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柴油分散液对马粪海胆细胞色素 P450 活性的影响 

马忠强, 高亚丽, 刚  锰, 杨柏林, 熊德琪 

(大连海事大学 环境科学与工程学院, 辽宁 大连 116026) 

摘要: 试验研究了不同质量浓度下(5、20、50 mg/L)三组柴油分散液, 对马粪海胆的肠体、性腺、体液

三个部位的抗氧化还原系统细胞色素 P450 活性变化的影响。 结果表明, 随着污染暴露时间的增加, 三

个部位的细胞色素 P450 活性均呈现出先被诱导、后被抑制的规律, 并且油浓度越高, 出现诱导和抑制

效应的时间越早, 活性变化的幅度也越大。海胆 P450 活性变化在一定程度上能够反映油污染的强度及

其对海洋生物的毒性效应, 可作为海洋石油烃污染监测的毒理学指标。  
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马粪海胆(Hemicentrotus pulcherrimus)是海洋底
栖环境中比较常见的无脊椎动物, 在系统分类学上
属于棘皮动物门、游在亚门、海胆纲、正形目、球

海胆科。细胞中的细胞色素P450主要分布在内质网
和线粒体内膜上 , 作为一种末端加氧酶 , 参与生物
体内的甾醇类激素合成等过程。近年来, 对细胞色素
P450的结构、功能, 特别是对其在药物代谢中的作用
的研究有了较大的进展。最新研究表明, 细胞色素
P450还是药物代谢过程中的关键酶, 对细胞因子和
体温调节都有重要影响, 最早的研究是在鱼类肝脏
中P450展开的。目前, 鱼肝细胞色素P4501A作为有
机物污染的监测指标已经大量地应用于野外现场研

究和实验室研究[1-3]。太平洋牡蛎经过石油烃污染暴

露后, 通过RT-PCR研究表明, P4501A1基因、谷胱甘
肽硫转移酶基因的mRNA表达水平增加[4]。本文以马

粪海胆为受试生物, 研究在三个不同柴油分散液浓
度下 , 海胆三个部位P450活性的变化规律 , 研究结
果可为石油烃对海洋生物的影响和污染监测提供有

效的技术方法。 

1  材料和方法 

1.1  材料、试剂及仪器 
马粪海胆采于大连太平洋水产养殖场。选取发育

良好、个体大的海胆进行试验(海胆的平均体重为81.3 
g, 平均壳长为6.4 cm,平均壳高为3.2 cm)。海水取自大
连湾, 经沉淀过滤后用于试验, 温度为(22±2)℃, 盐度
为31.35, 电导率为47.3 S/m, pH为8.13。 

四氯化碳为分光纯; 无水Na2SO4、浓H2SO4、盐

酸、NaCl均为分析纯; 相关试剂盒购自美国ADL公
司; 0号柴油购于大连凌水加油站。 

JDS-109U红外测油仪、JB－3型磁力搅拌器、
Thermo高速冷冻离心机、HH-S水浴锅、酶标仪。 

1.2   方法  
1.2.1  受试液的制备 

柴油分散液(WAFs)的制备: 将 0 号柴油和海水
以 1︰9的比例进行混合。用磁力搅拌器连续搅拌 24 
h, 分液漏斗中静置 4 h, 下层的水相为母液, 于 4 ℃
保存 , 使用时候以红外测油仪进行浓度测定 , 并稀
释成试验需要的浓度。 
1.2.2   亚急性毒性试验 

设定 3 个浓度组, 每个浓度组投入充足的稀释
液, 每组投放 15只海胆。试验期间 12 h换稀释液 1
次, 并进行打氧和投饵。 

3个浓度组分别为 5、20、50 mg/L(以下分别用
低浓度、中浓度、高浓度来表示), 测定时间分别设
为第 2、4、8、12天。恢复试验结束时间为 25 d,测
定的部位为肠体、体液和性腺。 

在每组浓度、每个测定时间下, 分别取出 3只海 
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胆对其三个部位进行 P450酶含量的测定, 在 12 d后, 
每个浓度组还剩下 3只海胆, 然后, 把这 3只海胆放
进干净的海水中进行恢复试验, 直到 25 d 后再测定
三个部位酶的活性。另外, 同时在干净的海水中饲养
15 只健康的海胆, 用于空白对照试验。(注: 对海胆
进行酶测定的时候都要得到 3 只海胆酶活性的数值, 
然后进行平均求值, 此数值为在此浓度和此测定时
间 P450活性的最终结果。) 
1.2.3  酶活性的测定方法 

(1)称取一定质量的性腺或者肠体(约0.2～1 g), 
用冰冷的生理盐水漂洗, 滤纸拭干, 称重, 放入5～
10 mL的小烧杯中。 

(2)用量筒取冰冷的生理盐水(0.86%的生理盐水
的质量应该是组织质量的9倍), 用移液管将总量2/3
的生理盐水移入烧杯中, 用剪子尽快剪碎组织块(气
温高时要放在冰上进行)。 

