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三丁基锡对文蛤鳃酸性磷酸酶、碱性磷酸酶和
Na + , K+ 2ATP酶活性的影响
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摘　要 : 在实验生态条件下 ,观察浓度分别为 0. 1、1. 0和 10 ng/ L 的三丁基锡 ( TBT)暴露 2、8、20 d以及恢复 7 d和 20 d后

对文蛤鳃酸性磷酸酶 (aaciphosphatase , ACP)、碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase , A KP)以及 Na + , K +2ATPase活性的影响。

结果显示在暴露早期 TBT不影响 ACP、A KP活性 ,暴露时间延长则主要表现出诱导作用。TBT具有抑制 Na+、K+2ATPase

活性作用 ,可观察效应浓度为 0. 1 ng/ L。Na +、K+2ATPase可作为一种潜在的有机锡污染监测的生物标志物。
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Effects of tributyltin on alkaline phosphatase ,aaciphosphatase andadenosine
triphosphatase gill activity of digestive gland in clam Meret rix meret rix
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Abstract : The effects on alkaline phosphatase , aaciphosphatase and Na +、K+2ATPase activities in the gill of Meret ri x meret ri x ,

which was exposed to tributyltin ( TBT) at the environmental levels (0. 1ng/ L , 1. 0ng/ L , 10ng/ L as Sn) for 2 , 8 , 20 days and re2
covered for 7 , 20 days , were evaluated. The results showed that the activities of alkaline phosphatase , aaciphosphatase were no ef2
fect at earlier exposure period , and were principally inducted with prolonged exposure time. The activities of Na + , K+2ATPase in

Meret ri x meret ri x were inhibited after exposure to TBT. The lowest observable effect concentration for Na +、K+2ATP were 0. 1

ng / L . Na + , K+2ATPase could be a potential biomarkers to monitor the organotins pollution.
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　　三丁基锡 (t ributyltin , TB T)作为海洋船舶的

防污油漆从 1960年开始就在世界范围内应用 ,尽

管有的国家已开始禁止使用 ,但在海洋的许多水

体和沉积物及海产品中仍能检测出 TB T的存在 ,

TB T在双壳类的高富积有可能通过食物链给人

类的健康带来危害[1 ]。有机锡已成为迄今为止

海洋环境中最有害的化学物之一[2 ] ,对海洋生物

造成不利影响 ,如导致腹足类动物性别畸形、牡蛎

壳异形等[3 ,4 ] ,因此 ,有机锡被作为主要的污染物

进行监测。有机锡对海洋生物的生态毒理效应及

对海洋生态系统的影响在国内已有一些报

道[5～7 ]。

碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase , A KP)和

酸性磷酸酶 (aaciphosphatase , ACP)广泛存在于

动植物及微生物体内 ,是一种对底物专一性较低

的磷酸单酯水解酶 ,在生物体内直接参与磷酸基

团转移和代谢过程 ,在生物体内的物质代谢中具

有重要的作用。同时它们作为软体动物溶酶体酶

的重要组成部分 ,在免疫反应中发挥作用。但是
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目前有关 TB T 对贝类水解酶的影响报道甚少。

