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摘要    以厚壳贻贝(Mytilus coruscus)为研究对象，开展不同暴露浓度(4、20 和 100 µg/L)菲

(phenanthrene, PHE)的富集(10 d)和释放(5 d)实验，分别利用高效液相色谱法和荧光定量 qPCR 法分

析了厚壳贻贝内脏团、外套膜、闭壳肌对 PHE 的富集和释放实验及 HSP70 mRNA 表达量的变化。

结果显示，在 10 d 的富集阶段，厚壳贻贝 3 个组织对 PHE 的富集能力大小表现为内脏团>外套膜>

闭壳肌；3 个组织对 PHE 的富集含量随时间的增加而增加，同时，也随暴露浓度的增加而增加；在

释放实验阶段，厚壳贻贝 3 个组织中 PHE 含量在释放前期迅速下降，但在 15 d 时，3 个组织中 PHE

残留量仍均高于对照组；PHE 对厚壳贻贝体内 HSP70 mRNA 诱导表达具有组织特异性，其中外套

膜中 HSP70 mRNA 表达量最高。研究结果可为 PHE 在贝类体内的富集动力学及致毒机制研究提供参

考依据。 
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多 环 芳 烃 (polycyclic aromatic hydrocarbons, 

PAHs)是由 2 个及 2 个以上的苯环以稠环或非稠环的

形式相互连接成的有机化合物，其主要通过高分子有

机化合物的不完全燃烧而产生(贾双琳等, 2020)。研

究证明，PAHs 具有致癌性、致突变性和致畸性，可

以通过食物链作用在生物体内累积，对环境造成严重

污染的同时，也对人类的健康产生危害(杨帆等, 2013; 

Zheng et al, 2016; Yin et al, 2017)。 

16 种优控多环芳烃一直受到广泛关注，其中，

菲(phenanthrene, PHE)是具有代表性的低分子量多环芳

烃，是水生生态系统中含量最丰富的一种(Shirmohammadi 

et al, 2017)，通常作为研究 PAHs 的模型(Rabodonirina  

et al, 2019; Sun et al, 2019a)。PHE 的化学结构稳定，

有较强的疏水性，常吸附在水中的沉积物和悬浮颗粒

上，在水体中可长距离迁移(Gu et al, 2016)。PHE 对

水生动物包括贝类、鱼类、水生昆虫等都具有潜在的

毒性(武江越等, 2018)。李磊等(2015)、Yakan 等(2013)、

Mokkongpai 等(2010)和 Keshavarzifard 等(2017)分别研 
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究了 PHE 在缢蛏(Sinonovacula constricta)、地中海贻贝

(Mytilus galloprovincialis)、青口贝(Perna viridis)、短颈

蛤(Paphia undulata)等体内的富集动力学特征，均表明

PHE 在贝类体内有较强的富集能力，但关于比较单一

多环芳烃在贝类不同组织富集及释放的特性和差异

性的研究不多。PHE 对水生生物基因表达也会产生影

响，Peng 等(2019)研究发现，PHE 对斑马鱼(Barchydanio 
rerio var)雌鱼下丘脑–垂体–性腺轴的 GnRH2 和

CYP11A1 等基因的转录造成了明显的特异性改变，

对斑马鱼繁殖造成不利的影响。Piazza 等(2016)研究

发现，圆吻扇贝(Nodipecten nodosus)暴露在 PHE 水溶

液中，其体内 CYP2UI、CYP2D20 和 CYP3A11 等基因

的转录水平增加。Karami 等(2016)将非洲鲶(Glarias 
gariepinus)幼仔三倍体暴露于 76 mg/L PHE 浓度水溶

液中；结果显示，鱼体 fushi tarazu-factor 1(ftz-f1)的

mRNA 水平增加。热休克蛋白(heat shock proteins, 

HSPs)是一类应激蛋白，其中，HSP70 是研究比较深

入的一种 HSPs，参与到各种保护机体和细胞机制中，

通常作为环境应激和毒性的生物标志物(许高鹏等 , 

2015; Mayer et al, 2005; Voisine et al, 1999)。研究表

明，HSP70 在有机体受到环境、生理或病理胁迫时会

被诱导表达(曲凌云, 2004; 周朝伟等, 2018; Sun et al, 
2019b)。目前，已有许多学者选择贝类完成对水体中

有机物的富集及对贝类基因影响的研究，杨丹丹等

(2019)利用高效液相色谱法检测厚壳贻贝 (Mytilus 
coruscus)体内 16 种 PAHs 的含量。Murray 等(1991)

