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镉对鲫鱼鳃和肝脏超氧化物歧化酶活性的影响
Ξ

杨丽华,　方展强,　郑文彪,　伍育源,　马广智
(华南师范大学生命科学学院,广州 510631)

摘　要: 使用浸浴法以 0 m göL、0. 73 m göL、1. 46 m göL、2. 95 m göL 4个镉 (CdC l2·2. 5H 2O )浓度为丰产鲫 (Carassius au ra tus of Penze

(♀) × Cyp rinus acu tid orsa lis (♂) )幼鱼染毒,测定了 144 h 内鳃及肝组织中超氧化物歧化酶 (SOD )活性的变化。结果表明,低浓度组

Cd 曝露时,鲫鱼鳃和肝组织中 SOD 活性的变化短时间内不明显,但随着处理时间的延长, Cd 提高了鳃和肝组织中 SOD 的活性,导致

“毒物兴奋效应”。高浓度组Cd曝露时均抑制了肝和鳃中的 SOD 活性,其作用随着曝露时间的延长和浓度的升高而增强, SOD 酶活性降

低所造成的活性氧伤害是引起鲫幼鱼死亡的重要原因。肝组织中的 SOD 酶活性和敏感性高于鳃,这与其执行的生理功能有关。
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0　引　言

当重金属在生物体内积累到一定浓度时,对生物的生理生

化反应会造成一定的影响,因此,可用特定生化反应中的关键

酶的变化来证实污染物的影响。镉 (Cd)是环境优先污染物,关

于其对生物生理生化作用的影响, 国内外已有许多研究和报

道[1～ 3 ]。Cd对转氨酶、过氧化氢酶、磷酸酶等分子生态毒理指标

酶类的活性均有不同程度的抑制。但迄今为止,未见有关其对

鱼类抗氧化酶系统影响的报道。超氧化物歧化酶 ( superox ide

dism u tase, SOD )是水生生物抗氧化酶系统的重要组成成分之

一,可用其作为氧化胁迫的生物指标[4～ 6 ]。目前证明 SOD 与生

物耐寒性、抗病性、抗衰老和抗污染胁迫等密切相关。本文研究

Cd 对鲫鱼 SOD 活性的影响,这对于阐明Cd 对鱼类的致毒机

理、选择灵敏的生物学指标指示Cd污染有重要意义。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

从广州市白云区神山镇东明鱼苗场购买的丰产鲫 (Caras2
sius au ra tus of Penze (♀) × Cyp rinus acu tid orsa lis (♂) )幼

