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摘要 在室内模拟条件下 研究了低浓度  2二氯苯酚 2⁄≤°长期暴露对鲫鱼 Χαρασσιυσ αυρατυσ幼体

肝脏抗氧化系统的影响 结果表明 过氧化氢酶≤ ×活性 !谷胱甘肽过氧化物酶≥2°¬活性 !氧化型谷胱甘肽

≥≥含量可被显著诱导 超氧化物歧化酶 ≥⁄活性在 1#    2⁄≤°污染胁迫下即被显著诱导 

还原型谷胱甘肽≥含量几乎持续受到抑制 谷胱甘肽还原酶 活性则先受到抑制后逐渐回升 谷胱甘肽

硫转移酶≥×的活性变化较小 仅在 个低浓度组中有轻微诱导  !≥ 尤其是 ≥⁄对  2⁄≤°较为敏

感 可以作为水生生态系统中  2⁄≤°污染的一项早期监测指标 
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  氯代苯酚类化合物是化工生产中的重要原

料 其中  2二氯苯酚 2⁄≤°是被列入中

国环境优先污染物黑名单的重要污染物之

一≈  国内外关于氯酚类化合物影响鱼类生理

生化指标的报道已有一些≈  但其对鱼类肝脏

抗氧化防御系统的影响几乎未见报道 由于低

浓度污染物对生物的危害在短期内很难观察

到≈ 因此本实验以幼龄鲫鱼为材料 研究  2

⁄≤°的长期低浓度暴露对鲫鱼肝脏抗氧化防御

系统的影响及可能的致毒机制 并探讨鱼体肝

脏抗氧化指标作为早期污染暴露生物标志物的

可能性 

1  材料与方法

1 1  仪器与试剂

所用仪器 岛津  ∂2型分光光度计 岛

津  ƒ2型荧光分光光度计 2≥ 高速冷

冻离心机公司 试剂采用分析纯或

超级纯试剂 

1 2  实验浓度设置

精确称取   2⁄≤°分析纯 上海试剂
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一厂 溶于丙酮 定容至 制得 #

母液  ε 避光保存 逐级稀释后 各实验组的浓

度配置为 1 1 1 1 1 1

氯酚污染严重的水体中  2⁄≤°浓度

可达到 1本实验中  2⁄≤°的暴露浓

度与其在水体中的实际浓度基本相当 

113  实验材料及染毒条件

实验对象为太湖区域重要的养殖鱼类 ) ) )

