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锐钛型纳米二氧化钛对河蚬氧化应激的影响

王路平，胡　涛，张桂蓉，马徐发，魏开建

（华中农业大学水产学院，淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心，湖北 武汉　４３００７０）

摘要：为评价纳米二氧化钛（ＴｉＯ２ＮＰｓ）对河蚬（Ｃｏｒｂｉｃｕｌａｆｌｕｍｉｎｅａ）的毒性效应，采用５、５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度锐钛型
ＴｉＯ２ＮＰｓ对河蚬暴露处理２４、４８、９６、１９２ｈ，测定其鳃、消化腺和斧足肌肉组织中钛含量以及谷胱甘肽 Ｓ转移酶
（ＧＳＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性。结果表明：（１）在相同暴露时间下，河蚬３种组织的平均钛含量均显著上
升并高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）；随暴露时间延长，消化腺和斧足肌肉中平均钛含量总体上呈上升趋势，且消化
腺中钛含量高于斧足组织，而中、低浓度组鳃组织平均钛含量处于较稳定水平；暴露２４～１９２ｈ，鳃、消化腺和斧足
肌肉中平均钛含量分别为０．７３～３．５０、２．８８～３２．３７、１．１５～３．１１μｇ／ｇ；（２）在暴露初期，河蚬３种组织的ＧＳＴ活
性不同程度上升；随暴露时间延长，鳃和消化腺中ＧＳＴ活性先显著下降、后上升，斧足肌肉中 ＧＳＴ活性呈现逐步
下降趋势；暴露２４～１９２ｈ，鳃、消化腺和斧足肌肉中 ＧＳＴ活性分别为９７．３９～３７１．４４、１６４９２～８３７２２、６３３９～
２４７．７５Ｕ／ｍｇ；（３）暴露２４ｈ后，３个浓度组河蚬鳃和斧足肌肉中 ＳＯＤ活性均明显上升，低浓度组消化腺 ＳＯＤ活
性也显著上升；随暴露时间延长，３种组织中ＳＯＤ活性均呈现逐渐下降趋势，其活性下降幅度与处理浓度呈正相
关；暴露２４～１９２ｈ，鳃、消化腺和斧足肌肉中ＳＯＤ活性分别为７６８～２７０５、３６３～１６９２、４２５～４３０８Ｕ／ｍｇ。研
究表明，３种浓度ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露导致钛在河蚬体内显著富集并引起氧化应激反应，其对河蚬具有明显的毒性效
应。
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　　近年来，随着纳米材料在纺织、电子、建筑、轻
工、医药等领域的应用日益广泛，其不可避免地会在

科研、生产、运输、应用及废物处理过程中间接或直

接进入水体和土壤中，对环境和生态健康构成潜在

风险（Ｎｅｌｅｔａｌ，２００６；Ｎｏｗａｃｋ＆Ｂｕｃｈｅｌｉ，２００７；Ｈａｏ
ｅｔａｌ，２００９；Ｚｈｕｅｔａｌ，２０１０）。纳米材料的生物效应
及其对环境和生态健康的影响已引起国内外学者的

广泛关注（Ｓｅｒｖｉｃｅ，２００３；王娜等，２００７）。
纳米二氧化钛（ＴｉＯ２ＮＰｓ）分为板钛矿型、金红

石型和锐钛型 ３种类型；其中金红石型和锐钛型
ＴｉＯ２ＮＰｓ具有生物毒性且不易被生物体排出（Ｆｅｒｉｎ
＆Ｏｂｅｒｄｏｒｓｔｅｒ，１９８５）。ＴｉＯ２ＮＰｓ可导致大鼠肺泡巨
噬细胞数量明显增加及 ＤＮＡ氧化损伤（Ｏｌｍｅｄｏｅｔ
ａｌ，２００５；Ｃｈｅｎｅｔａｌ，２００７）；对小鼠的肝、脑等组织
也具有细胞毒性，影响其基因稳定并造成组织病变

（Ｗａｎｇｅｔａｌ，２００７；２００８）；对人类也具有神经毒性
（Ｌｏｎｇｅｔａｌ，２００６）。在水生动物中，ＴｉＯ２ＮＰｓ可随
食物链从低等级生物如蟤类等向高等级生物如斑马

鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）中迁移（Ｚｈｕｅｔａｌ，２０１０）；ＴｉＯ２ＮＰｓ
短期暴露可影响紫贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ）血
细胞免疫，对鳃、消化腺细胞溶酶体膜稳定性造成损

