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摘 要：砷是具有类金属特性的污染物，不同赋存形态的砷毒性差异极大，海洋贝类由于其生活习性易于富集高浓度的砷，

本研究以菲律宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）为对象，探讨其在亚砷酸盐 （arsenite，As芋）和砷酸盐（arsenate，As吁）
暴露 14天后的生物富集和转化规律。结果表明，菲律宾蛤仔对砷的积累量随海水中无机砷浓度的升高而逐渐增加。但菲律

宾蛤仔鳃组织对砷的生物利用度很低，10 滋g/L暴露组菲律宾蛤仔鳃组织对砷的积累量与对照组相比无显著差异。菲律宾蛤

仔对三价砷的生物利用度高于五价砷，且砷更易于在菲律宾蛤仔肝胰腺中积累。菲律宾蛤仔组织中无机砷转化过程主要包括

As（芋）氧化，As（吁）还原和甲基转化。在对照组和各暴露组有机砷砷甜菜碱 （AsB）和二甲基胂酸（dimethylarsinic

acid，DMA）是主要赋存形态，一甲基胂酸（monomethylarsonic acid，MMA）在 100 滋g/LAs（吁）暴露处理后含量显著下降，

表明在无机砷的限速转化反应中 MMA可以较快地代谢或转化为其他赋存形态。无机砷在菲律宾蛤仔鳃组织中主要转化为
DMA，肝胰腺中主要转化为 AsB。以上研究结果为阐明菲律宾蛤仔的生物富集和转化机制提供了重要依据，同时也可为贝类
安全养殖和食用提供一定理论依据。
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Abstract：Arsenic (As) is a ubiquitous toxic metalloid, and its toxicity depends greatly on its chemical speciation. Marine
mollusks are apt to bioaccumulation of high arsenic contents because of their living habits. In this study, the bioaccumulation
and biotransformation of the clam Ruditapes philippinarum were investigated after waterborne exposure to arsenite (As
(芋 ) ) or arsenate ( As (吁 ) ) for 14 days. The results showed that arsenic uptake increased with increasing arsenic
concentration in the seawater, while gills of R. philippinarum showed the limited ability to bioaccumulate inorganic arsenic
from seawater, with no significant difference compared with control group following waterbone 10 滋g/L As (芋) and As
(吁) exposure for 14 days. The bioavailability of As (芋) was slightly higher than that of As (吁) to R. philippinarum袁 and
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arsenic was easier to be accumulated in digestive glands. The results demonstrated the As biotransformation in the clams
included As 渊吁冤 reduction袁 As 渊芋冤 oxidation袁 and methylation. Arsenobetaine (AsB) and dimethylarsinic acid
( DMA) was the major arsenic speciation in all treatments, while monomethylarsonic acid ( MMA) contents decreased
significantly after exposure, indicating that MMA can be quickly metabolized or converted into other arsenic speciation in the
rate-limiting conversion reaction of inorganic arsenic. Inorganic arsenic in gills was mainly converted to DMA, but AsB in
digestive glands, indicating the different transformation efficiency in different tissues. In summary, the results provided an
important basis for elucidating the arsenic bioaccumulation and biotransformation mechanism in R. philippinarum and
provided theoretical basis for shellfish breeding and food safety.
Keywords：Ruditapes philippinarum; arsenic; bioaccumulation; biotransformation

砷 （As） 及其化合物在自然界中广泛存在，
作为一种有毒类金属，能够导致人类皮肤癌等多种

癌症疾病，对人类健康产生严重威胁（Akter et al，
2005；Jomova et al，2011）。近年来，随着矿石开
采、含砷农药的使用以及工业“三废”的排放，我

