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摘要! 为了解海洋菲污染对海洋水产经济鱼类的毒性及致毒机理!在实验室条件下采用半静

态毒性实验研究了菲对红鳍笛鲷的 <; N 急性毒性!同时分析和比较了不同浓度"%$7$%"$7$%

#"$7$

!

X@-#菲胁迫 <; N后红鳍笛鲷肝脏%鳃中超氧化物歧化酶"0(=#活力!丙二醛"V=,#

含量以及脑组织中乙酰胆碱脂酶",3N2#活力的变化$ 结果表明!菲对红鳍笛鲷幼鱼的 #?%?B

和 <; N半致死浓度"-3

"$

#分别为 ?7;"%!7?;和 !7%> EX@-!安全浓度为 $7!%> EX@-$ 在整个

胁迫过程中!低浓度"%$7$

!

X@-#菲可诱导红鳍笛鲷肝脏和鳃组织0(=活力显著性升高"<n

$7$"#&随着浓度升高!"$7$ 和 #"$7$

!

X@-浓度组肝脏 0(=活力呈抑制 :诱导的波动变化!

鳃0(=活力的变化则呈抑制:诱导:抑制的趋势$ 随着菲曝露时间延长!各浓度组红鳍笛鲷

肝脏和鳃组织的 V=,含量明显升高&脑组织中 ,3N2活力表现为先升高后降低的的趋势$

结果提示!菲对红鳍笛鲷具有很强的毒性!可在 <; N 内通过氧化损伤途径对机体产生毒性作

用!鉴于0(=%V=,%,3N2指标对菲的高度敏感特点!可以用其作为生物标志物来指示多环

芳烃类污染物对水生生物的影响!为渔业资源的科学监控和管理提供理论参考$

关键词! 红鳍笛鲷& 菲& 半致死浓度"-3

"$

#& 超氧化物歧化酶"0(=#& 丙二醛"V=,#& 乙酰

胆碱脂酶",3N2#

中图分类号! lB!"& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&菲"PN8RFRONQ8R8!A12#是一种典型的多环芳

烃类"P56HKHK6GKFQ5EFOGKNHLQ5KFQ95RS!A,1S#化

合物!被广泛用于合成树脂&植物生长激素&还原

染料&鞣料等工业!随着工业化的程度越来越高!

菲在水体环境中的分布也越来越广泛) 据报道!

我国厦门的马銮湾海水养殖区的表层海水中检测

到菲的浓度为 #?7? RX@-%而大亚湾海域的次表

层海水中!菲的浓度高达 ?!"7$ RX@-%珠江的澳

门水域的表层水中菲的浓度为 %$%7B# RX@-) 研

究得出!菲对藻类&双壳类&甲壳类和鱼类等海洋

生物普遍具有致毒性'% :#(

!而菲的某些甲基衍生

物&环戊基衍生物还具有致癌性!特别是 %"1:环

戊并"F#菲的二甲基及三甲基衍生物具有强烈的

致癌性'!(

) 菲对水生生物的污染可以通过监测

水体&沉积物或生物体的污染水平进行评价!然

而!通常这些测定还不能完全反映水生生态系统

的环境质量!况且监测水体中所有的污染物含量

也不切实际!而通过水生生物在污染物暴露下其

生化指标的变化来反映生物个体生理过程受到的

潜在损害来评价水体生态环境质量是可行的'?(

)

国内外对菲致海洋生物毒性损伤的效应和机

理开展了大量的研究工作!但试验生物主要集中

选择了自然条件下生长的双壳贝类&鱼类等野生

种类或人工驯养种类!而且浓度水平也大多局限

于正常的环境浓度水平'" :>(

) 由于当前水体环境

污染种类和程度的不断加剧!海水中的野生物种
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可能已经适应了污染物的暴露而敏感性降低!再

加上近年来由于过度捕捞和污染加剧!我国近岸

海域野生类资源受到很大的破坏!水产品的人工

养殖已占据主要地位) 鉴于我国近岸海域 A,1S

污染趋于集中并不断加剧!尤其不久前在墨西哥

湾与大连海域发生的石油泄露事件使得该区

A,1S含量严重超标!严重破坏海洋渔业环境!因

此研究非正常环境浓度下菲暴露对近岸海域海水

增养殖生物的毒性效应具有重要意义)

