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摘 　要 ：选择我国黄 、渤海重要底栖生物 —仿刺参幼参为受试生物 ，采用实时定量 PCR方法 ，检测 ６种

苯系物（苯 、甲苯 、乙基苯 、邻 —二甲苯 、间 —二甲苯 、对 —二甲苯）对仿刺参肠 、呼吸树两种组织中谷胱

甘肽过氧化物酶基因相对表达量的影响 。结果表明 ，６种苯系物造成仿刺参呼吸树 、肠组织中谷胱甘

肽过氧化物酶基因相对表达量显著变化 ，并具有显著的剂量 —效应关系 。其中 ，苯 、邻 —二甲苯 、对 —

二甲苯导致呼吸树中谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA表达极显著下调 ，下调倍数为 ２ ．６ ～ ４１ ．７ ；甲苯 、

间 —二甲苯导致呼吸树中谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 表达极显著上调 ，上调倍数为 ２ ．６ ～ ８６ ．４ 。

邻 —二甲苯 、间 —二甲苯 、对 —二甲苯处理组肠谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 表达极显著下调 ，下

调倍数为 １ ．２ ～ ３８ ．５ 。 ６种苯系物对仿刺参具有氧化胁迫作用 。
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　 　谷胱甘肽过氧化物酶是机体内广泛存在的一

种重要过氧化物分解酶 ，可以将体内的还原性谷胱

甘肽催化成氧化型谷胱甘肽 ，消除机体内过氧化氢

和脂质过氧化物［１］
。作为重要的抗氧化酶 ，谷胱甘

肽过氧化物酶与超氧化物歧化酶 、过氧化氢酶等协

同作用 ，维持机体内正常的氧化还原水平［２‐３］
，还可

以指示机体因污染物胁迫产生的氧化压力［４‐５］
。欧

美地区已将谷胱甘肽过氧化物酶列为指示和评价

水环境污染的重要生化指标之一［６‐９］
。 大量研究表

明 ，水体中重金属 、农药 、多环芳烃等污染物均可造

成水生物体内谷胱甘肽过氧化物酶活力和转录水

平的异常变化［１０‐１６］
，因此谷胱甘肽过氧化物酶常被

用作指示海洋环境污染评价的生物标志物［１７‐１９］
。

目前 ，在环境污染评价中大多选择鱼类 、贝类的谷

胱甘肽过氧化物酶活性作为评价指标 ，而将仿刺参

谷胱甘肽过氧化物酶基因相对表达量应用于污染

物评价尚未见报道 。

近年来 ，由于海上石油运输 、突发海洋溢油以

及沿海石油化工废水排放 ，造成苯系物入海量增

加 。朱四喜等［２０］曾报道浙江舟山潮间带沉积物中

二甲苯含量高达 ４０ ．２４ ～ １２４ ．４５ mg／kg ，苯系物对

我国近岸海洋生态环境安全构成潜在威胁 。因此 ，

开展苯系物对海洋生物毒性研究尤为重要 。 笔者

选择我国北方地区代表性底栖生物仿刺参（A pos‐
tichopus j aponicus）幼参为试验生物 ，用定时定量

PCR检测 ６种苯系物处理后 ，仿刺参呼吸树和肠组

织中谷胱甘肽过氧化物酶基因转录水平的变化 ，指

示 ６种苯系物对仿刺参氧化胁迫作用 ，为开展近岸
海洋环境苯系物的生物毒性评价提供基础数据 。

１ 　材料与方法

１ ．１ 　仪器与试剂
仪器 ：M x３０００pT M实时荧光定量 PCR 仪（美国

Stratagene） ，Nano Photometer 微量核酸蛋白分析
仪（德国 Implen公司） ，CT１５RE型台式微量高速离
心机 （日本 Hitachi） 。
药品和试剂 ：组织 RNA 常温保存液 （TaKa‐

