
苯并(a)芘影响黑鲷肝脏EROD活性变化的动力学研究

穆景利 ，王新红 ，王淑红 ，林建清 ，王克坚 ，洪华生

近海海洋环境国家重点实验室 厦门大学环境科学中心 国家海洋环境监测中心

摘要：研究了黑鲷 (Sparusmacro cephalus)在实验生态条件下暴露于不同浓度苯并(a)芘 (benzo(a)pyrene，

BaP)后，肝脏乙氧基异吩噁唑酮脱乙基酶 (EROD)活性在不同暴露时相的动力学变化情况。EROD活性采

用动力学方法测定。实验结果表明，暴露于较低质量浓度BaP (0.5，1.0 μg/L)黑鲷肝脏的EROD活性在2d后

极显著高于对照组(P<0.01)， 2.0 μg/L组则在 2h后极显著高于对照组，并且随暴露时间的延长，诱导程度

表现出不同的下降趋势，而暴露于高质量浓度组(5.0 μg/L)的肝脏EROD活性极显著性诱导出现在 12 h。

总体上较高质量浓度组(2.0，5.0μg/L) EROD活性 出现极显著性诱导的时间比低质量浓度组(0.5，1.0μg/L)早 ，

诱导程度也比低质量浓度组的高。在净化实验中各暴露组肝脏 EROD 活性均下降，与空白对照组比较均

没有显著性差异，说明试验浓度没有超出严重损伤肝脏自身恢复系统的范围，在此浓度范围内污染的鱼通

过净化可清除BaP污染。
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    苯并(a)芘 (benzo(a)pyrene，BaP)是海洋中广
泛存在的一类污染物，能通过鳃和表皮或摄入被污

染的沉积物和食物被鱼类吸收‘】]。细胞色素 P4501A

( Cytochrome P4501A，CYP4501A)是 BaP活化最
重要的代谢酶，可将 BaP 和乙氧基异吩恶唑酮

(ethoxyresorufin，ERF)羟化和脱乙基，即 CYP4501A

具有芳香烃羟化酶(AHH)和乙氧基异吩嗯唑酮脱乙
基酶 (EROD)活力，其中 EROD 的反应具有代表

性【’’3】。BaP在化学性质上没有太大的活性，但经过生

物体内多种代谢酶的作用活化后，可转化为化学性

质活泼的化合物，从而对机体产生多种毒害作用‘4J，

BaP诱导不同鱼种肝脏 EROD活性在实验室实验和

野外实验都有所报道‘5-8]。

    黑鲷(Sparusmacro cephalus)属于浅海温水性底

层鱼类，喜欢栖息于岩礁或沙泥底质的海域，具有

适温适盐性广、食谱杂、抗病能力较强、生长迅速

等生理和生态特剧9】，在中国东南沿海属经济鱼种，

因此是一种比较理想的试验动物，已有报道用黑鲷

幼鱼作为材料进行毒理学的研究[lo]，作者研究了黑

鲷暴露于不同浓度BaP下肝脏EROD活性变化的动

力学过程，旨在了解EROD活性对BaP的响应关系。

1材料和方法
1.1化 学试剂和仪 器

    牛血清白蛋白(BSA)，考马斯亮蓝购自Fluka化
学品公司：BaP、乙氧基异吩嗯唑酮、异吩嗯唑酮

(Resorufin，RF)、还原性辅酶 II四钠盐(NADPH)均

购 自Sigma公司；MilliQ水。

    Cary-Eclipse型荧光分光光度计（美国瓦里安公
司产品）；自动酶标仪(Tecan Genesis，瑞士 Tecan公

司产品)；高速冷冻离心机(Beckman J2-MC，美国

Beckman 公司产品)：高速台式离心机(TGL-16B，

上海安亭科学仪器厂生产)。
1.2 实验 动物 和暴 露设 计

    黑鲷采自福建厦门市同安湾刘五店养殖鱼排，

选择健康、活力强的黑鲷（体长 9.12 cm土1.3 cm，体
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质量 11.20g土1.5 g）用于试验。实验容器为聚乙烯水

