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摘 要：以鲫鱼（Carassius auratus）为试验材料，研究了经不同浓度的 2，2’，4，4’－四溴联苯醚（PBDE－47）和十溴联苯醚（PBDE－
209）暴露后，鲫鱼体内 DNA损伤产物 8－羟基脱氧鸟苷（8－OHdG）的含量及 p53蛋白的水平。结果表明，采用浓度为 0．10～5．00 mg·
L－1的 PBDE－47和 10．0～50．0 mg·L－1的 PBDE－209处理鲫鱼 20 d，除了 0．10 mg·L－1 PBDE－47和 10．0 mg·L－1 PBDE－209浓度组的 8－
OHdG和 p53蛋白含量与对照组相比无显著差异（P>0.05），其余各浓度组的 8-OHdG和 p53蛋白含量均随 PBDE-47和 PBDE-209
浓度增加而逐渐上升，呈显著的相关关系（P<0.01），且 8-OHdG和 p53蛋白之间也呈显著的正相关。说明 PBDE-47和 PBDE-209
对鲫鱼组织的 DNA产生了损伤，具有遗传毒性影响。
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Abstract：Persistent organic pollutants（POPs）has a long-term threat to different biota, including aquatic animals, mammals, especially hu－
mans, due to their biomagnified effect in food chain, the study on the toxic effect of POPs to aquatic animals was evidently important and con－
cerned. This paper discussed the variation of DNA-damage product 8-Hydroxy-desoxyguanosine（8-OHdG）and p53 protein to Carassius
auratus in exposed to poly -brominated diphenyl ethers（PBDE-47 and PBDE-209）, where the exposed dose of PBDE-47 and PBDE-
209 ranged from 0.10 to 5.00 mg·L-1 and 10.0 to 50.0 mg·L-1, respectively. The results showed that, DNA-damage product 8-OHdG and p53
protein were generated extraordinary in all treatment lasted for 20 days, expect the 0.1 mg·L-1 in PBDE-47 and 10.0 mg·L-1 in PBDE-209.
The variation of 8-OHdG and p53 protein to Carassius auratus when exposed to PBDE-47 and PBDE-209 were significantly dose-depend
（P<0.01）, respectively, and the variation of 8-OHdG was significantly correlated with the variation of p53 protein as well. The results indicat－
ed that, the genotoxic effect, characterized by DNA-damage product, such as 8-OHdG and p53 protein in Carassius auratus when exposed to
PBDE-47 and PBDE-209 were produced. The paper provided more scientific details to the research on the toxic effect, especially genotoxic
effect of POPs to aquatic animals, with a result to recognize, control and eliminate POPs in different environmental medium.
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多溴联苯醚（polybrominated diphenyl ethers，PB－
DEs）属于溴系阻燃剂的一种，应用广泛 [1]，具有一定

的挥发性，可随大气长距离迁移，且亲脂性强、化学性

质稳定、可随食物链生物富集和放大，是一种持久性
有机污染物[2]。自 1981年首次在瑞典的梭鱼、鳗鲡中
检出后，PBDEs已被发现在多种环境介质、人体和生
物材料中广泛存在，且含量呈逐年增加的趋势[3]。PB－
DEs已被认为是普遍存在的环境污染物，对其环境问
题的研究成为当前环境科学的一大热点。迄今的研究
结果发现，PBDEs对生物体的神经系统、甲状腺、肝和
肾的影响较为明显[4-5]。在 PBDEs中，2，2′，4，4′-四溴
联苯醚（PBDE-47）是分布最广、生物材料中含量最
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高、对生物和人体毒性最强的多溴联苯醚同系物之
一[6]，而十溴联苯醚（PBDE-209）是中国国内产量最大
的含溴阻燃剂。目前国内外学术界对不同分子量的多
溴联苯醚的毒性研究主要集中在哺乳动物上[2，4]，且存

