
 

原油对潮间带大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）
抗氧化酶活性影响的初步探究
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摘    要：以大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）鳃和肝脏中超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶

（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和谷胱甘肽硫转移酶（GST）为生物标志物，探究潮间带

沉积物不同浓度原油污染 48 h 后对大弹涂鱼的急性毒性效应。结果显示，随着污染浓度的增加，SOD、

GSH-Px 和 GST 活性呈先升高后降低的趋势，表明低浓度污染下大弹涂鱼鳃和肝脏酶活性被激活，高浓

度下污染酶活性则受抑制；大弹涂鱼鳃中 SOD、CAT、GST 酶活性最大诱导倍数均高于肝脏，可见大弹

涂鱼鳃对原油更敏感；结合不同组织抗氧化酶活性差异显著性分析发现，大弹涂鱼鳃中 SOD 和 GST 对
原油污染敏感度更高，更适合作为监测海洋原油污染的有效生物标志物。
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The primary study on antioxidase activities of Boleophthalmus pectinirostris
exposed to crude oil in intertidal zone
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Abstract:  Superoxide  dismutase  (SOD),  catalase  (CAT),  glutathione  peroxidase  (GSH-Px)  and  glutathione  s-
transferase (GST) in gills and liver of Boleophthalmus pectinirostris were selected as biomarkers to explore the
acute  biotoxic  effects  of  different  concentrations  of  crude  oil  in  intertidal  sediment  on  Boleophthalmus
pectinirostris after 48 hours. The results showed that with the increase of pollution concentration, the activities
of  SOD,  GSH-Px  and  GST increased  firstly  and  then  dropped  down,  indicating  that  the  enzyme activities  of
gills  and  liver  of Boleophthalmus  pectinirostris  were  activated  at  low  concentration  while  inhibited  at  high
concentration.  The  maximum  induction  times  of  SOD,  CAT  and  GST  activities  in  gills  of Boleophthalmus
pectinirostris were higher than those in liver, which showed that the gills of Boleophthalmus pectinirostris were
more sensitive to crude oil. Combined with the significance of antioxidant enzyme activities in different tissues,
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it  was  found  that  the  SOD and  GST in  gills  were  more  sensitive  to  crude  oil  pollution  and  more  suitable  as
effective biomarkers for monitoring marine crude oil pollution.

Key words: crude oil; Boleophthalmus pectinirostris; gills; liver; antioxidase activity

 

随着沿海地区石油勘探、运输和存储的发

展，泄漏事故时有发生。石油是一种难溶于水的

复杂烃类混合物，其中的多环芳烃具有致癌、致

畸、高毒性和持久性特点，且脂溶性强[1]，易经生

物富集在各级海洋生物体内积累，危害机体组

织，最终通过食物链对人类健康产生巨大危害。

潮间带是连接海洋和陆地的重要组成部分，与人

类生活密切相关，泄漏的石油大部分会通过人工

收集等措施处理，但仍有部分残留在潮间带沉积

物内部，在潮汐、波浪等作用下释放到海水中，

造成二次污染，威胁海洋生态环境安全 [2]。因

此，研究石油类碳氢化合物对潮间带生物的毒性

效应对于评估潮间带石油泄漏造成的生态破坏

具有重要意义。

生物标志物可为环境污染提供预警信号，抗

氧化酶作为生物标志物已被广泛应用于评估污

染物的生态毒性效应中。当生物遭受外界污染

胁迫时，抗氧化酶系统启动防御机制，清除过量

活性氧自由基，维持细胞稳定状态，保护生物体

免受伤害 [3]。抗氧化酶系统是机体应对外界胁

迫的第一道防线[4]，在参与活性氧（ROS）清除及

机体防御保护反应中发挥巨大作用。一些常用

的抗氧化酶生物标志物包括超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）、谷胱甘肽硫转移酶（GST），其活性

或含量的大小可反映出生物对外界污染物的清

除能力。王晓艳等 [5] 探讨栉孔扇贝（Chlamys
farreri）鳃和消化盲囊中 SOD、CAT酶活性对海

洋原油污染监测的有效性；Martínez-Gómez等[6]

