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摘　要： 为了探究碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾（Macrobrachium nipponense）组织结构和渗透压调节基因表达

的影响，以日本沼虾幼虾 [ ](3.12 ± 0.42)g 为研究对象，首先进行碳酸盐碱度急性胁迫实验，得出 96 h半致死

浓度（LC50），在此基础上设置对照组（1.5 mmol/L）、碳酸盐碱度处理组（10 mmol/L），进行为期 96 h的碳酸盐

碱度急性胁迫实验。结果显示，日本沼虾幼虾碳酸盐碱度 96 h LC50 值为 16.89 mmol/L，安全浓度为

6.47 mmol/L。相比于淡水对照组，随着高碳酸盐碱度胁迫时间的延长，实验组的幼虾鳃上皮细胞与支柱细

胞排列紊乱，出现鳃丝开始肿大现象；在肝胰腺组织中，实验组的幼虾肝胰腺中B细胞内部运转泡体积增高，

部分肝小管间的边界模糊；在肠道组织中，实验组的幼虾肠道黏膜高度与肌肉厚度明显降低，肠道微绒毛状

结构脱落程度随碳酸盐碱度胁迫程度的升高而加剧。在急性碱度胁迫 96 h的实验中发现，日本沼虾的鳃组

织中渗透压调节基因（CA3和 NaK-ATP）表达量均显著高于对照组（P<0.01），而日本沼虾肝胰腺组织中的渗

透压调节基因（CA3和NaK-ATP） 表达量在碳酸盐碱度胁迫初期均显著高于对照组（P<0.01），但是在碱度胁

迫 96 h时，其表达量与对照组差异不显著。研究表明，与对照组相比，高碳酸盐碱度急性胁迫会导致日本沼

虾幼虾鳃、肝胰腺和肠道组织产生不同程度的损伤，其渗透压调节相关基因表达模式呈先升高后降低趋势，

本研究可为碳酸盐型盐碱水养殖日本沼虾生产实践提供参考资料。
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随着我国淡水资源的日益匮乏，对长期闲置

的盐碱水域开发利用势在必行。内陆盐碱水是

一种矿化度为 1~50 g/L 的非海洋咸水资源［1］，我

国存在较大面积盐碱水域资源，由于此类水体中

的 pH和碳酸盐碱度较高，离子成分较为复杂，使

其既无法供人类和牲畜饮用，也不能直接应用于

农业生产，对其开发程度低。建立盐碱水渔业模

式是扩展水产养殖空间的主要方向之一。碳酸

盐碱度作为影响水生动物的主要应激源之一［2］，

当水体碱度剧烈升高时，体内酸碱平衡遭到破坏

导致其碱中毒，从而使得大多数水生动物难以在

盐碱水域内正常生长和繁殖［3-4］。然而，少部分鱼

类对高盐碱的环境具有独特的耐受能力，例如青

海湖裸鲤（Gymnocypris przewalskii）和瓦氏雅罗

鱼（Leuciscus waleckii）等［5-6］，耐盐碱鱼类通过提

高渗透压调节与酸碱平衡等基因表达量从而适

应高盐碱极端环境［7-9］。甲壳动物对水体环境碱

度变化的适应，主要涉及调节血浆中离子如 Na+、

K+、Ca2+和 Cl-的渗透率和浓度的生理过程。鳃组

织上皮细胞和触角腺膜中的离子转运蛋白是甲

壳动物响应碱度驯化过程中渗透调节的主要位

点，包括 Na+/K+-ATP 酶（NaK-ATP）和碳酸酐酶

（CA）［10-11］。例如，青鳉（Oryzias latipes）暴露于高

碳酸盐碱度导致短暂性碱中毒，鳃和肾脏 CA2-
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like 基因表达的短暂增加［12］，拟穴青蟹（Scylla 

