
硝基芳烃对鲤鱼肝 ΕΡ Ο∆活性影响的体外研究

王咏 
王春霞

王子健
徐镜波

1 中国科学院生态环境研究中心环境水化学国家重点实验室 

北京   1 东北师范大学环境科学系 长春  

摘要 在体外实验条件下 研究了 种硝基芳烃化合物对鲤鱼肝脏 2乙氧基异吩唑酮2脱乙基酶∞ ⁄的影响 
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  硝基芳烃化合物是一类重要的环境难降解污染

物 在江水中的检出率很高≈ 其中硝基苯 ! 2二硝

基甲苯及  2二硝基甲苯等对水生生物具有很强的急

性毒性 同时对鲤鱼肝脏过氧化氢酶≤ 和腺苷三磷

酸酶× °均有影响≈ 混合功能氧化酶  ƒ 是

位于细胞内质网上的多酶系统 大多数外来化合物进

入生物体后 首先要经过肝  ƒ 代谢 因此 生物代

谢酶活性的变化是一种能反应环境物理和化学变化的

生物标记物 它可以对环境的变化提供早期预报 

∞ ⁄属  ƒ 中的 ° 族 是第一阶段代谢酶 

作为分子结构平面性很强的有机污染物如多氯联苯

敏感的生物标记 ∞ ⁄已经被用于生态

影响评价中≈ 国外有关工作主要集中在体内 ∞ ⁄

活性测试 而体外实验的多采用细胞培养技术 硝基芳

烃类污染物对 ∞ ⁄活性的影响 以及利用 ∞ ⁄体

外毒性测试研究硝基芳烃类污染物的构效关系的工作

尚未见报道 

本实验运用体外直接处理的方法 研究  种硝基

芳烃化合物对鲤鱼肝细胞 ∞ ⁄的激活作用 并比较

分析了 种化合物对 ∞ ⁄活性的影响 

1  实验部分

111  仪器与试剂

化学试剂 邻二硝基苯2⁄ !间二硝基苯 2

⁄ !对二硝基苯2⁄ !邻硝基氯苯2≤ !间

硝基氯苯2≤ !对硝基氯苯2⁄ ! 2二硝基

甲苯 2⁄× ! 2二硝基甲苯 2⁄× !对硝基
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甲苯2× 均购自英国 公司 纯度不小于

  试卤灵 ∏ !乙氧基试卤灵 ¬2

∏ !败坏翘摇素 ∏ ! ⁄ ≥ ! ∞°∞≥ !

⁄° !×!牛血清白蛋白≥ 均购自 ≥公

司 纯度不小于    ≥ !≤!° ! ° !

蔗糖 均购自北京市化工厂 

仪器  ƒ2 荧光分光光度计 ≥∏ ! ∂2

2分光光度计≥∏ !× ≤2≤ 台式离心机

上海安亭科学仪器厂 !2≥离心机公司 

美国 

112  试验动物

实验所用动物为鲤鱼 来自北京小汤山养鱼场 雄

性 平均体重为 1

113  鲤鱼肝去线粒体上清液的制备

所需全部溶液预冷至  ε 用颈脱臼的方法处死动

物 取肝 用 1≤溶液洗去血液 用滤纸吸

干 称重 将肝放入 1蔗糖2

1 约 缓冲液肝湿重缓冲溶液中 用组织研

磨器匀浆 在  ε 离心 取出上清

液 在液氮中保存待用 

114  处理

将硝基苯 !邻二硝基苯 !间二硝基苯 !对二硝基苯 !

邻硝基氯苯 !间硝基氯苯 !对硝基氯苯 ! 2二硝基甲

苯 ! 2二硝基甲苯 !对硝基甲苯分别溶于 ⁄ ≥ 中 

按实验所需浓度分别取 Λ与 Λ肝微粒体 !Λ

∞°∞≥缓冲液11在试管中混匀 并在

 ε 下孵育 ≈ 

115  ∞ ⁄酶活性的测定

∞ ⁄酶活性的测定采用 °等≈的荧光测定

法略加改动 

先将所需反应液  ε 下预热 反应液包括 Λ

 ≥ !Λ ≥ !Λ败坏翘

摇素 后 把反应液移入盛有染毒后微

粒体的试管中 然后向空白实验试管加入 1甲醇 

并向每个试管加入 Λ乙氧基试卤灵 !

