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海洋沉积物中的镉及不同形态镉的生物有效性
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摘要：镉是一种生物非必需的毒副作用很强的重金属元素。进入海洋环境中的镉，最终有相当部分进入沉积物中，并对底栖生物造成危害。通过测定不同镉质量浓度暴露条件下海水、沉积物和生物体内的镉的形态和含量，研究了海洋沉积物中不同形态镉的生物有效性。结果表明，菲律宾蛤仔对Cd的蓄积随着时间增加，呈现先快速增加的趋势，在24 h内其蓄积速率最大，96 h后生物体内镉的质量分数出现缓慢下降趋势。在蓄积时间一定的条件下，在任何Cd含量沉积物下，菲律宾蛤仔都可以蓄积Cd，而且随着沉积物中镉质量分数升高，生物体内蓄积的镉的质量分数也呈现上升趋势。活性镉（可交换态）是沉积物中镉存在的主要形式（45.48%~78.96%），硅酸盐结合态和黄铁矿结合态的金属只占较小的比例，活性镉是影响沉积物中重金属镉生物可利用性的最有效形态。
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重金属是主要的海洋污染物之一，易被生物体吸收富集，转化为毒性更大的金属有机化合物，再经食物链传递，危害人体健康[1-5]。镉是一种生物非必需的毒副作用很强的有毒元素[6]， 因其毒性大、应用广泛而成为一种主要的重金属污染物。研究表明，镉在水生生物体内极易进行富集，并通过食物链影响人体健康[7]。长期以来，人们比较注意溶解在水里的重金属对生物的影响，而忽略沉积物中重金属对生物所产生的作用。实际上，进入海洋环境中的污染物特别是重金属污染物有相当部分最终进入沉积物中，而且能在沉积物中长期存在，沉积物中高含量的重金属可能对底栖生物造成危害，影响底栖生物群落结构，以及底栖生物群落在食物链能量传递、有机物分解和污染物降解方面的功能。因此，关于水体沉积物中重金属的生物毒性问题是当前水环境重金属研究的热点问题之一[8]。

重金属对水生生物的毒性不仅取决于其总量，更重要的是重金属的存在形态。天然水体中存在着大量溶解的无机和有机配位体及悬浮的无机矿物和有机颗粒，使天然水体中的重金属以不同的形态存在[9,10]。目前沉积物中重金属化学形态的提取广泛采用连续提取法，如Forstner的七步连续提取法、Tessier的五步连续提取法[11]、欧共体标准物质局（BCR）的三级四步提取法[12]和蒋廷惠等的七步法等，本文采用Morse（1990)修改的Lord（1982)的方法，通过连续化学提取方法，得到活性金属部分(1 mol·L -1HC1提取)、与硅酸盐结合的金属部分(10 mol·L-1HF酸提取)和与黄铁矿结合的金属部分(浓硝酸提取)。

研究表明，不同形态重金属生物有效性差别很大。许鸥泳等[13]在研究水生生物对沉积物中Cu、Cd的富集时发现鲤鱼主要是通过溶解态来富集重金属，各形态影响程度由大到小依次为：离子可交换态，碳酸盐结合态，氧化铁锰结合态，有机物和硫化物结合态。总的来说，水体重金属的生物有效性由大到小依次为：水可溶态重金属，阳离子可交换态，碳酸盐结合态，铁锰氧化物结合态和有机物结合态，残渣态[14]。

许多研究表明沉积物的毒性效应受到沉积环境，特别是沉积物理化学性质的影响，因此仅仅依靠化学分析结果作为沉积物质量评价的标准有一定的局限性，而生物毒性实验则可以比较直接地说明污染物和生物效应之间的关系，对于更客观地进行沉积物重金属环境质量评价和进行重金属危害的风险评估有十分重要的意义。

1  材料与方法

1.1  样品采集与处理

表层沉积物采自青岛沙子口海域潮间带地区。经粒径分析，该沉积物属粉质中亚粘土，细粒占较大比重（相对体积质量63.2%）。样品采集后迅速装入聚乙烯袋中带回实验室，自然晾干，研磨过160目筛备用。经测定，沉积物中镉背景值为（0.36±0.04）mg·kg-1。

