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摘要    二苯甲酮-3 (BP-3)、4-甲基苄亚基樟脑(4-MBC)和 4-甲氧基肉桂酸-2-乙基己酯(EHMC)是三

种常用的有机紫外吸收剂, 在水环境中被频繁检出, 对水生生态系统安全构成潜在威胁。为探究三种

有机紫外吸收剂对菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)鳃组织抗氧化响应和相关细胞凋亡基因的影

响, 将蛤仔分别暴露于环境相关浓度的三种紫外吸收剂溶液中, 检测鳃组织抗氧化酶活性和细胞凋

亡相关基因转录水平, 并通过第二代整合生物标志物响应法(IBRv2)对三种紫外吸收剂的生物毒性

进行比较分析。结果显示, 三种紫外吸收剂短期暴露会诱导抗氧化响应提高抗氧化能力, 而长期高浓

度暴露会导致抗氧化能力的降低。BP-3、4-MBC和 EHMC可能通过启动线粒体途径和 fas介导的死

亡受体途径诱导菲律宾蛤仔鳃组织产生细胞凋亡。通过 IBRv2分析发现, 在环境常见浓度 1 μg/L的

暴露水平下, 短期(1 d, 7 d)暴露时, BP-3对菲律宾蛤仔鳃组织表现出的综合毒性效应最强, 而随着暴

露时间的延长(28 d), 三种紫外吸收剂表现出的综合毒性效应相近。研究结果为水环境中有机紫外吸

收剂的生态风险评估提供了参考数据。 
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紫外吸收剂(UV filters)可以反射或吸收紫外辐

射, 被广泛应用于防晒霜、乳液、肥皂、口红、牙膏、

香水等个人护理产品(personal care products, PCPs)以

及建筑材料、涂料、粘合剂、玻璃和鞋子等(Carve et 

al, 2021)。这些化合物可分为两类: 无机紫外吸收剂

和有机紫外吸收剂(Langford et al, 2015)。有机紫外吸

收剂主要通过吸收紫外来发挥作用, 其中二苯甲酮-3 

(Benzophenone-3, BP-3)、4-甲基苄亚基樟脑(4-methyl- 

benzylidene camphor, 4-MBC)和 4-甲氧基肉桂酸-2-乙

基己酯 (2-ethyl-hexyl-4-trimethoxycinnamate, EHMC)

用途广泛且使用量巨大(Ruszkiewicz et al, 2017)。有

机紫外吸收剂通过两种主要途径进入水生环境 : 游

泳等娱乐活动的直接输入和废水处理厂的间接输入。

大多数有机紫外吸收剂是高度亲脂性的 , 因此可以

在生物体和人体中富集。 

近年来, 有机紫外吸收剂污染在废水、湖泊、河

流和海水以及沉积物中被频繁检出。例如, 有研究发

现 EHMC在处理过的废水中的浓度在 0.01~0.1 mg/L

之间, 在未经处理的城市废水中高达 19 mg/L (Balmer 

et al, 2005)。BP-3和 4-MBC在澳大利亚废水中的含

量分别高达 1 340和 691 ng/L (O’Malley et al, 2020)。

BP-3 和 EHMC 在中国巢湖中的检测浓度分别达到

68.4和 32.2 ng/L (Tang et al, 2018)。在日本河流地表

水中 BP-3 含量为 16~41 ng/L 之间(Kameda et al,  
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2011), 4-MBC和 EHMC在维多利亚州菲利普湾河口