paramamosain）中鳃组织是CA表达最高的组织，

在盐碱胁迫下鳃组织中的CA基因表达量显著升

高［13］。因此，探究水产动物应答碱度胁迫过程中

渗透压调节相关基因表达模式，对于筛选鉴定耐

碱关键基因具有重要意义。

迄今，关于碱度胁迫对水生动物生长繁殖、

生理生化与组织结构的影响已有相继报道，例

如，房文红等［14］与王桂春等［15］发现中国明对虾

（Fenneropenaeus chinensis） 与 罗 氏 沼 虾

（Macrobrachium rosenbergii）幼虾在高碱度环境

时的存活率明显降低；YAO等［4］发现青鳉在碱度

超过 15.7 mmol/L 的环境中，其胚胎会发生畸形

或孵化停滞；张秀红等［16］与LI等［17］发现脊尾白虾

（Exopalaemon carinicauda） 与 鳜 （Siniperca 

chuatsi）在 8 mmol/L慢性碳酸盐碱度胁迫下抑制

其生长性能，同时对鳃组织均造成损伤；吴俊伟

等［18］发现在高碳酸盐碱度环境下会引起尼罗罗

非鱼血氨水平升高、氨代谢相关基因表达变化；

么宗利等［19］从转录水平初步筛选了高碳酸盐碱

度胁迫下凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）鳃

组织的显著差异表达基因，ZHANG 等［20］发现急

性碳酸盐碱度胁迫诱导凡纳滨对虾鳃组织发生

细胞凋亡现象。

日本沼虾（Macrobrachium nipponense）又名

青虾，是我国淡水养殖产量较高的经济虾类之

一。日本沼虾对高碱度有较强的耐受性，可以在

低于 8 mmol/L的高碱度盐碱水中进行养殖，尽管

高碱度对其的毒性研究早有报道［21-22］，但是关于

碱度胁迫对日本沼虾不同组织结构的影响还未

见详细报道。本研究首先通过实验确定了碳酸

盐碱度胁迫下日本沼虾 96 h半致死浓度，依据本

实验确定的半致死浓度设置胁迫浓度，明确在碳

酸盐碱度胁迫下日本沼虾渗透压调节基因表达

模式，同时观察鳃、肝胰腺和肠道组织结构的变

化，从分子和组织水平，深入分析日本沼虾应答

碱度胁迫生理响应过程，为日本沼虾在碳酸盐碱

型盐碱水规模化养殖提供理论参考。

1　材料与方法

1.1　实验材料

实验用虾为日本沼虾，来自宁夏泰嘉渔业有

限公司，选择体格健壮、规格统一、附肢完整的

300 尾幼虾，个体质量为（3.12±0.42）g、体长为

（3.44±0.45）cm。实验开始前在宁夏泰嘉渔业有

限公司实验基地 20 个养殖缸（100 cm × 60 cm × 

50 cm）中暂养 15 d，暂养期间每日定时定量投喂

商业配合饲料（蛋白质含量≈40%） 3 次（7： 30， 

11： 30， 18：30），持续充氧，每日换水 1/3，同时在

养殖系统内放置隐蔽物，以降低日本沼虾自残概

率。实验用水为过滤曝气自来水并配有增氧设

备，暂养期间保持水体溶解氧为（6.3±0.2） mg/L，

温度为（27±1） ℃，pH 7.6~7.8，碳酸盐碱度为 1.5 

mmol/L，氨氮浓度<0.3 mg/L，亚硝酸盐浓度<

0.02 mg/L。

1.2　急性胁迫试验

虾类养殖池塘碳酸盐碱度的均值在 1.94~

3.32 mmol/L，西北内陆型盐碱水域的碱度为 1.7~

20.0 mmol/L［23］。本研究用水为过滤曝气自来水，

并添加适量的 Na2CO3和 NaHCO3以调节碳酸盐

碱度，并使用 0.1 mol/L 的 HCl 和 0.1 mol/L 的

NaOH 进行微调，经过 24 h 稳定后用于实验。本

研究设置 6个碳酸盐碱度梯度 1.5、5、10、15、20和

30 mmol/L，采用酸碱滴定法监测实验水体碳酸

盐碱度，通过配置相应体积碱度的更换水体来保

持碳酸盐碱度浓度稳定，各实验组中的碳酸盐碱

度实测值为（1.52±0.04）、（5.06±0.05）、（10.35±

0.12）、（15.66±0.17）、（20.88±0.24）和（31.12±

