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镉和汞两种重金属离子对四角蛤蜊血细胞 DNA 损伤的初步研究 
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摘要: 利用彗星电泳技术, 研究了不同胁迫浓度和胁迫时间下, Cd2+和 Hg2+对四角蛤蜊(Mactra veneri-

formis)血细胞 DNA 损伤的情况。研究结果显示, 50、100 和 200 μg/L Cd2+胁迫 14 天不能造成四角蛤蜊

血细胞 DNA 损伤。10、20 和 40 μg/L Hg2+胁迫均能明显损伤血细胞 DNA, 并且 DNA 损伤程度分别与

Hg2+胁迫时间、胁迫浓度具有一定正相关性。200 μg/L Cd2++20 μg/L Hg2+复合胁迫组, 四角蛤蜊血细胞

DNA 损伤程度随胁迫时间延长而增加, 并且大于 Hg2+胁迫组。上述结果表明对于四角蛤蜊而言, Hg2+

潜在的遗传毒性大于 Cd2+; Cd2+和 Hg2+对 DNA 的损伤具有协同作用。 
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工农业的快速发展以及人口的急剧增加, 特别
是沿海地区工业的快速发展, 导致了近海海洋环境
污染日益突出。调查结果显示, 我国近岸海域部分海
水和沉积物样品中重金属镉 (Cd)、汞 (Hg)含量超   
标[1]。重金属是一类毒性较大的污染物, 可以被水生
生物大量富集, 引起生物体代谢的紊乱、疾病甚至死
亡, 还可以通过食物链的生物放大作用危害人类健
康[2]。而且, 许多重金属污染物具有潜在的遗传毒性, 
能够导致 DNA损伤, 引起疾病, 并危害子代健康。 

双壳贝类是监测水域污染物的常用指示生物 , 
同时, 污染物对贝类的毒理学研究也成为研究热点。
目前, 这些研究多集中于贻贝和牡蛎。由于缺乏附着
基, 在滩涂区域, 贻贝和牡蛎的分布量非常小。随着
该区域生态与环境状况恶化, 开发其他贝类用于滩
涂污染物检测和毒理学研究是十分必要的。四角蛤

蜊(Mactra veneriformis)是一种典型的埋栖型滩涂贝
类, 广泛分布在我国、韩国和日本沿海, 是我国主要
的经济贝类之一。它能够大量富集重金属, 具有作为
污染物指示物种的潜力[3]。但是有关四角蛤蜊的毒理

学研究还较少, 尤其是污染物导致四角蛤蜊 DNA损
伤的研究还未见报道。本研究开展了室内模拟实验, 
利用彗星电泳技术评价了 Cd2+和 Hg2+对四角蛤蜊

DNA 损伤的情况。为重金属毒性评价体系的建立提
供技术支持, 为阐明重金属对生物体的毒性机制提
供科学依据。 

1  材料与方法  

1.1  实验生物的驯养和胁迫实验 
实验用二龄四角蛤蜊[壳长(3.27 ± 0.23)cm, 壳

高 (2.95 ± 0.31)cm, 壳宽 (2.17 ± 0.17)cm, 湿质量
(12.07 ± 1.56) g], 于 2009年 6月购自日照养殖场。
在实验室驯养 14 d[水温 (20±2)℃ , 溶解氧 7.7~ 
8.3mg/L, pH 7.9~8.1, 盐度 33], 将四角蛤蜊转移至
聚乙烯箱内开始正式胁迫实验。每只箱内海水体积

为 50 L, 放养 100只四角蛤蜊。根据课题组前期研究
中得到的 Cd2+、Hg2+对四角蛤蜊 96h LC50

[4], 结合参
考文献中常用的 Cd2+、Hg2+对双壳贝类亚致死浓  
度[5,6], 设置了以下 7个胁迫组 50 μg/L Cd2+、100 μg/L 
Cd2+、200 μg/L Cd2+、10 μg/L Hg2+、20 μg/L Hg2+、

40 μg/L Hg2+、200 μg/L Cd2++20 μg/L Hg2+, 并设对照
组, 每组均设 2个平行。配备 1.35 g/L HgCl2和 2.03 
g/L CdCl2·2.5H2O母液, 加入到海水中以达到相应的
Cd2+、Hg2+浓度, 对照组不加 Cd2+、Hg2+。实验进行
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14 d, 整个实验过程持续充气, 并监测水体理化参数, 
每天固定时间换水, 换水后补加相应浓度的重金属
溶液。投饵在换水前 2 h进行。 

