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Cu2+对缢蛏稚贝的急性毒性及对抗氧化酶活力和丙二醛含量的影响 
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摘要: 研究了 Cu2+对缢蛏稚贝的急性毒性并进行安全评价; 根据 96 h LC50值设定 10、30、40 μg/L 3个 Cu2+质量浓度

梯度进行暴露实验, 以缢蛏(Sinonovacula constricta Lamark)稚贝软体组织中过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)

活性和脂质过氧化物丙二醛(MDA)含量为指标, 研究 Cu2+污染对缢蛏稚贝的毒性作用。结果表明, Cu2+对缢蛏稚贝 96 h 

LC50为 309.742 μg/L; 不同浓度 Cu2+胁迫下, 96 h内缢蛏稚贝抗氧化酶(CAT、SOD)活力发生显著的变化(P<0.05), 除最

高组 40 μg/L在 48 h时 CAT活力被显著抑制(P<0.05)外, 96 h内绝大部分时间点与沙滤海水对照组相比, 各暴露组抗氧

化酶(CAT、SOD)活性处于诱导状态; 96 h内各暴露组缢蛏稚贝丙二醛(MDA)含量均明显高于对照组(P<0.05)。研究认为, 

CAT、SOD活性及 MDA含量变化可反映缢蛏稚贝受 Cu2+伤害的程度, 可用作缢蛏安全性风险评价的参考依据。 
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随着世界人口的激增, 工农业生产和海洋开

发的蓬勃发展, 近岸海域特别是河口、内湾的污

染已经成为威胁海洋生物资源和人体健康的因素

之一。重金属污染来源广, 残留时间长, 有蓄积性, 

能沿着食物链转移富集, 污染后不易察觉且难以

恢复[1], 已成为非常棘手的环境问题。如何合理、

有效地控制与治理水域中重金属, 已经成为保护

与改善水域环境、保障水生生物生态安全的热点

问题之一。 

缢蛏(Sinonovacula constricta Lamark)是生活

在河口、内湾滩涂的埋栖型经济贝类, 易受含铜

工业废水排放的直接危害[2]。稚贝期是缢蛏幼体

向成体生活的过渡阶段, 对毒物十分敏感[3]。铜作

为必需的微量元素参与生物体内多种酶的形成 , 

但是过量的铜对许多水生生物包括藻类、甲壳类、

环节动物、软体动物、鱼类都有显著的毒性, 然

而关于 Cu2+对于缢蛏稚贝毒理效应的研究报告很

少, 仅陈金堤[2]研究了 Cu2+对缢蛏幼虫生长发育

的影响及 EDTA的解毒作用。本研究在研究 Cu2+

对缢蛏稚贝急性毒性的基础上, 重点研究了不同

浓度 Cu2+胁迫对稚贝软体组织中过氧化氢酶 CAT、

超氧化物歧化酶 SOD 活性以及脂质过氧化物丙

二醛(MDA)含量的影响。旨在了解 Cu2+污染的作

用机理, 从而为环境监测、环境污染的预防与治

理、水质标准的制定、生态保护以及海洋贝类健

康养殖等提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验对象缢蛏稚贝取自浙江省宁波甬盛水产

种业有限公司, 壳长(0.54±0.05) cm, 为防止摄食

的影响, 实验前 1 d停止投喂。实验用的海水为天

然海水, 经沉淀、砂滤, 符合国家渔业水质标准, 

其中 Cu2+含量为 1.1~1.3 μg/L, 实验中各组 Cu2+
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的质量浓度值不包括海水本底值。水温为 18~20℃, 