族箱 (115 cmx63 cmX50 cm)，实验用水为沙滤海

水，BaP用丙酮配制成一定浓度的储备液，避光保

存。设置 4个质量浓度组 （0.5，1.0，2，5嵋／L）及一
个空白对照组和一个丙酮对照组，每组设置两个平

行，饲养水体根据鱼的数量而定。暴露 2，6，1 2，24，48h
和 4，7，14d时随机取 6条鱼，测量后，取出肝脏放

进冻存管中，并立即放入液氮中保存。暴露期间黑

鲷在 自然光照条件下，不喂食。在暴露 14 d后，不

同暴露浓度组中的鱼均在沙滤海水中净化 7d后，
采样测定肝脏 EROD活性。
1.3样 品的制备

    取冷冻的肝脏样品 (30 mg士1.5 mg)加 1.5 mL

预冷的匀浆液 (磷酸缓冲液 pH 7.6)于组织匀浆机

中匀浆 2 min，然后立即进行冷冻离心(-40C，10 000
r/min，20 min)，上清液分装 3份，一份用来测 EROD，

一份用来测定蛋白质，一份备用。上清液分装后马
上保存在 4℃下待分析测定。

1.4  EROD的测定
  EROD 酶活性的测定根据文献[11，12]的方法稍

加改进，采用动力学方法。反应温度为室温 200C,

反应总体积为 4 mL，内含pH 7.6 PBS 3.9 mL，40 .u.L

待测酶样，20 yL 0.40 mmol/L乙氧基异吩嗯唑酮，20 yL

5 ymol/L异吩嗯唑酮作为内标。反应通过加入20 VI_

0.25 mmol/L NADPH启动。激发波长为320 nm，发射
波长593 nm，反应开始后30 s计时，每隔30 s记录

其荧光值，将所测得的数据作线性回归，求其产物

异吩嗯唑酮每分钟的变化情况，经蛋白质数据归一
化处理后，即可计算出其活性。EROD活性的特定

产物为异吩嗯唑酮，因此加入内标异吩嗯唑酮后可
以提高其灵敏度和检测限，通过测定标准物质异吩

嗯唑酮的荧光值来进行定量。EROD 活性单位为

pmol /(min．mg)。
    蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝法[13]，以牛血

清蛋白为标准蛋白。
1.5数据分析
    实验数据用统计学方法进行处理。结果用平均

值士标准偏差来表示，并用单因素方差分析对数据
进行统计学分析，以 P<0.05为显著性差异，以

P<O.Ol为极显著性差异。
2 结 果
    如图1所示，空白对照组和丙酮对照组在暴露

期间 EROD活性虽有一定的变化但均没有显著性
差异。

    图 1  黑鲷暴露于不同浓度的BaP和暴露解除7d后肝脏EROD活性的变化

Fig.1 Span岱埘口crocephalus liver EROD activity change (pmol/ (min.mg )protein) after exposure to benzo[a]pyrene (BaP),

    and cleaned in sand filter seawater for 7 days after the exposure experiments, respectively

