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蒽、菲、芘、  混合液对菲律宾蛤仔抗氧化酶活性的影响 
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摘要：以菲律宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）为研究对象，在实验生态条件下采用不同浓度的蒽

(Fluoranthene)、菲(Phenaphthene)、芘(Pyrene)、  (Chrysene)混合液进行染毒实验，研究菲律宾蛤仔体内超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase, CAT）和谷胱苷肽过氧化物酶（glutathione 

peroxidase, GPx）的剂量-效应关系和时间-效应关系。实验的 3种混合液浓度为 5 µg/L (低浓度组), 50 µg/L (中

浓度组), 500 µg/L (高浓度组)。结果表明，在低浓度混合液下（5 µg/L），CAT比 SOD和 GPx更快受到诱导；

4种多环芳烃混合污染物对 SOD、CAT和 GPx活性的影响均为先诱导后抑制的变化过程。 
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物机体内的抗氧化防御系统酶包括超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和谷胱苷肽过氧化物酶（GPx）

等。由体内代谢产生的活性氧可为抗氧化防御系统控制，消除

活性氧对机体的伤害作用。然而，PAHs等污染物在生物体内进

行生物转化时，同时产生了氧化还原循环（Redox cycle），这样，

不仅母体化合物产生的中间体产物本身是自由基代谢物，可与

核酸、蛋白质共价连接，产生毒害，而且在氧化还原循环中产

生了大量的活性氧。在一定范围内，这些活性氧能被体内抗氧

化防御系统清除。但当体内抗氧化防御系统不能清除这些活性

氧时，它们可使 DNA链断裂、脂质过氧化、酶蛋白失活等，从

而引起机体氧化胁迫（Oxidative stress）或氧毒性。 

超氧化物歧化酶（SOD）是生物体内抗氧化防御系统的重

要酶之一，它可清除生物体内的 O2·
-自由基，如果 O2·

-及时

得到清除，·OH 产生的可能性就极小，即机体受损伤的可能性

不大[1]。SOD 清除 O2·
-的能力与其含量和活性有关，当生物

体受到污染胁迫时，往往会伴随着机体内抗氧化酶活性的上升

或下降，所以，国际海洋监测委员会（ICES）于 1994年颁布推

荐的海洋污染早期生化监测指标中就包括抗氧化防御系统。谷

胱苷肽过氧化物酶（GPx）以过氧化氢作为底物，催化形成水。

二色裂江珧（Pinna bicolor）组织内的 SOD存在不同程度的组

织特异性[2]。过氧化氢酶广泛存在于微生物及动植物体内，它的

作用是在氢原子供体（R'H2）低浓度时，将脱氢氧化酶催化产

生的多余过氧化氢（H2O2）转变为 HO2。CAT是生物体内一种

含巯基的抗氧化酶，可与谷胱苷肽过氧化物酶一起，清除 SOD

歧化超氧阴离子自由基（O2·
-）产生的 H2O2，进而阻断可产生

活性极高的羟自由基（·OH）的 Haber-weiss反应[3]。 

菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)喜栖于有淡水流入、

波浪平静、沙和泥沙质的海底，其垂直分布从潮间带至 10余米

水深的海底。菲律宾蛤仔是养殖种类，也是潮间带大型底栖动

物群落的优势种之一。青岛胶州湾沧口潮间带长期受青岛工业

废水排放的影响，生物群落结构严重破坏，20世纪 80年代初调

查时，原有的优势种仅剩下菲律宾蛤仔[4]。荧蒽、菲、芘对菲律

宾蛤仔 SOD 的影响是先升后降[5]。而典型 PAHs 对菲律宾蛤仔

CAT和 GPx活性的影响在国内未见报道。在室内实验中，将菲

律宾蛤仔分别暴污湾于蒽、菲、芘、  4种多环芳烃等比例配制

而成 3 种浓度梯度中，测定酶活性，分析 SOD、CAT 和 GPx

的剂量-效应关系和时间-效应关系，探讨典型 PAHs对菲律宾蛤

仔的氧化胁迫机制，为海洋双壳类抗氧化物酶最终作为监测海

洋 PAHs 污染的生物标志物组成部分提供科学的参考依据和实

践依据。  

1 材料与方法 

1.1实验材料 

菲律宾蛤仔采自厦门杏林湾信良大桥下的养殖区，先在

室内于铝盆内用沙滤海水暂养 7d，待其状态稳定后，选取健康

无病害且质量、大小相近（壳长 3.77cm±0.21cm，壳宽

2.67cm±0.18cm，质量 10.58g±0.79g）的个体进行污染实验。污
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染物采用三-四环的多环芳烃蒽、菲、芘、  ，用丙酮配成总浓

