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摘要:为研究苯并[a]芘和菲对缢蛏的毒性效应,将缢蛏(Sinonovacula constricta) 分别暴露于浓度为 0.45 mgLＧ1 、0.15 mgLＧ1 、

� 0.05 mgLＧ1 苯并[a]芘溶液和 0.45 mgLＧ1 、0.15 mgLＧ1 、0.05 mgLＧ1 菲的溶液中,采用单细胞凝胶电泳实验(彗星实验)技术检测不

同暴露时间缢蛏血淋巴细胞的 DNA 损伤程度,对照组为清洁海水.结果显示,高浓度 (0.45 mgLＧ1 ) 苯并 [a]芘溶液和 (0.45

mgLＧ1 )菲溶液在短期(7 d) 内即可导致缢蛏血细胞显著的 DNA 损伤,并且随苯并芘 [a]和菲浓度的增大和暴露时间的延长,

DNA 损伤程度增加.21 d 恢复实验后,各浓度组 DNA 损伤又均有不同程度的恢复,但中高浓度组(0.45 mgLＧ1 和 0.15 mgLＧ1 )

与对照组仍显著性差异.两种多环芳烃物质对缢蛏血细胞的 DNA 损伤作用均存在较显著时间Ｇ剂量Ｇ效应关系.其中,苯并

芘[a]对缢蛏血细胞的 DNA 损伤作用要高于菲.
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Abstract:The paper reported the DNA damage effect of Benzo[a]pyrene(BaP) and phenanthrene (PHE) on the calm

Sinonovacula constricta under different concentration conditions with the single cell microgel electrophoresis (SCGE)

technique. The calm were treated with concentrations (BaP: 0.45, 0.15, 0.05 mgLＧ1 and PHE: 0.45, 0.15, 0.05 mgLＧ1)

in control group was 0.00 mgLＧ1 for 15 days and were removed pollution for 6 days. The result showed the tail DNA

percentage (DNA% ) and TL/D of the 0.45 mgLＧ1 groups were significantly different from the control group (P＜0.05)

after 7 days exposure period. Furthermore, the damage intensity of treated groups increased gradually with respect to the

increasing of Bap and PHE. Under the same concentration, the tail DNA% and TL/D increased gradually with the time
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of exposure. The DNA damage induced by BaP and PHE was very serious under the concentration of 0.45 mgLＧ1 .

There was significant timeＧnd doseＧdependent damage to the hemolymph cells. In addition, the toxic effect of BaP was

much more than PHE. The comet assay was proven to be a useful tool for detecting DNA damage induced by PAH in

marine hemolymph cells．DNA damage in hemolymph cells of could indicate the effects of BaP and PHE in marine enviＧ
ronment as a good biomarker to be used in early warning and monitoring.

Keywords:benzo[a]pyrene and phenanthrene; Sinonovacula constricta; DNA damage; single cell gel electrophoreＧ
� sis (SCGE); Comet assay;

　 　 多 环 芳 烃 ( polycyclicaromatic hydrocarbons,
PAHs)是一类典型的疏水性有机污染物 [1],主要来源

于生物燃料和与化石燃料的不完全燃烧 [2Ｇ3].多环

芳烃广泛存在于环境介质中,含量水平较低,但是可

通过大气、土壤、水、食物等多种途径进入人体并富

集,是诱导人类癌症的重要环境污染物质之一 [4Ｇ5].
其中苯并 [a]芘 (Benzo[a] pyrene,BaP)的致癌性是多

环芳烃中最强的 [6].由于 BaP 分布广泛,性质稳定,
常被视为 PAHs 研究的指示物 [7].菲(phenanthrene,
PHE)是一种具有三个苯环的,低分子量的最简单化

学结构的多环芳经,对水生生物也有很大毒性,菲在

污染场地的浓度水平也较高 [8].因而,菲常用作模

式化合物研究相关的科学问题 [9Ｇ10].

