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摘要 通过不同质量浓度的氰戊菊酯对鲤进行21d半静置染毒,测定不同时间血清、肝脏组织中超氧化物

歧化酶(SOD)活性及丙二醛(MDA)含量的变化,观察染毒后氰戊菊酯对鲤肝、肾组织结构的影响。结果表明:

暴露于氰戊菊酯中的鲤,肝脏及血清中SOD活性均呈现先上升后降低的变化规律,且血清中SOD活性变化先

于肝脏中的变化,暴露21d后活性极显著低于空白对照组;而 MDA含量均随着暴露时间的延长显著增加,上升

时间主要集中在暴露后的第3~14天。苏木精-伊红染色显示,鲤肝血窦扩张充血,肝细胞空泡变性及溶解并形

成局部坏死病灶等,0.8μg/L染毒第21天、4.05μg/L和20.25μg/L染毒3d后上述损伤明显;鲤肾间质细胞

增多,炎性细胞浸润,部分肾小管与基底膜分离,管壁细胞水样变性,高剂量组染毒21d还兼有肾小球萎缩,大
量含铁血黄素沉着等。超显微观察发现,高剂量染毒21d肝细胞核萎缩,核内异形染色体边集化、粗面内质

网水肿、松散甚至断裂,胞质中出现空泡,脂滴大量增多等。以上损伤不仅具有剂量相关性,还具有时间积累

效应。
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  氰戊菊酯作为不含三元环的第2代拟除虫菊酯

类杀虫剂,广泛用于棉花、果树、蔬菜等农作物的虫

害防治,其特点是广谱、高效以及对人畜低毒等。在

水产养殖方面,目前被引用于驱杀养殖鱼类体表的

锚头鰠、中华鰠、鯴等甲壳类寄生虫 [1]。由于此类

杀虫剂对鱼虾毒性高,使用不当毒死鱼类的事故时

有发生。近年来该类农药使用的量越来越大,直接

或间接进入水体,对湿地环境造成不可忽略的影响,
因此加强该类杀虫剂对水生生物的毒理研究,不仅

可对水产养殖中药物的规范使用提供指导,对湿地

环境的污染监测也具有重要意义。
目前针对该类农药对鱼类的毒性研究较多,但

低浓度长时间对鱼类血液及组织的氧化损伤及组织

病理损伤情况鲜有报道。笔者通过研究不同时间、
不同浓度氰戊菊酯对鲤血清及肝脏组织中超氧化物

歧化酶(SOD)活性、丙二醛(MDA)含量的影响、肝
脏及肾脏的组织损伤以及高浓度持续暴露后肝脏的

超显微结构的破坏,以期从氧化损伤及组织病理学

角度来探讨该类药物对鱼类的毒性效应及两者的关

联性,也为通过检验生化指标了解鱼类的疾病进程

提供些探索资料。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验鲤:体长为(16.62±1.28)cm,体质量为

(98.02±21.83)g,购于湖北省仙桃市排湖渔场。
氰戊菊酯原药:质量分数为94%,武汉农大生

物科技有限公司生产,批号:100315,用蒸馏水溶解

稀释制成10μg/mL的母液备用;其余试剂均为国

产分析纯。
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1.2 暴露染毒

采用GB/T21281-2007危险化学品鱼类急性

毒性分级试验方法,求出鲤的96h半致死质量浓度

(96h-LC50)为50.35μg/L。试验鱼在60cm×40
cm×40cm的水族箱中适应7d后开始正式试验,
选取1/296h-LC50以下的6个质量浓度(0、0.80、

