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铬（Chromium，Cr）与汞、镉、铅并 列为四大污染 重

金属，是 水体和底泥沉积物中常见的污染物 [1~3]，能够 被 水

生动物所蓄 积 并引发一系列损害 效 应 [4~6]. Cr6+和Cr3+是环

境中铬的主要存在形式，Cr6+毒性较Cr3+高100~1 000倍，

受 到 许 多 研 究者关注 [7].  研 究 表明，重 金 属胁迫可影响虾

蟹机体 的免 疫与 抗氧化 酶活性 [8~10].  Cr 6+进 入 细胞 后在 其

还 原为 无 毒 Cr3+的 过 程中，伴 有自由基 产生，并 引发 脂质

过氧化（Lipid peroxidation，LPO）[10]. 迄今有关 Cr6+胁迫

对 我国东 南 沿海主 要养 殖 海水蟹 类 —— 拟穴青蟹 [Scylla 
paramamosain （Estampador，1949）]生理生化的影响尚未见

报道 . 本试验研究了Cr6+胁迫下拟穴青蟹体内腺苷三磷酸酶

（Adenosinetriphosphatase，ATPase，EC.36.1.3)、超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase，SOD，EC 1.15.1.1）活性的影响，

以探讨重金属胁迫对拟穴青蟹生理生化的影响机制，为蟹类

环境生理学研究积累资料，同时为蟹类健康养殖水环境中

Cr6+监测与调控提供依据. 

1  材料与方法
1.1  试验材料

2006年10月中旬从厦门市第八菜市场采购附肢完整、体

色鲜艳、活动力强、无病无伤、大小均匀、平均壳长为(5.72±
0.61) cm、平均壳宽为(7.05±0.73) cm、平均体重为(112.9±19.4) g
的拟穴青蟹为试验对象. 试验用Cr6+源为分析纯的K2CrO4. 
1.2  试验方法
1.2.1  Cr6+浓度梯度的设定与分组    Cr6+浓度梯度按《中华人

民共和国渔业水质标准》中Cr6+≤0.1 mg L-1的5倍、10倍、20
倍、40倍、80倍设置（表1），未添加Cr6+的自然海水为对照组

（C0），本试验所用自然海水的Cr6+浓度为7.8 μg L-1. 试验前

将拟穴青蟹于自然海水中适应性驯养7~10 d，然后随机移入

各Cr6+浓度梯度组进行试验. 
按表1浓度设置，每处理组18只蟹，每组设3平行，分养
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摘  要   采用毒性实验方法研究水体中铬离子Cr6+（0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 mg L-1）胁迫1、3、5、7、9 d后对拟穴青蟹组织

器官中ATPase、SOD活性的影响，以未添加Cr6+的自然海水组为对照组. 结果表明，拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase、Na+,K+-
ATPase活性在Cr6+暴露1 d后即被显著抑制（P<0.05），随胁迫时间延长，Cr6+又可诱导拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase、

Na+,K+-ATPase活性升高. Cr6+胁迫下拟穴青蟹鳃、肝胰腺、肌肉中SOD活性均可被显著诱导升高（P<0.05），其中尤以鳃

中SOD活性受影响更大. 可见铬胁迫对拟穴青蟹生理生化影响显著. 图2 表1 参36
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于0.80 m×0.58 m×0.45 m的无毒塑料箱中，盛水体积50 L/箱. 
1.2.2  试验条件    每一个箱加盖防逃网，箱中设置隐蔽物，

试验期间养殖水体溶解氧（DO）为(6.8±0.3) mg L-1，pH为7.5±
0.3，温度为(21±1) ℃，盐度为29.5±0.5. 试验采用半静态法，每

天更换1/3 Cr6+溶液，连续充气. 
1.2.3  样品制备    试验开始后各Cr6+浓度组于d 1、d 3、d 5、d 
7、d 9随机取样，每组随机选取3只拟穴青蟹. 迅速取出其鳃、

肝胰腺、肌肉，分别装入1.5 mL的Eppendorf管，放入-80 ℃冰

箱保存待测. 
组织匀浆：取0.2g 鳃丝置于9倍体积的冰冷（0~4 ℃）匀

浆缓冲液（0.25 mmol L-1蔗糖；6 mmol L-1 EDTA-Na2；l0 mmol 
L-1 Tris；0. 1%脱氧胆酸钠；pH=7.5），于高速匀浆器冰水浴

