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摘要: 采用半静水式毒性试验，研究了 6 种苯系物( 苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯) 对虾夷扇贝的生
殖毒性作用。在水温 ( 16 ± 0． 5) ℃、盐度 30． 0、pH 8． 0 条件下，用 0． 5、2． 5、12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲苯、间–
二甲苯、对–二甲苯处理虾夷扇贝的精子、胚胎和幼体，观察 6 种苯系物对虾夷扇贝的精子活力、卵子受精率、胚胎延滞率、胚
胎畸形率、孵化率、幼体畸形率的影响。同时通过透射电镜观察 6 种苯系物( 2． 5 mg·L-1 ) 对虾夷扇贝精子超微结构的损伤作

用。结果发现:不同浓度苯系物处理组与对照组( 0． 0 mg·L-1 ) 相比，虾夷扇贝精子的运动时间、卵子受精率及胚胎孵化率显著
降低;胚胎发育延滞率、胚胎畸形率和幼体畸形率显著增加为并与处理浓度之间存在显著的剂量—效应关系。以上结果表明
实验浓度下，6 种苯系物对虾夷扇贝具有较强的胚胎毒性和生殖毒性作用。通过电镜切片发现，2． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基
苯、邻–二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯导致虾夷扇贝精子超微结构损伤，表现为: 精子质膜断裂、部分溶解，线粒体质膜和
内嵴断裂、部分溶解。苯系物对虾夷扇贝精子超微结构的损伤可能是影响其精子活力和降低卵子受精率的主要原因之一。
上述结果为苯系物对海洋贝类的生殖毒性评价提供基础数据。
关键词: 虾夷扇贝;苯系物;胚胎毒性;致畸作用;生殖毒性
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Abstract: The reproductive toxic effects of six kinds of benzene series compounds，benzene，toluene，ethyl ben-
zene，o xylene，m xylene，p xylene ( BTEXs) on the Japanese scallop ( Mizuhopecten yessoensis) were conduc-
ted． The spermatozoa，embryos and early larvae were treated with BTEXs of three different concentrations ( 0． 5，2．
5，12． 5 mg·L-1 ) at the condition of water temperature ( 16 ± 0． 5) ℃，salinity of 30． 0 and pH 8． 0． The repro-



1084 生 态 毒 理 学 报 第 9 卷

ductive toxicities of these tested chemicals were evaluated using the sperm motility ( SM) ，fertilization rate ( FＲ) ，
arresting and delaying embryos rate ( ADEＲ) ，malformed embryos rate ( MEＲ) ，hatching rate ( HＲ) and mal-
formed larvae rate ( MLＲ) ． In the meantime，the ultrastructure damage of sperms treated with 2． 5 mg·L-1 BTEXs
were observed using transmission electron microscopy． The results showed that the SM，FＲ，HＲ in different con-
centrations of these treated groups were significantly decreased compared with the control ( 0． 0 mg·L-1 ) group，and
the ADEＲ，MEＲ，MLＲ increased significantly along with the increase of BTEXs concentrations． The toxic effects
and the concentrations of BTEXs showing obvious dose response relation suggested that the BTEXs had embryonic
and reproductive toxicities． The ultrastructure damage of sperm included the cytoplasmic membrane，mitochondrial
membrane and cristae broken，partially dissolved after exposed to 2． 5 mg·L-1 BTEXs． The reduction of FＲ and SM
might be related to the ultrastructure damage of spermatozoa could result from BTEXs． The results presented in this
study will provide basic data for assessing the reproductive toxic effects of BTEXs on the marine scallop．
Keywords: BTEXs; Japanese scallop ( Mizuhopecten yessoensis) ; embryonic toxicity; malformation effect; repro-
ductive toxicity

由于我国沿海石油化工企业的迅猛发展，海洋

溢油事故频发，导致大量苯系物进入海洋环境中，对

近岸海域生态安全构成潜在威胁，引起社会和学者

的广泛关注。苯系物作为美国环保署 ( USEPA) 优
先控制污染物，同时进入我国环境优先污染物“黑
名单”［1］。目前，对海洋环境中苯系物大部分研究，
集中于苯系物的检测技术［2-4］、微生物修复［5］等，有
关苯系物对海洋贝类的生态毒理学研究尚不多见。
海洋贝类主要虑食浮游植物和有机颗粒，代谢率低，

