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摘要    大气中过量的 CO2溶解到海水中造成海洋酸化, 破坏了海水原有的酸碱平衡和碳酸盐溶解

平衡。甲壳类动物甲壳的形成过程依赖于海水正常的酸碱平衡和碳酸钙溶解平衡。本研究以三疣梭

子蟹幼蟹为研究对象, 采用 CO2与空气的混合气体对自然海水进行曝气, 模拟在现有 CO2排放速度

下, 本世纪末和下世纪末海洋酸化的程度(表层海水 pCO2分别为 750μatm, 1500μatm), 研究不同海洋

酸化程度对三疣梭子蟹幼蟹甲壳结构和组成成分的影响。结果发现, 海洋酸化导致: (1) 三疣梭子蟹

幼蟹甲壳上表皮的外表面微刺排列趋于简单化, 由 2—3个微刺为主要排列形式逐渐变为单个微刺排

列的形式 ; (2) 甲壳厚度变薄 , 甲壳厚度从正常海水对照组(pH 8.13±0.02) 90.20±4.85μm, 变薄到

OA1组(pH 7.98±0.02) 84.53±13.71μm, 再到 OA2组(pH 7.75±0.03) 61.94±13.43μm, 并且有随海洋酸

化程度加重厚度变得更薄的趋势; (3) 随着酸化程度的加深, 甲壳中甲壳素含量显著上升, 从对照组

(13.10±0.07)%上升到 OA1组(14.22±0.04)%, 再到 OA2组(14.30±0.06)% (P=0.000**); (4) 甲壳中钙、

镁元素含量及钙镁比没有明显变化。结果表明海洋酸化对三疣梭子蟹幼蟹甲壳的结构和甲壳素含量

产生了较大影响。 
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自工业革命以来 , 人类大量燃烧化石燃料所产

生的 CO2排放至大气中, 大气中约 1/3的 CO2被海洋

所溶解吸收。过量溶解的 CO2破坏了海水原有的酸碱

平衡, 导致海水酸度增加, 这种现象被称为海洋酸化

(ocean acidification, OA) (Caldeira et al, 2003; Doney et 
al, 2009)。自从 2003年提出这一问题以来, 已经引起

世界各国的广泛关注 , 国内外科研工作者已经开展

了广泛而深入的研究 (贺仕昌等 , 2014; 赵信国等 , 

2015)。 

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)作为我国沿海

重要的水产甲壳类动物, 具有很高的经济价值。海洋

酸化给海洋环境带来的影响主要在于降低海水 pH, 

扰乱海水碳酸平衡, 降低碳酸钙的饱和度等(Feely et 

al, 2004; 刘再华等, 2005)。对于三疣梭子蟹来说, 其

甲壳的主要组成成分为甲壳素和碳酸钙(Roer et al, 

1984)。三疣梭子蟹一生要经历多次蜕壳, 每一次蜕壳

都要经历甲壳的生物钙化过程, 因此, 海洋酸化可能

会对三疣梭子蟹的甲壳结构和组成成分产生影响。本

研究通过甲壳扫描电镜观察结合甲壳素及钙镁元素

含量测定方法 , 探讨了海洋酸化对三疣梭子蟹幼蟹

甲壳结构和组成成分的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

三疣梭子蟹幼蟹取自宁波鑫亿鲜活水产有限公

司, 其发育阶段为幼蟹Ⅴ期, C5。 
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各组幼蟹在实验条件下自行完成蜕壳 , 并待各

