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摘要:经急性毒性实验, 得到萘对成体斑马鱼 96 h 的半数致死浓度( LC50 )为 111 8 mg#L- 1 . 在此基础上, 设置 5 个浓度梯度: 0、

1P6 LC50、1P4 LC50、1P3 LC50、1P2 LC50 ,研究了在不同的暴露时间下( 015、1、2、4、、14d) ,萘对斑马鱼抗氧化防御系统的影响.

结果表明,还原型谷胱甘肽( glutathione, GSH)、谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione peroxidase, GPx)和谷胱甘肽硫转移酶( glutathione

S-transferase, GST)对萘非常敏感, 在暴露 015 d 时就受到抑制或诱导. 015 d 后 GPx活性整体上被诱导,只在第 14 d 时高浓度组

( 1P3 LC50和 1P2 LC50浓度组) GPx活性被抑制; GST和 GSH 则总体上是低于对照的. 超氧化物岐化酶 ( superoxide dismutase, SOD)

活性在 2d后呈现先诱导后抑制;过氧化氢酶( catalase, CAT)活性在1 d 后整体上受抑制.萘对斑马鱼内脏团抗氧化防御系统能

产生影响,其变化可作为生物标志物, 来评价暴露于多环芳烃有机污染的鱼类的生物学效应.
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Stress and Biological Response of Naphthalene on the Antioxidant Defense System in

Visceral Mass of Zebrafish ( Danio rerio)
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Northeast Normal University, Changchun 130024, China)

Abstract: With the acute tox icity test, we obtained the median lethal concentration ( LC50 ) of naphthalene to the zebrafish for 96 h, which was

111 8 mg#L- 1 . Then we set up five treatments( 0, 1P6 LC50 , 1P4 LC50 , 1P3 LC50 and 1P2 LC50 ) and exposed zebrafish to these treatments for

015, 1, 2, 4, 7 and 14d respectively to study the effects of naphthalene on the antioxidant defense system in visceral mass of zebrafish. The

results showed that GSH, GPx and GST were very sensitive to naphthalene and were inhibited or induced at 015 d exposure. The activities of

GPx were induced on the whole after 015 d, but were inhibited at higher concentration treatments( 1P3 LC50 and 1P2 LC50 treatments) at 14d

exposure; while the activities of GST and the contents of GSH were almost lower than that of the control. The activities of SOD were induced

first and then inhibited after 2d; the activities of CAT were inhibited almost in the all treatments after 1d. The effects of naphthalene on the

antioxidant defense system in visceral mass of zebrafish could be used as biomarkers to estimate the biological effect of fish exposed to polycyclic

aromatic hydrocarbons.
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  萘是重要的化工原料,被广泛用作制备染料、树

脂、溶剂等,也用作驱虫剂(俗称樟脑丸) , 由于其低

毒长效应的特性被列入美国及欧共体环境保护机构

所确定的优先控制污染物黑名单
[ 1]
. 它可通过城市

生活污水、工业废弃物、大气沉降、表面径流以及土

壤浸析等途径进入水体, 危害水生生物的生长、发育

和繁殖,而且对人体健康有潜在危害
[2, 3]

, 现已成为

水质保护的又一新课题.

抗氧化防御系统是鱼体内重要的活性氧清除系

统.当生物体内活性氧自由基生成量增加时, 其活性

防御成分抗氧化酶和部分抗氧化剂的合成随即增

加,因此, 抗氧化防御系统成分的改变可以作为机体

遭受氧化胁迫的早期预警生物标志物. 抗氧化防御

系统主要包括抗氧化酶以及抗氧化小分子.前者如

超氧化物歧化酶( SOD)、过氧化氢酶( CAT)、谷胱甘

肽过氧化物酶( GPx ) , 后者包括谷胱甘肽( GSH)、维

生素E 和胡萝卜素等
[ 4, 5]

.

目前, 国内外对萘污染的研究主要集中于耐污

染植物与微生物的生物去除与修复
[ 6~ 12]

. 关于萘污

染对鱼体毒理学的研究报道鲜见
[ 13~ 15]

,国内此方面

的研究更少
[ 2]
. 本研究以标准实验鱼斑马鱼( Danio
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rerio)为实验材料, 试图通过分析萘暴露下斑马鱼内

脏团抗氧化防御系统 ) ) ) SOD、CAT、GPx、GST 活性

和GSH 含量的变化,探讨萘通过氧化还原途径的致

毒机制,以及以上指标作为萘污染水体中的生物标

记的可行性.