鲫鱼的幼体 捕自江苏省南京市水产研究所禄

口养殖基地 平均体长为1 ? 1 左

右 平均体重为1 ? 1养鱼用水为除

氯后的自来水 

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 分别暴露于上

述 组含油清水中 即设一个对照组和 个浓

度组 暴露时间为 期间用曝气机连续充

气 每天投喂饵料 并采用静态置换法更新一半

的  2二氯苯酚溶液 水温控制在 ?  ε 

值稳定在 1 ? 1 硬度约为 # 

驯养及实验期间幼鱼生长无异常 

114  取样和样品预处理

曝露 后取样 将鲫鱼活体解剖 取出肝

脏 用冰生理盐水清洗其中血液 滤纸吸干 迅

速称取适量置于冰浴中 加入冰冷的 ×2蔗糖

缓冲液1#  ×1# 蔗糖 

1#  ∞⁄×    1 体积为 Β

 ς/ Ω 用玻璃匀浆器匀浆 将匀浆液于  ε 

#  下离心 取上清液置于

  ε 冰箱内保存 另称取适量肝组织 加入预

冷的 ∞⁄×  溶液和稀 ≤ 溶液 按上述方法

匀浆离心 所得上清液用于 ≥ 测量   ε

冰箱内保存待用 

115  ≥ 含量及酶活性的测定

≥ 含量测定≈ 取 Λ匀浆液 加入

11#  磷酸缓冲液 1及

Λ邻苯二甲醛的乙醇溶液#  混

匀 室温放置  后以  为激发光

∞¬ 在 处测荧光强度 

≥≥ 含量测定≈ 将 Λ匀浆液与

Λ1 #  ∞ 溶液混匀  取

Λ加入 1 1 #     及

Λ# °× 荧光试剂 充分混合 

室温放置 后以上述波长测定荧光强度 

≤ × 活性测定≈ 在室温 ε ?  ε 下 

分别将 Λ酶样加入含 1磷酸盐缓冲液

的参比池和含 12磷酸盐缓冲液的样

品池中 用  ∂2 型紫外分光光度计连续记

录吸光度 Α在 内的变化 

≥⁄活性测定≈ 反应溶液为  ×2

≤缓冲液  1 !1 邻苯三酚和

Λ酶样 反应温度为 ?  ε 测定波长为

 邻苯三酚的自氧化速率控制在 1

⁄# 左右 酶活性单位定义为每 反应

液中 每 抑制邻苯三酚自氧化速率达  

的酶量 

 活性测定 采用 法
≈ 略加

修改 最终 反应液中含 1磷酸

缓冲液  1  #  ∞⁄×   

#  ≥≥ 1 #  ⁄°2
及 Λ酶液 用紫外分光光度计连续记录吸

光度 的变化 计算  活性 

°¬活性测定 参考 法≈ 加以

改进 °¬特异性地催化 ≥ 与   的氧还

反应 根据底物 ≥ 浓度的改变可测定 °¬

的活力 在合适的  条件下 2硫代22硝基苯

甲酸⁄× 与 ≥ 反应生成浅黄色 2硫代2

2硝基苯甲酸阴离子 在 处有最大吸收 

其颜色深浅在一定浓度范围 !一定时间内与剩

余 ≥ 的浓度成正比 即与 °¬的活力成反

比 一个 °¬活力单位定义为 每 蛋白质 

扣除非酶反应 每 使 ≥ 浓度下降 Λ#

 

