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毒性的探讨
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摘要 � 利用高效反相液相色谱法检测了夏冬两季受有机抓污染的典型湖泊
—

鸭儿湖严家

湖区鱿肝中的视黄醇
,

软脂酸视黄醋及 �� 生育酚的含量
。

结果表明
,

两种营养素在鱼体内的

代谢转换明显受环境温度的影响
,

夏季外界温度较高
,

肝脏内维生素主要以其生理活性形式

存在
,

表现出视黄醇及 �� 生育酚含量较高 � 而冬季外界温度较低
,

肝脏内维生素主要以其储存

形式存在
,

表现出软脂酸视黄醋含量高
。

鱼肝中视黄化合物的浓度随氧化塘中污染物浓度的

增加而呈现出有规律下降的显著剂量 �效应关系
,

表现在有机抓污染水域中缝肝中的视黄化

合物可作为一种生物标志物指示其污染毒性
。
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视黄化合物和 �� 生育酚是维持动物体正常生理功能的两类重要营养素和外源激素
。

视黄化合物中以视黄醇�维生素 � �的生理活性最高
,

软脂酸视黄醋是视黄化合物在动物

体内的主要储存形式
,

而 � 一

生育酚具有迄今所知最高的维生素 � 活性
。

鱼肝及鱼肝油中

富含视黄化合物及生育酚
。

多项研究表明
�
水体的有机氯污染可导致鱼水肿

、

皮肤病变及

肝肿瘤等多发疾病
,

而这些病症又与鱼体内维生素 � 及维生素 � 的缺乏直接相关〔‘一〕
。

最近哺乳类和鸟类实验研究的结果证明环境中的一些滞留性有机氯污染物
,

如
�
六氯苯

�� �� �
、

多氯代二苯并二嗯唤�吠喃���� � ���等能与 �� 受体结合
,

诱导生物转化系统的

酶活性
,

增强体内氧化胁迫
,

导致体内视黄化合物及
。一

生育酚的含量下降��,
�〕

。

鸭儿湖位于湖北省东部
,

是典型的有机氯污染湖泊 �� 
。

由于附近氯碱化工厂排放的

大量工业废水直接进人该湖
,

造成水体严重污染
。

在鸭儿湖的三个子湖中严家湖受污染

最严重
,

其底泥中已检 出高浓度的多种滞留性有毒污染物尤其是 � �� 和 �� � �护
�

,

“〕
。

本研究以严家湖区五个氧化塘为试验点
,

采集各塘内的缝�任吵浏
乙�� �� � �� 

��笋 �� �� 
�红 �

鱼肝样品
,

在前人研究工作的基础上【‘
,

�〕
,

利用涡轮提取
、

反相液相色谱分离和二级管阵

列检测技术
,

研究了鱼肝中的视黄醇
、

软脂酸视黄醋和
� 一生育酚及其含量随季节的变化

。

目的在于探讨利用鱼肝中的视黄化合物及
� 一生育酚作为生物标志物指示水体污染毒性效

应 的可能性
。
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� 材料与方法

�
�

� 试剂与标样 正己烷为残留分析级�德国 ��� �� 
��� 公司产 �

,

甲醇为国产色谱纯
,

无水乙醇为国产分析纯
。

标样
�
全反视黄醇

、

软脂酸视黄醋
、

�� 生育酚和乙 酸维生素 � 均

购自美国 �� �
� ��
公司

。

试验期间
,

用无水乙醇定容储备标准液并遮光保存于 一 ��℃
。

使

用前
,

储备液用紫外分光光度计检测浓度
,

其实际浓度用 比吸光系数计算 ��扩
� �
波长

� ���� 处
,

视黄醇及 乙 酸视黄醋 ��� �� 波长 � �� �� 处
, � 一

生育酚及乙酸维生素 � ��
�

� �
。

标准工作液每天用经过检查的储备液稀释制备
。

�
�

� 样品的采集与制备 分别于夏
,

冬两季采集严家湖五个氧化塘中一龄缝
,

每塘 � 尾
,

每尾鱼重约 � �� 一�� � �
。

样品采集后
,

立 即解剖鱼体
,

小心将鱼肝与胆囊分离并迅速置于

液氮中保存备用
。

所有分析实验均在暗光下进行
,

并且用铝箔包裹全部实验用玻璃管
,

以减少维生素光

降解可能造成的损失
。

准确称取 �
�

� � 鱼肝组织
,

以 �� � 蒸馏水 为介质进行匀浆
。

取

� �� 拌� 肝匀浆液加人 �� �拼� 乙酸维生素 � 内标
,

涡轮数秒混匀
。

加人 ��� 拌� 正 己烷猛烈

涡轮 �而� ,

