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铜对中华倒刺鲃幼鱼的急性致毒效应
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摘要:检测了水体铜(Cu2+)暴露对中华倒刺鲃(Spinibarbussinensis)幼鱼的急性毒性以及组织铜富集的影响。结果发现:

1)中华倒刺鲃幼鱼死亡率随水体铜含量和暴露时间的增加而上升(p<0.05),死亡率与暴露时间的关系呈“S”型逻辑回归

曲线;铜暴露96、120、144、168h的半致死含量LC50分别为0.500、0.401、0.356和0.352mg·L-1,铜对中华倒刺鲃幼鱼

的安全含量为0.050mg·L-1;0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4mg·L-1铜暴露下幼鱼的半致死时间LT50分别为116.0、

78.0、80.7、56.0、46.7、46.0h。2)中华倒刺鲃幼鱼组织按铜富集含量由高到低顺序排列为肝脏、鳃、肌肉,急性铜暴露

(7d)不足以产生较强的富集效应。研究提示水体中的铜含量变化显著作用于中华倒刺鲃幼鱼的存活率,但对组织铜富

集的影响不显著。
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水体重金属污染以及水生生物对重金属的富集已日益受到人们的普遍关注[1]。铜是生物体自身必需的微

量元素之一,同时也是一种常见的重金属污染物,它在组织中的富集将对生物机体产生毒害作用[2]。工业重金

属铜污染和渔业生产中铜类杀菌药物的广泛使用,往往造成鱼体内累积过量的铜并产生毒害作用,影响渔业资

源和人类的食品安全。
中华倒刺鲃(Spinibarbussinensis),俗称乌鳞、青波,隶属鲤形目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、鲃亚科

(Barbinae)、倒刺鲃属(Spinibarbus),主要分布于中国长江上游及长江支流,为嘉陵江重要的经济鱼类。中华倒

刺鲃对水质要求高,营底栖生活[3]。孙翰昌等人[4-5]研究了铜和直链十二烷基苯磺酸钠污染对中华倒刺鲃抗氧

化酶活性的影响。本研究考察了不同含量铜(Cu2+)暴露对中华倒刺鲃幼鱼存活和组织铜富集的影响,为水体重

金属生态毒理效应研究提供基础资料,并为鱼类健康养殖提供一定的理论依据。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1实验鱼的来源和驯养 实验用中华倒刺鲃幼鱼购自重庆合川水产养殖场。实验前将鱼在自净化循环控温

水槽(容积250L)中驯化适应2周,每日饱足投喂商业饲料1次。驯养用水为曝气后的自来水,驯养期间充气使

水体溶氧水平接近饱和,日换水量约为水体的10%,水温控制为(20±0.5)℃,pH值为7.6±0.4,24h全光照。

1.1.2主要仪器和试剂 TAS-986火焰型原子吸收分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)用于测定鱼

体组织铜含量,硫酸铜(纯度99%,重庆博艺化学试剂有限公司)用于配制铜标准溶液,麻醉剂为200mg·L-1的
MS-222(上海布西化工科技有限公司)。

1.2实验方案

1.2.1实验Ⅰ 实验共设10个铜(Cu2+)含量梯度:0(对照)、0.05、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2和1.4mg·L-1,
暴露周期为7d。驯养结束后,选取体长为(5.12±0.08)cm、体重为(2.87±0.13)g的健康幼鱼360尾,随机平

均分配至各含量梯度组,每组设3个平行,每个平行有幼鱼12尾。实验期间,每2h记录各组鱼死亡数,观察实

验鱼中毒症状和各组织中毒特征。实验期间不投饵,每日定时换水并补充相应含量的硫酸铜溶液以保持水体铜
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含量基本恒定,日换水量为水体的50%,其它实验条件与驯养期保持一致。

1.2.2实验Ⅱ 在实验Ⅰ结果的基础上,设定0(对照)、0.05、0.1和0.2mg·L-1共4个铜含量梯度,选取中华

倒刺鲃幼鱼144尾(体长为(5.02±0.11)cm、体质量为(2.91±0.09)g)随机平均分配至各含量梯度组,每个含

量梯度设3个平行,每个平行含中华倒刺鲃幼鱼12尾。实验条件与实验Ⅰ相同,暴露7d后,每个平行下选取8
尾实验鱼开展组织铜富集实验。将实验鱼用 MS-222麻醉后,解剖分离出肝脏、鳃和肌肉组织并于-20℃保存,
称取组织样本放入坩埚在烘箱烘干至恒重后,置于电炉上炭化,再经马弗炉灰化,将灰化后的样本溶于0.5mol·

