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溶氧量及 pH对太平洋牡蛎类 A型组织血型 
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摘  要: 目的  研究环境因素溶氧量及 pH 对太平洋牡蛎类 A 型组织血型抗原表达的影响。方法  分离提取

太平洋牡蛎中的类组织血型抗原, 利用人体组织血型抗原抗体进行分型, 采用 ELISA 方法对类 A 型组织血型

抗原进行检测, 计算 P/N 值, 通过人工模拟改变牡蛎养殖条件海水溶氧量及 pH, 检测太平洋牡蛎内脏及鳃中

类 A 型组织血型抗原的含量变化, 分析溶氧量及 pH 对类 A 型组织血型抗原的影响。结果  通过对牡蛎不同

组织的类组织血型抗原进行分型, 鰓选定了牡蛎内脏及 中类 A 型组织血型抗原作为后续实验的主要研究型别, 

人工模型实验结果显示高溶氧量利于牡蛎内脏中类 A 型组织血型抗原的表达, 高 pH 利于牡蛎鳃中类 A 型组

织血型抗原的表达。结论  实验结果与诺如病毒疫情暴发期为冬春季节的现象吻合, 表明了诺如病毒疫情暴

发的季节性与牡蛎类 A 型组织血型抗原的表达量存在一定的相关性。 

关键词: 太平洋牡蛎; 类组织血型抗原; 溶氧量; pH; 表达变化 

Effects of dissolved oxygen and pH on the expression of A type 
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of dissolved oxygen and pH on the expression of A type HBGA-like 

in pacific oysters. Methods  The HBGAs-like in the pacific oysters were isolated and extracted, and the human 

HBGAs were used for typing. The A type HBGAs was detected by ELISA method, and the P/N value was caculated. 

The content changes of A type HBGA-like in the guts and gills of pacific oysters were detected by changing the 

dissolved oxygen content and pH of seawater under artificial simulation conditions. Results  The HBGA-like of 

different tissues of oysters were classified, and the A type HBGA-like of gut and gill were selected as the main 

research type of subsequent experiments; the artificial simulation experiment results showed that the high pH could 

improve the expression of A type HBGA-like in pacific oysters gills, and the high dissolved oxygen can also improve 
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the expression of A-type HBGA-like in pacific oysters guts. Conclusion  The results were consistent with the 

phenomenon that the norovirus outbreak usually occur in winter and spring, indicating that the seasonality of 

norovirus outbreak was correlated with the expression of A type HBGAs-like in oyster. 

