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Effects of copper on tissues of juvenile Anodonta woodiana
LIU Kai1, CHEN Xiu-bao2, LIU Hong-bo2, JIANG Tao2, YANG Jian1,2*

（1.Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 2.Key Laboratory of Fishery Ecological Environment
Assessment and Research Conservation in Middle and Lower Reaches of the Yangtze River, Freshwater Fisheries Research Center,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China）
Abstract：To explore the toxic effects of Cu on the gill, digestive gland, mantle, and foot tissues of juvenile Chinese pond mussel（Anodonta
woodiana）, the Cu concentration gradients were set as 2.0, 1.0, 0.1, 0.01, and 0.005 mg·L-1 according to the corresponding values of the 96
h EC50 and the Cu limit in China′ s Fishery Water Quality Standard（GB 11607—1989）. The results showed that 0.005 mg·L-1 of Cu did
not cause clear tissue damage. After 96 h of exposure, the gills of the 0.01 mg·L-1 group showed a significant increase in pigment cells and
cell vacuolization. In the gills of the mussels exposed to 0.1 mg·L-1 of Cu, macrophages began to increase and cilia fell off. In the group
exposed to 2.0 mg · L-1 of Cu, gill cell necrosis, filament atrophy, and connective tissue erosion were observed. Cell vacuolation and
epithelial damage of the foot occurred in the mussels exposed to 1.0 mg·L-1 of Cu, and this effect was clearly aggravated when exposed to
2.0 mg·L-1. Significant increases in the pigment cells and macrophages of the mantle were found for the mussels exposed to 0.01 mg·L-1 of
Cu, whereas the epithelial layer was damaged at 2.0 mg·L-1 exposure. The digestive glands presented tubular epithelial cell deformation, an
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摘 要：为了探究铜（Cu）对背角无齿蚌（Anodonta woodiana）的组织毒性损伤效应，基于对Cu毒性较为敏感的幼蚌，根据Cu对幼

蚌 96 h-EC50和我国渔业水质标准（GB 11607—1989）中Cu限量设定 5个浓度（2.0、1.0、0.1、0.01、0.005 mg·L-1），并进行 24、48、72、
96 h的暴露及组织（鳃、消化腺、外套膜和斧足）切片观察。结果显示：0.005 mg·L-1的Cu对幼蚌没有产生明显的组织损伤。经过

96 h暴露，鳃在 0.01 mg·L-1暴露组开始出现色素细胞显著增加、细胞空泡化的现象；在 0.1 mg·L-1暴露组鳃开始出现巨噬细胞增

多、纤毛脱落；在 2.0 mg·L-1暴露组，鳃出现细胞坏死、鳃丝萎缩、结缔组织糜烂等损伤效应。斧足在 0.1 mg·L-1暴露组开始出现细

胞空泡化及上皮层损伤；在 2.0 mg·L-1暴露组，斧足上皮层损伤和细胞空泡化加剧。外套膜在 0.01 mg·L-1暴露组开始出现色素细

胞和巨噬细胞显著增加；2.0 mg·L-1暴露组开始出现上皮层损伤。消化腺从 0.1 mg·L-1暴露组开始出现小管上皮细胞变形、淋巴区

域扩大以及结缔组织萎缩。研究表明，背角无齿蚌幼蚌的鳃对Cu毒性的组织损伤效应最为敏感，适宜用作淡水渔业生态环境Cu
污染监测和毒性评价的靶器官。
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铜（Cu）是生物体必需的微量元素之一，在维持