1  材料与方法

1. 1  仪器与试剂

T6新世纪普析通用紫外分光光度计, Sigma 高

速冷冻离心机.

5, 5c- 二巯基- 2, 2c- 二硝基苯甲酸( DTNB) (购

自Sigma) ; SOD活性测定试剂盒(购自南京建成) . 其

余试剂均采用分析纯,萘(AR)购自北京化工厂.

1. 2  实验生物及助溶剂选择

实验对象为当年生成体斑马鱼( Danio rerio ) , 购

自长春市青怡坊花鸟鱼市场. 实验前在实验室驯养

2周, 采用自然光照周期, 早晚定时投喂定量观赏鱼

饲料,自然死亡率< 1%. 平均体长 215 cm ? 011 cm,

平均体重 0127 g? 0103 g. 试验用水为曝气充氧除氯

24 h 以上的自来水, 水温 23 e ? 1 e . 水质条件 pH

710左右,溶解氧 510 mg#L- 1
以上.

乙醇、二甲基亚砜和丙酮都可作为助溶剂.

Hallare等
[ 16]
试验证明丙酮对斑马鱼影响最小, 本试

验选择丙酮作为助溶剂, 其在本试验中的最高用量

为 0168 mL#L- 1
, 占试验溶液体积的 01068% ( <

011% ) ,满足助溶剂使用的要求.

113  急性毒性试验
按鱼类急性毒性试验标准方法

[ 17]
进行.在预实

验的基础上设置10、1018、1116、1216、1316 mg#L- 1

5个浓度梯度, 同时以空白和丙酮为对照, 均设 3个

平行. 在每一试验浓度组和对照组的 2 L 试验液中

随机放入 10尾斑马鱼.试验期间温度23 e ? 1 e , 不

投饵, 每天更换相同浓度的溶液 1P2,按时观察鱼的
中毒症状并及时将死鱼捞出, 记录死鱼数量. 用

SPSS 1010 统计分析软件中的 Probit 方法计算 96 h

半数致死浓度( median lethal concentrat ion, LC50 ) .

114  萘暴露胁迫试验

在急性毒性试验的基础上,设 5个浓度梯度: 0、

1P6 LC50、1P4 LC50、1P3 LC50、1P2 LC50 . 每个浓度组

100尾鱼,分别置于50 cm@ 20 cm @ 40 cm玻璃缸中,

每缸盛水 28 L. 试验期间温度基本稳定在 23 e ?

1 e ,每天更换相同浓度的溶液 1P2,投放定量观赏鱼
饲料.

分别于暴露的 015、1、2、4、7、14 d取样,将10

尾斑马鱼活体解剖, 取出内脏团, 迅速置于冰浴中,

按 1B30(质量浓度)的比例加入预冷的Tris-HCl缓冲

液( pH 715) ,匀浆后将匀浆液于 4 e , 10 000 rPmin下
离心 15 min,取上清液置于- 75 e 冰箱中保存, 用于

SOD、CAT、GPx、GST 活性分析和蛋白质含量测定.另

取 5尾鱼, 解剖, 称重, 按组织B5% 三氯乙酸( 0 e )

为 1B5 的比例制取匀浆, 于 4 e , 5 000 rPmin下离心

15 min,取上清液用于GSH 含量测定.

115  谷胱甘肽含量及酶活性的测定
还原型谷胱甘肽( GSH)含量测定采用 Beutler改

良法
[18]

,超氧化物岐化酶( SOD)活性的测定采用黄

嘌呤氧化酶法(南京建成试剂盒)
[ 19]

, 过氧化氢酶

( CAT)活性的测定采用紫外分光光度法
[ 20]

, 谷胱甘

肽过氧化物酶( GPx)活性的测定采用 DTNB直接显

色法
[ 18]

, 谷胱甘肽硫转移酶( GST)活性的测定采用

CDNB比色法
[ 18]

.

116  酶样蛋白质含量测定

蛋白质含量用 Bradford方法测定, 以牛血清白

蛋白( BSA)为标准蛋白
[ 21]

.

117  统计分析

实验结果表示为平均数 ? 标准误差 ( mean ?
SDE) .使用SPSS 1010统计软件和单边 ANOVA 法对

组间数据进行差异性显著分析, p < 0105表明差异
显著, p < 0101表明差异极显著.

