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高温刺激导致虾夷扇贝死亡因素的探究 
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摘要: 本文探究了高温刺激导致一龄和二龄虾夷扇贝死亡的原因。在高温刺激以及恢复过程中, 两种

贝龄的扇贝存活率存在显著差异(P<0.05), 同时两者的谷丙转氨酶(glutamic-pyruvic transaminase, GPT)

活性、p53 蛋白含量、总抗氧化能力(total antioxidant capacity, TAOC)以及 HSP70 (heat shock protein 70)

含量在高温刺激以及恢复过程中的变化均存在显著差异。而且这些酶的活性(TAOC 活性除外)以及蛋

白质含量(p53 以及 HSP70)均受到贝龄、处理时间以及两者综合作用的显著影响。经过 Cox 模型分析

可知, 虾夷扇贝受到高温刺激后的存活受到贝龄、GPT 活性、TAOC 活性、p53 含量以及 HSP70 含量

的显著影响。此外, 高温刺激会影响扇贝的心跳频率以及心输出量, 从而影响心脏对机体的供氧供血

能力, 影响扇贝对高温的适应能力。  
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虾夷扇贝 (Patinopecten yessoensis)是一种冷水

性双壳贝类。自 20世纪 80年代引入中国以来, 虾夷

扇贝的养殖业取得了迅猛发展。但是随着养殖规模

的扩大, 养殖虾夷扇贝的夏季死亡等问题也不断出

现[1]。1997~1998 年, 虾夷扇贝养殖在山东半岛出现

了大面积的死亡情况, 累计经济损失达到 30亿元[2]。

2009 年, 大连市长海县虾夷扇贝在 5 月份死亡率超

过 50%, 7月份之后死亡率更是高达 80%, 给养殖业

带来巨大损失[3]。据相关文献报道, 双壳贝类夏季大

规模死亡的原因是多方面的, 是自身生理机能、外界

环境以及外界病原综合作用的结果[4]。虽然导致扇贝

夏季死亡的具体原因尚无定论, 但是温度变化是一

个重要因素[5-6]。 

温度是影响海洋生物分布、生理状态、形态以

及行为的重要环境因子[7]。温度变化会影响海洋生物

的生长发育、能量代谢以及免疫能力[8-9]。较低的升

温对许多海洋无脊椎动物是有益的, 可能会导致生

长加快 [10-12], 而过高的升温幅度一般会引起生物的

应激反应, 进而会对生物产生广泛的危害[12-13]。对于

贝类而言, 过高的温度变化导致的应激反应主要包

括作为分子伴侣的热激蛋白(heat shock protein, HSP)

