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摘要:为给中国花鲈(Lateolabraxmaculatus)养殖提供污染生物学的理论数据 , 研究了中国花鲈幼鱼的铜离子中毒症状和半致

死浓度(LC50);检测了幼鱼肝脏的谷胱甘肽(GSH)和丙二醛(MDA)含量及超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷丙转

氨酶(GPT)和谷草转氨酶(GOT)活力;分析了铜离子胁迫对幼鱼的红细胞总核异率和微核率的影响。结果表明:铜离子对幼

鱼 24、48、 72和 96 h的 LC50分别为 1.85、1.66、1.48和 0.86mg·L-1。濒死的幼鱼肝脏组织溶解性坏死 ,鳃部组织出现大量的

血窦 , 幼鱼肝脏的 GSH和 MDA含量及 SOD、GPT和 GOT活力对铜离子胁迫反应敏感 ,而 CAT活力则反应不敏感。在铜离子

浓度为 0.42 mg·L-1的浓度组中暴露 96 h, 幼鱼的总核异率和微核率显著高于对照组(p<0.05)。以上结果说明铜离子胁迫损

害了中国花鲈幼鱼肝脏的抗氧化系统 、肝脏组织和鳃部组织 , 并具有一定的遗传毒性。
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Abstract:Inordertoprovidedataofpollutionbiologyfortheperch(Lateolabraxmaculatus)culture, thetoxicsymp-

tomandLC50werestudiedinthejuvenileperchexposedtoCu
2 +
.ThelevelsofGSHandMDAandactivitiesofSOD,

CAT, GOTandGPTwereexamined;TheeffectsofCu
2 +
stressonthetotaldyskaryosisandmicronuclearratesofthe

juvenileerythrocyteswereanalyzed.TheresultsshowedthatLC50 forjuvenileexposedtoCu
2+
for24, 48, 72and96

hwas1.85, 1.66, 1.48and0.86mg·L
-1
, respectively.Thelivertissueofagonalindividualsnecrosedandamassof

bloodsinusesoccurredinthegilltissue.GSH, MDA, SOD, GPTandGOTintheliverweresensitive, whileCATwas

notsensitivetoCu
2+
stress.ExposedtoCu

2+
atconcentrationof0.42mgL

-1
for96h, totaldyskaryosisandmicronu-

clearratesofthejuvenileerythrocytesinthetreatedgroupsweresignificantlyhigher(p<0.05)thanthatinthecon-

trol.Cu
2+
stressnotonlydamagedtheliverantioxidantsystem, liverandgilltissues, butalsohaddefinitegenetic

toxitytothejuvenileperch.

Keywords:Lateolabraxmaculates;Cu
2+
;LC50;livertissue;enzymeactivity;micronucleartest

　　铜离子是鱼类体内重要的微量元素 ,参与体内

多种代谢 ,但过量的铜离子会对鱼体产生毒害作用 。

己有的研究结果表明 ,铜离子胁迫会伤害鱼类的抗

氧化系统
[ 1]
,产生组织学方面的病理变化

[ 2]
,并具有

一定的遗传毒性
[ 3]
。中国花鲈(Lateolabraxmacula-

tus), 隶属于鲈形目 (Perciformes)、鮨科 (Serrani-
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dae),经过适当的淡化驯食后 ,可在淡水水域中养

