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多环芳烃化合物对栉孔扇贝组织芳烃羟化酶活力的影响

王  静, 潘鲁青, 苗晶晶

(中国海洋大学 海水养殖教育部重点实验室 ,山东 青岛 266003)

摘要:研究了苯并 ( a )芘 ( B[ a ] P)、苯并 ( k) 荧蒽 ( B[ k] F ) 以及两者的混合物对栉孔扇贝

(Chlamys f ar r er i)鳃丝和消化盲囊芳烃羟化酶( AHH)活力的影响。结果表明 ,多环芳烃化

合物(PAH s)对栉孔扇贝鳃丝和消化盲囊 AHH 活力具有显著的诱导作用 (P < 0. 05) , 并且

呈现了明显的时间、剂量效应特征。B[a ]P 和 B[k] F 混合物处理组鳃丝和消化盲囊的 AHH

活力在实验期间呈现先升高后稳定趋势, B[ a] P 处理组则表现峰值变化, 然后呈下降趋势。

消化盲囊各处理组 AHH 活力显著高于鳃丝。作者认为可以采用消化盲囊的 AHH 活力来

反映周围环境 PAH s的污染, 并应以最大饱和浓度为标准。3 种 PAHs 中 B[ a] P 的毒性最

强, PAH s对栉孔扇贝的毒性大小与 PAHs 的组成有关,不能以不同种类单一 PAHs 毒性的

总和来代表 PAH s混合物的毒性。
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  多环芳烃 ( PAHs) 来源于有机物的热解或不完

全燃烧,是最早被发现和研究的致癌类化合物之一,

迄今已发现致癌性的 PAH s 及其衍生物达 400 多

种,其中苯并( a)芘(B[ a ]P )和苯并( k)荧蒽( B[ k] F )

是致癌作用最强的两种 PAH s。近年来,随着海上石

油和轮船运输业的发展以及工业、生活污水的大量

排放,海洋环境中 PAH s的污染日益加重, PAH s已

经成为海洋环境中优先控制和必须检测的污染

物[1~ 4]。多环芳烃进入生物体后首先要经过细胞色

素 P450 混合功能氧化酶系(MFO)代谢,形成许多中

间代谢产物,产生大量的活性氧物质,造成生物机体

脂质过氧化、蛋白质(酶)和 DNA 损伤[ 5~ 7]。芳烃羟

化酶(AHH) 是 MFO 中代谢 PAHs 最先起作用的

酶,大量的研究表明 PAHs能够诱导生物体内 AHH

的合成,且 PAH s污染水平与 AHH 活力之间存在很

好的相关性, AHH 已成为较稳定可靠的分子生态毒

理学监测指标,广泛应用于石油、农药等有机污染物

的监测[8~ 11] , 目前这些研究主要集中在哺乳动物和

鱼类中,而有关贝类方面的研究很少[ 12~ 18]。

贝类为滤食性生物, 代谢率低, 对有机污染物具

有较强的累积作用, 常被用作海洋环境污染的指示

生物[19, 20]。栉孔扇贝( Chlamys f ar r er i )是中国浅海

重要的经济种类, 污染物主要通过贝类摄食的水流

进入鳃丝和消化道, 通过血淋巴循环到达各组织器

官(主要是消化盲囊)。作者研究了 PAH s对栉孔扇

贝鳃丝和消化盲囊 AHH 活力的影响, 探讨了 PAHs

对栉孔扇贝的毒理学效应,为贝类环境毒理学的研究

奠定了理论基础,也为海洋环境的污染监测提供科学

依据。

1  材料与方法

1. 1  材料
实验所用栉孔扇贝购自青岛太平角养殖场, 平

均壳高 6. 0 cm ? 0. 5 cm。采用青岛近海的自然海水

将栉孔扇贝暂养7~ 10 d,海水盐度为30, pH 为 8. 0,

温度为 8~ 10 e ,连续充气,日换水 1/ 3~ 1/ 2, 养殖密

度为 300~ 450 个/ m3 ,并投喂螺旋藻粉, 日投饵量为

6 g/ m3。

1. 2  方法
1. 2. 1  实验梯度的设置

经 HPLC检测实验用青岛近海自然海水中 B[a ]P

和 B[ k]F 的质量浓度分别为 0. 155 ng/ L 和 0. 079
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ng/ L。实验所用 PAH s为 B[ a] P、B[ k] F、B[ a ] P 和

