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摘要: 海洋环境中多环芳烃类(PAHs)主要来源于海洋溢油事故以及沿海石油化工企业的废水排放,国内外大量研究发现海洋

中的多环芳烃对海洋生物造成了潜在的生态风险。 为了揭示不同浓度多环芳烃类污染物对海参的生态毒理效应,将仿刺参

(Apostichopus japonicus)分别暴露于不同浓度的 2 种烷基多环芳烃 3-甲基菲(5、10、100 μg·L-1
)和 2-甲基蒽(5、10、50 μg·L-1

)中,
检测暴露 3 d、7 d 和 14 d 后,3-甲基菲和 2-甲基蒽胁迫下仿刺参 CYP450 和 p53 基因的相对表达量。 结果表明,3-甲基菲和 2-
甲基蒽胁迫下,仿刺参 CYP450 和 p53 基因的表达均对毒物产生了不同程度的响应。 与对照组相比,3-甲基菲各处理组对仿

� 刺参 CYP450 和 p53 基因的表达均产生显著的抑制作用(P<0.05);2-甲基蒽各处理组对仿刺参 CYP450 和 p53 基因的表达影响

� 作用不同,暴露 7 d 后,2-甲基蒽各处理组对仿刺参 CYP450 基因的表达表现出抑制作用,对 p53 基因的表达表现出诱导作用。
相同浓度与时间胁迫下,2-甲基蒽对仿刺参 CYP450 和 p53 基因表达的影响比 3-甲基菲的影响大。 上述研究结果表明,3-甲基

菲和 2-甲基蒽均可不同程度影响仿刺参 CYP450 和 p53 基因的表达,且与 3-甲基菲相比,2-甲基蒽对仿刺参 CYP450 和 p53 基

因表达的影响较明显。 上述结果为多环芳烃类污染物对仿刺参的生物毒性评价提供了基础数据。
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Abstract: Marine organisms are facing a risk of exposure to a wide variety of toxic chemicals, such as polycyclic

aromatic hydrocarbons (PAHs) from oil spill incidents and discharge of petrochemical wastewater. Besides, this

kind of environmental pollutants pose a threat to the sea farming. As such, Apostichopus japonicus was exposed to

3-methylphenanthrene (5, 10 and 100 μg·L
-1
) and 2-methylanthracene(5, 10 and 50 μg·L

-1
) to study the toxic

effects of alkyl-PAHs on the marine animals. Relative expression levels of CYP450 and p53 genes of Apostichopus
japonicus under the stress of 3-methylphenanthrene and 2-methylanthracene were measured after 3 d, 7 d and 14 d.

Results showed that 3-methylphenanthrene had significant inhibitory effect (P<0.05) on the expression of both

� CYP450 and p53 genes, while 2-methylanthracene had a different effect on the expression of CYP450 and p53

genes. From 7
th
day onwards, CYP450 gene expression was inhibited by 2-methylanthracene, but p53 gene expres-

� sion was induced. Meanwhile, Apostichopus japonicus were more sensitive to 2-methylanthracene than 3-methyl-
� phenanthrene within the same concentration range and exposure duration. These results indicated that 3-methyl-

phenanthrene and 2-methylanthracene could affect the expression of CYP450 and p53 genes of Apostichopus ja-
ponicus, and compared with 3-methylphenanthrene, 2-methylanthracene has significant effect on the expression of

� CYP450 and p53 genes. These results provide the basic data for the biotoxicity evaluation of PAHs pollutants on

� Apostichopus japonicus.
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　 　 近年来由于突发海洋溢油事故和沿海石油化工