殖 。作为一种优良的养殖鱼类 ,有关学者在化学药

物对中国花鲈的毒性研究方面已进行了一些工作 ,

如金彩杏等
[ 4]
进行了三唑磷对中国花鲈急性毒性实

验的研究;郑伟刚等
[ 5]
进行了盐度与碱度对中国花

鲈幼鱼毒性的研究;刘海燕等
[ 6]
进行了三聚氰氨对

中国花鲈急性毒性实验的研究;陈仪取等
[ 7]
采用体

外实验的方法进行了 3种农药对中国花鲈抗氧化酶

和乙酰胆碱酯酶影响的研究 ,得出了在敌敌畏 (di-

chlorvos)、丁硫克百威 (carbosulfan)和氯氰菊酯

(cypermethrin)等 3种农药胁迫下超氧化物歧化酶

(SOD)活力无显著变化的结论;Wu等
[ 8]
进行了十

二烷基苯磺酸钠(SDBS)和苯并芘(B[ a] P)对中国

花鲈生物标志物系统影响的研究 , 得出了在 SDBS

胁迫下过氧化氢酶(CAT)活力反应敏感而谷胱甘肽

(GSH)含量和 SOD活力反应不敏感 ,在 B[ a] P胁迫

下 GSH含量和 SOD活力反应敏感而 CAT活力则不

敏感的结论;Wu等
[ 9]
进行了 SDBS和十二烷基硫酸

钠(SDS)对中国花鲈生物标志物系统影响的比较研

究 ,得出了中国花鲈的抗氧化系统对这两种污染物

的胁迫具有不同响应的结论 。但铜离子对中国花鲈

的毒性未见研究报道 ,为了给中国花鲈养殖提供污

染生物学的理论数据 ,促进中国花鲈养殖的健康稳

定发展 ,本研究进行了中国花鲈幼鱼铜离子中毒症

状的观察及半致死浓度(LC50)的测定;检测了幼鱼

肝脏的 GSH和丙二醛(MDA)含量及 SOD、CAT、谷

丙转氨酶(GPT)和谷草转氨酶(GOT)活力;分析了铜

离子胁迫对幼鱼的红细胞总核异率和微核率的影响。

1　材料与方法(Materialsandmethods)