伤并影响组织的抗氧化酶活性（Ｃａｎｅｓｉｅｔａｌ，２００９；
２０１０）；此外，ＴｉＯ２ＮＰｓ对尖膀胱螺（Ｐｈｙｓａａｃｕｔａ）、
铜锈环棱螺（Ｂｅｌｌａｍｙａａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）的生活与生存繁
殖也有影响（Ｍｕｓｅｅｅｔａｌ，２０１０；刘佳，２０１２）；但国内
关于纳米粒子对软体动物生态毒性的报道较少。

河蚬（Ｃｏｒｂｉｃｕｌａｆｌｕｍｉｎｅａ）广泛分布于亚洲、非
洲及欧美等地，是一种栖息于湖泊、河流、人工运河

等水体中的淡水软体动物，主要以浮游生物为食

（Ｓｐａｎｎｅｔａｌ，２０１１）；其肉鲜味美，具有较高的经济
价值（刘敏和熊邦喜，２００８）；同时也是一种重要的
环境污染指示生物（Ｃｉｄｅｔａｌ，２０１５）。已有研究报
道了纳米三氧化二铝粒子在河蚬中的富集（Ｓｔａｎｌｅｙ
ｅｔａｌ，２０１０）以及金刚石纳米粒子暴露下河蚬的氧化
应激和组织学变化（Ｃｉｄｅｔａｌ，２０１５），但未见
ＴｉＯ２ＮＰｓ对河蚬毒性效应的报道。本实验测定了锐
钛型ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露下河蚬鳃、消化腺、斧足肌肉组



织中钛含量以及谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）和超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）活性的变化，旨在评价不同浓度
ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露对河蚬的亚急性毒性效应，为水生动
物生态毒理学研究积累资料。

１　材料和方法

１．１　材料采集
河蚬成体样本于２０１４年７月采自湖北省红安

县高桥河，平均壳长（３３．０５±４．２３）ｍｍ，平均体重
（１４．４８±２．３１）ｇ。样本运回实验室后，在１０个水
体体积为２０Ｌ的ＰＶＣ水族箱中暂养１周。采用充
分曝气的无余氯自来水暂养，期间每天换水８０％，
水温为２６～２７℃，ｐＨ值 ７．８～７．９，保持自然光周
期。

１．２　暴露处理
采用粒径为 ２５ｎｍ锐钛型纳米二氧化钛

（Ｔ１０４９４３ＴｉＯ２ＮＰｓ，纯度 ＞９９．８％，上海阿拉丁试
剂有限公司）对河蚬进行暴露处理实验。将 ＴｉＯ２
ＮＰｓ配制成０．１、１．０、２．０ｇ／Ｌ的母液，超声波震荡
（４０ｋＨｚＢＸ２２００ＬＨ超声波清洗仪，上海新苗医疗
器械制造公司）处理１０ｍｉｎ以分散 ＴｉＯ２ＮＰｓ，用曝
气自来水分别稀释为５、５０、１００ｍｇ／Ｌ共计３个浓度
的ＴｉＯ２ＮＰｓ溶液用于河蚬暴露处理，以曝气自来水
处理作为空白对照。暴露实验在容积为５０Ｌ的水
族箱中进行，每个水族箱处理溶液体积为２０Ｌ，每
个ＴｉＯ２ＮＰｓ处理浓度组和空白对照组各设３个重
复。每箱随机放入健康且大小均匀的河蚬 ２０只。
实验期间水温２６～２７℃，ｐＨ值７．８～７．９，保持自然
光周期，每隔２４ｈ更换８０％的暴露处理溶液，不投
食。

１．３　指标测定
１．３．１　组织样品采集　在暴露实验进行到２４、４８、
９６、１９２ｈ时分别取样。每次取样时，从每个水族箱
中随机取３只河蚬，在冰上迅速解剖，分别取消化腺
及适量的鳃和斧足肌肉组织，将３个样本的每种组
织分别混合作为该实验单元的１个样品。３种组织
分别称取３００ｍｇ，－８０℃保存，用于钛含量的测定；
剩余的组织样品称量后分别置液氮中快速冷冻，再