红鳍笛鲷"D)*!%")'-&8*4,;*-&)'#是我国南海

及东海南部海域重要的经济鱼类!由于其个体大&

产量高&肉质鲜嫩&经济效益佳!已成为海水网箱养

殖业的主要品种之一) 本研究通过菲对红鳍笛鲷

进行水体模拟胁迫实验!以测得菲对受试鱼的半致

死浓度!并讨论菲对鱼体超氧化物歧化酶"0(=#&

丙二醛"V=,#含量&乙酰胆碱酯酶",3N2#等典型

分子生物标志物的影响!以此评价水体菲污染对海

洋鱼类可能产生的毒理学影响!为海洋鱼类的健康

养殖和评价提供科学依据)

%&材料与方法

"#"$实验材料

从海南陵水新村港附近育苗场购买活泼健康&

体色正常&大小均一的 ;月龄红鳍笛鲷作为受试生

物!其体长为"?7%" q$7#!# KE!体重为"%7<? q

$7B># X) 实验容器采用底部半径 $7? E&高 %7#

E&容积为 ;$$ -的玻璃钢圆筒) 红鳍笛鲷暂养 >

L!日换水 %@#!养殖密度为 #$$ m!$$ GRL@E

!

!期间

连续充气!并投喂鱼饲料) 实验海水取自育苗场附

近!经沉淀池沉淀和砂滤后待用!海水盐度为 !? m

!;!P1为 >7> m>7<!水温为 ## m#" `)

菲为分析纯!购于美国 0GXEF公司) 丙酮为

分析纯!购于广州化学试剂公司) 0(=&V=,&

,3N2和蛋白质测试试剂盒均购自南京建成生物

工程研究所)

"#%$急性毒性实验

急性毒性实验采用半静态染毒实验法!每隔

#? N 换水一次!根据预实验结果按对数间距设 "

个质量浓度组'#7$$&#7"%&!7##&?7$%&"7$# EX@

-"丙酮助溶!体积比 n$7$%\#(!同时设丙酮对

照组!每组设 # 个平行!各放入 %$ 尾鱼) 实验开

始后每隔 ; N观察实验鱼游动&觅食等生活状态!

记录幼鱼在 %#&#?&?B&># 和 <; N 的活动和死亡

情况!及时捞出死亡个体)

"#!$亚急性毒性实验

浓度设置&&首先用丙酮溶解菲!配成 # X@

-的储备液%据急性毒性实验后得出的菲对红鳍

笛鲷的安全浓度设置 %$7$&"$7$&#"$7$

!

X@-和

丙酮对照 ? 个浓度组!每个浓度组设置两个平行!

每组放入 !$ 条红鳍笛鲷!每 %# 小时完全更换实

验溶液 % 次!昼夜充气!采用自然光照!每天定时

投喂鱼饲料)

组织匀浆的制备&&分别于胁迫后 %#&#?&

?B&<; N从各浓度组随机取 " 条鱼!迅速取出肝

脏&鳃以及鱼脑组织!用 $7B;\预冷生理盐水淋

洗&滤纸吸附后用预冷的 ]QGSC13% 缓冲液"$7$%

E56@-]QGS! $7#" E56@-蔗糖! $7% EE56@-

2=],!P1>7"#匀浆!; $$$ Q@EGR 离心 %$ EGR

后!取上清液进行蛋白质含量和酶活力测定) 肝

脏的匀浆比例为 %r?&鳃和脑的匀浆比例为 %r<

'组织质量"X#$缓冲液体积"E-#()

实验指标的测定&&0(=&,3N2活性及

V=,&蛋白含量指标均按试剂盒说明方法进行)

0(=定义为每毫克组织蛋白在 % E-反应液中

0(=抑制率达到 "$\时所对应的0(=量为一个

0(=活力单位")#!活性测定采用黄嘌呤氧化酶

法!单位为 )@EX PQ5O%V=,测定采用硫代巴比

妥酸"]U,#法!单位为 RE56@EX PQ5O%,3N2定义

为每毫克组织蛋白在 !> `保温 ; EGR!水解反应

体系 %

!