地表水中的含量分别高达 642和 640 ng/L (Allinson et 

al, 2018)。4-MBC 和 EHMC 在香港近岸海水中为

98.67和 55.7 ng/L (Tsui et al, 2015), 在台湾万里通和

南海附近海水中BP-3浓度分别高达 1233和 55.7 ng/L 

(Kung et al, 2018; Pei et al, 2023)。在智利和哥伦比亚

的海洋沉积物中发现 BP-3、4-MBC和 EHMC的最高

浓度分别为 2.5、7.9 和 17.8 ng/g(DW) (Rodil et al, 

2009), 而 EHMC 在中国香港和珠江口的海洋沉积物

中甚至分别达到 447 ng/g和 0.5 mg/g(DW) (Tsui et al, 

2015; Huang et al, 2016)。以上数据显示, 这类新兴的

环境污染物在水体中广泛存在 , 对水生生态系统安

全造成威胁。 

近年来 , 越来越多的研究开始关注有机紫外吸

收剂 BP-3、4-MBC和 EHMC污染对水生动物造成的

负面影响, 包括发育毒性、生殖毒性、内分泌毒性和

神经毒性等。例如, 在 4-MBC 暴露下, 塞内加尔鳎

(Solea senegalensis)的体长缩短、CAT 活性下降和氧

化损伤增加(Araújo et al, 2021)。EHMC 导致斑马鱼

(Danio rerio)孵化延迟、畸形增加、多种抗氧化酶活

性降低(Nataraj et al, 2020)。BP-3和 4-MBC暴露会影

溞响大型 (Daphnia magna)的蜕皮和发育, 并上调内

分泌相关基因 usp的表达(Lambert et al, 2021)。BP-3

能通过 MAPK/ERK 信号通路诱导斑马鱼肠神经系统

异常发育(Wang et al, 2021)。然而, 关于 BP-3、4-MBC

和 EHMC对海洋无脊椎动物的毒性研究鲜有报道。 

菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum) (俗称花

蛤、杂色蛤)目前已成为世界范围内的重要养殖贝类

之一 , 也常被用作毒理学实验对象和环境指示物种

(Marisa et al, 2021)。鳃作为滤食性贝类的呼吸和摄食

器官, 与海水直接接触, 在对外源污染物的摄入、富

集和解毒代谢过程中发挥关键作用(Li et al, 2020)。本

研究将菲律宾蛤仔暴露于不同浓度的三种有机紫外

吸收剂(BP-3、4-MBC和 EHMC)海水溶液中, 检测鳃

组织抗氧化酶活性、脂质过氧化水平和细胞凋亡相关

基因转录水平的剂量和时间特异性变化 , 并通过第

二代整合生物标志物响应法(IBRv2)来比较分析菲律

宾蛤仔对 BP-3、4-MBC 和 EHMC 的综合毒性响应, 

为典型有机紫外吸收剂对海洋无脊椎动物的毒性效

应研究提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

有机紫外吸收剂: BP-3 (CAS#131-57-7, 纯度≥98%)、

4-MBC (CAS#36861-47-9, 纯 度 ≥98%) 、 EHMC 

(CAS#5466-77-3, 纯度≥98%)和内标 BP-3-d5(纯度≥ 

99%)购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司。二甲

基亚砜(DMSO, 纯度≥99%)、纯水、丙酮和甲醇均购

自美国 Thermo公司。本研究中各组 DMSO最终浓度

均低于 0.001%, 以避免溶剂效应的干扰 (Aguirre- 

Martínez et al, 2016)。 

1.2  实验动物和实验设计 

菲律宾蛤仔[(3.61±0.14) cm]购自福州市西营里

水产市场。在暴露实验之前, 将菲律宾蛤仔置于 40 L

塑料养殖箱中暂养一周 , 连续曝气 , 水温控制在

(15±1) °C, 盐度 32, pH 8.1~8.3, 溶解氧(8.0±1.0) mg/L。

每日人工投喂螺旋藻粉两次[30 mg/(ind./d)]。暂养结

束后 , 将菲律宾蛤仔暴露于不同浓度(0、1、10 和

100 μg/L)的 BP-3、4-MBC和 EHMC海水溶液中 28 d, 

每组设置 3个重复(每个重复 50只贝)。其中, 1 μg/L

为 3 种有机紫外吸收剂的水环境常见浓度(Balmer et 

al, 2005; Richardson et al, 2011), 10和 100 μg/L仅能

在极端环境检测到 (Mao et al, 2019; Huang et al, 

2021)。每天更换全部海水并加入适量的污染物, 以保

持 BP-3、4-MBC和 EHMC的浓度相对稳定。每周采

集一次水样冻于−80 °C 冰箱, 留待测定紫外吸收剂

的实际浓度。在暴露 1 d、7 d和 28 d时, 从每个平行

组中随机选择 10 只菲律宾蛤仔, 解剖收集鳃组织, 

置于−80 °C中冻存。 

1.3  暴露溶液中紫外吸收剂的定量 

采用固相萃取法(SPE)对水样(5 mL, N=3)进行富

集和净化。用 4 mL甲醇和 LC级纯水对 OASIS®HLB 

(500 mg, 6 mL)固相萃取柱(Waters, USA)进行预处

理。在水样中加入内标 BP-3-d5并将 pH调整为 3.0。

装样后, 用 5 mL 水清洗试剂盒, 然后用 4 mL 丙酮/

甲醇(1︰1, V/V)和 6 mL甲醇洗脱, 洗脱液于 1 mL水/

甲醇(1︰1, V/V)中在氮气流(40 °C)下轻轻干燥。参照

Fisch 等 (2021)描述的方法 , 在 Waters ACQUITY 

UPLC®H-Plus Class 高效液相色谱系统与 Waters® 

XevosTM TQ-XS 质谱仪(TQ-XS/MS) (Milford, MA, 

USA)上进行定量分析。目标物质在色谱柱 ACQUITY 

UPLC®C18 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm粒径) (Waters, 

Ireland)上进行色谱分离。BP-3、4-MBC和 EHMC的

平均回收率分别为 89%、92%和 97%。BP-3、4-MBC

和 EHMC的检出限定义为信噪比 3︰1, 分别为 1.5、

4.2和 1.5 ng/L。 

1.4  鳃组织氧化应激相关指标检测 

称取 100 mg 鳃组织, 将样品加入液氮后研磨, 
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根据质量体积比加入 9倍预冷的 PBS缓冲液, 旋涡振

