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提要   采用静态毒性实验方法,研究重金属镉胁迫条件下大弹涂鱼外周血微核率和肝脏过

氧化物酶活性的变化。结果表明, 在 0105m g /L Cd
2+
浓度组, 10d时检测到微核率极显著升

高; 015m g /L和 5mg /L组 5d时就可检测到微核率极显著升高, 到 10d时微核率达到最高值;

10d时转入清洁海水后, 3个组在 15d再次出现一个微核率的最高值。大弹涂鱼肝脏过氧化

物酶标记包括谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH-Px )、谷胱甘肽转硫酶 ( GST )。 3个组的 GSH-Px酶

活性和 5m g /L浓度组 GST酶活性在 12h后显示出极显著变化, 3个组 GST酶活性在 24h检测

到极显著差异;在转入清洁海水 5d时, 3个组 GSH-Px酶活性和对照组相比可检测到极显著

差异,而 3个组的 GST酶活性均无显著差异。研究结果表明, 大弹涂鱼外周血微核标记和肝

脏过氧化物酶标记能够灵敏地指示水环境中的镉污染; 大弹涂鱼外周血微核标记和肝脏内过

氧化物酶标记具有一定的互补作用。
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  大弹涂鱼 (B oleophthalm us pectinirostris )又名

花跳、星跳、花弹涂鱼等,属鲈形目、快虎鱼亚目、

弹涂鱼科、大弹涂鱼属。大弹涂鱼为沿岸暖水广

温广盐性两栖鱼类, 体内多项生理学指标对环境

污染物敏感 (冯涛等, 2001; 黄福勇等, 2004; 赵卫

红等, 2004), 在海洋环境监测, 尤其是近岸养殖

水体监测方面能够起到重要作用。镉是一种蓄

积性元素, 是 IA级致癌物, 具有致癌、致畸和致

突变的三致作用,可对动物造成直接中毒和潜在

中毒, 我国多个海区的重金属镉污染均有加大的

趋势 (贺广凯, 1996;刘春颖等, 2001)。

鱼类的外周血微核, 从性质上看, 属于染色

体畸变,可以用来监测水环境的污染, 目前已经

得到广泛应用 ( H oo ftm an et al, 1982; Kabil et al,

1995;李谷等, 2002)。鱼体内特定反应中的关键

酶也可以作为指示性标记来反映污染物的影响

(徐立红等, 1995 ), 谷胱甘肽过氧化物酶 ( g luta-

th ione perox idases, 简称 GSH-Px )是清除 H 2O2 和

许多有机氢过氧化物的重要酶, 谷胱甘肽转硫酶

( g lutathione S-transferases,简称 GST )也称为不含

硒的谷胱甘肽过氧化物酶 ( Non-Se-GSH-Px ) , 是

一种多功能的酶, 与肝脏的解毒功能密切相关,

并能减轻脂类过氧化作用 (方允中等, 1989; E lif

et al, 2002) ,鱼类肝脏内这两种过氧化物酶也能

用做生物标记来指示水体的污染情况 ( E lif et al,

2002)。作者对镉胁迫条件下大弹涂鱼外周血微

核以及肝脏中谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽转

硫酶活性的变化进行了研究, 为大弹涂鱼用作海

洋环境尤其近岸海洋环境指示生物积累基础

资料。
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1 材料与方法
111 材料
实验所用野生大弹涂鱼 ( Boleophthalm us p ec-

