
生态毒理学报
Asian Journal of Ecotoxicology

第 14 卷 第 2 期 2019 年 4 月
Vol. 14, No.2 Apr. 2019

　 　 基金项目:国家自然科学基金(No.51778031)

　 　 作者简介:梁丁元(1996-),女,硕士研究生在读,研究方向为砷生态毒理,E-mail: aiyichenhe@163.com;
　 　 * 通讯作者(Corresponding author), E-mail: fanwh@buaa.edu.cn

DOI:10.7524/AJE.1673-5897.20180905003
梁丁元, 任金乾, 范文宏. 不同分子量的腐殖酸存在下 2 种无机砷的生物毒性效应研究[J]. 生态毒理学报,2019, 14(2): 206-213
Liang D Y, Ren J Q, Fan W H. Arsenite and arsenate toxicity to Daphnia magna on the coexistence of humic acid with different molecular weights [J].

Asian Journal of Ecotoxicology, 2019, 14(2): 206-213 (in Chinese)

不同分子量的腐殖酸存在下 2 种无机砷的生物毒性效
应研究

梁丁元1, 任金乾1, 范文宏1,2,*

1. 北京航空航天大学,空间与环境学院,北京 102206

2. 北京航空航天大学,大数据精准医疗高精尖创新中心,北京 100191

收稿日期:2018-09-05 　 　 录用日期:2018-10-23

摘要: 水环境中天然有机质会与砷形成络合物,进而影响砷的迁移、转化和生物毒性。 研究利用超滤方法将腐殖酸(humic

acid, HA)分为 5 个不同分子量的组分,以大型溞为受试生物,探究了不同分子量 HA 存在下砷对大型溞的毒性效应。 结果表

明,不同分子量的 HA 均缓解了 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)对大型溞的氧化应激损伤和细胞膜损伤,并降低了砷对MT 的诱导量。 其中 1

~ 30 kDa 的 HA 对砷的缓解效果最好,<1 kDa 的 HA 毒性缓解效果最差,可能的原因是 HA 与砷的络合增加溶液中络合态砷

的含量,而络合态砷难以进入细胞并被生物利用。 不同分子量的 HA 对砷毒性的缓解差异与其跟砷的络合比例不同有关。
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Abstract: Natural organic matter (DOM) may affect the migration, transformation and bioavailability of arsenic in

aquatic environment by forming As-DOM complex. Using Daphnia magna as the case, humic acid (HA) was divid-
� ed into 5 groups by ultrafiltration to determine the impacts from different molecular weights on arsenic toxicity in

aquatic environment. The results indicated that all HA fractions can significantly alleviate the oxidative stress and

membrane damage induced by As, and in the meanwhile reduce MT concentration. In particular, HA from 1-30
kDa fraction had the most remarkable alleviation effect, while the alleviation effect of HA (<1 kDa) was the lowest.

The possible reason is that the complexation of HA with arsenic could increase As-DOM concentration in exposed

medium, which is difficult to enter cells and be assimilated by organism. The effects of HA in alleviating arsenic

toxicity with different molecular weights were related to complexation ratios.
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　 　 砷作为一种在水环境中广泛存在的类金属污染

