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三种持久性有机污染物对罗非鱼肝脏抗氧化
系统的体外影响

王素敏1，王海燕1，韩大雄2

( 1． 国家海洋局第三海洋研究所，福建 厦门 361005; 2． 厦门大学 药学院，福建 厦门 361005)

摘 要: 以罗非鱼( Mossambica tilapia) 为研究对象，研究了海洋环境中三种典型持久性有机污染物［四溴双酚 A( TBBPA) ，

多氯联苯( PCB126) ，荧蒽( Flu) ］体外染毒对罗非鱼肝脏抗氧化系统( GSH，SOD，GST) 的影响。三种污染物在低浓度( ng /
L) 时显著抑制 GSH 含量，高浓度时 GSH 含量有所回升，浓度超过一定值时，GSH 含量迅速下降; GST 活性变化趋势与 GSH
相似，TBBPA 100 ng /L 与 Flu 50 ng /L 暴污时显著诱导 GST 活性; TBBPA 与 PCB126 仅在最高浓度( 100 μg /L) 时抑制 SOD
活性，而 Flu 浓度大于 500 ng /L 时即显著抑制 SOD 活性。结果表明，GSH 和 GST 对污染物较为敏感，变化趋势呈现相似性。
因此，GSH 和 GST 有可能作为持久性有机污染物早期预警的生物指标。
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In vitro effects of three persistent organic pollutants on antioxidant
defense system in Mossambica tilapia liver
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Abstract: In vitro effects of tetrabromobisphenol A( TBBPA) ，polychlorinated biphenyls( PCB126) ，fluoranthene( Flu) on glutathione
( GSH) contents，glutathione S-transferase( GST) activity and superoxide dismutase( SOD) activity in Mossambica tilapia liver were
examined． Under the experimental doses，GSH contents were inhibited at low level exposure of all the pollutants，then recovered with
the increase of concentrations，when the concentration exceeds a certain value，GSH content decreased rapidly; The change of GST ac-
tivity was similar to GSH，and GST activity was significantly induced exposed to 100 ng /L of TBBPA and 50 ng /L of Flu; SOD activity
was significantly inhibited at 100 μg /L exposure of TBBPA and PCB126，when the concentration was greater than 500 ng /L，Flu expo-
sure significantly inhibited SOD activity． The results showed that GSH and GST were sensitive to the pollutants，and their changes were
similar． So GSH and GST could be used as a potential biomarker for early warning of the persistent organic pollutants．
Key words: persistent organic pollutants; Mossambica tilapia; antioxidant defense system; in vitro

在海洋环境中，持久性有机污染物( persistent organic
pollutants，POPs) 吸附在沉积物中，积聚在海洋生物的脂

肪组织中，并通过食物链传播，对海洋生物及人类健康造

成损害［1］。大量研究表明: 多环芳烃、多氯联苯等 POPs
是导致生物体中过量活性氧自由基( ROS) 产生的重要根

源［2］。当 体 内 ROS 增 加 时，抗 氧 化 系 统，又 称 活 性 氧

( ROS) 清除系统会受到影响，因此研究 POPs 对生物体的

氧化胁迫作用引起了众多专家学者的重视。李康等［3］研

究了苯并( a) 芘对鲫鱼抗氧化酶的影响，结果表明: 所有

暴 露浓度均对SOD活性明显抑制; 低浓度暴露，过氧化氢
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酶( CAT) 无显著改变，高浓度时，CAT 活性显著升高，随

