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汞、硒暴露对紫贻贝( Mytilus edulis) 抗氧化酶系统
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摘要: 为了研究重金属汞及微量元素硒对海洋贝类的毒性效应，揭示汞、硒在生物体内的相互作用机制，用汞和硒对指示生物

紫贻贝( Mytilus edulis) 进行单一及联合亚慢性暴露实验。设置对照组( 0 μg·L －1 ) 、汞暴露组( 25 μg·L －1 Hg2 + ) 、硒暴露组( 4
μg·L －1 Se4 + ) 以及硒汞联合暴露组( 25 μg·L －1 Hg2 + + 4 μg·L －1 Se4 + ) 4 个实验组，并分别在暴露期间的第 0、2、4 和 6 天定时

采集样本，测定紫贻贝鳃 SOD、GPx 及 CAT 3 种抗氧化酶活性。将实验数据进行 ANOVA 分析处理后，结果表明: 与对照组相

比，汞暴露组 SOD 和 GPx 均呈现先显著升高( p ＜ 0． 05 或 p ＜ 0． 01) 后降低( p ＜ 0． 01 或 p ＜ 0． 001) 的趋势，CAT 则从第 4 天开

始显著降低( p ＜ 0． 05) ; 硒暴露组中 SOD 活性始终高于对照组( p ＜ 0． 001) ，GPx 活性在第 2 天也显著升高( p ＜ 0． 001) ，CAT 活

性始终与对照组相近; 硒汞联合作用与汞暴露组相比，SOD、GPx 和 CAT 活性在不同时间点均有显著升高( p ＜ 0． 05) ，而与硒

暴露组相比，3 种酶活性均低于硒单独暴露的水平。说明汞在短期能够诱导抗氧化酶活性，随着暴露时间的延长，则表现出明

显的抑制作用; 微量硒能够增强抗氧化酶系统活性，对汞导致的氧化损伤具有拮抗作用。
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Abstract: The toxic effects of mercury and selenium on blue mussels ( Mytilus edulis) were investigated to illustrate
the interaction mechanism by four group design including control ( 0 μg·L －1 ) ，Hg ( 25 μg·L －1Hg2 + ) ，Se ( 4 μg
·L －1Se4 + ) and Hg + Se ( 25 μg·L －1 Hg2 + + 4 μg·L －1 Se4 + ) ． The activities of SOD，GPx and CAT in the gill
tissue of M． edulis were measured after exposure for 0，2，4 and 6 days． The ANOVA analysis showed that: ( 1)

In Hg treatment，the activities of SOD and GPx increased significantly at first ( p ＜ 0． 05 or p ＜ 0． 01) and then de-
creased ( p ＜ 0． 01 or p ＜ 0． 001) ，while CAT was significantly inhibited from the 4th day ( p ＜ 0． 05) ． ( 2) In Se
treatment，the activities of SOD were higher than that of the control throughout the whole exposure，and GPx in-
creased significantly from the 2nd day，while no significant change was found in CAT activities． ( 3) In the joint
exposure of Hg and Se，higher levels of SOD，GPx and CAT were found than that in Hg treatment ( p ＜ 0． 05 ) ，
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while the levels of the three enzymes were significantly lower as compared with that in Se treatment． It was demon-
strated that antioxidant enzymes activity in blue mussels could be induced in short time ranges and then be inhibited
by mercury treatment with the extension of exposure time，and selenium could stimulate the activity of antioxidant
enzymes and showed antagonistic effects on mercury-induced oxidative stress．
Keywords: Mytilus edulis; mercury; selenium; antioxidant enzymes; antagonism

近年来，由于矿业开采、海上溢油、电子垃圾以

及其他人为活动等原因，我国渤海等多个海域汞污

染严重［1］。汞对水生生物个体、组织和分子水平的

毒性结果表明，汞可引起生物的急性毒性效应［2-3］，

在生物体内富集和放大［4-5］，并对生物抗氧化酶系

统产生明显影响［6-7］，也会对软体动物产生基因毒

性［8］。同时有研究表明，通过不同途径进入人体的

汞及其化合物能够引起以神经系统和肾脏为主的多

系统损害，导致明显的健康风险［9］。硒是生物体必

需的微量元素，是维持谷胱甘肽过氧化物酶( GPx)

