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摘要! 为了解铜在虾夷扇贝鳃和肝胰腺中的累积规律及对抗氧化酶"脂代谢的影响!以不同

浓度的铜分别对虾夷扇贝暴露 3"4"/"1"43 及 49 B!检测铜在鳃"肝胰腺组织中的累积量及

对抗氧化酶 *"5"-&C及 OGW 活性的影响!并通过高通量测序手段!分析 82 @ 胁迫时!高浓

度铜对肝胰腺组织脂代谢关键调控因子的影响# 结果表明%31325 ;?6'胁迫组在鳃中的

最高累积出现在第 49 天&/98155

$

?6?' !3135 和 3143 ;?6'胁迫组最高累积均出现在第 1

天&/93182 和 /321/3

$

?6?' !整体随时间呈曲线变化关系!而肝胰腺组织中!高浓度

&3143 ;?6''组累积随时间呈线性关系!最高为第 49 天 &131;;

$

?6?' !中低浓度 &31325

和 3135 ;?6''组随暴露时间的延长均呈曲线变化关系$鳃组织各抗氧化酶在胁迫期内均

被显著性抑制!肝胰腺组织中!除 3135 ;?6'胁迫组对 OGW 酶活性 29 @ 时显著抑制外!

31325和 3135 ;?6'胁迫浓度在 29 @ 内均可诱导抗氧化酶显著表达!但随胁迫期的延长逐

渐降低!3143 ;?6'胁迫组各酶活性在胁迫期内被显著性抑制$高浓度组&3143 ;?6''胁迫

82 @ 后!虾夷扇贝肝胰腺脂代谢关键调控因子 GG&$A:

,

2"1GO5"O1G5"(&*"'5+与对照

组相比均显著上调!而 &--"-GC4 与对照组相比!虽然存在差异表达!但不显著# 实验表

明!鳃是虾夷扇贝铜的主要蓄积部位!肝胰腺组织对铜的累积不存在浓度依赖性关系!对高

铜胁迫累积反应较为敏感!同时与镉对虾夷扇贝的毒性相比!铜的毒性作用更强!对虾夷扇

贝抗氧化防御系统的破坏性更大!并且在高浓度急性胁迫条件下!铜可以促进肝胰腺的脂

质合成代谢!诱发脂肪的累积#

关键词! 虾夷扇贝$ 铜$ 抗氧化酶$ 脂代谢

中图分类号! D508$ *01;1/66666666 文献标志码%&

66虾夷扇贝#4*1%&+#.)1.& ".((+.&(%($隶属于软

体动物门#P/002A9<$"瓣鳃纲#'<;400=JF<39@=<L<$"

珍珠贝目#GL4F=/=B<$"扇贝科 #G49L=3=B<4$

(4)

' 由

于其重要的商业价值"23 世纪 ;3 年代初被引入

我国"并迅速在我国北部沿海地区大面积养

殖
(2)

' 但由于种群资源的退化&夏季高温&环境

污染物等因素的影响"虾夷扇贝的养殖已面临着

极大的威胁
(/ 75)

'

随着工农业的发展"水生态环境中重金属污

染已成为最为严重的问题之一
(1)

' 同时"伴随着

我国水产养殖量的不断增长"由水环境污染而导

致的养殖动物的免疫力下降&营养代谢失调等问

题也日益突出' 在众多的重金属环境污染因子

中"铜作为矿物营养素&除藻剂或病原抑制药物被

广泛应用于水产养殖领域
(8 7;)

"当其以自由金属

离子形式达到一定浓度时就会对水产养殖动物的

发育&生长&繁殖&免疫功能及营养代谢造成影

响
(8"0 744)

' 因此"开展重金属铜对虾夷扇贝的毒
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性作用机制研究具有重要的实践意义'

抗氧化酶类的活性是反映机体健康与否的重

要指标"主要包括超氧化物歧化酶 #A2I4F/W=B4

B=A;2L<A4"*"5$&溶菌酶#9<L<0<A4"-&C$&谷胱甘

肽过氧化物酶#?02L<L@=/34I4F/W=B<A4"OGW$等"当

有机体受到污染物胁迫并产生细胞内活性氧产物

#$"*$时"这些酶类的活性就会发生改变以应对

氧化胁迫
(42)

