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海水酸化条件下铅胁迫对近江牡蛎

过氧化氢酶活性的影响
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　　摘要：为了研究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
种硝酸铅浓度，以０．００ｍｇ／Ｌ作为对照，比较正常海水（ｐＨ值８．０）、酸化海水（ｐＨ值７．６）背景下铅胁迫对近江牡蛎鳃
组织过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的影响。结果表明：在正常海水（ｐＨ值８．０）条件下，铅浓度为０．００、０．０５、０．５０ｍｇ／Ｌ时，
对近江牡蛎ＣＡＴ活性表现为诱导效应，且诱导效应随铅浓度升高、胁迫时间延长而增强，至２０ｄ时，各组间即表现出
显著差异（Ｐ＜０．０５）；铅浓度为５．００ｍｇ／Ｌ时，对近江牡蛎ＣＡＴ活性的诱导效应快而强烈，至１０ｄ时，近江牡蛎 ＣＡＴ
活性远高于其他各组（Ｐ＜０．０５），但随后又逐渐减弱，至２５ｄ时，与０．０５ｍｇ／Ｌ组相当，已显著低于０．５０ｍｇ／Ｌ组（Ｐ＜
０．０５）。酸化海水（ｐＨ值７．６）条件下，短期内无论铅浓度高或低，均对近江牡蛎ＣＡＴ活性呈现诱导效应，且铅浓度越
高，诱导效应越强；随着胁迫时间延长，诱导效应呈下降趋势，铅浓度越高，ＣＡＴ活性下降越快，至后期高浓度铅对近
江牡蛎ＣＡＴ活性表现出抑制效应；至 ３０ｄ时，０．００、０．０５、０．５０ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎 ＣＡＴ活性与对照组（ｐＨ值 ７．６、
０．００ｍｇ／Ｌ）相近，且３组间无明显差异，但５．００ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎ＣＡＴ活性显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。由研究结果
可见，酸化和铅对近江牡蛎ＣＡＴ的影响具有协同作用，当铅浓度较低时，近江牡蛎 ＣＡＴ活性主要受 ｐＨ值影响，当铅
浓度达到一定值（５．００ｍｇ／Ｌ）后，近江牡蛎ＣＡＴ活性主要受铅浓度影响，双重胁迫会增加近江牡蛎受损的程度。
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　　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、生活污水和垃圾渗出液等。对于生物体

而言，组织内含有较低浓度铅时就能对有机体产生显著的毒

性［１］，生物体会产生氧化应激反应，影响细胞的结构和功

能［２］，因此需要抗氧化系统来对抗可能产生的细胞损伤。

过氧化氢酶（ＣＡＴ）是机体抗氧化体系中非常关键的一种
非特异抗氧化酶，能够清除超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）催化活性
氧自由基所产生的Ｈ２Ｏ２，使它转化为对机体无毒的Ｈ２Ｏ、Ｏ２，
后者和ＳＯＤ共同作用可使机体免受氧自由基的攻击［３］。

海洋酸化已被广泛确认是 ＣＯ２上升导致的又一重大环
境问题［４］。化石燃料的使用等人类活动导致大气中 ＣＯ２浓
度不断升高，可能已经导致全球变暖和气候异常等［５］，海洋

不断从大气中吸收ＣＯ２，对缓解全球变暖起着重要的作用
［６］。

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ｐＨ值下降了０．１［７］。根据联合国政府间气候变
化专门委员会（ＩＰＣＣ）预测模型（Ａ１Ｆ１）的推测，至２１００年大
气ＣＯ２浓度会升至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３亿年间的任何一个时期都

未有过［８］。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［９］。

海洋酸化引起的海水ｐＨ值的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能力降低，致

使胁迫或疾病对海洋生物造成的损伤更严重，甚至在较低胁

迫强度下造成生物个体死亡［１０］。

近江牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓ）是我国主要牡蛎养殖种类
之一，属于半咸水种类，主要分布在华南沿海众多河口地带。