1.2  血淋巴的采集 
在胁迫的第 0、1、4、7、11、14天, 用 1mL注

射器从四角蛤蜊的闭壳肌中抽取血淋巴, 及时存放
于 4℃冰箱。第 11天 Cd2+、Hg2+复合胁迫组和第 14
天 200 μg/L Cd2+胁迫组, 四角蛤蜊已全部死亡, 无
血淋巴可取。每组随机取 9只四角蛤蜊, 每 3只混合
为一个样本。用台盼蓝染色法检测血细胞存活率。

存活率大于 95%的样本才可以用于后续的彗星电泳
实验。 

1.3  彗星电泳实验流程 
本实验在 Singh等[7]的方法上稍做改进, 具体程

序如下: (1)胶板制备(烤胶法): 在烧杯里配置 100mL 
0.6%正常熔点琼脂糖 , 煮沸后 , 放入磨砂玻片并取
出, 室温凉干。37℃下, 取 75μL低熔点胶与 25μL血
淋巴混匀, 用枪直接把凝胶吹到玻片上, 4℃放置 10 
min。(2)裂解: 将玻片放入裂解液(2.5 mmol/L NaCl、
100 mmol/L Na2EDTA、10 mmol/L Tris-base, pH10, 
用前加 TritonX-100和 DMSO), 4℃裂解 2 h, 取出玻
片, 用 0.2 mol/L pH7.4的磷酸钠缓冲液漂洗。(3)解
旋: 将玻片放入水平电泳槽中 , 倒入新鲜的电泳缓
冲液(0.3 mol/L NaOH、1 mmol/L Na2EDTA, pH>13), 
4℃避光放置 20 min 以解旋。(4)电泳: 调整电压为
25V, 调整液面高度使电流达到 300 mA, 4℃避光电
泳 20 min。电泳结束, 用磷酸钠缓冲液漂洗玻片。(5)
中和 : 用预冷的中和液 (0.4 mmol/L Tris-base, pH 

7.5), 4℃漂洗 3次, 每次 10 min。(6)染色和观察: 在
胶板上滴加核酸染料 gene finder, 染色 15 min后, 在
Nikon80i 荧光显微镜 200 倍下, 观察并拍照。(7)图
像分析, 用 CASP 软件分析彗星图像。Olive 尾矩
(OTM 值)是彗星细胞尾长与尾部 DNA 含量的乘积, 
与 DNA 损伤有很好的正相关性[8], 作者选择该指标
用于 DNA损伤的评价。 

1.4  数据处理 
每个玻片上随机选择 30 个细胞进行分析, 结果

表示为平均值±标准差。采用 SPSS13.0 软件对数据
作单因素方差分析, Turkey 检验比较每个取样点不
同实验组间的差异, 显著水平为 0.05。 

2  结果 

2.1  Cd2+胁迫对四角蛤蜊血细胞 DNA 的损

伤 
图 1A 显示的是四角蛤蜊血细胞内未受损伤的

DNA 电泳后的图片。图 1B 显示的是细胞内损伤的
DNA电泳后的图片, 彗尾即是断裂的 DNA碎片。由
图 2可见, Cd2+胁迫期间, 四角蛤蜊血细胞OTM值没
有发生显著的变化, 表明在本实验胁迫浓度和时间
下, Cd2+未能造成四角蛤蜊血细胞 DNA明显的损伤。 

2.2  Hg2+胁迫对四角蛤蜊血细胞 DNA 的损

伤 
由图 3 可知, Hg2+胁迫第 1 天, 血细胞 OTM 值

即开始显著升高, 10 μg/L Hg2+胁迫组 OTM值在第 7
和 11天下降, 14天又上升; 20 μg/L Hg2+和 40 μg/L 
Hg2+胁迫组第 7天下降, 之后又上升。10μg/L Hg2+、 

 