家族的大量产生以及起防卫功能的细胞黏附蛋白的

增加。伴随高温往往出现低氧, 低氧会引起抗氧化蛋

白、Reactive Oxygen Species(ROS)解毒相关蛋白例如

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)等的产

生以及 DNA损伤等现象的出现。高温和低氧伴随出

现导致扇贝对温度耐受过程中的应激反应往往是两

方面综合作用的结果[14-16]。 

虾夷扇贝在夏季出现大规模死亡现象报道较多, 

但是关于温度刺激如何影响其生理活性并导致其死

亡, 以及为何一龄贝比二龄贝更能耐受夏季高温的

原因等方面的报道较少。本研究检测了虾夷扇贝在

高温刺激以及恢复过程中虾夷扇贝部分免疫、代谢

相关指标并测定了其存活率。利用 Cox 模型分析扇

贝存活率同这些生理因素之间的关系。同时利用扇

贝在高温条件下心率的变化进行扇贝能量代谢方面
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的预测。 

1  材料和方法 

1.1  实验用扇贝 

实验用虾夷扇贝取自獐子岛集团海洋生物技术

研发部培育的家系。将 800枚二龄贝(体质量 78.14 g± 

15.54 g, 壳长 79.79 mm±5.28 mm)和 1000枚一龄贝

(体质量 8.37 g±1.77 g, 壳长 40.22 mm±5.28 mm)暂养

于 16℃曝气海水中, 每天 10: 00全部换水, 11: 00和

23: 00投喂螺旋藻粉(2 g/m3)。待个体状态稳定后进

行以下实验。 

1.2  高温刺激 

取一龄贝和二龄贝各 300 枚均平均分为 3 组由

16℃直接放入 28℃海水中, 统计虾夷扇贝在 28℃刺

激 1 h和 2 h后的存活数目。刺激 2 h后, 将存活的

一龄贝和二龄贝转移进入 16℃海水中, 统计 3、24、

30、48、72 h 时虾夷扇贝的存活数目。实验期间不

投饵, 只进行曝气与换水, 并用YSI型多参数水质检

测仪精确监控水温变化。 

1.3  扇贝生理指标测定 

另取一龄和二龄虾夷扇贝各 300 枚也均平均分

为 3组, 进行如 1.2所述的高温刺激过程。同时分别

在未刺激、刺激 1 h, 刺激 2 h(结束刺激), 以及转入

16℃海水后的 3、24、30和 48 h, 每组取 5只扇贝剪

取鳃组织, 液氮冷冻后存于–80 , ℃ 用于以下指标的

测定。 

将同一时间点取样的 5 只同龄扇贝鳃组织等量

混合后加入 10倍体积的 0.9%生理盐水, 在冰上匀浆, 

4℃下, 2000 r/min离心 10 min, 取上清液用于总抗氧

化能力(TAOC)、谷丙转氨酶(GPT)、热激蛋白(HSP70)

与 p53 蛋白等生理指标的测定。其中 TAOC、GPT

使用南京建成科技有限公司的试剂盒测定 , HSP70

以及 p53 蛋白含量使用相应的酶联免疫反应试剂盒

进行测定。 

1.4  心率测定 

利用 powerlab 信号放大器结合 Labchart 软件采

集虾夷扇贝的心率数据。将 5 只一龄或者二龄虾夷

扇贝放入 16℃海水中, 用蓝丁胶将信号探头黏附于

扇贝心脏上方的贝壳之上, 待扇贝的心跳曲线稳定

后保存扇贝的心跳频率(beats per minutes, BPM)数

据 , 数据采集时间为 1 分钟。保存完毕后, 继续以

0.5 /min℃ 速度升温至 18 , ℃ 待扇贝心跳稳定后保存

心跳频率数据, 同样的操作依次测定 20、22、24、

26、28℃以及 30℃条件下虾夷扇贝的心跳频率数据。

每次选取 5只同龄扇贝作为 1个平行组, 将其在不同

温度条件下的心跳频率(BPM)数据进行混合 , 并依

据阿伦尼乌斯定律作出 1000/K-ln BPM 散点图, 求

出扇贝的阿伦尼乌斯点(Arrhenius break temperature, 

ABT)[17]。一龄贝和二龄贝均设置 3 组平行, 分别计

算得到一龄贝和二龄贝的 ABT均值。 

1.5  数据分析 

利用 SPSS 19.0 软件进行扇贝的生存分析。利

用单因素方差分析比较同龄扇贝的各项生理指标在

不同温度刺激处理时间点的差异。利用独立样本 T

检验比较不同贝龄扇贝在同一处理时间处差异是否

显著, 若 P<0.05, 则认为差异显著。用多因素方差分

析比较贝龄、处理时间以及两者交互作用对扇贝各

项生理指标的影响的差异。并利用 Cox 模型分析存

活率与生理指标之间的关系。 

2  实验结果 

2.1  存活分析 

将刺激开始时间作为生存曲线的计时起点。高

温刺激 2 h之后进入 16℃海水中进行恢复, 观察恢复

72 h 之内虾夷扇贝的存活状况。得到一龄贝和二龄

贝的生存曲线如图 1 所示。经过 28℃高温刺激 2 h

以及后续的恢复过程中, 一龄贝和二龄贝的存活率

差异显著(P =0.034 < 0.05)。 

 

图 1  一龄贝和二龄贝生存曲线 

Fig. 1  Survival curve of one- and two-year old yesso scallops 
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2.2  代谢及免疫指标活性变化 

