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摘要：采用静水生物测试法研究铜（Cu2 + ）对中华鲟（Acipenser sinensis Gray）幼鱼的急性毒性并进行安全评价；根据预

实验结果，设定0.005 mg/L、0.01 mg/L和0.015 mg/L 3个Cu2 + 浓度梯度进行急性暴露实验，以肝脏组织超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽抗氧化酶（GSH-PX）活性为指标研究Cu2 + 污染对中华鲟幼鱼的毒理作用。结果

表明，Cu2 + 浓度升高对中华鲟幼鱼产生了较大的毒性，24 h、48 h、72 h和96 h LC50 分别为0.059 32 mg/L、0.034 0 mg/L、

0.028 3 mg/L和0.021 7 mg/L，安全质量浓度为0.002 17 mg/L；不同浓度Cu2 + 暴露时，中华鲟幼鱼肝组织中SOD、CAT、

GSH-PX的活性在暴露24 h时被显著抑制（P < 0.05），在处理48 h后酶活性逐渐恢复，随后又逐渐下降，其下降幅度与

Cu2 + 质量浓度呈正相关（P < 0.05）。研究认为，SOD、CAT和GSH-PX活性变化可以反映中华鲟幼鱼受伤害的程度，并可

用做中华鲟安全性风险评价的参考依据。[中国水产科学，2010，17（4）：731-738]
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自20世纪50年代以来，随着工农业的发展，各

种化学类制品大量使用，向环境中排放的污染物与

日俱增，严重污染了环境，包括对水环境的污染，其

中以重金属污染尤为严重。在各种重金属中，Cu作

为化工业中大量使用的原材料被广泛应用，其各种

废水、废渣等的不合理排放，严重污染水环境，对生

活在其中的水生动物包括鱼类构成严重威胁。根据

对中国七大水系中水质状况较好的长江水环境调查

结果，发现其近岸水域已受到不同程度的重金属污

染，其中Cu、Zn、Pb等元素污染严重 [1-2]。

中华鲟（Acipenser sinensis Gray）隶属于鲟形目、

鲟科、鲟属，属软骨硬鳞类，为洄游性鱼类，是中国一

级保护动物，主要分布在中国近海及长江、珠江、岷

江、黄河等水域，黄河、岷江的中华鲟均已绝迹，珠

江数量极少，仅长江现有一定数量 [3]。目前，对中华

鲟的繁殖、驯养、生长、营养等方面已进行了相关研

究 [4-5]，但有关重金属等对中华鲟的毒性作用研究报

道较少 [6-7]。本研究采用静水生物测试法研究了铜

对中华鲟幼鱼的急性毒性，同时测定了急性暴露后

中华鲟幼鱼肝脏中几种抗氧化酶活性的变化，目的

在于了解Cu2 + 对中华鲟幼鱼的安全浓度并初步探

讨铜离子对鱼类的致毒机理，针对长江水体对中华

鲟的安全性进行风险评价，同时为渔业部门制订水

质标准提供理论参考依据。

1  材料与方法

1.1 材料

实验材料为人工养殖的中华鲟幼鱼，体质量
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（41.5±4.0） g，体长（22.7±3.5） cm，选取体质健壮、反