tinirostris)捕自浙江宁波镇海沿海, 体长 1018)
1315cm,体重 814) 1118g大弹涂鱼在实验室暂

养 10d后,选取活泼、无病、表皮无损伤的个体进

行染毒试验。

112 方法
11211 染毒   先将氯化镉 ( CdC l2, S igm a)配成

Cd
2 +
浓度为 1m g /m l、011m g /m l、0101m g /m l的母

液, 再用曝气 3d的自来水兑海水至盐度为

17165) 18130,然后用此兑换过的海水分别制成

对照组、0105m g /L、015m g /L和 5m g /L的 4个浓

度梯度的试验用水 (参考国家渔业水质标准中所

规定的镉离子浓度为 01005m g /L, 3个浓度组分

别为标准浓度的 10倍、100倍和 1000倍 ) , 每个

浓度均设两个重复。试验用塑料箱规格为 60cm

@ 40cm @ 40cm,每个箱子装水 4L, 放 45尾大弹

涂鱼。每天更换相同 Cd
2+
浓度的海水, 水温保持

( 20 ? 1) e , pH 值为 7173左右。试验期间每天

投喂藻类。

11212 试验取样   微核试验在染毒后 12h、

24h、3d、5d、7d、10d、13d、16d、19d取样,染毒 10d

后每组取 15尾大弹涂鱼转入清洁海水, 在镉污

染解除后的 5d、10d、15d、20d取样。

酶活性试验 3个浓度组在染毒后 12h、24h、

3d、5d、7d、10d取样, 10d后全部转入清洁海水,

在镉污染解除 5d后取样,对照组在染毒后 12h、

7d,在镉污染解除后 5d取样。

11213 外周血微核制作与观察   从各处理组
随机取鱼, 每次取 3条, 尾动脉取血, 制作血涂

片,每条鱼做 3个血涂片。大弹涂鱼外周血微核

制作参考 Buck ley ( 1977)、H oo ftm an等 ( 1982 )方

法略加改进,微核的判断参照曹佳等 ( 2000)的方

法,观察到的微核如图 1所示。每组计数 3000个

血细胞,每个微核须经两位实验人员确认。

11214 酶活性测定   每次每组随机取 6尾大

弹涂鱼,断尾放血后, 活体解剖取出肝脏, 迅速放

入超低温冰箱 ( - 71e )冷冻保存。样品在 24h

内完成测定。测定时, 取出肝脏称重后置于冰

浴,加 10倍体积 (W /V )预冷的匀浆缓冲液 ( pH

714, 0101m o l/L T ris-H C,l 010001m ol /L EDTA-

N a2, 0101m o l/L蔗糖, 018% 氯化钠溶液 )研磨。

研磨后的匀浆 3000r/m in离心 15m in, 取上清液

用于酶活性测定。

图 1 大弹涂鱼外周血微核观察图片

F ig1 1 The photo w ith m icrnuc lei on e ry throcy te of

B1p ectinirostr is

注: @ 2000; 箭头示微核

蛋白质含量测定以及谷胱甘肽-过氧化物酶、

谷胱甘肽-S转移酶两种酶活性的测定均采用试

剂盒完成 (均购自南京建成生物工程研究所 ), 具

体操作按照试剂盒说明完成。GSH-Px的活性定

义为: 每毫克蛋白质, 每分钟扣除非酶反应的作

用,使反应体系中 GSH浓度降低 1Lm o l/L为一个

酶活力单位。GST 的活性定义为: 每毫克蛋白

质,在 37e 反应 1m in,扣除非酶促反应, 使反应体

系中 GSH浓度降低 1Lm o l/L为一个酶活力单位。

11215 数据处理  应用 SPSS软件 ( 910 for W in-

dow s)进行数据计算和分析,表 1) 表 4中数值均

用平均值 ?标准方差 (X ? SD )表示, 用单因素方

差分析方法分析镉所引起的处理组和对照组的

差异, P < 0105为差异显著, P < 0101为差异极

显著。

2 结果
211 外周血微核测定结果
21111 染毒期间外周血微核测定结果   染毒

期间大弹涂鱼外周血微核率的测定结果如表 1

所示, 0105m g /L Cd
2+
组 (以下简称低浓度组 )和

对照组比较, 10d时微核率极显著差异, 19d时没

有显著差异; 015m g /L Cd
2+
组和 5m g /L Cd

2+
组

(以下简称中浓度组和高浓度组 )和对照组比较,

都是在 5d时显示极显著差异, 中浓度组 19d时

没有显著差异, 而高浓度组在 19d时仍有显著

差异。 3个浓度组的外周血微核率测定结果显

示, 在 10d时, 3个浓度组的微核率均达到最

大值。
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表 1 染毒期间外周血微核率测定结果 ( j )

