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喹乙醇对鲤肝胰脏抗氧化酶系统的影响
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摘要:用含不同剂量喹乙醇( 0~ 3200mg�kg - 1 )的饲料饲喂鲤, 分别对鲤在摄食 3、6、9 和12周时肝胰脏中超氧化物

歧化酶( SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH�px)等抗氧化酶活性、脂质过氧化物丙二醛( MDA )含量及总抗氧化能力

( T�AOC)进行了测定。结果表明, SOD 活性随饲料喹乙醇剂量的升高总体上呈升高的趋势,试验时间对各个处理

组的 SOD酶活性影响不大。饲料中喹乙醇对 GSH�px 活性的影响较小,其剂量达 1600 mg�kg - 1以上时 GSH- px

酶活性变化明显,主要表现为诱导效应。饲料中喹乙醇剂量的改变大体上不对 MDA含量产生影响, 且随时间的

延长,除 3200 mg�kg- 1组外, 其余各实验组的 MDA 含量都有所降低。随喹乙醇剂量的增加和实验时间的延长, T�

AOC 均呈现降低的趋势, 其中以 1600 和 3200 mg�kg- 1组的下降幅度最大。结果提示, 高剂量下喹乙醇对抗氧化

酶活性影响较大,并伴随着机体抗氧化能力的减弱。
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Effects of dietary olaquindox on antioxidant enzymes system in

hepatopancreas of Cyprinus carpio
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Abstract: Mirror carp Cyprinus carpio were fed diets containing different concentrations of olaquindox ( 0- 3200 mg

�kg - 1) for 12 weeks. Activities of two antioxidant enzymes such as superoxide dismutase ( SOD) and glutathion

peroxidase ( GSH�px ) , levels of malondialdehyde ( MDA ) and total ant ioxidat ive competence ( T�AOC ) in

hepatopancreas were determined every 3 weeks. SOD activities roughly increased with increasing olaquindox

concentration, but didn� t change greatly as feeding period was prolonged. Activities of GSH�px were not affected

markedly by increasing olaquindox concentration and feeding period until above the dose of 1600 mg�kg- 1. Also

were MDA contents influenced in general with the change of olaquindox concentration in feed, however, decreased

gradually when the period was lengthened except for a do se of 3200 mg�kg - 1
. T�AOC values declined with

increasing olaquindox concentration and feeding period, and did to a very low level at above 1600mg�kg- 1
. From
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these results, it can be concluded that ant ioxidant enzyme activities are induced more signif icantly at relat ively

higher concentration of olaquindox than at lower concentration. Elevation of concentration of olaquindox in feed is

accompanied by weakened antioxidative ability of carp.

Key words: Cyprinus carpio ; olaquindox; hepatopancreas; antioxidative enzyme system; malondialdehyde; total

