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摘要    为了研究 Cu2+对厚壳贻贝(Mytilus coruscus)的毒性效应，开展了厚壳贻贝幼体在 Cu2+水溶

液中的 96 h 急性毒性效应实验及 7 d 胁迫实验，将厚壳贻贝内脏团、鳃组织中的超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, CAT)、脂质过氧化水平(Lipid peroxidation, LPO)
以及金属硫蛋白(Metallothioneins, MT)作为生物标志物，应用综合生物标志物响应(Integrated 
biomarker response, IBR)指数整合 4 种生物标志物。结果显示，Cu2+对厚壳贻贝幼体的 96 h 半致死

浓度为 1.55 mg/L，内脏团、鳃组织各个生物标志物指标呈现出不同的变化趋势，内脏团、鳃组织

SOD、CAT 活性以及鳃组织 MT 含量均呈先上升后下降的趋势，内脏团组织 MT 含量及内脏团、鳃

组织 MDA 含量均呈持续上升的趋势。IBR 值呈先上升后下降的趋势，内脏团组织 IBR 值高于鳃组

织。研究表明，生物标志物的变化与 Cu2+暴露浓度有关，IBR 分析可以辨别不同暴露浓度之间的差

异，可以作为量化污染物暴露效应的有效工具。 
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人类对重金属的开发利用历史悠久，随着现代工

业的发展，大量的重金属被排入水体环境中，由于重

金属不能被生物降解，因此，已经成为一类典型的传

统环境污染物，主要包括铅(Pb)、镉(Cd)、铬(Cr)、
汞(Hg)、类金属砷(As)等毒性较强的重金属，也包括

铜(Cu)、锌(Zn)、镍(Ni)等有一定毒性的一般重金属

(Bhuyan et al, 2017; Järup, 2003)。重金属通过生物富

集在海洋生物体内累积并最终通过食物链途径转移

到人体体内，危害人类健康(Apeti et al, 2005; 孙元芹

等, 2013)。Cu 是一种存在于各种岩石和矿物中的微

量金属元素，由于其使用广泛，不能被生物降解，

易在生物体内积累且对水生生物具有致毒效应毒性

而受到广泛关注(Sloman et al, 2005)。水体中溶解态

Cu2+对海洋鱼类(Johnson et al, 2007; Monteiro et al, 
2009)、微藻(Cid et al, 1995)、甲壳类(Hansen et al, 
1992; Young et al, 1979)、无脊椎动物(Iwinski et al, 
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2016)、贝类(Chang et al, 1996)等会产生氧化应激、

DNA 损伤、细胞凋亡、蛋白质变性等各类毒性效应。 
相比较其他海洋生物，海洋贝类由于其滤食性特

点，更容易从周围环境中富集 Cu2+等重金属，常被用

作重金属污染的指示生物，因此，研究重金属对海洋

贝类的毒性效应有重要的现实意义 (Nsofor et al, 
2014)。厚壳贻贝(Mytilus coruscus)主要分布于中国的

渤海、黄东海等地，日本、朝鲜部分区域也有分布，

属于滤食性附着生活的双壳贝类。国内外学者利用分

子生物标志物研究了 Cu2+对厚壳贻贝的毒性效应，

Xu 等(2016)、Li 等(2012)、Wu 等(2017)、王昊盛等

(2017)、刘慧慧等(2014)从不同角度研究了厚壳贻贝

不同组织酶活性及相关基因表达对 Cu2+暴露胁迫的

响应。张翼飞(2017)研究了 Cu2+和苯并芘(BaP)对厚壳

贻贝的联合毒性效应。但各类生物标志物对 Cu2+的敏

感程度不同，诱导程度、变化趋势也存在差异，单独

依据个别生物标志物对 Cu2+暴露的响应不能有效的

评估 Cu2+的毒性效应，需要一种能够评估生物标志物

整体变化的方法。综合生物标志物响应 (Integrated 
biomarker response, IBR)指数能够综合所有的生物标

志物对污染物的响应，转换成一个“压力指数”值，

已经应用于评估各类污染物的生物毒性效应研究中

(Kim et al, 2016; Xia et al, 2014; Zheng et al, 2013)。 
本研究通过 Cu2+对厚壳贻贝的暴露实验，比较

分析了厚壳贻贝的鳃、内脏团组织超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, 
CAT)、脂质过氧化水平(Lipid peroxidation, LPO)、金

