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摘要: 以中华绒螯蟹( Eriocheir sinensis) 作为暴露生物，检测了水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺、血淋巴谷丙转氨酶( GPT) 、谷草
转氨酶( GOT) 、碱性磷酸酶( AKP) 和酸性磷酸酶( ACP) 活性的影响。结果表明，肝胰腺中 GPT 和 GOT 活性随水体中 Hg2 +浓

度( 0． 01 ～ 0． 30 mg·L －1 ) 升高而降低; 中华绒螯蟹血淋巴中 GPT和 GOT活性变化趋于分化，0 ～ 0． 05 mg·L －1暴露组，随 Hg2 +

浓度升高血淋巴 GPT活性迅速上升，0． 10 ～ 0． 30 mg·L －1暴露组，随 Hg2 +浓度升高血淋巴 GPT活性迅速下降; GOT 活性随着
水体 Hg2 +暴露浓度的升高则持续上升，表现出“剂量-效应”正相关; 两种组织中 AKP和 ACP活性随暴露浓度的升高都表现出
“低-高-低”的变化趋势，并且最高值均出现在 0． 05 mg·L －1的 Hg2 +处理组。4 种酶活性对水环境中 Hg2 +反应灵敏，可作为中

华绒螯蟹毒理学评价指标以及重金属监测指标。
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Abstract: Toxic effects of mercury ( Hg2 + ) on Chinese mitten were investigated by measuring glutamic pyruvic
transaminase ( GPT) ，glutamic oxaloacetic transaminase ( GOT) ，alkaline phosphatise ( AKP) and acid phospha-
tise ( ACP) activities in haemolymph and hepatopancreas． Results showed that 0． 01 － 0． 30 mg L －1 Hg2 + inhibited
GPT and GOT activities in hepatopancreas． Raising the concentration of Hg2 + in the range of 0． 01 and 0． 05 mg
L －1，GPT activities in haemolymph increased，while GPT activities decreased in 0． 10-0． 30 mg L －1 Hg2 + ． GOT
activities in haemolymph increased with elevated Hg2 + concentrations，which appeared as a " dose-effect" positive
correlation． With the concentration of Hg2 + increased，both GPT and GOT activities decreased at first and then de-
creased in hepatopancreas or in haemolymph of Eriocheir sinensis，and the highest value of these two enzymes activi-
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ties appeared in 0． 05 mg L －1 Hg2 + treated group． These four enzymes were sensitive to ambient Hg2 +，which could
be used as biomarkers to evaluate the toxicity of mercury or any other heavy metals contamination in water environ-
ment．
Keywords: Eriocheir sinensis; Hg2 + ; hepatopancreas; haemolymph; GPT; GOT; AKP; ACP

汞( Hg) 是一种具有持久性、易迁移性和高度生
物富集性的全球污染物，主要来源于燃煤火力发电、
垃圾焚烧、水银法氯碱生产、水泥生产、有色金属和
钢铁生产等。近年来，随着工农业的发展，我国已经
成为汞生产、消费大国，同时也是全球范围内汞污染
最为严重的地区之一［1-2］。
作为一种生物非必需重金属元素，汞无法在生

物本身的物质循环和能量代谢过程中去除，因此对

水生动物的毒性远高于其他重金属［3］。然而，目前
汞对水生甲壳动物的影响研究仍主要集中在半致死

浓度确定［4-5］，关于汞离子对水生甲壳动物生化指

标影响的研究尚不多见［6］。
谷丙转氨酶( glutamic pyruvic transaminase，GPT，

EC 2．6．1．2) 和谷草转氨酶( glutamic oxaloacetic transami-
nase，GOT，EC 2．6．1．1) 是生物体内两种重要的转氨酶，
主要存在于动物细胞内，对蛋白质代谢起到重要作用［7］。
碱性磷酸酶( alkaline phosphatise，AKP，EC 3． 1． 3． 1) 和
酸性磷酸酶( acid phosphatise，ACP，EC 3． 1． 3． 2) 是动
物代谢过程中两种重要的调控酶，分别在碱性条件下

调节动物体内钙磷吸收、维持钙磷平衡［8］，以及在酸性
条件下催化磷酸单酯水解，参与磷脂代谢、能量转化以
及信号传导等功能［9］，是水生动物赖以生存和生长的

重要调控酶类。近年来，谷丙转氨酶( GPT) 和谷草转
氨酶( GOT)、碱性磷酸酶( AKP) 和酸性磷酸酶( ACP)
已用作研究环境污染物致毒机理的生化指标［10］。
中华绒螯蟹 ( Eriocheir sinensis ) 隶属甲壳纲