通过田间实验测定紫贻贝(Mytilus edulis)中 PAHs 的

生物富集因子。王淑红等(2005)研究了翡翠贻贝外套

膜、鳃、内脏团对 16 种 PAHs 的蓄积特征。刘娜(2012)

研究了菲律宾蛤仔(Venerupis philippinarum)在苯并[a]

芘胁迫下 3 种(芳烃受体蛋白、芳烃受体核转位因子

和热休克蛋白 90)基因表达分析。卢玮筱(2018)研究

了在苯并[a]芘刺激下厚壳贻贝组织中 RACK1 基因的

表达。 

海洋双壳贝类分布广泛，营固着生活，是滤食性

动物，对水体中有机污染物的积累性强，常作为监测

海洋环境污染的指示生物。目前，关于贝类组织对

PAHs 蓄积规律的研究多集中于各组织对总 PAHs 的

蓄积含量比较，如刘童(2015)比较了菲律宾蛤仔消化

盲囊、鳃、闭壳肌、软体部对 PAHs 的蓄积含量规律。

李天云等(2007)比较了河蚬(Corbicula fluminea)鳃、内

脏团、肌肉对 PAHs 的蓄积含量关系。关于贝类体内

HSP70 mRNA 诱导表达的研究，其研究的诱导因子多

为盐度、温度、重金属等，如 Franzellitti 等(2005)分

别研究了热休克和汞对地中海贻贝体内 HSP70 mRNA

表达的影响，而对于单一多环芳烃 PHE 在贝类组织

的蓄积规律研究以及 PHE 对贝类不同组织 HSP70 

mRNA 表达影响的研究较少。 

本研究选择厚壳贻贝为对象，通过对厚壳贻贝进

行在不同浓度 PHE 溶液中的富集–释放实验，获得厚

壳贻贝内脏团、外套膜及闭壳肌对 PHE 的富集和释

放规律及 HSP70 mRNA 表达影响，为 PHE 在贝类体

内的富集动力学及致毒机制提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验海水为海水晶人工配制的海水，盐度为 26，