转入－８０℃保存，用于酶活力的测定。
１．３．２　钛含量测定　每个试验单元的鳃、消化腺、
斧足组织样品各取３００ｍｇ，１５０℃烘干至恒重后冷
却，分别加入６ｍＬ浓 ＨＮＯ３，１５０℃下将组织完全消
化，然后用去离子水重悬浮消化产物至６ｍＬ用于检
测。在电感耦合等离子发射光谱仪（Ｏｐｔｉｍａ８０００ＤＶ

型，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）上测定上述组织样品中
的钛含量。

１．３．３　酶活性测定　测定河蚬３种组织中谷胱甘
肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性
（Ｕ／ｍｇ），以评价 ＴｉＯ２ＮＰｓ对河蚬的毒性效应。每
个实验单元的每种组织样品取０．０５～０．１５ｇ，按照
样品重量（ｇ）／生理盐水（ｍＬ）＝１／９加入０．６５％生
理盐水，低温条件下在组织匀浆器（ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒⅡ
型，德国ＱＩＡＧＥＮ公司）中１８００ｒ／ｍｉｎ匀浆３ｍｉｎ；
匀浆液在４℃下２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液。
采用蛋白质测定试剂盒、ＧＳＴ测定试剂盒、ＳＯＤ测定
试剂盒（南京建成生物公司），按照操作步骤处理上

清液。利用酶标仪 （ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２０００ＰＲＯ Ｎａｎｏ
Ｑｕａｎｔ，奥地利Ｔｅｃａｎ公司）在５９５、４１２、５５０ｎｍ波长
下分别测定处理后上清液中蛋白质、ＧＳＴ、ＳＯＤ的
ＯＤ值，并根据试剂盒上相关公式计算获得３种组
织每毫克蛋白质中ＧＳＴ、ＳＯＤ酶的活性（Ｕ／ｍｇ）。
１．４　数据分析

运用 ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＡ８．０软件（美国 ＳｔａｔＳｏｆｔ公
司）对３个ＴｉＯ２ＮＰｓ浓度组和暴露时间对不同指标
的影响进行两因素方差分析（ＴｗｏｗａｙＡＮＯＡ），采
用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）比较同一暴
露时间下各浓度组与空白对照组的差异以及空白对

照组随暴露时间的变化。各测定指标以（平均值 ±
标准差）表示，处理间平均数的比较采用 Ｄｕｎｃａｎ检
验，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　不同组织中的钛含量变化
２．１．１　鳃　空白对照组河蚬鳃组织中平均钛含量
为０．０８～０．１４μｇ／ｇ。在相同暴露时间下，鳃组织中
平均钛含量均显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）（图
１Ａ）。暴露２４～１９２ｈ，５、５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度组鳃组
织平均钛含量分别为 ０．７３～１．４９、１２０～１４６、
１１３～３５０μｇ／ｇ，浓度组间平均值差异显著
（Ｐ＜０．０５），并随处理浓度增大而上升。４个暴露时
间下鳃组织平均钛含量之间存在显著差异

（Ｐ＜０．０５），总体上４８ｈ最高，９６ｈ最小。
随着暴露时间延长，１００ｍｇ／Ｌ浓度组鳃组织平

均钛含量表现出先显著增加再显著下降的变化趋

势，而５ｍｇ／Ｌ和５０ｍｇ／Ｌ浓度组鳃组织平均钛含量
处于较稳定水平。暴露浓度与暴露时间之间存在显

著交互作用 （Ｐ＜０．０５）。暴露 ２４ｈ和 ４８ｈ，
１００ｍｇ／Ｌ浓 度 组 鳃 组 织 平 均 钛 含 量 分 别 为
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１７４３μｇ／ｇ和３．４９６μｇ／ｇ，显著高于其他浓度组；暴
露９６ｈ和１９２ｈ，５０ｍｇ／Ｌ浓度组鳃中平均钛含量分

别为１３１６μｇ／ｇ和１．４６１μｇ／ｇ，显著高于５ｍｇ／Ｌ浓
度组。

　　钛含量为（平均值±标准差）。ＣＫ为空白对照。柱形图上方的不同斜体小写字母表示浓度组之间存在显著性差异，不同的大写字母表示

空白对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。表示在某暴露时间下浓度组与对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　不同浓度ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露后河蚬３种组织中钛含量的变化
ＣＫｉｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔａｇｉｖｅｎｅｘ

ｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

Ｆｉｇ．１　ＴｉｔａｎｉｕｍｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｏｒｂｉｃｕｌａｆｌｕｍｉｎｅａｅｘｐｏｓｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＴｉＯ２ＮＰｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ

２．１．２　消化腺　空白对照组中，消化腺组织平均钛
含量为０．１０～０．３５μｇ／ｇ。在相同暴露时间下，３个
浓度组消化腺组织平均钛含量均显著高于空白对照

组（Ｐ＜０．０５）（图 １Ｂ）。暴露 ２４～１９２ｈ，５、５０、
１００ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织平均钛含量分别为
２８８～１９．１４、６．２２～１５．９８、３．８８～３２．３７μｇ／ｇ，其
中５０ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织平均钛含量显著高于
其他浓度组（Ｐ＜０．０５）。

随暴露时间延长，消化腺组织平均钛含量在９６
～１９２ｈ显著增加（Ｐ＜０．０５），并在１９２ｈ达到最大
值。暴露浓度与暴露时间存在显著交互作用

（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ和 ４８ｈ，５０ｍｇ／Ｌ浓度组消
化腺 组 织 平 均 钛 含 量 分 别 为 １５９８μｇ／ｇ和
９．７０μｇ／ｇ，显著高于其他浓度组；暴露９６ｈ，５ｍｇ／Ｌ
和５０ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织平均钛含量分别为
１３．６７μｇ／ｇ和１３．０５μｇ／ｇ，显著高于１００ｍｇ／Ｌ浓度
组；暴露１９２ｈ，１００ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织平均钛
含量达到最高值（３２．３７μｇ／ｇ），５ｍｇ／Ｌ浓度组次之
（１９．１４μｇ／ｇ）。
２．１．３　斧足　空白对照组中，斧足肌肉组织平均钛
含量为０．０９～０．２４μｇ／ｇ。在相同暴露时间下，３个
浓度组斧足组织平均钛含量均显著高于空白对照组

（Ｐ＜０．０５）（图 １Ｃ）。暴露 ２４～１９２ｈ，５、５０、
１００ｍｇ／Ｌ浓度组斧足组织平均钛含量分别为１．３２
～３．１１、１．１５～２．４１、１．４７～２．２３μｇ／ｇ，浓度组间平
均值差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

随暴露时间延长，斧足组织平均钛含量在９６ｈ
显著上升达到最大值（Ｐ＜０．０５），在１９２ｈ又显著下

降。暴露浓度与暴露时间存在显著交互作用

（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ，１００ｍｇ／Ｌ浓度组斧足组织
平均钛含量（１．７３μｇ／ｇ）显著高于５０ｍｇ／Ｌ浓度组；
暴露４８ｈ和９６ｈ，５ｍｇ／Ｌ浓度组斧足组织平均钛含
量分别为１．６２μｇ／ｇ和３．１１μｇ／ｇ，高于另外２个高
浓度组；暴露时间延长至 １９２ｈ，５０ｍｇ／Ｌ浓度组斧
足组织平均钛含量（２．４１μｇ／ｇ）显著高于１００ｍｇ／Ｌ
浓度组。

２．２　不同组织中的ＧＳＴ活性变化
２．２．１　鳃　空白对照组鳃组织中 ＧＳＴ平均活性呈
现先显著下降再回升的趋势，其变化范围为１２２．６４
～２９５．７３Ｕ／ｍｇ。暴露２４～９６ｈ，３个浓度组鳃组织
中 ＧＳＴ平均活性与空白对照组无显著差异
（Ｐ＞０．０５）；１９２ｈ时，５ｍｇ／Ｌ和 ５０ｍｇ／Ｌ浓度组
ＧＳＴ平均活性显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）（图 ２
Ａ）。暴露２４～１９２ｈ，５、５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度组鳃组织
ＧＳＴ平均活性分别为 ９９６０～２０６３６、１２８３５～
３７１４４、９７３９～３２８８３Ｕ／ｍｇ，其中５０ｍｇ／Ｌ浓度组
ＧＳＴ平均活性最高，１００ｍｇ／Ｌ浓度组次之，且均显
著高于５ｍｇ／Ｌ浓度组（Ｐ＜０．０５）。