组蜕壳为 C6 期的幼蟹甲壳完全硬化后(蜕壳后 48h), 

解剖获取各组幼蟹背甲。每组至少收集 3个背甲。 

1.2  实验仪器与试剂 

增氧泵为惠科 H8 型可充电增氧泵。CO2加富器

为青岛艾科宝生物科技有限公司生产 A001型 CO2加

富器。扫描电子显微镜为日立 S-3400N型。 

实验中使用的氢氧化钠、盐酸、碳酸钠、无水乙

醇、叔丁醇、戊二醛、双氧水等试剂纯度均为分析纯

(购自国药试剂公司)。其中, 所使用的戊二醛为 3%的

海水稀释溶液。 

1.3  实验设计 

本实验设置一个对照组, 两个酸化胁迫组。每组

设置 3个平行。对照组使用的海水为正常沙滤、漂白

粉加曝气处理后充分静置的洁净海水 , 通有自然新

鲜空气。实验组分别为 OA1组和 OA2组。OA1组所

用初始海水与对照组相同, 通有经 CO2 加富器混合

高浓度 CO2与空气后稳定输出的混合气体, CO2的体

积分数为 7.50×10–4。OA2 组通入的混合气体 CO2的

体积分数为 1.5×10–3。将养殖池中健康的 C5 期幼蟹

收集后, 在洁净海水中静止培养 24h, 然后将幼蟹随

机分配在对照组和 OA1、OA2实验组中, 每组共放置

18只, 连续酸化胁迫一个蜕壳周期后取样。每日傍晚

投喂新鲜杂鱼肉, 并及时清理残饵。 

1.4  实验装置 

本研究所采用的实验装置为自行设计的一套实

验室模拟海洋酸化系统(任志明等, 2015), 由实验培

养箱系统, CO2 供气系统, 供水系统, 水体净化系统

和水体加热装置组成。对照组系统与实验组系统的差

别仅在于供气系统所通气体的不同。该酸化实验系统

可实现长时间稳定运行 , 使实验所需的水体状态维

持稳定, 并可防止因实验个体死亡造成水体恶化, 影

响实验结果的可靠性。 

此外, 使用雷磁 PHBJ-260型便携式 pH计监测水

体 pH。使用 FC-100型水中二氧化碳测定仪测定水中

溶解 CO2的浓度。 

1.5  幼蟹甲壳表面及断面结构扫描电镜观察 

取蟹壳背甲鳃区部位约 0.25cm2大小较平整的甲

壳, 按照 Chen等(2008)的方法进行处理, 然后在日立

S-3400N 型扫描电子显微镜上观察, 记录甲壳表面及

断面结构的变化情况。 

1.6  幼蟹甲壳部分组成成分的测定 

1.6.1  幼蟹甲壳中甲壳素含量的测定    取对照组

和实验组甲壳样品, 分别用纯水清洗 3 次, 放入鼓风

干燥箱中 70℃充分干燥后电子天平称重并作记录。

用手术剪将干燥后的甲壳破碎成小块后 , 放入干燥

器中储存。按照李婷等人甲壳素提取制备的方法提取

各组样品甲壳素(李婷等, 2014)。将获得的对照组和

实验组的甲壳素成品分别置于电子天平上称重。 

甲壳素含量的计算公式如下: 甲壳素含量=m/M 

×100%, 其中 m为最终获得的甲壳素质量(mg); M为

甲壳素提取前干燥甲壳的质量(mg)。 

1.6.2   幼蟹甲壳中钙、镁元素含量的测定    甲壳

中钙、镁元素含量由青岛科标检测研究院有限公司测

定完成。采用电感耦合等离子体质谱仪 (Inductively 

coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS 7700, 美国安

捷伦公司)进行元素含量测定。 

1.7  数据处理与分析 

借助 Photoshop等图像处理软件对所采集的幼蟹

甲壳结构照片进行分析处理 , 包括甲壳厚度及结构

等。运用 Excel对实验组和对照组甲壳素含量及钙元

素、镁元素含量进行均值处理并比较作图。运用 SPSS 

19.0 进行组间单因素方差(One-way ANOVA)分析酸

化组和对照组间差异 , P*<0.05 表示差异显著 , 

P**<0.01表示差异极显著。 

2  结果 

2.1  酸化水体 pH及水中 CO2浓度的变化 

自然海水经人工模拟酸化处理后, 水体 pH 和水

中 CO2浓度变化情况如表 1所示。 
 

表 1  酸化实验组与对照组水体 pH 和水中溶解 CO2 浓度变化情况 
Tab.1  The change of pH and the concentration of CO2 dissolved in seawater in control group and OA groups 

组别 模拟海水 CO2分压(μatm) pH值 水中 CO2浓度(×10–6) 

