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水体锰暴露对草鱼碱性磷酸酶、酸性磷酸酶及代谢率的影响
*

唐婉琴,张江惠,袁伦强

(西南大学 淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室,重庆400715)

摘要:【目的】研究水体锰暴露对草鱼(Ctenopharyngodonidellus)碱性磷酸酶(AKP)和酸性磷酸酶(ACP)活力及静止代

谢率的影响。【方法】设置水体中二价锰离子质量浓度分别为30,60,120和240mg·L-1的4个锰暴露处理组和1个水体

中二价锰离子质量浓度为0mg·L-1的对照组,处理28d后测定各处理组实验鱼静止代谢率及肝脏、肾、肠、鳃、脑等器

官组织的AKP和ACP活力。【结果】1)60,120mg·L-1锰暴露处理组肝脏AKP活力均比对照组的更低,60mg·L-1

锰暴露处理组肾AKP活力比对照组的更高,各锰暴露处理组肠AKP活力均比对照组的更低;上述比较结果均具有统计

学意义(p<0.05)。2)30mg·L-1锰暴露处理组肝脏ACP活力比对照组的更高,各锰暴露处理组肠ACP活力均比对照

组的更低,120mg·L-1锰暴露处理组鳃ACP活力比对照组的更低;上述比较结果均具有统计学意义(p<0.05)。3)60
mg·L-1锰暴露处理组的静止代谢率高于对照组及120,240mg·L-1的锰暴露处理组的静止代谢率,上述比较结果均具

有统计学意义(p<0.05)。【结论】草鱼肝、肾和肠的AKP和ACP活力对水体锰暴露相对较敏感。在一定质量浓度范围

的水体锰暴露下,草鱼静止代谢率出现相应的升高以满足机体解毒时额外的能量需求;而高质量浓度的锰暴露则可对鱼

体造成损伤并引起静止代谢率下降。
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鱼类的生殖发育、神经调节、骨的形成、血液的生成等生理过程都需要微量的锰元素[1]。当锰的摄入量过少

时,鱼类会出现多种锰缺乏症状,如生长受阻、发育迟缓、骨和软骨的形成不正常、心脏内的铜锌超氧化物歧化酶

和锰超氧化物歧化酶活力明显降低等[2]。但当生物体内锰过量时,会出现中毒现象。例如有研究表明,当人体

摄入过量锰时,会出现如神经衰弱及神经功能紊乱一类的症状[3]。
草鱼(Ctenopharyngodonidellus)是中国四大家鱼之一。有资料表明,许多鱼类生存的水体或多或少地受

到重金属污染[4]。不同的水生动物对水环境中的重金属有不同程度的富集作用[5-6]。大部分重金属会对鱼类的

呼吸、免疫、代谢等各种生理活动造成危害[7],但目前过量锰对鱼类的毒性影响研究相对少见。为此,本研究探

讨了水体中不同质量浓度的二价锰离子暴露对草鱼几种器官组织的碱性磷酸酶(AKP)、酸性磷酸酶(ACP)活力

以及鱼体静止代谢率的影响,从而为过量锰对草鱼的生态毒理学影响研究提供基础资料。

1材料与方法

1.1实验材料

实验鱼购自重庆市歇马镇水产养殖中心。将实验鱼在室内用曝气自来水驯化饲养7d。水温为(27.5±
0.5)℃,溶氧质量浓度大于6mg·L-1,光照条件为12h光照∶12h黑暗,每日换掉1/2体积的水并投喂1次

饲料(粗蛋白、粗脂肪及碳水化合物的质量分数分别为33.0%,3.0%和10.0%)。

1.2实验处理方法

经预实验测得氯化锰对草鱼的96h半致死质量浓度为541.07mg·L-1,安全质量浓度为54.11mg·L-1,
故按照等比法设置水体中二价锰离子质量浓度分别为30,60,120和240mg·L-1的4个锰暴露处理组和1个水
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体中二价锰离子质量浓度为0mg·L-1的对照组。每个处理组8尾鱼,暴露处理28d。处理前的实验鱼体质量