( Crustacea) 、十足目( Decapoda) ，俗称河蟹、毛蟹、
大闸蟹，在我国北起辽河( 北纬 42  ) ，南至闽江( 北
纬 27 ) 的渤海、黄海与东海沿岸诸省均有分布［11］，
是我国最重要的经济水产养殖品种之一。本研究以
中华绒螯蟹作为研究对象，研究水体 Hg2 +对其血淋

巴和肝胰腺碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、谷丙转氨酶以
及谷草转氨酶活性的影响，以期为研究汞对中华绒

螯蟹的毒性效应机理，评价养殖水环境及中华绒螯

蟹的健康养殖提供理论依据。

1 材料和方法(Material and methods)
1． 1 实验动物

2008 年 6 月 11 日—7 月 24 日在南开大学水生

生物学实验室进行实验动物的养殖。实验所用中华
绒螯蟹( Eriocheir sinensis) 购自天津市宁河县水产养
殖场，个体平均湿重为( 27． 37 ± 2． 23) g。
1． 2 Hg2 +处理浓度和饲养管理

1． 354 g 氯化汞( 国产分析纯) 溶解于 1 L 蒸馏
水中配置为 Hg2 +为 1 g·L －1的实验储液。实验储液
与曝气自来水混合配制所需实验溶液。
正式暴露实验开始前暂养 10 d，实验用水为充分

曝气的自来水( pH 7． 5 ±0． 5; 硬度( 213． 5 ± 5． 0) mg·
L －1 CaCO3 ; 本地 Hg2 +浓度为 0． 0034 μg·L －1 ) 。暂养
期间投喂上海大江饲料公司生产的蟹用上品饲料( 蛋

白质 32%，粗脂肪 4． 0%，粗纤维 8． 0%，灰分 12% ) ，
饲料中汞含量低于检出限。暂养结束后随机分组，选
取体表清洁有光泽、健康活泼的个体进行正式实验。
暴露实验中，设置 0． 01、0． 05、0． 10、0． 20 和 0． 30

mg·L －1作为本实验的暴露浓度，并添加对照组。选取
体色正常、健康活泼的蟹置于( 40cm ×30cm ×20cm) 聚
乙烯水族箱内，每箱 10 只( 5 雌 5 雄) ，箱内加入 10 L
各设置浓度的Hg2 +处理溶液，实验设置 3个平行。实
验期间每天于 9 : 00和17 : 00按体重的5%两次投喂
上述蟹用饲料。下午投喂之前清除粪便及残饵，并更
换 50%的实验溶液。实验期间水温、pH值和溶氧分别
为( 22 ±2) ℃，7． 5 ±1． 0，( 7． 5 ±0． 5) mg·L －1。
1． 3 样品取材
整个暴露实验进行 14 d，从每个处理组的 3 个

平行组中各取 5 只蟹，共 15 只，从蟹的第 3 对步足
基部血窦抽取血淋巴，置 － 70℃冰箱冷冻保存; 冰台
上对中华绒螯蟹进行解剖，用镊子对蟹肝胰腺进行

分离，分离到的肝胰腺样品置于 － 70℃冰箱保存。
酶活性测定时，取出冷冻的血淋巴样品，7 000 r

·min －1离心收集血清用于测定酶活性。
酶活性测定前将冷冻肝胰腺样品约 500 mg 冰浴

融化，按 1 /5的体积加入 0． 9%预冷生理盐水制成 20%
的匀浆液，匀浆液 4℃条件下，5 000 r·min －1离心 20
min，取上清液备用。上清液在进行酶活性测定之前根
据测试盒说明用预冷生理盐水稀释到实验所需浓度。
1． 4 指标测定方法

4 种酶活性均采用用南京建成生物研究所生产
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的试剂盒测定。
组织蛋白含量采用南京建成公司考马斯亮兰蛋

白测试盒进行测定。
1． 5 数据处理
所有结果均以 3 组数据平均值标准差( Mean ±

SD) 表示，采用 SPSS 15． 0 进行单因素方差分析
( One-way ANOVA) ，并采用 Duncan 多重比较法检
验组织间差异，差异显著临界值设定为 0． 05。

2 结果( Results)
2． 1 水体Hg2 +对中华绒螯蟹谷丙转氨酶活性的影响
水体Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和血淋巴谷丙转

