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氯化锌对松江鲈肾细胞系的毒性效应 
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摘要: 本文研究了不同浓度的氯化锌对 55~65 代松江鲈(Trachidermus fasciatus)肾细胞系的毒性效应。

采用 MTT 法测得氯化锌 24 h 半致死浓度为 308.41 μmol/L。酶活力测定的结果显示: 超氧化物歧化酶

(SOD)和谷胱甘肽-S-转移酶(GST)的活性在氯化锌浓度为 0~250 μmol/L 时, 随浓度的升高逐渐升高; 

在 250 μmol/L 浓度时达到最大值, 而后随着氯化锌浓度的升高逐渐降低。谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)

的活性在氯化锌浓度为 125 μmol/L 浓度时达到最大值, 而后随着氯化锌浓度的升高逐渐降低。微核实

验结果是微核率随氯化锌浓度增加而增加, 最高达 12.33‰。彗星实验发现在半致死浓度条件下松江鲈

肾细胞拖尾率为 48.00%、迁移长度 15.03 μm±2.51 μm, 与对照组差异显著(P<0.05)。以上结果表明: 氯

化锌会引起肾细胞氧化酶活性的改变以及细胞核 DNA 损伤, 本研究认为松江鲈肾细胞系可以作为

Zn2+污染的监测平台。 
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Zn2+在低浓度下是有机体正常生理活动的必需

元素, 是酶的辅基成分或酶的激活剂。然而当它在有

机体内积累超过某一阈值时, 则可以导致生物直接

或间接中毒[1-3]。Zn 作为化学工业的原材料被广泛应

用。工业生产过程中排放含 Zn 的废水和废渣的渗出

液能够直接进入水体, 加之 Zn 是农业生产中常用的

杀虫剂, 农业生产中各类含 Zn化学制品被大量使用, 

致使水体中 Zn 含量增加。近年来, 随着沿海经济的

飞速发展 , 工业和生活污水的排放量增大 , 近岸海

域重金属污染日趋严重[4]。Zn 易通过食物链富集而

逐级放大 , 鱼类处于海洋食物链的高层 , 会蓄积更

多的 Zn, 因此研究 Zn2+对鱼类的毒性损伤有重要意

义[5]。关于 Zn2+对水生动物致毒的研究报道较多, 如

李丽娜[6]等报道了 Zn2+对泥螺(Bullacta exarata)的毒

性实验, 结果表明 Zn2+对泥螺的 24 h 半致死量为

0.133 g/L。但利用细胞系所做的研究较少, Rachlin 等[7]

初步尝试利用黑头呆鱼肌细胞系 (fathead minnow 

muscle cell line, FHM)研究 Zn2+的细胞毒性。Taju 等[8]

比较了印度鲤(Catla catla)成体与鳃细胞系(Catla gill 

cell line, ICG)对 ZnCl2 敏感性, 结果两者反应一致, 

认为细胞系可以替代成体进行 Zn2+的毒理学研究。

Tan 等[9]报道了草鱼(Ctenopharyngodon idellus)肾细

胞系(Ctenopharyngodon idellus kidney, CIK)、斑点叉

尾 (Ietalurus Punetaus)卵巢细胞系(channel catfish 

ovary, CCO)、鲤 (Cyprinus carpio)上皮瘤细胞系

(epithelioma papulosum cyprinid, EPC)等 6 种鱼类细

胞系对 Zn2+的毒性敏感性研究, 发现不同细胞系对

重金属的敏感性不同, EPC 对 Zn2+更为敏感。迄今, 

Zn2+对细胞生化毒性和遗传毒性效应的研究尚未见

系统报道。 

松江鲈(Trahidermus fasciatus)属于鲉形目(Scor-

paeniformes) 、杜父鱼科 (Cottidae) 、 松江鲈鱼属

(Trahidermus), 为小型降海洄游性鱼类[10-11], 本文以

松江鲈肾细胞系为实验材料, 研究了氯化锌对细胞

主要氧化酶活性的影响以及引起的 DNA 损伤, 目的

是探讨氯化锌对细胞的毒性效应, 为利用细胞系作

为一种模型来评估水环境中 Zn2+污染打下基础。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的细胞系为大连海洋大学细胞工程实