ant ioxidat ive competence

� � 现代生物学研究表明,动植物细胞在代谢过程

中不断产生自由基, 这些自由基会被细胞本身具有

的防御体系所清除, 在正常生理条件下二者之间始

终处于动态平衡[ 1, 2] , 一旦平衡被打破, 机体组织

内的活性氧自由基不断聚积, 使组织代谢功能出现

异常并发生组织过氧化现象, 从而引发一系列病理

及生理变化。因此, 抗氧化酶系统在维持机体正常

代谢和功能上起着十分重要的作用[ 3]。已有不少

研究结果证实, 受到来自环境化学污染物及环境应

激因子胁迫的动植物机体组织能够产生大量自由

基,使抗氧化酶活性发生相应的改变[ 4- 6]。由于抗

氧化酶对低浓度的环境化学污染物非常敏感,很多

环境生态实验均将其作为研究、检测及评价这类污

染物引起的机体生化效应的一种重要生物标志

物[ 7- 9]。目前抗氧化酶在动植物抗逆性、病理、肿

瘤及衰老等疾病的发生机制方面受到广泛的关注

和应用,已经成为生命科学领域中的研究热点。喹

乙醇( olaquindox)是化学合成药物, 由于具有优良

的抗菌促长作用,曾被广泛应用于畜牧业及水产养

殖业,但同时发现该药对养殖动物有一定的蓄积毒

性,特别是禽类对此比较敏感[ 10]。因此,本研究通

过对长期投喂喹乙醇后鲤体组织超氧化物歧化酶

( SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH- px)、丙二醛

(MDA)及总抗氧化能力( T- AOC)等几个指标的

测定,研究不同剂量和不同时间对鲤肝胰脏抗氧化

酶活性效应的影响, 从自由基学说初步探讨喹乙醇

对鱼类可能的致毒机理, 以进一步了解鱼类抗氧化

防御体系对抗菌药物引起毒性效应的反应性。

1 � 材料与方法

1. 1 � 试验饲料
以鱼粉20%、豆饼40%、麦麸25%、面粉10%、

磷酸二氢钠0. 5%、磷酸二氢钙 1. 5%、豆油 2%、微

量元素预混剂 0. 5%和维生素预混剂 0. 5%组成基

础试验饲料, 喹乙醇按 0、100、200、400、800、1600、

3200 mg�kg- 1添加到基础饲料中,分别制成 7种不

同喹乙醇含量的试验饲料。

1. 2 � 试验鱼及处理

1龄德国镜鲤( Cyprinus carpio L. )鱼种采自黑

龙江水产研究所松浦水产试验渔场, 在室内暂养,

并进行常规鱼病的预防, 15d 将其按体重(平均体

重为 97. 6g)随机分成 7组, 每组 3个重复, 每重复

20尾鱼,共 21个自体水循环过滤水族箱( 90 cm �
50 cm � 45 cm)。每组鱼喂 1种试验饲料, 试验共

进行 12 周。试验期内, 持续充氧, 氧量保持在 8

mg�L- 1以上, 每天排换水 1/ 3, 水源为充分曝气的

自来水, 光制为 12L: 12D。水温 21~ 26. 4 � , 日投
饵率为 2%~ 3%。

1. 3 � 试验方法及样品采集

从试验开始, 每隔 21d 称一次鱼体重, 在各组

中选取接近于平均体重的 5尾鱼,剖杀后迅速取出

肝胰脏,用预冷的去离子水冲洗干净,滤纸吸干后

装袋密封,置- 20 � 冰箱中保存备用。

1. 4 � 仪器与试剂
岛津 UV2401型光度计, HZS�H 型恒温水浴振

荡器, TGL�16C型高速离心机, SK�1型旋涡混合器,

FSH��高速组织匀浆机, 计时器。喹乙醇原粉, 含

量98%,批号 2000301,湖北广济制药有限公司生产;