提取维生素
。

以转速 ���� � 而� 离心 �� 而
�
后

,

收集样品提取液 � �� 拜�
,

氮气

吹干
,

甲醇定容至 � �� 拜�
,

待 �� �� 分析
。

�
�

� 分析条件 惠普 � ��� 型高效液相色谱仪
,

配有二级管阵列检测器
,

色谱柱为�
�

�
�

� �� ���
� � � ��脚工��� 不锈钢分析柱

。

流 动相 为 ��� � 甲醇
。

进 样量 �� 拌�
。

流速

�
�

�� 工�而�
,

柱洗脱在室温下进行�� 士�℃ �
。

通过二级管阵列检测器在 ���一�� ��� 范

围的三维程序扫描
,

确定视黄醇
、

软脂酸视黄醋的最佳检测波长为 ��� ��
, � 一生育酚

、

乙酸

维生素 � 的最佳检测波长为 � �� ���
。

检测程序为 �一�而�
,

��� ��� 处检测视黄醇 � �一

�� 而�
,

� ����� 处检测 乙酸维生素 � 与 �� 生育酚 � �� 一� �而�
,

��  �� 处检测软脂酸视黄

醋
。

通过标样与样品色谱保留值的比较及其紫外指纹图谱分析对样品中的视黄醇
,

软脂

酸视黄醋及
� 一生育酚定性

,

利用乙酸维生素 � 为内标进行定量
。

�
�

� 标准校正 将 ��� 拜� 标准工作液分别加人蒸馏水及肝匀浆液中
,

维生素的提取和

检测步骤与上同
。

�
�

� 数据处理及统计 每个塘内链肝样品的结果以平均数 士标准偏差表示
,

并进行双因

素方差分析
,

显著性水平 尸 二 �
�

��
。

� 结果与讨论

�
�

� 色谱分离与检测灵敏度

如图 � 所示
,

在标样�� �
,

缝肝样�� �色谱图上
,

各 目标化合物达到了很好地分离
,

视

黄醇
, 。一

生育酚
,

乙酸维生素 �
,

软脂酸视黄醋的保留时间分别为 �
�

��
,

�
�

��
,

�
�

��
,

��
�

� �而
�
左右

。

当响应值为 � 倍的噪音时
,

样品中视黄醇
,

�� 生育酚及软脂酸视黄醋的最

低检 出浓度分别为 ��
�

�
,

���
�

� 和 ���
�

�喇� �
。

在 上述鱼肝样 品的谱图中
,

从 �� 一
��而� 还可见到一些小峰

,

这些小峰可能是代表分子 中带短链或不饱和脂肪酸链的视黄

醋化合物
。

�
�

� 标样线性回归曲线
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丁 ��

������ �

�� �� � � � �膝
二阅已

� � �� � �

时间 � �� � � � ��
�� � �

图 � 标样�� �
,

维肝样�� �的 �护 �� 色谱图

纯
�
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,

� � �
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��
 
!∀! #∃

下图为四种标准化合物在所采用的色谱分析条件下均有着很宽的线性范围
,

且回归

系数大于 0
.
99 。
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A 视黄醉标准曲线;B Q一 生育酚标准曲线;C 乙酸维生素E 标准

曲线;D 软脂酸视黄醋标准曲线

2
.
3 回收率及精密度

所获得的样品添加 回收率结果列于表 1
,

三种化合物标准添加回收率均在 90 % 以上
,

且平均标准偏差 5% 左右
。

2. 4 严家湖五个权化墉维肝中视黄醉
,

软脂酸视黄酸及 价生育酚的含,

图 2 的结果显示出在严家湖维肝中
,

维生素 A 和维生素 E 的最高生理活性形式
—
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衰 1 视黄醉
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软脂酸视黄. 和 , 生育酚的添加回收率
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图 2 严家湖缤肝中视黄醇(A )
,

软脂酸视

黄醋(B )及 二生育酚 (C )的含量
,

(

n =
5)

.

