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摘要    为延长三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)在捕捞后的存活时间, 在优化保活温度和充氧

量的基础上, 再采用基于核磁共振(NMR)的代谢组学技术, 比较分析了三疣梭子蟹前鳃代谢谱在充

氧和不充氧保活过程中的变化。结果发现, 12 °C下的三疣梭子蟹存活率最高, 80%的三疣梭子蟹能存

活 3.5 d。加大充氧量能提高三疣梭子蟹的存活率, 3.6 L氧气可满足一只三疣梭子蟹成蟹存活到 3 d

以上。因此, 保活三疣梭子蟹的适宜温度和充氧量分别是 12 °C和 3.6 L。不充氧保活会导致三疣梭

子蟹前鳃中乳酸、丙氨酸和葡萄糖等代谢物的快速积累, 但充氧保活可抑制这些代谢物的变化, 表明

氧气通过缓解三疣梭子蟹前鳃的缺氧和渗透压失衡, 从而有效延长三疣梭子蟹的存活时间。研究结

果为三疣梭子蟹的保活运输提供可借鉴的方法和理论参考。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus, 以下简称

梭子蟹)隶属于甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、

梭子蟹科(Portunidae)、梭子蟹属(Portunus), 是我国重

要的海洋经济蟹类。鲜活的梭子蟹口感细腻, 肉质鲜

美, 但在捕捞后很容易死亡, 在酶和微生物的共同作

用下快速腐败, 严重影响梭子蟹的质量和口感(Lu et 

al, 2015; Grassi et al, 2019)。 

为了保活梭子蟹, 人们采用活水舱运输、充氧水

运和保湿干运的方法用于鲜活梭子蟹的运输(林永平, 

1989; 王春琳等, 2001; 王寒冰, 2006)。湿法运输的梭

子蟹存活率通常高于干法运输(谢佳彦等, 2010), 但

鲜有方法能有效保活梭子蟹到 3 d以上。鲜活梭子蟹

存活期短可能与多种因子有关。鳃是梭子蟹进行离子

和气体交换的场所 , 鳃瓣的粗糙结构和大的比表面

积有利于离子的转运和气体的传输(佟蕊等, 2011)。捕

捞后的梭子蟹往往被暴露在空气中 , 空气暴露可导

致鳃组织的湿度降低, 鳃瓣粘结, 对氧气的吸收能力

下降 , 进而导致梭子蟹血淋巴中的二氧化碳和胺类

等有害代谢物质累积 , 引起梭子蟹的组织内部缺氧

(Dong et al, 2019)。即便在最优温度条件下, 干露就

导致近 90%的梭子蟹存活不到 24 h, 仅有极小部分梭

子蟹能存活到 36 h (Dong et al, 2019)。除了空气暴露

外, 梭子蟹还必须忍耐周围环境温度的变化, 导致梭

子蟹体内剧烈的代谢波动。如高温不仅能加快梭子蟹

的代谢速率, 还能导致血淋巴和肌肉中的葡萄糖、乳

酸和腺嘌呤核苷酸等能量相关代谢物水平的显著变

化(Lu et al, 2015, 2016)。因此, 过高或过低的环境温

度都不利于梭子蟹的存活。此外, 在人工捆绑、分拣

和装筐时, 梭子蟹还会遭受因挣扎、受惊和挤压等导

致的生理压力和机械损伤; 以及在运输过程中受到

饥饿、颠簸和噪音等因素的影响(Fotedar et al, 2011)。

正是由于上述多种因子的综合作用最终导致梭子蟹

在捕捞后的存活期较短, 有时甚至只有几个小时。 

本研究利用保活袋单体包装梭子蟹 , 分析了温
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度和充氧量对梭子蟹成蟹存活的影响 , 并采用基于

核磁共振(NMR)的代谢组学技术探讨了氧气对梭子

蟹存活影响的代谢机理 , 为三疣梭子蟹的活体运输

提供理论和技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

于 2017年 10月自宁波一养殖场购买一批三疣梭

子蟹, 选择重量为(124±20) g的 30只梭子蟹用于温度

实验、重量为(160±25) g 的 30 只梭子蟹用于充氧量

实验。于 2018 年 10 月在同一养殖场又购买重量为

(170±45) g的 150只梭子蟹用于代谢组学实验。采购

的梭子蟹通过气泵充氧方式并加盖遮阳网在 2 h内运

回实验室, 在塑料筐(2.0×1.5×0.7 m)内充气暂养一周, 

暂养用水为消毒后的天然海水, 每日投喂花蛤, 于次

日早晨清理残渣。 

甲醇、NaH2PO4·2H2O、K2HPO4·3H2O 和 NaCl

购自上海国药集团化学试剂有限公司 ; 重水(99.9%

氘代)和 2,2,3,3-氘代三甲基硅烷丙酸钠(TSP)购自美

国 Sigma-Aldrich公司。 

1.2  主要仪器与设备 

GXZ 智能型光照培养箱 , 宁波江南仪器厂 ; 

