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摘要: 研究了 17、25 和 33℃ 3 个干露温度对拟穴青蟹幼蟹存活、血蓝蛋白和细胞凋亡相关基

因表达的影响. 结果发现, 17℃组拟穴青蟹幼蟹存活率最高为 58.93%, 且存活时间最长为 144 h; 
33℃组存活率最低为 17.86%, 且存活时间最短为 120 h. 17、25 和 33℃组的血蓝蛋白分别在 48、

96、48 h 达到峰值, 25℃和 33℃组的皮质醇含量在 96 h 时显著高于其他时间点(P<0.01), 而活性

氧 ROS 含量随干露时间增加而上升. 在基因表达方面, 干露时间增加导致 bax 基因和 bcl-2 基因

上调, 其中 17℃和 33℃组在干露 24 h 时的 bax/bcl-2比值大于 1, 且显著高于其他时间点(P<0.05), 
caspase-3 基因表达量在 17℃和 33℃组干露 24 h 时也显著高于其他时间点(P<0.01). 双因素方差

分析表明, 温度、干露及其两者的交互作用均显著影响了拟穴青蟹幼蟹的存活率(P<0.01). 以上

研究结果表明, 温度和干露胁迫对拟穴青蟹幼蟹存活的影响可能是通过应激反应和凋亡途径介

导的, 17℃是拟穴青蟹幼蟹最适宜的运输温度.  
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干露是指水生动物离开水体停留在空气、沙或

土壤等介质的一种状态[1], 水生动物离水后能存活

的时间为“露空时间”. 露空时间越长, 表明耐干

露能力越强[2]. 在生产过程中, 干露胁迫通常发生

在水生动物运输过程中, 随着运输时间的增加, 干
露胁迫对水产动物机体造成的损伤会不断加剧, 
最终会导致动物死亡, 并造成经济损失[3].  

温度是水生动物生存所需的重要非生物环境

因素之一, 环境温度会显著影响变温动物的生理

状态[4]. 干露和温度能够共同影响甲壳动物的生理

状态 , 进而影响其存活率 . 例如 , 三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)在 5℃条件下, 干露运输

48 h, 存活率可高达 93%[5]; 锦绣龙虾(Panulirus 
ornatus)在 12 ℃条件下, 运输 26 h, 存活率可达

100%[6]; 日本沼虾(Macrobrachium nipponense)在
25℃环境下, 干露 2 h, 存活率可达 93%[7]; 斑节对

虾(Penaeus monodon)在 25℃环境下, 干露 1 h, 存
活率为 85%[8].  

甲壳动物在干露胁迫下会使氧气供给受阻[9], 
造成 CO2 积累, 并导致呼吸性中毒, 从而降低氧气

与血蓝蛋白的结合能力[10]. 干露胁迫和高温容易

导致氧化应激, 产生大量活性氧(Reactive Oxygen 
Species, ROS), 而过量的 ROS 会抑制 DNA 聚合酶

活性, 并阻碍 DNA 修复, 最终导致细胞凋亡的产

生[11]. 甲壳动物为应对氧化应激, 进化出一套强有

力的抗氧化酶系统, 可以在干露过程中去除大量

积累的 ROS, 保护细胞组织免受氧化损伤[12].  
拟穴青蟹(Scylla paramamosain)隶属于节肢动
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物门(Arthropoda)、甲壳纲(Crustacea), 通常分布在

中国、越南和日本等国沿海, 其生长快速、经济价

值高、肉质鲜嫩、营养丰富, 受广大消费者喜爱, 在
国内外市场上供不应求[13]. 运输是拟穴青蟹市场

销售活动的重要组成部分[14], 拟穴青蟹耐干露能

力强[15], Cheng 等[16]研究了拟穴青蟹暴露于空气中

的免疫和生理反应, 而顾文彬[17]研究了拟穴青蟹

干露-再浸润胁迫下的生理应答及细胞凋亡机制, 
但未对不同温度对拟穴青蟹干露状态下存活和生

理状态的影响进行研究.  
因此, 本研究比较了不同干露温度对拟穴青

蟹幼蟹的存活、应激反应和细胞凋亡相关基因表达

的影响, 旨在解析拟穴青蟹对不同温度干露的生

理响应, 为优化拟穴青蟹运输技术提供参考.  

