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摘摇 要摇 2011—2012 年,在广西西部沿海设置 5 个站点,以野生文蛤作为指示生物进行 3 次
采样监测. 从个体、细胞和分子水平选择了钻沙所需时间、吞噬能力、溶酶体膜稳定性、血浆三
价铁还原力、乙酰胆碱酯酶活性及彗星率 6 项指标,利用综合生物标志物响应指数模型
( IBR),整合上述生物标志物指标,并转化为形象直观的星状图,对调查站点的环境状况进行
风险评估. 结果表明: 各站点的综合生物标志物响应指数值( IBR / n)介于 2. 30 ~ 8. 68,茅尾海
的环境压力最大,北仑河口最小. 虽然不同的生物标志物对污染压力的响应存在差异,但利用
IBR 可以有效区分文蛤所在区域的环境压力状况. 利用生物标志物的监测结果与化学监测结
果基本吻合.
关键词摇 文蛤摇 生物标志物摇 综合生物标志物响应指数摇 环境压力

文章编号摇 1001-9332(2013)12-3581-07摇 中图分类号摇 X8摇 文献标识码摇 A

Assessment of marine environmental stress based on the integrated biomarker response index
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Abstract: Meretrix meretrix were collected for 3 times from 2011 to 2012, at 5 stations along west
coast of Guangxi and wild and used as a biological indicator for assessing the marine environmental
stress. Six biomarkers at individual, cellular and molecular levels were selected, including time re鄄
quired to drill the sand, phagocytic ability, stability of lysosomal membrane, ferric reducing ability
of plasma (FRAP), acetylcholinesterase activity (AChE), and comet rate. Utilizing the Integrated
Biological Response Index (IBR) model, the above biomarkers were integratedly analyzed and the
data were displayed by intuitionistic star plots to evaluate the environmental situation of the 5 sta鄄
tions. The results indicated that the biological response indices (IBR / n) of the 5 stations varied be鄄
tween 2. 30 and 8. 68. Maowei Sea had the highest environmental stress, whereas Beilun Estuary
had the lowest. Although different biomarkers were different in response to pollution stress, IBR
model could effectively distinguish environmental stress of a specific area. The results of biomarker
monitoring were basically in agreement with those of chemical monitoring.
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摇 摇 潮间带生活着种类众多的海洋生物,同时也是

人类活动最为活跃的海陆过渡带,海边废土及垃圾

的倾倒、工农业污水排放,让潮间带生物面临巨大的

生存压力. 目前,近岸海域环境监测主要依靠化学和

生物监测两种方式[1] . 化学监测能够及时了解污染

物的分布状况,但无法反映污染物对生物体及生物

群落的影响. 传统的生物监测通过调查种群结构、多
样性等评估生态系统的状况,但生态系统的变化要

几年或几代才能检测到,当效应最终变得清楚时,破
坏程度可能已超出风险削减和补救措施能够挽回的

限度,监测结果具有滞后性[2] . 相对而言,生物标志
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物具有反应灵敏、与污染物剂量鄄效应关系明显等特

点. 因此,可以选择潮间带有代表性的生物,通过综

合分析多种生物标志物指标,对陆源性污染物对近

岸水体的影响做出风险评估,作为传统近岸海域监

测的有力补充,并对海洋环境变化做出早期预

警[3-4] .
本文选用广西沿海潮间带广泛分布且对污染物

反应敏感的文蛤 (Meretrix meretrix) 作为指示生

物[5-8],选择钻沙所需时间、吞噬能力、溶酶体膜稳

定性、血浆三价铁还原力( ferric reducing ability of
plasma, FRAP)、乙酰胆碱酯酶活性(acetylcholinest鄄
erase activity, AChE)、彗星率 6 个指标,通过在个