E56基质为 % 个活力单位")#!单位为

)@EX PQ5O%考马斯亮蓝显色法测定总蛋白含量!

单位为EX@E-PQ5O) 所有指标吸光值均用)4:

>"$? 单光束紫外可见分光光度计"江苏省常州市

诺基仪器有限公司#测定)

"#A$数据处理

用U6GSS法计算急性毒性数据-3

"$

%亚急性毒

性数据用0A00%!7$ 统计分析!结果用平均值 q

标准偏差表示%用单因素方差分析法分析胁迫引

起的差异!用 -0=法比较组间数据!<n$7$" 时

即被认为差异显著!用回归方法作相关性检验)

#&结果

%#"$菲对红鳍笛鲷的急性毒性

在整个急性毒性测试过程中!观察不同浓度

菲胁迫下实验鱼的生活行为) 对照组所有实验鱼

在整个实验过程中泳动&呼吸&觅食&对外界物理

))!
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刺激 "如轻敲缸壁#等行为无明显变化) #7$$

EX@-菲胁迫下鱼大多浮于上层水面呼吸!翻转

或直立游泳!但鱼并无死亡) #7"%&!7##&?7$%

EX@-下红鳍笛鲷普遍出现失去平衡!侧翻并沉

入桶底!呈典型麻痹状态!#? N 后逐渐死亡!<; N

的死亡率分别为 !$\&;$\&;$\) "7$# EX@-

下受试鱼在实验开始 % N 之内全部失去平衡!并

在 # N以后开始逐渐死亡!至 #? N全部死亡)

表 "$菲对红鳍笛鲷的急性Q'

IS

值及 HI_ 置信区间

)*+#"$Q'

IS

Z*:8-*7<HI_ 93740<-79-07;-/Z*:34

>7-&0*.&,9*-&)'43/&P[

曝露

时间"N#

OGE8

回归方程

Q8XQ8SSG5R

8dWFOG5R

-3

"$

"EX@-#

<"\置信度"EX@-#

<"\ K5RTGL8RK8

GRO8QYF6

#? 8o:#7%# f%$7;;-XC ?7;" ?7%" m"7#>

?B 8o%7#$ f>7$"-XC !7?; !7$$ m!7<B

<; 8o$7<# fB7%?-XC !7%> #7>> m!7;$

注$8代表致死率!C代表胁迫浓度"EX@-#)

+5O8S$8Q8PQ8S8ROT5Q68ONF6GOH!CQ8PQ8S8ROT5Q8IP5SWQ8K5RK8ROQFOG5R

"EX@-#7

&&菲对红鳍笛鲷幼鱼的 #?&?B&<; N 的 -3

"$

值

分别为 ?7;"&!7?;&!7%> EX@-"表 %#!安全浓度

通过公式 03o<; N -3

"$

c$7% 计算得到!为

$7!%> EX@-) 有毒物质对鱼类的毒性按 -3

"$

的

大小分为剧毒&高毒&中毒&低毒和微毒 " 个等级

" n% EX@-为剧毒!% m%$$ EX@-为高毒!%$$ m

% $$$ EX@-为中毒!% $$$ m%$ $$$ EX@-为低

毒! p%$ $$$ EX@-为微毒或无毒#

'B(

) 据此判

断!本实验中菲对红鳍笛鲷幼鱼为高毒物质)

%#%$红鳍笛鲷对菲胁迫的亚急性毒性响应

菲对红鳍笛鲷 0(=活力的影响&&不同浓

度的菲均能引起两种组织 0(=活力的抑制或诱

导变化) 图 % 中!肝脏组织 0(=活力在低浓度

"%$7$

!

X@-#下被诱导升高!并在 #?&<; N时与对

照组有显著性差异"<n$7$"#%中高浓度组""$&

#"$

!

X@-#0(=活力呈抑制 :诱导的变化趋势!

其中!#"$

!