机体正常代谢、生长发育和增强免疫力等方面有不可

替代的作用[1]。然而，Cu也是目前我国淡水渔业生态

环境中污染形势最为严峻的重金属[2]。《2018年中国渔

业生态环境状况公报》指出，我国江河天然重要渔业水

域中 Cu 超标面积占所监测面积的 8.7%（约 4.4 万

hm2），Cu平均浓度为0.000 5~0.045 mg·L-1；湖泊、水库

重要渔业水域中Cu超标面积占所监测面积的 14.9%
（约21万hm2），Cu平均浓度为0.000 6~0.014 mg·L-1[2]。

这势必会威胁我国淡水水生生物安全以及人类健康。

值得注意的是，Cu虽然是贝类等无脊椎动物的多种酶

及血蓝蛋白的重要成分[3-4]，但是当Cu积累超过一定阈

值时，便会对贝类等无脊椎动物产生严重的毒性效

应[5]，甚至会显著降低其子代对Cu的耐受性[6]。

背角无齿蚌（Anodonta woodiana）是我国特有物

种，目前在亚洲、欧洲、北美洲和中美洲广泛分布[7-10]。

因其具有营底栖生活（活动范围狭小）、对重金属的高

积累性[对重金属的积累性较褶纹冠蚌（Cristaria pli⁃

cata）、圆顶珠蚌（Unio douglasiae）、斑马贻贝（Dreis⁃

sena polymorpha）、三角帆蚌（Hypriosis cumingii）等贝

类更强]及低代谢性、体内积累的重金属含量与水环

境中重金属含量呈简单相关关系等优势，被筛选为

“淡水贝类观察”研究体系[8-10]中的专用指示生物，已

成功应用于水污染监测及毒理学研究[8-12]。本实验室

前期研究表明，背角无齿蚌幼蚌较成蚌对重金属

（Cu、Cd）毒性更为敏感[12-13]，如 Cu 对幼蚌和成蚌的

96 h-EC50分别为 3.4 mg·L-1和 22.1 mg·L-1，后者约是

前者的 7倍[12]。因此，背角无齿蚌幼蚌可能更适宜用

于水环境Cu污染的毒性效应研究。

组织切片在水生生物毒理学研究中应用十分广

泛，是一种十分高效便捷的组织损伤研究技术。目

前，有关Cu胁迫对背角无齿蚌抗氧化酶影响、细胞损

伤和组织积累方面的研究较多[14-16]，然而组织切片的

相关研究较少。因此本研究拟开展Cu对背角无齿蚌

幼蚌的毒性实验，进而利用组织切片技术探究Cu对

幼蚌鳃、斧足、外套膜和消化腺的组织损伤效应，以期

为淡水渔业生态环境Cu污染监测模式动物开发以及

水域生态环境污染评价提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

背角无齿蚌幼蚌（1龄），壳长（6.4±0.4）cm，采自

中国水产科学研究院淡水渔业研究中心南泉实验基

地，人工养殖以及水环境条件参考文献[17]。
1.2 暴露实验

鉴于我国尚没有淡水贝类毒性实验研究的标准

方法，本研究参照被广泛认可的美国“Standard guide
for conducting laboratory toxicity tests with freshwater
mussel”（ASTM E2455-06）[18]开展Cu对背角无齿蚌幼

蚌的毒性暴露。

用刷子清洗幼蚌贝壳上的附着物，暂养 2周以适

应实验条件，每日投喂一次小球藻（Chlorella vulgaris），

小球藻的投喂量为 4×108个·L-1。实验开始前 3 d停

止投喂，排空幼蚌肠道内容物。根据本实验室前期研

究结果，Cu对背角无齿蚌幼蚌的 96 h半效应浓度（96
h-EC50）为 3.4 mg·L-1[12]，以及我国渔业水质标准（GB
11607—1989）中 Cu 限量（0.01 mg·L-1），用人工配制

软水（pH 值 7.3~7.5、硬度 40~48 mg·L-1、碱度 30~35
mg·L-1）[18]配制 5个浓度（2.0、1.0、0.1、0.01、0.005 mg·
L-1）的暴露组和 1个对照组（0 mg·L-1）溶液，每组设置

