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萘暴露对环文蛤的氧化胁迫与损伤研究

窦

 

勇, 乔秀亭, 陈丽梅, 周文礼
( 天津农学院水产学院 , 天津市水产生态及养殖重点实验室 , 天津 300384)

摘要 : 试验条件下研究了不同质量浓度( 2 mg·L - 1
、8 mg·L - 1

和 32 mg·L - 1 ) 双环芳烃———萘暴露对环文蛤 ( Cycli-

na sinensis) 超氧化物歧化酶( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) 、碱性磷酸酶 ( AKP) 活性和丙二醛( MDA) 生成量变化的

影响。结果表明 , 高浓度萘( 32 mg·L - 1 ) 在 15 d 内对环文蛤有很强的致死效应 ; 在非致死条件下 , 随暴露时间延

长 SOD 活性持续升高 , CAT 活力存在低浓度促进高浓度抑制的现象 , AKP 活性随暴露时间延长表现出先升高后

降低的趋势 , 而 MDA 生成量则随暴露时间延长呈现低→高→低的变化。Pearson 相关分析显示 , 在环文蛤应对氧

化胁迫的过程中 SOD 和 CAT 呈现协同作用( R = 0. 439, P < 0. 01) , SOD 和 AKP 表现拮抗关系( R = - 0. 571, P <

0. 01) 。在保护细胞膜结构完整性方面 , CAT 和 AKP可能较 SOD发挥更大作用( R = - 0. 490, P < 0. 01) 。
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Study on oxidative stress and damage of Cyclina sinensis
exposed to naphthalene

DOU Yong, QIAO Xiuting, CHEN Limei, ZHOU Wenli
( Tianjin Key Lab. for Aquaculture Ecology and Cultivation, Fisheries College of Tianjin

Agriculture University, Tianjin 300384, China)

Abstract: The SOD, CAT, AKP activities and MDA content were determined after Cyclina sinensis were exposed to different concen-

trations ( 2 mg·L - 1 , 8 mg·L - 1 and 32 mg·L - 1) of naphthalene under experimental ecotoxicology conditions. The results indicate that

C. sinensis had high mortality rate under 32 mg·L - 1 of naphthalene. Under non-lethal conditions and with increase of naphthalene expo-

sure time, SOD activity showed a continuous increasing trend; CAT activity was promoted in low-concentration group and inhibited in

high-concentration group; AKP activity was initially increasing then decreasing; MDA content fluctuated following the trend of low→

high→low. According to Pearson correlation analysis, SOD and CAT showed synergistic effect ( R = 0. 439, P < 0. 01) , while SOD

and AKP showed antagonism effect ( R = - 0. 571, P < 0. 01) . CAT and AKP might protect cellular membrane structure better than

SOD ( R = - 0. 490, P < 0. 01) .
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  多环芳烃( PAHs) 是一类对生态环境有严重影

响的持久性有机污染物, 由于其化学结构稳定、容

易沿食物链富集且其中有相当一部分具有强的致癌

性和遗传、免疫抑制毒性
[ 1 - 3 ]

, 因此被国际社会列

为优先监测和重点控制的污染物。海洋环境中的

PAHs大多来源于近岸陆源排污和能源利用过程,

而近年来海上原油生产和沿海石化工业的发展以及

各种泄漏事故造成近岸海域及沉积物中的 PAHs 浓
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度不断升高, 对海岸带生物类群构成了严重威胁,

有文献记录中国海域海洋贝类对石油烃的富集系数

可达 1. 4 ×10
3 [ 4 ]

, 马继臻等
[ 5 ]

调查了东海沿岸 9 个

区域石油烃对 6 种贝类的污染情况, 结果显示贝类

体内石油烃质量分数为 1. 28 ～37. 6 mg·kg
- 1

( 湿质

量) , 平均为 10. 78 mg·kg
- 1

, 苗晶晶等
[ 6 ]

发现 10

μg·L - 1
的苯并芘会对栉孔扇贝 ( Chlamys Farreri) 的

鳃和消化盲囊造成严重损伤, 王清等
[ 7 ]

发现苯并

芘胁迫会显著提高文蛤( Meretrix meretrix) 血细胞的

死亡率, 丁鉴峰等
[ 8]

指出自然海区的石油烃污染

物显著诱导了菲律宾蛤仔 ( Ruditapes philippinarum)

体内的谷胱甘肽表达, 表现了较强的免疫毒性。国

外科学家发现 PAHs的遗传毒性体现在可以共价结

合并破坏水生生物的 DNA
[ 9 - 10]

