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摘  要: 在实验室模拟缢蛏生长环境,研究结构、性质不同的两种典型有机磷农药 ( OPs)乐果和三唑磷对滩涂养殖生物缢蛏

的毒性效应,通过电镜观察乐果和三唑磷对缢蛏鳃超微结构的影响。结果发现:乐果和三唑磷对缢蛏鳃超微结构的影响主

要表现在对细胞核和各种细胞器 (如线粒体、内质网、高尔基体 )的伤害。主要病变为:细胞核变形,核膜凸起或凹陷,染色质

发生凝聚或边缘化;线粒体肿大,双层膜溶解,内嵴部分消失;个别线粒体内嵴完全瓦解,形成电子透明区; 粗面内质网水肿,

核糖体部分脱落,片层结构间距增大;高尔基膜囊水肿,膜溶解,高尔基小泡破裂消失。本研究为了解不同 OPs对缢蛏的毒

性效应提供了病理形态学证据,为预测 OPs对近海海洋生物及人类健康的影响提供有力的证据,为规范 OPs的应用、制定海

洋环境质量标准提供了部分基础理论依据。
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Effects of dim ethoate and triazophos on ultra-structural lesions in gill

of Sinonovacula constricta
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Abstract: The toxic effects of tw o typical organophosphorous p est icid es ( OPs), dim ethoate and triazophos, on S inon ovacu la con stricta

( Lam arck ) living in th e intert idal sedim en tw ere inves tigated in th is study. S. con stricta w as cu ltu red in the s imu late laboratory and

the razor living surround ing. Sam ples w ere taken at 14d after exposed to OP s. The concentrat ion s ofOPsw ere determ inedw ith GC.

The u ltra-structu re changes in gill ep ithelium ofS. constricta w ere ob served w ith an electron m icroscope. The u ltra-st ru cture in g ill

w as destroyed wh en exposed to d im ethoate and triazophos. Th e symp tom s presen ted as les ion s of nuclear, cel lu lar organel les such as

m itochondria, rough endop lasm ic reticulum and Golgi apparatu s. Th e nu clear becam e ma lform ed. The nuclear envelopesw ere eith er

convex or concave. The ch rom at in b ecam e agglom erated or on th e edge. M itochondria sw elled up, and the cristae ofm itochondria d is-

in tegrated part ly, som e d is in tegrated com p letely and becam e transparen t electron ic den sity area. The rough endop lasm ic ret icu lum

sw elled up and rib osom e fell from the rough endop lasm ic reticu lum. The lam in a s tructure sw elled and the space b etw een them en-

larged. The fol licles ofGolgi apparatus sw elled, the m emb rane d issolved, and the ves icles d isin tegrated even d isapp eared. Th e resu lts

provid ed th e pathologic andm orphologic eviden ces for the tox ic ef fects ofOPs on S. con stricta. Th e add ition of h istopathological le-

s ion s and OPs level in b ivalve cou ld b e helpfu l to assess com p rehen sively the effects ofOPs onS. constricta and the su rround ing env-i

ronm ent, fu rtherm ore to forecast the effects of OPs on the aquat ic b iota and hum an health. The study provided a partial theoret ical

support for estab lish ing a criterion ofOPs of the m arin e environm en t.
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  近年来, 随着有机磷农药 ( OPs)在滩涂养殖中的频繁

使用, 污染事故常有发生。乐果和三唑磷是极可能造成

滩涂环境污染的两种典型 OPs, 分别是研究强水溶性和强

脂溶性 OPs对生物毒性效应的代表性农药。有关 OPs对

于水生生物组织损伤的研究较少, 主要集中在鱼类和甲

壳类 [ 1~ 8]。有研究表明, 鱼类某些特定的疾病和组织损

伤是特定污染物毒性效应的可靠生物指标 [ 9]。

缢蛏 ( Sinonovacula constricta)俗称蛏子, 是穴居在潮

间带滩涂、埋栖型双壳贝类。本研究通过对缢蛏鳃超微

结构的观察, 研究 OPs对缢蛏的毒性效应, 初步揭示 OPs

对贝类的毒理影响机制。

1 材料与方法

1. 1 污染实验设计

缢蛏购自厦门龙海西边养殖区 , 1 a龄。壳长 4~ 6

cm,体重 4. 5~ 6. 5 g。三角褐紫藻 (Phaeodacty lum tricor-

m atum )在本实验室接种和培养。培养液采用 f/2营养盐

配方 [ 10] ,培养温度 ( 20 ? 0. 5) e ; 光照 4000 lx, 光暗比:

12hB12h。

暂养、驯养及实验用水为天然海水, 经沉淀、砂滤。

盐度为 23. 5~ 24. 5, pH为 8. 2, 水温 21~ 23e 。沉积物采

自福建龙海西边缢蛏养殖区, 剔除杂物, 磨碎, 曝晒, 过

筛。

模拟缢蛏生长环境, 首先将实验用沉积物放入洁净

的玻璃养殖箱 ( 50 cm @ 34 cm @ 40 cm )中, 然后加入砂滤

海水, 搅拌均匀,平衡 24 h后, 再次更换清洁海水, 随机放

入实验缢蛏, 挑选健康无损、钻洞能力强的, 平均每组约

40只。缢蛏先在玻璃养殖箱中驯养 4 d,驯养期间投喂三

角褐紫藻, 毒性实验前 1 d停止投喂。实验中持续充气。

按照乐果 96 h LC
50
的 1 @ 10-3设定乐果的毒性实验浓

度为 0. 1 m g /L,按照三唑磷 96h LC50的 50 @ 10-3设定三唑

磷毒性实验的浓度为 0. 25 mg /L, 同时各设 1个平行实验

组, 和 1个空白对照组。于染毒第 14 d采样,测定缢蛏体

内 OPs的含量, 并观察组织形态变化。

1. 2 缢蛏中 OPs残留的萃取

以反渗透水冲洗缢蛏外壳, 取出软组织, 用家用食物

搅碎机搅碎、混匀,制成浆状鲜样 ,放入聚乙烯塑料袋内,

封口, 速冻,待进一步处理。

将样品解冻, 准确称取 10. 0 g样品于 80 mL离心管

中。然后依次加入适量无水 NaSO4、0. 5 mL 10m g /L磷酸

三丁酯和 0. 1 mL 10 m g /L磷酸三苯酯。加 15 mL乙酸乙

酯, 用 Branson超声波清洗器 ( 248W, 美国 Sm ithK line公

司 )超声波萃取 10 m in, 于 3000 r /m in离心 5 m in, 倾出上

清液, 残渣同上再萃取一次, 合并两次上清液, 倒入装有

无水硫酸钠的漏斗, 以少量乙酸乙酯洗涤漏斗,收集滤液

于 50 mL尖底离心管中, 于 40e 水浴中用氮气吹脱溶剂

至约 0. 5 mL, 用乙酸乙酯转移入样品瓶, 定容至 1. 0 mL,

气相色谱分析。为了考察超声波萃取是否会造成农药的

降解, 取两种农药的标准样品, 超声波萃取 20 m in,用 GC

分析发现, 保留时间及峰面积均无变化, 农药未发生降

解。

1. 3 气相色谱分析

Ag ilent 6890气相色谱仪: SPB-1701毛细管色谱柱, 30

m @ 0. 25 mm,涂层厚 0. 5Lm (美国 Supelco公司 ); 进样口

温度为 250e ; 火焰光度检测器 ( FPD, 磷滤光片 )温度为

250e , H2流速为 75 mL /m in,空气流速为 100 mL /m in; 载气

为高纯 N2, 流速 1. 5 mL /m in;无分流进样,进样量 1. 0 LL。

萃取液中三唑磷浓度的分析:柱箱起始温度 90e ,以

40e /m in升温至 220e , 保持 1 m in; 再以 30e /m in升温

至 260e ,保持 6 m in; 三唑磷的保留时间为 9. 96 m in, 替

代物磷酸三苯酯的保留时间为 10. 24 m in。

萃取液中乐果浓度的分析: 柱箱起始温度 120e , 保

持 1 m in; 再以 30e /m in升温至 270e , 保持 6 m in;乐果的