图 1  四角蛤蜊血细胞 DNA电泳 
Fig. 1  The comet assay of Mactra veneriformis haemocyte 

A. 未损伤的 DNA; B. 损伤的 DNA 
A. undamaged DNA; B. damaged DNA 
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图 2  Cd2+胁迫对四角蛤蜊血细胞 DNA的损伤 
Fig. 2  DNA damage in haemocytes of M. veneriformis 

exposed to Cd2+ 
 
20 μg/L Hg2+和 40 μg/L Hg2+胁迫组, OTM值最高值
均出现在第 14天, 分别为 9.12±0.14、13.09±2.11和
15.95±3.48。OTM 值分别与 Hg2+胁迫时间、胁迫浓

度具有一定的正相关性。上述结果表明 Hg2+能够显

著诱导四角蛤蜊血细胞 DNA损伤。Hg2+胁迫组与对

照组 OTM值的差值与胁迫时间的回归曲线表明, 20 
μg/L Hg2+和 40 μg/L Hg2+胁迫组 OTM值与胁迫时间
具有较好的线性相关性, 相关系数分别为 0.907 2和
0.825; 而 10 μg/L Hg2+胁迫组 OTM值与胁迫时间相
关性较差, 相关系数为 0.564 2(图 4)。 

 

图 3  Hg2+胁迫和 Cd2++Hg2+复合胁迫对四角蛤蜊血细胞

DNA的损伤 
Fig. 3  DNA damage in haemocytes of M. veneriformis 

exposed to Hg2+ and the combination of Cd2+and 
Hg2+ 
同一取样点, 不同字母表示差异显著 

 

2.3  Cd2+和 Hg2+复合胁迫对四角蛤蜊血细

胞 DNA 的损伤 
由图 3 可见 , Cd2+和 Hg2+复合胁迫组血细胞

OTM 值在第 1 天即显著上升, 随胁迫时间的延长, 
OTM 值逐渐增加。OTM 最大值出现在第 7 天, 为

15.17±2.94。同一时间点, 该组 OTM 值高于 Hg2+胁

迫组。 

 

图 4  Hg2+胁迫组四角蛤蜊血细胞 OTM 值与胁迫时间的

回归曲线 
Fig. 4  Correlation between OTMs in haemocytes of M. 

veneriformis in Hg2+-treated groups and duration of 
exposure 

 

3  讨论 
彗星电泳是在一种在单细胞水平上检测DNA损

伤与修复的方法, 能够评价外源污染物对细胞潜在
的遗传毒性和致癌性。由于其简便、快速、灵敏等

的特点, 被广泛应用于遗传毒理学、医学、生物学和
环境监测等领域。 

本研究发现, 50、100和 200 μg/L Cd2+胁迫 14 d, 
不能引起四角蛤蜊血细胞 DNA的损伤。这与普遍认
为Cd是一种具有较微弱遗传毒性的重金属的观点相
一致。据报道, 200 μg/L Cd2+胁迫贻贝 Mytilus edulis 
28 d, 100 μg/L Cd2+胁迫海鲷 Sparus aurata 11 d, 均
不能导致血细胞 DNA 的损伤[5,9]。作为生物体的防

御机制, 四角蛤蜊金属硫蛋白和超氧化物歧化酶在
mRNA 和蛋白水平可被 Cd2+显著诱导[10], 有效地保
护了 DNA 分子免受 Cd2+毒性的伤害。但是, 大于
50μmol/L 的 Cd2+能够引起大鼠肝细胞 TRL 1215 
DNA链的断裂[11]; 112 μg/L Cd2+胁迫贻贝 Mytilus gal-
loprovinciallis 5 d能够引起血细胞 DNA的损伤[12]。可

见, Cd2+引起的 DNA 损伤程度因物种、细胞类型、
作用剂量和作用时间的不同而不尽相同。本研究中, 
200 μg/L Cd2+胁迫组, 在第 14 天, 四角蛤蜊已全部
死亡, 表明 Cd2+可能通过其他的途径, 而不是直接
作用于 DNA, 对四角蛤蜊产生较高的毒性。 

本研究表明 Hg2+能够明显导致四角蛤蜊血细胞

DNA的损伤。20 μg/L Hg2+胁迫贻贝 M. edulis 3 d, 32 
μg/L Hg2+胁迫紫贻贝 M. galloprovinciallis 5 d, 血细
胞 DNA损伤的程度显著增大[12-13], 与本研究结果一
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致。据报道, 只有当污染物在生物体内靶组织中的浓
度到达一定阈值时, 才可启动 DNA修复系统[14]。结

