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摘要 : 研究了镉( Cd) 、铜( Cu) 2 种重金属单一暴露下菲律宾蛤仔( Ruditapes philippinarum) 肝胰腺和鳃组织内的

重金属富集特征和抗氧化酶活力变化特点。结果表明 , 蛤仔肝胰腺与鳃对 Cd、Cu 的富集量随重金属浓度与暴露

时间的增加而增大 , 具有明显的浓度效应与时间效应 ; 菲律宾蛤仔对 Cd 的富集能力高于 Cu, 且肝胰腺中重金

属的蓄积量高于鳃 ; 蛤仔肝胰腺和鳃组织中超氧化物歧化酶( SOD) 、谷胱甘肽过氧化物酶( GPx) 和谷胱甘肽硫转

移酶( GST) 活力在暴露的某些时段被显著诱导( P < 0. 05) , 但随暴露时间延长或重金属浓度增加 , SOD 和 GST 活

力则被显著抑制( P < 0. 05) , 而 GPx 活力随暴露时间延长逐渐恢复至对照组水平。菲律宾蛤仔肝胰腺和鳃 2 种组

织中 SOD 和 GST的活性变化可作为海洋 Cu2 +
、Cd2 +

污染的生物标志物。
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Bioaccumulation and antioxidant responses in Manila clam ( Ruditapes
philippinarum) under cadmium and copper exposure
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Abstract: We studied the bioaccumulation characteristics and antioxidant enzymes activity changes of Manila clam, Ruditapes philip-

pinarum under the exposure to cadmium ( Cd) and copper ( Cu) . The bioconcentrations of Cd and Cu in gill and hepatopancreas of R.

philippinarum showed obvious time and dose dependent responses. The clam showed higher bioaccumulation ability on Cd than that of

Cu, and the heavy metal concentrations in hepatopancreas were greater than those in gill. Additionally, the activities of superoxide

dismutase ( SOD) , glutathione peroxidases ( GPx) and glutathione stransferases ( GST) were significantly promoted in hepatopancreas

and gill of R. philippinarum at different concentrations and time intervals ( P < 0. 05) , while the activities of SOD and GST were sig-

nificantly inhibited at high concentrations of Cd and Cu ( P < 0. 05) . The activities of GPx recovered to the original level with the time

progressed. Taken together, the changes of SOD and GST activities in hepatopancreas and gills of R. philippinarum could be consid-

ered as potential biomarkers for copper and cadmium contamination in the marine environment.

Key words: Ruditapes philippinarum; copper ion; cadmium ion; bioaccumulation; antioxidant enzymes
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  随着中国经济的高速发展和城市化程度的不断

提高, 各类污染物通过地表径流和大气沉降等方式

输入近海, 沿海海域环境污染日趋严重, 其中重金

属污染尤为突出, 引起了全世界广泛关注
[ 1 - 4 ]

。重

金属易富集于生物体内并通过食物链传递逐级放

大, 不仅影响生物个体的生理生化过程, 甚至会损

害整个生态系统的结构和功能, 最终对人类健康和

生产活动产生影响。重金属过量富集会诱导生物体

产生大量活性氧, 进而导致机体氧化损伤
[ 5]

。生

物体细胞内抗氧化酶活力和抗氧化物质含量的变化

能直观反映有机体的抗氧化状态, 因此它们可作为

判断机体受到氧化损伤程度的生物标志物。重金属

对生物体抗氧化酶活性影响的大量研究发现, 低浓

度或短时间的重金属暴露能诱导抗氧化酶的活性,

但是随着暴露时间延长或者浓度增加, 这种诱导幅

度逐渐变小, 甚至出现抑制
[ 6]

。王凡等
[ 7 ]

报道随

着铜离子( Cu) 浓度的升高, 牙鲆 ( Paralichthys oli-

vaceus) 体内过氧化氢酶 ( CAT) 、超氧化物歧化酶

( SOD) 的活性表现为低浓度诱导, 高浓度抑制。张

红霞等
[ 8 ]

报道 4 种重金属离子 Cu、铅 ( Pb) 、汞

( Hg) 、镉( Cd) 对日本 ( Charybdis japonica) 血淋

巴 SOD 活性的影响均表现为低浓度诱导, 高浓度

抑制。近年来, 生态毒理学和环境科学领域越来越

广泛地将双壳类体内各种抗氧化酶指标作为生物标

志物来评估重金属的毒性效应以及海洋环境中重金

属的污染状况
[ 9 - 12 ]