0.32） mmol/L。每个碳酸盐碱度梯度设置 3个重

复，每个重复在养殖缸中放置 10尾虾，实验期间

不投喂配合饲料。实验过程中定时观察幼虾的

活动情况，幼虾以沉底后仅剩游泳足微摆的个体

被视为昏迷，对刺激无明显反应的个体则被视为

死亡［24］，分别在 12、24、48和 96 h记录各组死亡个

体数，死亡后的个体及时捞出。按照寇氏法计

算［25］半致死浓度（LC50），计算公式：

LC50 = lg-1é
ë

ù
ûXm - i( )∑p - 0.5 （1）

式中：LC50为半致死浓度；Xm为最大剂量的对数

值； i为相邻两组对数剂量的差值； p为各组日本

沼虾的死亡率； 安全浓度的计算依据日本沼虾

48 h半致死浓度乘以 0.3，得到的乘积再除以 24 h

与48 h半致死浓度之和的平方。

根据半致死浓度结果，设置了淡水对照组

（1.5 mmol/L）和高碳酸盐碱度胁迫组（10 mmol/

L），每组 3个重复，每个重复养殖缸放养 20尾虾。
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一天内采用酸碱滴定对实验水体碳酸盐碱度进

行 多 次 测 定 ，每 天 换 水 并 通 过 添 加 适 量 的

Na2CO3、NaHCO3来保持碳酸盐碱度稳定，实验周

期为 96 h，实验期间每天按照体质量 3%~5%投喂

商业配合饲料（蛋白质含量≈40%）3 次（7： 30， 

11： 30， 18：30），投喂 1 h 后捞出剩余饵料称重。

若对照组中出现死亡现象，可根据公式（2）计算

各组校正后的死亡百分数。

p=（p'-c）/（1-c） （2）

式中： p为校正后的死亡百分数；p'为实验组观察

所得死亡百分数；c为对照组的死亡百分数。

1.3　样品采集

对照组样品采集后，在胁迫 24、48 和 96 h 后

采集样品，在每个采样时间点从胁迫组中每个养

殖缸随机选取 2尾虾，在无菌解剖盘上分离幼虾

鳃、肝胰腺和肠道组织，置于 2 mL 离心管中。

鳃、肠道与肝胰腺组织用 4% 多聚甲醛溶液固定

后用于光镜检测，肠道组织用2.5%的戊二醛溶液

固定后用于电镜检测，此外，在不同胁迫时间点

从对照组和胁迫组中每个养殖缸分别随机选取 3

尾虾，在无菌解剖盘上分离其鳃和肝胰腺组织，

置于 2 mL冻存管中，保存于-80 ℃冰箱保存用于

基因表达检测。

1.4　组织切片制作

首先从4%多聚甲醛固定后的样本中取出鳃、

肝胰腺和肠道组织，经过乙醇梯度脱水处理，使用

二甲苯进行透明化处理，将样本包埋于石蜡中，通

过轮转式切片机连续切割获得约 5 μm 厚度的样

品切片。采用苏木精-伊红染色技术对切片进行

染色处理，进行中性树胶封片，利用OlympusBX-
50型荧光显微镜进行观察和拍照。电镜组织切片

制作，分别在活体日本沼虾中取得1 mm2的肠道组

织样本，在10 min 内将其置入2.5%戊二醛中进行

4 ℃固定处理，PBS缓冲液进行 3次冲洗，每次持

续 10 min。1% 锇酸 4 ℃后的固定处理 2 h后，再

次使用PBS缓冲液进行3次冲洗，每次10 min。乙

醇系列梯度脱水处理后进行Epon812环氧树脂包

埋，分别在37、45和65 ℃的恒温箱中固化，每级温

度 24 h，半薄切片的定位。利用UltracutE超薄切

片机对组织样本进行切片处理，并使用醋酸双氧

铀和硝酸铅进行染色处理。运用 JEM-1200EX透

射电镜进行上机测试［26］。

1.5　荧光定量 PCR 分析

使用Trizol法提取日本沼虾幼虾鳃和肝胰腺

组织中的总 RNA，分别采用 1% 琼脂糖凝胶电泳

和分光光度法来检测提取的RNA的质量和纯度，

选择质量较好的 RNA 使用 Hifair®Ⅲ 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit逆转录试剂盒进行反转录［27］。

