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摘　要： 脯氨酸是生物体内重要的有机调节物质，对海洋贝类适应盐度变化具有重要影响。为了研究脯氨酸

对缢蛏（Sinonovacula constricta）高盐耐受性的影响，本研究对缢蛏进行高盐（32）胁迫，并在高盐条件下添加外

源氨基酸，对比不同条件处理下缢蛏脯氨酸含量、可溶性蛋白含量以及脯氨酸转运基因表达水平。高盐胁迫

下，3种游离氨基酸显著上升，其中，脯氨酸含量积累最多，并始终处于高水平合成状态；可溶性蛋白含量显著

降低、排氨率升高；脯氨酸转运基因SLC6A7-1和SLC6A7-2表达显著上升。当添加外源脯氨酸后，脯氨酸含量

积累更多，在 72 h 时达到了峰值；可溶性蛋白含量开始显著增加，排氨水平显著下降；脯氨酸转运基因

SLC6A7-1表达先上升后下降，而 SLC6A7-2一直处于高表达状态，在 24 h时表达量达到峰值。结果表明，脯氨

酸可以促进缢蛏体内大分子蛋白合成，为缢蛏高盐适应性生存提供更多能量。本研究为深入探究脯氨酸调

控海洋贝类高盐适应性提供了重要理论依据。
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盐度是影响海洋生物生长、能量代谢和渗透

调节最主要的环境因素之一，［1］。极端事件（如潮

汐、降雨、高温和干旱）会急剧增加沿海地区和河

口海水盐度波动的频率，导致盐度变化，其变化

同时也会使贝类受到不同程度的损害［2］。当环境

盐度升高超出贝类所能承受的范围时，它们就需

要通过生理调节增强自身耐盐能力去适应高盐

环境［3］。缢蛏（Sinonovacula constricta）作为我国

重要的经济贝类之一，大多分布或养殖在潮间

带、滩涂或河口，极易受盐度变化影响［4］。
在大多数生物体中，高盐会引起生物体内游

离氨基酸积累，从而帮助生物体提高耐盐能力［5］。
研究［6］发现，在高渗环境中，长牡蛎（Magallana 
gigas）体内甘氨酸、丙氨酸、p-丙氨酸、脯氨酸、精

氨 酸 和 牛 磺 酸 会 大 量 积 累 。 将 亚 洲 蛤 蜊

（Corbicula manilensis）暴露于盐度为 5 的海水中

70 h后，体内游离氨基酸含量会从 20 mmol/g增加

到 115 mmol/g［7］。由此可见，游离氨基酸的积累

可以帮助海洋生物适应环境盐度变化，在逆境中

更好地进行适应性生存。

脯氨酸作为游离氨基酸之一，广泛存在于生

物体内。盐度的升高会引起脯氨酸在体内迅速

积累，并通过不同方式帮助它们进行高盐适应性

生存［8］。同时，研究发现脯氨酸的疏水端能够与

蛋白质结合成疏水骨架进而可以维护生物膜结

构控制离子进出，通过保护细胞完整性让生物体

进行更好地生存［9］。且脯氨酸在生物体内最后也

会以氨氮的形式排出体外［10］。脯氨酸作为重要

的渗透调节剂之一，在盐度变化过程中可以通过

自身合成积累与代谢帮助生物体维持渗透平衡。

因此，研究脯氨酸对海洋生物在盐度极易变化的

环境中的影响具有重要的意义。

溶质载体超家族成员 6（Solute carrier family 
6， SLC6A）中许多是钠离子和氯离子依赖转运蛋

白，同时也是神经递质转运蛋白，并且还包括了

大量的氨基酸转运蛋白，如甘氨酸转运蛋白
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GlyT1（SLC6A9）和 GlyT2（SLC6A5），钠依赖性中

性氨基酸转运蛋白 B0AT1 （SLC6A19）、 B0AT2 
（SLC6A15）和 B0AT3 （XT2/SLC6A18）。SLC6A7
脯氨酸转运蛋白是 SLC6A家族中的其中一位，经