对照组 483±50 8.13±0.02 26.6±1.2 

OA1 750±50 7.98±0.02 45.2±3.6 

OA2 1500±50 7.75±0.03 79.5±4.1 
 

实验水体经含有一定浓度 CO2 的混合气体持续

充分曝气处理后, 酸化组水体 pH 明显下降: 正常海

水 pH为 8.13±0.02, OA1组 pH下降为 7.98±0.02, OA2

组 pH 下降为 7.75±0.03。水中 CO2浓度也明显升高, 
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由对照组(26.6±1.2)×10–6, 上升到 OA1 组(45.2±3.6)× 

10–6, 再到 OA2组(79.5±4.1)×10–6。 

2.2  甲壳表面及断面结构扫描电镜观察结果 

经扫描电子显微镜观察并获得甲壳外表面结构

图片, 对比分析如图 1 所示, 在甲壳表面的微刺有一

定的排列规律, 总体较为整齐。微刺的组合方式也有

多种形式: (a) 单个独立微刺, (b) 2个微刺聚集, (c) 3

个微刺聚集, (d) 4个微刺聚集。对照组中, 单个微刺

占 (26.97±0.32)%, 2 个微刺聚集占 (33.71±0.24)%, 

3—4 个微刺聚集占(39.32±0.16)%。OA1 组单个微刺

占(77.42±0.22)%, 2个微刺聚集占(19.35±0.13)%, 3个

微刺聚集占(3.32±0.06)%, 未发现 4个微刺聚集。OA2

组单个微刺占 (88.81±0.31)%, 2 个微刺聚集占

(11.19±0.16)%, 未发现 3或 4个微刺聚集。 

 

图 1  甲壳外表面结构对比 
Fig.1  The comparison in structure of the carapacial external surface 

 
扫描电子显微镜观察结果表明 , 三疣梭子蟹具

有甲壳动物典型的甲壳分层结构(图 2): 上表皮、外

表皮和内表皮(Roer et al, 1984)。扫描电子显微镜下对

甲壳厚度进行了测量(图3和图4), 对照组甲壳的厚度为

90.20±4.85μm, OA1组甲壳厚度为 84.53±13.71μm, OA2组

甲壳厚度为 61.94±13.43μm。OA1组甲壳厚度较对照组有

所降低, 但无显著性差异(P=0.453)。OA2 组甲壳的厚度

极显著低于对照组(P=0.000**)和 OA1组(P=0.000**)。结

果说明在酸化海水的影响下, 三疣梭子蟹甲壳的厚度变薄, 

且甲壳厚度随着酸化程度的加重逐渐变薄。 

通过图5比较对照组和实验组甲壳各壳层的厚度, 发

现OA1组与对照组上表皮层厚度无显著性差异, OA2组相

比对照组上表皮层厚度显著降低(图 5a)。OA1组与对照组

外表皮层厚度无显著性差异, OA2组相比对照组外表皮层

厚度极显著降低(图 5b)。同时, OA1组相比对照组内表皮 

 

图 2  甲壳断面结构图 
Fig.2   The morphology of cross-section of the carapace 

 

图 3  甲壳断面对比 
Fig.3  Comparison in micro-morphology of the carapace cross-section 
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图 4  甲壳厚度对比 
Fig.4  Comparison in thickness of the carapace 

 

图 5  甲壳不同壳层厚度对比 
Fig.5  Comparison in thickness of different layers of the 

carapace 
注: a示组间甲壳上表皮层厚度比较结果; b示组间甲壳外表皮层厚度比较

结果; c示组间甲壳内表皮层厚度比较结果 

层厚度显著降低, OA2组相比对照组内表皮层厚度极显著

降低(图 5c)。结果说明在高酸化程度的海水影响下, 三疣

梭子蟹幼蟹甲壳上表皮层、外表皮层和内表皮层厚度都有

所降低, 其中以对内表皮层的影响最为显著, 其次是外表

皮层, 影响最小的是上表皮层。 

2.3  幼蟹甲壳中甲壳素含量测定结果 

通过图6甲壳素含量对比图进行分析, 可以看出在

海洋酸化的影响下, 两个酸化实验组(OA1和OA2)幼蟹

甲壳中甲壳素含量均极显著高于对照组(P=0.000**), 而

OA1与 OA2之间无显著性差异(P=0.248)。 

 

