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蒽对太平洋牡蛎不同发育时期

抗氧化酶活性差异性影响
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摘要：在实验条件下采用生态毒理学和生物化学方法，选用常见的环境污染物多环芳烃蒽（*+,-./01+1），

以太平洋牡蛎（!*+&&(&1*%+ /#/+&）为实验材料进行毒理实验。研究了太平洋牡蛎 2 型幼虫、壳顶幼虫、幼

贝和成贝 $ 个不同发育时期中的 3 种抗氧化酶：超氧化物歧化酶（452）、过氧化物酶（652）和过氧化氢

酶（7*8）对蒽胁迫的敏感性。结果表明，在蒽胁迫下，2 型幼虫和壳顶幼虫期 3 种抗氧化酶敏感性均为：

652 9 452 9 78*；在幼贝和成贝期，其敏感性为：452 9 78*，而 652 表现出不稳定性。
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多环芳烃（K?FL0L0FD0 /.?J/,D0 -LM.?0/.N?+，

6*=P）是一类广泛存在于天然环境中的化学污

染物，对生物体有较强的致癌和致突变作用，严

重影响了人类健康和生态环境质量，已引起科

学家的极大关注［%］。海上石油开发及运输中的

泄露是海洋生态系统中 6*=P 的主要来源，另

外大 气 沉 降 以 及 陆 源 因 素 是 导 致 海 洋 环 境

6*=P 污染的其他途径。蒽（*+,-./01+1）是多环

芳烃的一种，是线形三环芳烃，常被用作合成染

料、除草剂和农药或药物的原料，化学性质比较

活泼，是其他复杂芳烃的母体，对水生生物具有

一定的毒性。海洋 6*=P 污染和其他污染物对

海洋鱼类，贝类和海洋微藻的致毒效应在国内

外已有报道［! & (］。本研究选用一种重要的海产

养殖贝类太平洋牡蛎（!*+&&(&1*%+ /#/+&

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

）为研究



对象，测定了蒽胁迫下太平洋牡蛎 ! 个不同发

育时期的 " 种抗氧化酶活性变化。对检测和控

制海水污染、改善海水养殖环境和选择灵敏的

指示海洋 #$%& 污染的生物学指标有一定指导

意义。

! 材料与方法

!"! 材料 实验采用的太平洋牡蛎均取自于

荣城桑沟湾海区育苗场。海水经孔径 ’(!)!*
醋酸纤维滤膜抽滤，盐度 "’+ , -+，温度（.’
, -）/，分别培养至 0 型幼虫期、壳顶幼虫期、

幼贝期和成贝期后待用。

!"# 蒽溶液的配备 蒽为黄色固体粉末，分子

式为 1-! %-’，将蒽溶解在 2’/热苯中，配成蒽3
苯溶液，置于棕色瓶中，现用现配，以避免蒽的

难溶水性和挥发性。

!"$ 样品的制备与测定 分别取以上培养 !
个不同发育时期的太平洋牡蛎，各组分别投放

-’ 个不同发育时期、个体大小一致的受试生

物，试验容器为 -’ 4 的玻璃缸。! 个不同发育

时期的实验均设计 5 个试验组，其中 - 组为对

照组，其他 ) 组为处理组，蒽浓度分别为 0 型

幼虫期和壳顶幼虫期 ’() *674；幼贝期和成贝

期 -(- *674。分别在蒽胁迫 ’ 8、.! 8、!2 8、9. 8
和 :5 8 时取样。

分别取 ! 个不同发育时期经蒽处理的样品

的内脏团，用滤纸吸干，称重后加入少量石英砂

和 " *; ’(- *<;74 的 =>?&3%1; 缓冲液，@% 2()，于

冰浴的研钵中，在 !/下研磨匀浆，经高速冷冻

离心机（-) ’’’ >7*?A，!/，-) *?A）离心后，取上

清液，置于 B .’/下待测。所有样品在 !2 8 内

测定完成，并按以下方法测定酶活性。

!"$"! 超氧化物歧化酶（CD0）活性检测 采用

EFGHI8G*@［2］所建立，EFJ;FK 等［:］改进的氮蓝四

唑光化学还原反应法进行测定。反应体系总体

积为 " *;，其中含有 ) L -’B " *<;74 磷酸缓冲液

（@% M 9(2）。-" L -’B " *<;74 蛋氨酸，9) L -’B "

*<;74 氮蓝四唑（N=E）、-’’ A*<;74 O0=$ 和 . L
-’B " *<;74 核黄素。实验中加入酶制剂 ’(- *;，
荧光灯下光照 .’ *?A。光照时，反应体系中产

