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水体中铬暴露对斑点叉尾鮰血液生理生化指标的影响
*
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摘要:【目的】研究铬对斑点叉尾鮰(Ictaluruspunctatus)幼鱼血液生理生化的影响。【方法】将100尾实验鱼随机分为处理组

和对照组。以曝气自来水为水体,在水温为(27.5±0.5)℃的条件下,通过检测斑点叉尾鮰在含有不同质量浓度六价铬

(0,9.196,19.196,29.196,39.196mg·L-1)的水体中暴露28d后红细胞数量、血红蛋白含量、血浆总蛋白含量以及血浆碱

性磷酸酶活性的变化,研究铬对斑点叉尾鮰血液成分的致毒效应。【结果】斑点叉尾鮰血液中红细胞数目、血红蛋白含量和

血浆总蛋白含量在各实验处理组之间均没有统计学意义上的差异;碱性磷酸酶活性随六价铬质量浓度的增加呈现先增加后

降低的趋势,质量浓度为9.196mg·L-1的六价铬处理组中碱性磷酸酶活性最高,与对照组和其他质量浓度的六价铬处理

组的酶活性相比差异具有统计学意义(p<0.05),而质量浓度为19.196mg·L-1的六价铬处理组中碱性磷酸酶活性最低,

与对照组和质量浓度为9.196mg·L-1的六价铬处理组的酶活性相比差异具有统计学意义(p<0.05)。【结论】斑点叉尾鮰

对一定质量浓度范围的铬污染具有一定的适应性和补偿能力,它的血液生理生化指标对铬污染的敏感性不同,其中碱性磷

酸酶对铬污染相对更敏感。
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斑点叉尾鮰(Ictaluruspunctatus)又称钳鱼,原产美洲,杂食性,具有适应能力强、生长迅速、抗性强、肉细味美、
营养丰富、经济价值高等特点。中国学者结合国内的水质和气候特点对该物种进行了驯化和养殖,是中国重要淡水

养殖种类之一[1]。随着斑点叉尾鮰在中国养殖规模的逐渐增大,在相关养殖技术、常见多发病的预防控制与治疗等

方面已有大量的研究[2]。血液是动物体内流动性最强的组成成分,在机体内环境稳态的维持中具有重要作用。动

物的生理状况可以通过血液的多项指标反映出来。已有研究表明,鱼类的红细胞数、血红蛋白含量、血糖含量、血浆

蛋白含量等存在种间差异[3-5];当鱼体受到外界不利环境影响时,会发生一系列生理生化反应,这也会在血液指标中

反映出来[6]。随着工业化、城镇化的加速发展,大量重金属随着各类废水流入江河湖泊,使水环境受到严重污染,对
水生生物的生存造成极大威胁[7]。鉴于目前关于重金属铬对斑点叉尾鮰血液生理生化指标的影响尚未见报道,笔
者为此开展了相关研究,以便为进一步探讨重金属铬对该物种血液的影响提供参考资料。

1材料与方法

1.1实验材料

实验用斑点叉尾鮰购自广东省淡水鱼养殖场。选择健康活泼、雌雄兼有、体质量为25.0~30.0g的斑点叉

尾鮰100尾,放入实验室水族箱内进行驯化饲养。

1.2实验方法

1.2.1实验条件 实验鱼驯化时采用曝气自来水,每日16:00换1/2体积水。水温(27.5±0.5)℃,溶氧量大于

6mg·L-1,光照周期为14h光照∶10h黑暗,瞬时开断开关。驯化期间每日投喂两次白鲢(Hypophthalmichthys
molitrix)肌肉小块,达饱足。实验用重铬酸钾(K2Cr2O7)为分析纯,实验前先配成六价铬质量浓度为200mg·L-1

的母液,在进行预实验和正式实验时把母液稀释到相应的质量浓度。实验在容积为60L的水族箱中进行,每组实
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际用水50L,水质、温度、溶氧、光照等条件与驯化期相同。每日投喂1次,喂食1h后吸出残饵及粪便。
1.2.2实验处理及样品采集 根据预实验测得六价铬对斑点叉尾鮰幼鱼96h半致死质量浓度为91.96mg·L-1,安
全质量浓度为9.196mg·L-1,按照等差法设计4个水体中六价铬质量浓度分别为9.196,19.196,29.196,
39.196mg·L-1的暴露组和1个水体中不含六价铬的对照组。选择100尾驯化后体质量为(26±1)g的斑点叉尾

