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间甲酚对瓯江彩鲤早期发育总 ＡＴＰ酶活性的影响
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摘要：在水温（２０±２）℃条件下，设置７ｍｇ／Ｌ、１３ｍｇ／Ｌ、１９ｍｇ／Ｌ的间甲酚（ｍｃｒｅｓｏｌ）浓度梯度，研究了瓯江彩鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）早期发育过程中总ＡＴＰ酶活性变化及间甲酚对总 ＡＴＰ酶影响。结果表明，瓯江彩鲤
总ＡＴＰ酶活性在成熟卵和受精卵中无显著差异（Ｐ＞０．０５）；各浓度组总ＡＴＰ酶活性表现为良好的剂量－效应和
发育时期－效应关系；总体上看，瓯江彩鲤早期发育从原肠胚期开始，总ＡＴＰ酶活性随着发育时间的延长和暴露
浓度的增加而降低。
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　　间甲酚（ｍｃｒｅｓｏｌ）又名间甲基苯酚，是一种环
境激素类化合物，对皮肤、黏膜有强烈刺激和腐蚀作

用，能引起多脏器损害。大量的环境雌激素废水流

入江河湖泊，使水生态系统遭到破坏，严重影响鱼类

的生长繁殖。鱼类早期是对污染物比较敏感的阶

段，受到学者广泛的关注和重视。腺苷三磷酸酶

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＴＰａｓｅ）是一族水解酶，
它在生物体内的作用是水解高能化合物 ＡＴＰ而释
放出供生命活动所用的能量，因而有着重要的生物

学意义。在动物胚胎发育阶段代谢较活跃，胚胎能

量消耗与发育期显著正相关等（王桂忠等，１９９５）。
机体在缺氧或损伤下，总 ＡＴＰ酶活性受到损伤，活
力下降（李爽等，２０１０）。总ＡＴＰ酶可以准确反映细
胞新陈代谢活性，其活力大小是各种细胞能量代谢

及功能有无损伤的重要指标。环境毒物对总 ＡＴＰ
酶的影响近来受到重视，现已发现有机氯农药、多氯

联苯、重金属汞等污染物对总 ＡＴＰ酶均有影响（刘
洁生等，１９９７；方展强等，２００４；２００６）；但有关环境雌
激素对鱼类早期发育总ＡＴＰ酶的影响报道还很少。
本研究以瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）为材
料，从总ＡＴＰ酶活性变化情况了解鱼类早期发育过
程中的能量变化，探究间甲酚的毒性作用对鱼类各

发育时期总ＡＴＰ酶活性的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料
瓯江彩鲤亲鱼来自浙江丽水市龙泉瓯江彩鲤良

种场，健壮无伤，性腺发育成熟度较好。采用干法受

精获得受精卵，将消除粘性的受精卵置于室内水族

箱（５０ｃｍ×４０ｃｍ×２５ｃｍ）中，每１个水族箱大约放
置２５０００粒卵。试验用水为曝气充氧、除氯２４ｈ以
上自来水，间甲酚为分析纯，助溶剂为化学纯丙酮，

作为助溶剂用量体积为０．１％，对瓯江彩鲤早期发
育无任何影响。

１．２　试验方法
间甲酚设置 ３个试验浓度，分别为 ７ｍｇ／Ｌ（Ａ

组）、１３ｍｇ／Ｌ（Ｂ组））和１９ｍｇ／Ｌ（Ｃ组），每个浓度
设３个平行；以曝气自来水为空白对照组（刘在平
等，２０１１）。将瓯江彩鲤受精卵置于３个不同浓度梯
度的间甲酚中培育。在（２０±２）℃的室温条件下静
水孵化，每天换对应浓度液２次。胚胎各发育阶段
划分参照刘筠（１９９３）胚胎发育的观察方法。显微
观察对照组和试验组，记录正常发育和畸形胚胎数

量并计算孵化率及成活率；及时清除未受精卵和异

常胚胎。

对成熟卵（Ⅰ）、受精卵（Ⅱ）、卵裂期（Ⅲ）、原
肠胚期（Ⅳ）、神经胚期（Ⅴ）、尾芽期（Ⅵ）、出膜期
（Ⅶ）、内源营养期（１～３日龄仔鱼，Ⅷ）、混合营养
期（４～５日龄仔鱼，Ⅸ）、外源营养期（６～８日龄仔
鱼，Ⅹ）共１０个发育时期分别取样，用于酶活力测
定的样本都取样１００粒（尾），用滤纸吸干水分后，
在电子天平上称湿重（精确至 ０．０００１ｇ），保存于
－８０℃的低温冰箱中备用。