。科学界一般认为,

3 个及以上苯环稠和形成的 PAHs 才具有较高的环

境风险, 对海洋生物的潜在危害较大
[ 11 - 13 ] , 因此

目前的关注点大多集中于三环以上的 PAHs, 而对

三环以下 PAHs的生物毒性研究较少。萘是由 2 个

苯环构成的最简单的 PAHs, 在化学工业中应用非

常广泛, 但其致毒作用长久以来未得到重视, 特别

是萘对海洋生物的毒性研究至今鲜见报道, 因此开

展萘的生态毒理学研究具有十分重要的现实意义。

PAHs 进入生物体以后会发生代谢转化, 产生

一系列中间产物和活性氧自由基, 对生物体施加氧

化胁迫并造成损伤。组织的抗氧化酶系统构成了抵

御活性 氧 的 第 一道 防 线
[ 14 ]

, 超 氧化 物 歧 化酶

( SOD) 和过氧化氢酶( CAT) 是保护细胞免受氧化损

伤的关键酶, 分别在清除 O -
2 和 H2 O2 方面起重要

作用, 二者虽然存在于细胞的不同部位, 但均具有

易受诱导、广谱表达的特性; 碱性磷酸酶 ( AKP)

是生物体内一种重要的水解酶, 主要参与磷元素代

谢, 但近年来其在指示氧化胁迫方面的应用逐渐得

到研究者认可; 丙二醛( MDA) 是膜质过氧化的主

要产物, 其含量高低可直接表征生物膜系统遭受氧

化损伤的程度, 是目前应用非常普遍的海洋污染生

物监测指标
[ 15]

。

环文蛤( Cyclina sinensis) 是中国近海常见的双壳

贝类, 可以作为海岸带环境理想的指示生物。文章

以环文蛤作为试验生物, 研究了在不同浓度萘静态

暴露条件下环文蛤软体部 SOD、CAT、AKP 活性和

MDA 生成量的变化, 探讨萘对环文蛤的致毒机理,

不仅为贝类养殖的环境毒理学研究提供理论基础,

还可为实施 PAHs生物监测提供更多的试验证据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

从浙江温州沿海养殖场采集大小均匀、平均壳

高为( 4. 1 ±0. 2) cm的环文蛤作为试验材料, 以小

球藻( Chlorella vulgaris) 作为饵料在实验室暂养驯

化 7 d, 期间小球藻投喂密度约 1. 0 ×106
个·mL - 1 ,

每日投饵 2 次, 每次 200 ～250 mL。培养基为人工

配方海水, 盐度 34 ±1, pH 7. 6 ±0. 1, 硝态氮

( NO3 -N) 质量浓度为 0. 31 ～0. 36 mg·L
- 1
、铵态氮

( NH4 -N) 质量浓度为 0. 14 ～0. 17 mg·L - 1
、亚硝态

氮( NO2 -N) 质量浓度为 0. 008 ～0. 010 mg·L
- 1
、活

性磷 ( PO4 -P) 质量浓度为 0. 010 ～0. 113 mg·L - 1
。

暂养容器为 60 L 玻璃培养箱, 每日换水 1 /2 并用

软管吸底清除贝类排泄物和沉积藻体, 培养阶段采

用连续曝气方式, 水温控制在 22 ～24 ℃, 采用自

然光照。

1.2 目标污染物

萘, 分子式 C10 H8 , 是具有特殊气味的晶体,

不溶于水, 半数致死量( LD50 ) =490 mg·kg
- 1

( 大鼠

经口) , 属低毒类物质。该试验用萘购自天津市计

量监督检测科学研究院 ( 分析纯 ) , 以丙酮 ( 分析

纯) 作为助溶剂, 配制 1 g·L - 1
的萘-丙酮溶液作为

母液贮藏备用, 正式试验时稀释成相应浓度的工作

液使用。

1.3 萘胁迫试验

1. 3. 1 将驯化好的环文蛤置于预先充分曝气的 5 L

水槽中培养, 并确定污染物浓度。每个水槽放置

15 个环文蛤个体, 培养期间环境条件除不曝气外

与 1. 1 所述相同。试验液相体系每日更换, 保持污

染物浓度恒定。

1. 3. 2 根据文献调研和预试验设定该研究的污染

物浓度, 设置 3 个萘浓度梯度, 每个浓度设 3 个平

行, 同时做空白对照( control) 和最高溶剂对照( ac-

etone control)
[ 16 ]

