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摘 要：为评价水体中低浓度壬基酚（NP）对中华大蟾蜍（Bufo bufogargarizans）蝌蚪的毒性效应，采用室内饲养、测定方法，研究了

NP 在不同暴露时间（8、16、24、32 d），不同浓度（0.002、0.005、0.010 mg·L-1）条件下，对蝌蚪生长发育、过氧化氢酶（CAT）活性、丙二

醛（MDA）含量和 DNA 损伤的影响。结果表明：暴露于 0.010 mg·L-1 NP 的蝌蚪，其生长发育被极显著抑制（P＜0.01）；CAT 活性在两

个较低浓度组（0.002、0.005 mg·L-1）表现为先诱导后恢复，在 0.010 mg·L-1 浓度组表现为诱导-恢复-诱导（P＜0.05）；MDA 含量在两

个较低浓度组（0.002、0.005 mg·L-1）持续升高（P＜0.05），呈明显的时间-效应关系；各处理组 DNA 损伤水平均显著高于对照组（P＜
0.05），但随暴露时间的延长而有所下降，具有一定的剂量-效应关系。总之，即使水体中的 NP 符合灌溉标准，也可能抑制蝌蚪的生

长发育，并对其造成氧化损伤和遗传损伤。
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Abstract：There were few reports on the toxic effects of nonylphenol（NP）on tadpoles. This research was designed to investigate the develop－
ment, catalase（CAT）activity, content of malonyldialdehyde（MDA）and DNA damage of Bufo bufogargarizans tadpoles exposed to low con－
centration of NP. The tadpoles were exposed to NP concentrations of 0.002, 0.005 and 0.010 mg·L-1 for a period of 8, 16, 24 and 32 d. The
results were as follows：（1）The development of tadpoles was inhibited significantly during exposure to 0.010 mg·L-1 NP（P＜0.01）.（2）The
CAT activity was induced initially and then depressed to control level at the concentrations of 0.002 and 0.005 mg·L-1, while the CAT activity
was first induced, and then depressed, but induced again at the concentration of 0.010 mg·L-1（P＜0.05）.（3）The content of MDA increased
gradually from 24 to 32 d after exposure to 0.002 and 0.005 mg·L-1 NP（P＜0.05）, and there existed a time-effect relationship.（4）Compared
with the control group, the level of DNA damage increased to the top value at 16 d（P＜0.05）, displaying a dose-effect relationship, but it de－
creased as the exposure time prolonging. In conclusion, even at the concentration lower than the irrigation standard, NP still inhibited the de－
velopment of tadpoles, and resulted in oxidative injury and DNA damage.
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壬基酚（nonylphenol，NP）是非离子表面活性剂壬

基酚聚氧乙烯醚（nonylphenol ethoxylates，NPnEO）的

环境降解产物，属于酚类抗氧化剂，广泛用于农药生

产、清洗剂合成、造纸及纺织等行业。其化学性质稳

定、难降解、毒性大于 NPnEO，且具有生物积累作用[1]。
随着工农业生产的快速发展，大量 NP 随废水进入水

环境中，进而对水生动物产生致毒作用。已有研究表

明，NP 是一种环境内分泌干扰物，对生物具有雌激素

效应[2]。如 NP 能降低雄性鲤鱼（Carassius auratus）血

清中雄性激素水平，并可能进一步诱导肝脏中卵黄原

蛋白的合成[3]。NP 还可降低日本青鳉（Oryzias latipes）
胚胎成活率，阻碍第二性征发育，并且对子代产生持

续影响 [4]。用 NP 处理产卵前的扇贝（Cerastoderma
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glaucum），检测到其体内雌激素受体水平升高[5]。另外，