过大量研究，SLC6A7 脯氨酸转运蛋白是用于脯

氨酸转运并定位在细胞质膜上的跨膜蛋白，在高

盐下对脯氨酸的运输能力会显著增强［12］。研

究［13］发现，SLC6A7-2 脯氨酸转运蛋白是可以通

过运输脯氨酸来降低因高盐对野生水稻造成的

氧化伤害，缓解高渗对水稻造成的损伤。脯氨酸

转运蛋白 SLC6A7 作为特异性脯氨酸转运载体，

通过对脯氨酸的转运对脯氨酸缺陷处进行补偿，

对脯氨酸在生物体内的合成积累具有重要作用。

本实验探究了脯氨酸对高盐环境下缢蛏的影响，

为进一步研究脯氨酸提高贝类高盐耐受性的作

用机制提供了参考资料。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

实验所用缢蛏取自浙江台州三门县贝类育

苗基地。采集后的缢蛏在室内暂养于水箱（长×
宽×高=40 cm×40 cm×56 cm）7 d，采用过滤后自

来水加入海水晶配置 70 L 盐度为 20 的海水，采

用精密数字盐度仪（MASTER-α，ATAGO，日本）

测定盐度。

1. 2　实验设计和样本采集

实验在长方形塑料盆（长 37.5 cm，宽 25 cm，

高 20 cm）中进行，实验设置对照组、高盐组，其中

盐度 20为对照组，盐度 32为实验组，采用过滤后

自来水加海水晶配置 6 L 养殖水体，并不断用盐

度计检测盐度，直至达到实验要求盐度。为了研

究氨基酸对缢蛏高盐适应性的影响，设计了外源

氨基酸补充实验，即在高盐条件下添加 3种不同

外源氨基酸，分别是脯氨酸、牛磺酸和丙氨酸，根

据文献［14］确定氨基酸添加浓度统一为 5 μg/
mL，按照每毫升水添加 5 μg氨基酸固体粉剂（上

海麦克林生化科技股份有限公司）配置养殖水

体，试验期间将缢蛏养殖于该水体中。

每组实验随机选取 40 只蛏子放入水箱

（60 cm×40 cm×20 cm）中，控制水箱内水体积都为

6 L。分别在实验开始后 0、3、6、12、24、48、72 h取

缢蛏鳃组织进行游离氨基酸含量检测，对照组、实

验组和外源氨基酸添加组各设3个实验重复。

设置对照组、高盐组和外源脯氨酸添加组，

水体盐度和浓度条件不变进行实验。分别在实

验开始后 0、3、6、12、24、48、72和 96 h取缢蛏鳃组

织用于后续氨基酸含量检测及 RNA 提取等。所

有样本取后立刻放入液氮中，速冻后用镊子放入

样本盒，-80 ℃保存。

1. 3　氨基酸含量检测

鳃组织样品按组织总重量（g）∶PBS 体积

（mL）为 1∶9在试管中加入PBS。采用全自动均质

机（FastPrepR-24，上海博谊生物科技有限公司）

均质。最后，将匀浆液以 2 500 r/min离心 20 min，
收集上清液进行检测。采用相应的 ELISA 试剂

盒（上海酶联生物科技有限公司），采用双抗体一

步夹心法检测各组样本中脯氨酸、牛磺酸和丙氨

酸的含量。用酶标仪在 450 nm 处测定样品的吸

光度（OD 值），用标准曲线进行线性回归计算样

品的酶活性。

1. 4　排氨率和蛋白质含量的检测

实验采用 250 mL碘量瓶作为呼吸瓶，每瓶放

3只缢蛏，在碘量瓶中装满盐度20、32和外源脯氨

酸添加的海水后用塑料薄膜封口。每个梯度设 3
个平行和 1个空白对照（不放缢蛏）。利用密闭静

水法，知道碘量瓶中始末溶氧变化和氨氮浓度的

变化后根据数据计算出排氨率，实验时间持续1 h，
实验结束后立即用虹吸法吸取水样。采用碘量法

（Winkler，GB 7489-1987）测定水中溶解氧的含量，

纳氏试剂分光光度法测定水中氨气的含量。

将鳃组织样品按组织总重量（g）∶0.9% 生理

盐水（mL）为 1∶9 的比例在试管中加入生理盐

水。采用全自动均质机均质。最后，将匀浆液

以 8 000 g，4 ℃离心 10 min，收集上清液进行检

测。利用总蛋白（TP）测定试剂盒（南京建成生物

工程研究所）对样本可溶性蛋白进行检测，用酶

标仪在 620 nm 处测定样品的吸光度（OD 值，即

y），将吸光度代入公式 y=7.126 5x-0.000 7（x 代表

样本蛋白浓度，y 代表样本在 620 nm处所测的

OD值，R2=0.999 7）中计算出蛋白浓度。

1. 5　基因序列的获取

通 过 缢 蛏 转 录 组 库［15］获 得 SLC6A7-1 和

SLC6A7-2 脯氨酸转运基因序列，利用 Primer 
Premier 5.0 引物设计软件设计 SLC6A7-1 脯氨酸

转运基因和 SLC6A7-2脯氨酸转运基因的正向引

物与反向引物（表1）用于后续实验。
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1. 6　总RNA提取和 cDNA合成