鱼,平均体长为 (5. 91±0. 32) cm ,体重 (2. 58±0. 27) g,鱼在水

族箱中驯养 7 d 以上,暂养期间均活动正常,无病,死亡率低于

5% ;投试前 1 d 停止投饵,随机取鱼分组,选择身体健康、反应

灵敏、大小基本一致的鱼类。实验前,各材料均在实验室水箱中

暂养。

1. 2　实验毒物和条件

CdC l2·2. 5H 2O (A R )为广州化学试剂厂生产。配制成浓度

为 3 000 m göL 的母液,再据需要稀释。用长 44. 5 cm、宽 55. 5

cm、高 34. 0 cm 的聚乙烯塑料水族箱装水 60 L ,曝气 3 d 的自

来水。水质标准: pH 为 7. 2～ 7. 4; DO 为 6 m göL ; 总硬度 (均

值) 3. 0 m cöL ;总碱度 (均值) 2. 5 m g当量öL ;水温 (20±3) ℃。

1. 3　实验方法

毒物对鲫鱼采用静态染毒法, Cd 对鲫鱼的 96 hL C50值为

5. 85 m göL [7 ],取其 96 hL C50的 1ö2, 1ö4和 1ö8浓度,即分别为

2. 95 m göL、1. 46 m göL、0. 73 m göL。每组各放 60尾鱼染毒,每

一浓度各设平行组和对照组。在实验的 12 h、24 h、48 h、96 h 和

144 h 时,分别从各水箱中取出 10条鲫鱼鱼苗,迅速取出鳃、肝

组织分别装入 1. 5 mL 塑料离心管中,作好标记后迅速放入-

20 ℃的超低温冰箱中,以备测量鳃、肝组织的 SOD 酶活性。

1. 4　组织 SOD 酶液的制备

将各组织样品分别加预冷 (4℃)的双蒸水 1. 0 mL。在冰浴

条件下, 用电动匀浆棒进行匀浆, 上下移动 60 次, 每次间隔 1

s。将匀浆液用冷冻离心机于 4 ℃、10 000 rpm 离心 10 m in,取

上清液用于测定 SOD 活性。

1. 5　SOD 活性测定

SOD 活性的测定方法参考文献[8 ]进行。1)邻苯三酚自氧

化。取 100 mmo löL 的 T ris2HC l(pH = 8. 2)缓冲液 4. 5 mL , 4. 2

mL 双蒸水, 25 ℃水浴中保温 20 m in,取出立即加入 25 ℃预热

过的 3 mmo löL 邻苯三酚 0. 1 mL (以 10 mmo löL 的HC l配制,

空白管用 10 mmo löL 的HC l来代替邻苯三酚HC l溶液) ,迅速

摇匀倒入比色杯 (光径 1 cm ) ,在 Κ= 325 nm 下测量吸光度值

A。等数字变化均匀后开始计数,测定其 3 m in 内的反应速率,

每 30 s读一次A 值,调整邻苯三酚的量及双蒸水的量,使总反

应体积保持在 9. 0 mL ,使自氧化速率为 0. 070O. D. 325öm in。2)测

定 SOD 活性的方法同测邻苯三酚自氧化速率,在加入邻苯三

酚前加入待测 SOD 样液,肝组织 0. 02 mL ,鳃 0. 2 mL。加入的

邻苯三酚的量与自氧化速率为 0. 070O. D. 325öm in 的邻苯三酚的

量一致。

1. 6　酶蛋白含量的测定

蛋白质用 Fo lin2Phonel试剂中的L ow ry基本法测定[9 ],方

法略有改变。标准牛血清蛋白浓度为 2 m göL ,在 7只试管中分

别加入 0 mL、0. 013 mL、0. 025 mL、0. 05 mL、0. 075 mL、0. 10

mL、0. 125 mL 的标准液, 加双蒸水至 0. 20 mL , 加反应 C 液

(即 A 液和 B 液 50∶ 1 (V ∶V ) , 临用前混匀, A 液为 4%

N a2CO 3与 0. 2 mo löL N aOH 等体积混合; B 液为 1% CuSO 4·
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5H 2O 与 2%酒石酸钾钠等体积混合) 2. 2 mL , 室温反应 10

m in,加稀释的 Fo lin 试剂 0. 1 mL ,室温反应 30 m in,在 650 nm

处比色测定。酶蛋白标准曲线见图 1。

图 1　标准牛血清蛋白曲线

F ig. 1　Calibration curve of bov ine serum album in

酶活性单位定义为: 每毫升反应液中,每分钟抑制邻苯三

酚自氧化速率达 50%的酶量定义为一个酶活性单位。酶活性单

位的计算公式为

　SOD 活性单位 (U ) = 　　　　　　　　　　　　　　

　　

0. 07- O. D. 325öm in
0. 070

×100%

50%
×反应液总体积

SOD 酶比活力 (U öm g p ro tein) =
SOD 酶活性单位 (U )
蛋白质含量 (m g)

1. 7　数据分析

实验数据用统计学方法进行处理。结果均为“平均数±标

准误差”; 用ANOVA 单因素方差分析法分析镉曝露引起的

SOD 平均值的差异; 组间数据的两两比较采用 t 检验法,认为

p < 0. 05是差异显著, p < 0. 01是差异极显著, 统计分析应用

Excel 2000软件。

2　结果与讨论

2. 1　Cd对肝脏 SOD 活性的影响

表 1为Cd对鲫鱼幼鱼肝组织 SOD 活性影响的实验结果。

可以看出, 与对照组相比, 低浓度组Cd 曝露鲫鱼幼鱼肝组织

SOD 活性在短时间内变化不明显,但随着处理时间的延长, Cd

提高了肝组织 SOD 的活性,在 96 h 时显著高于对照组 (p < 0.