暴污时间延长，活性下降。Cheung 等［4］测定了苯并( a) 芘

和多氯联苯 1254 的混合物对绿嘴贻贝抗氧化酶的影响，

监测 18 d 的结果表明: 特定的抗氧化生物标志物在评估

海洋环境复杂污染物的影响程度中起重要作用。
四溴双酚 A( TBBPA) 是目前世界上使用范围最广的

溴化阻燃剂之一，作为类似于“PCBs”的潜在环境内分泌

干扰物，目前国内对其毒性作用研究相对较少。多氯联

苯( PCBs) 作为 12 种优先控制的持久性有机污染物之一，

对其毒性作用研究主要以混合物为主，单体研究较少。
多环芳烃( PAHs) 化合物具有强烈的致癌性质，被许多国

家环保组织列为优先控制的污染物。罗非鱼是中国东南

沿海一种重要的经济鱼类，具有适应性强、食性广、鱼病

少等特点，已有报道用罗非鱼作为材料进行毒理学研究，

因此本文以罗非鱼为受试生物，通过染毒时间短，作用快

的体 外 染 毒 方 式，研 究 TBBPA、PCBs 毒 性 较 强 的 单 体

PCB126 和沉积物中含量较多的 PAHs 单体荧蒽( Flu) 对

罗非鱼肝脏抗氧化系统指标［还原型谷胱甘肽( GSH) ，谷

胱甘肽硫转移酶 ( GST) ，超氧化物歧化酶 ( SOD) ］的影

响，以期找到合适的生物标志物来快速评价有机污染物

对鱼类的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验仪器和材料

本研究使用美国 Molecular Devices SpectraMax M2 /
M5 微孔板检测系统、德国 IKA T18 匀浆器、Mikro 220R
冷冻离心机、超低温冰箱、移液枪，96 孔细胞培养板( cost-
ar) 。

