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海水中铜在扇贝组织的蓄积及其对酶活性的影响
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摘　要: 采用暴露实验方法,研究了不同浓度的铜 (Cu2+ )对栉孔扇贝 (Ch lam y s f a rreri) 鳃、肌肉、内脏团组织铜蓄积量及
超氧化物歧化酶 (SOD )活性的影响。结果表明:随水体中铜浓度升高,扇贝各组织的铜蓄积量明显上升,依次为内脏> 鳃>

肌肉。Cu2+ 浓度对栉孔扇贝各组织超氧化物歧化酶 (SOD )活性均有明显影响,酶活性随Cu2+ 浓度升高表现为抑制2诱导2抑
制的规律。栉孔扇贝各组织 SOD 酶对水体中Cu 污染反应敏感,存在计量2效应关系,对海洋铜污染具有指示作用。能灵敏
指示海洋铜污染的扇贝优选组织是鳃,其次是内脏。
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0　引　言

随着工业废水排放量的增加,中国水域重金属污染
日趋严重,给水生生物的生存环境造成了严重的影响。
与其它污染物相比,重金属极难降解,进入环境后可沿
生物链放大,最终积累在人类食品中,对人类身体健康
产生潜在危害,而成为人们关注的食品安全问题[ 1- 4 ]。
重金属离子通过破坏细胞膜或抑制细胞分裂导致水生
生物生长和繁殖异常、生物体畸变、甚至死亡。而生物死
亡、生长受阻或繁殖受影响及最终导致生态系统破坏,

这些已是污染物的晚期影响,因此,探索能反映低浓度
污染物对生物早期影响的参数,是水生态毒理学研究迫
切需要解决的问题[ 5 ]。生物体在分子水平上的改变可反
映污染物对生物早期的作用,因而可作为灵敏的指标,

用于检测污染物对生物个体、种群的早期影响,从而达
到保护生物及生态系统的目的。抗氧化防御系统作为一
类有前途的分子生态毒理指标,已逐渐引起国内外学者
的关注。超氧化物歧化酶 (Super O x ide D ism u tase

SOD )是机体抗氧化防御系统的重要酶之一,其广泛存
在于需氧和耐氧生物体各组织中,它主要通过催化O 2-

歧化反应: 2O 2- + 2H + →H 2O 2+ O 2 从而达到清除活性
氧的作用[ 6 ] , 使机体免受氧化伤害。据 Zeng Y W
(2002) [ 7 ]的研究,抗氧化防御系统的一个重要特征是其
活性或含量可由于污染的胁迫而发生改变。因而, SOD
酶活性变化可间接反映环境中氧化污染的存在,可作为
环境污染胁迫的指标。
目前,对于重金属在鱼类蓄积的研究以及重金属对

鱼类酶活性影响的研究已有报道[ 8- 13 ] , 而关于重金属
在贝类组织的蓄积及其对贝组织酶活性影响方面的研
究则鲜有报道。扇贝作为中国沿岸海域的主要养殖经济
品种之一,其肉鲜、味美,深受人们喜爱。本文以栉孔扇
贝为材料,采用暴露实验方法研究了其鳃、内脏团、肌肉
组织对重金属铜的蓄积规律,以及铜浓度对其组织酶活
性的影响,旨在为海洋污染的综合治理及生态风险评价
提供一些有价值的参数。

1　材料与方法

1. 1　试剂与仪器
试剂: 浓硝酸、30%过氧化氢、氢氧化钠、CuSO 4·

5H 2O 均为优级纯。
仪器: 瑞士M etrohm 746ö747 伏安极谱仪, SH I2

M AD ZU 的 TOC2V cpH 总有机碳测定仪,M iLL i2Q 高
纯水设备, pH S23CB 型酸度计, 温度计, 可调式恒温电
热板, 101C21B 型电热鼓风干燥箱, 微量进样器,

