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摘要    本研究将栉孔扇贝(Chlamys farreri)暴露于塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)，通过

测定内脏团中毒素的蓄积含量、氧化应激酶活性及其基因转录调控变化，探究栉孔扇贝暴露于麻痹

性贝类毒素(Paralytic shellfish toxin, PSTs)的初期应激响应机制。结果显示，PSTs 在内脏团中迅速蓄

积，实验第 6 天时毒素含量最高，实验第 30 天时毒素残留量高达 62.4%；PSTs 引发栉孔扇贝体内

脂质过氧化，过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)及谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)显著应激

(P<0.05)。透射电镜下观察组织病变，发现空泡化、染色质聚集和核质固缩等结构损伤。通过加权

基因共表达网络分析鉴定细胞凋亡和谷胱甘肽代谢解毒通路显著应激上调，映射 ALOX5、

AfGST-σ11、caspase-8 及 Bax 4 个关键转录因子。综上可知，除抗氧化应激外，栉孔扇贝可激活特

征性细胞凋亡和以谷胱甘肽解毒代谢反应抵抗 PSTs 毒性作用。本研究可为深入探索栉孔扇贝应激

与代谢 PSTs 的特征机制提供科学依据。 

关键词    麻痹性贝类毒素；栉孔扇贝；生理响应；细胞凋亡；转录组 

中图分类号 S917.4  文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2023)06-0166-11 

麻痹性贝类毒素(Paralytic shellfish toxin, PSTs)

因其分布广、毒性强等特征而被认为是目前世界上危

害最大的藻神经毒素之一 (Fernández-Reiriz et al, 

2008)。研究发现，PSTs 极易在双壳贝类中大量蓄积，

通过复杂的代谢转化生成 50 余种衍生物(Wiese et al, 

2010)，并通过食物链传递，导致消费者出现恶心呕

吐、肌肉麻痹、呼吸困难甚至窒息等症状，引发人类

食物中毒事件(Etheridge, 2010)。因此，国际上针对

PSTs 建立了 800 μg STX eq/kg 的广泛适用的限量标

准(刘智勇等 , 2006)。塔玛亚历山大藻(Alexandrium 

tamarense)是中国沿海的优势产毒藻之一(Lilly et al, 

2010)，在渤海、黄海、长江口附近沿海水域和南海

部分海湾均有分布(Li et al, 2020a、b; 窦勇等, 2015; 

过锋等, 2011)。近年来调查发现，栉孔扇贝(Chlamys 

farreri)中 PSTs 检出率、超标率均较高(钱蓓蕾等, 2012; 

杜克梅等, 2013; 刘斌等, 2021)，且具有毒素蓄积速度

快、代谢慢的特点(Bricelj et al, 1998)，其内脏团是

PST 吸收和净化过程中的主要储存库，占总毒性的
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80%~98% (Estrada et al, 2007a)。 

PSTs 是一种神经性毒素，其毒性作用为阻断钠

离子通道并抑制神经传导。研究表明，双壳贝类暴露

于 PSTs 后，主要的应激反应包括产生大量活性氧

(ROS)，诱导抗氧化应激(包括酶促和非酶促防御)反

应(Sebastian et al, 2011)、细胞内氧化还原稳态失衡

(Estrada et al, 2007b)和导致细胞损伤(即脂质过氧化) 

(Qiu et al, 2013)。丙二醛(MDA)作为脂质过氧化的主

要产物之一，其含量变化水平能直接反映 PSTs 引起

的组织细胞膜损伤情况(梁忠秀等, 2014)。另外，超

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)常被作为抗

氧化水平评价指标，谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)