和硫氧还蛋白还原酶( TrxR) 活性的重要因子，还是

甲状腺激素代谢和功能相关蛋白的辅助因子［10-11］。
因此，研究硒对重金属的生物毒性的影响，一方面有

助于我们了解各种金属和类金属元素在生物体内的

互作机制，同时对寻求降低重金属生物毒性的有效

途径具有重要意义［12］。
包括汞在内的许多重金属在一定浓度下能够引

起机体的毒性效应，其中很大程度上是由于重金属造

成细胞内活性氧( reactive oxygen species，ROS) 的增

多，而这些 ROS 可能会造成 DNA、蛋白质以及脂质的

损伤，进而丧失其正常的生理功能［13］。机体细胞内

有多种防御系统，它们相互协作，对维持细胞功能具

有重要的作用，其中抗氧化酶系统作为重金属污染的

潜在生物指示物( bio-indicator) 在鱼类和双壳贝类中

被广泛应用，比如 SOD、CAT 和 GPx 等［14-16］。
本研究以紫贻贝( Mytilus edulis) 为指示生物，

通过一定浓度汞和硒亚慢性暴露下鳃抗氧化酶系统

SOD、CAT 和 GPx 的活性分析，探讨汞对抗氧化酶系

统的影响，并且评价硒对汞作用下的酶活性的影响，

为深入了解硒、汞在海洋双壳贝类体内的作用机制

打下基础。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 实验材料

氯化汞( HgCl2·2H2O) 和亚硒酸钠( Na2 SeO3 ) ，

均为国药集团化学试剂有限公司分析纯产品。配制

成浓度为 500 mg·L －1 Hg2 + 和 80 mg·L －1 Se4 + 水溶

液作为实验母液，然后按照实验需要进行浓度稀释。

测定 SOD、GPx 及 CAT 等抗氧化酶活性均使用南京

建成生物研究所相应的酶活性测定试剂盒。
实验用 海 水 采 自 水 质 较 好 的 烟 台 市 养 马 岛

近海水域，并 经 过 砂 滤、活 性 炭 滤 和 紫 外 消 毒 净

化处理。每次用水前进行充分曝气，并在实验室

内预存放 3 d，定期搅动，以保持水体上下层理化

因子稳定。
1． 2 指示生物

实验用紫贻贝，采自烟台市养马岛近海水域，运

回实验室后流水驯养 30 d。水温( 19 ±1) ℃，定时定

量投饵( 小球藻 Chlorella vulgaris) 喂养; 实验前 1 天

停止投饵，选择健康，反应灵敏，大小基本一致的紫贻

贝随机分组进行实验。壳长为( 6． 94 ± 0． 64) mm，壳

高( 4． 21 ±0． 32) mm，壳宽( 2． 64 ±0． 27) mm。
1． 3 实验设计

实验在长 × 宽 × 高为 300 mm × 300 mm × 200
mm 的标准玻璃缸中进行。每个玻璃缸中加入实验

用海水，放入经实验室驯养的健康紫贻贝，实验期间

保持连续充气，每 24 h 换水 1 次，并且定时定量投

饵( 小球藻 Chlorella vulgaris) 喂养，投量标准为 1 h
后水体无饵料残留。整个实验过程保持理化条件基

本稳定，实验在空调房内进行，保证水温相对稳定在

( 19 ± 1) ℃，水体 pH 值 7． 6 ± 0． 2，盐度 33． 5‰ ～
34． 5‰。

实验分 4 组 进 行 ( 表 1 ) ，分 别 为 对 照 ( Con-
trol) ，汞处理组( Hg) ，硒处理组( Se) 和硒汞联合

暴露组( Se + Hg) 。每组 3 个平行，暴露过程中第

0、2、4 和 6 天进行取样，每个平行随机选取 2 只

进行分析。已有研究表明，25 μg·L － 1 的 Hg2 + 足

够引起 贻 贝 抗 氧 化 酶 系 统 的 变 化 甚 至 DNA 损

伤，但不会造成个体死亡［4，6，17］，4 μg·L － 1 Se4 + 则

远远低于 致 毒 水 平［18］，但 足 以 对 抗 氧 化 酶 产 生

影响［19-20］，因此，本研究采用 25 μg·L － 1Hg2 + 和 4
μg·L － 1 Se4 + 进行 6 d 亚慢性暴露。

随机选取紫贻贝后，用纱布擦干体表水分，用清

洁的解剖刀 ( 预先用硝酸溶液浸泡，洗净烘干，待

用) 在冰盘上迅速剥离鳃组织，用液氮冷冻保存，用
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于后续 SOD、CAT 及 GPx 等酶活性的测定分析。