实验海水取自青岛沙子口水域，采集后迅速带回实验室，抽滤过0.22 μm醋酸纤维滤膜，冷冻保存，备用。经测定，海水中镉背景值为0.16 μg·L-1。

实验生物菲律宾蛤仔购买自青岛北龙口市场，取大小均匀个体，实验室驯化三 d后使用。驯化过程中，不投饵料，持续充氧。

1.2  研究方法
1.2.1  菲律宾蛤仔在不同镉含量海水及其沉积物中暴露实验

表1  正交实验
Table 1  Orthogonal test
	暴露时间/h
	实验组

	
	C.1
	C.2
	C.3
	C.4
	C.5

	0 h
	B1A-W

B1A-S

B1A-B
	B2A-W 

B2A-S

B2A-B
	B3A-W

B3A-S 

B3A-B
	B4A-W 

B4A-S 

B4A-B
	B5A-W 

B5A-S 

B5A-B

	24 h (C.2、C.3、C.4组分别设两组平行实验) 
	B1B-W

B1B-S

B1B-B
	B2B-W 

B2B-S 

B2B-B 
	B3B-W

B3 B-S

B3 B-B
	B4B-W

B4 B-S

B4B-B
	B5B-W 

B5B-S

B5B-B

	48 h(C.2、C.3、C.4组分别设两组平行实验)
	B1C-W

B1C-S

B1C-B
	B2C-W

B2C-S

B2C-B
	B3C-W

B3C-S

B3C-B
	B4C-W

B4C-S

B4C-B
	B5C-W

B5C-S

B5C-B

	96 h
	B1D-W

B1D-S

B1D-B
	B2D-W 

B2D-S

B2D-B
	B3D-W 

B3D-S 

B3D-B
	B4D-W

B4D-S

B4D-B
	B5D-W 

B5D-S 

B5D-B

	144 h
	B1E-W 

B1E-S 

B1E-B
	B2E-W 

B2E-S 

B2E-B
	B3E-W

B3E-S

B3E-B
	B4E-W

B4E-S 

B4E-B
	B5E-W

B5E-S

B5E-B


注：表中B1—B5分别表示沉积物镉设计质量分数为0.0、2.0、4.0、6.0、8.0 mg·kg-1，A—E表示暴露时间为0、24、48、96、144 h, W表示海水样品，S表示沉积物样品，B表示生物样品
将处理后的海水中加入一定量的CdCl2·2.5H2O，配制成5个不同质量浓度组，5个质量浓度组的实际加入量分别是0.0 mg·L-1、2.0 mg·L-1、4.0 mg·L-1、6.0 mg·L-1、8.0 mg·L-1系列质量浓度的加镉海水溶液各300 mL，分别用于浸泡处理沉积物300 g，充分搅拌均匀。静置十 d，使沉积物与海水中镉作充分的吸附解吸。沉积物在通风处自然风干、压散、过筛混匀待用。沉积物中Cd2+的设计质量分数分别为：0.0 mg·kg-1、2.0 mg·kg-1、4 .0 mg·kg-1、6.0 mg·kg-1、8.0 mg·kg-1。将得到的不同镉含量沉积物平均分为5组置于烧杯中，每组加入纯净海水150 mL及生长良好、大小均匀、生命力旺盛的蛤仔3只，持续充氧，设计正交实验，分别测定不同时间（0 h、24 h、48 h、96 h、144 h）后经处理的受试生物、海水、沉积物中的镉含量。（表1）。
1.2.2  沉积物中不同Cd形态测定实验

测定C.2、C.4组在0 h、24 h、48 h、96 h、144 h后沉积物不同形态镉质量浓度。准确称取上述实验过程中经干燥处理后沉积物样品2.5 g，加入20 mL的1 mg·L-1HCl，室温下振荡16 h，离心提取得到活性重金属的溶液；残留物中加入30 mL的10 mg·L-1 HF酸，室温下振荡16 h，再加入5 g硼酸，室温下振荡8 h，离心提取得到与硅酸盐相结合的重金属溶液；残留物中继续加入10 mL浓硝酸，室温下振荡2 h，离心提取得到与黄铁矿相结合的重金属溶液。分别用无火焰原子吸收分光光度法测定镉含量。

1.2.3  样品处理与测定

实验中生物样品取出后用去离子水冲洗干净，解剖取出全部组织，用吸水纸吸干表面水分，分别置于50 mL烧杯中，称取湿质量。蛤仔干质量和湿质量之比为一个近似常数，在生物体Cd2+质量分数的结果表达中使用了clam干湿比的换算。样品按海洋监测规范（GB/T17378.6-1998）经湿法消解后待测。沉积物按照海洋监测规范（GB/T17378.5-1998）消解、萃取后待测。Cd 含量采用无火焰原子吸收分光光度法测定。