X@-处理组变化最为显著!%# N 的抑

制率就达到 >"7%\"<n$7$%#!之后!0(=活力

逐渐升高以致被诱导! <; N 结束时诱导率为

?;7$\"<n$7$%#!且 <; N时各处理组0(=活力

之间存在显著的剂量 :效应!两者关系呈抛物线

型!E

#

o$7B<) 图 # 中!%$7$

!

X@-胁迫下!鳃组

织0(=活力变化与肝脏的变化规律相似!与对照

组差异显著 "<n$7$"#%"$&#"$

!

X@-处理组

0(=活力变化则呈现抑制 :诱导 :抑制的趋势!

其中 #"$

!

X@-在 %# N 时抑制率达到 ?"7$\!"$

!

X@-在 ?B N的诱导率为 ?"7<\"<n$7$"#)

图 "$菲对红鳍笛鲷肝脏Nd>活力的影响

!

表示处理组与对照组之间的差异"< n$7$"#!

!!

表示极

显著差异"<n$7$%#!下同)

506#"$[44-9;234.,-7*7;,/-7-37Nd>*9;0Z0;0-207

:0Z-/234>7-&0*.&,9*-&)'

!

GRLGKFO8SGXRGTGKFROLGTT8Q8RK898OM88R OQ8FOE8ROSMGON K5ROQ56

XQ5WP"<n$7$" #!

!!

GRLGKFO8ON8LGTT8Q8RK8GS8IOQ8E86H

SGXRGTGKFRO!ON8SFE89865M7

图 %$菲对红鳍笛鲷鳃组织Nd>活力的影响

506#%$[44-9;234.,-7*7;,/-7-37Nd>*9;0Z0;0-207

60::234>7-&0*.&,9*-&)'

&&菲对红鳍笛鲷丙二醛"V=,#含量的影响&

菲对红鳍笛鲷肝脏和鳃 V=,含量影响的结果分

别如图 ! 和图 ? 所示!随浓度的升高或时间的延

长!V=,含量呈增加的趋势) 图 ! 中!菲胁迫 %#

N!各处理组与对照组均无显著性差异!之后的 #?

N V=,含量有所增加!<; N 结束后!#"$

!

X@-处

理组V=,含量高出对照组 ><7>\"<n$7$%#)

**$
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图 ? 的结果显示!#? N胁迫后!%$&#"$

!

X@-处理

组鳃中V=,含量显著高于对照组"<n$7$"#!随

胁迫时间的延长!V=,含量逐渐上升!<; N 时!

#"$

!

X@-处理组 V=,含量高出对照组 >?7;\

"<n$7$%#!且各处理组V=,含量之间存在显著

的剂量:效应)

图 !$菲对红鳍笛鲷肝脏]>@含量的影响

506#!$[44-9;234.,-7*7;,/-7-37]>@937;-7;207

:0Z-/234>7-&0*.&,9*-&)'

图 A$菲对红鳍笛鲷鳃]>@含量的影响

506#A$[44-9;234.,-7*7;,/-7-37]>@937;-7;207

60::234>7-&0*.&,9*-&)'

&&菲对红鳍笛鲷脑组织,3N2活力的影响&&

菲胁迫对红鳍笛鲷脑组织,3N2活力影响的结果

如图 " 所示!,3N2活力整体上呈现低浓度或短

时间下被诱导!高浓度或长时间下被抑制的趋势)

菲处理 %# N后!#"$

!

X@-组,3N2活力高出对照

组 #B7>\"<n$7$"#!而其余两组与对照无显著

性差异) 之后!低浓度组开始被诱导!?B N 时!%$

!