在争议[7-10]；对鱼类的影响仅局限在组织残留方面[3]，

对水生动物组织 DNA 损伤的影响及由此而引发的
p53蛋白的表达尚未见报导，因此有必要进行这方面
的研究。
化学毒物导致的细胞氧化应激是机体损伤的重

要机制之一，过去多注重于脂质过氧化，近年来 DNA
和蛋白质的氧化损伤引起极大关注[11]。由于 DNA在
细胞复制过程中起着重要的信息传递作用，其氧化损

伤可导致衰老、肿瘤及相关疾病。DNA氧化损伤的生
物标志物通常为 DNA加合物，在已发现的 20多种
DNA氧化损伤加合物中，8-羟基脱氧鸟苷（即 8-hy－
droxy-2-deoxyguanosine，8-OHdG）最受关注，它是
DNA中的脱氧鸟苷经羟自由基（·OH）进攻其 C-8位
形成的，其在机体内生成量相对较高，存在普遍且稳

定，不受食物影响，能用灵敏度较高的分析方法检测，

因此是当今 DNA氧化损伤研究中的热点[12]。而 p53
蛋白在维持细胞正常生长、抑制恶性增殖中起着重要
的作用。p53基因时刻监控着基因的完整性，如果检
测到 DNA受损，p53就激活其转录水平的细胞周期
阻滞，停止细胞分裂，直到 DNA得到修复[13]，或者调

控细胞走向死亡。当 p53不能执行此功能时，往往就
导致细胞发生癌变。当 DNA受到损伤时可反馈性地
激发 p53基因的表达，引起细胞内野生型 p53蛋白的
表达增加[14]。本文以 8-OHdG和 p53蛋白作为生物标
志物，研究不同分子量的多溴联苯醚对鲫鱼 DNA的
损伤作用，为进一步探讨多溴联苯醚的分子毒理机制

提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料
试验用鲫鱼（Carassius auratus Linn.）由中国水产
科学研究院淡水渔业研究中心试验场提供，平均体长

为（15.32±0.63）cm，平均体重为（310.60±5.69）g。试验
前经筛选并在水族箱中驯养 10 d以上，自然死亡率
低于 5%，驯养期间每日定时投自制的颗粒饵料。试
验用水为曝气 3 d 后除氯的自来水，pH 值为 7.05~
7.20，总硬度为 8.10~8.15（德国度），水质溶氧量保持
在 5 mg·L-1以上。水中含 Zn 0.02 mg·L-1，Fe 0.05 mg·
L-1，Pb、Cu和 Cd未检出。水质 COD含量为 2.20~2.54

mg·L-1，水温为（22±1）℃。试验前 1 d开始禁食，选择
活动性强的健康鲫鱼作为试验用鱼。
1.2 仪器与试剂

2，2′，4，4′-四溴联苯醚（PBDE-47，分子式为
C12H6Br4O）和十溴联苯醚（PBDE -209，分子式为
C12Br10O），SIGMA -ALDRICH 公司产品；8 -OHdG
ELISA试剂盒和 p53蛋白 ELISA试剂盒，美国 Adlit－
teram Diagnostic Laboratories Inc.产品；二甲亚砜（DM－
SO）、丙三醇等其他试剂为分析纯，上海化学试剂厂
产品。
所用仪器为 BioTek Elx808酶标仪，BioTek Elx50
洗板机，SANYO MIR153培养箱，SIGMA 2-16 K低温
冷冻离心机，721分光光度计，HH.W21.Cu600电热恒
温水温箱，80-2离心沉淀器，玻璃组织匀浆器，水族
箱等。
1.3 试验设计
1.3.1 PBDE-47和 PBDE-209染毒浓度的选择
根据文献[15]的方法进行了 PBDE-47和 PBDE-