表 1 亚慢性胁迫实验设计

Table 1 Design of sub-chronic stress experiment

处理组
Hg2 + 质量浓度

/ ( μg·L －1 )

Se2 + 质量浓度

/ ( μg·L －1 )

对照组( Control) 0 0

汞处理组( Hg) 25 0

硒处理组( Se) 0 4

硒汞处理组( Se + Hg) 25 4

取保存样品，加 9 倍体积的蔗糖 Tris-HCl 缓冲

液( pH 7． 4，0． 01 mol·L －1 Tris-HCl，0． 1 mmol·L －1

EDTA-2Na，0． 01 mol·L －1蔗糖，8 g·L －1 NaCl) ，冰浴

条件下用组织匀浆机( 德国 IKA T10) 匀浆，条件为

12 000 r·min －1，10 s /次，间歇停止 30 s，连续 3 ～ 5
次。组织匀浆液用 Eppendorf 冷冻离心机( 德国 Ep-
pendorf 5804R) 离心，条件为 4 ℃，1 000 × g( 相对离

心力，RCF) ，离心 10 min; 取上清液，4 ℃，13 000 × g
( RCF) ，再次离心 30 min，取上清液进行酶活性测

定。测定方法按照试剂盒的相应产品说明操作，用

TECAN 多功能酶标仪( 瑞士 Tecan Infinite M200 型)

测定样品 OD 值。SOD、CAT 和 GPx 测定结果单位

记为U /mg prot。
1． 4 数据统计

实验结果表示为平均数 ± 标准偏差( M． ± S．
D． ) 。使用 SPSS 17． 0 统计软件在 p = 0． 05 的置信

水平对抗氧化酶活性进行单因素方差分析 ( One-
Way ANOVA) ，Origin 8． 0 软件绘图。

2 结果与分析( Results and analysis)
2． 1 汞单一暴露对抗氧化酶系统活性的影响

对照组 SOD、GPx 及 CAT 酶活性随时间的变化

如图 1 所示。从图 1 可以看出，3 种酶的活性在整

个暴露实验期间都比较平稳，各个时间点之间无明

显差异。
汞暴露条件下，SOD、GPx 和 CAT 3 种抗氧化酶

活性随暴露时间的变化如图 2 所示。SOD 和 GPx
活性随着暴露时间的延长先升高后降低，第 2 天显

著升高( p ＜ 0． 05 或 p ＜ 0． 01) ，之后降低，并与对照

组差异显著( p ＜ 0． 01 或 p ＜ 0． 001) ; CAT 在第 2 天

虽无显著变化，但随着暴露时间的进一步延长也受

到了明显的抑制( p ＜ 0． 05 ) 。这表明汞暴露在短时

间内能够刺激紫贻贝抗氧化酶系统的大量产生，但

随暴露时间的延长表现出明显的抑制作用。

图 1 对照组紫贻贝 SOD、GPx 和 CAT 酶活性

Fig． 1 Activities of SOD，GPx and CAT
in blue mussels of control groups

图 2 汞暴露对紫贻贝 SOD、GPx 和 CAT 酶活性的影响

( * 、＊＊、＊＊＊: 暴露组与对照组相比差异显著

程度为 p ＜0． 05、p ＜0． 01、p ＜0． 001)

Fig． 2 Effects of mercury exposure on activities
of SOD，GPx and CAT in blue mussels

( * ，＊＊，＊＊＊: significance of exposure groups compared

with the control，p ＜ 0． 05，p ＜ 0． 01，p ＜ 0． 001)