随暴露时间延长，鳃组织 ＧＳＴ平均活性呈现先
显著下降再回升的趋势，２４ｈ时 ＧＳＴ平均活性最
大，１９２ｈ次之，但均显著高于４８ｈ和９６ｈ时 ＧＳＴ
平均活性（Ｐ＜０．０５）。暴露浓度与暴露时间存在显
著交互作用（Ｐ＜０．０５）。暴露 ２４ｈ，５０ｍｇ／Ｌ和
１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＧＳＴ平均活性（３７１．４４Ｕ／ｍｇ和
３１７０５Ｕ／ｍｇ）显著高于５ｍｇ／Ｌ浓度组（Ｐ＜０．０５）。
暴露１９２ｈ，５ｍｇ／Ｌ和５０ｍｇ／Ｌ浓度组 ＧＳＴ平均活性
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显著低于１００ｍｇ／Ｌ浓度组（Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　消化腺　空白对照组消化腺组织中 ＧＳＴ平
均活性在１９２ｈ时显著下降，其变化范围为３２６．０９
～６０６．８１Ｕ／ｍｇ。暴露２４ｈ和４８ｈ，３个浓度组消
化腺组织 ＧＳＴ平均活性与对照组无显著差异
（Ｐ＞０．０５），其中４８ｈ时ＧＳＴ平均活性均低于对照
组。暴露９６ｈ，３个浓度组 ＧＳＴ活性显著低于对照
组（Ｐ＜０．０５）。暴露１９２ｈ，３个浓度组ＧＳＴ平均活
性显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）（图２Ｂ）。暴露２４～
１９２ｈ，５、５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织 ＧＳＴ平均

活性分别为 ２８１．９８～７５９．３９、１６４．９２～７５７５０、
１９７７２～８３７２２Ｕ／ｍｇ，浓度组间平均值差异不著
（Ｐ＞０．０５），其中１００ｍｇ／Ｌ浓度组ＧＳＴ平均活性最
高，５０ｍｇ／Ｌ浓度组最低。

随着暴露时间延长，消化腺组织 ＧＳＴ平均活性
呈现先显著下降再显著回升的趋势，１９２ｈ时 ＧＳＴ
平均活性最大，２４ｈ次之，４８ｈ最小（Ｐ＜０．０５）。暴
露浓度与暴露时间存在显著交互作用（Ｐ＜０．０５）。
暴露１９２ｈ，３个浓度组 ＧＳＴ平均活性均最大，９６ｈ
时均处于最低水平。

　　ＧＳＴ活性为（平均值±标准差）。ＣＫ为空白对照。柱形图上方的不同斜体小写字母表示浓度组之间存在显著性差异，不同的大写字母表

示空白对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。表示在某暴露时间下浓度组与对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图２　不同浓度ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露后河蚬３种组织中谷胱甘肽Ｓ转移酶活性
ＣＫｉｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔａｇｉｖｅｎｅｘ

ｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

Ｆｉｇ．２　ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＳＴ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｏｒｂｉｃｕｌａｆｌｕｍｉｎｅａｅｘｐｏｓｅｄｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴｉＯ２ＮＰｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ

２．２．３　斧足　空白对照组斧足肌肉组织中 ＧＳＴ平
均活性为１２４．３８～１６０．３７Ｕ／ｍｇ，不同暴露时间之
间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。暴露 ２４ｈ和 ４８ｈ，
３个浓度组斧足肌肉组织ＧＳＴ平均活性略高于对照
组，仅暴露４８ｈ时１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＧＳＴ平均活性
显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露 ９６ｈ和 １９２ｈ
时，３个浓度组ＧＳＴ平均活性低于对照组，仅１９２ｈ
时５０ｍｇ／Ｌ浓度组 ＧＳＴ平均活性显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）（图 ２Ｃ）。暴露 ２４～１９２ｈ，５、５０、
１００ｍｇ／Ｌ浓度组斧足肌肉组织 ＧＳＴ平均活性分别
为 ９９．７２～２３６．２３、６３．３９～２４７７５、１０７９０～
２３１．４５Ｕ／ｍｇ，浓 度 组 间 平 均 值 差 异 不 著
（Ｐ＞０．０５），其中１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＧＳＴ平均活性最
高，５０ｍｇ／Ｌ浓度组最低。

随着暴露时间延长，斧足肌肉组织 ＧＳＴ平均活
性呈现逐渐下降的趋势（其中４８ｈ和９６ｈ时显著
降低，Ｐ＜０．０５），２４ｈ时ＧＳＴ平均活性最大，４８ｈ次
之，１９２ｈ最小。
２．３　不同组织中的ＳＯＤ活性变化
２．３．１　鳃　空白对照组鳃组织中ＳＯＤ平均活性为