209对鲫鱼的 96 h急性毒性试验，得到 PBDE-47和
PBDE-209对鲫鱼 96 hLC50值分别为 10.0 mg·L-1和

100.0 mg·L-1。选择 1/2 96 hLC50值及以下的浓度为染

毒浓度（以保证试验期间鱼类基本存活），即 PBDE-
47分别为 0.10、1.00、2.50、5.00 mg·L-1；PBDE-209分
别为 10.0、20.0、30.0、50.0 mg·L-1。
1.3.2 鱼类的染毒方式
鱼类的染毒方式采用静态水质接触染毒。在水族
箱中放入试验液 250 L，选择体质健壮的受试鱼 20尾
放入。试验分设空白对照组 1个、试验浓度组 4个，每
组设 2个平行。因 PBDE-47和 PBDE-209为疏水性
物质，故采用W（DMSO）∶W（丙三醇）=70∶30的有机溶
液作为溶剂[16]。试验同时设溶剂对照组 1个。试验期
间每日吸污并更换试验液 10%。分别在染毒后的 0、
5、10、20 d取样，分析鲫鱼血清、肾脏中 8-OHdG的含
量及肝肾组织的 p53蛋白的含量。
1.3.3 鱼类血清和组织样的采集选取及前处理
随机抽取健康试验鱼 3条，用纱布擦干其表面
后，用无菌注射器在其尾静脉采血，血样经离心冷藏

后获得血清。同时解剖取鱼类的肝（或肾）脏并混合。
取组织样（约 6 g）在 4 ℃的生理盐水中漂洗，除去血
液，滤纸拭干后称重，放入 5~10 mL的烧杯中。先用移
液管取总量 2/3并预冷（4 ℃）的匀浆介质（内含 0.01
mol·L-1 蔗糖，0.01 mol·L-1 Tris-HCl，0.000 1 mol·L-1

Na2EDTA，0.14 mol·L-1 NaCL，pH7.4；体积总量应是组
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织重量的 9倍）于烧杯中，用眼科剪刀尽快剪碎组织，
倒入匀浆器中，再将剩余的 1/3匀浆介质冲洗残留在
烧杯中的组织，一并倒入匀浆器。在冰水浴中充分转
动研磨，制成 10%的组织匀浆液。
1.3.4 鱼类血清和肾组织中 8-OHdG 以及肝肾组织
中 p53蛋白的含量测定
采用 ELISA试剂盒测定鲫鱼血清和肾脏组织中

8-OHdG 的含量以及肝肾组织中 p53 蛋白的含量
（p53蛋白是分子量为 53 KD的蛋白，非哺乳动物的
p53蛋白和哺乳动物的一样，都能参与细胞在面对基
因毒性应激反应时被激活的凋亡途径。因鱼的 p53蛋
白试剂盒尚没有，故以大鼠的试剂盒代用），测试方法

均为 96微孔板比色法，酶标仪波长为 450 nm（操作
按试剂盒说明书进行）。血清中 8-OHdG 的单位为
ng·mL-1，最低检出限为 0.5 ng·mL-1；肾脏组织中 8-
OHdG的单位为 ng·g-1，最低检出限为 5 ng·g-1。p53
蛋白的单位为 pg·g-1，最低检出限为 10 pg·g-1。试验结
果使用 SPSS软件进行差异显著性分析（T检验），P<
0.05表明处理组与空白对照组差异显著，P<0.01 表
明处理组与空白对照组差异极显著。

2 结果与讨论

2.1 不同分子量多溴联苯醚作用下鲫鱼血清和肾脏
中 8-OHdG的含量变化
分别在试验开始后的 0、5、10、20 d 从各组试验

鲫鱼体内采集静脉血液和肾脏组织，分析血清和肾脏

中 8-OHdG的含量，了解 PBDE-47和 PBDE-209对
鲫鱼 DNA损伤的影响，结果见表 1。
由表 1可知，在试验的 20 d内，空白对照组和溶

剂对照组鲫鱼血清中的 8-OHdG分别维持在 0.651~
0.670 ng·mL-1和 0.692~0.701 ng·mL-1的范围内；而肾

脏组织中的 8-OHdG分别维持在 8.52~8.62 ng·g-1和
8.96~9.25 ng·g-1的范围内。表明在一定的试验条件
下，鲫鱼血清和肾脏中的 8-OHdG基本维持稳态，试
验所用的溶剂对 8-OHdG无影响。表 1数据显示，在
20 d的试验中，除了 0.10 mg·L-1PBDE-47试验组和
10.0 mg·L-1PBDE-209试验组与空白对照无差异（P>
0.05）外，其他各试验组鲫鱼血清和肾脏中的 8-OHdG
含量呈明显的上升趋势。在 PBDE-47作用下，鲫鱼血
清和肾脏中 8-OHdG的含量随着作用时间的延续而
递增，20 d时的含量最高。此时鲫鱼血清和肾脏中的
8-OHdG分别上升了 113%~327%和 178%~360%，呈
现显著的剂量-效应关系。鲫鱼血清中 8-OHdG含量
与 PBDE-47浓度的相关方程为：

