明显变化，如

图１～３所示，外鳃瓣的厚度在５月达到最大，外
鳃瓣厚度为（１５７６．５２±１１２．５６）μｍ，较最低厚度
的１月（６８５．４３±３２．２５）μｍ显著增厚１３０．０７％，
５月之后鳃瓣厚度逐渐变薄，在８月时出现第２
次增厚趋势，随后一直减小；鳃腔宽度在１—６月
呈增长趋势，６—９月呈缩小趋势，９—１２月则无
较显著变化，在 ６月时达到最大值（７５４．４２±
４３．２３）μｍ，较１月的最低值（１７８．５７±２６．３６）μｍ
显著提升约１７１．２２％，在３—６月的繁殖季节，外
鳃瓣发育为育儿囊，组织切片的鳃腔中发现了许

多三角帆蚌早期发育胚胎，该时期外鳃瓣厚度明

显增加，鳃腔也显著扩大（Ｐ＜０．０５），为受精卵的
发育提供了足够的空间。

６６８
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图１　雌性三角帆蚌外鳃鳃瓣厚度
及鳃腔宽度周年变化

Ｆｉｇ．１　Ａｎｎｕａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｏｕｔｅｒｇｉｌｌｆｌａｐｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
ａｎｄｇｉｌｌｃａｖｉｔｙｗｉｄｔｈｏｆｆｅｍａｌｅＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

Ｉｊ．ｉｎｔｅｒｌａｍｅｌｌａｒｊｕｎｃｔｉｏｎ（瓣间隔）；Ｓｇ．ｓｍａｌｌｇｉｌｌｃａｖｉｔｉｅｓ（鳃小
腔）；Ｆｅ．ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓ（受精卵）。

图２　雌性三角帆蚌外鳃纵切对比图
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｔｒａｓｔｄｉａｇｒａｍｏｆｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｃｕｔｏｕｔｅｒ

ｇｉｌｌｏｆｆｅｍａｌｅＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

Ｃｉ．ｃｉｌｉｕｍ（纤毛）；Ｉｊ．ｉｎｔｅｒｌａｍｅｌｌａｒｊｕｎｃｔｉｏｎ（瓣间隔）；Ｓｇ．ｓｍａｌｌｇｉｌｌｃａｖｉｔｉｅｓ（鳃小腔）。
图３　雌性三角帆蚌外鳃横切对比图

Ｆｉｇ．３　ＣｏｎｔｒａｓｔｏｆｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｏｕｔｅｒｇｉｌｌｏｆｆｅｍａｌｅＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

２．２　低氧胁迫对三角帆蚌外鳃组织形态的影响
由表１及图４、５所示，三角帆蚌外鳃侧纤毛

在低氧环境下，较对照组贴合逐渐紧密，在低氧

胁迫 ５ｄ后，外鳃侧纤毛宽度增长为（７６．４５±
６．３７）μｍ，较对照组的侧纤毛宽度（４２．５７±
５．６５）μｍ提高了７９．５８％；同样，三角帆蚌呼吸作
用中的重要结构小水管也明显增宽，在低氧胁迫

５ｄ后，鳃小水管宽度增加为（２０３．５２±８．５３）
μｍ，较对照组三角帆蚌的鳃小水管宽度（５８．３６±
８．７７）μｍ增加了２４８．７３％。

表１　低氧处理５ｄ后三角帆蚌外鳃侧纤毛宽度
与小水管宽度的变化

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｉｌｉａｗｉｄｔｈａｎｄａｑｕｅｄｕｃｔｗｉｄｔｈ
ｉｎｔｈｅｌａｔｅｒａｌｇｉｌｌｏｆＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｙｐｏｘｉａｆｏｒ５ｄａｙｓ μｍ

实验组别

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

侧纤毛宽度

Ｌａｔｅｒａｌｃｉｌｉａ
ｗｉｄｔｈ

小水管宽度

Ｃａｎａｌｗｉｄｔｈ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ４２．５７±５．６５ａ ５８．３６±８．７７ａ

低氧处理组

Ｈｙｐｏｘｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ ７６．４５±６．３７ｂ ２０３．５２±８．５３ｂ

注：同列数据不同上标字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
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２．３　低氧胁迫对雌性三角帆蚌外鳃组织４种酶
活性的影响