　　双壳贝类由于分布广泛,移动能力弱,对污染

物具有很强生物富集作用,常被作为海区污染监

测的指示生物 [11].PAHs 污染物通过贝类摄入的水

流进入鳃丝,在经血淋巴循环到达各组织器官 (主

要是消化盲囊);贝类因代谢 PAHs 而产生大量的活

性中间产物和活性氧类,这些活性物质会对生物

大分子和组织结构造成损伤,影响细胞的微核率、
肝脏功能和 DNA 修复能力 [12Ｇ13].贝类细胞分子毒

理学 (DNA 损伤)对于解析污染物的致毒机理和毒

性评定具有非常重要的意义.目前针对多环芳烃

对水生生物 DNA 损伤的研究也开始逐渐得到关

注 [14Ｇ17],张晓勇等将马氏珠母贝暴露于苯并芘 [a]中

得出血淋巴细胞 DNA 受到一定的损伤,血细胞的

损伤程度随苯并芘 [a]浓度增加而增加 [18],但关于

苯并 [a]芘和菲对贝类的 DNA 损伤遗传毒性研究

还相对较少.

　　彗星试验又名单细胞凝胶电泳 (SCGE)被认为

是一种简便、快速、敏感性高的 DNA 损伤与修复的

检测技术 [14].本研究以缢蛏为实验材料,采用单细

胞凝胶电泳实验(彗星实验)的方法检测了苯并 [a]芘

和菲胁迫对缢蛏血细胞的遗传损伤,探讨了 DNA

损伤作为多环芳烃污染暴露生物标记的可行性,同

时为贝类养殖环境毒理学研究和近岸海区 PAHs 的

污染监测提供科学依据.

１　材料与方法(Materialsandmethods)
1.1　实验材料

　　实验用缢蛏取自启东市黄海滩涂公司缢蛏养殖

区,实验前暂养一周,贝体平均壳长(5.90±0.31) cm,
壳宽为(1.99±0.11) cm,体重(14.60±2.62) g.实验用

水来自经过滤的天然海水,盐度为 20~ 21,pH 为

8.10~8.40.

　　实验所用苯并 [a]芘和菲为 Sigma 公司产品,采
用丙酮作为助溶剂溶解 BaP 和 PHE 配成储备液.
海水 中 苯 并 [a ] 芘 和 菲 浓 度 的 测 定 采 用 气 相 色

谱法 [19].
1.2　实验方法

　　随机选取缢蛏分为 4 组,对照组 (天然海水、低
浓度组、中浓度组和高浓度组(苯并芘 [a]和菲溶液).
苯并[a]芘和菲的溶液实验浓度梯度分别为:0.45

mgLＧ1、0.15 mgLＧ1、0.05 mgLＧ1.每组约 40 只缢

蛏,置于含 14 L 沙滤海水的玻璃箱(容积 30 L)中,24

h 连续充氧,实验期间水温为 23.60~25.40 ℃.每日

100 % 换水一次,更换相同浓度的实验液,及时清除

排泄物和活力不好的贝体,贝类饵料为单独培养扁

藻,每天定时定量喂食二次,藻液体积为 80 mL,扁
藻密度为 2×104 cellmLＧ1,.胁迫实验进行 15 d,15

d 后将实验液全部换成清洁沙滤海水进行为期 6 d

的恢复实验.分别于实验开始后的第 0、3、7、15 d

和 21 d,每个实验组采集 2 只贝类样品.选取活力

好的缢蛏,以洁净海水洗净外壳.先用 75 % 的酒精

棉球消毒闭壳肌,再用预先吸入已消毒的预冷抗凝

剂(8.0 gLＧ1 柠檬酸三钠、20.80 gLＧ1 葡萄糖、22.5

gLＧ1 NaCl、3.36 gLＧ1 Na2 EDTA、pH= 7.5)的无菌注射

器,按抗凝剂:血淋巴为 2:1 的比例由闭壳肌处抽取

血淋巴,在无菌的试管内用 5 mL PBS 将 50μL 血样

稀释,调节细胞浓度为 1.4×107 cellmLＧ1,取此单细

胞悬液 1 mL 加入灭菌 eppendorf 管,放入冰盒内
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备用.
1.3　彗星实验

　　彗星实验方法参照 Singh 等 [20] 的实验方法并

略加改进,应用细胞培养板板盖铺单层胶的彗星

实验检测方式,对电泳条件进行了摸索.制片前

用台酚蓝染色法测定细胞存活率.25 μL 受检细

胞与 8 % 的 75 μL 低熔点琼脂糖 (LMA)混合,铺于

细胞培养板板盖的小圆凹槽中,每个样品平均加

入 3 个圆凹槽中作为 3 个重复.待胶凝固后加入

4 ℃新配制细胞裂解液 (2.5 molLＧ1 NaCl、0.1 mol
LＧ1 EDTA、0.01 molLＧ1 Tris、1% 肌 氨 酸 钠、pH 10、
1% 曲拉通 XＧ100、10 % 二甲亚砜),浸泡 2 h 之后用

