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海水中的重金属离子浓度虽然很低，但对海洋生物的影响却是深远的，有些重金属(必需

金属)在生物代谢 活动中扮演着不可缺少的角色，但超过一定的浓度，无论是必需金属还是非

必需金属，都会对生物产生毒害作用。研究资料表明，进入体内的重金属主要通过积累达到解

毒，排出则是次耍的[雷恩鲍1992J。细胞色素氧化 酶(Cytochro me o xidase，简称CCO)及过氧

化氢酶(Catalase，简称Cat)是生物体内含Fe叶琳环的金属酶类，在环境监测、生态毒理学等

方面巳成为重要指标[ Troíimov 1975，徐炜虹等 1996J。有关重金属对海洋 无脊椎动物CCO、

Cat 活性影响的报道很少。本文以扁玉螺为试验材料，研究了离体条件下，Fe、Cu、 Zn等必需微

量元素和非必需元素Pb对两种金属酶类的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料
扁玉螺采自山东省烟台芝果湾，螺体重为15-20克，采回后在海水中暂养12-14小时。
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1.2 试剂
细胞色素C 为山东莱阳生化制药厂产品，考马斯亮蓝G-250为Fluka产品，脱氧胆酸纳为

Sevra产品，牛血清蛋白为中 国医学科学院血酶所科技公司产品，组氨酸为第二军医大学政翔

化学试剂研究室产品。其余化学试剂均为国产分析纯。

1.3 酶源制备
(l)CCO的制备 取肝脏加0.25mo l/L煎糖溶液，匀浆，以2000r/min离心10min，取上清

液，在ιC 8000r/min 离心15min，得到的沉淀即为线粒体。向线粒体沉淀中加入TSH(Tris

HCl: O. 25mo l/L， pH 8. 0十煎糟: O. 66mo l/L十His: 1mmo l/L)制成悬浮液，使蛋白质浓度为

10. 0mg/mL，向悬浮被中加入10% (W /V)脱氧胆酸销(0.3mg/mg 蛋白质)和固体NaCl(7.

2g/100mL) ，振荡10min，以15000r/min离心20min，弃去红色的上清攘，绿色的沉淀即为细胞

色素氧化酶粗制品。 整个操作过程在0-4'C进行(下同〉。

(2)Cat 的制备 取肝脏，称重，加入约4倍体积的O.067mo l/L，pH 8.67的磷酸盐缓冲破，

匀浆，在4000r/min离心10min，取上清液作为酶摞备用。

1.4 酶活性的测定
( 1)CCO 参照Wharton等 的方法[Wharton和Tzayo lo ff 1967J 0 CCO的活力用一级反

应速率常数表示。

K = lnLlAssomin-1 

(2)Cat 采用 KMnO.法[Bergmeyer 1963，石双群等 1995J。

一个酶活力单位为100K

1.5 重金属含量的测定
取扁玉螺肝脏，称重，温法硝化，用 ShimadzuAA-670 原子吸收分光光度计测定样晶中的

Fe、 Cu、 Zn和Pbo

1.6 蛋白质含量的测定
采用Bradford法[Bradford 1976 J。

2 结果与分析

2.1 pH对酶活力的影响
在温度30'C，蛋白质含 量0.10mg

条件下，CCO活力在 pH= 7.0处最

大， 为148.0U/mg 蛋 白 质。在室 温

25'C，蛋白质含量1.05mg时，Cat 的

最适pH 高于 CCO，为8.67 (见图1)。
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2.2 重金属离子对CCO、Cat活力的影响
原子吸收光谱分析结果表明， 扁玉螺肝脏中Fe的含量最高.C u和Zn次之. Pb的含量远

远低于上述离子， 结果见表1。

寝E 扁王螺肝脏中量金属的含量

Tab. 1 Concentratlon of heavy metals ln hepatopancreas of Neverita diyma 

金 属

含量(μg/g.干重)

Fe 

349 

Cu 

108 

Zn 

121 

Pb 

4. 94 

2.2.1 Fe针对酶活力的影响

FeC13版度在5.88X10-5�2. 94X10-4mol/L 范围内对cco具有较明显的激活作用， 且

浓度在2.55 X 10-4mol/L处激活作用最大， 相对活性为112.5;大于 2.94 X 10-4 mo1!L . 对

cco具有抑制作用。对Cat也有类似的作用， 但有效激活泡围在1.0 X 10-3 � 1. 0 X 10寸2

mol/L.且最大激活哝度在5.0XIO-3处， 具体结果见图2.
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图 2 [F e3+ ]对CCOCA)及CatCB)酶活力的影响

Fig.2 Effect o{ [Fe3+Jon cytochrome oxidase(A) and catalase(B) activity 

2.2.2 CuH对酶活力的影响

C u2+浓度在9.80X 10-6"-'6.86 X 10-smol/L范围内对cco具有较大的激活作用， 且浓度

在1.96X10→mol/L时Cu2+激活作用最大， 相对活性为111. 8，大于7. 84X 10-smol/L .对

cco具有抑制作用。[CQi!寸大于5.OX 10-6mol/L.对Cat 的抑制作用显著， 低于此浓度， 则表

现出微弱的激活作用(见图3)。

2.2.3 ZnH对酶活力的影响

Zn 2+对CC O 具有显著抑制作用， 即使在低撒度(1.96X 10-9mol/L)下也是如此。而且抑

制作用随浓度增大而显著增强。对于Cat .Zn2+的作用与C u2+相似， 只是 有效激活浓度在1.0X

10-9mol/L 以下(见图4)。
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图 3 [Cu2+]对CCO(A)及Cat(B)酶活力的影响

Effect [Cu2+J on cy tochrome oxidase(A) and cata!ase(B) acticity 
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图 4 [Zn2寸对CCü(A)及Cat(B)酶活力的影响

F ig. 4 Effect of [Zn2+] on cy tochrome oxidase (A) and cata!ase (B) activity 

2.2.4 PbH对 Cat活力的影响
[ Pb2+ ]在5. 0 X 10-10 � 5. 0 X 10-7 mol/L 

之间对Cat有非常微弱的激活作用， 在此浓度

植围之外 ， 则表现为抑制作用(见囹5) 。

3 结论

(1)扁玉螺对 Fe有较强的积累能力， 对 其

它重金属也有不同程度的积累。

(2) 在离体条件下， 低撒度 的 Fe、Cu对

CC O及Cat具有激活作用， 而在高浓度下则起

抑制作用。即使在浓度很低的条件下 .Zn能显
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图 5 [Pb2+]对Cat酶活力的影响

F ig. 5 Effect of 【Pb2+] on cata!ase activity 
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著抑制CC O ;在一定浓度范围内.Zn和Pb对Cat有微弱的激活作用。
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