
甲萘威（1-naphthyl-N-methyl carbamate）是世界
上第一个广泛使用的氨基甲酸酯类杀虫剂，低毒且半

衰期短[1]，因地表径流及不规范使用等原因，可在一定
程度上对水生生物体和人类健康造成影响。甲萘威具

有神经毒性，抑制乙酰胆碱酯酶的活性，迫使乙酰胆

碱在突触间隙蓄积，进而引发相应功能症状，该神经

毒性在短时间内是可逆的[2-3]。
甲萘威毒性积累的靶器官一般是肝、肾等组织，

其暴露可导致鱼鳃部出现零散的薄片状增生区域，

肝、肾、脾发生病变、坏死[4]，超氧化物歧化酶（SOD）、

摘 要：实验室条件下，尼罗罗非鱼暴露于不同浓度的甲萘威（0.16、0.8、2 mg·L-1）下 29 d，通过酶联免疫法测定黄体生成素（LH）、
卵泡刺激素（FSH）、三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素（T4）水平变化，探讨甲萘威对尼罗罗非鱼内分泌干扰效应。研究结果显示，在
实验期间与对照组相比，0.16、0.8、2 mg·L-1甲萘威暴露下的 LH、FSH、T3、T4水平均随暴露时间增加不断升高，其中：10~19 d内上
升幅度小，20~29 d内上升幅度较大，在实验第 29 d，LH、FSH、T3、T4水平均达到暴露以来的最大值。研究表明，从甲萘威对鱼体存
在 10 d的短期积累效应来看，0.8 mg·L-1的甲萘威具有最强的内分泌干扰能力，此浓度下的 LH、FSH、T3、T4水平在暴露第 10 d均
高于其他两个浓度组；从 29 d的长期积累效应来看，2 mg·L-1浓度组的各激素水平上升幅度最大。
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Abstract：Carbaryl, the worldwide most used carbamate insecticide, has not only the neurotoxicological effects via inhibiting the activity of
acetylcholinesterase, but also the endocrine disrupt effects. Under laboratory conditions, Nile tilapias were exposed to different concentra原
tions of carbaryl（0.16, 0.8, and 2 mg·L-1）for 29 days to examine the interfering effects of carbaryl on their endocrine system. Enzyme-
linked immunosorbent assay was used to determine the levels of luteinizing hormone（LH）, follicle-stimulating hormone（FSH）, triiodothy原
ronine（T3）and thyroxine（T4）. Compared with the control, the LH, FSH, T3 and T4 levels under all carbaryl concentrations（0.16 mg·L-1,
0.8 mg·L-1 and 2 mg·L-1）increased gradually with increasing exposure time, greater increases occurred between the 20th to 29th days. Dur原
ing the short-term exposure（<10 days）, however, carbaryl had the strongest endocrine disruption at 0.8 mg·L-1. The LH, FSH, T3 and T4
levels were higher at this concentration than other concentrations. During the long-term exposure（29 days）, however, all hormone levels
were the greatest at 2 mg·L-1 carbaryl. These results would advance understanding of the effects of carbamates insecticides on the reproduc原
tion, physiology, and neuroendocrine immune of tilapia.
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过氧化氢酶（CAT）及谷胱甘肽转移酶（GST）等酶活性
均受到抑制[5]。甲萘威暴露下的藻类抗氧化能力也有
所降低[6]。长期接触甲萘威的人有头痛、神经衰弱、肌
肉痉挛等症状并随着暴露时间的延长不断加剧[7]。

甲萘威对水生动物的内分泌干扰作用主要表现

在对机体具有雌激素效应、对甲状腺具有一定的损害

作用，0.01 mg·L-1甲萘威即可引起产卵期鱼体肝脏和
性腺组织中蛋白质及脂肪的大幅下降[8]。甲萘威能够
引起雄性罗非鱼血液中卵黄蛋白原（VTG）的异常升
高，睾酮（T）水平下降、总雌二醇量（E2）升高[9-10]，抑制
由卵泡刺激素诱导的孕酮的合成[11]。甲萘威暴露下的
机体甲状腺会发生组织病变[12-14]，甲状腺功能受损[15]，
且影响甲状腺激素水平，T3、T4水平下降[16]。