Beckm an高速离心机, 恒温水浴, 7512GW 紫外分光光
度计,分析天平,超氧化物歧化酶试剂盒 (购自南京建成
生物工程研究所)。
1. 2　材料
栉孔扇贝: 购自大连佳鑫养殖公司,壳长 2. 5～ 4. 0

cm , 体重 18～ 28 g, 实验前在室温下暂养于室内 48 L
盛有天然海水的玻璃钢中 5 d,使其尽量排尽体内粪便,

为避免残饵和粪便对金属形态影响,暂养及实验期间不
投喂。
1. 3　暴露实验
在预实验的基础上, Cu2+ 浓度设 0、0. 01、0. 02、

0. 05、0. 10、0. 15 m göL 6 个处理, 每个缸中放 4 个扇
贝,装水 32 L ; 实验期间不控温,水温 19. 0±2℃,总碱
度为 2. 51±0. 04 m göL , pH 值 8. 04±0. 05,昼夜充气。
实验进行 10 d。实验结束后,将 6个浓度组中栉孔扇贝
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全部解剖,取样。
1. 4　样品的处理与测定

1) 铜蓄积量。实验结束后,将 6个浓度组中栉孔扇
贝全部解剖。用高纯水将扇贝软体部冲洗干净后解剖取
鳃, 内脏, 肌肉组织, 分别置于 50 mL 烧杯中, 称取湿
重,在 105℃下烘干 4 h 至样品恒重,在分析天平上精确
称取干重。按照《海洋监测规范》[ 14 ]中样品消解的方法,

先用几滴水湿润,加 2 mL 硝酸,盖上表面皿于电热板
上低温加热,待泡沫基本消失后,徐徐加入 1 mL 过氧
化氢 (30% ) , 于 160～ 200℃蒸至近干, 分别补加 0. 5

mL 硝酸和过氧化氢,蒸至近干再重复 1 次, 用水洗净
表面皿,洗涤液并入消化液中,移去表面皿,继续蒸发,
移到电炉上 (约 450℃)加热至不溶物呈白色 (除尽有机
物质)加入 2 mL 盐酸, 于高温电热板上蒸干, 取下冷
却,加入 1 mL (1∶1)盐酸于电热板上微热浸取不溶物
后全量转移至 50 mL 容量瓶中,再用高纯水定容。
铜含量测定采用阳极溶出伏安法在M etrohm 746

型极谱仪上进行,在极谱仪电解池中加入 3 m o l·L - 1

KC l溶液 1 mL 和 20 mL 硝化液,分别测定不同硝化样
品的金属浓度。实验所用玻璃器皿在使用前均用 10%

硝酸浸泡 24 h 以上。曝气时间 300 s,富集时间 120 s,

扫描电压范围- 1150～ 50 mV ,扫描速度 60 mV·s- 1。
2 ) 酶活性测定。解剖取扇贝鳃、内脏团、肌肉各

0. 50 g,分别放入玻璃匀浆器内,加双蒸水 2 mL 冰浴内
匀浆,再倒入离心管中,加 3 mL 双蒸水冲洗匀浆器,合
并倒入离心管中, 4500 röm in, 4℃离心 30 m in。取上清
液 (粗酶液) ,置于- 20℃待测。
测定步骤按购买自南京建成生物工程研究所的考
马斯亮蓝,超氧化物歧化酶 SOD 试剂盒的说明进行操
作,而后用 751- GW 分光光度仪在相应波长测定吸光
值。SOD 酶活性单位定义为: 每毫克组织蛋白在 1 mL
反应液中, SOD 酶抑制率达 50%时所对应的 SOD 量为
一个活性单位 (u)。
1. 5　数据处理与分析
重金属离子在鱼体组织中的浓度按下列公式计算

鱼组织内金属离子含量 =
C õ 50

W

式中　C—— 极谱仪测浓度,m gõL - 1; W —— 样品的
湿重, g。所有数据处理采用 Excel7. 0版中的数据分析
工具库软件进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度铜对栉孔扇贝鳃、内脏、肌肉蓄积的影响
在 10 d 的不同浓度的铜对栉孔扇贝铜组织蓄积影
响实验中,各组的常规理化指标基本一致。
由表 1可见,在实验条件相同的情况下,随着铜浓
度增加,栉孔扇贝各组织中铜蓄积速率及蓄积量均明显
上升。对照组扇贝各组织铜的蓄积量最低,其内脏团、
鳃、肌肉组织铜蓄积量分别为 6. 935、2. 098、1. 790
(m g·kg- 1湿重) ;铜浓度为 0. 15 m göL 实验组,其内脏
团、鳃、肌肉组织铜蓄积量最高, 分别为 88. 81、51. 02、

