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三丁基锡对牡蛎吞噬细胞和保护酶系统活力的影响
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摘要 :检测了受三丁基锡 (t ributyltin , TB T)污染的牡蛎的吞噬细胞活力、超氧化物歧化酶活

性、过氧化氢酶活性、脂质过氧化作用等生理生化指标。实验结果表明 ,牡蛎血细胞的吞噬活

力随着 TB T 浓度的增加而下降 ;对不同 TB T 浓度下牡蛎的超氧化物歧化酶 ( SOD) 和过氧

化氢酶 (CA T)活性测定发现 ,在较低浓度下 ( TB T 质量浓度 < 10μg/ L) ,SOD 和 CA T 的酶

活力被抑制 , 随着 TB T 浓度的增大 ,SOD 和 CA T 的比活力也随着增大 ,但当 TB T 达到较

高浓度时 ,SOD 和 CA T 的比活力开始下降 ,而过氧化脂质 (L PO) 却随着 TB T 的浓度的增

加而增大。
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　　近年来有机锡化合物被广泛用作水下设施及船

体保护涂层添加剂 ,造成了严重的水环境污染 ,研究

表明环境中极低的有机锡含量 (10 - 12 g/ L) 就会对生

物造成严重的毒害作用 [1 ,2 ] ,特别是牡蛎、螺类等底

栖或固着生活的软体动物更易受到污染物的毒害。

水生生物对有机锡化合物有极强的富集作用 [3 ] ,如

牡蛎组织对水体中三丁基锡 ( t ributyltin , TB T) 的富

集系数高达 50 000 [2 ] 。这类化合物在生物体内累积

过多 ,将会引起机体的酶活性、免疫系统等方面的一

系列变化 ,对其生长和生存造成严重危害 [4 ,5 ] 。现已

证实 , TB T 对牡蛎等非目标生物有严重的毒害作用 ,

干扰机体钙代谢 ,致使出现贝壳畸形加厚等一系列

异常现象。

作者以应用最广、毒性最大的 TB T 为污染物 ,选

用僧帽牡蛎 ( S accost rea cucul lata) 为实验材料 ,探讨

TB T 对牡蛎自身防御功能的影响 ,包括对吞噬细胞

的功能和体内保护酶系统活力的影响 , 保护酶系统

包括超氧化物歧化酶 (SOD) ,脂质过氧化物 (L PO) 和

过氧化氢酶 (CA T) 。SOD 是牡蛎体内一种具有消除

超氧离子自由基功能的抗氧化酶 ,能保护机体不受

超氧离子自由基的毒害。L PO 是牡蛎体内不饱和脂

肪酸过氧化作用的产物 ,是实验动物中常用的过氧

化指标。CA T 可分解有机质降解过程中释放的过氧

化氢 ,防止其对生物体的毒害作用。对以上 3 种酶含

量的测定 ,有助于了解牡蛎在不同 TB T 浓度条件下

其体内抗氧化作用能力的变化 ,旨在探讨有机锡对

动物机体的整体效应 , 为进行环境监测和有效控制

有机锡污染提供理论依据。

1 　材料与方法

1. 1 　材料
试验用牡蛎购自汕头市南澳牡蛎养殖场 ,经中国

科学院南海海洋研究所鉴定为僧帽牡蛎 ( S accost rea

cucul lata) ,购回后用人工海水充气培养备用。将牡

蛎分成 6 组 ,每组 20 只 ,分别置于 TB T 质量浓度为

0 ,5 ,10 ,20 ,30 ,40μg/ L 的 6 个盆内进行活体污染 ,

48 h 后进行有关指标的检测。TB TCL 为美国 Acros

公司产品 , 其余试剂均为国产分析纯。

1. 2 　TB T 对牡蛎血细胞吞噬能力的影响

将按常规方法 [6 ] 培养好的酵母菌加过滤海水 ,

4 000 r/ min 离心 5 min ,去上清液 ,加固定液 (1 %戊

二醛和 1 %的蔗糖) 30 min , 4 000 r/ min 离心 5 min ,

去上清液 ,加美蓝染色 6 min ,加海水洗涤后 ,4 000

r/ min离心 5 min , 用适量海水配成酵母菌悬浮液。用
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注射器从牡蛎心脏抽取血液 ,加 1 滴 p H7. 0 含 L2半
胱氨酸的过滤海水 , 摇匀 ,制成血细胞悬液。采用文