业的发展,大量石油烃类污染物通过各种途径进入

海洋中,成为潜在的危害我国海洋生态环境安全的

重要因素之一。 石油毒性主要来源于其中的多环芳

烃(PAHs)组分,多环芳烃类约占石油组分的 1% ~
6% ,其中 80% ~ 90%为烷基化多环芳烃[1]。 前期国

内外大量研究多关注 16 种优先控制的多环芳烃,而
对多环芳烃的衍生物关注极少,这可能导致由多环

芳烃衍生物造成的生态风险被低估[2]。 菲和蒽是最

具代表性的三环多环芳烃,在石油中含量较高,关于

其毒性的研究报道较多[3-4]。 3-甲基菲和 2-甲基蒽

是菲和蒽的烷基化衍生物,国内外关于这 2 种衍生

物毒性的报道较少,有必要对其毒性效应进行研究。
细胞色素 P450 (Cytochrome P450, CYP450)和

� p53 基因都是常用的分子生物标志物,它们均在外

� 源物质的代谢和解毒方面起重要作用[5-6]。 CYP450

是生物体内含有多种超家族 CYP450 血红蛋白或相

同结构域的酶系,对许多外源及内源化合物在生物

体内的生物转化具有重要的作用[7]。 环境中的有机

污染物进入生物体内后,可诱导或抑制细胞色素

P450 酶系 CYP 活力显著增加或降低,利用生物代

谢过程中 CYP 含量或活力与污染物毒性之间的响

应关系,可将 CYP450 作为毒物毒性的生物标记物,

进行环境污染的早期诊断。 但由于大多数 P450 酶

的含量很低且不稳定,直接分离纯化 P450 酶非常困

难,因此在克隆 P450 基因的基础上,研究多环芳烃

� 类污染物对 CYP450 基因表达的影响[8-9]。 抑癌基

� 因 p53 在细胞凋亡中起着重要作用,DNA 损伤以及

� 不正常的细胞增殖信号都会引起 P53 蛋白的激

活[10]
,由于其功能的多样性及与肿瘤发生的高度相

关性,研究环境有毒化合物对 p53 基因的损失对阐

� 明化合物遗传毒作用、分子机制以及风险评价具有

重要的科学意义[6]。
仿刺参(Apostichopus japonicus)是黄、渤海重要

� 底栖生物类群,主要摄食底泥中细菌、底栖硅藻和有

机质碎屑[11]。 作为我国重要海水增养殖品种之一,
其生物学数据基本完备、并且取材方便,是海洋环境

污染物生物毒性评价的理想受试生物[12]。 林芳等[13]

和靳非等[2]分别进行了多环芳烃类污染物对翡翠贻

贝(Perna viridis)胚胎和河鲀(Takifugu rubripes)幼鱼

� 的毒理学研究。 相比贝类、鱼类而言,国内外对于多

环芳烃类污染物对海参的毒理学效应研究较少。 因

此,本文选择仿刺参(A. japonicus)为受试生物,设置

� 3 种不同浓度的 3-甲基菲和 2-甲基蒽处理健康仿刺

参,检测其体内 CYP450 和 p53 基因的相对表达量,
� 分析仿刺参 CYP450 和 p53 基因的表达与 3-甲基菲

� 和 2-甲基蒽的剂量-效应关系和时间-毒性效应关

系,为开展 2 种多环芳烃污染物对海洋生物毒性评
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价筛选敏感标志物。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 仪器与试剂

仪器:Nano Photometer 微量核酸蛋白分析仪(德

国 Implen),CT15RE 型台式微量高速离心机 (日本

Hitachi),Mx3005p
TM 实时荧光定量 PCR 仪 (美国

Stratagene),ZHWY-200D 恒温摇床(上海世平实验设

备有限公司)。
试剂:2-甲基蒽和 3-甲基菲购自 Sigma 公司

(Sigma-Aldrich Corporation, USA),纯度分别大于

97%和 98% ;丙酮(分析纯,上海国药集团化学试剂

有限公司),Trizol RNA 提取试剂盒(Invitrogen 公司,
上海),PrimeScriptTM RT reagent Kit(TaKaRa),SYBR
PrimeScript