25. 11 (m g·kg- 1湿重)。栉孔扇贝在各浓度铜的水体
中,内脏团的蓄积量和浓集系数总是大于鳃和肌肉。从
图 1 可见,随着铜浓度的升高,内脏 Cu 的蓄积量高于
鳃和肌肉。这与L o ren tzen、M aage、Ju lsham n [ 15 ]用混有
不同浓度 Cu 的食物来投喂大西洋鲑的研究结果相一
致。朱明远等[ 16 ]对栉孔扇贝对麻痹性贝毒的积累和排
出研究表明,扇贝内脏的毒性占据了全贝毒性的 97%

以上,鳃,外套膜其次,再次为腹足,比例最小的为闭壳
肌。本实验结果与朱明远等关于栉孔扇贝对麻痹性贝毒
吸收实验结果相似。这说明,栉孔扇贝各组织对麻痹性
贝毒和重金属的蓄积可能具有相似的机理。
表 1　栉孔扇贝鳃、内脏和肌肉对水体铜的蓄积量和富集系数

T ab le 1　A ccum ulat ing amoun t and concen trat ion coeffcien t of

copper by gills, viscera and m uscle of Ch lam y s f a rreri

实验水体Cu

浓度öm g·L - 1

蓄积量öm g·kg- 1湿重

鳃 内脏团 肌肉

富集系数

鳃 内脏团 肌肉

对照组 (0) 2. 098 6. 935 1. 790 — — —

0. 01 4. 042 9. 255 3. 903 404. 2 925. 5 390. 3

0. 02 4. 498 11. 17 6. 890 224. 9 558. 5 344. 5

0. 05 29. 32 31. 13 12. 25 586. 4 622. 6 245. 0

0. 10 33. 69 39. 64 12. 86 336. 9 396. 4 128. 6

0. 15 51. 02 88. 81 25. 11 340. 1 586. 7 167. 4

图 1　铜浓度对栉孔扇贝组织铜的蓄积量的影响

F ig. 1　Effect of copper concen trat ion on copper

accum ulat ion in the t issues of Ch lam y s f a rreri

在实验进行到第 10天, 0. 15 m göL 铜浓度的实验
组出现了 2个死亡和个别将要死亡的扇贝,故实验在第
10天终止。可见栉孔扇贝虽然对铜的富集能力较强,但
对其耐受性较小。刘明星[ 17 ]等报道,渤海菲律宾蛤仔对
Zn、Pb 的富集系数均为 1900,蔡立哲[ 18 ]等计算得出厦
门海域的菲律宾蛤仔对 Zn、Pb 的富集系数分别为 1128

和 1290,但它们还完好生存,项黎新[ 19 ]等人报道的三角
帆蚌在高于国家安全浓度 10倍的重金属海水中,不仅
具有很高的富集性和耐受性,而且具有很高的净化水体
重金属的能力。这表明毛蚶、三角帆蚌、菲律宾蛤仔对重
金属的富集能力要大于扇贝,其对重金属的耐受性也要
高于扇贝。软体动物对重金属解毒机制在于重金属能诱
导金属硫蛋白合成[ 20, 21 ] ,从而调节金属在体内的平衡。
如果进入体内细胞的重金属浓度较高,重金属使巯基组
氨酸三甲基内盐生理学积累达到饱和,则重金属离子的
超量能激发新的巯基组氨酸三甲基内盐的m RNA的转
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译。这样,虽然重金属在细胞中富集可能是异常的高,但
大部分重金属是以一种无毒形式结合于新合成的巯基
组氨酸三甲基内盐上。这可能是贝类对重金属的浓集系
数较高且耐受性强不至于死亡的原因。
2. 2　铜在栉孔扇贝体内的蓄积分布
由图 1 可见,在 10 d 的不同浓度的铜对栉孔扇贝
铜组织蓄积影响实验中,内脏团铜蓄积量最高。重金属
在扇贝各组织中蓄积量顺序为:内脏团> 鳃> 肌肉。内
脏团成为扇贝体蓄积重金属的主要部位与肝的解毒作
用和肾的排泄作用有关,重金属进入体内后在肝、肾等
组织内可诱导产生大量束缚重金属的金属硫蛋白
(M T ) , 使肝、肾成为扇贝体蓄积重金属的主要部
位[ 22, 23 ]。M T 的主要生物学功能是调节扇贝体内自由金
属离子的浓度, 进入扇贝体内的多余重金属离子将和
M T 结合在体内被储存起来。因此,使内脏团重金属蓄
积量很大。鳃中蓄积量大于肌肉,可能与鳃的特殊结构
利于水中离子穿过,鳃成为扇贝体直接从水中吸收重金
属的主要部位有关。鳃是呼吸器官,与水体接触频繁,流
经鳃的血液较多,由于流经鳃的血液含有金属巯蛋白酶
等,它们能与金属结合。相比之下,肌肉对重金属的亲和
性远比上述器官、组织弱,所以在肌肉内的蓄积量最低。
由此认为,从饮食安全角度说,食用贝柱 (闭壳肌)要比
食用整体贝肉安全得多。
2. 3　Cu 浓度变化对扇贝组织 SOD 酶活性的影响
图 2、3、4分别为栉孔扇贝各组织铜蓄积量和 SOD
酶活性随铜浓度的变化曲线。由图可见,扇贝 3种组织
铜蓄积量均随水体铜浓度升高而呈明显上升趋势; 3种
组织 SOD 酶活性均随水体铜浓度升高、铜蓄积量的增
加而呈现出抑制 - 诱导 - 抑制的规律。 0. 01、0. 02