Bruker Avance III 600 MHz 核磁共振谱仪 , 德国

Bruker 公司; Bioprep-24 组织破碎仪, 北京同德创业

科技有限公司 ; 5415R 低温高速离心机 , 德国

Eppendorf 公司 ; FreeZone 冷冻干燥机 , 美国

Labconco 公司。梭子蟹打包设备由氧气瓶、配套充

氧设备、封口机、抽气泵和充氧打包袋组成。 

1.3  梭子蟹的保活袋包装方法 

把肢体完整的鲜活梭子蟹单独装入塑料盒中 , 

再放入含有适量海水的透明塑料保活袋(30 cm10 cm, 

Shi et al, 2021)中, 手动挤出空气, 用封口机把袋子

开口端封紧。从充气口充入适量体积的氧气, 挤平充

气口。 

1.4  温度和充氧量实验 

为研究温度对梭子蟹存活的影响 , 把选定的梭

子蟹随机分成 5组, 每组 6只。设置海水量均为 1.2 L, 

充氧量均为 4.8 L, 而每组的温度分别为 8、12、16、

20和 24 °C。每只蟹独立包装后分别置于这 5个温度

的恒温培养箱中。每隔 12 h观察梭子蟹的存活状况, 

梭子蟹死亡的判断标准为眼柄无反应, 口器张开, 螯

足和步足无反应, 并下垂(Barrento et al, 2011; Lu et 

al, 2016)。 

为研究充氧量对梭子蟹存活的影响 , 把选定的

梭子蟹随机分成 5 组, 每组 6 只。设置海水量均为

1.2 L, 保活温度均为优化温度(12 °C), 设置充氧量分

别为 1.2、2.4、3.6、4.8和 6.0 L。每只蟹独立包装后

分别置于优化温度(12 °C)的恒温培养箱中。每隔 12 h

观察梭子蟹的存活状况, 计算存活率。 

1.5  代谢组学实验 

把选定的梭子蟹随机分成 2 组, 每组 75 只。随

机选取 9只梭子蟹作为保活 0 h组。对剩余梭子蟹分

别独立包装, 设置海水量均为 1.2 L。对充氧组的每个

保活袋中充入优化的充氧量(3.6 L), 而对不充氧的对

照组的每个保活袋中充入相同量(3.6 L)的空气。置于

室温为(14.5±1.5) °C的房间内。每日观察梭子蟹的存

活情况, 计算存活率。分别在保活 24、36、48和 54 h

时随机选取对照组和氧气组中存活的梭子蟹各 9只。

由于氧气组的梭子蟹存活时间较长 , 因此增加了一

个 108 h的取样点。鉴于前鳃组织的呼吸功能(周双林

等, 2001), 本研究采集梭子蟹的第二和第三对鳃的鳃

丝, 快速放入冻存管, 立即置于液氮中, 随后转移至

–80 °C保存备用。精确称量 0.05 g前鳃样品, 加入含

有破碎珠的 2.5 mL 破碎管, 加入 1 mL 甲醇水溶液

(2:1), 使用组织破碎仪破碎(4 500 r/min) 30 s, 对破

碎液离心(4 °C, 12 000 r/min) 10 min, 取上清液。用上

述方法对剩余沉淀物再重复提取一次 , 将两次上清

液合并 , 使用真空抽滤泵除去上清液中的甲醇后冷

冻干燥。获得的冻干样置于–80 °C保存备用。 

在前鳃提取物的冻干样中加入 600 μL钠钾缓冲

液, 充分溶解后离心(4 °C, 12 000 r/min) 10 min, 转

移 550 μL的上清液至直径为 5 mm的核磁管。使用

配有超低温探头的核磁共振谱仪对样品进行一维与

二维核磁谱的采集, 具体方法详见 Xiao等(2008)。对

前鳃样品的 1H NMR谱进行分段积分, 选取谱区间为

 9.7~0.8, 去除 5.0~4.75和 3.38~3.35的信号区间

以消除水和甲醇的干扰, 设置积分区间为 2.4 Hz。对

积分数据进行重量归一化处理以消除样品之间的重

量差异。把归一化的 NMR 数据导入 SIMCA-P+软件

(V11.0, 瑞典Umetrics公司), 选择标准化的数据处理

模式对NMR数据作主成分分析(PCA), PCA分析结果

不仅可提供样本的聚类情况, 还可检测离群样本点。

然后对 NMR 数据作正交偏最小二乘法-判别分析

(OPLS-DA), 在 OPLS-DA 分析中, 设置自动规格化

的数据处理模式, 并以 NMR 数据为 X 变量, 以分组
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信息为 Y 变量。为验证 OPLS-DA 模型的可靠性, 采