物,可以对人和其他生物造成慢性和急性毒性影

响[1-2],慢性砷中毒更是严重的人类健康的公共卫生

问题。 砷的毒性与化学形态有很大关系,通常来说

无机砷的毒性大于有机砷,三价砷的毒性大于五价

砷。 水环境中的砷主要以无机的砷酸盐(As(Ⅴ))和

亚砷酸盐(As(Ⅲ))的形式存在[3]。 由于砷在分子水

平上的毒性作用机制十分复杂,尚不完全明确,其中

砷诱导的氧化应激、膜损伤、金属敏感蛋白等毒性作

用一直受到广泛关注。 砷可以通过干扰生物体的氧

化/抗氧化平衡,产生过量的活性氧自由基(reactive

oxygen species, ROS),继而引发细胞内多条分子通

路的改变,并最终导致细胞坏死或凋亡[4]。 例如,
Kharroubi 等[5]研究发现 As(Ⅴ)可以增加活性自由

基,使线粒体功能紊乱,并引发线粒体氧化损伤,最
终导致细胞死亡。 砷对水生生物的毒性可能会受到

诸多环境因素的影响,例如氧化还原电位、有机质、
磷酸盐、胶体及水体中其他污染物等[6]。

天然有机质作为一类成分复杂的有机混合物,
包括大分子的蛋白、腐殖质类物质和小分子的脂质、
氨基酸等[7],广泛存在于水生生态系统中,浓度范围

在 1 ~ 40 mg·L-1之间[8],有机质可以与水体中的重

金属离子(Cu、Cd、Al 等)发生复杂的相互作用,从而

影响重金属对水生生物的生物毒性[9-10]。 Dutton 和

Fisher
[11]发现随着腐殖酸(humic acid,HA)浓度的增

加,As(Ⅴ)在底鳉(Fundulus heteroclitus)体内的生物

� 积累也随之增加,Zhang 等[12]发现天然有机质还可

能通过阻碍 As(Ⅲ)在硅藻细胞的内化起到缓解毒性

的效果。 事实上有机质对金属毒性的影响除了与有

机质浓度有关外,研究者们发现有机质的性质和来

源对重金属的毒性影响程度有很大差异[13-14],例如,
Al-Reasi 等[13]研究发现分子量更大的、颜色更暗的、
更亲脂的、更多芳香族的陆源有机质对铜的毒性缓

解作用更显著。 在诸多的性质之中有机质分子量可

能是影响重金属毒性程度的关键因素之一,而不同

分子量的有机质对砷的毒性影响报道较为少见。
本研究利用超滤方法获得了 5 种不同分子量的

HA,并以大型溞为受试生物,研究了不同分子量的

有机质对 2 种无机砷的大型溞氧化应激、细胞膜损

伤和金属硫蛋白等生物毒性效应的影响,探讨不同

分子量的有机质对砷的生物毒性的影响机制,研究

结果可为水生态系统中砷的生态风险评估和污染控

制提供指导。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料的来源、制备与表征

亚砷酸钠 (NaAsO2 ) (As (Ⅲ ))和砷酸氢二钠

(Na2HAsO4·7H2O)(As(Ⅴ))购买自 Sigma-Aldrich 公

司,精确称取 0.1 g 的亚砷酸钠和砷酸氢二钠溶于

100 mL 超纯水,配制成 1 g·L-1的母液,在 4 ℃条件

下避光保存备用。 HA 购买自 Sigma-Aldrich 公司,
精确称取 0.5 g HA 溶于 500 mL 0.02 mol·L-1的氢氧

化钾溶液。 搅拌充分溶解后,用 0.45 μm 的滤膜(滤

膜用前已烘干至恒重)过滤去除未溶解的有机质颗

粒和杂质,将滤膜和残渣烘干后称重,差减法得到

HA 的浓度约为 0.66 g·L
-1,过滤后的 HA 溶液在 4

℃条件下避光保存。
利用Millipore 公司生产的 Amicon 8400 型超滤

杯进行分级,采用 100、30、10 和 1 kDa 尺寸的滤膜。
从高分子量(100 kDa)到低分子量(1 kDa)逐级过滤,
浓缩因子均为 6:1,分级过程采用高纯氮气作为压力

驱动,最大压力为 0.2 MPa。 得到 5 种不同分子量的

HA 溶液,分别为>100 kDa(记为 UF1)、30 ~ 100 kDa

(记为 UF2)、10 ~ 30 kDa(记为 UF3)、1 ~ 10 kDa(记为

UF4)和<1 kDa(记为 UF5),未分级的 HA 记为 UF0,
溶液在 4 ℃条件下避光保存备用。 测定得到的不同

分子量的 HA 溶液中的有机碳含量。
1. 2　 受试生物大型溞的培养

实验采用大型溞(Daphnia magna)为受试生物,
� 具有实验室内易培养,繁殖周期短,对毒物敏感度较

高,毒理学数据充足等优点,是环境科学领域研究的

一种重要模式生物。 大型溞的培养温度为 (23 ±1)
℃,培养密度为 8 ~ 10 mL/只,光暗比为 16 h ∶ 8 h,
光照强度在 3 500 ~ 4 000 Lux 之间。 大型溞用经过

