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海洋酸化背景下铅胁迫对近江牡蛎溶菌酶活性的影响

李晓梅，郭体环，张来军，李由明
（琼州学院热带生物与农学院，海南三亚５７２０２２）

　　摘要：为探讨在未来海洋酸化背景下重金属对贝类免疫的影响，在实验室条件下设置０．０５、０．５０、５．００ｍｇ／Ｌ３种
硝酸铅质量浓度，以０ｍｇ／Ｌ作为对照，比较正常海水（ｐＨ值８．０）与酸化海水（ｐＨ值７．６）条件下铅胁迫对近江牡蛎鳃
组织溶菌酶含量的影响。结果表明，低ｐＨ值高铅质量浓度组［ｐＨ值７．６，Ｐｂ（ＮＯ３）２质量浓度５．００ｍｇ／Ｌ］的鳃组织

溶菌酶含量随时间的延长直线下降，其余各试验组的鳃组织溶菌酶含量总体呈先下降、后上升、再下降的变化趋势。

至３０ｄ时，对照组［ｐＨ值８．０，Ｐｂ（ＮＯ３）２质量浓度０．００ｍｇ／Ｌ］的溶菌酶含量显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），而低ｐＨ值

高铅质量浓度组显著低于其他组（Ｐ＜０．０５），酸化组的近江牡蛎鳃组织溶菌酶含量均低于正常海水组，差异显著（Ｐ＜
０．０５）。在２种ｐＨ值条件下，近江牡蛎鳃组织溶菌酶含量均随硝酸铅质量浓度的增加而降低。研究表明，近江牡蛎
长时间暴露于低ｐＨ值、铅胁迫或低ｐＨ值与铅胁迫共存的环境下，均导致其鳃组织溶菌酶含量降低、免疫力下降；海
洋酸化和铅对近江牡蛎具有联合毒性效应。
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　　溶菌酶（ｌｙｓｏｚｙｍｅ）别称 Ｎ－乙酰胞壁质聚糖水解酶，是
一种小分子量的碱性蛋白水解酶，参与机体内多种免疫反应，

在机体正常防御和非特异免疫中具有重要作用，是生物体内

重要的非特异性免疫因子，常作为评价机体免疫水平的重要

指标之一［１－２］。

重金属是一类典型的环境污染物。环境中重金属污染的

来源主要是化工、采矿、金属冶炼及加工、电镀、轮船制造等行

业，以及农用杀虫剂、生活污水、垃圾渗出液等。对于生物体

而言，重金属包括必需金属和非必需金属。铅（ｌｅａｄ，Ｐｂ）属于
非必需金属，不参与有机体的代谢活动，组织内含有较低浓度

时便对有机体产生显著的毒性［３－４］。

近年来，随着我国工业的发展，工业废弃物的排放随之增

加，重金属污染越来越严重，严重危害着包括人类在内的各种

生命体的健康与生存。在所有已知重金属毒性物质中，由铅

引起的污染和危害事件数量较多，从而备受关注。生物体即

使摄入极少量的铅，也会造成极大损害。

海洋酸化已被广泛确认为 ＣＯ２浓度上升导致的又一重
大环境问题［５］。化石燃料的使用等人类活动导致大气中ＣＯ２
浓度不断升高，可能已经导致了全球变暖和气候异常等［６］，

海洋不断从大气中吸收 ＣＯ２，对缓解全球变暖起着重要作
用［７］。然而，自工业革命以来，海洋大量吸收人类排放的

ＣＯ２，已导致上层海水的 ｐＨ值下降了０．１
［８］。根据 ＩＰＣＣ预

测模型（Ａ１Ｆ１）的推测，至 ２１００年大气 ＣＯ２浓度将升高至
８００～１０００μＬ／Ｌ，表层海水 ｐＨ值将下降０．３～０．４，这种酸

化速度在过去３亿年间的任何时期均未曾有过［９］。海洋酸化

引起的海洋化学变化（碳酸盐系统及物质形态）正在改变海

洋生物赖以生存的化学环境，海洋生物的代谢过程会受到影

响，海洋生态的稳定性会发生变化［１０］。海洋酸化引起的海水

ｐＨ值降低会改变海洋生物的多项生理功能，使海洋生物抵抗
不良环境胁迫与疾病等的能力降低，致使胁迫或疾病对海洋

生物造成更严重的损伤，甚至在较低胁迫强度下造成生物个

体死亡。另外，海洋酸化还可导致己经稳定在沉积物中的重

金属二次释放。在 ｐＨ值呈碱性和中性的条件下，重金属溶
解很少，但在 ｐＨ值为６的处理条件下，６～１８ｄ期间镉的释
放量为４～１３μｇ／Ｌ，１９～２１ｄ期间达到 ４０～５０μｇ／Ｌ；１９～
２１ｄ期间铅的释放量达到１００～３７０μｇ／Ｌ；锌的释放量最高
可达１６０μｇ／Ｌ［１１］。

