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铜离子急性胁迫对虎纹蛙肝脏中三羧酸循环及 

自由基代谢的影响 

李  斌  黄  艳  邵  晨  王  宇 
(浙江师范大学生态研究所, 金华 321004) 

摘要: 为探明铜离子(Cu2+)对两栖动物肝脏线粒体中三羧酸(Tricarboxyl acid, TCA)循环及自由基代谢的毒理

作用, 采用静水暴露实验, 研究了 Cu2+不同浓度和不同暴露时间对虎纹蛙(Hoplobatrachus chinensis)肝脏线

粒体中异柠檬酸脱氢酶(ICDHm)活性、α-酮戊二酸脱氢酶(α-KGDH)活性、抗超氧阴离子(anti-·O2
–)活性、过

氧化氢(H2O2)含量、抑制羟自由基(inhabit-·OH)活性、一氧化氮(NO)含量以及一氧化氮合成酶(NOS)活性的

影响。暴露实验共设置 6个 Cu2+浓度组(0.0、2.0、4.0、6.0、8.0和 10.0 mg/L), 分 5个暴露时间(0、24h、48h、

72h和 96h)取材, 对每个浓度的不同暴露时间分别取 6个样本, 测定 TCA循环及自由基代谢的相关指标。结

果显示, 在 TCA循环中随着 Cu2+浓度的增加和暴露时间的延长, 时间和浓度因素对 ICDHm活性影响无显著

性交互作用 (P>0.05), 暴露时间的延长对 ICDHm 活性无显著性影响 (P>0.05), 但随着 Cu2+浓度的增加

ICDHm 活性逐渐减小 ; 而时间和浓度因素对 α-KGDH 活性影响有显著交互作用(P<0.05), 暴露处理后

α-KGDH 活性下降, 分别在 24h 和 96h 的 4.0、6.0 mg/L 时活性最低。在自由基代谢中, 时间和浓度因素对

抗·O2
–活性、H2O2含量影响有显著交互作用(P<0.05), 而对抑制·OH 活性、NO 含量、NOS 活性的影响无显

著性交互作用(P>0.05)。不同时间随着 Cu2+浓度的增加, 抗·O2
–活性均呈现出逐渐下降的趋势; 实验处理后

H2O2含量升高, 在 24h 的 6.0 mg/L 时含量最大; 随着暴露时间的延长和 Cu2+浓度的增加抑制·OH 活性均逐

渐降低; 而 NO 含量和 NOS 活性的变化趋势基本相同, 即随着 Cu2+浓度的增加先增加后减少并趋近 0浓度

组, 且都在 6.0 mg/L时达到最大。研究结果表明急性 Cu2+暴露对虎纹蛙肝脏线粒体中 TCA循环及自由基代

谢有显著的毒性作用。 
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铜是生物体所必须的微量元素之一, 对生物体

的生长发育和繁殖起着重要的作用, 但过量的铜离

子(Cu2+)则会对机体产生毒害作用[1, 2]。Cu2+是水体

中常见的重金属, 主要来源于铜锌矿开采和冶炼、

金属加工、机械制造、钢铁生产等工业废水[3]。含

铜废水的排放不仅污染环境, 同时对栖息于其中的

动植物产生极大的影响[4, 5]。两栖动物作为脊椎动物

从水生过渡到陆生的重要类群, 其生命活动的各个

环节均离不开水环境。因此, 以铜为代表的重金属

污染被认为是导致当今全球两栖动物急剧下降的重

要原因之一[6]。 

近年来, 虎纹蛙(Hoplobatrachus chinensis)由于

栖息地破坏、环境污染和人类过度捕猎等因素, 其

野生种群濒临灭绝, 已被列为国家Ⅱ级重点保护野

生动物, 并被列入中国濒危动物红皮书。虎纹蛙主

要生活于稻田、鱼塘、水坑和沟渠内, 对水体污染

反应敏感。目前关于虎纹蛙的研究主要集中于形态

学 [7]、细胞生物学 [8]、分子遗传学 [9]、生理生态 [10]

等方面, 而有关 Cu2+对虎纹蛙的急性毒性效应, 以

及由此引起的三羧酸(Tricarboxyl acid, TCA)循环和
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自由基代谢方面的研究尚未见报道。本研究拟通过

