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摘要! 臭氧")

!

#在工厂化养殖水处理中有较高的应用价值!为了解臭氧对条石鲷幼鱼的影

响!采用自制的臭氧毒性试验装置"授权利号'l.$%%#$%&$$@@&8!#!对条石鲷幼鱼进行了不

同质量浓度"%&%8%=&%8&!&%8&?&%8$$&%8$= 和 %8!$ EJA.#和不同时间"%8"&&&<&&$&&= 和 $@

L#的急性胁迫试验!并分析了臭氧对条石鲷幼鱼的行为响应&半致死浓度&幼鱼鳃的组织形态

学&酶活性等的影响$ 结果表明!随着臭氧胁迫浓度的升高!条石鲷幼鱼在水层中的分布位置

逐渐上移!呼吸频率逐渐加快!受惊反应逐渐迟缓%条石鲷幼鱼的开始死亡时间与臭氧浓度负

相关!&$ L的半致死方程为 Qe&<8=&" = W$%8!@% "*".e%8##= ?#!半致死浓度为 %8$<$ "

EJA.$ $@ L的半致死方程为Qe&?8<&@ & W&?8=#= !*".e%8#"% %#!半致死浓度为 %8&#? @

EJA.%条石鲷幼鱼鳃1)>和TBi活性与臭氧胁迫时间和胁迫浓度负相关!并都在胁迫 $@ L&

质量浓度 %8!$ EJA.时降至谷值%]>-含量与臭氧胁迫时间和胁迫浓度正相关!并在胁迫 $@

L&质量浓度 %8!$ EJA.时达到峰值%在臭氧胁迫下!条石鲷幼鱼的鳃小片细胞排列不规则并

萎缩!鳃小片上皮细胞脱落或粘滞于鳃小片间!鳃小片末端膨大!鳃丝血管固缩无腔或变空腔!

管壁粗糙&干缩!血细胞固缩&坏死!零散分布或紧贴血管壁$

关键词! 条石鲷幼鱼% 组织形态学% 臭氧% 超氧化物歧化酶% 谷胱甘肽过氧化物酶% 丙二醛

中图分类号! 1#@$'''''''文献标志码'-

''目前"我国海水养殖业仍以低密度&高换水的

传统养殖模式为主"由于大规模&粗放式养殖以及

饲料无序投喂&渔药滥用等原因"使得养殖对象疾

病频发"种质退化严重"养殖区及周边水体污染也

日益严重' 海水养殖业发展遭遇+瓶颈,"养殖效

益+固化,' 4+3113h

(&)认为"工厂化循环水养

殖无论是成本上还是技术上都应成为当今和未来

渔业的必然发展趋势"而养殖水的消毒杀菌和水

质处理是工厂化循环水养殖的关键' 臭氧#)

!

$

作为强氧化剂"可以通过直接反应或产生自由基

而氧化水体中的大部分有机物($ ;<)

"催化降解硫

化物&氰化物和氨氮等(? ;=)

"杀灭致病菌和寄生虫

孢子"并且 )

!

分解作用时间快"在工厂化循环水

养殖中具有较高的应用价值'

条石鲷 #3+0/;)"5,%&("&1'"5%&$"属鲈形目

#B9ZPGH6ZE9O$"石鲷科 #):79JIFULGRF9$"石鲷属

#3+0/;)"5,%&$"自然分布于太平洋和印度洋沿岸"我

国产于黄海&东海和台湾海峡(#)

"系温热带沿近海鱼

类"无明显盛渔业期' 条石鲷肉质鲜美"营养丰富"

是人工增殖&放流和休闲渔业的优良品种(&% ;&&)

' 经

过几年养殖试验发现"寄生虫是条石鲷养殖的主要

危害' 本研究采用自制的臭氧毒性试验装置"研究

条石鲷幼鱼在不同臭氧胁迫时间&不同浓度的行为

响应&半致死浓度"以及幼鱼鳃的超氧化物歧化酶

#1)>$&谷胱甘肽过氧化物酶#TBi$活性&丙二醛

#]>-$含量和组织形态学变化"以期为臭氧在条石
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# 期 刘伟成"等!臭氧对条石鲷幼鱼鳃组织结构和抗氧化系统的影响 ''

鲷及其它海水鱼类工厂化养殖中的应用以及臭氧的

毒理学研究提供理论基础和技术支撑'

