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摘要! 为探究 -2

1 C对银鲳幼鱼的致毒效应!采用静态毒性实验方法!开展了 -2

1 C对银鲳幼鱼

的急性暴露实验!研究了不同浓度的 -2

1 C对银鲳幼鱼外周血细胞微核率&核异常率和肝脏抗

氧化酶"*"4&-&O&L6W#活性变化的影响$ 结果表明'-2

1 C对银鲳幼鱼 40 和 :7 > 的 '-

82

分

别为 21072 和 21992 835'!安全质量浓度为 21299 835'%-2

1 C的浓度与银鲳幼鱼红细胞微核

率及核异常率具有明显的剂量效应关系!在相同浓度 -2

1 C胁迫下!核异常率又普遍高于微核

率%不同浓度 -2

1 C胁迫下银鲳幼鱼肝组织中的 *"4&-&O&L6W活性均表现为低浓度被诱导

而高浓度受抑制的规律!与 -2

1 C浓度呈抛物线型剂量效应关系$ 研究认为红细胞微核率&核

异常率与 *"4&-&O和 L6W活性的变化均可以反映银鲳幼鱼受伤害的程度!并可用作银鲳安

全性风险评价的参考依据!其中 *"4还可以灵敏地指示低浓度的早期 -2

1 C污染$

关键词! 银鲳% -2

1 C

% 微核率% 核异常率% 抗氧化酶

中图分类号! *:3914555555555555文献标志码'&

55铜既是鱼类生长发育所不可或缺的微量元

素"也是水环境中极为常见的重金属"它不仅广泛

存在于工业污染物中"而且在渔药#-2*"

4

等$中

也很常见& 已有研究表明适宜浓度的 -2

1 C

有利

于鱼类生长发育
(3)

"但高浓度的 -2

1 C

会伤害鱼类

的抗氧化系统
(1)

"且具有一定的遗传毒性
(/74)

&

近年来"由于我国海洋中铜污染的加剧"以及水产

养殖中 -2*"

4

等渔药的广泛使用导致生产中铜污

染 的 安 全 事 故 时 有 发 生& 银 鲳 # %(/120

(,7-)3-20$ 隶 属 鲈 形 目 # 6<H@:P/H8<B$" 鲳 科

#*?H/89?<:J9<$"鲳属#%(/120$"是我国重要的经

济鱼种之一"在我国黄海南部和东海北部分布较

为集中
(8)

& 虽然"国内已开展了银鲳人工养殖研

究
(7)

"并已对银鲳的营养成分分析
(9)

'繁殖生物

学
(0)

'饵料营养
(:)

等方面有过研究"但未见关于

-2

1 C

对银鲳的急性致毒效应"以及由此引起的遗

传毒性和抗氧化酶活性变化等方面的研究& 因此

本实验研究 -2

1 C

对银鲳的毒性效应具有一定的

实践意义"以期了解 -2

1 C

对银鲳幼鱼的安全浓度

以及对抗氧化酶活性影响和血细胞的微核作用"

为银鲳养殖中的安全用药提供理论依据&

35材料与方法

!"!#材料及实验条件

银鲳幼鱼取自宁波岳井洋渔业开发有限公司

银鲳养殖池"实验用鱼选择无病无伤'健康的个

体"体长#81/ >2118$@8"体质量#/18 >2131$ 3&

实验容器为容积 322 '的聚乙烯塑料桶"实验前

在桶中暂养 9 J"每天定时投喂日本林兼产业株式

会社生产的 8E+鱼宝, 饲料"实验前停食 3 J& 实

验用水为二级沙滤海水"E+值为 0113 >21/"盐

度为 121/ >210"水温为#18 >3$T&

!"$#主要仪器和试剂

酶标仪#S20?:BK9; (-型$%可见分光光度计

##.71322 型$%冷冻离心机#L'7377733 型$& 硫

酸铜#分析纯$%*"4试剂盒'-&O试剂盒'L6W

试剂盒#南京建成生物研究所$&



!""#!

!

