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摘要
:

采用毒性实验的方法
,

定量地研究 了多氯联苯暴露对 剑尾鱼肝脏
、

卵巢及鳃组织 中 N : +
/ K

十 一 A T Pa se 活

性 的影响
。

结果表明
:
不同组织其 N a 十

/ K
半 一 A TPa se 活性的高低存在 明显差异

。

多 氯联苯对剑尾 鱼肝脏 及卵

巢 的 N a +
/ K

斗 一 A T p a se 活性有抑制作用但不显著 ;对鳃的 N a 十
/ K

+ 一 A TPa se 活性则显示有显著的抑制作用
,

并

随暴露浓度和时间的增加而提高
。

3 种组织 中鳃 N a +
/ K

+ 一 A TPa se 对多氯联苯显得更为敏感
。
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.

W ith

sw o rd tai l fi sh e x
即

s ed to p e B s w i山 0 愧
·

L
一 l ,

2 魄
·

L
一 ’,

5 0 傀
·

L
一 1 fo r 7 d叮s ,

山e ac tiv itie s o f N a +

/ K
+ -

A TPa s e o f live r ,

9 111an d o va ry tis s u e s in 7 2 h we re q u an tita tiv ely stu d ie d b y to x ic e x pe ri m e n tal m e th o d s
.

A im o f

this s tu d y w a s to te s t (l) th e in fl u e n e e o f th e

PC B s 一
即l一u te d slu d g e o n th e fi sh ac tiv itie s ; (2 ) if th e 9 111

,

o v

脚
o r h ePat ie Na

十

/ K
十 一 A T Pa
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.

0 6 3 魄
·
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仆
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+ 一 A TPa
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am
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娜 N a 十

/ K
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0 5 )
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AT
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多氯联苯 (po ryehlo ri n at ed b iph e n yls
,

PC B s )一

类有机氯污染物尽管在水环境 中含量低
,

但 由于

难降解
、

毒性大
,

对水生生物有致畸
、

致突变和致

癌作用
,

近年来人们 日益重视其对水生生物 的毒

害作用机制的研究
,

尤其从酶的活性研究去探讨

鱼类对 Pc B s
中毒 的生化机理 [’

一
刘

。

N a 十

/ K
十 -

A T Pa se 是广泛存在于生物细胞质膜上
,

水解 A T P

获得能量
、

逆电化学梯度转运 Na
十 ,

同时反方向转

运 K
十

的一种 内膜蛋 白
,

也称钠泵冈
。

许多毒物

包括 PC B s
都可影响鱼类 N a +

/ K
十 一 A T Pas e 的活

性 〔’〕
。

剑尾 鱼 (Xir hop ho 二 he lle ri )是一种热带淡

水小型鱼类
,

原产南美洲
,

由于具有体型小
、

繁殖

周期短
,

易饲养
,

可在实验 室条件下进行纯化 培

育
;
并且对某些有机污染物或重金属敏感

,

已被推

荐作为生态毒理学测试的理想实验动物〔5 〕
。

剑尾

鱼对 某 些 化 合 物 的 敏感 性 试 验 已 有 报 道困
。

PC B s 对剑尾鱼 Na
十

/ K
十 一 AT Pas e 活性的影响尚

未见报道
。

本文使用浸浴法 以不同 PC B s 浓度为

剑尾 鱼染 毒
,

探 讨 此B S 对剑 尾 鱼不 同组 织 中

N a +

/ K
+ 一 A T p a s e 的影响

,

为我国的鱼类实验动

物开发利用研究工作提供有益的资料
。

材料与方法

1
.

1 实验鱼驯养

实验剑尾鱼种质健康
,

20 日龄
,

全 长 12
.

3 土

2
.

2 m m
,

体重 0
.

1 1 土 0
.

0 59
,

取 自珠江水产研究所
。

实验前先驯养一周
,

水温 16 士 2 ℃
,

p H 为 6
.

8
,

水

硬度为 2
.

4 度 (德国度 )
。

1
.

2 多扳联苯对剑尾鱼 (幼鱼 )% h L与实验

实验分 。
、

0
.

0 8
、

0
.

4
、

2
、

20 和 沁 魄
、

L
一 ’6 个

PC B s 浓度组
,

每组放幼鱼 10 条
。

实验 中记 录各

组 24
、

48
、

72 和 % h 的死亡数
。

以镊子夹住幼鱼

尾柄而无反应为死亡
。

另设一平行对照组
。

1
.

3 染毒实验及取样

实验分 。
、

2 和 50户g
.