3个平行。实验在贝类重金属暴露系统中进行，每个

一次成型的玻璃缸中加入 8 L溶液及 16只幼蚌。实

验期间不投喂饵料，水温控制在（20±1）℃，光照和黑

暗比为 16 h∶8 h，光强为 1 000 lx，溶氧量>5.0 mg·L-1。

为保持Cu浓度稳定，每 24 h将溶液全部更换。在 24、
48、72、96 h分别从各浓度组取 3只幼蚌用于组织切

片，并根据陈修报等[13]建立的背角无齿蚌幼蚌死亡判

断标准（幼蚌双壳张开，用玻璃棒刺激不闭壳定义为

死亡）监测幼蚌存活情况，实验期间无幼蚌发生死亡。

1.3 组织切片与观察

解剖出幼蚌的鳃、外套膜、斧足及消化腺，放于组

织 20倍体积的波恩氏液中固定 3 h，之后将组织块置

于自来水下，流水过夜冲洗以去除固定液。用梯度乙

醇（70% 1 h、80% 1 h、90% 40 min、95% 40 min、100%
Ⅰ 20 min、100%Ⅱ 20 min）浸泡使组织脱水，用分析

纯二甲苯将组织依次透明两次（每次透明 10 min），二

enlarged lymphatic area, and connective tissue atrophy at 0.1 mg·L-1 exposure. The results suggested that the gills were the most sensitive
tissue of the mussel to Cu toxicity, and thus could be used as a target tissue for Cu contamination monitoring and toxicity assessment of the
ecological environment of freshwater fisheries.
Keywords：Anodonta woodiana; copper; tissue section; toxicological effect; fishery ecological environment
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甲苯∶石蜡（1∶1）浸泡 1 h，石蜡（62 ℃）浸蜡 3 h，用
ES300-1型包埋机（金华市华速科技有限公司）将组