实验室急性胁迫实验, 研究 Cu2+对虎纹蛙肝脏线粒

体中 TCA循环及自由基代谢的毒理作用, 以期可为

探讨重金属污染导致的两栖类种群下降机制的讨论

和含铜废水排放标准的制定提供理论依据, 同时也

可为该物种的野外保护提供重要的数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本研究用虎纹蛙种群来自浙江省金华市的虎纹

蛙养殖场。将虎纹蛙置于圆柱形水族箱(半径 0.5 m×

高 0.8 m)驯化饲养, 提供充足的水陆环境和遮蔽物, 

自然光照, 温度为(25±1) , ℃ 饲养密度为 30 只/缸, 

每日以虎纹蛙养殖专用饲料(漳州市联泰饲料有限

公司)投食 1 次, 并定时用经曝气脱氯的自来水[pH: 

7.5±0.1, 溶氧量: (8.7±0.2) mg/L]换水 1次, 清除死

亡个体、记录死亡率, 驯化时间为 1周。 

1.2  半致死浓度实验 

在预实验的基础上 , 用分析纯五水硫酸铜

(CuSO4·5H2O)分别配制铜离子(Cu2+)浓度为 8.0、10.0、

20.0、40.0、60.0、80.0和 100.0 mg/L的溶液 15 L, 每

个处理组设置 2个平行, 另设空白对照组(0 mg/L)。向

每个实验水族箱中放置 15 只体表无伤、大小均一[体

重: (178.01±1.77) g; 体长: (12.30±0.13) cm]的虎纹蛙

成体, 实验处理过程中不喂食, 每日定时更换实验溶

液 1次, 观察并分别记录每个水族箱中 24h、48h、72h

和 96h虎纹蛙的累积死亡个数, 及时清除死亡个体。 

1.3  暴露实验 

用分析纯 CuSO4·5H2O 分别配制 Cu2+浓度为

2.0、4.0、6.0、8.0和 10.0 mg/L的溶液 15 L, 每个

Cu2+浓度设置 2 个平行组 , 另设空白对照组

(0 mg/L)。每个实验水族箱中放置 30 只体表无伤、

大小均一 [体重 : (178.01±1.77) g; 体长 : (12.30± 

0.13) cm]的虎纹蛙成体。实验过程中不喂食, 每日

定时换溶液 1 次, 注意观察并及时清除死亡个体。

分别于暴露时间 0、24h、48h、72h和 96h在每个浓

度组中随机取活体虎纹蛙 6 只进行解剖, 并将所获

取的肝脏组织置于–80℃冰箱中保存待用。 

1.4  检测方法 

采用差速离心法分离肝脏细胞中的线粒体, 操

作方法详见试剂盒说明书(苏州科铭生物技术有限公

司), 并将分离获取的线粒体置于–80℃冰箱中保存。 

TCA 循环中异柠檬酸脱氢酶 (Isocitrate dehy-

drogenase, ICDHm)和 α-酮戊二酸脱氢酶 (α-keto-

glutarate dehydrogenase, α-KGDH)的活性采用试剂

盒测定(苏州科铭生物技术有限公司)。自由基代谢

中抗超氧阴离子(anti-·O2
–)活性、过氧化氢(H2O2)含

量、抑制羟自由基(inhabit-·OH)活性、一氧化氮(NO)

含量、一氧化氮合成酶(NOS)活性及线粒体中蛋白

含量均采用试剂盒测定 (南京建成生物工程研究

所)。上述指标在每个样本中均重复测定 3次, 并取

平均值, 测定程序参照试剂盒说明书。 

1.5  数据分析 

实验数据采用 SPSS 21.0数据包进行统计分析, 

并以平均值±标准误(Mean±SE)表示检测结果。以时

间和浓度为自变量进行双因素方差分析 (Two-way 

ANOVA), 若二因素间出现显著交互作用 , 则固定

其中一个因素 , 以另一个因素做单因素方差分析

(One-way ANOVA)或 t 检验; 若二因素间无交互作

用, 则进行两因素主效应分析, 并用 LSD 进行组间

差异显著性检验。显著性水平 α=0.05。 

2  结果 

2.1  虎纹蛙的半致死浓度 

采用直线内插法计算得出(图 1): Cu2+对虎纹蛙

的 24h半致死浓度(24h LC50)为 62.5 mg/L, 48h LC50

为 24.7 mg/L, 72h LC50 为 9.5 mg/L, 96h LC50 为

8.2 mg/L。 

2.2  Cu2+对 TCA循环中关键酶的影响 

Cu2+浓度和暴露时间双因素对虎纹蛙肝脏细胞

线粒体中 ICDHm 活性的影响无交互作用(P>0.05) 

