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摘要 以 Α2苯基22叔丁基甲亚胺22氧化物Α2222∏ °为自旋捕获剂 利用电子顺磁共振

 ∞° 研究了  2二氯苯酚  2  2⁄≤°腹腔注射 后 引起鲫鱼 Χαρασσιυσ

αυρατυσ幼体肝脏内自由基含量变化 结果表明 不同剂量  2⁄≤°1 1 1   腹腔注射 后可引起

鲫鱼肝脏内自由基信号明显增强 与对照组相比具有显著性差异 π  1 自由基的产生与  2⁄≤°注射剂量呈较好的剂

量2效应关系 回归方程为  ψ  ξ   ρ  1 ∞° 波谱的 组双重峰分裂谱线为典型的 °捕获羟自由基

形成 °#   的 ∞° 波谱 经谱图解析表明 °捕获自由基形成加合物的超精细分裂常数 α 1 ∏α  1

∏ γ 因子为 1 与文献报道的 °捕获羟自由基的特征参数一致 研究发现  2⁄≤°腹腔注射引起鲫鱼肝脏丙二

醛  ⁄含量明显增加 与对照组相比有显著性差异 π  1 并对  2⁄≤°诱导鲫鱼肝脏自由基的产生

与脂质过氧化的机理进行了探讨 

关键词 自由基  2二氯苯酚 鲫鱼 剂量2效应关系 脂质过氧化
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  2⁄≤°1 1 1      π  1  ×

   2⁄≤°  ×∏ 2 ψ  ξ 

 ρ  1  ×¬2∏  °#   ∞°

∏ ×°2∏α 1 ∏ α  1 ∏ γ 1 

 °2¬  ∏ ∏  ∏  

   ⁄  ∏  π  1  ×

 ¬∏  2⁄≤° ∏∏ 

Κεψ ωορδσ: 2 Χαρασσιυσ αυρατυσ; 2¬

   2⁄ 2⁄≤°是水生生态系统

中含量最为丰富的氯代苯酚类化合物≈ 被我国列

入/中国环境优先控制污染物黑名单0中的重要污染

物之一 目前 对  2⁄≤°的研究少有报道≈ 张景

飞等≈研究了低浓度  2⁄≤°对鲫鱼肝脏抗氧化

防御系统的影响 结果表明鲫鱼肝脏抗氧化系统在

酶学水平上反映了污染物对鱼体肝脏细胞的早期损

伤 为了更好地揭示  2⁄≤°诱导生物体产生氧化

应激从而导致氧化损伤以及对生物体在分子水平上

的微观致毒机理 本研究采用电子顺磁共振自旋捕

集技术 以 Α2苯基22叔丁基甲亚胺22氧化物

Α2222∏°为自旋捕获剂

研究了不同剂量的  2⁄≤° 对淡水种类鲫鱼

 Χαρασσιυσ αυρατυσ的幼体腹腔注射  后 在鱼

肝内引发自由基以及脂质过氧化情况 以期探讨环

境中广泛存在的污染物质  2⁄≤° 诱导鲫鱼

 Χαρασσιυσ αυρατυσ产生氧化应激以及造成氧化损
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伤的分子机理 