L
一 ‘ 3 个 Pc B s 浓度

。

每

箱放鱼 16 条
,

每隔两天更换一次毒液
,

每天两次

喂食前均彻底吸出水族箱中残 留的饵料及废物
,

每箱均用同样管径的气头昼夜充气
。

每 12
、

24
、

48

和 72 h 取 4 条活鱼快速剖取肝脏
、

鳃及卵巢
,

编号

放入 1
.

sm L 离心管 中放人 一
40 ℃冰箱冷冻待测

N a +

/ K + 一 A T Pase 活性
。

1
.

4 样品处理及 N a 十 / K 干 一 A TPa se 活性测定

样品 处理 每个肝样品均加预冷的匀浆介质

4 m L
,

每个鳃样品均加预冷的匀浆介质 6 m L
,

每个

卵巢样品加预冷的匀浆介质 6 m L
,

用超声波细胞

破碎仪在冰浴条件下匀浆
,

仪器状态设为每隔 4s

匀浆 2 5 ,

共 50 次
。

将匀浆液用冷冻离心机离心
,

3 00 0r
·

m in
一 ‘ ,

1 5而
n 。

取上清液用 于测定 A TPa se

活性
。

N a +

/ K 十 一 A T Pa s e 酶 比 活 的测 定 取 酶 样

品 l m L
,

反应 介 质 1 0
.

9 m L
,

在 3 7 ℃ 的水 浴

中反 应 3 0 而
n ,

取 出后 立 即放 人 冰 水 混 合物

中
,

加人 1
.

o m L 10 % 三氯醋 酸终止反应
。

反应

液经 3砚旧r
·

而
n 一 ‘离心 10 而

n ,

取其上清液 o
.

s ln L

用于测定水解产生的无机磷量
。

同时设一空白对

照管
,

先加三氯醋酸再加酶样品
。

A T Pas e 水解产

生的无机磷量等于反应管 中无机磷的量减去空 白

对照管中无机磷的量
。

测定 M扩
+ 一

AT Pas e 活性

的方法同测总 A T Pas e 活性的方法
,

只是反应介质

为反应介质 五川
。

样品 中蛋 白 质 含 量 的 测 定 采 用 Lo w ry

法圈
,

将 测 定 管 吸 光 度 查 标 准 曲线
,

求 得 每

m L 匀 浆 稀 释 液 中蛋 白 量
,

再 乘 以 匀 浆 总 毫

升数
,

即 得 0
.

lm L 组织匀浆悬浮液中酶液蛋 白

含量 (m g )
。

Na
十 / K

十 一 A TP as e 酶活性的定义每毫克蛋 白

质每小时分解产生每微摩尔的无机磷的量为 1 个

酶活性单位
。

计算公式为
:

AT Pa se 酶活性 扭m ol Pi / m g Pr
.

h)
= 水解产生

无机磷
4

x
盯

4
火
丁而汇丽雍窗百量

N a 十 / K 十 一 AT Pas e 酶活性 二 总 A TPase 活性
一 M扩

+ 一

AT Pas e 活性

1
.

5 数据处理与分析

实验数据用 两次重复的平均数 及标准差表

示
,

不同处理组数据间的差异应用 SPS S 软件
,

采

用成对样本 T 检验法进行分析
,

尸 < 0
.

05 认 为存

在显著性差异
,

P < 0
.

01 认为存在极显著差异
。



l 期 方展强等
:

多氯联苯对剑尾鱼 N a +
/ K

+ 一 ATp as e
活性的影响

2 结果

2
.

1 多氮联苯对剑尾鱼幼鱼的 L与 (% h)

Pc B s 对剑尾鱼幼鱼 (2 0 d) 的急性毒性实验的

结果用概率单位法 (Pro bi :
me

tho d) 〔”二求出Pc B s 对

剑尾鱼幼鱼的 96 h LC
、 = 2

.

0 63 魄
·

L
一 ‘。

2
.

2 多氛联苯对剑尾鱼不同器 官组织 Na
十 / K 十

一 A T Pa se 活性的影响

肝脏组织 表 1 为 PC B S 暴露对剑尾鱼肝脏

组织 Na
十 / K + 一 A T p a s e 活性影 响 的实验 结果

。

结果显示暴露过程各个染毒组在每一取样时间测

得的 N a + / K
十 一 A TP as e 活性 均明显低于 同时期

的对照组
,

且 同一浓度 PC B s
暴 露组随暴露时间

的延长 N a +

/ K + 一 A T p as e 的活性逐渐降低
。

卵巢组 织 表 2 为 PC B s
暴露对 卵巢 N a+ /

K
+ 一

AT Pas e 活性影响的实验结果
。

结果显示各

个组没有发生显著变化(尸 > 0
.

0 5 )
。

鳃组织 表 3 为 PC B s 暴露对鳃 N a 十 / K
十 一

AT Pas
e 活性 的影响

。

从 中可 以 看 出 50 愧
·

L
一 ‘

PC B s 暴露组在暴露 4 8 h 后 N a 十 / K + 一 A T Pa
s e 活

性与对照组相 比有极显著的降低 (尸 < 0
.