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，而且近江牡蛎不像其他海洋生物可以移动，可以趋利避

害，而是固定在岩石或其他物体上生活，由此近江牡蛎自身形

成了一系列应对环境胁迫的适应机制，是用于研究环境胁迫

响应的很好的材料。目前，有关海洋酸化和铅对贝类的生物

学影响研究多是单一因素的，包括海洋酸化对贝类受精、发

育、免疫、摄食和繁殖的影响［１１－１３］，以及铅对贝类抗氧化酶活

性的影响［２，１４］等，很少有关于铅和海洋酸化复合胁迫对贝类

的影响研究。本研究探讨了海水酸化和铅复合胁迫对近江牡

蛎ＣＡＴ活性的影响，以期为近江牡蛎的健康养殖、栖息地环
境检测、防治污染和海洋环境保护等提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用近江牡蛎于２０１５年３月购自海南昌化，采捕
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后立即送至试验场地，洗刷干净后置于４ｍ×４ｍ×１．５ｍ的
室内水泥池内暂养７ｄ，经测定，近江牡蛎采集地和试验地海
水中铅含量均低于０．０１ｍｇ／Ｌ，无显著性差异。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
３０‰，以金藻、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［（１０．３６±
１８３）ｇ／只］的近江牡蛎个体作为受试生物。

以硝酸铅作为污染物，将硝酸铅（分析纯，天津市致远化

学试剂有限公司）配制成 １０ｍｇ／ｍＬ的母液。按需要稀释到
相应的浓度，进行铅胁迫试验。

１．２　海水处理
试验前使用乙酸调配试验所需酸化海水（ｐＨ值７．６），为

防止调配好的海水在使用过程中ｐＨ值升高，经过反复试验，
最终采用输液管匀速缓慢向试验容器中滴加乙酸的方法稳定

水体ｐＨ值。试验以正常海水作为对照（ｐＨ值８．０）。
１．３　试验分组

ＧＢ３０９７—１９９７《海水水质标准》中的 ４类海水和
ＮＹ５０５２—２００１《无公害食品 海水养殖用水水质》中规定铅含
量≤０．０５ｍｇ／Ｌ。已有试验表明，铅对近江牡蛎的９６ｈＬＣ５０为
４３．５５ｍｇ／Ｌ，本试验以此为依据，按等比数列设计硝酸铅浓度
分别为０．０５、０．５０、５．００ｍｇ／Ｌ的３个浓度组，以０．００ｍｇ／Ｌ作
为对照组（ＣＫ），每组均设置３个平行，各试验组海水ｐＨ值及
硝酸铅浓度见表 １。试验在 １５０Ｌ塑料桶中进行，每桶加
１００Ｌ试验溶液，每组放入经暂养的近江牡蛎 ５０只。试验期
间每２４ｈ更换１次试液，以金藻、青岛大扁藻作为饵料，试验
期间控制水温（２７±１）℃，盐度３０‰，２４ｈ连续充氧。

表１　试验分组情况

组别
硝酸铅浓度

（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

１．４　样品制备
试验开始的当天记为 ０ｄ，试验开始后的 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，
称质量，按１∶９（质量体积比）的比例添加预冷的生理盐水，
冰上匀浆，４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，置于
－８０℃ 超低温冰箱内保存备用。
１．５　ＣＡＴ活性测定

ＣＡＴ活性测定使用南京建成生物工程研究所研制的
ＣＡＴ检测试剂盒（Ａ００７－１），按照试剂盒使用说明操作，每个
待测样品测试３次。
１．６　数据分析

试验数据用“平均值 ±标准差”表示。用 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ等
软件进行单因素方差分析和图表制作。

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值为８．０时铅对近江牡蛎ＣＡＴ活性的影响
由图１可见，正常海水（ｐＨ值８．０）条件下，铅对近江牡

蛎ＣＡＴ活性的影响表现为在整个试验期内，０．００、０．０５、
０．５０ｍｇ／Ｌ３个处理组铅对近江牡蛎ＣＡＴ活性一直表现为诱
导效应，而且诱导效应在一定范围内随铅浓度升高、胁迫时间

延长而增强，各组间差异也随之增大；自１５ｄ起，部分组间即
表现出显著差异（Ｐ＜０．０５），直至试验结束；５．００ｍｇ／Ｌ处理
组在试验前期诱导效应非常强，至１０ｄ时近江牡蛎ＣＡＴ活性
显著高于其他各组（Ｐ＜０．０５），而自１５ｄ开始，５．００ｍｇ／Ｌ处
理组诱导效应逐渐减弱，１５、２０ｄ，５．００ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎ＣＡＴ
活性与 ０．５０ｍｇ／Ｌ组无明显差异，随着胁迫时间延长，
５．００ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎 ＣＡＴ活性继续降低，至 ２５ｄ时与
０．０５ｍｇ／Ｌ组相当，已显著低于０．５０ｍｇ／Ｌ组（Ｐ＜０．０５）。