。

海洋双壳类多栖息于滨海滩涂或河口地区, 其

成体移动性差, 活动范围有限, 容易暴露于各种海

洋污染物中并进行生物富集, 因此是一种较为理想

的海洋污染指示生物。菲律宾蛤仔( Ruditapes phil-

ippinarum) 广泛分布于中国沿海滩涂或河口等重金

属污染相对严重的地区, 是研究重金属生态毒理效

应的理想试验材料, 而且是中国“贻贝监测计划”

的主要指示生物之一。同时, 菲律宾蛤仔也是中国

重要的海水经济养殖贝类, 年产量高达 180 ×10
4

t, 是沿海居民最常食用的海产品之一
[ 13 ]

。

1 材料与方法

1.1 试验样品及处理

试验用菲律宾蛤仔购自烟台市水产市场, 选取

壳长 3 ～4 cm具有斑马纹壳纹的个体进行试验。试

验开始前蛤仔驯养于 25 ℃的充气过滤海水中 ( 海

水盐度为 32, pH 为 8. 1) , 每日换水, 整个试验过

程中投喂小球藻 ( 密度约为 105
细胞·mL - 1 ) , 驯养

1 周以适应试验条件。然后随机将蛤仔分为 5 个试

验组, 其中一组为海水对照组, 其余为重金属暴露

组, 分别暴露于含有不同质量浓度 Cd [ 氯化镉

( CdCl2 ) , 10 μg·L
- 1

, 40 μg·L
- 1

, 理论值 ] 与 Cu

[ 氯化铜 ( CuCl2 ) , 10 μg·L - 1 , 40 μg·L - 1 , 理论

值] 的海水中。笔者试验设置的重金属暴露浓度参

考渤海重度污染区重金属的污染浓度
[ 14 - 15 ]

。每组

投放 60 只蛤仔, 试验期间控制对照组与暴露组的

培养条件一致, 培养体系含 20 L 净化海水, 保持

通气并控制海水温度为 25 ℃。暴露期间每日定时

更换新鲜海水, 并投喂小球藻, 滤食 2 h 后再更换

至含有重金属的新鲜海水中。暴露 24 h、48 h 和

96 h 后, 各组分别取 10 只蛤仔进行解剖获取肝胰

腺与鳃组织, 液氮速冻并长期保存于超低温冰箱

中, 用于分析重金属蓄积特征和酶活性变化特点。

1.2 肝胰腺与鳃组织中重金属质量分数测定

将上述组织样品放入 80 ℃电热恒温鼓风干燥

箱内, 烘干至恒质量后称量。每个样品加入 2 mL

硝酸( HNO3 ) , 室温放置过夜, 通风橱内 60 ℃加

热 24 h, 80 ℃赶酸 12 h。待消化液变为澄清或淡

黄色恒定不变时, 即为消化完全, 消化液定容至

20 mL, ICP-MS进行重金属离子质量分数的测定。

重金属质量分数以 μg·g
- 1
干质量表示。重金属元

素标准溶液为安捷伦公司商品化的标准溶液。用

1. 0 μg·mL - 1
的硒( Se, 45) 、锗( Ge, 72) 、铟( In,

115) 、Bi( 铋, 209) 的混合标准溶液 ( 溶于体积分

数为 1% 的 HNO3) 作为在线内标。

1.3 重金属作用下蛤仔体内抗氧化酶活力测定

取出蛤仔肝胰腺和鳃组织, 加 9 倍匀浆缓冲液

( 50 mmol·L
- 1
磷酸缓冲液、1 mmol·L

- 1
DDT、 l

mmol·L
- 1

EDTA 和 150 mmol·L
- 1

KCl) 匀浆, 匀浆

混合物在 4 ℃ 1 000 g 离心 15 min, 取其上清液

- 80 ℃保存, 用于蛋白质质量分数, SOD、谷胱

甘肽过氧化物酶( GPx) 和谷胱甘肽硫转移酶( GST)

酶活力测定。

总蛋白质量分数使用考马斯亮蓝染色法测

定
[ 1 6]

。以牛血清白蛋白为标准蛋白, 绘制标准工

作曲线。

SOD 采用黄��呤氧化酶法测定
[ 17]

。活力单位定

义为每毫克组织蛋白在 1 mL反应液中 SOD 抑制率

达 50%时所对应的 SOD量为 1 个 SOD活力单位。

基于 GPx 促进还原型谷胱甘肽 ( GSH) 和过氧
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化氢( H2 O2 ) 反应, 用酶促反应还原型 GSH 的消耗

来表示 GPx 的活力
[ 18 ]

