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摘 要：采用室内模拟方法研究了２－硝基 －４－羟基二苯胺牗ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１牘在鲫鱼牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘肝脏中的富集
规律及不同暴露时间对鲫鱼肝脏抗氧化指标的影响。结果表明，１０ｄ左右鲫鱼肝脏对ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的富集达到最大
值，肝脏过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽硫转移酶（ＧＳＴ）及还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）对 ＨＣＯｒａｎｇｅ
Ｎｏ．１都非常敏感，其中 ＧＳＴ活性和 ＧＳＨ含量总体上被诱导增加；ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性基本上都是先升高后受到抑制。上述
抗氧化指标可考虑作为水生生态系统中 ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１污染的生物监测指标。
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随着工业的发展和科技的进步，人类制造的化学

制剂，无论是总量还是种类，都在持续不断地增长，并

大量进入环境。目前环境中大约有１０×１０４种人工合
成的化学制剂，而且正以每年近 １５００种的速度递
增，其中１０％的化合物的制造量足以威胁到环境的
安全 犤１犦。染发剂是一种特殊用途的化妆品，它们成分

复杂，有的染发剂含有２０多种化学物质，这些化学物
质能通过多种途径排放到自然界中，通过迁移转化其

污染范围可进一步扩大。实验证明染发剂能破坏表皮

屏障而进入生物体内，导致体内蓄积效应，并进一步

对生物体造成损伤 犤２犦。２－硝基 －４－羟基二苯胺
牗ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１牘被广泛地用作多种染料和半永久
性染发剂，根据１９９７美国食品和药物管理局 （ＦＤＡ）
的数据，该产品已广泛应用于９５种染料和染发剂，目
前对它的研究报道仅限于制造商报道的对哺乳动物

的急性毒性数据和对皮肤的过敏性实验 犤３犦。２－硝基
－４－羟基二苯胺 牗ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１牘在生产过程中
可能会出现的泄漏或废水排放，以及日常使用过程中

产生的生活污水，常常会进入地表水。当它存在于水

体中被水生生物富集后是否产生毒性效应，对水生生

态系统是否产生影响，至今尚未见报道。因此此方面

毒性效应亟待研究。

抗氧化系统的特征之一在于生物体内活性氧自

由基增加时，抗氧化酶和部分抗氧化剂的合成可能相

应增加，据此可作为机体遭受氧化胁迫的指示 犤４犦。尝

试以这些抗氧化防御系统成分的变化作为有机污染

胁迫的生物标记物的研究正在成为生态毒理学领域

中新的热点 犤５、６犦。本文以幼龄鲫鱼为材料，研究了１６ｄ
期间 ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的动态暴露对鲫鱼肝脏抗氧化
系统的影响并探讨其致毒机理，从而为科学评价该化

合物对水生生物的影响提供更多的生物监测指标和

理论依据。

１ 材料与方法

１．１仪器与试剂
仪器：ＵＶ１６００型分光光度计；岛津ＲＦ－５０００型

荧光分光光度计；Ｊ２－ＨＳ高速冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）；
ＨＰ１１００高效液相色谱仪。

试剂均采用分析纯以上试剂，ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１购
自南京科邦医药化工有限公司。

１．２试验材料及染毒条件
试验对象为幼龄日本锦鲫，平均体长为９．７８ｃｍ，

平均体重为３０．８ｇ，养鱼用水为经过空气泵曝气３ｄ

的自来水，试验前将鱼驯养１０ｄ。
根据预试验结果选取１／６９６ｈＬＣ５０（１．０ｍｇ·Ｌ－１）

为暴露浓度。稳定性实验表明，化合物稳定性较好，挥

发不超过２０％。选取健康的无体表损伤的幼龄鲫鱼
作为试验用鱼，分为对照组和试验组。采用４０Ｌ的玻
璃缸，盛水３５Ｌ。随机将６条鱼投入鱼缸，微量曝气，
容器口用铝箔盖住，每天更换一半溶液。对照组暴露于

