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摘 要：为了评价夹竹桃皂甙对非靶标生物的潜在危害,采用半静态法研究了不同浓度（0、5.89、20.12 mg·L-1和 80.76 mg·L-1）的夹

竹桃皂甙对鲫鱼幼苗的死亡情况、特定生长率、糖原、蛋白质含量、SOD酶活性和微核率的影响。结果表明，当夹竹桃皂甙处理浓
度≤20.12 mg·L-1时,处理组的鲫鱼在试验期间无死亡;而在 80.76 mg·L-1皂甙的处理下，鲫鱼 5 d后全部死亡。当皂甙染毒浓度达
20.12 mg·L-1时，随处理时间的增加，特定生长率、糖原和蛋白质含量逐渐下降，而 SOD活性先上升后下降；在清水中恢复饲养 7 d
后,鲫鱼幼苗特定生长率和 SOD活性受到的抑制作用逐渐减弱，糖原和蛋白含量恢复至与对照组相比无显著差异。此外，微核试验
表明夹竹桃皂甙对鲫鱼幼苗的微核率无影响。研究结果表明，夹竹桃皂甙对鲫鱼的毒性属低等毒性且未发现遗传毒性，但高浓度的
皂甙能影响鲫鱼幼鱼的正常生理代谢，导致生长受到抑制,严重时可致其死亡。
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Abstract：To assess the potential toxicity of cardiac glycosides of N. indicum on non-target organism, the effects of different concentration of
cardiac glycosides（0, 5.89, 20.12 mg·L-1 and 80.76 mg·L-1）on mortality, specific growth rate, glycogen and protein content, SOD activity as
well as micronucleus rate of juvenile C. auratus were investigated during exposure for 14 d and its recovery response after 7 d by using semi-
static test method. The results showed that fish did not die when the concentration of cardiac glycosides≤20.12 mg·L-1 during 14 d exposure
periods. However, with 80.76 mg·L-1, 100% of the fish died within 5 d. When cardiac glycosides concentration reach to 20.12 mg·L-1, the
specific growth rate, glycogen and protein contents decreased gradually while the SOD activity increased first and then decreased during the
whole experiment. After a recovery period of 7 d, the inhibition of specific growth rate and SOD activity were weakened gradually and the
glycogen and protein content were no significant difference between control and treatment group. In addition, the result of micronucleus test
showed that cardiac glycosides did not significantly affect the micronucleus rate of juvenile C. auratus. These results suggested that cardiac
glycosides was low toxicity and no genotoxicity found, which supports that the plant product is safe for use as a molluscicide for the control of
harmful freshwater snails in the aquatic environment. However, higher concentration of cardiac glucosides seriously impaired the normal
physiological metabolism, resulting in the growth inhibition of C. auratus, even caused fish death in the end.
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植物源农药由于具有在环境中易降解、对人畜及
非靶标生物毒性低且不易产生耐药性等优点，成为新

型农药研究的热点和前沿[1-3]。夹竹桃（Nerium indicum
Mill）是一种常见的栽培观赏植物，也是一种毒物和

药用植物。夹竹桃粗提物具有较强的杀虫、抑菌和灭
螺活性[4-5]。前期研究结果表明，夹竹桃叶部的活性成
分皂甙对福寿螺具有很强的灭螺作用，其 96 h的 IC50

值与化学合成农药密达 72 h的 IC50值相当。
鲫鱼（Carassius auratus）是我国淡水生态系统
中广泛分布并具代表性的经济鱼类之一，也是比较

理想的水生毒理学试验材料 [6-8]。本文以鲫鱼幼鱼
为试验生物，研究能有效杀灭福寿螺的夹竹桃皂甙

剂量对鲫鱼幼苗的特定生长率及生理生化指标糖
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原、蛋白质含量、SOD酶活性和微核率的影响，旨在
评价夹竹桃皂甙对非靶标生物的毒害效应，阐明夹

竹桃皂甙作为植物灭螺剂其推广应用是否对环境

友好，同时也为生物农药的环境安全评价提供参考

资料。

1 材料与方法

1.1 实验材料和培养
鲫鱼（C. auratus）幼鱼购自温州市苍南县渎浦鱼
苗繁殖场，大小一致，平均体长（7.02±0.41）cm，平均
体重（10.08±1.73）g。试验前在室内用脱氯自来水驯养
7 d。饲养条件：水温（19±2）℃，pH6.5±0.2，光暗比为 14h∶
10h。驯养期间没有出现自然死鱼现象。
1.2 夹竹桃皂甙的提取
夹竹桃（N. indicum）新鲜叶采自温州大学校园内。