由图６可知：低氧处理３、５、７、９ｄ的三角帆
蚌外鳃ＬＤＨ活性都显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），
在１～５ｄ时ＬＤＨ活性呈现显著的上升趋势，５～
９ｄ呈下降趋势，在第５天实验组 ＬＤＨ活性达到
最高值（３６０．３８±４．０７）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ较对照组的
（１５５．９４±４．９２）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ显著提升了１３１．１％；
三角帆蚌外鳃中的 ＳＯＤ活性在３、５、７、９ｄ的都
显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），在１～７ｄ时ＳＯＤ的
活性呈持续下降的趋势，７～９ｄ缓慢上升，在第７
天时实验组达到最低值（４１．７９±１．２２）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ

较对照组（７０．２８±４．９２）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ显著降低了
４０．５３％；三角帆蚌外鳃中 ＣＡＴ活性在１～７ｄ时
呈持续上升趋势，第７～９天无显著（Ｐ＞０．０５）变
化，都显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），在第７天实验
组达到最高值（１７．９１±１．４９）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，较对照
组平均值（９．３６±０．９６）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ显著提升了
９１．３４％；随着低氧胁迫时间增加，三角帆蚌中
ＳＤＨ活性在１～９ｄ持续下降，低氧胁迫下三角帆
蚌外鳃中 ＳＤＨ活性都显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５），在第 ９天实验组达到最低值（６．５９±
０．５７）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，较对照组（２１．１９±１．４６）Ｕ／ｍｇ
ｐｒｏｔ显著降低了６８．９％。

Ｌｃ．ｌａｔｅｒａｌｃｉｌｉａ（侧纤毛）。
图４　低氧胁迫后雌性三角帆蚌外鳃侧纤毛组织切片图

Ｆｉｇ．４　ＨｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆｃｉｌｉａｏｎｔｈｅｌａｔｅｒａｌｇｉｌｌｏｆｆｅｍａｌｅＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ

Ｃａ．ｃａｎａｌ（小水管）。
图５　低氧胁迫后雌性三角帆蚌外鳃小水管组织切片图

Ｆｉｇ．５　ＨｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆｏｕｔｅｒｇｉｌｌａｑｕｅｄｕｃｔｏｆｆｅｍａｌｅＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｓｔｒｅｓｓ
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同时间数据不同上标字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

图６　雌性三角帆蚌在低氧条件下外鳃组织中４种酶活性变化
Ｆｉｇ．６　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｆｏｕｒｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｏｕｔｅｒｇｉｌｌｏｆｆｅｍａｌｅＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａ

３　讨论

３．１　雌性三角帆蚌外鳃组织形态周年变化
外鳃是三角帆蚌主要的呼吸器官，也是滤食

器官，对于雌性三角帆蚌来说还是重要的繁殖器

官，有研究［１６１７］表明前侧纤毛与三角帆蚌的摄食

中食物运输有关，有一定的滤食作用，三角帆蚌

的鳃丝前侧毛会相互搭接形成一个过滤网［１８２０］，

从而筛选过滤食物。通过对 ３龄三角帆蚌外鳃
进行为期１年（每月１次）的石蜡切片制作，观察
三角帆蚌外鳃结构的周年变化，发现雌性三角帆

蚌中有许多鳃小腔，而这些鳃小腔就是三角帆蚌

受精卵发育的地方，３—６月在进入繁殖期时，雌
性三角帆蚌的外鳃会逐渐变厚，外鳃中的鳃小腔

变大，给受精卵发育提供足够的发育空间。根据

邓道贵等［３］的研究，褶纹冠蚌在繁殖期间其鳃丝

会明显变宽，繁殖期后会恢复到正常水平，且瓣

间隔上的单层柱状上皮细胞顶端及其附近的外

鳃腔内含有丰富的分泌物，瓣间隔发生扭曲，并

突出鳃水管内，将鳃水管隔成更多更小的空腔，

作为胚胎发育的孵化室。笔者观察到的三角帆

蚌鳃丝并没有明显增宽，但繁殖期间，三角帆蚌

瓣间隔会发生不同程度的曲折，从而把鳃腔隔成

许多育儿囊用于受精卵发育。这与褶纹冠蚌将

鳃水管隔成更多更小的空腔相似。在 ４、５月的
三角帆蚌外鳃切片中发现大量的三角帆蚌早期

胚胎，为三角帆蚌的生物学研究提供依据。根据

实验数据所得，外鳃瓣在３—６月与８月处皆有上
升趋势，证明三角帆蚌在１年中有２次生理繁殖
状态，但是 ３—６月的波峰显著高于 ８月，表明
３—６月是三角帆蚌的主要繁殖时间。
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３．２　低氧胁迫对雌三角帆蚌外鳃组织形态及生
理变化的影响