SOD试剂盒、GSH�px 试剂盒、MDA试剂盒及T�AOC

试剂盒均购于南京建成生物工程研究所。

1. 5 � 样品分析
组织样品在 4 � 下解冻, 剪碎, 按 1�9 重量体

积比(W/ V)加入预冷生理盐水 (含 0. 75% 氯化钠

和 0. 03% 氯化钾) , 然后匀浆 ( 10 000 r�min
- 1

,

3min)。匀浆液经 10 000 r�min- 1离心 10min, 取上

清液备用。测定 SOD 酶活性时上清液稀释至

0. 5%,测定 GSH�px 酶活性、MDA 和 T�AOC 时分

别稀释至 5%。

SOD活性用 SOD试剂盒(黄嘌呤氧化酶法)测

定,其活性单位定义为:在 30 � 条件下, 每毫克组

织蛋白在 1mL 反应液中 SOD 抑制率达 50% 时所

对应的 SOD 量为 1 个亚硝酸盐单位 ( NU �mg- 1

prot )。

GSH�px活性用 GSH�px 试剂盒( DTNB 法)测

232 水 � 产 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 28 卷



定。其活性单位定义: 在 30 � 条件下每毫克组织
蛋白每分钟扣除酶促反应作用, 使反应体系中

GSH降低 1�mol�L- 1为 1个酶活力单位( U�mg- 1

prot�min- 1)。

MDA用 MDA 试剂盒 ( TBA 法) 测定 ( nmol�
mg- 1 prot)。

T�AOC 用 T�AOC 试剂盒测定, 其定义为: 在

30 � 条件下,每分钟每毫克组织蛋白使反应体系的

吸光度( OD)值, 每增加 0. 01时, 为 1个总抗氧化

能力单位(U�mg- 1 prot)。

组织匀浆液蛋白含量按不同指标测定前的浓

度确定,以福林- 酚试剂法测定
[ 11]
。

1. 6 � 数据处理

实验数据用 SPSS 统计软件进行统计分析。

数据结果表示为平均值 � 标准差( mean � SD)。

2 � 结果

2. 1 � 喹乙醇对鲤肝胰脏 SOD 活性的影响

鲤摄食喹乙醇饲料 3周后, 各处理组与对照组

相比, 肝胰脏中 SOD活性显著增加,且随剂量的增

加酶活性有升高的趋势。至第 6周时中高剂量组

SOD 活性仍维持在较高的水平。至 9周后除 1600

mg�kg- 1
组酶活性略有升高外, 其余各组差异均不

明显(图 1)。

图 1 � 喹乙醇对鲤肝胰脏中 SOD 活性的影响

Fig . 1� Effect of olaquindox on SOD activity in

hepatopancreas of carp

2. 2 � 喹乙醇对鲤肝胰脏 GSH�px 活性的影响
3周时对照组 GSH�px 活性明显高于处理组

(图2) ,以100和3200 mg�kg- 1组降低的幅度最大。

与3周的结果比较, 6 周时各组酶活性有升有降,

变化较小。至 9周时各组酶活性均升高较快, 其中

以 1600和 3200 mg�kg- 1
组上升幅度较大, 至 12周

时仍以这两组的酶活性较高。饲喂时间的长短明

显影响两个高剂量组酶活性,即在高剂量下酶活性

先期下降,随着摄食时间延长酶活性急剧升高。

图 2� 喹乙醇对鲤肝胰脏中 GSH�px 活性的影响

Fig. 2� Effect of olaquindox on GSH�px activity in

hepatopancreas of carp

2. 3 � 喹乙醇对鲤肝胰脏MDA生成的影响

3周后, 肝胰脏中 MDA含量在各组中的变化

不明显(图3)。400和 800 mg�kg- 1组 MDA在 6周

时出现明显的下降现象。9 周时只有 3200 mg�

kg
- 1
组仍保持较高的含量水平外,均有所下降。这

种现象持续到 12 周。由表 3 还可发现, 随饲喂时

间的延长 MDA含量呈逐渐减少的趋势( 3200 mg�

kg
- 1
组除外)。

2. 4 � 喹乙醇对鲤肝胰脏T�AOC 的影响

随喹乙醇添加剂量的增加, T�AOC 在各个试

验期内均呈不同程度的下降趋势。随着饲喂时间

的延长, T�AOC在 400~ 3200 mg�kg- 1
范围内的降

低幅度较大(图4)。

3 � 讨论

大量研究表明,毒性物质所致的动植物组织细

胞功能的改变与细胞中自由基的代谢失衡而引发

的连锁反应的结果有着密切的关系[ 12]。机体的抗

氧化防御系统作为需氧生物体内活性氧自由基清

除、防止过氧化损伤的主要保护机制,负责清除组

织细胞代谢产生的活性氧自由基,使之始终维持在

较低的水平而不致在体内聚积,以保持机体正常的

生理功能[ 13]。抗氧化酶的合成增加或减少受基因

的调控,在外源因子(如化学毒物)的刺激下, 机体

组织中自由基生成量会大量增加,从而诱导抗氧化
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酶的合成, 这种应激补偿效应在动植物中普遍存

在[ 14]。

有研 究 表 明, 一 些 药 物 如 庆 大 霉 素

(gentamicin )、环孢霉素 ( cyclosporine )、阿司匹林

( aspirin)等在用来治疗某些疾病的过程中同时对

机体的某些特定组织和细胞产生较大的毒性,这些

药物对动物机体组织产生毒性效应的同时往往伴

随着机体氧化应激和过氧化作用
[ 15]