用 9 倍交叉验证的方法, 如果验证所得的 Q2值较高

说明模型的质量越高。此外, 还采用交叉验证的方差

分析(CV-ANOVA)方法进一步验证 OPLS-DA 模型的

可靠性, 如果所得 P<0.05, 则证明 OPLS-DA 模型是

可靠的(Eriksson et al, 2008)。为了获得导致组间区分

的物质, 先对自动规格化的 NMR 数据作回溯转换

(Cloarec et al, 2005), 再借助 MATLAB 软件制作

OPLS-DA 模型相对应的相关系数图。相关系数图上

每个点具有不同的颜色, 该颜色代表 X变量(即 NMR

数据)和 Y 变量(即分组信息)之间的皮尔森积差相关

系数 (r)值。根据本研究的样本重复数 n=9, 判定

|r|>0.632 的营养物质对组间区分具有显著意义

(P<0.05)。 

为获得梭子蟹前鳃中重要代谢物水平在保活过

程中的相对变化 , 本文计算了这些物质相对于保活

0 h 对照中该代谢物增加或减少的变化百分率, 计算

公式如下:  

CR = 100×(Mi – M0) / M0 ,        (1) 
式中, CR表示代谢物的相对变化百分率(单位: %), Mi

和 M0分别表示在保活某一时间点和保活 0 h 时的代

谢物浓度。 

1.6  生存曲线分析 

采用 Kaplan-Meier 方法 (GraphPad Prism 5, 

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, United States)
的 Log-rank (Mantel-Cox)法获得中位生存时间和样本

组之间的差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  三疣梭子蟹保活条件优化 

鉴于温度和氧气是梭子蟹存活的重要环境因子, 

本研究分析了不同温度和充氧量对梭子蟹存活的影 

响。结果表明, 在一定的充氧量条件下, 8~24 °C都不

能确保梭子蟹在 3 d 内全部存活(图 1a), 其中 12 °C

下的梭子蟹存活率最高 , 有 80%的梭子蟹能存活

3.5 d, 但只有 50%的梭子蟹能存活到第 5天。次优的

温度是 8 °C, 有 80%的梭子蟹能存活 2.5 d, 随后存活

率急剧下降, 到第 5天时已全部死亡。其他三个温度

下的梭子蟹存活率随着温度的提高依次降低, 24 °C

下的梭子蟹在第 2天已全部死亡。相比于温度, 充氧

量对梭子蟹存活的影响较小(图 1b), 且随着充氧量的

增加, 梭子蟹的存活率逐渐提高。其中 3.6 L或以上

的充氧量可确保所有梭子蟹存活到 3 d 以上, 其中

6.0 L组的梭子蟹存活率最高, 5 d存活率为 50%。综

合上述结果可知 , 保活梭子蟹的适宜温度和充氧量

分别是 12 °C和 3.6 L。 

2.2  氧气对三疣梭子蟹存活率的影响 

为解析氧气对梭子蟹存活影响的代谢机理 , 本

研究首先观察了充氧和不充氧条件下梭子蟹的存活

率差异。结果发现 , 充氧组的中位生存时间达到

147.5 h (图 2), 最接近于充氧量实验中 6.0 L 组别梭

子蟹的半数生存期(图 1b), 而显著高于不充氧对照组

的 57 h (图 2, P<0.000 1), 表明氧气在梭子蟹保活中

的重要作用。 

2.3  氧气对三疣梭子蟹前鳃代谢物的影响 

为进一步明确氧气对三疣梭子蟹存活的影响 , 

实验采用代谢组学技术分析了充氧和不充氧条件下

梭子蟹前鳃的代谢谱变化。结果发现, 在可检测到的

36 种前鳃小分子代谢物中(图 3 左; 表 1), 有部分代

谢物信号发生了较大幅度的变化。如与保活前(0 h)

相比, 乳酸信号在不充氧条件下保活 36 h 时明显增

强。借助无监督的 PCA轨迹图(图 3右)显示, 不充氧

对照组的梭子蟹前鳃的代谢轨迹持续偏离 0 h 对照 

 

图 1  温度(a)和充氧量(b)对三疣梭子蟹存活率的影响 
Fig.1  Effects of temperature (a) and oxygen amount (b) on the survival rate of P. trituberculatus 
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图 2  氧气对三疣梭子蟹生存曲线的影响 
Fig.2  Effect of oxygen on the survival curve of P. 

trituberculatus 

组, 而充氧组的代谢轨迹的偏离幅度减小, 且呈现震

荡偏离的现象。表明氧气减缓了梭子蟹前鳃的代谢变

化, 即便延长保活时间到 108 h, 其整个代谢谱变化

仍小于不充氧的对照组。 

为揭示充氧和不充氧条件下前鳃代谢物的变化

差异, 本研究采用监督的 OPLS-DA 方法分析了各保

活时间点相对于 0 h点的代谢物差异。本研究共构建

了 9个 OPLS-DA模型(图 4a~4d; 图 5a~5b; 前三个时

间点的氧气组模型未显示), 相应的 Q2值均大于 0.4, 

CV-ANOVA 验证结果 P 值均小于 0.05, 说明所有 

 