保留时间为 6. 62 m in, 替代物磷酸三丁酯的保留时间为

5. 58 m in。

1. 4 电镜样品的制作与观察

OPs染毒的第 14 d,采样测定缢蛏体内 OPs的含量。

同时取乐果、三唑磷污染的缢蛏解剖, 仔细分离出鳃和消

化腺, 取样时用解剖针挑出松散型的腺上皮组织, 避开导

管和结缔组织。用 2. 5%的戊二醛溶液在 4e 下固定保

存, 1%的锇酸溶液双固定, 2% 的醋酸双氧铀染, 乙醇逐

级脱水后, 环氧树脂 618渗透包埋,超薄切片厚度为 50 ~

70 nm,饱和醋酸铀和柠檬酸铅双重染色, JEM-100CXÒ 型

透射电镜观察并拍照。

2 结果与讨论

2. 1 缢蛏体内蓄积乐果和三唑磷的含量

染毒 14 d后, 0. 1 mg /L的乐果暴露下, 缢蛏体内富集

乐果浓度为 ( 0. 021 ? 0. 002) @ 10-6 (湿重, n= 4),是水体中

乐果浓度的 0. 21倍;而 0. 25 mg /L的三唑磷暴露下,缢蛏

体内富集的三唑磷浓度为 ( 0. 379 ? 0. 031) @ 10-6 (湿重, n

= 4), 是水体中三唑磷浓度的 1. 52倍。替代物磷酸三丁酯

和磷酸三苯酯的加标回收率均在 86. 2% ~ 119. 3% , 说明

它们分别作为乐果和三唑磷的替代物是可行的。

由此看来, 三唑磷的正辛醇-水分配系数 (K ow )值高

于乐果 ( lgK ow 分别为 3. 34和-0. 29[ 11] ), 脂溶性大于乐

果, 易于被缢蛏富集,是缢蛏对三唑磷的富集倍数高于乐

果的原因。

2. 2 乐果和三唑磷对缢蛏鳃腺上皮细胞超微结构影响

2. 2. 1 乐果和三唑磷对鳃腺上皮细胞的细胞核的影响

缢蛏的鳃小片由双层上皮细胞组成 , 外侧为单层柱

状细胞, 靠近鳃内腔为单层扁平细胞。细胞结构完整,纤

毛排列整齐, 纤毛横切面内 / 9 + 20微管结构清晰可见。

对照组的鳃上皮扁平细胞和柱状细胞的细胞核正常, 核

膜清晰, 可见核孔, 核中有异染色质, 常染色质均匀附着

于核内膜, 见图 1( a、b); 乐果暴露下,扁平细胞的核变形,
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核膜下陷, 吞噬,出现染色质凝聚现象,见图 1( c), 柱状细

胞的细胞核变形, 核膜凸起或凹陷, 染色质凝聚和边缘化

同时存在, 见图 1( d); 而三唑磷暴露下,扁平细胞的细胞

核严重变形, 有的地方出现凹陷, 染色质凝聚, 核膜溶胀,

模糊不清, 见图 1( e) ,柱状细胞的细胞核核膜清楚, 但染

色质边缘化, 见图 1( f)。

图 1 乐果和三唑磷对缢蛏鳃上皮细胞核形态的影响

F ig. 1 Effect of d im ethoate and tr iazophos on nuclear of branch ial epithelium in S. cons tricta

N:细胞核; C:染色质; EC:常染色质; { 指示细胞核内陷或凸出。

a.对照组扁平细胞 FC;  b. 对照组柱状细胞 PC;  c. 乐果组扁平细胞 FC;  d. 乐果组柱状细胞 PC;  e. 三唑磷组扁平细胞 FC;

