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铜对刀鲚幼鱼的急性毒性及对肝抗氧化酶活性与组织结构的影响
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中国水产科学研究院 淡水渔业研究中心, 农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 江苏 无锡 214081
摘要: 采用静水生物测试法研究铜(Cu2+)对刀鲚(Coilia nasus)幼鱼的急性毒性并进行安全性评价。根据预实验结果, 设定0.3、0.54、0.96、1.68 和3 mg/L 5个CuSO4浓度梯度进行急性暴露实验, 以肝组织超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性为指标, 并通过观察肝、鳃组织病理变化来研究Cu2+污染对刀鲚幼鱼的毒性效应。结果表明, 刀鲚幼鱼随Cu2 + 浓度升高毒性效应逐渐增强, 24、48、72和96 h LC50分别为1.087、1.062、1.042和0.967 mg/L, 安全质量浓度为0.009 67 mg/L。刀鲚幼鱼暴露24 h之后, 各Cu2+浓度处理组(0.1, 0.2, 0.3 mg/L) CAT活性、SOD活性显著提高(P<0.05); 暴露48 h后, 各组CAT活性下降, CAT活性均低于对照组, 下降幅度与Cu2 +质量浓度呈正相关, SOD活性提高显著(P<0.05); 暴露72 h后, SOD活性有所下降, SOD活性均低于对照组(P<0.05)。1.68 mg/L和3 mg/L的Cu2+浓度对刀鲚幼鱼的鳃和肝都造成严重的损伤, 暴露在高浓度组(3 mg/L)中的刀鲚, 其鳃上皮细胞肿大变性, 鳃小片几乎全部脱落; 肝呈黄色, 超微结构发现肝细胞明显增大, 线粒体空泡化, 胞质中出现空泡和大量脂滴, 表明Cu2+可诱发刀鲚出现脂肪肝综合征。SOD、CAT活性变化以及鳃、肝结构变化都反映刀鲚幼鱼受伤害的程度, 可用作安全性风险评价的参考依据。
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近年来, 随着工农业的快速发展, Cu作为化学工业的原材料被广泛应用, 工业生产过程中排放的含Cu废水和废渣的渗出液直接进入水体, 加之农业生产中各类含铜化学制品大量使用, 致使水体Cu含量越来越高。据调查, 长江沿岸水域均受到不同程度的重金属污染, 尤其Cu、Zn、Pb等元素污染严重[1]。在水产上, 硫酸铜中的铜离子能与蛋白质结合形成蛋白盐, 对于一般原生动物和有胶质的低等藻类, 具有较强的毒杀效果[2], 因其可防治大部分由细菌及寄生虫引起鳃病和皮肤病等, 在水产增养殖中被广泛应用。Cu元素具有低的中毒浓度和高的移动性, 易通过食物链富集而逐级放大, 是水域生态系统中危害最严重的成分之一[3]。