属硫蛋白(Metallothioneins, MT)含量等生物标志物

在不同 Cu2+暴露下的变化及相关关系，应用 IBR 指

数评价组织对 Cu2+暴露的响应差异，探讨 Cu2+对厚

壳贻贝的致毒机理及其生理响应，为基于双壳贝类的

重金属污染监测预警提供更多的技术支持。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

厚壳贻贝取自浙江省嵊泗县枸杞岛养殖区，平均

体重为(6.06±0.34) g，参考养殖区水环境条件并使用

海水晶(溶解于纯净水中，Cu2+浓度为 1.3×10–3 mg/L)、
纯净水配制实验用海水(盐度为 32.5，pH 为 8.10)，水

质指标符合《渔业水质标准》(国家环境保护局，1989)
的要求。实验容器为 10 L 的玻璃容器。Cu2+实验母液

为 100 mg/ml 的 Cu2+标准溶液(中国标准物质网)，实

验时稀释到所需浓度。厚壳贻贝在实验开始前暂养

3 d，每天投喂角毛藻(Chaetoceros gracilis)，每 24 h 
100%换水 1 次，水温为(19.0±0.3)℃。 

1.2  实验方法 

1.2.1  96 h 急性毒性实验    采用半静态实验方法，

先进行预实验，确定厚壳贻贝全部死亡的最低浓度

(LC0)和 96 h 全部存活的最高浓度(LC100)，在预实验的

基础上，设置 6 组实验浓度(8.0、4.0、2.0、1.0、0.5、
0.25 mg/L，配制海水中的 Cu2+浓度极低，忽略不计)，
同时，设置 1 组海水对照组，每组 3 个重复，分别放

置 30 个厚壳贻贝。实验期间，光照比为 12∶12，水

温为(19.0±0.3)℃，容器加入 5 L 海水，每 24 h 100%
换水 1 次，实验期间不投喂饵料，使用微型充气泵充

氧，溶解氧(DO)的范围为 7.0~7.5 mg/L。及时将死亡

的厚壳贻贝捞出，死亡标准是用玻璃棒重复触碰，若

厚壳贻贝没有反应确认为死亡。分别于第 24、48、
72、96 小时记录厚壳贻贝的死亡情况。 

利用 SPSS16.0 软件进行数据处理，采用概率单

位算法计算 96 h LC50，根据公式：SC=96 h LC50×0.1，
计算 Cu2+的安全浓度。 
1.2.2  7 d 毒性实验    根据 96 h 急性毒性实验结果

(96 h LC50=1.55 mg/L)，设置 0.04、0.08、0.16 mg/L
共 3 组实验浓度(1/10 急性毒性实验浓度)，实验进行

7 d 时，实验条件与 96 h 急性毒性实验相同，实验

前与第 0、1、3、7 天分别采集 8 个样品，取鳃、内

脏团组织，保存在液氮中。 

1.3  毒理学指标的测定 

使用超纯水(Millipore，美国)配制与厚壳贻贝生

理盐度相同的冰水，取约 0.5 g 鳃、内脏团样品置于

4.5 ml 生理盐水中，在 15000 r/min 条件下，使用自

动匀浆机(Ika T10b，德国)匀浆，匀浆样品在 4℃、

1431 r/min 条件下，离心 20 min，取上清液(Lowe et al, 
1995)，使用南京建成生物工程研究所试剂盒测定

SOD、CAT 酶活性及 MDA 含量(代表 LPO 水平)。 
将鳃、内脏团样品按照 1∶4 的比例(体重/体积比)

