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硒对汞致剑尾鱼肝氧化
损伤的拮抗作用3
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(华南师范大学生命科学学院, 广州 510631)

摘　要: 在实验条件下,应用浸浴法研究了汞 (M ercury, H g)对剑尾

鱼 ( X ip hop horus helleri H eckel)肝组织的抗氧化功能的影响以及硒

(Selen ium , Se)对汞损伤的保护作用。结果表明:在低质量浓度H g组

和中等质量浓度H g组的前期,肝组织的超氧化物歧化酶 (Superoxide

dism utase, SOD )和谷胱甘肽过氧化物酶 (Glu tath ione perox idase,

GSH 2Px)的活性都受到不同程度的诱导,在中等质量浓度暴露第 3天

上述指标诱导值达到高峰,与对照组比较差异显著 ( P < 0105) ; 而高

质量浓度H g 组使这两种酶活性显著下降,其中, SOD 和 GSH 2Px 的

活性在最低时分别为对照组的 68%和 3812% , 差异极显著 ( P <

0101)。丙二醛 (m elonedialdehyde,M DA )含量在整个染毒过程中一直

升高,与对照组相比,差异显著 ( P < 0105)。H g 加 Se 组与H g 组相

比, SOD 和 GSH 2Px 活性都有很大程度提高,M DA 含量也有所下降,

表明 Se对H g致剑尾鱼肝氧化性损伤有明显保护作用; 但相对高 Se

组其保护性不明显, 说明其对机体的保护作用受用量的严格限制。实

验结果还表明, GSH 2Px 可以考虑作为H g 致鱼类肝功能损伤的生物

指标。
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0　引　言

　　重金属污染已经对人类生存环境造成严重危害,因而日

益引起人们的普遍关注。汞 (M ercu ry, H g)是一种分布于环

境中的剧毒重金属,可引发机体不可逆损伤,从而对人类健康

产生潜在危害性。而微量必需元素硒 (Selen ium , Se)则是维

持生物体内谷胱甘肽过氧化物酶活性的重要因子。H g 和 Se

对哺乳动物的毒性及相互作用的研究, 国内外已有较多报

道[1, 2 ]。剑尾鱼 ( X ip hop horus helleri H eckel)是一种热带淡

水小型鱼类,体型小,食性杂,便于实验室内饲养管理,其繁殖

周期短,繁殖力强,且对污染物敏感,目前已被国内推荐作为

一种较为理想的实验动物[3, 4 ]。本实验以剑尾鱼作为实验材

料,研究H g对剑尾鱼肝组织的氧化性损伤及 Se对该损伤的

保护作用,旨在为揭示H g 中毒的机理和 Se 的解毒作用提供

有益的理论依据。

1　材料与方法

111　实验动物

　　实验鱼剑尾鱼, 体长为 412～ 415 cm ,由珠江水产研究所

提供,在实验室水族箱驯养 1周后进行实验。

112　实验药品

　　分别采用分析纯氯化汞 (H gC l2·2H 2O )和亚硒酸钠
(N a2SeO 3)配制成浓度为 016 m göL 的二价H g离子和 2 m gö

L 的四价 Se离子溶液作为实验储备液,然后稀释成实验所需

要的各级浓度。测定超氧化物歧化酶 (SOD )、谷胱甘肽过氧化

物酶 (GSH 2Px)及脂质过氧化产物丙二醛 (M DA )所用试剂

盒,均为南京建成生物研究所产品。

113　实验鱼分组与染毒

　　实验用水为充分曝气的自来水, 水温 26～ 28 ℃, pH 值

618～ 712,硬度约 214度 (德国度)。实验鱼驯养 1周后,随机

分为 7组,根据急性毒性实验设计毒物浓度:空白对照组; É ,

Ê , Ë 组为 H g 中毒组, 质量浓度分别为 01105 m göL , 0121

m göL 和 0142 m göL ; Ì , Í , Î 组为 Se 保护组,溶液质量浓

度分别为 ( 01105 + 01064) m göL , ( 0121 + 01064) m göL 和
(0142+ 01064) m göL。实验期间,每天换药液 1ö3,不投喂饲