01 )
,

且

随时间延长逐渐降低
。

2愧
·

L 一 ‘

PC Bs 暴露组有着

与之相似结果
。

而在暴露 的 24 h 内
,

两个染毒组

酶活性与对照组相比无显著变化 (尸 > 0
.

0 5 )
。

表 1 P CB s
对剑尾鱼肝组织 Na

十
/ K

十 一 A T P姗 活性 的影晌

T a b
.

1 E n陇c t o f PC B s o n N a

1犯B s 浓度
代二B s e o n e e n tra tio n

/ K
+ 一 A T Pa se a c ti城ty of liv er in X

.

he 山八

酶活性 enz yme
s ac tivity 扭m o

l
·

R /哩
.

p r/ h )

12h

对照 co n tr 0 1

2拌g
·

L 一 l

, 刀龟
.

L 一 ’

0
.

4 55 士 0
.

砚M阳

0
.

454 之 0
.

(兀域。

0 4 53 士 0
.

0 11 0

0
.

45 2 士 0
.

叨5

0
.

45() 士 0
.

0 11 0

0 450 土 0 〔托巧o

0
.

456 士 0
.

0 10

0
.

44 9 土 0
.

0 12 0

0
.

44 7 士 0
.

0 13 0

0
.

456 士 0
.

侧〕5

0
.

执3 士 0
.

0 1 3 0

0
.

科3 士 0
.

02 4。

注
: “

P > 0
.

05 ; X 土 SD
,
n = 8 ; N o te s : val u e s

are
e x p re s sed

;, s

mean
土 S D o f 8 ob se rv a ti o n s ; 。 p > 0

.

0 5

表 2 PC B s
对剑尾鱼卵巢组织 N a +

/ K
+ 一 A T Pa se 活性的影响

Ta b
.

Z E 月随et of PC B s

on Na
去
/ K

十 一 A T Pa se a e Uvi ty o f
ova ry 饭 X

.

he
汤衬

代二B s 浓度
PC B s e o n e e n ll a tio n

酶活性 enz yme
s a c tivity 印m o

l
·

巧 /毗
·

p r/ h )

对照 co ll仃0 1

2 傀
·

L 一 l

5O 傀
·

L 一 l

0
.

32 3 士 0
.

侧〕5

0
.

32 4 士 0
.

0 12 0

0
.

32 1 士 0
.

0 11 0

0
.

32 2 士 0
.

砚K)1

0
.

32 1 土 0

0
.

320 土 O

0 1 0 0

田5 。

0
.

323 士 0
.

00 要

0
.

3 1 5 土 0
.

峨洲】5 0

0
.

3 (j8 土 0
.

0 12 0

0
.

32 2 士 0
.

侧巧

0
.

3肠 士 0
.

0 1 7 0

0
.

3 (刃 土 0
.

0 1 7 0

注
: “p > 0

.

05 ; X 士 sD
,
n = 8 ;

No te s : v习 u e 、

拼
e x p re s

耐
a s

姗an 士 sD o f 8 Ob se r、. ‘on s ; “ p > 0
.

05

表 3 PCB s
对剑尾鱼鳃组织 N a +

/ K
十 一 A T Pa se 活性 的影响

T a b
.

3

PC B s 浓度

代二B s Co n Ce lltr a lio n

E ffe et of PC B s o n N a +
/ K

十 一 AT P嫂
a e U讨ty of 脚 加 X

.

he
山污

酶活性 enz yme
s a e ti vi ty 扭m o

l
·

巧 / m g
·

件/ h )

对照 e o n tro l

2 愧
·

L 一 l

5O 傀
·

L 一 l

0
.

7 5 1 土 0
.

叹M】3

0
.

76 1 士 0
.

砚X )7
丢

0
.

74 2 士 0
.

0 14 0

0
.

7 5 1 士 0
.

峨洲〕3

0
.

73 9 士 0
.

《洲刃
O

0
.

73 1 土 0
.

0 11 0

0
.

75 1 士 0
.

(旧5

0
.

硬沼 l士 0
.

峨洲沁
‘

0
.

6 以)土 0
.

0 13
渭

0
.

75 2 士 0 喊瓦义i

0
.

6 1 7 士 0
.

0
.

〔诫阳 士 O

0 氏3
书 苍

0 14
香 .

注
: 。

P > 0
.

05
, , P < 0

,

0 5
, * * P < 0

.

0 1 ; X 土 S D
,
n = 8

No
tes

:

val
u e s

附
e x Pre s义 d as m ean

土 s D of 8 o b se rv a ti on s ; “P > 0
.

05
,

3 讨论

3
.

