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摘 要 在室内模拟条件下，研 究了不 同暴露浓度和不同作用时间下胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝 

脏超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性 的影响 ，以探讨其用于石油污染的生物标志物的 

可行性。结果表 明，从 时间一效应关系分析 ，半滑舌鳎幼鱼肝脏 soD和 cAT活性随时间总体呈现升 

高 降低一升高的趋势，并且随着暴露浓度的增加，出现 高值 的时间提前。从剂量一效应关系分析 ，半滑 

舌鳎 幼鱼肝 脏 SoD和 CAT 活性 总体 呈现 低 浓度诱 导 ，高浓 度抑 制 的过 程 。污 染物对 生物 体 的毒 性 

效应存在一定的阂值，在这个阂值内机体未发生中毒反应，污染胁迫解除后也能较快地恢复到正常水 

平。在本实验中，石油污染对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性影响的阈值在 0．2～0．4 mg／L之间，而对 

sOD活性影响的闽值在 1．6～3．2 mg／L之间。在此阈值 以上 ，表 明石油污染导致机体产生活性氧的 

速度超过机体抗氧化防御 系统的清除能力，损伤作用占主导地位 ，使机体发生毒性效应。半滑舌鳎幼 

鱼肝 脏 CAT 活性 对 石 油 污 染 的响 应相 对 于 SOD 更加 敏 感 ，所 以 更 能反 映 出环境 中氧化 污 染的胁 

迫，有望成为石油类污染的生物标志物。 
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Effect of Shengli crude oil on the activities of superoxide dismutase and 

catalase in the liver of Tongue sole Cynoglossus semilaevis 
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ABSTRACT Under indoor simulation conditions，the effects of various concentrations and 

exposure time of Shengli crude oil on the activities of superoxide dismutase(SOD)and catalase 

(CAT)in the liver of j uvenile Cynoglossus semilaevis were studied．The change of SOD and 
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CAT activities gr “5 time showed an increase—decrease—increase trend，and the time for S0D ae— 

tivities to reach the peak value was shorter when exposed to the higher concentrations．In terms 

of the dose—effect relationship．the activities of S()D and CAT were induced by oil treatment at 

the lower concentrations and were suppressed at the higher concentrations．A threshold of toxic 

effects of the oil on the organism was observed，below which there was no toxicity，and the ac- 

tivities of SOD and CAT recovered to the normal level quickly after being released from the pol— 

lution stress．In this study，the threshold for CAT was in the range of 0．2～0．4 mg／L，and 

1．6～3．2 mg／I for S()D．Beyond the threshold value，the rate of active oxygen production in— 

duced by the petroleum pollutant overtook the anti—oxidation eliminating activity of the defense 

system of the organism 。incurring damage to the poisoned organism．The response of CAT ac— 

tivity to the petroleum pollutant was more sensitive than SOD，indicating that CAT can better 

ref1ect pollution stress and can be a bio indicator candidate for petroleum pollution． 