。活力单位定义为每毫克组

织蛋白每分钟扣除非酶反应的作用, 使反应体系中

GSH浓度降低 1 μmol·L
- 1
为 1 个 GPx 酶活力单位。

GST 参考任加云等
[ 19 ]

的方法。活力单位定义

为每毫克组织蛋白在 37 ℃反应 1 min 扣除非酶促

反应, 使反应体系中 GSH 浓度降低 1 μmol·L
- 1
为

1 个酶活力单位。

SOD、GPx 和 GST 的测定结果用 U·mg - 1 prot

表示。以上指标均采用南京建成生物工程研究所提

供的试剂盒进行测定。

1.4

 

数据处理

所有试验数据用平均数 ±标准差 ( X ±SD) 表

示, 采用 SPSS 13. 0 软件, 经 One-way ANOVA 方

差分析比较海水对照组与重金属暴露组之间是否存

在显著性差异, P <0. 05 为差异显著。

2

 

结果

2.1

 

肝胰腺与鳃中重金属累积规律

海水对照组菲律宾蛤仔组织中 Cd 与 Cu 的质

量分数在所检测时间范围内未出现明显变化, 重金

属暴露组蛤仔肝胰腺与鳃组织中重金属富集情况见

图 1 和图 2。蛤仔在 10 μg·L - 1 Cd 暴露 96 h后, 其

肝胰腺组织内 Cd 富集量随着暴露时间的延长而增

加, 并在第 96 小时显著高于海水对照组水平( 2. 65

倍) ( P < 0. 05) 。在 40 μg·L - 1 Cd 暴露下蛤仔肝胰

腺组织内 Cd 富集也呈现明显的时间效应, 在第

24、第 48 和第 96 小时均呈现显著性增加, 第 96

小时肝胰腺组织内 Cd 积累量为 21. 2 μg·g - 1 , 为对

照组的 12 倍( P <0. 05) ( 图 1 - a) 。Cd 暴露下蛤仔

鳃组织内 Cd 富集量也随着 ρ( Cd) 的增加以及暴露

时间的延长而显著升高, 最高累积量达到 10. 1 μg

图 1

 

镉在菲律宾蛤仔肝胰腺( a) 与鳃( b) 中的累积规律

* . 差异显著 P < 0. 05, 后图同此

Fig. 1

 

Bioaccumulation of Cd in hepatopancreas ( a) and gill ( b) of R. philippinarum

* . significant difference( P < 0. 05) . The same case in the following figures.

图 2

 

铜在菲律宾蛤仔肝胰腺( a) 与鳃( b) 中的累积规律

Fig. 2

 

Bioaccumulation of Cu inhepatopancreas ( a) and gill ( b) of R. philippinarum
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·g - 1 , 为对照组的 5. 8 倍 ( P < 0. 05) ( 图 1 - b) 。

可见菲律宾蛤仔肝胰腺对 Cd 的蓄积倍率高于鳃组

织。

菲律宾蛤仔肝胰腺与鳃组织对 Cu 的蓄积能力

见图 2。Cu暴露试验中蛤仔肝胰腺对 Cu 的积累量

随着暴露浓度的增加和暴露时间的延长而显著升

高, 最高蓄积量达到 42. 6 μg·g - 1 , 为对照组的

3. 6 倍( P < 0. 05) ( 图 2 - a) 。蛤仔鳃组织对 Cu 蓄

积也表现出明显的剂量效应与时间效应。10 μg·

L- 1 Cu暴露 96 h 后, 蛤仔鳃中 Cu的蓄积量呈现显

著变化, 为 9. 12 μg·g
- 1

( 为对照组的 1. 3 倍) ( P <

0. 05) 。40 μg·L
- 1

Cu 暴露 24 h、48 h 和 96 h 后,

蛤仔鳃中 Cu 的累积量均显著增加, 最高累积量达

到 31. 5 μg·g
- 1

, 为对照组的 4. 5 倍 ( P <0. 05) ( 图

2 - b) 。

综上所述, 菲律宾蛤仔 2 种组织对重金属 Cd 与

Cu 的富集具有以下 3 点特征: 1) 蛤仔肝胰腺与鳃组

织对重金属 Cd 与 Cu 的积累随着暴露浓度与暴露时

间的增加而增大, 具有明显的浓度效应与时间效应;

2) 蛤仔肝胰腺对重金属的富集能力大于鳃组织:

3) 菲律宾蛤仔对 Cd 的富集倍率明显高于 Cu。

2.2

 