中10 000 r min-1匀浆5 min. 匀浆液在高速冷冻离心机中（0~4 
℃，8 000 r min-1）离心30 min，取上清液在同样条件下重复

离心l0 min两次，取上清液待测. 分别取拟穴青蟹的鳃、肝胰

腺、肌肉，经PBS缓冲液冲洗，用洁净的吸水纸吸去表面水

分并称重，取各种组织块0.2 g，加入组织块重9倍体积的匀

浆缓冲液（pH=6.4；0.25 mol L-1 蔗糖；0.025 mol L-1 Tri-HCl；
0.1 mmol L-1 EDTA-2Na溶液），冰浴匀浆后经冷冻高速离心机

（0~4 ℃，4 000 r min-1）离心15 min，取上清粗酶液待测. 
1.2.4  检测指标及其测定方法    Na+,K+-ATPase、Ca²+-ATPase
和SOD的活性测定：均采用南京建成生物工程研究所研制的

试剂盒测定，具体操作分别按试剂盒说明书进行. 
Na+,K+-ATPase、Ca²+-ATPase活性定义：以每mg组织蛋白

的组织中ATPase分解ATP产生1 μmol无机磷的量为一个酶活

性单位[1 μmol(Pi)/mg-1(protein) h-1]. 
SOD活性定义：每mg组织蛋白在1 mL反应液中SOD抑

制率达50%时所对应的SOD量为一个SOD活性单位（U）. 
1.2.5  匀浆粗提液中蛋白含量测定    采用考马斯亮蓝G-250
比色法进行蛋白定量，参照Bradford方 法 [11]稍加改 进后进

行测定 . 牛血清白蛋白（Bovine serum albumin，BSA，购于

AMRESCO公司）作为标准蛋白. 
1.3  数据的处理与分析    

所有数据以3个重复组数据的平均值±标准差（Means±
SD）表示，并采用单因素方差分析（ANOVA）和Duncan检验

法统计分析. 

2  结 果
2.1 铬胁迫对拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase和Na+,K+-

ATPase活性的影响
铬胁迫下拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase、Na+,K+-ATPase活性

变化见图1. 从图1-a中可知，拟穴青蟹暴露于不同Cr6+浓度组

1 d后，各组拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase活性均显著低于对照组

（P<0.05），但其降幅与Cr6+浓度不相关；3 d后2.0 mg L-1、4.0 
mg L-1、8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹鳃Ca2+-ATPase活性仍

显著低于对照组（P<0.05），而0.5 mg L-1、1.0 mg L-1 Cr6+浓度

组拟穴青蟹鳃Ca2+-ATPase活性已恢复至与对照组差异不显

著的水平（P>0.05）；随着铬胁迫时间延长，各Cr6+浓度组拟

穴青蟹鳃Ca2+-ATPase活性逐渐恢复，d 9时1.0 mg L-1和8.0 mg 
L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹鳃Ca2+-ATPase活性较对照组显著升高

（P<0.05）. 
从图1-b中可以看出，拟穴青蟹暴露于不同Cr6+浓度1 d

后，除0.5 mg L-1 Cr6+浓度组外，其余组拟穴青蟹鳃中Na+,K+-
ATPase活性均显著低于对照组（P<0.05）；随着胁迫时间延
长，鳃中Na+,K+-ATPase活性抑制效应逐渐减弱，7 d后4.0 mg 
L-1、8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹鳃中Na+,K+-ATPase活性显
著升高（P<0.05），d 9 除8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹鳃中
Na+,K+-ATPase活性显著高于对照组（P<0.05）外，其余组与对
照组差异不显著（P>0.05）. 