KEY WORDS Shengli crude oil Cynoglossus semilaevis 5uperoxide dismutase Catalase 

海洋石油污染是当前世界各国普遍关注的污染问题之一。近年来，海上溢油事故的发生和 日益繁盛的海 

上运输业、捕捞业使得海域中石油污染的面积和程度不断扩大加深，影响了海洋生物的生长、生存和繁殖，进而破 

坏海洋生态系统的结构和功能。长期低浓度的石油污染可影响海洋生物生长、发育、繁殖等生理活动，造成疾病， 

严重的溢油事故往往对局部海域的生态系统造成毁灭性破坏。石油污染可引起鱼、虾的回避反应，使渔场破坏或 

引起鱼类死亡 ，造成渔获量的减产。海洋生物对石油的蓄积不仅降低商业水产品的品质，而且还可以通过食物链 

影响人类的健康。因此石油污染对海洋生物的影响正 日益引起人们的重视。关于石油污染对海洋生物的毒性效 

应的研究 ，国内外科学工作者进行了许多相关性的研究(陈民山等 1991；贾 晓平等 1998；田丽粉等 2008； 

Eriyamremu et a1． 2008)，从化学、生理、生态、生化等不同角度反映了石油污染物的致毒乃至急性致毒效应。 

酶是机体生物化学反应的重要物质 ，酶活性的改变可被快速、精确地测定 ，被认为是一种能够快速而灵敏 

地反映环境胁迫对生物体影响的生化指标(Cortet l999；Scott—Fordsmand et a￡． 2000)。其中，抗氧化防御 

系统的重要保护酶—～过氧化氢酶(Catalase， CAT)、超氧化物岐化酶(Superoxide dismutase，SOD)能在一 

定程度上消除活性氧 自由基，维系膜系统的稳定性 ，降低细胞的受伤害程度 。它们的活性在一定程度上能够揭 

示出污染物对生物的毒性机制(陈 荣等 2002)，当活性氧生成量增加时 ，其活性或含量可因为对污染物的应 

激而发生改变。因此，抗 氧化 酶作为 一类 有前途 的分 子生 态毒理 学 指标 ，已引起 国内外学 术界 的重视 

(Stein et a1． 1992；Thomas et“￡． 1993；徐立红等 1995)。 

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis是一种大型名贵暖温性底层鱼类，属鲽彤 目 Pleuronectiformes、舌鳎科 

cynoglossidae，俗称细鳞 、牛舌头 、鳎 日、鳎米、龙利 ，主要分布于渤海、黄海海域 ，具有生长速度快、肉质细腻、 

味道鲜美、经济价值高等特点，是H前渔业生产上一种新的优良养殖对象(马爱军等 2007)。目前还未见到国 

内外有关石油烃对半滑舌鳎幼鱼抗氧化酶系统影响的研究报道。本实验采用半静水接触染毒法，研究了在不 

同暴露浓度和不同作用时间下胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT和 S()D活性的影响，旨在从分子水平上了 

解低浓度石油污染对鱼体所产生的毒性损伤情况 ，初步研究鱼类抗氧化酶系统对石油污染的响应机制，为进一 

步探讨抗氧化酶作为石油类污染的生物标志物的可行性提供基础资料 。 

1 材料与方法 

1．1 仪器 与试剂 

仪器：德国 SIGMA高速低温冷冻离心机 ；7230G可见分光光度计 ；日立 F一4600荧光光谱仪 ；恒温水浴 ；玻 

璃匀浆器；试剂采用分析纯试剂 。 
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1．2 实验材料及培养条件 