９．５８～１１．１８Ｕ／ｍｇ，在 １９２ｈ时 显 著 下 降
（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ，３个浓度组鳃组织中 ＳＯＤ
平均活性均显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露
４８～１９２ｈ，３个浓度组ＳＯＤ平均活性均与对照组无
显著差异（Ｐ＞０．０５）（图３Ａ）。暴露２４～１９２ｈ，５、
５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度组鳃组织 ＳＯＤ平均活性分别为
１０．７２～２２．１２、９．０５～２７．０５、７．６８～１５．２６Ｕ／ｍｇ，其
中５ｍｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ平均活性最高，５０ｍｇ／Ｌ浓度
组次 之，但 均 显 著 高 于 １００ ｍｇ／Ｌ 浓 度 组
（Ｐ＜０．０５）。

随暴露时间延长，鳃组织ＳＯＤ平均活性呈现逐
渐下降的趋势（其中４８ｈ时显著降低，Ｐ＜０．０５），
暴露２４ｈ时 ＳＯＤ平均活性最大，４８ｈ次之，１９２ｈ
最小。暴露浓度与暴露时间存在显著交互作用

（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ，３个浓度组 ＳＯＤ平均活性
处于较高水平，其中５０ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ平均活性
最高（２７．０５Ｕ／ｍｇ）。暴露９６ｈ和１９２ｈ，５０ｍｇ／Ｌ和
１００ｍｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ平均活性降至低于对照组水
平（Ｐ＞０．０５）。
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　　ＳＯＤ活性为（平均值±标准差）。ＣＫ为空白对照。柱形图上方的不同斜体小写字母表示浓度组之间存在显著性差异，不同的大写字母表

示空白对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。表示在某暴露时间下浓度组与对照组之间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图３　不同浓度ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露后河蚬３种组织中超氧化物歧化酶活性
ＣＫｉｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｔａｌｉｃｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｇｉｖｅｎｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

Ｆｉｇ．３　Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｏｒｂｉｃｕｌａｆｌｕｍｉｎｅａｅｘｐｏｓｅｄ
ｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ

２．３．２　消化腺　空白对照组消化腺组织中 ＳＯＤ平
均活性为９．３２～１１．５０Ｕ／ｍｇ。暴露２４ｈ，５ｍｇ／Ｌ浓
度组消化腺组织中 ＳＯＤ平均活性（１６．９２Ｕ／ｍｇ）显
著高于空白对照组（１０．２３Ｕ／ｍｇ）（Ｐ＜０．０５）（图
３Ｂ）。暴露４８ｈ，３个浓度组 ＳＯＤ平均活性均显著
低于对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露 ９６ｈ，５０ｍｇ／Ｌ和
１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ平均活性显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）。暴露１９２ｈ，３个浓度组ＳＯＤ平均活性
均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。暴露２４～１９２ｈ，５、
５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度组消化腺组织ＳＯＤ平均活性分别
为６．７３～１６．９２、５．５８～１０．１４、３．６３～８．６７Ｕ／ｍｇ，
浓度组间平均值差异显著（Ｐ＜０．０５）并随浓度增加
而依次降低。

随暴露时间延长，消化腺组织ＳＯＤ平均活性呈
现逐渐下降的趋势 （其中 ４８ｈ时显著降低，
Ｐ＜０．０５），暴露２４ｈ时 ＳＯＤ平均活性均最大，４８ｈ
次之，１９２ｈ最小。暴露浓度与暴露时间存在显著
交互作用（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ，３个浓度组 ＳＯＤ
平均活性处于较高水平，其中５ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ
平均活性最高并显著大于另 ２个高浓度组
（Ｐ＜０．０５）。暴露１９２ｈ，１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ平
均活性降至最低水平。

２．３．３　斧足　空白对照组斧足肌肉组织中 ＳＯＤ平
均活性为２１．０１～３３．６６Ｕ／ｍｇ。暴露２４ｈ，５ｍｇ／Ｌ
和 ５０ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ平均活性 （４１９４～
４３０８Ｕ／ｍｇ）显著高于对照组 （３３．６６Ｕ／ｍｇ）
（Ｐ＜０．０５）（图 ３Ｃ）。暴露 ４８ｈ，３个浓度组 ＳＯＤ
平均活性略低于对照组（Ｐ＞０．０５）。暴露９６ｈ和
１９２ｈ，３个浓度组ＳＯＤ平均活性均显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）。暴露２４～１９２ｈ，５、５０、１００ｍｇ／Ｌ浓度