氨酶活性的影响见图 1。随着 Hg2 +浓度的增高中华绒
螯蟹肝胰腺 GPT比活性逐渐下降，0． 01 mg·L －1的处理

组中华绒螯蟹肝胰腺 GPT的比活性为 156． 18 U·mg －1

蛋白，对照组酶比活性为 191． 08 U·mg －1蛋白，差异显

著( p ＜0． 05)。随着水环境 Hg2 +升高至 0． 05、0． 10 和
0． 20 mg·L －1，GPT 酶比活性降至 134． 95、103． 78 和
64． 95 U·mg －1蛋白，0． 30 mg·L －1浓度组 GPT比酶活性
中华绒螯蟹肝胰腺 GPT 酶比活性最低，为 57． 44 U·
mg －1蛋白，仅相当于对照组酶比活性的 1 /3。
对照组中华绒螯蟹血淋巴中 GPT 比活性为2． 64

U·mg －1蛋白，随 Hg2 +浓度的升高表现出“低-高-低”
的变化趋势，0． 01、0． 05 和 0． 10 mg·L －1的 Hg2 +处理

组中华绒螯蟹血淋巴 GPT 比活性分别为 3． 24，3． 91
和 3． 06 U·mg －1蛋白，均显著高于对照组酶比活性( p
＜0． 05) ，而 0． 20 和 0． 30mg·L －1的 Hg2 +处理组 GPT
比活性均显著低于对照组( p ＜0． 05) ，0． 30 mg·L －1的

Hg2 +处理组比活性仅为 1． 51 U·mg －1蛋白。

图1 水体Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和血淋巴GPT活性的影响
注: 大写字母 /小写字母相同表示不同暴露
组没有显著性差异( p ＞0． 05) ，下图同。

Fig． 1 Effect of Hg2 + on GPT activities in
hepatopancreas and haemolymph of E． sinensis

2． 2 水体Hg2 +对中华绒螯蟹谷草转氨酶活性的影响
水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和血淋巴 GOT

酶比活性的影响见图 2。肝胰腺中 GOT比活性随水
体 Hg2 +的升高，呈现出与 GPT 比活性相似的变化
趋势，同样随着水体 Hg2 +的升高而降低。对照组
GOT酶比活性最高，为 146． 33 U·mg －1蛋白，0． 01
mg·L －1浓度组蟹肝胰腺 GOT 比活性为 120． 27 U·
mg －1蛋白，已经显著低于对照组( p ＜ 0． 05) ，0． 30mg
·L －1的 Hg2 +处理组中华绒螯蟹肝胰腺 GOT 酶比活
性最低，仅为 92． 11 U·mg －1。
对照组中华绒螯蟹血淋巴 GOT 酶比活性为

1． 34 U·mg －1蛋白，约为肝胰腺 GOT 酶活性的 1 /
100。随着暴露 Hg2 +的升高，血淋巴 GOT 比活性表
现出逐渐升高的变化趋势，0． 01mg·L －1的 Hg2 +处理

组中华绒螯蟹血淋巴 GOT 比活性为 1． 38 U·mg －1

蛋白，相比对照组尚没有表现出显著差异( p ＞ 0．
05) ，0． 05 mg·L －1的 Hg2 +处理组血淋巴 GOT 比活
性值上升1． 71 U·mg －1蛋白，显著高于对照组( p ＜
0． 05) ，0． 20 mg·L －1Hg2 +处理组血淋巴 GOT比活性
达到最高值为3． 24 U·mg －1蛋白。

图 2 水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和
血淋巴 GOT活性的影响

Fig． 2 Effect of Hg2 + on GOT activities in
hepatopancreas and haemolymph of E． sinensis

2． 3 水体 Hg2 +对中华绒螯蟹碱性磷酸酶活性影响

水体Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和血淋巴碱性磷
酸酶活性的影响见图 3。水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰
腺碱性磷酸酶 AKP活性均表现出低浓度刺激，高浓度
抑制的变化趋势。较低浓度的 0． 01，0． 05mg·L －1 Hg2 +

处理组肝胰腺AKP比活性相比对照组的273． 28 U·g －1

蛋白略有增高，分别为 295． 16和 295． 21 U·g －1蛋白;而

0． 10、0． 20和 0． 30 mg·L －1 Hg2 +浓度处理组酶比活性
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迅速下降至 177． 51、94． 77 和67． 42U·g －1蛋白，均显著

低于对照组( p ＜0． 05)。
血淋巴 AKP酶比活性的变化趋势与肝胰腺 AKP
酶比活性类似，也是先增加后减少。对照组酶比活性
为 1． 28 U·100mL －1，0． 01 和 0． 05 mg·L －1 Hg2 +浓度