X@-处理组 ,3N2活力被诱导 >;7$\ "<n

$7$%#) <; N胁迫结束时!各处理组,3N2活力均

显著低于对照组"<n$7$"#!低浓度组抑制率最

低!为 %!7%\!高浓度组抑制率最高!为 >%7>\

"<n$7$"#!且各浓度 ,3N2活力之间存在极显

著的剂量 :效应关系!两者呈抛物线型!E

#

o

$7<<)

图 I$菲对红鳍笛鲷脑组织乙酰胆碱脂酶活力的影响

506#I$[44-9;234.,-7*7;,/-7-37@',[*9;0Z0;0-207
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!&讨论

!#"$菲对红鳍笛鲷肝脏及鳃Nd>活力的影响

菲在水环境中作为性激素类似物!可影响鱼

类与繁殖有关的形态&行为和生理功能!抑制鱼卵

孵化率!增加仔鱼的死亡率'<(

!已对鱼类的健康

养殖以及渔业资源的保护产生不小的危害) 此

外!菲还能够在鱼组织中富集!并诱导抗氧化酶的

激活!而0(=这种抗氧化酶已常被用作多环芳烃

对鱼贝类污染胁迫的生物指标'%$ :%?(

) 很多研究

证实!当生物体受到低浓度或短时间胁迫时!0(=

活性往往升高!而受到高浓度或长时间胁迫时!

0(=活力又会降低) 赵元凤等'%"(通过镉对鲢

"M8;,;4*4%26(14*486,2(*&(C#的污染胁迫后发现!

$7$%&$7%&$7" EX@-低浓度 3L

# f对鲢鱼组织

0(=起诱导作用!%7$$ EX@-高浓度对0(=起抑

制作用) 本研究低浓度组"%$

!

X@-#胁迫下红鳍

笛鲷肝&鳃组织的0(=活性在大部分时间都处于

诱导状态!0]2UU/+a等'%;(认为!生物体在低浓

#*$
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度下出现的这种现象!是缘于*毒物兴奋效应+%

中&高浓度""$&#"$

!

X@-#处理下!肝脏 0(=在

前 ?B N显著低于对照组&鳃 0(=在 %# N 被显著

抑制!这可能是因为活性氧自由基对细胞产生了

损伤作用!但这种损伤尚未对细胞造成严重伤害!

肝脏0(=酶活性在 <; N 显著被诱导!鳃 0(=活

性在 ?B N 升高也正好说明这一点!之后鳃 0(=

活力在 <; N胁迫结束后又被显著抑制!可能反映

出活性氧的增加超过了0(=酶的歧化能力!而导

致细胞损伤&功能受到破坏!进而导致酶活力的

降低)

目前!发现能够灵敏指示环境污染物程度的

生物种&生物组织和生物指示物是环境生物监测

急需解决的关键问题之一) 本实验中!鳃组织的

0(=活力整体上要低于肝脏!这主要是由于它们

的生理功能不同!鳃是呼吸器官!而肝脏是解毒器

官!也是主要的靶器官) 但鳃组织0(=活力敏感

性更高!这表现在 "$&#"$

!

X@-下其活力在 #? N

时显著升高"此时肝脏 0(=活性被显著抑制#!

这可能是毒物与鳃直接接触而激活0(=的原因)

但当暴露时间进一步延长!过高的菲会使鳃中的

1

#

(

#

不能及时清除而产生积累!导致 0(=活性

受到抑制迅速下降!而此时肝脏0(=活性显著升

高!这可能由于菲引起的代谢产物透过鳃汇集到

肝脏!激活其0(=活性'%>(

) 因此本研究认为!红

鳍笛鲷鳃更适合作为监测菲污染的组织选择)

!#%$菲对红鳍笛鲷肝脏及鳃]>@含量的影响

V=,是膜脂质过氧化作用的产物!是生物

膜系统受伤害的重要指标之一) 任加云等'%B(通

过苯并 "F# 芘和苯并 " Z # 荧蒽对栉孔扇贝

"$42%68'S%&&-&(#的胁迫发现!各处理组消化盲囊

中V=,含量随着时间而升高!中高浓度组鳃中

V=,也有相同的趋势%汪美贞等'%<(研究表明!黑

斑蛙"E%"% "(5&,6%1)2%*%#在 %#7" EX@-3L浓度

中胁迫 #$ L后!肝脏V=,含量显著高于对照组)

本实验结果表明!肝脏和鳃中 V=,对菲胁迫响

应基本相似!V=,含量均随着菲胁迫浓度的增

加有显著的升高!证实了一定浓度的菲胁迫可引

起红鳍笛鲷的脂质过氧化水平增高!产生氧化性

损伤!并且两种组织受损伤的程度相似) 研究表

明!V=,能与膜上的蛋白质氨基酸残基或核酸

反应生成0NGTT碱!增大膜的透性!促进膜的渗漏!