夹竹桃皂甙的提取按Wang等[9]的方法。将夹竹桃新
鲜叶洗净，加 75%乙醇适量灭活，搅碎后，用 10倍于
鲜叶重量的 70%~75%乙醇加热至 70 ℃温浸 12 h，提
取 3次后去除残渣，减压回收乙醇，沉淀过滤除杂；接
着用乙醚处理浓缩滤液，弃醚层；再在水溶液中加饱

和碱式醋酸铅水溶液，过滤去沉淀；然后将滤液通入

H2S气体之后再次过滤去沉淀，浓缩滤液静置可析出
结晶或快速风干成固态物质，便得到夹竹桃皂甙。从
100 g新鲜叶中获得 0.040 2 g夹竹桃皂甙。
1.3 染毒试验
采用半静态法，在容积为 60 cm×30 cm×45 cm

的长方体塑料水族箱中，按每 10 L水体投放 3条鱼
的比例进行试验。夹竹桃皂甙的染毒浓度为5.89、
20.12 mg·L-1和 80.76 mg·L-1（分别为夹竹桃皂甙对福

寿螺72、48 h和 24 h的 IC50），另设不含皂甙的无氯自

来水为对照。每个浓度设 3 个平行组，每个重复饲养
15尾鲫鱼，连续染毒处理 14 d，然后用不含皂甙的清
水继续恢复饲养 7 d。试验期间水温为（19±2）℃，pH
值为6.5±0.2，溶解氧为（7.6±0.5）mg·L-1，光暗比为 14
h∶10 h。每隔 24 h更换 1次染毒液，以保持皂甙浓度
的稳定，更换溶液前 2 h投饵，约 50 g。试验开始后
连续观察、记录实验鱼的中毒症状和死亡情况，并于
7、14 d和 21 d（即恢复饲养 7 d）分别从各处理样中
随机取鱼 5尾测定鲫鱼特定生长率和取鱼 1尾测定
生理生化指标。
1.4 测定指标及方法
1.4.1 特定生长率
参考 Luz等[10]的方法，分别在 7、14 d 和 21 d 测

定各组鱼的体重（精确到 0.1 g）并计算出特定生长
率（SGR），计算公式如下：

SGR（%·d-1）=（lnWt-lnW0）×100/t×100%
式中，W0为试验开始时鱼体重，g；Wt为试验结束

时鱼体重，g；t为试验天数，d。
1.4.2 肝胰脏糖原含量测定
采用蒽酮法[11]并稍加修改。按质量体积比 1∶10加

入 5%三氯乙酸溶液，在冰浴条件下将肝胰脏匀浆，过
滤并定容至 10 mL，吸取 2 mL提取液于试管中，加 2
mL、30% KOH，沸水浴中反应 60 min。取 2 mL糖原检
测液再加入加 4 mL蒽酮试剂，摇匀，于沸水浴中反应
10 min后，测各管吸光度值。取 10～50 μg葡萄糖同法
测定其吸光度值，即可以此为标准计算样品中的糖原

含量。
1.4.3 肝胰脏超氧化物歧化酶（SOD）活性和蛋白质含
量的测定

将肝胰脏用冰生理盐水（0.86%）洗净血液，滤纸
吸干，迅速称取适量置于冰浴中，加入冰生理盐水，

体积质量比为 10∶1，用玻璃匀浆器匀浆，将匀浆液于
4℃、10 000 g下离心 10 min，取上清液置于-20℃冰箱
内保存待用。SOD活性的测定采用邻苯三酚自氧化
法 [12]，反应溶液为 9.0 mL、pH8.2 的 Tris-HCl 缓冲
液、0.1 mL邻苯三酚和 10.0 μL上清液，反应温度为
25 ℃，测定波长为 325 nm，邻苯三酚的自氧化速率
控制在 0.07 OD·min-1左右。蛋白质含量的测定采用
考马斯亮蓝 G-250 法 [13]，以牛血清白蛋白（BSA）制
作标准曲线。
1.4.4 微核率的测定
参考 Sanchez-Galan等[14]的方法。从各处理组随
机取鱼，将鱼断尾取血制作血涂片，自然晾干，甲醇固

定 15 min，10%Gimesa染色 20 min，蒸馏水冲洗，风
干，在 10×100倍显微镜（油镜）下检测微核的数量。每
尾鱼至少统计 5 000个外周血有核红细胞中出现的
微核数，计算微核出现的千分率。
1.5 统计分析
结果以平均数±标准偏差（Mean±SD）来表示，用