1.1　实验材料

1.1.1　实验用水

　　采用经过 48 h充分曝气的自来水 , pH值 7.2,

实验过程水温为 16-18℃。

1.1.2　实验用鱼

　　采用已经过淡化并适应在淡水中生活的中国花

鲈幼鱼 ,将幼鱼移入实验场所 ,在适应实验环境并恢

复正常的摄食节律后 ,随机挑选健康 、体表无受伤的

个体用于实验研究 ,实验鱼全长(106±13)mm,体重

(12.45±2.02)g。在实验期间由于各浓度组间的幼

鱼摄食强度存在明显差异 ,高浓度组甚至不摄食 ,为

了防止摄食强度不同对实验结果的影响 ,采用姚志

峰等
[ 1]
的毒性实验方法 ,实验期间不喂食。

1.1.3　试剂

　　GSH、MDA、SOD、CAT、GPT、GOT和考马斯亮蓝

总蛋白测定试剂盒由南京建成生物工程研究所生

产 ,姬姆氏染料由 Sigma公司生产 ,硫酸铜(CuSO4·

5H2O)为分析纯 ,天津市巴斯夫化工有限公司生产。

1.1.4　仪器

　　紫外可见分光光度计(北京普析通用 T6-新世

纪),电热恒温水浴锅(上海精宏 DK-S26),电子天平

(上海越平 YP5002),移液枪(美国 LabnetBiopette),

玻璃组织匀浆器(高信化玻),冷冻高速离心机(德

国 BiofugeStratos),石蜡切片机(科迪 KD-202轮转

切片机)和显微镜(日本 OLYMPUSBX51)。

1.2　实验方法

1.2.1　中毒症状的观察及 LC50的测定

　　采用 140 L红色塑料桶作为实验容器 ,每个塑

料桶放养 15尾 ,充气泵增氧 。硫酸铜先配制成母

液 ,再按比例稀释成所需的浓度 ,药液现配现用 。先

根据鱼病防治所用的铜离子浓度经适当扩大范围后

进行 48h预实验 ,以确定正式实验时铜离子质量浓

度的大致范围。正式实验时采用等对数间距法 ,设

置 5个浓度组:0.82、1.05、1.31、1.66和 2.07 mg·

L
-1
,同时设置对照组 ,各组均设两个平行 。在实验

过程中 ,前 8h作连续观察 、记录幼鱼的中毒过程和

存活情况 ,然后作 12、24、48、72和 96h的存活记录 ,

实验期间不更换实验液 。

　　在 LC50测定实验中对濒死幼鱼的鳃部组织进行

镜检 ,肝脏组织块用波恩氏液固定 ,经梯度乙醇脱

水 、二甲苯透明 、石蜡包埋 、切片(厚度 6 μm)和 HE

染色 ,在显微镜下观察和拍照。

1.2.2　GSH和 MDA含量及 SOD、CAT、GPT和 GOT

活力测定

　　参照高蓉等
[ 10]
的实验方法 ,根据得到的 48 h-

LC50数据 ,在保证中国花鲈幼鱼全部存活的情况下 ,

采用等对数间距法设置 0.12、0.24、0.46和 0.97 mg

·L
-1
的 4个浓度组和一个对照组 ,各组均设两个平

行 ,每 24 h更换一次实验液 ,每个平行投放 15尾幼

鱼 。暴露 48 h时 ,各浓度组和对照组分别随机取 6

尾幼鱼 ,快速解剖取出肝脏组织 ,进行肝脏组织相关

生化指标测定 ,测定步骤按试剂盒说明书进行 。蛋

白质含量的测定采用考马斯亮兰比色法;GSH含量

的测定采用二硫代二硝基苯甲酸比色法;MDA含量

测定采用硫代巴比妥酸(TBA)法;SOD活力测定采

用黄嘌呤氧化酶法;CAT活力测定采用一般分光光
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度法;GPT和 GOT活力测定采用赖氏法。

1.2.3　铜离子胁迫对总核异常率和微核率的影响

　　根据得到的 96 h-LC50数据 ,设置 0.21、0.28和

0.42mg·L
-1
3个浓度组及一个对照组 ,各组均设两个

平行 ,每个平行放入 25尾幼鱼 ,暴露时间 96 h。各组

分别于 24、48、72和 96h随机取 6尾幼鱼 ,采血制成

血涂片 ,姬姆氏染色 ,计算微核和核异常的红细胞数

量。总核异常为微核和核异常之和 ,每张涂片至少观

察 3 000个红细胞。

1.2.4　数据处理

　　LC50测定实验中所得的数据采用半对数直线内

插法求出 LC
[ 11]
50 ,微核率 (‰)=各组观察到的微核

数 /各组观察的红细胞总数 ×1 000‰,总核异常率

(‰)=各组观察到的总核异常数 /各组观察的红细

胞总数 ×1 000‰, GSH和 MDA含量 、SOD、CAT、

GOT和 GPT活力及微核测定所得数据均采用 SPSS

13.0统计软件包中的 ANVOA和 LSD分析各浓度组

与对照组之间的差异性 , p<0.05为显著差异 , p<

0.01为极显著差异 ,所得结果均以平均值 ±标准误

差来表示。

2　结果(Results)

2.1　中毒症状观察及 LC50测定

　　中国花鲈幼鱼铜离子中毒过程表现为由集群变

为分散 、游泳失去平衡 、鱼体翻转和上浮 ,对外界刺激

反应逐渐减弱 ,最后侧卧沉底直至死亡。幼鱼在 2.07

mg·L
-1
浓度组中暴露 12h死亡率 13.33%(两平行组

平均),其余各浓度组均无死亡。在 LC50测定实验中

捞取濒死的幼鱼进行解剖 ,肝脏组织出现白色斑块 ,

与对照组相比(图 1a),中毒幼鱼的肝脏组织显溶解

性坏死(图 1b),镜检发现鳃部组织出现大量血窦 ,可

见铜离子胁迫伤害了中国花鲈幼鱼的肝脏组织和鳃

部组织 。由表 1算出铜离子对中国花鲈幼鱼 24、48、

72和 96h的 LC50分别为 1.85、1.66、1.48和0.86mg·L
-1
。

图 1　幼鱼肝组织切片 , a.对照组正常的肝脏细胞;b.染毒组的肝组织溶解性坏死灶(箭头)