水温为(23±2)℃。厚壳贻贝为浙江省枸杞岛采集的人

工养殖厚壳贻贝，平均壳长为(84.6±5.2) cm，壳宽为

(40.9±2.5) cm，体重为(40.2±6.2) g。实验前将厚壳贻

贝暂养 7 d，期间连续充气，并投喂螺旋藻粉后选取

健康个体进行实验，实验容器容积为 20 L 的玻璃缸

体，装入海水 14 L。 

1.2  PHE 的富集和释放 

1.2.1  富集和释放实验    实验分为富集和清水恢

复 2 个阶段，分别进行 10 d 和 5 d。以丙酮作为助溶剂，

在预实验的基础上设置 PHE 分别为 4、20、100 µg/L

的实验组和人工海水对照组(加入 0.01%丙酮)，每组

设 3 个平行。每组放入 16 只厚壳贻贝，每 24 h 换水

1 次，换水率 100%，昼夜充气，每天定时投喂螺旋藻

粉。分别于 1、3、6、10、12 和 15 d 随机取 2 只厚

壳贻贝，分离其内脏团、外套膜、闭壳肌组织于–80℃

保存，待检测分析。 

1.2.2  组织中的 PHE 含量测定    分别测定厚壳贻

贝内脏团、外套膜和闭壳肌中的 PHE 含量，测定步

骤如下：称取 5.0 g 湿样加入 5 mL 超纯水混合振摇，

再加入 15 mL 乙腈剧烈振摇，以 100 Hz 30℃超声 5 min

后加入 1.5 g 无水乙酸钠和 6.0 g 无水硫酸镁剧烈振

摇，以 4000 r/min 离心 5 min，取上清液；先用 5 mL

乙腈预淋洗 Florisil/C18 层析柱，再移取 5 mL 上清液

通过层析柱过滤，再用 15 mL 乙腈继续洗脱，收集全

部流出液于梨形瓶中，40℃旋转蒸发至约 0.5 mL，用

乙腈定容至 1 mL，13,000 r/min 离心 6 min，上清液

过滤膜，移至进样瓶中，供高效液相色谱分析。 

1.2.3  色谱条件    Thermo SCIENTIFIC HYPERSIL 

Green PAH 色谱柱(4.6 mm×150.0 mm, 5 µm)；柱温位

30℃；进样量为 25 µL；流速为 1.0 mL/min；紫外检

测波长为 245 nm；50%乙腈梯度洗脱。配制浓度分别
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为 5、25、50、125 和 250 ng/mL 的 PHE 标准液，绘

制标准曲线。 

1.3  HSP70 mRNA 实验方法 

1.3.1  样本准备及总RNA提取    每个实验组取50 mg

的厚壳贻贝内脏团、外套膜和闭壳肌加入 1 mL Trizol，

使用匀浆器进行匀浆处理；转移至 RNase-free 的离心

管中，进行 RNA 的抽提。室温放置 5 min，向离心管

中加入预冷的氯仿(200 µL 氯仿/1 mL Trizol)，剧烈振

荡 15 s，室温放置 10 min，离心(4℃，12,000 r/min)   

15 min；小心析出上层水相约 500 µL，转移至无 RNA

酶的离心管中，加入等体积(500 µL)的异丙醇，颠倒

混匀 6~8 次，–20℃冰箱放置 30 min；再以 10,000 r/min

低温离心 15 min，可见 RNA 沉淀；弃上清液，加入

650 µL 75%乙醇(75%乙醇的配制：1 倍的 DEPC 处理

水加 3 倍的无水乙醇)洗涤沉淀，8000 r/min 低温离心

5 min，弃上清液；重复上个步骤 1 遍，弃上清液，

吸净残存乙醇，自然干燥 5~10 min；加入适量的

RNase-free H2O 溶解 RNA，–20℃冰箱，保存，待用。

实验过程中，采用核酸蛋白测定仪检测 RNA 的纯度

和浓度，以保证总 RNA 纯度较高、完整性较好，可

直接用于后续的反转录以及荧光定量的研究。 

1.3.2  反转录 cDNA    采用第一链 cDNA合成试剂

盒合成 cDNA，配制逆转录反应体系，0.2 mL PCR 管

中加入以下试剂，混匀逆转录反应体系(总 RNA、

Random Primer p(dN)6、Rnase-free ddH2O、Reaction 

Buffer、dNTP Mix、Rnase inhibitor、AMV Reverse 

Transcriptase) (Thermo, #K1622)后 37℃温浴 5 min；

再以 42℃温浴 60 min，最后 70℃温浴 10 min，终止

反应。 

1.3.3  Real-time PCR 扩增    根据 Real-time PCR反

应体系配制反应液。在 PCR 反应管中分别加入 ddH2O、

SybrGreen qPCR Master Mix(Thermo, F-415XL)、

Forward primer、Reverse primer、cDNA 模板，充分

混匀；反应体系按照表 1 配制。扩增条件：94℃ 10 min, 

(94℃ 20 s，55℃ 20 s，72℃ 20 s) 40 个循环。 
 

表 1  荧光定量 PCR 分析基因表达所用到的引物 
Tab.1  Sequences of primers used in gene expression 
analyses by real-time fluorescence quantitative PCR 