织包埋在石蜡块中，并用 HS-3345型全自动切片机

（金华市华速科技有限公司）切片，切片厚度为 6 μm，

水浴锅摊片，烘箱烘片，H.E染色（苏木精染色 5 min，
1% 盐酸乙醇分色 8 s，自来水返蓝 10 min，伊红染色

45 s），中性树胶封片，显微镜下观察并拍照。本文参

照李阳等[19]和Otludil等[20]报道的方法，以损伤效应最

为明显的暴露 96 h的蚌组织切片图体现各类组织结

构的变化。

1.4 Cu浓度的测定

实验开始前取各浓度组水样 30 mL用于测定Cu
实际浓度。使用 7500ce型 ICP-MS（Agilent，美国）测

定Cu浓度，通过元素标准添加回收法确定测定精度

（Cu 回收率为 108.4%）。实际测得的 Cu 浓度为 2.1、
1.0、0.1、0.01、0.003 mg·L-1。由于实际浓度和理论浓

度总体很接近，因此本研究应用理论浓度。

2 结果与分析

2.1 Cu胁迫对鳃组织结构的影响

背角无齿蚌的鳃主要由排列紧密的鳃丝构成。

对照组鳃丝结构完整，鳃丝之间由丝间隔相连，其表

面覆盖有大量纤毛，鳃丝内部由结缔组织以及各种血

细胞组成（图 1 A）。经 24 h暴露，各浓度组鳃组织均

未出现明显组织损伤。经 48 h暴露，0.1 mg·L-1暴露

组开始出现色素细胞增多，且色素细胞数量随着 Cu
浓度增加而逐渐增多；2.0 mg·L-1暴露组开始出现部

分纤毛脱落。经 72 h暴露，0.01 mg·L-1暴露组开始出

现色素细胞增多；1.0 mg·L-1暴露组开始出现少量细

胞空泡化和部分纤毛脱落；2 mg·L-1暴露组开始出现

细胞坏死。经 96 h暴露，0.01 mg·L-1暴露组色素细胞

显著增多且细胞出现空泡化（图 1C）；0.1 mg·L-1暴露

组开始出现部分纤毛脱落且巨噬细胞增多（图 1D）；

1.0 mg·L-1暴露组巨噬细胞持续增多，细胞空泡化和

纤毛脱落加剧（图 1E）；2.0 mg·L-1暴露组鳃丝结构出

现萎缩，纤毛脱落和细胞空泡化严重，结缔组织发生

糜烂坏死（图1F）。

2.2 Cu胁迫对斧足组织结构的影响

斧足是背角无齿蚌的运动器官，主要由肌细胞组

成，还存在一些色素细胞、黏液细胞及上皮细胞。实

验结果表明，对照组斧足组织结构完整，肌细胞排列

密集、核染色清晰，上皮细胞排列紧密，表面覆盖有大

量纤毛（图 2A）。经 24 h暴露，各浓度组斧足均未出

现明显组织损伤。经 48 h暴露，1.0 mg·L-1暴露组开

始出现黏液细胞变形；2.0 mg·L-1暴露组开始出现黏

液细胞变形以及上皮层损伤。经 72 h暴露，1.0 mg·
L-1暴露组黏液细胞变形加重；2.0 mg·L-1暴露组黏液

细胞变形且上皮层损伤加重。经 96 h 暴露，0.005

图1 Cu暴露96 h对背角无齿蚌幼蚌鳃组织结构的影响

Figure 1 Effect of Cu exposure 96 h on gill tissue structure of Anodonta woodiana juveniles

A：0 mg·L-1；B：0.005 mg·L-1；C：0.01 mg·L-1；D：0.1 mg·L-1；E：1.0 mg·L-1；F：2.0 mg·L-1

Ci：纤毛；Ma：巨噬细胞；Pc：色素细胞；Cv：细胞空泡化；Ct：结缔组织；Gf：鳃丝
Ci：cilia；Ma：macrophages；Pc：pigment cell；Cv：cell vacuolization；Ct：connective tissue；Gf：Gill filament
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mg·L-1和 0.01 mg·L-1暴露组的斧足均未出现明显损

伤（图 2B和图 2C）；0.1 mg·L-1暴露组开始出现细胞空

泡化及上皮层损伤（图 2D）；1.0 mg·L-1暴露组细胞空

泡化以及上皮层损伤进一步加重（图 2E）；2.0 mg·L-1

暴露组上皮层损伤和细胞空泡化严重，空泡相互连接

导致表皮细胞处出现断连，从而无法维持正常的组织

形态（图2F）。

2.3 Cu胁迫对外套膜组织结构的影响

外套膜主要由内、外单层表皮及结缔组织组成，

结缔组织中分布着色素细胞、巨噬细胞以及少量肌细

胞。对照组外套膜组织结构始终保持完整，内外上皮

层细胞排列紧密，表面覆盖有大量纤毛，少量色素细

胞和巨噬细胞均匀地分布在结缔组织中（图 3A）。经

24 h 暴露，0.01 mg·L-1暴露组开始出现色素细胞增

多，且色素细胞数量随暴露浓度的增加而增多。经过

48 h 和 72 h 暴露，各浓度组色素细胞持续增多。经

96 h暴露，0.01 mg·L-1暴露组色素细胞和巨噬细胞显

著增多（图3C），0.1、1.0、2.0 mg·L-1暴露组色素细胞和

巨噬细胞数量随着暴露浓度的升高而增加（图 3D至

图3F）；2.0 mg·L-1暴露组开始出现上皮层损伤（图3F）。

2.4 Cu胁迫对消化腺组织结构的影响

消化腺由消化小管、结缔组织和淋巴区域组成。

对照组消化腺组织结构始终保持完整，小管上皮排列

整齐，结缔组织充盈（图 4A）。经 24、48、72 h暴露，各

浓度组消化腺均未出现明显组织损伤。然而，经过

96 h暴露，0.01 mg·L-1暴露组开始出现小管上皮细胞

变形、淋巴区域扩大以及结缔组织萎缩（图 4C）；0.1、
1.0、2.0 mg·L-1暴露组开始出现小管上皮细胞变形以

及结缔组织萎缩（图4D至图4F）。

3 讨论

Cu是生物必需元素，参与合成多种酶。然而，当

Cu在生物体富集超过一定的阈值，就会对生物体产

生严重的毒害作用。当 Cu浓度达到 0.005~0.01 mg·
L-1时，就可能对无脊椎动物产生毒性[21]。需要高度重

视的是，我国江河、湖泊、水库等重要渔业水域中 Cu
平均浓度为 0.000 5~0.045 mg·L-1[2]，超标率为 8.7%
（江河）~14.9%（湖泊、水库）[2]，而养殖池塘中Cu浓度