国近海砷污染现状严重，近海生物体砷含量超标现

象时有发生。据报道，福建近海鲈鱼和真鲷体内无

机砷最高含量达到 2.8~4.5 滋g/g（干重），已经超过
我国食品卫生标准（1 滋g/g）（Onsanit et al，2010；
唐健等，2006）。近年来，渤海海水和软体动物体
内砷最高含量分别达到 3.44 滋g/L 和 19.01 滋g/g
（湿重） （Gao et al，2014）。海洋砷污染还可以通
过海洋生物的富集作用进入食物链，从而对人类健

康产生威胁（Neff，1997）。
砷在自然界中具有多种赋存形态，不同形态砷

化合物的毒性不同。一般研究表明，无机砷形式的

亚砷酸盐和砷酸盐与有机砷形式相比具有高毒性和

致癌性。然而，近年来研究表明甲基亚砷酸的毒性

甚至高于亚砷酸盐 （Akter et al，2005；Ventura-
Lima et al，2011），因而阐明无机砷的富集转化规
律对于揭示砷的毒性和健康风险具有重要意义。砷

在海水和沉积物中主要以无机砷形式存在，而在海

洋生物体内主要以砷甜菜碱 （arsenobetaine，
AsB）、砷胆碱 （arsenocholine，AsC）、砷糖 （ar原
senosugars，AsS） 等有机砷形式存在 （Fattorini et
al，2004）。目前，已在微生物和哺乳动物中对无
机砷转化规律开展了较为系统的研究 （Qin et al，
2006；Thomas et al，2007），发现无机砷在生物体
内主要的转化过程是甲基化过程，包括砷酸盐的还

原和亚砷酸盐的甲基化两个阶段 （Aposhian et al，
2004）。而在海洋软体动物中，有关不同组织中砷
积累及形态转化的研究较少。目前研究表明，贻贝

（Mytilus edulis）在 100 滋g/L 无机砷暴露后对无机

砷富集能力较弱（Gailer et al，1995），牡蛎（Sac原
costrea cucullata）对无机砷有较强的富集和转化能
力 （Zhang et al，2015）。菲律宾蛤仔 （Ruditapes
philippinarum）是我国沿海居民食用的主要海产品
之一，而且是我国“贻贝监测计划”的主要指示生

物之一，主要栖息在污染相对严重的滩涂或河口地

区，已被大量用于海洋生态毒理学研究。本文主要

研究不同浓度的亚砷酸盐和砷酸盐在菲律宾蛤仔肝

胰腺与鳃组织中的积累与转化情况。本研究不仅对

于阐明海洋软体动物对于不同价态无机砷的积累和

转化规律具有重要意义，同时也可为贝类安全养殖

和食用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品的采集

菲律宾蛤仔（壳长 3~4 cm）购于烟台当地水
产市场，实验室驯养 10天后开始暴露实验。我国
部分海域潮间带海水砷含量达到 0.01 mg/L 以上
（张才学等，2011），模拟海洋环境最高砷浓度，并
参考相关研究文献，4个暴露组分别采用 10 滋g/L、
100 滋g/L 的 As（芋）和 As（吁）暴露菲律宾蛤仔 14
天，对照组使用干净过滤海水（定期取干净过滤海

水检测海水中砷含量，海水中砷的本底值为 1.150
依 0.226 滋g/L，n = 8），不添加无机砷，暴露结束
后，采集对照组和暴露组菲律宾蛤仔的肝胰腺和鳃

组织，并保存于-80 益超低温冰箱备用。
暂养和正式实验期间，实验动物养殖于曝气过

滤海水中（13 益，31 译，pH 7.9），定时投食小球
藻，滤食 2 h后换水，每 24 h完全换水一次。
1.2 总砷分析

将组织样品从超低温冰箱中取出，电热恒温鼓

风干燥箱内烘干至恒重，称重。每个样品中加入 1mL
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二次纯化的浓 HNO3，80 益水浴加热至消解完全，
冷却至室温，超纯水定容到 10 mL，采用 ICP-MS
（PerkinElmer，Elan DRC域，仪器型号，USA）测
定分析重金属离子含量。每组采集 6个平行样本，
组织内重金属含量以 滋g/g干重表示。
1.3 不同赋存形态砷含量分析