为(17.54±0.50)g,体长为(10.61±0.29)cm。处理期间,实验鱼的投喂以及水温、溶氧、光照、水源等条件与驯

化期相同。

1.3样品采集及测定方法

在处理结束并进行取样的前一日对实验鱼停止饲料投喂,从各个处理组中分别随机选取4尾实验鱼(其中

240mg·L-1锰暴露处理组的实验鱼在实验结束时死亡率接近70%,样本量不足以用于测定AKP和ACP活

力),洗净擦干表面水分后,4℃条件下于解剖盘迅速取出肝、肾、肠、鳃、脑等器官组织,用溶质质量分数为0.7%
的生理溶液洗净再用吸水纸吸干,装入离心管内,液氮处理后置于-20℃冰箱保存。在进行酶活力测定前,将上

述器官组织用按质量体积比1∶9加入4℃溶质质量分数为0.7%的生理溶液,4℃下匀浆,随后以1000r·min-1

离心10min,取上清液存于4℃条件下准备进行后续测定。使用购自南京建成生物工程研究所的AKP,ACP检

测盒并按附带操作说明对AKP和ACP活力进行检测;样品组织蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝法[8]。

采用实验室自制的鱼类流水式呼吸仪对实验鱼的静止代谢率进行测定。以曝气2d后的自来水作为实验用

水,水温控制在(27.5±0.5)℃。每个处理组中均取4尾鱼,将鱼装入代谢检测室中24h后,每间隔2h测1次

代谢率,一共测5次,取平均值。静止代谢率[9]的计算公式为:

R=ΔCo2×vm
其中:R 为静止代谢率(单位:mg·kg-1·h-1);ΔCo2 为空白检测室与实验鱼检测室的溶氧质量浓度差(单位:

mg·L-1);v为水流速度(单位:L·h-1);m 为鱼的体质量(单位:kg)。

1.4数据处理

使用Excel2003软件对实验数据进行初步整理,各指标结果以“平均值±标准误”表示。采用SPSS17.0软

件中的单因素方差分析及LSD多重比较对数据进行统计分析;当p<0.05时,统计结果具有统计学意义。

2结果与分析

2.1对肝脏、肾、肠、鳃、脑等器官组织AKP和ACP活力的影响

经过28d处理后,各处理组实验鱼肝脏、肾、肠、鳃、脑等器官组织的AKP活力如表1所示。60,120mg·L-1

锰暴露处理组肝脏的AKP活力均比对照组的更低,60mg·L-1锰暴露处理组肾的AKP活力比对照组以及30,

120mg·L-1锰暴露处理组的更高;上述比较结果均具有统计学意义(p<0.05)。30,60,120mg·L-1锰暴露处

理组肠AKP活力比对照组肠AKP活力更低,且比较结果均具有统计学意义(p<0.05)。不同质量浓度的锰暴

露处理组鳃和脑的AKP活力与对照组AKP活力相比,有关差异均不具有统计学意义。

表1还显示了经过28d处理后,各处理组实验鱼肝脏、肾、肠、鳃、脑等器官组织的ACP活力。30mg·L-1

锰暴露处理组肝脏和肾的ACP活力较对照组及60,120mg·L-1锰暴露处理组ACP活力更高,有关差异具有

统计学意义(p<0.05)。60,120mg·L-1锰暴露处理组肠ACP活力不具有统计学意义上的差异,但均比对照组和

30mg·L-1锰暴露处理组的肠ACP活力更低,与后两者的差异均具有统计学意义(p<0.05)。120mg·L-1锰
暴露处理组鳃ACP活力比对照组以及30,60mg·L-1锰暴露处理组ACP活力更低,与后三者的差异均具有统