05)。高浓度组Cd曝露时抑制了 SOD 活性,且这种抑制作用有

随着曝露时间延长和浓度升高而增强的趋势,最高浓度组 SOD

活性一直显著低于对照组 (p < 0. 05或 p < 0. 01) ,在实验末期,

肝中 SOD 活性达到最低水平,而后出现部分鲫鱼死亡。

表 1　Cd对鲫鱼幼鱼肝组织 SOD 活力的影响

Table 1　Effect of cadm ium on the SOD activ ity of f ingerl ing l iver tissues

Cd浓度ö(m g·L - 1)
酶活力ö(U·m g. p r- 1)

12 h 24 h 48 h 96 h 144 h

对照组 35. 49±2. 08 37. 58±1. 67 37. 27±1. 06 36. 97±1. 95 35. 44±1. 63

0. 73 37. 53±1. 72 38. 89±2. 08 39. 02±1. 93 　1) 42. 64±2. 60 　1) 43. 68±2. 45

1. 46 32. 24±3. 04 　1) 30. 27±2. 78 　1) 29. 08±2. 61 　2) 27. 31±1. 76 　2) 25. 40±2. 03

2. 95 　1) 29. 59±3. 42 　2) 28. 25±2. 91 　2) 26. 57±1. 97 　2) 19. 87±1. 86

　　　　注:表中数据为平均值±标准误差,实验重复次数 n= 10; SOD 活性单位为U ö(m g p ro tein) ;

　　1)表示对该含量组数据与对照组数据进行单因素方差分析的结果表明差异显著 (p < 0. 05) ;

　　2)表示对该含量组数据与对照组数据进行单因素方差分析的结果表明差异极显著 (p < 0. 01)。

　　SOD 主要分布于胞浆和线粒体的基质中,是催化超氧阴离

子自由基 (O 2
- )发生歧化反应的一类金属酶,是机体防御过氧

化损害系统的关键酶之一。其基本功能是清除生物体内过高浓

度的超氧阴离子自由基,保持体内自由基的代谢平衡,从而保持

细胞正常的代谢不受破坏。在生理状态下,当某些污染物在体内

进行生物转化时,会产生氧化还原循环生成大量活性氧如O 2
- 、

OH、H 2O 2 等,这些活性氧又可使DNA 断裂、脂质过氧化、酶蛋

白失活等,从而引起机体氧化应激反应,在这些活性氧产生及转

化中, SOD 等起着非常重要的作用[10 ]。

SOD 清除O 2
- 的能力与其含量和活性有关, 许多研究表

明,当生物体受到轻度逆境胁迫时, SOD 活性往往升高; 而当受

到重度逆境胁迫时, SOD 活性通常降低,使生物体内积累过量

的活性氧,从而导致生物体的伤害[11, 12 ]。本实验结果同样发现,

低浓度镉胁迫下,鲫鱼幼鱼肝组织内的 SOD 活性显著升高,这

种现象与Beaumon t 等[13 ]的研究结果类似, Stebb ing[14 ]认为毒

物在低浓度下出现的这种现象,是其在无毒情况下的刺激反应,

他把这一现象称为“毒物兴奋效应”。到目前为止,许多研究证

明,“毒物兴奋效应”具有普遍性; 高浓度 Cd 胁迫下, 鲫鱼幼鱼

肝组织内的 SOD 活性极其显著性下降, 因此, Cd 胁迫下 SOD

活性的降低,造成鲫鱼幼鱼的活性氧伤害很可能是 Cd 对鲫鱼

幼鱼形成毒害的重要原因之一。

2. 2　Cd对鳃 SOD 活性的影响

表 2为Cd曝露对鲫鱼幼鱼鳃组织 SOD 酶活性影响实验结

果。可以看出, Cd 对鳃组织 SOD 活性的影响与对肝组织 SOD

活性的影响相似,低浓度Cd 曝露鲫鱼幼鱼鳃组织 SOD 活性的

变化不明显, 但随着处理时间的延长, Cd 又提高了鳃组织的

SOD 活性,在 144 h 时显著高于对照组。高浓度Cd 曝露时,鲫

鱼鳃组织 SOD 活性显著降低,而且这种降低作用有随着曝露时

间延长和浓度升高而增强的趋势。

由表 1、2可以看出,鲫鱼的鳃与肝组织细胞中 SOD 活性差

别很大,肝比鳃的 SOD 活性高 10倍左右, Cd 曝露引起 SOD 活

性的变化,肝比鳃更敏感。低浓度Cd引起肝组织SOD 活性升高

在 96 h 即表现出来,而鳃组织在 144 h 才表现出来; 高浓度 Cd

引起肝组织 SOD 活性降低,在 12 h 已有显著差异,而鳃在 24 h

时才表现出来。鳃和肝中 SOD 活性和敏感性的不同,可能与它

们的不同生理功能有关。肝脏是体内主要的解毒器官,肝巨噬细

胞有活跃的吞噬能力,毒物在肝脏内氧化、还原或水解过程中会

产生大量的O 2
- ,从而使肝组织 SOD 活性较高; 另外, Cd 处理

鲫鱼时, Cd 由鳃进入血液作用到很多靶组织细胞,这些被伤害

的组织细胞产生的代谢紊乱产物又汇集到肝脏; 而鳃是呼吸器
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官,几乎没有解毒功能,因此 SOD 的活性和敏感性比肝脏要低 得多。