y1=0.458 0x1+0.825 0，r1=0.954 6（n=5）
肾脏中的相关方程为：

y2=0.684 2x2+7.480，r2=0.965 4（n=5）
式中 y为 8-OHdG含量，x为受试物浓度，n为参与统
计的平均样本数。下同。
鲫鱼肾脏中 8-OHdG的升高幅度较血清中的高，
与受试浓度的相关性比血清略好，这可能与 8-OHdG
的产生与代谢有关。8-OHdG是活性氧自由基（ROS）
引起 DNA氧化损伤修饰产物之一，其生成原因很多，
主要是电离辐射、化学致癌物代谢活化及细胞正常新
陈代谢过程产生的大量 ROS直接攻击 DNA中的鸟嘌
呤（dG），使脱氧鸟苷氧化而生成 8-OHdG。8-OHdG
通过改变碱基配对的性质，导致抑癌基因 p53基因和
ras 原癌基因等基因发生难以修复的 DNA G→T 或

表 1 2种多溴联苯醚作用下鲫鱼血清和肾脏中 8-OHdG的含量变化 *
Table 1 Effects of two PBDEs on the content of 8-OHdG in blood serum and kidney of Carassius auratus

*：表中各组数据以平均值表示，其中 a：P＜0．05；b：P＜0．01。下同。

受试物
浓度/
mg·L-1 0 d 5 d 10 d 20 d 0 d 5 d 10 d 20 d

PBDE-47 0.10 0.658 0.662 0.658 0.677 8.58 8.64 8.72 9.17

1.00 0.651 0.839 1.125a 1.428a 8.62 10.17 16.85b 23.95b

2.50 0.664 0.936 1.530b 2.428b 8.60 10.84 20.68b 31.28b

5.00 0.680 1.254a 2.384b 2.861b 8.58 14.36a 29.78b 39.64b

PBDE-209 10.0 0.682 0.732 0.770 0.782 8.62 8.68 8.74 9.26

20.0 0.700 0.928 1.384a 1.846b 8.68 11.82a 15.43b 20.51b

30.0 0.668 1.405a 2.768b 3.051b 8.58 13.81a 23.60b 36.72b

50.0 0.694 1.845b 3.026b 3.282b 8.70 16.76b 32.88b 43.90b

空白对照 CK0 0 0.651 0.668 0.658 0.670 8.62 8.52 8.58 8.62

溶剂对照 CK1 10 000 0.701 0.692 0.698 0.700 9.23 8.96 9.20 9.25

血清中 8-OHdG含量/ng·mL-1 肾脏中 8-OHdG含量/ng·g-1
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A→C碱基颠换，导致 DNA误读，产生突变，从而启动
细胞癌变的过程。8-OHdG产生后相对较稳定，可由
组织进入血液，最后通过肾脏进入尿液排出。因此血
清中的含量可能仅为一个瞬时含量，而肾脏中的含量

却是一个总体累积含量。鲫鱼血清与肾脏中的 8-
OHdG含量也存在良好的相关性，20 d时的相关方程
为：

C 肾脏=16.52C 血清+1.25，rc=0.973 0（n=4）
在此需指出的是，虽然试验进行 20 d时 8-OHdG

的含量最高，但其增加速率最快的阶段是在试验后的

5~10 d。以 5.00 mg·L-1PBDE-47试验组为例，在 0~5、
5~10 d和 10~20 d间，鲫鱼血清 8-OHdG的增加速率
分别为 0.114 8、0.226 0 ng·mL-1·d-1 和 0.047 7 ng·
mL-1·d-1；而肾脏中 8-OHdG 的增加速率分别为
1.156、3.084 ng·g-1·d-1和 0.986 0 ng·g-1·d-1。由此可见
PBDE-47对鲫鱼 DNA氧化损伤产生 8-OHdG 主要
在接触后的 5~10 d，属于亚急性毒性作用。但因 8-
OHdG在组织中比较稳定，不易受其他物质影响，故
其生成量在接触多日后仍与受试浓度呈较好的相关