1.2 μm 的玻璃纤维滤膜过滤的京密引水渠的水作

为培养液。 以莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)

� 作为大型溞的食物,喂食频率为 1 次/天,每 2 d 换一

次水。 14 d 左右的大型溞用于接下来的实验。 实

验之前,采用国际标准《水质—大型蚤运动抑制的

测定 ISO 6341:1982》中规定的方法对<24 h 的小溞

进行灵敏性试验[15]。
1. 3　 暴露实验

暴露溶液采用的是简化的 SM7 培养基(不包括
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乙二胺四乙酸二钠、重金属和维生素),加入不同分

子量 HA 溶液,浓度统一调整为 3 mg·L-1,2 种无机

砷的浓度是 0.5 mg·L-1。 不同分子量的 HA 与砷混

合孵育 24 h 后,利用微分脉冲极谱法测定溶液中不

稳定态的 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)的浓度,通过差减法计算

与 HA 络合的砷的浓度,同时在 100 mL 暴露液中加

入 40 只 14 d 左右健康状况良好的大型溞,以 SM7

培养基作为空白对照组,设置了砷单独暴露、不同分

子量的 HA 与砷共存的实验组,每组设置 3 个平行,
暴露时间 48 h,期间不换水,不喂食。 暴露结束后,
测定大型溞体内的砷生物积累、金属硫蛋白(metal-
lothionein, MT)含量、 Na+ /K+ -ATP 酶 (Na

+
/K

+ -AT-
Pase)和超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, T-
SOD)活力,丙二醛(malondialdehyde, MDA)和谷胱甘

肽(glutathione, GSH)含量等指标。 MT 采用银饱和

法测定;Na+ /K+ -ATP 酶、T-SOD、MDA 和 GSH 采用

从南京建成生物试剂公司购买的试剂盒测定。
1. 4　 统计学分析

实验数据利用 origin 8.0 进行绘图,并利用

SPSS statistics 22 进行统计分析,利用单因素方差分

析(ANOVA)分析显著性差异,P<0.05 被认为具有统

� 计学差异。

2　 结果(Results)
2. 1　 不同分子量的 HA 对砷诱导 MT 含量的影响

暴露于不同无机砷 48 h 后,在不同分子量的

HA 存在/不存在时,大型溞体内的 MT 含量如图 1

所示。 与对照组相比,As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)的单独暴露

均能够显著诱导大型溞体内 MT 的产生。 在相同浓

度下 As(Ⅲ)暴露诱导的 MT 的含量显著高于 As(Ⅴ)