B[k]F 的混合物( B[ a] P 和 B[k] F 按 1B 1 同浓度配

制) , B[ a] P和 B[k] F 分别为 Sigma 公司和 F luka公

司的产品。实验设 3 个梯度 ( 0. 5, 3, 10 Lg/ L) , 首先

用一定量 3 LL/ L 的丙酮(助溶剂) 分别溶解 B[ a ] P

和 B[ k] F,配成一定浓度的储备液。实验时分别用自

然海水配置 3 个实验梯度, 分别以不加入 PAHs 和

只加入 3 LL/ L丙酮的自然海水处理组作为对照组,

所有实验梯度均设 3 个平行组,各处理组丙酮维持相

同浓度。

实验在 50 cm@40 cm @30 cm的塑料水槽内进

行,各实验梯度每个水槽分别放健康、活力强的栉孔

扇贝各 36 只, 实验期间的养殖管理与暂养期间完全

相同,换水时分别加入相应各实验梯度的养殖用水,

实验期间栉孔扇贝无死亡现象。实验开始后于 0, 12

h, 1 d, 3 d, 6 d, 10 d, 15 d, 20 d 取样。取样时每个梯

度各水槽随机选取 3 只栉孔扇贝,分别取鳃丝和消化

盲囊,去除多余的组织块, 置于 1. 5 mL 离心管中, 所

有样品均放入- 80 e 冰箱保存。

1. 2. 2  测定方法

1. 2. 2. 1  酶液的制备

分别将栉孔扇贝鳃丝和消化盲囊样品约 0. 5 g

置于 pH= 7. 6 预冷的缓冲液( T ris20 mmol/ L, 蔗糖

0. 5 mol/ L, KCl 0. 15 mol/ L, EDTA 1 mmol/ L, 10%

甘油) ,在冰浴中匀浆 3 min, 转速为 12 000 r/ min,然

后将匀浆液离心 25 min,转速为 3 000 r/ m in, 再取上

清液离心 45 min, 转速为 11 000 r/ min, 所得上清液

即为酶液。

1. 2. 2. 2  酶活力的测定

参照Walton [ 21]的方法并加以改进,取 0. 440 mL

酶液,加入 50 LL 2 mmol/ L NADPH , 10LL 3 mol/ L

MgCl2 , 用 0. 1 mol/ L Tris2HCl( pH 7. 0)加至 1 mL,

于 30 e 水浴锅中预孵育 2 min, 最后加入 20 LL 2. 5

g/ L 二苯基 唑( PPO) , 于 37 e 下孵育 30 min;加入

1 mL 预冷丙酮终止反应, 再加入 3. 25 mL 正己烷萃

取;取 2mL 有机相,用 5 mL 1 mol/ L NaOH 萃取,取

3 mL 水相在荧光分光光度计上测荧光值 (激发 396

nm/发射 522 nm)。酶活力单位( U)表示为每 mg 蛋

白的荧光强度。

蛋白含量用 Bradford 的 G2250染料法方法[ 22]测

定。

1. 2. 3  数据处理与分析

所有数据均以 3 个平行组数据的平均值 ? 标准

差( Means ? SD) 表示, 并采用单因素方差分析

( ANOVA)和 Duncan 检验法统计分析。

2  结果

2. 1  PAH s对栉孔扇贝组织 AHH 活力的
影响

  由图 1、图 2 可以看出, PAH s对栉孔扇贝组织

AHH 活力具有显著的诱导作用( P < 0. 05) , 鳃丝和

消化盲囊各处理组分别于第 1 天和第 3 天开始与对

照组差异显著( P< 0. 05)。B[a ] P 处理组鳃丝 AHH

活力呈现明显的峰值变化, 0. 5 Lg/ L 处理组在 10 d

时达到最大值, 15 d 后趋于稳定, 3 Lg/ L 和 10 Lg/ L

处理组分别于 6 d 和 3 d 达到最大值,然后呈下降趋

势;消化盲囊各处理组的变化趋势与鳃丝基本相同。

B[k]F 0. 5 Lg/ L处理组鳃丝和消化盲囊 AHH 活力

在 15 d 内呈上升趋势,然后达到稳定, 3 Lg/ L 处理组

AHH 活力分别于 10 d 和 15 d 后趋于稳定, 10 Lg/ L

处理组两种组织 AHH 活力在 6 d 后趋于稳定。

B[a ]P和 B[ k] F 混合物各处理组鳃丝和消化盲囊

AHH 活力在 15 d 内呈逐渐上升趋势, 然后达到稳定

状态。

图 1  多环芳烃化合物对栉孔扇贝鳃丝 AHH 活力的影响

Fig. 1  Effect of PAH s on AHH act ivi ty of the gills of

Chlamys f arr eri
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图 2  多环芳烃化合物对栉孔扇贝消化盲囊 AHH 活力的
影响

Fig. 2  Effect of PAH s on AHH act ivity of the digest ive
gland of Chlamys f ar rer i

2. 2  PAHs 对栉孔扇贝组织 AHH 活力诱
导的剂量效应

图 3  PAH s对栉孔扇贝组织 AHH 活性诱导的剂量效应

( 15 d)

Fig. 3  T he dose effect of PAH s on AHH act ivity of Ch la2

mys f ar rer i ( 15 d)