1 材料与方法 

1.1  实验设计 
实验于 2021 年 10 月 22 日开始, 养殖地点在

宁波大学中试基地. 实验设置 17、25、33℃ 3 个

干露温度组. 3 个 150 cm×100 cm×80 cm 的帆布池

用于 3 个不同干露温度处理组, 每个帆布池中有 8
个 30 cm×30 cm×30 cm 干露容器, 容器由不透明塑

料板平均分成 9 个相等区域, 每个容器底部各放 1
个支架, 每个处理组有 8 个重复, 每个重复 7 只蟹. 
帆布池中水位与支架高度相平, 通过加热棒和制

冷机控制帆布池水温, 以控制拟穴青蟹干露温度.  

 
图 1  干露实验装置 

1.2  实验动物 
用于实验的拟穴青蟹幼蟹 (体质量 (32.25± 

13.52) g)来源于浙江三门佳顺水产合作社, 在实验

室环境暂养 5 d, 以缓解因运输及环境变化产生的

应激反应, 暂养水温为 22~24℃, 海水盐度为 25‰, 
暂养期间, 溶解氧>5 mg·L–1, 氨氮和亚硝酸盐<0.5  
mg·L–1, 暂养期间不投喂饲料. 待暂养结束后, 挑
选体重相近、附肢完整的拟穴青蟹幼蟹 168 只; 同
时, 将帆布池中水温调节到实验设计温度, 将拟穴

青蟹幼蟹随机分配到 3 个大帆布池中的 24 个干露

容器内, 每个容器放 7 只, 每隔 12 h 观察实验蟹存

活状态, 并统计记录各处理组实验蟹的存活数据. 
当实验蟹附肢运动能力下降、口器开口并伴有发泡

现象等状况时, 则判定为死亡个体.  
1.3  样本采集 

各温度组在实验开始的 0、24、48、96 h 进行

取样, 每个时间点在干露容器中各取 1 只拟穴青蟹

幼蟹, 总共数量为 8 只, 若数量不足 8 只, 则至少

取3只以上拟穴青蟹幼蟹. 使用1.5 mL一次性注射

器在拟穴青蟹幼蟹的游泳足基部抽取血淋巴, 并
将迅速解剖采集的实验蟹肝胰腺置于 1.5 mL 离心

管中, 液氮速冻后, 转入-80 ℃下保存, 以备后续

分析. 血淋巴经抗凝处理后在 4℃冰箱中静置过夜, 
将静置后的血淋巴于 4℃条件下, 3 000 r·min–1离心

10 min, 取上层血清并进行分装, 分装后于-80 ℃
超低温冰箱保存.  
1.4  存活率 

采用Kaplan-Meier生存曲线分析法, 计算不同

干露温度组各时间点拟穴青蟹幼蟹存活情况.  
1.5  血蓝蛋白、皮质醇和活性氧的测定 

血清血蓝蛋白、皮质醇和ROS检测采用ELISA
试剂盒(上海桥杜生物科技有限公司)测定. 往预先

包被所测指标抗体的包被微孔中依次加入标本、标

准品、HRP(过氧化物酶)标记的检测抗体, 然后将

微孔板在 37℃下孵育 60 min, 并用洗涤液彻底洗

涤, 在过氧化物酶和酸的作用下, 用于显色的底物

TMB(四甲基联苯胺)由蓝色变为黄色, 反应最终溶

液的黄色深度与所需测得的含量成正比, 单位均

为 ng·mL–1.  
1.6  基因表达分析 

实验蟹肝胰腺样本在液氮环境下于研钵中充

分研磨, 然后取少量组织粉末(50~100 mg)放入加

有 1 mL Trizol 试剂(15 596 026, Invitrogen, USA)的
无 RNase 的 EP 管中提取总 RNA. 用 RNase-Free 
DNase(TaKaRa, 中国)去除基因组DNA污染后, 用
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凝胶电泳法检测 RNA 的完整性和纯度 . 按照