NP 还可引起水生动物体内抗氧化酶活性的变化[6]。
两栖动物因具有独特的生活史和皮肤高渗透性

等生物学特征，极易受到水域环境中化学污染物的影

响。全球两栖类种群数量下降，分布范围缩小甚至灭

绝的现象受到越来越广泛的关注，而环境污染被认为

是造成这一现象的主要原因之一[7]。近年来环境污染

物对两栖类的影响研究主要集中于重金属和农药方

面[8-9]，而有关 NP 的毒性效应研究尚浅，目前已知 NP
对中国林蛙（Rana chensinensis）蝌蚪的生长发育有抑

制作用[10]，而其对两栖类蝌蚪氧化损伤以及遗传损伤

的影响还未见报道。
本研究以中华大蟾蜍（Bufo bufogargarizans）蝌蚪

为材料，用不同浓度的 NP 处理，通过检测蝌蚪的生

长发育、CAT 活性、脂质过氧化水平以及 DNA 损伤程

度，旨在更准确地评价水体环境中较低浓度 NP 对两

栖类的影响，探讨其可能的作用机制，以期为两栖动

物的生存环境保护提供依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

中华大蟾蜍蝌蚪于 2009 年 3 月采自甘肃省榆中

县夏官营镇未受污染的池塘内，于实验室驯养一周，

每日一次喂食足量煮熟的菠菜。选择健康、大小均一

的 26～28 期蝌蚪进行实验。实验用水均为连续曝气

48 h 以上的自来水，水温（18.0±2）℃，pH（8.3±0.2）。
壬基酚（NP）为成都市科龙化工试剂厂生产，分

子量 220.36，纯度≥99.0%，相对密度 0.940。以无水

乙醇作助溶剂配置成 100 mg·L-1 的母液。
1.2 实验方法

1.2.1 染毒设计

我国《地表水环境质量标准》（GB 3838—2002）
规定Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ类水域中挥发酚的标准限值分别为

0.002、0.005、0.010 mg·L-1[11]，本实验采用以上 3 个浓

度设置 NP 处理组，同时设空白对照，不设乙醇对照

（经预实验测定最高浓度组中的乙醇不会对实验结果

造成影响）。每处理组两个平行，每组随机放入蝌蚪

100 只，饲养于 30 cm×25 cm×15 cm 玻璃缸中，每缸水

量为 3 L。每日更换 2/3 染毒液，换水后喂食。分别于

8、16、24、32 d 后取样进行生长发育、CAT 活性、MDA
含量以及 DNA 损伤的测定，并统计蝌蚪死亡率。
1.2.2 生长发育测定

每缸随机捞取 5 只蝌蚪，用毫米方格纸测量全

长、尾长和体宽。用吸水纸吸干体表水分后于电子天

平（精度为 0.1 mg）称重。
1.2.3 CAT 活性及 MDA 含量测定

每缸随机取相同数目的蝌蚪，清洗，滤纸拭干，称

重，按 1/10（W/V）的比例加入 4 ℃预冷的磷酸盐缓冲

液（pH 7.0），冰浴匀浆，低温离心（12 000 r·min-1，20
min），取上清液保存于 4℃冰箱中备用。

CAT 活性测定采用直接紫外分光光度法 [12]。一

个单位的 CAT 活性定义为：在 25 ℃，100 s 内使 H2O2

分解一半时的酶量。MDA 含量采用硫代巴比妥酸法

测定 [13]。组织蛋白含量测定采用考马斯亮蓝染色

法 [14]。
1.2.4 DNA 损伤测定

采用单细胞凝胶电泳（SCGE）技术进行测定 [15]。
用荧光显微镜在 549 nm 激发波长下观察，每张玻片

随机记录 50 个细胞，每处理两个平行共计 100 个细

胞，按照尾长、头长将损伤程度分为 0、1、2、3、4 共五

级。以专用单位（Arbitrary unit AU）表示 DNA 损伤程

度，AU=∑i×ni，ni 为第 i 级损伤细胞数[16]。
相对 DNA 损伤程度=（处理组 DNA 损伤程度-对

照组 DNA 损伤程度）/对照组 DNA 损伤程度×100%。
1.2.5 数据处理

用 SPSS 11.5 对数据进行统计分析；用 Microsoft
Excel 2003 作图。对数据进行正态分布检验，不同处

理组间的差异均采用单因素方差分析方法，组间多

重比较采用 LSD 法。P＜0.05 差异显著，P＜0.01 差异

极显著。

2 结果与讨论

2.1 NP 对蝌蚪生长发育的影响

各处理组蝌蚪死亡率与对照组之间无显著差异

（P＞0.05），死亡率平均值为 7.67%±1.31%。说明本研

究中所采用的 NP 浓度对中华大蟾蜍蝌蚪的死亡率

没有影响。不同浓度的 NP 对蝌蚪的生长发育具有不

同的效应（表 1）。0.002 mg·L-1 NP 连续暴露下蝌蚪的

生长发育没有受到明显影响。0.005 mg·L-1 NP 仅在染

毒 8 d 显著抑制（P＜0.05）蝌蚪的生长，但随着时间的

延长这种抑制作用逐渐减弱，24 d 后该处理组蝌蚪的

各项指标均恢复至对照水平，这一方面说明蝌蚪对

NP 敏感性强，即使接触较低浓度，在初期也会产生毒

性效应；另一方面说明 NP 在蝌蚪机体内可能存在降

解过程[10]。0.010 mg·L-1 NP 处理组蝌蚪的生长受到明

显抑制，暴露 16 d 至实验结束，除体长/体宽比值外，
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表 2 壬基酚对中华大蟾蜍蝌蚪 CAT 活性及 MDA 含量的影响

