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摘　要：将体质量（１２５．６０±１９．８４）ｇ的红耳龟饲养在盐度为５、１５、２５、３５和自来水的水泥池中，进行

了９０ｄ的盐度对其胁迫试验。试验结果表明，除胃组织中的Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性随盐度的升高而显

著下降（Ｐ＜０．０５）外，红耳龟的肠、肝脏及肌肉组织中的Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性均随时间的延长先升后

降，在盐度为５时达到最大值；胃蛋白酶活性随盐度的升高呈先升后降的趋势，在盐度５时活性最高，

盐度２５时酶活性不及对照组的１／２；肝脏脂肪酶活性随盐度的升高呈现下降—升高—下降的趋势，且

在盐度１５时活性最高，肠脂肪酶和肠淀粉酶活性随着盐度的升高而下降。高盐（＞１５）显著抑制红耳

龟消化酶和Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶的活性，影响其生长存活，但低盐（５以下）环境在一定程度上激活红耳龟

消化酶和Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶的活性，可正常存活３个月以上。红耳龟有可能入侵到更多水域包括半咸

水水域。
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　　红耳龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ　ｓｃｒｉｐｔａ　ｅｌｅｇａｎｓ），又称巴
西龟、红耳彩龟等，是世界最危险的１００个外来入
侵物种之一［１］，目前已成功入侵世界五大洲［２－３］。

红耳龟属淡水龟类，但可生活在含盐量较高的河口
或入海口等水域中［４］，在美国南卡罗来纳州基洼和

刺山柑群岛的盐池（盐度＜１０）中也有生存［５］。野
外调查发现，红耳龟在我国海南的南渡江（半咸水）

流域有分布［６］。这说明红耳龟对盐度有一定的耐
受性，能生活在淡水和半咸水中。但在此生境下其
皮质醇水平明显升高，显示机体处于一定的胁迫
状态［４］。

盐度的改变会影响机体的Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活

性，渗透压的变化影响生物的生理状态［７－８］。已有
研究表明，保持细胞内环境中各种离子浓度相对稳
定以及细胞内环境与体外环境的渗透压平衡最关

键的为Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶。如沈永龙等［９］研究了盐
度对软体动物瘤背石磺（Ｏｎｃｈｉｄｉｕｍ　ｓｔｒｕｍａ）不同
部位Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性的影响，发现随着盐度

的升高，除肌肉的 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性呈明显的

下降趋势外，肝胰腺、贲门胃和表皮的 Ｎａ＋／Ｋ＋－

ＡＴＰ酶活性均表现出先升后降的情况。

舒超华等［１０］研究表明，红耳龟在盐度为１０和

２０的水域中可存活７０ｄ以上，主要通过调节血糖
的含量及代谢所需的酶活性以提高自身代谢水平，

提供胁迫所需能量；并通过提高血液渗透压及无机
离子的浓度来适应外界渗透压的升高。但该试验并
未研究红耳龟在盐度胁迫过程中离子调节的内因。

笔者在前期研究中发现，红耳龟随着盐度胁迫
时间的延长摄食量明显降低，最终导致体质量下
降。本研究设计了４个不同的盐度梯度（５、１５、２５、

３５），检测红耳龟在９０ｄ内的存活以及不同盐度下

肌肉、胃、肠和肝组织中 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶、胃蛋白

酶、肠脂肪酶、肝脂肪酶、肠淀粉酶的活性，探讨盐
度对红耳龟消化生理和离子转运酶的影响，研究红
耳龟盐度胁迫的机理，并为其评估可能入侵的适生
区提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

试验所用红耳龟购自海口鸿旺龟鳖养殖场，在
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试验室饲养３０ｄ后，挑选出健康的个体［体质量
（１２５．６０±１９．８４）ｇ，ｎ＝１１５］，随机分为５个大组，

每组２３只，饲养于海南师范大学龟类养殖室的

１９０ｃｍ×６５ｃｍ×３２ｃｍ水泥池中。试验以速溶海
水晶（海龙牌）分别配制盐度５、１５、２５、３５，４个盐度
（按照半咸水的最低和海水的平均盐度设置上限和
下限），对照组加等体积经曝晒的自来水，水深５
ｃｍ；每个水池中放数个倒置的瓦盆供试验龟隐蔽、