降低膜的稳定性!破坏细胞膜上的离子通道!从而

使细胞膜的结构与功能发生紊乱!严重时导致细

胞死亡'%<(

) 同时!V=,含量与胁迫时间也存在

着显著的时间 :效应关系!并在胁迫 ? L 时达到

最高值!这也预示着生物体抗氧化酶系统遭到破

坏!鳃中0(=活力在胁迫第 ? 天的显著降低也反

映了这一点!而肝脏膜系统却并没有随0(=活力

的上升而免受损伤!其原因是由于本实验中红鳍

笛鲷受到的胁迫程度过重而使其自身修复系统难

以发挥作用!还是红鳍笛鲷本身无法克服菲胁迫

带来的损伤!这些有待于进一步的研究)

!#!$菲对红鳍笛鲷脑组织@',[活力的影响

,3N2在中枢及外周神经系统与 ,KN"乙酰

胆碱#受体一起参与完成神经 :神经及神经 :肌

肉突触之间动作电位的传递!保证神经信号在生

物体内的正常传递!因此!,3N2已成为检测污染

物是否具有神经毒性的指标'#%(

) 一般认为!鱼体

#$\以上的 ,3N2被抑制可认为暴露作用存在!

"$\,3N2被抑制可认为对鱼体生存有危害!

>$\ mB$\,3N2被抑制则可导致死亡) 本实验

中!<; N后菲对红鳍笛鲷产生抑制作用!且高浓度

组对鱼神经组织的毒性作用明显 "抑制率为

>%7>\#!相对于急性毒性试验中 <; N -3

"$

为

!7%> EX@-!,3N2的抑制率也可考虑作为菲胁迫

条件下的生物监测指标) =2-,](**2等'##(也

发现鱼在污染水体中其脑组织,3N2抑制作用明

显!,3N2反应灵敏!认为可以利用 ,3N2长期跟

踪监测水体污染状况) 此实验下!,3N2活力表

现为短时间或低浓度胁迫下升高!长时间或高浓

度胁迫下降低的趋势!这同王媛媛'#!( 等将鲫

"$%&%''()'%)&%*)'#幼体胁迫于石油污染土壤或

孔雀石绿后得出的结论一致) 李少男等'#?(认为

低浓度三唑磷对鱼脑组织中 ,3N2的诱导可能是

机体为弥补酶受到抑制后的生理功能下降而采取

的一种应激反应) 随着时间的延长或浓度的升

高!,3N2活力被抑制!表明红鳍笛鲷脑组织受到

的神经毒性增大%也可能是大量的活性氧抑制了

酶的活力%还有学者得出!,3N2活力的抑制与

-A(水平相关'#" :#;(

) 本实验高浓度菲胁迫下实

验鱼出现反应迟钝&游泳行为异常等现象!这可能

是由于,3N2活性的降低!使得神经肌肉兴奋传

递过程中,3N难以降解!导致肌肉和神经系统兴

奋性升高进而发生肌肉痉挛等!从而引起中毒)

综上所述!菲暴露下红鳍笛鲷幼鱼各组织酶

!*$



# 期 杨&涛!等$菲胁迫对红鳍笛鲷急&慢性毒性效应的研究 &&

活性的变化!反映了鱼体在不同时间段对菲污染

的响应!对这种诱导或抑制酶活的机理仍需进一

步探讨) 本实验条件下!鱼体鳃组织抗氧化防御

系统在短时间内即会被诱导!起到保护作用!敏感

性"#? N#高于肝脏"<; N#!但在 <; N 的曝露过程

中!两种组织受到的氧化损伤都呈上升趋势!而菲

胁迫 <; N 后对中枢神经系统产生显著的抑制)

因此!在应用这些酶学指标作为指示生物的生化

分析指标时!应考虑到其有效时间段!并对三种生

化指标综合分析!从而提高其可靠性)
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