更是可高达 2.0 mg·L-1[22]。本研究结果表明，当Cu浓

度达到 0.01 mg·L-1时，便会对背角无齿蚌幼蚌的鳃、

外套膜和斧足产生明显的组织损伤，且损伤程度随着

Cu浓度的升高和暴露时间的延长不断加重。值得注

意的是，不同组织的损伤程度有明显差异，这可能与

不同组织对元素积累具有特异性有关[23]。这与尖膀

胱螺（Physa acuta）经Cu暴露的组织损伤结果相似[20]。

3.1 Cu对鳃的组织损伤效应

随着 Cu浓度的增加，鳃出现色素细胞和巨噬细

胞增多、细胞空泡化、鳃丝萎缩以及结缔组织糜烂等

A：0 mg·L-1；B：0.005 mg·L-1；C：0.01 mg·L-1；D：0.1 mg·L-1；E：1.0 mg·L-1；F：2.0 mg·L-1

Ec：上皮细胞；Pc：色素细胞；Mc：黏液细胞；Cv：细胞空泡化。
Ec：epithelial cell；Pc：pigment cell；Mc：mucous cell；Cv：cell vacuolization
图2 Cu暴露96 h对背角无齿蚌幼蚌斧足组织结构的影响

Figure 2 Effect of Cu exposure 96 h on histological structure of foot of Anodonta woodiana juveniles
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现象。巨噬细胞增多一方面可以抵抗Cu对机体造成

的损伤，另一方面其过量释放的酶也会破坏正常的组

织结构、造成组织糜烂等现象。陈彩芳等[24]在以 Cd
胁迫泥蚶（Tegillarca granosa）的相关实验中也发现了

相似的结果。对紫贻贝（Mytilus edulis）鳃的研究也表

明，Cu胁迫会引起鳃组织发生炎症反应，造成血细胞

增多、鳃丝膨大等现象[25]。李雨奎[26]研究发现，背角

无齿蚌鳃受高浓度Cu胁迫会出现细胞空泡化和鳃丝

受损严重的现象。相较于外套膜、消化腺和斧足，鳃

是本实验中受损伤最严重的组织。这可能与该器官

图4 Cu暴露96 h对背角无齿蚌幼蚌消化腺组织结构的影响

Figure 4 Effect of Cu exposure 96 h on digestive gland structure of Anodonta woodiana juveniles

A：0 mg·L-1；B：0.005 mg·L-1；C：0.01 mg·L-1；D：0.1 mg·L-1；E：1 mg·L-1；F：2 mg·L-1

Ct：结缔组织；Ha：淋巴区域；Te：小管上皮细胞
Ct：connective tissue；Ha：hemolymphatic area；Te：tubule epithelium。

A：0 mg·L-1；B：0.005 mg·L-1；C：0.01 mg·L-1；D：0.1 mg·L-1；E：1 mg·L-1；F：2 mg·L-1

Pc：色素细胞；Ma：巨噬细胞；Ct：结缔组织；Ec：上皮细胞
Pc：pigment cell；Ma：macrophages；Ct：connective tissue；Ec：epithelial cell
图3 Cu暴露96 h对背角无齿蚌幼蚌外套膜组织结构的影响

Figure 3 Effect of Cu exposure 96 h on the mantle tissue structure of Anodonta woodiana juveniles