&'材料与方法

!"!#试验材料与设备

条石鲷幼鱼采自浙江省海洋水产养殖研究所

清江基地"试验前先将幼鱼置于玻璃钢水槽

#$ Eb& Eb& E$中暂养"一周后"待摄食与活动

趋于正常"选择大小均匀的健康条石鲷幼鱼(体

长##8% a%8?$ PE"体质量#&!8@ a&8&$ J)用于

试验' 试验鱼每天定时#%=!%% 和 &?!%%$适量投

喂两次#福州海马牌全价配合膨化饲料$"试验全

程充气增氧"试验用水为二级沙滤水":2#=8$ a

%8!$"盐度#$!8! a%8=$"水温#$< a&$ c"溶解

氧 " EJA.以上' 试验采用自制的臭氧毒性装置

#授权利号!l.$%%#$%&$$@@&8!$#图 &$'

图 !#臭氧对条石鲷幼鱼的急性毒性试验装置

H5I"!#QK<5C9:64?>R

%

3*<4:4?B5*54J 4? Z<U:65@:;,*1F3$(46%#$%&'$(6%

!"$#臭氧对条石鲷幼鱼的急性毒性试验

调节臭氧试验装置中的双向调节阀"使各处理

组中海水臭氧溶解浓度趋于稳定"& L 后用碘量法

#4(AS!%$=8$ ;#@$标定试验海水臭氧浓度"并每

天两次#%=!%%和 &?!%%$检测修正试验海水中的臭

氧浓度"同时利用>B>便携式臭氧比色计#中山大

学生产$每 $ 小时检测水体臭氧浓度"并利用碘量

法标定>B>便携式臭氧比色计"使各处理组臭氧

浓度保持稳定' 臭氧试验设置 %8%!&%8%?&%8%#&

%8&"&%8&=&%8$$&%8$" 和 %8!& EJA.共 = 个浓度

组")

!

浓度波动幅度为a%8%&"每个浓度组放入条

石鲷幼鱼 !%尾"观察试验鱼的初始分布&开始死亡

时间&&$和 $@ L 死亡数量等情况"并用 .>

"%

软件

#1UFU/G$%%# "8?8%8%$计算半致死浓度'

!"%#臭氧胁迫下条石鲷幼鱼鳃 TR+&1-g活

性&W+)含量试验

根据臭氧对条石鲷幼鱼的急性毒性试验结

果"设定 %8%%&%8%=&%8&!&%8&?&%8$$&%8$= 和

%8!$ EJA.共 ? 个质量浓度组")

!

浓度波动幅度

为a%8%&' 根据臭氧急性毒性试验结果"分别放

入 @%&@%&@%&"%&<%&#% 和 &$% 尾试验鱼' 分别于

%8"&&&<&&$&&= 和 $@ L 取 < 尾条石鲷幼鱼"断尾

放血后每尾取鳃 %8& J"迅速放入 ;?% c超低温

冰箱冻存"并在 $@ L内完成测定' 鳃称重后加 &%

倍体积#TL<$预冷的匀浆缓冲液#%8%& E67A.

SZGOD247"%8%%% & E67A.3>S-D,F

$

"%8%& E67A.

蔗糖"%8=d氯化钠溶液":2?8@$冰浴研磨' 研

磨后的匀浆 ! %%% ZAEGI离心 &" EGI"取上清液用

于测定' 1)>&TBi活性和 ]>-含量测定参照

.)_+h等(&$)的方法"并均采用试剂盒检测#南

京建成生物工程研究所$'

!"&#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃组织学的影响

试验

在进行臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃 1)>&TiB

活性和]>-含量试验的同时"每次每尾条石鲷

幼鱼取 & $̀ 片鳃片用于组织学观察' 样品用

C6QGI氏液固定%?%d酒精置换%@ c保存' 切片

前"将样品用梯度酒精脱水%二甲苯透明%石蜡包

埋%金华益迪h>D&"%=-型切片机连续切片"切片

厚度约 "

$

E%苏木精.伊红染色%中性树胶封片%

&"$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

在显微镜下观察并拍照'

!",#数据处理与分析

试验数据采用 1B11&&8% 进行统计分析"用

1UQR9IUD,9mEFID̂9Q7O检验进行组间差异比较'

$'结果

$"!#条石鲷幼鱼对急性臭氧胁迫的响应

条石鲷幼鱼在低于 %8&" EJA.的低质量浓

度臭氧胁迫条件下"多分布于水体中段"鳃盖开合

#呼吸$频率正常"受惊反应灵敏%当高于 %8&=

EJA.时"条石鲷幼鱼在水体中的分布开始上移"

同时呼吸频率加快"到质量浓度为 %8!& EJA.