度为 1000 mg/L (各自浓度为 250 mg/L)的混合母液贮备。 

1.2 主要仪器和试剂    

实验仪器采用 721-100型分光光度计，DK-S24型电热恒温

水浴锅，BS110S型电子分析天平，Beckman J2-MC型高速冷冻

离心机。 

氮蓝四唑（NBT）和甲硫氨酸（Met）（均为 Sigma产品）、

5，5′-二硫代对二硝基苯甲酸（DTNB）、还原型谷光甘肽（GSH）

和迭氮化钠（NaN3）（均为上海生工公司），以上试剂和其它所

用试剂均为分析纯药品。 

1.3 暴污实验 

随机选取菲律宾蛤仔分为 4组：丙酮对照组（简称对照组）、

低浓度组（5 µg/L）、中浓度组（50 µg/L）和高浓度组（500 µg/L）。

每组为 40个菲律宾蛤仔，饲养于 6 L的铝盆中，盆中不放底泥，

只放含污染物的 4 L沙滤海水，充气机 24h充气，每日更换相

同浓度的污染液且早晚各投喂一次小金藻 100mL，清除死蛤。

实验期间水温 24～26°C，海水盐度 29～30。分别在污染实验开

始的第 0、7、14、28 天采样。 

1.4 酶活性测定 

每个采样时间每个实验组各采 6 个菲律宾蛤仔，仔细分离

出内脏团后，内脏团按 1:1加入预冷的 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液

（pH=7.8），冰浴中匀浆，4ºC、12 000 r/min离心 20min，取其

上清液用于 SOD、CAT、Se-GPx活性的测定。 

1.4.1 SOD活性测定 

SOD活性的测定采用氮蓝四唑（NBT）法。一个酶活性单

位定义为在 25°C 时，每克组织鲜质量样品 20min 内抑制 NBT

光化还原的 50%的酶量。 

1.4.2 CAT活性测定 

CAT 活性的测定采用硫代硫酸钠滴定法。一个酶活力单位

定义为在 25ºC时，每克组织鲜质量样品 1min内分解 H2O2的毫

克数。 

1.4.3 GPx活性测定 

Se-GPx活性测定采用改良后的 DTNB直接法[6]，其操作过

程见图 1。一个酶活力单位定义为 1mL的组织酶提取液，37ºC， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  Se-GPx活性测定步骤 

Fig.1  Test process of Se-GPx activity 
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pH6.5条件下反应 1min，扣除非酶反应后，使还原型谷胱甘肽