组斧足组织 ＳＯＤ平均活性分别为 １４．２３～４１．９４、
７４９～４３．０８、４．２５～３６．８４Ｕ／ｍｇ，浓度组间平均值
差异显著（Ｐ＜０．０５）并随浓度增加而依次降低。

随暴露时间延长，斧足组织ＳＯＤ平均活性依次
呈现显著下降趋势，其中２４ｈ时 ＳＯＤ平均活性最
大，４８ｈ次之，１９２ｈ最小（Ｐ＜０．０５）。暴露浓度与暴
露时间存在显著交互作用（Ｐ＜０．０５）。暴露２４ｈ，
３个浓度组 ＳＯＤ平均活性处于较高水平，其中
５０ｍｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ平均活性最高，大于低、高浓度
组（Ｐ＜０．０５）。暴露１９２ｈ，３个浓度组 ＳＯＤ平均活
性降至最低水平，其中１００ｍｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ平均
活性最低。

３　讨论

３．１　河蚬３种组织中钛含量差异与变化趋势
据报道，栖息于法国 ＬａＲｏｃｈｅｌｌａ海湾的杂色扇

贝（Ｃｈｌａｍｙｓｖａｒｉａ）鳃、消化腺、斧足肌肉组织中钛含
量（２５．８、６４．５、４．８４μｇ／ｇ）分别高于相距１５ｋｍ的
Ｒé岛ＳａｉｎｔＭａｒｔｉｎ海湾栖息个体３种组织中钛含量
（１８．６、４２．６、１．７３μｇ／ｇ），其中消化腺中钛含量最高
（Ｂｕｓｔａｍａｎｔｅｅｔａｌ，２００５），均明显高于本实验中野生
河蚬３种组织中的钛含量。本实验中河蚬３种组织
中的钛含量处于较低水平，但以消化腺中的钛含量

最高，与野生虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）的鳃、肝脏、
肌肉等组织中钛含量（０．０４～０．３４μｇ／ｇ）相当
（Ｒａｍｓｄｅｎｅｔａｌ，２００９）。实验观测到空白对照组中
河蚬组织中钛含量存在不同程度的差异，这可能与

其采集位置、个体大小以及不同个体内钛含量的差

异有关。

纳米物质可进入真核生物的细胞甚至细胞器并
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在其中富集（Ｚｈｕａｎｇ＆Ｇａｏ，２０１４）。河蚬在纳米
Ａｌ２Ｏ３浓度为２５ｍｇ／ｇ底泥中养殖２８ｄ后，其肠道
组织中钛含量达到１１７μｇ／ｇ（Ｓｔａｎｌｅｙｅｔａｌ，２０１０）；
同时，纳米物质进入动物体后，可通过代谢循环等途

径在体内组织间转移，如虹鳟摄食含 ＴｉＯ２ＮＰｓ的饲
料后，可由肠粘膜吸收进入鱼体，进而转移到肝脏

中，导致肝脏中钛含量升高（Ｒａｍｓｄｅｎｅｔａｌ，２００９）。
本实验中，ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露后河蚬３种组织中钛含量
均显著高于对照组，说明水环境中较高浓度 ＴｉＯ２
ＮＰｓ可以通过呼吸活动被其鳃、斧足等组织吸收和
富集；随着暴露时间延长，河蚬鳃组织中钛含量总体

呈现先升高、后下降的变化趋势，在高浓度组这一趋

势更加明显，低浓度和中浓度组鳃组织中钛含量处

于较稳定的水平，暴露后期鳃组织中钛含量下降可

能与ＴｉＯ２ＮＰｓ刺激下河蚬的行为如呼吸活动频率
变化有关（Ｂｕｆｆｅｔｅｔａｌ，２０１１）；同时，鳃组织中的钛
可通过血液循环转移到其它组织（Ｌｉｅｔａｌ，２００９）或
通过呼吸活动直接排出体外。随着暴露时间增加，