2． 2 硒单一暴露对抗氧化酶系统活性的影响

图 3 显示硒单独暴露对紫贻贝 3 种抗氧化酶活

性的影响。SOD 活性始终高于对照组( p ＜ 0． 001 ) ，

并在暴露过程中无明显差异; GPx 活性在第 2 天也

显著升高( p ＜ 0． 001) ，之后接近对照组的水平; CAT
活性则始终与对照组相近。总体结果说明，Se 对抗

氧化酶系统具有明显的诱导作用。
2． 3 硒汞联合作用对抗氧化酶系统活性的影响

硒汞联合暴露对紫贻贝抗氧化酶系统活性的影

响见图 4。SOD 和 GPx 总体呈现先升高( p ＜ 0． 001或
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p ＜0． 01) 后降低的趋势，并且 SOD 活性随时间延长

显著降低( p ＜0． 05 或 p ＜ 0． 01) ，GPx 则随时间的延

长降低到与对照组相近的水平，CAT 变化不显著。

图 3 硒暴露对紫贻贝 SOD、GPx 和 CAT 酶活性的影响

( * 、＊＊、＊＊＊: 暴露组与对照组相比差异显著

程度为 p ＜0． 05、p ＜0． 01、p ＜0． 001)

Fig． 3 Effects of selenium exposure on activities
of SOD，GPx and CAT in blue mussels

( * ，＊＊，＊＊＊: significance of exposure groups compared

with the control，p ＜ 0． 05，p ＜ 0． 01，p ＜ 0． 001)

图 4 硒汞联合暴露对紫贻贝 SOD、GPx
和 CAT 酶活性的影响

( * 、＊＊、＊＊＊: 暴露组与对照组相比差异显著程度为 p ＜0． 05、p

＜0． 01、p ＜0． 001; #、##、###: 硒汞处理与汞处理相比差异显著程

度为 p ＜0． 05、p ＜ 0． 01、p ＜ 0． 001; +、++、+++ : 硒汞处理与硒

处理相比差异显著程度为 p ＜0． 05、p ＜0． 01、p ＜0． 001)

Fig． 4 Effects of mercury and selenium joint exposure
on activities of SOD，GPx and CAT in blue mussels

( * ，＊＊，＊＊＊: significance of Hg + Se exposure groups compared with

the control，p ＜0． 05，p ＜0． 01，p ＜0． 001; #，##，###: significance of

Hg + Se treatment compared with the Hg treatment，p ＜0． 05，p ＜0． 01，

p ＜0． 001; +，++，+++ : significance of Hg + Se treatment compared

with the Se treatment，p ＜0． 05，p ＜0． 01，p ＜0． 001)

与汞单一暴露结果相比( 图 2) ，SOD 和 GPx 酶

活性总体变化趋势大体相似，均呈现先升高后降低

的趋势，然而不同的是，硒汞联合作用下的酶活性显

著高于汞暴露水平 ( 图 4 中差异度为“#”的数据

点) 。GPx 在汞暴露的后期处于被抑制状态，而在硒

汞联合作用下则接近于对照组，说明硒作为 GPx 的

活性位点，对其表现出了明显的保护作用; 硒汞联合

作用下 SOD 在第 6 天则继续下降到与汞暴露相近

的水平，说明在暴露后期，汞的抑制作用显现出来，

并极大地抑制了 SOD 酶的活性; 汞暴露组中 CAT 自

第 4 天开始即显著降低，而在硒汞联合作用下，CAT
始终接近于对照组水平，且酶活性水平明显高于汞暴

露水平，说明硒的存在也增强了 CAT 酶的活性，以抵

抗汞导致的氧化损伤。上述结果表明，硒能够提升酶

活性水平，拮抗汞对抗氧化酶系统的抑制作用。
综合比较图 3 和图 4 中硒单独暴露和硒汞联合

作用对酶活性的影响，发现硒单独暴露显著高于硒

汞联合作用的酶活性水平( 图 4 中差异度为“+”的

数据点) 。这表明: 汞的存在显著降低了酶活性水

平，也从汞的角度，进一步说明硒汞在机体内的相互

拮抗作用。

3 讨论( Discussion)