应灵敏的个体进行实验，实验前1 d停止投喂。

1.2 实验条件

实验所用硫酸铜（CuSO4·5H2O）为分析纯（上

海国药集团）。实验之前先配制成Cu2 + 质量浓度为

1 000 mg/L的母液，预实验及正式实验时稀释为相

应的质量浓度。实验在80 cm×58 cm×60 cm的聚乙

烯塑料水族箱中进行，实验用水为经曝气3 d的净化

水。实验期间每天采用便携式多参数水质分析仪

（YSI-ADV6600）监测水质，水质指标：pH 7.0左右，

DO7.0 mg/L，水 温（20±1） ℃，硬 度（30±5） mg/L。

实验期间全天持续充氧，为防止摄食的影响，实验期

间不投喂饵料。

1.3 实验方法

根据静水生物测试法[8]，实验期间不更换实验

液，为确定药液质量浓度的大致范围，先进行预实验，

设定0.012 5 mg/L、0.025 mg/L、0.050 mg/L、0.11 mg/L

和0.50 mg/L，每浓度放4尾中华鲟幼鱼，观察24 h，

计算不引起死亡的Cu2 + 最大浓度和100%致死质量

浓度。正式实验在最大耐受质量浓度和100%致死

质量浓度之间按等对数等比级数设置对照组和7个

质量浓度组，铜离子浓度分别为： 0 mg/L、0.012 mg/L、

0.018 mg/L、0.025 mg/L、0.036 mg/L、0.057 mg/L、

0.086 mg/L和0.11 mg/L。每个浓度设2个平行组，另设

一对照组，每组浓度中投放中华鲟6尾，在实验中观察

其行为和中毒症状。中毒后，经多次刺激无反应则判

断为死亡，将死亡中华鲟从水中捞出并记录死亡数。

根 据LC50 设 计 实 验 质 量 浓 度 梯 度 为0 mg/L、

0.005 mg/L、0.01 mg/L和0.015 mg/L，同时设计1个平

行组，每实验水族箱放中华鲟14尾。实验期间不投

饵，保持全天持续充氧。在暴露后24 h、48 h、72 h和

96 h时，每个处理组分别取3尾鱼，迅速解剖取出肝

脏组织，放入5 mL塑料离心管中，置- 20 ℃冰箱保

存，测定24 h、48 h、72 h和96 h不同浓度处理组中华

鲟幼鱼肝脏的SOD、CAT和GSH-PX活性。

1.4 组织匀浆的制备及酶活性的测定

用预冷的生理盐水漂洗去血液，剪去肝脏表面

附着的结缔组织，再用滤纸吸去表面水分，称取适量

的样品，按质量︰体积=1︰10加入4 ℃预冷的生理

盐水，在冰浴条件下，用超声波进行匀浆。匀浆液用

冷冻离心机在4 000 r/min下离心10 min，取上清液

备用。

样品上清液中蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝

比色法，SOD测定采用黄嘌呤氧化法改进的方法—

羟胺法，CAT测定采用一般分光光度法，GSH-PX测

定采用5，5 ′ -二硫代硝基苯甲酸（DTNB）比色法，试

剂均购自南京建成生物工程研究所，操作按试剂盒

说明进行。SOD活性单位定义为每毫克组织蛋白

在1 mL反应液中，SOD抑制率达到50%时所对应的

SOD量为1个活性单位（U）；GSH-PX活性单位定义

为每毫克组织蛋白，每分钟扣除非酶反应的作用，

使反应体系中GSH浓度降低1 μmol/L为1个酶活性

单位（U）；CAT酶活性单位定义为每毫克组织蛋白

每秒分解浓度降低1 μmol的H2O2 的量为1个活性单

位（U）。

1.5 数据处理

采用寇氏法（Karber）[9] 计算出24 h、48 h、72 h和

96 h的LC50 以及lgLC50 的95%可信限，将死亡率转

化成概率单位，试验液质量浓度转换成浓度对数，求

出死亡率概率单位与试验液质量浓度对数的回归方

程，安全浓度= 96 h LC50×0.1； SOD、CAT和GSH-PX

活性分别测定3次，再将3次重复实验的实验数据的

平均值进行 t检验，分析各浓度处理组与对照组的差

异显著性。

2  结果与分析

2.1 中华鲟幼鱼的中毒症状

中华鲟幼鱼在不同质量浓度的Cu2 + 中表现出不

同程度的中毒症状，在最高浓度组，中华鲟幼鱼在暴

露4～ 6 h后开始出现异常现象，首先表现为失去平

衡游泳的能力，鳃盖煽动频率加快，少数个体在水中

侧翻，并会出现打转、急速游动或上下乱窜，随后，身

体僵直，抽搐，沉入水底，5～ 10 s后恢复运动能力，

背部颜色慢慢加深，鳃及体表分泌出大量黏液，鳃肿
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胀，颜色变暗，鳃丝上附有淡蓝色絮状物。持续数小