TBBPA、PCB126、Flu、邻苯二甲醛 ( OPA) 、还原型谷

胱甘肽( GSH) ，购自 sigma 公司，邻苯三酚、1-氯-2，4-二硝

基苯( CDNB) ，及其它化学药品和试剂均为国产分析纯。
1． 2 实验生物

实验用鱼罗非鱼( Mossambica tilapia) 购于同安养殖

鱼排，体重 25 g 左右，实验前在实验室环境中暂养 7 d。
1． 3 取样及样品制备

上清液的制备采用 Stegeman 等［5］和 Forlin［6］的方法。
杀鱼取出肝脏后，用预冷的 0． 15% KCl 溶液洗涤，滤纸吸

取血渍。按 1∶ 5( W/V) 的比例加入预冷的 pH 7． 4 的缓冲

液中，冰浴下匀浆。匀浆液在 4 ℃ 下，10 000 g 离心 30
min，分装，置于-80 ℃ 冰箱保存，上清液用于抗氧化系统

指标的测定。
1． 4 染毒实验

三种污染物配成一定浓度的储备液，逐级稀释为系

列浓度，避光保存。实验设一个对照组和 14 个浓度组，采

用 Viarengo 等［7］的方法反应进行染毒实验，分别取 10 μL
不同浓度的污染物，10 μL 肝脏上清液，相应缓冲溶液在

96 孔板中混匀，室温下孵育 30 min。污染物最终浓度分

别为 0． 05 ，0． 1，0． 5，1，5，10，50，100，500 ng /L; 1，5，10，

50，100 μg /L。
1． 5 GSH 含量和酶活性的测定

1． 5． 1 GSH 含量测定

还原型 GSH 含量测定参照 Hissin［8］的方法，略作修

改。GSH 在 pH = 8 下，与邻苯二甲醛( OPA) 反应生成具

有高度荧光的化合物。取 10 μL 上清液，加入 280 μL 0． 1
mol /L 的磷酸缓冲溶液( pH = 8． 0 ) 和 10 μL 邻苯二甲醛

的乙醇溶液( 1 g /L) ，充分混合，室温下放置 30 min。以

350 nm 为激发波长，在 430 nm 下测定荧光强度。标准溶

液和空白溶液均如上操作。通过标准曲线计算上清液

GSH 含量。平行测定六次。
1． 5． 2 GST 活性的测定

GST 活性采用 Habig 等［9］的方法，并加以改进。一个

GST 活力单位定义为: 扣除非酶反应，每分钟催化 1 μmol
GSH 浓度与 CDNB 结合所需的酶量，单位为 U/mL。

室温下，于 96 孔板中加入上清液 10 μL ，0． 1 mol /L
pH 6． 5 的磷酸缓冲溶液 270 μL，90 mmol /L 的 GSH 溶液

10 μL，最后加入 10 μL 30 mmol /L 的 CDNB 溶液，混匀。
在 340 nm 下每 30 s 测定一次吸光值，测定 5 min。非酶反

应不加上清液，其它步骤同上。平行测定六次。

1． 5． 3 SOD 活性测定

SOD 活性测定采用邻苯三酚自养化法［10-11］，酶活性

定义为: 每毫升反应液中，每分钟抑制邻苯三酚自养化速

率达 50%所需的酶量，单位为 U/mL。
室温下，于 96 孔板中加入 0． 1 mol /L 的 pH 8． 2 的

Tris-HCl 溶液 150 μL，蒸馏水 140 μL，最后加入 10 μL 4． 5
mmol /L 邻苯三酚溶液，混匀，于 325 nm 下，每 30 s 测定

一次吸光值，测定 5 min。计算邻苯三酚自养化速率。
按上述步骤加入 10 μL 上清液，使其抑制邻苯三酚自

养化速率约为 50%。平行测定六次。
1． 6 数据分析

所有数据均以 6 个平行组数据的平均值 ± 标准差

( Mean ± SD) 表示。采用 SPSS 16． 0 统计软件进行单因素

方差分析( one-way ANOVA) ，并以 P≤0． 05 ( * ) 表示显

著差异。

2 实验结果

2． 1 污染物对鱼肝 GSH 含量影响

三种持久性有机污染物对 GSH 含量的体外影响如图

1 所示。由图 1 可以看出，三种污染物作用下，GSH 含量基

本呈现先下降再缓慢上升又下降的趋势。其中 TBBPA 染

毒时，GSH 含量先略微升高再显著降低，TBBPA 浓度仅为1
ng /L 时，GSH 含量降到最低值并与对照组有显著差异。随

着暴污浓度的增加，GSH 含量缓慢回升到对照组水平，之

后迅速下降，与对照组呈显著差异; 而 PCB126、Flu 作用时，

随着浓度的增加，GSH 含量降低，在 50 ng /L 时降到最低。
随后，GSH 含量随着污染物浓度增加而缓慢回升，基本恢

复到对照组水平。之后污染物浓度再增加，GSH 含量迅速
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降低，与对照组相比有显著差异( PCB126 除外) 。由实验

结果看出，GSH 对 TBBPA 更为敏感。

图 1 三种污染物对鱼肝 GSH 含量的影响

( * 表示与对照组相比差异显著，P≤0． 05)

Fig． 1 Effect of three pollutants in different concentrations on
content of GSH in liver of M． tilapia

( Asterisks showed significant difference between ex-
posed group and control group，P≤0． 05)

2． 2 污染物对鱼肝 GST 活性的影响

三种持久性有机污染物对 GST 活性的体外影响如图

2 所示。由图 2 可以看出，TBBPA、Flu 染毒时，GST 活性

变化趋势相似: 随着污染物浓度的增加，GST 活性先下降，

TBBPA、Flu 浓度分别为 1 ng /L 和 0． 5 ng /L 时，抑制达到

最大，并与对照组相比有显著差异，然后 GST 活性开始回

升，当 TBBPA 浓度为 100 ng /L，Flu 为 50 ng /L 时，GST 活

图 2 三种污染物对鱼肝 GST 活性的影响

( * 表示与对照组相比差异显著，P≤0． 05)

Fig． 2 Effect of three pollutants in different concentrations on
activity of GST in liver of M． tilapia

( Asterisks showed significant difference between ex-
posed group and control group，P≤0． 05)

