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摘要! 为探讨鱼体抗氧化系统以及神经系统对水体中汞胁迫的响应机制!在实验条件下研究

了汞离子对红鳍笛鲷幼鱼)体长为#"7@= W%7>@$ :E!体重为#"7=> W$7%$$ U*的急性毒性及

对鱼体肝脏%鳃组织的超氧化物歧化酶 #0(8$%丙二醛 #Q8,$及脑组织乙酰胆碱酯酶

#,3H2$活力的影响" 结果表明'半静水实验条件下!汞离子对红鳍笛鲷幼鱼的安全浓度为

%7%"% EUA-" 汞离子暴露 < H 时!各浓度组的肝脏 0(8酶活均比对照组有显著升高#6[

%7%=$" 随暴露时间的增加!低浓度组0(8的活性变化较小!而高浓度组鱼体肝脏 0(8的活

性出现被诱导或被抑制的现象!表明鱼体在高浓度汞胁迫下抗氧化系统出现一定程度的紊乱"

鳃的0(8活力在暴露 < H亦显著升高!随时间的延长!各浓度组0(8的活性具不同程度的下

降趋势" Q8,含量的变化表明!鳃组织在暴露 < H 时已开始受到显著损伤#6[%7%=$!而肝

在 < H时无显著变化!在 #$ H时开始受损伤" 脑组织,3H2活性在暴露 < H 时略受抑制#6q

%7%=$&暴露 #$ H时高浓度组显著增加#6[%7%=$!诱导率平均为 !<O&汞离子暴露 $" H时!鱼

脑,3H2的抑制率分别为 $?O P!?O&暴露 "? H%@< H时抑制率为 #"O P$"O%#$O P#>O"

关键词! 红鳍笛鲷& 重金属& 超氧化物歧化酶 #0(8$& 丙二醛 #Q8,$& 乙酰胆碱酯酶

#,3H2$& 抗氧化

中图分类号! e@==& 0@#>&&&&&&&文献标识码',

&&随着渔业生产的不断发展!重金属污染物的排

放使环境日趋恶化!不仅影响到生态系统的完整

性!同时也直接或间接地对生物个体的正常生理机

能产生了胁迫!因此研究环境中重金属元素的污染

危害与迁移转化十分重要(#)

' 日本水俣病"#@=% ;

#@>%年#出现后!汞污染成为重金属污染物中的研

究重点($)

' 然而!由于汞在水生生态系统中呈现较

为复杂的形态和相对较高的活性!以及对水生生物

较强的毒性与毒害机理的复杂性!有关汞在水生生

态系统中的形态&分布&转化&生物有效性及毒害机

理等还未真正研究清楚(!)

' 水生生物对汞污染

"或其它污染物#的暴露可以通过监测水体&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可行'

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(=)

%同时!通过监测

生物个体的早期生化指标的变化"可逆或部分可

逆#对于水体污染物的生物有效性也很有必要(")

'

研究汞对鱼类的毒性&毒理!可为判断水域汞污染

的生物有效性&毒性等方面的分析提供依据(<)

' 鱼

体中的汞是引起人类汞中毒的重要途径!其含量可

反映当地汞污染水平(>)

%也是汞污染的区域生态风

险评价和水产品质量安全的重要反映指标之一'

目前重金属离子对水生生物的急性毒性&联合毒性
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多有研究(? ;#>)

!水生生物在重金属污染中长期胁

迫下的实验也见诸报道(#? ;$#)

!在暴露多长时间水

生生物体内生化指标开始对污染物胁迫作出响应

的研究甚少'

红鳍笛鲷"7(:G,#(')0":9$8:)0('R65:H#为南

海重要食用经济鱼类' 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($$)

' 本文研究汞离子对红鳍笛鲷的

急性毒性及其抗氧化系统的响应机制!为人工健

康养殖红鳍笛鲷及近岸养殖区生态环境保护提供

科学理论依据'

#&材料与方法

!"!#实验动物与实验条件

实验用红鳍笛鲷幼鱼购自海南陵水博宇养殖

场同一批孵化的健康活泼个体!体长为""7@= W

%7>@# :E!体重为""7=> W$7%$# U' 运回实验室后

放入 %7= E

!的BB养殖水槽内!养殖密度 $%% P!%%

GIVAE

!水体!采用双层砂滤自然海水暂养!$" H 曝

气!驯养 @ V 后开始试验!驯养期间死亡率低于

<O' 整个实验期间的水温为"$<7<% W%7?$# S!

T1">7> W%7##!盐度为"!< W##!棚内自然光照!养

殖用水符合渔业水质标准($!)