计学意义(p<0.05)。各个处理组脑ACP活力之间的差异均不具有统计学意义。

2.2对静止代谢率的影响

图1显示,随着水体中二价锰离子质量浓度的升高,实验鱼的静止代谢率呈先升高再降低的趋势。30,

60mg·L-1锰暴露处理组的静止代谢率分别为(116.92±7.35),(126.52±6.29)mg·kg-1·h-1,无统计学意

义上的差异;但60mg·L-1锰暴露处理组的静止代谢率比对照组以及120,240mg·L-1锰暴露处理组的静止

代谢率更高,与后三者的差异均具有统计学意义(p<0.05)。120,240mg·L-1锰暴露处理组的静止代谢率分别

为(92.64±6.39),(76.13±7.90)mg·kg-1·h-1,无统计学意义上的差异;但240mg·L-1锰暴露处理组的静

止代谢率比对照组的更低,差异具有统计学意义(p<0.05)。
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表1 不同锰离子质量浓度暴露下草鱼几种器官组织的AKP和ACP活力

Tab.1 ActivitiesofAKPandACPinseveraltissuesofC.idellusexposedtodifferentmassconcentrationsofmanganeseions

器官

组织
酶 统计量

酶活力/(U·mg-1)

对照
30mg·L-1

锰暴露处理

60mg·L-1

锰暴露处理

120mg·L-1

锰暴露处理

肝脏

肾

肠

鳃

脑

AKP F=5.870,p=0.006 5.67±0.50a 4.91±0.57ab 3.80±0.40bc 3.15±0.43c

ACP F=15.278,p<0.001 116.92±12.94a 175.41±12.32b 103.10±6.08a 96.42±6.07a

AKP F=5.502,p=0.007 166.12±17.27a 209.15±26.67a 293.95±31.98b 215.19±7.83a 

ACP F=3.005,p=0.061 367.51±28.45a 586.51±12.56b 354.51±29.08a 331.74±31.50a

AKP F=81.160,p<0.001 310.93±23.35a 226.20±11.71b 156.46±24.28c 132.17±11.37c

ACP F=15.562,p=0.001 476.84±36.98a 373.26±33.25b 274.11±14.32c 221.18±26.10c

AKP F=1.381,p=0.279 72.67±6.06a 64.54±7.51a 74.50±3.69a 80.81±5.31a

ACP F=3.415,p=0.040 462.17±7.23a 464.12±14.37a 460.34±24.70a 319.08±30.99b

AKP F=0.989,p=0.422 90.22±11.20a 101.71±8.69a 113.63±13.99a 95.53±4.29a

ACP F=0.232,p=0.873 184.79±13.10a 157.77±20.82a 181.93±33.46a 177.91±12.95a

  注:上标字母不同表示不同处理组的某一组织内同一种酶活力之间差异具有统计学意义(p<0.05)。

3讨论

AKP对鱼类的消化和吸收及生长具有重要的调控作用,是生长发育的重要酶类之一[10];此外,动物体内转

  注:不同字母表示组间数据差异具有统计学意义(p<

0.05)。

图1 水体锰暴露对草鱼静止代谢率的影响

Fig.1 Effectsofthewater-bornemanganese
exposureonrestingmetabolicrateofC.idellus

运营养物质和解毒的过程都需要依赖AKP[11]。研究表明,
在低剂量的六价铬暴露下,鱼体为维持钙磷平衡将会产生更