引物 Primer 引物序列 Primer sequence 

HSP70-RT-F GGAGTGATGGTCGGTATGGGACAGA 

HSP70-RT-R TCTGTCCCATACCGACCATCACTCC 

β-actin-RT-F GGAGTGAGGGTCGGTATGGGACAGA 

β-actin-RT-R TCTGTCCCATACCGACCATCACTCC 

1.4  样品检测方法 

1.4.1  标准曲线和回收率    用乙腈稀释 PHE 标准

溶液，配制浓度分别为 5、25、50、125 和 250 ng/mL

的标准溶液，经 1.2.3 的色谱条件进行测定。PHE 在

0.2~20.0 ng/mL 范围内，标准曲线线性回归方程为

y=1.405 7x+0.443 8，相关系数 r=0.999 6；以信噪比

S/N=3，求得 PHE 检出限为 0.1 µg/kg。 

检测贻贝体内PHE含量为(4.040 3±0.596 0) µg/kg，

用加标后测得的含量扣除本底值，计算得平均回收率

为 103.03%，RSD 为 5.6%，符合本实验方法要求。 

1.4.2  2–∆∆Ct 法    Real-time PCR 数据处理采用 2–∆∆Ct

法分析目的基因在对照组和各浓度组之间的表达差

异，计算公式如下：∆Ct=Ct 目的基因–Ct 内参，再求得对照

组∆Ct 对照平均，用各组的∆Ct 分别减去∆Ct 对照，求得∆∆Ct
值，即∆∆Ct=∆Ct 样本–∆Ct 对照平均，再计算各组 2–∆∆Ct 值，

即为各组中基因的相对表达量。 

1.5  数据统计分析 

所有数据结果采用 SPSS 24.0 软件进行统计学处

理 ， 使 用 单 因 素 方 差 分 析 (one-way ANOVA) 和

Duncan´s 多重比较判断组间差异的显著性，显著性水

平为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  丙酮作为助溶剂的可行性 

为了验证 0.01%丙酮作为 PHE 的助溶剂的可行

性，在实验过程中，对 PHE 的对照组和 0.01%丙酮

处理组中贻贝 3 种组织的 PHE 含量进行统计学检验。

结果表明，对照组贻贝内脏团、外套膜和闭壳肌的 PHE

含 量 分别 为 (4.43±0.48) 、 (3.89±0.32) 和 (3.79±0.23) 

µg/kg，0.01%丙酮处理组贻贝内脏团、外套膜和闭壳

肌 的 PHE 含量分别为 (4.43±0.54) 、 (3.97±0.27) 和

(3.92±0.22) µg/kg，二者相比无显著性差异(P>0.05)，

说明 0.01%丙酮作为 PHE 的助溶剂是可行的。 

2.2  厚壳贻贝 3 种组织对 PHE 的富集和释放规律 

厚壳贻贝内脏团、外套膜和闭壳肌在 4、20 和     

100 µg/L PHE 海水溶液中对 PHE 的富集和释放情况

如图 1、图 2 和图 3 所示。厚壳贻贝 3 个组织对 PHE

的吸收速率和释放速率如表 2 所示。在厚壳贻贝对

PHE 的富集阶段，内脏团、外套膜和闭壳肌中 PHE

富集量随时间的增加而增加。同时，也随 PHE 暴露

浓度的增加而增加。内脏团在 1、3、6 和 10 d 时，3 个

浓度组之间 PHE 含量变化呈显著增加(P<0.05)。 
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图 1  贻贝内脏团对 PHE 的富集和释放情况 
Fig.1  Enrichment and release of phenanthrene 

(PHE) in the visceral mass of mussel 

a、b、c 和 d 为各浓度组对照组之间 

相比差异显著(P<0.05)，下同 
Single asterisk (a, b, c, and d) indicates significant difference 

among treatment groups and control group (P<0.05),  
the same as below 

 

 
 

图 2  贻贝外套膜对 PHE 的富集和释放情况 
Fig.2  Enrichment and release of phenanthrene  

(PHE) in the outer membrane of mussel 

 
外套膜在 1 d 时，4 和 20 µg/L 浓度组 PHE 含量

无显著差异(P>0.05)；在 3 d 时，3 个浓度组 PHE 含

量无显著差异(P>0.05)；在 6 和 10 d 时，3 个浓度组 

 
 