　　试验结果表明，在正常海水（ｐＨ值８．０）中，低浓度铅对
近江牡蛎ＣＡＴ活性的诱导效应显现得缓慢，但一直保持上升
的趋势；高浓度铅对近江牡蛎ＣＡＴ活性的诱导效应显现得快
而强烈，但随后又逐渐减弱。

２．２　ｐＨ值为７．６时铅对近江牡蛎ＣＡＴ活性的影响
由图２酸化海水（ｐＨ值７．６）条件下铅对近江牡蛎 ＣＡＴ

活性的影响可见：在试验开始后的前１０ｄ，无论浓度高低的铅
对近江牡蛎ＣＡＴ活性均表现为较强的诱导效应，且随铅浓度
增大、胁迫时间延长，诱导效应逐渐增强；自１５ｄ开始，各铅
浓度组的诱导效应均开始降低，铅浓度越高降幅越大，至试验

结束时，０．００、０．０５、０．５０ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎 ＣＡＴ活性几乎恢
复至初始值，且３组间无显著差异，仅５．００ｍｇ／Ｌ组近江牡蛎
ＣＡＴ活性显著低于起始值（Ｐ＜０．０５）。
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　　试验结果表明，在酸化海水（ｐＨ值７．６）中，短期内无论
铅浓度高低均对近江牡蛎ＣＡＴ活性呈现诱导效应，铅浓度越
高，诱导效应越强；随着胁迫时间延长，诱导效应呈下降趋势，

铅浓度越高，ＣＡＴ活性下降越快，至后期高浓度铅对近江牡
蛎ＣＡＴ活性表现出抑制效应。
２．３　不同ｐＨ值对近江牡蛎ＣＡＴ活性的影响

为说明ｐＨ值对近江牡蛎 ＣＡＴ活性的影响，将不同铅浓
度条件下正常海水（ｐＨ值８．０）组和酸化海水（ｐＨ值７．６）组
近江牡蛎ＣＡＴ活性进行比较。

由图３－ａ可见，当铅浓度为０．００ｍｇ／Ｌ时，正常海水组
ＣＡＴ活性基本保持不变，而酸化海水组ＣＡＴ活性随处理时间
的延长出现较大波动，总体表现为先升高后降低，至５ｄ时，
略高于正常海水组；随后，酸化海水组ＣＡＴ活性快速增强，至
１０ｄ时，二者表现出极显著差异（Ｐ＜０．０１）；１０ｄ后，酸化海
水组ＣＡＴ活性随处理时间延长逐渐降低，至３０ｄ时，与正常
海水组基本相同。

由图３－ｂ可见，当铅浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ时，正常海水组
ＣＡＴ活性随处理时间延长而缓慢增强；酸化海水组ＣＡＴ活性
则表现为先升后降的变化趋势；二者在１０、１５ｄ呈极显著差
异（Ｐ＜０．０１），酸化海水组的ＣＡＴ活性高于正常海水组；３０ｄ

时，正常海水组的 ＣＡＴ活性极显著高于酸化海水组（Ｐ＜
００１）。

由图３－ｃ可见，铅浓度为 ０．５０ｍｇ／Ｌ时，正常海水组
ＣＡＴ活性随处理时间延长而迅速升高；酸化海水组ＣＡＴ活性
则表现为先升后降的变化趋势；前期酸化海水组的ＣＡＴ活性
升高较快，二者在１０ｄ时差异极显著（Ｐ＜０．０１），且酸化海水
组的ＣＡＴ活性高于正常海水组；１５ｄ时正常海水组 ＣＡＴ活
性继续上升，而酸化海水组开始下降，二者差异显著（Ｐ＜
００５）；１５ｄ后，正常海水组 ＣＡＴ活性继续上升，而酸化海水
组继续下降，并且差异一直极显著（Ｐ＜０．０１）。

由图３－ｄ可见，当铅浓度为５．００ｍｇ／Ｌ时，正常海水组
和酸化海水组 ＣＡＴ活性均表现为先升后降的变化趋势，前
１５ｄ均无显著差异，自２０ｄ开始酸化海水组 ＣＡＴ活性下降
速度比正常海水组快，二者差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