在实验过程中，C.2、C.3、C.4组分别在24 h、48 h设两组平行实验，每组平行实验测定海水样品、沉积物、生物样品各三个，海水和沉积物样品测定相对标准偏差在0.16%~0.37%和0.35%~2.76%之间，这说明本方法具有较好的精密度。生物样品在实验过程中随着暴露时间及其海水中镉含量的增加，可以观察到生物生命活动受到明显影响，具有较大的个体差异，因此处理测定后的样品镉含量也具有较大差异，相对标准偏差在4.95%~13.85%之间。
2  结果与讨论

2.1  不同暴露时间对沉积物重金属镉的生物可利用性影响

在144 h的暴露时间中，沉积物中的镉逐渐解析到海水中，海水镉的质量浓度在实验进行到24 h时达到最高值，其后无明显变化（图1）。沉积物中镉质量分数的变化趋势与海水中镉质量浓度变化趋势恰好相反，在24 h时达到最低值，其后无明显变化（图2）。其原因可能是沉积物蓄积高含量的Cd是一个缓慢过程，由于沉积物中重金属污染物受挥发性酸性硫化物、沉积物有机碳和粒度控制，预想设计的不同镉质量分数的沉积物中的镉有相当部分是以不稳定的可交换态存在于沉积物中和沉积物的间隙水当中，沉积物中的这部分镉在海水的浸泡下在短时间内很容易重新进入水相，使水相（海水）中金属镉的质量浓度在24 h内达到最高值，而沉积物中金属镉的质量分数在24 h内达到最低值。
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图1  海水中镉质量浓度随暴露时间变化
Fig. 1  The concentration trend of cadmium in 
seawater with exposure time
[image: image2.emf]1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

4.50

5.00

5.50

0 24 48 72 96 120 144

t/h

w

(生物体镉)/(mg•kg

-1

)

C.1组

C.2组

C.3组

C.4组

C.5组


图3  生物体内镉质量分数随暴露时间变化
Fig. 3  The concentration trend of cadmium
in organism with exposure time
[image: image3.emf]0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

0 24 48 72 96 120 144

t/h

w

(

沉积物镉

)/(mg•kg

-1

)

C.1组

C.2组

C.3组

C.4组

C.5组


图2  沉积物中镉质量分数随暴露时间变化
Fig. 2  The concentration trend of cadmium
in sediment with exposure time
通过生物体内镉含量的变化可以看出（图3），蛤仔对Cd的蓄积随着时间增加，先呈现快速增加的趋势，在24 h内其蓄积速率最大，表现了生物体对Cd吸收累积的过程，这个过程主要受到生物摄食活动的影响，生物体中Cd的积累与沉积物中Cd的含量、积累的速度关系密切。96 h后生物体内镉质量分数出现缓慢下降趋势，随着实验的进行，96 h后可以明显看出海水逐渐变混浊，蛤仔生命力衰弱甚至死亡。生物体蓄积的重金属镉的能力下降。这也可以从重金属在生物体内的吸收富集的两种方式得到解释。重金属在生物体内的吸收富集可以分为体表吸附和透过体表吸收或两者兼而有之。重金属被体表吸附一般指金属被体表黏液，肠胃黏液或呼吸时被鳃所滞留，以这种方式吸附的重金属在生物生命活动减弱甚至死亡时可以重新释放出来，因此96 h后生物体内镉含量出现缓慢下降趋势。

2.2  不同质量分数对沉积物重金属镉的生物可利用性影响
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图4  不同暴露时间生物体镉质量分数随沉积物镉质量分数变化
Fig. 4  The trend of different concentrations of cadmium in organism exposure time with the sediment concentrations of cadmium
图4是不同金属质量分数对生物体内镉质量分数的影响实验数据结果图，横坐标表示沉积物中镉质量分数，纵坐标表示菲律宾蛤仔体内金属镉的质量分数。从图中可以看出在任何Cd含量下，蛤仔都可以蓄积Cd，而且随着沉积物中镉质量分数升高，生物体内蓄积的镉质量分数也呈现上升趋势。沉积物中镉含量越高，生物通过摄食作用进入体内的镉越多。在低含量的重金属Cd侵入生物机体时，一般都是首先与金属硫蛋白相结合。当与金属硫蛋白的结合达到饱和之后，还会与一些高分子组分的蛋白质结合，如果这种结合能力很强，重金属Cd被积累的程度会很高。因此，蛤仔在任何沉积物Cd质量分数下都可以蓄积Cd。