不同形态砷含量检测方法参照 Zhang 等
（2015）。即，称取菲律宾蛤仔冻干组织约 0.05 g，
加入 5 mL 50 %甲醇溶液（甲醇 颐水 = 1 颐 1），组织
匀浆机匀浆 15 min 后，10 000 rpm离心 10 min取
上清，重复以上步骤两次。提取的上清液 50 益加
热浓缩至 1 mL后，加超纯水稀释至 5 mL，0.45 滋m
过滤，使用 HPLC -UV -HG -AFS（AF -610D2，
Beifenruili Analytical Instument Corp，北京）进行砷
形态分析。检测条件如下：阴离子交换柱：Hamil原
ton PRP-X100（10 滋m，250 mm 伊 4.1 mm）；流动
相：20 mmol/L NH4HCO3，10 mmol/L KCl，pH 10.3；
载流：10 %（V/V） HCl；还原剂：2 %的 KBH4溶
于 0.2 % （w/V） 的 KOH；氧化剂：2 % （m/V）
K2S2O8 溶于 0.5 % （w/V） 的 KOH；屏蔽气：
800 mL/min；载气：500 mL/min；光电倍增管电
压：325 V；灯电流：100 mA。
1.4 数据统计分析

采用 SPSS 16.0统计分析软件进行单因子方差
分析（One-way ANOVA）和相关性分析 （Pearson
correlation），并采用 Orign 8.0作图。

2 结果

2.1 组织中无机砷的富集

如图 1和图 2所示，在菲律宾蛤仔受无机砷暴
露后，鳃和肝胰腺中砷的积累随着暴露浓度的升高

均有增加，并且肝胰腺中总砷含量明显低于鳃组

织。对鳃组织而言，仅 100 滋g/L As（芋）暴露组总砷
含量与对照组相比显著升高（P< 0.05，图1）。而在
肝胰腺中，100 滋g/L As（芋），10 滋g/L和 100 滋g/L
As（吁）暴露组总砷含量与对照组相比都显著增加
（P < 0.05，图 2），由此可见，与鳃组织相比，砷
更易于肝胰腺中累积。

如图 3 所示，肝胰腺中总砷含量与暴露浓度
之间呈现显著的线性相关关系（P < 0.05），总砷含
量随暴露浓度升高逐渐增加。而在鳃组织中，仅

As（芋）暴露组总砷含量与暴露浓度之间呈现显著
的线性相关关系。且随着暴露浓度升高，As（吁）
暴露组肝胰腺和鳃组织中总砷含量增加趋势相对

As（芋）暴露组更为平缓，表明菲律宾蛤仔对三价
砷的生物利用度高于五价砷。

2.2 组织中无机砷的转化

表 1和表 2显示了无机砷暴露后菲律宾蛤仔组
织中 5种不同赋存形态砷含量。受无机砷暴露 14
天后，与对照组相比，100 滋g/L As（吁）暴露组肝胰
腺中 As（吁）的含量显著升高（P < 0.05），表明 As
（吁）进入组织后，尚未转化为有机砷的部分主要以
As（吁）形式存在，仅有小部分还原成为 As（芋）。
100 滋g/L As（吁）暴露组肝胰腺中一甲基胂酸（mo-
nomethylarsonic acid，MMA） 含量也出现显著下
降，表明 MMA 快速地代谢或转化为其他赋存形
态。100 滋g/L As（芋）和 As（吁）暴露组鳃组织中二
甲基胂酸 （dimethylarsinic acid，DMA） 和 AsB 含
量显著增加（P < 0.05），表明菲律宾蛤仔鳃组织可
将无机砷经过一系列还原甲基化过程转化为毒性较