荡器充分混匀, 制备组织匀浆液。冰上静置 5 min后, 

3 000 r/min、4 °C离心 10 min, 取上清液用于酶活性

检测。超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、

谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)和谷胱甘肽 S转移酶(GST)

活性以及谷胱甘肽还原酶(GSH)、丙二醛(MDA)含量

的测定均采用比色法 , 所用检测试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所。 

1.5  荧光定量 PCR 

鳃组织总 RNA采用 Fast Pure® Cell/Tissue Total 

RNA Isolation Kit V2 (南京诺唯赞生物科技有限公司)

试剂盒提取。RNA完整性通过 1%琼脂糖凝胶电泳检

测, 纯度用 NanoDrop ND-2000c 仪器(赛默飞世尔科

技公司)进行定量。使用 HiScript® Ⅱ Q RT SuperMix 

for qPCR (gDNA wiper) (南京诺唯赞生物科技股份有

限公司)逆转录试剂盒将 RNA进行反转录获得 cDNA

模板。使用 ChamQTM Universal SYBR® qPCR Master 

Mix 试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)在

Roche Light Cycle® 480 Ⅱ荧光定量 PCR仪(瑞士罗

氏)上进行 qPCR 反应。以 β-actin 作为内参基因, 采

用 2–ΔΔCt法来计算目的基因的相对表达量(Livak et al, 

2001; Volland et al, 2017)。引物通过 NCBI网站的在

线工具 Primer-Blast 设计, 目标及内参基因的引物序

列见表 1。 

表 1  引物序列 
Tab.1  The primer sequences 

基因名称 引物序列(5′~3′) 序列长度/bp 

p53 
F: CCAAGCTCCAGAAGTCGGAA 
R: CATGCGTTTCGGTGAAGGTC 

184 

gadd45 
F: GATTGTTTGAGTCGGCGCAT 
R: CCACTTGGGAGGATGCATGT 

70 

cdk 
F: TCTCCTGCCTTTGGTTGTCTG 
R: AGTGGCAGGGAAACTTACTGA 

177 

fas 
F: TCCCTTGGGAAACACTGGTC 
R: AACACTGGTGGATCTGTTCCT 

112 

caspase-2 
F: AGCGCAGATCTTGTAGCCAA 
R: TCAAATGCACGTGGACCTCT 

143 

bcl-2 
F: TTTGCGGGTGCTATGTCAGT 
R: AACTGGCAAGTCCACTCTCG 

83 

β-actin 
F: GCGACGTCGACACCTCTATG 
R: CGCCGGAGTCCATCACAATA 

93 

 
1.6  第二代整合生物标志物响应法(IBRv2) 

整合生物标志物响应法 (Integrated Biomarker 

Response, IBR)由法国生态毒理学家 Benoit Beliaeff

和 Thierry Burgeot首创, 经过 Wilfried Sanchez等改

良后形成 IBRv2法, 用于全面评估各种毒理因子对生

物的毒害效应。本研究将 SOD、CAT、GPx、GST的

酶活性和 GSH、MDA含量, 以及 p53、gadd45、cdk、

bcl-2、fas 和 caspase-2 基因转录水平这 12 个指标全

部带入, 计算菲律宾蛤仔鳃组织的 IBRv2指数。 

计算方法如下:  

(1) 数值标准化 

Yn = lg(Xn/X0),             (1) 
其中, Xn 为某一生物标志物在某暴露条件下的均值, 

X0为对照组平均值, Yn为标准化值。 

(2) 数值均一化 

Zn = (Yn – M) / S,          (2) 
其中, M为所有暴露条件下的总均值, S为所有暴露条

件下的总标准差, Zn为均一化值。 

(3) 赋值 

A = Zn – Z0,             (3) 
其中, Z0为对照组某生物标志物均一化值, A 为某生

物标志物在某暴露条件下的生物标志物偏差系数 , 

正值代表诱导, 负值代表抑制。 

(4) 计算 IBRv2值 

IBRv2 =Σ| A |/n.           (4) 
1.7  数据统计分析 

本研究所有数据分析均通过 SPSS 20.0 (SPSS, 

Chicago, IL, USA)实验数据表示为平均值±标准差

(mean±S.D.)。数据的方差齐性和正态性首先采用

Kolmogorov-Smirnov检验和 Levene’s检验。对照组与

实验组间的数据差异采用单因素方差分析(One-way 

ANOVA), 差异显著性通过 Tukey’s HSD 检验, 显著

性水平为 P<0.05。 

2  结果 

2.1  暴露溶液中紫外吸收剂水平分析 

暴露溶液中紫外吸收剂的实际浓度见表 2。结果

表明, 实际的 BP-3 水平相对稳定, 与暴露试验期间 

表 2  暴露溶液中的紫外吸收剂浓度 
Tab.2  Concentrations of UV filters in exposure solutions 

实际浓度/(µg/L) 
紫外吸收剂 标定浓度/(µg/L) 

