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大田软海绵酸对黑鲷胚胎发育及仔鱼的急性毒性
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摘要: 为了研究大田软海绵酸( okadaic acid，OA) 对生物胚胎组织发育过程的毒性作用机制，采用静水和半静水实验法，用

OA 毒素与过滤海水按等对数间距分设 5 个浓度组，同时以过滤海水为对照组，对人工养殖的黑鲷鱼卵和仔鱼进行了毒性实

验。实验结果表明: 一定浓度的 OA 使鱼卵的死亡率和孵出仔鱼的畸形率升高，但对孵化率的影响较弱。OA 对黑鲷仔鱼的

24、48、72 和 96 h 的 LC50分别为 51． 63、45． 58、37． 97 和 25． 72 nmol·L －1，仔鱼体内毒性蓄积程度也随时间逐渐减弱。OA 毒素

对仔鱼的谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-PX) 和酸性磷酸酶( ACP) 的活性均有诱导作用，与对 ACP 的影响相比，OA 毒素对 GSH-
PX 活性的诱导作用更为突出。此外，OA 毒素还会对黑鲷仔鱼的肝脏细胞的核酸代谢及 DNA 合成有一定的影响，使得 RNA
和 DNA 的含量比值发生显著变化。
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Abstract: In order to study the acute toxicity of okadaic acid to the embryonic development of marine life as well as
its biochemical mechanism，acute toxicity experiments were conducted on the eggs and larvae of Sparus macrocepha-
lus using static and semi-static method． Results showed that both mortality and malformation of eggs significantly in-
creased under the exposure of okadaic acid，while the hatchability rate was relatively less affected． The median le-
thal concentrations of larvae were 51． 63，45． 58，37． 97 and 25． 72 nmol L －1，respectively，after exposure of 24，

48，72 and 96 hours to okadaic acid． A decrease in toxic accumulation in the bodies of the larvae was observed
with the extension of exposure time． When exposed to okadaic acid，the activity of GSH-PX was induced signifi-
cantly，while the activity of ACP was relatively less affected． Moreover，okadaic acid also affected the metabolism
of nucleic acid and DNA synthesis in larval hepatocyte，which led to a significant change in the RNA /DNA ratio．
Keywords: okadaic acid; Sparus macrocephalus; embryonic development; immune system; RNA /DNA

大田软海绵酸( okadaic acid，OA) 是腹泻性贝

类毒素( diarrhetic shellfish poisoning，DSP) 的主要成

分之一，由共生于大田软海绵和隐瓜海绵中的利马

原甲藻所产生［1-2］。它是一种公认的促癌剂，在细

胞的生长、分化、代谢和死亡过程中都起着重要的诱

导作用［3］。OA 能够抑制细胞质中蛋白磷酸酶的活
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性，导致蛋白质过磷酸化，从而对生物的多种生理功