性。
PBDE-209 对鲫鱼 DNA 损伤产生 8-OHdG 与

PBDE-47 的作用规律相似。鲫鱼血清和肾脏中 8-
OHdG的含量在 20 d时最高，此时鲫鱼血清和肾脏中
的 8-OHdG分别上升了 176%~390%和 138%~409%，
呈现显著的剂量-效应关系。鲫鱼血清和肾脏中的剂
量-效应相关系数分别为 r3=0.900 1（n=5）和 r4=0.959 6
（n=5）。
表 1结果显示，一定浓度的 PBDE-47和 PBDE-

209连续暴露，可使受试鲫鱼组织 DNA损伤产生 8-

OHdG。但要使鲫鱼组织产生同样含量的 8-OHdG，
PBDE-209的作用浓度几乎是 PBDE-47的 10倍。表
明 PBDE随着分子量的增大，其对鱼类 DNA的损伤
作用下降。故两种 PBDE损伤 DNA的具体作用途径
还有待进一步研究探讨。
2.2 不同分子量多溴联苯醚作用下鲫鱼肝脏和肾脏
中 p53蛋白的含量变化
分别在试验开始后的 0、5、10、20 d 从各组试验
鲫鱼体内采集肝脏和肾脏，分析肝肾组织中 p53蛋白
的含量，了解 PBDE-47和 PBDE-209对鲫鱼 DNA损
伤的影响，结果见表 2。
由表 2可知，在试验的 20 d内，空白对照组和溶
剂对照组鲫鱼肝脏中的 p53 蛋白含量分别维持在
32.85~32.92 pg·g-1和 34.48~34.65 pg·g-1的范围内；

而肾脏组织中的 p53 蛋白含量分别维持在 34.48~
34.55 pg·g-1和 36.02~36.12 pg·g-1的范围内。表明在
一定的试验条件下，鲫鱼肝脏和肾脏中的 P53蛋白含
量基本维持稳态，试验所用的溶剂对 p53蛋白含量无
影响。表 2数据显示，在 20 d的试验中，除了 0.10
mg·L-1PBDE-47 试验组和 10.0 mg·L-1PBDE-209 试
验组与空白对照无差异（P>0.05）外，其他各试验组鲫
鱼肝脏和肾脏中的 p53蛋白含量呈明显的上升趋势。
在 PBDE-47作用下，鲫鱼肝脏和肾脏中 P53蛋白含
量随着作用时间的延续而递增，20 d时的含量最高。
此时鲫鱼肝脏和肾脏中的 p53蛋白含量分别上升了
39.75%~78.86%和 17.95%~42.55%，呈现显著的剂
量-效应关系。鲫鱼肝脏中 p53蛋白含量与 PBDE-47
浓度的相关方程为：

y5=4.847x5+36.43，r5=0.951 6（n=5）

表 2 2种多溴联苯醚作用下鲫鱼肝脏和肾脏中 p53蛋白的含量变化
Table 2 Effects of two PBDEs on the content of p53 in liver and kidney of Carassius auratus

受试物
浓度/
mg·L-1 0 d 5 d 10 d 20 d 0 d 5 d 10 d 20 d

PBDE-47 0.10 32.85 33.04 34.28 35.76 34.53 34.60 34.82 35.12

1.00 32.90 33.60 38.72a 45.95b 34.62 35.02 37.46 40.75a

2.50 32.82 34.78 40.27a 50.43b 34.58 36.85 40.24a 45.07b

5.00 32.78 36.89 44.21b 58.81b 34.65 38.19 43.57b 49.25b

PBDE-209 10.0 32.90 33.25 34.81 36.02 34.62 34.88 35.63 37.05

20.0 32.92 33.78 37.45a 48.76b 34.60 36.28 40.65a 44.86b

30.0 32.85 35.88 43.08b 54.76b 34.55 36.89 43.17b 48.35b

50.0 32.80 37.24a 50.18b 63.15b 34.65 38.05 45.26b 53.64b

空白对照 CK0 0 32.85 32.90 32.92 32.88 34.53 34.50 34.48 34.55

溶剂对照 CK1 10 000 34.62 34.48 34.55 34.65 36.02 36.12 36.10 36.12

肝脏中 p53蛋白含量/pg·g-1 肾脏中 p53蛋白含量/pg·g-1
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肾脏中的相关方程为：

y6=0.322 0x6+33.86，r6=0.976 7（n=5）
式中 y为 p53蛋白含量，x为受试物浓度。下同。
鲫鱼肾脏中 p53蛋白的增幅较肝脏中略低，但与