L-1的硝酸溶液,采用AS-986火焰型原子吸收分光光度计测定组织铜含量。

1.3数据处理

采用寇氏法(Karber)[6]计算铜对中华倒刺鲃幼鱼的半致死含量LC50和不同含量暴露下的半致死时间,并得

出实验鱼死亡率与水体铜离子含量的拟合回归方程。采用公式“安全含量(SC)=96hLC50×10%”和“生物浓缩

系数(BCF)=生物体中某元素含量/环境中该元素含量”计算水体铜离子的安全含量和生物浓缩系数[7-8]。实验

数据以Excel进行常规计算后,使用STATISTIC7.0进行方程拟合,采用SPSS17.0进行单因素方差分析。统

计数据均以“平均值±标准误”(Mean±SE)表示,显著性水平为p<0.05。

2结果与分析

2.1中华倒刺鲃幼鱼的铜(Cu2+)中毒症状

不同含量铜暴露下中华倒刺鲃幼鱼的中毒症状基本一致。中毒过程表现为:初期实验鱼失去平衡能力,出
现侧翻和前进方向不稳现象。呼吸加速,鳃盖开合频率加快;随着暴露时间的延长,实验鱼失去平衡能力和运动

能力,对外界刺激反应迟钝,鳃盖开合频率降低,呼吸衰竭;最终,实验鱼失去运动能力,腹部向上,漂浮于水面。

 图1 中华倒刺鲃幼鱼死亡率与水体铜含量和暴露时间的关系

 Fig.1 Therelationshipsbetweenlethalrateandexposure
timeofjuvenileqingboSpinibarbussinensisafter
exposedtodifferentcopperconcentrations

经解剖观察,中毒个体鳃丝及肝脏颜色明显加深。

2.2水体铜(Cu2+)含量和暴露时间对中华倒刺鲃幼

鱼存活率的影响

中华倒刺鲃幼鱼存活率受水体铜含量(p<0.05)
和暴露时间(p<0.05)的影响显著。除对照组外,各
处理组中华倒刺鲃幼鱼的死亡率均随暴露含量的升

高和暴露时间的延长而增加。其中,0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2和1.4mg·L-1铜暴露组,实验鱼死亡率随

暴露时间的增加而增加,之后进入一个平台稳定期;
实验鱼死亡率线性上升的起始时间随暴露含量的升

高而前置,进入平台稳定期的时间亦随暴露含量的升

高而缩短,分别为144、102、92、84、90和86h(图1)。

2.3中华倒刺鲃幼鱼的半致死含量LC50及安全含量

经逻辑斯谛模型“Y=100/(1+ae-bx)”拟合,铜
暴露96、120、144和168h,95%致 死 含 量 分 别 为

0.646、0.618、0.527和0.542mg·L-1,半致死含量LC50分别为0.500、0.401、0.356和0.352mg·L-1(图2),
铜对中华倒刺鲃幼鱼的安全质量含量为0.050mg·L-1。
2.4水体铜(Cu2+)对中华倒刺鲃幼鱼半致死时间LT50的影响

水体铜含量与幼鱼LT50负相关(p<0.05)(图3),经拟合得相关性方程为:y=180.24e-1.0783x(r2=0.9332)。
铜暴露含量在0.2mg·L-1及以下时,7d内死亡率小于10%,超过0.4mg·L-1时,LC50与对照组相比有显著

差异(p<0.05),0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4mg·L-1铜暴露组的LT50分别为(116.0±6.9)、(78.0±5.3)、
(80.7±4.2)、(56.0±4.0)、(46.7±7.6)、(46.0±6.0)h。

2.5铜在中华倒刺鲃幼鱼肝脏、鳃和肌肉的富集特征

中华倒刺鲃幼鱼肝脏、鳃和肌肉组织铜含量及其对铜的浓缩系数见表1。各处理组组织铜含量特征和生物

浓缩系数均为肝脏大于鳃和肌肉(p<0.05)。铜暴露对鳃组织铜含量影响显著(p<0.05),导致组织铜含量下

降,对肝脏和肌肉组织铜含量无显著影响。各组织生物浓缩系数均小于5000[9],说明急性铜暴露(7d)不足以产
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生较强的富集效应。

图2 不同暴露时间中华倒刺鲃幼鱼致死率与

水体铜含量的关系模型

Fig.2 Regressionanalysisofcopperconcentrationonlethelrateof

juvenileqingboSpinibarbussinensisunderdifferentexposuretime

图3 中华倒刺鲃幼鱼半致死时间与水体铜含量的关系

Fig.3 TheralationshipsbetweenLT50andcopperconcentration
ofjuvenileqingboSpinibarbussinensis

表1 中华倒刺鲃幼鱼肝脏、鳃和肌肉铜含量及生物浓缩系数

Tab.1 ThecoppercontentsandBCFinliver,gilland
muscleunderdifferentcopperconcentrationsof

juvenileqingboSpinibarbussinensis

铜含量/(mg·L-1)
组织铜含量/(mg·kg-1)