"保护大分子物质如蛋白质&脂肪和

核酸' 营养代谢紊乱同样是重金属胁迫下引起的

机体代谢障碍"可以使水产动物出现脂肪蓄积&脂

滴增大&肝功能下降等问题
(;"44"4/ 749)

' 本实验通

过在不同胁迫时间下"研究铜在虾夷扇贝鳃&消化

腺的沉积规律及对抗氧化酶活性&肝胰腺脂代谢

调节关键基因的表达影响"揭示铜对虾夷扇贝的

毒性作用"以期为生产中更好地监控重金属污染

提供一定的技术指标参考'

46材料与方法

!"!#虾夷扇贝的来源及养殖条件

成体虾夷扇贝购自大连獐子岛渔业公司' 挑

选健 康 及 壳 高 大 小 为 # 01/03 >3128/ $ 9;

#;4<3 >*5"& ?/3$的虾夷扇贝作为实验贝' 将

扇贝在实验条件下养殖于温度为#41 >4$Z及盐度

为 /3 的过滤海水中"所用海水引自青岛第一海水

浴场' 暂养及实验期间以螺旋藻# :#%$'2%&*$作为

饵料"29 @ 不间断充氧"每天换水 462"所换海水损

失 -2

2 D

以等浓度含铜海水补充"暂养期为 8 B'

!"$#实验设计

实验共分 9 组#4 个对照组及 / 个胁迫组$"

每组设 / 个重复"每重复随机放养 25 只实验贝'

所用化学试剂为 -2-0

2

;2+

2

"#*=?;<"美国$"加

入海水使 -2

2 D

终浓度分别为 3&31325&3135 及

314 ;?6'' -2 的含量分别为中国渔业水质标准

#OK44138 7;0$的 3&215&5 及 43 倍' 实验期为

49 B"分别在 3&4&/&1&43 和 49 B 随机选取 / 只虾

夷扇贝"并对鳃&肝胰腺组织取样"冻存于 7;3 Z

冰箱供测试分析备用'

!"%#组织 @;含量的测定

取 3&/&1&43 和 49 B 的虾夷扇贝鳃&肝胰腺

样品"生理盐水冲洗后于 13 Z烘箱中 9; @ 烘干

至恒重"取 315 ? 鳃或 312 ? 肝胰腺"加入 /3 ;'

的特氟龙管中"并加入 1 ;'+%"

/

"在室温下放

置 4 @' 将溶液在 433 Z条件下煮沸 1 @ 至澄清"

将剩余物在 433 Z条件下溶解于 1 ;'4Q的

+%"

/

溶液中' -2 含量采用电感耦合等离子质

谱仪#)-G:P*",0<31433"美国$测定'

!">#C[B$@G&$OAQ 活力测定

取 -2 胁迫后 3&4&/&1&43 和 49 B 的鳃&肝胰

腺样品"准确称量后加入 43 倍体积比的预冷组织

裂解液"在匀浆器上匀浆"匀浆液于 9 Z条件下

43 333 ?6;=3 离心 23 ;=3"取上清液待测'

总超氧化物歧化酶 #*"5$测定方法基于在

P<FM023B 法
(45)

基础上修改完善后进行' 过氧化

氢酶#-&C$活力测定方法基于 OF443><0B

(41)

法改

进后进行' 谷胱甘肽过氧化物酶#OGW$活性测定

基于夏亦明等
(48)

及 G<3 等
(4;)

方法改进后进行'

!"L#肝胰腺脂代谢相关基因差异表达分析

取 3 和 314 ;?6'铜胁迫组胁迫 82 @ 的肝胰

腺样品"分别提取总 $%&#)3E=LF/?43"美国$并检

测 $%&质量 #&?=043L2433"美国 $' 采用 $%&:

*4Y# D2<3L=8=9<L=/3 $ 策略构建文库"在 )002;=3<

+=A4Y

CP

2333 平台上进行高通量测序 #测序数据

已 上 传 至 %-K) *$& 数 据 库" 登 录 号!

