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盐度和胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表达量的联合效应分析 
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摘要: 采用中心复合设计和响应曲面法研究了盐度和胁迫时间对九孔鲍(Haliotis diversicolor supertexta)-淀粉酶

基因表达量影响的联合效应, 旨在为九孔鲍盐度驯化及海区推广提供指导。实验设定盐度范围为 22~40, 时间范围

为 0~72 h, 建立了盐度、胁迫时间与-淀粉酶基因表达量之间关系的定量模型, 并通过分析明确了盐度和胁迫时间

的最优组合。结果表明, 盐度对九孔鲍-淀粉酶基因表达量影响的一次效应不显著(P>0.05), 而二次效应极显著

(P<0.01), 说明盐度与九孔鲍-淀粉酶基因表达量之间为非线性关系。随盐度升高, 淀粉酶基因表达量呈先上升后

下降的变化趋势, 当盐度为 31 时淀粉酶基因表达量最大, 此时九孔鲍消化能力最强。胁迫时间对淀粉酶基因表达

量影响的一次效应显著(P<0.05), 二次效应不显著(P>0.05), 表明胁迫时间与九孔鲍-淀粉酶基因表达量之间呈线

性关系, 即随着胁迫时间的延长, 淀粉酶基因从开始低水平表达逐渐升高并恢复至正常表达水平。盐度和胁迫时间

之间不存在交互作用。对实验结果建立模型可知, -淀粉酶基因表达回归模型达极显著水平(P<0.05), 且失拟项不

显著(P>0.05), 表明实验拟合出的方程有效。回归方程的决定系数为 80.05%, 校正系数 65.80%, 预测系数 50.18%, 

表明方程拟合度较好, 模型选择较为恰当, 可以为不同盐度和胁迫时间诱导下的淀粉酶基因表达量变化提供参考依据。 

关键词: 九孔鲍; α-蛋白酶; 盐度; 胁迫时间; 基因表达量; 联合效应 

中图分类号: S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2017)01005708 

-淀粉酶是众多蛋白酶中最重要的胞外蛋白

酶, 它广泛存在于植物[1]、动物[2]、微生物[3]等多

种生物群体中。在水生动物中, -淀粉酶主要在营

养消化吸收、碳水化合物代谢等方面起到至关重

要的作用[4]。已有研究表明, 文蛤(Meretrix meri-
trix)不同个体间淀粉酶活力不同, 大个体文蛤中

淀粉酶活力较强[5]; 刺参(Morinane palensis)个体

在生长发育过程中, 淀粉酶活力逐渐升高, 且远

高于幼体期[6]。此外, -淀粉酶基因的多态性与凡

纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[7]、合浦珠母贝

(Pinctada fucata)[8] 、 草 鱼 (Ctenopharyn godon-
idellus)[9]生长性状具有显著相关性。以上研究均

表明-淀粉酶与水生动物生长性状显著相关。-

淀粉酶影响水生动物的生长机制通常包含 2 个方

面: 一是-淀粉酶活力变化可以改变水生动物对

食物的消化吸收能力, 从而影响机体生长状况[10]; 

另一方面则是-淀粉酶的合成量对水生动物营养

吸收产生影响, 亦可以说-淀粉酶的基因表达变

化在某种程度上可以反映机体生长情况[8]。近年

来有关水生动物-淀粉酶的研究日益增多, 但大

多数研究都局限于生化水平, 极少从-淀粉酶基

因表达方面进行研究, 本研究从分子层面阐述了

环境因子对-淀粉酶基因表达量的影响, 从基因

水平上解释环境因子影响水生动物生长的原因。 

九孔鲍(Haliotis diversicolor supertexta)原产

于台湾, 20 世纪 90 年代初被引进广东, 现已成为

广东沿海地区养殖鲍的主要种类[11]。广东地区经

常受台风影响, 降雨量明显多于其他省份, 每当

降雨量增加, 海区盐度会骤降, 这种盐度大范围

的变化往往会引起水生动物体腔内渗透压改变 , 
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破坏细胞内的离子代谢, 最终导致机体蛋白合成