Fig.1　Histologyofjuvenileperchliver, a.Normallivertissueofthecontrol;b.LyticnecrosislivertissueexposedtoCu2+(arrow)

表 1　不同铜离子浓度中国花鲈幼鱼的死亡率

Table1　Mortalityofjuvenileperchexposed

todifferentCu
2+
concentrations (%)

浓度

/(mg·L-1)

死亡率

24h 48h 72h 96h

2.07 83.33±4.72 93.33±9.43100.00±0.00100.00±0.00

1.66 16.67±10.0050.00±4.7170.00±14.1493.33±0.00

1.31 0 3.33±4.72 26.67±0.0083.33±14.14

1.05 0 3.33±4.72 23.33±4.72 70.00±4.71

0.82 0 0 16.67±4.72 46.67±9.43

0 0 0 0 0

注:n=2,平均值 ±标准误差。

2.2　GSH、MDA含量及 SOD、CAT、GPT和 GOT活

力测定

　　由图 2看出 ,中国花鲈幼鱼在不同浓度的铜离

子中暴露 48 h,随着暴露浓度的提高 ,幼鱼肝脏的

GSH含量先下降后略回升再下降 ,各浓度组均极显

著低于对照组(p<0.01);MDA含量先上升后下降 ,

0.12mg·L
-1
浓度组极显著高于对照组(p<0.01), 0.

24mg·L
-1
浓度组显著高于对照组(p<0.05);SOD活

力先下降后上升再下降 ,在 0.46 mg·L
-1
浓度组达到

最高点 ,与对照组差异显著(p<0.05);CAT活力各浓

度组与对照组差异不显著(p>0.05);GPT活力先下

降后恢复 , 0.12和 0.24mg·L
-1
浓度组极显著低于对

照组(p<0.01), 0.46和 0.97 mg·L
-1
浓度组 GPT活

力恢复到与对照组相似的水平;GOT活力先下降后上

升 , 0.12和 0.24mg·L
-1
浓度组极显著低于对照组(p

<0.01), 0.46和 0.97mg·L
-1
浓度组极显著高于对照

组(p<0.01)。幼鱼肝脏 GSH和 MDA含量及 SOD、

GPT和 GOT活力对铜离子胁迫反应敏感 , 而 CAT
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图 2　铜离子对中国花鲈肝脏 MDA和 GSH含量以及对 CAT、SOD、GOT和GPT活力的影响

(注:＊与对照组比较 , p<0.05;＊＊与对照组比较, p<0.01。 n=6;平均值±标准误差)

Fig.2　EffectsofCu2+oncontentsofGSHandMDAandactivitiesofCAT,SOD, GPTandGOTinjuvenileperch

活力则反应不敏感 ,铜离子的胁迫损害了中国花鲈

幼鱼肝脏的抗氧化系统和肝脏组织 。活力则反应不

敏感 ,铜离子的胁迫损害了中国花鲈幼鱼肝脏的抗

氧化系统和肝脏组织 。

2.3　铜离子胁迫对总核异常率和微核率的影响

　　由表 2看出 ,仅在 0.42 mg·L
-1
浓度组中暴露

96 h后 ,总核异率和微核率显著高于对照组(p<0.

