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封面图说: 帽儿山次生林林相———帽儿山属于长白山山脉的张广才岭西坡,松花江南岸支流阿什河的上游,最高海拔 805m,由

侏罗纪中酸性火山岩构成,是哈尔滨市附近的最高峰,因其貌似冠状而得名。 东北林业大学于 1958 年在此建立了

实验林场。 山上生长着松树、榆树、杨树及各种灌木等,栖息着山鸡、野兔等野生动物,在茂密的草地上还生长有各

种蘑菇。 其地带性植被为温带针阔混交林,目前状况为天然次生林。 部分地方次生林转变为落叶松人工林后,落叶

松林地的凋落物层影响了林地土壤水分的格局。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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海洋污染物对菲律宾蛤仔的免疫毒性

丁鉴锋1,2,*, 闫喜武1,2, 赵力强1,2, 杨摇 凤1,2, 王连顺1, 包鹏云1

(1. 大连海洋大学, 大连摇 116023; 2. 辽宁省贝类良种繁育工程技术研究中心, 大连摇 116023)

摘要:环境污染能够影响养殖贝类的免疫能力,是导致贝类大规模死亡的重要原因之一。 探讨了大连周边 4 个海区污染物对采

集的菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)免疫毒性影响。 结果发现:污染物浓度和种类对蛤仔的免疫和生理指标具有重要影

响,在重金属和石油污染物浓度较低的皮口海区,血细胞总数、亮氨酸氨基肽酶活性和血淋巴溶菌酶活性均显著高于其它 3 个

海区(P<0.05),而蛤仔的脂质氧化水平则较低;在重金属和石油污染物浓度较高的黑石礁海区,蛤仔血淋巴谷胱甘肽含量显著

高于其它 3 个海区(P<0.05);在重金属浓度较高的庄河海区,蛤仔表现出较高的超氧化物歧化酶活性(P<0郾 05)。

关键词:菲律宾蛤仔; 海洋污染物; 免疫毒性

Immunotoxicity of marine pollutants on the clam Ruditapes philippinarum
DING Jianfeng1,2,*, YAN Xiwu1, 2, ZHAO Liqiang1, 2, YANG Feng1, 2, WANG Lianshun1, BAO Pengyun1

1 Dalian Ocean University, Dalian, Liaoning Province, Dalian 116023, China

2 Engineering Research Center of Shellfish Culture and Breeding in Liaoning Province, Dalian, Liaoning Province, Dalian 116023, China

Abstract: One of the most important reasons for the abnormal mortality of the cultured bivalve is the environmental
contaminants, which induce suppression for the immune system of the bivalve. In this research, the immunotoxicity of
marine pollutants on the clam Ruditapes philippinarum collected from the coast around Dalian was explored. The results
indicated that types and concentrations of contaminants had important influence on the immunity and physiological indexes.
In Pikou Sea area, owing to the lower content of heavy metal and oils, total haemocyte counts ( THC), leucine
aminopeptidase (LAP) activity and lysozyme ( LYZ) activity of clams were significantly higher than the other three sea
areas (P<0.05), and a lower haemolymph lipid peroxidation (MDA) level was also found. In Heishijiao area with higher
content heavy metals and oils, the glutathione (GSH + GSSG) content of haemolymph in clams was significantly higher
than the other three sea areas (P<0.05). And the superoxide dismutase (SOD) levels of haemolymph were higher (P<
0郾 05) in clams collected from Zhuanghe Sea area, where a higher concentration of heavy metal was detected.