SPSS12. 0统计软件对试验数据进行单因素方差分析
和最小显著差法（LSD）进行显著性检验，用不同字母
表示处理间差异显著（P＜0.05）。

2 结果与分析

2.1 毒性反应观察
对照组、5.89 mg·L-1和 20.12 mg·L-1处理组的鱼

1527



2011年 8月

表 1 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼特定生长率的影响
Table 1 Effects of cardiac glycosides from N. indicum on specific

growth rate of juvenile C. auratus

皂甙浓度/mg·L-1
不同染毒时间的特定生长率/%·d-1

7 d 14 d 21 d

0 1.16±0.07a 1.22±0.17a 1.19±0.06a

5.89 1.15±0.10a 1.18±0.13a 1.23±0. 07a

20.12 0.99±0.04b 0.81±0.09b 0.91±0.08 b

注：表中数值为 3个重复的平均值±标准差，同一列数据不同字母
代表差异显著（P＜0.05），下同。

Notes：Data represent mean±SD（n=3），data in the same column with
different letters shows significant difference（P＜0.05），the same below.

游动正常，处于正常状态，试验期间无死亡。在 80.76
mg·L-1夹竹桃皂甙的处理下，鲫鱼出现中毒症状，中

毒初期，出现浮头、呼吸频率加快和身体失去平衡（侧
游和翻游）；后期则为活动能力明显减缓，横卧于底

部，呼吸频率缓慢，5 d后全部死亡。
2.2 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼特定生长率的影响
由表 1可知，5.89 mg·L-1皂甙处理与对照组相比

无显著差异。在 20.12 mg·L-1皂甙处理 7 d后，鲫鱼幼
苗特定生长率则显著下降；处理 14 d后达到最低，仅
为对照组的 66.4%；恢复饲养 7 d后，虽与对照组仍存
显著差异，但鲫鱼幼苗特定生长率上升，为对照组的

76.5%。
2.3 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼肝胰脏糖原含量的影响
由图 1可知，在不同浓度的皂甙处理下，肝糖原
含量表现出显著的不同。在整个试验期间，5.89 mg·L-1

皂甙处理与对照组相比无显著差异。20.12 mg·L-1皂

甙连续染毒 7 d和 14 d后，鲫鱼幼鱼肝胰脏糖原含量
分别为对照组的 71.8%和 46.7%；恢复饲养后，肝糖原
含量逐渐上升，7 d后其含量与对照组无显著差异。
2.4 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼肝胰脏蛋白质含量的影响

如图 2所示，在不同浓度的皂甙处理下，蛋白质
含量与对照组无显著差异，仅 20.12 mg·L-1皂甙染毒

14 d后，蛋白质含量显著下降，为对照组的 82.0%。
2.5 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼肝胰脏 SOD酶活性的影响
从图 3可以看出，夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼肝胰脏

SOD酶活性也产生显著的影响。与对照组相比，5.89
mg·L-1皂甙处理的 SOD酶活性在整个试验期间没有
显著变化。在 20.12 mg·L-1皂甙处理 7 d后，SOD酶活
性显著高于对照组；当染毒时间延长至 14 d后，SOD
酶活性含量显著低于对照组，仅为对照组的 71.5%。恢
复饲养 7 d后，SOD酶活性重新上升，恢复到对照组
的 83.7%。
2.6 夹竹桃皂甙对鲫鱼幼鱼微核率的影响
如图 4所示，鲫鱼幼鱼微核率在整个试验期间几
乎保持稳定，各处理组与对照组相比，均无显著差异。

3 讨论

根据我国《化学农药环境安全评价试验准则》[15]

的评价标准，化学物质对鱼类的 96 h-IC50＞0 mg·L-1

王 芳等：夹竹桃（Nerium indicum）皂甙对鲫鱼（Carassius auratus）幼鱼的影响1528
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为低毒农药。本试验结果表明，在 80.76 mg·L-1皂甙