    *P<0.05;**P<O.Ol

    低质量浓度组(0.5，1.0“g／L) EROD活性随暴露
时间的增加诱导程度呈现不同的变化趋势，在 12 h

之前EROD活性和对照组比较被显著诱导，但各个

时相之间的变化不大，在暴露2，4，7d时EROD活
性被极显著诱导，尤其在暴露2d时EROD活性出
现最大值，极显著高于对照组和高质量浓度组



(2.0,   5.0“g／L)。

    高质量浓度组 2.0，5.0pg／L BaP EROD活性极

显著高于对照组的时间比低浓度组早，分别在暴露

2h和 12 h。在暴露后期 EROD活性虽极显著被诱

导，但诱导的程度比低浓度组弱。
    在BaP暴露解除7d后，各暴露组中黑鲷肝脏

的 EROD活性均下降，与空白对照相比均没有显著

性差异。

3讨论
    在这次实验中作者用丙酮作为助溶剂，与空白

对照组比较，丙酮组肝脏 EROD活性处于一定的波

动中，与空白组相似，但与同一时相的空白组比较

均无显著差异，这说明丙酮作为助溶剂是可行的。
    通过对黑鲷暴露于不同浓度 BaP肝脏 ERDO

活性随暴露时相的动力学变化研究发现，暴露于高

质量浓度组(5.0 g̈／L)的黑鲷肝脏 EROD 活性被极

显著诱导的时间比低质量浓度组(0.5 p.g/L)早。王重
刚等[14]在研究 Mugil soiuy体内注射 BaP后发现高

质量浓度组(50 g̈／L)EROD活性最高出现时间比低

质量浓度组(5 .u.g/L)早，这个结果与作者的实验结果
有一定的相似性，同时也表明黑鲷是一种对 PAHs

比较敏感的鱼种，适宜用来监测 PAHs的污染。 同

时作者的实验结果还发现，暴露在 1.0，2.0，5.0 pg/L
BaP组中肝脏 EROD活性在暴露期间均出现了先升

高后降低再升高的变化趋势，且这种趋势在高浓度

组 5.0pg／L变化最明显，这有可能是当肝脏 EROD
受到 BaP诱导时，其活力迅速增加，表明肝细胞对

外来物质诱导刺激的反应大大增强，随着 BaP和其

代谢产物在体内的富集，当接触更高浓度的刺激时

EROD活力反而降低，也可能与脂质过氧化有关。

BaP在活化代谢过程中可生成 20余种代讶}物，均有

不同程度的脂质过氧化作用，可导致CYPIA1的组
装或构型的改变，从而降低 EROD活力水平[15]。再

升高的原因可能是脂质过氧化产生的 自由基被及

时清除，没有对肝脏细胞造成严重的损伤，另一方

面也可能与黑鲷 自身的免疫防御系统和BaP的代谢

产物有关，因为 BaP进入鱼体后产生的多种代谢产

物，究竟是哪一种或哪几种代谢产物起主要作用还

有待进一步研究。

    在暴露初期(2，6，12 h)不同暴露水平组在同一
暴露时相黑鲷肝脏 EROD 活性均呈现出随暴露水

平的升高诱导程度相应增强，尤其在暴露 12 h后肝

脏 EROD活性与 BaP浓度呈较好的线性关系(R2=

0.920 1)，Au㈣在实验室对 Solea ovata 注射不同浓

度 BaPl d后发现肝脏 EROD活性和 BaP的用量有

很好的相关性 。

    本次实验，黑鲷 14 d后解除暴露，净化 7d后

发现各暴露水平中肝脏 EROD活性均下降，与空白

对照 比较均没有显著性差异 ，一方面表 明作者设计

的暴露浓度没有超 出严重损伤黑鲷 自身恢复能 力

的浓度范围，另一方面表明，鱼体被低浓度 BaP污

染后，通过净化，抗氧化酶系统可恢复至正常水平，

这是一个值得进一步研究的问题 。

4结语
    研究 了黑鲷暴 露于不 同浓度苯并(a)芘 (BaP)

后，肝脏 EROD活性在不同暴露时相的动力学变化

情况，结果表明，BaP可引起黑鲷肝脏 EROD活性

在暴露 14d内出现一定的波动变化，高质量浓度组

(2.0，5.0pg/L)比低质量浓度组 (0.5，l.OUg／L)诱

导肝脏 EROD活性出现的早，且诱导程度也高。净

化实验可使黑鲷肝脏 EROD活性恢复至正常水平，

这既为进一步研究BaP毒作用机制提供 了有力的证

据，也提醒人们，净化实验似乎有助于清除 BaP对

黑鲷肝脏 的污染，但其中的机制还需要结合基因毒

理学和组织病理学来研究阐述。
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Abstract : Laboratory experiments were carried out to study the kinetic processes of the activities of EROD (7-
ethoxyresorufin O-deethylase) in the liver of Bacsilewsky exposed to benzo(a)pyrene at the different
concentrations during 14 days's exposure. Hepatic EROD activities   were assayed by a slight modification of the
method described by Hodson and Kirby. Our Experiments found that the strong induction of EROD activity

exposure to the relatively higher concentration groups, appeared earlier than that of exposure to the relatively
lower concentration groups. Results showed that the hepatic EROD activities were strong significantly induced at
the second day's exposure to the lower concentrations of benzo[a]pyrene(0.5p.g/L  and l.Opg/L ), at 12h
exposure to the higher concentrations of benzo[a]pyrene(2.0yg/L and 5.0LJ.g/L ) ,compared to the blank control.
The activities of hepatic EROD decreased under the different exposure levels afier7 days cleaned in the sand
filtered seawater and had not significant statistic difference compared with the blank control group. This indicats
that BaP at our experimental concentrations did not damage the system of hepatic restored of Bacsilewsky.
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