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摘 要：在室内模拟条件下，通过 20 d 的暴露实验，研究了鲫鱼（Carassius auratus）幼体脑乙酰胆碱酯酶（AChE）活性对水体中存在

的石油污染土壤以及孔雀石绿污染的响应。结果表明，水体中低浓度石油污染土壤或孔雀石绿存在时，均会导致鲫鱼脑 AChE 的活

性的增加。随着水体中石油污染土壤数量的增加，AChE 活性的变化趋势是先快速升高，降低后又有显著升高。在较低暴露水平

（1.000 和 5.000 g·L-1）下，AChE 活性显著高于对照组；当暴露水平大于 5.000 g·L-1 后，其 AChE 活性开始降低，于 20.000 g·L-1 暴露

水平时降到对照水平，然后开始升高。50.000 g·L-1 的石油污染土壤作用下，AChE 活性最强，是对照组的 1.6 倍。水体中的石油污染

土壤对鲫鱼脑 AChE 活性总体表现为诱导作用。相反，鲫鱼脑 AChE 的活性随孔雀石绿浓度的升高的变化趋势表现为，先缓慢升

高，然后快速降低。当暴露浓度为 0.023 mg·L-1 时，AChE 活性最大，但激活率仅为13%，与对照组相比没有显著差异。从 0.058 mg·L-1 开

始，AChE 活性开始降低；到 0.116 mg·L-1 时，AChE 活性降到最低，为对照组的 79%。总体来说，在所设置的浓度范围内，孔雀石绿对

鲫鱼脑 AChE 的影响不大。从变化趋势上看，水体中孔雀石绿污染对鲫鱼脑 AChE 活性的抑制效果大于诱导。总之，鲫鱼脑 AChE 对

水体中石油污染土壤较敏感，是较适宜的生物标志物。
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Abstract：Under the indoor stimulant conditions, the responses of brain acetylcholinesterase（AChE）activity in larval Carassius auratus to
different doses of crude-oil-contaminated soil and malachite green in aquatic environment were studied. After a 20-day exposure experiment,
results showed that the present of low doses of crude-oil-contaminated soil and malachite green would increase the activity of brain AChE.
With the increase amount of crude-oil-contaminated soil in aquatic environment, the AChE activity was first quickly increased, and then sig－
nificantly induced after a reduction. The activity of AChE was highly induced even in low exposure doses （1.000 and 5.000 g·L-1）. After that
it began to decrease and restored to the control level in 20.000 g·L-1 dose group. And then the activity of AChE was sharply increased and
reached maximum at 50.000 g·L-1, which was 1.6 times of the control group. As a whole, the activity of brain AChE in Carassius auratus was
induced by the crude-oil-contaminated soil. On the contrary, the response tendency of AChE activity to elevating malachite green was first
appreciably increased and then fast decreased. The highest AChE activity was found at 0.023 mg·L-1 and it had no significant difference com－
pared to the control, with induction rate merely of 13%. The AChE activity began to decrease from 0.058 mg·L-1 and reached minimum at
0.116 mg·L-1, 79% of the control group. The activity of brain AChE in Carassius auratus was not significantly influenced by malachite green
at concentrations tested（0~0.116 mg·L-1）. As a whole, the activity of AChE was suppressed in the test groups exposed to malachite green.
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In conclusion, responses of brain AChE activity in Carassius auratus to crude-oil-contaminated soil were sensitive, and the activity of AChE
could be the suitable early monitoring index and biomarkers of the existence of oil pollution in aquatic ecosystem.
Keywords：aquatic environment; crude-oil-contaminated soil; malachite green; Carassius auratus; acetylcholinesterase（AChE）