磷酸缓冲液 (pH 7.0)浸洗 2 次,再置于有新配置的

碱性电泳缓冲液(0.3 molLＧ1 NaOH、1 mmolLＧ1 EDＧ
TA,pH > 13)的水平电泳槽中,在 4 ℃避光解旋 20

min.调节电泳液面高度,在 300 mA、25 V 电压下

电泳 5 min.然后用 pH 7.5,0.4 molLＧ1 的 TrisＧHCl

浸洗 2 次,每次 10 min.加 50 μL 的 25 μgmLＧ1 EB

水溶液染色 30 min.置荧光显微镜下观察,拍照后

进行分析.
1.4 数据处理

　　用 Scion Image Beta 4.0.2 图像软件进行分析计

算出尾长、头长、尾长/头长、尾矩、尾 DNA 含量(Tail

DNA% )等项 DNA 损伤指标.Tail DNA% 是国际上

普遍采用的评价指标,不受单位影响,因此本实验利

用它作为 DNA 损伤的评价指标.以彗尾长度/核直

径(TL/D) 值衡量损伤程度,比值小于 0.3 为 1 级损伤

或轻微损伤,0.3~0.6 为 2 级损伤或中级损伤,0.6 以

上为 3 级损伤或严重损伤 [21].用 SPSS 9.0 对数据进

行处理分析,用单因素方差分析进行显著性检验,q

检验进行两两比较.

２　结果(Results)
2.1　DNA 损伤指标的统计

　　随着处理时间的延长,各浓度苯并 [a]芘和菲处

理组血细胞彗尾核 DNA 百分率均呈持续上升的趋

势,比较各浓度染毒组与对照组发现 (图 1 和图 2):
实验初期第 3 天,各浓度组尾核 DNA 百分率均与对

照组无显著差异,到了实验第 7 天后,至染毒时间末

期第 15 天,中、高浓度组(0.15 mgLＧ1和 0.45 mgLＧ1 )

对血细胞 DNA 损伤效果显著(P＜0.05), 低浓度组对

� DNA 损伤均不显著.恢复试验期,各浓度组 DNA

百分率仍高于对照组,中、高浓度组与对照组依然差

异性显著(P＜0.05).

图１　苯并[a]芘处理组带彗尾核DNA百分率

注:∗为与对照组相比显著性差异 P＜0.05

Fig. 1　Percentage of damaged DNA with tail treated

by benzo[a]pyrene

Note: significant differences from control at the same sampling

time are indicated with an asterisk at P＜0.05

图２　菲处理组带彗尾核DNA百分率

注:∗为与对照组相比显著性差异 P＜0.05

Fig. 2　Percentage of damaged DNA with tail treated

by phenanthrene

Note: significant differences from control at the same sampling

time are indicated with an asterisk at P＜0.05

2.2　DNA 损伤程度

　　在苯并[a]芘和菲染毒下的缢蛏血细胞 DNA 损

伤程度来看(表 1),随着处理时间延长,3 d 时中、低
浓度(0.15 mgLＧ1 和 0.05 mgLＧ1 )苯并芘 [a]和菲处理

组 DNA 损伤程度以 2 级为主(均小于 0.6),高浓度组

则以 3 级损伤为主(大于 0.6),损伤率超过 80% ;15 d

后除低浓度组外,其他各处理组 DNA 损伤程度呈

现继续上升的趋势,造成 DNA 损伤严重级别 (大于

0.6).与对照组差异性显著(P＜0.05),21 d 恢复实验

� 以后,各处理组 DNA 损伤程度均有所缓解,但中、
高浓度组(0.15 mgLＧ1 和 0.45 mgLＧ1 )与对照组差异

性仍十分显著(P＜0.05) .
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表１　处理受损DNA的TL/D值

Table 1　The TL/ D value of damaged DNA treated by benzo[a]pyrene and phenanthrene (n= 6)