图 3  充氧和不充氧条件下三疣梭子蟹前鳃组织提取物的典型 600 MHz 1H NMR谱(左)及其代谢轨迹(右) 
Fig.3  Typical 600 MHz 1H NMR spectra of the extracts from the anterior gill of P. trituberculatus and PCA trajectory plot under air or 

supplemented oxygen 
注: C0~C54: 对照组 0 h、24 h、36 h、48 h和 54 h; O24~O108: 充氧组 24 h、36 h、48 h、54 h和 108 h。虚线区域相比于 δ 4.7~0.7 ppm区

域纵向放大了 16倍 

表 1  三疣梭子蟹前鳃代谢物的核磁数据 
Tab.1  NMR data of the metabolites in crab anterior gills extracts 

编号 代谢物 基团 δ1H(多重性)a δ13C 

1 异亮氨酸 CH, CH2, ’CH3, CH3 
1.98(m), 1.24(m), 1.45(m), 1.01(d), 

0.94(t) 
38.9, 27.2, 17.7, 14.1 

2 亮氨酸 CH, CH2, CH, CH3, ’CH3 
3.71, 1.71(m), 1.66(m), 0.98(d), 

0.96(d) 
62.4, 42.7, 27.0, 24.7, 23.8

3 缬氨酸 CH, CH, CH3, COOH 3.62(d), 2.27(m), 0.99(d), 1.04(d) 63.2, 31.9, 19.7, 20.9 

4 乳酸 CH, CH3, COOH 4.13(q), 1.33(d) 71.2, 23.1, 185.3 

5 苏氨酸 CH, CH, CH3 3.60(d), 4.29(m), 1.33(d) 68.7, 63.3, 23.0 

6 丙氨酸 CH, CH3, COOH 3.79(q), 1.49(d) 53.3, 19.3, 178.7 

7 乙酸 CH3, COOH 1.92(s) 26.3, 184.3 

8 蛋氨酸 CH, CH2, CH2, S-CH3 3.86(dd), 2.17(m), 2.65(t), 2.14(s) 56.8, 32.7, 31.5, 16.9 

9 谷氨酸 CH2, CH2, COOH 2.02(m), 2.08(m), 2.36(dt) 57.8, 29.8, 36.5, 184.3 

10 琥珀酸 CH2 2.41(s) 37.1 

11 谷氨酰胺 CH, CH2, CH2 3.77(t), 2.14 (m), 2.46(m) 29.7, 33.8 

12 琥珀酸亚胺 CH2 2.79(s) 41.9 

13 赖氨酸 CH2, CH2, CH2, CH2 1.91(m), 1.48(d), 1.73(m), 3.03(t) 29.5, 42.2 

14 磷酸胆碱 N(CH3)3, N-CH2, O-CH2 4.07(d), 3.53 (d), 3.21(s) 70.4, 56.7 

15 精氨酸 C, CH, CH2, CH2, CH2 3.78(t), 1.92(m), 1.70(m), 3.25(t) 160.0, 57.3, 31.6, 28.6, 43.4
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续表 

编号 代谢物 基团 δ1H(多重性)a δ13C 

16 甜菜碱 CH3, CH2, COO– 3.27(s), 3.91(s) 56.2, 69.1, 172.1 

17 牛磺酸 CH2SO3, CH2NH2 3.27(t), 3.43(t) 50.7, 38.5 

18 甘氨酸 CH2, COOH 3.57(s) 44.6, 175.4 

19 脯氨酸 CH2, CH2, CH2, CH, COOH 3.35, 3.43, 2.01, 2.07, 2.35, 4.15(dd) 48.9, 26.4, 31.3, 63.8, 177.3

20 -葡萄糖 C1H, C2H, C3H 4.67(d), 3.25(dd), 3.48(m) 98.9, 77.2, 78.9 

21 -葡萄糖 C1H, C2H, C3H 5.24(d), 3.54(dd), 3.72(m) 95.1, 74.9, 75.6 

22 麦芽糖 C4H, C7H, C8H 3.64, 5.42(d), 3.59(d) 79.6, 102.6, 75.7 

23 延胡索酸 CH, COOH 6.53(s) 138.2, 178.0 

24 酪氨酸 CH, CH2, RingC2,6H, RingC3,5H, 
RingC4, COOH 

3.95(dd), 3.20(dd), 3.06(dd), 7.20(d), 
6.90(d) 