KEY WORDS: pacific oyster; HBGAs-like; dissolved oxygen; pH; expression change 
 

 
1  引  言 

诺如病毒(noroviruses, NoVs)是一种引发人类非细菌

性急性胃肠炎的主要病原体, 全球范围内 68%~90%的急

性胃肠炎是由诺如病毒引起的, 常通过被污染的环境、水

及食物而引起急性胃肠炎疫情暴发[1,2]。2017 年, 我国 21

个省份共报告 NoVs 感染暴发疫情 308 起, 报告病例 13964

例, 在全国报告中其他感染性腹泻暴发疫情中占比为 91%, 

高发季节为 11 月至次年 3 月[3]。2015 年, 由 NoVs 引起的

急性胃肠炎事件造成了美国高达 23 亿美元的经济负担[4]。

近年来的研究发现 , 组织血型抗原 (histo-blood group 

antigens, HBGAs)是人类结合 NoVs 的受体 , 该发现对

NoVs 的研究具有重大的意义。HBGAs 是一类具有高度多

态性的糖类抗原[5], 在肠道上皮细胞上表现为 ABO、分泌

型和 Lewis 型。牡蛎作为 NoVs 传播的重要媒介, 在全球

范围内, 每年均有因食用牡蛎而引发 NoVs 感染的事件发

生。在牡蛎体内存在类似人 HBGAs 的多糖类物质, 这些类

HBGAs 可以和人 HBGAs 抗体进行结合并进行分型。已有

研究结果表明, 牡蛎中的类 HBGAs 可能作为 NoVs 的受体

介导了牡蛎与 NoVs 的结合[6-9]。 

NoVs 又被称为“胃肠炎流感病毒(gastric flu)”[10], 进

化模式类似于流感病毒, 具有明显的季节性, 冬季常为暴

发高峰期。Tao 等[11]对 2015 年至 2016 年北京、青岛市场

中零售牡蛎受诺如病毒污染的情况进行了调查研究, 结果

表明 2 月及 3 月的牡蛎中 NoVs 检出率较高, 分别为

49.12%及 55.36%。Le 等[6]的研究证实了牡蛎对 GI.1 型

NoVs的生物富集效率和其消化组织中类 HBGAs的表达存

在明显的季节变化。Greer 等[12]的研究表明低温和强降水

可以促进牡蛎中 NoVs 的暴发, 这说明环境因子(如温度、

盐度、PH 和溶氧量等)对牡蛎中 NoVs 的暴发及类 HBGAs

的表达均存在一定的影响。本实验室前期进行了牡蛎养殖

条件海水温度和盐度对牡蛎主要型别类组织血型抗原表达

的影响, 结果表明, 低温和高盐均能促进牡蛎内脏中类 A

型组织血型抗原的表达[13], 这与诺如病毒疫情暴发的季节

性相吻合[14-16], 同时间接表明 NoVs 疫情暴发的季节性与

牡蛎类 HBGAs 的表达量存在一定的相关性。本研究在前

期工作的基础上, 对可能影响 NoVs 暴发和类 HBGAs 表达

的环境因子溶氧量和 pH 进行研究, 通过改变牡蛎养殖条

件海水溶氧量和 pH, 运用 ELISA 法对牡蛎内脏和鳃中主

要型别的类 HBGAs 的表达量进行检测, 分析溶氧量和 pH

的变化对牡蛎类 HBGAs 表达的影响, 探讨其与 NoVs 季节

暴发的相关性, 以期为今后进一步解析环境因子对牡蛎类

HBGAs 表达的影响提供了基础。 

2  材料与方法 

2.1  材 料 

本研究所用牡蛎为太平洋牡蛎(Crassostrea gigas), 

购自青岛市红岛牡蛎养殖区。 

2.2  主要仪器与试剂 

T18 型匀浆机(德国 IKA 公司); HH-4A 数显恒温水浴

锅(常州国华电器有限公司); D-37520 台式高速冷冻离心机

(美国 Thermo 公司); ST70-2 微孔板恒温振荡器(杭州米欧

仪器有限公司); Multiskan GO 全波长酶标仪(美国 Thermo

公司)。 

Precursor、A、B、H、Lea、Leb、Lex、Ley 型 HBGAs

的单克隆抗体(美国 Covance 公司); 33’55’-四甲基联苯胺

(33’55’-Tetramethylbenzidine, TMB, 天根生化科技(北京)有

限公司); 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgM(天津三箭生物技

术有限公司); 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG(武汉博士德

生物工程有限公司); 脱脂奶粉(伊利公司); 吐温-20(北京索

莱宝科技有限公司); 96 孔酶标板(日本 Costar 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1    太平洋牡蛎中类 HBGAs 的提取 

牡蛎内脏中类 HBGAs 的提取方法为称取牡蛎内脏 5 g, 

加入2.1倍超纯水, 4 ℃匀浆2 min, 63 ℃水浴127 min, 冷却后

10000×g 离心 10 min, 取上清; 对牡蛎鳃中类 HBGAs 的提取

方法为称取牡蛎鳃 5 g, 加入 3.5 倍的超纯水, 4 ℃匀浆 2 min, 

78 ℃水浴 15 min, 冷却后 10000×g 离心 10 min, 取上清。 

2.3.2    太平洋牡蛎类 HBGAs 的分型 

取本批次的牡蛎 25 份, 每份 5 只, 对牡蛎内脏及鳃中

的类 HBGAs 进行提取, 参照马丽萍等[17]的 ELISA 检测方

法分别对其进行 8 种型别类 HBGAs 的检测, 计算阳性/阴

性值(P/N 值), 以阴性 OD 值<0.1, P/N>2.1 为判定标准。 

2.3.3    溶氧量对太平洋牡蛎类 HBGAs 表达的影响 

将在实验室暂养一周的牡蛎分别置于溶氧量为

(2.2±0.4) mg/kg (DO-1)、(4.1±0.4) mg/kg (DO-2)、(6.2±0.4) 

mg/kg (DO-3)、(11.4±0.2) mg/kg (DO-4)的海水中养殖, DO-3



2122  食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 10 卷 
 
 
 