Ra） ，Trizol试剂（TaKaRa） ，PrimeScript T M RT rea‐
gent Kit （TaKaRa） ，SYBR PrimeScript T M RT‐PCR
Kit II （TaKaRa ） ，苯 、甲苯 、乙基苯 、邻 —二甲苯 、



间 —二甲苯 、对 —二甲苯和二甲基亚砜（DMSO ）均

为分析纯（中国国药有限公司） 。

１ ．２ 　仿刺参的苯系物处理及取样

仿刺参为辽宁省海洋水产科学研究院引育种

中心培育的幼参 ，幼参体质量（１０ ± ２） g ，驯养 ７ d
后 ，选取健康幼参用于试验 。

６种苯系物的试验质量浓度设置为 １／５ 、１／２５

和 １／１２５的 ９６ h LC５０ （表 １） ，分别对应苯（B１ 、B２ 、
B３） 、甲苯（T１ 、T２ 、T３） 、乙基苯（E１ 、E２ 、E３） 、邻 —

二甲苯（O１ 、O２ 、O３） 、间 —二甲苯 （M１ 、M２ 、M３） 、

对 —二甲苯（P１ 、P２ 、P３）处理组 ，同时设置空白对照

组（C） ，各处理组设 ３个平行 。配置 １０００ 倍试验母

液 ，在玻璃缸中配制 １５ L试验溶液 ，每个缸中加５ ～

６头幼参 ，试验条件 ：水温 １５ ℃ ，盐度 ３０ ，pH ８ ．０ ，

溶解氧大于 ４ ．５ mg／L ，避光 。根据预试验结果 ，取

各处理组 １２ h的仿刺参 ，在冰上取用于仿刺参呼吸

树 、肠 RNA 提取样品 ，放于 RNA‐Be‐Lockebr A ，４

℃过夜 ，－ ２０ ℃保存备用 。

表 １ 　 ６ 种苯系物试验质量浓度设置 mg ／L
苯系物 １／５ ９６ hLC５０ １／２５ ９６ hLC５０ １／１２５ ９６ hLC５０

苯 ２０ �．３２ （B１） ４ r．０６ （B２） ０ Á．８１ （B３）
甲苯 １１ �．６６ （T１） ２ n．３３ （T２） ０ „．４７ （T３）
乙基苯 ８ ¸．６８ （E１） １ q．７４ （E２） ０ Ê．３５ （E３）