小的 DMA和 AsB。

图 2 菲律宾蛤仔暴露 14天后肝胰腺中总砷含量
a，b，c表示不同处理组间不同形态砷含量差异显著，P < 0.05
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图 1 菲律宾蛤仔暴露 14天后鳃组织中总砷含量
a，b表示不同处理组间不同形态砷含量差异显著，P < 0.05，n = 6
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表 1 无机砷暴露 14天后菲律宾蛤仔鳃组织不同形态砷含量（/滋g·g-1，干重）

注：a，b表示不同处理组间不同形态砷含量差异显著（n = 3），P < 0.05。

表 2 无机砷暴露 14天后菲律宾蛤仔肝胰腺不同形态砷含量（/滋g·g-1，干重）

注：a，b表示不同处理组间砷形态含量差异显著（n = 3），P < 0.05。

As（芋） As（吁） MMA DMA AsB

Control 0.142 依 0.052 a 0.252 依 0.073 a 0.527 依 0.048 a 3.650 依 1.381 a 6.175 依 0.722 a

As（芋）100 滋g/L 0.178 依 0.088 a 0.781 依 0.409 a 0.774 依 0.192 a 9.339 依 2.931 b 11.036 依 2.087 b

As（吁）100 滋g/L 0.214 依 0.094 a 0.576 依 0.190 a 0.815 依 0.313 a 10.522 依 3.582 b 13.618 依 1.449 b

45

40

35

30

25
100806040200-20 120

As（芋）concentrations（滋g/L）

y = 0.079 8x + 30.838
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图 3 菲律宾蛤仔暴露 14天后组织中总砷含量（/滋g·g-1，干重）与暴露浓度相关性分析
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As（芋） As（吁） MMA DMA AsB

Control 0.174 依 0.059 a 0.414 依 0.102 a 0.748 依 0.202 a 1.921 依 0.531 a 9.321 依 2.314 a

As（芋）100 滋g/L 0.251 依 0.087 a 0.554 依 0.471 ab 0.471 依 0.081 ab 1.773 依 0.500 a 9.613 依 2.595 a

As（吁）100 滋g/L 0.228 依 0.061 a 0.724 依 0.418 b 0.418 依 0.114 b 1.240 依 0.211 a 10.173 依 1.398 a
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图 4显示了菲律宾蛤仔组织中五种砷形态占总
砷百分比，其中 AsB是最主要的赋存形态，其次
为 DMA。无机砷形态 As（芋）和 As（吁）占总砷比例
均比较小，其中 As（芋）占总砷百分比不超过 2.02%，
As（吁）占总砷百分比不超过 5.70 %。而且与对照
组相比，各暴露组 As（芋）和 As（吁）占总砷比例没
有显著变化，表明菲律宾蛤仔可以有效地将无机砷

转化为有机砷。MMA占总砷比例不超过 6 %，与
对照组相比，100 滋g/L As（吁）暴露组鳃组织以及
100 滋g/L As（芋）和 As（吁）暴露组肝胰腺中 MMA所
占比例均出现显著下降（P < 0.05），再次表明菲律
宾蛤仔对无机砷进行甲基转化，MMA可以快速地
代谢或转化为其他赋存形态。

在对照组和各处理组鳃组织中 AsB 占总砷比
例为 50.42 % ~ 58.09 %，DMA为 33.05 % ~ 41.81 %。
100 滋g/L As（吁）暴露组鳃组织中 MMA 显著下降
（P < 0.05），DMA含量上升，AsB含量也表现出一
定的下降趋势。由此可见，在菲律宾蛤仔鳃组织

中，无机砷主要转化为 DMA。而在肝胰腺中，
AsB 占总砷百分比可达 73.96 % ~ 79.52 %，DMA
仅为 9.75 % ~ 15.23 %。100 滋g/L As（吁）处理组
MMA含量显著下降，DMA也呈下降趋势，AsB含
量显著增加（P < 0.05），表明在肝胰腺中无机砷主
要转化为 AsB。以上结果表明，菲律宾蛤仔不同组
织对无机砷的转化效率或策略不同。
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图 4 无机砷暴露 14天后菲律宾蛤仔鳃和肝胰腺组织中
不同形态砷含量变化（%）

a，b表示不同处理组间不同形态砷含量差异显著，P < 0.05
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3 讨论