Key Words: Ruditapes philippinarum; marine pollutants; immunotoxicity

近年来,随着沿海城市工农业生产的快速发展,以及一些灾害性事件的发生,导致沿海海域环境污染日趋

加剧。 另一方面,养殖海区自身也会产生一些污染物,结果导致浅海养殖海区环境恶化,严重影响了海水养殖

产业的健康可持续发展。 菲律宾蛤仔是我国北方一种重要的滩涂养殖贝类,调查发现:环境污染导致贝类的

免疫能力降低,加之高温季节有害菌的大量繁殖,可能是夏季养殖蛤仔大规模死亡的重要原因之一[1]。
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因此,本研究旨在通过比较不同海区的污染物对蛤仔免疫能力的影响,探讨蛤仔大规模死亡的原因,为菲

律宾蛤仔养殖业的绿色、健康和可持续发展提供理论依据。
1摇 材料与方法

图 1摇 采样点地图

摇 Fig.1摇 Map of Dalian showing the four sites where clams were

collected摇

1.1摇 样品采集

测定用菲律宾蛤仔采至大连周边海区:皮口、登沙

河、庄河和黑石礁海区(图 1)。
1.2摇 蛤仔体内污染物含量的测定

蛤仔体内污染物含量委托国家海洋环境监测中心

(大连)进行测定,测定结果如表 1 所示。
1.3摇 血淋巴细胞样品制备

取各采样点蛤仔样品 30 个,使用 1mL 无菌注射器

从菲律宾蛤仔围心腔中分别抽取血淋巴 200滋L,将 6 个

蛤仔的血淋巴混合加入 1.5mL 样品管作为一个测定样

品,并置于冰上保存,待后续实验测定。
1.4摇 肥满度指数(CI)测定

记录采血后蛤仔个体壳长,并将软组织剥离放入烘

箱中,60益烘干 18h,测定组织干重并计算 CI 值。
CI 值=组织干重(g) /壳长(mm)伊100

表 1摇 各海区蛤仔体内污染物含量

Table 1摇 Contaminant concentrations in clam tissue from different sea area

含量 Concentrations / (mg / kg)

Cu Pb Zn Cd Cr Hg As Oil

登沙河 1.5 0.105 13.6 0.119 0.74 0.007 0.37 14.7

皮口 1.1 0.187 11.2 0.139 0.41 0.007 0.38 13.5

庄河 7.1 0.64 89.3 0.84 1.49 0.07 8.56 9.12

黑石礁 8.00 0.79 127.33 0.67 3.42 0.04 6.78 18.54

1.5摇 血细胞总数测定(THC)
吸取 30滋L 血淋巴细胞样品加入到等量的 BFC 固定液中,固定后样品加到血球计数板上,在 10 倍光学显

微镜下观察计数。
BFC 固定液: NaCl 2%,乙酸钙 1%,甲醛 4%。

1.6摇 细胞膜稳定性

取 50滋L 血淋巴细胞样品加入酶标板中,4益孵育 45min;用生理盐水洗去未粘附血细胞(100滋L伊2);加入

200滋L 0郾 004%中性红 20益孵育 3h;用生理盐水洗去多余染料;再分别加入 200滋L 酸化酒精破坏细胞膜及重

新溶解中性红;将酶标板放入酶标仪中 OD550读取数值。 表示方法:每毫克蛋白对应的吸光度值变化。
1.7摇 血细胞吞噬活性

血细胞吞噬活性采用 Hannam 等人[2] 的方法,取 50滋L 血淋巴细胞样品加入到 96 孔酶标板中,4益孵育

1h;用 100滋L 贝类生理盐水洗去未粘附血细胞 2 次;加入 50滋L 中性红染过的酵母悬液(50伊107个 / mL);20益
孵育 30min 后,加入 100滋L BFC 终止反应;多余的酵母颗粒用生理盐水洗去,加入 100滋L 酸化酒精,置于酶标

仪中,使用 OD550nm读取吸光度值。 活性表示方法:每毫克蛋白所吞噬的酵母颗粒数。
酵母标准曲线的制备:取 50滋L 酵母颗粒(浓度分别为 6.25、12.5、25、50、100伊107个 / mL),加入等量酸化