时"条石鲷幼鱼多分布于水面"呼吸急促"受惊反

应迟缓%条石鲷幼鱼在臭氧胁迫条件下的死亡情

况见表 &' 条石鲷幼鱼的开始死亡时间与臭氧浓

度反相关"浓度越高"条石鲷幼鱼的开始死亡时间

就越短' 根据 &$ L条石鲷幼鱼的死亡情况"得到

条石鲷幼鱼的半致死方程!Qe&<8=&" = W$%8!@%

"*#.e%8##= ?$"&$ L 的半致死浓度 .>

"%

e

%8$<$ " EJA.%条石鲷幼鱼 $@ L 的半致死方程!

Qe&?8<&@ & W&?8=#= !*#.e%8#"% %$"$@ L的半

致死浓度为.>

"%

e%8&#? @ EJA.'

表 !#臭氧对条石鲷幼鱼的急性毒性试验

037"!#)*<4:4?B5*54J ?>R

%

4? Z<U:65@:;"#$%&'$(6%

臭氧浓度A#EJA.$')

!

P6IP9IUZFUG6I

%8%! %8%? %8%# %8&" %8&= %8$$ %8$" %8!&

开始死亡时间AL UGE96HV9JGI U6 RG9 %8% !?8% !@8% $!8" $$8% &&8% #8" $8%

&$ L死亡数量A尾 UGE96HR9FUL FHU9Z&$ L % % % % % $ # $=

$@ L死亡数量A尾 UGE96HR9FUL FHU9Z$@ L % % % & ! $< !% !%

$"$#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃的 TR+&1g-活

性&W+)含量的影响

臭氧胁迫下条石鲷幼鱼鳃1)>和TBi活性

及]>-含量的变化见图 $ @̀' 单位时间内"随

臭氧胁迫浓度的升高"1)>和 TBi活性趋势相

似"都呈下降趋势"并呈现较强的剂量效应关系%

在单位臭氧浓度时"条石鲷幼鱼鳃 1)>和 TBi

活性也随臭氧胁迫时间延长而呈下降趋势"且呈

现时间效应关系"并在胁迫 $@ L&质量浓度 %8!$

EJA.时分别达到1)>(#$=8"@ a&8&"$ *AEJ)"

对照组(#&%%8#% a%8#%$ *AEJ)和TBi(#@&=8#$ a

?8%!$ *AEJ)"对照组(#=@@8?$ a&%8?!$ *AEJ)

的活性极小值%与 1)>和 TiB活性趋势相反"

]>-含量与臭氧胁迫浓度和胁迫时间正相关'

在单位时间内随臭氧浓度的升高呈上升趋势"呈

现剂量效应关系%臭氧浓度恒定时"条石鲷幼鱼鳃

]>-含量随臭氧胁迫时间延长而呈上升趋势"

也呈现时间效应关系"并在胁迫 $@ L&质量浓度

%8!$ EJA.时达到峰值(#@$8=& a&8@@$ EE67A

E.)"对照组(#!%8%# a%8&%$ EE67AE.)'

图 $#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃TR+活性的影响

H5I"$#Q>>:*4;?>=5>>:8:64R

%

*?6*:648345?6;?6TR+3*45U545:;56Z<U:65@:;"#$%&'$(6%I5@@

'"$#
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# 期 刘伟成"等!臭氧对条石鲷幼鱼鳃组织结构和抗氧化系统的影响 ''