 .f 三唑磷组柱状细胞 PC

  水生生物的鳃是污染物进入体内的第一位点, 是对

污染物最敏感的器官。Go ld等 [ 12]曾报道过石油烃、重金

属污染使美洲牡蛎 (Crasso trea virg inica )的鳃上皮细胞水

肿、增生。有关 OPs胁迫对鱼、虾的鳃组织形态影响的研

究报道很多 [ 1, 4~ 5, 8, 13~ 15]。如魏渲辉 [ 8]指出久效磷对美国

红鱼 ( S ciaenop s ocellatus)鳃显微结构的损伤表现为鳃小

片上皮细胞水肿、脱离, 鳃小片基部粘连, 鳃小片上皮细

胞角质化。Dutta等 [ 1, 15]报道经亚致死浓度的马拉硫磷暴

露后, 鲶鱼鳃上皮细胞坏死破裂,并与毛细血管脱离, 粘

液分泌增多, 氯细胞增殖, 淋巴管肿胀。 V ijaya lakshm i

等 [ 4]发现久效磷使鲮 ( Labeo roh ita)鳃组织坏死; 久效磷

和氰戊菊酯 ( 1B4)的混合液可使鳃小片融合和萎缩。然

而有关 OPs引起双壳贝类组织病变的研究却未发现。

细胞核是细胞的控制中心,它提供了 DNA和 RNA转

录和翻译的场所, 细胞核的损伤必然会严重影响其正常

的生理功能。在三唑磷和乐果的胁迫下, 缢蛏鳃的细胞

核严重变形, 核膜凸起或凹陷,核膜溶胀, 模糊不清, 染色

质凝聚和边缘化同时存在。这与 L i[ 2, 3]报道的对硫磷对

牙鲆鳃细胞核的影响相似 ,如均引起细胞核膨胀, 核膜溶

解, 染色质发生凝聚和边缘化, 但细胞核的结构未发生改

变。

2. 2. 2 乐果和三唑磷对缢蛏鳃上皮细胞的各细胞器 (线

粒体、内质网、高尔基体 )的影响

对照组鳃上皮细胞的细胞质中细胞器丰富, 线粒体
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双层膜清楚, 嵴明显可见。内质网双膜结构清楚, 膜上附

有颗粒状的核糖体, 细胞质中还有游离的核糖体, 未见滑

面内质网。高尔基体位于细胞核内侧, 由一系列扁平小

囊和小泡组成, 见图 2( a)、图 3( a)和图 4( a)。

在乐果的暴露下 ,鳃上皮细胞部分线粒体肿大, 双层

膜溶解, 内嵴部分消失,见图 2( b); 在三唑磷的暴露下,鳃

上皮细胞的线粒体数量减少, 部分线粒体双膜结构溶解,

模糊不清, 内嵴减少, 甚至消失; 个别线粒体内嵴完全瓦

解, 形成电子透明区 (出现空泡 ) ,见图 2( c)。在两种 OPs

暴露下, 粗面内质网轻微水肿, 双膜结构模糊, 核糖体部

分脱落, 片层结构间距增大, 见图 3( b、c) ;高尔基膜囊水

肿, 膜溶解,高尔基小泡破裂、消失, 见图 4( b、c)。

三唑磷和乐果染毒后, 缢蛏鳃上皮细胞线粒体的肿

胀、破坏,以及粗面内质网的水肿、片层结构间距增大,高

尔基膜囊水肿, 膜溶解,高尔基小泡破裂、消失,均反映了

OPs的毒性效应。相关研究也表明, 细胞器的破坏是生物

图 2 乐果和三唑磷对缢蛏鳃腺上皮细胞线粒体的影响

F ig. 2 E ffect o f dim ethoa te and tr ia zophos on m itochondr ia o f branch ia l ep ithe lium in S. constr icta

M:线粒体; C:嵴; G:高尔基体

a.对照组;  b.乐果组;  c.三唑磷组。

图 3 乐果和三唑磷对缢蛏鳃腺上皮细胞内质网的影响

F ig. 3 E ffec t of d ime thoate and triazophos on RER of branchial epithelium in S. constricta

RER:内质网; R:核糖体

a.对照组;  b.乐果组;  c.三唑磷组。

对毒物的常见响应。魏渲辉 [ 8]指出久效磷对美国红鱼

( S ciaenop s ocellatus )鳃的超微结构影响主要为内质网、线

粒体、微小管和核膜的水肿及部分溶解,表现为由细胞膜

损伤发展到细胞核损伤的动态过程。邴欣等 [ 5]发现经久

效磷处理 4d后的真鲷,内质网水肿, 线粒体外膜溶解 ,糖

原颗粒增多, 部分核内染色质聚集, 核膜变形, 局部溶解;

处理 10 d后, 核内染色质明显固缩, 核膜严重水肿, 甚至

溶解; 部分线粒体嵴完全溶解; 糖原颗粒更多。汝少国

等 [ 7]研究久效磷对中国对虾鳃组织毒性效应时, 也发现

各种细胞器的损伤。在本研究中, 三唑磷和乐果对缢蛏
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鳃的超微结构的影响相同, 都表现在细胞核和细胞器的