换水前 换水后 

1 1.0 ± 0.2 1.2 ± 0.3 

10 9.2 ± 0.4 9.8 ± 0.7 BP-3 

100 89.5 ± 3.7 94.6 ± 2.3 

1 0.8 ± 0.1 1.1 ± 0.2 

10 8.6 ± 0.9 9.5 ± 1.2 4-MBC 

100 79.0 ± 3.8 93.4 ± 4.4 

1 0.5 ± 0.2 0.8 ± 0.3 

10 5.2 ± 0.8 8.3 ± 1.5 EHMC 

100 64.2 ± 4.7 89.7 ± 5.6 
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的 BP-3标定浓度接近; 换水后 4-MBC的测量浓度基

本与标准值相当, 而在下一次换水前 4-MBC 的测量

浓度下降了约 20%; EHMC换水前、后实际暴露浓度

分别为标定浓度的 50%~95.3%和 30%~68.9%。 

2.2  鳃组织抗氧化酶活性分析 

如图 1所示, 在 BP-3、4-MBC和 EHMC胁迫下, 

鳃组织 SOD活性在 1 d时显著上升(P<0.05), 随着暴

露时间的延长恢复到接近或低于对照组水平(除 1 μg/L 

4-MBC组暴露 28 d仍高于对照组水平)(P<0.05)。BP-3

和 4-MBC暴露 1 d时 CAT活性受到明显抑制(P<0.05), 

7 d 和 28 d 时恢复到对照组水平, 而 EHMC 暴露对

CAT活性无显著影响。在 BP-3、4-MBC和 EHMC胁

迫下, 鳃组织 GPx活性在 1 d和 7 d时无显著变化(除

1 μg/L BP-3组暴露 7 d仍高于对照组水平), 随着暴露

时间的延长 , GPx 活性低于对照组水平 (P<0.05)。

4-MBC 暴露 1 d 时 GSH 含量显著下降, 随着暴露时

间的延长, GSH 含量恢复到接近或低于对照组水平

(除 1 μg/L 4-MBC 组暴露 28 d 仍高于对照组水平) 

(P<0.05); 而在 BP-3 和 EHMC 胁迫下, 鳃组织 GSH

含量在 1 d 时无显著变化 , 随着暴露时间的延长 , 

GSH 含量恢复到接近或低于对照组水平(除 1 μg/L 

BP-3组暴露 7 d仍高于对照组水平) (P<0.05)。BP-3、

4-MBC 和 EHMC 暴露对 GST 活性无显著影响(除

1 μg/L EHMC组暴露 7 d低于对照组水平)。 

 

图 1  不同浓度的 BP-3、4-MBC和 EHMC暴露及不同暴露阶段对菲律宾蛤仔鳃 SOD、CAT、GPx、GST活性和 GSH含

量的影响(1 d、7 d和 28 d) 
Fig.1  Activities of SOD, CAT, GPx, and GST, and the content of GSH in gills of R. philippinarum exposed to different concentrations 

of UV filter (BP-3, 4-MBC, and EHMC) for 1, 7, and 28 days 
注: 不同字母表示组间显著性差异(P<0.05)。下同 

 
2.3  鳃组织 MDA含量分析 

与对照组相比, BP-3 (100 μg/L)和 4-MBC (10和

100 μg/L)暴露组在 1 d时MDA含量显著降低(P<0.05), 

而随着暴露时间延长, BP-3、4-MBC 和 EHMC 各暴

露组与对照组相比无显著性差异(图 2)。 

2.4  鳃组织细胞凋亡相关基因表达分析 

如图 3所示, 在 BP-3、4-MBC和 EHMC胁迫下, 

鳃组织 p53、gadd45 (除 10 μg/L BP-3 组、1 μg/L 

4-MBC组显著上调)、cdk (除 100 μg/L EHMC组显著

上调)基因相对表达量在 1 d时显著下调(P<0.05), 7 d

时 p53 (除 10 μg/L EHMC组显著下调)、gadd45 (除各

浓度 BP-3组显著下调)、cdk (除 1、10 μg/L BP-3组

显著下调)基因相对表达量显著上调(P<0.05)。BP-3、

4-MBC和 EHMC暴露 1 d时 fas基因相对表达量显著 
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图 2  不同浓度的 BP-3、4-MBC和 EHMC暴露及不同暴露阶段对菲律宾蛤仔鳃 MDA含量的影响(1 d、7 d和 28 d) 
Fig.2  Content of MDA in gills of R. philippinarum exposed to different concentrations of UV filter (BP-3, 4-MBC and EHMC) for 1, 7, 

and 28 days 

 