多的AKP[12]。ACP则在动物的消化和代谢过程起重要作

用[13]。当动物体内缺少锰元素时,醛缩酶、磷酸化酶等酶的

活力会降低。研究表明,当饲料中锰含量不足时,虹鳟(On-
corhynchusmykiss)和鲤(Cyprinuscarpio)会出现生长缓

慢、尾部骨骼畸形、身体短小等症状[14]。还有资料显示,不
含锰的草鱼血浆 AKP活力比含锰草鱼血浆 AKP活力更

高[15],提示锰对鱼体内的AKP活力可能具有抑制作用。这

与一些研究提出的观点即锰缺乏时最明显的特点是骨骼的

生长会出现异常[16]相互佐证。
本研究中,草鱼肝脏的AKP活力随水体中二价锰离子

质量浓度的升高呈下降趋势,且60,120mg·L-1锰暴露处

理组这一指标与对照组的相比出现了统计学意义上的差异

(p<0.05)。这与孔祥会等人[17]研究汞暴露对草鱼组织中AKP活力的影响所得结果近似,均提示了当鱼类受

到重金属的影响时肝脏AKP活力可能会出现下降。同时本研究结果也说明,在面对高质量浓度的二价锰离子

胁迫时,草鱼肝脏本身的解毒能力有限,从而导致肝脏AKP活力被抑制。此外,当水体中二价锰离子质量浓度

升高时,草鱼肝脏ACP活力呈现先升高再下降的变化趋势,提示草鱼肝脏ACP活力会受到一定低质量浓度二

价锰离子的诱导作用而上升。
本研究结果表明,随水中二价锰离子质量浓度上升,实验鱼的肾AKP,ACP活力均呈现先升高再下降的变

化趋势。这是动物对毒物反应特征的一种重要形式———抛物线形式。抛物线的顶点表示这种生物对该污染物

毒性反应的最大值[18]。二价锰离子质量浓度在一定范围内升高,肾内的金属硫蛋白可能会增加[19],这使草鱼肾

的排泄及免疫作用不断增强,代谢活跃,肾AKP,ACP的活力增加。此外,本研究发现实验鱼的肾AKP活力普

遍高于肝脏等其他器官组织;结合Cvancara等人[20]研究得到的8种硬骨鱼类的各器官组织AKP活力变化结果

来看,本研究结果也提示鱼类肾AKP活力可能普遍高于鱼类其他器官组织中的AKP活力。
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鱼类的肠道在对摄入食物中的营养物质进行消化吸收时,不易降解的重金属等污染物也随之被肠道吸收并

且积累其中,所以鱼类的肠道也是积累重金属的一个重要部位[21]。鱼类的肠道AKP,ACP分布较多[22]。本研

究结果显示:随着二价锰离子质量浓度的升高,实验鱼肠AKP,ACP活力均逐渐降低;并且4个不同质量浓度的

锰暴露处理组的这两项指标均比对照组的更低,且与后者差异具有统计学意义(p<0.05)。这一结果与贾秀英

等人[23]研究镉对鲤的肠磷酸酶活力的影响和詹付凤等人[18]研究镉对鲫(Carassiusauratus)的肠磷酸酶活力的

影响的结果相同。
多种重金属会通过鱼类的鳃呼吸活动进入鱼体内[24]。本研究中,实验鱼的鳃AKP活力随二价锰离子质量

浓度上升没有出现统计学意义上的变化;实验鱼的鳃ACP活力在较低质量浓度二价锰离子暴露处理时也没有

明显变化,仅在二价锰离子质量浓度较高时(120mg·L-1)才出现具有统计学意义的下降(p<0.05),这与高举

等人[13]研究的铅对鲫的鳃AKP,ACP活力的影响结果较为一致,可以说明草鱼鳃AKP,ACP活力对锰的影响

不敏感,或与草鱼鳃的特殊结构和生理机能相关。
在不同二价锰离子质量浓度暴露下,实验鱼的脑AKP,ACP活力均没有出现统计学意义上的变化。这提示

脑组织中的这两种酶对水体锰暴露不敏感,其中原因可能是因为脑组织具有更强的屏障作用,对二价锰离子的

蓄积能力比较低,所以没有引起脑AKP,ACP活力发生明显变化。
静止代谢率是指鱼类在静止并且处于饥饿状态时的代谢率,有研究用静止代谢率的变化来判断污染物对鱼

的影响程度[25]。当鱼类暴露在重金属水环境中,需要损伤修复以及毒物净化,这些过程都需要额外的能量消耗,
所以鱼体的代谢水平会有所提高以适应这些生理需求[26]。有研究表明,鲤幼鱼受镉的胁迫14d后,静止代谢率