图 6  甲壳素含量对比 
Fig.6  Comparison in chitin content of the carapace 

 
2.4  幼蟹甲壳钙镁元素含量测定结果 

由图 7和图 8可以看出, 在 OA2组中, 幼蟹甲壳

钙元素和镁元素的含量均相对于对照组有所上升 , 

但差异不显著(P>0.05), OA1组均无明显变化(P>0.05)。

两个酸化组之间无显著性差异(P>0.05)。由图 9可以看出, 

对照组的钙镁比为 14.12±0.13, OA1组和OA2组的钙镁

比分别为 13.88±0.85、13.77±1.00, 酸化组幼蟹甲壳钙镁

比与对照组无显著性差异(P>0.05), 两个酸化组之间也

无显著性差异(P>0.05)。 

3  讨论 

在已有报道中 , 蟹类甲壳某些部位外表皮表面 

 

图 7  甲壳钙元素相对含量对比 
Fig.7  Comparison in calcium content of the carapace 
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图 8  甲壳镁元素相对含量对比 
Fig.8   Comparison in magnesium content of the carapace 

 

图 9  甲壳钙镁比对比 
Fig.9   Comparison in Ca/Mg ratio of the carapace 

 
通常分布有微小刺状突起, 一般称之为微刺, 也有认

为是刚毛(Watling, 1989; Garm, 2004)。三疣梭子蟹也

不例外, 在背甲上表皮的外侧有密集的微刺分布(图

1), 且存在一定排列规律。在酸化海水的影响下, 对

照组与海洋酸化组微刺排列方式出现一定差别 : 对

照组中 , 微刺的排列组合方式中除了单个微刺

(26.97±0.32)%以外, 主要以 2个或 3个微刺组合的方

式, 占约 72%以上, 还发现少数 4 个微刺聚集的现

象。OA1组主要为单个微刺的形式存在(77.42±0.22)%, 

还有少量 2个或 3个微刺聚集, 未发现 4个微刺聚集。

而 OA2 组中微刺主要以单个微刺的形式存在(88.81± 

0.31)%, 少量为 2 个微刺组合的方式 (11.19±0.16)%, 

未发现 3或 4个微刺聚集。海洋酸化显著地影响了甲

壳外表面微刺的排列方式 , 酸化使微刺的排列趋于

简单化。通常认为微刺不具有化学感知和机械刺激性

感知的功能, 而是起结构支撑和防御的功能(Watling, 

1989; Garm, 2004), 因此海洋酸化可能会减弱三疣梭

子蟹甲壳结构强度和稳定性 , 甚至减弱对敌害生物

的防御能力。 

三疣梭子蟹甲壳结构主要分为: 上表皮、外表皮

和内表皮(图 2)。内表皮层厚度最大, 其次是外表皮, 

上表皮的厚度最小。甲壳主要由甲壳素、碳酸钙和蛋

白质等物质组成, 还由蛋白多糖、脂质及其他无机矿

物等辅助组成(Nagasawa, 2012)。其中, 在内表皮和外

表皮层 , 碳酸钙主要以方解石晶体的形式结合在甲

壳素纤维周边 , 而在上表皮层碳酸钙则主要是球形

方解石颗粒以脂蛋白基质包裹的形式存在(Roer et al, 

1984)。在外表皮和内表皮层, 甲壳素-蛋白质纤维则

以螺旋夹板的形式多层堆积 , 再结合有方解石晶体

形式的碳酸钙(Chen et al, 2008), 从断面观察, 呈规

则片状结构分布(Roer et al, 1984)。 

本研究中 , 在酸化海水的影响下 , 高酸化程度

OA2 组三疣梭子蟹幼蟹的甲壳厚度明显变薄, 且与

对照组存在显著性差异, 中等酸化程度 OA1 组甲壳

的厚度有所降低, 但无显著性差异(图 3 与图 4)。