59.4, 38.5, 133.6, 118.8, 157.5, 
177.1 

25 苯丙氨酸 CH2, Ring C2,6H, Ring C3,5H, Ring C4, 
Ring C1 

3.13(dd), 3.29(dd), 7.33(q), 7.43(t), 
7.38(m) 

39.3, 132.6, 132.4, 131.3, 
137.9 

26 2-吡啶甲醇 C2, C3H, C4H, C5H, C6H, C7H 
8.72(dd), 7.98(td), 8.55(td), 8.04(dd), 

4.38(s) 
154.7, 148.4, 130.0, 149.3, 

128.8, 49.5 

27 组胺 C2H, C3, C4H 7.75(d), 7.04(d) 141.1, 136.1, 122.6 

28 组氨酸 C1H, C2H, C3 7.88(d), 7.10(d) 139.1, 120.1, 134.1 

29 色氨酸 Ring C2H, Ring C3, Ring C4H, Ring C5H, 
Ring C6H, Ring C7H, Ring C8, Ring C9

7.34(s), 7.55(d), 7.28(m), 7.20 (m), 
7.74(d) 

128.3, 110.0, 115.1, 125.1, 
122.3, 121.6, 129.5, 139.5 

30 次黄嘌呤 C2H, C6H 8.21(s), 8.19(s) 144.6, 144.8 

31 肌苷 C1H, C2, C3, C4H, C5, C1’H, C2’H 
8.34(s), 8.23(s), 6.10(d), 4.77, 

4.44(dd), 4.28(dd) 
143.0, 127.2, 161.8, 149.1, 

151.5, 91.2, 77.1 

32 肌苷单磷酸 C2H, C4, C8H, C1H, C3H, C4H, C5H, C6H
8.24(s), 8.58(s), 6.15(d), 4.78, 4.51(m), 

4.37(m), 4.02(m) 
142.6, 151.7, 149.0, 89.9, 77.4, 

73.3, 87.4, 66.2 

33 腺苷单磷酸 C2H, C4, C8H, C1H, C3H, C4H, C5H, C6H
8.26(s), 8.61(s), 6.14(d), 4.77, 4.51(m), 