2  结果与分析

211  96 h急性毒性试验

在试验过程中, 试验鱼投入试验液后都首先呈

现游动速度加快. 1 h后, 在高浓度组中的鱼逐渐出

现侧游y仰游 y沉底 y部分死亡的变化过程.低浓

度组鱼出现症状时间较晚,中毒特征与高浓度组相

同,但挣扎时间较长.根据实验过程中观察和记录的

试验样本的死亡数,计算出萘对斑马鱼 96 h 半数致

死浓度(LC50 )的值为 1118 mg#L- 1
,其 95%置信限为

1114~ 1213 mg#L- 1
.

212  萘对斑马鱼内脏团SOD活性的影响

图 1是萘对斑马鱼内脏团 SOD影响的结果.可

以看出, 各浓度组 SOD酶活性在前 1 d,均与对照相

近,无显著性差异.第 2 d时,高浓度组( 1P2 LC50浓度

组)酶活性被抑制, 其他各染毒组酶活性均被诱导,

这与张景飞等
[ 22]
的研究结果有一定的相似性,污染

物低剂量与高剂量可能对生物的生理生化产生相反

的反应,低剂量的污染物对代谢有一定的/促进0作
用,高剂量的污染物抑制正常的生理生化过程

[ 23]
.
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Stebbing
[ 24]
认为在毒物低浓度下出现的这种现象, 是

生物体在低毒情况下的刺激反应,他把这一现象称

为/毒物兴奋效应0. 而在高剂量组中,酶活性之所以

下降可能是因为活性氧自由基在机体抗氧化能力未

增加之前对细胞造成了一定的损伤作用, 但这种损

伤并未对细胞造成严重伤害, 因此出现酶活性在第

4d时处于诱导状态, 1P4 LC50、1P3 LC50和 1P2 LC50浓

度组的诱导率分别为 77%、67% ( p < 0101)和 38%

(p < 0105) . 之后, 酶活性下降, 到 14 d时均低于对

照,表现为极显著差异( p < 01001) . 这可能表明, 来

不及清除的活性氧自由基使细胞受到了更严重的损

伤.酶活性整体上表现为先诱导后抑制.

图 1 萘对斑马鱼内脏 SOD活性的影响

Fig. 1 Effects of naphthalene on the activit ies of SOD

in visceral mass of zebrafish

213  萘对斑马鱼内脏团 CAT 活性的影响

图2是萘对斑马鱼内脏团 CAT 影响的结果. 从

中可以看出,在 015 d时,除 1P4 LC50浓度组外, 其余

各浓度组活性均与对照接近, 无显著差异. 1 d时,

1P6 LC50和 1P4 LC50浓度组与对照接近,而 1P3 LC50和

1P2 LC50浓度组酶活性下降( p < 0101) . 2 d时, 各浓

度组酶活性均受到极显著抑制( p < 01001) , 抑制率
与染毒浓度呈正比, 分别为 23%、28%、31% 和

75% ,1P2 LC50组达到最大抑制. 而其他 3 个染毒组

在4 d时达到最大抑制,分别被抑制了60%、52%和

79% ( p< 01001) . 这可能反映出H2O2 在鱼体内开始

积累, 1 d时高浓度组先被抑制, 第 2 d 时各浓度组

表现出随浓度依赖的抑制. 抗氧化酶活性对氧化胁

迫的升高反应, 在时间上可能需要一个滞后过程, 接

着酶活性下降幅度缩小, 出现在 4~ 7 d 逐渐升高的

现象. 1P6 LC50和 1P4 LC50低浓度组在 7 d时恢复到对

照水平, 而 1P3 LC50和 1P2 LC50组仍处于抑制 ( p <

0101) . 14 d时趋势与 7d时相似.整体上,几乎所有

处理组 CAT 活性均低于对照.

图 2  萘对斑马鱼内脏 CAT活性的影响

Fig. 2  Effects of naphthalene on the activities of CAT

in visceral mass of zebraf ish

2. 4  萘对斑马鱼内脏团 GPx 活性的影响

图 3是萘对斑马鱼内脏团 GPx 影响的结果. 从

中可以看出, 015 d时,酶活性被诱导,随着染毒浓度

增大, 逐渐增高, 诱导率分别为 39% ( p < 0105)、
100%、130%和 140% ( p < 01001) . 1~ 7 d, 酶活性

略有下降,但整体上处于诱导状态. 14 d时, 1P6 LC50

和 1P4 LC50低浓度组被显著诱导, 而 1P3 LC50和 1P2
LC50高浓度组被极显著抑制( p < 0101) , 酶活性随浓

度升高而降低.整体上来看, 1P6 LC50和 1P4 LC50低浓

度组始终处于诱导状态, 而 1P3 LC50和 1P2 LC50高浓

度组只在第 14 d时被抑制.