验室 2013 年建立的 55~65 代松江鲈肾细胞系。细胞

系用含有 20%胎牛血清的 DMEM/F12 培养基培养

(25℃、5%二氧化碳培养箱)。 

实验所用 DMEM/F12 培养基、胎牛血清(FBS)、

胰酶为 Hyclone 公司产品; 超氧化物歧化酶、谷胱甘

肽-S-转移酶和 GSH-Px 酶检测试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。 

1.2  方法 

1.2.1  染毒实验 

取处于对数生长期、状态良好的 55~65 代松江

鲈肾细胞系, 以 2×105 个/mL 的密度接种到 96 孔板

上, 接种量为 200 µL 或同密度接种到细胞培养瓶中, 

接种量为 5 mL。培养 24 h 后 , 弃去培养基, 再加入

5 mL、浓度分别为 0、100、200、300、400、500、

600、700、800 μmol/L 的氯化锌(浓度梯度根据预实

验结果设置), 每个浓度设 3 个重复, 在 CO2 培养箱

(5%, 25℃)中培养 24 h。 

1.2.2  MTT 法测定氯化锌对松江鲈肾细胞系成活

率的影响 

染毒 24 h后, 向孔中加入 40 µL MTT, 继续培养

4 h。弃去培养液, 用 PBS 缓冲液快速冲洗 2 次, 然

后每孔加入 150 µL DMSO, 室温震荡 15min 后, 在

酶标仪 570 nm 波长下测定吸光度值(A)。将处理过的

样本中氯化锌浓度为 0 的一组设为阴性对照组, 没

有细胞的孔只加入相同体积的新鲜培养液作为阳性

对照组。 

细胞存活率=(A 试验组–A 阳性对照)/(A 阴性对照–A 阳性对照) 

1.2.3  细胞内 SOD、GST、GSH-Px 酶含量的测定 

根据 1.2.2 中计算的细胞存活率及半致死浓度, 

重新设置氯化锌浓度为 0(对照组), 125, 250, 375, 

500 μmol/L, 对细胞染毒 24 h 后, 用胰酶消化并收集

各个实验组细胞, 1500 r/min 离心 10 min, 将沉淀用

PBS 重悬后, 在冰浴中用超声波破碎仪破碎细胞(工

作 3 s, 间隙 3 s, 处理 10 min), 再将破碎后的细胞悬

液于 3 000 r/min, 4℃离心 10 min, 分别离心取上清

液进行酶活性测定。利用南京建成生物工程研究所

生产的检测试剂盒得到松江鲈肾细胞 SOD 酶、GST

酶以及 GSH-Px 酶活性变化情况。 

1.2.4  细胞微核率的测定 

根据 1.2.2 中计算的细胞存活率及半致死浓度, 

重新设置氯化锌浓度为 0(对照组), 125, 250, 375, 

500 μmol/L, 收集各个实验组染毒后的细胞 , 离心 , 

去除上清, 加入 0.5 mL PBS 重悬细胞, 滴于干净的载

玻片上, 用干净的玻璃棒迅速从一端刮向另一端, 空

气干燥, 甲醇固定 10 min, 用磷酸缓冲液稀释 Giemsa 

染液(9︰1)染色 5 min, 蒸馏水冲洗, 晾干, 置于显

微摄影仪下观察拍照。每个玻片计数 1 000 个细胞。 

微核细胞率(‰)=带有微核的细胞数/ 

观察的细胞总数×1 000‰ 

1.2.5  彗星实验 

彗星实验方法参考梁亚芳等[12]报道的方法并做

了细微调整。取预热的磨砂载玻片浸入 0.7%的正常

熔点琼脂糖(NMPA)1 min, 4℃固化过夜, 制成第一

层胶。将对照组、氯化锌半致死浓度组的细胞悬液

分别以 1︰7 的体积比与 37℃低熔点琼脂糖(LMPA)