图 3  贻贝闭壳肌对 PHE 的富集和释放情况 
Fig.3  Enrichment and release of phenanthrene 

(PHE) in the closed shell muscle of mussel 
 

PHE 含量呈显著增加的趋势(P<0.05)。闭壳肌在 1、3、

6 和 10 d 时，20 和 100 µg/L 浓度组 PHE 含量无显著

差异(P>0.05)，同时，4 µg/L 浓度组 PHE 含量呈显著

增加的趋势(P<0.05)。厚壳贻贝 3 个组织对 PHE 的富

集含量和富集速度表现为内脏团>外套膜>闭壳肌。 

在 5 d 的释放阶段，厚壳贻贝 3 个组织对 PHE 的

释放速率规律不同。其中，内脏团对 PHE 的释放速率

随暴露浓度变化不大，外套膜对 PHE 的释放速率随暴

露浓度的增加而降低，闭壳肌对 PHE 的释放速率随暴

露浓度的增加而升高。内脏团 PHE 释放速率分别为

58.72% (4 µg/L)、50.71%(20 µg/L)和 54.60% (100 µg/L)；

外套膜 PHE 释放速率分别为 72.82% (4 µg/L)、68.35% 

(20 µg/L)和 38.65% (100 µg/L)；闭壳肌 PHE 释放速率

分别为 56.41% (4 µg/L)、58.35% (20 µg/L)和 66.11% 

(100 µg/L)。在释放前期，厚壳贻贝 3 个组织内的 PHE

含量急剧下降，在清水恢复的第 4、5 天，3 个组织内

PHE 浓度释放速度减慢。 

2.3  PHE 诱导厚壳贻贝 3 种组织中 HSP70 mRNA
的表达分析 

暴露在 PHE 浓度溶液中厚壳贻贝 3 种组织 HSP70 

mRNA 水平变化如图 4、图 5 和图 6 所示。厚壳贻贝

内脏团、外套膜和闭壳肌中 HSP70 mRNA 的表达均 

 
表 2  厚壳贻贝 3 个组织对 PHE 的吸收速率和释放速率 

Tab.2  Enrichment and release rates of PHE in three tissues of mussels 

吸收速率 Enrichment rate /[µg/(kgd-1)] 释放速率 Release rate /[µg/(kgd-1)] 实验组 
Experimental 

group 
内脏团 

Visceral mass 
外套膜 

Outer membrane 
闭壳肌 

Closed shell muscle
内脏团 

Visceral mass
外套膜 

Outer membrane 
闭壳肌 

Closed shell muscle

4 µg/L 2.15±0.16 1.87±0.08 1.49±0.04 3.37±0.39 3.53±0.26 2.31±0.09 

20 µg/L 3.92±0.33 2.31±0.07 2.11±0.10 5.08±0.40 4.00±0.43 3.29±0.39 

100 µg/L 5.73±0.28 2.58±0.10 2.43±0.23 7.72±0.77 2.61±0.39 4.23±0.42 
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图 4  菲暴露及释放下厚壳贻贝内脏 

团中 HSP70 的相对表达量 
Fig.4  Relative expression of HSP70 in the visceral  

mass of mussel exposed and released by PHE 
 

 
 

图 5   菲暴露及释放下厚壳贻贝外套 

膜中 HSP70 的相对表达量 
Fig.5  Relative expression of HSP70 in the outer  

membrane of mussel after exposure and release of PHE 
 

 
 