幼体罗非鱼尤其是受精后 14~24 d的幼鱼受温
度影响极易产生性别分化，36 益下的罗非鱼幼体雄
性率高达 80%[17]。由于成年雄性罗非鱼的适应性、免
疫力、生长速度及经济效益明显高于雌鱼，一定剂量

的甲萘威很可能干扰雄性罗非鱼的生长发育，进而影

响经济效益。本文研究在不同浓度甲萘威暴露下，通

过测定雄性尼罗罗非鱼血清中黄体生成素（LH）、卵
泡刺激素（FSH）、三碘甲状腺原氨酸（T3）、甲状腺素
（T4）水平，分析其与剂量及时间之间的效应关系，进
一步探讨甲萘威对罗非鱼内分泌相关酶的干扰效应。

1 材料及方法

1.1 实验材料与试剂
实验用鱼为雄性尼罗罗非鱼，于 2013年 4月购

自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心南泉养殖

基地（无锡），平均体重为（185.2依11.4）g，平均体长为
（21.9依1.7）cm，无甲萘威暴露的体积为 200 L水族箱，
pH7.0~7.5，水温（25依1）益。水中溶氧 5.5~7.0 mg·L-1，
含有总 Fe离子 0.05 mg·L-1、总 Zn离子 0.02 mg·L-1，
Pb、Cu和 Cd均未检出，符合我国渔业水质标准（GB
11607—89）。

丙酮等试剂来源于生物工程股份有限公司；酶联

免疫 ELISA试剂盒等来源于美国 R&D公司。
1.2 实验设计

在甲萘威暴露实验开始前进行为期 3周的驯养，
实验鱼每天均按照体重的 2%投喂饲料，12 h光照 12
h黑暗交替。甲萘威暴露浓度的确定根据实验室此前
研究来制定。甲萘威对罗非鱼的 96 h LC50为 17.86
mg·L-1，在浓度为 0.8 mg·L-1时，甲萘威对罗非鱼具有
雌激素效应[12]。因此，此实验选用甲萘威实际处理浓

度为 0、0.16、0.8、2 mg·L-1。
丙酮作甲萘威溶剂，设置为阴性对照组。每个处

理组设 2个平行，将尼罗罗非鱼分别暴露于上述不同
浓度的甲萘威中，在体积为 200 L的水族箱中随机放
入尼罗罗非鱼 20尾。整个暴露实验持续 30 d，实验期
间每隔 24 h换水 50%，补充新水并补齐甲萘威至原
有浓度。分别于甲萘威暴露的第 10、19、29 d采取罗
非鱼尾部静脉血液，研究在亚急性条件下不同质量浓

度的甲萘威对雄性罗非鱼内分泌相关酶的干扰效应。

1.3 酶活性测定
1.3.1 血清中黄体生成素（LH）水平的测定

采用酶联免疫法（ELISA）试剂法。ELISA试剂法
是把抗原与抗体的免疫特异性反应与酶的高效催化

作用有机结合起来的一种检测技术，采用酶促反应的

放大作用来显示初级免疫学反应[18]。其过程为：反应
板中包被特异性抗体；加待测标本，形成抗体-抗原复
合物；加酶标抗体，使复合物上的抗原与酶标抗体结

合；加底物后，酶催化底物呈有色物质，根据颜色反应

的程度进行定性定量[19]。
为防止血液凝固，注射器在采集血液前用抗凝剂

肝素液（南京建成生物工程研究所）润洗，再从罗非鱼

尾部静脉取血约 1 mL，4 益，3500 r·min-1离心 15 min
（Sigma 2-16K，Germany），取上层血清置入-80 益超低
温冰箱中储存备用（Forma-86C，America）。酶联免疫
法测定血清中 LH的水平（BioTek ELx808）。
1.3.2 血清中卵泡刺激素（FSH）水平的测定