时后游动变得缓慢，头朝下，尾巴向上翘，鳃盖煽动

频率变慢，逐渐丧失运动能力，吻部和腹部充血，肛

门出现红肿，最后躺卧缸底，解剖死亡后的中华鲟幼

鱼，发现肝脏肿大、色泽发白，胆囊肿大、胆汁充盈，

肾脏充血、色泽变暗；在低浓度组，受试的幼鱼在暴

露50～ 58 h后出现中毒症状，一旦中毒，亦表现出

同样症状。

2.2 Cu2 + 对中华鲟幼鱼的急性毒性

不同浓度Cu2 + 暴露不同时间后，中华鲟幼鱼的死

亡情况见表1。0.11 mg/L组24 h内全部死亡； 0.076 mg/L

组72 h内 全 部 死 亡； 0.053 mg/L组96 h全 部 死 亡； 

0.0360 mg/L组24 h开 始 出 现 死 亡，0.017 3 mg/L和

0.012 mg/L组72 h出现死亡。

以Karber 方程对实验结果进行统计处理，得出

试验液浓度对数与死亡率概率单位的线性回归方

程，求出24 h、48 h、72 h和96 h的LC50 值及95%置信

区间。再用经验公式96 h LC50× 0.1计算出安全浓度

为0.002 17 mg/L，其结果见表2。

2.3 Cu2 + 对中华鲟幼鱼肝脏SOD、CAT和GSH-PX

酶活性的影响

在不同Cu2 + 溶液暴露24 h后，与对照组酶活性

（633.85±5.37）U相比，中华鲟肝组织SOD活性显著下

降，分别下降到（599.28±7.03） U、（560.45±6.28） U和

（505.95±9.71） U，其下降程度与Cu2 + 处理浓度呈正相

关（R2
 = 0.988 3）。暴露48 h后，低浓度组（0.005 mg/L）

肝组织SOD活性逐渐恢复，上升到（667.30±6.34） U，

超过对照组活性，随后又逐渐下降，其他实验组一直

呈现下降趋势，而且这种作用随着鱼暴露时间延长和

Cu2 + 浓度升高而增强的趋势（图1）。

表1　不同浓度Cu2 + 暴露不同时间对中华鲟幼鱼的死亡率
                                                         Tab. 1　Acute toxicity of Cu2 +  to juvenile Chinese sturgeon %　

质量浓度 /（mg·L-1）
Concentration

暴露时间 /h  Exposure time

24 48 72 96

0.0120 0 0 5.56 16.7

0.0173 0 0 11.1 33.3

0.0250 0 27.8 44.4 61.1

0.0360 11.1 50.0 72.2 83.3

0.0530 27.4 61.1 83.3 100

0.0760 50.0 77.8 100 —

0.1100 100 — — —

0.0000 0 0 0 0

注： “—”代表此处理组幼鱼已全部死亡.

Note：“—” denotes all juvenile were died.

表2　Cu2 + 对中华鲟幼鱼毒性的线性回归分析
Tab. 2　Linear regression analysis of Cu2 +  toxicity on juvenile Chinese sturgeon

暴露时间 /h
Exposure time

回归方程
Regression equation

相关系数
R2 LC50/（mg·L-1） 95% 置信区间 /（mg·L-1）

95% confidence interval
安全质量浓度 /（mg·L-1）

Safe concentration

24 y = 6.948x + 13.615 0.928 0.0606 0.0489～ 0.0759 0.00217

48 y = 2.673x + 8.754 0.981 0.0414 0.0315～ 0.0545

72 y = 3.767x + 11.099 0.950 0.0289 0.0224～ 0.0372

96 y = 5.512x + 14.260 0.964 0.0217 0.0168～ 0.0280

注：y：死亡率概率单位； x：Cu2 + 浓度对数.

Note：“y” signifies probit of mortality；“x” signifies logarithm of copper ion concentration.
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中华鲟幼鱼在Cu2 + 的水体中处理24 h时，肝

组织中CAT活性随着在Cu2 + 浓度的增加均显著下

降，分 别 下 降 到（553.67±4.29）U、（513.15±5.08）U

和（471.50±5.36） U，其 下降 程 度随Cu2 + 浓 度呈正

相 关 性（R2
 = 0.999 9）（图2）。 处 理48 h时，CAT酶

活有恢复的趋势，0.005 mg/L组中CAT活性上升到

（648.00±8.32） U，超过对照组，0.01 mg/L与对照组没

有显著差异（P > 0.05），0.015 mg/L组中CAT活性显

著下降（P > 0.05），96 h后各浓度组CAT活性均低于

对照组。

图1　中华鲟肝组织SOD活性随处理时间的变化
图中同一暴露时间下不同字母表示与对照组差异显著（P < 0.05）.