酒精, OD550nm读取吸光度值,用酵母浓度与吸光度值作标准曲线。
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贝类生理盐水配方:0.02mol / L HEPES,0.4mol / L NaCl,0.1mol / L MgSO4,0.01mol / L KCl,0.01mol / L CaCl2,
调 pH 为 7.4。

酸化酒精配方:醋酸 1%,酒精 20% 。
1.8摇 酚氧化活性

酚氧化酶采用 Zhang 等人改进的方法,以 L鄄dopa 为底物,胰蛋白酶为诱导因子[3]。 取 50滋L 血淋巴细胞

样品加入到 96 孔板中,分别加入 50滋L CAC 缓冲液混合均匀;25益孵育 10min;加入 100滋L L鄄多巴胺(3mg / mL
溶于 CAC 缓冲液中),混合均匀后置于酶标仪中,读取 490nm 处吸光度值。 酶活性的定义为在实验条件下,
每分钟吸光度值增加 0.001 为 1 个酶活力单位。 活性表示方法:每毫克蛋白所具有的酶活力。

CAC 缓冲液配方: 0. 01mol / L 二甲基胂酸钠, 0. 45mol / L NaCl, 10mmol / L CaCl2·6H2 O,26mmol / L M
gCl2·2H2O,调 pH 7.0。
1.9摇 亮氨酸氨基肽酶(LAP)活性

LAP 活性测定采用 Oubella 等人[4]的方法,向 96 孔酶标板各加入 100滋L 血淋巴细胞样品,再分别加入 75
滋L Tris鄄HCl (0.2 mol / L, pH 8.0),混合均匀后分别加入 25 滋L 10 mmol / L L鄄亮氨酸鄄4鄄硝基苯胺(去离子水配

制, Sigma),立即放于酶标仪上,记录 20min 内吸光度的变化情况(OD405 nm,每 5min 读数 1 次)。 酶活性以每

毫克蛋白浓度改变的吸光度值 0.001 为一个酶活力单位。 活性表示方法:每毫克蛋白所具有的酶活力。
1.10摇 溶菌酶活性测定

溶菌酶测定采用 Allam 和 Paillard[5]改进后的方法,以鸡溶菌酶标准品为标准,取 40滋L 标准品(浓度分别

为 0.6、1.25、2.5、5、10、20、40 mg / mL)或者血淋巴细胞样品加入 96 孔酶标板中;分别向各孔中加入 160滋L 容

壁微球菌溶液(细菌 OD600 = 0.4,缓冲液为 0.06mol / L 磷酸盐缓冲液,pH 6.4);室温孵育 1h,540nm 读取吸光

度值,采用标准曲线计算血淋巴细胞溶菌酶活性。 活性表示方法:每毫克蛋白所具有的酶活力。
1.11摇 总谷胱甘肽(GSH+GSSG)的测定

总谷胱甘肽的测定采用碧云天公司的 GSH 和 GSSG 检测试剂盒进行,按照试剂盒说明书进行操作。
1.12摇 超氧化物歧化酶(SOD)活性测定

血淋巴超氧化物酶活性的测定采用碧云天生物技术研究所的总 SOD 活性检测试剂盒进行测定,按照试

剂盒说明书进行操作。 活性表示方法:每毫克蛋白所具有的酶活力。
1.13摇 脂质氧化(MDA)的测定

脂质氧化的测定采用碧云天公司的脂质氧化检测试剂盒进行,按照说明书进行相关操作。
1.14摇 总蛋白浓度的测定

血淋巴中总蛋白浓度的测定采用碧云天生物技术研究所 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒进行测定,按照试