图 6  菲暴露及释放下厚壳贻贝 

闭壳肌中 HSP70 的相对表达量 
Fig.6  Relative expression of HSP70 in the closed shell 

muscle of musselexposed and released by PHE 
 

有变化。在富集阶段，厚壳贻贝外套膜 HSP70 mRNA

表达量明显高于内脏团和闭壳肌，其中，在 PHE 低、

中和高浓度溶液暴露下，外套膜中 HSP70 mRNA 表达

量均在第 1 天时达到最高值，分别是对照组的 35.7 倍  

(4 µg/L)、47.8 倍(20 µg/L)和 70.1 倍(100 µg/L)；内脏

团中 HSP70 mRNA 表达量分别在第 3、6 和 1 天时达

到最高值，分别是对照组的 26.3 倍(4 µg/L)、10.9 倍      

(20 µg/L)和 23 倍(100 µg/L)；闭壳肌中 HSP70 mRNA

表达量分别在第 3、1 和 6 天时达到最高值，分别是

对照组的 2.8 倍(4 µg/L)、3.2 倍(20 µg/L)和 3.5 倍     

(100 µg/L)。 

厚壳贻贝在 PHE 的整个富集释放过程中，3 个组

织中 HSP70 mRNA 表达量的变化规律各不相同。从

图 4 可以看出，3 个浓度 PHE 对厚壳贻贝内脏团中

HSP70 mRNA 诱导表达，4 µg/L 浓度组在 1 d 时，

HSP70 mRNA 表达量较对照组显著增加(P<0.05)；在

3 d 时，HSP70 mRNA 表达量达到最高值；随后随着

时间增加，HSP70 mRNA 表达量逐渐降低。20 µg/L

浓度组在 1 d 时，HSP70 mRNA 表达量较对照组显著

增加(P<0.05)；在 3 d 时，HSP70 mRNA 表达量降低

且较对照组无显著差异(P>0.05)；在 6 d 时，HSP70 

mRNA 表达量达到最高值；后随时间的增加，HSP70 

mRNA 表达量逐渐降低。100 µg/L 浓度组在 1 d 时，

HSP70 mRNA 表达量为最高值；随后随时间的增加，

HSP70 mRNA 表达量逐渐降低，但都较对照组显著增

加(P<0.05)。 

从图 5 可以看出，3 个浓度 PHE 对厚壳贻贝外套

膜 HSP70 mRNA 诱导表达，4、20 和 100 µg/L 浓度

组在 1 d 时，HSP70 mRNA 表达量较对照组呈极显著

增加(P<0.01)；在 3 d 时，各浓度组 HSP70 mRNA 表

达量达到最高值；随后随时间的增加，各浓度组

HSP70 mRNA 表达量逐渐降低，但都较对照组显著增

加(P<0.05)。 

3 个浓度 PHE 对厚壳贻贝闭壳肌 HSP70 mRNA

诱导表达情况见图 6。4 µg/L 浓度组在 1 d 时，HSP70 

mRNA 表达量较对照组显著增加(P<0.05)；在 3 d 时

HSP70 mRNA 表达量达到最高值；后随时间的增加，

HSP70 mRNA 表达量逐渐降低，在 10 和 12 d 时，

HSP70 mRNA 表达量较对照组显著降低(P<0.05)，呈抑

制表达状态；在 15 d 时，HSP70 mRNA 表达量较对

照组无显著差异(P>0.05)。20 µg/L 浓度组在 1 d 时，

HSP70 mRNA 表达量达最高值；后随时间增加，

HSP70 mRNA 表达量逐渐降低，直至第 6 天时，HSP70 

mRNA 表达量达最低值；之后 HSP70 mRNA 表达量

又随时间的增加而增加。100 µg/L 浓度组在 1 d 时，

HSP70 mRNA 表达量较对照组显著增加(P<0.05)；在

3 d 时，HSP70 mRNA 表达量较对照组无显著差异

(P>0.05)；在 6 d 时，HSP70 mRNA 表达量增加至最

高值；在 10 和 12 d 时，HSP70 表达量较对照组无显
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著差异(P>0.05)；在 15 d 时，HSP70 mRNA 表达量较

对照组显著增加(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  厚壳贻贝 3 种组织对 PHE 的富集和释放规律 

