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摘要: 原油毒性主要源于多环芳烃(PAHs)ꎬ而烷基化多环芳烃是 PAHs 的主要组分ꎬ氧化衍生物是 PAHs 降解和代谢过程所产

生的重要产物ꎮ 为评估比较烷基 PAHs 和氧化 PAHs 与其母体化合物对海洋生物的毒性ꎬ本研究以菲、3￣甲基菲和菲醌为研究

对象ꎬ对海洋经济鱼种———红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)幼鱼进行了肝损伤评价ꎮ 结果显示ꎬ线粒体、内质网是对上述 3 种化

� 合物最为敏感的细胞器ꎻ3 种化合物对肝损伤的表现形式不同:1.菲导致线粒体数量增加形态改变、内质网减少纹理模糊、出现

脂滴、细胞空泡化、出血ꎬ2.3￣甲基菲导致内质网减少、出现脂滴、细胞空泡化、出血ꎬ3.菲醌导致线粒体和内质网水肿、出现脂滴

及细胞空泡化ꎻ随化合物浓度升高ꎬ肝损伤程度加重ꎻ同一浓度下ꎬ不同化合物损伤程度也有差异ꎬ总体趋势为菲醌>3￣甲基菲

>菲ꎮ 上述结果表明ꎬPAHs 衍生物的毒性可能强于其母体化合物ꎻ除浓度外ꎬ化合物的结构可能对其毒性有重要影响ꎮ
关键词: 多环芳烃ꎻ肝毒性ꎻ超微结构ꎻ河鲀

文章编号: 1673￣5897(2016)1￣248￣06　 　 中图分类号: X171.5　 　 文献标识码: A

Ｔｈｅ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅꎬ ３￣Ｍｅｔｈｙｌ Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ａｎｄ
Ｐｈｅｎａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｌｉｖｅｒ Ｔｉｓｓｕｅ Ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ Ｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈ (Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕ￣
ｂｒｉｐｅｓ) Ｌａｒｖａｅ

Jin Fei1 , Mu Jingli1 , Wang Dongwan1 , Gao Chuanzhou2 , Wang Juying1,*

1. National Marine Environment Monitoring Center, Dalian 116023, China

2. Dalian Medical University, Dalian 116044, China

Ｒｅｃｅｉｖｅｄ 4 May 2015　 　 ａｃｃｅｐｔｅｄ 6 July 2015

Ａｂｓｔｒａｃｔ: The aquatic toxicity of crude oil is believed to be mainly caused by polycyclic aromatic hydrocarbons

(PAHs), in which group alkyl￣PAHs are the major components and oxygenated￣PAHs are their importantly degra￣
dative and metabolic intermediates. In this study, the hepatic toxicities of alkyl PAHs, oxygenated PAHs and their

parent compound to marine economic fish species, Takifugu rubripes were investigated. Phenanthrene, 3￣methyl

� phenanthrene and phenanthraquinone were selected as model compounds and their impacts on the liver tissue injury

of pufferfish were histologically assessed and compared through ultrastructure observation under microscope. The
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results showed that mitochondria and endoplasmic reticulum were the most sensitive organelles after exposure to

the three compounds, and the injury patterns were different among the three compounds. Exposure to phenanthrene

resulted in the quantity increase and morphological change of mitochondria, quantity decrease and fuzzy morpholo￣
gy of endoplasmic reticulum, appearance of lipid droplets and cell vacuoles as well as hemorrhage. The liver injury

of 3￣methyl phenanthrene manifested as the quantity decrease of endoplasmic reticulum, appearance of lipid drop￣
lets and cell vacuoles and hemorrhage. In comparison, phenanthraquinone induced the edema of mitochondria and

endoplasmic reticulum and appearance of lipid droplets and cell vacuoles. In general, the liver lesions aggravated

with the increasing of exposure concentrations in all three exposure groups. However, the liver injury extents were

different among the three compounds under the same exposure concentration with a general trend of phenanthraqui￣
none > 3￣methyl phenanthrene > phenanthrene. Our results demonstrated that the hepatic toxicities of PAHs deriva￣
tives were possibly higher than their parent compound and the toxic mode of action should not ignore the impor￣
tance of compound structure.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: PAHs; hepatic toxicity; ultrastructure; Takifugu rubripes