图 3表明, 将栉孔扇贝暴露 15 d 时鳃丝和消化

盲囊 AHH 活力随着 PAH s浓度的增加表现为抛物

线型剂量效应关系。PAH s 对栉孔扇贝组织 AHH

活力诱导的最大饱和浓度在7~ 8 Lg/ L 之间。低于这

一浓度时 PAHs对 AHH 活力表现为诱导作用,高于

这一浓度时表现为抑制作用。栉孔扇贝组织 B[ a ] P

处理组 AHH 活力显著高于 B[ k] F 以及 B[ a] P 和

B[k]F的混合物处理组(P< 0. 05)。

3  讨论

3. 1  PAHs 对栉孔扇贝鳃丝和消化盲囊

AHH 活力的影响
  Payne&Penrose[ 23] 首次发现多环芳烃对鱼类

AHH 活力具有诱导性;据 Michel 等[24] 报道贻贝

(Mytilus ga lloprovincia lis)组织 AHH 活力高低与

海区 PAH s污染程度呈正相关。本研究表明 PAHs

对栉孔扇贝组织 AHH 活力具有显著的诱导作用, 其

中 B[ a] P处理组在 20 d 内呈峰值变化, 然后呈下降

趋势, B[ k] F和混合物处理组均呈现先升高后稳定趋

势, 这与冯涛[ 25]对大弹涂鱼 ( Boleop htha lmus p ecti2

nirostr is)的研究结果类似。由此说明 PAH s对栉孔

扇贝组织 AHH 活力作用表现为诱导、饱和和抑制 3

个阶段, 具有明显的时间效应。

本实验依据暴露于 PAH s中 15 d 时, 栉孔扇贝

鳃丝和消化盲囊AHH 活力与 PAHs浓度 ,表现出抛

物线型剂量效应关系,且 PAH s对 AHH 活力诱导的

最大饱和浓度位于 7~ 8 Lg/ L 之间,当环境中 PAHs

浓度低于这一浓度时, AHH 活力与 PAHs之间为正

相关关系, 表现为诱导作用;而 PAH s浓度高于这一

浓度时,这说明 PAH s对 AHH 活力的诱导作用已受

到抑制, 此时 AHH 活力仍可能显著高于其他处理组

或对照组, 但随着 PAH s浓度的升高和时间的延长

抑制作用逐渐增强。这说明当环境中 PAH s污染浓

度大于最大饱和浓度时,以 AHH 活力作为 PAH s暴

露的生物指标则会产生一定的偏差。因此, 采用

AHH 活力作为 PAH s污染指标, 应以最大饱和浓度

为标准。

3. 2  PAHs对栉孔扇贝的致毒机理
细胞色素 P450 混合功能氧化酶系位于细胞内

质网上, 由细胞色素 P2450、NADPH2细胞色素 P2450

还原酶及磷脂质 3 种成分组成的多酶系统, 其中

AHH 催化 PAH s的第一步反应, 将具有平面结构的

PAHs氧化生成酚类和环氧化物[ 26]。在生物体内

AHH 一方面使 PAH s氧化,降低 PAH s在机体中的

累积量;同时 AHH 氧化 PAH s所形成的环氧化合物
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等活性中间代谢产物与生物体内脂类、蛋白质、DNA

等生物大分子形成共价键,对生物体造成损伤。

Kr istine等[ 27]研究发现在高浓度 PAH s污染海

区所采集的偏顶蛤 (Modiolus mod iolus) 消化盲囊的

AHH 活力要高于鳃丝;本实验也得到相同的结果,

而且 PAH s对栉孔扇贝鳃丝 AHH 活力的诱导时间

比消化盲囊要短,分别为 1 d 和 3 d。作者认为这主

要是因为鳃丝与水体直接接触, 而消化盲囊作为贝

类主要的解毒器官,对 PAH s代谢和累积能力较强,

易造成组织损伤, 因此, 栉孔扇贝消化盲囊的 AHH

活力更适合作为 PAH s污染的指标。

PAH s对栉孔扇贝组织 AHH 活力的诱导作用

是一个不断变化的动态过程。本实验表明 PAH s对

栉孔扇贝组织 AHH 活力的作用具有明显的时间、剂

量效应。B[k]F、B[k] F 和 B[ a] P 混合物处理组为先

诱导后饱和稳定, 而 B[ a ] P 处理组为诱导、饱和, 后