能造成影响［4］。另外，在随血液的循环转运和代谢

过程中 OA 还会对体内多种脏器造成损伤。目前，

尽管“OA 可作为多种细胞凋亡的诱导剂和潜在的

肿瘤促进剂，甚至原始的致癌剂［5-6］”的学术观点已

经确立，特别是 OA 对肠道、肝脏和神经的毒性作用

机制已研究得较为透彻［7］，但针对 OA 对生物胚胎

发育的直接毒性作用机制的研究尚显不足。GSH-
PX( 谷胱甘肽过氧化物酶) 是鱼体内广泛存在的一

种重要的催化过氧化物分解的酶类，被广泛用作氧

化应激中细胞膜氧化损伤的评价指标［8］。ACP( 酸

性磷酸酶) ，可以分解正磷酸单酯，为机体的磷代谢

和核酸代谢提供磷酸基团。ACP 在机体内解毒体

系中发挥重要作用，它的活性变化可以反映出机体

受危害的程度。此外，有学者研究发现鱼体肌肉中

核糖核酸 ( RNA) 与脱氧核糖核酸 ( DNA ) 的比值

( RNA /DNA) 在一定程度上反映了鱼类生长发育的

优劣，认为 RNA /DNA 值可以作为鱼类种群长期生

长状况的评价指标［9］。本实验采用黑鲷鱼卵和仔

鱼为对象研究了 OA 对鱼类早期发育过程的损伤作

用，同时研究了 OA 对鱼类的免疫系统和体内蛋白

质代谢的毒性作用，以期为今后深入研究 OA 的毒

性作用机制提供一些参考依据。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 受试生物

实验生物选自浙江象山某育苗场内黑鲷雌鱼

( 体长约为 30 cm) 的自然排卵，仔鱼为未开口的初

孵仔鱼。
1． 2 实验用水

海水来源于育苗场附近的近岸天然海水，经过

沉淀、沙滤后备用，盐度为 25． 81‰ ～ 29． 30‰，温度

为 16 ～ 19 ℃，pH 为 7 ～ 8。
1． 3 实验试剂

大田软海绵酸( 纯度 95% ) 购自 sigma 公司，分

子式为 C44H68O13，分子量为 804． 5。溶于甲醇，浓度

为 25 μg·mL －1，装入棕色瓶密封存放于 － 20 ℃ 冰

箱内。
1． 4 实验浓度梯度的设置

将 OA 按照等对数间距设置 5 个浓度组: 20、
40、60、80 和 100 nmol·L －1，进行鱼卵胚胎暴露实

验。同时，以过滤海水为空白对照组。
将 OA 按照等对数间距设置 5 个浓度组: 20、

30、40、50 和 60 nmol·L －1，进行仔鱼暴露实验。同

时，以过滤海水为空白对照组。
1． 5 实验方法

OA 对鱼卵的暴露实验，采用静水实验法，以

1 000 mL 的低型烧杯为容器，在每个烧杯中投入约

100 个刚孵化的受精卵( 4 细胞分裂期，卵径为 0． 85
mm) ，控制实验温度为( 16 ± 2． 0) ℃，并保持实验用

水溶解氧为饱和溶氧的 60% 以上。实验每一浓度

组设 3 个平行样本。记录鱼卵的死亡情况以及孵化

后的仔鱼数量和畸形情况。孵化率、死亡率和畸形

率按下列公式计算:

孵化率 = ( 孵化出的仔鱼总数) / ( 总的鱼卵个

数) × 100%
死亡率 = ( 死亡的鱼卵个数) / ( 总的鱼卵个数)

× 100%
畸形率 = ( 孵化出的仔鱼畸形个数) / ( 孵化出

的仔鱼总数) × 100%
OA 对仔鱼的急性毒性实验，采用 96 h 半静

水实验法，以 5 000 mL 的玻璃缸为容器，在每个

烧杯中投入孵出 3 d 的仔鱼，约 300 尾。控制实

验温度为( 16 ± 2． 0 ) ℃ ，并保持实验用水溶解氧

为饱和溶氧的 60% 以上。每天换水 1 次，投饵 1
次。实验每一浓 度 组 设 3 个 平 行 样 本。记 录 仔

鱼的中毒 症 状 和 死 亡 数 量。每 天 在 各 浓 度 组 取

一定量的仔鱼( 约 1 g) 保存在液氮中，带回实验

室做酶活性的分析测定。
GSH-PX 和 ACP 的测定: 采用 ELISA 专用试剂

盒进行。RNA /DNA 的测定: 在染毒 96 h 后，在解剖

镜下，快速用解剖刀取活体仔鱼肝脏组织( 1 mm3 )

加入酒精制成石蜡切片，进行切片再脱蜡，吖啶橙

( AO) 染色，37 ℃温育 15 min，倒置于共聚焦显微镜

( 蔡司 LSM 5 EXCITER，德国) 下观察，在不同视野

内进行激光扫描，经激光共聚焦扫描系统测定分析

RNA /DNA 的荧光相素比值［10］。
1． 6 数据处理

实验数据利用 SPSS 统计分析软件计算 96 h-
LC50并进行相应的数据检验。同时进行单因素方差

分析，检验各取样组间数据的差异显著性，当 p ＜
0． 05时为差异显著。用毒性蓄积程度系数( MAC)