图 3  不同浓度的 BP-3、4-MBC和 EHMC暴露及不同暴露阶段对菲律宾蛤仔鳃细胞凋亡相关基因 p53、gadd45、cdk、fas、

caspase-2和 bcl-2表达量的影响(1 d、7 d和 28 d) 
Fig.3  mRNA expression of apoptosis-related genes p53, gadd45, cdk, fas, caspase-2, and bcl-2 in gills of R. philippinarum exposed to 

different concentrations of UV filter (BP-3, 4-MBC, and EHMC) for 1, 7, and 28 days 
 

下调(P<0.05), 随着暴露时间的延长恢复到接近或高

于对照组水平(除各浓度组 BP-3暴露 7 d低于对照组

水平) (P<0.05)。在 BP-3 和 4-MBC 胁迫下, 鳃组织

caspase-2 基因相对表达量在 1 d 时显著下调 (除

10 μg/L BP-3组显著上调) (P<0.05), 随着暴露时间的

延长恢复到接近或高于对照组水平 (P<0.05); 而

EHMC暴露 7 d下调了 caspase-2基因相对表达量(除

100 μg/L EHMC组显著上调) (P<0.05), 28 d时高于对

照组水平(P<0.05)。BP-3暴露 1 d和 7 d时下调了 bcl-2

基因相对表达量(P<0.05), 暴露至 28 d时则高于对照

组水平(P<0.05); 在 4-MBC和 EHMC胁迫下, 鳃组织

bcl-2基因相对表达量在 7 d时显著上调(P<0.05), 28 d
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时显著下调(P<0.05)。 

2.5  IBRv2分析 

如图 4 所示, 雷达图展示出不同浓度的三种紫

外吸收剂暴露 1、7 和 28 d 菲律宾蛤仔鳃中生物标

志物的偏差系数 , 反映出不同生物标志物对不同浓

度紫外吸收剂暴露的响应差异。结果发现 , 暴露于

1 μg/L的三种紫外吸收剂中, 1 d时 SOD活性、GSH

含量和 cdk 转录水平变化幅度较大; 7 d 时 fas 和

caspase-2 转录水平变化幅度较大; 28 d 时 p53 和

gadd45 转录水平变化幅度较大。暴露于 10 μg/L 的

三种紫外吸收剂中, 1 d时主要是 GSH含量变化幅度

最大; 7 d时 GST活性、p53和 fas转录水平变化幅

度较大; 28 d时 CAT和 GPx活性以及 caspase-2转录

水平变化幅度较大。暴露于 100 μg/L的三种紫外吸

收剂中, 1 d时主要是 MDA含量变化幅度最大; 7 d

时主要是 GPx和 GST活性以及 fas转录水平变化幅

度较大; 28 d时主要是 GPx活性和 caspase-2转录水

平变化幅度较大。 

 

图 4  不同浓度的 BP-3、4-MBC和 EHMC暴露及不同暴露阶段菲律宾蛤仔鳃组织生物标志物偏差系数(1 d、7 d和 28 d) 
Fig.4  Values of multi-biomarker deviation index in gills of R. philippinarum exposed to different concentrations of UV filter (BP-3, 

4-MBC, and EHMC) for 1, 7, and 28 days 
 
对环境常见浓度 1 μg/L 的三种紫外吸收剂暴露

下菲律宾蛤仔鳃组织的 12 种生物标志物响应的偏差

系数绝对值进行求和, 得到 1 μg/L 三种紫外吸收剂

在暴露 1 d、7 d和 28 d的 IBRv2指数(图 5)。结果显
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示, 三种紫外吸收剂的 IBRv2值在暴露 1 d时为 BP-3 

(1.20) > 4-MBC (1.08) > EHMC (0.79); 暴露 7 d时为

BP-3 (1.21) > EHMC (0.89) > 4-MBC (1.18); 暴露

28 d时为 BP-3 (1.09) ≈ 4-MBC (1.10) ≈ EHMC (1.04)。 

 

图 5  1 μg/L BP-3、4-MBC和 EHMC暴露下菲律宾蛤仔鳃组织的第二代整合生物标志物响应(IBRv2)指数(1 d、7 d和 28 d) 
Fig.5  IBRv2 indexes in gills of R. philippinarum exposed to 1 μg/L of UV filter (BP-3, 4-MBC, and EHMC) for 1, 7, and 28 days 

 