体、细胞、分子水平分别检测有代表性的生物标志物

指标,并借助综合生物标志物响应指数模型( inte鄄
grated biomarker response, IBR)对调查区域环境压

力做出真实可靠的风险评估.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 样品采集

依据广西西部沿海工业情况及文蛤自然分布状

况,共布设 5 个调查站位———北仑河口(BLHK)、防
城港(FCG)、茅尾海(MWH)、钦州湾(QZW)和麻兰

岛(MLD) (图 1),分别于 2011 年 11 月、2012 年 5
月、2012 年 11 月进行采样监测. 在上述地区采集个

体大小相近的野生文蛤,装入生物采样箱中,立即运

回实验室,24 h 内进行试验.
1郾 2摇 生物标志物检测

每个站点随机选取 30 个文蛤作为试验对象. 经
测定,供试文蛤个体鲜质量(41. 75依2. 75) g,壳高

(45. 94依1. 31) mm,壳长(54. 55依1. 51) mm,壳宽

图 1摇 取样监测站点位置
Fig. 1摇 Sampling station locations.
BLHK:北仑河口 Beilun Estuary; FCG:防城港 Fangcheng Port; QZW:
钦州湾 Qinzhou Bay; MWH:茅尾海 Maowei Sea; MLD:麻兰岛 Malan
Island. 下同 The same below.

(28. 78依1. 05) mm. 在上述受试对象中,取 20 个文

蛤用于检测钻沙率,参照 Moschino 等[9] 的方法,统
计 3 h 内 50%的受试文蛤钻沙所需时间(RT50),观
察文蛤行为对污染压力的响应. 取 10 个文蛤,用一

次性注射器从文蛤后闭壳肌中抽取 1. 5 mL 血液用

于下述测定.
彗星率测定采用高建军等[10] 改进的单细胞电

泳法(single cell gel electrophoresis, SCGE),通过荧

光镜检 200 个细胞核,计算彗星率,检测 DNA 损伤.
溶酶体膜稳定性采用中性红保持法(neutral red re鄄
tention, NRR)进行测定[11-12],利用中性红浸染血细

胞的溶酶体,通过记录 3 h 内受试细胞的中性红保

持率降至 50%的时间(NRRT),检测溶酶体受损伤

程度. 吞噬能力测定采用改进的文献[13-14]的方

法,将过量的经中性红染色的染色酵母聚糖悬液加

入到血液中,通过镜检 200 个血细胞,计算酵母聚糖

被吞噬率,检测细胞的免疫活性. FRAP 测定参照

Benzie 和 Strain[15]的方法,利用显色剂 Fe3+ 鄄三吡啶

三吖嗪(Fe3+ 鄄TPTZ)可被样品中的还原物质还原为

呈蓝色的 Fe2+形式,并在 593 nm 处具有最大光吸收

峰的特点,测定血液的总抗氧化活力强弱. AChE 活

性测定采用 Gorun 等[16]改进的 Ellman 法,以碘化硫

代乙酰胆碱(ATCI)为底物,5,5爷鄄二硫双硝基苯甲

酸(DTNB)为显色剂,反应产物在 412 nm 处有最大

光吸收峰,检测水域中有机磷、氨基甲酸酯类杀虫剂

及复杂污染物的响应. 血液中总蛋白含量采用 BCA
法测定[17] .
1郾 3摇 综合生物标志物响应指数(IBR)

综合生物标志物响应指数是 Beliaeff 和 Bur鄄
geot[18]提出的一种综合运用多种生物标志物定性评

估环境压力的工具. 模型首先计算每种生物标志物

在各站位的平均值(X i)以及所有站位该种生物标

志物的总平均值(m)和标准差( s);然后将该标志物

X i值进行标准化处理:Yi =(X i-m) / s, Yi为标准化处

理后的值. 如果标志物与污染呈正相关,则令 Z=Yi,
反之则 Z= -Yi;各站位每种标志物的得分(绘图值)
为 Ai =Z+ | min | , | min |是 Z 值中最小值的绝对值;

最终,某站位的 IBR 值为: 移
N

i = 1
(Ai + Ai +l) / 2( Ai +

Ai+1) / 2. 模型通过将相邻标志物的 Ai值所围成三角

形的面积[(Ai +Ai+1) / 2]依次相加可以绘制成星状

图,从而直观地反映某调查站位的 IBR 值. 由于 IBR
值与所选生物标志物指标数量(n)密切相关,将 IBR
值除以 n,以便于比较[19] .
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1郾 4摇 数据处理

采用 SPSS 15. 0 软件对数据进行统计分析. 对
数据的方差齐性进行 Levene 检验,然后运用 Tukey
post鄄hoc 检验进行方差分析,显著性水平设定为 琢 =
0. 05. 如果方差不齐,则运用非参数 Kruskal鄄Wallis
检验.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 不同监测站点的生物标志物