鮰,随机分至上述5组中,每组2个重复作为平行,每个重复10尾鱼,铬暴露时间为28d。在取样前采用含

0.04g·L-1氟化钠和0.12g·L-1草酸钾的混合液作为抗凝剂,在取样用注射器和离心管中各加入0.1mL,使之

分散于内壁,70℃烘干备用。在暴露后的第28d从5组水箱中分别随机取6尾鱼,经 MS-222麻醉,用去离子水将

斑点叉尾鮰体表冲洗干净,使用1mL注射器于尾部静脉采血,血液置于1.5mL抗凝的离心管中,整个采血过程控

制在1min以内。将血液分为两部分,一部分用于测量红细胞数量和血红蛋白含量,另一部分快速放入TGL-16M
高速冷冻离心机,以6000r·min-1离心10min,用移液枪将上清液转入离心管中,于-80℃低温保存。
1.3生理生化指标的测量

红细胞的计数采用细胞板计数法。将取好的血液20μL加入预先盛有4mL稀释液的试管中,反复吸洗,将
吸管中的血液全部洗净,充分混匀,使之稀释200倍。血液稀释液滴入纽鲍尔(Neubauer)计数板的计数室,静置

2~3min后在显微镜下计数。血红蛋白含量采用碱化比色法测定:用血红蛋白吸管吸取血液20μL,放入预先盛

有4mL浓度为0.1mol·L-1NaOH的离心管中,吸洗数次,将吸管内的血液全部洗净,充分混合,静置15min;
然后通过光电比色,根据颜色的深浅与吸光度成正比的关系,把待测样品的吸光度与标准溶液相比,即可求出血

红蛋白含量。血浆总蛋白含量的测定和碱性磷酸酶活性的测定采用试剂盒(均购自南京建成生物工程研究所)
所提供的方法和步骤,在27.5℃条件下测定。
1.4数据处理方法

采用Excel2007和SPSS17.0软件进行数据整理及分析,统计结果以“平均值±标准误”表示。采用单因素

方差分析及最小显著差数法比较各组间的差异,当p<0.05时,统计结果具有统计学意义。

2结果

2.1对红细胞数量、血红蛋白含量和血浆总蛋白含量的影响

从表1可以看出,实验鱼血液中红细胞数目、血红蛋白含量和血浆总蛋白含量在对照组和实验处理组之间

均不具有统计学意义上的差异。

表1 斑点叉尾鮰在不同铬质量浓度水体中的红细胞数量、血红蛋白含量和血浆总蛋白含量

Tab.1Numberofredbloodcells,hemoglobincontent,andplasmatotalproteincontentof
I.punctatusexposedtodifferentwaterchromiumconcentrations

指标
样本

量/尾
方差分析结果

六价铬质量浓度/(mg·L-1)

0 9.196 19.196 29.196 39.196

红细胞数目/(1012个·L-1) 5 F=1.045,p=0.409 3.03±0.20 2.60±0.13 2.35±0.12 2.91±0.41 2.60±0.27

血红蛋白含量/(g·L-1) 5 F=0.135,p=0.96878.27±14.7071.03±3.09 72.41±6.12 69.02±14.2375.52±8.88

血浆总蛋白含量/(g·L-1) 5 F=1.785,p=0.17036.55±1.35 31.92±1.49 36.17±1.99 36.67±2.51 31.85±1.87

  注:不同字母表示数据差异具有统计学意义(p<0.05)。

图1 铬对斑点叉尾鮰血液中碱性磷酸酶活性的影响

Fig.1Effectofchromiumonalkalinephosphataseactivityin
bloodofI.punctatus

2.2对血液碱性磷酸酶活性的影响

从图1可知,随着六价铬质量浓度的增加,碱性磷酸酶

活性先升高后降低。在六价铬质量浓度为9.196mg·L-1

的处理组中碱性磷酸酶活性最高,为(20.27±1.17)金氏

单位,与对照组和其他处理组的酶活性相比差异具有统计

学意义(p<0.05)。在六价铬质量浓度为19.196mg·L-1

的处理组中碱性磷酸酶活性最低,为(4.48±0.77)金氏

单位,与对照组和六价铬质量浓度为9.196mg·L-1的处

理组酶活性相比差异均具有统计学意义(p<0.05)。在

六价铬质量浓度为29.196mg·L-1的处理组中碱性磷酸

酶活性为(4.82±0.32)金氏单位,与对照组和六价铬质
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量浓度为9.196mg·L-1的处理组酶活性相比差异均具有统计学意义(p<0.05),与其他处理组的酶活性相比