加入 Tris-HCl 缓冲液(pH 为 8.3)，冰浴条件下匀浆，

然后，将匀浆液在 0℃、10000 r/min 下离心 30 min，
取上清液，采用镉–血红蛋白饱和法测定 MT 含量

(Onosaka et al, 1982)。利用原子吸收仪(SOLAARM6, 
Thermo Fisher Scientific, 美国)分析 Cd2+浓度，按照  
1 个 MT 分子结合 6 个 Cd2+和 MT 分子量为 7000 Da
的原则(Narula et al, 1995)计算 MT 的含量(μg/g)。 

1.4  综合生物标志物响应指数 

应用 IBR值的计算方法并参照 Kim等(2016)的方

法。首先，计算生物标志物在各阶段的平均值(xi)、
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总平均值( x )、标准差(s)，然后，按照下列公式对各

阶段的 xi 进行均一化处理： 

 
( ) /i ix x x s  

 
(1)

 
式中， ix为 ix 均一化后的值。 
各阶段生物标志物的得分 Bi 值计算公式： 

 miniB Z x   (2) 

式中，|xmin|为各阶段生物标志物均一化处理后的

数据最小值的绝对值，Bi 值的大小在星状图中以辐射

线的长度代表，星状图面积(即图中由相邻生物标志

物的辐射线围成的三角形面积 Ai 之和)按照下列公式

计算： 

 1
IBR

n

i
i

A


 
 

(3) 

 1/ 2sin cos s( )ini i i iA B B B     (4) 
 1 1arctan sin α / co( )s αi i iB B B   －  (5) 

式中，n 为生物标志物数量；α 为相邻的 2 条辐

射线夹角，α=2π/n；Bn+1=B1。当 n=4 时，α=π/2，Ai

计算公式可以简化为： 
Ai=BiBi+1/2 

1.5  数据处理与分析 

所有数据均以平均值±标准差(Means±SD)表示，

应用 SPSS 16.0 软件对数据进行分析，采用单因素方

差(One-way ANOVA)对数据进行分析，差异显著时进

行 Duncan’s test 多重比较，显著性水平设为 0.05。 

2  结果 

2.1  Cu2+对厚壳贻贝的 96 h 急性毒性实验 

Cu2+浓度与厚壳贻贝的死亡率之间表现为正相

关的剂量效应关系，剂量效应关系公式为： 
y=0.834x+4.634 

相关系数 R2=0.958，96 h LC50 浓度为 1.55 mg/L，

安全浓度为 0.16 mg/L。 

2.2  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团组织 SOD、CAT 活

性及 MDA、MT 含量的影响 

2.2.1  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团组织 SOD 活性的

影响    各实验组中，厚壳贻贝鳃组织、内脏团的

SOD 活性均表现为先上升后下降的趋势(图 1)。各实验

组厚壳贻贝鳃组织的 SOD 活性在第 1 天即达到最高

值，其中，0.16、0.08 mg/L 组鳃组织的 SOD 活性均

显著高于对照组(P<0.05)，分别为对照组的 2.93、2.20
倍，0.04 mg/L 组中鳃组织的 SOD 活性与对照组之间

无显著差异(P>0.05)；第 3 天时，仅有 0.16 mg/L 组

鳃组织的 SOD 活性显著高于对照组(P<0.05)；第 7

天时，3 组实验组中鳃组织的 SOD 活性与对照组间

均无显著差异(P>0.05)(图 1a)。0.16 mg/L 实验组厚

壳贻贝内脏团的 SOD 活性在 3 个取样阶段均显著高于

对照组(P<0.05)，第 3 天达到峰值，分别为对照组的

2.45、3.32、2.80 倍；0.08 mg/L 组内脏团的 SOD 活

性在第 3、7 天显著高于对照组，分别为对照组的 2.48
和 2.11 倍；0.04 mg/L 组鳃组织的 SOD 活性与对照组

间无显著差异(P>0.05)(图 1b)。 
 

 
 

图 1  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)SOD 活性的影响 
Fig.1  Effects of Cu2+ on SOD activities of  

gill (a) and visceral mass (b) 

*为与对照组相比差异显著(P<0.05)，下同 
Single asterisk (*) indicates significant  

difference between treatment groups and control  
group (P<0.05), the same as below 