晒壳及摄食。每隔３ｄ定时投喂一定量典丰牌甲鱼
饲料 （以相应盐度的盐水１∶１配制），２４ｈ后取出
剩余食物并称量质量，同时全部换水。光照为室内
自然光。每日采用数显高精度电子盐度计测量水
中盐度，及时加速溶海水晶或加水以调控所需的盐
度；每次换水后立即测量并及时调整盐度。

１．２　样品制备
在试验的第３１、６１、９１ｄ对试验组和对照组的

红耳龟进行取样，每次随机取样６只，称量质量，取
样前２４ｈ停喂。经海南省生态环境教育中心动物
伦理委员会批准，红耳龟经－２０℃低温冷冻麻醉

３５～４５ｍｉｎ后，断颈法处死。取出消化器官，剔除
脂肪，分别将肠、胃、肝脏称量质量，剖开胃和肠道，

用预冷重蒸水快速冲洗，用脱脂棉吸净水分，放入

－８０℃冰箱保存。

测定时，４℃下将组织解冻，在冰盘上将样品剪
碎，称量质量，按４倍量加入预冷生理盐水，用玻璃
匀浆器在低温下匀浆。将匀浆倒入离心管中，４℃
２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，所得上清液即为粗酶液，

置于４℃冰盒中保存待用，２４ｈ内完成酶活性的
测定。

１．３　酶活性测定

１．３．１　Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性的测定
用南京建成生物工程公司生产的试剂盒检测

Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶的活性。以每小时每毫克组织蛋
白的组织中三磷酸腺苷酶分解三磷酸腺苷产生１

μｍｏｌ无机磷的量为一个酶活力单位（Ｕ／ｍｇ）。

１．３．２　消化酶活性的测定
脂肪酶、淀粉酶及胃蛋白酶活性均用南京建成

生物工程公司生产的试剂盒进行检测。

３７℃时每毫克组织蛋白在本反应体系中与底
物反应１ｍｉｎ，每消耗１μｍｏｌ底物为一个脂肪酶活
力单位。

组织中每毫克蛋白３７℃与底物作用３０ｍｉｎ，

水解１０ｍｇ淀粉定义为１个淀粉酶活力。

每毫克组织蛋白３７℃每分钟分解蛋白生成１

μｇ氨基酸相当于１个胃蛋白酶活力单位。

１．４　数据处理
数据用Ｅｘｃｅｌ　２００３和ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行

处理和分析，所有试验数据均以Ｘ 表示。采用双因
素方差分析和单因素方差分析相关数据，同一取样
时间不同盐度处理组之间的比较和同一盐度组不

同取样时间之间的比较用Ｄｕｎｃａｎ法进行，差异显
著临界值α＝０．０５，差异极显著临界值为α＝０．０１。

２　结果与分析

２．１　不同盐度和不同时间下死亡
不同盐度及不同时间红耳龟的死亡数量见１。

由表１可知，盐度影响红耳龟的存活。盐度为３５
时，在３０ｄ红耳龟内就大量死亡，６０ｄ时除了在第

３１ｄ时取样的６只，其余红耳龟均已死亡。在盐度

２５组中也有龟死亡，但死亡数显著低于盐度３５组。
在盐度５和１５组中１２０ｄ内均未见死亡。根据死
亡率来判断，红耳龟在２５的较高盐度水域中不能
长时间存活，在低于１５的盐度水域中能长时间
存活。
试验发现，在盐度３５时红耳龟可存活一个月，

盐度１５以下可存活３个月以上，说明红耳龟在低盐
度下，具有一定的渗透压调节能力。

表１　不同盐度和不同时间下红耳龟的死亡数量　　（ｎ＝２３）只

时间／ｄ 对照组 ５　 １５　 ２５　 ３５

０～３０　 ０　 ０　 ０　 ２　 １４

３０～６０　 ０　 ０　 ０　 ２　 ３

６０～９０　 ０　 ０　 ０　 １ —

２．２　盐度胁迫对红耳龟 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活力的
影响

盐度胁迫对红耳龟Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活力的影
响见表２。由表２可见，红耳龟肌肉、肠及肝脏组织
中的Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性随着盐度的升高先升后
降，在盐度５时达最大值；３０ｄ时胃中的Ｎａ＋／Ｋ＋－
ＡＴＰ酶活性随着盐度的升高降低，６０ｄ时随盐度的
升高呈“下降—升高—下降”的趋势，９０ｄ时随盐度
的升高呈现下降—升高的趋势，且对照组活性显著
高于盐度组（Ｐ＜０．０５）。胃组织中的 Ｎａ＋／Ｋ＋－
ＡＴＰ酶活性随盐度的升高呈下降趋势。盐度为５
时，肌肉和肠组织中的 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性显著
高于对照组（Ｐ＜０．０５），盐度２５时显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）；盐度为５时肝脏和胃组织中的 Ｎａ＋／

Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），盐度
为１５及和２５时却显著低于对照组（Ｐ＞０．０５）。取
样时间不同，胃中的 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性差异不
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显著（Ｐ＞０．０５）；肌肉的 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性６０
ｄ和９０ｄ显著低于３０ｄ（Ｐ＜０．０５）。说明红耳龟的
四种组织中Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性不仅与盐度不同
有关，还与胁迫时间有关。

表２　盐度胁迫对红耳龟Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活力的影响　Ｕ／ｍｇ

时间

ｄ

Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性
盐度

肌肉 肠 肝 胃

３０　 ０　 ５．４４ａ ３．３７ａ ２．０８ａｂ　 ３．２５ａ

５　 ７．２０ｂ　 ６．４５ｂ　 ３．６９ｃ　 ４．７１ｂ

１５　 ５．５２ａ ３．４０ａ ２．４１ａ ４．６２ｃ

２５　 ２．５６ｃ　 ２．２７ｃ　 １．８２ｂ　 ２．９８ａ

６０　 ０　 ３．６１ａ ３．９０ａ ２．９６ａ ４．６６ａ

５　 ５．５２ｂ　 ５．０５ｂ　 ３．８６ｂ　 ３．０９ｂ

１５　 ３．３４ａ ３．６９ａ ２．８８ａ ４．１１ａ

２５　 ２．８９ｃ　 ３．６４ａ ２．９７ａ ３．１８ｂ

９０　 ０　 ３．８８ａ ４．６５ａ ２．９２ａ ４．６２ａ

５　 ５．７７ｂ　 ５．７６ｂ　 ４．８８ｂ　 ３．５６ｂ

１５　 ３．４２ｃ　 ４．５３ａ ３．３５ｃ　 ２．６４ｃ

２５　 ３．１４ｃ　 ４．３５ａ ３．２３ｃ　 ３．１０ｂｃ

时间ｅ

３０ｄ ４．８１ａ ３．７８ａ ２．４５ａ ３．９０
６０ｄ ３．８５ｂ　 ４．０６ｂ　 ３．１７ｂ　 ３．７６
９０ｄ ３．９９ｂ　 ４．８２ｃ　 ３．５９ｃ　 ３．４８
Ｐ－ｖａｌｕｅ　０．０００　 ０．０００　 ０．０００　 ０．１０３

盐度

ＣＫ　 ４．１７ａ ４．１２ａ ２．７７ａ ４．２１ａ

５　 ５．８８ｂ　 ５．６１ｂ　 ４．２５ｃ　 ３．７４ｂ

１５　 ３．９５ａ ３．９７ａ ２．９７ｂ　 ３．７６ｂ

２５　 ２．８９ｃ　 ３．６５ｃ　 ２．８４ａｂ　 ３．１０ｃ

Ｐ－ｖａｌｕｅ　０．０００　 ０．０００　 ０．０００　 ０．０００
Ｐ－ｖａｌｕｅｆ

（时间×盐度）
０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：同一列中上标不同字母间表示差异显著（Ｐ＜０．０５），ｎ＝６．
上标ｅ为双因素分析中主效应结果；上标ｆ为双因素分析中交互效应．
下同．

２．３　盐度胁迫对红耳龟消化酶活力的影响

３０ｄ时，红耳龟消化道胃蛋白酶和肝脂肪酶活
性随盐度的升高呈现先升后降的趋势，肠脂肪酶和
肠淀粉酶活性随着盐度的升高而下降；６０ｄ时，胃
蛋白酶、肝脂肪酶、肠脂肪酶和肠淀粉酶活性均随
着盐度的升高而下降；９０ｄ时，除肝脂肪酶活性随
盐度的升高呈下降—升高的趋势，且盐度５的活性
显著低于其他各种（Ｐ＜０．０５）外，其余三种酶活均
随着盐度的升高而下降。盐度１５组、２５组胃蛋白
酶活性盐度在显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），２５组酶
活性不到对照组的１／２；在盐度５组、１５组和２５组
肠脂肪酶活性、肝脂肪酶、肠淀粉酶活性显著低于
对照组（Ｐ＜０．０５），盐度２５组肠脂肪酶活性不到对
照组的１／２，肠淀粉酶活性仅为对照组的１／３。在第