１．３　指标测定
酶液蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法测定，总

ＡＴＰ酶活性采用南京建成生物技术有限公司生产的
试剂盒测定，酶活单位为 Ｕ／ｍｇ或 Ｕ／ｇ，抑制率计算
公式如下：

抑制率＝对照酶活力－样品酶活力
对照酶活力

×１００％

１．４　数据分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行统计分析，

统计值用平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，以α＝
０．０５为统计检验水平，通过单因素方差分析进行差
异显著性检验（Ｐ＜０．０５表示有显著差异，Ｐ＞０．０５
为差异不显著），运用Ｄｕｎｃａｎ多重比较检验差异。

２　结果

２．１　瓯江彩鲤成熟卵和受精卵总ＡＴＰ酶活性变化
瓯江彩鲤成熟卵细胞中总 ＡＴＰ酶的活性为

（１．９１±０．０４）Ｕ／ｍｇ。经人工受精后，受精卵中的总
ＡＴＰ酶的活性与成熟卵基本相当，为（１．９３±
０．０２）Ｕ／ｍｇ，差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．２　瓯江彩鲤胚胎发育期总ＡＴＰ酶活性变化
２．２．１　胚胎发育期总ＡＴＰ酶活性变化　瓯江彩鲤
胚胎发育过程中总ＡＴＰ酶活性变化见图１。

胚胎发育至卵裂期，总 ＡＴＰ酶活性为（２．５８±
０．２２）Ｕ／ｍｇ；当发育至尾芽期，酶活性达到最大值，
为（３．９８±０．１１）Ｕ／ｍｇ，在出膜期总 ＡＴＰ酶活性又
降至（３．８４±０．３４）Ｕ／ｍｇ，这２个时期酶活性与其
他发育时期相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　间甲酚对总ＡＴＰ酶活性的影响　在间甲酚
胁迫下，瓯江彩鲤胚胎发育过程中总 ＡＴＰ酶活性变
化见图２。无论发育至哪个时期，与对照组相比，
３个浓度组的总 ＡＴＰ酶均受到抑制作用，且差异显
著（Ｐ＜０．０５）；除卵裂期，与７ｍｇ／Ｌ和１３ｍｇ／Ｌ浓
度组 相 比，１９ ｍｇ／Ｌ浓 度 组 均 有 显 著 差 异
（Ｐ＜０．０５）。总体上来看，酶抑制率随暴露时间的
延长和间甲酚浓度的增加而增升高，１９ｍｇ／Ｌ浓度
组暴露，酶抑制率在出膜期已达 ６６．４％。
２．３　瓯江彩鲤胚后发育期总ＡＴＰ酶活性变化
２．３．１　胚后发育总ＡＴＰ酶活性的变化　瓯江彩鲤
胚后发育总ＡＴＰ酶活性变化见图３。在内源营养期
总ＡＴＰ酶活性较高，为 （３．７９±０．２４）Ｕ／ｇ；随着个
体的发育，总 ＡＴＰ酶活性降低，混合营养期（４～
５日龄仔鱼，Ⅸ）的酸性磷酸酶活性为（３．４１±
０．３６）Ｕ／ｇ，外源营养期（６～８日龄仔鱼，Ⅹ）的总

ＡＴＰ酶活性略微下降，为（３．３３±０．３３）Ｕ／ｇ；与前
面２个取样期相比差异均不显著 （Ｐ＞０．０５）。

　　（不同大写字母表示同时期在不同浓度组中有显著差异，

Ｐ＜０．０５；不同小写字母表示同浓度组中不同时期有显著差异，

Ｐ＜０．０５）

图１　瓯江彩鲤胚胎发育期总ＡＴＰ酶活性的变化
　　（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｓｔａｇｅ，Ｐ＜０．０５；ｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，

Ｐ＜０．０５）

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｏｔａｌＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ

图２　间甲酚对瓯江彩鲤胚胎发育期总ＡＴＰ酶的抑制率
Ｆｉｇ．２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆｔｏｔａｌＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃａｕｓｅｄｂｙ

ｍｃｒｅｓｏｌｄｕｒｉｎｇｔｈｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ

２．３．２　间甲酚对总ＡＴＰ酶活性的影响　经不同浓
度的间甲酚暴露，瓯江彩鲤胚胎发育过程中总 ＡＴＰ
酶活性变化见图３。各浓度组总ＡＴＰ酶活性在各发
育时期均表现明显的良好抑制剂量－效应和发育时
期－效应关系。与其他浓度组相比，空白对照组总
ＡＴＰ酶活性在胚后各发育时期均较高且差异显著
（Ｐ＜０．０５）。间甲酚对总ＡＴＰ酶活性的抑制变化见
图４。总体上来看，酶抑制率随着间甲酚浓度的升
高和效应时间的延长而升高。