 
2.2.2  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 CAT 活性的影响     

各实验组中，厚壳贻贝鳃组织、内脏团的 CAT
活性变化呈先上升后下降的趋势(图 2)。各实验组厚壳

贻贝鳃组织的 CAT 活性在第 1 天即达到最高值，但

仅有 0.16 mg/L 实验组鳃组织的 CAT 活性显著高于对

照组(P<0.05)，为对照组的 3.02 倍，其余实验组与对

照组间均无显著差异(P>0.05)(图 2a)。各实验组厚壳贻

贝内脏团的 CAT 活性也在第 1 天即达到最高值，其

中，0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团的 CAT 活性均显
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著高于对照组(P<0.05)，分别为对照组的 3.50、2.65
倍；0.04 mg/L 实验组内脏团的 SOD 活性与对照组间

无显著差异(P>0.05)。第 3 天仅有 0.16 mg/L 实验组

内脏团组织的 CAT 活性显著高于对照组(P<0.05)，第

7 天各实验组内脏团的 CAT 活性与对照组之间均无

显著差异(P>0.05)(图 2b)。 
 

 
 

图 2  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)CAT 活性的影响 
Fig.2  Effects of Cu2+ on CAT activities of gill  

(a) and visceral mass (b) 
 

2.2.3  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 MDA 含量的影响     
各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团的 MDA 含

量均呈逐渐上升的趋势(图 3)。第 3 天开始，0.16、   
0.08 mg/L 实验组鳃组织的 MDA 含量均显著高于对

照组(P<0.05)，0.04 mg/L 实验组鳃组织的 MDA 含量

与对照组间无显著差异(P>0.05)(图 3a)。第 1 天开始，

0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团的 MDA 含量均显著高

于对照组(P<0.05)，0.04 mg/L 实验组内脏团组织的

MDA 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；第 3、7
天时，3 个实验组内脏团组织的 MDA 含量均显著高

于对照组(P<0.05)(图 3b)。 
2.2.4  Cu2+对厚壳贻贝鳃、内脏团 MT 含量的影响     

各实验组厚壳贻贝鳃组织的 MT 含量变化呈先

上升后下降的趋势(图 4a)。厚壳贻贝鳃组织的 MT 含

量在第 1 天即达到最高值，其中，0.16、0.08 mg/L 实

验组鳃组织的 MT 含量均显著高于对照组(P<0.05)；
分别为对照组的 5.25、3.12 倍，0.04 mg/L 实验组内 

 
 

图 3  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)MDA 含量的影响 
Fig.3  Effects of Cu2+ on MDA content of gill  

(a) and visceral mass (b) 
 

 
 

图 4  Cu2+对鳃(a)、内脏团(b)MT 含量的影响 
Fig.4  Effects of Cu2+ on MT content of gill  

(a) and visceral mass (b) 
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鳃组织的 MT 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；
第 3、7 天仅有 0.16 mg/L 实验组中鳃组织的 MT 含量

均显著高于对照组(P<0.05)，其余 2 个实验组与对照

组间无显著差异(P>0.05)(图 4a)。各实验组厚壳贻贝内

脏团的 MT 含量变化呈逐渐上升的趋势(图 4b)。第 1
天开始，仅有 0.16 mg/L 实验组内脏团的 MT 含量显

著高于对照组(P<0.05)，为对照组的 2.76 倍，其余 2
个实验组内脏团的 MT 含量与对照组间无显著差异

(P>0.05)；第 3 天时，0.16、0.08 mg/L 实验组内脏团

组织的 MT 含量均显著高于对照组(P<0.05)，分别为

对照组的 4.21、2.86 倍，0.04 mg/L 实验组内脏团组

织的 MT 含量与对照组间无显著差异(P>0.05)；第 7
天时，3 个实验组中内脏团组织的 MT 含量均显著高

于对照组(P<0.05)。 

2.3  综合生物标志物分析 

各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR 值随

暴露时间的变化见图 5。从图 5 可以看出，1~7 d 各

实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR 值均呈先上

升后下降的趋势。其中，0.16、0.08 mg/L 实验组中鳃

组织均在第 3 天达到峰值，0.04 mg/L 实验组中鳃组

织在第 1 天达到峰值，IBR 峰值分别为 2.23、1.24、
0.41(图 5a)。0.16、0.08、0.04 mg/L 实验组内脏团组

织均在第 3 天达到峰值，IBR 峰值分别为 12.24、5.98、
3.22(图 5b)。相同浓度下，内脏团组织 IBR 值高于鳃

组织，各实验组厚壳贻贝鳃组织、内脏团组织 IBR
值均随实验浓度的下降而下降。 

 