献[7 ]的方法。在显微镜下随机选择 100 个牡蛎血细

胞计算吞噬百分率。再统计每个巨噬细胞吞噬酵母

菌的平均个数 (吞噬指数) 。每个浓度均重复 2 次。

1. 3 　保护酶活力测定
分别剪取牡蛎内脏团、鳃和外套膜三部分 ,称质

量 ,用 4 ℃预冷的 p H7. 2 Tris2HCl 缓冲液按 1 ∶1 的

比例研磨 ,匀浆液置 1. 5 mL 离心管中 12 000 r/ min

离心 15 min ,取上清酶液待测。采用 Bradford 试剂

法测定蛋白浓度 [8 ] 。SOD 活性测定采用邻苯三酚自

氧化法 [9 ] 。CA T 活性测定参照文献 [ 10 ]的方法。

L PO 值测定参照文献[11 ]的方法。实验结果统计处

理采用 T 检验法。

2 　结果

2. 1 　TB T 对牡蛎血细胞吞噬能力的影响

实验结果 (图 1) 表明 ,随着 TB T 浓度的增大 ,

牡蛎血细胞的吞噬能力呈线性下降趋势。对照组的

血细胞吞噬率为 24. 60 % ±4. 80 % ,而 TB T 污染浓

度最大的第 5 组 (40μg/ L) 的血细胞的吞噬率只有

10. 50 % ±0. 70 %。

图 1 　不同 TB T 浓度对血细胞吞噬率的影响

Fig. 1 　Effect s of different TB T concent rations on phago2
cytic rate of blood cells

2. 2 　TB T 处理对牡蛎内脏团、鳃和外套膜

SOD 活性的影响
　　TBT处理对牡蛎内脏团 SOD 活力测定结果表明

(图 2) ,低浓度 TBT 处理组 ( TBT 质量浓度 < 10μg/ L)

SOD比活力略有下降 ,随着 TBT 浓度增大 (10～20

μg/ L) SOD 活力升高 ,当 TB T 达到一定峰值 ( 30

μg/ L)后 SOD 活力又随 TB T 浓度增大而降低。

图 2 　TB T 处理对牡蛎内脏团 SOD 活性的影响

Fig. 2 　Effect s of TB T on internal organ SOD activity of

oyster

图 3 　TB T 处理对牡蛎鳃 SOD 活性的影响

Fig. 3 　Effect s of TB T on gill SOD activity of oyster

TB T 处理对牡蛎鳃 SOD 比活力的影响跟内脏

团极其相似 (图 3) ,也是有先降低再升高 ,再降低的

现象 ,但在用高浓度 TB T 处理时 SOD 比活力并无反

弹现象。外套膜 SOD 活力的情况 (图 4) 与内脏团和

鳃的有所不同 ,随着 TBT浓度的增大外套膜 SOD 活力

持续下降 ,直到 TBT的质量浓度达到最大 (40μg/ L)时

SOD 的比活力才略有升高。

2. 3 　TB T 处理对牡蛎 L PO 的影响
实验结果 (图 5 ,6) 表明 ,牡蛎内脏团和鳃的 L PO

浓度变化趋势相似 ,L PO 浓度随着 TBT 质量浓度 (5

～20μg/ L)的增大而增大 ,呈正相关 ,当 TB T 的质量

浓度达到 30μg/ L 时 L PO 浓度就开始下降。从图 7

可以看出 TB T 处理对牡蛎外套膜 L PO 浓度的影响 ,

低质量浓度 TB T 处理 (5 μg/ L ) 时 ,牡蛎外套膜的

L PO 浓度急剧下降 ,然后随着 TB T 浓度的增大而持

续升高 ,当 TB T 质量浓度达到 30μg/ L 时 ,牡蛎外套

膜 L PO 浓度达到最高值 ,随着 TB T 处理浓度的进一

步增大 ,L PO 浓度呈下降趋势。
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图 4 　TB T 处理对牡蛎外套膜 SOD 活性的影响

Fig. 4 　Effect s of TB T on out side membrane SOD activity of

oyster

图 5 　TB T 处理对牡蛎内脏团 L PO 的影响

Fig. 5 　Effect s of TB T on internal organ L PO activity of

oyster

图 6 　TB T 处理对牡蛎鳃 L PO 的影响

Fig. 6 　Effect s of TB T on gill L PO activity of oyster

2. 4 　TB T 处理对牡蛎 CA T 的影响

TB T 处理对牡蛎内脏团、鳃和外套膜 CA T 活力

的影响见图 8 ,9 ,10。实验结果表明 ,在这 3 种组织

器官中 CA T 活力变化趋势基本相似 ,均为在低浓度

TB T 处理下 CA T 活力呈降低趋势 ,随着 TB T 处理

浓度的增大 CA T 活力逐渐增大 ,当 TB T 质量浓度达

到较高程度 (20 ～30μg/ L)时 CA T 活力开始下降。

图 7 　TB T 处理对牡蛎外套膜 L PO 的影响

Fig. 7 　Effect s of TB T on out side membrane L PO activity of

oyster

图 8 　TB T 处理浓度对牡蛎内脏团 CA T 的影响

Fig. 8 　Effect s of TB T on internal organ CA T activity of

oyster

图 9 　TB T 处理浓度对牡蛎鳃 CA T 的影响

Fig. 9 　Effect s of TB T on gill CA T activity of oyster
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图 10 　TB T 处理浓度对牡蛎外套膜 CA T 的影响