组别 Item PAH 3 d 7 d 15 d 21 d

对照组 control group 0.14±0.05 0.14±0.07 0.15±0.08 0.16±0.05

0.05 mgLＧ1 苯并[a]芘 BaP 0.38±0.16 0.51±0.22 0.57±0.29 0.59±0.18

菲 PHE 0.37±0.31 0.41±0.02 0.52±0.04 0.49±0.14

0.15 mgLＧ1 苯并[a]芘 BaP 0.58±0.25 0.79±0.13* 1.29±0.33* a 1.08±0.28* c

菲 PHE 0.45±0.17 0.74±0.06* 0.95±0.15* a 0.64±0.14* c

0.45 mgLＧ1 苯并[a]芘 BaP 0.98±0.14 1.93±0.34* 3.81±0.37* b 3.12±0.178* d

菲 PHE 0.77±0.36 1.69±0.01* 1.74±0.03* b 1.13±0.06* d

注:* 为与对照组相比显著性差异 P＜0.05, a,b,c,d 分别为各纵列相比显著性差异 P＜0.05.

Note: significant differences from control at the same sampling time are indicated with an asterisk at P＜0.05, a, b, c, d for each column compared with the

significant difference in P＜0.05, respectively.

2.3　损伤检测指标间的相关性

　　损伤检测指标间的相关系数列于表 2.从表 2 可

见,尾长、TDNA 含量、尾长/核直径(TL/D)各指标间的

相关系数均有显著性(P＜0.05).说明在本实验室条件

� 下应用 Scion Image Beta 4.0.2 图像软件进行分析所得

的尾长、TDNA 含量、尾长/核直径(TL/D)3 个指标值用

来衡量血细胞 DNA 损伤具有较好的有效性.
表２　彗星实验检测指标间的相关系数

Table 2　The correlation coefficients among

comet assay indexes

PAH TDNA/% 尾长 Tail length TL/D

BaP R= 0.92 P＜0.01 R= 0.83 P＜0.05 R= 0.94 P＜0.05

PHE R= 0.91 P＜0.01 R= 0.82 P＜0.05 R= 0.94 P＜0.05

2.4　DNA 分子形态学的影响

　　在苯并 [a]芘和菲染毒 15 d 后,缢蛏血细胞核

DNA 单细胞凝胶电泳结果如图 1 所示.图 1a 和图

1d 显示对照组的血细胞核大小比较均一,为圆形荧

光团,荧光强度均匀,边缘光滑,无拖尾现象,表明细

胞没有断裂.中浓度(0.15 mgLＧ1 )组的苯并 [a]芘和

菲染毒后,断片离头部向阳极方向迁移,形成一个紧

连荧光头部的尾部,缢蛏血细胞 DNA 发生断裂 (图

1b 和图 1e).高浓度组(0.45 mgLＧ1 )的菲染毒后,出
现一定数量的凋亡细胞,彗星头部很小,尾巴很大且

偏圆,如同松鼠尾巴 (图 1f).高浓度组的苯并 [a]芘

染毒 后,出 现 分 散 暗 淡 的 尾 部,损 伤 更 为 严 重

(图 1f).

图１　苯并芘[a]和菲暴露后第１５天分别对溢蛏血细胞的DNA损伤作用
注:a. 对照组 b. BaP (0.15μgLＧ1)染毒后 15 d c. BaP (0.45μgLＧ1)染毒后 15 d

d. 对照组 e. PHE(0.15μgLＧ1)染毒后 15 d f. PHE(0.45μgLＧ1)染毒后 15 d

Fig. 1　The DNA damage of hemolymph cell exposed to benzo[a]pyrene and phenanthrene at the fifteenth day

Note: a. The DNA damage of hemolymph cell exposed to solvent control group; b. The DNA damage of hemolymph cell exposed to

benzo[a]pyrene (0.15μgLＧ1); c. The DNA damage of hemolymph cell exposed to benzo[a]pyrene (0.45μgLＧ1);

d. The DNA damage of hemolymph cell exposed to solvent control group; e. The DNA damage of hemolymph cell exposed to

phenanthrene (0.15μgLＧ1); f. The DNA damage of hemolymph cell exposed to phenanthrene (0.45μgLＧ1)
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３　讨论(Discussion)

　　大量研究证明持久性有机污染物进入生物体内

经过 I 相细胞色素 P450 酶系代谢转化为更具极性

的代谢中间产物,这些代谢产物在 II 相代谢酶谷胱

甘肽ＧSＧ转移酶等催化下与内源物质分子结合,加速

了代谢产物排出体外的速度;另一方面在代谢过程

中产生大量的自由基,可被体内抗氧化防御系统所

清除同时,这些自由基和活性中间产物超过一定限

度时,可分别与分子发生反应,产生氧化性损伤和生

成加合物,最终导致 DNA 链断裂和损伤 [22Ｇ24].