各生物标志物指标的 3 次监测结果(图 2)表

明:2011 年 11 月,5 个监测站点的彗星率没有显著

性差异;BLHK 采集文蛤的吞噬率(36. 6% 依2. 0% )
和血浆三价铁还原力 ( FRAP) 值 ( 59. 83 依 1郾 11
滋mol FeSO4·min-1·mg-1pro)均显著低于其余 4 个

站点;QZW 的乙酰胆碱酯酶活性(AChE) (0. 071 依
0. 005 滋mol ACTI·min-1·mg-1 pro)显著低于其余

4 个站点;FCG、MWH 的中性红保持时间(NRRT)值
(60依4. 44 min)明显小于其余 3 个站点,MWH 的钻

沙所需时间(RT50)相对其他 4 个站点最长. 2012 年

5 月,5 个监测站点的彗星率没有显著性差异;在

BLHK,吞噬率(44. 3% 依1. 3% )显著低于其余 4 个

站点; QZW、 MWH 的 FRAP 值 ( 65郾 05 依 1郾 24
滋mol FeSO4·min-1·mg–1 pro)显著低于其余 3 个站

点;QZW 的 AChE 活性(0. 04 依0. 004 滋mol ACTI·
min-1·mg–1 pro)显著低于其余 4 个站点;MWH 的

NRRT 值(43. 5依4. 47 min)明显小于其余 4 个站点,
QZW 的 RT50 较其余 4 个站点所需时间最长. 2012
年 11 月,5 个监测站点的彗星率多数差异不显著;
在 BLHK, 吞噬率 ( 33郾 4% 依 1. 7% ) 和 FRAP 值

(51郾 75依1. 06 滋mol FeSO4·min-1·mg–1 pro)显著

低于其余 4 个站点;QZW 的 AChE 活性 (0. 079 依
0郾 002 滋mol ACTI·min-1·mg–1 pro)显著低于其余

4 个站点;MWH 的 NRRT 值(30依5. 47 min)小于其

余 4 个站点,而 RT50明显高于其余 4 个站点.
2郾 2摇 综合生物标志物响应指数

2011 年 11 月,5 个监测站点 IBR / n 值顺序为:
BLHK(2. 30) < FCG (5. 10) < MLD (5. 71) < QZW
(5郾 87) <MWH(6. 99) (图 3). 在 BLHK,彗星率、
AChE、RT50、NRRT 对 IBR 值贡献率相近,FRAP、吞
噬 率对 IBR的贡献率相对较大 . 在FCG,彗星率、

图 2摇 6 种生物标志物的监测值
Fig. 2摇 Monitoring values of 6 biomarkers.
不同小写字母表示相同监测时间不同站点之间差异显著(P<0. 05) The lowercase letters indicated significant difference among different sites at the
same time at 0. 05 level.
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图 3摇 不同站点的综合生物标志物响应指数
Fig. 3摇 Integrative biomarker response index (IBR) at different
sites.
CR:彗星率 Comet rate; PR:吞噬率 Phagocytic rate; FRAP:血浆三价
铁还原力 Ferric reducing ability of plasma; AChE:乙酰胆碱酯酶活性
Acetylcholinesterase activity; RT50:钻沙所需时间 Time required to drill
the sand; NRRT:中性红保持时间 Neutral red retention time.

AChE、RT50对 IBR 值的贡献率相近,NRRT、FRAP、吞
噬率的贡献率较大. 在 QZW,AChE、FRAP 的贡献率

相对较大,其余 4 个指标贡献率相近. 在 MWH,NR鄄
RT、RT50的贡献率相对较大. 在 MLD,吞噬率、彗星率

对 IBR 值贡献率较大,其余 4 个指标贡献率相近.
2012 年 5 月, IBR / n 值 大 小 顺 序 为: BLHK

(2郾 44)<MLD(4. 74) <FCG(5. 80) <QZW(5. 89) <
MWH(8. 68). 在 BLHK,吞噬率对 IBR 值贡献率较

小,其余 5 个指标的贡献率相近. 在 FCG,吞噬率对

IBR 值贡献率较大,其余 5 个指标的贡献率相近. 在
QZW,AChE、FRAP、RT50贡献率较大. 在 MWH,NR鄄
RT 对 IBR 值贡献率较大,其余 5 个指标的贡献率相