Taylor 等(2014)的研究结果表明海洋酸化对加利福尼

亚岩虾(Lysmata californica)的甲壳总厚度没有显著

影响。由于物种差异, 虾类甲壳要比蟹类甲壳薄很多, 

碳酸钙等无机矿物含量更少 , 甲壳素等有机物的相

对含量也更高 , 这与其快速游动以躲避敌害生物的

特性有关 , 因此其甲壳更为轻便 (Boßelmann et al, 

2007)。海洋酸化对虾类与蟹类甲壳的影响存在差异, 

在海洋酸化影响下, 虾类甲壳不易变薄, 而蟹类的甲

壳在酸化胁迫下可能会使碳酸钙沉积量、碳酸钙晶体

构型、甲壳素纤维的排列方式等发生变化, 最终导致

甲壳的厚度变薄。 

在本研究中 , 通过比较分析对照组与实验组甲

壳不同壳层的厚度, 结果表明高酸化程度 OA2 组酸

化海水会导致三疣梭子蟹幼蟹甲壳上表皮、外表皮和

内表皮厚度的显著性降低。中等酸化程度 OA1 组酸化

海水仅显著降低了内表皮层的厚度 , 而对上表皮和

外表皮没有显著性影响。如前面甲壳壳层组成部分的

讨论 , 上表皮主要是由脂蛋白包裹的球形方解石颗

粒组成(Roer et al, 1984), 且相对致密, 此种碳酸钙

的存在形式可能不易受到酸化的影响。而结构相对疏

松的内表皮层和外表皮层 , 由于甲壳素纤维的排列

呈疏松的蜂窝状(Raabe et al, 2006), 且碳酸钙呈堆积

方解石晶体的形式存在(Dillaman et al, 2005), 导致

海洋酸化对其影响更为显著。Taylor 等(2014)研究表

明海洋酸化对加利福尼亚虾各壳层厚度没有显著影

响, 这可能同样与物种差异有关。 

甲壳素作为甲壳动物甲壳的主要组成成分 , 起

到了结构支撑的重要作用, 同时蛋白质、碳酸钙晶体

等物质也有规律的附着在甲壳素纤维的周边 , 共同
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使甲壳表现出一定特有的物理和生理特性(Roer et al, 

1984)。在目前已有海洋酸化对甲壳动物的影响研究

报道中, 很少涉及甲壳素相对含量变化的研究。在本

研究中 , 海洋酸化导致幼蟹甲壳中甲壳素相对含量

显著升高(图 6), 而 Mustafa等(2015)发现海洋酸化会

显著降低凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)甲壳中

甲壳素的含量。同时, Mustafa等(2015)认为是海洋酸

化导致虾体酸中毒 , 显著干扰了虾体内的甲壳素合

成酶、几丁质水解酶及激素等物质的平衡, 在综合因

素的影响下, 甲壳素含量降低。由于物种差异, 蟹类

要比虾类具有更强的内环境调节能力 (Small et al, 

2010), 因此, 三疣梭子蟹在海洋酸化的影响下, 甲壳

素含量的升高原因还需要进一步研究 , 可通过对甲

壳素合成酶及几丁质水解酶基因表达的变化方面进

行研究。 

在海洋酸化的影响下, OA2组中甲壳钙元素和镁

元素含量较对照组均有所上升 , 但差异不显著。在

OA1组中, 钙、镁元素含量均未出现明显变化。两个

酸化组甲壳钙镁比均无明显变化。Taylor 等(2014)研

究发现, 在酸化的影响下, 加利福尼亚岩虾甲壳中钙

元素含量显著升高, 而镁元素含量有所上升, 但无显著

性差异, 钙镁比则显著升高。Long 等(2013b)研究了海

洋酸化对堪察加拟石蟹(Paralithodes camtschaticus)和

拜氏雪蟹(Chionoecetes  bairdi)生物钙化的影响。结

果表明海洋酸化使堪察加拟石蟹幼体钙元素含量升

高, 但无显著性差异; 而海洋酸化显著降低了拜氏雪

蟹幼蟹甲壳的钙元素含量。此外, 在 Long 等(2013a)