图 3 萘对斑马鱼内脏 GPx活性的影响

Fig. 3  Effects of naphthalene on the act ivit ies of GPx

in visceral mass of zebraf ish
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215  萘污染对斑马鱼内脏团 GST 活性的影响

图4是萘对斑马鱼内脏团 GST 影响的结果. 从

中可以看出, 015 d时, 各浓度组随浓度增大酶活性

呈递增趋势, 1P2 LC50组被极显著诱导( p < 01001) .

而1d 时出现抑制, 随浓度增大酶活性降低, 除 1P6
LC50组外,其他染毒组均被极显著抑制( p< 01001) ,

抑制率分别为 36%、45%和 50%. 在 1~ 14 d,不同

浓度染毒组的酶活性在不同时间段虽个别有回升,

但整体上看基本处于抑制状态.到 14 d时, 随浓度

增大,抑制率增大, 1P4 LC50、1P3 LC50和 1P2 LC50染毒

组均被极显著抑制( p < 0101) , 分别被抑制了 17%、

23%和 44%,有很好的剂量-效应关系.从 015 d后,

各浓度组酶活性整体上处于抑制状态.

图 4  萘对斑马鱼内脏 GST活性的影响

Fig. 4  Effects of naphthalene on the act ivities of GST

in visceral mass of zebrafish

2. 6  萘污染对斑马鱼内脏团 GSH含量的影响

图5是萘对斑马鱼内脏团 GSH 影响的结果. 从

中可以看出, 015 d时,随浓度增大, GSH 含量下降,

1P3 LC50和 1P2 LC50浓度组与对照有极显著差异( p <

0101) , 1 d时, 1P6 LC50、1P3 LC50和 1P2 LC50浓度组的

GSH 含量达到最低值( p < 01001) .随后, GSH 含量升

高,到 7 d时基本与对照接近, 但到 14 d时, 各浓度

组均低于对照水平, 分别降低了 23%、30%、21%

和21% ,表现为极显著差异( p < 01001) . 从整体上
来看,各浓度组的GSH 含量均低于对照水平.

3  讨论

外源化学物在生物体内的转化过程可分为前后

2个阶段: ¹ 外源化合物在第一相解毒酶的催化作

用下, 经过氧化、还原、水解反应, 生成中间代谢产

图 5  奈对斑马鱼内脏 GSH含量的影响

Fig. 5  Effects of naphthalene on the contents of GSH

in visceral mass of zebraf ish

物; º在第二相解毒酶的催化作用下,中间代谢产物

和一些内源性分子结合成为水溶性产物并通过胆汁

和尿液被排泄到体外
[25]

. 萘进入体内后, 在肝微粒

体中经细胞色素 P450氧化酶作用,可代谢生成 1, 2-

环氧化物和氧化萘, 生成的中间产物一方面可与抗

氧化小分子 GSH 和作为二相解毒酶的 GST 直接结

合,一方面可经环氧化物水解酶等代谢成萘酚、萘醌

及 1, 2-二氢-1, 2-二羟萘、二硫-1, 4-二羟萘等多种代

谢产物, 同时伴随大量的活性氧自由基 (如 O
#-
2 ,

#OH,H2O2 )产生
[ 26]

.活性氧自由基若不及时被清除,

就会引起 DNA断裂、脂质过氧化、酶失活等损伤,对

机体造成氧化胁迫
[27]

. 因此, 抗氧化防御系统在清

除活性氧自由基方面起着重要的作用
[28, 29]

. 本试验

结果也证实, 它们的活性或含量的改变可以作为机

体受到氧化胁迫的指示.