4.37(m), 4.02(m) 
155.5, 151.7, 142.8, 89.6, 77.3, 

73.5, 87.0, 66.3 

34 葫芦巴碱 C2H, C3, C4H, C5H, C6H 
9.13(s), 8.84(m), 8.1(m), 8.85(m), 

4.44(s) 
148.2, 139.2, 147.3, 130.3, 

148.5, 51.2 

35 残留的甲醇 CH3 3.37(s) 52.0 

36 糖和氨基酸 CH resonances 3.25~4.00  

37 海藻糖 C1H, C2H, C3H 5.2(d), 3.67, 3.86 96.1 

38 尿嘧啶 C4H, C5H, C1, C2 7.54(d), 5.81(d) 144.6, 103.4, 170.2, 156.1 

39 胆碱-O-硫化物 CH2, CH2, N-CH3 4.33, 3.68, 3.14(s) 68.9, 55.7 

注: 多重性 a: s. 单峰; d. 双峰; t. 三重峰; q. 四重峰; m. 多重峰; dd. 两重双重峰; dt. 两重三重峰; td. 三重两重峰 

 
OPLS-DA模型均可靠。OPLS-DA结果表明, 与保活

0 h的对照相比, 在不充氧保活 24 h可导致前鳃的丙

氨酸、甜菜碱、牛磺酸、葡萄糖和色氨酸的水平显著

升高(图 4a’); 而充氧保活 24 h 仅导致海藻糖水平的

显著升高(结果未显示)。同样与 0 h 前鳃相比, 在不

充氧保活 36 h可导致前鳃的乳酸、丙氨酸、甜菜碱、

牛磺酸、葡萄糖、组氨酸和葫芦巴碱水平的显著升高

(图 4b’); 而充氧保活 36 h 仅导致葡萄糖水平的显著

升高(结果未显示)。当保活到 48 h时, 不充氧条件下

的前鳃相比于 0 h 对照, 除仍含有更高水平的丙氨

酸、甜菜碱、牛磺酸、葡萄糖与葫芦巴碱外, 还含有

更高水平的酪氨酸和色氨酸(图 4c’); 而充氧条件下

的前鳃的甜菜碱、酪氨酸和色氨酸水平显著高于 0 h

对照(结果未显示)。当保活延长到 54 h时, 不充氧条

件下的前鳃相比于 0 h对照, 含有更高水平的乳酸、

丙氨酸和次黄嘌呤, 同时含有较低水平的谷氨酸、甜

菜碱和 2-吡啶甲醇(图 4d’); 而充氧条件下的前鳃中

仅葡萄糖和肌苷的水平显著高于 0 h对照(图 5a’)。由

于取样和梭子蟹的死亡, 在保活 108 h 时, 仅充氧条

件下的梭子蟹仍有存活。但其前鳃的代谢物开始出现

较大变化, 比 0 h对照含有更高水平的乳酸、丙氨酸、

胆碱-O-硫化物、磷酸胆碱、甜菜碱、牛磺酸、酪氨

酸、组氨酸、海藻糖、肌苷和 2-吡啶甲醇(图 5b’)。

上述显著变化的代谢物的相关系数列于表 2。 

本研究进一步分析了前鳃中各代谢物在保活过

程中的整体变化趋势 , 发现只有乳酸的变化幅度最

大(图 6)。表现在不充氧条件下 54 h时比对照增加了

2 729.07%, 但充氧条件下, 乳酸水平在 54 h 内没有

增加, 直到 108 h 时才增加为对照的 244.42%。而其

他代谢物如葡萄糖、丙氨酸、酪氨酸、色氨酸、次黄 
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图 4  不充氧保活的三疣梭子蟹前鳃提取物的 OPLS-DA得分图(a~d)和相关系数图(a’~d’) 
Fig.4  Plots of the OPLS-DA scores (a~d) and corresponding color-coded correlation coefficient loadings  (a’~d’) derived from NMR 

data for extracts of the anterior gill of P. trituberculatus kept in the air 
注: C0(黑色星号)、C24(红色圆圈)、C36(蓝色方框)、C48(紫色菱形)和 C54(棕色三角形)分别代表保活 0 h、24 h、36 h、48 h和 54 h的前鳃。

数字代表的代谢物信息见表 1 
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图 5  充氧保活的三疣梭子蟹前鳃提取物的 OPLS-DA得分图(a~b)和相关系数图(a’~b’) 
Fig.5  Plots of the OPLS-DA scores (a~b) and corresponding color-coded correlation coefficient loadings plots (a’~b’) derived from 

NMR data for extracts of the anterior gill of P. trituberculatus kept in the supplemented oxygen 
注: C0(黑色星号)、O54(棕色三角)和 O108(桔色倒三角)分别代表保活 0 h、54 h和 108 h的前鳃。数字代表的代谢物信息见表 1 

表 2  在充氧和不充氧条件下三疣梭子蟹前鳃中显著变化的代谢物的 OPLS-DA 相关系数 
Tab.2  OPLS-DA correlation coefficients for significantly altered metabolites in aqueous extracts of the anterior gills of P. trituberculatus kept 

in the air or supplemented oxygen 

相关系数(r) 

对照组 充氧组 代谢物 

C24/C0 C36/C0 C48/C0 C54/C0 O24/C0 O36/C0 O48/C0 O54/C0 O108/C0 

乳酸  — 0.70 — 0.89 — — — — 0.69 

丙氨酸 0.78 0.82 0.84 0.80 — — — — 0.75 

谷氨酸  — — — –0.92 — — — — — 

赖氨酸 — — — — — — — — 0.85 

磷酸胆碱 — — — — — — — — 0.73 

甜菜碱 0.82 0.79 0.72 –0.68 — — 0.81 — 0.77 

牛磺酸 0.76 0.72 0.72 — — — — — 0.76 

葡萄糖 0.66 0.67 0.70 — — 0.70 — 0.66 — 

酪氨酸 — — 0.67 — — — 0.71 — 0.69 

2-吡啶甲醇 — — — –0.70 — — — — 0.64 

组氨酸 — 0.81 — — — — — — 0.79 

色氨酸 0.71 — 0.69 — — — 0.68 — — 

次黄嘌呤 — — — 0.77 — — — — — 

肌苷 — — — — — — — 0.71 0.79 

葫芦巴碱 — 0.71 0.64 — — — — — — 

海藻糖 — — — — 0.73 — — — 0.74 

胆碱-O-硫化物 — — — — — — — — 0.84 
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图 6  充氧和不充氧条件下三疣梭子蟹前鳃乳酸的相对 

变化 
Fig.6  Relative changes of lactate in the anterior gill of P. 