 

图 1  虎纹蛙在不同浓度铜离子下的累积死亡率 

Fig. 1  The cumulative mortality rate of H. chinensis under vari-
ous concentrations of Cu2+ 
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(表 1)。两因素主效应分析结果显示: 随着 Cu2+浓度

的增加, ICDHm 活性呈现逐渐减小的趋势, 而暴露

时间对 ICDHm活性无影响(P>0.05)(图 2)。 

Cu2+浓度和暴露时间双因素对虎纹蛙肝脏细胞

线粒体中 α-KGDH活性的影响有极显著的交互作用

(P<0.01)(表 1)。在 24h、48h和 96h三个处理组中随

着 Cu2+浓度的增加 α-KGDH活性均出现先减小后增

大的趋势, 但其酶活均小于或等于对照组的酶活力; 

而在 72h处理组中 α-KGDH的活性只呈现出下降的

趋势。相同 Cu2+浓度在不同暴露时间下, 随着处理 
 

表 1  铜离子浓度和作用时间对虎纹蛙肝脏细胞线粒体 TCA 循

环关键酶和自由基代谢的双因素方差分析 
Tab. 1  Two-way ANOVA analysis of the effects of various cop-
per ion concentrations and exposure time on the key enzymes in 
TCA cycle and free radical metabolism in the mitochondria of the 
liver of H. chinensis 

变异来源 Source 自由度 df F 

异柠檬酸脱氢酶 ICDHm 

时间 Time 4 0.520 

浓度 Concentration 5 9.206** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 0.261 

α-酮戊二酸脱氢酶 α-KGDH 

时间 Time 4 12.370** 

浓度 Concentration 5 9.811** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 2.476** 

抗超氧阴离子 anti-·O2
– 

时间 Time 4 1.136 

浓度 Concentration 5 25.479** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 2.623** 

过氧化氢 H2O2 

时间 Time 4 25.585** 

浓度 Concentration 5 14.336** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 4.869** 

抑制羟自由基 inhibit-·OH 

时间 Time 4 3.009** 

浓度 Concentration 5 7.748** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 0.373 

一氧化氮 NO 

时间 Time 4 1.494 

浓度 Concentration 5 17.922** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 0.312 

一氧化氮合成酶 NOS 

时间 Time 4 1.588 

浓度 Concentration 5 17.909** 

时间×浓度 Time ×concentration 20 1.426 

注: “*”差异显著(P<0.05), “**”差异极显著(P<0.01) 

Note: “*”significant difference (P<0.05), “**” highly sig-
nificant difference (P<0.01) 

 

图 2  铜离子浓度对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中异柠檬酸脱氢酶

活性的影响 

Fig. 2  The effects of Cu2+ concentrations on the activity of 
ICDHm in the mitochondria of the liver of H. chinensis 
条形图上方大写字母不同, 表示不同浓度(同一时间)之间生化指

标存在显著性差异(P<0.05); 小写字母不同, 表示不同时间(同一

浓度)之间生化指标存在显著性差异(P<0.05)。以下注释同此 

Different capital letters on the columns denoted significant differ-
ences in biochemical indicators between different concentrations 
(for the same exposure time) (P<0.05). Different small letters de-
noted significant differences in biochemical indicators between 
different exposure times (under the same concentration) (P<0.05). 
The same applied bellow 
 

