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Changes of catalase(CAT) activities in t he liver of Boleophtha lmus pectinirostr is with benzo( a) pyrene( BaP ) exposure
are detected in experimental condition. The results show that there is no significant changes for CAT activities in control
group and 0. 05mg# L- 1 BaP group with prolonged exposure ( P > 0. 05) , whereas they are depressed significantly at
concentr at ion of 0. 5mg# L - 1( P [ 0. 05) . I n 3 days exposure, CAT activities decrease significantly with the increase of
BaP concentration ( P [ 0. 05) . This might indicate that exposure to higher BaP concentrations might have toxic effect
to fishes. The activit ies of CAT increase significantly to control level after BaP was removed. It turned out that the
physiological modulatary mechanism still existed in the liver of Boleophthalmus pectinirostr is. All the results show that
CAT activity might be suitable to be the bioindicator of BaP exposure.

Key words: benzo( a) pyrene(BaP) , Boleophtha lmus pectinirostr is, catalase (CAT) .
中图分类号: X131. 2    文献标识码: A    文章编号 : 100024890(2001)0520073203

  

    * 高等学校博士学科点专项科研基金项目( 49876029)资助.
    作者简介:冯涛,女, 32岁,博士。研究方向为生态毒理学。

  过氧化氢酶( CAT)是生物体内一种含巯基( -
SH)的抗氧化酶, 可与谷胱甘肽过氧化物酶一起,

清除超氧化物歧化酶歧化超氧阴离子自由基

(O2
- )产生的过氧化氢(H2O2) ,进而阻断可产生活

性极高的羟自由基( OH)的 Haber2Weiss反应: M+

+ O2
- + H2O2 y M2

+ + OH+ OH+ O2( M+为金属离

子) ,因而在生物体的抗氧化防御系统中占有重要

地位
[ 12]
。

研究表明, 包括 CAT 在内的抗氧化防御系统

的成分可由于氧化污染的胁迫而发生改变,尝试以

这些抗氧化防御系统成分的变化作为氧化胁迫的

生物指标的研究正在成为毒理学研究的新热

点[2, 5, 7] ,而国内这一领域的研究较少。

本文试图通过对苯并( a)芘(BaP)胁迫下大弹

涂鱼肝脏 CAT 活性变化的研究, 进一步了解 BaP

可能的致毒机理, 探讨以 CAT 活性变化作为氧化

污染生物指标的可能性, 并为抗氧化防御系统的毒

理学研究提供更多的基础资料。

1  材料与方法

1. 1  仪器与试剂

实验仪器采用 AIC UV 9100型紫外可见分光

光度计, Beckman J22MC型冷冻离心机。

苯并 ( a)芘为 Sigma 公司产品;其余试剂为国

产市售产品。

1. 2  实验鱼和曝污条件

苯并( a)芘先用少量丙酮溶解, 再配制成一定

浓度的储备液, 避光于 4 e 保存。实验前将储备液

用清洁海水稀释为 0. 05, 0. 2和 0. 5mg#L- 1, 三个

不同的浓度组, 分别置于直径为 50cm, 高为 50cm

的陶瓷缸中, 每缸海水体积 40L。对照组海水中加

入与污染组相同体积的丙酮。

实 验 用 大 弹 涂 鱼 ( Boleophthalmus pec2

tini rostr is) ,捕自福建省福清海域, 平均体长为 12.

8 ? 1. 0cm, 平均体重为 15. 05 ? 3. 4g, 放在室内饲

养。实验鱼先在清洁海水中暂养 72h, 然后分别放

入上述几个浓度的海水中, 每组设两个平行样。实

验期间, 用微型充气机连续充气, 每天更换相同污

染浓度的海水,其间投喂藻类;水温基本稳定在 20
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? 2 e 。

1. 3  实验设计和样品预处理

0. 05和 0. 5mg#L
- 1

BaP浓度组于曝污后第 6,

12, 24, 36和 72h 取样, 0. 2mg# L- 1 BaP 浓度组于

曝污后 72h取样, 对照组于曝污后 6h 和 72h 取样

(表 1)。每次每组取鱼 6 尾, 活体解剖, 取出肝脏,

迅速冷冻于液氮中。测定时, 从液氮中取出肝脏,

称重后置于冰浴中, 加 10倍体积(w/ v)预冷的缓冲

液, 冰浴匀浆, 4 e 冷冻离心 ( 15 000 转# min- 1,

20min) , 取上清液, 用于 CAT 活性测定。
表 1  实验设计( mg# L- 1)

Tab. 1  Design of th e experiment

暴露时间
( h)

暴露浓度

对照组 0. 05 0. 2 0. 5

6 + + - +

12 - + - +

24 - + - +

36 - + - +

( + )

72 + + + +

  注: + 指取样; - 指未取样; ( + )指曝污 24h 后再转入清洁海水
12h取样.