实验所用的石油烃为胜利原油 ，取 自山东东营胜利油 田炼油厂。实验用半滑舌鳎幼鱼于 2009年 12月取 

白于山东海阳市黄海水产有限公司 ，体色正常 ，健康活泼 ，全长 20．O2±0．46 cm，体重 72．16±0．64 g。实验前 

于盛有 80 L海水的水族箱 中驯养 14d，实验用水为青 岛沿海 自然海水 ，经砂滤处理，盐度为 31．08±0．18，pH 

为 8．O5 4-0．03，温度为 20．5--+-_0．43℃ ，连续充气 ，H换水率为 100 ，投喂“海力利海”牌半滑舌鳎专用配合饲 

料(青岛金海力水产科技有限公司生产)，日投饵两次 。选择活动能力正常、无外伤 、健康 、个体大小均匀的半滑 

舌鳎幼鱼进行试验。 

1．3 实验设计 

1．3．1 油类母 液 的制备 和试验 液 的配置 

称取胜利原油 5 g左右，加入过滤海水约 500 ml置于超声清洗器中连续振荡 2 h，然后在室温下静置 2 h， 

用虹吸法取表层以下的溶液作为母液 ，倒入棕色瓶 中储存。重复上述操作以制备足够的母液备用 。 

1．3．2 试 验 液 的 配 置 

进行实验前 ，根据不 同的实验要求按一定浓度等 比法配置试验液 系列 ，试 验液的浓度分别为 0．1、0．2、 

0．4、0．8、1．6、3．2 mg／I (参照国家渔业水质标准 GB11607—89中所规定的石油类浓度为 0．05 mg／L，6个浓度 

组分别为标准浓度的 2、4、8、16、32、64倍)，用 日立 F一4600荧光光谱仪测定母液和试验液的油浓度 ，具体操作 

均按照《海洋监测规范》(GB17378．4-2007)中所规定 的方法进行。仪器条件为： 一310 nm， 一365 nm。 

1．3．3 试验采用半静水接触染毒法 

将驯养过的半滑舌鳎幼鱼分成 7组 ，每组 10尾 ，其 中 l组为对照组 ，另外 6组为试验组 ，同时设定 3个平 

行组 。饲养箱为长方体的整理箱，水体体积为 25 I 。在整个实验过程 中持续充气 ，水温为 20．3±0．47℃，每 

隔 1d换相 同浓度的新鲜试验液 ，分别于第 1、2、4、8、l5天取样，随后将半滑舌鳎幼鱼全部转移到不含油污染的 

清洁海水中饲养 ，再于第 16、18天取样 ，以研究幼鱼曝油后转移到清洁海水中抗氧化酶活性的恢复情况。全部 

半滑舌鳎幼鱼都于取样后投喂人工饲料，整个实验时间为 18d，其余条件与驯养条件～致。 

1．4 样品的预处理 

将半滑舌鳎幼鱼活体解剖 ，取出肝脏 ，经灭菌生理盐水润洗 ，用滤纸吸干表面水分 ，迅速称取适量，加人为 

组织块重 9倍体积的生理盐水(O．9 )中，冰浴匀浆后于 4℃条件下离心(5 000 r／min，10 min)，取上清液用 

生理盐水配成 10 组织匀浆 ，然后分别稀释成 2 组织匀浆用于 CAT活性的测定；1 组织匀浆用于蛋 白含 

量、 )D活性的测定 。 

1．5 组织蛋白含量及酶活性的测定 

肝脏中蛋 白含量的测定采用考马斯亮蓝法。肝脏 CAT、SOD活性 的测定 ，均采用南京建成生物公 司提供 

的检测试剂盒 ，相应操作参照说 明书进行 。其 中，CAT活性采用可见光法测定 ，单位为 U／mg蛋 白；SOD活性 

采用黄嘌呤氧化酶法测定，活力单位定义为每 mg组织蛋 白在 lml反应液 中 SOD抑制率达 50 时所对应的 

SOD量为 1个 SOD活力单位(U／mg蛋 白)。 

1．6 数 据处 理 

实验结果进行统计处理 。酶活性数据 均为平均值 ±标准差 (Means±SD)( 一3)。数据用 SPSS 13．0 

(Statistical Package for Social Sciences)统计软件进行方差分析(ANOVA)，并用均值 多重 比较分析法(I SD 

法)检验组内及组间的差异显著性 。P％0．05为差异显著，P<0．01为差异极显著。 
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2 结果与分析 

2．1 胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性的影响 

如表 1所示，0．1 rag／I 浓度组 ，染毒后第 1、2、4、8天半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性与对照组无显著差异 

(P>0．05)，第 15天显著高于对照组(尸<0．05)。0．2 mg／L浓度组 ，染毒后第 4天达到一个高峰后 ，极显著高 

于对照组(P<o．01)，第 8天略有下降(P<o．05)，第 15天达到最高值(p<O．05)。0．4 rag／I 浓度组，第 1、2、 

4天半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性与对照组无 著差异(P>0．05)，第 8天 CAT活性极显著高于对照组(P< 

0．01)。0．8 mg／I 浓度组，CAT活性在第 2天达到一个高峰后迅速下降，存第 4天降到最低值，然后第 8天达 

到最高值 ，极显著高于对照组(P<0．01)。1．6、3．2rag／L浓度组的 CAT活性变化基本一致 ，在第 1天即达到 

最高值 ，极显著高于对照组(P％0．01)，随后降低，在第 4天降到最低值，显著低于对照组 (P<0．05)。从时间 

效应关系分析，在这个染毒过程中，半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性随时间总体呈现升高 降低一升高的趋势 ，并且 