肝脏 鳃 肌肉

0 13.8±1.9 9.0±0.3 3.8±0.2

0.05 16.6±4.7 3.3±0.9* 3.8±0.9

0.1 13.4±2.1 3.1±0.4* 4.4±0.9

0.2 16.0±2.7 3.2±0.3* 2.3±0.4

铜含量/(mg·L-1)
生物浓缩系数

肝脏 鳃 肌肉

0

0.05 332.9 65.4 76.0

0.1 133.5 31.4 43.5

0.2 79.9 15.8 11.6

  注:“*”表示该数据与对照数据差异显著(p<0.05)。

3讨论

3.1水体铜(Cu2+)含量和暴露时间对中华倒刺鲃幼鱼致死率的影响

铜作为鱼类必需的微量元素,参与多种酶类的合成,在鱼体代谢和免疫防御等生命活动中起着至关重要的

作用[10]。然而,鱼类长期摄入过量的铜会导致细胞坏死和组织病变[11-12],抑制生长和繁殖[13-14],甚至引发死亡。
本研究中,水体铜含量和暴露时间的增加均会导致实验鱼死亡率上升。同时,半致死含量LC50随暴露时间的延

长而降低,结果与铜暴露对其它鲤科鱼类的急性毒性研究结果相似(表2)。
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表2 水体铜(Cu2+)暴露对不同鱼的急性毒性

Tab.2 AcutetoxicityofCu2+indifferentfishspecies

物种

暴露

时间

/h

铜离子含量/(mg·L-1)

4.0 6.4 10.2 16

半致死

含量/

(mg·L-1)

安全含量/

(mg·L-1)
参考文献

锦鲤

Cyprinus
carpio

24 0 11.1 16.7 27.8 15.4

48 5.6 27.8 50.0 61.1 10.3

72 11.1 38.9 55.6 77.8 8.58

96 16.7 44.4 66.7 88.9 7.36

0.736 贺诗水[17]

黄河鲤

C.carpio

24

48

72

96

铜离子含量/(mg·L-1)

0.5 0.76 1.15 1.73 2.62 3.97 6.00

0 0 0 13 30 43 100

0 0 7 30 50 70 100

0 0 10 40 67 87 100

0 3 17 63 77 100 100

3.39

2.55

2.11

1.67

0.167 王春秀[18]

鲤鱼

C.carpio
24

48

96

铜离子含量/(mg·L-1)

0.30 0.46 0.71 1.1 1.69 2.69 4.00

0 7 13 20 40 73 100

0 13 27 40 53 87 100

0 27 53 73 87 93 100

1.67

1.25

0.77

0.077
王利,

汪开毓[19]

金鱼

Carassius
auratus

24

48

72

96

铜离子含量/(mg·L-1)

3.50 5.30 8.02 12.14 18.37 27.80 42.08

0 7 13 27 40 60 87

0 7 20 47 80 93 100

0 13 27 40 60 80 100

7 20 40 60 73 93 100

21.92

16.15

13.74

9.44

0.094 丛宁[20]

中华倒刺鲃

S.sinensis

24

48

72

96

120

144

168

铜离子含量/(mg·L-1)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

0 0 3.03±3.03 2.78±2.78 0 14.60±3.8511.11±2.78

0 0 12.12±8.0211.61±5.82 10±5.776 42.62±10.1044.44±5.56

0 0 48.05±12.826.31±9.1581.11±6.7673.65±8.2086.11±2.78

0 11.24±1.7288.53±8.1784.80±6.0596.67±3.3394.29±2.9797.22±2.78

3.70±3.70 50.53±3.6891.56±5.2984.80±6.0596.67±3.3394.29±2.9797.22±2.78

5.79±3.22 68.65±3.2594.60±2.7684.80±6.05 100 94.29±2.9797.22±2.78

8.82±1.41 68.65±3.2596.97±3.0384.80±6.05 100 96.67±3.33 100

0.50

0.40

0.36

0.35

0.050 本研究

  注:表中“铜离子含量/(mg·L-1)”栏下各列为不同暴露时间下水体中不同铜离子含量对鱼类的致死率(单位:%)。

安全含量为水体有毒物质对水生生物作用96h时半致死含量的10%,常被用来衡量水体有毒物质对水生

生物的毒性强度。水体有毒物质对鱼类的毒性作用分为4个等级:剧毒—安全含量小于0.1mg·L-1,高毒—
安全含量为0.1~1.0mg·L-1,中毒—安全含量为1~10mg·L-1,低毒—安全含量大于10mg·L-1[8];中国