A B C
Ct

Ma
Pc Ct

Ma Pc

Ct

Ma

Pc

D E F

Ct

Ma

Pc

Ec

MaPc
Ma

Pc

Ec

A B C

Te
Ha

Ct Ct

Ha

Te

Ha

Te Ct

D E F

Ha

Te

Ct
Ha

Te
Te

HaCt
Ct

1187



农业环境科学学报 第40卷第6期
的特殊功能有关，鳃是主要的呼吸和滤水器官且与水

体中的重金属离子接触最为频繁。水环境中的Cu可

以通过离子通道主动运输、被动扩散或者与金属结合

蛋白结合等途径转运到鳃中。Romeo等[27]研究表明

Ruditapes decussatus的鳃对 Cu 的积累显著大于消化

腺等其他器官。井维鑫[28]研究发现，鳃是背角无齿蚌

Cd 积累量最高的器官之一。在对花鳅（Cobitis tae⁃

nia）的研究中发现，鳃和肝脏的Cu积累量随Cu浓度

的增加而增加，且鳃积累量大于肝脏积累量[29]。综上

所述，鳃可能是背角无齿蚌幼蚌主要的Cu富集器官

之一且对Cu毒性灵敏，适宜用作淡水渔业生态环境

Cu污染监测和毒性评价的靶器官。

3.2 Cu对斧足的组织损伤效应

本研究发现斧足经 Cu 胁迫会出现黏液细胞变

形、细胞空泡化以及上皮层损伤等现象。黏液分泌增

加是背角无齿蚌对多种类型压力（包括物理刺激、化

学刺激）的主要响应方式之一。低浓度Cu胁迫时，黏

液细胞分泌量增加，分泌黏液以隔绝水体，减少水体

重金属对机体影响。高浓度Cu胁迫时，表层的黏液

和机体的代谢已经难以抵抗Cu的毒性损伤，造成斧

足细胞空泡化以及上皮层损伤。

3.3 Cu对外套膜的组织损伤效应

Cu对背角无齿蚌外套膜的毒性效应表现为色素

细胞、巨噬细胞增多以及上皮层损伤等。以Cd胁迫

背角无齿蚌也发现了相似的结果[30]。这与其他贝类

的研究结果相一致，例如通过对尖膀胱螺进行Cu暴

露发现外套膜先是出现色素细胞增多，后随Cu浓度

增加和暴露时间的延长而出现细胞空泡化、上皮层损

伤甚至坏死[20]。外套膜在 0.01 mg·L-1暴露组，经 24 h
暴露就开始出现色素细胞增多现象，可能是因为外套

膜与外界水体接触面积较大所引起的。然而，随着

Cu浓度增加和暴露时间延长，组织损伤程度没有明

显加重，推测可能是因为外套膜表面覆盖的纤毛起到

了一定的屏障作用，大量的色素细胞和巨噬细胞也可

以抵抗Cu胁迫对组织造成的损伤。

3.4 Cu对消化腺的组织损伤效应

消化腺是产生消化酶、吸收养分、产生生物转化

酶以及金属储存和解毒的关键新陈代谢器官。本研

究结果显示背角无齿蚌幼蚌的消化腺在所有暴露组

的前72 h内均未出现明显组织损伤，直到暴露96 h时

在 0.1 mg·L-1暴露组才开始出现小管上皮细胞变形

和结缔组织萎缩现象。相较于其他器官，消化腺对

Cu胁迫的敏感性较弱，可能是因为消化腺不与水体

直接接触，且消化腺中存在一种黄色颗粒是重金属

的储存场所，研究认为其与各种金属硫蛋白或脂褐

素颗粒螯合使重金属污染物解毒的机制有关[31]。因

此，Cu 对幼蚌消化腺毒性损伤较弱，消化腺组织损

伤程度不明显。

4 结论

（1）迄今报道的我国有 8.7%的江河天然重要渔

业水域，以及 14.9%的湖泊、水库重要渔业水域中Cu
超标，这些水域中Cu浓度已高于可导致背角无齿蚌

幼蚌发生组织损伤效应的水平。

（2）背角无齿蚌幼蚌对Cu毒性响应灵敏，其中鳃

相较于其他组织对Cu毒性最为敏感，适宜用作淡水

渔业生态环境Cu污染监测的靶器官。
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