受试浓度的相关性比肝脏略好。研究结果表明，P53
蛋白在 PBDE-47的诱导下表达增多，参与细胞凋亡
过程。合理的解释是 PBDE-47导致的 DNA损伤激活
了 p53的表达，从而引导损伤细胞进入修复途径或凋
亡。p53主要参与调控 DNA复制和修复，也是凋亡通
路的组成部分，可修复 DNA加合物等多种 DNA损
伤，从而减少自发的和化学物诱导的 DNA损伤，可减
少基因突变积累并具有抑制细胞癌变的能力。 p53
的正常功能是监控细胞分裂时 DNA的复制，如果检
测到 DNA受损，p53就负责或者停止细胞分裂，直到
DNA得到修复；或者调控细胞走向死亡[13]。当 p53不
能执行此功能时，往往导致细胞发生癌变。已发现多
种肿瘤存在 p53基因异常表达，其改变可发生在癌变
的早期阶段，并于血清和组织中出现相应的蛋白产

物[17]。研究表明 PBDE-47可引起组织中 DNA的损
伤，而 DNA受到损伤时可反馈性地激发 p53基因的
表达，引起细胞内野生型 p53 蛋白的表达增加，但
p53在 PBDE-47导致的组织细胞 DNA 损伤修复中
的作用机制还有待进一步研究。

PBDE-209 对鲫鱼肝肾组织中 p53 蛋白含量的
影响规律与 PBDE-47相似。鲫鱼肝肾中 p53蛋白的
含量在 20 d时最高，分别上升了 48.30%~92.06%和
29.84%~55.25%，呈现显著的剂量-效应关系，相关系
数分别为 r7=0.976 3（n=5）和 r8=0.977 6（n=5）。
2.3 不同分子量多溴联苯醚作用下鲫鱼肾脏中 8-OHdG
和 p53蛋白含量的相关性
根据表 1和表 2的试验数据，对多溴联苯醚作用

下鲫鱼肾脏组织中 8-OHdG和 p53蛋白含量的相关
性进行了分析。当 PBDE-47的浓度为 0.1~5.0 mg·L-1

时，经试验 20 d，其肾脏中的 8-OHdG和 p53蛋白含
量呈正相关，相关系数为 0.823 8~0.997 3，其中相关性
最好的是 2.50 mg·L-1试验组；当 PBDE-209的浓度为
10.0~50.0 mg·L-1时，经试验 20 d，其肾脏中的 8-OHdG
和 p53蛋白含量也呈正相关，相关系数为 0.908 8~
0.947 0，其中相关性最好的是 20.0 mg·L-1试验组。
结果显示，在受试鲫鱼的同一个组织中，机体受多溴

联苯醚作用产生的 DNA 损伤产物与机体为抵御这
种损伤而表达的 p53蛋白的量呈较好的相关性，8-
OHdG和 p53蛋白具有一定的联动性。其较好的相

关性可能还是缘于 8-OHdG 在体内累积的稳定性，
至于其相互间的作用关系和机制还有待进一步研究

探索。

3 结论

（1）一定浓度的 PBDE-47和 PBDE-209的连续
暴露，可使受试鲫鱼组织 DNA损伤产生 8-OHdG。这
种 DNA损伤产物可在鲫鱼的血清和组织中检出，并
呈显著的剂量-效应关系。
（2）一定浓度的 PBDE-47和 PBDE-209的连续
暴露，可促使受试鲫鱼组织中 p53蛋白的异常表达，
p53蛋白的含量与受试物浓度呈显著正相关。
（3）在受试鲫鱼的组织中，因受多溴联苯醚作用
产生的 DNA损伤产物 8-OHdG与机体为抵御这种损
伤而表达的 p53蛋白含量间呈一定的关联性。
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