。萘的正式试验质量浓度分别为 2

mg·L
- 1
、8 mg·L

- 1
和 32 mg·L

- 1
, 试验周期为 15

d, 每隔 5 d 取样一次, 测定环文蛤 SOD、CAT、

AKP活性和 MDA 质量摩尔浓度。

1.4 生化标志物测定

分别在第 0、第 5、第 10 和第 15 天从各试验

组中随机挑选 3 个环文蛤, 解剖后取出软体部, 在

预冷的生理盐水环境下对软体部进行整体组织破碎

[ m( 软体部) �V( 生理盐水) =1�9] , 然后在 4 ℃
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条件下 3 000 r·min - 1
离心 10 min, 取上清液测定

SOD、CAT、AKP 活性和组织可溶性总蛋白、MDA

质量摩尔浓度。将每毫克组织蛋白在 1 mL反应液

中 SOD 抑制率达 50% 时所对应的 SOD 量定义为 1

个 SOD 酶活力单位 ( U) ; 将每毫克组织蛋白每秒

钟分解 1 μmol H2 O2 的量定义为 1 个 CAT酶活力单

位( U) , 将每克组织蛋白在 37 ℃与基质作用 15

min 产生 1 mg 酚定义为 1 个 AKP酶活力单位( U) 。

SOD、CAT活性以酶活单位·毫克蛋白
- 1

( U·mg
- 1

)