双因

素方差分析
:
(A ) P < 0

.
005 ;(B ) P ( 0

.
05 ;

(C ) P ( 0
.
05
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视黄醇及
a一生育酚

,

其含量均表现 出夏季明

显高于冬季 (P < 0
.
05 );而维生素 A 的主要

储存形式
—

软脂酸视黄醋
,

其含量则为冬

季明显高于夏季(尸< 0
.
05 )

。

这说明两种营

养素在鱼体 内的代谢转换受环境温度的影

响
。

夏季由于外界温度较高
,

鱼体代谢旺盛
,

肝脏内维生素主要 以其生理活性形式存在
,

故表现出视黄醇及 a- 生育酚含量较高 ;而冬

季外界温度较低
,

鱼体代谢缓慢
,

肝脏内维生

素主要以其储存形式存在
,

故表现 出软脂酸

视黄醋含量高
。

尽管如此
,

仍能清楚地看出
,

1
”一5#氧化塘维肝中视黄醇及软脂酸视黄醋

的含量逐塘呈梯度递增 (尸 < 0
.
05 )

,

这与 1#

至 5# 氧化塘内水质的逐步净化相一致
。

因

为废水中的滞留性污染物通过水中颗粒物 的

吸附
、

悬浮与再悬浮作用
,

沿水流方向逐塘呈

现出递减的浓度梯度[8, 9] 。

很显然
,

排人严家

湖的工业废水中污染物如PC D D }F
、

H C B 等对

链有 明显毒性
,

并且毒性效应随着污染物浓

度的下降而减小
。

这些有机氯污染物主要通

过与纪
1
受体结合的途径

,

激活鱼体内 I相解

毒酶系
,

如细胞色素 P4 50 IA I 等各种氧化还

原酶活性[11 〕;以及 H 相解毒系统
,

如葡萄糖

昔酸转移酶等各种转移酶活性 ;干扰鱼体内

视黄化合物的代谢平衡
,

加速其分解代谢
,

使

0000n�0匕以J性六JQ乙,三

500400300200100

。
�妙.蕊�、
州u。祠u己闽如

000000
连
�八J八‘

肝脏中视黄化合物含量下降[5j
,

此结果也与近年来国际上有关哺乳类和鸟类的实验结果

相符[’,
,〕。 这种随氧化塘中有机氯污染物浓度的增加而表现出的鱼肝中视黄化合物浓度
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呈有规律减少的趋势
,

表明可将鱼肝中的视黄化合物作为一种评价滞留性有机氯污染物

毒性效应 的生物标志物进行深人研究
。

严家湖各氧化塘底泥中重金属的浓度与有机氯污染物含量相似
,

也随水流方向呈逐

塘递减的趋势〔”
], 但在本研究中未发现鱼肝中维生素 E 的含量与塘内污染物浓度的相关

性(图 ZC )
。

这说明严家湖缝鱼体内的氧化胁迫效应
,

与滞留性有机氯与重金属 的复合污

染效应有关
。

有机氯诱导各种氧化还原酶的活性使鱼体内氧化胁迫效应加强
,

自由基增

多
,

而重金属既可能作为氧化剂增强鱼体氧化胁迫效应
,

也可能作为超氧化歧化酶及过氧

化酶的重要组成部分消除鱼体内的自由基
。

有关更多水环境因子和污染物间相互作用对

鱼肝中的视黄化合物和
a一生育酚含量的影响

,

尚有待结合室 内实验进一步深人研究
。

参考文献
:

【1 」 v i
nceP P ,

S 刀tt B B
.

HP 比 det ~
na tlon of T沉

op h ero l
,

ret

i
nO

I

,
d
eh

y
dj ro

r e t i
no

l an d
ret

i耐 哪碗tat
ein tissu es of

lake 。
har

(勘l喇in
u: na ”如笋u功 )

ex
闪别 to coP lana

r3 ,
3

’ ,

4

,

4

’ ,

5

一

碑ntachio ro
bi phen贝〔J]

.
En “。n

.
丑此￡阴之

.