来分析生物体对毒素的蓄积与降减动态。计算公式

如下:

MAC = ( 某观察时段间的半致死浓度差值 /最
初观察与最终观察点的半致死浓度差值) × 100%
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2 结果( Results)
2． 1 鱼卵胚胎发育暴露实验

经过 48 h 的孵化实验，对照组和 OA 处理组黑鲷

鱼卵的孵化率、死亡率和畸形率见表1。由表 1 可见，

OA 毒素对鱼卵胚胎发育存在着一定的毒性效应。各

处理组与对照组相比，孵化率除最高浓度组 ( 100
nmol·L －1 ) 有显著差异( p ＜0． 05) 外，其他各处理组均

无显著差异( p ＞ 0． 05) 。2 个最高浓度组( 80 nmol·
L －1和 100 nmol·L －1 ) 与对照组的死亡率差异极其显

著( p ＜0． 01) ，浓度为 60 nmol·L －1的处理组与对照组

的死亡率差异显著( p ＜0． 05) ，其他 2 个低浓度组( 20
nmol·L －1和 40 nmol·L －1 ) 与对照组的死亡率无显著

差异。最高浓度组( 100 nmol·L －1 ) 与对照组的畸形

率差异极其显著( p ＜0． 01) ，浓度为 80 nmol·L －1的处

理组与对照组的畸形率差异显著( p ＜ 0． 05) ，其他 3
组处理组与对照组相比无显著差异。

表 1 大田软海绵酸对黑鲷鱼卵胚胎发育的影响

Table 1 Sub-acute toxic effect of okadaic acid
on the development of eggs of Sparus macrocephalus

实验浓度

/ ( nmol·L －1 )
孵化率 /% 死亡率 /% 畸形率 /%

0( 对照组) 82． 78 ± 7． 21 1． 38 ± 0． 21 0． 00 ± 0． 00

20 73． 68 ± 4． 96 7． 06 ± 0． 13 0． 00 ± 0． 00

40 69． 52 ± 5． 77 13． 63 ± 1． 04 0． 00 ± 0． 00

60 62． 97 ± 7． 03 19． 85 ± 2． 32* 1． 33 ± 0． 03

80 51． 83 ± 4． 65 28． 26 ± 3． 11＊＊ 7． 87 ± 1． 52*

100 32． 33 ± 3． 29* 34． 86 ± 2． 98＊＊ 12． 33 ± 1． 64＊＊

注: 与对照组比较，* 显著性水平 p ＜ 0． 05，＊＊显著性水平 p ＜ 0． 01。

2． 2 仔鱼 96 h 急性毒性实验

表 2 为对黑鲷仔鱼经 96 h OA 染毒后，半致死

浓度统计结果。由表 2 可以看出，OA 毒素对黑鲷

仔鱼的半致死浓度 24 h 时最高，96 h 时最低。仔鱼

体内 MAC 则在 96 h 时达到最大值。

表 2 大田软海绵酸对黑鲷仔鱼的急性毒性

Table 2 Acute toxicity of okadaic acid to
larvae of Sparus macrocephalus

染毒时间 /h LC50 / ( nmol·L －1 ) MAC /%

24 51． 63( 27． 69 ～ 68． 00) －

48 45． 58( 20． 05 ～ 53． 77) － 23． 30

72 37． 97( 11． 05 ～ 41． 25) 47． 28

96 25． 72( 7． 36 ～ 31． 18) 55． 71

2． 3 对仔鱼体内 GSH-PX 和 ACP 的活性影响

不同浓度的 OA 对仔鱼体内 GSH-PX 和 ACP 活

性的影响结果见表 3 和表 4。由表 3 可见，黑鲷仔

鱼体内 GSH-PX 活性随着 OA 浓度的增加也逐渐增

加，与对照组相比，3 个高浓度组( 40 nmol·L －1、50
nmol·L －1 和 60 nmol·L －1 ) 均有显著性差异( p ＜ 0．
05) 。在实验初期( 24 h) ，各浓度组的 GSH-PX 活性