Cd 暴露对蛤仔肝胰腺与鳃组织 SOD、GPx

和 GST 活力的影响

10 μg·L
- 1

Cd 处理组蛤仔肝胰腺中 SOD 活力

在第 48 小时被显著诱导, 而 GPx、GST 活力则未

见被显著诱导, 与对照组水平相当( 图 3) 。40 μg·

L
- 1

Cd 暴露 24 h 蛤仔肝胰腺 SOD 活力与海水对照

组相比被显著抑制 ( P < 0. 05) , 并在第 48 小时快

速回升, 至第 96 小时 SOD 活力被显著诱导 ( P <

0. 05) 。40 μg·L
- 1

Cd 处理后蛤仔肝胰腺 GPx 活力

在第 24 小时显著升高( P < 0. 05) , 并在 48 ～96 h

后恢复到对照组水平, GST 活力在 40 μg·L
- 1

Cd

的作用下逐渐降低, 并在第 48 小时被显著抑制 ( P

< 0. 05) , 至第 96 小时恢复到对照组水平。

Cd 暴露对菲律宾蛤仔鳃组织 SOD、GPx 和

GST活力的影响见图 4。10 μg·L
- 1

Cd 处理后蛤

仔鳃 SOD、GPx和 GST活力在暴露 24 h 和 /或 48

h后显著升高( P < 0. 05) , 至第 96 小时恢复到对

照组水平。40 μg·L
- 1

Cd 胁迫 24 h, 蛤仔鳃 SOD、

GPx 活力在第 48 小时被显著 诱导 ( P < 0. 05) ,

GST活 力 则 在 暴 露 24 h 后 被 显 著 抑 制 ( P <

0. 05) 。以上结果表明 , 1) Cd 作用下 3 种抗氧化

酶活力在多数时段被显著诱导, 但 40 μg·L - 1 Cd

图 3

 

镉对菲律宾蛤仔肝胰腺超氧化物歧化酶( a) 、谷胱甘

肽过氧化物酶( b) 与谷胱甘肽硫转移酶 ( c) 活力的影响

Fig. 3

 

Effects of Cd exposure on activities of SOD( a) , GPx

( b) and GST ( c) in hepatopancreas of R. philippinarum

暴露则会导致 SOD、GST 活力被显著抑制 ; 2) Cd

作用下蛤仔鳃组织中抗氧化酶活力变化比肝胰腺

敏感。

2.3

 

Cu 暴露对蛤仔肝胰腺与鳃组织 SOD、GPx

和 GST 活力的影响

图 5 和图 6 显示, 10 μg·L - 1 Cu 暴露 96 h后蛤

仔肝胰腺与鳃中 SOD 和 GPx活力均没有显著变化,

GST 活力在第 96 小时被显著抑制 ( P < 0. 05) 。40

μg·L - 1 Cu 作用下蛤仔肝胰腺 SOD、GPx 和 GST

活力在第 24 小时和 /或第 48 小时被显著诱导( P <
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图 4

 

镉对菲律宾蛤仔鳃超氧化物歧化酶( a) 、谷胱甘

肽过氧化物酶( b) 与谷胱甘肽硫转移酶 ( c) 活力的影响

Fig. 4

 

Effects of Cd exposure on activities of SOD ( a) ,

GPx ( b) and GST ( c) in gill of R. philippinarum

0. 05) , 96 h 后恢复至对照组水平。40 μg·L - 1 Cu

暴露下蛤仔鳃 SOD 活力在第 24 小时开始显著升高

并持续至第 96 小时 ( P < 0. 05) ; GPx 活力逐渐升

高至第 96 小时呈现显著性诱导 ( P < 0. 05) ; 而

GST活力在 24 ～48 h 内有所升高, 但与对照组相

比无显著差异, 当暴露持续至第 96 小时后鳃 GST

活力被显著抑制 ( P < 0. 05) 。综上所述, Cu 作用

下菲律宾蛤仔肝胰腺与鳃组织内抗氧化酶活力变化

具有明显的剂量效应, 即低浓度作用下无显著变

化, 而高浓度 Cu 作用下大部分抗氧化酶活力被显

著诱导。

图 5

 

铜对菲律宾蛤仔肝胰腺超氧化物歧化酶( a) 、谷胱甘

肽过氧化物酶( b) 与谷胱甘肽硫转移酶 ( c) 活力的影响

Fig. 5

 

Effects of Cu exposure on activities of SOD ( a) , GPx

( b) and GST ( c) in hepatopancreas of R. philippinarum

3

 

讨论

通常认为水生动物经过以下途径吸收重金属:

1) 经过鳃吸收水中溶解态重金属离子, 通过血液

输送到各组织中; 2) 通过摄食经消化道吸收水体

或残留在饵料中的重金属; 此外, 重金属也可通过

体表与水体的渗透交换作用进入体内
[ 20 - 21 ]

。目前

有关贝类对重金属生物富集作用的研究较多。日本

海虾夷扇贝( Patinopecten yessoensis) 消化腺中 Cd 质

量分数高达 150 μg·g
- 1
干质量, 且随贝龄增加 Cd

质量分数显著增加
[ 22] ; WANG 等

[ 23 ]
研究表明, 在
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图 6

 

铜对菲律宾蛤仔鳃超氧化物歧化酶( a) 、谷胱甘

肽过氧化物酶( b) 与谷胱甘肽硫转移酶 ( c) 活力的影响

Fig. 6

 

Effects of Cu exposure on activities of SOD ( a) , GPx

( b) and GST ( c) in gill of R. philippinarum

Cd暴露下菲律宾蛤仔鳃、消化盲囊、软体部 Cd质

量分数显著升高, 表现出良好的时间剂量效应, 且

各组织对重金属的累积量高低依次为消化盲囊 > 鳃

>闭壳肌。淡水贻贝 ( Anodonta anatina) 在 20 μg·

L
- 1

Cu 作用下, 各组织内 Cu 离子均大量累积, 且

消化腺中含量最高, 外套膜和鳃次之
[ 24 ]

。笔者研

究发现, 菲律宾蛤仔肝胰腺和鳃组织对重金属 Cd、

Cu的积累随暴露浓度与暴露时间的增加而增大,

具有明显的剂量效应与时间效应。蛤仔肝胰腺对重

金属的富集能力大于鳃。以上研究表明重金属在贝

类不同组织器官中的积累量是不均衡的, 一般来说

肝胰腺中的含量最高。同种生物各个组织器官对重

金属蓄积能力的差异, 与对应组织对重金属的吸

收、代谢及调节能力有关, 对于贝类来说, 肝胰腺

和鳃是重金属亲和力最大的器官。污染物一般首先

通过鳃进入体内, 最终通过血淋巴流经全身, 从而

在肝胰腺内被截留而蓄积。另外, TOPCUOG
～

LU

等
[ 2 5]

研究表明重金属在贝类体内的累积浓度由高

到低依次为 Pb、钴 ( Co) 、Cd、铬 ( Cr) 、Cu、锰

( Mn) 、镍( Ni) 和锌( Zn) , 这与笔者研究中蛤仔组

织对 Cd 富集倍率高于 Cu 的结果一致。

为了探讨重金属对菲律宾蛤仔的氧化损伤效

应, 该研究考察了重金属 Cd、Cu 作用下蛤仔抗氧

化酶活力的变化情况。菲律宾蛤仔肝胰腺和鳃组织

内 SOD、GPx 与 GST 活力在暴露的某些时段均显

著升高, 但随着暴露时间延长 SOD 与 GST活力可

被高浓度 Cd、Cu所抑制。上述结果表明, 重金属

在菲律宾蛤仔体内的富集对机体造成了氧化胁迫,

体内产生的大量活性氧产物刺激抗氧化酶迅速合成

来清除和转运活性氧产物, 即抗氧化防御系统在低

氧化胁迫下受到激活。类似的结果在其他贝类也有

发现, 如 80 μg·L - 1 Cd 对紫贻贝 ( Mytilus gallopro-

vincialis) 作用 21 d 后, 其消化盲囊 SOD 活力被显

著诱导
[ 2 6]

。在受到亚致死浓度 Cu 和 Pb 胁迫 24 h

后, 珠母贝( Pinctada fucata) 外套膜 SOD 活力显著

增加
[ 2 7]

。有关重金属抑制 SOD 和 GST活力的现象

在以前的研究中亦有报道。酶活力的降低可能是因

为重金属对细胞的氧化损伤已经超过了细胞本身的

承受能力, 大量活性氧产物得不到有效清除, 削弱

了抗氧化酶的活力, 甚至抑制了抗氧化酶的表

达
[ 2 8]

。无论抗氧化酶活性增加还是下降, 均表示

机体内生成了大量的活性氧产物, 菲律宾蛤仔抗氧

化防御系统的正常功能已被扰乱。另外, 菲律宾蛤

仔鳃和肝胰腺中 SOD 和 GST 活力对 Cd 或者 Cu 胁

迫较为敏感, 可作为重金属污染的潜在生物标志物

之一, 但其应用的有效性还需在现场试验中进行验

证。
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