 
 

为对照组, 每个溶氧量点养殖 30 只牡蛎。实验用养殖箱中

加入 40 L 海水, 以保鲜膜及养殖箱盖密封, 低氧组通过充

入氮气和空气调节溶氧量, 对照组充入空气, 高氧组通过充

入氧气调节溶氧量。养殖箱中海水盐度为 31‰, 温度为

(16±0.5) ℃, pH 为 8.08。在不同的养殖时间点(6、12、24、

48、72 h)分别随机取牡蛎 5 只, 提取牡蛎内脏及鳃中的类

HBGAs, 具体提取方法同 2.3.1, ELISA 法检测, 取 5 个样品

的平均值, 研究其表达量的差异。 

2.3.4    pH 对太平洋牡蛎类 HBGAs 表达的影响 

将在实验室暂养一周的牡蛎分别置于 pH为 7.30、7.70、

8.08、8.50、8.90 的海水中养殖, pH 8.08 为对照组, 每个 pH

点养殖 30 只牡蛎。本实验以 1 mol/L 的氢氧化钠溶液及 1 

mol/L 的氯化氢溶液调节海水的 pH, 养殖海水盐度为 31‰, 

温度为(17±0.5) ℃, 溶氧量为(6.21±0.50) mg/kg, 养殖海水

每隔 24 h 更换 1 次。在不同的养殖时间点(6、12、24、48、

72 h)分别随机取牡蛎 5 只 , 提取牡蛎内脏及鳃中的类

HBGAs, 具体提取方法同 2.3.1, ELISA 法检测, 取 5 个样品

的平均值, 研究其表达量的差异。 

3  结果与分析 

3.1  不同型别类 HBGAs 在太平洋牡蛎中的分布 

随机选取 25 份牡蛎样品, 对其内脏及鳃中类 HBGAs 进

行分型, 结果如图 1 所示, 由图 1 可以看出牡蛎内脏中类 A 型

HBGAs 的检出率为 100%, 未检测到类 Pre 型(前体)HBGAs, 

其他 6 种型别的 HBGAs 的检出率均低于 50%; 牡蛎鳃中类

Lewis b 型 HBGAs 的检出率为 96%(24/25), 类 A 型 HBGA 的

检出率为 88%(22/25), 未检测到类 Pre 型(前体)及 Lewis y 型

HBGAs, 其他 4 种型别 HBGAs 的检出率均低于 30%。 

由牡蛎内脏和鳃中类 HBGAs 的分型结果分析可知,

牡蛎内脏及鰓中类 A 型 HBGAs 的检出率较高, 均大于

80%, 在牡蛎内脏中的检出率甚至达到 100%, 表明类 A 型

HBGAs 在内脏和鰓中均相对稳定表达。故在后续研究养殖

条件海水溶氧量和 pH 对太平洋牡蛎类 HBGAs 表达影响

实验中, 选择内脏和鰓中的类 A 型 HBGAs 来进行。 

3.2  溶氧量对太平洋牡蛎类 HBGAs 表达的影响 

溶氧量对牡蛎鳃中类 A 型 HBGAs 表达量的影响如图

2-a所示, 在最初的 12 h左右, 所有组别HBGAs的表达量显

著高于对照组, 在 24 h 左右, HBGAs 的表达量显著低于对

照组, 这一段时间 HBGAs 表达量受溶氧量变化的刺激产生

起伏, 之后便趋于平稳,可能是由于牡蛎鰓是直接接触海水

的部位, 在最初的一段时间受海水中溶氧量变化影响较大。  

相较于对照组, 不同的溶氧量组别中牡蛎内脏类 A 型

HBGAs的表达量存在显著性差异, 结果如图 2-b所示, 在高

氧组 DO-4 中, 牡蛎内脏类 A 型 HBGAs 的表达量显著高于

对照组(P<0.01), 而低氧组 DO-1 及 DO-2 中, 牡蛎内脏类 A

型 HBGAs 的表达量显著低于对照组(P<0.01), 表明高氧的

环境利于牡蛎内脏中类 A 型 HBGAs 的表达, 这与冬季是