结合 CAT、GST酶活性进一步探讨“Prestige”
号船石油泄漏后三年内对周围生物的影响；

Nahrganga等 [7] 通过模拟溢油研究北极鳕鱼

（Boreogadus saida）肝脏中 GST、CAT的酶活性

响应。经对比，这些文献大多集中在石油烃对海

水中鱼类、贝类等生物抗氧化酶系统的影响研

究，但关于潮间带沉积物原油污染对生物抗氧化

酶活性影响的研究报道则较少。

大弹涂鱼是暖水性近岸小型鱼类，喜穴居软

泥底质潮间带或半咸水的河口滩涂，为浙江沿海

滩涂常见的土著鱼类，具有存活率高、适应性

强、敏感性高等特点[8]，是典型的水陆两栖鱼类，

其皮肤兼具辅助呼吸功能，对沉积物及水环境

变化反应敏感，是开展研究的绝佳实验对象。将

大弹涂鱼暴露于原油污染的潮间带沉积物中，通

过测定大弹涂鱼鳃和肝脏组织中 SOD、CAT、
GSH-Px和 GST酶活性，结合差异显著性分析及

最大诱导倍数计算，初步探讨原油对大弹涂鱼的

毒性效应，为潮间带原油污染风险评估提供理论

参考。 

1   材料和方法
 

1.1    实验材料

实验所用大弹涂鱼（不区分雌雄）捕自浙江

舟山海域，平均体长（14.57±1.06）cm，平均体重

（19.17±3.54）g。实验用水为已过滤的天然海水，

盐度为 20，pH为 7.5，水温为 24 ℃。实验前将大

弹涂鱼放在海水养殖箱中驯养一周，期间不喂

食，驯养结束后挑选健康活泼的个体进行实验。

测试所用沉积物取自浙江舟山长峙岛潮间

带高潮区，风干后过 0.1 mm标准筛备用。测试

原油取自浙江舟山册子岛，为流动相轻质原油，

委托自然资源部第一海洋研究所通过气相色谱-
质谱法测定其主要组分（表 1）。经测定，实验原

油主要由烷烃、多环芳烃和生物标志物组成，占

比分别为 82.78%、11.97%和 5.25%。所用 SOD、

CAT、GSH-Px、GST、蛋白质测定试剂盒均购自

南京建成生物工程研究所，其他试剂均为国产分

析纯试剂。
  

表 1       实验原油基本组分

Tab.1    Basic components of experimental crude oil

原油组分 含量/μg·mL−1
占比/（%）

烷烃 457.07 82.78

多环芳烃 66.07 11.97

生物标志物 29.01 5.25
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1.2    实验设计

实验在 50 L长方体养殖箱中进行，箱体内

沉积物与海水按照 3∶2的质量比进行配制，混

合后沉积物总体积约占箱体 1/3。按照《海洋沉

积物质量》（GB 18668－2002）（石油类含量一级、

二级和三级标准分别为 500 mg/kg、1000 mg/kg和

1500 mg/kg）规范要求[9]，设置 0 mg/kg、500 mg/kg、
1000 mg/kg、1500 mg/kg 4种不同沉积物原油污

染浓度梯度。先按照比值在风干的沉积物中加

入不同质量原油混合，再加入相应质量海水搅拌

均匀，混匀后静置观察，上层有约 5 mm高的海

水，同时将未加原油的实验组作为空白对照组。

挑选身体健康、无损，且体长和体重相近的大弹

涂鱼进行毒性暴露实验，每个浓度组设 2个平

行，每个养殖箱中投放 15尾大弹涂鱼，期间不投

食，暴露时间为 48 h。
48 h后采集不同暴露浓度组鱼体样品，在 4 ℃

下进行解剖，分离出大弹涂鱼鳃和肝脏，用冰冷

的生理盐水（0.86%）冲洗组织样本，用滤纸吸干

水分后放入冻存管中，立即放入液氮中冷冻保

存，直至进一步生化分析。 

1.3    酶活性测定

将液氮保存的大弹涂鱼鳃和肝脏组织样本

在冰上解冻，吸干水分后称重，以 1∶9的比例加

入 4 ℃ 生理盐水后，在冰浴条件下制备成

10%组织匀浆，匀浆后在 4 ℃ 下以 2500 r/min离

心 15 min，去除细胞碎片，收集上清液，进行生化

分析。大弹涂鱼鳃和肝脏 4种酶活性及蛋白含

量测定均按照试剂盒要求进行操作，其中蛋白含

量使用考马斯亮蓝法测定，以牛血清蛋白为标准

蛋白，SOD采用羟胺法测定，CAT采用钼酸法测

定，GSH-Px和 GST均采用比色法测定，酶活性

单位为 U/mgprot。 

1.4    实验数据处理 

1.4.1    数据分析

数据采用 SPSS 19软件进行统计分析，酶活

性大小用平均值±标准差（Mean±SD）表示；用单

因素方差分析法分析浓度引起的差异，其中

p<0.05 表示组间差异显著，p<0.01 表示组间差异

极显著。 

1.4.2    诱导倍数计算

在某一时间内，诱导倍数与石油含量存在一

定的相关性[10]，结合最大诱导倍数可进一步分析

大弹涂鱼体内抗氧化酶对不同浓度原油的敏

感性。
I = Ni/N (1)