表 2　Cd对鲫鱼幼鱼鳃组织 SOD 活力的影响

Table 2　Effect of cadm ium on the SOD activ ity of f ingerl ing g ill tissues

Cd浓度ö(m g·L - 1)
酶活力ö(U·m g. p r- 1)

12 h 24 h 48 h 96 h 144 h

对照组 3. 22±0. 62 3. 20±0. 41 3. 13±0. 27 3. 27±0. 51 3. 25±0. 35

0. 73 3. 21±0. 24 3. 16±0. 32 3. 32±0. 33 3. 53±0. 44 　1) 3. 79±0. 26

1. 46 3. 13±0. 43 3. 07±0. 57 2. 96±0. 40 　1) 2. 82±0. 21 　1) 2. 78±0. 18

2. 95 3. 05±0. 60 　1) 2. 93±0. 29 　2) 2. 64±0. 24 　2) 2. 46±0. 32

　　　　注:表中数据为平均值±标准误差,实验重复次数 n= 10; SOD 活性单位为U ö(m g p ro tein) ;

　　1)表示对该含量组数据与对照组数据进行单因素方差分析的结果表明差异显著 (p < 0. 05) ;

　　2)表示对该含量组数据与对照组数据进行单因素方差分析的结果表明差异极显著 (p < 0. 01)。

3　结　论

低浓度组Cd 曝露时,鲫鱼幼鱼的肝和鳃组织中 SOD 活性

的变化短时间内不明显,但随处理时间的延长, Cd 提高了肝和

鳃组织中 SOD 的活性,导致“毒物兴奋效应”。高浓度组Cd曝露

时均抑制了肝和鳃中的 SOD 活性,其作用随着曝露时间延长和

浓度升高而增强,这种 SOD 酶活性降低造成的活性氧伤害可能

是引起鲫鱼幼鱼死亡的原因之一。肝组织中的 SOD 酶活性和敏

感性均高于鳃,这可能与鳃和肝脏所执行的不同生理功能有关。
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EXPER IM ENT W ITH EFFECT OF CADM IUM ON ACT IV ITY OF

SUPEROX ID E D ISM UTASE IN GILL AND L IVER T ISSUE OF CRUC IAN

YAN G L i2hua, FAN G Zhan2qiang, ZH EN G W en2b iao, WU Yu2yuan, M A Guang2zh i

(Co llege of L ife Science, Sou th Ch ina N o rm al U n iversity, Guangzhou 510631, Ch ina)

Abstract: T h is paper p resen ts an experim en t the au tho r has done w ith the crucian w hen it w as expo sed to cadm ium to test the in2
fluence of the cadm ium 2po llu ted sludge on the fish act ivit ies. W ith crucian expo sed to cadm ium (CdC l2·2. 5H 2O ) w ith 0 m göL , 0.

73 m göL , 1. 46 m göL , 2. 95 m göL fo r 6 days, the au tho rs in tend to determ ine the act ivit ies of superox ide dism u tase (SOD ) of gill

and liver t issues in 144 h by m eans of imp roved pyrogallo l au tox idat ion. T he resu lts of the experim en t indicate that the act ivit ies of

SOD in gill and liver haven’t m ade any obvious change at low Cd concen trat ions in a sho rt t im e. T he act ivit ies of SOD , how ever,

w ou ld increase w ith the expo su re t im e go ing on, w h ich m ay p robab ly com e abou t as a resu lt of the“Tox ic excitem en t effect”. W ith

the h igh concen trat ion Cd inh ib it ing the act ivit ies of SOD in gill and liver, the inh ib it ing strength w ill increase w ith the p ro longing

of the expo su re t im e and the concen trat ion enhancing. T hus, it suggests that the harm caused by active oxygen due to the decrease

of the act ivit ies of SOD is an impo rtan t reason that leads to the m ass death of crucian expo sed to Cd. T he experim en t also indicates

that the act ivit ies and sensit ivit ies to Cd of SOD in liver are h igher than tho se in gill, w h ich m ay be associated w ith their physio logi2
cal functions.

Key words: b iochem istry; cadm ium; superox ide dism u tase; gill; liver; crucian
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