T ad11 T he m easurm ent resu lts o f m icrnucle i frequency in the course of tox icosis( j )

染毒

时间

组   别

对照组 01 05m g /L Cd2+组 01 5m g /L G d2+组 5m g /L Cd2+组

12h 014445 ? 013849 013333 ? 013334 013333 ? 013334 01 2222 ? 01 1924

24h 013333 ? 013334 013333 ? 013334 015556 ? 016939 01 4444 ? 01 5092

3d 013333 ? 015774 017778 ? 015092 110000 ? 013333 11 4444 ? 01 1925

5d 012222 ? 013849 110000 ? 013333 118889 ? 01 1924b 31 2222 ? 01 8389b

7d 015555 ? 013849 113333 ? 016667 211111 ? 01 1924a 31 0000 ? 11 0000b

10d 016667 ? 013334 410000 ? 110000b 216667 ? 01 8819b 31 3333 ? 01 3334b

13d 012222 ? 011924 217778 ? 016939b 213333 ? 01 3334b 31 0000 ? 01 3333b

16d 015556 ? 011925 118889 ? 011924b 116667 ? 01 3334b 21 2222 ? 01 1924b

19d 016667 ? 013334 112222 ? 011924 017778 ? 011924 11 5556 ? 015092a

  注: 上标 a表示差异显著 (P < 01 05); b表示差异极显著 (P < 01 01)。测定数值用平均值 ?标准方差表示。下同

21112 镉污染解除后外周血微核率测定结果

镉污染解除后大弹涂鱼外周血微核率的测定

结果如表 2所示,当转移到清洁海水 5d后, 3个浓

度组的微核率均显著下降, 分别下降到染毒 10d

时微核率的 25%、50%和 50%。 3个浓度组中,只

有高浓度组和对照组比较差异显著, 但之后各个

组微核率均持续上升, 和对照组微核率测定结果

比较,差异极显著。在恢复 15d时, 3个组微核率

达到最大值, 低浓度组微核率是染毒 10d时的

81% ,中浓度组和高浓度组的微核率分别是染毒

10d时微核率的 133%和 153%。之后 3个组微核

率下降,恢复 20d时, 低浓度组和中浓度组微核率

和对照组相比无显著差异, 高浓度组和对照组相

比仍然有极显著差异。

表 2 镉污染解除后外周血微核率测定结果 ( j )

T ab12 T he m easurem ent resu lts o f m icrnue lei frequency a fter cadm ium rem oved( j )

镉污染解

除时间 ( d)