除氯自来水，试验组暴露于 １．０ｍｇ·Ｌ－１ＨＣＯｒａｎｇｅ
Ｎｏ．１水中，暴露时间分别为２、４、７、１０、１６ｄ。每组设６
个平行样，重复进行。ｐＨ值为７．３±０．３，水温牗２２．２±
１牘℃，ＤＯ＞４ｍｇ·Ｌ－１，硬度约１００ｍｇ·Ｌ－１。驯养及试
验期间鲫鱼生长正常。

１．３取样和样品预处理
分别于暴露后第２、４、７、１０、１６ｄ取对照组和试验

组样品，将鲫鱼活体解剖，取出肝脏，用冰生理盐水清

洗其中血液，滤纸吸干，迅速称取适量置于冰浴中，加

入冰冷的Ｔｒｉｓ－蔗糖缓冲液（ｐＨ７．５），体积比为１０牶１，
用玻璃匀浆器匀浆，将匀浆液于４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１

下离心１５ｍｉｎ，取上清液置于－５０℃冰箱内保存。另
称取适量肝组织，加入预冷的ＥＤＴＡ溶液和稀ＨＣｌＯ４
溶液，按上述方法匀浆离心，所得上清液用于ＧＳＨ测
量，－５０℃的冰箱内保存待用。
１．４肝脏富集量分析

肝脏样品加无水硫酸钠磨干，用丙酮∶乙酸乙酯
牗Ｖ∶Ｖ牘＝２∶１溶液浸置过夜，超声萃取６０ｍｉｎ，取出上
清液，重复超声萃取２次，上清液合并，旋转浓缩，过
柱，柱中上层装无水硫酸钠，下层装弗罗里土。过柱后

浓缩至１ｍＬ，甲醇定容。ＨＰＬＣ分析，分析条件：Ｃ１８
柱，流动相∶甲醇∶水＝７０∶３０，检测器为ＤＡＤ２３５ｎｍ。
１．５ＧＳＨ含量及酶活性的测定

ＧＳＨ含量测定 犤８犦：１００μＬ酶液，加入２．８ｍＬ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸缓冲液 （ｐＨ８．０）及 １００μＬ１ｍｇ·
ｍＬ－１的荧光试剂邻苯二甲醛（ＯＰＴ），混匀，室温放置
１０ｍｉｎ后以３４３ｎｍ为激发光（Ｅｘ），在４２５ｎｍ处测荧
光强度。单位定义为每克肝脏含ＧＳＨ的毫克数。

ＣＡＴ活性测定 犤９犦：室温下，分别将５０μＬ酶液加
入含 ３．０ｍＬ磷酸盐缓冲液的参比池和含 ３．０ｍＬ
Ｈ２Ｏ２－磷酸盐缓冲液的样品池中，用紫外分光光度计
连续记录 Ａ２５０值在 １００ｓ内的变化。 定义 ２５℃下，
１００ｓ内使过氧化氢分解 １／２时的酶蛋白量为 １个
ＣＡＴ活性单位。

ＳＯＤ活性测定犤１０犦：反应液为９ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣＬ缓冲
液（ｐＨ８．２）、０．１ｍＬ邻苯三酚和１０μＬ酶液，室温下
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表１ 回收率试验结果

Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｆｏｒｔｉｆｉｅｄｉｎｓａｍｐｌｅｓ
ｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ

肝脏样品 １ ２ ３
回收率 ／％ ９０．８ ８１．６ ９０．３

图３ ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＧＳＴ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＧＳＴｉｎｌｉｖｅｒｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ

图１ ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１在鲫鱼肝脏中的富集

Ｆｉｇｕｒｅ１ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１ｉｎｌｉｖｅｒ
ｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ

进行测定，测定波长为３２５ｎｍ。酶活性单位定义为每
ｍＬ反应液中，每分钟抑制邻苯三酚自氧化速率达
５０％的酶量。

ＧＳＴ活性测定犤１１犦：一个ＧＳＴ活力单位犤Ｕ／ｍｇＰｒ牘犦
定义为每毫克蛋白质，扣除非酶反应，每分钟使ＧＳＨ
浓度下降１μｍｏｌ·Ｌ－１。
１．６总蛋白测定

蛋白质含量用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定牞以小牛血清白
蛋白（ＢＳＡ）为标准蛋白犤１２犦。

１．７统计分析
试验结果表示为平均值 ±标准误差 （ｍｅａｎ±

ＳＤＥ，ｎ＝６）。使用ＳＰＳＳ统计软件和ＡＮＯＶＡ法对组
间数据进行差异性显著分析，Ｐ＜０．０５表明差异显
著，Ｐ＜０．０１表明差异极显著。

２ 结果

２．１ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１在鲫鱼肝脏中的富集
２．１．１空白试验及回收率

３份空白和３份空白添加标样的肝脏，按照上述
前处理及分析方法进行分析，空白样品结果均为未检

出，回收率结果大小如表１。

２．１．２ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１在鲫鱼肝脏中的富集
从图１可以看出，鲫鱼肝脏对ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的

富集呈先增加后减小的趋势，在第１０ｄ时富集最强，
到了第１６ｄ左右肝脏富集量降低到暴露初期的富集
水平。

２．２ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＧＳＨ含量的影响
从图２可以看出，与对照组相比，ＧＳＨ含量总体

上被诱导，单因素方差分析结果表明差异显著 （Ｐ
＜０．０１），并且随着暴露时间增加，诱导效应随之增

强。暴露２ｄ时两个试验组的诱导率分别为２６．９％和
３０．９％，暴露４ｄ诱导率分别为３３．６％和３９．５％，暴
露７ｄ诱导率分别为４４．３％和６６．３％，暴露１０ｄ诱
导率分别为６４．９％和６６．８％，暴露１６ｄ诱导率分别
为９７．２％和７１．６％。平行组间ＧＳＨ含量没有显著性
差异。

２．３ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＧＳＴ活性的影响
从图３可以看出，ＧＳＴ活性总体上也被诱导。暴

露 ２ｄ时出现轻微诱导，诱导率分别为 ２９．６％和
６２．３％；之后诱导较显著（Ｐ＜０．０５），露４ｄ时ＧＳＴ活
性分别为对照组的２．１２倍和１．９２倍；暴露７ｄ时酶
活性分别为对照组的３．０４倍和３．３０倍；暴露１０ｄ时
酶活性分别为对照组的３．６１倍和２．９１倍；暴露１６ｄ
后，ＧＳＴ活性开始略微下降，分别为对照组的１．８６倍
和１．７３倍。同样地，平行组间ＧＳＴ活性没有显著性
差异。

２．４ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＣＡＴ活性的影响
如图４，暴露２ｄ后ＣＡＴ活性即被显著诱导 （Ｐ

＜０．０５），暴露４ｄ时酶活性开始受到显著抑制，持续
抑制数天后，ＣＡＴ逐渐被激活，从暴露１０ｄ开始其活
性回复到对照组水平，第暴露１６ｄ又出现显著抑制
（Ｐ＜０．０１）。平行组间没有显著性差异。
２．５ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＳＯＤ活性的影响

从图５可以看出，暴露２ｄ后ＳＯＤ活性先被轻微
诱导，在暴露４ｄ左右受到极大诱导牗Ｐ＜０．０１牘。暴露
４ｄ和７ｄ时两个试验组的ＳＯＤ活性分别是对照组的

图２ ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏 ＧＳＨ含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＧＳＨｉｎｌｉｖｅｒｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ
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０．９２、０．９５、１．０１和０．８０倍。之后ＳＯＤ活性开始逐渐
下降，暴露１０ｄ酶活性值与对照组相比无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），此后，随着暴露时间增加，酶活性继续降
低，在暴露第１６ｄ左右出现显著抑制牗Ｐ＜０．０５牘。平
行组间基本上没有显著性差异。