以浮游植物和大型藻类为食的海洋动物（比如

软体动物，甲壳类，食草腹足类等）组织中通常都

含有高浓度的砷 （Neff，1997），例如，珠母贝
Pinctada fucata（Katano et al，2003），螃蟹 （Rut原
tens et al，2012），卡帕克斯马贻贝 Modiolus capax
（Guti佴rrez-Galindo et al，1994） 和美洲牡蛎 Cras原
sostrea virginica（Wilson et al，1992）。本研究也发
现未经暴露菲律宾蛤仔组织中也含有高浓度的砷，

鳃组织总砷达到 30.01 滋g/g（干重），肝组织总砷
达到 17.16 滋g/g（干重）。但多数海洋动物对海水
中无机砷生物利用度较低。Gailer等（1995）研究
报道，与对照组贻贝 Mytilus edulis 组织中总砷含
量（4.2~5.1 mg/kg（湿重））相比，在 100 滋g/L As
（芋）和 As（吁）暴露 10天后贻贝组织中总砷含量分
别为 5.8 和 3.9 mg/kg（湿重），没有显著变化。
Hunter 等 （1998） 研究发现虾 Crangon crangon 在
100 滋g/L As（吁）暴露 24天后组织中总砷含量与对
照组相比没有变化。Zhang等 （2012）研究发现，
与对照组相比，花身鯻 Terapon jarbua幼鱼在 100
滋g/L As（芋）和 As（吁）暴露 10 天后体内积累的亦
较少。同样，本研究也发现菲律宾蛤仔鳃组织在

100 滋g/L As（吁）暴露 14 天后总砷积累与对照组
相比没有显著差异 （图1），且肝胰腺和鳃组织中
总砷含量增加趋势缓慢（图 3）。以上研究表明无
机砷的低生物利用度。此外，本研究发现菲律宾蛤

仔对三价砷的生物利用度高于五价砷，这与 Zhang
等（2015）在僧帽牡蛎 Saccostrea cucullata中的研
究结果类似，表明三价砷可能比五价砷更易于代谢

转化。

本研究表明，对照组和暴露组鳃组织中总砷含

量皆高于肝胰腺，但总砷在肝胰腺中的积累比鳃组

织更显著。其他研究人员也发现了类似的研究结

果，Andersen等（1994）研究报道，As污染严重
地区的青蟹 Carcinus maenas 鳃和外骨骼中总砷含
量更高，蜗牛 Hemifusus ternatanus（Neff，1997）
鳃组织总砷含量亦高于其他组织。鳃组织直接与海

水中 As接触，可能主要以吸附而不是吸收的方式
积累高浓度的砷，且易于排出或转运至其他组织。

Langston（1984）发现将双壳贝类 Serobicularia plana
从 As污染较重的地区转移至低污染区域，鳃组织
中总砷浓度迅速下降，鳃组织中总砷的浓度会随周

围环境砷浓度的变化而改变，而肝胰腺中总砷的浓

度仍保持相对较高的水平，表明 As与肝组织结合
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紧密，不易移除，能够在肝组织中不断积累。因

此，与鳃组织相比，总砷更容易在菲律宾蛤仔肝胰

腺中积累和富集。

已有研究表明，僧帽牡蛎（Zhang et al，2015）、
日本青鳉 Oryzias latips （Ohki et al，2002） 和罗非
鱼 Tilapia mossambica（Ohki et al，2002）组织中总
砷的积累随水体中砷暴露浓度的升高成比例增加。