差异均无统计学意义。六价铬质量浓度为39.196mg·L-1的处理组碱性磷酸酶活性为(5.47±0.47)金氏单

位,与对照组和六价铬质量浓度为9.196mg·L-1的处理组酶活性相比差异具有统计学意义(p<0.05),与其他

处理组的酶活性相比差异均无统计学意义。

3讨论与结论

近些年来,有关动物血液生理生化指标的研究逐渐增多。鱼类血液生理生化指标的变动范围相对较大,其
中主要原因是有关生理生化指标受环境因子的影响较大,且个体差异明显;而这些问题在稳定的池养条件下基

本可以得到解决。许多研究表明鱼类血液状况与生理或环境因子有关[8-11]。由于红细胞和血红蛋白可以在很大

程度上决定氧的运输能力,因而红细胞数量和形态的变化影响了机体的代谢[12-14]。张华[15]认为杂交鲟(欧洲鳇

Husohuso ×小体鲟Acipenserruthenus )暴露于不同剂量铬离子的水体中,血液中的红细胞数目和血红蛋

白含量在24,48h时随着铬剂量的增加而显著增多,但随着时间的延长(72h)则有下降的趋势。本研究中斑点

叉尾鮰在不同质量浓度的六价铬暴露28d后,血液中的红细胞数目、血红蛋白含量和对照组相比均无统计学意

义上的差异。随着六价铬质量浓度的加大和时间的逐渐延长以及六价铬对斑点叉尾鮰毒性的增加,斑点叉尾鮰

对六价铬产生了一定的适应性;加上鱼类器官具有较强的补偿能力,因而在血液的运氧能力受到较大影响时,可
以通过产生更多的红细胞来满足自身的生理需要,短时间内可能有一定程度的波动,但是在比较长的时间后处

于相对稳定的状态。血液的运氧能力与红细胞数量及血红蛋白的含量密切相关,因而血红蛋白含量和红细胞数

量的变化趋势较为一致[16]。血浆总蛋白是反映肝脏功能的重要指标,肝脏功能出现障碍时,往往会引起血浆总

蛋白的变化,当肝脏损害达到一定程度时就会引起血浆总蛋白的波动[17]。章龙珍等人[18]发现水体中不同剂量

铜暴露对中华鲟(Acipensersinensis)幼鱼血浆总蛋白含量没有统计学意义上的影响,本研究结果与之相一致。
碱性磷酸酶是生物体磷代谢的关键酶之一,该酶结构的维持和活性的充分发挥需要Mg2+和Zn2+[19],研究表明

碱性磷酸酶对于调节体内钙、磷代谢,维持钙磷平衡和骨骼的钙化等有着重要的作用[20-21]。此外,碱性磷酸酶也可

用来指示肝功能和骨损伤[22-23]。已有研究表明,鱼类处于不利环境条件下如金属污染时,碱性磷酸酶活性会受到影

响[24]。沈竑等人[25]研究发现,当水中Cu2+浓度为0.78~3.91mmol·L-1时,鲫(Carassiusauratus)血清中碱性磷

酸酶活性升高,这与本研究发现的斑点叉尾鮰幼鱼在水中六价铬质量浓度为0~9.196mg·L-1时血液中的碱性磷

酸酶活性升高相似。也有研究发现不同剂量汞离子处理下的草鱼(Ctenopharyngodonidella)血清中碱性磷酸

酶活性存在较大差异:低质量浓度汞离子处理组(分别含0.05,0.10,0.15mg·L-1汞离子)的血清碱性磷酸酶

活性与对照组相比无统计学意义上的差异,高质量浓度汞离子处理组(分别含0.20,0.25mg·L-1汞离子)的血

清碱性磷酸酶活性与对照组相比则有统计学意义上的降低(p<0.05)[26]。本研究中斑点叉尾鮰幼鱼在六价铬

质量浓度为9.196~39.196mg·L-1时血液中的碱性磷酸酶活性出现降低,这与王丽[27]对鲤(Cyprinus
carpio)的研究结果相一致:在Cu2+的作用下,鲤血液中碱性磷酸酶活性呈下降趋势。何海琪和孙凤[28]提纯了