Fig. 10 　Effect s of TB T on out side membrane CA T activity

of oyster

3 　讨论

3. 1 　TB T 对牡蛎血细胞的伤害作用
本实验表明牡蛎血细胞的吞噬能力随着 TB T 处

理浓度的增大而显著下降 ,呈负相关 ,说明 TB T 对牡

蛎血细胞有一定的毒性作用 ,致使细胞的正常生理

功能遭到严重破坏 ,这种效应随 TB T 浓度增大越来

越显著 ,由此推测在胁迫条件下 ,动物机体中可能首

先受到毒害的部分是免疫系统 ,生活于 TB T 污染严

重海域的软体动物自身防御功能受到影响 ,也就意

味着它们的抗病能力有所下降 ,很可能是导致种群

死亡率增高的因素之一。

3. 2 　生物体内的自由基和保护酶系统以及
TB T 对牡蛎 SOD 和 CA T 比活力的影
响

　　逆境条件下生存的生物体内 、单线态氧、过氧

化氢、氢氧自由基等活性氧显著增加 ,这些自由基具

很强的氧化能力 ,对许多功能分子有破坏作用 ,但在

正常情况下 ,细胞内自由基水平很低 ,不会对机体造

成伤害 ,主要是由于细胞内存在着自由基清除系统 ,

这个清除系统主要包括一系列有关的酶 ,如 SOD ,

CA T 和 POD 等 ,SOD 能清除 而形成 H2 O2 , H2 O2

能与 形成毒性更强的氢氧自由基 ,但由于细胞内

还有过氧化氢酶 (CA T) 和过氧化物酶 ( POD) ,这两

种酶具有分解 H2 O2 的作用 ,所以在正常情况下 ,在

SOD ,CA T 及 POD 三种酶协调一致作用下细胞内自

由基被有效清除 ,使自由基总维持在一个低水平上 ,

从而防止自由基毒害 ,因此自由基的产生与清除处

于一种动态平衡状态 [12 ] ,一旦这种平衡受到破坏 ,就

可能产生伤害作用。本研究结果表明 ,在较低浓度污

染情况下 ,牡蛎内脏团、鳃和外套膜组织中 SOD 和

CA T 的活性呈增加趋势 ,可见其存在抗逆境的能力 ,

通过增强自由基清除酶 SOD 和 CA T 的活力而清除

不利环境因素对机体造成的影响 ,也就是说 ,机体通

过提高过 SOD 和 CA T 的活性来清除组织中积累的

有毒物质 ,以适应已经到来的逆境 ,但随着 TB T 浓度

的进一步增加 ,这两种酶的活性不再增加反而降低 ,

这可能与加大浓度的 TB T 对 SOD 和 CA T 有破坏作

用或对其活性有抑制作用有关 ,这也意味着牡蛎机体

对逆境的抵御能力是有限度的 ,超出其自身可以抵御

的范围 ,积累的大量毒素就会对其组织造成损伤。

3. 3 　TB T 对牡蛎 L PO 值的影响
脂质过氧化物 (L PO) 是牡蛎体内不饱和脂肪酸

过氧化作用的产物 ,是氧自由基与多聚不饱和脂肪酸

作用生成的中间代谢产物 ,包括烷自由基、烷氧基、烷

过氧基等 [13 ] 。本项研究发现 ,牡蛎受 TB T 处理后

48 h ,其内脏团、鳃 L PO 水平随 TB T 剂量的增加而

增加 ,说明 TB T 致动物体内产生了大量自由基和活

性氧产物 ,它们是脂质过氧化作用的引发剂 ,可引发

组织内 L PO 水平的增高 ,而且随着 TB T 剂量的增加

而增高 ,即脂质过氧化作用的速率随胁迫强度的增加

而增加 ,呈线性关系 ,从图 5 ,6 可以看出 ,随着 TB T

处理浓度的增大 ,牡蛎内脏团和鳃的 L PO 值持续上

升 ,提示内脏团和鳃对 TB T 更为敏感 ,易于引发脂质

过氧化作用 ,产生大量 L PO。至于外套膜 L PO 水平

与上述 2 种器官有一定差异 ,其原因可能与组织抗氧

化酶活性有关 ,即抗氧化酶活性降低时 L PO 水平增

高 ,反之则缓解降低。
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Abstract :Organotin compounds , especially t ributyltin ( TB T) and triphenyltin ( TP H T) , are widely used

as biocidal additives in antifouling paint s due to their effectiveness. However , they also cause damage to non2
target organisms and are regarded as the most toxic materials ever deliberately int roduced into the sea. In the

paper , we study the effect s of different TB T concentrations (0 ,5 ,10 ,20 ,30 ,40μg/ L) on phagocytic rate of

blood cells and the activities of endogenous enzymes of protective systems in oyster ( S accost rea cucul lata) .

The endogenous enzymes of the protective systems included superoxide dismutase ( SOD) , catalase ( CA T) .

The result s showed that the phagocytic ability of blood cell in oyster decreased while the TB T concentration in2
creased and the level of SOD and CA T activity were inhibited in the low concentration and enhanced gradually

in the higher concentration , and sharply depressed in the highest concentration (30μg/ L to 40μg/ L) . How2
ever , the lever of L PO was increased with TB T increase.

(本文编辑 :张培新)
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