是在抗氧化防御中发挥作用的关键酶(Hlaing et al, 

2020)。现有研究常用脂质过氧化水平和抗氧化酶的

改变来反映生物体的损伤与应激程度(Tsikas, 2017)。

也有研究表明，PSTs 可造成组织损伤并引发栉孔扇

贝基因异常表达(Lian et al, 2019; Hu et al, 2019)，但

目前仍缺乏关于 PSTs 引发栉孔扇贝组织损伤的基因

表达变化及调控机制的研究。 

因此，本研究以一株分离自我国南海海域的产

PSTs 的塔玛亚历山大藻 AT5-3 株为实验对象，以目

前我国 PSTs 残留严重的栉孔扇贝为受试动物进行暴

露实验，通过在 PSTs 暴露过程中栉孔扇贝内脏团细

胞的超微结构、脂质过氧化关键指标和关键抗氧化酶

活性变化等指标探究栉孔扇贝的损伤与生理响应情

况，通过对关键节点的转录组分析，解析在损伤和应

激过程中的差异富集通路和表达基因。通过科学评价

PSTs 对栉孔扇贝损伤情况及诱发机体应激的相关机

理，以期为建立与完善食品安全风险评价技术提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验所用产 PSTs 毒藻为一株分离自中国南海

海域的塔玛亚历山大藻 AT5-3 株，由中国科学院海洋

研究所提供。该毒藻在实验室中以温度(20±1) ℃、光

照 54 µ/(Em2·s)、光暗比 12 h︰12 h 的条件，使用 L1 

Medium 培养液进行单种培养。选择处于指数生长期，

细胞密度为 4×104~4.2×104 cells/mL 的藻液用于暴露实

验。小球藻作为饵料藻同时培养，培养条件同 AT5-3 株。 

本研究所用实验动物为 2 龄栉孔扇贝，产自山东

省青岛市灵山湾养殖海域，正式实验前进行饥饿处理

2 d。所用海水取自青岛海域，实验期间水温控制在

(16±1) ℃，保持全天不间断充气。 

1.2  栉孔扇贝暴露实验 

随机选取 120 只栉孔扇贝置于 6 个养殖筐，设立对

照组和实验组。实验共开展 20 d，分暴露阶段(0~6 d)

和代谢阶段(6~20 d)，暴露阶段 2 次/d 定时投喂指数

生长期的塔玛亚历山大藻 (AT5-3 株 )，投喂量为

8×106 cells/(ind.·d)。代谢阶段投喂等量小球藻。 

1.3  毒素含量测定 

分别于第 0、6、14 和 20 天随机取栉孔扇贝 5 只，

蒸馏水冲洗污泥及附着物后，在冰上迅速解剖分离其

内脏团，均质后称量(5.00±0.05) g 样品于 50 mL 离心

管中，加入 5 mL 1%乙酸水溶液，涡旋混合 90 s 后沸水

浴 5 min，于流水下迅速冷却至室温，4 500 r/min 离心

10 min。取上清液 1 mL 于 2 mL 离心管中，加 5 µL 氨

水涡旋混匀，10 000 r/min 离心 5 min。依次用 3 mL

乙腈，3 mL 20%乙腈水溶液(含 1%乙酸)、3 mL 0.1%

氨水溶液活化 Supelco ENVI-Carb 固相萃取柱，加入

提取液后用 700 µL 超纯水淋洗，再用 1 mL 75%乙腈

水溶液(含 0.25%甲酸)洗脱混匀，最后 13 000 r/min

离心 10 min，取上清液于–80 ℃条件下保存待测。 

采用外标法定量，用 75%乙腈水(含 0.25%甲酸)