的处理下，鲫鱼出现中毒症状，5 d后全部死亡；当夹
竹桃皂甙处理浓度≤20.12 mg·L-1时，处理组的鱼在

试验期间无死亡。因此，初步判断夹竹桃皂甙为低毒
农药。但与对照相比，20.12mg·L-1皂甙处理使鲫鱼幼鱼

特定生长率显著下降（表 1）。特定生长率是动物生长
发育的各种生命活动受影响后的综合表现，是衡量生

长状况的一个重要指标[10]。本结果表明，一定浓度的
皂甙胁迫能破坏鱼体正常的生理机能，从而抑制鲫鱼

的正常生长和发育，最终导致其特定生长率下降。
肝胰脏是鲫鱼最重要的解毒器官，也是对农药及

其他污染物较敏感和易受伤害的器官，因此肝胰脏常

被用来监测各种有毒物质对生物体的影响[16-17]。本文
以肝胰脏为研究对象，进一步研究了皂甙对鲫鱼肝胰

脏生理生化指标的影响，从而更好的阐明夹竹桃皂甙

对鲫鱼的毒害效应。
糖原是动物体内糖的贮存形式之一，很易降解

为葡萄糖从而提供 ATP，为各项生理活动提供能量。
当动物受到外界因子的影响而发生生理或病理变化

时，糖原含量通常会出现典型的胁迫反应，所以糖原

含量的变化常被作为动物对胁迫应答的敏感指标之

一[18]。本研究结果表明，20.12 mg·L-1夹竹桃皂甙处理

的鲫鱼肝内糖原含量在实验期间急剧下降（图1），这
与夹竹桃皂甙对钉螺糖原含量影响[9]所得到的结果一

致。一般而言，糖原通过糖酵解或己糖磷酸途径被快
速降解和利用，为各项生理活动提供能量，从而增强

生物的抗逆性[19-20]。因此，糖原含量的急剧下降可能是
鲫鱼对皂甙胁迫的一种生理适应，以满足解毒及某些

生理活动能量的需求。
蛋白质是生物的主要组成成分并且在物质代谢

和生化反应中起着重要作用，是反映动物生命活动的

重要生理指标，因而蛋白质含量的变化常作为毒理学

指标之一[21]。由图 2可知，20.12 mg·L-1皂甙对肝胰脏

蛋白质含量的影响分为两个阶段：染毒 7 d后，蛋白
质含量与对照组无显著差异；染毒 14 d后，蛋白质含
量显著低于对照组。蛋白质的含量决定于蛋白质的合
成或分解[22]。在染毒初期，蛋白质含量没有出现显著
变化的可能原因是鱼体通过应激机制，增加蛋白质的

合成以补偿皂甙胁迫造成的损失。Gill等[23]认为，为了

满足解毒的需求，生物体通常会增加解毒酶蛋白质的

合成。这与本文中皂甙对 SOD酶（图 3）的研究结果一
致。在染毒后期，皂甙导致蛋白质含量下降有两方面
的原因：一是皂甙使鲫鱼肝胰脏组织受损程度严重，

抑制了新蛋白质合成；二是在极端胁迫条件下，蛋白

质可作为能量的替代来源[19，21]。因此，在能量缺乏的条
件下，加速了原有蛋白质的分解，以满足解毒时对能

量的需求，从而进一步解释肝胰脏糖原含量在胁迫期

间的急剧下降。是否如此，还需进一步研究。
SOD能将 O-

2·分解为 H2O2和 O2，是最重要的抗

氧化酶之一[24]。由于 SOD对污染物胁迫相当敏感，其
活性变化可用作指示环境污染的早期预警[25]。Roberts
等[26]认为，当鱼体受到轻度污染胁迫时，抗氧化酶活

性被诱导，但当受到重度胁迫时，其酶活性则被抑制。
本研究发现，在 20.12 mg·L-1皂甙处理下，SOD活性
表现出先升后降的趋势（图 3），说明 SOD酶作为可诱
导酶，在一定浓度的皂甙胁迫下，由于酶蛋白合成增

加，其活性出现诱导，以此清除体内多余的活性氧，可

保护自身不受过氧化损伤；当活性氧的产生量超出抗

氧化防御系统的清除能力，可能造成活性氧自由基的

积累和对细胞膜的损伤，造成了鲫鱼肝胰脏细胞损

伤，SOD酶合成受阻，故活性随之下降。
微核检测技术是检测有毒物质对生物细胞遗传

损伤的一个常用指标，可迅速可靠地反映机体染色体

损伤、DNA复制紊乱等异常状况[14，27-28]。本试验结果表
明，对照组相比，各剂量组间的微核率无统计学差异

（图 4），可初步判断夹竹桃皂甙对鲫鱼无遗传毒性。
各处理组在清水中恢复 7 d后，鲫鱼幼苗特定生
长率（表 1）和 SOD活性（图 3）受到的抑制作用逐渐
减弱，尤其是糖原含量（图 1）、蛋白质含量（图 2）与对
照组相比均无显著差异，这与夹竹桃皂甙对水稻幼苗

株高和生物量的影响所得到的结果相符[29]。上述结果
说明夹竹桃皂甙作为生物源类药物，不会产生蓄积毒

性，可在动物体内迅速代谢失活，从而对鲫鱼幼鱼的

毒害作用逐渐减弱。
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4 结论

（1）夹竹桃皂甙对鲫鱼的毒性属低等毒性且未发
现遗传毒性。
（2）当环境中的皂甙浓度达一定程度时，可导致
鲫鱼幼鱼的正常生理代谢紊乱、失调，生长受到暂时
性抑制，严重时可导致其死亡。因此，在稻田施用高浓
度皂甙灭螺时，应尽量避免对附近水体的污染或在排

入自然水体前进行适当的处理，以减少对非靶标生物

的危害。
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