损伤, 说明两种 OPs对缢蛏的毒性效应有相似性, 均造成

细胞内膜系统的损害, 使膜的渗透功能受损, 细胞水肿。

由于三唑磷脂溶性强 ,在缢蛏体内蓄积量较大,细胞线粒

体的损伤更为明显。在 OPs暴露下, 缢蛏鳃的显微结构

中观察到的基底膜结缔组织的大面积增生 [ 16]亦可从超微

结构变化中观察到的细胞水肿 (线粒体肿大, 粗面内质网

扩张、高尔基膜囊水肿 )中得到验证。

图 4 乐果和三唑磷对缢蛏鳃腺上皮细胞高尔基体的影响

F ig. 4 E ffec t of d ime thoate and triazophos on Go lg i apparatus of branchial epithelium in S. constricta

G: 高尔基体;  M:线粒体

a.对照组;  b.乐果组;  c.三唑磷组。

  鳃是缢蛏进行呼吸和摄食的主要器官。OPs胁迫下,

鳃细胞核及染色质首先遭到破坏。鳃中最敏感的细胞器

是线粒体, 其次是粗面内质网, 最不敏感的是高尔基体。

Kent等 [ 17]认为线粒体是 OPs介导的细胞毒性的主要作

用靶点。线粒体是细胞呼吸及能量代谢的中心, 线粒体

的破坏, 将无法提供足够的能量供纤毛摆动, 致使纤毛摆

动次数减少, 造成鳃组织的氧交换能力下降, 使机体处于

缺氧状态。粗面内质网通过附着或解离核糖体, 控制蛋

白质的合成。高尔基体是细胞分泌物的最后加工和包装

的场所, 通过外排作用, 将分泌物排出细胞之外。鳃中细

胞线粒体的瓦解 ,粗面内质网的水肿、扩张和囊泡化, 高

尔基膜囊水肿、分离, 高尔基小泡扩张、破裂等结构的严

重破坏, 都将影响气体交换的正常进行, 导致蛋白质合

成、运输中断, 破坏糖蛋白和溶酶体的合成, 造成生物体

抗病能力的下降, 进而破坏了整个细胞的生理活动。

3 结  论

两种 OPs均造成了鳃细胞超微结构的损伤, 破坏了

细胞核和各种细胞器 ,其中最敏感的细胞器是线粒体 ,其

次是粗面内质网,最不敏感的是高尔基体。该实验结果

从病理形态学方面证明了 OPs对缢蛏的毒性效应, 并初

步揭示了 OPs对贝类的毒理影响机制。

结合组织病理变化和贝类组织器官内 OPs含量的化

学分析, 可综合评价 OPs对缢蛏及其生长环境的影响,为

预测 OPs对近海海洋生物及人类健康的影响提供有力的

证据, 为规范 OPs的应用、制定海洋环境质量标准提供部

分基础理论依据。
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表 2 PCB s十种单体的的检出限

Tab. 2 L im ited determ inations of 10 PCBs

PCB s组份 CB 28 CB 52 CB 155 CB 101 CB 112 CB 118 CB 153 CB 138 CB 180 CB 198

仪器检出限 /Lg# L-1 0. 206 0. 210 0. 166 0. 201 0. 147 0. 289 0. 198 0. 171 0. 150 0. 136

方法检出限 /ng# L-1 0. 686 0. 700 0. 555 0. 668 0. 492 0. 964 0. 660 0. 570 0. 499 0. 452

图 1 PCB s标准溶液 (左 )与加标回收 (右 )色谱

F ig. 1 Chromatogram s of standard solution (L ) and recovery (R ) of PCB s

小部分损失比较大。计算回收率和方法的相对偏差的结

果见表 3,实验结果表明本方法对不同浓度的待测组分均

有稳定的回收率和较好的重现性。

表 3 PCB s的加标回收率和相对标准偏差

Tab. 3 Recoveries and rela tive standard d evia tions of PCB s

加标量 /ng 回收率 / (% ) 精密度 / (% )

50. 9 84. 1~ 100. 8 4. 7

102. 3 84. 5~ 97. 6 4. 8

204. 6 87. 9~ 101. 5 4. 4

3 结  语

建立了海水中 PCB s的前处理及气相色谱分析方法。

PCB s加标量为 50. 9 ng样品时, 回收率范围是 84. 1% ~

100. 8% , 相对标准偏差为 4. 7% ; 加标量为 102. 3 ng样品

时, 回收率范围是 84. 5% ~ 97. 6% , 相对标准偏差为

4. 8% ;加标量为 204. 6 ng样品时, 回收率范围是 87. 9%

~ 101. 5% , 相对标准偏差为 4. 4%。本方法具有灵敏、快

速、简便等特点,能满足海水中 PCB s的监测要求。
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