采用荧光定量 PCR（qPCR）检测在碱度胁迫不同

时间下 CA3和 Na+/K+-ATPase基因转录水平。使

用 Hieff UNICON® qPCR SYBR Green Master 

Mix试剂盒，配置反应体系，并在 QuantStudioTM 

3 Real-Time PCR Instrument 执行实时定量 PCR

反应，β-actin基因作为内参。对照组和碱度处理

组幼虾鳃与肝胰腺组织的 cDNA 样品均进行

qPCR分析，并设置 3个重复。实验所得 qPCR数

据用 2-ΔΔC t法分析［28］，数据用平均值±标准误差表

示（n=3）。使用 Graphpad prism 软件进行数据可

视化。本实验使用的引物序列如表 1所示，从本

课题组获得的日本沼虾基因组数据中获得 CA3

和 Na+/K+ ATPase 基因序列片段来设计引物，基

因序列引物由生工生物工程股份有限公司合

成。

1.6　数据分析

实验数据使用 SPSS Statistics 22.0 软件分

析，采用 Student t 检验比较两组间差异显著性，

以 P<0.01为极显著水平，用**表示，并进行半致

死浓度的回归方程计算及单因素方差分析（One-
Way ANOVA）。

2　结果

2.1　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾存活

的影响

碳酸盐碱度对日本沼虾幼虾的半致死浓度

的结果见表 2，在对照组和碳酸盐碱度为 5 mmol/

表 1　实验所用的引物及其序列
Tab. 1　Primers and their sequences used in this study

引物名称 
Primer name

Carbonic anhydrase 3

Na+/K+ ATPase

β-actin

序列(5′-3′)
Sequence(5′-3′)

F: ACGCAACGTGCACAGATTTC

R: CCATCATCGTTTCTTCCGCTTC

F:CAGCCCAAGACGACATTCCCATC

R:GTCACCGCAAGCCAATTCAACAC

F:TATGCACTTCCTCATGCCAT

R:AGGAGGCGGCAGTGGTCAT
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L的实验组中，日本沼虾幼虾能够正常存活。在

碱度高于 5 mmol/L的实验组中，日本沼虾幼虾表

现出对环境应激反应，呼吸频率加快，在养殖箱

中快速游动，短时间内开始出现死亡现象。48 h

内日本沼虾幼虾的死亡率便达到 50%及以上，且

随着暴露时间越长，死亡速度越快。通过碱度对

日本沼虾幼虾毒性的分析可知，日本沼虾幼虾在

24、48 和 96 h 的 LC50 碱度分别为 52.89、39.24 和

16.89 mmol/L，计算得出日本沼虾幼虾对碳酸盐

碱度的安全浓度为6.47 mmol/L。

2.2　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾鳃和

肝胰腺组织结构的影响

如图版Ⅰ-1所示，对照组的日本沼虾幼虾鳃

组织结构完整，呼吸上皮细胞及支柱细胞排列整

齐有序，细胞结构以及次级层片形态均呈现正常

状态；而在碳酸盐碱度胁迫 24 h 后，鳃丝出现轻

度肿大的现象（图版Ⅰ-2）；碳酸盐碱度胁迫至

48 h 后，上皮细胞与支柱细胞排列紊乱，次级层

片开始出现破裂的现象（图版Ⅰ-3）；当碳酸盐碱

度胁迫至 96 h 时，上皮细胞和支柱细胞排列紊

乱，鳃丝肿大，出现血细胞肿胀现象（图版Ⅰ-4）。

如图版Ⅱ-1 所示，对照组中，肝胰腺细胞的结构

保持正常且分布均匀，肝小管的基膜完整无缺，

管腔呈现星状；碳酸盐碱度胁迫 24 h后，B细胞内

部运转泡体积增大，开始出现空泡化（图版Ⅱ-2）；

碳酸盐碱度胁迫 48 h后，空泡化现象持续加重且

排列混乱，R细胞明显减少，由于转运泡体积的增

大而导致肝小管的形态结构发生变化（图版Ⅱ
-3）；碳酸盐碱度胁迫96 h后，部分肝胰腺小管间的

边界模糊，肝小管管腔结构严重变形（图版Ⅱ-4）。

表 2　日本沼虾碳酸盐碱度急性毒性试验
Tab. 2　Preliminary test of carbonate alkalinities stress 

for juvenile M.  nipponense

碱度Alkalinity/
(mmol/L)