出现紊乱 [12−13], 严重时会造成水产动物大量死

亡。作为广东地区本地种的九孔鲍受盐度变化影

响, 死亡现象尤为明显[12, 14]。因此研究九孔鲍在

不同盐度和胁迫时间下-淀粉酶基因表达量的变

化, 对探究九孔鲍工厂化养殖模式以及在不同海

区推广等具有重要的指导作用。响应曲面法作为

实验优化方法中的首选方法, 它不仅能够有效减

少实验次数, 同时能够较准确地预测和获得较优

的实验条件[15−16], 本研究采用响应曲面法, 将盐

度和胁迫时间作为影响因子, 研究在 2 个因子胁

迫下九孔鲍 α-淀粉酶基因表达量的变化, 从而了

解九孔鲍在不同盐度范围下的适应情况, 同时为

九孔鲍低盐或高盐下的驯化提供分子方面的理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用九孔鲍取自广东汕尾市某水产公

司。随机选取相同家系九孔鲍 800 头, 平均壳长

(45.52±5.66) mm, 体重(11.29±4.23) g。在实验前

将 800 头鲍暂养于经过沙滤、消毒后的海水中, 并

投喂适量的海带。水温为 27℃, 盐度为 32。 

1.2  实验设计 

本实验采用中心复合设计以及响应曲面法 , 

对盐度和胁迫时间 2 个因子进行探究, 并得出盐

度和胁迫时间对九孔鲍 α-淀粉酶基因表达量的联

合效应。实验共有 13 个组合, 每个组合均设有 3

组平行。每个组合下分别放入九孔鲍 20 头。实验

中盐度范围为 22~40, 时间范围为 0~72 h。具体组

合见表 1。 

1.3  胁迫实验 

实验在 10 L 的塑料桶内进行, 将健康、活力

强的九孔鲍放入相应的盐度组, 然后按照表 1 组

合进行胁迫。盐度调节采用曝气后的海水添加海

水晶或淡水进行调节, 实验中保证盐度变化不超

过±0.2。每天对九孔鲍进行 50%换水, 然后用遮

光板进行遮光, 并投喂少量的海带。盐度胁迫到

相应的取样时间后进行九孔鲍胃组织取样, 并放

于 RNA hold 中保存, 用于 RNA 提取。 

表 1  实验设计 
Tab. 1  The design of the experiment 

编码值 code value 实际值 actual value 序号
no. S t/h S t/h 

1 0 0 31.00 36.00 

2 0 0 31.00 36.00 

3 ‒1 1 24.64 61.46 

4 ‒1.414 0 22.00 36.00 

5 ‒1 ‒1 24.64 10.54 

6 0 0 31.00 36.00 

7 0 0 31.00 36.00 

8 1 1 37.36 61.46 

9 0 0 31.00 36.00 

10 0 ‒1.414 31.00 0.00 

11 1 ‒1 37.36 10.54 

12 1.414 0 40.00 36.00 

13 0 1.414 31.00 72.00 

注: S 表示盐度, t 表示胁迫时间. 

Note: S means salinity; t means stress time.  
 

1.4  九孔鲍总 RNA 提取及 cDNA 合成 

九孔鲍总 RNA 提取方法参照 Trizol(北京全

式金生物技术有限公司)试剂说明书。然后取 1 L 

RNA 溶液于微量核酸定量仪上检测 RNA 浓度以

及纯度, 并记录 OD260、OD280、OD260/OD280 值, 同

时记录 RNA 浓度值。若 OD260/OD280 比值在

1.8~2.0 则认为 RNA 质量较好, 可用于实时荧光

定量 PCR。 

采用 EasyScript One-step gDNA Removal and 

cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒 , 将提取的总

RNA 反转为 cDNA, 反应体系为 500 ng RNA,   

1 L Oligo-dT (0.5 g/L), 10 L 2×ES Reaction 
Mix, 1 L EasyScript Enzyme Mix, 1 L gDNA 
Remover, 加至 RNase-free H2O 至 20 L。然后将