1.80、4.05、9.11、20.25μg/L)对鲤进行半静置染

毒,每箱放鱼11尾,每个质量浓度3箱,共18箱,试
验周期为21d,每24h换药1次,分别在用药后的

1、3、7、14、21d采样,每个质量浓度用于SOD活性

及 MDA含量测定的血清及肝脏取6尾,用于组织

病理观察的样本取6尾中的3尾,所有样本做好记

录后立即置于-80℃保存,备用。试验期间定时投

喂,保证养殖水温(23±2)℃,溶氧(5.8±0.5)

mg/L,pH值为7.2±0.5。
1.3 酶活样品的制备

血液采集后于离心管中静置1~2h,3500
r/min离心15min,取上部的血清,用于酶活力的测

定;准确称取肝组织样品置于玻璃匀浆器中,按

1∶10(m/V)加入75%的预冷生理盐水,在冰水浴

中匀浆,上下转动研磨5~10min,保证能充分破碎

组织,然后将匀浆液转移至10mL离心管中,4℃
下3500r/min离心20min,取上清,即为肝组织酶

提取液。SOD活性的测定采用黄嘌呤氧化酶法,

MDA含量的测定采用硫代巴比妥酸显色法,蛋白

质含量的测定采用考马斯亮蓝法。试剂均购自南京

建成生物工程研究所,具体操作按试剂盒说明书

进行。
1.4 光镜样品的制备与观察

取鲤肝脏及肾脏组织,大小在0.5cm3以内,用

Bouin’s液固定,常规梯度乙醇(70%、80%、85%、

95%、100%)脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,德国Lei-
caRM2135半自动切片机连续切片,厚度为5μm,
经苏木素-伊红染色,脱水封片后,NikonECLIPSE
80i倒置显微镜下观察并拍照记录样品。
1.5 电镜样品的制备与观察

取染毒21d的空白对照组和高剂量染毒组的

鲤肝组织,修切至1mm3,先后经2.5%戊二醛

(4℃)和1%锇酸固定,梯度乙醇脱水,Epon812环

氧树脂浸透、包埋,LKB-5超薄切片机切片,经饱和

醋酸铅双氧铀和柠檬酸铅双染色,最后在日立 Hi-
tachi-600型透射电镜下进行细胞超微结构的观察

与拍照。

1.6 数据处理

试验数据用SPSS16.0统计软件进行单因素方

差分析(one-wayANOVA),对均值进行差异显著

性检验。

2 结果与分析

2.1 氰戊菊酯对鲤肝脏及血清 SOD 活性的影响

图1显示,整个试验中除0.80μg/L组外,其余

4组肝脏SOD活性均呈现先激活后抑制的现象,并
且较高剂量组活性升高幅度大,下降速度也快于低

剂量组。肝脏SOD活性最高值是在暴露后的第

3天,除0.80μg/L组变化很小外,其余4组分别比

空白 对 照 组 上 升 了 6.12%、11.22%、24.18%、

21.77%,之后持续下降;至第21天,这4组SOD活

性受到极显著抑制(P<0.01),其中9.11μg/L组

和20.25μg/L组分别只有空白对照组的66.69%、

64.77%。

 数值用平均数±标准差(n=5)来表示,*与空白对照组差异显

著(P<0.05),**与空白对照组差异极显著(P<0.01)。下图

同。Valuesaremeans±S.D.offivereplicates,*showssignifi-
cantdifferencecomparedwithcontrolgroup(P<0.05),**

showsextremelysignificantdifferencecompared withcontrol

group(P<0.01).Thesameasbelow.

图1 氰戊菊酯对鲤肝脏SOD活性的影响

Fig.1 Theeffectsoffenvalerateonthe
SODactivityintheliverofcarp

  图2显示,整个试验中除0.80μg/L组外,其余

4组鲤血清SOD活性均出现短暂升高后迅速降低

的变化趋势。暴露仅1d,9.11μg/L组和20.25

μg/L组血清SOD活性达到最高值,分别比空白对

照组高出17.33%和26.12%,之后迅速下降;1.80

μg/L组和4.05μg/L组暴露第3天SOD活性达到

峰值,之后也相继下降;暴露第21天,除了1.80

μg/L受到显著抑制(P<0.05),其余均受到极显著

抑制(P<0.01)。
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图2 氰戊菊酯对鲤血清SOD活性影响