 
 

图 5  IBR 值随时间的变化 
Fig.5  IBR values changes over time 

3  讨论 

污染物在生物体内的富集可以触发氧化还原反

应产生自由基，特别是细胞内 ROS，如超氧阴离子、

过氧化氢、羟基自由基及其衍生物(Oost et al, 2003)。
一般情况下，ROS 的产生和消除处于动态平衡，然而，

高活性中间体可攻击细胞内外的靶标，当 ROS 累积

到一定程度时，超过抗氧化防御系统的能力时，就会

引起脂质过氧化(LPO)(Alzbeta et al, 2012)。SOD 能将

2O转化成 H2O2，CAT 能进一步将 H2O2 转化成水，

是抗氧化系统的重要组成部分 (Solé et al, 1995、
2000)，LPO 可用丙二醛(MDA)含量代表(Masseroli et al, 
1990)，MT (Thirumoorthy et al, 2007)在重金属胁迫过

程中的变化是重金属污染的典型指标，上述指标均可

以作为典型的生物标志物反映污染物对生物体组织

的影响。 
在本研究中，各实验组中鳃组织、内脏团组织

MDA 含量在第 1 天即开始上升(图 3)。表明 Cu2+暴露

产生的 ROS 已对鳃组织、内脏团组织造成了一定的

氧化损伤。第 1 天时，各实验组鳃组织、内脏团组织

SOD 活性也开始上升，且高浓度暴露组均显著高于

对照组(P<0.05)，此时，ROS 的大量累积诱导 SOD 活

性发生代偿性上升以清除 ROS，随后各实验组鳃组

织 SOD 活性开始下降，内脏团组织 SOD 活性在第 3
天开始下降，表明 ROS 的大量累积超过了 SOD 清除

自由基的能力，对鳃组织、内脏团组织造成了一定

的损伤，抑制了 SOD 的活性。CAT 与 SOD 功能相关，

在抗氧化过程中仅次于 SOD 被诱导(Velisek et al, 
2011)，各实验组中，鳃组织、内脏团组织 CAT 活性

表现出与 SOD 活性类似的剂量–效应关系，均呈先上

升后下降的变化趋势，SOD 转化功能的下降也导致

了 CAT 的诱导量下降。另外研究也表明，CAT 也可

以被 2O 等灭活(Modesto et al, 2010)，这可能也是

CAT 活性下降的原因。 
Zn、Cu、Cd、Hg 等重金属能诱导 MT 的合成，

并与重金属相结合，诱导程度与重金属浓度、种类具

有一定的相关性，是生物体解毒代谢重金属的重要途

径之一，MT 含量的变化可以预测机体组织受重金属

胁迫的压力，已经在众多研究中证实(Ridlington et al, 
1979; Thirumoorthy et al, 2007)。Cu2+是生物体新陈代

谢必需的元素之一，但过量的 Cu2+对生物体组织会造

成损伤。在本研究中，各实验组中鳃组织、内脏团组

织 MT 含量第 1 天即开始上升，且高浓度暴露组均显

著高于对照组(P<0.05)(图 4)。此时，机体组织通过 MT
的合成并与 Cu2+结合，减少 Cu2+与机体细胞中具有



第 3 期 李  磊等: 基于 IBR 模型的 Cu2+对厚壳贻贝的毒性效应研究 37 

 