处理组分别为 1． 81 和 2． 21 U·100mL －1，显著高于对

照组( p ＜0． 05) ; 而 0． 10、0． 20和 0． 30 mg·L －1Hg2 +浓

度处理组 AKP 活性则为 1． 06、0． 78 和 0． 62 U·
100mL －1，均显著低于对照组( p ＜0． 05) 。

图 3 水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和
血淋巴 AKP活性的影响

Fig． 3 Effect of Hg2 + on AKP activities in
hepatopancreas and haemolymph of E． sinensis

2． 4 水体Hg2 +对中华绒螯蟹酸性磷酸酶活性的影响
水环境中添加不同浓度的 Hg2 +对中华绒螯蟹

酸性磷酸酶活性的影响结果见图 4。随着水体
Hg2 +浓度的增高，中华绒螯蟹肝胰腺 ACP比酶活性
先增加后减少。对照组中华绒螯蟹肝胰腺 ACP 比
活性为 126． 31 U·g －1蛋白，当 Hg2 +浓度为 0． 01 mg·
L －1时，ACP酶比活性升至 136． 18 U·g －1蛋白; Hg2 +

浓度为 0． 05mg·L －1时，酶比活性上升至最大值

148． 69 U·g －1蛋白，显著高于对照组( p ＜ 0． 05 ) ; 而
随水体 Hg2 +浓度上升至 0． 20 和 0． 30 mg·L －1时，肝

胰腺 ACP 比活性依次下降为 107． 46 和 81． 43 U·
g －1蛋白，显著低于对照组酶比活性( p ＜ 0． 05) 。
中华绒螯蟹血淋巴酸性磷酸酶活性随水体

Hg2 +浓度的增加，其变化趋势也呈现“低 －高 －低”
的变化趋势。对照组血淋巴 ACP比活性为 1． 84 U·
100 m L －1，0． 01 和 0． 05 mg·L －1的 Hg2 +处理组 ACP
酶比活性迅速增加至 2． 82和 2． 83 U·100ml －1，均显著
高于对照组酶比活性( p ＜0． 05) ; 而随着水体Hg2 +浓度
达到 0． 10 mg·L －1，血淋巴 ACP比活性迅速下降为 1．
48 U·100 mL －1，0． 20 和 0． 30 mg·L －1的 Hg2 +处理组
ACP酶比活性更是降至 0． 93 和 0． 61 U·100 mL －1 ; 当

Hg2 +浓度持续升高时，ACP比活性开始显著下降，并在
0． 30 mg·L －1时下降到最小值，为0． 579 U·100 mL －1，均

显著低于对照组酶比活性( p ＜0． 05)。

图 4 水体 Hg2 +对中华绒螯蟹肝胰腺和
血淋巴 ACP活性的影响

Fig． 4 Effect of Hg2 + on ACP activities in
hepatopancreas and haemolymph of E． sinensis

3 讨论( Discussion)
谷丙转氨酶 GPT 和谷草转氨酶 GOT 是广泛存

在于动物细胞线粒体中的重要氨基转移酶，在机体

蛋白质代谢中起到重要作用［12］，当组织中毒发生病

变或因大面积损伤引起细胞通透性增加时，细胞内

GPT和 GOT大量外泄，致使细胞内酶活性降低［10］。
本研究中，在水体 Hg2 +胁迫条件下，中华绒螯蟹肝

胰腺 GPT和 GOT活性变化趋势趋于一致。0． 01 mg
·L －1浓度的 Hg2 +处理后，GPT 和 GOT 酶比活性即
显著低于对照组酶比活性，随着水体 Hg2 +浓度的升

高，两种转氨酶比活性持续下降，表明水体 Hg2 +与

水体中 Cd2 +一样［12］，能够引起中华绒螯蟹肝胰腺

细胞以及相应的膜细胞器受损，使细胞通透性变大，

肝胰腺细胞中 GPT 和 GOT 外泄而引发肝胰腺酶比
活性下降。
水体 Hg2 +胁迫条件下，中华绒螯蟹血淋巴 GPT

和 GOT两种酶比活性的变化趋势有所分化。自对
照组至 0． 05 mg·L －1 Hg2 +处理组，血淋巴 GPT比活
性上升较快，并在 0． 05 mg·L －1 Hg2 +处理组中达到

最大值，随后随着水体 Hg2 + 浓度的升高而下降;

GOT 在这两个较低的浓度组保持相对稳定的酶比
活性，在更高的 0． 20 和 0． 30 mg·L －1 Hg2 +处理组中

达到峰值。GPT绝大部分位于细胞浆中，而 GOT 则
主要位于线粒体，少部分位于细胞浆中［13］，在 0． 01
和 0． 05 mg·L －1 Hg2 +处理组中，虽然肝胰腺等器官