　 　 石油污染一直是近岸国家面临的重要污染之

一ꎬ随着石油开采和运输的空前繁荣ꎬ由海洋溢油引

起的污染频繁发生ꎮ 尤其是自 2010 年以来ꎬ墨西哥

湾漏油事件、大连“7.16 爆炸”事故和蓬莱“19￣3 油

田”溢油事故等几起国内外重大事件的发生ꎬ给海

洋生态环境和沿岸地区渔业生产造成了灾难性的破

坏ꎬ加强了人们对石油污染的重视ꎮ 石油毒性主要

来源于其中的多环芳烃(PAHs)组分ꎬPAHs 约占石油

组分 的 1% ~ 6% ꎬ 其 中 80% ~ 90% 为 烷 基 化

PAHs
[1]ꎮ 溢油事故后为消除浮油而大量喷洒的原油

分散剂可使原油水溶性组分中 PAHs 的浓度提高 3

~ 5 倍ꎬ无疑进一步加大了对海洋生态环境的风

险[2]ꎮ 以往研究多关注 16 种优先控制的 PAHsꎬ而
对 PAHs 的衍生物关注极少ꎬ这可能导致由 PAHs 衍

生物造成的生态风险被低估ꎮ 菲是最具代表性的三

环 PAHsꎬ其在石油中含量较高ꎬ关于其毒性的报道

也最多ꎬ3￣甲基菲是菲的烷基化衍生物ꎬ而氧化衍生

物菲醌是 PAHs 降解和代谢过程所产生的重要产

物ꎬ关于这 2 种衍生物毒性的报道极少ꎮ
红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)俗称河鲀ꎬ属硬