Fig.2 Theeffectsoffenvalerateonthe
SODactivityinserumofcarp

2.2 氰戊菊酯对鲤肝脏及血清 MDA 含量的影响

图3显示,试验期间,随着氰戊菊酯浓度的增大

以及暴露时间的延长,肝脏 MDA含量呈增加的趋

势,尤其是暴露后的第7~14天,较高剂量组尤为明

显。第14天,各组 MDA含量分别比空白对照组高

出4.55%、41.37%、21.15%、58.72%、70.50%,暴露

第21天,各试验组肝脏 MDA含量略有下降,仅高出

空白 对 照 组 5.75%、9.32%、25.11%、52.51%、

75.62%,其中2个较低剂量组与对照组相比无显著

差异(P>0.05)。

图3 氰戊菊酯对鲤肝脏MDA含量的影响

Fig.3 Theeffectsoffenvalerateonthe

levelofMDAintheliverofcarp

  图4显示,低剂量短时间的氰戊菊酯暴露,血清

中 MDA含量增加不显著,而随着剂量增加和时间

延长,MDA 含量增加显著。整个暴露期间,0.80

μg/L组血清中 MDA含量与空白对照组相比始终

无明显变化;1.80μg/L组在暴露第7天及之后与

空白对照组相比才有显著增加(P<0.05),其余3组

MDA含量在第3天及之后与空白对照组相比都有

极显著增加(P<0.01),第21天分别比空白对照组

图4 氰戊菊酯对鲤血清MDA活性的影响

Fig.4 Theeffectsoffenvalerateonthe
levelofMDAinserumofcarp

高出67.52%、64.46%、91.05%。
2.3 肝胰脏组织切片结果

鲤科鱼类的肝脏由于胰脏嵌入其中,故称为肝

胰脏。本试验观察了0、0.80、4.05和20.05μg/L
4个剂量组的第1、3、7、21天肝组织切片样本。
图5-A显示,空白对照组鲤的肝细胞呈多边形,细胞

核圆球形,位于中央,大多有1~2个核仁;肝细胞排

列整齐,界限清楚。0.80μg/L组暴露第1天,肝胰

脏组织细胞变化不明显;第3天和第7天,肝细胞浊

肿,肝血窦充血,其程度逐渐加重;第21天,局部肝

细胞膨大呈气球状,胞浆疏松透明,细胞排列散乱,
少数肝细胞坏死,炎症细胞侵润(图5-B)。4.05

μg/L组暴露第1天,肝细胞肥大水肿,肝血窦充血,
局部有点状细胞溶解灶;第3天,肝细胞水样变性,
细胞核溶解,由于局部坏死细胞由炎性细胞浸润取

代,故脂褐素细胞团增多(图5-C),至第7天,肝细

胞变性和充血加重,病变范围扩大;第21天,肝血窦

充血,肝细胞脂肪变性,细胞呈气球状,核溶和细胞

坏死(图5-D)。20.05μg/L组暴露后1~3d,肝细

胞混浊肿胀,肝血窦充血增宽(图5-E);第7天,肝
细胞局灶空泡化,并有坏死小灶,其间大量淋巴细胞

浸润;第21天,肝细胞严重空泡变性,局部细胞界限

模糊不清,细胞坏死溶解形成小病灶(图5-F)。
2.4 肾脏组织切片结果

试验观察了0、0.80、4.05和20.05μg/L4个

剂量组的第1、3、7、21天肾组织切片样本。
图6-A为空白对照组鲤的肾小体和肾间质细

胞形态。观察结果显示:0.80和4.05μg/L组暴露

第3天,肾间质有少量红细胞和淋巴细胞浸润,少量

含 铁血黄素沉着;第21天,部分肾小管与基底膜分

离,管壁上皮细胞空泡变性,4.05μg/L组还伴有肾

105



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

  A.空白组ControlgroupH-E,×400;B.0.8μg/L染毒21d,肝细胞胞浆疏松透明,形成坏死病灶21dtreatmentatthedoseof

0.8μg/L,showscellplasmabecomeslooseandhyaline,hepaticnecrosisandformingfocus.H-E,×400;C.4.05μg/L染毒3d,肝细胞