方法同 1.3.1。
1.3.3 血清中三碘甲状腺原氨酸（T3）水平的测定

方法同 1.3.1。
1.3.4 血清中甲状腺素（T4）水平的测定

方法同 1.3.1。
1.4 统计学方法

采用 JMP软件对 LH、FSH、T3、T4测定数据进行
统计和单因素方差分析，并以 P<0.05为差异有统计
学意义。

2 结果与分析

雄性尼罗罗非鱼在甲萘威不同浓度亚急性暴露

下，随暴露时间的不同，其体内 LH、FSH、T3、T4酶活
性水平的测定结果分别如图 1、图 2、图 3、图 4所示。
2.1 LH水平变化趋势

如图 1所示，在暴露第 10 d，与丙酮阴性对照组
相比，3个浓度组的 LH水平均上升。0.8 mg·L-1浓度
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图 3 雄性罗非鱼血清中 T3水平随时间的变化
Figure 3 Changes on serum T3 level of male tilapia over time

图 4 雄性罗非鱼在血清中 T4水平随时间的变化
Figure 4 Changes in serum T4 level of male tilapia over time
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组的 LH 水平显著高于 0.16、2 mg·L-1 浓度组（P<
0.05）；0.16 mg·L-1与 2 mg·L-1浓度组 LH水平基本持
平。暴露第 19 d，0.8 mg·L-1 浓度组 LH 水平下降；
0.16 mg·L-1 浓度组 LH 水平与第 10 d 基本持平；2
mg·L -1 浓度组 LH 水平呈上升趋势并略高于 0.8、
0.16 mg·L-1浓度组，且 2 mg·L-1浓度组 LH水平与阴
性对照组相比差异不显著。暴露第 29 d，所有浓度组
LH水平随处理时间延长均呈现暴露以来最大值；0.8
mg·L-1浓度组 LH水平高于 0.16、2 mg·L-1浓度组，且
与阴性对照组相比有显著差异（P<0.05）；0.16 mg·L-1

浓度组 LH 水平与 2 mg·L-1浓度组差异不显著。2
mg·L-1浓度组 LH水平自甲萘威暴露以来随处理时
间的延长呈现单一上升趋势。

2.2 FSH水平变化趋势
如图 2所示，在暴露第 10 d，与丙酮阴性对照组

相比，3个浓度组的 FSH水平均上升；0.8 mg·L-1浓度
组 FSH 水平显著高于 0.16、2 mg·L -1 浓度组（P<
0.05）；0.16 mg·L-1浓度组略高于 2 mg·L-1浓度组。暴
露第 19 d，0.8 mg·L-1浓度组 FSH水平下降略低于其

他 2个浓度组；0.16 mg·L-1浓度组 FSH水平上升与 2
mg·L-1浓度组基本持平。暴露第 29 d，三个浓度组
FSH水平均随处理时间的延长上升到甲萘威暴露以
来的最大值，且 3个浓度组 FSH水平基本持平，与阴
性对照组相比差异不显著。0.16 mg·L-1与 2 mg·L-1浓
度组 FSH水平自甲萘威暴露以来随处理时间的延长
呈现单一上升趋势。

2.3 T3水平变化趋势
如图 3所示，在暴露第 10 d，与丙酮阴性对照组相

比，3个浓度组的 T3水平均上升。0.8 mg·L-1浓度组 T3
水平显著高于 2 mg·L-1浓度组；0.16 mg·L-1浓度组 T3
水平略高于 2 mg·L-1浓度组；且 0.16 mg·L-1浓度组与
阴性对照组相比差异显著。暴露第 19 d，0.16 mg·L-1与
0.8 mg·L-1浓度组 T3水平下降，均呈现暴露以来的最
低值；2 mg·L-1浓度组 T3 水平上升并高于其他浓度
组。暴露第 29 d，3个浓度组 T3水平明显上升并达到
暴露以来最大值。2 mg·L-1浓度组 T3水平自甲萘威暴
露以来随处理时间的延长呈现单一上升趋势。

2.4 T4水平变化趋势
如图 4所示，在暴露第 10 d，与丙酮阴性对照组

图 1 雄性罗非鱼血清中 LH水平随时间的变化
Figure 1 Changes in serum LH level of male tilapia over time

图 2 雄性罗非鱼血清中 FSH水平随时间的变化
Figure 2 Changes in serum FSH level of male tilapia over time
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相比，3个浓度组的 T4水平均上升；0.8 mg·L-1浓度组
T4水平显著大于其他 2个浓度组（P<0.05）。暴露第
19 d，0.16 mg·L-1与 0.8 mg·L-1浓度组 T4水平有所下
降，与对照组相比差异不显著；2 mg·L-1浓度组 T4水
平上升趋势明显。暴露第 29 d，3个浓度组 T4水平均
有所上升并达到甲萘威暴露以来最大值，且与对照组