1. 4  酶活性的测定

参照 Cohen等[4]和徐镜波等[1] ,略做改动。最

终总体积为 1ml的反应混合物中含一定量的匀浆

上清液, 10Lmol 磷酸钠缓冲液 ( pH 7. 0) , 10Lmol

H2O2。反应温度为 25 e ,混匀后立即开始反应, 于

波长 240nm 处测定其 3min 内的反应速率, 每隔

30s测A 值 1次。

酶活力单位定义为每毫克蛋白、每分钟分解

H2O2的纳摩尔数[ nmol H2O2#min
- 1

#(mg Pr)
- 1

]。

1. 5  蛋白质含量的测定

上清液中的蛋白含量用 lowry
[ 9]
法测定, 以牛

血清白蛋白作为标准蛋白。

1. 6  数据处理

实验数据用统计学方法进行处理。所给的结

果均为平均数 ? 标准误差;用单因素方差分析方法

分析苯并( a)芘曝污引起的差异;组间数据的两两

比较采用单尾 t 检验法, P [ 0. 05, 被认为是差异

显著。

2  结  果

2. 1  BaP 暴露时间延长对大弹涂鱼肝脏 CAT 活

性的影响(表 2) , 0. 05和 0. 5 mg#L
- 1

BaP 浓度组

分别于暴露后的 6, 12, 24, 36 和 72h取样, 而对照

组则分别于暴露后 6h 和 72h 取样, 暴露组 36h 内

的样品均以对照组 6h的样品作为对照。

对各浓度组不同时间的 CAT 活性进行单因素

方差分析的结果表明, 对照组与 0. 05mg# L
- 1

BaP

浓度组无显著差异,而 0. 5mg#L
- 1

BaP 浓度组则差

异显著( P [ 0. 05) ;用单尾 t 检验法对 0. 5mg#L
- 1

BaP浓度组相邻时间点的 CAT 活性进行两两比

较, 仅有 12和 24h两个时间点之间差异显著( P [

0. 05) ,后者为前者的 37. 9%。表明在该 BaP 浓度

下, 随着曝污时间的延长,大弹涂鱼肝脏 CAT 活性

在暴露 24h即开始被显著抑制。

用单尾 t 检验法分别将 0. 05和 0. 5mg# L
- 1

BaP 浓度组与对照组的 CAT 活性进行两两比较,

结果表明 0. 05mg#L- 1 BaP 浓度组与对照组无显著

差异, 0. 5mg#L- 1 BaP 浓度组则从 24h开始显著低

于对照组( P [ 0. 05) , 分别为对照组的 51. 5%, 32.

9%和 49. 6%, 表明 0. 5mg#L- 1的 BaP 暴露对大弹

涂鱼肝脏的 CAT 活性有显著抑制作用。
表 2  BaP 暴露时间延长对大弹涂鱼肝脏CAT活性的影响

     ( mg#L- 1)
Tab. 2  Effects of prolonged BaP exposure on CAT act ivities

in the liver of Boleophthalmus chinensis
暴露时间

( h) 对照组 BaP( 0105) BaP (0. 5)

6 4. 27 ? 1. 44 4. 08 ? 0. 44 5. 85 ? 1. 63

12 - 4. 56 ? 2. 06 5. 80 ? 1. 54

24 - 4. 46 ? 0. 91 2. 20 ? 1. 10ab

36 - 4. 08 ? 2. 84 1. 41 ? 0. 63a

( 5. 37 ? 1. 77b)

72 3. 64 ? 1. 22 3. 79 ? 1. 34 1. 80 ? 0. 64a

单因素方差分析 *

  注: 表中数据为平均值 ? 标准误差, n = 6; CAT 活性单位为
nmol H2O2# min# ( mg Pr) ; * 表示对该浓度组数据进行单因素方差
分析的结果表明差异显著( P [ 0. 05 ) ; a 指对 BaP 暴露组与相应对
照组的数据进行单尾 t 检验的结果表明差异显著( P [ 0. 05) ; b指
对相邻时间点的两组数据进行单尾 t 检验的结果表明差异显著( P
[ 0. 05) ; ( )中的值表示在 0. 5mg# L- 1 BaP浓度组中暴露 72h再转
入清洁海水中 96h后的CAT活性值; - 指未被检测.