（GSH）浓度下降 1µmol的酶量。 

1.5 数据处理 

实验结果进行统计处理。数据结果为平均数±标准误差

（Mean±SD）；用 t-检验法对组间的数据进行显著性差异分析，

P＜0.05，认为是差异显著；P＜0.01，认为是差异高度显著。 

2 结果 

2.1  蒽、菲、芘、  混合液对菲律宾蛤仔 SOD活性的剂量-时

间效应 

暴露于蒽、菲、芘、  混合液第 7 天，低、中、高浓度组

的菲律宾蛤仔体内 SOD活性均受到诱导，并且随着 PAHs浓度

的增高而增高，低、中、高浓度组的 SOD 活性变化率分别为

78.5%、226.8%和 649.8%（图 3）。除了高浓度组与对照组之间

差异显著性外，低浓度组和中浓度组与对照组之间差异均不显

著。高浓度组与低、中浓度组分别有显著差异(P<0.05)。根据菲

律宾蛤仔体内 SOD活性和 4种PAHs混合液浓度进行回归分析，

得出回归系数 R2=0.9432，（P<0.01，n=24）。这表明菲律宾蛤仔

SOD的活性与蒽、菲、芘、  混合液浓度有显著的正相关性。 

第 14天，中浓度组的 SOD活性最高，与对照组相比 SOD

活性升高了 291.8%。低浓度组的 SOD 活性虽比对照组略高，

但无统计意义上的差异。此时，高浓度组的 SOD活性已受到抑

制，与对照组相比 SOD活性下降了 34.4%，但不存在显著性差

异。在第 14天后，高浓度组菲律宾蛤仔陆续出现死亡，至第 18

天该组所有菲律宾蛤仔死亡。  

第 21天至第 28天，低浓度组和中浓度组 SOD活性继续下

降。 

无论是低浓度组、中浓度组还是高浓度组的菲律宾蛤仔

SOD活性均随暴露时间的延长呈先升高后降低的趋势（图 3）。

其中高浓度组 SOD活性被抑制的时间出现的最早为第 7天，其

次是中浓度组为第 14 天，低浓度组最晚，在暴污第 21 天时，

SOD活性才明显被抑制。 

将 0，0.02，0.04，0.06，0.08，0.10 mL 1.0 mmol/L GSH加

10%三氯醋酸 1.6mL，用双蒸水稀释配成浓度为 0，10，20，30，

40，50 µmol/L的 GSH标准液各 2mL，再在各管内依次加入 0.32 

mol/L磷酸氢二钠 2.5 mL，4 mol/L氢氧化钠 120µL，1.0 mol/L 5，

5′-二硫代对二硝基苯甲酸 0.5mL，以空白管校零点，于 423nm

波长处比色，读取吸光值 A。GSH 标准曲线以吸光度（A）和

GSH 样品浓度（Y）进行回归，求得标准曲线的回归方程为

Y=240.51A+0.4885，R=0.9984（图 2）。 

2.2  蒽、菲、芘、  混合液对菲律宾蛤仔 CAT活性的剂量-时

间效应 

暴污第 7天，3种浓度组 CAT活性均高于对照组，酶活性

均比开始时高，均受到诱导。低浓度组 CAT活性受到诱导最大，

极显著（P < 0.01）高于对照组和高浓度组而显著（P <0.05）高

于中浓度组；中浓度组与对照组也存在极显著（P <0.01）的差

异，与对照组相比为 270.9%；高浓度组 CAT活性低于低浓度组

和中浓度组，与对照组相比活性只升高了 43.2%（图 4）。 

图 2  GSH标准曲线 
Fig.2  The standard curve of GSH content 

 

暴污第 14 天，低浓度组 CAT 的活性仍旧是最高的，显著

（P <0.05）高于对照组和中浓度组；中浓度组 CAT活性虽高于

对照组，但不具有统计意义上的差异；高浓度组 CAT活性受到

显著（P <0.05）抑制，极显著（P <0.01）地低于低浓度组和中

浓度组，其活性仅为对照组的 71.5%。 

图 3  蒽、菲、芘、  混合液与菲律宾蛤仔 SOD 
活性的剂量-时间效应 

Fig.3  Dose-time effect between SOD activity in  

Ruditapes philippinarum and PAH mixed fluid 

 

暴露于蒽、菲、芘、  混合液的第 7天和第 14天，菲律宾

蛤仔 CAT活性受诱导的程度会随着混合液浓度的增加而降低。 

暴露于蒽、菲、芘、  混合 PAHs的菲律宾蛤仔 CAT活性，

在短期内会受到诱导，但随着暴露时间的延长反而受到抑制，

低、中、高浓度组 CAT活性受到抑制的时间均出现在第 7天。 
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图 4  蒽、菲、芘、  混合液与菲律宾蛤仔 CAT活性的 