trituberculatus kept in the air or supplemented oxygen 
 

嘌呤、肌苷和胆碱-O-硫化物的最大累积增量为 0 h

对照的 100%~300%, 而组氨酸、甜菜碱、牛磺酸、

2-吡啶甲醇和葫芦巴碱的最大累积增量均不足 0 h对

照的 100% (数据未显示)。 

3  讨论 

3.1  温度和氧气对三疣梭子蟹存活表型的影响 

三疣梭子蟹离水后的快速死亡很大程度上归因

于环境因子的剧烈变化 , 温度和氧气是其中两个关

键因子。目前有较多学者关注温度对梭子蟹存活的影

响(Lu et al, 2015, 2016; Dong et al, 2019), 但鲜有对

氧气的研究。溶解氧的重要性在梭子蟹的常规养殖中

并不凸显, 但在梭子蟹运输中却显得尤为重要。本研

究发现 , 温度和充氧量对梭子蟹的存活都起着决定

性作用, 但两者的影响方式不同。就温度而言, 过低

和过高的温度都不利于梭子蟹的存活, 12 °C是 10月

份梭子蟹保活的较适宜温度。这个适宜温度可能与环

境温度有关, 已有研究发现, 蟹类的最适温度会随着

环境温度的变化而变化(Lewis et al, 2014)。因此, 在

不同月份下保活梭子蟹要适当调整保活温度。与温度

影响不同的是, 充氧量越大, 梭子蟹的存活率就越高, 

但高到一定程度后存活率的提高不明显 , 表明梭子

蟹对氧气的需求是有限值的。Liu 等(2011)报道梭子

蟹存活需要的溶解氧水平为 2~4 mg/L。在本研究中, 

0.7 L 的充氧量可使保活袋中海水的溶解氧达到

8.6 mg/L, 可满足梭子蟹存活所需。但随着保活时间

的延长, 氧气被逐渐消耗, 因此充氧量要与梭子蟹的

耗氧率相匹配。显然, 耗氧率越高, 保活袋的充氧量

就越大。而梭子蟹的耗氧率又受到单位水体梭子蟹质

量和外界环境因素等因子的影响(王馨等, 2014)。在

本实验条件下, 3.6 L的充氧量可满足梭子蟹成蟹 3 d

存活的需要。但在不同保活条件下, 可能需要适当调

整充氧量。 

3.2  三疣梭子蟹对温度和氧气的代谢响应 

温度和氧气都会影响梭子蟹的存活 , 这可能与

这两个因子影响梭子蟹的代谢有关。现有不少研究关

注温度对蟹类代谢的影响。如高温能加快三疣梭子蟹

的代谢速率, 导致血淋巴和肌肉中的葡萄糖、乳酸和

腺嘌呤核苷酸等能量相关的代谢物产生剧烈波动(Lu 

et al, 2015, 2016); 高温也能改变蓝蟹(P. pelagicus) 

(Abol-Munafi et al, 2020)和榄绿青蟹(Scylla olivacea) 

(Azra et al, 2020)的脂肪酸组成, 并显著提高招潮蟹

Minuca rapax (Capparelli et al, 2019) 、 Leptuca 

leptodactyla (Da Silva Vianna et al, 2020) 和

Acanthocyclus hassleri (Manríquez et al, 2021)的耗氧

量。而适度低温(10 °C)能显著提高梭子蟹肌肉中与渗

透调节相关的海藻糖-6-磷酸合成酶基因和能量代谢

相关的果糖 1,6-二磷酸醛缩酶基因的表达(Zhao et al, 

2015); 还能刺激拟穴青蟹(S. paramamosain)肌肉中

四种 ATPase的活性, 但过低的温度(5 °C)却显著抑制

了 Ca2+-ATP酶和 Ca2+/Mg2+-ATP酶的活性(Kong et al, 

2012)。显然, 过高和过低的温度都可能影响梭子蟹的

正常代谢 , 这可能在一定程度上解释了本研究中温

度对梭子蟹存活影响的代谢原因。 

相比于温度 , 较少学者关注氧气对蟹类代谢的

影响。Liu等(2011)发现, 三疣梭子蟹对溶解氧的敏感

性高于帝王蟹(Lithodes santoll), 其消化腺的葡萄糖、

胆固醇和酰基甘油水平随着溶解氧的下降而显著降

低, 而乳酸脱氢酶活性和乳酸水平却显著升高, 显示

出明显的好氧代谢向厌氧代谢转换的特征。本研究也

发现了类似现象 , 主要观察到乳酸在不充氧保活的

梭子蟹前鳃中被大量积累。作为蟹类厌氧呼吸的主要

末端终产物(Gäde et al, 1986), 乳酸的积累与蟹的缺

氧紧密相关 (Lowery et al, 1986; Van Aardt et al, 

1987)。如蓝蟹(Callinectes sapidus)缺氧时的血淋巴乳

酸积累量可达到正常时的 40~60 倍 (Lowery et al, 

1986)。本研究中, 前鳃乳酸水平的大幅度增加预示着

梭子蟹在不充氧的保活袋中在 24 h 时已经缺氧, 到

54 h时已严重缺氧。显然, 在缺氧条件下, 梭子蟹前

鳃的能量代谢效率显著降低。为维持基本的生命活动, 

生物需要消耗更多的葡萄糖用于产能(Larade et al, 

2002)。但前鳃葡萄糖并没有全部进入糖酵解用于乳
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酸发酵 , 而是被部分积累。这种现象类似于江蟹