(3)将剪碎的组织倒入玻璃匀浆管中, 再把剩余
的1/3的生理盐水冲洗残余在烧杯中的碎组织一起倒入
匀浆管中匀浆, 充分匀浆后, 把此匀浆液用离心机3000 
r/min离心15 min, 之后留上清液用于试验的测定。 

(4)体液酶活性测定, 取海胆体液20 μL, 用蒸馏
水稀释至1 mL, 配成1﹕49的溶液, 然后充分放置5 
min直到使玻璃管中的溶液对光呈完全透明状, 才能
进行酶的检测。 

2  结果与分析 

2.1  马粪海胆不同部位的 P450 含量 
马粪海胆不同组织中的 P450含量测定结果见表

1。可以看出, 在正常条件下, 肠体、性腺和体液中
的 P450含量有明显差异。 
 

表 1  马粪海胆不同部位的 P450 含量测定结果 
Tab.1  The P450 content in different tissues of Hemicen-
trotus pulcherrimus  

部位 P450含量 
肠体 (34.8±3.2) U/mg 
体液 (60.1±5.0) U/mL 
性腺 (23.6±0.6) U/mg 
 

2.2  柴油分散液对马粪海胆 P450 活性的影响 
2.2.1  柴油分散液对马粪海胆肠体的 P450 活性的

影响 
图 1为柴油分散液对海胆肠体 P450活性影响试

验结果。从图中可以看到: 2 d时, 低、中浓度组和对
照组相比几乎无显著差异, 但是高浓度组 P450 的活
性则被诱导, 与前两个浓度梯度存在较为明显的差
异; 4 d时, 中浓度组 P450的含量开始诱导, 而高浓
度组的活性开始回落; 在第 8 天时, 低浓度组 P450
的含量被诱导, 后两个浓度组还是在回落; 第 12 天
时, 这三个浓度组的 P450含量较之前都有所回落。

 
图 1  不同柴油分散液质量浓度下马粪海胆肠体中 P450含量随时间的变化 

Fig.1  The time-effect response of P450 activity in intestine of Hemicentrotus pulcherrimus with different concentrations of diesel  
注: 1. 图中数据为平均值±标准误差(n＝4) 

2.  “*”表示差异显著(P＜0.05), “**”表示差异极显著(P＜0.01); “a”表示相邻浓度组之间差异显著(P＜0.05), “aa”表示差异极显著(P＜0.01)。 
下同。 

1. The average±the standard error, 
2.“*”is that we used single factor analysis of variance to compare the dates with the dates of the control group,and the results were signifi-
cant(P＜0.05), “**”is that the results were more significant; “a”is that the results concentration of adjacent groups were significant, “aa”is 
more significant. The same to the following figures 
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所以, 柴油分散液对马粪海胆肠部 P450的含量影响
最为明显。从图中还可以看到, 三个浓度组下马粪海
胆肠部的 P450 含量随时间的变化情况,  P450 含量
首先增加然后降低, 即活性先被诱导后被抑制。第 2 
天时, 高浓度组的含量是对照组的 143%; 但是当恢
复试验结束的时候, 三组浓度下的肠体 P450 含量基
本与对照组一致。 
2.2.2  柴油分散液对马粪海胆体液 P450活性的影响 

从图 2 中可以看到: 2 d 时, 低浓度组和对照组
之间没有明显的差异, 中浓度组 P450的含量比较低, 
高浓度组 P450 明显增加, 和中浓度组之间有显著差
异; 4 d 时低浓度组 P450 含量增高, 高浓度组 P450

含量达到高峰; 第 8 天时, 前两个浓度组 P450含量
达到高峰, 而高浓度 P450 含量开始回落; 第 12 天
时, 前两个浓度组较第 8 天时有所回落, 但是高浓
度组反而升高。所以, 柴油分散液对马粪海胆体液
P450 含量的影响也比较显著。三组浓度下, 随着时
间的推移, 体液中的 P450 含量先增加后下降, 效应
显著。当恢复试验结束的时候, 三个浓度组之间体液
中的 P450活性差异基本消除, 与对照组一致。 
2.2.3   柴油分散液对马粪海胆性腺 P450活性的影响 

从图 3中可以看到: 对照组 P450的含量比较稳
定。2 d时, 三个浓度组 P450的含量都有明显的增加, 
与浓度成正比关系; 4 d 时低浓度组 P450 含量增高, 

 

图 2  不同柴油分散液质量浓度下马粪海胆体液 P450含量随时间的变化 
Fig.2  The time-effect response of P450 activity in coelomic fluid of Hemicentrotus pulcherrimus with different concentrations of diesel 

 