NoVs 疫情高发期的报道相吻合[14-18]。 

3.3  pH 对太平洋牡蛎类 A 型 HBGAs 表达的影响 

牡蛎鰓中类 A型 HBGAs 的表达受海水 pH 的影响结果

如图 3-a 所示, 可以看出, 相较于海水 pH 为 8.08 的对照组, 

海水 pH 为 7.30 及 8.90 的实验组中牡蛎鳃中类 A 型 HBGAs

的表达量变化浮动较大, 无明显规律性, 这可能是由牡蛎鳃

直接接触 pH 剧烈变化的海水导致的。此外, 在 pH 为 7.70

的海水中养殖的牡蛎鳃中类A型HBGAs的表达量显著低于

对照组(P<0.01), 而在 pH 为 8.50 的海水中养殖的牡蛎鳃中

类 A 型 HBGAs 的表达量显著高于对照组(P<0.01)。 

 
 

 

 
图 1  太平洋牡蛎内脏与鳃中类 HBGAs 的分型 

Fig.1  Classification of HBGAs-like in oyster gut and gill 
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注: DO-3 为对照组, 同一列中实验组与对照组 DO-3 相比, **表示差异极显著(P<0.01),*表示差异显著(P<0.05)。 

图 2  溶氧量对牡蛎类 HBGAs 表达的影响 

Fig.2  Effection of DO on the expression of HBGA-like in oyster 

 
牡蛎内脏类 A 型 HBGAs 的表达受海水 pH 的影响结

果如图 3-b 所示, 自海水 pH 调整的第 12 h 开始, 每个时间

点对应的牡蛎内脏中类 A 型 HBGAs 检测的 P/N 值均低于

对照组, 即在低 pH 及高 pH 海水中养殖的牡蛎内脏中类 A

型 HBGAs 的表达量均低于对照组类 A 型 HBGAs 的表达

量, 这表明升高 pH 或降低 pH 均会降低牡蛎内脏中类 A 型

HBGAs 的表达。这与牡蛎鰓中类 A 型 HBGAs 表达的结果

有所不同, 表明牡蛎不同部位类 A 型 HBGAs 的表达受 pH

的影响有所差异。 

4  结论与讨论 

自 Hutson 等[19]提出 NoVs 的感染与 ABO 血型抗原相

联系的假说后, NoVs 受体的定位一直是国际上该领域的热

点。目前已确认人肠道黏膜上的 HBGAs 是 NoVs 的受体, 该

发现是 NoVs 研究的突破[20]。近年来的研究显示 NoVs 能够

与牡蛎消化道中的多糖类物质特异结合, 类似人类 HBGAs

与 NoVs 的结合机制[7]。Tian 等[8]利用 NoVs-VLPs, 通过免

疫组化和 ELISA 方法证实了 NoVs-VLPs 能够与牡蛎胃肠组

织中的多糖结合, 而非蛋白部分, 这间接证实了牡蛎中确实

存在类似 HBGAs 的物质介导了其富集病毒粒子的过程。马

丽萍等[17]运用 ELISA 的检测方法对长牡蛎消化道组织中的

类 HBGAs 进行检测分型, 发现长牡蛎消化道组织中存在类

A、H1、Lewis a 和 Lewis y4 种组织血型抗原, 说明了长牡蛎

消化道内类 HBGAs 的多态性。本研究采集了 25 份 
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注: pH 8.08 为对照组, 同一列中实验组与对照组 pH8.08 相比, **表示差异极显著(P<0.01),*表示差异显著(P<0.05)。 