时间的延长, α-KGDH 活性均呈现出先减小后增大

再减小的趋势(图 3)。 

2.3  Cu2+对自由基代谢的影响 

Cu2+浓度和暴露时间双因素对虎纹蛙肝脏细胞

线粒体中的抗超氧阴离子活性及 H2O2 含量的影响

有极显著的交互作用(P<0.01)(表 1)。在相同时间下, 

随着 Cu2+浓度的增加抗超氧阴离子活性均有逐渐降

低的趋势(图 4)。在 24h和 48h处理组中, H2O2的含

量随着 Cu2+浓度的增加而呈现出先增大后减小的趋

势, 但其含量均高于对照组; 而在 72h和 96h处理组

中 , H2O2 的含量则是呈逐渐增加的趋势。在同一

Cu2+浓度处理组中, 随着时间的延长, H2O2 的含量

呈逐渐减小的趋势(图 5)。 

暴露浓度和时间双因素对虎纹蛙肝脏细胞线粒

体中抑制羟自由基活性、NO含量和 NOS活性的影

响无交互作用(P>0.05)(表1)。两因素主效应分析结

果显示 : 暴露时间显著影响抑制羟自由基的活性 , 

抑制羟自由基活性随暴露时间的延长而呈现逐渐减

小的趋势(图6), 然而暴露时间对 NO含量和 NOS的

活性无显著影响(P>0.05); 抑制羟自由基的活性随

Cu2+浓度的增加而呈现逐渐减小的趋势(图7), NO含

量和 NOS的活性则呈现先增大后减小的趋势(图8)。 
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图 3  铜离子对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中 α-酮戊二酸脱氢酶活性的影响 

Fig. 3  The effects of Cu2+ exposure on the activity of α-KGDH in the mitochondria of the liver of H. chinensis 

 

图 4  铜离子对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中抗超氧阴离子活性的影响 

Fig. 4  The effects of Cu2+ exposure on the anti-·O2
– activity in the mitochondria of the liver of H. chinensis 

 

图 5  铜离子对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中过氧化氢含量的影响 

Fig. 5  The effects of Cu2+ exposure on the H2O2 content in the mitochondria of the liver of H. chinensis 
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图 6  暴露时间对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中抑制羟自由基活性

的影响 

Fig. 6  The effects of exposure time on the inhibit-·OH activity in 
the mitochondria of the liver of H. chinensis 

 

图 7  铜离子浓度对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中抑制羟自由基活

性的影响 

Fig. 7  The effects of Cu2+ concentration on the inhibit-·OH activ-
ity in the mitochondria of the liver of H. chinensis 

3  讨论 

肝脏是糖类、脂类和蛋白质等进行代谢的主要

场所, 其在维持生物体的代谢平衡方面起着重要的

作用。此外, 肝脏也是机体的解毒器官, 可将来自体

内外的各种有毒物质经过生物代谢转化为无毒或低

毒的物质。肝脏细胞中含有大量的线粒体, 线粒体

不仅是细胞的“能量工厂”, 而且在维持细胞功能上

也发挥着重要作用[11]。肝脏细胞中的线粒体在合成

ATP 的同时会生成活性氧自由基(ROS), 二者在正

常机体内处于动态平衡之中, 其含量共同调节着机

体的生长发育、细胞凋亡、氧化应激、基因表达等

生理生化活动[12, 13]。然而, 当机体受到外界不良环

境的胁迫时(如高盐、低温等), 机体将产生过量的

ROS积累, 造成线粒体损伤和细胞凋亡[14]。 

 

图 8  铜离子浓度对虎纹蛙肝脏细胞线粒体中一氧化氮含量和

一氧化氮合成酶的影响 

Fig. 8  The effects of Cu2+ concentration on the NO content and 
NOS activity in the mitochondria of the liver of H. chinensis 
折线图中大写字母不同表示不同浓度之间一氧化氮含量存在显

著性差异(P<0.05); 小写字母不同浓度之间一氧化氮合成酶活性

存在显著性差异(P<0.05) 

Different capital letters in the line chart denoted significant differ-
ences in NO content between different concentrations (P<0.05). 
Different small letters denoted significant differences in NOS ac-
tivity between different exposure times (P<0.05) 

 