混合, 取 100 μL 加到第一层胶上, 盖上盖玻片, 再

置 4℃固化 10 min。取下盖玻片后, 将载玻片浸于新鲜

配制的冰冷裂解液中, 避光低温裂解 1 h。载玻片蒸馏

水充分清洗后, 置于电泳液中低温避光解旋 30 min。

22 V, 200 mA 条件下低温避光电泳 30 min。之后取出载

玻片, 用蒸馏水漂洗 3 次, 观察时滴加 25μL 20 μg/mL

的溴化乙啶 , 盖上盖玻片 , 在荧光显微镜下观察拍

照, 计算细胞的拖尾率和平均尾长。 

拖尾率=拖尾的细胞数/观察的细胞总数×100% 

平均尾长=拖尾细胞的尾长之和/拖尾的细胞数 

1.2.6  数据处理 

应用 SPSS Statitics V17.0 软件对数据进行统计

分析。结果用平均值±标准差表示, 差异显著性用 t

检验分析(P<0.05)。 

2  结果 

2.1  氯化锌对松江鲈肾细胞系存活率的影响 

以不同浓度的氯化锌处理松江鲈肾细胞系 24 h

后, 其存活率如图 1 所示。随着氯化锌浓度的增加, 

其存活率逐渐降低, 且存在着明显的浓度依赖性。存

活率与浓度的自然对数之间为良好的线性关系, 其

回归方程为: y = –0.4163lnx + 2.886 r2 = 0.9701。根据

剂量 - 效应回归方程可知细胞的半致死浓度为

308.41 μmol/L。 
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图 1  氯化锌对松江鲈肾细胞系存活率的影响 

Fig. 1  Effects of zinc chloride on Trachidermus fasciatus 
cell viability 

 

2.2  氯化锌对松江鲈肾细胞系氧化酶活性的

影响 

2.2.1  氯化锌对细胞系 SOD 的影响 

不同浓度的氯化锌处理松江鲈肾细胞系的 SOD

酶活性的变化如图 2 所示。氯化锌处理 24 h 后, 细

胞系 SOD 酶的活性在氯化锌浓度为 0~250 μmol/L 时, 

随浓度的升高逐渐升高, 250 μmol/L 氯化锌浓度组

SOD 活性最高, 和对照组比较差异显著(P<0.05), 随

后则逐渐降低。 

 

图 2  不同浓度氯化锌对松江鲈肾细胞系 SOD 活力的影响 

Fig. 2  Effects of different concentrations of zinc chloride 
on the SOD activity of renal cells 

 

2.2.2  氯化锌对细胞系 GST 的影响 

不同浓度氯化锌处理松江鲈肾细胞系的 GST 酶

活性的变化如图 3 所示。氯化锌处理 24 h 后, 细胞

系 GST 酶的活性在氯化锌浓度为 0~250 μmol/L 范围

內, 随浓度的升高逐渐升高, 在 250 μmol/L 浓度时

GST 活性显著增加(P<0.05), 达到最大值, 随后则逐

渐降低。 

2.2.3  氯化锌对细胞系 GSH-PX 的影响 

不同浓度氯化锌处理松江鲈肾细胞系的 GST-Px

活性的变化如图 4 所示。氯化锌处理 24 h 后, 细胞

系 GST-Px酶的活力在氯化锌 125 μmol/L浓度组时达

到最高, 在氯化锌浓度到达 250 μmol/L 时有明显的

下降, 当到达 375 μmol/L 时显著下降(P<0.05)之后一

直维持在一个较低水平。 

 

图 3  不同浓度氯化锌对松江鲈肾细胞系 GST活力的影响 

Fig. 3  Effects of different concentrations of zinc chloride 
on the GST activity of renal cells 

 