TM
RT-PCR Kit II(TaKaRa)。

1. 2　 实验材料

实验用海水取自大连黑石礁海域的砂滤海水,
仿刺参(A. japonicus)的幼参购自大连太平洋海珍品

� 有限公司,体长(水中)为(2±0.3) cm,经清洁海水驯

养 2 周后,选取健康幼参用于后续实验。
1. 3　 多环芳烃毒性实验

用 1 L 玻璃烧杯洗净后装入海水,加入一定浓

度 3-甲基菲和 2-甲基蒽储备液,设置 3-甲基菲浓度

分别为 5 μg·L-1、10 μg·L-1和 100 μg·L-1,2-甲基蒽

浓度分别为 5 μg·L-1、10 μg·L-1和 50 μg·L-1,同时

设置海水对照组和丙酮对照组,各处理组设置 3 个

平行,每个烧杯中放入 10 只幼参。 试验条件:水温

(15±2) ℃,盐度(30±1),pH (8.0±0.5),间断性充氧,
确保溶解氧大于 4.5 mg·L-1,避光。
1. 4　 样品采集及 RNA 提取

3-甲基菲和 2-甲基蒽处理 3 d、7 d、14 d 后,取
各处理组幼参一只放于冰上,用移液枪抽取海参体

液,装入 tube 管中迅速投入准备好的液氮中,-80 ℃

保存。 Trizol 法提取上述样品的总 RNA,DNase I 进
行 DNA 消化处理,微量核酸蛋白分析仪检测总

RNA 的浓度和纯度,Agilent 2100 生物分析仪检测

RNA 完整性。
1. 5　 基因表达水平测定

分别取上述样品总 RNA 用 Prime-ScriptTM RT

reagent Kit(TaKaRa)进行反转录。 使用 Mx3005p
TM

实时荧光定量 PCR 仪,采用 SYBR Prime-ScriptTM

RT-PCR Kit II 进行实时定量 PCR。 以 β-Actin 作内

� 参,相关基因扩增引物名称及其序列见表 1。
反应条件:95 ℃,30 s;95 ℃,10 s;55 ℃,25 s;

72 ℃,25 s,40 个循环。 利用 delta-delta Ct 法,通过

仿刺参的内标基因 AB510191.1(Actin)的校正,对仿

� 刺参样品中 CYP450 和 p53 基因表达量进行分析。
1. 6　 数据统计与处理

试验数据用平均值±标准误差 (mean±S.D.)表
示,使用 SPSS 22.0 统计软件对所得数据进行统计

学分析,采用单因素方差分析(One-Way ANOVA)和

Duncan 新复极差法对数据进行差异性分析。 设置

P<0.05 时,表示差异显著。

2　 结果(Results)
2. 1　 3-甲基菲、2-甲基蒽对仿刺参 CYP450 基因表

� 达的影响

3-甲基菲和 2-甲基蒽对仿刺参 CYP450 基因表

� 达的影响如图 1 所示。 结果表明,与对照组相比,3-
甲基菲(c≥5 μg·L

-1
)和 2-甲基蒽(c≥10 μg·L

-1
)在

� 一定浓度胁迫下,对仿刺参 CYP450 基因的表达均

� 表现出显著的抑制作用(P<0.05)。 2-甲基蒽在浓度

� 5 μg·L-1胁迫 14 d 后,对 CYP450 基因的表达有显

� 著的诱导作用(P<0.05)。 随着时间增加,海水对照组

CYP450 基因的相对表达量无明显变化,丙酮对照

� 组 CYP450 基因的相对表达量不断增大,说明丙酮

表 1　 相关基因扩增引物名称及其序列

Table 1　 Name and sequence of the target gene amplified with primers

基因

Genes

引物序列(5' →3' )

Primer sequences (5' →3' )

产物大小/bp

Product size/bp

Actin
F GTCACAAACTGGGATGATATGGAG

R TTGGCTTTAGGGTTGAGTGGA
119

CYP450
F GCCTGCCTTTGTTGTCTTCAC

R CAGCCCACCTCTGACCTACTCT
80

p53
F CAGATTGTGGATTTGGACAAGAAG

R CACACCCACTCCTTTTGATTTG
122
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图 1　 3-甲基菲、2-甲基蒽对仿刺参 CYP450 基因表达的影响

注:标有不同小写字母者表示显著性差异(P<0.05),标有相同小写字母者表示无显著性差异(P>0.05),
图表横坐标中 B 表示空白对照组,B-B 表示溶剂对照组,下同。

Fig. 1　 The effects of 3-methylphenanthrene, 2-methylanthracene on the CYP450 gene expression of Apostichopus japonicus

Note: The different letters mean significant differences at the 0.05 probability level, and the same letters mean no

significant differences; B represents the seawater control group and B-B represents the acetone control group.