刀鲚(Coilia nasus)俗称刀鱼, 是长江中重要的洄游性鱼类[4], 因其肉鲜味美、营养丰富, 享有“长江三鲜”之一的美誉。近年来, 由于长江生态环境的不断恶化, 刀鲚生存环境受到破坏, 加之酷渔滥捕的, 刀鲚资源急剧衰退, 目前已不能形成渔汛。随着采捕运输技术、人工繁殖及苗种培育及池塘养殖技术的突破[5−7], 刀鲚已逐步成为经济价值较高的养殖品种。在新兴的刀鲚养殖业中, 硫酸铜已成为治疗刀鲚苗种培育阶段寄生虫引起鳃病的重要药物。目前, 未见有Cu2+对刀鲚幼鱼急性毒性及对肝抗氧化酶活性影响的研究报道。本研究通过硫酸铜对刀鲚幼鱼的急性毒性研究, 计算出药物的半致死浓度和安全浓度, 并测定了急性暴露后刀鲚幼鱼肝中超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)的变化, 观察鳃部组织的病理变化情况, 探讨Cu2+对鱼类的致毒机理, 以期为进行长江水体对刀鲚的安全性风险评价、养殖水质管理和含铜水产药物的安全使用提供理论依据。
1  材料与方法
1.1  实验材料
实验材料为采捕自长江靖江段野生刀鲚幼鱼, 暂养于中国水产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭养殖基地室内水泥池, 驯食人工配制缓沉饲料养殖30 d以上。正式实验前2 d停止喂养, 选取规格整齐、体质健壮、反应灵敏的幼鱼作为实验对象, 鱼体体长(10.51±0.68) cm, 体质量(4.93±0.52) g。
1.2  实验条件
硫酸铜(CuSO4·5H2O)为分析纯(上海凌峰化学试剂有限公司)。实验前将两组药物各配成Cu2+质量浓度为1 000 mg/L的母液, 预实验和正式实验时根据实验要求稀释成目的浓度。
实验用水为经过曝气3 d的净化水, 水质指标: pH 7.2, DO≥7.0 mg/L, 水温(25.0±0.7)℃, 硬度(40±5) mg/L, 氨氮含量0.001 mg/L, 亚硝酸盐含量0.011 mg/L。实验容器为75 cm×60 cm×50 cm的聚乙烯塑料水族箱, 每箱盛放药液容量180 L。为防止摄食影响, 实验期间不投喂任何饵料。
1.3  实验方法
根据静水生物测试法, 方法参照《水生生物毒性实验方法》[8], 实验期间不更换实验液, 为确定药物实验液浓度的上下限, 先进行48 h预实验。预实验的CuSO4质量浓度设定5个梯度, 分别为0、0.125、0.5、1和5 mg/L; 根据预实验结果推算刀鲚对Cu2+的0及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间距设置对照组和5个质量浓度梯度暴露组, 对照组和暴露组CuSO4的质量浓度为0、0.3、0.54、0.96、1.68和3 mg/L。每个浓度组设置2个平行组, 另设1个对照组, 每组浓度中投放10尾刀鲚幼鱼, 实验期间观察鱼的行为状况和中毒症状, 记录鱼的死亡时间及死亡数, 及时捞出死亡鱼体。中毒后, 经玻璃棒多次轻击鱼的尾部无反应则判定为死亡。
根据LC50设置实验质量浓度梯度为0、0.1、0.2和0.3 mg/L, 同时设计1个平行组, 每实验水族箱放刀鲚幼鱼14尾。实验期间不投饵。在暴露后12、24、48、72 h时, 每个处理组分别取3尾鱼, 迅速解剖取出肝组织, 放入2 mL离心管中, 置–20℃冰箱保存, 测定不同浓度组不同处理时间刀鲚幼鱼肝的SOD、CAT活性。
1.4  组织酶液的制备及酶活性的测定
用预冷的生理盐水漂洗去肝组织样血液, 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。
样品上清液中蛋白浓度的测定采用考马斯亮蓝比色法, 超氧化物歧化酶(SOD)测定采用WST-1法测定试剂盒, 过氧化氢酶(CAT)测定采用一般可见光法测定试剂盒, 丙二醛(MDA)测定采用TBA法试剂盒, 试剂盒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240 μL反应体系中SOD抑制率达到50%时所对应的酶量为1个SOD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1 μmol的H2O2的酶量为1个活性单位(U)。