生的 氧 自 由 基 使 N=E 还 原，形 成 蓝 色 加 肤

（E;HFP<>*GQGA），CD0 作为氧自由基清除剂可抑

制此反应。光照后，利用 9.- 型分光光度计在

)5’ A* 波长处比色测定光吸收值。测定使用

’(- *; 磷酸缓冲液代替酶制剂测得对照组的

D0 值。一个 CD0 单位定义为能引起反应初速

度（指不加酶时）半抑制时的酶用量。按下式求

得：

CD0 单位 M（对照组 D0 值 B 样品组 D0 值）
)’R 对照组 D0 值

L 样品稀释倍数（S76）
!"$"# 过氧化物酶（#D0）活性检测 #D0 活

性测定按照 TG> 和 18<HU8H>?［-’］的方法。反应

体系总体积为 " *;，其中含 ’(.R（J7V）愈创木

酚和 ’(’5R（V7V）%.D.，以 )’ **<;74 磷酸缓冲

液（@% M 9(’）配制而成，反应液在 .2/温育 )
*?A 后加 - *; )R %.CD! 终止反应。! ’’’ >7*?A
离心 -’ *?A，取上清液在 !9’ A* 比色。

!"$"$ 过氧化氢酶（1$=）活性检测 1$= 活性

测定按照 TGW< 和 C8?*?QH［--］的方法，通过测定

%.D.的消失来测定 1$= 的活性。

!"% 数据处理 实验数据采用数理统计法将

实验组与对照组及其组间差异进行显著性 !3检
验。数据结果显示为平均值 , 标准误差（XFGA
, CO），" Y ’(’) 被认为差异显著，" Y ’(’- 被

认为差异极显著。

# 结果与分析

蒽胁迫下，太平洋牡蛎 ! 个发育时期 " 种

抗氧化酶：超氧化物歧化酶、过氧化物酶和过氧

化氢酶活性的变化结果见表 - Z !。

#"! 蒽对太平洋牡蛎 & 型幼虫期和壳顶幼虫

期抗氧化酶活性的影响 太平洋牡蛎在 0 型

幼虫期时，#D0 活性对蒽胁迫表现得最为敏感，

随着蒽胁迫时间的延长，其活性迅速下降；1$=
活性表现得对蒽不敏感，随着蒽胁迫时间的延

长，其活性下降比较平缓；CD0 活性对蒽敏感性

位于 1$= 和 #D0 之间。在壳顶幼虫期，太平洋

牡蛎 " 种酶的变化规律类似于 0 型幼虫，#D0
活性对蒽表现得仍最为敏感（表 -，.）。
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表 ! " 型幼虫 # 种抗氧化酶活性变化

$%&’( ! $)( %*+,-,+. *)%/0(1 23 +)4(( %/+,25,6%/+
(/7.8(1 ,/ "9+.:( ’%4-%(

蒽浓度

!"#$%&’("(
’)"’("#%&#*)"+

（,-./）

胁迫时间

0#%(++
#*,(+

（$）

活性 !’#*1*#*(+（2.-）

034 534 6!7

89: 8 ;;<9= > ;89: <:9? > :9; ;@9A > B9B
89: B< A=9@ > A9;C BB9< > B9: ;=9B > B9D
89: <? ?89@ > A9B& B89@ > D98C ;<9; > ;9@C

89: =B =<9; > @9A& B;9< > B9: ;:9A > B9B
89: A@ :89B > <9?& ;=9< > B9@& ;;9= > B9D&

表内酶活性数据为平均值 > 标准误差（E(&" > 0F）；& 表示处

理组与对照组极显著差异（! G 898;）；C 表示处理组与对照组

显著差异（! G 898:）。以下描述同本表格。

7$( H&#& )I ("JK,( &’#*1*#K *+ E(&" > 0F；&：*"H*’&#(+ 1(%K +*-"*I*’&"#

H*II(%("’(（ ! G 898;）；C： *"H*’&#(+ +*-"*I*’&"# H*II(%("’(（ ! G

898:）L 7$( +&,( *" #$( I)MM)N*"- #&CM(+L

表 ; 壳顶幼虫 # 种抗氧化酶活性变化

$%&’( ; $)( %*+,-,+. *)%/0(1 23 +)4(( %/+,25,6%/+
(/7.8(1 ,/ /<8&2/( ’%4-%(

蒽浓度

!"#$%&’("(
’)"’("#%&#*)"+

（,-./）

胁迫时间

0#%(++
#*,(+

（$）

活性 !’#*1*#*(+（2.-）

034 534 6!7

89: 8 ;8B9@ > ;;9: :;9= > @9; ;A9@ > B9D
89: B< A@9@ > ;89?C B=9< > D9B ;:9B > ;9A
89: <? ?89= > A9@& B;9= > D9; ;=9; > B98
89: =B @<9< > =9<& B89A > D9;C ;<9< > ;9=C