诱导产生的量(P<0.01)。 未分级的 HA(UF0)和 5 种

� 不同分子量的 HA(UF1 ~ UF5)的存在均显著降低了

大型溞体内砷诱导产生的 MT 含量。 但 2 种砷的降

低程度不同,As(Ⅲ)和 HA 共同暴露诱导的 MT 显

著高于空白水平,不同分子量的 HA 之间有一定差

别,尽管 UF1 ~ UF5+As(Ⅲ)暴露组 MT 的诱导量与

UF0 相比无显著性差异,但分子量在 10 ~ 30 kDa 的

HA(UF3)对砷诱导 MT 含量的降低显著,高于<1

kDa(UF5)和>100 kDa(UF1)的 HA 对砷诱导 MT 含

量的影响。 As(Ⅴ)和 HA 共同暴露诱导的 MT 与空

白对照组相比没有显著性差异(P>0.05)。
2. 2　 不同分子量的 HA 对砷致大型溞细胞膜损伤

的影响

不同暴露组中大型溞体内 Na
+
/K

+ -ATP 酶的活

力如图 2 所示,As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)的暴露显著降低了

Na
+
/K

+ -ATP 酶的活力,有机质的存在能够缓解砷导

致的 Na
+
/K

+ -ATP 酶活力的抑制,其中 UF3 和 UF4

图 1　 不同暴露组中大型溞体内金属硫蛋白(MT)的含量

注:SM7 为人工配制的背景水样,UF0、UF1、UF2、UF3、UF4 和 UF5

分别表示未分级的、>100 kDa、30 ~ 100 kDa、10 ~ 30 kDa、1 ~ 10 kDa 和

<1 kDa 的腐殖酸。 不同小写字母表示五价砷暴露组别间的显著性差异,
不同大写字母表示三价砷暴露组别间的显著性差异。 下同。

Fig. 1　 Metallothionein (MT) concentration of D. magna in

different exposed groups

Note: The artificial background medium is SM7. The humic acid of

unfractionated, >100 kDa, 30-100 kDa, 10-30 kDa, 1-10 kDa and <1 kDa

are expressed as UF0, UF1, UF2, UF3, UF4 and UF5. Different

lowercase letters indicate the significant differences between groups

exposed to As(Ⅴ) and different capital letters indicate the significant

differences between groups exposed to As(Ⅲ). The same below.

图 2　 不同暴露组中大型溞体内 Na+ / K+ -ATP 酶的活力

Fig. 2　 Na
+
/K

+ -ATPase activity of D. magna in

different exposed groups
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显著缓解了 As(Ⅲ)对 Na
+
/K

+ -ATP 酶活力的抑制,
而对 As(Ⅴ),除 UF5 和 UF3 之外其余的 HA 均显著

缓解了 Na
+
/K

+ -ATP 酶的活力,其中 UF4 与 As(Ⅴ)

共同暴露的组的 Na
+
/K

+ -ATP 酶的活力最高,与空

白组之间无显著差别。 相同暴露浓度下,2 种无机

砷对大型溞体内 Na
+
/K

+ -ATP 酶活力的抑制能力类

似,UF3 和 UF4 这 2 种 HA 能够显著缓解 As(Ⅲ)和

As(Ⅴ)对 Na
+
/K

+ -ATP 酶活力的抑制情况。
2. 3　 不同分子量的 HA 对砷致大型溞氧化应激的

影响

不同实验组大型溞体内 T-SOD 活性、GSH 和

MDA 的含量如图 3 所示。 单独 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)的暴

露均显著降低了大型溞体内 SOD 的活力,有机质的

加入没有缓解 As(Ⅲ)对大型溞 SOD 的抑制情况。 而

UF2、UF3 和 UF5 的加入显著缓解了 As(Ⅴ)对 SOD

的抑制,相比于单独 As(Ⅴ)暴露,UF2、UF3 和 UF5 的

加入使得 SOD 的含量分别上调了 44.8% 、59.3%和

55.1% 。 且 UF3+As(Ⅴ)、UF5+As(Ⅴ)组的 SOD 活力与

空白相比无显著差异。 与 UF0 相比,UF3+As(Ⅴ)、
UF5+As(Ⅴ)暴露组 SOD 的活力显著提高。

单独暴露的 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)均显著降低了大型

溞体内 GSH 的含量,<1 kDa 的有机质分子的加入

没有减少 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)对 GSH 的消耗。 对其他

几种分子量的有机质来说,UF0 ~ UF4+As(Ⅲ)暴露

组的 GSH 含量相比于单独 As(Ⅲ)暴露有了显著的

回升,其中 UF3+As(Ⅲ)暴露组的恢复程度与 UF0

相比显著提高,UF5+As(Ⅲ)暴露组与 UF0 相比则显

著降低。 对 As(Ⅴ)来说,除 UF3+As(Ⅴ)暴露组之

外,其他几种有机质均没有缓解 As(Ⅴ)对大型溞体

内 GSH 含量的抑制。
MDA 的测定结果表明,48 h 的 As(Ⅲ)/As(Ⅴ)