图 2　 3-甲基菲、2-甲基蒽对仿刺参 p53 基因表达的影响

Fig. 2　 The effects of 3-methylphenanthrene, 2-methylanthracene on the p53 gene expression of Apostichopus japonicus

促进了仿刺参 CYP450 基因的表达。 与对照组相

� 比,3-甲基菲暴露 14 d 后,CYP450 基因的整体相对

� 表达量小于对照组,差异显著(P<0.05),随着浓度的

� 升高,CYP450 基因的相对表达量逐渐增大,100 μg
� ·L-1处理组与 10 μg·L-1处理组相比,差异不显著(P

>0.05)。 用 2-甲基蒽暴露 14 d 后,随着浓度的升高

� CYP450 基因的表达量受到明显的抑制,且存在一

� 定的剂量-效应关系(P<0.05)。 连续暴露 14 d 后,仿
� 刺参 CYP450 基因相对表达量在 3-甲基菲浓度为 5

� μg·L-1胁迫下达到最小值 0.21,在 2-甲基蒽浓度为

50 μg·L-1胁迫下达到最小值 0.16。

2. 2　 3-甲基菲、2-甲基蒽对仿刺参 p53 基因表达的

� 影响

3-甲基菲和 2-甲基蒽仿刺参 p53 基因表达的影

� 响如图 2 所示。 3-甲基菲和 2-甲基蒽胁迫初期(3 d)

对仿刺参 p53 基因的相对表达量表现出规律不一致

的变化,与对照组相比,3-甲基菲各处理组对仿刺参

p53 基因的表达均表现出显著的抑制作用(P<0.05),
� 且随着胁迫浓度的升高,抑制作用逐渐减小,存在明

显的剂量-效应关系,2-甲基蒽各处理组对仿刺参

p53 基因的表达也均表现出显著的抑制作用(P<

� 0.05),但随着胁迫浓度的升高,抑制作用逐渐增大。
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3-甲基菲胁迫中期(7 d),随着胁迫浓度的升高,仿刺