性被显著诱导，且达到峰值。随后，随着污染物浓度的增

加，GST 活性迅速下降。浓度为 100 μg /L 时，GST 活性与

对照组相比有显著差异。比较两种污染物对 GSH 和 GST
的作用曲线可知，作用曲线基本一致，都是先下降再上升

再下降。而且，TBBPA 为 1 ng /L 时，GSH 含量和 GST 活

性均为最低值; 而对于 PCB126，GST 活性总体上表现为抑

制。
2． 3 污染物对鱼肝 SOD 活性的影响

三种持久性有机污染物对 SOD 活性的体外影响如图

3 所示。由图 3 可以看出，污染物在大部分浓度下对 SOD
活性影响不大，活性与对照组相比没有显著差异。TBBPA
与 PCB126 在高浓度时( 100 μg /L) 对 SOD 活性产生显著

抑制，Flu 相对更敏感，浓度高于 500 ng /L 后就显著抑制

SOD 活性。

图 3 三种污染物对鱼肝 SOD 活性的影响

( * 表示与对照组相比差异显著，P≤0． 05)

Fig． 3 Effect of three pollutants in different concentrations on
activity of SOD in liver of M． tilapia

( Asterisks showed significant difference between ex-
posed group and control group，P≤0． 05)

3 讨 论

GSH 是由谷氨酸、半胱氨酸、及甘氨酸组成的三肽，

是生物体内重要的抗氧化剂，既可以作为谷胱甘肽过氧

化物酶( GPx) 和谷胱甘肽硫转移酶( GST) 的底物，通过这

两种酶起解毒作用，又可直接与生物体内的氧自由基及

亲电子化合物结合起解毒作用［12］。本文研究的三种污染

物在低浓度时抑制 GSH 含量，随着浓度的增大，GSH 含量

有所回升，这与前人的研究结果［13-15］相一致。张景飞［13］

在研究 2，4-二氯苯酚对鲫鱼肝脏抗氧化系统的影响中发

现: GSH 含量被显著抑制，在一定浓度范围内随着浓度的

增大，GSH 含量降低。当污染物达到一定浓度后，GSH 含

量又开始回升。冯涛等［14］研究苯并( a) 芘对大弹涂鱼肝

脏和卵巢还原型谷胱甘肽含量影响的比较研究时发现，

暴污 3 d 时，随浓度的增加，GSH 含量先降低后升高。低
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浓度暴污时，GSH 含量降低，这可能是污染物诱导自由基

的生成，产生氧化胁迫，GSH 发挥作用清除自由基，使其

含量降低。当污染物达到一定浓度后 GSH 含量又有所回

升，这可能是由于污染物暴露导致谷胱甘肽还原酶( GR)

活性显著诱导，而 GR 是一种将氧化型谷胱甘肽( GSSG)

催化反应成还原型( GSH) 的酶，所以 GR 活性上升，GSH

含量上升。Ronisz 等［16］发现 100 mg /kg TBBPA 暴露时，

谷胱甘肽还原酶( GR) 活性上升。Timothy 等［17］研究 PCB

混合物对肝脏谷胱甘肽相关酶的影响时，GR 活性显著诱

导，Porte 等［18］也发现 PAHs 暴污时显著诱导 GR 活性。

我们实验结果还显示: 当浓度超过一定值时，GSH 含量迅

速下降，并呈显著差异。这可能是因为当污染物大于一

定浓度后，超过了机体的调节能力，GSH 含量迅速下降，

并产生 氧 化 损 伤。所 研 究 的 三 种 污 染 物 中，TBBPA 对

GSH 的作用最明显，表现在低浓度( ng /L) 暴污时，GSH 含

量显著降低。这与苏燕等［15］研究 TBBPA 对鲫鱼血清抗

氧化系统影响中发现 GSH 对 TBBPA 很敏感的结论一致。
GST 具有Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶双重作用。作为生