混合溶液于 42℃孵育反转录 30 min, 85℃加热 5 s, 

最后 4℃保存备用。 

1.5  盐度及胁迫时间对-淀粉酶基因表达量影

响检测 

采用九孔鲍 β-actin 基因作为内参基因, 内参

基因与目的基因荧光定量 PCR特异引物序列如表

2 所示。荧光定量 PCR 采用北京全式金生物技术

有限公司的 TransStart Tip Green qPCR SuperMix

试剂盒, 每个样品设置 3 个重复。反应体系参照

试剂盒说明书, 反应条件为: 94℃ 30 s; 94℃ 5 s, 
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58℃ 34 s, 72℃ 10 s, 40 个循环。荧光信号采集设

置为退火步骤进行采集。反应结束后导出淀粉酶

基因表达量数据。 
 

表 2  本研究所用引物序列 
Tab. 2  The sequences of primers used in the study 

名称 name 序列 sequence 

β-actin(s) CCATCCAGGCTGTTCTGTCTC 

β-actin(a) GCGGTGGTGGTGAATGAGTAA 

RT-AMY(s) ATGGTAGCGTTCAGGAATGCCGTAG 

RT-AMY(a) GGGAGCCCTGTTTGGAATGTTTGAT 
 

1.6  数据处理 

以盐度和胁迫时间为自变量, 以九孔鲍-淀

粉酶基因表达量为因变量, 建立-淀粉酶基因表

达量的二次回归方程为: 

 Yamy= 0+ 1T+ 2S+ 3T×S+ 4T2+ 5S2+  (1) 

式中, Yamy 表示响应值(-淀粉酶基因表达); 0 表

示截距; 1、2 表示盐度和胁迫时间的一次效应; 

3 表示盐度和胁迫时间的互作效应; 4、5 表示盐

度和胁迫时间的二次效应; 表示随机误差, 并且

假设为服从均值为 0 的正态分布。应用 Design 

Expert 软件对实验数据进行分析, 同时将所得方

程进行优化, 得到九孔鲍-淀粉酶基因表达量的

最优盐度和时间。此外通过决定系数、校正系数

等众多参数对模型进行失拟性检验。并将显著性

标准定为=0.05。 

2  结果与分析 

2.1  盐度、胁迫时间对九孔鲍胃-淀粉酶基因表

达量影响的方差分析 

对盐度、胁迫时间不同组合下的九孔鲍-淀

粉酶基因表达量进行检测(表 3), 结果表明, 盐度

相同时, 随胁迫时间延长, -淀粉酶基因表达量

升高。当盐度为 31, 胁迫时间 36 h 下-淀粉酶基

因表达量最高。对九孔鲍-淀粉酶基因表达量进

行回归模型方差分析(表 4), 结果发现, 建立的九

孔鲍-淀粉酶基因表达量的回归模型达极限显著

(P<0.05), 且失拟水平不显著(P>0.05), 表明实验

所拟合出的方程有效。回归方程的决定系数为

80.05%, 校正系数为 65.80%, 预测系数为 50.18%, 

表明方程拟合度较好, 模型选择较为恰当。 

表 3  不同盐度和胁迫时间组合下-淀粉酶基因表达量 
Tab. 3  The expression level of alpha-amylase gene in dif-

ferent salinity and stress time 

盐度 
salinity

胁迫时间/h
stress time 

-淀粉酶基因表达量 
alpha-amylase expression level 

31.00 36.00 2.62±0.29 

31.00 36.00 2.62±0.02 

24.64 61.46 1.82±0.22 

22.00 36.00 1.11±0.01 

24.64 10.54 1.09±0.12 

31.00 36.00 2.61±0.04 

31.00 36.00 1.62±0.10 

37.36 61.46 2.02±0.10 

31.00 36.00 2.61±0.09 

31.00 0.00 1.36±0.18 

37.36 10.54 1.75±0.23 

40.00 36.00 1.27±0.11 

31.00 72.00 2.71±0.08 

 

表 4  盐度、胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表达量 

回归模型方差分析 
Tab. 4  Variance analysis of synergistic effect of salinity  

and stress time on alpha-amylase gene expression level 

来源 source 平方和 SS 自由度 df 均方 MS F P 

模型 model 3.82 5 0.76 5.62 0.0214

残差 residual 0.95 7 0.14   

失拟项 lack of fit 0.16 3 0.05 0.27 0.8446

纯误差 pure error 0.79 4 0.20   

注: 决定系数 R2=80.05%, 校正系数 Adj. R2=65.80%, 预测系数

Pred. R2=50.18%. 
Note: Determinate coefficient (R2) is 80.05%; modified coefficient 
(Adj. R2) is 65.80%; predictive coefficient (Pred.R2) is 50.18%. 