表示, AKP 活性以酶活单位·克蛋白
- 1

( U·g
- 1

) 表

示, MDA 质量摩尔浓度以纳摩尔·毫克蛋白
- 1( nmol

·mg - 1 ) 表示。所有指标测试方法均参照商品化试剂

盒( 购自南京建成生物工程研究所) 说明, 吸光度

值使用 UV-1240 紫外-可见分光光度计测定。

1.5 数据处理

所有的生化指标结果均以平均值 ±标准误 ( X

±SE) 表示( n = 3) 。使用 SPSS 17. 0 软件进行单

因素方差分析 ( One-Way ANOVA) 和 LSD 多重比

较检验 ( LSD post-hocmultiple comparison tests) 判

断不同浓度萘胁迫对生化指标的效应。另外, 借

助双 变量 Pearson 相关 性 分析 ( bivariate Pearson

correlation analysis) 研究萘胁迫与生化指标之间的

相关性。

2 结果与分析

分析结果显示, 空白对照和最高溶剂对照之间

的差异不显著( P >0. 05) , 说明以丙酮作为助溶剂

合适, 不会对试验结果的有效性造成干扰, 试验效

应由萘的作用产生。试验结束前, 萘质量浓度为

32 mg·L
- 1
的处理组中环文蛤陆续全部死亡, 表明

32 mg·L
- 1
的萘对环文蛤有很强的致死效应。由于

死亡个体的生化标志物无实际意义, 因此缺失第

15 天时 32 mg·L - 1
浓度组的测定数据。

2.1 萘对 SOD 活性变化的影响

多数处理组的 SOD 活性显著高于对照组 ( 图 1

- a) , 表明萘胁迫对 SOD 有较强的诱导表达作用,

且胁迫时间越长 SOD 活性越强。第 5 天时各污染

物处理组间的 SOD 活性差异不显著 ( P > 0. 05) ,

说明萘胁迫对 SOD 的诱导具有一定的时滞性; 第

10 天时 SOD 活性随萘质量浓度升高而显著增强 ( P

< 0. 05) , 32 mg·L
- 1
组的 SOD 活性分别是 2 mg·

L
- 1
组和 8 mg·L

- 1
组的 1. 63 倍和 1. 22 倍; 至第 15

天时 SOD 诱导率达到峰值, 但是活性却与萘的质

量浓度呈现相反变化, 此时 8 mg·L - 1
组的 SOD 活

性仅为 2 mg·L - 1
组的 44% 。

2.2 萘对 CAT 活性变化的影响

CAT也是生物体内一种关键的氧化防御酶,

但在该研究中 CAT 的诱导活性远低于 SOD, 整个

试验过 程中 CAT 活 性水 平仅 为 SOD 的 2% ～

8. 2% 。试验中 CAT活性随暴露时间延长表现出升

高-降低-升高的变化趋势, 而且存在低浓度促进诱

导高浓度抑制表达的现象 ( 图 1 - b) 。第 5 天时

CAT活性与萘质量浓度呈显著的负向变化 ( P <

0. 05) , 2 mg·L
- 1
组分别为是 8 mg·L

- 1
组和 32 mg·

L
- 1
组的 2. 67 倍和 6. 4 倍, 但是随着试验的继续

CAT水平锐减; 至第 10 天时 CAT活性降至第 5 天

时的 13% ～60% , 此后 CAT 活性逐渐回升; 第 15

天时已恢复到接近第 5 天时的水平, 但是 2 mg·

L - 1
组显著高于 8 mg·L - 1

组( P <0. 05) 。

2.3 萘对 AKP 活性变化的影响

环文蛤 AKP 活性随萘胁迫时间延长表现出先

升高后降低的趋势。第 5 天时活性水平显著高于第

10 和第 15 天( P <0. 05) , 其中 8 mg·L - 1
组 AKP活

性达到试验期峰值, 分别为 2 mg·L- 1
组和 32 mg·

L - 1
组的 2. 25 倍和 2. 34 倍, 此后各处理组活性急

剧下降且组间差异不显著 ( P > 0. 05) ; 第 10 天时

各组 AKP 活性仅为第 5 天时的 4. 1% , 从第 10 至

第 15 天 AKP一直保持低水平稳态( 图 1 - c) 。

2.4 萘对 MDA 生成量变化的影响

MDA 是细胞膜质过氧化的产物, 反映细胞氧

化损伤的程度。试验前期组织生成的 MDA 极少且

各处理组间无显著差异( P > 0. 05) , 表明萘未对细

胞膜结构造成严重破坏, 随着时间推移, 萘的毒害

作用逐渐显现, 第 10 天时各处理组的 MDA 生成量

达到峰值, 分别为第 5 天时各组的 12 ～15 倍, 随

后组织 MDA 急剧减少; 第 15 天时下降到接近第 5

天时的水平( 图 1 - d) 。

3 讨论

3.1 生化指标的变化规律探讨

隋亚栋
[ 1 7]

发现蒽对菲律宾蛤仔的 SOD、CAT

活力影响存在一个随暴露时间延长先诱导后抑制的

过程, 而该研究中 SOD 活性随暴露时间延长活性

持续增强, CAT活力表现升高-降低-升高的变化趋

势, 这可能与不同物种抗氧化酶的诱导表达模式和
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图 1 萘对超氧化物歧化酶( a) 、过氧化氢酶( b) 、碱性磷酸酶( c) 活性与丙二醛生成量( d) 变化的影响

* . 差异显著 ( P < 0. 05)

Fig. 1 Effect of naphthalene on SOD ( a) , CAT( b) , AKP( c) activities and MDA content ( d) of C. sinensis

* . significant difference ( P < 0. 05)

污染物的化学结构及毒性差异有关。PAHs 刺激生

物体合成 AKP的研究报道较少, 黄周英等
[ 18 ]

指出

痕量( 10 ng·L
- 1

) 三丁基锡不影响文蛤 AKP 活性表

达, 余群等
[ 1 9]

发现硒 ( Se
4 +

) 浓度在高于和低于

12. 5 mmol·L
- 1
时对华贵栉孔扇贝 ( Chlamys nobilis)

AKP分别产生激活和抑制作用, 这与 Se
4 +

和 AKP

相互作用影响酶分子空间构象有关。这些结果虽与

该研究中 AKP先诱导后抑制的变化趋势不尽相同,

但也说明了不同物种间 AKP 的诱导变化存在很大

差异。该试验结果显示, 环文蛤 MDA 水平先升高

后降低, 表明膜结构的受损程度先升后降, 暗示生

物体抵御氧化胁迫的过程具有一定的时滞性, 这与

其他学者的结论有所不同
[ 20 - 21 ]

, 可能是因为生物

体的保护机制存在种间差异。

PAHs 进入生物体会转化生成一系列的中间活

化产物和活性氧自由基, 对细胞、组织施加氧化胁

迫, 然后诱导体内的防御酶类特别是抗氧化酶表

达, 此过程虽然存在普遍性, 但不同污染物对不同

物种抗氧化酶的诱导效应却千差万别, 同时污染物

发挥毒性作用取决于暴露的强度和时间, 也取决于

生物种类的敏感性
[ 22 ]

, 这暗示存在着目标生物-污

染物-生化指标的映射路径。

3.2 生化指标间的相关性分析

为探究生化指标间的变化规律, 进行了双变量

的 Pearson 相关分析, 结果见表 1。

SOD 和 CAT 是保护细胞免受氧化损伤并获得

组织抗性的关键酶, 分别在清除氧离子 ( O -
2 ) 和过

氧化氢( H2 O2 ) 方面起重要作用。在该研究中 SOD

和 CAT在受到萘诱导后活性激增, 而且在整个试

验周期内都维持了高水平, 虽然表达规律和表达量

不尽一致但是却呈现协同作用 ( R = 0. 439, P <

0. 01) , 说明 2 种酶在环文蛤应对氧化胁迫的过程
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表 1 生化指标之间的 Pearson相关系数矩阵