以动
王

[
2
]

H
a r理

.
1994 ,

1 3
:
4 7 3

to
4 7 6

T B

. ,

刀
召5 “:

)
a
ft
e r

E
s t h

e r
E F

,

M

a rt 访 L E
, e t

al

.

川t
e
rat lon

in pl翻坦阴d hepatiC ret inol
d levels 谊 fio

u n d er (户勿t￡沃￡入邹

c玩旧hi c ex , 治u re to co
n t肚‘

nat
ed h 叮比ur sl udg

e in a

~

st udy【J]
.
彻ua
t.了飞欢龙co ,

19 81

,

42

,

2 7 1一285

[3 〕 St jha S J
,

S ha
r a

M A
,

Al

s
h ar if N

z , e t al

.

2
,
3

,

7

,

8

一

t
et

rac

h l
o 找过ib e

nZO-
p

一

d i
ox

in- i
nd

u

ced

ox
i
ds

t
i
ve

st

ress

i
n

f田词e

rat
s.
【J]
.
不双泛col

.
八妙之

.
月砚在彻叨‘“

. ,

19 90

,

1
06

:

12 6 一135

[4 〕 H
elen H

.
T he rDl

e of re tino ids 谊 d iox in to x ic ity
.

硫
xin,

9 7

,
了”己必月口

加215
,

J
刀己必na

,

U S A

.

1 9 9 7

,

3 4
:
4 0 2 一405

【5 〕 H ak

~

H ,

M

~

r
E A h l切

rg U G
.
Int
~
t
ion be tw ee n vi t田n ln A an d ,

i心
eoral 山〕se s

of Z
,

3
,
7

,

8

一

tet

r a e
h l

o -

找对ib

~

P
~dioxin (T C D D ) on the T C D D- i

nduced tox ity
a11d on tha vi taI ni

n A sta tus
in
the rat 【J〕Nu

t:.
撇
.
vi
-

tam i刀0 1
.

1 9 9 1
,

3 7
:
2 3 9- 一2 5 5

〔6 」 A m
aud J

.,

凡找 15 1
.
5
.

Bla

chi e r
,

et al

.

S i
n l

d
t a n e o

us de te

~

lon
of re t i

n o
l
,

a- t

绷
pha以 明d 件c田旧ten e

~
切
~ rat i

。

吨h
一

详d b
rman

ee 11中id
ch和n坦t呢

rap场
.
[J〕
.
J
.
以
~

￡四
r. 1991 ,

5 7 2
:

1 0 3 一116

【7 」 S详ar P A
,

Bi 同eau
A Y ,

B

ran

e
h

a r
d A

.

R
eti noi

ds

:
F ro m m

e t a

加lism to
~
m附即

tal

~

to ri ng 【J〕
.
以~

-

护辰愧
,

1 9 9 2
,

2 5
:

1 7 3 3 一1738

【8 」 X
u Y ,

Z h
a

呢 Y Y
,

伍
yno sK

.etal .H
~ hio 二yc l

ohex an e (H CH ) resl du
es in ya

一

E
r

lak

e

~

,

Ch

i
na 【J」In

~

-

r
zona
lJo u

~
1of E

n祝ro n

men

ta lA na 尔艺ca l C轰即
n ist 即

,

1 9 9 4

,

5 7
:
5 3一61

【9」 W
u
W Z

,

段h
r

arnm

K 一W
,

Xu

Y

, e t
al

.

代曰叫Fs
,

P C 压
,

H C H
s

an
d H C B in 段

l」m lent an d 骊1
5of Ya

~ErL永e Ar
-

ea in
Chi na

: R es ults on R esi d
ual levels an d

~ 曲
ion to th eorganic car 肠

n
an d p

art id e :ize 〔J」
,

以
召

砌劝钾咫
,

1 9 9 7
,

3 4
:
1 9 1一202

[10〕 Ch
en G S ,

Sc
h

r

anun

K 一w
,

x
u

y

, e t
al

.

POI

卯界lic户Lr o rna
tiC H y d

~

肠
n in y a

~
价I习k

e
(H
u b ei

,

C h i山)
:
肠
urce

朋d 肠st rib 吐ion 仁J]
.
凡℃5印ius JO u

~
1 of A na 尔油I C汤溯ist ry

,

19 97

,

35
, : 2 80 ee 2 84

【川 Ch巴I G S
,

Xu

Y

,

Xu

L H

,
et al

.