料。

114　酶活性测定

11411　样品的制备

　　分别于投毒后第 1, 3, 5 天进行采样, 每次每组取鱼 10

尾,剖腹取出肝脏,迅速放入冰箱保存,待处理。

11412　酶活性的测定

　　SOD , GSH 2Px 及M DA 的测定均严格按照试剂盒说明

进行: SOD 活性采用邻苯三酚自氧化法[5 ]测定; GSH 2Px 活性

采用D TNB 法[6 ];M DA 含量采用 TBA 法[7 ]测定。其中 SOD

和 GSH 2Px 中蛋白含量按照考马斯亮兰法测定,M DA 蛋白

含量按照 Fo lin2酚试剂法进行。
115　数据分析

　　实验数据用M icro soft Excel 2000 和 SPSS 1010 进行统

计分析,所得结果均为平均数±标准误差 (M ean±SD E)。

2　结　果

211　Hg和 Se对肝脏 SOD 活性的影响

　　剑尾鱼体内肝脏各氧化指标如表 1所示。

　　从表 1可见:剑尾鱼肝组织 SOD 活性在整个染毒过程呈

下降趋势,并表现出一定的剂量2效应关系,只是在第 1 天的

É组 (低H g组)稍微提高,但不显著。与对照组相比, H g染毒

组活力下降明显, Ê组 (中H g组)差异极显著 ( P < 0101) , Ë
组 (高H g组)变化差异显著 ( P < 0105) ,在高H g组第 5天时

降低到对照组的 68% ; H g 加 Se 组变化相对和缓, Ì 组基本
可恢复到接近对照组,第Í , Î 组也有不同程度的缓解,但也

有较大程度降低,其第 3天和第 5天与对照组比较变化差异

显著 ( P < 0105)。相对应的H g组 (Ê和Ë组)和H g加 Se组

(Í和Î组)比较差异显著 ( P < 0105) ,可见 Se对H g致肝损

伤有很好的保护作用。但É组和Ì组不显著,可见只有适量的

Se才有利于机体保护。

212　Hg和 Se对肝脏 GSH-Px活性的影响

　　表 2是 H g 和 Se 对剑尾鱼幼鱼肝脏组织 GSH 2Px 活力

的影响。结果表明,低质量浓度H g对 GSH 2Px 活性起初呈现

出诱导, É组 (低汞组) GSH 2Px 活性在第 3天比对照组高出

3116% , 表现出显著的诱导反应 ( P < 0105) , 但随着质量浓

度的升高和时间延长, 表现出抑制作用; 高质量浓度H g (Î
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组)在第 5天 GSH 2Px 活性降低了 3812% ,差异极显著 ( P <

0101) ; H g 加 Se 组对 H g 致 GSH 2Px 活性降低起抑制作用,

但值得注意的是,在第 3天的Ì 组 Se 可抑制H g 对 GSH 2Px

的诱导,使其水平接近对照组。

表 1　Hg和 Se对剑尾鱼幼鱼肝脏组织 SOD 活力的影响

Table 1　Effects of Hg and Se on SOD activ ities of swordta il l iver tissues

H g, Se 质量浓度ö(m g·L - 1)
SOD 酶活力ö(U·m g·p r- 1)

1 d 3 d 5 d

对照组 控制组 73195±6185 71162±2117 70144±1166

H g I (01105) 74188±3112 65140±2142 63161±2196

H g II (0121) 61171±2154 56162±01923 3 52138±21673 3

H g III (0142) 57173±3102 52138±21673 50115±31133

H g+ Se IV (01105 + 01064) 73157±2120 69106±1159 67122±0199

H g+ Se V (0121 + 01064) 68119±0186 63150±21313 60161±21213

H g+ Se V I (0142 + 01064) 60190±2187 54193±11383 52105±11263

注: 表中数据为平均值±标准误差,实验重复次数 n = 10; 3 P < 0105; 3 3 P < 0101

表 2　Hg和 Se对剑尾鱼幼鱼肝脏组织 GSH-Px活力的影响

Table 2　Effects of Hg and Se on GSH-Px activ ities of swordta il l iver tissues

H g, Se 质量浓度ö(m g·L - 1)
GSH 2Px 酶活力ö(U·m g·p r- 1)

1 d 3 d 5 d

对照组 控制组 58153±0105 51146±0125 57132±1125

H g I (01105) 62121±0180 75163±01703 59143±1194

H g II (0121) 61194±1138 54147±1172 46153±2182

H g III (0142) 51121±1168 42106±1155 35106±0150

H g+ Se IV (01105 + 01064) 63186±1130 61147±1165 58123±1156

H g+ Se V (0121 + 01064) 59126±1199 56189±1113 50178±1147

H g+ Se V I (0142 + 01064) 53153±2107 49124±2125 41179±11973 3

注:表中数据为平均值±标准误差,实验重复次数 n = 10; 3 P < 0105; 3 3 P < 0101

213　Hg和 Se对肝脏MDA 含量的影响

　　表 3给出了各浓度组不同时间剑尾鱼肝脏组织M DA 含

量变化。结果显示:M DA 含量在整个染毒过程一直上升, H g

染毒组明显提高M DA 含量 ( P < 0105) ,随着时间延长和浓

度升高,变化幅度越来越大,在高H g 组第 5天使M DA 含量

高至对照组的 2倍之多 ( P < 0101) ; H g 加 Se 组的M DA 含

量也有升高 ( P < 0105) ,但幅度较小。

表 3　各浓度组不同时间剑尾鱼肝脏组织MDA 含量变化

Table 3　MDA con ten t of swordta il l iver tissues

H g, Se 质量浓度ö(m g·L - 1)
M DA 浓度ö(nmo l·m g·p r- 1)