Table 2 Effects of NP on CAT activity and MDA content of B. bufogargarizans tadpoles

指标 浓度/mg·L-1
时间/d

8 16 24 32

CAT 活性/U·mg-1 0.000 41.34±1.90 106.61±6.94 67.82±9.31 81.28±14.55

0.002 44.17±2.09 126.90±8.08 126.73±16.69aa 80.87±8.74

0.005 47.14±2.17 110.85±6.44 113.13±9.66ab 73.66±12.22

0.010 49.23±1.79a 98.45±11.01 153.51±9.62aac 116.99±18.69abc

MDA 含量/μmol·g-1 0.000 21.19±2.29 27.13±1.62 25.05±1.03 26.94±2.77

0.002 20.93±1.62 23.51±1.79 29.99±1.71a 35.87±1.39aa

0.005 21.03±1.21 25.80±1.95 31.43±0.76aa 33.75±0.84a

0.010 21.05±1.04 25.31±0.21 33.13±0.99aa 34.62±1.37aa

各项指标与对照组之间差异极显著（P＜0.01），与其余

两个处理组相比差异也达到极显著（P＜0.01）。有研究

表明，NP 可能通过干扰生长激素/胰岛素生长因子轴

（GH/IGF-I axis）影响鲑鱼幼体生长 [17]，本实验中 NP
对蝌蚪的效应与之相似，因此推测一定浓度范围内

的 NP 可能通过干扰蝌蚪的内分泌活动影响体长、体
重等。

2.2 NP 对 CAT 活性及 MDA 含量的影响

两个较低浓度组（0.002、0.005 mg·L-1）CAT 活性

先诱导（P＜0.05）后恢复。0.010 mg·L-1 NP 处理组表现

出诱导-恢复-诱导的变化趋势，再次被诱导后与对照

组相比差异极显著（P＜0.01），32 d 后有所下降，仍然

与对照组差异显著（P＜0.05）（表 2）。生物体抗氧化系

统酶由多种成分组成，其中 CAT 的作用是分解清除

表 1 壬基酚对中华大蟾蜍蝌蚪生长发育指标的影响（n=10，平均值±标准差）

Table 1 Effects of NP on growth development parameters of B. bufogargarizans tadpoles（n=10，Mean±SD）

注：与对照组相比较（Compared with the control group），a：P＜0.05；aa：P＜0.01；与 0.002 mg·L-1 处理组相比较（Compared with 0.002 mg·L-1 group），

b：P＜0.05；bb：P＜0.01；与 0.005 mg·L-1 处理组相比较（Compared with 0.005 mg·L-1 group），c：P＜0.05；cc：P＜0.01。下同。

指标 浓度/ mg·L-1
时间/d

8 16 24 32

全长/mm 0.000 21.28±0.44 26.53±0.53 29.07±0.59 29.90±0.56

0.002 21.91±0.75 26.22±0.77 28.87±0.69 29.52±0.80

0.005 19.48±0.67abb 26.26±0.74 28.65±0.92 28.66±0.93

0.010 19.53±0.50abb 22.03±1.25aabbcc 23.68±1.45aabbcc 25.08±1.06aabbcc

体宽/mm 0.000 5.59±0.14 7.26±0.21 7.96±0.20 8.03±0.18

0.002 5.56±0.20 6.89±0.18 7.55±0.21 8.13±0.26

0.005 4.80±0.21aabb 6.58±0.19a 7.53±0.30 7.80±0.31

0.010 4.74±0.14aabb 5.89±0.27aabbc 6.35±0.21aabbcc 6.80±0.20aabbcc

尾长/mm 0.000 11.98±0.30 15.00±0.38 16.82±0.42 17.55±0.48

0.002 12.36±0.46 15.04±0.50 16.62±0.63 17.09±0.61

0.005 11.08±0.43b 15.23±0.47 16.82±0.58 16.88±0.65

0.010 11.49±0.31 12.87±0.86aabbcc 13.78±1.03aabbcc 14.48±0.72aabbcc

体重/mg 0.000 0.12±0.01 0.19±0.01 0.23±0.01 0.24±0.01

0.002 0.12±0.01 0.18±0.01 0.22±0.02 0.23±0.01

0.005 0.08±0.01aabb 0.16±0.01 0.21±0.02 0.21±0.02

0.010 0.07±0.01aabb 0.11±0.02aabbc 0.12±0.01aabbcc 0.14±0.01aabbcc

体长/体宽 0.000 1.67±0.02 1.59±0.03 1.54±0.02 1.54±0.04

0.002 1.72±0.02 1.62±0.03 1.63±0.03a 1.53±0.03

0.005 1.77±0.08 1.68±0.02a 1.58±0.02 1.52±0.03

0.010 1.72±0.02 1.56±0.02cc 1.55±0.01b 1.56±0.02
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细胞中所产生的 H2O2。CAT 活性的诱导表明在 NP 作