式中：I 为诱导倍数；Ni 为实验组受诱导后酶

活性；N 为对照组酶活性。 

2   结果与讨论
 

2.1    结果 

2.1.1    大弹涂鱼鳃和肝脏 4种抗氧化酶活性分

布差异

将正常生理条件下大弹涂鱼体内 4种抗氧

化酶活性进行统计，如表 2所示。由于各组织的

结构和功能不同，同一种酶在不同组织中表现出

酶活性差异，大弹涂鱼肝脏中 SOD和 GST酶活

性高于鳃，鳃中 GSH-Px酶活性则高于肝脏，CAT
酶活性在两组织中差异不大。而各种酶因其本

身结构及功能的差异，在同一组织中的表达也各

不相同，进一步表现为酶活性不同。
 
 

表 2       大弹涂鱼鳃和肝脏中 4 种抗氧化酶活性差异

Tab.2    Differences  in  the  activities  of  four  antioxidant  enzymes in
the gills and liver of Boleophthalmus pectinirostris

组织
酶活性/U·mg prot−1

SOD CAT GSH-Px GST

鳃 12.37±1.04 2.90±0.50 110.19±13.69 50.88±5.64

肝脏 310.35±48.57 3.21±0.63 33.45±9.95 161.02±22.24
 
  

2.1.2    不同浓度原油污染对大弹涂鱼鳃和肝脏

4种抗氧化酶活性影响

将大弹涂鱼暴露于 0  mg/kg、 500  mg/kg、
1000 mg/kg和 1500 mg/kg浓度原油污染沉积物

中 48 h后，测得大弹涂鱼鳃和肝脏 SOD、CAT、
GSH-Px和 GST酶活性变化如图 1所示。

如图 1a、图 1b所示，大弹涂鱼鳃和肝脏组

织中 SOD酶活性随着原油暴露浓度的增加总体

呈先升高后下降的趋势。大弹涂鱼鳃暴露在

500 mg/kg浓度组时，SOD酶活性受到显著诱导

（p<0.05），达到峰值，为对照组的 1.79倍；之后，

第 1 期
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随着原油浓度的增加，SOD酶活性下降明显，但