3  讨论 

由于有机紫外吸收剂的广泛使用、在水环境中的

普遍存在和潜在的生态毒性效应 , 近年来它们潜在

的生态风险已成为环境领域的研究热点(Kwon et al, 

2021)。然而, 目前有关有机紫外吸收剂对海洋无脊椎

动物的毒性效应研究鲜见报道。本研究从诱导氧化应

激和细胞凋亡两方面阐释 BP-3、4-MBC和 EHMC三

种有机紫外吸收剂对菲律宾蛤仔鳃组织的毒性效应, 

旨在揭示常见有机紫外吸收剂对海洋无脊椎动物的

生态风险。 

抗氧化系统可以通过酶和非酶调节保护生物体

免受氧化损伤并维持氧化还原平衡(Birnie-Gauvin et 

al, 2017)。SOD 和 CAT 是动物体内抗氧化应激的第

一道防线, SOD可以加速自由基转化为 H2O2, CAT能

够将 H2O2分解成水, 从而清除 ROS减少机体氧化应

激损伤(Lesser, 2006)。在本研究中, 三种紫外吸收剂

短期暴露显著诱导了鳃组织 SOD 酶活性升高, 随着

暴露时间延长 SOD 酶活性恢复到接近或低于对照组

水平, 并且高浓度暴露组的抑制作用更加显著, 表现

出明显的时间和剂量特异性变化, 这与高浓度 BP-3

暴露 28 d 后的鲫鱼组织 SOD 活性下降的结果一致

(Liu et al, 2015)。本研究发现短期的 BP-3和 4-MBC

暴露会抑制鳃中CAT活性, 随着暴露时间的延长, 所

有处理组的 CAT 活性均与对照组无显著性差异。

Campos 等(2017)将摇蚊四龄幼虫(Chironomus riparius)

暴露于 4-MBC中 48 h后也观察到 CAT活性下降。长

时间暴露下, CAT活性的恢复可能是机体面对紫外吸

收剂诱导的氧化应激产生的适应性响应(Zhang et al, 

2014a)。一项近期研究同样发现, 4-MBC暴露 15 d后

不会导致斑马鱼 5 dpf (days post fertilization, 受精后 

天数)幼虫的 CAT活性变化(Prakash et al, 2022)。GPx

和 GSH一起参与 H2O2的分解, 作为共同底物清除过

多的 ROS来防止氧化性细胞损伤(Binelli et al, 2011)。

有研究表明, 暴露于 BP-3、4-MBC和 EHMC的嗜热

四膜虫(Tetrahymena thermophila) GPx活性在 24 h后

均未见明显变化 , 这与本研究结果一致(Gao et al, 

2013)。但是在 28 d时暴露于 100 μg/L的 3种紫外吸

收剂的鳃中 GPx活性显著降低, 这与 BP-3暴露 30 d

后的斑马鱼 GPx 活性显著降低结果一致(Velanganni 

et al, 2021), 这些结果显示紫外吸收剂长期暴露会导

致 GPx活性下降, 并表现出明显的时间依赖性。此外, 

在本研究中高浓度的 4-MBC和 EHMC暴露 28 d时, 

会导致鳃中 GSH 含量显著下降。作为维持细胞内氧

化还原平衡的重要物质, GSH含量的减少会破坏机体

的抗氧化防御系统, 导致氧化应激(Lushchak, 2012)。

GST 是一种Ⅱ相代谢酶, 能催化外源物质与 GSH 结

合, 加速排出体外从而达到解毒代谢的目的。本研究

发现在整个暴露期间, 大多数浓度组的 GST 活性均

无显著变化。与本研究结果相似, 有研究报道将摇蚊

四龄幼虫暴露在不同浓度 BP-3或 OC中, 48 h内同样

未观察到 GST活性显著变化(Campos et al, 2017)。这

些结果说明 GST 可能不是典型有机紫外吸收剂污染

的敏感生物标志物。 

MDA 是膜脂过氧化的最终分解产物, 其含量变

化可反映膜系统遭受氧化伤害的程度。本研究发现在

100 μg/L的 BP-3和 4-MBC暴露 1 d时菲律宾蛤仔鳃

中 MDA含量显著降低, 7 d和 28 d时无显著性变化。

与本研究结果相似, 有学者将 10 μg/L的 BP-3胁迫黄

尾蓝魔鱼 7 d 后, 在其肝脏内未观察到 MDA 含量显

著变化(柯怀泱等, 2022)。本研究结果说明紫外吸收

剂短期暴露会提高抗氧化防御能力 , 降低脂质过氧
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化水平; 随着暴露时间延长, 机体面对有机紫外吸收