≥× 活性测定 采用 法
≈ 加以改

进 ≥× 具有催化 ≥ 与底物 2氯2  2二硝

基苯≤⁄结合的能力 在一定反应时间内 

其活性高低与反应前后底物浓度的变化呈线性

关系 通过检测 ≥ 浓度的变化便可得 ≥×

的活性大小 一个 ≥× 活力单位定义为 每 

蛋白质 扣除非酶反应 每 使 ≥ 浓度下
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降 Λ#
  

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  统计学分析

实验结果表示为平均数 ? 标准误差 

? ≥⁄∞ 使用 ≥°≥≥ 统计软件和单边  ∂ 

法对组间数据进行差异性显著分析 π  1

表明差异显著 π  1表明差异极显著 

2  结果与讨论

211  鲫鱼肝脏 ≤ × 活性的变化

暴露 后 鲫鱼幼体肝脏 ≤ × 活性的变

化如表 所示 单边  ∂ 分析表明 组中

幼体的 ≤ × 活性与对照组相比无显著性差异 

说明 1 #的低浓度污染对 ≤ × 没有

明显激活作用 从 组开始  2⁄≤°对幼体肝

脏 ≤ × 活性表现出了显著的诱导作用 π 

1 ≤ × 活性开始被激活 其中 ∏组中 ≤ ×

活性受到最大诱导 激活率达到   个高

浓度组 ≤ × 活性逐渐下降 但仍然比对照组

高 反映了  在鱼体内积累量的增多 但还

不足以使 ≤ × 产生中毒性反应 另外 低浓度

时前 组的 ≤ × 活性ψ)和暴露浓度( ξ之

间呈现出较好的剂量2效应关系图  回归方

程为 ψ 1 ξ  1 Ρ  1 

图 1  ΧΑΤ活性 ΓΣΣΓ含量与暴露浓度间的剂量效应关系

ƒ1  ×2

≤ × √ ¬∏

212  鲫鱼肝脏 ≥⁄活性的变化

如表 所示 经过 的暴露 组中  

2⁄≤°污染对鲫鱼肝脏 ≥⁄活性表现出了极显

著的诱导作用 π  1 ≥⁄活性达到对照

组的 1 倍 说明此时鱼体内产生了大量的

  
 组中 ≥⁄活性继续受到轻微诱导 π 

1 随着暴露浓度的增加 ≥⁄活性逐渐受

到抑制 这可能是由于鱼体内抗氧化防御系统

其它成分的介入 消除了部分活性氧浓度 也可

能是由于肝脏中该酶代谢外源化合物的能力被

饱和 使鱼出现中毒反应 致使其浓度降低 结

合 ≤ × 活性的变化 1 # 有可能是鲫鱼

幼体对  2⁄≤°污染的适应性反应到中毒性反

应的阈值 

213  鲫鱼肝脏 ≥ 含量的变化

暴露 后 鲫鱼肝脏 ≥ 含量的变化如

表 所示 可看到 除了  组中的 ≥ 含量与

对照组无显著性差异以外 其余各组中 ≥ 的

含量均受到了显著抑制 π  1 

作为生物体内重要的抗氧化损伤防御系统

的成分之一 ≥ 与抗氧化酶一样 既可由于

污染的暴露而产生适应性诱导反应 也可由于

污染的毒性作用而产生中毒反应 即有机体内

≥ 含量降低≈ 本实验说明 经过 的长

期暴露 1#  的低浓度  2⁄≤°已对

鲫鱼构成了氧化胁迫甚至氧化损伤 使之呈现

中毒性抑制反应 另外 在一定暴露浓度范围

内 ≥ 对  2⁄≤°的适应性能力随着污染程

度的增加而降低 而  2⁄≤°对 ≥ 的毒性效

应则随着污染程度的增加而加大 当污染浓度

达到一定程度时 ≥ 含量又开始回升 这可

能是由于别的解毒系统的参与 总之 ≥ 对

低浓度的  2⁄≤°污染反应灵敏 适合作为一

项监测指标 

214  鲫鱼肝脏 ≥≥含量的变化

如表 所示 对实验数据进行单边 ∂ 

分析表明 暴露 后 各暴露组  2⁄≤°污染

暴露对幼体肝脏 ≥≥含量都表现出轻微的诱

导作用 π  1 这和表 中 ≥ 含量的变

化是基本相符的 表明了鱼体氧化应激过程中

≥向 ≥≥的转变趋势 此外 低浓度时前

组的 ≥≥含量ψ和暴露浓度 ξ间呈现
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出良好的剂量2效应关系图  回归方程为 

ψ χ  χ  1χ  1 

Ρ  1 

215  鲫鱼肝脏  活性的变化
表 1  2 ,42∆ΧΠ对鲫鱼肝脏酶活性的影响°#

 