� 骨鱼纲、鲀形目、鲀科、东方鲀属ꎬ主要分布在西北太

平洋的日本、朝鲜半岛和我国沿岸ꎬ是我国沿海 17

种东方鲀中个体最大的品种[3]ꎮ 河鲀因肉质鲜美、
营养丰富而成为一种重要的经济品种ꎬ深受东亚地

区消费者喜爱ꎬ日本韩国年消费量均在万吨以上[4]ꎬ
我国养殖产量也达到 1.47 万吨ꎬ其中 0.46 万吨为红

鳍东方鲀ꎮ 目前关于环境污染物尤其是 PAHs 对河

鲀毒性效应的研究尚未见报道ꎬ相关研究有利于渔

业的健康发展ꎬ具有重要的现实意义ꎮ

鉴于以上原因ꎬ本文以河鲀幼鱼为受试生物ꎬ以
菲、3￣甲基菲和菲醌为研究对象ꎬ通过透射电镜观察

研究 3 种化合物对河鲀亚致死水平肝脏的损伤情

况ꎬ以比较菲及其衍生物毒性强弱的差异ꎬ为研究

PAHs 及其衍生物结构对毒性的影响提供参考ꎬ相关

结果也将填补 PAHs 类污染物对河鲀毒性研究的

空白ꎮ

１　 材料与方法 (Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 实验材料

菲(纯度>98% )、3￣甲基菲 (纯度>98% )和菲醌

(纯度≥99% )均购自 Sigma 公司ꎬ以 DMSO 为溶剂

配制成储备液ꎬ使用时稀释到相应浓度ꎮ 河鲀幼鱼

体长(2.88±0.27) cm、体重(1.02±0.12) gꎬ购自大连天

正实业集团ꎬ于实验室以 25 ℃天然海水暂养 7 dꎬ挑
选健壮个体进行暴露实验ꎮ 实验用水为天然砂滤

海水ꎮ
１.２　 实验设计

参照先前的研究[1]并为方便比较ꎬ菲、3￣甲基菲

和菲醌 3 种化合物分别设置 100 μg􀅰L
￣1、200 μg􀅰

L
￣1和 400 μg􀅰L

￣1
3 个暴露浓度ꎬ并设对照组(DM￣

SO 溶剂对照)ꎮ 随机选取健壮个体暴露于上述各

组ꎬ每组 3 个平行ꎬ每个平行 10 尾幼鱼ꎮ 实验水温

控制在(25±1) ℃ꎬ暴露期间使用充气设备连续充气

以防缺氧ꎬ新鲜鱼肉制成鱼泥每日早晚投喂 2 次并

及时清除残饵及粪便ꎬ每 24 h 更换实验溶液 1 次ꎮ
１.３　 样品制备

暴露 7 d 后ꎬ活体解剖取肝脏ꎮ 用 2.5% 戊二醛

和 1% 锇酸双重固定ꎬ酒精系列脱水ꎬ环氧树脂包

埋ꎬLEICA EM UC6 型超薄切片机切片ꎬ经硝酸铅
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和醋酸双氧铀双染色后ꎬ于 JEM￣2000EX 型透射电

镜下观察拍照ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 河鲀肝细胞的超微结构

对照组河鲀肝细胞电镜照片显示ꎬ细胞结构完

整ꎬ细胞器较为丰富ꎻ细胞核形状规则ꎬ核质分布均

匀ꎬ核膜双层结构及核仁清晰可见ꎻ线粒体呈现典型

的圆形或卵圆形ꎻ内质网数量较多且纹理清晰ꎬ内质

网上附着的核糖体颗粒清晰可见(如图 1 所示)ꎮ 对

照组细胞及细胞器形态与正常河鲀一致ꎮ

图 １　 河鲀肝细胞超微结构

注:M 为线粒体ꎻER 为内质网ꎻN 为细胞核ꎮ

Fig. 1　 Ultrastructure of hepatic cells of pufferfish

Note: M ismitochondrion; ER is endoplasmic reticulum; N is nucleus.

２.２　 菲对河鲀肝的损伤

观察结果表明ꎬ同一浓度下不同个体的损伤表

现基本一致ꎮ 100 μg􀅰L
￣1菲暴露组电镜显示ꎬ细胞

核形态与对照组无差异ꎻ线粒体数量略有增加ꎬ且部

分线粒体形态出现变化ꎬ呈现出不规则形状ꎻ内质网

数量减少且纹理变得模糊ꎬ只能通过核糖体颗粒进

行辨认ꎻ细胞质内出现脂滴ꎬ细胞产生空泡化(如图

2a 所示)ꎮ 200 μg􀅰L
￣1 菲暴露组电镜显示ꎬ细胞核

形态与对照组无差异ꎻ线粒体数量增加并出现体积

萎缩ꎬ同时也出现了部分形状不规则的个体ꎻ内质网

数量明显减少ꎬ纹理亦不清晰ꎬ表面附着的核糖体颗

粒数量也明显减少ꎻ细胞产生空泡化 (如图 2b 所

示)ꎮ 400 μg􀅰L
￣1菲暴露组电镜显示ꎬ肝脏被大量血

细胞充斥ꎬ肝细胞所占比例很小ꎬ表明肝脏出血严

重ꎬ结构遭到严重破坏(如图 2c 所示)ꎮ
２.３　 ３￣甲基菲对河鲀肝的损伤

观察发现ꎬ暴露于相同浓度的不同个体间损伤

症状相同ꎮ 100 μg􀅰L
￣1

3￣甲基菲暴露组与对照相

比ꎬ细胞核形态结构无差异ꎻ线粒体形态正常ꎻ内质

网数量减少但纹理较清晰ꎻ细胞产生轻微的空泡化

(如图 3a 所示)ꎮ 200 μg􀅰L
￣1

3￣甲基菲暴露组中ꎬ肝
脏被大量血细胞和脂滴充斥ꎬ肝细胞数量极少(如图

3b 所示)ꎮ 400 μg􀅰L
￣1

3￣甲基菲暴露组损伤程度进

一步加剧ꎬ肝脏几乎完全被血细胞和脂滴占据ꎬ已很

难观察到完整的肝细胞(如图 3c1、c2 所示)ꎮ

图 ２　 菲对河鲀幼鱼肝组织的损伤

注:a 为 100 μｇ􀅰L￣1菲ꎻb 为 200 μg􀅰L￣1菲ꎻc 为 400 μg􀅰L￣1菲ꎻM 为线粒体ꎻER 为内质网ꎻLD 为脂滴ꎻN 为细胞核ꎻ* 为细胞空泡化ꎮ