剂引起的氧化应激做出适应性防御 , 导致鳃中脂质

过氧化水平恢复至对照组水平。 

细胞凋亡是一种基因调控的能使细胞产生主动

而有序的死亡的细胞自杀机制 , 主要分为内源性途

径[线粒体途径和内质网(ER)应激诱导途径]和外源性

途径(死亡受体途径) (Redza-Dutordoir et al, 2016)。本

研究发现三种紫外吸收剂暴露可能通过线粒体途径

和 fas介导的死亡受体途径诱导菲律宾蛤仔鳃组织细

胞凋亡。 

p53可调控多个下游基因的转录, 包括 gadd45、

cdk、bcl-2 等, 诱导线粒体途径介导的细胞凋亡。肿

瘤抑制基因 p53 能阻滞细胞周期、促进细胞凋亡(魏

永永等, 2012)。gadd45是 p53调控的生长停滞和DNA

损伤诱导型基因, 其可介导 DNA 修复、细胞周期停

滞和细胞凋亡。cdk 能控制细胞周期进程。抗凋亡成

员 bcl-2在线粒体外膜发挥作用, 以保持膜的完整性。

本研究结果显示 , 长期暴露于高浓度的三种紫外吸

收剂中, 鳃内 p53基因相对表达量显著上调并呈浓度

依赖性升高, 这表明紫外吸收剂暴露可导致 p53的激

活, 从而通过线粒体途径诱导细胞凋亡。本研究发现

暴露于 100 μg/L三种紫外吸收剂 1 d时菲律宾蛤仔鳃

内 gadd45和 cdk基因相对表达量显著下调, 而随着暴

露时间延长显著上调。有研究报道 gadd45 下调能促

进细胞补偿性增殖; cdk 上调在一定程度上能降低细

胞凋亡比例(Zhang et al, 2014b; 吕童歆等, 2023)。此

外, 先前研究发现将菲律宾蛤仔暴露于高浓度 4-MBC 

(10和 100 μg/L) 7 d时 gadd45编码基因显著高表达

(Santonocito et al, 2020)。这些下游基因的显著表达可

能和 p53被激活有关, 进一步说明 gadd45和 cdk参与

线粒体途径的细胞凋亡(曾小莉, 1999; Schade et al, 

2019)。此外, p53 可以通过调节 Bcl-2 家族基因的转

录, 调控细胞凋亡(Wei et al, 2021)。Bcl-2是这个家族

中抗凋亡因子, 主要存在于线粒体膜上, 通过与促凋

亡因子 Bax 形成二聚体从而起到抑制凋亡的作用

(Czabotar et al, 2014)。在本研究中, 暴露于高浓度

4-MBC和 EHMC (10和 100 μg/L)7 d时鳃内 bcl-2基

因相对表达量显著上调。与此相似, 在 10和 100 μg/L

的 4-MBC暴露 7 d后, 菲律宾蛤仔消化腺中 bcl-2基

因表达量显著增加(Santonocito et al, 2020)。因此, 机

体可能通过上调 bcl-2 的转录表达来抑制紫外吸收剂

短期暴露导致的细胞凋亡。有研究表明, 丙硫菌唑通

过上调 p53 表达, 下调 bcl-2 基因转录来诱导斑马鱼

胚胎细胞凋亡(Shen et al, 2021), 这与本研究 28 d时

观察到鳃组织内 p53 基因的上调表达和 bcl-2 基因转

录水平下降的结果一致。这些结果表明, 长期高浓度

的 4-MBC和 EHMC暴露能激活 p53通路, 削弱 bcl-2

的转录表达, 诱导线粒体途径的细胞凋亡。而在本研

究中, BP-3暴露组抗细胞凋亡基因 bcl-2相对表达量短

期内显著下调, 继续暴露至 28 d时则显著上调。这结

果表明, 长期暴露于 BP-3后, 菲律宾蛤仔可能通过上

调鳃内 bcl-2表达来阻遏细胞凋亡(Novo et al, 2006)。 

fas 介导的细胞凋亡途径是重要的死亡受体信号

转导途径之一(Pallepati et al, 2011)。caspase-2是癌细

胞中应激诱导的细胞凋亡所需的起始 Caspase, 与

p53、fas等的表达密切相关(Zhivotovsky et al, 2005; 