PHE 作为低分子量 PAHs 的典型代表，在水中溶

解度较大，且具有高亲脂性、易渗透生物膜、在水生

生物体内快速富集的特点(Ademollo et al, 2017)。本

研究表明，在同一时间、同一暴露浓度下，厚壳贻贝

3 个组织对 PHE 的富集含量规律为内脏团>外套膜>

闭壳肌。3 个组织对 PHE 的富集含量随时间的增加而

增加，同时，也随 PHE 暴露浓度的增加而增加。其

原因主要有以下几个，首先，PHE 自身具有较高的正

辛醇/水分配系数，脂溶性较强，实验中使用丙酮作

为助溶剂，提高了 PHE 的生物利用性，使 PHE 通过

细胞的被动扩散作用与脂肪组织相结合，提高了厚壳

贻贝的富集作用；其次，厚壳贻贝主要是通过过滤海

水摄食，海水在经过鳃的过滤后，较大颗粒物质沉淀

在外套膜上，较小颗粒物质进入内脏团的消化器  

(王淑红等, 2005)。本研究中，PHE 随水流进入厚壳

贻贝各组织并迅速溶于脂肪，由于 PHE 具有脂溶性，

易在各组织中累积；最后，PAHs 在生物组织内的累

积程度与脂肪含量有关，脂肪含量高的组织更容易富

集 PAHs (Wang et al, 2011)。贝类各湿样组织脂肪含

量比较，内脏团的脂肪含量最大(杨慧赞, 2008)。外

套膜作为与水体直接接触的组织，能吸附或吸收水体

中的 PHE。因此，比闭壳肌富集 PHE 的含量要高，

这与宫向红等(2017)报道 PAHs 在海湾扇贝不同组织

中富集规律一致。 

当厚壳贻贝开始处于清水释放状态时，各组织对

PHE 的释放主要受控于热力学驱动的扩散、酶系统调

控的新陈代谢活动和排泄作用(Baussant et al, 2001)，这

2 种作用使厚壳贻贝各组织内的 PHE 含量在释放阶

段前期开始迅速降低，随着释放时间的延长，厚壳贻

贝各组织内 PHE 含量逐渐降低，经过 5 d 的释放，厚

壳贻贝内脏团 PHE 释放速率在 50%~60%之间，外套

膜 PHE 释放速率随暴露浓度的升高逐渐降低，闭壳

肌 PHE 释放速率随暴露浓度的升高逐渐升高，这与

组织特异性有关。与外套膜、闭壳肌相比，内脏团中

存在大量酶系参与 PHE 的代谢过程，使 3 个浓度组

内脏团的释放速率相差不大；而外套膜中 PHE 的排

出则主要是通过血细胞渗出，这种作用相对酶的作用

来说较弱，导致外套膜中 PHE 的释放速率随暴露浓度

升高逐渐降低。 

3.2  PHE 诱导厚壳贻贝 3 种组织中 HSP70 mRNA
的表达分析 

热休克蛋白 70 (HSP70)是一类应激蛋白，常在细

胞受到外界环境胁迫时应激表达，与许多信号转导途

径的关键调节因子相互作用，控制细胞的稳态、增殖、

分化和细胞死亡(Mayer et al, 2005)。从本研究可以看

出，3 个组织 HSP70 mRNA 表达的剂-效关系随时间

变化规律不同。本研究中，在 PHE 暴露初期，厚壳

贻贝内脏团、外套膜和闭壳肌 HSP70 mRNA 表达量

都较对照组显著增加，这是由于机体受到 PHE 胁迫

时，为防止细胞内蛋白凝聚或变性，维持细胞内环境

稳定，HSP70 mRNA 被诱导表达来增强机体抗刺激及

生存能力。随着暴露在 PHE 水溶液中时间的增加，

厚壳贻贝体内对 PHE 的富集量逐渐增加，内脏团、

外套膜及闭壳肌中 HSP70 mRNA 表达量在 1、3 或 6 d

时达到最高值，这可能是因为不同组织其 HSP70 

mRNA 表达具有差异性。内脏团和外套膜中 HSP70 

mRNA 表达量达最高值后，HSP70 mRNA 表达量开

始逐渐降低，可能是由于细胞中 PHE 浓度超过阈值

时，机体细胞的生物合成能力遭到破坏，HSP70 mRNA

的表达量将会降低或者被抑制，说明热休克蛋白 70

的表达对细胞的保护是有一定范围的(Eckwert et al, 
1997)。这与荆圆圆等(2019)研究不同盐度下，镉对太

平洋牡蛎(Crassostrea gigas)不同组织 HSP70 mRNA

表达影响结果一致。而闭壳肌中，HSP70 mRNA 在 6、

10 和 12 d 受到抑制表达后，在第 15 天时仍能恢复正

常表达量，这可能是因为闭壳肌中，HSP70 mRNA

表达量随 PHE 含量降低至一定值后，将不受抑制表达。

由于 HSP70 mRNA 在厚壳贻贝内脏团、外套膜和闭壳

肌中是组成性表达(程培周等, 2007)，PHE 对厚壳贻

贝 3 个组织中 HSP70 诱导表达量高低排序为外套膜>

内脏团>闭壳肌。 

4  结论 

在富集阶段，厚壳贻贝 3 个组织对 PHE 的富集

能力大小表现为内脏团>外套膜>闭壳肌。同时，3 个

组织对 PHE 的富集含量随时间的增加而增加，也随

PHE 暴露浓度的增加而增加。在清水恢复前期，厚壳

贻贝 3 个组织中 PHE 含量迅速下降；在第 15 天时，

厚壳贻贝内脏团 3 个浓度组 PHE 释放速率在 50%~ 

60%之间，外套膜 PHE 释放速率随暴露浓度的升高

逐渐降低，闭壳肌 PHE 释放速率随暴露浓度的升高

逐渐升高。PHE 对厚壳贻贝内脏团、外套膜和闭壳肌

的 HSP70 mRNA 诱导表达具有组织特异性，其中，
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外套膜中 HSP70 mRNA 表达量最高。 
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Enrichment and Release of Phenanthrene in Mussels (Mytilus coruscus)  
and Its Effect on HSP70 mRNA Expression 

ZENG Mengni1,2, LI Lei2, MA Liyan2, WANG Cuihua2, ZHANG Xuan2, HUANG Dongmei2, JIANG Mei2①
 

(1. School of Marine Ecology and Environment, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China;  
2. East China Sea Fisheries Research Institute, Shanghai  200090, China) 