对照组 Control 

5

10

15

20

30

24 h死亡
率/%

6.67

3.33

10.00

20.00

23.33

30.00

48 h死亡
率/%

10.00

13.33

20.00

26.67

33.33

46.67

96 h死亡
率/%

16.67

20.00

33.33

40.00

73.33

96.67

1.  淡水对照组；2.  碱度胁迫24 h组；3.  碱度胁迫48 h组；4.  碱度胁迫96 h组。SL. 层状上皮轻微弯曲；SW. 肿胀；HC. 血细胞。
1.  Control freshwater group； 2.  Alkalinity stress for 24 h； 3.  Alkalinity stress for 48 h； 4.  Alkalinity stress for 96 h.  SL.  Slightly curved 

layered epithelium； SW.  Swelling； HC.  Haemocytes.

图版Ⅰ　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾鳃组织结构的影响
Plate Ⅰ　Effect of acute carbonate alkalinity stress on the gill histology of juvenile M.  nipponense
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2.3　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾肠道

组织结构的影响

如图版Ⅲ-1所示，对照淡水组日本沼虾幼虾

肠道皱襞密集细长，与对照组相比，碳酸盐碱度

胁迫 24 h后的幼虾肠道肌肉层厚度、皱襞高度和

皱襞宽度变化不明显（Ⅲ-2），但是当碳酸盐碱度

胁迫 48 h 时，其肌肉层厚度呈现变薄的趋势

（Ⅲ-3），在碳酸盐碱度胁迫 96 h 时，幼虾肠道皱

襞高度和肌肉层厚度明显降低，并且皱襞宽度也

相应减少（Ⅲ-4），急性高碳酸盐碱度胁迫下也会

导致肠道组织损伤。如图版Ⅳ-1所示，对照淡水

组日本沼虾肠道绒毛整齐排列且致密；与对照组

相比，高碳酸盐胁迫 24 h的幼虾肠道微绒毛长度

并无明显变化，但是其肠道微绒毛致密性明显较

少（Ⅳ-2）；而酸盐碱度胁迫 48 h 时，其肠道绒毛

数量减少（Ⅳ-3）；而酸盐碱度胁迫 96 h 时，其肠

道绒毛脱落而导致数量明显减少（Ⅳ-4） 。

2.4　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾渗透

压调节相关基因表达的影响

如图 1所示，日本沼虾鳃组织中碳酸酐酶基

因（CA3）和Na+K+-ATP酶基因（NaK-ATP）在碱度

胁迫过程中表达量显著高于对照组（P<0.01）。

如图 2所示，相对于鳃组织，日本沼虾肝胰腺组织

中 CA3 和 NaK-ATP 基因在碱度胁迫中先升高后

降低，碱度胁迫 24 h 后，其在肝胰腺组织中表达

量均显著高于对照组（P<0.01），但在碱度胁迫

96 h时，其肝胰脏组织中CA3和NaK-ATP基因表

达量与对照组差异不显著。

1. 淡水对照组；2.  碱度胁迫24 h组；3.  碱度胁迫48 h组；4.  碱度胁迫96 h组 .  B.  分泌细胞； R.  储存细胞； TV.  转运泡。
1.  Control freshwater group； 2.  Alkalinity stress for 24 h； 3.  Alkalinity stress for 48 h； 4.  Alkalinity stress for 96 h.  B.  Secretory cells； 

R.  Storage cells； TV.  Transfer bubble.

图版Ⅱ　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾肝胰腺组织结构的影响
Plate Ⅱ　Effect of acute carbonate alkalinity stress on hepatopancreas histology of juvenile M.  nipponense
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1.  淡水对照组；2.  碱度胁迫 24 h组；3.  碱度胁迫 48 h组；4.  碱度胁迫 96 h组。肠道显微照片中箭头表达为：红色-肌肉层厚度，橙色-皱
襞高度，绿色-皱襞宽度。
1.  Control freshwater group； 2.  Alkalinity stress for 24 h； 3.  Alkalinity stress for 48 h； 4.  Alkalinity stress for 96 h.  The arrows in the 

micrograph of the intestine are expressed as： red-muscular thickness， orange-fold height， and green-fold width.