海水比重为 1.010, pH为 8.2, 溶解氧大于 5 mg/L, 

氨氮小于 0.05 mg/L。 

Cu(NO3)2·3H2O 为分析纯, 上海国药集团化

学试剂有限公司生产。用蒸馏水配成 1.000 g/L的

母液备用。总蛋白、SOD、CAT 和 MDA 均采用

南京建成生物工程研究所提供的试剂盒进行测定。 

1.2  实验设计 

根据预实验结果, 按对数梯度设计 5 个 Cu2+

剂量组依次为 100、178、316、562、1 000 μg/L, 以

砂滤海水作为对照, 每个梯度 3个平行。以 250 mL

烧杯为实验容器, 实验液 100 mL, 稚贝密度为 2

个/mL, 水环境参数同 1.1。连续暴露于不同浓度

的重金属中, 持续时间为 96 h, 实验期间不充气, 

不投饵。每 24 h更换实验液, 并统计其死亡率, 每

个平行组观察的数目≥50。以显微镜下双壳张开

大于 50 μm, 不见鳃部滤水, 组织发黑、颗粒化作

为判定死亡的标准。为减少实验容器对重金属的

吸附, 实验前用对应浓度实验液浸泡 24 h以上。 

根据急性毒性实验结果, 设计 3 个 Cu2+剂量

组依次为 10、30、40 μg/L, 以砂滤海水作为对照, 

每个处理 2个平行。以 2.5 L广口塑料盆为实验容

器, 实验液 2 L, 稚贝密度为 2~3个/mL, 水环境因

素同 1.1。暴露时间为 96 h, 实验期间不充气, 不

投饵, 每 6 h搅动实验液, 每隔 24 h更换实验液。

分别于实验开始后 0、6、12、24、48、72、96 h

从每个暴露组中随机取样, 每组约 0.25 g, 用 300

目筛绢过滤, 沙滤海水冲洗, 吸水纸吸干, 置于冻

存管内, 液氮速冻, 于–80℃的冰箱中保存备测。 

1.3  抗氧化酶(CAT、SOD)活力和脂质过氧化物丙

二醛(MDA)含量测定 

取出保存的样品, 准确称量待测样品的质量, 

按质量体积比加 4℃预冷的 0.86%生理盐水制备

成 5%的组织匀浆液, 冰浴条件下用组织匀浆机

18 000 r/m匀浆 2 min。匀浆混合物用冷冻离心机

离心 4 , 1℃  000 g, 离心 10 min取上清测定总蛋白

含量; 4 , 12℃  000 g, 离心 10 min, 取上清液测定抗

氧化酶(CAT、SOD)活力; 4 , 10℃  000 g, 离心10 min, 

取上清液进行脂质过氧化物丙二醛(MDA)含量测

定。以上指标均于 12 h内测定。 

样品上清液总蛋白含量的测定采用考马斯亮

蓝染色法, CAT测定采用紫外分光法, SOD测定采

用黄嘌呤氧化酶法, MDA测定采用 TBA法。CAT

和 SOD活性的测定结果用 U/mg(prot)表示; MDA

的含量采用 nmol/mg(prot)表示。 

1.4  数据分析 

所有数据均用平均值±标准差( x ±SD)表示, 

利用 SPSS18.0统计软件对所有数据进行分析。采

用概率单位法计算出 96 h的 LC50, Cu2+的安全浓

度 SC=f×96h LC50 (Cu2+属于难分解、蓄积性强、

毒性大的物质, 所以 f 值取 0.01); 采用单因子方

差分析(One-way ANOVA)的 Duncan’s multiple法

对 SOD、CAT活性以及 MDA含量进行组间差异

显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  Cu2+对缢蛏稚贝的急性毒性 

不同时间点, 各浓度 Cu2+暴露组缢蛏稚贝死

亡率见表 1。实验期间, 空白对照组随机取样观察, 

96 h 内无个体死亡。实验结果显示, 随着浓度的

增加和暴露时间的延长, Cu2+对缢蛏稚贝的急性

毒性明显增强, 死亡率显著增高。100 μg/L和 178 

μg/L 暴露组 96 h 内始终保持较高的存活率; 316 

μg/L、562 μg/L和 1 000 μg/L暴露组, 72~96 h的

死亡率骤增。采用概率单位法, 对 96 h的实验数

据进行分析, 得出 Cu2+质量浓度对数(X)与死亡率 

(P)的线性回归方程为 P=4.949X–12.401(R2= 

0.983); 96 h 的半数致死浓度 LC50=309.742 μg/L 

(95%置信区间为 286.981~334.371 μg/L); 安全浓

度为 3.097 μg/L。 

2.2  Cu2+对缢蛏稚贝 CAT和 SOD活性的影响 

缢蛏稚贝暴露于不同浓度的 Cu 2 +溶液中 , 

CAT 活力均产生明显的变化, 呈现升高→降低→

升高的动态变化趋势(图 1)。对照组缢蛏稚贝 CAT

活性在 96 h内没有显著性变化(P﹥0.05), 表明在

没有外源 Cu2+干扰下, 其 CAT活性相对稳定。10 

μg/L Cu2+暴露组, 随暴露时间的延长, 其 CAT活

力逐渐升高, 12~24 h CAT活力显著提高(P<0.05), 

24 h 达到最高值, 为(80.18±2.74) U/mg, 是对照 



184 中国水产科学 第 19卷 

表 1 Cu2+暴露不同时间缢蛏稚贝的死亡率 
Tab.1 Mortality rate of Sinonovacula constricta juveniles exposed to Cu2+ 

n≥50; x ±SD; % 
暴露时间/h exposure time Cu2+质量浓度 /(μg·L1) 