图 3  不同柴油分散液质量浓度下马粪海胆性腺 P450含量随时间的变化 
Fig.3  The time-effect response of P450 activity in gonad of Hemicentrotus pulcherrimus with different concentrations of diesel 
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中、高浓度组 P450含量明显下降; 第 8 天时低浓度
组的 P450 也开始有所回落; 第 12 天时, 这三个浓
度组较第 8 天也是略有回落。所以, 柴油分散液对
马粪海胆性腺 P450含量的影响也比较显著。随着时
间的推移, 性腺中的 P450 含量先增加后下降, 明显
产生了先诱导后抑制的效应。当恢复试验结束的时

候, 三个浓度组之间性腺中的 P450 活性差异基本消
除, 与对照组趋于一致。 

2.2.4   柴油分散液暴露下海胆 P450 活性的变化规
律比较 

从表2可以看出, 油污染会明显影响海胆体内各
部位的P450活性, 总体上呈现先诱导、后抑制的规
律。随着油浓度的增加, 最大诱导率也在增加, 并且
高浓度组时P450出现诱导的时间比低浓度组要早。
随着暴露时间的增加, P450活性逐渐被抑制, 且浓度
越高, 抑制作用出现的时间越早。 

 
表 2  不同油浓度下海胆三个部位 P450 活性的变化情况比较 
Tab.2   Effects of different concentrations of WAFs on P450 activities 
部位 柴油分散液浓度 最大诱导出现时间(d) 最大诱导率(%) 抑制出现时间(d) 最大抑制率(%) 

低浓度 8 12 12 25 
中浓度 4 75 8 14 肠体 
高浓度 2 43 4 8 
低浓度 8 17 12 23 
中浓度 8 27 12 21 体液 
高浓度 4 34 8 5 
低浓度 4 38 8 19 
中浓度 2 53 4 30 

生殖

腺 
高浓度 2 72 4 20 

 

3  讨论 
从实验结果可以看出 : 在柴油分散液的低浓

度和中浓度组条件下 , 海胆的肠体、体液和性腺等
不同部位的P450酶一般在暴露4~8 d后会出现诱导
效应 , 在8~12 d后开始产生抑制作用。而在高浓度
时 , 各部位的P450含量在暴露2~4 d时就会迅速提
高 , 达到峰值 , 之后开始逐渐受到抑制 , 甚至低于
正常水平。说明油污染会显著影响海胆的抗氧化还

原系统 , 在油污染程度较低时和污染初期 , 由于
海胆抗氧化还原系统对污染的应激反应 , 细胞色
素P450活性首先被诱导 , 并且污染程度越大 , 海
胆抗氧化还原系统的应激反应出现得越早 , 作用
越强 ; 但随着污染程度和时间的增加 , 由于中毒
反应导致酶活性受到抑制而逐渐下降。在停止污染

暴露12 d左右时间后 , 各部位P450含量会逐渐恢
复到原来水平 , 说明海胆抗氧化还原系统具有一
定的自我修复能力。  

相关研究也发现在受到有毒物质作用时, 生物
体内酶活性总体上会呈现先升后降的趋势[5-9]。利用

该现象, 国外学者以 P450 作为毒理学指标, 在多环
芳烃(PAHs)、PCBs、TCDDs的生物监测方面做了较
多的研究工作。如法国选择了两种海鱼的 EROD 活

性作为监测 PAHs 和 PCBs的指标, 对周边海域环境
进行监测[10]。挪威也把鲶鱼 CYPIA的诱导作为监测
周边海域石油烃、PAHs、PCBs、PCDDs、其他卤代
化合物、农药等污染的指标[11]。相对来说, 国内在此
方面的研究较少, 只有朱必凤[12]提出可用鲫鱼肝微

粒体芳烃羟化(AHH) 酶指示水体中多环芳烃污染等
少量成果报道。因此本文以海胆为对象研究其体内

P450 酶受石油烃污染的影响规律具有重要的意义, 
海胆 P450活性可作为海洋中石油烃污染程度监测的
毒理学指标。 
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Effect of diesel dispersion on cytochrome P450 activity of 
Hemicentrotus pulcherrimus 
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Abstract: In this paper, the effects of different concentrations of diesel(5, 20 and 50 mg/L)on the activities of cy-

tochrome P450 in the intestine, coelomic fluid and gonad of Hemicentrotus pulcherrimus were studied. The results 

showed that the P450 activities were induced at first and then inhibited with the increase of diesel concentration and 

exposure time. And the higher the oil concentration is, the earlier the induced and inhibited time occurred, and more 

significantly the P450 activities changed. Therefore the P450 activity of Hemicentrotus pulcherrimus was a suitable 

biomarker to mornitor the marine oil pollution since it may somewhat reflect the toxical effects of oil hydrocarbon 

on marine organisms. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 
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