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

0 期 周健恺"等!-2

1 C

急性毒性下银鲳幼鱼红细胞核异常和抗氧化酶活性的变化 55

!"8#实验方法

急性毒性实验参照 /鱼类急性毒性试验方

法0

(32)

"通过预实验"找出 14 > 全部死亡和 :7 >

全部存活的 -2

1 C

浓度范围& 然后在此范围内按

等对数梯度设计 7 个 -2

1 C

浓度组 21122'211::'

21482'21792'31222 和 31132 835'"设 3 个对照

组"每个梯度设 / 平行"每平行 32 尾幼鱼"实验持

续 :7 >& 每 14 > 更换新配置的实验药液"每隔

31 >观察记录幼鱼的活动状况和中毒症状"并及

时捞出死亡个体& 判断死亡的标准为用玻璃棒触

及尾部无反应& 统计 40 和 :7 > 的死亡情况&

红血细胞微核及核异常观察55设计 7 个

-2

1 C

剂量组 21122'211::'21482'21792'31222 和

31132 835'进行微核实验"以砂滤海水组作为对

照"每个梯度设 / 平行"每平行 32 尾幼鱼"染毒

40 >后"从各浓度组中取鱼 / 尾"断尾取血制备血

涂片
(33)

"每尾鱼至少制作 8 张涂片"涂片晾干后"

用卡诺固定液固定 38 8:;"瑞氏染色液染色

3 8:;"再用 L:<8B9染液染色 12 8:;"用水或磷酸

缓冲液冲洗"自然晾干& 置于高倍镜下观察"每片

随机观察统计 1 222 个以上红细胞"记录具有微

核及核异常的细胞数"并用电子目镜对典型的微

核细胞'核变异的细胞进行拍照& 微核率'核异常

率'总核异常率均用千分率#c$表示&

*"4#-&O和 L6W活性的测定55在微核

实验取血结束后将鱼体迅速解剖"取其肝脏"准确

称取组织重量"加入 : 倍体积 4 T预冷的 2107C

的生理盐水"冰水浴制备成 32C的匀浆"1 822 <

/ 222 H58:;离心 32 8:;"取上清液用于测定& 超

氧化物歧化酶#*"4$'过氧化氢酶#-&O$和谷胱

甘肽过氧化物酶 #L6W$的测定按照南京建成生

物研究所的 *"4#酶标法$'-&O#可见分光法$试

剂盒和 L6W#可见分光法$说明书测定&

!"9#数据分析及公式

所有数据均用平均值 >标准差#8<9; >*4$表

示"利用*6**3712对所有数据进行分析"采用直线

内插法求算 40 及 :7 > 的半致死浓度#40 > '-

82

及

:7 > '-

82

$"安全浓度*-B:7 > '-

82

A213& 采用单

因子方差分析 #";<7X9I &%".&$的 42;@9;- B

820?:E0<法对 *"4'-&O'L6W活性进行组间差异显

著性检验& 定义%=2128 为差异显著&

微核率 B微核细胞数5观察红细胞总数 A

3 222c

核异常率 B核异常#微核除外$细胞数5观察

红细胞总数 A3 222c

总核异常率 B微核率 C核异常率

15结果与分析

$"!#T2

$ _对银鲳的急性毒性及安全浓度

银鲳幼鱼在不同浓度的 -2

1 C

水体中表现出不

同程度的中毒症状"在最高浓度组"银鲳幼鱼在暴露

3 > 后就出现异常现象"首先表现为急速游动"上下

乱窜"鳃盖闭合频率加快"1 > 后有 1 尾渐渐失去平

衡的能力"在桶的中上层侧翻游动"游动越来越慢"

31 >后身体僵直"沉入桶底"此时鳃盖还在运动"偶

尔又会挣扎游动"坚持几分钟后再次沉入桶底"如此

反复几次"14 > 后 9 尾死亡& 死鱼体色发白"口张

开"鳃盖闭合"体表出现大量粘液分泌"部分个体有

鳃出血现象"解剖后见肝脏肿大&

根据各实验组的受试鱼死亡统计"计算得到

40 和 :7 > 死亡率和半致死浓度#'-

82

$及安全浓度

#*-$& 结果表明除了对照组与最低浓度组在实验

期间未出现死亡"其余浓度组银鲳幼鱼均出现死

亡"死亡率随着 -2

1 C

浓度的加大与实验时间的延

长而递增"呈较为明显的剂量*效应和时间*效应

关系& 用直线内插法得出 -2

1 C

对银鲳幼鱼的 40

和 :7 > 半致死浓度#'-

82

$分别为 21072 和 21992

835'"安全浓度为 21299 835'#表 3$&

$"$#红细胞微核率及核异常率

通过对血涂片观察"统计银鲳幼鱼红细胞微

核率及核异常率"对照组微核率仅为 3129c"核

异常率为 4191c"随着 -2

1 C

浓度的增加"红细胞

的微核率和核异常率均上升"当 -2

1 C

浓度达到

21792 835'时"红细胞微核率与核异常率均达到

最大"细胞微核率达 3/11/c"为对照组的 311/7

倍"核异常率达 /313/c"为对照组的 7172 倍%此

后 -2

1 C

浓度进一步增加"血细胞微核率与核异常

率反而有所下降"但均显著高于对照组#表 1$&

银鲳正常的红细胞多椭圆形"长径为#0180 >

2198$

"