' 急性毒性实验采用

静水停食实验法!于长 "$ :E 宽̂ !%7= :E^高

!% :E的白色半透明塑料箱"急性毒性实验溶液体

积为 $% -#内进行!酶活性试验分别在另外 " 个

=%% -玻璃缸水槽内进行'

!"$#试剂

1U36

$

购自贵州铜仁化学试剂厂!,*级' 实

验前用蒸馏水配制成一定质量浓度母液备用'

!"%#急性毒性实验

根据预实验结果确定 1U

$ p质量浓度范围

"@< H后全致死浓度和全存活浓度#!在实验条件

下!参考分对数 (69:G65U 设置 1U

$ p间隔浓度

%7#<%!%7$=%!%7"%%!%7<!%!%7>@% EUA-共 = 个

浓度组($")

' 整个实验设一个对照组!每个浓度组

设 $ 个平行!开展急性毒性实验' 每一实验容器

内各放入实验鱼 $% 条!连续观测受试对象的活动

情况!及时取出死亡个体' 为减少水体其它因素

的影响!实验前分别用对应浓度的溶液浸洗容器!

每 $" 小时换液一次'

!"&#样品酶液制备及活性测定

在急性毒性实验的基础上!分别设 %7%%% =!

%7%%$ =!%7%%=!%7%$= EUA-1U

$ p为
"

&

$

&

#

&

%

组浓度在玻璃缸"=%% -#进行单因子实验!设一

个对照组' 每个缸内放入实验鱼 "% 尾!每 "? 小

时更换溶液一次' 各缸放鱼后的第 <&#$&$"&"?&

@< 小时!分别从各水族箱取出 ! P= 尾鱼!于冰盘

内迅速解剖!取鳃&肝脏&脑组织!分别称重' 用

" S预冷 %7?<O生理盐水淋洗&滤纸吸干后用预

冷的 CNGJD13# 缓冲液 "%7%# E56A-CNGJ!%7$=

E56A-蔗糖!%7# EE56A-28C,!T1>7=#在冰浴

条件下用组织匀浆器匀浆!冷藏于 " S的冰箱内

备用' 每个样品均设 ! 个平行测定'

将匀浆液用高速冷冻离心机离心 #= EGI

"< %%% NAEGI#!取上清液用于测定超氧化物歧化

酶"J_T9N5iGV9VGJE_YFJ9!0(8#&丙二醛 "EF69G:

VGF6V9HLV9!Q8,# 及乙酰胆碱酯酶 "F:9YL6:H5D

6GI9JY9NFJ9!,3H2#活性' 同步测定各组织的总蛋

白含量' ! 种酶活的测定均使用南京建成生物工

程研究所研制的试剂盒测定!其中总蛋白采用考

马斯亮蓝 aD$=% 法($=)

!0(8采用黄嘌呤氧化酶

法($<)

!Q8,采用硫代巴比妥酸 "CR,#法($>)

!

,3H2采用 C+R比色法($<)

' 反应液吸光值用

)4D>=%" 紫外可见分光光度计测定'

酶活力单位的定义$每毫克组织蛋白在 # E-

反应液中0(8抑制率达 =%O时所对应的0(8量

为一个0(8活力单位")#' 每毫克组织蛋白在

!> S保温 < EGI!水解反应体系中 #

!

E56基质为

,3H2的 # 个活力单位")#'

!"'#数据处理

实验数据结果以*均值"f

-

# W标准差"08#+

表示!用单因素方差分析暴露时间和离子浓度对

酶活性的影响程度%组间数据的两两比较采用单

尾:检验'

安全浓度($?)的计算公式如下$

,>O!!" P#$ % &'

(!

式中!;!为安全浓度!@< H -3

=%

为红鳍笛鲷幼鱼

染毒 @< H后的半致死浓度'

按下式计算酶的抑制率$

,3H2抑制率"O# Z"正常酶的活性 ;抑制

酶的活性A正常酶的活性# #̂%%

$&结果与分析

$"!#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼的急性毒性效应

红鳍笛鲷在不同质量浓度的汞离子污染下均

!&)$
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呈明显的中毒症状$刚开始鱼体表现出异常反应!