３０ｄ时发现，在盐度５组胃蛋白酶活性显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５），但随着盐度的增加酶活性下降；盐

度５组肝脂肪酶活性高于对照组，但不显著（Ｐ＞
０．０５），随着盐度的增加酶活性显著下降（Ｐ＜
０．０５）。除肠脂肪酶活性和肠淀粉酶活性的胁迫时
间与不同盐度间存在显著互作效应（Ｐ＜０．００１），其
他试验组不存在互作效应（Ｐ＞０．００１）（表３）。

　表３　盐度胁迫对红耳龟消化酶活力的影响　　　　　Ｕ／ｍｇ

时间

ｄ

　蛋白酶 脂肪酶 淀粉酶
盐度

　胃 肠 肝 肠

３０　 ０　 ６．５６ａ ７６．４２ａ ２７．８１ａ ０．３９６ａ

５　 ９．１４ｂ　 ５５．１９ｂ　 ２９．７５ａ ０．３０４ｂ

１５　 ５．８１ａ ４１．３９ｃ　 １９．１９ｂ　 ０．２４６ｃ

２５　 ４．４８ｃ　 ３６．７４ｃ　 １７．４５ｂ　 ０．１６５ｄ

６０　 ０　 ６．６２ａ ８１．５５ａ ２６．３２ａ ０．３２７ａ

５　 ５．９９ａ ５０．７５ｂ　 ２３．２２ａｂ　 ０．２３６ｂ

１５　 ３．８７ｂ　 ３８．３５ｃ　 １９．８９ｂ　 ０．１６０ｃ

２５　 １．８７ｃ　 ３２．２４ｃ　 １５．８０ｃ　 ０．１５１ｃ

９０　 ０　 ６．５０ａ ７４．９４ａ ２５．８１ａ ０．３３７ａ

５　 ５．９６ａ ４３．５５ｂ　 １７．５７ｂ　 ０．２０９ｂ

１５　 ４．２５ｂ　 ３１．５５ｃ　 ２９．３７ａ ０．１９７ｂ

２５　 ３．６０ｂ　 ２９．７６ｃ　 ２９．０４ａ ０．１２４ｃ

时间ｅ

３０ｄ ６．６５ａ ５１．２２ａ ２３．２８ａｂ　 ０．２７９ａ

６０ｄ ４．５９ｂ　 ５０．７２ａ ２１．３１ａ ０．２１６ｂ

９０ｄ ５．０７ｃ　 ４４．９５ｂ　 ２５．４５ｂ　 ０．２２１ｂ

Ｐ－ｖａｌｕｅ　０．０００　 ０．０００　 ０．０００　 ０．０００
盐度

ＣＫ　 ６．５６ａ ７７．９３ａ ２６．４１ａ ０．３４８ａ

５　 ６．９６ａ ４８．５４ｂ　 ２２．０１ｂ　 ０．２３７ｂ

１５　 ４．５１ｂ　 ３６．２４ｃ　 ２３．５４ｂ　 ０．１９６ｃ

２５　 ３．１４ｃ　 ３２．１５ｄ　 ２１．４２ｂ　 ０．１４２ｄ

Ｐ－ｖａｌｕｅ　０．０００　 ０．０００　 ０．０００　 ０．０００
Ｐ－ｖａｌｕｅｆ　　
（时间×盐度）

０．０００　 ０．２６０　 ０．０００　 ０．１６９

３　讨论

研究表明，消化酶活是生物代谢机制的组成部
分［１１］，除与物种本身有关外，还受诸多因素的影响，

如不同的生长发育阶段，外界环境（盐度、温度、季
节、光照、ｐＨ等）［１２］。当外界盐度改变时，机体通过
改变酶的活性来改变新陈代谢的能力来适应环

境［１３］。Ａｓａｒｏ等［１４］研究发现，广盐性的颗粒新厚蟹
（Ｎｅｏｈｅｌｉｃｅ　ｇｒａｎｕｌａｔｅ）淀粉酶活性在低盐环境中较
高。提高消化酶的活性可以提高机体的消化能力，