３ 讨论

抗氧化防御系统是需氧生物体内重要的活性氧

清除系统，主要包括酶性清除剂抗氧化酶，如ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＰｘ等，以及小分子抗氧化剂，如ＧＳＨ、维生素
Ｃ、维生素Ｅ等。在正常生理条件下，动物体内代谢产
生的活性氧可被抗氧化防御系统有效清除。但当机体

暴露于可产生氧化还原污染的污染物时，若活性氧的

产生速度超出了机体抗氧化防御系统的清除能力，就

会对机体造成氧化胁迫，从而引发一系列毒性效应，

如脂质过氧化、ＤＮＡ损伤、酶失活、甚至细胞死亡或
癌变。早有研究报道，生物体内抗氧化成分会因污染

胁迫的存在而改变 犤５～７犦。本次研究结果显示，不同暴

露时间试验组中，鱼体肝脏抗氧化指标都呈现出较大

变化，表明肝脏是ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１毒性作用的重要靶
器官之一。

ＳＯＤ是生物体内唯一一种以自由基作为底物的
抗氧化酶，可通过歧化反应消除超氧阴离子自由基

（Ｏ２－。）：Ｏ２－。＋Ｏ２－。＋２Ｈ＋→Ｈ２Ｏ２＋Ｏ２，从而阻止危害性
很大的Ｏ２－。大量生成，是生物防护机制的中心酶。而
Ｈ２Ｏ２可在ＣＡＴ或ＧＰｘ作用下分解为Ｈ２Ｏ和Ｏ２。本试

验中，暴露初期ＳＯＤ活性先被诱导，说明ＨＣＯｒａｎｇｅ
Ｎｏ．１已进入鱼体肝脏内，并通过氧化还原代谢产生
了大量的Ｏ２－。，大约从第 １０ｄ开始 ＳＯＤ活性受到抑
制，这可能是由于随着暴露时间的增加，富集进入鱼

体肝脏的化合物的量随着增加，化合物在鱼体肝脏代

谢活动也越来越旺盛，代谢产生的氧自由基也越来越

多，抗氧化防御系统已不能完全清除体内大量产生的

氧自由基，机体受到氧化损伤，细胞结构受到一定程

度的损伤，ＳＯＤ酶蛋白构象发生改变，从而ＳＯＤ活性
出现抑制，图 １所示的结果一定程度上论证了这一
点。王淑红等人研究了荧蒽、菲、芘对菲律宾蛤仔体内

ＳＯＤ活性的影响犤５犦，与本试验结果相似。类似地，暴露

２ｄ时ＣＡＴ活性就受到了诱导，反映了 Ｈ２Ｏ２在鱼体
肝脏内的累积，随后出现显著抑制，说明随着暴露时

间的增加，鲫鱼肝脏受到ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的损伤程度
增大，可能对ＣＡＴ酶蛋白产生了破坏或消耗。

活性氧清除剂ＧＳＨ在抗氧化系统中占有非常重
要的地位。作为自由基清除剂，ＧＳＨ能调节生物体内
自由基浓度的平衡，在细胞抗活性氧自由基损伤的解

毒代谢中起着重要作用。与抗氧化酶一样，大量的活

性氧可诱导ＧＳＨ的合成，可以说，细胞内ＧＳＨ的含
量可以从一个侧面表征生物所处的环境状况，其含量

的变化是生物对环境状况的一种应激反应，对生物本

身具有保护作用。当ＧＳＨ含量明显上升，说明了环境
中污染物的浓度增加，此时细胞内解毒系统被诱导。

由于这种应激反应是发生在细胞内分子水平上，其变

化要比生物的生长繁殖指标更为灵敏。Ｓｔｅｉｎ等从野
外多个污染程度各异的水体取样，测定其中水生生物

体内ＧＳＨ的含量。结果表明，ＧＳＨ能够准确地表征不
同水体污染程度的差异，可能作为生物标志物犤１３犦。本

文的研究表明，１．０ｍｇ·Ｌ－１ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１已对鲫鱼
构成了氧化胁迫，从暴露２ｄ到１６ｄ，鲫鱼肝脏ＧＳＨ含
量较对照组都有明显增大，并且随着暴露时间的增加，