相比差异不显著。2 mg·L-1浓度组 T4水平自甲萘威暴
露以来随处理时间的延长呈现单一上升趋势。

3 讨论

3.1 甲萘威暴露与下丘脑-垂体-性腺轴相关酶 LH
和 FSH水平变化的相关性

研究证实甲萘威是环境内分泌干扰物的一种，它

干扰生物体发育过程中正常激素的合成、释放、运输、

代谢和排出，进而干扰机体内环境的平衡，导致其神经

系统、免疫系统，生长发育及其新陈代谢受到不同程度

的影响[20]。甲萘威对内分泌干扰效应的研究有部分集
中在甲萘威暴露下实验动物体内性激素及生理变化

上，即下丘脑-脑垂体-性腺轴。7 g·kg-1甲萘威的暴露
可干扰平均体重在 120~130 g 的雄性幼兔精子的生
成，以及造成精子能动性的下降[13]。研究表明，雌性大白
鼠在喂食剂量为 7 mg·kg-1甲萘威 1个月后可增加性
周期的改变，慢性给药 15 mg·kg-1甲萘威改变了雄性
大白鼠 6-磷酸葡萄糖脱氢酶的活性[21]。陈家长的实验
研究证实了低剂量的甲萘威在一定程度上诱导了雄性

罗非鱼体内雌二醇水平升高，高剂量的甲萘威反而呈

现抑制作用并且刺激卵黄蛋白原的异常升高，且 30 d
暴露下，鱼体内睾酮 T的水平显著低于阴性对照组。

下丘脑分泌促性腺激素释放激素，促进垂体前叶

分泌黄体生成素 LH和促卵泡素 FSH[22]。LH调节雄激
素的合成与分泌，FSH促使支持细胞分泌雄激素蛋白
和抑制素[23]，控制雄激素向雌激素的转化 [24]。LH 与
FSH一起作用于雄性罗非鱼睾丸的间质细胞和支持
细胞，促进精子生成，在雌性罗非鱼体内促进卵泡的生

长发育。精巢功能受损首先是睾丸支持细胞和曲细精

管嵌合体受损，致使 FSH水平升高，累及间质细胞，致
使 LH水平升高，精巢产生不可逆转的受损[25]，紧接着
FSH和 LH水平降低，致使精巢功能下降，精液质量
极差甚至无精。

水生生物在甲萘威暴露下的 LH、FSH水平的变
化研究很少，一般受试动物以鼠居多。对大鼠进行甲萘

威单独染毒，发现 LH和 FSH水平均降低，但与阴性
对照组相比，对 LH及 FSH的主效应无统计学意义[26]。

本实验中，LH 和 FSH 随甲萘威的暴露水平折线上
升，在暴露第 10 d，与丙酮阴性对照组相比，3个浓度
组 LH和 FSH水平均上升且 0.8 mg·L-1浓度组 LH水
平显著高于 0.16、2 mg·L-1浓度组（P约0.05）。低剂量甲
萘威在短时间内促进了 LH及 FSH的释放，在雄性动
物机体内，FSH及 LH水平越高，越容易引发性功能
障碍，且 LH水平随 FSH水平的升高而升高[27-28]。到甲
萘威暴露第 19 d，机体逐渐适应并作出相应调整，与
对照组相比，并无显著差异。随暴露时间的不断延长，

甲萘威与 LH和 FSH水平呈现出剂量-效应及时间-
效应关系。在甲萘威暴露第 29 d，各个剂量组的 LH
和 FSH水平均达到暴露以来的最大值，此时罗非鱼
精巢受损严重，有可能引发性功能障碍。

现有研究证实，雌激素和甲状腺激素等部分激素

生物学效应具有非单调剂量效应[29]。有些内分泌干扰
物呈现低剂量促进、高剂量抑制的作用 [30]，有些则相
反[31]。这种复杂的剂量效应关系可能与受体多样性、
选择性竞争以及激素的负反馈调节和机体自身因素