随着暴露浓度 的增加 ，出现高值 的时间提前。从剂量 效应关系分析，在整个染毒过程中，半滑舌鳎幼鱼肝脏 

CAT活性总体呈现低浓度诱导、高浓度抑制的过程。 

表 1 胜利原油对半滑舌鳎幼~_S-l：llf CAT活性的影响(平均值±标准差) 

Table 1 Effect of Shengli crude oil on the activity of CAT in the liver of j uvenile Cynoglo．~sus semilaevis(Means_--4-SD) 

注 ：a表示不同浓度 试验组 与对照组之 间存在显著差异fp<o．05)；b表示极显著差异(p<O．O1) 下同 

Note：a． significant difference between the treatment and the control group (P< O．05)；b．highly significant difference between the treatment 

and the control group (P< O．o1)．Same in the following tables and figures 

如图 1所示 ，污染胁迫解 除后对 CAT活性 的 鱼 。。 

影响：0·1、0·2 mg／L浓度组在第16天(停止曝油后 曼6．00 
ld)和第18天(停止曝油后 3d)CAT活性恢复到正 { 

常水平，与对照组不存在显著差异 ，表明低浓度时机 ．00 

体可以自我修复自由基造成的氧化损伤。0·4、0·8、 羔 2
．00 
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适应能力 时，生物体出现中毒反应 ，即使解除污染胁迫后 ，生物体的 CAT活性也不能恢复到正常水平。在本 

实验中阈值应在 0．2～0．4 mg／L之间。 

在整个污染暴露过程 中，6个浓度组的酶活性大多被诱导 ，低浓度组最为突 ，而恢 复 3d后 6个浓度组酶 

活性大多被抑制，高浓度组尤为显著，这说 明 CAT发挥作用具有条件性或阶段性 ，这也是以后对抗氧化酶 活 

性探 讨 的重点 。 

2．2 胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性的影响 

如表 2所示 ，0．1、0．2 mg／I 浓度组，染毒后第 1、2、8、15天半滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性与对照组无显著 

差异(P>0．05)，第 4天 极显著高于对 照组 (P<0．01)。0．4、0．8 mg／I 浓度组，染毒后半 滑舌 鳎幼鱼肝脏 

SOD活性先升高 ，第 4天达到一个高峰值，与对照组呈极显著差异 (P<0．01)，然后下降 ，到 15d时略有升高。 

1．6、3．2 mg／L浓度组 SOD活性变化与 中浓度趋势基本相同，但是达到高峰值的时间提前，例如 ，3．2mg／L浓 

度组在第 2天时 SOD活性达到最高值 ，与对照组呈极显著差异(P<0．01)。此外 ，随着暴露时间的延长，6个 

浓度组的酶活性变化并非持续增加，说明可能是 由于机体内抗氧化防御系统其他成分的介入，也可能是 由于肝 

脏中该酶代谢外源化合物的能力饱和 ，使鱼出现中毒反应 ，致使其酶活性降低。从时间一效应关系分析 ，在整个 

染毒过程中，半滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性随时间总体呈现升高一降低 升高的趋势，并且随着暴露浓度的增加 ， 

出现高值的时间提前。从剂量 效应关系分析 ，半滑舌鳎肝脏 SOD活性呈现出不稳定性 ，但总体来看还是呈现 

出低浓度诱导、高浓度抑制的过程 。 

表 2 胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性的影响(平均值 ±标准著) 

Table 2 Effect of Shengli crude oil on the activity of SOD in the liver of juvenile C．semilaevis(Means± SD) 

如图 2所示 ，污染胁迫解除后对 SOD活性的影 

响：0．1、0．2、0．4 mg／L浓度组在第 16天(停止曝油 

后 1d)和第 l8天(停止曝油后 3d)S()D活性恢复到 

正常水平，与对照组不存在显著差异，表明低浓度时 

机体可 以 自我修复 自由基造成 的氧化损伤 。0．8、 

l_6 mg／L浓度组在第 1 6天 (停止曝油后 1d)SOD 

活性极 显著高于对照组 (P<0．01)，但在第 18天 

(停止曝油后 3d)S()D活性恢 复到正常水 平。3．2 

rag／L浓度组在第 16天(停止曝油后 ld)和第 18天 

(停止曝油后 3d)SOD活性与对照组均极显著高于对 

照组 (P<0．01)。污 染胁 迫解 除后 ，不 同浓 度组 SOD 

活性的恢复情况存在差异 ，这表明污染物对生物体的 
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石油浓度 Petroleum concentration(mg L) 