 

对基因表达量进行回归分析(表 5)可知, 盐度

的 一 次 效 应 不 显 著 (P>0.05), 二 次 效 应 显 著

(P<0.05), 表明盐度对九孔鲍-淀粉酶基因表达

量的影响是非线性的, 即存在峰值。胁迫时间的

一 次 效 应 显 著 (P<0.05), 而 二 次 效 应 不 显 著

(P>0.05), 表明胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因

表达量的影响呈线性关系。此外盐度和胁迫时间

不存在交互作用, 即两个因子为独立因子, 彼此

间互不影响。对实验数据进行二次方程拟合, 并

根据系数估计值得到-淀粉酶基因表达量(Yamy)

与盐度(S)、胁迫时间(t)的二次回归方程:  

Yamy= 2.42+1.14S+0.36t0.11St 
0.6S20.18t2 
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表 5  盐度、胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表达量 

影响的回归分析 
Tab. 5  The analysis of regression on amylase gene 

 expression level under different salinity and stress time 

95%置信区间 
95% CI 因子 

factor 

系数估计值 
coefficient 

estimate 
P 

标准误差 
standard 

error 低值 
low value

高值 
high value

截距 
intercept 

2.42 − 0.16 2.03 2.81 

S 0.14 0.3307 0.13 ‒0.17 0.44 

t 0.36 0.0270* 0.13 0.06 0.67 

S×t ‒0.11 0.5536 0.18 ‒0.55 0.32 

S2 ‒0.60 0.0036** 0.14 ‒0.93 ‒0.27 

t2 ‒0.18 0.2481 0.14 ‒0.51 0.15 

注: S 为盐度, t 为胁迫时间. *表示差异显著(P<0.05); **表示差异

极显著(P<0.01). 

Note: S is salinity; t is stress time. * means significant difference 
(P<0.05); **means extremely significant difference (P<0.01). 

 

2.2  盐度、胁迫时间对九孔鲍胃-淀粉酶基因表

达量的响应曲面分析 

图 1 为盐度、胁迫时间的等高线图。由图 1

可知盐度、胁迫时间的互作效应不显著, 表明盐

度的改变不影响胁迫时间的变化区间。当盐度接

近 31, 胁迫时间接近 36 h 时-淀粉酶基因表达量

接近 2.5。图 2 为盐度、胁迫时间的响应曲面分析

图。由图 2 可知, 盐度对九孔鲍-淀粉酶基因表

达量的影响呈抛物线形变化趋势, 即随着盐度的

升高, -淀粉酶基因表达量先升高后下降; 胁迫时  
 

 
 

图 1  盐度、胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因 

表达量影响的等高线 

Fig. 1  Contour plot of the effect of salinity and stress  
time on alpha-amylase gene expression of Haliotis  

diversicolor supertexta 

 
 

图 2  盐度、胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因 

表达量影响的响应曲面 

Fig. 2  Response surface of salinity and stress time  
on alpha-amylase gene expression of Haliotis  