1 d 3 d 5 d

对照组 Contro l 2159±0111 2146±0107 2114±0117

H g I (01105) 2197±0102 3110±01013 3117±01043

H g II (0121) 3102±0104 3178±01423 4171±01223

H g III (0142) 3150±01123 4144±01013 5123±01113 3

H g+ Se IV (01105 + 01064) 2126±0101 2150±0114 2158±0108

H g+ Se V (0121 + 01064) 2131±0119 2185±0132 3123±01043

H g+ Se V I (0142 + 01064) 2175±0108 3119±01063 3186±01013

注:表中数据为平均值±标准误差,实验重复次数 n = 10; 3 P < 0105; 3 3 P < 0101

3　讨　论

311　Hg对剑尾鱼肝组织的抗氧化损伤

　　实验结果表明,随着暴露时间的延长,各质量浓度组剑尾

鱼肝脏 SOD 活性均表现出不同程度的下降趋势,并且,随着

时间延长, 对照组活性也有所下降。可见超氧化物歧化酶

(SOD )对外界污染以外的各种因素反应灵敏,所以对实验条

件要严格控制。相类似的许多研究结果[8, 9 ]都表明,当机体受

到环境胁迫时,组织中的 SOD 会受到诱导。H g离子进入机体

后,与生物分子中的巯基有很强的亲合性。由于巯基广泛地存

在于蛋白质中, 故几乎所有的蛋白质均可不同程度地与 H g

成键,使 SH 基活性中心部位被封闭,蛋白质的空间构象发生
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变化,阻碍蛋白质硫代物的循环和电子传递,从而使蛋白质失

去活性,产生各种胁迫[10 ]。而机体在胁迫条件下会产生活性

氧物质 (AO S) ,如1O 2,O -
2 ,OH·和H 2O 2等。它们可迅速攻击

各种生物大分子[11 ] ,并且可引发生物膜中的不饱和脂肪酸发

生脂质过氧化作用,形成脂质自由基和复杂的脂质降解产物

丙二醛 (M DA )及其他醛类。这些产物由于与肽链、酶和核酸

上的巯基和氨基有极高的亲和力, 而对细胞和机体极度有

害[12 ]。超氧化物歧化酶 (SOD )和谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH 2
Px)是抗氧化防御系统主要的酶成分之一。SOD 是生物体内