剂盒说明进行操作。
1.15摇 数据统计

实验数据使用 spss11.5 软件分析,结果用平均值依标准差(means依SD)表 示,均采用单因素方差分析。
2摇 结果

2.1摇 不同海区蛤仔个体肥满度指数比较

不同海区蛤仔个体肥满度指数依次为:皮口(1.47依0.06)>黑石礁(1.05依0.08)>庄河(0.87依0.05)>登沙河

(0.79依0.03),但是各海区之间没有显著差异(P<0.05)。
2.2摇 不同海区蛤仔血细胞总数比较

不同海区蛤仔血细胞总数的测定结果见图 2。 皮口海区蛤仔血细胞总数最高,显著高于庄河和黑石礁海

区(P<0.05);登沙河海区蛤仔血细胞总数居中,庄河和黑石礁海区蛤仔血细胞总数最低,但这 3 个海区无显

著差异。
2.3摇 不同海区蛤仔血细胞膜稳定性比较

不同海区蛤仔血细胞膜稳定性 (驻OD550 / mg 蛋白质) 依次为:登沙河 (0. 135 依 0. 041) >庄河 (0 .127依

1245摇 17 期 摇 摇 摇 丁鉴锋摇 等:海洋污染物对菲律宾蛤仔的免疫毒性 摇



http: / / www.ecologica.cn

图 2摇 不同海区蛤仔血细胞总数比较

摇 Fig.2摇 Comparison of the THC of clam collected from different

sea areas

0.026)>皮口(0.091依0.017)>黑石礁(0.090依0郾 004),但
各海区蛤仔血细胞膜稳定性没有显著差异(P<0郾 05)。
2.4摇 不同海区蛤仔血细胞吞噬活性比较

不同海区蛤仔血细胞吞噬活性(伊108mg-1蛋白质)
依次为:登沙河海区(7. 88 依 2. 38) >皮口海区(7. 42 依
2郾 11)>庄河(5.97依1.11) >黑石礁(5.62依0.92),但各海

区蛤仔血细胞吞噬活性无显著差异(P<0.05)。
2.5摇 不同海区蛤仔血淋巴酚氧化酶活性比较

不同海区蛤仔血淋巴酚氧化酶活性 (U / mg 蛋白

质) 依次为:庄河(277.1依60.3)>登沙河(227.6依58.8)>
皮口(217.4依39.9) >黑石礁(184.4依14.8),但各海区蛤

仔血淋巴酚氧化酶活性无显著差异(P<0.05)。
2.6摇 不同海区蛤仔血淋巴亮氨酸氨基肽酶活性比较

不同海区蛤仔血淋巴亮氨酸氨基肽酶活性测定结果如图 3。 皮口海区蛤仔血淋巴 LAP 活性显著高于其

他 3 个海区(P<0.05);登沙河、皮口和黑石礁海区蛤仔血淋巴 LAP 活性无显著差异。
2.7摇 不同海区蛤仔血淋巴溶菌酶活性比较

不同海区蛤仔血淋巴溶菌酶活性测定结果见图 4。 皮口海区蛤仔溶菌酶活性显著高于其他 3 个海区(P<
0.05);登沙河、庄河和黑石礁海区蛤仔血淋巴溶菌酶活性无显著差异。