*$$8/1424$' 将测序数据与虾夷扇贝转录组数

据#*$$15/88;&*$&328/43$"通过 *"&G2 软件

进行比对"将唯一比对到参考基因的序列进行基

因表达丰度计算"并通过 $GVP 进行标准化"筛

选出差异表达基因"以 (5$C31334 且差异倍数

不低于 2 定义为差异显著性标准' 进一步利用

O"功能显著富集性分析和通路显著性富集分析

筛选出与脂代谢相关的差异表达基因'

26结果

$"!#@;在虾夷扇贝鳃$肝胰腺组织中的累积

在鳃中"31325 ;?6'胁迫组对 -2 的累积表

现出随暴露时间的延长而呈现线性增加关系"最

高累积出现在第 49 天(#/98155 >42142$

$

?6?"

4C3135$)"而 3135 和 3143 ;?6'胁迫组对 -2

的累积与时间的关系表现出曲线性的先增加后下

降的趋势"两组最高铜累积均出现在第 1 天"分别

为 #/93182 >48112 $和 #/321/3 >441;3 $

$

?6?

#4C3135$#图 4:<$'

在肝胰腺中"3143 ;?6'胁迫组对-2 的累积

表现出随暴露时间的延长而线性增加"最高累积

出现在第 49 天#131;; >41;;$

$

?6?#图 4:J$"与

对照组相比差异显著#4C3135$"并且 1 和 43 B

030
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肝胰腺的 -2 累积量与 49 B 相差不大"分别为

#51123 >/15/$和 #50185 >91/5$

$

?6?' 31325

与 3135 ;?6'组随暴露时间均表现出曲线变化

关系"其中"31325 ;?6'胁迫组呈现出先下降后

上升趋势"最低铜含量出现在第 / 天 (# 1152 >

3199$

$

?6?"#4C3135$)%3135 ;?6'胁迫组呈现

出先升高再下降再上升的趋势"最高铜含量在第

/ 天时出现(#/4132 >41/3$

$

?6?"#4C3135$)'

总体而言"虾夷扇贝鳃对 -2 的累积量显著高于

肝胰腺'

图 !#铜在虾夷扇贝鳃"'#$肝胰腺组织"(#中的累积

"

表示实验组与对照组相比差异显著#4C3135$ "下同

?,3"!#G..;8;-'5,0207@;,25)*3,--"'#'2+)*4'504'2./*'1"(#07!%A)**,)(*'*

"

=3B=9<L4A=?3=8=9<3LB=884F4394A#4C3135$ J4L>443 L@4LF4<L4B <3B 9/3LF/0?F/2IA"L@4A<;4<AJ40/>

$"$#@;对虾夷扇贝鳃$肝胰腺组织 C[B活性的

影响

不同浓度铜胁迫虾夷扇贝鳃组织对 *"5活

性均起到抑制作用"3135 和 3143 ;?6'胁迫组随

胁迫时间的延长呈现先降低后升高再降低的变化

趋势"而 31325 ;?6'组随时间延长表现出先降

低后升高趋势' 低中高浓度胁迫组的最低 *"5

活性分别出现在第 1 天(#99152 >;12/$#)&第 4

天(#9414; >815$#)和第 / 天 (#2/139 >/199$

#)"差异性均显著#4C3135$#图 2:<$'

图 $#铜对虾夷扇贝鳃"'#$肝胰腺"(#C[B活性的影响

?,3"$#F77*.507@;02C[B'.5,6,5< 073,--"'#'2+)*4'504'2./*'1"(#

66不同的铜胁迫浓度对肝胰腺 *"5活性的影

响表现出不同的趋势"31325 和 3135 ;?6'胁迫

组 *"5活性表现出短时间内#29 @$上升"后开始

下降至最低后又开始上升的趋势"而 3143 ;?6'

340
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胁迫组则直接表现出对 *"5活性的抑制作用"后

又逐渐升高' 31325 和 3135 ;?6'胁迫组 *"5

在第 4 天时"活性最高分别为 #8/125 >1112$和

#80195 >/195$##4C3135$%最低均出现在第 1

天"分别为#/1182 >/19;$和#2/190 >911/$#"此

时显著低于对照组#4C3135$' 3143 ;?6'胁迫

组 *"5活性最低出现在第 / 天"为 # 22112 >

211/$#"之后开始上升#图 2:J$'