Λ ⁄°  再放在  ε 水浴中进行反应 

后 迅速将试管移至冰浴 向对照和实验试管中

分别加入 1甲醇 以终止反应 然后将所有反应液

在 室温离心 吸取上清液 用荧光分

光光度计测定荧光值 激发波长  !发射波长

 重复 次 经实验得出 所选 种化合物在此

波长范围内无荧光值 

116  蛋白质的测定

  蛋白质含量测定采用 法≈ 

2  结果与讨论

图  ∗ 为所选 种硝基芳烃衍生物对鲤鱼肝微

粒体 ∞ ⁄的影响 可以看到 种化合物对 ∞ ⁄均

有激活作用 在低浓度时 对 ∞ ⁄的激活程度随着化

合物浓度的升高而增加 当 ∞ ⁄的活性增大到一定

程度时 种化合物对 ∞ ⁄的作用不再增加 

图 可以看出 对 ∞ ⁄的激活值最大的是对硝

基氯苯 其次为邻硝基氯苯 再次为间硝基氯苯 这可

能是由于与卤素相连的苯环碳的静电荷值  ±. 的不

同所致 邻 !间 !对硝基苯的 ±. 值分别为 1 !

1 !1≈ 其顺序与本实验所得结果相吻合 ±.

值高 表明此处的碳原子极缺电子 易受亲核试剂的进

攻 

图 中 二硝基苯的激活效应顺序为 邻二硝基苯

对二硝基苯 间二硝基苯 邻 !间 !对二硝基苯的最

低空轨道能分别为  1 ! 1 ! 1≈ 说明

这 种化合物对鱼体酶的影响与毒物分子和酶分子间

的电子效应相互作用密切相关 化合物的最低空轨道

能越小 诱导作用越强≈ 

在图 中 不同取代位置的硝基甲苯 激活顺序为

 2二硝基甲苯   2二硝基甲苯 对硝基甲苯 硝基

芳烃衍生物的生物毒性大小主要取决于苯环上硝基的

数目 !位置及其它取代基的作用≈ 这与本实验所得二

硝基甲苯的诱导作用大于一硝基甲苯的结果一致 

图 1  3 种硝基氯苯对 ΕΡ Ο∆的影响

ƒ1  ∞ ⁄∏  ≤

由表 可以看出含有硝基的芳烃 不同取代基对

∞ ⁄的激活程度不同 当取代基在邻位和间位时 硝

基的激活作用大于氯基 当取代基在对位时 氯基的激

活作用大于硝基 当取代硝基苯上取代基为氯或硝基

时 邻位和对位取代的激活作用大于间位 
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图 2  3 种二硝基苯对 ΕΡ Ο∆的影响

ƒ1  ∞ ⁄∏  ⁄

图 3  3 种硝基甲苯对 ΕΡ Ο∆的影响

ƒ1  ∞ ⁄∏  ×

表 1  9 种硝基芳烃对 ΕΡ Ο∆活性的影响比较

×  ×¬ √∏



化合物 对 ∞ ⁄最大倍数 激活率 

2≤ 1 ? 1  ? 

2≤ 1 ? 1  ? 

2≤ 1 ? 1  ? 

2⁄ 1 ? 1  ? 

2⁄ 1 ? 1  ? 

2⁄ 1 ? 1  ? 

 2⁄× 1 ? 1  ? 

 2⁄× 1 ? 1  ? 

2× 1 ? 1  ? 

3  结论

 实验发现取代硝基苯上不同取代基对 ∞ ⁄

的诱导程度不同 当取代基在邻位和间位时 硝基的作

用大于氯基 当取代基在对位时 氯基的作用大于硝

基 当取代硝基苯上取代基为氯或硝基时 邻位和对位

取代的作用大于间位 

 种化合物对 ∞ ⁄均有诱导作用 在低浓度

时 对 ∞ ⁄的诱导随着化合物浓度的升高而增加 当

∞ ⁄的活性增大到一定程度时 除对硝基氯苯和  

2二硝基甲苯随浓度的再增加使 ∞ ⁄的活性有所下

降外 其余 种化合物均使 ∞ ⁄的活性保持在一定

的水平上 
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