水肿、坏死,炎症细胞浸润,出现脂褐素细胞团3dtreatmentatthedoseof4.05μg/L,showslivercellshydropicdegeneration,lympho-
cyticcellinfiltrationandformingcellmassoflipofuscin.H-E,×400;D.4.05μg/L染毒21d,肝细胞严重水样变性和脂肪变性,肝血窦

充血21dtreatmentatthedoseof4.05μg/L,showslivercellshydropicandfattydegeneration,hepaticsinusoidscongestion.H-E,×

400;E.20.25μg/L染毒3d,肝血窦扩张充血3dtreatmentatthedoseof20.25μg/L,showshepaticsinusoidsenlargementandcon-

gestion.H-E,×400;F.20.25μg/L染毒21d,肝细胞严重坏死,形成局部病灶21dtreatmentatthedoseof20.25μg/L,showsnecro-
sisoflivercellsandformeddissolvednecrosisfocus.H-E,×400.

图5 暴露于氰戊菊酯后鲤鱼肝脏组织的病理变化

Fig.5 Pathologicalchangesofhepaticofcarpexposedtofenvalerate

  A.空白对照组ControlgroupH-E,×400;B.0.8μg/L染毒21d,肾小管壁细胞水样变性21dtreatmentatthedoseof0.8μg/L,

showsrenaltubularcellshydropicdegeneration.H-E,×400;C.4.05μg/L染毒21d,肾间质细胞大量增多。21dtreatmentatthedose

of4.05μg/L,showsrenalinterstitialcellsincreasing.H-E,×400;D.20.25μg/L染毒3d,肾间质出血,管壁细胞和基底膜分离3d

treatmentatthedoseof20.25μg/L,showshemorrhageofrenalinterstitialandseparationbetweenrenaltubularandbasementmem-
brane.H-E,×400;E.20.25μg/L染毒21d,肾小球萎缩,肾间质增多21dtreatmentatthedoseof20.25μg/L,showsshrinkageof

theglomerulus,renalinterstitialcellsincreasing.H-E,×400;F.20.25μg/L染毒21d,大量含铁血黄素沉着,炎性细胞浸润21dtreat-
mentatthedoseof20.25μg/L,showslargeofhemosiderindepositionandinflammatorycellinfiltrationH-E,×400.

图6 暴露于氰戊菊酯后草鱼肾脏组织的病理变化

Fig.6 Pathologicalchangesofkidneyofcarpexposedtofenvalerate
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间质细胞增多,大量含铁血黄素沉着(图6-B、C)。

20.05μg/L组暴露第1天和第3天,肾间质细胞与

空白对照相比逐渐增多,并伴有淋巴细胞、红细胞浸

润,部分肾小管与基底膜分离;第21天,肾小体萎

缩,间质中大量含铁血黄素沉着;黑素-巨噬细胞中

心体积增大,胞内吞噬大量异物;有的肾小体中也充

满血球残屑和含铁血黄素(图6-D、E、F)。
2.5 肝细胞超微结构观察结果

图7为0和20.05μg/L组暴露第21天的肝脏

样本的超微结构。图7-A为空白对照组鲤肝细胞

的超微结构。细胞核大而圆,染色浅,核仁居中胞质

中含有大量成群的粗面内质网,滑面内质网多为散

在的小管和小泡,还有线粒体和脂滴。图7-B、C是

20.05μg/L组暴露第21天的鲤肝细胞的超微结

构。图中可见肝细胞严重核萎缩,核异形染色体分

散边集于核膜内侧,形成高电子密度的浓染团块;粗
面内质网变粗、松散,部分断裂,滑面内质网局部空

泡化;胞质中细胞器减少,被大量脂滴和空泡占据。

  A.空白对照组肝细胞,标尺=2μmThecontrolcell,scalebar=2μm;B.肝细胞核异形染色体边集化且电子密度增大,胞浆中空

泡增多(黑色箭头),粗面内质网水肿、断化(白色箭头),标尺=1μmShowingincreasingoftheelectron-densityofthemarginalhetero-
chromatin,thepresenseofvacuoles(blackarrows),fragmentationandswellingoftheroughendoplasmicreticuluminthematrix(white

arrows).Scalebar=1μm;C.肝细胞中脂滴大量增多(黑色箭头),标尺=5μmShowingincreasesoflipiddroplets(blackarrows).Scale

bar=5μm.