1.5  组织病理学及微结构观察
实验期间, 将死亡的实验鱼及时解剖、拍照, 并用解剖镜进行观察, 记录组织病变状况。同时, 快速取解剖鱼鳃、肝置于波恩氏液中固定24 h以上。毒性实验结束后, 取对照组正常实验鱼鳃、肝用波恩氏液固定做对照。样品经正丁醇梯度脱水后, 石蜡包埋连续切片, 切片厚度6 μm, HE染色, 中性树脂封片, 显微镜检, 用Olympus BH-2连接Microscope Digital Camera 560成像系统拍照。取肝用2.5%戊二醛固定2 d以上, 0.2 mol/L磷酸缓冲液(pH7.4)清洗3次, 1%锇酸固定2 h, 丙酮脱水, Epon812环氧树脂浸透包埋, 常规方法制作超薄切片[9], 醋酸双氧铀染色30 min, 柠檬酸铅染色20 min, 日立H-7650型透视电镜观察并拍照。
1.6  数据处理
利用Spass13.0软件处理数据, 计算出24、48、72和96 h的LC50、lgLC50的95%可信限, 求出死亡率概率单位与实验液质量浓度对数的回归方程[10]。安全浓度=96 h LC50×0.01;  SOD、CAT活性和MDA含量分别测定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, 当P<0.05时认为差异显著。
2  结果与分析
2.1  刀鲚幼鱼的中毒症状
刀鲚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(3 mg/L), 刀鲚幼鱼在暴露3 h后开始出现异常现象, 首先表现为反应迟钝, 呼吸急促, 失去平衡游泳的能力, 身体侧翻游动, 有时急速游动、到处乱窜或者水面打转, 随后身体抽搐, 沉入水底, 数分钟后, 又向上急游并旋转游动, 周而复始数次后, 直至呼吸缓慢, 乏力, 6 h后出现死亡, 背部颜色加深, 鳃及体表分泌出大量黏液, 鳃肿, 鳃丝暗红无血色, 头部充血, 肝发黄。在低浓度组, 受试的幼鱼在暴露22~25 h后出现中毒症状, 一旦中毒, 都表现出同样症状。
2.2  Cu2 +对刀鲚幼鱼的急性毒性
最高浓度组(3 mg/L)暴露3 h后出现轻微的中毒症状, 6 h后出现死亡并于24 h内全部死亡。24 h内1.68 mg/L组大部分死亡, 其他浓度组出现不同程度的死亡。总体而言(表1), 随着Cu2+浓度的递增, 其毒性逐渐加大, 刀鲚幼鱼死亡率上升; 24 h之后, 同一浓度Cu2+对刀鲚幼鱼作用趋于稳定, 少量死亡。利用概率单位法进行数据分析, 得出24 h、48 h、72 h和96 h LC50分别为1.087、1.062、1.042和0.967 mg/L, 安全质量浓度为0.009 67 mg/L。
2.3   Cu2 +对刀鲚幼鱼肝SOD、CAT酶活性的影响
刀鲚幼鱼暴露12 h后, 低浓度组CAT活性提
表 1  不同暴露时间不同CuSO4浓度对刀鲚幼鱼的死亡率
Tab. 1  Mortality rate of fingerling Coilia nasus under different CuSO4 concentration exposure
%
	质量浓度/(mg∙L–1)