出现明显的*毒物兴奋效应+!在水体中上下或呈

旋涡式快速游动&侧游&翻转等异常行为!平衡能

力逐渐减弱' 汞暴露 > P? H 后!鱼体游泳速度减

缓!个别鱼靠近缸底或缸壁静止不动或侧卧!逐渐

丧失运动能力而死亡!暴露期间多数鱼喜集群聚

集在一起!体色明显发黑' 死亡后的鱼体表较干

燥!部分鱼鳃盖附近出现絮状粘膜%一些鱼的鳞片

出现部分脱落' 随着汞离子浓度的降低!实验鱼

的上述反应所需时间延长!但总体症状类似'

据急性毒性实验数据!运用概率单位法计算

红鳍笛鲷不同暴露时间段的急性毒性特征"表

##' 其中置信区间用经 .9G669N校正的可信限表

示%用 B9FNJ5I 相关系数法检验死亡概率单位与

质量浓度间的相关性!可看出各方程拟合程度

较好'

表 !#不同时间的U7

$ V暴露对红鳍笛鲷幼鱼的急性毒性特征

+,-"!#+:;,<E9;9/T3<39H /6U7

$ V

/59:;H/E57 <2304/545,11;235=366;2;59359;2B,>4

暴露时间"H#

9iT5J_N9YGE9

概率单位;浓度回归方程

TN5\GYDN9UN9JJ9V 9d_FYG5I

相关系数3

$

:5NN96FYG5I

:59MMG:G9IY

半致死浓度-3

=%

E9VGFI 69YHF6

:5I:9IYNFYG5I

置信区间

:5IMGV9I:9

GIY9ǸF6

安全浓度"EUA-#

JFM9

:5I:9IYNFYG5I

$" LZ<7$<< $ p=7="" =65U"E# %7><! %7=@# %7=#! P%7<@= %7%=@

"? LZ<7@=> = p=7<%$ >65U"E# %7@%" %7""> %7!<? P%7=#= %7%"=

@< LZ<7<>@ # p"7$>@ ?65U"E# %7>@! %7"%= %7!"# P%7">@ %7%"%

&&参照鱼类毒性分级标准($@)

"EUA-#$@< H

-3

=%

[# 为剧毒!# P#%% 为高毒!#%% P# %%% 为中

等毒性!# %%% P#% %%% 为低毒! q#% %%% 为微毒

或无毒' 因此汞离子对红鳍笛鲷毒性为剧毒'

$"$#U7

$ V对肝脏@WA"IAF的影响

单因素方差分析表明!" 个浓度组的汞暴露随

时间的变化对红鳍笛鲷幼鱼肝脏0(8酶活的影响

均存在显著性差异"6[%7%=#' 第
"

组表明低浓度

的汞暴露对肝脏 0(8的活性具有显著的促进作

用' 第
$

组在短时间内"< H#对肝脏0(8酶有明显

的促进作用!表明肝的抗氧化功能已对汞胁迫作出

响应' #$ H 表现为抑制!$" H 酶活变化不明显

"6q%7%=#' "? H表现为抑制作用!在 @< H时为诱

导作用' 第
#

组在 < H表现为促进作用!#$&"? H为

抑制作用!$"& @< H为诱导作用' 第
%

浓度组在 <&

$" H表现为促进作用!在#$!"?!@< H表现为抑制作

用!且总体变化幅度较大'

综上!低浓度的汞暴露对鱼体肝脏0(8酶活

具诱导作用!随着汞浓度的增加!鱼体肝脏0(8酶

的活性出现促进与抑制交替现象!表明在高浓度汞

胁迫下鱼体抗氧化系统出现一定程度的紊乱'

不同浓度组的汞胁迫对鱼肝组织的0(8活力

的影响见图 #' 暴露 < H 时各浓度组的肝脏 0(8

酶活均比对照组有极显著升高"6[%7%##!表明汞

暴露对肝脏0(8的活性具诱导作用' 随暴露时间

的延长!各浓度组对0(8酶活的诱导出现差异$在

低浓度"如
"

组#的暴露下!鱼体会逐渐适应!而在高

浓度暴露下!酶活力受抑制!如第
#

&

%

组暴露在

"?!@< H 0(8酶活性均低于对照组'

" 个浓度汞胁迫下 Q8,的变化见图 $' 在

短时间"< H#暴露下!丙二醛的变化不大!表明细

胞受损伤的程度不显著%随暴露时间的延长!较高

浓度如第
$

&

%

组Q8,含量在 #$&@< H均显著升

高"6[%7%=#!在 $"&"? H 时较对照组略有升高

"6q%7%=#' 在暴露 < H 时!因 0(8酶活的显著

诱导鱼体肝组织并无显著受损伤!随暴露时间的

增加!肝细胞受到不同程度地损伤!0(8的抗氧

化作用不足以抵消汞胁迫对肝组织的影响!从而

其新陈代谢及正常的生命活动亦受到影响'

图 !#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼

肝脏@WA活性的影响

与对照组相比":检验#

!

6[%7%=!

!!