邻 — 二甲苯 ６ ˘．９２ （O１） １ n．３８ （O２） ０ „．２８ （O３）

间 — 二甲苯 ５ Ú．４４ （M１） １ f．０９ （M２） ０ ¤．２２ （M３）

对 — 二甲苯 ４ ˛．０５ （P１） ０ s．８１ （P２） ０ Ë．１６ （P３）
　 　用 T rizol法提取仿刺参呼吸树 、肠总 RNA ，电

泳检测 RNA 的完整性 ，核酸蛋白分析仪检测 RNA
的纯度和浓度 。

１ ．３ 　实时定量 PCR
仿刺参呼吸树 、肠谷胱甘肽过氧化物酶 GPx 基

因实时定量 PCR 参照高杉等试验方法［２１‐２２］
。分别

取各处理组呼吸树 、肠 ９００ ng 总 RNA 用 Prime‐
ScriptT M RT reagent Kit （TaKaRa ）进行反转录 。

使用 M x３０００pT M荧光定量 PCR仪 ，采用 SYBR Pri‐
meScriptT M RT‐PCR Kit Ⅱ 进行实时定量 PCR ，谷

胱甘肽过氧化物酶基因的引物序列 ：

GPx‐F ：５’‐CTTCAGGAACCGGGAGCAA‐３’ ；

GPx‐R ：５’‐ CGTTAGCGCCATTGACGTCACA ‐３’ 。

内参基因 Cytb的引物序列 ：

Cytb‐F ：５’‐TGAGCCGCAAC AGT AA TC‐３’ ；

Cytb‐R ：５’‐AAGGGAAAAGGAAGTGAAAG‐３’ 。
反应条件 ：９５ ℃ ３０ s ；９５ ℃ １０ s ，５５ ℃ ２５ s ，７２ ℃

２５ s ，４０个循环 。采用 ３８４ v ．２ （REST ） 软件计算

仿刺参呼吸树 、肠的谷胱甘肽过氧化物酶基因 mR‐

NA 相对表达量［２２］
。

１ ．４ 　数据统计分析

采用 SPSS １７ ．０软件 ，在 P＝ ０ ．０５ ，P＝ ０ ．０１的

置信水平对谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 相对
表达量变化情况进行 ANOVA 分析 ，并用 Origin
７ ．５软件作图 。

２ 　结果

２ ．１ 　苯系物对仿刺参呼吸树谷胱甘肽过氧化物酶

基因 mRNA 相对表达量的影响
６种苯系物对仿刺参呼吸树谷胱甘肽过氧化物

基因 mRNA 相对表达量的影响见图 １ 。各质量浓

度苯 、邻 —二甲苯 、对 —二甲苯处理组呼吸树基因

mRNA 表达极显著下调 ，下调倍数为 ２ ．６ ～ ４１ ．７ ，

呈显著非单调性剂量 —效应关系 。 各质量浓度甲

苯 、间 —二甲苯处理组呼吸树谷胱甘肽过氧化物酶

基因 mRNA 表达极显著上调 ，上调倍数为 ２ ．６ ～

８６ ．４ ，呈显著剂量 —效应负相关性 。高 、中质量浓度

乙苯处理组呼吸树谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA
表达极显著下调 ，下调倍数分别为 ４３ ．５ 、２ ．８ ，低质

量浓度处理组的极显著上调 ，上调倍数 ４ ．８ 。

２ ．２ 　苯系物对仿刺参肠谷胱甘肽过氧化物酶基因

mRNA 相对表达量的影响
６种苯系物对仿刺参肠组织中谷胱甘肽过氧化

物酶基因 mRNA相对表达量的影响结果见图 ２ 。 ６

种苯系物对肠组织中谷胱甘肽过氧化物酶基因转

录水平的影响主要表现为下调 。 各质量浓度邻 —

二甲苯 、间 —二甲苯 、对 —二甲苯处理组肠组织中

谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 相对表达极显著
下调 ，下调倍数为 １ ．２ ～ ３８ ．５ ，其中 ，邻 —二甲苯与

肠组织中谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 相对表
达量呈非单调性剂量 —效应关系 ，间 —二甲苯 、

对 —二甲苯表现为剂量 —效应负相关性 。 苯 、甲

苯 、乙基苯与肠组织中谷胱甘肽过氧化物酶基因

mRNA 相对表达量均呈非单调性剂量 —效应关系 ，

其中 ，高质量浓度苯处理肠组织中谷胱甘肽过氧化

物酶基因 mRNA 表达极显著上调 ，上调倍数为

３ ．６ ，中 、低质量浓度苯处理的极显著下调 ，下调倍

数分别为 １ ．１ 、２ ．３ ；高质量浓度甲苯处理组肠组织

中谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 表达极显著下
调 ，下调倍数为 １ ．８ ，低质量浓度甲苯处理的极显著

上调 ，上调倍数为 １ ．３ ；高 、中质量浓度乙基苯处理

组肠组织中谷胱甘肽过氧化物基因 mRNA 表达极
显著下调 ，下调倍数分别为 ４５ ．５ 、３５ ．７ ，低质量浓度

处理组的极显著上调 ，上调倍数为２２ ．５ 。
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图 １ 　 苯系物对仿刺参呼吸树谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRN A 相对表达量的影响
注 ：倡 倡 表示与对照的相比差异极显著 P ＜ ０ ．０１ ．图 ２ 同 ．