Fig. 2　 Tissue lesions of phenanthrene on the livers of pufferfish larvae

Note:a is 100 μg􀅰L￣1 phenanthrene; b is 200 μg􀅰L￣1 phenanthrene; c is 400 μg􀅰L￣1 phenanthrene;

M is mitochondrion; ER is endoplasmic reticulum; LD is lipid droplet; N is nucleus; * is cell vacuole.
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图 ３　 ３￣甲基菲对河鲀幼鱼肝组织的损伤

注:a 为 100 μｇ􀅰L￣13￣甲基菲ꎻb 为 200 μg􀅰L￣1 3￣甲基菲ꎻ

c1、c2 为 400 μg􀅰L￣1 3￣甲基菲ꎻM 为线粒体ꎻER 为内质网ꎻ
LD 为脂滴ꎻN 为细胞核ꎻ* 为细胞空泡化ꎮ

Fig. 3　 Tissue lesions of 3￣methyl phenanthrene on the

livers of pufferfish larvae

Note: a is 100 μg􀅰L￣1 3￣methyl phenanthrene; b is 200 μg􀅰L￣1

3￣methyl phenanthrene; c1 and c2 are 400 μg􀅰L￣1 3￣methyl

phenanthrene; M is mitochondrion; ER is endoplasmic reticulum;

LD is lipid droplet; N is nucleus; * is cell vacuole.

２.４　 菲醌对河鲀肝的损伤

100 μg􀅰L
￣1菲醌暴露组电镜显示ꎬ细胞核形态

与对照无差异ꎻ线粒体水肿膨胀ꎬ体积明显大于对照

组ꎻ粗面内质网片段化并且水肿膨胀呈小球状ꎬ表面

附着的核糖体数量明显减少ꎻ细胞内出现较大的脂

滴ꎬ并且细胞出现了空泡化(如图 4 所示)ꎮ 该暴露

组中ꎬ不同个体的肝损伤情况无明显差别ꎮ 200 μg

􀅰L
￣1与 400 μg􀅰L

￣1菲醌暴露组暴露 24 h 后河鲀幼

鱼即全部死亡ꎬ因此未取样进行电镜切片观察ꎬ这一

结果表明菲醌毒性较强ꎮ
２.５　 ３ 种化合物对河鲀肝损伤的比较

观察结果表明ꎬ各浓度的化合物均对河鲀幼鱼

肝脏造成了损伤ꎬ并且随着暴露浓度的升高ꎬ损伤程

度逐渐加大ꎮ 相同浓度下ꎬ菲造成的损伤最轻ꎬ菲醌

造成的损伤最重ꎬ而 3￣甲基菲造成的损伤介于两

图 ４　 １００ μｇ􀅰Ｌ￣１菲醌对河鲀幼鱼肝组织的损伤

注:M 为线粒体ꎻER 为内质网ꎻLD 为脂滴ꎻN 为细胞核ꎻ* 为细胞空泡化ꎮ

Fig. 4　 Tissue lesions of 100 μｇ􀅰L
￣1

phenanthraquinone on

the livers of pufferfish larvae

Note: M ismitochondrion; ER is endoplasmic reticulum; LD is lipid

droplet; N is nucleus; * is cell vacuole.