渔业水域水质标准规定水体铜含量应低于0.01mg·L-1(TJ35-79)[7]。本研究中,铜暴露对中华倒刺鲃幼鱼的

安全含量为0.050mg·L-1,说明铜对于中华倒刺鲃幼鱼为剧毒物质,结果与陈昌明等人[15]和王笛等人[16]的研

究结果相近;较其它已有研究报道的鲤科鱼类而言(表2),中华倒刺鲃幼鱼的安全质量含量偏低,说明该物种对

水体铜污染更为敏感。
多数研究表明,重金属铜中毒后鱼体死亡率与水体铜含量呈线性正相关关系[17-20]。本研究发现,中华倒刺

鲃幼鱼死亡率与暴露含量呈“S”型逻辑斯谛曲线。中华倒刺鲃幼鱼受水体铜暴露初期,死亡率增长缓慢,处于死
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亡率增加的潜伏期;随着铜对幼鱼毒害作用的加强,种群内幼鱼死亡率增长进入加速期;当幼鱼死亡个体数达到

50%(半致死)时,幼鱼死亡率增长最快并进入转折期;之后死亡率增速变缓,直至幼鱼受过量铜的毒害作用,种
群全部死亡。为获得更为详尽的数据,本研究加密了取样时间点,与大多数96h内取样获得的线性毒理效应关

系相比,逻辑斯谛回归曲线更真实地反应了水体铜胁迫对中华倒刺鲃幼鱼存活的影响。

3.2水体铜(Cu2+)在中华倒刺鲃幼鱼组织中的累积特征

铜是生物完成多种生理生化过程所必须的微量元素[21],正常情况下,鱼体铜的组织分布规律依铜含量由高

到低顺序排列为肝脏、鳃、肌肉[22-24]。本研究中,对照组和铜暴露处理组鱼体铜含量均为肝脏高于鳃和肌肉,且
铜暴露后肝脏铜含量有上升的趋势,研究结果与上述文献报道类似,该现象的产生可能主要由于肝脏易被诱导

产生结合重金属离子的金属硫蛋白(Metallothionein)[25],铜与金属硫蛋白结合后富集在肝脏组织中。有研究发

现,慢性铜暴露(56d)导致锦鲤幼鱼内脏和肌肉组织中铜含量随暴露含量的增加而增加[26];Martins等用64Cu研

究了急性铜致毒后蓝蟹(Callinectessapidus)体内铜积累与组织分布情况[21],发现鳃是铜积累的主要靶器官,是
防止铜进入血淋巴以及随后积累于内部组织的生物屏障。本研究中,急性(7d)水体铜暴露对中华倒刺鲃幼鱼鳃

组织铜含量影响显著,但未对肝脏和肌肉铜含量造成显著影响。鳃组织铜含量的降低可能是由于铜暴露引起鳃

渗透调节的障碍[27],使得本应由鳃排出体外的多余水份无法排出,滞留于鳃组织中,增加组织湿重,从而降低了

组织的铜含量。尽管已有众多文献研究报道了鱼类对水体重金属污染的富集特征,然而重金属在鱼体内的富集

途径与规律、代谢机制及其时间效应尚有待进一步研究。
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AnimalSciences

AcuteToxicEffectsofCu2+onJuvenileQingbo,Spinibarbussinensis

ZHANGYi1,2,XIAJi-gang2,CAOZhen-dong2,ZHANGAn-jie2,PANGXu2,FUShi-jian2

(1.CollegeofChemistry;2.LaboratoryofEvolutionaryPhysiologyandBehaviour,ChongqingKeyLaboratoryof
AnimalBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:TheeffectsofCu2+onacutetoxicityandtissuecopperaccumulationinjuvenileqingbo,Spinibarbussinensis,weremeas-
ured.Theresultsshowedthatthefishlethalraterosewiththeincreasedofcopperconcentrationandexposuretime(p<0.05).The
relationshipbetweenlethalrateandexposuretimeshowed“S”-typelogicregressioncurve.Afterexposedover96,120,144and
168h,thecopperconcentrationlethalfor50% (LC50)ofthefishwere0.500,0.401,0.356and0.352mg·L-1,respectively.
ThesafeconcentrationofCu2+ was0.050mg·L-1.Exposedthefishto0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4mg·L-1,theexposure
timelethalfor50% (LT50)ofthefishwere116.0,78.0,80.7,56.0,46.7and46.0h,respectively.Accumulationofcopperin
tissueswashighestinliver,followedbygill,andthelowestinmuscle.Thevaluesofthebio-enrichmentcoefficientsuggestedthat
acutecopperexposurewasnotsufficienttogeneratestrongenrichmenteffectonfish.Takentogether,allofresultsindicatedthat
copperconcentrationinwatercouldimpactonthesurvivalratesignificantlywhilenotonthecopperaccumulationintissuesofjuven-
ileqingbo,Spinibarbussinensis.
Keywords:copper;acutetoxicity;bioaccumulation;Spinibarbussinensis
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