Cu2+ concentration 24  48  72 96 

0 0 0 0 0 

100 0.61±1.05 0.67±0.58 1.33±0.58 2.00±0.00 

178 2.67±2.30 3.42±1.24 6.14±0.77 8.67±1.15 

316 6.00±0.00 7.67±0.29 17.07±1.20 53.33±4.05 

562 8.07±0.65 13.35±1.62 20.98±6.98 88.97±2.61 

1000 8.29±0.51 34.16±2.28 42.17±13.28 100.00±0.00 

 

 
 

图 1 Cu2+对缢蛏稚贝过氧化氢酶(CAT)活性的影响 

*表示暴露组与对照组之间具有显著差异(P<0.05). 
Fig.1 Effect of Cu2+ on activity of catalase in Sinonovacula con-

stricta juveniles 
* indicates significant difference compared with control(P<0.05) 

 
组的 1.71倍; 随后开始下降, 48 h下降到最低, 但

仍明显较对照组高 , 随后又逐渐升高。30 μg/L 

Cu2+暴露组, CAT活力在 6 h达到最高值, 随后开

始下降, 48 h下降到最低, 略低于对照组水平, 随

后逐渐升高。40 μg /L Cu2+暴露组, 随暴露时间的

延长, CAT活力逐渐升高, 24 h达到最高值, 随后

开始下降, 48 h CAT活力被显著抑制(P<0.05), 随

后逐渐升高, 至 72 h达第 2个峰值。 

不同质量浓度的 Cu2+对 SOD 活力均产生不

同程度的诱导作用(图 2)。对照组缢蛏稚贝 SOD

活力在 96 h内变化不大, 表明在没有外源 Cu2+干

扰下, 其 SOD 活力含量相对稳定。10 μg/L Cu2+

暴露组, 随暴露时间的延长, 其 SOD 活力逐渐升

高, 12~24 h SOD活力显著提高(P<0.05), 随后开

始下降, 48 h后逐渐升高, 至 96 h达最高值。30 μg/L 

C u 2 +暴露组 , 呈现升高→降低→升高的动态 

变化趋势, 96 h 达最高值。40 μg/L Cu2+暴露组, 

SOD活力在 24 h达到最高值, 随后开始下降, 变

化趋势呈抛物线状态, 72 h内均高于 10 μg/L、30 

μg/L Cu2+暴露组, 至 96 h低于该两组。 
 

 
 

图 2  Cu2+对缢蛏稚贝超氧化物歧化酶(SOD)活性的影响 

*表示暴露组和对照组之间具有显著差异(P<0.05). 
Fig.2 Effect of Cu2+ on activity of SOD in Sinonovacula con-

stricta juveniles 
* indicates significant difference compared with control (P<0.05). 

 

2.3  Cu2+对缢蛏稚贝MDA含量的影响 

48 h 内对照组缢蛏稚贝体内 MDA 的含量基

本保持不变, 随后有所下降(图 3)。96 h内不同质

量浓度的 Cu2+对稚贝脂质过氧化作用均产生明显

的影响, 各暴露组 MDA 的含量均明显高于对照

组(P<0.05)。10 μg/L Cu2+暴露组 MDA含量随暴

露时间延长逐渐增加, 24 h 达最高值, 而后逐渐

降低, 48 h 后又开始增加。30 μg/L Cu2+暴露组

MDA含量变化与 10 μg/L暴露组相似, 均变现为

升高→降低→升高的动态变化趋势, 48 h 达最高

值。40 μg/L Cu2+暴露组 MDA含量 72 h内均高于

其他两组, 随后逐渐降低, 96 h MDA含量低于其

他两组, 其含量变化呈升高→降低→升高→降低

的趋势, 48 h达最高峰值, 随后逐渐下降。 
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图 3  Cu2+对缢蛏稚贝丙二醛(MDA)含量的影响 

*表示暴露组和对照组之间具有显著差异(P<0.05). 
Fig.3 Effect of Cu2+ on content of MDA in Sinonovacula con-

stricta juveniles 
* indicates significant difference compared with control(ANOVA, 

P<0.05). 
 