更早前对堪察加拟石蟹雌性幼蟹甲壳的研究中 , 发

现在海洋酸化条件下新形成的甲壳中, 钙元素、镁元

素含量低于实验初始时甲壳中的钙镁元素含量 , 但

差异不显著 , 而钙镁比则显著降低 (Long et al, 

2013a)。上述报道中, 结果都表明海洋酸化会致使海

洋甲壳动物甲壳中钙、镁元素含量及钙镁比在不同物

种中出现不同程度的上升或下降的变化 , 存在明显

的物种差异。Ries(2011)认为酸化海水中, 过量溶解

的 CO2 与蟹类内在生物钙化的过程相作用, 共同导

致了在酸化海水环境中形成的甲壳钙元素含量升高。

因为蟹类在生物钙化过程中, 会提高钙化位置的 pH, 

这就致使碳酸钙的大量沉积, 钙化率提高(Small et al, 

2010)。对于这一观点, Pane等(2007)的研究表明许多

蟹类(如: 首黄道蟹 Metacarcinus magister)可以比其

他海洋钙化生物更好地调节体内 pH。同时, 甲壳中

高钙元素沉积与生物体中钙化有关的基因表达有一

定关联(Todgham et al, 2009)。 

钙元素在甲壳中主要以碳酸钙的形式存在 , 而

镁元素在甲壳中的存在形式及作用还不完全明确 , 

有研究认为镁元素是以碳酸镁的形式作为钙元素的

替代物存在于甲壳中(Andersson et al, 2008)。目前, 

普遍认为钙镁比对甲壳的强度存在比例对应的关系, 

比如低钙镁比会使甲壳的强度增加(Magdans et al, 

2004)。而本研究中的钙镁比基本没有变化, 这与酸化

对蓝蟹 (Callinectes sapidus)、美国龙虾 (Homarus 

americanus)等甲壳类生物影响的研究中钙镁比无明

显变化的结果相近(Ries, 2011)。 

4  结论 

综上所述 , 本研究发现海洋酸化对三疣梭子蟹

幼蟹的甲壳结构和部分组成成分具有一定影响 , 具

体表现在: (1) 在海洋酸化的影响下, 三疣梭子蟹幼

蟹甲壳上表皮的外表面微刺排列趋于简单化 , 对甲

壳结构强度和抵御敌害方面可能会产生一定消极影

响; (2) 在海洋酸化的影响下, 三疣梭子蟹幼蟹的甲

壳厚度变薄 , 并且有随海洋酸化程度的加重甲壳厚

度变得更薄的趋势; (3) 在海洋酸化的影响下, 三疣

梭子蟹幼蟹甲壳中甲壳素含量显著上升 , 可能与甲

壳素合成酶、几丁质水解酶及激素的合成水平变化有

关; (4) 海洋酸化对三疣梭子蟹幼蟹的甲壳钙镁元素

含量的影响较小。 
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OCEAN ACIDIFICATION AFFECTS CARAPACE OF CRAB  
PORTUNUS TRITUBERCULATUS: AN EXPERIMENT 

REN Zhi-Ming1, 2,  ZHAN Ping-Ping1,  MU Chang-Kao1, 2,  LI Rong-Hua1,   
SONG Wei-Wei1,  YANG Chun-Lei3,  WANG Chun-Lin1 

(1. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  
2. Collaborative Innovation Center for Mariculture Industry Upgrading, Ningbo, 315211, China;  

3. Ocean and Fishery Office of People's Government of Hepu, Xiangshan 315733, China) 

Abstract    Excess CO2 in the atmosphere causes ocean acidification (OA), under which the formation of crustacean 

carapace would be affected. We conducted an experimental study with mixed gas of CO2 and natural air to simulate the OA 

at sea surface in the ends of 21st and 22nd centuries in pCO2 at 750 (OA1) and 1500μatm (OA2), respectively, on carapace 

structure of juvenile swimming crab Portunus trituberculatus, against the control, the modern seawater value of 483μatm. 

Results show that OA affected: (a) The arrangement of spinules on the epicuticle of the external surface. The carapace became 

simpler from 2—3-spinule pattern to a single one. (b) The carapace thickness of OA condition was reduced 90.20±4.85μm for 

the control, 84.53±13.71μm for OA1, and 61.94±13.43μm for OA2, and would be thinner as OA intensified. (c) The chitin 

content of OA groups increased significantly: (13.10±0.07)% for the control, (14.22±0.04)% for OA1, and (14.30±0.06)% 

for OA2. (d) The contents of calcium and magnesium in carapace in OA groups increased, but did not show significant 

difference, and Ca/Mg ratio remained unchanged. Therefore, OA did have some effects on the structure and the chitin 

content of juvenile swimming crab carapace. 

Key words    CO2-induced ocean acidification;  Portunus trituberculatus;  carapace;  structure; element;  chitin 
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