细胞受到胁迫，通透性增加［14］，GPT 大量外泄，释放
到血淋巴中，导致血淋巴 GPT 活性显著升高; 但细
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胞内的大部分细胞器保持完整，使得大部分 GOT酶
仍保全于细胞线粒体上，从而使血淋巴中 GOT活性
基本保持稳定，而在 0． 20 和 0． 30 mg·L －1Hg2 +处理

组中，肝胰腺等器官细胞受到重创，线粒体、内质网
等细胞器也受到严重损伤，整个细胞空泡化［15］，导

致 GOT 大量外泄，血淋巴 GOT 活性持续升高。与
汞暴露类似，重金属镉同样能够通过破坏中华绒螯

蟹肝胰腺中主要起主动吸收作用的 R 细胞膜系统
受损，导致细胞中谷丙转氨酶外泄至血淋巴中［16］。

AKP是一种含锌( Zn2 + ) 的金属酶［17］，主要分

布于细胞质膜之上［18］，不仅能够催化磷酸单酯水

解，还直接参与磷酸基团的转移，是动物体内重要的

解毒酶，并且在动物机体的骨化过程及在磷化物和

其他营养物质的消化、吸收和转运过程中起到重要
作用［19］。甲壳动物相关研究中已经把 AKP 看作是
一种具有免疫功能，可用来检测甲壳动物免疫功能

的指标酶［8，20］。Hg2 +较低的浓度组，中华绒螯蟹血

淋巴和肝胰腺 AKP活性上升，可能是水环境中的汞
刺激条件下，中华绒螯蟹产生一系列应答反应，保持

较高的代谢能力、减少其对自身的伤害，体现出一种
“毒物兴奋效应”［21］。此外，Latif［22］根据实验证明
AKP 活性与罗氏沼虾蜕皮过程中钙沉积和吸收钙
的速率有关，因此本研究不排除 0． 01 和 0． 05 mg·
L －1 Hg2 +浓度组中华绒螯蟹血淋巴和肝胰腺 AKP
活性上升是由于中华绒螯蟹蜕皮导致的波动。高浓
度组中，Hg2 +不能彻底与金属硫蛋白等解毒物质结

合，多余的 Hg2 +通过与巯基、氨基、羧基和磷酰基等
基团相结合，取代 AKP 活性基团 Zn2 +，改变酶的构

象，从而降低酶的活性［23］。
ACP是一种磷酸酯酶，存在于动物细胞溶酶体

及内质网和胞浆基质中，除了参与磷酸酯的代谢外，

还是一种可诱导的“保护性”体液因子，这些酶可被
外源物质诱导［24］，参与代谢调节和能量转换等生命

活动，开启自身反应应激机制从而适应环境发生变

化［25］。较低浓度的 Hg2 +暴露下，组织内汞离子被

新合成的金属硫蛋白等物质结合，降低了毒性，磷酸

化反应旺盛，诱导肝胰腺和血淋巴 ACP 活性增加，
导致 0． 01 mg·L －1 Hg2 +处理组 ACP 酶活性达到最
高，以此应对汞污染压力。然而，诱导总是有限度
的，随着水环境中的 Hg2 +浓度持续增高，超过机体

本身的应对能力，富集于机体内多余的 Hg2 +可以与

ACP酶上巯基相互结合，改变酶的构象，从而降低
酶活性［26］。此外，Hg2 +浓度较高的处理组，中华绒

螯蟹的各组织结构受到破坏性影响［27］，尤其是肝胰

腺线粒体和内质网等进行蛋白质合成的亚细胞结构

更容易成为其影响的靶器官［28］，导致 ACP 的合成
能力下降。
生物标志物( biomarker) 是生物体受到严重损

害之前，在分子、细胞、个体或种群水平上因受环境
污染物影响而产生异常变化的信号指标［29］。本研
究结果显示，中华绒螯蟹肝胰腺和血淋巴中 GPT、
GOT、AKP和 ACP 4 种酶对水环境中的 Hg2 +胁迫较

为灵敏，即使在本研究设置的最低浓度组 0． 01 mg·
L －1 Hg2 +处理组，肝胰腺和血淋巴两种组织中，4 种
酶活性即开始发生变化，表明机体通过调动体内

AKP和 ACP活性等反应，适应环境胁迫，然而，肝胰
腺等组织细胞仍然受到影响，导致细胞内的 GPT 和
GOT外泄至血淋巴。因此，可以通过比较不同组织
的 4 种酶活性，确定中华绒螯蟹对水环境不利因素
的适应状况。本研究结果，不仅丰富了 Hg2 +对甲壳

动物毒理学研究内容，而且为水产养殖中采用 4 种
酶作为生物标志物开展重金属污染监测提供借鉴。
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