图 3  pH 对牡蛎类 HBGAs 表达的影响 

Fig.3  Effection of pH on the expression of HBGA-like in oyster 

 
2017 年 11 月份青岛市红岛牡蛎养殖区的牡蛎, 对其内脏和

鳃中类 HBGAs 进行检测分型, 发现牡蛎内脏中存在类 A、

B、H、Lewis a、Lewis b、Lewis x 和 Lewis y 7 种 HBGAs, 其

中类 A 型 HBGAs 的检出率为 100%; 牡蛎鳃中存在类 A、B、

H、Lewis a、Lewis b 和 Lewis x 6 种 HBGAs, 其中以类 A

型及类 Leb 型 HBGAs 为主, 这与本课题组前期的检测分型

结果基本一致, 表明太平洋牡蛎内脏和鳃中的类 HBGAs 也

存在多态性的特点, 并且不同组织的类 HBGAs 型别存在差

异性, 这可能是不同基因型的 NoVs 富集在牡蛎不同组织的

原因。 

NoVs 疫情的暴发显示了非常强的季节性, 在不同的

地区、海域, NoVs 疫情暴发的季节不同, 美国的最高峰发

生在 12 月到次年 3 月, 欧洲的最高峰在每年的 4 月及 5 月, 

这可能是由于 NoVs 的暴发受到多种环境因素的影响[14]。

骆海朋等[15]通过对牡蛎的 6 个月的检测表明, NoVs 的检出

与季节的关系非常紧密, 1、2 月份的检出率最高。国内外

科研人员对不同地域的牡蛎进行 NoVs 污染检测实验, 结

果均表明 GI 型 NoVs 往往引起群体性疫情, 且检出最多的

是 GI.1 型 NoVs[21-28]。Maalouf 等[29]的研究表明在冬末春

初 NoVs 与牡蛎消化道组织、鳃和外套膜的结合能力显著

加强, 呈现明显的季节性。本研究通过改变牡蛎养殖条件

海水溶氧量及 pH, 探讨牡蛎中类 HBGAs 表达的变化, 分

析 NoVs 污染牡蛎的高发期与牡蛎类 HBGAs 表达的关系, 

研究结果表明牡蛎鳃中类 A 型 HBGAs 的表达量与 pH 的

变化呈现一定的相关性, 表现为高 pH 的环境利于鰓中类

A 型 HBGAs 的表达, 同时, 牡蛎内脏中类 A 型 HBGAs 的

表达量与溶氧量的变化也呈现一定的相关性, 高溶氧量的

环境利于内脏中类 A 型 HBGsA 的表达。石强等[18]的研究

表明, 近年来, 海域周围大气二氧化碳浓度逐渐增大、酸

雨增多, 导致冬季海水 pH 相对较低, 但冬季降水量较低, 
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所以 pH 相较于夏季会升高。另外, 冬季海水溶氧量随水温

的降低而相对较高, 这与 NoVs 疫情暴发的季节吻合, 间

接表明了 NoVs 疫情暴发的季节性与牡蛎类 HBGAs 的表

达量存在一定的相关性。 

综合本课题组前期温度、盐度对牡蛎类 HBGAs 表达

的影响结果[13]及本研究的结果分析, 牡蛎内脏中类 A 型

HBGAs 在相对低温、高盐、高溶氧量展现为较高的表达量, 

类 HBGAs 作为牡蛎富集 NoVs 的受体, 较高的表达量预示

着牡蛎富集 NoVs 的能力增强, 富集诺如病毒的量将会增

多, 上述实验条件变化同冬春季海水的条件相类似, 表明

诺如病毒高发季同环境因素相关。pH 变化会影响牡蛎体内

A 型 HBGAs 的表达量, 而冬春季海水 pH 受各种环境因素

如酸雨、周围环境二氧化碳浓度升高的影响, pH 波动变化

明显。牡蛎类 HBGAs 的表达是多种环境因子交互作用的

结果, 其在 NoVs 疫情暴发高发季表达量高、非高发季表

达量低的趋势需进一步以实际牡蛎养殖环境因素的综合变

化进行研究, 后期也将会针对 4 种环境因子(温度、盐度、

pH、溶氧量)对牡蛎类 A 型 HBGAs 表达调控路径及关键基

因合成的影响进行进一步的研究。 
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