均高于对照组。在大弹涂鱼肝脏中，各暴露组

SOD酶活性与对照组差异均不显著（p>0.05），
在 500 mg/kg浓度组时，SOD酶活性值达到最

大，为对照组的 1.13倍，之后，随着实验组浓度

的增加 SOD酶活性呈下降趋势。

如图 1c所示，大弹涂鱼鳃中 CAT酶活性随

原油暴露浓度的增加呈升高−降低−升高趋势，且

各暴露组中 CAT酶活性与对照组差异均不显著

（p>0.05）。其中，在 500 mg/kg浓度组时，CAT酶

活性受到诱导高于对照组，是对照组的 1.34倍；

在 1000 mg/kg浓度组时，CAT酶活性则低于对

照组，是对照组的 0.77倍；在 1500 mg/kg浓度组

时，CAT酶活性受到诱导达到最大值且高于对

照组，是对照组的 1.49倍。如图 1d所示，大弹涂

鱼肝脏中 CAT酶活性随着原油暴露浓度的增加

呈先升高后降低趋势，且各暴露组中 CAT酶活

性与对照组差异均不显著（p>0.05），在 500 mg/kg
浓度组时，CAT酶活性达到最大值且高于对照

组，之后，随着暴露组浓度的增加 CAT酶活性下

降明显，且均低于对照组。

如图 1e、图 1f所示，在暴露 48 h后大弹涂

鱼鳃和肝脏的 GSH-Px酶活性变化趋势大致相

同，呈先升高后下降趋势，且各暴露组中 GSH-
Px酶活性与对照组差异均不显著（p>0.05）。其

中，大弹涂鱼鳃暴露在 500  mg/kg浓度组时，

GSH-Px酶活性受到诱导达到峰值，为对照组的

1.25倍；之后，随着暴露组原油浓度的增加，

GSH-Px酶活性逐渐下降，且各暴露组中 GSH-
Px酶活性均高于对照组。大弹涂鱼肝脏暴露于

500 mg/kg浓度组时，GSH-Px酶活性达到最大

值，为对照组的 1.89倍；之后，随着暴露组浓度

的增加，GSH-Px酶活性逐渐下降，在 1500 mg/kg
浓度组时达到最低值，但均高于对照组。

如图 1g、图 1h所示，大弹涂鱼鳃和肝脏 GST
酶活性随着原油暴露浓度的增加呈先升高后

降低趋势。大弹涂鱼鳃暴露于 500 mg/kg浓度

组时，GST酶活性受到显著诱导高于对照组

（p<0.05），此时 GST酶活性为对照组的 2.14倍；

之后，随着暴露组浓度的增加，GST酶活性降低，

在 1500 mg/kg浓度组时达到最低值，但均高于对

照组。大弹涂鱼肝脏中，各暴露组 GST酶活性

与对照组差异均不显著（p>0.05），其中，500 mg/kg
暴露组 GST酶活性最大（p>0.05），为对照组的

1.43倍；之后，随着原油浓度的增加，GST酶活性

逐渐下降，在 1500 mg/kg浓度组时达到最低值，
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图 1    不同浓度原油对大弹涂鱼鳃和肝脏 4种抗氧化酶活性影响（注：*表示与对照组相比差异性显著，p<0.05）

Fig. 1    Effect  of  crude  oil  on  the  activities  of  four  antioxidant  enzymes  in  gills  and  liver  of Boleophthalmus  pectinirostris

(Note: *indicates significant differences between treatment groups and control group，p < 0.05)
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且各暴露组中 GST酶活性均高于对照组。 

2.1.3    4种酶的最大诱导倍数差异

如表 3所示，与对照组相比，大弹涂鱼鳃中

SOD、GSH-Px、GST酶活性与肝脏中 4种酶活

性最大诱导倍数对应浓度皆为 500 mg/kg，说明

大弹涂鱼在接触原油时即产生氧化应激反应，与

低浓度下大弹涂鱼体内抗氧化酶活性升高趋势

一致。比较大弹涂鱼鳃和肝脏中 4种酶的最大

诱导倍数发现，大弹涂鱼鳃中 SOD、CAT、GST
酶活性最大诱导倍数均高于肝脏，说明大弹涂鱼

鳃对原油污染更加敏感。
 
 

表 3       大弹涂鱼鳃和肝脏 4 种酶活性最大诱导倍数差异

Tab.3    Differences of the maximum induction times of four enzyme
activities in gills and liver of Boleophthalmus pectinirostris

组织 酶 最大诱导倍数
最大诱导倍数对应

原油浓度/mg·kg−1

鳃

SOD 1.80±0.26 500

CAT 1.52±0.21 1500

GSH-Px 1.26±0.13 500

GST 2.16±0.35 500

肝脏

SOD 1.20±0.21 500

CAT 1.07±0.31 500

GSH-Px 1.98±0.66 500

GST 1.31±0.167 500
 
  