近江牡蛎（ＣｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓＧｏｕｌｄ）是我国主要的牡蛎
养殖品种之一，隶属于软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）瓣鳃纲（Ｌａｍｅｌ
ｌｉｂｒａｎｃｈｉａ）珍珠贝目（Ｐｔｅｒｉｏｉｄａ）牡蛎科（Ｏｓｔｒｉｄａｅ），属于半咸
水种类，主要分布于我国华南沿海众多的河口地带。由于近

江牡蛎生活在河口区域，不断有淡水经此流入海洋，再加上潮

汐、海浪等的影响，近江牡蛎的生活环境经常发生剧烈变化；

而且，近江牡蛎固定在岩石或其他物体上生活，不像其他海洋

生物可以移动和趋利避害，从而使近江牡蛎自身形成了一系

列应对环境胁迫的适应机制，因此近江牡蛎是用于研究环境

胁迫响应的良好材料。

目前，有关海洋酸化和铅对贝类生物学影响的研究多为

单一因素的影响，包括海洋酸化对贝类受精、发育、免疫、摄

食、繁殖的影响［１２－１４］，以及铅对贝类免疫的影响［１５］等，很少

有研究关于铅和海洋酸化共存的复合胁迫对贝类的影响。本

试验通过研究海水酸化和铅双重胁迫对近江牡蛎溶菌酶活性

的影响，为近江牡蛎的健康养殖、栖息地环境检测、防治污染、

海洋环境保护等提供依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
供试近江牡蛎于２０１５年３月购自海南省昌江县昌化镇，

采捕后立即送至试验场地，洗刷干净后置于４．０ｍ×４．０ｍ×
１．５ｍ的室内水泥池暂养７ｄ。经测定，近江牡蛎采集地和试
验地海水中的铅含量均小于０．０１ｍｇ／Ｌ，无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。暂养期间采用静态换水法，每天换水１次。养殖用水
为过滤海水，主要水环境因子按采样地调控，水温（２７±
１）℃、ｐＨ值８．０、盐度３％，以金藻和青岛大扁藻作为饵料，
２４ｈ连续充氧。暂养结束后，死亡率 ＜１％，符合试验要求，
挑选大小均匀的近江牡蛎个体作为受试动物，其质量为

（１０３６±１．８３）ｇ／只。
本试验所用硝酸铅为分析纯，购自恒兴化工。使用硝酸

铅作为污染物，将其配制成１０ｍｇ／ｍＬ的母液，按需要稀释至
相应质量浓度来进行铅胁迫试验。

１．２　海水处理
试验前，采用醋酸调配 ｐＨ值为７．６的酸化海水。为防

止酸化海水在使用过程中ｐＨ值升高，经反复试验，最终采用
输液管匀速缓慢地向试验容器中滴加醋酸以稳定水体 ｐＨ
值。以ｐＨ值为８．０的正常海水作为对照。
１．３　试验分组

中华人民共和国国家标准（ＵＣＤ５５１４６３）海水水质标准
（ＧＢ３０９７—１９９７）四类海水、农业部无公害食品海水养殖用
水水质标准（ＮＹ５０５２—２００１）中均规定铅含量≤０．０５ｍｇ／Ｌ，
本试验以此为依据，按等比数列分别设立 ０．０５、０．５０、
５．００ｍｇ／Ｌ３个硝酸铅质量浓度组，以０ｍｇ／Ｌ作为对照组，每
组均设置３个平行。各试验组海水的ｐＨ值及硝酸铅质量浓
度见表１。试验在１５０Ｌ的塑料桶中进行，每桶加入１００Ｌ试
验溶液，每组放入５０只经暂养的近江牡蛎。试验期间每２４ｈ
更换１次试验溶液，以金藻和青岛大扁藻作为饵料，将条件控
制在水温（２７±１）℃、盐度３％，２４ｈ连续充氧。
１．４　样品制备