HiFiScript cDNA 试剂盒(康为世纪生物科技有限公

司, 上海)说明书的操作步骤, 将 RNA 反转录为

cDNA. 采用 SYBR 绿色荧光染料在荧光定量 PCR
仪(LightCycler96, Roche 公司, 瑞士)上进行实时

PCR检测. 本研究以β-actin作为内参基因, 分别测

定了 bax、bcl-2、caspase-3 的表达情况. 根据 2-ΔΔCt

方法对所有定量数据进行分析. 所用引物序列见

表 1[18].  
1.7  数据分析 

数据均以平均值±标准误差表示, 实验结果用

SPSS 20.0 进行单因素方差分析(One-way ANOVA), 
采用 Tukey 多重比较事后检验分析, 以 P<0.05 作

为差异显著水平. 此外, 温度与干露时间交互作用

采用双因素方差(Two-way ANOVA)分析.  

2 结果与分析 

2.1  不同温度下干露对拟穴青蟹幼蟹存活率的影
响 
不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹生存曲线

如图 2 所示. 由图可见, 随着干露过程中温度的升

高, 拟穴青蟹幼蟹死亡率增加, 并随干露时间的延

长, 死亡率也增加. 在 24、48、96 h 时, 17℃存活

率分别为 96.43%、89.29%、58.93%; 25℃存活率

分别为 91.07%、78.57%、32.14%; 33℃存活率分

别为 85.71%、50%、17.86%. 17℃组存活时间最长

为 144 h, 33℃组存活时间最短为 120 h.  
2.2  不同温度下干露对拟穴青蟹幼蟹血淋巴指标

的影响 
不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹血淋巴血

蓝蛋白质量浓度变化如图3(a)所示, 可见17℃在干

露 48 h 时显著高于其他时间点(P<0.05), 33℃组在

干露48 h时显著高于其他时间点(P<0.01), 而25℃
组在干露 96 h 时血蓝蛋白质量浓度达到顶峰(P< 
0.01). 不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹血淋巴

皮质醇质量浓度变化如图 3(b)所示, 可见皮质醇质

量浓度在 25℃和 33℃组均出现上升趋势, 且在干

露96 h时显著高于其他时间点(P<0.01), 而17℃组

无显著变化(P>0.05). 不同温度干露情况下拟穴青

蟹幼蟹血淋巴 ROS 质量浓度变化如图 3(c)所示, 
可见ROS浓度在 33℃组 96 h时显著高于其他时间

点(P<0.05), 而其他实验组无显著变化(P>0.05).  
2.3  不同温度下干露对拟穴青蟹幼蟹的细胞凋亡

相关基因表达 
不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹 bax 表达

量如图 4(a)所示, 可见在 17℃组 bax表达量在干露

24 h 时达到最高(P<0.05), 33℃组 bax 表达量在干

露96 h时显著高于其他时间点(P<0.05), 而25℃组

表 1  本研究中用于实时 PCR 的特异性引物 

引物名称 引物序列(5′→3′) 参考文献 

bax-F GAGGGACAGTGAAGCAGTGGTAGT 文献[3] 

bax-R GCAGTTGAGATTTGGTAAAGGTGGG  

bcl-2-F CCTTGCCGAGTTCACCGTGC 文献[11] 

bcl-2-R GGCAGCCAGTCCAAGCCCAAT  

caspase-3-F  ACGAAGTGAGGGGATTATGCC 文献[16] 

caspase-3-R CAGCCCATCCAGCGAGC  

β-actin-F  GAGCGAGAAATCGTTCGTGAC 文献[18] 

β-actin-R GGAAGGAAGGCTGGAAGAGAG  

 

 
图 2  不同干露温度下拟穴青蟹幼蟹生存曲线 
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bax 表达量无显著变化(P>0.05). 不同温度干露情

况下拟穴青蟹幼蟹 bcl-2 表达量如图 4(b)所示, 可
见各温度组 bcl-2 表达量均在干露 48 h 时达到顶峰

(P<0.01). 不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹 bax/ 
bcl-2 比率如图 4(c), 17℃和 33℃组 bax/bcl-2 比值 

 

 

 

 

 

图 4  不同温度干露对拟穴青蟹幼蟹各时间点 bax(a)、
bcl-2(b)、bax/bcl-2(c)、caspase-3(d)基因表达量的影响 

 

 

 
不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 下图同. 