×  ∞ 2⁄≤° √ Χαρασσιυσ αυρατυσ#
 

 2⁄≤°浓

度 # 
≤ × ≥⁄ ≥ ≥≥  °¬ ≥×

对照 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

表示与对照组无显著差异 π  1  ≥ !≥≥含量# √

  从表 看到 经过 的暴露  活性在

低浓度时受到抑制 随着暴露浓度增加  活

性逐渐回升至对照组水平  通过还原 ≥≥

可以使得 ≥ 再生 在 ≥ 循环和细胞抗氧

化保护中扮演着重要角色 如果 ≥ 的消耗不

能被新的谷胱甘肽分子合成所补充的话  活

性的降低可能使得 ≥ 耗竭 本实验中  活

性和 ≥ 含量的变化趋势大体相同 充分验证

了这一点 

216  鲫鱼肝脏 ≥2°¬活性的变化

如表 所示 长期暴露过后 各浓度组

中  2⁄≤°对鲫鱼幼体肝脏 ≥2°¬活性都表

现出了显著的诱导作用 π  1 低浓度时

≥2°¬活性呈现正诱导反应 表明鱼体解毒系

统的解毒能力随污染浓度的升高而升高 从

1#浓度组开始 ≥2°¬呈现负诱导反

应 鱼体解毒能力随污染程度增加而降低 在

≥2°¬催化     的反应中 ≥ 被转化成

为 ≥≥ 这为  提供了底物 而高的  活

性也就意味着高含量的 ≥≥ 以及高活性的

≥2°¬从表 中可发现三者的变化趋势在后

几个浓度组中比较吻合 低浓度组中三者缺乏

规律性变化则是因为氧化应激打破了鱼体内固

有的平衡 ≥2°¬作为生物体内主要的抗氧化

酶之一 在保护细胞膜免受过氧化损伤中有着

特殊的意义 其功能水平的下降可能造成活性

氧的累积 从而造成细胞膜的损伤 本实验中

≥2°¬活性总体上呈现适应性反应充分说明

了其在鱼体抗氧化系统中扮演的重要角色 经

分析还发现 高浓度时对照组及后四组≥2

°¬活性ψ)和暴露浓度( ξ之间存在良好的

剂量2效应关系 图  回归方程为  ψ 

1 ξ  1 ξ  1 ξ  1 Ρ 

1 

图 2  Σε2ΓΠξ活性与暴露浓度间的剂量2效应关系

ƒ  ×2

≥2°¬√ ¬∏

217  鲫鱼肝脏 ≥× 活性的变化

鲫鱼幼体肝脏中 ≥× 活性的变化如表 

所示 单边  ∂  分析表明  ! 组中  2

⁄≤°污染对鲫鱼肝脏 ≥× 活性表现出诱导作

用 π  1 其余浓度组的 ≥× 活性与对照

组相比则无显著差别 ≥× 作为生物体内一种

重要的解毒酶 其底物之一是自身也具有部分

解毒功能的 ≥ 联系图 分析  2⁄≤°浓度

很低时 鱼体内正常的 ≥× 水平可以保证消除

期 环   境   科   学



脂质过氧化等带来的次级产物 随着污染胁迫

的加重 ≥× 活性收到短暂激活 以消除更多的

氧化产物 随着污染胁迫的进一步加重 ≥

严重耗竭 ≥× 活性重新下降至原来水平 

3  结论

早有研究报道 生物体内抗氧化成分会因

污染胁迫的存在而改变 本次研究结果显示 不

同浓度组中 鱼体肝脏抗氧化指标都呈现出较

大变化 表明肝脏是  2⁄≤°毒性作用的重要

靶器官之一 而各实验组中 ≥ 含量的显著降

低 !≥≥含量的显著上升以及 ≥2°¬活性总

体上的诱导趋势 则提示长期暴露引起肝脏的

氧化应激 可能是肝脏中毒机制之一 

前人曾经做过  2⁄≤°短期暴露影响水生

生物酶学指标的研究 在 °∏等人的研究

中 贻贝分别暴露于 1 和 1

 2⁄≤° 后 其消化腺中 ≥× 活性受到了

显著诱导≈ 在 ≥ ≠等人的研究中 硅藻

暴露于 1的  2⁄≤° 后 ≥⁄!≥×

的活性受到了显著诱导 而 和 

的  2⁄≤°并不能引起 种酶活性的改变≈ 

在本研究中 部分浓度暴露组 ≥× 和 ≥⁄活

性也出现了诱导 这和前人结果相一致 不同的

是 本研究发现 1 # 的低浓度  2

⁄≤°即能显著诱导肝脏 ≥⁄活性以及使 

活性和 ≥ 含量受到显著抑制 这充分说明低

浓度污染物对水生生物的长期效应不容忽视 

总之 生物体内的抗氧化防御指标有可能

快速指示水体中污染物的存在 在本次慢性暴

露实验中 ≥⁄活性对  2⁄≤°异常敏感 而

 !≥ 对低浓度  2⁄≤°也较为敏感 这三

项指标从分子水平上反映了污染物对鱼体肝细

胞的损伤 可考虑作为水环境中  2⁄≤°早期

污染的生物标志物 另外 ≤ × 活性 !≥≥含

量 !≥2°¬活性和暴露浓度之间存在良好的剂

量2效应关系 也可作为监测污染水体中  2

⁄≤°浓度的生化指标 至于这些抗氧化指标内

在的变化机理 则牵涉到  2⁄≤°作用于肝脏

的靶分子问题 这将是下一步在分子水平上的

研究重点 
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