最低，至 96 h 时均达到峰值。但对照组的 GSH-PX
活性则正好相反，24 h 活性最高，96 h 活性最低。

表 3 大田软海绵酸对黑鲷仔鱼的 GSH-PX 活性的影响

Table 3 Effects of okadaic acid on the GSH-PX
activity in larvae of Sparus macrocephalus

实验浓度

/ ( nmol·L －1 )

不同时间的 GSH-PX 活性 / ( nmol /mg prot)

24 h 48 h 72 h 96 h

0( 对照组) 4． 44 ± 0． 02 4． 29 ± 0． 82 4． 24 ± 0． 02 4． 13 ± 0． 15

20 5． 13 ± 0． 21 5． 26 ± 0． 19 5． 56 ± 0． 22 5． 72 ± 0． 07

30 5． 20 ± 0． 02 5． 37 ± 0． 33 5． 78 ± 0． 59 5． 95 ± 0． 71

40 5． 48 ± 0． 74* 5． 66 ± 0． 12* 5． 74 ± 0． 02* 6． 03 ± 0． 05*

50 5． 73 ± 0． 15* 5． 97 ± 0． 09* 6． 29 ± 0． 23* 6． 48 ± 0． 07*

60 6． 01 ± 0． 147* 6． 28 ± 0． 4* 6． 43 ± 0． 18* 6． 60 ± 0． 17*

注: 与对照组比较，* 显著性水平 p ＜ 0． 05。

由表 4 可见，各个不同浓度 OA 处理组中，ACP
活性随着暴露时间的延长逐渐升高。而对照组中

ACP 活性起伏不定，变化趋势不明显。高浓度组

( 40 nmol·L －1、50 nmol·L －1和 60 nmol·L －1 ) 的 ACP
活性略高于低浓度组( 20 nmol·L －1和 30 nmol·L －1 )

的 ACP 活性，但各浓度处理组与对照组间的差异性

不显著( p ＞ 0． 05) 。

表 4 大田软海绵酸对黑鲷仔鱼的 ACP 活性的影响

Table 4 Effect of okadaic acid on the ACP
activity in larvae of Sparus macrocephalus

实验浓度

/ ( nmol·L －1 )

不同时间的 ACP 活性 / ( U·L －1 )

24 h 48 h 72 h 96 h

0( 对照组) 1． 55 ± 0． 02 1． 49 ± 0． 02 1． 58 ± 0． 02 1． 721 ± 0． 15

20 1． 54 ± 0． 21 1． 59 ± 0． 11 1． 65 ± 0． 13 1． 74 ± 0． 13

30 1． 63 ± 0． 13 1． 67 ± 0． 09 1． 70 ± 0． 07 1． 75 ± 0． 02

40 1． 68 ± 0． 14 1． 71 ± 0． 05 1． 76 ± 0． 12 1． 79 ± 0． 12

50 1． 75 ± 0． 08 1． 78 ± 0． 05 1． 83 ± 0． 02 1． 87 ± 0． 15

60 1． 84 ± 0． 07 1． 92 ± 0． 14 1． 95 ± 0． 06 1． 97 ± 0． 02

2． 4 对仔鱼肝脏内 RNA /DNA 的影响

图 1 展示了 OA 毒素的胁迫下，黑鲷仔鱼肝脏
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细胞中 RNA /DNA 的变化情况。随着 OA 浓度的不

断增加，RNA /DNA 值呈现逐渐下降的趋势，显示出

明显的剂量-效应关系。2 组高浓度处理组( 60 nmol
·L －1和 50 nmol·L －1 ) 与对照组相比差异性显著( p
＜ 0． 05) 。

图 1 大田软海绵酸对黑鲷仔鱼肝脏 RNA/DNA 的影响

注: 与对照组比较，* 显著性水平 p ＜0． 05。

Fig． 1 Effect of okadaic acid on the RNA/DNA value
in hepatocyte of larvae of Sparus macrocephalus

3 讨论( Discussion)