Baptiste-Okoh et al, 2008)。在本研究中, 暴露 1 d时

100 μg/L的 4-MBC和 EHMC显著下调了鳃内 fas基

因相对表达量, 但在 7 d和 28 d时均被显著诱导, 这

说明 fas被胞外刺激激活向胞内传递更多信号来诱导

细胞凋亡(Elmore, 2007)。有研究报道 H2O2 暴露后, 

奶牛子宫内膜细胞中 fas 基因表达量显著上调, 而抑

制 fas基因表达在一定程度上能降低氧化应激诱导的

细胞凋亡比例(靳青等, 2022)。因此, 本研究中有机紫

外吸收剂也可能是通过上调 fas的表达从而激活死亡

受体途径诱导细胞凋亡。此外, 本研究结果发现, 菲

律宾蛤仔暴露于 100 μg/L的 BP-3和 4-MBC 1d时鳃

组织中 caspase-2 基因相对表达量显著下调, 而暴露

于 10 μg/L和 100 μg/L三种紫外吸收剂 28 d时鳃内

caspase-2基因相对表达量显著上调。同样, 朱含开等

(2008)发现五氯酚暴露能引起斑马鱼胚胎 caspase-2

表达上调增加细胞凋亡。已有研究证实, 通过膜的死

亡受体作用, caspase-8被细胞外部因子 fas活化后激

活 caspase-2, 诱导死亡受体途径的细胞凋亡; 这两种

caspase 还可通过 Bid 裂解激活线粒体途径(Pallepati et 

al, 2010)。综上所述, 本研究结果表明, 三种紫外吸

收剂的长期暴露可上调鳃内 fas和 caspase-2表达, 既

能激活死亡受体途径诱导细胞凋亡 , 又可增加线粒

体途径介导的细胞凋亡。 

第二代整合生物标志物响应法(IBRv2)是目前生

态毒理学领域表征某种污染物对受试生物的综合毒

性效应常用的研究方法。本研究中通过与参照值比较

多种生物标志物的偏差系数发现, 12种不同生物标志

物对 BP-3、4-MBC和 EHMC的响应情况有明显差异。

暴露在环境常见浓度 1 μg/L的三种紫外吸收剂 1 d时, 

SOD 活性、GSH 含量和 cdk 转录水平指标变化幅度
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大, 而 7 d和 28 d p53、gadd45、fas和 caspase-2转

录水平指标变化幅度较大 , 这表明紫外吸收剂短期

暴露主要引起氧化胁迫响应 , 而随着暴露时间的延

长, 主要的生物学响应与细胞凋亡有关。此外, 本研

究发现, 在环境常见浓度 1 μg/L 的三种紫外吸收剂

短期暴露下, BP-3表现出最强的毒性效应, 而随着暴

露时间的延长 , 三种紫外吸收剂表现出相近的毒性

效应。 

4  结论 

本研究结果表明 , 短期暴露于有机紫外吸收剂

会诱导菲律宾蛤仔鳃组织抗氧化响应 , 而长期高浓

度暴露则会削弱其抗氧化防御能力。BP-3、4-MBC

和 EHMC可能通过激活线粒体途径和 fas介导的死亡

受体途径从而诱导菲律宾蛤仔鳃组织细胞凋亡。

IBRv2 分析发现短期暴露环境常见浓度 1 μg/L 时, 

BP-3 表现出的综合毒性效应最强。本研究结果为典

型有机紫外吸收剂 BP-3、4-MBC和 EHMC的生态风

险评估以及对海洋无脊椎动物的毒性机制研究提供

了重要参考。 
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EFFECT OF THREE ORGANIC ULTRAVIOLET FILTERS ON ANTIOXIDANT 
CAPACITY AND EXPRESSION OF APOPTOSIS-RELATED GENES IN GILLS OF 

RUDITAPES PHILIPPINARUM 

ZHANG Wei-Wei1, 2,  DONG Fei-Long1, 2,  JING Chen1, 2,  LIU Shang-Shu1, 2,  HU Feng-Xiao1, 2 
(1. College of Marine Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China; 2. Key Laboratory of Marine 

Biotechnology of Fujian Province, Fuzhou 350002, China) 

Abstract    Benzophenone-3 (BP-3), 4-methyl-benzylidene camphor (4-MBC), and 2-ethyl-hexyl-4-trimethoxycinnamate 

(EHMC) are commonly used organic ultraviolet (UV) filters. Recently, these UV filters have been frequently detected in 

aquatic environment, posing a potential threat to the safety of aquatic ecosystem. To investigate the effects of the three UV 

filters on the antioxidant response of Ruditapes philippinarum gill and apoptosis-related genes, R. philippinarum was 

exposed to the three filters at environmentally relevant concentrations, and the activity of antioxidant enzymes and 

transcriptional levels of apoptosis-related genes in gills were investigated. Afterwards, the adverse effects of the filters 

were compared and analyzed using the Integrated Biomarker Response (IBR) (Version 2) method. Results show that the 

organic UV filters could induce initial antioxidative response to improve antioxidant capacity, while a long-term exposure 

to high concentrations of the UV filters could decrease the antioxidant capacity. In addition, the three filters could induce 

apoptosis in the gill tissue of R. philippinarum via mitochondria pathway and death receptor pathway. After exposure to the 

three organic UV filters at common environmental concentration (1 μg/L) for 1 d and 7 d, BP-3 exhibited the strongest 

toxic effects on R. philippinarum gill; and the biomarker responses were similar among the three filters in 28 d. Therefore, 

the toxicity of organic UV filters depends on chemical species, exposure dose, and exposure duration. This study provides 

reference data for ecological risk assessment of organic UV filters in aquatic environments. 

Key words    organic UV filters;  Ruditapes philippinarum;  gill;  oxidative stress;  apoptosis;  integrated 

biomarker response 

 