近. 在 MLD,彗星率对 IBR 值贡献率较大,其余 5 个

指标的贡献率相近.
2012 年 11 月, IBR / n 值大小顺序为: BLHK

(2郾 30)<MLD(3. 91) <FCG(4. 43) <QZW(7. 38) <
MWH(7. 45). 在 BLHK、FCG,6 个生物标志物对

IBR 的贡献率相近. 在 QZW,AChE、彗星率、吞噬率

对 IBR 的贡献率相对较大. 在 MWH,FRAP、NRRT、
RT50相对贡献率较大. 在 MLD,彗星率和 AChE 的贡

献率较大,其余 4 个指标贡献率相近.

3摇 讨摇 摇 论

3郾 1摇 指示生物的选择与采集

选择适合当地的指示生物是利用生物标志物监

测海洋环境的关键步骤. 好的指示生物具有分布广

泛、种群数量大、易于采集、大小适中、对污染压力反

应敏感等特点. 目前,紫贻贝(Mytilus edulis)作为污

染指示种已经在国际上得到广泛运用[20-22] . 针对具

体环境,Broeg 和 Lehtonen[19]选用欧洲川鲽(Platich鄄
thys flesus)、绵鳚(Zoarces viviparus)及紫贻贝(Myti鄄
lus edulis) 作为波罗的海沿岸指示生物. Hagger
等[23] 选择普通滨蟹 ( Carcinus maenas) 和紫贻贝

(Mytilus edulis)作为西南英格兰沿岸的指示生物.
文蛤是广西沿海的广布种. 本文利用文蛤作为指示

生物能够区分不同站点的污染压力,且跨年度的 3
次监测结果一致,说明文蛤作为本研究区的指示生

物是合适的.
在自然环境中,生物体对污染压力的响应会受

到季节、温度、营养条件、繁殖期、疾病等影响,某些

生物标志物对污染压力的响应会随生物体自身或生

物体所处外界环境的改变而发生变化. 本研究在样

品采集时,避开了文蛤易发病及生殖季节,尽力消除

生理因素对监测结果的影响. 在文蛤运输过程中,由
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于生活环境的变化,对文蛤生理指标的影响仍不可

避免,可能会使反映的压力值升高,因此采用生物采

样箱控制温度、湿度,并采取防撞击措施,尽力降低

对文蛤的人为胁迫.
3郾 2摇 生物标志物对环境压力的响应

本文 5 个监测站点的 3 次监测结果显示,BLHK
污染压力最小,MLD、FCG 污染压力处于中间水平,
QZW 污染压力较重,MWH 污染压力最重(图 3). 依
据 2011 年国家及广西海洋质量公报[24-25],BLHK 为