8"短径为#7117 >2177$

"

8"其核一般在细

胞正中央"核膜清晰"核径#/121 >2147$

"

8"核质

比为 31/8 >214/& 具有微核的红细胞"长径为

#010/ >312/$

"

8"短径为#81// >211:$

"

8"核质

比为 21:1 >213/"形状更加扁圆"其微核位于细胞

质中"与主核分开"染色性质与主细胞核一致"大小

为主核的 358 <354"也可见含有 1 个以上的微核&

本实验观察到的核异常情况包括核质外凸'核质内

凹'双核'核质断裂'小核等#图 3$&

9233
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表 !#T2

$ _对银鲳幼鱼急性毒性实验结果

)*+"!#(%2505AD.%.57 AET2

$ _

A4 2̀Q04.B0%8./1)*();<

质量浓度5#835'$

@/;@<;?H9?:/;

死亡率5C 8/H?90:?I

40 > :7 >

半致死浓度5#835'$ '-

82

40 > :7 >

安全质量浓度5#835'$

B9P<?I @/;@<;?H9?:/;

2 2 >2 2 >2

21122 2 >2 2 >2

211:: 2 >2 3/1// >8199

21482 7179 >8199 //1// >8199

21792 17179 >8199 42122 >32122

31222 77179 >8199 9/1// >8199

31132 9/1// >8199 :7179 >8199

21072 21992 21299

表 $#T2

$ _胁迫 9X 6后银鲳幼鱼红细胞的微核率"a#及核异常率"a#

)*+"$#=-756-A%750/.%-A42%B021-*501"a#*4342%B0*-*+4A-/*B-*501"a#AE%8./1)*();<.432%03+7 T2

$ _

.49X 6

-2

1 C浓度5#835'$

@/;@<;?H9?:/;

/P-2

1 C

观察细胞5个

@<00B

微核细胞5个

8:@H/;2@0<2B

@<00

核异常细胞5个

;2@0<9H

9D;/H890@<00

微核率5c

8:@H/;2@0<2B

H9?<B

核异常细胞率5c

;2@0<9H

9D;/H890H9?<B

核总异常率5c

?/?90;2@0<9H

9D;/H890H9?<B

2 : //2 32 44 31292 41912 819:2

21122 32 082 39 88 31892 81922 91192

211:: 31 882 41 322 /1/42 91:72 331/32

21482 33 /42 81 :7 418:2 01492 3/1282

21792 32 102 3/7 /12 3/11/2 /313/2 441/72

31222 : 4/1 84 384 819/2 371//2 111282

31132 : 892 00 313 :1122 311742 131042

图 !#T2

$ _胁迫 9X 6后银鲳幼鱼红细胞微核及核异常

%

1正常红细胞%

#

1单微核细胞%

&

1双微核细胞%

'

1核质

内凹%

(

1核质外凸%

)

1双核%

*

1核位置异常

@.G"!#R.%-A42%B0210-756-A%750*4342%B0*-*+4A-/*B

0-756-A%750AE%8./1)*();<.432%03+7 T2

$ _

.49X 6

%

1;/H890<HI?>H/@I?<%

#

1B:;30<8:@H/;2@0<2B<HI?>H/@I?<%

&

1

J/2D0< 8:@H/;2@0<2B <HI?>H/@I?<%

'

1 ;2@0<9H @/;@9N<

<HI?>H/@I?<%

(

1;2@0<9H@/;N<= <HI?>H/@I?<%

)

1J290@/H<

<HI?>H/@I?<%

*

1;2@0<9H9D;/H890E/B:?:/;