3  讨论 

3.1  Cu2+对缢蛏稚贝的致毒效应及安全浓度 

Cu2+是易被海洋生物富集的污染元素之一 , 

Cu2+对生物体的致毒作用不仅取决于浓度, 而且

与蓄积时间密切相关, 无论蓄积性毒物通过何种

途径进入机体, 只要生物体内 Cu2+的蓄积到达致

死或中毒阈浓度时, 必然会导致机体的死亡或者

病变[2]。急性毒性实验结果表明, 随着浓度的增加

和暴露时间的延长, Cu2+对缢蛏稚贝的毒性明显增

强, 与陈金堤[2]的结果类似, 但两实验结果有较大

的差异。陈金堤[2]研究发现, 缢蛏稚贝暴露于 400 

μg/L和 160 μg/L Cu2+中, 分别在第 4和第 6天全

部死亡, 而本研究中 316 μg/L和 178 μg/L Cu2+暴

露组第 4天的死亡率分别为 55.33%和 8.67%。首

先, 与陈金堤 [2]实验设计相比较, 本实验稚贝个

体较大、 水温低、 海水比重较小、实验对象密

度小等因素造成缢蛏稚贝对 Cu2+的耐受性高; 其

次, 本实验期间并未投喂饵料, 也是造成两实验

结果不相同的主要原因之一。 

本实验的结果表明, Cu2+对缢蛏稚贝的安全

浓度为 0.003 mg/L, 明显低于《中国渔业水质标

准》(GB11607-89)的 0.01 mg/L, 可见缢蛏稚贝对

Cu2+的耐受性较低。在大部分海域, 污染物浓度

虽然达不到使其死亡的浓度, 但却会影响幼虫的

生长, 延迟其发育过程, 从而影响双壳贝类种群

的补充 [4]。“全国海岸带及海涂资源综合调查

(1980−1986)”表明, 1978年东海海水 Cu2+质量浓

度多数站位超过 10 μg/L, 最大值达 305 μg/L, 出

现于长江口附近和杭州湾; “我国专属经济区、

大陆架勘测 (126 专项 )(1998–1999)”调查表明 , 

1998 年 8 月东海区 Cu2+质量浓度介于 0.13~7.77 

μg/L[5]。因此, 由重金属毒性作用造成的幼虫以及

其后发育阶段的延迟发育与水产养殖业的发展休

戚相关[4], 应加强海洋环境污染的监测与治理工

作, 从而为缢蛏等水生生物提供良好的生存环境。 

3.2  Cu2+对缢蛏稚贝抗氧化酶活力的影响 

生物体在分子水平上的改变能够反映污染物

对生物的早期影响, 因此可以作为灵敏的指标用

于检测污染物对生物个体、种群的早期影响, 从

而在保护生物种群和生态系统上具有重大的预测

价值[6]。抗氧化防御系统各成分和脂质过氧化物

对污染物胁迫非常敏感, 其活性(或含量)变化可

反映污染胁迫下的机体氧化应激情况, 因此可作

为指示环境污染的早期预警[7−8]。 

本研究发现, 缢蛏稚贝暴露于不同浓度 Cu2+

中, 其软体组织抗氧化酶(CAT、SOD)活力在 6 h

内或者 6~12 h间就发生显著变化, 表明抗氧化酶

系统对于重金属胁迫因子具有快速反应机制。除

最高质量浓度组(40 μg/L Cu2+)在 48 h时软体组织

中CAT活性被显著抑制(P<0.05)外, 96 h内绝大部

分时间点与对照组相比, 各暴露组抗氧化酶(CAT、

SOD)活性处于诱导状态。 

国内外许多研究都发现, 小剂量毒物对生物

体代谢有一定的“促进”刺激效应, 称之为“毒

物兴奋效应”[9–10]。有关重金属对双壳贝类的毒理

效应也发现相同的结果, 如地中海贻贝(Mytilus 

galloprovincialis)在受到亚致死浓度 Cu2+胁迫后, 

其体内 SOD活力升高[11]。程华胜[12]研究发现, 不

同浓度 Cu2+、Pb2+、Zn2+和 Cd2+对近江牡蛎(Ostrea 

rivularis Gould)鳃和消化腺组织 SOD活性均表现

出不同程度的诱导作用。Almeida 等 [13]将贻贝

(Perna perna)暴露在多种重金属中, 发现暴露结

束时所有暴露组 CAT 活性均有所升高。珠母贝

(Pinctada fucata)在受到亚致死浓度 Cu2+和 Pb2+胁

迫 24 h后, 外套膜 SOD酶的活力会显著增加[14]。 
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Bathymodiolus azoricus暴露于 100 μg/L Cd2+胁迫