concentration
	暴露时间/h  exposure time

	
	24
	48
	72
	96

	0.00
	0
	0
	0
	0

	0.30
	5
	5
	5
	5

	0.54
	5
	5
	10
	15

	0.96
	35
	40
	40
	40

	1.68
	95
	95
	95
	100

	3.00
	100
	100
	100
	100


 

高显著(P<0.05), 高浓度CAT活性组无显著变化(P>0.05); 暴露24 h后, 0.2 mg/L和0.3 mg/L浓度组对CAT活性具有激活作用, 活性显著高于低浓度组和对照组(P<0.05); 暴露48 h后, CAT活性被抑制, 处理组低于对照组, 其下降程度与Cu2 +质量浓度呈正相关性(图1)。
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图1  刀鲚幼鱼肝组织CAT活性随不同Cu2+暴露时间的变化
图中同一暴露时间下不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).

Fig. 1  Changes of CAT activity in liver tissue of fingerling Coilia nasus after different Cu2+ exposure time
Different letters donate significant difference between groups (P<0.05) at the same time.

在不同Cu2+ 浓度溶液暴露12 h后, 各浓度组SOD活性都有所提高; 但暴露48 h后, SOD活性被显著激活, 活性显著高于对照组(P<0.05); 72 h后, SOD和CAT活性相似, SOD活性被抑制, 处理组低于对照组, 其下降程度与Cu2 +浓度呈正相关(图2)。SOD、CAT活性变化反映刀鲚幼鱼受伤害的程度, 可用作安全性风险评价的参考依据。
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图 2　刀鲚幼鱼肝组织SOD活性随暴露时间的变化
图中同一暴露时间下不同字母表示各组间差异显著(P<0.05).

Fig. 2　Changes of SOD activity with exposure time in liver tissue of fingerling Coilia nasus

Different letters donate significant difference between groups (P<0.05) at the same time.

2.4   Cu2 +急性暴露后刀鲚幼鱼的组织病理变化
不同浓度Cu2+暴露后, 刀鲚幼鱼鳃和肝受到不同程度的损伤, 失去正常的组织结构, 出现明显的病理变化。
2.4.1  鳃  正常鳃丝鲜红, 整齐着生于鳃弓, 其鳃小片与鳃弓呈45º平行交互排列在其两侧(图版I-A)。暴露在1.86 mg/L Cu2+后, 鳃丝呈现出萎缩不齐的弯曲, 鳃丝水肿, 鳃小片波状扭曲, 排列杂乱无章, 部分单层扁平上皮细胞肿大变性(图版I-B)。暴露在3 mg/L Cu2+后, 鳃组织病变损伤更加严重, 毛细血管充血膨胀, 使紧密附着于毛细血管的鳃小片几乎全部脱落(图版I-C)。
2.4.2  肝  正常肝颜色鲜艳, 组织中肝细胞大小相似、结构清晰、排列紧密(图版I-D)。肝内包含动脉、静脉、血窦及少量的结缔组织, 肝细胞围绕中央静脉呈放射状分布, 中央静脉可见少量红细胞。肝细胞之间连接紧密, 呈网状, 网状间隙间可见肝血窦及动静脉管。暴露在1.86 mg/L Cu2+后, 肝发黄, 受到比较严重的损害, 肝细胞肿胀变大, 细胞液中出现细小颗粒, 部分导管破裂, 红细胞外溢(图版I-E)。当暴露在3 mg/L Cu2+后毒害程度更为严重, 可观察到肝细胞内空泡变性,大部分细胞膜破裂瓦解, 肝细胞之间松散, 可见较大空隙, 血管肿大(图版I-F)。超显微结构观察显示, 正常肝细胞核大且明显, 线粒体多且完整(图版I-G); 3 mg/L Cu2+暴露后鱼肝细胞明显增大, 线粒体空泡化, 细胞浆内出现较多空泡和脂滴(图版I-H)。
3  讨论
3.1  Cu2+对刀鲚幼鱼的急性毒性效应
刀鲚幼鱼Cu2+中毒后, 症状为在水中打转、窜动、呼吸困窘, 体表和鳃的黏液增多, 直至死亡, 这与其他学者观察到的鱼类急性Cu2+中毒症状相似[11−14]。实验结束后, 将剩余存活刀鲚幼鱼移入清水池中继续饲养, 饲养7 d后50%个体死亡, 可见当浓度超过Cu2+毒害暴露临界点后, 刀鲚幼鱼已受到Cu2+的较大损伤, 生理功能无法恢复, 导致后期陆续死亡, 这与鳗鲡(Anguilla japonica)[11]、丰产鲫[(Carassius auratus Penze (♀)×Cy​prin​us acutidorsalis(♂)][12]、中华鲟(Acipe​nse​r si​nensis)[13]的Cu2+中毒现象基本一致。
3.2   Cu2+对刀鲚幼鱼的致死效应及安全浓度评价
铜是生物体中构成酶的活性基团, 在一系列酶促反应中发挥重要作用, 但浓度一旦超过其生物阈值则对生物体产生不良的毒性效应。实验中Cu2+对刀鲚幼鱼的96 h LG50为0.967 mg/L, 根据鱼类急性中毒实验4级毒性标准(表2)[15], Cu2+对于刀鲚幼鱼而言属于高毒毒性物质。刀鲚幼鱼的96 h LG50显著高于海水矛尾复虾虎鱼(Syn​e​c​hog​obius hasta)的LG50(0.77 mg/L)[16], 银无须[image: image3.png]