按 TRIzol 法 用 TRIzol 试 剂（Thermo Fisher 
Scientific， USA）提取总 RNA。对于 RNA 的降解

和污染情况使用 1% 琼脂糖凝胶检查，然后利用

Nano Drop 2000 分 光 光 度 计（Thermo Fisher 
Scientific， USA）对所提 RNA 浓度进行检测。根

据 制 造 商 说 明 书（TaKaRa，日 本 ），使 用

PrimeScriptTM RT reagent kit with gDNA Eraser试剂

盒，保证 20 μL体系中 RNA 质量有 500 ng，进行

cDNA 合成：gDNA Eraser 加 1 μL，5×gDNA Eraser 
Buffer 加 2 μL，总 RNA 与 ddH2O 共 7 μL，42 ℃ 2 
min，然后加入 primer Script RT Enzyme Mix I 1 
μL，RT Primer Mix 1 μL，5×primer Script Buffer2 4 
μL，dd H2O 4 μL于 37 ℃ 15 min， 85 ℃ 5 s。合好

的 cDNA 产物需要立即放置于-20 ℃冰箱保存用

于后续实验。

1. 7　荧光定量分析

实时荧光定量 PCR 检测以 18S rRNA 为内参

基因。qRT-PCR反应体系含500 ng cDNA、6.8 μL
无核酸酶水、10 μL 2× SYBR Premix Ex Taq ™
（TaKaRa， 日本）和每个基因特异性引物 0.8 μL 
（10 mmol/L）。qRT-PCR循环方案为：95 ℃，30 s；
35 个循环，95 ℃持续 5 秒，55 ℃持续 30 秒；在

95 ℃ 15 s， 60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s 下分析解离曲

线，验证单个产物的扩增。最终利用 2-ΔΔCt 法将实

时荧光定量 PCR 最终得到的数值代入计算样本

基因和内参在样本中的表达结果。

1. 8　数据分析

所有数据都以平均值±标准差（SD）表示，采

用 SPSS 软件（IBM SPSS STATISTICS 23.0， USA）
进行T检验和Duncan氏多重比较，以确定不同处

理组之间都有显著差异，以P＜0.05为差异显著。

使用Origin 2018 （OriginLab， USA）进行作图。

2　结果与分析

2. 1　高盐胁迫对氨基酸积累的影响

在高盐胁迫下，缢蛏体内脯氨酸、牛磺酸和丙

氨酸含量显著上升。3种氨基酸含量在胁迫3 h时
就开始显著上升。胁迫期间脯氨酸在3 h积累量达

到峰值，牛磺酸于12 h达到峰值，丙氨酸于6 h达到

峰值。外源氨基酸添加后，3种氨基酸含量甚至比

高盐条件下积累更多，且都维持在正常水平之上。

脯氨酸随时间积累越来越多，牛磺酸在12 h达到峰

值，丙氨酸则在24 h达到峰值。最后，不同处理组

和不同氨基酸变化对比下发现脯氨酸积累量是最

多也是增加最快的（P<0.05），见图1。

2. 2　外源脯氨酸对蛋白合成和排氨的影响

通过结果分析发现高盐条件下，缢蛏体内蛋白

质含量始终低于对照组外源脯氨酸添加组，仅在

72 h时高于外源脯氨酸添加组。在3 h蛋白含量骤

降，然后上升，72 h后最终呈下降趋势。而在外源

脯氨酸添加条件下，缢蛏体内蛋白含量始终高于高

盐组，在12和48 h时积累量显著上升，甚至高于对

照组，96 h蛋白含量与对照组无明显差异。分析对

照组、高盐组和外源脯氨酸添加后缢蛏排氨结果，

发现高盐胁迫下，缢蛏体内排氨率呈现先上升后下

降的趋势。添加外源脯氨酸后，排氨率显著降低，

3 h后也呈现了先上升后下降的趋势，高盐和外源

脯氨酸添加条件下都于72 h达到峰值。各组在不

同时间点都有显著差异（P<0.05），见图2。

表1　实验所用的引物及序列
Tab. 1　Primers and sequences used in the experiment

引物Primer
SLC6A7-1 antiporter-F
SLC6A7-1 antiporter-R
SLC6A7-2 antiporter-F
SLC6A7-2 antiporter-R