144 h后, 外套膜内 SOD、CAT和 Se-GPx酶活力

显著增加[15]。但是有关重金属对双壳贝类幼虫体

内抗氧化酶活力影响的研究较少[4]。本实验研究

发现, 虽然不同浓度 Cu2+胁迫下缢蛏稚贝抗氧化

酶(CAT、SOD)活力在绝大部分时间点均显著增加, 

但是在某些时间点反而被显著抑制, 或者较对照

没有明显的变化。Vlahogianni等[11]通过研究亚致

死浓度 Cu2+、Cd2+、Pb2+和 Fe2+胁迫对地中海贻

贝抗氧化酶活性的影响, 发现 Cu2+、Cd2+、Pb2+

暴露组 CAT活力降低, 而 Fe2+暴露组 CAT活力上

升; Cd2+、Pb2+和 Fe2+胁迫后 SOD 活力呈现极高

的可变性。因此, “毒物兴奋效应”理论似乎不能

完全用来描述抗氧化酶活力的变化趋势。 

本实验抗氧化酶(CAT、SOD)活力与 Cu2+浓度

没有明显的剂量-效应关系。自然环境中生物体抗

氧化酶的活性随季节而发生变化[16], 同时还会受

到生物种属年龄、性别、生长发育阶段以及环境

中其他污染物的影响, 所以对水生生物来说, 抗

氧化酶是一类敏感的分子生态毒理学指标, 获得

重金属胁迫与抗氧化酶活力之间的剂量-效应关

系比较困难, 从而限制了抗氧化防御酶在环境监

测中的应用。因此, 将抗氧化酶例如 SOD、CAT、

GST 用作指示环境污染的早期预警生物标志物, 

需考虑多种因素的综合影响, 在实验条件的操作

上应严格控制, 尽量减少可能产生的误差, 以确保

实验结果的真实可靠[17]。 

3.3  Cu2+对缢蛏脂质过氧化物丙二醛(MDA)含量

的影响 

重金属影响机体内活性氧(ROS)的变化 , 氧

自由基能攻击生物膜中多不饱和脂肪酸(PUFA)

影响机体脂质过氧化作用, 造成脂质过氧化产物

含量发生变化[18]。脂质过氧化物含量的变化, 尤

其是丙二醛(MDA)含量的变化, 能够反映脂质过

氧化程度及重金属对机体损伤程度, 间接地反映

环境中重金属污染的程度, 可作为环境污染胁迫

的生物标志物。 

众多研究发现, Cu2+胁迫经常会导致水生生

物, 如软体动物[11, 19]、两栖类[20]、纽形动物[21]、

鱼类[22]等脂质过氧化水平的提高。本实验研究也

发现, 各 Cu2+暴露组缢蛏稚贝丙二醛(MDA)含量

均明显高于对照组, 尤其是 6 h内MDA的含量显

著增加 , 并且与 Cu2+浓度呈正相关趋势 , 说明

Cu2+加快了缢蛏稚贝体内脂质过氧化作用。Viar- 

engo等[19]研究发现 40 μg/L Cu2+能增加地中海贻

贝机体内 MDA的含量。Vlahogianni等[11]通过研

究亚致死浓度 Cu2+、Cd2+、Pb2+和 Fe2+胁迫对地

中海贻贝脂质过氧化作用的影响, 发现均能增加

其体内 MDA 的含量。但是重金属离子对生物体

内脂质过氧化作用的影响, 因生物种类的不同、

实验条件的不同, 研究的结论也不一致[1821], 建

议利用生物体内 MDA 含量的变化来检测外界重

金属污染状况的相关研究中, 应该在实验初期就

开始检测 MDA 的含量, 并与其他生理指标如抗

氧化防御物质等相结合, 才能更好地反映重金属

污染状况[21]。 
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Acute toxicity of Cu2+ and its effects on antioxidant enzymes in Si-
nonovacula constricta juveniles  
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1. Fishery College, Ocean University of China, Qingdao 266003, China;    
2. Zhejiang Wanli University, College of Biological and Environmental Sciences, Ningbo 315100, China 

Abstract: We evaluated the acute toxicity of Cu2+ and its effects on antioxidant enzymes in Sinonovacula con-
stricta juveniles. The results of acute toxicity test showed that the median 96 h lethal concentration (LC50) for Cu2+ 
was 309.74 μg/L. We also measured catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activity and malondialde-
hyde (MDA) content in the soft tissue of clams exposed to 10, 30, or 40 μg/L Cu2+, respectively, at 6,12, 24, 48, 72 
and 96 h of exposure. CAT activity of the maximum exposed group was lower after 48 h relative to the controls 
whereas both CAT and SOD activity of all exposure groups were higher at 6, 24, 72 and 96 h. The MDA content 
was higher in fish exposed to Cu2+ than in the control group after 96 h. Our results suggest that exposure to Cu2+ 
causes oxidative damage in S. constricta juveniles. 
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