1  材料与方法

111  仪器与试剂

仪器 ∏∞ ÷  型 ∞° 谱仪德国

∏公司 岛津  ∂2 型分光光度计 2≥

高速冷冻离心机公司 

所用试剂均采用分析纯试剂 其中  2⁄≤°

1  购自上海试剂一厂 °为 ≥公司产

品 2硫代巴比妥酸2∏×购

自 ≥公司 

112  实验浓度设置

将  2⁄≤°分析纯 上海试剂一厂 溶于植物

油 按 1 1 1 1 1 浓

度配置成不同浓度  2⁄≤°的油溶液 

113  实验材料及染毒条件

实验对象为鲫鱼幼体 购自南京市花鸟市场 平

均体长为1 ? 1 左右 平均体重为1

? 1鲫鱼幼体买来后 先在曝气自来水中驯

养 然后随机分出  组 每组  条鱼 放入玻璃

缸实验前用稀硝酸浸泡 中 水温  ε 1 

硬度约为  # 驯养及实验期间幼鱼生长

无异常 

将  2⁄≤°按上述配好的浓度梯度以每条鱼

的容量经腹腔注入各组鱼体内共 组 设 

个实验组和一个未注射  2⁄≤°的空白对照组 不

同组鱼体内  2⁄≤°的最终注射剂量为 1 

1 1   

空白对照组除未注射  2⁄≤°外 其余实验条件均

与各实验组相同 

114  取样和样品预处理

粗酶液的制备 鲫鱼腹腔注射  2⁄≤° 染毒

 后 将鲫鱼活体解剖 取出肝脏 在冰浴条件下

用生理盐水清洗 去除血液 !结缔组织和脂肪组织 

迅速称取肝脏适量置于冰浴中 按 Β 肝脏

质量缓冲液体积 的比例加入预冷的 ×2≤缓

冲液 1  × 1 蔗糖  1

∞⁄×   1 在 ×玻璃匀浆器中

匀浆 然后将匀浆液置于   ε 冰箱内保存 

115  脂质过氧化产物  ⁄测定

采用 ×比色法 用向荣≈的改良方法 略作

修改 取组织匀浆液 Λ按如下顺序依次加入

1  ≥⁄≥ 1   醋酸缓冲液° 1 1

  × 1 蒸馏水  将上述反应

液于  ε 水浴  冷却后 离心 

取上清液在  处测 ⁄值 脂质过氧化

产物  ⁄ 以每 蛋白中含 ×  ≥ 的量即

#  表示 克分子消光系数  1 ≅ 

# #≈ 

116  总蛋白测定

蛋白质含量用 方法测定 以牛血清白

蛋白≥为标准蛋白≈ 

117  自由基的 °自旋捕获与 ∞° 测定

将鱼活体解剖 取出肝脏 用冰冷的生理盐水冲

洗 迅速称量 1 肝脏置于玻璃匀浆器内 加入 

环己烷为溶剂配制的浓度为  的 °

溶液加入过程中 避免水分进入 影响 ∞° 波谱信

号 冰浴条件下匀浆后 静置  ∗  待组织匀

浆液出现有机相与水相的  相分层后 取上层液

 Λ注入直径为  石英管中 迅速放入液氮

中保存 准备进行 ∞° 测定 样品在液氮中最多可

保存  整个过程应避免水分沾入 ∞° 测定使用

∏公司的 ∞ ÷  型电子顺磁共振仪 

∞° 操作参数 测试温度×∞微波功

率≥° • 微波频率≥ƒ1调制频率

  ƒ调制幅度  1 中心磁场≤ƒ

 扫场时间×时间常数× ≤扫

场宽度≥ •  信号为 次叠加 

118  统计分析

实验结果表示为平均数  标准误差  ?

≥1⁄1∞ 使用  1 统计软件 ×   τ

将实验组与空白对照组间数据进行差异显著性

分析 π  1 表明差异显著 π  1表明差异极

显著 

2  结果与讨论

211   2⁄≤°引起鲫鱼肝脏自由基信号的变化

图 为  2⁄≤°腹腔注射  后鲫鱼肝脏内

自由基信号变化的 ∞° 波谱 未加入鲫鱼肝脏样品

的 °基线没有自由基信号产生 未以  2⁄≤°

染毒的对照组产生 °捕获微弱的自由基信号 而

注射不同剂量  2⁄≤°后的各个实验组 °捕获

自由基信号比对照组明显增强 π  1 并随着

 2⁄≤°腹腔注射剂量的增加 自由基信号强度也

随之增强 说明经  2⁄≤°诱导 在鲫鱼肝内产生

了自由基 然后将鱼的肝脏分离出体外并加入自由

基的捕获剂 °°捕获肝脏中的自由基形成

°2自由基加合物 然后用 ∞° 谱仪检测 为了避
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免在鱼肝的体外分离和匀浆过程中 °捕获空气