1 多抓联 苯 对 剑尾 鱼 幼鱼 的 半 致 死 浓 度

(L Cso )

国际 标 准 化 组 织 (15 0 )推 荐 使 用 斑 马 鱼

(Brac h了d a n i。 re rio ) 和 黑 头 软 口 鲜 (Pi
刀l
eP 肪les

p ro me la s )等小型淡水鱼类为标准化鱼类毒性试验

动物
。

戴树桂〔101 报道 黑头软 口绦 与 Pc B s 接 触

30 d
,

半致死剂量为3
.

3魄
·

L
一 ‘。

本实验表明
,

PC Bs

对剑尾鱼幼鱼 %h 的半致死浓度为 2
.

伪3傀
·

L 一 ‘ ,

关 P < 0 05
, 关 关 P < 0

.

0 1 ; X 士 S D n = 8

说明剑尾鱼对 PC B s
胁迫的敏感性 比黑头软 口绦

较高
。

剑尾鱼所具有的生物学特性作为一种较为

理想 的鱼类实验动物 由珠江水产研究所推荐川
,

本实验证明从水生毒理学的角度将剑尾鱼作为毒

性试验材料是较理想的种类
。

3
.

2 多氮联苯对剑尾鱼不同器官组织 Na
十 / K

十

一 A T P别沈 活性影响的差异

肝
、

卵巢和鳃组织的 N a 十 / K 千 一 A T p a se 活性

对 PC B s 胁迫的敏感性 表现出一定 的差异
。

本实

验中发现 2 傀
·

L 一 ‘及 50 魄
·

L
一 ’的 PC Bs 对剑尾鱼
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的鳃 N a +

/ K
+ 一 A T Pas e 活性有明显的抑制作用

,

且与暴露浓度及暴露时间呈正相关
。

已经报道
,

用三氯联 苯对 草鱼鳃 N a 十 / K + 一 A T Pa s e 活性影

响的实验也发现了明显的抑制作用 [‘〕
。

对肝及卵

巢的 N a 十 / K 十 一 A T Pas e 活性 的测定 结果则表 明

PC B s 对肝脏的 Na
+ / K + 一 A T Pas e 活性也有抑制

的趋 势
,

但 结 果并不 显著
。

对卵 巢 N a + / K 十 -

A T Pa se 的实验结果则无明显变化
。

根据鳃的功

能特点
,

鳃最先接触到水 中的 PC B s ,

其结构特点

又使鳃易于吸收 Pc Bs
,

所以鳃 N a 十 / K + 一 A T p a s“

受 PC B s 的影响较大
,

因此
,

与肝脏和卵巢组织相

比
,

鳃组织作为灵敏指示 PC B s 胁迫 程度 的优先

组织
。

肝脏作为解毒器官
,

PC B s
等异构体被鱼体

吸收后 的毒物最终 积蓄在肝组织 中
,

故肝 N a +

/

K
十 一 A TPa s e 受 PC B s 的 影 响 也 较 大 ; 而 对

价 te ra nd na fo ~ sa 卵的细胞生化研究表明
,

N a 十

/

K + 一 A TPa se 位于卵母细胞和滤泡细胞微绒毛的

部位上 } ’‘啧
,

但本实验 的暴露时间较短
,

这可能是

造成 PC B s 对肝脏和卵巢的 Na
十 / K + 一 A T Pa se 活

性的影响与对照组相比差异不显著的原因
。

这将

有待作进一步的实验加以验证
。

3
.

3 多氛联苯对鱼类的致毒机理

N a +

/ K + 一 A T Pas e 在鱼类的水盐调节中具有

重要作用 [ 4 〕
。

淡水鱼需要不断从低渗环境 中吸收

无机盐离子
,

并排出低渗尿
,

以维持水盐代谢的平

衡
。

许 多毒物都可影响 N a + / K
+ 一 A T Pa se 的活

性
,

如各种表面活性剂
、

重金属
、

多氯联苯 等
。

也

有实验表 明
,

机体 中过 量的超氧 阴离子也可使

N a + / K
+ 一 A T几

se 受到损伤 [’2 〕
。

代B s 对剑尾鱼

鳃 N a 十

/ K
十 一 A T Pa se 活性有明显抑制作用

,

PC B s

的毒性靶器官是鱼鳃内的氯细胞
,

已经证明氯细

胞内的膜管系统含有几种离子转移的 A TPa
se ,

包

括 N a 十

/ K
十 一 A T Pa se 。

代B S 对其损伤的机理 可

能是活性氧的直接作用
,

造成酶活性部位某些最

基本氨基酸氧化
,

从而使酶活性降低
。

PC B s 对剑

尾鱼鳃组织 N a + / K
十 一 A Tp a se 的活性 的抑制作

用
一

与其剂量高低和暴露时间长短呈正相关
。

衷心感谢珠江 水产研 究所李凯彬老师提供 实

验鱼及有关剑尾鱼的 资料
。
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