m göL低浓度的铜对 3 种组织 SOD 酶活性均有显著的
抑制作用;鳃、肌肉和内脏团酶活性分别为最初的0. 13、
0. 20、0. 05倍和 0. 07、0. 24、0. 09倍,对内脏抑制最为显
著;随着铜浓度继续升高,则出现不同程度的诱导作用,

在0. 05 m göL 时诱导达到最高峰,鳃、肌肉和内脏团 3

组织 SOD 酶活性分别为最初的 0. 14、2. 47、0. 52倍;诱
导顺序为肌肉> 内脏> 鳃。在实验浓度范围内,内脏和
鳃组织 SOD 酶始终处于显著抑制状态。表明内脏和鳃
组织 SOD 酶对铜污染反映敏感,也说明海洋铜污染对
内脏和鳃组织的损伤较肌肉严重。

图 2　铜浓度对栉孔扇贝鳃铜蓄积量和 SOD 酶活性的影响
F ig. 2　Effects of copper concen trat ion on the copper

accum ulat ion and SOD activity in the gills of Ch lam y s f arreri

图 3　铜浓度对栉孔扇贝肌肉铜蓄积量和 SOD 酶活性的影响

F ig. 3　Effects of copper concen trat ion on the

copper accum ulat ion and SOD activity in the

m uscle of Ch lam y s f arreri

图 4　铜浓度对栉孔扇贝内脏铜蓄积量和 SOD 酶活性的影响

F ig. 4　Effects of copper concen trat ion on the

copper accum ulat ion and SOD activity in the

viscera of Ch lam y s f arreri

图 2、3、4中,扇贝各组织铜蓄积量与水体铜浓度呈
正相关,各组织酶活性与铜浓度亦显著相关。表明,扇贝
各组织酶活性的变化与各组织铜蓄积量的变化有直接
的关系。可以认为,在较低铜浓度下,栉孔扇贝 3种组织
的酶活性的降低,是由于水体中铜在扇贝各组织中蓄积
及自由基产生,破坏了扇贝机体的生理平衡,从而导致
0. 01、0. 02 m göL 低浓度的铜对 3 种组织 SOD 酶活性
均有显著的抑制作用。随着铜浓度继续增加,机体的应
激系统、抗氧化防御系统被全面激活,在自由基的诱导
下 SOD 酶活性逐渐升高,以清除过量的自由基,使机体
免受氧化伤害,从而表现为酶活性有不同程度的升高。
由于自由基反应速度非常快,随着 Cu2+ 污染浓度继续
升高,有些未得到及时清除的自由基对细胞产生了不可
逆的伤害,细胞结构受到一定程度的损伤,细胞衰老加
速,因此,酶活性又逐渐回落[ 12 ]。从而导致中毒反应发
生,酶活性再次下降,出现更为显著的抑制。
鲁双庆 (2002) [ 12 ]研究了 Cu2+ 对黄鳝肝脏 SOD、