(Puntius gonionotus)的LG50(0.53 mg/L)[17]、丰产鲫幼鱼的96 h LG50(0.09 mg/L)[12]; 显著低于金鱼96 h 
表2  有毒物质对鱼类的毒性标准[15]
Tab. 2　Toxicity criteria of toxic substances on fish[15]
mg·L1
	项目
item
	等级 Class

	
	剧毒

highest toxicity
	高毒

high toxicity
	中毒medium toxicity
	低毒

low toxicity

	ρ*
	<0.1
	0.1−1
	1−10
	＞10.0


注: *此质量浓度为96h的LC50值.

Note: *The concentration is the LC50 value of 96 h.

LG50(9.44 mg/L)[18]和日本黄姑鱼(Nibea japonica)的96 h LG50(2.63 mg/L)[14]; 与鳗鲡仔鱼的96 h LG50(0.99 mg/L)相近[11]。Grosell等[19]指出对铜的敏感性取决于体内吸收、储存和排泄的平衡调节, 刀鲚属于洄游性鱼类, 能适应不同水体环境, 相对而言, 刀鲚对Cu2+耐受性适中。

在渔业生产中, 硫酸铜常被用来毒杀鱼体附着的细菌、寄生的原生动物或者抑制蓝藻暴发。生产实践中常单独使用或与硫酸亚铁混合使用(硫酸铜的质量浓度为0.7~0.8 mg/L)。本实验中, Cu2 +对刀鲚幼鱼的安全浓度为0.009 67 mg/L, 换算成硫酸铜质量浓度为0.024 17 mg/L, 因此上述常用的杀毒浓度远高于Cu2 +对刀鲚幼鱼的安全浓度, 可能会造成对刀鲚幼鱼的危害, 因此, 在刀鲚幼鱼养殖中应尽量避免使用硫酸铜。
本实验中Cu2+对刀鲚幼鱼的安全浓度是在Cu2+单独作用下的结果。由于天然水体中通常同时存在多种重金属污染物, 可能存在某种协同或拮抗作用[20–21], 而且水体中的有机质、悬浮物、钙镁离子等都能降低硫酸铜的毒性, 从而提高其安全浓度。因此, 生产实践中可能出现的多种环境因子与Cu2 +的联合毒性作用仍需进一步深入研究。
3.3  Cu2+对刀鲚幼鱼肝抗氧化酶活性的影响
CAT、SOD是生物体内的非常重要的抗氧化防御性功能酶, 可消除外源性污染物进入生物体后产生的大量活性氧物质, 保护生物免受自由基伤害[22], 其酶活水平高低直观反映了机体的解毒能力及受侵害程度。当刀鲚暴露于Cu2 +环境中时, 其CAT、SOD活性均出现先显著升高的变化, 这种现象被称之为“毒物兴奋效应”[13, 23]; 而随着作用时间和药物浓度的提高, 酶活性被极大地抑制, CAT、SOD活性显著降低, 最终造成刀鲚幼鱼活性氧伤害很可能是Cu2 +对刀鲚幼鱼形成毒害的重要原因之一。这与Cu2+对黄河鲤(Cyrinus​ carpio)毒性效应[24]及Cu2+对缢蛏(Sinonova cu​laconstricta​ L​a​mark)稚贝的毒性效应[25]相似。丁正峰等[26]认为在河川沙塘鳢(Odontobutis ​potamophila)肝抗氧化系统中CAT、SOD酶活的变化趋势相似, 二者协同作用, 与本实验结果相类似。SOD、CAT作为刀鲚幼鱼体内源活性氧清除剂, 能清除体内多余的活性氧, 在一定程度上缓解或抵抗环境胁迫; 酶活性随暴露时间延长出现了一系列波动变化, SOD活性首先被抑制, 然后逐渐恢复并超过对照组活性, 之后又回落, 且变化幅度与实验液中CuSO4质量浓度呈正相关; CAT活性则被明显抑制, 变化幅度亦与实验液中CuSO4质量浓度呈正相关; 由此可以看出, 抗氧化酶CAT和SOD活性的变化情况反映了刀鲚幼鱼受损伤的程度。