18S-F
18S-R

引物序列（5'-3'）Primer sequence（5'-3'）
CCAAAGTTGTCGTTGTAGCG
GGCCATCGTCCAGATCATAC
CAAAAAAGTTCATCCGTCGG
GTATGATCTGGACGATGGCC
TCGGTTCTATTGCGTTGGTTTT
CAGTTGGCATCGTTTATGGTCA

用途 Usage
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR

内参

内参
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S20. 对照组；S32. 高盐组；S32T. 添加脯氨酸； “*”表示两组结果存在显著性差异，“**”表示两组结果存在极显著性差异（*P <0. 05，**P <
0. 01）。
S20. Control group； S32.  High salt group； S32T. Proline added； “*” indicates a significant difference between the two groups（*P <0. 05，**P <
0. 01）.

图2　不同处理组下缢蛏体内可溶性蛋白含量和排氨率（n=3）
Fig. 2　Soluble protein content and ammonia excretion rate in S.  constricta in different treatment groups（n=3）

S20. 对照组； S32. 高盐组；S32T1. 添加脯氨酸；S32T2. 添加牛磺酸；S32T3. 添加丙氨酸；“*”表示两组结果存在显著性差异，“**”表示两组结
果存在极显著性差异（*P <0. 05，**P <0. 01）。
S20. Control group； S32.  High salt group； S32T1 . Proline added； S32T2 . Taurine was added； S32T3. Alanine was added；“*” indicates a significant 
difference between the two groups（*P <0. 05，**P <0. 01）.

图1　添加外源氨基酸后缢蛏体内游离氨基酸含量（n=3）
Fig. 1　Content of free amino acids in S.  constricta after adding exogenous amino acids（n=3）
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2. 3　外源脯氨酸对脯氨酸转运基因 SLC6A7-1
和SLC6A7-2基因表达的影响

对缢蛏 SLC6A7-1 脯氨酸转运基因在 6 个组

织中的表达进行检测（图 3a），结果发现 SLC6A7-1
脯氨酸转运基因在 6个组织中都有表达。通过比

较发现该基因在水管中的表达最高，其次是斧

足、鳃、性腺和外套膜，肝胰腺中表达量最低（P<
0.05）。然后对 SLC6A7-2脯氨酸转运基因也进行

与上述同样的操作（图 3b），发现 SLC6A7-2 脯氨

酸转运基因在肌肉组织水管、斧足和外套膜中的

表达量都比较高，然后是鳃、性腺，肝胰腺中表达

量最低（P<0.05）。

通过SLC6A7-1脯氨酸转运基因在对照组、高

盐组和外源脯氨酸添加组中的表达结果分析发现

该基因在高盐组和外源脯氨酸添加组都有显著表

达（图4a）。在3、6、12、96 h时 SLC6A7-1脯氨酸转

运基因在外源脯氨酸添加组中的表达要高于高盐

组，而在 24、48、72 h时 SLC6A7-1脯氨酸转运基因

在高盐组中的表达超过了外源脯氨酸组。各组在

不同时间点都有显著差异（P<0.05）。

不同字母表示不同处理组在同一时间点下有显著差异 （P<0. 05） 。
Different letters indicate significant differences between different treatment groups at the same time point （P<0. 05）.

图3　SLC6A7-1和SLC6A7-2在缢蛏组织中的表达（n=3）
Fig. 3　Expression of SLC6A7-1 and SLC6A7-2 in different tissues of S.  constricta（n=3）

S20. 对照组；S32. 高盐组；S32T. 添加脯氨酸； “*”表示两组结果存在显著性差异，“**”表示两组结果存在极显著性差异（*P <0. 05，**P <
0. 01）。
S20. Control group； S32.  High salt group； S32T. Proline added； “*” indicates a significant difference between the two groups（*P <0. 05，**P <
0. 01）.