　　苯并[a]芘进入动物体后被转化成大量的代谢产

物,其亲水性比苯并[a]芘更强 [25],而这些代谢产物在

生物体内经过代谢后产生致癌性物质———苯并 (a)

芘二氢二醇 (BPDE),它与 DNA 共价结合形成稳定

的加合物,从而导致 DNA 损伤.国内学者针对苯

并[a]芘对生物遗传物质 DNA 的影响做了广泛的研

究.周海龙等以及 Liu 等 [26Ｇ27] 的研究结果也显示,3

种典型持久性有机污染物(多氯联苯 Aroclor1254、苯
并[a]芘和滴滴涕)对紫贻贝( Mytilus edulis)的鳃、性
腺和消化腺各组织细胞以及栉孔扇贝血细胞的

DNA 损伤作用均存在明显的时间 - 效应和剂量 -

效应关系.PAHs 代谢过程中产生的活性氧自由基

能攻击 DNA,导致 DNA 单链断裂或形成不稳定的

无嘌呤的加合物 [28].菲能通过降低细胞膜的稳定性

和吞噬能力,继而对大海扇蛤(Pecten maximus)的遗

传和免疫造成不利影响 [29].Oliveria 等曾将金梭 LiＧ
za aurata 短期暴露于菲溶液中,发现菲溶液浓度由

0.1μgLＧ1提高到 0.9μgLＧ1时其对肝脏 DNA 的完整

性显著低于对照组 [30].本次实验亦发现经不同浓度

的苯并 [a]芘和菲溶液染毒下,缢蛏血细胞 DNA 受

到了一定程度的链断裂损伤,其损伤效应表现出随

苯并[a]芘和菲浓度的升高,损伤的细胞数量增多和

损伤程度加重的现象(图 1~图 3).从表 3 可见,实
验第 3d,对照组的血细胞未检测到 DNA 损伤;而中

低浓度处理组实验检测到 DNA 损伤程度集中在 2

级;高浓度处理组检测到 DNA 损伤程度则在 3 级以

上,损伤率超过 80% ;而且随着处理时间的延长,带
彗尾核 DNA 百分率和 TL/D 值均呈上升趋势,DNA

损伤级别也逐步升高.王春光等报道的苯并[a]芘可

对马氏珠母贝 (Pinctada martensi)血细胞 DNA 的损

伤效应也与本实验相一致[14].

　　DNA 损伤是评价环境毒物遗传毒性的一个重

要参数.本研究中,随着苯并 [a]芘和菲暴露时间的

增加,两种污染物在缢蛏体内逐渐累积,组织解毒代

谢酶受到抑制,诱导大量自由基产生,同时代谢形成

的极性化合物与 DNA 发生反应,导致 DNA 链断裂

和损伤,从而引发遗传毒性.从图 3 和表 1 可见,缢
蛏血细胞暴露于高浓度苯并 [a]芘和菲溶液中 DNA

损伤严重,均表现出不可逆转的遗传毒性,而中浓度

处理组虽启动了 DNA 损伤修复功能,但仍造成损

伤效应,在实验恢复期(21 d),DNA 损伤性指标与对

照组仍有显著差异.由此贝类 DNA 损伤可作为多

环芳烃污染评价的毒性效应指标,亦作为海洋环境

污染的潜在生物标志物.

　　此外,实验中也发现相同浓度作用下,苯并[a]芘

和菲对缢蛏血细胞 DNA 损伤效应趋势虽然相同,
但相较而言,苯并 [a]芘对缢蛏血细胞 DNA 链断裂

更为明显(表 1),表明其对缢蛏血细胞的遗传毒性更

显著.造成这种毒性的差异可能与两者之间的分子

结构及毒性作用机制有一定关系,其机理还需待进

一步验证和研究.
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