组   别

对照组 01 05m g /L Cd2+组 015mg /L Cd2+组 5m g /L Cd2+组

5 01 4444 ? 01 1925 110000 ? 016667 113333 ? 01 3334 11 6667 ? 013334a

10 01 3333 ? 01 3334 118889 ? 011924b 114444? 01 1925b 41 0000 ? 01 6667b

15 01 7778 ? 01 1924 312222 ? 016939b 315556? 01 6939b 51 1111 ? 01 1924b

20 01 5556 ? 01 6939 113333 ? 016667 116667 ? 01 3334 21 6667 ? 01 5774b

21113 谷胱甘肽过氧化物酶活性测定结果
大弹涂鱼谷胱甘肽过氧化物酶活性测定结果

如表 3所示, 在镉胁迫条件下, 3个浓度组的 GSH-

Px活性迅速降低, 在 12h时的活性和对照组相比已

经表现出了极显著差异,之后酶活性迅速升高。整

个试验处理期间, 低浓度组在 7d时达到酶活性最

高,中浓度组 10d时酶活性最高,而高浓度组在 5d

时浓度最高。转入清洁海水 5d后, 各浓度组 GSH-

Px酶活性和对照组相比,仍然表现出极显著差异。

21114 谷胱甘肽转硫酶活性测定结果   大弹

涂鱼谷胱甘肽转硫酶活性测定结果如表 4所示,

和对照组比较,只有高浓度组 GST酶活性升高, 在

12h时表现出极显著差异, 之后降低,在 3d时, 和

对照组相比无显著差异, 之后酶活性升高并在 5d

达到最高; 低浓度组和中浓度组在 24h时的 GST

酶活性和对照组相比差异极显著, 之后酶活性持

续增高,整个试验处理期间 10d时活性最高。转

入清洁海水后, 3个浓度组 GST酶活性均降低, 镉

污染解除后 5d时, 3个浓度组的酶活性和对照组

比较无显著差异。
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表 3 谷胱甘肽过氧化物酶活性测定结果

T ab13 The m easurem ent results o fG SH-Px

时间
组   别

对照组 01 05m g /L Cd2+组 015mg /L Cd2+组 5m g /L Cd2+组

12h 931 3667 ? 219479 2412950 ? 01 7808b 411 9380 ? 31 3709b 701 2200 ? 41 5550

24h ) 9213217 ? 314608 211 1350 ? 31 2805b 301 1967 ? 411862b

3d ) 1241 5531 ? 71 0375b 341 7803 ? 61 3444b 10510321 ? 318751b

5d ) 2021 8224 ? 31 9651b 9715133? 21 3820 18716333 ? 416855b

7d 901 1829 ? 210347 3891 1206 ? 91 0481b 2161 9246 ? 715955b 11418800 ? 513483b

10d ) 3331 2740 ? 91 3888b 2761 4132 ? 619376b 17112536 ? 418811b

镉污染解除 891 9310 ? 413455 1461 2500 ? 71 0958b 2211 0705 ? 318701b 14711033 ? 216112b