消化腺和斧足肌肉组织中钛含量总体呈上升趋势，

说明其它组织如鳃吸收的钛可能转移到这２种组织
中。消化腺是河蚬的消化和解毒器官，因此较多的

钛被输送到消化腺组织并在其中富集（Ｌｉｅｔａｌ，
２００９；Ｒａｍｓｄｅｎｅｔａｌ，２００９）。
３．２　ＴｉＯ２ＮＰｓ对河蚬ＧＳＴ和ＳＯＤ活性的影响

ＴｉＯ２ＮＰｓ进入生物体后能产生活性氧自由基，
进而对机体造成氧化应激并影响抗氧化酶的活性

（Ｆｅｄｅｒｉｃｉｅｔａｌ，２００７；Ｋａｈｒｕｅｔａｌ，２００８）。生物体内
的氧化应激具有一定的浓度效应，机体在高浓度

ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露条件下比低浓度时产生更多的活性氧
自由基（Ｊａｅｇｅｒｅｔａｌ，２０１２）。在鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）、
虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）、紫贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｇａｌｌｏ
ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ）、浅沟蛤（Ｓｃｒｏｂｉｃｕｌａｒｉａｐｌａｎａ）等水生动
物中，为了缓解ＴｉＯ２ＮＰｓ等纳米物质暴露下活性氧
自由基对机体的损伤，体内组织中 ＧＳＴ等酶的活性
显著增加（Ｈａｏｅｔａｌ，２００９；Ｃａｎｅｓｉｅｔａｌ，２０１０；Ｂｕｆｆｅｔ
ｅｔａｌ，２０１１）或产生其它抗氧化平衡（Ｆｅｄｅｒｉｃｉｅｔａｌ，
２００７）。在本实验 ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露初期，河蚬３种组
织ＧＳＴ酶活性呈现不同程度的上升；随着暴露时间
延长，鳃组织 ＧＳＴ活性先下降、后上升，１９２ｈ时
１００ｍｇ／Ｌ浓度组的ＧＳＴ活性恢复到对照组水平，表
明鳃组织因其钛含量较稳定而产生了新的抗氧化平

衡（Ｆｅｄｅｒｉｃｉｅｔａｌ，２００７）；消化腺 ＧＳＴ活性表现出与
鳃组织相似的变化趋势，但在１９２ｈ后３个浓度组
消化腺的ＧＳＴ活性显著上升，这可能与消化腺中钛

含量显著升高、产生的活性氧自由基较多有关（Ｈａｏ
ｅｔａｌ，２００９）。斧足肌肉组织ＧＳＴ活性呈逐步下降趋
势，暴露９６～１９２ｈ时，３个浓度组的 ＧＳＴ活性低于
对照组，尚未达到新的抗氧化平衡。

纳米粒子进入水生生物体内后，也会影响组织

中ＳＯＤ酶活性，且具有一定的时间和浓度效应。如
青

!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）胚胎中ＳＯＤ活性在最初４ｄ内
随纳米铁暴露时间延长而降低，且高浓度暴露组的

ＳＯＤ活性下降幅度大于低浓度组，但４ｄ后 ＳＯＤ活
性有回升趋势（Ｌｉｅｔａｌ，２００９）；ＣｕＯＮＰｓ对浅沟蛤暴
露处理１６ｄ后，组织中ＳＯＤ酶活性显著增加（Ｂｕｆｆｅｔ
ｅｔａｌ，２０１１）。在本实验暴露最初２４ｈ时，河蚬鳃、
斧足肌肉组织中ＳＯＤ活性均有不同幅度上升；随着
暴露时间延长，３种组织中 ＳＯＤ活性均呈逐渐下降
趋势，且ＳＯＤ活性下降幅度与ＴｉＯ２ＮＰｓ处理浓度呈
正相关，说明ＴｉＯ２ＮＰｓ对河蚬软体组织造成氧化损
伤而引起ＳＯＤ活性下降。在暴露后期，河蚬鳃组织
ＳＯＤ活性的下降趋缓，提示其ＳＯＤ酶活性接近一种
新的平衡（Ｌｉｅｔａｌ，２００９）；而消化腺和斧足肌肉组织
中ＳＯＤ活性在暴露后期下降幅度较大，可能与２种
组织中累积的ＴｉＯ２ＮＰｓ较多、受到的氧化损伤较大
有关，反映了钛离子对机体的致毒效应（Ｋａｈｒｕｅｔ
ａｌ，２００８）；此外，在对照组中观测到河蚬组织ＧＳＴ和
ＳＯＤ活性随实验时间延长而有所变化，与金刚石纳
米粒子对河蚬暴露实验结果相似（Ｃｉｄｅｔａｌ，２０１５），
这种显著性变化可能与个体大小、个体内钛含量的

差异等有关。

综上所述，本实验中３种浓度 ＴｉＯ２ＮＰｓ暴露导
致钛在河蚬体内显著富集并引起氧化应激反应，具

有明显的毒性效应。
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