暴露显著促进了大型溞体内 MDA 的产生,与对照

组相比,MDA 的含量从 9.0±1.9 升高至(24.4±1.8)/
(21.9±1.9) nmol·mg prot

-1。 与单独砷暴露相比,有机

质的存在不同程度地降低了大型溞体内 MDA 的产

生,缓解了 As(Ⅲ)/As(Ⅴ)的脂质过氧化损伤。 与 UF0

相比,UF3 和 UF4 对 As(Ⅲ)导致的脂质过氧化缓解效

果更加显著。 对 As(Ⅴ)来说,除 UF5 对 As(Ⅴ)导致的

脂质过氧化缓解程度最低外,UF0 ~ UF4 对 As(Ⅴ)导

致的脂质过氧化损伤缓解程度均类似(P>0.05)。

图 3　 不同暴露组中大型溞体内总超氧化物歧化酶(T-SOD)活力、谷胱甘肽(GSH)含量、丙二醛(MDA)含量

Fig. 3　 Total superoxide dismutase (T-SOD) activity, glutathione (GSH) concentration, malondialdehyde
(MDA) concentration of D. magna in different exposed groups
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图 4　 溶液中络合态砷比例与大型溞体内 MT 浓度、Na+ / K+ -ATP 酶活力、T-SOD 活力、
GSH 浓度、MDA 含量之间的相关关系分析

Fig. 4　 Relationship between the proportion of complex As in solution and MT concentration, Na
+
/K

+ -ATPase activity,
GSH concentration, SOD activity, MDA concentration
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3　 讨论(Discussion)
研究结果表明,As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)的暴露诱导了

大型溞体内 MT 的生成,导致了细胞膜损伤和氧化

应激损 伤, 有 机 质 的 存 在 显 著 缓 解 了 As (Ⅲ )

和 As(Ⅴ)对大型溞的毒性效应,但是不同分子量的

有机质的影响存在差别。 对 As(Ⅲ)来说,UF3 和

UF4 对除 SOD 之外的 4 个生理指标的缓解效果最

为显著;对 As (Ⅴ)来说,UF3 对 Na
+
/K

+ -ATP 酶、
SOD 活性和 GSH 含量的缓解效果最为显著。 与未

分级的 HA 相比,UF5 对 As(Ⅲ)导致的 MT 含量升

高和氧化应激损伤的缓解情况减弱;同时也减弱了

对 As(Ⅴ)导致的膜损伤和氧化应激损伤的缓解。 有

一些研究得到了跟我们类似的结果,Wang 等[16]报

道称分子量>1 kDa 的有机质与 Cu 离子有更高的络

合稳定性,能够降低自由离子的浓度,最终降低 Cu

对生菜的生物有效性和毒性,Al-Reasi 等[13]研究发

现更大分子量的有机质更能有效缓解 Cu 对大型溞

的毒性,可能的原因是小分子量的有机质与 Cu 的

络合物可能可以被水生生物吸收,扩散进入细胞膜。
诸多研究表明,相比于自由离子,有机质络合态

金属的生物有效性和生物毒性有明显的降低[13,17-18]。
之前的研究中也发现,大型溞的死亡率与溶液中自

由砷离子浓度之间存在显著的正相关关系,而不同

分子量有机质对砷致大型溞死亡的缓解作用,源于

对暴露溶液中自由砷离子浓度的降低作用。 因此为

了进一步探讨不同分子量 HA 对 As(Ⅲ)/As(Ⅴ)的大

型溞毒性的影响机制,我们分析了溶液中络合态砷

比例与毒性指标 (MT、Na+ /K+ -ATP 酶、SOD、GSH、
MDA)之间的关系。 结果如图 4 所示,不同分子量

的 HA 对 As(Ⅲ)/As(Ⅴ)的毒性缓解作用可能与络合

态砷的比例有关。 对 As(Ⅲ)和 As(Ⅴ)而言,不同实

验组的 Na
+
/K

+ -ATP 酶活力,MT 和 MDA 浓度与暴

露溶液中络合态砷比例之间存在显著的相关关系,
与我们的研究结果类似,Lorenzo 等[19]研究发现 Cu-
HA 溶液对海胆的毒性与总 Cu 的浓度无关,而与伏