高亲和力的巯基(-SH)基团非特异性结合，最终利用

溶酶体将结合物从细胞质中排出，降低 Cu2+的毒性

(Isani et al, 2000)。同时，各实验组鳃组织、内脏团

组织 MT 含量变化趋势存在差异，鳃组织 MT 含量在

第 1 天峰值后开始逐渐下降，而内脏团组织 MT 含量

呈逐渐上升趋势，这与不同组织对重金属的富集能力

及组织之间的蛋白质代谢变化差异有关，相比较鳃组

织，内脏团组织中的蛋白质水平更高(Legras et al, 
2000)，同时，由于生物体自身的屏障属性，不同组

织间的重金属分布状况存在差异，内脏团组织对重金

属的富集能力高于鳃组织，MT 的含量与重金属含量

有一定的正相关关系(Domouhtsidou et al, 2004)，上

述 2 个因素共同决定了内脏团组织中 MT 的含量高于

鳃组织。 
使用生物标志物评估毒性物质的毒性效应及作

用途径是一个常用手段，通常情况下，多种生物标志

物会同时出现，以解释不同的毒性效应，但过多的生

物标志物混合就使整体的毒性效应及其变化趋势难

以解释。本研究中，各浓度实验组生物标志物相比较

对照组均表现出一定的变化，从不同角度反映出 Cu2+

对厚壳贻贝内脏团组织、鳃组织的影响。为了更准确

地比较 Cu2+对厚壳贻贝的整体胁迫压力，使 IBR 指数

可以通过量化的数值直观比较 Cu2+对厚壳贻贝不同组

织的暴露毒性。在本研究中，厚壳贻贝的鳃组织、内

脏团组织表现出不同的剂量–毒性效应结果(图 5)，对

相同组织，高浓度实验组的 IBR 值高于低浓度实验

组，而对相同实验浓度，内脏团组织的 IBR 值高于鳃

组织。这个结果不仅验证了内脏团组织的主要解毒代

谢功能，更量化了其与鳃组织的差异，表明 IBR 可以

作为一种定量评价污染物毒性效应的有效工具。 
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Toxic Effects of Copper Ion in Mytilus coruscus:  
An Integrated Biomarker Approach 
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2. International Copper Association, Ltd. (ICA), Shanghai  200020) 

Abstract    Heavy metal contamination of the natural environment has always been a great concern, 
because of toxicity and non-biodegradability of the metals. Copper (Cu) is an abundant trace element 
found in a variety of rocks and minerals and has received much attention due to its widespread use, 
persistence in nature, tendency to accumulate in and toxicity to aquatic organisms. There are many 
documented physiological effects of waterborne Cu2+ exposure in a variety of shellfish species, but further 
research is needed to explain the relationship between Cu2+ and shellfish species. To study the 
toxicological effects of Cu2+ on mussel Mytilus coruscus, juvenile M. coruscus were exposed to aqueous 
solutions of Cu2+. Ninety-six-hour acute toxicity effect experiments and 7 days stress experiments were 
carried out. Biomarkers including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), lipid peroxidation (LPO), 
and metallothioneins (MT) in gill and visceral mass were determined after seven days of exposure. 
Integrated biomarker response (IBR) was calculated by combining multiple biomarkers into a single value 
in order to assess the responses of different tissues. The acute toxicity experiments showed 1.55 mg/L to 
be the 96 h median lethal concentration in juvenile M. coruscus. The 7 days stress experimental results 
showed that the activity of biomarkers were inhibited by all test concentrations and each index hadits own 
variation trend.Biomarkers SOD and CAT showed activity in gill and visceral mass, MT content in the gill 
firstly increased and then tended to decrease later, while the MT content in visceral mass and MDA 
content in gill and visceral mass exhibited an upward tendency. IBR values exhibited an increase at first 
then tended to decrease later, the IBR value in the visceral mass was higher than that in the gill. Changes 
of biomarkers’ activity were related to different exposure concentrations. IBR analysis allowed good 
discrimination between the different exposure concentrations and might be a useful tool for the 
quantification of various biomarker responses induced by toxic chemicals.  
Key words    Mytilus coruscus; Copper ion; Toxic effects; Integrated biomarker response model 
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