Fig. 1　Changes of SOD activity with exposure time in liver tissue of Chinese sturgeon
Under the same exposure time，different letters mean significant difference with control（P < 0.05）.

图2　中华鲟肝组织CAT活性随处理时间的变化
图中同一暴露时间下不同字母表示与对照组差异显著（P < 0.05）.

Fig. 2　Changes of CAT activities with exposure time in liver tissue of Chinese sturgeon
Under the same exposure time，different letters mean significant difference with control（P < 0.05）.
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在Cu2 + 污染的环境中，中华鲟肝脏组织GSH-PX

活性在处理24 h时显著下降，其下降程度与Cu2 + 浓度

呈正相关（R2
 = 0.992 9），详见图3。48 h时，0.005 mg/L组

酶活力为（0.70±0.058） U，显著高于对照组（P < 0.05），

0.01 mg/L组 为（0.63±0.048） U，显 著 下 降（P < 0.05），

0.015 mg/L为 （0.66±0.065） U，与对照组没有显著差异

（P > 0.05），72 h后各实验组显著下降（P < 0.05）。

3  讨论

3.1 中华鲟幼鱼的中毒症状

中华鲟幼鱼Cu2 + 中毒后，体表和鳃的黏液增多，

鳃上附有淡蓝色的絮状物，在水中翻转、冲撞、呼吸

困难，严重的窒息死亡，表明铜可能损伤了中华鲟

幼鱼的鳃导致鱼体缺氧，神经系统受损。这与其他
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学者观察到的鱼类急性重金属中毒症状相似 [10-12]。