diversicolor supertexta 
 

间对-淀粉酶基因表达量的影响呈线性变化, 即随

着胁迫时间延长, -淀粉酶基因表达量逐渐升高,当

胁迫时间在 44.49~61.46 h 区间, -淀粉酶基因表

达量逐渐趋于平缓。在盐度 31, 胁迫时间 36 h 时

-淀粉酶基因表达量存在最优值。 

2.3  盐度、胁迫时间对九孔鲍胃-淀粉酶基因表

达量影响的优化 

以九孔鲍胃组织-淀粉酶基因表达量为响应

值, 通过中心复合设计考察了盐度、胁迫时间这

两个因子对-淀粉酶基因表达量的影响, 并对实

验进行优化。结果发现, 当盐度为 31, 胁迫时间

为 36 h 时, 九孔鲍-淀粉酶基因表达量达最大值

(2.42), 且满意度达 93.5%, 即在此盐度、胁迫时

间组合下, -淀粉酶基因表达量达到最大值。将最

佳组合进行实验验证, 发现与理论值基本相符。 

3  讨论 

3.1  盐度对九孔鲍-淀粉酶基因表达量的影响 

在诸多环境因子中 , 盐度通常对九孔鲍生

长、生存及繁殖具有显著影响[17−19]。研究发现, 盐

度一次效应对九孔鲍-淀粉酶基因表达量影响不

显著(P>0.05), 但二次效应极显著(P<0.01), 表明

盐度对-淀粉酶基因表达量的影响是非线性的, 即

盐度过高或过低都会影响-淀粉酶基因的表达量。

研究发现, 盐度对马氏珠母贝(Pinctada martensii) 
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Hsp70 基因表达量的一次效应不显著, 而二次效

应达到显著水平[20]; 仿刺参(Apostichopus Japoni-
cus)在盐度从 30 突然降低至 20 时, Hsp90 基因表达

量的变化趋势也是非线性的[12]; 小球藻(Chlorella)