2.2    讨　论

抗氧化酶作为生物标志物已在海洋石油污

染监测领域得到广泛应用，可通过测定生物受原

油污染后的抗氧化酶活性的变化评估潮间带的

环境污染状况。有研究表明，石油暴露对鱼体抗

氧化酶系统毒性影响大部分集中在鳃和肝脏等

靶组织中[11]，鳃是对抗污染物的第一道防线，是

污染物进入鱼体的重要途径之一[12]；肝脏是生物

体内解毒的主要器官，是多环芳烃代谢转化的主

要场所[13]。将大弹涂鱼暴露于原油污染，其鳃和

肝脏均发生氧化代谢清除自由基以维持生物体

正常状态，但由于鳃和肝脏结构及生理功能有所

不同，所以对污染物的敏感程度也存在差异。

经分析测定，该实验中原油的主要成分为烷

烃、多环芳烃和生物标志物，其中烷烃和多环芳

烃占比高达 94%。有研究表明，烷烃类化合物难

溶于水，易积聚于沉积物中[14]，而多环芳烃溶解

度比烷烃大，具有“三致”效应，毒性更强，是原

油危害的主要来源 [15]，同时多环芳烃具有亲脂

性[16]，更易进入生物体内。有研究表明，动物活

动对环境污染极为敏感[17]。大弹涂鱼具有两栖

性，既可穴居于沉积物，又可生活于水中，实验暴

露时间较短，烷烃类化合物来不及降解。因此，

沉积物和水中不溶性组分可直接附着于鳃和鱼

体表面，除对其造成物理损伤外，原油水溶性组

分和亲脂性成分亦会被吸收进鱼体，即使该浓度

不足以致死，生物也会受到有毒的可溶性碳氢化

合物的影响[18]。石油化合物中的脂溶性组分进

大弹涂鱼体内后，在有关酶作用下经Ⅰ相反应改

变其化学结构，形成某些极性基团（如 -OH、

-SH、-COOH等），水溶性增加，这些产物可与机

体内的某些成分（如葡萄糖醛酸、氨基酸等）经

Ⅱ相反应即结合反应形成水溶性大、极性强的

化合物，易排出体外，是一种解毒过程 [5]。除此

之外，石油烃在进入水生生物体后，可通过自身

或中间代谢产物的氧化还原反应产生大量活性

氧自由基，如超氧阴离子（O2
∙−）、 ∙OH、H2O2 等，

对生物细胞造成过氧化杀伤。在这些形式中，

∙OH和 O2
∙−最为活跃，这导致了 CAT和 SOD最

早参与解毒反应[19]，其次为 GSH-Px和 GST。
研究表明，大弹涂鱼鳃和肝脏中 SOD、GSH-

Px和 GST酶活性随着原油浓度增大呈先升高后

降低趋势，这与之前海水石油污染后马粪海胆

（ Hemicentrotus  pulcherrimus） 、沙蚕（ Perinereis
aibuhitensis）、菲律宾蛤仔（Ruditapes philippina-
rum）中抗氧化酶活性变化等研究结论相似[10,20]。

在低浓度下 4 种酶活性均呈上升趋势，这说明大

弹涂鱼对原油产生氧化应激反应，体内抗氧化酶

开始清除过量 ROS代谢产物，减少 ROS对细胞

产生的损伤，从而维持机体正常代谢，这是大弹

涂鱼应对污染的保护性反应[21]。研究发现，大弹

涂鱼暴露于较高浓度原油中随着污染浓度增加

鳃和肝脏出现酶活性抑制现象，这表明原油浓度

升高后细胞受到部分损伤，肝脏中 CAT 表现尤

为明显。

对比大弹涂鱼鳃和肝脏 2种组织 4种酶活
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性最大诱导倍数发现，其鳃的敏感性大于肝脏，

可能由于鳃是污染物最先聚集的主要区域。结

合不同原油浓度对大弹涂鱼鳃和肝脏酶活性影

响差异显著性发现，仅鳃中 SOD、GST酶活性发

生显著诱导现象（图 1a和图 1g），这表明大弹涂

鱼鳃 SOD、GST对原油敏感性更强。原油中有

机物经鳃或体表进入生物体内后与Ⅰ相解毒酶

作用，经Ⅱ相解毒酶催化与内源物质结合转化，

完成在生物体内的代谢[22]。外源物质在代谢过

程中产生大量 ROS，此时，抗氧化酶发挥作用，清

除过量 ROS防止过氧化。SOD作为解毒过程中

的第一道抗氧化酶防御屏障[20]，通过歧化反应清

除 O2
∙−，维持生物体稳态。GST是生物体Ⅱ相反

应主要解毒酶，参与多种污染物的生物转化。在

低浓度下，SOD、GST酶表现出显著诱导，其酶

活性变化能够反映生物体内毒性效应，相关研究

结果也表明，SOD、GST酶可作为生物标志物进

行海洋石油污染监测预警[23-24]。然而，在其常规

性用于污染监测生物标志物之前，需要进行更多

的毒性暴露实验研究并进行现场验证，以证明其

可靠性。 

3   结 论

（1）污染暴露后，大弹涂鱼 4 种酶活性表现

为低浓度诱导，高浓度抑制。大弹涂鱼暴露于原

油污染后，体内抗氧化防御机制启动，并进行活

性氧自由基消除和解毒等一系列功能响应。当

原油胁迫超过其防御能力时，酶活性下降，会表

现出抑制作用。

（2）大弹涂鱼鳃中 SOD、CAT、GST酶活性

最大诱导倍数均高于肝脏，表明大弹涂鱼鳃较肝

脏对原油污染敏感性高。

（3）分析不同抗氧化酶活性差异显著性发

现，大弹涂鱼鳃中 SOD、GST酶活性对原油污染

的响应更为敏感，较适合作为海洋石油污染监测

的有效生物标志物。
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