图7 鲤暴露于20.25μg/L的氰戊菊酯21d后肝细胞的病理变化的超显微结构

Fig.7 Ultrastructuraleffectsofhepatocytesfromcarpexposedtofenvalerateatthedoseof20.25μg/Lfor21days

3 讨 论

超氧化物歧化酶(SOD)是机体内天然存在的超

氧自由基清除因子,它可将有害的 O2催化生成

H2O2,然后再被过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶

(POD)分解为无害的水,因此它是机体抵御过氧化

损伤系统中最关键的酶类之一[2-3],其在生物体内的

水平高低直观反映了机体的解毒能力。当鲤暴露于

氰戊菊酯胁迫环境中时,其SOD活性出现先升高后

降低的变化规律说明,由于异物的侵入,鱼体内过量

的活性氧自由基诱导组织中SOD活性升高,以此达

到一种新的平衡,抵抗外界毒物对机体的影响[4];随
着暴露时间的延长,SOD活性逐渐下降,表明肝脏

暂时适应了毒物对机体造成的氧化胁迫;暴露第21
天,除0.80μg/L组,其余各组SOD活性均受到显

著抑制,表明氰戊菊酯暴露的浓度和时间超出了机

体能够耐受的范围,造成了细胞的氧化损伤,这和谢

文平等[5]用氯氰菊酯作用草鱼后草鱼肝脏SOD活

性的变化规律一致。

血清SOD活性变化表现出与肝脏相似的规律,
只是表现出变化速度比肝脏的敏感,这可能与给药

途径有关。
随着氰戊菊酯暴露浓度的增加和时间的延长,

肝组织和血清中丙二醛(MDA)含量都不断增加,表
明过量的氰戊菊酯抑制了鱼体内超氧自由基清除因

子,使活性氧自由基大量堆积,导致膜结构和功能遭

受破坏,引发脂质过氧化产生大量的 MDA。这和

孙淑红等[6]用Cd(Ⅱ)作用泥鳅后,其肝脏中 MDA
含量显著增加的结果一致。

本试验中抗氧化酶活性随着暴露浓度的增大、
暴露时间的延长而下降,脂质过氧化产物 MDA含

量显著升高的变化规律说明,SOD活性及 MDA含

量的变化均具有明显的时间、浓度与效应结果的关

联性,是较好的氰戊菊酯环境污染的敏感标记物。
鱼类的肝脏和肾脏是物质代谢和排泄的重要器

官,因而也是各种有毒物作用的靶器官。由于氰戊

菊酯的亲酯性,即使在水中浓度很低,鱼体也有较高

的吸收率,而且鱼体缺乏代谢此类杀虫剂的酶系
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统[7],或此类酶系的活性受到抑制,导致有毒物质在

鱼的肝脏中滞留,加重了杀虫剂对组织器官的损伤。
陈秀荣等[8]的研究表明,氰戊菊酯能抑制草鱼肝脏

组织中重要的代谢酶细胞色素P450的活性,使肝

脏的解毒功能受到影响。本试验结果显示在质量浓

度0.8μg/L的氰戊菊酯中暴露第7天、4.05μg/L
中暴露第3天、20.25μg/L中暴露第1天可见肝细

胞病变,并且随着浓度的增加和暴露时间的延长,肝
组织坏死灶逐渐形成。电镜观察结果为细胞损伤提

供了进一步的证据。20.25μg/L中暴露第21天肝

细胞核变化最为明显,胞核萎缩,核中异染色体电子

密度增大且边集化,常染色体减少,表明鲤肝细胞受

到毒性损伤,最终会导致细胞坏死[9]。谢文平等[10]