图 ２ 　 苯系物对仿刺参肠谷胱甘肽过氧化物酶基因 mRN A 相对表达量的影响

３ 　讨论

谷胱甘肽过氧化物酶作为反映机体内氧化胁
迫状况的生化指标 ，已广泛应用于多种污染物的生
物毒性检测与评价 。大量研究表明 ，芳香烃类 、重

金属 、原油导致生物体内谷胱甘肽过氧化物酶活性
异常变化 。王悠等［１４］研究发现 ，０ ．１ 、１ mg／L 的十
二烷基苯磺酸钠和 ２ μg／L 、２０ μg／L 的苯并 ［α］芘
暴露可导致鲈鱼（L ateolabrax j aponicus）肝脏组织
中谷胱甘肽过氧化物酶活性显著变化 ，与超氧化物
歧化酶 、过氧化氢酶 、谷胱甘肽 、乙酰胆碱酯酶几种
生化指标相比 ，谷胱甘肽过氧化物酶是对 ２ 种有机
污染物胁迫响应最灵敏的生化指标 ，十二烷基苯磺

酸钠 、苯并［α］芘与鲈鱼肝脏组织中谷胱甘肽过氧

化物酶活性之间均表现为显著的剂量 —效应正相
关性 。冯涛等［１５］研究发现 ，０ ．５ mg ／L 的苯并［α］芘
暴露 ，可显著抑制大弹涂鱼（Boleop hthalmus pecti‐
nirostris）肝脏组织中谷胱甘肽过氧化物酶活性 ，暴
露 ３ d后 ，苯并［α］芘与大弹涂鱼肝脏组织中谷胱甘
肽过氧化物酶活性呈显著的剂量 —效应负相关性 。

王隽媛等［１６］报道 ，１ ．９７ ～ ５ ．９ mg／L 萘暴露 １２ h导
致斑马鱼（Danio rerio）内脏团谷胱甘肽过氧化物
酶活性显著升高 ，具有显著的剂量 —效应正相关

性 ，而随着暴露时间的延长 ，呈显著地非单调性剂
量 —效应关系 。王凡等［１１］试验发现 ，０ ．５ mg／L 铅
暴露 ８ d内导致牙鲆（Paralichthys oliv aceus） 鳃 、
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肌肉 、全部内脏组织谷胱甘肽过氧化物酶活性显著

降低 。 ０ ．０１ ～ ０ ．１５ mg／L 的铜暴露显著抑制栉孔
扇贝（Chlamys f ar reri）内脏团谷胱甘肽过氧化物
酶活性［１２］

，呈显著地非单调性剂量 —效应关系 。李

传慧等［５］研究报道 ，３ ．２ mg／L 胜利原油暴露 １ d
后 ，导致半滑舌鳎 （cynoglossus semilaev is ）幼鱼肝
脏谷胱甘肽过氧化物酶活性显著升高 ，暴露 ２ d后 ，