图4　SLC6A7-1和SLC6A7-2在不同处理组下各时间点的表达（n=3）
Fig. 4　Expression of SLC6A7-1 and SLC6A7-2 at different time points in different treatment groups （n=3）
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然后对SLC6A7-2脯氨酸转运基因在对照组、

高盐组和外源脯氨酸添加组中的表达结果也进

行分析（图4b）。发现胁迫前期，SLC6A7-2脯氨酸

转运基因在高盐组中的表达比对照组低，从 12 h
开始后，它在高盐胁迫下表达开始显著上升。在

外源脯氨酸添加组中 SLC6A7-2脯氨酸转运基因

表达显著升高，尤其是在 3 h 时表达量大约是对

照组和高盐组的 8 倍，并在 24 h 时达到了峰值。

各组在不同时间点都有显著差异（P<0.05）。

3　讨论

3. 1　高盐胁迫对氨基酸积累的影响

对于大多数海洋生物来说，为了应对盐度环

境的变化，它们都会将游离氨基酸积累于体

内［16］。研究［17-18］发现当盐度升高时，淡水蛤蜊

（Lampsilis teres）鳃中游离氨基酸随盐度的升高而

增加。脯氨酸、牛磺酸和丙氨酸作为研究较多较

广的游离氨基酸，被视作是重要的有机渗透调节

剂，可以通过渗透调节去提高生物体在高盐中的

耐受性。脯氨酸和丙氨酸是短角双眼钩虾

（Ampelisca brevicornis）细胞内 FAA 库的主要贡献

者，在高渗胁迫下，其含量显著增加以维持细胞

内外渗透压平衡，从而提高了短角双眼钩虾

（Hirondellea gigas）对高盐的耐受［19］。在本研究

中，高盐胁迫致使缢蛏体内脯氨酸、牛磺酸和丙

氨酸含量显著上升，外源氨基酸的添加使缢蛏体

内积累了更多的游离氨基酸，从而去应对外界盐

度的升高，提高缢蛏对高盐的耐受能力。而在这

3种氨基酸对比下脯氨酸既是缢蛏体内拥有量最

多的也是胁迫下积累量最多的，说明脯氨酸在缢

蛏对高盐耐受方面具有重要的影响作用。

3. 2　外源脯氨酸对蛋白合成和排氨的影响

缢蛏进入高盐环境后，脯氨酸会被脯氨酸转

运蛋白大量转运至细胞内，作为溶质积累于细胞

中帮助缢蛏去抵抗外界高盐环境。并且，脯氨酸

也作为蛋白合成底物时刻影响着缢蛏体内蛋白

质含量的变化。GILLES等［20］发现高盐胁迫下中

华绒螯蟹（Eriocheir sinensis）可以将蛋白质分解为

游离氨基酸，盐度越高时，体内游离氨基酸积累

就越多，且该变化是一种可逆变化。这与我们的

研究结果一致，缢蛏在高盐胁迫下可溶性蛋白含

量显著降低，说明高盐抑制了蛋白质的合成，未

合成蛋白的脯氨酸大部分积累于缢蛏体内，帮助

缢蛏在高盐环境中进行适应性生存。

海洋贝类在应对外界盐度变化时，往往也伴

随着能量的消耗，因此，脯氨酸并不是全部积累

于生物体内，还有一部分可以转化为ATP用于对

机体供能，后者则需要通过排氨率进行判断［21］。
排氨率越高说明用于供能的脯氨酸越多，反之也

是如此。例如，中华绒螯蟹雄蟹进入咸水 2~3 d
后排氨率显著增加，血淋巴中的血蓝蛋白的总蛋

白含量也呈上调趋势［22］。在本研究结果中，高盐

下缢蛏体内的排氨率显著升高，说明此时缢蛏需

要更多脯氨酸用于供能作用，在外源脯氨酸添加

后，排氨率显著降低，说明脯氨酸的添加可以帮

助缢蛏减少生物体内自身脯氨酸消耗，大多能量

消耗来源于外源脯氨酸的供给。至于脯氨酸通

过积累对盐度变化的影响与氧化供能的比例及

具体情况，还有待进一步研究。

3. 3　外源脯氨酸对脯氨酸转运基因 SLC6A7-1
和SLC6A7-2基因表达的影响

脯氨酸能保护生物免受盐度胁迫伤害，能够

被脯氨酸转运蛋白 SLC6A7 高效特异性运输，

SLC6A7-1 和 SLC6A7-2 作为脯氨酸转运基因，其

表达对脯氨酸转运蛋白对脯氨酸在生物体中的

运输有重要作用［23］。高盐胁迫下生物体内发生

脯氨酸积累现象，而外源脯氨酸的添加也可以通

过上调 SLC6A7-1 脯氨酸转运基因序列特征和

SLC6A7-2脯氨酸转运基因的表达，增强对脯氨酸

的运输，从而能够使生物增强对高盐的抵抗能

力［24］。有研究发现对非洲爪蟾（Xenopus laevis）卵

母细胞内脯氨酸抑制后，SLC6A7脯氨酸转运基因

也被抑制表达，其表达量显著降低，脯氨酸的运

输被阻断，而在非洲爪蟾卵母细胞内注射 SLC6A7
脯氨酸转运基因后发现脯氨酸显著表达，且细胞

渗透压得到了很好的平衡调节［25］。研究通过在

小鼠中将 SLC6A7 脯氨酸转运基因抑制后发现，

小鼠对脯氨酸的摄取比对照组减少了 70％以上，

说明了 SLC6A7脯氨酸转运基因是小鼠大脑区域

最显著的脯氨酸转运基因，小鼠大脑中突触的兴

奋程度显著升高，表明了 SLC6A7 脯氨酸转运基

因的下调调节了生物体内稳态的平衡［26］。将贻

贝暴露于高浓度甲藻中，通过蛋白质组学研究发

现在贻贝钠依赖脯氨酸转运蛋白（SLC6A7）上调，

脯氨酸等有机物质被大量转运至细胞内帮助贻

贝进行长时间适应性生存［27］。SLC6A7脯氨酸转
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运基因作为特定的脯氨酸转运蛋白基因，其表达

在生物体中对脯氨酸转运具有重要的作用，但至

今对于 SLC6A7脯氨酸转运蛋白对脯氨酸的转运

是否为主动转运尚未清楚［28］。在本研究中，对缢