后 5d

  注: 表中数据单位为酶活力单位 (Lm ol/L ),表 4同

表 4 谷胱甘肽转硫酶活性测定结果

T ab1 4 The m easurem en t results of G ST

时间
组   别

对照组 01 05m g /L Cd2+组 015mg /L Cd2+组 5m g /L Cd2+组

12h 251 3517 ? 214087 1716931 ? 315722 2313526? 21 4087 401 1275 ? 119767b

24h ) 1711433 ? 41 0266b 141 6908 ? 51 0226b 141 7746 ? 016535b

3d ) 3814529 ? 21 2845b 341 4529 ? 21 2845b 241 6731 ? 01 6674

5d ) 3911709 ? 11 1575b 341 1701 ? 31 1575b 431 1600 ? 019537b

7d 231 8719 ? 119355 6018117 ? 01 8866b 541 8191 ? 01 8836b 371 5764 ? 113529b

10d ) 7513869 ? 01 5719b 751 3847 ? 21 7033b 371 3944 ? 117656b

镉污染解除 271 2305 ? 212145 2419346 ? 113081 2510150? 01 5225 241 9273 ? 01 3558

后 5d

3 讨论
311 镉污染解除后大弹涂鱼外周血微核率的变

化及其产生机理

在应用重金属镉对大弹涂鱼染毒期间, 大弹

涂鱼外周血微核率表现为上升的趋势, 并在 10d

时达到最高值。在转入清洁海水后, 3个浓度组

大弹涂鱼外周血微核率下降, 但之后再度上升,

并在恢复 15d时达到峰值, 3个组的微核率分别

是 10d时微核率的 81%、133% 和 153%。作者

推测这是鱼类的初次免疫应答和再次免疫应答

在外周血微核监测中的体现。硬骨鱼类体液免

疫系统已 经具有 IgM 抗体 ( Rud ioff S et al,

1970) ,当 Cd
2 +
进入鱼体内时, 会刺激机体免疫

系统,产生免疫活性介质, 这就是初次免疫应答

过程。Cd
2+
和免疫活性介质能够引起血液红细

胞染色体的异常, 从而产生微核, 由于 Cd
2 +
能抑

制免疫活性介质的活性,所以 Cd
2+
仍然是产生微

核的主导因素; 当大弹涂鱼被转移到清洁海水

后,由于机体免疫系统的清除作用, 血液中 Cd
2+

迅速下降, 表现为外周血微核率迅速下降, 此时

同样由于机体的清除作用, 其他组织和器官中的

Cd
2+
也得到清除并释放到血液,这些少量的 Cd

2+

进入血液会刺激大弹涂鱼免疫系统,产生再次免

疫应答过程, 产生大量的免疫活性介质, 这些免

疫活性介质也可以引起染色体的异常, 并使外周

血微核率上升到一个较高的水平。一般来说, 再

次免疫应答比较激烈, 甚至能够产生超敏反应造

成机体病理损伤 (陶义训, 1989 ), 而鱼类的再次

免疫应答往往需要较长的反应时间 ( R ijkers et

al, 1980) , 本文研究结果与此一致, 鱼类存在再

次免疫应答, 且反应时间较长, 也使应用鱼类外

周血微核监测海洋环境污染方法具有了更长的
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效应时间, 对海洋环境监测具有重要的理论和实