图版Ⅲ　碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾肠道显微结构的影响
Plate Ⅲ　Effect of carbonate alkalinity stress on intestine microstructure of juvenile M.  nipponense

1.  淡水对照组；2.  碱度胁迫24 h组；3.  碱度胁迫48 h组；4.  碱度胁迫96 h组；肠道显微照片中箭头表达为微绒毛长度。
1.  Control freshwater group； 2.  Alkalinity stress for 24 h； 3.  Alkalinity stress for 48 h； 4.  Alkalinity stress for 96 h.  The arrows in the 

intestine are expressed as microvilli length.

图版Ⅳ　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾肠道微绒毛形态的影响
Plate Ⅳ　Effect of acute carbonate alkalinity stress on intestinal microvilli morphology of juvenile M.  nipponense
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3　讨论

3.1　日本沼虾碳酸盐碱度急性胁迫半致死浓度

半致死浓度和安全浓度是衡量盐碱水体对

水生动物毒害影响的指标，可为养殖管理提供指

导。本实验条件下，碳酸盐碱度对日本沼虾胁迫

96 h 的 LC50 为 16.89 mmol/L，安 全 浓 度 为

6.47 mmol/L，这与任帅帅等［17］对日本沼虾碳酸盐

碱耐受力实验的研究结果相似（96 h LC50 为

14.42 mmol/L，安全浓度为 4.71 mmol/L）。在甲

壳动物对碱度耐受力的研究中，柳飞等［29］发现脊

尾白虾碳酸盐碱度胁迫 72 h，LC50为 8.26 mmol/

L，脊尾白虾在碳酸盐碱度为 3.5 mmol/L 时其生

长和繁殖最适宜，但当碱度高于 5 mmol/L 时，繁

殖能力大大减弱。杨雨虹等［30］研究了中华绒螯

蟹（Eriocheir sinensis）对氯化钠盐度和碳酸氢钠

碱度交互作用下的耐受力，结果表明，其 96 h 

NaHCO3 碱度 LC50 为 69.74 mmol/L，安全浓度为

18.25 mmol/L。杨富亿等［31］对凡纳滨对虾在东北

碳酸盐型盐碱水域的急性毒性试验表明，在

pH 8.11~8.72时，其 96 h的 LC50为 10.49 mmol/L，

安全浓度为 2.77 mmol/L。通过上述结果比较可

知，日本沼虾对碳酸盐碱度具有一定的适应能

力，能够作为耐盐碱驯化水产养殖品种。

3.2　急性碱度胁迫对日本沼虾鳃和肝胰腺组织

显微结构的影响

甲壳动物主要利用鳃组织进行离子调节和

呼吸作用，不同的环境因子胁迫或存在较大的应

图 1　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾幼虾鳃组织中渗透压调节基因表达的影响
Fig. 1　Effect of acute carbonate alkalinity stress on expression of osmoregulatory gene in gill of 

juvenile M.  nipponense

图 2　急性碳酸盐碱度胁迫对日本沼虾肝胰腺组织中渗透压调节基因表达的影响
Fig. 2　Effect of acute carbonate alkalinity stress on expression of osmoregulatory gene in hepatopancreas of juvenile 