实验结束后，将存活中华鲟幼鱼移入清水中继续饲

养，饲养10 d后发现50%左右死亡。可见铜暴露后

的中华鲟幼鱼虽然部分能够存活，但大部分已受到

Cu2 + 的毒害作用，生理功能无法恢复，导致后期死

亡，这与鳗鲡 [13]、鲫鱼 [14] 重金属中毒结果基本一致。

重金属离子进入鱼体组织后，一部分可随着血液循

环到达各组织器官，引起组织细胞的机能变化；另一

部分则可与血浆中的蛋白和红血球等结合，或者与

酶结合，造成酶失活，当重金属在体内积累到一定程

度后，引起中毒 [15-16]。

3.2 Cu2 + 对中华鲟幼鱼的致死效应及安全浓度评价

铜是生命活动所必需的微量元素，是构成酶的

活性基团或是酶的组成成分，也是水环境中污染较

为严重的重金属之一，当生物体中铜的浓度超过其

生物生态阈值时，会引起中毒，导致肝溶酶体膜磷脂

发生氧化反应、溶酶体膜破裂，水解酶大量释放，从

而引起肝组织坏死 [17]。铜对鱼类的急性毒性效应已

有研究 [17-18]。研究表明环境因子影响Cu2 + 对生物体

的毒性，如水的硬度高低对铜离子的毒性有明显影

响，水中钙离子含量对铜离子毒性有拮抗作用，水中

钙含量高，鱼体钙含量也高，鳃细胞渗透性减少，从

而减少了重金属吸收进入体内 [13-14]。Cu2 + 质量浓度

0.11 mg/L，24 h内中华鲟幼鱼出现死亡，从中等浓度

0.036 mg/L以上，至0.076 0 mg/L，24 h内中华鲟幼鱼

出现死亡，0.025 mg/L时48 h出现死亡，0.017 3 mg/L

时72 h出现死亡，0.012 mg/L时96 h出现死亡，表明

重金属对鱼类的毒害作用主要是在鱼体内富集，重

金属的量积累到一定的程度之后，大剂量的重金属

离子抑制正常的生理生态过程 [19-20]。  

有毒物质对鱼类的毒性作用可根据鱼类急性中

毒试验的96 h LC50 分为4级（表3）[21]，中国渔业水质标

准[22] 对铜的最高容许质量浓度为0.01 mg/L。本实验

所得铜对中华鲟幼鱼的安全浓度为0.002 17 mg/L，

远低于中国渔业水质标准，可见中华鲟幼鱼对铜的

耐受性较低，中国的渔业水质标准是否可以作为保

护中华鲟的安全浓度值有待考虑。陈家长等 [2] 对长

江下游安庆、南京、镇江和长江口4个江段水质污染

状况的监测结果表明，在南京与长江口江段的重金

属铜污染物超标，超标倍数分别为1.5倍和0.4倍，沿

江的其他江段也可能有其他污染带存在。这表明中

华鲟自然繁殖幼苗以及人工繁殖放流幼鱼降河洄游

到长江口的过程中，可能面对这些污染物的威胁，此

状况应引起有关部门注意，对长江沿岸的污染源应

该加强管理，为中华鲟等水生生物资源提供良好的

生存环境。

硫酸铜通常用来毒杀鱼体上寄生的原生动物

等，常 用 质 量 浓 度 为0.7～ 0.8 mg/L（单 独 使 用 或

与硫酸亚铁混合作用）。本实验Cu2 + 对中华鲟幼

鱼的 安 全 浓 度 为0.002 17 mg/L，折 算 成 硫 酸 铜为

图3　中华鲟肝组织GSH-PX活性随处理时间的变化
图中同一暴露时间下不同字母表示与对照组差异显著（P < 0.05）.

Fig. 3　Changes of GSH-PX activity with exposure time in liver tissue of Chinese sturgeon
Under the same exposure time，different letters mean significant difference with control（P < 0.05）.
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0.008 53 mg/L，因此 上 述 常 用的 杀 毒 浓 度 远 高 于

Cu2 + 对中华鲟幼鱼的安全浓度，可能会造成对中华

鲟的危害，因此，对中华鲟来说应尽量避免使用硫

酸铜。 

本实验仅以重金属的总投入量为依据，只考虑

了单一重金属对中华鲟幼鱼的毒性，但在江河中存

在多种重金属，可能存在某种协同或拮抗作用 [23-24]，

另外，金属预处理也能缓解重金属毒性 [25-27]，此外，

盐度、温度、溶氧、pH值 [28] 等理化因子的改变对重金

属的毒性也可能产生影响，因此多种环境因子与重

金属的联合毒性作用需要进一步探讨。

3.3 Cu2 + 对中华鲟幼鱼肝脏抗氧化酶活性的影响

机体中的抗氧化酶系统在维持氧自由基代谢平

衡方面起着十分重要的作用 [29]，SOD、CAT、GSH-PX

是脊椎动物体内抗氧化酶的重要组分。在正常生理

情况下，机体内的抗氧化酶系统能有效地清除体内

的超氧阴离子自由基（O2
-）、单线态氧（1O2）、羟自由基

（-OH）和H2O2 等活性氧物质，保护动物免受自由基

伤害 [30]。但在机体受到重金属作用时会异常产生过

量的活性氧，超出了机体清除活性氧的能力，这些活

性氧可攻击各种生物大分子，引发生物膜中的不饱

和脂肪酸发生脂质过氧化，而对细胞和机体产生毒

害作用 [31]。当中华鲟幼鱼处于CuSO4 污染环境中，

Cu2 + 进入中华鲟体内后，其肝脏组织中SOD、CAT、

GSH-PX活性受到显著抑制，其抑制程度与Cu2 + 的

质量浓度和暴露时间呈正相关，当机体由于Cu2 + 致

自由基产生过多或机体抗氧化系统受到损伤，就会

造成自由基大量堆积，从而引发组织细胞的脂质过

氧化损伤，影响鱼体内的抗氧化系统从而引起鱼类

中毒 [31]，引发各种病理生理过程 [32]。

SOD 清除O-

2 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，SOD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

