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用环境毒物对草鱼组织 � � �� �� 的影响

作为生态毒理学指标的初步研究

徐立红 张角元 王德铭
�中国科学院水生生物研究所

,
武汉�

提

不同季节捕获的草鱼在实验室 ��� 士 呼℃�

为�
�

� �时
,

不同批鱼无显著差异
。

要

驯化 �一 � 天
,

其鳃� ��� 二 活力在显著性水 平

离体实验条件下
,

汞
、

三氯联苯
、

直链烷基苯磺酸钠对草鱼组织 �� �� , 的半抑制浓度分

别为 �
�

�� � � �肾�
, �

�

� � � �� �鳃�
, �

�

夕 � �� �鳃� �� �
, � 对肾的作用大于对鳃的作用

。

草鱼组织 � ��� �� 可作为一项指标用于毒理学研究
。

关键词 草鱼
,
三磷酸腺营酶

,

生态毒理学指标

在环境毒理学的研究领域里
,

国外正越来越多地用各种生物化学试验来评价污染物

的毒性和进行环境化学品的快速筛选
。

生物化学试验还可以用来预测污染物亚致死剂量

的生态效应以及探讨毒物的作用机制
。

较早的生物化学试验用乙酞胆碱醋酶来反映有机磷农药对水体的污染
,

随后
,

又发展

了许多指标用于环境毒理学的研究
,

如脱氢酶活力
,

腺三磷 �� � �� 含量等生化参数
。

近

十多年来
,

国外在研究毒物对腺三磷酶的作用方面做了许多工作
。

腺三磷酶 �简写为 � � �� � �
� 是一族水解酶

,

它在生物体内的作用是水解高能化合物
� � � 而释放出供生命活动所用的能量

,

因而它有着重要的生物学意义
。

现已发 现
,

有机

氯农药
、

工业品聚氯联苯和邻苯二 甲酸二乙基己二醋
、

重金属汞
、

银
、

镐
、

铬
、

铜等
、

表面活

性剂以及苯
、 � 一射线和石油精炼废水等污染物对 � � �� �。

有影响
,

它们的作用已得到实

验证实
,

包括以不同生物
、

或生物的不同组织及不同类型的 � � �� � � 为酶源的离体
、

活体

实验��,
� ,� ,�,�

。, ”,�’ 一 ,

�� 这些研究结果为解释毒物的作用机制
,

以及了解污染物对生物体在生

化水平上的影响提供了依据
,

并且已有人提出用水生生物的 � � �� � �
活力作为反映污染

物亚致死效应的生化指标
〔
飞

关于环境污染物对 � � �� ��
作用的研究

,

国内尚未见报道
。

本实验研究了离体条件

下几种常见的环境污染物对草鱼组织 � � �� � � 的作用
,

对用 � � �� � �
活力作为生态毒理

学指标的可行性进行了探讨
。

� � �� 年 � 月 � � 日收到
。
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材 料 和 方 法