唯一一种以自由基为底物的酶。其作用底物为O 2·- ,可催化

O 2·- 发生歧化反应产生H 2O 2
[13 ]。

　　谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH 2Px,又称含硒过氧化物)也是

抗氧化系统的重要酶之一。它的主要生物学作用是清除脂类

过氧化物,如脂质过氧化产物 (M DA )。很多学者发现H g 可

使机体 GSH 2Px 活性升高或降低[14 ]。在本实验剂量下,低剂

量H g 对剑尾鱼肝脏 GSH 2Px 活性有诱导作用, 到第 3 天时

达到最高值,与对照组相比,差异显著 ( P < 0105)。这可能是

机体对环境刺激的应激反应。Stebb ing [15 ]认为机体在毒物低

浓度下出现的这种现象,是其在无毒情况下的刺激反应, 并

把这一现象称为“毒物兴奋效应”。而高质量浓度组 H g 使

GSH 2Px 活性显著下降则可能是由于H g 离子进入机体后与

酶上巯基结合,使其活性降低,从而肝功能受损。

　　脂质过氧化会改变细胞膜通透性,造成组织细胞损伤。丙

二醛 (M DA )含量可直接反映动物细胞和亚细胞水平的脂质

过氧化水平[16 ]和机体受损伤的程度。本研究发现,在实验剂

量范围内,M DA 含量在整个染毒过程中持续升高,并有剂量

2时间效应。高质量浓度组在第 5天与对照组相比差异极显著

( P < 0101) ,说明肝受损严重。这与其他学者的结果一致[2 ]。

但也有实验发现,当贝类受到H g 等重金属暴露时,M DA 含

量并没有明显升高,可能是重金属等诱导出的大量金属硫蛋

白抑制了M DA 的形成,减缓了金属毒性[16 ]。过氧化物的增加

主要由负责抗氧化防御系统酶活性降低引起[2 ] ,可见实验中

SOD 和 GSH 2Px 活性的降低促进了M DA 的产生,使膜透性

增加,反过来,又促进H g离子内流,加重组织损伤,使活性进

一步降低。

312　Se对 Hg致毒的拮抗作用

　　一般认为 Se能拮抗H g 的毒性,但其机理至今还不甚清

楚。一些研究发现, H g和 Se进入体内后,两者可与血浆中某

一特异蛋白 (含硒蛋白)等比例结合[17, 18 ] , 借此减少H g 的毒

性。对哺乳类的研究发现[19 ] ,当猫体内积累一定的H g 和 Se

时,血清中单独的 Se 离子形式减少,而在体内的全血中形成

H g2Se 复合物; 当没有 H g 存在时, Se 可被白蛋白选择性隔

离,结合位点可能是在细胞内存在的二硫键形成了 Se2白蛋
白复合物。但当机体内缺乏谷胱甘肽 (GSH )时, Se2白蛋白复
合物则不与机体内存在的H g反应。这表明 Se拮抗H g 的毒

性与谷胱甘肽的存在有密切关系。一些研究已表明,微量必需

元素 Se 是维持生物体内组织中谷胱甘肽过氧化物酶活性的

重要因子,在一定剂量范围内,组织中 Se 含量与 GSH 2Px 活

力成正相关[20 ]。

　　本文实验结果表明, Se 减轻了H g 对机体抗氧化功能的

损伤。表现在H g加 Se 组剑尾鱼肝脏中的 SOD , GSH 2Px 活

性在不同程度上都高于相应H g 中毒组,M DA 含量也有所降

低,尤其发生在Ê 组与Í 组的第 3天, Ë 组和Î 组的第 5 天。

这表明 Se具有的保护作用。一些研究也发现, Se 减弱了H g

致 A T Pase 活性的变化, 从而减轻对生物膜系统的损

伤[21～ 23 ]。此外也有实验表明 Se还对H g的遗传毒性有明显保

护作用[24 ]。但本文还发现:和É组比较, Ì组的拮抗作用不明
显,可能相对其他加 Se组, Ì组 Se含量偏高,过量的 Se 则不

利于机体保护甚至产生毒性。从实验结果看,虽然 Se具有较

强的抗氧化功能, 可在一定程度保护 H g 致毒, 但无法改变

H g中毒趋势,并且其适当用量也有待进一步研究。

4　结　论

　　剑尾鱼肝组织 SOD 和 GSH 2Px 的活性在低质量浓度H g

短时间暴露下有诱导。高质量浓度H g使两种抗氧化酶活性

降低,到第 5天降到最低,丙二醛含量也在整个染毒过程不断

升高,肝功能严重受损; H g 加 Se 组可缓解H g 中毒引起的肝

氧化损伤,使 SOD 和 GSH 2Px 活性显著升高,丙二醛 (M DA )

含量降低。因此, GSH 2Px 可考虑作为剑尾鱼受H g胁迫的一

项生物指标。
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An tagon ist ic effect of selen ium on ox ida tive

damage of l iver in swordta il ( X iphophorus

heller i Heckel) in it ia ted by m ercury

FAN G Zhan2qiang, WAN G Chun2feng

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

Guangzhou 510631, Ch ina)

Abstract: T he p resen t art icle aim s to p resen t the au tho rs’

research on the effect of m ercu ry on the superox ide

dism u tase ( SOD ) and glu tath ione perox idase ( GSH 2Px )

act ivit ies and the concen trat ion of m elonedialdehyde (M DA )

in liver t issue of sw o rdtail ( X ip hop horus helleri H eckel).

O ur research resu lts indicate that the act ivit ies of SOD and

GSH 2Px w ere induced by m ercu ry at low concen trat ions

du ring early stage, and the induction reached to a sign ifican t

level on the th ird day in con trast to the con tro l group.

How ever, the h igh concen trat ion H g can rem arkab ly decrease

the act ivit ies of SOD and GSH 2Px to 68% and 3812% of the

con tro l group. N evertheless, the concen trat ion of M DA w as

ab le to m ain tain sign ifican t increase all th rough the expo su re

period. A no ther resu lt show s that Se cou ld rem arkab ly

p reven t the decrease of SOD and GSH 2Px in the liver, as

w ell as m ake the concen trat ion of M DA decrease,

part icu larly compared w ith the con trast H g group. How ever,

it is beyond expectat ion that the Ì group ( ( 01105H g +

01064Se ) m göL ) reveals lit t le p ro tect ions, therefo re, it is

suggested that the do se of Se used fo r p ro tect ion from the

po ison ing of H g shou ld be considered. In addit ion, the

act ivity of GSH 2Px is also recomm ended as a b iom arker fo r

indicat ing the ox idat ive dam age to the liver of sw o rdtail fish.

Key words: b iochem istry; selen ium ; m ercu ry; liver;

superox ide dism u tase; glu tath ione

perox idese; m elonedialdehyde; sw o rdtail
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