图 3  不同温度干露对拟穴青蟹幼蟹各时间点血淋巴血蓝

蛋白(a)、皮质醇(b)和活性氧 ROS(c)质量浓度的影响 
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在干露 24 h 时均大于 1 且显著高于其他时间点(P< 
0.05). 不同温度干露情况下拟穴青蟹幼蟹 caspase- 
3 表达量如图 4(d)所示, 由图可见 17℃和 33℃组

caspase-3 表达量在干露 24 h 时也显著高于其他时

间点(P<0.01).  
2.4  温度和干露时间对拟穴青蟹幼蟹的交互作用 

表 2 为采用双因素方差分析对干露温度、干露

时间及干露温度和时间对拟穴青蟹幼蟹各测定指

标影响的分析结果. 可以看出, 干露温度对 bax 和

caspase-3 基因相对表达量无显著影响(P>0.05), 干
露时间对各指标都有显著性影响(P<0.05), 干露温

度和干露时间对拟穴青蟹幼蟹存活率、血蓝蛋白、

皮质醇和 bax 基因有交互作用.  

表 2  双因素方差分析结果 

 因素  
指标 

干露温度 干露时间 
干露温度×

干露时间 

存活率/% P<0.01 P<0.01 P<0.01 

血蓝蛋白/(ng·mL–1) P<0.01 P<0.01 P<0.01 

皮质醇/(ng·mL–1) P<0.01 P<0.01 P<0.01 

ROS/(ng·mL–1) P<0.01 P<0.01 NS 

bax NS P<0.05 P<0.01 

bcl-2 P<0.05 P<0.01 NS 

bax/bcl-2 P<0.05 P<0.01 NS 

caspase-3 NS P<0.01 NS 

注: NS 代表无显著性差异. 