对环境污染物具有很强的富集性，通常被用作海洋

污染物的指示生物［6］。
在海洋动物整个生命周期中，胚胎和幼体对环

境污染物较为敏感，是环境污染物生态毒理学研究

较为理想的实验材料［7-8］。贝类对污染物最为敏感
的时期是胚胎和幼贝阶段，美国材料与试验协会制

订了贝类毒性试验标准( ASTM E2455-06) ［9］。虾夷
扇贝自 1980 年由日本引种，已成为我国北方海域重
要的增养殖品种。近年来，虾夷扇贝死亡率一直居
高不下，环境污染成为虾夷扇贝死亡的重要因素之

一［10］。有关贝类毒性研究报道主要涉及重金属、持
久性有机污染物、农药等［11-12］，而苯系物对虾夷扇
贝的胚胎及幼体的毒性作用研究尚未见报道。
为研究苯系物对虾夷扇贝的生殖毒性作用，采

用半静水式毒性试验，选择精子活力、卵子受精率、
胚胎延滞率、胚胎畸形率、孵化率、幼体畸形率为毒
性测试指标，评价苯系物对虾夷扇贝的生殖毒性作

用，通过电镜切片观察苯系物对精子超微结构的损

伤为以期为海洋水产生物育种及资源保护提供基础

数据和科学依据。

1 材料和方法(Materials and methods)
1． 1 实验材料
虾夷扇贝( Mizuhopecten yessoensis) 的种贝取自

辽宁省海洋水产科学院海水养殖引育种中心，挑选

健康的雌贝和雄贝阴干 1 ～ 2 h后，分别放入 15℃海
水刺激配子释放，收集精液、卵子用于后续实验。
实验用苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲苯、间–二甲

苯、对–二甲苯及二甲基亚砜( DMSO) 均为分析纯，
购自中国国药有限公司。
1． 2 实验方法
根据预实验的结果，苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲

苯、间–二甲苯、对–二甲苯浓度设置: 0． 5、2． 5、
12． 5 mg·L-1，用二甲基亚砜配制 6 种苯系物各处理
浓度1 000倍的实验母液，并设置空白对照组 ( 0． 0
mg·L-1 ) 和助溶剂对照组，二甲基亚砜浓度为 1． 0‰
( 体积比) ，每个处理组设置 3 个平行样。实验的水
温 ( 16 ± 0． 5) ℃，盐度 30． 0，pH 8． 0。
1． 2． 1 苯系物对精子的毒性实验
在 100 mL烧杯加 50 μL 的实验母液配制 50 mL

的处理溶液，加入 50 μL精液约 105个精子，处理 1 min
后，镜检并记录各处理组精子运动持续时间( min) ，每
组观测精子数不少于 30个。实验重复1次。
1． 2． 2 苯系物对胚胎幼体的毒性实验
在 10 L玻璃缸加 5 mL的实验母液配制 5 L的

处理溶液，同时加入虾夷扇贝的 10 000 枚卵子，500
μL精液约 106个精子，并持续搅拌，镜检空白对照

组的卵子受精率大于 90%时，取样观察并计算各处
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理的卵子的受精率;持续处理 6 h，空白对照组胚胎
发育至囊胚期，取样，镜检并计算各处理组胚胎发育

延滞率，胚胎畸形率;持续处理 36 h，镜检并计算各
处理组的胚胎孵化率;处理 48 h，镜检记录各处理组
的畸形幼体，计算幼体畸形率。各时间点每个处理
组取 3 个平行样，每个平行样本的样本数不少于
100 个，实验重复 1 次。
1． 2． 3 精子的电镜切片与观察
精子的电镜切片参照王摆等的方法［7-8］，精子处理

1 min后，收集 2． 5 mg·L-1苯系物处理组、空白对照组、
助溶剂对照组的精子，立即用 2． 5%的戊二醛( pH 7． 4
的 0． 1 mol·L-1磷酸盐缓冲液配制)在 4 ℃固定 2 ～4 h。
再用 1%的低熔点琼脂进行包埋，切成 1． 0 mm3的小