89: A@ :89B > @9;& ;A9A > B9D& ;89< > B9;C

;=; 蒽对太平洋牡蛎幼贝期和成贝期抗氧化

酶活性的影响 太平洋牡蛎的幼贝期和成贝期

D 种酶活性变化规律不同于幼虫期（4 型幼虫

和壳顶幼虫）。幼贝期 D 种酶的活性明显高于

幼虫期，其在蒽胁迫下的变化规律与幼虫期相

比也有显著差异（! G 898:），幼贝期 034 活性

最为敏感，其次为 6!7 活性，534 活性时而上

升，时而下降，表现出无规律性的变化。成贝期

D 种抗氧化酶活性对蒽的敏感性类似于幼贝

期，034 活性仍最敏感。但成贝期 D 种酶的活

性普遍高于幼贝期；与幼贝相比，对蒽胁迫也表

现得相当稳定（表 D，<）。

表 # 幼贝期 # 种抗氧化酶活性变化

$%&’( # $)( %*+,-,+. *)%/0(1 23 +)4(( %/+,25,6%/+
(/7.8(1 ,/ ’%4-%( !"!#

蒽浓度

!"#$%&’("(
’)"’("#%&#*)"+

（,-./）

胁迫时间

0#%(++
#*,(+

（$）

活性 !’#*1*#*(+（2.-）

034 534 6!7

;9; 8 B;<9@ > D89? =;9A > ?9A :<9< > @9=
;9; B< ;=:9@ > B89: ?B9< > A9@ ::9; > @9DC

;9; <? ;889= > ;B9?C @=9= > A9BC <89A > :9=
;9; =B A=9@ > ;89;& =B9< > ?9@ B:9@ > D9:C

;9; A@ ?<9: > A9D& =:9@ > ?9B BD9= > <9;C

表 > 成贝 # 种抗氧化酶活性变化

$%&’( > $)( %*+,-,+. *)%/0(1 23 +)4(( %/+,25,6%/+
(/7.8(1 ,/ %6<’+ !"!#

蒽浓度

!"#$%&’("(
’)"’("#%&#*)"+

（,-./）

胁迫时间

0#%(++
#*,(+

（$）

活性 !’#*1*#*(+（2.-）

034 534 6!7

;9; 8 B:;9@ > D89@ ;8B9< > ;B9D @D9= > =9?
;9; B< B889; > BD9; A@9A > ;B9DC @<9; > ?9D
;9; <? ;A=9@ > B<9DC ;;89= > ;D9B :?9< > @9?
;9; =B ;;89< > ;:9B& A?9= > ;B9;C <=9B > :9AC

;9; A@ ;8;9D > ;;9<& ;8A9: > ;D9@ D89A > :9@&

# 讨 论

在所有的需氧生物中，都含有抗氧化防御

系统来防止内源代谢活性氧自由基产生。这个

系统关键组成是一些能够被氧应激诱导的酶

类，包括超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和谷胱甘

肽过氧化物酶（OPQ）等［;B，;D］。它们处于氧自由

基初始发生的鱼、牡蛎等的细胞浆和亚细胞器

官中。活性氧是生物体内氧的某些代谢产物如

超氧阴离子自由基（3B
·R ）、过氧化氢（SB3B）与

羟自由基（·3S）等，具有较氧活泼的化学特性。

它们的产生、清除在正常的生物体内处于动态

平衡中。在逆境胁迫下，生物体会因为积累过

多的氧自由基，超出自身的清除能力而受到伤

害。抗氧化酶系统，尤其是 034 在防止和降低

生物体受逆境胁迫伤害中起主要作用。研究证

明，长期处于 6% 的亚致死浓度的鱼类，其体内

·?· 动物学杂志 "#$%&’& ()*+%,- ). /))-)01 <; 卷



!"# 可保持较高水平，说明其体内清除自由基

的能力增强。

研究表明［$%］，太平洋牡蛎虫期与贝期 %&
’、(% ’ 和 )* ’ 对蒽的半数致死浓度有显著差

异（表 +），贝期（幼贝和成贝期）对蒽的敏感性

低于幼虫（# 型幼虫和壳顶幼虫）期（! , -.-+）；

而幼贝和成贝期之间以及 # 型幼虫和壳顶幼

虫之间无显著差异（! / -.-+）。太平洋牡蛎中

的 0 种抗氧化酶（!"#、1"#、234）活性在不同

的发育时期敏感性也说明了贝期（幼贝和成贝

期）对蒽的敏感性低于幼虫（# 型幼虫和壳顶幼

虫）期。

表 ! 太平洋牡蛎不同发育时期对蒽的敏感性分析

"#$%& ! ’&()*+*,*+- ./ !"#$$%$&"’# ()(#$ #+ 0*//&1&(+
21.3+4 5&1*.0 +. #(+41#6&(& )+1&))

发育时期

56789’ :;6<7=
>2+-（?@A>）

%& ’ (% ’ )* ’
# 型幼虫 #B9C:; DE6FEG $.$0 $.$- -.)H

壳顶幼虫 IJ?K7L; DE6FE; $.$( $.-* -.)(
幼贝 >E6FE; %.-& %.-0 $.)H
成贝 3=JD9 %.-( %.-* %.-$

在蒽胁迫下，太平洋牡蛎在不同的发育时

期存在不同的变化规律。这可能与太平洋牡蛎

不同时期具不同形态结构及不同生理生化代谢

方式和类型有关，其机理有待于进一步证实。

在虫期（# 型幼虫和壳顶幼虫），1"# 敏感性最

强，!"# 次之，234 最不敏感，故幼虫期 可 用

1"# 指标指示蒽污染状况。在贝期（幼贝和成

贝期），!"# 敏感性最强，234 次之，1"# 则不稳

定。因而在幼贝和成贝期可用 !"# 作为指示

蒽污染的灵敏指标。
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