抑制的状态,而且在诱导饱和阶段 PAH s对 AHH 活

力的诱导作用表现为 B[ a ] P> B[ k] F> B[ k] F 和

B[ a] P混合物处理组,由此说明在实验 PAH s浓度范

围内 B[ a] P对栉孔扇贝的毒性最强, 而且 B[ k] F 和

B[ a] P混合物对 AHH 活力的诱导作用并不是两种

PAHs作用简单的叠加。作者认为 PAHs 对栉孔扇

贝的毒性大小与 PAHs 的组成有关, 不能以不同种

类单一 PAH s毒性的总和来代表 PAH s的毒性, 这

可能与 PAH s对栉孔扇贝的毒性作用机理有关, 在

这方面还需进一步研究。
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Effects of polycyclic aromatic hydrocarbons on aryl hydrocar2
bon hydroxylase activities of marine scallop Chlamys f ar rer i
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Abstract: T he effects of B[a ]P , B[ k] F and t heir mixture on AHH activerties of gills and digestive gland

of scallop Chlamys f a r rer i were studied. The results indicated that the AHH activerties of gills and digest ive

gland of scallop C. f a r r er i were siginificantly induced( P< 0. 05)by PAHs. And there were a good t ime2rela2

t ionship and a dose2r elationship between the acticit ies of AHH and polycyclic aromatic hydroca rbons. The

AHH act ivities of B[ k] F and the mixture group at first changed to high and then became stable. And the

AHH act ivities of B[ a] P group changed t o a peak and then fell. The AHH act ivit ies of digestive gland were

higher than that of gillsp. Therefor e AHH activeties can be used as a biomarker to r eflect the pollution of

PAHs based on the biggest saturation concent ration. Furthermore B[ a] P has the greatest toxicity in 3 PAH s.

The t oxicity of PAH s is related to the composit ion it contains, the summation of single PAH s toxicity is not

equa l to t he toxicity of total PAH s for scallops, this is mainly r elated to the mechanism of toxicity for scallop

C. f a r rer i of PAHs.
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