际应用价值。

312 两种过氧化物酶的测定
肝脏是鱼类重要的解毒器官, 也是鱼类在重

金属镉胁迫中毒的重要的靶器官 (吕景才等,

2002) ,测定镉胁迫条件下大弹涂鱼肝脏谷胱甘

肽-过氧化物酶和谷胱甘肽-S转移酶活性, 结果

表明,重金属镉污染能够对这两种酶活性产生显

著影响。染毒 24h时, 大弹涂鱼 3个浓度组肝脏

GSH-Px酶的活性和对照组比较都有极显著差

异, 而低浓度组和中浓度组的 GST酶活性和对照

组比较都无显著差异, 只有高浓度组 GST酶活性

显著升高, 说明肝脏中 GSH-Px酶活性变化更敏

感。染毒试验期间, GSH-Px酶活性变化较复杂,

GST酶活性大致呈先下降再升高的趋势, 酶活性

随染毒的持续进行持续升高, 10d时活性最高。

当转入清洁海水 5d时, 肝脏中两种酶的活性都

呈下降的趋势。转入清洁海水后 20h, GSH-Px酶

活性酶活性仍然极显著高于对照组, 说明 GSH-

Px酶较 GST酶对重金属镉污染有更长的效应

时间。

肝脏内上述两种过氧化物酶的变化规律是

同它们清除自由基及解毒的机理密切相关的。

谷胱甘肽-过氧化物酶的主要功能就是清除各种

过氧化物, 在镉胁迫条件下, 体内各种脏器内过

氧化物的量直接影响 GSH-Px酶的浓度; 谷胱甘

肽-S转移酶的功能则复杂得多, 它除了具有清除

有机氢过氧化物的功能外,更主要的还是可以和

许多亲电性药物结合发挥解毒作用, 而且由于在

动物肝脏、肾脏等脏器中含量较高 (方允中等,

1989) ,所以能比较迅速地调节到正常水平。大

弹涂鱼肝脏过氧化物酶标记对水体中镉污染具

有十分灵敏的反应, 经深入研究后有可能用作海

洋环境污染监测的生物标记。

313 大弹涂鱼外周血微核标记和过氧化物酶标

记相结合用于海洋环境监测

重金属镉对大弹涂鱼外周血微核和两种过

氧化物酶均能产生显著影响, 本文研究结果表

明, 它们在用作海洋环境污染物监测的指示性标

记方面具有重要的研究价值。但针对不同的污

染物,其变化规律及反应机理还需要进一步研

究。相比较而言,大弹涂鱼的外周血微核标记和

两种过氧化物酶标记在用于海洋环境监测时各

有优缺点。外周血微核的长处在于操作简单, 能

够开展野外作业, 能够对水体做现场检测; 缺点

在于和酶活性标记相比仍不够灵敏,过氧化物酶

活性标记的优点在于灵敏度较高,缺点是操作需

要在实验室进行, 试验步骤较繁琐。综上所述,

大弹涂鱼的外周血微核标记和两种过氧化物酶

活性标记具有明显的互补性, 在实际应用中, 如

何将两种试验手段相结合, 全面评估环境污染物

对指示生物的影响, 是一个有价值的研究方向。

大弹涂鱼可以用作海洋环境监测的指示生

物,除了它体内多项生理生化指标对环境污染物

敏感外, 还具有其他一系列的优势: 分布区域广、

外形容易辨认、易取材、易运输、易养活、能够直

观地反映近岸养殖水体的水质变化;大弹涂鱼以

底栖硅藻为食, 食物链较短, 环境的变化能够较

快地在体内各项指标内检测到;近年来大弹涂鱼

作为养殖鱼类发展也很快, 取得的研究成果可以

直接用于指导生产。
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CADM IUM-INDUCED CHANGES IN THEMARKERSOF ERYTHROCYTE

M INCRONULE IAND PEROXYDASES IN LIVER OF BOLEOPHTHALMUS

PECTIN IROSTRIS

ZHANG Chun-D an, HUANG Fu-Yong, LIM ing-Y un, LU Sun-Jie, ZHU Jun-Quan, WU Y ong

( Faculty of L ife Science and B io technology, N ingbo University, N ingbo, 315211)

Abstract  The potent ial utility o f erythrocyte m icronuclei(MN ) and peroxydases in liver as indicators o f exposure

to cadm ium chloride w ith the tox ic effects in marine fishBoleophthalmus p ectinirostris were evaluated1Three concen-

trat ion groups( 0105m g /L, 015mg /L and 5m g /L) ofCd
2+

and a contro l group were enacted, and each group repeats

it for another two tmi es1The erythrocyteMN ofB1pectinirostris in the first group( 0105mg /L ) of Cd
2+

increased sig-

n ificantly up to 10d while the erythrocyteMN o fB1p ectinirostris in the latter tw o groups increased s ign ificantly in the

fifth day and reached to max mi um up to 10d and then declined1The fish of three concentration groupswerem oved in-

to clean seaw ater after 10-day exposure, and anotherm ax mi um of theMN frequency would appear 15 days later1The

perox idases in the liver ofB1 p ectinirostris, including the g lutathione peroxidases( GSH-Px) and glutath ione S-trans-

ferases (GST ) , werem ore sensit ive than the marker of erythrocyteM N when the water area w as po lluted by the heavy

m etal o f cadm ium1GSH-Px act iv ity of the three concentrat ion groupsw ould display extrem ely s ign ificant change com-

pared w ith contro lswhen the fishw ere exposed to the tox icant for 12h, and the change can be exam ined even the f ish

had recovered for 5 days in clean w ater1GST act iv ity showed ex treme s ignificantly increase com pared w ith control

groups none but the 5mg /L groups1A ll the three concentration groups can be detected for s ignificant decrease at

24h, and when the fish had been recovered for 5 days, all the three groups show no s ign ificant difference compared

w ith the contro ls1The results show that the m arkers of erythrocyte m icronuclei and peroxydase in liver ofm arine f ish

B1p ectinirostris can denote the cadm ium po llut ion sensit ively in seawater1 Its mi munlog icalm em ory responses bring

out the m ax mi um ofM N frequency after cadm ium removed1The divers ification curve of the marker of peroxydases in

liver is correlated tight ly w ith the m echan ism of the two peroxydases in elmi inat ing free radicals and toxicants1B1
p ectinirostris m ay be a va luable biomaker in water pollution exam ination, and how to integrate them arkers of erythro-

cyte m icronuclei and peroxydase in liver to shape a new w ay tom onitorm arine env ironm ent is an interest ing field, for

the two m arkers each has its pros and cons1
K ey words  Cadm ium, Boleophthalmus pectinirostris, M icronucle,i T he glutath ione perox idases, The glutath ione

S- transferases