三磷酸腺苷酶 (A TPase)是生物体内重要的酶 , 能

改变细胞的渗透性 ,干扰正常的水盐代谢 ,中断氧

化磷酸化的偶联过程 ,使细胞不能提供正常活动

所需要的能量 ,多种类型的污染物对 A TPase 有

显著的影响[8 ,9 ] ,从分子生态毒理学的角度来看 ,

A TPase是一项广泛用于评价污染压力的参数 ,是

具有通用性和直接性的指标[10 ,11 ]。本文以文蛤

鳃组织为实验材料 ,研究 TB T 胁迫对其 A KP、

ACP以及 Na + , K+2A TPase活性的影响。以期了

解有机锡对海洋双壳类的毒性效应机制 ,同时也

为有机锡污染的生物监测寻找有效的生物标志

物。

1　材料与方法

1. 1　仪器与试剂

Thermo GEN ESYTM 2型可见2紫外分光光度
计 , Beckman Coulter 型冷冻离心机。TB T 购自

Fluka A G ( Switzerland) , 纯度大于 97 %。用

98 %的酒精溶解为内含 0. 02～2. 0 mg/ L Sn的储

备液。其余试剂为国产市售分析纯。

1. 2　实验动物和暴露条件

实验用文蛤 ( Meret ri x meret ri x )捕捞于厦门

海域 ,体重为 28～48 g。实验文蛤先在 60 L 清洁

沙滤海水中暂养 7 d ,而后将文蛤分别移入 TB T

含量为 0. 1、1. 0 和 10 ng/ L Sn以及溶剂体积分

数 0. 05 为对照的水体中。饲养水体为 1 只/ L ,

温度为 13～15. 5℃,盐度为 22～23 ,用冲气机连

续冲气 ,每组设两个平行样。每天更换一半相同

污染浓度的海水 ,投喂小球藻 ( Chlorella sp) 。

1. 3　取样和样品预处理及酶活性测定

分别于暴露后的 2、8 和 20 d及移入干净海

水进行恢复 7 d及 20 d取样 ,每组取 6个文蛤 ,取

出鳃组织保存于280℃中 ,测定用酶液按 Living2
stone[12 ]的方法进行制备。

A KP 活性采用对硝基苯磷酸二钠法测

定[13 ]。ACP活性参照 Linhardt 的测定方法[14 ]。

A KP和 ACP比活力单位定义为每毫克蛋白每分

钟产生 1μmol产物为 1个 A KP或 ACP比活力单

位 (用 U 表示) 。

Na + , K+2A TPase 活性采用岑小波[15 ] 等

1998 年报道的孔雀绿比色法进行酶促反应 ,测定

反应产物中 P的量。Na + , K+2A TPase 酶活性定

义为 37 ℃条件下 ,1 h 每毫克蛋白释放 P的μmol

数。以μmolpi/ h ·mgpr表示。

上清液中的蛋白含量用考马斯亮蓝法[16 ]测

定。

1. 4　数据分析

实验数据用统计学方法进行处理。结果用平

均值±标准误差 (mean±SDE)表示 ,组间数据用

单尾 T2检验法进行比较 , p < 0. 05被认为有显著

差异 ; p < 0. 01被认为有极显著差异。

2　结果与讨论

2. 1　TB T对文蛤鳃组织 A KP活性的影响

图 1所示 ,文蛤 A KP活性在 TB T暴露 20 d

后 ,高浓度组 (110 ng/ L、10 ng/ L )与对照组比较

出现显著诱导。恢复 7 d后 ,各浓度组与对照组

图 1　TB T对文蛤鳃组织 A KP活性的影响
(27、40分别为恢复 7d和 20d)

Fig. 1 Effect of TB T on A KP activeity of the gill in Meret rix meret rix exposed to TB T

(27 ,40 days represent recovered for 7 ,20 days respectively) , n = 4～6 , 3 , p < 0. 05 ; 3 3 , p < 0. 01
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比较 A KP活性出现诱导 ,且差异极显著 ,恢复 20

d后 ,所有实验组 A KP活性回落 ,与对照组相似。

2. 2　TB T对文蛤鳃组织 ACP活性的影响

图 2表明 , TBT对文蛤鳃组织 ACP作用呈现

出先抑制后诱导效应 ,高浓度组 (10 ng/ L)在暴露 2

d后与对照组比较出现抑制现象 ,随着处理时间的

延长 ,抑制效应消失呈现适应过程 ,在 8 d和 20 d

三个浓度组的 ACP活性均略高于对照组但未见显

著差异。恢复 7 d三组均呈现出极显著差异 ,低浓

度组 (0. 1ng/ L)是抑制效应 ,而两个高浓度组则为

诱导效应 ,恢复 20 d后 ,各处理组 ACP活性均接近

对照组。本实验中 , TBT暴露 2 d ,AKP和 ACP活

性有所下降 ,可能是在暴露过程 ,一方面由于个体

对外界的胁迫产生应激性 AKP被诱导 ,另一方面

由于 TBT与酶蛋白结合抑制 AKP活性 ,这样导致

AKP和 ACP活性与对照组比较无显著差异。随着

TBT暴露时间延长 ,酶活性占优势。TBT在体内

代谢 为 二 丁 基 锡 ( dibutyltin ) 和 单 丁 基 锡

(monobutyltin) ,在恢复实验 7 d后 ,酶活性显著诱

导 ,原因可能是酶蛋白的诱导仍然存在 ,而二丁基

锡和单丁基锡比 TBT对酶活性的结合抑制效应

弱 ,从而导致酶活性显著升高。

图 2　TB T对文蛤鳃组织 ACP活性的影响
(27、40分别为恢复 7d和 20d)

Fig. 2 Effect of TB T on ACP activity in the gill of Meret rix meret rix exposed to TB T

(27 ,40 days represent recovered 7 ,20 days) , n = 4～6 , 3 3 , p < 0 . 01

2. 3　TB T对文蛤鳃组织 Na + , K+2A TPase 活性

的影响

图 3所示 ,用 TB T处理文蛤 2d后 ,处理组与

对照组比较 , Na +、K+2A TPase 活性呈现出剂量

依赖性下降 , 暴露 8d后 ,10 ng/ L 组与对照组之

间表现出显著抑制。随着作用时间的延长 ,20 d

后所有处理组与对照组比较 , Na + , K+2A TPase

活性均呈现显著抑制现象。恢复 7 d 与 20 d ,

TB T处理组的 Na + , K+2A TPase 活性略高于对

照组但无显著差异。本实验中 , TB T 对 Na + ,

K+2A TPase活性显示出抑制效应 ,特别是高浓度

组在暴露 8d后就显示出显著差异 ,使细胞不能

图 3　TB T对文蛤 Na + , K+ 2A TP酶活性的影响
(27、40分别为恢复 7d和 20d)

Fig. 3 Effect of TB T on Na + , K+ 2A TP activity in the gill of Meret rix meret rix exposed to TB T

(27 ,40 days represent recovered 7 ,20 days) , n = 4～6 , 3 , p < 0. 05
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提供正常活动所需要的能量 ,这将使生物体对海

水渗透压变化的适应能力降低。解除 TB T的暴

露胁迫 , Na + , K+2A TPase 活性可以得到恢复。

从 TB T影响文蛤鳃 Na + , K+2A TPase 活性的剂

量效应和时间效应来看 , Na + , K+2A TPase 活性

是一种潜在的有机锡污染监测的生物标志物。并

且其可观察效应浓度为 0. 1 ng/ L ,低于标准检测

限 ( > 1. 0 ng/ L) 。

3　结　论

(1) 本实验结果显示 ,文蛤鳃组织 A KP活性

在较长时间的 TB T 暴露下出现显著诱导 ,ACP

活性主要呈现诱导趋势。说明环境水平的 TB T

已经使文蛤的物质代谢产生紊乱 ,这可能是 TB T

对生物产生毒性效应的原因之一。

(2)环境水平的 TB T 暴露对文蛤鳃 Na + ,

K+2A TPase活性则产生抑制作用 ,这将使生物体

对海水渗透压变化的适应能力降低。Na + , K+2
A TPase活性的可观察效应浓度为 0. 1 ng/ L ,低

于标准检测限 ,是一种潜在的有机锡污染监测的

生物标志物。
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