者之间ꎮ 在 3 种化合物造成的肝损伤表现形式上ꎬ
菲与 3￣甲基菲相似ꎬ而菲醌与两者明显不同ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
目前关于 PAHs 对鱼类毒性效应的研究已广泛

开展ꎬ已涉及的指标和生物标志物种类很多[5]ꎬ针对

于器官、组织和细胞损伤的形态学观察就是其中的

重要部分之一ꎬ其最大优势在于形象直观、易于判

断ꎬ因此本研究采取了透射电镜观察的方式比较了

菲、3￣甲基菲和菲醌对河鲀幼鱼肝损伤的情况ꎮ
肝脏是生物体内进行物质代谢的器官ꎬ也是承

担解毒功能的重要器官ꎬ当污染物的刺激超出了肝

脏的代谢水平时ꎬ肝脏结构和功能就会受到破坏ꎮ
冯涛等[6]报道了苯并(a)芘对大弹涂鱼肝脏的损伤情

况ꎬ结果表明线粒体和内质网对苯并 (a)芘最为敏

感ꎬ细胞核也受到了不同程度的影响ꎮ 本研究结果

与之相似但略有不同ꎬ3 种化合物均对河鲀肝细胞

的线粒体和内质网影响较大ꎬ而对细胞核形态结构

影响较小ꎬ这可能是由于化合物作用机理不同或者

细胞核对不同化合物的敏感性不同造成的ꎮ
细胞的生死存亡很大程度上取决于线粒体的功

能状态[7]ꎬ线粒体是细胞进行能量代谢的场所ꎬ呼吸

链即位于线粒体内膜之上ꎬ线粒体形态结构和数量

的异常变化标志着细胞能量代谢的紊乱ꎮ 在菲暴露

组中ꎬ线粒体形态的变化表明其受到了一定程度的

损伤ꎬ数量的增加表明肝细胞的代谢活动有一定程
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度的增强ꎻ3￣甲基菲暴露组未产生可见的变化ꎬ表明