I
nn

~

e
of d

iox

in an d m
e t al

~

印n权u n l
nat 司刘即

ent on phase
l an d ll b iotran

sfo r
-

mat ion
enZ ”旧es in silv er e ru

e ian Ca r’P [J」
.
&

。

如崖印枷卿
a
耐肠诉ro

。

~

ta z 砰fe ty
,

1 9 9 5
,

4 0
:
2 3 4 一235

【12 〕 徐 盈
,

吴文忠
,

张银华
,

等
.
湖北鸭儿湖地区六抓环己烷的残留动态与长期归宿研究

,

水生生物学报
,

1 9
99

,

23

(
4

)

:
3 3 7 一345



水 生 生 物 学 报 25 卷

ST U D IE S O N R E l l N IO D 6 A N D a
一

T O C O P H E R O L I N L I V E R O F

S 刃L V E R C A R P (双邓叩儿￡无
。
lm

i ch
t h 声 洲泊忍itri x) F R O M Y A N

一

J
IA

L A K E

-

H I G H O R A N O C H L O R I N E P O L L U T E D L A K 五

Z H A N G Jie
,

X U Y i
ng

,

L l
W

e n a n
d

W
U

W en

一
z

ho 眼
了出之it u te of H 州阳杭

。枷卿
,

了五e以i
刀e架 A 印凌朋) of & 诬翻ces

,

环吸丙召 n
,

43
0 0 7 2

A b
s t

ra

c
t

:

R

e t
i

nol

,

re
t

i
n y

l
p

a
l而t
ate an d a

~toc ophero lw ere

measu

re d by rev
e
rse

一

p
h

a s e
H P L C

i
n

l i

ver

of

s
i l ve

r 以甘p (尺炉吵人
tha
lm
ich
th笋 m of ￡t心)f

rom YanjiaLa ke
,

h i g h
o

rg

anoc

h lo

-

ri
ne

POl

l

u t e
d l ak

e
,

i
n s

tnnme

r

an
d w i

n t e r
,

1 9 9 9

.

T h
e

res

u
l
t s

i
nd

i ca
t e

d
t
h

a t t
h

e
b i

o t r a n s

fo

r
-

m
a t

l耐me
ta
bol ism of

t
wo mi tri

men
ts
we
re a
ffe
eted by am bi

ent’ t
e

mP

e

ra

t

tir

e

.

I

n s

tnnme

r

w
h

i
l

e
t
h

e
t
e

m
P

e

ra

t
u

re

was

h ig h

e r
,

v
i
t

arn

i ns w
e

re

ma

i址y in th eir ac tive fo rm
s ,

h
e

nc

e

re
t
i
no

l

an
d

t
oc

0
P h

e r o

l l ev el

s
i
n

l i
v e

rs of

s
i l

ver

c a r
P

we

re h i g
he

r
.

B
u t

i
n

w i
n t e r

w h i l
e t

h
e t e

m p
e

ra
t u

re

was

l
o

w
e r

,
t

h
e

y w
e

re

mos

t
l y i

n
d

e
P

o s
l
t e

d fo

rms

,

50

r e t
i
n

yl
Pal 而

tat w as at higher levelthan
that in s

urnme

r.
Fu rt h

e

rmore

,

i
n e

reas

i飞 t
re
nd
s of re tino ids w as sign ifican

tly fo und in those

, 鱿n p les fro m p o n d 1 to p o n d s
,

s

h

o
w i飞

a gcx妇 dose
一
r e s

卯nse rel
atio ns hip be tw

een
wa
ter

con
tanllnation an d th

eir tox i
e elfeets

.
It 15 co ns idered tha t re tinied

s in fish liver 而ght be
use d as an effe

etive blom ar ker ln

assess

ing tox i
。 e

ffe
e t s o f

o rg

anoc

h lor in
e

pol
l
u ti

on
in w

a te rs

.

K e y w o 找如:
Re
ti
noi
ds ; a -T dC

o p h ero l; H l
〕
L C

;
O 飞a

noc
h lori ne

con
t田n ina ti

o n