在本试验中，酸化海水（ｐＨ值 ７．６）组近江牡蛎的 ＣＡＴ
活性无论铅浓度高低，均呈现先升后降的趋势，而正常海水

（ｐＨ值８．０）组并不如此，当铅浓度为０．００～０．５０ｍｇ／Ｌ时，
近江牡蛎 ＣＡＴ活性逐渐升高，只有当铅浓度为 ５．００ｍｇ／Ｌ
时，才呈现先升后降的变化趋势。

　　以上试验结果说明，当铅浓度较低时，近江牡蛎 ＣＡＴ活
性主要受ｐＨ值影响；随着铅浓度增加，铅、ｐＨ值对近江牡蛎
的影响出现协同作用；当铅浓度达到一定值（５．００ｍｇ／Ｌ）后，
近江牡蛎ＣＡＴ活性主要受铅浓度影响，ｐＨ值对 ＣＡＴ活性的
影响减弱。

３　讨论

已有研究表明，重金属在海洋生物体内富集可诱导产生

大量的活性氧自由基，如 Ｈ２Ｏ２、Ｏ２
－、·ＯＨ等，用以帮助机体

清除进入体内的病原，但是过量的活性氧会导致生物体内细

胞膜的脂质化程度加快，破坏生物体内的活性氧平衡，进而引

起生物体的氧化损伤［１５－１６］。此时，生物体为避免活性氧对自

身细胞的伤害，会自动激活体内的氧化应激系统———抗氧化

防御系统，机体抗氧化防御系统是保障重金属污染胁迫造成

的活性氧平衡的重要调节体系，因而常被用作监测海洋重金

属污染物的候选生物标记物［１７］。Ｒｅｇｏｌｉ等指出，海洋生物的
氧化应激通路中，ＣＡＴ是防止活性氧分子形成必不可少的分
子［１６］。ＣＡＴ的主要作用就是催化 Ｈ２Ｏ２分解为 Ｈ２Ｏ、Ｏ２，使
得Ｈ２Ｏ２不至于与Ｏ２在铁螯合物作用下反应生成非常有害
的·ＨＯ。

本研究表明，在正常海水中，低浓度铅对近江牡蛎 ＣＡＴ
活性的诱导效应显现得缓慢而持久，高浓度铅对近江牡蛎
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ＣＡＴ活性的诱导效应显现得快，但随后又出现抑制效应。铅
胁迫下近江牡蛎鳃组织的ＣＡＴ活性表现为浓度依赖性、时间
依赖性，这种在低剂量表现为刺激效应，而高剂量则表现为抑

制效应的模式称为“毒物兴奋效应”［１８］。

在本研究中，酸化胁迫使近江牡蛎 ＣＡＴ活性呈现先升后
降的趋势，说明近江牡蛎对短期的酸化胁迫可以通过启动应

激防御系统来降低自身受到的伤害，但是随着胁迫时间延长，

酸化造成的伤害已超过近江牡蛎防御能力范围，导致其受到

损伤，酶合成能力降低，进一步将影响近江牡蛎的正常生理活

动。很多生理学研究表明，双壳贝类、棘皮动物等可能最容易

受到海洋酸化的影响，因为在它们体内几乎没有能力来缓冲

酸化影响［９，１１，１９－２０］。由酸化产生的结果是广泛而深远的，可

能导致新陈代谢抑制［２１］、能量存储和生长率降低［２２］。贝类

等海洋生物生理相关功能的改变已经被用来评估海洋酸化的

生态影响［２３］。

本研究还显示，酸化和铅对近江牡蛎 ＣＡＴ活性的影响具
有协同作用，在它们单独存在都会对近江牡蛎造成一定损害

的前提下，双重胁迫会增加近江牡蛎受损的程度。本试验仅

揭示了酸化和铅对近江牡蛎的影响，而海洋中还存在大量如

铜、镉等其他有毒有害的重金属，它们之间是否也存在类似的

协同效应，尤其值得关注。一个更大的隐忧是海洋酸化将使

越来越多的重金属从海洋沉积物中释放出来，酸化越严重，重

金属释放得也越多，对海洋生物的毒害就越深。因此，建立全

面系统的海洋酸化－重金属污染评估体系是急迫且必要的。
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［２３］ＧｕｉｎｏｔｔｅＪ，ＦａｂｒｙＶ．Ｏｃｅａｎａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｎ
ｍａｒｉｎｅｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆｔｈｅＮｅｗＹｏｒｋＡｃａｄｅｍｙｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００８，１１３４（１）：３２０－３４２．
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