3.1  Cu2+对 TCA循环的影响 

TCA 循环作为生物体能量代谢的重要途径, 不

仅是糖、脂和蛋白质代谢的最终代谢通路, 也是糖、

脂和蛋白质代谢联系的枢纽。ICDHm 和 α-KGDH

是 TCA 循环中的关键酶, 对调节 TCA 循环具有重

要的作用[15, 16]。 

研究显示, TCA 循环中 NADPH 的生成主要受

到 ICDHm活性的影响, 同时活性氧自由基(ROS)在体

内的代谢又受到 NADPH 所提供质子数量的影响[17], 

因此 ICDHm在 TCA循环中的活性将影响到对 ROS

的清除能力[18]。本研究结果显示随着 Cu2+浓度的增

加, ICDHm 的活性将逐渐降低, 这与李明达等[19]对

酿酒酵母体内 ICDHm 活性研究结果一致 , 说明

Cu2+的胁迫能够对 ICDHm活性产生显著影响。 

α-KGDH 则是 TCA 循环的限速酶, 在 TCA 循

环中 α-KGDH 催化 α-酮戊二酸生成琥珀酰-CoA 和

NADH。NADH在机体的电子呼吸链中可与 FADH2

共同作用促使 ADP 和 Pi 反应合成 ATP[20]和产生

ROS[21]。因此, α-KGDH的活性将直接影响线粒体的

能量代谢和 ROS的生成[22]。在不良环境中, ROS的

积累将会降低 α-KGDH的活性[23], 且过量的ROS将

引起机体组织慢性缺氧, 促使机体产生适应性调节, 

并诱导 α-KGDH活性的回升[24]。本研究结果与此基

本一致, 虎纹蛙在经 Cu2+处理 24h和 48h后, α-KGDH
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的活性呈现出先降低后回升的趋势; 而在处理 72h