(Potamonautes warreni)在缺氧 6 h时血淋巴中葡萄糖

的积累(Van Aardt et al, 1987), 以及其他无脊椎动物

海参(Parastichopus californicus)在缺氧时肌肉中葡萄

糖的积累(Weinrauch et al, 2019)。Yoldas等(2021)认

为 , 葡萄糖的积累是为了维持细胞的正常体积和稳

定大分子结构 , 本研究中梭子蟹前鳃中葡萄糖的倍

增可能与能量代谢和保护作用有关。本研究还发现葫

芦巴碱水平的显著升高。葫芦巴碱是烟酸的甲基化产

物(Upmeier et al, 1988), 不仅是植物的重要渗透保护

物质(Lee et al, 2008), 还是动物特别是蟹类应对压力

的主要渗透调节物质(Hammer et al, 2012)。本研究团

队早前也发现梭子蟹应对低盐胁迫时肌肉中大量积

累的葫芦巴碱(Ye et al, 2014), 表明梭子蟹产生更多

的葫芦巴碱是为了维持前鳃在缺氧下的渗透平衡。甜

菜碱、牛磺酸和丙氨酸水平的显著升高也进一步佐证

了这一推测。这是因为甜菜碱是动植物中普遍存在的

渗透调节物质(Cook et al, 1984; Peel et al, 2010), 更

在海洋生物中发挥其渗透调节功能 (Preston et al, 

1993)。牛磺酸也被认为是鱼类在压力条件下的渗透

调节因子(Fiess et al, 2007; Avella et al, 2009)。而丙氨

酸是植物和动物响应外界胁迫的初级压力信号分子

(Eberlee et al, 1988; Monselise et al, 2003)。因此, 这

些代谢物在不充氧保活 48 h 前的大量累积可能都指

示梭子蟹前鳃受到了缺氧的压力 , 并积极进行能量

代谢和渗透平衡的调节。但在 54 h时, 只剩下丙氨酸

水平显著高于对照, 同时甜菜碱水平显著低于对照, 

表明呼吸酸化(Astall et al, 1991)和渗透压失衡可能最

终促使了梭子蟹的死亡。 

而氧气可有效缓解梭子蟹的缺氧状况 , 在保活

的前 54 h, 不仅乳酸没有被大量积累, 而且只有个别

代谢物发生了显著升高 , 其中渗透调节物质海藻糖

和葡萄糖水平的显著提高可稳定细胞内大分子的结

构和功能(Simola et al, 2000), 有助于维持梭子蟹前

鳃的代谢稳态。但在保活 108 h时, 充氧组梭子蟹前

鳃开始出现乳酸和丙氨酸等 11 种代谢物水平的显著

升高, 预示着能量代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢等

多种代谢的紊乱。 

4  结论 

在 10月份, 在保活袋中充装一定量的海水、3.6 L

或以上充氧量, 在 12 °C下可保活梭子蟹成蟹 3 d以

上。不充氧保活可导致梭子蟹前鳃中乳酸、丙氨酸和

葡萄糖等代谢物的快速积累 , 但充氧保活可抑制这

些代谢物的变化 , 表明氧气可缓解梭子蟹前鳃的缺

氧和渗透压失衡, 从而有效延长梭子蟹的保活时间。 
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THE OPTIMAL TEMPERATURE AND SUPPLEMENTED OXYGEN AMOUNT FOR 
LIVE PORTUNUS TRITUBERCULATUS AND THE METABOLIC RESPONSE OF ITS 

ANTERIOR GILL 

ZENG Ting-Lan1,  CHEN Yan1,  MU Chang-Kao1, 2,  WANG Chun-Lin1, 2,  SHI Ce1, 2,  YE Yang-Fang1 
(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China; 2. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ningbo 

University, Chinese Ministry of Education, Ningbo 315832, China) 

Abstract    To extend the post-capture survival time of swimming crab Portunus trituberculatus, the temperature and 

oxygen amount to keep swimming crab alive in a transport bag were optimized. The metabolic changes of anterior gills of 

the crabs kept in transport bag with or without oxygen supply were investigated using a nuclear magnetic resonance 

(NMR)-based metabolomics technique. Results showed that the highest survival rate of the crab occurred in 12 °C, under 

which 80% of them could survive up to 3.5 days. The survival rate of swimming crab increased with the supplemented 

oxygen amount; 3.6 L oxygen was enough to keep an adult swimming crab alive for more than three days. Therefore, the 

optimal conditions to keep a swimming crab alive are 12 °C and 3.6 L oxygen supply, respectively. Moreover, metabolites 

such as lactate, alanine, and glucose were rapidly accumulated in the anterior gill of the crab exposed to air. However, 

oxygen could inhibit the changes of these metabolites, indicating that oxygen can extend the survival time of swimming 

crab by mitigating the oxygen deficit and osmotic imbalance in the anterior gill. This study provides a potential method and 

theoretical reference for keeping swimming crab alive during shipping. 

Key words    Portunus trituberculatus;  keeping alive;  oxygen;  nuclear magnetic resonance;  metabolomics 

 