蛏体内 SLC6A7脯氨酸转运基因的两个亚型分别

进行了组织表达和不同处理组下各时间点的表

达情况进行了分析，与大部分研究结果一致，在

盐度胁迫下脯氨酸作为渗透调节物质需要被大

量转运，SLC6A7-1 脯氨酸转运基因和 SLC6A7-2
脯氨酸转运基因表达升高，增强了脯氨酸的运输

从而维持生物体在高渗下的生物稳态。添加外

源脯氨酸后，前期 SLC6A7-1 脯氨酸转运基因和

SLC6A7-2脯氨酸转运基因表达都显著升高，而在

24 h后，SLC6A7-1脯氨酸转运基因表达水平与对

照组相似，SLC6A7-2脯氨酸转运基因仍呈现高表

达水平，说明在脯氨酸转运过程中SLC6A7-2脯氨

酸转运基因可能比 SLC6A7-1脯氨酸转运基因活

性更强。

综上所述，本研究通过测定缢蛏在添加外源

脯氨酸条件下游离氨基酸含量、可溶性蛋白含

量、排氨情况、脯氨酸转运基因 SLC6A7-1 和

SLC6A7-2的表达情况，证明了脯氨酸可以帮助缢

蛏进行大分子蛋白合成，并为缢蛏在高盐下生存

提供能量。研究结果为探究脯氨酸对缢蛏高盐

耐受响应机制提供了参考资料。
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Effect of proline on high salt tolerance of razor clam

DENG Min1， LIU Ruiqi1， YANG Dong1， YUAN Li1， SHEN Heding1，2， NIU Donghong1，2

（1. Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and Breeding， 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）

Abstract: Proline is an important organic regulatory substance in organisms， which plays an important role in 
adapting marine shellfish to salinity changes.  To study the effect of proline on the salt tolerance of S.  
constricta， high salt stress and exogenous proline were added to S.  constricta.  The proline content， soluble 
protein content and proline transporter gene expression levels of S.  constricta were compared in different 
conditions.  Under high salt stress， three free amino acids increased significantly， with the highest proline 
accumulation and high synthesis.  Soluble protein content decreased significantly and ammonia excretion rate 
increased.  The expressions of proline transporter SLC6A7-1 and SLC6A7-2 were significantly increased.  
When exogenous proline was added， the accumulation of proline content increased and reached the peak at 72 
h.  Soluble protein content was significantly increased， and ammonia excretion level was significantly 
decreased.  The expression of proline transporter SLC6A7-1 increased firstly and then decreased， while 
SLC6A7-2 remained in a high expression state and reached its peak at 24 h.  The results showed that proline 
could promote the synthesis of macromolecular protein and provide more energy for the salt-sensitive survival 
of S.  constricta.  It provides an important theoretical basis for further study on the regulation of proline in the 
salt-sensitive survival of marine molluscs.
Key words: S.  constricta； high salt； proline； tolerance
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