安法测定的不稳定态 Cu 浓度有关;Poldoski[17]发现

有机质的存在降低了 Cd 在大型溞体内的积累,且
降低的程度与 Cd 离子选择电极测定的 Cd

2+活度一

致;Fan 等[18]发现大型溞体内 MT 的水平与自由 Cu

离子的浓度有显著的正相关关系(r2 =0.96)。 之前的

� 研究中我们也发现不同大型溞的死亡率、砷积累量

与自由砷离子浓度存在显著的相关关系,可以推测,
不同分子量 HA 对砷的大型溞毒性缓解作用,源自

于 HA 对砷的络合最终导致了溶液中自由砷离子浓

度的降低。 As(Ⅲ)暴露组的 SOD 活性和 GSH 含量

与络合态砷比例之间也存在显著的相关关系 (P

<0.05),也暗示了砷对大型溞的氧化应激损伤与自

� 由砷离子的浓度有关。 对 As(Ⅴ)暴露组而言,大型

溞体内的 SOD 活力和 GSH 含量与络合态砷的比例

没有发现显著的相关关系(P>0.05),一方面生物体内

的 As(Ⅴ)与 GSH 和 SOD 上的含硫键亲和力较弱,
并且 As(Ⅴ)在生物体内要先还原成三价砷,三价砷

再进行接下来的转化或转出细胞,以达到解毒的目

的[20],这个过程会受到多种因素的影响,同时也需

要 GSH 的参与,这可能导致了五价砷暴露组的大型

溞 SOD 活力和 GSH 含量与络合态砷浓度没有显著

相关关系。
综上,在不同分子量 HA 存在条件下,As(Ⅲ)和

As(Ⅴ)暴露后的 MT 及其他氧化应激指标与溶液中

络合态砷的比例有显著的负相关关系,这说明我们

的研究结果遵循自由离子活度模型,也就是重金属

的毒性与自由离子的活度显著相关,之前已经有大

量的研究将自由离子活度模型应用到重金属的毒性

和生物有效性的预测之中,该模型适用于多种金属,
包括 Au、Ag、Zn、Ni、Cd、Pb 和 Co 等,生物体包括植

物、鱼类、溞类、藻类、细菌等。 与重金属相比,类金

属与生物配体之间的物理化学反应不同,所以自由

离子活度模型很少被应用于类金属的预测中。 一般

来说,金属在生物体内的积累过程主要分为三步:金
属从溶液中扩散到生物表面,金属与生物的细胞膜

反应,以及金属穿过生物膜[21]。 水体中的 As(Ⅲ)主

要以中性分子 As(OH)3 形态存在,As(Ⅴ)主要以

HAsO
2-
4 和 H2AsO

-
4 形态存在,当砷扩散到生物膜表

面时,As(Ⅲ)的化学结构与甘油及其他不带电荷的

分子类似,水通道蛋白等可以加速其通过生物

膜[22-23],而 As(Ⅴ)由于其与磷酸盐结构的相似性,可
以通过磷酸盐转运蛋白进入生物体内[24]。 之前的研

究中我们发现,由于 As-DOM 络合物在与细胞膜反

应以及穿过细胞膜的过程会受到限制,因而 As-
DOM 络合物很难在大型溞体内积累[25],并最终降

低了砷对大型溞的氧化应激损伤,降低了砷的生物

毒性。
由此可见,单独的 As(Ⅲ)/As(Ⅴ)暴露导致了大

型溞的氧化应激损伤、细胞膜损伤和 MT 的过量表

达。 不同分子量的 HA(UF0 ~ UF5)缓解了大型溞的

氧化应激损伤和细胞膜损伤,并降低了 MT 的诱导
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表达量,尤其是 UF3 和 UF4。 可能的原因是 HA 与

砷的络合降低了溶液自由砷离子的含量,并进一步

降低了砷在大型溞体内的生物积累,最终降低了砷

对大型溞的氧化应激损伤和 MT 的诱导表达,不同

分子量的 HA 对砷毒性的缓解差异与其跟砷的络合

比例不同有关。
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