３　讨论

３．１　早期发育总ＡＴＰ酶活性的变化特征
总ＡＴＰ酶广泛分布于细胞膜上，与机体能量代

３５２０１４年第３期　　　　　　　　　　朱俊华等，间甲酚对瓯江彩鲤早期发育总ＡＴＰ酶活性的影响



　　（不同大写字母表示同时期在不同浓度组中有显著差异，

Ｐ＜０．０５；不同小写字母表示同浓度组中不同时期有显著差异，

Ｐ＜０．０５）

图３　瓯江彩鲤胚后发育期总ＡＴＰ酶活性的变化
　　（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｓｔａｇｅ，Ｐ＜０．０５；ｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，

Ｐ＜０．０５）

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｏｔａｌＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｐｏｓｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ

图４　间甲酚对瓯江彩鲤胚后发育期总ＡＴＰ酶的抑制率
Ｆｉｇ．４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆｔｏｔａｌＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃａｕｓｅｄ
ｂｙｍｃｒｅｓｏｌｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｏｓｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ

谢、物质转运、渗透调节、神经冲动传递等生理功能

密切相关。本研究发现，瓯江彩鲤的受精卵中总

ＡＴＰ酶活性略高于成熟卵细胞但差异不显著
（Ｐ＞０．０５），表明成熟卵细胞和受精卵中所需能量
变化不大。瓯江彩鲤胚胎期的渗透调节主要依靠卵

膜来完成，所以此时总 ＡＴＰ酶活性相对较低，但总
体来看，总 ＡＴＰ酶活性随着发育时间的延长而升
高。从胚胎分裂期至原肠胚期，总 ＡＴＰ酶活性增加
但差异不显著，与条石鲷（Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓ）胚
胎期总ＡＴＰ酶活性变化一致（何滔，２０１１）；这可能
与胚胎在卵裂期细胞数目增多、相应的总 ＡＴＰ酶含
量也增加有关。由于受精卵到原肠期是胚胎细胞分

裂和原基器官形成的重要时期，所以在空白对照组

原肠胚期的ＡＴＰ酶活性显著高于受精卵期；从原肠
期开始到胚胎发育完全是各种组织、器官分化与形

成的关键时期，期间胚胎新陈代谢旺盛，能量大量消

耗（胡先成，２００７）；因此总 ＡＴＰ酶活性在尾芽期显
著升高，为（３．９８±０．１１）Ｕ／ｍｇ。
３．２　间甲酚对总ＡＴＰ酶活性的影响

本试验结果显示，空白对照组孵化率和成活率

是分别为８２％ 和９０％；７、１３、１９ｍｇ／Ｌ浓度组的孵
化率分别为 ５８％、４７％和 ３５％，成活率分别为
８５％、８３％和７０％；说明间甲酚对瓯江彩鲤的孵化
率和成活率具有抑制作用。

本试验首次研究了间甲酚对瓯江彩鲤早期发育

过程中总ＡＴＰ酶的抑制作用，较高浓度的间甲酚浓
度组总ＡＴＰ酶活性显著低于对照组，说明间甲酚对
总ＡＴＰ酶活性具有较强的抑制作用，且随剂量增
大，抑制作用更加明显，呈现剂量－效应关系。瓯江
彩 鲤 在 受 精 卵 期 ＡＴＰ 酶 活 性 为 （１．９３±
０．０２）Ｕ／ｍｇ，发育至卵裂期，空白对照组 ＡＴＰ酶活
性明显升高，而暴露组则无明显变化，说明间甲酚阻

碍了胚胎的发育。瓯江彩鲤胚胎发育时期，间甲酚

对总ＡＴＰ酶抑制率随发育时间的延长而升高，在神
经胚期至尾芽期，抑制率上升幅度较大，说明在此时

期内总ＡＴＰ酶对间甲酚反应较敏感；经１９ｍｇ／Ｌ的
间甲酚暴露，在外源营养期对总 ＡＴＰ酶的抑制率达
到８５．９％，说明高浓度的间甲酚对机体产生了极度
损伤，致使体内的总 ＡＴＰ酶活性降低。刘洁生等
（１９９７）通过敌百虫对鲤鱼组织总 ＡＴＰ酶活性影响
研究发现，敌百虫对其鳃和肾的总 ＡＴＰ酶抑制率随
暴露时间的延长而升高。总 ＡＴＰ酶活性在间甲酚
应激下活性降低，表明一定质量浓度间甲酚胁迫会

干扰代谢过程。

间甲酚对瓯江彩鲤的早期发育有阻碍作用，可

能是由于间甲酚具有高蓄积性和难降解性，对机体

有致癌作用，影响胚胎发育和器官分化（刘在平等，

２０１１）；一定质量浓度间甲酚胁迫会干扰瓯江彩鲤
的生理代谢过程，从而抑制其早期发育总 ＡＴＰ酶活
性。
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