M.  nipponense

1257



34 卷 

http://www.shhydxxb.com

上 海 海 洋 大 学 学 报

激源时能够对鳃组织结构造成器质性损伤，进而

影响水生动物的呼吸及渗透压调节功能［32］。碱

度胁迫会导致虾类鳃丝结构损伤，同时破坏其离

子交换和渗透压调节功能。譬如，张秀红等［33］研

究发现在 10 mmol/L的碳酸盐碱度胁迫脊尾白虾

12 h 时，其呈现鳃丝肿大与排列不规则、血细胞

肿胀现象；高珊等［34］研究发现碱度胁迫下淡水种

瓦氏雅罗鱼的鳃组织由于细胞融合，结构不完整

造成生理功能丧失，与本研究发现高碳酸盐碱度

胁迫会造成日本沼虾鳃组织结构损伤结果相吻

合。肝胰腺组织是虾蟹类重要的消化器官，也是

代谢吸收的主要场所。肝胰腺主要由 B 细胞、E

细胞、细胞和 F细胞构成［35］。环境胁迫能够对虾

蟹类肝胰腺中泡状细胞（B 细胞）和吸收细胞（R

细胞）数量产生明显影响，例如，顾楠等［36］研究发

现氨氮胁迫诱导凡纳滨对虾肝胰腺组织中 B 细

胞体积增大和管腔的形态结构严重变形；韩晓琳

等［37］ 研 究 表 明 ，三 疣 梭 子 蟹（Portunus 

trituberculatus）在经历 72 h的低盐胁迫后，R细胞

数量减少，B细胞内的转运泡数量和体积均有所

增加，且肝细胞内的空泡数量增多。本研究中，

在 10 mmol/L 的碱度胁迫条件下，日本沼虾肝胰

腺中的B细胞数量及其转运泡体积增加等现象，

这与碱度胁迫下凡纳滨对虾肝胰腺组织结构变

化结果相一致［38］，其原因可能是日本沼虾在高碱

度胁迫下，机体用以渗透调节的能量增加，导致

B 细胞内部转运泡增多，转运泡体积增大。而当

机体不能够适应高碱度胁迫时，导致出现细胞损

伤和物质合成失衡的现象。

3.3　急性碱度胁迫对日本沼虾肠道组织结构的

影响

虾的开放式的循环系统中肠道组织直接与

血淋巴接触，对体内酸碱变化的波动敏感［39-40］。

在本研究中发现，随着碱度胁迫时间的增加，日

本沼虾肠道皱襞高度明显降低，这与在鲦鱼

（Phoxinus lagowski）研究结果相似［41］。彭丰等［42］

和陶易凡等［43］研究发现，碱度胁迫下松浦镜鲤

（Mirror carp）和红罗非鱼（Oreochromis spp）的肠

绒毛缩短、肠上皮损伤，且随着碱度的升高肠绒

毛长度进一步缩短，肠道中消化相关酶活性降

低。进一步在透射电镜中也发现类似情况，随着

碱度胁迫时间的增加，日本沼虾肠道微绒毛逐渐

向椭圆化转变，同时出现掉落的现象，这与微塑

料胁迫下南美白对虾肠道微绒毛出现掉落结果

类似［44］，LI等［17］和 SHANG 等［45］相继报道碱度胁

迫 导 致 鳜（Siniperca chuatsi）和 鲇（Clarias 

gariepinus）肠道组织损伤从而抑制其生长性能，

提示虾蟹肠道组织也是响应高碱度胁迫的敏感

组织。

3.4　急性碱度胁迫对日本沼虾渗透压调节基因

表达的影响

Na+K+-ATP酶（NaK-ATP）是一种重要的离子

转运蛋白，而碳酸酐酶（CA）是一种在生物体内

调节渗透压平衡和离子浓度的重要蛋白［46］。CA

通过催化 H2CO3和 HCO-3 通过脱水反应逐级转变

成 CO2，然后被排出体外来维持机体内环境的离

子平衡。许多研究已经表明，当虾蟹类受到盐碱

胁迫时机体内NaK-ATP和CA基因的相对表达量

显著增加［47-48］，这与本研究结果相类似，可能是由

于虾蟹类在接触高盐碱水环境后，首先通过鳃中

NaK-ATP和CA介导的离子转运来应对渗透压失

衡。王燕等［49］研究表明，碱度胁迫下，尼罗罗非

鱼通过增加离子细胞（CAⅡ、CAⅣ）数量，参与维

持体内离子平衡和渗透压调节，同时辅助离子转

运的细胞数目随着碱度增加而增多，推测鳃组织

作为甲壳生物主要的呼吸和离子转换的重要器

官，在整个胁迫过程中需要调节机体的内环境稳

态和渗透压平衡。而日本沼虾肝胰腺在胁迫前

期NaK-ATP和CA3基因处于高水平表达，随着碱

度胁迫时间的增加肝胰腺组织中 NaK-ATP 和

CA3基因表达水平降低并与对照组相似，这与高

碳酸盐碱度胁迫下日本沼虾肝胰腺组织结构损

伤较为严重的结果相吻合。渗透压调节是水生

生物在进化上适应碱度变化的重要策略，不同离

子通过特定的离子传输通道传输［50］，但虾蟹类细

胞中可通过哪些离子转运蛋白来调节体内酸碱

平衡与渗透压值得深入研究。

4　小结

综上所述，在本实验条件下，日本沼虾碳酸

盐碱度安全浓度为6.47 mmol/L，急性高碳酸盐碱

度（10 mmol/L）胁迫会导致日本沼虾鳃、肝胰腺

和肠道组织不同程度损伤。尽管日本沼虾对碳

酸盐碱度胁迫表现出较好耐受性，但在高碳酸盐

碱度（>10 mmol/L）盐碱水养殖日本沼虾，必须进

行人工处理改良盐碱水才能进行规模化养殖。
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本实验研究结果可为日本沼虾在内陆型盐碱水

域养殖提供理论参考。

作者声明本文无利益冲突。
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Effects of acute carbonate alkalinity on tissue structure and osmoregulatory 

gene expression of the oriental river prawn （Macrobrachium nipponense）

XU Kang1，2， XUE Cheng1，2， LYU Zhimin1，2， CHEN Luqian1，2， WANG Yongli3， SUN Shengming1，2

（1. College of Fisheries and Life Sciences， Shanghai Ocean University， Shanghai 201306， China； 2. Key Laboratory of 

Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources， Ministry of Education， Shanghai Ocean University， Shanghai 