2. 2  不同 BaP 浓度对大弹涂鱼肝脏 CAT 活性的

影响

将大弹涂鱼暴露于 0, 0. 05, 0. 2和 0. 5 mg#

L
- 1
等不同浓度的 BaP 72h, 用单因素方差分析方

法对不同浓度的大弹涂鱼肝脏 CAT 活性进行统计

分析,结果表明,显著差异(P [ 0. 05) , 随 BaP 浓度

的升高, 大弹涂鱼肝脏 CAT 活性显著降低(图 1)。

分别用单尾 t - 检验法对各 BaP 浓度组的 CAT 活

性与对照组数据进行两两比较, 结果表明, 0. 2 和

0. 5 mg#L
- 1

BaP 浓度组 CAT 活性均显著低于对照

组( P [ 0. 05) ,分别为对照组的 48%和 49. 6%。
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2. 3  污染解除后 CAT活性的变化

从表 1可知,将大弹涂鱼在 0. 5mg#l- 1 BaP 浓

度组中暴露24h再转入清洁海水中 12h,其 CAT 活

性显著高于暴露 24h和暴露 36h时的值(分别为二

者的 2. 44倍和 3. 81倍, P [ 0. 05) ,恢复至与对照

组水平接近。

* 表示与对照组相比差异显著( P [ 0. 05)

图 1  不同浓度 BaP 暴露对大弹涂鱼 CAT活性的影响
Fig. 1  Effects of BaP exposure at different concent rat ions on CAT ac2

tivit ies in th e liver of Boleophthalmus chinensis

3  讨  论

在污染物代谢机理的研究中,发现许多污染物

(包括多环芳烃)在体内代谢过程中可进行氧化还

原循环, 并产生大量活性氧
[6]

,这些活性氧可引发

机体氧化应激, 进而产生毒性效应。生物体内抗氧

化酶对活性氧的清除有重要作用,因而研究污染物

暴露下抗氧化酶活性的变化规律,探索污染物的致

毒机理,探讨以抗氧化酶作为污染监测指标的可能

性,引起有关科学研究者的广泛重视[2, 5, 7]。

已有研究表明 CAT 活性可由于氧化污染的胁

迫而发生改变, 如 Rodriguez2Ariza等[11]报道, 从污

染水域捕获的鲻鱼( Mugil sp. )比未受污染水域的

鲻鱼肝脏 CAT 活性显著升高。Mather2Mihaich 和

Di Guilio则发现鲶鱼( Ictalurus punctatus)暴露于

造纸厂废水中 CAT 活性升高[ 10]。这些关于低浓

度污染物长期暴露下鱼类 CAT 活性的变化表明,

在污染胁迫下, 生物体可通过调节抗氧化酶水平增

强其清除活性氧的能力, 以减轻污染物的伤害。本

实验中大弹涂鱼暴露于亚致死浓度的 BaP 72h, 其

肝脏 CAT 活性随浓度的升高及曝污时间的延长被

显著抑制, 表明 BaP 代谢过程中机体内活性氧大量

产生,并对机体产生毒性作用;但将大弹涂鱼在0. 5

mg#L- 1 BaP 浓度组中暴露 24h再转入清洁海水中

12h,其 CAT 活性恢复至与对照组水平接近, 表明

这种高浓度( 0. 5mg#L- 1)短期内( 24h)的 BaP 暴露

所产生的毒性作用在一定程度上仍可得到恢复。

本实验中未检测出 CAT 活性的诱导, 可能与较短

的暴露时间有关, 低浓度下更长时间的 BaP 暴露对

CAT 活性可能产生的影响,值得进一步探讨。
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