ＧＳＨ诱导率与暴露时间呈线性正相关牗ｒ２＝０．９７８４牘。
说明通过暴露实验，ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１可能在鲫鱼体内
富集并发生代谢，产生自由基等一系列有害中间体，

鲫鱼通过体内 ＧＳＨ的含量增加可以加强自身的抗氧
化能力，消除氧自由基，减轻ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对机体
的损害。且随着暴露时间的增加，ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１在
鲫鱼肝脏内富集的量随之增加，代谢能力也随之增

强，产生的自由基等一系列中间体的量也随之增加，

因而ＧＳＨ诱导率与暴露时间呈线性正相关。综上所
述，鲫鱼肝脏对ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的代谢过程中产生了

图４ ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏ＣＡＴ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＣＡＴｉｎｌｉｖｅｒｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ

图５ ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１对鲫鱼肝脏 ＳＯＤ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５ ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＳＯＤｉｎｌｉｖｅｒｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ
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氧化还原循环，使得活性氧浓度显著升高，从而导致

细胞内膜系统的氧化损伤，这可能是ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１
对鲫鱼的重要致毒机制之一。

ＧＳＴ以同工酶的形式广泛存在于动植物体中，是
一种重要的解毒酶，能催化ＧＳＨ与许多次级底物结
合，包括脂质过氧化的次级产物，从而解除内源性或

外源性毒物的毒性。外源性化合物ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１及
其代谢产物在有机体内的去毒过程和排泄过程中均

与ＧＳＴ有密切关联，正是由于ＧＳＴ在生物转化过程
中的独特功效，鲫鱼肝脏中 ＧＳＴ活性的增加可能表
示鱼体内相应的防御外源性物质机制的建立，本研究

结果中不同暴露时间的 ＧＳＴ活性都显著增加，充分
说明了这一点，且同ＧＳＨ一样，随暴露时间的增加
ＧＳＴ的诱导率也随之增加，其原因也与上述分析相
似。此外，ＧＳＴ活性的增加往往会伴随着肝脏中ＧＳＨ
水平的增加，本试验结果也与之相符。许多报道表明，

ＧＳＴ确实是一种高诱导性酶，具有广泛的作用底物，有
机、无机化合物均可诱导其活性。在水生动物体内ＧＳＴ
可被２牞４－二氯酚诱导，其活性显著高于对照组 犤７犦。

Ｃｈｅｎ等人通过研究也发现，金属的长期暴露会对鱼
类肝脏的ＧＳＴ活性产生显著诱导犤１４犦。

４ 结论

牗１牘鲫鱼肝脏对ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的富集呈先增加
后减小的趋势，在第１０ｄ时富集最强。

牗２牘鱼体肝脏中ＧＳＴ、ＧＳＨ、ＣＡＴ和ＳＯＤ对１．０
ｍｇ·Ｌ－１ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１都非常敏感。ＧＳＨ含量总体
上被诱导，并且随着暴露时间的增加，诱导逐渐增

强。ＧＳＴ活性总体上也是被诱导。ＣＡＴ和ＳＯＤ活性则
是先受到诱导，随后受到抑制。

牗３牘鲫鱼肝脏对ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１的代谢过程中产
生了氧化还原循环，使得活性氧浓度显著升高，从而

导致细胞内膜系统的氧化损伤，这可能是ＨＣＯｒａｎｇｅ
Ｎｏ．１对鲫鱼的重要致毒机制之一。

牗４牘鱼体肝脏的抗氧化响应从酶学及分子水平上
反映了污染物对鱼体肝细胞的损伤，可考虑作为水环

境中ＨＣＯｒａｎｇｅＮｏ．１污染的生物监测指标，为此需要

进行更多的野外试验论证。
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