块，用戊二醛固定 10 h，经 pH 7． 4 的 0． 1 mol·L-1 PBS
浸洗，再用 1%的锇酸固定 2 h，经乙醇梯度脱水，再用
丙酮脱水，Epon812包埋，LKB-NOVA超薄切片机切片。
日立H-7000透射电镜观察精子超微结构并拍照。
1． 3 数据分析
采用 SPSS17． 0 软件进行单因素方差分析( One

– way ANOVA) 苯系物处理组与空白对照组间差
异，P ＜ 0． 05，差异显著，以“* ”表示; P ＜ 0． 01，差
异极显著，以“＊＊”表示。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 6 种苯系物对虾夷扇贝精子活力的影响

6 种苯系物对虾夷扇贝精子运动时间影响结果
见图 1，0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–
二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯极显著的缩短了虾
夷扇贝精子的运动时间，表明 6 种苯系物导致虾夷

扇贝精子活力降低，随着苯系物处理浓度的增加，精

子活力下降，呈剂量—效应负相关性。苯对虾夷扇
贝精子的毒性作用低于甲苯，3 种二甲苯和乙苯毒
性无显著差异，均高于甲苯。
2． 2 6 种苯系物对虾夷扇贝卵子受精率的影响

6 种苯系物对虾夷扇贝卵子受精率的影响结果
见图 2，0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–
二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯处理后虾夷扇贝卵
子受精率显著降低，表明 6 种苯系物影响虾夷扇贝
的精卵结合，并随着处理浓度的升高，卵子受精率下

降，呈剂量—效应负相关性。苯对卵子受精率的抑
制程度低于甲苯，3 种二甲苯和乙苯对卵子受精率
的抑制程度无显著差异，均高于甲苯。
2． 3 6 种苯系物对虾夷扇贝胚胎的毒性作用

6 种苯系物对虾夷扇贝胚胎的毒性主要表现
为，导致胚胎发育的延迟或停滞，使胚胎的畸形率升

高。0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二
甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯处理后虾夷扇贝的胚
胎延滞率显著升高，并随着处理浓度的升高，胚胎的

延滞率增加( 见图 3 ) ，呈剂量—效应正相关性。苯
对胚胎延滞率的抑制作用低于甲苯，3种二甲苯和乙苯
对胚胎延滞率的抑制作用无显著差异，均高于甲苯。

0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二
甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯处理后虾夷扇贝的胚
胎畸形率显著升高( 见图 4 ) ，并随着处理浓度的升
高，胚胎畸形率显著增加，呈剂量—效应正相关性。
苯对胚胎的致畸作用低于乙苯，乙苯低于甲苯，3 种
二甲苯对胚胎的作用最高。

图 1 6 种苯系物对虾夷扇贝精子运动时间的影响
Fig． 1 The effects of six BTEXs on the spermatozoa motility of the M． yessoensis
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图 2 6 种苯系物对虾夷扇贝卵子受精率的影响
Fig． 2 The effects of six BTEXs on the fertilization rate of the M． yessoensis eggs

图 3 6 种苯系物对虾夷扇贝胚胎延滞率的影响
Fig． 3 The effects of six BTEXs on the rate of arresting and delaying embryos of the M． yessoensis

图 4 6 种苯系物对虾夷扇贝胚胎畸形率的影响
Fig． 4 The effects of six BTEXs on the malformation rate of M． yessoensis embryos
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0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二
甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯处理后虾夷扇贝的胚
胎孵化率显著降低，并随着处理浓度的升高，胚胎孵

化率逐渐降低 ( 见图 5 ) ，呈剂量—效应负相关性。
苯对胚胎孵化率的抑制作用低于乙苯和甲苯，3 种
二甲苯对胚胎孵化率的抑制作用最强。
2． 4 6 种苯系物对虾夷扇贝幼体的影响

0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二
甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯处理后虾夷扇贝幼体
畸形率显著上升，并随着处理浓度的升高，胚胎孵化