剂量-时间效应 
Fig.4  Dose-time effect between CAT activity in Ruditapes  

philippinarum and PAH mixed fluid 
 

2.3  蒽、菲、芘、  混合液对菲律宾蛤仔 GPx活性的剂量-时

间效应 

暴污第 7天，高浓度组 GPx活性最高，极显著（P < 0.01）

地高于对照组和低浓度组的 GPx活性，但与中浓度组之间没有

显着性差异。中浓度组 GPx活性也极显著的高于低浓度组的活

性。低浓度组 GPx活性虽高于对照组，但没有统计意义上的差

异（图 5）。 

暴污第 14天，中浓度组GPx活性最高，相对活性为 300.6%，

极显著地（P < 0.01）高于对照组、低浓度组和高浓度组。低浓

度组和高浓度组 GPx 相对活性分别为 90.0%和 72.5%，均低于

对照组，但没有显著差异。 

暴污第 21 天，低浓度组的 GPx 活性最高，而中浓度组的

GPx活性反而低于对照组。 

暴污第 28 天，对照组、低浓度组和中浓度组 GPx 活性均

在 8U/mg以下。 

暴露于蒽、菲、芘、  混合 PAHs的菲律宾蛤仔 GPx活性，

在短期内会受到诱导，但随着暴露时间的延长反而受到抑制，

中、高浓度组 CAT活性受到抑制的时间均出现在第 7天，低浓

度组 CAT活性受到抑制的时间则出现在第 21天（图 5）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
图 5  蒽、菲、芘、  混合液与菲律宾蛤仔 GPx活 

性的剂量-时间效应 
Fig.5  Dose-time effect between GPx activity in Ruditapes 

 philippinarum and PAH mixed fluid 
 

3 讨论 

3.1  典型 PAHs对双壳类抗氧化酶的诱导作用 

自由基游离存在,带有不成对的电子、分子、原子或离子，

其化学性质很活泼，在生物体内可攻击各种生物大分子，引起

DNA损伤、酶失活、脂质过氧化等一系列氧化损伤。生物体内

的自由基除来源于体内非酶反应和酶反应产生的内源性自由基

外，还来源于环境物理因素或外源性化学物质直接或间接诱导

产生的外源性自由基。 这些自由基主要是超氧阴离子自由基

（O2
—
）、羟自由基（·OH 及其活性衍生物如过氧化氢（H2O2）、

单线态氧（1O2）和脂类过氧化物等，这类自由基统一称为活性

氧。生理状态下，由代谢产生的活性氧可被生物体内抗氧化防

御系统控制，浓度极低，它们不仅不会损伤机体，而且还具有

独特的生理作用。但在某些条件下如环境理化条件变化、病害、

环境污染等，生物体中自由基可大量生成，导致自由基的产生

和清除失去平衡，对机体造成氧化损伤。生物体内存在的抗氧

化防御系统由抗氧化酶和小分子抗氧化物组成，其中 SOD、

CAT、GPx是生物体中最主要的 3种抗氧化酶,这些酶的重要特

征之一就是在氧化压力条件下能被诱导，这种诱导反应是生物

体对外来污染物所导致的氧化压力的一种重要调节机制[7]，被认

为是生物清除体内活性氧自由基的一种保护反应[8]。同时一些研

究也表明 PAHs能被代谢成多环芳烃醌和氧化循环的衍生物[9]，

这些 PAHs代谢物很不稳定，可以产生氧化压力[10]。Porte等[11]

就曾报道过被 PAHs 污染海区内双壳类贻贝（Mytilus 

galloprovincialis）CAT和 SOD活性与对照样区相比分别被诱导

了 100%和 39%。Sole等[12]报道了Mytilus sp.相似的 CAT和 SOD

的诱导。  

在抗氧化酶中，SOD是生物体内唯一一种以自由基为底物

的酶，其作用底物为 O2，可将其歧化为 H2O2和 O2，是首先清

除活性氧的酶[7]。生物体合成 SOD 常受到 O2
—
浓度的影响，例

如经常处在 O2分压较高的环境中的生物体其体内 O2
—
浓度高于

正常水平，在 O2
—
的诱导下，SOD的生物合成能力增高，但 SOD

清除 O2
—
的能力总是有限度的，如果 O2

—
的产生超过 SOD清除

O2
—
的能力，就会发生 O2

—
对机体的危害，从而 SOD 的生物合

成就会受到影响[1]。在作者的实验中，菲律宾蛤仔暴污于不同浓

度 PAHs的初期至第 7天时，SOD的活性均受到诱导，并且这

种诱导能力随着 PAHs 浓度的增加而增加，说明不同浓度的

PAHs 对菲律宾蛤仔均已产生了氧化压力，并且高浓度组的

PAHs对菲律宾蛤仔的氧化压力最大，其次是中浓度组，低浓度

组氧化压力相对较小。但在暴污第 14 天时，高浓度组 SOD 的

活性受到抑制，说明在第 14天时，高浓度组（500µg/L）PAHs

对菲律宾蛤仔已产生了毒害作用。 

3.2  典型 PAHs对双壳类抗氧化酶先诱导后抑制现象 

一些研究表明暴污于高浓度 PAHs 的双壳类，其体内抗氧

化酶的活性是降低的[13]。冯涛等[3]发现暴露于高浓度苯并芘

（BaP）的大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）肝脏内的
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SOD活性被显著诱导，而 CAT和 Se-GPx活性则被显著抑制。