选用常见的经济鱼类—草鱼
,

体长在 ��一 �� �� 厘米
,

均取自水生所鱼池
。

用静置

� � 小时脱氯的 自来水 �� � �
�

�� 在实验室暂养 �一 � 天后用于实验
。

�
�

酶制备 酶制剂 �由组织匀浆 �匀浆缓冲液 含 �� � � �� 咪哇
、

� �� � � � 蔗 糖 和 ,

� � � � � � � � � � �
�

���匀浆比 �� �� �为
�
鳃 � � � � , 肾 � � � � � 后经低速离心 , 分钟 �� � � �

�
�� �� � 取上清液所得

。

酶制剂 � 系按 � �� � 方法
〔��
制备的 � 组分

。

�
�

� � ��姆 活力测定 根据 �� � �� � 〔� ‘, 的方法
,

反应系统包括
� �� � � � �� � � 、

� �

� � � � �
� 、 �� � � �� �

� � 、

� �� � � � 咪哇
一 � � �缓冲液

、

�� � 入�
, � �℃ �

、

�
�

�� � 酶制剂和 �
�

�

� � 供试毒物溶液�对照中加 �
�

� � �重蒸水�
,

在 �� ℃ 水浴中预保温 �� 分钟后
,

加人 �
�

�� �

� � �� � � 溶液 �终浓度为 �� � �� � 反应 �� 分钟后
,

用 �� 多冷 � � � 终止反应
,

离心

��
,

�� �� �而
� , � 分钟�取上清液

,

用钥蓝法
�� ,测定无机磷

。

用 ��� 
� 一

酚法
【�� 测定酶制剂的

蛋 白浓度
。

酶活力用毫微摩尔无机磷 �毫克蛋白 �小时 �
� � � �� �� � 。� � �� 表示

。

三氯联苯 �� ��� 用乙醇配成贮液
。

加到反应系统中的乙醇的量对酶活 力没 有 影

响
。

数据均由 � 次重复实验的平均值和标准差表示 � 两个平均值的差异的比较用 � 检验 �

不同批鱼酶活力的比较用单因素方差分析 �线性关系的显著性检验用 � 检验
。

�
�

试荆 三氯联苯和直链烷基苯磺酸钠均为环境分析标准品 � � � � 二钠盐 为 上 海

东风生化试剂厂产品和 �� � � �
产品 �其它试剂均 为分析纯级

。

结 果

�一 � 正常情况下不同批鱼鳃组织 � � � � � 活力

将不同时间捕获的鱼在实验室暂养 �一 � 天
,

实验室温度在 �� 土 �℃
,

对鳃组织 � � ��
� �

活力进行测定 �表 ��
。

对不同批鱼酶比活的值进行单因素方差分析表明
,

在显著性水平为 �
�

�� 时
,

不同批鱼

衰 � 不同批鱼妞组织 � � � � �� 比活

� � �
�

� �� � � ��� � � � �� � ��� � � � ��� � �
’

� � �� �� � �玉
� � � � � �� � � , � � �� , �

�

一 捕获时 �可 �

一
�

笼兴井一� �
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�
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。
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�
。

�

驯化温度�℃�
� � ���� � 巨如

� �� �� � � � � � �
� � ��
, 。 比活�平均值士标准差�

�
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一个稳态
。

从在不同 LA S 浓度下
,

测定鳃的 A T Pa se 活力(表 4)可以看 出
:

Tab. 4
表 4

卫丘e ct ,

L A S 对绝 A T P a se 活力的影响(括号中数字为相对活力百分数)
of L A s on 9111 A T Pa , e a e t i v it y

(
d
a t a 玩 parenth e:e , 认dieat认9 percon t呀

e

of relative aedvity)

LA S 浓度
c o
eeo tr a6on of L A s (pp。)

鳃 A T Pa 二
S P e ei丘c

比活
*
(相对适力百分数)

activity o f 乎11 A T Pa , e

0

0
。
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图 1 H g特 对鳃和肾 A T Pa
, 。 的抑制

Fig
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力口
,

十
。

当 L A s 浓度为 ZPP m 时
,
L A s 对酶郎有显著抑制 (P< 0

.
01 ) ; 随着 LA s 浓度 增

A T Pa s
e
相对活力的下降很明显 ;在浓度为

·

3 。, pm时
,

抑制作用几乎达到了百分之九

以毒物浓度对数对抑制百分数的概率单位作图
,

可得出直线 (图 1一3)
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图 3 L A S 对鳃 A T P ase 的抑制
f 19 . 3 Inl、一卜ltio ;飞 o

f 9 1 1 1 A T P
a , 。

b y L A S
.

对直线的线性回归参数及显著性进行检验的结果见表

对肾 A T Pa se 的半抑制浓度 为 1
.
sppm , L A s 对鳃 A T Pa s

e

对鳃 AT Pa
se 的半抑制浓度为 18

.
斗p p m 。

5 从线性回归方程求出

的半抑制浓度为 3
.
gP pm
,

H 扩
+

T C B

(三) H 梦
+ ,
L A S 对酶制剂 I

、

11 抑制作用的比较

在研究毒物对 A T Pa s
e
作用的实验中

,

多是采用酶 n 作酶源
,

为证明本实验所采用

卜���一��‘句
‘

产
�1
己

、

匕歼众

片三
曰

〔

云‘一二几匕

书究
一,任一

IJI
Jesl�
l

匕一一
一

一一一一
一 一一一川片一一一一弓万

U.三J 日 J

.
H g

图 斗

2 、农r夏(ppm 、C o n ee n tr 飞t o l飞 。f }王9 2 令 (
x) I。,z、

)

H g
, 十 对肾酶 I 和酶 H 的抑制作用
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衰 5 线性回归参橄及a 若性性验 (l 抑制百分数的概率单位; C 毒物浓度;
a ,
b 线性回归参数)

T ab
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5 Pa
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e
断
ee

1 percentage of iohibi6。(p
robit,
)
; C
c
o
c e n t
ra
t
io
n o
f
t o x
i
e a o t ; a
,

b p
a r a
m
: t e r , o f l i
n e a r
re gr
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i
o n
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tsss H 扩
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的酶 I的可用性
,