中国对虾(Penaeuschinensis)体内的碱性磷酸酶并对该酶特性进行了研究,证实Co2+、Cu2+、Fe2+等离子均是碱

性磷酸酶的抑制剂。本研究中所用的六价铬具有强氧化性,在还原酶的作用下可能还原成Cr2+,并和碱性磷酸

酶结构中心的Zn2+和 Mg2+具有竞争作用;颜思旭[29]对文昌鱼(Branchiostomabelcheri)碱性磷酸酶功能基团进

行了研究,结果表明该酶经光氧化后活力迅速丧失,失活过程按一级反应进行。陈清西[30]对文昌鱼碱性磷酸酶

的化学修饰研究结果表明,二硫键、赖氨酸残基和色氨酸残基与酶活性有关。六价铬的强氧化性可能破坏碱性

磷酸酶的二硫键进而影响该酶的一级结构,对于生物体内的总还原系统有一定的损伤。在低剂量的六价铬暴露

下,鱼体为了维持钙磷平衡可能会产生更多的碱性磷酸酶;而在高剂量六价铬暴露下,由于六价铬的持续毒害作

用,导致碱性磷酸酶活性迅速降低。
通过以上讨论,本研究得出以下结论:斑点叉尾鮰对一定剂量范围的铬污染具有一定的适应性和补偿能力,

它的各项血液生理生化指标对铬污染的敏感性不同,其中碱性磷酸酶对铬的影响相对更敏感。铬暴露可能会对

斑点叉尾鮰的肝脏造成一定程度的损伤,从而影响到碱性磷酸酶的活性。
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AnimalSciences

EffectsofExposuretoChromiuminWateronPhysiologicaland
BiochemicalIndicesinBloodofIctaluruspunctatus

CHENGWeidong,TANGWanqin,ZHANGJianghui,YUANLunqiang
(KeyLaboratoryofFreshwaterFishReproductionandDevelopmentofMinistryofEducation,

SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:[Purposes]ItaimstostudytheeffectsofchromiumonbloodphysiologyandbiochemistryofjuvenileIctaluruspunctatus.
[Methods]50fishwererandomlydividedintoeithertreatmentgrouporcontrolgroup.Underwatertemperature(27.5±0.5)℃
conditions,detectionsweremadeonthenumberofredbloodcells(RBC),hemoglobin(Hb)content,plasmatotalprotein(TP)

contentandthechangeofserumalkalinephosphatase(AKP)activityinbloodofjuvenileI.punctatusafterexposedtothewater
bodyaddedwithdifferentconcentrationchromium(0,9.169,19.169,20.169,30.169mg·L-1)for28days,aimedtounderstand
thetoxiceffectofchromiumontheblood’scomponentsoftheI.punctatus.[Findings]Thenumberofredbloodcells,hemoglobin
content,andplasmatotalproteincontentwerenosignificantlydifferentamongtheexperimentgroups.Withincreasingchromium
ionconcentrationalkalinephosphataseactivityincreasesfirstandthendecreased.At9.169mg·L-1treatmentgroupAKPgained
thehighestactivityandwassignificantlyhigherthanotherconcentrationgroups(p<0.05),whereasat19.169mg·L-1treatment
groupAKPactivitywaslowestandsignificantlylowerthanthecontrolgroupand9.169mg·L-1treatmentgroup(p<0.05).
[Conclusions]I.punctatushascertainflexibilityandabilitytocompensatetheirdifferentphysiologicalandbiochemicalindicators
whichhaddifferentsensitivitytochromiumpollutionatarangeofconcentrationsofchromiumpollution,thealkalinephosphatase
wasrelativelymoresensitivetotheeffectsofchromium.
Keywords:Ictaluruspunctatus;chromium;redbloodcell;hemoglobin;totalplasmaprotein;alkalinephosphatase
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