6[%7%#'

M37"!#X66;<94/6U7

$ V

/5@WA,<93B393;4

359:;>3B;2/6="$./93.079$.-#

35ETFN9V ]GYH YH9:5IYN56_JGIU :DY9JY!

!

E9FIJ6[%7%=!FIV

!!

E9FIJ6[%7%#7

$&)$
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图 $#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼肝脏IAF的影响

M37"$#X66;<94/6U7

$ V

/59:;</59;59/6

IAF359:;>3B;2/6="$./93.079$.-#

$"%#U7

$ V对鳃@WA"IAF的影响

不同浓度汞暴露对鳃 0(8&Q8,的影响见

图 !&图 "' 由图 ! 可见!鳃组织 0(8活力升高!

@< H暴露期间停止喂食!虽然鳃不是汞的主要解

毒器官与靶器官!但它是水体中的汞离子进入鱼

体的主要通道之一' 与肝组织 Q8,含量变化趋

势相比!在@< H汞暴露下!鳃组织的受损伤程度

图 %#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼鳃@WA活性的影响

M37"%#X66;<94/6U7

$ V

/59:;@WA,<93B393;4

359:;73>>/6="$./93.079$.-#

图 &#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼鳃IAF含量的影响

M37"&#X66;<94/6U7

$ V

/59:;</59;59/6IAF

359:;73>>/6="$./93.079$.-#

较大"图 "#!且在暴露 < H 时鳃已有显著升高!这

与鳃器官与汞离子首先并持续接触汞离子有关'

$"&#U7

$ V对脑组织F.:X的影响

1U

$ p胁迫下红鳍笛鲷脑组织乙酰胆碱酯酶

的活性变化见图 =' 脑组织 ,3H2活性的总体变

化趋势是$暴露 < H时!鱼脑 ,3H2活性略受抑制

"6q%7%=#!#$ H暴露时高浓度组显著增加!诱导

率平均为 !<O%随暴露时间的延长!$" H 鱼脑

,3H2的活性受到不同程度的抑制"6q%7%=#!第

$

&

%

组的抑制率分别为 !?O!$?O' "? H&@< H

抑制率分别为 #"O P$"O!#$O P#>O' 从图 =

亦可看出!各时间段部分浓度组例外!如 "? H 第

#

组!@< H第
$

组!这可能与鱼体个体的差异或实

验的采样数量有关'

图 '#U7

$ V对红鳍笛鲷幼鱼脑组织F.:X活性的影响

M37"'#X66;<94/6U7

$ V

/59:;,<93B39H /6F.:X359:;

-2,35/6<2304/545,11;2="$./93.079$.-#

!&讨论

研究表明!汞离子对红鳍笛鲷幼鱼的毒性为

剧毒!@< H的安全浓度为 %7%"% EUA-' 渔业水质

标准($!)汞的最高允许浓度为 %7%%% = EUA-!可见

红鳍笛鲷幼鱼对汞的耐受性较高' 本文在设置亚

致死浓度组时!以渔业水质标准最高允许浓度为

第
"

浓度组!研究在不同浓度污染胁迫下鱼体的

抗氧化系统响应机制'

%"!#汞对鱼体抗氧化能力指标的影响

重金属的靶器官与慢性&急性等不同的暴露

实验条件而异(!%)

' 汞进入生物体内!对含硫化合

物具有高度亲和特性(!#)

' 一些参与生物体内物

质代谢的重要酶类!其活性中心是 ;01基!当汞

与酶中的 ;01基结合时!就可使酶失去活性!从

而影响酶在机体内的正常功能' 当某些污染物在

体内进行生物转化时!同时产生氧化还原循环!产

%&)$
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生大量的活性氧!这些活性氧可能造成 8+,断

裂&脂质过氧化&酶活性改变!从而引起机体氧化

应激反应(!$)

' 0(8是水生生物抗氧化保护酶的

重要组成成分之一!可用其作为氧化胁迫的生物

指标' 已有研究表明!抗氧化防御系统的成分中

由于污染胁迫而发生改变!这些抗氧化防御系统

成分的变化作为氧化胁迫生物指标的研究正成为

毒理学研究新的热点之一(!! ;!=)

'

即使较低浓度的重金属胁迫也会影响鱼类的

形态(!< ;!>)和生理生化指标(!> ;!?)

!从而影响到鱼

类正常的免疫功能&行为&生长率或营养成分&消

化酶活性&饵料消化吸收速率及代谢的改变' 鱼

体内的汞累积会使鱼致畸&基因突变&性腺毒性!