用下蝌蚪体内产生了大量 H2O2，机体通过增强酶活

性来清除这些自由基；而酶活性的恢复可能是因为抗

氧化防御系统其他成分的介入消除了部分活性氧，也

可能是由于该酶代谢外源化合物的能力即将饱和，致

使其浓度降低。0.010 mg·L-1 处理组由于 NP 剂量较

高，对蝌蚪的刺激作用更强，因而该组 CAT 活性被诱

导的时间与两个低剂量组相比更早，并且再次被诱导

后酶活性更高，持续时间更长。
与对照组相比，3 个处理组 MDA 含量均有显著

提高（P＜0.05），组间差异不显著（P＞0.05），且两个较

低浓度组（0.002、0.005 mg·L-1）MDA 含量随处理时间

的延长而升高，呈明显的时间-效应关系（表 2）。说明

低浓度的 NP 即可引起蝌蚪的脂质过氧化水平增高，

产生氧化性损伤。本实验中 MDA 含量升高与CAT 活

性变化具有一定的同步性，两个较低浓度组 CAT 活

性在 32 d 时恢复至对照水平，此时机体清除自由基

的能力下降，自由基大量蓄积，促使 MDA 含量在这

一时期进一步明显升高；而 0.010 mg·L-1 浓度组 CAT
活性在 32 d 仍处于诱导状态，MDA 含量相应保持在

稳定水平。从而说明，NP 对两栖动物产生影响的原因

之一是随着体内 NP 的增加，自由基积累，加剧了膜

脂过氧化，使膜的结构和功能遭到破坏，因而引起一

系列生理生化代谢紊乱，最终造成毒害。
2.3 NP 对 DNA 损伤的影响

由图 1 可以看出，本研究所采用的 3 个浓度均对

DNA 造成了一定程度的损伤。NP 分别连续暴露 16
及 24 d 后，损伤程度随着 NP 浓度的升高而增加，组

间差异显著（P＜0.05），呈剂量-效应关系。然而各组损

伤程度在达到最大值后随暴露时间的延长有所下降，

暴露 32 d 时 0.002 mg·L-1 NP 处理组恢复至对照水

平；0.005、0.010 mg·L-1 NP 处理组仍与对照组差异显

著（P＜0.05）。分析损伤程度下降的原因，可能与蝌蚪

对 NP 的敏感性有关，处于变态阶段的蝌蚪敏感性较

低，本实验中蝌蚪在暴露 24 d 后进入变态期，因此对

NP 的敏感性下降，这与耿宝荣等[18]对斑腿树蛙（Rha－
cophorus megacephalus）蝌蚪的研究结果相似。同时也

可能是由于细胞自身的修复作用，DNA 损伤的修复

是生物体保持遗传结构相对稳定的重要因素。本研究

中 0.002 mg·L-1 NP 暴露 32 d 对 DNA 造成的损伤可

通过自身的修复机制得以恢复，而两个较高浓度组在

整个实验过程中对 DNA 造成的损伤不能完全修复，

可能导致突变的固定。
有研究者发现，活性氧自由基可以直接攻击

DNA 分子，引起单链或双链的断裂[19]，而且脂质过氧

化过程中产生的脂质自由基、MDA 等可进一步攻击

DNA[20]。因此推测 NP 在代谢过程中产生的自由基以

及脂质过氧化产物对 DNA 的破坏是其造成蝌蚪遗传

损伤的一条途径。

3 结论

本实验中 NP 的最高浓度符合我国《地表水环境

质量标准》对Ⅳ类水域的规定，适于农业灌溉，在此浓

度下的 NP 不仅能够显著抑制蝌蚪的生长发育，而且

对其产生氧化胁迫，造成 DNA 损伤，揭示水环境中低

浓度的 NP 对两栖类蝌蚪具有毒性作用。因此，建议

严格控制水环境中 NP 浓度，保护两栖类等水生动物

的生存环境。
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