05),其余各组与对照组差异不显著(p>0.05)。

3　讨论(Discussion)

　　抗氧化系统在消除污染物所产生的活性氧自由

基方面起着重要作用 ,在受到活性氧自由基伤害时

各种抗氧化酶的活力或活性物质的含量先下降 ,当

损害到一定程度后该系统会产生诱导效应 ,此时各

种抗氧化酶的活力或活性物质的含量升高 ,后随着

污染物浓度的不断提高或暴露时间的延长 ,污染物

所产生的活性氧自由基超过了抗氧化系统的清除能

力则会对抗氧化系统产生毒害作用 ,各种抗氧化酶

的活力或活性物质的含量也随之下降
[ 12-14]

。本次实

验中 GSH含量随铜离子浓度的提高先下降后略回

升再下降 ,在 0.46mg·L
-1
浓度组 ,铜离子对幼鱼肝

脏的 GSH含量产生诱导效应 ,使得 GSH含量略回

升 ,后随铜离子浓度提高产生了毒害作用 , GSH含量

下降 。SOD活力随铜离子浓度的提高先下降后上升

再下降 ,在 0.12mg·L
-1
浓度组所产生的超氧阴离子

不足以使 SOD活力产生诱导效应 , SOD活力下降 ,

在 0.24和 0.46mg·L
-1
浓度组随着超氧阴离子不断

增加产生了诱导效应 , SOD活力上升 ,超氧阴离子能

被及时清除 ,在 0.97mg·L
-1
浓度组由于超氧阴离子

超出机体的清除能力从而产生了毒害作用 , SOD活

力因受抑制而降低 。作为反应机体氧化损伤最具有

代表性之一的 MDA含量的变化趋势也与 SOD活力

的变化趋势相符 ,总体上 , MDA含量与 SOD活力呈

负相关 ,但在 0.46mg·L
-1
浓度组 MDA含量的变化

呈现出一定的滞后 。实验中 CAT活力没有发生明

显变化 ,这说明中国花鲈幼鱼肝脏的 CAT活力对铜

离子的胁迫不敏感 。

　　中国花鲈幼鱼肝脏的 GSH含量和 SOD活力对铜

离子胁迫反应敏感 ,而 CAT活力则反应不敏感 ,这与

表 2　不同铜离子浓度对中国花鲈总核异常率和微核率的影响

Table2　EffectsofCu
2+
onthetotaldyskaryosisandmicronuclearratesofjuvenileperch　(‰)

对照组 0.21mg·L-1 0.28mg·L-1 0.42mg·L-1

总核异率 微核率 总核异率 微核率 总核异率 微核率 总核异率 微核率

24h 2.70±0.50 0.09±0.02 3.77±1.29 0.28±0.26 3.33±1.55 0.06±0.13 3.06±0.64 0.08±0.17

48h 2.70±0.50 0.09±0.02 4.14±2.25 0.23±0.35 4.12±1.44 0.52±0.45 3.09±1.29 0.51±0.44

72h 2.70±0.50 0.09±0.02 4.04±2.75 0.27±0.44 3.33±0.31 0.68±0.69 3.60±1.56 0.33±0.33

96h 2.70±0.50 0.09±0.02 3.97±2.06 0.40±0.96 3.79±0.55 0.34±0.21 7.18±2.38＊ 0.75±0.56﹡

注:＊与对照组相比差异显著(p<0.05), n=6,平均值 ±标准误差。
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B[ a] P胁迫下肝脏的 GSH含量和 SOD活力反应敏