稀释 PSTs 标准品溶液配制成标准储备液，再将标准

储备液稀释为基质标准工作液。用四极杆–线性阱复

合型液相色谱质谱联用仪、HILLIC 色谱柱进行检测，

质谱条件参考张海涛等(2021)的研究。 

1.4  透射电镜样品制备与观察 

分别取对照组(X-C)、实验第 6 天 (X-6)、实验第

14 天 (X-14)栉孔扇贝各 3 只，在冰上分离其内脏团，

将组织切成 2 mm×2 mm×1 mm 的小块后用 2.5%戊二

醛溶液固定，超薄切片制备方法参照甄静静等(2018)，

使用透射电子显微镜(日立 H7000)观察切片并拍照。 

1.5  生理指标测定样品 

分别取对照组(C)、实验第 1 天、实验第 3 天、

实验第 6 天栉孔扇贝各 3 只，在冰上分离各组织之后

准确称量，随后加入任氏生理盐水，加入比例为重量

(g)∶体积 (mL)= 1∶9。冰水浴中匀浆，随后 4 ℃ 

2 500 r/min 离心 10 min，取上清液转移至新的 1.5 mL

离心管中，于液氮中保存。按 MDA、POD、GSH-Px

和 SOD 试剂盒(南京建成科技有限公司)说明书分别

测定其含量及活力。 

1.6  转录组分析 

分别取对照组(X-C)、实验第 3 天 (X-3)、实验第
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6 天 (X-6)栉孔扇贝各 3 只，冰上取其内脏团后使用

液氮迅速冷冻。由北京百迈客生物科技有限公司进行

RNA 提取、cDNA 文库构建及高通量测序。使用

TRIzol 试剂提取内脏团总 RNA，浓度用 NanoDrop 

2000 (ThermoFisher Scientific，美国)检测，完整性用

Agilent 2100 (Agilent Technologies，美国)检测。检测

合格后进行 cDNA 文库构建，并使用 Illumina HiSeq 

(Illumina 公司，美国)进行测序。 

将得到原始序列进行过滤后得到高质量 clean 

reads，并使用 Trinity 软件进行 de novo 组装。取每条

基因中最长的转录本作为 unigenes 与 KEGG 数据库

进行序列比对得到注释信息。 

以 FPKM 值衡量基因表达水平，以校正后的 P

值(Fold change)<0.05 且错误发现率(FDR)≥2 作为标

准筛选差异表达基因(DEGs)，随后用 DSEeq2 软件对

DEGs 进行分析。最后在 KEGG、GO 数据库中对 DEGs

进行注释和功能富集分析(以 P<0.05 为富集标准)以

探究 DEGs 功能及其与代谢物之间的关系。 

1.7  基因共表达网络构建 

在 R 软件中运行 R 包，剔除离群值后构建

WGCNA 基因共表达网络，选择适当 β 值，构建拓扑

重叠矩阵，再绘制基因的层次聚类树，以皮尔逊相关

系数(r)为指标选择目标模块进行 KEGG 注释，随后

使用 cytoscape 软件绘制基因互作网络分析图，以寻

找核心调控基因。 

2  结果 

2.1  栉孔扇贝毒素蓄积与超微结构损伤 

PSTs 在内脏团中的蓄积含量呈现先升后降的趋

势，在实验第 6 天时达到峰值，最高蓄积含量超出限

量标准 15 倍左右(图 1a)。蓄积速率由快转慢，结束

毒素暴露后，PSTs 在栉孔扇贝内脏团中缓慢代谢，

代谢 14 d 后 PSTs 含量仍然超出限量标准，残留率高

达 62.4%。透射电镜观察发现内脏团随 PSTs 暴露时

间出现明显组织结构损伤，主要包括肠上皮细胞间黏

附力下降、部分细胞的细胞膜及线粒体等细胞器消 
 

 
 

图 1   不同时间栉孔扇贝中 PSTs 蓄积量和内脏团组织超微结构变化 
Fig.1  The accumulation of PSTs and its ultrastructural damage in C. farreri 

a：PSTs 在内脏中的蓄积含量；b：对照组；c：X-6 组；d：X-14 组。NU：细胞核；M：线粒体；MI：微绒；BM：基底

膜；MF：肌纤维；LD：脂滴。1：细胞核质固缩、染色质凝聚；2：细胞空泡化，细胞膜、线粒体等细胞器消失。 
a: Accumulation of PSTs in viscera; b: Normal scallops; c: C. farreri exposed for 6 days; d: C. farreri exposed for 14 days; NU: 