在毒物作用水平上
,

比较了酶 I 与酶 11
。

从 H gZ十 、
L A S 对两种酶制剂

抑制作用的比较(图 4
,

匀可以看出
:

火 酶 I (E n即m e l》

口酶 11 侣。沈n.e n )入日
n甘八曰

�冰�认层之1。。

叫
、资

女忿 、
曰

二 一 一 一 一 一

门U右J

。>
�1
招一巴J。。比.一口。。�。山�欲�只班贫窦

1 2 4 6 JO

L A S浓度(ppm ) e one。
。 tr a r i

o o o
f L 八S 咤p p m )

图 5 L A S 对鳃酶 I和酶 11 的抑制作 用
F ig
.
5 Inh ibiti叭

of 9 111 :n zy m e 1 an d en zym e 11
. pereen tage of re lative

activity vs
. c
姐
centrati叭

of L A S

对

的
。

酶 I与酶 n 在不同 H 扩
+
浓度存在时其相对活力的变化趋 势与 程度是 很相似 的

,

L A S 来说
,

这种相似程度就更大一些
。

说明这两种酶在对毒物的反应上是 很相近
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(一) H 扩+
、

T C B

、
L A S 对 A T P ase 的作用及规律

H gZ+ 对鳃
、

肾 A T p ase 有明显的抑制作用
。

B
o u

q
u e

g
n e a u 〔2」 用鳗进行实验

,

在 H 扩
+

浓度为 2. OPP m 时
,

对鳃 A T P as e 的抑制作用约为 60 务
,

表 2 中的数据 表 明
,
H
g 抖 在

2
.
OP pm 时对肾 A T Pa

se 的抑制作用在 48多
,

可见这两个结果具可比性
。

在本实验中
,

随着 H 扩
+
浓度增大到 2

.
spp m 以后

,

鳃 A T Pa se 活力没有明显的变化
,

并且即使在 H g升 浓度达到 3Opp m 后
,

酶活力所受抑制也不到 25 多
。

这种鳃
、

肾 A T Pa
se

对 H 扩
十
反应的差别可能是淡水鱼与海水鱼的鳃

、

肾组织中 A T Pa se 组成有所不 同之

故
。

Ja m
Po

l 〔刀 的研究表明
,

淡水鱼肾中的 Na K
一A T Pa

: e
所 占的比例较大

,

海水鱼则是鳃中

N :K 一
A T

Pa
s e 比例较高

。

我们在实验中发现 H 扩
十 对 N :K 一

A T
Pa se 作用比对 M g

一A T Pa
s e

的强
,
B
ou
q
ue
g
ne au 的研究也发现 H 扩

十

对 N :K 一
A T

Pa se 有较强的抑制
,

因此
,

用 总

A T Pas e 活力的变化来反映 H 矿
十

的作用时
,

对淡水鱼来说肾 A T P as e 显然就要敏感一

些
。

这种不 同组织对同一毒物的酶反应上的差异在许多其它同类研究结果 中也 曾有报

道
『, , , , , o

聚氯联苯对不同生物的不同组织中的不同类型的 A T P as e 有作用
L‘
.l
’]。 对于多氯联

苯作用的 A T P as e 类型
,

各学者看法不一 ; 有的认为多氯联苯对 N aK 一 A T Pa se

、

吨
-

ATPa se、 N
:
K 吨

一
A T

Pa

o e

具有普遍作用 ;有的认为只作用于其中的一种
。

本研究证明 了

环境分析标准品三氯联苯对草鱼鳃组织 A T P as e 有影响
,

并从实验结果看
,

三氯联苯 对

草鱼鳃 N oK M g一A T
Pa

s e
有明显抑制作用

。

这与 D av is[ 41 Ya 广
, ,
等人的报道是一致的

。

v er m
a

等人川 ,l’l 用鱼进行离体和活体实验时
,

各种表面活性剂对 A T Pa
oe
有明显的

抑制作用
,

并且对鳃
、

肾
、

脑
、

肝等组织的 A T Pa
s。 的作用程度相近

,

对 N aK 一
A T

Pa
s 。

和

吨
一A T Pa

s e
均有明显作用

。

本实验用阴离子型的表面活性剂直链烷基苯磺酸钠对草鱼

进行离体实验
,

证明对鳃 A T Pa se 有明显的抑制作用
。

本实验还表明 N : K M g一A T
Pa

s 。

受抑制尤为明显
,

可见 N aK 一A T Pa se
、

M
g
一A T Pa

s 。
二者都受到较显著 的 影 响

。

这 与

v er m : 等人的研究结果是一致的
。

本实验所测定的主要是膜 A T Pa oe
。

这类 A T Pa s。 是膜上的镶嵌蛋白
,

其构象的维持

依赖于膜上的磷脂
。

目前
,
N
:
K
一A T Pa

o e
催化机制的研究已得出了一些肯定的结论

。

一

般认为
,
N
:
K

一
A T

Pa

s e

催化的反应步骤为
:

A T P 十 N a+ 成内
+ À

布井色 N
:
一 À ~ P 十 A D P

N a 一 À ~ p 布于二卜 N
a 一 回 ~ p

K +咖 十 风0 十 N
:
一 回 ~ P一À +

Pi + Na +, + K 十,

其中 À 与回分别代表酶分子的两种构象
。

在酶的活性中心有门冬氨酸
,

其侧链梭基对

A T P 的 1 一 P 进行亲核进攻使酶磷酸化 ;在磷酸化反应中
,

M g 升 与 N 护+ 对活性中心灼

构象维持起一定作用
。

根据这一原理
,

H
g
Z 十

可能通过以下各途径影响 A T Pa se
。

首先
,
H
g 升 可能与酶蛋
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白中的琉基结合
,

或可能与磷酞基
、

氨基结合
,

影响酶的活性构象;第二
,

H 扩
十
可能与活 性

中心的狡基形成不溶性盐
,

影响活性中心的亲核催化作用;第三
,

H
g
Z 十

还可能取代 N 扩十 ,

使酶构象受到影响
,

从而影响了磷酸化步骤后的反应 ;第四
,

许多研究者认为底物 A T P 是

与 M 扩
十
形成复合物 M g一 A T P 而被酶作用的

,

因此
,

对于所有的 M 扩
十
依赖性的 A T Pa se

来说
,

H
g 升 还可能取代 M 犷

十

而形成对酶来说是低效的 H g升一
A T P 底物

。

虽然以 上 斗种

可能的作用方式尚需进一步用实验来证实
,

但从 H g抖 对 N a K 一A T Pa
s e
作用较强这一 结

果来看
,

第二
、

三种解释可能与实际情况更相符
。

T c B 与 L A s 都具有疏水性或疏水基
,

因此它们都可能与膜的磷脂结合或与酶蛋白

的疏水区结合
,

影响酶的构象
,

而 LA s 由于它的表面活性剂的作用
,

对膜构象的改变 更

明显
。

所以
,

对 T C B 来说
,

它对构象的改变只能使酶活力减少到一定程度
,

而 L A S 对

酶构象的影响在较高浓度时几乎可使酶活力完全丧失
。

( 二) 所选材料及酶源的可用性

用单因素方差分析可以看出
,

不同季节捕获的鱼
,

在实验室条件下驯化一定时间后
,

其酶的比活均在一定的范围内
,

同一批鱼之间的个体差异与不同批鱼之 间的差异相比
,

二

者没有明显不同 (p > 0
.
05 )
,

因此用草鱼鳃作为酶源就具有材料方便易得的优点
,

不受

季节限制
,

而且酶实验对材料的需求量不大
。

由于酶用量少
,

一尾体长 10c m 左右草鱼的

鳃就可以用于一次完整的实验
,

这样可以保证实验组与对照组在同一水平上进行比较
,

排

除 了个体差异所带来的影响
。

( 三) 用 A T P o se 作为指标的可行性

尽管毒物作用的 A T Pa se 类型不同
,

但都可以从总 A T Pa s。 活力上反映出来
。

从我

们的实验结果证明
,

当用酶作参数来反映毒物的作用时
,

可发现与许多生物实验中相同的

规律
,

即毒物浓度对数对抑制百分数的概率单位作图呈线性关系
,

这也说明了酶的离体实

验可以较准确地反映毒物作用的某些特性
。

从线胜方程求出了各种毒物对 A T Pa se 的半

抑制浓度
,

它作为一种特定的参数
,

反映了毒物对 A T Pa se 的作用情况
,

是有其重要意义

的
。

而且这种指标的获得较为简单
、

方便
、

耗时少
。

还可以用这种参数从生化机制方面对

毒物的毒性作出评价
。

目前
,

人们在努力寻求能对污染物的毒性作出全面评价的指标
,

因此
,

任何一项能反

映毒物的一定特性的指标都是有着重要意义的
。

酶指标是从生化水平上来说明毒物对生

物的影响
,

生物受到亚致死剂量毒物的暴露时
,

不仅可借助于酶指标来对毒物进行生化水

平上的评价
,

还可 用来探讨毒物的作用机制
,

如从不同组织酶的敏感性的差异来决定毒物

的作用
“靶 刀 ,

或用于环境化学品的快速筛选
。
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