Abstract    Phenanthrene (PHE) is one of the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 

in aquatic ecosystems. It has strong hydrophobicity and is often adsorbed on sediment and suspended 

particles in water, which has potential toxicity to aquatic organisms. Mussels (Mytilus coruscus) are 

widely distributed in the ocean and live in a fixed environment. They are filter feeders and have a strong 

accumulation of organic pollutants in water. They are often used as indicator organisms in monitoring 

marine environmental pollution. In this study, enrichment (10 d) and release (5 d) tests of PHE with 

different exposure concentrations were carried out. Three groups of PHE (4 μg/L, 20 μg/L, and 100 μg/L) 

and artificial seawater group (control group: 0.01% acetone) were set up. Three parallel experimental 

replicates were set up in each group, and 16 mussels were placed in each group. Two mussels were 

randomly selected on the 1st, 3rd, 6th, 10th, 12th, and 15th day. Their visceral mass, outer membrane, and 

closed shell muscle tissue were separated and stored at –80℃ for identification and analysis. Enrichment 

and release of PHE and the change in HSP70 gene expression in visceral mass, outer membrane, and 

closed shell muscle tissue were analyzed using HPLC and qPCR, respectively. Results showed that the 

concentration of PHE in the three tissues of mussels was in this order: visceral mass > outer membrane > 

closed shell muscle at the same time and concentration. The enrichment content of PHE in the three 

tissues increased with an increase in time and concentration, owing to the higher n-octanol/water partition 

coefficient and fat solubility of PHE, filter feeding life of mussels, and the fact that tissues with high fat 

content are more likely to enrich PHE. For the release test, the PHE content in the three tissues of mussels 

decreased rapidly in the early stage of release; however, on the 15th day, the residual amount of PHE in 

the three tissues was still higher than that in the control group. This is because the release of PHE in 

different tissues was mainly controlled by diffusion driven by thermodynamics, metabolic activity 

regulated by enzyme system, and excretion when mussels were in the state of water release. In addition, 

PHE content in mussel tissues began to decrease rapidly in the early stage of release and gradually 

decreased with the extension of release time. Furthermore, HSP70 was induced to enhance the 

anti-stimulation and survival ability of the organism under PHE stress; the expression of HSP70 mRNA in 

mussels was tissue-specific, and the expression level of HSP70 in the outer membrane was the highest. 

These results provide a reference for the study of enrichment kinetics and toxic mechanisms of PHE in 

shellfish. 
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