生物体受到伤害 [33-34]。本实验结果同样发现，低浓

度铜胁迫下，中华鲟幼鱼肝组织内的SOD 活性显著

升高，这种现象与Beaumont等 [35] 的研究结果类似，

Stebbing[36] 认为，毒物在低浓度下出现的这种现象，

是其在无毒情况下的应激反应，他把这一现象称为

“毒物兴奋效应”。到目前为止，许多研究证明，“毒

物兴奋效应”具有普遍性；高浓度Cu2 + 胁迫下，中华

鲟幼鱼肝组织内的SOD 活性极显著性下降，因此，

Cu2 + 胁迫下SOD活性的降低，造成中华鲟幼鱼的活

性氧伤害很可能是Cu2 + 对中华鲟幼鱼形成毒害的

重要原因之一。同样，CAT、GSH-PX对中华鲟伤害

程度也很灵敏，在CuSO4 处理24 h时活性急剧下降， 

CAT、GSH-PX在24～ 48 h有回升趋势，随后又显著

下降，说明了随着处理时间的延长，中华鲟所受的损

害逐渐加剧。

本研究发现，当中华鲟处于0.005 mg/L Cu2 + 时，

虽然不会死亡，但体内保护酶活性随处理时间延长

出现了一系列变化，首先被抑制，然后逐渐恢复并超

过对照组活性，以后又回落，且变化幅度与处理液中

CuSO4 质量浓度呈正相关，由此可以证实，抗氧化酶

SOD、CAT和GSH-PX活性的变化情况可以反应中华

鲟幼鱼受损伤的程度。SOD、CAT和GSH-PX作为

内源活性氧清除剂，在Cu2 + 的胁迫下，能清除体内过

量的活性氧，维持活性氧代谢平衡，保护膜结构，从

而使动物在一定程度上缓解或抵抗环境胁迫，但这

种维持作用有一定的浓度范围，随着污染物浓度的

表3　有毒物质对鱼类的毒性标准
[21]

Tab. 3　Toxicity criteria of toxic substances on fish [21]

项目 Item
等级  Class

剧毒 Extreme 高毒 High 中毒 Middle 低毒 Low

ρ* /（mg·L-1） < 0.1 0.1-1 1-10 >10.0

*此质量浓度为96 h的LC50 值.

*The mass concentration of the LC50 value of 96 h.
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增加，抗氧化酶活性受到抑制，由此造成活性氧的积

累和对细胞膜的损伤，降低生物的适应性，最后导致

死亡。
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Effects of antioxidant enzyme in liver and acute toxicity of Cu2+ on 
juvenile Chinese sturgeon
YAO Zhifeng�1，2�，ZHANG Longzhen�1，2�，ZHUANG Ping�1�，HUANG Xiaorong�1，2�，YAN Shiwei�3

（1. Key and Open Ecological Laboratory of Marine and Estuary，Ministry of Agriculture of China，East China Sea fisheries research 
institute，Chinese academy of fishery sciences，Shanghai 200090，China；2. College of fisheries and life，Shanghai Ocean University，
Shanghai 201306 ，China；3. Faculty of Life Science and Technology，Dalian Fisheries University，Dalian  116023，China）

Abstract：The acute toxicity of Cu2+
  and the changes of antioxidant enzyme of Chinese sturgeon（Acipenser sinensis 

Gray）were studied by the static test method. According to this LC50，the experiment concentrations of CuSO4 were set 

up at 0，0.005 mg/L，0.01 mg/L and 0.015 mg/L and the exposure time were set up at 24 h，48 h，72 h and 96 h. The 

results showed that copper was a drastic toxicant；the 24 h，48 h，72 h and 96 h median lethal concentrations of copper 

were  0.0593 2 mg/L，0.034 0 mg/L，0.028 3 mg/L and 0.021 7 mg/L respectively，the safe concentration of these metal 

was  0.002 17 mg/L. The activities of SOD，CAT and GSH-PX in the liver tissues of Chinese Sturgeon were restrained 

obviously within 24 h，but the activities recovered gradually from24 to 48 h，the activities decreased after 48 h，and 

it was lower than that of the contro1 group. The changes of the activities of SOD，CAT and GSH-PX indicated the 

damage degree of Chinese Sturgeon by Cu2+. [Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（4）：731-738]
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