由图 2 可知, 两贝龄扇贝的 GPT 活性随着处理

时间的变化规律并不相同。一龄贝的 GPT 活性在高

温处理 2 h与恢复后 3 h时达到最高, 显著高于其他

时间点(P<0.05); 二龄贝的 GPT活性在高温处理 2 h

以及恢复后 3 h最低, 要显著低于其它时间点。此外, 

在同一时间点, 二龄贝的 GPT 活性显著高于一龄贝

(P<0.05)。 

 

图 2  一龄贝和二龄贝中谷丙转氨酶(GPT)活性 

Fig. 2  GPT activity in one- and two-year old yesso scallops 

不同的字母代表差异显著(P<0.05), 一龄贝之间的差异用小写字

母表示, 二龄贝之间的差异用大写字母来表示, 下同 

Different letters represent a significant difference (P<0.05). The 
differences between the one-year olds are indicated by lower case, 
and the differences between the two-year olds are represented by 
capital letters. The same below 

 
p53 含量在两贝龄贝体内随处理时间的变化均表

现出先升高后降低的变化规律, p53 含量最高值均出

现在恢复 3 h (图 3)。从结束刺激到恢复 48 h时间内, 

一龄贝体内的 p53质量比显著高于二龄贝(P<0.05)。 

 

图 3  一龄贝和二龄贝中 p53蛋白含量变化 

Fig. 3  Concentration of p53 in one- and two-year old yesso 
scallops 

 

两贝龄扇贝的 TAOC 活性随着处理时间的变化

不明显, 并且在一龄贝与二龄贝之间差异不显著(图

4)。高温刺激后, 一龄贝的 TAOC活性相对于未刺激

阶段没有显著变化, 但是在恢复至 30 h 和 48 h 时, 

TAOC活性较刺激结束时显著降低。二龄贝的 TAOC

活性则在恢复至 24 h以及 48 h时显著降低。 

 

图 4  一龄贝和二龄贝中 TAOC活性变化 

Fig. 4  TAOC activity in one- and two-year old yesso scallops 

 
由图 5可知, 一龄贝的HSP70含量受到高温刺激

后迅速升高, 在刺激 2 h 后达到最高值, 一直维持到

恢复 24 h, 并且在恢复 48 h后仍显著高于未受刺激时

的 HSP70 含量。高温刺激并未导致二龄贝的 HSP70

含量显著升高, 只是在恢复 30 h后显著高于其他时间

点(P<0.05)。高温刺激后, 一龄贝体内 HSP70 含量显

著高于二龄贝, 但是未受高温刺激以及恢复 30 h 时, 

二龄贝体内 HSP70含量显著高于一龄贝。 

 

图 5  一龄贝和二龄贝 HSP70蛋白含量 

Fig. 5  Concentration of HSP70 in one- and two-year old 
yesso scallops 

 
多因素方差分析结果显示, 贝龄、处理时间以及

两者的交互作用对 GPT 活性、p53 含量以及 HSP70
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含量变化的有显著影响(P<0.05), 而 TAOC活性只受 到处理时间的显著影响(表 1)。 
 
表 1  各项生理指标同贝龄、处理时间的相关性 
Tab. 1  Relationship between physiology index, age, and challenge time 

GPT活性 p53含量 TAOC活性 HSP70含量 
项目 

F P F P F P F P 

贝龄 349.09 0.00 80.81 0.00 1.81 0.19 91.14 0.00 

时间 3.37 0.01 33.90 0.00 3.92 0.01 20.64 0.00 

贝龄*时间 12.34 0.00 10.53 0.00 1.12 0.38 38.32 0.00 

 

2.3  扇贝生存同各项生理指标的Cox 模型分析 

Cox 模型分析结果显示, 高温处理后虾夷扇贝

的存活率同贝龄、GPT活性、p53含量、TAOC活性

以及 HSP70 含量变化均显著相关 (P<0.05), 其中

GPT 活性同扇贝的存活负相关(B<0), 其余因素同扇

贝存活呈显著正相关(B>0, 表 2)。 

2.4  心率变化 

由图 6 可知, 一龄和二龄虾夷扇贝在 20℃条件

下均具有明显的心跳节律, 随着温度升高, 至 30℃

时, 扇贝的心跳已经没有规律, 心脏基本停止跳动。 
 
表 2  Cox 模型分析中各项系数以及显著性 
Tab. 2  Coefficients and significant factors in the Cox model 