后由于机体受损程度已超过机体的适应性调节范围, 

因而造成自身调节失效并引起 α-KGDH活性的逐渐

下降; 随着处理时间继续延长, 96h后 α-KGDH的活

性在锐减后回升, 这可能是因为外界伤害超过机体

适应性调节范围后触发了机体的某种补偿机制。同

样, 在相同离子浓度不同暴露时间的分析上也说明

可能存在这种补偿机制。在 2、4、6和 8 mg/L的处

理组中, 随着处理时间的延长, α-KGDH活性呈现出先

下降后回升再下降的趋势; 而在 10 mg/L 的处理组

中 α-KGDH的活性除了先下降后回升再下降的趋势

外, 其酶活性还有再次回升的趋势。虎纹蛙机体中

出现的关于 α-KGDH活性的补偿目前尚不清楚其机

制, 还有待后续研究。然而, 经 Cu2+处理后无论是

机体自身的适应性调节还是机体触发的补偿机制所

导致 α-KGDH 活性的回升, 其活性均小于或等于对

照组的酶活性。 

3.2  Cu2+对自由基代谢的影响 

重金属对生物体的毒性效应主要表现在自由基

介导的生物氧化损伤[21], 而生物体的氧化胁迫又可

诱导生物体产生过量的 ROS[25]并降低生物体清除

ROS 的能力[26]。在线粒体中, ROS 主要包括·O2
–、

H2O2、·OH和 NO等几种。其中·O2
–是一种在线粒体

中具有高度生物活性的自由基[26], 可由呼吸链在进

行电子传递时形成 [27], 是形成 H2O2 和 ·OH 的前

体。 ·OH 是 ·O2
–经过歧化反应和 Fenton 反应及

Haber-Weiss反应生成, 可与大多数细胞发生反应造

成氧化损伤或过氧化损伤[28]。H2O2 则是·O2
–反应生

成·OH 的中间产物, 其在机体内的含量直接影响对

ROS的清除能力和抗氧化系统的稳定性[21]。  

在本研究中, 虎纹蛙在 Cu2+水溶液暴露后, 线

粒体抗超氧阴离子和抑制羟自由基的活性均呈逐渐

下降的趋势。抗超氧阴离子和抑制羟自由基是机体

内清除·O2
–和·OH的主要物质, 在 Cu2+作用下, 二者

的含量和活性均受到严重的抑制而降低[4, 29, 30], 并

导致机体对 ROS清除能力的下降。本实验的结果与

用镉对河南华溪蟹(Sinopotamon henanense)肝胰腺

线粒体自由基代谢的研究结果大致相同[21]。而 H2O2

的含量则在外界 Cu2+的影响下 , 出现有规律的变

化。在相同 Cu2+浓度或较短时间(24h和 48h)暴露后, 

H2O2 的含量都表现出随暴露时间延长或 Cu2+浓度

的增加呈现先上升后下降的趋势。这说明机体在面

对 Cu2+的胁迫时, 首先其生成了大量的 ROS, 随后

大量的 ROS触发机体的适应性调节, 并产生抗氧化

物使得 H2O2的浓度随之降低。然而在较长时间(72h

和 96h)暴露后, H2O2的含量则随 Cu2+浓度的增加只

表现出上升的趋势。这说明在较长时间的污染下 , 

大量的H2O2引起机体抗氧化系统的紊乱, 导致ROS

的积累; 同时机体自身对不良环境的适应性调节已

失效, 因而其 H2O2浓度呈单调上升的趋势。本实验

的结果与对中国花鲈(Lateolabrax maculatus)幼鱼的

毒性研究结果类似[4]。 

NO 作为线粒体中具有高度生物活性的另一种

自由基, 在调节线粒体氧化呼吸和能量代谢方面起

到重要的作用[21]。存在于线粒体内膜上的钙依赖性

NOS 可通过氧化 L-精氨酸形成 NO, 且其活性受到

线粒体内膜的影响[31]。本研究结果显示, 经 Cu2+处

理后, NO 的含量和 NOS 的活性均随着 Cu2+浓度的

增大而出现先上升后下降的变化, 这与用镉对河南

华溪蟹的相关研究结果相一致[21]。低浓度的 Cu2+在

机体内可作为微量元素被吸收[32], 从而诱导NOS活

性的增加, 并促使 NO 合成量的增大; 随着 Cu2+浓

度的不断增大, NOS 的活性和 NO 的含量均不断增

加; 大量的 NO一方面将与 O2竞争性的与呼吸链复

合体Ⅳ结合, 降低呼吸链活性, 减少 O2 的消耗, 导

致机体产能受阻 [33]; 另一方面 , 大量的 NO 还可

与·O2
–发生反应生成活性更强的过氧化亚硝酸离子

(ONOO–)[34], 导致呼吸链受损和脂质过氧化 , 使机

体的 ATP合成受到阻碍[35]。此后, 随着 Cu2+浓度继

续增大 , 高剂量的 Cu2+不仅导致机体的呼吸链受

损、产能受阻, 还可直接与 NOS作用而改变其分子

构型[32], 最终导致 NOS活性和 NO生成的下降。 

综上所述, 急性 Cu2+暴露对虎纹蛙肝脏线粒体

中 TCA循环及自由基代谢有显著的毒性作用, 其不

仅可通过影响虎纹蛙肝脏线粒体中 TCA 循环关键

酶 ICDHm和 α-KGDH的活性降低 TCA循环的转化

效率, 而且可通过降低虎纹蛙肝脏线粒体中抗自由

基的生成能力和增加线粒体中自由基的含量破坏线

粒体的自由基代谢平衡。 
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THE EFFECTS OF ACUTE COPPER STRESS ON TCA CYCLE AND FREE  
RADICAL METABOLISM IN THE LIVER OF HOPLOBATRACHUS CHINENSIS 

LI Bin, HUANG Yan, SHAO Chen and WANG Yu 

(Institute of Ecology, Zhejiang Normal University, Jinhua 321004, China) 

Abstract: In this study, we applied acute toxicity test to investigate the toxic effects of copper ion (Cu2+) on tricarbo-

xylic acid cycle (TCA) and free radical metabolism in the mitochondria of the liver of Hoplobatrachus chinensis. We 

treated the animals with Cu2+ at different concentrations and for different exposure time, and tested the activities of 

TCA-related enzymes and free radicals. We found that although Cu2+ at high concentrations could reduce the activity of 

ICDHm, prolonged exposure time had no significant effect on ICDHm (P > 0.05). We did not observe cross effects be-

tween the concentration of Cu2+ and the exposure time on the activity of ICDHm (P > 0.05). However there were sig-

nificant cross effects between the exposure time and the concentration of Cu2+ on the activity of α-KGDH (P < 0.05). 

The activity of α-KGDH decreased when exposed to Cu2+, and the lowest activities were detected when the exposure 

times were 24h and 96h and concentrations were 4.0 and 6.0 mg/L. In terms of free radical metabolism, the exposure 

time and copper concentration had strong cross effects on the activities of anti-·O2
– and H2O2 (P < 0.05), but not on the 

activity of inhibit-·OH, the content of NO, and the activity of NOS. The activities of anti-·O2
– decreased along with the 

increase in the concentration of Cu2+. The content of H2O2 increased after the treatments and perked at 24h and 6.0 mg/L. 

There was a negative correlation between the activity of inhibit-·OH and the exposure time and the concentration of 

Cu2+. Along with the increase in the concentration of Cu2+, the content of NO and the activity of NOS first increased and 

then decreased to the values of the control group, and the maximum values appeared in the 6.0 mg/L group. Our study 

demonstrated that the acute exposure of Cu2+ could have significant toxic effects on TCA cycle and free radical metabo-

lism in the mitochondria of the liver of H. chinensis. 
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