或影响脂质&蛋白!缩氨酸的代谢' 脂质过氧化终

产物二醛基化合物如丙二醛可与蛋白质的氨基发

生作用导致多肽链的链内交联和链间交联!修饰

了的蛋白质和酶将失去它们的生物活性!导致代

谢异常(!=)

' 因此!丙二醛的量常常可反映机体内

脂质过氧化的程度!从而间接反映出细胞损伤的

程度'

目前针对汞在生物体内的积累&分布规律研

究较多!而与之对应的汞对鱼体的急性毒理方面

研究仍较少' 本研究表明!在汞暴露较短时间

"< H#内!红鳍笛鲷肝脏0(8酶活显著升高!而肝

脏受损伤的程度还不甚明显"以 Q8,含量计#!

随着暴露时间的延长!0(8活性受到一定程度的

抑制!而Q8,的含量则逐渐升高!表明肝受到不

同程度的损伤' 总体来讲!高浓度汞暴露会逐渐

对0(8活性产生较大抑制!且对肝的损伤也较

大' 就鳃组织来讲!由于鳃是水体中汞离子进入

鱼体的主要通道!0(8酶活性多有显著升高%随

暴露时间的延长!Q8,含量显著升高!表明鳃组

织亦受到不同程度的损伤!且汞暴露下首先受到

损害的是鳃组织"暴露 < H左右#!在暴露 #$ H 左

右肝组织才开始受到明显损害' 由于抗氧化系统

是鱼体对汞污染引起的过氧化的一种响应!仅在

一定范围内有效!随着汞污染时间的增加!鱼体的

0(8酶活在*毒物兴奋效应+期后!逐渐受到抑

制!各项正常的代谢活动势必受到影响' 郑永华

等(!@)研究表明!受汞污染后!鲤&鲫鱼肝&鳃组织

转氨酶活性下降!以肝胰脏最明显'

%"$#对脑组织F.:X的影响

汞在鱼体内的分布一般是$肌肉q肝脏q肠q

脾q脑 q性腺' 这与肌肉中功能蛋白" ;01! ;

+1

$

! ;3((1! ;(1#含量高有关!而这些功能

蛋白对汞有较高的吸附性("% ;"#)

' 来自环境污染

的胁迫作用于生物的感觉系统!信息传递至大脑

中枢神经!生物表现出诸如回避(#")

&短期的毒物

兴奋等效应' ,3H2是胆碱能神经传导中的一种

关键酶!主要存在于神经元和神经-肌肉接着处!

其主要生物学功能是快速水解神经递质乙酰胆碱

"F:9YL6:5H56GI9!,:H#而终止 ,:H 对胆碱能受体

的兴奋作用!保持神经冲动传导的灵敏性!另外还

对神经元细胞的分化&迁移&突触的形成等具调控

作用("$)

'

,3H2普遍存在于大多数生物体内!早在 $%

世纪 =% 年代就有用鱼脑或无脊椎动物的 ,3H2

的抑制程度作为污染评价指标("!)

' 鱼脑 ,3H2

活力的变化能灵敏显示水中微量有机磷农药的存

在("" ;"=)

!能从生化&分子&生理和行为的角度反映

环境质量!因此成为污染生物标志物的研究热点'

甲基汞对生物体的中枢神经系统有一定的损

害作用' 本实验表明无机汞暴露 < H 对鱼类脑组

织,3H2活性没有显著影响"6q%7%=#!较高汞

浓度暴露 #$ H对,3H2有一定的诱导作用%随着

暴露时间的延长"$" P@< H#!,3H2的活性受到

不同程度的抑制!表明汞胁迫已对鱼脑组织的正

常生理功能产生了影响!在急性毒性实验中表现

出的鱼不爱游动!喜集群!很可能与此有关!而鱼

体内无机汞转化为有机汞的机制还需进一步

研究'

综上!汞暴露下红鳍笛鲷幼鱼各组织酶活性

的变化!反映了鱼体在不同时间段对汞污染的响

应!对这种诱导或抑制酶活的机理仍需进一步探

讨' 研究发现!低浓度汞暴露下!鱼体的鳃&肝抗

氧化防御系统在短时间内即会被诱导!起到保护

作用!对鳃的损伤"< H 左右#早于对肝的损伤

"#$ H左右#!在 #$ H左右对中枢神经系统产生显

著影响' 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!从

而提高其可靠性' 自然海域中以多种污染物混合

污染为主!因此有必要开展污染物的联合毒性并

分析其对鱼体生理的影响' 另外!在重金属污染

物的胁迫下!鱼体可能作出一系列的响应以最大

限度地适应环境的改变!如可诱导产生更多的金

属硫蛋白与重金属离子结合!以降低重金属的毒

&&)$
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