, 抗氧化酶基

因表达的改变是这类药物导致组织损伤的一种分

子机制[ 16]。喹乙醇同这些药物类似, 对动物具有

双重的作用,在适宜的剂量下对养殖动物具有良好

的抗菌促生长作用, 一旦使用不当或用药时间过长

会产生毒副作用。动物喹乙醇中毒时, 肝、肾等组

织发生不同程度的病变, 鸡病灶肝组织中 P450酶

活性降低
[ 17]
。

本研究结果表明, 不同剂量的喹乙醇对 SOD

活性的影响程度不同,较低剂量下其活性变化不明

显,高剂量作用下表现出较高的活性,说明 SOD仅

在高剂量作用下能被诱导。从图 1可以看出, 两个

高剂量组 SOD 从一开始就表现出较高的活性,表

明机体遭受了较大的氧化应激,可能是一种反应性

升高现象。这与动植物遭受环境化学物质胁迫后,

其组织中的抗氧化酶活性的变化结果不同,即低剂

量作用时,抗氧化酶活性被诱导, 高剂量作用下则

被抑制
[ 7, 8]
。

GSH�px活性也与 SOD 活性的变化结果大致

相同,所不同的是在高剂量作用下, GSH�px 先期被
抑制,然后再升高,这与高温应激雏鸡肝脏 GSH�px

活性的变化结果一致[ 18]。但引起 GSH�px 在前期

较低的机制还不清楚。

MDA是细胞脂质氧化的代谢产物, 其含量的

高低反应了机体细胞受自由基攻击的程度。本实

验中,鲤肝胰脏 MDA 含量的变化差异不大, 这是

与 SOD和 GSH�px 在中低喹乙醇剂量下的活性变
化不明显是相适应的, 而且随着饲喂时间的延长,

其含量呈现逐渐下降的趋势(除最高剂量组外) , 反

应出鲤在本实验剂量范围内对喹乙醇的应激作用

具有良好的适应性, 也说明鲤可以忍受低于 1600

mg�kg- 1
的喹乙醇剂量, 且其耐受剂量比猪、鸡的

要高得多[ 17]。但 MDA 的降低并不总是与抗氧化

酶活性的升高相一致, Martinez�Alvarez 等[ 19]观察

到水中盐度胁迫下抗氧化酶活性的降低而没有伴

随 MDA升高的现象,这一变化可能显示的是细胞

代谢发生一定程度的改变而不是氧化应激的结果。

本实验还对肝胰脏总抗氧化能力 ( T�AOC)进

行了测定。结果表明, 喹乙醇对 T�AOC 影响呈剂

量效应关系,且随摄食时间的延长,机体的抗氧化

能力逐渐降低, 表明机体整体机能状况在逐渐变

差, 喹乙醇作用的这一进程是缓慢的。总抗氧化能

力是综合反映了机体非酶抗氧化系统和抗氧化酶

系共同完成抗氧化作用, SOD 酶的诱导及其活性

的持续升高对降低喹乙醇对组织细胞的氧化损伤

作用更为有利,在防御组织的过氧化损伤方面可能

是一种主动的也是更为有效的途径,同时体内抗氧

化剂在执行抗氧化防御过程中被不断消耗,以至减

少了非酶抗氧化系统发挥这种作用的程度,最终表
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现为机体抗氧化能力的减弱。

值得注意的是, 从 SOD、GSH�px 在不同剂量作
用下和延长作用时间所呈现的诱导效应不稳定的

结果看,说明实验过程中除了喹乙醇的作用外,还

可能存在其他因素的干扰
[ 9, 20]
。鱼类是变温动物,

由于本实验的时间较长, 鱼的摄食与生长,水质、水

温等环境因素的变化,也可对测定的结果产生一定

的影响。另一方面, 喹乙醇是毒性很低的药物,本

实验药物剂量梯度可能仍然过小, 不足以使相近的

两个药物剂量产生明显的差异效应。由此可见,评

价喹乙醇亚慢性毒性作用时, 相对于其它 3个指

标, T�AOC较为敏感。
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