$"%#@;对虾夷扇贝鳃$肝胰腺组织@G&活性的

影响

不同浓度铜胁迫对虾夷扇贝鳃 -&C活性均

起到了显著性抑制作用"总体呈现先下降后上升

的趋势' 各实验组均在胁迫 / B 时达到最低值"

分别为#41/8 >3149$&#4142 >3142$和#3119 >

3138 $ #"与对照组均存在显著性差异 # 4C

3135$' 胁迫 / B 后"中低浓度胁迫组 -&C活性

显著回升"而高浓度胁迫组无显著性变化 #图 /:

<$'

31325 和 3135 ;?6'胁迫组在胁迫 4 B 时"

肝胰腺 -&C活性有显著性上升"但随即开始下

降"至第 1 天时达最低值"后 -&C活性开始恢复'

而高浓度胁迫组 -&C活性则在胁迫期内受到显

著性抑制作用#4C3135$"呈现先下降"后上升"

再下降的变化趋势#图 /:J$'

图 %#铜对虾夷扇贝鳃"'#$肝胰腺"(#@G&活性的影响

?,3"%#F77*.5107@;02@G&'.5,6,5< 073,--"'#'2+)*4'504'2./*'1"(#

$">#@;对虾夷扇贝鳃$肝胰腺组织 OAQ 活性的

影响

不同浓度铜对虾夷扇贝鳃 OGW 的活性均表现

为显著性的抑制作用#4C3135$"3143 ;?6'胁迫

组的抑制作用最大"最低活性出现在第 / 天"为

#3182 >313/$#"此后随胁迫时间的延长活性变化

不大' 31325 和 3135 ;?6'胁迫组 OGW 活性分别

于第 / 天 (#4144 >3141$#)和第 4 天 (#3108 >

3135$#)达到最低值"随后 OGW 活性有所增加#图

9:<$'

31325 ;?6'铜胁迫浓度对消化腺 OGW 活性

影响不大"在 4 B 时显著增加#4C3135$"胁迫 / B

时相对对照组有所降低"随胁迫时间延长与对照

组不存在显著性差异#4B3135$' 3143 ;?6'胁

迫组"OGW 活性表现出显著性抑制作用"最低出现

在第 4 天(#41/1 >3123$#)"此后随暴露时间延

长"活性变化不大' 3135 ;?6'胁迫组则表现出

先显著性抑制"后逐步升高的趋势"最低 OGW 活

性出现在第 4 天(#2145 >3144$#)#图 9:J$'

$"L#@;对虾夷扇贝肝胰腺脂肪代谢相关基因表

达的影响

基于高通量测序数据"筛选出铜胁迫条件下

虾夷扇贝肝胰腺与脂代谢相关酶及调控因子差异

表达基因#表 4$"过氧化物酶体增殖因子活化受

体:

,

2 # GG&$A:

,

2 $& 1:磷 酸 葡 糖 酸 脱 氢 酶

#1GO5$&葡萄糖:1:磷酸脱氢酶#O1G5$&脂肪酸

合成酶#(&*$&乳酸脱氢酶#'5+$与对照组相比

均显著上调 #4C3135 $"而乙酰辅酶 &羧化酶

#&--$&肉毒碱棕榈酰转移酶 #-GC4$与对照组

相比"虽然存在差异表达"但不显著#4B3135$'

440



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

666 水6产6学6报 /0 卷

图 >#铜对虾夷扇贝鳃"'#$肝胰腺"(#OAQ 活性影响

?,3">#F77*.5107@;02OAQ '.5,6,5< 073,--"'#'2+)*4'504'2./*'1"(#

表 !#肝胰腺脂代谢相关酶及调控因子差异表达

&'("!#B,77*/*25*Q4/*11,0207*2H<8*10/5/'21./,45,02'-7'.50/1/*-'5*+50 -,4,+8*5'(0-,18 ,2)*4'504'2./*'1

基因名称

3<;4/8?434

数据库基因名称

3<;4/8?434

=3 B<L<J<A4

相对表达量6倍

<J23B<394/8

4WIF4AA=/3

上调或下调

2I6B/>3

过氧化物酶体增殖因子活化受体:

,

2

I4F/W=A/;4IF/0=84F<L/F<9L=E<L4B F494IL/FA"GG&$A:

,

2

'/92A@189/9 43154; 上调

1:磷酸葡萄糖酸脱氢酶 1:I@/AI@/?029/3<L4B4@NBF/?43<A4"1GO5 5$$3344214;3958 431201 上调

葡萄糖:1:磷酸脱氢酶 ?029/A4:1:I@/AI@<L4B4@NBF/?43<A4"O1G5 '/92A@9304 21901 上调

脂肪酸合成酶 8<LLN <9=B AN3L@4L<A4"(&* '/92A@208/9 218/9 上调

乳酸脱氢酶 0<9L=9B4@NBF/?43<A4"'5+ '/92A@/3;12 91289 上调

乙酰辅酶 &羧化酶 <94LN0:-/&9<FJ/WN0<A4"&-- '/92A@44/0 313;; 上调

肉毒碱棕榈酰转移酶 9<F3=L=34I<0;=L/N0LF<3A84F<A44"-GC4 '/92A@580 318// 上调

/6讨论

%"!#铜在虾夷扇贝鳃$肝胰腺组织中的累积规律

由于海洋底栖动物生活习性及环境的特殊性"

使其成为极易富集重金属的一类生物' 本实验中

高浓度胁迫组鳃组织在第 1 天时对铜的累积量达

到最高"然后出现下降的趋势"这可能是由于鳃组

织在高浓度铜胁迫下线粒体受到损伤所致"这与镉

#-B$胁迫对鳃组织的影响结果是一致的
(4)

' 而低

浓度铜胁迫对鳃组织刺激性不大"线粒体可持续地

摄入铜离子"因而铜的累积量随时间不断增加' 肝

胰腺组织中"在低浓度铜胁迫时"出现了铜含量与

对照组相比下降的现象"分析原因可能是在低浓度

胁迫时"并没有有效诱导肝胰腺的解毒机制"而同

时其他组织器官如性腺减少了铜在肝胰腺中的累

积有关' 肝胰腺是双壳贝类主要的解毒器官"当高

浓度胁迫时"其解毒机制被充分调动"如诱导金属

硫蛋白的表达&被膜所包裹而形成颗粒物等"从而

导致铜浓度的迅速升高"这与郭远明等
(40)

的研究

结果一致' 同时"本实验结果还显示"铜在虾夷扇

贝不同组织中的累积表现出显著性的组织特异性"

鳃组织对铜的吸收显著高于肝胰腺组织' $/;4/

等
(23)

以亚致死浓度的铜胁迫蛤仔 #M'D%1*#.(

D.)'((*1.($也发现了同样的结果' 王军等
(24)

对虾

夷扇贝的研究也表明"除内脏团外"鳃在各测试组

织中对铜的富集程度最高' 因此"鳃组织可能是虾

夷扇贝主要的铜富集器官' 这可能因为鳃是水生

动物体内环境与外界环境最直接的接触器官"拥有

很大的接触表面积"并且异源物质由鳃进入血液的

距离也很短"因此鳃组织表面对铜离子的吸收和结

合将增加组织中铜的含量
(22)

' 而且鳃组织拥有非

常庞大的血管分布系统"这使得血液中易与金属结

合的蛋白增加了结合机会'

%"$#铜对虾夷扇贝抗氧化酶活性的影响

有报道指出"双壳贝类对水体中铜污染采取的

调节反应是将壳紧闭"但随着胁迫浓度的不同"闭
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壳的时间有所差异
(2/)

' 在铜胁迫的起始阶段"贝

类除摄食和呼吸需要"能够保持双壳关闭"这可能

是抗氧化酶在起始 29 @ 时表现出与其他阶段不同

反应的原因之一' 在此阶段"少量进入虾夷扇贝肝

胰腺的铜离子引起氧化自由基的产生"诱导了抗氧

化酶的表达' 而高浓度的铜胁迫"在短时间内就已

经对肝胰腺组织造成了一定程度的氧化损伤"破坏

了抗氧化酶系统"因此呈现显著性抑制' 29 @ 后"