2.2  铬胁迫对拟穴青蟹鳃、肝胰腺、肌肉中SOD活性的
影响
铬胁迫下拟穴青蟹鳃、肝胰腺、肌肉中SOD活性变化见

图2-a、b、c. 从图2-a中可以看出，拟穴青蟹暴露于不同Cr6+浓

度组3 d后，2.0 mg L-1、4. 0mg L-1、8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴

青蟹鳃中SOD活性均显著高于对照组（P<0.05），5 d后0.5 mg 
L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹鳃中SOD活性达到最大值（P<0.05），

8.0 mg L-1 Cr6+浓度组也一直显著高于对照组（P<0.05），1.0 
mg L-1 Cr6+浓度组在胁迫9 d后达到最大值，且显著高于对照

组（P<0.05）. 
从图2-b中可知，拟穴青蟹暴露于不同Cr6+浓度组5 d后，

各Cr6+浓度组拟穴青蟹肝胰腺中SOD活性均显著高于对照组

（P<0.05），随后各处理组间趋于一致. 
从图2-c中可以看出，拟穴青蟹暴露于不同Cr6+浓度组7 d

表1  试验处理组
Table 1   Treatments of the experiment

处理组 Treatment C0 C5 C10 C20 C40 C80

Cr6+ (ρ/mg L-1) 0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0

图1  铬胁迫对拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase（a）和Na+,K+-ATPase（b）活性
的影响

Fig. 1   Effect of chromium stress on Ca2+-ATPase (a) and Na+,K+-ATPase (b) 
activities in gills of S. paramamosain
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后，1.0~8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹肌肉中SOD活性均有

所上升，其中2.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青蟹肌肉中SOD活性

变化显著（P<0.05）；胁迫9 d后，8.0 mg L-1 Cr6+浓度组拟穴青

蟹肌肉中SOD活性也显著高于对照组（P<0.05），其余组与对

照组趋于一致. 

3  讨 论
3.1 铬胁迫对拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase和Na+,K+-

ATPase活性的影响
ATPase是一类重要的膜结合酶，有Na+,K+-ATPase、Ca2+-

ATPase、Mg2+-ATPase、H+-ATPase等类型，它们在甲壳动物的

渗透调节、物质运输、能量转换以及信息传递方发挥着重要

作用 [12~13]. 研究表明，蟹类在低渗环境中鳃是激活离子吸收

的主要部位 [14]，鳃中各种ATPase在离子调控过程中发挥重要

作用，重金属对ATPase活性的影响将危及机体细胞正常的代

谢功能，如Na+,K+ -ATPase活性受到抑制将使细胞外Na+顺离

子浓度梯度不可控地涌入细胞内，改变细胞渗透压、细胞体

积，严重时可导致细胞膜破裂，破坏鳃渗透调节功能 [15~18]. 
Cr 6+在 水体中主 要 是以阴离子 [CrO 4]

2-的 形式 存 在，

[CrO4]
2-阴离子能够借助无特异性阴离子通道快速通过细胞

膜，在细胞内被还原为Cr3+. 本试验发现Cr6+对拟穴青蟹鳃

Ca2+-ATPase、Na+,K+-ATPase的抑制效应非常显著，暴露1 d后

即可观测到，但不呈现剂量效应. 随着Cr6+胁迫时间延长，0.5 
mg L-1、1.0 mg L-1 Cr6+浓度组Ca2+-ATPase的抑制效应逐渐减

弱，而2.0 mg L-1、4.0 mg L-1、8.0 mg L-1 Cr6+浓度组Ca2+-ATPase
仍呈显著抑制状态，这表明较高浓度的Cr6+对拟穴青蟹鳃中

Ca2+-ATPase抑制效应的持续性较强，这与相关研究结果较

相似. 研究表明，Cr6+胁迫可以降低金鳟（Salmo gairdneri）体

内Na+浓度和渗透压 [19]，可造成鲤鱼（Cyprinus carpio）血浆

中Na+浓度上升，Cl-浓度下降 [20]，导致了Na+,K+-ATPase活性

降低，预示着Cr6+胁迫造成机体离子调控机制失衡. Cr6+胁迫

对弹涂鱼（Periophthalmus dipes）鳃、肾、肠内的总ATPase、

Na＋, K＋-ATPase、Ca2＋-ATPase、Mg2＋-ATPase和Ca2＋/HCO3-
ATPase均被Cr6+所抑制，且Na+,K+ -ATPase活性与在其组织