物体内重要的Ⅱ相解毒酶，主要是催化某些内源性或外

来污染物的亲电子基团与还原型谷胱甘肽的巯基结合，

增加其疏水性使其易于排出; 作为抗氧化酶，可以抑制脂

质 过 氧 化。本 研 究 结 果 表 明: 浓 度 为 ng /L 水 平 时，

TBBPA、PCB126 及 Flu 显著抑制 GST 活性; 而浓度为几十

ng /L 时，TBBPA 和 Flu 显著诱导 GST 活性，随着浓度的进

一步增大，TBBPA、PCB126 和 Flu 又显著抑制 GST 活性。
这和张景飞［13］在研究 2，4-二氯苯酚对鲫鱼肝脏抗氧化系

统的影响结果有一定的相似性: 经过 40 d 的暴露，GST 活

性在低浓度时受到抑制，但与对照组没有显著差异，随着

浓度的增加，GST 活性受到短暂激活，污染物到达一定程

度后，GST 活性重新下降。但其他研究者得出不同结论:

Timothy 等［17］ 的研究中不同 PCB 化合物对 GST 影响不

同，暴污一周时，PCB77 显著诱导 GST 活性，而 PCB38 显

著抑制 GST 活性; Jasmine 等［19］研究 BaP 暴露对鳕鱼生物

标志物的影响时发现，暴污 2 d 时 GST 先下降后缓慢回

升，而暴污 7 d 时 GST 活性显著诱导并有剂量-效应关系;

Ronisz 等［16］的研究 TBBPA 50 mg /kg 暴露时，虹鳟鱼 GST

活性没有变化。这是因为不同的物种，污染物种类，暴污

时间和暴污方式都会影响实验结果。本文所研究的三种

污染物中，TBBPA 和 PCB126 对 GST 作用最明显，表现在

低浓度( ng /L) 暴污时，GST 活性明显改变。
SOD 是体内唯一以自由基为底物的抗氧化酶，本文

实验中三种污染物对 SOD 活性影响不明显。TBBPA 和

PCB126 仅在高浓度( 100 μg /L) 时显著抑制 SOD 活性。
Flu 在较高浓度( 大于 500 ng /L) 时显著抑制 SOD 活性。
这与李康［3］，Lei［20］等人的研究结果一致，高浓度 BaP 导

致 SOD 活性下降，这可能是因为当氧化胁迫程度较低时，

SOD 通过歧化反应消除 O-
2，将 O-

2分解为 H2O2和 O2，但当

氧化压力超过其歧化能力时，SOD 活性才受到抑制。

4 结 论

( 1) 本研究中，三种有机污染物的体外暴污，引起了

鱼肝的氧化胁迫，导致抗氧化系统指标的变化。不同污

染物，浓度不同，对三种抗氧化系统指标影响不同: 低浓

度( ng /L) 时，GSH 和 GST 被三种污染物显著抑制，随后随

着浓度的增加，GSH 含量和 GST 活性有所回升，在几十

ng /L 时，TBBPA 和 Flu 显著诱导 GST 活性。高浓度( 100
μg /L) 时，GSH，GST 和 SOD 均被三种污染物显著抑制。

( 2) 本研究结果表明: GSH 变化趋势与体内研究结果

相吻合［12-13，18］，说明本文研究的体外实验体系与体内实

验结果具 有 一 定 的 可 比 性。而 且 体 外 暴 污 时，GSH 和

GST 对污染物较为敏感，变化趋势呈现相似性。因此，

GSH 和 GST 有可能作为持久性有机污染物早期预警的生

物指标。
( 3) 由实验结果可以看出，三种污染物中，TBBPA 对

抗氧化系统指标影响最大，证实了这种新型污染物的潜

在毒性和不可忽视性，因此，有必要进一步加强对其在环

境中的监测分析和毒性研究。
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4 结 论

根据广东沿岸牡蛎体内 Cr 含量连续 14 a 的监测结

果，阐述了牡蛎体内 Cr 含量近年来的变化趋势和地域分

布，并对其食用风险做出了评价。
1997 ～ 2006 年期间，牡蛎体内 Cr 的年际变化呈现逐

渐降低的趋势，从 2006 年后略微上升; 空间分布特征表现

为珠江口 ＞ 粤东 ＞ 粤西。
单因子指数和非致癌性风险指数评价结果均小于 1，

表明广东沿岸牡蛎未受到 Cr 污染，食用不会对人体具有

致癌性风险。
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