在低氧条件下，三角帆蚌为了从缺氧水体中

获得更多氧气，除了提高鳃丝血细胞的携氧能力

外［２０］，最直接的方法就是加大水流和加快滤

水［２１］。本研究发现，在低氧胁迫条件下三角帆蚌

的外鳃上侧纤毛组织会变粗，加大滤水的速度，

且外鳃组织内部的小水管也会明显增宽，用来增

加水流速度与滤水量，从而在缺氧的水体中获得

更多的氧气。

３．２．１　低氧胁迫对雌性三角帆蚌外鳃中部分抗
氧化酶活性的影响

ＳＯＤ的活性高低反映了生物机体对Ｏ－２ 清除
能力的高低，随着低氧胁迫时间的增长，三角帆

蚌摄入的 Ｏ２减少，机体产生的 Ｏ
－
２ 减少，故而在

实验组测得的ＳＯＤ含量相对于对照组显著（Ｐ＜
０．０５）降低，ＰＡＮＮＵＮＺＩＯ等［２２］与 ＷＩＬＬＭＯＲＥ
等［２３］的研究也发现类似结果，三角帆蚌所处水体

ＤＯ过低，导致反应底物缺少，ＳＯＤ的活力也随之
下降，但在低氧胁迫第９天ＳＯＤ的活性与对照组
无明显差异，可能是由于个体差异所致。ＣＡＴ是
抗氧化系统中的关键酶之一，能催化 Ｈ２Ｏ２分解
为Ｈ２Ｏ和 Ｏ２

［２４２５］，三角帆蚌外鳃在低氧胁迫下

ＣＡＴ的活性上升，证明了低氧胁迫下三角帆蚌外
鳃机体内反应底物 Ｈ２Ｏ２增加，分解后获得更多
的氧气。对鱼类的研究也表明，在低氧胁迫下，

鱼体鳃组织中ＣＡＴ的活性会上升［２６］。

３．２．２　低氧胁迫对雌性三角帆蚌外鳃中部分呼
吸酶活性的影响

ＬＤＨ能够催化生物体内丙酮酸和乳酸相互
转化，是无氧代谢过程中非常重要的酶，其活性

通常能反映出无氧代谢的水平［２７］，故常被用作反

映无氧代谢能力大小的重要指标［２３］。本实验中，

三角帆蚌在低氧胁迫下外鳃中的 ＬＤＨ活力显著
高于（Ｐ＜０．０５）对照组，且在低氧胁迫第７天达
到最高值，低氧胁迫７ｄ与９ｄ的 ＬＤＨ活力无显
著（Ｐ＞０．０５）差异，反映三角帆蚌在低氧胁迫下，
ＬＤＨ的活性会达到最高值后趋于稳定。ＳＤＨ是
参与柠檬酸循环及呼吸电子传递的酶，是有氧代

谢中的一种标志酶，其活性能大致反映出有氧代

谢的水平，所以，通常被用来衡量机体有氧呼吸

能力大小的重要指标［２８］。本实验中，在低氧胁迫

下三角帆蚌的外鳃中 ＳＤＨ的活性都显著低于

（Ｐ＜０．０５）对照组，本研究结果与低氧环境导致
青海沙蜥（Ｐｈｒｙｎｏｃｅｐｈａｌｕｓｖｌａｎｇａｌｉｉ）和日本沼虾
（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）组织中的 ＳＤＨ活性
降低、ＬＤＨ活性增强的研究［２６，２９］结果相同，表明

三角帆蚌在低氧环境下呼吸酶活性会随着低氧

时间增加而显著变化，且抗氧化系统会显著波动

导致抗氧化酶活性显著变化。
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