Nucleus; M: Mitochondria; MI: Microvilli; BM: Basement membrane; MF: Muscle fiber; LD: Lipid droplets. 1: Cytoplasmic 
pyknosis, chromatin condensation; 2: Cell vacuoles and the cell membrane, mitochondria and other organelles disappeared. 
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失，并出现了细胞核质固缩、染色质凝聚和细胞空泡

化现象(图 1c)，实验第 14 天时虽然毒素含量下降，

但组织损伤更为严重(图 1d)。 

2.2  栉孔扇贝对 PSTs 的抗氧化反应 

测定 MDA、GSH-Px、POD 和 SOD 四项指标用

以评估栉孔扇贝的抗氧化应激水平。结果如图 2 所

示，内脏团中 MDA、GSH-Px 和 POD 的应激活跃，

SOD 则被显著抑制(P<0.05)。毒素暴露期 MDA 的含

量升高较为显著(P<0.05)，在实验第 6 天时含量已达

到对照组 1.38 倍。GSH-Px 的活力在暴露初期(实验

第 1 天)被显著抑制，随后迅速应激，在实验第 3 天

时达到峰值，但随实验时间的延长其活力再次被抑

制。POD 活力显著应激，酶活力先上升后下降，活

力峰值出现在实验第 3 天。SOD 则呈现与 POD 相反

的活力变化趋势，实验第 3 天时活力最低，实验第 6

天时活力有所回升，但仍低于正常水平。 

2.3  转录组分析 

通过 RNA-seq，本研究分别构建了栉孔扇贝对照

组(X-C-1、X-C-2、X-C-3)、实验第 3 天(X-3-1、X-3-2、 

X3-3)和实验第 6 天(X-6-1、X-6-2、X-6-3)内脏团的

cDNA 文库，过滤后获得高质量 clean data，Q30 均达

到了 89%以上。用 Trinity 软件进行拼接组装，共得

到包含 441 749 条 Unigenes 和 624 887 个 Transcripts，

平均长度为 562 bp，N50 为 802 bp。 

KEGG 富集分析共筛选到 933 个 DEGs 以表达上

调为主，其中，X-3 组表达上调最多，而 X-6 组表达

下调居多 (图 3)。主要注释在代谢相关通路 (占比

50%)，包括氨基酸代谢及碳水化合物代谢。对照组与

实验第 3 天比较，DEGs 主要富集在丙酮酸代谢、糖

酵解/糖异生、脂肪酸代谢等通路，实验第 3 天与第 6

天相比，DEGs 主要富集在丙酮酸代谢、磷酸戊糖途

径、糖酵解/糖异生等通路。 

2.4  WGCNA 分析 

对所有 DEGs 进行 WGCNA 分析。结果表明，

DEGs 被聚类为若干模块(图 4a)，其中包括蓝紫色和

浅橙色在内的 8 个模块基因与 PSTs 蓄积呈显著正相

关(r≥0.9)，对其基因进行 KEGG 富集分析(图 4b)，

结果显示，基因显著富集于细胞吞噬与凋亡(溶酶体、

吞噬体、细胞凋亡与胞吞作用)及代谢相关途径(花生

四烯酸代谢、ABC 转运、细胞色素 P450 对外源化合

物的代谢与谷胱甘肽代谢)。对正相关模块基因进行 
 

 
 

图 2   栉孔扇贝内脏团中 MDA 含量及 GSH-Px、POD、SOD 酶活力变化 
Fig.2  Changes of MDA content and GSH-Px, POD, SOD enzyme activities in visceral mass of C. farreri 