图 2 污染胁迫解除后半滑 舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性 

Fig．2 Activity of SOD in the liver of J uvenile C．semilaevis 

after releasing from the pollution stress 
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毒性效应存在一定的阂值，当污染对生物体的作用超过机体的适应能力时，生物体 现中毒反应，即使解除污染 

胁迫后 ，生物体的 SOD活性也不能恢复到正常水平。在本实验中阈值应在 1．6～3．2 mg／I 之间。 

3 讨论 

3．1 胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性的影响 

过氧化氢酶(CAT)是存在于生物体 内的非常重要 的抗氧化 防御性功能酶 ，可与谷胱甘 肽过氧化物酶 

(GPX)等一起清除超氧化物歧化酶歧化超氧阴离子 自由基(02)产生 的过氧化氢(H Oz)，因而其在生物体的 

抗氧化防御系统中占有重要地位 。当生物体处于污染胁迫状态时 ，机体 内同时存在着两种反应，即：自由基诱 

导的抗氧化酶活性增强及 自由基对细胞和抗氧化酶的直接毒性损伤而引起的抗氧化酶活性下降。陈家长等 

(2008)研究了低浓度阿特拉津对鲫鱼 CAT活性的影响，结果表明，低浓度阿特拉津(0．1～1．0mg／L)对鲫鱼 

肝脏 、肾脏、肌肉 CAT活性均产生诱导作用 ；而高浓度阿特拉津(5．0～10．0 mg／L)对这些组织器官 CAT活性 

均产生抑制作用。 

本实验在整个石油污染暴露过程 中，6个浓度组胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性影响的剂量一效 

应关系总体上也呈现低浓度诱导，高浓度抑制的过程 ，它表明随着污染浓度的升高，生物的解毒系统先是表现 

为正诱导反应，然后是负诱导反应，最后则是抑制反应 。说明解毒系统对污染有一定 的适应能力 ，正诱导反应 

说明其解毒能力随着浓度的升高而升高，负诱导反应说明其解毒能力随着污染浓度的升高而降低 ，尽管二者总 

的都表现为对污染的适应性反应 ；抑制性反应说明污染对生物的毒性效应 占优势，超过解毒系统的功能水平 ， 

并使之产生中毒反应。以第8天 CAT活性的变化为例，0．2、0．4、0．8mg／I 的石油浓度对 CAT产生正诱导作 

用，CAT活性增加；当石油浓度为 1．6、3．2mg／[ 时 ，超过了它的耐性阈值 ，细胞受到严重伤害 ，导致其应激能 

力下降，CAT活性降低 ，表现为抑制反应。负诱导反应应该出现在 0．8～1．6mg／L石油浓度之间。 

3．2 胜利原油对半滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性的影响 

SOD主要分布于胞浆和线粒体的基质中，是催化超氧阴离子发生歧化反应的一类金属酶，是机体防御过氧化 

损害系统的关键酶之一。其基本功能是清除生物体内过高浓度的超氧离子 自由基，保持体内自由基的代谢平衡 ， 

从而减轻 自由基对多不饱和脂肪酸的过氧化作用，保持细胞正常的代谢不受破坏。在生理状态下，当某些污染物 

在体内进行生物转化时，会产生氧化还原循环生成大量的活性氧如 ( 、()H、H ( 等，这些活性氧又可使 DNA断 

裂、脂质过氧化、酶蛋白失活等，从而引起机体氧化应激反应，在这些活性氧产生及转化中 sOD等起着非常重要的 

作用(徐立红等 1995)。近年研究表明，SOD酶活性与生物的免疫水平密切相关，可用它们的活性变化作为机体 

非特异性免疫指标，甚至定量指标(赵红霞等 2003)，其活力的变化反映了机体抵制自由基损伤的能力(孙虎山等 

2000)。已有的研究表明，大弹涂鱼暴露于苯并(a)芘，SOD活性都能够显著诱导(冯 涛等 2001)；Morris(1987) 