混有的微量游离的自由基 鱼肝的分离和匀浆的整

个操作过程在吹入氮气的密闭环境中进行 因此 可

以认为 °捕获的自由基是经  2⁄≤°诱导在鲫

鱼肝脏内产生的自由基 而不是发生在体外的自由

基 从图 可以看出 经  2⁄≤°诱导在肝脏内产

生的自由基谱线为 组具有双重超精细分裂谱线的

个峰 以第 组双重峰的第 个超精细分裂峰的

峰高的差值代表所产生的自由基信号强度 可以得

到鲫鱼肝脏产生的自由基信号强度与  2⁄≤°不

同注射剂量的剂量2效应关系 如图 所示 回归方

程为 ψ  ξ   ρ  1  ψ代表自

由基信号强度 ξ 代表  2⁄≤°注射剂量 从剂量2

效应的回归方程可以看出 在  2⁄≤°诱导下 鲫

鱼肝脏自由基的产生呈对数趋势增长 经统计学软

件  1 进行   τ2分析表明 

 2⁄≤°从低剂量到高剂量注射到鲫鱼肝脏后各组

所产生的 ∞° 信号强度与对照组间差异具有显著

性 π  1 

当  2⁄≤° 注射剂量仅为 1 时 

°捕获鱼肝脏内的自由基形成 °自由基加合

物的信号强度就明显高于对照组 π  1 这说

明 在环境污染物  2⁄≤°的胁迫下 鱼体内已经

产生了少量的自由基 而且自由基的水平高于未经

 2⁄≤°诱导的正常生理条件下对照组鱼体内所

形成的自由基 此时机体已处于氧化应激态 而导致

氧化应激的直接原因就是  2⁄≤°的诱导 由于体

内注射与体外暴露导致鱼体对污染物的吸收路径和

在体内的富集与代谢有很大差异 体内注射的方式

对鱼的染毒剂量与污染物在自然水体中的实际浓度

之间关系可以通过研究该种鲫鱼从水体中富集

 2⁄≤°的富集系数以及富集动力学得到 这样可

以将  2⁄≤°引起鱼体内氧化应激的机理研究与

天然水体的该污染物的实际污染水平之间建立一种

剂量2效应关系 将更具实际意义 

212   2⁄≤°引起鲫鱼肝脏产生的脂质过氧化

 2⁄≤°引起鲫鱼肝脏产生脂质过氧化情况见

图  从图 可以看出  2⁄≤°腹腔注射  后 

可引起鲫鱼肝内  ⁄ 含量的升高 并随着  2

⁄≤°注射剂量的增大   ⁄ 含量也随之增大 经

 1统计学软件进行 τ2分析

表明  2⁄≤°各浓度组与对照组相比差异具有显

著性 π  1 其中 1 1   剂

量组与对照组相比差异具有极显著性 π  1 

图 1  2 ,42∆ΧΠ腹腔注射产生 ΠΒΝ2自由基加合物的 ΕΠΡ 波谱

ƒ  × ∞° ∏  °2∏

 2⁄≤° 

图 2  自由基信号强度与 2 ,42∆ΧΠ注射剂量的剂量2效应关系

ƒ  ×2 

  2⁄≤°  

图 3  2 ,42∆ΧΠ对脂质过氧化的影响

ƒ  ∞ 2⁄≤° ¬

∞° 自旋捕集技术直接证明了  2⁄≤°诱导

鲫鱼肝脏自由基的产生 经计算机拟合分析计算其

超精细分裂常数为 α 1 ∏α  1

∏ γ 因子为 1 与文献报道的 °捕获

羟自由基的特征参数一致≈ ∗  产生的 组双重峰

分裂谱线为典型的 °捕获羟自由基形成 °
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# 的 ∞≥ 波谱 因此初步认为  2⁄≤°诱导鲫鱼

肝脏内产生的自由基为#   并且羟自由基的产生

与  2⁄≤°注射剂量呈良好的剂量2效应关系 即

随着污染物浓度的增加 诱导体内产生的自由基呈

对数增长趋势 羟自由基是存在生物体内的对细胞

和组织危害性最大的一类自由基 可攻击蛋白质 !不

饱和脂肪酸和 ⁄ 等大分子 引起蛋白质过氧化 !

脂质体过氧化以及遗传物质 ⁄ 的氧化损伤等 

脂质过氧化水平升高 在研究中已得到了证实 表明

此时机体已处于氧化应激态 而引起机体产生氧化

应激的原因 可能是  2⁄≤°诱发鲫鱼肝脏内自由

基的生成 

根据 ≥≈和 
≈  2二氯苯酚进入鱼

体内后在过氧化物酶°¬的催化氧化作用

下 很可能可被  氧化成含一个未成对电子的

 2二氯苯氧基°¬ 该苯氧基又将位于电

子传递链上的 ⁄ 氧化 生成 ⁄# 在好氧状

态下生成超氧阴离子# 
  当体内有   存在

时 
#  与  亦发生 2 • 反应生成

#  当体内有 ƒ 存在时 该反应可以被大大加

快 因此在  2⁄≤°诱导下 鲫鱼肝脏内最初产生

的自由基可能不是羟自由基#   而是  2二氯

苯氧基 在体内  2二氯苯氧基经上述一系列反应

后生成了羟自由基 无论是  2⁄≤°诱导鲫鱼肝脏

产生的最初自由基产物苯氧基自由基或经过一系列

反应间接生成的三级或四级自由基 # 
 和#   都

会造成机体氧化损伤 使机体处于氧化应激态 而且

研究发现 自由基的生成与  2⁄≤°的注射剂量呈

良好的剂量2效应关系 该研究还发现脂质过氧化水

平随  2⁄≤°注射剂量增加而逐渐加重 这就证明

了自由基引发了机体的氧化损伤 

3  结论

研究获得了  2⁄≤°诱导鲫鱼肝脏内产生自

由基的直接证据 为揭示环境污染物  2⁄≤°导致

机体产生氧化应激乃至氧化损伤的机理研究提供了

有力证据 经 ∞° 谱图解析表明  2⁄≤°诱导鲫

鱼肝脏内产生自由基的 ∞° 波谱谱峰的超精细分

裂常数为 α 1 ∏α  1 ∏ γ 因

子为 1 与文献报道的 °捕获#   的特征

参数一致 因此  2⁄≤°诱导鲫鱼肝脏产生的自由

基可能是羟自由基 羟自由基的产生与  2⁄≤°的

注射剂量呈现良好的剂量2效应关系 回归方程为 

ψ  ξ   ρ  1  2⁄≤° 诱导

在鲫鱼肝脏内产生自由基的同时 还引起脂质过氧

化 使鲫鱼肝脏  ⁄含量增加 而且随着羟自由基

在肝脏内信号强度的不断增强  ⁄含量也随之增

加 说明此时机体已处于氧化应激态 而脂质过氧化

与自由基的产生之间可能存在着某种联系 而引起

机体产生氧化应激的直接原因 可能是  2⁄≤°诱

发鲫鱼肝脏内自由基的生成 
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