感而 CAT活力反应不敏感相似
[ 8]
,但与敌敌畏 、丁

硫克百威和氯氰菊酯等 3种农药胁迫下 SOD活力

无显著变化不同
[ 7]
,可见中国花鲈的抗氧化系统对

不同污染物的胁迫响应存在一定的差异
[ 9]
,在中国

花鲈养殖生产中可以利用这些差异来初步区分污染

物种类 ,具有良好的应用前景。

　　GPT和 GOT是广泛存在于动物线粒体的重要

氨基酸转氨酶 ,金鱼(Carassiusauratus)肝脏的 GPT

和 GOT活力随着久效磷浓度的升高逐渐降低
[ 15]
,

鲤鱼(Cyprinuscarpio)在 Cd
2 +

1.6 mg·L
-1
中暴露 1

-14 d肝脏的 GPT和 GOT活力显著升高
[ 16]
,莫桑

比克罗非鱼(Sarotherodonmossambicus)在胺甲萘(3

和 25mg·L
-1
)中暴露 5-15 d肝脏的 GPT和 GOT

活力显著升高
[ 17]
,锦鲤(Cyprinuscarpio)在低浓度

联苯胺胁迫下肝脏的 GPT和 GOT活力上升 ,而在高

浓度时 GPT和 GOT活力下降
[ 18]
。本实验中随着铜

离子浓度的提高 ,中国花鲈幼鱼肝脏的 GPT活力先

下降后恢复 , GOT活力先下降后上升。可见不同研

究者在不同污染物对鱼类肝脏的 GPT和 GOT活力

影响研究中得出的结果存在很大的差异 。我们认为

鱼类肝脏 GPT和 GOT活力对污染物胁迫的整个响

应过程为:响应过程与抗氧化系统对污染物响应过

程相似 ,随着污染物浓度的升高或胁迫时间的延长

其活力先下降后上升再下降 。各研究者研究的结果

可能是肝脏 GPT和 GOT活力对污染物响应的整个

过程中的一部分 ,因此得出的结论不同 。在本次实

验中 ,低浓度(0.12和 0.24 mg·L
-1
)铜离子虽对中

国花鲈幼鱼肝脏的 GPT和 GOT活力产生伤害 ,但不

足以产生诱导效应 , GPT和 GOT活力下降 ,随着铜

离子浓度的提高 , 产生了诱导效应 , 肝脏 GPT和

GOT活力上升 ,但在本次实验浓度范围内没有观察

到诱导效应后的毒害作用 。

　　微核及核异常是真核类生物细胞的一种核异常

结构 ,微核测试法是在 20世纪 70年代建立起来的

一种较为方便的方法 。目前已广泛应用于检测各种

理化因子的遗传毒性
[ 3, 19]

。中国花鲈幼鱼在浓度

0.42mg·L
-1
的铜离子中持续暴露 96h,其微核率和

总核异常率与对照组产生显著差异 ,这说明铜离子

对中国花鲈幼鱼有一定的遗传毒性 。微核实验检测

到的损伤至少经历了一个有丝分裂周期 ,是从染色

体水平上进行的检测
[ 20]
, 铜离子是否会对中国花鲈

幼鱼红细胞造成 DNA的可修复损伤 、碱基不稳定点

和双链断裂等有待于今后在分子水平上进行进一步

研究。

　　硫酸铜对中华鳋 、车轮虫 、斜管虫和舌杯虫等具
有毒杀作用 ,水产养殖中常用浓度为 0.5 mg·L

-1

(折合成铜离子浓度为 0.13 mg·L
-1
)
[ 21]
。从 LC50

测定的结果分析 ,幼鱼在 0.82mg·L
-1
铜离子中浸泡

48 h成活率为 100%。根据微核测定的结果 ,在 0.

21 mg·L
-1
的铜离子中暴露 96 h幼鱼红细胞的微核

率和总核异常率与对照组比较没有统计学上的差

异 ,但0.12mg·L
-1
的铜离子浸泡 48 h对幼鱼肝脏

的抗氧化系统及肝脏组织有一定损害 ,因此硫酸铜

消毒时间以 24 h为宜 ,消毒后可在饲料中添加抗氧
化及保肝药物以促进鱼体的恢复 。

　　总之 ,铜离子的胁迫损害了中国花鲈幼鱼肝脏

的抗氧化系统 、肝脏组织和鳃部组织 ,在 0.97 mg·
L
-1
浓度组中持续暴露 96h,其微核率与总核异常率

与对照组比较有显著差异。但铜离子胁迫解除后抗

氧化系统 、肝脏组织 、鳃组织 、微核率和总核异常率
能否恢复到对照组水平有待于今后进一步研究 。

通讯作者简介:朱友芳(1964—),男 , 硕士研究生 , 副研究员 ,

从事水产养殖及病害防治研究。
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