而更多的研究表明，海洋污染物与双壳类体内抗氧化酶之间存

在剂量-效应关系。如典型 PAHs对菲律宾蛤仔 SOD活性的影响

基本上可分为两个阶段：诱导反应和抑制反应阶段[5]。0#柴油、

二甲苯和 Cd在低浓度下对毛蚶（Scapharca subcrenata）肌肉组

织中 CAT活性均起诱导作用，高浓度则表现为不同程度的抑制

作用[14]。本研究菲律宾蛤仔暴露于 4 种浓度 PAHs 混合液，其

体内 SOD、CAT和 GPx 3种酶活性在不同时间段上均出现了酶

的诱导和活性降低的现象，这说明由蒽、菲、芘、  4种 PAHs

在菲律宾蛤仔体内可能产生了大量的活性氧，并且这种氧化压

力随着 PAHs 污染浓度的增加和污染时间的延长而被增强，但

超过一定的浓度值和时间极限时，菲律宾蛤仔对产生的氧化压

力的调节能力就可能受到伤害。 

3.3   3种抗氧化酶对 PAHs污染的比较 

在4种PAHs混合液对菲律宾蛤仔的剂量-时间效应实验中，

低浓度组的 CAT 在暴污 7d 内被显著诱导，这表明菲律宾蛤仔

抗氧化防御系统清除由蒽、菲、芘、  混合污染物产生的氧自

由基过程中 CAT 起着非常重要的作用。Nasci 等[15]将双壳类

（Mercenaria ）移植到 PAHs污染水域 15d后，SOD活性未被

诱导，而 CAT活性却显著增加，Niyogi等[16]曾发现在 PAHs污

染样区中僧帽牡蛎（Saccostrea cucullata）消化腺中 CAT和 SOD

的活性与非污染区相比被显著诱导而 Gpx 则没有显著变化。

CAT的显著诱导也曾在暴露于含有 PAHs和 PCB污染的贻贝中

观察到[11]。但苯并（α）芘暴露浓度的变化以及暴露时间的延

长对大弹涂鱼体内 CAT活性无显着影响[3]。 

许多研究认为双壳类贻贝对污染物诱导所产生的氧自由基

做出的应激反应-体内抗氧化酶的诱导反应可以作为水体环境

有机污染的一种生物标志物[11，16]，但从本研究的结果和前人所

做的研究[10，13]来看，在 PAHs 污染情况下，双壳类组织内抗氧

化酶活性可能被诱导升高，也可能随着时间延长逐渐受到抑制，

这也说明 PAHs 对双壳类抗氧化酶活性的影响模式比较复杂。

但无论抗氧化酶活性增加还是下降，均表示机体内活性氧的大

量增加，并已扰乱机体抗氧化防御系统的正常功能，而抗氧化

酶活性的下降则提示生物已受到较严重和较长时间的 PAHs 污

染。因此在进行海洋环境中 PAHs 污染的生物监测时，可以考

虑将菲律宾蛤仔体内 SOD、CAT和 GPx三种酶的活性变化与其

它的生物标志物结合起来进行分析，以期为 PAHs 的环境影响

作出更为准确的生态毒理学预测和早期警报。 
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Abstract: The effects of mixed pollution by fluoranthene, phenathrene, pyrene and chrysene on superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT) and glutathione peroxidase (GPx) of Ruditapes philippinarum were studied. The bivalves were exposed to three different 
concentrations, 5 (low level), 50 (middle level), and 500 µg/L (high level) for different period. The results showed that CAT was induced 
quicker than SOD and GPx at 5 µg/L mixed level. The effects of mixture pollution on SOD, CAT and GPx activities changed with the 
exposed time and concentrations. All of them showed a dynamic process of the enzymes from inducement in early stage and inhibition in 
later stage. 
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