试验开始的当天记为０ｄ，分别于试验开始后５、１０、１５、
２０、２５、３０ｄ从各桶随机取３只近江牡蛎，每组９只。取鳃组
织并称质量，按１ｇ∶９ｍＬ比例添加预冷的生理盐水，冰上匀
浆，于 ４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １０ｍｉｎ，取上清液，置于
－８０℃ 超低温冰箱保存备用。
１．５　溶菌酶活性的测定
　　采用 Ａ０５０型溶菌酶检测试剂盒（南京建成生物工程研
究所研制）测定溶菌酶活性，按照试剂盒使用说明书进行操

表１　各试验组海水的硝酸铅质量浓度及ｐＨ值

组别 硝酸铅质量浓度（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值
１ ０．００ ８．０
２ ０．０５ ８．０
３ ０．５０ ８．０
４ ５．００ ８．０
５ ０．００ ７．６
６ ０．０５ ７．６
７ ０．５０ ７．６
８ ５．００ ７．６

作，每个待测样品测试３次。
１．６　数据分析
　　试验数据以“平均值 ±标准误”表示。采用 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ
等软件进行单因素方差分析并制作图表。

２　结果与分析

由图１、表２可知，在ｐＨ值相同的情况下，５、１５、２５、３０ｄ
时近江牡蛎的鳃组织溶菌酶含量均随硝酸铅质量浓度的增加

而降低；１０ｄ时溶菌酶含量随硝酸铅质量浓度的增加而先降
后升。２０ｄ时不同 ｐＨ值条件下，溶菌酶含量随硝酸铅质量
浓度的变化趋势出现较大差异，ｐＨ值为８．０时，各组溶菌酶
含量无显著差异（Ｐ＞０．０５）；ｐＨ值为７．６时，溶菌酶含量随
硝酸铅质量浓度增加先升后降，相邻各组间差异显著（Ｐ＜
００５），０．００ｍｇ／Ｌ与０．５０ｍｇ／Ｌ间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　　各处理间差异随时间的延长而增大，５ｄ时仅组２、组４
与组５间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），其余各组均无显著差
异（Ｐ＞０．０５）；随着时间的延长，存在显著差异的组越来越
多，３０ｄ时差异达到最大。
　　由图１可知，对照组（组１）鳃组织溶菌酶含量在整个试
验过程中稳定在（７９．０２±３．９１）ｇ／Ｌ（Ｐ＞０．０５），至３０ｄ时对
照组溶菌酶含量显著高于其他组（Ｐ＜０．０５），表明近江牡蛎
长时间暴露在低ｐＨ值、铅胁迫或低ｐＨ值与铅胁迫共存的环

表２　不同ｐＨ值和硝酸铅质量浓度下鳃组织溶菌酶含量

组别
溶菌酶含量（ｇ／Ｌ）

５ｄ １０ｄ １５ｄ ２０ｄ ２５ｄ ３０ｄ
１ ８１．２１±０．５１ａｂ ７７．７９±６．０５ａ ７８．６３±４．９１ａｂ ７６．６３±４．５８ｂ ８１．０４±２．７５ａ ７８．８３±３．９７ａ
２ ７２．５８±３．１３ｂ ６５．０４±２．８８ｂ ８１．８８±３．６０ａｂ ８２．５４±３．７６ａｂ ８１．２９±３．４０ａ ７２．３８±４．６７ａｂ
３ ７８．７９±８．４２ａｂ ７４．５０±２．８８ａ ７５．７１±２．１２ｂｃ ８２．０８±６．４２ａｂ ６９．６７±７．３４ｂｃ ６７．９２±２．９５ｂｃ
４ ７４．３８±１１．６７ｂ ７９．７１±２．７７ａ ６８．９６±４．２３ｃ ８２．８３±１．３５ａｂ ６１．５８±３．５１ｃｄ ６１．５０±１．３３ｃｄ
５ ９１．４２±１．５６ａ ６４．１７±４．５６ｂ ８４．３３±５．８６ａ ８０．９６±１．６１ｂ ６８．７９±３．４３ｂｃ ６８．２１±２．３４ｂｃ
６ ８２．４６±９．８８ａｂ ６３．５８±２．５３ｂ ７５．３８±３．３１ｂｃ ９０．１３±７．９４ａ ７７．０８±５．９４ａｂ ７０．６３±９．９２ｂ
７ ７９．６７±１２．３８ａｂ ７７．８３±４．６５ａ ６９．２１±５．０１ｃ ８２．００±５．４６ａｂ ７４．１３±４．４２ａｂ ５６．５０±０．３８ｄｅ
８ ７９．２５±９．４２ａｂ ７５．６７±１．６３ａ ７４．４６±０．５２ｂｃ ６５．５４±２．１０ｃ ５８．２１±４．１３ｄ ４９．８８±２．１０ｅ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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境下均会使鳃组织溶菌酶基因的表达受到抑制，导致溶菌酶