在污染生态毒理学研究中，能迅速指示环境污染

的敏感生物标记物的筛选是一项十分重要的工作。乙

酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase，AChE）作为生物神

经传导中一种关键性的酶和较为灵敏的生物标记物，

最早专门用于评价、指示水体中有机磷农药的污染以

及生态毒性。然而，越来越多的研究发现，重金属、醚
类、酯类等污染物，都对其活性有重要影响[1-2]。因为，

在这些污染物的胁迫下，AChE 对乙酰胆碱的降解过

程受到干扰，致使乙酰胆碱与神经后膜的乙酰胆碱受

体的作用无法正常终止，造成生物长期处于神经兴奋

状态，生理生化过程失调，最终导致死亡[3-4]。
近年来，随着石油的开采和土壤环境石油污染的

日益加剧，特别在油田区以及城市地区，大量的石油

污染土壤随地表径流进入水体，对水生生态系统构成

了直接的污染胁迫。但是，石油污染土壤进入水体后，

对水生生物的毒性尚未见报道。孔雀石绿作为一种化

工原料曾被广泛用于纺织业和作为细胞化学染色剂，

后来在生产实践中发现其对治疗鱼类真菌病有效，被

许多国家广泛采用预防与治疗各类水产动物的疾病。
不过目前，包括中国在内的许多国家，已经将孔雀石

绿列为水产养殖禁用药物。但是，令人遗憾的是，许多

贩运商为了延长鱼的生存时间，获取更大的利润，在

运输前都要用孔雀石绿溶液对车厢进行消毒，而且不

少储放活鱼的鱼池和酒店为了延长鱼的存活时间，也

投放孔雀石绿进行消毒。可见，为了在渔业生产和消

费中实施全面的孔雀石绿监控，迫切需要寻求一种能

够快速灵敏指示其污染存在的生物标记物。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

仪器：Hettich 32R 低温高速冷冻离心机（购自德

国 Hettich 公司），TU-1901 双光束紫外可见分光光度

计（购自北京普析通用仪器有限责任公司）；试剂：孔

雀石绿为分析纯（购于天津市赢达稀贵化学试剂厂），

酶反应试剂为分析纯或优级纯级别。
1.2 实验动物

幼体鲫鱼（Carassius auratus）购自天津市塘沽区

花鸟鱼虫市场，选择平均体长（11.3 ± 0.5）cm、体重平

均为（13.16 ± 0.92）g 的鱼体进行实验。养鱼用水为充

分曝气 24 h 的脱氯自来水。幼鱼购买后于实验室驯

养 1 周（期间死亡率低于 5%），驯养期间每天喂食 1
次，实验前 24 h 停止喂食。实验用鱼采用行动活泼、
鱼鳍完全舒展、逆水性强和食欲好的健康鲫鱼。
1.3 暴露浓度与条件

石油污染土壤取自山东东营胜利油田，土壤含水

率 30.5%。略微阴干后过 10 目筛，取一定量污染土放

入 50 cm×30 cm×30 cm 鱼缸中，加水至 35 L，使其中

的 石 油 污 染 土 壤 浓 度 分 别 为 1.000、5.000、10.000、
20.000、25.000、50.000 g·L-1，同时设置不加入石油污

染土壤的空白对照。每日用玻璃棒搅动一次模拟自然

界中自然扰动。每 5 d 更换全部水和污染土。孔雀石绿

精确称量后配制成母液，逐级稀释为 6 个浓度梯度，分

别是 0.002、0.005、0.023、0.039、0.058、0.116 mg·L-1，同

时设置不投加孔雀石绿的空白对照。根据前期试验的

结果，所设置的最低浓度为 LC50 的 1/100，最高浓度

为 LC50 的 1/2。实验期间采用静态置换法，每天更新

25 L 孔雀石绿溶液。
每组随机加入大小均匀的鱼 12 条，暴露时间为

20 d，期间用曝气机连续充气，上罩纱网以防鱼跃出。
每天投喂饵料。水温控制为（15 ± 2）℃；pH 值为 6~8。
1.4 取样和样品处理

暴露 20 d 后取样：每个浓度随机取出 3 条鱼，活

体解剖，取出鱼脑，用生理盐水冲洗血液，滤纸轻轻吸

去表面液，铝箔纸包裹置于-20℃冰箱中保存。
样品处理：鱼脑称重，立即置于玻璃匀浆器中，以

1∶4（W∶V）的比例加入预冷的含 Trion X-100 的磷酸

盐缓冲液（pH=8，100 mmol·L-1），冰浴下匀浆。匀浆液

经高速冷冻离心机在 4℃、10 000 r·min-1 下离心 15 min
后，上清液即为粗酶液，保存于-20℃冰箱中待测。
1.5 AChE 活性的测定方法

AChE 活性的测定采用 Ellman（1961）的方法[5]并

稍作修改。底物碘化硫代乙酰胆碱被 AChE 分解成为

乙酸和硫代胆碱，硫代胆碱与 DTNB 反应，生成一种

黄色络合物，于波长 410 nm 处比色，用酶促反应的初

速度来确定酶的活性。
取 3 mL 磷酸盐缓冲液 （pH=8，200 mmol·L-1）于

10mL 比色管内，30℃保温 10min，然后依次加入 20μL
碘化硫代乙酰胆碱（75 mmol·L-1），100 μL DTNB 溶液
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（20 mmol·L-1）。混合后加入 20 μL 酶提取液，反应终