3.4  Cu2+急性暴露后刀鲚幼鱼鳃及肝组织结构变化
铜等重金属作为水体污染物, 对鱼类产生广泛的生理和组织病理影响, 其作用的靶器管主要为鳃。鳃是鱼类气体交换的主要场所, 具有离子和渗透压调节、电解质酸碱平衡调控等重要功能, 其由磷脂组成的鳃膜能对游离的金属离子产生直接的吸附[27], 吸附高浓度的重金属离子将导致其组织结构发生病理变化, 呼吸肌的异常和电解质平衡的破坏[28]。Cu2+诱导鳃组织形态变化有两种反应类型: 防御(炎症)和补偿(细胞增生, 黏液分泌)反应[29], 两种反应都是阻碍有毒污染物质的进入, 免其到达血液, 使鳃损害程度尽量降低[30]。刀鲚暴露在Cu2+受毒后, 扁平上皮细胞肿大变性, 毛细血管充血膨胀, 血红细胞溢出。这与以往的研究中的结果一致。Arellano等[28]观察到塞内加尔鳎在铜暴露下, 鳃组织发生常见的病变, 上皮细胞片状融合、增生, 毛细血管破裂, 红细胞发生释放。Ortiz等[30]观察铜使鳉(Fundulu​s heteroclitus)鳃黏液分泌物增加, 氯细胞肥大, 血液外渗。鱼鳃组织上皮细胞的变化是对大部分刺激物的普遍反应, 其他重金属如锌、汞等使鱼类均能产生相似的病理变化[31]。鳃黏液分泌和黏液细胞的数量和比例逐渐增加是一种对污染物防御机制的体现, 在其他鱼类Cu2+毒性效应中都可观察到[32]。在本研究中, 刀鲚幼鱼染毒后鳃部黏液分泌物增加, 黏液细胞肿大变性, 产生这种毒性效应可能是由于铜诱导黏液分子结构发生修饰, 致使组织坏死造成的现象。
肝是鱼类对重金属体内生物富集和解毒的重要组织器官[33], 适量的铜可导致肝内具有解毒功能的金属硫蛋白的合成[34], 但是长时间暴露于高浓度Cu2 +的毒液中, 必将使肝产生一系列的病理结构变化。刀鲚幼鱼在高浓度Cu2+作用下, 肝细胞明显增大, 并在超微结构中可明显观察到发生病理变化的肝出现线粒体空泡化, 细胞浆内出现较多空泡和脂滴, 脂质沉积。Liu等[16]对矛尾复虾虎鱼Cu2+毒性的研究表明, 相比正常组, 67% Cu2+暴露矛尾复虾虎鱼的肝含有大量的脂肪滴, 致使矛尾复虾虎鱼脂质和脂蛋白代谢紊乱, 诱发鱼脂肪肝, 引起肝细胞溶解、肝硬化并死亡, 这与本实验观察结果极为相似。由此可见, SOD、CAT活性变化以及鳃、肝结构变化都反映刀鲚幼鱼受伤害的程度, 可用作安全性风险评价的参考依据, 在实际生产应用中, 水体铜离子浓度应控制在安全质量浓度(0.009 67 mg/L)以下。
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Acute effects of copper on survival of fingerlings, antioxidant enzyme activities in liver and structure of gill and liver of Coilia nasus
NIE Zhijuan, XU Gangchun, ZHANG Shouling, XU Pao, GU Ruobo

Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China
Abstract: We evaluated the acute toxicity of copper on the survival rate of Coilia nasus fingerlings and on antioxidant enzyme (Superoxide dismutase, SOD; Catalase, CAT) activity changes in fish liver. The histology of experimental fish gills and liver were also analyzed. Fish were exposed to copper sulfate (CuSO4) solution with Cu2+concentrations of 0(control), 0.3, 0.54, 0.96, 1.68 and 3 mg/L. The 50% lethal concentration (LC50) values of copper on C. nasus were 1.087, 1.062, 1.042 and 0.9 67 mg/L at 24, 48, 72 and 96 h, respectively. The safe concentration of copper for this species at the fingerling stage was calculated as 0.009 67mg/L. The activities of CAT and SOD were significantly enhanced in liver cells after the fish were exposed in CuSO4 for 12 and 24 h compared with those in the control group (P<0.05). Forty-eight hours later, the activities of CAT started to decline, while the activities of SOD did not decrease until 72 h. Overall, the CAT (after 48 h) and SOD (after 72 h) in the liver cells of fish exposed to copper sulfate exhibited lower activities than those in the control group. The changes of CAT activities after 48 h positively correlated with Cu2+concentration. Our results indicated that 1.68 mg/L Cu2+was toxic to Coilia nasus fingerlings, resulting in swollen and denatured epithelium and deformed lamellae of the gills. The hepatic ultrastructural observation sampled from the fish exposed to 3 mg/L Cu2+showed significant hypertrophy of liver cells; the mitochondria exhibited vacuolization; vacuoles and lipid droplets occurred in cytoplasm. Copper appeared to induce fatty liver syndrome. We concluded that determining antioxidant enzyme (SOD and CAT) activities and histopathological analysis are important approaches to evaluate the safe concentration of copper for C. nasus fingerlings.
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图版I　暴露于Cu2+铜后刀鲚幼鱼肝、鳃组织的病理变化
A. 正常鱼鳃, Gf: 鳃丝, Sf: 鳃小片. B. 1.86 mg/L CuSO4 染毒96 h, 示鳃丝水肿, 鳃小片波状扭曲. C. 3 mg/L CuSO4染毒24 h, 示鳃丝水肿变性, 鳃小片脱落. D. 正常鱼肝, 示肝细胞(He), 血管(Bv), 红细胞(Ec). E. 1.86 mg/L CuSO4染毒96 h, 示肝细胞部分空泡化, 导管破裂, 红细胞外溢. F. 3 mg/L Cu2+染毒24 h, 示肝细胞空泡变性瓦解. G. 正常鱼肝(透视电镜图), 示细胞核(Nu),
细胞膜(Cm), 线粒体(Md). H.3 mg/L Cu2+染毒24 h后鱼肝(透视电镜图), 示细胞核(Nu), 示线粒体空泡化(Vm), 脂滴(Lp)增多.
Plate I  Pathological changes of liver and gill in Coilia nasus fingerling exposed to Cu2+
A. Structure of the normal gill(control), Gf: gill filament, Sf: gill lamella. B. Exposed to 1.86 mg/L CuSO4 for 96 h, showing gill edema, gill lamella distorted. C. Exposed to 3 mg/L CuSO4 for 24 h, showing gill filaments denature, lifting and detachment of epithelial cells. D. Structure of the normal liver (control), He: hepatocyte, Bv: blood vessel, Ec: erythrocyte. E. Exposed to 1.86 mg/L CuSO4 for 96 h, showing hepatocyte vacuolized, catheter broken, extravasation of erythrocytes. F. Exposed to 3 mg/L CuSO4 for 24 h, showing liver cells denature and break down. G. TEM image of the normal liver, Nu: nucleus, Cm: cytomembrane, Md: mitochondria. H. TEM image of the liver exposed to 3 mg/L CuSO4 for 24 h, showing vacuolization in mitochondria(Vm), a large number of lipid
droplets(Lp) in cytoplasm.
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