项目 B SE Wald df Sig. Exp(B) 

贝龄 11.009 1.282 73.800 1 0.000 60421.422 

GPT –0.166 0.019 75.161 1 0.000 0.847 

TAOC 0.359 0.152 5.582 1 0.018 1.432 

P53 0.025 0.005 30.072 1 0.000 1.026 

HSP70 0.085 0.013 46.154 1 0.000 1.089 

 

 

图 6  扇贝心跳曲线的变化 

Fig. 6  Yesso scallop’s electrocardiogram 

A.一龄贝, 20℃; B. 一龄贝, 30℃; C．二龄贝, 20℃; D．二龄贝, 30℃ 

A. one-year yesso scallop, 20℃; B. one-year yesso scallop, 30℃; 
C. two-year yesso scallop, 20℃; D. two-year yesso scallop, ℃ 

 
由图 7可知道, 在一定温度范围内, 扇贝的心率

随着温度的升高而升高。待达到一定温度(阿伦尼乌

斯点, ABT)后, 心率开始逐渐降低, 最后心脏失去节

律性, 停止跳动。经计算, 图 7中一龄和二龄贝的阿伦

尼乌斯点分别为 25.49℃和 26.55℃。经过 3 个平行组

计算得到一龄虾夷扇贝的阿伦尼乌斯点为 25.37 ±℃  

0.08 , ℃ 二龄贝的阿伦尼乌斯点为 26.47 ±0.07 , ℃ ℃

两者差异显著(P<0.05)。 

3  讨论 

高温刺激会影响虾夷扇贝的生理、生长、存活

等[18]方面。从图 1可以看出, 高温刺激之后, 扇贝在

恢复过程中仍然存在死亡情况。所以, 高温对扇贝存

活的影响有滞后效应。而且扇贝的贝龄严重影响扇贝

对高温的适应能力: 二龄贝对高温的适应能力不如一

龄贝, 两者的累计存活率存在显著差异(P<0.05)。这表

明在同样的温度刺激条件下, 一龄贝在恢复过程中

存活率更高, 其对高温的耐受能力更强。高温对生物

存活的影响主要通过对其生理、生化因素的影响进

而影响其存活[19]。 

GPT 是一种与氨基酸代谢相关的转氨酶, 主要

分布于细胞线粒体中, 其活性越高蛋白质的氧化分

解作用越迅速, 其代谢能力越强[20]。此外血淋巴中 
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图 7  一龄贝与二龄贝的 1000/K-lnBPM 图 