图 3摇 不同海区蛤仔血淋巴 LAP 活性比较

摇 Fig.3摇 Comparison of the LAP activity of haemolymph in clams

collected from different sea areas

图 4摇 不同海区蛤仔血淋巴溶菌酶活性比较

摇 Fig.4摇 Comparison of the LYZ activity of haemolymph in clams

collected from different sea areas

2.8摇 不同海区蛤仔血淋巴总谷胱甘肽含量比较

不同海区蛤仔血淋巴总谷胱甘肽含量测定结果如图 5。 黑石礁海区蛤仔血淋巴谷胱甘肽含量显著高于

其他 3 个海区(P<0.05);登沙河、皮口和庄河海区血淋巴谷胱甘肽含量无显著差异。
2.9摇 不同海区蛤仔血淋巴超氧化物歧化酶(SOD)活性比较

不同海区蛤仔血淋巴 SOD 活性测定结果见图 6。 庄河海区蛤仔血淋巴 SOD 活性最高,登沙河海区蛤仔

最低,二者差异显著(P<0.05);皮口和黑石礁海区蛤仔血淋巴 SOD 活性居中,与其他两个海区蛤仔差异不

显著。
2.10摇 不同海区蛤仔血淋巴细胞脂质氧化比较

不同海区蛤仔血淋巴细胞脂质氧化测定结果见图 7。 登沙河海区蛤仔血淋巴细胞脂质氧化最高,皮口海

区蛤仔最低,二者差异显著(P<0.05);庄河和黑石礁海区蛤仔居中,与其他两个海区相比无显著差异。
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图 5摇 不同海区蛤仔血淋巴总谷胱甘肽含量比较

摇 Fig.5摇 Comparison of the glutathione content of haemolymph in

clams collected from different sea areas

图 6摇 不同海区蛤仔血淋巴 SOD 活性比较

摇 Fig.6摇 Comparison of the SOD activity of haemolymph in clams

collected from different sea areas

图 7摇 不同海区蛤仔血淋巴脂质氧化比较

摇 Fig.7摇 Comparison of the lipid peroxidation level of haemolymph

in clams collected from different sea areas

3摇 讨论

贝类的免疫机制主要包括细胞免疫和体液免疫两

条途径,其中血细胞是贝类执行细胞免疫功能的最重要

的细胞,是无脊椎动物免疫系统的第一道防线,环境因

子的变化会对血细胞的免疫能力造成重要影响[6]。 对

牡蛎和蛤仔等贝类的研究发现,环境污染物如石油烃和

重金属等长期胁迫能够引起其体内血细胞数量减少,原
因可能是污染物引起贝类体内含溶酶体丰富的血细胞

溶解所致[7鄄9]。 在本研究中,皮口海区蛤仔的血细胞总

数最多,而黑石礁和庄河海区蛤仔血细胞数量最少,从
表 1 可以发现,黑石礁和庄河海区蛤仔体内的 Cu 等重

金属含量均比皮口和登沙河海区高,因此这两个海区血细胞数量的减少可能是重金属长期胁迫的结果。 不过

一些研究也发现:短时间的污染物刺激可以导致贝类血细胞数量增加[10鄄15],对于这些贝类短期内血细胞数量

增加的原因,有研究者认为是由于污染物的刺激导致组织血细胞转移进入循环系统所致,也有学者认为是动

物机体对污染物引起的血细胞膜稳定性降低的一种补偿机制[11鄄13]。 因此,环境污染物导致贝类血细胞数量

增加还是减少与暴露的时间以及污染物浓度有关[13]。
通常情况下,短期或者低浓度的污染物如工业废水、农药、重金属刺激被认为具有免疫刺激作用,能够使

贝类血细胞的吞噬活性增强[14鄄16]。 而高浓度污染物或者污染物长期胁迫能够抑制贝类细胞的吞噬能力,原
因主要是由于脂溶性污染物如 PHA 等以及重金属能够与细胞膜结合,改变细胞膜的流动性和细胞膜上离子

泵,导致细胞膜稳定性降低,并且能够阻碍血细胞变形运动,降低其吞噬活性[17鄄18]。 本研究中四个海区蛤仔

的细胞膜稳定性和吞噬能力并没有显著地差异,原因可能是海区中的污染物浓度尚未达到对膜稳定性和吞噬

能力产生显著影响的阈值[19],亦可能是贝类细胞对污染物刺激产生适应性的结果[20]。
当贝类损伤或者受到病原微生物感染时,能够激活体内酚氧化酶原(PPO)生成酚氧化酶(PO),将体内的