体积为 3.14 mL。于波长 410 nm 处用 1 cm 比色皿比

色，测定时每隔 30 s 读数，连测 5 min，酶活定义为每

克脑组织每分钟水解底物的 μmol 数，即：

酶活力（U）= V×A×106 /（v×K×L×C） （1）
式中：V 为反应体系的总体积，mL；A 为吸光度随时

间的变化率，OD·min-1；v 为酶活力测定时所加入的粗

酶 液 体 积 ，μL；K 为 消 光 系 数 ，L·mmol -1·mm-1，K=
1.36；L 为比色皿光程，10 mm；C 为粗酶液中脑组织的

浓度，mg·mL-1。
1.6 数据分析

实验结果表示为平均数±标准误差（Mean±SDE）。
使用 SPSS 13.0 统计软件和单边 ANOVA 法对组间数

据进行差异显著性分析，P＜0.05 表明差异显著。

2 结果

2.1 鲫鱼脑 AChE 活性对水体中存在的石油污染土

壤的响应

当石油污染土壤投入水中，即当水体中的鲫鱼暴

露于石油污染土壤的作用，其脑 AChE 活性总的变化

趋势是：先快速升高，降低后又有显著升高（图 1a）。
对于 1.000 g·L-1 和 5.000 g·L-1 浓度组，鲫鱼脑 AChE
活性都显著（P＜0.05）高于对照组，分别为对照组的

131%和 147%（图 1b）。低浓度下就被显著激活，说明

AChE 活性的变化对水体中石油污染的存在很敏感。
浓度大于 5.000 g·L-1 后，其 AChE 活性开始降低，于

20.000 g·L-1 浓度时降到对照水平，然后开始升高。
特别是 50.000 g·L-1 浓度暴露下，其 AChE 活性最

强，是对照组的 1.6 倍（图 1b）。单边 ANOVA 分析表

明，其 AChE 活性显著（P＜0.05）高于对照组。总体来

说，水体中的石油污染土壤对鲫鱼脑 AChE 活性起

到诱导作用。
2.2 鲫鱼脑 AChE 活性对水体中孔雀石绿污染的响应

当孔雀石绿投入水体中，即鲫鱼对水体中孔雀石

绿污染暴露的响应，其脑 AChE 活性总的变化趋势

是：先缓慢升高，然后快速降低（图 2a）。当水体中孔
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图 2 鲫鱼脑 AChE 活性对水体中不同浓度孔雀石绿暴露 20 d 的响应及抑制率（*P<0.05）
Figure 2 Responses of the activity of Carassius auratus brain AChE to different doses of malachite green

in aquatic environment after a 20-day exposure and the inhibition rate（*P<0.05）

图 1 鲫鱼脑 AChE 活性对水体中不同浓度石油污染土壤暴露 20 d 的响应及抑制率（*P< 0.05）
Figure 1 Responses of the activity of Carassius auratus brain AChE to different doses of crude-oil-contaminated

soil in aquatic environment after a 20-day exposure and the inhibition rate（*P< 0.05）
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雀石绿浓度为 0.023 mg·L-1 时，其 AChE活性最大，