Fig. 7  One- and two-year old yesso scallop heart rates in 
1000/K-lnBPM 

 
GPT 活性较低, 当血淋巴中 GPT 活性上升往往是由

于细胞完整性受到破坏而释放导致的[21],  因此GPT

活性的增强通常用来作为指示细胞代谢活性以及组

织损伤的诊断指标[22-23]。本研究测定的是鳃组织中

的 GPT活性变化, 故 GPT活性代表的是虾夷扇贝对

蛋白质的氧化分解能力。由图 2 可知一龄贝和二龄

贝体内 GPT 活性随着处理时间的变化呈现完全相反

的变化过程。这一相反过程说明, 一龄贝在受到高温

刺激的时候能够通过提高 GPT 的活性加速新陈代谢

能力来提高对高温的适应能力, 而二龄贝受到高温

刺激后, GPT活性会受到损害, 导致扇贝对高温的适

应能力降低, 导致其死亡率偏高。对于 GPT 活性在

恢复处理中的活性恢复速度而言, 一龄贝的 GPT 活

性在恢复 3~24 h 时迅速恢复到未刺激之时的水平, 

而二龄贝的 GPT活性则需要在刺激结束到恢复 30 h

之间缓慢恢复到未刺激之时的水平。从而也说明一

龄贝 GPT 活性变化更迅速, 有更强的对逆境的适应

能力和自我修复能力。连珊珊研究证实, 二龄栉孔扇

贝(Chlamys farreri)外套膜、性腺、闭壳肌以及鳃中

GPT 活性显著高于一龄贝[20], 这与本文章的结论相

吻合, 据此可以推断正常状态下(未刺激)二龄虾夷扇

贝具有更强的蛋白质代谢活性, 处于快速生长阶段。 

p53 又被称作肿瘤抑制因子, 它在细胞凋亡中起

着重要作用。DNA损伤以及不正常的细胞增殖信号都

会引起 p53蛋白的激活, 若 DNA损伤程度达到一定阈

值, p53蛋白会激活 caspase蛋白, 促使细胞凋亡[24-25]。

如果 DNA 损伤在阈值之内, 那么 p53 会激活 p21 等

蛋白, 使细胞周期停滞进而对损伤的DNA进行修复[26]。

如图 3所示, 一龄贝和二龄贝体内, p53蛋白含量均在

恢复 3h时达到最高。这说明高温刺激后 3 h是扇贝进

行自我修复或者凋亡的高峰期。此外, 一龄贝体内

p53 含量显著高于或者等于二龄贝, 说明一龄贝对高

温刺激的适应能力更强, 这也为一龄贝的存活率高于

二龄贝提供了证据。在两种贻贝(Mytilus californianus

和 M. galloprovincialis)的高温应激实验中, 其 p53含

量均在受到 28℃刺激 8h 后达到最高, 分别为对照组

的 1.6 倍和 2.1 倍[27]。本研究中一龄贝含量最高时的

p53 含量是未刺激之时的 4.3 倍, 二龄贝则为 2.7 倍, 

这在一定程度上说明虾夷扇贝比贻贝具有更强通过

控制 p53 含量来适应高温刺激的能力, 也更进一步说

明了一龄贝具有比二龄贝更强的自我修复能力。 

生物体内的氧化防御系统分为酶类和非酶类两

种。前者包括过氧化氢酶(Catalase, CAT)、超氧化物

歧化酶(SOD)等, 非酶类包括维生素 E、半胱氨酸等。

他们在消除生物体内活性氧(ROS)的过程中起着重

要作用。TAOC是反映生物体内抗氧化能力的总体指

标, 是酶类和非酶类抗氧化物的总体水平[28]。对于一

龄贝, 在高温刺激以及恢复过程中的 TAOC 活性同

未刺激之时活性相比均没有显著变化。在二龄贝体

内, 其 TAOC 活性并没有随着处理时间而出现明显

变化, 但是恢复至 24 h以及 48 h时的 TAOC活性明

显低于未刺激之时的 TAOC 活性, 这说明一龄贝中

TAOC活性对高温刺激的能力更强。据报道, 两种规

格的虾夷扇贝(P. yessoensis)体腔液中 TAOC 活性在

24℃升至 30℃的变化过程中均显著降低[29], 由此推

断虾夷扇贝体腔液中 TAOC 较鳃中 TAOC 更容易受

到高温刺激的影响而较低活性。这也为底播扇贝在 8

月份(高温)TAOC活性低而 12月(低温)TAOC活性高

(本实验室未发表的实验数据)提供了解释。原因可能

是持续的高温会使生物体内酶类和非酶类的氧化防

御物质失活, 从而导致 TAOC活性降低[30]。 

热激蛋白家族(HSPs)是变温动物抵御高温危害

的一种重要的蛋白质家族。这一家族的蛋白在维持

蛋白质的稳态以及防止高温引起的蛋白质的聚集和

降解方面起着关键作用, 从而提高生物体对高温的
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耐受能力[31-32]。此外, HSP家族蛋白还可以维持溶酶