Tab.1 Pearson correlation coefficient matrix among biochemical indicators

SOD活性
SOD activity

CAT活性
CAT activity

AKP活性
AKP activity

MDA 生成量
MDA content

超氧化物歧化酶活性 SOD activity 1 0. 439** - 0. 571 ** - 0. 141

过氧化氢酶活性 CAT activity 1 - 0. 018 - 0. 490 **

碱性磷酸酶活性 AKP activity 1 - 0. 490 **

丙二醛生成量 MDA content 1

 

注 : ** . 差异极显著

 Note: ** . very significant difference

中发挥了基本一致的功能; AKP 主要在生物体磷

酸基团转移和代谢过程中发挥作用, 是细胞免疫系

统的重要组分, 试验中 AKP 在 5 d 内呈高活性状

态, 起到了重要的免疫功能, 而 5 d 后活性锐减至

较低水平且与 SOD 的诱导活性表现拮抗关系 ( R =

- 0. 571, P < 0. 01) , 表明 AKP 与 SOD 之间存在

着作用时间和功能效应的差异, 暗示环文蛤的组织

抗性相较于免疫活性可能在抵御氧化胁迫的过程中

发挥更为重要的作用; MDA 是脂质过氧化的产物,

表征了细胞膜系统氧化损伤的程度, 该研究中

AKP和 CAT 活性均与 MDA 生成量负相关 ( R =

- 0. 490, P <0. 01) , 说明这 2 种酶能有效中和活

性氧, 降低细胞 MDA 生成, 保护细胞膜结构的完

整性, 同时暗示两者在抑制膜质过氧化方面可能有

相近的作用位点和作用机制。

3.3 PAHs的生态风险和对人体健康的影响

该研究发现一定质量浓度的萘 ( 32 mg·L
- 1

) 对

环文蛤有强致死效应, 说明萘在环境中具有较高的

潜在风险, 而目前有研究表明食用海产品是人体摄

入 PAHs的主要途径之一
[ 23 ]

, 因此开展海洋生物

体 PAHs残留的人体暴露风险评价具有十分重要的

现实意义。目前该领域的研究成果较为分散, 主要

原因就是尚未建立 PAHs污染物的标准分析方法和

健康风险的普适评价体系, 使已有工作有较大的异

质化差别, 很难进行纵向和横向比较。因此针对以

上问题, 有必要继续深入探索以健全生物体 PAHs

监测和人体暴露风险评价体系, 并在毒性试验基础

上开展医学范畴的临床研究和流行病学调查, 以便

更合理、有效地评估 PAHs 对环境、生物和人体健

康的影响。

4 展望

化学物质对生物的毒性作用具有高度复杂性,

要想全面、深入地阐释污染物的毒性效应和生物体

的响应机理, 分子水平的研究不可或缺, 因此十分

有必要在测定生化指标基础上开展污染物的分子生

态毒理学研究。目前已有不少学者从事这方面的工

作, 国外有人尝试使用单细胞凝胶电泳技术( 彗星

试验) 检测多环芳烃和多氯联苯对生活在英吉利海

峡的比目鱼遗传物质的损伤效应
[ 24 ] , 也有专家使

用放射性
3 2

P( 磷) 后标记技术研究苯并芘对紫贻贝

( Mytilus edulis) 细胞 DNA 加合物形成的影响
[ 25] ,

MCCLAIN等
[ 2 6]

研究了苯并芘暴露 24 h 后虹鳟

( Oncorhynchus mykiss) CYP1A1 基因的诱导表达,

还有学者发现苯并芘、多氯联苯 1254 和二氧芑能

够诱发欧洲鳗鲡 ( Anguilla anguilla) 体内红细胞的

DNA 双链断裂和细胞程序化死亡 ( programmed cell

death)
[ 27]

。靳永轩等
[ 28]

借助实时定量 PCR 技术研

究了石油烃暴露对栉孔扇贝 CYP4 基因表达的作

用, 畅悦等
[ 2 9]

利用基因芯片技术研究了嗜热四膜

虫( Tetrahymena thermophila) 在 3 种环境激素类污染

物( 二氯二苯三氯乙烷、三丁基锡、2030708-四氯

二苯并二噁英 ) 胁迫下的基因组表达谱和功能网

络, 这些成果也为该试验的后续研究提供了借鉴。
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