2.3  沉积物中不同形态Cd的生物有效性分析

以C.4组为例，测定了0 h、24 h、48 h、96 h、144 h后不同形态镉含量（图5）。对不同形态重金属相对含量进行比较发现，不同时间内，HCl提取相中镉的含量均高于硝酸提取相与HF提取相中的含量。这表明，活性镉（可交换态）是沉积物中镉存在的主要形式（0.66~0.94 µg·g-1），硅酸盐结合的金属部分(HF酸提取)和与黄铁矿结合的金属部分(浓硝酸提取)与活性部分的重金属相比只占较小的比例（1.685%~32.84%），可以认为，沉积物中的活性镉对于生物富集起到关键作用。
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图5  镉不同化学形态的质量分数
Fig. 5  Percent ratio of different chemical fractions of cadmium
0~24 h沉积物中活性镉（可交换态）的质量分数迅速降低，这也与总镉含量的变化是吻合的，在这段时间内生物体内镉的蓄积速率是最快的，活性镉（可交换态）是影响沉积物中重金属镉生物可利用的最有效形态，对镉的生物有效性有着较大的影响，而硅酸盐结合态和黄铁矿结合态的重金属不是生物利用的主要形态。这与文献报道的研究结果也是一致的[15,16]。对比图3和图5可以发现，24 h以后生物体内镉的蓄积速率明显减弱，但总蓄积量呈现增加趋势，沉积物中活性镉的质量分数变化趋势呈现先降低后缓慢升高的趋势，这主要受到水相和沉积相之间吸附解吸平衡的影响，而生物体对沉积物中Cd的总蓄积量相对沉积相和水相当中Cd的含量是很微量的，生物体蓄积作用对沉积相中活性Cd含量的影响是很小的。

3  结论

沉积物初始的设计质量分数分别为2.0 mg·kg-1、4.0 mg·kg-1、6.0 mg·kg-1、8.0 mg·kg-1时，实验进行到24 h时海水镉质量浓度达到最高值，沉积物中镉含量降至最低值，说明沉积物中的镉有相当部分是以不稳定的可交换态存在于沉积物中和沉积物的间隙水当中，在短时间内很容易重新进入水相，使水相（海水）中金属镉的质量浓度在24 h内达到最高值，而沉积物中金属镉的质量分数在24 h内达到最低值。菲律宾蛤仔对Cd的蓄积随着时间增加，先呈现快速增加的趋势，在24 h内其蓄积速率最大，96 h后生物体内镉质量分数出现缓慢下降趋势。这主要受到生物摄食活动及生命活动的影响，生物体中Cd的积累与沉积物中Cd的质量分数、积累的速度关系密切。在蓄积时间一定的条件下，在任何沉积物Cd含量下，蛤仔都可以蓄积Cd，而且随着沉积物中镉质量分数升高，生物体内蓄积的镉质量分数也呈现上升趋势。活性镉（可交换态）是沉积物中镉存在的主要形式，同时也是影响沉积物中重金属镉生物可利用性的最有效形态。
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Bioavailability of cadmium in different fractions of sediment
by Ruditapes philippinarum

Li Yongfu, Luo Xianxiang, Fan Yuqing, Pan Jinfen, Cheng Fenglian

Key Lab of Marine Environmental Science and Ecology, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266100, China
Abstract: Cd is one of the non-essential heavy metals to the marine organisms, which can be of stored in the sedimentary phases,. High concentration of heavy metals in sediment may cause harmful effects on the benthic community structure, influencing the energy transfer in the food chain, organic matter decomposition and degradation of pollutants in the ecosystem. However, many studies have shown that environmental factors, including sediment properties, can significantly influence the toxicity of sediment. Therefore in assessing sediment quality, physical and chemical monitoring is not enough. The Toxicity Test is necessary for explaining the relationship between sedimentary metals and their biological effects. In this study, exposure experiments are conducted to study the bioavailability of different forms of cadmium (Cd) in marine sediments. In the first 24 hours, the results showed the highest rate of increase of Cd accumulation by Ruditapes philippinarum. After 96 hours, the Cd concentration began to slowly decrease. The results showed that Ruditapes philippinarum can accumulate Cd at any Cd sediment concentration or any time during the experiment. The Cd accumulation of Ruditapes philippinarum was directly related to the Cd concentration in the sediment. A majority of Cd was found in sediment (45.48% ~78.96%), while a small portion was bound with silicate and iron pyrites. The exchangeable forms were the most bioavailable part of the sediment.

Key words: cadmium; sediment; bioavailability; Ruditapes philippinarum
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