图 4  不同浓度氯化锌对松江鲈肾细胞系 GSH-Px 活力的

影响 

Fig. 4  Effects of different concentrations of zinc chloride 
on the GSH-Px activity of renal cells 

 

2.3  氯化锌对细胞微核率的影响 

试验中发现 , 经不同浓度的氯化锌处理后 , 细

胞系内均发现微核。微核位于细胞质中, 呈圆形, 边

缘光滑, 与细胞核染色一致(图 5)。由表 1 可见, 在

所设定的浓度范围内, 微核率随氯化锌的浓度的增

加而增加。 

2.4  氯化锌对松江鲈肾细胞系的 DNA损伤 

用 308.41 μmol/L(24 h-半致死浓度)的氯化锌处

理 24 h 后得到的细胞即为实验组细胞。由彗星实验

结果分析发现 , 对照组的细胞核多数为圆形 , 拖尾

的极少(图 6-A), 细胞拖尾率为 10.00%, DNA 迁移长

度为 5.36 μm±1.78 μm; 实验组(图 6-B)的细胞核出现

拖尾现象, 氯化锌组细胞拖尾率为 48.00%, DNA 迁
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移长度为 15.03 μm±2.51 μm。与对照组比较, 有显著 差异(P<0.05)。 

 

图 5  正常细胞(A)和氯化锌(B)处理后松江鲈肾细胞核的形态 

Fig. 5  The nuclear morphology of T. fasciatus treated with PBS (A) and zinc chloride (B). 

箭头所示为微核 

arrow shows the micronucleus 

 
表 1  不同浓度氯化锌对松江鲈肾细胞系微核率的影响 
Tab. 1  The effect of different concentrations of zinc 

chloride on the micronucleus rates of renal cells 
from T. fasciatus 

浓度/(μmol/L) 微核率/‰ 

0 6.33 

125 7.33 

250 9.67 

375 10.33 

500 12.33 

 

3  讨论 

3.1  氯化锌对细胞存活率的影响 

利用不同浓度的氯化锌处理松江鲈肾细胞 24 h

后, MTT 法分析 ZnCl2 对细胞系的毒性效应, 结果显

示 100 μmol/L ZnCl2 即对松江鲈肾细胞系表现出细

胞毒性和生长抑制作用, 对细胞的 24 h 半致死浓度

为 308.41 μmol/L。谭凤霞[11]研究了 ZnCl2 对 EPC 的

毒性作用, 发现细胞死亡率随着 ZnCl2浓度的增加而

增加, 24 h 的 LC50 为 35 μmol/L, 其变化规律与本研

究结果一致 , 但半致死量要低于松江鲈细胞 , 这可

能与不同细胞系间的差异有关。 

3.2  氯化锌对细胞酶活力的影响 

氯化锌作用于松江鲈肾细胞后, 产生了一定的

毒性作用, 并引起了细胞内 SOD、GST 和 GSH-Px

酶活性的显著变化。SOD 是一种重要的抗氧化酶, 

目前, 抗氧化防御系统的变化作为污染物胁迫的生

物标志物已成为环境科学领域的研究热点[13]。实验

结果表明, SOD 酶活性均随着 ZnCl2 浓度的升高而出

现先上升后下降的趋势, 表明适量的补充 ZnCl2 可以

使 SOD 活力增加。这与锌对黄颡鱼[1]及锦鲤组织[14] 

 

图 6  ZnCl2 处理细胞 24 h 后 DNA 损伤观察 

Fig.6  Effect of zinc chloride on DNA damage 

A. 对照; B. ZnCl2 

A. control; B. ZnCl2 treated for 24 h 
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SOD 的结论相似。GSH-PX 是机体内广泛存在的一

种重要的过氧化物分解酶, 通过保护细胞膜的结构

与功能使得细胞不受氧化物的损害, Zn2+对 EPC 的

GSH-Px 活性的影响[15]与本实验结果相似。实验结果

中, 细胞系 GSH-Px在氯化锌浓度为 100 μmol/L时达

到最大值 , 说明低浓度的 Zn2+可以刺激细胞产生

GSH-Px 进行自我保护; GST 可以催化谷胱甘肽(GSH)