合实验过程中, Hg2+胁迫组血细胞 OTM值在第 7天
下降的现象, 表明生物体可能启动了 DNA 修复机制, 
对断裂的 DNA进行一定的修复。11天 20 μg/L Hg2+

和 40 μg/L Hg2+胁迫组与 14天 10 μg/L Hg2+胁迫组, 
OTM 值再次上升, 表明四角蛤蜊的 DNA 修复系统
被持续的 Hg2+胁迫所抑制, DNA 损伤程度加剧。
OTM 值与胁迫时间线性相关性分析表明, 10 μg/L 
Hg2+组的相关性较差, 仅为 0.564 2, 而 20 μg/L Hg2+

组和 40 μg/L Hg2+组的相关性均高于 0.8, 可见 10 
μg/L Hg2+胁迫组, DNA修复能力大于 20 μg/L Hg2+和

40 μg/L Hg2+胁迫组。低浓度胁迫组 DNA修复能力
大于高浓度胁迫组这一现象, 也在其他的研究中得
到证实[14]。随着水体中 Hg2+质量浓度的升高, 生物
体自身修复的相对作用变小 , DNA 损伤程度加剧 , 
对生物体造成不可逆的损伤。 

Cd2+和 Hg2+复合胁迫能够显著损伤四角蛤蜊血

细胞 DNA, 随着胁迫时间的延长, DNA 损伤程度逐
渐增大。在同一时间点, 该组血细胞 DNA损伤程度
大于 Hg2+胁迫组, 表明 Cd2+的存在加重了 DNA的损
伤, Cd2+和 Hg2+对 DNA 损伤具有协同作用。Cd2+能

够加重H2O2对贻贝M. edulis 鳃细胞DNA的损伤[5]。

Cd2+胁迫能够通过减缓虾 Paleomonetes pugio 胚胎
DNA 修复的过程, 加重 UV 辐射和苯并芘导致的
DNA损伤[15]。研究发现, Cd2+可以通过取代 DNA修
复过程中某些关键酶例如 8-羟基鸟嘌呤DNA糖苷酶
锌指结构中的 Zn2+, 导致酶活性的丧失, 干扰 DNA
修复, 间接引起 DNA损伤[16]。综合本文的实验结果, 
推测 Cd2+可能会干扰四角蛤蜊DNA损伤的修复过程, 
使得 DNA损伤不能及时修复, 从而加重 Hg2+胁迫导

致的 DNA损伤。但具体的作用机制, 还需要进一步
的实验来阐明。 

综上所述, 彗星电泳技术可以成功地检测四角
蛤蜊 DNA损伤, 能够应用于重金属对四角蛤蜊的毒
理学研究领域。200 μg/L Cd2+不能造成四角蛤蜊血细

胞 DNA 损伤 , 10 μg/L Hg2+即可显著诱导血细胞

DNA损伤, 因此, 对于四角蛤蜊而言, Hg2+潜在的遗

传毒性大于 Cd2+。Cd2+和 Hg2+复合胁迫造成的 DNA
损伤显著大于 Cd2+、Hg2+单独胁迫, Cd2+和 Hg2+对

DNA 损伤具有协同作用。因此, 应充分重视我国近
海复合污染对贝类的毒性效应, 开展更深入的研究, 
阐明复合污染对贝类的作用机制。 
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Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of Cd2+ and Hg2+ on DNA damage in haemo-
cytes of Mactra veneriformis that were exposed to different concentrations of Cd2+ or/and Hg2+ for 14 days. DNA 
damage was determined by the comet assay. There was no obvious DNA damage in haemocytes caused by 50, 100, 
and 200 μg/L Cd2+ during the exposure period. However, Hg2+ caused significant DNA damage in haemocytes at 
doses of 10, 20, and 40 μg/L in a dose- and time- dependent manner. Combination of 200μg/L Cd2+ and 20μg/L Hg2+ 
induced a time-dependent increase of DNA damage. The degree of DNA damage in the combined exposure group 
was severer than that in Hg2+-treated groups. These results indicate that the ranking of genotoxic potential to M. 
veneriformis is in decreasing order: Hg2+>Cd2+. There is a synergistic effect to DNA damage between Cd2+ and 
Hg2+. 
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