3． 1 汞单一暴露对抗氧化酶系统活性的影响

已有研究表明，汞能够通过干扰线粒体电子传

递速率或通过将 Fe2 + 和 Cu2 + 从其胞内结合位点上

替换下来而使活性氧 O·－2 和 H2O2增加，从而破坏机

体内的活性氧代谢平衡［21-22］。SOD 能够有效清除

O·－2 和·OH 两种自由基，生成分子氧和 H2 O2，CAT

和 GPx 能够将 H2 O2 还原为分子氧和水［23-24］，在机

体抗氧化系统中具有维持细胞平衡的重要功能。本

研究中，SOD 和 GPx 2 种酶的活性在暴露初期均显

著升高，说明汞的侵入造成了体内活性氧自由基的

增多，启动了机体的应激反应，诱导产生了大量的

SOD 和 GPx 以清除自由基。在此期间，CAT 无明显

变化，与 Ercal 在 2001 年发现的 SOD 和 GPx 在抵抗

汞所导致的氧化损伤过程中发挥主要作用［21］的结

果相符。随着暴露时间延长，SOD、GPx 及 CAT 3 种

酶都受到了明显的抑制，说明汞对紫贻贝产生了氧

化损伤，并干扰了其体内自由基产生及清除的动态

平衡。因此，重金属汞低浓度、短期暴露下抗氧化酶

活性增加，但是随着暴露时间的延长，酶活性降低，

甚至被抑制。
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3． 2 硒单一暴露对抗氧化酶系统活性的影响

作为 GPx 的活性中心，Se 的重要营养生理作用

是参与机体谷胱甘肽过氧化物酶的合成，因此，微量

Se 的加入在第 2 天出现显著的 GPx 活性诱导。同

时，在经过一段时间暴露后，紫贻贝通过体内调节，

实现活性氧之间的动态平衡，并保持 GPx 活性稳

定，实现在暴露后第 4 天和第 6 天 GPx 活性回到正

常水平，达到保护抗氧化酶系统系统的目的［13，24］。
作为抗氧化系统的重要组成酶，SOD 能够实现

维持整个系统稳定的目的［23］。Se 暴露 2 d 后导致

GPx 活性的显著升高，实现体内 H2O2转换为分子氧

和水，通过电子传递链，增加了 O·－2 和·OH 2 种自由

基，从而间接诱导 SOD 活性，实现机体的动态平衡。
CAT 和 GPx 作用相似，能够辅助 SOD 实现H2O2 分

解为分子氧和水［23-24］，但因为 Se 仅仅是 GPx 的活

性中心，对 CAT 酶活性无显著诱导作用，因此，CAT
在暴露期间维持稳定。
3． 3 硒汞联合作用对抗氧化酶系统活性的影响

有研究表明，硒与汞的在生物体内的拮抗可能

来源于 2 个方面: 一方面汞与硒可以相互结合，这种

结合或者直接以 Hg-Se 胶体的形态存在，或者二者

结合后 再 与 特 定 的 蛋 白 质 结 合 成 无 活 性 的 化 合

物［25］; 另一方面硒作为 GPx 的活性中心，可以有效

地提高 GPx 活力，进而影响整个抗氧化系统［21］。本

研究中紫贻贝在硒汞联合暴露下，显示出硒与汞在

体内处于相互竞争的状态，当汞占据优势的时候，硒

汞联合作用则表现出汞单一暴露的趋势，酶活性降

低; 相反，当硒占主要地位的时候，酶活性升高。哺

乳动物方面的研究表明，二者竞争的最终表现与二

者之间的摩尔比值有一定的关系［26］。目前，本实验

也从抗氧化酶系统的角度，证实了硒与汞在紫贻贝

体内具有相互抵御、相互拮抗的作用。
综上所述，汞暴露短期能够诱导紫贻贝鳃抗氧

化酶活性，随着暴露时间的延长，则表现出明显的抑

制作用; 微量硒能够增强抗氧化酶系统活性，提高机

体的抗氧化能力，并对汞导致的氧化损伤具有拮抗

作用。因此，汞和硒亚慢性暴露下紫贻贝鳃抗氧化

酶系统 SOD、CAT 和 GPx 的活性分析，在一定层面

上揭示出 2 种重金属在体内的作用规律，为深入研

究硒、汞在紫贻贝体内的毒性作用机制以及生物在

重金属作用下各种酶参与抗氧化作用的机制打下

基础。
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