图 %#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃1-g活性的影响

H5I"%#Q>>:*4;?>=5>>:8:64R

%

*?6*:648345?6;?61-g3*45U545:;56Z<U:65@:;"#$%&'$(6%I5@@

图 &#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃W+)含量的影响

H5I"&#Q>>:*4;?>=5>>:8:64R

%

*?6*:648345?6;?6W+)*?64:6456Z<U:65@:;"#$%&'$(6%I5@@

$"%#臭氧胁迫对条石鲷幼鱼鳃组织的影响

正常状态下"条石鲷幼鱼鳃丝由鳃小片&鳃丝

血管和结缔组织等组成"鳃小片由上皮组织&结缔

组织和毛细血管等构成' 鳃小片排列均匀"鳃小

片上皮组织中扁平细胞单层有序排列"细胞核明

显"呈圆或椭圆形%鳃丝血管管壁平滑"血管内充

满血细胞"血细胞分布均匀&饱满' 臭氧胁迫下条

石鲷幼鱼的鳃小片细胞排列不整齐并萎缩#图 "D

$ =̀$%鳃小片上皮细胞脱落"粘滞在鳃小片间

#图 "D@"?$"鳃小片末端膨大#图 "D<$%鳃丝血管

固缩无腔或变空腔"管壁粗糙&干缩#图 "D! "̀"

?$"血管内血细胞固缩&坏死"零散分布或紧贴管

壁#图 "D!"""?"=$'

!'讨论

条石鲷幼鱼对臭氧胁迫的生理响应与褐牙鲆

#>"."0'1,5,2&-0'6"1/%&$幼鱼(&!)

#平均体长 ? PE$

和草鱼#45/)-+,".2);-?-) '?/00%&$鱼种(&@)

(全长

#?8&& a&8&%$ PE"体质量#?8!% a&8"%$ J)相

似"但条石鲷幼鱼的 $@ L 半致死浓度#%8&#? @

EJA.$远低于褐牙鲆幼鱼#%8!! EJA.$和草鱼鱼

种#%8<"! EJA.$"并且淡水鱼类高于海水鱼类"

这可能与种间差异或海淡水鱼类的生理差异有

关'宫小明等(&")证明 "臭氧在%8?! EJA.维持

("$#
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图 ,#臭氧胁迫条件下条石鲷幼鱼鳃的组织学观察#&GG F$

H5I",#X5;4?@?I5*3@?7;:8U345?6?>Z<U:65@:;"#$%&'$(6%I5@@<6=:8R

%

;48:;;#&GG F$

&8% EJA.% $8%8%= EJA.&= L% !8%8$$ EJA.%8" L% @8%8$= EJA.%8" L% "8%8!$ EJA.%8" L%<8%8$= EJA.< L% ?8%8$= EJA.&=

L% =8%8$= EJA.$@ L8

$@ L时卤虫#:.5/#'" &"0')/$无节幼体的成活率仍

高达 ##d%中国对虾#>/))/.-+/)"/%&1,')/)&'&$

在高于 & EJA.的海水中存活超过 @= L

(&!)

' 据已

知资料"甲壳类的半致死浓度远高于鱼类"可能是

因为鱼类和甲壳类鳃结构的差异造成的' 甲壳类

的鳃覆被惰性的几丁质外壳"同时还具有膜层结

构保护"对臭氧的抗氧化效果明显"而鱼类没有几

丁质外壳和鳃膜"臭氧直接损害鳃瓣上皮细胞"对

鱼类的正常生理活动造成影响'

臭氧能与水反应生成具有氧化作用的超氧自

由基和羟基自由基(&< ;&?)

"而 1)>是生物机体抗

氧化防御体系中清除活性氧自由基催化活性&使

细胞免受氧化损伤的关键酶之一"与机体的抗外

源胁迫密切相关(&=)

' 研究表明"在外源环境因子

胁迫下"1)>活性通常表现为显著升高(&@"&="$%)

"

1S3CC0,T

($&)将这种现象称为+毒物兴奋效应,"

即生物机体内活性氧产生和抗氧化系统的酶反应

对活性氧清除存在着动态平衡"但是随着环境胁

迫的压力增加或时间延长"抗氧化防御系统的动

态平衡被打破"1)>等抗氧化酶由于底物浓度的

升高而被诱导($$)

' 草鱼鱼种鳃的 1)>活性仅在

低浓度组#%8&@ EJA.$臭氧胁迫 < L 时即出现

+毒性兴奋效应,

(&@)

"说明 1)>的+毒性兴奋效

应,具有剂量和时间范围"而臭氧胁迫条石鲷幼

鱼试验并未呈现毒性兴奋响应"原因可能与不同

鱼类对臭氧的耐受性有关"条石鲷幼鱼的臭氧耐

受性较低"可能在试验的最小时间梯度内已经出

现+毒性兴奋效应,"效应可能在 %8" L内出现'

TBi作为生物机体一种重要的过氧化物分

解酶"能在谷胱甘肽硫转移酶#T1S$的催化作用

下"与外源性污染物及代谢产生的亲电中间体结

合"以降低生物毒性"同时作为抗氧化剂"在清除

活性氧如过氧化氢 #2

$

)

$

$ 以及羟基自由基

#-)2$的过程中发挥重要作用($!)