$"8#T2

$ _对银鲳肝组织 ;b&活性的影响

银鲳幼鱼肝脏 *"4活性总体上表现为先升后

降的趋势"对照组平均值为 4/1:7 #583%此后随着

-2

1 C

浓度的增加"*"4活性呈上升趋势"并在

-2

1 C

浓度为 211:: 835'时达到最大值"为 92178

#583"显著高于其他浓度组 #%=2128$& 之后

*"4活性又随着 -2

1 C

浓度的增加而降低"在 -2

1 C

浓度为 31132 835'时达到最小值"为 421911 #5

83"但与对照组的差异不显著#%?2128$#图 1$&

图 $#不同浓度 T2

$ _胁迫 9X 6后

银鲳幼鱼肝组织 ;b&的活性

不同字母表示组间有显著性差异#%=2128$ "下同

@.G"$#=EE0%51AET2

$ _

15-0119X 6A4

*%5.Q.57 AE;b&.4%8./1)*();<

D9HBV:?> J:PP<H<;?0<??<HBJ:PP<HB:3;:P:@9;?0I # %=2128 $ " ?><

B98<9B?><P/00/V:;3

$"9#T2

$ _对银鲳肝组织 T()活性的影响

银鲳幼鱼 -&O活性总体上也表现为先升后降

的趋势"对照组为 439110 #583%此后随着 -2

1 C

浓

度的增加"-&O活性呈上升趋势"并在 -2

1 C

浓度为

21482 835'时达到最大值"为 8//139 #583"与对

0233
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照组差异显著#%=2128$%之后随着 -2

1 C

浓度进一

步增加 -&O活性反而下降"并在 -2

1 C

浓度 31132

835'时达到最小值"为 1/4114 #583"与对照组差

异显著#%=2128$#图 /$&

$":#T2

$ _对银鲳肝组织 \,c活性的影响

总体上可以看出 -2

1 C

对银鲳幼鱼肝脏 L6W

活性具有显著的影响"大致也表现为先升后降的

趋势"对照组为 9910/ #583%此后随着 -2

1 C

浓度

的增加"除了 21792 835'组有略微的下降外其

余各实验组 L6W活性均呈上升趋势"并在 -2

1 C

浓度为 31222 835'时达到最大值"为 1211:3 #5

83"显著高于其他浓度组 #%=2128$"达到对照

组的 1173 倍%之后当 -2

1 C

浓度增加为 31132 835

'时"L6W活性降低到只有 /312: #583"显著小

于对照组#%=2128$#图 4$&

图 8#不同浓度 T2

$ _胁迫 9X 6后

银鲳幼鱼肝组织的 T()活性

@.G"8#=EE0%51AET2

$ _

15-0119X 6A4

*%5.Q.57 AET().4%8./1)*();<

图 9#不同浓度 T2

$ _胁迫 9X 6后

银鲳幼鱼肝组织的 \,c活性

@.G"9#=EE0%51AET2

$ _

15-0119X 6A4

*%5.Q.57 AE\,c.4%8./1)*();<

/5讨论

8"!#T2

$ _对银鲳的致毒效应及安全浓度

铜是生物代谢活动中的必需元素之一"同时又

是一种毒性很强的重金属& 陈光芸等
(31)

报道

-2

1 C

具有凝固蛋白质和腐蚀作用"会导致生物体内

酶活性与血红蛋白数量的下降"主要破坏鱼体的鳃

与肝脏结构"本实验中银鲳幼鱼的中毒症状说明了

这一点"刘福军等
(3/)

研究认为铜对鱼类毒害作用

的一个重要途径就是影响鳃的离子交换作用"最终

对渗透调节功能产生干扰破坏"进而使其功能紊

乱& 但 LH9;8/ 等
(34)

发现 -2

1 C

对鳕鱼 #A(820

/+,52(.$呼吸强度和呼吸速率影响不大"这表明同

一重金属离子对不同物种的毒性效应不同"鱼类间

的差异较大& 本实验得出 -2

1 C

对银鲳 :7 > '-

82

为

21992 835'"安全浓度为 21299 835'"根据新化学

物质对鱼类急性毒性危害分级标准可知
(38)

"-2

1 C

对银鲳幼鱼呈剧毒"因此在银鲳养殖中对 -2*"

4

等

药物的使用应控制在安全浓度范围以内& 本实验

得出的半致死浓度和安全浓度是在单一重金属污

染状态下测得的"实际水环境更为复杂& 因为重金

属对鱼类的毒性受水环境中许多物理'化学以及生

物因素的影响"包括 E+'无机阴离子'水的硬度'其

他金属离子'络合物及鱼类分泌物等
(37)

&

8"$#T2

$ _对银鲳微核率及核异常率的影响

微核检测技术是检测有毒物质 #如重金属'

除草剂等$对生物细胞遗传损伤的一个非常有用

指标& 张瑞涛
(39)