SOD在歧化O
#-
2 生成 H2O2 的过程中起重要作

用,且SOD是最先与 O
#-
2 作用的酶

[ 30]
. CAT 主要存

在于哺乳动物的肝、肾的过氧酶体中, 担负 H2O2 和

过氧化物的分解与转化功能. GPx、GST 可特异的催

化还原型谷胱甘肽 ( GSH )对氢过氧化物的还原反

应,催化H2O2 及其他过氧化物转变为无毒性产物,

同时GST 还是二相解毒代谢酶,能催化 GSH 与许多

次级底物结合,包括脂质过氧化的次级产物
[ 31, 32]

.而

GSH 不仅可以作为 GPx、GST 的底物,通过这 2种酶

起解毒作用, 还可以通过自身来调节细胞内脂质过

氧化水平
[ 33]

.在本试验中, GST 酶活性在 015d时各
浓度组均被诱导, 呈现随浓度的依赖, 而 GSH 与其

趋势相反,浓度越大含量越低. GST 的诱导表现了对

化学物的应激反应,引起二相结合过程,即萘在一相
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反应中形成的 1, 2-环氧化物和氧化萘与内源分子相

结合. 这与Teles等
[ 15]
的研究结果相似,他们的结果

表明, 在萘处理的黄鳗( Anguilla anguilla L. )的肝脏

中, GST 活性在 2 h时即被诱导,反应敏感. 在本项

研究中, 015 d时 GPx表现出与 GST 同样的趋势. 而

SOD、CAT 分别在第 2、1 d时才出现应激反应, 这个

结果可能表明, GPx、GST、GSH 较 SOD、CAT 来说, 对

萘污染可能更敏感一些. 这个结论与前面提到的

Teles等的研究结果有一定的相似, 且 Germansky

等
[ 34]
在对萘处理下小鼠的研究中也发现, GPx 反应

敏感一些, SOD 活性变化较小. 同时, 本研究发现,

SOD 酶要晚于 CAT、GPx、GST 发生反应. 这与

Livingstone 等
[ 35]
曾观察到的 SOD与CAT 的变化模式

不等同的现象相似,这种现象可能主要由于 O
#-
2 的

歧化反应并不是H2O2 的唯一来源,后者还可以通过

氨基酸或细胞色素 P450氧化酶激活来生成.

抗氧化防御系统的各个组分, 在功能上可能既

存在相关性,又相对独立地催化不同反应.在本试验

中, GSH含量整体上低于对照水平.GSH 的减少与萘

氧化物的生成有密切的关系, GSH 与萘氧化物结合

后被排出可能是造成细胞内 GSH 减少的部分原

因
[ 36]

, 与 Vijayavel 等
[ 33]
对萘处理下的蟹 ( Scylla

serrata )的研究结果有一定的相似性. 015d后, GST 活

性整体上被抑制,可能是因为谷胱甘肽的减少,萘氧

化物和萘环氧化物大量产生, 开始在体内积累,降低

了GST 的活性.因此,萘的环氧化物、萘氧化物可能

被更多地代谢为萘酚、萘醌等, 产生更多的活性

氧
[ 26]

, 从而使 GPx、SOD酶活性被诱导. 这 2 种酶活

性的升高可能是作为补偿机制, 来抵消活性氧的产

生
[ 37]

. 而 CAT 整体上活性较低, 这可能因为该酶活

性中心含有较多的 ) SH, 易成为 H2O2 的攻击目标,

说明该酶易受到损伤,这与李康等
[ 25]
的研究结果相

似.在第 14d 时, 除 CAT、GPx 的低浓度组外,其余几

种酶的各浓度组均出现抑制现象, 这可能说明,活性

氧的积累未对低浓度组产生影响, 但在高浓度组中,

活性氧的积累超过了抗氧化酶的生成, 从而造成了

细胞的损伤,对其活性产生了抑制.

关于多环芳烃对鱼类毒理学的研究表明, 实验

动物的种类、性别、年龄及其所处的生理状态等内在

因素及季节、温度和诱导物的差异等外在因素均能

影响酶活性的表达. 该实验结果也显示,即使是同一

种酶的对照组之间, 也存在一定的差异性,在国内外

的其他学者的研究中, 也有这种现象存在
[ 38~ 40]

. 所

以若使酶活性具有时间可比性, 可以对照组的结果

为基准,用其诱导率或抑制率( %)表示各处理组的

变化
[ 38, 41, 42]

.

4  结论

(1)萘对斑马鱼 96 h 半数致死浓度 ( LC50 )及

95%置信限为 1118( 1114~ 1213) mg#L- 1
.

( 2) 斑马鱼在萘的暴露条件下,有机体的抗氧

化防御系统对胁迫的响应,在所测定的几种酶中分

别表现出不同的敏感性, GPx、GST、GSH 可能更敏感

一些,而 SOD、CAT 次之.

( 3) 对污染物的生物响应,在生物体内是连续

的代谢过程, 运用多种生物标记物将能更加准确地

评价有机污染物对生物体的影响, 以及有机体对胁

迫反应的过程.
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