中Cr6 +的积累浓度密切相关 [21]. 大弹涂鱼（Boleophthalmus 
dentatus）脑中Na+,K+-ATPase活性受Cr6+暴露浓度和时间的

影响显著，浓度越高和暴露时间越长，脑中Na+,K+-ATPase活

性抑制增强，暴露于Cr6+浓度为50 mg L-1的水体中2 d，脑中

Na+,K+-ATP活性受抑率为18% [22]. 
Cr6+在机体内还原为Cr3+后，Cr3+可与ATP以共价键结合

形成结构稳定的核苷类似物CrATP，CrATP与ATPase上ATP
结合位点结合，对细胞膜Na+,K+-ATPase [23~26]、Ca2+-ATPase [27]

的活性产生了抑制作用 . 本试 验除观 测到Cr6+对 鳃中Ca2+-
ATPase、Na+,K+-ATPase活性的抑制作用外，还发现Cr6+胁迫

同样能导致拟穴青蟹鳃中Ca2+-ATPase、Na+,K+-ATPase活性

升高，这种升高也可能与活性氧 对拟穴青蟹鳃中Ca2+通 道

和Ca2+-ATPase的调控有关，因为在Cr6+胁迫 对拟穴青蟹鳃

中SOD活性影响的研究中也发现了SOD活性的升高同Ca2+-
ATPase活性的升高相互对应，也有可能拟穴青蟹鳃中Ca2+-
ATPase、Na+,K+-ATPase活性的升高也伴随着具有类似鱼类鳃

氯细胞生理功能的细胞数量的增加. 
3.2  铬胁迫对拟穴青蟹不同组织器官中SOD酶活性的

影响
重金属胁迫可诱导动物体内产生活性氧自由基，导致脂

质过氧化 [28~30]. 为抵御过氧化损伤，机体启动各种抗氧化物

质来维持正常的生理状态，SOD就是其中一种重要的抗氧化

酶，它可以将O2•−转换成O2和H2O2，H2O2可进一步被CAT等转

化为H2O. 
研究均证实Cr6+具有诱导基因突变的能力，Cr3+比较稳

定，但仍可还原为Cr2+，并产生自由基 [31~32]. Cr6+和Cr5+都是具

有生物氧化活性的状态，能够进行氧化还原反应，并伴随活

性氧的产生 [32~33]，大量活性氧自由基（O2•−，•OH，H2O2等）的

生成将引发一系列负面效应，造成机体氧化损伤、基因突变

图2  铬胁迫对拟穴青蟹鳃（a）、肝胰腺（b）和肌肉（c）中超氧化物歧化
酶活性的影响

Fig. 2  Effect of chromium stress on SOD activity in gills (a), hepatopancreas 
(b) and muscle (c) of S. paramamosain



630 16 卷应 用 与 环 境 生 物 学 报      Chin J Appl Environ Biol

等 [34]. 活性氧自由基还可以导致生物膜的脂质过氧化，破坏

细胞膜及膜上酶的结构功能 [35]. 试验发现Cr6+胁迫下拟穴青

蟹鳃、肝胰腺、肌肉中SOD活性均可被显著诱导升高，尤其

是鳃中SOD活性升高更为显著，这可能是鳃直接接触水体，

这样受 外界环境污染的影响较大，再加上鳃 较 肝胰 腺、肌

肉具有更高蓄积铬的能力所导致. 已有研究证实，红树林蟹

（Ucides cordatus）的鳃具有较肝胰腺、肌肉更高的蓄积铬的

能力[36]. 与鳃相比，肝胰腺中SOD活性被诱导升高后很快即

可恢复，这可能与肝胰腺行使的生理功能有关，它是主要的

解毒器官和代谢中心. 高浓度的Cr6+（50 mg L-1）对克氏原螯

虾（Procambarus clarkii）抗氧化酶系统影响的研究发现，克

氏原螯虾肝胰腺中SOD活性对Cr6+的敏感性高于鳃中SOD活

性，且肝胰腺SOD活性受抑制程度较深 [10]，这一结果与本研

究结果不同，可能与试验动物不同以及Cr6+浓度存在较大差

异有关 . 关于Cr6+对拟穴青蟹各组织器官中SOD活性影响的

作用机制，还有待进一步研究. 
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