与脂溶性物质的甲基结合 , 谷胱甘肽与其结合后 , 

可防止外源性的化合物损伤细胞[16-18]。刘慧等[19]研

究了 Zn2+对鲫鱼(Carassius auratus)肝脏 GST 活性的

影响, 发现鲫鱼肝脏 GST 活性随着 Zn2+浓度的升高

而呈现先上升后下降的趋势。三种抗氧化酶在低浓

度氯化锌刺激下呈现活力上升的现象, 说明氯化锌

导致细胞产生了较多的氧自由基, 并激活了松江鲈

细胞的免疫保护系统用以清除这些自由基; 而高浓

度的氯化锌刺激下, 过多的氧自由基可能破坏了细

胞内各种膜结构 , 从而三种酶类活性明显下降 , 细

胞失去免疫保护能力。同时, 这种双相剂量效应关系

符合毒物兴奋效应模型, 可以看做一种能在预防、修

复、信号转导等广泛的范围内介导细胞应激的适应

性反应[20]。 

3.3  ZnCl2 对细胞 DNA 损伤的影响 

本实验从微核实验和彗星实验两个方面研究了

ZnCl2 对松江鲈肾细胞系的 DNA 损伤。微核试验是遗

传毒理学常用的试验方法之一, 可以检测染色体断裂

和染色体丢失等方面细胞受到 DNA 损伤的程度[21-22]。

由表 1 可以看出, 松江鲈肾细胞微核率随 ZnCl2 浓度

的增加而增加, 表明 ZnCl2对松江鲈肾细胞具有遗传

毒性。 

彗星试验 (Comet assay), 又称单细胞凝胶电泳

SCGE (Single cell gel electrophoresis), 是一种在单细

胞水平上通过测定细胞的拖尾率和迁移长度来检测

DNA 微损伤的方法[23]。细胞在 308.41 μmol/L(24 h-

半致死浓度)的氯化锌处理 24 h后的拖尾率为 48.00%, 

表明 ZnCl2 能够引起细胞的 DNA 断裂 , 这与张迎

梅等研究的 Zn2+对泥鳅 DNA 具有损伤作用的结论

相似。  

4  结论 

本研究采用松江鲈肾细胞系 , 检测了氯化锌对

松江鲈细胞的生物学毒性和遗传毒性, 发现氯化锌

可导致细胞中一系列抗氧化酶活力呈现规律的剂量-

效应关系 , 符合毒物兴奋效应模型 [23, 24]; 同时 , 氯

化锌可以引起细胞出现微核和 DNA 断裂现象, 呈现

出一定程度的遗传损伤。 
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Abstract: This study investigated the toxicity of zinc chloride in vitro administered to the kidney cell line of 

Trachidermus fasciatus. The 24-h LC50 of zinc chloride was 308.41 μmol/L as estimated by the MTT assay. The 

SOD activity and the GST activity of the kidney cells gradually increased with increasing concentrations of zinc 

chloride over the range of 0–250 μmol/L, reaching a maximum at 250 μmol/L, and then gradually decreased. The 

GSH-Px activity reached a maximum at 125 μmol/L and then gradually decreased. The micronucleus test indicated 

that kidney cells produced the micronucleus, and the micronucleus rates gradually increased with increasing con-

centrations of zinc chloride; the highest micronucleus rate was 12.33‰. The comet assay showed that zinc chloride 

could cause nucleus damage. The comet rate was 48.00%, and the comet length of cellular DNA was 15.03 μm ± 

2.51 μm. Both the micronucleus test and the comet assay results showed that there were genotoxic effects on the 

kidney cell line of T. fasciatus when exposed to zinc chloride. The kidney cell line of T. fasciatus could be used to 

monitor the contamination by zinc as a bioindicator for in coasta. 
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