' 研究表明"

TBi会因环境胁迫而产生适应性诱导"也会由于

污染的毒性作用而产生中毒反应($@ ;$")

' 鳃作为

条石鲷幼鱼的臭氧胁迫响应器官"对臭氧的浓度

敏感' 胁迫试验发现"即使在低浓度#%8%= EJA

.$下"臭氧诱导产生的活性氧也会在较短时间

#%8" L$内打破条石鲷幼鱼的抗氧化酶系统的平

衡"导致细胞对自由基及其产物的清除能力下降"

使得条石鲷幼鱼鳃受到损伤"可能与条石鲷幼鱼

对臭氧胁迫的响应较弱有关'

膜脂过氧化物是反映机体氧化损伤的主要指

标之一"而]>-含量高低能间接地反映细胞损

伤的程度($<)

' 试验表明"臭氧胁迫下条石鲷幼鱼

鳃的]>-的含量即使在短时间#%8" L$低浓度

组#%8%= EJA.$也显著升高"这与臭氧胁迫条件

""$#
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# 期 刘伟成"等!臭氧对条石鲷幼鱼鳃组织结构和抗氧化系统的影响 ''

下草鱼(体长#=8?" a&8%!$ PE"体质量#=8<! a

&8%$$ J)鱼种血液]>-的变化趋势一致($?)

' 以

多价不饱和脂肪酸为主的磷脂是细胞膜的主要组

分"磷脂结构中酯化脂肪酸的长链不饱和烃对调

节细胞膜的功能具有重要作用' 臭氧胁迫试验

中"条石鲷幼鱼随着胁迫时间延长和胁迫浓度升

高"胁迫环境的变化超过了试验鱼机体的自身调

节能力"鱼体累积的臭氧分解成的自由基与细胞

膜磷脂的多价不饱和脂肪酸共价键上发生自由基

氧化反应"生成脂质过氧化物#.B)$和各种自由

基".B)最后断链生成 ]>-"试验表现为 ]>-

浓度陡然升高' 随着对细胞膜脂质过氧化链式反

应的增强"必然导致细胞膜的结构和功能的改变"

最终使膜失去生理功能"严重影响细胞的正常代

谢活动($= ;$#)

' ]>-既是脂质过氧化的产物同时

又可与蛋白质的游离氨基作用"引起蛋白质分子

内和分子间交联"导致细胞损伤(!%)

"试验表现为

条石鲷幼鱼呼吸频率加快"组织切片下鳃组织细

胞的损伤'

当条石鲷幼鱼养殖水体中存在臭氧时"臭氧

分解成的自由基可能会在特定剂量和时间内刺激

1)>和TBi等抗氧化酶的活性的升高%但随着

臭氧胁迫浓度的升高和胁迫时间的延长"条石鲷

幼鱼细胞的抗氧化系统平衡被打破"抗氧化酶活

性被抑制"细胞内的自由基不能被有效清除%自由

基与机体膜脂中的不饱和脂肪酸反应"形成膜脂

过氧化物和]>-"而]>-又引起蛋白分子内和

分子间的交联' 这进一步破坏了细胞膜的流动

性&通透性和完整性"使得细胞膜的主动运输与渗

透压调节等功能出现障碍"机体细胞的正常生理

功能被破坏%鳃是鱼类重要的呼气器官和排泄器

官"臭氧形成的自由基首先破坏了条石鲷幼鱼鳃

组织细胞的正常功能"使得气体交换和氨氮排泄

受阻' 而鳃生理功能的弱化导致鱼机体细胞缺氧

和氨氮累积中毒"表现为条石鲷幼鱼上浮"由于缺

氧和氨氮中毒导致呼吸加快"反应迟缓%当臭氧胁

迫浓度或胁迫时间超过一定限度时"最终导致了

试验鱼的死亡'
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