C 为对照组，“*”表示与对照组相比差异显著(P<0.05)，“**”表示与对照组相比差异极显著(P<0.01)，下同。 
C is the control group, “*” means significant difference compared with the control group (P<0.05), “**” means extremely  

significant difference compared with the control group (P<0.01), the same below.  
MDA: Malondialdehyde; GSH-Px: Glutathione peroxidase; POD: Peroxidase; SOD: Superoxide dismutase. 
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图 3   栉孔扇贝内脏团差异表达基因数目及 KEGG 注释结果(Top 20) 
Fig.3  Number of differentially expressed genes in visceral mass of C. farreri and KEGG annotation 

a：差异基因数目；b：X-C 与 X-3 的 DEGs 显著富集结果(KEGG)；c：X-C 与 X-6 的 DEGs 显著富集结果(KEGG)； 

d：X-3 与 X-6 的 DEGs 显著富集结果(KEGG)。各组别只展示富集最为显著的前 20 条，不足 20 条的全部展示。 
a: Number of differential genes; b: Significant enrichment results of DEGs of X-C and X-6 (KEGG); c: Significant enrichment 
result of DEGs of X-C and X-6 (KEGG); d: Significant enrichment result of DEGs of X-3 and X-6 (KEGG). Each group only 

showed the first 20 items with the most significant enrichment, and less than 20 items were displayed in full. 
 

相互作用分析，发现有 242 个模块基因相互作用，协

同应激 PSTs 暴露，其中 4 个高通量差异基因在应激

过程中发挥关键调控作用(图 4c)。 

上述 4 个发挥关键调控作用的基因中被注释为

ALOX5、AfGST3-1、caspase-8 及 Bax4。分别将其在

不同时间点的 FPKM 值为纵坐标作图(图 5)。结果表

明，与对照组相比，4 种基因的表达量均存在显著差

异(P<0.05)，其中，ALOX5、AfGST3-1 有相似的表达

模式，表达量随实验时间的延长呈先升后降趋势，在

实验第 3 天表达量最高，实验第 6 天时表达量有所降

低，但仍为极显著过表达(P<0.01)。caspase-8 和 Bax

表达模式相似，表达量随实验时间的延长而逐渐升

高，实验第 6 天表达量最高，均为极显著过表达

(P<0.01)。 

3  讨论  

现有研究表明，栉孔扇贝暴露 PSTs 的主要应激

包括抗氧化、组织损伤和代谢解毒等反应。上述抗氧

化反应可显著降低由于 PSTs 暴露造成的过氧化损伤

(Oyaneder-Terrazas et al, 2022)。本研究观察到栉孔扇 
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贝机体存在短暂的氧化应激反应以消除脂质过氧化，

表现为抗氧化酶 SOD、POD 分别在实验第 1、3 天时

显著应激(P<0.05)。但在毒素含量最高时抗氧化酶酶

活被抑制，组织严重损伤。与本研究相似，Oyaneder- 

Terrazas 等(2022)研究表明，贻贝(Mytilus chilensis)、

蛤蜊(Ameghinomya antiqua)等在贝类体内抗氧化酶

活性 PSTs 暴露初期显著升高，暴露末期显著降低且

氧化损伤加重。这主要是因为扇贝对 PSTs 的蓄积具

有耐受性强、代谢慢的特点 (Oshima et al, 1982; 