能量代谢可能未受影响或所受影响较小ꎻ菲醌暴露

组中ꎬ线粒体明显水肿膨胀ꎬ表明线粒体膜的通透性

受到了严重的破坏ꎬ这极可能导致线粒体内外物质

异常交换ꎬ进而严重影响线粒体功能导致严重后果ꎬ
具体影响通过形态学观察无法判断ꎮ 有研究表明

PAHs 可以提高生物体内活性氧和自由基类物质的

形成[8]ꎬ从而引起线粒体的损伤ꎮ 本研究中线粒体

的损伤表现与报道中的症状较相似[9]ꎬ表明 3 种化

合物很可能是通过活性氧或自由基的产生和积累导

致河鲀肝脏线粒体的损伤ꎬ但 3 种污染物的损伤表

现不一致ꎬ表明其损伤机制可能存在差异ꎮ 活性氧

和自由基导致线粒体损伤主要有 5 个途径:破坏呼

吸链、改变膜通透性、干扰线粒体 DNA 转录与翻

译、攻击大分子降低抗氧化酶水平引起氧化损伤和

参与信号转导引起相应细胞学反应[9]ꎮ 本研究中ꎬ3

种化合物对线粒体的损伤可能通过其中一种途径或

几种途径共同产生ꎮ 通过形态学观察无法判断菲和

3￣甲基菲对线粒体损伤的机制ꎬ相关研究有待进一

步开展ꎮ 从现有结果来看ꎬ菲醌通过改变线粒体膜

的通透性导致线粒体损伤ꎮ 有报道表明自由基可将

脂质过氧化ꎬ增加膜的流动性ꎬ抑制膜结合受体和

酶ꎬ从而导致膜通透性的改变[10]ꎻ另有报道表明过多

的活性氧可攻击线粒体膜脂和膜蛋白[11]ꎬ导致膜受

体失活ꎬ线粒体膜通透性转运孔开放ꎬ膜通透性增

加[12]ꎮ 除此之外ꎬ菲醌导致线粒体损伤的过程中是

否有其他途径参与ꎬ目前还不得而知ꎮ
内质网是另外一种非常重要的细胞器ꎬ参与蛋

白质的合成、修饰、加工和转运ꎬ内质网结构的损伤

意味着物质代谢过程受损ꎬ可导致包括死亡在内的

一系列严重的后果ꎮ 关于各类物质导致的内质网损

伤报道最多ꎬ主要表现为内质网水肿囊泡化、片段

化、核糖体脱落等[6,13￣14]ꎮ 本研究中ꎬ3 种化合物对内

质网损伤的表现也有差异ꎮ 菲和 3￣甲基菲都导致

内质网数量减少ꎬ而 200 μg􀅰L
￣1菲更使附着于内质

网上的核糖体数量减少ꎬ这标志着肝细胞的物质代

谢水平尤其是蛋白质代谢水平的下降ꎬ从而使细胞

的正常生理活动受到影响ꎬ进而影响肝脏的功能ꎮ
菲导致的内质网纹理模糊表明膜结构受到一定程度

的影响ꎮ 菲醌对内质网的影响明显有别于菲和 3￣
甲基菲ꎬ与先前的报道相似ꎬ出现了水肿囊泡化、片
段化和核糖体的脱落与减少ꎮ 内质网水肿起泡表明

内质网的通透性受损ꎬ片段化表明内质网的完整性

遭到严重破坏ꎬ而核糖体的脱落和减少则表明蛋白

质等物质的代谢受到严重影响ꎬ此时内质网可能已

不具有正常的功能ꎬ河鲀的生存受到严重的威胁ꎬ中
高浓度菲醌暴露很快导致河鲀幼鱼死亡很好地印证

了这一点ꎮ 有报道表明ꎬ活性氧和自由基能引起多

不饱和脂过氧化ꎬ从而导致膜功能紊乱[15]ꎬ这是 3 种

化合物导致内质网损伤最有可能的原因ꎮ 损伤表现

存在差异可能有两种不同的原因:一是 3 种化合物使

脂质过氧化后具有不同的作用机制和过程ꎻ二是 3 种

化合物对内质网损伤的程度不同ꎬ即相同浓度下菲和

3￣甲基菲对内质网的损伤程度远不及菲醌ꎮ
此外研究还发现ꎬ3 种化合物导致细胞内出现

脂滴以及空泡化ꎬ这与先前部分针对其他不同污染

物的研究结果相似[13￣14,16￣18]ꎮ 有研究认为ꎬ脂滴的大

量积累并不是由于摄取了过多的脂质前体ꎬ而是由

于无法有效分解肝细胞的多余脂肪造成的[19]ꎮ 关于

空泡化的产生原因ꎬ目前还存在争议ꎬ一种观点认为

是由于肝细胞合成与释放物质的动态平衡被打破导

致[20]ꎬ而另一种观点则认为是由于肝糖原的积累导

致空泡的形成[21]ꎬ但无论是哪种原因ꎬ均表明肝脏的

正常生理功能受到了破坏ꎮ
比较 3 种化合物对河豚肝脏的损伤情况发现ꎬ

在亚致死水平随着同一化合物浓度的升高ꎬ肝脏受

损程度逐渐加重ꎮ 在同一浓度下ꎬ3 种化合物对河

鲀肝脏的损伤程度也有所不同ꎬ中高浓度的菲醌直

接导致幼鱼死亡ꎬ中高浓度的 3￣甲基菲导致肝组织

的完整性受到严重破坏ꎬ而只有低浓度的菲醌和 3￣
甲基菲以及中低浓度的菲才能使肝组织基本保持完

整ꎬ3 种物质对河鲀肝损伤程度的总体趋势为菲醌>
3￣甲基菲>菲ꎮ 另外ꎬ3 种物质对肝损伤的表现不一

致ꎬ可能意味着这三者由于结构和性质的差异导致

其作用机制不同ꎬ其中菲与 3￣甲基菲在结构与性质

上比较接近ꎬ其毒性表现也比较相似ꎮ 上述结果表

明ꎬPAHs 衍生物的毒性可能强于其母体化合物ꎬ
PAHs 衍生物的毒性值得关注ꎻ除浓度外ꎬ化合物的

结构可能对其毒性有重要影响ꎬ相关研究工作有待

进一步开展ꎮ
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