为渗透调节提供能量［１１］。本试验也发现，在第３０ｄ
时，盐度５试验组胃蛋白酶活性显著高于对照组。
因此，提高消化酶的活性是动物在低盐环境中的有
利应答，从食物中获得更多的能量来满足渗透压调
节的能量需求。而且 Ｄｕｎｓｏｎ等［１５］研究还发现，

２５％海水可促进淡水古巴彩龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ　ｄｅｃｕｓ－
ｓａｔｅ）初生幼龟的生长。但本研究中的盐度增加至

１５和２５时，胃蛋白酶活性均显著低于盐度５试验
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组，这说明在高盐度下机体消化酶活性受抑制，这
与 Ｗａｎｇ等［１１］研究结果一致。外界环境盐度的增
大，体内水分外渗，红耳龟大量吞饮含盐的水以补
充体内水分的流失，导致胃及消化道内的ｐＨ 值升
高［１６］，超过了蛋白酶的适宜ｐＨ 值范围，使消化酶
活力下降。盐度通过影响水生动物消化道内的ｐＨ
值来影响消化酶的活性［１７］。

吞饮的盐水使红耳龟消化道内无机离子浓度

增加，而许多无机离子是消化酶的激活剂或抑制
剂。生活环境中的盐度变化直接影响无机离子浓
度的变化，进而影响消化酶的活性［１８］。研究发现黄
鳝（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ　ａｌｂｕｓ）淀粉酶活性在未加入 ＮａＣｌ
时，仅为ＮａＣｌ存在时的１５％［１９］，说明盐度的增加
激活了淀粉酶的活性。而本试验发现，红耳龟在盐
度胁迫下，消化酶活性呈下降趋势，说明环境中过
多的无机离子抑制了消化酶活性，影响红耳龟对食
物的消化吸收和能量的摄取，影响了其生长发育甚
至存活。试验观察发现，随着胁迫时间的延长，高盐
度组的红耳龟活动量减少，几乎不进食，最终死亡。
此外，盐度的变化影响离子在动物体内的自我

平衡。为了对抗这种不平衡，动物体内的Ｎａ＋／Ｋ＋－
ＡＴＰ酶活性会发生相应的变化，以维持体内的渗透
压平衡及离子稳态［２０］。当环境盐度变化时，鱼鳃的
氯细胞以及Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶的分泌活动变化以调
节维持体内环境的稳定，而 Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性
变化适应鳃对体内外 Ｎａ＋、Ｃｌ－等离子运输的需

要［２１］。这一变化由盐度变化引起体内激素水平的
调节，从而对Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活引起变化，最终导
致血清渗透压及血清离子变化［２２］。本试验发现，盐
度胁迫下红耳龟消化组织及肌肉中的 Ｎａ＋／Ｋ＋－
ＡＴＰ酶活性随时间的延长均呈先升后降的趋势，在
盐度５组达到最大值，这可能是由于红耳龟对盐度
胁迫的响应不仅是通过改变Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性
实现，也可能是通过改变调控机制来完成，如遮目
鱼（Ｃｈａｎｏｓ　ｃｈａｎｏｓ）［２３］等。
综上所述，红耳龟在盐度３５下可存活２５ｄ，在

盐度２５有２只可存活９０ｄ以上，盐度１５和５组正
常存活１２０ｄ以上，说明红耳龟可以适应较低盐度
的水环境。红耳龟体内Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性随盐
度的变化而变化，调节离子的平衡来适应盐度环
境。Ｄｕｎｓｏｎ［２４］研究发现，钻纹龟（Ｍａｌａｃｌｅｍｙｓ　ｔｅｒ－
ｒａｐｉｎ）在２８℃盐度为８．７５的水环境中比淡水中增
长率更高。红耳龟在盐度１５以下可存活３个月以
上，尤其是盐度５试验组，其部分消化酶活性显著
高于对照组，说明低盐度刺激可激活红耳龟的消化

机能。因此可以推测，在低盐度（５以下）环境中红
耳龟有较强的适应能力，如不对其入侵采取必要措
施，有可能入侵到更多水域包括半咸水水域。

致谢：海南师范大学生命科学学院教师傅丽
容、王力军和汪继超对试验提出了宝贵意见；舒超
华、谢迪、梁婷婷、赵龙辉、徐彤津、田丹丹、夏欢、张
豪、陈鹏、赵俊芳等同学在养殖红耳龟和试验取样
中给与了大力帮助，再此一并感谢。
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