苯酚氧化成苯醌并最终生成黑色素参与动物的免疫反应[21]。 多种环境污染物能够通过改变贝类血细胞 PO
的活性而影响其免疫能力,Tujula 等发现使用含有机锡( TBT) 和 Cu 的培养基培养 72h 后,海鞘( Styela
plicata)血细胞酚氧化酶活性显著降低[22];Bado鄄Nilles 等人研究证实受到石油污染 14d 后,牡蛎(Crassostrea
gigas)血细胞酚氧化酶活性受到抑制[23];Gagnaire 等用 Hg 处理牡蛎血细胞 21h 后,其酚氧化酶活性降低[24]。
不过研究发现使用氯化镉(CdCl2)或者 Zn 离子处理的鲍鱼血细胞,其酚氧化酶活性却显著升高[25鄄26],因此环

境污染物对酚氧化酶活性的影响可能与动物及污染物的种类有关[25]。 在本研究中,各海区蛤仔血细胞的酚
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氧化酶活性并未表现出显著差异,其原因可能是蛤仔对污染物长期刺激产生适应性的结果。
贝类血细胞溶酶体中含有各种水解酶包括溶菌酶、氨肽酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶等,当外来异物进入

体内或环境发生变化时,这些水解酶可以通过胞内和胞外途径,参与对异物以及病原的杀伤与清除。 对牡蛎

(Crassostrea gigas)和滨螺(Littorina littorea)等贝类的调查和研究发现:海水中的有机污染物和重金属等能够

导致贝类血淋巴溶菌酶活性降低,并且这种活性的降低与血细胞总数之间存在相关性[13, 27鄄28]。 污染物可能

通过以下两条途径导致细胞体内水解酶活性降低:一是由于污染物造成的血细胞溶解导致;另一个可能的原

因是污染物改变贝类血细胞内溶酶体膜通透性,一些水解酶渗漏所致[29]。 在本研究中,登沙河、庄河和黑石

礁海区蛤仔血细胞的亮氨酸氨基肽酶和溶菌酶活性显著低于皮口海区,与这 3 个海区环境中较高的污染物浓

度可能有直接的关系。
研究证实,当受到环境胁迫时,贝类能够通过呼吸爆发作用产生大量活性氧,帮助机体清除进入体内的病

原,但过量的活性氧会导致动物体内细胞膜的脂质氧化程度增加,因此贝类体内抗氧化系统会被激活,避免活

性氧对细胞造成损伤[28, 30鄄32]。 在本研究中,登沙河海区的蛤仔血细胞谷胱甘肽含量在 4 个海区中处于较低

水平,并且其 SOD 活性最低,表明其抗氧化能力受到抑制,因此其细胞膜的脂质氧化程度最大,这一结论与上

述研究的结果相一致。 但人们也发现:黑石礁海区蛤仔血细胞谷胱甘肽含量最高,而庄河海区的蛤仔血细胞

具有最高的 SOD 活性,但是这两个海区蛤仔的血细胞脂质氧化水平仍然处于较高水平。 观察这两个海区蛤

仔体内的污染物检测结果(表 1)发现:其体内重金属含量远高于其他两个海区的蛤仔,并且黑石礁海区蛤仔

体内的石油污染物水平在 4 个海区中也处于较高水平。 谷胱甘肽除作为一种重要的细胞抗氧化成分,其本身

也是体内一些催化解毒和污染物代谢反应的酶作用后的产物[33],因此这两个海区蛤仔血细胞较高的谷胱甘

肽水平可能是个体对长时间较高浓度污染物刺激的一种保护性反应。 此外有研究证实长期的污染物刺激能

够导致贻贝(Mytilus edulis)体内活性氧如 H2O2和 NO 等含量增加,推测可能是对其血细胞吞噬能力降低的一

种补偿机制[34],因此黑石礁和庄河海区蛤仔血淋巴较高的 SOD 水平可能与其血细胞较低的吞噬活性有关。
综上所述,养殖水环境中的重金属和石油等有机污染物胁迫能诱导蛤仔产生免疫抑制并导致其抗病能力

的降低,加之夏季高温环境细菌大量繁殖是导致蛤仔大规模死亡的重要诱因。 因此,减少养殖海区环境污染,
净化养殖环境,是防止蛤仔疾病爆发的有效途径。
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