但是激活的程度不大，激活率仅为 13%，与对照组相

比没有显著差异（P＞0.05）。当水体中孔雀石绿浓度从

0.023 mg·L-1 上升到 0.039 mg·L-1 时，其AChE的活性变

化很小；从水体中孔雀石绿浓度为0.058mg·L-1 开始，

AChE 活性开始降低；到 0.116 mg·L-1时，其 AChE 活性

降到最低，为对照组的 79%。但是，与对照组相比，似

乎没有显著差异（P＞0.05）。AChE 的活性随水体中孔

雀石绿浓度的升高，降低阶段的变化速率明显比上

升阶段的变化速率要快得多（图 2b）。总体来说，在所

设浓度范围内，水体中孔雀石绿污染对鲫鱼脑 AChE
的抑制或诱导，均没有与对照组达到显著差异 （P＞
0.05），说明孔雀石绿对鲫鱼脑 AChE 的影响不大。从

变化趋势上看，水体中孔雀石绿污染对鲫鱼脑 AChE
活性的抑制效果大于诱导。

3 讨论

鲫鱼是广泛分布于中国大部分地区的经济鱼种，

易于获得，易于养殖，具有代表性，在生态系统中占据

重要的地位。鲫鱼对污染物敏感，被广泛采用做试验

生物[6-7]。探讨污染物对其生理生化指标的影响和敏感

的生物标志物是非常有意义的。有研究表明，持续接

触低浓度的污染物，会使鲫鱼脑组织中的 AChE 含量

升高，这是由于污染物的刺激导致了脑组织中酶蛋白

的加速合成，这是一种应激反应[8]。本研究中，较低浓

度 的 石 油 污 染 土 壤 和 孔 雀 石 绿 均 能 诱 导 鲫 鱼 脑

AChE 活性增加（图 1b，2b），也说明上述这种应激反

应是存在的。
相对于孔雀石绿，石油污染土壤对 AChE 的诱导

程度较大，1.000、5.000 和 50.000 g·L-1 浓度组，其脑

AChE 活性均显著高于（P<0.05）对照组。50.000 g·L-1

时诱导程度最大，可达对照组的 160%。王晶等[9]也研

究发现，水体中存在的石油烃的作用是一种神经毒

剂，会对生物的神经系统造成影响，其对沙蚕 AChE
的抑制率大于 Cu2+和 Cd2+。当脑 AChE 活性长期受到

抑制，神经传导受到阻断，会导致生物死亡[10-11]。但是，

在本试验所研究的浓度范围内，水体中石油污染土壤

的存在对鲫鱼脑 AChE 活性起到了诱导的作用，几乎

都是高于对照组，没有被抑制的下降趋势，说明不会

由于 AChE 受到抑制而导致鲫鱼的死亡。但是，其

AChE 活性长期受到诱导，对鲫鱼的影响也不容忽

视。在极低浓度下（1.000 g·L-1）石油污染土壤存在的

条件下，其 AChE 的活性就被显著诱导（P<0.05），说

明鲫鱼脑 AChE 活性对水体中石油污染土壤的存在

很敏感，是水体中低浓度石油烃存在的良好的生物标

志物。
孔雀石绿对许多生物都具有毒性作用，尤其是对

水生生物毒性很强[12]。但在所研究的浓度范围内，孔

雀石绿对鲫鱼脑 AChE 活性的影响，无论是诱导或是

抑制，都没有达到与对照差异显著（P>0.05）。其变化

表现为仅有很小的诱导就呈现出快速抑制的趋势。因

此用鲫鱼脑 AChE 活性作为水体中孔雀石绿污染暴

露的检测指标和生物标志物似乎不太合适。孔雀石绿

对生物的毒性作用主要表现为其代谢产物的致癌、致
突变性，和对免疫系统的毒性[13-14]。鲫鱼脑 AChE 活性

的降低，不是由于孔雀石绿对神经系统的干扰，而是

由于对孔雀石绿污染的应激超过它的耐性阈值后，生

物受到严重伤害，导致的酶活性下降[15]。
从变化趋势来看，不同浓度的孔雀石绿对鲫鱼脑

AChE 活性的影响呈现出较简单的先升高后降低的

变化趋势。而水体中存在的石油污染土壤导致鲫鱼脑

AChE 活性产生了更复杂的变化。在水体中石油污染

土壤达到 20.000 g·L-1 时，鲫鱼脑 AChE 活性下降到

空白对照组水平，后来又上升。这与鲫鱼对水体中的

污染物存在多种吸收机制有关，水体中石油污染土壤

的浓度不同，占优势的吸收途径不同，导致毒性反应

的变化[16]。

4 结论

（1）水体中低浓度石油污染土壤或孔雀石绿存在

时，均会导致鲫鱼脑 AChE 的活性的增加。
（2）鲫鱼脑 AChE 的活性随着水体中石油污染土

壤数量的增加的变化趋势是先快速升高，降低后又有

显著升高。在较低暴露水平 （1.000 和 5.000 g·L-1）

下，AChE 活性即显著高于对照组；当暴露水平大于

5.000 g·L-1 后，其 AChE 活性开始降低，于 20.000 g·L-1

暴露水平时降到对照水平，然后开始升高。50.000 g·L-1

的石油污染土壤作用下，AChE 活性最强，是对照组

的 1.6 倍。水体中的石油污染土壤对鲫鱼脑 AchE 活

性总体表现为诱导作用。
鲫鱼脑 AChE 的活性随孔雀石绿浓度升高的变

化趋势表现为，先缓慢升高，然后快速降低。当暴露浓

度为 0.023 mg·L-1 时，AChE 活性最大，但激活率仅为

13%，与对照组相比没有显著差异。从 0.058 mg·L-1 开

始，AChE 活性开始降低；到 0.116 mg·L-1 时，AchE 活

性降到最低，为对照组的 79%。在所设置的浓度范围
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内，孔雀石绿对鲫鱼脑 AChE 的影响不大。从变化趋

势上看，水体中孔雀石绿污染对鲫鱼脑 AChE 活性的

抑制效果大于诱导。
（3）鲫鱼脑 AChE 对水体中石油污染土壤较敏

感，是较适宜的生物标志物。
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