有关联。

3.2 甲萘威暴露与下丘脑-垂体-甲状腺轴相关酶 T3
和 T4水平变化的相关性

目前，对环境激素的内分泌干扰效应的研究逐渐

由下丘脑-脑垂体-性腺轴延伸至下丘脑-脑垂体-甲
状腺轴。Liu等[32]研究发现暴露在 PTU下的斑马鱼体
内 T3、T4水平下降，Zhang等[12]发现久效磷杀虫剂的
暴露引起了成年雄性金鱼甲状腺滤泡上皮组织的畸

形发育及肥大，且 T3 水平下降，对 T4 水平无影响。
甲萘威有可能控制甲状腺受体的拮抗活性从而干扰

机体正常甲状腺功能[33]。本实验中，在甲萘威暴露第
10 d，0.8 mg·L-1浓度组 T4水平显著高于 0.16、2 mg·
L-1浓度组，T3水平显著高于 2 mg·L-1浓度组。据此认
为，甲萘威短时间内暴露，T3和 T4水平呈现了非单
调剂量效应关系，低剂量组促进 T3和 T4水平的上
升，高剂量组则起抑制作用。甲萘威暴露第 19 d，0.16
mg·L-1及 0.8 mg·L-1浓度组 T3和 T4水平均下降，且
处于甲萘威暴露以来的最低值。随着暴露时间的延

长，时间效应关系不断加强，在甲萘威暴露第 29 d，各
个剂量组的 T3和 T4水平均达到暴露以来的最大值，
但与丙酮对照组相比差异不明显。Sinha等[16]研究发
现鲶鱼暴露于甲萘威 96 h后血清中 T3水平升高，而
T4水平受到抑制。Peter等[34]研究表明甲萘威暴露 48
h致使攀鲈 T3水平降低，对 T4水平无影响。由此可
见，物种之间的差异以及甲萘威急性暴露时间的长短
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都会对内分泌相关酶水平产生不同的影响。鲶鱼暴露

于甲萘威 16 d后 T3、T4水平以及 T3/T4值均下降[16]，
而本实验雄性罗非鱼在甲萘威中暴露 19 d后 T3、T4
水平也下降并处于整个暴露阶段的最低值，估计甲萘

威对水生生物长时间的暴露致使甲状腺相关激素水

平下降。除此之外，物种大小、规格、抵抗力、所处的生

长发育阶段的不同，以及甲萘威纯度和水体质量参数

等差异也可能会对酶水平产生不同影响，具体影响结

果有待进一步研究。

本实验中，雄性尼罗罗非鱼在甲萘威暴露下的各个

激素指标随着处理时间的延长呈现折线上升趋势。这种

现象体现了内分泌干扰物的非单调剂量效应关系，同时

在一定程度上说明了甲萘威可能对不同物种或同一物

种不同发育时期的内分泌干扰效应也不尽相同。

4 结论

（1）甲萘威暴露第 10 d，0.8 mg·L-1剂量组的 LH、
FSH、T4水平显著高于其他 2个浓度组及对照组，说
明 0.8 mg·L-1甲萘威在短期暴露下对罗非鱼的内分
泌系统产生较大的干扰效应。

（2）甲萘威暴露第 19 d，0.8 mg·L-1剂量组的 LH、
FSH、T3、T4 水平与暴露第一阶段相比有所下降，原
因可能是机体对甲萘威暴露做出适应性调节，也可能

因为激素的负反馈调节，一定程度上体现了甲萘威对

机体内分泌干扰效应的非单调剂量效应关系。

（3）甲萘威暴露第 29 d，所有剂量组下 LH、FSH、
T3、T4水平均达到暴露以来最大值，且 2 mg·L-1浓度
组各激素水平自暴露以来，一直呈现单一上调趋势，

说明 2 mg·L-1甲萘威在长期暴露下对罗非鱼的内分
泌系统产生较大的干扰效应。

（4）实验后期所有激素呈现上升趋势，与前人研
究有一定出入，可能与物种之间的差异（物种大小、规

格、抵抗力和所处的生长发育阶段不同）以及甲萘威暴

露时间的长短和水体质量参数等差异有关。
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