体的稳定性, 防止细胞死亡[33]。如图 5所示, 一龄虾

夷扇贝的 HSP70 含量在受到高温刺激后迅速升高, 

在刺激结束时达到最高值。而对于二龄贝, HSP70含

量没有显著变化, 直到恢复 30 h 时含量较其他时期

显著提高。所以, 二龄贝通过调节 HSP70 含量来适

应高温刺激的能力不如一龄贝。据曲凌云报道[34], 受

到高温刺激后栉孔扇贝鳃组织中 HSP70的表达明显升

高, 这与本研究的结果相同。此外长牡蛎(Crassostrea 

gigas)在受到 27℃高温刺激 1 h之后的 2~14 d内, 鳃中

HSP70 含量呈现先上升后下降趋势[35], 这与本研究中

虾夷扇贝鳃中 HSP70含量变化趋势相一致但是虾夷扇

贝 HSP70含量变化受到高温刺激之后的变化更迅速。 

为了分析 GPT 活性、p53 含量、TAOC 活性以

及 HSP70 含量变化是否受到贝龄、处理时间以及两

者交互作用的显著影响, 进行多因素方差分析检验。

如表 1所示分析结果可知, GPT活性、p53蛋白含量

以及 HSP70 含量均受到贝龄、处理时间以及两者综

合作用的显著影响(P<0.05), 而 TAOC活性仅仅受到

处理时间的显著影响。这与作者上面的分析相一致。

Cox模型又称 Cox比例风险回归模型, 是一种能够定

量筛选和综合分析各种因素的多因素分析方法, 从而

克服混杂因素的干扰[36]。本研究利用 Cox模型分析了

影响虾夷扇贝存活的因素, 由表 2 可知, 影响虾夷扇

贝存活的因素中, 贝龄、TAOC活性、GPT活性、HSP70

含量以及 p53含量均会显著影响虾夷扇贝的存活。 

心跳曲线体现的是扇贝心脏的收缩和舒张的频

率变化, 进而体现心脏对生物体各组织器官的供血

供氧能力。据 Ritto等[37]报道, 美洲牡蛎(Crassostrea 

virginica)的心跳曲线有三个特征: (1)高度的不稳定

性; (2)无周期性; (3)心跳曲线不规则。而在本研究中, 

虾夷扇贝的心跳曲线的特点是: (1)同一个体心跳曲

线具有周期性、规律性; (2)不同个体的心跳曲线往往

具有不同的波形, 如图 6中 A、C的差异。当温度升

高到一定数值时 , 扇贝的心跳逐渐失去节律性 , 心

跳出现紊乱直至停止跳动, 如图 6中 B、D所示。依

据 Giomi的 stroke volume proxy(SVP)理论[16], 将心

跳曲线同横轴围成的面积当做心输出量进行讨论 , 

并结合图 6可知, 当温度升高到一定程度时, 扇贝的

心输出量在减少直至为 0。从而严重影响扇贝心脏的

供氧供血能力, 导致扇贝机体的死亡。经过计算可知, 

一龄扇贝的阿伦尼乌斯点显著低于二龄扇贝的阿伦

尼乌斯点。扇贝等软体动物的无氧呼吸温度往往出

现在阿伦尼乌斯点之后 [38], 由此推断, 一龄扇贝出

现无氧呼吸的温度或许会低于二龄扇贝, 这一观点

还有待于进一步的实验研究。 

总之 , 虾夷扇贝受到高温刺激后的存活受到贝

龄、GPT活性、TAOC活性、p53含量以及 HSP70含

量的显著影响。这些酶活性(TAOC活性除外)以及蛋白

质含量均受到贝龄、处理时间以及两者综合作用的显

著影响。这些酶的活性以及蛋白质含量在不同贝龄扇

贝体内的差异, 导致了不同贝龄扇贝对高温刺激的耐

受能力的差异, 进而导致了存活率的差异。此外, 温度

会影响扇贝的心率以及心输出量, 从而影响心脏对机

体的供氧供血能力, 影响扇贝对高温的适应能力。 
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Abstract: In this study, one- and two-year old yesso scallops were used to explore the influence of heat shock on 

scallop survival, physiological activity involved in immunity and metabolism, and heart rate. The differences in the 

above factors between the two types of scallop were also determined. During heat shock and recovery, the one-year 

old scallops’ survival rate was significantly higher than that of the two-year scallops. In addition, the GPT activity, 

p53, and HSP70 were significantly different between the two types of scallops. The multiple factor variance analy-

sis demonstrated that the enzyme activity (TAOC) and protein concentration (p53 and HSP70) were influenced by 

age, processing time, and the interaction between them significantly. The Cox model showed the significant contri-

bution of age, GPT, TAOC, p53, and HSP70 to scallops’ survival. In addition, heat shock can affect heart rate. 
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