Escobedo-Lozano et al, 2012)，栉孔扇贝体内高残留的

PSTs 诱发的持续性脂质过氧化损伤 (Choi et al, 

2006)，进而成为细胞持续凋亡的诱因之一。 

近年来，由 PSTs 暴露诱发的细胞凋亡现象在牡

蛎(Medhioub et al, 2013)、蛤蜊、贻贝(Sokolova et al, 

2004a; Mat et al, 2013a; Rolland et al, 2014)等均已报

道。本研究中观察到了 PSTs 对栉孔扇贝内脏团组织

造成的损伤，主要表现为线粒体等细胞器消失、细胞

核萎缩等，同时观察到染色质凝聚和膜消失(膜损伤)。

其中，染色质凝聚及膜损伤被认为是细胞凋亡的标志

(Snigirevskaya et al, 2019)。此外，本研究观测到 PSTs

可显著升高 MDA 含量(P<0.05)，在毒素含量蓄积最

高时，MDA 含量极显著升高(P<0.01)，说明 PSTs 会

在栉孔扇贝内脏团中诱发脂质过氧化反应，且脂质过

氧化程度可能与 PSTs 含量正相关。MDA 的含量变化

是机体脂质过氧化水平的重要表征。赤潮藻所产毒素

对贝类造成的脂质过氧化损伤则是触发细胞凋亡的

重要原因之一(Ricevuto et al, 2016; De et al, 2017)。最

后通过比较 WGCNA 及 KEGG 注释结果均表明细胞 
 

 
 

图 4   差异基因富集与 WGCNA 分析结果 
Fig.4  Differential gene enrichment and WGCNA analysis result 

a：WGCNA 分析差异基因与 PSTs 蓄积相关性；b：正相关模块基因富集分析；c：正相关模块基因相互作用分析。 
a: WGCNA analysis of PSTs exposure correlation; b: Gene enrichment analysis of positive correlation module;  

c: Gene interaction analysis of positive correlation module. 
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图 5  关键调控基因在不同时期的表达变化 
Fig.5  Expression changes of key regulatory genes in different periods 