率逐渐升高 ( 见图 6 ) ，呈剂量—效应正相关性。6
种苯系物对虾夷扇贝幼体的致畸作用存在差异，苯

致畸作用低于乙苯，乙苯致畸作用低于甲苯，3 种二
甲苯致畸毒性最高。

2． 5 6 种苯系物对虾夷扇贝精子超微结构的损伤
2． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲苯、间
–二甲苯、对–二甲苯处理后，导致虾夷扇贝精子超
微结构不同程度损伤( 图 7 ) 。对照组( 图 7a) 虾夷
扇贝精子成规则的子弹头形，细胞质膜完整清晰，线

粒体对称分布，外膜完整，内嵴均匀分布结构完整，

精子鞭毛横切面为“9 + 2”结构，由外周致密纤维和
内部轴丝微管组成。2． 5 mg·L-1的苯( 图 7b) 、甲苯
( 图 7c) 、乙基苯( 图 7d) 、邻–二甲苯( 图 7e) 、间–
二甲苯( 图 7f) 、对–二甲苯( 图 7g) 处理后，虾夷扇
贝精子细胞质膜断裂、部分溶解( 黑色箭头所示) ;
线粒体内嵴断裂、部分溶解，外膜断裂部分溶解( 白
色箭头所示) ;鞭毛部分致密纤维溶解，轴丝微管溶

解( 黑色箭头所示) 。

图 5 6 种苯系物对虾夷扇贝胚胎孵化率的影响
Fig． 5 The effects of six BTEXs on the hatching rate of the M． yessoensis embryos

图 6 6 种苯系物对虾夷扇贝幼体畸形率的影响
Fig． 6 The effects of six BTEXs on malformation rate of the M． yessoensis larvae
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图 8 苯系物对虾夷扇贝精子超微结构的损伤
注: a． 空白对照组; b． 2．5 mg·L-1苯处理组; c． 2．5 mg·L-1甲苯处理组; d． 2．5 mg·L-1乙基苯处理组; e． 2．5 mg·L-1邻–二甲苯处理组;

f． 2．5 mg·L-1间–二甲苯处理组; g． 2．5 mg·L-1对–二甲苯处理组． Ac: 顶体; F: 鞭毛; M: 线粒体;N: 细胞核; Pm: 细胞质膜; S: 刻缺; V: 核泡．

Fig． 8 The damage of BTEX to ultrastructure of M． yessoensis sperm
Note: a． Control; b． 2． 5 mg·L-1 benzene treatment; c． 2． 5 mg·L-1 toluene treatment; d． 2． 5 mg·L-1 ethyl benzene treatment;

e． 2． 5 mg·L-1 o– xylene treatment; f． 2． 5 mg·L-1 m– xylene treatment; g． 2． 5 mg·L-1 p– xylene treatment．

Ac: Acrosome ; F: Flagellum; M: Mitochondria; N: Nucleus; Pm: Plasma membrane; S: Sinking; V: Vesicle．

3 讨论( Discussion)
苯、甲苯、乙基苯、二甲苯均具有很强的生物毒

性。苯已确定为致癌物，可以导致白血病和淋巴
瘤［13］，还具有致畸作用，引起染色体断裂和阻碍染

色体分离［14］;甲苯具有神经毒性和致畸作用［15］; 乙

苯可以诱导细胞色素 P450 和细胞色素-c-还原酶系
统，也是线粒体解偶联剂，长期的乙基苯处理，则会

造成呼吸系统和肾脏损伤［16-17］; 二甲苯对人的神经

系统、肝脏和肾脏具有损伤作用［17-18］。有关苯系物
对海洋贝类的胚胎毒性和生殖毒性作用研究尚未见

报道。胚胎和幼贝是贝类对环境污染物最为敏感的
时期［6］。何盛毅等［19］研究发现海洋酸化可影响马
氏珠母贝( Pinctada martensii) 胚胎和幼体的正常发
育。栉孔扇贝( Chlamys farreri) 幼贝对汞、镉的毒性
敏感［12］。实验结果发现 0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲
苯、乙基苯、邻–二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯对
虾夷扇贝的胚胎毒性作用表现为胚胎发育的延滞，