二类水质,MLD 是三类水质,FCG、QZW 是四类水

质,MWH 是劣四类水质,基于综合生物标志物响应

指数法的监测结果与化学监测结果基本吻合.
不同的生物标志物对污染压力的响应存在差

异. “三致冶类污染物及血细胞的正常新陈代谢均会

不同程度地导致彗星现象产生[26] . 彗星率监测显

示,5 个监测站点大都处于较低水平,仅 MLD 的彗

星率略高,表明不同地点虽然污染压力各异,但具有

遗传毒性的污染物浓度较低,未对监测站位的野生

文蛤造成影响或影响不明显. 血细胞吞噬作用是贝

类最重要的防御手段[27], 吞噬能力对污染压力的

响应曲线呈右开口钟形[28] . 吞噬能力监测结果显

示,BLHK 的文蛤血细胞吞噬率明显低于其余 4 个

监测站点. BLHK 的主要污染物是无机氮和活性磷

酸盐,其余 4 个站点不同程度受到无机氮、石油类及

化学需氧量的污染,推测文蛤对无机氮和活性磷酸

盐有较高的耐受性. AChE 监测显示,QZW 的 AChE
活性受到明显抑制,而其余 4 个站点虽然海水水质

差异较大,但 AChE 活性相近. 这可能与 QZW 站点

在旅游度假区附近,受到表面活性剂及生活污水影

响有关[29-30] . FRAP 监测显示,5 个监测站点的文蛤

总抗氧化活力在 51. 8 ~ 74. 2 滋mol FeSO4·min-1·
mg -1pro. 参考已有室内试验结果,在污染压力胁迫

下 5 个站点 FRAP 值均高于正常水平. 虽然 3 次监

测值对站位之间污染压力的区分力度不强,但仍可

看出污染较重的 MWH、FCG 两地的 FRAP 值大于其

余 3 个站点,依然与化学监测结果有一定的对应关

系. 溶酶体是目前应用最广、结果最稳定的生物标志

物. 研究发现,海洋贻贝溶酶体的变化可以反映出胁

迫状态下整个细胞和生理反应约 80% 的变化状

况[31-32] . 本文 NRRT 监测结果与海水水质有非常紧

密的正相关性,显现出相似的特点. RT50 反映污染

压力对文蛤行为的影响. 监测发现,一定范围内的污

染胁迫对 RT50 影响并不明显,体现在 BLHK、FCG、
MLD 等 3 个站点 RT50相近. QZW、MWH 等两个站点

的 RT50值较高,显示随着污染压力的增大,贝类活

动能力明显减弱. 此外,预实验发现贝类钻沙活动受

温度影响十分显著,在适宜的温度范围内,随温度的

升高而增大. 因此笔者严格控制文蛤钻沙时的水温,
以消除干扰的影响.

生物标志物反映了指示生物在污染物胁迫下的

早期受损状况. 依托综合生物标志物响应指数

(IBR)模型,整合不同层次的生物标志物,经过一系

列标准化处理,可以明确区分不同站点的污染压力

强弱. 其作为海洋污染风险评估的辅助工具,可以提

高评估的确定性. 由于近岸海域受到各种污染物的

综合影响,本文在选择生物标志物时,优先选用了对

复合污染物压力响应显著的种类,涵盖了从分子到

个体各个水平,防止因指标单一造成的以偏概全. 本
文同一地点的各个生物标志物对污染压力的响应结

果各异,反映出污染压力在生物体不同层次的毒性

效应存在差别. 从分子到个体水平,生物标志物对污

染压力的响应时间及响应结果的可参考性会逐渐上

升,但对特定污染物的可追溯性会逐渐下降[33] . 利
用多层次生物标志物监测可以有效地整合污染物的

生物效应,全面反映某一地区污染物的生物学效应,
并可作为种群或群落水平对污染压力的早期预

警[34-36] .
3郾 3摇 生物标志物环境响应模型的应用

运用生物标志物模型是为了消除随机误差和随

机变化,从而使生物标志物可以用于环境风险评

价[37-38] . 比较目前已报道的多种生物标志物模型后

发现,综合生物标志物响应指数( IBR)模型具有结

果形象直观、不受生物标志物数量和类型限制、适宜

在历史监测记录较薄弱的地区应用等优点. 通过比

较 IBR 星状图可以直观地反映污染压力在生物体

不同层级的毒性,建立生物标志物与污染压力的对

应关系,揭示形成该压力的污染源. 该模型未考虑不

同层级、种类的标志物对环境压力的敏感程度及权

重关系,其所含标志物数量对最后结果中每一个生

物标志物的权重有重要影响,因此模型中生物标志

物种类的选择及数量与最后结果的可靠性呈正相

关. IBR 星状图中标志物的排列顺序会影响 IBR 的

值及图形形状. 为避免这个问题,应当预先设定好各

个变量的顺序,使图像形状固定,从而使结果具有可

比性. 但 Broeg 和 Lehtonen[19]通过给 IBR / n 加入 SD
分析表明,随 n 数量的加大,SD 值会变小,显示当 n
值足够大时,星状图中生物标志物的排列顺序对

IBR 值的影响会降低,另外,随 n 值变大,每一个标
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志物在 IBR 中的权重会降低.
利用综合生物标志物响应指数法评价海洋环境

是丰富海洋监测方法的一种有益尝试. IBR 可以有

效区分不同采样地点的污染风险,在环境风险评估

方面有重要意义. 它还可以作为环境评估的早期筛

选工具或作为环境评估中的一个参数,通过对生物

标志物、化学及传统生物监测的综合运用,为待测环

境提供全面可靠的风险评价依据.
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