 
凋亡与 PSTs 的蓄积含量呈显著正相关。综上所述，

PSTs 暴露造成的机体损伤诱发栉孔扇贝细胞凋亡。 

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶(caspase)基因家族是

引发细胞凋亡的主要执行者，Abi-Khalil 等(2017)已

证明 PSTs 可通过 caspase 基因家族介导的途径诱发

牡蛎血细胞发生凋亡。本研究中，caspase 基因家族

在不同实验时间也存在差异表达，包括凋亡启动相关

基因 caspse-2/9 和 caspase-8/10 以及凋亡执行基因

caspase-3/7，其中 caspase-8 表达尤为显著，在不同

实验时间的表达量存在显著差异(P<0.01)。caspase-8

在细胞凋亡过程中承担分子开关的作用 (Calderón- 

Garcidueñas et al, 2008)，有研究表明，将 GTX2/3 暴

露扇贝后，caspase-8 的活性增加(Estrada et al, 2014)。

且基因 caspase-8 仅在成年扇贝的消化腺和肾脏中高

表达(Wei et al, 2022)。由此进一步推断，凋亡启动基

因 caspase-8 过量表达触发的凋亡机制或是成年栉孔

扇贝应激 PSTs 暴露的特征反应机制。与此同时，基

因 Bax 在控制细胞凋亡的过程中发挥重要作用，可通

过增强线粒体膜的通透性，促进促凋亡蛋白的释放

(Bock et al, 2019)。Medhioub 等(2013)研究发现，暴

露于 PSTs 的牡蛎血细胞中基因 Bax 显著过表达

(P<0.01)。在本研究中，PSTs 造成了栉孔扇贝内脏团

组织细胞中基因 Bax 显著过表达(P<0.05)，且受含量

影响在毒素蓄积量最高时(X-6 组)表达量极显著升高

(P<0.01)。表明基因 Bax 可能参与 PSTs 引发栉孔扇

贝内脏团细胞凋亡的调控机制。 

栉孔扇贝可激活解毒代谢机制以减轻毒素损伤。

贝类的解毒代谢机制主要分为 3 个阶段。第一阶段对

异生物质进行酶修饰，可直接或间接中和 PST 并将

其转化为 ROS，细胞色素 P450 在这一阶段发挥重要

作用(Rolland et al, 2014)；第二阶段为带电物质与包

括谷胱甘肽在内的极性化合物的结合(Fabioux et al, 

2015)；第三阶段依赖于膜转运蛋白介导的毒素外排，

包括多药耐药蛋白(MRP)和 ATP 结合转运蛋白盒家

族成员(ABC)(Wang et al, 2021)。Freitas 等(2020)研究

表明，暴露于 PSTs 的贻贝、鸟蛤(Galbuliformes)、竹

蛏(Solen strictus)中谷胱甘肽代谢通路被激活。本研究

的酶活结果显示，PSTs 暴露后 GSH-Px 活力显著升高

(P<0.05)，转录组结果表明，谷胱甘肽代谢通路被显

著富集。此外，WGCNA 结果显示，细胞色素 P450

对外源化合物的代谢、谷胱甘肽代谢及 ABC 转运通

路均与 PSTs 暴露显著正相关，表明 PSTs 的暴露已激

起栉孔扇贝体内谷胱甘肽的解毒应激。说明 PSTs 激

活了栉孔扇贝毒素代谢机制。Hlaing 等(2020)研究表

明，PSTs 可引起栉孔扇贝中 CfGST3 相关基因的特异

性表达，该亚家族在抵御毒素损伤时可发挥多项功

能。但本研究表明，持续高浓度的毒素暴露仍将造成

组织损伤，由此可知，栉孔扇贝机体的抗氧化及解毒

代谢能力有限，无法保护栉孔扇贝机体免受脂质过氧

化损伤。 
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4  结论与展望 

PSTs 在栉孔扇贝体内具有高蓄积，高残留的特

征，诱发栉孔扇贝机体持续的抗氧化应激与组织损

伤。细胞凋亡可能是栉孔扇贝应激 PSTs 暴露的防御

手段之一。栉孔扇贝暴露于 PSTs 产毒藻 AT5-3 后，

机体受到脂质过氧化损伤后诱发由 caspase-8 特征性

启动的细胞凋亡程序，促进了栉孔扇贝机体对 PSTs

的内源性代谢，以维护自身内环境平衡。为保护自身，

栉孔扇贝机体抗氧化酶系统及解毒代谢机制快速应

激，但效果有限，无法消除高残留 PSTs 诱发的持续

性损伤。这为以后更加深入地研究 PSTs 对栉孔扇贝

的潜在毒性以及栉孔扇贝的免疫分子机制提供了基础。 
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Abstract    Paralytic shellfish toxins (PSTs) are some of the most harmful algal neurotoxins in the 

world. They easily accumulate in bivalve shellfish and are transmitted through the food chain, causing 

symptoms such as nausea and vomiting, muscle paralysis, dyspnea and even asphyxiation in consumers, 

leading to food poisoning in humans. Therefore, a widely accepted limit standard of 800 μg STXeq/kg has 

been established as a safe limit for PSTs. PSTs are produced by some microalgae, among which 

Alexandrium tamarense is one of the predominant toxic algae found along the coast of China. It was 

found that the detection rate and over-standard rate of Chlamys farreri in bivalve shellfish sold in China 

are relatively high. PSTs are mainly stored in visceral masses and are characterized by their fast 

accumulation and slow metabolism. 

PSTs are neurotoxins that exert their toxic effects by blocking sodium channels and inhibiting nerve 

conduction. Studies have shown that PSTs can cause stress responses in bivalves, including production of 

a large amount of reactive oxygen species (ROS), antioxidant stress (including enzymatic and 

non-enzymatic defense), imbalance of intracellular redox homeostasis, and cell damage (i.e., lipid 

peroxidation). As one of the main products of lipid peroxidation, the content of malondialdehyde (MDA) 

can directly reflect tissue and cell membrane damage caused by PSTs. In addition, superoxide dismutase 

(SOD) and peroxidase (POD) are often used as indicators to evaluate the level of antioxidation, and 

glutathione peroxidase (GSH-Px) plays a key role in antioxidant defense. The changes in lipid 

peroxidation and antioxidant enzymes are commonly used in existing studies to reflect the injury and 

degree of stress in organisms. Some studies have also shown that PSTs can cause tissue damage and 

induce abnormal gene expression in C. farreri, but research on the changes of gene expression and 

regulatory mechanism of PST-induced tissue damage in C. farreri is still lacking. This information is 

important for establishing and perfecting food safety risk assessment technology. 