胚胎的畸形率增加和胚胎孵化率降低，其中，高浓度

组对虾夷扇贝的胚胎毒性作用极为显著。表明 6 种
苯系物对虾夷扇贝具有较强的胚胎毒性作用。黄树
辉等［20］研究发现: 2． 5 ～ 40． 0 mg·L-1的二甲苯导致

斑马鱼( Brachydanio rerio) 胚胎孵化率降低，胚胎死
亡率升高，对斑马鱼胚胎具有致畸作用。本研究表
明: 0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、邻–二甲
苯、间–二甲苯、对–二甲苯对虾夷扇贝的胚胎和幼
体均具有致畸作用。
精子活力是衡量污染物生殖毒性的一个非常重

要指标［21-22］，0． 5 ～ 12． 5 mg·L-1的苯、甲苯、乙基苯、
邻–二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯对虾夷扇贝的
精子活力具有较强的抑制作用，并呈显著的剂量—
效应关系。通过电镜观察，2． 5 mg·L-1的苯、甲苯、
乙基苯、邻–二甲苯、间–二甲苯、对–二甲苯对虾
夷扇贝精子超微结构具有损伤作用，表现为精子质

膜，线粒体内嵴和鞭毛超微结构的损伤。虾夷扇贝
精子为原生型，由头部、中段和尾部组成，尾部鞭毛
是精子重要的运动器官，中段的线粒体围绕中心粒，

为精子运动提供能量［23］。苯系物对线粒体和鞭毛
的超微结构的破坏将直接影响精子的活力，可能影

响精卵的结合过程［7-8］，实验结果证实: 6 种苯系物
对虾夷扇贝的精卵结合具有较强的抑制作用。精子
的质膜是保护精核的重要屏障，6 种苯系物对精子
质膜的破坏，可能影响精核遗传物质的稳定。Chen
等［14］研究发现苯、甲苯、乙基苯和二甲苯导致人淋
巴细胞 DNA 损伤。6 种苯系物对精子超微结构的
损伤可能是影响胚胎和幼体发育的重要诱因之一。
苯系物对虾夷扇贝的生殖毒性、胚胎和幼体致

畸作用的分子生物学机制尚有待于进一步研究。综
上所述，可以获得以下结论:

( 1) 6 种苯系物对虾夷扇贝精子活力具有较强
的抑制作用，随着处理浓度的增加抑制作用增强，呈

显著的剂量—效应关系。可能与苯系物对精子超微
结构损伤有关，苯系物造成精子质量的降低，可能影

响虾夷扇贝的精卵结合，导致卵子受精率的降低。
由此可见，系物对虾夷扇贝具有一定的生殖毒性

作用;
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( 2) 6 种苯系物对虾夷扇贝的胚胎具有较强的
毒性作用，表现为胚胎发育的延滞，胚胎的畸形率增

加和胚胎孵化率降低;

( 3) 6 种苯系物对虾夷扇贝的胚胎和幼体具有
较强的致畸作用，随着处理浓度的增加，致畸作用增

强，呈显著的剂量—效应关系。
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美国工业化学品风险研讨会概要发布

2014 年 10 月 13 日 来源: Chemical Watch网站

在美国举行的一次关于确定和减少工业化学品构成的风险的研讨会的一份概要已由美国国家学术出版

社出版。
这次题为"确定和减少我们社会中的化学品的环境卫生风险"的研讨会在 2013 年 11 月举行的一次为

期两天的活动期间举行，研讨会包括发言和讨论。由这次研讨会的组织者美国医学会环境卫生科学、研究和
医学圆桌会议发布的这份概要包括了关于下列方面的章节:

1) 当今社会中的化学品构成的挑战，以及应对风险的一般方法;
2) 应对工业化学品的现行规制方法;
3) 用于环境风险评价和暴露科学的模型;
4) 对化学物质确定进行风险评价和风险管理的优先次序的方法;
5) 减少我们社会中的化学物质的风险的当前努力。
讨论的化学物质是指那些在工业工艺或商用产品中使用的化学物质，不包括那些在食品、农药或药品中

发现的化学物质。

引自《化学品安全信息周报》2014 年第 43 期总第 307 期 ( 中国检验检疫科学研究院化学品安全研究所
编译)
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