研究发现，污染河流中野生鱼肝脏的 SOD活性比未污染河流野生鱼肝脏的 SOD活性高。 

SOD清除 02-的能力与其含量和活性有关，许多研究表明，当生物体受到轻度逆境胁迫时，S0D活性往往升 

高；而当受到重度逆境胁迫时，sOD活性通常降低 ，使生物体内积 累过量的活性氧，从而导致生物体的伤害 

(王淑红等 2000)。这与本实验中 6个浓度组的剂量一效应关系总体上呈现低浓度诱导、高浓度抑制的过程相一 

致 。 

SOD活性对照组在第 15天相对第 1天有较大的升高 ，这可能是由于日投饵量偏少，饥饿性营养胁迫对半 

滑舌鳎幼鱼肝脏 SOD活性产生影响 ，并且与 CAT活性相比。S()D活性对饥饿胁迫更加敏感 。所 以随着实验 

时间的延 长 ，SOD活性 出现不稳 定性 。 

3．3 SOD和 CAT作为石油类污染生物标志物的可行性分析 

受污染的水域环境 ，使用化学分析方法能够检测出污染物的种类和含量，但难 以评估这些污染物的潜在毒 

性。以往在评价污染物对水生生物的毒性效应时 ，常用半致死浓度(LCj。)作为评价指标(王国祥 1998)，而存 
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在于环境中的污染物经常是以低浓度 、长时间作用于生物体 ，因此需要寻求更灵敏的毒理学评价指标 。鱼类在 

水生生态系统中处于较高的营养级 ，并与人类生活密切相关 ，而且鱼类对水质的变化很敏感 。南于 目前水体污 

染 的复杂性和严重性 ，常规的水生生态毒理方法 已经不能满足需要，而生物体内抗氧化防御系统检测技术已被 

广泛应用于生态毒理学领域 ，可以比较灵敏地反应鱼体生理生化的状况 ，进而评价环境污染对鱼类的影响程度。 

污染物对生物的致毒效应存在一定的阈值。在这个阈值内机体未发生中毒反应 ，污染胁迫解除后也能较快的恢 

复到正常水平。在本实验中，石油污染对半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT 活性影响的阈值在 0．2～0．4 rag／I 之 间，而对 

SOD活性影响的阈值在 1．6～3．2 mg／1 之间。所以在此阈值以上 ，表明石油污染导致机体产生活性氧的速度超 

过机体抗氧化防御系统的清除能力 ，损伤作用占主导地位，使机体发生毒性效应。半滑舌鳎幼鱼肝脏 CAT活性 

对石油污染的响应相对于 soD更加敏感，所以更能反映出环境中氧化污染的胁迫。 

污染胁迫下，抗氧化酶活性随暴露时间延长而变化的过程是一个值得探讨的问题。Wenning等(1988)研 

究了贻贝暴露于 129～514mg／I 百草枯 36 h内抗氧化酶活性的变化 ，发现其消化腺 CAT和 SOD活性在 6～ 

12 h升至最高，至 24h则恢复到对照组水平 。冯 涛等(2001)研究了大弹涂鱼暴露于 30 g／L的苯并(a)芘抗 

氧化酶活性的变化 ，发现其 SOD活性在第 3天达到最大值，随后逐步降低 。在本实验中，暴露 于 3．2 mg／L胜 

利原油浓度中的半滑舌鳎幼鱼 ，其肝脏 CAT活性在第 1天达到最高值 ，随后逐渐降低 ，在 15d时又达到一个高 

峰值 ；而 S()D活性则在第 2天达到最高值 。从以上研究可以看出 ，抗氧化酶活性变化是一个动态的过程，受多 

种因素的影响，如污染物种类及浓度 、实验动物等均会影响到这一过程 ，因而研究污染胁迫下抗氧化酶活性作 

为污染物的生物标志物，应同时考虑到其他可能的影响因素，并结合其他的指标(蛋 白失活、DNA损伤、脂质过 

氧化)以及其他抗氧化功能酶才能做出较为准确 的判断。 
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