曾用鱼类微核实验法评价水域

污染及鱼类的毒性效应"认为鱼类微核率可以迅

速'可靠地反映机体染色体损伤'4%&复制紊乱

等异常状况& 朱毅等
(30)

研究发现 -2

1 C

能与带负

电的核酸结合"引起核酸裂解"使正在进行细胞分

裂的细胞染色体被阻断而产生微核"本实验结果

表明!-2

1 C

能诱发银鲳外周血红细胞产生微核以

及多种类型的核异常"具有明显的核损伤作用&

随着 -2

1 C

浓度的增加"银鲳红细胞微核率'核异

常率均上升"但随着 -2

1 C

浓度进一步增加"微核

率'核异常率反而下降"这可能是由于 -2

1 C

浓度

过高时"会抑制或终止细胞的正常分裂活动"甚至

导致具有微核或核异常的细胞死亡
(3: 612)

"而且研

究还发现在最高浓度组多数血细胞的形状呈现多

边形"这可能就是高浓度 -2

1 C

导致细胞死亡的前

兆& 此外微核率和核异常率的变化是同步的"均

在 -2

1 C

浓度为 21792 835'时出现最大值"而且

在相同浓度处理下"核异常率普遍高于微核率"张

彩明等
(37)

在研究 -H

7 C

对日本黄姑鱼 # G*=-(

N(1+)*>($微核实验的过程中也发现了这个规律"
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并认为这与鱼类自身 4%&修复机制有关& 关于

微核成因一般认为是具有遗传毒性的物质所致"

具有遗传毒性的物质又包括染色体断裂剂和纺锤

体毒剂"染色体断裂剂打断染色体产生的无着丝

粒片断形成小微核"而纺锤体毒剂则打断纺锤丝

造成的一条或一组染色体滞后形成大微核
(13)

&

二者在本研究中均有被观察到"由此推断 -2

1 C

对

染色体和纺锤体具有双重毒性&

8"8#T2

$ _对银鲳 ;b&&T()和 \,c活性的影响

鱼体中最主要的抗氧化保护来自于 *"4'

-&O以及 L6W等抗氧化酶"这些酶能维持胞内超

氧阴离子 #"

6

1

$和过氧化氢 #+

1

"

1

$水平的稳

定
(11 61/)

& 本实验中"-2

1 C

胁迫下银鲳幼鱼肝脏

*"4'-&O和L6W活性变化规律大致相同"都呈先

升高再降低的变化趋势"也就是毒性实验中较常见

的抛物线型剂量效应关系"即表明低浓度的 -2

1 C

对抗氧化酶起诱导作用"而高浓度的 -2

1 C

对抗氧

化酶起抑制作用"王凡等
(14)

'胡蓉等
(18)

对牙鲆

#%(,(.*>53560+.*F(>-20$和鲫 #4(,(00*20(2,(320$

抗氧化酶的研究也得出同样的结果"*?<DD:;3

(17)

把

这种现象定义为生物的+毒物兴奋效应,"而鲁双

庆等
(19)

则认为在低浓度时 -2

1 C

使鱼体产生的自

由基会激活机体的抗氧化防御系统"诱导产生了更

多的抗氧化酶"而当 -2

1 C

浓度进一步升高后"鱼体

产生的活性氧自由基超过了自身的抗氧化抵御能

力"因而对细胞产生了不可逆的伤害"细胞结构也

受到了损伤"因此酶活性又逐渐回落&

*"4'-&O和 L6W的变化均为抛物线型剂量

效应关系"谭树华等
(10)

指出抛物线顶点所对应的

污染浓度可以认为是生物对污染物的耐受阈值"超

过了这个耐受阈值相应酶的活性就开始降低"也是

生物发生中毒反应的前兆
(1:)

& 而本研究结果表明

*"4'-&O和 L6W各自对 -2

1 C

的耐受阈值各不相

同"分别为 211::'21482 和 31222 835'"可以发现

*"4对 -2

1 C

的耐受阈值最低"即 *"4对 -2

1 C

污

染显示出较高的敏感性"可以较灵敏地指示出早期

水体中低剂量的 -2

1 C

污染& 李伟民等
(/2)

在研究

氯代硝基苯胺对鲫血清抗氧化酶时也得出类似的

结果"贾秀英等
(/3)

也指出 *"4活性可以作为鱼类

逆境生理的一个生化指标"因此在监测早期水体

-2

1 C

污染时选择 *"4作为指示更好&
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