胜利原油与肝脏谷胱甘肽过氧化物酶活性表现为

显著的剂量 —效应正相关性 ，暴露 ８ d后 ，则表现为

显著的非单调性剂量 —效应关系 。本试验研究发

现 ，６种苯系物造成仿刺参呼吸树 、肠组织中谷胱甘

肽过氧化物酶基因相对表达量显著变化 ，并具有不

同类型的剂量 —效应关系 。其中 ，苯 、邻 —二甲苯 、

对 —二甲苯导致呼吸树中谷胱甘肽过氧化物酶基

因转录表达极显著下调 ，下调倍数为 ２ ．６ ～ ４１ ．７ ；甲

苯 、间 —二甲苯导致呼吸树中谷胱甘肽过氧化物酶

基因表达极显著上调 ，上调倍数为 ２ ．６ ～ ８６ ．４ 。

邻 —二甲苯 、间 —二甲苯 、对 —二甲苯处理组肠谷

胱甘肽过氧化物酶基因 mRNA 表达极显著下调 ，

下调倍数为 １ ．２ ～ ３８ ．５ 。结果表明 ，苯系物造成仿

刺参呼吸树 、肠的氧化胁迫 ，可能导致 ２ 种组织的

氧化损伤 ，这与姜北等［２３］研究结论一致 。

苯系物作为一类全球广泛使用的工业原料 ，因

海洋溢油和沿海石油化工废水排放 ，其潜在的威胁

近岸海域生态安全问题日益受到政府和学者的重

视 。而利用生物标志物进行环境污染评价可以反

映污染物的早期影响 。自 １９９９ 年 ，Narbonne 等［６］

利用生物标志物在欧洲近岸海域开展环境污染评

价 。越来越多的生物标志物（超氧化物歧化酶 、过

氧化氢酶 、谷胱甘肽过氧化物酶 、金属硫蛋白 、７‐乙

氧基‐３‐异酚唑酮脱乙基酶 、乙酰胆碱酯酶等）应用

于海洋环境污染评价［７‐９ ，２４］
。 基于生物组织中的标

志物活性与环境污染的相关性 ，国内学者已开展相

关研究［１７‐１９］
。笔者发现 ６种苯系物暴露 １２ h后 ，仿

刺参呼吸树和肠组织中谷胱甘肽过氧化物酶基因

mRNA 的相对表达量呈显著变化 ，呈显著的剂量 —

效应关系 。 可将仿刺参的谷胱甘肽过氧化物酶

mRNA 相对表达量作为候选的苯系物的生物毒性
指标应用于近岸海域环境污染评价 。

４ 　结论

６种苯系物造成仿刺参呼吸树 、肠组织中的谷

胱甘肽过氧化物酶基因转录水平显著变化 ，可能导

致呼吸树 、肠的氧化损伤 ，仿刺参的谷胱甘肽过氧

化物酶基因 mRNA 相对表达量可作为候选的苯系

物生物毒性评价指标 。
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Effects of BTEXs on Expression of Glutathione Peroxidase Gene
in Intestine and Respiratory Tree of Sea Cucumber Apostichopus j aponicus

DONG Ying１
，WANG Bai１ ，CUI Cheng２

，LI Shuman３
，GAO Shibo ，

GAO Shan１
，GUAN Xiaoyan１

，JIANG Bei１ ，ZHOU Zunchun１

（ １ ．Liaoning Ocean and Fisheries Science Research Institute ，Dalian １１６０２３ ，China ；

２ ．Fisheries Technical Extension General Station of Liaoning Province ，Shenyang １１００３１ ，China ；

３ ．Shandong Province Monitoring Center of Water Quality in the Nansi Lake ，Jining ２７２１００ ，China ）

Abstract ： T he present study is aimed to evaluate the effects of six kinds of BT EXs （benzene ， toluene ，

ethyl benzene ，o‐xylene ，m‐xylene and p‐xylene） on the relative expression levels of glutathione peroxidase
（GPx） gene in the respiratory tree and intestine of sea cucumber A postichopus j aponicus ，w hich is an
important benthic organism in the Yellow Sea and the Bohai Sea of China ，using quantitative real‐time PCR
method ． The results showed that the relative expression levels of GPx gene in respiratory tree and
intestine were remarkably changed in different BTEXs treatment groups ， and showed dose‐effect
relationship ．T he relative expression levels of GPx gene in respiratory tree was dow n‐regulated in the
benzene ，o‐xylene and p‐xylene treatment groups ， from ２ ．６‐fold to ４１ ．７‐fold ；and up‐regulated in the
toluene and m‐xylene treatment groups ，from ２ ．６‐fold to ８６ ．４‐fold ．The relative expression levels of GPx
gene in intestine was dow n‐regulated in the o‐xylene ，m‐xylene and p‐xylene treatment groups ，from １ ．２‐

fold to ３８ ．５‐fold ．This suggested that the BTEXs had oxidative stress on the respiratory tree and intestine
of the sea cucumber ，and might have oxidative damage in the two tissues ．

Key words ：BT EX ；A postichopus j aponicus ；glutathione peroxidase ；respiratory tree ；intestine
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