参 p53 基因的相对表达量表现出先升高后降低的规

律,2-甲基蒽胁迫中期(7 d),各处理组对仿刺参 p53

基因的表达均表现出诱导作用,且随着胁迫浓度的

� 升高,仿刺参 p53 基因的相对表达量表现出与 3-甲
� 基菲胁迫相似的规律,也呈先升高后降低的趋势。

3-甲基菲和 2-甲基蒽胁迫后期(14 d),与对照组相

比,各处理组均对仿刺参 p53 基因的表达表现出显

� 著的抑制作用(P<0.05),且均在胁迫浓度为 10 μg·
� L

-1时仿刺参 p53 基因的相对表达量达到最小值。

3　 讨论(Discussion)
CYP450 和 p53 基因的表达在 3-甲基菲和 2-甲

� 基蒽污染物胁迫下整体上均表现出抑制作用,说明

在外源污染物进入仿刺参体内时,CYP450 和 p53

基因的表达均能对毒物产生响应以维持仿刺参正常

的生理活动,但二者的具体响应程度及对 2 种污染

物的耐受阈值存在差异,这可能与 CYP450 基因和

� p53 基因在生物体内的主要功能及作用机制不同有

� 关。 不同的外源化学物质进入生物体内后可引起氧

化应激、基因毒性应激和蛋白质毒性应激等反应,从
而激活生物细胞内解毒代谢系统,以维持生物体内

环境的相对稳定[14]。 而检测参与这些反应的各种解

毒代谢酶类的响应变化可部分反映外源污染物对生

物的影响。 环境污染物进入生物体内后,通常会在

P450 酶系的参与下,进行氧化、还原、水解等代谢过

程,使得污染物极性增加,导致污染物的毒性减

弱[15]。 海洋无脊椎动物在有机污染物的 I 相代谢过

程中产生大量副产物———活性氧,过量的活性氧会

导致生物体的氧化损伤[16-19]。 CYP450 酶系作为生

物体内的第一代谢阶段酶,它通常将分子氧拆分成

原子氧,并将其加入到底物中促使底物羟基化或环

氧化,为第二阶段的谷胱甘肽转移酶(GST)对外源物

的转化提供基础[20]。 在本实验中,仿刺参 CYP450

基因的表达在 3-甲基菲胁迫时受到抑制,在 2-甲基

� 蒽胁迫 3 d 和 7 d 后均受到抑制,而胁迫 14 d 后表

现出显著的诱导作用 (P < 0. 05 )。 因此, 仿刺参

� CYP450 基因的表达在不同多环芳烃胁迫下表现出

� 不一致的变化规律。 这与菲和 3-甲基菲等对河鲀

(Takifugu rubripes)幼鱼肝组织损伤的影响及多环芳

� 烃类物质对 CYP450 1A1 的诱导表达表现出相似的

� 规律[2,21]。 因此,推测短时间内(7 d)2-甲基蒽诱导仿

刺参 CYP450 基因的表达,调动相关酶来抵抗毒性

� 物质的毒性作用,降低或减轻细胞的应激反应,但其

调节能力有限,CYP450 基因的表达不可能无限提

� 高,当随着染毒时间的延长(14 d),仿刺参受到的毒

性作用超出其耐受性,其 CYP450 的合成体系受到

损伤,使得 CYP450 基因的相对表达量下降,表现出

� 中毒效应。 而 CYP450 基因对 3-甲基菲的耐受能力

� 较强,在染毒期间持续表现为诱导作用。 因此,多环

芳烃类污染物 3-甲基菲对仿刺参 CYP450 基因表达

� 的影响小于 2-甲基蒽。
p53 基因是化学诱变物的主要攻击位点,p53 基

因突变后,失去了对细胞生长、凋亡和 DNA 修复的

调控作用。 p53 不仅本身参与机体 DNA 损伤的修

� 复过程,它还作为多种细胞应激于细胞应答的中间

环节,与其上下游的各种调控因子及其相关基因共

同构成了调控细胞应激和细胞应答的复杂网络[22]。
在本实验中,仿刺参 p53 基因的表达在 3-甲基菲胁

� 迫时受到了抑制,在 2-甲基蒽胁迫 7 d 时表现出显

著的诱导作用(P<0.05),而后(14 d)表现出显著的抑

� 制作用。 正常组织中 p53 的表达水平很低,当生物

� 受到外界胁迫时,p53 的表达水平明显增加[23]。 有

� 研究报道,纳米二氧化硅包被氧化锰能诱导 Hela 细

胞和 L929 细胞中 p53 基因表达量升高[24]。 因此推

� 测,3-甲基菲在低浓度(c≤100 μg·L-1
)短时间(t≤14

� d)胁迫时没有对仿刺参造成较强的毒害作用,而 2-
甲基蒽胁迫长时间(7 d)时对仿刺参产生严重的毒害

作用,且仿刺参 p53 基因对 2-甲基蒽胁迫时间有一

� 定的耐受阈值,当胁迫时间大于此阈值后,可能导致

细胞损伤或死亡,致使 p53 基因相对表达量减少。
比较 2 种多环芳烃类污染物对仿刺参 CYP450

和 p53 基因的相对表达量发现,在相同浓度和时间

� 胁迫下,2 种物质对仿刺参 CYP450 和 p53 基因表

� 达的影响作用总体趋势为 3-甲基菲<2-甲基蒽,这可

能意味着由于二者结构和性质的差异导致其作用机

制不同。 除浓度和时间外,化合物的结构可能对其

毒性有重要影响,需进一步进行相关研究。
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