In this study, C. farreri was exposed to a strain of A. tamarense (AT5-3). We measured the toxin 
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accumulation, oxidative stress kinase activity, and its transcriptional regulation in the visceral mass of C. 

farreri in control and experimental groups. Further, the ultrastructure of the visceral mass in the control 

group and the experimental group was observed to explore the initial stress response mechanism of C. 

farreri exposed to PSTs. 

The 2-year-old scallop C. farreri was selected as the experimental animal. AT5-3 was cultured in L1 

medium at temperatures of (20±1) ℃, light intensity of 54 μ/Em2·s, and a light-dark ratio of 12 h:12 h in 

the laboratory, and Chlorella vulgaris was cultured simultaneously. The experimental group was fed with 

algal solution in the exponential growth period and the cell density was 4×104–4.2×104 cells/mL. The 

control group was fed with the same amount of C. vulgaris. The experiment lasted 20 days, of which the 

first six (days 0–6) were the exposure stage and the remaining 14 days (days 7–20) were the metabolic 

stage. During the exposure stage, C. farreri were fed regularly with the AT5-3 strain in exponential growth 

period twice a day with a feeding dose of 8×106 cells/items/day. The same amount of C. vulgaris was fed 

in the metabolic stage. 

The results of toxin accumulation showed that paralytic shellfish toxins could accumulate rapidly in 

the visceral mass of C. farreri, but the metabolic rate was slow. The toxin content was highest on day 6 of 

the experiment, and the maximum accumulated content was approximately 15 times higher than the limit 

standard. The toxin residue reached its highest level (62.4%) on 20th day of the experiment.  

The results of enzyme activity tests showed that the stress due to MDA, GSH-Px, and POD in the 

visceral mass was significantly increase (P<0.05), and the SOD activity was significantly inhibited 

(P<0.05) after a brief increase. The results also showed that PSTs could induce lipid peroxidation in     

C. farreri, and POD, SOD, and GSH-Px were significantly stressed to eliminate the adverse effects of 

PSTs. 

The pathological changes in the visceral mass were observed under a transmission electron 

microscope and included vacuolation, chromatin aggregation, and nucleoplasmic pyknosis. Tissue damage 

worsened as the exposure time increased and although the toxin content in C. farreri decreased after the 

exposure period, the tissue damage was further aggravated. The results of transcriptome analysis showed 

that 933 differentially expressed genes (DEGs) were screened from the visceral mass of C. farreri after 

PST exposure. The results of KEGG and GO annotations showed that DEGs were mainly annotated in 

amino acid metabolism, energy metabolism, and other metabolic processes. Weighted gene co-expression 

network analysis showed that apoptosis and the glutathione metabolic detoxification pathway were 

significantly up-regulated, mapping ALOX5, AfGST-σ11, caspase-8 and Bax4 key transcription factors. In 

the experimental group, the expression of ALOX5 and AfGST-σ11 increased significantly when the 

accumulation rate was highest (P<0.05). The expression of caspase-8 and Bax4 was highest when toxin 

accumulation was high, which was significantly higher than that in the control group (P<0.05). 

In summary, PSTs can cause lipid peroxidation stress and cell damage to C. farreri. In addition to 

antioxidant stress, C. farreri can activate characteristic apoptosis and resist PSTs toxicity by glutathione 

detoxification metabolism. However, this effect is limited and the persistent damage caused by high 

residual PSTs cannot be eliminated. This study provides a basis for further study on the potential toxicity 

of PSTs to the scallop C. farreri and its immunomolecular mechanisms. 
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