明显升高[27]。呆头鲦(Pimephalespromelas)在遭受铅暴露时,静止代谢率有所升高[25]。随着镉质量浓度的升

高,草鱼和金体美鯾(Notemigonuscrysoleucas)的静止代谢率也逐渐升高[28-29]。本研究中,随着二价锰离子质

量浓度的升高,实验鱼的静止代谢率也逐渐升高。但随着二价锰离子质量浓度的进一步升高(大于60mg·

L-1),高质量浓度的二价锰离子可能对鱼体造成了损伤,使鱼体相关功能受损,从而不能再对锰胁迫做出更大的

生理调节反应———此时实验鱼的静止代谢率反而出现下降趋势。有研究表明,随着水体中镉和铜质量浓度的上

升呆头鲦的静止代谢率出现下降趋势[25]。此外,暴露在铅中的中华倒刺鲃(Spinibarbussinensis)和胭脂鱼

(Myxocyprinusasiaticus)随着铅质量浓度的升高,静止代谢率也出现下降趋势[30-31]。
综上所述,二价锰离子对草鱼不同器官组织的AKP,ACP活力有不同的影响。其中,草鱼肾、肠和肝脏对二

价锰离子相对较为敏感,这可能是因为草鱼的不同器官组织由于具有不同的生理功能,也有可能是不同的器官

组织对二价锰离子的富集程度有差异,因而对二价锰离子的敏感度会有所不同。此外,在一定质量浓度范围的

水体锰暴露下,草鱼静止代谢率出现相应的升高以满足机体解毒时额外的能量需求;而高质量浓度的锰暴露则

可对鱼体造成损伤并引起静止代谢率下降。
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AnimalSciences

EffectsoftheWater-BorneManganeseonAlkalinePhosphatase,
AcidPhosphataseandRestingMetabolicRateofCtenopharyngodonidellus

TANGWanqin,ZHANGJianghui,YUANLunqiang
(KeyLaboratoryofFreshwaterFishReproductionandDevelopmentofMinistryofEducation,

SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:[Purposes]Tostudytheeffectsofthewater-bornemanganeseexposureonalkalinephosphatase(AKP),acidphosphatase
(ACP)activityandrestingmetabolicrateinCtenopharyngodonidellus.[Methods]Ctenopharyngodonidelluswereexposedtowa-
terbodieswithdifferentconcentrationofmanganese(0,30,60,120,240mg·L-1)for28days,therestingmetabolicrateand
AKP,ACPactivityintheliver,kidney,intestine,gill,braintissueofexperimentalfishineachexposuregroupwasmeasured.
[Findings]1)TheAKPactivityintheliverof60,120mg·L-1manganeseexposuregroupwaslowerthanthatofthecontrolgroup.
TheAKPactivityinthekidneyof60mg·L-1manganeseexposuregroupwashigherthanthatofthecontrolgroup.TheAKPac-
tivityintheintestineofeachmanganeseexposuregroupwaslowerthanthatofthecontrolgroup;theabovedifferenceswerestatisti-
callysignificant(p<0.05).2)TheACPactivityintheliverof30mg·L-1manganeseexposuregroupwashigherthanthatofthe
controlgroup.TheACPactivityintheintestineofeachexposuregroupwaslowerthanthatofthecontrolgroup.TheACPactivity
inthegillof120mg·L-1manganeseexposuregroupwaslowerthanthatofthecontrolgroup;theabovedifferenceswerestatisti-
callysignificant(p<0.05).3)Therestingmetabolicrateof60mg·L-1manganeseexposuregroupwashigherthanthatofthe
controlgroupand120,240mg·L-1 manganeseexposuregroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(p<0.05).
[Conclusions]TheAKPandACPactivityintheliver,kidneyandintestineofC.idelluswererelativelysensitivetomanganeseexpo-
sure.Inacertainrangeofconcentrationofwaterbodymanganeseexposure,therestingmetabolicrateofC.idellusincreasedac-
cordinglytomeettheadditionalenergyrequirementsfordetoxificationofthebody,buthigh-qualityconcentrationsofmanganeseex-
posurecancausedamagetothefishandcauseadeclineinrestingmetabolicrate.
Keywords:manganese;Ctenopharyngodonidellus;alkalinephosphatase;acidphosphatase;restingmetabolicrate
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