CA T、GSH - PX 活性的影响, SOD 酶在黄鳝暴露 24 h
被显著抑制,在处理 48 h 后酶活性逐渐恢复并超过对
照组水平,之后又回落到低于对照组水平,即表现为抑
制- 恢复- 抑制的过程,这与本文扇贝各组织 SOD 酶
活性变化规律相一致。
在本实验浓度范围内,鳃和内脏 SOD 酶活性始终
表现为抑制,但鳃的抑制程度始终大于内脏。肌肉 SOD
酶活性出现一个较高诱导,虽最终表现为明显抑制,但
抑制倍数明显低于鳃和内脏。所以相对而言, 扇贝鳃
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SOD 酶对铜污染物反映最为敏感,其次是内脏和肌肉。
国家渔业水质标准铜的安全浓度为 0. 01 m göL ,本
实验设定铜的初始浓度也为 0. 01 m göL ,这个安全浓度
已导致了栉孔扇贝酶活性的显著降低。此结果表明,这
个安全浓度对栉孔扇贝并不安全, 铜毒性高, 在 0. 01

m göL 的低浓度即对扇贝酶系统产生了影响,所以应控
制水体中铜的排放,至于再低于这个浓度是否会对扇贝
组织酶系统产生影响还有待于进一步探讨。
以上研究结果表明: 栉孔扇贝组织 SOD 酶对水环
境中的重金属反应敏感,且存在计量- 效应关系,对海
洋重金属污染具有指示作用。能灵敏指示海洋铜污染的
扇贝优选组织是鳃,其次是内脏。

3　结　论

1) 栉孔扇贝各组织对水体中铜具有较强的富集能
力,随铜浓度升高,各组织铜蓄积量均明显上升,各组织
铜蓄积量和富集系数顺序均为:内脏> 鳃> 肌肉。

2) 栉孔扇贝各组织 SOD 酶活性变化与各组织铜
蓄积量变化和水体中铜浓度变化直接相关。随水体中铜
浓度升高和各组织铜蓄积量增加, SOD 酶活性表现为
抑制- 诱导- 抑制的规律。

3) 栉孔扇贝的 3 种组织 SOD 酶对铜的敏感次序
为:鳃> 内脏团> 肌肉。

4) 栉孔扇贝 3 种组织 SOD 酶对海洋铜的早期污
染均具指示作用,能灵敏指示海洋铜污染的扇贝优选组
织是鳃,其次是内脏。
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Accum ulation of copper in the tissues of Ch lamys f a r rer i and its
effects on the activ ity of superox ide d ism utase in the seawater

LüJ ingca i1, 2, Zha o Yua nfe ng 1, 2, W u Yichun1, L iu C ha ngfa 1, 2, Zha ng M ingzhu1, Zha ng T ia nya ng 1

(1. Colleg e of L if e S cience and T echnology , D alian F isheries U n iversity , D alian 116023, Ch ina;

2. K ey L abora tory of M aricu ltu re and B iotechnology , M in istry of A g ricu ltu re, D alian 116023, Ch ina)

Abstract: A n expo su re experim en t w as conducted to study the effects of d ifferen t concen tra t ion s of copper
(Cu2+ ) on copper accum u la t ion and act ivit ies of Super O x ide D ism u tase (SOD ) in g ills, m u scle and viscera of
C h lam y s f a rreri. T he resu lts show ed tha t copper accum u la t ion in the t issues increased sign if ican t ly w ith the

increase of copper concen tra t ion in the seaw ater, the o rder of copper accum u la t ion in the t issues of C h lam y s

f a rreri w as as fo llow s from h igh to low : viscera, g ills and m u scle. Copper concen tra t ion has sign if ican t effect on

the act ivity of SOD and it ind ica tes the law of rest ra in t2induct ion2rest ra in t w ith the increase of copper concen tra2
t ion. Such resu lts show tha t the act ivity of SOD respon ses sen sit ively to the copper con tam ina t ion and it is a

reliab le ind ica to r of copper po llu t ion. T he op t im um select ive t issue fo r the ind ica t ion of copper con tam ina t ion on
C h lam y s f a rreri shou ld be gills, fo llow ed by viscera.

Key words: Ch lam y s f a rreri; copper accum u la t ion; act ivity of enzym e; Super O x ide D ism u tase (SOD )
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