3 讨论 

本研究中, 干露温度和干露时间对拟穴青蟹

幼蟹存活率均存在影响, 随着干露温度上升, 拟穴

青蟹幼蟹存活率下降; 在 17 ℃时, 拟穴青蟹幼蟹

在 96 h 时存活率仍有 58.93%, 而在 33℃时, 拟穴

青蟹幼蟹在 96 h 时存活率仅为 17.86%. 类似研究

也同样表明温度升高也会导致三疣梭子蟹和菲律

宾蛤仔在干露过程中存活率下降, 在 5℃下, 三疣

梭子蟹在 48 h 时的存活率有 93.3%, 而在 10℃条

件下存活率为 0%[5]; 温度为 15℃时, 菲律宾蛤仔

在 72 h 仍有 85.3%的存活率, 但当温度为 25℃时, 
菲律宾蛤仔在72 h时已经全部死亡[19]. 与以上研究

结果相似, 随着干露时间增加和温度上升, 拟穴青

蟹幼蟹存活表现下降: 幼蟹在 17 ℃条件下存活时

间能达到 144 h, 但 33℃条件下则仅为 120 h. 本研

究中, 不同温度处理组是通过水浴方式达到, 各处

理均保持了一定湿度, 因此即使在干露状态下的

拟穴青蟹存活时间仍然较长. 同时, 由于温度与干

露存在交互作用, 因此高温和干露的共同胁迫会

显著降低拟穴青蟹存活率.  
由于血蓝蛋白具有输氧功能, 而干露胁迫会

导致欧洲螯龙虾(Homarus Gammarus)和锯缘青蟹

(Scylla serrata)[20-21]出现呼吸性酸中毒, 进而降低

氧气与血蓝蛋白的结合能力[10]. 本研究中各处理

组的拟穴青蟹幼蟹血淋巴血蓝蛋白浓度在干露过

程中总体呈上升趋势, 且 33 ℃组血蓝蛋白含量显

著高于其他温度组, 其原因可能是因为高温加剧

了低氧胁迫, hif-1 基因表达上调, 从而增加血蓝蛋

白合成[22]. 此外, 血蓝蛋白作为一种多功能蛋白, 
还具有免疫防御功能, 因此另一种可能是温度和

干露胁迫激活了拟穴青蟹的免疫系统, 导致血蓝

蛋白水平上调.  
不适宜的温度和缺氧等情况会引发水生动物

的应激反应[23], 而皮质醇是应激反应指标之一[24]. 
本研究中25℃和33℃组的皮质醇浓度在干露过程

中显著增加, 而且 ROS 含量也随之上升, 表明干

露导致应激反应, 并对机体造成了氧化损伤[25]. 由
于 ROS 能够抑制 DNA 聚合酶活性并阻碍 DNA 修

复, 进而可能导致细胞凋亡[12], 而细胞凋亡是一种

由基因调控的程序性细胞死亡, 在清除受损和坏

死细胞以及维持动态平衡方面起着至关重要的作

用[26]. Bcl-2 和 BAX 蛋白是调节内源性细胞凋亡的

Bcl-2 蛋白家族的成员, Bcl-2 蛋白可以预防细胞凋

亡, 而 BAX 蛋白可以促进细胞凋亡[27]. 在蛋白水

平上, BAX/Bcl-2的比值大于1, 代表线粒体途径被

激活, 细胞发生凋亡[28]. 本研究中拟穴青蟹的 bax/ 
bcl-2 比值在 17℃和 33℃干露胁迫 24 h 时均大于

1, 同时其 caspase-3 基因表达量也达到顶峰, 表明

此时细胞凋亡可能处于较高水平.  

4 结论 

本文探究了不同干露温度对拟穴青蟹幼蟹存

活、血蓝蛋白水平、氧化应激和细胞凋亡相关基因

表达的影响. 研究结果发现不同温度下的干露均

导致拟穴青蟹氧化应激、皮质醇水平上升, 以及细
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胞凋亡相关基因表达变化, 且温度和干露具有交

互作用. 高温和干露胁迫可能通过氧化应激和细

胞凋亡途径降低拟穴青蟹存活表现, 17 ℃是拟穴

青蟹幼蟹最适宜的运输温度.  
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Effects of air-exposure temperature on survival, hemocyanin and expression of 
apoptosis-related genes in juvenile mud crab Scylla paramamosain 

QI Shanshan1,2,3, SHI Ce1,2,3, WANG Chunlin1,2,3, YE Yangfang1,2,3, MU Changkao1,2,3,  
LI Ronghua1,2,3, REN Zhiming1,2,3, WU Qingyang1,2,3 

( 1.Key Laboratory of Aquaculture Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315832, China;  
2.Collaborative Innovation Center for Zhejiang Marine High-efficiency and Healthy Aquaculture, Ningbo 315832, China;  

3. Key Laboratory of Green Mariculture, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Ningbo 315832, China ) 

Abstract: The effects of air-exposure temperatures (17, 25 and 33℃) on the survival and apoptosis-related gene 
expression of juvenile mud crab Scylla paramamosain were investigated. The results showed that the 17℃ 
group had the highest survival rate, while the 33℃ group had the lowest survival rate. Hemocyanin in 17, 25 
and 33℃ groups peaked at 48, 96, and 48 h, respectively. Cortisol content in 25℃ and 33℃ groups was the 
highest at 96 h (P<0.01); whereas reactive oxygen species (ROS) content increased with extending air-exposure 
duration. In terms of gene expression, bax and bcl-2 genes were significantly up-regulated with increasing 
air-exposure duration. Two-way analysis of variance showed that temperature, air-exposure and their interaction 
significantly affected the survival rate of juvenile mud crab (P<0.01). Based on the above research results, the 
effects of temperature and air-exposure on the survival of juvenile mud crab may be mediated by stress response 
and apoptosis pathway. In addition, the optimum temperature for the transportation of juvenile mud crab was 17℃. 
Key words: mud crab Scylla paramamosain; air-exposure; temperature; oxidative stress 
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