在不同盐度下, 硝酸还原酶基因表达量差异显著, 

且表达量随盐度升高呈现先上升后下降的变化趋

势[21]。以上研究表明, 盐度对于基因表达量的影

响是非线性的, 证实了本研究结果。目前对盐度

影响-淀粉酶基因表达量的调控机制尚未见报道, 

但本研究初步推断可能是盐度影响导致了九孔鲍

摄食量的下降, 处于饥饿状态的九孔鲍不能通过

食物的蠕动刺激肠胃神经节, 造成淀粉酶基因表

达的 mRNA 含量下降[22−23]。-淀粉酶基因表达量

的高低反映九孔鲍消化能力的强弱, 说明当盐度

为非最适盐度时, 九孔鲍消化能力减弱, 食物中

能量的摄取量减少, 而摄取的少量能量全部用于

机体渗透压调节, 生长所需能量的输入几乎为零, 

严重影响九孔鲍生长[24−26]。盐度不仅可以影响-

淀粉酶的表达量, 同时可以通过改变酶活力影响

机体生长。已有研究表明 , 盐度可以影响鲈鱼

(Lateolabrax japonicus)[27]、华贵栉孔扇贝(Chlamys 
nobilis)[14]、凡纳滨对虾[28]等多种水生动物的淀粉

酶活力 , 并且淀粉酶活力高低与生长具有相关

性。因此推测盐度对九孔鲍生长的影响不仅来源

于对淀粉酶表达量的影响, 同时也可能来自于盐

度对淀粉酶活力的影响。而盐度对九孔鲍淀粉酶活

力的影响及其与生长的相关性有待于进一步研究。 

3.2  胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表达量的

影响 

本研究发现, 胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基

因表达量存在显著的一次效应(P<0.05), 而二次

效应未达显著水平(P>0.05)。说明胁迫时间对九孔

鲍基因表达量影响呈线性关系, 通过对-淀粉酶

基因表达量构建响应曲面模型可知, 随着胁迫时

间延长, -淀粉酶基因表达量逐渐升高。九孔鲍受

到盐度胁迫时, 由于水环境渗透压突然改变, 导

致九孔鲍停止摄食, 因此在胁迫初期检测到-淀

粉酶基因表达水平较低。但随胁迫时间延长, 九

孔鲍逐渐适应渗透压改变, 并根据外界渗透压慢

慢调节自身体内的离子平衡, 因此九孔鲍开始逐

渐摄食, 同时检测到-淀粉酶基因表达水平逐渐 

升高。当胁迫时间超过 48 h 时, 发现-淀粉酶基

因表达量趋于平缓, 不再有上升的趋势, 表明此

时九孔鲍已适应外界环境, 基因表达趋于稳定。

这种变化趋势不仅存在于九孔鲍-淀粉酶基因中, 

在其他物种其他基因中也存在。如许友卿等[29]对

近江牡蛎(Crassostrea hongkongensis)进行温度胁

迫研究发现, 在 12 h 以前各个时间点 i-型溶菌酶

基因表达量差异显著, 但 12~72 h 时各个时间点 i-

型溶菌酶基因表达量差异不显著(P>0.05), 表明在

12 h 以后基因表达趋于稳定。对口虾蛄(Oratosquilla 
oratoria)进行盐度胁迫时发现, 不同胁迫时间下

口虾蛄 Mn-SOD 基因表达量差异显著, 且随着胁

迫时间延长表达量逐渐升高, 当胁迫时间继续延

长表达量又呈下降趋势, 表明口虾蛄在盐度胁迫

72 h 内呈现不适应适应不适应的过程[30]。本研

究发现, 九孔鲍在盐度胁迫下随胁迫时间延长呈

现不适应−适应的过程, 说明九孔鲍经过驯化可

以适应较高或较低盐度, 且驯化时间不少于 48 h。

因此可根据该特性驯化出适合高盐海区或低盐海

区养殖的九孔鲍品种。 

3.3  盐度和胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表

达影响的交互作用 

在以往研究中只考察单因子对-淀粉酶基因

表达量的影响[31], 并未考虑因子间的交互作用。

本实验采用中心复合设计, 对盐度和胁迫时间的

交互作用进行显著性检验, 发现盐度、胁迫时间

对九孔鲍-淀粉酶基因表达量无显著交互作用 , 

表明盐度和胁迫时间对九孔鲍-淀粉酶基因表达

的影响可能是独立进行的。对实验进行优化发现, 

在盐度为 31, 胁迫时间为 36 h 时-淀粉酶基因表

达量最高, 说明盐度 31 为九孔鲍的最适盐度。由

于九孔鲍大多在海区养殖, 影响其生长及基因表

达的因素复杂而多变, 而本研究只考察了盐度和

胁迫时间这两个因子, 对于海水的温度、流速等

方面并未进行研究, 因此有待于进一步研究其他

环境因子对九孔鲍-淀粉酶基因表达量的影响。 
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Synergistic effects of salinity and stress duration on alpha-amylase 
expression in Haliotis diversicolor supertexta 

QIAN Jiahui, LI Zhimin, LIU Jianyong, AI Jialin 

Fisheries College of Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China 

Abstract: Haliotis diversicolor supertexta is mainly distributed in coastal waters off southern China and is a 
warmwater, economically important shellfish. H. diversicolor supertexta is characterized by rapid growth, a short 
breeding cycle, suitability for high density cultivation, and is nutritious, so there is high demand among consumers. 
Guangdong is often affected by typhoons, so more rain falls there than in other provinces. Sea salinity drops when 
rainfall increases, and the osmotic pressure in aquatic animals varies because of salinity changes, which can result 
in massive mortalities of abalone. H. diversicolor supertexta is a local species in Guangdong, making it particu-
larly susceptible. Response surface methodology (RSM) is a collection of statistical and mathematical techniques 
to optimize a process. This methodology generates an empirical mathematical model that defines the effect of an 
independent variable on a response of interest to optimize the response. RSM has been applied in ecotoxicological 
studies of marine bivalve larvae and to investigate the effects of environmental variables on embryonic and larval 
development. RSM has not been used in any gastropod nutritional studies. In this study, the synergistic effects of 
salinity and stress duration on alpha-amylase gene expression were assessed using central composite design and 
RSM. The results show that the linear effects of salinity on alpha-amylase gene expression were not significant (P>0.05), 
but the linear effect of stress duration was significant (P<0.05), suggesting that expression of the amylase gene 
was affected by stress duration. In addition, the quadratic effects of salinity on amylase gene expression were sig-
nificant (P<0.05), but the quadratic effects of stress duration on amylase gene expression were not significant (P>0.05). 
No synergism was detected between salinity and stress duration. The RSM model equation for the relationship 
between amylase gene expression and the two factors was established (R2=80.05%). The Adj. R2 value was 65.80%, 
and the Pre. R2 values was 50.18%, suggesting a good model fit for prediction. Maximal amylase gene expression 
was observed when salinity was 31, and stress duration was 36 h. H. diversicolor supertexta is affected by many 
factors, as it is cultured in a marine environment. Additional factors should be studied in the future. 

Key words: Haliotis diversicolor supertexta; alpha-amylase; salinity; stress duration; gene expression; synergistic 
effects 
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