本研究发现，除 As（吁）暴露组鳃组织中总砷的积
累与水体中砷暴露浓度不成比例外，菲律宾蛤仔组

织中总砷的积累与水体中砷暴露浓度呈现显著的线

性相关关系。但也有研究报道沙蚕 Arenicola mari原
na（Geiszinger et al，2002） 组织中总砷积累与海
水中砷暴露浓度存在剂量效应，但不是以线性的

方式增加。紫贻贝 Mytilus galloprovincialis（譈nl俟 et
al，1979）组织中总砷的积累与海水中砷浓度亦不
成比例，在高浓度暴露时受到部分抑制。

在一些水生生物体内，无机砷的甲基化过程主

要包括砷酸盐的还原和亚砷酸的甲基化两个阶段

（Vahter，2002）。本研究发现，在菲律宾蛤仔体内
不仅存在无机砷的还原甲基化过程，而且还存在

As（芋）氧化为 As（吁）的情况。在 100 滋g/L As（芋）
暴露处理 14天后，鳃组织中 As（吁）含量与对照组
相比增加了 2倍（表 1）。Zhang等发现僧帽牡蛎在
1 mg/L As（芋）暴露 30天后，组织中 As（吁）含量增
加 20倍（Zhang et al，2015）。As（芋）氧化为 As（吁）
的情况在真核藻类 Cyanidioschyzon sp. （Qin et al，
2009） 和 淡 水 绿 藻 Chlamydomonas reinhardtii
（Wang et al，2013） 也有报道。而在 As（吁）暴露
处理后，鳃和肝胰腺组织中无机砷主要以As（吁）
形式存在（表 1，表 2），仅有小部分以 As（芋）形
式存在。上述现象可能是菲律宾蛤仔的一种解毒方

式，由于进入组织的无机砷超过了转化与排出的速

率，而且 As（芋）毒性高于 As（吁）。因此，过多的
无机砷以毒性较低的 As（吁）贮存或隔离，再进行
后续的还原甲基转化。

MMA是无机砷甲基转化的中间产物，在菲律
宾蛤仔肝胰腺和鳃组织中所占比例低于 6 %。受砷
暴露处理后，组织中 MMA含量显著下降，表明在
砷的限速转化反应中，MMA可以较快的转化为其
他赋存形态。已有研究表明，僧帽牡蛎（Zhang et
al，2015）、沙蚕 Arenicola marina（Geiszinger et al，
2002）、两种微生物 Apiotrichum humicola和 Scopu原

lariopsis brevicaulis（Cullen et al， 1994） 中 MMA
代谢快于其他砷转化形态。AsB是大多数海洋动物
组织中主要的赋存形态 （Hanaoka et al， 1988；
Zhang et al，2013），也是无机砷转化代谢的主要终
产物 （Francesconi et al，1987；Francesconi et al，
1994）。菲律宾蛤仔鳃和肝胰腺组织转化无机砷的
效率存在差异，在鳃组织中无机砷主要转化为

DMA，而在肝胰腺中主要转化为 AsB，可见肝胰
腺是砷甲基转化的重要场所 （Vahter，2002）。这
可能与参与无机砷转化相关的蛋白在肝组织中表达

量更高有关，目前关于不同组织无机砷转化效率方

面的研究报道尚少，需要进一步实验验证。

4 结论

菲律宾蛤仔受到高浓度无机砷暴露后，肝胰腺

中砷含量显著增加，随暴露浓度成比例增加，且菲

律宾蛤仔组织对 As（芋）的生物利用率高于 As（吁）。
菲律宾蛤仔组织内无机砷转化主要包括 As（芋）氧
化，As（吁）还原和甲基转化。有机砷是菲律宾蛤仔
组织中主要的赋存形态，MMA在暴露处理后含量
显著下降，表明在无机砷的限速转化反应中 MMA
可以较快地代谢或转化为其他赋存形态。菲律宾蛤

仔鳃和肝胰腺转化无机砷的效率存在差异，仍需要

进一步验证。
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