201306， China； 3.Ningxia Taijia Fishery Co.， Ltd.， Shizuishan 753000， Ningxia， China）

Abstract: To investigate the effects of carbonate alkalinity stress on the tissue structure and osmoregulatory 

gene expression of the oriental river prawn （Macrobrachium nipponense）， juvenile M. nipponense （3.12±

0.42）g were subjected to an acute carbonate alkalinity stress experiment to determine the 96-hour lethal 

concentration （LC50）. Based on this， the control group （1.5 mmol/L） and the carbonate alkalinity treatment 

group （10 mmol/L） were set up with triplicate to carry out the acute stress test of carbonate alkalinity for 

96 h. The results showed that the 96-hour LC50 value for juvenile M. nipponense under carbonate alkalinity 

stress was 16.89 mmol/L， with a safe concentration at 6.47 mmol/L. In contrast to the control group， with 

the extension time of carbonate alkalinity stress， the gill epithelial cells and columnar cells in the 

experimental group were arranged disorderly， and the secondary lamellae began to swell. In hepatopancreas 

of M. nipponense under carbonate alkalinity stress， the volume of B cell internal running vesicles 

increased， and the boundary between some hepatopancreas tubules was blurred. Compared to control 

group， the height of intestinal mucosa and muscle thickness of juvenile prawn obviously decreased in 

intestine of M. nipponense under carbonate alkalinity stress， and structural integrity of intestinal microvilli 

in juvenile prawns was deteriorated with the increasing time of carbonate alkalinity stress. It was found that 

the gene expression of carbonic anhydrase 3 （CA3） and Na+-K+ exchanging ATPase （NaK-ATP） in the gill 

tissues of prawn in carbonate alkalinity treatment group were significantly higher （P<0.01） than that of the 

control group within 96 h. The gene expressions of CA3 and NaK-ATP in the hepatopancreas of prawn in 

carbonate alkalinity treatment group were significantly higher （P<0.01） than those in the control group 

within 24 h， but there was no significant difference between the control group and carbonate alkalinity 

stress group along with coercion time extension. The present study shows that high carbonate alkalinity 

stress can affects the gill， hepatopancreas and intestinal histology of juvenile prawns， and the osmotic 

pressure regulating gene expression pattern shows a trend of first increasing and then decreasing. This study 

can provide reference data for large-scale culture of M. nipponense juveniles in salt-alkali water.

Key words: Macrobrachium nipponense； alkalinity stress； gene expression； tissue structure

1262