含量降低。组８的鳃组织溶菌酶含量自２０ｄ开始随时间的
延长几乎呈直线下降趋势，至３０ｄ时溶菌酶含量显著低于其
他组（Ｐ＜０．０５），表明低ｐＨ值与高质量浓度铅（５．００ｍｇ／Ｌ）
共同胁迫时，近江牡蛎鳃组织溶菌酶的表达受到明显抑制。

其余各试验组的鳃组织溶菌酶含量总体呈先下降、后上升、再

下降的变化趋势，表明低刺激强度下近江牡蛎在一定时期内

具有一定代谢适应能力。

　　由图２可知，３０ｄ时在各硝酸铅质量浓度下，酸化组近江
牡蛎的鳃组织溶菌酶含量均低于正常ｐＨ值组，硝酸铅质量浓
度分别为 ０．００、０．５０、５．００ｍｇ／Ｌ时差异显著（Ｐ＜０．０５），
０．０５ｍｇ／Ｌ时差异不显著（Ｐ＞０．０５）；在２种ｐＨ值条件下，近
江牡蛎鳃组织溶菌酶含量均随硝酸铅质量浓度的增加而降低。

３　结论与讨论

ＭｃＨｅｎｅｒｙ等以３０种贝类为研究对象，在其消化腺、外套
膜、鳃、肌肉中均能检测到溶菌酶活性［１６］。本研究中，所有处

理组的近江牡蛎鳃中均能检测到较高含量的溶菌酶，而溶菌

酶是生物体内重要的非特异免疫因子之一，在机体免疫过程

中不仅能催化水解细菌细胞壁而导致细菌溶解死亡，还可诱

导调节其他免疫因子的合成与分泌［２］。可见，包括近江牡蛎

在内，贝类的鳃在防止病原微生物入侵方面起着重要作用。

近江牡蛎受到ｐＨ值降低和铅胁迫后，鳃组织溶菌酶含量呈
先下降、后上升、再下降的趋势。近江牡蛎在遭遇外界胁迫

时，代谢受到抑制，溶菌酶含量降低；而后由于适应性代谢加

强，溶菌酶含量逐渐上升，甚至超过原有水平；随着时间的延

长，胁迫依然没有解除，长时间的环境刺激超出近江牡蛎的适

应范围，导致溶菌酶含量逐渐降低，免疫力下降。在养殖生产

过程中，应尽量避免养殖水体 ｐＨ值过低、铅含量过高，一旦
发现应及时调整，以保证近江牡蛎的免疫力维持在正常水平，

减少病害的发生。

本研究表明，海洋酸化使近江牡蛎鳃中的溶菌酶含量降

低，免疫力下降。Ｂｉｂｂｙ等研究表明，海洋酸化对贝类的免疫
系统具有很大影响；他们认为可能的原因是 ｐＨ值降低使
ＣａＣＯ３难以沉积，导致体内 Ｃａ

２＋水平升高，Ｃａ２＋浓度的改变
影响细胞的信号通路，进而影响其新陈代谢和功能［１７］。这只

是一种可能性推断，还需通过分子生物学等手段进一步验证。

目前，海洋酸化对贝类免疫功能影响的研究相对较少，其影响

的生理生化及分子机制等尚待进一步研究。

试验结果表明，ｐＨ值为８．０时，各硝酸铅浓度组溶菌酶

含量的变化幅度小于ｐＨ值为７．６时，即酸化条件下，铅对近
江牡蛎鳃组织溶菌酶含量的影响大于正常ｐＨ值条件时。当
ｐＨ值为７．６时，Ｐｂ（ＮＯ３）２５．００ｍｇ／Ｌ组的鳃组织溶菌酶含
量随时间的延长几乎呈直线下降趋势，至３０ｄ时溶菌酶含量
显著低于其他组（Ｐ＜０．０５）。可见，酸化可加强铅对近江牡
蛎的毒性效应，同时，铅也可增强酸化对近江牡蛎的毒性效

应，二者具有联合毒性效应。
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