3． 1 大田软海绵酸对鱼卵发育的影响

由实验结果可知，OA 处理组与对照组的差异

比较显著，表明 OA 毒素对黑鲷鱼卵有一定的致毒

效应。各处理组中孵化率受到的影响相对较小，死

亡率和畸形率受到的影响较为显著，且均表现出较

明显的剂量-效应关系: 实验浓度越高，鱼卵的孵化

率越低，而死亡率和畸形率则越高。一般而言，鱼卵

的死亡率增加，其孵化率自然就降低。OA 毒素通

过卵膜进入细胞内，对组织结构造成了一定程度的

毒害，影响了胚胎细胞正常的生长发育。
3． 2 大田软海绵酸对仔鱼的致死毒性及其在鱼体

内的蓄积与降减动态

在 OA 的胁迫下，仔鱼出现剧烈摆动，脊椎弯

曲，甚至死亡的现象。OA 毒素对黑鲷仔鱼的半致

死浓度随处理时间的延长而缓慢减少，表明其致毒

能力随处理时间的延长而增强的趋势微弱。仔鱼体

内蓄积急性致毒效果不甚明显，这可能是因为 OA
毒素在水中显现的毒性随着时间的延长而逐渐降

低，同时鱼体的耐毒性随时间的延长逐渐提高。
3． 3 大田软海绵酸对仔鱼的免疫系统的影响

多项研究表明，机体调节有毒物质毒性的一个

关键要素是机体代谢毒物的能力，GSH-PX 在解毒

过程中起着重要作用，其活性可反映机体的中毒状

况［11］。肝脏是机体内代谢极为活跃的重要脏器，耗

氧量大，产生的氧自由基多，氧自由基在肝损害中起

着重要作用［12］。在本实验中，在 OA 作用下，仔鱼

体内发生应激反应，过多的活性氧将使机体处于氧

化应激状态，脂质过氧化程度加剧，脂质过氧化代谢

产物将急剧增加。GSH-PX 作为脂质过氧化产物之

一，随着 OA 处理时间的延长，仔鱼体内 GSH-PX 的

累积量也增大，表明 GSH-PX 酶活性的变化与外界

有毒物质的胁迫浓度和时间有一定的关系［13］，并表

明黑鲷仔鱼体内组织中脂质过氧化程度加剧，GSH-
PX 的积累造成的氧化损伤导致仔鱼受到了毒害

作用。
ACP 在机体内直接参与磷酸基团的转移和代

谢。在动物体内，它能广泛催化水解各种磷酸单酯

与磷蛋白，其活性变化常用于检测生物体内某一个

器官发生病变的情况［14］。有研究表明，ACP 作为一

种酸性水解酶在细胞死亡后的自溶中起作用，细胞

膜和溶酶体出现破裂导致 ACP 活性升高［15］。ACP
活性的提高，说明机体对外界干扰的抵抗力提高，从

而间接增强机体的非特异性免疫能力。本实验中，

ACP 的活性随着 OA 浓度的提高而提高，这可能是

因为机体在受到损伤时，发生了自我防御反应。
3． 4 大田软海绵酸对仔鱼的 RNA /DNA 的影响

鱼体的体内代谢主要依赖蛋白质的合成来实

现。在蛋白质合成的生化过程中，信使 RNA 和转运

RNA 是重要的参与者。当蛋白质合成速度加快时，

组织得到不断的修补和更新，并增生出新的组织，此

时组织中 RNA 的浓度也会随之增加［16］，而细胞中

细胞器的 DNA 数目恒定，且 DNA 含量对环境条件

的改变不敏感，因此 RNA /DNA 值会不断增大。本

实验通过对不同 OA 浓度处理下的仔鱼肝脏细胞内

RNA /DNA 值的测定和分析，发现高浓度 OA 毒素胁

迫下 RNA /DNA 值 较 对 照 组 有 显 著 下 降 ( p ＜ 0．
05) ，且 OA 浓度与 RNA /DNA 值呈较明显的负相关

性。我们推测这是由于胚胎或仔鱼在受到外界环境

胁迫时，个体生长过程中的蛋白质合成速度受到了

影响，大部分营养物质被用于组织的修补，而组织的

更新和增生受到抑制，致使生长明显减慢。
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王翠华博士、沈昂绿同志和李磊同学的大力支持和帮助，在
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