用3μg/L的氯氰菊酯作用草鱼10d后,肝细胞线

粒体、内质网结构遭到破坏,核膜、质膜受到损伤。
他认为膜损伤是该类物质毒性的主要表征。本研究

并没观察到肝细胞线粒体的破碎,这是取材的原因

还是过量的活性氧自由基直接攻击DNA分子,造
成遗传物质的破坏等作用机理的问题有待于进一步

的研究。
与肝胰脏的损伤相比,肾脏的损伤在显微镜下

更加突出。尤其是肾小管基底膜脱落、肾小球萎缩、
大量含铁血黄素沉着等十分明显,并与 Velmuru-
gan等[11]用氟氯氰菊酯暴露麦瑞加拉鲮鱼后的结

果基本相同。此外笔者还发现高质量浓度的氰戊菊

酯能使鲤肾组织中积累大量含铁血黄素,这是毛细

血管逸出的红细胞被巨噬细胞摄入后其溶酶体降

解,使来自红细胞血红蛋白的Fe3+与蛋白质结合所

致。由于鱼类心血管系统为闭锁式、单循环,流经

肾脏的血液来自背大动脉,刚通过鳃毛细血管气

体交换的血液中,有毒物质还未及充分降解就作

用于肾脏,故肾组织细胞的损伤也较为严重并易

于观察,因此鱼类肾脏损伤也被认为是环境污染

很好的指标[12]。
在人类乙肝的研究中常把组织病理与生化指标

或血清学指标等联系起来进行相关性分析,以期通

过生化指标等反映疾病进程[13]。我们将鲤血清

SOD活性和 MDA含量与组织病理变化的结果进

行了比较,发现氰戊菊酯对鲤肝脏及肾脏的组织损

伤与SOD活性的变化和 MDA的积累有一定的关

联,即变化的幅度与质量浓度和时间有一定的相关

性,而且酶活的变化要先于组织病变的发生,因此,
酶活作为鱼类氰戊菊酯中毒的早期检测指标比较灵

敏。但由于取样少,且主要的肝组织病变还不能像

乙肝一样进行组织炎症活动度的分级和纤维化的分

期,因此没法进行量化再做相关性分析。
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 第4期 闫海燕 等:氰戊菊酯对鲤SOD活性和 MDA含量以及肝肾细胞形态的影响  

EffectoffenvalerateonactivityofSOD,
contentofMDAandhistomorphologyofliverandkidneyofcarp
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Abstract Theeffectsofdifferentconcentrationoffenvalerateontheactivityofsuperoxidedis-
mutase(SOD),contentofmalondialdehyde(MDA)inserumandliverandhistomorphologyofliverand
kidneyofcommoncarpwerestudied.Theresultsindicatedthatintheserumandliver,theactivitiesof
SODinthetreatmentgroupsincreasedfirst,thendecreased,andtheactivityofSODintheserumincre-
sedearlierthanthatintheliver.TheactivitiesofSODintheexperimentalgroupswereallsignificantly
lowerthanthatinthecontrolgroupafterexposureinfenvaleratefor21d(P<0.01).Thecontentof
MDAwassignificantlyincreasedwiththeincreaseofexposingtime,especialybetween3and14dafter
exposure.TheresultofHEstaindyeingshowedthatintheliver,hepaticsinusoiddilatedandcongested,

livercelldenaturedanddissolved,andevenworse,localnecrosisappeared,whichweremorenoticeable
afterexposurein0.8μg/Lfenvaleratefor21dandin4.05or20.25μg/Lfenvaleratefor3d.Inthekid-
neyofcommoncarp,renalinterstitialcellsincreased,lymphocyticcellinfiltrated,somebasementmem-
braneseparatedfromrenaltubular,andrenaltubularcellshydropicdegenerated.Theglomerulusshrunk
andalargeamountofhemosiderindepositedinthehighconcentrationgroupafterexposurefor21d.The
ultramicroscopicalobservationoflivercellsafterexposureinhighconcentrationfenvaleratefor21d
showedthatthemarginalheterochromatined,theroughendoplasmicreticulumswelled,loosedand
fraturedandlipiddropletsincreased.Theabovedamagewasnotonlyrelatedtotheconcentration,butal-
sohadtimeaccumulativeeffect.

Keywords fenvalerate;commoncarp;SOD;MDA;histomorphology;liver;kidney
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