中低浓度胁迫组各抗氧化酶活性也出现了降低"可

能是由于铜可以参加机体的氧化还原反应"如芬顿

反应"诱导氧自由基的产生"-2

2 D

可与 $""+反应

生成 $"";和 -2

D

"而 -2

D

可以与过氧化氢反应

生成羟基自由基' 同时"过氧化氢又是 -&C和谷

胱甘肽过氧化物酶的底物' 当大量铜离子被鳃或

肝胰腺吸收后"*"5诱导产生的过氧化氢与 -2

D

发生氧化还原反应"而不足以为 -&C或 OGW 提供

底物"因此 -&C和 OGW 酶活性均显著性降低
(29)

'

此外"诱导产生的 PC与铜离子的结合速度显著快

于 *"5"也会导致 *"5活性的降低"进而导致

-&C和 OGW 活性的减弱'

鳃组织中各抗氧化酶活性对不同浓度的铜胁

迫均表现出显著性抑制反应"可能是鳃对铜胁迫

敏感所致' 在胁迫 29 @ 之内已经对鳃组织细胞

造成了严重的氧化损伤"各酶活性均表现低下'

但随着胁迫期的延长"结果显示"除高浓度胁迫组

外"中低浓度胁迫组各抗氧化酶活性均逐步升高"

这可能是由于扇贝已逐步适应了铜胁迫的环境"

通过调节抗氧化系统以保护机体免受氧化损伤'

两种重金属对虾夷扇贝抗氧化系统的影响截

然不同
(25)

"镉是机体的非必需金属"不参与氧化

还原反应"而铜是机体的必需元素"参与机体的氧

化还原反应"这导致机体对不同浓度胁迫的两种

重金属敏感度不同' 相比较而言"铜对虾夷扇贝

的毒性更大"对抗氧化防御系统的破坏性更强"虾

夷扇贝反应更强烈"这与铜在三角帆蚌#<"$%+#(%(

)'9%&-%%$中的研究结果相吻合
(21)

' 在养殖实验

中"通过行为学观察也发现虾夷扇贝对中高浓度

铜胁迫表现出呼吸频率加快"分泌物增多等现象'

并且当胁迫浓度提高至 312 ;?6'时"胁迫 29 @

后就会出现部分死亡"这也印证了铜对虾夷扇贝

的毒性'

%"%#铜对虾夷扇贝肝胰腺脂质代谢的影响

对高通量测序数据进行分析"结果表明"在

82 @&314 ;?6'的急性毒性胁迫条件下"铜显著

诱导了虾夷扇贝肝胰腺组织脂质代谢相关基因的

表达"这与 -@43 等
(1)

在黄颡鱼 # 4.21.+5*-$'(

8'2@%D$*)+$中的研究结果一致"但以镉&锌或铜对

黄 颡 鱼
(4/ 749)

& 草 鱼 # !1.&+#7*$"&-+D+&

%D.22'($

(28)

& 矛 尾 复 虎 鱼 # :"&.)7+-+5%'(

7*(1*$

(;"44)

&波纹龙虾 #4*&'2%$'(7+9*$'($

(2;)

进

行急慢性暴露"结果却显示在慢性暴露条件下"肝

脏脂肪发生累积"与脂肪合成密切相关的 1GO5&

O1G5&'G'&&--等酶基因表达增加"而与脂肪分

解相关的 -GC4 及 GG&$

%

表达显著下调%但在急

性胁迫条件下"结果刚好相反' 这与本研究结果

存在差异' 重金属对机体脂代谢的影响不仅与重

金属的种类&胁迫时间&浓度存在着一定的相关

性"而且对不同的养殖动物&组织部位也存在着不

同的作用效应"这可能是造成研究结果存在差异

的原因"具体作用机制尚需要进一步的研究'

本研究得到了中国科学院海洋研究所王雷课

题组的大力协助#在此予以感谢!
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